ANKARA UNIVERSITESI
FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

YUKSEK LiSANS TEZIi

M1-M2 INDUKLENMi$S MAKROFAJLARIN VE MAKROFAJ TUREVLI
EKSOZOMLARIN MEME KANSERI SFEROIDLERI PRE/POST-
TUMORIJENIK SURECLERINDEKI ETKILERININ INCELENMESI

Muhammed Mustafa SUNGU

KiMYA ANABILIiM DALI

ANKARA
2023

Her hakki sakhdir



OZET

Yiksek Lisans Tezi

M1-M2 INDUKLENMIS MAKROFAJLARIN VE MAKROFAJ TUREVLI
EKSOZOMLARIN MEME KANSERI SFEROIDLERI PRE/POST-TUMORIJENIK
SURECLERINDEKI ETKILERININ
INCELENMESI

Muhammed Mustafa SUNGU

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali

Danigman: Dog. Dr. Burak DERKUS

Bu calismada, ¢esitli nanopartikiillerin ve farkli dozlarinin makrofaj polarizasyonuna
etkilerinin incelenmesi ve makrofaj-tiirevli eksozomlarin pre/post-tiimorijenik etkilerinin
degerlendirilmesi hedeflenmistir. {1k olarak, makrofajlar hiicreleri (Raw264.7) yedi farkli
nanopartikiil ile indiiklenmis ve indiiklenmis makrofajlarin gen ifadesi ve sitokin
salimlar1 incelenerek polarizasyon tipleri belirlenmistir. Nanopartikiil taramas1 sonucu
elde edilen verilere dayanilarak segilen paladyum nanopartikiillerinin (PdANP) meme
kanseri (MCF-7) tiim6r mikro-dokularindaki metastatik, epital — mezenkimal gecis
(EMT), apoptotik ve invazif 6zellikleri kontrol gruplar1 olan M0, M1 ve M2 makrofajlarla
kargilastirmali olarak es-kiiltiir diizeneklerinde incelenmistir. Ardindan, farkli fenotipe
sahip makrofajlardan (MO, M1, M2 ve PANP — indiiklenmis) elde edilen eksozomlarin
MCF-7’nin invazif 6zelliklerine etkisini incelemek amaci ile in vitro yara-kapama deneyi
gerceklestirilmigtir. Son olarak, tiimor mikro-dokularinda 5-Fluorourasil’e (5-FU) kars1
eksozomlarin ilag direncine etkileri de degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglar
dogrultusunda, PANP-indiiklii makrofajlarin ve PANP-indiiklii mekrofaj eksozomlarinin
(PANP-Ex0) meme kanseri tiimor mikro-dokularinda metastaz ve EMT-iligkili genleri
baskiladigini; apoptotik genlerde ise ifade artisini sagladigi goézlemlenmistir. Bu
sonuglara dayanarak, PANP-Exo’larin umut vadeden dogal immiinomodulator vezikiiller
olabilecegi ve kanserle miicadele platformlarin1 destekleyebilecegi diisiiniilmekte ve
ongoriilmektedir.
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ABSTRACT

Master Thesis

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF M1-M2 INDUCED MACROPHAGES
AND MACROPHAGE-DERIVED EXOSOMES ON PRE/POST-TUMORIGENIC
PROCESSES OF BREAST CANCER SPHEROIDS

Muhammed Mustafa SUNGU

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Assoc. Prof. Burak DERKUS

In this thesis, it was aimed to examine the effects of various nanoparticles and their
different doses on macrophage polarization and also to evaluate the pre/post-tumorigenic
effects of macrophage-derived exosomes. First of all, the polarization types were
determined by examining the gene expression and cytokine release by macrophage cells
(Raw264.7) induced by seven different nanoparticles. Palladium nanoparticles (PdNP)
which were selected based on the nanoparticle screening results affect the metastatic,
epithelial-mesenchymal transition (EMT), apoptotic and invasive properties compared
with the control groups M0, M1, and M2 macrophages in breast cancer (MCF-7) tumor
micro-tissues by co-culture systems. Following, an in vitro wound-healing experiment
was performed to analyze the effect of exosomes obtained from macrophages with
different phenotypes (M0, M1, M2, and PdNP-induced) on the invasive properties of
MCF-7. Eventually, the exosomes drug resistance effect to 5-Fluorouracil (5-FU) in
tumor micro-tissues was also evaluated. In line with the results obtained, PANP-induced
macrophages and PdNP-induced macrophage exosomes (PdNP-Exo) suppress
metastasis, and EMT-related genes in breast tumor micro-tissues were determined which
provided an increase in apoptotic genes expression. To put it in a nutshell, this research
predicted that PANP-Exos can be promising natural immunomodulatory vesicles and also
support cancer-fighting platforms.

April 2023, 96 pages
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1. GIRIS

Gliniimiizde kanser, toplum saghigini tehdit eden en kritik sorunlardan biri haline
gelmistir. Nitekim Uluslararasi Kanser Arastirmalari Ajansi'nin (IARC) sundugu verilere
gore, diinyada her bes kisiden birine yasami1 boyunca kanser teshisi konulmaktadir.
Sadece 2020 yilinda, diinya ¢capinda tahminen 19,3 milyon yeni kanser vakasi ve kanser
nedeniyle yaklasik 10 milyon 6liim meydana gelmistir (Ferlay ve Colombet 2021). Meme
kanseri 2,26 milyon vaka ile en sik teshis konulan kanser vakasidir. Yine IARC'nin

verilerine gore, diinya genelinde bu vakalarin yaklasik 685.000'1 6liimle sonuclanmistir.

Kanser hiicrelerinin bulundugu mikrogevre, kanserle miicadelenin zorlugunda 6nemli bir
etkiye sahiptir. Tiimor mikro ¢evresi (TME) olarak adlandirilan bu ¢evre, bir tiimoriin
gelistigi karmasik ve zengin c¢ok hiicreli ortam olarak tanimlanir. TME, bagigiklik
hiicreleri, T ve B lenfositleri, dendritik hiicreler, tiimorle iligkili makrofajlar ve dogal
oldiirticti hiicreleri igerir. Ayrica kanser kok hiicreleri, kanserle iligkili fibroblastlar ve
anjiyogeneze katkida bulunan vaskiiler endotel hiicreleri icerir. TME'nin hiicresel
karmasiklig1 arasinda, tiimor biiylimesini destekleyen hiicredisi matriks (ECM), biiylime
faktorleri, sitokinler, kemokinler ve hiicre dis1 vezikiiller gibi ¢esitli hiicresel olmayan
bilegsenlere de sahiptir. Boylece TME'deki heterojenlik, hiicresel ve hiicresel olmayan
bilesenlerin iletisim kurdugu karmasik bir ortam olusturur (Bejarano vd. 2021). Su anda
in vitro kosullarda kullanilan iki boyutlu (2D) kiiltiir sistemi, hiicre-matriks etkilesimleri,
hiicre-hiicre etkilesimleri gibi hiicre fonksiyonunda Onemli olan ozellikleri temsil
edemediginden in vivo ortamdaki TME kosullarini taklit etmek i¢in yeterli degildir.
Sferoidler gibi ii¢ boyutlu kiiltiir sistemleriyle iiretilen hiicre popiilasyonlari, in vivo
komplekse daha yakin 6zellikleri gosterir. Ek olarak, mikrohiicresel ortami stimiile etmek
ve hiicre-hiicre etkilesimlerini saglamak icin {i¢ boyutlu ¢ok hiicreli sferoidler (MCS'ler)
kullanilmaktadir (Lee ve Kim 2021).

Kanserle miicadelenin bu kadar zor olmasinin bir diger nedeni de TME'deki kanser
hiicrelerinin ve kanserle iligkili fibroblastlarin (CAF) tiimdr-immiin mikrogevresindeki

(TIME) immiin hiicrelerinin aktivitelerini degistirmesi veya baskilamasidir. Doniistiiriicii



biiylime faktorii-beta (TGF-f), interlokin-6 (IL-6), indoleamin 2,3-dioksijenaz (IDO), C-
X-C kemokin ligand 12 (CXCLI12), C-C kemokin ligand 2 (CCL2) gibi ¢oklu
kemokinlerin ve sitokinlerin ortama salimi TIME etkinligini bastirir. Ayni zamanda
vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF), prostaglandin E2 (PGE2) ile birlikte
TME'de kanser hiicrelerinin gelisimini de destekler (Mao vd. 2021). TIME'de ¢ok sayida
bulunan makrofajlar, timor antijenlerinin seyrek oldugu durumlarda tiimor hiicrelerini
oldiirmede etkilidir. Makrofajlar oldukga plastik hiicrelerdir ve bu 6zellikleri onlarin
patojenlere karsi savunma, doku homeostazini diizenleme ve yara iyilesmesine yardimci
olma gibi bir¢ok rolde etkili olmalarini saglar (Wynn vd. 2013). Makrofajlarin iki farkl
fenotipi vardir, klasik olarak aktive edilmis proinflamatuar (M1) ve alternatif olarak
aktive edilmis anti-inflamatuar (M2) ve bu fenotiplere olan yonelim mikrogevreden gelen

ipuclarina dayanr.

Ayrica TME'de bulunan molekiiller olan hiicre dis1 vezikiiller, hiicre-hiicre iletisiminde
oldukga kritiktir. Hiicre dig1 vezikiillerin bir sinifi olan eksozomlar 30-150 nm ¢apindadir
ve kok hiicreler, endotel hiicreleri, makrofajlar ve kanser hiicreleri gibi bir¢ok farkl: hiicre
tiirli tarafindan salinir (Bondhopadhyay vd. 2021). Eksozomlar ayrica proteinler, lipitler,
DNA, mRNA, mikroRNA'lar déhil olmak iizere birgok biyoaktif molekiilii tasirlar
(Javeed ve Mukhopadhyay, 2017). Kanser hiicreleri diger hiicrelere gore ¢ok daha fazla
eksozom salgilar ve bu eksozomlar kanserle ilgili ¢cok sayida biyoaktif molekiil igerir. Bu
biyoaktif molekiiller makrofajlara taginir ve ¢oklu sinyal yollarinin aktivitesini diizenler,
bdylece makrofajlarin Fosfatidilinositol-3-kinaz (PI3K) ve AKT yollar1 yoluyla M2
fenotipine polarizasyonunu indiikler (Han vd. 2021; Vergadi vd. 2017). Benzer sekilde,
M2 polarize makrofajlarin eksozomlarinin, kanser hiicrelerinin istila, go¢ ve anjiyogenez
ozelliklerini arttirdig1  bilinmektedir. Ornegin; Yang vd. (2011), M2 polarize
makrofajlardan tiiretilen eksozomlarin meme kanseri tizerindeki etkilerini arastirmistir.
Eksozomlarin meme kanseri ile inkiibasyonundan sonra, miR-223/Mef2c/B-katenin
yolaginin artan aktivasyonu nedeniyle invazyonu tesvik ettigi gozlemlenmistir (Yang vd.
2011). Wu vd., M2 makrofajlarindan tiiretilen eksozomlarin, Hepatoseliiler karsinom
(HCC) hiicrelerinde artan MMP9 ekspresyonu nedeniyle gocii destekledigini
bildirmiglerdir (Wu vd. 2021). Ek olarak, ¢alismalar M2 makrofaj eksozomlarinin



TME'de hiicre biiylimesini, anjiyogenezi ve kemodirenci destekledigini kanitlamistir (El-

Arabey vd. 2020; Yin vd. 2019; Yang vd. 2021).

Halihazirda gelistirilen bazi biyomalzemeler, tiimdr biiyiimesini destekleyen ve kanserli
hiicrelere kars1 savunma yapabilen proinflamatuar fenotip (M1) makrofajlara yayilan
anti-enflamatuar fenotip (M2) makrofajlarini doniistiirmek i¢in kanser mikro ortaminda
da kullanilabilir. Bu biyomalzemelere “immiinomodiilatér biyomalzemeler” denir. RH
Movva vd, makrofaj yiizeyine giivenli bir sekilde yapisabilen, ‘sirt ¢antasi’ adim
verdikleri bir immiinomodiilatdr biyomateryal rapor etmislerdir. Bu biyomateryal, siirekli
olarak makrofajlar1 M1 fenotipe polarize eden IFN-y salimi yapmaktadir (Movva vd.
2022). Nanopartikiiller ayrica makrofajlarin fenotipini diizenlemek i¢in oldukga etkili
malzemelerdir. Ciinkii nanopartikiiller viicuda veya hiicre kiiltiiriine girdikten sonra
makrofajlarlar, yabanci cisim olarak tanimladiklar1 nanopartikiilleri ylizey opsonizasyonu
nedeniyle endositoz veya fagositoz yoluyla kendi biinyelerine alabilirler (Reichel vd.
2019). Nanopartikiillere makrofaj tepkileri, doz, boyut, nanopartikiil bilesimi ve
nanopartikiil yiizey ozellikleri gibi belirleyicilere bagl olabilir. Ornegin; titanyum
nanopartikiiller ~(Ti-NP'ler), ¢inko oksit nanopartikiiller (ZnO-NP'ler), siiper
paramanyetik demir oksit nanopartikiiller (SPION'lar) ve paladyum nanopartikiiller (Pd-
NP'ler) gibi metalik nanopartikiiller, mitojenle aktive olan protein kinazlara (MAPK)
veya toll benzeri reseptorlere (TLR) bagl olarak makrofajlar1 M1 fenotipine polarize
ederler (Scherbart vd. 2011; Wang vd. 2017; Kodali vd. 2013; Gurunathan vd. 2021; Ma
vd. 2019). Ote yandan, lipozomal nanopartikiiller, makrofajlari M2 fenotipine
indiiklemektedir (Rajan vd. 2018).

Bu c¢aligmanin amaci, ¢inko-nikel-demir (Zn-Ni-Fe) oksit, bakir (II) oksit (CuO),
paladyum (Pd), platin (Pt), altin (Au), grafen oksit (GO) ve CdSeS/ZnS kuantum
noktaciklar1 gibi cesitli kimyasal ve fiziksel Ozelliklere sahip olan nanopartikiillerin
makrofaj polarizasyonuna etkilerinin incelenmesidir ve nanopartikiil-indiiklii makrofaj
eksozomlarimin  pre/post-timorijenik  etkilerinin  degerlendirilmesidir. Paladyum
nanopartikiillerinin (PANP) M1 makrofaj polarizasyonu {iizerindeki umut vadeden
sonuglar1 sebebiyle, PANP ile indiiklenen makrofaj hiicrelerinin meme kanseri (MCF-7

hiicreleri) mikro-dokularindaki tiimdrijenik &zellikleri {izerindeki etkileri bir es-kiiltiir
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sistemi aracihigiyla ileri seviyede incelenmistir. Ote yandan, M0, M1, M2 ve PdNP-
indiiklii makrofajlardan tiiretilen eksozomlarin (PdNP-Exo) MCF-7 tiimdr mikro-
dokular1 ve ¢ok hiicreli MCF-7/ insan gobek kordonu bagi endotel hiicreleri (HUVEC)
ve MCF-7/HUVEC/Birincil Insan Dermal Fibroblast Hiicreleri (phDF) heteromikro-
dokulart tizerindeki etkileri incelenmistir. Boylece makrofajlarin gesitli varyantlarindan
tiretilen eksozomlarin TME'ye benzer bir sistemdeki etkilerinin ve terapdtik
potansiyellerinin incelenmesi amaglanmistir. Ek olarak, eksozomlarin 5-Fluorourasil'e
(5-FU) karst MCF-7 mikro-dokular1 ve ¢ok hiicreli mikro-dokular iizerindeki ilag

duyarlilik/direng potansiyelleri incelenmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Kanser Olusumu

Viicudumuz, 6len ve yerine yenilerinin geldigi sayisiz hiicreden olugur. Bu yeni hiicreler,
viicudumuzdaki mevcut hiicrelerden tiiretilir ve Onceki hiicreler dongiilerini
tamamladiginda yerlerini yeni hiicreler alir. Ancak nadiren de olsa bu hiicreler herhangi
bir kisitlama olmaksizin boliinerek viicudumuzda “kanser” dedigimiz bir anormallige

neden olurlar (Mugarab-Samadi vd. 2021).

Sekil 2.1 Normal hiicreler ve kanser hiicrelerin temsili gorseli (Mugarab-Samadi vd.
2021)

Kanser olusumunun temel nedeni, DNA mutasyonlarina dayanir. Kanser olusumuna
neden olan genetik mutastonlar; proto-onkogenler, tiimor baskilayici genler ve DNA
onarim genleri olmak iizere {i¢ ana gen tipini etkileme egilimindedir (Weinberg 1996).
Epigenetik faktorler, sigara, UV 1sinlari, kanserojen kimyasallar, stres ve yeme
aligkanliklari, DNA mutasyonlarina sebebiyet verebilir (Ali vd. 2011). Kansere sebebiyet

verebilecek DNA mutasyonlarin ger¢eklesme riski, kisinin yasinin artmasina baglh olarak



artabilir. IARC’nin sundugu verilere gore, diinyada her bes kisiden birine yasam1 boyunca
kanser teshisi konulmaktadir. Sadece 2020'de, diinya ¢apinda tahminen 19,3 milyon yeni
kanser vakasi ve kanserden yaklasik 10 milyon 6lim meydana gelmistir (Ferlay ve

Colombet 2021).

2.2 Meme Kanseri

2020 yil1 igerisinde kanser vakalar1 arasinda en sik rastlanani 2,26 milyon vaka ile meme
kanseridir. Yine Uluslararas1 Kanser Arastirmalari Ajansi'min verilerine gore, diinya
genelinde bu vakalarin yaklagik 685.000' 6liimle sonuglanmigtir. Meme kanseri, ii¢
molekiiler belirtecin varligina veya yokluguna bagl olarak {i¢ farkli ana tipe ayrilir.
Bunlardan biri, kadinlik hormonu olan 6strojenin reseptdridiir, bir digeri yine kadinlik
hormonu olan progestronun reseptoriidiir, son olarak ise insan epidermal biiyiime faktorii
2 (ERBB2; eski adiyla HER2) proteinidir. Meme kanseri hastalarimin yaklagik %701
hormon reseptorii pozitif/ ERBB2 negatif sinifindadir; yaklasik %15°’i ERBB2 pozitif ve
%15°1 ise uglii negatif (3 standart molekiiler belirtecin higbirini icermeyen tiimdorler)

simifindadirlar (Waks ve Winer 2019).

2020 Yih I¢erisinde Diinya Capinda
Meme Kanseri Vakalari

Oliimle Sonuglan
Vaka Sayis1

L

Total= 2.26 Milyon Vaka

Sekil 2.2 2020 Y1l igerisinde diinya capinda meme kanseri vakalari



Teknolojinin geligsmesi ile beraber meme kanseri ile miicadelede gesitli yaklasimlar ele
alinmigtir. Ameliyat, kemoterapi, radyoterapi, endokrin tedavisi ve kombine tedaviler
gibi yontemlerin yan1 sira, giivenli ve kanser hiicrelerini hedefleyerek 6ldiirebilen ayni
zamanda bagisiklik sistemini uyaran onkolitik viriisler meme kanseri ile miicadelede
umut vadeden yaklagimlardandir (Eissa vd. 2018; O’brayn vd. 2018; Tai vd. 2019). Bu
umut verici yaklagimlar sayesinde, meme kanseri hastalarinin 6liim orani gliniimiizde
%30 civarlarina diistirilmustir. Lakin kadin saghigmi tehdit eden en Onemli
hastaliklardan biri olmay siirdiirmektedir (Garcia-Aranda ve Rendondo 2019). Tiimor
mikrogevresinin olduk¢a kompleks yapisi, kanser hiicrelerinin agresif ve metastatik
yapilari, kullanilan kemoterapotikk ilaglarin yiiksek dl¢iide saglikli hiicrelere de zarar
vermesi veya kanser hiicrelerinin ilag direngleri kansere karsi miicadeleyi zorlagtiran

faktorler olmaya devam etmektedir (Vasan vd. 2019; Burguin vd. 2021).

2.3 Meme Tiimor Mikrocevresi

Meme kanser hiicrelerinin gelistigi timor mikrogevresi, zengin ve karmagik ¢ok hiicreli
bir ortam olarak tanimlamr. TME, T ve B lenfositleri, dendritik hiicreler, tiimorle iligkili
makrofajlar (TAM) ve dogal 6ldiiriicii hiicreler gibi tiimor immiin mikrogevresi (TIME)
elamanlarini igermektedir. Ayrica kanser kok hiicreleri, kanserle iligkili fibroblastlar
(CAF) ve anjiyogeneze katkida bulunan vaskiiler endotel hiicreleri igermektedir.
TME'nin hiicresel karmasiklig1 arasinda, timdr biiylimesini destekleyen hiicredist matriks
(ECM), biiyiime faktorleri, sitokinler, kemokinler ve hiicre dig1 vezikiiller gibi cesitli
hiicresel olmayan bilesenleri de bulundurmaktadir. Boylece TME'deki heterojen hiicresel
ve hiicresel olmayan bilesenlerin iletisim kurdugu karmagik bir ortam olusur (Bejarano
vd. 2021). Tiimo6r mikrogevresinde bulunan bu hiicreler ve hiicresel olmayan birlesenler,
kansere kars1 miicadelede zorluklar ¢ikarmaktadir. Ornegin; kanser iliskili fibroblastlar
(CAF), TIME elemanlarinin aktivitelerini degistirir veya baskilarlar. Ayrica kanser
iliskili makrofajlar (TAM), vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) salimi ile kanser
hiicrelerinin ¢ogalmasini ve anjiyogenezi destekler (Mao vd. 2021). Boylelikle kanser
hiicreleri, viicudun yara iyilestirmesi i¢in kullandi1g1 mekanizmayi manipiile ederek kendi

gelisimi ve metastazi i¢in kullanmaktadir.



Kanser-iliskili fibroblast

Dogal éldiiriicii
hiicreler

Kanser kdk
hiicreleri

Sekil 2.3 Tiimor mikrogevresi bilesenleri (Isik, 2022)

2.4 Tiimér-immiin Mikrocevresi (TIME) ve Popiilasyonunu Olusturan Hiicreler

Tiimor-immiin mikrogevresi, kanser hastalarinin klinik prognozu ile yakindan iligkili
oldugu bildirilen yeni bir kavramdir. TME igerisindeki miyeloid hiicreler, lenfositler gibi
dogal ve adaptif bagisiklik hiicrelerinin olusturdugu hiicre popiilasyonu TIME’nin
¢ogunlugunu olusturur (Mao vd. 2021). TME’ deki kanser hiicreleri ve kanser iligkili
fibroblastlar; anti-inflamatuar makrofajlar, diizenleyici T (Treg) hiicreleri ve miyoloid
tirevli baskilayict hiicreler (MDSCs) gibi immiin baskilayict hiicrelerin  TIME
igerisindeki oranlarini arttirmaktadir. Boylece hastalarda kanser bagisikligi bastirilir ve
kanser prognozu ilerlemeye devam etmektedir. TIMEyi etkileyen en 6nemli faktorlerden
biri olan CAF’lar, endotel, mezenkimal, epitel, fibroblast ve monosit gibi birgok farkli tiir

hiicrelerden farklilasarak olusabilirler (Mao vd. 2021).



2.4.1 Mast hiicreleri (MCs)

TIME nin bir bileseni olan mast hiicreleri ilging bir sekilde lokasyonlarina, kanser tipine
ve kanserin ilerleme durumlarina bagli olarak tiimoriin biiyiimesini hem tesvik edebilir
hem de baskilayabilmektedir. MC’ler kanser promotorleri olarak VEGF-A, VEGF-B ve
heparin gibi pro-anjiyojenik molekiillerin {iretimi ile ECM degredasyonunu ve
anjiyogenezi uyarmaktadir (Beer, Ng ve Murray 2008). Diger bir taraftan TNF, IL-1 ve
IL-6 gibi sitokinlerin iiretimine bagli olarak anti-timor inflamasyonunu ve timor
apoptozunu uyarirken kanser hiicrelerinin invazif 6zelliklerini azaltmaktadir (Maltby vd.

2009).

2.4.2 Dogal dldiiriicii (NK) hiicreler

Dogal bagisiklik sistemi tiyelerinden olan dogal 6ldiiriicii (NK) hiicreler, kanser hiicresine
dogrudan yanit vermektedir. NK hiicrelerinin aktivasyonu, hiicre ylizeyinde aktive edici
veya inhibe edici reseptorlerin ekspresyonlarina ve uyarilmasina baglhidir. TME dogrudan
veya dolayli bir sekilde NK reseptor aktivasyonunu, sitotoksik aktivite ve sitokin liretimi
dahil olmak iizere bircok islem yoluyla NK hiicreleri iizerinde inhibe edici etki
gostermektedir. TME hiicrelerinden olan CAF, TGF-, prostaglandin E2 (PGE2) ve
indoleamin 2,3-dioksijenaz (IDO) enzimi yolu ile NK hiicrelerinin inaktif edilmis bir
fenotipe ge¢is yapmalarina neden olmaktadir. Boylelikle NK hiicrelerinin anti-timor
bagisikligina tepkisiz bir ortam olusturulmasina yol agmaktadir (Turley vd. 2015; Li vd.
2012).

2.4.3 Dentritik hiicreler (DC)

Cesitli alt popiilasyonlarla heterojen bir grup olan dendritik hiicreler (DC'ler), siif I ve
smuf I biiyiik doku uygunluk (MHC) komplekslerinin ve adezyon molekiillerinin yiiksek
ekspresyonu yoluyla TIME'de dogal ve adaptif immiin yanitlarin aktivasyonunda ve
diizenlenmesinde onemli bir rol oynamaktadir (Wculek vd. 2020). TME’ de bulunan

kanser hiicreleri ve CAF’lar, DC olgunlagsmasini, antijen sunumunu ve bunlarla iligkili
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adaptif bagisiklik tepkilerini bloke ederek tiimor hiicrelerinin bagisikliktan kagmasina
sebep olabilmektedir (Cheng vd. 2016). TME ortaminda DC’ler, diizenleyici DC’lere
(rDC) doniistiikten sonra IDO enzim salimi yapar. IDO enzimine bagli olarak DC’ler, T
hiicrelerinin aktivitelerini baskilayan diizenleyici T (Treg) hiicrelerinin proliferasyonunu

tesvik ederek T hiicrelerine bagli immiin yanit1 da kisitlamaktadirlar (Suciu vd. 2009).

2.4.4 T- lenfositleri

Treg hiicreleri, yardimc1 T (Th) hiicreleri ve sitotoksik T lenfositleri (CTL) gibi alt
popiilasyonlardan olusan T lenfositleri, adaptif bagigiklik sisteminin modiile edilmesinde
kilit rol oynar (Bourhis vd. 2021). Yiiksek Foxp3 ekspresyonuna sahip Treg hiicreleri,
anti-timdr bagisikligim kisitladigi bilinmektedir (Kumar, Conners ve Farber 2018).
Timor mikrogevresinden salman CCLS kemokini araciligi ile Treg hiicrelerinin
TIME’deki yogunluklarinin artmasina sebep olmaktadir. Bununla birlikte TME’de
iiretilen VEGF-A ve biiyiime faktorleri, Treg hiicrelerini indiiklemektedir (Tanaka ve
Sakaguchi 2017). Th hiicre alt kiimeleri, ¢ogunlukla saf CD4 + T hiicrelerinden
farklilasan Thl, Th2 ve Th17 hiicrelerini igerir. Thl ve Th2 hiicreleri, ¢esitli spesifik
sitokinleri salgilayarak sirastyla hiicresel ve hiimoral bagisikliga katilmaktadirlar (Zhang
vd. 2014). CTL'ler olarak da adlandirilan CD8 + T hiicreleri ise esas olarak anti-timor
bagisikliginin en kritik bileseni olarak kabul edilir ve tiimor hiicrelerinin apoptozunu
indiikleyerek sitotoksik aktivitelere aracilik eder (Uzhachenko ve Shanker 2019). TME,
CD8 + T hiicre infiltrasyonu, biiyiimesi ve antitimdr bagisikligimt TGF-f, IL-6 ve VEGF
gibi sitokin salim1 araciliiyla inhibe ettigi bilinmektedir (Freeman ve Mielgo 2020).

2.4.5 Miyoloyid tiirevli baskilayici hiicreler (MDSCs)

Kemik iliginden kdken alan MDSC'ler, TIME igindeki giiglii immiinosupresif aktiviteleri
ile tinlidiir. TME'deki MDSC'ler siirekli olarak anti-enflamatuar sitokinler, ROS ve nitrik
oksit (NO) salarak kanser anjiyogenezi, invazyonu, metastazi ve bagisiklik toleransinin
desteklenmesine katkida bulunur (Youn vd. 2012). IL-6, PGE2 ve TGF-B1 ve CCL2 gibi

sitokin ve kemokinleri serbest birakaran TME, MDSC'lerin ortama getirilmesini ve
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olusumunu kolaylagtirabilir ve sonug olarak aktif T hiicrelerinin anti-timor aktivitesini

baskilamaktadir (Ohshio vd. 2014).

2.4.6 Makrofajlar

Makrofajlar olduk¢a plastik hiicrelerdir ve bu 6zellikleri onlarin patojenlere karsi
savunma, doku homeostazini diizenleme ve yara iyilesmesine yardimci olma gibi birgok
rolde etkili olmalarimi saglar (Wynn vd. 2013). TIME’nin son derece dnemli olan
bilesenlerinden biri olan makrofajlarin iki farkli fenotipi vardir, klasik olarak aktive
edilmis proinflamatuar (M1) ve alternatif olarak aktive edilmis anti-inflamatuar (M2) ve
bu fenotiplere olan yonelim mikrogevreden gelen ipuglarina dayanir. TME’ de bulunan
anti-inflamatuar sitokinler nedeniyle polarize olmamig makrofajlar (M0) ve M1 fenotipe
sahip makrofajlar M2 fenotipe gegis yapmaktadirlar. Boylelikle TME’ de anjiyogenezi,

immiinite baskilanmasini, invazyonu ve metastazi desteklemektedir (Allavena vd. 2008).

M2 polarizasyonu
T VEGF uretimi

.

TPopulasyonun genislemesi| | TTH1 hicreleri

4 Tumor antijen sunumu timmun baskilayici etki 1 Treg hiicreleri

Tumor liziz inhibasyonu o o]

an ) Psay ; o=

Kabser hilcre ‘

Makrofaj Dentritik Miyoloid Trevli T Lenfositleri Dogal Oldiiriicii Kanser Hicreleri
Hucreler (DC) Baskilayic (NK) Hicreler
Hucreler (MDSC)

Pro-anjiyojenetik

Hicre Disi Matriks molekiil salimi

N
Mast Hilcreleri

(MC

Kanser iligkili
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Sekil 2.4 Timor-immiin mikrocevresi bilesenleri ve TME deki etkileri
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2.5 Makrofaj Fenotipleri ve Kanser Hiicrelerine Etkileri

Daha once de belirtildigi gibi makrofajlar iki farkli fenotipe sahiptirler ve ortamdan
aldiklar1 sinyaller ile polarize olarak fenotiplerini degistirebilirler. Proinflamatuar
makrofajlar (M1), sinyal doniistiiriicii ve transkripsiyon-1 aktivatorii (STAT-1), STAT3,
hipoksi ile indiiklenebilir faktor 1-alfa (HIF-1a), aktivasyon proteini-1 (AP-1) ve NF-
sinyal transdiiseri ve aktivatorii kappa B (NF- kB) salim1 yapmaktadir. Ayrica interlokin-
Ibeta (IL-1p), IL-6, nitrik oksit sentaz 2 (NOS2) ve tiimor nekroz faktori o (TNF- o) M1
makrofaj fenotipi i¢in prediktif sitokinlerdir. Anti-inflamatuar makrofajlar (M2), yiiksek
diizeyde ylizey adezyon proteinleri (CD163, CD206, MMP'ler, Arg-1, IL-10) eksprese
ederler. Ayrica hiicre ¢ogalmasini destekleyen biiyime faktorlerini (TGF-1, PDGF,
VEGF) sentezlerler. Buna ek olarak, anjiyogenez promotdrii kemokinler (CXCLI1,
CXCL2, CXCLS5) salgilarlar (Stentz vd. 2004; Liu ve Segura 2020; Vishwakarma vd.
2016).

Lipopolisakkarit (LPS), interferon gama (IFN-y) ve Graniilosit Makrofaj Koloni Uyarict
Faktorii (GM-CSF) klasik M1 polarizasyon aktivatorleri olarak bilinirken, I1L-4, IL-13,
IL-10 ve TGF-B ise kalsik olarak M2 polarizasyon aktivatorleri oldugu bilinmektedir. M1
makrofajlar patojenlere karst immiin yamit1 gliclendirerek viicudun savunma
mekanizmasini etkin kilmak i¢in 6nemlidir. Diger bir yandan, M2 polarize makrofajlar
ise doku yenilenmesinde ve inflamasyon baskilanmasinda biiyiilk 6nem tasir. Bu iki
makrofaj tipinin dengesinin bozuldugu durumlarda viicut i¢in baz1 sorunlar
olusabilmektedir. M1 makrofajlarin fazla yogun bulundugu durumlarda otoimmiin
hastaliklar, obezite, diyabet ve sepsise sebep olurken; M2 makrofajlarin yogun oldugu

durumlarda enfeksiyonel hastaliklar, alerji, astim, tiimor biiylimesi ve metastazina sebep

olabilmektedirler (Thapa ve Lee 2019).
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» Obezite ve Diyabet » Tumor Bitytimesi ve Metastazi

Sekil 2.5 Polarize makrofajlarin gorevleri ve hemeostasisin bozuldugu durumlarda
meydana getirdikleri olumsuz etkiler

2.6 Meme Kanseri - Makrofaj Platformlar:

Tiumor-makrofaj etkilesimlerini incelemek amaci ile farkl platformlar kullanilmaktadir.
Hiicre kiiltiirii platformuna 6rnek olarak ¢ip lizerinde timor teknolojisi, ¢ok hiicreli TME
etilesimlerini in vitro olarak incelemek i¢in bir altarnetif sunmaktadir. Cip {izerinde timor
sistemleri, timor-stroma etklesimlerini ve timdr iliskili anjiyogeneji incelemek igin
yaygin olarak kullanilmaktadir (Aung vd. 2020). Aynmi platformda kullanilan diger bir
teknik olan es-kiiltiir sistemleri, i¢ ige gecebilen ve birbirleri arasinda biyolojik
sentezlerin gegebilmesini saglayan kuyucuklardan olusur. Bu sayede, kanser hiicrelerinin
ve makrofajlarin biyolojik sentezlerinin birbirleri tizerindeki etkilerini incelemek amaci
ile kullanilan sistemlerden biri haline gelmistir (Wang vd. 2020). Tiimor-makrofaj
etkilesimleri, hiicre dis1 vezikiiller araci etkilesimler {izerinden de incelenebilmektedir.
Boyutlar1 50 ile 200 nm aras1 degisen ve gesitli hiicre tiplerinden salgilanan hiicre disi

vezikiiller olan eksozomlar timdr-makrofaj etkilesimlerini incelemek amaci ile
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kullanilmakta olan bir baska platformdur. Eksozomlar, bir nevi tiiretildikleri hiicrelerin
mRNA, miRNA, DNA parcalar1 ve proteinleri gibi biyoaktif molekiillerinin fosfolipid ile
cevrili kargolaridir. Bu nedenle eksozomlar, TME’ deki timér-makrofaj etkilesimlerinin
incelenmesinde Ozellikle son zamanlarda 6nemli bir platform haline gelmistir (Baig vd.
2020; Chen vd. 2021). Bunun yani sira, hiicre-hiicre etkilesimlerini giiclendirmek ve
TME ortamini daha iyi taklit edebilmesi sayesinde ii¢ boyutlu (3D) hiicre kiiltiir sistemleri
de timdr-makrofaj etkilesimlerini incelemek amaci ile kullanilmaktadir (Nii, Makino ve
Tabata 2020). 3D hiicre kiiltiir sistemlerine organoidler de kullanilmaktadir. Organoidler,
ilgili dokunun in-vivo 6zelliklerini taklit edebilen 3D ¢pk hiicreli in-vitro doku yapisidir
(de Souza ve Natalie 2018). Organoid ¢aligmlarma bir 6rnek olarak, Lim vd. (2022)
hepatoseliiler tiimor organoidlerini matrijel igerisinde kiiltiirleme stratejisi sayesinde, 3D
kiiltiir sistemini biyomalzeme sistemi ile birlestirerek olusturduklar1 platformda tlimor-
makrofaj etkilesimlerini incelemislerdir. Boylelikle, tiimor-makrofaj etkilesimlerini in-

vivo sartlarina daha yakin bir ortamda incelenmesine olanak saglamisladir.

2.7 Eksozomlar ve Kanser Mikrog¢evresindeki Rolii

Tiimor ilerlemesi, timor ve mikro ¢evre arasindaki aktif ortakliktan kaynaklanmaktadir.
Bu ortaklik, etkili iletigim yollar1 olmadan imkansiz olurdu. Dogrudan hiicreden hiicreye
temas, sinyal molekiillerinin salgilanmasi ve vezikiillerin hiicre dig1 bosluga salinmasi
aracilig1 ile bu iletisim saglanmaktadir (Kucharzewska ve Belting 2013). Eksozomlar 30-
200 nm ¢apindadir ve kok hiicreler, endotel hiicreleri, makrofajlar ve kanser hiicreleri gibi
birgok farkli hiicre tiirii tarafindan salinir (Bondhopadhyay vd. 2021). Eksozomlar ayrica
proteinler, lipitler, DNA, mRNA, mikroRNA'lar dahil olmak {izere bir¢cok biyoaktif
molekiilii tagirlar (Javeed ve Mukhopadhyay, 2017).

2.7.1 Eksozom olusumu

Hiicreler, hiicre zarini ice dogru tomurcuklandirarak zara baglh bir endozom olusturur. Bu
endozom, erken bir endozomdan geg¢ bir endozoma olgunlastikca ¢esitli degisikliklerden

gecger. En 6nemlisi, endozomal membran i¢e dogru tomurcuklanir ve endozom iginde zara

14



bagli vezikiiller yapmak amac1 ile sikisir ve endozom artik multivesikiiler endozom
(MVE) olarak adlandirilir. MVE, lizozoma gidebilir ve icerigi bozabilir veya hiicre zarina
gidip hiicre zartyla birleserek, hiicre disina salindiklarinda eksozomlar olarak adlandirilan
iceriklerini serbest birakabilir (Thery vd. 2002). Eksozomal zar, endozomla iliskili zar
tasima ve fiizyon proteinleri (flotilin, Anneksinler, GTPazlar), spesifik lipidler
(sfingomyelin, kolesterol, seramid) ve antijen sunan hiicrelerden geliyorsa MHC-II
acisindan zengindir. Eksozomlar ayrica membran yiizeylerinde endozoma 0&zgii
tetraspaninler (CD9, CD63, CD81, CD82) ve MVE biyogenez ile ilgili proteinler (Alix,
TSG101) igerir (Micheal vd. 2010).

P
< Hiicre

* Endozom Olginlagmasi

Sekil 2.6 Multivesikiiler endozom (MVE) aracili eksozom olugumu (Brinton vd. 2015)

2.7.2 Eksozomlarimn TME’ deki etkileri

Kanser hiicreleri, diger hiicrelere gore cok daha fazla eksozom salgilar ve bu eksozomlar
kanserle ilgili ¢ok sayida biyoaktif molekiil i¢erir. Bu biyoaktif molekiiller, makrofajlara
tasinir  ve ¢oklu sinyal yollarinin aktivitesini diizenler, bdylece makrofajlarin
fosfatidilinositol-3-kinaz (PI3K) ve AKT yolaklar1 (Han vd. 2021; Vergadi vd. 2017)
yoluyla M2 fenotipine polarizasyonunu indiikler. Benzer sekilde, M2 polarize

makrofajlarin eksozomlarinin, kanser hiicrelerinin istila, go¢ ve anjiyogenez 6zelliklerini
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arttirdig1 bilinmektedir (Yang vd. 2011; Wu vd. 2021). Kanser hiicrelerinden olusan
eksozomlar, fibroblastlarin CAF’lara farklilagmasinda da etkilidir. TUmor epitel
hiicrelerinin molekiiler durumuna bagli olarak tiimor biiylimesini, ilerlemesini ve tiimor
hiicre invazyonunu tesvik edebilmektedirler (Brinton vd. 2015). Tiimorlerin birkag
milimetrekiipin Otesine biiyiiyebilmesi i¢in daha ¢ok besine, oksijene ve atik
uzaklagtirmaya erisimi olmalidir. Bu ihtiyaglarin1 giderebilmek amaci ile tiimor
hiicrelerinin konak damar sistemine erismesi ve kani timore yonlendirmesi gerekir
(Bergers ve Benjamin 2003). Tiimor hiicreleri, kan kaynagimin olusturulmasi i¢in VEGF
gibi pro-anjiyojenik faktorlerin arttirilmasi gerekir. Timor ortaminda hipoksi
algilandigindan, karsinom hiicreleri, yeterli oksijenasyonu saglamak i¢in sinyallesmeyi
baslatmak ve anjiyojenik faktorleri iletmek i¢in mikro ortama eksozomlar
salgilamaktadir. Timdr eksozomlarinda salgilanan hipoksi kaynakli proteinler, normal
konake1 endotel hiicreleri tarafindan alinir. Alinan eksozomal yiik, yeni tiibiil olusumunu
uyarir ve sonug olarak bu alani beslemek igin bir kan damari ag1 olusturur (Skog vd.

2008).

2.7.3 Eksozomlarin kanser hiicrelerinin metastatik ozelliklerine ve kemodirence
etkileri

Bir¢ok kanser i¢in metastaz siireci, epitelyal-mezenkimal gecisi (EMT) ger¢eklestiren
timor hiicreleri tarafindan baslatilir. Bu tiimor hiicreleri, metastaz yapabilmek i¢in
vaskiiler ve lenfatik kanallara go¢cme yetenegine sahip olurlar. EMT gecirmis kanser
hiicrelerinden salinan eksozomlar, EMT faktorlerince zengindirler ve bu eksomlar1
biinyesine alan mikrogevredeki diger kanser hiicrelerini de EMT’ye tesvik
edebilmektedirler (Jeppesen vd. 2014). Bunun yani sira, eksozomlarin kanser hiicrelerinin
ila¢ direncine de etkileri bulunmaktadir. Tiimor hiicreleri heterojen bir popiilasyon
oldugundan, kemodireng seviyesi tiimor hiicresinden tiimér hiicresine degismektedir. ilag
direncinin bir mekanizmasi olarak, hayatta kalan tiimor hiicreleri, direng 6zelliklerini
eksozomlar yoluyla hassas hiicrelere ileterek kanser tedavilerinden etkilenmeyen daha

biiyiik bir hiicre popiilasyonu olusturmaktadir (Chen vd. 2014).
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2.8 Immiinomodiilatéor Biyomalzemler

Daha once de belirtildigi gibi TME yiiksek oranda immiinsupresif bir durumdadir ve bu
da kanser hiicrelerinin immiinden kagisimi kolaylastirir. Bunun aksine, bagisiklik
hiicrelerinin anormal bir sekilde yiiksek aktivasyonu ise iltihaplanmaya, iltihapli
hastaliklara, obeziteye, otoimmiin hastaliklara veya alerjik hastaliklara neden olabilir.
Ayrica, anormal inflamasyon, organ nakil reddine ve doku rejenerasyonunun
engellenmesine vesile olmaktadir (Feng vd. 2019). Ozetle, her sistemde oldugu gibi
bagisiklik sisteminin de hemeostazi biliyiik Onem tasir. Biyomalzeme alanindaki
gelismeler sayesinde, bagisiklik sisteminin hemeostazinin bozuldugu durumlarda
bagisiklik hiicrelerini diizenleyen biyomalzemelere ‘immiinomodulator biyomalzemeler’
denir (Feng vd. 2019). Bu malzemeler immiin baskilayici olarak, implantasyonlarda
yabanci cisim tepkisini (FBR) ve asir1 inflamasyonu azaltmak i¢in kullanilabilmektedir.
Ornegin, ECM tabanli biyomalzemeler, doku uyumlulugu sayesinde dogal ve adaptif
bagisiklik sistemini control ederek FBR’yi azalttigi ve bununla beraber doku
rejenerasyonuna katkida bulundugu bilinmektedir (Dziki ve Badylak, 2018). Polimerik
veya protein bazli nanopartikiiller ve deseliilize ECM iskeleleri gibi immiin baskilayici
biyomalzemeler ayn1 zamanda otoimmiin hastaliklarin tedavisinde ve rejeneretif tipta da
kullanilabilmektedir (Zhang vd. 2018; de Bittencourt Jr vd. 2007). Bagisiklik uyarici
biyomalzemeler ise kanser tedavisinde, virlis ve bakteri enfeksyonlarinin tedavisinde
kullanilmaktadir (Movva vd. 2022). Shield vd. 2020 yilinda yayinladiklar1 bir calismada
iki poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) arasmna IFN-y bulunduran polivinil alkol ile
makrofajlarin hiicre zarma yapisan bir sandvi¢ modeli olusturduklarina deginmistir. Bu
sandvi¢ modeli igerisindeki bagisiklik uyarict IFN-y sitokini sayesinde makrofajlarin pro-

inflamatuar fenotipe polarizasyonunu modiile etmektedir.

2.8.1 immiinomodulator nanopartikiiller

Immiinomodiilatér nanopartikiiller, makrofajlarin fenotipini diizenlemek igin oldukca
etkili olan diizenleyici biyomalzemelerdendir. Ciinkii nanopartikiiller viicuda veya hiicre

kiiltirtine  girdikten sonra, makrofajlar yabanci cisim olarak tanimladiklari
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nanopartikiilleri ylizey opsonizasyonu nedeniyle endositoz veya fagositoz yoluyla kendi
biinyelerine alabilirler (Reichel vd. 2019). Nanopartikiillere makrofaj tepkileri, doz,
boyut, nanopartikiil bilesimi ve nanopartikiil ylizey 6zellikleri gibi belirleyicilere bagl
olabilir. Ornegin; Titanyum Nanopartikiiller (Ti-NP'ler), Cinko Oksit Nanopartikiiller
(ZnO-NP'ler), Siiper Paramanyetik Demir Oksit Nanopartikiiller (SPION'lar) ve
Paladyum Nanopartikiiller (Pd-NP'ler) gibi metalik nanopartikiiller, mitojenle aktive olan
protein kinazlara (MAPK) veya toll benzeri reseptorlere (TLR) baglh olarak makrofajlari
M1 fenotipine polarize ederler (Scherbart vd. 2011; Wang vd. 2017; Kodali vd. 2013;
Gurunathan vd. 2021; Ma vd. 2019). MAPK yolagina bagli makrofaj polarizasyonunda,
hiicre icerisine alinan nanopartikiiller hiicrede oksijen stresine (ROS) sebep olur. Olusan
ROS, MAPK yolagini aktif eder ve NF-kB aktivasyonunu saglar. Devaminda IL-6, TNF-
a ve IL-1B gibi pro-inflamatuar sitokinlerin salimina sebep olmaktadir. Bununla beraber
hiicre igerisinde olusan ROS seviyesine bagli olarak hiicre DNA hasar1 artmasiyla beraber
hiicreyi 6liime gotiirebilmektedir (Lenders vd. 2020). TLR” ye bagh polarizasyonda ise,
hiicre igerisine alinan nanopartikiiller endozomdaki TLR2, TLR7, TLR8 ve TLR9 gibi
reseptorleri aktive eder. TLR aktivasyonu hiicre ile igerisinde NF-kB fiiretilmesi ve

bununla beraber inflamatuar sitokinlerin ortama birakilmasi saglanir (Lenders vd. 2020).
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Sekil 2.7 Nanopatikiillerin MAPK yolagr aracilt makrofaj polarizasyonu
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Bunun yani sira, immiindmodiilatér nanopartikiiller ¢esitli reseptorler ile modifiye
edilebilmektedir ve iglerine kanser ilaglari, inhibitdrler, uyaricilar gibi gesitli biyoaktif
molekiiller ilave edilebilmektedir. Bu sayede bu nanopartikiiller, ila¢ dagitim
sistemlerinde spesifik hiicre hedefli ilag iletimi saglarken ayni zamanda TME’ deki
immiinsupresif ortami1 da saglayabilir (de Bittencourt Jr vd. 2007; Noh vd. 2017; Zhang
vd. 2018; Rodell vd. 2018). Immiin baskilayici olarak kullanilan nanopartikiiller ise
makrofajlar1 genellikle M2 fenotipine indiikleyebilen lipozomal, polimerik, dentrimer ve

protein bazli nanopartikiillerdir (Rajan vd. 2018).
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3. KAYNAK OZETLERI

Immiinomodulatdr biyomalzemeler, kanser mikrocevresinde olusan baskilanmisg
bagisiklik sistemi aktivitesini canlandirmak ic¢in olduk¢a Onemlidir. Bu amag igin
kullanilan ¢esitli immiinomodiilator biyomalzemeler, immiinomodiilator nanopartikiiller
ve pro-inflamatuar makrofajlardan elde edilen eksozomlar1 igeren ¢alismalar asagida

Ozetlenmistir.

Shields vd. (2020) yaptiklar1 bir ¢alismada makrofaj yiizeylerine saglam bir sekilde
yapisabilen ve hiicresel fenotipleri diizenleyebilen ‘sirt ¢antasi’ olarak adlandirilan bir
immiinomodulatér rapor etmislerdir. Iki poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) arasma
IFN-y bulunduran polivinil alkol ile sandvi¢ modeli olusturulmustur ve bu sandvigin bir
yiizeyi aldehit ile modifiye edilen hyaliironik asit ve poli(alilamin) hidroklorid (HA-
Ald/PAH) ile kaplanmistir. Bu kaplama sayesinde olusturulan sirt ¢antasi, makrofaj
hiicrelerinin yiizeyine yapisarak siirekli sitokin salimi sayesinde makrofajlart M1
polarizasyonuna yonlendirdigini rapor etmislerdir. Ek olarak, in vivo ¢alismalarda sirt
cantas1 bulunduran makrofaj hiicreleri timor mikrogevresinden daha az etkilenerek M2
makrofaj polarizasyonunu baskiladig1 goriilmiistiir. Genel olarak bu ¢alisma kanser ve

bulasici hastaliklarda makrofajlarin fenotipini diizenleyebilmek icin bir strateji sunar.

Rodell vd. (2018), makrofaj fenotipini diizenlemek amaci ile toll benzeri reseptor (TLR7
ve TLR&8) agonisti olan R848, § — siklodekstrin nanoparcaciklari (CDNP-R848) arasinda
konak — konuk reaksiyonlari yardimi ile modifiye edilmistir. M2 timdr iliskili
makrofajlarin  TLR aktivasyonunu indiikleyen CDNP-R848 makrofajlar1 M1
polarizasyonlarint sagladigi rapor edilmistir. Ek olarak, in vivo ¢aligmalarda da timdr
mikrocevresinden etkilenerek immiinsupresif makrofajlarin anti-tlimorjenik aktivitelerini
arttirdigi ve bununla beraber kanser biiylimesini ve metastazini baskiladigi
anlatilmaktadir. Kisaca, rasyonel  olarak  tasarlanmis ilag-nanopartikiil
kombinasyonlarinin, kanser immiinoterapisi i¢in tiimorle iliskili makrofajlar1 verimli bir

sekilde modiile etme yetenegine sahip oldugu gosterilmistir.
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Daha 6nceden de belirtildigi gibi metastaz, meme kanseri de dahil olmak {izere bircok
timor tipinde kansere bagli 6liimlerin biiyilik bir kismindan sorumludur. EMT, metastazin
ortaya ¢ikmasi ve ilerlemesi i¢in itici giictiir. Wang vd. (2021), immiinomodiilator bir
nanomalzeme olan paladyum nanoplakalarin (PdPL) hem birincil tiimdrlere hem de
metastatik tiimdrlere etkilerini incelemislerdir. Mekanistik arastirmalar, TGF-f sinyalinin
kismen de olsa inhibisyonundan dolayr PdPL tedavisi meme kanseri hiicrelerinde
EMT'nin baskilandigini ortaya ¢ikardi. Epitelyal ve endotelyal hiicreler arasindaki siki
baglantilarin biitiinliigl i¢in gerekli olan okliizyon kaybi, hiicreden hiicreye adezyonun
kaybolmasia ve bdylece giiclendirilmis EMT'ye yol agabilir (Zihni vd. 2016). PdPL
tedavisi 4T1 hiicrelerindeki EMT iliskili genleri baskilayarak mezenkimal-epital gecisi
(MET) yeniden programlanmasini saglar. Ozet olarak, PAPL'nin EMT sinyalini inhibe
ederek metastazi onemli dl¢iide engelledigi ortaya koyuldu ve boylece PdPL'nin meme
kanseri metastazini tedavi etmek i¢in terapotik bir ajan olarak umut verici potansiyelini
gosterdi. Ek olarak, Gurunathan vd. (2021) bir calismasinda ise paladyum
nanopartikiillerin insan losemi monositik hiicrelerinde (Thp-1) eksozom biyogenezi
tizerindeki etkisini ve Thp-1 hiicrelerinde salimini ele almay1 amacgladi. PANP tedavisinin
Thp-1 hiicreleri iizerinde oksidatif stres, endoplazmik retikulum stresi, apoptoz ve
immiinomodiilasyonu indiikleyerek eksozomlarin biyogenezini ve salinimini arttirdigini
ortaya koymuslardir. TSG101, CD9, CD63 ve CD81'in ekspresyon seviyeleri, PANP ile
tedavi edilen hiicrelerde kontrol hiicrelerine gore 6nemli Olgiide daha yiiksek oldugu
gbzlemlenmistir. Bunun yani sira, sitokin ve kemokin seviyeleri, PANP ile muamele
edilmis Thp-1 hiicrelerinden izole edilen eksozomlarda, kontrol hiicrelerinden izole
edilenlere gore dnemli Slgiide daha yiiksek ¢iktigr rapor edilmistir. Bu sonuglar, cesitli
terapotik uygulamalar ve eksozom firetimini iyilestirmek i¢cin makul bir yaklasim

Onermektedir.

Eksozomlarin ila¢ dagitim sistemlerini giiclendirmek ve ilag etkinligini arttirmak amaci
ile kullanild1g1 ¢alismalar da literatiirde mevcuttur. Ornek olarak, Sha vd. (2020) iiclii-
negatif meme kanseri (TNBC) kemoterapisi i¢in makrofaj tiirevli eksozom kapli bir poli
(laktik-ko-glikolik asit) nanopartikiilii gelistirmiglerdir. Timor spesifik bir nanopartikiil
olusturmak amaci ile eksozom yiizeyi TNBC hiicreleri tarafindan yiiksek oranda eksprese

edilen mezenkimal-epitelyal gecis faktoriinii (c-Met) hedefleyen bir peptid ile modifiye
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edilmistir. Nanopartikiiliin i¢ cekirdegini olusturan poli (laktik-ko-glikolik asit) anti
kanser ilac1 olan doksorubisin ile kombine edilmistir. Boylece, tiimor hiicreleri tarafindan
almacak olan eksozomlar, lizozomdaki asitlik sebebi ile eksozom kolayca ayirilacak ve
kanser hiicrelerinin ¢ekirdeklerinde birikerek hiicre apoptozunu indiikleyecek olan
kapstillenmis doksorubisini serbest birakacaktir. Elde edilen sonuglar, eksozom kapl
nanoparcaciklarin, doksorubisinin hiicresel alim verimliligini ve antitiimdr etkinligini
onemli dlglide gelistirdigini gosterdi. In vivo asamasinda ise, nanotastyicilarin yiiksek
tiimor hedefleme etkinligi sergiledigini, tiimor biiylimesinin inhibisyonunun artmasina ve
yogun tiimor apoptozu indiiklemesine yol agtigini gosterdi. Bu sonuglar, tasarlanmig
makrofaj eksozom kapli nanopartikiillerin, TNBC tedavisi i¢in umut verici bir ilag¢

dagitim stratejisi oldugunu gosterdi.

Yapilan bu c¢aligmalarda, tiimor immiin mikrogevresi elemanlarindan biri olan
makrofajlarin  timér mikrocevresinden etkilenerek pro-inflamatuar  fenotipini
kaybetmesini engellemek, dolayisiyla TME’deki bagisiklik tepkisini canli tutmak amaci
ile immiinomodiilatér nanopartikiiller ve makrofaj tiirevli eksozomlarin kullanimindan
bahsedilmistir. Bunun yani sira, eksozomlarin nanopartikiiller ile kombinasyonu
sayesinde bir nevi ilag kargosu olarak kullanilarak terapotik etkileri incelenmistir. Ancak,
immiinomodiilator nanopartikiiller ile indiiklenmis ve ¢esitli fenotipe sahip
makrofajlardan elde edilen eksozomlarin meme kanseri mikro-dokular1 iizerindeki
etkileri literatiirde karsilagtirmali olarak ele alinmamistir. Bunun yani sira, paladyum ile
indiiklenmis makrofaj eksozomlariin ve HUVEC, phDF gibi tiimdér mikrogevresinde
bulunan farkli tip hiicrelerin, tiimoér mikro-dokular1 iizerindeki metastatik, apoptotik,
EMT ve kemoresistans Ozelliklerine etkileri, ¢ok-hiicreli mikro-dokular1 olugturarak

incelenmesi bu tez ¢alismasina 6zgiin deger katmaktadir.

22



4. MATERYAL ve YONTEM

4.1 Materyal

Hiicre kiiltlirii ¢aligmalarinda hiicrelerin ¢ogaltildig1 ve deneylerin yapildig: steril doku
kiiltir kaplart Sarstedt, Almanya’dan ve besiyeri olarak kullanilan DMEM-HG
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium-high glucose), DMEM-F12 (Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium-F12) besiyeri katkis1 olarak kullanilan L-glutamin,
penisilin/streptomisin  (P/S), fetal sigir serumu (FBS) ve hiicrelerin pasajlanmasi
isleminde kullanilan DPBS (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline) ve tripsi/EDTA
¢ozeltisi Thermo Fisher firmasindan temin edildi. Hiicre ¢aligmalari, laminer akigh steril
kabinde (Heal Force, Tiirkiye) yapildi ve hiicre kiiltiirleri 37°C, %5 COz2, %95 nem

ortamini saglayan bir karbondioksitli inkiibatérde (Panasonic, Japonya) gergeklestirildi.

Makrofajlarin polarizasyonunu indiiklemek amaci ile kullanilan nanopartikiiller (Zn-Ni-
FeO, Cuw(IDO, Pd, Pt, Au, GO, CdSeS/ZnS kuantum noktaciklar1) Sigma-Aldrich
(Amerika) firmasindan temin edildi. Ek olarak, yine makrofaj polarizasyonu saglamak
icin LPS (Eskisehir Osmangazi Universitesi, Biyoteknoloji ve Biyogiivenlik AD.),
interferon gama (IFN- y) (Sigma-Alderich, Amerika) ve interlokin-10 (IL-10) (Peprotech)
kullanildi.

Nanopartikiiller ile indiiklenen makrofajlarin yasayabilirligini gozlemlemek i¢in kalsein-
AM (Molecular Probes, Thermo Fisher, UK) boyamas: yapildi. Olii hiicreleri
gozlemlemek i¢in ise etidyum homodimer-1 (ethd-1, Molecular Probes, Thermo Fisher)
boyamas1 yapildi. Hiicreler, Leica DMIL (Almanya) floresan mikroskobu ile
gozlemlendi. Hiicre proliferasyonunu incelemek amaciyla XTT [2,3-bis-(2-metoksi-4-
nitro-5-siilfofenil)-2H-tetrazolyum-5-karboksanilid] hiicre proliferasyon kiti (Biological
Industries, USA) kullanild1 ve 6l¢iimler UV-spektrofotometre (Multiskan Sky Microplate

Spectrophotometer, Thermo Fisher) cihazinda alindu.
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Gen ekspresyon calismasinda RNA izolasyonu icin toplam RNA izolasyon Kkiti
(GeneDireX, ABD) ve tamamlayict DNA (cDNA) sentezi i¢in iScript™ cDNA sentez
kiti (Bio-Rad, ABD) kullanildi. Ters transkriptaz-kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu
(RT-qPCR) i¢in kullanilan primerler (Cizelge 4.1) Oligomer Biyoteknoloji (Tiirkiye)
firmasindan temin edildi ve RT-qPCR reaksiyonu termal dongiileyici (Bio-Rad CFX96
cihazi, ABD) ile yapild1.

Cizelge 4.1 Kullanilan belirte¢ genlerin primer sekanslari

Genler Primerler (F: 5°-3%) Primerler (R: 5°-3%)

CD64 ACCTGAGTCACAGCGGCATCTA TGACACGGATGCTCTCAGCACT
CD163 GGCTAGACGAAGTCATCTGCAC CTTCGTTGGTCAGCCTCAGAGA
STAT-1 GCCTCTCATTGTCACCGAAGAAC TGGCTGACGTTGGAGATCACCA
STAT-6 ACGACAACAGCCTCAGTGTGGA CAGGACACCATCAAACCACTGC
MMP2 AGCGAGTGGATGCCGCCTTTAA CATTCCAGGCATCTGCGATGAG

MMP9 GCCACTACTGTGCCTTTGAGTC CCCTCAGAGAATCGCCAGTACT
E-kadherin GCCTCCTGAAAAGAGAGTGGAAG TGGCAGTGTCTCTCCAAATCCG
N-kadherin CCTCCAGAGTTTACTGCCATGAC GTAGGATCTCCGCCACTGATTC

pS3 GAGGTTGGCTCTGACTGTACC TCCGTCCCAGTAGATTACCAC
GAPDH (Fare) CATCACTGCCACCCAGAAGACTG ATGCCAGTGAGCTTCCCGTTCAG
GAPDH (insan) GAACGGGAAGCTTGTCATCAA ATCGCCCCACTTGATTTTGG

Nanopartikiiller ile indiiklenmis makrofajlarin sitokin seviyelerini 6lmek i¢in TNF-a

ELISA kiti (Bioassay Technology Laboratory, Cin) kullanildi.

Nanopartikiillerin makrofajlar tarafindan hiicre igerisine alindigin1 dogrulamak igin
makrofaj hiicrelerinden Reichert OM-U3 (Austria) kullanilarak kesitler alind1 ve
gecirimli elektron mikroskobu (TEM, JEOL JEM 100CX II Tokyo, Japan) aracilig1 ile

incelendi.

Farkli fenotipe sahip makrofajlardan toplanan atik besiyerleri, eksozom izolasyonu i¢in
ultrasantrifiij cihazina (Himac CP100WX, Hitachi, Amerika) alindi. Ardindan elde edilen
eksozomlarin karakterizasyonu icin bisinkoninik asit (BCA) tahlil kiti (Thermo Fisher

Scientific, Amerika) ve gegirimli elektron mikroskobu kullanildi.
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Ilag ¢alismalarida mikro-dokular1 olusturmak icin hiicre ekimlerinde ultra az yapisir

plakalar (ULAP) (Corning, ABD) ve 5-Fuluorourasil antikanser ilact kullanild.

4.2 Yontem

Bu boliimde fare makrofaj (Raw 264.7), insan meme kanseri (MCF-7), insan gobek
kordonu bagi endotel hiicreleri (HUVEC) ve insan primer dermal fibroblast (phDF)
hiicrelerinin  ¢ogaltilmasi, pasajlanmasi, nanopartikiil indiiksiyonu, mikro-doku
olusumlari, sitokin seviyesi ol¢liimi, ilag uygulamasi, sitotoksisite ve gen ekspresyon

calismalar1 hakkinda metodolojik bilgi sunulmustur.

4.2.1 Hiicre kiiltiiri

Raw 264.7 ve HUVEC hiicreleri hacimce %1 P/S ve %10 FBS igeren DMEM-HG
icerisinde; MCF-7 hiicreleri hacimce %1 P/S ve %20 FBS iceren DMEM-HG igerisinde;
phDF hiicreleri hacimce %1 P/S ve %10 FBS iceren DMEM-F12 icerisinde 37 °C ve %5
COzigeren ortam sartlarinda inkiibe edildi. Hiicreler bagil bolluga gelinceye kadar 2-3

giinde bir taze besiyeri degisimi yapilarak kiiltiire devam edilmistir.

4.2.2 Makrofaj polarizasyonu icin nanopartikiillerin hazirlanmasi

Kat1 halde stoklanan nanopartikiillerden (Zn-Ni-FeO, Cu(Il)O, Pd, Pt) hassas terazide 1
mg tartilip sterilizasyon i¢in bir saat boyunca UV altinda bekletilmistir ve 1 ml ultra saf
su igerisinde resiispanse edilerek 1 mg/ml calisma stogu hazirlanmistir. Sivi
nanopartikiiller (Au, GO, CdSeS/ZnS kuantum noktaciklar1) ise istenen dozlarda (10
ug/ml ve 100 ug/ml) besiyeri igerinde kullanilmaya hazir hale getirilmistir.
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4.2.3 Makrofaj polarizasyonu icin nanopartikiil uygulamasi

Yaklasik %80-85 bagil bolluga ulastig1r gézlemlenen 24 kuyucuklu plakalara ekilmek
amaci ile hiicreler tripsinize edilmistir. Bu amagla, doku kiiltiir kaplarinda kiiltiir olan
hiicrelerin atik vasati alindi ve tripsini inhibe eden serumu ortamdan uzaklagtirmak igin
hiicreler, 2-3 kez 10 mL DPBS ile yikanmistir. Ardindan kiiltiir kabma 1 ml % 0,25
Tripsin-EDTA ¢ozeltisi eklendi ve hiicrelerin kiiltiir kab1 yiizeyinden ayrilmasi i¢in
37°C’de 4-5 dakika inkiibe edilmistir. Mikroskop ile hiicrelerin yiizeyden kalktigi
gozlemlendikten sonra hiicreler {izerine 4 mL serum igeren besiyeri eklenerek tripsin
aktivitesi inhibe edilmistir. Slispansiyon halindeki hiicreler pipetleme yapildiktan sonra
santrifiij tiipline alinarak 1200 devir/dakika hizda 5 dakika siireyle santrifiij edildi.
Santrifiij isleminden sonra siipernatant atilmistir. Olusan hiicre pelleti {izerine 1 mL tam
besiyeri eklenmis ve hemositometre ile hiicre sayimi yapildiktan sonra igerisine besiyeri
ilave edilmis 24 kuyucuklu plakalara istenilen hiicre yogunlugunda hiicre ekimi
yapilmistir. Ardindan ekilen hiicreler, 37°C ve %5 COzigeren ortam sartlarinda bir gece
inkiibe edilmis ve devaminda 7 farkli nanopartikiil (Zn-Ni-FeO (<100 nm), Cu(II)O (<50
nm), Pd (<25 nm), Pt (<50 nm), GO, Au (5 nm), CdSeS/ZnS kuantum noktacik (QD) (3
nm)) iki dozda (10 pg/ml ve 50 pg/ml) makrofaj hiicrelerine eklenmistir. Ayrica, kontrol
gruplarina makrofajlar1 M1 polarizasyonuna yonlendirdigi bilinen LPS (200 ng/ml) ve
IFN-y (20 ng/ml) eklenmistir. M2 polarizasyon kontrolii olarak da makrofajlar1 M2
polarizasyonuna ydnlendirdigi bilinen IL-10 (20 ng/ml) eklenmis ve hiicreler iki giin
boyunca 37°C ve %5 COz igeren ortam sartlarinda bir gece inkiibe edilmistir. 2 giin

sonrasinda hiicrelerin mikroskop goriintiileri alinmistir.

4.2.4 XTT testi: Nanopartikiiller ile polarizasyonu saglanmis makrofajlarin hiicre
proliferasyonu

Zn-Ni-FeO, Cu(IO, Pd, Pt, GO, Au, CdSeS/ZnS kuantum noktactk (QD)
nanopartikiillerinin iki farkli dozu ile 2 giin boyunca indiiklenmis makrofaj hiicrelerinin
cogalma kapasiteleri yapilan XTT testi ile gozlemlenmistir. Bu veriler 1s181nda sonraki
asamalardaki analizler i¢in se¢ilen paladyum nanopartikiilleri i¢in iki zaman noktasinda

(2. giin ve 5. giin) proliferasyon farkini gérmek igin bir XTT testi tekrarlanmigtir.
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Bu amagla, 2. ve 5. giin olarak belirlenen zaman noktalarina ulasildiginda sadece
metabolik olarak aktif bulunan hiicrelerde Nikotinamid Adenin Diniikleotid Fosfat’a
(NADPH) bagli dehidrogenaz enzimleri araciligi ile XTT tetrazolyum bilesigininin hiicre
kiiltiir ortaminda ¢oziiniir turuncu renkli formazan kristallerine indirgenmesi prensibine

dayanan kolorimetrik hiicre canlili§1 ve proliferasyonu tespit yontemi kullanilmistir.

96-kuyucuklu plaka igerisine kuyucuk bagina 10.000 olacak sekilde Raw 264.7 hiicreleri
ekilmigtir. Nanopartikiiller 37°C ve %5 COz igeren ortam sartlarinda bir gece inkiibe
edilmistir. Nanopartikiil uygulamasit 4.2.1.3 boliimiinde belirtildigi gibi yapildi
Belirlenen zaman noktalarinda, orneklerin bulundugu kuyucuklardaki besiyeri
uzaklastirilmis ve DPBS ile yikama yapildiktan sonra drneklere 100 pl taze besiyeri
ilavesi yapilmistir. Reaksiyon ¢odzeltisi 5 mL XTT reaktifine 0,1 mL aktivasyon ¢ozeltisi
olacak sekilde hazirlandi ve her bir 6rnegin bulundugu kuyucuklara hazirlanan ¢ozeltiden
50 ul ilave edilerek 37°C’da %5’lik CO:2 igeren inkiibatorde 2 saat inkiibasyon
saglanmistir. Ardindan, renk degisiminin tamamlandigi gozlemlenen drnekler iizerinden
besiyeri-XTT reaksiyon ¢oOzeltisini igeren slipernatant toplanmis ve yeni bir 96-
kuyucuklu plakaya aktarilarak spektrofotometre cihazi ile 490 nm dalga boyunda
Ol¢timler kaydedilmistir.

4.2.5 Canly/olii testi

Onceden belirlenen zaman araliklarinda (2. giin ve 5. giin) makrofaj polarizasyonu igin
kullanilan PANP’lerinin Raw 264.7 hiicreleri {izerinde olusturabilecegi sitotoksik etki ve

morfolojik degisiklikleri yapilan Canly/Olii testi ile incelenmistir.

Bu amagla, 2. ve 5. giin olarak belirlenen zaman noktalarina ulasildiginda canli/6li kit
protokolii uygulanarak canli hiicreler i¢in Kalsein-AM ve 6lil hiicreler ethd-1 boyamasi
yapilmistir. Canli hiicreler, Kalsein-AM iizerindeki asetoksimetil ester grubu yagda
¢cozlinlir karakterde oldugundan dolayr floresan olmayan kalseinin, canli hiicrelerde

bulunan esterazlar tarafindan asetoksimetil ester grubunun hidroliz olmasi ile yagda
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¢oziinemeyen bir karakter kazanmasi ve yesil floresan kalseine doniistiiriilmesi
prensibine dayanan yontem ile gdzlemlenmistir. Olii hiicreler ise, canli hiicreler
tarafindan gecirgen olmayan niikleik asit boyast ethd-1’in, Olii hiicrelerin
membranlarindan gegerek DNA’larina baglanmasi ile ¢ekirdeklerinde lokalize olarak

kirmiz1 floresan renk yaymasi prensibine dayanan mekanizma ile gdzlemlenmistir.

96-kuyucuklu plaka igerisine kuyucuk bagina 10.000 hiicre olacak sekilde Raw 264.7
hiicreleri ekilmistir. Ornekler 37°C ve %5 CO2 iceren ortam sartlarinda bir gece inkiibe
edilmistir. PANP uygulamas1 4.2.1.3 boliimiinde belirtildigi gibi yapildi. Belirlenen
zaman noktalarinda, 6rneklerin bulundugu kuyucuklardaki besiyeri uzaklastirilmig ve
DPBS ile yikama yapilmistir. Canli hiicreleri boyamak i¢in 4 pM Kalsein-AM ve 6lii
hiicreleri boyamak i¢in 10 uM Ethd-1 reaktifleri DPBS igerisinde hazirlanarak 6rneklerin
oldugu kuyucuklara eklenmistir. Ornekler, 37°C’de %5’lik CO: iceren inkiibatorde 5
dakika inkiibe edildikten sonra floresan mikroskobu kullanilarak canli hiicreler 488 nm
dalga boyunda (yesil floresan) ve 6lii hiicreler 527 nm dalga boyunda (kirmiz1 floresan)

gozlemlenmistir.

4.2.6 Nanopartikiil indiiklii makrofajlarin gen ekspresyon analizleri

RT-qPCR, farkli nanopartikiil ve dozlarinin makrofajlar iizerinde polarizasyon etkilerini
gorebilmek icin M1 ve M2 makrofaj belirte¢ genleri {izerindeki etkilerini incelemek

amaci ile uygulanmistir.

Bu amagla, 24-kuyucuklu plakalara Raw 264.7 hiicreleri 350.000 hiicre/kuyucuk olacak
sekilde ekilmis ve bir gece boyunca 37°C ve %5 COz iceren ortam kosullarinda inkiibe
edilmigtir. Nanopartikiil uygulamalar1 4.2.1.3 boliimiinde belirtildigi gibi yapilmis ve 2
giin boyunca 37°C ve %5 COz igeren ortam kosullarinda inkiibe edilmistir. inkiibasyon
periyodunun ardindan RNA izolasyon kitindeki talimatlar takip edilerek iki tekrarl
olacak sekilde hazirlanan 6rneklerden toplam RNA izole edilmistir. Bu amagla, hiicre
lizisi saglamak igin 6rnek basina 1 mL RiboEx reaktifi eklenerek homojenizasyon

saglanincaya kadar pipetleme yapilmis ve oda sicakliginda 5 dakika inkiibasyon
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saglanarak niikleoprotein komplekslerinin tamamen ayrigmasma izin verilmistir.
Ardindan homojenize edilen ornekler ependorflara aktarilarak istenmeyen hiicre disi
materyallerin ve yiiksek molekiiler agirlikli DNA’larin ¢okmesini saglamak amaci ile
12.000 x g’de 10 dakika santriftij islemi yapilmistir. RNA’lar1 i¢eren siipernatanlar yeni
ependorflara aktarilarak hacimce 1 mL RiboEx bagma 0,2 mL olacak sekilde kloroform
ilavesi yapilmig ve pipetleme isleminin ardindan o6rnekler 12.000 x g’de 15 dakika
santrifiijlenmistir. Seffaf siipernatan yeni bir ependorfa aktarilarak hacimce 1:1 olacak
sekilde RBI reaktifi eklenmis ve pipetlemenin ardindan 6rnekler mini spin kolonlara
aktarilmigtir. 10.000 x g’de 30 saniye santrifiijleme yapilarak RNA’larin silika
membranlara baglanmasi saglanmistir. Daha sonra sirastyla SVI ve RNW tamponu ile
yikama  yapilarak membrandaki RNA’larda  bulunabilecek  kontaminantlar
uzaklastirilmigtir. Son asamada, niikleaz igermeyen su ilavesi ile RNA’larin silika
membranlardan eliisyonu gergeklestirilmistir. Izole edilen RNA’larmn konsantrasyonlari

NanoDrop spektrofotometre cihazi kullanilarak 6l¢tilmiistiir.

Elde edilen RNA konsantrasyonlarindan cDNA sentezi i¢in baz alinacak konsantrasyon
miktar1 hesaplanmistir ve ¢cDNA sentez kitinin talimatlar1 uygulanarak izole edilen
RNA’lardan ¢cDNA sentezlenmistir. Kisaca, her 6rnek icin total hacim 10 uL olacak
sekilde 5 puL. 5x iScript Reaction Mix eklenmistir. Ardindan izole edilen RNA’lar en fazla
1 pg konsantrasyonda olacak sekilde ilave edilerek niikleaz icermeyen su ile gerekli olan
seyreltmeler yapilmig ve termal 1s1l dongiileyici kullanilarak cDNA’larin sentezi

tamamlanmistir.

cDNA sentezinin ardindan RT-qPCR teknigine dayanan gen ekspresyonu analizleri
gergeklestirilmigtir. Bu amagla, M1 fenotip belirtegleri olarak CD64 ve STAT-1, M2
fenotip belirtegleri olarak CD163 ve STAT-6 genleri analiz edilmistir.

4.2.7 ELISA testi ile sitokin analizi

Makrofajlara uygulanan ¢esitli nanopartikiiller ve dozlarinin taranmasi sonucu elde edilen

XTT testi ve RT-qPCR sonuglarina dayanarak Zi-Ni-FeO nanopartikiilleri ve Pd
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nanopartikiilleri disindaki nanopartikiiller ile devam edilmemistir. Tarama sonucu secilen
bu iki nanopartikiil ile indiiklenen makrofajlarin irettikleri TNF-a sitokin saliminin

incelenmesi amaci ile ELISA testi uygulanmistir.

Bu amagla, 96-kuyucuklu plakalar icerisine kuyucuk basina 10.000 hiicre olacak sekilde
Raw 264.7 hiicreleri ekilmistir. Ornekler, 37°C ve %5 CO: igeren ortam sartlarinda bir
gece inkiibe edilmistir. PANP ve Zi-Ni-FeO nanopartikiillerin uygulamasi 4.2.1.3
boliimiinde belirtildigi gibi yapilmis ve 2 giin boyunca 37°C ve %5 COz igeren ortam
kosullarinda inkiibe edilmistir. Devaminda ELISA kitindeki protokol talimatlar1 takip
edilmistir. Bu amagla, kullanilacak standartlar seri seyreltme yapilarak hazir hale
getirilmistir. Inkiibasyon siiresi tamamlanan Raw 264.7 hiicrelerinin besiyerleri
toplanarak 3000 rpm’de 3 dakika boyunca santrifiije birakilmistir. ELISA plakasanin
icerisine standart kuyucuklarina 50 pl standartlar, 6rnek kuyucuklarina ise 40 ul hiicre
besiyerleri ve tizerine 10 ul TNF-a antikorlar1 eklenmistir. Devaminda biitiin kuyucuklara
50 pl streptavidin-HRP soliisyonu eklenmis ve plakanin {izeri kapatilip 1 saat boyunca
37°C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda kuyucuklardan soliisyonlar
uzaklastirllmis ve ii¢ kez 350 pl yikama tamponu ile kuyucuklar yikanmistir.
Kuyucuklara 50 pl substrat A ve 50 pl substrat B soliisyonlar1 eklenmistir. Plaka 10
dakika boyunca karanlikta ve oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Reaksiyonu durdurmak
i¢cin kuyucuklara durdurucu soliisyondan 50 pl eklenmis ve sar1 renkten mor renge gecis

gozlemlenince spektrofotometrede 450 nm’de absorbans degerleri alinmisgtir.

4.2.8 Makrofajlarin nanopartikiil alimimin TEM ile gozlemlenmesi

Nanopartikiillerin makrofajlar tarafindan hiicre icerisine alindigim1 dogrulamak i¢in
makrofaj hiicrelerinden kesitler alindi ve TEM aracilig1 ile incelenmistir. Bu amag
dogrultusunda daha oOnce belirtildigi gibi nanoaprtikiillerle indiiklenen Raw 264.7
hiicreleri, bagil bolluga ulasana kadar T75 steril doku kiiltiir kaplarinda kiiltiirlenmistir.
Daha sonra hiicreler tripsin/EDTA ile kiiltiir yiizeyinden kaldirilarak santrifiij tiipiine
aktarilmis ve 1200 rpm'de 5 dakika santrifiijlenmistir. Santrifiijlemeden sonra siipernatan

uzaklastirilmistir. Hiicre peleti, bir giin boyunca glutaraldehit i¢inde sabitlenmistir. Pelet,
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sodyum fosfat tamponu ile yikandi ve sodyum fosfat tamponunda 30 dakikalik ii¢ yikama
yapilmustir. %70 alkolde hazirlanan uranil asetat ile 1 saat boyanmistir. Numuneler %80
alkol ile 10 dakika, %90 alkol ille 10 dakika, %96 alkol ile 10 dakika, %100 alkol ile 10
dakika, %100 alkol ile 10 dakika ve propilen oksit ile 30 dakika siireyle yikanmistir.
Ardindan araldit soliisyonu hazirlamak i¢in 10 ml araldit, sertlestirici olarak 10 ml dodesil
sukkinik anhidrat (DDSA), hizlandiric1 olarak 0.5 ml 2,4,6[tri(dimetilaminoetilfenol)]
(DMP-30) ve plastiklestirici olarak ise 1 ml dibiitil fitalat (DBP) kimyasallar1
kullanilmigtir. Numuneler %25 araldit + %75 propilen oksit iginde 3 saat, %50 araldit +
%S50 propilen oksit i¢inde 3 saat, %75 araldit + %25 propilen oksit i¢inde gece boyunca
ve son olarak 6 saat saf araldit i¢inde tutulmulmusr. Numuneler 45°C'de 24 saat ve
ardindan 60°C'de 24 saat siireyle etiivde bekletilmistir. Ultra ince kesitler (30-60 nm)
ultramikrotom (Reichert OM-U3, Avusturya) ile kesilmis ve kesitler %1 uranil asetat ile
5 dakika boyanmistir. Numuneler, gegirimli elektron mikroskobu (JEOL JEM 100CX II

Tokyo, Japonya) altinda incelenmistir.

4.2.9 Tiimoér mikro-dokularimin olusturulmasi ve polarize makrofajlar ile es-
kiiltiirii

Farkli fenotipteki (MO, M1, M2 ve PANP indiiklenmis) makrofajlarin meme kanseri
mikro-dokulari {izerinde metastatik, apoptotik ve EMT etkilerini degerlendirmek amaci
ile meme kanseri mikro-dokular1 iiretilmis ve 0.4 pum porlara sahip bir membran ile
birbirinden ayrilmis iki-bélmeli kiiltiir diizenegi olan transwell sistemleri ile es-kiiltiirler

kurulmustur (Sekil 4.1).

31



[ N
/

e®e®
R

M1/MCF-7 Sferoid
Es-kiltdrd

\‘u
':ﬁ)) Sferoid
N Olusumu

|| (- ) /|
M2/MCF-7 Sferoid
Es-kitdrt

Sekil 4.1 Es-kiiltiir deney sistemi kurulum semasi

MCF-7 tiimor mikro-dokularini olusturmak igin &ncelikle, MCF-7 hiicrelerinin plaka
ylizeyine yapismasini engelleyerek birbirlerine yapismasi ve mikro-doku olusturabilmek
amactyla 6-kuyucuklu plakanin kuyucuklari agirlik¢a %1 agar soliisyonu ile kaplanmistir.
Agar soliisyonu soguyup jellestikten sonra hacimce %1 penisilin-streptomisin iceren PBS
ile yikand1 ve ardindan kuyucuklara 1’er ml besiyeri ilave edilerek hiicre ekimine kadar
inkiibatore kaldirilmistir. %1 agar kapl 6-kuyucuklu plakara 300.000 hiicre/kuyucuk
olacak sekilde MCF-7 hiicreleri ekildi ve makrofaj polarizasyonu i¢in gereken siire bitene
kadar (48 saat) mikro-dokularin olusumu 37°C’de ve %5 CO: kiiltiir sartlarinda
saglanmistir. Kuyucuk bagma yaklagik 200 mikro-doku olusumu gézlenmis ve mikro-
dokular 6nceden %1 agar ile kaplanmig 24-kuyucuklu plakalara kuyucuk bagit 100 mikro-
doku olacak sekilde aktarilmistir. Ayr1 bir 24-kuyucuklu plakada Raw 264.7 hiicreleri es-
kiiltiir sisteminin {ist kompartiman1 olarak kullanilacak olan porlu kuyucuklara (insert)
kuyucuk basina 30.000 hiicre olacak sekilde ekildi ve hiicrelerin kuyucuklara
yapisabilmeleri i¢in bir gece boyunca 37° C’de ve %5 CO2 sartlar1 altinda inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyondan sonra, polarizasyonlarmi tesvik etmek icin makrofaj

hiicrelerine M1-indiiksiyonu i¢in LPS (200 ng/ml)/IFN-y (20 ng/ml), M2-indiiksiyonu
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icin IL-10 (20 ng/ml) ve M1-indiiksiyonu i¢in PANP'leri (50 pg/ml) uygulandi ve 48 saat
boyunca 37°C’de ve %5 CO: altinda inkiibasyona birakilmigtir. Son olarak,
polarizasyonu saglanmis makrofajlarin bulundugu es-kiiltiir sistemin iist kompartimani
mikro-dokularin aktarildigi 24-kuyucuklu plakanin kuyucuklarina yerlestirilmistir.
Olusturulan es-kdiltiir sistemi 3 giin boyunca 37°C’de ve %5 COz sartlar1 altinda inkiibe
edildi ve giinliik olarak makrofajlarin ve mikro-dokularin mikroskop goriintiileri
alimmigtir. Periyotik olarak alinan mikro-doku goriintiilerindenboyutlar1 Image J

programi kullanilarak 6l¢iilmiistiir.

4.2.10 MCF-7 tiimor mikro-dokularin gen ekspresyon analizleri

RT-qPCR, farkli fenotipteki makrofajlarin MCF-7 timor mikro-dokular1 iizerindeki
metastatik, apoptotik ve EMT iligkili gen ekspresyon seviyelerindeki farkliliklari
incelemek amaciyla kullanilmistir. Bu amagla, 24-kuyucuklu plakalardan toplanan
mikro-dokular 1 dakika boyunca 10.000 x g’de santrifiij islemi ile ayrilmis ve supernatant
uzaklastirilmigtir. Ardindan, RNA izolasyonu ve cDNA sentezi bolim 4.2.6’da
aciklandig1 sekilde yapilmistir. cDNA sentezinin ardindan RT-qPCR teknigine dayanan
gen ekspresyonu analizleri gergeklestirilmistir. Bu amagla, metastaz belirtegleri olarak
MMP2 ve MMP9, EMT belirtegleri olarak E-cad ve N-cad genleri ve apoptoz belirteci

olarak ise p53 geni analiz edilmistir.

4.2.11 Raw 264.7 hiicrelerinden eksozom izolasyonu ve karakterizasyonu

Farkli fenotipe sahip makrofajlardan elde edilen eksozomlarimn MCF-7 mikro-dokulari
iizerindeki pre/post-tiimorijenik 6zelliklerinin arastirilmasi amaci ile eksozom izolasyonu

ve karakterizasyonu yapilmistir.

Eksozomlar, polarizasyonu saglanmig (M1, M2, PdANP-indiiklii makrofajlar) ve polarize
edilmemis (M0) makrofajlardan izole edilmistir. Bu amagla, ilk adim olarak Raw 264.7
makrofaj hiicreleri, 37°C'de ve %5 CO:z kosullarinda dort ayr1 T75 steril kiiltiir kaplarinda
kiiltirlenmigtir. Hiicre bollugu yaklasik %50'ye ulastiginda, makrofajlar1 farkl
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polarizasyonlara ydnlendirmek igin steril kiiltiir kaplarindan {i¢ii indiiklenmigtir. M1
polarizasyonuna tesvik etmek i¢in standart protokol olan LPS (200 ng/ml) ve IFN-y (20
ng/ml) uygulamasi yapilmistir. Ayrica tarafimizca Onerilen PdNP'ler (50 pg/ml) ile
indiiksiyon saglanmistir. M2-indiiksiyon amaciyla IL-10 (20 ng/ml) uygulanmistir. Hiicre
bollugu yaklasik %80'e ulastiginda, kiiltiir kaplarindan atik besiyeri toplanarak -20°C'de
stoklanmig ve kiiltiir kaplarina taze besiyeri konularak tekrar kiiltir edilmek tizere
inkiibatore birakilmistir. Toplanan kosullandirilmig besiyeri (conditioned medium)
kademeli santrifiijleme islemine tabi tutulmustur. ilk olarak 3.000 g'de 4°C'de 15 dakika
santrifiijleme iglemi ile besiyerinde kalan hiicreler ve kalintilar uzaklastirilmigtir. Daha
sonra 0,22 um filtreden gecirildikten sonra 10.000 g'de 4°C'de 15 dakika santrifiijlenerek
apoptotik vezikiiller uzaklastirilmistir. Son olarak, eksozom peletini elde etmek igin
120.000 g'de 4°C'de 70 dakika ultrasantrifiijleme islemi yapilmistir (Himac CP100WX,
Hitachi, ABD). Izole edilen eksozom peletleri PBS ile resiispanse edilerek kullanilana

kadar -80 °C’de saklanmustir.

Izolasyonu yapilan eksozomlarm protein konsantrasyonlarmni belirlemek amaciyla
bisinkoninik asit (BCA) testi kit protokolii uyarinca yapilmistir (Thermo Fisher
Scientific, ABD). Ardindan, eksozomlarin konvansiyonel morfolojisini gorsellestirmek
amaci ile TEM c¢aligmasi yapilmistir. Bu amag¢ dogrultusunda, petri iizerine yerlestirilen
gridlerin (Agar Scientific, Ingiltere) karbon kapl yiizeyine 3 kat seyreltilmis eksozom
orneklerinden 10 ul hassas bir sekilde aktarilmigtir. Grid iizerindeki eksozomlar
sabitlemek i¢in hacimce %S5 gluteraldehit soliisyonundan 10 pl eklenmis ve 5 dakika
inkiibasyon saglanmistir. Gluteraldehitin fazlasi grid tizerinden pegete yardimiyla hassas
bir sekilde uzaklastirilmis ve kurumasi igin petrinin iistii kapal bir sekilde bekletilmistir.
Gegirimli elektron mikroskobunda (JEOL JEM 100CX II Tokyo, Japonya) goriintiiler

almmugtir.
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4.2.12 Yara kapama deneyi

Farkli fenotipte makrofaj hiicrelerinden izole edilen eksozomlarin (MO, M1, M2 ve
PANP-Exo) MCF-7 hiicrelerinin invazif davraniglari iizerindeki etkilerini incelemek i¢in
yara kapama deneyi kurulmustur. Bu amagla, MCF-7 hiicreleri 24-kuyucuklu plakalara
kuyucuk bagina 300.000 hiicre olacak sekilde ekilmis ve 37°C'de ve %5 COz kosullarinda
inkiibe edilmistir. Hiicreler tamamen bolluga geldiginde besiyeri uzaklagtirilmis ve
kuyucuklarin ortast pipet ucu ile dikkatli bir sekilde ¢izilerek bir suni yara
olusturulmustur. Ardindan eksozomlu besiyeri (100 pg/ml) eklenmis ve kiiltiir devam
ettirilerek belirli saat araliklariyla mikroskop goriintiileri alinmistir. Yara boyutlarindaki
zamana baglh degisiklikler, elde edilen goriintiilerden Image J programi kullanilarak

hesaplanmistir.

4213 Cok hiicreli heterojen tiimor mikro-dokularin (heterosferoidlerin)
hazirlamasi, eksozom uygulamasi ve gen ekspresyon analizleri

In vivo ortam1 daha iyi taklit edebilmek amaciyla ve hiicresel heterojenitenin tiimor
hiicrelerinde eksozomal yanitlara etkilerinin degerlendirilmesi amaciyla insan meme
kanseri hiicreleri (MCF-7), insan damar endotel hiicreleri (HUVEC) ve primer insan
dermal fibroblast (phDF) hiicrelerinin kullanilmasiyla heterojen tiimor mikro-dokulari
(heterosferoidler) iiretilmis ve pre/post-timorijenik gen ekspresyon caligmalari
tekrarlanmigstir. Dort farkl tip eksozom (MO, M1, M2, PANP-Exo) uygulamasi yoluyla
mikro-dokularin gen ekspresyonu seviyelerindeki degisiklikler metastaz (MMP2,
MMP9), EMT (E-Cad, N-Cad) ve apoptoz (p53) belirtecleri icin incelenmistir.

Bu amagla, oncelikle, %1 agar kapl 6-kuyucuklu plakalar boliim 4.2.9’da agiklandig1 gibi
hazirlanmig ve her bir kuyucuga 2 ml besiyeri ilave edilmistir. Timor mikro-doklar:
olusturmak i¢in MCF-7 hiicreleri 300.000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde, ¢ok hiicreli
mikro-dokular1 (MCF-7/HUVEC) olusturmak i¢in MCF-7 ve HUVEC hiicreleri sirasiyla
150.000/150.000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde, son olarak MCF-7/HUVEC/phDF
mikro-dokularin  dretilmesi  icin  MCF-7, HUVEC ve phDF hiicreleri
150.000/100.000/50.000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekilmistir. Timoér mikro-
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dokularin ve heterojen timdr mikro-dokularinin olusumlar: tamamlandiktan sonra mikro-
dokular, eksozom (100 pg/ml) igceren besiyerleri ile birlikte %1 agar kapli 24-kuyucuklu
plakalara kuyucuk basina 100 mikro-doku olacak sekilde aktarilmis ve 37°C'de %5 CO2
sartlar1 altinda 72 saat boyunca inkiibe edilmistir. Mikro-dokularin mikroskop goriintiileri
her giin kaydedilmistir. Olusturulan mikro-dokularin temsili Sekil 4.2” de sunulmustur.

MCEF-7 / HUVEC/

MCF-7 MCF-7 /f HUVEC .PhDE _
Tiimor Mikro-dokulari Gok Hiicreli Mikro-dokulan Cok Hiicreli Mikro-
dokulari
s S 00 &= °
MCF-7 HUVEC phD el

Sekil 4.2 Olusturulan mikro-dokularin temsili gorseli

Inkiibasyon siiresi tamamlanan tiimdr mikro-dokular1 24-kuyucuklu plakalardan
toplanarak 1 dakika boyunca 10.000 x g’de santrifiijleme iglemi ile ayrilmistir. Ardindan,
RNA izolasyonu ve cDNA sentezi boliim 4.2.6’da tarif edildigi sekilde yapilmistir. cDNA
sentezinin ardindan RT-qPCR teknigine dayanan gen ekspresyonu analizleri
gergeklestirilmigtir. Bu amacla, metastaz belirtegleri olarak MMP2 ve MMP9, EMT
belirtecleri olarak E-cad ve N-cad genleri ve apoptoz belirteci olarak ise p53 genleri analiz

edilmisgtir.
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4.2.14 Tla¢ cahsmalar:

Farkli fenotipe sahip makrofajlardan elde edilen eksozomlarin 5-Fluorourasil (5-FU) anti-
kanser ilaciin etkinligine etkisi MCF-7, MCF-7/HUVEC ve MCF-7/HUVEC/phDF

mikro-doku sistemleri ile incelenmistir.

Bu dogrultuda, timdr mikro-dokularini ilag test ¢caligmalarinin yapilacagi 96-kuyucuklu
plakalarda olusturmak i¢in MCF-7 hiicreleri 10.000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde; MCF-
7/HUVEC mikro-dokularmi olusturmak amaci ile MCF-7 ve HUVEC 5.000/5.000
hiicre/kuyucuk olacak sekilde; MCF-7/HUVEC/phDF mikro-dokularini olusturmak igin
ise MCF-7, HUVEC ve phDF hiicreleri 5.000/3.300/1.700 hiicre/kuyucuk olacak sekilde
ULAP’lara ekilmigtir. Ekimi tamamlanan ULAP, gece boyunca 37°C'de ve %5 CO:2
kosullarinda inkiibe edilmistir. 24 saatlik kiiltiirden sonra her bir kuyucuga M0, M1, M2
eksozomlar ve PANP-Exo (100 pg/ml) uygulanmistir. Devaminda, olusan mikro-dokular
5-FU’nun iki farkli dozu (10 pg/ml ve 100 pg/ml) ile etkilestirilmistir. 24 saat ve 72 saat
5-FU etkilesiminden sonra mikro-dokular i¢in XTT hiicre proliferasyon testi boliim
4.2 4°de belirtildigi gibi uygulanmistir. Inkiibasyon siiresi boyunca tiim mikro-dokularin
mikroskop goriintiileri giinden giine kaydedilmistir. Béylece, eksozomlarin ilag direncine

etkisi, farkli dozlarda ve maruz kalma siirelerinde tespit edilmistir.
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S. BULGULAR

5.1 Nanopartikiil Taramasi: Farkhi Nanopartikiillerin Hiicre Cogalmasmna ve
Makrofaj Indiiksiyonuna Etkileri

7 farkli nanopartikiiliin (Zn-Ni-FeO, Cu(I)O, Pd, Pt, Au, GO ve CdSeS/ZnS kuantum
noktaciklari) iki farkli dozda (10 ve 50 pg/ml) makrofajlara uygulandiktan 48 saat sonra
nanopartikiillerin makrofajlar {izerindeki polarizasyon ve proliferasyon etkileri
incelenmistir. Invert faz-kontrast mikroskop goriintiileri Sekil 5.1°de sunulmustur.
Nanopartikiiller ile indiiklenen makrofajlarin mikroskop goriintiileri incelendiginde
Cu(IDO, GO ve CdSeS/ZnS kuantum noktaciklari makrofajlarin proliferasyonlari

iizerinde olumsuz etkiler olusturdugu gozlemlenmistir.
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Cinko-Nikel-Demir Oksit Paladyum Altin

Bakar (I) Oksit Platin ‘ Grafen Oit

i5

Sekil 5.1 indiiklenmeyen (A), diisik doz (10 pg/ml) nanopartikiiller (Zn-Ni-FeO,

Cu(ID)O, Pd, Pt, GO ve CdSeS/ZnS kuantum noktacilar) ve 2.5 nug/ml (Au)
ile indiiklenen (B) ve yiiksek doz (50 pg/ml) nanopartikiiller (Zn-Ni-FeO,
Cu(I)O, Pd, Pt, GO ve CdSeS/ZnS kuantum noktacilar) ve 5 pug/ml (Au) ile
indiiklenen (C) makrofajlarin 48. saat mikroskop goriintiileri
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Cinko-Nikel-Demir Oksit Paladyum Altin
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CdSeS/ZNS Kuantum Noktaclklarl

Ty

Sekil 5.1 indiiklenmeyen (A), diisik doz (10 pg/ml) nanopartikiiller (Zn-Ni-FeO,
Cu(ID)O, Pd, Pt, GO ve CdSeS/ZnS kuantum noktacilar) ve 2.5 pug/ml (Au)
ile indiiklenen (B) ve yiiksek doz (50 pg/ml) nanopartikiiller (Zn-Ni-FeO,
Cu(I)O, Pd, Pt, GO ve CdSeS/ZnS kuantum noktacilar) ve 5 pug/ml (Au) ile
indiiklenen (C) makrofajlarin 48. saat mikroskop goriintiileri (devam)

5.1.1 Nanopartikiillerin makrofaj cogalmasina etkilerinin XTT ile incelenmesi

Makrofajlarin indiiksiyonu i¢in test edilen nanopartikiillerin ve farkli dozlarmin
makrofajlarin proliferasyonu iizerindeki etkilerini incelemek amact ile XTT testi

uygulanmistir.
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Sekil 5.1 Nanopartikiillerin makrofajlarda hiicre proliferasyonuna etkileri: 48. saat XTT
sonuglari

XTT sonuglart géz 6niinde bulunduruldugunda, Cu(I)O’nun, GO’nun ve CdSeS/ZnS
kuantum noktaciklarinin yiiksek dozlar1 diginda biitiin nanopartikiill ve dozlarinin
makrofaj canliligina negatif etkisinin olmadig1 gozlemlenmistir (Sekil 5.2). Bu sebeple
Cu(I1)O, GO ve CdSeS/ZnS kuantum noktaciklarinin ileri analizlerde kullanilmamasina

karar verilmistir.

5.1.2 Nanopartikiillerin makrofaj polarizasyonuna etkilerinin RT-qPCR ile
incelenmesi

Uygulanan nanopartikiillerin makrofaj polarizasyonuna etkileri M1 makrofaj belirtecleri
olan CD64 ve STAT-1 ile M2 makrofaj belirtecleri olan CD163 ve STAT-6 igin RT-
gqPCR ydntemi ile incelenmistir. Ek olarak, M1 polarizasyonu i¢in standart yontem olan
LPS/IFNy indiiksiyonu ve M2 polarizasyonu icin standart yontem olan IL-10
indiiksiyonlar1 da pozitif kontrol gruplari olarak kullanilmistir. Gen ekspresyon sonuglari
incelendiginde Zn-Ni-FeO, Pd, Pt nanopartikiillerin her iki dozu ve AuNp’lerin yiiksek
dozu (5pg/ml) M1 makrofaj belitegleri olan CD64 ve STAT-1 genlerinin eskpresyon
degerleri M2 makrofaj belirtegleri olan CD163 ve STAT-6 gen ekspresyon seviyelerine
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oranla daha yiiksek oldugu gozlemlenmistir. Bu sonuglar 1s181inda, Zn-Ni-FeO, Pd, Pt

nanopartikiillerin ve AuNP’lerinin yliksek dozunun (5pg/ml) M1 makrofaj polarizasyonu

icin etkili nanopartikiiller olabilecegini gostermektedir (Sekil 5.3).
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Sekil 5.2 Nanopartikiiller ile uyarilmis makrofajlarn M1 (CD64 ve STAT-1) ve M2
(CD163 ve STAT-6) belirtegler i¢cin gen ekspresyon grafikleri
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Pt 10 pg/ml
..... - Zn-Ni-FeO 50 pg/ml
LPsS

Au 5 ug/m)

- Pd 10 pg/ml

Pd 50 pg/ml

Au 2.5 pg/ml

IL-10

Pt 50 pg/ml

Zn-Ni-FeO 10 pg/ml

- Kontrol

STAT-6
CD163
CDoe4
STAT-1

STAT-1/STAT-6
CD64/CD163

BEPEZERES

Sekil 5.3 Nanopartikiiller ile uyarilmig makrofajlarin gen ekspresyon ve gen ekspresyon
oranlarinin 1s1 haritasi. Yiiksek ekspresyonlar kirmizi renk ile gosterilmisken,
diisiik ekspresyonlar turkuaz rengi ile ifade edilmistir

Nanopartikiil taramasi sonucu umut vadeden nanopartikiillerin gen ekspresyon degerleri
ve M1/M2 belirte¢ genlerin ekspresyon oranlar1 1s1 haritasi iizerinde gosterilmistir. Is1
haritasinda, kirmizi renkler yiiksek ekpresyon seviyelerini gostermekteyken turkuaz
renkler ile ifade edilen boliimler diisiik ekpresyon seviyelerini isaret etmektedir (Sekil
5.4). Elde edilen gen ekspresyon sonuglari ve bu sonuglardan olusturulan 1s1 haritas1 goz
Ontine alinarak, taranan nanopartikiiller arasinda 50 pg/ml Zn-Ni-FeO ve 50 pg/ml Pd
nanopartikiillerin makrofajlarin M1 fenotipine indiiksiyonunda en etkili nanopartikiiller

oldugu degerlendirilmistir. Sonraki ¢aligmalara bu iki nanopartikiil ile devam edilmistir.
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5.1.3 Nanopartikiil alimimin TEM ile incelenmesi

Zn-Ni-FeO (50 pg/ml) ve Pd (50 pg/ml) nanopartikiillerin makrofajlara uygulanmasindan
sonra makrofajlarin, nanopartikiilleri hiicre i¢ine alimlarim1 gorsellestirmek amaci ile

indiiklenmis makrofajlarin TEM goriintiileri alinmistir.

Sekil 5.4 Paladyum nanopartikiilleri ile indiiklenmis makrofajlarin TEM goriintiileri (Sol
taraftaki goriintii 2 um Olcegine sahiptir. Sag taraftaki goriintli 1 pm Slgegine
sahiptir. Hiicre igerisine alinan nanopartikiiller sar1 oklar ile gdsterilmistir.)

Sekil 5.5 Zn-Ni-FeO nanopartikiilleri ile indiiklenmis makrofajlarin TEM goriintiileri
(Sol taraftaki goriintii 2 um Olgegine sahiptir. Sag taraftaki goriintli 1 um
Olcegine sahiptir. Hiicre igerisine alinan nanopartikiiller sar1 oklar ile
gosterilmigtir.)
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Nanopartikiil uygulamasi sonrasinda toplanan makrofaj peletlerinden alinan mikro
kesitlerin TEM goriintiileri Sekil 5.5 ve 5.6’da sunulmustur. TEM goriintiileri
incelendiginde, makrofajlarn  PdNP’lerin ve {glii alasim olan Zn-Ni-FeO
nanopartikiillerin hiicre i¢erisine alimi karsilastirilmasi sonucu PANP’lerin hiicre icerisine

aliminin daha fazla sayida hiicrede basarili oldugu gézlemlenmistir.

5.1.4 Sitokin salimimnin ELISA ile incelenmesi

Zn-Ni-FeO ve Pd nanopartikiiller ile indiiklenen makrofajlarin pro-inflamatuar bir sitokin
olan TNF-a sekresyonunu belirlemek amaci ile ELISA testi uygulanmistir.
Nanopartikiiller ile makrofaj indiiksiyonlarina dair mikroskop goriintiileri Sekil 5.7°de

sunulmugtur.
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Kontrol Zn-Ni-FeQONP LPS

Sekil 5.6 ELISA testi i¢in nanopartikiiller ile indiiklenen makrofajlarin mikroskop
gorintiileri (6lgek: 100 wm)

Her iki nanopartikiil ile indiiklenmis makrofajlarin iirettikleri TNF-a sitokin seviyeleri
kontrole gore oldukga yiiksek ¢iktigi goriilmiistiir (Sekil 5.8). Biitiin bu sonuglar her iki
nanopartikiilin de makrofaj hiicrelerini M1 fenotipine polarizasyonunda basarilt
oldugunu destekler niteliktedir. Ancak, TEM goriintiilerinden makrofajlarin Zn-Ni-FeO
nanopartikiillerini paladyum nanopartikiilleri kadar rahat sekilde biinyesine alamadiginin

gozlemlenmesi ve hiicre kiiltiirli esnasinda Zn-Ni-FeO nanopartikiillerinin ¢okelti
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olusturmasi sebebi ile paladyum nanopartikiilleri kullanilarak daha sonraki deneylere

devam edilmistir.
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Sekil 5.7 Nanopartikiiller ile indiiklenen makrofajlarin {irettikleri TNF-a
konsantrasyonlar1

5.2 Paladyum Nanopartikiil (PdNP) -indiiklenmis Makrofajlarin Canlihk Testi

Raw 264.7 makrofaj hiicrelerinin M1 polerizasyonuna tesviki icin yapilan genis
spektrumlu nanopartikiil taramasi sonucu segilen PANP’lerinin (50 pg/ml) makrofajlar
iizerinde zamana bagli olusturabilecegi sitotoksik etki, morfolojik degisiklikler ve
proliferasyon etkileri incelenmistir. Bu amag dogrultusunda, 2. giin ve 5. giin olmak {izere

iki farkli zaman noktasinda XTT testi ve canli/6li testleri uygulanmustir.
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(-) PANP (+) PANP {-) PANP (+) PANP

Sekil 5.8 Paladyum ile indiiklenmis ve indiiklenmemis makrofajlarin (A) 2. ve (B) 5. giin
canli/6lii testleri sonuglari (6lgek: 500 um, 200 wm, 100 um)

Canly/6li testinde kullanilan Kalsein-AM boyamasi sonucu canli hiicrelerin yesil 151ma
yapmasi sonucunda canli hiicreler gorsellestirilebilir. Bununla beraber, kirmizi renk veren
noktalar Olii hiicreleri gostermektedir. Elde edilen floresan goriintiilerinde PANP’lerin
makrofaj canhliklarina olumsuz bir etkisi bulunmadig1 ve hatta 5. giin sonunda alinan
sonuglarda kontrol grubuna gore daha az 6lii hiicre bulundurdugu gézlemlenmistir. Ek
olarak, canly/olii testi gorselleri incelendiginde makrofaj hiicrelerinin M1
polarizasyonuna bagli olarak morfolojik degisikliklere ugradigi Sekil 5.9’ da

sunulmustur.
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Sekil 5.9 Paladyum ile indiiklenmis ve indiiklenmemis makrofajlarin 2. ve 5. giin XTT
testleri sonuglari

PdNP’lerin (50 pg/ml) makrofaj hiicrelerinin proliferasyonuna etkileri XTT testi ile
incelenmistir. XTT sonuglari géz Oniine alindiginda, 2 giin boyunca uygulanan
PANP’lerin makrofaj proliferasyonu iizerinde ciddi bir olumsuz etkisi gézlemlenmezken
5 gin boyunca inkiibe edilen PdNP’lerin makrofaj proliferasyonunu arttirdigi
gozlemlenmistir (Sekil 5.10).

5.3 MCF-7 Tiimo6r Mikro-dokularin Polarize Makrofajlar ile Es-Kiiltiir Calismasi

Farkli fenotiplere (MO, M1, M2 ve PdNP-indiiklenmis) polarizasyonu saglanan
makrofajlar ile tiimor mikrogevresini daha yakindan taklit edebilmek icin olusturulan
MCF-7 tiimor mikro-doku es kiiltiirleri, makrofajlarin tiimér mikro-dokular1 iizerindeki
canliliklarim, metastatik, apoptotik ve EMT o6zelliklerine etkilerini incelemek amaci ile
kurulmustur. Farkli fenotiplere (MO, M1, M2 ve PdNP-indiiklenmis) polarizasyonu
saglanan makrofajlar ile es-kiiltiirlenen makrofajlarin ve tiimér mikro-dokularin invert
faz-kontrast mikroskop goriintiileri Sekil 5.11 ve Sekil 5.12°de sunulmustir. Bunun yan1
sira, farkli fenotiplere sahip makrofajlar ile es-kiiltiir edilen tiimor mikro-doku sayilar1 ve
boyutlar1 inkiibasyon siiresine bagli olarak incelenmistir. inkiibasyon siiresine bagl

olarak farkli fenotipteki makrofajlar ile es-kiiltiirlenen tiimdér mikro-dokularinin
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boyutlarin arttig1 gézlemlenmistir. Mikroskop goriintiileri yardimi ile olusturulan timor

mikro-doku boyutlarinin dagilimi Sekil 5.13°de sunulmustur.

Mo M1 PdNP

0. Giin

1. Giin

- - .-

Sekil 5.10 Es-kiiltiir sistemindeki farkli fenotipteki makrofajlarin mikroskop goriintiileri
(6lgek: 200 um)

Kontrol

0. Giin

1. Giin

3. Giin

Sekil 5.11 Es-kiiltiir sistemindeki MCF-7 tiimor mikro-dokularin mikroskop goriintiileri
(6lgek: 200 um)
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Mikro-dokularin Boyut Dagilimi
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Sekil 5.12 Farkli fenotiplere sahip makrofajlar ile es-kiiltiirlenen tiimér mikro-dokularinin
zamana bagli boyut dagilimi

Es-kiiltlir sonras1 uygulanan XTT testi sonuclarinda M0, M1 makrofajlar ve PANP ile
indiiklenmis makrofajlar MCF-7 tiimoér mikro-dokularin canliliklarini azalttig1
gozlemlenmisken, M2 polarizasyonundaki makrofajlarin ise timor mikro-dokularinin

canliliklarini ciddi derecede arttirtigi gozlemlenmistir. (Sekil 5.14.A).
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Sekil 5.13 Farkli fenotiplerdeki Raw 264.7 makrofaj hiicreleri ile 3 giin boyunca es-
kiiltiirlenen MCF-7 timor mikro-dokularin (A) % canlilik grafigi, (B)
metastatik genlerin ekspresyon grafigi, (C) EMT iliskili genlerinin
ekspresyon grafigi, (D) p53 ekspresyonu grafigi
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Farkli fenotipteki makrofajlar ile 3 giin boyunca es-kiiltiirlenen MCF-7 tiimor mikro-
dokularin gen ifade analizleri ger¢eklestirilmistir. Bu analizler 1s183inda, MCF-7 tiimor
mikro-dokularin metastatik genlerinden olan MMP2 aktivasyonu ozellikle PANP ile
indiiklenmis makrofajlar olmak iizere biitiin makrofaj fenotipleri tarafindan gen ifadesini
baskiladig1 gozlemlenmistir (MO: 0,14 kat, M1: 0,18 kat, M2: 0,6 kat ve PdNP-
indiiklenmis: 0.04 kat). Diger bir metastatik gen olan MMP9 gen ifadesinin aktivasyonu
ise M0, M1 ve M2 makrofajlarinin kontrol grubuna gore etkileri ile artarken (sirasiyla;
1,75, 2,48 ve 3,08 kat) PANP ile indiiklenmis makrofajlarin MMP9 gen ifadesinin
aktivasyonuna bir etkisi olmamistir (0.98 kat) (Sekil 5.14.B). Makrofajlarin tiimér mikro-
dokular1 iizerindeki EMT etkisi E-cad ve N-cad belirte¢ genleri iizerinden de
incelenmistir ve N-cad/E-cad oram gdz Oniinde bulundurularak M0, M1 ve PdNP-
indiiklenmis makrofaj fenotiplerinin timor mikro-dokular1 iizerinde EMT etkisi
olusturmadigi gozlemlenmigken (sirasiyla; 1,41, 1,32 ve 1,17 kat), M2 makrofajlari ile
es-kiiltiirlenen MCF-7 tiimor mikro-dokularinin EMT ye yonlendirdigi gézlemlenmistir
(8,76 kat) (Sekil 5.14.C). M2 makrofajlar, tiimor mikro-dokulardaki apoptotik gen olan
p53 gen ifadesinin aktivasyonunu kontrol grubuna oranla arttirirken (2,98 kat), MO
fenotipe sahip makrofajlar ise p53 gen ifadesinin aktivasyonunu kontrol grubuna oranla
azaltmistir (0,47 kat). Bununla beraber, M1 ve PdNP-indiiklenmis makrofajlar timor
mikro-dokularin p53 gen ifadesi iizerinde ciddi bir degisime sebep olmamistir (sirasiyla;

1,14 ve 0.82 kat) (Sekil 5.14.D).
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5.4 Makrofaj-Tiirevli Eksozomlarin Anti/Post-Tiimérijenik Etkileri

5.4.1 PdNP-indiiklenmis makrofaj eksozomlarinin morfolojik karaterizasyonu
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Sekil 5.14 Paladyum nanopartikiilleriyle (50 pg/ml) indiiklenmis Raw 264.7 makrofaj

hiicrelerinden elde edilen eksozomlarin TEM goriintiisii (6l¢cek: 200 nm)

Paladyum nanopartikiilleri (50 pg/ml) ile indiiklenen Raw 264.7 makrofaj hiicrelerinin

atik besiyerleri toplanarak ultrasantrifiij yardimiyla eksozomlar1 elde edilmistir. Elde

edilen eksozomlarin TEM goriintiileri alinmigtir. Olagan TEM goriintiileme prosesinde

uygulanan eksozomlarin goriiniimiinii kolaylagtirmak amaci ile yapilan boyama adimi

PANP indiiklenmis makrofajlardan elde edilen eksozomlar1 goriintiilemek igin

uygulanmamuistir. Buna ragmen, TEM ile alinan goriintiilerde boyutlar1 yaklasik 80-100

nm arasinda olan kiiresel yapilar gézlemlenmistir. Elde edilen goriintiiler sekil ve boyut

itibariyle literatiirdeki eksozom tanimina uymaktadir (Bondhopadhyay vd. 2021).
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5.4.2 PdNP-indiiklenmis makrofaj eksozomlarmin protein miktar tayini
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Sekil 5.15 BCA testine ait konsantrasyon — absorbans standart grafigi

4 farkli makrofaj fenotipinden (MO, M1, M2 ve PdNP-indiiklenmis) elde edilen
eksozomlarin karaktarizasyonu i¢in toplam protein konsantrasyonlart BCA testi ile
Olciilmiistiir. Eksozomlarin protein miktarlarini gésteren standart egrisi 6l¢iilen absorbans
ve standartlarinin olusturdugu konsantrasyon - absorbans degerleri kullanilarak
¢izilmistir. Elde edilen denklem ile her bir eksozom 6rneginin konsantrasyon degeri MO
eksozomlari i¢in 4.85 mg/ml, M1 eksozomlari i¢in 6.12 mg/ml, M2 eksozomlar i¢in 5.83
mg/ml ve PANP eksozomlar1 (PANP-Exo) i¢in 3.16 mg/ml olarak hesaplanmistir (Cizelge
5.1).

Cizelge 5.1 Eksozom konsantrasyonlari

Eksozom Tipi Konsantrasyonu

MO 4.85 mg/ml

M1 6.12 mg/ml
M2 5.83 mg/ml
PdANP-Exo 3.16 mg/ml
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5.5 Makrofaj-Tiirevli Eksozomlarn in vitro Yara Kapatma Potansiyelleri

Farkli makrofaj tiplerinden elde edilen eksozomlarin MCF-7 meme kanseri hiicreleri
tizerindeki invazif ozelliklerinin ve migrasyonuna etkilerinin incelenmesi amaci ile in
vitro yara kapama deneyi uygulanmigtir. Eksozomlarm, olusturulan suni yaralar
tizerindeki etkileri belirli saat araliklari ile alian mikroskop goriintiileri (Sekil 5.17) ile
incelenmistir ve yara alanlar1 Image J programi kullanilarak hesaplanmstir.

MO M1 M2

PdNP-Exo Koni

0.saat

4.saat

12.saat

48.saat

Sekil 5.16 MCF-7 hiicrelerine uygulanan M0, M1, M2 eksozomlar1 ve PANP-Exo’larinin
olusturulan suni yaralarin zamana bagli kapanmasina etkilerini gosteren
mikroskop goriintiileri (6l¢ek: 500 pm)

Olusturulan yaralara M0, M1, M2 ve PANP eksozomlarinin uygulanmasindan 48 saat
sonra en ciddi yara kapanmasi M2 eksozomlarin uygulandigi grupta gézlemlenmistir. 48

saat sonrasinda kontrol grubundaki suni yaranin alan1 %60°’a diiserken M2 eksozomlarin
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uygulandigi grupta yaranin alani % 21 seviyesine diigmiistiir. Bunun yan sira, MO tiirevli
eksozom uygulanan grupta da yara alan1 % 33 seviyesine diistiigli ve kontrol grubuna
gore yara alaninda ciddi bir kapanma gerceklestirdigi gozlemlenmistir. Aksine, M1
tiirevli eksozomlar %68 yara alani ile yara kapanmasini baskilarken, PANP eksozomlarin
uygulandig1 grupta ise yara alam1 %79 seviyelerinde kalmigtir. Sonu¢ olarak, PANP
eksozomlarmmin MCF-7 hiicrelerinin invazif 6zelliklerini ve migrasyonunu ciddi anlamda

baskiladig1 gozlemlenmistir (Sekil 5.18).
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s [T 3 24. Saat
= | "l 3 48 Saat
< 50-.
©
E e
> E
0 L] 1 1 |_| 1 1
MO M1 M2 PdNP-Exo Ctrl

Sekil 5.17 M0, M1, M2 ve PANP eksozomlari ile tedavi edilen suni yaralarin belirli saatler
icerisindeki kapanma oranlar1 grafigi

5.6 Makrofaj-Tiirevli Eksozomlarin Tiimér Mikro-Dokusuna ve Cok-Hiicreli
Mikro-Dokusuna Gen Ekspresyon Seviyesinde Anti/Post-Tiimérijenik Etkileri

Bu deney ile tiimor mikro-dokulara ve ¢ok hiicreli mikro-dokulara dort farkli tip eksozom
(MO, M1, M2 ve PdNP-Exo0) uygulanmas1 sonucu mikro-dokulardaki gen ekspresyon
seviyelerindeki degisimler, metastatik (MMP2, MMP9), EMT ile iliskili (E-Cad, N-Cad)

ve apoptotik (p53) belirte¢ genler araciligiyla incelenmesi amaglanmistir.
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5.6.1 Eksozomlarin MCF-7 tiimor mikro-dokulara etkileri

Uygulanacak eksozom konsantrasyonun belirlenmesi i¢in ilk 6nce olusturulan MCF-7
tiimor mikro-dokularina 50 pg/ml ve 100 pg/ml olmak iizere iki farkli konsantrasyonda
eksozomlar uygulanip 3 giin boyunca kiiltiir edilmistir. Kiiltiir sliresi boyunca timor
mikro-dokularin mikroskop gorlintiileri Sekil 5.19°da  sunulmustur. Mikroskop
goriintillerinde iki farkli konsantrasyonda uygulanan MO, M1, M2 ve PdNP
eksozomlarinin varliginda kiiltiirlenen tiimor mikro-dokularin zamanla biiylimesi ve

birlestikleri g6zlemlenmistir.
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MO M1

50 pg/ml Eksozom 100 pg/ml Eksozom 50 pg/ml Eksozom 100 pg/ml Eksozom

0.Giin

1.Giin

3.Giin

PdNP-Exo
50 pg/ml Eksozom 100 pg/ml Eksozom

0.Giin

1.Giin

3.Giin

Sekil 5.18 ki farkli dozda eksozom uygulanmis MCF-7 tiimdr mikro-dokularin
mikroskop goriintiileri (6l¢ek: 200 pm)

PCR ile elde edilen gen ekspresyon sonuglarina gore MO, M1 ve PdNP-Exo
eksozomlarmin uygulanan iki konsantrasyonda da (50 pg/ml ve 100 pg/ml) kontrol
grubuna oranla tiimor mikro-dokularin metastatik MMP2 geni iizerinde ekspresyonda
azalmaya sebep olmuslardir (MO sirasiyla; 0,42 kat ve 0.87 kat, M1 sirasiyla; 0,95 kat ve
0,67 kat; PANP-Exo sirasiyla; 0,37 ve 0,61 kat). M2 eksozomlar1 diisiik konsantrasyonu
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mikro-dokularda MMP2 gen ekspresyon seviyesini arttirirken (2,26 kat) yiiksek
konsantrasyonu M2 eksozomlar1 ise MMP2 gen ekspresyonu iizerinde kontrol grubuna
oldukga yakin ekspresyon sonuglari (0.99 kat) vermistir. Diger bir metastatik gen olan
MMPY ekpresyonlar1 degerlendirildiginde, biitiin eksozom g¢esitleri farkli diizeylerde
MMP9 gen ifadelerini baskiladigi gézlemlenmistir (MO sirastyla; 0,48 kat ve 0,81 kat,
M1 sirasiyla; 0,64 kat ve 0,72 kat, M2 sirasiyla; 0,95 kat ve 0,85 kat, PANP-Exo sirasiyla;
0,61 kat ve 0,57 kat) (Sekil 5.20.A). MCF-7 tiim6r mikro-dokularinda EMT ile iliskili
genler olan N-cad ve E-cad oranlar1 incelendiginde ise uygulanan M0, M1, M2 ve PdNP-
Exo olmak iizere tiim eksozom tiireleri 50 pug/ml konsantrasyonu EMT’yi kontrol grubuna
oranla baskiladig1 gézlemlenmistir (sirasiyla; 0,13 kat, 0,69 kat, 0,23 kat ve 0,16 kat). 100
ug/ml konsantrasyonda uygulanan eksozomlarda ise basta PANP-Exo olmak iizere M1
eksozomlar ile birlikte EMT’yi baskiladig1 gozlemlenmistir (sirasiyla; 0,16 kat ve 0,85
kat). Bununla birlikte, MO eksozomlarinin EMT iizerinde kontrol grubuna yakin
cikmasindan dolayr etkisiz oldugu gozlemlenirken (1,06 kat), M2 eksozomlarinin
EMT’yi tesvik ettigi belirlenmistir (2,21 kat) (Sekil 5.20.B). Eksozomlarm tiimoér mikro-
dokularm apoptotik p53 geni lizerinde etkileri incelendiginde, 50 pg/ml konsantrasyonda
kullanilan MO, M1, M2 ve PANP-Exo eksozom gruplar1 p53 gen aktivitesini kontrol
grubuna gore ifadesini arttirdig1 gézlemlenmistir (sirasiyla; 2,15 kat, 7,25 kat, 1,73 kat ve
3,04 kat). Ek olarak, yiiksek konsantrasyonda (100 pg/ml) eksozom uygulamasi sonucu,
tiimor mikro-dokulardaki p53 geninin ekspresyonunda kontrol grubuna gore ciddi artiglar
gozlemlenmistir (sirasiyla; 5,9 kat, 3,85 kat, 7,02 kat ve 9,48 kat) (Sekil 5.20.C). Sonug
olarak, biitlin grafikler degerlendirildiginde 6zellikle PANP-Exo grubunun mikro-dokular
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iizerindeki p53 aktivasyonu ve EMT’ye etkileri gbz oniinde bulundurularak 100 pg/ml

eksozom konsantrasyonu ile bundan sonraki deneylere devam edilmistir.
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Sekil 5.19 Iki konsantrasyonda (50 pg/ml ve 100 pg/ml) uygulanan MO, M1, M2 ve PANP
eksozomlarin MCF-7 tiimor mikro-dokular tizerindeki (A) metastaz genlerine,
(B) EMT belirteci olan N-cad/E-cad oranina ve (C) apoptotik p53 genine
etkilerini gosteren gen ifade seviyesi grafikleri

Ekspresyon Seviyesi

ﬂ,ﬂnn

N
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5.6.2 Eksozomlarin MCF-7 / HUVEC mikro-dokulara etkileri

Timor mikrogevresine daha yakin bir ortamda eksozomlarin etkilerini incelemek
amactyla MCF-7 meme kanseri hiicrelerinin ve HUVEC hiicrelerinin bir arada bulundugu
mikro-dokular olusturulmustur. Heterosferoid veya ¢ok hiicreli mikro-doku diye
adlandirdigimiz bu mikro-dokular, ayr1 gruplar halinde dort tip eksozomun (100 pg/ml )
varliginda 3 gilin boyunca kiiltiirlenmigtir. Kiiltiir siiresi boyunca alinan mikroskop
goriintiileri incelendiginde, ¢ok hiicreli mikro-dokularin ekiminin yapildig: giin (0. Giin)
mikro-dokularin boyutlar1 daha kiiclik ve sayilar1 daha fazla oldugu gozlemlenmistir.
Inkiibasyon siiresi devam ettikge mikro-dokularin birbirleri ile birlesmesi ve hiicre
proliferasyonu vesilesiyle daha biiyiik mikro-dokularin olustugu gézlemlenmistir (Sekil
5.21).

MO0 M1 M2 PdNP-Exo

Sekil 5.20 M0, M1, M2 ve PdANP eksozomlar1 (100 pg/ml) ile kiiltirlenen MCF-
7/HUVEC mikro-dokularm mikroskop goriintiileri (6lcek: 200 um)

Dort farkli grup eksozom (M0, M1, M2 ve PdANP-exo) ile ii¢ giin boyunca kiiltiirlenen
cok hiicreli mikro-dokularin metastatik MMP2 ve MMP9 genlerinin ifade seviyeleri
incelendiginde, M2 eksozomlarmnin ¢ok hiicreli mikro-dokulardaki metastatik genlerin
ifade seviyesini kontrol grubuna oranla arttirdig1 gézlemlenmistir (sirasiyla; 2,40 kat ve

3,03 kat). M1 eksozomlarmn ve PANP eksozomlarmin MMP2 atktivitesi kontrole kiyasla
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baskilanmigken (M1 eksozom 0,77 kat ve PANP-Exo 0,81 kat), MMP9 aktivitesini ise
arttirdigl goézlemlenmistir (M1 eksozom 2,95 kat ve PANP-Exo 1,61 kat). MO tiirevli
eksozomlar incelendiginde ise ¢ok hiicreli mikro-dokularin metastatik genleri baskiladigi
sonucuna varimigtir (MMP2’yi 0,62 kat ve MMP9’u 0,73 kat) (Sekil 5.22.A). Buna ek
olarak, eksozomlarin ¢ok hiicreli mikro-dokular {izerindeki EMT etkileri N-cad/E-cad
orani lizerinden incelendiginde, M1 ve M2 eksozomlar1 N-cad/E-cad ekspresyon orani
kontrol grubuna oranla yiiksek ¢ikmasi (sirasiyla; 2,80 kat ve 3,65 kat) bu eksozomlarin
cok hiicreli mikro-dokular1 EMT’ye tesvik ettigini gostermistir. Bununla beraber, MO
eksozomlarinin uygulandigi grup kontrol grubuna gore N-cad/E-cad ekspresyon oraninda
diistis gozlemlenirken (0,67 kat), PANP eksozomlar1 ise pS3 gen ekspresyon sonuglarina
benzer bir sekilde kontrol grubu ile anlaml1 bir fark olusturmadigi gézlemlenmistir (1,06
kat) (Sekil 5.22.B). Eksozomlarin ¢ok hiicreli mikro-dokulardaki p53 apoptotik gen ifade
seviyesindeki degisimler incelendiginde ise, M1 ve M2 eksozomlar ile kiiltiirlenen ¢ok
hiicreli mikro-dokularda p53 ekspresyon seviyesinde kontrol grubuna oranla artis oldugu
gozlemlenmistir (sirastyla; 1,20 kat ve 2,82 kat). Bununla beraber MO eksozomlar, p53
gen aktivasyonunu kontrol grubuna oranla baskilarken (0,44 kat), PANP eksozomlar ise
p53 gen aktivasyonunda anlamli bir etkisi olmadig (1,01 kat) gézlemlenmistir (Sekil
5.22.0).
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Sekil 5.21 M0, M1, M2 ve PANP eksozomlari ile kiiltiirlenen MCF-7/HUVEC ¢ok hiicreli
mikro-dokularin (A) metastatik belirte¢ genleri olan MMP2 ve MMP9Y, (B)
EMT belirtec genlerinin oram iizerindeki etkilerini belirten gen ekspresyon
grafikleri ve (C) apoptotik p53 geni ekspresyon grafigi

5.6.3 Eksozomlarin MCF-7 / HUVEC / phDF mikro-dokulara etkileri

Timor mikrogevresine daha yakin bir ortamda eksozomlarin etkilerini incelemek
amaciyla MCF-7 meme kanseri hiicrelerinin ve HUVEC hiicrelerinin yan1 sira bir de
birincil insan dermal fibroplast (phDF) hiicrelerinin de bir arada bulundugu ¢ok hiicreli

mikro-dokular olusturulmustur. Cok hiicreli mikro-dokular diye adlandirdigimiz bu
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mikro-dokular, ayr1 gruplar halinde dort tip eksozomun (100 ug/ml ) varliginda 3 giin
boyunca kiiltiirlenmistir. Kiltiir siiresi boyunca mikroskop goriintiileri alinmistir ve
inkiibasyon siiresi sonrasi gen ifadeleri incelenmistir. Kiiltiir siireci boyunca alinan
mikroskop goriintiileri incelendiginde, MCF-7/HUVEC mikro-dokulara benzer bir
sekilde MCF-7/HUVEC/phDF ¢ok hiicreli mikro-dokularda da ekiminin yapildigi giin (0.
Gilin) mikro-dokularin  boyutlar1 daha kiiciik ve sayilar1 daha fazla oldugu
gbzlemlenmistir. Yine benzer bir sekilde, inkiibasyon siiresi devam ettikge mikro-

dokularin birbirleri ile birlesmesi ve hiicre proliferasyonu vesilesiyle daha biiyiik mikro-

dokularm olustugu gézlemlenmistir (Sekil 5.23).

Sekil 5.22 M0, M1, M2 ve PANP eksozomlar1 (100 pg/ml) ile kiiltiirlenen MCF-
7/HUVEC/phDF mikro-dokularin mikroskop goriintiileri (6lcek: 200 pm)

Dort farkli eksozom grubu (M0, M1, M2 ve PdNP-exo) ile ii¢ giin boyunca kiiltiirlenen
cok hiicreli mikro-dokularin metastatik MMP2 ve MMP9 genlerinin ekspresyon
seviyeleri incelendiginde, PANP-Exo grubu mikro-dokulardaki hem MMP2 (0,71 kat)
hem de MMP9 (0,72 kat) gen ekspresyonunu kontrol grubuna gore azalttigi
gbzlemlenmistir. Bununla beraber, M0, M1 ve M2 eksozomlari MMP2 ve MMP9
iizerinde degisken sonuclara neden oldugu goézlemlenmistir. MO eksozomlar, MMP2

ekspresyonunu kontrol grubuna oranla az baskilarken (0,84 kat), MMP9 aktivasyonuna

65



anlamli bir etkisi olmadig1 gozlemlenmistir (0,99 kat). M1 eksozomlar1 ise MMP2
aktivasyonu iizerinde anlaml bir etki gostermezken (1,03 kat), MMP9 gen ekspresyon
seviyesinde kontrol grubuna oranla ufak bir artisa sebep oldugu goézlemlenmistir (1,11
kat). M2 eksozom grubu, mikro-dokulardaki MMP2 aktivasyonunu kontrol grubuna
kiyasla (0,78 kat) baskilarken, MMP9 ekspresyonunda net bir artisa (2,57 kat) sebep
oldugu gozlemlenmistir (Sekil 5.24.A). Eksozomlarin ¢ok hiicreli mikro-dokularda EMT
tizerine etkisi N-cad ve E-cad genlerinin oranlar {izerinden incelenmistir. M0, M2 ve
PANP-Exo gruplar1 ¢ok hiicreli mikro-dokularda EMT yi kontrol grubuna oranla yiiksek
seviyelerde olmasa da baskiladigi gézlemlenmistir (sirasiyla; 0,81 kat, 0,90 kat ve 0,85
kat). M1 ve kontrol gruplarinin N-cad/E-cad oranlar1 birbirlerine esit ¢ikmasi sebebi ile
M1 ceksozomlarinin ¢ok hiicreli mikro-dokularin EMT’si {izerinde etkisiz oldugu
gozlemlenmistir (Sekil 5.24.B). Eksozomlarin mikro-dokular iizerindeki apoptotik
etkileri p53 geni ekspresyonu iizerinden incelendiginde, EMT sonuglarmma benzer
sonuglara rastlanmistir. MO, M2 ve PANP-Exo gruplari ¢ok hiicreli mikro-dokularin p53
gen ekspresyon seviyelerini azaltirken (sirasiyla; 0,82 kat, 0,69 kat ve 0,80 kat), M1
eksozomlar1 p53 gen aktivasyonu iizerinde anlamli bir etkisi olmadigi (1,08 kat)

gozlemlenmistir (Sekil 5.24.C).
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Sekil 5.23 M0, M1, M2 ve PANP eksozomlari ile kiiltiirlenen MCF-7/HUVEC/phDF ¢ok
hiicreli mikro-dokularin (A) metastatik belirte¢ genleri olan MMP2 ve MMP9
iizerindeki, (B) EMT belirte¢ genlerinin orani {izerindeki ve (C) apoptotik p53
geni tizerindeki etkilerini belirten gen ekspresyon grafikleri
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5.7 Eksozomlarin ve Saghkh Hiicrelerin (HUVEC ve phDF) Anti-Kanser Ilac
Cevabina Etkileri

5.7.1 Saghkl hiicrelerin (HUVEC ve phDF) anti-kanser ila¢ cevabina etkileri

In-vivo timoOr mikrogevre kosullarimi in-vitro ortamda taklit edebilmek amaci ile
olusturulan ¢ok hiicreli mikro-dokularin (MCF-7/HUVEC ve MCF-7/HUVEC/phDF)
anti-kanser ilaci olan 5-FU’nun anti kanser aktivitesi tizerindeki etkilerinin incelenmesi

amaglanmigtir. 24 saat ve 72 saat boyunca 5-FU ile etkilestirilen mikro-dokularm XTT

testi ile canliliklar1 incelenmistir.
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Sekil 5.24 MCF-7, MCF-7/HUVEC ve MCF-7/HUVEC/phDF mikro-dokularimin iki

farkli doz (10 uM ve 100 uM) ve iki farkli zaman oktasinda XTT ile alinan
% canlilik grafigi

XTT testi sonucu, 10 uM 5-FU dozunun 24 saat uygulanmasi, 5-FU etkinliginin MCF-7
(%76), MCF-7/HUVEC (%80) ve MCF-7/HUVEC/phDF (%82) mikro-dokular1 {izerinde
diisiik oldugu gozlemlenmistir. Ayni inkiibasyon siiresinde ilag dozu 100 puM’ a
cikarildiginda ise 5-FU, MCF-7 mikro-dokularin canliliklarint %58°e diisiirmiistiir. 24
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saat boyunca 100 pM 5-FU ile tedavi edilen MCF-7/HUVEC mikro-dokularinda (% 69),
tiimor mikro-dokulara oranla daha az olsa da canlilikta diisiis goriilmiistiir. Aym sartlar
altinda tedavi edilen MCF-7/HUVEC/phDF ¢ok hiicreli mikro-dokularda ise canlilik %81
seviyesinde kaldig1 dolayisiyla ilag dozunun artmasinin MCF-7/HUVEC/phDF iizerinde
5-FU aktivitesini etkilemedigi gdzlemlenmistir. ila¢ uygulama siiresi 72 saate
cikarildiginda, diisiik doz 5-FU’nun (10 uM) MCF-7 (% 47) tiimor mikro-dokulari
tizerinde etkili oldugu gozlemlenmistir. Ancak, MCF-7/HUVEC (% 86) ve MCF-
7/HUVEC/phDF (% 87) ¢ok hiicreli mikro-dokularda 5-FU ilag etkinliginin azaldig
gozlemlenmistir. Ek olarak, 72 saat 100 uM 5-FU ila¢ tedavisinde MCF-7 (%49), MCF-
7/HUVEC (%61) ve MCF-7/HUVEC/phDF (%58) mikro-dokular1 olmak {izere biitiin
mikro-doku tiirevleri tlizerinde 5-FU etkinliginin arttig1 gdzlemlenmistir (Sekil 5.25). 5-
FU anti-kanser ilacinin iki farkli doz ve inkiibasyon siiresinde, farkli tip mikro-dokular

iizerindeki etkinligi Cizelge 5.2°de sunulmustur.

Cizelge 5.2 5-FU anti-kanser ilacinin iki farkli doz ve inkiibasyon siirelerinde, farkli tip
mikro-dokular tizerindeki etkinligi

Inkiibasyon D MCF-7 MCF-7HUVEC Cok MCF-7/HUVEC/phDF
Siiresi oz Tiimor Mikro-dokular1 | Hiicreli Mikro-dokular Cok Hiicreli Mikro-dokular
9 10 uM — \ _ —
saat
100 pMm 1 _— i |
10 M t | [ [
72 saat
100 pMm "‘ ', l

5.7.2 Eksozomlarin anti-kanser ila¢ cevabina etkileri

In-vivo timoOr mikrogevre kosullarimi in-vitro ortamda taklit edebilmek amaci ile
olusturulan ¢ok hiicreli mikro-dokularina (MCF-7/HUVEC ve MCF-7/HUVEC/phDF)
dort fakli grup halinde uygulanan eksozomlarin (M0, M1, M2 ve PdNP-exo) anti-kanser
ilac1 olan 5-FU’nun aktivitesi lizerindeki etkilerinin incelenmesi amaglanmistir. Bir kez
uygulanan eksozomlar (100 pg/ml) ve 5-FU anti-kanser ilacinin iki konsantrasyonu (10
uM ve 100 uM) ile olusturulan deney planinda 24 saat ve 72 saat tedavi sonrasi mikro-

dokulardaki canlilik sonuglar1 XTT testi ile elde edilmistir. Olusturulan deney planinin
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temsili gorseli Sekil 5.26’da sunulmustur. Dork fakli eksozom ve iki farkli dozda ilag

uygulanan MCF-7 tiim6r mikro-dokulardan belirli zaman noktalarinda alinan mikroskop
gorlintiileri  Sekil 5.27°de, MCF-7/HUVEC ¢ok hiicreli mikro-dokulardan alinan
mikroskop goriintiileri Sekil 5.28’de ve MCF-7/HUVEC/phDF ¢ok hiicreli mikro-

dokulardan alinan mikroskop goriintiileri ise Sekil 5.29°da sunulmustur.

MCF-7 / HUVEC/ phDF

MCF-7 MCF-7 / HUVEC
Sferoidleri Heterosferoidleri Heterosferoidleri
g '.\"{ ):} '.\‘f }-._ K 2 . A e s
MO-tiirevli M2-tiirevli M1-tiirevli PdNP-tiirevli
- 5-FU
MCF-7 HUVEC PhDF Eksozom Eksozom Eksozom Eksozom

Sekil 5.25 Eksozomlu ilag deneylerinin temsili gorseli
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Mo M1

10 uM 5-FU 100 pM 5-FU 10 uM 5-FU 100 pM 5-FU

0. Giin

1. Giin

3. Giin

10 uM 5-FU 100 uM 5-FU 10 uM 5-FU

0. Giin

1. Giin

3. Giin

Sekil 5.26 4 grup halide uygulanan eksozomlarin (M0, M1,M2 ve PANP-Exo) ve 5-FU
anti-kanser ilact (10 uM ve 100 pM) uygulanan MCF-7 timor mikro-
dokularin belirlenen zaman noktalarinda alinan mikroskop goriintiileri (6l¢ek:
500 um)
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Mo

M1

10 uM 5-FU 100 uM 5-FU

0. Giin

1. Giin

3. Giin

100 M 5-FU

10 uM 5-FU 100 uM 5-FU

0. Giin

1. Giin |

3. Giin

10 uM 5-FU 100 uM 5-FU

Sekil 5.27 4 grup halide uygulanan eksozomlarin (MO, M1,M2 ve PANP-Exo) ve 5-FU
anti-kanser ilac1 (10 uM ve 100 uM) uygulanan MCF-7/HUVEC ¢ok hiicreli
mikro-dokularin belirlenen zaman noktalarinda alinan mikroskop goriintiileri

(6lgek: 500 um)



Mo M1

10 uM 5-FU 100 M 5-FU 10 uM 5-FU 100 uM 5-FU

0. Giin

1. Giin

3. Giin

10 uM 5-FU 100 uM 5-FU 10 uM 5-FU 100 uM 5-FU

0. Giin

1. Giin

3. Giin

Sekil 5.28 4 grup halide uygulanan eksozomlarin (M0, M1,M2 ve PdNP-Exo) ve 5-FU
anti-kanser ilact (10 pM ve 100 uM) uygulanan MCF-7/HUVEC/phDF ¢ok
hiicreli mikro-dokularin belirlenen zaman noktalarinda alinan mikroskop
goriintiileri (6lgek: 500 um)
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XTT sonuglar incelendiginde, biitiin eksozom tiirlerinin 24 saat boyunca diisiik doz 5-
FU tedavisi ilag etkinligini tic mikro-doku tiirii izerinde de arttirdig1 gozlemlenmistir.
Oyle ki, MO eksozomlar ve 5-FU (10 pM) MCF-7 tiimér mikro-dokularm canlihigini %
46’ya, MCF-7/HUVEC ¢ok hiicreli mikro-dokularin canliigim1 % 53’¢ ve MCF-
7/HUVEC/phDF c¢ok hiicreli mikro-dokularin canliligini ise % 30’a disiirdigi
gozlemlenmistir. Ayni sekilde, M1 eksozom ve 5-FU tedavisinde mikro-dokularin
canliliklar1 sirastyla %51, %57 ve % 43 seviyesine diigiirdiigii belirlenmistir. Bununla
beraber, M2 eksozom ve ilag tedavisinde mikro dokulardaki canlilik sirasiyla %43, %63
ve %52 seviyelerine diiserken PANP eksozomlar1 ve 5-FU ile tedavi edilen mikro-
dokularda canlilik sirasiyla %57, %52 ve %46 seviyelerine diigmiistiir. Eksozomlarin
yiiksek doz (100 puM) ilag aktivitesine etkileri incelendiginde ise, MO, M1 ve PdANP
eksozomlarmnin biitiin mikro-doku tiirlerinde ila¢ etkinligini arttirdig1 gdzlemlenmistir.
MO eksozomlar ve yiiksek dozda 5-FU ile tedavi, mikro-dokularda canlilig1 sirastyla
%52, %54 ve % 50 seviyelerine diisiirmiistiir. M1 eksozomlar ve yiiksek dozda 5-FU ile
tedavi, mikro-dokularda canlilig1 sirasiyla %26, %36 ve %48 seviyelerine indirirken
PANP cksozomlar1 ise mikro-dokulardaki canliligi %25, %22 ve %35 seviyelerine
cekmigtir. Ancak, M2 eksozomlar1 mikro-dokulardaki canlilig1 kontrol grubuna oranla
diisiirmedigi veya ¢ok az derecede diisiirdiigii gdzlemlenmistir. Oyle ki, MCF-7 tiimor
mikro-dokularinda kontrol grubunda canlilik %60 iken, M2 eksozom grubunda canlilik
%68 seviyesine ¢ikmigtir. MCF-7/HUVEC ¢ok hiicreli mikro-dokularin kontrol grubunda
canlilik %69 seviyesindeyken, M2 eksozom grubu bu canliligi sadece %56 seviyelerine
cekebilmistir. MCF-7/HUVEC/phDF c¢ok hiicreli mikro-dokularin kontrol grubundaki
canlilik %81 iken M2 eksozom grubu canlilig1 %83 seviyesine ¢ektigi gdzlemlenmistir
(Sekil 5.30).
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24. SAAT
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Sekil 5.29 100 pg/ml Eksozom (MO, M1, M2 ve PANP-Exo) ve 5-FU anti-kanser ilaci
(10 uM ve 100 uM) ile 24 saat boyunca tedavi edilen mikro-dokularin (MCF-
7, MCF-7/HUVEC, MCF-7/HUVEC/phDF) % canlilik grafigi

4 farkli eksozom grubu ve iki 5-FU konsantrasyonunda 72 saat tedavi edilen mikro-
dokulardaki canliliklar incelenerek eksozom gruplarimin 5-FU anti-kanser ilacinin
aktivitesine etkileri arastirilmistir. ilk olarak, eksozom gruplarmin diisiik doz (10 uM) 5-
FU ilacinin aktivitesine etkileri incelendiginde, MO eksozomlari MCF-7, MCF-
7HUVEC ve MCF-7/HUVEC/phDF olmak iizere {i¢ mikro-doku iizerinde ilag
etkinligine ciddi bir etkisi olmadig1 gdzlemlenmistir. Oyle ki, MCF-7 tiimdr mikro-
dokularinda kontrol grubunda canlilik %47 iken, MO eksozomlarimin uygulandigi grupta
canlilik %40 seviyesinde kalmigtir. MCF-7/HUVEC ¢ok hiicreli mikro-dokularin kontrol
grubunda canlilik %86 seviyesindeyken, MO eksozomlarinin uygulandig1 grupta canlilik
%82 seviyesinde kalmistir. MCF-7/HUVEC/phDF ¢ok hiicreli mikro-dokularin kontrol
grubundaki canlilik ise %87 iken, MO eksozomlarinin uygulandig1 grupta canlilik %81
seviyesinde kalmigtir. M1 eksozomlarinin diisiik dozda ilag aktivitesine etkileri
incelendiginde ise mikro-doku tiirleri arasinda degiskenlikler gézlemlenmistir. MCF-7
tiimor mikro-dokularinda, M1 eksozomlar1 canlilig1 kontrol grubuna yakin bir canlilik
seviyesi olan %44 seviyesinde tutmustur. Benzer bir sekilde, MCF-7/HUVEC/phDF ¢ok
hiicreli mikro-dokularinda da canliligi kontrol grubuna yakin bir seviye olan %81

seviyesinde tutarak ilag aktivitesine etkisi olmadigr gdzlemlenmistir. Ancak, Ml
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eksozomlart MCF-7/HUVEC ¢ok hiicreli mikro-dokularin canlilik seviyesini %59’a
diisiirerek ilag aktivitesine katkida bulundugu goézlemlenmistir. M2 eksozomlar ise,
MCF-7 ve MCF-7/HUVEC/phDF mikro-dokularm canliliklarint sirasiyla %41 ve %89
diizeyinde tutarak kontrol grubuna yakin degerler verdigi gézlemlenmistir. Ancak, MCF-
7/HUVEC iizerinde ise canlilifi %66’ya disiirerek ila¢ etkinligini destekledigi
gozlenmistir. PANP eksozomlari ve diisitk doz 5-FU ile 72 saat boyunca tedavi edilen
biitiin mikro-doku tiirlerinde canliliklar1 kontrol grubuna oranla daha diisiik seviyelere
indirerek ilag aktivitesine katkisini gostermistir (MCF-7 %29, MCF-7/HUVEC %57 ve
MCEF-7/HUVEC/phDF %69) (Sekil 5.31).
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Sekil 5.30 100 pg/ml Eksozom (MO, M1, M2 ve PANP-Exo) ve 5-FU anti-kanser ilaci

(10 uM ve 100 pM) ile 72 saat boyunca tedavi edilen mikro-dokularin (MCF-
7, MCF-7/HUVEC, MCF-7/HUVEC/phDF) % canlilik grafigi

Eksozom gruplarmin yiiksek doz (100 uM) 5-FU ilacinin aktivitesine etkileri
incelendiginde, MO eksozomlarinin ilag aktivitesine etkileri farkli mikro-dokular
iizerinde degisiklikler gosterdigi saptanmistir. MCF-7 tiimor mikro-dokularinda kontrol
grubunda canlilik %49 iken, MO eksozomlarinin uygulandig1r grupta canlilik %29
seviyesine diismiistiir. MCF-7/HUVEC c¢ok hiicreli mikro-dokularin kontrol grubunda
canlilik %61 seviyesindeyken, MO eksozomlarinin uygulandigr grupta canlilik %50
seviyesinde kalmistir. MCF-7/HUVEC/phDF ¢ok hiicreli mikro-dokularin kontrol

76



grubundaki canlilik ise %58 iken, MO eksozomlarinin uygulandig1 grupta canlilik %50
seviyesinde kalmistir. M1 eksozomlart ve yiiksek doz 5-FU ile tedavi edilen
eksozomlarda canliliklar sirastyla %23, %52 ve %40 seviyelerinde olmast M1
eksozomlarinda ilag aktivitesi tizerindeki etkileri mikro-dokulara bagl olarak degiskenlik
gostermektedir. M2 eksozomlar ise kontrol grubu ile karsilastirildiginda MCF-7 (%40)
ve MCF-7/HUVEC/phDF (%50) mikro-dokular tizerinde yiiksek dozda ilag etkinligine
net bir etkisi olmadig1 gézlemlenmistir. Son olarak, PANP eksozomlar1 ve yiiksek doz 5-
FU ile 72 saat boyunca tedavi edilen biitliin mikro-doku tiirlerinde canliliklar1 kontrol
grubuna oranla daha diisiik seviyelere indirerek ilag aktivitesine katkisinin oldugu
gozlemlenmistir (MCF-7 %23, MCF-7/HUVEC %44 ve MCF-7/HUVEC/phDF %39)
(Sekil 5.31).
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Sekil 5.31 100 ug/ml Eksozom (M0, M1, M2 ve PANP-exo) ve 5-FU anti-kanser ilac1 (10
uM ve 100 uM) ile tedavi edilen mikro-dokularim (MCF-7, MCF-7/HUVEC,
MCF-7/HUVEC/phDF) genel % canlilik grafigi

Eksozomlarin (M0, M1, M2 ve PANP-Exo) farkli inkiibasyon siiresinde (24 saat ve 72
saat) ve ila¢ dozlarinda (10 uM ve 100 pM) tiimor mikro-dokulari ve gok hiicreli mikro-
dokular iizerindeki canliliklarina etkileri Sekil 5.32’deki genel % canlilik grafiginde

sunulmustur. Ozetle, PANP eksozomlar haricindeki diger biitiin eksozom gesitleri farkl:
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ila¢ dozlari, farkli tedavi siireleri ve farkli mikro-dokular {izerinde degisken sonuglar
gosterirken M1 ve PANP tiirevli eksozomlar her durum ve kosulda ilag etkinligini

arttirdig1 gézlemlenmistir (Cizelge 5.3).

Cizelge 5.3 Eksozomlarin (M0, M1, M2 ve PdNP-exo) farkli inkiibasyon siiresinde (24
saat ve 72 saat) ve ila¢ dozlarinda (10 uM ve 100 uM) timdr mikro-dokulari
ve ¢ok hiicreli mikro-dokular iizerindeki ilag aktivitesine etkileri

Inkiibasyon Doz Eksozom MCEF-7 MCF-7/HUVEC Cok MCF-7/HUVEC/phDF
Siiresi Tiirii Tiimor Mikro-dokular1 | Hiicreli Mikro-dokular = Cok Hiicreli Mikro-dokular
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Ml
M2

PdNP
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6. TARTISMA ve SONUC

Bu calismada, tiimér immiin mikrocevresinin en Onemli hiicrelerinden biri olan
makrofajlar ¢esitli nanopartikiiller ve bu nanopartikiillerin farkhh dozlar1 ile
indiiklenmistir. Uygulanan yedi farkli nanopartikiil ve her bir nanopartikiiliin iki farkli
dozunun makrofajlar {izerindeki sitotoksisitesi XTT testi ile incelenmistir. Bunun yani
sira, uygulanan nanopartikiillerin makrofaj polarizasyonuna etkileri gen ekspresyon
diizeyinde M1 makrofaj belirtecleri olan CD64 ve STAT-1; M2 makrofaj belirtegleri
olarak ise CD163 ve STAT-6 genleri hedeflenerek RT-qPCR ile incelenmistir. Elde
edilen sonuglarla beraber nanopartikiil tarama skalas1 yedi nanopartikiilden iki fakl
nanopartikiile (Zn-Ni-FeO NP ve PdNP) indirgenmistir. Zn-Ni-FeO NP ve PdNP’lerin
farkli dozlarinin (10 pg/ml ve 50 pg/ml) makrofajlar tizerindeki pro-inflamatuar TNF-a
sitokin salimina etkileri ve makrofajlarin hiicre igerisine alimini teyit etmek i¢in yapilan
TEM g¢alismalar1 sonrasinda yedi farkli nanopartikiil arasindan paladyum
nanopartikiillerinin yiiksek dozunun (PdNP, 50 pg/ml) M1-makrofaj polarizasyonu i¢in
en olumlu sonuglar verdigi gézlemlenmistir. Ardindan farkl tiir makrofaj fenotipleri (MO,
M1, M2 ve PANP indiiklenmis) ve MCF-7 tiimor mikro-dokular ile es-kiiltiir sistemi
kurulmustur. Boylelikle, farkli fenotipe sahip makrofajlarin MCF-7 tiimor mikro-dokusu
iizerinde apoptotoz, metastaz ve EMT iliskili gen ekspresyon seviyeleri diizeyinde
incelenmistir. Devaminda, farkli fenotipe sahip makrafajlardan elde edilen eksozomlarin
tiimor mikro-dokular1 ve ¢ok hiicreli (multi-seliiler) mikro-dokular tizerindeki apoptotik,
metastatik ve EMT iligkili genlerin ekspresyon seviyelerine etkileri incelenmistir. Ayni
zamanda farkli tip eksozomlarin (MO, M1, M2 ve PdNP-Exo), MCF-7 meme kanseri
hiicrelerinin invazif ozelliklerine etkileri in vitro yara kapama (scratch assay) deneyi
kurularak gézlemlenmistir. Son olarak, izole edilen eksozomlarin ve tiimor mikrogevre
elemanlarindan olan endotel hiicreler ve fibroblast hiicrelerinin, MCF-7 mikro-dokular1

tizerindeki kemodirence etkileri XTT testi yardimiyla incelenmistir.

Caligmanin ilk asamasinda 7 farkli nanopartikiiliin (Zn-Ni-FeO, Cu(I1)O, Pd, Pt, Au, GO
ve CdSeS/ZnS kuantum noktacilar) ikiser dozu makrofajlar {izerine polarizasyonu
indiiklemek amaciyla uygulanmistir. 48 saat siiren nanopartikiil indiiklemesi sonucu

nanopartikiillerin makrofajlar iizerindeki polarizasyon ve sitotoksik etkileri incelenmistir.
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Uygulanacak nanopartikiil konsantrasyonlarina ve ikiibasyon siirelerine literatiirde
bulunan ¢aligmalar 1s1g31nda karar verilmistir (Gatto vd. 2017; Feito vd. 2019; Chen vd.
2022; Bastus vd. 2009). 48 saat sonrasinda alinan mikroskop goriintiileri (Sekil 5.1) ve
XTT sonuglarmma (Sekil 5.2) dayanilarak makrofajlar {izerinde sitotoksik etki
olusturmayan nanopartikiiller ve dozlar1 belirlenmistir. XTT sonuglar1 géz Oniinde
bulunduruldugunda, Cu(I)O’ nun, GO’ nun ve CdSeS/ZnS kuantum noktaciklarinin
yiiksek dozlar1 haricinde biitiin nanopartikiil ve dozlarinin makrofaj canliligina tizerinde
ciddi bir diisise sebep olmadig1 gézlemlenmistir. Nanopartikiil taramasinin bir sonraki
asamasinda makrofaj hiicreleri iizerinde sitotoksik etki olugturmayan nanopartikiillerin
(Zn-Ni-FeO NP, PANP, PtNP, AuNP) makrofaj polarizasyon karakterizasyonu i¢in M1
makrofaj belirte¢ genleri olan CD64 ve STAT-1; M2 makrofaj belirte¢ genleri olan
CD163 ve STAT-6 genlerinin ekspresyon seviyeleri RT-qPCR yontemi ile incelenmistir
(Sekil 5.3). Ek olarak, nanopartikiillerin yani sira M1 makrofaj polarizasyonuna
indiikledigi bilinen LPS/IFNy ve M2 makrofaj polarizasyonunu tesvik ettigi bilinen IL-
10 sitokini pozitif kontrol gruplart olarak kullanilmistir (Chen vd. 2022). Genel
nanopartikiil taramasinin RT-qPCR sonuglari, CD64 / CD163 ve STAT-1/ STAT-6 gen
ifade oranlarina dayanarak M1 makrofaj polarizasyonuna indiiklemek i¢in Zn-Ni-FeO ve
Pd nanopartikiillerinin 1s1 haritasinda kirmizi renkte ifade edilmesine dayanarak da etkili
olabilecegini gostermistir (Sekil 5.4). Bu sonuglar ve XTT sonuglarina dayanarak tarama
skalasi, bu 2 nanopartikiiliin ikiser dozuna diisiiriilmiistiir. Nanopartikiil taramasi Zn-Ni-
FeO NP ve PANP iizerinden devam edilmistir. Makrofajlarin nanopartikiilleri hiicre
icerisine alabilme kapasitelerini incelemek amaciyla nanopartikiiller ile indiiklenen
makrofajlardan TEM gorintiileri alinmistir (Sekil 5.5 ve 5.6). Ayni zamanda nanopartikiil
ile indiiklenen makrofajlarin pro-inflamatuar bir sitokin olan TNF-o sekresyonuna
etkilerini belirlemek dogrultusunda ELISA uygulanmistir (Sekil 5.8). TEM goriintiileri
(Sekil 5.7) ve invert mikroskop goriintiilerien dayanarak Zn-Ni-FeO nanopartikiillerinin
boyutlarinin biiyiik olmasi ve agir olmalarina bagl olarak kiiltiir icerisinde ¢okeltiler
olusturdugu goézlemlenmistir. Bu sebeple, makrofajlarda TNF-a sitokin iiretimine daha
fazla katkida bulunmasina ragmen genel nanopartikiil taramas: sonucunda Pd
nanopartikiiller ile deneylere devam edilmesine karar verilmistir. Ek olarak, PANP ile

indiiklenmis makrofajlarin morfolojileri literatiirdeki ¢calismalara benzer bir sekilde M1
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makrofaj fenotip morfolojisine sahip oldugu PdNP’lerin makrofajlar1 M1
polarizasyonuna tesvik ettigini kanitlamaktadir (Rodell vd. 2018; Schmitz vd. 2020).

50 pg/ml dozunda uygulanan Pd nanopartikiillerinin immiinotoksisitesini incelemek
amaci ile canli/6li testi (Sekil 5.9) ve XTT proliferasyon testi (Sekil 5.10) yapilmistir.
Sonuglar géz oniine alindiginda, Pd nanopartikiillerinin makrofajlar iizerinde kisa siireli
inkiibasyonda sitotoksik etki yaratmadigi gozlemlenmistir ve literatiirde de drnekleri
bulunmaktadir (Gurunathan vd. 2021). Bununla beraber, uzun siireli inkiibasyonda
makrofajlarin pro-inflamatuar stikokinler salim1 araciligi ile makrofaj proliferasyonunu
arttirdigl  dusiiniilmektedir. Ek olarak, Kalsein-AM boyamasi canli hiicrelerin
sitoplazmasini boyar ve hiicre canlilik durumunu gorsellestirir, fakat hiicrelerden gelen
1s1ma hiicre uzantilari izerine vurarak yansimasi sayesinde yakin objektif goriintiilerinde

makrofajlardaki morfolojik farkliliklar: da gorsellestirmistir.

Farkli fenotipe sahip makrofajlarin (M0, M1, M2 ve PANP indiiklenmis) MCF-7 meme
kanseri mikro-dokulari izerindeki etkilerini incelenmek amaciyla es-kiiltiir deney sistemi
kurulmustur. Fenotip tiirli degismeksizin es-kiiltiirlenen makrofajlarin, mikro-doku
sayilarinda diisiise sebep oldugu gozlemlenmistir. Bunun sebebinin makrofaj
aktivasyonundan ziyade kuyucuklar icerisindeki mikro-dokularin zaman i¢inde birbirleri
ile birlesmesinden kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Ayrica, mikro-doku boyutlarmin
dagilim grafigi incelendiginde mikro-doku boyutlarinda inkiibasyon siiresine bagl olarak
bir artig goriilmektedir. Ancak, farkli makrofaj fenotipleri ile es-kiiltiirlenen tiimér mikro-
dokular1 kontrol ile karsilastirilarak detayli bir sekilde ele alindiginda anti-inflamatuar
M2 makrofajlarin timoér mikro-dokularinda boyutsal artiglara yol agtigi gdzlemlenmistir.
Boyle bir durumda, M2 makrofajlarin tiimor gelisimine katkida bulundugu sdylenebilir.
MO makrofajlarda ise 24. ve 48. saatlerde tiimor mikro-dokularinin boyutu kontrol
grubuna kiyasla kiiciik iken 72. saatte ciddi bir artis mevcuttur. Bunun, es-kiiltiir
sisteminde tiimor mikro-dokularin ile makrofajlarin iletisimi (crosstalk) ile zaman
icerisinde M2 polarizasyonuna tesvik etmesinden kaynaklandigini diigiindiirmektedir
(Jing vd. 2020; Nie vd. 2019; Valeta-Magara vd. 2019). M1 makrofajlarin etkinliginin
kontrol grubuna yakin oldugu gozlemlenirken PANP indiiklenmis makrofajlar ile es-

kiiltiirlenen tiimor mikro-dokularinda ise kontrol grubuna kiyasla mikro-doku boyutunda
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azalma gozlemlenmistir. Boyle bir durumda PANP ile indiiklenmis makrofajlarin anti-

tiimoral etkinliginden soz edilebilir (Sekil 5.13).

Es-kiiltiir sistemi sonrasinda yapilan XTT testi ve gen ifade analizi caligmalari
incelendiginde, M2 makrofajlarin tiimor proliferasyonuna ciddi derecede katki sagladigi
gozlemlenmigtir. Aksine M1 ve PANP indiiklenmis makrofajlarin ise anti-tiimoral etki
gosterdigini, timoér mikro-dokularmin proliferasyonunu baskilamasini  kanitlar
niteliktedir (Sekil 5.14.A) (Yunna vd. 2020; Gurunathan vd. 2021). Bunun yani sira,
PANP indiiklenmis makrofajlar1 basta olmak {izere 4 tip makrofajda da tiimér mikro-
dokularinin metastatik genlerinden MMP2 gen eskpresyonunu baskiladigi goriilmiistiir.
Ayrica, MMP9 ekspresyonunda PANP indiiklenmis makrofajlar haricinde diger tiir
makrofajlar ile kiiltiirlenen timor mikro-dokularinda MMP9 gen ifade artisi saptanmastir.
Bu sonuglar 1s1ginda, PANP indiiklenmis makrofajlarin tiimér mikro-dokularindaki
metastatik aktiviteyi baskiladig1 sdylenebilir (Sekil 5.14.B) (Wang vd 2021). Ek olarak,
makrofajlarin tiimor mikro-dokular: tizerindeki EMT etkisi N-cad/E-cad oram ile ele
alindiginda M2 polarize makrofajlarin tiimor mikro-dokularinda EMT’yi tesvik ettigi
gozlemlenirken diger makrofajlarin ciddi bir etkisi olmadig1 tespit edilmistir (Sekil
5.14.C). Tiim6r mikro-dokularmin M1 ve M2 makrofajlar ile es-kiiltiir(i sonrasinda,
timor mikro-dokularinin  apoptotik p53 geninin ekspresyon seviyesinde artis
gozlemlenmistir. M1 makrofajlarin sebep oldugu p53 genindeki ifade artisi, pro-
inflamatuar 6zelligi nedeniyle beklenilen bir sonugken (Lim vd. 2020) M2 makrofajlarin
sebep oldugu ifade artis1 ise beklenmedik bir durum olusturmustur. Lakin, kurulan deney
sisteminde esit kosullarda makrofajlar ve timor mikro-dokular1 es-kiiltiirlenmistir ve bu
sebeple her deney i¢in esit hacimlerde besiyeri ilave edilmistir. XTT sonuglarinda da
gorildigi iizere, bu esit kosullarda M2 makrofajlar ile es-kiiltiirlenen tiimoér mikro-
dokularimin proliferasyonu ciddi derecede artmasina bagli olarak ortamda bulunan
besinin yetersiz gelerek hiicreleri strese soktugu diisliniilmektedir (Sekil 5.14.D).
Literatlirde de besin yetersizliginin hiicrelerde p53 aktivitesini arttirdigina dair bulgular

mevcuttur (Jones vd. 2005).

Paladyum nanopartikiiller ile indiiklenmis makrofajlardan elde edilen eksozomlarin TEM

gorlintiileri alinmas1 amaci ile eksozomlar gridlerde hazirlanmis ve eksozomlarin
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goriintiilerini netlestirmek igin urasil asetat boyasi kullanilmamistir. Buna ragmen, TEM
ile elde edilen goriintiilerde kiiresel sekilleri ve boyutlarinin yaklagik 80—100 nm olmasi1
ile literatiirdeki eksozom tanimina uyan gorseller elde edilmistir (Pegdel ve Gould, 2019).
Caplar1 yaklagik 15-20 nm olan PANP’lerin eksozomlarin biinyesinde bulunmasi sebebi
ile olusturduklar1 kontrast farkina bagli olarak TEM goriintiilerinin elde edilebildigi
diistiniilmektedir (Sekil 5.15).

Eksozomlarin MCF-7 meme kanseri hiicrelerinin invazif 6zelliklerine ve migrasyonlarina
etkilerinin incelenmesi amaci ile yara kapama deneyi dizayn edilmistir. Suni olarak
olusturulan yaralarda belirli zaman noktalarinda mikroskop goriintiileri alinarak degisen
yara alani incelenmigtir. 48 saat sonunda M0 ve M2 tiirevli eksozomlarin, olusturulan
yaray1 biiyiik 6l¢iide kapattig1 gozlemlenmistir. Buna karsi, M1 ve 6zellikle PANP tiirevli
eksozomlar yaranin kapanmasini biiyiik oranda engelledikleri anlasiimistir (Sekil 5.17 ve
5.18). M2 makrofaj eksozomlari, makrofajlart meme kanseri hiicrelerinin invazyona ve
migrasyona tesvik ettigi gozlemlenmistir ve literatiirde bulunan ¢alismalarda bu bulguyu
kanitlar niteliktedir (Lan vd. 2019). Ek olarak M1 makrofajlardan elde edilen
eksozomlarin da kanser migrasyonunu ve invazyonunu baskiladigir gézlemlenmesi de
ayni sekilde literatiirdeki ¢alismalarin bulgulari ile uyusmaktadir (Chaleshtori vd. 2021).
PANP indiiklenmis makrofajlardan elde edilen eksozomlarin, meme kanserinin saldirgan
yapisinin baskilanmasinda etkili olmasi, kombine ilag¢ tedavilerinde kanser davraniglarin

siirlama amaci ile kullanilmasi i¢cin umut verici bir gelisme olabilir.

Farkli makrofaj fenotiplerinden elde edilen eksozomlarin tiimor mikro-dokular1 ve ¢ok
hiicreli mikro-dokular iizerideki apoptotik, metastatik ve EMT ile iliskili genlere etkileri
gen ekspresyon diizeyinde RT-qPCR ile incelenmistir. Oncelikle kullanilacak eksozom
konsantrasyonunun optimizasyonu amaci ile MCF-7 tiimor mikro-dokular1 50 pg/ml ve
100 pg/ml olmak iizere iki farkli dozda eksozom ile tedavi edilmistir. Cesitli fenotiplere
sahip makrofaj eksozomlarinda konsantrasyona bagli gen ekspresyon degerleri farklilik
gosterse de PANP indiiklenmis makrofaj tiirevli eksozomlarin yiiksek konsantrasyonda
apoptotik p53 geninin ekspresyon seviyesinde dikkat ¢ekici artig goriillmesinden dolay1

daha sonraki deneylere 100 pug/ml eksozom konsantrasyonu ile devam edilmistir (Sekil
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5.20.D). Genel olarak PANP tiirevli eksozomlarin, metastatik genler olan MMP2 ve
MMO’larda baskilayici 6zellik gostermektedir (Sekil 5.20.A). Ayn1 zamanda EMT iligkili
genler olan E-cad ve N-cad orani incelendiginde, M2 tiirevli eksozomlarin kanser
hiicrelerini EMT ye tesvik ettigini ve PANP tiirevli eksozomlarin ise tam aksine
baskiladig1 gozlemlenmistir (Sekil 5.20.C). Ek olarak, M2 tiirevli eksozomlarda p53 gen
aktivasyonunun yiiksek ¢ikmasi daha oncede es-kiiltiir deneyinde bahsedilen sebepten
dolay1r kaynaklandigini diisiindiirmektedir. Bununla beraber, kanser hiicrelerinden
etkilenerek M2 fenotipine polarize olan makrofajlarin da eksozozom aracilig ile kanser
hiicreleri iizerinde EMT’ye sebep olmasina ve premetastatik nisler olusturmaya tesvik

ettigi literatiirde bulunan ¢aligmalarda gozlemlenmistir (Liu vd. 2021).

Benzer bir sekilde farkli makrofaj fenotiplerinden elde edilen eksozomlar, bu agamada
kanser mikrogevresinin daha yakin bir taklidinde incelenmesi amaci ile 1:1 oraninda
MCF-7/HUVEC hiicrelerinden olusan ¢ok hiicreli mikro-dokular tizerinde uygulanmistir.
Eksozomlarin bu sistemdeki metastatik, apoptotik ve EMT iligkili genleri iizerindeki
etkileri RT-qPCR ile incelenmistir. M2 makrofaj tiirevli eksozomlarin bu sistem
icerisinde de metastatik genler olan MMP2 ve MMP9 genlerinin ekspresyonlarina artisa
sebep oldugu gozlemlenmistir. Ayn1 sekilde apoptotik p53 geninin ekspresyonundaki
artig daha Once es-kiiltlir sisteminde agiklanilan durum ile baglantili oldugunu
diistindiirmektedir. Ek olarak, M2 tiirevli eksozomlarin N-cad/E-cad oraninda sebep
oldugu artis hiicrelerin EMT’ye yonlendirdigine yonelik diislinceleri ortaya ¢ikarmistir.
M1 ve PANP eksozomlarm, ¢ok hiicreli mikro-dokularin p53 gen aktivasyonundaki timor
mikro-dokulara oranla gézlemlenen diisiis sistemdeki HUVEC hiicrelerinin p53 gen
ekspresyon seviyesini agagiya ¢ekmis olmasina bagli olabilecegini diisiindiirmektedir.
Bunun yani sira, ¢ok hiicreli mikro-doku sistemindeki metastatik ve EMT iligkili genlerin
ifadelerinin tiimor mikro-dokularina oranla nisbeten daha yiiksek ¢ikmasi, endotel
hiicreler ile kanser hiicreleri arasindaki miRNA aracili iletisimden kaynaklandigin
diistindiirmektedir (Orso vd. 2020). Buna ragmen, PANP indiiklenmis makrofajlardan
elde edilen eksozomlarin bu durum karsisinda dahi kismende olsa metastazi ve EMT’yi

baskiladig1 sdylenebilir (Sekil 5.22).
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Bir sonraki asama olarak, farkli makrofaj fenotiplerinden elde edilen eksozomlar, kanser
mikrogevresine daha yakin bir taklidinde incelenmesi amaci ile 2:1:1 oraninda MCF-
7/HUVEC/phDF  hiicrelerinden olusan ¢ok hiicreli mikro-dokular iizerinde
uygulanmigtir. Bu sistemde de M2 tiirevli eksozom haricindeki eksozomlarin, MMP9
genlerine bagli olarak metastazi baskiladig1 gozlemlenmistir. MCF-7/HUVEC sisteminde
metastatik ve EMT iligkili genlerin ekspresyonunda artis gdzlemlenirken, sisteme primer
fibroblast hiicreleri eklendiginde metastaz ve EMT iliskili genlerin ekspresyonunda tekrar
diisiis gozlemlenmigtir. Ortama fibroblastlarin girmesi ile endotel-kanser hiicreleri
arasindaki hiicresel iletisimin zayiflamasindan dolayr bu diisiise sebep oldugu
digiiniilmektedir. MCF-7/HUVEC/phDF ¢ok hiicreli mikro-doku sisteminde de iki
hiicreli mikro-doku sistemine benzer bir sekilde p53 gen aktivasyonunun diistigii
gozlemlenmistir. Gozlemlenen diisiis, ¢ok hiicreli mikro-doku sistemindeki HUVEC ve
fibroblast hiicrelerinin p53 ekspresyonlar1 sistemdeki toplam p53 gen ekspresyon
seviyesini asagiya cekmis olmasina bagli olabilecegini diistindiirmektedir (Sekil 5.24).

Ila¢ ¢alismalarmda ilk olarak olusturulan mikro-dokularin (MCF-7/HUVEC ve MCF-
7/HUVEC/phDF), anti-kanser ilact olan 5-FU’nun anti kanser aktivitesi tizerindeki
etkilerinin incelenmesi amaglanmigtir. 24 saat ve 72 saat boyunca 5-FU ile tedavi edilen
mikro-dokularin XTT testi ile canliliklar1 incelenmistir. Cok hiireli mikro-dokular ile
MCF-7 timor mikro-dokular1 arasindaki yiizde canlilik karsilastirildiginda, 24 saat
boyunca 10 pM 5-FU ilacinin etkinligine olumlu veya olumsuz herhangi bir etkisi
gozlemlenmemistir. Lakin 24 saat boyunca 100 pM 5-FU anti kanser ilacinin etkinligi
timor mikro-dokularinda artarken ¢ok hiicreli mikro-dokularda kademeli olarak
etkinligin azaldig1 gézlemlenmistir. Yiiksek dozda dahi ilacin tiimor mikro-dokularinda
%50 canliligin iizerinde kalmasi, 24 saat tedavi siiresinin yetersiz olabilecegini
diistindiirmektedir. Bununla beraber, ¢ok hiicreli mikro-dokularda ilag uygulamasi
sonucu canliligin tiimdr mikro-dokularina oranla daha yiiksek olmasi, piyasada bulunan
biitlin anti kanser ilaglar1 gibi 5-FU anti kanser ilacinin da en 6nemli 6zelligi olan
seciciligine yani kanser hiicrelerini hedefleyerek o6ldiirme 0Ozelligine dayandigi
diistiniilmektedir (Longley vd. 2003). 72 saat uygulamalar1 incelendiginde, 10 pM 5-FU
dozunun tiimdr mikro-dokular1 iizerisindeki etkinligi c¢ok hiicreli mikro-dokular

izerindeki etkinligine kiyasla ¢ok daha fazladir. Bu farkin sadece az 6nce bahsedilen ilag
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seciciligi ile a¢iklamak miimkiin olmadig1 ve bagka bir etkenin de ¢ok hiicreli mikro-
dokular1 olusturan saglikli hiicrelerin MCF-7 kanser hiicrelerine direng saglamis
olabilecegi diisiiniilmektedir. Bununla beraber, yine 72 saat boyunca 100 uM 5-FU
tedavisinde ¢ok hiicreli mikro-dokularin canliligindaki diisiis ilacin toksik etkisinin uzun

stireli tedaviye dayanarak saglikli hiicreleri de etkiledigi gozlemlenmektedir (Sekil 5.25).

[lag ¢alismalarmin diger bir basamaginda 24 saat ve 72 saat boyunca iki farkli dozdaki
(10 uM ve 100 uM) 5-FU anti-kanser ilacinin etkinligine ¢esitli eksozom tiirlerinin
katkilarinin incelenmesi amaci ile bir deney diizenegi tasarlanmigtir (Sekil 5.26). 10 uM
anti kanser ilacinin 24 saat tedavi sonrasinda biitiin eksozom c¢esitlerinin {i¢ mikro-doku
cesidinde de ilag etkinligini arttirdigi gozlemlenmistir. Yiiksek dozda 24 saat tedavi
sonrasinda MCF-7 tiimor mikro-dokularinda M1 ve PANP tiirevli eksozomlarin ilag
etkinligini desteklemesine bagli olarak timdr mikro-dokularinin canliligini ciddi bir
oranda diisiirdiigii gozlemlenmistir. Cok hiicreli mikro-dokularda canliliklarin tiimér
mikro-dokularina oranla artmasina karsin, M1 ve PANP tiirevli eksozomlar ayn1 sekilde
ilag etkinliginin arttirdigini ve olusan kemoresistansi azalttig1 diistiniilmektedir. Bunun
aksine, M0 eksozomlarinin ilag etkinligine ciddi bir katkis1 olmazken M2 eksozomlarin
ise li¢ mikro-doku ¢esidinde de canliligin kontrol grubuna oranla yiiksek ¢ikmasi, mikro-
dokularm ila¢ direncine katkida bulundugunun ve buna bagh olarak ilag etkinliginin
azalmasina sebep oldugu diisiiniilmektedir. Ozellikle PANP grubu ele alindiginda, doz
farketmeksizin 24 saat boyunca tedavide 5-FU anti kanser ilacinin aktivitesini
destekledigi gozlemlenmistir (Sekil 5.30). Tedavi siiresinin uzamasi ile birlikte 10 uM
ilag dozunda dahi MCF-7 tiimor mikro-dokularinda canliliklar %50 seviyesi ve altina
diiserken yine PANP eksozomlarmin 5-FU ilacinin etkinligine en ¢ok katkida bulanan
eksozom grubu oldugu gozlemlenmistir. Buna karsin, ¢ok hiicreli mikro-doku
canliliklarindaki genel artis daha dnceden de belirtildigi gibi ilag seciciliginden meydana
gelebilecegi gibi mikro-dokular1 olusturan saglikli hiicrelerin kanser hiicrelerine
kemoresistans saglamasina da bagl olabilecegini diisiindiirmektedir. Ancak, ortamda
olusabilecek ila¢ direnci ihtimaline karsi 6zellikle PANP eksozomlar1 olmak iizere M1
eksozomlarmnin ilag etkinligini arttirdigr gozlemlenmistir. 72 saat 10 pM 5-FU ve
eksozom tedavisi sonucunda timor mikro-dokularinin canliliginda ciddi azalmalar s6z

konusudur. MO, M1 ve PANP eksozomlar1 kontrol ile karsilastirildiginda ilag etkinligini
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arttirdiklar1 gézlenirken, M2 eksozomlarinin ilag etkinligine ciddi bir katkis1 bulunmadigi
diistiniilmektedir. Cok hiicreli mikro-dokular incelendiginde ise diisiik doz ila¢ uygulanan
cok hiicreli mikro-dokulara oranla canliliklarinin diistiigii gézlemlenmistir ve bunun
sebebi olarak 5-FU anti kanser ilacinin yiiksek doz ve uzun tedavi siirelerinde saglikli
hiicrelere de toksik etki yaratmasindan kaynaklandigi diisiniilmektedir. Ancak bu
durumlarda dahi PANP eksozomlari ile birlikte tedavi edilen ¢ok hiicreli mikro-doku
gruplarinda canliligin azalmast PANP eksozomlarinin ilag etkinligini arttirmaya devam
ettigini gostermektedir (Sekil 5.31). Ozetle, farkli fenotipe sahip makrofajlardan elde
edilen eksozomlarin 5-FU anti kanser ilaci etkinligine etkileri; mikro-doku ¢esidine, ilag
dozuna ve tedavi siiresine gore degisiklikler gostermesine ragmen, PANP indiiklenmis
makrofajlardan izole edilen eksozomlar1 her kosul dahilinde anti-kanser ilacinin

etkinligine katkida bulundugu yapilan ¢aligmalar sonucu gézlemlenmistir (Cizelge 5.3).

Sonu¢ olarak, yedi farkli nanopartikiilin ikiser dozu ile olusturulan makrofaj
polarizasyon taramasinda elde edilen veriler 1s1¢inda paladyum nanopartikiillerinin
(PANP) 50 pg/ml konsantasyonun makrofaj polarizasyonu igin taranan diger
nanopartikiillere kiyasla en uygun imminomodiilator nanopartikiil olduguna karar
verilmistir. PANP’ler araciligiyla pro-inflamatuar fenotipine polarizasyonu saglanmig
makrofajlarin, kanser mikrogevresini daha iyi yansitmasi amaciyla olusturulan MCF-7
tiimor mikro-dokularina etkileri es-kiiltiir sistemi ile incelenmistir. Es-kiiltlir sonucunda,
tliimor mikro-dokulariin proliferasyonunu, metastatik genleri baskilamasina dayanarak
kanser prognozunu sinirladigi sonucuna varilmistir. Ek olarak, PANP indiiklenmis
makrofajlardan elde edilen eksozomlarda da MCF-7 tiimor mikro-dokularinin ve hatta
daha karmasik ve in-vivoya yakin mikro-doku sistemlerinde (MCF-7/HUVEC, MCF-
7/HUVEC/phDF) dahi tiimdrjenik etkilerinin baskilanmasinda etkili olabilecegi kanisina
varilmistir. Bu sonuglarin yani sira, ilag ¢alismalarinda PANP tiirevli eksozomlarin segilen
dozlar ve tedavi siireleri farketmeksizin ilag etkinligine katkilar1 bulundugu
gozlemlenmigtir. Biitiin bu sonuglara dayanarak, PdANP indiiklenmis makrofaj
eksozomlarinin meme kanseri ile miicadelede umut vadeden dogal immiinomodulatorler
olabilecegi ve kanserle miicadele platformunu destekleyebilecegi bir potansiyele sahip

oldugunu gostermektedir.
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