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ÖZET 

Doktora Tezi 

PANKREAS KANSERİ ve TÜMÖR MİKROÇEVRESİNİN ÖKARYOTİK ELONGASYON 

FAKTÖRÜ 2 KİNAZ (EF2K) ENZİM İNHİBİSYONU ARACILIĞIYLA HEDEFLENMESİ  

Didem KARAKAŞ 

Uludağ Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Biyoloji Anabilim Dalı 

 

Danışman: Yrd. Doç. Dr. Egemen DERE 
 

Pankreatik kanser ortalama 6 aylık sağ kalım süresi ile en agresif ve ölümcül kanser türlerinden 

biridir. Kullanılan geleneksel tedavi yöntemleri sadece kanser hücrelerini hedeflemektedir. Ancak 

son yıllardaki çalışmalar ile tümör mikroçevresinin de tümör gelişimi, invazyonu, kemorezistans ve 

metastaz süreçlerinde aktif rol oynadığı bilinmektedir. Bu nedenle etkin bir tedavi için hem tümör 

hücrelerinin, hem de tümör mikroçevresinin hedeflenmesi gerekmektedir. Ökaryotik elongasyon 

faktörü 2 kinaz (EF2K), kanser hücrelerinde artmış aktivite gösteren ve stres koşullarında kanser 

hücrelerinin hayatta kalmasında rol alan bir enzimdir. EF2K pankreas kanserinde invazyon sürecinde 

rol almaktadır ve bu enzimin inhibisyonu kanser hücrelerinde apoptozisi tetiklemektedir. Literatürde 

EF2K ile tümör mikroçevresi arasındaki ilişkiyi gösteren bir çalışma bulunmamaktadır. Bu nedenle 

bu çalışmada tümör mikroçevresinin önemli hücre gruplarından biri olan makrofajlar ile PANC1 

pankreatik kanser hücreleri arasındaki etkileşimin EF2K ekspresyonuna etkileri incelendi. Çalışmada 

PANC1 hücreleri ile monositik THP-1 hücreleri ve bu hücrelerden polarize edilen makrofajlar 

indirekt olarak kültüre edildi. Ardından PANC1 hücrelerinde EF2K ekspresyonu, hücre migrasyon 

ve invazyonundaki değişimler sırasıyla western blot, migrasyon ve invazyon testleri ile incelendi. 

PANC1 hücreleri ile monosit ve makrofajların kokültürü sonrası, tümör mikroçevresinin önemli 

kemokinlerinden olan monosit kemoatraktan-1 proteini (MCP-1) düzeyleri ELISA testi ile ölçüldü. 

MCP-1’in PANC1 hücrelerinde EF2K ekspresyonu ve migrasyon yetenekleri üzerine etkileri de 

incelendi. MCP-1’in monosit-makrofaj dönüşümü üzerindeki etkisi western blot ile incelendi. MCP-

1 ile EF2K arasındaki etkileşimi incelemek amacıyla, EF2K overeksprese eden PANC1 hücreleri 

kullanılarak MCP-1 düzeyi western blot ile incelendi. Ayrıca, EF2K siRNA’sı kullanılarak PANC1 

hücrelerinin koloni oluşturma, migrasyon ve invazyon yeteneklerinde ve MCP-1 ekspresyonundaki 

değişimler incelendi. EF2K inhibisyonunun in vivo etkilerini değerlendirmek için pankreatik 

ortotopik tümör modeli kullanıldı ve EF2K inhibisyonu sonrası MCP-1 düzeyi western blot ile 

incelendi. Tümöre infiltre olan protümörijenik makrofajlar mmünohistokimyasal boyama ile 

gösterildi. Sonuç olarak, makrofajlar ile PANC1 hücreleri arasındaki etkileşimin EF2K ve MCP-1 

ekspresyonunu arttırdığı ve hücre migrasyon ve invazyonunda artışa neden olduğu bulundu. Ayrıca 

EF2K ile MCP-1 arasında iki yönlü bir etkileşim olduğu ve MCP-1’in monositlerin protümörijenik 

makrofajlara farklılaşmasına yol açtığı bulundu. EF2K’nin in vitro susturulması MCP-1 protein 

düzeyinde, hücre invazyon ve migrasyonunda azalmaya yol açtı. Ayrıca, EF2K inhibisyonu sonucu 

in vivo olarak tümör hacmi ve proliferasyonunda ve MCP-1 protein ekspresyonunda azalma olduğu 

gösterildi. EF2K inhibisyonu tümöre infiltre olan protümörijenik makrofaj sayısında da azalmaya yol 

açtı. Sonuç olarak, EF2K inhibisyonu ile hem kanser hücreleri hem de makrofajların hedeflenmesinin 

pankreatik kanser tedavisi için umut verici bir yaklaşım olabileceği sonucuna varıldı. 

Anahtar Kelimeler: pankreatik kanser, tümör mikroçevresi, makrofaj, EF2K, MCP-1 

2017, xi + 104 sayfa. 



ii 

 

ABSTRACT 

PhD Thesis 

TARGETING PANCREATIC CANCER and TUMOR MICROENVIRONMENT 

THROUGH EUKARYOTIC ELONGATION FACTOR 2 KINASE (EF2K) INHIBITION 

 

Didem KARAKAŞ 

Uludag University 

Graduate School of Natural and Applied Sciences 

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 PANC1 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 

PANC1 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 PANC1 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. 

In vivo 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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TGF-β                              Transforme büyüme faktörü beta 
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1. GİRİŞ 

 

Pankreatik kanser tüm kanser türleri arasında en öldürücü kanserlerden biridir ve hastaların 

5 yıllık sağ kalım oranları %5’ten daha azdır (Crane ve ark. 2004, Long ve ark, 2011). 2015 

yılında Amerika Birleşik Devletleri’nde pankreatik kanser tanısı konan hastaların %80’inden 

daha fazlası 1 yıl içinde hayatını kaybetmiştir (Anonim 2015). Mevcut tedavi yöntemleriyle 

tanı konduktan sonra ortalama yaşam süresi 6 aydır, dolayısıyla günümüzde pankreatik 

kanser için etkin bir tedavi yöntemi bulunmamaktadır. Pankreatik kanserin en öldürücü 

kanserler arasında yer almasının nedenleri; erken evrede metastaz yapabilme yeteneği ve 

agresif tümör gelişimiyle kemoterapi ve radyoterapiye direnç geliştirmesidir (He ve ark. 

2012, Ottenhof ve ark. 2011). 

 

Son yıllarda yapılan çalışmalarla, yalnızca karsinoma hücrelerinin değil, tümör 

mikroçevresinin de pankreatik kanserin bu agresif doğasına katkı sağladığı ortaya konmuştur 

(Fujita ve ark., 2010; Miyamoto ve ark., 2004). Bu nedenle sadece tümör hücrelerini 

hedefleyen tedaviler başarısız olmaktadır ve etkin tedavi için karsinoma hücreleri ile birlikte 

tümör mikroçevresinin de hedeflenmesi gerektiği düşünülmektedir. 

 

Ökaryotik elongasyon faktörü 2 kinaz (EF2K) enzimi pek çok kanser türünde fazla miktarda 

aktivite gösteren (Bagaglio ve Hait 1994, Nilsson ve Nygard 1995, Parmer ve ark. 1999, 

Knebel ve ark. 2002) ve açlık, besin kıtlığı gibi stres koşulları altında protein sentezini 

yavaşlatarak hücrelerin ekstrem koşullarda bile hayatta kalmalarına olanak sağlayan bir 

enzimdir (Browne ve ark. 2004). Ayrıca son yıllarda yapılan çalışmalarda EF2K enziminin 

kanser hücre invazyonu (Ashour ve ark. 2014a) ve ilaç direncinde rol aldığı (Tekedereli ve 

ark. 2012) ve bu enzimin baskılanmasının hücrelerde apoptozisi indüklediği gösterilmiştir 

(Ashour ve ark. 2014b). Ancak literatürde EF2K protein ekspresyonu ve tümör mikroçevresi 

arasındaki ilişkiyi gösteren herhangi bir çalışma bulunmamaktadır. 

 

Bu nedenle bu çalışmada, tümör mikroçevresinin önemli hücre gruplarından biri olan 

makrofajlar ile pankreatik kanser hücreleri arasındaki etkileşimin EF2K proteini üzerine 

etkileri araştırıldı. Bu çalışma EF2K enziminin tümör mikroçevresinin önemli hücre 

gruplarından olan makrofajlar ile ilişkisini gösteren ilk çalışmadır. 
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2. KAYNAK ÖZETLERİ 

 

2.1. Pankreas Anatomisi ve Fizyolojisi 

 

Pankreas endokrin ve ekzokrin fonksiyonlara sahip glandüler bir organdır (Keller ve Layer 

2005, Roder ve ark. 2016). Bağırsaklara sindirim enzimlerini sekrete eden ve gastointestinal 

sistemin bir parçası olan pankreas, aynı zamanda enerji metabolizmasının kontrolü için 

hormonlar salgılayan endokrin bir organdır (Longnecker 2014). 

 

Pankreas genel olarak endokrin ve ekzokrin pankreas şeklinde iki başlık altında 

değerlendirilebilir. Ekzokrin pankreas, sindirim enzimlerini üreten ve onikiparmak 

bağırsağına sekrete eden kısımdır. Bu kısım bağ doku, kan damarları ve sinirler ile ilişki 

içinde bulunan asinar ve duktal hücreleri içerir. Ekzokrin kısım total pankreasın %95’lik 

kısmını meydana getirir. Endokrin pankreas ise kana insülin, glukagon, somatostatin ve 

pankreatik polipeptidleri salgılayan ve total pankreasın %1-2’lik kısmını oluşturan 

bölümüdür (Longnecker 2014). Endokrin pankreastaki hücre tiplerinin kümeler şeklinde bir 

araya gelmesiyle oluşan yapıya Langerhans Adacıkları adı verilmiştir (Hezel ve ark. 2006). 

Pankreasın genel yapısı Şekil 2.1’de verilmiştir. 

 

 
 

Şekil 2.1. Pankreasın anatomisi. Pankreasın onikiparmak bağırsağı ve safra kanalı ile 

anatomik ilişkisini gösteren genel anatomisi (A). Pankreatik parankimanın histolojik 

düzeydeki ana komponentleri (B). Sağ alt köşedeki dairesel kısım; Langerhans adacıklarını, 

yıldız; asinar hücreyi, ok işareti; pankreatik kanalı (duktus) göstermektedir (Hezel ve ark. 

2006’dan Türkçeleştirilerek alınmıştır) 
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2.2. Pankreatik Kanser, Etiyolojisi ve Epidemiyolojisi 

 

Pankreas kanseri tüm kanser türleri arasında, karaciğer kanseri ile birlikte en ölümcül 2 

kanser türünden biridir (Siegel ve ark. 2016). 2015 yılında Amerika Birleşik Devletleri’nde 

pankreatik kanser tanısı konan 48 960 hastadan 40 560 kişisi hayatını kaybetmiştir (Anonim 

2015). Semptomlarının azlığı, erken deteksiyon ve efektif tedavi seçeneklerinin 

bulunmaması nedeniyle en öldürücü kanser türleri arasında yer alan pankreatik kanserin 5 

yıllık sağ kalım oranı %5’ten daha düşüktür ve hastaların %50’si ilk 6 ay içinde hayatını 

kaybetmektedir (Michaud 2017). 

 

Pankreatik kanser için pek çok etiyolojik faktör tanımlanmıştır. Pankreas kanserine neden 

olan çevresel faktörlerin başında gelen sigara kullanımı en ciddi olan ve en yaygın olarak 

çalışılan risk faktörlerinden biridir. Aktif sigara kullanımı, günlük tüketilen sigara miktarına 

bağlı olarak pankreatik kanser riskini 1,5-3 kat arttırmaktadır. Pasif kullanımın risk faktörü 

olduğu kanıtlanmamıştır (Harnack ve ark. 1997). 

 

Alkol tüketimiyle pankreas kanseri gelişimi arasındaki ilişkiye odaklanan çok sayıda 

epidemiyolojik çalışma bulunmaktadır. Bazı calışmalar alkol tüketimi ve pankreas kanseri 

riski arasında bir ilişki bulunmadığını ifade ederken (Farrow ve Davis, 1990), bazı calışmalar 

ise ortalama alkol tüketiminin pankreas kanserine yol açmadığını, ancak aşırı miktarda 

tüketimin pankreas kanseriyle ilişkili olduğunu ifade etmektedir (Vecchia ve Bosetti 2016).  

 

Beslenme ve pankreas kanseri arasındaki ilişkiyi incelemek amacıyla yapılan calışmalar bu 

konuda tutarlı bir bilgi sunmamaktadır. Bu konuda yapılan pek çok çalışma hayvansal yağlar 

ve et bakımından (kavrulmuş, ızgara ya da kızarmış) zengin beslenme ile pankreas kanseri 

arasında ilişki olabileceğini ifade etmektedir. Ancak, et, yumurta, süt ve süt ürünleri 

tüketiminin artmış pankreas kanseri riskine neden olabileceği üzerine odaklanan bu 

çalışmaların sonuçları tutarsızdır (Calle ve ark. 2003). Meyve, sebze, vitamin ve lif 

bakımından zengin beslenme ise koruyucu faktör olarak kabul edilmektedir (Nkondjock ve 

ark. 2005). Ancak, 2005 yılında yaklaşık 125 000 kişi ile yapılan bir çalışmada, yüksek 

oranda sebze ve meyve tüketen grup ile yüksek oranda yağ ve et ile beslenen grup arasında 
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pankreas kanseri riskinin azalması açısından bir fark bulunamamıştır (Michaud ve ark. 2005). 

Kahve ve çay tüketimiyle pankreatik kanser arasında bir ilişki olduğu saptanmamıştır (Dusek 

ve ark. 2010).  

 

Obezitenin de pankreatik kanser ile ilişkili olduğu bilinmektedir. Obezite, adipöz dokularda 

fizyolojik fonksiyon değişikliklerine yol açarak, insülin direncine, kronik inflamasyona, 

adipokinlerin sekresyonunda değişikliklere neden olarak karsinojenez ve kanser gelişimine 

neden olmaktadır (Cindy ve ark. 2015). 

 

Uzun süreli tip 2 diyabet de artmış pankreatik kanser riski ile ilişkilidir. Öte yandan, 2-3 

yıldan daha kısa süreli diyabetin, parakrin kanser hücreleri tarafından indüklenen beta-hücre 

disfonksiyonu ve periferal insülin direncine yol açması nedeniyle erken para-neoplastik bir 

belirti olduğu, dolayısıyla da etiyolojik bir faktör olmadığı düşünülmektedir (Mateos ve 

Conlon 2016). Kronik pankreatitis hastalığı da pankreas kanseri için risk faktörlerinden 

biridir (Mateos ve Conlon 2016). Pankreatik kanser riskini arttıran diğer faktörler arasında, 

0-dışındaki kan grupları, Helicobakter pylori enfeksiyonu, kronik hepatit B ve C enfeksiyonu 

yer almaktadır (Mateos ve Conlon 2016). Ancak bu risk faktörlerinin daha fazla çalışma ile 

desteklenmesine gereksinim duyulmaktadır.  

 

Çevresel karsinojenlere maruziyetin pankreatik kanser riskini arttırdığı bilinmektedir.  

Özellikle aromatik ve heterosiklik aminlere ve klorlu çözücülere maruziyet pankreatik kanser 

riskini arttırmaktadır. Berberler, kuaförler, petrokimya ve lastik endüstrisinde çalışan işçiler 

bu maddelere uzun süre maruz kaldığından bu kişilerin daha fazla risk altında oldukları kabul 

edilmektedir (Ojajärvi ve ark. 2001). İyonize radyasyon ile pankreatik kanser arasında bir 

ilişki bulunamamıştır. 1990 yılında yapılan bir çalışma iyonize radyasyonun pankreatik 

kanser riskini arttırmadığını ifade etmektedir (Anonim, 1990).  

 

Pankreas kanserinin yaş ile ilişkisi olduğu bilinmektedir. 30’lu yaşlardan sonra insidansın 

ciddi düzeyde arttığı, 70-80 yaşlarından sonra pik yaparak pankres kanseri riskinin %80’lere 

ulaştığı ifade edilmektedir. Ortalama tanı yaşı 65 olarak belirtilen pankreas kanseri için 50 

yaşından önce tanı konulan hasta sayısı %10’dan daha azdır (Li ve ark. 2009). 
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Irk bazında değerlendirildiğinde, en yüksek pankreatik kanser insidansı Amerika Birleşik 

Devletleri’nde yaşayan Afro-Amerikanlarda, Kuzey Avrupalılarda, Hawai’deki 

Polinezyalılarda ve Yeni Zelanda’daki Maorislerde görülmektedir. Amerika Birleşik 

Devletleri’nde yaşayan Afro-Amerikanlarda pankreatik kanser nedeniyle meydana gelen 

ölümler Kafkaslara kıyasla 1,4 kat daha yüksektir. Afro-Amerikanlarda sigara kullanımının 

ve diabetin daha yaygın olması bu durumun açıklaması olarak gösterilmektedir (Silverman 

ve ark. 2003). 

 

Son olarak, pankreatik kanser hastalarının %7-10’u arasında ailesel öykü bulunmaktadır. 

2012 yılında yayınlanan Pankreas Tarama Kılavuzu’na göre, en az iki kuşak yakınında 

pankreatik kanser hastası olan kişilerin, birinci dereceden yakınlarından en az bir kişinin 

pankreatik kanserden etkileneceği belirtilmiştir (Mateos ve Conlon 2016).   

 

2.3. Pankreatik Kanser Histolojisi  

 

Pankreatik kanser ekzokrin ya da endokrin hücrelerden kökenlenir. Bu yüzden ekzokrin ve 

endokrin tümörler histolojik bakımdan farklılık gösterirler. Endokrin tümörler genellikle 

daha az yaygındır ve tüm pankreatik kanserlerin %5’ini meydana getirir (Grant ve ark. 2016). 

Bu tümörler pankreatik adenokarsinoma kıyasla 27 aylık ortalama yaşam süresi ile daha 

düşük ölüm oranına sahiptir (Fesinmeyer ve ark. 2005). Endokrin tümörler genellikle islet 

(adacık) hücrelerinden köken alır ve devamlı olarak fazla miktarda pankreatik hormon 

üretirler. Bu tümörler orjinlerine ve sekrete ettikleri hormonlara göre insülinoma, 

glukagonoma ve gastrinoma olarak gruplandırılmaktadır (Grant ve ark. 2016). Pankreatik 

endokrin tümörler ürettikleri fazla miktarda hormonlar nedeniyle meydana gelen hipoglisemi 

ya da eritremli dermatoz (cilt döküntüsü) gibi dramatik semptomlar nedeniyle daha kolay 

detekte edilebilirler (Phan ve ark. 1998). 

 

Ekzokrin hücrelerden meydana gelen pankreatik kanserler, endokrin tümörlerden daha 

yaygındır ve iki ana histolojik alt gruba ayrılmaktadır. Pankreatik duktal adenokarsinom 

(PDAC) altgrubu, ekzokrin tümörlerin büyük çoğunluğunu ve tüm pankreatik 

malignansilerin de %90’ından fazlasını meydana getirmektedir. PDAC pankreatik duktus ve 

salgı bezi gibi epitelyal hücrelerden köken almaktadır (Fesinmeyer ve ark. 2005). 



6 

 

Bu hücreler genellikle karaciğer ve lenf nodlarına metastaz yapabilme yeteneğindedir (Kern 

ve ark. 2002). Erken evrede semptomlarının azlığı nedeniyle PDAC için genellikle tümörün 

metastaz yaptığı geç evrelerde tanı konulmaktadır. 

 

PDAC’lar pankreatik intraepitelyal neoplazi (PanIN) ve intraduktal papiler müsinöz 

neoplazm (IPMN) olarak bilinen hiperplastik lezyonların gelişimi ile meydana gelmektedir 

(Grant ve ark. 2016) (Şekil 2.1). 

 

Pankreatik intraepitelyal neoplazmalar (PanIN) pankreatik duktusta yer alan mikroskobik, 

non-invazif epitelyal proliferasyonlar olarak tanımlanmaktadır. PanIN formasyonu aynı 

zamanda asinar-duktal metaplazi olarak da bilinmektedir. Pankreatik hasar ya da KRAS 

aktivasyonunu takiben asinar hücreler aşamalı olarak asinar özelliklerini kaybeder ve duktal 

özellik kazanmaya başlar (Gooiker ve ark. 2014). Bu lezyonlar, mutasyonların birikimine 

paralel olarak artan displaziye göre 4 grade (sınıf) altında incelenmektedir: PanIN-1A, -1B, 

-2 ve -3) (Şekil 2.2). 

 

 

Şekil 2.2. Pankreatik kanserin gelişim modeli (Chang ve ark. 2008’den Türkçeleştirilerek 

alınmıştır) 

 

İntraduktal papiler müsinöz neoplazm (IPMN) ise PanIN’den sonra ikinci ana pankreatik 

kanser prekürsör lezyondur. IPMN, pankreatik duktlardan ya da dallarından köken alan kistik 
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makroskobik lezyonlardır. Bu tümörler fazla miktarda müsin üreterek duktal dilatasyona ve 

pankreatitise neden olurlar (Mateos ve Conlon, 2016). 

 

2.4. Pankreas Kanseri Moleküler Biyolojisi 

 

Onkojenler proto-onkojen olarak adlandırılan ve hücre döngüsü progresyonu gibi olayları 

regüle eden genlerdeki mutasyonlar sonucu meydana gelirler (Sakorafas ve ark. 2000). Bu 

mutasyonların sonucu olarak bu genlerden üretilen proteinler değişikliğe uğrar ve hücre 

içerisinde farklı özellikler ya da artmış aktivite kazanır.  

 

Tümör supresör genler ise hücre proliferasyonu gibi süreçlerin inhibisyonunda rol alan 

genlerdir. Tümör supresör genlerde meydana gelen mutasyon ve/veya delesyonlar bu 

genlerin inhibe edici fonksiyonlarının ortadan kalkmasına neden olur (Friend ve ark. 1988). 

Sonuç olarak onkojenler ve tümör supresör genlerde meydana gelen bu değişiklikler 

hücrelerin malign fenotip (artmış proliferasyon, apoptozisten kaçma yeteneği, invazyon ve 

metastaz yeteneği) kazanmalarına olanak sağlar (Abramson ve ark. 2007). 

 

Tüm genom analizi sonuçlarına göre PDAC’da meydana gelen 4 temel genetik değişiklik 

şunlardır: onkojenik KRAS mutasyonu ve tümör supresör genler olan CDKN2A, TP53 ve 

SMAD4 inaktivasyonu (Grant ve ark. 2016) (Şekil 2.3).  

 

 

 

 

Şekil 2.3. Pankreatik kanseri gelişiminde rol alan genetik değişiklikler (Grant ve ark. 2016, 

Türkçeleştirilerek alınmıştır) 
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2.4.1. KRAS 

 

Pankreas kanserinin tanımlayıcı genetik özelliklerinden biri olan aktive edici KRAS 

mutasyonları tüm pankreas kanserlerinin yaklaşık %92’sinde bulunmaktadır (Bailey ve ark. 

2016). RAS süperailesinin bir üyesi olan KRAS, hücre proliferasyonu, farklılaşma, sağ kalım 

ve migrasyon gibi çeşitli hücresel süreçlerde rol alan küçük GTPaz kodlanmasından 

sorumludur (Downward 2003). Normal fizyolojik koşullar altında KRAS GTP-bağlı aktif 

formu ile GDP-bağlı inaktif formu arasında dönüşür. Bu iki form arasındaki geçişler 

GDP’nin GTP’ye dönüşümünden sorumlu olan guanin nükleotid değişim faktörleri (GEF) 

adı verilen proteinler ve GTP’den GDP’ye dönüşümü sağlayan GTPaz aktive edici proteinler 

(GAP) tarafından gerçekleştirilmektedir (Cox ve ark. 2014, Stephen ve ark. 2014). Durağan 

haldeki hücrede KRAS GDP bağlı haldedir. Büyüme faktörleri stimülasyonu sonrası GEF’ler 

KRAS’a bağlanarak onun GDP-GTP dönüşümünü katalizleyerek aktivasyonunu sağlar 

(Pylayeva-Gupta ve ark. 2011).  

 

İnsan PDAC vakalarında KRAS geninde intrinsik GTPaz aktivitesini zayıflatan ve KRAS ile 

GAP proteinleri arasındaki etkileşimi bloke eden aktive edici nokta mutasyonları olduğu 

bulunmuştur. Bu mutasyonlar arasında en yaygın olanı kodon G12’de görülmektedir. Bu 

mutasyon KRAS’ın devamlı aktivasyonu ile birlikte alt kısmında (downstream) yer alan ve 

artmış proliferasyon, metabolik yeniden programlanma, apoptozisten kaçış ve mikroçevrenin 

yenilenmesi gibi süreçlerde rol alan sinyal yolaklarının kalıcı olarak aktivasyonuna neden 

olmaktadır (Pylayeva-Gupta ve ark. 2011). 

 

Aktive edici KRAS mutasyonları neredeyse tüm pankreatik karsinomların gelişimindeki en 

erken genetik değişikliktir (Kanda ve ark. 2012). Ayrıca, KRAS geninin ileri evre pankreatik 

kanserin devamlılığında esansiyel rolü olduğu dominant negatif mutant çalışmalarla öne 

sürülmüştür (Hirano ve ark. 2002). Daha sonra yapılan RNA-interferans çalışmaları ile 

KRAS’ın pankreatik karsinom devamlılığında da hayati role sahip olduğu kanıtlanmıştır 

(Brummelkamp ve ark. 2002, Fleming ve ark. 2005). 
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2.4.2. Siklin bağımlı kinaz inhibitör 2A (CDKN2A) 

 

Tümörlerin yaklaşık %95’inde CDKN2A geninde fonksiyon kaybı olduğu bilinmektedir 

(Rozenblum ve ark. 1997, Schutte ve ark. 1997). CDKN2A mutasyonları genellikle ileri 

derece PanIN lezyonlarında, PDAC gelişiminden önceki dönemlerde detekte edilmektedir 

(Wilentz ve ark. 1998). CDKN2A geni iki protein kodlamaktadır. Bunlardan ilki olan p16 

proteini hücre döngüsündeki G1 kontrol noktasındaki rolü dolayısıyla tümör supresör olarak 

bilinmektedir (Lukas ve ark. 1995). Bu protein G1 kontrol noktasındaki rolü ile hücre 

döngüsünde S-fazına geçişin durdurulmasından sorumludur (Sherr 2001). CDKN2A geni 

aynı zamanda p14ARF proteinini kodlamaktadır (Sherr 2001). P14 proteini p53’ün 

stabilizasyonu ile büyüme üzerinde negatif regülatör etkiye sahiptir (McWilliams ve ark. 

2011). Bu protein p53 proteolizi inhibisyonu ile büyüme tutulması ya da apoptozisi 

indüklemektedir. P14 inaktivasyonu yalnızca CDKN2A geni delesyonu ile meydana 

gelmektedir (Rozenblum ve ark. 1997, Schutte ve ark. 1997). Hem p14 hem p16-aracılı 

büyüme tutulmasının neoplastik transformasyona karşı koruyucu rol oynadıkları 

düşünülmektedir (McWilliams ve ark. 2011). 

 

2.4.3. TP53 

 

p53 tümör supresör geni PDAC vakalarının %50-75’inde inaktifir (Li ve ark. 2004, Goggins 

2005, Hruban ve ark. 2001). 17’nci kromozomda lokalize olan bu gen hücre döngüsü 

ilerlemesi, apoptozis ve DNA onarımı gibi önemli hücresel olayların düzenlenmesinde rol 

alan p53 transkripsiyon faktörünü kodlamaktadır. p53 inaktivasyonu ileri evre PanIN 

lezyonlarında CDKN2A’daki genindeki kaybı takiben meydana gelmektedir (Maitra ve ark. 

2003). Bu düzeydeki hastalık progresyonunda, DNA hasarı birikiminin p53 aktivite kaybına 

yol açan selektif bir baskıya yol açtığı ve bu şekilde tümörijenik hücrelerin hayatta kalma ve 

prolifere olma özelliklerini koruduğu düşünülmektedir (Grant ve ark. 2016). 

 

PDAC’da p53 mutasyonlarının pankreatik kanserin yüksek metastatik doğasına katkıda 

bulunduğuna dair çalışmalar bulunmaktadır (Morton ve ark 2010). Bir çalışmada p53’ün 

spesifik tümörle ilişkili olan mutant formunun p73 proteinine bağlandığı ve bu proteinin 

trombosit-kökenli büyüme faktörü reseptörü beta (PDGFRβ) ekspresyonu üzerindeki 
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baskılayıcı etkisini ortadan kaldırdığı gösterilmiştir (Weissmueller ve ark. 2014).  PDGFR 

upregülasyonunun farelerde invazyonu ve metastatik potansiyeli arttırdığı bilinmektedir. 

Dolayısıyla PDAC’da p53 hem tümör supresör hem de metastaza katkı sağlayıcı olarak görev 

alabilmektedir. Bu bilgiler de PDAC’da meydana gelen genetik değişimlerin karmaşıklığına 

dikkat çekmektedir (Grant ve ark. 2016). 

 

2.4.4. SMAD 

 

Tümör supresör gen SMAD4 (DPC4) epitelyal hücre büyümesini baskılayan transforme 

büyüme faktörü beta (TGF-β) sinyal yolağına aracılık etmektedir (Miyaki ve Kuroki 2003). 

Bu gen pankreatik kanserlerin %55’inde inaktivedir (Hahn ve ark. 1996). SMAD 

inaktivasyonu hücre döngüsünün düzensiz progresyonuna neden olmaktadır (Hansel ve ark. 

2003). SMAD genindeki genetik değişimler genellikle ileri evre PanIN lezyonlarında, 

CDKN2A kaybı sonrası meydana gelmektedir ve bu durum ile SMAD4 kaybı tümör 

başlangıcı evresinin final aşamalarından biri olmaktadır (Maitra ve ark. 2003, Wilentz ve 

ark. 2000). Ek olarak, SMAD4 kaybı olan hastaların wild-type SMAD4 ekspresyonuna sahip 

hastalara kıyasla daha kötü prognoza sahip oldukları belirtilmiştir (Tascilar ve ark. 2001).  

 

2.5. Tümör Mikroçevresi 

 

Yirminci yüzyılın ikinci yarısından itibaren malign sürecin devamlılığını sağlayan malign 

hücrelerdeki genetik ve epigenetik değişiklikler kanser biyolojisi ve terapisi konularının 

odağı durumuna gelmiştir (Stratton ve ark. 2009). Ancak günümüzde bu malign süreçte 

sadece tümör hücrelerinin değil, bu hücrelerle yakın etkileşim halinde olan ekstraselüler 

matriks (Extracellular matrix, ECM) ve genetik-olmayan değişimlere sahip stromal 

hücrelerin oluşturduğu tümör mikro çevresinin de önemli rol oynadığı bilinmektedir 

(Hanahan ve Coussens 2012). Kanser gelişimi sürecinde önemli rol oynayan tümör hücreleri 

ile tümör mikro çevresi arasındaki bu etkileşim tüm kanser belirteçlerine (hallmark) katkı 

sağlamaktadır (Hanahan ve Weinberg 2011). 

 

Normal stroma neoplastik uyaranlara hızlıca yanıt verecek ve bitişiğindeki epitelyum ile 

uyum içerisinde davranarak “reaktif stroma” yı meydana getirecek şekilde kalıtsal bir 
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plastisite yeteneğine sahiptir. Normal şartlarda stromanın karsinojenez sürecini baskılama 

özelliği organizmal sağ kalım ve uzun ömür ile ilişkilidir. Ancak, stromayı oluşturan hücreler 

çeşitli uyaranlarla uyarılıp transforme olduklarında sahip oldukları anti-karsinojenik etki 

tersine döner ve kanser gelişimi sürecine katkı sağlamaya başlarlar. Bu koşullar altında 

stromal hücreler kanser hücreleriyle birlikte evrilir ve çeşitli sitokinleri, kemokinleri, 

büyüme faktörlerini ve proteinazları sentezleyecek duruma gelecek şekilde asimile olarak 

farklılaşırlar (Junttila ve de Sauvage 2013). 

 

Tümör mikro çevresinin tipik stromasında yer alan yapısal ve fonksiyonel olarak esansiyel 

elementler başlıca şu şekilde gruplandırılabilir (Chen ve ark. 2015): 

- Fibroblastlar, miyofibroblastlar,  

- adipöz (yağ) hücreleri, 

- immün ve inflamatuvar hücreler, 

- kan ve lenfatik vasküler ağ  

- ECM 

 

 

 

Şekil 2.4. Tümör mikroçevresi. (Nature Reviews Drug Discovery’den Türkçeleştirilerek 

alınmıştır, Dranoff, 2004) 
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Tümör gelişimi ve devamlılığı için, tümör hücrelerinin dört kritik özelliği geliştirmesi 

gerekmektedir. Bu özelliklerden ilki hareket yeteneği, ikincisi ECM’yi degrede edebilme 

yeteneği, üçüncüsü kanda hayatta kalabilme özelliği ve son olarak yeni bir çevreye uyum 

sağlayabilmesi. Peki kanser hücreleri bu özellikleri tam olarak nasıl kazanmaktadır? Son 

yıllardaki çalışmalar kanser hücrelerinin embriyonel gelişim sürecinde rol alan bazı 

transkripsiyon faktörlerini aktive ederek pleiotropik özellik kazandıklarını ve böylelikle bu 

özellikleri kazandıklarını ifade etmektedir. Bu süreçte ise tümör mikroçevresi kritik öneme 

sahiptir (Weinberg 2007). 

 

İleri evre ve metastatik pankreatik kanserin tedavisinde kemoterapi rejimi genellikle yetersiz 

kalmaktadır. Son yıllardaki çalışmalar bu durumun nedeni olarak yüksek oranda fibrotik, 

hipoksik ve immün-baskılanmış pankreatik tümör mikroçevresini göstermektedir (Strauss ve 

ark. 2016). Pankreatik kanser mikroçevresi pankreatik stellat hücreleri, tip 1 kollajen ve 

hiyalüronik asitten oluşan yüksek oranda dezmoplastik ve fibrotik stromadan meydana 

gelmektedir. Pankreatik stellat hücrelerinin de dahil olduğu bu stroma bileşenlerinin tümör 

hücresi büyümesi, migrasyon ve invazyon ile ilişkili olduğu gösterilmiştir (Hagg ve ark. 

2014). 

 

Pankreatik tümör mikroçevresi zayıf vasküler perfüzyon ve hipoksi ile karakterizedir 

(Provenzano ve ark. 2012). Bu durum pankreas kanseri için gemsitabin (Kindler ve ark. 

2010) ya da gemsitabin+erlotinib (Van Cutsem ve ark. 2009) ile uygulanan standart tedavi 

yaklaşımının ve bevacizumab gibi (anjioyogenez inhibitörü) hedefe yönelik tedavi 

yaklaşımlarının başarısız olma nedenini de açıklamaktadır.  

 

2.5.1. Fibroblastlar ve tümör mikroçevresindeki rolü 

 

Fibroblastlar bağ dokuda en fazla bulunan ve sekrete ettikleri ECM komponentleri ile 

dokuların yapısal çerçevesini oluşturan hücre grubudur (Cirri ve Chiarugi 2011). 

Fibroblastlar sağlıklı dokularda ECM’nin yeniden modellenmesi ve yara iyileşmesi 

sürecinde doku onarımı rolleri ile sağlıklı dokuların yapılarının ve fonksiyonlarının 

devamlılığını düzenlemektedir (Ohlund ve ark. 2014). Normal koşullarda durağan halde olan 



13 

 

fibroblastlar yara iyileşmesi ve fibrozis durumlarında aktifleşir ve “miyofibroblast” olarak 

adlandırılan aktif hücre grubuna dönüşür (Gabbiani ve ark. 1971). Miyofibroblastlar 

karakteristik olarak kontraktil stress liflerine sahiptir, α-düz kas aktini (α- smooth muscle 

actin, α -SMA) ve fibronektinin varyant formu olan ED-A fibronektini eksprese ederler 

(Tomasek ve ark. 2002). 

 

Çok sayıda kanıt fibroblastların tümörijenezde esansiyel oyuncular olduklarını ve özellikle 

pankreatik, meme ve prostat kanserlerinde tümörün etrafındaki stromal hücrelerin büyük 

çoğunluğunu oluşturduklarını ifade etmektedir (Ohlund ve ark. 2014). Tümör stromasında 

yer alan ve “karsinoma ile ilişkili fibroblastlar (Carcinoma associated fibroblasts, CAF)” 

olarak adlandırılan bu aktifleşmiş fibroblastlar, yara iyileşmesi ve inflamasyon süreçlerinde 

rol alan miyofibroblastlarla pek çok benzer özellik sergilemektedir (Cirri ve Chiarugi 2011).  

Hatta, bu bağlamda kanser “asla iyileşmeyen yara” olarak tanımlanmaktadır (Dvorak 1986).  

Doku hasar gördüğünde o bölgedeki fibroblastlar parakrin sinyallere yanıt olarak 

miyofibroblastlara farklılaşırlar (Li ve Wang 2011). Miyofibroblastların indüklenmesi 

kanser gelişimi riskini arttıran organ fibrozisine de neden olmaktadır (Desmoulie`re ve ark. 

2004, Radisky ve ark. 2007).   

 

Endotelyal hücreler, düz kas hücreleri, miyoepitelyal hücreler ya da mezenşimal hücreler 

gibi çeşitli hücre grupları CAF’lar için öncül hücre grupları olabilmektedir (Brittan ve ark. 

2002, Tomasek ve ark. 2002, Willis ve ark. 2006, Spaeth ve ark. 2009) (Şekil 2.5). 
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Şekil 2.5. CAF’ların köken aldığı hücre grupları (Calon ve ark. 2014’ten Türkçeleştirilerek 

alınmıştır) 

 

CAF’ların esansiyel fonksiyonları arasında ECM’nin depozisyonu, epitelyal farklılaşmanın 

düzenlenmesi, inflamasyonun düzenlenmesi ve yara iyileşmesi yer almaktadır (Mbeunkui ve 

Johann 2009). Bu hücreler hepatosit büyüme faktörü (HGF), epidermal büyüme faktörü 

(EGF), insülin benzeri büyüme faktörü-1 (IGF-1), stromal hücre kaynaklı faktör-1 (SDF-

1/CXCL12) ve çeşitli fibroblast büyüme faktörlerini (FGF) eksprese ve sekrete ederek kanser 

hücrelerinde proliferasyonu indükleme yeteneğindedir (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). 

 

Tümör hücreleri ve CAF’lar arasında karşılıklı etkileşim olduğu bilinmektedir. Kanser 

hücreleri ve fibroblastlar arasındaki etkileşimi açıklayan iki interaktif sinyal yolağı 

tanımlanmıştır (Şekil 2.6):  

- “Götürücü (efferent)” yolak; kanser hücreleri stromada reaktif yanıtı tetikler, 

- “Getirici (afferent)” yolakta ise; mikroçevrenin etrafındaki modifiye olmuş stromal 

hücreler kanser hücresi yanıtını etkiler (De Wever ve Mareel 2003, Giannoni ve ark. 

2010).  
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Şekil 2.6. CAF’lar ve kanser hücreleri arasındaki karşılıklı etkileşimin şematize edilmesi 

(Cirri ve Chiarugi 2011’den düzenlenerek alınmıştır) *MMT: mezenşimal-mezenşimal 

farklılaşma 

 

Sonuç olarak, fibroblast aktivasyon proteini (FAP) (Park ve ark. 1999), HGF (Bhowmick ve 

ark. 2004) ve katepsin K (Allinen ve ark. 2004) gibi fibroblast aktivasyonu sürecinde 

miktarları artan moleküllerin tümör mikroçevresi için iyi birer hedef olabileceği 

düşünülmektedir.  

 

2.5.2. İmmün hücreler ve tümör mikroçevresindeki rolü 

 

Memeli immün sistemi, organizmayı yabancı patojenlere karşı korumak için non-immün 

hücreler ile diğer hücreler arasında kompleks ve dinamik bir ağ ile etkileşim kurmuş olan 

çok çeşitli hücre grupları ve mediatörlerden meydana gelmektedir (de Visser ve ark. 2006). 

Sağlıklı organizmada, doğuştan gelen immün sistem içsel veya dışsal tehlike sinyallerine 

karşı savunma halindedir (Italiani ve Boraschi 2014). İmmün sistemin esasansiyel rolü 

“kendiden olmayanları” ayırmaktır. Bu özellik en küçük virüsten, en büyük çok hücreli 

parazite kadar tüm yabancı organizmaların saptanması ve elimine edilmesine olanak 

sağlamaktadır (Blair ve Cook 2008). 
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İmmün sistem genel olarak kalıtsal ve adaptif olmak üzere iki ana başlıkta incelenmesine 

rağmen, hücrelerin doku hasarına hızlıca yanıt vermelerine olanak sağlayan sofistike bir 

iletişim ağına sahip immün sistem hücreleri, antijen spesifitesi ve hücresel kompozisyon 

bakımından birbirlerinden farklılık göstermektedir (de Visser ve ark., 2006). Kalıtsal ve 

adaptif immün sistem hücreleri aşağıdaki şekilde gruplandırılmıştır (Şekil 2.7). 

 

 

Şekil 2.7. Kalıtsal ve adaptif bağışıklıkta rol alan immün sistem hücreleri (Nature Reviews 

Cancer’dan Türkçeleştirilerek alınmıştır, Dranoff, 2004). 

 

Yakın zamana kadar doğuştan gelen ya da adaptif immün hücrelerin tümördeki varlığı, 

immün sistemin kansere karşı efektif bir atak halinde olduğunun bir göstergesi olarak kabul 

edilmekteydi. Fakat günümüzde immün hücrelerin aynı zamanda kanser başlangıcı, gelişimi 

ve metastaz süreçlerine katkı sağladıkları da bilinmektedir (Pollard 2004, de Visser ve ark. 

2006, Hao ve ark. 2012, Menen ve ark. 2012, Fan ve ark. 2014) ve immün hücrelerin kanser 

gelişimindeki bu iki yönlü rolünün temelinde “polarizasyon” konseptinin olduğu ifade 

edilmektedir (Fang ve DeClerck 2013). 

 

Monositler kan, kemik iliği ve dalakta dolaşımda olan ve insanlardaki total lökositlerin 

yaklaşık %10’unu oluşturan bir hücre grubudur. Dolaşımda 1-2 gün kalabilen monositler, 

eğer bir tehlikeyle karşı karşıya olan bir dokuya yerleşmezlerse bu süre sonunda ölür ve 
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ortadan kaldırılırlar (Italiani ve Boraschi 2014). Hematopoetik kök hücre (Hematopoietic 

Stem Cells, HSC) monoblastlarından köken alan monositler önce promonositlere, ardından 

da olgun monositlere farklılaşırlar (Gordon ve Taylor 2005). Bu hücreler, oval ya da böbrek 

şeklindeki nükleus, düzensiz hücre şekli, sitoplazmik vakuoller ve yüksek sitoplazma-

nükleus oranı gibi bazı karakteristik özelliklere sahiptir (Italiani ve Boraschi 2014). Gelişim, 

homeostaz ve inflamasyon süreçlerinde oynadıkları kritik rollere ek olarak bu hücreler 

apoptotik ve nekrotik hücrelerin ortadan kaldırılmasından da sorumludur (Serbina ve ark. 

2008).  

 

1884 yılında Rus-Fransız asıllı bir biyolog olan Ilya Mechnikov bazı beyaz kan hücrelerinin 

bakterileri içine alarak sindirdiğini keşfetmiş ve bu süreci “fagositoz” olarak adlandırmıştır 

ve bu buluşu ile 1908 yılında Nobel Tıp Ödülü’nü almıştır. Daha sonra bu hücreler Yunanca 

kökenli kelimeler olan, büyük anlamına gelen “makros” ile yemek anlamına gelen “phagein” 

kelimelerinin birleşiminden oluşan “makrofaj” hücreleri olarak isimlendirilmiştir (Zalkind 

2001).  

 

Makrofajlar doku onarımında ve yeniden modellenmesinde ve metabolik fonksiyonların 

senkronizasyonunda önemli rol oynamaktadır (Gordon ve Martinez 2010). Bu hücreler 

çevresel uyaranlara bağlı olarak, başta kalıtsal immün yanıt olmak üzere çeşitli süreçlerde 

önemli fonksiyonlar üstlenebilirler (Paletta-Silva 2012), ancak bazı durumlarda bu 

fonksiyonlarının tam tersi özellikler de kazanabilirler. Makrofajların bu çeşitli rolleri 

(pro/anti-inflamatuvar özellikleri) çeşitli fonksiyonel fenotipler kazanmaları için onları 

indükleyen çevresel uyaranlara bağlıdır (Paletta-Silva 2012).  

 

Lenfositler adaptif immünitenin en önemli hücre gruplarındandır. Hücrelerin olgunlaştıkları 

organlara göre iki ana lenfosit grubu bulunmaktadır: kemik iliğinde (bone marrow) 

olgunlaşan B lenfositleri ve timusta (thymus) olgunlaşan T lenfositleri (Alberts ve ark. 2002). 

T lenfositleri de iki gruba ayrılmaktadır: B hücrelerine daha efektif antikor üretiminde ve 

makrofajlara mikropların öldürülmesinde yardımcı olan “T-yardımcı hücreleri” (T-helper 

cell, Th cells) ve enfekte olmuş konak hücrenin öldürülmesinde görev alan “sitotosik T 

lenfositleri” (Cytotoxic T Lympocytes, CTL) (Alberts ve ark. 2002). 
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1986 yılında Mossmann, Coffman ve arkadaşları, T lenfosit aktivasyonu sonrası salınan 

sitokinlerin türüne göre iki farklı yardımcı T hücre alt popülasyonu olabileceği ve bu alt 

popülasyonların farklı düzenleyici ve efektör fonksiyonlara sahip olabileceği hipotezini 

ortaya atmışlardır (Mosmann ve ark. 1986). Tümör mikroçevresini istila eden (infiltre eden) 

çeşitli T hücre popülasyonları mevcuttur. Bu T hücrelerinin salgıladıkları sitokin profiline 

bağlı olarak immün yanıtı kontrol ettikleri bilinmektedir (Mosmann ve Coffman 1989, 

Gazzinelli ve ark. 1993, O’Garra ve Murphy 1994). Bu hücre grupları arasında, tümör 

hücrelerini öldürme yeteneğine sahip olan ve iyi prognoz ile ilişkilendirilen (Fridman ve ark. 

2012) sitotoksik CD8+ hafıza T hücreleri (memory T cells), interlökin-2 (IL-2) ve interferon 

gama (IFN- γ) üretimiyle karakterize olan CD4+ T-yardımcı 1 (T-helper 1, Th1) hücreleri 

tarafından desteklenmektedir. Bu sitokinlerin tümör mikroçevresindeki yüksek ekspresyonu 

da iyi prognozla ilişkilidir (Fridman ve ark. 2012). B hücresi yanıtını indükleyen IL-4, IL-5 

ve IL-13 gibi interlökinleri üreten Th2 hücreleri gibi diğer CD4+ hücre gruplarının ise 

genellikle tümör büyümesiyle ilişkili oldukları düşünülmektedir (Fridman ve ark. 2012). 

 

İki tür makrofaj aktivasyon yolu bulunmaktadır: Makrofajların “klasik olarak aktifleşmiş” 

M1 tip makrofajlara aktivasyonunda rol oynayan interferon-gama (IFN-γ) ve tümör nekrozis 

faktör-alfa (TNF-α) gibi sitokinler baskın olarak Th1 hücrelerinden salınır. Öte yandan, Th2 

hücrelerinden salınan sitokinlerden olan interlökin 4 ve -10 (IL-4 ve IL-10) makrofaj 

aktivasyonunu inhibe etmektedir ve bu tip makrofajlar “alternatif olarak aktifleşmiş/anti-

inflamatuvar” M2 tip makrofajlar olarak tanımlanır (Stout ve Suttles 1997, Gordon 2003, 

Stout ve Suttles 2004). 

 

M1 makrofajlarının ana fonksiyonu antijen sunma ve Th1 aktivasyonunu desteklemektir 

(Derlindati ve ark. 2015). M1 makrofajları inflamasyona katkı sağlamak ve antitümör 

fonksiyonu göstermek için proinflamatuvar sitokinler ve immün aktivasyon faktörlerini 

sekrete edebilirler (Zhao ve ark. 2014).  

 

M2 makrofajları alternatif aktivasyon yolağında yer alır ve IL-4, IL-13 gibi sitokinler, 

vitamin D3, TGF-β, prostoglandin E2 (PGE2) ve glukokortikoidler tarafından 

aktifleştirilebilirler (Josephs ve ark. 2015). M2 makrofajları CCL17, CCL-22, AMAC-1 gibi 
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IL-1 kemokin reseptör agonistlerini ve matriks metaloproteinazları sektere edebilir, fakat 

antijen sunumunda efektif bir görev alamaz (Hu ve ark. 2016). M2 makrofajlarının ana 

fonksiyonu, IL-10 ve TGF-β gibi inhibitör sitokinlerin sekresyonu ile T hücrelerini 

engelleyerek immün yanıtı sınırlamak ve tümör büyümesi, invazyonu ve metastazına katkı 

sağlamaktır (Mira ve ark. 2013). 

 

M1 ve M2 tip makrofajların indükleyicileri, ürettikleri proteinler ve fonksiyonları Şekil 

2.8’de verilmiştir. 

 

 
 

Şekil 2.8. M1 ve M2 türü makrofajların indükleyicileri, ürettikleri proteinler ve fonksiyonları 

(Weagel ve ark. 2015’ten değiştirilerek alınmıştır) 

 

Mikroçevreden gelen uyarana bağlı olarak M2 makrofajları üç alt gruba ayrılmaktadır.  

i) M2a: Il-4 veya IL-13 tarafından stimüle edilen profibrotik fenotip (Lech ve ark. 

2012), 

ii) M2b: immün kompleksler ve Toll-benzeri reseptörlere (Toll-like receptors, TLR) 

ya da IL-1 reseptör agonistleriyle birlikte indüklenen fenotip (Mantovani ve ark. 

2004), 



20 

 

iii) M2c: IL-10, transforme büyüme faktörü beta (Transforming Growth Factor beta, 

TGF-β) ya da glukokortikoidler tarafından indüklenen ve sadece inflamasyonu 

baskılamakla kalmayıp, aynı zamanda neovaskülarizasyona da katkıda bulunan 

fenotip (Lech ve ark. 2012). 

 

Dokuda yerleşik makrofajlar hemen hemen tüm yetişkin memeli dokularında bulunan ve 

normal (durağan) koşullarda total hücre sayısının %10-15’ini temsil eden heterojen ve çok 

yönlü hücrelerdir. Bu sayı inflamatuvar uyaranlara yanıt olarak artabilir. Makrofajların belirli 

çevreye göre farklılaşabilme özellikleri onların heterojenite özellikleriyle açıklanmaktadır. 

Makrofajlar bulundukları dokuya göre farklı isimler alırlar (Çizelge 2.1) (Das ve ark. 2015). 

 

Çizelge 2.1. Makrofajların bulundukları organlara göre isimlendirilmesi (Das ve ark. 

2015’ten Türkçeleştirilerek alınmıştır 

 

 

 

Hasar bölgesinin kaderini belirleyen makrofajlar infamatuvar fazdan proliferatif faza geçişte 

en önemli oyunculardır. Makrofajlar çok çeşitli büyüme faktörleri ve sitokinlerin salınımı ile 

fibroblastlar gibi diğer hücre gruplarını da hasar bölgesine çekerler ve böylece yeni doku 

matriksi yapımını organize eder ve anjiyogeneze katkı sağlarlar (Das ve ark. 2015). 

Tümör mikroçevresi M1 ve M2 makrofaj dönüşümüne karar verir. Eksojen faktörlerin 

müdahalesi sonudunda M2 makrofajları M1 makrofajlarına dönüşebişir (Geissmann ve ark. 

2010, Li ve ark. 2015).  
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Tümör mikroçevresinde bulunan monosit-makrofaj soyundaki hücreler genellikle “tümörle 

ilişkili makrofajlar (Tumor Associated Macrophages, TAM) olarak adlandırılır. Bu hücreler 

genellikle M2-tip fenotipe sahiptir ve fonksiyonel olarak da M2 makrofajlarına benzer 

görevlere 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 iliği prekürsörlerinden sirküle monositler olarak meydana 

gelirler ve daha sonra aktif olarak tümör dokularında birikirler (Mantovani ve ark. 1992, 

Jenkins ve ark. 2012, Franklin ve ark. 2014, Shand ve ark. 2014). TAM’ların tümör 

mikroçevresinde bulunmasını ve birikmesini regüle eden sinyaller hem tümör hücreleri hem 

de diğer hücreler tarafından üretilmektedir (Belgiovine ve ark. 2016). 

 

CCL2, CCL3, CCL5, CCL7 ve CCL8 gibi kemotaktik faktörler, vasküler endotelyal büyüme 

faktörü (vascular endothelial growth factor, VEGF), granülosit koloni stimüle edici faktör 

(granulocyte colony-stimulating factor, G-CSF) ve plesantadaki büyüme faktörleri 

monositlerin tümörde birikmesinde rol alabilir (Hamilton 2008, Allavena ve Mantovani 

2012). Bu faktörler arasından en önemlisi ekspresyonu TAM invazyonu, bölgesel lenf nodu 

metastazı ve hastalık progresyonu ile pozitif korele olan MCP-1/CCL2’dir (Ohtaki ve ark. 

2010, Allavena ve Mantovani 2012). 

  

2.5.3. Adipoz hücreler ve rolü 

 

İntraabdominal tümörler gibi bazı kanserlerde adipositler adipokinlerin sekresyonu ile 

malign hücrelerin birikiminde rol alırlar. Ayrıca bu hücreler kanser hücreleri için yakıt olarak 

kullanılan yağ asitlerini de sağlayarak malign hücre büyümesine katkı sağlarlar (Nieman ve 

ark. 2011). 

 

Obezitede beyaz adipoz dokusunun aşırı büyümesi insülin direncini etkileyerek ve aşırı 

miktarda sitokin ve adipokin salınımına neden olarak karsinojenezde rol almaktadır (Vona-

Davis ve Rose 2009). Beyaz adipoz dokusunun kanser gelişimindeki rolünü aydınlatmak 

amacıyla yapılan bir çalışmada adipoz stromal hücreler farelere transplante edilmiştir. 

Çalışma sonucunda bu hücrelerin tümör damarlanması ve hücre büyümesini desteklemek 



22 

 

amacıyla stromal ve vasküler progenitörlere bir kaynak görevi yaptıkları bulunmuştur 

(Zhang ve ark. 2012). Bu çalışma ve bunun gibi yapılmış benzer çalışmalar endojen adipoz 

dokudan kökenli stromal progenitör hücrelerin tümör mikroçevresinde yer alan perisit ve 

adipositlere katkıda bulunduklarını ve bu hücrelere kanser gelişimi, devamlılığı, kemoterapi 

direnci ve tümör nüksü süreçlerinde rol alan sitokin ve büyüme faktörleri sağladıklarını 

göstermektedir (Vona-Davis ve Rose 2009). 2011 yılında yapılan bir diğer çalışmada ise, 

kanserle ilişkişi adipositlerin, tümöre infiltre olan immün hücrelerin analoğu olarak, 

radyasyon terapisinin etkinliğini azalttığı ve meme kanseri hücrelerinde adiposit kökenli 

interlökin-6 (IL-6) aracılığıyla radyasyon direncine katkı sağladığı gösterilmiştir (Bochet ve 

ark. 2011).  

 

2.5.4. Kan ve lenfatik hücreler ve rolleri 

 

Kan endotelyal hücreleri ve lenfatik endotelyal hücreler tümör mikroçevresinde yer alan iki 

komponenttir. Kan endotelyal hücrelerini de kapsayan tümör kan damarları tümöre destek 

sağlayan kan için yol görevi yapar ve tümör büyümesi ve hematojenöz tümör yayılımında 

rol alır. Lenfatik endotelyal hücreleri de kapsayan lenfatik damarlar ise kan damarları ile 

karşılaştırıldığında daha zayıf yapıdadır, ancak bu hücreler de tümör hücrelerinin lenfojen 

yayılımında rol almaktadır (Lee ve ark. 2015). 

 

Tümör lenfatik damarları perisitler ve düz kas hücreleri ile daha seyrek olarak sarıldığından 

kan damarlarına kıyasla daha geçirgen yapıdadır ve özellikle metastaz süreci için önemlidir 

(Cao 2005). Örneğin meme kanserinde tümör yayılımı özellikle stromal ve peritümöral 

lenfatik damarlar ile olmaktadır. Şu zamana kadar elde edilen bilgiler ile kan damarları ve 

lenf damarlarının geleneksel rolleri oksijen, besin, lenf sıvısı ve metastatik hücrelere yol 

görevi yapmaları şeklinde sınırlandırılmıştır. Kan damarları ve lenf damarlarından salınan ve 

kanser gelişimi ve metastazı sürecini yöneten faktörlerin rolleri henüz tam olarak 

anlaşılamamıştır, bu nedenle bu konuda daha fazla çalışmaya gereksinim duyulmaktadır (Lee 

ve ark. 2015). 
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2.5.5. Ekstraselüler matriks (ECM) ve rolü 

 

ECM, proteinler glikoproteinler, proteoglikanlar ve polisakkaritler gibi farklı fiziksel ve 

biyokimyasal özelliklere sahip çeşitli komponentlerin bir araya gelmesiyle oluşmuş bir 

yapıdır (Whittaker ve ark. 2006, Ozbek ve ark. 2010) 

Çeşitli makromoleküllerin karmaşık ağı ile oluşan ECM hücre büyümesi, sağ kalımı, 

motilitesi ve integrin, sindekan ve diskoidin gibi çeşitli reseptörlerin ligasyonu ile hücre 

farklılaşması gibi çok çeşitli biyokimyasal ve biyomekanik özellikleri ile üç boyutlu 

supramoleküler bi yapı meydana getirmektedir (Leitinger ve Hohenester 2007, Xian ve ark. 

2010).  

 

ECM’nin görevi sadece tümör mikroçevresindeki tüm hücreler için yapı iskeleti sağlamak 

değildir. Ayrıca kanser gelişimi ve yayılımında da dinamik rol oynamaktadır. ECM 

anjiyogenik faktörler ve kemokinler gibi hücre yüzey reseptörleriyle etkileşen ve hücreye 

kasılma ve elastisite özellikleri kazandıran pek çok önemli büyüme faktörünü içermektedir 

(Frantz ve ark. 2010). CAF’lar tümör dokularında ECM depozisyonuna neden oldukları için 

tümör dokuları çevre dokulara kıyasla çok daha katıdır (Weigelt ve Bissell, 2008). ECM’de 

hücre adezyonu integrinler, diskoidin domain reseptörleri ve sindekan reseptörleri gibi ECM 

reseptörleri aracılığıyla gerçekleştirilmektedir (Humphries ve ark. 2006, Leitinger ve 

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

 

Tümörler genellikle dezmoplazi özelliği göstermektedir ve bu fibrotik durum ECM 

proteinlerinin artmış post-translasyonel modifikasyonları ve değişmiş organizasyonu ile 

karakterizedir (Lu ve ark. 2012). Pankreatik kanser hastalarında ECM’deki değişimlerle 

meydana gelmiş olan stromal dezmoplazinin tümör progresyonu ve kötü prognoz ile ilişkili 

olduğu bilinmektedir (Pandol ve ark. 2009). Benzer şekilde matriksi yeniden yapılandırmada 

rol alan genlerden olan MMP2 (matriks metaloproteinaz 2) ve kollajen de meme kanseri 

hastalarında kötü prognoz ile ilişkilidir (Erler ve ark. 2006, Slattery ve ark. 2013). 
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2.6. Tümör Mikroçevresindeki Ekstraselüler Moleküller 

 

Tümör mikroçevresinin önemli komponentlerinden olan ECM çeşitli büyüme faktörleri, 

kemokin ve sitokinler barındırmaktadır (Hynes 2009). Bu kemokin, sitokin ve büyüme 

faktörleri kanser hücreleri ve stromal hücreler tarafından mikroçevreye salınmaktadır (Li ve 

ark. 2007). 

 

Sitokinler hücreler arasında iletişim ve etkileşim üzerine spesifik etkileri olan küçük sekrete 

proteinler olarak tanımlanmaktadır (Zhang ve An 2007).  Sitokinler tümör fenotipini 

modifiye ederek doğrudan karsinojenez ve metastaz süreçlerine etki edebilmektedir (Tartour 

ve Fridman 1998). Öte yandan sitokinler tümör bölgesindeki stromal ve immün efektör 

hücreleri doğrudan uyararak sitotoksik efektör hücrelerce tanınırlıklarını da arttırabilirler. 

Çok sayıda hayvan çalışması ile sitokinlerin anti-tümöral aktiviteye sahip oldukları 

gösterilmiştir (Lee ve Margolin 2011).  

 

Kemotaktik sitokinler (chemotactic cytokines) olarak bilinen kemokinler, G-proteini bağlı 

kemokin reseptörleri (GPCR, G-protein-coupled chemokine receptors) aktivasyonu ile hücre 

trafiğini ve pozisyonunu düzenler (Chow ve Luster 2014). Kemokinler tümör progresyonu 

ve metastazda hayati öneme sahiptir. Pankreatik, meme, ovaryum, melanom, akciğer kanseri 

gibi pek çok kanserin gelişiminde kemokinler rol oynamaktadır (Sarvaiya ve ark. 2013). 

 

Kemokinler genellikle proinflamatuvar sitokinlere yanıt olarak sekrete edilir ve 

salgılandıkları bölgede monositler, nötrofiller ve lenfositlerin birikiminde önemli rol 

oynarlar (Deshmane ve ark. 2009). 

 

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

 

Monosit kemotaktik/kemoatraktan protein 1 (MCP-1/CCL2) 76 amino asitten oluşan ve 

fibroblastlar, endotelyal ve epitelyal hücreler, monositler ve çeşitli tümör hücreleri tarafından 

sekrete edilen bir proteindir. MCP-1 proteini monosit ve makrofajların inflamasyon 

bölgesinde toplanması ve aktivitelerinin düzenlenmesinde rol almaktadır (Deshmane ve ark. 

2009).  
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Çok sayıda çalışma MCP-1 proteininin kanser malignansisini de etkileyebileceğini ifade 

etmektedir (Salcedo ve ark. 2000, Loberg ve ark. 2006, Koga ve ark. 2008, Yoshimura ve 

ark. 2013). MCP-1(CCL2) proteininin CCR2 reseptörüne bağlanmasıyla aktifleşen bu sinyal 

yolağı pek çok kanser türünde hücre invazyonu ve migrasyonunda önemli rol oynamaktadır 

(Lim ve ark. 2016). 2009 yılında prostat kanseri preklinik modellerinde yapılan bir 

çalışmada, MCP-1 overekspresyonunun artmış zenograft tümör büyümesi, artmış makrofaj 

akümülasyonu ve metastatik süreç ile ilişkili olduğu gösterilmiştir (Mizutani ve ark. 2009). 

Bir başka çalışmada, hepatik miyofibroblastlardan salınan MCP-1 proteininin insan 

hepatoselüler karsinom hücrelerinde hücre migrasyon ve invazyonuna doğrudan katkı 

sağladığı gösterilmiştir (Dagouassat ve ark. 2010). 2013 yılında yapılan bir diğer çalışma ise 

MCP-1 proteinin insan yumurtalık kanseri hücre hattında hücre invazyonunu arttırdığını 

göstermiştir (Furukawa ve ark. 2013). 

 

Ek olarak MCP-1/CCR2 sinyal yolağı monositlerin makrofajlara farklılaşmasını (Shields ve 

ark. 2007, Xia ve Sui 2009) ve normal peritonel makrofajların da TAM özelliği kazanarak 

tümöre infiltrasyonunu uyarmaktadır (Loberg ve ark. 2007, Shields ve ark. 2007, Vergunst 

ve ark. 2008, Mizutani ve ark. 2009, Xia ve Sui 2009, Vela ve ark. 2015). İnsan meme ve 

özofagus kanserleri ile yapılan bir çalışmada MCP-1 düzeyleri ile makrofaj infiltrasyonu, 

lenf nodu metastazı ve klinik agresiflik arasında korelasyon olduğu bulunmuştur (Saji ve ark. 

2001, Azenshtein ve ark. 2002).  

 

2.7. Eksozomlar 

 

Tümör hücreleri ve stromal hücreler arasında hücre içi ve hücreler arası iletişim genellikle 

hücre-hücre interaksiyonları; büyüme faktörleri, kemokinler, proteazlar gibi sekrete 

moleküller ve ekstraselüler veziküller aracılığıyla gerçekleştirilmektedir (Andaloussi ve ark. 

2013). 

 

Apoptozis sürecinde apoptotik cisimciklerin salınması uzun zamandır bilinmesine rağmen, 

sağlıklı hücrelerin de plazma membranlarından veziküllerin ayrıldığı ancak geçtiğimiz 

yıllarda aydınlatılmıştır. Bu veziküller genellikle mikroveziküller, ektozomlar ve 
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mikropartiküller olarak adlandırılmaktadır (Holme ve ark. 1994, Hess ve ark. 1999, Cocucci 

ve ark., 2009, György ve ark. 2011). Bu veziküller arasında yer alan eksozomlar ilk olarak 

1981 yılında, boyutları 40 ile 1000 nm arasında değişen ve çeşitli hücrelerden salınan 

veziküller olarak tanımlanmıştır (Trams ve ark. 1981). Günümüzde ise eksozomlar boyutları 

30-120 nm arasında değişen ve kaynaklandığı hücre tipine bağlı olarak çeşitli proteinler, 

lipid, mRNA ve mikroRNA’ları taşıyabilen küçük veziküller olarak tanımlanmaktadır (Lin 

ve ark. 2015). Hatta 2014 yılında yapılan bir çalışma ile eksozomların çift zincirli DNA 

(dsDNA) da taşıdıklarını gösterilmiştir (Thakur ve ark. 2014). 

 

Eksozomların hedef hücre ile tam olarak nasıl etkileşime girdiği ve hücre tarafından nasıl 

alındığı henüz tam olarak aydınlatılamamıştır. Hedef hücreler tarafından eksozomların 

alınması konusunda olası üç mekanizma tanımlanmaktadır: 

- Eksozom hedef hücre membranıyla kaynaşır ve içeriğini doğrudan hedef hücrenin 

sitoplazmasına salar, 

- Eksozomlar endositoz ile hücreye alınır, 

- Eksozomlar hedef hücreye eksozomların bağlanmasına ve hücreye alınmasına olanak 

veren çeşitli reseptör proteinlerin varlığı ile alınır (Gajos-Michniewicz ve ark. 2014). 

 

Eksozomlar tümör mikroçevresinin olgunlaşması, tümör büyümesi ve proliferasyonuyla 

sonuçlanan kanser hücreleri ve stromal hücreler arasındaki hücreler arası iletişimde önemli 

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

 

Tümör mikroçevresindeki immün mediatörler ve modülatörlerin aktivasyon düzeyleri ve 

miktarları inflamatuvar yanıt ya da antitümöral immünite durumlarına bağlı olarak denge 

halindedir (Grivennikov ve ark. 2010). Bu dengenin kurulmasında eksozomlar önemli rol 

oynamaktadır. Daha önceki çalışmalara göre, çeşitli tümörlerden kökenlenen eksozomlar, 

plevral malign mezotelyoma ve prostat kanserinde doğal öldürücü hücre ve lenfositlerin 

prolifere yanıtlarını inhibe etmektedir (Bobrie ve ark. 2011, Clayton 2012). Eksozomların 

metastazın ilk aşaması olan invazyon sürecinde doğrudan rol aldıkları bilinmektedir. 

Eksozomlar, ekstraselüler matriks degredasyonu ile invazyon sürecini başlatan aktince 

zengin hücre uzantısı (invadopodia) yapılar ile ilişki içindedir (Hoshino ve ark. 2013).   
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Ayrıca eksozomlar bir hücreden diğerine aktardıkları içerikleri aracılığıyla çoklu ilaç direnci 

(MDR, multidrug resistance) sürecinde de rol alırlar. Eksozomlar tümör mikroçevresi 

içerisinde hücre-hücre etkileşimini kolaylaştırmaktadır ve bu durum da MDR sinyal 

yolaklarının aktifleşip sinyallerin artmasında kritik rol oynamaktadır (Milane ve ark. 2015). 

Yapılan bir çalışmada, meme kanseri hücreleri ve stromal hücreler arasındaki etkileşimin 

kanser hücrelerinde kemoterapi ve radyoterapinin etkilerinin azaltılmasına yardımcı 

olduğunu belirtilmektedir (Boelens ve ark. 2014). 

 

2.8. Ökaryotik Elongasyon Faktörü 2 Kinaz (EF2K) Enzimi 

 

Ökaryotik elongasyon faktörü 2 kinaz (EF2K) enzimi “α-kinaz” olarak adlandırılan atipik 

protein kinaz ailesi üyesidir (Ryazanov ve ark. 1999, Middelbeek ve ark. 2010). EF2K enzimi 

aktivitesi Ca++ iyonlarına bağlı olan tek α-kinaz enzimidir (Ryazanov ve ark. 1988, Nairn 

ve ark., 1985). Bilinen tek substratı elongasyon faktörü 2 (EF2) dir.  

 

EF2K aynı zamanda Ca+2/kalmodulin-bağımlı kinaz-III olarak da bilinmektedir ve asıl 

görevi protein sentezi sürecinde, substratı olan elongasyon faktörü 2 (EF2) yi Thr56’dan 

fosforilleyerek peptid zinciri uzamasını kontrol etmek ve bu şekilde protein sentezini 

yavaşlatmaktır (Jorgensen ve ark. 2006). EF2 proteini protein sentezi sürecinde peptid bağı 

oluşumunu takiben ribozomun mRNA boyunca translokasyonunu katalizler (Nairn ve ark. 

2001). EF2 proteininin EF2K tarafından fosforilasyonu onun bu rolünü baskılar.  

 

Ca++ tarafından regülasyonu dışında, EF2K aktivitesi protein kinaz A (PKA), adenozin 

monofosfat tarafından aktifleştirilen protein kinaz (AMPK) ve p70 S6 kinaz gibi çeşitli 

kinazlar tarafından fosforilasyon ile de çift yönlü olarak ayarlanmaktadır (Mitsui ve ark. 

1993, Redpath ve Proud 1993, Diggle ve ark. 2001, Wang ve ark. 2001, Browne ve ark. 

2004). Hipoksi, besin yokluğu ve metabolik stresin AMPK aracılı EF2K aktivasyonuna 

neden olduğu bilinmektedir (Browne ve ark. 2004). EF2K aktivasyonu, protein sentezi 

sürecindeki ATP tüketimini kısıtlayarak bir “survival stratejisi” olarak görev yapmaktadır 

(Browne ve ark. 2004).  EF2K’in proliferasyon bağımlı, mitojenler tarafından aktifleştirilen 

bir enzim olduğunu ve bu nedenle pek çok kanser türünde upregüle olduğunu gösteren pek 



28 

 

çok çalışma bulunmaktadır (Bagaglio ve Hait 1994, Nilsson ve Nygard 1995, Parmer ve ark. 

1999, Knebel ve ark. 2002).  EF2K’in otofaji aktivasyonu ile pek çok antikanser terapiye 

karşı sitoprotektif rol oynadığı öne sürülmektedir (Hait ve ark. 2006). Yang ve ark. tarafından 

yapılan çalışmada 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 hücrelerinde sitoprotektif role sahip 

olduğu gösterilmiştir (Cheng ve ark. 2010). Özpolat ve ekibinin meme kanseri ve pankreatik 

kanser ile yaptığı çalışma sonuçlarına göre, EF2K’in meme kanserinde hücre büyümesi, sağ 

kalımı ve ilaç direnciyle ilişkili sinyal yolaklarını desteklediği (Tekedereli ve ark. 2011), 

pankreatik kanserde de invazyon sürecinde rol aldığı (Ashour ve ark. 2014a) ve EF2K 

inhibisyonunun pankreatik kanserde apoptozise neden olduğu gösterilmiştir (Ashour ve ark. 

2014b). EF2K’in kanser sürecindeki rolleri Şekil 2.9’da özetlenmiştir. Tüm bu kritik 

rollerinden dolayı EF2K son yıllarda pek çok kanser türü için potansiyel terapötik bir hedef 

olarak kabul edilmektedir (Hait ve ark. 2006, Tekedereli ve ark. 2012). 

 

 

 

Şekil 2.9. EF2K’nin kanser hücrelerindeki rolleri (Kenney ve ark., 2014’den düzenlenerek 

alınmıştır) 
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3. MATERYAL ve YÖNTEM 

 

3.1. Materyal 

 

3.1.1. Hücre kültürü 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 

-Fötal sığır serumu (Fetal Bovine Serum, FBS), Sigma-Aldrich, St. Louis, ABD 

-Penisilin-Streptomisin Solüsyonu (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 Solüsyonu, 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 metosülfat), Sigma-Aldrich, St. Louis, ABD 

-İnsan MCP-1 Proteini ELISA kiti, Quantikine Immunoassay, R&D Systems, Fisher 

Scientific, Massachusetts, ABD 

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

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

ABD 

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

ABD 

-Rekombinant İnsan CCL2/MCP-1 Proteini, R&D Systems, Fisher Scientific, 

Massachusetts, ABD 

-Rekombinant İnsan 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 Solüsyonları, Thermo-Fisher Scientific, Massachusetts, ABD 
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3.1.2. Sarf malzemeler 

 

-25cm2, 75cm2 ve 150cm2’lik flasklar, CellStar, Greiner Bio-one, Monroe, ABD 

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

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

-10µl’lik pipet uçları, Fisher Scientific, Massachusetts, ABD 

-100µl’lik pipet uçları, Fisher Scientific, Massachusetts, ABD           

-1000µl’lik pipet uçları, Fisher Scientific, Massachusetts, ABD 

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

-0,5 ve 1.5 ml’lik santrifüj tüpleri, Fisher Scientific, Massachusetts, ABD 

-Countess Hücre Sayım Slaytları, 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 pastör pipetler, Corning Costar, New York, ABD 

-İnvazyon testi için insert, 0.8 mikron por genişliği, transparan pet membran, 24 kuyulu 

pleyte uyumlu, Corning, New York, ABD 

-Kokültür deneyleri için insert, 0.4 mikron por genişliği, transparan pet membran, 6 kuyulu 

pleyte uyumlu, Corning, New York, ABD 

-Matrijel, Corning Costar, New York, ABD 

- Fisher HealthCare Hema 3™ Fiksatif ve Solüsyonlar, Fisher Scientific, Massachusetts, 

ABD 

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

 

3.1.3. Cihazlar 

 

-Spektrofotometre, BioRad, Kaliforniya, ABD 

-CO2 inkübatörü, Nuaire, ABD 

-Steril kabin, Nuaire, ABD 

-Faz-kontrast ve floresan mikroskobu, Nikon, Japonya 

-Santrifüj, Beckman Coulter, ABD 
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-Manyetik karıştırıcı, Fisher Scientific, Massachusetts, ABD 

-Isı bloğu, VWR International, Pensilvanya, ABD 

-Vorteks, Fisher Scientific, Massachusetts, ABD 

-10 µl, 100 µl ve 1000 µl’lik pipet seti, Eppendorf, Almanya 

-Pipet boy, Eppendorf, Almanya 

-20-200µl Transferpipet, Eppendorf, Almanya  

-Ultrasantrifüj, Beckman Coulter, ABD 

-Western blot için güç kaynağı, BioRad, Kaliforniya, ABD 

 

3.2. Yöntem 

 

3.2.1. Hücre kültürü 

 

Deneylerde kullanılan PANC-1 ve MiaPaCa2 insan pankreatik kanser hücre soyları 

Amerikan Tip Kültür Koleksiyonu (ATCC)’den temin edildi (Manassas, Virginia, ABD). 

İnsan pankreatik stellat hücreleri (PSC) Dr. Rosa Hwang tarafından M.D. Anderson Kanser 

Araştırma Merkezi’nde izole edilmiştir. İnsan monositik hücre hattı olan THP-1 hücreleri 

Dr. Jim Klostergaard (M.D. Anderson Kanser Araştırma Merkezi) tarafından temin 

edilmiştir ve kültüre edilmiştir. EF2K overeksprese eden PANC1 hücreleri Recep Bayraktar 

(M.D. Anderson Kanser Araştırma Merkezi) tarafından lentiviral transfeksiyon ile 

hazırlanmış ve çalışmada kullanılmak üzere hediye edilmiştir. İnsan pankreatik duktal 

epitelyal hücre hattı (HPDE) Dr. Kapil Mehta (M.D. Anderson Kanser Araştırma Merkezi) 

tarafından hediye edilmiştir.  

 

3.2.2. Kullanılan besiyerinin hazırlanması 

 

PANC1, MiaPaCa-2 ve PSC hücreleri 1:1 oranındaki Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 

(DMEM) ve Ham’s F12 (DMEM/F12) (Corning, ABD) besiyeri içine %10 Fetal sığır serumu 

(FBS) (Sigma-Aldrich, ABD) ve %1 Penisilin-Streptomisin (P/S) solüsyonu (Corning, ABD) 

eklenmesiyle oluşturulan besiyeri içinde kültüre edildi. THP-1 hücreleri ise %10 FBS ve %1 

P/S ve L-glutamin içeren Roswell Park Memorial Institute (RPMI-1640) besiyeri içerisinde 

büyütüldü. HPDE hücreleri ise L-glutamin içeren keratinosit serumsuz besiyeri içerisine 
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(Keratinocyte-SFM, 1X, ThermoFisher Scientific, ABD) insan rekombinant epidermal 

büyüme faktörü 1-53 (EGF 1-53) ve 25 mg/500 ml olacak şekilde sığır pituiter ekstraktı 

(Bovine Pituitary Extract, BPE, Invitrogen/Life Technologies, ABD) eklenmesiyle 

oluşturulan besiyeri içerisinde büyütüldü. 

 

3.2.3. Hücre soylarının stoktan çıkartılması 

 

Donmuş haldeki stok hücreleri çoğaltmak için, hücrelerin içerisinde saklandığı kriyovialler  

-80 oC’deki buzdolabından alındı ve hızlı bir şekilde sıcak su banyosunda çözüldü. Çözülen 

hücre süspansiyonu; 15ml’lik santrifüj tüpünde bulunan %10 FBS ve %1 P/S içeren 

DMEM/F12 (1:1) besiyeri içine alındı. Santrifüj tüpü 2000 rpm’de 5 dakika santrifüj 

edildikten sonra süpernatant kısmı uzaklaştırıldı ve tüpün tabanındaki hücre peleti üzerine 1 

ml besiyeri ilave edilerek pipetaj ile hücrelerin süspansiyon haline gelmesi sağlandı. Daha 

sonra tüp üzerine 4 ml daha besiyeri ilave edildi ve 5ml’lik hücre süspansiyonu 25cm2’lik 

hücre kültürü kapları (Thermo Scientific, USA) içerisine alınarak 37oC’ye ayarlı, %5 CO2 

içeren inkübatörde inkübe edildi. 

 

3.2.4. Pankreatik kanser hücre soylarının pasajlanması ve stoklanması 

 

Hücreler %80-90 arası yoğunluğa ulaştıklarında hücre pasajlama işlemi gerçekleştirildi. 

Pasajlama işlemi için, ilk olarak hücrelerin üzerindeki besiyeri uzaklaştırıldı. Ardından, 

hücre artıklarından ve besiyeri içerisinde bulunan serumdan uzaklaşmak amacıyla 25 cm2’lik 

flaskın içerisine 1X PBS’ten (Sigma-Aldrich, ABD) 2 ml ilave edildi (75 cm2’lik flask için 

4 ml) ve yüzey PBS ile yıkandı. Daha sonra PBS uzaklaştırıldı ve hücreleri yapıştıkları 

yüzeyden kaldırmak amacıyla %0.25 Tripsin-EDTA solüsyonundan (Sigma-Aldrich, ABD) 

0,5 ml eklendi (75 cm2’lik için 1 ml) ve hücreler yaklaşık 5 dakika inkübatör içerisinde 

bekletildi. Hücrelerin flask yüzeyinden ayrıldıkları mikroskop ile kontrol edildikten sonra, 

kullanılan tripsin miktarının 5 katı kadar besiyeri ile toplanarak 15 ml’lik falkonlara aktarıldı 

ve 2000 rpm devirde 5 dakika santrifüj yapıldı. Santrifüj sonrası süpernatant kısmı 

uzaklaştırıldı ve hücre peleti 1 ml besiyeri ile pipetaj yapılarak hücrelerin tek tek dağılması 

sağlandı. Ardından hücre yoğunluğuna ve hücrelerin büyüme hızına göre uygun miktarda 
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besiyeri ile sulandırılarak yeni bir 75 cm2’lik flask içerisine aktarıldı. Hücreler istenilen 

yoğunluğa (sayıya) ulaşıncaya kadar 37oC’de, %5 CO2 içeren ortamda inkübasyona bırakıldı. 

 

3.2.5. Süspanse THP-1 hücre soyunun pasajlanması 

 

Kültür ortamında süspanse halde büyüyen THP-1 hücrelerini pasajlamak amacıyla flask 

içerisindeki hücreler 15 ml’lik falkon tüplere toplandı ve hücreleri çöktürmek amacıyla 2000 

rpm devirde 5 dakika santrifüj yapıldı. Santrifüj sonrası supernatant kısmı uzaklaştırıldı ve 

pelet 1 ml besiyeri ile pipetaj yapıldı. Ardından, hücre yoğunluğuna ve hücrelerin büyüme 

hızına göre uygun miktarda besiyeri ile sulandırılarak yeni bir 75 cm2’lik flask içerisine (son 

hacim 10 ml olacak şekilde) aktarıldı ve hücreler istenilen yoğunluğa (sayıya) ulaşıncaya 

kadar 37oC’de, %5 CO2 içeren ortamda inkübasyona bırakıldı. 

 

3.2.6. Hücre stoklanması 

 

Hücrelerin yedeklenmesi ve kullanılmayan hücrelerin saklanması amacıyla gerçekleştirilen 

hücre stoklama işlemi, pasajlama işlemine benzer şekilde hücreler büyütüldükleri flask 

yüzeyini %80-90 oranında kapladığında gerçekleştirildi. Pasajlama işlemine benzer şekilde 

yüzeyden kaldırılan hücreler santrifuj yapıldıktan sonra pelet üzerine hücre yoğunluğuna 

göre hücre dondurma (stoklama) besiyeri (%10 FBS içeren besiyerine %10 dimetil sülfoksit-

DMSO-) eklendi ve pipetaj yapılarak hücrelerin tek tek dağılması sağlandı. Kriyovial başına 

1-1,5 ml hücre süspansiyonu (1,5-2 milyon hücre) olacak şekilde paylaştırıldı ve kriyovialler 

-80oC’ye kaldırıldı. 

 

3.2.7. Hücrelerin sayımı 

 

Hücre süspansiyonundan 10 µl alınarak mikrosantrifüj tüpüne eklendi. Üzerine 10 µl tripan 

mavisi (Life Technologies, ABD) eklendi ve pipetaj yapılarak karışmaları sağlandı. 

Ardından bu karışımdan 10 µl alınarak hücre sayım slaytlarına çift taraflı olarak aktarıldı 

(Countess, Thermo Fisher Scientific, ABD) ve hücre sayım cihazına (Countess, Thermo 

Fisher Scientific, ABD) yerleştirilerek ml’deki hücre sayısı ölçüldü. 
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3.2.8. siRNA uygulaması 

 

Hücreler deneyin amacına göre kullanılacak pleytlere uygun sayılarda (96 kuyu için 3x103, 

6 kuyu için 2x105) ekildikten sonra gece boyunca inkübatörde inkübe edildi. Ertesi gün 

siRNA’lar ve HiPerFect transfeksiyon solüsyonu serum ve P/S içermeyen besiyeri içerisine 

eklendi. HiPerFect transfeksiyon solüsyonu 6 kuyucuklu pleyt için kuyu başına 8 µl, 96 

kuyucuklu pleyt için ise 0,5 µl olacak şekilde kullanıldı. siRNA’lar ise western blot ve 

migrasyon deneyleri için 100 nM konsantrasyonda, MTS testi için ise 50 nM 

konsantrasyonda hazırlandı.  

 

Belirtilen miktar ve konsantrasyondaki HiPerFect ve siRNA’lar serum ve P/S içermeyen 

besiyeri içerisinde karıştırıldıktan sonra oda ısısında 20 dakika bekletildi. Bu sürede hücreler 

üzerindeki besiyeri aspire edildi ve serum ve P/S içermeyen taze besiyeri kuyulara eklendi. 

20 dakika sonunda, kuyulara eklenen hacmin 1/3’ü kadar siRNA ve HiPerFect miksinden 

eklendi (Örneğin, 6 kuyucuklu pleyt için 750 µl besiyeri + 250 µl siRNA ve HiPerFect içeren 

besiyeri).  

 

Daha sonra pleytler inkübatörde 6 saat inkübe edildi. Süre sonunda serumsuz besiyerleri 

uzaklaştırıldı, hücrelerin üzerine %10 serum içeren besiyerleri eklendi ve hücreler bu şekilde 

tedavi süresi sonuna kadar (48 saat) inkübatörde inkübe edildi.  

 

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

sulfophenyl)-2H-tetrazolium) hücre canlılık testi 

 

Çalışmada hücre canlılığını kantifiye edebilmek amacıyla kolorimetrik bir test olan MTS 

hücre canlılık testi kullanıldı. Hücre canlılığını ölçen kolorimetrik testler kullanılan 

tetrazolyum bileşiklerine göre MTT, MTS, XTT ve WST-1 gibi çeşitli isimler almaktadır. 

Bu bileşikler genel olarak iki ana gruba ayrılabilir: 

1. MTT gibi pozitif yüklü olanlar ve bu pozitif yük ile canlı ökaryotik hücrelere 

kolaylıkla girebilenler, 

2. MTS, XTT ve WST-1 gibi negatif yüklü olanlar. Bu gruptaki bileşikler hücreye 

kolaylıkla giremezler, bu nedenle elektronları sitoplazma ya da plazma membranına 
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transfer ederek tetrazolyumun renkli formazan ürününe dönüşümünü sağlayan aracı 

bir elektron alıcısı (akseptör) fenazin metil sülfat (PMS) ya da fenazin etil sülfat 

(PES) ile kullanılırlar. 

 

Metabolik olarak aktif hücrelerde MTS tuzu dehidrogenaz enzimi varlığında indirgenerek 

renkli formazan kristali oluşturur ve bu renk yoğunluğu ölçülerek hücre canlılığı kantifiye 

edilir. MTS tuzu ve oluşturduğu formazan yapısı Şekil 3.1’de gösterilmiştir. 

 

                      

 

Şekil 3.1. MTS tuzunun canlı hücrede (metabolik olarak aktif hücre) formazan kristali 

oluşturmasının şematize edilmiş hali 

 

Çalışmada, MCP-1 muamelesinin hücre proliferasyonuna bir etkisi olup olmadığı MTS 

canlılık testi ile ölçüldü. Bu amaçla, PANC1 pankreatik kanser hücreleri 96 kuyucuklu 

pleytlere 3x103 hücre/kuyu olacak şekilde 100 µl besiyeri içerisinde ekildi. Hücrelerin 

yapışmasına izin vermek için %5 CO2 içeren inkübatörde yaklaşık 24 saat inkübe edildikten 

sonra 100 µl besiyeri içerisinde tedavi uygulaması yapıldı. MCP-1 uygulaması öncesi 

pleytlerdeki besiyerleri uzaklaştırıldı ve 6 farklı konsantrasyonda (1,56-50 ng/ml) hazırlanan 

MCP-1 peptidi PANC1 hücrelerine serumsuz besiyeri içerisinde uygulandı. Serumsuz 

besiyeri içerisinde gece boyu inkübasyon sonrası kuyulara 100 µl %10 FBS içeren besiyeri 

eklendi ve inkübasyon süresi toplamda 48 saate tamamlandı.  
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Ayrıca EF2K siRNA’sı ve gemsitabin tedavisi tek başlarına ve kombine kullanılarak 

kombinasyonun hücre canlılığı üzerine etkisi olup olmadığı incelendi. Bu amaçla, 96 

kuyucuklu pleytlere 3x103 hücre/kuyu olacak şekilde 100 µl besiyeri içerisinde ekildi. Ertesi 

gün 50 nM kontrol siRNA’sı ya da EF2K siRNA’sı uygulandı. siRNA uygulamasından 24 

saat sonra gemsitabin 7 farklı konsantrasyonda (0,20-12,5 µM) hazırlanarak hücrelere 

uygulandı ve 72 saat inkübe edildi. 

 

İnkübasyon süreleri sonunda kuyulardaki son hacimlerden 100 µl besiyeri uzaklaştırıldı ve 

kuyularda kalan 100 µl besiyeri üzerine 20 µl MTS+PMS (2 ml MTS içerisine 100 µl PMS) 

solüsyonundan eklendi.  

 

Ardından pleytler ışık almayacak şekilde sarıldıktan sonra hücrelerin metabolizma hızlarına 

bağlı olarak, renk değişimlerini gözlemlemek üzere inkübatöre kaldırıldı (yaklaşık 1-3 saat). 

Reaksiyon sonrası meydana gelen renk değişimi spektrofotometre (BioRad, iMark 

Microplate Reader, ABD) ile 490 nm dalga boyunda ölçüldü ve elde edilen Optik Dansite 

(O.D) değerleri kullanılarak yüzde canlılık hesaplaması yapıldı ve grafikler oluşturuldu. 

% canlılık hesaplaması:    

                                                           Tedavi grubu x 100 

                                                           Kontrol ortalaması 

 

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

 

Akut monositik lösemi hastasından çoğaltılmış ve karakterize edilmiş olan THP-1 hücreleri 

forbol 12-miristat 13-asetat (PMA) (Sigma-Aldrich, ABD) kullanılarak genel bir makrofaj 

fenotipi olan M0 tip makrofajlara polarize edildi. Ardından, PMA uygulanmış olan M0 tip 

makrofajlar interlökin 4 (IL4) (R&D Systems, ABD) ve interlökin 13 (IL13) (R&D Systems, 

ABD) uygulanması ile M2 türü (pro-tümörijenik) makrofajlara polarize edildi.  

PMA uygulaması için, süspanse haldeki THP-1 hücrelerinin besiyerine son konsantrasyonu 

100 nM olacak şekilde PMA eklendi ve hücreler 24 saat inkübatörde inkübe edildi. Ardından 

PMA içeren besiyeri uzaklaştırıldı ve kuyular dikkatlice PBS ile yıkandı. Daha sonra, son 



37 

 

konsantrasyonları 20 ng/ml olacak şekilde IL4 ve IL13 içeren besiyeri kuyulara eklendi ve 

hücreler 24 saat daha inkübasyona bırakıldı.  

THP-1 monositik hücrelerinin M0 ve M2 tip makrofajlara farklılaştırılması aşağıdaki şekilde 

şematize edilmiştir (Şekil 3.2). 

 

 

 

Şekil 3.2. Monositik THP-1 hücrelerinin PMA ve IL4+IL13 uygulaması sonrası M0 ve M2 

tip makrofajlara polarize edilmesi 

 

3.2.11. Pankreatik kanser hücreleri ve stellat hücrelerinin farklılaşmamış ve 

farklılaşmış THP-1 hücreleriyle indirekt olarak kültüre edilmesi  

 

Tümör mikroçevresindeki hücreler arası etkileşimi hücre kültürü ortamında modellemek 

amacıyla indirekt kokültür metodundan yararlanıldı. Bu amaçla 6 kuyucuklu pleytlere 
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uyumlu, 0,4 mikron por genişliğine sahip “insert” olarak adlandırılan özel kuyucuklar 

kullanıldı (Corning, ABD).  

 

Kokültür çalışmaları için öncelikle insertler içerisine THP-1 hücreleri 2x105 hücre olacak 

şekilde 1 ml besiyeri içinde ekildi. Ardından, M0 ve M2 tip makrofajlara farklılaştırılacak 

olan hücre gruplarına son konsantrasyonu 100 nM olacak şekilde PMA içeren besiyerinden 

1 ml eklendi. Farklılaştırılmayacak olan THP-1 hücrelerine ise 1 ml PMA içermeyen besiyeri 

eklendi ve böylece tüm hacimlerin 2 ml olacak şekilde eşitlenmesi sağlandı. İnsertlerin içinde 

bulunduğu kuyuların tabanlarına da 1 ml hücrelerin büyütüldüğü besiyerinden eklendi ve 

hücreler bu şekilde 24 saat inkübatörde inkübe edildi.  

 

24 saat inkübasyonun sonunda PMA eklenen kuyulardaki besiyeri uzaklaştırıldı ve PBS ile 

dikkatlice yıkama yapıldı. Ardından, M0 tip makrofajlara farklılaştırılmış olan insertlerdeki 

hücrelerin üzerine 2 ml taze besiyeri eklendi. M2 tip makrofajlara dönüştürülecek olan 

hücrelerin üzerine ise son konsantrasyonları 20 ng/ml olacak şekilde hazırlanmış olan IL4 ve 

IL13 karışımından 2 ml eklendi ve hücreler 24 saat daha inkübasyona bırakıldı. 

 

Bu sırada, PANC-1, MiaPaCa-2 ve PSC hücreleri 6 kuyucuklu pleytlere hücre büyüme hızına 

bağlı olarak 1.5-2x105 hücre/kuyu olacak şekilde 2 ml besiyeri içinde ekildi. Hücreler 24 saat 

inkübe edilerek yüzeye yapışmaları sağlandı. 

 

İnkübasyon sonrası farklılaşmamış ve farklılaşmış THP-1 hücrelerini içeren insertler kuyular 

üzerine aktarıldı ve bu şekilde indirekt kokültür ortamı oluşturularak hücreler toplamda 48 

saat boyunca inkübe edildi.  

 

Kokültür metodunun uygulanışının şematize edilmiş hali Şekil 3.3’te verilmiştir. 
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Şekil 3.3. Farklılaşmamış ve farklılaşmış THP-1 hücrelerinin (M0 ve M2 tip makrofaj) 

PANC1, MiaPaCa-2 ve PSC hücreleriyle indirekt olarak kültüre edilmesinin şematik olarak 

gösterimi 

 

3.2.12. Farklılaşmamış ve farklılaşmış THP-1 hücrelerinden eksozom izolasyonu 

 

THP-1 hücreleri her bir hücre grubu için 2 flask olacak şekilde, 6 tane 75 cm2’lik flaska 

4x106 hücre olacak şekilde ekildi. Çalışmada kullanılan hücre grupları aşağıda verildi: 

Farklılaşmamış THP-1 hücreleri         2 flask 

M0 tip makrofaj          2 flask 

M2 tip makrofaj          2 flask 



40 

 

Ardından M0 ve M2 tip makrofajlara polarize edilecek flasklara PMA ve/veya IL4+IL13 

eklenerek yukarıda anlatıldığı şekilde hücrelerin farklılaştırılması sağlandı. 48 saatin 

sonunda tüm hücreler eksozom içermeyen besiyerine alındı ve bu besiyeri içerisinde gece 

boyunca inkübe edildi. Daha sonra eksozom izolasyonu için aşağıdaki adımlar uygulandı. 

Çalışma süresince tüm işlemler buz üzerinde gerçekleştirildi. 

 

1. Hücrelerin üzerindeki süpernatant kısmı 50 ml’lik falkonlara toplandı ve falkonlar 

2000 rpm hızında +40C’de 30 dakika santrifüj yapıldı. 

2. Santrifüj sonrası pellet kısmını kaldırmamaya dikkat ederek süpernatantlar 

ultrasantrifüj tüplerine (Beckman Coulter, ABD) aktarıldı ve ultrasantrifüjde 

(Beckman, L8-80M, ABD) 10 000 rpm hızında +40C’de 45 dakika santrifüj yapıldı. 

3. Ardından süpernatantlar temiz ultrasantrifüj tüplerine aktarıldı ve örnekler 40 000 

rpm hızında +40C’de 90 dakika santrifüj yapıldı. 

4. Santrifüj sonrası süpernatant kısımlar dikkatlice aspire edildi ve tüpler ters çevrilerek 

15-20 dakika inkübatör içinde kurumaya bırakıldı. 

5. Daha sonra tüplere 500 µl PBS (0.2 mikron filtre ile filtre edilmiş) eklendi ve tüplerin 

her bir kenarı uzun uzun vortexlenerek eksozomların PBS içerisinde toplanması 

sağlandı.  

6. Eksozom boyutu ve sayısı nanosight (Malvern NanoSight NS300, Birleşik Krallık) 

kullanılarak kantifiye edildi. 

 

Pankreatik kanser hücreleri eksozomların eklenmesinden 1 gün önce 6 kuyucuklu pleytlere 

kokültür yöntemi kısmında belirtilen sayılarda ekildi ve hücrelerin yüzeye yapışmalarına 

zaman tanımak adına 24 saat inkübatörde inkübe edildi.  

Ardından, hücrelerin üzerindeki besiyeri aspire edildi ve nanosight ile sayıları hesaplanan 

eksozomlardan, kuyu başına 1x108 eksozom olacak şekilde hücrelerin üzerine eksozom 

içermeyen media içinde eklendi. Hücreler 48 saat boyunca eksozomlar ile birlikte inkübe 

edildikten sonra ileri analizler için kullanıldı. 
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3.2.13. Koloni oluşturma yeteneği testi 

 

PANC1 hücreleri 6 kuyucuklu pleytlere 1x103 hücre olacak şekilde ekildi. Ardından MCP-1 

uygulaması ya da siRNA uygulaması yapıldı ve hücreler yaklaşık 14 gün inkübe edildi. Süre 

sonunda koloniler kristal viole ile boyandı ve fotoğraflandı. Koloni-alan dağılımı 

densitometrik olarak analiz edildi.  

 

3.2.14. Hücre migrasyon testi 

 

Kokültür, eksozom uygulaması, MCP-1 peptidi uygulaması ve siRNA ile tedavi sonrası 

hücrelerin migrasyon (göç etme) özelliklerinin incelenmesi için hücre migrasyon testi 

yapıldı. Kokültür, eksozom ve MCP-1 uygulaması sonrası migrasyon testi için, PANC1 

hücreleri kuyu başına 2,5x105 hücre olacak şekilde 2 ml besiyeri içerisinde ekildi ve 

hücrelerin yapışmasına zaman vermek adına gece boyunca inkübatörde inkübe edildi. 

Ardından deneyin amacına uygun olarak (kokültür, eksozom ya da MCP-1 uygulaması 

öncesi) 200 µl’lik pipet ucu yardımıyla kuyular boyunca düz çizgiler çekildi ve her kuyudan 

3 alan işaretlenerek 0’ıncı saat fotoğrafları çekildi.  

 

Ardından kokültür için monosit ve makrofaj hücrelerini içeren insertler kuyulara yerleştirildi. 

Eksozom tedavisi için kuyu başına 1x108 eksozom ilave edildi. MCP-1 tedavisi için ise 

belirtilen konsantrasyonlarda (25-100 ng/ml) MCP-1 uygulandı. Her bir grup için, 24 ve 48 

saat sonunda işaretli alanlar tekrar fotoğraflandı. 

 

siRNA uygulaması sonrası migrasyon testi için ise kuyu başına 2x105 hücre ekildikten 

sonraki gün siRNA’lar ile transfeksiyon yapıldı. Transfeksiyondan 48 saat sonra kuyularda 

200 µl’lik pipet ucuyla çizgi çekilerek 0. saat fotoğrafları çekildi. 24 ve 48 saat sonunda aynı 

alanlar tekrar fotoğraflandı.   

 

3.2.15. Matrijel hücre invazyon testi 

 

Hücre invazyonu için kullanılacak insertler matrijel ile aşağıda açıklandığı şekilde kaplandı: 

200 µl matrijel 3 ml serumsuz besiyerine eklendi ve vortex kullanarak homojen karışması 

sağlandı. Ardından, 24 kuyucuklu pleyt için uyumlu olan insertler kuyucuklara yerleştirildi. 
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Hazırlanan matrijelden kuyu başına 100 µl eklendi. Pleytler oda ısısında 4-5 saat bekletilerek 

matrijellerin donması sağlandı. 

 

Kokültür, eksozom uygulaması ya da siRNA ile tedaviden 48 saat sonra PANC1 hücreleri 

tripsin ile yüzeyden toplandı ve matrijel ile kaplanmış olan insertler içerisine 6x104 hücre 

olacak şekilde serumsuz besiyeri ile ekildi. İnsertlerin dışında kalan alanlara kemoatraktan 

özellik sağlaması için %10 FBS içeren besiyeri eklendi ve hücreler 24 saat boyunca inkübe 

edildi. 24 saatin sonunda insertler içerisindeki hücreler Hema 3 boyama kiti kullanılarak 

boyandı. Hema 3 kiti protokolü: 

 

1. İnsertlerin içerisine ve dışarısına kuyuyu tamamen kaplayacak şekilde fiksatif eklendi 

ve oda ısısında 20 dakika inkübe edildi. 

2. Ardından fiksatif insert ve kuyulardan uzaklaştırıldı ve solüsyon-1 benzer şekilde 

eklendi ve 10 dakika oda ısısında inkübe edildi. 

3. Solüsyon-1 kuyu ve insertlerden uzaklaştırıldı ve solüsyon-2 eklenerek 10 dakika oda 

ısısında inkübe edildi. 

4. Kuyu ve insertlerden solüsyon-2 uzaklaştırıldı. İnsertler distile su içerisinde fazla 

boyalardan uzaklaştırılarak oda ısısında kurumaya bırakıldı. 

5. Ertesi gün arka plandaki fazla boyamaları temizlemek amacıyla pamuklu çubuk 

ıslatılarak insertlerin iç kısımlarındaki fazla boyalar dikkatlice temizlendi. 

6. Bistüri yardımıyla insertlerin taban kısmı dikkatlice kesilerek membranlar lam 

üzerine aktarıldı ve permount kapatma solüsyonu damlatılarak üzerlerine lamel 

kapatıldı. Her bir insert için rastgele 5 alan mikroskop ile (Nikon Eclipse TE-200-U) 

fotoğraflandı.  

 

3.2.16. Salınmış MCP-1 düzeyinin belirlenmesi için enzim-bağlantılı immünosorbent 

test (ELISA) uygulanması  

 

PANC1 hücreleri THP-1, M0 ve M2 tip hücrelerle kokültür yapıldıktan 48 saat sonra 

hücrelerin üzerindeki besiyerleri falkon tüplere toplandı. Örnekler test gerçekleştirilene 
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kadar -200C’de bekletildi. Daha sonra MCP-1 ELISA testi kit içerisinden çıkan protokole 

göre aşağıda tanımlandığı şekilde çalışıldı. 

1. Kit içerisinden çıkan MCP-1 standartı 31,25 pg/ml ile 2000 pg/ml arasında dilue 

edilerek hazırlandı. Hazırlanan standartlar ve test için hücrelerden toplanmış 

besiyerleri minimum 2 tekrarlı olacak şekilde test için hazırlanmış 96 kuyucuklu 

pleytlere 200 µl pipetlendi. Tüm örnekler oda ısısında 2 saat inkübe edildi.  

2. İnkübasyon sonunda kit içerisinden çıkan yıkama solüsyonu ile kuyular 3 kez 

yıkandı. 

3. Kuyulara 200 µl MCP-1 konjugatı eklendi ve oda ısısında 1 saat inkübe edildi. 

4. Yıkama aşaması tekrarlandı. 

5. Ardından, kit içerisinden çıkan “color reagent A” ve “color reagent B” bileşenlerinin 

1:1 oranında karıştırılmasıyla oluşturulan substrat solüsyonundan kuyulara 200 µl 

eklendi ve 30 dakika oda ısısında pleyt ışık almayacak şekilde inkübe edildi.  

6. 30 dakika sonunda renk değişimi gözlendikten sonra kuyulara 50 µl “stop solüsyonu” 

eklendi ve pleytler spektrofotometrede 450 nm dalga boyunda okundu.  

 

3.2.17. Western blot metodu 

 

Kokültür deneyleri, eksozom uygulaması, MCP-1 peptidi uygulaması ve siRNA’ler ile 

tedaviler sonrası hücrelerin protein düzeylerindeki değişiklikleri incelemek amacıyla 

öncelikle total protein izolasyonu gerçekleştirildi.  

 

3.2.17.1. Protein izolasyonu  

 

Hücrelerden protein izolasyonu için RIPA lizis tamponu içerisinde hücre parçalama (lizis) 

solüsyonu hazırlandı. Lizis solüsyonu için; 1 ml RIPA tamponu içerisine 10µl Proteaz 

inhibitor kokteyli, 10 µl fosfataz inhibitörü ve 4 µl sodyum florid (NaF) eklendi. Lizis 

solüsyonu kullanmadan hemen önce hazırlanarak taze kullanıldı. 

 

Öncelikle, kuyulardaki tüm hacim aspire edildi ve kuyulara 1 ml tripsin eklenerek hücreler 

yüzeyden kaldırıldı. Tripsinizasyon sonrası kuyulardaki hacimler kullanılan tripsinin 2 katı 

besiyeri ile etiketli falkonlara toplandı ve falkonlar +40C’de, 2000 rpm’de 5 dakika santrifüj 
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yapıldı. Santrifüj sonrası süpernatant kısım aspire edildi ve hücre peletinin miktarına göre 

50-100 µl lizis solüsyonu eklendi ve falkonlar içindeki hacimler pipetaj yapılarak etiketli 

ependorf tüplerine (1,5 ml’lik santrifüj tüpleri) aktarıldı. Tüpler buz üzerinde 30 dakika lizis 

solüsyonu ile inkübe edildi ve inkübasyonun 10, 20 ve 30. dakikalarında 10 saniye vorteks 

yapıldı. Süre sonunda ependorf tüpleri +40C’de 13 000 rpm hızında, 10 dakika santrifüj 

yapıldı. Santrifüj sonrası pelet kısmına dokunmamaya dikkat ederek, süpernatant kısımlar 

yeni ependorf tüplere aktarıldı. Hazırlanan hücre lizatları hemen kullanılmayacaksa -800C’ye 

kaldırıldı.  

 

3.2.17.2. Örneklerin protein miktarlarının ölçülmesi, yüklenmesi ve jelde yürütülmesi 

 

Örneklerin protein konsantrasyonları BCA yöntemiyle (Pierce BCA Protein Assay Kit, 

ABD) belirlendi ve örneklerden hesaplanan miktarlar ependorf tüplere 5:1 oranında yükleme 

boyasıyla karıştırılarak 5 dakika 1000C’de inkübe edildi. Ardından örnekler buz üzerine 

alındı ve özel yükleme pipet uçları (Corning® gel-loading pipet tips, Sigma, ABD) 

kullanılarak 40 µl hacim %4-15 gradyan jele (Mini-Protean TGX Gels, BioRad, ABD) 

yüklendi ve yükleme tamponu içerisinde 100-150 V’da yaklaşık 2 saat yürütüldü.  

 

Stok (10x) yükleme/transfer tamponunun hazırlanması: (1 L için) 

30 g Tris bazı + 144 g Glisin + 1 L distile su 

 

Çalışma solüsyonu hazırlanması: 

100 ml 10x yükleme/transfer tamponu + 890 ml distile su + 10 ml sodyum dodesil sülfat 

(SDS) 

 

Yükleme boyasının hazırlanması: 

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-HCl (0,5 M)  

pH 6,8’e ayarlanır, ardından 0,82 ml distile suyla hacim tamamlanır.  
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3.2.17.3. Islak transfer yöntemiyle proteinlerin membrana aktarılması 

 

Proteinlerin jelde yürütülerek moleküler ağırlıklarına göre ayrıştırılması sağlandıktan sonra 

ıslak transfer metodu ile jeldeki proteinler 0.45 mikron pora sahip PVDF membranlara (EMD 

Millipore Immobilon™-P PVDF Transfer Membranes, Fisher Scientific, ABD) aktarıldı. 

Transfer işlemi transfer tamponu içerisinde +40C’de 40V akımda 16-20 saat inkübasyon ile 

gerçekleştirildi.  

 

Transfer tamponunun hazırlanması: 

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

 

3.2.17.4. Membranların bloklanması ve antikor eklenmesi 

 

Transfer sonrası membranlar %5 yağsız süt içeren (Blotting-Grade Blocker, BioRad, ABD) 

TBS-T tampon içerisinde oda ısısında, dairesel karıştırıcı (shaker) üzerinde 1 saat inkübe 

edilerek bloklandı.  

 

Ardından %5 yağsız süt içeren TBS-T solüsyonu içerisinde 1:1000 ya da 1:500 dilüsyon ile 

birincil antikorlar hazırlandı ve membranlara bu birincil antikorlar eklenerek, +40C’de 

dairesel karıştırıcı üzerinde gece boyu inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon sonrası 

membranlar dairesel karıştırıcı üzerinde 2x7 dakika TBS-T ile yıkandıktan sonra 

görüntüleme için, kullanılan birincil antikorla uyumlu olacak şekilde anti-rabbit, anti-goat ya 

da anti-mouse ikincil antikorları %5 yağsız süt içeren TBS-T solüsyonu içerisinde 1:1000 

dilüsyon ile hazırlanarak membranların üzerine eklendi. Membranlar ikincil antikorlar ile 

oda ısısında 1 saat inkübe edildi. İnkübasyon sonrası TBS-T ile 2x7 dakika yıkama yapıldı 

ve kemiluminesans sprey (HyGLO™ Quick Spray Chemiluminescent HRP Antibody 

Detection Reagent, Denville Scientific, ABD) kullanılarak karanlık odada görüntüleme 

yapıldı. Membranlar kemiluminesans sprey ile iyice ıslatılıp 1 dakika kadar solüsyon 

içerisinde bekletildikten sonra X-ray film kaseti içerisinde bulunan şeffaf poşet dosya arasına 

konuldu ve hava kabarcıkları peçete ile temizlendi. Ardından üzerine X-ray filmi (Premium 

X-Ray film) konularak, görüntülenecek proteine bağlı olarak farklı sürelerde inkübe edildi 

ve filmler cihazda taranarak görüntüler alındı. 
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3.2.18. Lipozomal siRNA hazırlanması 

 

In vivo taşıma için siRNA’lar dioleoyl-snglycero-3-phosphocholine (DOPC) lipozomları 

içine yerleştirildi. DOPC ve siRNA’lar tersiyer butanol varlığında 1:10 (w/w) oranında 

siRNA/DOPC olacak şekilde karıştırıldı. İn vivo uygulama öncesi hazırlanan bu lipozomlar 

%0,9 tuz solüsyonu ile sulandırıldı ve intravenöz uygulama için hazır hale getirildi. 

 

3.2.19. In vivo ortotopik zenograft tümör modeli 

 

4-5 haftalık atimik dişi nude farelere PANC1 hücreleri %20 matrijel içinde 5x106 hücre 

olacak şekilde doğrudan pankreasın kuyruk kısmından verildi. Enjeksiyondan yaklaşık 2 

hafta sonra, tümörler yaklaşık 3-5 mm boyuta ulaştığında liposomal siRNA tedavileri 

uygulandı. Tedavi grubundaki her bir fare EF2K siRNA’sı ya da kontrol siRNA’sı ile 4 

µg/fare olacak şekilde 4 hafta boyunca uygulandı. Tedavi süreleri sonunda fareler CO2 ile 

ötenazı yapıldı. Tümör boyutları ölçüldü ve tümör dokuları western blot ve 

immünohistokimyasal analizler için çıkarıldı. Bütün çalışmalar M.D. Anderson Hayvan 

Bakımı ve Kullanımı Enstitüsü kurallarına uygun olarak gerçekleştirildi.  

 

3.2.20. İmmünohistokimyasal analizler 

 

Tümörler çıkarıldıktan sonra alınan doku kesitleri (5 µm) hematoksilen ve eosin ile boyandı. 

Ki-67 ve F4/80 antikorları ile yapılan boyamalar sırasıyla hücre proliferasyonu ve M2 tip 

makrofaj infiltrasyonu için gerçekleştirildi. Formalin ile fikse edilmiş tümör dokuları 

sırasıyla ksilen, %100 etanol, %95 etanol, %80 etanol ve ardından PBS ile deparaffinize ve 

dehidre edildi. Ardından antijenik bölgeleri açığa çıkarmak için “DIVA antigen retrieval” 

solüsyonu içerisinde 95°C’de 40 dakika inkübe edildi. Örnekler oda ısısına getirildikten 

sonra endojen peroksidazların bloklanması için %3 hidrojen peroksit içeren methanol ile 15 

dakika inkübe edildi. Daha sonra doku kesitleri Ki-67 (ThermoFisher, ABD) ve F4/80 

(abcam, İngiltere) için primer antikorlar ile 4°C’de gece boyunca inkübe edildi. Ardından 

ikincil antikorlar ile oda ısısında 1 saat inkübe edildi ve doku örnekleri hematoksilen ile 30 

saniye boyandıktan sonra mikroskop (Leica DM 4000 B LED) ile fotoğraflandı.  
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4. BULGULAR 

 

4.1. Kokültür Deneyleri 

 

4.1.1. Monositik hücrelerin makrofajlara farklılaştırılması ve karakterizasyonu 

 

Akut monositik lösemi hastasından elde edilmiş bir hücre hattı olan THP-1 hücreleri PMA 

uygulamasıyla öncelikle olgun M0 tip makrofajlara dönüştürüldü. Ardından bu hücreler IL4 

ve IL13 eklenmesiyle pro-tümörijenik özellikteki M2 tip makrofajlara dönüştürüldü.  

 

Süspanse haldeki monositik hücrelerin M0 ve M2 tip makrofajlara farklılaştırılması sonrası 

en karakteristik değişiklik olan hücrelerin flaska yapışma özelliği kazandıkları, hücrelerin 

bölünme hızlarının yavaşladığı ve fibroblastik morfoloji kazandıkları gözlendi ve 

fotoğraflandı (Şekil 4.1A). 

 

Genel makrofaj farklılaşması karakterizasyonu için CD68 makrofaj markırı kullanıldı. M2 

tip makrofaj karakterizasyonu için ise CD163 ve CD206 markırı kullanıldı. Karakterizasyon 

sonuçları şekil 4.1B ve C’de verildi.  

 

THP-1 hücreleri PMA uygulaması ile M0 tip makrofajlara farklılaştırıldığında, genel 

makrofaj markırı olan CD68 ekspresyonunun PMA uygulanmayan THP-1 hücrelerine 

kıyasla arttığı görüldü (Şekil 4.1B). PMA uygulamasının ardından IL4 ve IL13 eklenmesiyle 

M2 tip makrofajlara farklılaştırılan hücrelerin M0 tip makrofajlara kıyasla yüksek düzeyde 

CD163 ve CD206 ekpsrese ettikleri görüldü (Şekil 4.1B ve C). 

 



48 

 

  

 
 

Şekil 4.1. Süspanse haldeki monositik THP-1 hücrelerinin PMA ve IL4+IL13 uygulaması 

ile yüzeye yapışma yeteneği kazanması ve makrofajlara farklılaşması (A). Fotoğraflar 10X 

büyütme ile çekilmiştir. M0 ve M2 makrofaj fenotiplerinin CD68, CD163 ve CD206 

markırları ile karakterize edilmesi (B) 

 

4.1.2. Pankreatik kanser ve stellat hücrelerinin farklılaşmamış ve farklılaşmış monosit 

hücreleriyle indirekt olarak kültüre edilmesinin ökaryotik elongasyon faktörü 2 kinaz 

(EF2K) enzim ekspresyonu üzerine etkisi 

 

Ökaryotik elongasyon faktörü 2 kinaz (EF2K), pek çok kanser türünde yüksek oranda 

ekpsrese olduğu bilinen bir enzimdir. Çalışmada, öncelikle PANC1 ve MiaPaCa-2 

pankreatik kanser hücre hatlarında, pankreatik kanser mikroçevresinin en önemli hücre 

gruplarından olan pankreatik stellat hücrelerinde (PSC) ve normal pankreas hücre hattında 
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(HPDE) bazal EF2K ekspresyon düzeyleri western blot metodu ile ölçüldü (Şekil 4.2). 

Western blot sonuçlarında görüldüğü üzere, normal pankreas hücre hattı olan HPDE 

hücrelerinde EF2K ekspresyonu yok iken, kanser hücreleri ve stellat hücreleri (PSC) yüksek 

oranda EF2K ekspresyonuna sahiptir (Şekil 4.2). 

 

 

 

Şekil 4.2. Pankreatik kanser hücre hatları (PANC1, MiaPaCa-2), pankreatik stellat hücreleri 

(PSC) ve normal pankreas hücre hattında (HPDE) EF2K ekspresyon düzeylerinin western 

blot metodu ile ölçülmesi 

 

Açlık, besin kıtlığı gibi ekstrem koşullar altında bile kanser hücrelerinin hayatta kalmasında 

önemli role sahip olan EF2K enziminin tümör mikroçevresinde diğer hücrelerin varlığındaki 

ekspresyon düzeyi ve rolü henüz bilinmemektedir. 

 

Bu amaçla, tümör mikroçevresini kültür ortamında taklit edebilmek için, PANC1 ve 

MiaPaCa-2 pankreatik kanser hücre hatları ile THP-1 hücreleri, M0 ve M2 tip makrofajlar 

48 saat boyunca indirekt olarak birlikte kültüre (kokültür) edildi. Bu süre içerisindeki 

hücreler arası etkileşimin PANC-1 ve MiaPaCa-2 hücrelerindeki EF2K ekspresyonuna etkisi 

western blot yöntemiyle değerlendirildi (Şekil 4.3). Ayrıca mikroçevre modellemesi için 

pankreatik stellat hücreleri (PSC) de kullanıldı (Şekil 4.3). 

 

Sonuçlar değerlendirildiğinde, kokültür yapılmayan grubu (kontrol grubu) yüksek EF2K 

ekspresyon düzeyine sahip MiaPaCa-2 hücrelerinde THP-1, M0 ve M2 hücrelerinin varlığı 

ile EF2K düzeyinde herhangi bir değişiklik gözlenmedi. Öte yandan PANC1 ve PSC 

hücrelerinde ise, kokültür yapılmayan (kontrol) hücrelere kıyasla, özellikle M0 ve M2 tip 

makrofajların ortamdaki varlığı ile EF2K ekspresyon düzeyinde ciddi artış meydana geldiği 

görüldü. 
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Şekil 4.3. Pankreatik kanser hücre hatları (PANC1, MiaPaCa-2) ve pankreatik stellat 

hücrelerinin (PSC) THP-1 monosit hücreleri, M0 ve M2 tip makrofajlar ile birlikte kültüre 

edilmesi sonrası hücrelerdeki EF2K ekspresyon değişimlerinin western blot metodu ile 

gösterilmesi. Yükleme kontrolü olarak GAPDH kullanıldı 

 

Bu verilerden sonra, kanser hücresi-mikroçevre arasındaki etkileşimin EF2K ekspresyonuna 

olan etkisini mekanistik olarak aydınlatmak amacıyla PANC1 hücrelerine odaklanıldı ve 

çalışmalar bu hücre hattı ile devam ettirildi. 

 

4.1.3. THP1 hücreleri, M0 ve M2 tip makrofajların ortamdaki varlığının PANC1 

hücrelerinin göç etme (migrasyon) ve invazyon yetenekleri üzerine etkisi 

 

EF2K enziminin kanser hücrelerinin göç etme (migrasyon) ve invazyon yeteneklerini 

arttırdığı bilinmektedir. Bu nedenle, PANC1 hücreleri THP-1, M0 ve M2 hücreleriyle 

indirekt olarak kültüre edilmeden önce (0’ıncı saat) ve kültüre edildikten sonra (24 ve 48’inci 

saat) migrasyon yeteneklerini değerlendirmek amacıyla fotoğraflandı (Şekil 4.4A). PANC1 

hücreleri M0 ve M2 tip makrofajlarla indirekt olarak kültüre edildiğinde, PANC1 

hücrelerinin migrasyon yeteneklerinin arttığı açık bir şekilde görüldü. 

 

Kokültür sonrası hücrelerin invazyon özelliklerindeki değişiklikleri incelemek amacıyla 

matrijel invazyon testi yapıldı ve hücre fotoğrafları şekil 4.4B’de gösterildi (Şekil 4.4B). 

Ortamda M0 ve M2 hücrelerinin varlığının, PANC1 hücrelerinin invazif yeteneğini arttırdığı 

görüldü. Alan başına düşen hücreler sayıldı ve sonuçlar (%) invazyon şeklinde kantifiye 

edilerek istatistiksel olarak analiz edildi (Şekil 4.4C).  
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Grafiğe bakıldığında, PANC1 hücrelerinin M0 ve M2 hücreleriyle indirekt olarak kültüre 

edilmesinin hücre invazyonunu istatistiksel olarak anlamlı şekilde arttırdığı görüldü (Şekil 

4.4C). 

 

Ardından, THP-1, M0 ve M2 hücreleriyle birlikte kültüre edilen PANC1 hücrelerinde 

migrasyon ve invazyon ile ilişkili bazı proteinlerin değişimi western blot yöntemiyle 

değerlendirildi (Şekil 4.4D). Sonuçlar incelendiğinde, ortamda M0 ve M2 hücrelerinin 

varlığının hücre invazyonu ve migrasyonu ile ilişkili proteinlerden olan proto-onkojen tirozin 

protein kinaz Src proteinin fosforillenmesine ve dolayısıyla aktifleşmesine (p-Src) neden 

olduğu görüldü.  

 

Diğer yandan beklenildiği üzere, total-Src düzeyinde herhangi bir değişiklik görülmedi. 

Hücre invazyonu ile ilişkili proteinlerden olan integrin beta 1 (integrin β1) protein 

ekspresyonunun da M0 ve M2 hücreleri varlığında arttığı görüldü. 

 

Ayrıca hücre migrasyonu fotoğrafları incelendiğinde (Şekil 4.4A), M0 ve M2 hücreleriyle 

kültüre edilen PANC1 hücrelerinin morfolojik değişime uğradığı, hücre morfolojilerinin 

epitelyal görünümden mezenşimal görünüme değiştiği görüldü. Western blot sonuçlarındaki 

epitelyal-mezenşimal sürecin kritik proteinlerinden olan Snail proteinindeki ekspresyon 

artışı da bu görsel değişikliği doğruladı.  
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Şekil 4.4. PANC1 hücrelerinin THP-1, M0 ve M2 hücreleriyle kokültürünün hücre 

migrasyonu (A) ve invazyonu üzerine etkisi (B, C). Hücre migrasyonu, ve invazyonu ile 

ilişkili proteinlerin ekspresyon düzeyindeki değişimlerin western blot ile incelenmesi (D). 

Yükleme kontrolü olarak beta aktin (β-aktin) kullanıldı. p-Src: fosfo Src, t-Src: total Src. 

Gruplar arasındaki istatistiksel anlamlılık için tek yönlü varyans analizi (one-way ANOVA) 

ile Tukey çoklu karşılaştırma (post-hoc) testi kullanıldı. *Tek başına PANC1 hücrelerine 

kıyasla kokültür gruplarının istatistiksel anlamlılığını temsil etmektedir. **p≤0,01 
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4.2. Kokültür Ortamındaki Eksozomların PANC1 Hücreleri Üzerine Etkileri 

 

PANC1 hücrelerinin THP-1, M0 ve M2 hücreleri ile birlikte kültüre edilmesi sonrası, 

PANC1 hücrelerinde EF2K ekspresyon artışı ile birlikte hücrelerin koloni oluşturma, 

migrasyon ve invazyon yeteneklerinde artışa sebep olduğu bulundu. Bu verilerden sonra, bu 

etkilerin kokültür ortamındaki eksozomlar aracılığıyla olup olmadığını incelemek amacıyla 

eksozom deneyleri gerçekleştirildi. 

 

4.2.1. THP-1, M0 ve M2 hücrelerinden izole edilen eksozomların sayı ve boyut 

bakımından kantifiye edilmesi 

 

Eksozom deneyleri için öncelikle THP-1, M0 ve M2 hücrelerinden eksozomlar izole edildi. 

Eksozom boyutu ve konsantrasyonları nanosight ile kantifiye edildi (Şekil 4.5). 
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Şekil 4.5. THP-1 hücreleri (A), M0 tip (B) ve M2 tip (C) makrofajlardan izole edilen 

eksozomların konsantrasyon ve boyutlarının nanosight ile ölçümü 
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4.2.2. THP-1 hücreleri, M0 ve M2 hücreleri kaynaklı eksozomların PANC1 

hücrelerinde EF2K protein ekspresyonu üzerine etkilerinin incelenmesi  

 

Ardından, monositik hücreler ve makrofajlardan izole edilen eksozomlar PANC1 hücrelerine 

(1x108 eksozom/kuyu) uygulandı ve PANC1 hücreleri bu eksozomlara 48 saat boyunca 

maruz bırakıldı. EF2K protein ekspresyon düzeylerindeki değişimler western blot ile 

incelendi (Şekil 4.6).  

 

Sonuç olarak, PANC1 hücrelerinin THP-1 hücreleri, M0 ve M2 hücrelerinden kaynaklı 

eksozomlara maruziyetinin eksozom uygulanmamış kontrol grubuna kıyasla EF2K 

ekspresyonunda artışa neden olduğu görüldü.  

 
 

Şekil 4.6. THP-1 hücreleri, M0 ve M2 tip makrofajlardan izole edilen eksozomların PANC1 

hücreleriyle 48 saat muamelesi sonrası EF2K ekspresyon düzeyi değişimleri 

 

4.2.3. THP-1 hücreleri, M0 ve M2 hücreleri kaynaklı eksozomların PANC1 

hücrelerinin göç etme (migrasyon) ve invazyon yetenekleri üzerine etkisi 

 

THP-1, M0 ve M2 hücrelerinin EF2K indüksiyonuna sebep olduğu gösterildikten sonra 

eksozomların hücre migrasyonu ve invazyonu üzerine etkileri incelendi (Şekil 4.7). Kokültür 

sonuçlarına benzer şekilde, PANC1 hücrelerinin M0 ve M2 hücreleri kökenli eksozomlara 

maruziyetinin hücrelerin migrasyon (Şekil 4.7A) ve invazyon (4.7B ve C) yeteneklerinde 

artışa neden olduğu görüldü. 
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Şekil 4.7. PANC1 hücrelerinin THP-1 hücreleri, M0 ve M2 tip makrofajlardan izole edilen 

eksozomlarla muamele edilmesinin hücre migrasyonu (A) ve invazyonu üzerine etkisi (B, 

C). Gruplar arasındaki istatistiksel anlamlılık için tek yönlü varyans analizi (one-way 

ANOVA) ile Tukey çoklu karşılaştırma (post-hoc) testi kullanıldı.  *Tek başına PANC1 

hücrelerine kıyasla eksozom uygulanan grupların istatistiksel anlamlılığını temsil 

etmektedir. ***p≤ 0,001; ****p≤0,0001 
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4.3. EF2K Proteini ile Mikroçevre Proteinlerinden Olan Monosit Kemoatraktan 

Protein-1 (MCP-1) Arasındaki İlişkinin Değerlendirilmesi 

 

4.3.1. THP-1, M0 ve M2 hücrelerinin MCP-1 üzerine etkilerinin incelenmesi 

 

Monosit kemoatraktan proteini (MCP-1 ya da CCL2) tümör mikroçevresinde ağırlıklı olarak 

kanser hücrelerinden salınmaktadır ve bu protein monositleri tümör mikroçevresine çekerek, 

onların makrofajlara farklılaşmasında rol almaktadır. Kanser hücreleri yüksek miktarda 

MCP-1 salınımı yaparken, monositik hücreler ve makrofajlar da bu proteinin reseptörü olan 

CCR2 reseptörünü yüksek düzeyde eksprese etmektedir.  

 

İlk bulgulara göre, ortamda makrofajların varlığı PANC1 hücrelerinde eksozomlar 

aracılığıyla EF2K ekspresyonu artışına sebep olmakta ve bu EF2K artışı ile birlikte 

hücrelerde migrasyon ve invazyon gibi agresif tümör özellikleri artmaktadır. Bu bulgulara 

dayanarak, mikroçevre modelini yansıtmak amacıyla kullanılan kokültür deneyine ait 

besiyerinde ve PANC1 hücrelerindeki MCP-1 düzeyinin ölçülmesi ve MCP-1 ile EF2K 

arasında bir ilişki olup olmadığının incelenmesi amaçlandı.  

 

Bu amaçla, PANC1 hücrelerinin THP-1 hücreleri, M0 ve M2 tip makrofajlar ile 48 saat 

boyunca birlikte kültüre edilmesinden sonra ortamdaki besiyeri toplandı ve ELISA testi ile 

MCP-1 düzeyi ölçümü için kullanıldı.  

 

Öncelikle THP-1 hücreleri, M0 ve M2 tip makrofajlardan salınan MCP-1 düzeyleri ölçüldü 

ve Şekil 4.8A’da gösterildi. Grafikte görüldüğü üzere, THP-1 hücreleri ve M0 tip 

makrofajlardan neredeyse hiç MCP-1 proteini salınmazken, hücreler pro-tümörijenik 

özellikteki M2 tip makrofajlara farklılaştırıldığında görece yüksek düzeyde MCP-1 

salgılama özelliği kazandı (Şekil 4.8A). Daha sonra, tek başına PANC1 hücreleri ve bu 

hücrelerin THP-1, M0 ve M2 hücreleriyle kokültürü sonrası MCP-1 düzeyleri ölçüldü ve 

sonuçlar Şekil 4.8B’de verildi. PANC1 hücreleri tek başına (kokültür yapılmadan da) yüksek 

MCP-1 düzeyine sahipken, hücreler M0 ve M2 tip makrofajlarla kokültür yapıldığında 

ortamdaki MCP-1 düzeylerinin istatistiksel olarak anlamlı düzeyde arttığı görüldü (Şekil 

4.8B). 



58 

 

 

 

Şekil 4.8. THP-1 hücreleri, M0 ve M2 tip makrofajlardan salınan MCP-1 düzeyleri (A). 

PANC1 hücrelerinin THP-1, M0 ve M2 hücreleriyle kokültürü sonrası ortamdaki MCP-1 

düzeylerindeki değişimler (B). Gruplar arasındaki istatistiksel anlamlılık için tek yönlü 

varyans analizi (one-way ANOVA) ile Tukey çoklu karşılaştırma (post-hoc) testi kullanıldı.  

*Tek başına PANC1 hücrelerine kıyasla kokültür gruplarının istatistiksel anlamlılığını temsil 

etmektedir. ****p≤0,0001 

 

Ardından, kokültür sonrası PANC1 hücrelerindeki hücresel MCP-1 düzeyi western blot ile 

analiz edildi ve sonuçlar şekil 4.9’da verildi. Sonuçlara bakıldığında, PANC1 hücreleri M0 

ve M2 tip makrofajlara farklılaştırıldığında ELISA sonuçlarıyla uyumlu olarak, hücresel 

MCP-1 düzeyinin arttığı bulundu (Şekil 4.9).  

 

       

 

Şekil 4.9. THP-1, M0 ve M2 hücreleriyle kokültür yapılan PANC1 hücrelerinde MCP-1 

ekspresyonunun western blot ile incelenmesi. Yükleme kontrolü olarak GADPH kullanıldı 
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4.3.2. MCP-1 peptidi uygulanmasının PANC1 hücrelerinde EF2K protein 

ekspresyonu üzerine etkisinin incelenmesi 

 

PANC1 hücrelerinin M0 ve M2 makrofajlarla kokültürü sonrası EF2K ekspresyonu artışı ve 

bu koşullarda hücresel ve ortamdaki MCP-1 düzeyinin artışı bulgularından sonra, MCP-1 

peptidinin doğrudan EF2K ekspresyonunu indükleyip indüklemediğini incelemek amacıyla 

PANC1 hücreleri farklı MCP-1 konsantrasyonları (25, 50 ve 100 ng/ml) ile farklı sürelerde 

(6 ve 24 saat) muamele edildi. Tedavi süresi sonrası hücrelerdeki EF2K ekspresyon düzeyi 

değişimini gözlemlemek amacıyla western blot yapıldı. Sonuçlar değerlendirildiğinde, 6 

saatlik MCP-1 muamelesi sonrası sadece yüksek konsantrasyonda (100 ng/ml) hücrelerde 

EF2K artışı meydana gelirken, 24 saat sonunda 25 ve 50 ng/ml konsantrasyonlarında 

kontrole kıyasla ciddi düzeyde EF2K artışı saptandı (Şekil 4.10). 

 

 

 

Şekil 4.10. PANC1 hücrelerine 6 ve 24 saat boyunca üç farklı konsantrasyonda (25, 50 ve 

100 ng/ml) MCP-1 uygulanmasının EF2K ekspresyonu üzerine etkisi. 0 ng/ml MCP-1 

uygulanmayan kontrol grubunu ifade etmektedir. GAPDH yükleme kontrolü olarak 

kullanıldı 

 

4.3.3. MCP-1 peptidi uygulanmasının PANC1 hücrelerinde hücre proliferasyonu, 

koloni oluşturma yeteneği ve hücre migrasyonu üzerine etkisi 

 

MCP-1 peptidi uygulanmasının PANC1 hücrelerindeki uzun süreli etkisini değerlendirmek 

amacıyla koloni oluşturma testi gerçekleştirildi. Bu amaçla hücreler 4 farklı MCP-1 

konsantrasyonu (12,5-100 ng/ml) ile 14 gün boyunca muamele edildi. 
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14 gün sonunda oluşan koloniler fotoğraflandı ve koloni yoğunluğu baz alınarak kantifiye 

edildi. Sonuçlar Şekil 4.11’de verildi.  

Şekilde görüldüğü üzere, görece düşük MCP-1 konsantrasyonları (12,5 ve 25 ng/ml) 

hücrelerin koloni oluşturabilme yeteneklerini arttırken, daha yüksek konsantrasyonlarda bir 

fark gözlenmedi (Şekil 4.11). 

 

 
 

Şekil 4.11. PANC1 hücrelerinin MCP-1 uygulaması sonucu koloni oluşturabilme 

yetenekleri. Hücreler 14 gün boyunca 4 farklı MCP-1 konsantrasyonu (12,5-100 ng/ml) 

varlığında kültüre edildi. 0 ng/ml MCP-1 uygulanmayan kontrol grubunu ifade etmektedir 

 

Koloni oluşturma testi sonuçlarına göre görece düşük konsantrasyonlarda (12,5 ve 25 ng/ml) 

koloni sayısında artış görüldüğünden, aynı test daha düşük dozlarla tekrarlandı ve sonuçlar 

Şekil 4.12’de verildi. İlk sonuçlarla uyumlu olarak, düşük dozlarda MCP-1 uygulanmasının 

hücrelerin koloni oluşturma yeteneğini arttırdığı görüldü (Şekil 4.12). 
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Şekil 4.12. PANC1 hücrelerinin MCP-1 uygulaması sonucu koloni oluşturabilme 

yetenekleri. Hücreler 14 gün boyunca 3 farklı MCP-1 konsantrasyonu (5-25 ng/ml) 

varlığında kültüre edildi. 0 ng/ml MCP-1 uygulanmayan kontrol grubunu ifade etmektedir. 

*MCP-1 uygulanmayan kontrol hücrelerine (0 ng/ml) kıyasla MCP-1 uygulanan grupların 

istatistiksel anlamlılığını temsil etmektedir. *p≤0,05; **p≤0,01; ***p≤0,001 

 

PANC1 hücrelerinde 24 saatlik MCP-1 uygulanmasının görece düşük konsantrasyonlarda 

EF2K ekspresyonu artışına neden olmasının ardından, düşük konsantrasyonlardaki MCP-1 

peptidi uygulanmasının hücre canlılığı üzerine etkisini değerlendirmek amacıyla 

kolorimetrik bir canlılık testi olan MTS (3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-5-(3-

karboksimetoksifenil)-2-(4-sülfofenil)-2H-tetrazolyum) testi gerçekleştirildi.  

 

Elde edilen optik dansite (OD) değerleri kullanılarak (%) hücre canlılıkları hesaplandı ve 

sonuçlar şekil 4.13’te verildi. PANC1 hücreleri 5, 10 ve 25 ng/ml MCP-1 peptidiyle 48 saat 

boyunca muamele edildiğinde hücre canlılıklarında istatistiksel olarak artışlar olduğu 

bulundu (Şekil 4.13). 
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Şekil 4.13. PANC1 hücrelerine 48 saatlik MCP-1 (1,25-50 ng/ml) uygulaması sonucu 

hücrelerin proliferasyon özelliklerindeki değişikliklerin MTS testi ile değerlendirilmesi. 0 

ng/ml MCP-1 uygulanmayan kontrol grubunu ifade etmektedir. Gruplar arasındaki 

istatistiksel anlamlılık için tek yönlü varyans analizi (one-way ANOVA) ile Tukey çoklu 

karşılaştırma (post-hoc) testi kullanıldı.  *MCP-1 uygulanmayan kontrol hücrelerine (0 

ng/ml) kıyasla MCP-1 uygulanan grupların istatistiksel anlamlılığını temsil etmektedir. 

*p≤0,05; ***p≤0,001 

 

Ayrıca MCP-1 peptidi ile tedavi sonrası PANC1 hücrelerinin migrasyon yeteneklerindeki 

değişiklik migrasyon testi ile incelendi (Şekil 4.14). Sonuçlar değerlendirildiğinde, MCP-1 

peptidi uygulanması sonrası hücrelerin migrasyon yeteneklerinde kısmi bir artış meydana 

geldiği görüldü (Şekil 4.14). 
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Şekil 4.14. PANC1 üç farklı konsantrasyonda (25, 50 ve 100 ng/ml) MCP-1 uygulanmasının 

hücre migrasyonu üzerine etkisi. 0 ng/ml MCP-1 uygulanmayan kontrol grubunu ifade 

etmektedir 

 

Ayrıca, MCP-1 uygulaması sonrası hücrelerde invazyon ve migrasyon süreçlerinde rol alan 

proteinlerden olan Src ve mitojenle aktifleşen protein kinaz olan MAPK proteinin 

fosforillenmiş formu western blot ile incelendi. Ek olarak, anjiyogenez sürecinin önemli 

proteinlerinden olan vasküler endotelyal büyüme faktörü reseptörü VEGFR proteinin 

ekspresyon düzeyi değişiklikleri de değerlendirildi ve sonuçlar Şekil 4.15’te verildi.  

 

MCP-1 uygulanması sonrası, özellikle EF2K ekspresyonunun da arttığı 25 ve 50 ng/ml 

konsantrasyonlarında Src ve Erk proteinlerinin fosforile formlarının (p-Src ve p-Erk) ve 

VEGFR proteinin ekspresyon düzeylerinin MCP-1 uygulanmayan kontrol grubuna göre (0 

ng/ml) önemli düzeyde arttığı görüldü (Şekil 4.15). 
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Şekil 4.15. MCP-1 uygulaması sonrası PANC1 hücrelerinde migrasyon, invazyon ve 

anjiyogenez ile ilişkili proteinlerin ekspresyon düzeylerinin western blot metodu ile 

incelenmesi. Yükleme kontrolü olarak GAPDH kullanıldı 

 

4.4. EF2K Protein Overekspresyonunun MCP-1 Protein Ekspresyonu Üzerine 

Etkisinin İncelenmesi 

 

Bu zamana kadar elde edilen verilere göre, kültür ortamındaki makrofajların varlığının 

PANC1 hücrelerinde EF2K ekspresyon artışına ve besiyerinde salınmış MCP-1 protein 

artışına sebep olduğu görüldü. Ardından, hücrelerdeki EF2K artışına MCP-1 proteininin yol 

açıp açmadığını incelemek amacıyla hücreler MCP-1 proteini ile muamele edildi ve EF2K 

ekspresyonunda artış bulundu. Dolayısıyla tümör mikroçevresinin önemli proteinlerinden 

biri olan MCP-1 proteininin hücrelerde EF2K ekspresyonunu arttırarak hücre 

proliferasyonunu ve migrasyonunu arttırdığı bulundu. 

 

Bu verilere dayanarak, artan EF2K ekspresyonunun da MCP-1 proteinin artışına sebep olup 

olmadığını incelemek amacıyla PANC1 hücrelerinde EF2K proteini lentiviral olarak 

overeksprese edildi ve MCP-1 düzeyi western blot metodu ile analiz edildi (Şekil 4.16). 

Sonuç olarak, hücrelerde EF2K overeksprese edildiğinde hücresel MCP-1 düzeyinin de 

arttığı görüldü. Dolayısıyla EF2K ve MCP-1 arasında çift yönlü bir etkileşim olduğu görüldü. 
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Şekil 4.16. EF2K overeksprese edilen PANC1 hücrelerindeMCP-1 protein ekspresyon 

düzeyinin western blot ile incelenmesi. Herhangi bir proteini hedeflemeyen vektör 

çalışmanın kontrolü olarak kullanıldı (Kontrol vektör). GAPDH yükleme kontrolü olarak 

kullanıldı 

 

4.5. MCP-1 Proteinin THP-1 Makrofajları Üzerine Etkisi  

 

Literatür bilgilerine göre MCP-1 proteininin tümör mikroçevresinde kemoatraktan rol 

oynayarak monositleri tümöre çektiği ve pro-tümörijenik makrofajlara farklılaşmasında rol 

aldığı bilinmektedir. Bu bilgiye dayanarak, ortamdaki MCP-1 varlığının THP-1 hücrelerinin 

farklılaşması üzerine olan etkisini değerlendirmek amacıyla THP-1 hücreleri 50 ng/ml 

konsantrasyonundaki MCP-1 ile 48 saat boyunca muamele edildi ve pro-tümörijenik 

makrofaj markırı olan CD206 protein ekspresyonu western blot ile incelendi (Şekil 4.17). 

 

       
 

Şekil 4.17. THP-1 hücrelerinin PMA, PMA+IL4+IL13 ve MCP-1 ile muamelesi sonrası pro-

tümörijenik makrofaj markırı olan CD206 ekspresyonunun western blot ile belirlenmesi. 

Beta aktin (β-aktin) yükleme kontrolü olarak kullanıldı 
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4.6. Pankreatik Kanser Hücrelerinin ve Makrofajların EF2K İnhibisyonu ile 

Hedeflenmesi 

 

4.6.1. EF2K inhibisyonunun hücrelerin koloni oluşturma yetenekleri üzerine etkisi 

 

EF2K enziminin hücrelerin koloni oluşturabilme yeteneği üzerine etkisini değerlendirmek 

amacıyla koloni oluşturma testi (koloni formasyon testi) gerçekleştirildi. Bu amaçla PANC1 

hücreleri 6 kuyucuklu pleytlere ekildikten sonra 50 nM konsantrasyonda EF2K siRNA’sı ile 

transfekte edildi.  

 

Kontrol olarak tedavi uygulanmayan grup ve herhangi bir mRNA’yı hedeflemeyen bir 

kontrol siRNA’sı kullanıldı. 14 gün inkübasyon sonrası koloniler boyandı ve fotoğraflandı. 

Sonuçlar Şekil 4.18’de verildi. EF2K inhibisyonu sonrası PANC1 hücrelerinin koloni 

oluşturabilme yeteneklerinin önemli düzeyde baskılandığı gözlendi. 

 

 

 
Şekil 4.18. EF2K siRNA uygulaması sonrası PANC1 hücrelerinin koloni oluşturma 

yeteneklerinin koloni formasyon testi ile ölçümü. Kullanılan fotoğraflar en az üç bağımsız 

çalışmayı temsil etmektedir. Kontrol; tedavi uygulanmamış grup, Knt siRNA; kontrol siRNA 
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4.6.2. EF2K inhibisyonunun hücrelerin metastatik yetenekleri üzerine etkisi 

 

EF2K inhibisyonunun metastatik sürece olan etkisini değerlendirmek amacıyla migrasyon 

ve invazyon testleri gerçekleştirildi (Şekil 4.19). Sonuçlar değerlendirildiğinde, EF2K 

inhibisyonunun hücre migrasyonu ve invazyonunda azalmaya yol açtığı görüldü (Şekil 4.19). 

 

 

Şekil 4.19. EF2K siRNA uygulaması sonrası PANC1 hücrelerinin migrasyon (A) 

yeteneklerinin incelenmesi 
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Şekil 4.19. EF2K siRNA uygulaması sonrası PANC1 hücrelerinin invazyon (B ve C) 

yeteneklerinin incelenmesi.  Gruplar arasındaki istatistiksel anlamlılık için tek yönlü varyans 

analizi (one-way ANOVA) ile Tukey çoklu karşılaştırma (post-hoc) testi kullanıldı.  *siRNA 

uygulanmayan kontrol hücrelerine kıyasla siRNA uygulanan grupların istatistiksel 

anlamlılığını temsil etmektedir. *p≤0,05; ****p≤0,0001 

 

4.6.3. EF2K inhibisyonunun protein ifadelerine etkisi 

 

EF2K inhibisyonunun MCP-1 protein ekspresyonu üzerine etkisini değerlendirmek amacıyla 

western blot analizi gerçekleştirildi. PANC1 hücreleri 100 nM konsantrasyonda EF2K 

siRNA’sı ile 48 saat inkübe edildikten sonra MCP-1 ekspresyonundaki değişimler western 

blot ile incelendi ve sonuçlar şekil 4.19’da verildi. Sonuçlar değerlendirildiğinde, EF2K 

inhibisyonunun PANC1 hücrelerinde MCP-1 protein ekspresyonunda azalmaya neden 

olduğu görüldü (Şekil 4.20).  
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MCP-1 proteini varlığında ekspresyonunda artış bulunan p-Src proteinin de EF2K 

inhibisyonu ile azaldığı bulundu. Ayrıca invazyon sürecinde rol alan proteinlerden olan 

integrin beta protein ekspresyonunda da EF2K inhibisyonu ile azalma olduğu gözlendi (Şekil 

4.20). 

 

 

Şekil 4.20. EF2K siRNA uygulaması sonrası PANC1 hücrelerindeki protein ekspresyon 

değişimlerinin western blot metodu ile belirlenmesi 

 

4.6.4. EF2K inhibisyonunun kemoterapi yanıtına etkisinin incelenmesi 

 

En düşük sağ kalım oranına sahip pankreatik kanserin tedavisinde en yaygın olarak 

kullanılan kemoterapötik ajan gemsitabindir. Ancak hastaların büyük çoğunluğunda bir süre 

sonra gelişen ilaca direnç nedeniyle hedeflenen etkin tedavi sağlanamamaktadır. Bu nedenle, 

gemsitabinin etkinliğini arttırmak amacıyla EF2K siRNA’sı ile kombine olarak kullanıldı ve 

siRNA kullanımının hücrelerin gemsitabine olan yanıtını değiştirip değiştirmediği MTS 

canlılık testi ile değerlendirildi. Öncelikle hücrelerde tek başına gemsitabin ve siRNA 

(kontrol ve EF2K siRNA) kullanımlarının hücre canlılığı üzerine etkileri incelendi (Şekil 

4.21).  Tek başına EF2K siRNA kullanımının hücre canlılığında azalmaya neden olmazken 

(Şekil 4.21A), görece yüksek dozlardaki (3,13-12,5 µM) gemsitabinin hücre canlılığında 

yaklaşık %50’lik bir azalmaya neden olduğu gözlendi (4.21B). 
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Şekil 4.21. PANC1 hücrelerinin 7 farklı doz gemsitabin (0,20-12,5 µM) ile 96 saat boyunca 

muamelesi sonrası (%) hücre canlılığı grafiği (A). Hücrelerin 50 nM konsantrasyondaki 

kontrol siRNA’sı ve EF2K siRNA’sı ile transfeksiyonu sonrası hücre canlılığı grafiği (B). 

Gruplar arasındaki istatistiksel anlamlılık için tek yönlü varyans analizi (one-way ANOVA) 

ile Tukey çoklu karşılaştırma (post-hoc) testi kullanıldı.  *Gemsitabin uygulanmayan kontrol 

hücrelerine (0 µM) kıyasla MCP-1 uygulanan grupların istatistiksel anlamlılığını temsil 

etmektedir. **p≤0,01; ****p≤0,0001 

 

Ardından, gemsitabinin her bir dozu ile (0,20-12,5 µM) ile 50 nM konsantrasyondaki kontrol 

siRNA’sı ve EF2K siRNA’sı ayrı ayrı kombine edildi. Bu amaçla, hücreler ekildikten 1 gün 

sonra kontrol veya EF2K siRNA’sı ile 24 saat transfeksiyon yapıldı. 24 saatin sonunda 

belirtilen dozlardaki gemsitabinler ile tedavi uygulandı ve hücreler 72 saat boyunca inkübe 

edildikten sonra MTS testi gerçekleştirildi. MTS testi sonucunda elde edilen O.D değerleri 

ile çizilen % canlılık grafikleri Şekil 4.22’de verildi. 

Grafikte görüldüğü üzere, gemsitabin kontrol siRNA’sı ile kombine kullanımına kıyasla, 

EF2K siRNA’sı ile birlikte kullanıldığında özellikle düşük dozlarda hücre canlılığında 

azalmaya neden oldu. Ardından, Şekil 4.21A ve B’de verilen grafikler birlikte oluşturuldu 

ve EF2K siRNA’sı kullanımıyla hücre canlılığında meydana gelen azalmalar tek bir grafikte 

gösterildi (Şekil 4.23). EF2K siRNA’sı özellikle düşük doz gemsitabin ile kombine 

edildiğinde (0,20-0,78) hücre canlılıklarında istatistiksel olarak anlamlı azalmalar bulundu 
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Şekil 4.22. PANC1 hücrelerinin 7 farklı doz gemsitabin (0,20-12,5 µM) ile kombine olarak 

kontrol siRNA’sı (A) ve EF2K siRNA’sı (B) ile 96 saat boyunca muamelesi sonrası (%) 

hücre canlılığı grafiği. Gruplar arasındaki istatistiksel anlamlılık için tek yönlü varyans 

analizi (one-way ANOVA) ile Tukey çoklu karşılaştırma (post-hoc) testi kullanıldı.  

*Gemsitabin uygulanmayan kontrol hücrelerine (0 µM) kıyasla MCP-1 uygulanan grupların 

istatistiksel anlamlılığını temsil etmektedir. *p≤0,05; ***p≤0,001; ****p≤0,0001 

 

 

Şekil 4.23. PANC1 hücrelerinin kontrol siRNA / EF2K siRNA’sı ile 24 saat 

transfeksiyonunun ardından gemsitabine 72 saat maruziyeti sonrası oluşturulan (%) hücre 

canlılığı grafiği. Gruplar arasındaki istatistiksel anlamlılık için iki yönlü varyans analizi 

(two-way ANOVA) ile Sidak çoklu karşılaştırma (post-hoc) testi kullanıldı.  

*Gemsitabin+kontrol siRNA ile tedavi edilen gruplara kıyasla gemsitabin+EF2K siRNA’sı 

uygulanan grupların istatistiksel anlamlılığını temsil etmektedir. **p≤0,01; ****p≤0,0001 
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4.6.5. EF2K enzimi inhibisyonunun M0 ve M2 makrofajlar üzerinde incelenmesi 

 

Tümör mikroçevresinde yer alan monosit ve makrofajların MCP-1 proteininin reseptörü olan 

CCR2 reseptörünü tümör hücrelerine kıyasla oldukça yüksek oranda eksprese ettikleri 

bilinmektedir. Bu nedenle, çalışmada bu hücrelerde MCP-1/CCR2 sinyal yolağınının EF2K 

inhibisyonu ile hedeflenmesi amaçlandı. Bu amaçla monositik THP-1 hücreleri M0 ve M2 

tip makrofajlara farklılaştırıldıktan sonra 100 nM konsantrasyondaki kontrol siRNA’sı ve 

EF2K siRNA’sı ile transfekte edildi. 48 saatin sonunda EF2K ve CCR2 protein 

ekspresyonları western blot ile incelendi (Şekil 4.24). THP-1 hücreleri kültür ortamında 

süspanse olarak büyüdüğünden, bu hücrelerin transfekte edilmesi oldukça zorlu ve 

transfeksiyon verimi oldukça düşük olduğundan bu hücreler bu deney kapsamında 

kullanılmadı. Şekil 4.24 incelendiğinde, her iki hücre grubunda da EF2K inhibisyonunun 

CCR2 protein ekspresyonunu tamamen ortadan kaldırdığı görüldü (Şekil 4.24). Sonuç olarak 

EF2K inhibisyonunun MCP-1/CCR2 sinyal yolağını baskıladığı görüldü. 

 
 

Şekil 4.24. M0 ve M2 tip makrofajların 100 nM konsantrasyonundaki EF2K siRNA’sı ile 48 

saat muamelesi sonrasi EF2K ve CCR2 protein ekspresyonlarının western blot ile 

incelenmesi. GAPDH yükleme kontrolü olarak kullanıldı 

 

4.7. EF2K Enzim İnhibisyonunun in vivo Etkilerinin İncelenmesi 

 

EF2K inhibisyonunun PANC1 hücreleri üzerindeki etkilerinden sonra in vivo etkileri 

değerlendirmek amacıyla ortotopik zenograft tümör modeli ile in vivo deneyler 

gerçekleştirildi. 



73 

 

Kontrol ya da EF2K siRNA’sı ile 4 hafta tedavi sonrası tümörler çıkarıldı ve tümör hacimleri 

hesaplanarak Şekil 4.25’te verildi. Grafikte görüldüğü üzere, EF2K siRNA uygulaması 

tümör hacminde kontrol siRNA’sına kıyasla istatistiksel olarak anlamlı bir azalmaya neden 

oldu (Şekil 4.25). 

 

 

 

Şekil 4.25. Atimik dişi nude farelere PANC1 hücreleri enjeksiyonu sonrası kontrol ve EF2K 

siRNA’ları ile 4 hafta boyunca tedavi sonucu tümör hacimleri. siRNA’lar in vivo uygulama 

için DOPC nanolipozomal partiküller içerisinde hazırlanarak uygulandı. NL: Nanolipozomal  

 

Çıkarılan tümör dokularından immünohistokimyasal analizler için kesitler alındı ve bu 

kesitler hematoksilen & eozin ile boyanarak dokuların tümör dokusu oldukları doğrulandı 

(Şekil 4.26). 

Ardından, hücre proliferasyonunda azalma olup olmadığını göstermek amacıyla Ki-67 

boyaması yapıldı ve sonuçlar şekil 4.27’de verildi. Kontrol siRNA uygulanan gruptaki 

kahverengi noktalar prolifere olan hücrelerin varlığını gösterirken, EF2K siRNA’sı 

uygulaması sonrası bu hücrelerin sayısının büyük oranda azaldığı görüldü (Şekil 4.27). 

 



74 

 

 
 

Şekil 4.26. Kontrol siRNA ve EF2K siRNA’sı uygulanan tümör dokularının hematoksilen & 

eozin ile boyama görüntüleri. Fotoğraflar 4X büyütme ile çekildi 

 

 

 

Şekil 4.27. Kontrol siRNA ve EF2K siRNA’sı uygulanan tümör dokularının Ki-67 ile 

boyama görüntüleri. Fotoğraflar 10X büyütme ile çekildi 

 

EF2K uygulaması sonrası PANC1 hücrelerinde MCP-1 inhibisyonunu gösteren in vitro 

veriler, tümör dokularıyla çalışılan western blot analizi ile doğrulandı (Şekil 4.28A). In vivo 

olarak uygulanan EF2K siRNA’sının büyük oranda MCP-1 inhibisyonuna neden olduğu 

görüldü (Şekil 4.28A).  
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Ayrıca kontrol ve EF2K siRNA’sı uygulaması sonrası doku kesitleri M2 tip makrofaj 

infiltrasyonu için F4/80 antikoru ile boyanarak immünohistokimyasal olarak analiz edildi 

(Şekil 4.28B). Şekilde görüldüğü üzere, EF2K siRNA uygulaması sonrası tümöre infiltre 

olan M2 tip makrofaj sayısında azalma olduğu izlendi (Şekil 4.28B). 

 

 
 

Şekil 4.28. Kontrol siRNA ve EF2K siRNA’sı uygulanan tümör dokularında EF2K ve MCP-

1 protein ekspresyonlarının western blot ile incelenmesi (A). Doku kesitlerinin M2 tip 

makrofaj infiltrasyonu markırı olan F4/80 antikoru ile boyanması (B). Fotoğraflar 10X 

büyütme ile çekildi 
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5. TARTIŞMA ve SONUÇ 

 

5 yıllık sağ kalım oranı yaklaşık %5 olan pankreas kanseri oldukça agresif bir malignansi 

olup, tüm kanserler arasında en öldürücü olanlardan biridir (Crane ve ark. 2004, Long ve 

ark., 2011). Tanı konduktan sonra ortalama yaşam süresi mevcut tedavi yöntemleriyle 

yaklaşık 6 aydır. Dolayısıyla pankreas kanserinin şu anda etkin bir tedavisi yoktur. 

Geleneksel olarak pankreatik kanser tedavi yöntemleri kanser hücrelerine karşıdır ve 

hastaların ortalama 6 aylık yaşama süresinden de anlaşılacağı gibi bu yöntemlerin başarılı 

olmadığı açıktır. 

 

Son yıllarda yapılan çalışmalarla, yalnızca karsinoma hücrelerinin değil, tümör 

mikroçevresinin de tedavideki başarısızlığa aracılık ettiği ortaya konmuştur (Fujita ve ark. 

2010, Miyamoto ve ark. 2004). Bu nedenle son yıllarda tümör hücrelerinin yanı sıra tümör 

mikroçevresininin de (stromal hücrelerin) de hedeflenmesinin başarılı olacağı düşünülmekte 

ve bu konuda çok sayıda çalışma yapılmaktadır. 

 

Pankreas kanseri fibroblastlar, miyofibroblastlar, pankreatik kanser hücreleri, immün 

hücreler gibi hücresel ve ekstraselüler matriks, sitokinler, büyüme faktörleri gibi hücresel 

olmayan komponentlerden oluşan oldukça heterojen bir kanser türüdür (Feig ve ark. 2012). 

İmmün sistem tümörün terapiye yanıtını düzenleyen kompleks mekanizmalarda rol alan 

esansiyel oyunculardan biridir. Yüksek düzeyde plastisite ve multifonksiyonel 

özelliklerinden dolayı “tümörle ilişkili makrofajlar (Tumor Associated Macrophages, TAM) 

pankreatik tümörün tedaviye duyarlılık ya da direncini düzenleyen en önemli hücre 

gruplarındandır (Belgiovine ve ark. 2016). Terapi direncine ek olarak bu hücreler solid tümör 

gelişimi ve metastazı süreçlerine de aktif olarak katkı sağlamaktadır (Pollard 2004). Bu 

nedenle pankreatik kansere karşı efektif bir tedavi rejimi geliştirebilmek için pankreatik 

kanserin gelişiminden ve terapi direncinden sorumlu olan immün ve inflamatuvar yanıtları 

da hedefleyen tedavi stratejileri geliştirilmelidir.  

 

Ökaryotik elongasyon faktörü 2 kinaz (EF2K) enzimi kanser sürecinde proliferasyon, kanser 

hücrelerinin hayatta kalması, tümörijenez, invazyon, hastalığın ilerlemesi ve ilaç direncinden 

sorumlu bir enzimdir (Tekedereli ve ark. 2012, Hamurcu ve ark. 2016). EF2K enziminin 
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görevi, substratı olan EF2’yi fosforilleyerek protein sentezi sürecinde peptid zincirinin 

uzamasını yavaşlatmaktır (Jorgensen ve ark. 2006). Bu şekilde kanser hücrelerinin ekstrem 

koşullarda bile hayatta kalmasına olanak sağlayan EF2K enziminin pek çok kanser türünde 

upregüle olduğunu ve hızlı prolifere olan malign hücrelerde aktivitesinin arttığını gösteren 

pek çok çalışma mevcuttur (Bagaglio ve Hait 1994, Nilsson ve Nygard 1995, Parmer ve ark. 

1999, Knebel ve ark. 2002). Yapılan çalışmalar EF2K enziminin kanser tedavisinde 

potansiyel bir terapötik hedef olabileceğini ifade etmektedir (Hait ve ark. 2006, Tekedereli 

ve ark. 2012). Ancak literatürde EF2K protein ekspresyonu ve tümör mikroçevresi arasındaki 

ilişkiyi gösteren herhangi bir çalışma bulunmamaktadır.  

 

Bu nedenle bu çalışmada, tümör mikroçevresinin önemli hücre gruplarından biri olan 

makrofajlar ile pankreatik kanser hücreleri arasındaki etkileşimin hem kanser hücreleri hem 

de makrofajlar üzerine etkileri araştırıldı. Çalışmada, her iki hücre grubunu da hedeflemeye 

olanak sağlayacak ortak bir hedef bulunarak pankreatik kanser tedavisi için standart 

tedavilere ek umut verici bir yaklaşım elde edilmesi planlandı.  

 

Çalışmada ilk olarak, kullanılan pankreatik kanser hücre hatları (PANC1 ve MiaPaCa-2), 

pankreatik stellat hücreleri (PSC) ve normal pankreatik duktal epitelyal hücrelerinde (HPDE) 

bazal EF2K protein ekspresyon düzeyi western blot ile incelendi. Daha önce yapılan bir 

çalışmada, meme kanseri hastalarına ait dokularda yüksek EF2K aktivitesi görülürken, 

normal dokularda EF2K aktivitesinin bulunmadığı gösterilmiştir (Chafouleas ve ark. 1981). 

Literatür bilgileriyle uyumlu olarak, bu çalışmada HPDE hücrelerinde hiç EF2K 

ekspresyonu görülmezken, PANC1, MiaPaCa-2 ve PSC hücrelerinde yüksek EF2K 

ekspresyonu görüldü (Şekil 3.2). 

 

Ardından, monositik THP-1 hücreleri ve bu hücrelerden polarize edilen M0 ve M2 tip 

makrofajlar ile PANC1, MiaPaCa-2 ve PSC hücreleri arasındaki indirekt etkileşimin EF2K 

ekspresyonu üzerine bir etkisi olup olmadığını araştırmak için PANC1, MiaPaCa-2 ve PSC 

hücreleri THP-1, M0 ve M2 hücreleri ile birlikte kültüre edildi. Daha sonra THP-1, M0 ve 

M2 hücreleriyle kokültür yapılan PANC1, MiaPaCa-2 ve PSC hücreleri ile western blot 

analizi yapıldı. Sonuç olarak PANC1 ve PSC hücreleri M0 ve M2 tip makrofajlar ile kültüre 
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edildiğinde hücreler arası etkileşim sonucu EF2K ekspresyon düzeylerinde ciddi artış olduğu 

bulundu (Şekil 3.3). 

 

Son yıllarda yapılan pek çok çalışma kültür ortamında tümör hücreleri ile makrofajların 

kokültürü sonrası tümör hücrelerinin migrasyon ve invazyonunun arttırdığını 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 çalışmada da literatür bilgilerini 

destekler şekilde PANC1 pankreatik kanser hücreleri THP-1 hücrelerinden polarize edilen 

M0 ve M2 tip makrofajlarla birlikte kültüre edildiğinde hücre migrasyonu ve invazyonunun 

arttığı görülmüştür (Şekil 3.4). Ayrıca makrofajların kültür ortamında varlığı ile PANC1 

hücrelerinin epitelyal morfolojisinin mezenşimal morfolojiye dönüştüğü ve mezenşimal 

dönüşümün markırlarından olan Snail protein ekspresyonunun arttığı bulunmuştur (Şekil 

3.4). Literatürde de bu bulguyu destekleyen çok sayıda çalışma mevcuttur (Goswami ve ark. 

2005, Bonde ve ark. 2012, Fu ve ark. 2014, Johansson ve ark. 2015, Ma ve ark. 2016).  

 

Tümör hücreleri ve stromal hücreler arasındaki intraselüler ve interselüler iletişim hücre-

hücre etkileşimi, büyüme faktörleri, kemokinler ve proteazları içeren parakrin mekanizmalar 

ve ekstraselüler veziküller ile sağlanmaktadır (Andaloussi ve ark. 2013). Küçük ekstraselüler 

veziküler cisimcikler olarak tanımlanan “eksozomlar” tümör mikroçevresinin en önemli 

bileşenlerinden biridir (Wang ve ark. 2016). Eksozomlar alıcı hücrenin aktivitesini modüle 

etmek amacıyla çeşitli onkojenik proteinleri ve nükleik asitleri transfer ederler ve bu yolla 

tümör büyümesi, gelişimi, metastazı ve ilaç direncinde önemli rol oynarlar (Zhang ve ark. 

2015). Bu bilgilerin ışığında, bu çalışmada, PANC1 hücrelerinin THP-1, M0 ve M2 hücreleri 

ile kokültürü sonrası EF2K ekspresyonundaki artışın eksozomlar kaynaklı olup olmadığı 

incelendi. PANC1 hücreleri THP-1 hücreleri, M0 ve M2 tip makrofajlardan izole edilen 

eksozomlara 48 saat süreyle maruz bırakıldığında PANC1 hücrelerinde eksozomlara maruz 

kalmayan kontrol grubuna kıyasla EF2K ekspresyonunda ciddi bir artış olduğu bulundu 

(Şekil 3.6). Daha sonra eksozomların hücre invazyonu ve migrasyonu üzerine etkileri 

değerlendirildi ve kokültür sonuçlarına benzer şekilde, eksozomların PANC1 hücrelerinde 

hücre migrasyonu ve invazyonunu arttırdığı bulundu (Şekil 3.7). 
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Monosit kemoatraktan protein-1 (MCP-1/CCL2) tümör mikroçevresinde hem kanser 

hücreleri hem de stromal hücreler tarafından üretilen ve monositlerin tümöre çekilmesinde 

en önemli role sahip olan kemokinlerden biridir (Belgiovine ve ark. 2016). MCP-1(CCL2) 

proteininin reseptörü olan CCR2 reseptörü pek çok kanser hücresi ve stromal hücrede 

eksprese edilmektedir. MCP-1(CCL2) proteininin CCR2 reseptörüne bağlanmasıyla 

aktifleşen bu sinyal yolağı pek çok kanser türünde hücre invazyonu ve migrasyonunda 

önemli rol oynamaktadır (Lim ve ark. 2016). 2009 yılında prostat kanseri preklinik 

modellerinde yapılan bir çalışmada, MCP-1 overekspresyonunun artmış zenograft tümör 

büyümesi, artmış makrofaj akümülasyonu ve metastatik süreç ile ilişkili olduğu 

gösterilmiştir (Mizutani ve ark. 2009). Bir başka çalışmada, hepatik miyofibroblastlardan 

salınan MCP-1 proteininin insan hepatoselüler karsinom hücrelerinde hücre migrasyon ve 

invazyonuna doğrudan katkı sağladığı gösterilmiştir (Dagouassat ve ark. 2010). 2013 yılında 

yapılan bir diğer çalışma ise MCP-1 proteinin insan yumurtalık kanseri hücre hattında hücre 

invazyonunu arttırdığını göstermiştir (Furukawa ve ark. 2013). 

 

PANC1 tümör hücreleri ile monosit ve makrofaj hücrelerinin kokültürü yapılarak tümör 

mikroçevresini in vitro olarak modellemeyi hedefleyen bu çalışmada, kokültür deneyi 

sonrası hücrelerin besiyeri toplandı ve makrofajların varlığında MCP-1 proteini salınımında 

değişim olup olmadığı ELISA testi ile incelendi. Sonuçlar değerlendirildiğinde, PANC1 

hücrelerinin M0 ve M2 tip makrofajlarla kültürünün, salınmış MCP-1 düzeylerinde 

istatistiksel olarak anlamlı artışlara (p≤0,0001) neden olduğu bulundu (Şekil 3.8). Ayrıca 

kokültür sonrası PANC1 hücrelerindeki hücresel MCP-1 düzeyleri de western blot ile 

incelendi ve ELISA sonuçları ile uyumlu olarak M0 ve M2 tip makrofajlarla kültüre edilen 

PANC1 hücrelerinde MCP-1 protein ekspresyonunda artış görüldü (Şekil 3.9).  

 

Literatür bilgilerine göre EF2K ve MCP-1 proteinlerinin hücre migrasyonu ve invazyonu 

süreçlerinde rol aldıkları ve böylece agresif tümör gelişimine katkı sağladıkları 

bilinmektedir. Ancak bu iki protein arasında herhangi bir etkileşim olup olmadığına dair 

yapılmış bir çalışma bulunmamaktadır. Bu nedenle, bu çalışmada kokültür sonrası 

ekspresyon düzeyleri artan EF2K ve MCP-1 proteinleri arasında bir etkileşim olup olmadığı 

incelendi. PANC1 hücreleri 4 farklı konsantrasyonda (25-100 ng/ml) MCP-1 ile 6 ve 24 saat 
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boyunca muamele edildi. 6 saat süre sonunda, sadece yüksek konsantrasyonda (100 ng/ml) 

EF2K protein ekspresyon düzeyinde bir artış görülürken, 24 saatlik maruziyet sonrası görece 

düşük konsantrasyonlar olan 25 ve 50 ng/ml konsantrasyonlarında ciddi artışlar olduğu 

gözlendi (Şekil 3.10). MCP-1 proteinin hücrelerin koloni oluşturma ve proliferasyon 

yetenekleri üzerine etkileri incelendiğinde, özellikle 25 ng/ml konsantrasyonunda MCP-1 

uygulamasının hücrelerde koloni oluşumu ve proliferasyonu istatistiksel olarak anlamlı 

şekilde (p≤0,001) arttırdığı görüldü (Şekil 3.12, 3.13). 

 

MCP-1 uygulaması sonrası EF2K ekspresyonu artışını gösteren bu bulgulardan sonra, EF2K 

proteininin artmış ekspresyonunun MCP-1 üzerinde bir etkisi olup olmadığı, bu iki protein 

arasında karşılıklı olarak bir etkileşim olup olmadığı araştırıldı. Bu amaçla, PANC1 

hücrelerinde lentiviral vektör kullanılarak EF2K proteini overeksprese edildi ve bu 

hücrelerde hücresel MCP-1 düzeyi western blot ile incelendi. Western blot sonuçlarına göre, 

EF2K proteinini overeksprese eden hücrelerin MCP-1 proteinini de yüksek düzeyde eksprese 

ettikleri, dolayısıyla bu iki protein arasında karşılıklı olarak bir etkileşim olduğu bulundu 

(Şekil 3.16). 

 

Tümörle ilişkili makrofajlar (TAM) çeşitli kemoatraktanlara yanıt olarak sirküle 

monositlerden farklılaşarak tümör mikroçevresinde birikirler (Lin ve Pollard 2004). MCP-1 

proteini monositler için en önemli kemoatraktanlardan biridir. MCP-1/CCR2 sinyal yolağı 

monositlerin makrofajlara farkılaşmasını (Shields ve ark. 2007, Xia ve Sui 2009) ve normal 

peritonel makrofajların da TAM özelliği kazanarak tümöre infiltrasyonunu uyarmaktadır 

(Loberg ve ark. 2007, Shields ve ark. 2007, Vergunst ve ark. 2008, Mizutani ve ark. 2009, 

Xia ve Sui 2009, Vela ve ark. 2015). İnsan meme ve özofagus kanserleri ile yapılan bir 

çalışmada MCP-1 düzeyleri ile makrofaj infiltrasyonu, lenf nodu metastazı ve klinik 

agresiflik arasında korelasyon olduğu bulunmuştur (Saji ve ark. 2001, Azenshtein ve ark. 

2002).  

 

Bu çalışmaların tersi yönünde MCP-1 proteinin anti-tümörijenik özellikte olabileceğini 

gösteren çalışmalar da bulunmaktadır. Non-tümörijenik melanoma ile yapılan bir çalışma, 

düşük MCP-1 sekresyonunun TAM’ların fizyolojik akümülasyonu ile tümör formasyonuna 
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katkı sağladığını, öte yandan yüksek MCP-1 sekresyonunun ise aşırı düzeyde makrofaj 

infiltrasyonuna yol açarak tümör yapısının bozulmasına yol açtığını ifade etmektedir (Nesbit 

ve ark. 2001). Pankreas kanseri hastalarıyla yapılan bir diğer çalışmada MCP-1 proteinin 

yüksek serum düzeylerinin iyi prognoz ve düşük tümör proliferasyon indeksi ile korele 

olduğu bulunmuştur (Monti ve ark. 2003). MCP-1 proteinin bu iki yönlü etkilerinin 

tümördeki M1 tipteki anti-tümörijenik makrofajlar ile M2 tipteki pro-tümörijenik 

makrofajlar arasındaki “makrofaj dengesi” hipotezi ile ilişkili olabileceği düşünülmektedir 

(Mantovani ve ark. 1992).  

 

Literatürde tümör hücrelerinden salınan çeşitli ekstraselüler matriks bileşenlerinin ve 

içerisinde MCP-1 proteinin de yer aldığı kemokinlerin M2 tip pro-tümörijenik makrofaj 

farklılaşmasında rol aldıkları belirtilmektedir (Mantovani ve ark. 2008, Roca ve ark. 2009). 

Bu nedenle bu çalışmada, MCP-1 proteininin THP-1 hücrelerinde M2 tip makrofaj 

farklılaşmasına neden olup olmadığı araştırıldı. Sonuç olarak, THP-1 hücrelerine 48 saat 

boyunca 50 ng/ml konsantrasyonda uygulanan MCP-1 proteininin hücrelerde M2 tip 

makrofaj markırı olan CD206 protein ekspresyonuna yol açtığı bulundu (Şekil 3.17).  

 

Elde edilen tüm bu bulgulardan sonra, EF2K siRNA’sı kullanımı ile EF2K ve MCP-1 

proteinlerini birlikte hedefleyerek, hem PANC1 tümör hücrelerinin hem de makrofajların 

hedeflenmesi amaçlandı. PANC1 hücrelerinin 50 nM konsantrasyondaki EF2K siRNA’sıyla 

transfeksiyonu sonrası hücrelerin koloni oluşturma yeteneklerinin önemli düzeyde azaldığı 

görüldü (Şekil 3.18). Bu sonuçlarla uyumlu olarak daha önce meme kanseri ile yapılan 

çalışmada da EF2K inhibisyonunun meme kanseri hücre hatlarında koloni oluşumunu önemli 

düzeyde inhibe ettiği gösterilmiştir (Tekedereli ve ark. 2012). Ayrıca EF2K inhibisyonunun 

meme ve pankreatik kanser hücre hatlarında hücrelerin invazyonunu inhibe ettiğini gösteren 

çalışmalar (Tekedereli ve ark. 2012, Ashour ve ark. 2014a) ile uyumlu olarak, bu çalışmada 

da EF2K siRNA kullanımı sonrası PANC1 hücre migrasyonu ve invazyonunda azalmalar 

olduğu bulundu (Şekil 3.19). Ek olarak EF2K inhibisyonu ile PANC1 hücrelerinde MCP-1 

protein ekspresyonu düzeyinde azalma olduğu görüldü (Şekil 3.20). 
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2012 yılında Tekedereli ve ark. tarafından yapılan bir çalışmada, EF2K siRNA’sı ile 

doksorubisinin kombine kullanımının in vivo ortotopik meme tümör modellerinde, tek başına 

EF2K siRNA’sı ya da doksorubisin kullanımına kıyasla, apoptozis artışı ile birlikte tümör 

ağırlıklarında ciddi azalmalara yol açtığı gösterilmiştir (Tekedereli ve ark. 2012). Bu 

çalışmada da, PANC1 hücrelerine pankreatik kanser tedavisinde ilk sırada yer alan 

kemoterapötik olan gemsitabin, EF2K siRNA’sı ve gemsitabin+EF2K siRNA’sı kombine 

olarak 96 saat boyunca uygulandı ve sonuç olarak gemsitabinin EF2K siRNA’sı ile kombine 

kullanımının tek başına kullanımına kıyasla hücre canlılığında istatistiksel olarak anlamlı 

(p≤0,01 ve p≤0,0001) azalmalara yol açtığı görüldü (Şekil 3.23).  

 

2017 yılında yapılan bir çalışma, MCP-1(CCL2)/CCR2 sinyal yolağının CCR2 siRNA’sı ile 

susturulması ya da CCR2 antagonisti ile inhibisyonunun hepatoselüler karsinom hastalarında 

malign büyümeyi ve metastazı inhibe ettiğini ve cerrahi sonrası nüksleri azaltarak sağ kalım 

süresini arttırdığını göstermektedir (Li ve ark. 2017). Aynı çalışmada MCP-1(CCL2)/CCR2 

sinyal yolağının inhibisyonunun inflamatuvar monositlerin tümörde birikimini ve M2 

polarizasyonunu inhibe ettiği gösterilmiştir (Li ve ark. 2017). Bu bilgilerin ışığında, bu 

çalışmada EF2K inhibisyonu ile CCR2 reseptörünü inhibe ederek, bu sinyal yolağının inhibe 

edilmesi amaçlandı. THP-1 hücrelerinden polarize edilen M0 ve M2 tip makrofajlar EF2K 

siRNA’sı ile tranfekte edildiğinde CCR2 reseptör ekspresyonunun neredeyse tamamen 

baskılandığı bulundu (Şekil 3.24). 

 

Tüm bu bulgulardan sonra, EF2K inhibisyonunun tümör büyümesi, tümöral MCP-1 

ekspresyon düzeyi ve tümöre infiltre olan M2 tip makrofajlara olan etkisini değerlendirmek 

amacıyla ortotopik pankreatik tümör modeli ile in vivo çalışma gerçekleştirildi. Çalışma 

sonuçlarına göre, EF2K inhibisyonu sonrası tümör hacminde istatistiksel olarak anlamlı 

(p<0,05) azalmalar olduğu bulundu (Şekil 3.25). Dokulardan alınan kesitlerle 

gerçekleştirilen hematoksilen ve eozin boyaması ile dokuların tümör dokusu oldukları 

doğrulandı (Şekil 3.26). Ardından, bir proliferasyon markırı olan Ki-67 antikoru ile 

immünohistokimyasal boyama yapılarak, EF2K siRNA’sı ile tedavi sonrası dokulardaki 

prolifere hücrelerin sayısındaki azalma gösterildi (Şekil 3.27). 
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EF2K siRNA’sı kullanımıyla PANC1 hücrelerinde MCP-1 ekspresyonunun azaldığını 

gösteren western blot sonuçlarını in vivo doğrulamak amacıyla tümör dokuları ile western 

blot gerçekleştirildi. Western blot sonucuna göre, EF2K siRNA’sı kullanımının MCP-1 

ekspresyon düzeyinde ciddi azalmalara yol açtığı görüldü (Şekil 3.28).  

 

Tümöre makrofaj infiltrasyonunun kötü prognoz ile ilişkili olduğu bilinmektedir. Pankreatik 

kanser ile yapılan bir çalışmada, tümöre infiltre olan makrofaj sayısının fazlalığının 

hastalarda metastaz ile ilişkili olduğu gösterilmiştir (Gardian ve ark. 2012). Bu çalışmada da, 

EF2K siRNA’sı ile tedavi sonrası tümöre infiltre olan M2 tip makrofajların sayısında bir 

değişiklik olup olmadığını göstermek amacıyla, M2 tip makrofaj markırı olan F4/80 antikoru 

ile immünohistokimyasal boyama yapıldı. Boyama sonuçları incelendiğinde, EF2K 

inhibisyonunun tümöre infiltre olan M2 tip makrofaj sayısında azalmalara yol açtığı bulundu 

(Şekil 3.28). 

 

Bu çalışma EF2K enziminin tümör mikroçevresinin önemli hücre gruplarından olan 

makrofajlar ile ilişkisini gösteren ilk çalışmadır. Çalışma, makrofajlar ile PANC1 pankreatik 

kanser hücre hattı arasındaki etkileşimin EF2K ve MCP-1 ekspresyonunu arttırdığını ve 

hücre migrasyon ve invazyonunda artışa neden olduğunu göstermektedir. Ayrıca EF2K ile 

MCP-1 proteini arasında iki yönlü bir etkileşim olduğunu ve MCP-1 proteinin monosit 

hücrelerinin M2 tip makrofajlara farklılaşmasına yol açtığını göstermektedir. EF2K 

proteininin siRNA ile susturulması in vitro olarak MCP-1 protein düzeyinde azalmaya yol 

açmakta ve hücre invazyon ve migrasyonunu inhibe etmektedir. EF2K inhibisyonu ile 

makrofajlarda MCP-1 proteininin reseptörü olan CCR2 proteini de inhibe edilerek bu sinyal 

yolağının da inhibisyonu sağlanmıştır. Ayrıca, EF2K inhibisyonu sonucu in vivo olarak 

tümör hacmi ve proliferasyonunda ve MCP-1 protein ekspresyonunda azalma olduğu 

gösterilmiştir. Son olarak, EF2K inhibisyonu tümöre infiltre olan M2 tip makrofaj sayısında 

azalmalara yol açmıştır. 

 

Tüm bu bulguların doğrultusunda, EF2K inhibisyonu ile hem tümör hücrelerini hem de 

makrofajları hedefleyecek bir yaklaşımın, tedavi seçenekleri oldukça sınırlı ve başarısız olan 

pankreas kanseri için gelecek çalışmalar adına umut verici olduğu düşünülmektedir. 
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