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1. GIRIS

1.1. Multipl Miyeloma

Multipl Miyeloma (MM), kemik iliginde lokalize olan plazma hiicrelerinin
anormal biiyiimesi ile karakterize edilen hematolojik bir malignitedir. Bu anormal
biiyiime yikict kemik lezyonlarina, bobrek hasarina, anemiye ve hiperkalsemiye
neden olmaktadir (Cowan ve ark., 2022). MM hala tek bir kanser olarak kabul edilse
de sitogenetik olarak farkli 6zelliklere sahip plazma hiicre malignitelerini igerir. Bu
farkliliklar hastaligin siireci ile iligkili olarak birincil sitogenetik anomaliler ve ikincil
sitogenetik  anomaliler olarak  siniflandirilmaktadir.  Trizomiler ve IgH
translokasyonlar1 hastaligin belirsiz monoklonal gamopati (MGUS) asamasinda
ortaya c¢ikan birincil sitogenetik anomaliler olarak incelenirken, gain(1q), del(1p),
del(17p), del(13), RAS mutasyonlar1i ve MYC translokasyonlar1 ise ikincil
sitogenetik anomaliler olarak siiflandirilmaktadir. Ek olarak, del(17p), gain(lq),
t(4;14), t(14;16) anomaliler hastaligin riski ve kotii prognozu ile iliskilendirilmistir
(Bryant ve ark., 2019; Rajkumar, 2019). Belirtilen anomalilerin g6zlenmeye
baslamas1 ve hastaligin siirecinin takibi ile MM siireci 4 doneme ayrilmaktadir: 1)
belirsiz monoklonal gamopati (MGUS), 2) hafif zincir monoklonal gamopati, 3)
smoldering multipl myelom (SMM) ve 4) Multipl Miyelom (MM) (Bryant ve ark.,
2019).

MM tedavisi genellikle farkli etki mekanizmalarina sahip farkli ilag
kombinasyonlarii1 igerir: kortikosteroidler, alkilleyici ajanlar, antrasiklinler,
proteazom inhibitorleri (PI'ler), immiinomodiilatér ilaglar (IMID'ler), histon
deasetilaz inhibitorleri (iIHDAC'ler), monoklonal antikorlar (mAb'ler) ve yiiksek doz
kemoterapi. Son zamanlarda yeni tan1 konmus MM (NDMM) hastalar1, genellikle
bortezomib, lenalidomid ve deksametazon gibi {i¢lii kombinasyonlar1 igeren
indiiksiyon tedavisi ile tedavi edilmektedir. Adaylarin nakil i¢in uygunluguna bagh
olarak diger tercih edilen tedavi yontemleri uygulanabilmektedir. Tedavinin bu ilk

asamasi, timor yiikiinii azaltma ve hematopoietik kok hiicre toplanmasini iyilestirme



amacina sahiptir (Pinto ve ark., 2020). Bu tedavi yontemlerinin hastalarda sag kalim1
onemli dlgiide arttirdig1 bildirilmis olsa da MM i¢in gelistirilmis kesin ve etkin tedavi

yontemi bulunmamaktadir (Ghandili ve ark., 2021).

MM’de immiin mikrogevrede salgilanan sitokinler tiimoriin immiin sistemden
kagmasina, ila¢ direncine ve hatta efektér hiicrelerin baskilanmasina neden
olmaktadir. Bu nedenle MM’de immiinoterapi énemli bir terapotik hedef olarak
diisiiniilmektedir. Immiinoterapi, MM’de diizensiz fonksiyon gosterdigi daha
onceden bildirilmis olan immiin sistem hiicrelerinin (B-T lenfositleri, makrofajlar,
NK hiicreleri vb.) hedeflenerek immiin sistemdeki islev bozuklugunun {istesinden

gelmeye galigmaktadir Jadoon ve ark., 2021).

1.2. Miyeloma’da Hiicre Trafigi

MM hiicrelerinin etrafinda gozlenen etkilesimleri, MM hiicrelerinin kemik
iligine yerlesmelerine, kolonize olmalarina ve ilerleyen evrelerde kemik iliginden
ayrilmalarina olanak saglar. Bu etkilesimlerden en 6nemlisi kemik iliginde yiiksek
oranda ifade edilen ve CXCL12 kemokini ile etkilesime giren kemokin reseptorii
CXCR4’tir. CXCR4, normal ve malign hiicrelerin kemik iligine “homing™’inden
sorumlu temel molekiildiir. Ayrica, kemik iligine hiicreleri ¢agirdiktan sonra orada

tutulumundan sorumludur (Sekil 1.4.) (Garcia-Ortiz ve ark., 2021).

1.3. MM Tiimér Mikrogevresi / MM Kemik iligi Nisi (KIN)

Tiimdér Mikrogevresi (TMC), yiizyilh askin siiredir arastirilan bir konsept
olmustur. 1899 yilinda Stephen Paget kanserin yayilmasi i¢in kanser hiicrelerine
(tohum) ve bu hiicrelerin biiyiimesi i¢in destekleyici bir ortama (toprak) ihtiyag
duydugunu belirterek tohum ve toprak (orijinali “seed and soil”) hipotezini 6ne
stirmistiir (Ribatti ve ark., 2006). O zamandan beri kanser aragtirmalari igin TMC’yi

anlamak icin bircok calisma yapilmis ve TMC tanimlanmaya c¢alisilmistir. Genel



olarak TMC, fibroblastlar, immiin sistem hiicreleri, hiicre dis1 matriks ve
damarlardan olusan bir ag olarak karakterize edilebilir. Fakat TMC, kanserin erken
evresinde ve gec evresinde tamamen farkli islev gosterebilmektedir (Sekil 1.1). Bu
nedenle TMC’nin kanserdeki roliinii anti-karsinojenik veya pro-karsinojenik olarak

nitelendirmek oldukga zor ve karmasiktir (Wei ve ark., 2020).

TMC’nin rolii bir¢ok kanserde oldugu gibi MM progresyonu icin de oldukga
onem tagimaktadir. MM kemik iligi nisi (KIN), neoplastik plazma hiicreleri ile
birlikte miyeloid ve lenfoid kokenden olusan bagisiklik hiicreleri tarafindan
kusatilmis heterojen bir ¢evredir ve bu ¢evrenin miyelomagenez siirecinde kritik rol
oynadig1 belirtilmistir. Bu nedenle son yillarda MM tedavisi i¢in 6zellile KIN hedefli
tedaviler aranmaktadir. MM, kanserde premalign-MGUS-kacis asamasindaki immiin
dengenin degisiminin gdzlenebilmesi i¢in miikemmel bir 6rnektir. MGUS ve SMM
gibi hastaligin ilk asamalarinda IgH translokasyonlar1 ve hiperdiploidi gozlenirken
hastaligin ilerleyen asamalarinda ¢ok daha karmasik siiregler hastaligin tezahiiriine
etki etmektedir. Bu karmasik siireclerden en dnemlisi de hastaligin progresyonu ve
hatta agresifligi ile dogrudan iliskili bulunan KIN’de gozlenen degisikliklerdir
(Lopes ve ark., 2021).

MM KIN’de meydana gelen degisikliklerin; 1) reseptdr sinyal yolaginda ve
sitokin ifadelenmesinde disregiilasyona neden oldugu, 2) T, NK ve dendritik
hiicrelerde degisimlere sebep oldugu, 3) regiilatér T hiicrelerinin (Treg), miyeloid
kokenli siipresor hiicrelerin (MDSC) ve tiimor iliskili makrofajlarin ekspansiyonuna
destek olarak immiin siipresif cevrenin gelisimine katkida bulundugu yapilan

caligmalarla gosterilmistir (Zavidij ve ark., 2020).
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Sekil 1.1. MM progresyonu siirecinde KIN immiin elemanlarinin diizenlenmesi. a) MM
siirecinin baglarinda immiin mikrogevresi timor hiicrelerine saldirmaya hazir bir diigman
olarak davranmaktadirlar. Eliminasyon asamasinda tiimér mikrogevresini tiimdriin
“diismanlar1” diyebilecegimiz sitotoksik T hiicreleri, M1 makrofajlar ve NK hiicreleri
domine etmektedir. b) Hastaligin ilerlemesi ile tiimér mikrogevresinde tiimdriin
diismanlarimin yani sira tiimoriin progresyonunu ve agresifligini destekleyecek M2
makrofajlar, regiilatér B ve T hiicreleri gibi tiimdriin “dostlar1” denilen hiicrelerin sayisi da
artmaya baglar. Bu evre de dostlar ve diigmanlar bir dengededirler. ¢) Yiiksek riskli SMM ve
aktif MM olusumunun g6riildiigii hastaligin en ileri asamalarinda tiimor mikrogevresi artik
tiimorigenezi destekleyecek sekilde diizenlenmistir. Bu evrede, antitiimorijenik etki gosteren
immiin sistem elemanlar1 siipresif hale uyarilirken tiimdrigenezi destekleyen “dost”
hiicrelerin sayisi artar (Lopes ve ark., 2021).

1.4. Makrofajlar

Makrofajlar, patojenlere kars1 savunmada 6nemli rol oynayan dogal bagisiklik
sisteminin temel elemanlaridir. Makrofajlarin temel fonksiyonlar1 arasinda;
fagositoz, bakterilerin yok edilmesi, sitokin tiretimi ve adaptif bagisiklik yanitinin
gelisebilmesi igin T hiicrelerine antijen sunumu bulunmaktadir (Bhattacharya ve ark.,

2019). Makrofajlar, bulunduklar1 yer ve islevlerine gore ¢esitli sekillerde



simiflandirilmaktadirlar. Dokuda daimi bulunan makrofajlar “dokuda yerlesik
makrofajlar olarak isimlendirilirken tiimor ¢evresinde bulunan ve tiimoriin gelisimini
destekleyerek metastaz, anjiogenez ve invazyonu tesvik eden makrofajlara “timor

iliskili makrofajlar” olarak adlandirilmaktadirlar (Hirayama, 2017).

Makrofajlarin incelenmeye baslanmasiyla paralel olarak “fagositoz” siireci de
arastirilmaya ve aydinlatilmaya ¢alisiimistir (Gordon, 2016). Ilk olarak Metchnikoff
tarafindan fagositik dogalari ile tanimlanan makrofajlar, Metazoan soyolusundaki
eski hiicrelerdir. Erigkin memelilerde, anatomik ve fonksiyonel ¢esitlilik gdstermeleri
nedeniyle tiim dokularda bulunurlar. Makrofajlar, bulunduklar1 dokuda kendi
bolgelerini olusturan, adeta bir dokunun icine yerlesik bagka bir doku gibi organize
olurlar. Makrofajlar icin bir¢ok farkli siniflandirma sekli bulunsa da, “Mononiikleer
Fagositik Sistem (MFS)” tanim1 en genel ve agiklayici tanim olarak kabul edilebilir.
(Wynn ve ark., 2013). Fagositoz konusundaki arastirmalari ile bilinen Rabinovitch
ise 1995 yilinda “profesyonel fagositler” terimini ortaya koymustur. Rabionovitch’in
bu tanimlamasinda nétrofiller, monositler, makrofajlar, dendritik hiicreler,

osteoklastlar ve eozinofiller yer almaktadir (Rabinovitch, 1995).

1.5. Fagositoz

Fagositoz tek hiicreli organizmalarda beslenme i¢in gereken bir siirectir. Cok
hiicreli organizmalarda ise yalmizca fagosit olarak adlandirilan hiicrelerin
gerceklestirebildigi, 0.5 pm’den biiytlik partikiillerin taninmasini takiben “fagozom”
ad1 verilen plazma zarindan tiiretilmis bir vezikiil tarafindan hiicre i¢ine alinarak
sindirilmesi ile tamamlanan bir siirectir. Fagositler, mikrobiyal patojenlerin yani sira
apoptotik hiicreleri de taniyarak sindirebilir. Bu 06zellikleri sayesinde yalnizca
mikrobiyal eliminasyon i¢in degil ayn1 zamanda doku homeostazi i¢in gerekli hale
gelirler (Flannagan ve ark., 2012). Fagositoz siireci dort temel adimda incelenebilir:
1) hedef partikiiliin taninmasi, 2) partikiiliin hiicre igine alim (internalizasyon)
mekanizmasinin aktiflesebilmesi icin sinyal olusumu, 3) fagozom olusumu ve 4)

fagolizozom maturasyonu (Sekil 2).
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Sekil 1.2. Fagositoz Yolagi. Ekzojen partikiillerin hiicre i¢ine alinmasi (heterofaji) siirecinde
ilk olarak dinamik plazma membran flizyonu gerceklesir. Hiicre igi vezikiiler zarla
boliinmeyi takiben fagozomlar maturasyona ugrar. Son olarak diisik pH’nin meydana
getirdigi asidik ortamda fagozom ve lizozomun flizyonunu ile fagolizozom formasyonu i¢in
flizyon ve sindirim ile sonuglanir (Gordon, 2016).

1.6. TMC’de Makrofajlar

Makrofajlarin en temel 6zellikleri antijen sunmak ve fagositoz yapmak olarak
bilinse de malignite ile iligkilerini ortaya koyan bir¢ok calisma bulunmaktadir.
Bulunduklar1 dokulara ve ortamda salgilanan sitokinlere gore makrofajlar farkl alt
tiplere farklilasabilirler (Yunna ve ark., 2020). Aktivasyon ve fonksiyon durumuna
gore, makrofajlar temel olarak iki alt gruba ayrilir: 1) Klasik olarak aktiflestirilmis
makrofajlar (M1), 2) alternatif aktiflestirilmis makrofajlar (M2). M1 makrofajlar pro-
inflamatuvar sitokinler ve kemokinler salgilayarak pozitif immiin yanit olusumuna
katki saglar ve immiin silirveyansta (gozetim) rol oynar. Diger yandan M2
makrofajlar, IL-4, IL-10 ve TGFp gibi anti-inflamatuvar sitokinler salgilayarak doku
rejenerasyonunu saglayabilmek ic¢in bagisiklik yanitlarini azaltirlar. Makrofajlarin

farkli aktivite durumlar1 arasindaki denge viicut homeostazi igin etkilidir. Bu



dengedeki degisimler ise ¢esitli hastaliklarin ortaya ¢ikmasinda rol oynamaktadir (Li
ve ark., 2021).

1.6.1. MO Makrofajlar

Kemik iliginden tiiretilen dinlenme (resting) durumundaki makrofajlar (MO
makrofajlar), genellikle polarize makrofajlarin onciileri olarak kabul edilir. M1 ve
M2 makrofajlarinin MO'dan tiiretilerek farklilastigi ve MO makrofajlarin M1 ve
M2’ye farklilagmadan once belirli bir islev gostermedigi, boylelikle MO durumunun

makrofajlarin yalnizca dinlenme hali oldugu diistiniilmektedir (Zhang ve ark., 2022)

1.6.2. M1 Makrofajlar

M1 makrofajlar en klasik olarak bilinen makrofajlardir ve lipopolisakkarit
(LPS) ve interferon gama (IFNy) tarafindan uyarilir ve timor nekroz faktorii alfa
(TNFa), interlokin-1 (IL1), indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) gibi pro-
inflamatuvar sitokinler salgilamaktadirlar. Bu salgilar, bakteri, viriis ve koti huylu
timor hiicreleri gibi enfeksiyoz organizmalari 6ldiirebilir. Makrofajlar tarafindan
taninan yabanci bir madde lizozomlarla vezikiiller halinde birlesir ve lizozomlardaki
hidrolitik/asidik enzimlerin etkisi ile parcalanir (Sekil 1.3). Biitiin bu 6zellikleri
sayesinde M1 makrofajlarin enfeksiyona karsi savunma ve anti-kanser etkilerinin
olduklar1 diistiniilmektedir. Artan bagisiklik yanitlar1 kronik enfeksiyona ve
otoimmiin hastaliklara yol agabileceginden dolayr M1 makrofajlar doku homeostazi

icin dengede tutulmasi gereken 6nemli bir bilesendir (Kadomoto ve ark., 2021).

1.6.3. M2 Makrofajlar

M1 makrofajlarin tersine M2 makrofajlar, doku onarimi ve immdiin toleransta
rol oynarlar. Sinyal transdiiktorii ve transkripsiyon aktivatérii 6 (STAT6) nin

aktivasyonu araciligiyla IL-4 ve IL-13 gibi sitokinler tarafindan uyarilirlar. Ek olarak



inflamatuvar yaniti baskilamak i¢in IL-10, arjinaz (ARG) ve TGFp gibi sitokinler
salgilar. Hiicre kalintilarin1 temizleyen, yara iyilesmesini ve anjiogenezi uyararak
etki gosteren M2 makrofajlar, organlarin ve yumusak dokularin korunmasinda,
bagisiklik dengesinin diizenlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir (Bashir ve ark.,
2016; Murray ve ark., 2014). Makrofajlarin M2 alt tipinde siniflandirilmasi oldukca
genel bir siniflandirmadir. M2 makrofajlar fonksiyonlarindaki ¢esitlilige dayanarak 4
farkli gruba smiflandirilabilir: 1) M2a, 2) M2b, 3) M2c, 4) M2d (Sekil 3) (Pan ve
ark., 2020).
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Sekil 1.3. Makrofaj polarizasyonu. Makrofajlar ¢evreden salgilanan sitokinlerin uyarimi
sonucunda cesitli alt tiplere karakterize edilebilirler. LPS ve IFNy gibi pro-inflamatuvar
sitokinlerin salgilanmasi sonucu M1 fenotipe dontisiirken, IL-4 ve IL-10 gibi anti-
inflamatuvar sitokinlerin salgilanmasi sonucu ise M2 alt tipine farklilasabilirler. M2
makrofajlar gosterdikleri fonksiyonlara gore 4 alt grupta incelenmektedirler. M2a olarak
karakterize edilen makrofajlar 1L-4, 1L-13 gibi sitokinler tarafindan uyarilir ve hiicre
kalintilarmin temizlenmesinden sorumludurlar. M2b ve M2c alt tipindeki makrofajlar ise
regiilator makrofajlar olarak fonksiyon gosterirler. M2d alt tipinde karakterize olan
makrofajlarin ise pro-anjiogenik aktivite gosterdigi ortaya konmustur (Wang ve ark., 2019).



1.6.4. Tiimér Iliskili Makrofajlar (TAM)

Tiimor iliskili makrofajlar (TAM) tiimér mikrogevresinin olusumuna katki
saglayan makrofajlardir. TAM’lar cesitli tiimorlerde yaygin olarak bulunur ve
tiimoriin progresyonu, invazyonu Ve metastazinin yani sira ila¢ direnci ile de
iliskilendirilmiglerdir (DeNardo ve Ruffell, 2019). TAM’lar, fonksiyon ve
fenotipindeki benzerlikler sebebiyle M2 makrofajlar grubuna dahil edilmektedir
(Park ve ark., 2022). TAM’larin MM’deki roliinli ortaya koyan birgok caligma
bulunmaktadir. MM’de kemik iliginin 6nemli bir bileseni olarak fonksiyon gdsteren
TAM’lar, kemik iliginin yaklasik %10’unu olusturmaktadir. Kemik iligindeki genis

popiilasyonlar1 nedeniyle immiinoterapotik olarak hedeflenmektedirler.

TAM'’lar dolasimdaki monositlerden kdken alir. Koloni stimiile edici faktor-1
(CSF1), CC kemokinleri (CCL2, CCL3, CCL4, CCLS5 ve CCLS8) ve vaskiiler
endotelyal biiylime faktorii (VEGF) tarafindan tiimoriin bulundugu dokuya ¢agrilir.
CSF1’in yiiksek ifadelenmesi TAM’larin timor dokusuna c¢agrilmast ile

iliskilendirilmistir (Sozzani ve ark., 2002).

Farelerde yapilan in vivo ¢alismalar MM hastalig1 olusturulan farelerin kemik
iliginde makrofaj sayisinin arttigini O6ne siirse de yapilan immiinohistokimyasal
calismalar MGUS’lu hastalara gore aktif MM olusumu gozlenen hastalarda makrofaj
sayisinda bir degisim oldugunu gostermemistir. Carpici bir sekilde, hastaligin
ilerleyen safhalarinda makrofaj sayilarinda bir degisim gozlenmemesine ragmen
yapilan akim sitometri ¢aligmalar1 sonucu M2 polarizasyonunda onemli bir artis

oldugu ortaya konmustur (Calcinotto ve ark., 2015).

1.7. MM’de TAM’larin Immiinoterapotik Hedeflenmesi

TAM’lar kemik iligindeki énemli fonksiyonlarindan dolayr MM tedavisi i¢in
Oonemli bir terapdtik hedef haline gelmistir. Bu nedenle TMC’de TAM’larin



hedeflenmesi i¢in kullanilan stratejiler sunlardir. 1) TAM’larin Azaltilmasi, 2)

TAM’larin Anti-Tiimoér Aktivasyonunun Yeniden Programlanmasi.

1.7.1. TAM’larin Azaltilmasi

TMC’de TAM sayisinin azaltilmasit makrofaj-tiimor desteginin kesilmesi igin
planlanan bir stratejidir. Bu iki sekilde gergeklestirilebilir; 1) TMC’de TAM’larin

oldiirtilmesini hedeflemek, 2) Monositlerin TM(’ye ¢agrilmasini engellemek.

TAM’larin hedeflenerek oldiiriilmesi Opperman ve arkadaglarmin (2019)
yaptig1 arastirmada, klodronat lipozom uygulamasinin TAM’larin deplesyonuna
neden olarak TMC’deki tiimor yiikiinli azalttigini géstermistir (Opperman ve ark.,
2019). TAM’larin dogrudan oldiiriilmesinin aksine, TMC’ye monosit ¢agrilmasinin
kontrol edilmesi ve TAM migrasyonunun engellenmesi iizerine daha kapsaml
caligmalar bulunmaktadir. CXCL12-CXCR4 sinyal yolagit MM kemik iligi i¢in
onemli bir makrofaj ¢agri mekanizmasidir. Arastirmalar sonucunda MM hiicrelerinin
yiiksek miktarda CXCL12 ligand: tasidigi gosterilmistir (Teixido ve ark., 2018). Bu
sinyal yolagi yalnizca makrofajlarin timor dokusuna migrasyonuna katki saglamaz.
Ayrica yiikksek CD206 ifadelenmesi ve IL10 salgisiin artisi ile birlikte ¢agrilan
makrofajlart M2 benzeri fenotipe farklilastirir (Azab, ve ark., 2009; Beider ve ark.,
2014).

TAM’1in TMC’ye goc¢linii terapotik hedeflemek amaciyla, monoklonal antikor
aracilig1 ile CCR2/CCL2 yolaginin hedeflenmesi pankreas, karaciger kanserlerinde
preklinik ve klinik olarak umut vadetmektedir. Bu nedenle bu yolagin hedeflenmesi
TAM deplesyonunu saglayarak MM tedavisinde umut vaad edici olabilecegi
bildirilmistir (Nywening, ve ark., 2016, Li ve ark., 2017; Tu ve ark., 2020).
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Sekil 1.4. MM’de TAM’larin immiinoterapotik olarak hedeflenmesi. Preklinik stratejiler (A)
TAM’larin azaltilmasi ve (B) TAM’larin yeniden programlanmasini icermektedir. CCR2-
CXCLI12 yolag: araciligryla monositlerin kandan kemik iligine ¢agrildigi gosterilmektedir.
Bu etkilesim ile ¢agrilan monositlerin TMC’nin de etkisiyle M2 benzeri fenotipe uyarildigi
bildirilmektedir (Sun ve ark., 2022).

1.7.2. TAM’larin Anti-Tiimor Aktivasyonunun Yeniden Programlanmasi

TAM’larin deplesyonu yani1 sira TMC’de pro-tiimdrjenik etki gosteren M2
benzeri fenotipe sahip TAM’larin fenotipini anti-timéorijenik M1 fenotipine
farklilastirmak {izere yeniden programlamak MM tedavisinde yeni ve popiiler bir

arastirma alanidir.

Wang ve arkadaslar1 (2018) yaptiklar1 arastirmada, CSF1 reseptoriinii (CSF1R)
bloke eden monoklonal antikorlar1 kullanarak M2->M1 farklilagmasini takip ettiler.
CSFIR blokajmin MM iliskili makrofajlarin kismi deplesyonunu saglarken
TMC’deki M2 makrofajlarin M1 fenotipine polarize olmasini destekledigini
gosterdiler. (Wang ve ark., 2018).
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1.8. Aspirin (Asetil Salisik Asit, ASA)

Tarihte yer alan en eski ve en kapsamli tibbi papiriis olarak Ebers papiriisiine
gore (~M.O. 1534) salisilatlarin kullanimi1 eski Misirlilara kadar dayanmaktadir.
Ebers papiriisiinde yer alan 700’1 askin bitkisel ilagtan en 6nemlisi gliniimiizde ségiit
olarak bilinen ve agr1 kesici, iltihap Onleyici olarak kullanilan “tjeret” veya “salixtir
(Jeffreys 2008). M.O. 400 civarinda Hipokrat’in ates diisiiriicii olarak salisilik ¢cayin1
kullanmasi, 1758 yilinda Rahip Edward Stone’un sitma hastalarina ségiit agacinin
Oziitlinden kurutularak elde edilen kabugu “agues” (sitma) hastalarina uygulamasi ve
hastalarda iyilesmeyi gozlemlemesi salisilatlarin tarihteki yerini ve 6nemini ortaya
koymaktadir (Fuster ve Sweeny 2011). 1863°te kurulan Bayer sirketine 1894 yilinda
katilan gen¢ kimyager Felix Hoffman’in babasinin romatizma hastaligina tedavi
gelistirmek i¢in sodyum salisilattan daha az yan etki gdsterecek bir madde arayisi
Aspirin’in kesfine onciiliik etmistir. Hoffman nin laboratuvar defter kayitlarina gore
salisik asidi asetik anhidrit ile geri tepkimeye sokarak (reflux) fenol grubunu

asetillemeyi basarmis boylece asetilsalisik asidi (ASA) en saf haliyle elde etmistir.

Prostanoidler, prostaglandinler (6r. PGD2, PGE2, PGF2a), tromboksan A2
(TXA2) ve prostasiklin (PGI2) iceren bir biyoaktif lipit ailesidir. Prostanoid
biyosentezinin hiz smirlayict adimi, COX-1 ve COX-2 olmak tizere 2 izoforma sahip
bir enzim olan siklooksijenaz (COX) tarafindan kataliz edilir. Hem COX-1 hem de
COX-2, arasidonik asidin PGG2'ye ve ardindan tiim prostanoidlerin ortak onciisii
olan PGH2'ye doniisimiine aracilik eden neredeyse ayni enzimatik aktiviteye sahiptir
(Vane ve Botting 1997). Bununla birlikte, her bir izoform tarafindan sentezlenen
prostanoidlerin spektrumu, farkli hiicre tiplerinde prostanoid sentezlere fonksiyonel
baglanma ve farkli ekspresyon modellerinin bir sonucu olarak in vivo olarak farklilik
gosterir. Ornegin, COX-2, enflamasyon ve yara iyilesmesi sirasinda endotel
hiicrelerinde ve makrofajlarda indiiklenir ve bu hiicrelerde PGE2 sentaz ile
etkilesime girerek proinflamatuar PGE2 iiretir (Kihara ve ark., 2014; Kirkby ve ark.,
2016). COX2’nin tersine, COX-1 yapisal olarak ifade edilir. Trombositlerde COX-1,
prokoagiilan uyaranlar (6rn. kollajen, trombin ve adenozin difosfat [ADP]) iizerine

protrombotik TXA2 olusturmak i¢in TXA2 sentaz (TXAS) ile birlesir (FitzGerald
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1991, Armstrong, Truss et al. 2008). Steroid olmayan anti-inflamatuvar ilag
(NSAID) olan ASA, COX1 ve COX2 olarak bilinen prostaglandin H sentaz 1 ve
prostaglandin H sentaz 2’nin COX aktivitesini geri doniisiimsiliz olarak baskilar.
Diisiik doz ASA segici olarak COX-1 aktivitesini inhibe ederken, daha yliksek dozlar
hem COX-1 hem de COX-2'yi inhibe eder. Bu baskilama mekanizmasi arasidonik
asidin enzime ulasmasini engelleyen COX cebinde lokalize olan serin amino asidinin
(COX1°de serin529; COX2’de serin516) asetillenmesi araciligiyla
gerceklesmektedir. Boylece prostanoid biyosentezinin yukari akisinin inhibisyonuna
ve sonu¢ olarak tromboksan A2 (TXA2) ve prostasiklin (PGI2) olusumunun
inhibisyonuna neden olur (Patrono ve ark., 2005; Patrono ve Baigent 2019).

1.8.1. ASA ve Kanser

Prostaglandinler, kismen makrofajlarin aktivasyonunu ve polarizasyonunu
indiikleyerek bagisiklik fonksiyonunu da modile edebilir. TAM’lar, enflamatuar
sinyallemeye yanit olarak siklikla M2 fenotipini aktive eder ve polarize olur. Aktive
olduklarinda, enflamatuar yanitt degistirirler, Tip I T-yardimci (Thl) hiicre adaptif
bagisikligini inhibe ederler, matrisin yeniden sekillenmesine katkida bulunurlar ve

hiicre proliferasyonunu ve anjiyogenezi desteklemektedirler (Barnard ve ark., 2018).

COX2 ve enzimatik iliriini PGE2, immiin negatif diizenleyici molekiiller
olarak, immiin baskilayici tiimor mikrogevresini olusturmak i¢in immiin hiicrelerin
immiin siipresor hiicrelere farklilasmasini kolaylastirir, boylece tiimor ilerlemesini ve
immiin tolerans: kolaylastirabilir. Bu nedenle, COX2/PGE2 ekspresyonunun ASA
araciligr ile asagi regililasyonu, timor tedavilerinde anahtar bir yaklagim olarak

diistiniilmektedir (Sekil 1.5) (Sun ve ark., 2022).
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Sekil 1.5. ASA’nin olast kemoprevensiyon mekanizmasinin semasi. 4T1 meme kanseri
hiicre ortaminda, RAW264.7 makrofaj infiltrasyonu, VEGF, PAI-1, TNF-a, IL-6 ve TGF-p
seviyelerini ve M2 makrofaj ekspresyonunu artirarak tiimoriin ilerlemesine fayda sagladigi
gosterilmistir. ASA tedavisi, anjiyojenik ve inflamasyonla iliskili sitokin VEGF, PAI-1,
MCP-1, IL-6, IL-10 ve TGF-B {iretimini azaltmistir. Bunlarin yani sira, aspirin tedavisi
makrofajlarda M1 ekspresyonunu artirip M2 ekspresyonunu azaltarak timor
mikrogevresindeki iletisimin bozulmasina ve tiimor progresyonunun korelmesine neden
olmustur (Hsieh ve Wang 2018).

Gergeklestirilen tez c¢alismasinda; TM(C’de MM hiicrelerine makrofaj
desteginin kesilmesi 6nemli bir strateji olarak planlanmistir. Bu tez projesinin amaci,
ASA’nin anti-miyelom etkinligini belirlemektir. Bu amag¢ dogrultusunda oncelikle
ASA’nin MM  hiicrelerine ve Makrofaj hiicrelerine olan sitotoksik etkisi
arastirilmistir. Bunun yanm sira ASA’nin MM mikrogevresine etkisinin anlagilmasi
amaciyla M2->M1 polarizasyonuna olan etkisi analiz edilmistir. Son olarak,

ASA’nin tiimdr hiicrelerinin makrofajlarin fagositozuna olan etkinligi arastirilmistir.

14



2. GEREC VE YONTEM

2.1. Hiicre Kiiltiirii

Deneylerde tiimor hiicresi olarak MM hiicre modeli olan MM 1S (GFP+, luc+)
hiicre serisi kullanilmistir. Makrofaj farklilasmasi amaciyla Insan Histiyositik
Lenfoma hiicre serisi olan THP1 monosit hiicreleri kullanilmistir. Hiicreler, %10
Fetal Bovin Serum (FBS) ve %1 penisilin/streptomisin iceren RPMI1640 besiyeri
icerisinde, %5 CO2 iceren nemli kiiltiir ortaminda biiyiitiilmiislerdir. Hiicreler %80
yogunluga ulastiklarinda pasajlanarak besiyeri/hiicre dengesi korunmustur.
Deneylerin tekrarinda yeniden kullanilmak iizere hiicreler erken pasajlarda %10
DMSO igeren besiyeri igerisinde kademeli bir sekilde dondurularak daha sonra

kullanilmak tizere -80 derin dondurucuya kaldirilarak saklanmustir.

2.2. Aspirin hazirlanmasi

Asetil salisik asit (CoHgO,), toz halde temin edilmistir. 1 gram tartilarak 5 ml
etil alkol igerisinde ¢oziilmistiir. Molekiiler agirligi 180,158 g/mol olarak belirtilen
asetil salisik asitin son konsantrasyonu 1,11 Molar olarak hesaplanmistir. Hazirlanan

asetil salisik asit 100 pl olacak sekilde boliinerek -20°C’de saklanmustir.

2.3. THP1 Hiicrelerinin Makrofaj Alt-Tiplerine Farkhlastirilmasi

2.3.1. Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) hazirlanisi

PMA (Sigma, ABD), 1 mg toz halinde temin edilmistir. 10 mg PMA’nin 1 ml
DMSO igerisinde ¢oziildigi bildirilmistir.  Coziiniirliigii  dikkate alinarak

hazirlandiginda molekiiler agirligr 616,82 g/mol olan PMA’nin son konsantrasyonu
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16,21 mM olarak hesaplanmistir. 2 pl olacak sekilde tiiplere dagitilarak -20°C’de

saklanmstir.

2.3.2. IFNy hazirlamisi

100ng/ul ana stok halindeki 200ng/ml olacak sekilde ara stok hazirlanarak 500
ul olacak sekilde tiiplere dagitilip -20°C’de saklanmstir.

2.3.3. LPS hazirlamsi

Ana stok 1mg/ml olarak -80°C’de saklanmaktadir. Kuyulara 100pg/ml olarak
uygulanacgindan 1. ara stok 100ng/ml olacak sekilde -80°C’de saklanmaktadir. 2.
Ara stok ise 100pg/ml olacak sekilde hazirlanarak -20°C’de saklanmustir.

2.3.4. Hiicrelerin M0, M1 ve M2 fenotipine farkhilastiriimasi

THP1 hiicreleri 300,000 hiicre/kuyu olacak sekilde 24 kuyulu plakalara ekilir.
Hiicrelere 100nM/1ml olacak sekilde PMA uygulanir. Hiicrelerin MO fenotipine
farklilasabilmeleri i¢in 3 giin beklenir. 3. Gliniin sonunda hiicrelerin lizerinden PMA
iceren besiyeri uzaklagtirilarak 1ml taze besiyeri eklenir ve bir gece boyunca hiicreler
inkiibatore kaldirilir (resting). 4. Giinlin sonunda hiicreler MO fenotipine
farklilasmistir. Hiicreler M1 ve M2 fenotipine M0’dan farklilagtirilmistir. Bu nedenle
2 saat boyunca PMA uygulanan ve ardindan taze besiyeri icerisinde dinlenmeye
alman MO hiicrelerini M1 fenotipine farklilagtirmak i¢in 24 saat boyunca 20ng/ml
IFNy ile 10pg/ml LPS birlikte uygulanmistir. M2 fenotipine farklilagtirmak igin ise,
MO makrofaj hiicrelerine 48 saat boyunca 20 ng/ml IL4 uygulanmistir (Sekil 4).
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Sekil 2.1. THP hiicrelerinin M0, M1 ve M2 fenotipine farklilasma deney semas.

2.4. MTT Hiicre Canhilik Deneyi

2.4.1. ASA IC50 Konsantrasyonlarinin Zamana Bagh Belirlenmesi

Aspirin’in MM1S ve makrofaj hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkisi MTT
deneyi ile analiz edilmistir. Hiicreler 96 kuyulu plakalara 40,000 hiicre/kuyu olacak
sekilde ekilmistir. Hiicrelere 0.5mM, 1mM, 2.5mM ve 5mM ASA dozlan
uygulanmigtir. Canlilik analizinin gergeklestirilebilmesi igin ASA uygulanmayan
kontrol grubuna ise EtOH uygulanmistir. Hiicreler 24h, 48h ve 72h boyunca ASA ile
muamele edilmistir. Ilgili saatlerin sonunda hiicrelere 5mg/ml MTT {3-(4,5-
Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium-bromide}  (Serva, Almanya)
ajanindan 10 pl uygulanmistir. Hiicreler 2h boyunca kiiltlir sartlarinda inkiibe
edilmistir. 2 h sonunda formazanin agiga cikarak hiicrelerdeki canliligin analiz
edilebilmesi igin tetrazolyum iyonunun ¢dziilebilecegi SDS igeren bir ¢oziicii (100
ul) her bir kuyuya uygulanmistir. Her kuyunun optik densitesi referans dalga boyu
olan 690nm’ye kars1 570nm’de Ol¢lilmiistiir. Her bir doz i¢in 6 tekrarin ortalamasi

almarak 1C50 degerleri hesaplanmustir.
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2.5. Belirlenen Genlerin ifade Analizi

2.5.1. RNA izolasyonu

Aspirin uygulanan ve uygulanmayan MO, M1, M2 makrofajlardan ve MM1S
hiicrelerinden Trizol ile total RNA izolasyonu gergeklestirilmistir. Deney protokolii

su adimlar1 igermektedir:

1. Makrofaj hiicreleri (MO, M1 ve M2) PMA uygulamasi sonrasi adherent
hiicre 0Ozelligi gosterdikleri i¢in RNA izolasyonu ile toplanirken
iizerlerindeki besiyeri uzaklastirilarak 1 ml Trizol igerisinde 1.5ml
eppendorflara toplanmistir. MM1S hiicreleri ise siispanse hiicreler olmalari
sebebiyle once pipetaj ile kuyulardan toplanip, 5000 rpm’de 6 dakika
santrifiij edildikten sonra supernatant kismi uzaklastirilip pellet kismina

1ml Trizol uygulanmistir.

2. Trizol ile toplanan hiicreler daha sonra toplu izole edilmek iizere -80 derin

dondurucuya kaldirilmstir.

3. RNA izole edilecegi zaman hiicrelerin bulundugu eppendorflar oda 1sisina

cikarilarak eriyene kadar beklenmistir.

4. Eriyen eppendorflarda 1ml Trizol igerisine 200 pl kloroform eklenerek

tiipler ¢alkalanmis olup oda 1sisinda 10 dakika beklenmistir.

5. Kloroform inkiibasyon siiresinin bitmesinin ardindan tiipler daha énceden
+4°Cye getirilmis olan sogutmali santrifiij icerisinde 12,000g’de 15 dakika
boyunca santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrast 3 faza ayrilan hiicre
debrisinin en st faz1 (berrak faz, RNA) pipetle dikkatle cekilerek daha

onceden isaretlenmis yeni RNA tiiplerine aktarilmistir.
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6. RNA fazimin bulundugu yeni tiiplerin iizerine ~500 pl izopropanol
eklenerek hafifce calkalanmistir ve oda 1sisinda 10 dakika inkiibasyona

brrakilmistir.

7. Inkiibasyonun ardindan izopropanol igeren tiipler sogutmali santrifiij

icerisinde 12,000’de 10 dakika boyunca santrifiij edilmistir.
8. Santrifiij sonrasi tiiplerin dibinde RNA peleti gozle goriilmiistiir.

9. Ardindan Trizol ile gergeklestirilen manuel RNA izolasyonu esnasinda
kullanilan tuz ve diger molekiillerin ortamdan uzaklastirilmasi i¢cin RNA
peletleri %75 etanol ile yikanarak son kez 8000g’de 5 dakika sanrifiij
edilir.

10. Etanoliin dikkatlice tiiplerden uzaklastirilmasi ile tiipler ters cevrilerek

icerisindeki etanol buharlasana kadar tlipler oda 1sisinda bekletilmistir.

11. En son asamada etanol buharlastiktan sonra RNA pelletleri ~100ul DNAaz

ve RNAaz icermeyen su ile sulandirilarak miktar tayini gergeklestirilmigtir

(Sekil 2.2.)
ng/uL [ 260/280
MM1S kontrol 720,0377  1,9095
MM1S 48 h aspirin | 394.464" 1,7965
MO kontrol 2512887 16515
MO 48 h aspirin 223,055 1,7055
M1 kontrol 243982" 15765
M1 48 h aspirin 177.354" 14815
M2 kontrol 318,736 11,8745
M2 48 h aspirin 205,207" 1,7995

Sekil 2.2. izole edilen RNA’larin saflik tayini.

19



2.5.2. cDNA Sentezi

1 ug RNA 0Ornegi Bio-Rad sirketinin "iScript cDNA Synthesis Kit" isimli
cDNA sentez kiti kullanilarak kite ait protokol takip edilerek cDNA'ya
doniistirilmiistir. Olusan c¢DNA 5 kat seyreltilerek RT-gPCR  (Reverse
Transcription-quantitative Polymerase Chain Reaction) deneylerinde kullanilmistir.
Kullanilacak RNA ¢o6zeltisinin hacmi buna gore (1.0ug + ¢ RNAug/ulL) = x uL
olmak iizere hesaplanmistir. ¢cDNA sentezi i¢in hazirlanacak karisim ve reaksiyon

adimlar asagidaki ¢izelgelerde belirtilmistir (Cizelge 2.1, Cizelge 2.2)

Cizelge 2.1. cDNA sentez i¢in gerekli karigim.

Niikleaz icermeyen su 16-x pul

5x iScript Reaction Mix 4 ul

RNA Kalib1 lug total RNA olacak sekilde hesaplanmustir.
Toplam Hacim 20 pl

Cizelge 2.2. cDNA sentez i¢in reaksiyonun adimlari.

Protokol Adimi Sicakhik Siire
Primerlerin Baglanmasi 25°C 5 dk
Ters transkripsiyon 48°C 20 dk.
Ters Transkriptazin Etkisizlestirilmesi 95°C 1 dk.
Tepkimenin 4°C Saklanmasi 95°C Siiresiz
2.5.3. QRT-PCR

MO, M1, M2 ve MMI1S hiicrelerinde ASA’nin IC50 dozunun uygulanmasindan
sonra CD163, CD80, CD86, IL-10 ve IL-6 genlerinin mRNA ifadelerini belirlemek
ve kantite etmek amaciyla qPCR yapilmistir. Biitiin genlerin ifade seviyeleri
gliseraldehid -3-fosfat dehidrojenaz (GAPDH) gore normalize edilmistir. Kullanilan
genler BioRad’in perimer panellerinden temin edilmistir. CD163, CD80 ve CD86
primerleri “Cell Surface Markers” panelinden, IL-10 ve IL-6 primerleri ise “Human
Cytokine Primer Library” panelinden kullanilmigtir. Erime derecesi olarak 60°C
belirlenmistir. Her bir gen 3 biyolojik tekrar olmak iizere 2 replika olarak

caligilmistir.
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2.6. Akim Sitometri ile Makrofaj Polarizasyonunun Belirlenmesi

MO, M1 ve M2 alt tipine farklilastirilan makrofaj hiicrelerinin tayini i¢in belirli
yiizey belirteglerinin tespit edilmesi i¢in akim sitometrisi kullanilmistir. Literatiirde
makrofaj alt tipleri i¢in belirlenen yilizey belirtegleri hiicrelerde tayin edilmistir.
Akim sitometride analizi gerceklestirilen yiizey belirtegleri sunlardir; CD36, CD38,
CD71, CD80, CDI11b, CDI11c, CD200 ve CD206. Farklilasma siireci tamamlanan
MO, M1 ve M2 makrofajlar1 kuyulardan toplanarak 6000 rpm’de 3 dakika boyunca
santrifiij edilmistir. Ardindan siipernatant uzaklastirilarak 50ul %5 FBS iceren
besiyeri hiicrelerin {izerine eklenmistir. Ardindan ilgili belirtecin antikorundan 5 pl
eklenerek 20 dakika karanlikta inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi hiicreler
santrifiij edilerek PBS ile iki kez yikandiktan sonra Accuri CD Akim sitometri

cihazinda yiizey belirteclerinin ifadesi belirlenmistir.

2.7. Akim Sitometri ile Fagositozun Tayini

24 kuyulu plakalara ekilerek farklilastirilan makrofaj hiicreleri Vybrant™ DiD
(Cat: V22887, Thermo Scientific,ABD) boyasi ile boyanmistir. ASA uygulanan ve
uygulanmayan ve kirmizi DiD boyasi ile boyanan makrofajlarin bulundugu kuyularin
tizerine GFP+ isaretli 1,000,000 MMI1S hiicresi taze besiyeri igerisinde ekilmistir.
Adherent hiicre olarak plakalarin dibine yerlesik bulunan makrofaj hiicreleri lizerine
siispanse kanser hiicresi eklenerek 3 saat boyunca kokiiltiir gerceklestirilmistir. 3
saatin sonunda fagositozun gergeklestirildigi kuyular taze besiyeri ile 3 kere
yikanarak siispanse kanser hiicreleri makrofaj hiicrelerinden uzaklastirilir. Kuyunun
dibinde yerlesik bulunan makrofajlar toplanarak akim sitometride kirmizi hiicre
(FL4A) ve yesil hiicre (FL1A) oram tayin edilmistir. Kirmiz1 makrofaj hiicrelerinin

icerisindeki GFP+ miktar oran1 fagositoz orani olarak tayin edilmistir.
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2.8. Konfokal Mikroskop ile Fagositozun Goriintiilenmesi ve Analizi

6 kuyulu plakalara ince lameller alkol ile yikanip kurutularak yerlestirilmistir.
Ardindan kuyu iizerinde yerlesik bulunan lamelin yerinden oynatilmamasina dikkat
edilerek 600,000 hiicre/kuyu olacak sekilde THP1 hiicreleri ekilmistir ve
farklilagtirma basamaklart uygulanmistir (bkz. Sekil 4). Ardindan M0, M1 ve M2
makrofajlar Vybrant™ DiD (Cat: V22887, Thermo Scientific, ABD) boyasi ile
boyanmustir.  Farklilastirilan makrofaj hiicrelerinin  kontrol grubuna ASA
uygulanmamistir. ASA uygulanan makrofaj hiicreleri 48 saat boyunca 2.5 m ASA
uygulanan ve uygulanmayan GFP isaretli 1,000,000 MMIS hiicreleri ile 3 saat
boyunca kokiiltiir edilmistir. 3 saat sonunda siispanse timor hiicreleri 3 kere taze
besiyeri ile yikanarak ortamdan uzaklastirilmigtir. Kirmizi makrofaj hiicrelerinin
icerisindeki yesil tiimor hiicrelerinin goriintiilenmesi konfokal mikroskop ile analiz
edilerek 100 hiicre sayilmigtir. Kirmizi ve igerisinde yesil bulunan hiicreler
fagositozu gergeklestirmis hiicre olarak kabul edilmis olup ylizde yesil hiicre oranina

gore fagositoz orani tayin edilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. M0, M1 ve M2 makrofajlarin 151k mikroskobu altindaki goriintiileri

Sekil 3.1. MO Makrofaj, 40x

Sekil 3.2. M1 makrofaj, 40x

Sekil 3.3. M2 makrofaj, 40x
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THP1 hiicrelerine farkli sitokinlerin uygulanmasi sonucu elde edilen M0, M1
ve M2 makrofajlarda morfolojik degisim gozlenmistir. Bu degisimin makrofajlarin

polarizasyonu ve fagositoz yetenekleri ile ilgili olabilecegi diistiniilmustiir.

3.2. MTT Analizi

3.2.1. ASA’min MO Hiicreleri Uzerindeki Canlihga Etkisi

MO Makrofaj
3 24H
1501
B 48 H
. 72H
1007 *
4 *
= * *
c
5
@)
X *
501
KONTROL 0.5mM 1mM 2.5mM 5mM

Sekil 3.4. ASA’nin MO makrofajlarin canliligina etkisi. 24 saatin sonunda ASA’nin MO
hiicre canliligini doza bagimli olarak diisiirdiigli tespit edilmistir ve bu azalma istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (Cizelge 3.1). En yiiksek ASA dozunda 24. Saatteki canlilik
%92’den %41’e diismiistiir. Buna karsilik 48 ve 72 saat sonuglarinda canlilik %76 ve %90’ a
yiikselirken 24. saate kiyasla canlilikta artis gozlenmistir. ASA’nin MO hiicrelerine
uygulanmas1 kisa siireli toksik bir etki yaratsa da zamana bagl olarak toksik etki
gdstermedigi belirlenmistir. Istatistiksel analiz Wilcoxon test ile gerceklestirilmis olup analiz
sonuglari ¢izelgeler halinde gosterilmistir (Cizelge 3.2, Cizelge 3.3).
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Cizelge 3.1. ASA’nin MO makrofajlarina 24 saatlik etkisinin istatiksel analizi.

Istatistik MO MO MO MO MO
Wilcoxon Test Kontrol 0,5 mM 1mM 2,5mM 5mM
24H 24H 24H 24H 24H
N 6 6 6 6 6
Ortalama 92,59 82,77 75,85 62,05 41,16
Standart Sapma 7,44 13,05 17,10 20,74 17,75
Medyan 94,05 82,21 69,31 54,71 33,23
Minimum 81,01 64,15 57,42 44,15 27,62
Maksimum 100,00 98,43 102,15 95,87 72,50
p degeri ,028 ,046 ,028 ,028
Cizelge 3.2. ASA’nin M0 makrifajlarina 48 saatlik etkisinin istatiksel analizi.
istatistik MO MO MO MO MO
Wilcoxon Test Kontrol 0,5 mM 1mM 2,5 mM 5mM
48H 48H 48H 48H 48H
N 6 6 6 6 6
Ortalama 87,52 86,36 86,18 81,78 76,30
Standart Sapma 7,73 12,17 6,09 8,12 6,26
Medyan 87,08 81,50 86,05 79,56 74,45
Minimum 76,78 79,32 79,40 73,61 71,08
Maksimum 100,00 110,73 96,70 95,45 87,46
p degeri 0,753 0,249 0,028 0,028
Cizelge 3.3. ASA’nin MO makrofajlarina 72 saatlik etkisinin istatiksel analizi.
Istatistik MO MO MO MO MO
Wilcoxon Test Kontrol 0,5mM 1 mM 2,5mM 5mM
72H 72H 72H 72H 72H
N 6 6 6 6 6
Ortalama 93,97 96,53 92,69 94,07 90,03
Standart Sapma 3,61 2,51 1,95 1,46 13,56
Medyan 93,89 95,30 92,58 93,84 96,06
Minimum 88,89 94,55 90,10 92,02 64,55
Maksimum 100,00 100,40 95,45 96,06 101,41
p degeri ,028 ,463 1,000 ,917
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3.2.2. ASA’nin M1 Hiicreleri Uzerindeki Canlihga Etkisi

M1 Makrofaj
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Sekil 3.5. ASA’nin M1 makrofajlarin canliligina etkisi. M1 makrofaj hiicrelerine ASA
uygulamasi sonucu canliligin zamana ve doza bagl olarak azaldigi tespit edilmistir. 24. Saat
sonunda 5 mM ASA uygulanan hiicrelerin %61’i dlmiisken 48. Ve 72. saatte hiicrelerin
~%90°1 Olmiistiir. Sonu¢ olarak, SmM ASA M1 makrofaj hiicrelerinde sitotoksik etki
gostermistir. M1 hiicrelerine uygulanan 2.5 mM ASA dozunun hiicrelerin canliligini
azaltmas istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Fakat zamana bagli olarak 2.5 mM ASA
dozunda hiicre canlilifit ~%70 olarak belirlenmistir. Boylece 2.5 mM ASA dozunun
sitotoksik olmadig1 gosterilmistir. Istatistiksel analiz Wilcoxon test ile gergeklestirilmis olup
analiz sonuglari gizelgeler halinde gosterilmistir (Cizelge 3.4, Cizelge 3.5 ve Cizelge 3.6).

Cizelge 3.4. ASA’nin M1 makrofajlarina 24 saatlik etkisinin istatiksel analizi.

Istatistik MO MO MO MO MO
Wilcoxon Test Kontrol 0,5 mM 1mM 2,5 mM 5 mM
72H 72H 72H 72H 72H
N 6 6 6 6 6

Ortalama 96,31 90,02 77,06 66,51 39,90
Standart Sapma 8,24 3,29 7,25 3,00 8,25
Medyan 100,00 90,10 77,04 66,79 40,26
Minimum 84,39 85,92 68,57 61,43 28,06
Maksimum 104,49 94,69 87,55 70,00 50,61

p degeri ,116 ,028 ,028 ,028
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Cizelge 3.5. ASA’nin M1 makrofajlarina 48 saatlik etkisinin istatiksel analizi.

Istatistik M1 M1 M1 M1 M1
Wilcoxon Test Kontrol 0,5 mM 1mM 2,5 mM 5mM
48H 48H 48H 48H 48H
N 6 6 6 6 6

Ortalama 97,47 96,64 91,94 77,49 13,40
Standart Sapma 8,14 3,86 2,16 2,97 11,62
Medyan 98,49 96,35 92,17 76,80 9,63
Minimum 83,76 91,76 88,28 73,90 5,68
Maksimum 107,19 101,28 94,66 81,90 36,77

p degeri 753 173 ,028 ,028

Cizelge 3.6. ASA’nin M1 makrofajlarina 72 saatlik etkisinin istatiksel analizi.
istatistik M1 Kontrol M1 M1 M1 M1
Wilcoxon Test 72H 0,5 mM 1mM 2,5mM 5 mM
72H 72H 72H 72H
N 6 6 6 6 6

Ortalama 99,84 90,24 92,85 77,41 5,76
Standart Sapma 10,62 10,64 7,47 7,02 3,28
Medyan 98,53 93,87 93,26 80,15 4,53
Minimum 87,25 74,75 79,41 64,22 2,70
Maksimum 118,14 101,47 101,23 83,09 11,27

p degeri ,046 ,116 ,028 ,028
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3.2.3. ASA’nin M2 Hiicreleri Uzerindeki Canlihga Etkisi

M2 Makrofaj
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Sekil 3.6. ASA’nin M2 makrofajlarin canliligma etkisi. ASA’nin en yiiksek dozda M2
canlilig diistirdligli gosterilmis olsa da etkisi istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. 24,
48 ve 72. saatte uygulanan SmM ASA dozunun M2 makrofaj hiicrelerinin ~%50’sini
oldiirdiigli tespit edilmistir. 2.5 mM doz ASA’nm ise hiicrelerin yalmizca ~%19 unu
oldirdigi gosterilmistir. Bu sonuglar dogrultusunda zamana bagli artan dozlarda uygulanan
ASA’nin M2 fenotipine farklilasmis makrofaj hiicrelerinde sitotoksik etki gostermedigi
belirlenmistir. Istatistiksel analiz Wilcoxon test ile gerceklestirilmis olup analiz sonugclart
cizelgeler halinde gosterilmistir (Cizelge 3.7, Cizelge 3.8 ve Cizelge 3.9).

Cizelge 3.7. ASA’nin M2 makrofajlarina 24 saatlik etkisinin istatiksel analizi.

Istatistik

M2

M2 M2 M2 M2
Wilcoxon Test Kontrol 0,5 mM 1mM 2,5 mM 5mM
24H 24H 24H 24H 24H
N 3 3 3 3 3

Ortalama 100,72 105,55 101,62 88,12 64,40
Standart Sapma 79 5,47 5,58 11,73 9,44
Medyan 100,60 105,97 103,82 92,55 59,67
Minimum 100,00 99,88 95,27 74,82 58,27
Maksimum 101,56 110,80 105,76 97,00 75,27

p degeri ,285 1,000 ,109 ,109

28




Cizelge 3.8. ASA’nin M2 makrofajlarina 48 saatlik etkisinin istatiksel analizi.

Istatistik M2 M2 M2 M2 M2
Wilcoxon Test Kontrol 0,5 mM 1mM 2,5 mM 5mM
48H 48H 48H 48H 48H
N 3 3 3 3 3
Ortalama 98,6169 94,6358 94,9239 77,5748 45,4624
Standart Sapma 7,56 10,23 11,97 7,19 29,41
Medyan 100,0000 96,8880 101,4908 79,9792 61,6973

Minimum 90,46 83,46 81,10 69,49 11,52
Maksimum 105,39 103,56 102,18 83,26 63,17

p degeri ,593 1,000 ,109 ,109

Cizelge 3.9. ASA’nin M2 makrofajlarina 72 saatlik etkisinin istatiksel analizi.
istatistik M2 M2 M2 M2 M2
Wilcoxon Test Kontrol 0,5 mM 1 mM 2,5 mM 5 mM
72H 72H 72H 72H 72H
N 3 3 3 3 3

Ortalama 96,78 99,72 93,49 98,35 53,56
Standart Sapma 3,13 8,43 11,50 6,37 15,65
Medyan 96,59 104,27 92,61 96,11 58,42
Minimum 93,76 89,99 82,45 93,40 36,06
Maksimum 100,00 104,89 105,40 105,54 66,21

p degeri ,593 ,593 ,593 ,109
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3.2.4. ASA’min MM1S Hiicreleri Uzerindeki Canlihga Etkisi

MM1S
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O 501 i
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Sekil 3.7. ASA’nin MMIS tiimor hiicrelerinin canliligina etkisi. ASA’nin artan dozda ve
zamana bagli olarak MM1S hiicrelerinde sitotoksik etki gosterdigi belirlenmistir. 24 saat
boyunca uygulanan 2.5 mM ASA dozu hiicrelerin %22’sini, 48 saat sonunda hiicrelerin
%40’ 11 ve 72 saat sonunda ise hiicrelerin %66’sim 6ldiirdiigt gosterilmistir. Canliliga olan
sitotoksik etkisi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Istatistiksel analiz Wilcoxon test ile
gerceklestirilmis olup analiz sonuglar ¢izelgeler halinde gdsterilmistir (Cizelge 3.10, Cizelge
3.11 ve Cizelge 3.12).

Cizelge 3.10. ASA’nin MM1S hiicrelerine 24 saatlik etkisinin istatiksel analizi.

Istatistik MM1S MM1S 0,5 MM1S 1 MM1S 2,5 MM1S 5
Wilcoxon Test Kontrol mM mM mM mM
24H 24H 24H 24H 24H
N 6 6 6 6 6
Ortalama 100,00 98,6693 94,43 78,52 55,69
Standart Sapma ,00000 12,02 11,40 11,98 12,37

Medyan 100,00 95,4045 91,1616 76,4174 55,2609

Minimum 100,00 87,80 84,35 65,45 37,80

Maksimum 100,00 121,38 115,10 98,96 76,04

p degeri 345 249 1028 028
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Cizelge 3.11. ASA’nin MM 1S hiicrelerine 48 saatlik etkisinin istatiksel analizi.

istatistik MM1S MM1S MM1S MM1S MM1S
Wilcoxon Test Kontrol 0,5 mM 1mM 2,5 mM 5mM
48H 48H 48H 48H 48H
N 5 5 5 5 5
Ortalama 102,3697 95,9306 85,8279 60,9422 21,5985
Standart Sapma 4,26 5,062 7,80 8,49 4,56
Medyan 103,56 93,33 81,92 56,67 19,45
Minimum 96,21 92,36 80,44 52,13 18,65
Maksimum 106,64 104,50 98,82 70,62 29,62
p degeri ,225 ,043 ,043 ,043
Cizelge 3.12. ASA’nin MM 1S hiicrelerine 72 saatlik etkisinin istatiksel analizi.
istatistik MM1S MM1S 0,5 MM1S 1 MM1S 2,5 MM1S 5
Wilcoxon Test Kontrol mM mM mM mM
72H 72H 72H 72H 72H
N 5 5 5) 5 5
Ortalama 95,68 83,74 69,06 34,27 4,54
Standart Sapma 4,60 8,77 14,99 16,23 3,13
Medyan 98,28 82,20 73,02 36,63 5,63
Minimum 90,36 72,79 45,01 8,27 ,00
Maksimum 100,00 96,33 84,33 53,11 7,67
p degeri ,043 ,043 ,043 ,043

Cizelge 3.13. ASA uygulanan tiim hiicrelerin saatlere gore IC50 dozlar1.

Hiicre MM1S MO M1 M2
|025468(?§|t/|) 57 37 3.8 6.4
IéBgdS(?r:llt/I) 28 22.19 3.2 46
|c75268(?§|t/|) 15 25.99 3.1 5.1

MTT deneyi sonucunda makrofaj ve tiimdr hiicrelerine uygulanacak olan doz
ve saat 2.5 mM / 48 saat olarak belirlenmistir. Makrofaj hiicreleri icin toksik
olmayan bu dozun makrofaj polarizasyonuna olanak saglayabilecegi ongorilmustiir.
Bunun yani sira 2.5 mM / 48 saat ASA uygulanmasinin MMI1S kanser hiicrelerindeki
sitotoksik etkisi de deney kurgusu agisindan 6nemli bulunmus olup anti-miyeloma
etkinligini  gosterebilmek sitokin  salinimint

amaciyla degistirebilecegi

distinilmiistiir.
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3.3.gRT- PCR

3.3.1. CD163

CD163
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M1 MO M2

Sekil 3.8. SA’min makrofajlarda CD163 ifadesine etkisi. ASA uygulanmayan kontrol
gruplarinda M1 makrofajlarda CD163 ifadesi gézlenmemistir. M2 makrofajlarda ise CD163
ifadesi en yliksek olarak belirlenmistir. Boylece 1L4 aracili M2 makrofaj polarizasyonunun
basari ile gerceklestigi tespit edilmistir. 48 saat boyunca 2.5 mM ASA uygulanmasi sonucu
M1 makrofajlardaki CD163 ifadesi degismezken, MO makrofajlarda ~2 kat azalmigtir. M2
makrofajlarda ise ASA uygulamasinin CD163 ifadesini azalttig1 gosterilmistir. Bu sonuclar
dogrultusunda ASA uygulamasimin CD163 ifadesi {izerinden M2->M1 makrofaj
polarizasyonunu uyarabilecegi sonucuna ulasilmistir.
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3.3.2. CD80/CD86

CD80
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Sekil 3.9. ASA’nin makrofajlarda CD80 ifadesine etkisi. ASA uygulanmayan kontrol
gruplarinda en yiiksek CD80 ifadesi M1 makrofajlarda gosterilmistir. ASA uygulamasi
sonrast MO ve M1 makrofajlarda CDS80 ifadesi azalsa da bu degisim istatistiksel olarak
anlamli bulunmamistir. M2 makrofajlarda diger makrofaj gruplarina gore nispeten daha az
ifade edilen CD80’in ASA uygulamasi sonras1 ~4 kat yiiksek ifade edildigi gosterilmistir. Bu
artig istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.005). M2 makrofajlarda ASA uygulamasi
sonrast gozlenen CDS80 ifadesinin artist ASA’nin M2->M1 polarizasyonunu uyardigi
sonucunu desteklemektedir. Istatistiksel analiz 2Way Annova testi ile gerceklestirilmistir.
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3.3.3. I1L10

IL10
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Sekil 3.10. ASA’nin makrofaj ve kanser hiicrelerinde IL10 ifadesine etkisi. ASA
uygulanmayan kontrol gruplarinda en yiiksek IL10 ifadesi MM1S kanser hiicrelerinde
gosterilmistir. ASA uygulamasi sonrast MO makrofajlarda IL10 ifadesi ~4kat, M1 ve M2
makrofajlarda ~2 kat azaldigi tespit edilmistir. Makrofaj hiicrelerinin yani sira MM1S kanser
hiicrelerine ASA uygulamasmi IL10 ifadesini ~2 kat azalttigi gosterilmistir. Kanser
hiicrelerindeki bu azalis istatistiksel olarak yiiksek anlamli bulunmustur (p<0.0001). IL10
ifadesinin ASA uygulamasi ile azalmasi sonucu ASA’nin anti-miyolam etki gosterdigi
desteklenmistir. Bunun yan1 sira, ASA uygulamasinin makrofaj hiicrelerindeki 1L10 ifadesini
azaltmasi ve bdylece tiimor mikrogevresinin anti-tiimorijenik olarak sekillenmesine yardimei
olabilecegi sonucuna ulasilmistir. Istatistiksel analiz 2Way Annova testi ile
gerceklestirilmistir.
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3.3.4. IL6

IL6
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Sekil 3.11. ASA’min makrofaj ve kanser hiicrelerinde IL6 ifadesine etkisi.ASA
uygulanmayan kontrol gruplarinda en yiiksek IL6 ifadesi MMIS kanser hiicrelerinde
gosterilmistir. ASA uygulamasi sonrast IL6 ifadesi MO ve M2 makrofajlarda azalirken, M1
makrofajlarda artmistir. ASA’nin  makrofaj hiicrelerindeki IL6 ifadesini azaltmasi
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. MM hiicrelerinin biiyiime faktorii olan IL6’nin
MMIS hiicrelerinde ASA uygulamasi sonrasi azaldigi tespit edilmis bu azalma istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). IL6 ifadesinin ASA uygulamasi1 sonucu MM1S
hiicrelerinde azalmasinin azalmast sonucu ASA’nin anti-miyelom etki gosterdigi
desteklenmistir.
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3.4. Flow Sitometri ile Makrofaj Polarizasyonunun Belirlenmesi

3.4.1. THP1 Hiicre Serisi

THP1 160822 538

THP1 160822 538

THP1 160822 538
(Al

0 0 R Ber: 99.69%
A-+: 94.25%  |A++: 0.00% N-+: N++: 99.12% 0.03%
0.88%
107
107+ 102 =
“n i
S e é 10'4
& 10"y 0 10" -
3 3 S
o 5] o
o 10°
10° ! 1074
A--: 5.75%|  A+-: 0.00% - B--:
= N+-: 0.00% :
T T T T 10° |27‘ 1”'0’ 10°
10° 10' 10 10° 10° 10' 102 10° CD38PC7
EDSOFITC €D200PE Gate Number %Total %Gated
Gate Number %Total %Gated Gate Number %Total %Gated All 27,185 88.64 100.00
All 27,185 88.64 100.00 Al 27,185 88.64 100.00 B-- 4 001 0.01
A-- 1,563 5.10 5.75 N-- 0 0.00 0.00 B-+ 7 0.02 0.03
A-+ 25,622 83.54 94.25 N-+ 239 0.78 0.88 B+- 73 024 027
At- 0 0.00 0.00 N+- 0 0.00 0.00 B++ 27,101 88.37 99.69
A++ 0 0.00 0.00 N++ 26,946 87.86 99.12 !
THP1 160822 538 THP1 160822 538 THP1 160822 538
> p ——
b O++: 33.26% he S++: 73.35% e Te+: 0.55%
2 99.04%
10° 10%4 10
n n n
w v n
e ' & " g "
% 104 % 104 % 10
) a o
o o o
1004 10°+ 100+
5o T 0.41%| 7. 0.00%
111' ;")‘ 10° :o*’ 11)‘ 1“0’ 10° ;’o" JJ‘ ;1')‘ 10°
CD36APC CD11CAPC A700 CD11BPB

Gate Number %Total %Gated

Gate Number %Total %Gated

Gate Number %Total %Gated

All 27,185 88.64 100.00 All 27,185 88.64 100.00 All 27,185 88.64 100.00
0-- 401 131 1.48 S-- 75 0.24 0.28 T-- 112 0.37 0.41
O-+ 17,652 57.56 64.93 S-+ 7,018 22.88 25.82 T-+ 26,923 87.79 99.04
O+- 91 0.30 0.33 S+- 151 0.49  0.56 T+ 0 0.00 0.00
O++ 9,041 29.48 33.26 S++ 19,941 65.02 73.35 T+ 150 0.49  0.55

Sekil 3.12. THP1 hiicrelerinde yiizey belirteglerinin akim sitometri sonuglari. Makrofaj
onciilii olarak kullanilan THP1 monosit hiicrelerindeki CD36 ifadesinin %33 oranda ifade
edildigi gosterilirken CD80 ve CD11B ifadesine rastlanmamugtir.
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3.4.2. M0 Makrofaj

' ONLY PMA 160822 540
ONLY PMA 160822 540 ONLY PMA 160822 540
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Al 8,839 59.93 100.00 Al 8,839 59.93 100.00 B-- 14 009  0.16
A-- 33 022 037 N-- 4,640 31.46 52.49 B+ 1,948 1321 22.04
A+ 8739 59.25 98.87 N-+ 1,579 10.71 17.86 B+ 5 003 006
As- 0 0.0 0.00 Ne- 2,133 14.46  24.13 Ber 6,872 4659 77.75
A++ 67 0.45 0.76 N++ 487 3.30 5.51 )
ONLY PMA 160822 540 ONLY PMA 160822 540 ONLY PMA 160822 540
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10° 10' 107 10° 10° 10' 10 10° 10° 10' 107 10°
CD36APC CD11CAPC A700 CD11BPB
Gate Number %Total %Gated Gate Number %Total %Gated Gate Number %Total %Gated
All 8,839 59.93 100.00 Al 8,839 59.93 100.00 All 8,839 59.93 100.00
0-- 14 0.09 0.16 S-- 1 0.01 0.01 T-- 24 0.16 0.27
O-+ 1,062 7.20 12.01 S-+ 5 0.03 0.06 T-+ 870 5.90 9.84
O+- 5 0.03 0.06 S+- 18 0.12 0.20 T+- 7 0.05 0.08
O++ 7,758 52.60 87.77 S++ 8,815 59.76 99.73 T++ 7,938 53.82 89.81

Sekil 3.13. MO hiicrelerinde yiizey belirteglerinin akim sitometri sonuglari. THP1 hiicrelerine
kiyasla CD200 ifadesi %94 azalirken CD36 ifadesinin %54 arttig1 gosterilmistir. Bunun yani
sira MO makrofaj hiicrelerinde CD80 ifadesine rastlanmamigtir. THP1 monositlerine gore
yiiksek oranda artan CD11B ifadesinin monositten makrofaja farklilagsma siirecinde bir
belirteg olarak takip edilecegi sonucuna varilmistir.
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3.4.3. M1 Makrofaj
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Al 27,904 89.27 100.00 Al 27,904 89.27 100.00 Al 27,904 89.27 100.00
0-- 8 0.03 0.03 S-- 0 0.00 0.00 T-- 9 0.03 0.03
0-+ 145 0.46 0.52 S-+ 2 001 0.01 T- 769 2.46  2.76
O+- 25 0.08 0.09 S#- 24 0.08 0.09 T+- 5 0.02 0.02
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Sekil 3.14. M1 hiicrelerinde yiizey belirteglerinin akim sitometri sonuglari. THP1 ve MO
makrofajlarda gozlenmeyen CD80 ifadesi LPS+IFNy sonrasi %89 oranda ifade edilmektedir.
Bu sonu¢ M1 makrofaj polarizasyonunun uygulanan yontem sonucunda basar1 ile
gerceklestirildigini desteklemektedir. Bunun yani sira CD200 ifadesi THP1 monositlerine
gore daha az ifade edilirken MO makrofajlara gore %28 daha fazla ifade edilmektedir.

Cizelge 3.14. Akim sitometri sonucu yiizey belirteg ifadelerinin tablosu.

Yiizey THP1 MO M1
Belirtecleri
CD36 33% 87% 99%
CD38 99% 77% 95%
CD71 98% 99% 98%
CD80 0% 0.5% 90%
CD11B 0.55% 89% 98%
CD11C 73.35% 99% 99%
CD200 90% 30% 39%
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Karakterizasyonu belirlemek i¢in gerceklestirilen deney sonrasinda CDI11B
monosit makrofaj doniisiimiinde takip edilecek bir belirte¢ olarak belirlenmistir. Ek
olarak, CD80 ifadesinin yalniza M1 makrofajlarda artmasi1 sonucunda makrofajlarda
gergeklestirilen MO ve M1 polarizasyonunun basari ile gerceklestirildigi sonucuna

vartlmaktadir.
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Sekil 3.15. Makrofajlarda ylizey belirteg ifadelerinin ifadesinin grafik gosterimi. Grafikte
belirtildigi tizere MO ve M1 makrofajlarda ortak olarak CD11B ve CD11C ifadesine
rastlanmaktadir. CD80 ifadesi ise yalnizca M1 makrofajlar ile karakterize edilmektedir.
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3.5. Flow Sitometri ile Fagositozun Tayini

3.5.1. MO Hiicrelerinde ASA oncesi ve Sonrasi1 Fagositozun Tayini
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Sekil 3.16. ASA Uygulanmayan MO Hiicrelerinin Fagositoz Orani. DiD ile boyanan MO
hiicreleri ile 1,000,000 GFP+MMIS hiicresi birlikte 3 saat kokdiltiir edilmistir. Kokiiltiir
sonucunda kuyular 3 kere yikanarak siispanse tiimor hiicreleri ortamdan uzaklastirilmistir.
Kuyudan toplanan makrofaj hiicreleri ile gerceklestirilen akim sitometri deneyinde kirmizi
makrofaj hiicrelerinin igindeki yesil tiimor hiicrelerinin oranina bakilmistir. Bu deney
dogrultusunda ASA uygulanmayan MO makrofaj hiicrelerinin tlimor hiicrelerine fagosite
etme orani %26.7 olarak belirlenmistir.

40



Plot 12: C08 mi asa cocul ... r Plot 9: C08 m0 asa cocult... X r Plot 10: C08 m asa cocul ... X
GATE  [MNo Gating] = GATE (R1inall) = GATE (R1inall) =

16.777.215

7 R1
6,8%

S5C-A
5.000.000 10.000.000

o

T T T
o 5.000.000 10.000.000 16.777.215
FSC-A

Qo= = e = s — et

r Plot 11: C08 m asa cocul ... X
GATE  [Bling

TN T T T T e
A T
FL1-A

ag = A

Sekil 3.17. ASA Uygulanan MO Hiicrelerinin Fagositoz Orani. DiD ile boyanan MO
makrofaj hiicrelerine 48 boyunca 2.5mM ASA uygulanmigtir. ASA uygulanmasi sonrast MO
makrofaj hiicreleri ile 1,000,000 GFP+ MMI1S hiicresi birlikte 3 saat kokdiltlir edilmistir.
Kokiiltiir sonucunda kuyular 3 kere yikanarak silispanse tiimor hiicreleri ortamdan
uzaklastirilmistir. Kuyudan toplanan makrofaj hiicreleri ile gergeklestirilen akim sitometri
deneyinde kirmizi makrofaj hiicrelerinin igindeki yesil tiimor hiicrelerinin oranina
bakilmistir. Bu deney dogrultusunda ASA uygulanan MO makrofaj hiicrelerinin timor
hiicrelerini fagosite etme orami %38.8 olarak belirlenerek ASA uygulamasimin MO
makrofajlarin fagositoz kapasitesini arttirdig1 sonucuna varilmustir.
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3.5.2. M1 Hiicrelerinde ASA 6ncesi ve Sonrasi1 Fagositozun Tayini

= Plot 2: A08 m1 coculture X - Plot 3: AD8 m1 coculture X - Plot 4: A08 m1 coculture X
o GATE [Mo Gating] = = GATE (R1inall) = = GATE (R1inall) -
[ & &
=

=
= =
=
éi_
s | R g

Io | 285% = .

[oy-1 S S

RS 2 3

w2 [x] o
= 2
w
= T T T =

o 5.000.000 10.000.000 16.777.215
FSC-A
FLOT FLOT FLOT

r Plot 8: A2 m1 coculture X
o GATE (Riig 1
o =
s ad-LL

355.8%
EE
EE

kY

34

[

& T T T TTTO_T T T T T T T i
wl oWl o Wt WS W T2
FL1-A

FLOT
O | SPEC a\

Sekil 3.18. ASA Uygulanmayan M1 Hiicrelerinin Fagositoz Orani. DiD ile boyanan M1
polarizasyonu gerceklestirilmis makrofaj hiicreleri ile 1,000,000 GFP+MMIS hiicresi
birlikte 3 saat kokiiltiir edilmistir. Kokiiltliir sonucunda kuyular 3 kere yikanarak siispanse
timor hiicreleri ortamdan uzaklastirilmistir. Kuyudan toplanan makrofaj hiicreleri ile
gerceklestirilen akim sitometri deneyinde kirmizi makrofaj hiicrelerinin i¢indeki yesil timdr
hiicrelerinin oranina bakilmistir. Bu deney dogrultusunda ASA uygulanmayan M1 makrofaj
hiicrelerinin tiimor hiicrelerini fagosite etme oran1 %32.3 olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.19. ASA Uygulanan M1 Hiicrelerinin Fagositoz Orani. DiD ile boyanan M1
makrofaj hiicrelerine 48 boyunca 2.5mM ASA uygulanmistir. ASA uygulanmasi sonrast M1
makrofaj hiicreleri ile 1,000,000 GFP+ MMI1S hiicresi birlikte 3 saat kokdiltiir edilmistir.
Kokiiltiir sonucunda kuyular 3 kere yikanarak siispanse timor hiicreleri ortamdan
uzaklastirilmistir. Kuyudan toplanan makrofaj hiicreleri ile gergeklestirilen akim sitometri
deneyinde kirmizi makrofaj hiicrelerinin igindeki yesil tiimor hiicrelerinin oranina
bakilmistir. Bu deney dogrultusunda ASA uygulanan M1 makrofaj hiicrelerinin timor
hiicrelerini fagosite etme oram1 %33.7 olarak belirlenerek ASA uygulamasinin M1
makrofajlarin fagositoz kapasitesini etkilemedigi gosterilmistir.
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3.5.3. M2 Hiicrelerinde ASA 6ncesi ve Sonrasi1 Fagositozun Tayini
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Sekil 3.20. ASA Uygulanmayan M2 Hiicrelerinin Fagositoz Orani. DIiD ile boyanan M2
polarizasyonu gerceklestirilmis makrofaj hiicreleri ile 1,000,000 GFP+ MMIS hiicresi
birlikte 3 saat kokiiltiir edilmistir. Kokiiltlir sonucunda kuyular 3 kere yikanarak siispanse
timor hiicreleri ortamdan uzaklagtirilmigtir. Kuyudan toplanan makrofaj hiicreleri ile
gerceklestirilen akim sitometri deneyinde kirmizi makrofaj hiicrelerinin i¢indeki yesil timdor
hiicrelerinin oranina bakilmigtir. Bu deney dogrultusunda ASA uygulanmayan M2 makrofaj
hiicrelerinin tiimor hiicrelerine fagosite etme oran1 %8.9 olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.21. ASA Uygulanan M2 Hiicrelerinin Fagositoz Orani. DiD ile boyanan M2
makrofaj hiicrelerine 48 boyunca 2.5mM ASA uygulanmistir. ASA uygulanmasi sonrast M2
makrofaj hiicreleri ile 1,000,000 GFP+ MMI1S hiicresi birlikte 3 saat kokdiltiir edilmistir.
Kokiiltiir sonucunda kuyular 3 kere yikanarak silispanse timor hiicreleri ortamdan
uzaklastirilmistir. Kuyudan toplanan makrofaj hiicreleri ile gergeklestirilen akim sitometri
deneyinde kirmizi makrofaj hiicrelerinin igindeki yesil tiimdr hiicrelerinin oranina
bakilmistir. Bu deney dogrultusunda ASA uygulanan M2 makrofaj hiicrelerinin tiimor
hiicrelerini fagosite etme oran1 %14 olarak belirlenerek ASA uygulamasinin M2
makrofajlarin fagositoz kapasitesini ~2 kat arttirdig1 sonucuna varilmistir.
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3.6. Konfokal Mikroskop ile Fagositozun Goriintiilenmesi ve Analizi

3.6.1. MO Makrofaj

Sekil 3.22. ASA Uygulanmayan MO Makrofajlarin Fagositozunun Gosterimi. DiD ile
boyanan MO hiicreleri ile 1,000 000 GFP+ MM 1S hiicresi birlikte 3 saat kokiiltiir edilmistir.
Kokiiltiir sonucunda kuyular 3 kere yikanarak silispanse tiimor hiicreleri ortamdan
uzaklastirilmistir. Kuyuda kalan makrofaj hiicreleri konfokal mikroskop ile goriintiilerek
kirmizi makrofaj hiicrelerinin iginde bulunan yesil timor hiicreleri sayilmistir. Alanda 100
hiicre sayilarak elde edilen bulgular dogrultusunda ASA uygulanmayan MO makrofajlarin
tiimor hiicrelerini fagosite etme orani %40 olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.23. ASA Uygulanan MO Makrofaj Hiicrelerinin Fagositozunun Gosterimi. DiD ile
boyanan MO hiicreleri 2.5 mM ASA ile 48 saat boyunca muamele edilmistir. Ardindan MO
makrofaj hiicreleri 1,000,000 GFP+ MMIS hiicresi birlikte 3 saat kokiiltiir edilmistir.
Kokiltiir sonucunda kuyular 3 kere yikanarak siispanse timor hiicreleri ortamdan
uzaklastirilmistir. Kuyuda kalan makrofaj hiicreleri konfokal mikroskop ile goriintiilerek
kirmizi makrofaj hiicrelerinin iginde bulunan yesil timor hiicreleri sayilmistir. Alanda 100
hiicre sayilarak elde edilen bulgular dogrultusunda ASA uygulanan MO makrofajlarin timor
hiicrelerini fagosite etme oran1 %72 olarak belirlenmistir. Konfokal mikroskop ile belirlenen
fagositoz deneyinde ASA uygulamasinin MO makrofaj hiicrelerinin tiimor hiicrelerini
fagosite etme 6zelliklerini % 32 oraninda arttirdigi gosterilmistir. Elde edilen bulgular akim
sitometri deneyini desteklemektedir.

3.6.2. M1 Makrofaj

.
@

Sekil 3.24. ASA Uygulanmayan M1 Makrofajlarin Fagositozunun Gosterimi. DiD ile
boyanan M1 makrofaj hiicreleri ile 1,000,000 GFP+ MMIS hiicresi birlikte 3 saat kokiiltir
edilmistir. Kokiiltiir sonucunda kuyular 3 kere yikanarak siispanse tiimor hiicreleri ortamdan
uzaklastirilmistir. Kuyuda kalan makrofaj hiicreleri konfokal mikroskop ile goriintiilerek
kirmiz1 makrofaj hiicrelerinin iginde bulunan yesil timdr hiicreleri sayilmistir. Alanda 100
hiicre sayilarak elde edilen bulgular dogrultusunda ASA uygulanmayan M1 makrofajlarin
tiimor hiicrelerini fagosite etme oran1 %63 olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.25. ASA Uygulanan M1 Makrofajlarin Fagositozunun Gosterimi. DiD ile boyanan
M1 makrofaj hiicreleri 2.5 mM ASA ile 48 saat boyunca muamele edilmistir. Ardindan M1
makrofaj hiicreleri 1,000,000 GFP+ MMI1S hiicresi birlikte 3 saat kokiiltiir edilmistir.
Kokiiltiir sonucunda kuyular 3 kere yikanarak siispanse timor hiicreleri ortamdan
uzaklastirilmistir. Kuyuda kalan makrofaj hiicreleri konfokal mikroskop ile goriintiilerek
kirmizi makrofaj hiicrelerinin iginde bulunan yesil timdr hiicreleri sayilmistir. Alanda 100
hiicre sayilarak elde edilen bulgular dogrultusunda ASA uygulanan M1 makrofajlarin timor
hiicrelerini fagosite etme oran1 %69 olarak belirlenmistir. Konfokal mikroskop ile belirlenen
fagositoz deneyinde ASA uygulamasinin M1 makrofaj hiicrelerinin tiimor hiicrelerini
fagosite etme Ozelliklerini degistirmedigi gosterilmistir. Elde edilen bulgular akim sitometri
deneyini desteklemektedir.

3.6.3. M2 Makrofaj

.

Sekil 3.26. ASA Uygulanmayan M2 Makrofajlarin Fagositozunun Gosterimi. DiD ile
boyanan M2 makrofaj hiicreleri ile 1,000,000 GFP+ MMIS hiicresi birlikte 3 saat kokiiltiir
edilmistir. Kokiiltiir sonucunda kuyular 3 kere yikanarak siispanse tiimér hiicreleri ortamdan
uzaklastirilmistir. Kuyuda kalan makrofaj hiicreleri konfokal mikroskop ile goriintiilerek
kirmiz1 makrofaj hiicrelerinin iginde bulunan yesil timdr hiicreleri sayilmistir. Alanda 100
hiicre sayilarak elde edilen bulgular dogrultusunda ASA uygulanmayan M2 makrofajlarin
tiimor hiicrelerini fagosite etme orani1 %26 olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.27. ASA Uygulanan M2 Makrofajlarin Fagositozunun Gosterimi. DiD ile boyanan
M2 makrofaj hiicreleri 2.5 mM ASA ile 48 saat boyunca muamele edilmistir. Ardindan M2
makrofaj hiicreleri 1,000,000 GFP+ MMIS hiicresi birlikte 3 saat kokiiltiir edilmistir.
Kokiltiir sonucunda kuyular 3 kere yikanarak siispanse timor hiicreleri ortamdan
uzaklastirilmistir. Kuyuda kalan makrofaj hiicreleri konfokal mikroskop ile goriintiilerek
kirmizi makrofaj hiicrelerinin i¢inde bulunan yesil timdr hiicreleri sayilmistir. Alanda 100
hiicre sayilarak elde edilen bulgular dogrultusunda ASA uygulanan M2 makrofajlarin timor
hiicrelerini fagosite etme orami %70’e yiikseldigi belirlenmistir. Konfokal mikroskop ile
belirlenen fagositoz deneyinde ASA uygulamasinin M2 makrofaj hiicrelerinin timor
hiicrelerini fagosite etme 6zelliklerini 6nemli oranda arttirdigini gostermektedir. Bunun yani
sira DiD ile boyanan M2 makrofaj hiicrelerinde ASA uygulamasi sonrasi morfolojik olarak
onemli bir degisim goriilmektedir.
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4. TARTISMA

4.1. MM ve Makrofajlar

MM tedavisinde son terapdtik ilerlemeler sagkalim siiresini 3 yildan 5 yila
kadar ilerletmis olsa da 5 yillik sagkalim orani %50’nin altinda kalmaktadir (Cowan,
Allen et al. 2018). Neredeyse tiim hastalarda niiks gozlenmekte ve diinya ¢apinda her
yil yaklasik 98.000 hasta MM’e yenik diismektedir (Fonseca, Abouzaid et al. 2017,
Global Burden of Disease Cancer, Fitzmaurice et al. 2018). MM tedavisi, IMID’ler,
PIl’lar, tiimorii ve immiin sistemi hedefleyen mAb’lar dahil olmak {izere immiin
terapilerin kullanima girmesiyle 6nemli dl¢lide iyilesmistir. Buna ragmen, tedavi her
zaman kotii huylu plazma hiicrelerini tamamen ortadan kaldirmakta basarisiz olur ve
cogu kisi, terapiye olumlu yanit verenlerde bile hastalik niiksetmeye baslar. MM bu

nedenle tedavi edilemez bir hastalik olmaya devam etmektedir.

Tiimor destekleyici kemik iligi mikro ortami ile kombinasyon halinde MM
hiicrelerini hedeflemek, terapi etkinligini arttirma potansiyeline sahiptir. Fakat TMC
alaninda yapilan caligmalarin az olmasi nedeniyle daha g¢ok arastirmaya ihtiyag
vardir (de Jong ve ark., 2021). Bir¢cok kanserde makrofajlar TMC’de yaygin olarak
bulunmaktadir. Dogal bagisiklik hiicreleri ve antijen sunan hiicreler olarak gorev
yapan makrofajlarin kandaki yarilanma omiirleri uzundur ve tiimor dokusuna 6zgiil
olarak baglanabilme ve fagositoz yetenekleri vardir. Bu 6zellikleri sebebiyle timor
hedefli tedavilerde makrofajlar 6nemli bir terapdtik hedef planlanmaktadir. Bunun
yani sira diger bagisiklik hiicreleri ile karsilastirildiginda tiimor dokularina kolaylikla
ulasabilmektedirler (Liu ve ark., 2022). TAM’lar iizerine yapilan ¢alismalar timorlii
dokuya makrofaj infiltrasyonunun ve TMC’de bulunan makrofajlarin M2 fenotipine
farklilasmasinin kotii progronoz ile iligkili olduklarini ortaya koymustur (Fotis ve
ark., 2013). MGUS hastalar1 saglikli kontroller ile karsilastirildiginda hem yeni tani
hem de niiks sirasinda MM hastalarin kemik iliginde CD206 makrofaj (M2 makrofaj)
sayisinda bir artig oldugu ortaya konmugstur. Fakat bu hastalarin CD86 ve iNOS (M1

makrofaj) ifadelenmelerinde bir degisiklik gézlenmemistir. Ek olarak hem yeni tani
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konan hem de tekrarlayan MM hastalarinin kemik iliginde yiiksek ifadelenen CD163
(M2 makrofaj) ifadesi kotii sagkalim ile iliskilendirilmistir (Suyani ve ark., 2013;
Panchabhai ve ark., 2016).

Timor progresyonunu geriletebilmek amaciyla makrofajlarin tedavi igin
hedeflenmesi yaklasimlar1 bulunmaktadir. Ik olarak immiin siipresif yolaklarin
baskilanmast makrofajlarin  yeniden programlanmasint uyararak TMC’deki
makrofajlarin M1 fenotipine karakterizasyonunu hedeflemektedir. IL-10’a bagh
immiin ~ silipresif  yolaklarin  inhibisyonunun hedeflenmesi de makrofaj
polarizasyonunun programlanmasina katki saglamaktadir. Bir diger yaklagim ise
timor yiizeyinde bulunan “beni yeme sinyalleri”’nin hedeflenerek tiimoriin
oldiiriilmesinin hedeflenmesidir. Makrofajlar iizerinde bulunan ve immiin kacis
noktalarindan biri olan SIRPa’nin tiimdr yilizeyinde ifade edilen CDA47 ile
etkilesiminin timor hiicrelerinin fagositozunu engelledigi yapilan caligmalar ile
ortaya konmustur. Bu nedenle CD47°nin monoklonal antikor hedefli tedaviler

araciligiyla hedeflenmesinin tiimdr fagositozunu arttirdigi ortaya konmustur (Russ ve

ark., 2018).

4.2. MM ve ASA

Inflamasyonun MM patogenezindeki rolii bilinmektedir. Niikleer faktér kB
(NFxB) ve IL-6 dahil olmak iizere inflamatuvar yolagin yukari regiilasyonunun MM
stirecini  kotliye gotiirmektedir.  ASA, NFkB, COX, prostaglandinler gibi
inflamasyona aracilik eden molekiillerin asag: regiilasyonunu kontrol eden bir anti-
inflamatuvar ilagtir. ASA, COX1 ve COX2’ye geri doniisiimsiiz olarak kovalent bag
ile baglanarak etkisiz hale getirmektedir (Marinac ve ark., 2022). Belhassa ve
arkadaglar1 (2020) yaptiklar1 ¢alismada ASA uygulamasiin miyokardiyal enfarktiis
patogenezindeki etkisini arastirmislardir. Elde ettikleri bulgular dogrultusunda ASA
fagositozda ve hiicre igi patojen Oldiirme aktivitelerinde artisa neden olmustur

(Belhassa ve ark., 2020). Bu nedenlerden dolay1 ASA’nin MM tedavisinde etkili
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olabilecegi diistinlilmiis olup tedavi icin terapotik bir hedef olarak diisiiniilmektedir.

Konu ile ilgili daha fazla arastirmaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

Literatiir arastirmalari sonucunda ASA’nin fagositozu arttirdigt ve anti-
tiimorijenik etki gosterdigi ortaya konmustur. Fakat ASA’nin MM’de TMC’yi nasil
diizenledigi ve MM hiicrelerinin fagositozunu nasil yonlendirdigi ile ilgili ¢alismaya
rastlanmamistir. Bu tez calismasinin amacit ASA uygulamasimin TM(C’deki roliinii
anlamak ve MM’de mikrogevrenin yeniden programlanmasina, makrofaj aracili
diizenlenmesine ve ayn1 zamanda TMC’deki tiimor kiitlesinin azalmasina etkilerinin

belirlenmesidir.

Bu tez calismasi kapsaminda ASA ile muamele edilen MM kanser hiicrelerinin
canliliginda azalma gosterilmistir ve bu sitotoksik etkinin zamana bagli azalisi
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Bunun yani sira TM(C’de farkli fonksiyon
gosteren makrofaj alttiplerinde ise (MO-aktif olmayan; M1; anti-timdrijenik; M2;
pro-tiimdrijenik) ASA’nin miyelom hiicrelerinde canlilig: diistirdiigli gosterilse de en
yiiksek doz hari¢ toksik olmadig: belirlenmistir. Bu dogrultuda ASA’nin Myeloma
hiicrelerinde apoptozis ile 6limii uyarmis, makrofaj tiplerinde ise monosit harig

canlilig1 diisiirse de ciddi bir sitotoksik etki gostermedigi sonucuna varilmastir.

Canlilik analizi sonrasinda makrofajlar i¢in sitotoksik olmadigi gosterilen ASA
dozunun (2.5mM) TMC’de makrofajlarin polarizasyonunu nasil degistirdigi analiz
edilmistir. TMC’de tiimor progresyonu ile azaldigi belirtilen M1 makrofajlarin yani
sira timor salgilar ile kanserin ilerlemesini, metastazi ve ila¢ direncini tesvik ettigi
bildirilen M2 makrofajlarin arttig1 gosterilmistir. Bu nedenle ASA’nin TMC’de
makrofajlarin M2 fenotipinden M1 fenotipe farklilasmasi tesvik edilmektedir.

Planlanan tez ¢aligmasi dogrultusunda makrofajlar MO, M1 ve M2 fenotipine
basar1 ile farklilagtirllmigtir. ASA uygulamasinin makrofaj alttiplerinin fagositozu
tizerinden myeloma tiimor klirensine etkisi basarili bir sekilde ortaya konmustur. MO,
M1 ve M2 makrofajlarin tiimor fagositozuna olan etkilerini gosterebilmek amaciyla

akim sitometri ve konfokal mikroskop kullanilmistir. Sonuglarimiz dogrultusunda,
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akim sitometri ile ulasilan verilerde MO ve M1 makrofajlarinin timor hiicrelerinin
fagositozunu gerceklestirdigi gosterilmis, ayrica 48 saat ASA uygulamasinin MO ve
M1 makrofajlarin tiimor fagositozunu onemli Ol¢iide arttirdigi ortaya konmustur.
Bunun yanm1i swra M2  makrofajlarin  timdr  hiicrelerini  fagositozunu
gerceklestiremedigi  belirlenmis, 48 saat boyunca uygulanan ASA’nin M2
makrofajlar1 yeniden programlayarak tiimdr hiicrelerinin fagositozunu 2 kat arttirdigi

akim sitometri sonuglar ile desteklenmistir.

Akim sitometri sonuglarini desteklemek ve tiimor hiicrelerinin fagositozunu
goriintiileyebilmek amaciyla planlanan konfokal mikroskop ile fagositozun
takibinin gerceklestirildigi deneylerde ise MO ve M1 makrofajlarin timor
hiicrelerinin fagositozunu gerceklestirebildigi gosterilmis ve en yliksek fagositik
aktiviteyi M1 makrofajlarin gosterdigi sonucuna ulasilmistir. Fagositoz oranini tayin
edebilmek i¢in ikili tekrar calisilan preparatlarda minimum 100 hiicre sayilarak
deney gerceklestirilmistir. MO ve M1 hiicrelerine ASA uygulamasimin fagositoz

oranini arttirdig1 gosterilmistir.

4.3. MM’de ASA ve SITOKINLER

4.3.1. CD163

TMC’ nin ana bileseni olan TAM’lar bir¢ok kanser tiiriinde analiz edilmistir.
TAM’lar, M2 benzeri fenotip sergilemeleri nedeniyle adaptif immiin yanit1 aktif
olarak baskilayarak tiimér progresyonunu ve anjiogenezi desteklemektedirler.
TAM’larin hematolojik kanserlerdeki rolii Hodgkin Lenfoma (CHL), Hodgkin
olmayan Lenfoma (NHL) ve MM’de kapsamli bir sekilde incelenmistir. Chen ve
arkadaslarinin gergeklestirdigi bir kohort ¢alismasinda (2017), 240 MM vakasinda
CD163+ TAM’larin kotii prognostik faktdr oldugu belirlenmistir (Chen ve ark.,
2017).
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Ayni1 zamanda Wang ve arkadaglarinin gergeklestirdigi bir diger calismada
(2019), IL-4 ile uyarilan M2 makrofajlarin 1L-6 ve IL-10 sekresyonunu arttirdigi
tespit edilmistir. Ayn1 zamanda bu ¢alisma ile CD163, M2 makrofajlarin spesifik bir
belirteci olarak tespit edilmistir. Literatiirdeki ¢alismalar M2 makrofajlarin 1L-10 ve
IL-6’nin parakrin salgilanmasi yoluyla kanser kok hiicre benzeri 06zellikleri
uyardigin1 gostermistir. Bu calismalar dogrultusunda MM’de ila¢ direncini, kot
prognozu ve hatta yeni novel terapotiklerin etkisini belirleyebilmek icin TAM’lar ile
ilgili daha ¢ok arastirmaya ihtiya¢g duyulmaktadir (Wang ve ark., 2016; Wang ve
ark., 2019).

Steroid olmayan anti-inflamatuvar ilag grubunun bir {iyesi olan Aspirin (ASA),
siklooksijenaz enzimleri COX1 ve COX2’nin baskilanmasi yoluyla prostaglandin
seviyesini  diisiirmeyi  hedeflemektedir. =~ Prostaglandinlerin  ise = makrofaj
aktivasyonunu ve polarizasyonunu uyararak immiin yaniti modiile edebildigi
gosterilmistir (Eruslanov ve ark., 2010). Barnard ve arkadaslarinin gergeklestirdigi
bir ¢alismada (2018), NSAID kullaniminin COX1 ve COX2 baskilamasi iizerinden
yumurtalik kanseri riskini farklhilastirmadigini  gostermislerdir. Fakat NSAID
kullaniminin TMC’de M2 makrofaj yogunlugunu ciddi derecede degistirdigini ortaya
koymuslardir (Barnard ve ark., 2019).

Tamamlanan bu tez ¢alismasinda, ASA wuygulamasinin M1 makrofaj
hiicrelerinde CD163 ifadesine rastlanmazken, MO, ve M2 makrofaj hiicrelerinde
CD163 ifadesini azalttigt gdézlemlenmistir. M2 fenotipinin belirteci olarak takip
edilen CD163 ifadesinin ASA uyarimi ile azalmasi, TMC’nin anti-tiimdrijenik olarak
yeniden programlanabilecegini ve ASA’nin timoér mikrogevresinde M2->M1

makrofaj polarizasyonunu yeniden programlayabilecegini desteklemektedir.

4.3.2. CD80/CD86

MM tedavisi 6niindeki en 6nemli engellerden biri de kemoterapotik direnctir.

TMC ile stromal hiicreler arasindaki etkilesimler pro-tiimorijenik etki gosterdiginden

54



TMC’nin ilag¢ direncine aracilik ettigi yapilan calismalar ile desteklenmektedir.
Klasik olarak aktive edilmis makrofajlar (M1 makrofajlar), majot doku uyumluluk
kompleksi siif II (MHC II), CD80, CD86’nin yiiksek ifadesiyle karakterize
edilmistir (Cutolo ve ark., 2022). M2 benzeri fenotip gosteren TAM’lar ise CD163
ve CD206 yiizey belirteglerinin yiliksek ifadelenmesiyle karakterize edilmektedir
(Roszer, 2015). Yi ve arkadaslarinin gergeklestirdigi bir ¢alismada (1997) kemik
iliginden elde edilen plasma hiicrelerinde yok denecek kadar az CD80/CD86 ifadesi
gozlemledigini raporlamistir (Y1 ve ark., 1997).

Tez ¢alismas1 kapsaminda elde edilen sonuclar ASA uygulamasinin ardindan
biitiin makrofaj alt tiplerinde artan CD80 CD86 ifadesinin makrofaj polarizasyonunu
M2>M1  seklinde  yonlendirebildigini  gostermektedir. M1  makrofaj
polarizasyonunun belirteci olan CD80 ve CD86 ifadesinin ASA ile uyarmm
takiben artmasi1 ile TMC’nin ASA uygulamasi sonrasinda yeniden
programlanabilecegi in vitro MM modelinde ilk kez gosterilmistir. ASA
uygulamasit sonrast M1 ve M2 makrofajlarin tiimor hiicrelerinin fagositozunu

arttirmasi da qPCR sonuglarini desteklemektedir.

4.3.3. IL-10

IL10 monositler/makrofajlar, B ve T lenfositleri, NK hiicreleri ve mast
hiicreleri tarafindan salgilanan bir sitokindir. B hiicrelerinin plazma hiicrelerine
farklilasmasinda yer alir ve B hiicre proliferasyonunu destekler. Bu nedenle malign B
hiicre lenfomalarinda kotii prognoz ile iliskili oldugunu gosteren c¢aligmalar
bulunmaktadir. MM hiicreleri i¢in bir biiyiime faktorii gibi davranarak hastaligi kotii
prognoza yonlendirildigi bildirilmistir (Alexandrakis ve ark., 2015; Yue ve ark.,
2022). MM’nin yam sira makrofajlarda IL10 sekresyonunun kanserde metastazi
arttirdigr ile ilgili c¢alismalar bulunmaktadir. Zhang ve arkadaglarmin mide
kanserinde IL10 salgilayan TAM’lar iizerine ger¢eklestirdikleri ¢alismada (2022),
IL10+ TAM’larin TMC’yi immiin sistemden ka¢mak iizere programladigini,

kemoterapoétiklere direng gelistirdigini ortaya koymuslardir. Bu nedenle kanserde
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IL10 hedeflenmesi hem kanser hiicrelerin progresyonu acisindan hem de TM(C’de
yer alan makrofajlarin pro-tiimorjenik aktivitelerinin kontrol edilebilmesi agisindan

kritiktir (Zhang ve ark., 2022).

Sonuglarimiz dogrultusunda ASA uygulamasinin makrofajlarin biitiin alt tipleri
tizerinde IL10 sekresyonunu onemli dl¢lide azalttigini ortaya koymustur. Bu sonug
dogrultusunda ASA uygulamasinin makrofajlar iizerinde IL10 sekresyonunu
diizenleyerek TMC’nin  yeniden programlanmasina katki  saglayabilecegi
diistiniilmektedir. Bununla birlikte MM1S hiicrelerinde de ASA uygulamasinin IL10
seviyesini azalttig1 gosterilmistir. Boylece ASA uygulamasinin TMC’nin yan1 sira
kanser hiicrelerini de direkt hedefleyerek IL10 {izerinden proliferasyonlarini
yavaglatacagi diislinlilmiistiir. Ayrica, immiinsupresif bir sitokin olan IL10’un tiimor
mikrocevresinde azalmasi diger immiin sistem hiicreleri lizerindeki baskilamay1 da
azaltmasi beklendiginden, ASA uygulamasinin MM mikrogevresinde genel bir
immiinreaktivasyona neden olmasi s6z konusu olabilir. Bu konuda daha fazla

arastirmaya ihtiyac bulunmaktadir.

434. IL-6

IL6 MM i¢in temel bir biiylime faktorii olarak gosterilmektedir ve hem otokrin
hem de parakrin olarak salgilanabilmektedir. Ayni zamanda kemik iligi stromal
hiicreler ile MM hiicreleri arasindaki iletisim de IL6 tarafindan takip edilmekte olup
IL6 sekresyonu anjiogenez ve ilag direnci ile iligkilendirilmektedir (Jasrotia ve ark.,
2020). Tiimor hiicrelerinin yan1 sira IL6 nin makrofajlar tizerindeki etkilerine dair de
arastirmalar bulunmaktadir. Yin ve arkadaslarinin hepatoseliiler karsinomda
gerceklestirdikleri ¢alismada (2018), M1 makrofaj polarizasyonunda IL6/STAT3
yolaginin inhibe edildigi, buna karsilik M2 makrofaj polarizasyonunda IL6
sekresyonunun dogru orantida arttig1 gosterilmistir. Bunun yani sira tiimor hiicreleri
ile makrofa; kokiiltiirii gergeklestirilerek fagositoz gergeklestirilmis olup IL6
inhibisyonunun fagositozu arttirdig1 ortaya konmustur. Bu c¢alismanin en degerli

sonuclarindan biri IL6/STAT2 yolagini M2 makrofaj polarizasyonunda etkin rol
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oynayan bir yolak olarak gostermesidir (Yin ve ark., 2020). Tian ve arkadaslarinin
gerceklestirdigi calisma ise (2010) ASA uygulamasinin IL6/STAT3 yolagim
baskilayarak IL6 sekresyonunu azalttigin1 géstermektedir (Tian ve ark., 2010). Bir
diger ¢alisma ise ASA uygulamasimin IL6’y1 baskilamasi iizerinden p53°lin asagi
diizenlenmesini durdurarak protiimorjenik etkileri azalttigini gostermistir (Brighenti

ve ark., 2016).

Gergeklestirilen tez calisma sonucu ASA uygulanmasina bagli olarak IL6 gen
ifadesindeki degisim hem MM hiicrelerinde hem de makrofaj hiicrelerinde
gosterilmigtir. M1 hiicrelerinde IL6 ifadesinin diisiik seviyede ifade edildigi
gosterilirken, M2 makrofajlarda nispeten daha yliksek bir ifade gozlenmistir. ASA
uygulamasi sonrasi ise MO makrofajlarda IL6 ifadesi kontrol grubuna gore azalirken
M2 makrofajlarda ASA uygulamasi sonras1 IL6 ifadesine rastlanmamistir. Klinik
olarak anlamli olarak degerlendirilen bu bulgular ASA’nin hem MM hiicrelerinde

hem de makrofaj tizerindeki anti-tiimdrijenik etkinligini dogrulamaktadir.
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5. SONUC VE ONERILER

Son yillarda bircok kanserde oldugu gibi MM tedavisinde de TMC’nin
hedeflenmesi yeni terapotik yaklasimlarin temelini olusturmaktadir. Bu dogrultuda
kullanilan yeni ilaglarin, tiimor hiicrelerini dldiirmesinin yani sira TMC’yi yeniden
planlayarak tiimor i¢in yasanamaz hale getirmesi ciddi 6nem tasimaktadir. Yeni
ilaglarin  olusturulmast ve klinikte uygulanmaya baslanmasi uzun yillar
gerektirdiginden klinikte farkli hastaliklar i¢in hedeflenen ilaglarin kanser iizerindeki
etkisini aragtiran terapilerin gelistirilmesi olduk¢a hizli ve etkili bir yOntem
goriilmektedir. Gergeklestirilen bu tez c¢alismasi dogrultusunda immiin sistemi
diizenleyen bir anti-inflamatuvar ilag olan ASA’nin anti-myeloma etkinliginin
yanisira timor hiicrelerinin fagositozuna etkisi ve bununla birlikte mikrogevrede

yaygin bulunan makrofajlarin polarizasyonuna etkisinin belirlenmesi hedeflenmistir.
Tezde elde edilen bulgular dogrultusunda:

e Canlilik analizi sonrasinda makrofajlar icin sitotoksik olmadigi gosterilen
ASA’nin MM TMC’de makrofajlarin polarizasyonu tizerindeki etkinligi ilk

kez analiz edilmistir.

e ASA uygulamasimin makrofaj polarizasyonuna etkisi arastirilmig, MO ve M2
makrofaj hiicrelerinde CD163 ifadesini azalttig1 ilk kez gosterilmistir. M2
fenotipinin belirteci olarak takip edilen CD163 ifadesinin azalmasi
TMC’nin anti-timorijenik olarak yeniden programlanabilecegini ve tiimor
infiltrasyonu sirasinda makrofaj polarizasyonunu anti-tiimdorijenik olarak

progrramlayabilecegini desteklemektedir.

e ASA uygulamasinin aktif makrofaj M1 belirteci olan CD80/CD86 ifadesini
arttirdig1 ilk kez gosterilmistir. ASA uygulamasi sonunda artan CD80/CD86
ifadesinin M2->M1 polarizasyonunun uyarilmasi ile iligkilendirilmistir.

CD80 ve CD86 ifadesinin artmast M1 makrofaj polarizasyonunu
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uyardigindan MM’de TMC’nin ASA uygulamasit sonrasi yeniden

programlanabilecegi ilk kez gdsterilmistir.

e ASA uygulamasi ile hem tiimoér hem makrofaj hiicrelerinde 1L6 ve IL10
sekresyonunun azaldigi belirlenmis, ve ASA’nin immiinmodiilator etkinligi

ortaya konmustur.

e MO, M1 ve M2 makrofaj hiicrelerinin MM hiicrelerini fagositozu iki farkli
yontemle analiz edilmis ve ASA uygulanmasinin makrofaj aktivasyonuna
neden oldugu ve farkli polarizasyon gosteren makrofaj hiicrelerinde
fagositozu olumlu sekilde yoOnlendirdigi ortaya konmustur. Bu tez
calismasi, literatiirde, ASA’nin MM hiicrelerinin fagositozuna dair

etkisinin gosterildigi ilk calismadir.

Klinikte kullanilan ve tiimor klirensini hedefleyen terapotiklere gelisen direng
ve ilaglarin yan etkilerinin yikici etkinligi kanserde terapi arastirmalarina yon
vermistir. Bu nedenlerden dolay1 kanserde uygulanan tedavi yontemleri son
zamanlarda immiin mikrogevrenin hedeflenmesini i¢cermektedir. Kanserin direkt
eliminasyonunun yani sira kanserin progresyonunu ve anjiogenezini destekleyen
timor mikrogevresinin yeniden anti-tiiméorijenik olarak programlanmasi etkili bir
tedavi yontemi olarak Ongoriilmektedir ve destekleyici birgok ¢alisma
gerceklestirilmistir. Bunun yani sira yeni bir terap6tigin etkilerinin belirlenmesi ve
kullanima ge¢mesi olduk¢a uzun siire aldigindan hali hazirda immiin mikrogevreyi
modiile edebilen ilaglarin anti-karsinojenik etkinliginin belirlenmesi popiiler bir

arastirma alani olmustur.

Bu tez caligmasinda elde edilen sonuglar dogrultusunda, ASA’nin miyelom
hiicrelerine ve TMC’deki 6nemli bilesenlerden olan makrofajlara ve alt tiplerine
etkisi agikga gosterilmistir. Bu dogrultuda ASA’nin MM tedavisinde kullanilabilmesi
icin makrofaj polarizasyonu ve fagositoz altinda yatan yolaklarin daha ¢ok
aydinlatilmas1 gerekmektedir. Ayni zamanda klinikte uygulanan terapdtikler ile
birlikte ASA uygulanmasinin TMC’yi nasil hedeflendiginin arastirilmasit onem

tasimaktadir. Boylelikle klinikte aktif kullanilan onay almis ilaglarin terapotik
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etkisinin giiclendirilmesi ve kanserde tedavi yoOntemlerinin aydinlatilmasi ve
giiclendirilmesi agisindan umut verici olacaktir. Bununla birlikte ASA’nin MM ve
cevresindeki roliinlin belirlenebilmesi i¢cin ASA’nin MM c¢evresinde yer alan ve
immiin siipresif karakterizasyon gosteren diger immiin sistem bilesenleri iizerine
etkisinin de aragtirllmasi  gereklidir. ASA’nin  etkisinin ve hedefledigi
mekanizmalarin aydinlatilmasi yeni terapdtik yaklasimlarinda oniinii agarak kanser

tedavisine yeni bir bakis kazandirilmasina yardimci olabilecegi diistiniilmektedir.
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OZET

ASPIRIN’in Anti-Miyeloma Etkinliginin Makrofaj Polarizasyonu Aracih Belirlenmesi

Timoér mikrogevresi (TMC), tlimdr progresyonunu etkileyen cesitli hiicre tipleri
acisindan zengin bir ortamdir. Makrofajlar, TMC’de en bol miktarda bulunan hiicre
popiilasyonu olmalar1 nedeniyle ve salgiladiklart sitokinler araciligiyla tiimdr progresyonuna
destek olabilmektedir. Steroid olmayan anti-inflamatuvar ilag (NSAID) olan Aspirin (ASA),
bircok kanserde kemopreventif bir ajan olarak islev gosterdigi bilinmesine ragmen MM’de in
vitro herhangi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu tez calismasinda, ASA’nin en yaygin
hematolojik kanserlerden biri olan Multipl Miyelom (MM) hiicreleri iizerindeki sitotoksik
etkisi, TMC’yi anti-tiimorijenik olarak yeniden programlamasi ve miyeloma hiicrelerinin
makrofaj aracili fagositozu iizerindeki etkilerinin arastirilmasi hedeflenmistir.

MM’nin mikrogevresindeki etkilesimleri analiz edebilmek igin THP1 hiicre serileri
koken alinarak farkli makrofaj alt tiplerine (MO, M1 ve M2) farklilastirtlan makrofaj
hiicreleri ile MM hiicre serisi olan MMIS hiicreleri kullanilmistir. Gergeklestirilen tez
caligmast kapsaminda, ASA uygulanan ve uygulanmayan makrofaj tiplerinin MM
hiicrelerinin fagositozuna olan etkisi, makrofaj polarizasyonuna etkisi ve ASA’nin MM1S
hiicreleri tizerindeki oldiiriicii etkisi arastirilmustir.

ASA uygulanan makrofaj hiicrelerinde IL6, IL10 gibi pro-timdrijenik sitokinlerin
ifadelerini azalttigr ilk kez gozlenmistir. Bunun yani sira ASA uygulamasiin M2
makrofajlarin  polarizasyonunu M1 fenotipine yonlendirdigi ve timor hiicrelerinin
fagositozunu 6nemli 6lgiide arttirdig1 belirlenmistir. Bu tez caligmasi, ASA uygulamasmin
MM  mikrogevresinde makrofaj polarizasyonunu anti-tiimdrijenik olarak yeniden
programlayabildigini gostermis ve ASA’nin MM1S hiicrelerindeki canliligir 6nemli 6lgiide
azalttiginin ortaya konmasi nedeniyle ASA’nin MM tedavisinde alternatif ve umut verici bir
ajan olabilecegi seklinde yorumlanmustir.

Anahtar Sézciikler: Aspirin, Fagositoz, Makrofaj Polarizasyonu, Multipl Miyelom, Tiimor
Iligkili Makrofajlar (TAM).
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SUMMARY

Determination of Anti-Myeloma Effect of ASPIRIN by Macrophage Polarization

Tumor microenvironment (TME) is an environment rich in various cell types that
influence tumor progression. Macrophages can support tumor progression through the
cytokines they secrete, because they are the most abundant cell population in TME.
Although Aspirin (ASA), a non-steroidal anti-inflammatory drug (NSAID), is known to
function as a chemo-preventive agent in many cancers, In vitro studies have not been found
in MM. In this thesis study, it is aimed to investigate the cytotoxic effect of ASA on Multiple
Myeloma (MM) cells, one of the most common hematological cancers, its reprogramming of
TMC as anti-tumorigenic, and its effects on macrophage-mediated phagocytosis of myeloma
cells.

In order to analyze the interactions in the microenvironment of MM, macrophage cells
differentiated into different macrophage subtypes (MO, M1 and M2) by originating from
THP1 cell series and MM1S cells, which are MM cell series were used, Within the scope of
the thesis study, the effect of ASA on phagocytosis of MM cells via macrophages, their
effect on macrophage polarization and the cytotoxic effect of ASA on MML1S cells were
investigated.

It has been observed for the first time that it reduces the expression of pro-tumorigenic
cytokines such as IL6, IL10 in macrophage cells treated with ASA. In addition, it was
determined that ASA treatment directed the polarization of M2 macrophages to the M1
phenotype and significantly increased the phagocytosis of tumor cells. This thesis study
showed that ASA administration can reprogram macrophage polarization in the MM
microenvironment as anti-tumorigenic and has been interpreted as ASA may be an
alternative and promising agent in the treatment of MM since it has been shown that ASA
significantly reduces the viability in MML1S cells.

Keywords: Aspirin, Macrophage Polarization, Multiple Myeloma, Phagocytosis, Tumor-
Associated Macrophages (TAM).
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