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pGITRL AKTARILAN MEZENKIMAL KOK HUCRELERIN KUGUK
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ikinci Tez Danismani: Dog. Dr. Aysen GUNEL-OZCAN
Haziran 2015, 112 sayfa

Glukokortikoidle indiklenen timor nekrozis faktor reseptéri (GITR) ve ligandi
GITRL, timodr nekrozis faktdér (TNF) ailesi Uyeleridir. GITR ve GITRL kanser
mikrogevresinde bir¢ok hucrede bulunmakta ve tUmor davranisini dizenlemede
rol oynayabilmektedir. Mezenkimal kok hucreler (MKH) hem mezenkimal hem de
mezenkimal olmayan bircok dokuya farklanma 6zelliinde olan erigskin kdk
hicrelerdir. immiin yaniti diizenleme &zellikleri ve malign biiyiime yerlerine
spesifik go¢ kapasiteleri MKH’lerin hucresel araglar olarak kullanilabilecegini ve
bdylece otoimmin hastaliklar ve kanser tedavisinde etkili olabileceklerini
gOstermektedir. Akciger kanserlerinden ¢ok malign ve agresiv gidisli bir timor olan
kiguk htcreli akciger kanserinin (KHAK) tedavisinde GITR ve ligandinin etkileri hi¢

arastinimamis ve bu amagla MKH tasiyici sistem olarak hi¢ kullaniimamistir.

Tez calismasi kapsaminda GITRL ile transfekte edilen MKH'ler GITR eksprese
eden (SCLC-21H) ve GITR eksprese etmeyen (NCI-H82) KHAK hucre hatlariyla
ko-kUltire edilerek timoér hucrelerinin  proliferasyon ve apoptoz davranislari
arastirildi. ileride yapilacak in vivo calismalara yonelik olarak GITRL ifade eden
MKH’ler altin nanopartikiller ile isaretlendi. Calhsmamizda ilk olarak kanser
hicrelerinde ve MKH’lerde GITR ve GITRL protein ve mRNA ifadeleri arastirildi.



GITRL tasiyan plazmid ile MKH’lerin transfekte edilmesinde lipozomal sistemler ve
elektroporasyon sistemi kullanilarak en etkili yontem arastirildi. Transfeksiyon
sonucu hem gecgici hem de kalici transgen tasiyan MKH’lerin karakterizasyonlari
yapilip, SCLC-21H ve NCI-H82 hucre hatlariyla ko-kultire edilerek apoptoz,
proliferasyon ve canliliklari arastirildi. Ayrica MKH’ler altin nanopartikuller ile
isaretlenerek hem tek baslarina hem de ko-kultir ortaminda transmisyon elektron
mikroskobunda goéruntilenmeleri saglandi. Sonu¢ olarak GITRL transgenini
tasiyan MKH’lerin GITR ifade eden KHAK hicrelerinin ¢ogalma ve apoptoz

davranisglarini degistirebilecegi saptandi.

Anahtar kelimeler: mezenkimal kok hicre (MKH), altin nanopartikll, kuglik

hicreli akciger kanseri (KHAK), GITR, GITRL, apoptoz, proliferasyon
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ABSTRACT

IN VITRO EFFECT OF pGITRL TRANSFECTED
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CANCER AND THEIR LABELLING WITH GOLD
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Doctor of Philosophy, Department of Nanotechnology and
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Supervisor: Prof. Dr. Petek KORKUSUZ
Co-supervisor: Dog. Dr. Aysen GUNEL-OZCAN
June 2015, 112 pages

Glucocorticoid induced tumor necrosis factor receptor (GITR) and its ligand GITRL
are members of tumor necrosis factor (TNF) family members. GITR and GITRL
found in many cells of cancer microenvironment and can modulate tumor
behaviours. Mesenchymal stem cells (MSCs) are non-hemotopoietic stem cells
that have capibility to differentiate both mesenchymal and non-mesenchymal
origin of various tissues. The modulation of immune response and migration
capibilities to the malign tissues makes them good candidates for using them as
cellular vehicles for autoimmune and cancer therapy. GITR and GITRL interaction
have not been investigated in small cell lung cancer (SCLC) which is an agressive

and malign type of tumor. And MSCs have not been used as cellular vehicles.

In thesis study, the apoptosis and proliferation of tumor cells were investigated by
co-culturing of GITRL transgene carrying MSCs and GITR expressing (SCLC-21H)
and not expressing cell lines (NCI-H82). GITRL expressing MSCs were labeled
with gold nanoparticles for the in vivo forthcoming studies. In our study, GITR and

GITRL protein and mRNA levels were investigated in both MSCs and cancer cells.



For MSCs transfection with GITRL, the most efficient system were assessed by
using liposomal and electroporation systems. After transfection, both transient and
stable transfected MSCs were characterized and co-cultured with SCLC-21H and
NCI-H82 cell lines and studied for apoptosis, proliferation and viability.
Additionally, they were labeled with gold nanoparticles both in co-culture
environment and alone by transmission electron microscopy. In conclusion, GITRL
expressing MSCs can change proliferative and apoptotic behaviours of GITR

expressing SCLC.

Keywords: mesenchymal stem cell (MSC), gold nanoparticle, small cell lung
cancer (SCLC), GITR, GITRL, apoptosis, proliferation
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Coordination Unit (# 011D04101013) and TUBITAK (# 112T474).
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1. GIRIS

Gunumuzde tim dldnyada toplum saghgini tehdit eden en o6nemli hastalik
gruplarindan birini olusturan kanserin etyopatogenezi, tani ve tedavi segenekleri
yogun bigimde arastinimaktadir. Dunya istatistikleri incelendiginde en fazla dlume
neden olan kanser tirt akciger kanseridir [1] Akciger kanseri, Uluslararasi Kanser
Ajansi verilerine gore Turkiye ve dunyada erkeklerde en sik gorulen kanserlerde
birinci siradayken, kadinlarda besinci siradadir [2]. Bunlardan kiguk hucrel
akciger kanseri (KHAK) hizli seyirli oldugu icin oncelikli 6nem tasimaktadir.
Akciger kanserlerinin %20’lik kismini olugsturan KHAK’nin erken yayllma kapasitesi
ve coklu ilag direnci gostermesi nedeniyle tedavisi zordur [3, 4]. KHAK tanisi
konulan hastalarda tedaviye baslanan her yliz hastanin sadece besi, bes yil veya
daha fazla yasamaktadir [5]. Bu sebeple KHAK hcreleri ve tumor mikrogevresinin
bilesenleri arasindaki iligkiyi arastirmak yeni tedavi secgeneklerini aydinlatmig

olacaktir.

Glukokortikoidle uyarilan timoér nekrozis faktor reseptéri (GITR) ve ligandi
(GITRL) kanser mikrocevresinde pek c¢ok hiucrede bulunmakta ve tumor
davranisini dizenlemektedir. Fakat reseptdor ve ligandin etkileri oldukga
karmasiktir. Birlikte veya tek baglarina hareket ederek sinyal iletisi yapabilirler.
GITR-GITRL etkilesimi farkh immun efektér hicre tiplerinde de degisiklikler

gosterir. Bu farkhlik sinyal iletisine gére ve immun yanitin duzeyine gore degigir.

Kuguk hucreli akciger kanseri gok malign ve agresiv gidigli bir tumoérdur ve GITR
eksprese etmektedir [6, 7]. Bu nedenle GITRL ile etkilesimine yaniti yeni bir hiicre
ve/veya gen tedavisi yaklasimi igin dnemli bilgi saglayabilir. Su ana kadar yapilan
calismalarda GITR'Unu cesitli yollarla tetiklemek veya GITRL'ni regulatuvar T
hdcreleri (Treg) aracili immun baskilamanin engellenmesi amaci ile transfekte
etmek kanser tedavisi adina 6nemli katkilar saglamistir [8-11]. Anti-GITR'ntiin B16
melanoma [12], sarkoma [13], kolon karsinoma [14] gibi kanserlerin tedavisinde
etkinligi gosterilmistir. Tiumorlere adenoviris 5 eksprese eden membran bagli ya
da c¢ozunur GITRL enfekte edilerek tumoére karsi badisikhdin saglanmasini
amaclayan in vitro galigmalar yapiimaktadir [15]. GITRL araciligiyla transfeksiyon
yapilarak témoér hicrelerinin - hedeflenmesi amaglayan birgok ¢alisma

bulunmaktadir [8-11, 16-18]. Bu alanda gen ve hucre bazl tedaviler umut vaat



etmektedir [19, 20]. Fakat farklanmis hucrelerin klinik uygulamalari, tedavide ¢ok
saylida hulcrenin gerekmesi, hicrelerin in vitro kosullarda c¢ogaltilmalarindaki
zorluklar ve timorla bolgeye tutunma oranlarinin zayif olmasi gibi nedenlerden
oturd sinirh olabilmektedir [21]. Malign bolgelere go¢ etme 6zelligi bulunan
mezenkimal kok hucreler (MKH) bu tip calismalarda kullanilabilir. MKH’ler,
hematopoietik olmayan yetigkin kok hucrelerdir ve mezodermden koken alirlar.
Kendi kendini yenileme ve bircok dokuya farklanabilme &6zellikleri vardir [22]. Buna
ek olarak MKH’ler istenilen ajanlarin tumorli bdlgeye tasinmasinda etkili hicre
tedavi araclari olarak bildiriimektedir [23, 24]. Ornegin fare MKH’lerinin hem in vitro
olarak timor hulcrelerine ve in vivo olarak akciger timoér dokusuna gog ettikleri
gOsterilmistir [25]. IFN-beta, TRAIL, PEDF ve IL-12 gibi genler ile genetik olarak
modifiye edilmis MKH’lerin, melanoma, glioma, meme ve prostat kanserinde in
vivo etkileri calisiimistir [26]. Genetik olarak modifiye edilmis MKH’lerin intraven6z
enjeksiyonunun timore karsi etkileri akciger, beyin ve deri alti timorlerinde
gOsterilmistir [24, 27-29]. MKH’lerin timo6r hedefli tedavilerde sik kullaniimasinin
en 6nemli nedenleri genetik modifikasyonlarinin, in vitro kaltlr ve ¢ogaltiimalarinin
kolay olmasidir [30]. MKH’lerin go¢ egilimi gosterdikleri timor mikrogevresi ya da
tumorin (melanoma, glioma, prostat ve meme tumoru gibi) kendisi Uzerinde
dogrudan proliferasyon ya da apoptozis davraniglariyla iligkili etkilere sahip oldugu
bilinmektedir [26]. GITRL ile transfekte edilmis MKH’ler, diger fenotipik
Ozelliklerinin onlara getirdigi avantajla, GITR tasiyan kiguk hucreli akciger tumor

hdcrelerinin davraniglarini (canhlik, proliferasyon, apoptoz) degistirebilir.

Buradan yola c¢ikarak calismamizda GITRL ile transfekte edilen insan kdkenli
MKH’lerle GITR eksprese eden tumor hucrelerinin hedeflenmesi planlandi. Bu

kapsamda arastirma sorularimiz asagida sirakanmistir.
e MKH’ler GITR ve GITRL’ni bulunduruyor mu?

e Eger bulunduruyorlarsa MKH’lerin tumor hacreleriyle etkilesiminde GITR ve
GITRL'in roll nedir?

e Eger bulundurmuyorlarsa GITRL geni aktarilan MKH’ler agresiv gidigli
akciger timor hacre hatlarinda GITR-GITRL aracili hangi etkileri gosteriyor

olahilir?



o lleriye yonelik in vivo galismalarda kullanilimak (izere MKH’ler biyouyumlu

nanotaneciklerle isaretlenebilir mi?

GITR-GITRL —— Anti-tiimoral etki

altin
nanopartikiil GITRL GITR
& - (°
Apoptoz?
Proliferasyon?
MKH Nekroz? SCLC-21H

Sekil 1.1. Tez ¢alismasinin amag ve arastirma sorulari sematize edilmistir.

Bu amacla ilk olarak MKH’ler GITR ve GITRL varligi agisindan degerlendirildi.
ikinci basamakta MKH’ler GITRL ile transfekte edildikten sonra GITR eksprese
eden KHAK hicreleriyle ko-kiltlire edildi ve tumoér hcrelerinin  canlilik,
proliferasyon ve apoptoz davranislari incelendi. GITRL ile transfekte edilen
MKH’ler altin nanopartikuller ile isaretlendi ve SCLC-21H hucreleri ile ko-kulttre

edilerek gorintilenmeleri saglandi (Sekil 1.1).



2. GENEL BILGILER

2.1. Tumor Mikrogevresi

Tumor mikrogevresi tumor tarafindan olusturulan bir ortamdir. Gelisen bir timorin
mikrogevresinde ¢ogalan tumor hdcreleri, timor stromasi, kan damarlari, buraya
g6¢ eden inflamatuvar hicreler ve ilgili birgok hiicre yer alir [31]. Ozetle timor

mikrogevresi;

1) TUmor hicreleri,

2) Normal hicreler (parankim hicreleri, epitel hicreleri, vb.),

3) ESM (hucreler arasi matriks),

4) Fibroblastlar,

5) Damar hucreleri (endotel hlcresisisisileri, perisitler ve diiz kas hicreleri),

6) immin sistem hicreleri (T lenfositler, dendritik hiicreler (DH), B lenfositler,
dogustan bagisikhgin efektér hdcreleri, polimorfonukleer |6kositler,

makrofajlar, mast hticreleri ve dogal élduricu htcreler (NK hicreleri))

iceren ve bunlarin birbirleriyle olan etkilesimleri icin bir ortam saglayan fonksiyonel
bir bolgedir [31-33].

Malign ve transforme olmamis hicreler arasindaki etkilesim tumoér mikrogevresini
olusturur. Karsinogenezin tum asamalarinda malign olmayan hucrelerin dinamik
ve siklikla da tumoru gelistirici rolleri vardir. Huacreler arasi iletisim sitokinler,
kemokinler, buyume faktorleri, inflamatuvar ve matriksi sekillendiren enzimlerin
karmasik ve dinamik iligkisi ile yarutalir. TUumor mikrogevresi yara iyilesmesi ve
inflamasyon sureci ile benzerlik tasir fakat makrofaj gibi kanserde rol alan
hicrelerin kronik inflamasyonla bir iligkisi yoktur. Cunkl inflamasyon ve yara

iyilesme suregcleri malign hucrelerdeki onkogenik mutasyonlari aktive eder [34].

Kanser hacreleri, immun yanit surecinde, c¢esitli mekanizmalar aracihgiyla
konakginin bagisiklik sisteminden saklanir veya tumore kargi bagisikhik yanitini
baskilar. Bu nedenle immun sistem tumor hucrelerini tanimakta zorlanir ve
yeterince aktive olamaz. Etkili bir immun yanit olusamadigi igin timor hucreleri

cogalarak yasamlarina devam eder [35].

insanda tiimérler konakginin  bagisiklik sisteminden kagmak icin 4 temel

mekanizma geligtirir;



1) Tumore kargi bagigiklik yanitinin uyariimasinin engellenmesi
2) Tumor mikrogevresinde efektor hicrelerin yetersiz islevi
3) Tanima sinyallerinin azligi

4) Tumodr tarafindan immun direng gelistiriimesi [31]

Fizyolojik kosullarda organizmayi otoimmuniteden koruma gorevi olan Treg
hacreleri, son yillarda kagis mekanizmalart ile badlantii olarak sikga
arastinimaktadir [31, 36]. Kanserde regulatuvar T lenfositler ¢ogalip timor

bdlgelerine go¢ ederler ve efektdr T hiicrelerinin proliferasyonunu onlerler [37, 38].

2.2. Akciger Kanseri

Akciger kanserleri gelismis Ulkelerde en sik gorulen ve Olumcul seyreden
tumorlerdir. Global kanser istatistik verilerine gore akciger kanseri halen tim
dinyada kanserler arasinda %12,8 oraninda gorultrken, tim kanser olumlerinin
%17,8'ini olusturmaktadir [39]. ABD'de 2002 yilinda 169.400 kisi akciger kanseri
tanisi almigtir, 2003 yilinda 154.900 kisi bu hastaliga yakalanmistir. Yaklagik bir
milyon kiginin her yil tim dinyada bu hastaliktan 6ldugu tahmin edilmektedir. 2005
yih Saglik Bakanligi Kanserle Savas Dairesi Baskanhgi verilerine gore Turkiye'de
%30,18 (erkeklerde yuz binde kirk insidans bildiriimektedir) siklikla en fazla
akciger ve brons kanserleri gortilmektedir [40]. Ulkemizdeki yiksek sigara icme
oranlari dikkate alindiginda (erkeklerde %63, kadinlarda %24) akciger kanseri tim
dinyada oldugu gibi Ulkemizde de en sik gorulen organ kanserlerindendir. Tutln
kullanimi nedeniyle, kanser insidansinin tlkemizde her yil %6 arttigi bilinmektedir.
Tutun nedenli agresiv davranigh akciger kanserlerinin basinda kuguk hucreli

akciger tumorleri gelmektedir.

Kaguk hucreli akciger kanseri, tim akciger kanserlerinin %20’lik kismini olusturur
[41]. KHAK, brong epitelinin néroendokrin hucrelerinden koken alan
noroektodermal bir timordur. KHAK’de, néroblastomada oldugu gibi N-myc geni
amplifiye olmustur [42]. KHAK, kuguk hacreli olmayan akciger kanserlerine
(KHDAK) gore daha az gorulur [43]. KHAK hucrelerinin hizli gogalma kapasitesi
nedeniyle ilk basamakta konvansiyonel kanser tedavilerine iyi yanit verir [44].
Ancak, bu kanser hucrelerinin erken donemdeki ileri disseminasyon ve uzak

metastaz kapasitesi yluksek mortalite riskini beraberinde getirir [43, 45]. Dusuk



evreli KHAK’'nde bile sisplatin temelli kemoterapi ve torasik irradiyasyon ile
yaklagik %20 oraninda tedavi yaniti alinabilmektedir. ileri evredeki hastalarda
kombine kemoterapi ile yagam suresi uzatilsa da uzun donem hayatta kalim orani
dusuktur. KHAK tedavisi igin, pek c¢cok yeni sitotoksik ajan ile klinik galismalar
yurutulmektedir. Preklinik galismalarda molekul hedefli tedavi stratejileri ile yeterli
deneysel basari henuz elde edilememistir [43-45].

Adjuvan tedavi olarak tasarlanan immunoterapi ve asi ¢alismalarinda alinan umut
vaat edici sonuglar KHAK hucrelerinin immun sistem ile olan yakin iligkisini
gOstermektedir [46]. KHAK hucreleri, 6zellikle disseminasyon sirasinda, dolagimda
siklikla karsilastiklari immuan hicrelerden saklanmak ve onlari baskilamak igin 6zel
mekanizmalara sahiptir [35, 47]. Ozellikle akciger kanseri immin sistem

hicrelerinin baskilayici tipleri tarafindan segici olarak infiltre edilir [48].

2.3. Kok Hiicreler ve Mezenkimal Kok Hiicreler

Uygun kosullar altinda spesifik doku tiplerine farklanabilen ve kendi kendini
yenileme kapasitesine sahip farklanmamis pluripotent hlcrelere kdk hlcre denir
[49]. Farklanma Ozelliklerine gore dort tip kok hucre bulunmaktadir. Bunlardan;
totipotent kok hicre: intra ve ekstra embriyonik hucrelere farklanabilen, pluripotent
kok hlicre: sadece intra-embriyonik hicrelere farklanabilen, multipotent kdk hicre:
bircok htcre tipine farklanabilen, unipotent kok hiicre ise sadece tek bir hiicre
tipine farklanabilen hucrelerdir [50]. Bu siniflandirma diginda kok hucreler
embriyonik kok hucreler, fetal kok hlcreler ve yetiskin kok hucreleri olmak tGzere
Ug alt grupta incelenir [51]. Bu siniflandirmaya indiklenmis pluripotent kok hicreler
(IPKH) de katilimistir [52] IPKH’leri somatik hiicrelerden yeniden programlanma ile
olusturulur [52-54]. Yetigkin kok hucre sinifina dahil olan MKH’ler; hem
mezenkimal hem de mezenkimal kokenli olmayan dokulara farklanma
Ozelligindeki, hematopoietik olmayan kok hucrelerdir [55]. Bu hucreler ilk olarak
yaklasik kirk yil énce Friedentstein ve arkadaslari tarafindan fibroblast benzeri
yapiskan hucreler olarak tanimlanmislardir [56]. MKH’ler, kemik iliginin stromal
kompartmanindan, yag dokusundan, trabekuler kemikten ve iskelet kasindan izole
edilebilir [57]. MKH’lerin; osteoblastik, kondrojenik ve adipojenik hicre serilerine

farklanmalarinin yani sira son zamanlarda noronal ve kardiyomiyojenik hucrelere



farklandiklari da gosterilmistir [55]. MKH’ler kemik iliginden elde edildiklerinde,
teknige bagl olarak her bir aspiratta yaklasik olarak %0,001- %0,01 oraninda
saylimislardir [55].

Literatirde MKH’lere 6zel hicresel tek bir belirte¢ ya da reseptor bildirilmemektedir
[55, 56]. MKH biyolojisini daha kolay galismak ve MKH’leri tanimlamak igin ISCT
(International Society of Cellular Therapy) u¢ ana kriter belirlemistir. Bunlar

asagida siralanmistir:
(1) izole hucrelerin klltir ortaminda zemine tutunmasi

(2) CD105 (SH2;endoglin), CD73 (SH3 ve SH4) ve CD90 (Thy-1) gibi belirteglerin
ekspresyonu (>%95), CD34, CD45, CD14 ya da CD11B, CD79A ya da CD19 ve

insan l6kosit antijeni- DR (HLA-DR)’ nin eksprese olmamasi (>%95)
(3) osteosit, adiposit ve kondrosite farklanma kapasitesi [55, 56, 58].

insan MKH’leri hematopoietik belirtegleri (CD11a/ lymphocyte function associated
antigen 1, CD14, CD31, CD34, or CD45) ya da kostimulatuar molekdlleri (CD80,
CD86 ve CD40) eksprese etmez. Fakat farkl kosullarda davraniglarini belirleyen
CD44, CD49, CD54/CD102, CD71, CD73, CD90, CD105, CD166 ve CD271 gibi
belirtecleri eksprese eder [58-61].

Bircok bolgeden (kemik iligi, yag doku, amniyon sivisi, periosteum, fetal dokular)
izole edilebilme &zelligine sahip olan MKH’lerin in vitro ¢ogalma kapasiteleri
yuksektir. Bu oOzellikleri onlarin in vivo tedavi calismalari igin istenilen sayiya
ulagmalarini saglar [62, 63]. Bu ozelliklerinden oturd MKH’ler klinik ¢calismalarda
sikca kullaniimaktadir. Hucre bazlh tedavilerde amag; otolog ya da allojenik
hidcreler kullanarak yerine koymak, tedavi etmek, hucre, doku, organ ve
sistemlerin fonksiyonunu kolaylastirmaktir. Burada MKH’lerin embriyonik ya da
fetal kok hucrelere gore avantajlari immuntolerans, farklanma ve transformasyon
gibi biyolojik ozelliklerinin olmasidir [59]. Yani MKH’lerin klinikte kullanimlarini

etkileyen, onlarin biyolojik 6zellikleridir. Bu 6zellikler su sekilde de siralanabilir;

1) MKH’ler yaralanma sonrasi intravendz olarak enjekte edildiklerinde
inflamasyon bdlgesine go¢ eder.

2) MKH'’ler birgok hucre tipine farklanabilir.

3) MKH’ler yarali hicrelerin yerine konmasini uyaran ve inflamasyonu

engelleyen bircok biyoaktif molekul salgilar.
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4) imminogenesite &zellikleri yoktur ve bagisiklik sistemini diizenleyici

gorevler yapabilirler [62].

Yapilan galismalarda MKH’lerin dokudan bagimsiz olarak yaral bolgelere gog
ettigi gosterilmistir [62]. Ornegin bir calismada mirin MKH’leri yaralanmaya yanit
olarak akcigerlere go¢ etmis ve fare akciger dokusunda yaralanmaya yanit olarak
epitel benzeri fenotip gostererek inflamasyonu azaltmistir [64]. Hlcre gogu yarali
hlcrelerden salgilanan ve buylime faktoérlerinden kemokinlere kadar uzanan birgok
sinyale baglidir [65]. Yapilan c¢alismalar MKH’lerin gdg¢unin platalet kokenli
bayume faktora (PDGF) ve insulin benzeri blUyume faktora 1 (IGF-1) gibi reseptor
kinaz buyume faktorleri ve CCR2, CCR3, CCR4 ya da CCL5 gibi kemokinlerin
kontroliinde oldugunu gostermektedir [66]. Cizelge 2.1'de MKH’lerden salgilanan
biyoaktif molekuller (blyume faktorl, sitokin ve kemokinler) 6zetlenmistir.

Salgilanan bu faktérler MKH’lerin doku onarimina destek verir [62].

Cizelge 2.1. Mezenkimal kok hicre kaynakh biyoaktif molekdller ve iglevleri

Ozetlenmigtir.

Biyoaktif molekiiller Gorevleri

PGE2 Proliferasyonu baskilayici aracilar [67]
inflamasyon baskilayici [68]

IL-10 inflamasyon baskilayici [69, 70]

TGF-1, HGF T lenfosit proliferasyonun baskilayici [71]

interldkin 1 reseptdr antogonist

inflamasyon baskilayici [72]

HLA-G5

Naif T hdcrelerini baskilayici [73]

LL-37 inflamasyonu azaltici [74]
Anjiopoietin-1 Epitelyal protein gegirgenligini korur [75]
MMP3, MMP9 Neovaskularizasyonu dizenler [76]

Keratinosit buyume faktoru

Alveolar epitelyal sivi taginmasi[77]

EGF, bFGF, PIGF, MCP-1

Endotel ve diiz kas hucrelerinin

proliferasyonunu kolaylastirir [78, 79]

Mezenkimal kok hucrelerin bagisiklik sistemini duzenleme yetenekleri ilk olarak
Fakat

mekanizma hala tam olarak anlagilamamigtir. Dogrudan hicre-hlcre temasinin ya

Bartholomew ve arkadaslari [80] tarafindan tanimlanmistir. kesin

da ¢b6zunur immun baskilayict faktorlerin - salinmasinin  rol oynadigi

disunulmektedir. MKH’ler bagisiklik sistemi hicrelerinin (T hlcreleri, B lenfositler,
NK hucreleri ve DH’ler gibi) buylk bir kismi ile etkilesime girer [62]. MKH’ler,



antijen sunucu hucreler (makrofajlar, DH’ler, B lenfositler) Uzerinde bulunan bir
molekdl olan MHC II'yi (major histocompatibility complex II) bulundurmaz. Bu
hicreler CD40, CD80, CD86 gibi kositimulatuar molekulleri bulundurmaz. Boylece
immUn baskilama olmaksizin allojenik transplantasyonda kullanilabilirler [55].
MKH’ler; prostaglandin, TGF-f ve HGF salgilayarak T hucrelerine ait immun
yaniti duzenler, sitotoksik T hicre yanitini baskilar [57]. Sistemik olarak saglikli
hayvanlara verildiginde MKH’lerin akciger, karaciger ve kemik dokusuna
yerlestikleri gortlmustur. Yaralanmayla beraber gog, yarali bodlgeye dogru
degismektedir [57]. MKH’lerin, iskemik doku ve tumor stromasi gibi hipoksik
cevrelere gog etme Ozellikleri vardir [55]. Ayrica IL-8, transforme edici buylime
faktori-ssl (TGF-ss1) ve vaskuler endotel biylime faktért (VEGF) gibi parakrin
blylme faktorlerinin timor bolgesinde artmasi, MKH’lerin bu bodlgeye goé¢ etmesini
saglar [55, 81]. Bu tip secici go¢, gen tedavisi icin vektor olarak rol oynama
kapasitesine sahiptir ve burada MKH’ler sistemik yan etkileri azaltarak anti-
neoplastik tedaviler saglar [55]. Asagidaki sekilde genetik olarak modifiye edilmis
MKH’ler timérli bdlgeye tasinmasi sematize edilmistir (Sekil 2.1). Ayni zamanda
bu goc¢ sirasinda tumor hucrelerinden salgilanan sitokin ve MKH’lerden salgilanan

kemokin reseptor 4 (CXCR4) gibi kemokinlere dikkat gekilmistir.

Tiimér hiicresi @

Reseptor

\
\ Kan dolagimi
v \ Py

6‘@

C§< MKH
\ .t / Q sitokin

< Diger MKH reseptoérleri
gen < CXCR4

Y Timor reseptorii

Sekil 2.1 Mezenkimal kok hucrelere tUmor hacrelerinin gogl [21] numarali

referanstan alinarak dizenlenmisgtir.

©



2.4. Tumor Mikrogevresi ve Mezenkimal Kok Hiicreler

Mezenkimal kok hucrelerin, tUmor stromasi gibi hipoksik cevrelere go¢ etme
Ozelliklerinin mekanizmasi tam olarak anlasilamasa da, tumor mikrogevresinin
biyolojik 6zelligine bagh olarak gergeklestigi dusunilmektedir [55, 82].
Karsinogenez ilerlerken MKH’lerin tumorli  bdlgeye go6¢ etmesi, tumor
hucrelerinden salinan ¢ozunur faktorler sayesinde olur [83]. Bu gog¢un en 6nemli
nedeninin timdérden salinan kemotaktik faktdrler oldugu disinulmektedir. MKH’ler
yuzeylerinde buyuk miktarda kemokin ve sitokin reseptorleri bulundurur ve bunlar
in vitro olarak ligandlarina yanit verir. Bu reseptdr ve ligandlarin manipulasyonu
g06¢ seklini in vivo olarak degistirir. Timorlerin Urettigi kemokin ve sitokinler, MKH
reseptorlerine ligand olarak sunulur [84]. Tumdr mikrogevresi MKH gocglne; EGF,
vaskuler endotel bayime faktérid A (VEGF-A), fibroblast baylime faktora (FGF),
PDGF, stromal kokenli buyime faktoért-1 alfa (SDF-1 alfa), IL-8, IL-6, granulosit
makrofaj koloni uyaran faktor (GM-CSF), granulosit koloni-uyaran faktér, Ang1,
MCP-1, hematopoietik blylme faktorl, transforme edici blylime faktori beta-1
(TGF beta-1) ve durokinaz-tip plazminojen aktivator gibi ¢ozunur faktorlerin

salgilanmasiyla yardimci olur [82, 85] (Cizelge 2.2).

Cizelge 2.2. Mezenkimal kok hicrelerin tumorll bolgeye goglnde etkili olan

sitokinler
Sitokinler Kaynaklar
inflamatuvar sitokinler [86, 87]
TNF-a [87]
IFN-y [86]
IL-1B [86]
IL-6 [88, 89]
IL-8 [90]
BlyUme faktorleri
TGF-B [91]
PGF [92]
PDGF [86]
HGF [86]
Kemokinler
SDF-1/CXCR4 [93, 94]
MMP [95]
VCAM-1 [96]
CXCL [88, 90]
MCP-1 [97]
Diger faktorler
HIF-1 [92]
LL-37 [98]
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Bircok calisma MKH’lerin tumorlu bolgeye gog¢ etme yeteneklerini gostermis olsa
da, uygulama yolu, timor hicresinin tipi, yeri ve de MKH tipi bu suregte 6nem arz
etmektedir [99]. Yapilan in vivo ¢aligmalarda MKH’lerin tumorlu bolgeye gogunin
spesifik olmadigi ve goé¢ ydneliminin intravendz, intraarteriyel ve peritimoral
bolgelere uygulandigi zaman gerceklestigi gozlenmigtir [100-103]. Non-spesifik
olarak disaridan uygulanan MKH’ler akcigerde, kemik iliginde, lenfoid organlarda
lokalize olur. Buna ek olarak lokalize kronik inflamasyon gézlenen yerlerde

gOrulmeleri de yara iyilesme surecine dahil olmalarini agiklar [100].

Mezenkimal kok hulcrelerin go¢ yeteneklerinin yanisira, tumor buyumesini
duzenleme Ozellikleri de tartisma konusudur. MKH’lerin kanseri ilerletici etki
gOsterdigine dair var olan calismalarda neden gosterilen mekanizmalardan biri
immunbaskilamadir. MKH’ler immin sistemin neredeyse tim hicreleri ile
etkilesime girerek immun baskilama gosterir. Bu etkilesimler timorlerin immun
sistemden kagmasini kolaylastirir [99, 100]. MKH’lerin tiumor olusumunu
desteklemelerinin bir diger sebebi de kanser hicrelerinin MKH’ler Uzerinde
olusturdugu transforme edici etkiden kaynaklanir. Ornegin MKH’lerin meme
kanserinde kanser ile baglantili fibroblastlara (CAF) donustugu dusunulmektedir
[100, 104].

Mezenkimal kok hucrelerin tUmor olusumunu engelledigine ya da tumor boyutunu
kigulttigune yodnelik calismalar ise daha fazladir. MKH’lerin asagida siralanan
bazi yararlari, onlarin kanseri tedavi edici ajanlarin taginmasi amaciyla kullanimini

gundeme getirmigtir. Bu ozellikler;

1) Mezenkimal kok hucrelerin kolayca elde edilebilmesi ve in vitro olarak

kolaylikla gogaltilabilmesi

2) Mezenkimal kdk hicrelerin yara ya da tumorli bolgeye go¢ yeteneklerinin

yuksek olmasi

3) Mezenkimal kok hdcrelerin immunojenligi ve intrinsik mutasyon oraninin
duguklugu

4) Mezenkimal kOk hicrelerin norotoksisite ve timorogenez gostermemesi

5) Tedavi edici proteinlerin ekspresyonu ve bu proteinlerin salgilanmasi ile

MKH’lerin genetik olarak modifiye edilebilmesidir [21].
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2.5. Tumor Mikrogevresi ve Glukokortikoidle Uyarilan Tiimor Nekrozis Faktor
Reseptori/ Ligandi (GITR/GITRL)

CD4" CD25" T hiicreleri (Treg) T hiicrelerinin bir alt sinifini olusturur ve T hiicre
cevabinin kontroliinde yani asiri immun yanittan korunmada gorevlidir. Treg’lerin
yoklugu organ-spesifik oto immuniteye neden olur. Buna zit olarak Treg’lerin
varhgr timore karsi immuaniteden korudugu icin zararli da olabilir. Kanserlerin
cogunda Treg’ler periferik kanda ve timoér mikrogevresinde fazlaca bulunur. Bu da
Treg’lerin timore karsi bagisiklikta negatif olarak rol oynadigini goésterir [9, 105,
106].

Tumor nekrozis faktor reseptor (TNFR) ailesinin Uyeleri ve bunlarin ligandlar
hicrelerin proliferasyon, farklanma ve aktivasyonunda; hem timor hicreleri hem
de immun efektor hicrelerin 6liminde énemli rol oynar. GITR (AITR; aktivasyonla
uyarilan tumor nekrozis faktor ailesi reseptort ya da TNFRSF18) bu ailenin
uyelerinden biridir ve tip | transmembran proteinidir [107]. Treg hlcreleri Uzerinde
fazlaca eksprese olur. CD4" CD8" T hicreleri, makrofajlar, NK hiicreleri ve B
lenfositleri Gzerinde disik diizeylerde bulunur. Fakat aktivasyonla beraber CD4"
CD8" T hicreleri Uzerinde upregile olur [9]. insanlarda GITR ekspresyonu
makrofajlarda ve NK hucrelerinde bildiriimisken, farelerde B lenfositlerinde, NK
hicrelerinde, NKT hicrelerinde, granulositlerde ve makrofajlarda gézlenmistir.
Bazi hematolojik olmayan dokularda (deri, akciger) GITR mRNA ekspresyonu hem

farelerde hem de insanlarda belirlenmistir [107].

GITRL (TNFSF18 ya da AITR ligand) ¢ogu TNF ailesinin ligandlari gibi tip Il
transmembran proteinidir [107]. Endotel hicreleri, B lenfositler, makrofajlar ve
kemik iligi kokenli DH’lerde eksprese olur. GITRL ekspresyonu, antijen sunucu
hicrede (ASH) toll benzeri reseptor (TLR) ile upregule edilir ama in vitro olarak 48
saat icinde downregule olur [108]. Asagidaki sekilde GITR ve GITRL’nin farkli
hicrelerdeki etkilesimi gosteriimektedir (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Tumor hdcreleri ile makrofaj, Treg, DH, efektdér T hicresi ve NK

hicrelerindeki GITR ve GITRL dagihimi ve etkilesimi gorilmektedir.

Kararli durum kosullarinda CD4" CD25" Foxp3® Treg hicrelerinde GITR
ekspresyonu konvansiyonel CD4 ve CD8 T hucrelerine gore daha fazla gozlenir
[109]. GITR, GITRL ligandi ile baglandigi zaman Treg’lerin baskilama fonksiyonu
engellenir [107, 110, 111]. Sonug olarak Treg’ler lzerinde GITR sinyalizasyonu
fonksiyonel inaktivasyona yol acmaktadir. Ancak konvansiyonel T hucrelerinde
GITR’nun ligandi ile baglanmasi aktivasyonla sonug¢lanan kostimulasyona yol agar
[112-114].

GITR uyarimi sonucu CD+ efektér T, CD8+ efektdr T ve Treg hlicrelerinde kisa ve
uzun donemde farkli etkiler goértilmektedir. Asagidaki sekilde GITR uyariminin

cesitli etkileri gosterilmistir (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. GITR uyarimiyla CD4 ve CD8 ile isaretli efektdér ve regulatuvar T
hicrelerinin kisa ve uzun dénemli dizenlenmesi gosterilmistir. [115] numaral

referanstan alinarak dizenlenmisgtir.

GITR uyarimi CD+ efektdor T hucrelerinde kisa donemde aktivasyon ya da
apoptoza yol agarken, uzun dénemde htcrelerin artisini saglar. CD8+ efektor T
hiucrelerinde kisa donemde aktivasyon, uzun donemde hucre artigi saglar.

Treg’lerde ise inhibisyona yol agar ve hucre artisi ve aktivasyon engellenir.

2.6. GITR/ GITRL ve Timor Mikrogevresi

Tumor mikrogevresinde bulunan immunbaskilayici blyume faktérleri ve sitokinler;
farklanma, buylime ve bir¢ok dlzenleyici hlicre populasyonunun (Treg ve miyeloid
kokenli baskilayici hicreler; MDSCs) bu bdlgeye toplanmasini saglar. Treg'ler
otoimmun hastaliklarin denetlenmesinde &énemli rol oynarlar fakat tumor

mikrogevresinde Treg'lerin varligi timér spesifik CD4" ve CD8" T hiicrelerinin
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efektor fonksiyonlarini baskilar ve bu da tumor gelisimine neden olur. Treg'ler
tarafindan gergeklestirilen immun baskilama mekanizmasi IL-10 ve TGF-3
salinimini igerir ve bu da DH olgunlagsmasini ve sitotoksik T hucre aktivasyonunu
engeller [111] (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. Konakta tumore kargi bagisikhk yanitindan kagmak igin  tumor
mikrogevresinin dizenledigi immun baskilama sematize dilmistir. TUmor tarafindan
salgilanan sitokin, biyume faktért ve kemokinler MDSC ve Treg’lerin gogalmasini
saglar. Bu hicreler timor hdcrelerinin blyumesini tetikler ve sitotoksik T
hdcrelerinin  fonsiyonlarini  engeller. Lenfoid doku indukleyicisi hucreler (LTi)
tumorun etrafinda lenfoid benzeri yapi olusturarak timor biyumesini tetikler. [111]

numaral referanstan alinarak dizenlenmisgtir.

In vitro olarak GITR’nun tetiklenmesi yanit veren T hucrelerini ko-stimule eder ve
Treg hlcre baskilama aktivitesini yok eder. Boylece efektdor T hlcre aktivasyonu
artar. Fakat GITR tetiklenmesinin uzun dénemde etkileri bilinmemektedir. Ornegin
GITR’nu tetiklemek apotozisten koruma surecine de neden olabilir. Hangi
faktorlerin (T hicre fenotipine mi, T hlcre aktivasyonuna mi bagli?) Gstlin geldigi
bilinmemektedir [116]. GITR duzenlenmesi 2010 yilinda Ulusal Kanser Enstitisu

tarafindan en ¢cok umut vaat eden 25 konu arasinda listelenmis ve son zamanlarda
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GITR ile ilgili calismalarda agonist anti-GITR antikorlarinin timor spesifik T hicre
sayisini ve tumore karsi aktiviteyi arttirdigi bildirilmektedir. Bu ¢alismalarda GITRL
araciligiyla  transfeksiyon yapilarak tdémér  hicrelerininin hedeflenmesi
amacglanmistir [8-11, 16-18]. Birgok grup, GITR’nin agonistik antikorla
tetiklenmesini, transfektanlarda GITRL ekspresyonunu, ya da GITRL'nin ¢ézunar
formunun eklenmesiyle mirin CD4" CD25" Treg'lerin baskilama fonksiyonunun
engellendigi gdstermistir [108]. insan Treg'inde ise aksine, GITR’niin antikorla
uyarimindan sonra baskilayici fonksiyon korunmaktadir. Buradan GITR’ndn insan
ve farelerde farkh etkiler gosterdigi anlasiimaktadir. Fare ¢calismalarinda taze izole
edilmis Treg'ler kullanilirken, insan c¢alismalarinda kanser hastalarindan izole
edilmis Treg'ler ya da CD4" CD25" T hiicrelerinin poliklonal populasyonlari
kullaniimaktadir. Bundan dolay!r GITR’nu tetiklemek icin kullanilan kosullar GITR-

GITRL etkilesiminin fonksiyonel sonucunu etkiler [115].

GITR; Treg aktivasyonunu duzenlemesinin diginda, T hlcrelerinde kositimulatuar
sinyalleri dizenleme yetenegine sahiptir. Ayrica GITR’nln tetiklenmesi (sGITRL,
agonistik antikor ya da GITRL eksprese eden transfektanlar ile) insanlarda ve
kemiricilerde T hlcre proliferasyonunu ve sitokin tretimini arttirdigi igin ilgi ¢ekici
olmaya baglamistir. GITR kositimulasyonu, ilk sinyalin guctune baghdir. Yani GITR

tetiklenmesi, immun aktivasyonun duzeyinden etkilenebilir [107].

In vitro kosullarda Treg hicreleri tizerindeki GITR’niin agonistik antikoru DTA-1’e
baglanmasi, Treg'lerin baskilama o6zelligini engeller. Coe ve arkadaslan [117]
yaptiklari calismada; in vivo kosullarda GITR baglamasinin, DTA-1 ile muamele
edilmis farelerin Treg hicrelerini hasara ugratmadigini géstermistir. Foxp3/GFP
knock-in fareleri DTA-1 ile etkilestirmek, Treg hucrelerinin segici olarak azalmasina
neden olmus ve bodylece DTA-1’in Treg hucrelerini hedefleyen ve azaltici etki
gOsteren bir antikor oldugu anlasiimistir. Tumor tagiyan farelerde Treg hlcrelerinin
DTA-1 aracili deplesyonu sadece tUmorlerde izlenmis, tumoér drane lenf nodlarinda
gorilmemigstir. Bu o6zellikler timoér antijen spesifik Treg hucreleri kullanilarak
yapilan, adoptif transfer modelinde dogrulanmistir. ilging olarak, timér
dokusundaki Treg hucreleri GITR ekspresyonunu, timor drane lenf nodlarina gore
daha fazla gostermektedir. Buradan Treg deplesyonunun etkinliginin GITR
ekspresyon duzeyi ile iliskili olabilecegi sonucu gikmaktadir [117]. Ayni yil Cohen
ve arkadaslari [118] ise DTA-1'in hem efektér T hicrelerini hem de Treg’leri
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duzenledigini gostermistir. Monoterapi olarak DTA-1 kullanildigi zaman B16
melanom timorleri kiiglimustir. Sonugta efektdér T: Treg orani ve CD8" T hiicre
aktivitesi artmistir.  Arastiricilar DTA-1'in  tUmoér icindeki  Treg  birikimini,
stabilitelerini degistirerek korudugunu, Foxp3 ekspresyon kaybi sonucu tumor igi
baskilama kapasitesini duzenledigini gostermislerdir. Bu sonuglar agonist anti-
GITR antikorlarinin kanserde kullaniminda, immunotorapatik stratejilerin gelismesi
gerektigini aciklamaktadir [118]. Cote ve arkadaslarinin [119] yapti§i calismada
ise zayif immunojenik melanoma karsi GITR uyariminin  koruyucu etkKisi
calisiimigtir. CD4-deplesyon terapisine zit olarak, GITR uyarimi melanom tagiyan
CD8 T hucreleri Uzerinde direkt koruyucu etki gostermistir [119]. Imai ve
arkadaslan [120] ise 2009’da yaptiklari ¢alismada; GITR uyariminin adoptif
transfer edilmis T hucrelerindeki roline bakmislardir. Calismada kemirici
fiborosarkom CMS5 igin spesifik adoptif transfer edilms CD8" T hucreleri
kullaniimistir. Sonugta GITR ekspresyonu, transfer edilmis hicrelerde tek hicre
duzeyinde, c¢ok fonksiyonlulugu (T hicrelerinin  birgok efektor fonksiyon
gOstermesi; sitokin, kemokin ya da tek hiucre duzeyinde sitotoksisiteyi duzenleyen
molekullerin  Uretimi)  kolaylastirmistir. Buradan efektér T hicre ¢ok
fonksiyonlulugunun, GITR uyarimi ile birlikte bagarili bir tedavi se¢cenegdi oldugu
anlasiimaktadir [120].

Calmels ve arkadaslarinin [15] 2005 yilinda yaptiklari ¢calismada; kemirici GITRL’1
adenovirls-5 vektértiine klonlanmis (Adv-GITRL) ve bu konstrakt ile enfekte timor
hicrelerinin CD4" CD25" baskilayici Treg'ler varliginda T hiicrelerini aktive edip
etmeyecegi arastiriimistir. Bu amacla konstraktlar (Adv-GITRL) B16 tUmorlerine
enjekte edilmis ve tUumor geligsimine herhangi bir etkisi olup olmadigina bakilmistir.
Sonugcta GITRL ile yapilan tedavi (gen transferi ya da sistemik enjeksiyon) sonucu
hem CD4" CD25 hem de CD8" T hiicrelerinin proliferasyonu artmigtir [15].

GITRL Treg aracili immun baskilamayi engellemek, efektor T hacrelerini direk
kostimule etmek ve efektdr T hucrelerini aktivasyon ile uyarilan hicre 6limuinden
(AICD) korumak gibi kombine bir etkiye sahiptir. Bu 6zellikler GITRL'ni1 kanser
tedavisi icin cazip kilmaktadir. GITRL'ni gen transferi ya da rekombinant GITRL
solubl proteininin sistemik enjeksiyonuyla vermek kanser tedavisi igin 6nemli klinik
yarar saglayabilir [15]. 2011 yilinda yapilan bir calismada kemik iligi kokenli DH’ler
(BMDCs), GITRL eksprese eden rekombinant adenovirlsler ile transfekte edilmis
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(pAd-GITRL-BMDCs) ve Lewis akciger karsinomlu murin modelinde tedavi edici
etkisi arastinimistir. in vitro kosullarda pAd-GITRL-BMDCs, efektdér T hiicre
proliferasyonunu arttirmis ve Treg hucrelerinin baskilayici 6zelligini ortadan
kaldirmistir. pAd-GITRL-BMDCs ile yapilan asillama sonucu timor gelisimi
engellenmistir. Bu engellenme IFN-gama lreten CD8" T hicrelerinin artmasi ve

Treg hicrelerinin in vivo kosullarda azalmasi ile birlikte olmaktadir [121].

Yukarida detaylariyla agiklandigi tGzere GITR’UnU ¢esitli yollarla tetiklemek veya
GITRL'ni Treg aracih immin baskilamanin engellenmesi amaci ile transfekte

etmek kanser tedavisi adina 6nemli katkilar saglamigtir (Cizelge 2.3).

Cizelge 2.3. GITR-GITRL etkilesiminin timaordeki etkilerinin ¢alisildigi son in vitro

ve in vivo arastirmalar 6zetlenmisgtir.

Kanser tipi in vivo/in vitro Etki

Hepatoseliler karsinom in vitro Tamore infiltre olan Treg’lerin etkisi
azalarak tumore karsi immun yanit
gelismistir [122].

Melanom in vivo Agonist anti-GITR antikoru ile T
hdcresi aracili rejeksiyon
gerceklesmistir [118].
Mesane karsinomu in vitro Anti-GITR antikoru ile Treg’lerin
azalmasi saglanmistir [117].
Kolorektal karsinom in vitro GITR-GITRL baglanmasiyla CD8+

T hicre infiltrasyonu timoér
bayumesini azaltmistir[9].

Yassi hucreli karsinom in vivo TUmor gevresine GITRL
enjeksiyonu ile tumdr buyumesi
engellenmistir [10].

Sarkom in vivo Tumorlu bolgeye GITRL
uygulanmig ve tumore direng
artmistir [11].

2.7. Altin Nanopartikiller

Tip ve endustri uygulamalarinda NP’lerin kullanimi ve avantajlari literatirde kabul
gormektedir [123-125]. Biyolojik olarak bu nanomalzemelerin buyUkligu, sekli,
hdcre icine alimi ve dagilimlari son zamanlarda 6nem kazanmistir [123]. Altin, elli
yildan fazla zamandir kimyasal inert olma 6zelligi ile dis basta olmak Uzere implant
olarak ve radyoaktif isaretlendiginde kanser tedavisinde kullaniimaktadir. [123,
126, 127] (Sekil 2.5).

18




Altin Nanopartiktllerin Tip ve
Saglikta Uygulama Alanlari

Hedeflenmis Kanser Teshis ve . .
Tasima Tedaiei Biyosensor Saptama
Biyolojik

—  Gen Tasima — Molekdllerin
Saptanmasi

- llac Tasima _ _

|__|Mikroorganizmalarin

Saptanmasi

Sekil 2.5. Altin nanopartikillerin tip ve sagliktaki uygulama alanlari 6zetlenmistir
[128].

Biyouyumluluk ve kararlihik o6zellikleri, sitotoksik etkilerinin azhgi, birgok
biyokimyasal molekll ile fonksiyonalize edilebilme Ozellikleri ve gugla
spektroskopik yetenekleri sayesinde biyoloji ve nanotip alanlarinda altin NP’lerin
kullanimi yayginlagsmaktadir [129-132]. Altin NP’ler gorandr, near-infrared i1s1d1
abzorbe eder ve sacar. Plazmon rezonans bandi bazi parametreler (buyuklik,
sekil gibi) ile oynanarak degistirilebilir [133]. Isik sacan sinyal yogundur ve
kimyasal fluoroforlardan daha parlaktir. Ayni zamanda solma ve parlamaya neden
olmaz. Bu da tek molekul goruntilemelerinde avantaj saglar [134]. Boyalarin,
floroforlarin ya da quantum dotlarin disuk sinyal yogunluklari, kompleks parlama
fenomenleri ve solma 6zellikleri nedeniyle kullanimlari sinirli olmaktadir. Boyutu 30
nm’nin altindaki nanopartikillerde abzorbsiyon sacilima baskin gelmekte ve
fototermal mikroskop ile molekullleri saptamak amaciyla kullanimlarina olanak
saglamaktadir. Cesitli buyuklikte altin NP’ler stabilize ajanlar varliginda altin
tuzlarinin reduksiyonu ile hazirlanir. Stabilize ajanlar NP’lerin agrege olmasini

onler ve buyumeyi kontrol eder [135-137].
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Altin NP’lerin kolayca fonsiyonalize edilebilme o6zellikleri tiyol bagdlayicilarinin
baglanmasi ile saglanir. Peptidler, proteinler, antikorlar, oligosakkaritler ve nukleik
asitler fonkiyonel biyonanokonjuge molekullere érnek olarak verilebilir [138-144].
Bunlar teshis ve tedavi amacl olarak nanomalzemelerin multifonksiyonel

platformlar olarak rol oynamasini saglar [145].

Altin  NP’ler 0ozellikle radyografi ve radyoterapide tedavi edici ajan olarak
kullanilabilmektedir [146, 147]. Bu alanlarda kullanim amaci, altin NP’lerin dolagim
sistemine uygulandiktan sonra, tumor hucrelerine gitmeleri ve bu bdlgede
goruntulenebilmeleri ya da tedavi edici etki gosterebilmeleridir. Genel olarak altin
NP’ler ile tumor hicrelerini hedeflemede iki yaklagim geligtirilmigtir. Pasif ve aktif
hedefleme yolu [148]. Pasif hedeflemede artmis damar gecirgenligi sonucu NP’ler
tumorla bolgede birikir. Aktif hedefleme yolunda ise NP’ler Uzerindeki ligandlar
tumor hadcrelerindeki spesifik reseptorleri tanir. Bu ligandlar kiguk molekdller,

proteinler ya da peptidler olabilir [149].

Altin NP’ler ile in vivo hedeflemede immin sistemin 6nemli bir bileseni olan
mononukleer fagositer sistemi ge¢mek Onemlidir. Mononukleer fagositer
sistemden kacabilmek icin NP’lere bir gizlilik iglevi kazandirilmalidir [150]. Bu islev
icin polietilen glikol (PEG) sikga uygulanmaktadir. Biyouyumlu olan bu malzeme,
partikulleri stabilize eder ve doku reaksiyonunu azaltir [151]. In vivo olarak, PEG
ile kapli NP’ler, timo6r damarlarinin artan gecirgenlik 6zelliginden o6tird burada
birikir [152, 153]. Ayni zamanda PEG, NP’lerin yuzeyini hidrofilize eder ve ilaglarin
baglanmasi ve genlerin hedef hicrelere tasinmasi igin ligand olarak gorev yapar
[154].

2.7.1 Altin Nanopatrtikiillerin Hiicre igine Alinmasi

Altin NP’lerin hlcre igine alinmasi reseptor aracili olmakta ve etkinligi partikdl
buaydklugu, ligand kaplamasi ve hucre tipine gore dedismektedir [152]. NP’ler
hacre icine alindiktan sonra buradaki yerlesimleri ve hareketleri 6nemlidir. Bu
durum sitotoksisite ve medikal fonksiyonlarla yakindan ilgilidir. Genel olarak NP’ler
hicre icine girdikten sonra endozomal ya da lizozomal vezikuller yolu ile hareket
eder [155].
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Altin NP’lerin hucre igine alinmasini etkileyen birgcok faktor bulunmaktadir. Bunlar
NP’Un buyuklugu, sekli, yizey yuku ve kaplamadir. Kolloidal altin partikuller igin
¢cogu data optimum cap araligini 30-50 nm olarak belirlemigstir [156, 157]. Fakat
hidcre icine alimda hucrenin tipi de 6nem tagimaktadir. Bunlarin diginda altin
NP’lerin endositozu inkibasyon zamani ve sicakliktan da etkilenir. Altin NP’lerin
PEG ile fonksiyonalize edilmesi endositoz etkinligini azaltmaktadir. Bu NP’Un
alimini reseptor aracili yoldan diger mekanizmalara kapatmasindan olabilir.
Yapilan galismalarda PEG ile kapli nanorodlarin PEG ile kapli nanosferlerden
daha aktif olarak girdigi fakat her iki partikdl tipinin de karacigerde ayni miktarlarda
biriktigi gosterilmigtir. Bu 6zellik altin NP’in fototermal tedavide kullaniminda 6nem
tasimaktadir [152].

Yuzey fonksiyonalizasyon 6zelliklerine bakildiginda pozitif yukllu polimerlerin hiicre
icine en iyi alindigi goérulmektedir. Kendine ait pozitif yuk diginda polimerin
kimyasal yapisi da énemlidir. Ornegin dérdincil aminler ile kapli NP’ler, birincil
aminlerle kapli NP’lere gore hlcre igine daha kolay alinir [152].

Fonksiyonalize altin NP’lerde arastirilan bir diger konu da hicre kultird igin
kullanilan besiyerlerindeki protein bilesenleridir. YUzey hidrofobisitesinin serum
protein baglanmasini etkileyen énemli bir faktor oldugu gosterilmistir ki bu da altin
NP’lerin hiicre igine alinmasini zorlastirir. Ozellikle kiltir-besiyeri serum proteinleri
penetre olan peptidlerin tasima fonksiyonunu etkiler ve hicrenin alim gucinu
azaltir [152].

Altin NP’lerin imman sistem ile iligkisine bakildiginda proinflamatuvar sitokinleri
aktive ettigi ve immuinostimulatuar oldugu belirtiimistir. Bu da yeni asi adjuvalarinin
geligtiriimesi icin 6nemlidir. Codu arastirmaciya gore altin NP’lerin makrofajlar
tarafindan alimi ¢opgu reseptorler tarafindan olmaktadir. Fakat fonksiyonalize altin
NP’lerin immun sistem hucreleri ile etkilesiminin anlagiimasi zordur ve halen
arastirimaktadir [152].

2.7.2. Altin Nanopartikiiller ile Kanser Hiicrelerinin izlenmesi

Kanser hucrelerinin goéruntilenmesinde bilgisayarli tomografi (BT) yontemi
kullaniimaktadir. BT kemik dokusunda elektron yogun, yumusak dokuda

elektronlisent olmasiyla iki doku arasinda bir kontrast yaratarak ayrintili
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goruntuleme imkani saglar [158]. Fakat farkli yogunlukta iki farkh yumusak
dokunun ayriminda gucu sinirhdir. Bu ayrimin saglanmasinda NP’ler 6nem
kazanir [158]. Bunun yanisira NP’ler yiksek atomik numaralari ve elektron
yogunluklariyla BT goérlntllemede ideal ajanlar olarak dustnulmektedir [159]. Ek
olarak, biyouyumlu olmalari ve hedef ajanlara baglanabilme Ozelikleri kontrast
ajanlari olarak kullaniimalarina imkan saglar. Kontrast metallerden iyot ylksek
derecede damarlanmig timodrlerin fotoelektrik foton abzorbsiyonunu arttirir, timor
tanisini kolaylastirir. Bu noktada altin iyoda gére daha ylksek kontrasth bir
ajandir. Bu nedenle altin NP’ler daha kuguk tumorlerin dahi tanisina olanak verir
[160, 161].

Nanotip alanindaki gelismelerle beraber timoér hucrelerine metal NP’lerin
hedeflenmesi amacglanmistir.  Lazer Ureten iyonize olmayan elektromanyetik
radyasyon kaynagi uygulandigi zaman, metal NP’lerde 1siI enerjisine donlisum
gerceklesir [160, 162]. Altin nanokabuklarda, NP boyutu degistirilerek optik
rezonans istenilen dalga boyuna ayarlanabilir. Bu sebeple altin nanokabuklar
tumor tanisinda etkindir [163]. Altin nanokabuklar 100 nm silika kor ve 15 nm altin
kaplamadan olugan, kan ve dokunun maksimum gecirgen oldugu, rezonans piki
yakin kizilétesi boélgeye (650-950 nm) ceken partikillerdir [160, 163]. In vivo
yapilan bir ¢alismada 100 nm boyutundaki altin nanokabuklarin, damar igine
enjeksiyonundan yirmidort saat sonra SK-BR-3 meme timortu hattinda biriktigi
gOsterilmigstir [160, 164]. Benzer bir calismada da 110 nm blayuklugundeki PEG ile
kapl altin nanokabuklar insan PC3 prostat timorlerinin tedavisi i¢in kullaniimigtir
[160, 165]. Bu teknigin kullanimindaki sinirlama ise lazerin dokunun bir kag
santimetre icine girebilmesidir. Bu nedenle lazer dozlarinin degistiriimesi
gerekmektedir [160, 162, 163]. Cizelge 2.4'de altin NP’lerin kanser hucrelerinin
goruntilenmesinde ve tedavisinde kullaniimasina yonelik yapilan son c¢alismalar

Ozetlenmigtir.
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Cizelge 2.4. Altin nanopartikullerin kanser hucrelerinin goruntulenmesinde ve

tedavisinde kullanilmasina yonelik ¢alismalar tablolanmistir.

Nanopartikiil Kanser tipi Etki
Dendrimer ile kapli Altin Epidermal karsinom Kanser htcrelerinin
NP hedeflenmesi igin
kullaniimistir [166]
Altin nano kafes Gliyoblastom NP ile isaretli MKH’ler

tumorlu bolgeye enjekte
edilip goruntulenmistir

[167].
Altin NP Gliyoblastom NP ile isaretli MKH’ler BT
yontemi ile
goruntulenmistir [168].
Epidermal bayime Bas ve boyun skuamoz | NP’ler timorlU farelere
faktorl antikoru bagh hlcre karsinom enjekte edilip
altin NP gOruntulenmistir [169].
Dendrimer ile kapli Altin | Akciger adenokarsinomu | Kanser hicreleri BT ile
NP izlenmigtir [170].
Altin nanorod Over kanseri Kanser hucreleri

fotoakustik ve raman
sistemi ile goruntulenmistir
[171].

Son yillarda kanser mikrogevresi, kanser olusumuna ve tedaviye ydnelik yeni
hedeflerin bulunmasinda sik¢a arastiriimaktadir. GITR ve ligandi GITRL’in de
kanser mikrocevresinde etkili molekuller oldugu bilinmektedir. MKH’lerin tumorli
bdlgeye yodnelme durumlari, bu hucrelerin kanser mikrogevresindeki dnemini
gOstermektedir. Birgok timore karsi genin hedeflenmesinde kullanilan MKH’lerin,
immun sistem hicrelerinde de ifade olan GITR ve GITRL ile iligkili olarak ortaya
cikarabilecegi etki henlz arastirlmamigtir. Bu nedenle galismamizda tedavisi zor
olan ve GITR ifade ettigi bilinen KHAK hucreleri, GITRL eksprese ettirilen MKH’ler
ile ko-kultlre edilerek olasi apoptotik ve proliferatif etkiler arastiriimistir. Bunun
yanisira GITRL ifade eden MKH’ler farkli buyuklikte altin nanopartikiller ile
isaretlenerek goruntulenmeleri saglanmistir. Elde edilen veriler dogrultusunda
gelecekte GITR ve GITRL etkilesimi in vivo modellerde ¢alisilabilir ve géruntileme

amagcli altin nanopartikaller kullanilabilir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Hiicre Kiltiru ve Karakterizasyon Deneyleri
3.1.1. Mezenkimal Kok Hucrelerin Kulturu

GITR ve GITRL protein ve mRNA duzeylerinin belirlenmesinde, etik kuruldan
alinan onay (Hacettepe Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Arastirmalar Yerel Etik
Kurulu, karar no: FON 11/20-24) ile arsivienerek dondurulmus stok insan kemik
iligi kdkenli donér MKH’leri kullanildi (n=9). Transfeksiyon deneyleri i¢in insan
kemik iligi kokenli MKH’ler ticari olarak saglandi (Poietics human mesenchymal
stem cells; PT-2501, Lonza, ABD) kullanildi. Hicreler 2. pasajda dondurulmustu.
Bu nedenle cogaltilarak 3. pasajdan itibaren kullanildi. Hucreler ¢ozindikten
sonra, %60 Dulbecco's Modified Eagle's Medium-Low Glucose (DMEM-LG; ref:
31600-083, invitrogen, Gibco, ingiltere), %40 MCDB-201 besiyeri (# M6770-1L,
Sigma, ABD), %10 fetal sigir serumu (FBS; # 41F1133K, Iinvitrogen, Gibco,
ingiltere), %1 antibiyotik (penisilin-streptomisin, # A2213, Biochrom AG, Almanya),
%1 L-glutamin (Biochrom AG, Almanya) iceren tam besiyerine alindi ve 453 g’'de 5
dakika, oda isisinda DMSO (Serva, lot: 131067, Almanya) igeren dondurma
ortaminin uzaklastirnimasi igin santriflj (Eppendorf, Almanya) edildi. Hucreler
37°C’de nemli atmosfer ve %5 CO, iceren inkUbatdrde kilttre edildi ve besiyerleri
3-4 gunde bir taze besiyeri ile degistirildi. Hlcreler subkonfluent olunca (%70-80)
%0,25 Tripsin-EDTA (# 27250-018, Invitrogen, Gibco, ingiltere) igeren sollisyon ile
kaldirildi ve tripan mavisi (# 03-102-1B, Biological Industries, lIsrail) ile 1:1
oraninda sulandirilarak sayildi. Hucreler pasajlanip, daha sonra kullaniimak Uzere
dondurma besiyeri; %20 FBS ve %10 DMSO igeren DMEM-LG ile dondurularak -

196 °C’lik sivi azot tankinda saklandi.

3.1.2. Mezenkimal Kok Hiicrelerin immiinofenotipik Karakterizasyonu

Mezenkimal kok hucreler subkonfluent oldugunda %0,25 Tripsin-EDTA ile
kaldirildi ve tek hicre stspansiyonlari hazirlanarak homojenize edilen hicre pelleti
uzerine Cizelge 3.1’de belirtilen antikorlardan (Becton Dickinson, ABD) 100ul
fosfat tamponlanmig tuz ¢ozeltisi (PBS) (# A9162, Applichem, Almanya) ile birlikte
5ul eklendi. Ornekler +4°C’de ve karanlikta 30 dakika inkiibe edildi. inkiibasyon
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bitiminde 2 kez PBS ile yikama yapilan orneklere, 200 yl PBS eklenerek FACS
Aria (Becton Dickinson, ABD) cihazi ile okutuldu.

Cizelge 3.1. Mezenkimal kok hicrelerin immunofenotipik karakterizasyonunda

kullanilan yuzey belirteclerine ait antikorlarin turleri tablolanmigtir.

Yuzey belirtecinin adi Yuzey belirtecinin tiiru, isareti ve klonu
CD29 (integrin beta-1) IgG,, farede insana karsi, PE isaretli, MAR4
CD44 IgG,, farede insana karsi, FITC isaretli, L178

CD73 (ekto-5’-nukleotidaz) IgG,, farede insana karsi, PE isaretli, AD2

CD90 (Thy-1) IgG,, farede insana karsi, PE isaretli, 5E10

CD105( endoglin) IgG,, farede insana karsi, PE isaretli, 266
CD14 IgG.4, farede insana karsi, APC isaretli, M5E2

CD45 IgG, farede insana karsi, FITC isaretli, 2D1
HLA-DR 1gG24, farede insana karsi, APC isaretli, L243

3.1.3. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Farklanma Analizi
3.1.3.1. Kemik Hiicrelerine Farklanma

Mezenkimal kok hucreler %70-80 konfluent olana kadar 6 kuyucuklu hicre kalttr
kaplarinda gogaltildiktan sonra buyime ortami, osteojenik ortam (%10 FBS, 100
nM deksametazon, 10 mM R-gliserofosfat (# A2253, Applichem, Almanya) ve 0,2
mM L-askorbik asit (# A4403, Sigma, ABD) iceren DMEM-LG) ile degistirildi.
Ortam 3-4 gunde bir yenilendi. 21. ginde kuyucuklardan besiyerleri toplandi ve 1
ml PBS ile yikama yapildi. Farklanma analizi icin hucreler %10’luk formol ile 20
dakika fikse edildikten sonra hucrelerin GUzerine 1 ml Alizarin Red S (# A5533,
Sigma, ABD) boyasi eklenerek 10 dakika bekletildi. Ardindan boya toplanarak
kuyucuklar 1 ml distile su ile yikandi ve dijital goruntileme sistemi (Olympus,

Japonya) ile goruntilenip, kuyucuklarin fotografi ¢ekildi.

3.1.3.2. Yag Hiucrelerine Farklanma

Mezenkimal kok hicreler %90-100 konfluent olana kadar 6 kuyucuklu hticre kalttr
kaplarinda ¢ogdaltildiktan sonra bliyume ortami, adipojenik ortam (10% FBS, 1 uM
dexamethasone (Invitrogen, ABD), 60 uM indomethacine (# 61K1368, Sigma,
ABD), 500 pM isobutylmethylxanthine (# A0695, IBMX, Applichem, Almanya) ve 5
pg/ml insulin (Sigma, ABD) iceren DMEM-LG) ile degistirildi. Ortam 3-4 glinde bir

yenilendi. 21. gunde kuyucuklardan besiyerleri toplandi ve 1 ml PBS ile yikama
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yapildi. Farklanma analizi igin hucreler %10’luk formol ile 20 dakika fikse edildi.
Fiksasyonun ardindan kuyucuklara 1 ml Oil Red O boyasi (# 00625, Sigma, ABD)
eklendi ve 10 dakika beklendi ve ardindan distile su ile 2 kere yikama yapildi.

Dijital gértnttleme sistemi ile goruntilenip, kuyucuklarin fotografi gekildi.

3.1.4. Kanser Hiicre Hatlarinin Kiiltiira

iki farkli ticari insan kiiclk hicreli akciger kanseri hiicre hatti kullanildi. Stispanse
halde bulunan SCLC-21H (# ACC-372, DSMZ, Almanya), %90 Dulbecco's
Modified Eagle's Medium-High Glucose (DMEM-HG) (ref # 41965-039, Invitrogen,
Gibco, Ingiltere), %10 FBS , %1 antibiyotik (penisilin-streptomisin), %1 L-glutamin
iceren buyume ortaminda, yine suspanse halde bulunan diger kanser hucre hatt
NCI-H82 (# ACC-556, DSMZ) ise %90 RPMI 1640 (ref # 21875-034, invitrogen,
Gibco, Ingiltere), %10 FBS, %1 antibiyotik (penisilin-streptomisin), %1 L-glutamin
iceren buyime ortaminda 37°C’de nemli atmosfer ve %5 CO; igeren inkubatorde
klltire edildi.

3.1.5. Mezenkimal K6k Hiicre ve Kanser Hiicre Hatlarinin TEM ile incelenmesi

Mezenkimal kdk hicreler ve kanser hicreleri TEM'da incelendi. Bu amagla kulttre
edilen hicreler PBS ile yikandiktan sonra fiksatif olarak PBS iginde hazirlanmis %
2’lik gluteraldehit ¢dzeltisi eklendi. Hicre pelleti daha sonra PBS ile yikanip % 1’lik
ozmiyum tetroksit ile post-fikse edildi. Bir saat sonunda hucreler 37 °C’de sivi hale
getirilmis agara gomuldu. Oda isisinda sertlestirilen agarin igerisindeki hulcre
pelletine doku ornekleri igin uygulanan rutin elektron mikroskop takibi yapildi.
Bunun igin, dereceli alkollerde dehidratasyon ve propilen oksit ile seffaflandirma
yapildiktan sonra ornekler plastik bloklara gémuldi. Orneklerden elde edilen yari
ince kesitler metilen mavisi azur Il, ince kesitler uranil asetat kursun sitratla
boyandi. Hucrelerin ince yapi o6zellikleri JEM 1400 Jeol marka transmisyon
elektron mikroskobunda (ABD) incelendi; elde edilen goéruntiler GATAN dijital
kamera sistemiyle (ABD) bilgisayara aktarilarak degerlendirildi.
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3.2. GITR ve GITRL’ nin ifadelerinin Arastiriimasi
3.2.1. GITR ve GITRL ifadesinin Protein Diizeyinde Arastiriimasi

Homojenize edilen hiicre pelleti (izerine 100 pl PBS ile birlikte sirasiyla 5 pl/10°
hiicre ve 10 pl/10° hiicre seklinde GITR-APC (# FAB689A, R&D, ABD) ve GITRL-
PE (# FAB6941P, R&D, ABD) eklendi. Ornekler +4°C’de ve karanlkta 30 dakika
inklibe edildi. inkiibasyon bitiminde 2 kez PBS ile yikama yapilan érneklere 200 pl
PBS eklenerek FACS Aria cihazi ile okutuldu.

3.2.2. GITR ve GITRL ifadesinin mRNA Diizeyinde Arastiriimasi

Kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (QPCR) ile gen bankalarinda dizileri mevcut
olan GITR (TNFRSF18) (Roche, isvicre) ve GITRL (TNFSF18) (Roche, isvicre)
genlerinin gen ekspresyon duzeylerine bakildi. Bu amacla total cDNA’den gene
0zgu spesifik primer ve tagman problari iceren single assayler ve Lightcycler 480
Probe Master mix (Roche, isvigre) kullanildi. Her PCR reaksiyonu igin negatif PCR
kontroli ve internal kontrol kullanildi. Pozitif kontrol olarak lipopolisakkarit ile

uyarilmis periferik kan mononukleer hicreleri (LPS-PKMNH) kullanildi.

3.2.2.1. RNA izolasyonu

RNA izolasyonu miRNAeasy Mini Kit (# 217004, Qiagen, ABD) ile yapildi.
izolasyon sirasinda kullanilacak malzemeler dietilpirokarbonat (DEPC) ile dnceden
muamele edilerek RNaz aktivitesi engellendi.

Daha dénceden hicreleri pargalamak amaciyla Qiazol Lysis Reagent (# 79306,
Qiagen, ABD) ile toplanmis ve -80°C’de saklanmig olan ornekler eritildi ve 140l
kloroform eklenerek 15 saniye siddetli bir bicimde karistirildi. Homojenat 2 dakika
oda sicakliginda bekletildi. 2 dakika sonunda, 15 dakika +4°C'de 12000g’'de
santrifuj edildi. Santriflj sonrasi 3 faza ayrilan ornekten RNA’nin bulundugu
saydam Ust faz alindi ve yeni bir tiipe gegirildi. Uzerine 1,5 kati kadar %100 etanol
eklendi ve karistirlldi. Karisim kit iceriginde bulunan spin kolonlara alinarak
>8000g’de 15 saniye oda sicakliinda santriflij edildi. Altta kalan kisim doékulda ve
karigimdan kalan kisma ayni yontem uygulanarak tekrarlandi. Bu asamadan sonra
ornekler RNase-free DNase Digestion (# 79254, Qiagen, ABD) ile muamele edildi.
Bu amagla 350ul tampon RWT ile >8000g’de, 15 saniye santriflj edilerek kolon
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yikandi. Altta kalan kisim doékildi. Ornek bagina 10ul DNasel stok sollisyonu ve
70 pl tampon RDD karigimi olacak sekilde eklendi ve oda sicakliginda yarim saat
bekletildi. Inkiibasyon sonrasi 500 pl tampon RWT ile 28000g’de, 15 saniye
santrifij edilerek yikama yapildi. Bu asamadan sonra kolon 2 kere 500 ul tampon
RPE ile yikandi ve altta kalan kisim dokuldu. Kolon yeni bir tipe gegirilerek 30 pl
RNAse icermeyen distile su ile muamele edildi ve >8000g’de 1 dakika santrifij
edildi. Altta kalan RNA o6rneklerinin konsantrasyonu ve kalitesi spektrofotometrik
olarak NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific, ABD) cihazi ile élgtldi. RNA
kalitesi A260/280 ve A260/230 oranlarina goére degerlendirildi. Total RNA -80°C’de

kullanilincaya kadar saklandi.
3.2.2.2. cDNA Sentezi

Komplementer DNA (cDNA) 260 ng RNA o6rneginden Transcriptor High Fidelity
cDNA Synthesis Kiti (ref # 05081963001, Roche, Isvigre) kullanilarak sentezlendi.
Standart cDNA sentez tepkimesinin yanisira RNA igcermeyen fakat su iceren
negatif kontrol tepkimesi de hazirlandi. cDNA sentezi Uretici firmanin onerileri
dogrultusunda Cizelge 3.2'de belirtildigi gibi yapildi. Her érnek icin cDNA’ler triplike

olarak sentezlendi. cDNA’ler -20°C’de saklandi.

Cizelge 3.2. cDNA sentezinin basamaklari 6zetlenmigtir.

Bilesen Miktar Son Konsantrasyon
Total RNA 1ng-4ug
degisken 60 uM

Random Hekzamer Primer 2ul Total miktari= 11,4 pl
Su

degisken

Total hacim 11,4 pl

inkiibasyon: 65°C, 10 dakika

Reverse Transkriptaz

Reaksiyon tamponu, 5X 4 ul 1X (8Mm MgCly)
Protektér RNase inhibitor

(40U/ ul) 0,5ul 20U
Deokdinukleotid karigimi

(10Mm) 2 ul 1Mm

DTT 1ul 5Mm

Reverse Transkriptaz 1,1 pl 10U

Total hacim 20 ul

inkiibasyon: 29°C, 10 dakika
48°C, 60 dakika
85°C, 5 dakika
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3.2.2.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Gergek zamanli gPCR igin tagman problari ile dnceden validasyonu yapilmis Real

Time Ready Single Assayler (Roche Applied Science, isvigre) kullanildi. Final

PCR reaksiyonu 10 pl olacak sekilde 96 cukurlu PCR plaklarinda uretici firmanin

talimatlarina gére yapildi (Cizelge 3.3). LightCycler® 480 (Roche, Isvigre) yazilimi

kullanilarak hedef ve referans genler igin crossing point (Cp; veya threshold cycle

—Ct-) degeri Second Derivative Maximum metoduna gore hesaplandi. Tum hedef

genler, house keeping gen olan ACTB ve B2M genine normalize edildi. 24

yontemi ile rolatif kuantifikasyon analizi yapildi. 40 de@erine esit veya buylk olan

Ct degerleri jel elektroforezinde analiz edildi. Cizelge 3.4’de kullanilan primerlerin

Ozellikleri verilmistir.

Cizelge 3.3. Gergek zamanli kantitatif PCR analizinin basamaklari tablolanmistir.

Sicaklik (°C) Sure Dongu sayisi
Denaturasyon 95 10 dk 1
PCR amplifikasyon (toplam 45 doéngu)
Denatlrasyon 95 10 sn
Baglanma 60 30 sn
Uzama 72 5sn
Soguma 40 30 sn
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Cizelge 3.4. Gergek zamanh kantitatif PCR analizinde kullanilan primer dizileri listelenmistir.

Gen ismi Forward primer Reverse primer Amplikon  Amplikon
uzunlugu baslangic ve
bitisi
TNFRSF18 AGTGGGACTGCATGTGTGTC ACACTGGAAGCCAAAACTGAA 131 326..456
TNFSF18 GCCCTGTATGGCTAAGTTTGG GGCCATAAATTAAATATAAGCCATTCT 131 188..318
ACTB GGCCAGGTCATCACCATT GGATGCCACAGGACTCCAT 91 925..1015
B2M CCGTGTGAACCATGTGACTTT CCTCCATGATGCTGCTTACA 76 370..445
SIVAl AGTGTGAGCGAGCCCTGT CACTTTCTCGTACATGTCACTGC 110 455..564
CBFAl GCCTAGGCGCATTTCAGAT CTGAGAGTGGAAGGCCAGAG 66 1215..1280
ALPL AGAACCCCAAAGGCTTCTTC CTTGGCTTTTCCTTCATGGT 74 1215..1288
PPARg GACAGGAAAGACAACAGACAAATC GGGGTGATGTGTTTGAACTTG 96 916..1011
SCD CCGGGAGAATATCCTGGTTT AGGAGTGGTGGTAGTTGTGGA 65 1227..1291
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3.3. Transformasyon

CMV promotoru altinda GITRL genini tagsiyan pCR3, ylksek kopya sayili plazmid
vektoradur. pCR3 vektorunin DNA dizisi uzunlugu 5,1 kb (=5100 bp)'dir. (BGH:
bovine growth hormone; ColE1: Colicin E1; TKpA: timidin kinaz poliadenilasyon
sinyali; Pcmv: sitomegaloviriis promotoru; F1 orijin: prokaryotlarda replikasyon
saglar; PSV40: okaryotlarda replikasyon saglar; kan/neo: dkaryotlarda segicilik
saglar; ampisilin: prokaryotlarda segicilik saglar). Vektor, Lausanne Universitesi,
Biyokimya Bolumu'nde gorevli Dr. Pascal Schneider tarafindan hediye edilmistir
[172]. pCR3::GITRL vektérine ait harita NetPlasmid programi kullanilarak
cizilmistir (Sekil 3.1).

' ""”fj:':'v_gi“*:if:,‘\-» _ HindlIII (685)
| 0
fl-ori P-CMV ‘J/ EcoRI (710)
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, amp G
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Sekil 3.1. pCR3::GITRL vektdrunun haritasi gorulmektedir.

3.3.1. Kompetan Hiicreye Plazmid Aktarimi

Kompetan hiicre olarak One Shot TOP 10 E. coli (# 21C4040-10, invitrogen, ABD)
kullanildi. 1 vial One Shot E.Coli kompetan hlcre buz Uzerinde ¢dzuldi. 50ul su
icerisinde ¢dzllen vektor, ¢dzilen kompetan hicreye (50ul) eklendi. Pipetleme
yapllmadan nazikge karnigtirima islemi gerceklestirildi. 20 dakika buzda
inkiibasyon yapildi. 42°C su banyosunda, 30sn inklibasyon yapilarak is1 soku
gergeklestirildi. Isi sokundan sonra hucrelere 250ul SOC besiyeri eklenip 1 saat

horizantal c¢alkalamali (2000 rpm), 37°C inkubatorde cogaltildi ve 100ug/ul
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amfisilin (# A9518, Sigma, ABD) iceren L-agar petri kaplarina 100ul huicre
yayllarak ekim yapildi ve gece boyunca 37°C’de inklbe edildi.

3.3.2. Plazmid izolasyonu

Amfisilin iceren secici ortamda buyuyen bakteri kolonileri alinarak 15 ml’'lik falkon
tupler icerisinde 3 ml amfisilinli LB sivi besiyeri ortamina inoklle edildi ve gece
boyu orbital ¢alkalayicida buyatilip bu hicrelerden Endofree Plazmid Maxi Kit (#
12362, Qiagen, ABD) ile plazmid DNA’sI saflastirildi. Gece boyunca sivi ortamda
ureyen bakteriler kisa santrifuj islemleriyle, 1,5 ml'lik tlp icerisinde pellet haline
getirilip besi ortamindan kurtarildi. Pellet Gzerine sirasiyla 200ul restspansiyon
¢Ozeltisi, hucre lizis ¢ozeltisi ve notralizasyon ¢ozeltisi seri sekilde eklenerek
karismalari saglandi. 7 dakika, 11000 rpm santriflij sonrasinda toplanan
supernatan ile galismaya devam edildi. Kit igerisinde saglanan minikolonlar 1,5
ml’lik taplere yerlestirildi. 2 ml'lik enjektor icerisine koyulan 1 ml rezin ¢ozeltisi
uzerine supernatan eklendi ve piston yavasca itilerek karisim kolonlardan gegirildi.
2 ml yikama ¢oOzeltisi de ayni sekilde kolonlardan gegirilerek, minikolon 2 dakika,
11000 rpm’de santrifuj edildi. 57°C-60°C sicakliktaki distile su dogrudan minikolon
icerisindeki membrana koyuldu ve 1 dakika oda sicakliginda inkibe edildi. 20
saniye 11000 rpm’de santriflij sonrasinda plazmid DNA kolonlardan toplandi ve -
20°C’ de saklandi.

3.3.3. Restriksiyon Enzimleri ile Kesilen Uriinlerin Agaroz Jelde

Goriuntilenmesi

Restriksiyon enzimleri, saflastirilan plazmid DNA’larinin dogrulanmasi amaciyla
kullanildi. Kesim icin Eco-RI-HF (New England Bio Labs, Ingiltere) enzimi
kullanildi. EcoRI enzimi pCR3-GITRL'n1 77. ve 645. bolgelerden kesmektedir.
Restriksiyon enzimi Eco-RI-HF, NEB Tampon 2 (New England Bio Labs, ingiltere)
ve BSA 100X (New England Bio Labs, ingiltere) karistirilarak 3,5 saat 37°C'de
inkUbe edildi. Kesim urtnleri agaroz jelde yurutulerek gosterildi.
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3.3.4. Mezenkimal Kok Huicrelere Plazmid Aktarimi (Transfeksiyon)
3.3.4.1. Lipozomal Sistem ile Plazmid Aktarimi

Hucrelere lipozomal sistem ile plazmid aktarimi Lipofectamine LTX (# 15338100,
invitrogen, ABD) kullanilarak gerceklestirildi. Aktarim optimizasyonunda farkli
DNA: lipozom oranlari kullanildi. Bu optimizasyona ek olarak, ayrica DNA ve
lipozom inktUbasyon sureleri de optimize edildi. DNA lipozom oranlar (1:2; 1:2,5;
1:3,5; 1:4,5) seklindeyken, DNA ve lipozom inkiibasyon sureleri 5, 15, 20, 25 ve 30
dakika seklindeydi. Bu amagcla cogaltilan hicreler %70 yogunluga ulastiginda
tripsin ile kaldinldi ve 24 kuyucuklu kultar kabina ekildi. Protokolde belirtildigi gibi
yeterli miktarda DNA, serumsuz besiyerinde ¢6zuldli. DNA ile birebir oraninda plus
reagent (kit icerginde bulunan ve firma tarafindan transfeksiyon etkinligini arttirdigi
belirtilen sollsyon) eklenip, inklibe edildi. Bu DNA karigsimina yukarida belirtilen
oranlarda Lipofectamine LTX eklenip, yukarida belirtilen bes farkh zamanda
inkbasyon vyapildi. Hucreler serumsuz besiyerine alinip, DNA-lipofektamin
kompleksi her bir kuyucuga belirtlen kosullarda eklendi. Hucreler 37°C
inkibatorde inkube edildi. Deneyden 24 saat sonra hucrelerin besiyeri serumiu
besiyeri ile degistirildi. 48 saat sonunda transfeksiyon etkinligi akim sitometrisinde

degerlendirildi.

3.3.4.2. Elektroporasyon ile Plazmid Aktarimi

Elektroporasyon ile plazmid aktariminda Neon transfeksiyon sistemi (Invitrogen,
ABD) kullanildi. Transfeksiyon optimizasyonu firmanin onerileri dogrultusunda 24
kuyucuklu kultir kabinda farkh kosullar (1500V, 20ms, 1p; 1500V, 30ms, 1p;
1200V, 30ms, 1p; 1200V, 20ms, 2p; 1000V, 40ms, 2p; 1000V, 30ms, 2p; 1500V,
10ms, 3p; 1500V, 10ms, 2p) kullanilarak gerceklestirildi. Bu amacla kuyucuk
basina 5x10* hiicre ve 500 ng/ul DNA kullanildi. Hiicre ve DNA karisimi kit
iceriginde bulunan Neon resuspansiyon tamponu ile 10 pl'lik uglara gekildi. Ayni
zamanda baska bir firmanin elektroporasyon cihazinin (Nucleofector; Lonza, ABD)
tamponu olan Nucleofector resuspansiyon tamponu da tum kosullar i¢gin denendi.
Transfeksiyon sonrasi 1sima yapan hucreleri belirleyebilmek icin pGITRL ayni
oranda pmax-GFP (Lonza, ABD) ile karistirlarak da optimizasyon kosullar

denendi. Isima yapan hticreler 24 saat sonra floresan mikroskobunda incelendi.
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Neon transfeksiyon cihazi kullanilarak plazmid DNA miktari optimize edildi. Bu
amacla 2x10° hiicre basina 3 farkli DNA orani (0,5ug; 1,5ug; 2,5ug) kullanildi. Bu
amacla hucreler 453 g’de 5 dakika santrifij ile ¢okturalip PBS ile yikandiktan
sonra resuspension buffer R'de ¢dzuldlu. Bu asamadan hemen sonra belirlenen
oranlarda DNA eklendi. Hazirlanan suspansiyon elektrik akimi verildikten sonra
antibiyotiksiz besiyeri iceren 6 kuyucuklu kiltur kaplarina birakildi ve 37°C %5
CO; inkubatore alindi. Deneyden 24 saat sonra hucrelerin ortami antibiyotikli
ortam ile dedistirildi. 48 saat sonra transfeksiyon etkinligi akim sitometrisinde

degerlendirildi.

3.3.4.3. Kalici Transfeksiyon

pCR3 vektoru kalici transfektanlarin secimini saglayan neomisin direnglilik geni
tasimaktadir. Bu nedenle kalici transfektanlarin secimini saglayabilmek icin
oncelikle transfeksiyon yapilmamigs MKH’leri dort gin ve bir haftada olduren
minimum neomisin dozu saptama calismasi yapildi. Bu ¢aligsma icin bir neomisin
analogu olan geneticin (G418) (# 11811031, invitrogen, ABD) kullanildi. 100-
1000pg/ml arasinda degisen konsantrasyonlarda G418 iceren kultlr ortamlarinin
MKH’ler Gzerindeki 6lum etkisi dl¢uldu. Yuzde yuz 6lum dozu belirlenmesinde 6lu
hicrelerin sayimi tripan mavisi ile boyanarak gerceklestirildi. Deneyler 12
kuyucuklu kultur kabinda gergeklestirildi.

Mezenkimal kok hucreleri dldiren minimum doz bulunduktan sonra bu doz ile
rekombinant proteini kalici eksprese eden hucrelerin segimi saglandi. Bu amagla
hicreler transfeksiyondan sonra secici olmayan besiyerinde 1-2 gun tutulup daha
sonra segici besiyerine (G418 iceren) ekildi. Bos plazmid aktarilan MKH’lerin de
seleksiyon ortaminda secimi saglandi. Segici besiyerinin kullanimi 20 giin boyunca
surduruldd ve Olu hucrelerin temizlenmesi amaciyla sik sik degistirildi. Elde edilen

hicreler kalicl transfekte hicreler olarak kullanildi.

3.4. GITRL Aktariimis Mezenkimal Kok Hiicrelerin Karakterizasyonu
3.4.1. Akim sitometrisi ile GITRL ifadesinin Arastiriimasi

Transfeksiyon sonrasi gegici ve kalici transfektanlarin GITRL ifadesine akim

sitometrisi ile bakildi. Bu amagla hucreler tripsin ile kaldirilip homojenize edilen
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hacre pelleti Gzerine 100 ul PBS+AB serum eklendi ve 15 dakika oda sicakliginda
inkiibe edildi. inkilbasyon sonrasi ile 2,5ug/ml GITRL antikoru eklendi. Tipler
+4°C’de 30 dakika inkiibe edildi. inkiibasyon bitiminde 2 kez PBS ile yikama
yapilan ttplere 200 pl PBS eklenerek FACS Aria cihazi ile okutuldu. Kontrol olarak
GITRL ile transfekte edilmemig (bog) MKH’ler kullanildi.

3.4.2. qPCR ile GITRL ifadesinin Arastiriimasi

Transfeksiyon sonrasi kalici transfektanlarin GITRL ifadesine qPCR ile bakildi. Bu
amacla kalici transfektanlarin RNA’si toplandi. Toplanan RNA’lardan cDNA

sentezi yapildi. Sentezlenen cDNA’larda gen ekspresyon duzeyleri aragtirildi.

3.4.3. immiinfloresan isaretleme Yéntemi ile GITRL Varliginin Arastiriimasi

GITRL ile transfekte edilen MKH’lerdeki kalici GITRL varligi immunfloresan
isaretleme yontemi ile incelendi. Bu amacla transfekte edilmeyen ve Kkalici
transfekte hicreler 24 kuyucuklu kultlr kaplarina ekildi. Yeterli yogunluga ulasan
hicreler PBS ile yikanip, metanol ile fikse edildi. Fiksasyon sonrasi hicrelere 30
dakika oda iIsisinda serum blokaji uygulandi. Blokaj sonrasi hicrelere yikama
yapllmadan Ug¢ farkl dilisyonda (1/50, 1/100, 1/200) primer antikor; tavsan
poliklonal anti-GITRL/TNFSF18 antikoru (# ab25948, Abcam, ingiltere) hazirland..
Her bir 6érnede primer antikor koyularak +4°C’de gece boyunca inkube edildi.
Ertesi gun hucreler 3 defa PBS ile yikandi. Sekonder antikor (kegi anti-tavsan IgG
H&L, Alexa Fluor® 488, # ab181448, Abcam, ingiltere) ile hiicreler 30 dakika
karanlikta inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi 3 defa PBS ile yikama yapildi. DAPI

ile cekirdek boyamasi yapilarak hicreler floresan mikroskopta incelendi.

3.4.4. GITRL Aktarilmis Mezenkimal Kok Hiicrelerin immiinofenotipik
Karakterizasyonu

Gegici ve kalici transfektanlar subkonfluent oldugunda %0,25 Tripsin-EDTA ile
kaldirildi ve tek hucre suspansiyonlari hazirlanarak homojenize edilen hucre pelleti
uzerine Cizelge 1’de belirtilen antikorlardan 100yl PBS (# A9162, Applichem,
Almanya) ile birlikte 5ul eklendi. Ornekler +4°C’de ve karanlkta 30 dakika inkiibe
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edildi. inkiibasyon bitiminde 2 kez PBS ile yikama yapilan drneklere, 200 pl PBS
eklenerek FACS Aria (Becton Dickinson, ABD) cihazi ile okutuldu.

3.4.5. GITRL Aktarilimigs Mezenkimal Kok Hiicrelerin Farklanma

Potansiyellerinin Arastiriimasi

Adipojenik ve osteojenik farklanma analizleri igin transfekte hicrelerin adipojenik
ve osteojenik ortamlarda farklanmalari saglanip hem boyamalari yapildi hem de
farklanma kultGrindeki hacrelerden 21. ginde total RNA izolasyonu yapilarak,
gPCR’da osteojenik (CBFA1: core binding factor alpha 1, ALPL: alkaline
phosphatase) ve adipojenik genlerinin (PPARgamma: peroksizom proliferator-
activated receptor gamma, SCD: stearoyl-CoA desaturase) ekspresyonlari

arastirildi.

3.4.6. GITRL Aktarilmis Mezenkimal K6k Hiicrelerin Gég Etme Ozelliklerinin

Arastiriimasi

Aktarim sonrasi MKH’lerin go¢ yeteneklerinde degisim olup olmadigini géstermek
icin lateral hareket yontemi olarak da bilinen ‘yara iyilesmesi’ migrasyon yontemi
kullanildi. Deneyler 6 kuyucuklu kultlr kaplarina ekilen ve pCR3 aktariimig, GITRL
aktarilmis veya bos MKH’ler %100 yogunluga ulastiginda gergeklestirildi. Tek kath
hicre tabakasi Uzerinde bosluk yaratmak amaci ile mekanik olarak (20 pl'lik, steril
bir pipet ucu ile) bir gizik yaratildi. Ardindan olusturulan boslugun etrafindaki
hacrelerin fotografi bosluk olusumundan sonra gegici transfektanlarda 0, 3, 7 ve
24. saatlerde cekildi. Kalici transfektanlarda sure 52. saate kadar uzatildi. Her
hidcre grubu icin her zaman noktasindan elde edilen 5 ayri dlgimun ortalamasi
alinarak motilite indeksi (MI=1-Wt/WO0) hesaplandi [173].

3.5. Kanser Hiicrelerinin Rekombinant GITRL ile Kiltiri

Kanser hiicre hatlari kuyucuk basina 5x10° ve 2x10* hiicre olacak sekilde 96
kuyucuklu kiltir kabina ekildi ve 24 saat, 37°C ve %5 CO, igeren ortamda inklbe
edildi. 24 saat sonunda hucreler farkli dozlarda (1, 10, 100 ve 1000 ng/ml)
rekombinant insan GITRL proteini ile (# 694-GL-025, R&D, ABD) muamele edildi.

Rekombinant protein ile 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon sonrasi proliferasyon analizi
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cell proliferation reagent WST-1 (# 0501594401, Roche, Isvicre) testi ile yapildi. 3
farkh inkibasyon suresi sonunda kuyucuklara 10 pyl WST-1 boyasi eklendi ve
37°C’de 4 saat inkilbe edildi. ELISA okuyucu (Tecan, isvicre) ile 450 nm’'de

absorbansi olgulda.

3.6. Altin ve Demir Nanopartikuller

Amin ile modifiye edilmis ve polietilen glikol (PEG; 5000 Mw) kapli, 10nm (#
765309) ve 30nm (# 765376) buyukligunde iki adet nanopartikil ticari olarak satin
alindi (Sigma, ABD).

Hucreler altin NP’lere ek olarak 35 nm buayukligunde, demir oksit bazli
superparamanyetik MRI kontrast ajani olan Molday lon Rhodamine B (MIRB) (#
CL-50Q02-6A-50) ile isaretlendi. MIRB, Biopal (ingiltere) firmasindan satin alind..

3.6.1. Mezenkimal Kék Hiicrelerin Altin Nanopatrtikiiller ile isaretlenmesi

Bos MKH’ler ve pGITRL transgenini gegici olarak tagsiyan MKH’ler %70 yogunluga
ulastiginda buyime ortamlari 3ul/ ml altin NP igceren iki farkli bayutklikte (10nm ve
30nm) ortam ile degistirildi. isaretli hicreler 24 saat boyunca 37°C’de nemli
atmosfer ve %5 CO, igeren inklbatorde kiltlre edildi. 24 saat sonunda hicreler
TEM'da incelendi.

3.6.2. Altin ile isaretlenmis Mezenkimal Kok Hiicrelerin Proliferasyonu

Altin nanopartikller ile isaretli hucrelerin proliferasyonuna Cell Proliferation
Reagent WST-1 (# 0501594401, Roche, isvigre) ile bakildi. Bu amacla 5x10°
hicre 96 kuyucuklu kaltur kabina ekildi ve 24 saat, 37°C ve %5 CO; igeren
ortamda inktbe edildi. Hucrelerin yogunlugu %70-80’e ulastiginda, besiyeri farkli
konsantrasyonlarda (2,5ul/ml; 5ul/ml; 10ul/ml; 15ul/ml ve 20ul/ml) nanopartikiil
iceren besiyeri ile inkibe edildi. Kontrol olarak altin NP ile isaretlenmemis hicre,
hlcresiz besiyeri ve hlcresiz besiyeri ve altin NP kullanildi. Her bir grup ug tekrarli
yapildi. 24 saat inkibasyon sonucunda 10 pl WST-1 boyasi kuyucuklara eklendi
ve 37°C’de 4 saat inkiibe edildi. ELISA okuyucu (Tecan, isvigre) ile 450 nm’de

absorbansi dlg¢uldu.
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3.6.3. Mezenkimal Kék Hiicrelerin Demir Nanopartikiiller ile isaretlenmesi

Mezenkimal kok hucreler %70 yogunluga ulastiginda buyume ortamlari farkh
dozlarda 25ug/ml demir NP (rodamin B isaretli) iceren ortam ile degistirildi. isaretli
hucreler 24 saat boyunca 37°C’de nemli atmosfer ve %5 CO; igeren inkubatorde
kultare edildi. 24 saat sonunda hucreler florasan mikroskopta ve TEM'da incelendi.
MIRB ile igaretli hucrelerdeki demir icerigi prusya mavisi boyamasi ile gosterildi.
Bu amagcla isaretli hicreler 2 defa PBS ile yikandiktan sonra %4 paraformaldehid
ile fikse edildi. Daha sonra hucreler potasyum ferrosiyanit (%10) ve hidroklorik asit
(%20) solusyonu ile 20 dakika muamele edildi. Nuclear fast red boyasi ile 5 dakika
zit boyama vyapildi. Hicreler 2 defa PBS ile yikandi ve i1sik mikroskobunda

incelendi.

3.7. Ko-kultur Galigmalari

Gegici ve kalici transgen tasiyan MKH’ler (pGITRL ve pCR3) ve bos MKH'lerin
SCLC-21H ve NCI-H82 ile ko-kultir calismasinda farkli oranlarda kanser hlcresi/
MKH (1/8; 1/4; 1/2; 1/1; 2/1) kullanildi. Oranlar olugturulurken MKH sayisi sabit
tutuldu. MKH’ler, 24 kuyucuklu kultar kaplarinda her bir kuyucukta 40.000 hicre
olacak sekilde bazal MKH ortaminda (%10 FBS, %1 penicilin/streptomisin, 2mM L-
glutamin iceren DMEM-LG + %40 MCDB201) kultire edildi. MKH'ler istenilen
yogunluga ulastiginda, ortam ko-kultir ortami ile degistirildi. Ko-kaltur i¢in kanser
hdcre hatlarinin ortami (SCLC-21H igin %90 DMEM-HG+ %10 FBS; NCI-H82 igin
%90 RPMI 1640+ %10 FBS) kullanildi. 48 saat sure ile 37°C ve %5 CO;’li ortamda
inkiibasyon sonrasi akim sitometrisinde hticre 6limu veya hucre proliferasyonu
acgisindan degerlendirilerek ko-kultar etkisi analiz edildi. Ayni zamanda por
bayUkligu 0,4pm olan transweller (# 662640, Greiner, Avusturya) kullanilarak da
24 Kkuyucuklu kadltar kaplarinda ko-kultur yapildi ve buradan elde edilen

supernatanlar ELISA deneyinde kullanildi.

3.7.1. Ko-kiltuire Edilen Huicrelerin Apoptoz Etkinliginin Belirlenmesi
3.7.1.1. Annexin-V Pl ile Apoptozun Arastiriimasi

Ko-klltur sonrasi kanser hucrelerinin apoptozuna Annexin-V-FITC Apoptoz
Deteksiyon Kiti (# STK556547, Becton Dickinson, ABD) ile bakildi. Bu amagla
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hacreler iki defa soguk PBS ile yikandi. Tampon solusyon (1X) ile konsantrasyon
10° hiicre/ml olacak sekilde ayarlandi. Elde edilen hiicre soliisyonundan 100 pl
(10° hiicre) 5 mrllik falkon tiipine alindi. 5 pl Annexin —V-FITC ve 5 pl Pl
pipetlendi. 15 dakika, oda isisinda, karanlikta inkibe edildi. 400 pyl 1X Binding

Buffer eklendi ve akim sitometrisi cihazi ile okuma yapildi.

3.7.1.2. TUNEL Yontemi ile Apoptozun Arastiriimasi

In situ apoptoz etkinligine TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated
dUTP nick end-labeling) yontemi ile incelendi. TUNEL ydnteminde apoptotik hicre
cekirdegindeki DNA kiriklari diaminobenzidine (DAB) ile reaksiyona girerek
kahverengi gorunmektedir. Hematoksilen ile zit boyama yapilan ve apoptotik
olmayan hucreler ise mor gorunmektedir.

TUNEL yontemi igin In Situ Cell Detection Kit, POD (# 11684817910, Roche,
Isvigre) kullanildi. Bu amagla transfekte ve bos MKH’ler ile ko-kiltire edilen
kanser hicreleri 48 saatin sonunda kaldirilarak sitospin cihazi (Shandon Cytospin,
ABD) ile 600 rpm’de 3 dakika cevrilerek hucrelerin poli-L-lizin kaph lamlara
yapismasi saglandi. Lamlara alinan hicreler, fiksasyon solusyonunda 1 saat (oda
sicakligl) bekletildi. Fiksasyon sonrasi lamlar PBS ile yikandi. bloklama
solusyonunda 10 dakika oda sicakliginda inkube edildi. Bloklama sonrasi tekrar
PBS ile yikanan hucreler permeabilizasyon solusyonunda 2 dakika buzda inklibe
edildi. Daha sonra boyama ve enzim solusyonlari hazirlanip, érneklere eklendi.
Negatif kontrollere sadece boyama solusyonu eklendi. Ornekler 60 dakika nemli
ortamda 37°C’de karanlikta inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi PBS ile yikanan
hiucreler kapama medyumu ile kapatildi ve dijital kamera atasmanli 1gik
mikroskobunda (Leica DMR 6000, Almanya) apoptotik hiicreler sayilarak apoptotik
indeks (apoptotik hiicre yluzdesi) hesaplandi. Apoptozun belirlenmesinde 6lU hicre
sayisi tum hicre sayisina oranlanarak apoptotik indeks hesaplandi. Apoptotik

hicrelerin sayilmasinda bir defa yapilan deneyde 10 farkl alan sayildi.
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3.7.2. Ko-kiiltiire Edilen Hiicrelerin Siva ifadesinin Arastiriimasi
3.7.2.1. Siva ifadesinin ELISA Yontemi ile Arastiriimasi

Ko-kultir sonrasi hucrelerin apoptoza ugrayip ugramadiglr elde edilen hucre
supernatanlarinda Siva protein dizeyine bakilarak belirlendi. Bu amagla human
Siva protein elisa kit (# E3336h, ElAab, Cin) kullanildi. llgili sitokin
konsantrasyonunun belirlenebilmesi i¢in ayri ELISA kuyucuklarina kit i¢eriginde
bulunan standartlar hazirlanarak “standart egri” olusturuldu. Inkiibasyon ve
yikama iglemlerini takiben, sekonder antikor eklendi ve yeniden inkubasyon ve
yikama iglemleri yapildi. Spesifik baglanmanin dlgulebilmesi amaciyla renklendirici
substrat eklendi. Inkiibasyon siresinin sonunda reaksiyon durduruldu ve eliza
okuyucu (SpectraMax Plus Microplate Reader, ABD) ile renk degisimi
spektrofotometrik olarak 450nm dalga boyunda olcutldd. Tim &érnekler ikili teknik

tekrar ile galigildi.

3.7.2.2. SIVA ifadesinin qPCR Yéntemi ile Arastiriimasi

GITR-GITRL etkilesimi ile uyarildigi bildirilmis olan pro-apoptotik bir protein olan
SIVA1l ekspresyonuna gPCR ile incelendi. Bu amacgla 6nceden validasyonu

yapilmis Real Time Ready Single Assay kullanildi.

3.7.3. Ko-kiiltiire Edilen Huicrelerin Proliferasyon Etkinliginin Belirlenmesi

Ko-kulttr sonrasi hiicre proliferasyonuna CellTrace CFSE hiicre proliferasyon Kiti
(# C34554, invitrogen, ABD) ile bakildi. 10° hiicre/ml, PBS/ %0,1 BSA’da ¢oziildi.
2 yl CFSE solisyonundan eklendi ve 37°C’de 10 dakika inkube edildi. Hucrelere
bes kati kadar buz soguklugunda besiyeri eklendi. 5 dakika buzda inkUbasyon
yapildi. Santriflij ile hlcreler ¢okturuldl. Huacreler taze besiyeri ile yikandi. Daha

sonra ko-kultar yapilip, akim sitometrisi cihazi ile okutuldu.

3.7.4. Altin ile isaretlenmis Mezenkimal Kok Hiicrelerin Kanser Hiicreleri ile

Ko-kultiira

Farkl bayudklikteki altin nanopartikuller ile isaretlenmis ve GITRL tagsiyan MKH’ler
ve bos MKH hucreler SCLC-21H ile ko-kulttr edildi. Kanser hucresi/ MKH orani
2/1 olacak sekilde yapildi. MKH’ler, 60 mm’lik kiltar kaplarinda her bir kuyucukta
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1000.000 hucre olacak sekilde MKH ortaminda (%10 FBS, %1 antibiyotik, %1 L-
glutamin iceren %60 DMEM-LG + %40 MCDB201) kulture edildi. MKH’ler
konfluent olunca ortam ko-kultir ortami ile degistirildi. Ko-kultlr igin kanser hicre
hatlarinin ortami (SCLC-21H i¢in %90 DMEM-HG+ %10 FBS; NCI-H82 igin %90
RPMI 1640+ %10 FBS) kullanildi. 48 saat sure ile 37°C %5 CO, inkube edildi.

Inkiibasyon sonucu hiicrelerin morfolojisi TEM’'da incelendi.

3.8. Iistatistiksel Yontem

Yara iyilesmesi, apoptoz ve proliferasyon verilerinin analizleri SPSS Versiyon 20
programi kullanilarak yapildi. Veriler normal dagilmadigi ve/veya 6rneklem sayilari
az oldugu icin ¢oklu gruplar arasindaki fark parametrik olmayan Kruskal Wallis H
testiyle, iki grup arasindaki fark ise ile Bonferoni dizeltmesi yapilarak Mann
Whitney U-Testi ile degerlendirildi. YUzde doksanbeglik guven araliginda calisildi.
Grafikler Graphpad Prism Versiyon 5 programi kullanilarak cizildi.
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4. BULGULAR

4.1. Hucre Kiltiira ve Karakterizasyon Deneyleri
4.1.1. Mezenkimal Kok Hiicrelerin immiinofenotipik Karakterizasyonu

Ticari olarak satin alinan MKH’ler deneysel c¢alismalar kisminda belirtildigi gibi
uygun ortamlarinda buyadtildikten sonra immunofenotiplendiriimesi yapildi.
immiinofenotipik karakterizasyon sonucu hematopoetik belirtecler olan HLA-DR,
CD45 ve CD14’te protein ifadesi gortlmedi. Stromal belirtecler olan CD73, CD29,
CD44, CD105 ve CD90 pozitif olarak saptandi (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Mezenkimal kok hicrelerin immunofenotipik karakterizasyonu igin akim
sitometrisi teknigi ile stromal belirtecleri (CD73, CD29, CD44, CD105, CD90)
bulundurdugu, hematopoetik belirtecgleri (HLA-DR, CD45, CD14) bulundurmadigi

gOrulmektedir.

4.2.2. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Farklanma Analizi

Mezenkimal kok hicreler 21 gun boyunca adipojenik farklanma besiyeri ile
indUklendikten sonra Oil Red-O boyasi ile pozitif boyanan hicrelerde nétral lipid
olusumu gozlemlenirken (A), osteojenik farklanma besiyeri ile indUklendiginde
Alizarin Red S boyasi ile pozitif boyanan huicrelerde kalsiyum depozitleri (B)
g6zlemlendi (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Mezenkimal kdk hucrelerin adipojenik ve osteojenik farklanma kapasitesi
gorunttlenmistir. (A) Adipojenik farklanma, Oil Red O x10. (B) Osteojenik
farklanma, Alizarin Red S x10. (C) Kontrol biylime ortami, Oil Red O x10.

4.2. GITR ve GITRL’nin ifadelerinin Arastiriimasi
4.2.1. GITR ve GITRL ifadesinin Protein Diizeyinde Arastiriimasi

Dért farkli donérde GITR ve GITRL varligi akim sitometrisi ile analiz edildiginde,
donodrlerin higbirinde GITR ve GITRL ifadesi protein dizeyinde saptanmadi. Sekil
4.3A’da bir donére ait akim sitometrisi goruntlsu verilmistir. Ticari olarak satin
alinan MKH’lerde ve kanser hicre hatlarinda (SCLC-21H ve NCI-H82), GITR ve
GITRL ifadelerinin varhgi akim sitometrisi ile arastirildiginda MKH’lerde GITR ve
GITRL ifadesi saptanmadi. NCI-H82 hucrelerinde GITR ve GITRL ifadeleri disuk
oranlarda (GITR: % 6,4; GITRL: %3,9) saptandi. SCLC-21H hucrelerinde ise GITR
ifadesi %24,3; GITRL ifadesi %4,7 oraninda saptandi. (Sekil 4.3B).
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Sekil 4.3. Mezenkimal kok hucre, NCI-H82 ve SCLC-21H hucrelerinin GITR ve
GITRL protein duzeylerinin akim sitometrisi goruntuleri. (A) Argivden elde edilen
MKH’lere ait dot plot goéruntisu (B) Ticari olarak alinan MKH’lerin histogram
goOruntileri. Saydam histogramlar izotipik kontroll, gri histogramlar GITR veya

GITRL boyamasini géstermektedir.

4.2.2. GITR ve GITRL ifadesinin mRNA Diizeyinde Arastiriimasi

Arsivden elde edilen MKH’lerinde GITR ve GITRL ifadesi mRNA dizeyinde
arastinldiginda, dort donérde GITR ifadesi gorilmezken, ¢ dondrde c¢ok duslk
duzeyde GITR ifadesi saptandi (Sekil 4.4A). GITRL ifadesi arastirildiginda ise yedi
dondrde ¢ok dusuk duzeyde GITRL ifadesi saptandi (Sekil 4.4B). Ticari olarak
satin alinan MKH’lerde mRNA duzeyinde yapilan analizlerde, pozitif kontrol olarak
kullanilan LPS-PKMNH’lerine gére MKH’lerde ve NCI-H82 hicre hattinda GITR
ekspresyonu saptanmazken, SCLC-21H hicre hattinda saptandi. GITRL
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ekspresyonu ise MKH, NCI-H82 ve SCLC-21H huicre hatlarinda ¢ok dusuk
dizeyde saptandi. (Sekil 4.4.C). PCR durunleri agoroz jelde de yurutulerek

dogrulandi (Sekil 4.4.D).
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Sekil 4.4. gPCR’da mezenkimal kok hicre, NCI-H82 ve SCLC-21H hucrelerinin
GITR ve GITRL hedef gen ekspresyon duzeyleri gérulmektedir. (A) ve (B) sirasiyla
arsivden elde edilen MKH 6rneklerindeki GITR ve GITRL ekspresyonunu (C) ticari
olarak alinan MKH’lerdeki GITR ve GITRL ekspresyon dizeylerinin kat degisimi
grafigini gdstermektedir. Y eksenindeki 2! degerleri igin log transformasyonu
uygulanmigtir. (D) PCR drunlerinin agoroz jel goruntilerini géstermektedir. GITR;
131bp, GITRL; 131bp.

4.3. Transformasyon

Kompetan hucrelere aktarilarak c¢ogaltilan ve daha sonra izole edilen plazmid
DNA’lari (pCR3 ve pCR3-GITRL) EcoRl restriksiyon enzimi ile kesilip agoroz jelde
goruntilendi. DNA ladder'da 750 bp ve 500 bp arasina tekabul eden pCR3-GITRL
DNA'’sinda bant GITRL dizisinin (568 bp) varligini géstermektedir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Restriksiyon enzimi ile kesilen drunlerin agoroz jel goruntusu

gorulmektedir.

4.3.1. Mezenkimal Kok Hiicreye Plazmid Aktarimi (Transfeksiyon)
4.3.1.1. Lipozomal Sistem ile Plazmid Aktarimi

Mezenkimal kdk hicrelere gen aktariminda bir lipozomal sistem olan Lipofektamin
LTX kullanildi. Farkh inkibasyon streleri ve plazmid DNA/ lipofektamin oranlari
kullanilarak GITRL protein ifadeleri akim sitometrisi ile analiz edildi (Cizelge 4.1).
Ozetle GITRL protein ifadesi lipofektamin ile en fazla 30 dakika inkiibasyonda,

plazmid DNA/ lipozom orani 1: 2,5 oldugunda %4,7 olarak saptandi.

Cizelge 4.1. Lipozomal sistem ile yapilan transfeksiyon sonucu elde edilen en

yuksek GITRL ifade degerleri gorilmektedir.

Lipozom ile Plazmid GITRL ifadesi
Plazmid inkuibasyon DNA/lipofektamin (%)
suresi (dakika) orani (pl)

pCR3-GITRL 5 1:4,5 4,7
pCR3-GITRL 15 1:2 4,1
pCR3-GITRL 15 1:4,5 4,7
pCR3-GITRL 20 1:4,5 4,6
pCR3-GITRL 25 1:3,5/1:4,5 3
pCR3-GITRL 30 1:2,5 4,7
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4.3.1.2. Elektroporasyon ile Plazmid Aktarimi

Elektroporasyon ile plazmid aktarimi yapilarak 24 kuyucuklu kudltir kabinda
gerceklestirilen optimizasyon sonucu akim sitometrisi analizlerinde en yuksek
transfeksiyon etkinligi 1500 V, 20 ms 1 pulse kosullarinda (%47,2 Nucleofector
resuspansiyon tamponu ile; %31,4 Neon resuspansiyon tamponu ile) saptandi.
Uygulanan optimizasyon kosullarina ait floresan mikroskop goruntuleri Sekil 4.6’da

verilmistir.

~ GITRL+pMAX  GITRL+pMAX  GITRL+pMAX GITRL+pMAX  GITRL+pMAX  GITRL+pMAX
1500V, 20 ms, 1 1500V, 30 ms, 1p 1200V, 30 ms, 1p 1200V, 20 ms, 2p 1000V, 40ms, 2p 1000V, 30ms, 2

GITRL+pMAX  GITRL+pMAX GITRL pMAX GITRL pMAX

1500V, 10 ms, 3 1500V, 20 ms, 1p 1000V, 40ms, 2p

1500V, 10 ms, 2p 1500V, 20 ms, 1p

1000V, 40ms, 2p

Nucleofector resispansiyon tamponu

~ GITRL+pMAX GITRL+pMAX GITRL+pMAX GITRL+pMAX  GITRL+pMAX GITRL+pMAX
1500V, 20 ms, 1 1500V, 30 ms, 1p 1200V, 30 ms, 1p ms 1000V, 40ms, 2 V. 30ms

GITRL+#pMAX  GITRL+pMAX GITRL pMAX GITRL pMAX

1500V, 10 ms, 3 1500V| 10 ms| ZI “i‘ || ‘| ‘I ISOOV‘ 20 ms| 1| 1000V, 40ms, 2p

Sekil 4.6. Elektoroporasyon ile yapilan optimizasyon calismasinin floresan

Neon resispansiyon tamponu

mikrograflari gorulmektedir. En iyi transfeksiyon etkinligi 1500V, 20ms, 1p
kosulunda ve cihazla ilgili firmanin ticari restispansiyon tamponu kullanildiginda

elde edilmistir.

Sonug¢ olarak elektroporasyon ile yapilan transfeksiyon deneylerinde etkinlik
lipozomal sisteme gore daha yulksek saptandi. Bu nedenle Neon transfeksiyon

cihazi kullanilarak plazmid DNA miktari da optimize edildi. 6 kuyucuklu kalttr
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kaplarinda gerceklestirilen DNA miktari optimizasyon c¢alismasinda akim
sitometrisi ile GITRL ifadesi 0.5ug/ml plazmid DNA ile %7,4; 1,5ug/ml plazmid
DNA ile %37,7; 2,5ug/ml plazmid DNA ile %47,5 olarak saptandi (Sekil 4.7).

PCR__3-GITRL 05 PCR.3TGITR|_ 1:5 _ PCR3-GITRL2;5

<
PS (&)
@
)

25700 4

B T & 10 LT T R 10 10’ 10* 10
GITRL PE-A GITRL PE-A GITRL PE-A

Sekil 4.7. DNA optimizasyon calismasi sonucu akim sitometrisi ile MKH’lerdeki

GITRL protein duzeyleri gorulmektedir. En iyi transfeksiyon etkinligi 2,5 pg plazmid

DNA kullanildiginda saptanmisgtir.

4.3.2. Kalici Transfektanlarin Elde Edilmesi

Kalici transfektanlarin secimini saglayabilmek igin, aktarim yapiimamis MKH’lere
yapilan geneticin (G418) doz saptama calismasinda 100-1000 pg/ml araligi
denendi ve yuzde yuz 6ldiren doz miktari 400ug/ml olarak saptandi (Sekil 4.8).

Doza bagli hiicre dlimiu
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40000 -
30000

20000 +
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Sekil 4.8. Farkh G418 konsantrasyonlarinda blyutilen mezenkimal kék hlcrelerin

zamana gore degisen miktarlari gorulmektedir.
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Kalici transfektanlarin seciminde, transfeksiyondan 48 saat sonra MKH’lerin
bayime ortami 400ug/ml G418 igeren bazal kultur ortami ile degistirildi. Segim

ortaminda kultur yaklasik olarak 20 gun surdaraldu.

4.4. GITRL Aktarilmigs Mezenkimal Kok Hiicrelerin Karakterizasyonu
4.4.1. Akim sitometrisi ile GITRL ifadesinin Arastiriimasi

Akim sitometrisi ile gecici olarak transfekte edilen hucrelerin GITRL protein
dlzeyleri ortalama olarak %27,9 olarak saptandi. Bos MKH’lerde, kalici veya
gegici bos plazmid (pCR3) tasiyan MKH’ler ile kalici pGITRL tasiyan MKH’lerde

protein dlzeyi saptanmadi.

MKH pCR3-MKH (gecici) pGITRL-MKH (gecici)
24 ;
2 3
# 2
3 " 3= .
05—; 3
o] *.
?fu [ 10 10 10 ?.‘:m o w0 0’ 0 0*
GITRL-PE
pPCR3-MKH (kalict) pGITRL-MKH (kalicr)
§_
583 5
(.)g_ o
#3

GITRL-PE

Sekil 4.9. Gegici ve kalici transfeksiyon sonrasi GITRL protein dizeylerinin akim
sitometrisi histogramlardir. Gegici transfeksiyon sonrasi akim sitometrisi ile GITRL
etkinligi %27,9 olarak saptanirken, kalici transfektanlarda GITRL ifadesi

saptanmadi.

4.4.2. qPCR ile GITRL ifadesinin Arastiriimasi

Kalici transfektanlarin mRNA dizeyi qPCR ile arastirildiginda ve pCR3’e gore
kalici pGITRL tasiyan MKH’lerde (ACt: -11,01) ve bos MKH’lerde (ACt: -12,34)
MRNA duzeyleri saptanirken, pCR3’U tagsiyan MKH’lerde GITRL mRNA ifadesi ¢ok
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dusuk (ACt:-19,07, Cp:40) olarak saptandi (Sekil 4.10A) Cp degeri 40 olanlar
%Z2’lik agaroz jelde yurutulerek ifade varligi dogrulandi (Sekil 4.10B).

A) B)

%

Kat Degisimi

Sekil 4.10. Kalici transfektanlarda GITRL hedef gen ekspresyon duzeyleri. (A)
Referans genler ile normalize edilmis gen ekspresyonu duzeylerinin kat degigimi

grafigi. (B) PCR Urlnlerinin agaroz jel goruntuleri.

4.4.3. immiinfloresan Boyama ile GITRL ifadesinin Arastiriimasi

immunfloresan boyama ile kalici transgen tasiyan hiicrelerde GITRL ifadesi
arastinldiginda transfekte olan hcrelerde (pCR3-MKH ve pGITRL-MKH) daha
belirgin olmak Gzere bos MKH’lerde de 1sima saptandi (Sekil 4.11).

A B

Sekil 4.11. Kalici transfeksiyon sonrasi hiicrelerin floresan mikrograflaridir. (A) Bos
MKH (B) pCR3-MKH (C) pGITRL-MKH, ¢ekirdek boyasi DAPI, x10.
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4.4.4. Transfekte Hiicrelerin immunofenotipik Karakterizasyonu

Gegcici ve kalici transfekte MKH’lerin  immunofenotiplendiriimesi sonucu hem
pCR3-MKH hem de pGITRL-MKH icin transfeksiyon yapilmamis MKH’lerde
oldugu gibi hematopoetik belirtegcler CD45, CD14, HLA-DR negatif, stromal
belirtecler CD44, CD29, CD105, CD73, CD90 pozitif saptandi (CD29; %94-97,
CD44; %94-97,6, CD73; %92,4-92,9, CD90; %98,4-99,2, CD105; %96,8-97).
Fakat kalici pCR3 ve pCR3-GITRL'de CD29, CD44 ve CD105’te kontrole gore
dusus saptandi (CD29; %56,8, CD44; %56,8, CD105; %42,55) (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. GITRL aktariimis mezenkimal kok hudcrelerin akim sitometrisi ile
immunofenotipik karakterizasyonunda A’da bos ve gecgici transgen tasiyan
hicrelerde stromal belirteglerin bulundugu, hematopoietik belirteclerin bulunmadigi
saptandi. B’de Kalici transgen tagiyan MKH’ler, bos MKH’ler ile karsilastirildiginda

bazi stromal belirteglerin ifadelerinin azaldigi gorulmektedir.

4.4.5. GITRL Aktarilmig Mezenkimal Kok Hiicrelerin Farklanma

Potansiyellerinin Aragtiriimasi

Adipojenik ve osteojenik farklanma analizleri igin bos MKH’lere yapildidi gibi
transfekte hicrelerin adipojenik ve osteojenik ortamlarda farklanmalari saglanip,
boyamalari yapildi (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. Bos ve transfekte olmus mezenkimal kok hdcrelerin adipojenik ve
osteojenik farklanma potansiyelini gdsteren mikrograflardir. Soldaki kolon
adipojenik (Oil Red O), ortadaki kolon osteojenik (Alizarin Red S) farklanma ve
sagdaki kolonda kontrol besiyerini (Oil Red O) gostermektedir, x10. Bos MKH’ler
Alizarin Red S ve Oil Red O ile boyanirken, transfekte hlcrelerde boyanma
gorulmedi. Sadece kalici pGITRL-MKH’lerde adipojenik farklanma saptandi.

Bos MKH’ler adipojenik farklanma besiyeri ile indiklendikten sonra Oil Red O
boyasi ile pozitif boyanan hicrelerde nétral lipid olusumu godzlemlenirken,
osteojenik farklanma besiyeri ile induklendiginde Alizarin Red S boyasi ile pozitif
boyanan hicrelerde kalsiyum depozitleri gézlemlendi (Sekil 4.13 A, B). Transfekte
hucreler adipojenik farklanma besiyeri ile indlklendikten sonra Oil Red O boyasi
ile boyandigi zaman hem pCR3 ile hem de pCR3-GITRL'In gegici
transfeksiyonunda nétral lipid olusumu gdzlenmedi, osteojenik farklanma besiyeri

ile indUklendiginde de Alizarin Red S boyasi ile kalsiyum depozitleri gézlenmedi
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(Sekil 4.13 D, E, G, H). pCR3 kalici transfekte hucreler adipojenik farklanma
besiyeri ile induklendikten sonra noétral lipid olusumu gézlenmezken, GITRL ile
kalici transfekte hicrelerde kontrole goére lipid olusumu goézlendi (Sekil 4.13 J, M).
Kalici transfektanlarin hem pCR3 ile hem de GITRL tasiyan plazmid ile osteojenik
farklanma besiyerinde indiksiyonu sonucu Alizarin Red S boyasi ile kalsiyum
depozitleri gozlenmedi (Sekil 4.13 K, N).

Osteojenik ve adipojenik farklanma belirteglerinin gen ifadelerine farklanma
induksiyonun 21. gununde hucrelerden total RNA izolasyonu yapilarak, gercek
zamanli qPCR ile bakildi. Elde elde edilen gen ifadeleri bog MKH'ler ile
karsilastirildiginda gegici pGITRL transgenini tasiyan MKH’lerde PPARgamma
ifadesinin azaldigi (log kat degisimi: 3,74) saptandi. pCR3 ile transfekte
MKH’lerde indluksiyon sonrasi PPARgamma ifadesi saptanamadi. SCD ifadesi
hem bos pCR3 ile hem de pGITRL ile transfekte hucrelerde bos MKH’lere goére
artti (sirasiyla log kat degisimi: 10,61; 9,68) (Sekil 4.14A).

Kalici transgen tasiyan MKH’lerde PPARgamma ifadesi gegici transgeni tagiyan
MKH’lerde oldugu gibi dustl (log kat degisimi: pCR3: 4,31; pGITRL: 3,09). SCD
ifadesi ise pGITRL’i kalici tasiyan hucrelerde duserken (log kat degisimi: 5,55),
pCR3’U kalici tagiyan hicrelerde artti (log kat degisimi: 11,03) (Sekil 4.14B).
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Sekil 4.14. Adipojenik farklanma genlerinin ifade duzeylerinin kat degisimi grafikleri
gorulmektedir. (A) Gegici transgen tasiyan hicreler bos MKHler ile
kargilastirildiginda PPARgamma ifadesi dismus, SCD ifadesi artmistir. (B) Kalici
transgen tasiyan hicreler bos MKH’ler ile karsilastirildiginda PPARgamma ifadesi

dusmusg, SCD ifadesi ise pCR3-MKH’de artmistir.
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Osteojenik farklanma besiyeri ile indikleme sonrasi osteojenik farklanmaya
spesifik genlerden CFBA1l ve ALPL genlerine bakildi. Gegici ve kalici
transfektanlarla, bos MKH’ler karsilastiriidi. Bos MKH’ler ve gegici pCR3 ile
transfekte hucreler karsilastinldiginda CBFALl ifadesinde o6nemli bir degisim
olmazken, ALPL ifadesinin pGITRL ile transfekte huicrelerde bos MKH’lere ve
pCR3 transfekte hicrelere gore arttigi (log kat degisimi: 2,79) saptandi (Sekil
4.15A). Kalici transgeni tagsiyan MKH’lerde ALPL ifadesi artarken (log kat degisimi:
3,51), CFBAL ifadesinin pCR3 (log kat degisimi: -0,74) ve pGITRL transfekte
hucrelerde (log kat deg@isimi: -2,31) dustugu saptandi. (Sekil 4.15B).
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Sekil 4.15. Osteojenik farklanma genlerinin ifade dizeylerinin kat degisimi grafigi.
(A) Gegici transgen tasiyan hucreler bos MKH’ler ile kargilastirildiginda pGITRL-
MKH’de CBFAL ifadesi dismus, ALPL ifadesi pGITRL-MKH'de artmistir. (B) Kalici
transgen tasiyan hudcreler bos MKH’ler ile karsilastirildiginda CBFAL ifadesi

dismus, ALPL ifadesi artmigtir.

4.4.6. Transfekte Hiicrelerin Gég Etme Ozelliklerinin Arastiriimasi

Transgeni gegici ve kalici tasiyan MKH’lerde motilite indeksi olguldd. Motilite
indeksi kultir kabindaki hlcreler Gzerine yapilan ¢izigin kapanma hizi (W) bes
alanda oOlgulerek (MI=1-Wt/WO0) hesaplandi. Sekil 4.16 A’da gizik sonrasi yapilan
Olcumler fotograflandirildi. Gegici transfektanlarda 3. saatte motilite indeksi dusuk
ve bos MKH’lerle benzerdi. Fakat 7 saatte transfekte hlcrelerin motilite indeksi
bos MKH’lere gore artti. 24 saat sonunda aradaki bosluk tamamen kapandi (Sekil
4.16 A, B).
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Sekil 4.16. in vitro yara iyilesmesi modelinde gizik sonrasi gegici transgen tasiyan
mezenkimal kdk hicrelerin go¢ etme Ozelliklerine ait mikrograflar (A) ve motilite
indeksi grafigi (B) gorulmektedir. Yirmidort saatin sonunda tum gruplarda motilite

indeksi esittir ve yara kapanmistir.
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Kalici transgen tasiyan hucrelerin gizik sonrasi yapilan olgumleri fotograflandirildi
(Sekil 4.17 A). ik 3 saatte MKH’lerin boslugu kapatma hizi kalici transgen tasiyan
hlcrelere gore daha yavasken, 7. saatte lateral hareket hizinin artmis oldugu ve
hatta transfekte MKH’leri gectigi saptandi. Yedinci saatte lateral kayma
hareketinde pCR3 ve pGITRL transfekte hlcreler arasinda belirgin bir fark
saptanmadi. Ancak 52. saatte MKH’lerdeki ¢izik bodlgesi tamamen kapanirken,
pGITRL ve pCR3 tasiyan MKH’lerde ¢izik kapanmadi (Sekil 4.17 A, B).
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Sekil 4.17. in vitro yara iyilesmesi modelinde cizik sonrasi kalici transgen tasiyan
mezenkimal kdk hicrelerin gé¢ etme 6zelliklerine ait mikrograflar (A) ve motilite
indeksi grafigi (B) goértulmektedir. Elli iki saatin sonunda bos MKH’lere gore

transfekte hicrelerde motilite indeksi dusuktur ve yara kapanmamistir.
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4.4.7. Transfekte HiicrelerinTransmisyon Elektron Mikroskobunda

incelenmesi

Elektron mikroskobu ile yapilan incelemelerde MKH’lerin yer yer birbirleriyle
baglantili homojen kimeler olusturduklari izlendi (Sekil 4.18 A, B). NCI-H82 ve
SCLC-21H hucre hatlarinin elektron mikroskobu duzeyinde heterojen agregatlar
olusturdugu gdzlendi. Ozellikle SCLC-21H hiicre dizisinde daha belirgin olmak
Uzere tUmor hicrelerinin birbirleriyle gevsek fokal adezyon birimleriyle baglantilar
gOsterdigi, sitoplazmalarinda vezikul trafigine ait organellerin ileri derecede
gelismis oldugu saptandi (Sekil 4.18 C, D, E, F).
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Sekil 4.18. Mezenkimal kok hucre (A ve B), ve NCI-H82 (C ve D) ve SCLC-21H
akciger tumor hicre hatlarina (E ve F) ait elektronmikrograflar. Sol kolonda daha
klgUk, sag kolonda daha buylk buyutmede MKH’ler ve akciger kanseri hicreleri
goOrulmektedir. N: Cekirdek, n: Cekirdekgik, m: Mitokondriyon, asterisk: vezikul ve
vakuoller, oklar: endoplazma retikulumu sisternalarini gostermektedir. A’da dilate
endoplazma retikulumu sisternalari ve artmis htcre igi vakuollere, E’'de hlcreler
aras| fokal temas noktalarina, D, E ve F’'de belirgin gekirdekgik yapisina dikkat

ediniz. Uranil asetat, kursun sitrat.

pCR3 ve pGITRL ile MKH’lerin gegici transfeksiyonu sonrasi elektron mikroskop
goruntulerinde ileri derecede dilate endoplazma retikulumu sisternalari bos
MKH’lere gore daha belirgin olarak izlendi. Hucrelerde endozomal keseler ve
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vezikul trafigine ait organellerin ileri derecede gelismis oldugu saptandi. Hicre
zarinin girintili ¢ikintili oldugu, yalanci ayaklar yaparak c¢evre hucrelerle temas
ettigi izlendi (Sekil 4.19).

Sekil 4.19. Saga dogru artan buylutmelerde pCR3 ve pGITRL ile transfekte

mezenkimal kdk hucre elektronmikrograflaridir. N: Cekirdek, n: Cekirdekgik, oklar:
vezikil ve vakuoller, asterisk: endoplazma retikulumu sisternalarini
gostermektedir. Tum elektronmikrograflarda artmis hicre igi vakuollere, B ve F'de
ileri derecede genislemis endoplazmik retikulum sisternalarina dikkat ediniz. Uranil

asetat, kursun sitrat.

4.5 Kanser Hiicre Hatlarinin Rekombinant GITRL Proteini ile Kiltiiri

Rekombinant GITRL proteinin iki farkli yogunluktaki KHAK Uzerine etkisi incelendi.
Kanser hlcre hatlarinin kultiri sonucunda gerek GITR ifade eden SCLC-21H
hicrelerinde gerekse GITR negatif NCI-H82 hicrelerinde 24 saatlik inkiibasyonda
5000 hicre yogunlugunda rekombinant GITRL proteinin denenen tim dozlarinda
onemli bir degisim gozlemlenmedi (Sekil 4.20). Ancak SCLC-21H 20.000 hicre
yogunlugunda tim dozlarda 24 saatlik inkibasyon inhibisyona yol acti (Sekil
4.20B). SCLC-21H 5000 hicre yogunlugunda rekombinant GITRL’in 48. saatlik
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inkubasyon ile ozellikle 10ng/ml’lik dozda proliferatif etki gozlendi. 72. saatlik
inkibasyon ile ise inhibisyon goruldu ve inhibisyon 6zellikle 10ng/ml ve 1000ng/ml
dozlarda daha belirgindi (Sekil 4.20A). SCLC-21H 20000 hticre yogunlugunda ise,
48. saatlik inkibasyon rekombinant GITRL 10ng/ml’lik dozda proliferatif etkiye yol
acarken, 100 ve 1000ng/ml’lik dozlarda inhibisyon yaptigi saptandi. 72. saatlik
inkiibasyon ise bu hucre yogunlugunda 6zellikle 1000ng/ml’lik dozda proliferatif
etki gosterirken 1ng/ml’de hafif inhibisyon goésterdi (Sekil 4.20B). 10ng/ml’lik
rekombinant GITRL'in NCI-H82 5000 hiicre yogunlugunda etkisi hem 48 hem 72
saatlik inkiibasyonda proliferatiftir (Sekil 4.20C). NCI-H82 hucre sayisi arttiginda
ise (20.000) 48. saatlerde sadece 10ng/ml’lik dozda proliferasyon olurken, 72.
saatte 1, 10 ve 100ng/ml'lik dozlarda proliferasyon saptandi. 1000ng/ml/ml’lik
dozda ise hem 48 satlik hem 72 saatlik inkiibasyonda inhibisyon olmaktadir (Sekil
4.20D).
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Sekil 4.20. SCLC-21H ve NCI-H82 kanser hucre hatlarinin artan rekombinant
GITRL ile uyarimi sonucu ¢ogalma egrileri. Kanser hucreleri (SCLC-21H ve NCI-
H82) 10ng/ml rekombinant GITRL ile uyarildiginda 48 saat sonunda hucre
proliferasyonu artmistir.
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4.6. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Altin ve Demir Nanopartikiilleri ile

isaretlenmesi

Tez calismasinin amagclarindan birisi MKH’lere biyouyumlu oldugu kanitlanan ve
inkiibasyon suresi ile dozu biyouyumluluk agisindan standardize edilen altin NP’ler
ile isaretlenerek kanser hucrelerinden ayirt edilebilmeleriydi. Bunun icin 10 ve 30
nm bayukligundeki altin NP’ler 35 nm buyuklugindeki demir NP’ler ile
kargilastirmali olarak MKH’leri isaretleme kapasiteleri icin i1sik ve/veya elektron
mikroskobu dlzeyinde analiz edildi. Altin NP’ler ile isaretli MKH’ler ince yapi
duzeyinde incelendiklerinde; partikullerin hucre igerisinde c¢esitli endozomal
kompartmanlarda dagihim gosterdigi saptandi (Sekil 4.21 A, B, C, D). 10 nm’lik
NP’ler hicre igerisinde genellikle diffuz dagilm gdsterirken, 30 nm’lik partikullerin
sitoplazmik uzantilarin iginde yerlestigi ve de sinirli olarak endozomlarin igerisinde

bulunduklari gézlendi.

Sekil 4.21. Altin nanopartikuller ile isaretli hicrelerin elektronmikrograflari. A ve
B’de 10 nm blyukligunde, C ve D’de 30 nm buyukligunde altin NP’ler ile isaretli

hacrelerin  elektronmikrograflari izlenmektedir. Altin taneciklerinin hucrelerin
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sitoplazmik uzantilarindan endozomal keseciklere alindigina (beyaz ok) dikkate
ediniz. N: Cekirdek, n: Cekirdekgik, beyaz ok: altin NP’ler.

Rodaminle isaretli demir NP’leri 1sik mikroskobunda MKH’lerin sitoplazmalarinin
icinde prusya mawvisi ile boyali alanlarla tam ortisen gorintiler verdiler (Sekil 4.22
A). Bu da bize adi gegen Urunun optimizasyonunun gegerli ve guvenilir olarak
yapildigini gosterdi. MKH’lerin ince yapi dizeyinde hucre zarlarinda belirgin bir
bicimde dagilan Rodamin-demir NP’ler ile isaretli olduklari saptandi (Sekil 4.22C,
D).

Kullanilan altin ve demir MKH’leri isaretleme performanslari agisindan
karsilagtinldiklarinda demir ile olan goruntilemenin altina gore daha basarih
oldugu izlendi. Diger yandan demir NP’ler ile yaklasik ayni boyutta olan 30nm’lik
altin NP’lerin hucre i¢ci kompartmanlarda yer degdistirmesine ragmen hucreleri

basariyla goruntuleyebildigi izlendi.

Sekil 4.22. Demir nanopartiklller ile isaretli mezenkimal kok hucrelere ait
mikrograflar/elektronmikrograflar. Sirasiyla A ve B’de demir NP’ler ile isaretli
mezenkimal kok hucrelere ait mikrograflar, C ve D’de elektronmikrograflar

izlenmektedir. A’da demir NP’ler Prusya mauvisi ile hucrelerin sitoplazmasinda mavi
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renkte boyanmigtir, x50. B’deki floresanmikrografta rodaminle isaretli NP’lerin,
cekirdekleri DAPI ile mavi boyali MKH’lerin sitoplazmalarindaki kirmizi renkli
goruntusu izlenmektedir, x40. C ve D’de demir taneciklerinin ultrastriktirel olarak
hicrelerin ylzeyinde dizildigi (siyah ok) gorulmektedir. N: Cekirdek, n: Cekirdekgik,

siyah ok: demir NP’leri gostermektedir.

4.6.1. Altin ile isaretli Mezenkimal Kok Hiicrelerin Proliferasyonu

Altin NP’lerin MKH’lerin proliferasyonuna olan etkisinin arastiriimasi icin her iki
bayuklukteki partikille isaretleme yapildiktan sonra huicrelere WST-1 testi
uygulandi. Yapilan 6lgim sonucunda ¢ap! 10nm olan nanopartikillerin 2,5ul/mr’lik
dozunda maksimum proliferatif etki gdzlendi. 5 ve 10 ul/ml'lik dozlarda bu etki sabit
olarak devam etti. 15 ul/ml'lik dozda hafif bir artis gézlendi. Fakat bu artisin 20
pI/mllik dozda azaldigi saptandi. Capi 30 nm olan nanopartikullerde ise 10nm’lik
nanopartikullerin aksine 2,5 pl/ml’lik dozdaki artig minimum duzeydeydi. 30 nm’lik
nanopartikillerde maksimum proliferatif etkinin gézlendigi doz 5 pl/ml’lik dozdu. 10
pi/ml'de proliferasyon sabit kaldi. Fakat 15 ve 20 uyl/mlI'de proliferasyon etkisinin

dismeye basladigi saptandi (Sekil 4.23).
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Sekil 4.23. WST-1 yontemiyle altin nanopartikillerin mezenkimal kdk hucrelerin
proliferasyonuna etkisi gorlUlmektedir. 10nm’lik nanopartikillerde hucre
proliferasyonu en fazla 2,5 pl/ml'lik dozda, 30 nm’lik nanopartikillerde 5 pl/mr’lik
dozda saptanmigtir.
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4.6.2. Altin ile isaretli pGITRL Tasiyan Mezenkimal Kok Hiicrelerin

Proliferasyonu

Kalici pGITRL transgeni tasiyan ve altin NP’ler ile isaretli MKH’lerin proliferatif
etkilerinin olup olmadiginin belirlenmesi i¢cin WST-1 Testi uygulandi. Yapilan
Olcim sonucunda ¢aplari 10 ve 30 nm olan partikullerin proliferasyonu 2,5 pl/ml’lik
dozda artig gOsterdi. Doz arttikga proliferasyonun degismedigi saptandi (Sekil
4.24).
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Sekil 4.24. WST-1 ydntemiyle altin nanopartikillerin kalci pGITRL tasiyan
mezenkimal kdk hicrelerin proliferasyonuna etkisi. Hicre proliferasyonu her iki

blyuklukteki (10 ve 30 nm) NP’de de 2,5 ul/ml'lik dozda en fazla goériimustir.

4.7. Ko-kiltir Galigmasinin Sonuglari

4.7.1. Ko-kiilture Edilen Kanser Hiicrelerinin Annexin/Pl ile Apoptozunun

Arastiriimasi

Gecici ve kalici transgen tasiyan (pGITRL ve pCR3) ve bos MKH'ler, SCLC-21H
ve NCI-H82 hucreleri ile ko-kultlire edilmeden 6nce kanser hicrelerinin spontan
olum yuzdeleri akim sitometrisi ile arastirildi. 48 saat sonunda yapilan Annexin-PI
boyamasi sonucunda en az hicre olumu 2:1 (kanser: MKH= 80.000: 40.000)
oraninda (SCLC-21H igin; %9,7; NCI-H82 i¢in %16,4) saptandi (Sekil 4.25).
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Sekil 4.25. Kanser hucrelerinin akim sitometrisinde spontan 6lim ylzdeleri
verilmistir. Her iki hicre hatti icin de (SCLC-21H ve NCI-H82) spontan &6lim

yuzdesinin en az oldugu hucre miktari 80000 htcre olarak belirlenmigtir.

24 kuyucuklu kultdr kaplarinda 2:1 oraninda kanser hucresi: MKH ko-kultura igin
kirmizi CFSE ile boyali 80.000 kanser huicresi kullanildi ve 6li hlcreler Annexin-Pl
boyamasi yapilarak akim sitometrisi ile analiz edildi (Sekil 4.25). SCLC-21H igin
spontan olum yuzdesi %44,63+32,73, NCI-H82 igin ise %36,13+19,22 idi. Spontan
O0lim oranlari ile karsilastinidiginda, bos MKH’ler SCLC-21H ve NCI-H82
hicrelerinde énemli bir apoptotik hiicre 6limine yol agmadi. Sadece her iki grup
icin de bagimsiz yapilan birer deneyde spontan hicre dlumune gore, bos MKH’ler
SCLC-21H i¢in 7,32; NCI-H82 i¢in 2,83 kat hicre dlimine neden oldu (Sekil 4.26
B ve C). pCR3’U gecici ya da kalici tasiyan hicrelerin SCLC-21H hucrelerinin
Olima Uzerine etkisi olmadi. pGITRLi kalici tasiyan MKH’ler SCLC-21H
hicrelerinde 6nemli bir degisime neden olmazken, gegici tagsiyan hucrelerin bir
deney grubunda 3,23 katlik bir artisa neden oldu. NCI-H82 Uzerinde en yuksek
apoptotik etkiyi ilging olarak pCR3’U gecici tasiyan MKH’ler gosterdi (kat degisimi:
5,27 ve 2,47) ve pGITRL'i gecici tasiyan MKH’lerin etkisi ise daha dusuktu (kat
degisimi: 2,55 ve 2,02). pGITRL’i kalici tagiyan MKH’lerin her iki hlicre kanser hatti
uzerinde apoptotik hiicre olum etkisi gegici pGITRL tasiyan MKH’lere gore azaldi.
(Sekil 4.26 B ve C).
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Sekil 4.26. Ko-kultir sonucu SCLC-21H ve NCI-H82 hucrelerinde saptanan hicre
O0lumu akim sitometrisi yontemiyle verilmistir. A’da (i) Kirmizi CFSE ile kanser
hicrelerinin ¢ekirdek boyamasni gdsteren floresanmikrograf goérilmektedir, x50.
(i) Kanser hucrelerinin yapisma ozelliginden dolay1 P1 kapisi ile duplike hucreler
elimine edildi. (iii) Hucreler P2 kapisi ile granulite ve boyuta gore secildi. (iv) P5
kapisi ile tum CFSE pozitif hucreler segildi. (v) P5 kapisinin altindan agilan Q2 ve

Q4 kapilari Annexin-PI pozitif hiicreleri gdstermektedir.
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(B) Gegici transgen tastyan MKH’ler Uzerindeki kanser hucrelerinin Annexin-Pl ile
isaretlenmesi sonrasi olum en ¢ok pCR3-MKH ile NCI-H82 hucreleri ko-kultire
edildiginde saptanmistir. (C) Kalici transgen tasiyan MKH’ler lzerindeki kanser
hlcrelerinin Annexin-Pl ile isaretlenmesi sonrasi 6lim en ¢ok bos MKH’er NCI-

H82 hucreleri ile ko-kulture edildiginde saptanmistir.

4.7.2. Ko-kiiltiire Edilen Kanser Hiicrelerinin TUNEL Yontemi ile

Apoptozunun Arastiriimasi

TUNEL analizlerine gore SCLC-21H ve NCI-H82 hucrelerinin spontan apoptotik
O0lum indeksleri arasinda 6nemli bir farkhlik yoktu. Bos MKH’ler ise SCLC-21H’I
spontan hicre 6limulne goére 0,44 kat daha az oldurdyordu. pCR3’U gegici ya da
kalici tasiyan MKH’lerin SCLC-21H ve NCI-H82 hiicreleri lizerinde énemli bir etkisi
saptanmadi. pGITRL'i gegici tasiyan hucreler, SCLC-21HIn spontan hucre
o0lumune gore 2,07 katlk bir artig gosterirken, kalici tagiyan hicreler 2,68 katlik bir
artisa neden oldu (p<0,001). NCI-H82 hcreleri pGITRL tasiyan hucreler ile ko-
kulture edildiginde gecicilerde 0,45 katlik bir azalmaya, kalicilarda 1,52 katlik bir
artisa neden oldu. Bos MKH’lerin NCI-H82 hucrelerinin 6limune etkisi olmadi
(Sekil 4.27).
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Sekil 4.27. TUNEL yontemiyle mezenkimal kok hucrelerle ko-kultir sonucu kanser
hicrelerindeki apoptotik indeks kat degisimi grafikleri ve mikrograflar. (A) Gegici
transgen tasiyan MKH’ler ile kanser hticrelerinin ko-kultira. (B) TUNEL boyamasi
sonucu 1sIk mikroskobu goruntuleri (gegici, x10). (C) Kalici transgen tagiyan
MKH’ler ile kanser hucrelerinin ko-kultiru. (D) TUNEL isaretlemesine ait isik
mikrograflarda ¢ekirdek hematoksilenle mor renktedir. Apoptotik hucreler
kahverengi isaretlidir.(kalici, x10). * spontan apoptotik hicre indeksine gore

anlamli olarak artiga neden olan érnekleri gostermektedir (p<0,001).

4.7.3. Ko-kiiltiirlerdeki Kanser Hiicrelerinde SIVA Ekspresyon Duzeyleri

pGITRL'i gegici tasiyan MKH’ler Uzerinde ko-kulturi yapilan SCLC-21H
hicrelerinde SIVA1 ifadesinin bos MKH Gzerindeki SCLC-21H’ye goére 5,65 kat
daha fazla ifade edildigi saptandi. pCR3’U gegici tasiyan MKH Uzerindeki
uzerindeki SCLC-21H hucrelerinde de SIVA1L ifadesinin bos MKH Uzerindekilere
gore daha az olmakla birlikte artis vardi (3,21 kat). Kat degisimi pGITRL’i gegici
tasiyan MKH’ler Uzerindeki NCI-H82 hiicrelerinde de az olmakla birlikte saptandi
(2,14 kat). Ancak pCR3’U gecici tasiyan MKH’ler tzerindeki NCI-H82'in SIVA1
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ifadesi bos MKH’ler Uzerindekine gore farkh degildi. pCR3 ve pGITRL kalici
tasiyan MKH’ler Gzerindeki gerek SCLC-21H gerekse NCI-H82 hiicrelerinin SIVAL
ifadeleri de bos MKH’ler tizerindekinden farkli degildi. (Sekil 4.28).
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Sekil 4.28. Gegici ve kalici transfekte mezenkimal kok hicreler Gzerindeki kanser

hicrelerinin SIVAL ifadesi kat degisimi grafigi ve jel goruntusu izlenmektedir.

(A) SIVA1l gen ifadesinin en fazla gecici transgen tasiyan MKH’ler Uzerindeki
SCLC-21H hucrelerinde oldugu saptanmistir. (B) gPCR ile SIVA1 Ct degeri 40
olanlar %2’'lik agaroz jelde gorildiigii takdirde pozitif kabul edilmistir. Ornek 1: Ggli
tekrarda SIVA1 Cp degeri 40; ACTB: 29,53; B2M: 33,12 Ornek 2: pGITRL-MKH’de
SIVAL Cy degeri 36,9; ACTB: 25,76; B2M: 26,34'tir.

4.7.4. Ko-kiilturlerdeki Kanser Hiicrelerinde ELISA ile Siva Protein Duzeyleri

Kit iceriginde bulunan ve apoptoz dizenleyici protein olan Siva’ya spesifik antikor
ile kapli olan plakaya standartlar ya da orneklerin eklenmesi sonucunda Siva
proteinini iceren kuyularda enzimatik reaksiyon sonucu renk degisimi olmaktadir.
Olusan renk degisimi spektrofotometrik olarak 450nm dalga boyunda olculda. Kit
iceriginde 5000 pg/ml olarak verilen standart yiuksek standarttir. Bu standarttan
seri dilusyonlar (5000, 2500, 1250, 625, 312, 156, 78 ve 0 pg/ml) hazirlandi. Sifir
standart olarak dilisyon yapilan ortam (kit iceriginde bulunan o6rnek dilisyon

soltsyonu) kullanildi (Sekil 4.29). Kontrol olarak bos kanser besiyerleri (DMEM-
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HG ve RPMI1640) ve MKH’lerin kanser besiyerindeki kulturlerinin stpernatanlari
kullanildi. Cihaz 10 pg/ml-80 pg/ml arasindaki degerler arasini standart egri
Uzerinden hesaplayamadi. Bu degerler arasi Excell programinda hesaplandi (Sekil

4.29’da ikinci grafik).

y=((A-DY(1+(x/CP'B)}+D . .
£:0.101: B: 1,368 C: 1480,99; D: 2,691 Standart egri y=0,0012x + 0,0642 Standart egri

R?=0,999 R?*=10,9998
3

r

OD 450nm’de Ortalama dege|

50 100 150 200

10 100 1000 10000 -0.04

Konsantrasyon (pg/ml) Konsantrasyon (pg/ml)

Sekil 4.29. ELISA’da Siva analizi icin OD450nm’de ortalama abzorbans dederleri

hesaplanarak olusturulan standart egri grafigi verilmistir.

ELISA calismasi igin yapilan deneylerde hem direk ko-kultir sonucu hem de
transwell ile yapilan ko-kulturlerinde kanser hucrelerinin stpernatanlari analiz
edildi. SCLC-21H ve NCI-H82 hucrelerinin bos kultlir ortamlari (sirasiyla DMEM-
HG ve RPMI1640) ve bu kiltir ortamlarinda sadece MKH’lerin bulundugu
kulturlerin supernatanlari kontrol olarak kullanildi. Arkaplan Siva protein isimasi ve
kanser hucre kultir ortamindaki MKH’lerin Siva protein duzeyleri saptandi.
DMEM-HG’de daha fazla olmak Gizere hem DMEM-HG hem de RPMI’da buydtilen
MKH’lerin Siva salgiladi§i saptandi. Direk ko-kulttrlerde bos MKH’ler Uzerindeki
SCLC-21H ve NCI-H82 Siva protein duzeylerinin transwelldekilere gore daha
fazlaydi. Gegici transfektanlar ile transwellde yapilan ko-kultirlerde pGITRL
tasiyan MKH hcreleri Gzerindeki SCLC-21H hucrelerinin Siva protein dizeyinin,
bos MKH ve pCR3 transfekte MKH’ler Uzerindekilere goére daha fazla oldugu
ancak pGITRL’i kalici tagsiyan MKH’ler GUzerindeki transwell ko-kultirindeki SCLC-
21H'de azaldigi saptandi. Direk ko-kulturlerde ise bos MKH’ler Uzerindeki SCLC-
21H hcrelerinin Siva protein dizeyi, hem pCR3 ile hem de pGITRL ile gegici ve
kalici transfekte MKH Uzerindeki SCLC-21H’deki protein diizeyine gore daha fazla
idi (Sekil 4.30).
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NCI-H82 hucrelerinin transwellde yapilan ko-kulturlerinde; gegicilerde daha fazla
olmak Uzere gegici ve kalici pGITRL tasiyan MKH’ler, pCR3 tasiyan MKH’ler ve
bos MKH’lere gére daha fazla NCI-H82 Siva protein dizeyine yol ag¢ti ancak bu
dizey SCLC-21Hnin gegici pGITRL tasiyan MKH’ler Gzerindeki transwell
sonuglarindan dusuk, kalicilarindan yuksekti. NCI-H82 hucrelerinin direk ko-
kaltarinde ise gegici pGITRL transfekte MKH’ler Uzerinde, pGITRL'i kalici tagiyan
MKH’lere gbére daha fazla Siva salgilandi§i saptandi ancak bu dizey direk ko-
kultirde gecici pCR3 transfekte MKH’lerin Uzerindeki NCI-H82 Siva protein
duzeyinden daha dusuktu. Ayrica direk ko-kultirde gegici ile kalici transfektan
tasiyan MKH’lerin NCI-H82 Uizerindeki Siva agisindan etki farki SCLC-21H Uzerine
olan etki farkindan daha belirgin bulundu ($ekil 4.30).

200 -
180
160 -
140 4
120 -
100

80 -

Siva konsantrasyonu (pg/ml)

|

Transwell'de SCLC-21H Ko-kiiltiir'de SCLC-21H Transwell’de NCI-H82 Ko-kiiltlir'de NCI-H82

Sekil 4.30. ELISA ydntemiyle SCLC-21H ve NCI-H82 hucrelerinde Siva protein
dlUzeyleri. DUz siyah ¢izgi arkaplan Siva protein 1sima dizeyini, kesikli siyah gizgi
bos MKH Uzerinde kanser hucrelerinden salgilanan Siva protein dlzeylerine isaret
etmektedir. En yUksek Siva protein dizeyi transwellde gegici pGITRL tasiyan
MKH’lerde saptanmistir.
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4.7.5. GITRL Transgenini Tagiyan MKH’lerin Kanser Hiicrelerinin

Proliferasyonu Uzerine Etkisi

Ko-klltir g¢alismalarinda prolifere olan hucreler kirmizi CFSE ile akim
sitometrisinde analiz edildi. Proliferasyonun saptanmasinda tim htcrelerden énce
CFSE pozitif hucreler secildi, daha sonra bu hlcrelerden Pl negatif yani nekroza
gitmeyen hucreler secilerek proliferasyon yuzdesi hesaplandi (Sekil 4.31 A).
Spontan SCLC-21H proliferasyon kapasitesinin (%10,47+6,85) spontan NCI-H82
proliferasyon kapasitesinden (%3,37+3,35) daha fazla oldugu saptandi. SCLC-
21H hacreleri bos MKH’ler ya da gegici/kalici transfektanlar (pCR3 ve pGITRL) ile
ko-kultire edildiginde proliferasyonlarinda bir degisim saptanmadi (p>0,001). NCI-
H82 hiicreleri ise bos MKH’ler ile ko-kultire edildiginde proliferasyonda 14,86 kat
artis saptandi. Yine NCI-H82'nin gecici pGITRL transgen tasiyan hucreler ile ko-
kultarinde 19,93 kat, kalici pGITRL transgen tagiyan hicreler ile ko-kultirinde ise
22 kat proliferasyonda artis saptandi (Sekil 4.31 C).
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Sekil 4.31. Ko-kultir sonucu SCLC-21H ve NCI-H82 hucrelerinde saptanan hicre

proliferasyonu akim sitometrisi yontemiyle verilmistir. A’da (i) kanser hicrelerinin

yapisma Ozelliginden dolayl tek tek dismeyen (ciftler halinde suUspansiyonda

bulunan doublet) hicrelerin elimine edildigi P1 kapisi (ii) granularite ve boyuta
gore hcrelerin segildigi P2 kapisi (iii) tim CFSE pozitif hicrelerin segildigi P5
kapisi (iv) Pl negatif hiicrelerin segildigi P3 kapisi (v) CFSE pozitif hiicreler. (B)

Gegcici transgen tasiyan MKH’ler Gzerindeki kanser hicrelerinin kirmizi CFSE ile

isaretlenmesi sonrasi proliferasyon en ¢cok pCR3-MKH ile ko-kulttre edilen NCI-
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H82 hucrelerinde saptanmistir. (C) Kalici transgen tasiyan MKH’ler Gzerindeki
kanser hucrelerinin kirmizi CFSE ile isaretlenmesi sonrasi proliferasyon en gok
pGITRL-MKH ile ko-kultire edilen NCI-H82 hiicrelerinde saptanmistir.

4.7.6. Altin ile isaretli pGITRL Tasiyan Mezenkimal Kok Hiicrelerin Kanser

Hicreleri ile Ko-kiltiiri

10 ve 30 nm buyukligundeki altin nanopartikiller, pGITRL transfekte MKH’ler ile
isaretlendikten sonra kanser hucreleri ile ko-kulture edilerek ince yapi duzeyinde
her iki hdcrenin birbiriyle iligkisi arastirildi. Hem 10 nm hem de 30 nm
bayukligundeki altin NP’ler, MKH’lerin sitoplazmik kompartmanlarinda dagilim
goOsterdi. Altin NP’ler ile isaretli MKH’ler iri goérUntuleri, centikli O6kromatik
cekirdekleri, dilate endoplazma retikulum sisternalari, artmis vezikuler trafikleri ve
belirgin sitoplazmik uzantilari ile kanser hucrelerinden kolaylikla ayrildi. KHAK
hucreleri genellikle daha kuguk ancak heterojen buyuklikte, yuvarlak ya da oval
bicimli hicre gruplari olarak karsimiza ¢ikti. MKH’lerin kanser hcreleriyle yakin

temasta oldugu ancak genellikle fokal baglanti olusturmadigi izlendi (Sekil 4.32).
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Sekil 4.32. Altin ile isaretli pGITRL ile transfekte mezenkimal kdk hicrelerin SCLC-
21H hdcreleri ile ko-kulturine ait elektronmikrograflar. A ve B'de 10 nm
blydkligunde altin NP’ler, C ve D’de 30 nm buyukliginde altin NP’ler ile isaretli
MKH’lerin sitoplazmik uzantilar yaptidi, genellikle yuvarlak sekilli SCLC-21H
kanser hucreleriyle yakin temasta oldugu ancak fokal baglanti olusturmadigi
izlendi. N: Cekirdek, siyah ok: MKH, beyaz ok: SCLC-21H hucrelerini
gOstermektedir.
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5. TARTISMA

Kanserden 6lim olgularinin énlenebilmesi igin Ulusal Kanser Enstitlisi’ntiin 2015
planlarina gore yeni tedavi segeneklerinin gelistiriimesi gerekmektedir [1]. Son bes
yillik yagsam oranlarina bakildiginda, akciger kanseri; %15, karaciger kanseri; %7,
glioblastoma; %5 ve pankreas kanseri; %4 seklindedir [174]. Var olan tedavi
segenekleri hem oOlumu oOnleyememekte hem de pek ¢ok yan etkileri
bulundurmaktadir. Bunlardan en 6nemlisi kemoterapi ajanlarinin neden oldugu
yan etkilerdir. Kemoterapi kaynakh yan etkiler uzun dénemde farklh kanserlerin de
gelisme riskini arttirabilir [174, 175]. Bu nedenle yeni tedavi yaklasimlarina ihtiyag
duyulmaktadir [174]. Genetik malzemenin modifiye edilerek kullanildidi gen
tedavisi son vyillarda kanser igin umut vaat etmektedir. Akciger kanseri
modellerinde  kanser asilari  geligtiriimekte [176], kanser hucrelerinin
oldurdlmesinde virusler hedeflenmekte, tumorun kan ihtiyacinin  azaltiimasi
saglanmakta ve kanser hucrelerine hicre olumu saglayan genlerin aktariimasi ile
ilgili calismalar yapilmaktadir [174, 177-179]

Tez calismasi kapsaminda kanser mikrogevresinde etkileri oldugu bilinen GITR ve
ligandi; GITRL'in etkilesiminin KHAK (zerindeki direk etkisini arastirdik. Bu
nedenle GITRL ile transfekte edilen MKH’ler KHAK hicreleri ile ko-kultire edilerek
apoptotik ve proliferatif etkileri incelendi. GITRL ile transfekte edilen MKH’ler altin
nanopartikuller ile de isaretlenerek ko-kultur ortaminda goruntulenmeleri saglandi.
Calismamizda ilk olarak dokuz fakli dondrde, daha sonra da ticari olarak satin
alinan baska bir donér MKH’sinde GITR/GITRL protein ve mRNA dlzeyleri
arastinldi. Hem protein hem de mRNA dizeyinde ifade saptanmadi. Daha sonra
bu MKH’lere, GITRL transgenini tasimak Gzere CMV promotoru altinda GITRL
klonlanmig olan ve neomisin direnglilik geni tasiyan pCR3-GITRL plazmidi
aktarildi. pCR3-GITRL aktariminin gergeklestirimesinde éncelikle etkinligin disuk
oldugu fakat daha az toksik ve immunojen oldugu belirtilen [180] lipozom
sistemleri kullanildi. Optimizasyon ¢alismalari sonucunda, literatur ile benzer
olarak, MKH’lere plazmid transfer etkinliginde en fazla %4,7 ‘e ulagilabildi [181,
182]. Bu nedenle aktarim etkinligi daha yuksek olan elektroporasyon sistemine
gecildi ve Neon marka elektroporator ile optimizasyon c¢alismalari sonucu en
yuksek transfeksiyon etkinligi (%47,5) 1500 V, 20 ms 1 pulse kosullarinda ve 2,5

Mg plazmid DNA’sI kullanilarak elde edildi. Transfeksiyon sonrasi plazmidi gegici
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olarak tasiyan MKH’ler arasindan rekombinasyon sonucu MKH genomuna
entegre olmus kalici transfektanlari segebilmek i¢in 400ug/ml G418 (neomisin)
ortaminda seleksiyon yapildi.

Transgeni hem gecici hem kalici tasiyan MKH’lerin akim sitometrisi ile yapilan
immunofenotipik karakterizasyon calismalari sonucunda, gegici transfektanlarin
karakterizasyonunda bir degisiklik olmadigi saptandi. Kalici transfektanlarda ise
CD29, CD44 ve CD105’te dusus saptandi. Bu bulgular, MKH’lere elektroporasyon
sonrasi stromal belirteglerin  dismedigini gdsteren c¢alismalardan farklilik
gOstermektedir [181, 183]. Sprangers ve arkadaslari [183] elektroporasyon sonrasi
CD73 protein ve RNA ifadesinin degismedigini gostermistir. Aluigi ve arkadaglari
[181] elektroporasyon sonrasi uglncli ginde CD29 ve CD105 protein ifadesini
ayni bulmustur. CD29 ve CD44, MKH’lerin proliferasyon, farklanma ve gog¢
kabiliyetleri ile baglantili oldugu dugunulen stromal belirteclerdir [184, 185].
pGITRL’'in MKH’lerin motilitesi Uzerine etkisini incelemek igin kiltirdeki hicrelerin
lateral kayma hareketinin élglldigu ¢alismada gegici transgen tasiyan MKH’lerde
7. saatte motilite hizinin arttigi ve aradaki boglugun 24 saat sonunda kapandigi
saptanmigtir; fakat kalici transgen tasiyan hucrelerde bosluk 52. saatte dahi
kapanmamisti. Bu bulgular bize CD29 ve CD44 gibi belirte¢ duzeylerinin
dismesinin 6zellikle kalici transgen tasiyan MKH’lerin motilite hizi ile baglantih
olabilecegini gostermektedir. MKH’ler Uzerindeki CD105 ise TGF-beta yolagini
uyararak kondrojenik farklanmayi saglar [186]. Calismamizda transfekte olan ya
da bos MKH’lerin kondrojenik farklanmasi incelenmemistir. Bu nedenle transfekte
hicrelerdeki bu disisin kondrojenik farklanma ile iliskisi gelecek calismalarda
arastirnimahdir.

Transfekte edilen MKH’lerin farklanma potensiyelleri histokimyasal boyama ile
morfolojik olarak incelendiginde kontrollere gére hem adipojenik hem de osteojenik
farklanma oraninin azaldigi saptandi. Bu bulgular da MKH’lerin transfeksiyon
sonrasi farklanma potansiyellerinin korundugunun rapor edildigi Aluigi ve
Sprangers’in calismalarina gore farklihk gostermektedir [181, 183]. Bu
calismalarda osteojenik ve adipojenik farklanmanin korundugu gdsterilmigtir.
Adipojenik indUksiyonun 21. gununde vyapilan qPCR analizi sonucunda
PPARgamma’nin pGITRL tagiyan MKH’lerde daha belirgin olmak Gzere tim kalici
transfektanlarda bos MKH’lere gore dustugu saptandi. Buna gore transfekte edilen
MKH’lerde transgenden PPARgamma gen ifadesi etkilenmektedir. SCD ifadesinin
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bos plazmidi tasiyan MKH’lerde bogs MKH’lere gore dramatik bir artis gostermis ve
GITRL'i tasiyan plazmidlerde ise biraz dusus disinda fazla degisim olmamigtir.
Osteojenik induksiyonun 21. guninde o6zellikle pGITRL transgenini tasiyan
MKH’lerde ALPL ifadesi artarken, CFBALl ifadesinin dustugu saptandi. Sonug
olarak morfolojik ve gen ifadesi dizeyinde MKH’lerin adipojenik ve osteojenik
potansiyelleri transfeksiyonla ve 6zellikle pGITRL transgenini tagimasiyla bozuldu.
Gerek immunofenotip gerekse farklanma potansiyelinde saptadigimiz bu
degisiklikler deneylerde kullanilan plazmid ve transgen kaynakli olabilir. Elektron
mikroskopu incelemelerinde ise MKH’lerde endozomal keseler ve vezikul trafigine
ait organellerin ileri derecede gelismis oldugu saptandi. Transfeksiyon yapilan
hicrelerde ileri derecede dilate endoplazma retikulumu sisternalari bos MKH’lere
gore daha belirgindi. Bu hucrelerdeki aktif protein trafiginin gostergesi olabilir.
Raimondo ve digerleri yaptiklari galismada yesil florasan protein (GFP) ile
transfekte edilmis sican MKH’lerinde c¢alismamiz ile benzer olarak dilate
endoplazma retikulum sisternalari saptanmis ve bunun artmis vakuol sayisi ile
iliskili olabilecegi belirtilmigstir [187].

Transfeksiyon yapilan MKH’lerin GITRL duzeylerini saptamak igin yapilan akim
sitometrisi ve qPCR sonucu pGITRL ile gegici olarak transfekte edilen hicrelerin
protein duzeyi %47,5 olarak belirlendi fakat kalici olarak transfekte edilen
hicrelerde GITRL proteini saptanamadi. Kalici transfektanlarda ise GITRL ifadesi
MRNA diuzeyinde gPCR ile saptanabildi. Akim sitometrisi ile kalici transfektanlarda
GITRL saptanamamasi pGITRL’in genoma entegrasyonu ile GITRL'in protein
dizeyinde baskilandigina isaret etmektedir. Ancak gPCR sonuclari bu
baskilanmanin  mRNA dizeyinde olmadigini gostermektedir. GITRL ylzey
ekspresyonu regulatuvar ya da mutasyona neden olan faktorler tarafindan
engellenmis olabilir [188]. Yapilan bir galismada diger bir TNF ailesi Uyesi
CD137’nin de GITRL gibi protein dizeyi duslik bulunmustur. Arastiricilar bu
dusukluguan, hucre-hucre etkilesimi ile tetiklenen kostimulatuvar yanitlari
engelleyebilecegini belirtmistir [189].

Cahsmalarimizda kullandigimiz iki farkli KHAK hucre hatti SCLC-21H'In GITR
eksprese ettigi, NCI-H82'nin ise GITR eksprese etmedigi bilinmektedir [7]. Biz de
akim sitometrisi ile GITR ve GITRL protein duzeyleri inceledigimizde SCLC-21H
hicrelerinde GITR ifadesini %24,3 oraninda, NCI-H82 hicrelerinde ise ¢ok diusuk
dizeyde (%6,4) saptadik. GITRL protein duzeyi ise her iki kanser hucre hattinda
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da ¢ok az miktarda idi (%4,7 ve %3,9). Bu sonug protein atlas verileri ile
uyumluydu [7].

llerleyen basamakta solubl GITRL'in kanser hiicreleri (zerindeki etkisini
arastirmak icin kanser hucre hatlari rekombinant GITRL (rGITRL) proteini ile
kultire edildi. Sonug¢ olarak, rGITRL'In kanser hucreleri Uzerindeki etkilerinin
proteinin dozuna, proteine maruz kalinan zamana ve hlcre yukune gore degistigi
saptandi. SCLC-21H’de dusuk htcre yogunlugunda ayni doz (10ng/ml) rGITRL 48
saatte inhibisyona yol acarken, 72 saatte proliferasyona yol acgabilmektedir.
Yuksek hucre yogunlugunda ise bu doz 48 saatte proliferasyona yol agmaktadir.
Yuksek dozlardaki inhibisyon etkisinin 6zellikle GITR ifade etmeyen NCI-H82'de
daha istikrarli ¢izgi izlemesi inhibisyonun hucre-hucre kontakt inhibisyonundan
kaynaklanabilecegini dusundurmektedir. Kontakt inhibisyon riskine ragmen
10ng/ml’lik rekombinant GITRL dozununun hem GITR eksprese eden (SCLC-21H)
hem GITR eksprese etmeyen (NCI-H82) hucrelerde 48 inklibasyonda inhibisyona
yol agmasi dikkate degerdir. Uzun sureli inkiibasyonda inhibisyon etkisi (6zellikle
kisa sureli inkiibasyonlarda proliferasyon goérilen dozlarda) zamanla artan hiicre
yogunluguna bagli kontakt inhibisyondan etkileniyor olabilir. YUksek hicre
yogunluguna (20000 hicre) ve uzun inkdbasyon suresine (72 saat) ragmen
rGITRL’in SCLC-21H’i 1000ng/ml dozunda prolifere ederken, 1ng/ml dozda inhibe
etmektedir. NCI-H82 ylksek yoJunlukta ve 72 saatte rGITRL’in doza bagl etkisi
SCLC-21H’nin Uzerindeki etkisinin tam tersidir: disuk dozlarda proliferasyon
yuksek dozda (1000ng/ml) inhibisyondur.

Amin ile modifiye edilmis ve PEG ile kapli altin NP’ler, MKH’ler ile isaretlendiginde
ince yap! duzeyinde, partikullerin endozomal ve lizozomal vezikullerde toplandigi
saptandi. Calismamiz ile benzer olarak baska calismalarda da PEG ile kapl altin
NP’lerin de endozom ve lizozomlarda biriktigi gézlenmistir [152, 190, 191]. Fakat
baska bir galismada 3,7 nm’lik altin NP’ler Hela hicrelerinde ¢ekirdekte birikmistir
[192].

Altin ile isaretli NP’lerin MKH’lerin proliferasyonlari tzerine etkisi arastirildiginda,
10 nm boyutundaki NP’lerde 2,5 pl/ml'lik dozda, 30 nm’lik partiktllerde 5 pl/ml’lik
dozda maksimum proliferatif etki gbézlendi. Hucre proliferasyonunun 10 nm
boyutundaki NP’lerde 20 ul/ml’lik dozda, 30 nm’lik partikillerde 15 ve 20 pl/ml’lik
dozlarda azalmasi, yuksek dozlarda partikillerin negatif etki gosterebilecegini

disundurdd. Yapilan calismalarda altin NP’ler ile isaretli hucrelerin toksik
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etkilerinin hiicre boyutuna goére degisebildigi gosterilmistir. Ornegin 1-2 nm
bayukligundeki altin NP’lerin 15 nm buyuklugundekilere gore daha toksik oldugu
belirtiimistir [193]. PEG ile kapli ve farkh buyUkliklerde altin NP’lerin toksisitesinin
arastirildigi diger bir calismada 10 ve 60 nm buyuklugundeki partikuller, 5 ve 30
nm buydkligundeki partikillerden daha toksik bulunmustur [194]. Bu sebeple
arastiricilar daha kuguk partikiller daha toksiktir sonucuna varamamistir. Altin ile
isaretli ve pGITRL ile transfekte hlicrelerin ¢godalma davraniglari incelendiginde ise
2,5 pl/ml’lik dozda proliferatif etki gdzlendi ve bu doz arttikga proliferasyon sabit
kaldi. Bu da bize pGITRL tagsiyan MKH’lerin altin NP’ler ile isaretlendiginde bos
MKH’lere gore farkli dozlarda kullaniimalari gerektigini gostermistir.

GITRL transgeni tastyan MKH ve bos MKH’lerin SCLC-21H ve NCI-H82 kanser
hicre hatlarina etkisini incelemek igin akim sitometrisi ile yapilan ilk ko-kaltar
¢alismalarinda SCLC-21H’nin spontan apoptotik 6lum yuzdesinin farkli gunlerde
yapilan deneylerde oldukga degisken ve NCI-H82’den daha yuksek oldugunu
ortaya koydu. pGITRL'i gecici tasiyan MKH’lerin her iki hlcre kanser hatti
Uzerindeki apoptotik etkisi de ylksek degildi. NCI-H82 (zerinde en yuksek
apoptotik etkiyi ilging olarak pCR3’U gegici tasiyan MKH’ler gosterdi. Kalici ve
gegici pGITRL’i tastyan MKH’ler karsilastirildiginda her iki kanser hicre hatti icin
de apoptotik hiicre 6lim etkisi kalicilarda gecici pGITRL tasiyan MKH’lere goére
azalmistir. Bunun sebebi pGITRL tasiyan hicrelerin gen ifadelerinin kalici
transfektanlarda baskilanmasi olabilir. Buna karsin ko-kllturlerde kanser
hucrelerinin apoptozu TUNEL yontemi ile analiz edildiginde de elde edilen
sonuglarin  Annexin-Pl sonuglarindan farkli oldugu saptanmistir. TUNEL'de
MKH’ler Uzerindeki SCLC-21H hicre o6limiunidn spontan SCLC-21H hicre
Olimune goére daha dusik olmasi MKH’lerin SCLC-21H’nin 6limine neden olmak
yerine canhligini artirdigina isaret etmektedir. Farkli gunlerde yapilan deney
kurgularinda kanser hicrelerinin spontan olumlerinin fazla varyasyon gostermesi
kargilastirmayi zorlastirmaktadir. TUNEL testi ile GITRL transgenini tasgiyan
MKH’ler Uzerindeki hicre apoptotik 6lumu degerlendirildiginde ise kalici transgen
tasiyan hacrelerin ko-kultirinde daha fazla olmak Uzere 6limun artti§i saptandi.
Bunun sebebi kalici olarak GITRL transgeni tasiyan hicrelerin daha homojen bir
hacre populasyonu olmasindan kaynaklaniyor olabilir. Bu sonug, gegici
transfektanlarin SCLC-21H’yi kalicilardan daha fazla 6ldirdiguni gosteren ve

GITRL ifadesinin kalicilarda baskilanmasi ile ortugsen Annexin-Pl boyamasi ile
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apoptotik kanser hucre olumunun gosterildigi sonuglarin tam tersidir. Ancak
TUNEL degerlendirmesi tek bir deneyde 10 farkli saha sayilarak yapilmig olup
Annexin-PI gibi birbirinden farkli glnlerde tekrarlayan deneylerin varyasyonunu
tasimamaktadir. MKH’ler Gzerindeki NCI-H82 hlicre 6lumia spontan hicre dlimu
ile kargilastirildiginda ise MKH’lerin NCI-H82 kanser hucre canliligina onemli bir
etkisi olmamaktadir. Bos MKH’nin SCLC-21H hucrelerinin canlihgi lehinde 6zellik
gostermesi ve NCI-H82'a etki etmemesi bu hicrelerin ‘turn-over’ ile iliskili
olabilecegini digundurmektedir. Ramasamy ve dig. MKH’lerin in vitro olarak tumor
hacrelerini G1 fazinda tuttugunu ve bunun da apoptotik Olimu azalttigini
gostermistir [195]. Gegici veya kalici pGITRL tagiyan MKH’ler tzerinde SCLC-
21H’lerin 6limUnun fazla olmasi ise pGITRL'in GITR etkilesimi ile GITR pozitif
klguk hucreli akciger kanser hcrelerini dogrudan 6lime yoénlendirdigi hipotezimizi
dogrulamistir. NCI-H82 hicrelerinde bos MKH’ler ile ko-kulttre edilen hlcrelerde
bos plazmid tasiyan MKH ile ko-klltire edilen hlcrelerden daha fazla 6lum
gorulmesinin sebebi bos MKH’lerin bozulmamis immunofenotipik ézelliklerine badl
olabilir. Bunun yanisira NCI-H82 hicrelerinin yasamini kalici pGITRL tasiyan
MKH’ler disindaki diger transfektanlarin (gecgici pGITRL, gegici/kalici pCR3)
destekliyor olmasi, yine MKH’nin degisen immunofenotipik o&zelliklerine badli
olabilir.

Calismamizda apoptozis surecinde birgok hiicrede eksprese oldugu bilinen SIVA1
[196] ifadesi mMRNA duzeyinde incelendi. GITR’nin vyapisinda o6lum motifi
bulunmamaktir. Ancak GITR ligandina baglandiginda hicrede SIVA Uzerinden
apoptotik 6lim slrecine yol acabilmektedir [197]. Ayrica Siva proteininin timor
metastazini baskilama etkisi de vardir [198]. Calismamizda ilk kez, GITRL
transgenini tagiyan MKH’ler Gzerindeki SCLC-21H hucrelerinde SIVAlin, pCR3
tasiyan MKH’ler ve bos MKH’lere Uzerindeki kanser hicrelerine gore daha fazla
ifade edildigi gosterildi. Bu ifade 6zellikle gecici GITRL transgenini tasiyan MKH’ler
ile ko-kultire edilen SCLC-21H hucrelerinde, kalici GITRL transgenini tagiyan
hicrelere gore artmaktadir. Kalici transgen tasiyan MKH'ler ile ko-kulturdeki
SCLC-21H SIVALl ifadesinin dusik olmasi, apoptotik uyarimi Siva Uzerinden
yapan GITRL’in, transgeni kalici tasiyan MKH’lerde baskilanmasi nedeniyle
beklenen bir durumdur ve bu akim sitometrisindeki Annexin/Pl apoptotik

degerlendirmeleri ile uyumludur.
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Ko-kulturlerde kanser hucrelerinin salgiladigi Siva protein dizeylerinin saptandigi
ELISA ¢alismalarinda arka planda MKH hucrelerinden salgilanabilecek Siva
ifadesi olabilecedinden kanser hicre hatti ortaminda buyutilen MKH’lerin
supernatanlarinda da Siva duzeyleri belirlendi. Buna goére; kanser hucrelerinin
DMEM-HG’da daha fazla olmak tzere hem DMEM-HG hem de RPMI’da buyuatilen
MKH’lerin Siva salgiladigi saptandi. Bos MKH’ler ile dogrudan ko-kulturlerde gerek
SCLC21-H gerek NCI-H82 Siva duzeylerinin ylksek olmasi ama transwell ko-
kialtarlerinde yuksek olmamasi MKH’lerin kanser hiucreleri ile dogrudan
etkilesiminde Siva yolaginin tetiklendigini ortaya koymaktadir ancak kalici
transfeksiyon bilinmeyen nedenlerle MKH’lerin bu etkisini bozmaktadir ve bu
bozulma GITRL’den bagimsizdir. Cunki hem pCR3’G hem kalici GITRL
transgenini tasiyan plazmidin kalici oldugu MKH’ler Uzerindeki kanser hicre Siva
ifadeleri benzer duzeyde dusuktir. Hem pCR3 hem de GITRL transgeni gegici
tasiyan MKH’ler ile yapilan SCLC-21H ko-kultarleri bos MKH’ler ile yapilan ko-
kiltarlere gore karsilastirildiginda; 6zellikle plazmidleri gegici tagsiyan MKH’ler igin
Siva protein duzeyleri ve qPCR SIVAl diuzeyleri uyumlu dedgildir (Siva mRNA
duzeyi artarken, protein duzeyi azalmaktadir). Dogrudan ko-kultirde SCLC-21H’de
Siva protein duzeylerinin duslik olmasi ve apoptotik 6lum testlerinde (6zellikle
gecici transfektanlar ile vyapilanlarda) oliumidn ylksek olmasi birlikte
deg@erlendirildiginde; hicre hucre kontagi sonucu baska apoptotik yolaklarin da
aktive oldugunu dusundurmektedir. Kalici transfektanlarda GITRL protein
duzeylerinin saptanamamasi da g6z onunde bulunduruldugunda kalici plazmid
tasiyan MKH’ler Gzerindeki SCLC-21H’deki Siva protein dizeyini saglayan GITRL
digi faktorlerin olduguna isaret ediyor olabilir. GITR negatif NCI-H82 direk ko-kultlr
sonuglari da Siva protein salgilanmasina GITRL disinda bagka faktorlerin de yol
actigini dustincemizi desteklemektedir. GITRL transgeni gegici tasiyan MKH ko-
kiultarlerinde NCI-H82 Siva protein duzeyi bos MKH ko-kulturdekilerine goére
dusmekte ancak bu sonucun artmis apoptotik hucre o6lumu ile uyumlu olmamasi
GITR eksprese etmeyen hucrenin Siva digi apoptotik yolaklari ile 6limuUne isaret
etmektedir. Ayrica NCI-H82 Siva proteini saptanirken gPCR ile SIVAl
saptanmamasi posttranslasyonel baskilanmayl da dudsundidrmektedir. NCI-H82
hicrelerinin bogs MKH’ler ile direk ko-kultiriinde NCI-H82’de mRNA dlzeyinde
SIVAL ifadesi gorilmezken, sipernatanda protein saptanmis olmasi proteinin NCI-

H82 tarafindan degil de MKH tarafindan salgilanmis olabilecegini

83



dusundurmektedir. Bos MKH’lerle kargilagtirma yapildiginda ise kalici olarak hem
pPpCR3 hem de GITRL transgeni tasiyan MKH’ler ile ko-kultlrlerde NCI-H82 Siva
MRNA ve protein dlzeyi artmaktadir. Fakat bu artis protein dizeyinde daha fazla
olmasi yine arka planda MKH tarafindan salgilanan Siva proteinin olabilecegini
dusundurmektedir. Gegici olarak pCR3 tasiyan MKH ko-kulturlerinde, bos MKH
ko-kultulerine goére Siva mRNA ve protein duzeyinde belirgin bir farkhlik
gorulmemigtir. Transwell ile yapilan ko-kultirde bos MKH’ler ve bos plazmid
tasiyan MKH’ler ile NCI-H82 hilicre ko-kultire edildiginde diusuk miktarda Siva
proteini saptanirken, GITRL transgeni gegici tasiyan MKH ko-kultirinde Siva
protein duzeyleri artmigtir. Ancak GITR eksprese etmeyen NCI-H82 hucrelerinin
aslinda negatif olmadigi, disik dizeyde de olsa (%6,4) GITR ifade ettigi
hatirlandiginda bu sonug surpriz degildir.

Ko-kultur deneylerinde kanser hucrelerinin proliferasyon kapasitesi CFSE ile
isaretli kanser hucrelerinde proliferasyon sonucu boyanin azalmasinin (akim
sitometrisi histogramlarinda sola kayma) analizi ile incelenmistir ve tek basina
(spontan) SCLC-21H proliferasyon kapasitesinin, spontan NCI-H82 proliferasyon
kapasitesinden daha fazla oldugu saptanmigstir. SCLC-21H hucrelerinin Annexin-
Pl analizleri ile spontan apoptotik 6lum yuzdesi de NCI-H82 hucrelerinin apoptotik
Olim ylzdesinden daha fazladir. SCLC-21H, NCI-H82 hicrelerine gore daha hizli
¢ogalip daha hizli 6lmekte, yani daha hizl ‘turn-over’a sahiptir. pGITRL'i veya bos
vektori tasiyan MKH’lerin her iki kanser hicre hattinin proliferasyonu Uzerine
etkisi onemli bir farklihk gdstermemistir ancak SCLC-21H hucrelerindeki
proliferasyon etkisi NCI-H82 hicrelerine gére daha dusuktir. Bos MKH Uzerindeki
SCLC-21H hiucrelerinin, gegici transgen tasiyan MKH (zerindeki SCLC-21H
hicrelerine gore proliferasyonu daha fazla oldugu goértlmektedir. Bu sonu¢ bos
MKH uzerindeki SCLC-21H apoptotik dlumunun gegici transgen tasiyan MKH
uzerindekine gore daha dusik oldugu TUNEL sonucu ile uyum gostermektedir.
Yani bos MKH kanser hicre proliferasyonunu ve yasamini daha c¢ok
desteklemektedir. Ayrica, gerek SCLC-21H hicrelerinin gerekse NCI-H82 spontan
proliferasyon kapasitelerinin de ko-kulturlere (dogrudan) goére daha dusuk oldugu
saptandi. Plazmidleri kalici tagsiyan MKH’ler Uzerinde kanser hucre proliferasyonu
gecicilere gére daha dislktii ve bos MKH’lerden pek farkli degildi. ilging olarak
pGITRLi tasiyan dedil de pCR3G kalici tasiyan MKH’lerin SCLC-21H’nin

proliferasyonunu dusurdugu saptandi. Ancak bu sonug, kalici olarak pCR3’U
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tasiyan MKH’lerdeki apoptotik hicre 6lumun spontan 6lumden daha dusuk oldugu
proliferasyon destegini isaret eden TUNEL analizi ile uyumlu degildir. pGITRL'i
kalici tasiyan MKH’lerin her iki hicre hatti ile ko-kultird sonucu spontan 6lim ve
¢ogalma kapasiteleri birlikte degerlendirildiginde ise sonuglar uyumludur,
proliferasyon artarken apoptotik hicre olumu azalmaktadir. MKH’lerin c¢esitli
kanser hucrelerine apoptotik ya da proliferatif etki gosterebildigine dair yapilan
literaturdeki caligsmalar MKH miktari, pasaji ve kokeninin etkinin niteligini
degistirdigini ve  MKH uygulamalarinin iki ucu keskin olabilecegini ortaya
koymaktadir [195, 199, 200]. Bizim bu ¢alismamizdaki tekrarlayan deneylerdeki
varyasyonlar da MKH’in bu 6zelligini agikga gostermektedir.

Mezenkimal kok hiucrelerin isaretlenmesi amaciyla iki farkli nanopartikdl
kullandigimiz galismamizda, ko-kiltlir deneylerinde altin NP’ler kullanildi. Her ne
kadar Rodamin B ile isaretli demir nanopartikuller avantajli olarak gorinse de,
toksisite agisindan demir NP’lerin dezavantajli oldugu bilinmektedir [128]. Altin
NP’ler icin ise toksisitenin minimum oldugu doz secilerek isaretleme yapilabilir
[167]. Yapilan galismalarda kanser hucrelerini hedefleyen cgesitli molekiller ile
fonksiyonelize edilerek kanser hucrelerinin olduralmesi ve goruntulemesinde altin
NP’lerin dnemi vurgulanmistir [166]. Demir NP’ler ise manyetik 6zelliklerinin
onlara getirdigi avantajla altin nanokabuklar ile kaplanarak tumor hucrelerinin
hedeflenmesinde kullanilabilir [128].

Sonug olarak ¢alismamizda; pGITRL transgenini tagsiyan MKH’ler GITR eksprese
eden kuguk hucreli akciger kanser hucreleriyle ko-kultire edildiginde tumor
hicrelerinin canlilik, proliferasyon ve apoptoz davraniglarini etkiledigi ortaya
konmustur. pGITRL transgenini tasiyan MKH’ler altin nanopartikuller ile

isaretlenerek tumor dokusunda izlenebilir.
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6. SONUGLAR

Tez galigmasi kapsaminda asagida siralanan sonuglara varildi;

. Arsivden elde edilen insan MKH’lerinde gPCR ve akim sitometrisi yontemi
ile GITR ve GITRL protein ve mRNA ifadelerinin ¢ok duslk ya da hig

olmadigi saptandi.

. Ticari olarak alinin MKH’lerde GITR ve GITRL ifadeleri donor ornekleri ile

benzer olarak protein ve mRNA dizeyinde saptanmadi. KHAK’den SCLC-
21H hdcrelerinin hem protein hem mRNA duzeyinde GITR ifade ettigi
goruldu. GITRL ifadesinin ise MKH’ler, SCLC-21H ve NCI-H82 hilcrelerinde
dusuk duzeyde ifade oldugu saptandi.

. Mezenkimal kok hicrelere GITRL geni transfekte edildiginde
elektroporasyonun (47,5%) lipozomal sistemlere (4,7%) goére daha etkili
oldugu bulundu. Optimum transfeksiyon etkinligi 2,5pg/ml plazmid DNA
kullanildiginda ve 1500V, 20ms ve 1p kosulunda gergeklesti.

. Transfeksiyon sonrasi GITRL etkinligi akim sitometrisi ile gecici
transfektanlarda saptanirken, kalici transfektanlarda etkinlik gPCR ile
saptanabildi.

. Transfekte hicrelerin immunofenotipik karakterizasyonu yapildiginda gegici
transfektanlarin bos MKH’lerde oldugu gibi stromal belirtecleri ifade ettigi,
hematopoietik belirtegleri ifade etmedigi saptandi. Kalici transfektanlarda
ise bazi stromal belirteglerde (CD29, CD44, CD105) dusus saptandi.
Transfekte hicrelerde adipojenik ve osteojenik farklanma goéruimedi.
Sadece kalici pGITRL-MKH’lerde adipojenik farklanma saptandi. Gegici ve
kalici transfekte hiicrelerde adipojenik (PPARgama ifadesi dusti, SCD gen
ifadesi arttl)) ve osteojenik farklanma belirteclerinin (CBFAL ifadesi gecici
pGITRL tasiyan MKH’ler haricinde dustl, ALPL ifadesi gen ifadesi artti)
ifadeleri degisti.

. Gegici transfekte edilen MKH’lerin bos MKH’lere gore motilite indeksi 24.
saatte yuksekken, kalici transfekte hlcrelerde 52. saatte dahi dusuktu.

Transfekte edilen MKH’lerin elektron mikroskobu goruntuleri bos MKH’ler

ile kargilastirildiginda yaklasik olarak benzer gérunumde olduklar gozlendi.
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8. Kanser hiucre hatlarinin rekombinant GITRL proteini ile kultird sonucu
kanser hucrelerindeki etkinin protein dozuna, proteine maruz kalinan

zamana ve hucre yogunluguna gore degistigi saptandi.

9. Altin NP’ler ile MKH’lerin belli bir dozla isaretlendigi zaman hicre
proliferasyonunu arttirdigi sonraki dozlarda sabit oldugu ancak sitotoksisite
gOstermedigi saptandi (bos MKH’lerde 10nm’de 2,5ul/ml; 30nm’de 5ul/ml,
transfekte MKH’lerde ise 10nm ve 30nm’de 2,5ul/ml).

10. Kanser hucrelerinde meydana gelen nekrotik ve apoptotik olum farkli
yontemlerle karsilastirildiginda farkh sonuglar elde edildi. Hem SCLC-21H
hem de NCI-H82 hicreleri pGITRL tasiyan MKH’ler ko-kultire edildiginde
kanser hucrelerinin degisen oranlarda o6lume gittigi saptandi. Ko-kultar
sonucu Annexin-Pl yontemi ile pGITRL tasiyan MKH’ler SCLC-21H
hicrelerini  6lume goturmezken, TUNEL yontemi ile ozellikle kalici

transfektanlarla ko-kultlr sonucu daha fazla élime go6tirda.

11.Hucre proliferasyonu ise hem bog MKH hem de transgenleri tasiyan (pCR3
ve pGITRL) MKH’ler ile ko-kulture edilen NCI-H82 hucrelerinde SCLC-21H

hicrelerine gére daha fazlaydi.

12. Ko-kullture edilen kanser hicrelerinde SIVAL1 ekspresyonu en fazla gegici
pGITRL tasiyan MKH’ler ile ko-kultire edilen SCLC-21H hucrelerinde
saptandi. Ko-kulturlerdeki kanser hicrelerinde Siva protein duzeyinin gegici
pGITRL tasiyan MKH’ler ile transwellde ko-kultire edilen SCLC-21H

hicrelerinde en fazla oldugu saptandi.

13.Altin NP’ler ile isaretli ve pGITRL tasiyan MKH’lerin SCLC-21H hucreleri ile
ko-kultirinde iki hicrenin kolaylikla ayrilabildigi ve yakin temasta oldugu

saptandi.

Bu sonuglar dogrultusunda MKH’ler KHAK timoérlerinin GITRL ile
hedeflenmesinde tedaviye yonelik bir strateji olarak dusunulebilir. Fakat in vivo
calismalar yapilarak tumor modellerinde denenmesi gerekmektedir. Yapilacak in

vivo galismalarda goruntuleme amaciyla toksik olmayan altin NP’ler kullanilabilir.
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