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OZET

THP-1 KOKENLI MAKROFAJ VE A549 AKCIGER KANSERI KO-KULTUR
MODELINDE EPITELYAL-MEZENKIMAL DEGISIM YOLAGINA
IMMUNTERAPOTIK YAKLASIMLAR

Selin ENGUR OZTURK
Farmakoloji Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Agustos 2020
Danisman: Prof. Dr. Miris DIKMEN

Akciger kanseri, kanser nedenli 6liimlerin basinda gelir ve 6liim sebebi biiyiik
oranda metastazdir. Akciger kanserinin olusumu ve metastazi, kanser hiicrelerinin
mikrogevresiyle olan etkilesimine ve 6zellikle de tiimor iliskili makrofajlara baglidir. Bu
nedenle epitelyal mezenkimal degisim (EMT), kanser metastaz siirecinde 6nemli bir rol
oynar.

Calismamizda akciger kanserinde makrofajlarin  EMT  iligkili  roliinii
aydinlatabilmek amaciyla, THP-1 insan monosit hiicrelerinden farkli fenotipe polarize
olmus M1, M2a ve M2c makrofajlar ile A549 hiicreleri in vitro Ko-kiiltiir modelleri
olusturularak, NF-kB inhibitorlerinden bortezomib ve ixazomibin, bu ko-kiiltiirii
modellerinde anti-proliferatif, anti-apoptotik ve EMT mekanizmalar iizerine etkilerini
arastirdik. Ayrica AS549 hiicrelerinde, bortezomib ve ixazomibin anti-proliferatif
etkilerini 2D ve 3D kiiltiirii ortaminda karsilagtirdik.

Sonug olarak A549 hiicrelerinde, M1 makrofaj ko-kiiltiiriinde, anti-proliferatif ve
anti-apoptotik etkilerin yiiksek bulunmasina ek olarak M1 makrofajin, bortezomib ve
ixazomibin anti-proliferatif ve anti-apoptotik etkilerini arttirdigi belirlenmistir. Ayrica
ozellikle M2c makrofajlarin A549 hiicrelerinde vimentin, fibronektin, NF-kB, CCL-17
ve VEGF seviyelerini arttirip, E-kaderin seviyelerini azaltarak EMT yolagini indiikledigi,
ixazomibin ise bu etkiyi inhibe ettigi sonuglarimizla gosterilmistir. Son olarak, A549
hiicrelerinde 3D ortamdaki ICsg degeri 2D kiiltiir ortamina gore bortezomib i¢in yaklasik
15, ixazomib i¢in ise yaklasik 9 kat yiiksek oldugu belirlenmistir.

Anahtar Sozciikler: A549, Makrofaj, EMT, NF-kB, Bortezomib, ixazomib.



ABSTRACT
IMMUNOTHERAPEUTIC APPROACHES TO EPITHELIAL TO MESENCHYMAL
TRANSITION PATHWAY IN THP-1 DERIVED MACROPHAGE AND A549 LUNG
CANCER CO-CULTURE MODEL

Selin ENGUR OZTURK
Department of Pharmacology
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, July 2020
Supervisor: Prof. Dr. Miris DIKMEN

Lung cancer is the leading cause of cancer-related deaths and the cause of death is
largely metastasis. Initiation and metastasis of lung cancer, the interaction with the
microenvironment of cancer cells and is primarily dependent on tumor associated
macrophages. Epithelial-mesenchymal transition (EMT) plays an important role in the
cancer metastasis.

In our study, in order to clarify the EMT related role of macrophages in lung cancer,
in vitro co-culture models were designed in A549 cells with M1, M2a and M2c
macrophages polarized to phenotype different from THP-1 human monocyte cells. In our
study, we aimed to determine the effects of bortezomib and ixazomib ‘inhibitors of NF-
kB’ and M1, M2a and M2c polarized macrophages on anti-proliferative, anti-apoptotic
and EMT mechanisms in A549 lung cancer co-culture. We also determined the
antiproliferative effects of bortezomib and ixazomib on A549 cells in both 2D and 3D
cultures.

As aresult, it was determined that anti-proliferative and anti-apoptotic effects were
high in A549 cells in co-culture with M1 macrophage. In addition, it has been determined
that M1 macrophage causes increased anti-proliferative and anti-apoptotic effects of
bortezomib and ixazomib. Our results have been demonstrated by increasing the levels of
vimentin, fibronectin, NF-kB, CCL-17 and VEGF in A549 cells, reducing the levels of
E-cadherin, and inhibiting this effect by ixazomib. Finally, the ICso value in 3D culture
in A549 cells was determined approximately 15 times higher for bortezomib and about 9
times higher for ixazomib than 2D culture medium.

Keywords: A549, Macrophages, EMT, NF-kB, Bortezomib, Ixazomib.
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1.GIRIS VE AMAC

Kanser c¢esitli genetik ve epigenetik bozukluklara bagli olarak hiicrelerin kontrolsiiz
olarak ¢ogalmasi olarak tanimlanir ve diinyada kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra
ikinci sirada gelen 6liim nedenidir. Kanserin karmasik bir mekanizma olmasinin sebebi;
proliferasyon, indiiklenen anjiyogenez, invazyon ve metastazin aktivasyonu, hiicre
Olimiine karsi direng ve tiimor mikrogevresi tarafindan gerceklestirilen immiinolojik
mekanizmalar olarak gosterilmektedir (Siegel vd., 2019, Denisenko vd., 2018).

Akciger kanseri diinya genelinde kansere bagli mortalitenin en yaygin nedenidir ve
bu nedenle, akciger kanseri 6nemli bir kiiresel hastalik yiikiinii temsil etmektedir (Ferlay
vd., 2015). Giiniimiizde akciger kanseri arastirmalarinin ana hedefi, yeni erken teshis
teknolojilerini ve belirteclerini aramak, akciger kanseri patogenezinin molekiiler
yolaklarin1 6zellikle metastaz yapabilme kabiliyetinin spesifik mekanizmalarini daha
ayrintili kesfetmek ve terapotik etkiyi bilimsel ve etkin bir sekilde degerlendirmektir (Yu
vd., 2017). Biitlin bunlart yaparken de tiimor mikrogevresindeki diger hiicreleri de goz
ard1 etmemek ve birlikte degerlendirmek 6nemli giincel yaklagimlar arasindadir.

Mikrogevre, tiimor dokusu i¢indeki kanser hiicresi olmayan hiicre ve yapilarin
tanimlar ve solid tiimorlerde tiimor kitlesinin %5-40"1 ttimor iligkili makrofajlardan
olusmaktadir (Tsai vd., 2014; Sousa vd., 2015). Timor iliskili makrofajlar kronik
inflamasyon ve kanser arasindaki onemli iliskinin merkezinde yer alan hiicrelerdir
(Mosser ve Edwards, 2008; Martinez ve Helming, 2009) ve kanser progresyonu, kanser
hiicrelerinin epitelyal-mezenkimal gecisi (EMT), anjiyogenez, kanser metastazi ve ilag
direncinin gelisiminde anahtar rol oynarlar (Tsai vd., 2014).

Ozellikle M2 polarize makrojaflar tarafindan desteklenen metastaz; ayrilma,
migrasyon, invazyon ve yeni timor modiiliiniin olusumu da dahil olmak iizere ¢esitli
asamalar1 kapsar. EMT hiicrelerin, epitelyal-polarize fenotipten, mezenkimal
fibroblastoid fenotipe dogru morfolojik olarak degisim gegirdikleri bir siirectir ve kanser
metastaz siirecinde O6nemli bir rol oynar (Gao vd., 2012). Dengeli bir epitelyal-
mezenkimal ge¢is, gelisim silirecinde esastir, diizensiz EMT ise, epitelyal homeostazini
sekteye ugratarak, kanser gibi hastaliklarin patagonezinde rol oynar (Micalizzi vd., 2010).
Niikleer faktor kappa B (NF-kB), kanserde invazyon ve EMT’ nin 6nemli belirtecidir
(Podo vd., 2010; Hsu vd., 2012). NF-kB, sitokinler, kemokinler, biiylime faktorleri,

hiicre-adezyon molekiilleri ve yiizey reseptorleri benzeri molekiilleri kodlayan genlerin



diizenlenmesinde gorevli bir transkripsiyon faktoridir ve bagisiklik yanitina,
inflamasyona ve apoptoza etkin olarak katilir (Shishodia ve Aggarwal, 2002). Son
yillarda, tiimor invazyonu hedeflenmis NF-kB ekseninde odaklanan bazi yeni tedavi
yaklasimlar1 onerilmistir. Bizde bu nedenle tez ¢calismamizda giincel bir tedavi yaklagimi
olan proteaozom inhibitorlerinden bortezomib ve ixazomibin ‘NF-kB inhibitorii olmalari
nedeniyle’, M1, M2a ve M2c polarize makrofaj ile olugturulan A549 akciger kanseri ko-
kiiltiirtinde anti-proliferatif, apoptotik ve EMT mekanizmalar1 {izerine etkilerini
belirlemeyi amagladik.

Bu tez ¢alismasinda, THP-1 kokenli makrofaj hiicrelerini (MO makrofaj) cesitli
ajanlar (LPS, IFN-y, IL-4, IL-13 ve hidrokortizon) kullanarak M1, M2a ve M2c polarize
makrofaj haline ¢evirmeyi optimize ederek, A549 hiicreleri ile ko-kiiltiir modellerinde
proteaozom inhibitérlerinden bortezomib ve ixazomibin, anti-proliferatif, apoptotik ve
EMT mekanizmalari iizerine etkileri belirlemek amaglanmistir. Ayrica hem 2D hem de
3D kiiltiir yontemleri kullanilarak da bortezomib ve ixazomibin A549 akciger kanser
hiicrelerinde anti-proliferatif etkileri karsilastirilmistir. Literatiir ¢alismalar1 sonucunda
ozellikle M2c polarize makrofaja ait kisith sayida literatiir bilgisi oldugu ve yapilan
calismalarda THP-1 hiicrelerinin M2c makrofaja farklilagtirllmasi sirasinda IL-10
kullanildig1 dikkatimizi ¢ekmistir. Literatiir bilgilerine farmakolojik bir yaklasimla
bakildiginda M2c farklilasmasinda glukokortikoid kullaniminin miimkiin olabilecegi
belirtilmesine ragmen bu sadece kitabi bilgi olarak kalmis ve iizerine c¢alisma
yapilmamistir. Buradan yola ¢ikarak doktora tezi kapsaminda in vitro kosullarda, klinikte
astma, kronik akciger hastaliklar1, baz1 kemoterapi ilaglariyla iliskili sik¢a kullanilan bir
ilag olan hidrokortizon ile olusturulmus THP-1 kdkenli M2c polarize makrofa; hiicre
modeli de ilk kez bu tez ¢alismasinda gergeklestirilmis olup bu hiicre kiiltiir modeli timor
mikrogevresini ¢ok iyi yansitmasi ve giiniimiizde kullanilan in vivo kosullara yaklagmasi

nedeniyle 6nem tasimaktadir



2. GENEL BILGILER
2.1. Kanser

Kanser, endiistrilesmis diinyada kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra ikinci sirada
gelen Olim nedenidir ve kanserle yasayan insan sayisinin her gecen gilin arttigi
bilinmektedir. Kadinlarda en sik rastlanan malignite meme kanseri olup, erkeklerde ise
prostat kanseridir. Akciger kanseri ise hem erkek hem de kadinlarda ikinci en sik teshis

edilen kanser tiiriidiir (Siegel vd., 2019).

Kanser, ¢esitli genetik ve epigenetik bozukluklara bagli heterojen ve kompleks bir
hastalik grubunu kapsar. "Kanserin O6zellikleri" malign transformasyon ve tiimdriin
gelisimi i¢in gerekli olan bir dizi hiicresel 6zellik igerir. Bunlarin arasinda proliferatif
sinyalizasyon, indiiklenen anjiyogenez, invazyon ve metastazin aktivasyonu, hiicre
oliimiine kars1 direng, immiinolojik yanitlar bulunmaktadir (Denisenko vd., 2018).

Kanser, tiimor hiicrelerinin kontrolsiiz biiytimesinden kaynaklanan hiicresel bir
hastaliktir. Cok miktarda tiimor hiicresi, viicudun bir veya daha fazla kisminda birikmekte
ya da yayilmaktadir. Kalitsal ve ¢evresel faktorler (ultraviyole radyasyon, kirlilik vb.)
insan kanserlerinin baslica nedenleri olarak kabul edilirken, son donemdeki arastirmalar
viicudumuzdaki genetik materyallerin (genom) c¢ogalmasi sirasinda meydana gelen
rastgele hatalarin kanserde 6nemli rol oynadigini gostermistir (Tomasetti vd., 2017).

Normal hiicrelerin aksine kanser hiicreleri, ¢ogalmalar1 lizerindeki kontrollerini
kaybetmis durumda bulunurlar. Viicudumuzdaki hiicrelerin degisimlerini takip etmek
i¢in hem i¢ hem de dis kontrol sistemlerimiz mevcuttur. Biitiin bu kontrol sistemleri
basarisiz olursa, tiimor hiicreleri ¢ogalarak tiim viicut boyunca yayilir ve sonugta tedavi
edilmezse bu durum &liimle sonuclanir (Dong, 2018). i¢ kontrol sistemi, esas olarak,
“programlanmis hiicre 6limii” adi1 verilen bir siiregte mutant hiicrelerin gelisimini ve
biiyiimesini baskilayan tiimor baskilayici genlerden olusur (Gibbons Johnson ve Dong,
2017). Timor hiicreleri bu programlanmis dliimden kagarlarsa, dis kontrol olarak adi
gecen immiin sistem tarafindan ydnetilen bir kontrolle kars: karsiya kalacaklardir. Immiin
sistem hiicrelerdeki kiigiik degisiklikleri kontrol etme yetenegine sahiptir ve hiicrelerini
buna gore aktive etmektedir. Burada proteinlerin rolii biiyiiktiir ¢iinkii kanser hiicreleri
genellikle proteinleri kodlayan genomdaki hatalardan dolay1 ya da hiicrelerin erken
asamalarinda olgunlastig1 zaman kapatilmasi gereken bazi proteinlerin kontrolsiiz tiretimi

nedeniyle birgok degisik ve anormal protein barindirirlar. Bazi gevresel faktorler,



genomda hasara neden olabilir bu da ayn1 zamanda degistirilmis proteinlerin {iretimi ile
sonuglanir. Immiin hiicreleri bu siirece dahil olarak, bu degistirilmis proteinleri timdr
hiicrelerinin yiizeylerinde tespit ederek tanir, aktive olur ve tiimor hiicrelerini yok etmeye
baslama yetenegine sahiptir (Chen ve Mellman, 2013). Immiin sistemimiz, bu
degisiklikleri herhangi bir kanser hiicresinde tanidig: siirece, kanser hiicreleri ¢ogalamaz
ve ilerleyemez. Bu nedenle, kanser immiin sistemden kurtulan timdor hiicrelerinin

smirsiz/kontrolsiiz biiyiimesinin neden oldugu bir hastaliktir (Dong, 2018).
2.1.1. Kanser ve bagisikhik sistemi

Kanser ve immiin sistemin ayrilmaz bir biitlin olmasi nedeniyle kanser
immiinoterapisi, kansere karsi savagmak i¢in hastanin kendi bagisiklik sistemini artirmay1
amaglamaktadir. Son yillarda kanser immiinoterapisi kanser tedavisinde {imit verici bir
model olarak ortaya ¢ikmistir (Mellman vd., 2011).

Immiin sistemin iki tiirii bulunmaktadir; bunlar tepkileri tanima ve yanit hizindaki
ozgiillikler yoniinden farklihk gosterirler. Immiin cevabmn birinci tiirii adaptif
bagisikliktir (sonradan kazanilmis bagisiklik) ve bu bagisiklik tiiriiniin hiicreleri,
hedeflerini tanimada ¢ok 6zgiildiirler. Ancak genellikle hedeflerine gecikmis bir yanit
verirler ¢linkli gerekli molekiilleri liretmek i¢in daha fazla zamana ihtiyag¢ duyarlar.
Adaptif bagisiklik hiicrelerinin T lenfositleri ve B lenfositleri olarak da adlandirilan iki
bliyiik alt popiilasyonu bulunmaktadir: T hiicrelerindeki “T’’, bu hiicrelerin timusta
gelistigi ve B hiicrelerindeki “B” nin kemik iliginde gelistigi anlamima gelmektedir.
Sadece ¢ok spesifik bir antijen i¢in tasarlanmig olan reseptorlerini kullanarak hedef
hiicreleri veya patojenleri tanirlar. Bu 6zgiinliikk ¢ok detayli oldugundan, T lenfositleri
veya B lenfositleri bir protein molekiiliindeki kiigiik degisiklikleri bile fark edebilirler ve
bu nedenlede kanser ¢alismalarinda biiylik 6nem tasirlar (Iwasaki ve Medzhitov, 2010).

Immiin sistemin ikinci tiirii dogustan gelen bagisiklik olarak adlandirilir ve
dogustan gelen bagisiklik hiicrelerinin, hedeflerini tanimada kesin bir 6zgiilliikten yoksun
olduklari, ancak hizli bir sekilde yanit verdikleri bilinmektedir. Makrofajlar ve dogal
oldiirticii (NK) hiicreler dogustan gelen bagisikligin esas hiicreleridir ve hedef hiicreler
veya patojenler tarafindan eksprese edilen molekiilere dayanarak hedeflerini tanirlar
(Dong, 2018).

Immiin sistem ile tiimdr arasindaki etkilesim, eliminasyon, denge ve kacis olarak
adlandirilan {i¢ asamaya dayanmaktadir. Eliminasyon; aktive sitotoksik T lenfositlerinin

onemli rol oynadig1 dogal ve adaptif bagisiklik sistemlerinin birlikte erken tiimor
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hiicrelerini tespit edip yok ettigi, kanserin immiin diizenlenmesinin bir sathasidir. Denge
evresi; bagisiklik sisteminin tiimori fonksiyonel dinlenme durumunda tuttugu evre olarak
bilinmektedir (Denisenko vd., 2018). Kagis evresi ise; timor biiylimesinin
sinirlandirilmasinda immiin diizenlemenin yetersizligi ile karakterizedir. Tiimdrlerin
immiinolojik siire¢lerde kagma yetenegi kanserin 6zelliklerinden biridir. Kagis asamasina
giren timor hiicreleri, normal kosullar altinda bagisikligin diizenlenmesine yardimei olan
ve saglikli dokularin hasar gormesini engelleyen mekanizmalar1 yikarak timor
mikrogevresinde bir bagisiklik baskilayict durum olusturma egilimindedirler (Mittal vd.,
2014).

2.1.2.Akciger kanseri

Akciger kanseri, ABD'de (Siegel vd., 2019) ve diinya genelinde kansere bagli
mortalitenin en yaygin nedenidir. Bu nedenle, akciger kanseri 6nemli bir kiiresel hastalik
yiikiinii temsil etmektedir (Ferlay vd., 2015).

Akciger kanseri, brong ve akcigerde baslayan bir ¢esit malign timordiir. Kanser
hiicrelerinin morfolojisine gore akciger kanseri, kiigiik hiicreli akciger kanseri ve kiiciik
hiicreli olmayan akciger kanseri olarak iki kategoriye ayrilmaktadir (Yu vd., 2017,
Denisenko vd., 2018; Sher vd., 2008). Goriilme sikliklarina bakildiginda kiiclik hiicreli
olmayan akciger kanserinin orani, kiigiik hiicreli akciger kanserine gore 4 kat daha
fazladir. Kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri; skuamdéz hiicreli karsinoma,
adenokarsinoma ve biiyiik hiicreli karsinoma olmak tizere {i¢ tipe ayrilmaktadir. Skuamoz
hiicreli karsinom tiim akciger kanseri olgularmin %25-30'unu olusturur. Akciger
kanserinin en yaygin tiirii adenokarsinoma olup, tiim akciger kanseri olgularinin yaklasik
%A40'in1  olusturmaktadir. Akciger adenokarsinomlart mukus ve diger maddeleri
salgilayan kii¢iik hava yolu epiteli (tip II alveolar) hiicrelerden gelisir. Biiylik hiicreli
karsinom ise tiim akciger kanseri olgularinin %5-10'unu olusturmaktadir (Zappa ve
Mousa, 2016; Denisenko vd., 2018).

Tip alanindaki gelismeler sayesinde akciger kanserinin mortalite orani
azalmaktadir; ancak halen akciger kanseri en yiiksek mortalite oranina sahip kanser
tiriidii. Akciger kanseri hastalarinda 5 yillik post-operatif sag kalim orani sadece yaklagik
%13’tiir (Chen vd., 2015). Bu durumun temel nedenleri maddeler halinde kisaca

Ozetlenmistir;



1- Akciger kanserinin erken klinik semptomlar1 belirgin degildir ve etkili

erken tan1 yaklagimlari yoktur.

2- Akciger kanserinin patogenezi ve molekiiler alt tiplemesi oldukga
karmasiktir.
3- Bireysel farkliliklar 6nemlidir bu baglamda akciger kanseri, farkli akciger

kanseri tiplerine ve bireysel hastalara 6zgii terap6tik hassas ilag rejimleri
acisindan yoksundur (Yu vd., 2017).

4- Akciger timori mikrogevresi, malign ve malign olmayan popiilasyonlar
dahil olmak tizere ¢ok ¢esitli hiicreleri igermektedir. Bu hiicreler, timor
olusumunun inhibe edilmesine katki saglayabilecegi gibi tam tersine,
timor bliylimesinin ve ilerlemesinin gelismesine de yol acabilirler
(Jackute vd., 2018).

5- Akciger kanserinde diger kanserlerin coguna benzer sekilde akcigerlere ve
diger uzak organlara erken metastaz yapabilme kabiliyetinin ¢ok yiiksektir
ve bu nedenle de akciger kanserine bagli mortalitenin biiyiik cogunlugunu
metastaz olusturmaktadir (Savary vd., 2009). Akciger Kanserlerinin
baslamasi ve metastazi, sadece kanser hiicrelerinin genetik ve molekiiler
ozelliklerine degil, ayn1 zamanda bagisiklik sistemi ile tiimor ¢evresiyle
olan etkilesimine de baglidir (Forde vd., 2014).

Bu nedenle, giinlimiizde akciger kanseri aragtirmalarinin ana hedefi, yeni erken
teshis teknolojileri ve belirtecleri aramak, akciger kanseri patogenezinin molekiiler
mekanizmalarini daha ayrintili kesfetmek ve terapotik etkiyi bilimsel ve etkin bir sekilde
degerlendirmektir (Yu vd., 2017). Biitiin bunlar1 yaparkende akciger kanserinde tedavinin
zor olmasinin en Onemli sebebi olarak gosterilen metastazla iliskili mekanizmalar
merkeze almak ve tiimor mikrogevresinde bulunan hiicre tiplerini (diizenleyici T
lenfositler, myeloid kokenli baskilayict hiicreler ve tiimor iligkili makrofajlar)
degerlendirmek biiylik 6nem tasimaktadir ve giincel yaklagimlar arasindadir (Mellman

vd., 2011). Bu konu tez ¢alismamizin da temelini olusturmaktadir.
2.1.2.1. Akciger kanseri ve mikrogevre

Timor mikrogevresi, tiimor biyolojisinde uzun zamandan beri 6nemli bir konu
olarak arastirilmaya devam etmektedir. Mikrogevre, tiimor dokusu icindeki kanser
hiicresi olmayan hiicre ve yapilari tanimlar (Sekil 2.1.). Bu tiimor mikrogevresindeki

hiicreler; endotelyal hiicreleri, kanser iliskili fibroblastlart (CAFs), tiimor iliskili
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makrofajlar1 (TAMs) veya dendritik hiicreleri i¢ine alan ¢ok genis ¢esitlilige ve bir¢ok
kokene sahip hiicreler olarak bilinirler. Buna ek olarak, tiimor ortami, ¢ogunlukla
notrofiller, makrofajlar ve miyeloid tiirevli baskilayici hiicreler olarak adlandirilan
immiinsiipresif miyeloid hiicreler olmak iizere, kemik iligi kaynakli hiicreleri de
barindirmaktadir (Tsai vd., 2014; Suarez-Carmona vd., 2017).

Akciger Kanserlerinin baglamasi ve metastazi, sadece kanser hiicrelerinin genetik
ve molekiiler 6zelliklerine degil, ayn1 zamanda immiin Sistemin timor mikrogevresiyle
olan etkilesimine de baghdir (Forde vd., 2014). Timor mikrogevresi, kanser
progresyonu, kanser hiicrelerinin EMT, anjiyogenez, kanser metastazi ve ila¢ direncinin
gelisiminde anahtar rol oynamaktadir (Tsai vd., 2014). Bu baglamda, tiimor
mikrocevresinde bulunan inflamatuar hiicreler ve mediyatorleri kanserin ayirt edici
0zelligi olan inflamasyon, tiimor hiicrelerinin proliferasyonu, metastazi ve anjiyogenezi
icin 6nemli olan biiylime faktorleri veya matriksi bozan enzimlerin kaynagi olarak yer
almaktadirlar (Hanahan ve Weinberg, 2011; Mantovani ve Allavena, 2015; Yuan vd.,
2015).

Dendritik hiicreler
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Sekil 2.1. Tiimér mikrogevresi (Cui ve Guo, 2016).

Timor mikrogevresinde bulunan anahtar immiin hiicre tipleri; T lenfositler, B
lenfositler, NK hiicreleri ve tiimorle iligkili makrofajlar’dir (Mellman vd., 2011).

Inflamatuar hiicreler, zellikle tiimér iliskili makrofajlar, tiimér hiicreleri tarafindan



toplanir ve tiimor dokularina infiltre olurlar (Solinas vd., 2009; Qian ve Pollard, 2010).
Solid tiimorlerde timor Kkitlesinin  9%5-40'm1  tiimdr iligkili makrofajlar (TAM)
olusmaktadir (Sousa vd., 2015). Bu nedenle TAM’lar kronik inflamasyon ve kanser
arasindaki 6nemli iliskinin merkezinde yer alan hiicrelerdir (Mosser ve Edwards, 2008;
Martinez vd 2009).

2.2. Tiimoér Iliskili Makrofajlar

Makrofajlar, patojen tanima, temizlenme, antijen isleme ve sunum, inflamasyon ve
doku tamirinin yani sira pro Ve anti-timoral yanitlarla iligkili oldugu bildirilen
mononiikleer fagositik hiicrelerdir (Mantovani vd., 2014; Foey, 2014). Monosit/makrofaj
kokenli hiicreler, kronik inflamatuar hastaliklardan otoimmiiniteye, ateroskleroz ve
kansere kadar bir¢ok patolojik durumun temel bilesenleridir. (Martinez vd., 2009; Mosser
ve Edwards, 2008; Mantovani vd., 2014). Makrofajlar dokularda énemli homeostatik
islevleri yerine getirmek i¢in bulunurlar ve bulunduklar1 dokuya gore de farkli isimler
alirlar; beyinde mikroglia, akcigerde alveoler makrofaj, karacigerde Kupfer hiicresi,
kemikte osteoklastin yani sira dalak, bagirsak, kemik iligi gibi bir¢ok 6nemli dokuya 6zgii
formda bulunurlar. Bu nedenle makrofajlarin, dogal bagisiklik sisteminde inflamatuvar
mekanizmalarin hem hiicre i¢ci hem de hiicre dis1 patojenlere adaptif yanitlarin
olusmasinin yani sira, immiin regiilasyon ve tiimoér denetlemesinin baslatilmasi i¢in
merkezi bir noktada olduklari belirlenmistir (Foey, 2014).

Epidemiyolojik ve deneysel kanitlar, kronik inflamasyonun tiimdr mikrogevresinin
stirekli ve degismeyen Ozelliklerinden biri oldugunu goéstermektedir. Timor iligkili
makrofajlar, bir¢ok tiimor infiltrasyonunun ana bilesenidir ve bu nedenle inflamasyon ve
kanser arasindaki baglantinin kilit diizenleyicileridirler (Mantovani vd., 1992).

Makrofajlar farkli mikrogevresel sinyallere yanit olarak farkli fenotiplere
farklilagsma 6zelligi gostermeleri nedeni ile tiimdr mikrogevresinde pro-tlimoral ve anti-
tiimoral fonksiyonlari ifade edebilirler. Bu durum, monosit-makrofaj kokenli hiicrelerin
diger mikrogevre hiicrelerinden ayirt edici bir 6zelligidir ve bu durum tiimor gelisiminde
oynadig1 rolii karmasik hale getirmektedir (Mantovani vd., 2014). TAM'larin timor
destekleyici aktivitelerinin arasinda, malign hiicrelerin proliferasyonu ve invazyonu,
adaptif immiinitenin yikimi, hiicre dis1 matriksin yeniden sekillenmesi (remodeling) ve
anjiyogenez yer alir (Mantovani vd., 2008; Hanahan ve Weinberg, 2011; Qian ve Pollard,
2010).



Makrofajlar, ¢esitli fonksiyonel 6zellikleri olan alt gruplarda bulunurlar ve farkli
fenotipik Ozellikler gosterirler. Bununla birlikte, makrofaj alt-gruplarinin farkli
aktivasyon sinyalleri kullanilarak m1 yoksa daha uzun siireli kiiltiir / farklilasmanin bir
sonucu olarak iiretildigine mi, yoksa monositlerde 6nceden programlanmis m1 oldugu
konusunda belirli bir netlik yoktur (Zeigler-Heitbrock vd., 1993; Zeigler-Heitbrock,
1996).

Makrofajlar islevsel olarak ayri iki form olarak incelenmektedir; pro-inflamatuar
alt-grup (klasik olarak aktive edilmis, tip I veya M1) ve anti-inflamatuar / diizenleyici alt-
grup (alternatif aktivasyon, tip Il veya M2) (Mills vd., 2000; Anderson ve Mosser, 2002;
Foey, 2014) (Sekil 2.2).

Klasik olarak aktive edilmis makrofajlar olarak da adlandirilan M1 makrofajlar,
anti-mikrobiyal (hiicre i¢i patojenlere aracilik eden), doku yikict ve anti-tiimoral
Ozellikler gosteren gosteren, genellikle pro-inflamatuar makrofajlardir (Mosser, 2003;
Biswas ve Mantovani, 2010). Aktivasyon sonucunda, bu makrofajlar asirt miktarda pro-
inflamatuar sitokinler (Tiimdr Nekroz Faktor Alfa (TNF-o), interlokin 1 Beta (IL-1pB),
Interldkin 6 (IL-6), Interlokin 12 (IL-12), interlokin-18 (1L-18) ve Interldkin 23 (IL-23)),
kemokinler (CXCL1, 2, 3,5, 8,9, 10, CCL2, 3, 4, 5, 11, 17 ve 22) eksprese ederler (Van
Ginderachter vd., 2006). Makrofajlar, interferon gama (IFN-y) varliginda ve
Lipopolisakkarit (LPS) veya TNF-a gibi inflamatuvar uyaranlarla kombinasyon halinde
M1 fenotipine polarize edilebilirler (Finnin vd., 1999; Verreck vd., 2006). Listelenen
faktorlere ilave olarak, M1 efektdr fenotipinin genel profili IL-1090stk J|_-12viksek j|_-
23viksek olarak bildirilmistir (Mantovani vd., 2007). IFN-y ve LPS iliski olarak
gerceklesen M1 polarizasyonu sonucunda, hiicre i¢i sinyal bilesenlerinin farkl
ekspresyonu ve aktivasyonu meydana gelir. M1 polarizasyonu, Sinyal transdiiseri ve
transkripsiyon aktivatorii-1 (STAT-1) ve Niikleer Faktor Kappa B (NF-kB)
transkripsiyon faktorleri araciligiyla dontstirilir (Liu vd., 2008). Bu noktada, M1-
spesifik transkripsiyon faktorii STAT-1’in, STAT-6 aktivasyonunu inhibe ettigi
gosterilmistir ki; STAT-6’da M2 polarizasyonu icin gerekli bir faktordiir. Boylece M1
iligkili bir transkripsiyon faktorii olan STAT-1 M2 polarizasyonunu bastirir (Sica ve
Bronte, 2007).

Alternatif olarak aktive edilmis makrofajlar olarak da adlandirilan M2
makrofajlarin, M1’e gore fonksiyonel olarak ayri1 bir fenotip gosterdigi bulunmustur. M2

makrofajlari, farkli uyaranlar ile M2a, M2b ve M2c makrofajlarina polarize edilirler. M2a



polarizasyonu, Interlokin-4 (IL-4)’iin mannoz reseptdriinii indiiklemesinin ardindan
Interlokin-13 (IL-13)’{in devreye girmesi ile gergeklesir. M2b makrofajlari ise immiin
komplekslerin IL-13 veya LPS uyaranlar ile polarize olur ve yara iyilesmesinde rol
oynarlar (Stein vd., 1992; de Waal Malefy vd., 1993). Immiin-supresif M2c makrofajlar
ise 1L-10, Transforme Edici Biiytime Faktorii Beta (TGF-B), glukokortikoidler veya
immiin komplekslerce zengin ortamlarin sonucunda olugmaktadirlar (Foey, 2014). M2
makrofajlarin yilizey marker profili, CD23, tutucu reseptdrler CD163 ve CD204, mannoz
reseptoric CD206 ekspresyonunu igermektedir. M2¢ makrofajlari, 1L-10 ve matriks
metalloproteinazlar gibi matriks-yeniden modelleme faktorleri tiretirler. Yiiksek CD163

ekspresyonu, M2c polarizasyonunun onaylanmis bir belirtecidir (Sousa vd., 2015).

STIMULASYON/FARKLILASMA

** ** **

| L-10dtstk TNF-a IL10viksek |1 ra IL-10viksek  TGFB
| L-12viksek IL-6 IL1246s%  TGFp 1L-124isik

| L-23viksek IL-1B | L23disik | L-23diisiik

Sekil 2.2. Makrofajin stimiilasyonu ve farkiilagmasi sonucu *sinyal Molekiillerinin, **sitokin
ekspresyon profilinin ve ***kemokin profilinin sematik olarak gdsterilmesi (Foey,
2014).
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TAM'lar, IL-10'a, TGF-B, M-CSF'ye (monosit koloni uyarict faktdr) ve diger
immiinsiipresif uyaranlara maruz kaldiklar1 i¢in daha ¢ok M2 tipine polarize olarak
bulunma egilimi gosterirler (Mantovani vd., 2002) ve bu nedenle gelisimin ve kanserin
ortak Ozellikleri olan epitelyal biiylimeyi, invazyonu, migrasyonu ve Epitelyal-
mezenkimal gegisi tesvik etmektedirler (Pollard, 2008; Gyorki vd., 2009; Dehai vd.,
2014; Sousa vd., 2015). Yapilan calismalarda IL-10, akciger adenokarsinoma
hastalarinda tiimor stromasina infiltre olan M2 makrofaj sayisi ile anlamli olarak iliskili
bulunmustur ve akciger kanseri tiimor mikrogevresinde M2 polarize makrojaj
popiilasyonun M1 polarize makrofaj sayisindan ¢ok daha yiiksek oldugu belirlenmistir
(Ohtaki vd., 2010; Jackute vd., 2018).

Sonug olarak klasik M1 makrofaj hiicreleri, tiimérlere karsi direng olarak rol
oynarken, M2 makrofaj hiicreleri Thl adaptif bagisiklig1 bastirir, anti-inflamatuvardir,
yara iyilesmesini, anjiyogenezi, doku yeniden modellemesini (remodeling) ve tiimor
progresyonunu desteklerler (Biswas ve Mantovani, 2010). Tez ¢alismasinda A549 kanser
hiicrelerinde hem M1 hemde M2 makrofaj hiicreleri ile ko-kiiltiir ¢calismas1 yapmamiz bu
temele dayanmaktadir.

2.3. Epitelyal-Mezenkimal Degisim

Akciger kanserinde tani genelde ileri asamaya ulasan hastalarda miimkiin
olmaktadir, bu da hastaligin seyrinin metastazla sonuglanmasina ve diisiik sag kalim
oranlarma sebep olmaktadir (Zhang vd., 2015). Metastaz kanser hiicrelerinin kan veya
lenf sistemi yoluyla viicudun diger béliimlerine yayilmasi ile olusan ¢ok asamali bir
stiregtir (Li vd., 2015). Tiimér metastazi ayrilma, migrasyon, invazyon ve yeni timor
modiiliiniin olusumu da dahil olmak iizere ¢esitli asamalar1 kapsar bu asamalarin
baslangicinda ise Epitelyal-mezenkimal degisim 6nemli bir rol alir (Gao vd., 2012).

EMT hiicrelerin, epitelyal-polarize fenotipten, mezenkimal fibroblastoid fenotipe
dogru morfolojik olarak degisim gecirdikleri bir stiregtir. Epitelyal-mezenkimal gecis,
hiicre-hiicre adezyonlarinin, polaritenin ve epitelyal belirteclerin kayb1 ve hareketli
mezenkimal hiicreler ile karakterizedir (Micalizzi vd., 2010). EMT baslangicinda,
adherent ve aciklik baglantilar1 (gap junctions) da dahil olmak iizere hiicre-hiicre
baglantilar1 pargalanmaya baslar ve alttaki bazal membran bozulur. Sirasiyla komsu
hiicrelere ve bazal membranin epitel baglantilarina aracilik eden E-kaderin ve integrinler
gibi hiicre ylizeyi proteinlerinin yerini, mezenkimal fenotip i¢in hiicreyi besleyen daha

gecici yapiskan ozellikler saglayan n-kaderin alir. Ayrica hiicre iskeleti elemanlar
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yeniden organize olur ve sitokeratin ara filamentlerinin yerini vimentin alir (Song vd.,
2017). Dengeli bir epitelyal-mezenkimal gegis, gelisim siirecinde esastir, diizensiz EMT
ise, epitelyal homeostazini sekteye ugratarak, ¢esitli hastaliklarin patagonezinde rol oynar
(Micalizzi vd., 2010). Onceki ¢alismalar, EMT nin kiigiik hiicreli olmayan akcger kanseri
hastalarinin olumsuz prognozu ile iligkili oldugunu bildirilmistir (Bremnes vd., 2002;
Dehai vd., 2014). Akciger kanserinin kotii prognozu ek olarak EMT, karsinogenez
(Mizutani vd., 2010) ve kanser hiicrelerinin metastaz yeteneginin artisinda 6nemli bir rol
oynadig1 bulunmustur (Chaffer ve Weinberg, 2011). Ayrica tiimor hiicrelerinde EMT
benzeri degisikliklerin kazanilmasi; invaziv oOzellikler, DNA hasarina direng,
kemoterapinin neden oldugu apoptoz, immiinosiipresyon mekanizmalariyla birlikte,
meme kanseri (Jang vd., 2015), kolorektal kanser (Roepman vd., 2014), bas ve boyun
kanserleri (Pan vd., 2016) dahil olmak {izere ¢ok sayida kanser varhiginda kot
sonuglanan hasta gruplari ile yiiksek oranda iliskili bulunmustur (Suarez-Carmona vd.,
2017).

Artan literatiir verileri, kansere bagli EMT ve kronik inflamasyon arasindaki
baglantly1 vurgulamaktadir. Inflamatuar mediyatérler (¢oziinebilir faktodrler, oksidatif
stres veya hipoksi gibi), kanser hiicrelerinde EMT benzeri 6zelliklerin kazanilmasini
desteklemektedir (Suarez-Carmona vd., 2017). Akut inflamasyon, doku hasar kontrol ve
onariminin vazgeg¢ilmez bir ajani iken, kronik inflamasyon ise, neredeyse tiim tiimorlerde
ortaya ¢ikan tlimore bagl iltihaplanma ve tiimoriin ilerlemesini destekleyen tiirli olmasi
sebebi ile arastirmalarin esas konusunu olusturmaktadir (Pesic ve Greten, 2016). Timor
olusumu sirasinda; kanser hiicreleri, dogal immiin hiicreleri (6rnegin dendritik hiicreler
veya timor ile iligkili makrofajlar ve aktive olmus yerlesik hiicreler (kanser iliskili
fibroblastlar veya endotel hiicreleri gibi) tomiirden gelen tehlike sinyallerine karsi ¢esitli
sitokinler ve kemokinler iretirler. Bu da timér hiicresinin sag kalimini ve
proliferasyonunu, immiinosiipresyonunu ve anjiyogenezini desteklemektedir (Suarez-
Carmona vd., 2017; Crusz ve Balkwill, 2015).

Tiimdr hiicrelerinin genetik ve fenotipik acidan c¢ok heterojen oldugunun
anlasilmasi, farkli timor hiicresi fenotiplerinin tiimor iliskili enflamasyon ile ne kadar
ilgili olabilecegini arastirmay1 amaglayan calismalar arttirmistir. Epitelyal tlimorlerin
metastatik ilerlemesi sirasinda tiimor hiicreleri gercekten de cevresel uyaranlarla
yonlendirilen fenotipik  degisikliklere ugrarlar ve bdylece tiimdr hiicreleri

karsilagilagtiklar1 farkli mikro g¢evreye uyum saglarlar. Epitel-mezenkimal degisim
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giiniimiizde bu fenotipik doniisiimleri modiile eden 6nemli bir aktor olarak goriilmektedir

(Suarez-Carmona vd., 2017).
2.3.1. EMT ve niikleer faktor kappa B

Niikleer faktor kappa B (NF-kB), bir transkripsiyon faktoriidiir ve sitokinleri,
biiyiime faktorlerini, kemokinleri, hiicre yapisma molekiillerini ve ylizey reseptorlerini
kodlayan genlerin aktivasyonunda rol oynar (Lugman ve Pezzuto, 2010; Engiir ve
Dikmen, 2017). Ayica NF-kB, c¢esitli tepkilerin anahtar transkripsiyonel bir
diizenleyicisidir ve inflamatuar sinyalin diizenlenmesinde de 6nemli bir rol oynar. NF-kB
stres veya yaralanma, inflamatuar sitokinler, viriis ve bakteriyel toksinler tarafindan
aktive edilerek hiicresel ¢ogalma, farklilasma ve apoptozda rol oynar (Chen vd., 1999).

NF-kB transkripsiyon faktorleri, DNA'ya fare ve insandaki bes olasi alt birimden
olusan hetero- veya homodimer araciligi ile baglanirlar. Bunlar; RelA/p65, c-Rel, RelB,
p50, and p52 olarak bildirilmistir. Bu Rel homoloji alanlar1 DNA baglanmasina ve
dimerizasyonuna, inhibitor kB (IkB) proteinleri olarak bilinen inhibitor faktorlerle
aracilik ederler. Rel / p65 ve p50 alt birimleri her yerde ifade edilirken, p52, c-Rel ve
RelB alt birimleri belirli farkli hiicre tiplerinde fonksiyonel olarak daha 6nemlidir (Karin
vd., 2002). Uyarilmamis hiicrelerin ¢ogunda NF-kB dimerleri, NF-kB’nin niikleer
lokalizasyon sekansinit maskeleyen ve boylece sitoplazmada tutan ve DNA baglanmasini
onleyen IkB proteinleri ile iliskisi nedeniyle etkisizdir. Birkag IkB proteini NF-kB
aktivitesinin kontroliinde rol oynarken, bunlardan ti¢ii (IkBa., IKBf ve IkBg) uyarana bagl
bir sekilde negatif diizenleyiciler olarak hareket ederler. Hiicrelerin, 6rnegin TNF-a ve
IL-1 gibi pro-inflamatuar sitokinlerle uyarilmasi, proteinlerin N-terminal alani i¢inde
bulunan iki serin tortusunda IkB'nin fosforilasyonuna neden olur (Ghosh vd., 1998).
IkB'nin bu fosforilasyonu, 26S proteazomu tarafindan bozunma sinyalini temsil eden
yakindaki lizin tortularinin ubikitinasyonu ile sonuglanir. IkB proteinlerinin bozulmasi
NF-kB'nin serbest birakilmasiyla sonuglanir ve niikleer translokasyona izin verir. Sonug
olarak, bagisiklik ve inflamatuar yanitlarda ve apoptozun diizenlenmesinde ve ayrica

hiicre biiytime kontroliinde yer alan bu genlerin transkripsiyonu indiiklenir (Karin ve Ben-

Neriah, 2000) (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. 26S proteozom kompleksi tarafindan diizenlenen NF-kb 'nin fonksiyonlari (Frankland-Searby ve
Bhaumik, 2012).

NF-kB’nin sitokinleri, sitokin reseptorlerini ve hiicre adezyon molekiillerini
kodlayan genlerin ekspresyonunu indiikleme yetenegi sayesinde hiicre proliferasyonu,
apoptoz ve onkogenezin kontroliinde rol oynadigi ve 16semi, lenfoma ve solid timérler
gibi bir¢ok kanser tiiriinde ayirt edici 6zellik olarak ortaya ¢iktigi bildirilmistir. Ayrica
NF-kB, bagisiklik ve inflamatuar fonksiyonlariin ana aktivatorii olarak kesfedilmis ve
aragtirmalar hala bu konu tizerinde devam etmektedir (Orlowski ve Baldwin, 2002; Huber
vd., 2004; Engiir vd., 2016; Engiir ve Dikmen, 2017). NF-kB’nin Kazanilmis Bagisiklik
Yetersizligi Sendromu (AIDS), ateroskleroz, kanser gibi inflamasyon ve otoimmiinitenin
yol actig1 ¢cok sayida patolojik durumun gelisimi i¢in ¢ok 6nemli oldugu gosterilmistir.
Bu baglamda TAM’larin inflamatuvar yanit1 ile yakin iliskili olan EMT ve NF-kB
arasindaki iligki yeterince anlagilamamistir (Thiery, 2003). Ancak NF-kB’nin EMT'nin

geg evre timor progresyonunun in vitro olarak 6nemli bir iligkisini temsil ettigini gosteren
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kanitlar birikmistir. Giinlimiizde ise NF-kB’nin epitelyal-mezenkimal gegiste 6nemli bir

rol oynadig1 bilinmektedir (Moon vd., 2017).

NF-kB
B-catenin p53
stabilization loss of function

i
EMT

Dedifferentiation

Sekil 2.4. NF-kB, farklilagsma ve EMT (Varga vd.,2014).

Sonug olarak, NF-kB'yi iceren sinyalleme kaskadi, farmakolojik miidahale i¢in
birincil hedef olarak kabul edilmistir ve ve bu yolun ubikitinasyon gibi 6nemli
asamalarini hedefleyen ¢ok ¢esitli ilaglar test edilmistir (Gadina vd., 2017; Zhang vd.,
2017). 1kB kinaz aktivasyonu ve bunun sonucunda ortaya ¢ikan IkB fosforilasyonu ve
proteazom aracili degradasyonun, bircok NF-kB aktivasyon yolunun ilk ortak basamagin
temsil ettigi diisiiniildiigiinde, cesitli kanser tedavilerinde zaten etkili oldugu gdosterilen
en belirgin strateji olan proteazom inhibitorleri 6n plana ¢ikmaktadir (Gupta vd., 2010).
Bortezomib (Velcade), multipl miyelomun klinik tedavisi i¢in onaylanan ilk proteazom
inhibitérii olmustur. Ayrica inflamasyon ile iliskili olan lupus nefriti, kolit, MS ve
myastenia gravis murin modellerinde yapilan klinik Oncesi caligmalar bortezomib
etkinligi gostermistir (Gadina vd., 2017). Benzer sekilde, proteazom alt birim beta tip-5'i
secici ve geri doniigiimlii olarak inhibe eden ve multipl miyelom tedavisinde kullanilan
ixazomib (Ninlaro) inflamatuvar hastaliklar ile iligkilendirilmis olup su anda lupus nefrit
tedavisi i¢in faz I'de bulunmaktadir (Furie vd., 2015).

2.4. Proteazom Inhibitorleri ‘Bortezomib ve Ixazomib’

Ubikuitin proteazom sistemi, bilylime, hiicre dongiisii regiilasyonu ve apoptozda

yer alan proteinler dahil olmak {izere hiicresel proteinlerin ¢oguyla yakindan iliskilidir
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(Chattopadhyay vd., 2015) bu nedenle de protezom inhibitorlerinin kanser tedavisinde 20
yil1 agan bir gegmisi vardir. Proteazom inhibitorleri ilk tedavi aragtirmalart olan Multiple
Myeloma hiicreleri ve onun mikrogevresi tizerinde genis bir etki yelpazesi
gostermiglerdir. Bu etkiler, hiicre dongiisii, NF-kB inhibisyonu ve apoptotik regiilatorler
tizerindeki etkileri, IL-6 {iretiminin ve sinyallemesinin inhibisyonunu gibi bir¢ok
mekanizmay1 i¢inde barindirmaktadir (Moreau vd., 2012).

[k proteazom inhibitdrii bortezomib (Velcade, Millennium Pharmaceuticals), 2003
yilinda multipl miyelom tedavisi i¢in FDA tarafindan onaylanmistir (Kupperman vd.,
2010) (Sekil 2.5.). Bortezomib, klinik c¢alismalarda agik arayla en kapsamli
degerlendirilen proteazom inhibitoriidiir. Klinik 6ncesi ¢aligsmalar, bortezomibin hem
hematolojik hem de solid tiimér malignitelerine kars1 anti-timor aktivite sergiledigini
gostermistir (Johnson Daniel, 2015). Solid tiimoérler arasinda kiigiik hiicreli olmayan
akciger kanseri, bas ve boyun yassi epitel hiicreli karsinom, hepatoseliiler karsinom,
melanom, prostat kanseri, pankreas kanseri, renal hiicreli karsinom ve kolon kanseri
modellerinde klinik dncesi ¢alismalarda antikanser aktivite gézlenmistir. Ayrica prostat,
akciger, meme, pankreas, mide ve kolon dahil olmak iizere solid tiimorlerden tiiretilen
cok ¢esitli kanser hiicre hatlarinda bortezomibin antiproliferatif etkisi daha once

gosterilmistir (Johnson Daniel, 2015; Engiir ve Dikmen, 2017).

o
N
N N
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N

Sekil 2.5. Bortezomibin kimyasal formiilii (Muz vd., 2016).

Bortezomibin solid tlimorler iizerindeki olumlu klinik 6ncesi sonuglarina ragmen,
klinik denemelerinde genellikle daha az umut verici sonuglar ile karsilagilmis ve bunun
nedeni olarak, dokulara niifuz edememesi ve bu hedef bolgelerde terapotik olarak gerekli
konsantrasyonlara ulasamamasindan kaynaklanabilecegi bildirilmistir. Bu nedenle, farkl
fizikokimyasal veya farmakokinetik Ozelliklere sahip proteazom inhibitorlerinin
tanimlanmasina biiyiik bir ihtiya¢ duyulmustur (Kupperman vd., 2010). Bortezomibin

basarisini iyilestirmek ve bu ajanla iliskili bazi sinirlamalarin iistesinden gelmek igin,
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ixazomib (MLN2238, Ninlaro, Takeda Oncology) dahil olmak iizere yeni nesil proteazom
inhibitorlerinin tanimlanmasi ve gelistirilmesi i¢in birgok ¢alisma yapilmistir (Johnson
Daniel, 2015).

Ixazomib, bortezomibden tiiretilen, segici, giiclii ve geri doniisiimlii bir proteazom
inhibitoridiir. Tkinci nesil proteazom inhibitorleri arasinda siiflandirilan ixazomib, 2015
yilinda FDA tarafindan onaylanan {i¢iincii proteazom inhibitériidiir. Ixazomib, oral yolla
kullanilabilen ilk proteazom inhibitoriidiir ve hizla biyoaktif boronata hidrolize olan bir
on ilag (MLN9708) olarak uygulanabilir (Kupperman vd., 2010, Muz vd., 2016) (Sekil
2.6.). Bununla birlikte ixazomibin 20S proteozom ayrisma yari1 dmrii bortezomibden daha
kisadir (6 kat daha hizlidir) bu yiizden ixazomibin doku dagiliminda bortezomibe gore
avantajli oldugu kanitlanmistir (Kupperman vd., 2010; Chauhan vd., 2011; Engiir vd.,
2016; Engiir ve Dikmen, 2017). Bu nedenle bortezomib ile dogrudan karsilastirma
yapildiginda, ixazomibin gelismis bir farmakokinetik ve farmakodinamik profile sahip
oldugu ve solid timorlerde {stiin antitimor aktivite gosterdigini belirlenmistir

(Kupperman vd., 2010; Engiir ve Dikmen, 2017).
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Sekil 2.6. [xazomibin oral kullanimdan sonra metabolizasyonu (Muz vd., 2016).

Ixazomib’de tipki bortezomib gibi bircok kanser hiicre hattina karsi giiclii
antikanser aktivite gostermektedir (Kupperman vd., 2010; Chauhan vd., 2011; Engiir vd.,
2016; Engiir ve Dikmen, 2017). Klinik olmayan caligmalarda, in vitro olarak tlimor
hiicrelerinin hiicre bilylimesini inhibe ettigi bildirilmistir (Chattopadhyay vd., 2015).
Ayrica ixazomib kiiciik hiicreli akciger kanserinin de yer aldigi faz 1 klinik ¢aligmalarda

da aragtirilmaya baslanmistir (Smith vd., 2015).
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2.5. 3 Boyutlu (3D) Hiicre Kiiltiir Modeli

Antikanser ilaglarin etkinligini test etmek igin in-vivo kosullar1 taklit eden daha iyi
in vitro modeller olusturmak amaciyla yeni stratejiler her gegen zaman gelisme

gostermektedir (Mitra vd., 2012).

Geleneksel olarak, in-vitro hiicre kiiltiirlerinin ¢ogu, iki boyutlu (2D) ortamlarda
yetistirilmektedir. Kanser ¢alismalarinda, tlimoriin anjiyogenezi, invazyonu ve metastazi
gibi kompleks mekanizmalarini incelemek igin 2D in vitro ¢alismalara ve in vivo hayvan
modelleri tizerine yogunlasilmistir (Szot vd, 2011). Geleneksel 2D tek tabakali kiiltiirde,
hiicreler diiz bir ylizeye yapisir ve biiyiir. Bu da tiim hiicrelerin bilylime sirasinda
ortamdan homojen bir miktarda besin ve biiyiime faktorii almasina izin verir (Acrani vd.,
2010). Tek katmanli tabaka, esas olarak ¢ogalan hiicrelerden olusur, ¢iinkii nekrotik
hiicreler genellikle ylizeylerden ayrilir. Ayrica 2D Kkiiltiiriinde biiyiitiilen hiicreler
genellikle in vivo ortamda olduklarindan daha diiz ve daha gergindirler. 2D kiiltiirdeki
anormal hiicre morfolojisi, hiicre proliferasyonu, farklilagsmasi, apoptoz, gen ve protein
ekspresyonu dahil olmak iizere bir¢ok hiicresel siireci etkiler. Sonug olarak, 2D kiiltiirlii
hiicreler viicuttaki gibi davranmayabilir, ¢iinkii bu model in vivo ortami yeterince taklit
etmez (Hou vd., 2002).

Matris temelli 3D in vitro kiiltiir modelleri, kanser olusumu ve ilerlemesi sirasinda
in vivo meydana gelen farklilasma, ilag metabolizmasi, ekspresyon (gen, protein), genel
hiicre faaliyetleri, morfolojileri, ¢ogalmalari, uyarana karsi verdikleri tepkileri ve
canliliklar1 gibi olaylar1 daha yakindan taklit eden hiicre yanitlarina izin verdikleri i¢in
kanser arastirmalarinda giderek daha 6nemli bir ara¢ haline gelmektedirler (Kim, 2005;
Fischbach vd., 2009). Ayrica bilindigi tizere insan doku ve hiicreleri sadece birbirileri ile
degil ayn1 zamanda ekstraseliiler matriks (ECM) olarak adlandirilan destek yapilari ile de
iletisim halindedirler, in vivo tiimér progresyonu sirasinda gozlenen hiicre-hiicre ve
hiicre-matriks etkilesimleri 2D modellerde incelenemezken 3D modeller bu kosullar
taklit edebilmektedir (Kim, 2005). Biitiin bu nedenlerden dolay1 3D in vitro kiiltiirler,
fizyolojik mikro ¢evrenin tekrar edilmesi ve in vivo kosullarla uyumlu olmas1 bakimindan

daha ¢ok kabul gérmektedir (Godugu vd., 2013).
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Sekil 2.7. 2D ve 3D hiicre kiiltiirlerinin sematik gosterimi (Ustyugov vd. 2018; http-1).

Cogu 3D sistem hiicre sferoid agregatlar1 ve iskele kiiltiir sistemleri kullanir. Bu
sistemler, yapay olarak {iretilen hiicre dis1 homologlar (6rn. Kollajen, matrigel, iskeleler)
ile 3D hiicre biiylimesini destekleyerek hiicre yapigsmasini ve toplanmasini kolaylastirir
(Amann vd., 2014). Ancak 3 boyutlu hiicre kiiltiirleri daha yeni yeni ¢alisiimaya baslayan
giincel bir yontem oldugu ic¢in kasilagilacak bazi zorluklar1 da beraberinde getirir.
Bunlardan bazilar1 oksijen saglama sikintisi, ortamin 2D hiicre kiiltiirlerine gore daha
heterojen yapida olmasi, biliylime faktorlerinin dagilimi, goriintiilemede yasanan
zorluklar ve daha 6zel yapida hiicre kiiltiirii plakalar1 gerektirmesi olarak daha once
yapilmis ¢aligmalarla belirlenmistir (Tibbitt vd., 2009).

Tez calismamizda, 2D kiiltiir deneylerimize ilave olarak 3D Kkiiltiiriiniin
avantajlarin1 kullanarak bortezomib ve ixazomibin 1Cso konsantrasyonlarint hem 2D
hemde 3D Kkiiltiir ortamlarinda belirleyerek ileride yapilacak in vivo ¢aligmalara yeni bir

pencere agmay1 hedefledik.
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3. GERECLER
3.1. Deneylerde Kullamilan Hiicreler

Calismamizda kullanilan  hiicreler ATCC (Amerikan Tissue Culture
Collection)’den saglanmistir. THP-1 insan monosit hiicresi (ATCC kodu: TIB-202),
A549 kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri (ATCC kodu: CCL-185), CCD-19Lu insan
saglikli akciger fibroblast hiicresi (ATCC kodu: CCL-210) deneylerde kullandigimiz

hiicre hatlaridir.

3.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Cihazlar

0.2 mL’lik PCR tiipii

10, 100, 1000 ve 5000 pL’lik pipetor
10, 200, 1000 pL’lik mikropipet ucu
12 kanall1 otomatik pipet

15 ve 50 mL’lik santrifiij tlipleri
Penisilin/Streptomisin

Thermo Flask, Filtreli Kapak (75 cm?)
Thermo Flask, Filtreli Kapak (25 cm?)
2 mL’lik Ependorf tiip

5-10 ve 25 mL’lik cam pipet

6 ve 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir plakasi
Dimetilsiilfoksit (DMSO)

Fetal Bovine Serum (FBS)

Cedex Smart Slide

L-glutamin

Parafilm

Eagle Minimum Essential Medium
Sarjli pipetor

Tripsin-EDTA 10X

Tripan mavisi

Kryotiip (2mL)

Hiicre kaziyici

Phosphate Buffer Saline (PBS)

Bortezomib

Greiner Bio-One, ABD
Eppendorf, Kanada
Greiner bio-one, ABD
Axygen, ingiltere

Isolab, Almanya

Gibco, ABD

Thermo Scientific, ABD
Thermo Scientific, ABD
Greiner bio-one, ABD
Isotherm, Tiirkiye

TPP, Isvicre
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Roche, Almanya
Sigma—Aldrich, Almanya
Pechiney, Fransa
Sigma—Aldrich, Almanya
Starlab, Almanya

Pan Biotech, Almanya
Roche, Almanya

Greiner Bio-One, ABD
Greiner Bio-One, ABD
Invitrogen, Almanya

BioChemica, Almanya
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Ixazomib (MLN2238)
Hidrokortizon

Forbol 12-miristat 13-asetat (PMA)
Lipopolisakkarit (LPS)
Rekombinant insan IFN-y
Rekombinant insan 1L-13
Rekombinant insan 1L-4

WST-1 Soliisyonu 25 mL

96 kuyucuklu hiicre kiiltiir plakasi
E-plate 16

Matrijel

Cytofix/Cytoperm

Hoechst 33258

Alexa Fluor® 594 Conjugate, Anti-rabbit
Immunofluorescence Application Kit
Annexin V and Pl Apoptosis Kit
24 kuyucuklu ko-kiiltiir plakasi,
HERAcell 150 Steril CO; inkiibatorii
Laminer flow kabini

Masaiistii sogutmali santrifiij
Hiicre saymmu i¢in Cedex XS
Cytation 3 Multi-Mode Reader
RTCA DP

Derin dondurucu buzdolab1
DNA-RNA c¢alisma kabini

Hassas terazi

Inverted mikroskop

MagNA Lyser

MagNA Pure Compact

Mikro santrifiij

NanoDrop 2000 Spektrofotometre
Otoklav

Otomatik pipetler

Activebiochem, ABD
Sigma—Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Peprotech, ABD
Peprotech, ABD
Peprotech, ABD

Roche, Almanya

TPP, isvicre

Roche, Almanya

BD Biosciences, ABD
BD Biosciences, ABD
Sigma—Aldrich, Almanya
Cell Signaling Technology, Hollanda
Cell Signaling Technology, Hollanda
Biotium, ABD

Corning, ABD

Thermo Scientific, ABD
Heal Force, Cin
Eppendorf, Almanya
Innovatis, ABD

Bio-Tek, ABD

Roche, Almanya

Altus, Tiirkiye

UVP, Kanada

Ohaus, Avustralya

Leica, Almanya

Roche, Almanya

Roche, Almanya

Hettich, Almanya
Thermo Scientific, ABD
Alp, Tiirkiye

Eppendorf, Almanya
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PCR Thermal Cycler (Gradient PCR) Takara, Japonya

Sterilizator Niive, Tiirkiye
Su banyosu Niive, Tlrkiye
Vorteks Daihan, Giiney Kore

3.3. Kullanilan malzemelerin steril edilmesi

Caligmalarda kullanilacak cam ve metal malzemeler aliiminyum folyolara sarili
olarak sterilizatorde 180°C’de 2 saat, s1v1 soliisyonlar ise otoklavda 121 °C, 1.5 atm/Hg’de
20 dakika steril edilmistir. Kullanilan tiim sivi kimyasallar seliiloz nitrat filtreden
gegirilerek steril edilmistir.

3.4. Kullanilan Kimyasal Maddelerin ve Ilaclarin Hazirlanmasi

3.4.1. Forbol 12-miristat 13-asetat (PMA)

Toz halindeki PMA (Katalog No: P8139, Sigma) dimetilsiilfoksit (DMSO) i¢inde
coziilerek 50 mg/mL konsantrasyonda ana stok hazirlanmistir. Hazirlanan ana stok,
aliquatlanarak -20 °C’de saklanmistir. Stok soliisyondan, kiiltiir medyumunda g¢esitli
seyreltme islemleri yapilarak, gerekli deney konsantrasyonlari taze olarak hazirlanmistir.
Tez ¢alismamizda THP-1 insan monosit hiicrelerini makrofaja (M0) dontistiirmek i¢in
kullanilmistir.

3.4.2. Lipopolisakkarit (LPS)

Lipopolisakkaritler, gram-negatif bakterilerin hiicre duvarimin karakteristik
bilesenleridir. Calismamizda liyofilize hale bulunan LPS (Katalog No: L4391, Sigma)
Steril PCR grade su ile ¢oziilerek 500 pg/mL konsantrasyonda ana stok hazirlanmistir.
Hazirlanan ana stok, aliquatlanarak -20°C’de saklanmistir. Stok soliisyondan, kiltiir
medyumunda cesitli seyreltme islemleri yapilarak, gerekli deney konsantrasyonlari taze
olarak hazirlanmistir. Tez ¢alismamizda THP-1 insan monosit hiicreleri PMA ile M0
makrofaja doniistiiriildiikten sonra M1 polarizasyonu saglamak amaciyla IFN-y ile
kullanilmistir.
3.4.3.Rekombinant insan IFN-y

Liyofilize halde bulunan IFN-y (Peprotech, Katalog No:AF-300-02) daha uzun
saklama kosularini saglamak amaciyla igerisinde %0.1 konsantrasyonda Sigir serum
albiimin (BSA) bulunan PBS ile ¢oziilerek 100 pg/mL konsantrasyonda ana stok
hazirlanmistir. Hazirlanan ana stok, aliquatlanarak -80°C’de saklanmistir. Stok
soliisyondan, kiiltiir medyumunda ¢esitli seyreltme islemleri yapilarak, gerekli deney

konsantrasyonlari taze olarak hazirlanmistir. Tez ¢alismamizda THP-1 insan monosit
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hiicreleri PMA ile MO makrofaja doniistiiriildiikten sonra M1 polarizasyonu saglamak
amaciyla LPS ile kullanilmustir.
3.4.4. Rekombinant insan IL-4 ve IL-13

Liyofilize halde bulunan IL-4 (Peprotech, Katalog No: AF-200-04) ve IL-13
(Peprotech, Katalog N0:200-13) daha uzun saklama kosularini saglamak amaciyla
icerisinde %0.1 konsantrasyonda Bovine Serum Albumin (BSA) bulunan PBS ile
coziilerek sirasiyla 20 ve 10 ug/mL konsantrasyonda ana stok hazirlanmistir. Hazirlanan
ana stok, aliquatlanarak -80°C’de saklanmistir. Stok soliisyondan, kiiltiir medyumunda
cesitli seyreltme islemleri yapilarak, gerekli deney konsantrasyonlar1 taze olarak
hazirlanmistir. Tez ¢calismamizda THP-1 insan monosit hiicreleri PMA ile MO makrofaja
dontstiiriildiikten sonra M2a polarizasyonunu saglamak amaciyla IL-4 ve 1L-13
kullanilmustir.

3.4.5 Hidrokortizon

Toz halinde bulunan hidrokortizon (H0396, sigma) steril PCR grade su ile
¢oziilerek 100 mM konsantrasyonda ana stok hazirlanmigtir. Hazirlanan ana stok,
aliquatlanarak -80°C’de saklanmustir. Stok soliisyondan, kiiltiir medyumunda gesitli
seyreltme islemleri yapilarak, gerekli deney konsantrasyonlari taze olarak hazirlanmistir.
Tez ¢alismamizda THP-1 insan monosit hiicreleri PMA ile MO makrofaja
dontistiiriildiikten sonra M2c¢ polarizasyonu saglamak amaciyla kullanilmistir.

3.4.6. Bortezomib ve Ixazomib (MLN2238)

Toz halindeki bortezomib (BioChemica- A7737, Almanya) ve ixazomibden
(Activebiochem, Amerika) DMSO ig¢inde ¢oziilerek 100 mM konsantrasyonda ana stok
hazirlanmistir. Hazirlanan ana stok, aliquatlanarak -80°C’de saklanmistir. Stok
soliisyondan, kiiltlir medyumunda ¢esitli seyreltme islemleri yapilarak, gerekli deney

konsantrasyonlari taze olarak hazirlanmistir.
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4. YONTEMLER

Tez calismamizda, THP-1 kokenli makrofaj hiicreleri M1, M2a ve M2c polarize
makrofaj haline farklilastirilmis ve A549 akciger kanseri ko-kiiltiiriinde anti-proliferatif,

anti-apoptotik ve EMT mekanizmalar1 tizerine etkileri arastirtlmistir. Kullanilan

yontemler Tablo 4.1°de gosterilmektedir.

Tablo 4.1. Yapilan ¢alismalar ve uygulanan yontemlerin sematik olarak gosterilmesi.

2D HUCRE KULTURU CALISMALARI

Tekli Hiicre Kiiltiiriit Calismalar:

Ko-Kiiltiir Calismalar:

1. THP-1 Hiicrelerinin Makrofaja 1. AS49 Hiicreleri ve M1, M2a ve M2c
Déniistiiriilmesi Optimizasyon Makrofaj Ko-Kiiltiiriinde, Bortezomib ve
Calismalar ixazomib’in Apoptotik Etkilerinin Ak

a. THP-1 Hiicrelerinde WST-1 Yontemi ile Sitometride Belirlenmesi Calismalari

PMA’nin Sitotoksik Etkilerinin . Annexin V-PI Yontemi ile Bortezomib ve
Belirlenmesi Ixazomibin Apoptotik Etkilerinin
b. THP-1 ve THP-1 Kokenli Makrofaj (MO) Belirlenmesi
Doéniisiimiinde, CD-14 ve CD-68 Antikor . Kaspaz-3 Aktivasyonu ile Bortezomib ve
Seviyerinin Akig Sitometri Yontemi ile Ixazomibin Apoptotik Etkilerinin
Belirlenmesi Belirlenmesi
€. THP-1 Kokenli Makrofaj Hiicrelerinin (MO), . JC-1 Boyama Yontemi ile Bortezomib ve
M1, M2a ve M2c Polarize Alt Tiirlerine Ixazomibin Mitokondrial Membran
Farklilagtirilmas1 ~ Caligmalarinin =~ Akis Biitiinliigiine Etkisinin Belirlenmesi
Sitometri Yontemi ile Belirlenmesi IL-1B  Seviyeleri ile Bortezomib ve
d. THP-1 Kokenli Makrofaj Hiicrelerinin (MO), Ixazomibin Apoptotik Etkilerinin
M1, M2a ve M2c Polarize Alt tiirlerine Belirlenmesi
Farklilagtirilmast  Calismalarinin  RT-PCR
Yontemi ile Belirlenmesi
2. EMT Yolagina lliskin Etkilerin

2. A549 Hiicrelerinde Bortezomib ve Belirlenmesi Calismalari
ixazomibin Antiproliferatif Etkilerinin . A549 Hicreleri ve M1, M2a ve M2c
Belirlenmesi Calismalari makrofaj ko-kiiltiriinde TNF-alfa ve 1L-10

Sitokin Seviyelerinin EMT Yolagma iliskin

a. Ab49 Hiucrelerinde, WST-1 Yontemi ile Etkilerinin Belirlenmesi

Bortezomib ve Ixazomibin  Sitotoksik . A549 hiicreleri ve M1, M2a ve M2c
Etkilerinin Belirlenmesi makrofaj ko-kiiltiiriinde, bortezomib ve
b. A549  Hicrelerinde, Bortezomib ve ixazomibin, EMT Yolagina [liskin Genlerin
Ixazomibin Ger¢ek Zamanli Hiicre Analiz mRNA Ekspresyon Seviyelerinin RT-PCR
Sisteminde (RTCA DP), ICso Yontemi ile Belirlenmesi
Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi . A549 hiicreleri ve M2c makrofaj ko-
kiltiirinde Akis Sitometride Vimentin ve E-
Kaderin Seviyeleri ile EMT Yolagina iliskin
Etkilerin Belirlenmesi
3D HUCRE KULTURU CALISMALARI
1- 3 Boyutlu (3D) Hiicre Kiiltiir Modelinin Optimizasyonu
2-  A549 Hiicrelerinde 2D ve 3D Kiiltiir Modelinde Bortezomib ve ixazomibin Sitotoksik

Etkilerinin Karsilagtirilmasi
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4.1. THP-1, A549 ve CCD-19Lu Hiicrelerinin Kiiltiir Ortaminda Cogaltilmasi ve
Deneylere Hazirhk

THP-1 insan monosit ve A549 kiigiik hiicreli olmayan insan akciger kanser
hiicreleri, %10 f6tal bovine serum, %1 penisillin/streptomisin iceren RPMI-1640
besiyerinde, CCD-19Lu insan saglikli akciger fibroblast hiicreleri ise %10 fotal bovine
serum, %1 penisillin/streptomisin, %1 L-glutamin igeren Eagle's Minimum Essential
Medium (EMEM) besiyerinde, %5 CO2’li etiivde, %95 bagil nem’de 37 °C’de kiiltiir
ortaminda cogaltilmistir. Kiiltiir flaski1 %70 oraninda hiicre yogunluguna sahip oldugu
zaman alt kiiltiirlere ayrilarak biiytimesi saglanmistir. Cogaltilan hiicrelerin bir kismi -
80°C’ye kaldirilarak ¢alismanin sonraki deneyleri igin stoklanmustir.

4.1.1. Hiicre sayimlari

Flasklarda bulunan THP-1, A549 ve CCD-19Lu hiicreleri PBS ile yikanmustir.
A549 ve CCD-19Lu hiicreleri adhere hiicre olduklart i¢in flasktan 1X tripsin ile
kaldirilirken, THP-1 hiicreleri siispanse olmalar1 sebebi ile flasktan direk santrifiij tiipiine
alimmislardir. Hiicreler, gerceklestirilecek olan yontemler uygulanmadan 6nce tripan
mavisi soliisyonu ile boyanarak hiicre sayim cihazi (Cedex, Roche) ile sayilmis ve
deneylere uygun sayilarda canli hiicreler kullanilarak ¢alismalar gergeklestirilmistir.

4.2. 2D Hiicre Kiiltiirii Calismalar:
4.2.1. WST-1 yontemi ile THP-1 hiicrelerinde sitotoksisitenin belirlenmesi

WST-1 (4-[3-(4-lodophenyl)-2-(4-nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-benzene
disulfonate), bir tetrazolyum tuzu olup, canli hiicrelerin mitokondrilerinde siiksinat-
dehidrogenaz enzimine spesifik olararak baglanir ve suda ¢oziinmeyen formazan
tuzlaria doniisiir. Bu doniisiim canli hiicrelerde nikotinamid adenin dintikleotit fosfatin
glikolitik tiretimine baghdir. Bu nedenle olusan formazan miktar1 direkt olarak kiiltiirde
metabolik olarak aktif hiicreleri (canli hiicreleri) gostermektedir. WST-1 yonteminde
spektrofotometrik olarak Olciilen absorbans degeri, kiiltiirdeki hiicrelerin metabolik
aktivitelerini gosterir ve bu deger de yasayan hiicre sayisi ile iligkilidir. Proliferasyon
arttikca, formazan tuzu olusumuna bagli olarak absorbans degeri de artig gosterir
(Carmicheal vd., 1987; Lian vd., 2003; Engur ve Dikmen, 2017).

THP-1 hiicreleri %10’luk Fetal Bovine Serum ve %1 Penisilin-Streptomisin igeren
besiyeri ortaminda kiiltiire edildikten sonra, hiicreler yeterince gogalmalari igin inkiibe
edilmistir. Daha sonra hiicre saymmi yapilarak, 96 kuyucuklu plakalara 10.000
hiicre/kuyucuk olacak sekilde besiyeri ortaminda ekilmis ve PMA konsantrasyonlari (1,
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10, 100 ve 1000 ng/mL) uygulanmis ve 24 saatlik inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon
stireleri sonunda her bir 96’lik kuyucuktaki hiicreler {izerine, WST-1 kit (Katalog
no:11644807001, Roche) prosediirii talimatlarina goére 10 uL. WST-1 reaktifi ilave
edilerek, hiicreler 3 saat inkiibatorde inkiibe edilmis ve inkiibasyon sonunda absorbanslar
420 nm dalga boyunda ELiZA okuyucu cihazinda (Cytation 3 Multi-mode Reader,
Biotek) her bir grupta 8 kuyucuk olacak sekilde okunmustur. Deneyler birbirinden
bagimsiz 3 tekrar olarak caligilmistir. Renk olusumuna gore alinan absorbans degerleri,
hiicre canlilig1 ile direkt olarak iligkilendirilmistir. Sonuglar canlilik formiiliine gore

hesaplanip % hiicre canlilik olarak belirlenmistir.
4.2.2. THP-1 hiicrelerinin makrofaja doniistiiriilmesi optimizasyon ¢alismalari

Tiimoér mikrogevresinde makrofajlar M1 ve M2 polarize alt tipleri olarak
karakterize edilmislerdir. M1 makrofajlar veya diger adiyla klasik olarak aktive edilmis
makrofajlar, bakteriyel ve viral enfeksiyona karsi savunmada ve tiimdr regresyonunda yer
alirlar. M1 fenotipi, MO makrofajlarindan IFN-y gibi Th1 sitokinleri ile farklilastirilirlar.
M1 fenotipi, TNF-alfa, IL-1 Beta, IL-6, IL-8 gibi pro-inflamatuvar sitokinlerin yiiksek
iiretimi ile karakterizedir (Biswas ve Mantovani, 2010).

M2 makrofajlar veya diger adiyla alternatif olarak aktive edilmis makrofajlar,
parazit enfeksiyonu, doku modellemesi, immiino-regiilasyon, alerji ve timor
ilerlemesinde rol oynar. M2 makrofajlar, MO makrofajlardan, IL-4 ve/veya IL-13 gibi
Th2 sitokinlerine maruz birakilarak tiiretilmektedirler. M2 makrofajlarin M2a, M2b ve
M2c olarak 3 alt grubu tanimlanmistir. Bunlardan M2a makrofajlar IL-4 ve/veya IL-13
sitokinleri ile, M2c ise IL-10 veya glukokortikoid ile uyarilarak farklilagtirllmaktadirlar
(Foey, 2014).

THP-1 hiicreleri igeriginde %1 penisilin-strepotomisin, %10 fotal sigir serumu
bulunan RPMI-1640 medyum besiyerinde kiiltire edilmistir. Hiicreler yeterince
cogaldiktan sonra hiicre sayimi yapilarak, 6 kuyucuklu plakalara her bir kuyucukta 10°
hiicre olacak sekilde besiyeri ortaminda ekilmis ve WST-1 yontemine gore sitotoksik etki
belirlemedigimiz konsantrasyonlar ile THP-1 hiicreleri 24 saatlik inkiibasyona
birakilmigtir (PMA konsantrasyon uygulamasi sirasinda farklilagsmayr desteklemek
amaciyla besiyeri serumu %1 olarak kullanilmistir). Daha sonra PMA etkisini
uzaklastirilmak igin, hiicreler 48 saat normal besiyerinde inkiibe edilmistir.

Ko-kiiltlir ¢alismalarina gegmeden 6nce makrojaflarin M0, M1, M2a ve M2c

polarizasyonunda kullanilacak ajanlarin uygun konsantrasyon ve inkiibasyon zamanini
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belirlemek amaciyla her bir makrofaj tipine 6zgiil spesifik yilizey antikoru segilerek, akis
sitometri yontemiyle analizleri yapilmistir. Kullanilan antikorlar asagida verilmistir;

CD-14 (THP-1 belirteci) (katalog no: 367116, Biolegend)

CD-68 (MO belirteci) (katalog no: 333806, Biolegend)

CD-80 (M1 belirteci) (Katalog no: 305208, Biolegend)

CD-206 (M2 belirteci) (Katalog no: 321104, Biolegend)

CD-23 (M2a belirteci) (Katalog no: 338506, Biolegend)

CD-163 (M2c belirteci) (Katalog no: 326506, Biolegend)

Ayrica M0, M1, M2a ve M2c makrofajlart Leica DM invert 151k mikroskobu ile
morfolojik olarak fotograflanmstir.
4.2.2.1. THP-1 insan monosit hiicrelerinin THP-1 kékenli makrofaja (M0)

Jarklilastirilmasi ¢calismalarinin akis sitometri yontemi ile belirlenmesi

THP-1 insan monosit hiicrelerinin MO makrofaj hiicrelerine farklilagmasini
optimize etmek amaciyla PMA’nin konsantrasyonlar1 ile 24 saat boyunca inkiibe
edilmistir. Daha sonra PMA’nin etkisini elemine etmek amaciyla taze besiyeri ile 48
saatlik dinlenme inkiibasyonuna birakilmislardir. CD-14 yiizey antikoru i¢in ‘‘Biolegend
Hiicre Yiizeyi Immiinofloresan Boyama Protokolii’’ uygulanmistir. Bu protokole gére
hiicrelerin inkiibasyon stireleri sonunda her bir 6’lik kuyucuktaki hiicreler kaldirilarak
1200 RPM’de 5 dakika satrifiij edilmis ve supernatant uzaklagtirilmistir. Hiicre peleti 2
ml soguk PBS ile 2 kez yikanmistir. Son yikamadan sonra kalan pellet 100 pL PBS ile
resuspanse edilerek tizerine 5 pul CD-14 antikoru (FITC anti-human CD14 Antibody,
Katalog no:367116, Biolegend) ilave edilmistir. Daha sonra buzun tizerinde ve karanlikta
20 dakika inkiibasyona birakilan tiipler inkiibasyon sonunda 2 mL PBS ile 2 kez daha
yikanarak 30 dakika icinde akis sitometri cihazinda okumasi yapilmistir. CD-68
antikorunda ise ‘‘Biolegend Hiicre Yiizeyi Immiinofloresan Boyama Protokolii”’
uygulanmis olup; inkiibasyon siireleri sonunda her bir 6’lik kuyucuktaki hiicreler
kaldirilarak 1200 RPM’de 5 dakika santrifiij edilmis ve siipernatant uzaklastirilmistir.
Hiicre peleti soguk PBS ile 2 kez yikanmistir. Son yikamadan sonra tiiplerin iizerindeki
stipernatant dokiilmiis ve pelletin lizerine fiksasyon ve hiicrelerin geg¢irgenligini saglamak
icin, 500 pL cytofix/cytoperm soliisyonu ilave edilerek 20 dk buzun i¢inde bekletilmistir.
Bu siirenin sonunda 1200 RPM’de 5 dk santrifiij yapilmis ve pellet 2 kez 500 puL “perm
wash” ile yikanmistir. Son yikamadan sonra hiicre pelleti 100 pL perm wash ile
resiispanse edilerek iizerine 5 pL. CD-68 antikoru (FITC anti-human CD68 Antibody,
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Katalog no: 333806, Biolegend) eklenmis ve 20 dk oda 1sisinda ve karanlikta inkiibe

edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda her bir tiipe 1000 pL perm wash ilave edilerek

santrifiij edilmistir. Santrifij sonunda pellet 350 pL perm wash ile akis sitometri

cihazinda analiz edilmistir.

4.2.2.2. THP-1 kokenli makrofaj hiicrelerinin M1, M2a ve M2c polarize alt tiirlerine
Sfarklilastirilmasi ¢calismalarinin akis sitometri yontemi ile belirlenmesi

THP-1 insan monosit hiicreleri, %1 serumlu besiyerinde PMA’nin 100 ng/mL
konsantrasyonu ile 24 saat inkiibe edilerek, M0 makrofaj hiicrelerine farklilagtirilmis
(konsantrasyon CD-14 ve CD-68 akis sitometri sonuglarina gore belirlenmistir) ve daha
sonra diger deneylere gecmeden dnce PMA’lI1 medyum uzaklastirilip, hiicreler 48 saat
normal besiyerinde inkiibasyona birakilmistir.

MO makrofajlarin, M1 polarizasyona optimizasyonu icin sirasiyla IFN-y ve
LPS’nin farkli konsantrasyonlar1 24 saatlik inkiibasyon siirelerinde uygulanarak (20
ng/mL IFN-y + 20 ng/mL LPS veya 20 ng/mL IFN-y + lpg/mL LPS) M1 polarize
makrofaja 6zgii ylizey belirteci olan CD-80 antikor seviyeleri akis sitometri yontemiyle
belirlenmigstir. MO makrofajlarin M2a polarizasyona optimizasyonu i¢in ise, 25 ng/mL
IL-4 ve 25 ng/mL IL-13 sitokinleri ile 24 veya 72 saatlik inkiibasyon siireleri boyunca
uyarilarak farklilagtirildiktan sonra spesifik yiizey belirtegleri olarak CD-206 ve CD-23
antikor seviyeleri belirlenmistir. Son olarak M0 makrofajlarin M2c polarize makrofaja
farklilasmasi i¢in hidrokortizon konsantrasyonlar1 (1 ve 10 uM) ile 24 veya 72 saatlik
inkiibasyon siireleri sonunda CD-206 ve CD-163 antikor seviyeleri belirlenerek
optimizasyon c¢aligmalar1 yapilmistir.

Akis sitometri yonteminde CD-80, CD-206, CD-23 ve CD-163 yiizey antikoru igin
“Biolegend Hiicre Yiizeyi Immiinofloresan Boyama Protokolii” uygulanmistir. Bu
protokole gore hiicrelerin inkiibasyon siireleri sonunda her bir 6’lik kuyucuktaki plaka
tabanindan kazinan hiicreler 1200 RPM’de 5 dakika satrifiij edilmis ve supernatant
uzaklastirilmistir. Hiicre peleti 2 ml soguk PBS ile 2 kez yikanmistir. Son yikamadan
sonra kalan pellete 100 uL PBS ile resilispanse edilerek ilizerine 5 pl antikor ilave
edilmistir. Herbir antikor i¢in ayr1 kuyulardan kazinan hiicreler ayri tiiplerde ¢alisilmistir.
Daha sonra buzun iizerinde ve karanlikta 20 dakika inkiibasyona birakilan tiipteki
hiicreler, inkiibasyon sonunda 2 mL PBS ile 2 kez daha yikanarak 30 dakika i¢inde akis

sitometri cihazinda okumasi yapilmaistir.
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4.2.2.3. THP-1 kokenli makrofaj hiicrelerinin M1, M2a ve M2c polarize alt tiirlerine
Sfarklilastirilmasi ¢calismalarinin RT-PCR yontemi ile belirlenmesi

Akis sitometri yontemi ile belirlenen MO, M1, M2a ve M2c makrofajlarin

farklilasmasini kanitlamak amaciyla bazi genlerin mRNA ekspresyon diizeyleri gergek
zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) yontemi ile belirlenmistir.
Bu yontemde RNA’dan cDNA sentezi ve kalip cDNA’dan da makrofaj polarizasyonunu
dogrulamak amaciyla anahtar rol oynayan bazi1 genlerin (IL-1B, IL-8, IL-18, CXCL-1,
CXCL-3, CCL-22, CCL-24, TGF-B) amplifikasyonu ger¢eklestirilmistir. Housekeeping
gen olarak GAPDH kullanilmistir.

Akis sitometri yontemiyle belirlenen konsantrasyon ve inkiibasyon siireleri
sonunda, MO (100 ng/mL PMA, 24 saat), M1 (20 ng/mL IFN-y + 20 ng/mL LPS, 24 saat),
M2a (25 ng/mL IL-4 + IL-13, 72 saat) ve M2c (1 uM hidrokortizon, 72 saat) polarize
makrofajlardan total RNA, izolasyon robotu (Magna Pure Compact, Roche) kullanilarak
izole edilmistir. RNA verimi 260 nm ve 280 nm optik dansitede, nanodrop
spektrofotometrik 6l¢iim yapilarak belirlenmistir. Daha sonra cDNA sentezi i¢in her bir
ornekten esit miktarda RNA (100 ng/6rnek) kullanilmigtir.

cDNA sentezi igin Transcriptor High Fidelity ¢cDNA Synthesis kit (katalog
n0:05091284001, Roche) prosediirii uygulanmistir. PCR tiiplerine 6rnek basma 100 ng
total RNA, 1ul Oligo (dT)18 primeri (2.5 uM) koyularak toplam hacim 11.4 ul’ye steril
distile su ile tamamlanmistir. Tiipler PCR Thermal Cycler’da 10 dakika 65°C’de denature
edilmistir. Tiplerin igerigine, 4 pl Transcriptor High Fidelity Reverse Transcriptase
Reaction Buffer (1X ve 8 mM MgCI2 igerir), 0.5 pl RNase inhibitorii (20 U), 2 pl dNTP
karisimi (her biri 10mM), 1 ul DTT (SmM), 1.1 pl Transcriptor High Fidelity Reverse
Transcriptase (10 U) ilave edilerek toplam hacim 20 pl’ye tamamlanmistir. Daha sonra
tiipler PCR Thermal Cycler’da 55°C’de 30 dk, 85 "C’de 5dk inkiibe edilmistir. Elde edilen
cDNA’lar, Light Cycler 480 PCR cihazinda amplifikasyon i¢in kullanilmistir. RT-PCR
yontemi, cihaza uygun kit (Sybeer Green Master Mix, Roche) ve primerler kullanilarak
tek adimda uygulanmistir. Elde edilen cDNA’lar, LightCycler® 480 RT-PCR cihazinda,
genlere spesifik primerler ve PCR kit kullanilarak kit protokoliine goére cihazda
cogaltilmigtir. Housekeeping gen olarak GAPDH (Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase) kullanilmistir. IL-1, IL-8, IL-18, CXCL-1, CXCL-3, CCL-22, CCL-24,
TGF-B genlerinin mRNA seviyeleri MO makrofaj gen ifadeleri ile karsilastirmali olarak

analiz edilmistir.
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Tablo 4.2. Genlerin dizilimleri.

Genler Kisa adi Baz Dizisi

(Forward Primer- Reverse Primer)

Interl6kin-1 Beta IL-1P Forward: 5’-AAGATGCTGGTTCCCTGCC-3’
Reverse: 5’-GCGTGCAGTTCAGTGATCGTAC-3’

Interlokin-8 IL-8 Forward: 5’-CCGGAAGGAACCATCTCACT-3’
Reverse: 5’-ACTTCTCCACAACCCTCTGC-3’

nterlékin-18 IL-18 Forward: 5°- GATAGCCAGCCTAGAGGTATGG -3’

Reverse: 5’- CCTTGATGTTATCAGGAGGATTCA -3°
Kemokin Ligandi-1 CXCL-1 Forward: 5°- AGCTTGCCTCAATCCTGCATCC -3’

Reverse: 5’- TCCTTCAGGAACAGCCACCAGT -3’
Kemokin Ligandi-3 CXCL-3 Forward: 5°- TTCACCTCAAGAACATCCAAAGTG-3’

Reverse: 5’- TTCTTCCCATTCTTGAGTGTGGC -3°
Transforme Edici TGF-Beta  Forward: 5’- TACCTGAACCCGTGTTGCTCTC-3’
Biiyiime Faktorii Beta Reverse: 5’- GTTGCTGAGGTATCGCCAGGAA-3’
Kemokin Ligandi-22 CCL-22 Forward: 5°- TCCTGGGTTCAAGCGATTCTCC -3’

Reverse: 5’- GTCAGGAGTTCAAGACCAGCCT -3’
Kemokin Ligandi-24  CCL-24 Forward: 5°- TGAGAACCGAGTGGTCAGCTAC -3’

Reverse: 5°- TTCTGCTTGGCGTCCAGGTTCT -3’
Gliseraldehid-3-fosfat GAPDH Forward: 5’- GTCAAGGCTGAGAACGGGAA -3’
dehidrogenaz Reverse: 5°- AAATGAGCCCCAGCCTTCTC -3°

4.2.3. WST-1 yontemi ile MO makrofaj, A549 ve CCD-19Lu hiicrelerinde
bortezomib ve ixazomibin sitotoksik etkilerinin belirlenmesi

Ko-kiiltiir ¢alismalarinda A549 hiicreleri ile THP-1 kokenli makrafaj hiicreleri
(MO) kullanilacagi igin bortezomib ve ixazomib sitotoksit etkilerini belirlemek amaciyla
WST-1 yontemi uygulanmistir. Ayrica bortezomib ve ixazomibin saglikli akciger
fibroblast hiicreleri olan CCD-19Lu hiicrelerinde de sitotoksik etkileri arastirilmustir.

MO Makrofaj, A549 ve CCD-19Lu hiicreleri %10’luk Fetal Bovine Serum ve %1
Penisilin-Streptomisin iceren besiyeri ortaminda kiiltire edildikten sonra, hiicreler
yeterince ¢ogalmalar1 i¢in inkiibe edilmistir. Daha sonra hiicre sayimi yapilarak, 96
kuyucuklu plakalara 10.000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde besiyeri ortaminda ekilmistir.
Bortezomib ve ixazomib konsantrasyonlar1 (0.001, 0.01, 0.1, 1, 10 ve 100 uM) ana
stoktan hiicre kiiltiir besiyeri i¢inde gerekli seyreltmeler yapilarak hazirlanmigtir. Kontrol
grubundaki hiicrelerede %0.1 oraninda DMSO igeren besiyeri uygulanmistir. Daha sonra

plakalar 24 ve 48 saatlik inkiibasyonlara birakilmustir. inkiibasyon siireleri sonunda her
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bir 96’11k kuyucuktaki hiicreler tizerine, WST-1 kit (Katalog n0:11644807001, Roche)

prosediirii talimatlarima gore 10 pL WST-1 reaktifi ilave edilerek, hiicreler 3 saat

inkiibatorde inkiibe edilmis ve inkiibasyon sonunda absorbanslar 420 nm dalga boyunda

ELIZA okuyucu cihazinda (Cytation 3 Multi-mode Reader, Biotek) her bir grupta 8

kuyucuk olacak sekilde okunmustur. Deneyler birbirinden bagimsiz 3 tekrar olarak

calisilmigtir. Renk olusumuna gore alinan absorbans degerleri, hiicre canlilig ile direkt
olarak iligkilendirilmistir. Sonuglar canlilik formiiliine gére hesaplanip % hiicre canlilik
olarak belirlenmistir.

4.2.4. Gercek zamanh hiicre analiz sistemi (RTCA DP) ile A549 ve CCD-19Lu
hiicrelerinde bortezomib ve ixazomibin anti-proliferatif etkilerinin
belirlenmesi

Bortezomib  ve  ixazomibin, WST-1  yontemiyle belirlenmis  olan
konsantrasyonlarinin ger¢ek zamanli hiicre analiz sisteminde (RTCA DP) A549 ve CCD-
19Lu hiicre proliferasyonlari ile 1Cso degeri belirleme ¢alismalari yapilmistir. RTCA DP
sistemi, elektriksel empedans 6l¢limii ile hiicre canliligini tespit ederek gergek zamanli
veriler olusturur. E-plakadan sistem tarafindan alinan degerler, literatiirde kabul edilen
birimsiz ‘cell index (CI)’ (hiicre indeksi) degeri olarak hesaplanir. Bu deger, hiicreler E-
plakanin tabanmni kaplayip cogaldik¢a verilen elektriksel yanitla paralel olarak
artmaktadir (Limame vd., 2012; Ozkay vd., 2016).

Hiicreler yeterince ¢ogaldiginda, canliliginin belirlenmesi i¢in Cedex cihazinda
hiicreler sayilmistir. Caligmada kullanilacak E-plakalara 6nce 100 pL besiyeri eklenmis
ve cihazda ilk okuma alindiktan sonra E-plakalar cihazdan cikarilip 100 uL besiyeri
tizerine 100 pL icinde 10.000/kuyucuk hiicre ekilmistir. 30 dakika steril kabinde
bekletilen plakalar daha sonra cihaza yerlestirilmis ve saatte 1 6l¢clim alacak sekilde cihaz
programlandiktan sonra deney baslatilmistir. A549 ve CCD-19Lu hiicreleri belirli bir
hiicre indeks degerine ulasinca cihaz durdurulmus ve hiicre-besiyeri karisimindan 100 puL
cekilip atilmigtir. Hazirlanan bortezomib ve ixazomib konsantrasyonlar: (0.001, 0.01, 0.1,
1 ve 10 puM) E-plaka kuyucuklarina 100 pL medyum icinde uygulanmis (X2
konsantrasyon olarak) ve program kaldig1 yerden devam ettirilmistir. RTCA DP ile elde
edilen hiicre indeks degerlerine gore bortezomib ve ixazomibin ICso degerleri RTCA DP

Software 1.2.1 programi kullanilarak hesaplanmuistir.
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4.2.5. Ko-Kiiltiir ¢calismalar:

THP-1 hiicrelerinin MO, M1, M2a ve M2c makrofaja polarizasyonu
gerceklestirildikten sonra A549 hiicreleri ile ko-kiiltiir ¢alismalarina baslanmistir. iki
hiicrenin aynm1 ortamda yasamasi i¢in alt ve iist odalar1 birbirinden 0.4 um c¢apta
gozeneklere sahip olan bir zar ile ayrilan 6zel ko-kiiltlir plakalar1 kullanilmigtir. A549
hiicreleri alt odaciga ve THP-1 hiicrelerinden farklilagtirilmis makrofajlar da (MO, M1,
M2a ve M2c polarize makrofajlar) ayr1 ayr1 iist odaciga belli sayilarda ekilerek ko-kiiltiir
modeli olusturulmustur. Deneylerde 24 kuyucuklu ko-kiiltiir plakasi kullanilmistir.
Deneyler arasi paralelligin saglanmasi amaciyla her deneyde alt odaciga ekilen A549
hiicresi say1sinin 5 kati kadar sayida THP-1 hiicresi iist odaciga ekilmistir. Bu baglamda;
24 kuyucuklu plakalarda alt odaciktaki A549 hiicre sayis1 2x10° iken THP-1 hiicre sayis1
10° olarak ekilmistir.

THP-1 hiicreleri, optimizasyon ¢alismalari ile belirlenen 100 ng/mL PMA
konsantrasyonu ile %1 FBS iceren farklilastirma besiyeri ile plakanin iist odaciginda 24
saat inkiibe edilerek MO makrofaj hiicrelerine doniismeleri saglanmistir. Daha sonra
hiicrelerden PMA’nin etkisini uzaklastirmak i¢in 3 kez PBS ile yikanmis ve deney
oncesinde normal besiyeri ile %5 CO: igeren 37°C’lik etiivde 48 saat dinlenme
inkiibasyonuna birakilmislardir. Daha sonra MO makrofaj hiicrelerinin M1, M2a ve M2c
polarizasyonu i¢in, flow sitometri yontemiyle belirlenen konsantrasyonlar ve izlenen
yontem su sekildedir;

MO makrofajlar 48 saatlik dinlenme inkiibasyonundan sonra M1 makrofaja polarize
olmasi amaciyla 20 ng/mL IFN-y ve 20 ng/mL LPS ile %1’lik FBS igeren farklilasma
besiyeri ile 24 saatlik inkiibasyona birakilmustir.

MO makrofajlar 48 saatlik dinlenme inkiibasyonundan sonra M2a makrofaja
polarize olmasi amactyla 25 ng/mL IL-4 ve 25 ng/mL IL-13 ile %1’lik FBS iceren
farklilasma besiyeri ile 72 saatlik inkiibasyona birakilmistir.

MO makrofajlar 48 saatlik dinlenme inkiibasyonundan sonra M2c makrofaja
polarize olmast amaciyla 1 uM hidrokortizon ile %1°lik FBS iceren farklilasma besiyeri
ile 72 saatlik inkiibasyona birakilmistir.

Ayn bir plakanin alt odacigina makrofajlarin polarizasyonu tamamlanmadan bir
gilin once A549 hiicreleri ekilmis ve 24 saat yapismasi beklenmistir. Boylece ko-kiiltiir
slirecine hazir olan hiicreler serumsuz besiyeri ortaminda, ko-kiiltiir plakasinin alt ve ist

odacig1 bir araya getirilerek inkiibasyona birakilmislardir. Ayrica A549 hiicrelerinin
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makrofajsiz ortamda deney grubu da olusturulmustur. Ko-kiiltir modelinin
olusturulmasindan sonra polarize makrofajlar i¢in sitotoksik olmadigi belirlenmis olan
bortezomib (45 nM) ve ixazomibin (2 uM) ICsg konsantrasyonlar1 ko-kiiltiir plakasinin
alt kuyucuklarina ve tek basina ekimi yapilan A549 hiicrelerine uygulanmis, 48 saat
inkiibasyonun ardindan uygulanacak olan yonteme gecilmistir. Buna goére olusturulan

deney gruplart Tablo 4.3’te gosterilmistir.

Tablo 4.3. Deney gruplar: (bortezomib 1Csq: 45 nM, ixazomib 1Cso: 2 uM).
TEKLI KULTUR GRUPLARI
A549 Kontrol A549 Bortezomib (1Csg) A549 Ixazomib (ICs)

KO-KULTUR GRUPLARI
A549 + M1 Makrofaj Kontrol
A549 + M1 Makrofaj Bortezomib (1Csp)
A549 + M1 Makrofaj Ixazomib (ICso)

A549 + M2a Makrofaj Kontrol A549 + M2c Makrofaj Kontrol
A549 + M2a Makrofaj Bortezomib (ICso) A549 + M2c Makrofaj Bortezomib (I1Cso)
A549 + M2a Makrofaj Ixazomib (ICso) A549 + M2c Makrofaj ixazomib (ICso)

Sekil 4.1° de agiklanan bu ko-kiiltiir modellerinde, bortezomib ve ixazomibin A549
hiicrelerindeki apoptotik etkilerinin arastirilmasi amaciyla akis sitometri de Annexin-Pl,
Kaspaz-3 ve JC-1 yontemleri, EMT yolagina olan etkilerin belirlenmesi igin de bu yolakta
anahtar proteinler olan vimentin ve E-kaderin seviyeleri ile gerceklestirilmistir. Ayrica
konsantrasyonlarin uygulandigi 48 saat inkiibasyondan sonra A549 hiicrelerinden RNA
izolasyonu gerceklestirilerek RT-PCR yontemi ile apoptoz ve EMT yolag: iliskili
genlerin ifade diizeyleri arastirilmistir. Hiicre siipernatantlarindan ise TNF-alfa ve 1L-10

sitokin seviyeleri akis sitometri yontemi kullanilarak belirlenmistir.
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- %1 Farkhilagma
Besiyeri

+Hidrokortizon

+IL-4
24 saat +L13 72 saat

72 saat

Sekil 4.1. MO makrofajdan M1, M2a ve M2c makrofaj polarizasyonu ve ko-kiiltiir yonteminin sematik

olarak gosterilmesi

4.2.5.1. Gergek zamanl hiicre analiz sisteminde (RTCA DP) M1, M2a ve M2c polarize
makrofaj ve Ab49 ko-kiiltiir ortamlarinda hiicre proliferasyonunun
belirlenmesi

E-Plate insert, RTCA DP sistemi iizerinde hiicre-hiicre etkilesimi analizleri yapmak
i¢in kullanilan tek kullanimlik plakalardir. Sekil 4.2.”de goriildiigii gibi E-Plate insert, bir
plaka kapagi, insert boliimii (ko-kiiltiir i¢in efektor hiicreler bu bolime ekilir) ve bir alt
veri alici plaka (proliferasyonu belirlenmek istenen hedef hiicre bu plakaya ekilir) igerir.
Insert kuyularmin alt kisminda ise ko-kiiltiir hiicrenin birbirine karismasini engelleyen bir
mikro gézenekli polietilen tereftalat (PET) membrant bulunmaktadir.

Proliferasyon c¢aligmasinda 16 kuyucuklu altin elektrot kapli E-Plate insert
kullanilmigtir. Ko-kiiltiir gruplarinda A549 hiicrelerinin proliferasyonunun belirlenmesi
amaciyla THP-1 hiicrleri 50.000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde insert boliimiine ekilmis
ve gerekli sartlar altinda M1, M2a ve M2c¢ makrofajlara polarizasyonlari
gergeklestirilmistir. Daha sonra A549 hiicreleri alt plakaya 10.000 hiicre/kuyu olacak

sekilde ekilmis ve yapismasi i¢in 1 giin siireyle beklenmistir. E-plate insert i¢inde bulunan
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ve ko-kiiltiir siirecine hazir olan makrofajlar ile A549 hiicrleri birlestirilerek (ko-kiiltiir
stireci biitiin yontemlerimizde serumsuz besiyeri ortaminda devam etmistir) RTCA DP
cihazinda programlama baslatilmis ve gergek zamanl olarak ol¢iimler alinmigtir. (Alt
plakada 100 pL iginde A549 hiicreleri yapistiktan sonra tizerine insert boliimii ‘medyumu
diikiilmiis halde’ yerlestirilmistir. Bortezomib (ICs0:45 nM) ve ixazomib (ICsp:2 uM)
konsantrasyonlar1 direkt insert i¢ine 80 pL serumsuz besiyeri i¢inde hazirlanarak
verilmistir. RTCA DP ile elde edilen hiicre indeks degerlerine gore gruplarin

proliferasyon grafikleri RTCA DP Software 1.2.1 programi kullanilarak ¢izilmistir.

» Porlu membran
Efektor hucre (Makrofaj)
Sinyal molekiilleri
— | Hedef Hiicre (A549)
— e 7 Elektrot kaplh e-plate tabani

N

Sekil 4.2. E-plate insert plakasimin sematik olarak gosterilmesi.

4.2.5.2. Akag sitometride annexin V-PI yéntemi ile apoptotik etkinin belirlenmesi

Normal hiicrelerde hiicre zarinin sitoplazmik yiiziinde membran lipidlerinden biri
olan fosfatidilserin (PS) bulunmamaktadir. Eger hiicre apoptoza giderse normalde i¢
yiizde yerlesmis olan PS molekiilleri hiicre zarinin dis yiiziine transloke olurlar. Bu yer
degistirme, hiicre membran biitlinliigliniin bozulmadig1 apoptotik hiicre 6liimiiniin erken
donemlerinde meydana gelir. Annexin-V, hiicrenin dis yiizeyine yerlesen fosfatidilserine
baglanabilen bir protein oldugu i¢in, floresan bir madde ile isaretlenerek apoptotik hiicre
goriiniir hale getirilmektedir. Propidyum iyodid (PI) ise, DNA ya da ¢ift sarmalli RNA’
ya baglandigindan, membran yapist bozulmus gec¢ apoptotik ve nekrotik hiicrelerin
belirlenmesinde kullanilmaktadir (Gatti vd., 1998; Kopman vd., 1994).

Bu ¢aligma igin Annexin V Apoptosis Detection Kit (Katalog no: 556547, BD)
protokolii uygulanmistir. Bortezomib (1Cso:45 nM) ve ixazomib (ICso:2 uM) uygulanarak
48 saat inkiibe edilmis tekli ve ko-kiiltiir hiicre gruplarindan, A549 hiicreleri, kaldirilarak
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toplanmis ve 1200 RPM’de 5 dakika satrifiij edilmis ve supernatant uzaklastirilmistir.
Hiicre peleti 2 ml soguk PBS ile 2 kez yikanmistir. Son yikamadan sonra kalan pellet 100
uL PBS ile resuspanse edilerek ependorfa aktarilmis, tizerine 5 pul Annexin V ve 5 pul PI
ilave edilmistir. Oda sicakliginda ve karanlikta 20 dakika inkiibasyon sonunda tiiplere
250 pl “Annexin V baglama tamponu” eklenerek 30 dakika i¢inde akis sitometri
cihazinda (Accuri C6, BD) gruplarin apoptotik okumalari yapilmustir.
4.2.5.3. Ak sitometride kaspaz-3 aktivasyonu ile apoptotik etkinin belirlenmesi

Kaspaz-3, apoptoz mekanizmasinda yer alan kaspazlardan ve hem dissal
(apoptotik) hem de igsel (mitokondriyal) apoptotik yolak tizerinden aktiflesebilmektedir.
Bu nedenle bir hiicrede kaspaz-3 enzim aktivitesinin belirlenmesi, o hiicrede apoptozun
varhigiin en 6nemli géstergelerinden biridir (Slee vd., 2001; Engiir vd., 2016).

Kaspaz-3 aktivasyonun belirlenmesinde ‘PE Active Caspase-3 Apoptosis Kiti
(Katalog no: 550914, BD)’ kullanilmigtir. Bortezomib (ICso: 45 nM) ve ixazomib (ICso:
2 uM) uygulanarak 48 saat inkiibe edilmis tekli ve ko-kiiltiir hiicre gruplarindan A549
hiicreleri, kaldirilarak toplanmis ve 1200 RPM’de 5 dakika satrifiij edilmis, siipernatant
uzaklastirilmistir. Hiicre peleti soguk PBS ile 2 kez yikanmistir. Son yikamadan sonra
tiiplerin iizerindeki siipernatant dokiilmiis ve pelletin {izerine fiksasyon ve hiicrelerin
gecirgenligini saglamak icin, 500 uL cytofix/cytoperm soliisyonu ilave edilerek 20 dk
buzun i¢inde bekletilmistir. Bu siirenin sonunda 1200 RPM’de 5 dk santrifiij yapilmis ve
pellet 2 kez 500 pL “perm wash” ile yikanmistir. Son yikamadan sonra hiicre pelleti 50
uL perm wash ile resiispanse edilerek tizerine 10 puL antibody (PE Rabbit Anti kaspaz-3)
eklenmis ve 30 dk oda 1s1sinda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda her bir tiipe
1000 pL perm wash ilave edilerek santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda herbir 6rnege ait
pellet 350 uL perm wash ile flow tiipiine aktarilarak akis sitometri cihazinda (Accuri C6,
BD) okutularak analiz edilmistir.
4.2.5.4. Akis sitometride JC-1 boyama yontemi ile hiicrelerin mitokondrial membran

biitiinliigiiniin belirlenmesi

Apoptozda mitokondriyal bozuklugu iceren iki onemli etken ortaya konmustur.
Bunlardan biri mitokondri zarinin gegirgenliginin degigsmesi ve membran potansiyelinin
kaybolmasidir (Chen vd., 2008). Mitokondriyal membran potansiyelinin belirlenmesi igin
katyonik voltaj bagimli bir boya olan JC-1 (5,5’, 6,6’- tetrachlo-1,1°, 3.,3’-
tetraethylbenzimidazolylcarbocyanine iodide) kullanilmaktadir. JC-1 mitokondriyal

membran potansiyeli’nin polarizasyon durumunu gosterir ve hiicrelerde mitokondriyal

36



membran potansiyelini 6l¢iilmesine aracilik eder (lijima, 2006). Mitokondriyal membran
potansiyelinin kaybolmasi apoptozun 6nemli bir gostergesidir (Yao vd., 2007).
Hiicrelerin mitokondriyal membran biitiinliigiiniin belirlenmesinde akis sitometri
mitokondriyal membran potansiyeli belirleme kiti (Katalog no0:551302, BD)
kullanilmistir. Bortezomib (ICso: 45 nM) ve ixazomib (ICso: 2 uM) uygulanarak 48 saat
inkiibe edilmis tekli ve ko-kiiltiir hiicre gruplarindan, A549 hiicreleri, kaldirilarak
toplanmis ve 1200 RPM’de 5 dakika satrifiij edilmis, siipernatant uzaklastirilmistir. Her
bir tiipe kit igerigindeki bilesenler uygun sekilde karistirilarak elde edilen calisma
soliisyonu eklenmis ve 37°C’de 15 dakika etiivde inkiibe edilmistir. inkiibasyon siiresi
sonunda hiicreler yine kit i¢inde bulunan 1000 pL Assay soliisyonu ile yikanmistir.
Yikama isleminden sonra, hiicreler 250 puL Assay soliisyonu ile siispansiyon edilmis ve

akis sitometri cihazinda (Accuri C6, BD) okutularak analiz edilmistir
4.2.5.5. Ak sitometride interlokin 1 beta (IL-1p) seviyelerinin belirlenmesi

Interlokin-1 beta (IL-1pP) kansere bagl kronik enflamasyonda rol oynayan temel
sitokinlerden biridir (Crusz ve Balkwill, 2015).

Hiicrelerde IL-1B seviyelerini belirlemek amaciyla antikor i¢in uygun olan
fiksasyon ve permeabilizasyon protokolii uygulanmistir. Bu yontemde FITC anti-human
IL-1B Antibody (Katalog No: 508206) kullanilmistir. Bortezomib (I1Cs0:45 nM) ve
ixazomib (ICs0:2 pM) uygulanarak 48 saat inkiibe edilmis tekli ve ko-kiiltiir hiicre
gruplarindan, A549 hiicreleri, kaldirilarak 1200 RPM’de 5 dakika satrifiij edilmis ve
stipernatant uzaklastirilmistir. Hiicrelerin fiksasyon ve permeabilizasyonu igin 500 pL
cytofix/cytoperm soliisyonu (Katalog no: 550914, BD) ilave edilerek tiipler, 20 dk buz
icinde bekletilmistir. Bu siirenin sonunda 1200 RPM’de 5 dk santrifiij yapilmis ve pellet
2 kez 500 pl PBS ile yikanmigtir. Son yikamadan sonra hiicre pelleti PBS i¢inde 5 pL
antibody ile 30 dakikalik inkiibasyondan sonra PBS ile yikama isleminin ardindan
ornekler akis sitometri cihazinda (Accuri C6, BD) okunarak analiz edilmistir.

4.25.6. EMT yolagina iliskin genlerin mRNA ekspresyon seviyelerinin RT-PCR
yontemi ile belirlenmesi

A549 hiicreleri ile M1, M2a ve M2c polarize makrofajlar ile olusturulan ko-kiiltiir
modelinde oOncelikle epitelyal mezenkimal degisimin varligin1 kanitlamak amaciyla
vimentin, fibronektin, E-kaderin, NF-kB, VEGF ve CCL-17 mRNA ekspresyon diizeyleri

gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) yontemi ile belirlenmistir.
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Ko-kiiltiir yontemlerinde uygulanan konsantrasyonlar ve inkiibasyon siirelerinden
sonra A549 hiicrelerinden total RNA, izolasyon robotu (Magna Pure Compact, Roche)
kullanilarak izole edilmistir. RNA verimi 260 nm ve 280 nm optik dansitede, nanodrop
spektrofotometrik 6l¢lim yapilarak belirlenmistir. Daha sonra cDNA sentezi i¢in her bir
ornekten esit miktarda RNA (100 ng/6rnek) kullanilmistir.

cDNA sentezi i¢in Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis kit (katalog
n0:05091284001, Roche) prosediirii uygulanmistir. PCR tiiplerine 6rnek basia 100 ng
total RNA, 1ul Oligo (dT)18 primeri (2.5 uM) koyularak toplam hacim 11.4 ul’ye steril
distile su ile tamamlanmistir. Tiipler PCR Thermal Cycler’da 10 dakika 65°C’de denature
edilmistir. Tiiplerin igerigine, 4 pl Transcriptor High Fidelity Reverse Transcriptase
Reaction Buffer (1X ve 8 mM MgCl2 igerir), 0.5 ul RNase inhibitorii (20 U), 2 ul ANTP
karisimi (her biri 10mM), 1 pl DTT (5mM), 1.1 pl Transcriptor High Fidelity Reverse
Transcriptase (10 U) ilave edilerek toplam hacim 20 pl’ye tamamlanmistir. Daha sonra
tiipler PCR Thermal Cycler’da 55°C’de 30 dk, 85 °C’de 5dk inkiibe edilmistir. Elde edilen
cDNA’lar, Real Time-PCR yonteminde genlerin amplifikasyon diizeylerini belirlemek
icin kullanilmigtir. RT-PCR yontemi, cihaza uygun kit (Sybeer Green Master Mix,
Roche) ve primerler kullanilarak gergeklestirilmistir. Housekeeping gen olarak GAPDH
(Glyceraldehyde-3-phosphate  dehydrogenase) kullanilmustir.
fibronektin, E-kaderin, NF-kB, VEGF ve CCL-17 genlerinin mRNA ifade seviyeleri,

Gruplarin  vimentin,

kontrol grubu ile karsilagtirmali olarak analiz edilmistir (Engiir ve Dikmen, 2017).

Tablo 4.4. Genlerin dizilimleri.

Genler Kisa ad1 Baz Dizisi (Forward Primer- Reverse Primer)
Vimentin VIM Forward: 5’- GGACCAGCTAACCAACGACA -3’
Reverse: 5’- AAGGTCAAGACGTGCCAGAG -3’
Fibronektin FN1 Forward: 5’- CCCTGATTGGAACCCAGTCC -3’
Reverse: 5’- CTGTCACACGAGCCCTTCTT -3’
E-kaderin CDH1 Forward: 5’- AGCTCTGCTGCCTCGTCTAT -3’
Reverse: 5’- GGCCTCTCTTGGTTAGGAGG -3’
Niikleer Faktor Kappa B NF-kB Forward: 5°- CGCCGCTTAGGAGGGAGA -3’
Reverse: 5’- GGTATGGGCCATCTGCTGTT -3’
Vaskiiler Endotelyal VEGF-A  Forward: 5’- GCAAGACAAGAAAAATGTGACAA-3’
Biiyiime Faktorii Reverse: 5°- TGGTTTCTGTATCGATCGTTCT-3’
Kemokin (C-C motif) CCL-17 Forward: 5’- TGTTCGGACCCCAACAACAA -3’

ligandi-17

Reverse: 5’- TAGTCCCGGGAGACAGTCAG -3’
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4.2.5.7. Akag sitometride TNF-alfa ve IL-10 sitokin seviyelerinin EMT yolagina iliskin

etkilerinin belirlenmesi

EMT yolagimin aktive olup olmadiginin belirlenemesi amaciyla A549 hiicreleri ile
M1, M2a ve M2c polarize makrofajlar kullanilarak olusturulan ko-kiiltiir gruplarindan
inkiibasyon siireleri sonunda toplanan hiicre siipernatantlarindan TNF-alfa ve IL-10
sitokin seviyeleri akig sitometri yontemi kullanilarak belirlenmistir.

Bu yo6ntem i¢in ‘insan inflamasyon sitokin kiti’ (BD 551811) kullanilmistir. Kit
icinde bulunan TNF-a, interlokin-10 diizeyleri kit prosediiriine uygun olarak
belirlenmistir. Bu amagla, once kit i¢inde bulunan sitokin standartlar1 1:2-1:256
araliginda dilie edilmis ve tlizerine 300 pL diliisyon tamponu eklenerek cihazda
okumalari gerceklestirilmistir. Standartlarin ardindan, -80°C saklanmis olan 6rneklere ait
slipernatantlarin sitokin seviyelerini belirlemek amaciyla kit prosediiriinde belirtilen
yikama ve inkiibasyon islemlerine gerceklestirilmis ve 1.5 saat boyunca sitokin
boncuklarmi igeren kitle siipernatantlar inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra tekrar
yikama iglemi yapilmig ve tekrar santrifiij edildikten sonra 6rneklerin sitokin seviyeleri
akig sitometri cihazi (Accuri C6, BD) kullanilarak 6l¢iilmiis ve FCAP Array Software
kullanilarak veriler analiz edilmistir.
4.2.5.8. Vimentin ve e-kaderin seviyelerinin belirlenmesi

Epitelyal-mezenkimal degisim siireci birgok efektor tarafindan uyarilir ve
diizenlenir. Bu efektorler biiylime faktorleri, sitokinler ve ekstraselliiler matriks
bilesenleridir. Bu siire¢ E-kaderin gibi epitel belirteglerin kaybi, vimentin gibi
mezenkimal belirteglerin artmasiyla karakterizedir (Mizutani vd., 2010)

Hiicrelerde E-kaderin ve vimentin seviyelerini belirlemek amaciyla antikorlar igin
uygun olan fiksasyon, permeabilizasyon ve immiin boyama protokolii uygulanmistir.
Hiicrelerin fiksasyon ve permeabilizasyonu igin 500 pL cytofix/cytoperm soliisyonu
(Katalog no: 550914, BD) kullanilmistir. Bu amagla E-kaderin monoklonal antibody (E-
Cadherin (4A2) Mouse mADb, Katalog no: 14472, Cell Signaling) ve E-kaderine uygun
sekonder antibody i¢in de Anti-mouse Alexa Fluor 488 (Katalog no: ab150113, Abcam)
kullanilmistir. Yine ayni sekilde vimentin seviyelerinin belirlenmesi i¢in de vimentin
monoklonal antibody (Vimentin (D21H3) XP® Rabbit mAb, Katalog no:5741, Cell
Signaling) ve vimentine uygun sekonder antibody i¢in de Anti-rabbit Alexa Fluor 594
(Anti-rabbit IgG (H+L), F(ab')2 Fragment (Alexa Fluor® 594 Conjugate, Katalog
N0:8889, Cell Signaling) kullanilmistir. Diliisyon oranlari; E-kaderin igin 1:400,
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Vimentin i¢in 1:50 olarak uygulanmistir. Diliisyon igin Immiinofloresan Uygulama
Coziimleri Kit (Immunofluorescence Application Solutions Kit, Katalog no: 12727, Cell
Signaling) iceriginde bulunan antibody diliisyon buffer kullanilmistir.

A549 kontrol ve M2a, M2c ko-kiiltiir gruplarinda vimentin ve E-kaderin seviyeleri
akis sitometride (Accuri C6, BD) okutularak analiz edilmistir. Daha sonra daha anlamli
bulunan M2c makrofaj ko-kiiltir gruplarinda, vimentin ve E-kaderin seviyelerinin
immiinfloresans yontemiyle goriintiilenmesi Cytation 3 Cell Imaging Multi-mode

Reader’da yapilmistir.
4.3. 3D Hiicre Kiiltiirii Calismalar:
4.3.1. 3 Boyutlu (3D) hiicre kiiltiir modeli

3D kiiltiir ortami olusturmak i¢in ‘AlgiMatrix® 3D Kiiltiir Sistemi’ kullanilmistir.
Bu sistem 3 boyutlu hiicre kiiltiiriiniin olusumunu kolaylastiran biyolojik bir iskelet
gorevi gormektedir. Her biyolojik iskelet yaklasik 50-200 um gozenek boyutuna sahip
bir aljinat stingerdir. Bu siinger iskelet ortaminda yetistirilen hiicreler, normal hiicre
morfolojisi ve davranisiyla daha yakindan eslesir ve toksikoloji, ilag gelistirme, kanser
arastirmasi gibi bir¢ok arastirma alaninda 3D hiicre kiiltiirii modelleri i¢in uygun bir bir
ortam saglar. Tez calismamizda AlgiMatrix® 3D Kiltiir Sisteminin 6zel 96 ve 6
kuyucuklu plakalarin1 kullanarak A549 hiicreleri ile 3D hiicre kiltir modeli
olusturulmustur. Bu baglamda oncelikle A549 hiicrelerinin 96 kuyucuklu plakalara
ekilmesi amaciyla su sira izlenmistir;

e Hiicreler standart hiicre kiiltiirii ortaminda siispansiyon haline getirilmis ve daha
sonra besiyeri igine %10 AlgiMatrix® Sikilastirict Tampon eklenmistir.

e Buasamada hiicreler sayilarak her bir kuyucukda 2x10* olacak sekilde sikilastirici
tampon igeren besiyeri i¢inde ekim yapilmistir (Hiicre sayis1 AlgiMatrix® 3D
Kiiltiir Sistemi kullanim 6nerilerine gore belirlenmistir).

e Hiicrelerin silingerlerin i¢ine inokiile olmasini saglamak amaciyla plaka 100 x g'de
4 dakika santrifiij edilmistir.

e Son olarak, Sikistirma Tamponu olmadan her siingerin iist kismina 100 pL ek
hacimlerde besiyeri eklenerek plaka inkiibasyona birakilmistir. Ekim giinii 0. giin
olarak kabul edilerek; 3, 5 ve 7. giinlerde hiicreler fotograflanarak olusan
sferoidlerin caplar1 6l¢iilmiistiir. Hiicrelerin fotograflart Leica DM 300 Inverted

mikroskop ile sferoidlerin alanlarinin analizi i¢in 3, 5 ve 7. giinler olmak {izere en
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az 5 sferoid bulunan 5 adet fotograf olmak tizere toplamda 25 fotograf rasgele
cekilmistir. Sferoidlerin alan1 Leica DM analiz programi ile pm? cinsinden
Olclilmiistiir. Sifirinc1 giin sferoid olusumu baglamadigl icin analize dahil
edilmemistir.
4.3.2. A549 hiicrelerinde 2D ve 3D Kiiltiir yontemlerinde bortezomib ve ixazomibin
sitotoksik etkilerinin belirlenmesi
A549 %10’luk Fetal Bovine Serum ve %1 Penisilin-streptomisin igeren RPMI-
1640 ortaminda, 37°C’de %5 CO: inkiibatoriinde kiiltiire edilmislerdir. A549 hiicreleri
yeterince ¢ogaldiktan sonra hiicre sayimi yapilarak, 96 kuyucuklu plakalara her bir
kuyucukta 20.000 hiicre (3D kiiltiir plakasina ekilen sayilara paralel olarak) olacak
sekilde hem 2D kiiltiir hem 3D Kkiiltiir plakasina besiyeri ortaminda ekilmis ve 7 giin
inkiibasyona birakilmislardir (3D Kkiiltiir plakalarinda A549 hiicrelerinin sferoid olusumu
onceden optimize edildi ve 7 giin olarak belirlendi). Daha sonra bortezomib ve ixazomib
konsantrasyonlari (0.1, 1, 10, 100 ve 400 uM) 48 saat uygulanarak hiicre canliligina olan
etkisi belirlenmis ve ICso degerleri excel programi kullanilarak hem 2D hem 3D kiiltiir
i¢cin hesaplanmuistir.
4.4. Tstatistiksel Degerlendirmeler
Istatistiksel degerlendirmeler ve grafiklerin ¢izilmesi igcin GraphPad Prism 6.0
programi kullanilmigtir. Elde edilen veriler tek yonliit ANOVA ile post-hoc olarak Tukey
testi uygulanarak analiz edilmistir. Anlamlilik degerleri; p>0.05 fark yok, p<0.05* fark
var, p<0.01** anlaml fark var, p<0.001*** 6nemli fark var ve p<0.0001**** ¢cok 6nemli

fark var olarak degerlendirilmistir.

41



5. BULGULAR ve TARTISMA
5.1. 2D Hiicre Kiiltiirii Caliymalarimin Degerlendirilmesi
5.1.1. WST-1 yontemi THP-1 hiicrelerinde PMA’nin sitotoksik etkilerinin
degerlendirilmesi

THP-1 hiicre hatt i¢eriginde 2 mM L-glutamin, 10 mM HEPES, 1 mM sodyum
piirivat, 4500 mg/L glukoz ve 1500 mg/L sodyum bikarbonat, %1 penisilin-streptomisin,
%10 fotal sigir serumu bulunan RPMI-1640 medyum besiyerinde kiiltiire edilmistir.
Hiicreler 96 kuyucuklu plakalara, her bir kuyucukta 10.000 hiicre olacak sekilde besiyeri
ortaminda ekilmis ve PMA konsantrasyonlarinin (1, 10, 100 ve 1000 ng/mL) WST-1
yontemi ile 24 saatlik inkiibasyonlarda hiicre canliligina olan etkisi arastiritlmistir (Sekil

5.1).

§ 3
3

2

%THP-1 Hicre Canlihgy

?

Kontrol 1 10 100 1000
Konsantrasyonlar (ng/nL)

Sekil 5.1. PMA konsantrasyonlarinin THP-1 hiicrelerinde WST-1 yontemine gore hesaplanan 24. saatteki
% hiicre canlilik degerleri ve istatistiksel olarak degerlendirilmesi (kontrol: %0.1 DMSO, n=8,
ortalamastandart sapma, p>0.05 fark yok).

THP-1 hiicrelerinde 24. saatteki % canlilik degerleri, kontrole gore 1, 10, 100, 1000
ng/mL PMA konsantrasyonlarinda sirasiyla 100.44, 100.65, 100.98 ve 92.66 olarak
hesaplanmustir. Istatistiksel olarak, kontrol grubuna gére higbir grupta anlamlilik
belirlenmemistir. Bu sonuca gore, THP-1 hiicrelerinin MO makrofaja doniisiimiinde 24
saatlik inkiibasyon siiresince uygulanacak olan 100 ng/mL PMA’nimn toksik etkisinin
olmadig belirlenmistir.

Yapilan bazi ¢alismalarda THP-1 hiicrelerinde PMA konsantrasyonu igin; 30
ng/mL (Bongiovanni vd., 2015), 10 ng/mL (Smith vd., 2015), 500 ng/mL (Sueki vd.,
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2014) kullanildig1 goriilmiistiir. Bu nedenle bizim kullandigimiz ve hiicrelerde sitotoksik
etkinin goriilmedigi 100 ng/mL PMA konsantrasyonu, bu ¢aligmalarda kullanilan PMA

konsantrasyonlar1 arasindadir.

5.1.2. THP-1 hiicrelerinin makrofaja doniistiiriilmesi optimizasyon ¢alismalarinin

degerlendirilmesi

Bu c¢alismalar oncelikle THP-1 hiicrelerinin makrofaja (MO) farklilagsmasi i¢in
uygun PMA konsantrasyonun se¢ilmesi ve daha sonra ise MO makrofajin M1, M2a ve
M2c makrofaja polarize olmasi amaciyla farklilasmada kullanilacak ajanlarin (M1 igin;
IFN-y ve LPS, M2a igin; IL-4 ve IL-13, M2c i¢in; hidrokortizon) uygun konsantrasyon
ve inkiibasyon siirelerini belirlemek amaciyla yapilmistir.
5.1.2.1. THP-1 ve THP-1 kékenli makrofaj déniisiimiinde CD-14 ve CD-68 antikor

seviyelerinin akis sitometri yontemi ile degerlendirilmesi

THP-1 insan monosit hiicrelerini MO makrofaj hiicrelerine farklilagtirmada
kullanilacak en uygun PMA konsantrasyonunu belirlemek amaciyla PMA’nin 5, 10, 20
ve 100 ng/mL konsantrasyonlar1 24 saatlik inkiibasyon siiresince uygulanmistir. Daha
sonra hiicreler PMA’nin etkisini elemine etmek amaciyla taze besiyeri ile 48 saatlik
dinlenme inkiibasyonuna birakilmislardir. Kontrol grubu olarak THP-1 hiicrelerinde, ayni
stirelerde ve ortamlarda bekletildikten sonra PMA uygulamas1 yapilmadan akis sitometri
yontemiyle CD-14 ve CD-68 seviyeleri belirlenmis ve Sekil 5.2 ve Tablo 5.1°de
gosterilmistir. Farklilagmanin kontrolii igin MO hiicrelerinde, CD-14 (THP-1 belirteci) ve
CD-68 (MO belirteci) antikorlar1 akig sitometri yonteminde belirlenmis ve Sekil 5.3, 5.4
ve Tablo 5.1°de gosterilmistir.

CD-14 CD-68
e A02THP-1 CD14 < BO3ITHP-1 CDES
2 Gate: P16 o Gate: P16
= Ta35-UL0 235-UR o WEENN 238-UR,
2 q0.0% 0.0% = H0.0% 0.0%
- = -
a2 :
I T €T
— &8 @ 5
m o] w =
C135-LL Q135-LF 38-LL Q138-LR
o .. o i
wl wd wd et WS W T2 wl w2
CO-14A CO-68-A

Sekil 5.2. THP-1 hiicrelerinde (kontrol) akis sitometri yontemi ile belirlenen CD-14 ve CD-68 seviyeleri.
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ADT CD14 MO 100 PMA(24h+481
Gate: P19 except P18

=143-1JL
—0.0%

16,777,214

243-UR
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Q43-LL

0
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wl wd w?

243-LF

PP T sl

Ch-14-A
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Sekil 5.3. Farkli konsantrasyonlarda PMA uygulamast ile farkilastirilan THP-1 kokenli makrofajlarda

(MO), CD-14 seviyelerinin akis sitometri yontemi ile belirlenmesi.

w BO04 CDEEMO 5 PMA (24h+48rest 7 EB05 CDEE MO 10PMA{Z4h+48rest)
— Gate: P19 except P18 by Gate: P19 except P18
F _250-UL Qan-lUR, F [251-UL 251-UR
© < 0.4% 0.1% w (0.4% 0.2%
© 2
! =
(@) = =l
@) 2 - =
1 =
+— -+
8 Ig 18
o &8 62
R, g 7z
< =
= Crad-LL 2a0-LR G157-LL 2451-LR
= = = —
= wl 2 it wt i ufi 1 wl ¥ wd wt Wi 1B
Ch-68-A CD-62-4
5 ng/mL PMA 10 ng/mL PMA

Sekil 5.4. Farkli konsantrasyonlarda PMA uygulamasi ile farklilastirilan THP-1 kokenli makrofajlarda

(M0), CD-68 seviyelerinin akis sitometri yontemi ile belirlenmesi.
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Sekil 5.4. (Devam) Farkli konsantrasyonlarda PMA uygulamasi ile farklilagtirilan THP-1 kékenli

makrofajlarda (M0), CD-68 seviyelerinin akis sitometri yontemi ile belirlenmesi.

Tablo 5.1. Farkli konsantrasyonlarda PMA uygulamasi ile farklilastirilan THP-1 kékenli Makrofajlarda
(MO) CD-68 ve CD-14 seviyeleri.

THP-1 MO
(Kontrol) (Farklilasma)
PMA (ng/mL) THP-1 5 10 20 100
CD-14 (THP-1 Marker) %36.2 % 12.3 %10.2 %8.9 %05.5
CD-68 (MO Marker) %0.9 %8.4 %8.6 %9.1 %058.2

Sekil 5.2 ve Tablo 5.1°de gortldigii gibi, THP-1 hiicrelerine 6zgii bir belirteg olan
CD-14 seviyeleri kontrol grubunda %36.2 pozitif olarak belirlenmistir. Makrofaj belirteci
olan CD-68 ise THP-1 kontrol hiicrelerimizde bulunmamustir (%0.9). Bu sonug bize
deneylerde kullandigimiz THP-1 hiicrelerimizin saglikli ve kullanilabilir oldugunu
gostermektedir.

Makrofaja farklilagtirma siirecinde kullanilacak olan PMA konsantrasyonunu
belirlemek amaciyla yine CD-14 ve CD-68 seviyeleri analiz edilmistir. Akis sitometri
sonuglarina gore en diisiik CD-14 (%5.5) ve en yiiksek CD-68 (%58.2) seviyesi sonuglari
ile 100 ng/mL PMA bizim THP-1 hiicrelerini farklilastirmak i¢in kullanacagimiz
konsantrasyon olarak belirlenmistir (Sekil 5.3 ve 5.4, Tablo 5.1).

Kapsamli bir literatiir taramasi yapildiginda makrofaj hiicreleri ile kanser
hiicrelerinin ko-kiiltiir ortaminda in vitro ¢alismalarda, THP-1 insan monosit hiicrelerinin;
forbol 12-miristat 13-asetat (PMA), la, 25-dihydroxy vitamin D3, makrofaj koloni
uyarici faktor (M-CSF) gibi ¢esitli uyarici ajanlarla makrofaj hiicrelerine farklilastigi
rapor edilmistir. Literatiir bilgileri 151831nda PMA'nin, THP-1 monosit tiirevi makrofaj elde
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etmek i¢in en etkili farklilagsma ajani oldugu agiklanmistir (Chanput vd., 2012; Bastiaan-
Net vd., 2013; Chanput vd., 2014). THP-1, monosit / makrofaj fonksiyonlarini,
mekanizmalari, sinyal yollarin1 ve besin ve ilag etkisini incelemek i¢in yaygin olarak
kullanilan bir insan 16semi monositik hiicre hattidir. Bu hiicre hatti, monosit ve makrofaj
aktivitelerinin modiilasyonunu arastirmak i¢in ortak bir modeldir. Bu nedenle THP-1
kokenli makrofajlar, in vitro hiicre-hiicre etkilesimini incelemek i¢in bir en uygun
segeneklerden biridir ve in vivo kosullar1 daha iyi taklit i¢in ¢alismalarda dnemli bir model
olarak onerilmektedir (Chanput vd., 2014).

Calismamizda belirledigimiz PMA konsantrasyonu ve inkiibasyon siiresi bir¢ok
calisma ile paralellik gostermektedir. Yapilan bir ¢alismada THP-1 hiicrelerinin MO
makrofaja farklilasmasi i¢in 100 ng/mL PMA konsantrasyonu 48 saatlik inkiibasyon
stiresinde uygulanmistir (Zhang vd., 2015). Bizim sonuglarimizla 6zellikle paralel olarak,
THP-1 hiicrelerinin makrofaja farklilagsmasinin yapildig1 bir calismada PMA’nin 100
ng/mL konsantrasyonu 24 saat inkiibasyon siiresinde uygulanmis ve ardindan hiicreler 24
saat dinlenme inkiibasyonuna birakilmistir (Chanput vd., 2013). Bu ¢alismalarin disinda
strastyla bir¢ok calismada PMA, THP-1 hiicrelerinin MO makrofaja farklilagmasi i¢in
farkli birgok konsantrasyonda kullanilmistir. Bunlar 30 ng/mL PMA ile 24 saat
inkiibasyon (Bongiovanni vd., 2015), 500 ng/mL PMA ile 96 saat inkiibasyon (Sueki vd.,
2014), 150 nM PMA ile 24 saat inkiibasyon (Genin vd., 2015) ve 100 nM PMA ile 48
saat inkiibasyon (Zhou vd., 2015) olarak rapor edilmistir.

5.1.2.2. THP-1 kékenli makrofaj hiicrelerinin M1, M2a ve M2c polarize alt tiplerine

farklilastirma ¢alismalarinin degerlendirilmesi

Tez calismamizda MO makrofaj hiicreleri %1 serumlu besiyerinde PMA’nin 100
ng/mL konsantrasyonu 24 saat boyunca uygulanarak farklilastirilmis (konsantrasyon CD-
14 ve CD-68 akis sitometri sonuglarina gore belirlenmistir) ve daha sonra diger deneylere
gecmeden Once hiicreler, 48 saat PMA’dan uzaklastirmak amaci ile normal besiyerinde
dinlenme inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra M1 polarize makrofajlarin
optimizasyonu igin sirastyla IFN-y ve LPS’nin farkli konsantrasyonlar1 24 saatlik
inkiibasyon siiresince uygulanmis (20 ng/mL IFN-y + 20 ng/mL LPS veya 20 ng/mL IFN-
y + lug/mL LPS) ve M1 belirteci olan CD-80 antikoru seviyeleri akis sitometri
yontemiyle belirlenmistir (Sekil 5.5 ve Tablo 5.2). M2a polarize makrofajlar ise IL-4 ve
IL-13 sitokinleri ile uyarilarak farklilastirildiktan sonra belirte¢ olarak CD-206 ve CD-
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23 seviyeleri belirlenmistir (Sekil 5.6 ve Tablo 5.3). Son olarak da M2c polarize makrofaj
doniistimii icin hidrokortizon konsantrasyonlar1 (1 ve 10 uM) ile optimizasyon
calismalar1 yapilarak CD-206 ve CD-163 seviyeleri akis sitometride belirlenmistir (Sekil
5.7 ve Tablo 5.4). Sonuglar Sekil 5.5, 5.6, 5.7 ve Tablo 5.2, 5.3 ve 5.4’te gosterilmistir.

20 ng/mL IFN-y + 20 ng/mL LPS | 20 ng/mL IFN-y + 1 pg/mL LPS
— DOB M1¢100PY20IFN+20LPS CDE0
S Gate: P23 excopt P21 5 D03 M1(100F)20IFN+1LPS CDB0
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Sekil 5.5. IFN-y ve farkl: LPS konsantrasyonlar: ile 24 saat inkiibasyon sonucu farklilastirilan M1

polarize makrofajlarda CD-80 seviyelerinin akis sitometri yontemi ile belirlenmesi.

Tablo 5.2. IFN-y ve farkli LPS konsantrasyonlari ile farklilagtirilan M1 polarize makrofajlarda akus

sitometri yontemi ile belirlenen CD-80 seviyeleri.

Konsantrasyonlar 20 ng/mL IFN-y + 20 ng/mL LPS 20 ng/mL IFN-y + 1 pg/mL LPS
CD-80 (M1 marker) %62.4 %37.0
IL-4+1L-13 25 ng/mL/ 24h IL-4+1L-13 25ng/mL / 72h
w E03M2ailld+13 26ng) CO206 w AN3 M2a 72h CD206
o Gate: P5 T Gate: [Mo Gating)
= Ta3-uL 03UR = a3l C13-LIF]
- £ q0.0% 0.0% 2 0.1% 0.1%
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Sekil 5.6. I1L-4 ve IL-13 (25 ng/mL) konsantrasyonlart ile 24 ve 72 saatlik inkiibasyon siireleri sonunda
farkllastirilan M2a polarize makrofajlarda CD-206 ve CD-23 seviyelerinin akis sitometri

yontemi ile belirlenmesi.
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Sekil 5.6. (Devam) IL-4 ve IL-13 (25 ng/mL) konsantrasyonlari ile 24 ve 72 saatlik inkiibasyon siireleri
sonunda farklilagtirilan M2a polarize makrofajlarda CD-206 ve CD-23 seviyelerinin akis

sitometri yontemi ile belirlenmesi.

Tablo 5.3. IL-4 ve IL-13 konsantrasyonlari ile farklilastirilan M2a polarize makrofajlarda akis sitometri
yontemi ile belirlenen CD-206 ve CD-23 seviyeleri.

Konsantrasyonlar IL-4+1L-13 25ng/mL)/ 24h IL-4+1L-13 25ng/mL/ 72h
CD-206 (M2 marker) %25.5 %34.1
CD-23 (M2a marker) %37.8 %42.0
1 uM hidrokortizon 10 pM hidrokortizon
= F0O21 cort CO206 e 30210 cort CO206
o Gate: PS5 o Gate: Pa
P @g-UL0 28-LIF = @500 a5 UR
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Sekil 5.7. Hidrokortizon konsantrasyonlari (1 ve 10 uM) ile 24 ve 72 saatlik inkiibasyon sonunda
farklilastirilan M2c polarize makrofajlarda CD-206 ve CD-163 seviyelerinin akis sitometri

yontemi ile belirlenmesi.
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Sekil 5.7. (Devam) Hidrokortizon konsantrasyonlari (1 ve 10 uM) ile 24 ve 72 saatlik inkiibasyon sonunda
Sarkhlastinilan M2c¢ polarize makrofajlarda CD-206 ve CD-163 seviyelerinin akis sitometri

yontemi ile belirlenmesi.

Tablo 5.4. Hidrokortizon konsantrasyonlari ile farklilastirilan M2c¢ polarize makrofajlarda akis sitometri

yontemi ile belirlenen CD-206 ve CD-163 seviyeleri.

Hidrokortizon 1 uM /24h 10 pM /24h 1 uM /72h 10 pM /72h
Konsantrasyonlar:

CD-206 (M2 marker) %34.1 %32.2 %49.6 %44.4
CD-163 (M2c marker) %8.5 %35.2 %48.2 %46.6
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Sekil 5.5 ve Tablo 5.2°de goriilen sonuglara gore, M1 polarize makrofajlarin
optimizasyonu i¢in kullanilan 20 ng/mL IFN-y+20 ng/mL LPS konsantrasyonlarinda CD-
80 seviyeleri %62.4, 20 ng/mL IFN-y+1pug/mL LPS konsantrasyonlarinda ise %37.0
olarak analiz edilmistir. Bu sonuca gore de M1 polarizasyonu igin CD-80 seviyesinin
daha yiiksek oldugu i¢in 20 ng/mL IFN-y+20 ng/mL LPS konsantrasyonu 24 saatlik
inkiibasyon siiresince uygulanmak tizere belirlenmistir.

Sekil 5.6 ve Tablo 5.3te M2a polarizasyonu i¢in IL-4+1L-13 25ng/mL
konsantrasyonunun, 24 ve 72 saatlik inkiibasyon siireleri denenmis ve CD-206 ve CD-23
seviyeleri belirlenmistir. Bu sonuglara bakildiginda CD-206 seviyeleri 24 ve 72 saatlik
inkiibasyonlarda sirasiyla %25.5 ve %34.1 ve CD-23 seviyeleri de sirasiyla, %37.8 ve
%42.0 olarak analiz edilmistir. Sonug olarak M2a polarizasyonu i¢in en yiiksek CD-206
ve CD-23 seviyelerinin elde edilmesini saglayan IL-4+1L-13 25ng/mL konsantrasyonu
72 saatlik inkiibasyon siiresince uygulanmak iizere belirlenmistir.

Sekil 5.7 ve Tablo 5.4’te ki sonuglar ise M2c polarizasyonu igin hidrokortizon
konsantrasyonun ve inkiibasyon siiresinin belirlenmesi i¢in CD-206 ve CD-163
seviyelerinin analizi yapilmigtir. Bu sonuglara gore 1 ve 10 uM hidrokortizon
konsantrasyonlarinin CD-206 seviyeleri sirastyla 24 saat i¢in; %34.1, %32.2 ve 72 saat
i¢in de; %49.6, %44.4 ve CD-163 seviyeleri 24 saat i¢in; %8.5, %35.2, 72 saat i¢in de;
%48.2 ve %46.6 olarak analiz edilmistir. Bu sonuglara gére M2c polarizasyonu igin €n
yiiksek CD-206 ve CD-163 seviyelerinin 1 uM hidrokortizon ve 72 saatlik inkiibasyon
sonunda meydana geldigi belirlenmistir.

Ayrica M0, M1, M2a ve M2c makrofajlart Leica Leica DM invert 151k mikroskobu

ile fotograflanmis ve Sekil 5.8’da gosterilmistir.
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Sekil 5.8. THP-1, THP-/ kékeniz.') makrofaj (M0), M1, M2a ve M2c polaie makrofaj hiicrelerinin 151k

mikroskop goriintiisii (MB:10X).

Makrofajlarin, IFN-y varliginda ve LPS veya TNF-a gibi inflamatuvar uyaranlarla

kombinasyon halinde M1 fenotipine polarize oldugu bir¢ok ¢alismada bildirilmistir
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(Finnin vd., 1999; Verreck vd., 2006; Chanput vd., 2013; Yeung vd., 2015; Yuan vd.,
2015; Zhang vd., 2015). Yeung ve digerlerinin yaptig1 bir ¢alismada THP-1 hiicrelerinin
25 ng/mL IFN-y ve 150 ng/mL LPS ile 24 saat inkiibasyonu sonunda M1
polarizasyonunun gergeklestirildigi (Yeung vd., 2015) ve baska bir ¢alismada da MO
makrofajlarin, M1 fenotipine farklilagmast i¢in 20 ng ml IFN-y + 1 mg/ml LPS ile 24
saatlik inkiibasyona birakildigi (Chanput vd., 2013) bildirilmistir. M2 makrofajlari, farkli
uyaranlar ile M2a ve M2c¢ makrofajlarina polarize edilirler. M2a polarizasyonunun, 1L-4
ve IL-13 sitokinleri ile gerceklestigi bircok ¢alismada bildirilmistir (Stein vd., 1992; de
Waal Malefy vd., 1993; Varin ve Gordon, 2009; Gordon ve Martinez, 2010). Bu
calismalarda kullanilan IL-14 ve IL-13 konsantrasyonlarinin 20-25 ng/mL araliginda ve
24, 48 ve 72 saat inkiibasyon siirelerinde oldugu belirlenmistir (Genin vd., 2015; Smith
vd., 2015; Yeung vd., 2015). M2c makrofajlar1 ise IL-10, TGF-B, glukokortikoidler ile
polarize olmaktadirlar (Foey, 2014; Tu vd., 2017; Huang vd., 2018,). Literatiir galismalar1
sonucunda ozellikle M2c¢ polarize makrofaja ait kisitli sayida literatiir bilgisi oldugu
ayrica yapilan c¢alismalarda THP-1 hiicrelerinin M2c makrofaja farklilastirilmasi
sirasinda IL-10 (20 ng/ml) kullanildig: bildirilmistir (Yuan vd., 2015; Chanput vd., 2013).
Hidrokortizon kullanilarak M2c polarizasyonu yapilan ¢alismaya ise rastlanilmamistir.
Bu yilizden M2c¢ polarizasyonun bir glukokortikoid olan hidrokortizon ile yapilmasi ilk
kez bu tez calismasinda gosterilmistir.
5.1.2.3. THP-1 kokenli makrofaj hiicrelerinin M1, M2a ve M2c polarize alt tiirlerine
farkllastiriimast calismalarinin RT-PCR yontemi ile degerlendirilmesi

Akis sitometri yontemi ile belirlenen MO, M1, M2a ve M2c¢ makrofajlarin
farklilagsmasini1 desteklemek amaciyla bazi genlerin mRNA ekspresyon diizeyleri gergek
zamanl polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) yontemi ile belirlenmistir. Bu yontemde
RNA’dan cDNA sentezi ve kalip cDNA’dan da IL-1 f3, IL-8, 1L-18, CXCL-1, CXCL-3,
CCL-22, CCL-24, TGF-B amplifikasyonu gergeklestirilmistir. Housekeeping gen olarak
GAPDH kullanilmistir. Sonuglar ‘Advenced Relative Quantification’ programi (Software
Release 1.5.0 SP4 version 1.5.0.39) kullanilarak analiz edilmistir. Sonuglar Sekil 5.9’te

gosterilmistir.
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Sekil 5.9. M1 ve M2 (M2a, M2c) polarize makrofaj iligkili genlere ait mRNA ekspresyonlar: (n=3,

ortalamazxstandart sapma, MO makrofaj grubuna gore istatistiksel anlamlilik: p>0.05 fark yok,
p<0.05*, p<0.01**, p<0.001***, p<0.0001****).
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Sekil 5.9. (Devam) M1 ve M2 (M2a, M2c) polarize makrofaj iliskili genlere ait mRNA ekspresyonlari (N=3,
ortalamazxstandart sapma, M0 makrofaj grubuna gére istatistiksel anlamlilik: p>0.05 fark yok,
p<0.05*, p<0.01**, p<0.001***, p<0.0001****),

Tablo 5.5. M1 ve M2 (M2a, M2c) polarize makrofaj iliskili genlere ait mRNA ekspresyonlarinin %
normalize degerleri (M0 makrofaj gen ekspresyonlart %100 kabul edilmistir).

Genler M1 M2a M2c
IL-1B 1282.2 32.7 90.9
IL-8 1191 226.9 45.3
IL-18 1486 19.1 66.8
CXCL-1 259 52.7 235
CXCL-3 139.6 28.2 57.3
TGF-p 202.5 6273.6 1895.5
CCL-22 150 647.6 219.8
CCL-24 42.8 374.75 400.2

Sekil 5.9 ve Tablo 5.5’te goriildiigii gibi, IL-1p, IL-8, IL-18, CXCL-1 ve CXCL-3
MRNA ekspresyon seviyeleri MO makrofaja gore, M1 polarize makrofajda sirasiyla 12.8,
11.9, 14.86, 2.59 ve 1.3 kat arttig1 belirlenirken, ayni genlerin M2a ve M2c polarize
makrofajlarda ise azaldig1 belirlenmistir. M1 polarize makrofajda 6zellikle I1L-1f, IL-8
ve IL-18 ekspresyon seviyerindeki artis MO makrofaja gore istatistiksel olarak anlaml
bulunmustur (p<0.0001****), CXCL-1 ve CXCL-3 ekspresyon seviyelerindeki artislar
ise sirastyla p<0.01** ve p<0.05* olarak belirlenmistir. Calismamizin sonucunda M1
polarize makrofaj belirteci anahtar genler olan IL-1f, IL-8, IL-18, CXCL-1 ve CXCL-3,
MO makrofaja gore artis gostererek M1 polarize makrofaj farklilasmasinin dogrulugunu

desteklemistir. Yine M2 polarize makrofajlara 6zgii olan TGF- B, CCL-22 ve CCL-24
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MRNA ekspresyon seviyeleri MO makrofaja gore, M2a polarize makrofajlarda sirasiyla;
62.7, 6.4, 3.7 ve M2c polarize makrofajlarda sirastyla; 18.9, 2.1, 4.0 kat artis gostermistir.
TGF-B, CCL-22 ve CCL-24 mRNA ekspresyon seviyeleri M2a ve M2c polarize
makrofajlarda istatistiksel olarak Onemli derece anlamli bulunmustur (p<0.05%,
p<0.01**, p<0.001*** ve p<0.0001****). Bu calisma sonucunda MO makrofaja gore,
M2 polarize makrofaj belirteci olan anahtar genler olan TGF-p, CCL-22 ve CCL-24, MO
makrofaja gore artis gostererek, M2 polarizasyonunun gerceklestigini géstermistir.

Bizim bulgularimiza paralel olarak yapilan ¢calismalarda, THP-1 hiicrelerinden MO
makrofaja farklilagmanin ardindan M1 ve M2 polarizasyonun kontrolii sitokinler,
kemokinler (CXCL) ve kemokin ligandlari (CCL) ile belirlenmistir. Kemokin
genlerinden olan CXCL-1, 2 ve 3’iin, M1 polarize makrofajlarda yiiksek oranda eksprese
edildigi bildirilmistir. Ayrica M2 makrofaj polarizasyonu CCL1, CCL16, CCL17,
CCL18, CCL22 ve CCL24 gibi kemokin genlerinin ekspresyonu ile karakterizedir
(Chanput vd., 2013).

IL-1P ve IL-8 kansere bagl kronik enflamasyonda rol oynayan temel sitokinlerdir
(Hwang vd., 2011; Crusz ve Balkwill, 2015). Yapilan bir ¢calismada IL-1 ve IL-8 mMRNA
ekspresyonunun, MO makrofaja gére M1 makrofajda sirasiyla; 250 ve 550 kat artis
gosterdigi, M2a makrofajda ise azaldigi bildirilmistir. CCL-22 mRNA ekspresyonlari ise,
MO makrofaja gore, M2a makrofajda 300 kat artarken, M1 makrofajda ise 12 kat artis
gostermistir (Yeung vd., 2015). Bu bulgu bizim sonuglarimizda da MO makrofaja gore,
CCL-22 mRNA ekspresyonlarinda goriilen M1 makrofajdaki artisi desteklemektedir.
Ayrica bir ¢aligmada IL-8 mRNA eskpresyon diizeylerinde M1 makrofajda M2a
makrofaja gore 4 kat artis bildirilmistir (Bizim ¢alismamizda da 5 kat artmistir) (Chanput
vd., 2013). Ayrica RAW264.7 makrofaj hiicrelerinde yapilan bir ¢caligmada, IL-1p and
IL-18 sitokin seviyeleri ELISA yontemi ile belirlenmis ve M1 makrofajlarda MO
makrofajlara gore 3 kat artig bildirilmistir (Zhang vd., 2018).

TGF-B, bagisiklik hiicreleri {izerinde etkisi genis olan kansere bagli inflamasyonun
onemli bir faktoriidiir, eozinofiller, makrofajlar ve mast hiicrelerinin kemotaksisini
organize eder. Tiimdr mikro ¢evresinde TGF-f iiretimi, tiimdr hiicreleri, fibroblastlar,
makrofajlar, 16kositler ve endotel hiicreleri gibi bir¢ok hiicre tarafindan gerceklestirilir
(Papageorgis ve Stylianopoulos, 2015). TGF-B, biiytimenin inhibisyonundan, apoptozun
indiiklenmesinden, EMT'nin tetiklenmesine kadar uzanan rollere sahip ¢ok fonksiyonlu

bir sitokindir, bu sitokinin ¢esitli kanser hiicrelerinde molekiiler etkilerinin daha fazla
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aragtirilmasi ihtiyacim1 daha da vurgulamaktadir (Dash vd.,2018). Insan monosit
hiicrelerin primer kiiltiire edildigi bir calismada, M1, M2a ve M2c makrofaja
polarizasyonun ardindan, hiicre silipernatantlarindan TGF-f seviyeleri belirlenmis ve
M2a, M2c makrofajlarda, M1 makrofaja gore TGF-B seviyelerinde 2 kat artis
bildirilmistir. Yine ayni ¢alismada IL-1p seviyeleri M1 makrofajda 60 pg/mL olarak
belirlenirken, M2a ve M2c makrofajlarda yaklasik 5 pg/mL olarak bildirilmistir (Yang
vd., 2017).

5.1.3. WST-1 yontemi ile M0 makrofaj, A549 ve CCD-19Lu hiicrelerinde

bortezomib ve ixazomibin sitotoksik etkilerinin belirlenmesi

Ko-kiiltiir deneylerinde kullanilacak olan MO makrofaj hiicrelerinde, bortezomib ve
ixazomibin sitotoksik etkilerini belirlemek amaciyla 6nce THP-1 hiicreleri 100 ng/mL
PMA ile 24 saat inkiibasyona birakilmis daha sonra PMA ’nin etkisinden arindirilmak i¢in
hiicreler 48 saat dinlenme inkiibasyonuna birakilmistir. Sonra THP-1 monosit
hiicrelerinden farklilagtirilmis olan M0 makrofaj hiicrelerinde bortezomib ve ixazomibin
0.001, 0.01, 0.1, 1, 10 ve 100 uM konsantrasyonlarinda, 24 ve 48 saatlik inkiibasyonda
WST-1 yontemi ile sitotoksik etkileri caligilmistir (Sekil 5.10 ve Sekil 5.11).
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Sekil 5.10. MO makrofaj hiicrelerinde bortezomib konsantrasyonlarinin WST-1 yontemine gore hesaplanan
24 ve 48. saatteki % canlilik degerleri ve istatistiksel olarak degerlendirilmesi (kontrol: %0.1
DMSO, n=8, ortalamaztstandart sapma, p>0.05 fark yok, p<0.0001****),
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Sekil 5.11. MO makrofaj hiicrelerinde ixazomib konsantrasyonlarinin WST-1 ydntemine gore hesaplanan
24 ve 48. saatteki % canlilik degerleri ve istatistiksel olarak degerlendirilmesi (kontrol: %0.1
DMSO, n=8, ortalamaztstandart sapma, p>0.05 fark yok, p<0.01**, p<0.0001****),

Bortezomib uygulanan THP-1 kokenli makrofaj (MO) hiicrelerinde % hiicre canlilik
degerleri, kontrole gore 0.001, 0.01, 0.1, 1, 10, 100 uM bortezomib konsantrasyonlarinda
sirasiyla 24. Saatte; 94.83, 83.24, 79.14, 78.45, 76.92, 67.32 ve 48. saatte; 98.23, 81.02,
73.75, 73.13, 70.26, 62.66 olarak hesaplanmistir. Ixazomib uygulanan THP-1 kokenli
makrofaj (MO) hiicrelerinde % canlilik degerleri, kontrole goére 0.001, 0.01, 0.1, 1, 10,
100 uM ixazomib konsantrasyonlarinda sirasiyla 24. saatte; % 97.65, 95.98, 91.75, 88.18,
84.95 8452 ve 48. saatte; %95.46, 93.46, 70.48, 66.10, 62.51, 54.28 olarak
hesaplanmigtir. WST-1 sonuglarina gore, MO makrofaj hiicrelerinde hem 24 hemde 48
saat inkiibasyon siirelerinde bortezomib ve ixazomibin sitotoksik etkileri istatistiksel
olarak belirlendiginde hiicre canliligini1 %50°nin altina diistirmedigi gosterilmistir.

Ko-kiiltiir deneylerinde kullanilacak olan A549 hiicrelerinde, bortezomib ve
ixazomibin sitotoksik etkilerini belirlemek amaciyla WST-1 yontemi, bortezomib ve
ixazomibin 0.001, 0.01, 0.1, 1, 10 ve 100 uM konsantrasyonlarinin 24 ve 48 saatlik
uygulamalari ile gergeklestirilmistir (Sekil 5.12 ve Sekil 5.13).
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Sekil 5.12. 4549 hiicrelerinde bortezomib konsantrasyonlarinin WST-1 yontemine gére hesaplanan 24 ve
48. saatteki % canlilik degerleri ve istatistiksel olarak degerlendirilmesi (kontrol: %0.1
DMSO, n=8, ortalama+tstandart sapma, p>0.05 fark yok, p<0.0001****)

X008 ¢
T TTeeTeTe”

00000000
¢

AVA A A A A AYAAAAYA
)

¢
¢

*>
L)
°
L)
°
*>
L)
.
L)
L)

$.0.0.0.0.0

3

\J
00
00
07070707077

A549 Hiicre Canliligs (%)

4
.0‘0 AIAXX X 0.0‘0.

BAAAAABAAN

X
‘A
I

)
N
)

J‘;é“ St N ’Q%;é\ St N O

Kornsantrasyon (V)

Sekil 5.13. 4549 hiicrelerinde ixazomib konsantrasyonlarinin WST-1 yontemine gore hesaplanan 24 ve 48.
saatteki % canlilik degerleri ve istatistiksel olarak degerlendirilmesi (kontrol: %0.1 DMSO,
n=8, ortalamatstandart sapma, p>0.05 fark yok, p<0.05* p<0.01** p<0.001*** ve
p<<0.0001****),

Bortezomib konsantrasyonlar1 uygulanan A549 hiicrelerinde % hiicre canlilik
degerleri, kontrole gore 0.001, 0.01, 0.1, 1, 10, 100 uM bortezomib konsantrasyonlarinda
sirastyla 24. saatte; %93.23, 86.24, 80.21, 76.99, 70.93, 69.76 ve 48. saatte; % 95.22,
95.05, 49.47, 40.21, 35.78, 30.95 olarak hesaplanmistir. Ixazomib uygulanan A549
hiicrelerinde 24 ve 48. saatteki % hiicre canlilik degerleri, kontrole gore 0.001, 0.01, 0.1,
1, 10, 100 uM ixazomib konsantrasyonlarinda sirasiyla 24. saatte; %95.61, 93.48, 90.36,
87.81, 81.12, 78.53 ve 48. saatte; %91.81, 87.41, 74.49, 54.09, 42.29, 28.14 olarak

hesaplanmistir. Sekil 5.12 ve 5.13’te gorildiigii gibi, bortezomib ve ixazomib
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konsantrasyonlarinin 48 saatlik inkiibasyon siireleri sonununda, A549 hiicre canliligini
%350’nin altina indirdigi goriilmektedir.

Bu tez calismasinda, CCD-19Lu saglikli insan akciger hiicreleri kullanilarak
bortezomib ve ixazomibin sitotoksik etkileri saglikli bir hiicre hattinda da arastirilmistir.
Bu nedenle, saglikli akciger hiicrelerinde bortezomib ve ixazomibin 0.001, 0.01, 0.1, 1,
10 ve 100 uM konsantrasyonlarinin 24 ve 48 saatlik inkiibasyonlar1 sonunda hiicre
proliferasyonu iizerine etkileri WST-1 yontemi ile arastirilmistir (Sekil 5.14 ve Sekil
5.15).
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Sekil 5.14. CCD-19Lu saghkl akciger hiicrelerinde bortezomib konsantrasyonlarimin WST-1 yontemine
gore hesaplanan 24 ve 48. saatteki % canlilik degerleri ve istatistiksel olarak degerlendirilmesi

(kontrol: %0.1 DMSO, n=8, ortalamatstandart sapma, p=>0.05 fark yok, p<0.0001****),
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Sekil 5.15. CCD-19Lu saghikli akciger hiicrelerinde ixazomib konsantrasyonlarinin WST-1 yéntemine gore
hesaplanan 24 ve 48. saatteki % canlilik degerleri ve istatistiksel olarak degerlendirilmesi
(kontrol: %0.1 DMSO, n=8, ortalamatstandart sapma, p=>0.05 fark yok, p<0.01**,
p<0.0001****),
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Bortezomib konsantrasyonlart uygulanan CCD-19Lu saglikli akciger hiicrelerinde
% hiicre canlilik degerleri, kontrole gore 0.001, 0.01, 0.1, 1, 10, 100 uM bortezomib
konsantrasyonlarinda sirasiyla 24. saatte; %96.95, 95.82, 78.70, 66.28, 53.66, 49.16 ve
48. saatte; %96.35, 92.30, 77.41, 48.97, 39.55, 28.96 olarak hesaplanmustir. Ixazomib
konsantrasyonlari uygulanan A549 hiicrelerinde % hiicre canlilik degerleri, kontrole gore
0.001, 0.01, 0.1, 1, 10, 100 uM ixazomib konsantrasyonlarinda sirasiyla 24. saatte;
%81.71, 70.96, 61.88, 59.92, 57.66, 55.50 ve 48. saatte; %97.17, 92.77, 86.68, 77.19,
55.51, 41.23 olarak hesaplanmistir. Sekil 5.14 ve 5.15’te goriildiigii gibi, bortezomib ve
ixazomibin CCD-19Lu hiicrelerinde hiicre canliligi1  %50’nin altina indirdigi
konsantrasyonlarin ozellikle 48 saatlik inkiibasyonda A549 hiicrelerine gore yiiksek
konsantrasyonlarda oldugu goriilmektedir.

Proteozom inhibitorleri, proteozomlarin fonksiyonlarmni inhibe eder, protein
yapimini gii¢lestirir ve ¢oklu sinyal iletimini engellerler. Sinyal iletimi kesilince kanserli
hiicreler 6liir ve tliimoriin biiytimesi baskilanir (Kupperman vd., 2010; Engiir vd., 2016;
Engiir ve Dikmen, 2017). THP-1 kokenli MO makrofaj hiicrelerinde bortezomib ya da
ixazomib uygulamasina iliskin literatiir bilgisine rastlanmamistir. Sadece THP-1
hiicreleri ve bortezomibin kullanildigi ¢ok kisitli sayida in vitro ¢alisma mevcuttur.
Yapilan bir ¢alismada, THP-1 hiicrelerinde bortezomibin 0-1000 nM konsantrasyon
uygulmasinda hiicre canliliginin kontrole gore %80’in altina diismedigi belirlenmistir
(Choy vd., 2015). Yapilan baska bir hiicre canliligini belirleme ¢alismasinda ise 50 nM
bortezomib konsantrasyonunun hiicre canliligini %50°nin altina indirmedigi bildirilmistir
(Chu vd., 2017). Ayrica yine bortezomib ile yapilan baska bir ¢calismada, primer monosit
hiicrelerinde MTT yontemi ile hiicre canlilig1 belirlenmis ve bortezomibin 400 nM (0.4
uM) konsantrasyon uygulamasinda (4 saatlik inkiibasyon) canlilig1 kontrole gore yaklasik
ylizde 50’nin altina diisiirdiigii ve ICso konsantrasyonunun 274.0 = 3.6 nM oldugu
bildirilmistir (Liu vd., 2019). Bu sonuglar bizim WST-1 sonuglarimiz ile paralellik
gostermektedir.

Caligmamizda da bortezomib ve ixazomib zaman ve konsantrasyona bagimli olarak
A549 akciger kanseri hiicrelerinde antiproliferatif etkiler meydana getirmistir. Bir
caligmada A549 hiicrelerinde 10 nM (0.01 uM) bortezomibin % hiicre canliligini 24.
saatte kontrol grubuna gore %80 azalttigi belirlenmistir (Shulepko vd., 2020). Bizim
bulgularimiza paralel olarak, MTT yontemiyle hiicre canliliginin belirlendigi bir

calismada bortezomibin A549 hiicre canliligin1 belirlemek i¢in 1.25-20 pM
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konsantrasyon araliklar1 secilmis ve kontrole gore hiicre canliliginin konsantrasyona bagl
olarak azaldigi belirlenmistir (Wang vd., 2019). Bugiine kadar A549 hiicrelerinde
ixazomib uygulamasina iliskin herhangi bir in vitro literatiir bilgisi bulunamamustir.
Ancak yapilan bir ¢alismada A375 (akciger), H460 (akciger), HCT-116 (kolon) ve HT-
29 (kolon) hiicrelerinde ixazominin {istiin sitotoksik aktivite gosterdigi (Kupperman vd.,
2010) ve ixazomibin 20S proteozom ayrisma yari omriiniin bortezomibten daha kisa
olmas1 (6 kat daha hizlidir) bu yiizden doku dagiliminda bortezomibe gore avantajli
oldugu bildirilmistir (Kupperman vd., 2010; Chauhan vd., 2011)

Calismamizda bortezomib ve ixazomibin CCD-19Lu hiicrelerinde hiicre canliligini
%350’nin altina indirdigi konsantrasyonlarin 6zellikle 48 saatlik inkiibasyonda A549
hiicrelerine gore yiiksek konsantrasyonlarda oldugu goriilmektedir. Yapilan literatiir
taramalarinda CCD-19Lu hiicrelerinde bortezomib ya da ixazomibin ¢aligildig literatiire
rastlanilmamistir. Ancak baska tip saglikli hiicre hatti kullanan benzer caligmalar
incelenmistir. Saglikli insan alveolar epitel hiicre hatlarinda yapilan bir ¢alismada
bortezomib konsantrasyonlar1 10-100 nM konsantrasyon araliginda 72 saat uygulanmis
ve hiicre canliligini 50-100 nM araliginda kontrole gore %50 inhibe ettigi bildirilmistir
(Semren vd., 2015). Yine bortezomib ile yapilan bir ¢alismada, 1.929 fibroblast hiicre
hattinda, MTT yontemi ile hiicre canlilig1 belirlenmis ve 6000 nM (6 uM) konsantrasyon
uygulamasinda (4 saatlik inkiibasyon) canlilig1 kontrole gore yaklasik ylizde 50°nin altina
diisiirdiigii bildirilmistir (Liu vd., 2019).

5.1.4. Ger¢ek zamanh hiicre analiz sistemi (RTCA DP) kullamlarak hiicre
proliferasyonlarinin degerlendirilmesi

Gergek zamanl hiicre analiz sisteminde hiicre proliferasyonunun analizi i¢cin WST-
1 yontemi ile belirledigimiz bortezomib ve ixazomib konsantrasyonlar1 (0.001, 0.01, 0.1,
1 ve 10 uM) A549 ve CCD-19Lu hiicreleri bulunan E-plaka kuyucuklarma 100 pL
medyum i¢inde uygulanmistir. Konsantrasyon uygulamasindan 48 saat sonra (toplamda
72 saat sonra) cihaz tamamen durdurulmus ve analiz asamasina gegcilmistir. RTCA DP ile
elde edilen hiicre indeks degerlerine gore bortezomib ve ixazomib i¢in A549 ve CCD-
19Lu hiicrelerinin 1Cso degerleri RTCA DP Software 1.2.1 programi kullanilarak
hesaplanmistir (Sekil 5.16, 5.17, 5.18, 5.19, 5.20, 5.21, 5.22, 5.23, Tablo 5.6).
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Sekil 5.16. Bortezomib konsantrasyonlarmin 48 saatlik A549 hiicre proliferasyon egrileri (sari ok:

konsantrasyon uygulamasi, n=6, ortalamatstandart sapma).

1.5000 Curve Data Calculation Results =
i Cuvel
Compound Name Bortezamib
Time 72400
1 2000 Wells 42820202 AFBACIOIL
~ Ics0 A535TE M

\ Sguare R 9.9934E1
0.9000

0.6000 \ =
S\
0.3000

0.0000
-10.00 800 -a.00 -7.00 -6.00 -500 -4

Mormalized Cell Index

Log of cancentration (W)

Sekil 5.17. RTCA DP sisteminde bortezomibin A549 hiicrelerinde 48. saatteki hiicre indeks degerlerine
gore ICsy degerinin hesaplandigi konsantrasyon-hiicre indeksi egrisi (ICso: 45 nM).
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Sekil 5.18. Ixazomib konsantrasyonlarinin 48 saatlik A549 hiicre proliferasyon egrileri (sart ok:

konsantrasyon uygulamasi, n=6, ortalamaxstandart sapmay).
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Sekil 5.19. RTCA DP sisteminde ixazomibin 4549 hiicrelerinde 48. saatteki hiicre indeks degerlerine gore
I1Cs0 degerinin hesaplandigi konsantrasyon- hiicre indeksi egrisi (ICso: 2 uM).
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Sekil 5.20. Bortezomib konsantrasyonlarmin 48 saatlik CCD-19Lu hiicre proliferasyon egrileri (sart ok:

konsantrasyon uygulamasi, n=6, ortalamazstandart sapmay).
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Sekil 5.21. RTCA DP sisteminde bortezomibin CCD-19Lu hiicrelerinde 48. saatteki hiicre indeks
degerlerine gore ICso degerinin hesaplandigi konsantrasyon-hiicre indeksi egrisi (ICso: 160

nM).

63



1.3
11 =Ml S .
e Z
@ s N N N
Z o3 OO O SO TP ]
= i @ Kontrol (%0.1 DMSO)
3 ¥ @b 1 oM Ixazomib 5
= ] 10 nM Ixazomib i
E ns Q g
= & 100 oM Fxazomib :

03 .. 4 1 pM Ixazomib e
. 10 oM Ixazomib

01 e e ................................................

04 Eaaaaaiw TR [T AR | IR AR | IR [ IR P i

Tirne (in Hour)

Sekil 5.22. Ixazomib konsantrasyonlarimn 48 saatlik CCD-19Lu hiicre proliferasyon egrileri (sart ok:

konsantrasyon uygulamast,

n=6, ortalamatstandart sapma).

Curve Dsts | Coboulban flendts
i

i Hame  mazomd

Log

12000 |
140005 : T @
4 AABACADL ATRRTNISE
1 0o 5 F5E4E £
% TUTED
= D S00 w
O om0 2
= |
[ 5
-] \
E oo
= \
o \\-‘-H_
0 400K m———
D200
-Abbg e B0 208 £i0 A0 A1

il concertranon (M)

Sekil 5.23. RTCA DP sisteminde ixazomibin CCD-19Lu hiicrelerinde 48. saatteki hiicre indeks degerlerine

gore ICso degerinin hesaplandigi konsantrasyon- hiicre indeksi egrisi (ICso: 10uM).

Sekil 5.16, 5.18, 5.20 ve 5.22’te A549 ve CCC-19LU hiicrelerinde bortezomib ve

ixazomib konsantrasyonlarinin antiproliferatif etkileri, ger¢ek zamanl (saat basi veri

alimmigtir) olarak goriilmektedir. Sekil 5.17, 5.19, 5.21, 5.23’te ve Tablo 5.6’de RTCA

DP Software 1.2.1 programi kullanilarak konsantrasyon- hiicre indeksi egrileri sonucu

hesaplanan ICsg degerleri gosterilmistir. Bortezomibin AS549 hiicrelerinde 48. saatte ICso

degeri; 45 nM (Sekil 5.17), ixazomibin ise 2 uM (Sekil 5.19) olarak hesaplanmustir.

CCD-19Lu saglikl1 akciger hiicrelerinde ICso degerleri bortezomib igin; 160 nM (Sekil

5.21) ve ixazomib i¢in 10 uM olarak belirlenmistir (Sekil 5.23).
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Tablo 5.6. Bortezomib ve ixazomibin A549 ve CCD-19Lu hiicrelerinde ger¢ek zamanli hiicre analiz sistemi

ile belirlenen 48. saat ICsy degerleri.

ICs0 Konsantrasyonlar: Bortezomib ixazomib
A549 45 nM 2 uM
CCD-19Lu 160 nM 10 uM

Bu sonuglara gére bortezomib ve ixazomib i¢in; A549 akciger kanseri hiicrelerinde
belirlenen 1Csp degerinin, CCD-19Lu hiicrelerinde belirlenen ICso degerlerine gore daha
disik oldugu bulunmustur. Boylece uygulanacak bortezomib ve ixazomib
konsantrasyonlarinin CCD-19Lu hiicrelerinde, A549 hiicrelerinde oldugu kadar toksik
etki olusturmadigi da belirlenmistir.

A549 hiicreleri, ger¢cek zamanli hiicre analiz sistemine uygun bir hiicre hattidir ve
E-plakalara ekilmesinin ardindan 24 saat i¢cinde gerekli cell indeks degerlerine ulastigi
daha 6nceki calismalarimiz ile belirlenmistir (Ozkay vd., 2016; Dikmen vd., 2020). A549
hiicrelerinde bortezomibin bu yontemle belirlenen, ICso konsantrasyon caligsmalari
bulunmamaktadir. Diger yontemler (MTT ve koloni olusum yontemleri gibi) kullanilarak
belirlenen ICso konsantrasyonlarina iligkili caligmalar 6zetlenmistir; A549 hiicrelerinde
bortezomibin 48 saatlik inkiibasyon sonunda ICsp konsantrasyonu; MTT yontemi ve
Calcusyn analiz program ile hesaplanmis ve 7.8 nM olarak belirlenmistir (Hanke vd.,
2018). Baska bir caligmada, A549 hiicrelerinde bortezomibin 96 saatlik inkiibasyonu
sonunda hiicre biiylimesini inhibe edici etkilerinin agar koloni olusum yontemi ile
arastirildigi ve ICso konsantrasyonu doz-yanit egrisi ile hesaplanarak 15 nM olarak
belirlendigi bildirilmistir (Cascone vd., 2008). Kiictlik hiicreli olmayan akciger kanseri
hiicreleri ile yapilan bir ¢aligmada, H292, H460, H1299, H322, A549, H1703 ve SW1573
hiicrelerinde bortezomin’in 72 saatlik inkiibasyonu sonunda SigmaPlot programi ile
hesaplanan 1Cso konsantrasyonlar1 sirasiyla; 83, 69, 61, 49, 29, 8 ve 5 nM olarak
belirlenmistir (Voortman vd., 2007). Son olarak MTT yo6ntemi ile belirlenen ve A549
hiicrelerinin  bortezomibin 24 saatlik inkiibasyonu sonucunda Microsoft Excel
kullanilarak hesaplanan I1Cso degeri 751.07 + 37.89 nM olarak bildirilmistir (Sahoo vd.,
2020).

Bugiine kadar A549 hiicrelerinde ixazomib, CCL-19Lu hiicrelerinde ise hem
bortezomib hemde ixazomib uygulamalarina iliskin herhangi bir literatiir bilgisi

bulunamamistir. Yapilan bir ¢caligmada kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri hiicrelerinde
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(primer hiicre) koloni olusum yontemi ile ixazomibin ICso konsantrasyonlar1 belirlenmis ve
hiicre hattina bagl olarak 34-272 nM araliginda oldugu rapor edilmistir (Chattopadhyay vd.,
2015).

5.1.5. Ko-Kkiiltiir ¢alismalarinin degerlendirilmesi

5.1.5.1. Gergek zamanl hiicre analiz sisteminde M1, M2a ve M2c polarize makrofaj ve

A549 ko-kiiltiir ortamlarinda hiicre proliferasyonunun degerlendirilmesi

Proliferasyon c¢alismasinda 16 kuyucuklu E-plaka insert kullanilmigtir. Tablo
4.2°de gosterilen ko-kiiltiir gruplarinda AS549 hiicrelerinin  proleferasyonunun
belirlenmesi amaciyla THP-1 hiicreleri insert boliimiine ekilmis ve gerekli farklilagsma
siirelerinde M1, M2a ve M2c makrofajlara polarizasyonlar1 gerceklestirilmistir. Daha
sonra A549 hiicreleri alt alic1 E-plate’e ekildikten sonra cihaz programi baglatilmis ve 1
giin siireyle beklenmistir. Daha sonra E-plate insert i¢inde bulunan ve ko-kiiltiir siirecine
hazir olan makrofajlar ile A549 hiicrleri birlestirilerek RTCA DP cihazi tekrar baglatilmig
ve gercek zamanli olarak Olgiim alinmistir. Sekil 5.24 ve 5.25°’te M1, M2a ve M2c
polarize makrofajlarin A549 hiicre proliferasyonuna direkt etkileri aragtirilmistir. RTCA
DP ile elde edilen hiicre indeks degerlerine gore gruplarin proliferasyon slope grafikleri
RTCA DP Software 1.2.1 programi kullanilarak ¢izilmistir. Sonuglar Sekil 5.24, 5.25,
5.26, 5.27, 5.28, 5.29, 5.30 ve 5.31’de goriilmektedir.
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ekil 5.24. A549 kontrol ve E-plate insert kullanilarak A549 ve M1, M2a ve M2c polarize makrofa hiicreleri
P p

ile olusturulan ko-kiiltiir modellerinin gercek zamanli hiicre analiz sisteminde belirlenen

proliferasyon egrileri (sart ok: A549 ve makrofajlarin birlestirilmesi, Nn=6, ortalamazstandart

sapma).
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Sekil 5.25. Ger¢ek zamanl hiicre analiz sistemi ile belirlenen 48. saat cell indeks degerlerine gore ¢izilen
slope grafigi ve istatistiksel olarak degerlendirilmesi (n=6, ortalamaxstandart sapma,
p<0.05*, p<0.0001****),

Sekil 5.24 ve 5.25’te A549 tekli kontrol grubuna gore, A549 ve M1, M2a ve M2c
polarize makrofaj ko-kiiltiir gruplarinda, A549 hiicre proliferasyonlar1 karsilastirilmistir.
Bu sonuglara gore Sekil 5.25’te verilen istatistiksel degerlendirmelere gére, M2c polarize
makrofajin A549 hiicrelerinde fark olusturacak derecede anti-proliferatif etki yapmadigi
M2a’nin ise proliferasyonu azalttigi belirlenmistir (p<0.05*). M1 polarize makrofajlarin
ise A549 hiicrelerinde 6nemli derecede (p<0.0001****) anti-proliferatif etki meydana

getirmistir.

T R e e e e AEEEs !

® 4549 Kontl e e e e

15| @ A549+M1 Makrofsi
& A549+M1 Bortezomib
8 A549+M1 Ixazomib

09

Morrmalized Cell Index

L L L
on 11.0 220 330 44.0 550 BG.0 770

Tirne {in Hour)

Sekil 5.26. A549 ve M1 polarize makrofaj ko-kiiltiir modelinde bortezomib (ICso.45 nM) ve ixazomib (I1Cso:
2 uM) konsantrasyonlarmin ger¢ek zamanl hiicre analiz sistemi ile belirlenen proliferasyon

egrileri (sar1 ok: konsantrasyon uygulamasi, N\=6, ortalamaxstandart sapma).
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Sekil 5.27. Gergek zamanli hiicre analiz sistemi ile belirlenen 48. saat hiicre indeks degerlerine gore ¢izilen
slope grafigi ve istatistiksel olarak degerlendirilmesi (n=6, ortalamatstandart sapma,

p<0.0001****),

Sekil 5.26 ve 5.27°de hem A549 tekli kontrol hem de M1 polarize makrofaj+A549
ko-kiiltiir grubuna gore, bortezomib ve ixazomibin 1Cso konsantrasyonlar ile 48 saat
inkiibe edilen Ab549+M1 makrofaj ko-kiiltiir gruplarinda A549 hiicrelerinin

proliferasyonu 6nemli derecede azalmistir (p<0.0001****),
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Sekil 5.28. A549 ve M2a polarize makrofaj ko-kiiltiir modelinde bortezomib (ICso: 45 nM) ve ixazomib
(ICso: 2 uM) konsantrasyonlarimin gercek zamanl hiicre analiz sistemi ile belirlenen

proliferasyon egrileri (sari ok: konsantrasyon uygulamasi, N=6, ortalamaztstandart sapma).
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Sekil 5.29. Ger¢ek zamanli hiicre analiz sistemi ile belirlenen 48. saat hiicre indeks degerlerine gore ¢izilen
slope grafigi ve istatistiksel olarak degerlendirilmesi (n=6, ortalamaxstandart sapma,

p<0.0001****),

Sekil 5.28 ve 5.29°da hem A549 tekli kontrol hemde M2a polarize makrofaj+A549
ko-kiiltiir grubuna gore, bortezomib ve ixazomibin 1Cso konsantrasyonlari ile 48 saat
inkiibe edilen A549+M2a makrofaj ko-kiiltir gruplarinda AS549 hiicrelerinin

proliferasyonu 6nemli derecede azalmistir (p<0.0001****).
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Sekil 5.30. A549 ve M2c polarize makrofaj ko-kiiltiir modelinde bortezomib (ICso:45 nM) ve ixazomib
(ICs0: 2 uM) konsantrasyonlarimin gercek zamanl hiicre analiz sistemi ile belirlenen

proliferasyon egrileri (sari ok: konsantrasyon uygulmasi, N\=6, ortalamaxstandart sapma).
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Sekil 5.31. Gergek zamanli hiicre analiz sistemi ile belirlenen 48. saat hiicre indeks degerlerine gore ¢izilen

slope grafigi ve istatistiksel olarak degerlendirilmesi (n=6, ortalamatstandart sapma,

p<0.01**, p<0.001***).

Sekil 5.30 ve 5.31°de hem A549 tekli kontrol hemde M2c polarize makrofaj+A549
ko-kiiltiir grubuna gore, bortezomib ve ixazomibin ICso konsantrasyonlari ile 48 saat
inkiibe edilen A549+M2c makrofaj ko-kiiltir gruplarinda A549 hiicrelerinin
proliferasyonu 6nemli derecede azalmistir (p<0.01** ve p<0.001***).

Timor iliskili makrofajlarla etkilesimin, kanser hiicrelerinin proliferasyonunu ve
kemoterapi ajanlarina duyarliliklarini degistirebildigini kanitlamistir. Timor ¢evresinde
bulunan farkli makrofaj alt-tipleri (M1, M2a ve M2c gibi), hiicre proliferasyonunu farkli
sekilde etkiledigi agiklanmistir (Yuan vd., 2015). M1 makrofajlarin, tiimér biiylimesine
ve anjiyogenezin baskilanmasina katkida bulundugu ve tiimoriin kemoterapi ajanlara
duyarliliklarini arttirdigi, M2 polarize makrofajlarin ise timor bitytimesini ve ilerlemesini
destekledigi rapor edilmistir (Genin vd., 2015; Yuan vd., 2015; Zhang vd., 2018).

Literatiirde, gergek zamanl hiicre analiz sistemi ile yapilan benzer bir ¢aligmaya
rastlanmamistir. Calismamizda A549 hiicrelerinin M1, M2a ve M2c polarize makrofaj
hiicreleri ile ko-kiiltiriinde kullanilan, E-plate insert sayesinde ayni kiiltiir ortaminda
bulunmasi ve proliferasyonunun gercek zamanl olarak 6lgiilmesi sayesinde sonuglarimiz
daha hassas olarak belirlenmistir. A549 hiicreleri ce M1, M2a ve M2c makrofaj ko-
kiiltiirlerinde bortezomib ve ixazomibin anti-proliferatif etkileri ilk kez bu tez
calismasinda arastirilmistir. Calismamizda 6zellikle A549 ile M1 makrofaj ko-kiiltiir
grubunda bortezomib ve ixazomibin anti-prolifreatif etkisinin daha yiiksek oldugu
belirlenmistir. Bulgularimiza paralel olarak yapilan bir ¢alismada, A549 hiicreleri ile M1,
M?2a ve M2c makrofajlarindan alinan kiiltiir medyumlar1 5 giin boyunca inkiibe edilmis

ve daha sonra A549 hiicre canliligin1 ve proliferasyonunu belirlemek amaciyla hiicre
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sayim ve MTT yontemleri kullanilmistir. Sonuglar, M1 polarize makrofajin A549
kontrole gore hiicre canliligini azalttigimi (*P <0.05) bildirilmistir. M2a ve M2c
makrofajda ise A549 kontrol grubuna gore istatistiksel anlamlilik goriilmemistir (Yuan
vd., 2015).

Literatiirde A549 hiicreleri ile M1 makrofaj ko-kiiltiirlinde etkinligi bilinen
sisplatin, etoposid gibi ilaglarin, antiproliferatif etkilerinin ve duyarliligmin arttig
bildirilen ¢aligsmalar bizim bulgularimiz ile paralellik gostermektedir (Genin vd., 2015;
Yuan vd., 2015). Ayrica literatiirde bulgularimizi destekleyecek nitelikte, insan retinal
pigment epitel hiicrelerinde (H-RPE) yapilan bir ¢alismada, bortezomibin TGF-f ile
indiiklenen hiicre proliferasyonunu (M2a/M2c polarize makrofaj ko-kiiltiire benzer etki)

inhibe ettigini gosteren bir ¢aligma da mevcuttur (Moon vd., 2017).
5.1.5.2. Akig sitometride annexin V-PI yéntemi ile apoptotik etkinin degerlendirilmesi

A549 hiicreleri ile tekli kiltir ve makrofaj ile ko-kiiltir modelinin
olusturulmasindan sonra bortezomib (ICso: 45nM) ve ixazomib (ICso: 2uM)
konsantrasyonlart A549 hiicrelerine uygulanmistir. Daha sonra plakalar 48 saatlik
inkiibasyonlara birakilmstir. Inkiibasyon siireleri sonunda herbir gruba ait A549 hiicreleri
kaldirilarak, ‘‘Annexin-V Fitc Apoptosis Detection Kit (Katalog no: 556547, BD)”’
protokolii uygulanmistir. Daha sonra ornekler akis sitometri cihazinda (Accuri C6, BD)

Olgiilerek analiz edilmistir. Sonuglar Sekil 5.32, 5.33 ve Tablo 5.7°da verilmistir.
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Sekil 5.32. 4549 hiicrelerinde tekli ve makrofaj (M1, M2a ve M2c) ko-kiiltiir gruplarinda bortezomib (ICso:

45 nM) ve ixazomibin (ICso: 2 uM) apoptotik etkilerinin akis sitometride belirlenmesi.
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Sekil 5.32. (Devam) A549 hiicrelerinde tekli ve makrofaj (M1, M2a ve M2c) ko-kiiltiir gruplarinda

bortezomib (1Cs0:45 nM) ve ixazomibin (ICso: 2 uM) apoptotik etkilerinin akis sitometride

belirlenmesi.
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Tablo 5.7. A549 hiicrelerinde tekli ve makrofaj ile ko-kiiltiir gruplarmda bortezomib (ICso: 45 nM) ve
ixazomibin (1Cso: 2 uM) Annexin-PI Apoptoz Sonug¢lart (%).

Canh Nekrotik Erken Geg Toplam
Gruplar hiicre %  hiicre%  Apoptotik Apoptotik  Apoptotik
hiicre % hiicre % Hiicre %
A549 Kontrol 92.3 15 2.0 4.2 6.2
Ab49 Bortezomib 60.5 0.9 24.4 141 38.5
A549 ixazomib 62.4 5.7 16.0 15.9 31.9
M1 +A549 Kontrol 90.5 0.6 4.6 4.3 8.9
M1 +Ab49 Bortezom 42.6 16.8 13.3 27.3 40.6
M1 +Ab549 Ixazomib 33.7 21.8 13.4 31.1 445
M2a +A549 Kontrol 90.8 1.4 2.9 5.0 7.9
M2a +A549 Bortezomib 71.1 4.2 8.6 16.1 24.7
M2a +A549 Ixazomib 51.0 8.7 135 26.8 40.3
M2c +A549 Kontrol 91.8 0.8 3.4 4.1 75
M2c +A549 Bortezomib 70.3 2.1 12.9 14.8 27.7
M2c +A549 Ixazomib 48.3 104 14.1 27.2 41.3
@ A549 Kontrd
5 &5 A549 Bort
g B3 A9 a
: R M1+HA549 Kont
0O =3 MI1+A549 Bort
3 VH+AS9 ba
§ @l VP=2+A549 Kont
: NRa+A549 Bort
¥ ED NVeatAS9 ba
; VRcHAS49 Kot
NMPc+AS549 Bort
VPc+HABA9 ba
°\°

Sekil 5.33. 4549 hiicrelerinde tekli ve makrofaj ko-kiiltiir gruplarinda bortezomib (ICso: 45 nM) ve
ixazomibin (1Cso: 2 uM), A549 kontrol grubuna gére toplam apoptotik hiicre oliimii yiizdesi ve
istatistiksel olarak degerlendirilmesi (kontrol: %0.1 DMSO, n=3, ortalamatstandart sapma,
p>0.05, p<0.0001****),

Sekil 5.32, 5.33 ve Tablo 5.7 de goriildigii gibi bortezomib ve ixazomibin toplam
apoptotik etkisi (erken apoptoz+ge¢ apoptoz) hem tekli kiiltiir hemde M1, M2a ve M2c

polarize makrofajlar ile olusturulan ko-kiiltiir gruplarinda artis gostermistir. En fazla

73



nekrotik hiicre 6liimiiniin kontrole gére, M1 polariza makrofaj ko-kiiltiir grubunda oldugu
belirlenmis olup, M1 makrofaj + A549 bortezomib ve M1 makrofaj + A549 ixazomib
gruplarinda sirasiyla %16.8 ve %21.8 olarak analiz edilmistir. En fazla apoptotik hiicre
oliimii, ko-kiiltir M1 polarize makrofaj bortezomib ve ixazomib gruplarinda oldugu
belirlenmistir. M1 makrofaj + A549 bortezomib ve M1 makrofaj + A549 ixazomib
gruplarinda sirasiyla toplam apoptotik yiizde %40.6 ve %44.5 olarak hesaplanmistir.
Tekli kiiltiir grubunun A549+bortezomib ve A549+ixazomib gruplarinda toplam yiizde
apoptotik oranlari sirastyla; %38.5 ve %31.9 olarak belirlenmistir. M2a ve M2c polarize
ko-kiiltiir gruplarinda M1 polarize makrofaj ko-kiiltiir gruplarina gore, nekrotik hiicre
oliimiine benzer sekilde apoptotik hiicre 6liimiinde de azalma belirlenmistir. Bortezomib
(ICso: 45 nM) ve ixazomib (ICso: 2 uM) konsantrasyonu uygulanan tiim gruplar, A549
kontrol grubuna gore toplam apoptotik hiicre 6liim yilizdesine bakimindan anlaml
(p<0.0001****) bulunmuslardir.

Bortezomib ve ixazomibin apoptotik etkileri karsilagtirildiginda, ixazomibin A549
hiicrelerinde ko-kiiltiir gruplarinda toplam apoptotik hiicre oraninin bortezomibe gore
daha yiiksek oldugu M1 Makrofaj + A549 ixazomib, M2a Makrofaj + A549 ixazomib ve
M2c Makrofaj + A549 ixazomib gruplarinda sirasiyla; %44.5, %40.3, %41.3 bulunmus
olup, ixazomibin apoptotik hiicre o6limiine etkisinin, makrofajlarin farkli polarize
durumlarindan etkilenmedigi belirlenmistir.

A549 hiicreleri ve M1, M2a ve M2c makrofaj ko-kiiltiir gruplarinda (ilag
uygulamasi yapilmayan) erken apoptoz sonuglarinda A549 kontrole gore, A549 + M1
makrofaj grubunda 2 kat artig belirlenirken, A549 + M2a ve A549 + M2c grubunda kat
artist bulunamamistir. Bu sonuclarimiza paralel olarak Yuan ve digerlerinin yaptig
caligmada, polarize makrofajlarin A549 hiicreleri tizerindeki apoptotik etkileri Annexin-
PI akis sitometri yontemi ile arastirilmis ve A549 kontrol, A549 + M1 makrofaj, A549 +
M2 makrofaj ve A549+M2c¢ makrofaj erken apoptoz yiizdeleri sirasiyla; 1.1, 15.06, 6.0
ve 1.5 olarak bildirilmistir (Yuan vd., 2015).

Apoptoz hiicre-i¢i ve hiicre-dis1 yolaklar tarafindan aktiflesen ve bir¢cok protein
tarafindan regiile edilen, kontrollii ve programli bir hiicre Oliimiidiir (Raff, 1998).
Proteozom inhibitorlerinin, kanser hiicrelerinde apoptoza neden olduklari 6nceki
calismalarda bildirilmistir (Dutaud vd., 2002; Chauhan vd., 2011). Annexin V-PI
sonuglarimiza gore, bortezomib ve ixazomibin ICsp konsantrasyonlarmin A549 tekli

kiiltiir grubunda, kontrole gore apoptotik etkilerinin istatistiksel olarak ayni oldugu
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belirlenmistir. Bortezomibin AS549 hiicreleri iizerinde apoptotik etkisi Onceki
calismalarda arastirilmistir ve sonuglar bizim bulgularimiz ile paraleldir. Cascone ve
digerlerinin yaptig1 bir ¢alismada 25 nM bortezomib konsantrasyonu ile 48 saat inkiibe
edilen A549 hiicrelerinde, akis sitometride belirlenen apoptotik yiizdesi kontrole 6 kat
artis gdstermistir (Cascone vd., 2008). ixazomib’in A549 hiicrelerinde apoptotik etkisini
arastirildigi ¢alismaya rastlanmamis fakat bir¢ok solid tiimdr hiicre hatlarinda (kolon,
prostat, hepatoseliiler karsinom hiicreleri) apoptotik etkileri oldugu bildirimistir (Wei vd.,

2014; Engiir ve Dikmen, 2017; Augello vd., 2018)
5.1.5.3. Akig sitometride kaspaz-3 aktivasyonu ile apoptotik etkinin degerlendirilmesi

A549 hiicreleri ile tekli kiiltir ve makrofaj ile ko-kiiltir modelinin
olusturulmasindan sonra bortezomib (ICso: 45 nM) ve ixazomibin (ICso: 2 uM)
konsantrasyonlart A549 hiicrelerine uygulanmistir. Daha sonra hiicreler 48 saatlik
inkiibasyonlara birakilmstir. Inkiibasyon siireleri sonunda herbir gruba ait A549 hiicreleri
kaldirilarak, kaspaz-3 aktivasyonun belirlenmesi amaciyla ‘PE Active Caspase-3
Apoptosis Kit (Katalog no: 550914, BD)’ protokolii uygulanmistir. Daha sonra 6rnekler
akis sitometri cihazinda (Accuri C6, BD) ol¢iilerek analiz edilmistir. Sonuglar Sekil 5.34,

5.35 ve Tablo 5.8’da verilmistir.
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Sekil 5.34. 4549 hiicrelerinde tekli ve makrofaj (M1, M2a ve M2c) ko-kiiltiir gruplarinda bortezomib

(I1Cs0:45 nM) ve ixazomibin (ICso: 2 uM) kaspaz-3 seviyelerinin akis sitometride belirlenmesi.
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Sekil 5.34. (Devam) A549 hiicrelerinde tekli ve makrofaj (M1, M2a ve M2c) ko-kiiltiir gruplarinda
bortezomib ve ixazomibin kaspaz-3 seviyelerinin akis sitometride belirlenmesi.

Tablo 5.8. 4549 hiicrelerinde bortezomib ve ixazomibin kaspaz-3 seviyeleri (%).

Gruplar Kaspaz-3 Negatif (%) Kaspaz-3 Pozitif (%)
A549 Kontrol 96.4 3.6
A549 Bortezomib 93.1 6.9
A549 ixazomib 93.8 6.2
M1+A549 Kontrol 88.7 11.3
M1+A549 Bortezomib 44.1 55.9
M1+A549 Ixazomib 33.6 66.4
M2a+A549 Kontrol 91.9 8.1
M2a +A549 Bortezomib 85.8 14.2
M2a+Ab49 Ixazomib 70.7 29.3
M2c +A549 Kontrol 93.7 6.3
M2c +A549 Bortezomib 75.0 25.0
M2c +A549 Ixazomib 54.8 45.2
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% Kaspaz-3 Degisimi

Sekil 5.35. 4549 hiicrelerinde tekli ve makrofaj ko-kiiltiir gruplarinda bortezomib (1Csp:45 nM) ve ixazomib
(ICs0:2 uM)’in A549 kontrol grubuna gore kaspaz-3 seviyelerindeki degisim yiizdesi ve
istatistiksel olarak degerlendirilmesi (kontrol: %0.1 DMSO, n=3, ortalamaztstandart sapma,
p>0.05, p<0.05*, p<0.001***, p<0.0001****),

Sekil 5.34, 5.35 ve Tablo 5.8 de goriildiigii gibi A549 kontrol grubuna gére biitiin
deney gruplarinda, Annexin/Pl apoptoz sonuglarina paralel olarak, kaspaz-3
seviyelerinde de belirgin bir artis belirlenmistir. Sekil 5.35’te A549 hiicrelerinde,
bortezomib ve ixazomibin kaspaz-3 seviyelerine olan etkisine bakildiginda, A549 kontrol
grubuna gore, tekli kiiltir grubunda sadece A549+bortezomib grubundaki kaspaz-3
pozitif hiicre sayisindaki artis anlamli bulunmustur (p<0.05*). M1 makrofaj+A549
(kontrol), M1 makrofaj+A549 bortezomib, M1 makrofaj+A549 ixazomib ve M2 (M2a ve
M2c) polarize makrofajlar ile olusturulmus A549 ko-kiiltiir bortezomib ve ixazomib
gruplarinda kaspaz-3 aktivasyonlarinda onemli artiglar belirlenmistir (p<0.0001****),
Kaspaz-3 seviyelerinde en fazla artis M1 polarize makrofaj ile olusturulan ko-kiiltiir
grubunda analiz edilmistir. M1 makrofaj +A549 (kontrol), M1 makrofaj +A549
bortezomib ve M1 makrofaj +A549 ixazomib gruplarinda sirasiyla kaspaz-3 pozitif hiicre
yiizdeleri, %11.3, 55.9 ve 66 dir. Ozellikle M1 polarize makrofaj ile olusturulan ko-kiiltiir
kontrol grubundaki kaspaz-3 pozitif hiicre yiizde artisi, deney sonuglarimiz arasinda
o6nemli olan bir bulgudur (p<0.0001****). (Sekil 5.35).

Apoptoz sonuglarimiza paralel olarak, biitiin ko-kiiltlir gruplarinda ixazomibin
kaspaz-3 seviyelerini bortezomibe gore daha fazla arttirdigi belirlenmistir. M1
makrofaj+A549 ixazomib, M2a makrofaj+A549 ixazomib ve M2c makrofaj+A549
ixazomib gruplarinda kaspaz-3 seviyeleri sirasiyla; %66.4, 9%29.3, %45.2°dir.
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Ixazomib’in, A549 hiicrelerinde kaspaz-3 seviyelerini hem M1 hemde M2c makrofaj ko-
kiiltiir gruplarinda, kendi kontrol gruplarina gore yaklasik 6 kat arttirarak, bortezomibe
gore daha etkili oldugu belirlenmistir.

Kaspazlar hiicre Oliimiine ve inflamasyona aracilik eden hiicre ig¢i sistein
proteazlaridir. Kaspaz-3 hem apoptotik hem de nekrotik hiicre 6limiiniin 6nemli bir
aracisidir. Kaspaz-1, sitokinlerin interlokin-1beta (IL-1beta) ve interlokin-18'in (IL-18)
aktivasyonu ile inflamasyona aracilik eder (Faubel ve Edelstein, 2005). Makrofajlarinin
enfeksiyonu (LPS benzeri etki/M1 makrofaj) kaspaz-1 aktivasyonuna ve IL-1f ve IL-18
tiretimine ve ayrica kaspaz-3, -7, -8 ve -9 aktivasyonuna yol agmaktadir (Cohen, 1997).

Bu tez ¢alismasinda tiimoér mikrogevresinde bulunarak pro-inflamatuvar
sitokinlerin artisina sebep olan ve kanser progresyonu Onledigi bilinen M1 polarize
makrofajlarin (Mosser, 2003; Biswas ve Mantovani, 2010), A549 hiicreleri ile ko-kiiltiiri
sonucunda, A549 kontrol grubuna gore aktif kaspaz-3 seviyelerini arttirdig: ilk kez bu
calismada belirlenmistir. Sonug¢larimiza paralel olarak, murin meme kanseri hiicreleri
4T1 ile M1 ve M2 polarize RAW264.7 makrofaj hiicreleri ile yapilan bir ¢alismada M1
makrofaj ile ko-kiiltiir sonucunda 4T1 hiicrelerinin kaspaz-3 mMRNA seviyelerinin
kontrole gore 3 kat arttigi, M2 makrofaj +4T1 grubunda ise kontrole gire ekspresyonun
arttig1 fakat istatistiksel olarak anlamli bulunmadig bildirilmistir (Wang vd., 2019).

Literatiirde, A549 hiicrelerinde bortezomibin kaspaz-3 seviyelerine etkisi RT-PCR,
kolorimetrik (Li ve Yang, 2012), western blot (Mortenson vd., 2004; Wu vd., 2014),
florometrik (Denlinger vd., 2004) gibi farkli yontemler ile degerlendirilmis ve biitiin bu
calismalarda kaspaz-3 seviyelerini arttirmis oldugu bildirilmistir. Ixazomib’in A549
hiicrelerinde kaspaz-3 seviyelerinin degerlendirildigi bir ¢alismaya ise rastlanmamustir.

Calismamiz A549 hiicreleri ile tekli kiiltiir ve makrofaj ile ko-kiiltiir modelinin
olusturulmasindan sonra bortezomib ve ixazomibin kaspaz-3 seviyelerine etkisinin
karsilastiritlmali olarak belirlendigi ilk ¢alismadir. Yapilan bir ¢alismada bulgularimiza
paralel olarak HepG2 ve A549 hiicrelerinin, MO, M1 ve M2 makrofaj ko-kiiltiir
gruplarinda etoposit konsantrasyonunun, hem HepG2 hemde A549 hiicrelerinde M1
makrofaj ile olusturulan ko-kiiltiir grubunda kontrole gore kaspaz-3 seviyelerinin artis
gosterdigi western blot yontemi ile belirlerek bildirilmistir. (Genin vd., 2015). Ayrica
calismamizda A549 hiicrelerinde ile ko-kiiltiir edilen M2 makrofajlarin farkl alt tiplere

(M2a ve M2c) gore degerlendirilmesi ¢alismamiza 6zgiin deger katmaktadir.
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5.1.5.4. Akug sitometride JC-1 boyama yontemi ile hiicrelerin mitokondrial membran

biitiinliigiiniin degerlendirilmesi

A549 hicreleri

ile

tekli kultir ve

makrofaj

le ko-kultuir modelinin

olusturulmasindan sonra bortezomib (ICso: 45 nM) ve ixazomib (ICso: 2 pM)

konsantrasyonlart A549 hiicrelerine uygulanmistir. Daha sonra plakalar 48 saatlik

inkiibasyonlara birakilmistir. Inkiibasyon siireleri sonunda herbir gruba ait A549 hiicreleri

kaldirilarak, hiicrelerin mitokondriyal membran biitiinliigiiniin belirlenmesi amaciyla

““‘Mitokondriyal Membran Potansiyeli Belirleme Kit (Katalog no:551302, BD)”’

protokolii uygulanmistir. Daha sonra 6rnekler akis sitometri cihazinda (Accuri C6, BD)

Olgiilerek analiz edilmistir.

Sonuglar Sekil 5.36,

5.37 ve Tablo 5.9°da verilmistir.
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Sekil 5.36. 4549 hiicrelerinde tekli ve makrofaj (M1, M2a ve M2c) ko-kiiltiir gruplarinda bortezomib

(1Cs0:45 nM) ve ixazomibin (ICso:2 uM) mitokondrial membran biitiinliigiine olan etkilerinin

akus sitometride belirlenmesi.
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Sekil 5.36. (Devam) A549 hiicrelerinde tekli ve makrofaj (M1, M2a ve M2c) ko-kiiltiir gruplarinda

bortezomib (ICso:45 nM) ve ixazomibin (1Cso:2 uM) mitokondrial membran biitiinliigiine olan

etkilerinin akis sitometride belirlenmesi.

Tablo 5.9. 4549 hiicrelerinde tekli ve makrofaj ko-kiiltiir gruplarinda bortezomib (ICso: 45 nM) ve
ixazomib (ICso: 2 uM) ’in JC-1 seviyeleri (%).

Gruplar JC-1 Negatif (%0) JC-1 Pozitif (%)
A549 Kontrol 96.0 4.0
A549 Bortezomib 83.9 15.1
A549 ixazomib 74.3 24.5
M1+A549 Kontrol 95.6 4.3
M1+A549 Bortezomib 49.2 48.6
M1+A549 Ixazomib 65.9 36.3
M2a+Ab49 Kontrol 97.4 2.5
M2a +A549 Bortezomib 68.9 15.3
M2a+A549 Ixazomib 63.6 22.2
M2c +A549 Kontrol 95.2 4.9
M2c +A549 Bortezomib 82.0 17.8
M2c +A549 Ixazomib 84.8 15.0
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Sekil 5.37. A549 hiicrelerinde tekli ve makrofaj ko-kiiltiir gruplarinda bortezomib (ICso: 45 nM) ve
ixazomibin (ICso: 2 uM), A549 kontrol grubuna gére mitokondrial depolarizasyon seviyeleri
yiizdesi  ve istatistiksel olarak  degerlendirilmesi (kontrol: %0.1 DMSO, n=3
ortalamazxstandart sapma, p>0.05, p<0.0001****),

Sekil 5.36, 5.37 ve Tablo 5.9° de goriildiigii gibi A549 hiicrelerinde kontrol
grubuna gore biitiin deney gruplarinda, apoptoz ve kaspaz-3 sonuglarina benzer sekilde,
mitokondrial depolarizasyon seviyelerinde de artig belirlenmistir. A549 hiicrelerinde en
yiiksek mitokondrial depolarizasyon M1 makrofaj ile olusturulan ko-kiiltiir grubunda
analiz edilmis olup, JC-1 pozitif hiicre yiizdeleri, M1 makrofaj kontrol grubuna (%4.3),
gore, M1 makrofaj+A549 bortezomib grubunda (%48.6) 11 kat ve M1 makrofaj+A549
ixazomib grubunda (%36.3) 8 kat artig gostermistir. Ayrica Sekil 5.37°de goriildiigi gibi
hem tekli kiiltiir gruplarinda hem de M1, M2a ve M2c¢ makrofajlar ile olusturulan ko-
kiltlir gruplarinda kontrole gore tiim bortezomib ve ixazomib gruplarindaki mitokondrial
depolarizasyon artis1 anlamli (p<0.0001****) belirlenmistir.

Yapilan calismalarda, mitokondrial membran biitlinliigiiniin bozulmasinin artisi,
apoptozun bir gostergesi olarak bildirilmistir (Yao vd., 2007; Shanker vd, 2008;
Chitambar ve Purpi, 2010). Calismamizda A549 kontrol grubuna gére M1, M2a ve M2c
makrofajlar ile ko-kiiltiir olan AS549 hiicrelerinin mitokondrial depolarizasyon
seviyelerinde istatistiksel olarak fark belirlenememistir. A549 hiicrelerinde 6zellikle M1
makrofaj ko-kiiltiir grubunda, bortezomib ve ixazomibin mitokondrial depolarizasyon
artig1 yapmasi apoptoz ve kaspaz-3 sonuglarimizi desteklemektedir.

Yapilan bir g¢alismada, A549 hiicrelerinin bortezomibin 10, 15 ve 20 nM

konsantrasyonlar1 ile inkiibe edilmesinin mitokondrial membran potansiyelinin
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bozulmasini, kontrole gore sirasiyla 2, 3 ve 4 kat arttirdigi bildirilmistir (Wu vd., 2014).
Onceki calismalarda ixazomibin A549 hiicrelerinde mitokondrial depolarizasyona
etkisinin belirlendigi ¢calisma bulunmamakla beraber, Caco2 kolon kanseri hiicrelerinde
yapilan bir caligmada; MLN2238 (ixazomib)’nin 10 ve 20 uM konsantrasyonlarinda JC-
1 seviyelerinin istatistiksel olarak (p<0.01**) arttig1 bildirilmistir (Engiir ve Dikmen,
2017).

Calismamiz A549 hiicreleri ile tekli kiiltiir ve M1, M2a, M2c makrofaj ile ko-kiiltiir
modelinin olusturulmasindan sonra bortezomib ve ixazomibin mitokondrial membran
kaybina etkisinin etkisinin karsilastirilmali olarak belirlendigi ilk ¢alismadir literatiirde
karsilastirma yapilabilecek baska bulguya rastlanilmamistir.
5.1.5.5. Ak sitometride interlokin 1-beta seviyelerinin degerlendirilmesi

A549 hiicreleri

olusturulmasindan sonra bortezomib (ICs0:45 nM) ve ixazomibin (ICs0:2 uM)

ile tekli kultir ve makrofaj ile ko-kiiltir modelinin

konsantrasyonlart A549 hiicrelerine uygulanmistir. Daha sonra hiicreler 48 saatlik
inkiibasyonlara birakilmstir. Inkiibasyon siireleri sonunda herbir gruba ait A549 hiicreleri

kaldirilarak, hiicre i¢i IL-1beta seviyeleri akis sitometri yontemi ile belirlenmis ve analiz

edilmistir. Sonuglar Sekil 5.38, 5.39 ve Tablo 5.10°da verilmistir.
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Sekil 5.38. 4549 hiicrelerinde tekli ve makrofaj (M1, M2a ve M2c) ko-kiiltiir gruplarinda bortezomib (ICso:

45 nM) ve ixazomibin (ICso: 2 uM), IL-1p seviyelerine etkisinin akis sitometride belirlenmesi.
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Sekil 5.38. (Devam) A549 hiicrelerinde tekli ve makrofaj (M1, M2a ve M2c) ko-kiiltiir gruplarinda

bortezomib ve ixazomibin, IL-14 seviyelerine etkisi.

Tablo 5.10. 4549 hiicrelerinde bortezomib ve ixazomibin IL-1 seviyelerine etkisi (%).

Gruplar IL-1 Beta Negatif (%0) IL-1 Beta Pozitif (%)
A549 Kontrol 88.8 11.2
A549 Bortezomib 37.2 62.8
A549 ixazomib 61.7 38.3
M1+A549 Kontrol 80.5 19.5
M1+A549 Bortezomib 83.5 16.5
M1+A549 Ixazomib 88.0 12.0
M2a+A549 Kontrol 95.4 4.6
M2a+A549 Bortezomib 95.3 4.7
M2a+A549 Ixazomib 97.6 2.4
M2c+A549 Kontrol 97.9 2.1
M2c+A549 Bortezomib 97.0 3.0
M2c+A549 Ixazomib 99.3 0.7
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Sekil 5.39. 4549 hiicrelerinde tekli ve makrofaj ko-kiiltiir gruplarinda bortezomib (ICsp:45 nM) ve
ixazomibin (ICso:2 uM), A549 kontrol grubuna gére IL-1f pozitif hiicre yiizdesi ve
istatistiksel olarak degerlendirilmesi (kontrol: %0.1 DMSO, n=3, ortalamaztstandart
sapma, p>0.05, p<0.05*, p<0.0001****),

Sekil 5.38, 5.39 ve Tablo 5.10” de goriildiigi gibi A549 hiicrelerinde bortezomib
(ICso: 45 nM) ve ixazomibin (ICso: 2 uM), 48 saatlik inkiibasyon sonunda A549 kontrole
gore IL-1PB seviyelerini sirasiyla yaklasik olarak 6 ve 4 kat arttirdigi belirlenmistir
(p<0.0001****), A549 hiicreleri ve M1, M2a ve M2c makrofaj ile olusturulan ko-kiiltiir
gruplarinda ise sadece M2c+A549 makrofaj ixazomib grubunda istatistiksel olarak da
belirlenen bir azalma belirlenmistir (p<0.05%).

Calismamizda Sekil 5.9’de verilmis olan IL-13 mRNA ekspresyon seviyeleri, flow
sitometride belirlenmis oldugumuz bulgular ile benzerlik gostermektedir. Bu sonuglara
gore A549 hiicrelerinin M1 makrofajla ko-kiiltiirii sonucunda IL-1p seviyelerindeki
artisin sebebi olarak, M1 makrofajin IL-1f seviyelerinin yiiksek olmasi olarak
gosterilebilir. Ayrica kaspaz-3 sonuglarimizda belirlenen (Sekil 5.35) hem M1
makrofaj+A549 kontrol grubunda, hemde M1 makrofaj+A549 bortezomib ve ixazomib
gruplarinda belirlenen kaspaz-3 seviyelerinin artislari, IL-1 seviyelerinin yiiksek
olmasin1 desteklemektedir. Ciinkii makrofajlarinin inflamasyonunun (LPS benzeri
etki/M1 makrofaj) kaspaz-1 aktivasyonuna ve IL-1p iiretimine ve ayrica kaspaz-3, -7, -8
ve -9 aktivasyonuna yol agtig1 onceki ¢alismalarda bildirilmistir. (Cohen, 1997).

Onceki caligmalarda, A549 hiicrelerinde bortezomib veya ixazomibin IL-1B
seviyelerine etkisinin arastirildig1 bir bulguya rastlanmamistir. Ancak farelerden izole

edilen akciger kanser hiicrelerinde NF-kB'nin farmakolojik inhibitorii olan bortezomibin
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IL-1P protein seviylerini ve yine ayni ¢alismada akciger kanser hastalarinda plazma IL-
1B diizeylerini arttirdig: bildirilmistir (Mcloed vd., 2016).
5.1.5.6. Akig sitometride TNF-alfa ve IL-10 sitokin seviyelerinin EMT yolagina iliskin
etkilerinin degerlendirilmesi
EMT yolagimin aktive olup olmadiginin belirlenemesi amaciyla A549 hiicreleri ile
M1, M2a ve M2c polarize makrofajlar ile olusturulan ko-kiiltiir gruplarindan alinan hiicre
siipernatantlarindan, sitokin seviyeleri akis sitometri yontemi kullanilarak belirlenmistir.
TNF-alfa ve IL-10 sitokin seviyelerinin igin ‘‘insan Inflamasyon Sitokin Kiti (BD
551811)”* kullanilmis ve kit prosediiriine uygun olarak uygulanmistir. Bu amagla, 6nce
kit i¢inde bulunan sitokin standartlar1 1:2-1:256 araliginda diliie edilmistir. Standartlar ve
ornekler kit prosediiriine uygun olarak ¢alisilarak sitokin seviyeleri akis sitometri

cihazinda (Accuri C6, BD) belirlenmis ve FCAP Array Software kullanilarak veriler

analiz edilmistir.
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Sekil 5.40. A549 hiicreleri ile M1, M2a ve M2c polarize makrofaj ko-kiiltiir gruplarinda élgiilen TNF-alfa
ve IL-10 sitokin seviyeleri (%) (kontrol: %0.1 DMSO, n=3, ortalamatstandart sapma, p>0.05,

p<0.05*, p<0.01**, p<0.0001****).

Sekil 5.40° da A549 hiicrelerinde kontrol grubuna gore dlgiilen TNF-alfa sitokin
seviyelerinde sadece M1 polarize makrofaj ile olusturulan ko-kiiltiir grubunda anlaml
artis (p<0.0001****) belirlenmistir. IL-10 sitokin seviyeleri hem M2a hemde M2c
polarize makrofaj ile olusturulan ko-kiiltiir gruplarinda artmis olup, 6zellikle M2c
makrofaj ko-kiiltiir grubundaki artis anlamli bulunmustur (p<0.01**).

Onceki calismalarda, kanser hiicrelerinin makrofajlar ile, birlikte kiiltiirlemesi
sonucunda, akciger kanseri hiicrelerindeki gen ekspresyon profillerinin degisebildigi

bildirilmistir (Chen vd., 2005; Mantovani vd., 2006; Yuan vd., 2015). Yapilan
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caligmalarda, IL-10 seviyelerinin artmasi sonucunda EMT indiiklenmesi meydana geldigi
bildirilmistir (Bonde vd., 2012; Liu vd, 2013) ve bu da bizim sonuglarimizdaki bulguyu
destekler niteliktedir.

Insan primer monosit hiicreleri ile yapilan bir c¢alismada artan [1L-10
ekspresyonlarinin IL-1f seviyelerini azalttigi bildirmistir (Guarda vd., 2011; VeeranKi
vd., 2011) Bizim sonug¢larimizda da Sekil 5.39°da A549+M2a ve A549+M2c makrofaj
gruplarinda belirlenen IL-1p seviyelerindeki azalmanin, Sekil 40°ta verilen IL-10 artis1
ile paralel olmas1 bulgularimizin paralelligi a¢isindan 6nem arz etmektedir.

M1 makrofajlar tarafindan salinan TNF-a, birgok tiimoriin mikrogevresindeki
inflamatuvar yanitlari modiile eden 6nemli bir sitokindir. (Van Ginderachter vd). Yapilan
caligmalar, genellikle timor mikrogevresinde bulunan EGF, TGF- B, TNF-a gibi birgok
¢oziinebilir faktoriin EMT’yi indiikledigini bildirse de (Wang vd., 2013); daha yakin
zamanda yapilan c¢alismalarda TNF-o’nin TGF-B seviyelerini baskilayarak EMT’yi
inhibe ettigini de bildirmistir (Dash vd., 2018).

Yapilan in vitro bir c¢alismada, pankreas kanseri hiicrelerinin M2 polarize
makrofajlarla birlikte kiiltiirlenmesi sonucunda, azalan E-kaderin, artan vimentin
ekspresyonu, ig seklinde morfoloji ile EMT ve invazyonda artis oldugu gosterilmistir. IL-
10 EMT’nin artigina dahil olmus ve IL-10 inhibisyonu EMT nin indiiklenmesini etkili bir
sekilde bastirmistir (Suarez-Carmona vd., 2017).
5.1.5.7. EMT vyolagina iliskin genlerin mRNA ekspresyon seviyelerinin RT-PCR

yontemi ile degerlendirilmesi

EMT yolagma iliskin genlerin mRNA ekspresyon sevilerini belirlemek amaciyla
oncelikle A549 kontrol grubuna gore A549+M1 makrofaj, A549+M2a makrofaj] ve
A549+M2c makrofaj ko-kiiltiir gruplarinda vimentin, fibronektin, E-kaderin, NF-kB,
VEGF ve CCL-17 mRNA ekspresyon seviyeleri belirlenmis ve sonuglar Sekil 5.41 ve
Tablo 5.11°de verilmistir. Daha sonra EMT yolagina iliskin genlerdeki artiglarin M2a ve
M2c ko-kiiltiir gruplarinda belirlenmis olmasi sebebi ile bortezomib ve ixazomib
uygulamasi sadece M2a ve M2c makrofaj ile olusturulan ko-kiiltiir gruplarinda
gerceklestirilmistir. AS549 hiicreleri ile M2a ve M2c makrofaj ko-kiiltiir modelinin
olusturulmasindan sonra bortezomib (ICso: 45 nM) ve ixazomib (ICs: 2 uM)
konsantrasyonlar1 A549 hiicrelerine uygulanmis ve 48 saat inkiibasyon sonunda herbir
gruba ait hiicrelerden RNA izolasyonlar1 gergeklestirilerek mRNA ekspresyon seviyeleri
degerlendirilmistir. Sonuglar Sekil 5.42, Tablo 5.12 ve Tablo 5.13’te verilmistir.
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Sekil 5.41. A549 ve M1, M2a ve M2c makrofaj ko-kiiltiirlerinde EMT yolagina iligkin genlere ait % mRNA

ekspresyonlar: (n=3, ortalamaztstandart sapma, p>0.05, p<0.05*, p<0.01**, p<0.0001****).
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Tablo 5.11. 4549 hiicrelerinde kontrol grubuna gére EMT yolagina iliskin genlere ait % mRNA

ekspresyonlart normalize degerleri.

Gruplar Vimentin Fibronektin E-kaderin ~ NF-kB VEGF CCL-17
A549 Kontrol 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00
M1+A549 Kontrol 106.6 87.77 90.07 99.36 107.0 106.0
M2a+A549 Kontrol 246.9 141.4 36.79 265.1 277.6 56.50
M2c+A549 Kontrol 332.7 276.2 12.56 543.6 470.7 239.4

A549 hiicrelerinde, M1, M2a ve M2c polarize makrofajlar ile olusturulan ko-kiiltiir
modelinde EMT iliskili faktorlerden, vimentin, fibronektin, E-kaderin, NF-kB, VEGF ve
CCL-17 mRNA ekspresyon diizeyleri degerlendirilmistir. Sekil 5.41 ve Tablo 5.11°deki
sonuglara gore, en onemli mezenkimal faktér olan vimentin ve fibronektin, A549
hiicrelerinde hem M2a hemde M2c makrofaj ile olusturulan ko-kiiltiir gruplarinda artig
gostermistir. Epitelyal bir faktor olan E-kaderin ise yine benzer sekilde hem M2a hemde
M2c makrofaj ko-kiiltiir A549 hiicrelerinde 6nemli diizeylerde azalmistir. M1 makrofaj
gruplarinda ise EMT faktorlerinin en 6nemli belirtegleri olan vimentin, fibronektin ve E-
kaderin mRNA ekspresyonlari igin onemli diizeyde bir degisim belirlenememistir
(p>0.05). Bu bulgulara gére M2a ve M2c makrofaj A549 ko-kiiltiir gruplarinda EMT
slirecinin bagladigi vimentin, fibronektin, NF-kB, VEGF ve CCL-17 mRNA ekspresyon
artig1 ve E-kaderin mRNA ekspresyon azalisi ile belirlenmistir.

Calismamizda vimentin, fibronektin ve E-kaderin sonuglarimiza paralel olarak NF-
kB mRNA ekspresyon seviyerinin A549 kontrol grubuna gére M2a polarize makrofaj ko-
kiiltiir grubunda 2.6 kat, M2¢c makrofaj grubunda ise 5.4 kat artis oldugu belirlenmistir
(p<0.01**, p<0.0001****). CCL-17 mRNA ekspresyon seviyelerinde, M1 polarize
makrofaj ko-kiiltiir grubunda anlamli bir degisim olmadigi (p>0.05), M2a makrofaj
grubunda ise A549 kontrol grubuna gore azaldigi belirlenmistir (p<0.05*). M2c makrofaj
ko-kiiltiir grubunda belirlenen anlamli artig (p<0.0001****), sonuglarimiz agisindan ayirt
edici olmus ve EMT’nin en ¢ok M2c polarize makrofaj ko-kiiltiir grubunda artig
gosterdigini belirlememizi saglamistir.

Sekil 5.41 ve Tablo 5.11°de verilen bulgulara gore, A549 kontrol grubuna gore
M2a ve ozellikle M2c polarize makrofaj grubunda EMT yolaginin indiiklendigi
belirlendigi i¢in bundan sonraki EMT yolagina iliskin ¢alismalara, M2a ve M2c polarize
makrofaj ile yapilan A549 ko-kiiltiir gruplari ile devam edilmistir. A549 hiicreleri ile M2a

ve M2c makrofaj ko-kiiltiiriin olusturulmasindan sonra bortezomib (ICso: 45 nM) ve
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ixazomib (ICso: 2 uM) konsantrasyonlart uygulanmistir. Sonuglar Sekil 5.42, Tablo 5.12

ve Tablo 5.13’te verilmistir.
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Sekil 5.42. A549 hiicreleri ile M2a ve M2c¢ makrofaj ko-kiiltiir gruplarinda bortezomib (ICso: 45 nM) ve

ixazomibin (ICso: 2 uM) EMT yolagina iliskin genlere ait % mRNA ekspresyonlar: degisimleri
(n=3, ortalamatstandart sapma, p>0.05, p<0.05*, p<0.01**, p<0.001***, p<0.0001****),
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Sekil 5.42. (Devam) A549 hiicreleri ile M2a ve M2¢ makrofaj ko-kiiltiir gruplarinda bortezomib (1Cso: 45
nM) ve ixazomibin (ICso: 2 uM) EMT yolagina iliskin genlere ait % mRNA ekspresyonlart
degisimleri (n=3, ortalamatstandart sapma, p>0.05, p<0.05*, p<0.01**, p<0.001***,
p<0.0001****),

Tablo 5.12. 4549 hiicreleri ve M2a polarize makrofaj ko-kiiltiiriinde EMT yolagina iliskin genlere ait

mRNA ekspresyonlarinin % normalize degerleri.

Gruplar Vimentin E-kaderin  VEGF NF-kB CCI-17
M2a +A549 Kontrol 100.00 100.00 100.00 100.00  100.00
M2a +A549 Bortezomib (1Cs0:45 nM) 100.3 258.6 91.08 71.12 125.9
M2a +A549 Ixazomib (ICso:2 pM) 83.09 382.8 75.49 30.06 54.39

Tablo 5.13. 4549 hiicreleri ve M2c¢ polarize makrofaj ko-kiiltiiriinde EMT yolagina iliskin genlere ait

mRNA ekspresyonlarinin % normalize degerleri.

Gruplar Vimentin E-kaderin  VEGF NF-kB CCL-17
M2c +A549 Kontrol 100.00 100.00 100.00  100.00 100.00
M2c +A549 Bortezomib (1Cso:45 nM) 78.28 411.0 78.78 55.32 11.84
M2c +A549 ixazomib (ICso:2 pM) 3191 657.8 40.50 14.52 4.95

Sekil 5.42, Tablo 5.12 ve Tablo 5.13’teki sonuglara gore vimentin mRNA
ekspresyon seviyelerinde M2a+A549 kontrole gére M2a+A549 bortezomib ve ixazomib
gruplarinda istatistiksel anlamlilik belirlenemezken, M2c+A549 kontrole gore
M2c+A549 ixazomib grubunda 6nemli derecede azalma belirlenmistir (p<0.0001****),
E-kaderin mRNA ekspresyon sevilerinde ise hem M2a+A549 bortezomib, ixazomib

grubunda hemde M2c+A549 bortezomib, ixazomib grubunda kendi kontrol gruplarina
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gore sirasiyla; 2.6, 3.8 ve 4.1, 6.5 kat artis belirlenmistir (p<0.0001****). NF-kB ve CCL-
17 mRNA ekspresyon sevileri ise 6zellikle E-kaderin seviyelerinde goriilen bulgularimizi
destekler nitelikte olup azalmistir. NF-kB mRNA ekspresyonlarinda M?2a+A549
bortezomib, M2a+A549 ixazomib; M2c+A549 bortezomib ve M2c+A549m ixazomib
gruplarinda kendi kontrol gruplarmna gore sirasiyla; 1.4, 3.3, 1.8 ve 6.9 kat azalma
belirlenmistir. CCL-17 seviyelerinde ise M2a+A549 ixazomib, M2c+A549 bortezomib
ve M2c¢+A549 ixazomib gruplarinda istatistiksel olarak anlamli olan ve sirasiyla; 1.8, 8.4
ve 20.2 kat azalma belirlenmistir. Ozellikle M2c+A549 ixazomib grubunda belirlenen
20.2 kat azalma bulgularimiz arasinda 6nemlidir. Ayrica VEGF mRNA ekspresyon
seviylerinde ise istatistiksel olarak en anlamli azalma vimentin mRNA ekspresyonuna
paralel olarak M2c+A549 ixazomib grubunda belirlenmistir (p<0.0001***%*),
Calismamiz M2a ve M2c¢ makrofaj ko-kiiltiirii ile uyarilan A549 hiicrelerinde bortezomib
ve ixazomibin vimentin, E-kaderin, VEGF, NF-kB ve CCI-17 mRNA gen ekspresyon
seviyelerinin belirlendigi ilk ¢alismadir.

EMT hiicrelerin, epitelyal fenotipten, mezenkimal fibroblastoid fenotipe dogru
morfolojik olarak degisim gecirdikleri bir siirectir ve kanser metastaz siirecinde 6nemli
bir rol oynar (Gao vd., 2012). EMT'nin kanser hiicresi invazyon ve metastazini arttirdigi,
kolon, yumurtalik, meme, akciger, prostat ve bas ve boyun kanserlerinde bildirilmistir
(Thiery vd., 2009; Nieto, 2011; Tam ve Weinberg, 2013; Varga vd., 2014). EMT sonunda
kanser hiicreleri ikincil bir timor bolgesinde, metastaz olusturur. Bu islemi baglatmak
icin epitelyal tiimor hiicreleri 6nemli molekiiler degisiklikler gecirirler. E-kaderin, a-
katenin ve y-katenin gibi hiicre birlesme proteinlerini kodlayan genlerin ekspresyonu
azalir. Ozellikle, E-kaderin epitel morfolojinin ana belirteci olarak kabul edilmektedir
(Tsai ve Yang 2013;). E-kaderin ekspresyonu azalirken, mezenkimal spesifik belirteg
olan vimentin seviyeleri artis gosterir (Varga vd., 2014). Bu ¢alismalara paralel olarak,
bizim sonuglarimizda da A549 hiicrelerinde, hem M2a hemde M2c makrofaj ile ko-kiiltiir
gruplarinda E-kaderin ekspresyon seviyeleri azalirken, vimentin mRNA ekspresyon
seviyelerinde artis belirlenmistir. Bu durum bize EMT’nin indiiklendigini
gostermektedir.

Insan retinal pigment epitel hiicrelerinde yapilan bir calismada, TGF-B ile
indiiklenen fibroblast farklilasmasindan sonra (EMT benzeri etki/ M2a/M2c¢ polarize
makrofaj ko-kiiltiire benzer etki) 20 nM bortezomibin vimentin proteini seviyelerini 1.25

kat azalttigr bildirilmistir (Moon vd., 2017). Yine yapilan bir diger calismada,
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bortezomibin TNF-o ile indiiklenmis rat primer bobrek dokusunda E-kaderin ve
fibronektin ekspresyonunu azalttigi bildirilmistir (Zhou vd., 2019). Calismamizda bu
bulgulara paralel olarak, o6zellikle M2c makrofaj ko-kiiltiirii ile uyarilan A549
hiicrelerinde ixazomibin vimentin mMRNA ekspresyonlarin1 6nemli derecede azalttigi,
M2a ve M2c makrofaj ko-kiiltiirtinde ise hem bortezomib hemde ixazomibin E-kaderin
mRNA ekspresyonlarini arttirarak EMT’yi azalttig1 belirlenmistir.

NF-kB anahtar bir transkripsiyonel faktordiir ve inflamatuar sinyalin
diizenlenmesinden sorumludur, hiicresel ¢ogalma ve farklilasmada rol oynar (Chen vd.,
1999). NF-kB, kanserde invazyon ve EMT’nin 6nemli bir belirtecidir, EMT
indiiksiyonunda ve siirdiiriilmesinde temel rol oynar. Boylece NF-kB aktivitesinin kaybi,
EMT ile iligkili gen ekspresyonlarini azalttigi agiklanmistir (Huber vd., 2004; Podo vd.,
2010; Hsu vd., 2012). Son yillarda, tiimor invazyonu hedeflenerek, NF-kB ekseninde
odaklanan bazi yeni tedavi yaklasimlar1 &nerilmistir. Ornegin yenebilen bir mantar
tiirtinden izole edilen panepoxydone, bir NF-kB inhibitoriidiir ve proliferasyonu IkB’yi
hedef olarak inhibe ederek, apoptozu indiiklemis ve EMT’yi ters ¢evirmistir (Arora vd.,
2014). Ayrica birgok ¢alismanin, tiimor mikrogevresindeki makrofaj popiilasyonunu, M1
makrofajlarina yeniden programlanmasi sonucunda makrofaja anti-timér ozellik
kazandirarak, NF-kB’yi immiinoterapi i¢in 6nemli bir hedef olarak kullanma girigimi
bulunmaktadir (Yang vd., 2014; Ortega vd., 2016). Calismamizda ‘bilinen en iyi NF-kB
inhibitorlerinden biri olmasi sebebi ile’ proteazom inhbibitorlerinden, bortezomib ve
ixazomibin M2a ve 6zellikle M2c makrofaj ile A549 ko-kiiltiirii ortaminda, EMT iligkili
genlerden olan NF-kB seviyesini o6zellikle M2c makrofaj ko-kiiltiir gruplarinda
ixazomibin bortezomibe gore istatistiksel olarak da daha anlamli olarak azalttigi
belirlenmistir.

Tiimor iligkili makrofajlarlardan tiiretilen sitokinler ve CCL-17, CCL-22, TGF-§,
IL-10 gibi faktorler immiinosupresyona 6nemli bir katkida bulunur. Bunun da kanser
ilerlemesinin EMT, invazyon, migrasyon gibi ¢esitli asamalarini tetikleyip arttirdigi
yapilan c¢aligmalarda gosterilmistir (Sawa-Wejksza ve Kandefer-Szerszen, 2018).
Yapilan bir calismada, mezenkimal benzeri go6glis kanseri hiicrelerinden alinan
kosullandirilmis medyumun makrofajlari, timor iliskili makrofaj benzeri M2 fenotipe
polarize ettigi ve makrofajlarda CD206'nin (makrofaj mannoz reseptorii/M2 polarize
makrofaj belirteci) yliksek ekspresyonu ve CCL17, CCL18, CCL22 ve IL-10

seviyelerinin yiiksek oldugu bildirilmistir. Ayrica bu etki ile meme kanserinde EMT
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indiiksiyonu ve dolayisiyla metastaz ile iliskilendirilmistir (Su et al., 2014).
Calismamizda daha onceki yontemlerimizde bildirilen CD206 ve IL-10 seviyeleri bu
calisma ile paraleldir. Ayrica CCL-17 mRNA ekspresyon seviyelerine iliskin olarak
sadece M2c makrofaj ile A549 ko-kiiltiir grubunda yiiksek seviyelerde bulunmus olmasi
bulgularimiz agisindan 6nemli bir sonugtur. CCL-17 seviyelerinin, A549+M2a ixazomib,
A549+M2c bortezomib ve A549+M2c ixazomib gruplarinda anlamli olarak azaldigi
belirlenmistir.

Matris metalloproteinazlar-9 (MMP-9), vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii
(VEGF) dahil olmak iizere bir¢ok genin tiimdr iliskili makrofajlar ile iligkili oldugu
bildirilmistir (Wang vd., 2011). Yapilan bir in vivo c¢aligmada, farelerin iskemik
dokusundan izole edilen M1 polarize makrofajlarin literatiirdeki ¢alismalara benzer
olarak diisiik VEGF ekspresyonu ifade ettigi bildirilmistir (Zhang vd., 2020). Baska bir
calismada M2 polarize makrofajlarin VEGF seviyelerin yiiksek oldugu bildirilmistir (He
vd., 2012). Bizim sonug¢larimizda da A549 hiicreleri ile M1, M2a ve M2c makrofaj ko-
kiiltiirii gruplarinda VEGF mRNA seviyelerinin A549 kontrol grubuna gére M1+A549
grubunda fark olusturmamasi, M2a+A549 ve M2c+A549 gruplarinda ise anlamli olarak
artig gostermesi literatiir sonuglari ile uyumludur.
5.1.5.8. Vimentin ve E-kaderin seviyelerinin ve EMT yolagina iligkin etkilerin

degerlendirilmesi

A549 hiicrelerinin M2a, M2c makrofajlar ile ko-kiiltiiriinden sonra bortezomib
(ICso: 45 nM) ve ixazomib (ICso: 2 puM) konsantrasyonlart A549 hiicrelerine
uygulanmistir. Daha sonra hiicreler 48 saatlik inkiibasyonlara birakilmistir. Inkiibasyon
stireleri sonunda herbir gruba ait A549 hiicreleri kaldirilarak, EMT yolaginda anahtar rol
oynayan E-kaderin ve vimentin seviyelerini belirlemek amaciyla fiksasyon,
permeabilizasyon ve immiin boyama protokolii uygulanmistir. Daha sonra hiicreler akis
sitometri cihazinda (Accuri C6, BD) dl¢iilerek analiz edilmistir. Sonuclar Sekil 5.43, 5.44

ve Tablo 5.14’te verilmistir.
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Sekil 5.43. A549 kontrol ve M2a, M2c makrofaj ko-kiiltiir gruplarinda E-kaderin ve vimentin seviyelerinin

akis sitometride belirlenmesi.

Tablo 5.14. A549 kontrol ve M2a, M2c ile ko-kiiltiir gruplarinda E-kaderin ve vimentin seviyeleri (%).

Gruplar Vimentin (%) E-Kaderin (%)
A549 Kontrol 41.8 58.2
M2a Makrofaj +A549 Kontrol 44.2 56.0
M2c Makrofaj +A549 Kontrol 45.7 55.3
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Sekil 5.44. A549 ve M2a ve M2c makrofaj ko-kiiltiiriinde vimentin ve E-kaderin seviyelerinin % degisim

sonuglar1 ve istatistiksel olarak degerlendirilmesi (n=3, ortalamatstandart sapma, p<0.05%*,

P<0.01**, p<0.0001****),
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Sekil 5.43, Sekil 5.44 ve Tablo 5.14’te verilen, A549 ve M2a ve M2c ko-
kiiltirinde vimentin ve E-kaderin monoklonal antibody seviyeleri akis sitometride analiz
edilmistir. Vimentin seviyeleri M2a ve M2c makrofaj ko-kiiltiiriinde istatistiksel olarak
anlamli artis gostermistir (p<0.01**, p<0.0001****). E-kaderin seviyeleri ise, A549
hiicrelerinde M2a M2c makrofaj kiiltiir gruplarinda istatistiksel olarak azalmistir
(p<0.05*, p<0.01**).

Hem mRNA ekspresyon seviyeleri hemde monoklonal antibody ile belirlenen
vimentin ve E-kaderin seviyelerine gore A549 ve M2c¢ makrofaj ko-kiiltiirinde EMT
artigina iligkin bulgularin daha anlamli oldugu belirlenmistir (p<0.01**, p<0.0001****).
Bu nedenle A549 kontrol ve M2c+A549 kontrol, M2c+A549 bortezomib ve M2c+A549
ixazomib grubunda, vimentin ve E-kaderin monoklonal antibody sevileri immiinfloresans
boyama yoOntemi ile gOriintiilenmistir. Goriintiilemenin ardindan istatistiksel
degerlendirme icin gruplarin floresan okumalar1 Cytation 3 Cell Imaging Multi-mode
Reader’da yapilmistir. Sonuglar Sekil 5.45, Sekil 46, Sekil 47°de verilmistir.

A549 Kontrol M2c Makrofaj +A549 Kontrol

Sekil 5.45. A549 kontrol ve M2c makrofaj ile ko-kuiltir grubunda bortezomib (1Cso: 45 nM) ve ixazomib
(ICso: 2 uM) konsantrasyonlarimin vimentin (kwmizi), E-kaderin (vesil) seviyelerinin
immiinfloresans goriintiileri (Cytation 3 Cell Imaging Multi-mode Reader’da gériintiilenmis

ve 10X objektif kullanilmistir).
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M2c Makrofaj +A549 Bortezomib (ICso: 45 nM)  M2c Makrofaj +A549 ixazomib (1Cso: 2 pM)

Sekil 5.45. (Devam) A549 kontrol ve M2c makrofaj ile ko-kiiltiir grubunda bortezomib (ICso: 45 nM) ve
ixazomib (ICso: 2 uM) konsantrasyonlarimin vimentin (kirmizi), E-kaderin (vesil) seviyelerinin
immiinfloresans gériintiileri (Cytation 3 Cell Imaging Multi-mode Reader’da goriintiilenmis

ve 10X objektif kullanilmistir).
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Sekil 5.46. A549 hiicreleri ve M2c makrofaj ko-kiiltiiriinde bortezomib (1Cso: 45 nM) ve ixazomibin (I1Cso:
2 uM), vimentin ve E-kaderin seviyelerine etkileri (Immiinofloresan élgiim, kontrol: %0.1

DMSO, n=3, ortalamaztstandart sapma, p>0.05, p<0.05%*).

Sekil 45°te A549 kontrol grubuna gore A549+M2c ko-kiiltiir grubunda vimentin
seviyeleri (kirmizi) artmis, E-kaderin seviyeleri (yesil) ise azalmistir. Sekil 46°’da A549
kontrol grubuna goére, A549+M2c ko-kiiltiir grubunda vimentin seviyeleri istatistiksel
olarak artig gostermis artmis (p<0.05*), E-kaderin seviyeleri ise azalmistir (p<0.05%).
M2c+A549 ko-kiiltiiriinde bortezomib konsantrasyonunda degisimler istatistiksel olarak
anlamli bulunmamistir. M2c+A549 ixazomib grubunda ise vimentin seviyesindeki diisiis
ve E-kaderin seviyesinde belirlenen artis istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05%*).
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EMT siircinde E-kaderin ekspresyonu kaybolurken, mezenkimal spesifik belirteg
olan vimentin seviyeleri artis gosterir (Varga vd., 2014). Vimentin ve E-kaderin mRNA
ekspresyon seviyeleri sonuglarimiza gore 6zellikle M2¢ makrofaj ko-kiiltiirii ile uyarilan
A549 hiicrelerinde ixazomibin vimentin mRNA ekspresyonlarini 6nemli derecede
azalttig1, M2a ve M2c¢ makrofaj ko-kiiltiiriinde ise hem bortezomib hemde ixazomibin E-
kaderin mRNA ekspresyonlarini arttirarak EMT’yi azalttig1 belirlenmistir. Sekil 5.45’te
vimentin ve E-kaderin monoklonal antibody sevilerini immiinfloresans boyama y6ntemi
ile goriintiilendigi bulgularimiz, 6zellikle ixazomibin A549+M2c makrofaj ko-kiiltiiriinde
EMT nin inhibe oldugunu goéstermektedir.

5.2. 3D hiicre Kiiltiirii calismalarmin degerlendirilmesi
5.2.1. 3 Boyutlu hiicre kiiltiir modelinin olusturulmasi

Bu tez calismamizda AlgiMatrix® 3D Kiiltiir Sisteminin 6zel 96 ve 6 kuyucuklu
plakalart kullanarak A549 hiicrelerinde 3D hiicre kiiltiir modeli olusturulmustur. Bunun
icin oncelikle A549 hiicrelerinin 96 kuyucuklu plakalara 2x10* kuyucuk olacak sekilde
ekimi yapilmis ve ekim giinii 0. giin olarak kabul edilerek; 3, 5 ve 7. giinlerde hiicreler
fotograflanarak olusan sferoidlerin alanlar1 6l¢iilmiistiir. 3D sferoidlerin alan1 Leica DM
analiz programi kullanilarak 6lciilerek elde edilen verilerden grafik ¢izilerek istatistiksel
olarak degerlendirilmistir. Ayrica yine rastgele secilen kuyulardaki hiicreler 3, 5 ve 7.
giinlerde, sferoidleri gorsel olarak daha belirgin hale getirmek amaciyla Hoechst 33258
ile boyanmis ve Cytation 3 Cell Imaging Multi-Mode Reader’da floresans goriintiileme

yapilmistir. Sonuglar, Sekil 5.47, 5.48, 5.49°da verilmistir.
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Sekil 5.47. 4549 hiicrelerinin AlgiMatrix plakalarina ekildikten sonra 3, 5 ve 7. giinde gériintiilenmesi ve
sferoid analizi (10X).
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Sekil 5.48. 4549 hiicrelerinin farkh giinlerde ¢ekilen hiicre gériintiilerinden elde edilen sferoid boyutlari
(n=25, ortalamaztstandart sapma, p<0.0001**** sferoidlerin alanlarimin analizi i¢in rasgele
fotograflar ¢ekilmistir. Bu fotograflar arasindan her bir giin i¢in, en az 5 sferoid bulunan 5
adet fotograf olmak iizere toplamda 25 fotograf segilmistir (0. giinde sferoid olusumu

baslamadigi i¢in analize dahil edilmemistir).

3. Giin

Sekil 5.49. 4549 hiicrelerinin sferoid olusumlarimin hoechst 33258 ile Cytation 3 Cell Imaging Multi-mode

Reader’da floresans olarak goriintiilenmesi (10X).

99



5. Giin

7. Giin

Sekil 5.49. (Devam) 4549 hiicrelerinin sferoid olusumlarmin hoechst 33258 ile Cytation 3 Cell Imaging

Multi-mode Reader’da floresans olarak goriintiilenmesi (10X).

A549 hiicrelerinin 96 kuyucuklu AlgiMatrix plakalarina herbir kuyucuga 2x10*
hiicre gelecek sekilde ekimi yapildiktan sonra sferoid olusumlar1 3. giinde gézlenmeye
baslanmistir. Sekil 5.47 ve Sekil 5.48’de goriildiigii lizere sfereoid sayisi ve alani giin
sayist ile artis gOstermistir. AS549 hiicrelerinin farkli giinlerde ¢ekilen hiicre

goriintiilerinden elde edilen sferoid dlgtimleri karsilastirildiginda (Sekil 5.47), 7. giinde
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sferoidlerin alani, 3. ve 5. giinlere gore istatistiksel olarak artis gostermistir
(p<0.0001****),

Calismamizda, 3D kiiltiir ortam1 olusturmak i¢in ‘AlgiMatrix® 3D Kiiltiir Sistemi’
kullanilmistir. Bu sistem 3 boyutlu hiicre kiiltiiriiniin olusumunu kolaylastiran biyolojik
bir iskelet gorevi gérmektedir. Insan kiigiik hiicreli olmayan akciger kanser hiicrelerinde
(H460, A549, H1650 ve H1650 hiicre hatlar1) yapilan bir ¢alismada, 96 ve 6 kuyucuklu
plakalara hiicreler 1-35x10° or 0.05-6x10° araliginda ekim yapildiktan sonra tiiméor
sferoidlerinin biiytimesi, 4, 9 ve 13. giinlerde degerlendirilmistir. Bizim ¢alismamizda ise
hergilin hiicre medyumunun tazelenmesine ragmen hiicrelerin 7. giinden sonra 6lmeye
basladigr ve olusan sferoidlerinde dagildigi belirlenmistir. Bu nedenle calismamizda
bortezomib ve ixazomibin sitotoksik etkilerinin degerlendirilmesi i¢in uygun zaman 7
giin olarak belirlenmistir (Godugu vd., 2013).

5.2.2. A549 hiicrelerinin 2D ve 3D Kiiltiirlerinde bortezomib ve ixazomibin sitotoksik
etkilerinin karsilastirilmasi

A549 hiicreleri, 96 kuyucuklu plakalara her bir kuyucukta 2x10* hiicre (3D kiiltiir
plakasina ekilen sayilara paralel olarak) olacak sekilde hem 2D kiiltiir hem 3D Kkiiltiir
plakasina besiyeri ortaminda ekilmis ve 7 giin inkiibasyona birakilmislardir (3D kiiltiir
plakalarinda A549 hiicrelerinin sferoid olusumu optimize edilmis ve 7 giin olarak
belirlenmistir). Daha sonra bortezomib ve ixazomib konsantrasyonlari (400, 100, 10, 1,
0.1 uM) 48 saat uygulanarak hiicre canliliina olan etkisi belirlenmis (Sekil 5.50 ve Sekil
5.51) ve ICso degerleri hem 2D hem 3D kiiltiir ortamlari igin belirlenmistir (Tablo 5.14).
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Sekil 5.50. 2D ve 3D A549 hiicre kiiltirlerinin 7 giin inkiibasyonundan sonra uygulanan bortezomib
konsantrasyonlarimin WST-1 yontemine gore hesaplanan 48. saatteki % canlilik degerleri ve
istatistiksel olarak degerlendirilmesi (Kontrol: %0.1 DMSO, n=8, ortalamatstandart sapma,
p<<0.0001***%*),
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Sekil 5.51. 2D ve 3D 4549 hiicre kiiltiirlerinin 7 giin inkiibasyonundan sonra uygulanan ixazomib
konsantrasyonlarinin WST-1 yontemine gore hesaplanan 48. saatteki % canlilik degerleri ve
istatistiksel olarak degerlendirilmesi (Kontrol: %0.1 DMSO, n=8, ortalamaztstandart sapma,
p<0.01, p<0.001*** p<0.0001****),

Tablo 5.15. 2D ve 3D 4549 hiicre kiiltiir ortamlarinda bortezomib ve ixazomibin 48. saatteki ICso degerleri
(hiicreler her iki kiiltiir ortaminda da plakalara 2x10* /kuyu olarak ekilmis ve 7 giin siireyle

inkiibe edildikten sonra bortezomib ve ixazomib uygulamasina geg¢ilmistir).

1Cs0 Degeri (nM) 2D Hiicre Kiiltiir 3D Hiicre Kiiltiir
Ortam Ortamm
Bortezomib 6.32 uM 98.6 uM
Ixazomib 41,27 uM 353.01 uM

Sekil 5.50 ve 5.51 ve Tablo 5.15te goriildiigii gibi A549 hiicrelerinde 2D ortam
3D kiiltiir ortaminda bortezomib ve ixazomibin 48 saatlik inkiibasyon sonunda, 3D
ortamdaki 1Cso degeri 2D kiiltiir ortamina gére bortezomib igin yaklasik 15, ixazomib igin

ise yaklasik 9 kat yiiksek belirlenmistir.

A549 hiicrelerinin 3D kiiltiire edilmesi ile yapilan bir ¢alismada ICso konsantrasyon
belirlemesi yapilmadan 100 nM bortezomib konsantrayonunda apoptotik etkiler
belirlenmis fakat 100 nM bortezomibin 2D kiiltiire gére 3D kiiltiiriinde apoptotik etkileri
istatistiksel olarak anlamli belirlenememistir (Yang vd., 2009). Yapilan baska bir
calismada, sisplatin, gemsitabin, 5-fluorouracil ve kamptotesin’e ait A549 akciger kanseri
hiicrelerinin 2D ve 3D kiiltiir modellerinde belirlenen 1Cso konsantrasyonlari
karsilastirilmistir. Bu g¢alismada, ilaglarin ICso konsantrasyonlart 2D kiiltiir ortamda
sisplatin, gemsitabin, 5-fluorouracil ve kamptotesin i¢in sirasiyla 4.20; 2.56; 3.21 ve 1.36

UM olarak belirlenirken, 3D kiiltiir ortamindaki ICsp konsantrasyonlari sirastyla 75.79;
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87.31, 99.17 ve 89.74 uM olarak bildirilmis ve A549 3D kiiltiir ortaminda ICsg degeri
yaklasik olarak en diisiik 20, en yiiksek 65 kat artis gostermistir (Godugu vd, 2013).

Bu tez calismasinda, A549 akciger kanseri hiicrelerinde, 2D ve 3D ortamlarda,
bortezomib ve ixazomibin antiproliferatif etkileri belirlenerek, I1Cso konsantrasyonlari ilk

kez karsilastirilmistir.
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6. SONUC ve ONERILER

Akciger kanserlerinin baslamasi ve metastazi, sadece kanser hiicrelerinin genetik
ve molekiiler 6zelliklerine degil, ayn1 zamanda bagisiklik sistemi ile timor mikro-
cevresiyle olan etkilesimine de baghdir (Forde vd., 2014). Solid tiimorlerde timor
Kitlesinin %5-40" tiimorle iliskili makrofajlardan olusmaktadir (Sousa vd., 2015). Timor
iliskili makrofajlar, kanser hiicrelerinin epitelyal-mezenkimal gecisinde Onemli rol
oynamaktadir Makrofajlar bulunduklar1 ortamdaki uyaranlara baglh olarak M1 veya M2
makrofajlara farklilagabilirler (Tsai vd., 2014). Yapilan 6nceki ¢alismalar daha gok M1
makrofaj lizerine yogunlasmis, yapilan M2 makrofaj calismalarinda ise alt tip ayrimi
biiyiik oranda gozetilmemistir. Ozellikle M2c makrofaja iliskin literatiir bilgisinin
oldukga kisitli sayida oldugu belirlenmistir. Bizim ¢alismamizda temel hedefimiz insan
kiiciik hiicreli olmayan A549 akciger kanseri hiicreleri ile M1, M2a ve M2c makrofaj ko-
kiiltiirlinde, makrofajlarin A549 hiicrelerine tek basina ve proteazom inhibitorii olan
bortezomib ve ixazomib ile proliferasyon, apoptoz ve EMT mekanizmasi ile iligkili olarak
etkilerini belirlemektir. Bu kapsamda sonuglarimiz asagida 6zetlenmistir;

Calismamizda A549 hiicrelerinde 48. saatte ICso konsantrasyonlarinin bortezomib
icin 45 nM, ixazomib i¢in ise 2 uM oldugu ger¢ek zamanl hiicre analiz sisteminde
arastirtlmistir. Ayrica bortezomib ve ixazomibin ayni konsantrasyonlart THP-1 monosit
ve CCD-19Lu saglikli akciger hiicrelerinde de denenmis ve bu hiicrelerde dnemli bir
toksik etki olusturmadig belirlenmistir.

Ko-kiiltiir caligmalarindan 6nce MO, M1, M2a ve M2c makrofajlarin polarizasyonu
icin uygun konsantrasyon ve inkiibasyon siiresi belirleme g¢aligmalart yapilmistir. Bu
sonuglara gore, MO makrofaja farklilasma 100 ng/mL PMA ile 24 saat inkiibasyon
sonunda CD14 ve CD68 seviyeleri belirlenerek; M1 polarizasyonu 20 ng/mL IFN-y + 20
ng/mL LPS ile 24 saat inkiibasyon sonunda CD80 seviyeleri belirlenerek; M2a
polarizasyonu 25 ng/mL IL-4 + IL-13 ile 72 saat inkiibasyon sonunda CD206 ve CD23
seviyeleri belirlenerek ve M2c polarizasyonu ise ‘literatiirde ilk defa’ 1 uM hidrokortizon
ile 72 saat inkiibasyon sonucunda CD206 ve CD163 seviyeleri belirlenerek makrofaj
optimizasyonlar1 yapilmstir.

M1, M2a ve M2c makrofaj polarizasyonunu dogrulamak amaciyla arastirilan IL-
1B, IL-8, 1L-18, CXCL-1, CXCL-3, TGF- B, CCL-22 ve CCL-24 mRNA seviyeleri
sonuglarina gore, literatiirde (Hwang vd., 2011; Chanput vd., 2013; Crusz ve Balkwill,
2015; Yeung vd., 2015; Zhang vd., 2018) M1 makrofaj polarizasyonu belirteci olan IL-
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1B, IL-8, IL-18, CXCL-1, CXCL-3 mRNA seviyelerinin MO makrofaja gore bizim
sonuglarimizda da artis gosterdigi, ayn1 genlerin M2a ve M2c¢ polarize makrofajlarda ise
azaldig1 belirlenmistir. Yine M2 polarize makrofajlara 6zgii olan TGF-f, CCL-22 ve
CCL-24 mRNA ekspresyon seviyeleri MO makrofaja gore, M2a ve M2c makrofajlarda
artig gostererek, M2 polarizasyonunun gergeklestigini gostermistir. Bu sonuglar arasinda
ozellikle TGF-B mRNA ekspresyonunda belirlenen artis, sonuglarimiz agisindan
onemlidir. Clinkii yapilan ¢alismalarda TGF-3, hem epitelyal-mezenkimal ge¢is (EMT)
i¢in 6nemli faktorlerden biri oldugu hemde TGF-B’nin EMT’yi indiiklemek i¢in bir ajan
olabilecegini gosteren ¢aligmalar mevcuttur (Yang vd., 2017; Dash vd., 2018). Bizim
sonuglarimiza gore de M2a ve M2c makrofajlar ile olusturulan A549 ko-kiiltiirtinde
EMT nin indiiklenmesinde, TGF- B’nin rolii olabilecegi ongoriilmektedir.

Yapilan Onceki c¢alismalar, tiimor iliskili makrofajlarla etkilesimin, kanser
hiicrelerinin proliferasyonunu ve kemoterapi ajanlarina duyarliliklarini degistirebildigini
kanitlamigtir. Timor mikrogevresinde bulunan farkli makrofaj alt-tiplerinin (M1, M2a ve
M2c¢ gibi), hiicre proliferasyonunu farkli sekilde etkileyebilecegi agiklanmigtir (Yuan vd.,
2015). Calismamizda A549 hiicreleri ile, M1, M2a ve M2c¢ polarize makrofaj hiicreleri
ko-kiiltiiriinde kullanilan 6zel bir plaka sayesinde (E-plate insert) ayni kiiltiir ortaminda
bulunmas1 ve proliferasyonunun ger¢gek zamanli olarak Ol¢lilmesi sayesinde
calismalarimiz daha hassas olarak gergeklesmistir. M1 polarize makrofajin, ‘tek basina’
A549 hiicre canliligini azalttig1 bulunmustur. Ayrica ¢alismamiz A549 hiicreleri ve M1,
M2a ve M2c makrofaj ko-kiiltiirlerinde bortezomib ve ixazomibin anti-proliferatif
etkilerinin arastirildigi ilk ¢aligmadir. Ozellikle A549 ile M1 makrofaj ko-kiiltiir
grubunda bortezomib ve ixazomibin anti-proliferatif etkisinin daha yiiksek oldugu
belirlenmistir. Bu iki sonug¢ bize literatiirde A549 hiicreleri ile M1 makrofaj ko-
kiiltiiriinde etkinligi bilinen sisplatin, etoposid gibi ilaglarin, antiproliferatif etkilerinin ve
duyarliliginin arttig1 bildirilen ¢aligmalara (Genin vd., 2015; Yuan vd., 2015) paralel
olarak, akciger kanseri mikrogevresinde bulunan tiimor iliskili makrofajlarin daha ¢ok
‘M1 polarize’ bulunmasinin/saglanmasinin hem anti-proliferatif etkiler hemde kullanilan
kemoterapoétiklerin etkisini arttirmak acisindan Onemli bir avantaj olabilecegini
gostermektedir.

M1 polarize makrofajin, A549 hiicre canliligin1 azaltmasi sonucumuz ile paralel
olarak, A549 kontrole gore, A549+M1 makrofaj grubunda 6zellikle erken apoptoz artisi

belirlenmesi sonuglarimiz agisindan 6nemlidir. Ayrica Annexin V-PI sonuglarimiza gore,
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bortezomib ve ixazomibin A549 tekli kiiltiir grubunda kontrole gore apoptotik etkilerinin
istatistiksel olarak ayni oldugu belirlenmistir. Calismamizda tiimér mikrogevresinde
bulunarak pro-inflamatuvar sitokinlerin artisina sebep olan ve kanser progresyonunu
onledigi agiklanan M1 polarize makrofajlarin (Mosser, 2003; Biswas ve Mantovani,
2010), apoptoz sonuglarimizi destekleyecek sekilde AS549 hiicreleri ile ko-kiiltiiri
sonucunda, aktif kaspaz-3 seviyelerini arttirmis olmasi da ilk kez bu tez galismasinda
belirlenmistir. Kaspaz-3 seviyelerinde en fazla artis M1+A549 bortezomib ve M1+A549
ixazomib polarize makrofaj ile olusturulan ko-kiiltiir grubunda analiz edilmistir.
Calismamiz, ixazomibin A549 hiicrelerinde kaspaz-3 seviyelerinin degerlendirildigi ilk
calismadir ve biitlin ko-kiiltiir gruplarinda ixazomibin kaspaz-3 seviyelerini bortezomibe
gore daha fazla arttirdig1 belirlenmistir. ilave olarak, A549 hiicrelerinde dzellikle M1
makrofaj ko-kiiltiir grubunda, bortezomib ve ixazomibin mitokondrial depolarizasyon
artisina sebep olmasi da A549 hiicrelerinde M1 makrofajin proteazom inhibitorii olan
bortezomib ve ixazomibin apoptotik etkilerini arttirdigini agiklamaktadir.

Yapilan ¢aligmalarda TNF-a’nin TGF-f seviyelerini baskilayarak EMT’yi inhibe
ettigi (Dash vd., 2018) ve IL-10 inhibisyonunun ise EMT’yi etkili bir sekilde azalttig:
(Suarez-Carmona vd., 2017) bildirilmistir. Bizim sonuglarimizda da A549 hiicrelerinin
M2a ve M2c makrofajlar ko-kiiltiiriinde azalan TNF-a ve artan IL-10 seviyelerinin A549
hiicrelerinde EMT artisinin  sebebi olarak gosterilebilecegi  bulgularimiz  ile
kanitlanmustir.

M2a ve M2c makrofaj ile A549 Kko-kiiltiir gruplarinda, kanser hiicrelerinde,
vimentin, E-kaderin, fibronektin, NF-kB, VEGF ve CCI-17 mRNA eskpresyon
diizeylerine bagl olarak EMT nin indiiklenmis oldugu gosterilmistir. Son yillarda, timor
biiyiimesinin ve invazyonunun baskilanmasi hedeflenmis ve NF-kB ekseninde odaklanan
tedavi yaklasimlari  Onerilmistir.  Ayrica timor mikrogevresindeki  makrofaj
popiilasyonunun, proinflamatuar ‘M1 polarize makrofajlara’ yeniden programlanmasi ile
makrofaja anti-timor 6zellik kazandirmak amaciyla, ‘NF-kB’ immiinoterapi i¢in bir
hedef olarak 6n plana ¢ikmistir (Yang vd., 2014; Ortega vd., 2016). Calismamizda
‘bilinen en iyi NF-kB inhibitorlerinden biri olmasi sebebi ile’ secilen proteazom
inhbibitorlerinden, bortezomib ve ixazomibin 6zellikle M2c makrofaj ko-kiiltiirii ile
uyarilan A549 hiicrelerinde EMT {izerine etkileri vimentin, E-kaderin, NF-kB, CCI-17 ve
VEGF mRNA ve protein seviyeleri ile belirlenmistir. Bu sonuglara gore 6zellikle M2c
makrofajin A549 hiicrelerindeki EMT’yi M2a makrofaja gore daha ¢ok arttirdig
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bulunmustur. Ayrica proteazom inhibitorlerinin EMT iizerine etkisi karsilagtirildiginda,
M2 polarize makrofajlar ile indiiklenen EMT’ nin ‘bortezomibe gore ixazomib’ ile
istatistiksel olarak da daha anlamli bir sekilde inhibe edildigi sonucuna varilmistir.

Calismamizda A549 akciger kanseri hiicrelerinde, 2D ve 3D ortamlarda,
bortezomib ve ixazomibin antiproliferatif etkileri ve 1Cso konsantrasyonlari ilk kez
belirlenerek karsilagtirllmigtir. Bu sonuglara gore, A549 hiicrelerinde bortezomib ve
ixazomibin 48 saatlik inkiibasyon sonunda, 3D ortamdaki ICso degeri 2D kiiltiir ortamina
gore bortezomib icin yaklasik 15, ixazomib i¢in ise yaklasik 9 kat yiiksek belirlenmistir.
3D kiiltiir ortam1 in vivo kosullara daha yakin oldugu i¢in gelecekte yapilacak ¢alismalara
belirlenen bu konsantrasyonlar 151k tutacaktir.

Tez ¢alismamizin en 6nemli sonuglart biri; THP-1 monosit hiicrelerinin PMA ile
MO makrofaja farklilastirilmasinin ardindan, calismamizin 6zgiin degeri olan ve
literatiirde ilk kez hidrokortizon kullanilarak M2c polarizasyonunun gergeklestirilmis
olmasidir. Literatiir ¢aligsmalar1 sonucunda 6zellikle M2c polarize makrofaja ait kisith
sayida literatiir bilgisi oldugu ve yapilan calismalarda THP-1 hiicrelerinin M2¢c makrofaja
farklilastirilmasi sirasinda IL-10 kullanildig1 dikkatimizi ¢ekmistir. Literatiir bilgilerine
farmakolojik bir yaklasimla bakildiginda M2c farklilagmasinda glukokortikoid
kullanimmin miimkiin olabilecegi belirtilmesine ragmen bu konuda ¢alisma
yapilmamistir. Buradan yola ¢ikarak bu tez kapsaminda yaptigimiz ¢alismalar ile THP-1
kokenli makrofaj hiicrelerini (MO makrofaj) hidrokortizon kullanarak M2c polarize
makrofaj haline farklilastirmayr optimize ettik. Ayrica bu M2c makrofaj
polarizasyonunun A549 hiicrelerinde M1 ve M2a makrofaja goére, EMT yolagim diger
makrofajlardan daha fazla indiiklemis oldugu bulgularimiz arasindaki énemli sonuglar
arasindadir.

Akciger tiimorii mikrogevresi, malign ve malign olmayan popiilasyonlar dahil
olmak iizere cok cesitli hiicreleri icermektedir. Bu hiicreler, tiimér olusumunun inhibe
edilmesine katki saglayabilecegi gibi tam tersine, tiimor biiylimesinin ve ilerlemesinin
gelismesine de yol agabilecegi bilindiginden (Jackute vd., 2018), M2c makrofaj iliskili
veriler hem literatiire hemde kanser tedavisi konusundaki bilgilere yeni bakis agisi
saglayacaktir. Akciger kanserinde hiicrelerin, erken metastaz yapabilme kabiliyetinin ¢ok
yiiksek olmasi ve mortalitenin biiyiik ¢ogunlugunu kanser metastazinin olusturmasi
nedeni ile metastazin inhibisyonu, EMT yolagmin inhibisyonu ile yakindan iliskilidir.
(Savary vd., 2009).
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Sonug olarak, M1 makrofaj ile ko-kiiltiiriinde, A549 hiicrelerinde anti-proliferatif
ve anti-apoptotik etkilerin yiiksek bulunmasina ek olarak M1 makrofaj, bortezomib ve
ixazomibin anti-proliferatif ve anti-apoptotik etkilerini arttirmistir. Ayrica, M2c makrofaj
ile A549 hiicrelerinde uyardigimiz EMT’nin bortezomibe goére 6zellikle ixazomib ile
daha basarili sekilde inhibe edilmesi, giincel tedavi yaklagimi olan proteaozom
inhibitorlerinden ixazomibin EMT yolag: iizerinde bilinmeyen bir yoniinii aydinlatarak
immiinoterapdtik yaklagimlar olarak degerlendirilebilecegini bu ¢alisma ile gostermis
olduk.

Tez ¢alismamiz siirecinde ileriki ¢alismalar ile, EMT yolagmin ardindan M2c ile
iliskili verileri arttirmak amaciyla anti-metastatik, anti-anjiyojenik mekanizmalar iizerine
daha kapsamli arastirmalarin yapilmas: ve etkilerin belirlenmesinin 6nemli olmasi
nedeniyle énermis oldugumuz ‘Proteazom Inhibitérleri Bortezomib ve Ixazomib’in M2c
Polarize Makrofaj ile Olusturulan A549 Akciger Kanseri Ko-Kiiltiir Modelinde
Metastaz/inflamasyon Birlikteliginin Arastirilmas1® isim ve konulu TUBITAK 1002
projesi kapsaminda (proje no: 319S088) kabul edilmistir. Hem tez hemde sonug¢lanacak
proje verilerimiz 1s1¢inda M2c¢c makrofaj ve ixazomib iliskili ile daha ileri molekiiler
mekanizmalar iizerine ¢alisilabilecegi ve M2 makrofajlart M1 makrofaja yeniden

programlamanin akciger kanseri tedavisine yeni 151k tutabilecegi diisiniilmektedir.
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