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PANKREAS KANSERI ve TUMOR MIKROCEVRESININ OKARYOTIK ELONGASYON
FAKTORU 2 KiNAZ (EF2K) ENZIM INHIiBIiSYONU ARACILIGIYLA HEDEFLENMESI

Didem KARAKAS

Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal

Damisman: Yrd. Dog. Dr. Egemen DERE

Pankreatik kanser ortalama 6 aylik sag kalim siiresi ile en agresif ve oliimciil kanser tiirlerinden
biridir. Kullanilan geleneksel tedavi yontemleri sadece kanser hiicrelerini hedeflemektedir. Ancak
son yillardaki ¢alismalar ile tiimér mikrogevresinin de tiimér gelisimi, invazyonu, kemorezistans ve
metastaz siire¢lerinde aktif rol oynadig: bilinmektedir. Bu nedenle etkin bir tedavi i¢in hem tiimor
hiicrelerinin, hem de tiimdr mikrogevresinin hedeflenmesi gerekmektedir. Okaryotik elongasyon
faktorii 2 kinaz (EF2K), kanser hiicrelerinde artmis aktivite gosteren ve stres kosullarinda kanser
hiicrelerinin hayatta kalmasinda rol alan bir enzimdir. EF2K pankreas kanserinde invazyon siirecinde
rol almaktadir ve bu enzimin inhibisyonu kanser hiicrelerinde apoptozisi tetiklemektedir. Literatiirde
EF2K ile timdr mikrogevresi arasindaki iligkiyi gosteren bir ¢caligma bulunmamaktadir. Bu nedenle
bu calismada tiimor mikrogevresinin énemli hiicre gruplarindan biri olan makrofajlar ile PANC1
pankreatik kanser hiicreleri arasindaki etkilesimin EF2K ekspresyonuna etkileri incelendi. Calismada
PANCI hiicreleri ile monositik THP-1 hiicreleri ve bu hiicrelerden polarize edilen makrofajlar
indirekt olarak kiiltiire edildi. Ardindan PANCI hiicrelerinde EF2K ekspresyonu, hiicre migrasyon
ve invazyonundaki degisimler sirasiyla western blot, migrasyon ve invazyon testleri ile incelendi.
PANCI hiicreleri ile monosit ve makrofajlarin kokiiltiirii sonrasi, tiimér mikrogevresinin 6nemli
kemokinlerinden olan monosit kemoatraktan-1 proteini (MCP-1) diizeyleri ELISA testi ile 6lgildii.
MCP-1’in PANCI hiicrelerinde EF2K ekspresyonu ve migrasyon yetenekleri tizerine etkileri de
incelendi. MCP-1"in monosit-makrofaj doniisiimii tizerindeki etkisi western blot ile incelendi. MCP-
1 ile EF2K arasindaki etkilesimi incelemek amaciyla, EF2K overeksprese eden PANCI hiicreleri
kullanilarak MCP-1 diizeyi western blot ile incelendi. Ayrica, EF2K siRNA’s1 kullanilarak PANC1
hiicrelerinin koloni olusturma, migrasyon ve invazyon yeteneklerinde ve MCP-1 ekspresyonundaki
degisimler incelendi. EF2K inhibisyonunun in vivo etkilerini degerlendirmek igin pankreatik
ortotopik tiimér modeli kullanildi ve EF2K inhibisyonu sonrast MCP-1 diizeyi western blot ile
incelendi. Timore infiltre olan protimorijenik makrofajlar mmiinohistokimyasal boyama ile
gosterildi. Sonug olarak, makrofajlar ile PANCL1 hiicreleri arasindaki etkilesimin EF2K ve MCP-1
ekspresyonunu arttirdigi ve hiicre migrasyon ve invazyonunda artisa neden oldugu bulundu. Ayrica
EF2K ile MCP-1 arasinda iki yonlii bir etkilesim oldugu ve MCP-1’in monositlerin protiimérijenik
makrofajlara farklilasmasima yol agtigt bulundu. EF2K’nin in vitro susturulmasit MCP-1 protein
diizeyinde, hiicre invazyon ve migrasyonunda azalmaya yol agt1. Ayrica, EF2K inhibisyonu sonucu
in vivo olarak timo6r hacmi ve proliferasyonunda ve MCP-1 protein ekspresyonunda azalma oldugu
gosterildi. EF2K inhibisyonu tiimore infiltre olan protiimérijenik makrofaj sayisinda da azalmaya yol
act1. Sonug olarak, EF2K inhibisyonu ile hem kanser hiicreleri hem de makrofajlarin hedeflenmesinin
pankreatik kanser tedavisi i¢in umut verici bir yaklasim olabilecegi sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: pankreatik kanser, timo6r mikrogevresi, makrofaj, EF2K, MCP-1
2017, xi + 104 sayfa.
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PhD Thesis

TARGETING PANCREATIC CANCER and TUMOR MICROENVIRONMENT
THROUGH EUKARYOTIC ELONGATION FACTOR 2 KINASE (EF2K) INHIBITION

Didem KARAKAS
Uludag University
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Department of Biology

Supervisor: Asst. Prof. Dr. Egemen DERE

Pancreatic cancer is one of the most aggressive and deadliest cancer with 6 months average survival
rate. Traditional therapies only target cancer cells. However, recent studies indicate that tumor
microenvironment plays an important role during tumor progression, invasion, chemoresistance and
metastasis. Therefore, both tumor cells and their microenvironment should be targeted for an effective
treatment. Eukaryotic elongation factor 2 kinase (EF2K) is an enzyme which is overexpressed in
cancer cells that plays a key role in cancer cell survival under stress conditions. EF2K participate in
invasion of pancreatic cancer cells and inhibition of this enzyme triggers apoptosis in cancer cells.
There is no study that have shown the relationship between EF2K and tumor microenvironment.
Therefore, in this study it has been investigated that the interaction between macrophage (one of the
most abundant cell type in tumor microenvironment) and PANC1 pancreatic cancer cells on EF2K
expression. In this study, PANC1 cells were cultured with monocytic THP-1 cells and macrophages
which were polarized from THP-1 cells. The changes in EF2K expression, cell migration and invasion
were analyzed using western blot, migration and invasion assays, respectively. The effects of
coculture of PANC1 cells with monocytes and macrophages on monocyte chemoattractant protein-1
(MCP-1) levels, which is one of the most important chemokines in tumor microenvironment were
analyzed using ELISA. The role of MCP-1 on both EF2K and migration of PANCL1 cells were
investigated. The role of MCP-1 on monocyte-macrophage differentiation was also investigated. To
determine the relationship between EF2K and MCP-1, EF2K was stably overexpressed in PANC1
cells and MCP-1 levels were measured using western blot. EF2K was silenced using siRNA and then
the changes in MCP-1 expression levels, the ability of colony formation, migration and invasion of
PANCL1 cells were investigated. Pancreatic orthotopic tumor model was used to determine the in vivo
effects of EF2K inhibition. Following EF2K inhibition, the changes in expression levels of MCP-1
was measured using western blot. The presence of tumor-infiltrated pro-tumorigenic macrophages
were shown using immunohistochemical staining. As a result, it was found that the interaction
between PANCL cells and macrophages caused an increase in EF2K and MCP-1 proteins and this
interaction accelarated cell migration and invasion. In addition, there was a bidirectional interaction
between MCP-1 and EF2K. MCP-1 also caused differentiation of monocytes to pro-tumorigenic
macrophages. In vitro silencing of EF2K decreased MCP-1 expression, cell invasion and migration.
Invivo inhibition of EF2K also decreased MCP-1 expression, tumor volume and the number of tumor-
infiltrated pro-tumorigenic macrophages. Consequently, targeting both tumor cells and macrohages
through EF2K inhibition might be a promising strategy for pancreatic cancer treatment.

Key words: pancreatic cancer, tumor microenvironment, macrophage, EF2K, MCP-1
2017, xi + 104 pages
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CAF Karsinoma ile iliskili fibroblast
CDKN2A Siklin bagimli kinaz inhibitorii 2 A
ECM Ekstraseliiler matriks

EF2 Okaryotik elongasyon faktorii 2
EF2K Okaryotik elongasyon faktorii 2 kinaz
EGF Epidermal biiyiime faktorii

FAP Fibroblast aktivasyon proteini

FGF Fibroblast biiyiime faktorii

GAP Guanozin trifosfataz aktive edici protein
GEF Guanin niikleotid degisim faktorii
HGF Hepatosit bliylime faktorii

IFN-y Interferon gama

IGF-1 Insiilin benzeri biiyiime faktorii 1
IPMN Intraduktal papiler miisindz

MCP-1 Monosit kemoatraktan protein 1
PanIN Pankreatik intraepitelyal neoplazi
PDAC Pankreatik duktal adenokarsinom
PDGFR§p Trombosit kdkenli biiylime faktorii reseptorii beta
SDF-1 Stromal hiicre kaynakli faktor 1
TAM Tiimdrle iligkili makrofaj

TGF-B Transforme biiyiime faktorii beta
TNF-a Timor nekrozis faktorii alfa

a-SMA Alfa diiz kas aktini
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1. GIRIS

Pankreatik kanser tiim kanser tiirleri arasinda en 6ldiiriicli kanserlerden biridir ve hastalarin
5 yillik sag kalim oranlar1 %5’ten daha azdir (Crane ve ark. 2004, Long ve ark, 2011). 2015
yilinda Amerika Birlesik Devletleri’nde pankreatik kanser tanisi konan hastalarin %80’inden
daha fazlasi 1 yil iginde hayatin1 kaybetmistir (Anonim 2015). Mevcut tedavi yontemleriyle
tan1 konduktan sonra ortalama yasam siiresi 6 aydir, dolayisiyla glinimiizde pankreatik
kanser i¢in etkin bir tedavi yontemi bulunmamaktadir. Pankreatik kanserin en dldiiriicii
kanserler arasinda yer almasimin nedenleri; erken evrede metastaz yapabilme yetenegi ve
agresif tiimor gelisimiyle kemoterapi ve radyoterapiye direng gelistirmesidir (He ve ark.

2012, Ottenhof ve ark. 2011).

Son yillarda yapilan c¢alismalarla, yalnizca karsinoma hiicrelerinin degil, tiimdr
mikrogevresinin de pankreatik kanserin bu agresif dogasina katki sagladigi ortaya konmustur
(Fujita ve ark., 2010; Miyamoto ve ark., 2004). Bu nedenle sadece tiimor hiicrelerini
hedefleyen tedaviler basarisiz olmaktadir ve etkin tedavi i¢in karsinoma hiicreleri ile birlikte

timor mikrogevresinin de hedeflenmesi gerektigi diistiniilmektedir.

Okaryotik elongasyon faktdrii 2 kinaz (EF2K) enzimi pek ¢ok kanser tiiriinde fazla miktarda
aktivite gosteren (Bagaglio ve Hait 1994, Nilsson ve Nygard 1995, Parmer ve ark. 1999,
Knebel ve ark. 2002) ve aclik, besin kitlig1 gibi stres kosullari altinda protein sentezini
yavaglatarak hiicrelerin ekstrem kosullarda bile hayatta kalmalarina olanak saglayan bir
enzimdir (Browne ve ark. 2004). Ayrica son yillarda yapilan ¢alismalarda EF2K enziminin
kanser hiicre invazyonu (Ashour ve ark. 2014a) ve ila¢ direncinde rol aldig1 (Tekedereli ve
ark. 2012) ve bu enzimin baskilanmasinin hiicrelerde apoptozisi indiikledigi gdsterilmistir
(Ashour ve ark. 2014b). Ancak literatiirde EF2K protein ekspresyonu ve tiimor mikrogevresi

arasindaki iligkiyi gosteren herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Bu nedenle bu calismada, tiimor mikrogevresinin 6nemli hiicre gruplarindan biri olan
makrofajlar ile pankreatik kanser hiicreleri arasindaki etkilesimin EF2K proteini {izerine
etkileri arastirildi. Bu calisma EF2K enziminin timdr mikrogevresinin 6nemli hiicre

gruplarindan olan makrofajlar ile iligkisini gosteren ilk calismadir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Pankreas Anatomisi ve Fizyolojisi

Pankreas endokrin ve ekzokrin fonksiyonlara sahip glandiiler bir organdir (Keller ve Layer
2005, Roder ve ark. 2016). Bagirsaklara sindirim enzimlerini sekrete eden ve gastointestinal
sistemin bir pargasit olan pankreas, ayn1 zamanda enerji metabolizmasinin kontrolii i¢in

hormonlar salgilayan endokrin bir organdir (Longnecker 2014).

Pankreas genel olarak endokrin ve ekzokrin pankreas seklinde iki bashik altinda
degerlendirilebilir. Ekzokrin pankreas, sindirim enzimlerini iireten ve onikiparmak
bagirsagina sekrete eden kisimdir. Bu kisim bag doku, kan damarlar1 ve sinirler ile iliski
icinde bulunan asinar ve duktal hiicreleri igerir. Ekzokrin kisim total pankreasin %95°1ik
kismin1 meydana getirir. Endokrin pankreas ise kana insiilin, glukagon, somatostatin ve
pankreatik polipeptidleri salgilayan ve total pankreasin %1-2’lik kismini olusturan
bolimidir (Longnecker 2014). Endokrin pankreastaki hiicre tiplerinin kiimeler seklinde bir
araya gelmesiyle olusan yapiya Langerhans Adaciklar1 ad1 verilmistir (Hezel ve ark. 2006).

Pankreasin genel yapist Sekil 2.1°de verilmistir.

A. B.
Safra kanali (duktus)
N Onikiparmak bagirsagt
o
— = = —
/
Ana pankreatik kanal
(duktus)

Sekil 2.1. Pankreasin anatomisi. Pankreasin onikiparmak bagirsagi ve safra kanali ile
anatomik iligskisini gosteren genel anatomisi (A). Pankreatik parankimanin histolojik
diizeydeki ana komponentleri (B). Sag alt kosedeki dairesel kisim; Langerhans adaciklarini,
yildiz; asinar hiicreyi, ok isareti; pankreatik kanali (duktus) gostermektedir (Hezel ve ark.
2006’dan Tiirkgelestirilerek alinmistir)



2.2. Pankreatik Kanser, Etiyolojisi ve Epidemiyolojisi

Pankreas kanseri tiim kanser tiirleri arasinda, karaciger kanseri ile birlikte en 6limciil 2
kanser tliriinden biridir (Siegel ve ark. 2016). 2015 yilinda Amerika Birlesik Devletleri’nde
pankreatik kanser tanis1 konan 48 960 hastadan 40 560 kisisi hayatin1 kaybetmistir (Anonim
2015). Semptomlarinin azlhigi, erken deteksiyon ve efektif tedavi segeneklerinin
bulunmamasi nedeniyle en oldiiriicii kanser tiirleri arasinda yer alan pankreatik kanserin 5
yillik sag kalim oran1 %5’ten daha diisiiktiir ve hastalarin %50’si ilk 6 ay icinde hayatimi
kaybetmektedir (Michaud 2017).

Pankreatik kanser i¢in pek ¢ok etiyolojik faktor tanimlanmistir. Pankreas kanserine neden
olan cevresel faktorlerin basinda gelen sigara kullanim1 en ciddi olan ve en yaygin olarak
calisilan risk faktorlerinden biridir. Aktif sigara kullanimi, giinliik tiikketilen sigara miktarina
bagli olarak pankreatik kanser riskini 1,5-3 kat arttirmaktadir. Pasif kullanimin risk faktori

oldugu kanitlanmamaistir (Harnack ve ark. 1997).

Alkol tiiketimiyle pankreas kanseri gelisimi arasindaki iliskiye odaklanan c¢ok sayida
epidemiyolojik ¢alisma bulunmaktadir. Bazi calismalar alkol tiiketimi ve pankreas kanseri
riski arasinda bir iligki bulunmadigini ifade ederken (Farrow ve Davis, 1990), bazi calismalar
ise ortalama alkol tiiketiminin pankreas kanserine yol agmadigini, ancak asiri miktarda

tilketimin pankreas kanseriyle iliskili oldugunu ifade etmektedir (Vecchia ve Bosetti 2016).

Beslenme ve pankreas kanseri arasindaki iliskiyi incelemek amaciyla yapilan calismalar bu
konuda tutarli bir bilgi sunmamaktadir. Bu konuda yapilan pek ¢ok ¢aligma hayvansal yaglar
ve et bakimidan (kavrulmus, 1zgara ya da kizarmis) zengin beslenme ile pankreas kanseri
arasinda iligki olabilecegini ifade etmektedir. Ancak, et, yumurta, siit ve siit iirlinleri
tiketiminin artmis pankreas kanseri riskine neden olabilecegi iizerine odaklanan bu
caligmalarin sonuglar1 tutarsizdir (Calle ve ark. 2003). Meyve, sebze, vitamin ve lif
bakimindan zengin beslenme ise koruyucu faktor olarak kabul edilmektedir (Nkondjock ve
ark. 2005). Ancak, 2005 yilinda yaklasik 125 000 kisi ile yapilan bir ¢aligmada, yiiksek

oranda sebze ve meyve tiikketen grup ile yiiksek oranda yag ve et ile beslenen grup arasinda



pankreas kanseri riskinin azalmasi agisindan bir fark bulunamamistir (Michaud ve ark. 2005).
Kahve ve cay tiiketimiyle pankreatik kanser arasinda bir iligki oldugu saptanmamistir (Dusek

ve ark. 2010).

Obezitenin de pankreatik kanser ile iliskili oldugu bilinmektedir. Obezite, adip6z dokularda
fizyolojik fonksiyon degisikliklerine yol agarak, insiilin direncine, kronik inflamasyona,
adipokinlerin sekresyonunda degisikliklere neden olarak karsinojenez ve kanser gelisimine

neden olmaktadir (Cindy ve ark. 2015).

Uzun siireli tip 2 diyabet de artmis pankreatik kanser riski ile iliskilidir. Ote yandan, 2-3
yildan daha kisa siireli diyabetin, parakrin kanser hiicreleri tarafindan indiiklenen beta-hiicre
disfonksiyonu ve periferal insiilin direncine yol agmasi nedeniyle erken para-neoplastik bir
belirti oldugu, dolayisiyla da etiyolojik bir faktor olmadig1 diisiiniilmektedir (Mateos ve
Conlon 2016). Kronik pankreatitis hastaligi da pankreas kanseri i¢in risk faktorlerinden
biridir (Mateos ve Conlon 2016). Pankreatik kanser riskini arttiran diger faktorler arasinda,
0-disindaki kan gruplari, Helicobakter pylori enfeksiyonu, kronik hepatit B ve C enfeksiyonu
yer almaktadir (Mateos ve Conlon 2016). Ancak bu risk faktorlerinin daha fazla galisma ile

desteklenmesine gereksinim duyulmaktadir.

Cevresel karsinojenlere maruziyetin pankreatik kanser riskini arttirdigi bilinmektedir.
Ozellikle aromatik ve heterosiklik aminlere ve klorlu ¢dziiciilere maruziyet pankreatik kanser
riskini arttirmaktadir. Berberler, kuaforler, petrokimya ve lastik endiistrisinde calisan isgiler
bu maddelere uzun stire maruz kaldigindan bu kisilerin daha fazla risk altinda olduklar1 kabul
edilmektedir (Ojajirvi ve ark. 2001). Iyonize radyasyon ile pankreatik kanser arasinda bir
iliski bulunamamistir. 1990 yilinda yapilan bir ¢alisma iyonize radyasyonun pankreatik

kanser riskini arttirmadigini ifade etmektedir (Anonim, 1990).

Pankreas kanserinin yas ile iliskisi oldugu bilinmektedir. 30’Iu yaslardan sonra insidansin
ciddi diizeyde artt1g1, 70-80 yaslarindan sonra pik yaparak pankres kanseri riskinin %80’lere
ulastig1 ifade edilmektedir. Ortalama tani yas1 65 olarak belirtilen pankreas kanseri i¢in 50

yasindan once tani konulan hasta sayist %10’dan daha azdir (L1 ve ark. 2009).



Irk bazinda degerlendirildiginde, en yiiksek pankreatik kanser insidanst Amerika Birlesik
Devletleri'nde  yasayan  Afro-Amerikanlarda, Kuzey Avrupalilarda, Hawai’deki
Polinezyalilarda ve Yeni Zelanda’daki Maorislerde goriilmektedir. Amerika Birlesik
Devletleri’nde yasayan Afro-Amerikanlarda pankreatik kanser nedeniyle meydana gelen
olimler Kafkaslara kiyasla 1,4 kat daha yliksektir. Afro-Amerikanlarda sigara kullaniminin
ve diabetin daha yaygin olmasi bu durumun agiklamasi olarak gosterilmektedir (Silverman

ve ark. 2003).

Son olarak, pankreatik kanser hastalarinin %7-10"u arasinda ailesel 0ykii bulunmaktadir.
2012 yilinda yayinlanan Pankreas Tarama Kilavuzu’na gore, en az iki kusak yakininda
pankreatik kanser hastasi olan kisilerin, birinci dereceden yakinlarindan en az bir kisinin

pankreatik kanserden etkilenecegi belirtilmistir (Mateos ve Conlon 2016).

2.3. Pankreatik Kanser Histolojisi

Pankreatik kanser ekzokrin ya da endokrin hiicrelerden kdkenlenir. Bu yiizden ekzokrin ve
endokrin tiimorler histolojik bakimdan farklilik gosterirler. Endokrin tiimdrler genellikle
daha az yaygindir ve tiim pankreatik kanserlerin %5’ini meydana getirir (Grant ve ark. 2016).
Bu tiimorler pankreatik adenokarsinoma kiyasla 27 aylik ortalama yasam stiresi ile daha
diisiik 6liim oranina sahiptir (Fesinmeyer ve ark. 2005). Endokrin tiimorler genellikle islet
(adacik) hiicrelerinden koken alir ve devamli olarak fazla miktarda pankreatik hormon
uretirler. Bu tlimorler orjinlerine ve sekrete ettikleri hormonlara gore insiilinoma,
glukagonoma ve gastrinoma olarak gruplandirilmaktadir (Grant ve ark. 2016). Pankreatik
endokrin tiimorler tirettikleri fazla miktarda hormonlar nedeniyle meydana gelen hipoglisemi
ya da eritremli dermatoz (cilt dokiintiisii) gibi dramatik semptomlar nedeniyle daha kolay
detekte edilebilirler (Phan ve ark. 1998).

Ekzokrin hiicrelerden meydana gelen pankreatik kanserler, endokrin tiimdrlerden daha
yaygindir ve iki ana histolojik alt gruba ayrilmaktadir. Pankreatik duktal adenokarsinom
(PDAC) altgrubu, ekzokrin tiimorlerin  biiyilk ¢ogunlugunu ve tiim pankreatik
malignansilerin de %90’ 1ndan fazlasini meydana getirmektedir. PDAC pankreatik duktus ve

salg1 bezi gibi epitelyal hiicrelerden kdken almaktadir (Fesinmeyer ve ark. 2005).



Bu hiicreler genellikle karaciger ve lenf nodlarina metastaz yapabilme yetenegindedir (Kern
ve ark. 2002). Erken evrede semptomlarinin azlig1 nedeniyle PDAC igin genellikle timdriin

metastaz yaptig1 ge¢ evrelerde tani1 konulmaktadir.

PDAC’lar pankreatik intraepitelyal neoplazi (PanIN) ve intraduktal papiler miisindz
neoplazm (IPMN) olarak bilinen hiperplastik lezyonlarin gelisimi ile meydana gelmektedir
(Grant ve ark. 2016) (Sekil 2.1).

Pankreatik intraepitelyal neoplazmalar (PanIN) pankreatik duktusta yer alan mikroskobik,
non-invazif epitelyal proliferasyonlar olarak tanimlanmaktadir. PanIN formasyonu aym
zamanda asinar-duktal metaplazi olarak da bilinmektedir. Pankreatik hasar ya da KRAS
aktivasyonunu takiben asinar hiicreler asamali olarak asinar 6zelliklerini kaybeder ve duktal
ozellik kazanmaya baglar (Gooiker ve ark. 2014). Bu lezyonlar, mutasyonlarin birikimine
paralel olarak artan displaziye gore 4 grade (sinif) altinda incelenmektedir: PanIN-1A, -1B,
-2 ve -3) (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Pankreatik kanserin gelisim modeli (Chang ve ark. 2008’den Tiirkcelestirilerek
alinmistir)

Intraduktal papiler miisinéz neoplazm (IPMN) ise PanIN’den sonra ikinci ana pankreatik

kanser prekiirsor lezyondur. IPMN, pankreatik duktlardan ya da dallarindan koken alan kistik



makroskobik lezyonlardir. Bu tiimorler fazla miktarda miisin iireterek duktal dilatasyona ve

pankreatitise neden olurlar (Mateos ve Conlon, 2016).

2.4. Pankreas Kanseri Molekiiler Biyolojisi

Onkojenler proto-onkojen olarak adlandirilan ve hiicre dongiisii progresyonu gibi olaylari
regilile eden genlerdeki mutasyonlar sonucu meydana gelirler (Sakorafas ve ark. 2000). Bu
mutasyonlarin sonucu olarak bu genlerden {iretilen proteinler degisiklige ugrar ve hiicre

igerisinde farkli 6zellikler ya da artmis aktivite kazanir.

Timdr supresor genler ise hiicre proliferasyonu gibi siireclerin inhibisyonunda rol alan
genlerdir. Tiimor supresor genlerde meydana gelen mutasyon ve/veya delesyonlar bu
genlerin inhibe edici fonksiyonlarinin ortadan kalkmasina neden olur (Friend ve ark. 1988).
Sonug¢ olarak onkojenler ve timor supresor genlerde meydana gelen bu degisiklikler
hiicrelerin malign fenotip (artmis proliferasyon, apoptozisten kagma yetenegi, invazyon ve

metastaz yetenegi) kazanmalarina olanak saglar (Abramson ve ark. 2007).

Tiim genom analizi sonuglarina gére PDAC’da meydana gelen 4 temel genetik degisiklik
sunlardir: onkojenik KRAS mutasyonu ve tiimor supresor genler olan CDKN2A, TP53 ve
SMADA4 inaktivasyonu (Grant ve ark. 2016) (Sekil 2.3).

,o"' R A
[ Duktal epitelyal hiicre J { PanIN-1 } [ PanIN-2 } [ PanIN-3 J [ PDAC }
KRAS TPS3 V
Anahtar genetik degisiklikler: Telomer kisalmasi CDKNZA SMAD4

Sekil 2.3. Pankreatik kanseri gelisiminde rol alan genetik degisiklikler (Grant ve ark. 2016,
Tirkgelestirilerek alinmistir)



2.4.1. KRAS

Pankreas kanserinin tanimlayici genetik Ozelliklerinden biri olan aktive edici KRAS
mutasyonlari tiim pankreas kanserlerinin yaklasik %92’sinde bulunmaktadir (Bailey ve ark.
2016). RAS siiperailesinin bir tiyesi olan KRAS, hiicre proliferasyonu, farklilagma, sag kalim
ve migrasyon gibi cesitli hiicresel siireglerde rol alan kiigiik GTPaz kodlanmasindan
sorumludur (Downward 2003). Normal fizyolojik kosullar altinda KRAS GTP-bagl aktif
formu ile GDP-bagl inaktif formu arasinda doniisiir. Bu iki form arasindaki gegisler
GDP’nin GTP’ye doniisiimiinden sorumlu olan guanin niikleotid degisim faktorleri (GEF)
ad1 verilen proteinler ve GTP’den GDP’ye doniisiimii saglayan GTPaz aktive edici proteinler
(GAP) tarafindan gergeklestirilmektedir (Cox ve ark. 2014, Stephen ve ark. 2014). Duragan
haldeki hiicrede KRAS GDP bagli haldedir. Biiyiime faktorleri stimiilasyonu sonrast GEF’ler
KRAS’a baglanarak onun GDP-GTP doniisiimiinii katalizleyerek aktivasyonunu saglar
(Pylayeva-Gupta ve ark. 2011).

Insan PDAC vakalarinda KRAS geninde intrinsik GTPaz aktivitesini zayiflatan ve KRAS ile
GAP proteinleri arasindaki etkilesimi bloke eden aktive edici nokta mutasyonlar1 oldugu
bulunmustur. Bu mutasyonlar arasinda en yaygin olan1 kodon G12’de goriilmektedir. Bu
mutasyon KRAS’1in devamli aktivasyonu ile birlikte alt kisminda (downstream) yer alan ve
artmis proliferasyon, metabolik yeniden programlanma, apoptozisten kacis ve mikrogevrenin
yenilenmesi gibi stireglerde rol alan sinyal yolaklarmin kalic1 olarak aktivasyonuna neden

olmaktadir (Pylayeva-Gupta ve ark. 2011).

Aktive edici KRAS mutasyonlar1 neredeyse tiim pankreatik karsinomlarin gelisimindeki en
erken genetik degisikliktir (Kanda ve ark. 2012). Ayrica, KRAS geninin ileri evre pankreatik
kanserin devamliliginda esansiyel rolii oldugu dominant negatif mutant ¢aligmalarla 6ne
striilmiistiir (Hirano ve ark. 2002). Daha sonra yapilan RNA-interferans c¢alismalari ile
KRAS’mn pankreatik karsinom devamliliginda da hayati role sahip oldugu kanitlanmigtir

(Brummelkamp ve ark. 2002, Fleming ve ark. 2005).



2.4.2. Siklin bagimh kinaz inhibitor 2A (CDKN2A)

Timorlerin yaklagik %95’inde CDKN2A geninde fonksiyon kaybi oldugu bilinmektedir
(Rozenblum ve ark. 1997, Schutte ve ark. 1997). CDKN2A mutasyonlar1 genellikle ileri
derece PanIN lezyonlarinda, PDAC gelisiminden 6nceki donemlerde detekte edilmektedir
(Wilentz ve ark. 1998). CDKN2A geni iki protein kodlamaktadir. Bunlardan ilki olan pl6
proteini hiicre dongiisiindeki G1 kontrol noktasindaki rolii dolayisiyla tiimor supresor olarak
bilinmektedir (Lukas ve ark. 1995). Bu protein G1 kontrol noktasindaki rolii ile hiicre
dongiisiinde S-fazina gegisin durdurulmasindan sorumludur (Sherr 2001). CDKN2A geni
ayni zamanda pl4ARF proteinini kodlamaktadir (Sherr 2001). P14 proteini p53’iin
stabilizasyonu ile biiylime tizerinde negatif regiilator etkiye sahiptir (McWilliams ve ark.
2011). Bu protein p53 proteolizi inhibisyonu ile biiylime tutulmasi ya da apoptozisi
indiiklemektedir. P14 inaktivasyonu yalnizca CDKN2A geni delesyonu ile meydana
gelmektedir (Rozenblum ve ark. 1997, Schutte ve ark. 1997). Hem p14 hem pl6-aracili
bliylime tutulmasinin neoplastik transformasyona karst koruyucu rol oynadiklari

distiniilmektedir (McWilliams ve ark. 2011).

2.4.3. TP53

pS3 tlimor supresor geni PDAC vakalariin %50-75’inde inaktifir (Li ve ark. 2004, Goggins
2005, Hruban ve ark. 2001). 17°nci kromozomda lokalize olan bu gen hiicre dongiisii
ilerlemesi, apoptozis ve DNA onarimi gibi 6énemli hiicresel olaylarin diizenlenmesinde rol
alan p53 transkripsiyon faktoriinii kodlamaktadir. p53 inaktivasyonu ileri evre PanIN
lezyonlarinda CDKN2A’daki genindeki kaybi takiben meydana gelmektedir (Maitra ve ark.
2003). Bu diizeydeki hastalik progresyonunda, DNA hasari birikiminin p53 aktivite kaybina
yol agan selektif bir baskiya yol actig1 ve bu sekilde tiimorijenik hiicrelerin hayatta kalma ve

prolifere olma 6zelliklerini korudugu diisiiniilmektedir (Grant ve ark. 2016).

PDAC’da p53 mutasyonlarinin pankreatik kanserin yiiksek metastatik dogasina katkida
bulunduguna dair ¢alismalar bulunmaktadir (Morton ve ark 2010). Bir ¢alismada p53°iin
spesifik tiimorle iligkili olan mutant formunun p73 proteinine baglandig1 ve bu proteinin

trombosit-kokenli biiylime faktorii reseptorii beta (PDGFRp) ekspresyonu iizerindeki



baskilayici etkisini ortadan kaldirdigr gosterilmistir (Weissmueller ve ark. 2014). PDGFR
upregiilasyonunun farelerde invazyonu ve metastatik potansiyeli arttirdigi bilinmektedir.
Dolayistyla PDAC’da p53 hem tiimor supresor hem de metastaza katki saglayici olarak gorev
alabilmektedir. Bu bilgiler de PDAC’da meydana gelen genetik degisimlerin karmasikligina
dikkat gcekmektedir (Grant ve ark. 2016).

2.4.4. SMAD

Timor supresér gen SMAD4 (DPC4) epitelyal hiicre biiyiimesini baskilayan transforme
biiylime faktorii beta (TGF-p) sinyal yolagina aracilik etmektedir (Miyaki ve Kuroki 2003).
Bu gen pankreatik kanserlerin %55’inde inaktivedir (Hahn ve ark. 1996). SMAD
inaktivasyonu hiicre dongiisiiniin diizensiz progresyonuna neden olmaktadir (Hansel ve ark.
2003). SMAD genindeki genetik degisimler genellikle ileri evre PanIN lezyonlarinda,
CDKN2A kaybi sonrasi meydana gelmektedir ve bu durum ile SMAD4 kaybi timor
baslangici evresinin final asamalarindan biri olmaktadir (Maitra ve ark. 2003, Wilentz ve
ark. 2000). Ek olarak, SMAD4 kaybi olan hastalarin wild-type SMAD4 ekspresyonuna sahip
hastalara kiyasla daha kotii prognoza sahip olduklart belirtilmistir (Tascilar ve ark. 2001).

2.5. Tiimor Mikrocevresi

Yirminci yiizyilin ikinci yarisindan itibaren malign siirecin devamliligini saglayan malign
hiicrelerdeki genetik ve epigenetik degisiklikler kanser biyolojisi ve terapisi konularmin
odag1 durumuna gelmistir (Stratton ve ark. 2009). Ancak giinlimiizde bu malign siiregte
sadece tlimor hiicrelerinin degil, bu hiicrelerle yakin etkilesim halinde olan ekstraseliiler
matriks (Extracellular matrix, ECM) ve genetik-olmayan degisimlere sahip stromal
hiicrelerin olusturdugu tiimér mikro ¢evresinin de Onemli rol oynadigi bilinmektedir
(Hanahan ve Coussens 2012). Kanser gelisimi siirecinde 6nemli rol oynayan tiimor hiicreleri
ile tiimor mikro g¢evresi arasindaki bu etkilesim tiim kanser belirteglerine (hallmark) katk1

saglamaktadir (Hanahan ve Weinberg 2011).

Normal stroma neoplastik uyaranlara hizlica yanit verecek ve bitisigindeki epitelyum ile

uyum icerisinde davranarak ‘“reaktif stroma” y1 meydana getirecek sekilde kalitsal bir
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plastisite yetenegine sahiptir. Normal sartlarda stromanin karsinojenez siirecini baskilama
0zelligi organizmal sag kalim ve uzun 6miir ile iligkilidir. Ancak, stromay1 olusturan hiicreler
gesitli uyaranlarla uyarilip transforme olduklarinda sahip olduklar1 anti-karsinojenik etki
tersine doner ve kanser gelisimi siirecine katki saglamaya baslarlar. Bu kosullar altinda
stromal hiicreler kanser hiicreleriyle birlikte evrilir ve cesitli sitokinleri, kemokinleri,
biliylime faktorlerini ve proteinazlart sentezleyecek duruma gelecek sekilde asimile olarak

farklilasirlar (Junttila ve de Sauvage 2013).

Tiim6r mikro gevresinin tipik stromasinda yer alan yapisal ve fonksiyonel olarak esansiyel
elementler baslica su sekilde gruplandirilabilir (Chen ve ark. 2015):

- Fibroblastlar, miyofibroblastlar,

- adipdz (yag) hiicreleri,

- immin ve inflamatuvar hiicreler,

- kan ve lenfatik vaskiiler ag

- ECM
Tumor hiicresi Notrofil/granalosit
RH\LL = Fibroblast/miyofibroblast/
SENNE———a mezenkimal kok hiicre
Makrofaj =" ESM
o | :
—~=e
Kanser
Kok hicresi

Adiposit

Nature Reviews | Drug Discovery

Sekil 2.4. Tiimor mikrogevresi. (Nature Reviews Drug Discovery’den Tiirkcelestirilerek
alinmistir, Dranoff, 2004)
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Timor gelisimi ve devamliligi igin, timdr hiicrelerinin dort kritik 6zelligi gelistirmesi
gerekmektedir. Bu 6zelliklerden ilki hareket yetenegi, ikincisi ECM’yi degrede edebilme
yetenegi, liclinciisii kanda hayatta kalabilme 6zelligi ve son olarak yeni bir ¢evreye uyum
saglayabilmesi. Peki kanser hiicreleri bu 6zellikleri tam olarak nasil kazanmaktadir? Son
yillardaki c¢alismalar kanser hiicrelerinin embriyonel gelisim siirecinde rol alan bazi
transkripsiyon faktorlerini aktive ederek pleiotropik 6zellik kazandiklarini ve boylelikle bu
Ozellikleri kazandiklarini ifade etmektedir. Bu siirecte ise tiimor mikrogevresi kritik 6neme

sahiptir (Weinberg 2007).

Ileri evre ve metastatik pankreatik kanserin tedavisinde kemoterapi rejimi genellikle yetersiz
kalmaktadir. Son yillardaki ¢alismalar bu durumun nedeni olarak yiiksek oranda fibrotik,
hipoksik ve immiin-baskilanmis pankreatik timor mikrogevresini gostermektedir (Strauss ve
ark. 2016). Pankreatik kanser mikrogevresi pankreatik stellat hiicreleri, tip 1 kollajen ve
hiyaliironik asitten olusan yiiksek oranda dezmoplastik ve fibrotik stromadan meydana
gelmektedir. Pankreatik stellat hiicrelerinin de dahil oldugu bu stroma bilesenlerinin timor
hiicresi biiylimesi, migrasyon ve invazyon ile iliskili oldugu gosterilmistir (Hagg ve ark.
2014).

Pankreatik tiimor mikrocevresi zayif vaskiiler perfiizyon ve hipoksi ile karakterizedir
(Provenzano ve ark. 2012). Bu durum pankreas kanseri i¢in gemsitabin (Kindler ve ark.
2010) ya da gemsitabin+erlotinib (Van Cutsem ve ark. 2009) ile uygulanan standart tedavi
yaklasiminin ve bevacizumab gibi (anjioyogenez inhibitorii) hedefe yonelik tedavi

yaklagimlarinin basarisiz olma nedenini de aciklamaktadir.

2.5.1. Fibroblastlar ve tiimor mikrocevresindeki rolii

Fibroblastlar bag dokuda en fazla bulunan ve sekrete ettikleri ECM komponentleri ile
dokularin yapisal c¢ergevesini olusturan hiicre grubudur (Cirri ve Chiarugi 2011).
Fibroblastlar saglikli dokularda ECM’nin yeniden modellenmesi ve yara iyilesmesi
siirecinde doku onarimi rolleri ile saglikli dokularin yapilarmin ve fonksiyonlarimin

devamliligini diizenlemektedir (Ohlund ve ark. 2014). Normal kosullarda duragan halde olan
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fibroblastlar yara iyilesmesi ve fibrozis durumlarinda aktiflesir ve “miyofibroblast” olarak
adlandirilan aktif hiicre grubuna donisiir (Gabbiani ve ark. 1971). Miyofibroblastlar
karakteristik olarak kontraktil stress liflerine sahiptir, a-diiz kas aktini (a- sSmooth muscle
actin, o -SMA) ve fibronektinin varyant formu olan ED-A fibronektini eksprese ederler
(Tomasek ve ark. 2002).

Cok sayida kanit fibroblastlarin tiimorijenezde esansiyel oyuncular olduklarin1 ve 6zellikle
pankreatik, meme ve prostat kanserlerinde tiimoriin etrafindaki stromal hiicrelerin biiyiik
¢ogunlugunu olusturduklarini ifade etmektedir (Ohlund ve ark. 2014). Timor stromasinda
yer alan ve “karsinoma ile iligkili fibroblastlar (Carcinoma associated fibroblasts, CAF)”
olarak adlandirilan bu aktiflesmis fibroblastlar, yara iyilesmesi ve inflamasyon siireclerinde
rol alan miyofibroblastlarla pek ¢ok benzer 6zellik sergilemektedir (Cirri ve Chiarugi 2011).
Hatta, bu baglamda kanser “asla iyilesmeyen yara” olarak tanimlanmaktadir (Dvorak 1986).
Doku hasar gordiiglinde o bolgedeki fibroblastlar parakrin sinyallere yanit olarak
miyofibroblastlara farklilagirlar (Li ve Wang 2011). Miyofibroblastlarin indiiklenmesi
kanser gelisimi riskini arttiran organ fibrozisine de neden olmaktadir (Desmoulie're ve ark.

2004, Radisky ve ark. 2007).

Endotelyal hiicreler, diiz kas hiicreleri, miyoepitelyal hiicreler ya da mezensimal hiicreler
gibi ¢esitli hiicre gruplart CAF’lar i¢in onciil hiicre gruplart olabilmektedir (Brittan ve ark.
2002, Tomasek ve ark. 2002, Willis ve ark. 2006, Spaeth ve ark. 2009) (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. CAF’larin koken aldigi hiicre gruplari (Calon ve ark. 2014’ten Tiirkgelestirilerek
alinmistir)

CAF’larin esansiyel fonksiyonlar1 arasinda ECM nin depozisyonu, epitelyal farklilasmanin
diizenlenmesi, inflamasyonun diizenlenmesi ve yara iyilesmesi yer almaktadir (Mbeunkui ve
Johann 2009). Bu hiicreler hepatosit biiylime faktorii (HGF), epidermal biiyiime faktorii
(EGF), insiilin benzeri biiylime faktorii-1 (IGF-1), stromal hiicre kaynakli faktor-1 (SDF-
1/CXCL12) ve gesitli fibroblast biiyiime faktorlerini (FGF) eksprese ve sekrete ederek kanser
hiicrelerinde proliferasyonu indiikleme yetenegindedir (Orimo ve ark. 2005, Kalluri ve
Zeisberg 2006, Rosen ve MacDougald 2006, Spaeth ve ark. 2009, Erez ve ark. 2010, Franco
ve ark. 2010, Cirri ve Chiarugi 2011).

Tiimor hiicreleri ve CAF’lar arasinda karsilikli etkilesim oldugu bilinmektedir. Kanser
hiicreleri ve fibroblastlar arasindaki etkilesimi agiklayan iki interaktif sinyal yolagi
tanimlanmistir (Sekil 2.6):
- “Qotiiriicii (efferent)” yolak; kanser hiicreleri stromada reaktif yanit1 tetikler,
- “Getirici (afferent)” yolakta ise; mikrocevrenin etrafindaki modifiye olmus stromal
hiicreler kanser hiicresi yanitini etkiler (De Wever ve Mareel 2003, Giannoni ve ark.
2010).
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PDGF, VEGF, SDF-1, MMP-2/9/13/14,
HGEF, IL-6, CXCL14, CCL7

Getirici yolak

EMT/kok hiicre
m Sag kalim
Proliferasyon
Karsinoma Anjiyogenik 6zellikler

Aktiflesmis hiicreleri ECM modelleme
fibroblastlar inflamasyon

Malign karsinoma

fibroblastlar hiicreleri

Gotiirtict yolak

Sekil 2.6. CAF’lar ve kanser hiicreleri arasindaki karsilikli etkilesimin sematize edilmesi
(Cirri ve Chiarugi 2011’den diizenlenerek alinmistir) *MMT: mezensimal-mezensimal
farklilasma

Sonug olarak, fibroblast aktivasyon proteini (FAP) (Park ve ark. 1999), HGF (Bhowmick ve
ark. 2004) ve katepsin K (Allinen ve ark. 2004) gibi fibroblast aktivasyonu siirecinde
miktarlar1 artan molekiillerin timor mikrogevresi i¢in 1y1 birer hedef olabilecegi

diistiniilmektedir.

2.5.2. immiin hiicreler ve tiimor mikrocevresindeki rolii

Memeli immiin sistemi, organizmay1 yabanci patojenlere kars1 korumak ic¢in non-immiin
hiicreler ile diger hiicreler arasinda kompleks ve dinamik bir ag ile etkilesim kurmus olan
¢ok ¢esitli hiicre gruplar1 ve mediatérlerden meydana gelmektedir (de Visser ve ark. 2006).
Saglikli organizmada, dogustan gelen immiin sistem igsel veya digsal tehlike sinyallerine
kars1 savunma halindedir (Italiani ve Boraschi 2014). Immiin sistemin esasansiyel rolii
“kendiden olmayanlar1” ayirmaktir. Bu 6zellik en kiigiik viriisten, en biiyiik ¢ok hiicreli
parazite kadar tiim yabanci organizmalarin saptanmasi ve elimine edilmesine olanak

saglamaktadir (Blair ve Cook 2008).
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Immiin sistem genel olarak kalitsal ve adaptif olmak iizere iki ana baslikta incelenmesine
ragmen, hiicrelerin doku hasarina hizlica yanit vermelerine olanak saglayan sofistike bir
iletisim agina sahip immiin sistem hiicreleri, antijen spesifitesi ve hiicresel kompozisyon
bakimindan birbirlerinden farklilik gostermektedir (de Visser ve ark., 2006). Kalitsal ve

adaptif immiin sistem hiicreleri asagidaki sekilde gruplandirilmigtir (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7. Kalitsal ve adaptif bagisiklikta rol alan immiin sistem hiicreleri (Nature Reviews
Cancer’dan Tiirkgelestirilerek alinmistir, Dranoff, 2004).

Yakin zamana kadar dogustan gelen ya da adaptif immiin hiicrelerin tiimdrdeki varligi,
immiin sistemin kansere kars1 efektif bir atak halinde oldugunun bir gostergesi olarak kabul
edilmekteydi. Fakat giiniimiizde immiin hiicrelerin ayn1 zamanda kanser baslangici, gelisimi
ve metastaz siireclerine katki sagladiklari da bilinmektedir (Pollard 2004, de Visser ve ark.
2006, Hao ve ark. 2012, Menen ve ark. 2012, Fan ve ark. 2014) ve immiin hiicrelerin kanser
gelisimindeki bu iki yonlii roliiniin temelinde “polarizasyon” konseptinin oldugu ifade

edilmektedir (Fang ve DeClerck 2013).

Monositler kan, kemik iligi ve dalakta dolasgimda olan ve insanlardaki total 16kositlerin
yaklasik %10 unu olusturan bir hiicre grubudur. Dolasimda 1-2 giin kalabilen monositler,

eger bir tehlikeyle kars1 karsiya olan bir dokuya yerlesmezlerse bu siire sonunda oliir ve
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ortadan kaldirilirlar (Italiani ve Boraschi 2014). Hematopoetik kok hiicre (Hematopoietic
Stem Cells, HSC) monoblastlarindan koken alan monositler 6nce promonositlere, ardindan
da olgun monositlere farklilasirlar (Gordon ve Taylor 2005). Bu hiicreler, oval ya da bébrek
seklindeki niikleus, diizensiz hiicre sekli, sitoplazmik vakuoller ve yiiksek sitoplazma-
niikleus oran1 gibi bazi karakteristik 6zelliklere sahiptir (Italiani ve Boraschi 2014). Gelisim,
homeostaz ve inflamasyon siireglerinde oynadiklar1 kritik rollere ek olarak bu hiicreler
apoptotik ve nekrotik hiicrelerin ortadan kaldirilmasindan da sorumludur (Serbina ve ark.
2008).

1884 yilinda Rus-Fransiz asilli bir biyolog olan Ilya Mechnikov bazi beyaz kan hiicrelerinin
bakterileri i¢ine alarak sindirdigini kesfetmis ve bu siireci “fagositoz” olarak adlandirmistir
ve bu bulusu ile 1908 yilinda Nobel T1p Odiilii’nii almistir. Daha sonra bu hiicreler Yunanca
kokenli kelimeler olan, biiylik anlamina gelen “makros” ile yemek anlamina gelen “phagein”

kelimelerinin birlesiminden olusan “makrofaj” hiicreleri olarak isimlendirilmistir (Zalkind

2001).

Makrofajlar doku onariminda ve yeniden modellenmesinde ve metabolik fonksiyonlarin
senkronizasyonunda 6nemli rol oynamaktadir (Gordon ve Martinez 2010). Bu hiicreler
cevresel uyaranlara bagl olarak, basta kalitsal immiin yanit olmak {izere cesitli siire¢lerde
onemli fonksiyonlar {istlenebilirler (Paletta-Silva 2012), ancak bazi durumlarda bu
fonksiyonlarinin tam tersi 6zellikler de kazanabilirler. Makrofajlarin bu ¢esitli rolleri
(pro/anti-inflamatuvar 6zellikleri) gesitli fonksiyonel fenotipler kazanmalari i¢in onlar

indiikleyen ¢evresel uyaranlara baglidir (Paletta-Silva 2012).

Lenfositler adaptif immiinitenin en 6nemli hiicre gruplarindandir. Hiicrelerin olgunlastiklar
organlara gore iki ana lenfosit grubu bulunmaktadir: kemik iliginde (bone marrow)
olgunlasan B lenfositleri ve timusta (thymus) olgunlasan T lenfositleri (Alberts ve ark. 2002).
T lenfositleri de iki gruba ayrilmaktadir: B hiicrelerine daha efektif antikor {liretiminde ve
makrofajlara mikroplarin ldiiriilmesinde yardimci olan “T-yardimci hiicreleri” (T-helper
cell, Th cells) ve enfekte olmus konak hiicrenin dldiiriilmesinde gorev alan “sitotosik T

lenfositleri” (Cytotoxic T Lympocytes, CTL) (Alberts ve ark. 2002).
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1986 yilinda Mossmann, Coffman ve arkadaslari, T lenfosit aktivasyonu sonrasi salinan
sitokinlerin tiirline gore iki farkli yardimer T hiicre alt popiilasyonu olabilecegi ve bu alt
popiilasyonlarin farkli diizenleyici ve efektdr fonksiyonlara sahip olabilecegi hipotezini
ortaya atmiglardir (Mosmann ve ark. 1986). Tiimor mikrogevresini istila eden (infiltre eden)
cesitli T hiicre popiilasyonlart mevcuttur. Bu T hiicrelerinin salgiladiklari sitokin profiline
bagl olarak immiin yaniti kontrol ettikleri bilinmektedir (Mosmann ve Coffman 1989,
Gazzinelli ve ark. 1993, O’Garra ve Murphy 1994). Bu hiicre gruplar1 arasinda, timor
hiicrelerini 6ldiirme yetenegine sahip olan ve iyi prognoz ile iligskilendirilen (Fridman ve ark.
2012) sitotoksik CD8" hafiza T hiicreleri (memory T cells), interlokin-2 (IL-2) ve interferon
gama (IFN- y) tiretimiyle karakterize olan CD4" T-yardimci 1 (T-helper 1, Thl) hiicreleri
tarafindan desteklenmektedir. Bu sitokinlerin tiimdr mikrogevresindeki yiiksek ekspresyonu
da iyi prognozla iliskilidir (Fridman ve ark. 2012). B hiicresi yanitini indiikleyen IL-4, IL-5
ve IL-13 gibi interlokinleri iireten Th2 hiicreleri gibi diger CD4+ hiicre gruplarinin ise
genellikle tiimor bliytimesiyle iliskili olduklar diistiniilmektedir (Fridman ve ark. 2012).

Iki tiir makrofaj aktivasyon yolu bulunmaktadir: Makrofajlarin “klasik olarak aktiflesmis”
M1 tip makrofajlara aktivasyonunda rol oynayan interferon-gama (IFN-vy) ve tiimor nekrozis
faktor-alfa (TNF-o) gibi sitokinler baskin olarak Th1 hiicrelerinden salinir. Ote yandan, Th2
hiicrelerinden salinan sitokinlerden olan interlokin 4 ve -10 (IL-4 ve IL-10) makrofaj
aktivasyonunu inhibe etmektedir ve bu tip makrofajlar “alternatif olarak aktiflesmis/anti-
inflamatuvar” M2 tip makrofajlar olarak tanimlanir (Stout ve Suttles 1997, Gordon 2003,
Stout ve Suttles 2004).

M1 makrofajlarinin ana fonksiyonu antijen sunma ve Thl aktivasyonunu desteklemektir
(Derlindati ve ark. 2015). M1 makrofajlar1 inflamasyona katki saglamak ve antitimor
fonksiyonu gdstermek icin proinflamatuvar sitokinler ve immiin aktivasyon faktorlerini

sekrete edebilirler (Zhao ve ark. 2014).

M2 makrofajlar1 alternatif aktivasyon yolaginda yer alir ve IL-4, IL-13 gibi sitokinler,
vitamin D3, TGF-B, prostoglandin E2 (PGE2) ve glukokortikoidler tarafindan
aktiflestirilebilirler (Josephs ve ark. 2015). M2 makrofajlart CCL17, CCL-22, AMAC-1 gibi
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IL-1 kemokin reseptor agonistlerini ve matriks metaloproteinazlar1 sektere edebilir, fakat
antijen sunumunda efektif bir gérev alamaz (Hu ve ark. 2016). M2 makrofajlarinin ana
fonksiyonu, IL-10 ve TGF-B gibi inhibitor sitokinlerin sekresyonu ile T hiicrelerini
engelleyerek immiin yanit1 sinirlamak ve tiimor biiyiimesi, invazyonu ve metastazina katki

saglamaktir (Mira ve ark. 2013).

M1 ve M2 tip makrofajlarin indiikleyicileri, {irettikleri proteinler ve fonksiyonlar1 Sekil

2.8’de verilmistir.

M1

! l ! | l

M2d M2c¢ M2b M2a M1

Anjiyogeneze katki

Matriks depozisyonu

Th1 yamtin1 indiikleme

Parazitleri 6ldiirme

indiikleyen: Indiikleyen: Indiikleyen: Indiikleyen: Indiikleyen:
IL-6 IL-10+TGF-B IC+TLR/IL-1R ligandlan [L-4+IL13 LPS+IFN-y ya da TNF
Uretilen: Uretilen: Uretilen: Uretilen: Uretilen:
VEGF IL-10 IL-1 IL-10 Nitrik oksit
IL-10 TGF-p IL-6 TGF-p Reaktif oksijen tiirleri
IL-12 IL-10 IL-1ra IL-12 (yiiksek)
TNF-a TNF-a IL-10 (dustik)
TGF-p TNF-a
IL-23
Fonksiyonu: Fonksiyonu: Fonksiyonu: Fonksiyonu: Fonksiyonu:
Tiimorle iliskili Immun-regiilasyon Metastaz kontrolii Th2 yamtin indiikleme Metastaz kontrolil
makrofaj(TAM) Doku yeniden modelleme ~ Tiimér bilytimesini baskilama  Tip IT inflamasyona katk: Tiimér bilytimesini baskilama

Th1 yamtin indiikleme

Sekil 2.8. M1 ve M2 tiirli makrofajlarin indiikleyicileri, iirettikleri proteinler ve fonksiyonlari
(Weagel ve ark. 2015’ten degistirilerek alinmistir)

Mikrogevreden gelen uyarana bagli olarak M2 makrofajlari {i¢ alt gruba ayrilmaktadir.

i) M2a: IlI-4 veya IL-13 tarafindan stimiile edilen profibrotik fenotip (Lech ve ark.
2012),
i) M2b: immiin kompleksler ve Toll-benzeri reseptorlere (Toll-like receptors, TLR)

ya da IL-1 reseptor agonistleriyle birlikte indiiklenen fenotip (Mantovani ve ark.
2004),
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i) M2c: IL-10, transforme biiyiime faktorii beta (Transforming Growth Factor beta,
TGF-B) ya da glukokortikoidler tarafindan indiiklenen ve sadece inflamasyonu
baskilamakla kalmayip, ayni zamanda neovaskiilarizasyona da katkida bulunan

fenotip (Lech ve ark. 2012).

Dokuda yerlesik makrofajlar hemen hemen tiim yetiskin memeli dokularinda bulunan ve
normal (duragan) kosullarda total hiicre sayisinin %10-15’ini temsil eden heterojen ve ¢ok
yonlii hiicrelerdir. Bu say1 inflamatuvar uyaranlara yanit olarak artabilir. Makrofajlarin belirli
cevreye gore farklilasabilme 6zellikleri onlarin heterojenite 6zellikleriyle agiklanmaktadir.

Makrofajlar bulunduklar1 dokuya gore farkli isimler alirlar (Cizelge 2.1) (Das ve ark. 2015).

Cizelge 2.1. Makrofajlarin bulunduklari organlara gore isimlendirilmesi (Das ve ark.
2015’ten Tirkgelestirilerek alinmistir

Doku/Organ Hiicre Ad:

Yara

Yara makrofajlari

Merkezi sinir sistemi

Mikroglial hiicreler

Akcigerler Alveolar makrofajlar
Bag doku Histiositler
Karaciger Kupffer hiicreleri
Kemik Osteoklastlar

Hasar bolgesinin kaderini belirleyen makrofajlar infamatuvar fazdan proliferatif faza gegiste
en 6nemli oyunculardir. Makrofajlar ¢ok cesitli biiylime faktorleri ve sitokinlerin salinimai ile
fibroblastlar gibi diger hiicre gruplarin1 da hasar bolgesine cekerler ve bdylece yeni doku
matriksi yapimini organize eder ve anjiyogeneze katki saglarlar (Das ve ark. 2015).

Tiimor mikrogevresi M1 ve M2 makrofaj donilistimiine karar verir. Eksojen faktorlerin
miidahalesi sonudunda M2 makrofajlar1 M1 makrofajlarina doniisebisir (Geissmann ve ark.

2010, Li ve ark. 2015).
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Tiimor mikrogevresinde bulunan monosit-makrofaj soyundaki hiicreler genellikle “tlimorle
iliskili makrofajlar (Tumor Associated Macrophages, TAM) olarak adlandirilir. Bu hiicreler
genellikle M2-tip fenotipe sahiptir ve fonksiyonel olarak da M2 makrofajlarina benzer
gorevlere sahiptir (Mantovani ve ark. 1992, Mantovani ve ark. 2008, DeNardo ve ark. 2011,
Hanahan ve Weinberg 2011, Sica ve Mantovani 2012, Coussens ve ark. 2013).

TAM’lar hematopoetik kemik iligi prekiirsorlerinden sirkiile monositler olarak meydana
gelirler ve daha sonra aktif olarak tiimor dokularinda birikirler (Mantovani ve ark. 1992,
Jenkins ve ark. 2012, Franklin ve ark. 2014, Shand ve ark. 2014). TAM’larin timor
mikrocevresinde bulunmasini ve birikmesini regiile eden sinyaller hem tiimdr hiicreleri hem

de diger hiicreler tarafindan tiretilmektedir (Belgiovine ve ark. 2016).

CCL2, CCL3, CCL5, CCL7 ve CCL8 gibi kemotaktik faktorler, vaskiiler endotelyal biiyiime
faktorli (vascular endothelial growth factor, VEGF), graniilosit koloni stimiile edici faktor
(granulocyte colony-stimulating factor, G-CSF) ve plesantadaki biiyiime faktorleri
monositlerin tiimorde birikmesinde rol alabilir (Hamilton 2008, Allavena ve Mantovani
2012). Bu faktorler arasindan en 6nemlisi ekspresyonu TAM invazyonu, bolgesel lenf nodu
metastazi ve hastalik progresyonu ile pozitif korele olan MCP-1/CCL2’dir (Ohtaki ve ark.
2010, Allavena ve Mantovani 2012).

2.5.3. Adipoz hiicreler ve rolii

Intraabdominal tiimdrler gibi bazi kanserlerde adipositler adipokinlerin sekresyonu ile
malign hiicrelerin birikiminde rol alirlar. Ayrica bu hiicreler kanser hiicreleri i¢in yakit olarak
kullanilan yag asitlerini de saglayarak malign hiicre biiylimesine katki saglarlar (Nieman ve

ark. 2011).

Obezitede beyaz adipoz dokusunun asir1 biiylimesi insiilin direncini etkileyerek ve asiri
miktarda sitokin ve adipokin salinimina neden olarak karsinojenezde rol almaktadir (Vona-
Davis ve Rose 2009). Beyaz adipoz dokusunun kanser gelisimindeki roliinii aydinlatmak
amaciyla yapilan bir ¢aligmada adipoz stromal hiicreler farelere transplante edilmistir.

Calisma sonucunda bu hiicrelerin tiimér damarlanmasi ve hiicre biiyiimesini desteklemek
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amaciyla stromal ve vaskiiler progenitorlere bir kaynak gorevi yaptiklart bulunmustur
(Zhang ve ark. 2012). Bu ¢alisma ve bunun gibi yapilmis benzer ¢alismalar endojen adipoz
dokudan kokenli stromal progenitor hiicrelerin timdr mikrogevresinde yer alan perisit ve
adipositlere katkida bulunduklarini ve bu hiicrelere kanser gelisimi, devamliligi, kemoterapi
direnci ve tiimdr niiksii stireclerinde rol alan sitokin ve biiylime faktorleri sagladiklarini
gostermektedir (Vona-Davis ve Rose 2009). 2011 yilinda yapilan bir diger ¢aligmada ise,
kanserle iliskisi adipositlerin, tiimore infiltre olan immiin hiicrelerin analogu olarak,
radyasyon terapisinin etkinligini azalttig1 ve meme kanseri hiicrelerinde adiposit kokenli
interlokin-6 (IL-6) araciligiyla radyasyon direncine katki sagladigi gosterilmistir (Bochet ve
ark. 2011).

2.5.4. Kan ve lenfatik hiicreler ve rolleri

Kan endotelyal hiicreleri ve lenfatik endotelyal hiicreler timdr mikrogevresinde yer alan iki
komponenttir. Kan endotelyal hiicrelerini de kapsayan tiimor kan damarlar1 tiimore destek
saglayan kan i¢in yol gorevi yapar ve timor biiyiimesi ve hematojendz tiimor yayiliminda
rol alir. Lenfatik endotelyal hiicreleri de kapsayan lenfatik damarlar ise kan damarlar ile
karsilastirildiginda daha zayif yapidadir, ancak bu hiicreler de tiiméor hiicrelerinin lenfojen

yayiliminda rol almaktadir (Lee ve ark. 2015).

Tiimdr lenfatik damarlari perisitler ve diiz kas hiicreleri ile daha seyrek olarak sarildigindan
kan damarlarina kiyasla daha gecirgen yapidadir ve 6zellikle metastaz siireci i¢in dnemlidir
(Cao 2005). Ornegin meme kanserinde timor yayilimi dzellikle stromal ve peritiimdral
lenfatik damarlar ile olmaktadir. Su zamana kadar elde edilen bilgiler ile kan damarlar1 ve
lenf damarlarinin geleneksel rolleri oksijen, besin, lenf sivisi ve metastatik hiicrelere yol
gorevi yapmalar1 seklinde sinirlandirilmistir. Kan damarlari ve lenf damarlarindan salinan ve
kanser gelisimi ve metastazi silirecini yoneten faktorlerin rolleri heniliz tam olarak
anlasilamamistir, bu nedenle bu konuda daha fazla ¢alismaya gereksinim duyulmaktadir (Lee

ve ark. 2015).
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2.5.5. Ekstraseliiler matriks (ECM) ve rolii

ECM, proteinler glikoproteinler, proteoglikanlar ve polisakkaritler gibi farkli fiziksel ve
biyokimyasal 6zelliklere sahip cesitli komponentlerin bir araya gelmesiyle olusmus bir
yapidir (Whittaker ve ark. 2006, Ozbek ve ark. 2010)

Cesitli makromolekiillerin karmasik agi ile olusan ECM hiicre biiylimesi, sag kalimi,
motilitesi ve integrin, sindekan ve diskoidin gibi ¢esitli reseptorlerin ligasyonu ile hiicre
farklilasmasi gibi cok c¢esitli biyokimyasal ve biyomekanik ozellikleri ile ii¢ boyutlu
supramolekiiler bi yap1 meydana getirmektedir (Leitinger ve Hohenester 2007, Xian ve ark.

2010).

ECM’nin gorevi sadece tiimor mikrogevresindeki tiim hiicreler i¢in yap1 iskeleti saglamak
degildir. Ayrica kanser gelisimi ve yayilliminda da dinamik rol oynamaktadir. ECM
anjiyogenik faktorler ve kemokinler gibi hiicre yiizey reseptorleriyle etkilesen ve hiicreye
kasilma ve elastisite 6zellikleri kazandiran pek ¢ok 6nemli biiylime faktoriinii icermektedir
(Frantz ve ark. 2010). CAF’lar tiimor dokularinda ECM depozisyonuna neden olduklari igin
timor dokular1 ¢evre dokulara kiyasla ¢ok daha katidir (Weigelt ve Bissell, 2008). ECM’de
hiicre adezyonu integrinler, diskoidin domain reseptorleri ve sindekan reseptorleri gibi ECM
reseptorleri aracilifiyla gergeklestirilmektedir (Humphries ve ark. 2006, Leitinger ve

Hohenester 2007, Harburger ve Calderwood 2009, Xian ve ark. 2010).

Tiimdrler genellikle dezmoplazi 6zelligi gostermektedir ve bu fibrotik durum ECM
proteinlerinin artmis post-translasyonel modifikasyonlar1 ve degismis organizasyonu ile
karakterizedir (Lu ve ark. 2012). Pankreatik kanser hastalarinda ECM’deki degisimlerle
meydana gelmis olan stromal dezmoplazinin tiimor progresyonu ve kotii prognoz ile iligkili
oldugu bilinmektedir (Pandol ve ark. 2009). Benzer sekilde matriksi yeniden yapilandirmada
rol alan genlerden olan MMP2 (matriks metaloproteinaz 2) ve kollajen de meme kanseri

hastalarinda kotii prognoz ile iligkilidir (Erler ve ark. 2006, Slattery ve ark. 2013).
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2.6. Tiimor Mikrocevresindeki Ekstraseliiler Molekiiller

Timor mikrogevresinin 6nemli komponentlerinden olan ECM ¢esitli biiyiime faktorleri,
kemokin ve sitokinler barindirmaktadir (Hynes 2009). Bu kemokin, sitokin ve biiylime

faktorleri kanser hiicreleri ve stromal hiicreler tarafindan mikrogevreye salinmaktadir (Li ve

ark. 2007).

Sitokinler hiicreler arasinda iletisim ve etkilesim {izerine spesifik etkileri olan kiiciik sekrete
proteinler olarak tanimlanmaktadir (Zhang ve An 2007). Sitokinler tiimor fenotipini
modifiye ederek dogrudan karsinojenez ve metastaz siireclerine etki edebilmektedir (Tartour
ve Fridman 1998). Ote yandan sitokinler tiimor bolgesindeki stromal ve immiin efektor
hiicreleri dogrudan uyararak sitotoksik efektor hiicrelerce taninirliklarini da arttirabilirler.
Cok sayida hayvan caligmasi ile sitokinlerin anti-tiimdral aktiviteye sahip olduklar

gosterilmistir (Lee ve Margolin 2011).

Kemotaktik sitokinler (chemotactic cytokines) olarak bilinen kemokinler, G-proteini bagh
kemokin reseptorleri (GPCR, G-protein-coupled chemokine receptors) aktivasyonu ile hiicre
trafigini ve pozisyonunu diizenler (Chow ve Luster 2014). Kemokinler tiimor progresyonu
ve metastazda hayati 6neme sahiptir. Pankreatik, meme, ovaryum, melanom, akciger kanseri

gibi pek ¢ok kanserin gelisiminde kemokinler rol oynamaktadir (Sarvaiya ve ark. 2013).

Kemokinler genellikle proinflamatuvar sitokinlere yanit olarak sekrete edilir ve
salgilandiklar1 bolgede monositler, nétrofiller ve lenfositlerin birikiminde 6nemli rol

oynarlar (Deshmane ve ark. 2009).

Monosit kemoatraktan protein-1 (MCP-1/CCL2)

Monosit kemotaktik/kemoatraktan protein 1 (MCP-1/CCL2) 76 amino asitten olusan ve
fibroblastlar, endotelyal ve epitelyal hiicreler, monositler ve ¢esitli timdr hiicreleri tarafindan
sekrete edilen bir proteindir. MCP-1 proteini monosit ve makrofajlarin inflamasyon

bolgesinde toplanmasi ve aktivitelerinin diizenlenmesinde rol almaktadir (Deshmane ve ark.
2009).
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Cok sayida calisma MCP-1 proteininin kanser malignansisini de etkileyebilecegini ifade
etmektedir (Salcedo ve ark. 2000, Loberg ve ark. 2006, Koga ve ark. 2008, Yoshimura ve
ark. 2013). MCP-1(CCL2) proteininin CCR2 reseptoriine baglanmasiyla aktiflesen bu sinyal
yolag1 pek ¢ok kanser tiirlinde hiicre invazyonu ve migrasyonunda énemli rol oynamaktadir
(Lim ve ark. 2016). 2009 yilinda prostat kanseri preklinik modellerinde yapilan bir
calismada, MCP-1 overekspresyonunun artmig zenograft tiimor biiylimesi, artmis makrofaj
akiimiilasyonu ve metastatik siireg ile iliskili oldugu gosterilmistir (Mizutani ve ark. 2009).
Bir baska calismada, hepatik miyofibroblastlardan salinan MCP-1 proteininin insan
hepatoseliiler karsinom hiicrelerinde hiicre migrasyon ve invazyonuna dogrudan katki
sagladigi gosterilmistir (Dagouassat ve ark. 2010). 2013 yilinda yapilan bir diger ¢alisma ise
MCP-1 proteinin insan yumurtalik kanseri hiicre hattinda hiicre invazyonunu arttirdigini

gostermistir (Furukawa ve ark. 2013).

Ek olarak MCP-1/CCR2 sinyal yolagi monositlerin makrofajlara farklilasmasini (Shields ve
ark. 2007, Xia ve Sui 2009) ve normal peritonel makrofajlarin da TAM 6zelligi kazanarak
tiimdre infiltrasyonunu uyarmaktadir (Loberg ve ark. 2007, Shields ve ark. 2007, Vergunst
ve ark. 2008, Mizutani ve ark. 2009, Xia ve Sui 2009, Vela ve ark. 2015). insan meme ve
0zofagus kanserleri ile yapilan bir ¢alismada MCP-1 diizeyleri ile makrofaj infiltrasyonu,

lenf nodu metastazi ve klinik agresiflik arasinda korelasyon oldugu bulunmustur (Saji ve ark.
2001, Azenshtein ve ark. 2002).

2.7. Eksozomlar

Tiimor hiicreleri ve stromal hiicreler arasinda hiicre i¢i ve hiicreler arasi iletisim genellikle
hiicre-hiicre interaksiyonlari; biiyiime faktorleri, kemokinler, proteazlar gibi sekrete
molekiiller ve ekstraseliiler vezikiiller araciligiyla gerceklestirilmektedir (Andaloussi ve ark.
2013).

Apoptozis siirecinde apoptotik cisimciklerin salinmasi uzun zamandir bilinmesine ragmen,
saglikli hiicrelerin de plazma membranlarindan vezikiillerin ayrildig1 ancak gectigimiz

yillarda aydinlatilmistir. Bu vezikiiller genellikle mikrovezikiiller, ektozomlar ve
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mikropartikiiller olarak adlandirilmaktadir (Holme ve ark. 1994, Hess ve ark. 1999, Cocucci
ve ark., 2009, Gyorgy ve ark. 2011). Bu vezikiiller arasinda yer alan eksozomlar ilk olarak
1981 yilinda, boyutlart 40 ile 1000 nm arasinda degisen ve ¢esitli hiicrelerden salinan
vezikiiller olarak tanimlanmistir (Trams ve ark. 1981). Giiniimiizde ise eksozomlar boyutlari
30-120 nm arasinda degisen ve kaynaklandigi hiicre tipine bagli olarak c¢esitli proteinler,
lipid, mRNA ve mikroRNA’lar1 tasiyabilen kiigiik vezikiiller olarak tanimlanmaktadir (Lin
ve ark. 2015). Hatta 2014 yilinda yapilan bir ¢alisma ile eksozomlarin ¢ift zincirli DNA
(dsDNA) da tasidiklarin1 gosterilmistir (Thakur ve ark. 2014).

Eksozomlarin hedef hiicre ile tam olarak nasil etkilesime girdigi ve hiicre tarafindan nasil
alindig1 heniiz tam olarak aydinlatilamamistir. Hedef hiicreler tarafindan eksozomlarin
alinmasi1 konusunda olasi ii¢ mekanizma tanimlanmaktadir:
- Eksozom hedef hiicre membraniyla kaynasir ve icerigini dogrudan hedef hiicrenin
sitoplazmasina salar,
- Eksozomlar endositoz ile hiicreye alinir,
- Eksozomlar hedef hiicreye eksozomlarin baglanmasina ve hiicreye alinmasina olanak

veren gesitli reseptor proteinlerin varligi ile alinir (Gajos-Michniewicz ve ark. 2014).

Eksozomlar timor mikrogevresinin olgunlagmasi, tiimdr bilylimesi ve proliferasyonuyla
sonuglanan kanser hiicreleri ve stromal hiicreler arasindaki hiicreler arasi iletisimde énemli

rol oynamaktadir (Roma-Rodrigues ve ark. 2014).

Timor mikrogevresindeki immiin mediatorler ve modiilatdrlerin aktivasyon diizeyleri ve
miktarlar inflamatuvar yanit ya da antitiimoral immiinite durumlarina bagl olarak denge
halindedir (Grivennikov ve ark. 2010). Bu dengenin kurulmasinda eksozomlar énemli rol
oynamaktadir. Daha 6nceki ¢alismalara gore, ¢esitli tiimorlerden kokenlenen eksozomlar,
plevral malign mezotelyoma ve prostat kanserinde dogal o6ldiiriicii hiicre ve lenfositlerin
prolifere yanitlarini inhibe etmektedir (Bobrie ve ark. 2011, Clayton 2012). Eksozomlarin
metastazin ilk asamasi olan invazyon siirecinde dogrudan rol aldiklari bilinmektedir.
Eksozomlar, ekstraseliiler matriks degredasyonu ile invazyon siirecini baglatan aktince

zengin hiicre uzantis1 (invadopodia) yapilar ile iligki i¢indedir (Hoshino ve ark. 2013).
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Ayrica eksozomlar bir hiicreden digerine aktardiklar igerikleri araciligiyla ¢oklu ilag¢ direnci
(MDR, multidrug resistance) siirecinde de rol alirlar. Eksozomlar tiimoér mikrogevresi
igerisinde hiicre-hiicre etkilesimini kolaylagtirmaktadir ve bu durum da MDR sinyal
yolaklarinin aktiflesip sinyallerin artmasinda kritik rol oynamaktadir (Milane ve ark. 2015).
Yapilan bir ¢alismada, meme kanseri hiicreleri ve stromal hiicreler arasindaki etkilesimin
kanser hiicrelerinde kemoterapi ve radyoterapinin etkilerinin azaltilmasina yardimci

oldugunu belirtilmektedir (Boelens ve ark. 2014).

2.8. Okaryotik Elongasyon Faktorii 2 Kinaz (EF2K) Enzimi

Okaryotik elongasyon faktdrii 2 kinaz (EF2K) enzimi “o-kinaz” olarak adlandirilan atipik
protein kinaz ailesi tiyesidir (Ryazanov ve ark. 1999, Middelbeek ve ark. 2010). EF2K enzimi
aktivitesi Ca++ iyonlarina bagl olan tek a-kinaz enzimidir (Ryazanov ve ark. 1988, Nairn
ve ark., 1985). Bilinen tek substrati elongasyon faktorii 2 (EF2) dir.

EF2K ayn1 zamanda Ca+2/kalmodulin-bagimli kinaz-III olarak da bilinmektedir ve asil
gbrevi protein sentezi siirecinde, substratt olan elongasyon faktorii 2 (EF2) yi Thr56’dan
fosforilleyerek peptid zinciri uzamasimi kontrol etmek ve bu sekilde protein sentezini
yavaglatmaktir (Jorgensen ve ark. 2006). EF2 proteini protein sentezi siirecinde peptid bagi
olusumunu takiben ribozomun mRNA boyunca translokasyonunu katalizler (Nairn ve ark.

2001). EF2 proteininin EF2K tarafindan fosforilasyonu onun bu roliinii baskilar.

Ca™ tarafindan regiilasyonu diginda, EF2K aktivitesi protein kinaz A (PKA), adenozin
monofosfat tarafindan aktiflestirilen protein kinaz (AMPK) ve p70 S6 kinaz gibi cesitli
kinazlar tarafindan fosforilasyon ile de ¢ift yonlii olarak ayarlanmaktadir (Mitsui ve ark.
1993, Redpath ve Proud 1993, Diggle ve ark. 2001, Wang ve ark. 2001, Browne ve ark.
2004). Hipoksi, besin yoklugu ve metabolik stresin AMPK aracili EF2K aktivasyonuna
neden oldugu bilinmektedir (Browne ve ark. 2004). EF2K aktivasyonu, protein sentezi
stirecindeki ATP tiiketimini kisitlayarak bir “survival stratejisi” olarak gorev yapmaktadir
(Browne ve ark. 2004). EF2K’in proliferasyon bagimli, mitojenler tarafindan aktiflestirilen

bir enzim oldugunu ve bu nedenle pek ¢ok kanser tiirlinde upregiile oldugunu gosteren pek
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¢ok ¢aligma bulunmaktadir (Bagaglio ve Hait 1994, Nilsson ve Nygard 1995, Parmer ve ark.
1999, Knebel ve ark. 2002). EF2K’in otofaji aktivasyonu ile pek ¢ok antikanser terapiye
kars1 sitoprotektif rol oynadigi 6ne siiriilmektedir (Hait ve ark. 2006). Yang ve ark. tarafindan
yapilan ¢alismada EF2K’in glioma (Yang ve ark. 2001, Wu ve ark. 2006, Wu ve ark. 2009,
Cheng ve ark. 2011, Zang ve ark. 2011) ve meme kanseri hiicrelerinde sitoprotektif role sahip
oldugu gésterilmistir (Cheng ve ark. 2010). Ozpolat ve ekibinin meme kanseri ve pankreatik
kanser ile yaptig1 calisma sonuglarina gore, EF2K’in meme kanserinde hiicre biiylimesi, sag
kalimi ve ilag direnciyle iligkili sinyal yolaklarini destekledigi (Tekedereli ve ark. 2011),
pankreatik kanserde de invazyon siirecinde rol aldigi (Ashour ve ark. 2014a) ve EF2K
inhibisyonunun pankreatik kanserde apoptozise neden oldugu gosterilmistir (Ashour ve ark.
2014b). EF2K’in kanser siirecindeki rolleri Sekil 2.9’da 6zetlenmistir. Tiim bu kritik
rollerinden dolay1 EF2K son yillarda pek ¢ok kanser tiirii igin potansiyel terapotik bir hedef
olarak kabul edilmektedir (Hait ve ark. 2006, Tekedereli ve ark. 2012).

Besin kithgi Enerjiyoklugu
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Aktif
eEF-2K
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gereksinimi Spesifik proteinlerin
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|/
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Sekil 2.9. EF2K’nin kanser hiicrelerindeki rolleri (Kenney ve ark., 2014’den diizenlenerek
alinmustir)
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Materyal

3.1.1. Hiicre kiiltiirii malzemeleri ve kimyasal maddeler

-Dulbecco’'s Modification of Eagle's Medium/Ham's F-12 50/50 Mix with L-glutamine,
Corning, New York, ABD

-Fotal sigir serumu (Fetal Bovine Serum, FBS), Sigma-Aldrich, St. Louis, ABD
-Penisilin-Streptomisin Soliisyonu (100X), Corning, New York, ABD

-Fosfat tuz tamponu (PBS), Sigma, ABD

-%0,25 Tripsin-Etilen Diamin Tetraasetik Asit (Tripsin-EDTA), Sigma-Aldrich, St. Louis,
ABD

-Tripan mavisi (%0,4), Thermo-Fisher Scientific, Massachusetts, ABD

-HiPerfect Transfeksiyon Sollisyonu, Qiagen, Hilden, Almanya
-MTS[3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-
tetrazolium], Sigma-Aldrich, St. Louis, ABD

-PMS (Fenazin metosiilfat), Sigma-Aldrich, St. Louis, ABD

-Insan MCP-1 Proteini ELISA Kiti, Quantikine Immunoassay, R&D Systems, Fisher
Scientific, Massachusetts, ABD

-Dimetil siilfoksit (DMSO), Sigma-Aldrich, St. Louis, ABD

-Rekombinant insan interlokin-4 proteini, R&D Systems, Fisher Scientific, Massachusetts,
ABD

-Rekombinant insan interlokin-13 proteini, R&D Systems, Fisher Scientific, Massachusetts,
ABD

-Rekombinant Insan CCL2/MCP-1 Proteini, R&D Systems, Fisher Scientific,
Massachusetts, ABD

-Rekombinant insan Gas6 Proteini, R&D Systems, Fisher Scientific, Massachusetts, ABD
-Tween-20, Fisher Scientific, Massachusetts, ABD

-Pierce RIPA Tamponu, Thermo-Fisher Scientific, Massachusetts, ABD

-Hema-3 Fiksatif ve Soliisyonlari, Thermo-Fisher Scientific, Massachusetts, ABD
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3.1.2. Sarf malzemeler

-25cm?, 75¢cm? ve 150cm?’lik flasklar, CellStar, Greiner Bio-one, Monroe, ABD

-6, 24 ve 96 kuyucuklu pleyt, CellStar, Greiner Bio-one, Monroe, ABD

-5ml ve 10ml’lik enjektorler, Becton Dickinson, New Jersey, ABD

-10ul’lik pipet uglari, Fisher Scientific, Massachusetts, ABD

-100ul’lik pipet uglari, Fisher Scientific, Massachusetts, ABD

-1000ul’lik pipet uglari, Fisher Scientific, Massachusetts, ABD

-15mI’lik ve 50ml’lik falkon, Becton Dickinson, New Jersey, ABD

-0,5 ve 1.5 mI’lik santrifiij tlipleri, Fisher Scientific, Massachusetts, ABD

-Countess Hiicre Sayim Slaytlari, Thermo-Fisher Scientific, Massachusetts, ABD
-Kriyovial, Nalgene, Thermo-Fisher Scientific, Massachusetts, ABD

-5 ml’lik serolojik pipet, Corning Costar, New York, ABD

-10 ve 25 ml’lik serolojik pipet, Corning Costar, New York, ABD

-2 ml’lik cam pastor pipetler, Corning Costar, New York, ABD

-Invazyon testi icin insert, 0.8 mikron por genisligi, transparan pet membran, 24 kuyulu
pleyte uyumlu, Corning, New York, ABD

-Kokiiltiir deneyleri i¢in insert, 0.4 mikron por genisligi, transparan pet membran, 6 kuyulu
pleyte uyumlu, Corning, New York, ABD

-Matrijel, Corning Costar, New York, ABD

- Fisher HealthCare Hema 3™ Fiksatif ve Soliisyonlar, Fisher Scientific, Massachusetts,
ABD

-Permount lam-lamel kapatma soliisyonu, Fisher Scientific, Massachusetts, ABD

3.1.3. Cihazlar

-Spektrofotometre, BioRad, Kaliforniya, ABD

-COg inkiibatorii, Nuaire, ABD

-Steril kabin, Nuaire, ABD

-Faz-kontrast ve floresan mikroskobu, Nikon, Japonya
-Santrifiij, Beckman Coulter, ABD
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-Manyetik karistirici, Fisher Scientific, Massachusetts, ABD
-Is1 blogu, VWR International, Pensilvanya, ABD

-Vorteks, Fisher Scientific, Massachusetts, ABD

-10 pl, 100 ul ve 1000 pl’lik pipet seti, Eppendorf, Almanya
-Pipet boy, Eppendorf, Almanya

-20-200u1 Transferpipet, Eppendorf, Almanya
-Ultrasantrifiij, Beckman Coulter, ABD

-Western blot i¢in gii¢c kaynagi, BioRad, Kaliforniya, ABD

3.2. Yontem

3.2.1. Hiicre kiltiiri

Deneylerde kullanilan PANC-1 ve MiaPaCa2 insan pankreatik kanser hiicre soylari
Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonu (ATCC)’den temin edildi (Manassas, Virginia, ABD).
Insan pankreatik stellat hiicreleri (PSC) Dr. Rosa Hwang tarafindan M.D. Anderson Kanser
Arastirma Merkezi’nde izole edilmistir. Insan monositik hiicre hatt1 olan THP-1 hiicreleri
Dr. Jim Klostergaard (M.D. Anderson Kanser Arastirma Merkezi) tarafindan temin
edilmistir ve kiiltiire edilmistir. EF2K overeksprese eden PANCI hiicreleri Recep Bayraktar
(M.D. Anderson Kanser Arastirma Merkezi) tarafindan lentiviral transfeksiyon ile
hazirlanmis ve calismada kullanilmak iizere hediye edilmistir. Insan pankreatik duktal
epitelyal hiicre hatti (HPDE) Dr. Kapil Mehta (M.D. Anderson Kanser Arastirma Merkezi)

tarafindan hediye edilmistir.

3.2.2. Kullanilan besiyerinin hazirlanmasi

PANC1, MiaPaCa-2 ve PSC hiicreleri 1:1 oranindaki Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM) ve Ham’s F12 (DMEM/F12) (Corning, ABD) besiyeri i¢ine %10 Fetal sig1r serumu
(FBS) (Sigma-Aldrich, ABD) ve %1 Penisilin-Streptomisin (P/S) soliisyonu (Corning, ABD)
eklenmesiyle olusturulan besiyeri i¢inde kiiltiire edildi. THP-1 hiicreleri ise %10 FBS ve %1
P/S ve L-glutamin igeren Roswell Park Memorial Institute (RPMI-1640) besiyeri icerisinde

bliyiitiildii. HPDE hiicreleri ise L-glutamin iceren keratinosit serumsuz besiyeri igerisine
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(Keratinocyte-SFM, 1X, ThermoFisher Scientific, ABD) insan rekombinant epidermal
biiyiime faktorii 1-53 (EGF 1-53) ve 25 mg/500 ml olacak sekilde sigir pituiter ekstrakti
(Bovine Pituitary Extract, BPE, Invitrogen/Life Technologies, ABD) eklenmesiyle

olusturulan besiyeri i¢erisinde biyiitildii.

3.2.3. Hiicre soylarinin stoktan cikartilmasi

Donmus haldeki stok hiicreleri ¢ogaltmak i¢in, hiicrelerin icerisinde saklandig kriyovialler
-80 °C’deki buzdolabindan alind1 ve hizli bir sekilde sicak su banyosunda ¢oziildii. Coziilen
hiicre siispansiyonu; 15ml’lik santrifiij tliplinde bulunan %10 FBS ve %1 P/S iceren
DMEM/F12 (1:1) besiyeri i¢ine alindi. Santrifiij tiipi 2000 rpm’de 5 dakika santrifiij
edildikten sonra slipernatant kism1 uzaklastirildi ve tiipiin tabanindaki hiicre peleti tizerine 1
ml besiyeri ilave edilerek pipetaj ile hiicrelerin siispansiyon haline gelmesi saglandi. Daha
sonra tiip iizerine 4 ml daha besiyeri ilave edildi ve Sml’lik hiicre siispansiyonu 25cm?’lik
hiicre kiiltirt kaplar1 (Thermo Scientific, USA) igerisine alinarak 37°C’ye ayarli, %5 CO>

iceren inkiibatorde inkiibe edildi.

3.2.4. Pankreatik kanser hiicre soylarimin pasajlanmasi ve stoklanmasi

Hiicreler %80-90 aras1 yogunluga ulastiklarinda hiicre pasajlama islemi gergeklestirildi.
Pasajlama islemi i¢in, ilk olarak hiicrelerin lizerindeki besiyeri uzaklastirildi. Ardindan,
hiicre artiklarindan ve besiyeri icerisinde bulunan serumdan uzaklasmak amaciyla 25 cm?’lik
flaskin igerisine 1X PBS’ten (Sigma-Aldrich, ABD) 2 ml ilave edildi (75 cm?’lik flask i¢in
4 ml) ve yiizey PBS ile yikandi. Daha sonra PBS uzaklastirildi ve hiicreleri yapistiklari
yiizeyden kaldirmak amaciyla %0.25 Tripsin-EDTA soliisyonundan (Sigma-Aldrich, ABD)
0,5 ml eklendi (75 cm?’lik igin 1 ml) ve hiicreler yaklasik 5 dakika inkiibatdr icerisinde
bekletildi. Hiicrelerin flask yilizeyinden ayrildiklart mikroskop ile kontrol edildikten sonra,
kullanilan tripsin miktarinin 5 kat1 kadar besiyeri ile toplanarak 15 ml’lik falkonlara aktarildi
ve 2000 rpm devirde 5 dakika santrifiij yapildi. Santrifiij sonrasi siipernatant kismi
uzaklastirildi ve hiicre peleti 1 ml besiyeri ile pipetaj yapilarak hiicrelerin tek tek dagilmasi

saglandi. Ardindan hiicre yogunluguna ve hiicrelerin biiyiime hizina gére uygun miktarda
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besiyeri ile sulandirilarak yeni bir 75 cm?lik flask icerisine aktarildi. Hiicreler istenilen

yogunluga (say1ya) ulasincaya kadar 37°C’de, %5 COz igeren ortamda inkiibasyona birakildi.

3.2.5. Siispanse THP-1 hiicre soyunun pasajlanmasi

Kiiltiir ortaminda siispanse halde biiyliyen THP-1 hiicrelerini pasajlamak amaciyla flask
icerisindeki hiicreler 15 ml’lik falkon tiiplere toplandi ve hiicreleri ¢oktiirmek amaciyla 2000
rpm devirde 5 dakika santrifiij yapildi. Santrifiij sonrasi supernatant kismi uzaklastirildi ve
pelet 1 ml besiyeri ile pipetaj yapildi. Ardindan, hiicre yogunluguna ve hiicrelerin biiylime
hizina gore uygun miktarda besiyeri ile sulandirilarak yeni bir 75 cm?’lik flask igerisine (son
hacim 10 ml olacak sekilde) aktarildi ve hiicreler istenilen yogunluga (sayiya) ulasincaya

kadar 37°C’de, %5 CO3 igeren ortamda inkiibasyona birakildi.

3.2.6. Hiicre stoklanmasi

Hiicrelerin yedeklenmesi ve kullanilmayan hiicrelerin saklanmasi amaciyla gergeklestirilen
hiicre stoklama islemi, pasajlama islemine benzer sekilde hiicreler biiyiitiildikleri flask
yiizeyini %80-90 oraninda kapladiginda gergeklestirildi. Pasajlama islemine benzer sekilde
yiizeyden kaldirilan hiicreler santrifuj yapildiktan sonra pelet iizerine hiicre yogunluguna
gore hiicre dondurma (stoklama) besiyeri (%10 FBS igeren besiyerine %10 dimetil siilfoksit-
DMSO-) eklendi ve pipetaj yapilarak hiicrelerin tek tek dagilmasi saglandi. Kriyovial basina
1-1,5 ml hiicre siispansiyonu (1,5-2 milyon hiicre) olacak sekilde paylastirildi ve kriyovialler

-80°C’ye kaldirildi.

3.2.7. Hiicrelerin sayimm

Hiicre siispansiyonundan 10 ul alinarak mikrosantrifiij tiipiine eklendi. Uzerine 10 pl tripan
mavisi (Life Technologies, ABD) eklendi ve pipetaj yapilarak karigmalar1 saglandi.
Ardindan bu karisimdan 10 pl alinarak hiicre sayim slaytlarina ¢ift tarafli olarak aktarildi
(Countess, Thermo Fisher Scientific, ABD) ve hiicre sayim cihazina (Countess, Thermo

Fisher Scientific, ABD) yerlestirilerek ml’deki hiicre sayis1 6l¢iildii.
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3.2.8. sSiRNA uygulamasi

Hiicreler deneyin amacina gore kullanilacak pleytlere uygun sayilarda (96 kuyu i¢in 3x103,
6 kuyu icin 2x10°) ekildikten sonra gece boyunca inkiibatorde inkiibe edildi. Ertesi giin
siRNA’lar ve HiPerFect transfeksiyon soliisyonu serum ve P/S igermeyen besiyeri igerisine
eklendi. HiPerFect transfeksiyon soliisyonu 6 kuyucuklu pleyt i¢in kuyu basina 8 ul, 96
kuyucuklu pleyt i¢in ise 0,5 pul olacak sekilde kullanildi. siRNA’lar ise western blot ve
migrasyon deneyleri i¢in 100 nM konsantrasyonda, MTS testi i¢in ise 50 nM

konsantrasyonda hazirlandi.

Belirtilen miktar ve konsantrasyondaki HiPerFect ve siRNA’lar serum ve P/S icermeyen
besiyeri i¢erisinde karistirildiktan sonra oda 1sisinda 20 dakika bekletildi. Bu siirede hiicreler
tizerindeki besiyeri aspire edildi ve serum ve P/S igcermeyen taze besiyeri kuyulara eklendi.
20 dakika sonunda, kuyulara eklenen hacmin 1/3’ti kadar sSiRNA ve HiPerFect miksinden
eklendi (Ornegin, 6 kuyucuklu pleyt igin 750 ul besiyeri + 250 pul siRNA ve HiPerFect igeren
besiyeri).

Daha sonra pleytler inkiibatorde 6 saat inkiibe edildi. Siire sonunda serumsuz besiyerleri
uzaklastirildi, hiicrelerin lizerine %10 serum igeren besiyerleri eklendi ve hiicreler bu sekilde

tedavi siiresi sonuna kadar (48 saat) inkiibatorde inkiibe edildi.

3.2.9.MTS(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-

sulfophenyl)-2H-tetrazolium) hiicre canlilik testi

Calismada hiicre canliligin1 kantifiye edebilmek amaciyla kolorimetrik bir test olan MTS
hiicre canlilik testi kullanildi. Hiicre canliligini 6lgen kolorimetrik testler kullanilan
tetrazolyum bilesiklerine gore MTT, MTS, XTT ve WST-1 gibi ¢esitli isimler almaktadir.
Bu bilesikler genel olarak iki ana gruba ayrilabilir:
1. MTT gibi pozitif yiiklii olanlar ve bu pozitif yiik ile canli dkaryotik hiicrelere
kolaylikla girebilenler,
2. MTS, XTT ve WST-1 gibi negatif yiiklii olanlar. Bu gruptaki bilesikler hiicreye

kolaylikla giremezler, bu nedenle elektronlar1 sitoplazma ya da plazma membranina
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transfer ederek tetrazolyumun renkli formazan iirlinline doniisiimiinii saglayan aract
bir elektron alicist (akseptor) fenazin metil siilfat (PMS) ya da fenazin etil siilfat

(PES) ile kullanilirlar.

Metabolik olarak aktif hiicrelerde MTS tuzu dehidrogenaz enzimi varliginda indirgenerek
renkli formazan kristali olusturur ve bu renk yogunlugu 6lgiilerek hiicre canliligi kantifiye

edilir. MTS tuzu ve olusturdugu formazan yapisi1 Sekil 3.1°de gosterilmistir.

Rediiksiyon reaksiyonu

OCH,COOH 505 OCH,COOH

e¥¥;

Formazan
Canl hiicre

Sekil 3.1. MTS tuzunun canli hiicrede (metabolik olarak aktif hiicre) formazan kristali
olusturmasinin sematize edilmis hali

Calismada, MCP-1 muamelesinin hiicre proliferasyonuna bir etkisi olup olmadigi MTS
canlilik testi ile Olglildii. Bu amagla, PANCI pankreatik kanser hiicreleri 96 kuyucuklu
pleytlere 3x10° hiicre/kuyu olacak sekilde 100 ul besiyeri icerisinde ekildi. Hiicrelerin
yapigmasina izin vermek i¢in %5 COz igeren inkiibatdrde yaklasik 24 saat inkiibe edildikten
sonra 100 pl besiyeri icerisinde tedavi uygulamasi yapildi. MCP-1 uygulamasi oncesi
pleytlerdeki besiyerleri uzaklastirildi ve 6 farkli konsantrasyonda (1,56-50 ng/ml) hazirlanan
MCP-1 peptidi PANCI1 hiicrelerine serumsuz besiyeri igerisinde uygulandi. Serumsuz
besiyeri igerisinde gece boyu inkiibasyon sonrasi kuyulara 100 pl %10 FBS igeren besiyeri

eklendi ve inkiibasyon siiresi toplamda 48 saate tamamland.
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Ayrica EF2K siRNA’s1 ve gemsitabin tedavisi tek baslarina ve kombine kullanilarak
kombinasyonun hiicre canlilig1 iizerine etkisi olup olmadig1 incelendi. Bu amagla, 96
kuyucuklu pleytlere 3x102 hiicre/kuyu olacak sekilde 100 pl besiyeri icerisinde ekildi. Ertesi
giin 50 nM kontrol siRNA’s1 ya da EF2K siRNA’s1 uygulandi. siRNA uygulamasindan 24
saat sonra gemsitabin 7 farkli konsantrasyonda (0,20-12,5 uM) hazirlanarak hiicrelere

uygulandi ve 72 saat inkiibe edildi.

Inkiibasyon siireleri sonunda kuyulardaki son hacimlerden 100 pl besiyeri uzaklastirildi ve
kuyularda kalan 100 pl besiyeri iizerine 20 ul MTS+PMS (2 ml MTS igerisine 100 ul PMS)

sollisyonundan eklendi.

Ardindan pleytler 151k almayacak sekilde sarildiktan sonra hiicrelerin metabolizma hizlarina
bagli olarak, renk degisimlerini gozlemlemek iizere inkiibatore kaldirildi (yaklasik 1-3 saat).
Reaksiyon sonrast meydana gelen renk degisimi spektrofotometre (BioRad, iMark
Microplate Reader, ABD) ile 490 nm dalga boyunda 6l¢iildii ve elde edilen Optik Dansite
(O.D) degerleri kullanilarak ytizde canlilik hesaplamasi yapildi ve grafikler olusturuldu.

% canlilik hesaplamasi:

Tedavi grubu x 100

Kontrol ortalamasi

3.2.10. THP-1 hiicrelerinin M0 ve M2 tip makrofajlara polarize edilmesi

Akut monositik 16semi hastasindan ¢ogaltilmis ve karakterize edilmis olan THP-1 hiicreleri
forbol 12-miristat 13-asetat (PMA) (Sigma-Aldrich, ABD) kullanilarak genel bir makrofaj
fenotipi olan MO tip makrofajlara polarize edildi. Ardindan, PMA uygulanmis olan MO tip
makrofajlar interlokin 4 (IL4) (R&D Systems, ABD) ve interlokin 13 (IL13) (R&D Systems,
ABD) uygulanmasi ile M2 tiirii (pro-tiimdrijenik) makrofajlara polarize edildi.

PMA uygulamasi igin, siispanse haldeki THP-1 hiicrelerinin besiyerine son konsantrasyonu
100 nM olacak sekilde PMA eklendi ve hiicreler 24 saat inkiibatorde inkiibe edildi. Ardindan
PMA igeren besiyeri uzaklastirildi ve kuyular dikkatlice PBS ile yikandi. Daha sonra, son
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konsantrasyonlar1 20 ng/ml olacak sekilde IL4 ve IL13 igeren besiyeri kuyulara eklendi ve
hiicreler 24 saat daha inkiibasyona birakildu.

THP-1 monositik hiicrelerinin M0 ve M2 tip makrofajlara farklilastirilmasi asagidaki sekilde
sematize edilmistir (Sekil 3.2).

Mbonositik THP-1
hiicreleri

=

(o

MO tip
makrofaj

Normal medi’% \mmm
CSONNYS

Mo tip M2 tip
makrofaj makrofaj

Sekil 3.2. Monositik THP-1 hiicrelerinin PMA ve IL4+IL13 uygulamasi sonrast MO ve M2
tip makrofajlara polarize edilmesi

3.2.11. Pankreatik kanser hiicreleri ve stellat hiicrelerinin farkhlasmamis ve

farkhilasmus THP-1 hiicreleriyle indirekt olarak kiiltiire edilmesi

Timor mikrogevresindeki hiicreler arasi etkilesimi hiicre kiiltiirii ortaminda modellemek

amaciyla indirekt kokiiltiir metodundan yararlanildi. Bu amagla 6 kuyucuklu pleytlere
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uyumlu, 0,4 mikron por genisligine sahip “insert” olarak adlandirilan 6zel kuyucuklar
kullanildi (Corning, ABD).

Kokiiltiir calismalar1 igin &ncelikle insertler icerisine THP-1 hiicreleri 2x10° hiicre olacak
sekilde 1 ml besiyeri i¢inde ekildi. Ardindan, MO ve M2 tip makrofajlara farklilastirilacak
olan hiicre gruplarina son konsantrasyonu 100 nM olacak sekilde PMA igeren besiyerinden
1 ml eklendi. Farklilastirilmayacak olan THP-1 hiicrelerine ise 1 ml PMA i¢cermeyen besiyeri
eklendi ve boylece tiim hacimlerin 2 ml olacak sekilde esitlenmesi saglandi. insertlerin icinde
bulundugu kuyularin tabanlarina da 1 ml hiicrelerin biiyiitiildiigii besiyerinden eklendi ve

hiicreler bu sekilde 24 saat inkiibatorde inkiibe edildi.

24 saat inkiibasyonun sonunda PMA eklenen kuyulardaki besiyeri uzaklastirildi ve PBS ile
dikkatlice yikama yapildi. Ardindan, MO tip makrofajlara farklilastirilmis olan insertlerdeki
hiicrelerin lizerine 2 ml taze besiyeri eklendi. M2 tip makrofajlara doniistiiriilecek olan
hiicrelerin lizerine ise son konsantrasyonlar1 20 ng/ml olacak sekilde hazirlanmis olan IL4 ve

IL13 karisimindan 2 ml eklendi ve hiicreler 24 saat daha inkiibasyona birakildi.

Bu sirada, PANC-1, MiaPaCa-2 ve PSC hiicreleri 6 kuyucuklu pleytlere hiicre biiyiime hizina
bagl olarak 1.5-2x10° hiicre/kuyu olacak sekilde 2 ml besiyeri i¢inde ekildi. Hiicreler 24 saat

inkiibe edilerek yiizeye yapigsmalar1 saglandi.

Inkiibasyon sonras1 farklilasmamis ve farklilasmis THP-1 hiicrelerini igeren insertler kuyular
lizerine aktarildi ve bu sekilde indirekt kokiiltlir ortam1 olusturularak hiicreler toplamda 48

saat boyunca inkiibe edildi.

Kokiiltiir metodunun uygulanisinin sematize edilmis hali Sekil 3.3’te verilmistir.
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Sekil 3.3. Farklilasmamis ve farklilasmis THP-1 hiicrelerinin (MO ve M2 tip makrofaj)
PANC1, MiaPaCa-2 ve PSC hiicreleriyle indirekt olarak kiiltiire edilmesinin sematik olarak
gosterimi

3.2.12. Farkhilasmamuis ve farklilasms THP-1 hiicrelerinden eksozom izolasyonu

THP-1 hiicreleri her bir hiicre grubu icin 2 flask olacak sekilde, 6 tane 75 cm?’lik flaska

4x10° hiicre olacak sekilde ekildi. Calismada kullanilan hiicre gruplar asagida verildi:




Ardindan MO ve M2 tip makrofajlara polarize edilecek flasklara PMA ve/veya 1L4+IL13
eklenerek yukarida anlatildigi sekilde hiicrelerin farklilastirilmasi saglandi. 48 saatin
sonunda tiim hiicreler eksozom icermeyen besiyerine alind1 ve bu besiyeri igerisinde gece
boyunca inkiibe edildi. Daha sonra eksozom izolasyonu i¢in asagidaki adimlar uygulandi.

Calisma siiresince tiim islemler buz {izerinde gergeklestirildi.

1. Hiicrelerin {izerindeki slipernatant kismi1 50 ml’lik falkonlara topland1 ve falkonlar
2000 rpm hizinda +4°C°de 30 dakika santrifiij yapildi.

2. Santrifiij sonrast pellet kismini kaldirmamaya dikkat ederek silipernatantlar
ultrasantriflij tiiplerine (Beckman Coulter, ABD) aktarildi ve ultrasantrifiijde
(Beckman, L8-80M, ABD) 10 000 rpm hizinda +4°C’de 45 dakika santrifiij yapild.

3. Ardindan silipernatantlar temiz ultrasantrifiij tliplerine aktarildi ve o6rnekler 40 000
rpm hizinda +4°C’de 90 dakika santrifiij yapildi.

4. Santrifiij sonras1 siipernatant kisimlar dikkatlice aspire edildi ve tiipler ters ¢evrilerek
15-20 dakika inkiibator i¢inde kurumaya birakildi.

5. Dabha sonra tiiplere 500 ul PBS (0.2 mikron filtre ile filtre edilmis) eklendi ve tiiplerin
her bir kenar1 uzun uzun vortexlenerek eksozomlarin PBS igerisinde toplanmasi
saglandi.

6. Eksozom boyutu ve sayisi nanosight (Malvern NanoSight NS300, Birlesik Krallik)
kullanilarak kantifiye edildi.

Pankreatik kanser hiicreleri eksozomlarin eklenmesinden 1 giin 6nce 6 kuyucuklu pleytlere
kokiiltiir yontemi kisminda belirtilen sayilarda ekildi ve hiicrelerin yiizeye yapismalarina
zaman tanimak adina 24 saat inkiibatérde inkiibe edildi.

Ardindan, hiicrelerin iizerindeki besiyeri aspire edildi ve nanosight ile sayilar1 hesaplanan
eksozomlardan, kuyu basina 1x108 eksozom olacak sekilde hiicrelerin {izerine eksozom
icermeyen media i¢inde eklendi. Hiicreler 48 saat boyunca eksozomlar ile birlikte inkiibe

edildikten sonra ileri analizler igin kullanildu.
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3.2.13. Koloni olusturma yetenegi testi

PANCT hiicreleri 6 kuyucuklu pleytlere 1x10° hiicre olacak sekilde ekildi. Ardindan MCP-1
uygulamasi ya da siRNA uygulamasi yapildi ve hiicreler yaklasik 14 giin inkiibe edildi. Siire
sonunda koloniler kristal viole ile boyandi ve fotograflandi. Koloni-alan dagilimi

densitometrik olarak analiz edildi.

3.2.14. Hiicre migrasyon testi

Kokiiltiir, eksozom uygulamasi, MCP-1 peptidi uygulamasi ve siRNA ile tedavi sonrasi
hiicrelerin migrasyon (go¢ etme) Ozelliklerinin incelenmesi igin hiicre migrasyon testi
yapildi. Kokiiltiir, eksozom ve MCP-1 uygulamasi sonrast migrasyon testi i¢in, PANC1
hiicreleri kuyu basina 2,5x10° hiicre olacak sekilde 2 ml besiyeri icerisinde ekildi ve
hiicrelerin yapigsmasina zaman vermek adina gece boyunca inkiibatorde inkiibe edildi.
Ardindan deneyin amacina uygun olarak (kokiiltiir, eksozom ya da MCP-1 uygulamasi
oncesi) 200 ul’lik pipet ucu yardimiyla kuyular boyunca diiz ¢izgiler ¢ekildi ve her kuyudan

3 alan isaretlenerek 0’1nc1 saat fotograflar ¢ekildi.

Ardindan kokiiltiir icin monosit ve makrofaj hiicrelerini i¢eren insertler kuyulara yerlestirildi.
Eksozom tedavisi i¢in kuyu basina 1x108 eksozom ilave edildi. MCP-1 tedavisi igin ise
belirtilen konsantrasyonlarda (25-100 ng/ml) MCP-1 uygulandi. Her bir grup i¢in, 24 ve 48

saat sonunda isaretli alanlar tekrar fotograflandi.

siRNA uygulamasi sonrasi migrasyon testi i¢in ise kuyu basina 2x10° hiicre ekildikten
sonraki giin siRNA’lar ile transfeksiyon yapildi. Transfeksiyondan 48 saat sonra kuyularda
200 pl’lik pipet ucuyla ¢izgi cekilerek 0. saat fotograflari ¢ekildi. 24 ve 48 saat sonunda ayni

alanlar tekrar fotograflandi.

3.2.15. Matrijel hiicre invazyon testi

Hiicre invazyonu i¢in kullanilacak insertler matrijel ile asagida agiklandig: sekilde kaplandi:
200 pl matrijel 3 ml serumsuz besiyerine eklendi ve vortex kullanarak homojen karigmasi

saglandi. Ardindan, 24 kuyucuklu pleyt i¢in uyumlu olan insertler kuyucuklara yerlestirildi.
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Hazirlanan matrijelden kuyu basina 100 ul eklendi. Pleytler oda 1sisinda 4-5 saat bekletilerek

matrijellerin donmasi saglandi.

Kokiiltiir, eksozom uygulamasi ya da siRNA ile tedaviden 48 saat sonra PANCI hiicreleri
tripsin ile yiizeyden topland: ve matrijel ile kaplanmis olan insertler igerisine 6x10% hiicre
olacak sekilde serumsuz besiyeri ile ekildi. Insertlerin disinda kalan alanlara kemoatraktan
ozellik saglamasi i¢cin %10 FBS iceren besiyeri eklendi ve hiicreler 24 saat boyunca inkiibe
edildi. 24 saatin sonunda insertler icerisindeki hiicreler Hema 3 boyama kiti kullanilarak

boyandi. Hema 3 kiti protokolii:

1. Insertlerin icerisine ve disarisina kuyuyu tamamen kaplayacak sekilde fiksatif eklendi
ve oda 1s1sinda 20 dakika inkiibe edildi.

2. Ardindan fiksatif insert ve kuyulardan uzaklastirildi ve soliisyon-1 benzer sekilde
eklendi ve 10 dakika oda 1s1sinda inkiibe edildi.

3. Soliisyon-1 kuyu ve insertlerden uzaklastirildi ve soliisyon-2 eklenerek 10 dakika oda
1s1sinda inkiibe edildi.

4. Kuyu ve insertlerden soliisyon-2 uzaklastirildi. Insertler distile su icerisinde fazla
boyalardan uzaklastirilarak oda 1sisinda kurumaya birakild.

5. Ertesi giin arka plandaki fazla boyamalar1 temizlemek amaciyla pamuklu ¢ubuk
1slatilarak insertlerin i¢ kisimlarindaki fazla boyalar dikkatlice temizlendi.

6. Bistiiri yardimiyla insertlerin taban kismi dikkatlice kesilerek membranlar lam
tizerine aktarildi ve permount kapatma soliisyonu damlatilarak {izerlerine lamel
kapatildi. Her bir insert i¢in rastgele 5 alan mikroskop ile (Nikon Eclipse TE-200-U)
fotograflandi.

3.2.16. Salinmus MCP-1 diizeyinin belirlenmesi icin enzim-baglantih immiinosorbent

test (ELISA) uygulanmasi

PANCI hiicreleri THP-1, MO ve M2 tip hiicrelerle kokiltiir yapildiktan 48 saat sonra

hiicrelerin {izerindeki besiyerleri falkon tiiplere toplandi. Ornekler test gerceklestirilene
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kadar -20°C°de bekletildi. Daha sonra MCP-1 ELISA testi kit icerisinden ¢ikan protokole
gore asagida tanimlandig sekilde calisildi.

1. Kit igerisinden ¢ikan MCP-1 standart1 31,25 pg/ml ile 2000 pg/ml arasinda dilue
edilerek hazirlandi. Hazirlanan standartlar ve test igin hiicrelerden toplanmis
besiyerleri minimum 2 tekrarli olacak sekilde test i¢in hazirlanmis 96 kuyucuklu
pleytlere 200 pl pipetlendi. Tiim 6rnekler oda 1sisinda 2 saat inkiibe edildi.

2. Inkiibasyon sonunda kit igerisinden ¢ikan yikama soliisyonu ile kuyular 3 kez
yikandi.

3. Kuyulara 200 ul MCP-1 konjugati eklendi ve oda 1sisinda 1 saat inkiibe edildi.

4. Yikama asamasi tekrarlandi.

5. Ardindan, kit i¢erisinden ¢ikan “color reagent A” ve “color reagent B” bilesenlerinin
1:1 oraninda karistirilmasiyla olusturulan substrat soliisyonundan kuyulara 200 pl
eklendi ve 30 dakika oda 1sisinda pleyt 1s1k almayacak sekilde inkiibe edildi.

6. 30 dakika sonunda renk degisimi gézlendikten sonra kuyulara 50 pl “stop soliisyonu™

eklendi ve pleytler spektrofotometrede 450 nm dalga boyunda okundu.

3.2.17. Western blot metodu

Kokiiltiir deneyleri, eksozom uygulamasi, MCP-1 peptidi uygulamasi ve siRNA’ler ile
tedaviler sonrasi hiicrelerin protein diizeylerindeki degisiklikleri incelemek amaciyla

oncelikle total protein izolasyonu gergeklestirildi.

3.2.17.1. Protein izolasyonu

Hiicrelerden protein izolasyonu i¢in RIPA lizis tamponu igerisinde hiicre pargalama (lizis)
soliisyonu hazirlandi. Lizis soliisyonu i¢in; 1 ml RIPA tamponu igerisine 10ul Proteaz
inhibitor kokteyli, 10 ul fosfataz inhibitdrii ve 4 ul sodyum florid (NaF) eklendi. Lizis

sollisyonu kullanmadan hemen 6nce hazirlanarak taze kullanildi.

Oncelikle, kuyulardaki tiim hacim aspire edildi ve kuyulara 1 ml tripsin eklenerek hiicreler
yiizeyden kaldirildi. Tripsinizasyon sonrasi kuyulardaki hacimler kullanilan tripsinin 2 kati

besiyeri ile etiketli falkonlara topland1 ve falkonlar +4°C’de, 2000 rpm’de 5 dakika santrifiij
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yapildi. Santrifiij sonrasi siipernatant kisim aspire edildi ve hiicre peletinin miktarina gore
50-100 ul lizis soliisyonu eklendi ve falkonlar igindeki hacimler pipetaj yapilarak etiketli
ependorf tiiplerine (1,5 ml’lik santrifiyj tiipleri) aktarildi. Tiipler buz {izerinde 30 dakika lizis
soliisyonu ile inkiibe edildi ve inkiibasyonun 10, 20 ve 30. dakikalarinda 10 saniye vorteks
yapildi. Siire sonunda ependorf tiipleri +4°C’de 13 000 rpm hizinda, 10 dakika santrifiij
yapildi. Santrifiij sonrasi pelet kismina dokunmamaya dikkat ederek, siipernatant kisimlar
yeni ependorf tiiplere aktarildi. Hazirlanan hiicre lizatlart hemen kullanilmayacaksa -80°C’ye

kaldirildi.

3.2.17.2. Orneklerin protein miktarlarimn dlciilmesi, yiiklenmesi ve jelde yiiriitiilmesi

Orneklerin protein konsantrasyonlart BCA yontemiyle (Pierce BCA Protein Assay Kit,
ABD) belirlendi ve 6rneklerden hesaplanan miktarlar ependorf tiiplere 5:1 oraninda yiikleme
boyasiyla karistirilarak 5 dakika 100°C’de inkiibe edildi. Ardindan drnekler buz iizerine
alindi ve 6zel yiikleme pipet uglari (Corning® gel-loading pipet tips, Sigma, ABD)
kullanilarak 40 ul hacim %4-15 gradyan jele (Mini-Protean TGX Gels, BioRad, ABD)
yiiklendi ve yiikleme tamponu icerisinde 100-150 V’da yaklasik 2 saat yiiriitiildii.

Stok (10x) yiikleme/transfer tamponunun hazirlanmasi: (1 L igin)
30 g Tris baz1 + 144 g Glisin + 1 L distile su

Caligsma soliisyonu hazirlanmasi:
100 ml 10x yiikleme/transfer tamponu + 890 ml distile su + 10 ml sodyum dodesil stilfat
(SDS)

Yiikleme boyasimin hazirlanmasi:
1,8 ml gliserol + 1,2 ml SDS (%30) + 0,9 ml beta-merkaptoetanol +

0,18 ml Bromofenol mavisi (%2,5) + 1,1 ml Tris-HCI (0,5 M)

pH 6,8’e ayarlanir, ardindan 0,82 ml distile suyla hacim tamamlanir.
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3.2.17.3. Islak transfer yontemiyle proteinlerin membrana aktarilmasi

Proteinlerin jelde yiirtitiilerek molekiiler agirliklarina gore ayristirilmasi saglandiktan sonra
1slak transfer metodu ile jeldeki proteinler 0.45 mikron pora sahip PVDF membranlara (EMD
Millipore Immobilon™-P PVDF Transfer Membranes, Fisher Scientific, ABD) aktarildi.
Transfer islemi transfer tamponu icerisinde +4°C’de 40V akimda 16-20 saat inkiibasyon ile

gergeklestirildi.

Transfer tamponunun hazirlanmasi:

100 ml 10x yiikleme/transfer tamponu + 700 ml distile su +200 ml methanol

3.2.17.4. Membranlarin bloklanmasi ve antikor eklenmesi

Transfer sonrast membranlar %5 yagsiz siit igeren (Blotting-Grade Blocker, BioRad, ABD)
TBS-T tampon igerisinde oda 1sisinda, dairesel karistirict (shaker) lizerinde 1 saat inkiibe

edilerek bloklandi.

Ardindan %5 yagsiz siit iceren TBS-T soliisyonu igerisinde 1:1000 ya da 1:500 diliisyon ile
birincil antikorlar hazirlandi ve membranlara bu birincil antikorlar eklenerek, +4°C’de
dairesel karigtiric1 iizerinde gece boyu inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi
membranlar dairesel karigtirict tizerinde 2x7 dakika TBS-T ile yikandiktan sonra
goriintiileme i¢in, kullanilan birincil antikorla uyumlu olacak sekilde anti-rabbit, anti-goat ya
da anti-mouse ikincil antikorlar1 %5 yagsiz siit iceren TBS-T soliisyonu igerisinde 1:1000
diliisyon ile hazirlanarak membranlarin {izerine eklendi. Membranlar ikincil antikorlar ile
oda 1s1sinda 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrast TBS-T ile 2x7 dakika yikama yapildi
ve kemiluminesans sprey (HyGLO™ Quick Spray Chemiluminescent HRP Antibody
Detection Reagent, Denville Scientific, ABD) kullanilarak karanlik odada goriintiileme
yapildi. Membranlar kemiluminesans sprey ile iyice islatilip 1 dakika kadar soliisyon
igerisinde bekletildikten sonra X-ray film kaseti igerisinde bulunan seffaf poset dosya arasina
konuldu ve hava kabarciklari pegete ile temizlendi. Ardindan iizerine X-ray filmi (Premium
X-Ray film) konularak, goriintiilenecek proteine bagli olarak farkli siirelerde inkiibe edildi

ve filmler cihazda taranarak goriintiiler alind1.
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3.2.18. Lipozomal siRNA hazirlanmasi

In vivo tasima icin siRNA’lar dioleoyl-snglycero-3-phosphocholine (DOPC) lipozomlari
icine yerlestirildi. DOPC ve siRNA’lar tersiyer butanol varliginda 1:10 (w/w) oraninda
siRNA/DOPC olacak sekilde karistirildi. /n vivo uygulama dncesi hazirlanan bu lipozomlar

%0,9 tuz soliisyonu ile sulandirildi ve intravendz uygulama icin hazir hale getirildi.

3.2.19. In vivo ortotopik zenograft tiimor modeli

4-5 haftalik atimik disi nude farelere PANC]1 hiicreleri %20 matrijel i¢inde 5x10° hiicre
olacak sekilde dogrudan pankreasin kuyruk kismindan verildi. Enjeksiyondan yaklasik 2
hafta sonra, tiimorler yaklagik 3-5 mm boyuta ulastiginda liposomal siRNA tedavileri
uygulandi. Tedavi grubundaki her bir fare EF2K siRNA’s1 ya da kontrol siRNA’s1 ile 4
ug/fare olacak sekilde 4 hafta boyunca uygulandi. Tedavi siireleri sonunda fareler CO> ile
Otenazi yapildi. Timor boyutlar1 6l¢iildi ve tiimér dokulart western blot ve
immiinohistokimyasal analizler i¢in ¢ikarildi. Biitiin ¢alismalar M.D. Anderson Hayvan

Bakimi ve Kullanimi Enstitiisii kurallarina uygun olarak gerceklestirildi.

3.2.20. immiinohistokimyasal analizler

Tlmorler gikarildiktan sonra alinan doku kesitleri (5 pum) hematoksilen ve eosin ile boyandi.
Ki-67 ve F4/80 antikorlar1 ile yapilan boyamalar sirasiyla hiicre proliferasyonu ve M2 tip
makrofaj infiltrasyonu i¢in gergeklestirildi. Formalin ile fikse edilmis tiimdr dokular
strastyla ksilen, %100 etanol, %95 etanol, %80 etanol ve ardindan PBS ile deparaffinize ve
dehidre edildi. Ardindan antijenik bolgeleri agiga ¢ikarmak i¢in “DIVA antigen retrieval”
soliisyonu igerisinde 95°C’de 40 dakika inkiibe edildi. Ornekler oda 1si1sma getirildikten
sonra endojen peroksidazlarin bloklanmasi i¢in %3 hidrojen peroksit igeren methanol ile 15
dakika inkiibe edildi. Daha sonra doku kesitleri Ki-67 (ThermoFisher, ABD) ve F4/80
(abcam, Ingiltere) icin primer antikorlar ile 4°C’de gece boyunca inkiibe edildi. Ardindan
ikincil antikorlar ile oda 1s1sinda 1 saat inkiibe edildi ve doku 6rnekleri hematoksilen ile 30

saniye boyandiktan sonra mikroskop (Leica DM 4000 B LED) ile fotograflandu.
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4. BULGULAR
4.1. Kokiiltiir Deneyleri

4.1.1. Monositik hiicrelerin makrofajlara farklhilastirilmasi ve karakterizasyonu

Akut monositik 16semi hastasindan elde edilmis bir hiicre hatt1 olan THP-1 hiicreleri PMA
uygulamasiyla dncelikle olgun MO tip makrofajlara doniistiiriildii. Ardindan bu hiicreler 1L4
ve IL13 eklenmesiyle pro-tiimorijenik 6zellikteki M2 tip makrofajlara doniistiiriildii.

Siispanse haldeki monositik hiicrelerin MO ve M2 tip makrofajlara farklilastirilmasi sonrasi
en karakteristik degisiklik olan hiicrelerin flaska yapisma 6zelligi kazandiklari, hiicrelerin
boliinme hizlarmin yavagladigi ve fibroblastik morfoloji kazandiklar1 gozlendi ve

fotograflandi (Sekil 4.1A).

Genel makrofaj farklilasmasi karakterizasyonu i¢cin CD68 makrofaj markir: kullanildi. M2
tip makrofaj karakterizasyonu i¢in ise CD163 ve CD206 markir1 kullanildi. Karakterizasyon
sonuglar1 sekil 4.1B ve C’de verildi.

THP-1 hiicreleri PMA uygulamas: ile MO tip makrofajlara farklilastirildiginda, genel
makrofaj markirt olan CD68 ekspresyonunun PMA uygulanmayan THP-1 hiicrelerine
kiyasla arttig1 gortildii (Sekil 4.1B). PMA uygulamasinin ardindan IL4 ve IL13 eklenmesiyle
M2 tip makrofajlara farklilagtirilan hiicrelerin MO tip makrofajlara kiyasla yiiksek diizeyde
CD163 ve CD206 ekpsrese ettikleri goriildii (Sekil 4.1B ve C).
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Sekil 4.1. Siispanse haldeki monositik THP-1 hiicrelerinin PMA ve IL4+IL13 uygulamasi
ile ylizeye yapisma yetenegi kazanmasi ve makrofajlara farklilagmasi (A). Fotograflar 10X
biiyiitme ile g¢ekilmistir. MO ve M2 makrofaj fenotiplerinin CD68, CD163 ve CD206
markirlari ile karakterize edilmesi (B)

4.1.2. Pankreatik kanser ve stellat hiicrelerinin farkhllasmamis ve farkhilasmis monosit
hiicreleriyle indirekt olarak kiiltiire edilmesinin 6karyotik elongasyon faktorii 2 kinaz

(EF2K) enzim ekspresyonu iizerine etkisi

Okaryotik elongasyon faktérii 2 kinaz (EF2K), pek cok kanser tiiriinde yiiksek oranda
ekpsrese oldugu bilinen bir enzimdir. Calismada, Oncelikle PANC1 ve MiaPaCa-2
pankreatik kanser hiicre hatlarinda, pankreatik kanser mikrogevresinin en Onemli hiicre

gruplarindan olan pankreatik stellat hiicrelerinde (PSC) ve normal pankreas hiicre hattinda
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(HPDE) bazal EF2K ekspresyon diizeyleri western blot metodu ile olciildi (Sekil 4.2).
Western blot sonuglarinda goriildiigli iizere, normal pankreas hiicre hattt olan HPDE
hiicrelerinde EF2K ekspresyonu yok iken, kanser hiicreleri ve stellat hiicreleri (PSC) yliksek
oranda EF2K ekspresyonuna sahiptir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Pankreatik kanser hiicre hatlar1 (PANCI1, MiaPaCa-2), pankreatik stellat hiicreleri
(PSC) ve normal pankreas hiicre hattinda (HPDE) EF2K ekspresyon diizeylerinin western
blot metodu ile dl¢lilmesi

Aclik, besin kitlig1 gibi ekstrem kosullar altinda bile kanser hiicrelerinin hayatta kalmasinda
onemli role sahip olan EF2K enziminin tiimor mikrocevresinde diger hiicrelerin varligindaki

ekspresyon diizeyi ve rolii heniiz bilinmemektedir.

Bu amagla, tiimoér mikrogevresini kiiltiir ortaminda taklit edebilmek i¢in, PANCI1 ve
MiaPaCa-2 pankreatik kanser hiicre hatlart ile THP-1 hiicreleri, MO ve M2 tip makrofajlar
48 saat boyunca indirekt olarak birlikte kiiltiire (kokiiltiir) edildi. Bu siire igerisindeki
hiicreler arasi etkilesimin PANC-1 ve MiaPaCa-2 hiicrelerindeki EF2K ekspresyonuna etkisi
western blot yontemiyle degerlendirildi (Sekil 4.3). Ayrica mikrocevre modellemesi i¢in

pankreatik stellat hiicreleri (PSC) de kullanildi (Sekil 4.3).

Sonuglar degerlendirildiginde, kokiiltiir yapilmayan grubu (kontrol grubu) yiiksek EF2K
ekspresyon diizeyine sahip MiaPaCa-2 hiicrelerinde THP-1, MO ve M2 hiicrelerinin varligi
ile EF2K diizeyinde herhangi bir degisiklik gozlenmedi. Ote yandan PANC1 ve PSC
hiicrelerinde ise, kokiiltlir yapilmayan (kontrol) hiicrelere kiyasla, 6zellikle MO ve M2 tip
makrofajlarin ortamdaki varligi ile EF2K ekspresyon diizeyinde ciddi artis meydana geldigi

goriildil.
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Sekil 4.3. Pankreatik kanser hiicre hatlar1 (PANC1, MiaPaCa-2) ve pankreatik stellat
hiicrelerinin (PSC) THP-1 monosit hiicreleri, MO ve M2 tip makrofajlar ile birlikte kiiltiire
edilmesi sonrasi hiicrelerdeki EF2K ekspresyon degisimlerinin western blot metodu ile
gosterilmesi. Yiikleme kontrolii olarak GAPDH kullanildi

Bu verilerden sonra, kanser hiicresi-mikrogevre arasindaki etkilesimin EF2K ekspresyonuna
olan etkisini mekanistik olarak aydinlatmak amaciyla PANCI hiicrelerine odaklanildi ve

calismalar bu hiicre hatti ile devam ettirildi.

4.1.3. THP1 hiicreleri, M0 ve M2 tip makrofajlarin ortamdaki varhiginin PANC1

hiicrelerinin go¢ etme (migrasyon) ve invazyon yetenekleri iizerine etkisi

EF2K enziminin kanser hiicrelerinin go¢ etme (migrasyon) ve invazyon yeteneklerini
arttirdig1 bilinmektedir. Bu nedenle, PANCI hiicreleri THP-1, MO ve M2 hiicreleriyle
indirekt olarak kiiltiire edilmeden 6nce (0’1nc1 saat) ve kiiltiire edildikten sonra (24 ve 48’inci
saat) migrasyon yeteneklerini degerlendirmek amaciyla fotografland: (Sekil 4.4A). PANCI1
hiicreleri MO ve M2 tip makrofajlarla indirekt olarak kiiltiire edildiginde, PANCI1

hiicrelerinin migrasyon yeteneklerinin arttig1 acik bir sekilde gortildii.

Kokiiltlir sonras1 hiicrelerin invazyon 06zelliklerindeki degisiklikleri incelemek amaciyla
matrijel invazyon testi yapildi ve hiicre fotograflar sekil 4.4B’de gosterildi (Sekil 4.4B).
Ortamda MO ve M2 hiicrelerinin varliginin, PANC1 hiicrelerinin invazif yetenegini arttirdigi
goriildii. Alan basina diigen hiicreler sayildi ve sonuglar (%) invazyon seklinde kantifiye

edilerek istatistiksel olarak analiz edildi (Sekil 4.4C).
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Grafige bakildiginda, PANCI hiicrelerinin MO ve M2 hiicreleriyle indirekt olarak kiiltiire
edilmesinin hiicre invazyonunu istatistiksel olarak anlamli sekilde arttirdigi goriildi (Sekil

4.4C).

Ardindan, THP-1, MO ve M2 hiicreleriyle birlikte kiiltiire edilen PANCI1 hiicrelerinde
migrasyon ve invazyon ile iliskili baz1 proteinlerin degisimi western blot yOontemiyle
degerlendirildi (Sekil 4.4D). Sonuglar incelendiginde, ortamda MO ve M2 hiicrelerinin
varliginin hiicre invazyonu ve migrasyonu ile iligkili proteinlerden olan proto-onkojen tirozin
protein kinaz Src proteinin fosforillenmesine ve dolayisiyla aktiflesmesine (p-Src) neden

oldugu goriildii.

Diger yandan beklenildigi iizere, total-Src diizeyinde herhangi bir degisiklik goriilmedi.
Hiicre invazyonu ile iligkili proteinlerden olan integrin beta 1 (integrin 1) protein

ekspresyonunun da M0 ve M2 hiicreleri varliginda arttig1 goriildii.

Ayrica hiicre migrasyonu fotograflari incelendiginde (Sekil 4.4A), MO ve M2 hiicreleriyle
kiiltiire edilen PANCI hiicrelerinin morfolojik degisime ugradigi, hiicre morfolojilerinin
epitelyal goriinimden mezensimal goriiniime degistigi goriildii. Western blot sonuglarindaki
epitelyal-mezensimal siirecin kritik proteinlerinden olan Snail proteinindeki ekspresyon

artist da bu gorsel degisikligi dogruladi.
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Sekil 4.4. PANCI1 hiicrelerinin THP-1, MO ve M2 hiicreleriyle kokiiltiiriniin hiicre
migrasyonu (A) ve invazyonu lizerine etkisi (B, C). Hiicre migrasyonu, ve invazyonu ile
iliskili proteinlerin ekspresyon diizeyindeki degisimlerin western blot ile incelenmesi (D).
Yiikleme kontrolii olarak beta aktin (B-aktin) kullanildi. p-Src: fosfo Src, t-Src: total Src.
Gruplar arasindaki istatistiksel anlamlilik i¢in tek yonlii varyans analizi (one-way ANOVA)
ile Tukey coklu karsilagtirma (post-hoc) testi kullanildi. *Tek basina PANCI hiicrelerine
kiyasla kokiiltiir gruplarinin istatistiksel anlamliligini temsil etmektedir. **p<0,01
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4.2. Kokiiltiir Ortamindaki Eksozomlarin PANC1 Hiicreleri Uzerine Etkileri

PANCI1 hiicrelerinin THP-1, MO ve M2 hiicreleri ile birlikte kiiltiire edilmesi sonrasi,
PANCI hiicrelerinde EF2K ekspresyon artis1 ile birlikte hiicrelerin koloni olusturma,
migrasyon ve invazyon yeteneklerinde artisa sebep oldugu bulundu. Bu verilerden sonra, bu
etkilerin kokdiiltiir ortamindaki eksozomlar araciligiyla olup olmadigini incelemek amaciyla

eksozom deneyleri gergeklestirildi.

4.2.1. THP-1, MO ve M2 hiicrelerinden izole edilen eksozomlarin say1 ve boyut

bakimindan kantifiye edilmesi

Eksozom deneyleri i¢in dncelikle THP-1, MO ve M2 hiicrelerinden eksozomlar izole edildi.

Eksozom boyutu ve konsantrasyonlar1 nanosight ile kantifiye edildi (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. THP-1 hiicreleri (A), MO tip (B) ve M2 tip (C) makrofajlardan izole edilen
eksozomlarin konsantrasyon ve boyutlarinin nanosight ile 6l¢tiimii
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4.2.2. THP-1 hiicreleri, M0 ve M2 hiicreleri kaynakh eksozomlarin PANC1

hiicrelerinde EF2K protein ekspresyonu iizerine etkilerinin incelenmesi

Ardindan, monositik hiicreler ve makrofajlardan izole edilen eksozomlar PANCI hiicrelerine
(1x108 eksozom/kuyu) uygulandi ve PANCI hiicreleri bu eksozomlara 48 saat boyunca
maruz birakildi. EF2K protein ekspresyon diizeylerindeki degisimler western blot ile

incelendi (Sekil 4.6).

Sonug olarak, PANCI1 hiicrelerinin THP-1 hiicreleri, MO ve M2 hiicrelerinden kaynakli
eksozomlara maruziyetinin eksozom uygulanmamis kontrol grubuna kiyasla EF2K

ekspresyonunda artisa neden oldugu gorildii.

&>
PP e
(OO OO
& &S
v W W i EF2K
Ty OOWTM UMD =M GAPDH

Sekil 4.6. THP-1 hiicreleri, MO ve M2 tip makrofajlardan izole edilen eksozomlarin PANCI
hiicreleriyle 48 saat muamelesi sonrast EF2K ekspresyon diizeyi degisimleri

4.2.3. THP-1 hiicreleri, M0 ve M2 hiicreleri kaynakh eksozomlarin PANC1

hiicrelerinin go¢ etme (migrasyon) ve invazyon yetenekleri iizerine etkisi

THP-1, MO ve M2 hiicrelerinin EF2K indiiksiyonuna sebep oldugu gosterildikten sonra
eksozomlarin hiicre migrasyonu ve invazyonu iizerine etkileri incelendi (Sekil 4.7). Kokiiltiir
sonuclarina benzer sekilde, PANCI hiicrelerinin MO ve M2 hiicreleri kokenli eksozomlara
maruziyetinin hiicrelerin migrasyon (Sekil 4.7A) ve invazyon (4.7B ve C) yeteneklerinde

artisa neden oldugu goriildii.
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PANCI1+THP-1 ekso. PANC1+MO0 ekso. PANC1+M2 ekso.

Sekil 4.7. PANCI1 hiicrelerinin THP-1 hiicreleri, MO ve M2 tip makrofajlardan izole edilen
eksozomlarla muamele edilmesinin hiicre migrasyonu (A) ve invazyonu iizerine etkisi (B,
C). Gruplar arasindaki istatistiksel anlamlilik i¢in tek yonlii varyans analizi (one-way
ANOVA) ile Tukey ¢oklu karsilastirma (post-hoc) testi kullanildi. *Tek basina PANCI1
hiicrelerine kiyasla eksozom wuygulanan gruplarin istatistiksel anlamliligin1 temsil
etmektedir. ***p< 0,001; ****p<(,0001
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4.3. EF2K Proteini ile Mikrogevre Proteinlerinden Olan Monosit Kemoatraktan
Protein-1 (MCP-1) Arasindaki iliskinin Degerlendirilmesi

4.3.1. THP-1, M0 ve M2 hiicrelerinin MCP-1 iizerine etkilerinin incelenmesi

Monosit kemoatraktan proteini (MCP-1 ya da CCL2) tiimor mikrogevresinde agirlikli olarak
kanser hiicrelerinden salinmaktadir ve bu protein monositleri timoér mikrogevresine ¢ekerek,
onlarin makrofajlara farklilasmasinda rol almaktadir. Kanser hiicreleri yiiksek miktarda
MCP-1 salinim1 yaparken, monositik hiicreler ve makrofajlar da bu proteinin reseptorii olan

CCR2 reseptoriinii yiiksek diizeyde eksprese etmektedir.

Ik bulgulara gore, ortamda makrofajlarm varligt PANCI hiicrelerinde eksozomlar
araciligityla EF2K ekspresyonu artisina sebep olmakta ve bu EF2K artis1 ile birlikte
hiicrelerde migrasyon ve invazyon gibi agresif tiimor 6zellikleri artmaktadir. Bu bulgulara
dayanarak, mikrocevre modelini yansitmak amaciyla kullanilan kokiiltiir deneyine ait
besiyerinde ve PANCI hiicrelerindeki MCP-1 diizeyinin dl¢lilmesi ve MCP-1 ile EF2K

arasinda bir iligki olup olmadiginin incelenmesi amaglandi.

Bu amagla, PANCI hiicrelerinin THP-1 hiicreleri, MO ve M2 tip makrofajlar ile 48 saat
boyunca birlikte kiiltlire edilmesinden sonra ortamdaki besiyeri topland1 ve ELISA testi ile

MCP-1 diizeyi 6lgtimii igin kullanildu.

Oncelikle THP-1 hiicreleri, MO ve M2 tip makrofajlardan salinan MCP-1 diizeyleri 6lgiildii
ve Sekil 4.8A’da gosterildi. Grafikte goriildiigii lizere, THP-1 hiicreleri ve MO tip
makrofajlardan neredeyse hi¢ MCP-1 proteini salinmazken, hiicreler pro-tiimorijenik
ozellikteki M2 tip makrofajlara farklhilastirildiginda gorece yiiksek diizeyde MCP-1
salgilama 6zelligi kazand1 (Sekil 4.8A). Daha sonra, tek basina PANCI1 hiicreleri ve bu
hiicrelerin THP-1, MO ve M2 hiicreleriyle kokiiltiirii sonras1t MCP-1 diizeyleri 6l¢iildi ve
sonuglar Sekil 4.8B’de verildi. PANCI1 hiicreleri tek basina (kokiiltiir yapilmadan da) yiiksek
MCP-1 diizeyine sahipken, hiicreler MO ve M2 tip makrofajlarla kokiiltlir yapildiginda
ortamdaki MCP-1 diizeylerinin istatistiksel olarak anlamli diizeyde arttig1 goriildia (Sekil
4.8B).
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Sekil 4.8. THP-1 hiicreleri, MO ve M2 tip makrofajlardan salinan MCP-1 diizeyleri (A).
PANCI hiicrelerinin THP-1, MO ve M2 hiicreleriyle kokiiltiiri sonrast ortamdaki MCP-1
diizeylerindeki degisimler (B). Gruplar arasindaki istatistiksel anlamlilik i¢in tek yonli
varyans analizi (one-way ANOVA) ile Tukey ¢oklu karsilastirma (post-hoc) testi kullanildi.
*Tek basina PANCI hiicrelerine kiyasla kokiiltiir gruplarinin istatistiksel anlamliligini temsil
etmektedir. ****p<0,0001

Ardindan, kokiiltiir sonrast PANCI hiicrelerindeki hiicresel MCP-1 diizeyi western blot ile
analiz edildi ve sonuclar sekil 4.9°da verildi. Sonuglara bakildiginda, PANCI hiicreleri MO
ve M2 tip makrofajlara farklilastirildiginda ELISA sonuglariyla uyumlu olarak, hiicresel
MCP-1 diizeyinin arttig1 bulundu (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. THP-1, MO ve M2 hiicreleriyle kokiiltiir yapilan PANCI hiicrelerinde MCP-1
ekspresyonunun western blot ile incelenmesi. Yiikleme kontrolii olarak GADPH kullanildi
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4.3.2. MCP-1 peptidi uygulanmasinin PANC1 hiicrelerinde EF2K protein

ekspresyonu iizerine etkisinin incelenmesi

PANCT hiicrelerinin MO ve M2 makrofajlarla kokiiltiirii sonrast EF2K ekspresyonu artisi ve
bu kosullarda hiicresel ve ortamdaki MCP-1 diizeyinin artis1 bulgularindan sonra, MCP-1
peptidinin dogrudan EF2K ekspresyonunu indiikleyip indiiklemedigini incelemek amaciyla
PANCI hiicreleri farkli MCP-1 konsantrasyonlar1 (25, 50 ve 100 ng/ml) ile farkl siirelerde
(6 ve 24 saat) muamele edildi. Tedavi siiresi sonrasi hiicrelerdeki EF2K ekspresyon diizeyi
degisimini gozlemlemek amaciyla western blot yapildi. Sonuglar degerlendirildiginde, 6
saatlik MCP-1 muamelesi sonrasi sadece yiiksek konsantrasyonda (100 ng/ml) hiicrelerde
EF2K artis1 meydana gelirken, 24 saat sonunda 25 ve 50 ng/ml konsantrasyonlarinda

kontrole kiyasla ciddi diizeyde EF2K artis1 saptandi (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. PANCI1 hiicrelerine 6 ve 24 saat boyunca ii¢ farkli konsantrasyonda (25, 50 ve
100 ng/ml) MCP-1 uygulanmasmin EF2K ekspresyonu iizerine etkisi. 0 ng/ml MCP-1
uygulanmayan kontrol grubunu ifade etmektedir. GAPDH yiikleme kontrolii olarak
kullanild1

4.3.3. MCP-1 peptidi uygulanmasinin PANCI1 hiicrelerinde hiicre proliferasyonu,

koloni olusturma yetenegi ve hiicre migrasyonu iizerine etkisi

MCP-1 peptidi uygulanmasinin PANCI hiicrelerindeki uzun siireli etkisini degerlendirmek
amactyla koloni olusturma testi gergeklestirildi. Bu amacla hiicreler 4 farkli MCP-1

konsantrasyonu (12,5-100 ng/ml) ile 14 giin boyunca muamele edildi.
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14 giin sonunda olusan koloniler fotograflandi ve koloni yogunlugu baz alinarak kantifiye
edildi. Sonuglar Sekil 4.11°de verildi.
Sekilde goriildiigii tizere, gorece diisik MCP-1 konsantrasyonlar1 (12,5 ve 25 ng/ml)

hiicrelerin koloni olusturabilme yeteneklerini arttirken, daha yiiksek konsantrasyonlarda bir

fark gozlenmedi (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. PANCI1 hiicrelerinin MCP-1 uygulamasi sonucu koloni olusturabilme
yetenekleri. Hiicreler 14 giin boyunca 4 farkli MCP-1 konsantrasyonu (12,5-100 ng/ml)
varhiginda kiiltiire edildi. 0 ng/ml MCP-1 uygulanmayan kontrol grubunu ifade etmektedir

Koloni olusturma testi sonuglarina gore gorece diisiik konsantrasyonlarda (12,5 ve 25 ng/ml)
koloni sayisinda artis goriildiigiinden, ayn1 test daha diisiik dozlarla tekrarland1 ve sonuglar

Sekil 4.12°de verildi. Ik sonuglarla uyumlu olarak, diisiik dozlarda MCP-1 uygulanmasinin

hiicrelerin koloni olusturma yetenegini arttirdig1 goriildii (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. PANCI1 hiicrelerinin MCP-1 uygulamasi sonucu koloni olusturabilme
yetenekleri. Hiicreler 14 giin boyunca 3 farkli MCP-1 konsantrasyonu (5-25 ng/ml)
varliginda kiiltiire edildi. 0 ng/ml MCP-1 uygulanmayan kontrol grubunu ifade etmektedir.
*MCP-1 uygulanmayan kontrol hiicrelerine (0 ng/ml) kiyasla MCP-1 uygulanan gruplarin
istatistiksel anlamliligini temsil etmektedir. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001

PANCI hiicrelerinde 24 saatlik MCP-1 uygulanmasinin goérece diisiik konsantrasyonlarda
EF2K ekspresyonu artigina neden olmasinin ardindan, diisiik konsantrasyonlardaki MCP-1
peptidi uygulanmasiin hiicre canlilig1r iizerine etkisini degerlendirmek amaciyla

kolorimetrik ~ bir  canlilk  testi olan MTS  (3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-5-(3-
karboksimetoksifenil)-2-(4-siilfofenil)-2H-tetrazolyum) testi gerceklestirildi.

Elde edilen optik dansite (OD) degerleri kullanilarak (%) hiicre canliliklar1 hesaplandi ve
sonuglar sekil 4.13’te verildi. PANC1 hiicreleri 5, 10 ve 25 ng/ml MCP-1 peptidiyle 48 saat
boyunca muamele edildiginde hiicre canliliklarinda istatistiksel olarak artiglar oldugu
bulundu (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. PANCI hiicrelerine 48 saatlik MCP-1 (1,25-50 ng/ml) uygulamasi sonucu
hiicrelerin proliferasyon 6zelliklerindeki degisikliklerin MTS testi ile degerlendirilmesi. O
ng/ml MCP-1 uygulanmayan kontrol grubunu ifade etmektedir. Gruplar arasindaki
istatistiksel anlamlilik i¢in tek yonlii varyans analizi (one-way ANOVA) ile Tukey c¢oklu
karsilastirma (post-hoc) testi kullanildi. *MCP-1 uygulanmayan kontrol hiicrelerine (0
ng/ml) kiyasla MCP-1 uygulanan gruplarmn istatistiksel anlamliligini temsil etmektedir.
*p<0,05; ***p<0,001

Ayrica MCP-1 peptidi ile tedavi sonrast PANCI hiicrelerinin migrasyon yeteneklerindeki
degisiklik migrasyon testi ile incelendi (Sekil 4.14). Sonuglar degerlendirildiginde, MCP-1
peptidi uygulanmasi sonras1 hiicrelerin migrasyon yeteneklerinde kismi bir artiy meydana

geldigi goriildii (Sekil 4.14),
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Sekil 4.14. PANCI {i¢ farkli konsantrasyonda (25, 50 ve 100 ng/ml) MCP-1 uygulanmasinin
hiicre migrasyonu iizerine etkisi. 0 ng/ml MCP-1 uygulanmayan kontrol grubunu ifade
etmektedir

Ayrica, MCP-1 uygulamasi sonrasi hiicrelerde invazyon ve migrasyon siire¢lerinde rol alan
proteinlerden olan Src ve mitojenle aktiflesen protein kinaz olan MAPK proteinin
fosforillenmis formu western blot ile incelendi. Ek olarak, anjiyogenez siirecinin énemli
proteinlerinden olan vaskiiler endotelyal biiylime faktorii reseptorii VEGFR proteinin

ekspresyon diizeyi degisiklikleri de degerlendirildi ve sonuglar Sekil 4.15°te verildi.

MCP-1 uygulanmasi sonrasi, 6zellikle EF2K ekspresyonunun da arttigr 25 ve 50 ng/ml
konsantrasyonlarinda Src ve Erk proteinlerinin fosforile formlarinin (p-Src ve p-Erk) ve
VEGFR proteinin ekspresyon diizeylerinin MCP-1 uygulanmayan kontrol grubuna gére (0
ng/ml) 6nemli diizeyde arttig1 goriildii (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. MCP-1 uygulamasi sonrasi PANCI1 hiicrelerinde migrasyon, invazyon ve
anjiyogenez ile iligkili proteinlerin ekspresyon diizeylerinin western blot metodu ile
incelenmesi. Yiikleme kontrolii olarak GAPDH kullanildi

4.4. EF2K Protein Overekspresyonunun MCP-1 Protein Ekspresyonu Uzerine

Etkisinin Incelenmesi

Bu zamana kadar elde edilen verilere gore, kiiltiir ortamindaki makrofajlarin varliginin
PANCI hiicrelerinde EF2K ekspresyon artisina ve besiyerinde salinmis MCP-1 protein
artigina sebep oldugu goriildii. Ardindan, hiicrelerdeki EF2K artisina MCP-1 proteininin yol
acip agmadigini incelemek amactyla hiicreler MCP-1 proteini ile muamele edildi ve EF2K
ekspresyonunda artis bulundu. Dolayisiyla tiimdr mikrogevresinin énemli proteinlerinden
biri olan MCP-1 proteininin hiicrelerde EF2K ekspresyonunu arttirarak hiicre

proliferasyonunu ve migrasyonunu arttirdigi bulundu.

Bu verilere dayanarak, artan EF2K ekspresyonunun da MCP-1 proteinin artisina sebep olup
olmadigimi incelemek amaciyla PANCI hiicrelerinde EF2K proteini lentiviral olarak
overeksprese edildi ve MCP-1 diizeyi western blot metodu ile analiz edildi (Sekil 4.16).
Sonug olarak, hiicrelerde EF2K overeksprese edildiginde hiicresel MCP-1 diizeyinin de
arttig1 goriildii. Dolayisiyla EF2K ve MCP-1 arasinda ¢ift yonlii bir etkilesim oldugu gortildii.
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Sekil 4.16. EF2K overeksprese edilen PANCI hiicrelerindeMCP-1 protein ekspresyon
diizeyinin western blot ile incelenmesi. Herhangi bir proteini hedeflemeyen vektor
caligmanin kontrolii olarak kullanildi (Kontrol vektor). GAPDH yiikleme kontrolii olarak
kullanild1

4.5. MCP-1 Proteinin THP-1 Makrofajlar1 Uzerine Etkisi

Literatiir bilgilerine gére MCP-1 proteininin timor mikrogevresinde kemoatraktan rol
oynayarak monositleri tiimore ¢ektigi ve pro-tiimdrijenik makrofajlara farklilasmasinda rol
aldig1 bilinmektedir. Bu bilgiye dayanarak, ortamdaki MCP-1 varliginin THP-1 hiicrelerinin
farklilasmas1 {izerine olan etkisini degerlendirmek amaciyla THP-1 hiicreleri 50 ng/ml
konsantrasyonundaki MCP-1 ile 48 saat boyunca muamele edildi ve pro-timérijenik

makrofaj markirt olan CD206 protein ekspresyonu western blot ile incelendi (Sekil 4.17).

AL 1. THP-1+PMA (M0)
RN o2

2. THP-1+PMA+ILA+ILI3 (M2)
W — W p-aktin 3 THP.]+MCP-1

Sekil 4.17. THP-1 hiicrelerinin PMA, PMA+IL4+IL13 ve MCP-1 ile muamelesi sonrasi pro-
timorijenik makrofaj markirt olan CD206 ekspresyonunun western blot ile belirlenmesi.
Beta aktin (B-aktin) ylikleme kontrolii olarak kullanild:
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4.6. Pankreatik Kanser Hiicrelerinin ve Makrofajlarin EF2K inhibisyonu ile

Hedeflenmesi

4.6.1. EF2K inhibisyonunun hiicrelerin koloni olusturma yetenekleri iizerine etkisi

EF2K enziminin hiicrelerin koloni olusturabilme yetenegi tizerine etkisini degerlendirmek
amactyla koloni olusturma testi (koloni formasyon testi) gerceklestirildi. Bu amagla PANCI
hiicreleri 6 kuyucuklu pleytlere ekildikten sonra 50 nM konsantrasyonda EF2K siRNA’s1 ile
transfekte edildi.

Kontrol olarak tedavi uygulanmayan grup ve herhangi bir mRNA’y1 hedeflemeyen bir
kontrol siRNA’s1 kullanildi. 14 giin inkiibasyon sonras1 koloniler boyand1 ve fotograflandi.
Sonuglar Sekil 4.18’de verildi. EF2K inhibisyonu sonrast PANC1 hiicrelerinin koloni

olusturabilme yeteneklerinin 6nemli diizeyde baskilandig1 gézlendi.
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Sekil 4.18. EF2K siRNA uygulamasi sonrast PANCI1 hiicrelerinin koloni olusturma
yeteneklerinin koloni formasyon testi ile 6l¢limii. Kullanilan fotograflar en az ii¢ bagimsiz
caligmayi temsil etmektedir. Kontrol; tedavi uygulanmamis grup, Knt siRNA; kontrol sSiRNA

66



4.6.2. EF2K inhibisyonunun hiicrelerin metastatik yetenekleri iizerine etkisi

EF2K inhibisyonunun metastatik siirece olan etkisini degerlendirmek amaciyla migrasyon
ve invazyon testleri gergeklestirildi (Sekil 4.19). Sonuglar degerlendirildiginde, EF2K

inhibisyonunun hiicre migrasyonu ve invazyonunda azalmaya yol actig1 gortildii (Sekil 4.19).

A. Kontrol Kontrol siRNA EF2K siRNA

Sekil 4.19. EF2K siRNA uygulamasi sonrast PANCI hiicrelerinin migrasyon (A)
yeteneklerinin incelenmesi
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Sekil 4.19. EF2K siRNA uygulamasi sonrasi PANCI1 hiicrelerinin invazyon (B ve C)
yeteneklerinin incelenmesi. Gruplar arasindaki istatistiksel anlamlilik i¢in tek yonlii varyans
analizi (one-way ANOVA) ile Tukey ¢oklu karsilastirma (post-hoc) testi kullanildi. *siRNA
uygulanmayan kontrol hiicrelerine kiyasla siRNA uygulanan gruplarin istatistiksel
anlamliligini temsil etmektedir. *p<0,05; ****p<0,0001

4.6.3. EF2K inhibisyonunun protein ifadelerine etkisi

EF2K inhibisyonunun MCP-1 protein ekspresyonu iizerine etkisini degerlendirmek amaciyla
western blot analizi gergeklestirildi. PANCI hiicreleri 100 nM konsantrasyonda EF2K
siRNA’s1 ile 48 saat inkiibe edildikten sonra MCP-1 ekspresyonundaki degisimler western
blot ile incelendi ve sonuglar sekil 4.19°da verildi. Sonuglar degerlendirildiginde, EF2K
inhibisyonunun PANCI1 hiicrelerinde MCP-1 protein ekspresyonunda azalmaya neden
oldugu goriildii (Sekil 4.20).
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MCP-1 proteini varliginda ekspresyonunda artis bulunan p-Src proteinin de EF2K
inhibisyonu ile azaldigr bulundu. Ayrica invazyon siirecinde rol alan proteinlerden olan

integrin beta protein ekspresyonunda da EF2K inhibisyonu ile azalma oldugu gozlendi (Sekil

4.20).
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Sekil 4.20. EF2K siRNA uygulamasi sonrast PANCI1 hiicrelerindeki protein ekspresyon
degisimlerinin western blot metodu ile belirlenmesi

4.6.4. EF2K inhibisyonunun kemoterapi yanitina etkisinin incelenmesi

En diisiik sag kalim oranina sahip pankreatik kanserin tedavisinde en yaygin olarak
kullanilan kemoterapdtik ajan gemsitabindir. Ancak hastalarin biiyiik cogunlugunda bir siire
sonra geligen ilaca direng nedeniyle hedeflenen etkin tedavi saglanamamaktadir. Bu nedenle,
gemsitabinin etkinligini arttirmak amaciyla EF2K siRNA’s1 ile kombine olarak kullanildi ve
siRNA kullanimimin hiicrelerin gemsitabine olan yanitin1 degistirip degistirmedigi MTS
canlilik testi ile degerlendirildi. Oncelikle hiicrelerde tek basina gemsitabin ve siRNA
(kontrol ve EF2K siRNA) kullanimlariin hiicre canlilig1 {izerine etkileri incelendi (Sekil
4.21). Tek basina EF2K siRNA kullaniminin hiicre canliliginda azalmaya neden olmazken
(Sekil 4.21A), gorece yiiksek dozlardaki (3,13-12,5 uM) gemsitabinin hiicre canliliginda
yaklasik %50’lik bir azalmaya neden oldugu gozlendi (4.21B).
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Sekil 4.21. PANCI hiicrelerinin 7 farkli doz gemsitabin (0,20-12,5 uM) ile 96 saat boyunca
muamelesi sonras1 (%) hiicre canlilif1 grafigi (A). Hiicrelerin 50 nM konsantrasyondaki
kontrol siRNA’s1 ve EF2K siRNA’s1 ile transfeksiyonu sonrasi hiicre canlilig grafigi (B).
Gruplar arasindaki istatistiksel anlamlilik i¢in tek yonlii varyans analizi (one-way ANOVA)
ile Tukey ¢oklu karsilastirma (post-hoc) testi kullanildi. *Gemsitabin uygulanmayan kontrol

hiicrelerine (0 uM) kiyasla MCP-1 uygulanan gruplarin istatistiksel anlamliligini temsil
etmektedir. **p<0,01; ****p<0,0001

Ardindan, gemsitabinin her bir dozu ile (0,20-12,5 uM) ile 50 nM konsantrasyondaki kontrol
siRNA’s1 ve EF2K siRNA’s1 ayr1 ayr1 kombine edildi. Bu amagla, hiicreler ekildikten 1 giin
sonra kontrol veya EF2K siRNA’s1 ile 24 saat transfeksiyon yapildi. 24 saatin sonunda
belirtilen dozlardaki gemsitabinler ile tedavi uygulandi ve hiicreler 72 saat boyunca inkiibe
edildikten sonra MTS testi gergeklestirildi. MTS testi sonucunda elde edilen O.D degerleri
ile ¢izilen % canlilik grafikleri Sekil 4.22°de verildi.

Grafikte goriildiigl lizere, gemsitabin kontrol siRNA’s1 ile kombine kullanimina kiyasla,
EF2K siRNA’s1 ile birlikte kullanildiginda 6zellikle diisiik dozlarda hiicre canliliginda
azalmaya neden oldu. Ardindan, Sekil 4.21A ve B’de verilen grafikler birlikte olusturuldu
ve EF2K siRNA’s1 kullanimiyla hiicre canliliginda meydana gelen azalmalar tek bir grafikte
gosterildi (Sekil 4.23). EF2K siRNA’s1 ozellikle disiik doz gemsitabin ile kombine

edildiginde (0,20-0,78) hiicre canliliklarinda istatistiksel olarak anlamli azalmalar bulundu
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Sekil 4.22. PANCI hiicrelerinin 7 farkli doz gemsitabin (0,20-12,5 uM) ile kombine olarak
kontrol siRNA’s1 (A) ve EF2K siRNA’s1 (B) ile 96 saat boyunca muamelesi sonrast (%)
hiicre canliligr grafigi. Gruplar arasindaki istatistiksel anlamlilik i¢in tek yonlii varyans
analizi (one-way ANOVA) ile Tukey ¢oklu karsilastirma (post-hoc) testi kullanildh.
*Gemsitabin uygulanmayan kontrol hiicrelerine (0 pM) kiyasla MCP-1 uygulanan gruplarin
istatistiksel anlamliligin1 temsil etmektedir. *p<0,05; ***p<0,001; ****p<0,0001
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Sekil 4.23. PANCI hiicrelerinin kontrol siRNA / EF2K siRNA’s1 ile 24 saat
transfeksiyonunun ardindan gemsitabine 72 saat maruziyeti sonrasi olusturulan (%) hiicre
canliligr grafigi. Gruplar arasindaki istatistiksel anlamlilik i¢in iki yonlii varyans analizi
(two-way ANOVA) ile Sidak ¢oklu karsilastirma (post-hoc) testi kullanildi.
*Gemsitabintkontrol siRNA ile tedavi edilen gruplara kiyasla gemsitabin+EF2K siRNA’s1
uygulanan gruplarin istatistiksel anlamliligini temsil etmektedir. **p<0,01; ****p<0,0001
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4.6.5. EF2K enzimi inhibisyonunun M0 ve M2 makrofajlar iizerinde incelenmesi

Timor mikrogevresinde yer alan monosit ve makrofajlarin MCP-1 proteininin reseptdrii olan
CCR2 reseptoriinti tiimor hiicrelerine kiyasla oldukga yiiksek oranda eksprese ettikleri
bilinmektedir. Bu nedenle, caligmada bu hiicrelerde MCP-1/CCR2 sinyal yolagiminin EF2K
inhibisyonu ile hedeflenmesi amaglandi. Bu amagla monositik THP-1 hiicreleri MO ve M2
tip makrofajlara farklilastirildiktan sonra 100 nM konsantrasyondaki kontrol siRNA’s1 ve
EF2K siRNA’s1 ile transfekte edildi. 48 saatin sonunda EF2K ve CCR2 protein
ekspresyonlar1 western blot ile incelendi (Sekil 4.24). THP-1 hiicreleri kiiltiir ortaminda
siispanse olarak biiyiidiigiinden, bu hiicrelerin transfekte edilmesi olduk¢a zorlu ve
transfeksiyon verimi oldukg¢a diisiik oldugundan bu hiicreler bu deney kapsaminda
kullanilmadi. Sekil 4.24 incelendiginde, her iki hiicre grubunda da EF2K inhibisyonunun
CCR2 protein ekspresyonunu tamamen ortadan kaldirdig1 goriildii (Sekil 4.24). Sonug olarak
EF2K inhibisyonunun MCP-1/CCR2 sinyal yolagini baskiladigi goriildii.

MO hiicreleri M2 hiicreleri
> o\é’\\g é*gv 3 .\gﬁYw é\év
& & & &
—— - EF2K e — e EF2K
— CCR2 S @sees .oies CCR2
Ty Gmme s GAPDH — — e GAPDH

Sekil 4.24. MO ve M2 tip makrofajlarin 100 nM konsantrasyonundaki EF2K siRNA’s1 ile 48
saat muamelesi sonrasi EF2K ve CCR2 protein ekspresyonlarinin western blot ile
incelenmesi. GAPDH yiikleme kontrolii olarak kullanildi

4.7. EF2K Enzim Inhibisyonunun in vivo Etkilerinin Incelenmesi

EF2K inhibisyonunun PANCI hiicreleri iizerindeki etkilerinden sonra in vivo etkileri
degerlendirmek amaciyla ortotopik zenograft tiimoér modeli ile in vivo deneyler

gerceklestirildi.
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Kontrol ya da EF2K siRNA’s1 ile 4 hafta tedavi sonrasi tiimdrler ¢ikarildi ve tiimor hacimleri
hesaplanarak Sekil 4.25’te verildi. Grafikte goriildiigii tizere, EF2K siRNA uygulamasi
tiimor hacminde kontrol siRNA’sina kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir azalmaya neden

oldu (Sekil 4.25).
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Sekil 4.25. Atimik disi nude farelere PANCI hiicreleri enjeksiyonu sonrasi kontrol ve EF2K
siRNA’lar ile 4 hafta boyunca tedavi sonucu tiimor hacimleri. siRNA’lar in vivo uygulama
icin DOPC nanolipozomal partikiiller i¢erisinde hazirlanarak uygulandi. NL: Nanolipozomal

Cikarilan timor dokularindan immiinohistokimyasal analizler i¢in kesitler alind1 ve bu
kesitler hematoksilen & eozin ile boyanarak dokularin tiimor dokusu olduklari dogruland:
(Sekil 4.26).

Ardindan, hiicre proliferasyonunda azalma olup olmadigini géstermek amaciyla Ki-67
boyamas1 yapildi ve sonuglar sekil 4.27°de verildi. Kontrol siRNA uygulanan gruptaki
kahverengi noktalar prolifere olan hiicrelerin varhigin1 gosterirken, EF2K siRNA’s1

uygulamasi sonrasi bu hiicrelerin sayisinin biiyiik oranda azaldig1 goriildii (Sekil 4.27).
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Sekil 4.26. Kontrol siRNA ve EF2K siRNA’s1 uygulanan tiimor dokularinin hematoksilen &
eozin ile boyama goriintiileri. Fotograflar 4X biiyiitme ile ¢ekildi
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Sekil 4.27. Kontrol siRNA ve EF2K siRNA’st uygulanan tiimor dokularinin Ki-67 ile
boyama goriintiileri. Fotograflar 10X biiyiitme ile ¢ekildi

EF2K uygulamasi sonrast PANCI1 hiicrelerinde MCP-1 inhibisyonunu gésteren in vitro
veriler, timor dokulariyla galisilan western blot analizi ile dogrulandi (Sekil 4.28A). In vivo
olarak uygulanan EF2K siRNA’smin biiyiilk oranda MCP-1 inhibisyonuna neden oldugu
goriildi (Sekil 4.28A).
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Ayrica kontrol ve EF2K siRNA’s1 uygulamasi sonrast doku kesitleri M2 tip makrofaj
infiltrasyonu i¢in F4/80 antikoru ile boyanarak immiinohistokimyasal olarak analiz edildi
(Sekil 4.28B). Sekilde goriildiigi iizere, EF2K siRNA uygulamas: sonrasi tiimdre infiltre
olan M2 tip makrofaj sayisinda azalma oldugu izlendi (Sekil 4.28B).
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Sekil 4.28. Kontrol siRNA ve EF2K siRNA’s1 uygulanan tiimor dokularinda EF2K ve MCP-
1 protein ekspresyonlarinin western blot ile incelenmesi (A). Doku kesitlerinin M2 tip
makrofaj infiltrasyonu markir1 olan F4/80 antikoru ile boyanmasi (B). Fotograflar 10X
biiylitme ile ¢ekildi
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5. TARTISMA ve SONUC

5 yillik sag kalim orani yaklasik %5 olan pankreas kanseri olduk¢a agresif bir malignansi
olup, tiim kanserler arasinda en 6ldiiriicli olanlardan biridir (Crane ve ark. 2004, Long ve
ark., 2011). Tan1 konduktan sonra ortalama yasam siiresi mevcut tedavi yontemleriyle
yaklasik 6 aydir. Dolayisiyla pankreas kanserinin su anda etkin bir tedavisi yoktur.
Geleneksel olarak pankreatik kanser tedavi yontemleri kanser hiicrelerine karsidir ve
hastalarin ortalama 6 aylik yasama siiresinden de anlasilacagi gibi bu yontemlerin basarili

olmadig1 agiktir.

Son yillarda yapilan c¢alismalarla, yalnizca karsinoma hiicrelerinin degil, timor
mikrocevresinin de tedavideki basarisizliga aracilik ettigi ortaya konmustur (Fujita ve ark.
2010, Miyamoto ve ark. 2004). Bu nedenle son yillarda tiimor hiicrelerinin yani sira timdor
mikrogevresininin de (stromal hiicrelerin) de hedeflenmesinin basarili olacagi diistiniilmekte

ve bu konuda ¢ok sayida ¢aligma yapilmaktadir.

Pankreas kanseri fibroblastlar, miyofibroblastlar, pankreatik kanser hiicreleri, immiin
hiicreler gibi hiicresel ve ekstraseliiler matriks, sitokinler, bliylime faktorleri gibi hiicresel
olmayan komponentlerden olusan oldukc¢a heterojen bir kanser tiirtidiir (Feig ve ark. 2012).
Immiin sistem tiimoriin terapiye yamtii diizenleyen kompleks mekanizmalarda rol alan
esansiyel oyunculardan biridir. Yiiksek dilizeyde plastisite ve multifonksiyonel
ozelliklerinden dolay: “tiimorle iliskili makrofajlar (Tumor Associated Macrophages, TAM)
pankreatik tiimoriin tedaviye duyarlilik ya da direncini diizenleyen en 6nemli hiicre
gruplarindandir (Belgiovine ve ark. 2016). Terapi direncine ek olarak bu hiicreler solid tiimdr
gelisimi ve metastazi siireglerine de aktif olarak katki saglamaktadir (Pollard 2004). Bu
nedenle pankreatik kansere karsi efektif bir tedavi rejimi gelistirebilmek i¢in pankreatik
kanserin gelisiminden ve terapi direncinden sorumlu olan immiin ve inflamatuvar yanitlar

da hedefleyen tedavi stratejileri gelistirilmelidir.

Okaryotik elongasyon faktérii 2 kinaz (EF2K) enzimi kanser siirecinde proliferasyon, kanser
hiicrelerinin hayatta kalmasi, tiimdrijenez, invazyon, hastaligin ilerlemesi ve ilag direncinden

sorumlu bir enzimdir (Tekedereli ve ark. 2012, Hamurcu ve ark. 2016). EF2K enziminin
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gorevi, substrati olan EF2’yi fosforilleyerek protein sentezi siirecinde peptid zincirinin
uzamasini yavaglatmaktir (Jorgensen ve ark. 2006). Bu sekilde kanser hiicrelerinin ekstrem
kosullarda bile hayatta kalmasina olanak saglayan EF2K enziminin pek ¢ok kanser tiiriinde
upregiile oldugunu ve hizli prolifere olan malign hiicrelerde aktivitesinin arttigin1 gosteren
pek cok ¢alisma mevcuttur (Bagaglio ve Hait 1994, Nilsson ve Nygard 1995, Parmer ve ark.
1999, Knebel ve ark. 2002). Yapilan caligmalar EF2K enziminin kanser tedavisinde
potansiyel bir terapotik hedef olabilecegini ifade etmektedir (Hait ve ark. 2006, Tekedereli
ve ark. 2012). Ancak literatiirde EF2K protein ekspresyonu ve tiimor mikrogevresi arasindaki

iligskiyi gosteren herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Bu nedenle bu calismada, tiimor mikrogevresinin 6nemli hiicre gruplarindan biri olan
makrofajlar ile pankreatik kanser hiicreleri arasindaki etkilesimin hem kanser hiicreleri hem
de makrofajlar {izerine etkileri arastirildi. Calismada, her iki hiicre grubunu da hedeflemeye
olanak saglayacak ortak bir hedef bulunarak pankreatik kanser tedavisi i¢in standart

tedavilere ek umut verici bir yaklagim elde edilmesi planlandi.

Calismada ilk olarak, kullanilan pankreatik kanser hiicre hatlari (PANC1 ve MiaPaCa-2),
pankreatik stellat hiicreleri (PSC) ve normal pankreatik duktal epitelyal hiicrelerinde (HPDE)
bazal EF2K protein ekspresyon diizeyi western blot ile incelendi. Daha 6nce yapilan bir
calismada, meme kanseri hastalarina ait dokularda yiiksek EF2K aktivitesi goriiliirken,
normal dokularda EF2K aktivitesinin bulunmadigi gosterilmistir (Chafouleas ve ark. 1981).
Literatlir bilgileriyle uyumlu olarak, bu c¢alismada HPDE hiicrelerinde hi¢ EF2K
ekspresyonu goriilmezken, PANC1, MiaPaCa-2 ve PSC hiicrelerinde yiiksek EF2K
ekspresyonu goriildii (Sekil 3.2).

Ardindan, monositik THP-1 hiicreleri ve bu hiicrelerden polarize edilen M0 ve M2 tip
makrofajlar ile PANC1, MiaPaCa-2 ve PSC hiicreleri arasindaki indirekt etkilesimin EF2K
ekspresyonu iizerine bir etkisi olup olmadigini arastirmak i¢in PANC1, MiaPaCa-2 ve PSC
hiicreleri THP-1, MO ve M2 hiicreleri ile birlikte kiiltiire edildi. Daha sonra THP-1, MO ve
M2 hiicreleriyle kokiiltlir yapilan PANC1, MiaPaCa-2 ve PSC hiicreleri ile western blot
analizi yapildi. Sonug olarak PANCI1 ve PSC hiicreleri MO ve M2 tip makrofajlar ile kiiltiire
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edildiginde hiicreler arasi etkilesim sonucu EF2K ekspresyon diizeylerinde ciddi artig oldugu

bulundu (Sekil 3.3).

Son yillarda yapilan pek ¢ok calisma kiiltiir ortaminda tiimoér hiicreleri ile makrofajlarin
kokiiltiirii sonras1 tiimor hiicrelerinin migrasyon ve invazyonunun arttirdigini ifade
etmektedir (Tjiu ve ark. 2008, Bohrer ve Schwertfeger 2012, Zhang ve ark. 2012, Shen ve
ark. 2013, Dehai ve ark. 2014, Chan ve ark. 2017). Bu ¢alismada da literatiir bilgilerini
destekler sekilde PANCI1 pankreatik kanser hiicreleri THP-1 hiicrelerinden polarize edilen
MO ve M2 tip makrofajlarla birlikte kiiltiire edildiginde hiicre migrasyonu ve invazyonunun
arttig1r goriilmistir (Sekil 3.4). Ayrica makrofajlarin kiiltiir ortaminda varlig: ile PANC1
hiicrelerinin epitelyal morfolojisinin mezensimal morfolojiye doniistiigli ve mezensimal
doniistimiin markirlarindan olan Snail protein ekspresyonunun arttigi bulunmustur (Sekil
3.4). Literatiirde de bu bulguyu destekleyen ¢ok sayida ¢aligma mevcuttur (Goswami Ve ark.
2005, Bonde ve ark. 2012, Fu ve ark. 2014, Johansson ve ark. 2015, Ma ve ark. 2016).

Tiimor hiicreleri ve stromal hiicreler arasindaki intraseliiler ve interseliiler iletisim hiicre-
hiicre etkilesimi, bliyiime faktorleri, kemokinler ve proteazlari iceren parakrin mekanizmalar
ve ekstraseliiler vezikiiller ile saglanmaktadir (Andaloussi ve ark. 2013). Kiiciik ekstraseliiler
vezikiiler cisimcikler olarak tanimlanan “eksozomlar” tiimdr mikrogevresinin en 6nemli
bilesenlerinden biridir (Wang ve ark. 2016). Eksozomlar alic1 hiicrenin aktivitesini modiile
etmek amaciyla ¢esitli onkojenik proteinleri ve niikleik asitleri transfer ederler ve bu yolla
timor bliylimesi, gelisimi, metastazi1 ve ila¢ direncinde 6nemli rol oynarlar (Zhang ve ark.
2015). Bu bilgilerin 1s181nda, bu ¢alismada, PANCI hiicrelerinin THP-1, M0 ve M2 hiicreleri
ile kokiiltiirii sonras1 EF2K ekspresyonundaki artisin eksozomlar kaynakli olup olmadigi
incelendi. PANCI hiicreleri THP-1 hiicreleri, MO ve M2 tip makrofajlardan izole edilen
eksozomlara 48 saat siireyle maruz birakildiginda PANCI hiicrelerinde eksozomlara maruz
kalmayan kontrol grubuna kiyasla EF2K ekspresyonunda ciddi bir artis oldugu bulundu
(Sekil 3.6). Daha sonra eksozomlarin hiicre invazyonu ve migrasyonu iizerine etkileri
degerlendirildi ve kokiiltiir sonuglarina benzer sekilde, eksozomlarin PANCI hiicrelerinde

hiicre migrasyonu ve invazyonunu arttirdigi bulundu (Sekil 3.7).
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Monosit kemoatraktan protein-1 (MCP-1/CCL2) tiimér mikrogevresinde hem kanser
hiicreleri hem de stromal hiicreler tarafindan iiretilen ve monositlerin tiimore ¢ekilmesinde
en 6nemli role sahip olan kemokinlerden biridir (Belgiovine ve ark. 2016). MCP-1(CCL2)
proteininin reseptorii olan CCR2 reseptorii pek c¢ok kanser hiicresi ve stromal hiicrede
eksprese edilmektedir. MCP-1(CCL2) proteininin CCR2 reseptoriine baglanmasiyla
aktiflesen bu sinyal yolagi pek ¢ok kanser tiirlinde hiicre invazyonu ve migrasyonunda
onemli rol oynamaktadir (Lim ve ark. 2016). 2009 yilinda prostat kanseri preklinik
modellerinde yapilan bir ¢alismada, MCP-1 overekspresyonunun artmis zenograft timor
bliylimesi, artmig makrofaj akiimiilasyonu ve metastatik siire¢ ile iliskili oldugu
gosterilmistir (Mizutani ve ark. 2009). Bir baska calismada, hepatik miyofibroblastlardan
salinan MCP-1 proteininin insan hepatoseliiler karsinom hiicrelerinde hiicre migrasyon ve
invazyonuna dogrudan katki sagladigi gosterilmistir (Dagouassat ve ark. 2010). 2013 yilinda
yapilan bir diger ¢alisma ise MCP-1 proteinin insan yumurtalik kanseri hiicre hattinda hiicre

invazyonunu arttirdigini gostermistir (Furukawa ve ark. 2013).

PANCI tiimor hiicreleri ile monosit ve makrofaj hiicrelerinin kokiiltiirii yapilarak timor
mikrogevresini in vitro olarak modellemeyi hedefleyen bu ¢alismada, kokiiltiir deneyi
sonrasi hiicrelerin besiyeri topland1 ve makrofajlarin varliginda MCP-1 proteini saliniminda
degisim olup olmadigi ELISA testi ile incelendi. Sonuglar degerlendirildiginde, PANCI1
hiicrelerinin MO ve M2 tip makrofajlarla kiiltiiriiniin, salinmig MCP-1 diizeylerinde
istatistiksel olarak anlamli artiglara (p<0,0001) neden oldugu bulundu (Sekil 3.8). Ayrica
kokiiltiir sonrast PANCI hiicrelerindeki hiicresel MCP-1 diizeyleri de western blot ile
incelendi ve ELISA sonuglari ile uyumlu olarak MO ve M2 tip makrofajlarla kiiltiire edilen
PANCI hiicrelerinde MCP-1 protein ekspresyonunda artig gortildii (Sekil 3.9).

Literatiir bilgilerine gére EF2K ve MCP-1 proteinlerinin hiicre migrasyonu ve invazyonu
stireclerinde rol aldiklari ve bdylece agresif timdr gelisimine katki sagladiklar
bilinmektedir. Ancak bu iki protein arasinda herhangi bir etkilesim olup olmadigina dair
yapilmig bir calisma bulunmamaktadir. Bu nedenle, bu ¢alismada kokiiltiir sonrasi
ekspresyon diizeyleri artan EF2K ve MCP-1 proteinleri arasinda bir etkilesim olup olmadig1
incelendi. PANCI1 hiicreleri 4 farkli konsantrasyonda (25-100 ng/ml) MCP-1 ile 6 ve 24 saat
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boyunca muamele edildi. 6 saat siire sonunda, sadece yliksek konsantrasyonda (100 ng/ml)
EF2K protein ekspresyon diizeyinde bir artig goriiliirken, 24 saatlik maruziyet sonrasi gorece
diisiik konsantrasyonlar olan 25 ve 50 ng/ml konsantrasyonlarinda ciddi artiglar oldugu
gozlendi (Sekil 3.10). MCP-1 proteinin hiicrelerin koloni olusturma ve proliferasyon
yetenekleri iizerine etkileri incelendiginde, 6zellikle 25 ng/ml konsantrasyonunda MCP-1
uygulamasinin hiicrelerde koloni olusumu ve proliferasyonu istatistiksel olarak anlamli

sekilde (p<0,001) arttirdig1 goriildii (Sekil 3.12, 3.13).

MCP-1 uygulamasi sonrasi EF2K ekspresyonu artisini gésteren bu bulgulardan sonra, EF2K
proteininin artmis ekspresyonunun MCP-1 {izerinde bir etkisi olup olmadigi, bu iki protein
arasinda karsilikli olarak bir etkilesim olup olmadigi arastirildi. Bu amagla, PANCI1
hiicrelerinde lentiviral vektdr kullanilarak EF2K proteini overeksprese edildi ve bu
hiicrelerde hiicresel MCP-1 diizeyi western blot ile incelendi. Western blot sonuglarina gore,
EF2K proteinini overeksprese eden hiicrelerin MCP-1 proteinini de yliksek diizeyde eksprese
ettikleri, dolayisiyla bu iki protein arasinda karsilikli olarak bir etkilesim oldugu bulundu

(Sekil 3.16).

Tiimorle iliskili makrofajlar (TAM) c¢esitli kemoatraktanlara yanit olarak sirkiile
monositlerden farklilasarak tiimor mikrogevresinde birikirler (Lin ve Pollard 2004). MCP-1
proteini monositler i¢in en 6nemli kemoatraktanlardan biridir. MCP-1/CCR2 sinyal yolagi
monositlerin makrofajlara farkilasmasini (Shields ve ark. 2007, Xia ve Sui 2009) ve normal
peritonel makrofajlarin da TAM 06zelligi kazanarak tiimdre infiltrasyonunu uyarmaktadir
(Loberg ve ark. 2007, Shields ve ark. 2007, Vergunst ve ark. 2008, Mizutani ve ark. 2009,
Xia ve Sui 2009, Vela ve ark. 2015). Insan meme ve 6zofagus kanserleri ile yapilan bir
calismada MCP-1 diizeyleri ile makrofaj infiltrasyonu, lenf nodu metastazi ve klinik
agresiflik arasinda korelasyon oldugu bulunmustur (Saji ve ark. 2001, Azenshtein ve ark.
2002).

Bu caligmalarin tersi yoniinde MCP-1 proteinin anti-tiimorijenik 6zellikte olabilecegini
gosteren ¢aligmalar da bulunmaktadir. Non-tiimorijenik melanoma ile yapilan bir ¢alisma,

diisitk MCP-1 sekresyonunun TAM’larin fizyolojik akiimiilasyonu ile tiimor formasyonuna
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katki sagladigini, 6te yandan yiiksek MCP-1 sekresyonunun ise asir1 diizeyde makrofaj
infiltrasyonuna yol agarak tiimdr yapisinin bozulmasina yol a¢tigini ifade etmektedir (Nesbit
ve ark. 2001). Pankreas kanseri hastalariyla yapilan bir diger ¢alismada MCP-1 proteinin
yiiksek serum diizeylerinin iyi prognoz ve diisiik tiimor proliferasyon indeksi ile korele
oldugu bulunmustur (Monti ve ark. 2003). MCP-1 proteinin bu iki yonli etkilerinin
timordeki M1 tipteki anti-tiimorijenik makrofajlar ile M2 tipteki pro-tiimorijenik
makrofajlar arasindaki “makrofaj dengesi” hipotezi ile iligkili olabilecegi diisiiniilmektedir

(Mantovani ve ark. 1992).

Literatiirde tiimoOr hiicrelerinden salinan ¢esitli ekstraseliiler matriks bilesenlerinin ve
icerisinde MCP-1 proteinin de yer aldigi kemokinlerin M2 tip pro-timoérijenik makrofaj
farklilagsmasinda rol aldiklar belirtilmektedir (Mantovani ve ark. 2008, Roca ve ark. 2009).
Bu nedenle bu c¢alismada, MCP-1 proteininin THP-1 hiicrelerinde M2 tip makrofaj
farklilasmasina neden olup olmadig1 arastirildi. Sonug olarak, THP-1 hiicrelerine 48 saat
boyunca 50 ng/ml konsantrasyonda uygulanan MCP-1 proteininin hiicrelerde M2 tip

makrofaj markir1 olan CD206 protein ekspresyonuna yol agtigi bulundu (Sekil 3.17).

Elde edilen tiim bu bulgulardan sonra, EF2K siRNA’st kullanimi ile EF2K ve MCP-1
proteinlerini birlikte hedefleyerek, hem PANCI tiimor hiicrelerinin hem de makrofajlarin
hedeflenmesi amaglandi. PANCI hiicrelerinin 50 nM konsantrasyondaki EF2K siRNA’siyla
transfeksiyonu sonrasi hiicrelerin koloni olusturma yeteneklerinin énemli diizeyde azaldig:
goriildii (Sekil 3.18). Bu sonuglarla uyumlu olarak daha dnce meme kanseri ile yapilan
calismada da EF2K inhibisyonunun meme kanseri hiicre hatlarinda koloni olusumunu 6nemli
diizeyde inhibe ettigi gosterilmistir (Tekedereli ve ark. 2012). Ayrica EF2K inhibisyonunun
meme ve pankreatik kanser hiicre hatlarinda hiicrelerin invazyonunu inhibe ettigini gosteren
calismalar (Tekedereli ve ark. 2012, Ashour ve ark. 20144a) ile uyumlu olarak, bu ¢aligmada
da EF2K siRNA kullanimi sonras1t PANCI hiicre migrasyonu ve invazyonunda azalmalar
oldugu bulundu (Sekil 3.19). Ek olarak EF2K inhibisyonu ile PANCI hiicrelerinde MCP-1

protein ekspresyonu diizeyinde azalma oldugu goriildii (Sekil 3.20).
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2012 yilinda Tekedereli ve ark. tarafindan yapilan bir ¢aligmada, EF2K siRNA’s1 ile
doksorubisinin kombine kullaniminin in vivo ortotopik meme tiimor modellerinde, tek basina
EF2K siRNA’s1 ya da doksorubisin kullanimina kiyasla, apoptozis artisi ile birlikte tiimor
agirliklarinda ciddi azalmalara yol actigi gosterilmistir (Tekedereli ve ark. 2012). Bu
calismada da, PANCI1 hiicrelerine pankreatik kanser tedavisinde ilk sirada yer alan
kemoterapétik olan gemsitabin, EF2K siRNA’s1 ve gemsitabin+EF2K siRNA’s1 kombine
olarak 96 saat boyunca uygulandi ve sonug olarak gemsitabinin EF2K siRNA’s1 ile kombine
kullaniminin tek basina kullanimina kiyasla hiicre canliliginda istatistiksel olarak anlamli

(p<0,01 ve p<0,0001) azalmalara yol a¢tig1 goriildii (Sekil 3.23).

2017 yilinda yapilan bir ¢aligma, MCP-1(CCL2)/CCR2 sinyal yolaginin CCR2 siRNA’s1 ile
susturulmasi ya da CCR2 antagonisti ile inhibisyonunun hepatoseliiler karsinom hastalarinda
malign biiyiimeyi ve metastazi inhibe ettigini ve cerrahi sonrasi niiksleri azaltarak sag kalim
sliresini arttirdigini gostermektedir (Li ve ark. 2017). Ayni galismada MCP-1(CCL2)/CCR2
sinyal yolagimin inhibisyonunun inflamatuvar monositlerin tiimorde birikimini ve M2
polarizasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir (Li ve ark. 2017). Bu bilgilerin 1s18inda, bu
calismada EF2K inhibisyonu ile CCR2 reseptoriinii inhibe ederek, bu sinyal yolaginin inhibe
edilmesi amaglandi. THP-1 hiicrelerinden polarize edilen MO ve M2 tip makrofajlar EF2K
siRNA’s1 ile tranfekte edildiginde CCR2 reseptor ekspresyonunun neredeyse tamamen

baskilandig1 bulundu (Sekil 3.24).

Tim bu bulgulardan sonra, EF2K inhibisyonunun tiimor biiylimesi, timdéral MCP-1
ekspresyon diizeyi ve tiimore infiltre olan M2 tip makrofajlara olan etkisini degerlendirmek
amaciyla ortotopik pankreatik tiimor modeli ile in vivo ¢alisma gergeklestirildi. Calisma
sonuglarina gore, EF2K inhibisyonu sonrasi tiimdr hacminde istatistiksel olarak anlamli
(p<0,05) azalmalar oldugu bulundu (Sekil 3.25). Dokulardan alinan kesitlerle
gergeklestirilen hematoksilen ve eozin boyamasi ile dokularin timér dokusu olduklar
dogruland1 (Sekil 3.26). Ardindan, bir proliferasyon markir1 olan Ki-67 antikoru ile
immiinohistokimyasal boyama yapilarak, EF2K siRNA’s1 ile tedavi sonras1 dokulardaki

prolifere hiicrelerin sayisindaki azalma gosterildi (Sekil 3.27).
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EF2K siRNA’s1 kullanimiyla PANCI hiicrelerinde MCP-1 ekspresyonunun azaldigini
gosteren western blot sonuglarini in vivo dogrulamak amaciyla tiimor dokulart ile western
blot gergeklestirildi. Western blot sonucuna gore, EF2K siRNA’s1 kullaninminin MCP-1
ekspresyon diizeyinde ciddi azalmalara yol actig1 goriildii (Sekil 3.28).

Tiimore makrofaj infiltrasyonunun kotii prognoz ile iligkili oldugu bilinmektedir. Pankreatik
kanser ile yapilan bir ¢alismada, tiimore infiltre olan makrofaj sayisinin fazlaliginin
hastalarda metastaz ile iliskili oldugu gosterilmistir (Gardian ve ark. 2012). Bu ¢alismada da,
EF2K siRNA’s1 ile tedavi sonrasi tiimdre infiltre olan M2 tip makrofajlarin sayisinda bir
degisiklik olup olmadigini géstermek amaciyla, M2 tip makrofaj markiri olan F4/80 antikoru
ile immiinohistokimyasal boyama yapildi. Boyama sonuglar1 incelendiginde, EF2K
inhibisyonunun tiimére infiltre olan M2 tip makrofaj sayisinda azalmalara yol agtigi bulundu
(Sekil 3.28).

Bu caligma EF2K enziminin tiimdér mikrogevresinin dnemli hiicre gruplarindan olan
makrofajlar ile iliskisini gosteren ilk ¢alismadir. Calisma, makrofajlar ile PANC1 pankreatik
kanser hiicre hatt1 arasindaki etkilesimin EF2K ve MCP-1 ekspresyonunu arttirdigini ve
hiicre migrasyon ve invazyonunda artisa neden oldugunu gostermektedir. Ayrica EF2K ile
MCP-1 proteini arasinda iki yonlii bir etkilesim oldugunu ve MCP-1 proteinin monosit
hiicrelerinin M2 tip makrofajlara farklilasmasina yol actigim1 gostermektedir. EF2K
proteininin siRNA ile susturulmasi in vitro olarak MCP-1 protein diizeyinde azalmaya yol
agmakta ve hiicre invazyon ve migrasyonunu inhibe etmektedir. EF2K inhibisyonu ile
makrofajlarda MCP-1 proteininin reseptorii olan CCR2 proteini de inhibe edilerek bu sinyal
yolaginin da inhibisyonu saglanmistir. Ayrica, EF2K inhibisyonu sonucu in vivo olarak
timor hacmi ve proliferasyonunda ve MCP-1 protein ekspresyonunda azalma oldugu
gosterilmigtir. Son olarak, EF2K inhibisyonu tiimore infiltre olan M2 tip makrofaj sayisinda

azalmalara yol agmustir.

Tiim bu bulgularin dogrultusunda, EF2K inhibisyonu ile hem tiimor hiicrelerini hem de
makrofajlart hedefleyecek bir yaklasimin, tedavi segenekleri oldukca sinirli ve basarisiz olan

pankreas kanseri i¢in gelecek caligmalar adina umut verici oldugu diisiiniilmektedir.
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