T.C.
KOCAELI UNIVERSITESI

SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

UYARILMIS SITOTOKSIK (CD8*) T HUCRE EKSOZOMLARININ
AKCIGER KANSERI UZERINE ETKIiSIiNiN iNCELENMESI.

Eldar SOVUNJOV

Kocaeli Universitesi
Saglik Bilimleri Enstitiisii Y 0netmeliginin
Tibb1 Biyoloji Programi igin Ongordiigii
BILIM UZMANLIGI TEZI

Olarak Hazirlanmustir.

KOCAELI

2021






T.C.
KOCAELI UNIVERSITESI

SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

UYARILMIS SITOTOKSIK (CD8*) T HUCRE EKSOZOMLARININ
AKCIiGER KANSERI UZERINE ETKIiSiNiN INCELENMESI.

Eldar SOVUNJOV
Kocaeli Universitesi
Saglhik Bilimleri Enstitiisii Y 6netmeliginin
Tibb1 Biyoloji Programi i¢in Ongdrdiigii
BILIM UZMANLIGI TEZI

Olarak Hazirlanmistir.

Danigman: Dr. Ogr. Uyesi Zehra Seda HALBUTOGULLARI
Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP) Koordinasyon Birimi - Proje No: TYL-2020-2119
Turkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu (TUBITAK 1002) — Proje No: 2205690

Etik Kurulu Onay No: KU GOKAEK 2019/316

KOCAELI

2021



SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU MUDURLUGU’NE

Tez Adr: Uyarilmis Sitotoksik (Cd8*) T Hiicre Eksozomlarmin Akciger Kanseri Uzerine

Etkisinin Incelenmesi.

Tez Yazart: Eldar SOVUNJOV
Tez savunma tarihi: 09/07/2021

Tez Damismant: Dr. Ogr. Uyesi Z. Seda HALBUTOGULLARI

Bu ¢ahsma, smav kurulumuz tarafindan Tibb1 Biyoloji Anabilim Dalinda BILIM
UZMANLIGI tezi olarak kabul edilmistir.

Onay

Bu tez Kocaeli Universitesi Lisansiistii Egitim ve Ogretim Yo6netmeliginin ilgili maddeleri
uyarinca yukaridaki jiiri tarafindan uygun bulunmus ve Saglik Bilimleri Enstitiisii Yonetim

Kurulu karariyla onaylanmaistir.

Prof. Dr. Sema Askin KECELI

KOU Saglik Bilimleri Enstitiisii Miidiirii



OZET

Uyanilmis Sitotoksik (CD8") T Hiicre Eksozomlarimin Akciger Kanseri Uzerine

Etkisinin Incelenmesi.

Amag: Akciger kanseri (AK) goriilme sikligi ve yol agtig1 fiziksel, ruhsal, sosyal ve
ekonomik sorunlar nedeniyle tiim diinyada ve iilkemizde 6nemli bir saglik sorunu olmaya
devam etmektedir. Yapilan calismalar uyarilmis sitotoksik T hiicreleri (USTH) ile tiimor
mikrogevresi (TMQC) ve kanserin iyi seyri arasinda pozitif baglant1 oldugunu gostermistir.
Son zamanlarda USTH’lerin bu etkisinde eksozomlarim da TMC’de metastazi
destekleyebilecek mezenkimal kok hicrelerini engelleyerek rol aldigi gosterilmistir.
Eksozomlar g¢api1 genellikle 40-150 nm olan; niikleik asit ve ¢esitli proteinleri iceren
mikrovezikillerdir. Eksozomlar dogal lipozom 6zelligi tasidiklari, nanoboyutta olduklar1 ve
membranlarinda tasidiklar1 protein ve lipid igeriklerinden dolay1 kanda biiyiik 6l¢iide stabil
kaldiklar1 i¢in ilaglarin kanser hiicrelerine spesifik olarak iletilmesinde avantajli
olabilecekleri diisiiniilmektedir. Calismamizda USTH eksozomlarmin A549 AK hiicre hatti

Uzerindeki sitotoksik ve metastatik onleyici etkilerini in vitro olarak tespit etmeyi amagladik.

Yontem: Sitotoksik T hiicreleri, saglikli bireylerden elde edilen tam kandan izole edildi ve
uyarildiktan sonra 5 ila 7 giin kiiltiire edildi. USTH serumsuz besiyerinden diferansiye
ultrasantrifiij yontemiyle eksozom izolasyonu yapildi. Izole edilen eksozomlarm
karakterizasyonu ve protein miktar tayini, akim sitometrisi ve BCA testi ile analiz edildi.
Daha sonra USTH eksozomlar1 ve USTH’ler 48 saat boyunca A549 hiicreleri ile ortak
kiiltiire alind1. Ortak kiiltiir sonrasi A549 hiicrelerinin hiicre canlilik analizi WST-1 deneyi
ile gerceklestirildi. Metastazla ilgili genlerin- MMP2, MMP9, TWIST, SNAIL, CDH1 -
ifade dizeyleri qRT-PCR’da incelendi ve  MMP-2 ve MMP-9 proteinleri konfokal

mikroskopisinde degerlendirildi.

Bulgular: USTH ve eksozom izolasyon ve karakterizasyonlar1 basariyla gerceklestirildi.
Yapilan analizlerde, USTH eksozomlarmin kanser hiicrelerinin ¢ogalmasmi ve metastatik

Ozelliklerini azalttig1 bulunmustur.



Sonuglar: AK hiicre hatt1 tizerinde USTH eksozomlarinin anti-metastatik ve anti-proliferatif

etkilerinin oldugu saptanmuistir.

Anahtar soOzcikler: Akciger kanseri, immunoterapi, eksozomlar, sitotoksik T

hicreler.



ABSTRACT

Examining The Effect Of Activated Cytotoxic (CD8") T Cell Exosomes To The Lung
Cancer.

Obijective: Lung cancer (LC) continues to be a major health problem worldwide due to its
incidence and causing physical, psychological, social, and economic problems. Several
studies have indicated a positive correlation between activated cytotoxic T cells (ACTC) in
the tumor microenvironment (TME) and a good prognosis in cancer. Recently, ACTC-
derived exosomes (ACTC-dEX) have been implicated in this effect through inhibiting
mesenchymal stem cells that may promote metastasis in the TME. Exosomes are
microvesicles that are usually 40-150 nm in diameter and containing many biomolecules
such as proteins, lipids, a wide variety of RNA molecules and DNA fragments. Exosomes
are thought to be advantageous in the specific delivery of drugs to cancer cells, as they have
the characteristics of natural liposomes, are nano-sized and remain largely stable in the blood
due to the protein and lipid content they carry on their membranes. In this study, we aimed
to detect the cytotoxic and metastatic inhibitory effects of ACTC-dEX on the A549 LC cell

line in-vitro.

Method: Cytotoxic T cells were isolated from whole blood obtained from healthy individuals
and cultured 5 to 7 days after stimulation. Exosomes from ACTC serum-free culture medium
were collected by ultracentrifugation. The characterization and quantification of the isolated
exosomes were analyzed by flow cytometry and BCA assay. We then co-cultured ACTC
and ACTC-dEX with A549 cells for 48 hours. Afterward, the cell viability of A549 cells
performed by WST-1 assay. MMP2 and MMP9 proteins evaluated by confocal microscopy
and metastasis-related genes MMP2, MMP9, TWIST, SNAIL, CDH1 were detected by qRT-
PCR.

Results: ACTC and exosome isolation and characterization were performed successfully. In
the analysis, it was found that ACTC-dEX reduced the proliferation and metastatic properties

of cancer cells.

Vi



Conclusions: As a result of the experiments, it was determined that ACTC-dEX have anti-
metastatic and anti-proliferative effects on LC cell line.

Keywords: Lung cancer, immunotherapy, exosomes, cytotoxic T cells.
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1. GIRIS
1.1. Akciger Kanseri

Akciger kanseri (AK), tani, siniflandirma ve tedavi i¢in multidisipliner bir yaklagimin
gerekli oldugu karmasik ve heterojen hastaliklar grubudur (De Sousa & Carvalho, 2018;
Rodriguez-Canales vd., 2016). AK yapisal olarak normal akciger dokusundan olan
hiicrelerin kontrol dis1 gogalarak akciger i¢inde bir kitle (tiimor) olusturmasiyla baglar (Sekil
1.1.1). Burada olusan kitle oncelikle bulundugu ortamda biiyiir ve daha ileri asamalarda
cevre dokulara veya dolagim yoluyla uzak organlara (karaciger, kemik, beyin, vb.) yayilarak

hasara yol acar (Acibadem Saglik Grubu, 2020).

(ko]
1

\' 3
|
4 |
\
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Sekil 1.1.1: Akciger kanseri gorseli (Lung Cancer | The Patient Guide to Heart, Lung, and
Esophageal Surgery, n.d.).

AK dlnyada kanser tirleri arasinda, erkeklerde (Sekil 1.1.2. A) en sik 6liime neden olan
birinci, kadinlarda (Sekil 1.1.2. B) ise meme kanserinden sonra ikinci kanser turudur. Her
yil yaklagik 1.6 milyon insan AK’den hayatin1 kaybetmektedir (Dongel, 2017; Uluslararasi
Kanser Arastirma Ajansi (IARC), 2018). Tiirkiye'de ise AK’nin gorulme siklig1 erkeklerde
yiiz binde 57,7 ve kadinlarda 9,8'dir ve bu oranlarla erkeklerde ilk sirada, kadinlarda ise
besinci sirada yer almaktadir. (Tiirkiye Kanser Istatistikleri 2016, 2019). AK tanis1 alan
hastalarin sadece %15°1 5 yildan fazla yasamaktadir. Hastalarin %70’den fazlas1 tan1 aninda

ileri evrededir ve dolayistyla kiiratif tedaviye uygun degildir (Cascone et al., 2016).
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Sekil 1.1.2: a. Erkek; b. Kadinlar i¢in en yaygin goriilen 10 kanser tiiriiniin vaka ve 6liim
oranlarmi ylizdelik dagilimi. Melanom dis1 cilt kanserleri “diger” kategorisine dahil edilir
(Bray et al., 2018).

AK bir¢ok faktore bagl olarak ortaya ¢ikan bir hastaliktir. Bu nedenler arasinda; tltin
urdnlerinin igilmesi, genetik faktorler, radon gazi, asbest ve hava kirliligi gibi faktorler
sorumlu tutulmaktadir. Uzun siireli olarak tiitiin dumanma maruz kalmak en sik goriilen AK

nedeni iken, tiim akciger kanserli hastalarin %]15'e ulasan bir orani sigara igmeyenlerden
olugmaktadir (Vikipedi, 2020).



Tutdn drunlerinin igilmesi: Yirminci yilizyilda AK’nin goriilme sikligim artmas,
Ozellikle tutlin endiistrisinin  gelismesiyle ve sigara kullanimmin yayginlasmasiyla
gerceklesmistir (Demirci ve Yurdakul, 2020). Diinya genelinde yaklasik 1,3 milyar sigara
kullanicisi mevcuttur ve bunlarin %80’inden fazlasi diisiik ve orta gelirli Ulkelerde
yasamaktadir. Tirkiye’de erkeklerin %44,1°1, kadmnlarin %19,2°si ve 15 yas ve lizeri
nifusun %31,6’s1 (yaklasik 19.2 milyon kisi) tiitiin kullanmaktadir (Erdol vd., 2020).
Gunimizde, AK %85-90 oraninda sigaraya bagli olarak ortaya ¢ikmaktadir ve sigara
icmeyen ancak dumanma maruz kalan pasif igicilerde de risk artmaktadir (Gomes &
Gibbons, 2016). Gelismis tilkelerde AK’den élimlerin erkeklerde %92-94'(iniin, kadinlarda
ise %78-80'inin sigaraya bagli oldugu bildirilmistir. TUrkiye'de yapilan ¢aligmalarda ise,
akciger kanserli kadmlarin %17'sinin, erkeklerin ise %94'iniin sigara igtikleri
kaydedilmistir. Sigara igen insanlarda, hi¢ igmemislere gore rolatif risk yaklasik 11-17 kat
daha fazladir. Ayrica, kanser gelisme riski; sigara igme siiresi, giinde i¢ilen sigara sayisi,
erken baslama yasi, derin ¢ekme (inhalasyon), katran ("tar") miktar ile artar, sigarayi

birakma suresi ile de azalmaktadir (Vikipedi, 2020).

Tiitlin dumani, ¢ok sayida karsinojen ve biiylime faktorii igeren yaklasik 4000’den fazla
cesitli kimyasalin karisimidir. En dnemlileri benzo [a] piren dahil polisiklik aromatik
hidrokarbonlar (PAH); nitratlar; ve 4- (metilnitrosamino) -1- (13-piridil-1-bitanon) gibi
titlne 6zgu N-nitrozaminler (TSNA)’dir (Demirci ve Yurdakul, 2020). N-nitrozaminler,
tiitiin islenmesi ve pirosentezi sirasinda olugsmaktadir. Bunlar nikotin ve alkaloid arekolinden
kdkenlenmektedir. Nikotinin ana nitrazyon iirtinleri, NNK (nitrozamin keton) ve NNN (N’-
nitrozonornikotin)’ler ¢ok giiclii akciger karsinojenleri olarak bilinmektedirler (Gomes &
Gibbons, 2016). Tiitiiniin bagimlilik yapan bileseni nikotin, bir asetilkolin agonisti olarak
hareket ederek sinir sistemindeki nikotinik asetilkolin reseptorlerine (nAChR) baglanan ve
dopamin, serotonin, endorfin ve gama-aminobutirik asit (GABA) gibi nérotransmiterlerin
kan dolasimma salinmasina neden olan dogal bir alkaloiddir. Nikotinin kendisi bir
kanserojen olmasa da, nikotinik reseptdrlerini gogaltarak tiitiin bagimliligini arttirir ve gen
ekspresyonunda degisiklik yaparak akciger timdrlerinin ilerlemesine neden olur (Demirci
ve Yurdakul, 2020). Ayrica yeni kanitlar, nikotinik asetilkolin reseptorlerini AK’ne bir
yatkinlik noktasi olarak belirlemistir (Hung et al., 2008) ve nikotinin deneysel sistemlerde
tiimorogenezis ve metastaza yol agabilecegini gdstermistir (Davis et al., 2009). Sigara

kullanim1 diinya ¢apinda tiitiin kullaniminin en yaygn tiirii olmakla birlikte, nargile, cesitli
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dumansiz tiitiin Urdnleri, puro, sigarillo, sarma tatln, pipo, bidi ve kreteks gibi diger tiitiin
triinleri de AK riskini arttirmaktadir (Erddl vd., 2020).

Radon: Radon, yer kabugunda uranyumun dogal olarak ¢iirlimesi ile olugsmaktadir. Renksiz,
kokusuz ve kimyasal olarak inert bir gaz olan radon, yerkabugunu gecebilmekte ve binalarda
birikebilmektedir. Radon, agir iyonize alfa partikiiller yayan ve solunum epitel
hiicrelerindeki DNA’ya zarar veren irlinlere ayrigmaktadir (Samet, 1989). Radon gazi,
akciger kanserinde sigaradan sonra en 6nemli etken olup, akciger kanserinin %3 ile 15’inden
sorumludur (T.C. Saglik Bakanligi, 2016). Uranyum madenlerindeki yeralt: is¢ilerinde
yapilan epidemiyolojik calismalar, radon maruziyetinin skuaméz hiicreli akciger kanseri

gelisimi i¢in risk olusturdugunu kanitlamistir (de Groot et al., 2018).

Asbest: Asbestos ya da amyant, lifli yapida kanserojen bir mineraldir ve birgok dogal
formda bulunmaktadir. 3.000' den fazla kullanim alani olan asbestten, 6zellikle gemi, ucak,
otomobil sanayiinde, makine konstriiksiyonlarinda yaglayicit madde ve sizdirmazlik elemani
olarak, ingaat sektOriinde, 1s1 ve ses izolasyonunda yaygin olarak yararlanilmistir (Asbest -
Vikipedi, 2020). Saglik riskleri nedeniyle giiniimiizde basta Avrupa olmak iizere diinyanin
birgok iilkesinde asbestin iiretilmesi ve endiistride kullanilmas1 yasaklanmis; birgok tlkede
ise ciddi kisitlamalar getirilmistir (Enerji Portali, 2020). Epidemiyolojik ¢alismalar asbest
maruziyeti ile pulmoner fibrosis, mezotelyoma ve akciger kanseri gibi belli akciger
hastaliklar1 arasindaki iliskiyi dogrulamistir. Bir inert molekiil olan silikat lifi, insanin
akcigerinde bir omiir boyu kalabilmekte ve karsinogeneze neden olmaktadir (Mossman et
al., 1990). Sigara i¢iminin bronsial temizlenmeyi bozarak pulmoner epitelde asbest varligini
arttirdig1 ve ayni zamanda, asbestin tiitiin karsinojenlerinin mutajenik etkilerini ¢ogalttig1
varsayilmaktadir. Bu durum sigara igen asbest is¢ilerinde belirgin bir sekilde izlenmektedir.
Soyle ki, asbest maruziyetinin AK i¢in rolatif riski 1.4-2.6 iken, sigara igimi asbest

maruziyeti ile birlestiginde risk ¢arpici olarak 28.8’e ¢ikmaktadir (Kjuus et al., 1986).

Genetik yatkinhk: Birgok calisma, aile Oykiisiiniin artmig hastalik riski ile baglantili
oldugunu gostermistir. Birinci derece akrabalarinda AK olan kisilerde kanser gelisme riski
2-4 kat artmaktadir. Ancak bunun tamamen genetik faktorlere baglh olmadigi, akrabalarin
ayni ortamda bulunmasinin da etkisi oldugu diisiiniilmektedir (Vikipedi, 2020). Bir vaka-
kontrol ¢alismasinda Louisiana’da AK’den 6len 336 hasta derlenmis ve AK birinci derece

akrabalarda kontrol grubundaki (hasta esleri) birinci derece akrabalara kiyasla 2.4 kat daha
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fazla bulunmustur (Ooi et al., 1986). Ek olarak, erken yasta AK gelisme riski mendelian
kodominant yolla da iligskilendirilmistir (Sellers et al., 1990).

Genom caligmalar1 (GWAS), 5p15, 15q25-26 ve 6921 kromozom bolgeleri ile AK yatkinlig1
arasinda pozitif baglanti oldugunu gostermistir. 5p15 bolgesi, sigara igenlerde ve
icmeyenlerde adenokarsinom gelisimi ile iligkili bulunmustur (Landi et al., 2009). 15q25-26
kromozom bdlgesindeki mutasyonlar ise, nikotin bagimliligini ve AK riskini artirdigi
bildirilmistir (Thorgeirsson et al., 2008).

Sigara dumani ve diger karsinojenlerin DNA hasar1 olusturmalar1 nedeniyle, DNA tamir
mekanizmasindaki degisiklikler de kanser olusturma riski agisindan ¢alisilmistir. Spitz ve
arkadaslari, hi¢c sigara kullanmayanlarda ve kullananlarda KHDAK’nin gelisiminde
degismis DNA tamir kapasitesinin 6nemini agik bir sekilde gostermislerdir (Shen et al.,
2003). Diger faktorlerden kaynakli DNA tamir mekanizmasmdaki bozukluklar da, AK
gelisim riski i¢in ayri bir degiskendir. AK’nin olusumunda kalitsal 6n yatkinlik yaratan
faktorlerin varligir tam olarak tanimlanmamissa da bir¢ok calisma, genetik yatkinligin

varhigini desteklemektedir.

Hava kirliligi: Glin devaminda ortalama bir yetigkin yaklagik 10.000 L hava solumaktadir.
Sonug olarak, havada kanserojen maddelerin diisiik konsantrasyonlarda bulunmasi bile AK
icin risk olusturabilmktedir (Alberg et al., 2016). Ozellikle, endiistrinin yogun oldugu ve
kalabalik sehirlerde fosil yakitlarn yanmasiyla ortaya ¢ikan polisiklik aromatik
hidrokarbonlar gibi kanserojenler ve Arsenik, Nikel ve Krom gibi metaller AK riskini
arttrmaktadirlar (Straif et al., 2009). Amerikan Kanser Kurumunun Kanseri Onleme
Calismasi I1I'den elde edilen veriler, ince partikiil konsantrasyonundaki her 10 g/m?® artisin
AK riskini % 14 oraninda yiikselttigini gostermistir (Pope et al., 2002). ABD'nin alt1 sehrinde
yapilan bir arastirmada, havadaki en yiiksek ince partikiil konsantrasyonuna sahip sehir
sakinlerinde, konsantrasyonun en diisiik oldugu sehre kiyasla % 40'lik bir AK riski artist
bulunmustur (Dockery et al., 1993).

Kapali ortamda tiitiin i¢imi, yap1 malzemeleri, toprak gazlari, ev Uriinleri, 1sinma ve pigirme
sonucu olusan yanmalardan kaynaklanan i¢ mekanlardaki hava kirliligi de AK' riskini

arttirmaktadir (Alberg et al., 2016). Ozellikle, evlerde komiir dumanina maruz kalan



kadinlarda risk iki kat daha fazladir ve biyoyakitlardan olugan yan iiriinlerin ¢ogu bilinen

veya siiphelenilen kanserojenlerdir (Sood, 2012).
Diger faktorler

Yapilan ¢ok fazla sayida aragtirmalara ragmen, meyve ve sebze tiiketiminin AK insidansi
iizerine koruyucu etkisi gosterilememistir. Ancak, meyve ve sebzelerin kanser insidansini
etkileyen ve B-karoten, a-tokoferol veya retinol gibi farkli ajanlarn etkilerini veya biyolojik
dozlarin1 ayarlayarak AK riskini azaltan bir dizi mikrobesinler i¢erdigi varsayilmaktadir
(Gomes & Gibbons, 2016).

HIV enfeksiyonu, sigara icme durumundan bagimsiz olarak, genel popiilasyondaki riske
kiyasla AK riskini en az 2,5 kat artirmaktadir (Shiels et al., 2009). ilging bir sekilde, Amerika
Birlesik Devletleri'nde, AK olan HIV ile enfekte bireylerin yaklagik % 80'ni Afrika kokenli
Amerikalilar olusturmaktadir (Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi, 2008).

Ote yandan AK’ne artan duyarhlik, daha oOnce var olan akciger hastaliklar1 ile
iliskilendirilebilir. Bu tir altta yatan akciger hastaliklar1 iki ana formda bulunmaktadir: (1)
kronik obstriiktif akciger hastaligi (COPD) gibi hava akisin1 engelleyen hava yolu
bozukluklar1 ve (2) pnomokonyoz gibi akciger kapasitesini kisitlayan fibrotik bozukluklar
(Alberg et al., 2016). COPD hastalarinda AK riskinin artmasi, kronik inflamasyonun
timorojenik siirece ilerleyebilecegi fikrini ve COX-2 inhibitéri gibi ajanlarin klinik
caligmalarini desteklemektedir (Lee et al., 2009).

Erkekler ve kadinlar arasinda AK insidansinda ilging farkliliklar kaydedilmistir. Birincisi,
AK olan kadmlarm prognozu erkeklerden daha iyidir. ikincisi, Ostrojen AK riskini
artrmaktadir (Alberg et al., 2013). Ornegin, strojen art1 progestin formiilasyonlar: ile
hormon tedavisi yapilan iki biiyiik 6lgekli randomize kontrollii ¢alismadan elde edilen
verilerin bir meta-analizinde AK riskinin 6nemli dlgiide arttig1 gozlenmistir (Greiser et al.,
2010). Uglinciisii, hig sigara igmeyenlerde bazi belirgin cinsiyet farkliliklar1 ortaya ¢ikmustir.
Hic sigara igmeyenler arasinda, kadinlar erkeklerden daha yiiksek AK insidans oranlarina
sahiptir. AK’nin gelistigi hi¢ sigara igmeyenler arasinda, kadmlar erkeklerden daha yiiksek
bir adenokarsinom yuzdesine sahiptir ve adenokarsinomlu hastalarda, kadmnlar erkeklerden

daha yuksek EGFR mutasyonlar1 prevalansina sahiptir (Alberg et al., 2013).



1.2. Akcigerin Anatomik, Fizyolojik ve Histolojik Yapisi

Akcigerlerin birbirine bagl iki temel islevi vardir. 1) Vicuda oksijen vermek ve
vicut tarafindan retilen karbondioksiti gidermek i¢in  ventilasyon-perfiizyon
eslestirmesidir. 2) Havadaki patojenlerin, kimyasallarin ve partikiillerin saldirisina karsi
konuk¢u savunmasidir. Akcigerlerin anatomik yapisi bu temel islevleri ile yakindan

iliskilidir (Albertine, 2016).

Stingerimsi yapida olan akcigerler, gogiis kafesinde kalbin her iki yaninda bulunurlar (Sekil
1.2.1 A). Ustte dar bir yuvarlak tepe noktasi (apex) ve altta diyaframin disbiikey yiizeyine
dayanan genis bir i¢blikey tabani ile konik sekildedirler. Her iki akcigerde, kan damarlarmin,
hava yollarmin ve bronkopulmoner lenf diiglimlerinin akcigerlere gectigi, akcigerin kokiinde

hilum ad1 verilen merkezi bir girinti vardir (Drake et al., 2014).

Superior lob y N Superior lob
Sag ana brons -Sol ana brons
Ikincil bronslar

Kostal akciger
yiizeyi

Bronsiyoller

1ferior lob

Sekil 1.2.1: a. Akcigerin genel gérinima; b. Akcigerlerin loblar1 (Nickelson, 2021).

Akcigerler, ¢ift tabakali membrandan meydana gelmis pleura ile gevrilidirler. Dis parietal
pleura gogiis kafesinin i¢ duvarmi kaplarken, i¢ visseral pleura akcigerlerin dis yiiziinii
kaplamaktadir. Her iki pleura tabakasi arasinda pleural sivi igeren pleural bosluk
bulunmaktadir (Aktlimsek, 2016). Pleural sivi, her nefes alista pleura tabakalarinin birbiri
iizerinden kolaylikla kaymasinda ve akcigerlerin goglis duvarmna baglanmasinda gorev

almaktadwr. Pleural bosluk, parietal pleuranin ve visseral pleuranin bitisik oldugu hilum
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disinda akcigeri g¢evreler ve pulmoner 6dem sivisinin kagabilecegi ¢ikis gorevi goriir
(Albertine, 2016).

Her bir akciger, fissiir (yarik) olarak adlandirilan ve akcigerlerin genislemesine yardimci
olan pleuranin kivrimlar: tarafindan loblara boliinmiistiir (Sekil 1.2.1 B). Sag akciger, oblik
ve horizontal fissir ile 3 loba — superior, medius ve inferior; sol akciger ise, sadece oblik
fissur ile superior ve inferior olmak iizere iki loba ayrilmistir. Sol akcigerde horizontal fissiir
bulunmamaktadir ve sagdan farkli olarak orta lob icermez (Aktimsek, 2016). Ancak, bunun
yerine homolog bir 6zellige sahip iist lobun lingula adi verilen ¢ikintisini icermektedir
(Ayed, 2004). Her bir akciger, loblarin yani sira onar tane bronkopulmoner segmente
boliinmiistiir. Bu segmentlerin her biri kismen bagimsiz birer akcigercik gibi caligir. Clinkti
her bir bronkopulmoner segment kendine ait (segmental) bronslara ve arteriyel damarlara
sahiptir. Segmentler yiizlerce alveollardan olusan ve etrafi bag dokusu ile ¢evrili daha kiigiik
birimlerden - lobiillerden meydana gelmistir (Aktimsek, 2016). Segmental anatomi,
akcigerlerdeki hastalik siireclerini lokalize etmek i¢in klinik olarak yararlidir. Segment,
cevre dokuyu ciddi sekilde etkilemeden cerrahi olarak cikarilabilen ayri bir birimdir

(Arakawa et al., 2000).

Akcigerler alt solunum yolunun bir pargasidir ve trakeadan dallandiklarinda bronsiyal hava
yollarin1 barindirirlar. Bronsiyal hava yollar1 {i¢ ana gruba ayrilir: bronglar, bronsiyoller
(terminal bronsiyoller dahil) ve solunum bronsiyolleri. Trakea ve bronslar kikirdaklidirlar,
ventilasyonla 6nemli 6l¢iide sekil degistirmez ve gaz degisimine katilmazlar. Cap1 yaklasik
1 mm veya daha kii¢iik olan bronsiyollerde kikirdak yoktur. Cok sayida ve kisa olan
bronsiyoller, yaklasik bes dallanmadan olusur ve terminal bronsiyollerde son bulurlar.
Solunum bronsiyolleri, hava yollar1 olarak ve alveolar hacmin (gaz degisimi) bir pargasi

olarak ikili islev goriir.

Hava yollarinin hiicresel karmasikligi, burada bulunan yaklasik 50 farkli hiicre tipiyle
gosterilir; bunlardan en az 12'si hava yolu yuzeyindeki epitel hiicreleridir (Albertine, 2016).
Normal insan hava yolundaki epitel hiicrelerinin yaklagik yarisi, bronsiyollere kadar tiim
hava yolu dallanmalarinda Kirpiklidir ve Ust hava yollarinda yalanci tabakali, alt hava
yollarinda ise kolumnar ve kiibik haldedirler. Solunum epitelindeki hiicreler dort ana tiptedir:
a) kirpikli hiicreler, b) goblet hiicreleri (kadeh hicreleri), ¢) club hticreleri ve d) hava yolu

bazal hiicreleri (Aghapour et al., 2018).



Kirpikli hicreler, 6zel siliyer modifikasyonlara sahip sttunlu epitel hiicreleridir. Kirpikli
hiicrelerin ana islevi, trakeobronsiyal salgilar1 farinkse dogru itmektir (Breeze & Wheeldon,
1977) ve epitelin ylizde 50 ila 80'ini olustururlar (Yaghi & Dolovich, 2016). Kirpikli hiicreler
arasinda pulmoner fir¢a hiicreleri olarak adlandirilan firga hiicreleri bulunur. Firga
hiicrelerinin iki karakteristik 6zelligi vardir: 1) sitoplazma boyunca meydana gelen filaman
demetleri igerigi 2) limen ylzeyindeki yogun mikrovilli popiilasyonudur. Islevleri
bilinmemekle birlikte, 6zellikle alveollerdeki konumlar1 bir temizleme roll oldugunu

diistindiirmektedir (Breeze & Wheeldon, 1977).

Miisin salgilayan epitel hiicreleri olan goblet hiicreleri de ¢ogu hava yolu seviyesinde
bulunur. Goblet hiicrelerinin sayis1 periferde azalir, normalde terminal bronsiyollerde
kaybolur. Goblet hiicreleri, mukus salgilayarak epitelyal nemin korunmasina yardimei olur.
Ayrica, hava yolu boyunca hareket eden partikilat materyali ve patojenleri hapseder ve
mukosiliyer klirensin ne kadar iyi ¢alistigini belirler (Stanke, 2015). Goblet hiicreleri apikal
sitoplazmalarinda ¢ok sayida mukoza granili ve ribozom icerirler. Bu nedenle, nispeten
yogun, elektronopak bir sitoplazmaya sahiptir. Mukoza graniillerinin icerigi, olgun hiicreye

karakteristik kadeh seklini verir (Breeze & Wheeldon, 1977).

Kirpikli olmayan club hiicreleri esas olarak terminal hava yollarinda, kirpikli epitel hiicreleri
arasinda serpistirlmis bir sekilde bulunurlar. Club hiicreleri fonksiyonu geregi biylk apikal
granillere sahiptir. Kulip hiicrelerinin akcigerde en az dort islevi vardir: 1) Kendileri ve
Kirpikli epitel hucreleri icin progenitor hiicreler olarak hizmet etmektir. 2) Sitokrom P-450
monooksijenaz sistemi yoluyla ksenobiyotik metabolizmadir. 3) Salgilama gorevi: kullip
hicreleri, surfaktant proteinlerinin (SP'ler; SP-A, -B ve -D) ve ayrica lipidlerin, proteinlerin
(kultp hiicresi 10-kDa proteini), glikoproteinlerin ve iltihap modiilatorlerinin kaynagidir
(I6kosit proteaz inhibitdru ve tripsin benzeri proteaz). 4) iyon kanallarmi etkileyerek sivi

dengesini saglamaktir (Albertine, 2016).

Bazal hiicreler, hava yollarinin bazal laminasinda bulunurlar. Bu kiiciik ve kiibik epitel
hiicrelerinin, klasik olarak kirpikli hiicreler de dahil olmak iizere diger hava yolu epitel
hiicreleri i¢in Oncii hiicreler oldugu disiiniilmekteydi. Bununla birlikte, son yapilan
calismalar kuliip hiicrelerinin de, doku hasarmi takiben kirpikli epitel hiicrelerine

farklilagabilecegini  gostermektedir (Albertine, 2016). Bazal hiicreler ayrica bir



antimikrobiyal protein olan RNase7 gibi dogustan gelen bagisiklik aracilarmi diizenleyen

savunma islevi de saglamkatadir (Shaykhiev, 2015).

Akcigerlerin fonksiyonel birimleri olan alveollar, tek katli skuam6z (squamous: pul seklinde,
yass1) Ortl epiteli ile ortaludir (Aktimsek, 2016). Solunum bronsiyollerinin kiibik
epitelinden alveolar skuaméz epitele gegis anidir. Alveolar epitel, kibik alveolar tip 11
hicrelerden ve skuaméz tip I hiicrelerden olusur. Alveolar tip 11 hiicreler, tip | hiicrelerden
sayica Ustiindiir (=% 15'e kars1 % 8 ila % 10), ancak tip I hiicreler alveolar yiizey alaninin
yaklasik yiizde 90 ila 95'ini olusturur (Crapo et al., 1982). iki hiicre tipinin farkli islevleri ve

yapist vardir.

Alveolar tip Il hiicreler, fosfolipid ve proteinlerden olusmus, deterjan benzeri bir madde olan
surfaktan salgilarlar. Surfaktantlar su molekiilleri ile iliskiye girer ve ylizey gerilimini
diisiirerek alveollerin agik kalmasmi saglarlar. Bu sekilde akcigerlerin biiziiserek kolaps
olmasmi Onlerler (Aktimsek, 2016). Tip Il hiicreler ayrica gesitli biiyiime faktorleri,
enzimler, matris proteinleri ve epitelyal musinler igin reseptorleri barindirirlar (Mason &
Williams, 1977). Tip II hiicrelerin en énemli ayirt edici yapisal 6zelligi, hiicre i¢i lameller
cisimcikleri icermesidir. Bu cisimler, pulmoner surfaktant, SP-A, SP-B ve SP-C dahil ¢esitli
ptoteinler, lizozomal enzimler, H * tasiyici, 6zgiin bir a-glukozidaz ve diger molekiilleri
icerirler (Albertine, 2016; Weaver et al., 2002).

Alveolar tip I hiicreler, gaz degisimi i¢in genis, ince bir ylizey alan1 olusturmakta ve kaveola
olarak adlandirilan bir¢ok kiigiik, klatrin kapli olmayan vezikiiller icermektedirler. Normal
kosullar altinda, alveolar tip I hiicreler, alveolar hava ve alveolar duvar interstisyel bosluklar1
arasinda gegirimsiz bir sizdirmazlik olusturmak i¢in komsu alveolar tip II hiicrelere tight

junctionlarla baglanirlar (Albertine, 2016).

Alveolar yiizeylere ¢arpan partikiil maddelerin yakalanmasi ve temizlenmesi hayati 6nem
tasimakta ve bu islem alveolar yiizey sivisinda asili bir halde bulunan makrofajlar tarafindan
gerceklesmektedir. Alveolar makrofajlar, dogal bagisiklik i¢in dnemli olan TNF-a ve TGF-
a gibi sitokinleri aktif olarak eksprese eder ve salgilar (Hocking & Golde, 1979).

1.3. Akciger Kanserinin Tanisi ve Siniflandirilmasi
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AK belirtileri ge¢ ortaya ¢iktig1 i¢in hastalarin % 70’1 ileri evrede bagvurmaktadir ve
tan1 histolojik veya sitolojik temelli 6rneklerle konulabilmektedir (W. Dean Wallace &
William D. Travis, 2016). AK patolojisi, daha ileri molekiiler testler i¢in hem doku teshisini
hem de akciger kanserlerinin spesifik alt tiplerinin sec¢imini kapsayacak sekilde
genisletilmistir. Dogrulayict histolojik tani, erken evre hastaligin cerrahi rezeksiyonuna
yonlendirirken, patolojik simiflandirma ve molekiiler test, ileri evre hastalarin sagkalimlarini
iyilestirmek igin tumor tipine uygun adjuvan tedavi ve genotipe dayali tedavi rejiminin
se¢imini miimkiin kilar (M. Zheng, 2016).

AK geleneksel olarak kiigiik hiicreli akciger kanseri (KHAK) ve kii¢iik hiicre dis1 akciger
kanseri (KHDAK) olarak ikiye ayrilir. Histolojik kriterleri baz alan bu smiflama, klinik

yaklagim ve hastaligin prognozu agisindan énemlidir.

Kiigiik hiicre dis1 akciger kanseri (KHDAK): KHDAK’leri AK’nin yaklasik %85’ni
olustururlar ve bagka organlara yayilma egilimi kiigiik hiicreli akciger kanseri grubuna gore
daha distiktiir (Gomes & Gibbons, 2016). Baslica ii¢ alttipi sunlardir: Adenokarsinom,

skuamoz hiicreli karsinom ve biyik hicreli karsinom.

Adenokarsinom: Adenokarsinom, akciger kanserlerinin %40'indan fazlasini,
KHDAK’nin %60"'n1 ve cerrahi olarak rezeke edilen vakalarin %70'inden fazlasini
olusturan en yaygin akciger kanseri tiiriidir (Travis et al., 2015). Tanim olarak,
akciger adenokarsinomu, glandiiler farklilasma veya miisin tiretimi olan malign bir
epitelyal neoplazidir. Genellikle periferik yerlesimli, santral fibrozlu ve plevral
biztlen kiglk bir kitle olustururlar. Ancak merkezi yerlesimli ve biyiik gérintimlere
de sahip olabilirler. Bu tir morfolojik 6zellikler fark edildiginde, klgUk biyopsi
orneklerinde bile timorler adenokarsinom olarak tanimlanabilirler. Akciger
adenokarsinom hcreleri ¢ogunlukla pnomositik belirtecleri ifade eder. Tiroid
transkripsiyon faktori (TTF-1) ve Napsin A, akciger adenokarsinom vakalarinin
%85'inden fazlasinda eksprese edilir ve bu nedenle, kotii farklilagsmis tiimorde ve
siirlt biyopsi Ornekleme materyalinde adenokarsinom veya adenokarsinom
farklilasmasmin markorleri olarak hizmet edebilir (Mukhopadhyay & Katzenstein,
2011; Zheng, 2016).
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Skuamo6z hucreli karsinom (SHK): Skuamdz hicreli karsinom, tim akciger
kanserlerinin yaklasik %20'sini olusturur (Lewis et al., 2014). Genellikle akcigerin
orta kisminda, en sik segmental bronslarda ortaya ¢ikar ve ekstansiyonla lober ve ana
bronglar1 da igerir. SHK, karakteristik olarak keratinizasyon, hiicreler arasi
kopriilesme ve skuamoz inci olusumu gosterir ve yuvalanma modeli sergiler. TUmor
hiicreleri glandiiler yapidan veya miisin {iretiminden yoksundur. Keratinizasyon,
keratin inci olusumu ve hiicreler arasi kopriiler dahil olmak {izere skuamoz hiicre
farklilagmasimin morfolojik 6zelliklerinin taninmasi, kiigiik biyopsi 6rneklerinde bile
SHK tanis1 konulabilir (M. Zheng, 2016) . Tiimor zayif bir sekilde farklilastiginda ve
giivenilir morfolojik siniflandrmaya izin vermediginde, skuaméz farklilagsmay1
gostermek icin p40, CK5 / 6, CK5 ve p63 gibi secici skuam6z hiicre markorleri
kullanilir (Conde et al.,, 2013). SHK’lu hastalarin hayatta kalma orani,
adenokarsinomdan énemli 6l¢lide daha iyidir.

Blyuk hucreli karsinom (BHK): BHK'ler akciger kanserlerinin %3'tinden azini
temsil eder ve diger KHDK’larin morfolojik ve imminohistokimyasal
Ozelliklerinden yoksundur. Genellikle periferik yerlesimli, hacimli ve nekrotik
gorinimlt tumdorlerdir. Tumaor hicreleri, pleomorfik ve vezikuler cekirdeklerle
blyik ve poligonal sekillidir. Desensiz solid tabaka veya yuvalanmalar olustururlar
(Lewis et al., 2014). Morfolojik veya immunhistokimyasal olarak glandiler veya
skuamoz farklilasma olmadigindan tani kiigiik biyopsiler veya sitoloji 6rnekleriyle
konulamaz. Tani i¢in ayrintili histolojik 6rnekleme ile cerrahi rezeksiyon Ornegi
gereklidir (W. Dean Wallace & William D. Travis, 2016). Cogu BHK vakasi,
Ozellikle herhangi bir immunofenotipi olmayanlar i¢cin olumsuz sonugclara sahiptir
(Rekhtman et al., 2013).

KUgUK hiicreli akciger kanseri (KHAK): KHAK ’ler tiim akciger kanserlerinin %10'undan

biraz fazlasini olusturur. Oldukca hizli ilerleyen bir tiirdiir ve bagka organlara (beyin, kemik

ve bobrekiistii bezi gibi) yayilma egilimi diger tiirlerden daha yiiksektir. Genellikle hastalarin

bagvuru aninda metastatik hastaligi vardir ve tedaviden sonraki 2 yillik sag kalim orani

%10'dan azdir (Planchard & Le Péchoux, 2011). Genellikle ana hava yolunda merkezi olarak

bulunur. Tamor hucreleri, belirgin nikleol icermeyen ince tanecikli kromatin ve dar

sitoplazmadan olusurlar. Diger akciger kanseri tiirlerine kiyasla boyut olarak kiguktur ve

hiicresel smirlar1 belirgin degildir. Karakteristik olarak yiiksek mitoz oranina sahiptir.
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Yaklasik 2 mm?’lik alanda mitoz sayisi ortalama 80 veya daha fazladir. Ayrica yiiksek
apoptotik oran ve yaygin tiimor nekrozu vardir (Travis, 2012). Cogu hasta ileri evrelerde
bulundugundan, tan1 genellikle transbronsiyal biyopsi ve/veya sitolojiye dayanilarak konulur
ve oldukga guvenilirdir. Teshis, rutin hematoksilen-eozin boyali slaytlar kullanilarak 11k
mikroskobunda yapilir. Onemli ezilme artefaktma sahip kiiglik biyopsi materyallerinde ise
immiinohistokimya tani i¢in olduk¢a yararlidir (M. Zheng, 2016). DSO siniflandirmasi,
KHAK'yi 2 ana histolojik tipe ayirir: Tiim tiimoriin sadece KHAKdan olustugu ve kombine
KHAK. Kombine KHAK, adenokarsinom, skuamoz hicreli karsinom, buyik hucreli
karsinom, igsi hiicreli karsinom, ve dev hiicreli karsinom gibi KHDAK tiirleri ile birlikte

ortaya ¢ikmaktadir (W. Dean Wallace & William D. Travis, 2016).

1.4. Akciger Kanserinde immun Tedavi

Gilintimiizde cerrahi, radyoterapi, kemoterapi gibi yontemlerin yeterli olmamasi ya
da viicudun saglikli hiicrelerine de biiyiik zarar vermesi nedeni ile immiinoterapi AK’1
tedavisinde 6nemli seceneklerden biri olarak 6ne ¢ikmaktadir. Boylece daha az yan etki
gordlen, bireye 6zgi ve daha az toksik bir tedavi sekli miimkiin olabilmektedir (Barbaros &
Dikmen, 2015).

Alternatif bir tedavi yontemi olarak kanser imminoterapisi, son yillarda énemli 6lglide
gelismis ve diger terapotik yontemlerin aksine, dogrudan kanser hiicrelerini hedef alarak
saglikli hiicrelere zarar vermemesiyle gin gectikce daha da yaygmlasmaktadir.
Immiinoterapide uygulanan yaklasimlar, temelde sitokinler, asilar, immiin sistemin in vitro
uyarilmig efektor hiicreleri veya antikorlar gibi ¢ok sayida bilesik yoluyla bagisiklik sistemin

tamamlanmasi veya uyarilmasina dayanir (Schuster et al., 2006).

Son zamanlarda, birgok ¢alisma, metastatik KHDAK tedavisi i¢in bu tiir tedavilerin énemini
vurgulamuglar: ipilimumab, tremelimumab, nivolumab ve lambrolizumab, bu alanda gok
arastirilan immunoterapotik ajanlardir. Bununla birlikte, MAGE-A3, Tecetomide, TG4010,
CIMAvax, gangliosid agilari, timdr hiicre agilar1 ve dendritik hiicre asilar1 gibi anti-timor
agilari, timore karst bagisiklik yanitin gucli uyaricilart olarak 6nem kazanmustir

(Domingues et al., 2014; Madureira et al., 2015).
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Kanser imminoterapisinin amaci, timore yonelik bagisiklik yanit1 spesifik olarak

guclendirmektir ve bu iki sekilde gergeklestirilmektedir: aktif ve pasif imminoterapi (Sekil

1.4.1).
AKtif * %
Pasif

\ Monoklonal antikorlar
Asilar

&
5B

Digerleri

Sitokinler, Adoptif
Hiicreler

Tiimor hiicre

Sekil 1.4.1: Kanser immiinoterapisi genel semasi (Rijavec et al., 2014).

Aktif imminoterapi: Immiin sistemi aktive edebilen bagisiklik hiicreleri veya aracilari
(antittimor asilar1 veya hiicresel tedaviler) kullanarak kanseri ortadan kaldirmak i¢in in vivo
da bireyin kendi bagisiklik sistemini uyarmay1 amaglar (Domingues et al., 2014; Aldarouish
& Wang, 2016).

Anti-tiimor asilar: Klinik olarak denenen, ¢ogu KHDAK i¢in kullanilan ve daha az
bir kismi ise KHAK igin gelistirilen ¢esitli AK as1 terapileri vardir. Antijene 6zgiil
asilar, spesifik timor-iligkili antijenlere yonelik anti-timor bagisikligi uyararak etki
gosterirler. Diger yonden, otolog veya allojenik timor hiicrelerinden olusan timor
hiicre agilar1 ise, bagisiklik sistemini, genellikle bilinmeyen ¢esitli timor

antijenlerine maruz birakarak immiin yanit olusturur (Steven et al., 2016).

Mevcut TG4010 asisinin faz III denemesi haricinde, asilar AK’de 6nemli bir yol
katetmemistir. Diger birgok solid timorler gibi, AK konak¢1 immiin tepkisini bozmak igin
HLA / MHC molekiillerinin regulasyonunu azaltmak, tiimér antijen ekspresyonunun kaybini
veya modulasyonunu saglamak ve immunosupresif sitokinlerin sekresyonunu baslatmak
gibi mekanizmalar1 kullanmaktadir. TUm bunlar asilarin akciger kanserinde ise

yaramadigmin nedenleri olarak o6ne siiriilmiistiir (Thomas & Giaccone, 2015). Bununla
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birlikte, cok sayida ¢alisma, terapotik asilarin bagisiklik kontrol noktasi inhibitorleri ile
kombinasyonunun AK tedavisinde 6nemli bir rol oynayabilecegini gostermistir (Aldarouish
& Wang, 2016).

Pasif immunoterapi: Pasif imminoterapi ise, timor antijenlerini taniyan ve kanserin
ilerlemesine midahale eden monoklonal antikorlar gibi viicut disinda yapilan immiinolojik

olarak aktif bir ajanin pasif transferine dayanir (Rijavec et al., 2014).

Immiin kontrol noktasi inhibitorleri: AK icin imminoterapide en umut verici
yaklagimlardan biri T hiicre aktivasyonunu ve proliferasyonunu dizenleyen
bagisiklik kontrol noktalarini engellemektir (Sekil 1.4.2). Bu bagisiklik kontrol
noktalar1 arasinda yaygin olarak CTLA-4, PD-1 ve PD-L1 bulunur ve bunlarin
engellenmesinde T hiicresine yonelik tasarlanmis monoklonal antikorlar (mAb'ler)
kullanilir (Domingues et al., 2014).

PDI/PD11
CTLA-4 BLOKAJI BLOKAJI

Dendritc bire Kanser biiee

Ipitimumab : atezolizumab /
i
tremelimumab durvalumabd Y nivolumab

avelumad pembrolizumab

Sekil 1.4.2: CTLA-4 ve PD-1/PD-L1 inhibit6rlerinin etki mekanizmasi1 (Russo et al., 2020).

CTLA-4, aktivasyonlarindan sonra T hiicrelerin ylzeyinde eksprese edilen ve klinik
olarak hedeflenen ilk bagisiklik kontrol noktas1 reseptdriidiir. CTLA-4 ligandlarmna,
B7.1 (CD80) ve B7.2'ye (CD86) baglandiginda, T hiicresinin islevi bastirilir ve
kanser hiicrelerine karsi immiin yanit azalir (Rijavec et al., 2014). Tumor
olusumunun erken evresinde TGF-B yardimiyla T hiicreleri tizerindeki CTLA-4
ekspresyonunun arttirilmasi, timériin en 6nemli immiin kagis mekanizmlarindan biri
oldugu bilinmektedir. Son yillarda, kanser immiinoterapisinde gii¢lii bir strateji
olarak CTLA-4'U inhibe etmek icin spesifik mAB’larin gelistirilmesinde 6nemli
ilerleme kaydedilmistir (Aldarouish & Wang, 2016). Bu sekilde, daha uzun siiren T
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hiicre aktivasyonuna bagl olarak AK’de dahil olmak {izere birkag solid tiimdrlerde
hastalarin genel sagkalim oranlarinda yiikselme gozlemlenmistir. Ipilimumab
(MDX-010), tiimor hiicrelerine kars1 T-hlicre aktivasyonunu tesvik etmek igin B7
ligandlar1 ile CTLA-4 arasindaki etkilesimi bloke edebilen anti-CTLA-4 monoklonal
antikordur. Halihazirda skuaméz KHDAK'li hastalarda kemoterapiye alternatif
olarak kemoterapi ile asamali ipilimumab kullanan faz III calismasi devam
etmektedir (Steven et al., 2016b).

PD-1 reseptorleri de, CTLA-4'e benzer sekilde uyarilmis T hiicre yiizeylerinde
eksprese edilir ve bu hiicrelerin immiin yanitlarini inhibe eder. Kanser immiin
dongiisiiniin erken asamalarinda yer alan CTLA-4'Un aksine, PD-1 ve ligandlar1
kanser hiicrelerinin dldtrtlmesinde ¢ok 6nemli bir role sahiptir. PD-1, antijen sunan
hicreler (ASH'ler, APC), makrofajlar, fibroblastlar ve T hiicreleri tzerinde ifade
edilen PD-L1 (B7-H1) ve agirlikli olarak ASH’leri izerinde ifade edilen PD-L2 (B7-
DC) olmak Gzere iki liganda sahiptir (Russo et al., 2020). Tamor hucreleri Gzerindeki
PD-L1 ile T hicreleri tGzerindeki PD-1 arasindaki etkilesim, IFN-g ve IL-2 gibi
sitokinlerin iiretiminin azalmasiyla karakterize edilen tiikenmis bir fenotip sergileyen
T hiicrelerinin negatif diizenlemesine ve apoptozunda bir artigsa yol agar (Freeman et
al., 2000). PD-1 kontrol noktasi blokaji, PD-1 resepttre veya onun ligand1 PD-L1'e
yonelik antikorlari kullanir. PD-L1 (B7-H1), KHDAK'de en ¢ok ¢alisilan membran
inhibe edici ligandlardir ve hastalarin yaklasik yarisinm timaor hiicrelerinde eksprese
edilir. Bunlarin ekspresyonu T hicre fonksiyonunu baskilayarak ve tiimor
hicrelerinin  immiin  kagismm1  tesvik  ederek  zayif prognoza katkida
bulunabilmektedirler (Steven et al., 2016b).

CTLA-4 ve PD-1/PD-L1'in immiin baskilamadaki rolii ve solid tiimorlerdeki ekspresyonu,
terapotik kullanimlarinin 6nemini gostermistir. AK’de sadece kemoterapi ile birlikte
kullanildiginda ise yaradigi goriilen CTLA-4 inhibitorlerinin aksine, PD-1 kontrol noktasi
blokaji, KHAK'de tek tedavi olarak da aktivite gostermistir (Russo et al., 2020).

Diger immiinoterap6tik yaklagimlar arasinda adaptif imminoterapi  (hcresel
immiinoterapi), sitokinler ve immiin sistemi destekleyici tedaviler yer almaktadir. Ozellikle
adoptif immunoterapiye olan ilgi gittikce artmaktadir (Barbaros & Dikmen, 2015). Hiicresel

terapi, tumor reaktif immin hicrelerin ex vivo iiretimine ve ¢ok sayida hiicrelerin hastaya
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uygulanmasima dayanir (J. Wang & Wang, 2014). Adaptif immiin hiicrelerin hizli ex vivo
Uretimi, gucli immiinoterapotik {irtin olusturmanin daha basit, pratik ve ekonomik bir
yoludur (Y. W. Zheng et al, 2013). Bu amacla T hiicreleri kullanilir. Hicresel
immunoterapinin 6z0 olan T hicreleri, akciger kanserinin arastirilmasinda ve tedavisinde

onemli bir rol oynar.

Kanser hastalarinda genellikle kanser hiicrelerini hedefleyebilen T hiicreleri mevcuttur. Bu
T hicrelerin aktivasyonu, adaptif immiin yanitin baslatilmasi ve immiinolojik hafizanin
olusturulmasi i¢in ¢ok 6nemlidir. Bu nedenle, T hiicreleri, endojen anti-tiimor bagisikligi
gelistirmeyi amaclayan imminoterapilerin baslica hedefleri olmustur. Bu T hiicrelerinden
ozellikle sitotoksik (CD8") T hicreleri (STH ya da CTH), virlisle enfekte ve timér
hiicrelerinin yikimina neden olmaktadir. Bu da onlar1 kanser immiinoterapisi i¢in dnemli bir

arag haline getirmektedir (Madureira et al., 2015).

1.4.1. Sitotoksik T Hucreleri

Fenotiplerine gore, T hiicreleri esas olarak CD4 * yardime1 T hiicrelerine ve CD8 *
sitotoksik T (STH) hiicrelerine bélinurler (Sekil 1.4.1.1). Ayn1 zamanda CD4 * T hiicreleri
de, her biri 6zel transkripsiyonel diizenleme altinda spesifik efektor sitokinler iireten Thl,
Th2, Th9, Th17, Th22, folikiiler yardime1 T hiicreleri (Tth) ve diizenleyici T hiicrelerine
(Treg) ayrilirlar (Lu et al., 2018). STH'ler, antitiimor bagisikligm ana giicli olan CD8 " afp T
hiicreleridir. Bu hiicreler tiimér iliskili antijenleri (TIA) sunan MHC smif | molekillerini

tanima ve timor hiicrelerini yok etmek i¢in granzimler ve perforinler salgilama kabiliyetine

sahiptirler (Li et al., 2015).
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Sekil 1.4.1.1: Adaptif T hiicre gesitleri ve fonksiyonlari. Mavi oklar anti-tumor etkisini,
kirmizi oklar ise anti-tiimor bagigikliginin inhibisyonunu temsil eder. TNF-a: Tiimor nekroz
faktorii alfa, IFN-y: Interferon gama, STH'er: CD8 * sitotoksik lenfositler, TGF-B:
Dontistiirticti biiytime faktorii beta, MDSC: Miyeloid tiirevi baskilayict hiicreler (Aldarouish
& Wang, 2016).

STH’lerin kanser hicrelerini etkili bir sekilde 6ldiirebilmeleri i¢in ilk once aktive olmasi
gerekmektedir (Sekil 1.4.1.2). Kemik iligindeki kok hiicrelerden kdkenlenen lenfositlerin bir
kismi timiis bezine go¢ ederek buradaki gelisiminin ardindan T hiicrelerine doniisiirler.
Kemik iliginde kalarak olgunlasan lenfositler ise, B hiicrelerine gelisirler (Wesserman et al.,
2011). Bu T hiicreleri timiis medullasinda siniflandirma proteinlerini CD4" ya da CD8* ifade
etmeye baslar. Olgunlasmis CD8* T hiicreleri lenf diigiimleri ya da dalak gibi sekonder
lenfoid organlara tasinirlar. Burada bu hiicrelerin boliinmesi ve ¢ogalmasi gerceklesir.
Ayrica, lenf diigiimlerinde yabanc1 antijenlerin belirlenmesi ve bu antijenlerin APC (antigen
presenting cells, antijen sunucu hiicreler)’ler tarafindan (6zellikle dendritik hiicreler)
alinmasi gergeklesmektedir. APC tarafindan sunulan antijenlerin STH’ler iizerinde bulunan
T hiicre reseptdrlerine (THR) uygun gelmesi halinde STH’ler aktiflesir. Aktiflesmis olgun
STH’ler lenf diigiimlerinden ayrilarak torasik kanala (viicuttaki lenf sivisininin ¢ogunlugunu
toplayan ve dolasima akitan en biiylik lenf damaridir), oradan da dolasim sistemine gegerek
gorevini tamamlamak Gzere hedef bolgeye goc eder (Maimela et al., 2019). Timor bolgesine
girdikten sonra, uyarilmis STH’ler asmasi gereken bir dizi yerel immiin baskilayici
mekanizma ile karsilagir ve ayrica, muhtemelen tiimér igindeki APC'ler tarafindan da

yeniden uyarilmalar1 gerekmektedirler. Son olarak, tiimdr tarafindan ifade edilen antijenleri

18



tanimalar1 ve tUmor hucresini 6ldiren perforin ve granzimler gibi gicli molekilleri

salgilayarak timore saldirmalar1 gerekir (Steven et al., 2016).

6. Tiimér APC (
tarafindan tekrar 45 7

uyarlma 5. Lokal siiprasyonu asmasi

Sekil 1.4.1.2: STH’lerin aktivasyonu ve anti-timor etkisi (Steven et al., 2016).

Onemli olarak, bu asamalarm her biri dizenlenebilmektedir. Ornegin, normalde
otoimmdniteyi kontrol eden, ancak anti-tiimor yanitlar1 engelleyebilen veya "yardime1" CD4
T hiicreleri tarafindan arttirilabilen diizenleyici CD4 T hiicreleri (Treg) tarafindan aktivasyon
inhibe edilebilmektedir (Steven et al., 2016).

Anti-tiimor STH’lerin uyarilmalarmin yani sira bu hiicrelerin sayisi da bagisiklik sisteminin
kanser hucrelerine saldirmasi i¢in en oOncelikli etkenlerdir. Kanser cevresindeki ve
stromadaki CD8 * T hiicrelerinin sayisi, kemoterapi ile tedavi edilen evre IV KHDAK
hastalarinda bagimsiz bir prognostik faktordiir. Bu nedenle, STH'lerin sayisini artirmaya

yonelik yontemler gelistirilmektedir (Li et al., 2015).

1.4.2. TUmor Mikrogevresi

Bir kez etkinlesince STH’ler, viriislerle ya da diger hiicre i¢i patojenlerle enfekte
olmus hiicreleri ve tiimor hiicrelerini yok edebilirler. USTHlerin uzun vadede anti-tumor
yanit olusturabilmesi i¢in bu aktiviteyi devam ettirmesi gerekir. Ancak, tumdr mikrogevresi
(TMQC) sistemik ve lokal immiinbaskilayici hiicreleri aktive ederek tiimor hiicrelerinin
immiin sistemden kagmasma yardim etmektedir. Dahasi, AK’nin konak¢i bagisiklik

tepkisini diger kanser tiirlerine gore ylksek oranda baskiladig: bilinmektedir. Bunun baslica
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sebeplerinden biride sigara dumaninin bagisiklik sistemindeki olumsuz etkileridir (Aerts &
Hegmans, 2013).

AK, farkli mekanizmalar kullanarak bagisiklik sisteminden kagabilmektedir. Ornegin,
kanser oncesi hicrelerinin bagisiklik denetimine karsi yavas yavas segici adaptasyona
ugramasi ile bagisiklik diizenleme siirecinden yavas gecerler. AK hicreleri, STAT-3, IDO,
TGF-B ve IL-10 dahil olmak {izere g¢esitli proteinlerin salgilanmasi yoluyla antijenlerinin
pAPC tarafindan rutin olarak iglenmesini de bozar. Ayrica, timor gevresindeki yogun
fibrotik stroma, T hiicrelerinin tiimdr hiicrelerine erisimini sinirlayarak antitimor
bagisikligim etkiler (Salmon & Donnadieu, 2012). Bunun disinda, MHC smif I molekiil
ekspresyonunun regulasyonu azaltarak konakg¢i immiin yanit olusumundan kacgar, bdylece
herhangi bir endojen veya terap6tik anti-timaér T hicresi tepkisini etkisiz hale getirir. Son
olarak, AK, o6zellikle Treg ve MDSC olmak iizere immiin baskilayict hiicrelerin artigini
tesvik eder. Bu immiin baskilayici hiicreler, TMC’de birikir, tumér blylmesini destekler ve

antitimor imman yanitlarini asagi dogru diizenler (Aldarouish & Wang, 2016).

Dolayisiyla, yukarida belirtilen sebeplerden otiirii USTH’lerin anti-timor etkinlikleri
TMC’de bulunan gesitli immninbaskilayict hiicreler tarafindan engellenmektedir. Bu
nedenle, T hicrelerinin anti-timor etkilerini arttirmak i¢in STH’lerin aktivasyonunu

saglayan ve timor hiicrelerini spesifik olarak hedefleyen terapi yontemleri gelistirilmistir.

Bunlar; timér infiltratif lenfositler (TIL), kanser spesifik THR ekspresyonu igin
diizenlenmis T hiicreleri ve antikorun ekstraseliiler kismi ile T hiicresi reseptoriiniin sinyal
mekanizmasin1 bir araya getiren kimerik antijen reseptorii (CAR) ekspresyonu ig¢in
diizenlenmis T hiicrelerdir. Bu yaklagimlardan en kolay hazirlanan1 TIL lerdir fakat tedavi
invazif prosediirler gerektirir. Ayrica transfer sonrasi TIL’lerin desteklenmesi icin yiiksek
dozda IL-2 (interlokin-2) gerekir. Bu da énemli toksisitelere yol acar. T hiicresine MHC ile
siirlt antijenin aksine, yapay olarak hazirlanan CAR-T hiicreleri tiim antijeni tanima firsati
saglar. Bu yontemle basarili sonuglar elde edilse de aktarimdaki etkinlige bagl sikintilar ve
muhtemel toksisite nedeniyle kullanimi sinirhdir. Diger bir yaklagim ise endojen Timor
Spesifik T hiicrelerinin kullanimidir. Bu yontem en fizyolojik olan1 olmakla beraber en ¢ok

islem gerektirendir (Barbaros & Dikmen, 2015).
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Tiim bu ¢alismalara ilgi giderek artmakla birlikte, USTH’lerin anti-timor etkinliklerinde
granzim-perforin yolagmimn (yukarida belirtilen yolaklarin) yani sira diger mekanizmalarinda
olabilecegi bilim diinyas: tarafindan tartisilmaktadir. Son yapilan c¢aligmalarda ise,

USTH’lerin anti-timar etkinliklerinde eksozomlarinda rol aldigi gosterilmistir.

1.5. Eksozomlar

Eksozomlar (Sekil 1.5.1) ¢ap1 genellikle 40-150 nm olan; iclerinde proteinler, lipitler,
cok c¢esitli RNA molekiilleri ve DNA fragmentleri gibi birgok biyomolekiil tasiyan
mikrovezikillerdir (Bzokurt, 2018). Bu biyomolekiiller vasitasiyla, alict hiicrelerde gen
ifadelerini diizenleyerek, immiin regiilasyon, hiicre farklilagmasi, hiicreler aras1 haberlesme,

hiicre gocu gibi birgok biyolojik fonksiyonda rol alirlar (Théry, 2011).
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Sekil 1.5.1: Eksozomun molekiiler yapis1 ve igerigi (Jia et al., 2017).

Eksozomlar, vicutta bulunan hiicrelerin neredeyse tamami tarafindan salgilanmakta ve ¢ift
fosfolipid tabaka ile cevrilidirler. Eksozomlar1 diger hiicre dis1 vezikiillerden ayirt eden en

onemli 6zellikleri:

e Kendilerine 6zgii biyolojik olusum yolaklar1
e Lipit bilesimleri
e Tasidiklar1 RNA yiikleridir (mRNA, miRNA, IncRNA).

21



Eksozomlarm igerikleri, bunlar1 salgilayan hiicrelerin kdkeni ve patofizyolojisi ile yakindan
ilgilidir. Bununla birlikte: 1s1-sok proteinleri, hiicre iskelet sistemi proteinleri (aktin, tubulin),
tetraspanin ailesine dahil olan proteinler (CD9, CD37, CD53, CD63, CD81 ve CD82 ) tim
eksozomlarda goriilir (Mathieu et al., 2019). Ozellikle CD9, CD81 ve CD63 tetraspaninler

eksozomlar1 diger EV’lerden ayirmada kullanilan membran proteinleridir.

1.5.1. Eksozomlarin Biyogenezi

Eksozomlar, endozomlar olarak adlandirilan hiicre disi ligandlarin ve hiicresel
bilesenlerin geri doniisiimii ve yikimi i¢in dnemli olan organellerden olugmaktadir. Plazma
membraninin ice kivrilmasiyla olusan erken endozomlar, olgunlasip ge¢ endozomlara
doniisiirler. Bu asamada plazma membranlar1 internal olarak tomurcuklanir ve spesifik
protein, lipid ve sitozol alt gruplar igeren intraliiminal vezikiil (ILV)'ler olustururlar (Sekil
1.5.1.1). Olgunlasmis endozomlar [Multivezikuler cisim (MVC)’ler], degrade olmak iizere
lizozom organeliyle, ya da eksozom salinimi yapmak {izere plazma membrani ile flizyon

olusturdugu iki farkli yol izlemektedir (Kugeratski & Kalluri, 2021).
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Sekil 1.5.1.1: Eksozom biyogenezi ve salinimi (Schorey et al., 2015).

MVC’ler ve ILV’ler, toplamda 30 farkli proteinin yer aldig1 ‘Endosomal sorting complex
required for transport (ESCRT)’ sisteminin dort kompleksi (ESCRT-O0, -I, -1l ve -111) ve
iligkili proteinlerle (VPS4, VTAL, ALIX) koordine edilmektedir. Bunlardan: ESCRT-0

22



ubikuitin isaretli proteinlerinin birikmesinde ve taninmasinda gorevlidir. Bu ubikuitin
isaretli proteinlerin endozom iizerindeki birikimi; vezikiil olusumuna yol agan membran
daralmasini saglamaktadir. ESCRT-1 ve ESCRT-2 ise membran tomurcuklanmasini saglar

ve ESCRT-3"de tomurcuklanan membranin ayrilmasini tetikler (Luzio et al., 2009).

MV C'lerin plazma zar1 ile flizyonu ve eksozom salinimi, hiicre i¢i kalsiyum seviyesi, hiicre
ici ve dis1 pH gradienti, hipoksi dahil olmak tzere; Rab GTPazlar (Rab 11, Rab27, Rab35),
SNARE'ler gibi ¢esitli mekanizmalar tarafindan diizenlenmektedir. Yuksek kalsiyum
seviyesi ve hipoksik kosullarda eksozom salimiminin arttig1 belirtilmektedir (Chaineau et al.,
2009).

Eksozomlar dogal lipozom 6zelligi tasidiklari, nanoboyutta olduklar1 ve membranlarinda
tasidiklar1 protein ve lipid iceriklerinden dolay1 kanda biiylik 6lgiide stabil kaldiklar1 i¢in
ilaclarin  kanser hiicrelerine spesifik olarak iletilmesinde avantajli olabilecekleri

diistiniilmektedir.

1.5.2. T Hiicre Eksozomlan

Eksozomlarla ilgili ¢alismalarin yayginlasmasiyla birlikte, T hiicrelerinden
kokenlenen eksozomlarin da bagisiklik yanit1 aktive etme veya bastirma, iltihap tepkisini
tesvik etme ve ¢esitli hastaliklara katilma gibi islevleri biiylik 6lglide ortaya ¢ikarilmustir.
Cogunlukla, bu T hiicresi ekzozomlarinmn islevleri salgilandigi T hiicre alt tipine benzer,

ancak ayni1 zamanda hiicrelerin durumuna bagli olarak da ¢esitlilik gosterebilirler.

T hiicre eksozomlarin membrani, yukarida bahsedilen gorevlerde yer alan proteinlerle
zenginlestirilmis ¢ift lipit tabakasindan olusur (Sekil 1.5.2.1). Bu kii¢ik veziklller CD2,
CD3/TCR, CD4, CD8, CD11c, CD25, CD69, LFA-1, CXCR4, FASL, GITR vb. proteinleri
ifade ederler (Lu et al., 2018).
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Sekil 1.5.2.1: T hiicre eksozomlarinin igerikleri (Lu et al., 2018).

Simdiye kadar yapilan caligmalarda T hiicre eksozomlarinin 6zellikle de USTH’lerden

salgilanan eksozomlarin farkli gérevlerinin oldugu ortaya konulmustur.

[k olarak, CD8* T hiicrelerinin granzim, perforin ve diger efektér molekiilleri tasiyabilen
ve bu sitolitik molekillerin hedef hiicrelere spesifik dagitilmasinda énemli bir rol oynayan
salg1 lizozomlarmni salgiladigi dogrulanmustir (Peters et al., 1991). Daha sonrasinda da,
Tumne ve arkadaglar1 tarafindan yapilan ¢alismada CD8 * T hiicrelerinden salgilanan
eksozomlarm, in vitro olarak HIV-1'in CCR5-tropik (R5) ve CXCRA4-tropik (X4)
replikasyonunu baskiladigi kanitlanmistir (Tumne et al., 2009). Bu ¢alismalar, HIV-1
transkripsiyonunun eksozom-aracili baskilanmasinda yer alan hiicre igi Sinyallesme
mekanizmasmin bulundugunu gésteriyor Ki bu da, anti-viral hastaliklar igin potansiyel tedavi

yontemi olabilir.

Ayrica arastirmalar, USTH eksozomlarmin timér olusumu veya timdér invazyonunun
ilerlemesinde rol oynayabilecegini de gdstermistir. USTH ekzozomlarmm melanom
hucrelerinde ERK ve NF-xB sinyal yolaklarini aktive ederek MMP9 ekspresyonunu
artirdigmi ve in vitro kanser hiicresi invazyonunu tesvik ettigi gosterilmistir. Ote yandan,
farelerde yapilan calismada da Fas ligand igeren USTH eksozomlarmm, MMP 9
ekspresyonunu artirarak akcigerlerde tiimor invazyonunun ilerlemesinde rol aldigi
bildirilmistir (Cai et al., 2012). Dolayisiyla bu da, USTH eksozomlarmm tumor

ilerlemesinde potansiyel bir etken oldugunu diisiindiirmektedir.
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Yakin zamanda yapilan bir caligmada ise, USTH eksozomlarmin kanser hiicre
mikrogevresinde metastaz1 destekleyebilecek mezenkimal kok hiicrelerini  (MKH)
engelledigi gosterilmistir. Bu ¢aligmada saglikli fare splenosit hiicre hattindan elde edilen
uyarilmis CD8" eksozomlarindan salgilanan miR-298lerin kiiltiirde tiimdrojenik
MKH’lerini azaltigi gozlemlenmistir. Malign transformasyon esnasinda, epitelyal
karakterde olan timor hicreleri, epitelyal- mezenkimal geg¢is (EMT) ile kan damarlarina
metastatik go¢ ve tlimor kapsiilii boyunca istilact yayilmasini saglayan mezenkimal benzeri
ozellikler kazanir. Mezenkimal tiimor stromalarmm CDS8™ T hiicre eksozomlari tarafindan
imhasi, invaziv tiimorlerin cAMP / PKA aracili bir sekilde mezenkimal-epitelyal gegisini
(MET) saglayabilir (Seo, Shirakura, et al., 2018).

Dahasi, farkli dondrlerden alinan T hiicrelerinin ylizey reseptorlerine karsi alici hiicre
tarafindan immun yanit olusabilirken, T hiicre eksozomlar1 immunite tarafindan yabanci
olarak algilanamayacak kadar kiiciiktiirler ve antijenik Ozellik gosterebilecek yilizey
reseptorleri bulunmamaktadir. Bu avantajlarindan dolayi, T hiicre ekzozomlarinin gesitli
kanser tiplerinde olas1 tedavi edici ve/veya metastaz onleyici ajan olarak kullanilabilirligi

diistiniilmektedir.

1.6. A549 Hiicre Hatt1 ve Ozellikleri

Insan akciger adenokarsinom hiicre hatt1 A549, Giard tarafindan 1972 yilinda 48
yasindaki Kafkasyali bir erkekten karsinomat6z dokunun eksplant Kkiiltiirii yoluyla
olusturulmus (Giard et al., 1973) ve Licber tarafindan ATCC hiicre hatt1 bankasina (CCL-
185TM) verilmistir (Lieber et al., 1976). Bu hiicreler, akciger kanserinin incelenmesi ve
buna karsi ilag tedavilerinin gelistirilmesi i¢in model olarak kullanilmaktadirlar. A549
hicreleri, hipotriploid insan alveolar bazal epitelyal hiicreleri olarak karakterize edilir ve in
vitroda tek tabaka seklinde kiiltiir flasklarina yapisarak biiytirler. Bu hicreler keratin igin
pozitiftir, lesitin sentezleyebilmekte ve plazma membraninda membran fosfolipitlerini
korumak icin 6nemli olan yiksek seviyelerde ¢oklu doymamis yag asitleri igermektedir
(Korrodi-Gregorio et al., 2016). A549 hiicreleri, alveollarmn yiizey gerilimini diisiirmek igin
pulmoner siirfaktan salgilayan ve hasarl tip I hiicreleri yenilemek i¢in farklilasabilen tip 11
alveolar hiicrelerin neoplastik doniisiimiinden kokenlenmektedirler. Dolayisiyla, bu
hicrelerin tipik Ozelliklerini sergilerler. Bunlardan en belirgini ise, erken ve gec pasajlarda

elektron mikroskobu ile incelenen tim A549 hicrelerinin, tip Il alveolar epitelyal
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hicrelerinde bulunanlara 6zgu c¢ok lamelli sitoplazmik inkluzyon cisimciklerini

icermeleridir (Lieber et al., 1976).
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2. AMAC

Bu c¢aligmada, USTH eksozomlarinin AK hiicrelerinin ¢ogalmasi ve metastazi iizerine
etkilerinin incelenmesi amaclanmistir. Bu amagla epitelyal karakterde olan A549 AK
hiicreleri ve USTH eksozomlar1 ile yapilan ortak kiltirler sonrast A549 AK hiicrelerinin

metastatik 0zelliklerinde meydana gelen degisimler saptanmustir.

USTH, MHC simif I molekiillerinin tiimdr antijen peptitleriyle dogrudan etkilesimi sonucu
timor hiicrelerinin 6ldiirtilmesinde merkezi bir etkiye sahiptir. USTH’lerinin anti-timor
etkileri iki onemli etkene baghdir. 1lki, USTH’lerin farklilasmasz; ikincisi de USTH’lerinin
timor mikrogevresine tasinmasiyla tiimor bolgesine sizmasidir. Arastirmacilar tiimor
mikrogevresindeki yiiksek seviyelerde bulunan USTH’lerini meme, kolorektal, glioblastoma
ve servikal kanserlerdeki pozitif anti-timor etkileri ile iliskilendirmislerdir (Maimela et al.,
2019). Dolayistyla USTH’lerinin tiim6r mikrogevresindeki diizeyini kontrol eden faktorlerin
belirlenmesi, anti-tiimor etkilerinde rol alan molekiillerin tespiti ve etki mekanizmalarinin

incelenmesi, yeni tedavi yontemlerinin gelistirilebilmesini saglayacaktir.
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3. YONTEM

3.1. Insan Mononiiklear Hiicre Populasyonunun (PKMH) Hazirlanmasi

Insan periferal kanmnin lenfoid hiicre kaynagi olarak kullanimi Ficoll-Hypaque
yogunluk gradyanli santrifiijleme ile kolaylastirilmistir. PKMH'nin saflagtirilmasinin bu
basit ve hizli yontemi, mononiikleer hiicreleri ve diger kan materyalleri arasindaki yogunluk
farkliliklarindan yararlanmaktadir. Mononukleer hiicreler ve trombositler Ficoll-Hypaque
tabakasinin tlizerinde toplanir, ¢iinkii bunlar daha diisiik bir yogunluga sahiptir. Eritrositler
ve granulositler (notrofiller ve eozinofiller) ise Ficoll-Hypaque'den daha yiiksek bir
yogunluga sahiptirler ve gradiyent medyumun alt tabakasinda toplanirlar (Raulf-Heimsoth,
2008) (Sekil 3.1.1).

Kan alma islemi KOGEM flow sitometri laboratuvarinda Helsinki Bildirgesine uygun olarak
ve Kocaeli Universitesi Etik Kurul Onay1 (Bkz. EK1) alnarak gerceklestirildi. Gonulli
bagis¢ilardan alinan vendz kan 4 adet 9 ml’lik heparinli tiiplerde toplanildi ve PKMH eldesi
icin laminar flow kabine (Safe Fast Elite 2150, Italya) getirildi. Kan oda sicakligna gelene
kadar yaklasik yarim saat kabinde bekletildi. Ardindan 2 adet 50’lik falkona esit miktarda
kan aktarildi ve 1:1 oraninda PBS’le (Gibco) sulandirildi. Sonrasinda ise, oda sicakligindaki
Histopaque-1077 (Sigma-Aldrich, USA) solusyonundan 4 ml 7 adet 15 ml’lik steril
falkonlara eklenildi ve Gzerine 10 ml dille kan pipetle yatay bir sekilde yavas-yavas
damlatilarak konuldu. Sonrasinda 20 dk 1200 rpm’de ara vermeden baslama ve bitis hiz1 1:1
olacak sekilde santrifiijlendi. Santrifiij sonras1 olusan bulutsu tabaka (PKMH) yeni 15’1lik
falkonlara alind1 ve iizerine 7-8 ml RPMI besiyeri [ %88 RPMI 1640 (Gibco), %10 FBS
(Gibco), %1 Penisilin-Streptomisin (Capricorn), %1 Glutamax-100x (Gibco)] eklenerek 5
dk 1600 rpm’de normal hizda santrifiij yapildi. Siipernatant atild1 ve yikama iglemi bir kez
daha tekrarlandi. Sonrasinda siipernatant atilarak hiicre pelleti RPMI besiyeri ile homojenize
edildi ve tek hucre stispansiyonu haline getirldi. Hiicre siispasiyonundan alinan 6rnek, tripan
mavisi ile 1:1 oranda karistirilarak BIO-RAD TC20 (Bio-Rad Laboratories Inc., USA)
cihazinda hiicre saymmi yapildi. Ortalama 30 ml’e kandan 20-30 x 10’ PKMH elde edildi.
PKMH’ler 15°lik falkon tiipte STH izolasyonu i¢in kullanilacak malzemeler hazirlanana
kadar 37 °C, %5 CO. kosullarinda yaklasik yarim saat inkiibatorde bekletildi.
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Sekil 3.1.1: Ficoll-Hypaque yogunluk gradyanli yontemin sematik gosterimi (Kleiveland &
Kleiveland, 2015).

3.2. Sitotoksik T Hiicre izolasyonu

PKMH’lerden STH izolasyonu S-pluriBead hiicre ayristirma kiti (©OpluriSelect Life
Science, Almanya) kullanilarak yapildi. PluriBead®, hiicre karisimlarinin ayrilmasi igin
manyetik olmayan monodispers mikropartikiller (boncuklar) kullanir. Yiizeyleri, hedef
hiicre yizeyindeki spesifik yapilara karsi yonlendirilen monoklonal antikorlarla (mAb)
kaplidir. Inkiibasyon sirasinda, siispansiyondaki STH’ler boncuklara baglanir ve daha sonra
stispansiyondan 6zel filtre - pluriStrainer® (OpluriSelect Life Science, Almanya) yardimiyla
ayrilir. Boncuklar hiicrelerden daha biyuktir ve bu nedenle fagosite edilmezler (Gacar, G.,
Halbutogullari, Z. S., Giiltekin et al., 2018).

Elde ettigimiz PKMH’lerden STH izolasyonu S-pluribead kiti kullanilarak Ureticinin
sundugu talimatlara uyularak gerceklestirildi (Sekil 3.2.1):

1. Tamponlarin hazirlanmasi: 10 x yikama tamponu steril su ile dilue edildi. 1800 pl

tampon D’ye (ayristirma tamponu) 200 pl’e tampon C eklenerek aktive edild.i.

2. inkiibasyon: PKMH’ler kabine getirildi ve 5 milyon hiicreye toplam 1 ml tampon olacak
sekilde tampon B ve yikama tamponu eklenildi. Ardindan agregatlardan kurtulmak i¢in
hicre suspansiyonu S-pluriStrainer®’den gegildi. CD8* S-pluriBead® siispansiyonu

(pluriSelect Life Science, Almanya) 5-10 saniye vortekslendi ve 1 milyon hticreye 40 pl
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olacak sekilde hiicreye eklendi. Sonrasinda pluriPlix® (pluriSelect Life Science, Almanya)
rotorii kullanilarak PKMH’ler pluribead antikoruyla 45 dakika boyunca 300 rpm’de inkiibe
edildi.

3. Yikama: S-pluriStrainer 50’lik falkona takildi ve silizgeci dengelemek ve ayirmayi
desteklemek igin 1 ml yikama tamponu eklenildi. Inkiibasyon sonrasmnda hiicre
stispansiyonu pluristrainere tek seferde eklendi. Beadlere baglanmamis hiicreler slizgecten
falkon tiipiine ge¢cmekte, baglanmis STH’ler ise siizgecte kalmaktadwr. Ardindan
pluristrainer 2 ml’e yikama tampon ile yikandi. Toplamda 15-20 ml’e yikama tampon ile

filtrenin i¢ini ve kenarlarmi ¢ok fazla baski uygulamadan yikama yapild.

4. Aynstirma: Yikama asamasindan sonra filtrede kalan bagli STH’leri beadlerden
ayristirmak icin filtre yeni 50°lik falkon tiipe bagh ve luer kilidi kapatilmig baglayici yliziige
yerlestirildi. Luer kilidin kapali olmas1 baglayiciyla filtre duvari arasinda basing olusturarak
stispansiyonun filtreden gegmesini onlemektedir ve bu sekilde hedef hiicrelerin daha iyi
ayrigmasinda etkilidir. Akabinde 1 ml yikama tamponu filtre kenar1 boyunca eklenildi ve
filtre dairesel bir sekilde hafifce hareket ettirilerek slspansiyon homojenize edildi.
Sonrasinda hiicreler boncuklara baglanmis mi1 diye 10 pl 6rnek 151k mikroskopu altinda
bakildi. Hedef hiicrelerin boncuklara baglandigindan emin olduktan sonra 1 ml aktive
tampon D filtre kenar1 boyunca eklenildi ve 10 dakika boyunca oda sicakliginda her 2
dakikadan dairesel bir sekilde filtreyi hareketlendirerek inkiibe edildi.

Inkubasyonu takiben 1 ml yikama tamponu eklendi ve 10 kez pipetaj (hava kabarcigi
olusturmadan ve filtreye dokundurmadan) yapilarak hiicreler boncuklardan ayristirildi.
Ardindan hiicrelerin ayristigindan emin olmak i¢in 10 pl 6rnek 11k mikroskopu altinda
incelendi (eger hiicreler ayrismamissa 5 dakika daha inkiibe edildi). Luer kilidi acild1 ve
ayrigmis hiicreler 50°lik falkonun i¢ine akti, boncuklar ise filtrede kaldi. Filtre 10 kez 1 ml
yikama tampon ile yikandi. Filtre ve baglayici yiiziik ¢ikarildiktan sonra 50°lik falkondaki
hiicre siispansiyonu yeni 15°lik falkona alind1 ve 10 dakika 300 g’de santrifiij yapildi (biiyiik
tiipte santrifiij yapilmasi hiicre kaybina neden olmaktadir). Santrifiij sonras1 supernatant
dikkatli bir sekilde atildi (hizli atim hiicre kaybina neden olmaktadir) ve hiicre peleti 1 ml
RPMI besiyeri ile iyice homojenize edildi. Ardindan 2 ml besiyeri daha eklenerek hiicre
saymmt i¢in 20 pl 6rnek alindi ve 20 pl Tripan mavisi ile karistirildi. Boyayi i¢ine almamis

ve sismemis hicreler canli olarak nitelendirilerek Thoma laminda 40x’lik biiyilitme altinda
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sayilldi. Yaklasik 10 milyon PKMH’den 1 milyon STH elde edildi. zole edilen STH’ler
homojenize edilerek T-75 hicre kiiltiir kabina (SPL Biosciences, Kore) 10 ml RPMI besiyeri
ilave edilerek ekildi ve 37 °C, %5 CO- kosullarinda uyarma i¢in gerekli hazirliklar yapilana
kadar bekletildi (yaklasik 15 dakkika).
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Sekil 3.2.1: STH izolasyon asamalari. A: S-pluribead; B: PKMH (S-PluriBead® Mini
Reagent Kit - Pluriselect.Com, n.d.).

3.2.1. STH’lerin Akim Sitometri Analizi ile Tayini

Siispansiyon haline getirilmis ¢ok miktardaki hiicrenin antijenik yapilarinin mAB
kullanilarak ¢ok yiiksek hizda tek tek sayilarak tanimlanmasi ve bu yontemle karigik bir
popiilasyonda belli bir hiicre grubunun belirlenmesi ve ayrilmasina dayanan tekniktir.
Hucreler FITC (Fluoresan izotiyosiyonat), APC (Allofikosiyanin) ve PE (R-Fikoeritrin) gibi
florokromlarla isaretli antikorlar ile direkt/indirekt olarak inkiibe edilir. Floresan i1sima
yogunluguna bagl olarak, slispansiyon halindeki hiicrelerin aranan belirtecin pozitifligine
ve biiylikliigline gore tek hiicre diizeyinde kantitatif 6l¢iim yapilir. Her bir popiilasyonu
birbirinden aymrmak i¢in gate (kapilama sistemi) kullanilir ve bu sistemde yapilan

isaretlemede dogrusal sekil kullanilir (Uslu, 2019).
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Izole edilen STH’lerden 2x10° hiicre, polikarbon akim sitometri tuplerine (12x75mm
polikarbon) aktarildi. Hiicreler yikama tamponu ile yikandiktan sonra, STH’lerin ve genel
lenfositlerin ylizey belirteclerine 6zel sirasiyla CD8-FITC ve CD45-APC insan monoklonal
antikorlar1 ile oda 1s1sinda (karanlikta) 45 dakika siireyle inkiibe edildi. Stire sonunda tekrar
yikama tamponu ilave edildi ve 300g’de 5 dakika siireyle santrifiij edildi. Supernatan atilarak
yikama iglemi tamamlanan hiicreler, 350 pl yikama tamponu ile tekrar homojenize edilerek
analize hazir hale getirildi. FACS Calibur (BD Biosciences) akim sitometri cihazinda

okutuldu ve Cell Quest programinda (BD Biosciences) analiz islemleri gergeklestirildi.

3.3. STH Uyanrilmasi ve Kiiltiirii

Tumor reaktif STH’lerin Uretilmesinin ve c¢ogalmasmin basarisi, T hicrelerinin
CD3/T hiticre reseptori (THR) kompleksi ve CD28 gibi kostimiilator molekiiller araciligiyla
yeterli derecede uyarilmasina baghdir. CD3/TCR kompleksine 6zgu antikorlar baslangig
aktivasyon sinyali saglarken, proliferasyon, CD28 molekiilii araciligiyla saglanan
kostimulator bir sinyale baglidir. Bu sinyaller in vivo kosullarinda genellikle antijen sunan
hicreler (APC'ler) tarafindan saglanir ve aktivasyon diizeyinin yani sira antijene 6zgii T
hicrelerinin proliferatif ve fonksiyonel 6zelliklerini kontrol eder (Teschner et al., 2011;
Trickett & Kwan, 2003).

Son 20 sene icerisinde T hucrelerinin in vitro da uyarilmasina ve ¢ogaltilmasina yonelik
caligmalar hiz kazanmistir. Geleneksel uyarici olarak kullanilan fitohemaglutinin (PHA) ve
konkanavalin A (Con A) gibi mitojenik lektinler yerine son zamanlarda APC taklidi yapan
anti-CD3 ve anti-CD28 kapli yapay magnetik boncuklar yaygm olarak kullanilmaya
baslamustir (Hedfors & Brinchmann, 2003), (Sekil 3.3.1).
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Sekil 3.3.1: STH uyarilmasi. USTH: Uyarilmus sitotoksik T hiicresi (Human & Cd, 2011).

Calismamizda izole edilen STH’ler Dynabeads® Human T-Activator CD3/CD28 (Life
Technologies AS, Norveg) kullanilarak, ireticinin sundugu talimatlara uyularak
gerceklestirilmistir. Kisaca; 30 saniye boyunca Dynabeads® slispansiyonu vortekslendi ve
kabinde 1 milyon hiicreye 10 pl olacak sekilde (hiicre bead orani 2:1) yuvarlak tabanl
polistiren tiipe (Falcon®, STEMCELL Technologies Inc., Meksiko) aktarildi. Ardindan 1
ml sulandirma tamponu (PBS, 0,1% BSA ve 2 mM ETDA) eklendi ve 5 saniye boyunca
vortekslendi. 2 dakika boyunca tiip magnette (EasySep™, STEMCELL Technologies Inc.)
bekletildi ve sonrasinda tiip magnetteyken siipernatan atildi. Magnetten tiip alind1 ve 2 ml
RPMI besiyeri eklenerek resiispanse edildi. Daha sonra T-75 kiiltiir kabina ektigimiz
STH’ler kabine getirildi ve resiispanse Dynabeads® siispansiyonu iizerine eklendi. Ardindan
besiyerine 20 pg/ml miktarinda interlokin 2 (IL-2) (MedChemExpress, ABD) eklenerek 37
°C, %5 CO: kosullarinda kiiltiire edildi. Hiicreler giinliik olarak incelendi ve 3’er giinde bir
besiyerine 20 pg/ml iL-2 eklenerek %80 konfluente ulasana kadar yaklasik 1 hafta ¢ogaltilds.

Hiicrelerin Pasajlanmasi: CD3/CD28 Dynabeads® aktivator magnetik 6zellikte oldugu
icin santrifiijleme asamasinda hiicre kaybina yol agmaktadir. Bu nedenle 6ncelikle hiicrelerin

beadlerden ayrilmasi gerekmektedir.

Konfluente ulasmis hiicreler kabine getirildi ve 15°1ik falkon tiipe aktarildi. Sonrasinda hiicre
slispansiyonu iyice restispanse edilerek kiimelesmis olan hiicrelerin beadlerden ayrilmasi
saglandi. Ardindan tiipler magnette 3 dakika bekletilip magnetin i¢cindeyken hiicre
sispansiyonu yeni 15°lik tlipe aktarildi. Beadlerden ayristirilmis hiicreler 1200 rpm’de 5
dakika santriftijlendi. Supernatan atildi ve STH izolasyonu kisminda anlatildig: gibi Thoma
laminda hiicre sayimi yapildi. Hiicre sayisina gore USTH’ler RPMI besiyeriyle yeni kiiltiir
kaplarma ekildi ve yeni Dynabeads® aktivatér ardindan da 20 ug/ml IL-2 eklenerek 37 °C,
%5 CO2 kosullarinda inkiibatdre konuldu.

Hiicrelerin Dondurulmasi: Saklanacak olan hiicreler ise hiicre sayimi sonrasinda tekrar
santrifiij edildi. Hicre peleti basal besiyeri (sadece RPMI 1640) ile istenilen hacimde
homojenize edilip kriyoviallere aktarildi DMSO (Dimetil stilfoksit) son asamada yavasca
ilave edildi ve hiicreler, igerigi tamamlanan dondurma solusyonu (%5 DMSO ve %95 FBS)

icerisinde, -152 °C sogutucuda (Sanyo MDF-1156, Japonya) dondurularak muhafaza edildi.
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3.3.1. USTH’lerin Karakterizasyonu

USTH’lerin karakterizasyonu hiicreler uyarildiktan sonra 5.gliniinde akim sitometri yontemi
kullanilarak yapildi. Literatiir taramalar1 sonucunda en ¢ok USTH yiizey belirteci olarak
kullanilan CD8, CD45, CD25, CD28, HLA-DR, CD69 ve CD62L degerlerine bakildi (Al-
Shanti & Aldahoudi, 2007). Akim sitometri yontemi STH’lerin karakterizasyonunda (Bkz.
3.2.1) belirtilen protokole uyularak gergeklestirildi.

3.4. USTH’lerden Eksozom izolasyonu

USTH'lerden eksozom izolasyonu, yiiksek verim ve saflikta eksozom izolasyonu saglayan
diferansiye ultrasantrifujleme yontemi (Sekil 3.4.1) kullanilarak daha once agiklanan
protokole uyularak gergeklestirildi (Uslu, 2019).

Kisaca; pasaj 2’den sonra %70 konfluente ulasmis USTH’ler FBS icermeyen yeni
besiyerlerinde (%99 RPMI 1640, %1 Pen/Strep ve %1 glutamaks) 24 saat kiltire edildi.
Siire sonunda USTH kiiltiir besiyerleri falkon tiiplerde toplandi ve hicreler bir dnceki
kisimda anlatildigi gibi Dynabeads® beadlerden uzaklastirilarak saflastirma iglemine
baslandi. Beadlerden uzaklastirildiktan sonra toplanan USTH Kkiiltiir besiyerleri 300 g’de 10
dakika siireyle santrifiij edildi. Ardindan supernatant yeni tiiplere aktarilip 6lii hiicreler
uzaklastirildi. Bir sonraki agamaya ge¢meden once eksozom disindaki proteinlerden de
kurtulmak icin 1 tablet proteaz inhibitor kokteyli (PIK) (Roche, Almanya) PBS’le ¢6ziilerek
50’lik falkon tiipteki supernatanta eklendi. PIK’nin eksozomlarin yiizey proteinlerini lizise
ettigini ancak biitiinliigiinli ve fonksiyonunu etkilemedigi yapilan caligmalarla gosterilmistir
(Cvjetkovic et al., 2016). Sonrasinda 15.000 g’de 20 dakika siireyle santrifiij edildi ve
supernatant yeni tliplere aktarilarak hiicresel atiklar uzaklastirildi. Supernatant 0,22 pm por
boyutlu filtreden (Sartorius AG, Almanya) gecirilip yeni ultrasantrifuj tipune (Himac,
Japonya) aktarilarak 220 nm’den biiylikk mikrovezikiiller uzaklastirildi. Ardindan
CS150FNX (Hitachi Himac, Japonya) ultrasantriflij cihazi ve S50A model rotor kullanilarak
4°C’de, 120.000 g’de ve 70 dakika siireyle ultrasantrifiij islemi yapildi. Supernatant
uzaklastirildr ve pellet haldeki eksozom 1 ml PBS’le ile yikanip tekrardan bir kez daha
ultrasantriftij islemi yapildi. Takiben supernatan atildi ve pelet haldeki eksozom az
miktarda(~100-600 pl) PBS ile homojenize edildi. Eksozom 1 ml PBS’le tamamlanarak
diisiik protein baglayan tiiplere (Thermo Scientific, ABD) aktarildi ve -80°C sogutucuda
(Sanyo MDF-U5386S, Japonya) muhafaza edildi.
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Sekil 3.4.1: Diferansiye ultrasantrifiijleme yontemi asamalar1 (Salem et al., 2020)
1.5. USTH Ekzozomlarimn Tayini
3.5.1. Akim Sitometri Analizi

Izole edilen USTH eksozomlari, eksozom yiizey belirteci olarak en ¢ok kullanilan
CD9, CD63 ve CD81 antikorlariyla inkiibe edilip daha 6nce agiklanan protokole uyularak

akim sitometri cihaziyla analiz edilmistir (Uslu, 2019). Kisaca;

Test tamponu i¢in %0.1 BSA (S1g1r serum albumin) igeren PBS hazirland1 ve 0.22 pm filtreden
gecirildi. Her eksozom 6rnegi i¢in; CD 9, CD 63, CD 81 ve izotip kontrol olmak Uzere 4 tup
hazirlandi. CD 9, CD 63 ve CD 81 ‘Dynabeads’ (manyetik boncuklar) tamponlarmdan
(Invitrogen, Litvanya) 20 pl, hazirlanmais tiiplere konuldu. Test tamponu ve manyetik ayirict
(StemCell Technologies) aracilifiyla manyetik boncuklara yikama islemi yapildi. Her bir
belirteg i¢in 10 pl eksozom drnegi tiiplere dagitildi. Uzerine 90 ul test tamponu ilave edildi
ve orbital ¢alkalayicida (Biosan) +4°C’de gece boyu inkiibe edildi ve bu siiregte eksozomlar
ile antikorlarla kapli olan manyetik boncuklarm kompleks olusturmasi saglandi (Sekil

3.5.1.1). Siire sonunda, tiiplere 1’er ml test tamponu ilave edilip vortekslendi. Her tiip sirayla
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manyetik ayiriciya yerlestirildi ve 2 dakika siireyle eksozomlarin manyetik boncuklar ile tiip
yiizeyine tutunmasi saglandi. Test tamponu uzaklastirilarak, yikama islemi tamamlanan
eksozom+manyetik boncuk kompleksleri test tamponuyla yeniden homojenize edildi.
Uygun miktarlarda CD9, CD81, CD63 ve IgG1 antikorlar1 (BD Biosciences) ilave edildi ve
orbital ¢alkalayici1 tizerinde, oda isisinda, 45 dakika siireyle inkiibe edildi. Antikorlar ile
boyanan eksozom+manyetik boncuk komplekslerine; test tamponu ve manyetik ayirici
araciligiyla bir kez yikama islemi yapildi. Test tamponu ile yeniden homojenize edilen
eksozomlar; FACS Calibur (BD Biosciences) cihazinda okutuldu, Cell Quest programinda
(BD Biosciences) analiz islemleri gergeklestirildi.

Antikor kaph beadler
(CDY/CD63/CDS81)

Akim sitometrik
Eksozom amali/

~
letraspaninler
CDY/CDG63/CDSI

Sekil 3.5.1.1: immiinofenotipleme ile eksozom karakterizasyonunun ¢alisma prensibi (Uslu,
2019).

3.5.2. Mikro-BCA ile Miktar Tayini

Bu yontemde once Cu* iyonlari, alkali ortamdaki proteinler tarafindan
Cu*Y’iyonlarma indirgenir (Biiiret reaksiyonu). Daha sonra, Cu*!’iyonlarmin bikinkoninik
asit (BCA) igeren, ¢ok duyarl ve segici bir belirtegle olusturdugu kompleksinin protein
miktartyla orantili olarak, yesilden mora doniisen renk degisiminin kolorimetrik olarak

saptanmasina dayanmaktadir (Arda & Ertan, 2017).

USTH besiyerlerinden elde edilen eksozomlarin miktar tayini, ticari ‘BOSTER micro BCA
Protein Assay Kit’ (BOSTER Biological Technology, CA) ile, iireticinin sundugu talimatlara
uyularak gergeklestirildi. Kisaca; 96-kuyucuklu plakaya; standart diltisyonlar ve drnekler
yiiklendi. Uzerine (1:1) oranda ‘Working’ solusyon ilave edilip, 37°C ayarli ¢alkalamali
inkubatorde (Finepcr-combi-SV120, Kore) 2 saat sureyle inklbe edildi. Eksozom érnekleri,

mikroplaka okuyucuda (Versamax, ABD) 562 nm dalga boyunda okutularak kromojenik
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reaksiyon Olciimii yapildi. Orneklerin protein konsantrasyonlar:; dlgiilen absorbans

degerleri, standart egrisi ile karsilastirilarak degerlendirildi.

3.6, A 549 Hicre Kultari

Deneylerde kullandigimiz A549 insan AK hiicre hatt1 Kocaeli Universitesi Kok
Hiicre ve Gen Tedavileri Arastrma ve Uygulama Merkezi (KOGEM) hiicre

koleksiyonundan temin edilmistir.

Hiicrelerin stoktan ¢ikartilmasi: Kriyoviallerde bulunan donmus haldeki stok hiicreleri -
156° C’den alindi ve hizli bir sekilde sicak su banyosunda ¢oziildii. Coziilen hiicre
stispansiyonu 15 ml’lik falkon tiipe aktarilip {izerine 10 ml RPMI besiyeri eklendi ve 5 dk
1600 rpm’de santrifiij yapildi. Siipernatan atilarak yikama islemi bir kez daha yapildi.
Yikama islemini takiben siipernatan atildi ve hiicre peleti izerine 1ml besiyeri ilave edilerek
hicreler homojenize edildi. Daha sonra tlp Uzerine 2 ml besiyeri ilave edildi ve hicre
stispasiyonundan alinan ornek, tripan mavisi ile 1:1 oranda karistirilarak Thoma laminda
sayim yapildi. Ardindan A549 hiicreleri T75 hiicre kiiltiir kaplarma 15 ml RPMI besiyeriyle
ekildi ve 37° C’de, %5 CO? igeren ortamda inkiibe edildi. Hiicreler %80 konfluente ulasana

kadar ¢ogaltildi.

Hiicrelerin pasajlanmasi: Hicreler buytttldikleri hiicre kiiltiirii kabinin yilizeyini %80
oraninda kapladiginda pasajlama islemi gerceklestirildi. Oncelikle hiicre kiiltiirii kab1
icindeki besiyeri atildi ve 7 ml Ca*? Mg*? icermeyen PBS’le hiicre artiklarmin
uzaklastirilmas: ve hiicrelerin serumdan arindirilmasi i¢in yikama yapildi. Ardindan PBS
ortamdan uzaklastirildi ve 7 ml %0,25 Tripsin-EDTA (Gibco) sollisyonu eklenip 37 °C’de,
%5 CO2’li ortamda 5 dk inkiibe edildi. Boylelikle kabin yiizeyine yapismis halde bulunan
hiicrelerin yiizeyden ayrilmalari saglandi. Mikroskopta hiicrelerin yiizeyden ayrildigi kontrol
edildikten sonra 7 ml %10 FBS iceren DMEMY/F-12 ile tripsin aktivitesi durduruldu ve hiicre
sispansiyonu falkon tiipe aktarildi. 1600 rpm’de 5 dk santrifiij edilip, supernatantin
atilmasiyla tripsin uzaklastirildi. Hiicre pelleti RPMI besiyeri ile homojenize edildi ve hicre
slispasiyonundan alman 6rnek tripan mavisi ile 1:1 oranda karistirilarak Thoma laminda
hiicre sayimi1 yapildi. A549 hucreler total hiicre sayisina gore, RPMI besiyeri ile yeni kulttr
kaplarma ekilip 37 °C’de, %5 COz2’li ortamda kiiltiire edildi. Bu sekilde hiicreler istenilen

saylya ulagincaya kadar cogalmalar1 saglandi.
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Hiicrelerin Dondurulmasi: Saklanacak olan hiicreler ise hiicre sayimi sonrasinda tekrar
santrifiij edildi. Hicre peleti basal besiyeri (sadece RPMI 1640) ile istenilen hacimde
homojenize edilip kriyoviallere aktarildi. DMSO (Dimetil stlfoksit) son asamada yavasca
ilave edildi ve hiicreler, igerigi tamamlanan dondurma solusyonu (%5 DMSO , %35 FBS,
%60 basal besiyeri) icerisinde, -152 °C sogutucuda (Sanyo MDF-1156, Japonya)
dondurularak muhafaza edildi.

3.7. A 549 Hicrelerinin USTH ve Eksozomlarla Birlikte Ko-Kultlri

Pasaj 3’den sonra %80 konfluente ulasan A549 hiicreleri 12 kuyucuklu plakalara
2x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekildi. Hlcreler 24 saat boyunca RPMI besiyerinde 37°
C’de, %5 CO2’li ortamda kiiltiire edildi. Sonrasinda ilk satirdaki kuyucuklar kontrol grubu
(sadece AS549 hiicreleri) olarak belirlendi. 2.satirdaki kuyucuklarin her birine 5x10*
USTH’ler ve 3.satirdaki kuyucuklara da giinlik 50 pg eksozom/ml olacak sekilde
USTH’lerden elde edilen eksozomlar direkt olarak eklendi. Bu sekilde 3 adet 12 kuyucuklu
plakalara ekim yapildi: 1. WST-1 analizi 2. Gen ekspresyonu analizi- kantitatif gercek
zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (qRT-PCR) ve 3. Imminohistokimyasal (IHC)
boyamalar i¢in kullanildi. IHC i¢in hiicreleri ekmeden 6nce kuyucuklara boyama amaciyla
cam lameller konulmustur. Hiicreler 2 giin boyunca kiiltiire edilip sonraki analizlere

gecilmistir.

3.8. WST-1 Canhlik ve Proliferasyon Analizi

WST-1, canli hiicrelerdeki dehidrojenaz aktivitesiyle orantili olarak olusan
ortamdaki koyu sar1 renk degisiminin belirli nanometre dalga boylarinda 6l¢iimiine dayanan
kalorimetrik bir testtir (Kara et al., 2019). Bu yontemle, Cizim 3.6’da tanimlanan deney
gruplarmim hiicre canlilik ve proliferasyon diizeyleri belirlendi. Ortak kiltiir sonrasinda
WST-1 i¢in hazirlanan plakanin hiicre Kkiltir besiyerleri, %10 oranda WST-1 (Roche
Diagnostics, Almanya) reaktifi iceren besiyeri ile degistirildi ve 37 °C, %5 CO: kosullarinda
2 saat slreyle inkube edildi. Stre sonunda, 12-kuyucuklu plakanin her kuyucugundan 200
pl besiyeri 6rnegi g¢ekilip dortli tekrarlar halinde 96 kuyucuklu plakalara yiklendi.
Orneklerin absorbans degerleri, mikroplaka okuyucuda (Versamax, ABD) 450 nm dalga

boyunda 6lglilerek Microsoft Excel’de grafiksel olarak degerlendirilmistir.

3.9. Gen Ekspresyonu Analizi
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Kanser hiicrelerinde invazyon, migrasyon ve metastaz gibi birgok hicresel sureg gen
ekspresyonunun degismesiyle gerceklestiginden, 6zel genlerin transkripsiyon diizeylerinin
nicel olarak ortaya konulabilmesi kanser tedavisine yonelik yapilan ¢aligmalarda uygulanan
ajanlarin (tedavilerin) ne kadar etkili olduguna dair 6nemli bilgiler vermektedir. Ayrica,
klinikte gen ekspresyon seviyelerinin saptanmasi kanser teshisi, prognozu ve tedavi tahmini

icin kullanilabilir. Gen ekspresyon analizi i¢in ¢esitli yontemler gelistirilmistir.

Calismamizda gen ifadesi analizleri icin qRT-PCR yontemi kullanilmistir. Bu amagla, ortak
kiiltiir sonras1 A549 hiicrelerinden oncelikle total RNA izolasyonu ve takiben cDNA sentezi

gergeklestirilmistir.

3.9.1. Total RNA izolasyonu

On hazrrlik: Ortak kiiltiir sonrasinda gen ekspresyon analizleri icin hazirlanan
plakadaki hiicreler tripsin enzimiyle kaldirildi ve her bir deney grubu igin ~4x10* hiicre
ependorfa alindi. Hiicre siispansiyonlar1 1600 rpm’de 5 dk santriflij edilerek supernatant
atild1 ve 1000 pl PBS ile homojenize edildi. Hicre stspansiyonu tekrar 1600 rpm’de 5 dk

santrifiij edildi ve supernatant atild.

RNA izolasyon islemi ticari ‘PureLink RNA Mini Kit’(Life Technologies, CA) ile,
ireticinin sundugu protokole uygun olarak gergeklestirildi. Kisaca; peletler 200 pl PBS ile
homojenize edildi ve lzerine 600 pl lizis tamponu ilave edilip vorteksle karistirildi. 350 pl
etanol ilave edilerek karistirildi ve filtreli tiiplere aktarildi. Daha sonra, 12000 rpm’de 1
dakika streyle santrifiij edilip filtreden siiziilen alt s1iv1 dokiildii. Takiben filtreler yeni tuplere
aktarildi ve 3 kez yikama islemi yapildi. Son asamada; filtreler ependorf tiiplere aktarildi ve
iizerine 50 pl su eklendi. 1 dakika bekledikten sonra 12000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilerek
RNA saf bir sekilde ependorf tiipe toplandi. Elde edilen RNA’larin konsantrasyonlari
picodrop spektrofotometre ile Olgildu ve artan total RNA 6rnekleri -80°C sogutucuda
(Sanyo MDF-U5386S, Japonya) muhafaza edildi.

3.9.2, cDNA Sentezi

cDNA sentezi ticari kit (RevertAid First Standard cDNA Synthesis Kit, Thermo
Scientific, Litvanya) kullanilarak iireticinin sundugu protokole uyularak gerceklestirildi.

Kisaca; total RNA ornekleri 1’er pg olacak sekilde PCR tiiplerine aktarildi ve toplam hacim
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12 pl olacak sekilde 1 pl Oligo dT primer ve uygun saflikta su eklendi. 65°C’de 10 dakika
stireyle PCR cihazinda (TaKaRa Biotechnology, Japonya) inklbe edildi. Bu sirecte
primerlerin 1s1 ile denatiire olan RNA 6rneklerine baglanmasi saglandi. Daha sonra érnekler
buz lzerine alind1 ve 4 pl reaksiyon tamponu, 1 pl ters transkriptaz enzimi, 2 pl dNTP
karigimi ve 1 pl Rnase inhibitorii eklendi. Tekrar PCR cihazina alinan 6rnekler, 55°C’de 30
dakika uzama reaksiyonu ve hemen ardindan 85°C’de 5 dakika siireyle enzimin
inaktivasyonu saglandi. Sentezlenen cDNA 6rnekleri RT-PCR kurulancaya kadar -20 °C’de

muhafaza edildi.

3.9.3. Kantitatif Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-PCR)

gRT-PCR floresan boyalar kullanilarak gercek zamanli olarak DNA’nin belirlenmesi
ve miktarmin gosterilmesi teknigidir. Olusan iriinler yiiksek sicaklifa ve devaminda
erimeye birakilarak uzunluklar1 ve niikleotid igeriklerine bagli olarak daha ayrintili bir
sekilde tanimlanabilmektedirler. Ayrica iirlinlerin analizi reaksiyon sirasinda yapildigindan
agaroz jel eletroforezi uygulamasina gerek kalmamaktadir. Bu da ¢ok 6rnekli ¢alismalarda
zaman tasarrufu sagladigi gibi kontaminasyon tehlikesini de azaltmaktadir. Bu 6zellikleriyle
gRT-PCR gen anlatimi analizi arastirmlarinda yaygin olarak kullanilmaktadir (Arda &
Ertan, 2017).

gRT-PCR yontemiyle deney gruplarinda; CDH1, MMP2, MMP9, TWIST, SNAIL
genlerinin transkripsiyon dizeyinde ekspresyonu incelendi. Her bir 6rnek icin 10 ul SYBR
boyasi i¢eren master karisimi (RealQ Plus Master Mix Green, Ampligon), 1 pl Primer ¢ifti
karigimy, 0,5 pul cDNA ve 8,5 pl distile su olacak sekilde 20 ul reaksiyon karigimi hazirlandi.
Primerler ve hazirlanmis olan cDNA karisimi 96 kuyucuklu PCR plakalarma yiiklendi.
Kurulan reaksiyonlar gercek zamanli PCR (LightCycler-1I 480, Roche, Mannheim,
Almanya) cihazinda 480 nm dalga boyunda okutularak ilgili genlerin ¢ogalmalar1 takip
edildi. PCR kosullari; 95°C’de 10 dakika inkiibasyon, takibinde 45 dongii 95°C’de 10
saniye, 60°C’de 30 saniye ve 72°C’de 60 saniye seklinde uygulanmistir. Daha sonra ¢ikan
Cp sonuglar1 dogrultusunda referans gene (HPRT1) oranlanarak goreceli olarak analizleri

yapilmugtir. Kullanilan primerlerin baz dizilimleri Tablo 3.9.3.1°de gosterilmistir.
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Tablo 3.9.3.1: Gen ekspresyon analizi yapilan genler ve primerlerinin baz dizilimleri.

Primer Baz Dizilimi
(5'=3")

L- tacagcgagctgcaggact
R- atctccggaggtgggatg
L- agctacgccttcteggtcet

Gen Acik Isim

SNAI1 Snail Ailesi Transkripsiyonel Baskilayici 1

TWIST | Twist Ailesi BHLH Transkripsiyon Faktori 1
R- ccttctctggaaacaatgacatc

L- aggggtctgtcatggaaggt
R- gcggcattgtaggtgttca

CDH1 E-Kaderin 1

L- ccccaaaacggacaaagag

MMP-2 | Matriks Metalloproteinaz 2
R-cttcagcacaaacaggttgc

L- gaaccaatctcaccgacagg

MMP-9 | Matriks Metalloproteinaz 9

R- gccacccgagtgtaaccata

3.10. immunohistokimyasal Boyama

Immiinositokimyasal boyama; hiicrede hedeflenen molekiil ile bu molekiile 6zgii,
floresan ile isaretlenmis antikorun baglanmasi temeline dayanan, hedef molekiiliin 6rnek

iizerindeki dagilimini gorsel hale getiren bir boyama yontemidir.

Deneyimizde ortak kiltiir sonras1 A549 hicrelerindeki MMP-2 ve MMP-9 fenotiplerini ikili
(Double) immunfloresan boyama yaparak inceledik. Bunun icin cam lameller Uzerine
ekilmis hiicrelerin kiiltiir besiyerleri ko-kiiltiir sonrasinda ¢ekilip soguk PBS ile 3 kez yikama
islemi yapildi. Hiicreler %4 paraformaldehit solusyonunda oda sicakliginda 15 dakika
siireyle fikse edildi. Ornekler PBS ile yikandiktan sonra, antikorun hiicrelerin igine
erisiminde gerekli olan gegirgenligi saglamak i¢in Triton™ X-100 (Abcam, ABD)
solusyonu ile 10 dk oda sicakliginda inkiibe edildi. Siire sonunda triton solusyonu bir pipet
araciligiyla, lamel kenarlarmdan nazikge geri ¢ekildi. Uygun dilusyon oranlarinda MMP-2
(Thermo Scientific) ve MMP-9 (Abcam) primer antikorlar1 eklenip, +4°C’de gece boyu
inkiibasyona brrakildi. Siire sonunda lameller PBS ile 3 kez yikandiktan sonra uygun
floresan isaretli sekonder antikorlarla oda sicakhiginda 1 saat inkiibe edildi. Orneklerin
kurumasi beklenip, DAPI ile kapatildi. Boyama yapilan ornekler, konfokal mikroskop
(LEICA SP8 LIGHTNING, Almanya) altinda incelendi.

3.11. istatiksel Analiz
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Sonuglarin istatistiksel analizlerinde SPSS10.0 (SPSS, Chicago, ABD) programi
kullanilmistir. Veriler esli t-testi ve ¢oklu analizler igcin Newman—Keuls metodu ile test
edilmistir. Her deney grubu en az ii¢ tekrardan olusmaktadir. Deney ve kontrol gruplari
arasindaki fark p<0.05 oldugunda anlamli ve p<0.01 oldugunda ileri derece anlamli olarak

ifade edilmistir.
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4, BULGULAR

4.1. STH’lerin Uyarilmasi ve Hiicre Kalttru

PKHM’lerden izole edilen STH’ler siispansiyon kiiltiirii olarak cogaltilmis ve
hicrelerin morfolojileri kulttr stresince giinliik olarak mikroskop altinda incelenmistir.
Izolasyonu takiben STH’ler manyetik beadler kullamilarak uyarilmis ve IL-2 eklenerek
cogalmasi saglanmistir. STH’ler uyarildiktan sonra 12-24 saat i¢inde beadler etrafinda
birikerek kiimeler olusturmaya baslamistir ve bu 5-7. giiniinde hiicrelerin ¢ogalmasiyla
birlikte en yogun haline ulagsmustir (Sekil 4.1.1). Daha uzun siire beklettigimiz deneylerde
ise, bu zirve noktasindan sonra hiicrelerin azalmaya basladigi gézlemlendi. Bu nedenle 5-7.
giiniin ardindan htcreler yeni bead eklenerek pasajlandi (Sekil 4.1.2) ve 2-3 gln daha
cogaltilarak eksozom izolasyonu i¢in serumsuz besiyerine alindi. Daha sonraki pasajlarda da

hicrelerin kiimelesmeye ve cogalmaya ayni hizda devam ettigi gozlemlendi.
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Sekil 4.1.1: Pasaj 0°deki USTH’lerin faz-kontrast goruntileri. Giin 1 (A1-A2); Giin 4 (B1-
B2); Giin 7 (C1-C2). Olgiim gubugu: 500 um (A1, B1, C1) ve 200 um (A2, B2, C2).
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Sekil 4.1.2: Pasaj 1’deki USTH’lerin faz-kontrast gorintdleri. Gin 1 (A1-A2); Giin 3(B);
Giin 6 (C). Olgiim gubugu: Al, B-500 pm; A2-200 pum, C-100 pm.

4,2. STH ve USTH’lerin Karakterizasyonu

PKMH’lerden yeni izole edilmis STH’lerin ve uyarilarak kiiltiirii devam eden
5.giinlindeki USTH’lerin karakterizasyonu akim sitometri yontemiyle yapilmistir. Akim
sitometri analizi sonucunda STH yuzey belirteclerinden CD8 (%77) ve CD45 (%80) yiksek
oranlarda pozitif bulunmustur (Sekil 4.2.1). Ote yandan, 5.giiniindeki USTH akim sitometri
analizi sonuglarinda CD8 (%98) ve CD45 (%99) yizey belirtecleri daha da yiiksek pozitiflik
sergilemistir (Sekil 4.2.2). Diger uyarilma yiizey belirteclerinden CD25 (%99) ve CD28
(%94) pozitifligide yliksek bulunmustur. Erken uyarilma belirteci CD69 (%28) ve down
regiilasyonu beklenen CD62L (%32) pozitiflikleri az bulunmustur.
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Sekil 4.2.1: STH’lerin akim sitometri ile karakterizasyon analizi.
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4.3. USTH Eksozomlarin Akim Sitometri ile Immiinofenotipik Karakterizasyonu

USTH’lerden izole edilen eksozomlarin imminofenotipik karakterizasyonu akim
sitometri yontemi ile CD9, CD63 ve CD81 yuzey belirtecleri bakimindan incelenmistir
(Sekil 4.3.1). Akim sitometri analizi sonucunda CD63 (%92) ve CD81 (%91) yiiksek
oranlarda pozitif bulunurken CD9 (%57) pozitifligi daha az bulunmustur.

USTH Exo 004

a d - "

Sekil 4.3.1: USTH cksozomlarmin; CD9, CD63 ve CD81 eksozom belirte¢lerinin akim
sitometri analizi.

4.4, Ortak Kultlr Deneyleri

A 549 hiicreleri 12 kuyucuklu hiicre kiiltlir kaplarma ekilmis ve kabin tabanina
yapisip belirli bir (%60) yogunluga ulastiktan sonra USTH eksozomlar1 ve USTH’lerle direk
olarak ortak kiiltliire alinmistir. 48 saat boyunca devam eden ortak kiiltiirdeki hiicrelerin
morfolojik degisimleri mikroskop altinda izlenmistir (Sekil 4.4.1) ve sire bitiminde

hucrelerin canliliklar1 ve ¢gogalmalar1 degerlendirilmek iizere analizlere gecilmistir.

47



Sekil 4.4.1: Ortak kultir 1.gin faz-kontrast mikroskobu goérunttleri. a. USTH grubu; b.
Ekzosom grubu; c. Kontrol. Ol¢iim ¢ubugu: A,C-500 um; B-100 pm.

4.4.1. WST-1 Canhlik ve Proliferasyon Analizi

Ortak kiiltiir sonras1 yapilan WST-1 deneyinde, USTH eksozom grubu A549 hiicre
canliliginda ve proliferasyonunda, kontrol grubu A549’lara gbre anlamli bir azalis
goriilmiistiir (P<0.05). Ote yandan, USTH grubu A549 hiicre canliliginda ise kontrol grubu
A549’lara gore daha da anlamli bir azalma gozlemlendi (P<0.01), (Sekil 4.4.1.1).
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Sekil 4.4.1.1: Deney gruplarmm WST-1 canlilik ve proliferasyon analizi (*P<0.05,
**P<0.01).

4.4.2. Gen Ekspresyonu Analizi

Ortak kiiltiir sonras1 A549 hiicrelerindeki; CDH1, MMP2, MMP9, TWIST, SNAIL1
genlerinin ekspresyon dizeyleri RT-PCR yontemi ile incelenmistir (Sekil 4.4.2.1). USTH
grubu A549 hiicrelerinde RT-PCR sonucu CDH1, MMP2, MMP9, TWIST ve SNAIL1
genlerin ekspresyon diizeylerinde kontrol gruba gére azalma bulunmustur. Eksozom grubu
A549 hiicrelerinde ise MMP2, MMP9 ve SNAIL1 genlerinin ekspresyonunda anlamli bir
azalma gortlurken (P<0.05), TWIST geninde artis gdézlemlenmistir. CDH1 geninde ise

anlaml1 bir fark bulunmamastir.
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Sekil 4.4.2.1: SNAIL, TWIST, MMP2 ve MMP9 gen ekspresyonu analiz grafikleri
(*P<0.05).

4.4.3. immiinfloresan Boyama

Immiinfloresan boyama sonuglarinda ortak kiiltiir sonrast A549 hiicrelerindeki
MMP-2 ve MMP-9 proteinlerinin ifade diizeyleri goriintiilenmis olup hem eksozom hem de
USTH gruplari i¢in boyamalar pozitif bulunmusgtur. Ancak, hem MMP-2 hem de MMP-9
boyamalarinda eksozom grubundaki hiicreler kontrol grubundakilere oranla anlamli bir
azalis sergilerken; USTH grubundaki hiicrelerde MMP-9 boyamasinda azalma, MMP-2

boyamasinda ise anlamli bir fark bulunmamustir (Sekil 4.4.3.1).

50



Sekil 4.4.3.1: Ortak kiiltiir sonras1 deney gruplarmin; ¢ekirdek boyast DAPI (Mavi), MMP-
2 (Yesil) ve MMP-9 (Kirmizi) imminfloresan boyamalarinin konfokal mikroskop
gorintleri. a. Kontrol grubu; b. USTH grubu; c. Eksozom grubu. Olgiim ¢ubugu: 100 pum.
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5. TARTISMA

Primer akciger karsinomunun baslamasi ve ilerlemesinde timor mikrogevresinin
(TMGC) merkezi rolii oldugu yapilan ¢alismalarla gosterilmistir (Peinado et al., 2017). Bunun
yani sira, meme ve kolon kanseri gibi gogiis dis1 maligniteler ve melanomlar sekonder
akciger tiimorlerini olusturmak igin yayilmig timor hiicrelerinin kolonizasyonunu ve asir1
blylmesini  destekleyerek akciger mikrogevresini  sistematik  olarak  yeniden
programlamaktadir. TMC, hem primer hem de sekonder akciger tiimorlerinde yeni
antikanser ajanlarinin gelistirilmesi i¢in hedef acisindan zengin bir ortam olarak kabul
edilmektedir (Altorki et al., 2019). Bu nedenle, TMC’de bulunan hiicrelerin- timaor hicreleri,
immin hicreleri, kanserle iligkili stromal hiicreler ve hiicre dis1 bilesenlerin- sitokinler,
kemokinler, ekstraseltler vezikuller (EV) arasindaki baglantisalligin anlasilmasi hiicresel

dizeyde AK’ne kars1 yeni alternatif tedavi olanaklar1 sunmaktadir.

Anti-tumor aktiviteden sorumlu Kilit bagisiklik hiicreleri olan STH’ler, T hicre
reseptorlerinin (THR'ler) ligasyonundan sonra IFNy, tumor nekroz faktori (TNF) ve
granzim B Uretimi yoluyla timér hicrelerini hedef alarak yok edilmesinde gorev alirlar.
Bununla birlikte STH’lerin anti-tiimor etkilerini gosterebilmesi igin 6ncelikle aktive olmasi
gerekmektedir. STH’lerin aktivasyonu sirasinda bilyidk miktarda eksozom olarak bilinen
vezikiiler cisimcikler salgiladigi daha once yapilan g¢alismalarda gosterilmistir (Martinez-
Lorenzo et al., 1999). Eksozomlar, multivezikiler endozomlardan (MVE) turetilen hicre
dis1 vezikiillerdir (EV) ve hiicre membranlari ile sitozolik proteinler, lipidler ve mi-RNA'lar
da dahil niikleotidler arasinda transfer araci olarak gorev alirlar. Boylece komsu ve/veya
uzak hicrelerin iletisiminde yeni vezikiler cisimcikler olarak tanimlanmistirlar (Seo,
Akiyoshi, et al., 2018).

USTH’lerden salgilanan eksozomlarin hem kanser hiicrelerinin yok edilmesinde gérevli olan
T lenfositlerin etkilerini ¢esitli mekanizmalarla baskilayarak timor gelisimini arttirdigi hem
de TMC’deki tiimor gelisimine katkida bulunan stromal hicreleri engelleyerek anti-timor
etki gostererek kanserde ikili rol oynadigi simdiye kadar yapilan ¢aligmalarla gdsterilmistir

(Seo, Akiyoshi, et al., 2018). Cai ve ark. tarafindan gergeklestirilen ¢alismada, OT-1 fare
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splenositlerinden elde edilen Fasl® USTH eksozomlarinin B16 and 3LL kanser hiicre hatlar1
Uzerine etkisi arastirilmistir. Calismanin sonucunda USTH eksozomlarmnin Fas/FasL sinyal
yolagi araciligiyla timor invazyonunu hizlandirdigini ancak tumor ¢ogalmasi ve apoptozu
uzerine herhangi bir etkisinin olmadigi bulunmustur (Cai et al., 2012). Diger bir ¢alismada
ise Seo ve arkadaslari, DUC18 ve BALB/c fare splenositlerinden izole edilen USTH
eksozomlarmin g¢esitli kanser hiicre hatlar1 Uzerindeki etkilerini incelemisler ve saglikli
farelerden izole edilen USTH eksozomlarmm tiimor biiylimesini mezenkimal timaor stromal
hiicrelerini kismen miRNA'ya (miR-298-5p) bagh bir sekilde azaltarak onledigini
gostermigler. USTH eksozomlar1 tarafindan mezenkimal tiimor stromasmin imbhasi,
epitelyal-mezenkimal gecis (EMT) kaybma bagli olarak tiimor hiicrelerinin invaziv ve

metastatik potansiyelinin azalmasi ile iligkilendirilmektedir (Seo, Shirakura, et al., 2018).

Bu ve diger yapilan caligmalara ragmen USTH’lerden salgilanan eksozomlarin kanser
hlcreleri tizerindeki etkileri tam olarak anlasilmis degildir ve buna yonelik ¢alismalar
devam etmektedir. Calismamizda da saglikli bireylerin kan hiicrelerinden izole edilen USTH
eksozomlarinin AK hiicre hatt1 olan A549 hiicrelerinin ¢ogalma ve gen ekspresyonlari
iizerindeki etkilerinin anlagilmas1 amaglanmistir ve USTH eksozomlarmin A549 hiicre hatti

iizerine etkisinin arastirildigi ilk calisma olma 6zelligindedir.

Belirli bir hiicre tipini izole etmek icin iki ana strateji kullanilmaktadir: ilgilenilen hiicrenin
"pozitif izolasyonu" veya istenmeyen hiicrelerin uzaklastirildig: "negatif izolasyon™. Pozitif
izolasyonla, belirli bir hiicre alttipi farkli bir yiizey antijeninin ekspresyonuna dayali olarak
karmasik hiicre karisimmdan dogrudan izole edilir. Negatif izolasyonda ise, antikorlarla
duyarli hale getirilen tlim istenmeyen hicre tipleri manyetik boncuklar kullanilarak
numuneden uzaklastirilir. Pozitif hiicre izolasyonu, belirli bir hicre alt kiimesini yuksek
saflik ve verimle izole etmenin en hizli ve etkili yolu olarak bilinmektedir. Bu nedenle, son
20 yilda hiicre biyolojisi, immiinoloji, kanser arastirmalari, in vitro teshis ve hiicre tedavisi

gibi ¢esitli yasam bilimleri alanlarinda arastirmalari yonlendiren gliglii bir ara¢ haline

gelmistir (Neurauter et al., 2007).

Calismamizda da STH’ler pluriBead hiicre ayrigtirma kiti kullanilarak pozitif izolasyonla
saglikli bireylerin periferal kanindan elde edilen PKMH’lerden basariyla izole edilmistir.
Pluribead yontemi, hiicrelerin farkli biiyiikliikteki boncuklara antikor aracili baglanmasina

ve bunlarin farkli ag boyutundaki filtrelerle izolasyonuna dayanir. Bu yontemin ana
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avantajlarindan biri, pozitif se¢im yoluyla hiicreleri dogrudan tam kandan izole
edilebilmesidir (Pierzchalski et al., 2013). Bu sekilde PKMH asamasinda olas1 T hiicre
kayiplarin1 Onleyerek hem verim hem de siire agisindan daha avantajli olabilmektedir.
Bununla birlikte ¢alismamizda hem PKMH’den hem de tam kandan STH izolasyonu
yapilmistir ve hiicrelerin veriminde pek fazla fark bulunmamistir. PKMH’de daha fazla naif
STH’lerinin varligi, bu hiicrelerin uyarilmasi ve kiiltiirii agisindan olumlu bulunmustur.
Izolasyon sonrasi hiicrelerin STH’lere 6zgii CD8 ve CD45 belirtecleri ifade ettikleri akim
sitometri yontemiyle gosterilmistir ve literatiir taramast sonucu %70’in lizerindeki saflik
basarili olarak kabul goriilmiistiir (Pierzchalski et al., 2013). Tum deneylerde STH

izolasyonu %70’in tlizerinde gergeklestirilmistir

Adoptif CD8" T hiicre terapisinde (ACT), tuimdre ézgl T hiicreleri hastalardan elde edilir ve
in vitro ortamda cogaltilarak hastalara geri inflize edilir. ik ACT'ler, timori
infiltre eden lenfositlerden (TIL) ¢ogaltilmis hiicreler kullanilarak yapilmistir. Glinlimizde
ise, gen miihendisligi teknolojisi kanser imminoterapisi i¢in, THR ile tasarlanmig T
hicreleri (THR-T) ve Kimerik Antijen Reseptdr T hicresi (CAR-T) tedavilerinde oldugu
gibi timdre 6zgi antijen reseptorind in vitro da aktive edilmis T hiicrelerine transfer ederek
biiyiik miktarda kansere 6zgii T hiicrelerinin tutarli bir sekilde iiretilmesini saglamaktadir
(Jiang et al., 2019). ACT’lerde, infuzyondan 6nce STH'lerin uyarilmasini ve biyik
miktarlarda ¢ogalmasini saglayan ¢esitli in vitro yontemler gelistirilmistir. Bu yaklagimlar
icerisinde arastirmacilar tarafindan en ¢ok tercih edileni, yapay APC'ler olusturmak i¢in
antijen-aracili THR sinyalini taklit eden CD3'e 6zgli mAb'larin ve gerekli kostimulatér
sinyali saglayan agonistik anti-CD28 mAb'larin kombinasyonunun manyetik boncuklarla
birlestirilerek T hiicrelerinin uyarilmasidir (Neurauter et al., 2007). Daha 6nceki yapilan
calismalarda, bu tiir yapay APC'lerin T hiicrelerinin uyarilmasinda geleneksel uyarici olarak
kullanilan mitojenik lektinlerden (PHA, Con A vs.) veya ¢Oziiniir anti-CD3 ve anti-CD28
mAb'lardan daha etkili oldugu bildirilmistir (Teschner et al., 2011). Uyarilmay1 takiben, T
hucreleri aktivasyona verdikleri tepkiye bagh olarak iki ana gruba ayrilirlar: aktivasyona
baglt hiicre 6limii (AICD) tarafindan Glenler ve ¢ogalanlar. Aktivasyon sonrasi T-hiicre
kaderinin ana belirleyicileri; IL-2'nin T hiicreleri lizerindeki reseptoriine baglanmasi ve T
hiicresinin aktivasyon durumu veya alt kiime baglantis1 olarak bilinmektedir (Hedfors &
Brinchmann, 2003). Ozellikle, IL-2 nin T hiicresi uyarildiktan sonra kiiltiiriiniin devamai i¢in
onemli bir sitokin grubu oldugu Shanti ve Aldahoudi tarafindan gergeklestirilen arastirmada

gosterilmistir. Bu g¢alismada, IL-2'nin STH’lerinin blylmesini destekleme yetenegi ve
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optimal doz oranlari incelenmistir ve IL-2 yoklugunda CD8" T hiicrelerinin hayatta kalmasi

ve buyimesinin ¢ok zayif oldugu bulunmustur (Al-Shanti & Aldahoudi, 2007).

Tim bu bilgiler dogrultusunda ¢alismamizda da STH’ler anti CD-3/CD-28 manyetik
boncuklar kullanilarak uyarilmis ve IL-2 eklenerek kiiltiirii devam ettirilmistir. Deneylerde
farkli oranlarda boncuk-hiicre miktarlarinin STH’lerin uyarilmasi ve ¢ogalmasi iizerine
etkileri denenmis ve en iyi sonucun 1:1/1:2 oraninda oldugu tespit edilmistir. Daha az
miktarlarda boncuk eklenildiginde (1:3) oransal olarak daha az sayida hiicrelerin uyarildigi
ve ¢ogunun boncuklara baglanmadan 2-3 gun icerisinde 6ldiigii gézlemlendi. Aymi sekilde
daha fazla boncuk eklenildiginde de (2:1) hiicrelerin apaptoza ugrayarak sayilarmin azaldigi
ve boncuklarin kendi aralarinda birleserek kiimeler olusturdugu gézlemlendi. Kalamasz ve
arkadaslarinin yaptig1 calismada da, sonuglarimiza parallel olarak STH’lerin uyarilmasmin
ve ¢ogalmasinin boncuk:hiicre oranin 1:1 oldugu durumlarda en yiliksek sayiya ulastigi
bulunmustur (Kalamasz et al., 2004). Ayn sekilde Trickett ve Kwan’in yaptig1 arastirmada
da STH’lerin boncuk:hiicre oranlarimin 1:2 oldugu durumlarda daha 1yi uyarildigi ve daha
fazla boncuk eklemenin hiicrelerin daha fazla uyarilmasmni etkilemedigi bildirilmistir
(Trickett & Kwan, 2003). IL-2 miktar1 da literatiire gére 20 pug/ml olarak belirlenmis ve
klltiir stiresince her 3/4 giinde bir eklenmistir. Bu sekilde hiicrelerin uzun siire gogalmalar1
saglanmis ve canlilik oranlar1 IL-2 eklenmeyen Kilturlere gore daha yiksek miktarlarda
bulunmustur. Uyarilmay1 takiben 12-24 saat icerisinde hicrelerin boncuklara birleserek
kiimeler olusturmaya basladig1 ve uzunlamasia biiyiiyerek sekillerinin yuvarlaktan ignemsi
bir sekle degistigi gdzlemlenmistir. Hiicrelerin ¢ok az bir kismi ise (%10) apoptoza
ugramustir ve bunun sebebininde STH olmayan monositlerden kaynakli olabilecegini
diisiinmekteyiz. Diger bir nedeni ise, T hiicrelerinin tekrar uyarilmasina baglh olarak AICD
kaynakli 6liimii olabilmektedir. Yine de uyarilmanin ardindan hiicrelerin ¢ogalmalar1 5.giline
kadar stabil devam etmistir. Hizli bir ¢ogalma ise 5-6.giinden itibaren baslamistir. Bu siireg
baz1 deneylerde 4-5 bazilarinda ise 5-6.giinden baslayip gézlemlenmis ve bu da goniilliiler
arasindaki kan grubu, etnik koken ve yas grubu gibi farklhiliklardan kaynakli oldugunu

diistiinmekteyiz.

Daha oOnceki yapilan aragtirmalarda STH’lerin in vitro kulturlerinde 14.giininde plato
evresine (hiicre sayisinda artisin durmasi) ulastigi gosterilmistir (Al-Shanti & Aldahoudi,
2007). Calismamizda da USTH’ler 14 giin boyunca kiiltiire edilerek gogalma gozlemlenmis

ancak daha uzun siirelerde sayilarin azalmaya basladigi bulunmustur. Bu nedenle, hiicreler
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hizl1 bir ¢ogalmay1 takiben yaklasik 6.giiniinde pasajlanmis ve 10.glinlinde de serumsuz
besiyerine alinarak eksozom izolasyonu i¢in 48 saat bekletilmistir. Diferansiye ultrasantrifij
yontemiyle hiicre slipernatantlarindan eksozom izolasyonu yapilarak eksozom belirtecleri

olarak kullanilan CD9, CD63 ve CD81 yuzey belirtecleri akim sitometride incelenmistir.

USTH kaynakli eksozomlar izole edilip karakterizasyonlar1 yapildiktan sonra A549
hiicreleri ile birlikte ortak kiiltiire alindi. Ayni1 sekilde uyarilarak kiiltiire edilen USTH’lerde
karakterizasyonlar1 yapildiktan sonra AS549 hiicreleri ile birlikte ortak kiiltiire alindi.
Calismada eksozomlar literatiire gore hiicre kiiltliriine 24 saatte bir 50pg/mL olmak tizere 3
tekrar (toplam, 150ug/mL) olacak sekilde uygulandi (Seo, Shirakura, et al., 2018). USTH’ler
ise her kuyucuga 50 bin olacak sekilde bir kerede uygulandi ve 3 giin bekletildi. Bu
uygulama sonrasinda eksozom grubundaki hiicrelerin kontrol ve USTH grubu hicrelerine

gore gogalmasinda gozle goriiliir bir azalma gézlemlendi.

Ortak kiltiir sonrast eksozom ve USTH’lerin A549 hiicrelerinin ¢ogalma kapasiteleri
iizerindeki etkilerini gérebilmek amaciyla WST-1 Testi yapilmistir. Hlcre ¢cogalma analizi
sonucunda her iki grupta da kontrol gruba gore azalma gézlemlenmistir. Bununla birlikte,
USTH grubundaki hiicrelerde ¢ogalmanin eksozom grubuna gore daha az olmasi yeterli
miktarlarda eksozom elde edemedigimizden kaynaklandigini diisiinmekteyiz. Sonuglarimiza
parallel olarak, Seo ve arkadaslar1 tarafindan yapilan ¢alismada da USTH’lerden salgilanan

eksozomlarin tiimor biiyiimesini engelledigi gosterilmistir (Seo, Shirakura, et al., 2018).

Tiimorlerin metastatik davranisinda 6nemli olan biyolojik islevlerden biri de epitelyal
mezenkimal gegistir (EMT). EMT'de, epitelyal timar hiicreleri fibroblastik/miyofibroblastik
Ozellikler kazanarak komsu yapilari istila etme ve metastaz yapma konusunda daha basarili
olurlar. Bu gecis sirasinda E-cadherin gibi birka¢ adhezyon molekultnin regilasyonunun
azaldig1 gosterilmistir. Ayrica, TWIST ve SNAIL1 gibi transkripsiyon faktorlerinin
aktivasyonunun da EMT'ye neden oldugu bilinmektedir (Merikallio et al., 2012).
Caligmamizda da ortak kiiltiir sonras1 gen ekspresyon analizlerinde EMT’de 6nemli roller
listlenen ve tiimdr invazyonu ve metastazi ile iliskili oldugu bilinen CDHI1, TWIST,

SNAIL1, MMP2 ve MMP9 genlerinin ekspresyonlarina bakilmigtir.

EMT'in diizenleyicilerinden biri olan SNAIL1, AK’nin gelisiminde ve metastazinda Kilit

rol oynayan bir transkripsiyon faktériidiir (G. Wang et al., 2018). SNAIL1’in, sik1 baglanti
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(tight junction) proteinleri okludin ve claudinlerin ekspresyonunu azaltarak EMT de rol alan
cesitli genleri regiile ettigi bildirilmistir (Ohkubo & Ozawa, 2004). Merikallio ve ark.
SNAIL1 ekspresyonunun skuamoz hiicreli karsinom ve adenokarsinom hastalarinda kotii
prognozu ile iliskili oldugunu belirtmistir (Merikallio et al., 2012). Ayn1 sekilde Wang ve
arkdaslar1 da SNAIL1'in yilksek ekspresyonunun, patolojik NO KHDAK'li (Lenf nodu
metastazi bulunmayan) hastalarda azalmis sagkalimi ile iliskili oldugunu gostermisler (G.
Wang et al., 2018). Bu calismada da SNAIL1 gen ekspresyonunun; hem eksozom grubu hem
de USTH grubu hiicrelerinde kontrol gruba gore azaldigi saptanmistir. Bu da USTH
eksozomlarmin anti-metastatik 6zellikleri sergiledigini gostermektedir ve sonuglarimiz diger

arastirmacilarm bulgulariyla uyumludur.

Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda gesitli kanser tiirlerinde TWIST'in up regilasyonu
bulunmustur ve bunun EMT’de diizenleyici bir rol oynadig: bildirilmistir. TWIST'in down
regulasyonu ise, mezenkimal-epitelyal gegisi (MET) baslatarak metastazi Onledigi
bilinmektedir (G. Wang et al., 2011). Calismamizda TWIST gen ifadesinin eksozom grubu
hicrelerinde kontrol gruba gore artis, USTH grubundaki hiicrelerde ise azalis
gbzlemlenmistir. USTH grubundaki hiicrelerde azalmanin TWIST kaynakli metastazin E-
kadherinin down regiilasyonu ile iliskili oldugu gercegine bagli olabilecegini diistinmekteyiz

(G. Wang et al., 2018).

CDH1 hem timarijenik hem de metastatik siireglerle baglantili tiimor baskilayici bir gendir.
CDH1 urinu olan E-kaderin énemli bir adezyon ve sinyal yolu aracisidir ve doku
biitiinliiginiin  korunmasinda kilit rol oynamaktadir. E-kadherin ifadesinin down
regilasyonu EMT'nin ayirt edici Ozelliklerinden biridir (G. Wang et al., 2018).
Calismamizda CDH1 gen ifadesinde, eksozom grubu hiicrelerinde anlamli bir fark
bulunmazken, USTH grubundaki hicrelerde kontrol gruba goére goreceli bir azalma

gbzlenmistir.

Bir¢ok ¢alisma, stromal hiicre dis1 matriksin (ECM) yeniden yapilanmasindaki
degisikliklerin tiimdr invazyonu ve inflamatuar reaksiyonlar gibi diger patolojik durumlarda
meydana geldigini bildirmistir. Bazal membranlarin ve ECM'nin degradasyonu, malign
hiicrelerin invazyonu ve metastazi i¢in ¢ok onemli bir asamadir (Stamenkovic, 2003). Bu
stirece dahil olan en belirgin ajanlar MMP2 ve MMP9'dur. Daha 6nce yapilan ¢alismalar,

primer tumarlerde artan MMP2 ve MMP9 ekspresyonunun gesitli kanser tiirlerinde agresif
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hastalik ve olumsuz sonuglarla iliskili oldugunu gostermistir. Guo ve ark. imminboyama ve
serumda MMP2 seviyesindeki artisin, KHDAK hastalarinda ileri evre timor ve metastaz
varligi ile iliskili oldugunu bildirmislerdir. Bununla birlikte, MMP9 igin sadece serum
seviyesindeki artigin ileri evre tiimorle baglantili oldugu bulunmustur (Guo et al., 2007).
Calismamizda da hem USTH hem de eksozom grubu hticrelerinin gen analizlerinde MMP2
ve MMP9 ifadesinde kontrol grubuna gore azalma bulunmustur.

Gen analizlerinde buldugumuz sonuglar1 desteklemek amaciyla MMP-2 ve MMP-9
proteinlerinin ortak kiiltiir sonras1 hiicrelerdeki ifadeleri immiinfloresan boyama yontemiyle
incelenmistir. Immiinfloresan boyama sonuglarinda USTH grubundaki hiicrelerde MMP-9
ve MMP-2 ifadesinde azalma gozlenirken, bu azalmanin eksozom grubu hiicrelerinde daha

fazla oldugu saptanmistir.

Yaptigimiz gen analizleri ve immiin boyamalar1 sonucunda elde ettigimiz bulgulara
dayanarak USTH eksozomlarmin A549 hiicrelerinin ¢ogalmalarini azalttigi ve anti-
metastatik etki gosterdikleri saptanmistir. Bunun temelindeki nedenler ise, daha genis

kapsamli molekiiler ve in vivo deneyleri ¢alismalari ile desteklenerek agiklanabilinir.
Smirhhiklar

Izole edilen STH alttiplerinin belirlenmesi daha saghikli bir kiiltiir ortammin
olusturulmasina ve daha fazla sayida hiicre eldesine imkan saglayacaktir. miRNA dlizeyinde
analizlerin gergeklestirilmesi ve in-vivo deneylerin yapilmasi elde edilen sonuglarin temel
nedenini agiklayarak daha ileri bir noktaya tasiyacaktir. Deneylerimizin COVID-19
pandemisine denk gelmesi nedeniyle metastatik degisimleri saptamak amaciyla yapmay1
planladigimiz invazyon ve migrasyon deneyleri gergeklestirilememistir. Yayimn asamasinda

bu eksikliklerin tamamlanmasi planlanmaktadir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Biyouyumluluklari, uzun yarilanma omiirleri ve modifikasyona yatkinliklar1 nedeniyle,
eksozomlar umut verici terapotik dagitim sistemleri olarak ortaya ¢ikmustir. Nikleik asitler,
proteinler, antikorlar, nano cisimler ve kemoterapétik ilaglar i¢in dagitim araglar1 olarak
basariyla kullanilmiglardir ve 1yi tretim uygulamalar1 kullanilarak biiyiik 06lcekte
uretilebilirler. Eksozomlarm canli organizmalarda dogal olarak iiretilmesinden dolayi,
bunlarin farelere ve insanlara uygulanmasi diisiik toksisite gostermektedir. Ayrica,
eksozomlar, Klatrin bagimli endositoz ve klatrin bagimsiz yolaklar; fagositoz,
makropinositoz, lipid-sal aracili alim, caveolin aracili igsellestirme, dogrudan membran
flizyonu ve reseptor aracili giris dahil olmak {izere ¢esitli mekanizmalar yoluyla alici
hiicreler tarafindan verimli bir sekilde igsellestirilir. TUm bu 6zellikler eksozomlar1 kanser
immunoterapisi icin ¢ekici bir dagitim sistemi haline getirmektedir (Kugeratski & Kalluri,
2021).

Calismamizda AK hiicre hatt1 iizerinde USTH eksozomlarmmin anti-metastatik ve anti-
proliferatif etkilerinin gdsterilmis olmasi litaratiire yeni bilgiler sunmus olsa da bu etkinin
molekiiler mekanizmalarinin aydinlatilmasi1 yoniinde gerceklestirilecek detayli ¢alismalara
ihtiya¢ duyulmaktadir. ilaveten, tiimor spesifik antijenlerin bulunmasi ve THR’lerinin bu
antijenlere karsi genetik olarak degistirilmesi sonucu elde edilen USTH eksozomlarmin

A549 hiicrelerine yonelik uygulanmasi daha efektif anti-timor etkiler olusturabilir.
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Tez Denetleme Listesi

Kapak ve i¢ kapak sayfalarmda BILIM UZMANLIGI seklinde elde edilen unvanlar
yazildi (Kapak sayfasina danigman ad1 yazilmamalidir).

Kapak sayfasina mezun olunan PROGRAMIN (Anabilim dalinin degil) ad1 yazild.

Tez kapagi sirt kismina kilavuzda belirtilen sekilde (yazinin yoniine dikkat!) ad,
program, y1l yazild1.

Onay sayfast uygun sekilde hazirlandi (kazanilan unvanlar BILIM UZMANLIGI
imzalatild1 (Enstitii Miidiiri’niin imzas1 da gereklidir, imzalarm ayni renk kalemle
atilmasina dikkat edilmelidir).

Dizinler kilavuzda belirtildigi gibi siralandi.

On sayfalara i, ii, iii seklinde Romen rakamlar1 konuldu.
Sayfa numaralar1 kilavuzda belirtildigi sekilde konuldu.
Sayfa diizeni kilavuzda belirtildigi sekilde yapildi.

Ana metin yazi boyutu 12 olacak bi¢cimde yazildi.
Dipnot yazi boyutu 10 olacak sekilde yazild:.

Ana metin satir aralig1 1,5 olacak sekilde yazild.
Kaynaklar alfabetik siralamaya gore yazildi.

Kaynak gosterme ilkelerine ve yazim kurallarina uyuldu.

Ekler kilavuzda belirtildigi gibi verildi.

Lisansiistii egitim sirasinda yapmis oldugu yaymlar ve bildiriler eklendi.

Teze ait intihal raporu eklendi.
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