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OZET

INTERLOKIN 12°NiN AKCiGER KANSERiIi HUCRELERIi UZERINE
ETKIiSi

Gliniimiizde kok hiicre tedavileri, tibbin bir¢ok alaninda deneysel veya klinik
olarak kullanilan tedavi yontemlerindendir. Farkli tedavi yoOntemleri gelistirilmis
olmasina ragmen heniiz kanseri yok edebilecek bir tedavi bulunmamaktadir. Akciger
kanseri en sik goriilen kanser tiirleri arasindadir. Birgok deneysel ¢alismada mezenkimal
kok hicrelerin  (MKH) tedavi edici ve koruyucu ozelligi bildirilirken kanser
modellerinde ise, kanserli hiicrelerin ¢ogalmalarin1 baskiladigi ve durdurdugu
gosterilmektedir. Ancak yapilan bazi galismalarda da kok hiicrelerin kanser olusumunu
tetikleyerek kitleyi biiylittiigli, yeni damar olusumuna ve kanserin invazyonuna neden
oldugu gosterilmistir. MKH’ler ile kanser hiicreleri arasindaki iletisim hiicrelerden
salgilanan sitokinler yardimiyla saglanmaktadir. MKH’lerin tedavi edici 6zelligi bu
sitokinler ile ger¢eklesmektedir.

Bu ¢alismanin amaci, MKH’ler ile A549 akciger kanser hiicrelerini in-vitro
olarak ayni ortamda tutarak, MKH’lerin kanserli hiicrelerin bilylimesini baskilamak igin
kullandig1 sitokinlerden interlokin (IL)-12 salgilamasii saglayarak, 1L-12°nin A549
kanser hiicrelerinde apoptotik ve otofajik yolaklardaki genlere olan etkileri ile birlikte
hiicre dongiisii ve proliferasyon genleri iizerindeki etkilerini arastirarak MKH’lerin
kanser hucreleri Gzerindeki etkisini gorebilmektir.

Bu calisma hiicre kiiltiirli seviyesinde 3 ayr1 grup olusturularak ve 6 farkli saat
diliminde yapilmistir. Hiicrelerden salinan sitokinlerden IL-12p70 ve IL-12p40
seviyeleri toplanan besiyerlerinden ELISA calisilarak tespit edilmistir. Ayrica IL-12 alt
birimleri ve reseptorleri, apoptoz ve otofaji , hicre dongisu belirtecleri ile birlikte
proliferasyon belirtecleri gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu yontemi ile
arastirilmastir.

Yaptigimiz ELISA testi ve gz-PZR sonucunda, IL-12’nin salgilanmaya basladig1
ilk saatlerde apoptoza direng gelismeye baslamis olabilecegi gibi ilerleyen zaman
diliminde bu apoptotik direncin IL-12 etkisi ile gerilemis olabilecegi ve hiicre dongiisii
siresinin ise IL-12 salinnmindan sonra G1/S fazinda uzadigi diistiniilmektedir.
Proliferasyon belirteclerinin gz-PZR ile mRNA ekspresyon diizeylerine baktigimizda ise
IL-12 salgilandiktan sonra azalirken daha sonra yavasta olsa tekrar eksprese olmaya
basladig1 gozlemlenmistir.

Sonug olarak, MKH’lerin, IL-12 salinimi ile A549 kanser hiicrelerini baskilamak
icin tek basma kullanildiginda yetersiz kaldigi, ancak IL-12 salmimi ile kanser
hlcrelerinin ¢ogalmasinin baskilanmasina ragmen durdurulamadigi diistinilmdstiir.

Anahtar kelimeler: Mezenkimal kék hiicre, A549, Interlokin-12
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ABSTRACT

THE EFFECT OF INTERLEUKIN 12 ON LUNG CANCER CELLS

Nowadays, stem cell therapies are one of the therapeutic methods used in many
areas of medicine. Although different treatment methods have been developed, there is
no cure for cancer. Lung cancer is the most common type of cancer. Many
experimental studies have reported the therapeutic and protective properties of
mesenchymal stem cells (MSCs), while in cancer models it has been shown to suppress
and stop the proliferation of cancer cells. However, in some studies, it has been shown
that stem cells stimulate the formation of cancer, increase the mass, cause new vessel
formation and invasion of cancer. Communication between MSCs and cancer cells is
provided by the help of cytokines secreted from the cells. The therapeutic properties of
MSCs are mediated by these cytokines.

The aim of this study was to keep MSCs and A549 lung cancer cells in vitro in
the same medium, to ensure that MSCs secrete interloukin (IL)-12 from cytokines that
suppress the growth of cancer cells. To investigate the effects of IL-12 on genes in
apoptotic and autophagic pathways in A549 cancer cells, as well as their effects on cell
cycle and proliferation genes, to see the effect of MSCs on cancer cells.

This study was carried out by forming 3 different groups at cell culture level
and in 6 different time zones. IL-12p70 and 1L-12p40 levels from cytokines released
from cells were determined by ELISA from the collected media. In addition, IL-12
subunits and receptors, apoptosis and autophagy, cell cycle markers and proliferation
markers were investigated by real time polymerase chain reaction (rt-PZR).

As a result of our ELISA test and gz-PCR, resistance to apoptosis may have
started to develop in the first hours when IL-12 is secreted, and this apoptotic resistance
may be regressed with IL-12 effect in the later hours and the cell cycle time may be
decreased after IL-12 release. phase is thought to extend. When the proliferation
markers of mMRNA expression with real time PCR were examined, it was observed that
IL-12 decreased after secretion and then started to be expressed again slowly.

In conclusion, MSCs were found to be insufficient when used alone to suppress
Ab549 cancer cells by IL-12 release, but could not be stopped despite the suppression of
proliferation of cancer cells by IL-12 release.

Key words: Mesenchymal stem cell, A549, Interleukin-12
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1. GIRIS

Kok hiicreler heniiz farklilasmamus, aldiklar1 sinyallere gore farklilasabilen,
kendilerini yenileyebilen, smirsiz boliinebilme kapasitesi olan, hasarli dokuya
verildiginde onarabilme 6zelligine sahip hiicrelerdir (Weissman et al., 2001; Koshizuka
et al., 2004; Cetin ve Ural, 2010). K&k hicreler elde edilme kaynaklarina gore,
embriyonik kok hiicreler ve yetiskin kok hiicreler olmak iizere iki ana grupta
incelenebilmektedir (Fuchs and Segre, 2000). Mezenkimal kok hucreler (MKH)
yetiskin tip kok hiicreler olup stromal kokenlidir ve organizmadaki birgok dokudan
izole edilebilirler (Chagastelles and Nardi, 2011). Kok hiicre izolasyon kaynaklar
karsilastirildiginda yag dokudan elde edilen kok hiicreler kemik iligi kaynakli kok
hiicrelere oranla daha fazla izolasyon verimine ve cogalma kapasitesine sahiptir

(Raposio et al., 2017).

Kanser son yillarda diinya ¢apinda goriilme orani ile 6liim orani hizla artan bir
hastaliktir (Ferlay et al., 2013; Pan et al., 2017). Farkli tedavi yontemleri kullanilmasina
ragmen heniiz kanseri tamamen ortadan kaldirabilecek bir tedavi bulunamamistir.
Diinya ¢apinda akciger ve meme kanseri hem kadinlarda hem de erkeklerde en sik tani
alan kanser olup kanser oOliimlerinin 6nde gelen nedenleridir. Bunlar disinda sik
rastlanan diger kanserler arasinda, erkeklerde karaciger, mide ve kolorektum ve
kadinlar arasinda mide, serviks uteri ve kolorektum bulunmaktadir (Torre et al., 2015).
Kanser tedavisinde 6liimii azaltmak ve sag kalimi arttirmak ig¢in cerrahi yontemler,
radyoterapi, kemoterapi, hormon tedavisi, immuinoterapi, sinyal ileti sistemi
inhibitorleri, gen tedavisi, hedefe yonelik tedaviler ve anjiyogenez inhibitorleri gibi
cesitli tedavi yoOntemleri kullanilmaktadir (Toledo-Guzman et al., 2018). Kanser
tedavisi icin son yillarda bircok ila¢ ve yeni tedavi yontemleri gelistirilmis olsa da
giinimiizde halen ileri evre kanser hastalarinin tam olarak tedavi secenekleri yok
gibidir.

Akciger kanseri vakalarinin biliyllk c¢ogunlugu az gelismis iilkelerde
gorilmektedir. Akciger kanserinin en Onemli nedeni tiitlin ve tiitlin irlnleri
kullannmiyken bunun disinda asbest maruziyeti, krom, kadmiyum ve arsenik gibi bazi

metaller, radyasyon ve komir dumani gibi ¢evresel faktorlerde akciger kanserine neden
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olmaktadir (Wong et al., 2017). Son yillarda akciger kanseri hem erkeklerde hem de
kadinlar arasinda en sik tani alan kanser tiirii olmakla beraber ayni zamanda tiim
kanserler arasinda en ¢ok Oliim oranina sahiptir (Bray et al., 2018). Akciger
kanserinden sonra en sik tami1 alan kanserler kadin meme kanseri, kolorektal kanser,
mide kanseri, karaciger kanseri ve prostat kanseri (Ferlay et al., 2015) iken, 6lim
nedeni olarak erkekler de mide ve prostat, kadinlar da ise meme kanseri ve kolorektal

kanser izlemektedir (Siegel et al., 2018).

MKH’lerin klinik hiicresel tedavi uygulamalarinda, doku miihendisliginde
kullanim1 her gecen giin artmaktadir. MKH’ler enflamatuar hastaliklarda ve immun
bozukluklarla ilgili hastaliklarda ve hayvan ¢alismalarinda kullanilmaktadir. Kanser,
diyabet, Chron hastaligi, kalp hastaliklari, karaciger hastaliklari, multiple skleroz, graft
versus host hastaligi, kemik ve kikirdak hasarlari, omurilik zedelenmeleri ve beyin
hasarlanmalart MKH tedavisinin kullanildig1 hastaliklardir (Gaojing et al., 2018).
MKH’lerin farklilasma kapasiteleri, parakrin etkileri, immiin cevabi diizenleyebilmeleri
ve yaralanma boélgelerine go¢ etme yetenekleri klinik tedavi amagli kullanilmalarini
saglayan biyolojik 6zellikleridir (Wang et al., 2012; Farini et al., 2014; Squillaro et al.,
2016).

MKH ile yapilan kanser tedavilerinde bazi ¢aligmalar, hiicre dongiisiinii G0-G1
fazinda durdurdugu veya apoptozu uyararak tiimor biiyiimesini baskiladigini
gosterirken tam aksine bazi ¢alismalar da epiteliyal mezenkimal gecisi arttirdigini,
apoptozu baskiladigini ve yeni damarlanmalarin olugmasiyla kanser ilerlemesini

arttirdigin1 géstermektedir. Bu nedenle MKH tedavilerinin kanser hiicreleri tizerindeki

rolii tartisilmaktadir (Rhee et al. , 2015; Lee and Hong, 2017; Zhang et al. , 2017).

Hastaliklarin tedavisinde ve kanser tedavisinde MKH’ler hastaya verildikten
sonra hasarli doku, travma veya iltihapli bolgelere ve kanserli bolgeye goc etme
kabiliyetindedirler. Bu goc¢ kanser hiicreleri tarafindan salgilanan sitokinlere cevap
olarak parakrin etkileri ile meydana gelmektedir (Spaeth et al., 2008; Lee and Hong,
2017; Chulpanova et al., 2018).

MKH’lerden saliman ve kanser hiicrelerinin daha hizli ¢ogalmasini saglayan
veya kanser hiicrelerinin ¢ogalmasimni baskilayan bir¢ok sitokin mevcuttur. Bu
sitokinlerden bazilar1 interlokin 6 (IL-6), IL-7, IL-11, IL-12, IL-14, IL-15, lenfosit
baskilayic1 faktor (LIF) ve makrofaj koloni uyarict faktor (M-CSF) sitokinleridir
(Malik et al., 2015).



Kanser, diinya ¢apinda yaygin ve hasta agisindan tedavisi olduk¢a zor, agrili ve
iilke ekonomisi agisindan da masrafli bir hastalik oldugundan yeni alternatif tedavi
yontemlerine olan ihtiyag her gecen giin artmaktadir (Ferlay et al., 2015). MKH’lerin
kanserli organizmaya sistemik olarak verildiginde dolasgimdan kanserli dokunun
bulundugu alana gectigi ve bu dokuya karsi ¢esitli savunma yontemleri gelistirdigi
deneysel olarak gosterilmistir (Heldring et al., 2015). Ancak son yillarda yapilan bazi
caligmalar MKH’lerin kanserli hiicrelerin biiylimesini, boliinmesini ve metastazini
arttirabilecegini gosterirken (Nguyen et al., 2014), baz1 ¢alismalar da tam aksine
kanserli hiicrelerin biiylimesinin baskilanmasini sagladiklarini gostermektedir (Li et al.,
2015).

Ancak A549 (akciger adenokarsinom hiicre hatti1) akciger kanseri igin literattirde
IL-12 indiiklii apoptoz ve otofajik yolaklarla ilgili yeterli sayida ¢aligma
bulunmamaktadir. Bu kapsamda calismanin amaci, MKH’ler ile A549 akciger kanser
hlcrelerini in-vitro olarak ayni ortamda tutarak, MKH’lerin kanserli hiicrelerin
biiytimesini baskilamak i¢in kullandig: sitokinlerden IL-12 salgilamasini saglayarak, ilk
defa IL-12’nin AS549 kanser hiicreleri ilizerindeki apoptotik ve otofajik etkileri ile
birlikte hiicre dongilisii ve proliferasyon genleri iizerindeki etkilerini arastirarak

MKH’lerin kanser hiicreleri tizerindeki etkisini gérebilmektir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Kok Hucre ve Temel Ozellikleri

Organizmalardaki hiicreler siirekli bir degisim gostererek yenilenirler. Olgun
farklilagmis hiicreler Sliirken yerlerine yeni hiicreler olgunlasirlar. Dokulardaki bu
yenilenme o dokuda bulunan kok hicre denilen hicrelerin bolinmesine ve
farklilagmasina baghdir. Kok hiicre veya bir bagka deyisle projenitor hiicre hem sinirsiz
bir sekilde kendini yenileme yetenegine sahip hem de farklilasma kapasiteleri ile
dokularin yenilenmelerini ve devamliligim1 saglayan farklilasmamis hiicrelere

denmektedir (Weissman, 2000).

Kok hiicreleri tanimlamada kullanilan ve onlarin benzersiz hiicre popiilasyonu

olarak kabul edilmesini saglayan 6zellikleri su sekilde siralanabilmektedir:

. Kendi kendini yenileme yetenekleri
o Farkl1 hiicre tipine farklilasma yetenekleri (potensi)
. Tek bir hiicreden tiiretilen klon olusturma yetenekleri (klonalite) (Tran and

Damaser, 2015; Zhang et al., 2017)

Kendini yenileme, dokularin devamliligini saglamak icin kok hiicreler
bolunerek yeni kok hucreleri meydana getirmektedir. Bu olaya kok hicrenin kendini
yenilemesi denmektedir. Ancak, kok hicreler bu bolinmelerde simetrik ve asimetrik
bolunmeler gegirirler. Simetrik bolinme ile 6zelliklerinde higbir degisim olmadan iki
yavru hiicre meydana gelerek kok hicrelerin devamliligini saglamaktadir. Asimetrik
bélinmede ise, olusan yavru hiicrelerden bir tanesi ana hiicrenin tim ozelliklerini
tasirken diger yavru hiicre onciil hiicreyi olusturmaktadir. Olusan Onciil hiicreler de
daha sonraki boliinmeler sirasinda farklilagarak, farklilasmis olgun hiicreleri meydana
getirmektedirler. Kendini yenileme mekanizmalarinda olusabilecek bozukluklar
organizmada gelisimsel gerilige ve kansere neden olabilmektedir (He et al., 2009; Ates,
2016; Okgesiz ve Bucurgat, 2017).



Farklilasma, en genel tanimi ile kok hiicre farklilasmasi belirli bir doku veya
organdaki bir kok hiicrenin farkli bir doku veya organdaki hiicre fenotipine doniismesi

iken bazi durumlarda da farkli soylardaki hiicreler arasinda gecis yapma yetenegidir.

Kok hiicreler farklilagsmis hiicreleri olusturmak i¢in farkli yollar kullanirlar. Kok
hiicrelerin bu 6zelligi, onu diger hiicrelerden ayiran en 6nemli 6zelliklerinden biridir.
Kok hiicreler farklilasma ozelliklerine gore de farklilik gostermektedirler. Kok
hiicrelerden bir kismi1 sadece bir hiicreye farklilasabilirken, bir kismi1 tiim organizmay1

olusturabilmektedir (Martin-Rendon and Watt, 2003; Bianco et al., 2008).

Klon olusturma yetenegi, kok hicreler tek bir hicreden hiicre kolonileri
iiretebilme 6zelligindedirler. Tek bir kok hiicreden kaynaklanan hiicre kolonileri ile ya
farklilagsan hiicreler iiretmeden kok hiicre sayisini arttirir ya da kok hiicre sayisini

arttirmadan farklilagan hiicreler tiretirler (Bianco et al., 2008; Bianco and Robey, 2015).

2.1.1. Kok Hicre Turleri

Kok hiicreler elde edildikleri kaynaklara ve farklilasma kapasitelerine gore

siniflandirilabilmektedir.
Farklilasma kapasitelerine gore,

e Totipotent

e  Pluripotent

e Multipotent

e  Unipotent kok hiicreler olarak siniflandirilmaktadir (Sobhani et al., 2017).

Elde edildikleri kaynaklara gore ise,

e  Embriyonik kok hucreler

e Embriyonik olmayan kok hicreler
»  Kemik iligi

Yag dokusu

Dis pulpasi

GoObek kordonu

Amniyon s1visi ve plasenta

Periferik kan

Sinoviyum ve sinovyal sivi

Endometrium

Cilt

YV V.V V V V V V



» Kas kaynakli kok hiicreler (Berebichez-Fridman and Montero-
Olvera, 2018).
e Kanser kok hiicreleri
e  Uyarilmis pluripotent hiicreler olarak siniflandirilabilmektedir (Zhang et al.,
2017).

Totipotent hiicre, tiim organizmayi, ekstraembriyonik membranlar1 ve
plasentayr olusturma kapasitesindeki hiicredir. Dodllenmis yumurtanin totipotent
duruma gelmesinin nedeni epigenetik yeniden programlamalardir. Totipotent hiicre,
insanda zigot ve bundan sonraki 1-3 ginde meydana gelen béliinmeler sonucu olusan
blastomerleri kapsar. Boliinmeler sonucunda olusan her bir blastomer uygun sartlarda
kiiltiire edildiginde her birinden yeni bir organizma gelisebilir (Sobhani et al., 2017;
Baker and Pera, 2018).

Pluripotent kok hticre bir hicrenin in vitro ve in vivo {i¢ germ tabakasindan
hiicrelere doniisme kapasitesini belirten hiicredir (De Paepe et al., 2014). Blastosit
asamasindaki embriyoda, blastositin periferik hiicreleri (trofoblast) embriyonik zarlar
ve plasentay1 olustururken, blastositin i¢ hiicre kitlesi embriyoyu olusturmaktadir. Bu
hiicreler, baska bir embriyoyu olusturmazlar ancak yetiskin bir organizmanin tiim hiicre
tiplerini olusturmaktadirlar. Bunlar ayn1 zamanda kok hiicre kiiltiirlerini olusturmak

i¢in kullanilan hiicrelerdir (Chagastelles and Nardi, 2011).

Multipotent kok hiicreler diger kok hiicrelerin benzer ana karakterlerine sahip
olmalarina ragmen daha ozellesmis hiicrelere yol acan hiicrelerdir. Ornegin kemik
iliginde bulunan kok hiicreler tiim kan hiicresi formlarma farklilasabilmektedir.
Multipotent kok hicreler doku iyilesmesi, savunma ve gelisimde onemli islevleri olan
hiicrelerdir. Multipotent hiicreler bu farklilasma o6zelliklerinden dolay1 yetiskin kok

hiicrelerdir. MKH’ler multipotent hiicrelerdir (Sobhani et al., 2017).

Unipotent hiicrelerin farklilagsma kapasiteleri ¢cok daha smirlidir ve sadece tek

bir hicre tipine yol acabilmektedirler (Singh et al., 2016).

Emriyonik kok hiicreler (EKH) blastosistin i¢ hiicre tabakasindan elde edilen ve
embriyonun tiim hiicre tiplerini gelistirme ve farklilastirma kapasitelerinden dolay1
pluripotent hiicrelerdir (Gonzalez et al., 2016). ilk primat EKH 1995 yilinda Rhesus
makak blastosistlerinden elde edilirken, ilk insan embriyonik kok hiicreler 1998 yilinda
in vitro fertilizasyon tedavisi i¢in dondurulmus embriyolardan izole edilmistir (Nichols
and Smith, 2012).



Embriyonik olmayan yani yetiskin kok hiicreleri ise daha sinirli bir kendini
yenileme kapasitesine sahip, her dokuda bulunan sakin hiicrelerdir. Fizyolojik veya
patolojik siireclerden dolay1 bir doku i¢inde hasar goren hiicrelerin yenilenmesinden,
hiicrenin hayatta kalmasi ve c¢ogalabilmesi i¢in gerekli olan ¢dzilinebilir faktorlerin
tiretilmesinden, bagisiklik tepkisinin diizenlenmesinden sorumludurlar (Gonzalez and
Bernad, 2012; Squillaro et al., 2016). Yetiskin kok hiicreleri arasinda en ¢ok
arastirilmis, en iyi anlasilmis ve kok hiicre tedavilerinde en sik kullanilan hiicre tipleri

mezenkimal kok hiicreler ve hematopoietik kok hiicreleridir (Tran and Damaser, 2015).

Kanser kok hiicreleri hiicre yiizey belirtecleri incelendiginde kok benzeri bir
kanser hicresi alt populasyonunu olusturmaktadir. Yapilan aragtirmalarda, timor
baslatma kapasitesine sahip olan kanser kok hiicreleri birgok kanser turiinde % 0,1
oraninda bulundugu gosterilmektedir. Normal kok hiicreler gibi kanser kok hiicreleri de
kendini yenileme, kok dist kanser hiicrelerine farklilasma ve ortak sinyalizasyon
yollarin1 kullanirlar. Kanser kok hiicreleri normal kok hiicrelerden farkli olarak
kitledeki tim kanser hcrelerinin kaynagi olabilecegi gibi, kanser tedavisinde
kullanilan kemoterapotik ilaglara direng gosterek tekrarlamalarinin  ve uzak
metaztazlara yol acan hiicrelerin kaynagi olabilirler (Dawood et al., 2014; Nassar and
Blanpain, 2016; Zhang et al., 2017).

Uyarillmis pluripotent kok hiicreler (IPKH) yetiskin hiicrelerin yeniden
programlanarak pluripotent 6zellik kazandirilmasi ile olusan hiicrelerdir. IPKH’lerin,
spesifik genlerin ve proteinlerin ekspresyonu, kromatin metilasyonu, farklilagsma
kapasiteleri, teratom olusumu ve in vitro kiiltiir kinetigi dahil olmak {izere bir¢ok
acidan dogal pluripotent embriyonik kok hiicrelerle ayni oldugu diislintilmektedir
(Chagastelles and Nardi, 2011). Baslangig¢ hiicrelerini yeniden programlamak igin farkli
teknikler kullanilsa da asil protokol OCT4, Sox2, C-Myc ve KIf4 transkripsiyon
faktorlerinin viral vektorler yoluyla aktarilmasi temeline dayanmaktadir. Viral
vektorlerle yeniden programlama tekniklerinde ¢ogunlukla Adenovirlis ve Sendai
virtisli kullanilirken, viral olmayan teknikler de mRNA, protein, plazmid ve transpozon
bazli yontemler kullanilmaktadir. Ancak bu yontemlerin ¢ogunlugu lenti-veya gamma
retroviral yontemlerle karsilastirildiginda diisiik verimlilik ve yiiksek giivenlik

saglamaktadir (Haake et al., 2019).



2.2. Yag Doku Kaynakhh Mezenkimal Kok Hiicreler

Multipotent mezenkimal kok hicreler, gesitli organ ve dokularda bulunan
hematopoietik olmayan mezodermal tiirevli yetiskin kok hiicreleridir. MKH’ler ilk
once kemik iliginde tanimlanmis ve izole edilmistir. Bunun disinda iskelet kasi, siit
disi, amniyon sivisi, gébek kordonu gibi ¢esitli dokulardan izole edilebilmektedir. Bu
kaynaklardan izole edilen hiicre miktarlar1 sinirli oldugundan sorun teskil etmektedir.
Ayrica kemik iliginden MKH izolasyonu hasta acisindan oldukga invaziv ve agrili bir
islemdir. Buna karsilik yag dokudan kok hiicrelerin alinmasi daha verimli ve daha az
agrili bir islemdir. Yag dokusu yetiskin kok hiicre kaynaklari arasinda en zengin

olamidir (Mizuno et al., 2012; Wei et al., 2015; Ma et al., 2017).

Yag dokusu kaynakli MKH’ler ilk defa Zuk et al. (2001) tarafindan lipoaspirat
materyalinden izole edilmis ve tanimlanmistir. Ayrica embriyonik kok hiicrelere gore
daha hizli farklilasma, kemik iligi MKH’lere gore daha giiclii bir proliferasyon
yetenegine sahiptirler (Ma et al., 2017). Yag dokusu kaynakli kok hiicreler genellikle
insan deri alti yag dokusundan lokal anestezi ile elde edilir. Yag dokusu, stromal
vaskiiler fraksiyon (SVF) olarak adlandirilan heterojen hiicre popiilasyonuna sahiptir
(De Francesco et al., 2015). Bu SVF’lerden birincil yag hiicrelerini yikama, mekanik
parcalama, goriinir kan damarlari ve fibrotik tabakalardan temizlendikten sonra
kimyasal olarak parcalandiktan sonra santrifiij edilerek ayrilir (Wystrychowski et al.,
2016). Fibroblast benzeri bir morfolojiye sahip olan bu hiicrelerin sitoplazmalarinda
lipid damlaciklar1 yokken (Mizuno et al., 2012) yiizey belirtecleri olarak Cluster of
Differentiation Antigen 13 (CD13, Farklilagsma faktérii), CD29, CD49d, CD73, CD90,
CD133, Major histo-uyumluluk kompleksi I (MHC 1) ve MHC II'yi kuvvetli bir sekilde
eksprese edip CD106'y1 eksprese etmeyerek ayirt edilirler (Dai et al., 2016).

2.2.1. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Klinik Kullanim

Kendi kendini yenileme, genisleme ve farkli hiicre soylarina farklilagma
yetenegine sahip olan hiicreler olarak tanimlanan kok hiicrelerin rejeneratif tipta
kullanimlar1 umut vericidir. Bir kok hiicrenin rejeneratif tipta kullanilabilmesi i¢in bol
miktarda bulunabilir, minimal invaziv bir prosediirle toplanabilir, coklu hiicre soylarina
farklilagabilen ve otolog veya allogenik bir konakg¢iya giivenli ve etkili bir sekilde

nakledilebilir olmalidir. Ancak embriyonik kok hiicrelerin ve uyarilmis pluripotent kok



hiicrelerin kullanimlarinda etik diisiinceler, teratom olusumunun hiicresel diizenlenmesi

gibi baz1 sinirlamalar bulunmaktadir (Bunnell et al., 2008; Mizuno et al., 2012).

Yag doku kaynakli MKH’lerin proliferatif kapasiteleri kemik iligi kaynakli
MKH’lere oranla daha fazladir. Ayrica diger kok hiicre kaynaklarina gére daha fazla
kaynaktan ve daha verimli olarak izole edilebilmeleri onlari gekici hale getirmektedir.
Bu kok hiicreler, normal doku biitiinliigiiniin korunmasinda ve hasarli durumda hasarin
giderilmesi i¢in sitokinleri ve biiyiime faktorlerini salgilayabilirler. Bunun disinda kalp,
merkezi sinir sistemi, kaslar bagisiklik sistemi ve hiicre canliligi iizerinde olumlu
etkilere sahip olmalar1 tedavi amagh kullanimlarinda artan ilgiye neden olmaktadir.
Ulusal Saglik Enstitiileri (ABD) tarafindan saglanan klinik arastirma veri tabanina goére
Faz I, Faz II, Faz III basamaklarinda yag doku kaynaklt MKH’ler ile ilgili toplam 296
calisma, tim MKH gruplart ile toplam 920 c¢alisma  bulunmaktadir
(http://clinicaltrials.gov., Erisim tarihi:  10.02.2019). MKH’lerin  kullanildig1

calismalardan bazilar1 diyabet, karaciger hastaliklari, kardiyovaskiiler hastaliklar,
akciger hastaliklari, Sistemik lupus eritematoz (SLE) hastaligi, omurilik yaralanmalari,
graft versus konak hastaligi, Crohn hastaligi, yumusak doku biiyiitme ve kemik
defektlerinin tedavisidir. Bunlar disinda rejeneratif tipta doku miihendisliginde ve gen
terapi yontemlerinde kullanilmaktadirlar (Bajek et al., 2016; Dai et al., 2016; Kim and
Park, 2017).

2.2.2. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Kanser Tedavisinde Kullanimi

MKH’ler iskemik alanlara, primer veya metastatik tiimor alanlarina gog¢ etme
kabiliyetindedirler. Timor mikro c¢evresi timor blyumesinde ve buyumenin
korunmasinda ¢ok onemli bir yere sahiptir. Tiimor mikro ¢evresindeki degisiklikler
kronik enflamasyon olusturmaktadir. Sonu¢ olarak gelisen tiimér ve timor mikro
cevresi surekli olarak sitokinler, kemokinler ve enflamatuar mediatérleri Greterek hiicre
cogalmasi ve farklilagsmasi, matris tadilati, kan damarlarinin olusumu, hiicre gocii ve
hiicre alimini tiimoriin yararina yeniden programlayabilirler. MKH’ler de reseptorleri
icin ligand gorevi goren tiimor mikro ¢evresi tarafindan salgilanan bu maddelere cevap
olarak kanserli bolgelere go¢ ederler. Ancak yapilan bazi ¢aligmalarda immiinsupresif
ozellikleri ile kanserin biiyiimesini ve metastaz yapmasini engellerken bazi kanserlerde
tam tersi etki yaparak sag kalim siiresini azaltmaktadir (Liu et al., 2011; Monir et al.,
2014; Mohammadi et al., 2016).


http://clinicaltrials.gov/

MKH’lerin kanserli bolgeye gocli onlar1 hedefli tedaviler i¢in bir arag
yapmaktadir. Hedefli tedavilerde genetigi degistirilmis MKH’ler kullanilarak anti-
kanser ajanlarinin siirekli olarak dagitilmasi saglanmaktadir. MKH’lerin genetigi viral
veya viral olmayan yollarla degistirilebilmektedir. Viral olmayan vektorlerle tedavi,
viral yontemlere gore daha biiylik transgenler tasiyabilmesi, daha diisiik maliyetli
olmasi1 ve bagisiklik tepkisini daha az uyarmasi gibi avantajlar1 olmasina ragmen diistik
transfeksiyon verimleri ve gecici gen ekspresyonu gibi dezavantajlara sahiptir. Viral
yontemlerle tedavi ise vektor olarak retro, lenti, herpes simpleks, adeno veya adeno
iligkili virtisler kullanilarak kok hiicre oOzellikleri degistirilmeden viral genomun
konake¢r hiicre ¢ekirdegine girerek siirekli ekspresyon yapmasi ile saglanir. Ancak
kullanilan her viral vektor tipinin de avantajlar1 ve dezavantajlari olmakla birlikte
vektor secimi gereken tedaviye ve tedavi edilecek olan hastaliga gore belirlenir. Viral
vektorler yiiksek transdiiksiyon verimi saglarken, kullanilan viriis tipine bagli olarak

uzun siire stabil transgen ekspresyonu saglamaktadir (Sage et al., 2016).

Eksozomlar canli hiicreler tarafindan salgilanan nano boyutta (40-200 nm)
vezikiiller olup kan, amniyotik sivi, beyin omurilik sivisi, idrar, safra, lenf gibi viicut
stvilarinda  bulunurlar. Eksozomlar mRNA’lar, mikroRNA’lar (miRNA), uzun
kodlanmayan RNA’lar (InRNA), genomik DNA, mitokondriyal DNA, proteinler,
lipitler icermektedirler. Eksozomlar etkilerini parakrin mekanizmalar1 ile gosterirler.
Eksozom aracili genetik bilgi alis verisi ile alici hiicrelerde fenotipik degisikler
meydana getirirler. Yapilan arastirmalar MKH eksozomlarinin birgok kanser tiirlinde
kanser hiicrelerinin biiylimesini, metastazin1 ve ilag direncini, angiogenezi ve hiicre
cogalmasim artirarak kanserin ilerlemesini sagladigim1 gostermektedir. Buna karsi
yapilan bagka bir caligma miR-146b’yi -anti-kanser miRNA’si- tasiyan MKH
eksozomlarmin, glioma hiicrelerine verildiginde kanseri kiigiilttiigli gosterilmistir.
Sonu¢ olarak MKH eksozomlari, MKH’lerin parakrin fonksiyonlarina bagli olarak
kanser biiylimesini saglayabilir veya baskilayabilirler (Fatima and Nawaz, 2015; Zhou
etal., 2018).

2.3. Akciger Kanseri

Akciger kanseri diinya genelinde kansere bagli 6liimlerin 6nde gelen nedeni
olmakla birlikte Amerika Birlesik Devletlerinde, kadinlarda kanserle iligkili 6liimlerin

% 26’s1m1 olustururken erkeklerde bu oran % 28’dir. ABD’de kadinlarda ve erkeklerde
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en stk yeni tam1 alan ikinci kanser olan akciger kanseri tiim

kanserlerin % 13’ {inii olusturmaktadir ( Siegel et al., 2017; Nanavati and Reed, 2018).

Akciger kanseri, 50’den fazla histomorfolojik alt tipten olusan heterojen bir
kanser grubu olmasina karsin, ¢ok fazla morfolojik alt siiflandirma gerektirmeyen
siirlt tedavi segeneklerinden dolay1 genel olarak kiigiik hiicreli dis1 akciger karsinomu
(KHDAK) ve kuguk htcreli akciger karsinomu (KHAK) olarak kullanilmaktadir.
KHDAK ’leri tiim akciger kanserlerinin % 80-85’ini olustururken adenokarsinomlar
yaklasik % 40’lik oranla en sik rastlanan histolojik alt tipidir. Sigara igmeyenlerde en
stk gorlilen akciger kanseri tiirii adenokarsinomdur. Erken evrede teshis edilen
KHDAK hastalarinda 5 yillik sag kalim orani ileri evrede teshis edilene gore oldukca
fazladir (Cancer Genome Atlas Research, 2014; Rezaee et al., 2018; Osmani et al.,
2018; Weinberger et al., 2019).

Akciger kanseri nedenlerine bakildiginda c¢ok sayida faktor rol almaktadir.
Sigara kullanimi1 bu faktérler arasinda birinci siradadir ve sigara i¢enlerde igmeyenlere
gore akciger kanseri gelisme riski 25 kat daha fazladir. Hava kirliligi, mesleki
karsinojenler, beslenme aliskanligi, enfeksiyonlar, ge¢irilmis akciger hastaliklari,
genetik ve immiinolojik faktérler akciger kanserinde yer alan diger etiyolojik
faktorlerdir. Akciger kanseri belirtileri oksiiriik, hemoptizi, nefes darligi, gogiis agrisi,
kilo kaybi, ses kisikligi, tekrarlayan zatiirre ve bronsitlerdir (Nanavati Reed, 2018;
Rezaee et al., 2018).

Akciger kanserleri 2014 yilinda Diinya Saglik Orgiitii tarafindan histolojik
yapilarma gore Cizelge 2.1°de gosterildigi sekilde siniflandirilmistir (Travis et al.,
2015).
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Cizelge 2.1. Akciger kanserinin histolojik yapisina gore siniflandirilmasi (Travis et al., 2015)

Adenokarsinom

Skuamoz hucreli karsinom

Noroendokrin tiimorler

Lepidik adenokarsinom

Asiner adenokarsinom

Papiller adenokarsinom
Mikropapiller adenokarsinom
Solid adenokarsinom

Invaziv miisindz adenokarsinom
Kolloid adenokarsinom

Fetal adenokarsinom

Enterik adenokarsinom

Minimal invaziv adenokarsinom

Keratinize skuamdz hiicreli
karsinom

Keratinize olmayan skuamoz
hiicreli karsinom

Bazaloid skuam6z hiicreli
karsinom

Kiglk hticreli karsinom

Kombine kiiglk hticreli
karsinom

Buyuk hiicreli néroendokrin
karsinomu

Kombine blyiik hicreli
néroendokrin karsinomu

Karsinoid timorler
Buyuk hiicreli karsinom
Adenoskuamoz karsinom
Sarkoidoz karsinomlar1

Preinvaziv lezyonlar

Tukardk bezi tipi timorler

Diger ve siniflandirilmamis
karsinomlar

Atipik adenomatoz hiperplazi
In situ adenokarsinom

In situ skuaméz hiicreli
karsinom

Diffiiz idiyopatik pulmoner
néroendokrin hiicre hiperplazisi

Mukopidermoid karsinom
Adenoid Kistik karsinom
Epitelyal miyoepitelyal
karsinom

Pleomorfik adenom

Lenfoepitelyoma benzeri
karsinom

NUT karsinomu

Papillomlar

Mezenkimal tiimérler

Lenfohistiyositik timorler

Skuamoz hiicreli papilloma
Glandiiler papilloma

Karisik skuaméz ve glandler
papilloma

Akciger hamartomu

Kondroma
PEComatous timor
Konjenital peribronsiyal

miyofibroblastik timor Diffliz
pulmoner lenfanjiomatozis
Inflamatuar ~ myofibroblastik
tumor

Epitelioid
hemanjioendotelyoma
Plevropulmoner blastom
Sinovyal sarkom

Pulmoner arter intimal
sarkomu

EWSR1 - CREB1
translokasyonlu pulmoner
miksoid sarkom

Miyoepitelyal timor

Mukozaya bagl ekstranodal
marjinal zon lenfomalari

Lenfoid doku (MALT
lenfoma) Diffuz buylk hucreli
lenfoma

Lenfomatoid granilomatozis

Intravaskiiler biiyiik B hiicreli
lenfoma

Pulmoner Langerhans hucreli
histiyositoz
Erdheim — Chester hastaligi

Ektopik kdkenli timorler

Adenomlan

Metastatik timorler

Germ hicre tlimorleri
Intrapulmoner timoma
Melanom
Meningioma

Sklerozan pnémositoma
Alveoler adenomu
Papiller adenom
Misinli kistadenom
Mukoza bezi adenomu
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2.3.1. A549 Akciger Kanseri Hucreleri

A549 akciger kanseri hiicreleri 1972 yilinda pulmoner adenokarsinomdan izole
edilmistir. A549 kanser hiicreleri, alveollerin yilizeyini doseyen Alveolar Tip I (AT I)
ve Alveolar Tip II (AT II) hiicrelerinden AT II’nin karakteristik 6zelliklerine sahiptir.
AT Il hiicreleri, AT I hiicrelerinin 6nciil hiicreleri olarak goérev yapmaktadir. Bunun
disinda akciger i¢indeki dogal bagisiklikta ve aktif sodyum tasinmasi yoluyla alveolar

stvinin temizlenmesinde rol alirlar (Foster et al., 1998; Cooper et al., 2016).

2.4. Sitokin Kavrami

Sitokinler, hiicreler arasi reseptorlii iletisim saglayan, adaptif enflamatuar konak
savunmalarinda, hiicre biiylimesi, farklilagmas1 ve Oliimiinde, anjiyogenezde,
homeostazin  saglanmasinda ve immun yanitlarin diizenlenmesinde anahtar
diizenleyiciler olarak iglev gdren c¢oziinebilir hiicre dis1 proteinler veya
glikoproteinlerdir. Siirekli salinmazlar, genellikle uyaricilara tepki olarak tretilir ve
salinirlar ve bir¢cok hiicre tipi tarafindan iretilebilmektedir (Oppenheim, 2001;
Lipiainen et al., 2015).

Sitokinler gorevlerine bakilarak alt1 sinifa ayrilmiglardir. Bunlar interlokinler,
kemokinler, interferonlar, koloni uyarici faktorler, tiimor nekroz faktorleri ve biiylime
faktorleridir. Sitokinlerin ¢ogunlugunun parakrin ve otokrin etki gdstermesi viicut plani
organizasyonunda, embriyonik gelisim sirasinda  hiicrelerin  ¢ogalmasi  ve

farkilasmasinda, bagisiklik tepkisinde 6nem arz etmektedir (Duitman et al., 2011).

Hiicreler arasi iletisimde hiicre sinyal proteinleri olarak gérev yapan sitokinler
salindiktan sonra hedef hiicre {lizerindeki reseptoriine baglanir ve bu baglanma sonucu
olusan aktivasyon hiicre fonksiyonlarini degistiren hiicre i¢i sinyalizasyon baslamasina
neden olmaktadir. Bu sinyalizasyon sonucu DNA’da bulunan bazi genler ve bunlarin
transkripsiyon faktorleri aktif veya inaktif olmaktadir. Salinma nedenine gore, hedef
hiicrede diger sitokinlerin iretilmesine, diger molekiiller igin hiicre yiizey
reseptorlerinin sayisinda artisa veya geri bildirim inhibisyonu yoluyla kendi etkisinin
bastirilmasina neden olurlar (Hegazi and Abdel-Rahman, 2015). Ornegin 1L-12 kanserli
dokuda antianjiyogenetik faktorler tretebilmek icin immdan sistem hicrelerini uyararak

kanserin bilylimesini baskilamaktadir (Del Vecchio et al., 2007).

Bazi sitokinler hastaliklara verdikleri yanitlardan dolayr rekombinant DNA

teknolojisi kullanilarak ila¢ haline getirilmistir. Bu sitokinler asagidaki gibidir.
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J Kemik morfogenetik protein kemik hastaliklarinda

o Eritropoetin anemide
J Graniilosit koloni uyaric1 faktor kanser hastalarindaki nétropenide
. Graniilosit makrofaj koloni wuyarici faktor kanserli hastalarin  fungal

enfeksiyonlarinda ve nétropenilerinde

. Interferon alfa multiple sklerozda ve hepatit C hastaliginda

. Interferon beta multiple sklerozda

. Interferon gama kronik graniilomatdz hastaliklarda ve osteopetroziste

. IL-2 kanser tedavisinde

o IL-11 kanser hastalarinin trombositopenilerinde

. Interferon gama kronik graniilamatoz hastaliklarda ve osteopetrozis tedavisinde

kullanilir (Hegazi and Abdel-Rahman, 2015)

IL-12 birbirine disiilfit kovalent baglar ile baglh p35 ve p40 alt birimlerinden
olusan 70 kDa heterodimerik bir salgi proteinidir. Biyolojik olarak aktif 1L-12p70
heterodimerinin olusabilmesi i¢in her iki alt biriminde ayni hiicrede birlikte eksprese
olmas1 gerekmekle birlikte, birbirlerinden bagimsiz olarakta Uretilirlebilmektedirler.
p35 geni gesitli hiicre ve dokularda eksprese olurken, p40 geninin ekspresyonu sadece
IL-12 direten hiicrelerde gergeklestirilmektedir (Jalah et al., 2013). IL-12 immin
hlcrelerinin yuzeylerinde bulunan IL-12 reseptorlerine (IL-12R) baglanarak etkilerini
gosterirler. IL-12R, IL-12R B1 ve IL-12R B2 olmak iizere iki aminoasit zincirinden
meydana gelir. IL-12'nin 1L-12R B2 reseptorii ile baglandiktan sonra tirozinler fosforile
edilir ve IL-12 aktivitesi icin kritik olan Janus kinaz- sinyal transdiseri ve
transkripsiyon aktivatori 4 (JAK-STAT4) sinyal yolunu aktive eder. IL-12, interferon
gamma (IFN-y) tiretiminde, yardimci T hiicrelerinin farklilagsmasinda, aktiflestirilmis T
ve dogal oldiirlicii hiicrelerin (NK hiicreleri) ¢ogalmasinda ve antikanser tepkilerin
uyarilmasinda énemli rol oynamaktadir (Jayanthi et al., 2014; Hernandez-Alcoceba et
al., 2016).

IL-12 proinflamatuar bir sitokin olup, IL-12 ile uyarilan IFN y, MHC’lerinin ve
adezyon molekiillerinin upregiile olmasina neden olmaktadir. MHC molekiillerinin
yeniden diizenlenmesi ve tip 1 yardimcir T hiicrelerinin (Thl) immiin yanitlarinin
olusturulmasi kanser hiicrelerinin antijenlerini sitotoksik T lenfositlerine sunmaktadir.
Bu da kanser hicrelerini 6ldirmeye olan duyarlilig1 arttirmaktadir. IL-12, ayrica, Thl

hiicrelerinin farklilasmasinda 6nemli olan interferon diizenleyici faktor 1 ve 4’iin (IRF1
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ve IRF4) eksperese olmasini saglamaktadir. IL-12, IFN vy araciligiyla anjiyogenezi
baskilamaktadir. IFN vy ile uyarilabilir kemokin ligandi (CXCL) 9 ve CXCL10
iiretiminin artmasi, vaskiiler endotel biiylime faktorii (VEGF) ve metaloproteinaz-9’un
(MMP-9) azalmis iiretimi dolayli da olsa anjiyogenezin baskilanmasina ve kanser
bliylimesinin kontrol altina alimmasma yardim etmektedir. IFN vy iiretimi IL-4
tarafindan baskilanabilmektedir. IL-12, IL-4’lin etkilerini baskilayarak IFN y’nin aktive
olmasin1 saglamaktadir. Ek olarak, IL-12, 6zellikle IL-2 immunoterapisinde IL-2R’nin
ekpresyonunu arttirarak antikanser yanmitinin  baslatilabilmesinde 6nemli rol
oynamaktadir. Bunlarin disinda IFN vy iiretilmesi, p53 aktivitesinde artisa neden olarak
apoptozun uyarilmasini saglamaktadir. Bu farkli etkileri nedeniyle IL-12 anti-kanser
bagisikliginin ana diizenleyicisi olarak kabul edilmektedir (Weiss et al., 2007; Seo et

al., 2011; Yuzhalin and Kutikhin, 2012; Tugues et al., 2015) (Sekil 2.1.).
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Sekil 2.1. Antikanser yanitinda IL 12’nin sinyal yollar1 (Yuzhalin and Kutikhin, 2012)

VEGF, VEGF reseptor tirozin kinazlarina (VEGFR’lerine) baglanarak aktive
olan, vaskiiler geg¢irgenligi ve anjiyogenezi arttiran bir sitokindir. Anjiyogenez yani
yeni damar aglariin olusumu embriyonik gelisimde, doku ve organ homeostazinda,
hastalik ilerlemesinde, kemik olusumunda 6nemli rol oynamaktadir. Ayrica VEGF
bircok tliimdrde sadece anjiyogenezi degil tiimor biiylimesini, metastazi ve sagkalimi
uyarmaktadir. Insanlarda, VEGF ailesi 8 ilyeden olusmaktadir. Bunlar VEGF-A,
VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E, VEGF-F, plasental buyume faktori ve
endokrin bezinden tiiretilmis vaskiiler endotel biiytime faktoriidiir. VEGF’in biyolojik
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fonksiyonlarina bagh olarak VEGFR-1 / Flt-1, VEGFR-2 / Flk-1, VEGFR-3 / Flt-4
reseptorlerine baglanirlar. VEGFR-1 ve VEGFR-2, daha cok vaskiler endotelyal
hiicrelerde eksprese edilirken, VEGFR-3, 0Ozellikle lenfatik endotelyal hicrelerde
eksprese edilir. Endotel hiicreleri ayrica, reseptor tirozin kinazlarm aktivitesini
diizenleyen noropilin 1 ve 2 (NP-1 ve NP-2) ortak reseptorlerini eksprese ederler. NP-1
VEGFR-2’nin aktivitesini alt1 katina kadar arttirdigindan en gii¢lii pro-anjiyojenik
aktiviteye ve VEGFR-1'den daha yiksek bir tirozin kinaz aktivitesine sahiptir. Hem
VEGF ve VEGFR'ler sadece endotel hiicrelerinde degil, ayn1 zamanda endotel dis1
hicrelerde de eksprese edilir (Dai and Rabie, 2007; Jang et al., 2017; Itatani et al.,
2018; Melincovici et al., 2018).

Tiimo6r nekroz faktoér alfa (TNF o), doku hasari veya fiziksel stres sonrasi
fibroblastlar, endotel hcreleri, makrofajlar, timoér hucreleri gibi bir¢cok hicre
tarafindan tretilen proinflamatuar pleiotropik sitokindir. TNF a, hiicre yiizeyinde
bulunan timor nekroz faktorl reseptori 1 ve 2 (TNF-R1 ve TNF-R2)’ye baglanarak
aktive olur. TNF-R1 bir¢ok hiicre tipinde yapisal olarak bulunmakla birlikte farkli
sinyal yollarmi aktive ederek proliferasyona ve hayatta kalmaya veya kaspazlarin
akivasyonuna bagli olarak apoptoza yol agabilmektedir. TNF-R2 ise daha ¢ok
endotelyal ve lenfoid hiicrelerde eksprese olurken TNF-R1’in uyardigi hiicre 6liimiini
arttirabilir veya hiicre aktivasyonunu, gociinii ve proliferasyonunu arttirarak etki
gOstermektedir. Sonu¢ olarak TNF « iretimi, enflamasyon bdlgesinde apoptozu
uyararak antikanser aktivitesine neden olurken, ayni zamanda; diger sitokinlerin,
anjiyogenik faktorlerin ve kemokinlerin uyarilarak enflamasyon bdlgesine ¢ekilmesini
saglayarak kanserogenezi desteklemektedir (Montesano et al., 2005; Babbar and
Casero, 2006; Prura et al., 2014).

2.5. Apoptoz (Programh Hicre Olumii)

Organizmada gorevini tamamlamis ya da DNA hasar1 sonrasinda veya gelisim
sirasinda meydana gelen hasarli hiicrelerin ortadan kaldirilmasi ile tanimlanan
programli hiicre oliimii veya apoptoz; genlerle kontrol edilen, enerjiye gereksinim
duyan, organizmadaki homeostazi saglayan bir olaydir. Apoptoz dissal uyaranlara ve
i¢csel uyaranlara karsi cevap olarak gelisebilir. Apoptoz mekanizmalarinda meydana

gelen bozukluklar sonucunda kanser, otoimmiin hastaliklar, Parkinson hastaligi,
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Alzheimer hastaligi, AIDS, viral hastaliklar ve ndrojeneratif hastaliklar gibi hastaliklar
meydana gelebilmektedir (Renehan et al., 2001; EImore, 2007).

2.5.1. Apoptoz Mekanizmalari

Apoptoz mekanizmalarindaki digsal veya Olim reseptdrii yolu ile ic¢sel veya
mitokondriyal yol olan iki ana apoptotik yola ilave T hiicre aracili sitotoksisite veya
hiicrenin perforin-granzime bagli 6ldiiriilmesini i¢eren bir yolu daha vardir (EImore,
2007) (Sekil 2.2.).

Bliirm Ekstrinsik yol intrinsik yol Perforin/granzim
ligands radyasyaon, toksinler, hipoksi yolu
Bliim Simms{V hicreleri
reseptoril \\F::::h
-.l,; Perforin
\J Mitckondriyal degisiklikler ldf E-’l
Adaptér proteinler \].r Granzim B Granzim A
Apoptozom olusumu \J/ \l{
DISC olusumiu \L, SET
\] Kaspaz-10 kompleksi

Kaspaz-9 aktivasyonu

Kaspaz-8 amiva{mj v / aktivasyonu \I,;

Kaspaz-3 aktivasyonu DNA
\]ﬂ’ balinmes
Endoniikleaz aktivasyonuskromozomal DMA degredasyonu,
proteaz aktivasyonuriskelet ve nikleer proteinlerin degredasyonus
hiicre iskeletinin yeniden sekillenmesi

v

Morfolojik degisiklikler: kromatin ve sitoplazma
kondensasyonu, nikleer fragmentasyon vs.

Apopitotik cisimciklerin olusumu

Sekil 2.2. Apoptotik olaylarin sematize gosterimi (Elmore, 2007)

Oliim reseptodrlerine bagh dissal apoptotik yolda uyari, TNF reseptdr siiper
ailesinin bir alt kiimesi olan hiicre yiizeyi 6liim reseptorlerinin, TNF’nin iiyeleri olan
ilgili aktive edici 6liim ligandlar: ile birlestirilmesi ile baslatilir. Oliim reseptdrleri
yapisal olarak apoptozun uyarilmasinda gorevli hiicre igi protein-protein etkilesim alani
olan 6lum bolgesi olarak tanimlanmaktadir. Oliim reseptérii-ligand sinyal sistemleri
arasinda en iyi karakterize edilenleri TNFRI1-TNFa, FAS (CD95, APO-1) —FasL (Fas
ligand), TRAILR1 (tiimdr nekroz faktor ile iliskili apoptoz indiikleyici ligand reseptori
1) TRAIL (Timor nekroz faktor ile iligkili apoptoz indiikleyici ligand), TRAILR2—
TRAIL igerir. Oliim reseptérlerinin karsilik gelen ligand ile baglanmasi sonucu olusan

aktivasyon hiicre icinde bulunan Fas/TNFR ile iliskili adaptor proteini (FADD,
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TRADD) aktive eder. Bu aktivasyon apoptatik sinyal akigini baglatan kaspaz-8 uyarir.
Aktiflesen kaspazlar DNaz ile birlikte DNA yikimina ve hiicrenin yok olmasina neden

olurlar (Elmore, 2007; Plati et al., 2011; Pistritto et al., 2016).

I¢csel yolak ise, bilyiime faktorleri, oksijen yetersizligi, cesitli sitotoksik ajanlar,
serbest radikaller, viral-bakteriyel enfeksiyonlar ve hiicre i¢i kalsiyum artist gibi hiicre
ici stres ile tetiklenen mitokondri i¢ zarindaki sitokrom c’nin mitokondriyal dis
membran gecirgenliginin bozulmasi sonucu sitoplazmaya salinmasi ile basglar.
Sitoplazmaya gegen sitokrom ¢ apoptozomu olusturmak i¢in apoptotik proteaz aktive
edici faktor 1 (Apaf 1)’i baglar. Apoptozom kaspaz 9’u aktiflestirir. Kaspaz 9 da
efektdr kaspazlardan prokaspaz-3’ii aktive eder ve hiicre apoptoza gider (EImore, 2007;
Plati et al., 2011; Ooi and Ma, 2013; Pistritto et al., 2016).

BCL2 ailesi proteinleri igsel yolaktaki mitokondri dis zarinin gegirgenligini
kontrol eden hem pro- hem de antiapoptotik dlzenleyicileri ile apoptozu uyarabilir
veya baskilayabilir. BCL2 proteini antiapoptotik iken BAX proapoptotik proteindir.
BCL2/BAX hicrenin apoptoza gidip gitmeyecegine karar verme siirecinde Onem
tagimaktadir. Eger hiicrede BCL2 fazla ise apoptoz baskilanirken, BAX fazla ise
apoptoz baglatilir. Hiicre i¢cinden gelen sinyallere gore mitokondri dis zarinda bulunan
BCL2 proteini, mitokondri dis zarinin gegirgenligini engelleyerek sitokrom c ve diger
apoptotik molekdllerin sitoplazmaya gecmesini durdurarak gostermektedir (Elmore,
2007; Plati et al., 2011; Pistritto et al., 2016).

2.5.2. Apoptoz ve Kanser

Kanser hiicre diizenlenmesinin normal mekanizmalarinin bozulmasi, asir1 hiicre
cogalmasi veya hiicre 6liimiinlin baskilanarak azalmasi olarak tanimlanirsa apoptozun
baskilanmasi kanser gelisiminde onemli bir etkendir. Kanser hiicreleri, BCL2 gibi
antiapoptotik  proteinlerin  asirt  ekspresyonu, BAX gibi  proapoptotiklerin
ekpresyonlarinin ~ baskilanmast  veya  mutasyonlar1 ile apoptoza  direng
kazanabilmektedirler. Ayrica kanser hiicreleri, apoptozun baskilanmasini immiin

sistemden kagarak saglayabilmektedirler (EImore, 2007).

Kanser metastazi, kanser hiicresinin uzak bir organa hareket etmesi ve 0
bolgede kanser gelisimi olarak bilinmektedir. Apoptoz bu metastatik hiicrelerin
oldiirtilmesini saglayarak metaztazin baskilanmasinda olduk¢a 6nemli bir role sahiptir.

Ancak metastatik hiicrelerdeki apoptotik direng onlarin gittikleri bolgede yerleserek
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koloni olusturmalarina imkan saglamaktadir. Apoptotik direncte bir¢ok farkli etken
bulunmakla birlikte ilk adim, hiicre-hiicre ve hiicre-hiicreler arasi sivi (ekstracelliiler
matriks, ECM) temaslarinin kaybolmasi ile olusan hiicre dliimiine direngtir. Ornegin
ECM’de bulunan MMP’lar kanser hiicrelerindeki apoptozun dissal apoptotik
yolaklarindaki ligandlarinin veya reseptorlerinin boliinmesi yoluyla uyarilmasini

engelleyerek apoptozu baskilamaktadir (Su et al., 2015).

2.6. Otofaji

Otofaji, hiicre i¢ci makro molekiillerin, hasar gormiis organellerin bir
otofagozom i¢ine alinarak lizozomlara yonlendirilmesi ve lizozomla birleserek
parcalanmasi islemine denilmektedir. Elde edilen bozunma {iriinleri daha sonra yeniden
kullanim i¢in membran gecirgenligini saglayan permeazlarin aktivitesi vasitasiyla
sitoplazmaya geri tasmir. Otofaji hiicre i¢i homeostazin saglanmasinda oldukca
onemlidir (Zaffagnini and Martens, 2016). Otofajinin diizenlenmesinde en Gnemli
uyaranlar aglik, stres ve hipoksi durumlaridir. Otofajinin islevsel bozukluklar1 kanser,
enflamatuar hastaliklar ve norodejeneratif hastaliklara neden olmaktadir (Guan et al.,
2013). Makrootofaji, mikrootofaji ve saperon aracili otofaji olmak tizere 3 farkli otofaji
mekanizmas1 tanimlanmigtir. Makrootofaji, mitokondri ve peroksizomlar gibi
proteinleri ve organelleri i¢ine alan otofagosomlarin lizozomlarla kaynasarak yikilmasi
islemidir. Yikilan materyal aminoasitler gibi makromolekiillerin dnciillerini olusturarak
yeniden donguye girmeleri saglamaktadir. Mikrootofaji, lizozom membranmnin ice
¢okmesi ve sitoplazma igeriginin dogrudan yikilmasi ile ger¢eklesmektedir. Son olarak
saperon aracili otofajide ise, KFERQ benzeri aminoasit motifleri igeren proteinlerin 1s1
soku proteini hsc70 tarafindan lizozoma yonlendirilir. Burada LAMP2A (lizozomla
iliskili membran proteini tip 2A) ile baglanarak lizozomal enzimler tarafindan

yikiminin gergeklestirilmesidir (Thorburn, et al., 2014).

2.6.1.0tofaji Mekanizmalari

Otofaji mekanizmalari, 30’dan fazla otofajiye bagli genler (ATG) ile diizenlenir.
ATG gen iirlinleri, otofagosom olarak adlandirilan ¢ift membranli vezikiil olusumunu
kontrol eder. Hiicrede otofagozom olusumu ‘otofaji  olusum merkezi’
(Preautophagosomal structure, PAS) adi verilen endoplazmik retikulum ile golgi
cisimciginin arasinda oldugu diisiiniilen bolgede baslamaktadir. Otofagozom olugumu

fosfoinositid 3-kinaz (PI3K) ve vakuolar proteini siiflandirma ile iligkili proteini 34
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(Vps34)’iin Atg6 (Beclin-1) ile etkilisimi sonucu baslatilir. PI3K kesecik olusumunda
rol oynayan proteinleri kendisine baglayarak PAS’a yonlendirir ve otofagozom
membraninin ¢ekirdegi olusturulur. Fagoforlarin olusumu ile otofajiye baslanmasinin
ardindan ATG12-ATGS5 kompleksinin olusumu kataliz edilerek Atgl2 — Atg5 — Atgl6
kompleksi olusur. Bu kompleks ile membranlar birbirine baglanir ve otofagozomlar
meydana gelir. Kompleks ATG8 (LC3) proteininin fosfotidiletanolamin (PE) yag
molekiiliine baglanmasi i¢in gereklidir. LC3, proteaz Atg4 ile ayrilir. PE, Atg7 ve
ikinci bir E2 benzeri enzim olan Atg3 ile boliinmiis LC3'e baglanir ve bu lipitlenmis
LC3-II, yeni olusan otofagosom membranlar1 ile birlesir. LC3-Il, lizozomlarla
kaynasma sonrasina kadar olgun otofagosomlarda kalir ve genellikle otofajiyi izlemek
icin kullanilir. Olusan otofagozom membranlar1 kargonun etrafinda toplanir ve
kargonun daha sonra bir lizozomla birlesip oto-lizozom olusturan bir kese iginde
sartlmasin1 saglar. igerik daha sonra proteazlar, lipazlar, niikleazlar ve glikozidazlar
tarafindan indirgenir ve olusan parcalanma {iriinleri sitoplazmaya salinirlar (Rabinowitz
and White, 2010; Amaravadi et al., 2016; Zaffagnini and Martens, 2016; Li et al., 2017)
(Sekil 2.3.).

1 Indikcsiyonun dizenlenmesi

______
_______

P o )

Sekil 2.3. Otofaji mekanizmasi (Fullgrabe et al., 2014)
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2.6.2. Otofaji ve Kanser

Kanserde otofaji karmagik bir role sahiptir. Normal hiicrelerde bazal otofaji
seviyeleri oldukca diisiikken, yetersiz beslenme, hipoksi, biiylime faktorleri azliginda
hizla artmaktadir. Otofaji  besin yetersizligi durumunda, hicre igindeki
makromolekdilleri, hasarli organelleri pargalayarak metabolizmay1 desteklemek igin
substratlar saglamaktadir. Otofaji, kanser mikrogevresindeki hipoksi, asitlik, artan
metabolik iirlinler, yiiksek mitotik aktivite ve sinirli anjiyogenez gibi stresler sonucu
kanser hucresinin metabolik sagkalimini desteklemektedir. Bu nedenle otofaji timdor
bliylimesini ve hayatta kalmayi1 desteklemektedir. Ancak otofajinin baskilanmasi,
otofaji genlerinin ekspresyonunun azaltilmast sagkalimi ve kanserogenezi
azaltmaktadir (White and DiPaola, 2009; Rabinowitz and White, 2010; White et al.,
2015; Kimmelman and White, 2017).

2.7. Hucre Dongusu

Hiicre dongiisii, bir hiicrenin béliinmeye baslamasindan itibaren takip eden
ikinci hiicre boliinmesine kadar gecen zamanda, hiicrede gerceklesen biyokimyasal ve
morfolojik degisiklerin izlendigi siirece denir. Hiicre dongiisii, interfaz ve mitoz (M)
faz1 olmak tizere iki asamada gerceklesir. Hiicre boliinmesine hazirlik donemi olarak
bilinen interfaz, Gapl (G1), Sentez (S), Gap2 (G2) olmak iizere ii¢ evreden olusur. G1
evresinde, hiicrede organel sayilar1 iki katina c¢ikar. S evresi, DNA sentezinin
gerceklestigi evredir. G2 evresinde ise, DNA sentezi durur ancak hiicre igerigi artmaya
devam ederek mitoza hazirlanir. M evresi, mitoz bolinmenin gergeklestigi evredir

(Aktug, 2014; Canpolat, 2016).

Hiicre dongiisiinii diizenleyen molekiiller siklinler, siklin bagimli kinazlar
(Cyclin- Dependent Kinase, CDK), ve siklin bagimli kinaz inhibitorleridir (CDKI).
Siklinler hiicre dongiisiiniin belirli evrelerinde sentez edilirken, CDK’lar inaktif formda
strekli ifade edilirler ve siklinlere baglanip fosforile edilerek aktif hale gecerler. Hiicre
dongustinde ilk sentezlenen siklin D’dir. G1'in ortasinda ortaya ¢ikar ve S evresinde
yok olur. Siklin D, CDK4'e baglanip Siklin D-CDK4 kompleksini olusturarak
retinoblastoma proteinini (RB) fosforiller. RB’nin fosforilasyonu, transkripsiyon
faktorii E2F ile olan kompleksin ayrilmasina ve aktive olmasina neden olmaktadir. Bu
aktivite Siklin E, Siklin A ve DNA polimerazin transkripsiyonunu arttirir. Siklin E-

CDK2 ile kompleks olusturur ve bu kompleks, hiicre dongiisiiniin S evresinde
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ilerleyebilmesi ve DNA replikasyonunun baslayabilmesi igin gereklidir. Siklin E-
CDK2 ayrica RB’yi defosforile ederek etkisiz hale getirir. Siklin A-CDK2 kompleksi
mitotik profazdaki olaylar1 diizenler. Siklin B-CDK1 kompleksi g¢ekirdek zarmin
¢coziilmesine neden olup ve mitozu baglatir. Mitozdan ¢ikis siklin B-CDK1
kompleksinin inaktive edilmesi ile gergeklesir. BOlinme tamamlandiginda, yeni
boliinmiis olan hicreler G1 evresinde yeni bir replikatif donguyu girebilirler ya da GO
evresinde kalip dinlenmeye ¢ekilebilirler (Stamatakos et al., 2010; Aktug, 2014; Rath
and Senapati, 2016) (Sekil 2.4.).

Mitojenik sinyaller
i/ CDKa4/6

Siklin D

I
|

Siklin D-CDK Kompleksi

\

Rb Fosforilasyonu

|

Rb Etkisizlestirilmesi

|

E2F Geninin Aktive Edilmesi

Siklin E Siklin A Diger S-
Spesifik proteinler
\LCDKZ CDK2
Siklin E- CDK2 Kompleksi
¢ Siklin A-CDK2 Kompleksi
G2-M Kontrol
G1-S Kontrol

Sekil 2.4. Siklinler ve hiicre dongtisu diizenlenmesi (Stamatakos et al., 2010)
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Hiicre dongiisiiniin ilerlemesinde ¢ok dnemli role sahip olan CDK2’nin anormal
aktivitesinin kanserlerle ve hiicre bozuklugu ile ilgili bagka hastaliklarla yakin iligkisi
oldugu bildirilmistir. Anormal CDK2 aktivitesi prostat kanseri ve KHDAK’da
proliferasyona, ayrica meme epitel hiicrelerinin kanser hiicresine doniismesine neden
olmaktadir. Bunlarin diginda S evresindeki asirt CDK2 aktivitesi apoptotik sinyal
olusturarak hiicrenin 6liimiine neden olabilmektedir (Li et al., 2015). Siklin A2 ise,
hiicresel proliferasyonla iligkili olup ekspresyonu cesitli kanserlerde kot prognoz
gostergesidir (Yasmeen et al., 2003). Siklin A2’nin eksikligi olan hiicrelerde ise kanser
kok hicresi benzeri ozellikler gostererek metastazin yeni bir diizenleyicisi oldugu
varsayilmaktadir (Bendris et al., 2015). Ayrica yapilan ¢alismalarda Siklin A’nin pozitif
oldugu KHDAK’larinda hastalarin sagkalim siirelerinin kisaldig1 gosterilmektedir

(Volm, et al., 1997).

Proliferatif hucre nikleer antijeni (PCNA), DNA replikasyonu, onarimi,
kromatin tamirati, hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi ve apoptozda goérev alan c¢ok
onemli bir proteindir (Witko-Sarsat et al., 2010; Wang et al., 2017). PCNA, hiicre
dongusunde siklin A-CDK2 kompleksi ile baglanarak CDK2 ve substratlari arasinda
koprii gorevi gormektedir. Normal sartlar altinda hiicre dongiisiiniin ilerlemesi
bozulmazken DNA hasari, hiicre yaslanmasi, hiicrelerin p53’e bagli veya bagimsiz
yollardan farklilagmasi gibi durumlarda G1 fazindan S fazina gecisi engelleyen p21
proteininin iretimi uyarilir. p21, sikline bagimlh kinazlarin aktivitesini baskilayarak
G1- S fazlan arasinda hiicre dongiisiiniin durmasini saglamaktadir. Terminal olarak
farklilagmis kardiyomiyositlerle yapilan ¢alisamalar, hiicre dongiisiiniin durmasinin,
PCNA seviyesini diisiiren yiiksek konsantrasyondaki p21°den kaynaklandigini
gostermektedir (Maga and Hubscher, 2003; Strzalka and Ziemienowicz, 2011).

PCNA’nin ifadesi bazi tiimorlerde diizensizdir ve onkogenezde rol
oynamaktadir. KHDAK’larinda PCNA’nin yiiksek ekspresyonu kotlii prognozla
iliskilidir. Ayrica PCNA pozitif karsinomlu hastalarin, PCNA negatif karsinomlu
hastalara gore sagkalim siirelerinin kisaldigi bildirilmektedir (Volm and Koomagi,
2000; Wang et al., 2018).

Siklooksijenaz (COX), arasidonik asidin prostoglandinlere doniistiiriilmesinde
rol oynayan anahtar enzimdir. Birgok dokuda yapisal olarak ifade edilen COXI1 ve
ekspresyonu ancak biyume faktorleri, sitokinler ve onkojenler gibi bircok faktor

tarafindan uyarildiktan sonra baglayan COX2 olmak iizere iki izoformu bulunmaktadir
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(Wang et al., 2015; Yukawa et al., 2015). COX2 akciger, prostat, meme, kolon,
mesane, pankreas, bas ve boyun kanserlerinde asir1 eksprese olmakta ve buda timor
hiicresinde apoptoz direncine, artan anjiyogeneze, azalan konak bagisikligina, invazyon
ve metastaza neden olmaktadir (Brown and DuBois, 2004; Sharma et al., 2005; Cao et
al., 2013).

Forkhead kutusu P3 (FOXP3), dizenleyici T hiicrelerinin bir transkripsiyon
faktoridiir ve diizenleyici T hiicrelerinin farklilasmasinda ve fonksiyonlarinin
diizenlenmesinde islev gérmektedir. FOXP3 ayrica, meme, akciger epiteli ve prostat
hiicrelerinde de eksprese edilmektedir. FOXP3’iin karsinogenez ve kanser
ilerlemesindeki rolii, hem kanseri destekleyen hem de baskilayan o6zellikler
gosterdiginden heniiz belirsizdir (Wang et al., 2010; Peng et al., 2018). Ancak yapilan
bircok ¢alisma FOXP3’iin akciger adenokarsinom dokularinda ve akciger
adenokarsinomu hiicre hatt1 olan AS549’da eksprese oldugunu gdstermistir. Bu
caligmalarin sonucunda FOXP3’iin proliferasyonu arttirdigi, invazyon ve metastazi

destekledigi gorulmektedir (O'Callaghan et al., 2015; Li et al., 2016; Yang et al., 2017).

Hipoksi induklenebilir faktor 1 (HIF1) ortamda oksijen miktarinin az oldugu
durumlarda O, homeostazini saglayarak hayatta kalmayi saglayan transkripsiyon
faktoradur. Hipoksi, kanserde anormal damarlanma ve hizla artan hiicre proliferasyonu
ile ortaya ¢ikmaktadir. HIF1 a normoksik kosullar altinda 5 dak’lik yarilanma siiresine
sahipken, hipoksik kosullar altinda stabil kalarak hiicre iginde birikmeye baslar. HIF1
o’nin aktivasyonu tliimorlerde angiyogeneze, hiicre c¢ogalmasina, invazyon ve
metastaza, glikoz metabolizmasinin aktivasyonuna ve tedaviye dirence neden
olmaktadir. Akciger, meme, pankreas, karaciger kanseri gibi bircok kanser tipinde asir1

eksprese olmaktadir (Acosta-Iborra et al., 2009; Yu,, 2017).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Geregler

3.1.1. Kimyasal Maddeler

Cizelge 3.1. Yapilan arastirmada kullanilan kimyasal maddeler ve markalari

Kimyasal Maddeler

Markalan

Penisilin/Streptomisin

Thermo Fisher Scientific

FBS Gibco, Life Technologies
DMSO Sigma, Life Science

DMEM F12 Gibco, Life Technologies
RNA Izolasyon Kiti NucleoSpin, Macherey Nagel
Syber Green Bioline, SensiFast Sybr
cDNA Kiti ProtoScript

Gene 0zgl primerler

Sentromer

IL 12 p70 ELISA Kkiti

Picokine, Elisa Kit

IL 12 p40 ELISA Kkiti

Picokine, Elisa Kit

dPBS

Gibco, Life Technologies

L- Glutamin

Gibco, Life Technologies

Tripsin-EDTA (%0,25, %0,05)

Gibco, Life Technologies

EGF

Thermo Fisher Scientific

Tripan Blue Solusyonu

Sigma, Life Science




3.1.2. Cihazlar

Cizelge 3.2. Yapilan aragtirmada kullanilan cihazlar ve markalari

Cihazlar

Markalar

Laminar Flow Kabin

FASTER, SafeFAST Classic

Pipetler (10 pl, 20 pul, 200 pl, 1000 ul)

Corning, Axygen

Elektronik Pipet

Thermo Scientific, S1 Pipet Filter

Mikropipet Seti (0,2-2 pl, 2-20 pl, 20-200
pl, 100-1000 pl)

Thermo Scientific, Finnipipette

Santrifjler

Hettich, Universal 320R

CO: Inkiibatorii

Memmert

Multiskan Go Mikroplate Spektrofotometre

Thermo Fisher Scientific

BioRad Real Time Sistem

Bio-Rad, CFX Connect Realtime

System

96-kuyulu Real-Time PCR Plakas1

Corning, Axygen

Seals

Corning, Axygen

Vorteks Stuart

Isik Mikroskobu Zeiss, Axio Vert. Al
Su Banyosu Memmert

Minispin Four E’s Scientific
Otoklav BES Dik Tip Otoklav

Su Aritma Sistemi

Thermo ScientificSMART2PURE

Buzdolaplar1

Arcelik, BEKO, Haier Biomedical

Buz Makinesi

Scotsman AF80

S1v1 Nitrojen Tanki

Thermo Scientific

Hiicre Kiiltiir Flasklar1 ve Petrileri (25 cm?,
75 cmz, 175 cmz2, 100x25 mm)

Corning, Axygen

BioRad T100 Thermal Cycler

Bio-Rad

Falkonlar (15 ml, 50 ml)

Corning

Thoma Lami ve Lameli

Paul Marienfeld GmbH & Co. KG

6 kuyulu ve 96 kuyulu Plaka

Corning, Axygen

Serolojik Pipetler (5 ml, 10ml, 25 ml, 50
ml)

Corning, Axygen

Eppendorf Tapleri (0,2 ml, 0,5 ml, 1,5 ml, | ISOLAB
2 ml)
Karyottp (2 ml) ISOLAB

Filtreler (0,22 mm)

Millipore Corporation SCILOGEX

Aspirasyon

Paul Marienfeld GmbH & Co. KG

Cam Pastor Pipeti

Paul Marienfeld GmbH & Co. KG

Transwell Insert Sistemi

FALCON, Corning
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3.1.3. Hucreler

Insan yag dokusu kokenli mezenkimal kok hiicreler (Acibadem Universitesi) ve

A549 akciger kanser hiicreleri (Yeditepe Universitesi)

3.1.4. Hiicrelerin Kiiltiir Ortaminda Biiyiitiilmesi

Arastirmada kullanilan MKH’ler Acibadem Univeristesi’den 3. pasaj sonu
olarak temin edilmistir. Hiicreler DMEM F12 (Dulbecco's Modified Eagle
Medium/Nutrient Mixture F-12)’nin icinde %21 penisilin/streptomisin, %25 FBS
eklenerek %95°lik hava ve %5 CO;’li gaz ortaminda, 37 °C’deki CO, inklbatoriinde

kiiltiire edildi ve yeterli sayiya ulastiZinda deneye alindi.

Aragtirmada kullanilan A549 kanser hiicreleri Yeditepe Universitesinden temin
edilmigtir. Hiicreler DMEM F12’nin iginde %1 penisilin/streptomisin, %10 FBS
eklenerek %95’lik O, ve %5 CO;,’li, gaz ortaminda, 37 °C’deki CO, inklbatoriinde
kiltlre edildi ve yeterli sayiya ulastiginda deneye alindi (Lee et al., 2014)

Sekil 3.1. Deneyde kullanilan hiicreler A) A549 Akciger Kanseri Hiicreleri ve B) Mezenkimal Kok
Hucreler
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3.2. Yontem

Yapilan deneysel calismalar hiicre kiiltiirii seviyesinde molekiiler temeller
iizerine gerceklestirildi. Ug ayr1 grup olusturuldu. MKH’lerden salinan sitokinlerin (IL-
12p70 ve IL-12p40) A549 kanser hicreleri Gzerindeki etkileri toplanan besiyerlerinde

ELISA, gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (gz-PZR) ydntemleriyle aragtirildi.

3.2.1. Gruplar

1. MKH

2. A549 hucreleri

3. MKH+A549 hiicreleri (Transwell Insert Sistemi kullanilarak arastiriimistir)
1.Grup MKH

3x10° hiicre 6 kuyucuklu plakalara ekilerek, konfluent olmasi beklendi.
Konfluent olunca eski besiyeri aspire edilerek hiicreler PBS ile yikandi ve kuyucuklara
yeni FBS igcermeyen besiyeri eklenerek kiltire edildi. IL-12 nin yarilanma 6mrii kisa
oldugu i¢in deneyin 2., 5., 12., 24., 48. ve 72. saatlerinde besiyerlerinden 6rnek alinarak
1000 g x 10 dak. santrufij edildi ve stpernatan 0,2 um lik filtreden gecirilerek
sitokinlerin 6l¢iimii i¢in stoklandi (-80 °C). Ayni saatlerde hiicreler % 0,25°lik tripsin-
EDTA kullanilarak kaldirildi. Kaldirilan hiicrelerden gz-PZR analizi igin RNA
izolasyonu yapildi ve cDNA’ya ¢evrildi.

2.Grup Kanser (1549 Akciger Kanser Hiicreleri)

3x10° hiicre 6 kuyucuklu plakalara ekilerek, konfluent olmas1 beklendi (besiyeri
olarak standart besiyeri ve FBS kullanilmistir). Konfluent olunca eski besiyeri aspire
edilerek hiicreler PBS ile yikandi ve kuyucuklara yeni FBS igermeyen besiyeri eklendi.
IL-12 nin yarilanma Omrii kisa oldugu igin deneyin 2., 5., 12., 24., 48. ve 72.
saatlerinde besiyerlerinden o6rnek alinarak 1000 g x 10 dak. santriifiij edildi ve
supernatan 0,2 um lik filtreden gegirilerek sitokinlerin 6lgtimii i¢in stoklandi (-80 °C).
Ayni saatlerde hiicreler % 0,05’lik tripsin-EDTA kullanilarak kaldirildi. Kaldirilan
hlcrelerden gz-PZR analizi i¢in RNA izolasyonu yapildi ve cDNA’ya ¢evrildi.

3.MKH + A549 Kanser Hucresi

Kok hicreler ve A549 kanser hticreleri transwell ko-kiiltiir sistemiyle ayni
ortamda inkiibe edildi. MKH’ler ve A549 kanser hiicreleri i¢ ice gecen kuyucuklar

sayesinde salgiladiklari sitokinler ile birbirini etkileyebilmektedir. Deneyimizde A549
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hiicreleri alt kata, MKH ise iist kata ekildi. Ust kattaki kuyucugun zemininde 0,4
um’lik porlar bulunmaktadir. Bu porlar iki hiicre kiiltiirii ortam1 arasindaki iletisimi
saglamaktadir. Deneyimizde transwell sistemin alt ve iist katina ayn1 miktarda MKH ve
A549 hucresi ekildi (300 bin hucre\kuyu). Transwell sistemi ile hucreler
birlestirildiginde eski besiyeri aspire edilerek PBS ile yikandi ve FBS icermeyen
besiyeri eklendi. IL-12 nin yarilanma 6mrii kisa oldugu i¢in deneyin 2., 5., 12., 24., 48.
ve 72. saatlerinde besiyerlerinden 6rnek alinarak 1000 g x 10 dak. santriftj edildi ve
stipernatan 0,2 um lik filtreden gecirilerek sitokinlerin 6l¢iimii igin stoklandi (-80 °C).
Ayni saatlerde hiicreler % 0,25°1ik tripsin-EDTA kullanilarak kaldirildi. Kaldirilan
hlcrelerden gz-PZR analizi icin RNA izolasyonu yapildi ve cDNA’ya ¢evrildi.

3.2.2. Transwell insert Sistemi

Transwell insert sistemi in-vitro deneylerin yapilmasini saglayan iki kath
birbirine porlarla bagl petri sistemidir. Bu yontemde 6 kuyucuklu kaplarin igerisine
yerlestirilebilen insertler bulunur. Bu insertler icine hiicre ekilebilen zemininde iki
ortamdaki c¢oziinebilir bilesiklerin karsilikli gecmesini saglayan porlar (0,45 pm

genisliginde) bulundurur. Transwell kiltir sistemi Sekil 3.2. gosterildigi gibidir.

Stromal Hiicreler

| K:jnser I.Iam
Hiicreler

Sekil 3.2. Transwell kiiltiir sistemi sematize hali (Saglam, 2014)

3.3. ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) Yontemi ile Sitokin

Ol¢imi

. 96 kuyucuklu plakalarin 1. siitununa standartlar azalan diliisyon oranlarinda
yuklendi.

o Diger siitunlara ise (2-6) oda 1sisina getirilen hiicre kiiltiirii besiyerlerinden

alinan her gruba ait 6rnekten 100 pl yiiklendi. Plakalar 90 dakika 37 °C’de

inkiibasyona birakild1.
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. Siire sonunda kuyulardaki sivilar plakanin ters c¢evrilmesi ile bosaltildi.
Kuyularin tamamen bosaltilmas1 amaciyla plakalar hafifge kurutma kagidi
Uzerine vurularak érnekler uzaklastirildi.

. Yikama yapilmadan kuyulara kitin igerisinden ¢ikan 1/100 oraninda
sulandirilmis biyotinlenmis antikor 100 ul yiiklendi ve 60 dakika 37 °C’de
inkiibasyona birakildi.

o Sonrasinda 300 pl yikama soliisyonu ile 3 kez yikandi. Yikamalar sonunda
kuyularin tamamen bosaltilmas1 amaciyla hafifce kurutma kagidi {izerine
vurularak kurulandi.

o Yikama isleminden sonra kuyulara 1/100 oraninda sulandirilmig Avidin-Biotin-
Peroksidaz Kompleks 30 dakika, 37 °C’de inkiibasyona birakildi.

o Siire sonunda 300 pl yikama soliisyonu ile 5 kez yikandi.

o Her kuyuya 90 pl substrate solisyonu eklendi 30 dakika, 37 °C’de inkibe
edildi.

o Kuyulara 100 pl durdurma solisyonu eklenerek spektrofotometrede 450 nm
dalga boyunda mikroplaka okuyucu ile okutuldu. Tiim islemler her kuyuya esit

soliisyon veren mikropipetor kullanilarak yapildi.

3.4. Gercek Zamanh PZR Uygulamasi ile Gen Ekspresyon Seviyelerideki

Degisimin Saptanmasi

Gercek zamanli PZR, ¢ift iplik haline getirilmis mRNA’larin floresan problari
veya Syber Green I gibi DNA baglayict floresan boyalar kullanilarak ekspresyon
miktariin belirlenmesini saglayan bir yontemdir (Pfaffl, 2001; Navarro et al., 2015).
Aragtirmamizda hedef genlerin mRNA seviyelerinin o6l¢iilmesi i¢in her hiicre
grubundan total RNA izolasyonu yapildi. Calismada referans gen olarak tim ¢ekirdekli
hiicre tiplerinde sabit miktarda eksprese oldugu bilinen gliseraldehid-3-fosfat
dehidrojenaz (GAPDH) kullanildi. Hedef genlerin ekspresyon diizeyleri GAPDH
ekspresyon seviyesi temel almarak delta delta Ct (2 24T) metodu ile kantitatif olarak
belirlendi. Deneyde kullanilan primerler asagidaki Cizelge 3.3. gosterilmistir. Deneyde
kullanilan primerler NCBI, primer blast ve primer 3 programlari kullanilarak

tasarlanmistir.
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Cizelge 3.3. Deneyde kullanilan primerler

Primerler Dizileri
VEGF Forward- 5'- CCCATCGAGGAGTCCAACAT-3'
Reverse- 5'-CAAATGCTTTCTCTGCTCTG-3'
LC3 1l Forward- 5-AGAAGGCGCTTACAGCTCAA-3'
Reverse- 5'-CCAATTTCATTCCGAACGTCT-3'
HIF-1a Forward- 5'-TGCATCTCCATCTCCTACCC-3'
Reverse- 5'-CGTTAGGGCTTCTTGGATGAC-3'
BAX Forward- 5'-CCCTTTTGCTCAGGGTTTCA-3'
Reverse- 5'-ATCCTCTGCCAGCTCCATGTT-3'
BECLIN1 Forward- 5'-GGTTGAGAAAGGCGAGACA-3'
Reverse- 5'-AATTGTGAGGACACCCAAGC-3'
BCL2 Forward- 5'-GCATTCTCCCGCGCTAC-3'
Reverse- 5'-CCGAACTCAAAGAAGGCCA-3
IL-12p40 Forward- 5'-CCTTGGACCAGAGCAGTGAG-3'
Reverse- 5'-GCAGGAGCGAATGGCTTAGA-3'
IL-12p35 Forward- 5'-CTCCAGAAGGCCAGACAAACTC-3'
Reverse- 5'-CTCTGGAATTTAGGCAACTCTCAT-3'
IL-12R B1 Forward- 5'-CCCCCTGGAGATGAATGTGG-3'
Reverse- 5-GTTTTCAGGGGGAACGCACA-3'
IL-12R B2 Forward- 5'-GACCTCTGAAGTGTTGTCTGT-3'

Reverse- 5'-AATCAACTCTGGTATAGAACTCCG-3'

Tumoér Nekroz Faktor Alfa
(TNFa)

Forward- 5-GAAAACAACCCTCAGACGCC-3'
Reverse- 5'-GAGCCGTGGGTCAGTATGTG-3'

Siklooksijenaz 2 (COX2)

Forward- 5-AGGGTTGCTGGTGGTAGGAA-3'
Reverse- 5'-TCATCTGCCTGCTCTGGTCAA-3'

Proliferatif Hiicre Nikleer
Antijeni (PCNA)

Forward- 5-CCAGAGCTCTTCCCTTACGC-3'
Reverse- 5'-TCTAGCTGGTTTCGGCTTCA-3'

Cyclin A2

Forward- 5-AAGACTGGCATCCAAGAAGTTT-3'
Reverse- 5'-TGGTTTTACTCTCATCTTGCCAC-3'

Sikline Bagimli Kinaz 2
(CDK2)

Forward- 5-GGATGCCTCTGCTCTCACTG-3'
Reverse- 5'-GAGGACCCGATGAGAATGGC-3'

Forkhead Box P3 (FOXP3)

Forward- 5'- AGAAGCAGCGGACACTCAAT-3'
Reverse- 5'- AGGTGGCAGGATGGTTTCTG-3'
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3.4.1. RNA izolasyonu

mRNA’larin  ekspresyon seviyelerinin  6l¢lilmesi icin  RNA izolasyonu
gerceklestirildi, izolasyon NucleoSpin, Macharey Nagel RNA izolasyon kiti
kullanilarak ve kit protokolii takip edilerek yapildi.

Deney siiresi sonunda hiicreler dPBS soliisyonu ile yikanarak 5 dakika tripsin-
ETDA’da bekletildi. Zeminden kaldirilan hiicreler, santrifijj tiipiine toplanarak 5
dakika 1500 rpm’da santrifiij edildi ve siipernatan uzaklastirildi.

Hiicrelerin tizerine 350 ul RA1 ve 3,5 pl B-mercaptoetanol ilave edilerek ¢ozelti
vortekslendi. Elde edilen lizat NucleoSpin Filtre (mor renkli) icerisine konuldu
ve 11000 x g’de 1 dak santrifiij edildi.

Koleksiyon tiipiinde toplanan lizat {izerine 350 pl %70’lik etanol eklendi ve
homojen hale gelene kadar karistirildi.

Homojen hale gelen lizat NucleoSpin RNA Kolon (mavi renkli) icerisine
konuldu ve 11000 x g’de santriftlj edildi ve filtre yeni bir koleksiyon tiipline
yerlestirildi.

Filtre Uzerine 350 pl MDB (membran desaltin buffer, membran tuz
uzaklastirma tamponu) eklenerek 11000 x g’de 1 dakika santrifiij edildi.

Temiz bir ependorf tipln iginde 10 pl rDNaz ile 90 pl rDNaz reaksiyon
tamponu karigtirilarak mix hazirlandi. Hazirlanan bu mix’ten 95 pl alinarak
kolono eklendi ve oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edildi.

Sure sonunda filtre Gzerine rDNaz inaktive edilmesi igin 200 pul RAW2
tamponu eklendi ve 11000 x g’de 30 saniye santrifiij edildi.

Filtre iizerindeki filtre membraninin yikanmasi igin 600 pl RA3 tamponu
eklendi ve 11000 x g’de 30 saniye santrifiij edildi.

Filtre yeni bir koleksiyon tiipiine alinarak {iizerine 250 pul RA3 tamponu
eklenerek 11000 x g’de 2 dakika santrifiij edildi.

Filtre kit icerisindeki 1,5 ml niikleaz icermeyen eppendorf tiipiine yerlestirildi
ve lizerine RNA’nin filtreden uzaklastirilmasi i¢in 30 pl Rnaz igermeyen H.O
eklendi. 2 dakika sanriftj edildi.

Toplanan RNA nin konsantrasyonu nanodrop ile 6lgiildii. izole edilen RNA’lar

c¢cDNA sentezinde kullanilmak tizere -80 °C’de saklanda.
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3.4.2. cDNA Sentezi

cDNA sentezi i¢in, son hacim 20 pl olacak sekilde reaksiyon hazirlandi ve
sentez islemi BIORAD T100 Thermal Cycler cihazinda yapildi. cDNA sentezinde
kullanilan RNA miktart 1 pg DNA’ya sabitlenerek hesaplandi. cDNA i¢in kullanilan
reaksiyon kosullart ve reaktifleri asagidaki Cizelge 3.4 ve Cizelge 3.5. belirtildigi
gibidir.

Cizelge 3.4. cDNA sentezi reaktif miktarlari

Kullanilan Reaktifler Miktar Reaksiyon Kosullari
Total RNA 2 ul
d(T) ;N (50 pM) 2l 70 °C’de 5 dakika
Nuclease-free H,O 4 ul
Total hacim 8 ul

Cizelge 3.5. cDNA sentezi reaksiyon kosullar

Kullanilan Reaktifler Miktar Reaksiyon Kosullar:
M-MuLV Reaction Mix | 10 pul Sentez; 42 °C’de 1 saat
M-MuLV Enzyme Mix 2 ul Enzim inaktivasyonu;
Toplam Hacim 20 pl 80 °C’de 5 dakika

3.4.3. Gergek Zamanh PZR

cDNA sentezi gerceklestirildikten sonra kantitatif gen ekspresyonlar1 gz-PZR
islemi ile gergeklestirildi. Gz-PZR isleminde kullanilan reaktif miktarlar1 ve reaksiyon

kosullar1 Cizelge 3.6 ve Cizelge 3.7. gosterildigi gibidir.

33



Cizelge 3.6. Gergek zamanli PZR isleminde kullanilan reaktif miktarlar

Reaktifler Stok Kullanilan Son
Konsantrasyon | Miktar Konsantrayon
SensFAST SYBR No-ROX 2X 5ul 1X
karigimi
Ileri primer 10 uM 0,5 ul 2,5uM
Geri primer 10 uM 0,5 ul 2,5 UM
Nikleaz icermeyen su - 3ul -
cDNA - 1ul -
Toplam hacim 10 pl

Cizelge 3.7. Gergek Zamanli PZR isleminde kullanilan reaksiyon kosullari

Polimeraz enzim aktivasyonu | 95°C, 5dk

Denattrasyon 95°C, 10sn

Baglanma 60 °C, 10sn Dongii Sayist: 45
Uzama 72°C, 30 sn

Erime Egrisi Analizi 65°C -95°C, 5sn

Tum deneyler iki kez biyolojik, iki kez teknik olarak tekrar edilmistir.

3.4.4. istatiksel Analiz

Istatistik degerlendirmeler GraphPad Prism 5.00 paket programi kullanilarak
yapildi. P<0,05 degeri anlamlilik degeri olarak kabul edildi. Verilerin normal dagilima
uygunlugu Shapiro-Wilk testi ile arastirildi. Ikiden fazla grup ortalamasimin
karsilagtirilmasinda tek yonlil varyans analizi, bagimsiz iki grubun karsilagtirilmasinda

ise iki yonlii ANOVA testi ile kullanildi.
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4. BULGULAR

4.1.Kantitatif Gercek Zamanh PZR ile Genlerin mRNA Seviyelerinin

Belirlenmesi

Deneyde belirlenen surelerde bir arada tutulan htcreler, streler sonunda

kaldirilarak total RNA izolasyonu ve ardindan cDNA sentezi yapildi. Daha sonra

belirlenen genlerin ekspresyon seviyelerinin 6lcilebilmesi igin gz-PZR deneyi yapildi.

4.1.1. 2. Saat Deney Sonuglari

Tek basina MKH grubu kontrol grubu kabul edilerek, A549+MKH grubu ve tek

basina A549 kanser hiicrelerinde 2 saat sonunda IL-12p40 alt birimi ve IL-12p35 alt

birimine gore karsilastirildiginda;

Bax mRNA ifade miktarinin IL-12p40 ve IL-12p35 alt birimlerine gore, tim
hiicre gruplarinda anlamli olarak arttig1 gozlendi (p<0,0001).

BCL2 mRNA ifade miktarinin IL-12p40 alt birimine gore, hiicre gruplarindaki
farkliliklar istatistiksel olarak anlamli degildi (p 1,0000). IL-12p35 alt birimine
gore ise, tiim hiicre gruplarinda anlaml artig gézlendi (p<0,0001).

Beclin-1 mRNA ifade miktarinin 1L-12p40 alt birimine gore, A549 ve ortak
kiltir MKH’de anlamli artis gosterirken ortak kiiltiir A549°da anlamli olarak
azaldigr gozlendi (p<0,0001). IL-12p35 alt birimine go6re ise, tum hicre
gruplarinda anlamli artis gézlendi (p<0,0001).

LC3 II mRNA ifade miktarinim IL-12p40 alt birimine gore, hiicre gruplarindaki
farkliliklar istatistiksel olarak anlamli degildi (p 1,0000). IL-12p35 alt birimine
gore ise, tim hiicre gruplarinda istatiksel olarak anlamli artis gozlendi

(p<0,0001) (Sekil 4.1.).
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Sekil 4.1. 2. saat IL-12p40 ve p35 gbre apoptoz ve otofaji degisimi

TNFa mRNA ifade miktarinin IL-12p40 ve IL-12p35 alt birimlerine gore, tim
hiicre gruplarinda anlamli artig gozlendi (p<0,0001).

IL-12R B1 mRNA ifade miktarinin IL-12p40 ve IL-12p35 alt birimine alt
birimine gore, tiim hiicre gruplarindaki farkliliklar istatistiksel olarak anlaml
degildi (p 1,0000).

IL-12R B2 mRNA ifade miktarinin 1L-12p40 alt birimine gore, A549 ve ortak
kiilltir MKH’lerde anlamli artis gosterirken ortak kiiltiir A549°da anlamh
olarak azaldig1 gozlendi (p<0,0001). IL-12p35 alt birimine gore ise, tim hiicre
gruplarindaki farkliliklar istatistiksel olarak anlamli degildi (p 1,0000).

IL-12p35 alt birimi mRNA ifade miktarinin 1L-12p40 alt birimine gore, tim
hiicre gruplarindaki farkliliklar istatistiksel olarak anlamli degildi (p 1,0000).
IL-12p40 alt birimi mRNA ifade miktarinin IL-12p35 alt birimine gore ise, tim
hiicre gruplarinda anlaml artis gdzlendi (p<0,0001) (Sekil 4.2.).
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Sekil 4.2. 2. saat 1L-12p40 ve p35 gore sitokin degisimi

CDK2 mRNA ifade miktarinin IL-12p40 alt birimine gore A549 ve ortak kultlr
MKH’lerde anlamli artis gosterirken ortak kiiltir A549’da anlamli olarak
azaldign gozlendi (p<0,0001). IL-12p35 alt birimine goére ise, tum hicre
gruplarindaki farkliliklar istatistiksel olarak anlamli degildi (p 1,0000).

Cyclin A2 mRNA ifade miktarinin 1L-12p40 alt birimine gore, A549 ve ortak
kultdr MKH’lerde anlamli artig gosterirken ortak kiiltiir A549°da anlamli olarak
azaldign gozlendi (p<0,0001). IL-12p35 alt birimine gore ise, tum hicre
gruplarindaki farkliliklar istatistiksel olarak anlamli degildi (p 1,0000).

PCNA mRNA ifade miktarimin IL-12p40 alt birimine gore, A549 ve ortak
kiiltir MKH’lerde anlamli artis gosterirken ortak kiiltir A549°da anlamhi
olarak azaldig1 gozlendi (p<0,0001). IL-12p35 alt birimine gore ise, tim hiicre
gruplarinda anlamli artis gozlendi (p<0,0001) (Sekil 4.3.).
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Sekil 4.3. 2. saat IL-12p40 ve p35 gore hiicre dongiisii degisimi

COX2 mRNA ifade miktarinin 1L-12p40 ve IL-12p35 alt birimlerine gore, tim
hiicre gruplarinda anlamli artis gézlendi (p<<0,0001).

FOXP3 mRNA ifade miktarinin IL-12p40 ve IL-12p35 alt birimlerine gore, tim
hiicre gruplarindaki farkliliklar istatistiksel olarak anlamli degildi (p 1,0000).
HIF1 o mRNA ifade miktarinin IL-12p40 alt birimine gore, A549 ve ortak
kiltir MKH’lerde anlamli artig gosterirken ortak kiiltiir A549°da anlamli olarak
azaldigi gozlendi (p<0,0001). IL-12p35 alt birimlerine goére, tim hicre
gruplarindaki farkliliklar istatistiksel olarak anlamli degildi (p 1,0000).

VEGF mRNA ifade miktarmin IL-12p40 alt birimine gore, A549 ve ortak
kiiltliir MKH’lerde anlamli artig gosterirken ortak kiiltiir A549°da anlamli olarak
azaldign gozlendi (p<0,0001). IL-12p35 alt birimlerine go6re, tum hicre
gruplarindaki farklhiliklar istatistiksel olarak anlamli degildi (p 1,0000) (Sekil
44.)
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Sekil 4.4. 2. saat IL-12p40 ve p35 gore proliferasyon degisimi
4.1.2. 5. Saat Deney Sonuglari

Tek basina MKH grubu kontrol grubu kabul edilerek, A5495+MKH grubu ve

tek basina A549 kanser hiicrelerinde 5 saat sonunda 1L-12p40 alt birimi ve 1L-12p35 alt

birimine gore karsilastirildiginda;

Bax mRNA ifade miktarinin IL-12p40 alt birimine gore, A549 ve ortak kulttr
MKH’de anlamli azalis gosterirken ortak kiiltiir A549’da anlamli olarak artis
gozlendi (p<0,0001). IL-12p35 alt birimlerine gore, tiim hiicre gruplarindaki
farkliliklar istatistiksel olarak anlamli degildi (p 1,0000).

BCL2 mRNA ifade miktarmm IL-12p40 alt birimine go6re, tim hicre
gruplarindaki farkhiliklar istatistiksel olarak anlamli degildi (p 1,0000). IL-
12p35 alt birimine gore ise, A549 ve ortak kiiltir A549’da anlamli artis
gosterirken ortak kiltir MKH’lerde anlamli olarak azaldigi gdzlendi
(p<0,0001).

Beclin-1 mRNA ifade miktarinin IL-12p40 alt birimine gore, tum hicre
gruplarinda anlaml artis goézlendi (p<0,0001). IL-12p35 alt birimine gore ise,
A549’da anlaml1 artis gosterirken ortak kiiltiir A549 ve ortak kiiltiir MKH’lerde
anlamli olarak azaldig1 g6zlendi (p <0,0001).

LC3 II mRNA ifade miktarmin IL-12p40 alt birimine gore, tim hcre
gruplarinda anlamli azalis gézlendi (p<0,0001). IL-12p35 alt birimine gore ise,
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tim hiicre gruplarindaki farkliliklar istatistiksel olarak anlamli degildi (p

1,0000) (Sekil 4.5.).
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Sekil 4.5. 5. saat IL-12p40 ve p35 gore apoptoz ve otofaji degisimi

TNFo mRNA ifade miktarinin IL-12p40 alt birimine gore, tim hicre
gruplarindaki farkliliklar istatistiksel olarak anlamli degildi (p 1,0000). IL12-
p35 alt birimine gobre ise, tim hiicre gruplarinda anlamli azalis gozlendi
(p<0,0001).

IL-12R B1 mRNA ifade miktarinin 1L-12p40 ve IL-12p35 alt birimlerine gore,
tim hiicre gruplarindaki farkliliklar istatistiksel olarak anlamli degildi (p
1,0000).

IL-12R B2 mRNA ifade miktarinin 1L-12p40 ve IL-12p35 alt birimlerine gore,
tim hiicre gruplarindaki farkliliklar istatistiksel olarak anlamli degildi (p
1,0000).

IL-12p35 alt birimi mRNA ifade miktarinin IL-12p40 alt birimine gore, tim
hlicre gruplarindaki farkliliklar istatistiksel olarak anlamli degildi (p 1,0000).
IL-12p40 alt birimi mRNA ifade miktarnin IL-12p35 alt birimine gore, tim
hiicre gruplarindaki farkliliklar istatistiksel olarak anlamli degildi (p 1,0000)
(Sekil 4.6.).
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Sekil 4.6. 5. saat 1L-12p40 ve p35 gore sitokin degisimi

CDK2 mRNA ifade miktarmin IL-12p40 alt birimine gore, A549°da anlamli
azalis gosterirken ortak kiiltiir A549 ve ortak kiiltir MKH’lerde anlaml1 olarak
artis gézlendi (p <0,0001). IL-12p35 alt birimine gore ise, A549’da anlaml1 artis
gosterirken ortak kiiltiir A549 ve ortak kiiltir MKH’lerde anlamli olarak
azaldig1 gozlendi (p <0,0001).

Cyclin A2 mRNA ifade miktarinin 1L-12p40 alt birimine gore, tum hiicre
gruplarindaki farkliliklar istatistiksel olarak anlamli degildi (p 1,0000). IL-
12p35 alt birimine gore ise, A549 ve ortak kiltir A549’da anlamli artis
gosterirken ortak kiiltiir MKH’lerde anlamli azalis gozlendi (p <0,0001).

PCNA mRNA ifade miktarimin IL-12p40 alt birimine gore, A549 ve ortak
kiiltir MKH’lerde anlamli azalis gosterirken ortak kiiltiir A549°da anlamli
olarak arttig1 gozlendi (p<0,0001). IL-12p35 alt birimine gore ise, tim hicre
gruplarindaki farkliliklar istatistiksel olarak anlamli degildi (p 1,0000) (Sekil
4.7.).
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Sekil 4.7. 5. saat IL-12p40 ve p35 gore hiicre dongiisii degisimi

COX2 mRNA ifade miktarinin 1L-12p40 ve IL-12p35 alt birimlerine gore, tim
hiicre gruplarinda anlamli azalis gozlendi (p<0,0001).

FOXP3 mRNA ifade miktarinin IL-12p40 ve IL-12p35 alt birimlerine gore, tim
hiicre gruplarinda anlamli azalis gézlendi (p<0,0001).

HIF1 o mRNA ifade miktarinin IL-12p40 alt birimine gore, tim hicre
gruplarinda anlamli azalis gozlendi (p<0,0001). IL-12p35 alt birimine gore,
A549’da anlamli artis gézlenirken ortak kiiltiir A549 ve ortak kiiltiir MKH’lerde
anlamli azalis gézlendi (p<0,0001).

VEGF mRNA ifade miktarmin IL-12p40 ve IL-12p35 alt birimlerine gore, tim
hiicre gruplarinda anlaml azalig gozlendi (p<0,0001) (Sekil 4.8.).
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Sekil 4.8. 5. saat 1L-12p40 ve p35 gore proliferasyon degisimi

4.1.3. 12. Saat Deney Sonuclar

Tek bagina MKH grubu kontrol grubu kabul edilerek, A549+MKH grubu ve

tek basina A549 kanser hiicrelerinde 12 saat sonunda IL-12p40 alt birimi ve IL-12p35

alt birimine gore karsilagtirildiginda;

Bax mRNA ifade miktarinin I1L-12p40 alt birimine gore, ortak kaltir
MKH’lerde anlamli artis gosterirken ortak kiiltiir A549 ve A549’da anlamlh
olarak azaldigi gozlendi (p <0,0001). IL-12p35 alt birimine gore ise, A549 ve
ortak kiiltir MKH’lerde anlamli artig gosterirken ortak kiiltiir A549°da anlaml
olarak azaldig1 gézlendi (p <0,0001).

BCL2 mRNA ifade miktarmin IL-12p40 alt birimine go6re, tum hicre
gruplarinda anlamli azalis gézlendi (p<0,0001). IL-12p35 alt birimine gore ise,
A549’da anlamli artis gosterirken ortak kiiltiir A549 ve ortak kiiltir MKH’lerde
anlaml olarak azaldig1 gozlendi (p <0,0001).

Beclin-1 mRNA ifade miktarinin IL-12p40 ve 1L-12p35 alt birimlerine gore,
tiim hiicre gruplarinda anlaml azalis gézlendi (p<<0,0001).

LC3 II mRNA ifade miktarin 1L-12p40 ve IL-12p35 alt birimlerine gore, tim
hiicre gruplarinda anlaml azalis gézlendi (p<0,0001) (Sekil 4.9.).
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Sekil 4.9. 12. saat IL-12p40 ve p35 gore apoptoz ve otofaji degisimi

TNFa mRNA ifade miktarmin IL-12p40 ve 1L-12p35 alt birimlerine gore,
A549 ve ortak Kkiiltir A549’da anlamli azalis gosterirken ortak kiiltiir
MKH’lerde anlamli artis gozlendi (p<<0,0001).

IL-12R B1 mRNA ifade miktarinin IL-12p40 alt birimine gore, A549 ve ortak
kiiltir MKH’lerde anlamli azalis gosterirken ortak kiiltiir A549°da anlamli
olarak artis gozlendi (p <0,0001). IL-12p35 alt birimlerine gore, A549 ve ortak
kiiltir MKH’lerde anlaml1 artig gosterirken ortak kiiltiir A549°da anlamli olarak
azaldig1 gozlendi (p <0,0001).

IL-12R B2 mRNA ifade miktarmin IL-12p40 alt birimine gdre, tim hicre
gruplarindaki farkliliklar istatistiksel olarak anlamli degildi (p 1,0000). IL-
12p35 alt birimine gore ise, A549 ve ortak kiiltir MKH’lerde anlamli artis
gosterirken ortak kiiltliir A549°da anlamli olarak azaldig1 gézlendi (p <0,0001).
IL-12p35 alt birimi mRNA ifade miktarinin IL-12p40 alt birimine gore, A549
ve ortak kiiltir MKH’lerde anlamli azalis gosterirken ortak kiiltiir A549°da
anlaml olarak artis gézlendi (p <0,0001).

IL-12p40 alt birimi mRNA ifade miktarinin IL-12p35 alt birimine gore, A549
ve ortak kiiltir MKH’lerde anlamli artis gosterirken ortak kiiltiir A549’da
anlamli olarak azaldig1 gozlendi (p <0,0001) (Sekil 4.10.).
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Sekil 4.10. 12 saat 1L-12p40 ve p35 gore sitokin degisimi

CDK2 mRNA ifade miktarinin 1L-12p40 ve IL-12p35 alt birimlerine gore, tim
hiicre gruplarindaki farkliliklar istatistiksel olarak anlamli degildi (p 1,0000).
Cyclin A2 mRNA ifade miktarinin IL-12p40 alt birimine gore A549 ve ortak
kiiltir MKH’lerde anlamli azalis gosterirken ortak kiiltir A549°da anlaml
olarak artig gozlendi (p<0,0001). IL-12p35 alt birimine gdre ise, tim hicre
gruplarindaki artis istatistiksel olarak anlamliyd1 (p<0,0001).

PCNA mRNA ifade miktarinin IL-12p40 alt birimine gore, tim hicre
gruplarinda anlaml azalis gézlendi (p<0,0001). IL-12p35 alt birimine gore ise,
A549°da anlaml olarak artarken ortak kiiltiir A549 ve ortak kiiltiir MKH’lerde
anlamli azalis g6zlendi (p<0,0001) (Sekil 4.11.).
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Sekil 4.11. 12. saat IL-12p40 ve p35 gore hiicre dongiisii degisimi

COX2 mRNA ifade miktarinin IL-12p40 alt birimine gore, tum hicre
gruplarinda anlaml azalig gozlendi (p<0,0001). IL-12p35 alt birimine gore ise,
A549°da anlaml olarak artarken ortak kiiltiir A549 ve ortak kiiltiir MKH’lerde
anlaml1 azalis gézlendi (p<0,0001).

FOXP3 mRNA ifade miktarinin IL-12p40 alt birimine gore, tim hicre
gruplarinda anlamli azalis gozlendi (p<0,0001). 1L-12p35 alt birimine gore ise,
A549°da anlaml olarak artarken ortak kiiltiir A549 ve ortak kiiltiir MKH’lerde
anlamli azalis gbzlendi (p<0,0001).

HIF1 a mRNA ifade miktarinin IL-12p40 ve 1L-12p35 alt birimlerine gore, tim
hiicre gruplarinda anlaml azalis gozlendi (p<0,0001).

VEGF mRNA ifade miktarmimn IL-12p40 alt birimine gore, tim hicre
gruplarinda anlaml azalig gozlendi (p<0,0001). IL-12p35 alt birimine gore ise,
A549°da anlamli olarak artarken ortak kiiltiir A549 ve ortak kiiltiir MKH’lerde
anlamli azalig g6zlendi (p<0,0001) (Sekil 4.12.).
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Sekil 4.12. 12. saat IL-12p40 ve p35 gore proliferasyon degisimi
4.1.4. 24. Saat Deney Sonuclari

Tek basina MKH grubu kontrol grubu kabul edilerek, A549+MKH grubu ve tek

basina A549 kanser hiicrelerinde 24 saat sonunda IL-12p40 alt birimi ve 1L-12p35 alt

birimine gore karsilastirildiginda;

Bax mRNA ifade miktarinin 1L-12p40 ve IL-12p35 alt birimlerine gore, tum
hiicre gruplarinda anlaml artis gézlendi (p<0,0001).

BCL2 mRNA ifade miktarinin IL-12p40 alt birimlerine gore, A549’da anlamlh
olarak artarken, ortak kiiltiir A549 ve ortak kiltiir MKH’lerde anlamli olarak
azaldig1 gozlendi (p<0,0001). IL-12p35 alt birimlerine gore ise, tim hicre
gruplarindaki farkliliklar istatistiksel olarak anlamli degildi (p 1,0000).

Beclin-1 mRNA ifade miktarinin IL-12p40 alt birimlerine gore, A549 ve ortak
kiiltiir A549°da anlamli olarak artarken, ortak kiiltiir MKH’lerde anlaml1 olarak
azaldig1 gozlendi (p<0,0001). IL-12p35 alt birimlerine gore ise, tim hicre
gruplarindaki farkliliklar istatistiksel olarak anlamli degildi (p 1,0000).

LC3 II mRNA ifade miktarinin IL-12p40 alt birimlerine gore, A549’da anlamli
olarak artarken, ortak kiiltiir A549°da ve ortak kiiltir MKH’lerde anlaml1 olarak
azaldigr gozlendi (p<0,0001). IL-12p35 alt birimlerine gdre ise, tim hicre
gruplarindaki farkliliklar istatistiksel olarak anlamli degildi (p 1,0000) (Sekil
4.13)).
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Sekil 4.13. 24. Saat IL-12p40 ve p35 gore apoptoz ve otofaji degisimi

TNFo mRNA ifade miktarinin IL-12p40 alt birimine gore, tim hicre
gruplarinda anlamli artis gézlendi (p<0,0001). IL-12p35 alt birimlerine gore ise,
A549 ve ortak Kkiiltir A549’da anlamli azalis gosterirken ortak kiiltiir
MKH’lerde anlamli artis gézlendi (p<<0,0001).

IL-12R B1 mRNA ifade miktarinin 1L-12p40 alt birimine gore, A549 ve ortak
kiiltiir A549°da anlamli artis gosterirken ortak kiiltiir MKH’lerde anlaml1 olarak
azaliy gozlendi (p<0,0001). IL-12p35 alt birimlerine gore ise, tum hicre
gruplarindaki farkliliklar istatistiksel olarak anlamli degildi (p 1,0000).

IL-12R B2 mRNA ifade miktarinin 1L-12p40 alt birimine gore, A549 ve ortak
kiiltiir A549’da anlaml artis gosterirken ortak kiiltiir MKH’lerde anlamli olarak
azalis gozlendi (p<0,0001). IL-12p35 alt birimlerine gore ise, tum hicre
gruplarindaki farkliliklar istatistiksel olarak anlamli degildi (p 1,0000).
IL-12p35 alt birimi mRNA ifade miktarinin IL-12p40 alt birimine gore, A549
ve ortak kiiltlir A549°da anlaml artis gosterirken ortak kiiltir MKH’lerde
anlaml olarak azalis gozlendi (p <0,0001).

IL-12p40 alt birimi mRNA ifade miktarinin IL-12p35 alt birimine gore, A549
ve ortak kiltiir A549’da anlamli azalis gosterirken ortak kiiltir MKH’lerde
anlamli olarak artis gozlendi (p <0,0001) (Sekil 4.14.).
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Sekil 4.14. 24. saat 1L-12p40 ve p35 gore sitokin degisimi

CDK2 mRNA ifade miktarinin 1L-12p40 ve IL-12p35 alt birimlerine gore, tim

hiicre gruplarindaki farkliliklar istatistiksel olarak anlamli degildi (p 1,0000).

Cyclin A2 mRNA ifade miktarinin IL-12p40 ve IL-12p35 alt birimlerine gore,
A549 ve ortak kiiltiir A549°da anlamli artis gosterirken ortak kiiltir MKH’lerde

anlamli olarak azalis gézlendi (p<0,0001).

PCNA mRNA ifade miktarmin IL-12p40 alt birimine gore, A549 ve ortak

kiiltlir A549’da anlamli artis gosterirken ortak kiiltir MKH’lerde anlamli

olarak azalis gozlendi (p<0,0001). 1L-12p35 alt birimine gore ise, tim hiicre

gruplarinda anlamli artig gézlendi (p<0,0001) (Sekil 4.15.).
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Sekil 4.15. 24. saat IL-12p40 ve p35 gore hiicre dongiisii degisimi

COX2 mRNA ifade miktarinin IL-12p40 alt birimine gore, A549 ve ortak
kiiltiir A549°da anlamli artis gosterirken ortak kiiltir MKH’lerde anlamli olarak
azalis gozlendi (p<0,0001). IL-12p35 alt birimine go6re ise, tum hicre
gruplarinda anlamli artis gézlendi (p<<0,0001).

FOXP3 mRNA ifade miktarmin I1L-12p40 alt birimine go6re, tim hicre
gruplarinda anlamli azalis gozlendi (p<0,0001). IL-12p35 alt birimine gore ise,
tim hiicre gruplarindaki farkliliklar istatistiksel olarak anlamli degildi (p
1,0000).

HIF1 o mRNA ifade miktarinin IL-12p40 alt birimine gore, tim hicre
gruplarinda anlamli artis gozlendi (p<0,0001). 1L-12p35 alt birimine gore ise,
A549°da anlamli olarak azalirken, ortak kiiltiir A549°da ve ortak kiiltiir
MKH’lerde anlamli olarak artt1g1 gézlendi (p<<0,0001).

VEGF mRNA ifade miktarinin 1L-12p40 alt birimine gore, A549’da anlamli
olarak artarken, ortak kiiltiir A549°da ve ortak kiiltir MKH’lerde anlaml1 olarak
azaldign gozlendi (p<0,0001). IL-12p35 alt birimine goére ise, tum hicre
gruplarindaki farkliliklar istatistiksel olarak anlamli degildi (p 1,0000) (Sekil
4.16.).

50



IL-12p40-p35 PROLIFERASYON DEGISIMI
20~

& IL-12p40
= BB IL-12p35
5 l B Cox2
> FOXP3
© 10-
e HIF1 o
S B VEGF
< O
4
2
E ol

¥ &

T~ \\
Gruplar

Sekil 4.16. 24. saat IL-12p40 ve p35 gore proliferasyon degisimi
4.1.5. 48. Saat Deney Sonuclar

Tek bagina MKH grubu kontrol grubu kabul edilerek, A549+MKH grubu ve tek

basina A549 kanser hiicrelerinde 48 saat sonunda IL-12p40 alt birimi ve 1L-12p35 alt

birimine gore karsilastirildiginda;

Bax mRNA ifade miktarinin 1L-12p40 ve IL-12p35 alt birimlerine gore, tum
hiicre gruplarinda anlamli azalis gézlendi (p<0,0001).

BCL2 mRNA ifade miktarmin IL-12p40 alt birimine gore, tim hicre
gruplarinda anlaml azalig gozlendi (p<0,0001). IL-12p35 alt birimine gore ise,
tim hiicre gruplarindaki farkliliklar istatistiksel olarak anlamli degildi (p
1,0000).

Beclin-1 mRNA ifade miktarinin 1L-12p40 ve 1L-12p35 alt birimlerine gore,
tiim hiicre gruplarinda anlaml azalis gézlendi (p<<0,0001).

LC3 II mRNA ifade miktarmin IL-12p40 alt birimine gore, tim hicre
gruplarinda anlamli azalis gézlendi (p<0,0001). IL-12p35 alt birimine gore ise,
tim hiicre gruplarindaki farkliliklar istatistiksel olarak anlamli degildi (p

1,0000) (Sekil 4.17.).
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Sekil 4.17. 48. saat IL-12p40 ve p35 gore apoptoz ve otofaji degisimi

TNFo mRNA ifade miktarinin IL-12p40 alt birimine gore, tim hicre
gruplarinda anlamli artis gozlendi (p<0,0001). 1L-12p35 alt birimine gore ise,
A549 ve ortak kiiltiir MKH’lerde anlamli artig gosterirken ortak kiiltiir A549°da
anlamli olarak azalis gézlendi (p<0,0001).

IL-12R B1 mRNA ifade miktarmin IL-12p40 alt birimine gore, tim hicre
gruplarindaki farkliliklar istatistiksel olarak anlamli degildi (p 1,0000). IL-
12p35 alt birimine gore ise, tum hicre gruplarinda anlamli azalis gozlendi
(p<0,0001).

IL-12R B2 mRNA ifade miktarinin IL-12p40 ve IL-12p35 alt birimlerine gore,
tim hiicre gruplarindaki farkliliklar istatistiksel olarak anlamli degildi (p
1,0000).

IL-12p35 alt birimi mRNA ifade miktarinin IL-12p40 alt birimine gore, tim
hiicre gruplarindaki farkliliklar istatistiksel olarak anlamli degildi (p 1,0000).
IL-12p40 alt birimi mRNA ifade miktarmin IL-12p35 alt birimine gore, tim
hiicre gruplarinda anlaml azalis gézlendi (p<0,0001) (Sekil 4.18.).
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Sekil 4.18. 48. saat I1L-12p40 ve p35 gore sitokin degisimi

CDK2 mRNA ifade miktarmin IL-12p40 alt birimine gore, A549°da anlamli
olarak artarken, ortak kiiltiir A549°da ve ortak kiiltir MKH’lerde anlamli olarak

azaldign gozlendi (p<0,0001). IL-12p35 alt birimine goére ise, tum hicre

gruplarinda anlamli azalis gézlendi (p<0,0001).

Cyclin A2 mRNA ifade miktarmin 1L-12p40 ve IL-12p35 alt birimlerine gore,

tim hiicre gruplarindaki farkliliklar istatistiksel olarak anlamli degildi (p

1,0000).

PCNA mRNA ifade miktarinin IL-12p40 alt birimine gore, tim hicre

gruplarinda anlaml azalig gozlendi (p<0,0001). IL-12p35 alt birimine gore ise,

A549 ve ortak kiltir A549’da anlamli azalis gosterirken ortak kiiltiir

MKH’lerde anlaml olarak artis gézlendi (p<0,0001) (Sekil 4.19.).
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Sekil 4.19. 48. saat IL-12p40 ve p35 gore hiicre dongiisii degisimi

COX2 mRNA ifade miktarinin I1L-12p40 alt birimine gore, tum hucre
gruplarindaki farkliliklar istatistiksel olarak anlamli degildi (p 1,0000). IL-
12p35 alt birimine gore ise, tiim hiicre gruplarinda anlamhi artis gozlendi
(p<0,0001).

FOXP3 mRNA ifade miktarmin IL-12p40 alt birimine gore, A549 ve ortak
kiiltlir MKH’lerde anlamli artig gosterirken ortak kiiltiir A549°da anlamli olarak
azaliy gozlendi (p<0,0001). IL-12p35 alt birimine gore ise, tum hicre
gruplarinda anlamli azalis gozlendi (p<0,0001).

HIF1 o mRNA ifade miktarinin IL-12p40 alt birimine gore, A549 ve ortak
kiiltir MKH’lerde anlaml1 artig gosterirken ortak kiiltiir A549°da anlamli olarak
azalis gozlendi (p<0,0001). IL-12p35 alt birimine gore ise, A549°da anlamli
olarak artarken, ortak kiiltiir A549°da ve ortak kiiltir MKH’lerde anlaml1 olarak
azaldig1 gozlendi (p<0,0001).

VEGF mRNA ifade miktarinin 1L-12p40 ve IL-12p35 alt birimlerine gore ise,
tiim hiicre gruplarinda anlamli azalig gézlendi (p<0,0001) (Sekil 4.20.).
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Sekil 4.20. 48. saat IL-12p40 ve p35 gore proliferasyon degisimi
4.1.6. 72. Saat Deney Sonuclari

Tek basina MKH grubu kontrol grubu kabul edilerek, A549+MKH grubu ve tek
basina A549 kanser hiicrelerinde 72 saat sonunda IL-12p40 alt birimi ve 1L-12p35 alt

birimine gore karsilastirildiginda;

. Bax mRNA ifade miktarinin 1L-12p40 ve IL-12p35 alt birimlerine gore, tum
hiicre gruplarindaki farkliliklar istatistiksel olarak anlamli degildi (p 1,0000).

. BCL2 mRNA ifade miktarmin IL-12p40 alt birimine gore, tim hicre
gruplarinda anlamli artis gozlendi (p<0,0001). 1L-12p35 alt birimine gore ise,
A549 ve ortak Kkiiltir A549’da anlamli azalis gosterirken ortak kiiltiir
MKH’lerde anlamli olarak artig gdzlendi (p<0,0001).

. Beclin-1 mRNA ifade miktarinin IL-12p40 alt birimine gore, A549’da anlamli
olarak azalirken, ortak kiiltiir A549’da ve ortak kiiltir MKH’lerde anlamli
olarak arttig1 gozlendi (p<0,0001). IL-12p35 alt birimine gore ise, tim hicre
gruplarindaki farkliliklar istatistiksel olarak anlamli degildi (p 1,0000).

. LC3 II mRNA ifade miktarinin IL-12p40 alt birimine gore, A549’da anlamli
olarak azalirken, ortak kiiltlir A549°da ve ortak kiiltiir MKH’lerde anlamli
olarak arttig1 gozlendi (p<0,0001). IL-12p35 alt birimine gore ise, A549 ve
ortak kiiltir A549’da anlamli azalis gosterirken ortak kiiltir MKH’lerde
anlamli olarak artig gézlendi (p<0,0001) (Sekil 4.21.).
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Sekil 4.21. 72. saat 1L-12p40 ve p35 gore apoptoz ve otofaji degisimi

TNFa mRNA ifade miktarmin 1L-12p40 ve 1L-12p35 alt birimlerine gore, A549
ve ortak kiiltir A549’da anlamli artis goOsterirken ortak kiiltir MKH’lerde
anlamli olarak azalis gozlendi (p<0,0001).

IL-12R B1 mRNA ifade miktarinin 1L-12p40 ve IL-12p35 alt birimlerine gore,
A549°da anlamli olarak azalirken, ortak kiiltiir A549°da ve ortak kiiltiir
MKH’lerde anlamli olarak artt1g1 gézlendi (p<<0,0001).

IL-12R B2 mRNA ifade miktarinin IL-12p40 alt birimine gore, A549°da anlamli
olarak azalirken, ortak kiiltiir A549’da ve ortak kiiltir MKH’lerde anlamli
olarak arttig1 gozlendi (p<0,0001). IL-12p35 alt birimine gore ise, tim hiicre
gruplarinda anlamli azalis gézlendi (p<0,0001).

IL-12p35 alt birimi mRNA ifade miktarmin 1L-12p40 alt birimine gore, tim
hiicre gruplarinda anlamli artis gozlendi (p<0,0001).

IL-12p40 alt birimi mRNA ifade miktarinin 1L-12p35 alt birimine gore, tim
hiicre gruplarinda anlamli azalis gézlendi (p<0,0001) (Sekil 4.22.).
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Sekil 4.22. 72. saat 1L-12p40 ve p35 gore sitokin degisimi

CDK2 mRNA ifade miktarinin 1L-12p40 ve IL-12p35 alt birimlerine gore, tim
hiicre gruplarinda anlamli azalig gézlendi (p<0,0001).

Cyclin A2 mRNA ifade miktarinin IL-12p40 ve IL-12p35 alt birimlerine gore,
tlim hiicre gruplarinda anlamli artig gozlendi (p<<0,0001).

PCNA mRNA ifade miktarinin IL-12p40 ve 1L-12p35 alt birimlerine gore, tim
hiicre gruplarinda anlamli azalis gozlendi (p<0,0001) (Sekil 4.23.).
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Sekil 4.23. 72. saat IL-12p40 ve p35 gore hiicre dongiisii degisimi
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o COX2 mRNA ifade miktariin 1L-12p40 ve 1L-12p35 alt birimlerine gore, tim
hiicre gruplarindaki farkliliklar istatistiksel olarak anlamli degildi (p 1,0000).

J FOXP3 mRNA ifade miktarinin IL-12p40 ve IL-12p35 alt birimlerine gore, tum
hiicre gruplarindaki farkliliklar istatistiksel olarak anlamli degildi (p 1,0000).

o HIF1 o mRNA ifade miktarinin 1L-12p40 ve IL-12p35 alt birimlerine gore,
A549’da anlamli olarak azalirken, ortak kiiltir A549’da ve ortak kiltiir
MKH’lerde anlamli olarak arttig1 gézlendi (p<<0,0001).

o VEGF mRNA ifade miktarimin IL-12p40 ve IL-12p35 alt birimlerine gore,
A549 ve ortak kiiltiir A549°da anlamli olarak azalirken, ortak kiiltiir MKH’lerde
anlamli olarak arttig1 gézlendi (p<0,0001) (Sekil 4.24.).
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Sekil 4.24. 72. saat IL-12p40 ve p35 gore proliferasyon degisimi

4.2. 1L-12p70 ve 1L-12p40 Sitokinlerinin ELISA  Yontemiyle

Degerlendirilmesi

Deney sonlarinda hiicre kiiltiiriinden toplanan besiyerleri sitokin 6lgimunde
kullanildi. Alt1 farkli saatte ve ii¢ ayr1 gruptan alinan besiyerlerinde IL-12p70 ve IL-

12p40 sitokinlerinin varlig1 ve miktar1 aragtirildi.
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4.2.1. ELISA Yonteminden Elde Edilen 1L-12p70 Sonuclar

Hicrelerin 2, 5, 12, 24, 48 ve 72 saat sonunda kiiltiir ortamina salgiladiklar

sitokinlerden IL-12p70’c baktigimizda; her saatin istatiksel olarak birbirinden farkli

oldugu bulundu.

Her saat grubu kendi icerisinde degerlendirildiginde 24. saat hiicre gruplarina
gore sitokin degisimi istatiksel olarak anlamli bulundu (p 0,0022**). Tek basina
A549 hiicre grubunda sitokin miktar1 en fazla iken, ortak kiiltiirde en diisiik
seviyede oldugu bulundu.

Her saat grubu diger saat gruplariyla istatistiksel olarak karsilastirildiginda 2-24
saat, 12-24 saat ve 24-72 saatin anlamli oldugu gézlendi.

2-24 saat sonunda sitokin diizeyinin her hiicre grubunda anlamli bir sekilde
arttig1 bulundu (p 0,0076 **).

12-24 saat sonunda A549 ve MKH grubunda anlamli artarken A549+MKH
grubunda anlamli olarak azalma tespit edildi (p 0,0053 **).

24-72 saat sonunda ise, her hiicre grubunda sitokin miktarinin anlamli olarak
azaldig1 bulundu (p 0,0282 *).

Her saatteki hiicre gruplari arasi IL-12p70 miktar degisimleri Cizelge 4.1. ve
Sekil 4. 25.”de verilmistir.

Anlamli bulunan saat araliklarina gore IL-12p70 miktarlart Sekil 4.26.’da
verilmistir.

IL-12p70 ELISA deneyinin standart grafigi Sekil 4.27.’de verilmistir.

Cizelge 4.1. Gruplardan elde edilen besiyerlerindeki IL-12p70 miktarlar1 (pg/ml)

Hiicre Gruplari Deney Saatlerine Gore Ortalama + Standart Sapma
2 saat 5 saat 12 saat 24 saat 48 saat 72 saat
Ab49 17,65 18,025 5,525 39,775 13,525 12,15
+4,59 +18,56 +1,59 +2,29 +9,01 +2,47
6,4 5,775 8,15 16,4 12,65 13,525
+0,35 +7,24 +4,24 +2,82 +6,71 +11,49
A549+MKH 11,025 6,775 14,025 12,525 6,775 5,625
+4,06 +0,88 +10,42 +1,23 +1,23 +0,88

(Not: Birinci satir ortalamalari, ikinci satir ise standart sapma degerlerini vermektedir.)
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Sekil 4.26. Anlaml1 bulunan saat araliklarma goére IL-12p70 miktarlar1 (pg/ml)
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IL-12p70 Standart Grafigi

2.5 y = 0,004x - 0,0186

Optik Dansite

IL 12 p70 (pg/ml)

Sekil 4.27. IL-12p70 standart grafigi
4.2.2. ELISA Yoteminden Elde Edilen 1L-12p40 Sonuclar:

Yapilan ELISA deneyi sonucunda IL-12p40 sitokini yalnizca 48 saat MKH
grubunda diisiik miktarda tespit edildi. Sonuclar istatistiksel olarak anlamli bulunmadi.
ELISA deneyi sonucunda sitokine ait kitten ¢ikan sitokin standartlar1 pozitif reaksiyon
verdi. Sekil 4.28.°de 1L-12p40 standart grafigi ve Sekil 4.29.’da IL-12p40 ELISA

plakas1 gosterilmistir.

IL-12p40 Standart Grafigi
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Sekil 4.28. IL-12p40 standart grafigi
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Sekil 4.29. IL-12p40 ELISA plakas1

(1. kolonda gorinen azalan konsantrasyondaki IL-12p40 standartidir. Deney ornegi yiiklenen diger

kuyucuklarda yalnizca 48. saat MKH kuyucuklarinda reaksiyon gerceklesmistir.)
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5. TARTISMA

Kok hiicreler kendi kendilerini yenileyebilme yeteneklerinin yanisira farkli
hiicre tiplerine farklilasma kapasitesine sahip olan farklilasmamis hiicrelerdir
(Weissman, 2000). Kok hiicre ¢alismalar1 genel olarak EKH’ler, yetiskin kok hiicreler
olan MKH’ler ve MKH’lerin yeniden programlanmasi ile olusturulan IPKH’ler
iizerinde yapilmaktadir. Ancak klinik ¢alismalardaki EKH’ler ve IPKH’lerin, teratom
olusturma riski, yanisira etik ve politik diisiinceler kullanimlarini sinirlandirmaktadir

(King and Perrin, 2014).

MKH’ler ise, daha sinirli farklilasma kapasitesine sahip hiicreler olup
mezodermden kdken alirlar. MKH’ler ilk olarak kemik iliginden izole edildikten sonra
yag dokusu, gébek kordonu kani, sinovial sivi, siit disi, plesanta gibi yetiskin veya fetal
dokulardan izole edilmeye baslanmistir. Daha sonraki yapilan ¢alismalarda MKH’lerin
yaralanma, enfeksiyon veya hastalik durumunda doku yenilenmesi ic¢in kan yoluyla

hasarl1 bolgeye gog ettikleri gosterilmistir (Murphy et al., 2013).

Hiicresel tedavide rejeneratif tipta da EKH’ler, MKH’ler ve hatta hiicrelerin
yeniden programlanmas: yolu ile olusturulan IPKH’ler kullanilabilmektedir. Ancak
EKH’lerin ve IPKH’lerin kullanimindaki etik problemler, teratom olusturma riski ve
MKH’lere gore fazla olan farklilasma kapasiteleri nedeniyle olusan genomik kararsizlik
sonucu tiimor olusturabilme ihtimallerinden dolay1 kullanimlar1 sinirlidir. Buna karsin,
yag dokudan tiiretilmig kok hiicreler yag dokunun bollugu, deri altindaki konumu ve
daha az invaziv islemlerle izole edilebilir olmasi nedeniyle hiicresel tedavilerde ilgi

odag1 haline gelmektedir (Kolios and Moodley, 2013; Bacakova et al., 2018).

Rejeneratif tipta kok hiicrelerin otokrin ve parakrin etkiye sahip cesitli
sitokinleri, biiyiime faktorlerini salgilamalarindan faydalanilmaktadir. Bu biyoaktif
maddeler angiyogenezi arttirarak, apoptoz ve fibrozu azaltmakta, hiicre dis1 sivinin
yeniden bi¢imlendirilmesini saglamakta, lokal iltihab1 sinirlandirirak, immiin yanitlari
dizenlemektedir. Bu sayede hiicre ve doku hasarini azaltarak onarabilmekte ve
rejenerasyona neden olmaktadirlar. Kok hiicrelerin bu 6zelliklerinden faydalanilarak

yapilan kemik ve kikirdak rejenerasyonu, kardiyovaskiiler hastaliklar, nérolojik
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hastaliklar, graft versus konak hastaligi, chron hastaligi, SLE, omurilik
yaralanmalarindaki tedavilerde kullanilmaktadirlar (Koshizuka et al., 2004; Kolios and
Moodley, 2013; Murphy et al., 2013; Bajek et al., 2016; Keshtkar et al., 2018). Kanser
tedavilerinde kok hiicrelerin yerine bakildiginda ise, damarlanmay1 arttirdigi, immiin
reaksiyonlar1 baskiladigi ve sonugta kitlenin biiylimesine, invazyonuna yardimei oldugu
goriilmektedir. Buna karsin hedefe yonelik tedavilerde vektor olarak kullanilarak anti
timor ozelliklerini gostermektedir. Yapilan ¢aligmalarda intravendz enjeksiyonla insan
MKH’leri Kaposi’s sarkoma fare modellerine verildiginde kanserin biiyiimesini
baskiladigr kanitlanmistir. MKH’ler ile kanser hiicreleri arasindaki iletisimin
MKH’lerden ve kanser hiicrelerinden salgilanan sitokinler yardimiyla saglandigi
bilinmekte ve bu sitokinlerin varligit kok hicre tedavilerinin giivenilirligini
azaltmaktadir (Khakoo et al., 2006; Han et al., 2012; Moniri et al., 2014; Mohammadi
et al., 2016; Sage et al., 2016).

GUnlimiiziin en biiyiikk saglik problemlerinden biri olan kanser ve kanser
tedavisi tarth boyunca arasgtirma konusu olmustur. Yillar i¢cinde artan teknoloji ile
birlikte her y1l daha fazla kisiye kanser tanis1 konmaktadir. Son yillarda akciger kanseri
hem erkeklerde hem de kadinlar arasinda en sik tani alan kanser tiirii olmakla beraber
ayni zamanda tlim kanserler arasinda en ¢ok 6liim oranina sahiptir (Bray et al., 2018).
Bu nedenle akciger kanserinin tani ve tedavisinde molekiiler tetkikler Onem
kazanmaktadir. Ancak akciger kanserinde prognostik faktorlerin belirlenebilmesi,
hedefe yonelik tedavi yaklagimlarinin gelistirilebilmesi, hiicresel tedavilerin

giivenilirliginin anlagilabilmesi i¢in daha bir¢ok ¢alisma yapilmasi gerekmektedir.

Sitokinler hicreler arasi iletisimde gorevli sinyal proteinleri olup, salindiktan
sonra hedef hiicre iizerindeki reseptoriine baglanarak aktive olurlar. Bu aktivasyon
hiicrenin fonksiyonlarinin degismesine neden olmaktadir (Hegazi and Abdel-Rahman,
2015). Guclu bir anti-kanser sitokini olan 1L-12, kanserli dokuda antianjiyogenetik
faktorler Ureterek kanserli dokunun biiylimesini baskilamakta ve p53 aktivasyonunda
artisa neden olarak apoptozun uyarilmasini saglamaktadir (Del Vecchio et al., 2007,
Yuzhalin and Kutikhin, 2012).

Calismamizda alt1 farkli saat diliminde, MKH’ler ile A549 kanser hiicrelerinin
ortak kiiltlirleri sonrasi salgilanan IL-12p70 ve IL-12p40 dizeyini saptamak icin
ELISA testi yaptik. Ayrica IL-12p40, IL-12p35 alt birimleri ile bunlarin reseptérleri
olan IL-12R B1 ve IL-12R B2 gen ekspresyon seviyelerini gz- PZR ile inceledik. Her
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saat dilimindeki 1L-12p40 ve p35 alt birimlerinin ekspresyon miktarina gore apoptoz,

otofaji, hiicre dongiisii ve proliferasyon degisimlerini karsilastirdik.

IL-12 ailesi, IL-12, IL-23, I1L-27 ve IL-35 heterodimerik sitokinlerini
kapsamaktadirlar. IL-12 ailesi tyeleri a (p19, p28 ve p35) ve B (p40 ve Ebi3) alt
birimlerinden olugmaktadir ve aralarinda zincir paylasimi gostermektedirler.
Gosterdikleri yapisal ortak Ozelliklerine ragmen biyolojik aktiviteleri zithk
gostermektedir. IL-12, p40 ve p35, IL-23, p19 ve p40 alt birimlerinden olusurken IL-
27 p28 ve Ebi3, 1L-35 ise p35 ve Ebi3 alt birimlerinden meydana gelmektedir. 1L-12 ve
IL-23 proinflamatuar sitokinler olmasina ragmen IL-27 immun dizenleyici sitokin ve
IL-35 ise inibitor sitokin olarak kabul edilmektedir. Ayrica hiicresel bir tepkiye neden
olmak icin sinyal alic1 reseptorleride birbirlerine benzerlik gdstermektedir. 1L-12, IL-
12R Bl ve IL-12R B2 ile sinyal verirken, 1L-23, IL-12R Bl ve IL23R ile sinyal
vermektedir. Buna karsilik 1L-27, gp130 ve WSX-1 ile, I1L-35 ise gp130 ve IL-12R 2
ile sinyal verdigi gibi gp130- gp130 ve IL-12R B2- IL-12R B2 homodimerleri ile de
sinyal verebilmektedir (Hamza et al., 2010; Jones et al., 2012; Vignali and Kuchroo,
2012).

Normal sartlar altinda p40 alt biriminin hiicrede monomerler ve homodimerler
halinde bulundugu ve p35 varliginda her iki formda da azalma olarak p70°’1 olusturdugu
g6zlenmektedir. Yapilan galigmalarda alt birimlerden p35’in yarilanma siiresinin 2 saat
oldugu ancak p40 varliginda bu siirenin 4 saate kadar uzayabildigi belirlenmistir. P40
alt biriminin ise yarilanma siiresinin > 4 saat oldugu ve p35 varligindan etkilenmedigi
gorilmektedir. Ancak IL-12’nin salinabilmesi, hiicre fonksiyonlarinin degisimine
neden olan birgok olayin uyarilabilmesi i¢in hedef hiicredeki reseptorleri ile birleserek
aktive olmasi gerekmektedir. Bu nedenle 1L-12 proteinin iki alt biriminin ve
reseptorlerinin dengeli bir sekilde birlesmesi sonucu optimal iiretimi gerceklesmektedir
(Lafleur et al., 2001; Jalah et al., 2013). Rekombinant olarak {iretilmis IL-12’nin ise
yartlanma Omriiniin 12 saat gibi kisa bir siire oldugu ve bu nedenle bu siirenin
uzatilabilmesi icin hiicresel tedavilerde viral vektorlerin kullanimi, eksozomlarin
kullanimi, gen terapi gibi diger yontemlerin gelistirilmesini beraberinde getirmektedir
(Jia et al., 2002; Hamza ve ark., 2010). Yaptigimiz calismada IL-12 sitokinin
maksimum salgilanmasinin  ELISA testi sonucunda ortak kiiltirde 12. saatte
gerceklestigini gozlemledik. Tek tek hiicre gruplarina baktigimizda ise maksimum IL-
12 salgilanmasimin A549 ve MKH grubunda 24. saatte meydana geldigini belirledik.
gz-PZR testi mRNA diizeyinde ekspresyon sonuglarina baktigimizda ise p40 ve p35 alt
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birimlerinin ve reseptorlerinin de en ¢ok 12. saatte ortak kiltir A549 grubunda oldugu
belirlendi. Sonuglarin birbirleri ile korele oldugu goriildii. Gz-PZR gen ekspresyonu
sonuglar1 arasindaki farkliliklar gz oniine alindiginda aktif p70’i olusturduktan sonra
kalan alt birim veya reseptor mRNA ekspresyon miktarlart 1L-12 ailesine ait diger
sitokinlerinde zincir paylagimi ile alt birimleri oldugundan IL-23 ve IL-35 sitokinini

olusturmus olabilir.

IL-12 antikanser cevabinin olusturulmasinda IFN y’y1 kullanmaktadir. IFN y
dogrudan etki yoluyla BCL2’yi downregiile edip hiicre apoptozunu uyarabilmektedir.
Bunun diginda IFN vy, perforin/granzim yolundaki perforin ve granzim, digsal yolaktaki
CD95, CD95 ligand ve TRAIL mRNA ekspresyon seviyelerini arttirarak kaspaz
aktivasyonu ile apoptoza neden olabilmektedir (Weiss et al., 2007; Lin et al., 2017).
Biz de yaptigimiz ¢alismada hiicre gruplarinda apoptozu belirlemek i¢in BCL2 ve
BAX’mn gz-PZR ile mRNA ekspresyon miktarlarini inceledik. 2. saatin sonunda tim
hiicre gruplarinda azalmis BCL2 ve artmis BAX mRNA ekspresyon miktar1 ile
apoptozun artmis olabilecegini gozlemledik. 5. ve 24. saatlerde ise azalan BAX ve
artan BCL2 ekspresyon miktar1 ile apoptoza direng gelismeye baslamis olabilecegini
tespit ettik. Apoptoza kars1 olusabilecek bu direncte, belirlenen I1L-12 seviyesinin heniiz
antikanser cevabi olusturmaya yetecek miktarda IFN vy iiretilememis olmasindan
kaynaklaniyor olabilir. IL-12°nin maksimum seviyeye ulastig1 12. saatten sonraki 24.,
48. ve 72. saatlerinde apoptoz belirteci olan BAX ekspresyonunun artmasi bunun kaniti

olabilir.

Hiicre i¢in aglik veya stres altinda alternatif bir enerji kaynagi olarak bilinen
otofajide, hiicre otofagozomlar olusturarak kendini sindirebilecegi gibi hasarli
organelleri veya katlanmamis proteinleri sindirebilir. Kanserler igin ise otofaji
kemoterapi, radyoterapi gibi stres altinda hiicreyi koruyarak hayatta kalmasina neden
olurken, bazi kanser tedavilerinde de hiicrenin otofajiye bagli Oliimiine neden
olmaktadir (Kimmelman and White, 2017). IFN v, apoptozu uyararak hiicre 6limiine
neden olabildigi gibi, dogrudan otofajiyide uyayarak hiicre ¢ogalmasinin
baskilanmasina ve 6limiine neden olabilmektedir. Lin et al. (2016), A549 akciger
adenokarsinom hiicreleri ile yaptig1 calismada IFN y kaynakli otofaji ve otofaji aracili
mimik hiicre dis1 tuzak hiicresi 6liimiine (ETosis) neden oldugu gosterilmistir. Biz
deneyimizde otofagozomlarin olusmasinda rol oynayan Beclin-1 ve LC3 Il genlerinin
gz-PZR ile mRNA ekspresyon miktarlarin1 tayin ettik. 2., 5., saatlerde tum hcre
gruplarinda, 12. ve 72. Saatlerde yalnizca ortak kiiltiir A549 hiicrelerinde, 24. saatte
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A549 ve ortak kiiltiir A549’da Beclin-1 mRNA ekspresyon miktarinda artis
gozlenirken diger hiicre gruplarinda azaldig: izlendi. LC3 II geninde ise, 2., 5. ve 72.
saatlerde ortak kultlir A549 ve ortak kiltir MKH, 12. saatte ortak kiiltiir A549°da artis
belirlenirken diger hiicre gruplarinda ekspresyon diizeyinde azalma mevcuttu. 1L-12
aracili IFN vy salinim1 belli bir miktarin iistiine ¢iktiktan sonra otofajiyi uyartyor veya
baskiliyor olabilir. Gelecekte bu konuyla ile ilgili baska caligmalar yapilarak sonuglar

netlige kavusturulabilir.

PCNA ise kromatini sararak DNA sentezinde, hlcre dénglsinin kontrolinde,
DNA hasar tamirinde gorevlidir. Bu nedenle hiicre proliferasyonunun ¢ok oldugu
hastaliklarda hasta i¢in kotii prognoz gostergesi olarak kabul edilir. Hu et al. (2017),
mide kanseri ile yaptig1 ¢alismada PCNA ve E-cadherin ekspresyon diizeyini incelemis
ve iki belirtecinde pozitif oldugu durumlarda E-cadherinin hastalarin prognozu igin
koruyucu olabilecegini rapor etmektedir. Ancak PCNA pozitif E-cadherin negatif
olgularda timor proliferasyonun ve metastaz aktivitesinin artacagi bildirilmektedir.
Bizim deneyimizde PCNA mRNA ekspresyon diizeyinin en diigiik 12. saatte oldugunu
gOzlemledik. Buda bize IL-12 aracili hiicre donglsuniin baskilanarak antikanser yanit

olusturmasinin bir kaniti olabilir.

Hicre dongusinin duzenleme surecinde gorev alan siklinlerin ve CDK’larin
ekspresyon miktarlar1 kanser gibi proliferatif hastaliklarda artmaktadir. Siklin A2,
CDK2 ve CDK1 ile baglantili olarak hem S fazinda hem de G2/M gegisinde kritik rol
oynamaktadir. S fazinda DNA sentezinin baslatilmasini ve ilerlemesini diizenlerken,
G2/M gecisinde siklin BI1/CDKI1 aktivasyonunun baslatilmasina neden olur.
Gopinathan et al. (2015), yaptigi CDK2, siklin A2 nakavt fareler iizerinde yaptigi
caligmalarda timorogenezin gerilemis olmasi, Yoh et al (1998), akciger karsinomlari
ile yaptig1 calismalarda CDK2/siklin A2 ekpresyonunun malign alanlarda fazla olmasi
kotili prognozla iliskilendirilmekteydi. Buna karsin son yillarda McCurdy (2017) ve Li
(2018), yapmis olduklar1 c¢aligmalar CDK2 eksikliginde yerini CDK1’in
doldurabilecegi, siklin A2 eksikliginde kromozom insibilitesi olusabilecegini
gostermislerdir. Buda bazi kanser tiirlerinde ekspresyon diizeyleri diisiik bile olsa kotii
prognoza ve kisa sagkalima neden olabilmektedir. Bizim deneyimizde ortak kultir
A549 hiicre grubunda 2. saaten 5. saate hizla artan siklin A2 ve CDK2 ekspresyonlar1
hiicre dongiisiiniin G2 fazina gegisin hizlandigimi gosterirken 12. ve 24. saatlerde
azaliyor olmasi ortamdaki yiliksek IL-12 seviyesi ile alakali olarak hiicre dongiisiiniin
yavasladiginin gostergesi olabilir. 48. saatte azalmaya baslayan IL-12 miktar ile
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birlikte siklin A2/CDK2 miktarinin tekrar yiikselmeye baglamasi sonuglarin birbiriyle

korele oldugunu gostermektedir.

Dizenleyici T  hiicrelerinin  farklilasmasinda ve  fonksiyonlarinin
diizenlenmesinde rol oynayan FoxP3 meme kanseri, akciger kanserleri, mide kanserleri
ve prostat ve over kanseri gibi kanser hucrelerinde eksprese edilebilmektedir. Li et al.
(2016), A549 akciger adenokarsinomu hiicreleri ile yaptigi ¢alismada FOXP3
inhibisyonunun, inhibe edici sitokinlerin (IL-35, transforme biyiume faktori beta 1)
salgilanmasimin yani sira hiicre ¢ogalmasinin, metastaz ve invazyonun azaldigini
bildirmislerdir. Chu et al. (2015), yaptigi caligmada benzer sekildle FOXP3
inhibisyonunda hiicre ¢ogalmasi ve metaztaz1 azalirken apoptozun artmis oldugu
bildirildi. Biz deneyimizde apoptoza olustugunu diisiindiigiimiiz saatlerde FOXP3
ekspresyonunun arttigini ve apoptotik belirteglerin ekspresyonlarinin fazla oldugu
saatlerde ise, FOXP3 ekspresyon diizeylerinin disiis gosterdigini gozlemleyerek

sonug¢larimizin literatiirle uyumlu oldugu belirledik.

Kanser hiicrelerinde proliferasyona, apoptoza dirence ve angiogenezin
artmasina, metastaza neden olan COX2’nin bir¢ok tiimorde ekspresyon miktarinin
arttig1 gozlenmistir. Han et al. (2017), COX2 inhibitorleri ile yaptigi calismada siklin A
ve siklin B ile CDK1 ve CDK2 nin ekspresyon seviyelerini azaltarak hiicre dongusunin
uzamasina Ve sonucgta proliferasyonun yavaslamasina neden oldugunu bulmuslardir.
Artan COX2 miktari1 ortamdaki timor tesvik edici sitokinlerin artmasina neden olurken
IL-12 gibi inhibitor sitokinlerin tiretimini baskilamaktadir. Bizim g¢alismamizdaki
sonuglar da COX2 seviyesinin en diisiik 5. saatte eksprese oldugunu gozlemledik.
Saatler arasindaki farklar1 karsilagtirdigimizda literatir ile uyumlu olarak 1L-12

miktarinin azaldik¢a COX2 seviyesinin attigini belirledik (Brown and DuBois, 2004).

Yeni damar aglarinin olusumundan ve damar gecirgenliginden sorumlu olan
VEGF ayni1 zamanda kanser dokusunun biiylimesini ve metastazida saglayabilmektedir.
IL-12 antikanser yanitinda damarlanmay1 baskilayarak tiimorii  kiigliltmektedir.
Chinnasamy et al. (2012), farelerle yaptig1 ¢alismada IL-12’nin VEGFR-2 reseptoruni
baskilayarak tiimorlerde gerilemeye neden oldugunu bildirmislerdir. Zhang et al.
(2013), glioblastoma beyin kanserlerinin iizerinde yaptig1 ¢alismada viral vektorlerle
kullandigr IL-12’nin kanserli bolgede damarlanmay1 azaltarak kiigiilmeye neden
oldugunu bildirmistir. Bizim c¢alismamizda VEGF mRNA ekspresyon seviyelerini

inledigimizde, 12. saatte ortak kiiltiir A549’da en yiiksek seviyede oldugunu gordiik.
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24. saatten itibaren azalan ekspresyon miktari ortamdaki IFN y ve diger faktorlerin

varligin1 gosteriyor olabilir.

Yapilan caligmalarin gosterdigne gére HIF1 normaksi kosullar altinda az da olsa
eksprese olmaktadir. Bizim deneyimizde de literatirle uyumlu olarak normaksi
kosullarda ekspresyon gozlendi. Yapilan bazi calismalar hipoksik kosullarin G1/S
fazinda CDK2’nin inhibe edilerek hiicre dongiisiiniin yavaslamasina hatta durmasina
neden oldugu bildirimistir. Ayrica hiposik kosullar kanser hiicrelerinin yeniden
programlanmasina neden olarak onlara kok hiicresi benzeri Ozellikler katmaktadir

(Hammer et al., 2007; Liang et al., 2012; Harada, 2016).

Sonu¢ olarak c¢aligmamizda MKH’lerin, kanser hicrelerinin gogalmasini

baskiladigi ancak durdurmag: diisiinllebilir.
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6. SONUCLAR

Calismamizda yag doku kaynakli mezenkimal kok hiicreler ile A549 akciger
kanser hucreleri transwell insert sistemi ile bir araya getirilerek ortak kultlr ortami
olusturuldu. Deney siireleri sonunda yapilan ELISA testi sonucunda IL-12p70 en ¢ok
12. saatte ifade olurken IL-12p40 da anlamli bir salinim olmadigi tespit edilmistir.
Gz-PZR ile 5. ve 12. saatlerde apoptoza direng gelismeye baslamis olabilecegi gibi
ilerleyen zaman diliminde bu apoptotik direncin IL-12 etkisi ile gerilemis olabilecegi
ve hiicre donglsu sdresinin ise IL-12 salimmindan sonra G1/S fazinda uzadigi
diistiniilmektedir. Proliferasyon belirteclerinin gz-PZR ile mRNA ekspresyon
diizeylerine baktigimizda ise IL-12 salgisinin anlamli olarak artis gosterdigi saatlerde
azalirken, IL-12 salgisinin azaldigr daha sonraki saatelerde yavasta olsa tekrar

eksprese olmaya basladigi gozlemlenmistir.

Elde ettigimiz veriler dogrultusunda MKH’lerin, IL-12 salinimi ile A549
kanser hucrelerini baskilamak i¢in tek basina kullanildiginda yetersiz kaldigini,
ancak IL-12 salinimi ile kanser hucrelerinin ¢ogalmasinin baskilanmasina ragmen

durdurulamadigi diistiniilmiistiir.
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