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OZET

Mitokondriyal Dinamiklerdeki Degisimlerin Kanser Indiiklii M2 Makrofaj
Polarizasyonundaki Etkisi

Amag¢: Bu calismada, akut monoblastik 16semi hiicre hatti (THP-1) ve kii¢iik
hiicreli akciger kanseri (H446) hiicre hatlarinin ko-kiiltiirinde, makrofajlarda MFN-2
(mitofusin-2) gen ifadesi SIRNA ile baskilanarak makrofajlarda meydana gelen
mitokondriyal dinamiklerdeki degisimler ve bu degisimlerin M1 ve M2 makrofaj
polarizasyonu ve fonksiyonlari iizerine etkileri arastirildi.

Materyal ve Metot: THP-1 kaynakli MO makrofajlar1 siKontrol (monokiiltiir),
SIMFN-2 (monokiiltiir SiMFN-2) , ko-kiiltiir ve ko-kiiltiir siMFN-2 gruplara ayrildi. Ko-
kiiltiir ve ko-kiiltliir siMFN-2 gruplarindaki MO makrofajlar H446 hiicreleri ile indirekt
kiiltiir edildi. Ayn1 zamanda ko-kiiltiir siMFN-2 ve monokiiltiir siMFN-2 gruplarindaki
MO makrofajlarda siRNA ile MFN-2 geni knockdown edildi. MO, M1 ve M2 makrofaj
polarizasyonlari CD14, CD86 ve CD206 gen ekspresyonlart oSlgiilerek belirlendi.
Makrofajlardaki  mitokondriyal dinamiklerdeki yonelimler MFN-2 ve Drpl
ekspresyonlari ve immiinfloresan boyama ile belirlendi. Makrofaj polarizasyonu ile ilgili
sitokinler olan TNF-a ve IL-10 seviyeleri ELISA ydntemi ve inflamatuar proteinler olan
TLR-4 ve NLRP6 gen ekspresyonlari RT-PCR ile analiz edildi.

Bulgular:. MFEN-2 geninin siRNA yontemi ile baskilandigi MO hiicrelerde M2
markeri olan CD206 ekspresyonun azaldigi ve M1 markeri olan CD86 ekspresyonun
artigr gozlemlendi. Ayrica H446 hiicreleri ile yapilan ko-kiiltiirde MO hiicrelerinin
CD206 ekspresyonunun biiyiikk oranda arttigit ve CD86 ekspresyonunun azaldigi
gosterilmigtir. MFN-2 knockdown yapilmis MO hiicrelerinin H446 hiicreleri ile kokiiltiir
edilmesinde ise M1 polarizasyonunun arttigt ve M2 polarizasyonunun azaldigi tespit
edildi.

Sonu¢: Calismamiz kanser mikrogevresindeki makrofajlarda mitokondriyal
fisyon araciligiyla M0’dan M1’e fenotip degisimde literatiirde daha dnce tanimlanmayan
yeni bir mekanizma ortaya koymaktadir. Ayrica, KHAK mikrogevresindeki immiin
yanitlarin modiilasyonu i¢in MFN-2'nin potansiyel bir tedavi se¢enegi olabilecegini
vurgulanmaktadir.

Anahtar Kelimeler: H446, makrofaj polarizasyonu, mitokondriyal dinamikler,
THP-1



ABSTRACT

The Effect of Changes in Mitochondrial Dynamics on Cancer-Induced M2
Macrophage Polarization

Aim: This study aims to investigate the changes in mitochondrial dynamics in
macrophages and their effects on M1 and M2 macrophage polarization and functions, by
silencing MFN-2 (mitofusin-2) gene expression using siRNA in a co-culture system of
acute monoblastic leukemia (THP-1) and small cell lung cancer (H446) cell lines.

Material and Method: THP-1-induced MO macrophages were divided into
siControl (monoculture), siMFN-2 (monoculture siMFN-2), co-culture and co-culture
siMFN-2 groups. MO macrophages in co-culture and co-culture siMFN-2 groups were
indirectly cultured with H446 cells. At the same time, MFN-2 gene was knocked down
with siRNA in MO macrophages in co-culture siMFN-2 and monoculture siMFN-2
groups. M0, M1 and M2 macrophage polarizations were determined by measuring CD14,
CD86 and CD206 gene expressions. The trends in mitochondrial dynamics in
macrophages were determined by MFN-2 and Drp1 expressions and immunofluorescence
staining. The levels of TNF-a and IL-10, cytokines related to macrophage polarization,
were analyzed by the ELISA method, and the gene expressions of inflammatory proteins
TLR-4 and NLRP6 were analyzed by RT-PCR.

Results: In MO0 cells in which the MFN-2 gene was suppressed by siRNA, it was
observed that the expression of the M2 marker CD206 decreased and the expression of
the M1 marker CD86 increased. In addition, it was shown that the expression of CD206
in MO cells was significantly increased and the expression of CD86 decreased in co-
culture with H446 cells. In co-culture of MFN-2 knockdown MO cells with H446 cells, it
was determined that the M1 polarization increased and the M2 polarization decreased.

Conclusion: Our study reveals a new mechanism not previously described in the
literature for the phenotype change from MO to M1 via mitochondrial fission in
macrophages in the cancer microenvironment. It also emphasizes that MFN-2 may be a
potential treatment option for modulation of immune responses in the SCLC
microenvironment.

Key Words: H446, macrophage polarization, mitochondrial dynamics, THP-1
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

AlF : Apoptozu indiikleyen faktor

ASC : Apoptozla iligkili benek benzeri proteini
ASCL1 : Achaete-scute homolog 1

ATP : Adenozin trifosfat

B7-H1 : Programlanmis hiicre 6liim ligandi 1
BAK : Bcl-2 Homologu antagonisti

BAX : Bel-2 lliskili X Proteini

BCL2 : B hiicreli lenfoma 2 onkogeni

CAF : Kanserle iligkili fibroblastlar

CCL5 : C-C Motifli kemokin ligand: 5
CCR2 : C-C Kemokin reseptorii tip 2
CTLA-4 : Sitotoksik T lenfosit antijeni 4
CXCL10 :C-X-C Motifli kemokin ligandi 10
CXCL9 : C-X-C Motifli kemokin ligand1 9
CXCR2 :C-X-C Kemokin reseptorii tip 2
DAMP : Hasarla iligkili molekiiler patern
DNA : Deoksiriboniikleik asit

DNMI1L : Dinamin-1 benzeri protein

Drp-1 : Dinamin-iliskili protein 1

ECM : Hiicre dis1 matriks

EGF : Epidermal biiyiime faktorii

ER : Endoplazmik retikulum

ER-MITO : Endoplazmik retikulum-mitokondri temas noktalari
ETC : Elektron tagima zinciri

Fisl : Mitokondriyal fisyon proteini 1

GDP : Guanozin difosfat

GM-CSF : Graniilosit-Makrofaj koloni uyarici faktor
GTP : Guanozin trifosfat

GTPaz : GTP'yi pargalayan enzim

Guanozin
Trifosfat
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H446
HGF
ICAM-1
IL-1
IL-10
IL-12
IL-1B
IL-23a
IL4AR
KHAK
L- OPA1
LPS
MO

M1

M2
M2a
M2c
MCP-1
M-CSF
Mff
MFN-1
MFN-2
MHC1
MID49
MID51
Migal
Miga2
MtDNA
mtRos
MYC
NADH
NFIB

: Kiigtik hiicreli akciger kanseri hiicre hatti
: Hepatosit biiylime faktorii

: Hiicreler aras1 adezyon molekiilii 1

: Interlokin-1

: Interlokin-10

. Interlokin-12

. Interldkin 1 beta

- Interlokin 23a

: Interldkin 4 reseptorii

: Kiigiik hiicreli akciger kanseri

: Uzun form OPA1

: Lipopolisakkarit

: THP-1 kaynakli makrofaj hiicreleri

: M1 makrofajlar

: M2 makrofajlar

: M2 Makrofaj alt tipi a

: M2 Makrofaj alt Tipi ¢

: Monosit chemoattractant protein-1

: Makrofaj biiytime faktorii

: Mitokondriyal fisyon proteini

: Mitofusin 1

: Mitofusin 2

: Major histocompatibility kompleks sinif 1
: 49 kDa'lik mitokondri dinamigi proteini
: 51 kDa'lik mitokondri dinamigi proteini
: Mitoguardin 1

: Mitoguardin 2

: Mitokondriyal DNA

: Mitokondriyal reaktif oksijen tiirleri

: Myelositomatozis onkogeni

: Nikotinamid Adenin Diniikleotid (indirgenmis form)

: Niikleer transkripsiyon faktorii [-B
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NF-xB : Aktive B hiicrelerinde niikleer faktor kappa B

NK : Dogal 6ldiiriicii hiicre

NKG2DL : Dogal 6ldiiriicii hiicre grubu 2 {iyesi D ligandlar1
NLR : NOD-benzeri reseptorii

NLRP3  : NOD-benzeri reseptor ailesi pirin domain igeren 3
NLRP6 - NOD-benzeri reseptor ailesi pirin domeni igeren 6
NO - Nitrik oksit

OMM : Mitokondri dis zar

OPAl : Optik atrofi proteini 1

PAMP : Patojenle iliskili molekiiler patern

PI3K : Fosfoinozitid 3-kinaz

PMA : Phorbol 12-myristat 13- acetate
PRR : Pattern recognition receptor
PTEN : Fosfataz ve tensin homolog
RB1 : Retinoblastoma 1 geni

ROS : Reaktif oksijen tiirleri

rRNA : Ribozomal riboniikleik asit
RT-PCR : Revers-transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu

S- OPA1l :Kisa form OPA1

: Mitokondri dis membraninda bulunan sorting and assembly
machinery (SAM) protein kompleksi

SIRNA : Kiigiik Interferans yapan RNA

SAM

TAM : Timorler iligkili makrofajlar

TERT : Telomeraz ters transkriptaz

TFAM : Mitokondriyal transkripsiyon faktorii A
TGF-p : Doniistliriicti bitytime faktori beta

Thl : T yardimer hiicre tipi 1

Th2 : T yardimet hiicre tipi 2

THP-1 : Akut monoblastik 16semi hiicre hatti
TIM - I¢ zar translokaz

TLR-4 : Toll-Like reseptor 4

TME : Timor mikrogevresi
TNF-a : Tumor nekroz Faktor — Alfa



TOM
TP53
TRAF6
Treg
tRNA
VCAM-1
VEGFC

: D1s zar translokazi

: TUmor protein 53

: Timor nekroz faktor reseptori ile iliskili faktor 6
: Diizenleyici T hiicresi

: Transfer riboniikleik asit

: Vaskiiler hiicre adezyon molekiilii 1

: Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii C
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1. GIRIS

Diinya ¢apinda kansere bagli 6liimlerin ana nedenlerinden biri akciger kanseridir,
ozellikle de hizla gelismesi , erken metastaz gosteren ve hayatta kalma oran1 diislik
olmasiyla karakterize ve son derece agresif bir tiimor olan kiigiik hiicreli akciger kanseri
(KHAK)'dir. KHAK, neredeyse erken evrelerde teshis edilmesi ¢ok zor olan bir kanser
tirtidiir ve hastalarin %70'inden fazlasinda metastaz gozlemlenir. Bu durum, KHAK'li
hastalarin diisiik sagkalim oranlarinin birincil sebebidir (Hiddinga ve ark., 2021). Bu
stiregte asil oyuncu, KHAK'nin mikrogevresinde bulunan tiimorle iliskili makrofajlardir.
Ozellikle, immiinsiipresyon yaniti olusturarak tiimér gelisiminde nemli rol oynayan M2
makrofajlari, KHAK'li hastalarin akciger dokularinda yiiksek oranda bulunur ve tiimériin
anjiyogenezi, metasazini ve progresyonuna neden oldugu yakin zamanlarda yapilan
caligmalarda gosterilmistir (Rao ve ark.,, 2022). M2 tip makrofajlar, timor
mikrogevresindeki immiin hiicreler arasinda en fazla bulunan hiicreler olup, timor
invazyonu , ilerlemesi ve tedaviye direng gostermesinde dnemli rol oynamaktadir (Han
ve ark., 2021; Madeddu ve ark., 2022). Makrofajlar, enfeksiyon veya stresli kosullar
altinda dolasimdaki monositlerden koken alarak dokulara gog¢ eder, fagositoz, antijen
sunumu ve sitokinleri/kemokinleri salgilama gibi onemli islevleri yerine getirmektedir.
Bagka deyisle, makrofajlar, inflamasyon gibi dogustan gelen immiin tepkilerin
diizenleyicilerinin  6nemli bir pargasidir (Lendeckel ve ark., 2022). Timor
mikrogevresindeki M2 makrofajlar, timor biiyiime faktor-f ve interlokin-10 dahil olmak
tizere sitokinleri salgilayarak timoriin ilerlemesini desteklerken, M1 makrofajlar , timor
nekroz faktor alfa gibi sitokinler salgilayarak tiimor hiicrelerine saldirip yok etmektedir
(Yunna ve ark., 2020). Ancak agresif kanser vakalarinda, kanser hiicreleri farkl

mekanizmalarla M2 polarizasyonunu tetikler ve bu oran, kanser tiirlerine gore degisiklik
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gosterebilir. M2 makrofajlarinin orani , kanserin ilerlemesi , metastazi ve sagkalim stiresi
ile baglantihidir; bu oran arttik¢a, hayatta kalma olasiligi diismektedir. Aksine, M1
makrofajlarinin orami arttikga , kanser biliylimesi inhibe edilir ve sagkalim siiresi
artmaktadir. KHAK mikrogevresinde ise M1 makrofajlarinin oran1 M2'ye gore ¢ok daha
distiktiir, bu da kanserin agresif 6zelliklerini artirir (Rao ve ark., 2022; Zhang ve ark.,
2014 ). Dolayistyla KHAK progresyonu onlemek amaciyla, M2 makrofajlarinin M1'e
doniisimiinii tesvik etmek Onemlidir. Bilimsel arastirmalar ilerledikce, bagisiklik
sistemini baskilayan hastaliklar, 6zellikle kanserin patogenezinde énemli rol oynayan
makrofajlarin fonksiyonlar1 ve farklilasma mekanizmalar1 {izerine yapilan caligmalar
artmaktadir. Sonug¢ olarak, Makrofajlarin polarizasyonunda ve alt tiplerinin
farklilasmasinda kritik rol oynayan mitokondriyal dinamikler, bu hiicresel faaliyetleri
diizenleyebilmek i¢in dnemli bir mekanizmadir. M2 fenotiplerin yara iyilesmesi ve anti-
inflamatuar islevleri yerine getirebilmesi i¢in mitokondriyal fiizyon dinamigine, M1'lerin
ise pro-inflamatuar iriinler (ROS ve NO) salgilayabilmesi i¢in mitokondriyal fisyon
dinamigine ge¢meleri gerekmektedir (Li ve ark., 2020). Bu nedenle, mitokondriyal
dinamikler, TAM 'larin polarizasyonunun diizenlenmesi ve kontroliine yonelik ilaglarin
gelistirilmesinde umut verici bir hedef olmustur. Bu bilgiler dogrultusunda, ¢alismada
H446 ile THP-1 hiicre hatlarmin ko-kiltiirinde, siRNA yontemiyle THP-1 kaynakli
makrofajlarda mitokondriyal fiizyonun temel diizenleyicisi MFN-2 geninin ekspresyonu
baskilandi. Bu baskilamanin mitokondriyal dinamikler iizerindeki etkileri analiz edilerek
makrofajlarin  farklilasmas: ve fonksiyonlar1 tizerindeki roli degerlendirildi. Bu
baglamda, ¢alismamizda M2 tipi timérle iligskili makrofajlarin (TAM) M1 fenotipine
gecisinin desteklenmesiyle kiigiik hiicreli akciger kanserin gelisiminin inhibe edilmesi

amaglanmaktadir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Akciger Kanseri

Diinya c¢apinda hem kadinlarda hem de erkeklerde kanserin neden oldugu
6liimlerinin en yaygin nedeni akciger kanseridir. 2020 yilinda GLOBOCAN veritabanina
gore, 2,2 milyon akciger kanseri vakasi kaydedilmis ve 1,8 milyon hasta akciger kanseri
nedeniyle hayatini kaybetmistir. Kadinlarda meme ve kolorektal kanserlerden sonra en
sik teshis edilen {igiincii kanser tiirii , erkeklerde ise en sik teshis edilen olarak birinci
sirada yer almaktadir (Sung ve ark., 2020). Sigara dumani, genel olarak akciger
kanserlerinin ana etiyolojisidir ve kiigiik hiicreli akciger kanseri KHAK ile gii¢lii bir
sekilde baglantilidir (Wen ve ark., 2011). Yapilan arastirmalar, KHAK'li hastalarin
%97.5'inin agir sigara kullandiklarini gostermektedir (Cardona ve ark., 2019). Ayrica,
KHAK riski, sigara bagimliliginin siiresi ve tiiketilen miktar ile dogru orantilidir (Wang
ve ark., 2019). Nikotin, kanserojen madde olarak siniflandirilmasa da (Hech ve ark.,
1999), tiitiin dumani, N-nitrozaminler ve polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH) dahil
olmak {lizere 60'tan fazla kanserojen madde iireterek yaklagik on yillar sonra gen
mutasyonlarina yol agmaktadir (Thandra ve ark., 2021). Ek olarak, undekan, piren ve
fluoranten gibi ko-karsinojenler, genellikle hiicre ¢ogalmasini uyaran mekanizmalarla
sigara dumani kanserojenlerinin kanserojenligini artirmaktadir (Megysefalvi ve ark.,

2023). Akciger kanseri yalnizca sigara kullanimiyla sinirli degildir;marihuana kullanima,

hava kirliligi, fosil yakitlarin yanmasindan kaynaklanan kanserojen maddeler, arsenik ve
radon gazina maruz kalma gibi tiitlin kullanmayan kisiler i¢in de ciddi risk faktorleri
bulunmaktadir (Thandra ve ark., 2021). Akciger kanserinde, yukaridaki belirtilen
cevresel faktorlerin yani sira genetik yatkinlik da 6nemli bir rol oynamaktadir. Yapilan
arastirmalar, Akciger kanserlerinin %8'"inin kalitsal oldugunu gostermektedir (Kanwal ve

ark., 2017). Orta ve Dogu Avrupa'dan yapilan meta-analizlere gore pozitif aile dykiisii



akciger kanseri riskini 1.7 kat artirmaktadir (Lissowska ve ark., 2010) birinci derece

akrabalarla olan aile hikayesinde bu risk 2-4 kat daha fazla artmaktadir (Kanwal ve ark.,
2017). Artan risk, baz1 genlerin farkli kromozomal bolgeleri ile iliskilidir; telomeraz ters

transkriptaz (TERT) genini igeren 5p15 lokusu, G-protein sinyalini diizenleyen 6p21
lokusudu bu riskle iliskilendirilmektedir (Thandra ve ark., 2021).

2.2. Kiiciik Hiicreli Akciger Kanserinin Molekiiler Biyolojisi

Akciger kanserlerinin bir alt tiirii olan kiigiik hiicreli akciger kanseri KHAK, tiim
akciger kanserlerinin %15’inden daha azin1 olusturmasina ragmen, en 6liimciil, agresif,
yiiksek invaziviteye sahip, hizli ilerleyen, erken metastaz yapan, diisiik sagkalim orani ve
yaygin nekroz ile karakterize bir kanser tiradir (Kim ve ark., 2019; Hiddinga ve ark,
2021). Cogu vakalar noroendokrin hiicrelerden koken alirken, epitel ve kok hiicrelerinden
koken alan KHAK hiicreleri de bulunmaktadir ve bunlar farkli faktorleri eksprese
etmektedir. Bu durum, kanserin oldukga heterojenik olmasina yol agar ve bu ozellik,
kanserin agresifligine ve tedaviye direncli olmasina katki saglar. Sigara dumanindan
yayilan genotoksik maddeler, DNA'y1 etkileyerek (Kanwal ve ark., 2017) nokta
delesyonlari, amplifikasyonlari ve heterozigotluk kayiplarina neden olur; bu da genlerin
fonksiyon kaybina ve onkogenlerin aktivasyonuna yol agar (Denninghoff ve ark., 2021,
Megyesfalvi ve ark., 2023; Wang ve ark., 2019; Works ve ark., 1996).

KHAK'de en ¢ok goriilen mutasyonlar, hiicre dongiisiinii kontrol eden ve timorii
baskilayan TP53, RB1 genlerinde homozigot delesyonlar, hemizigot kayiplardir. Bu ikili
inaktivasyon, ndroendokrin hiicrenin farklilagsmasinda 6nemli rol oynayan transkripsiyon
faktori achaete-scute homolog 1 (ASCLI1) ile etkinleserek timor progresyonunu
baslatmaktadir (Denninghoff ve ark., 2021; Karachaliou ve ark., 2016; Wang ve ark.,

2019). KHAK vakalarmin %50'sinde, proto-onkogeni olan MYC ailesi genlerinin

mutasyonlarina rastlanmaktadir (Kim ve ark., 2019). Ayrica, hiicre apoptozunu



diizenleyen BCL2 proto-onkogeninde tekrarlayan ribozomal RNA mutasyonlari,
KHAK'nin gelismesinde 6nemli rol oynamaktadir (Megyesfalvi ve ark., 2023). Ek olarak,
metastatik KHAK, niikleer faktér NFIB amplifikasyonu ile karakterizedir. Bu genlerin
asir1 ekspresyonu veya inaktivasyonu, anormal hiicre dongiilerine yol acarak KHAK
hiicrelerinin apotozunu inhibe eder, hizli proliferasyonunu destekler ve tiimor

mikrogevresinin olusmasina katki saglar. Kisacasi, yukarida belirtilen genlerin
mutasyonlari, KHAK'nin ilerlemesini yonlendirmektedir (Chen ve ark., 2023).

2.3. KHAK'nin Mikrocevresi

Artan kanitlar, tiimor mikrogevresinin primer kanserin olusumu ve progresyonu
icin dnemli bir faktdr oldugunu belirtmistir. Daha dogrusu tiimér mikrogevresi, kanser
hiicrelerinin ilerlemesi i¢in apoptozdan ve immiin sisteminden kagmak icin farkli yollar
kullanarak kendilerini korumak amaciyla olusturduklar1 ortam demektir. Ayrica, timor
mikro ortaminda bulunan hiicreler, hastaligin immiinoterapilere karsi direncini
kazandiran en 6nemli faktorlerden biri olarak tanimlanmaktadir (Dangaj ve ark., 2019;
Jahchan ve ark., 2019; Locati ve ark., 2020).

Bagisiklik hiicreleri ve timor hiicreleri arasindaki etkilesimler, timor
mikrocevresini olusturur. Bu mikrogevre, tiimor heterojenligi , evreleri ve ozellikleri
tizerinde belirleyci bir rol oynar (Hanahan ve ark., 2012). Tiim6r mikrogevresi (TME),
kanser hiicreleri, kan damarlari, lenfatikler, fibroblastlar, endotel hiicreleri, hiicre dis1
matriks bilesenleri (ECM), bagisiklik hiicreleri, sitokinler, kemokinler ve eksozomlar gibi
sinyal molekiillerini de dahil olmak iizere timorii gevreleyen ekosistemdeki cesitli
hiicreler ve sinyalleri icermektedir (Binnewies ve ark., 2018; Dangaj ve ark., 2019; Han
ve ark., 2021; Joyce ve ark., 2009). Karsinogenez siirecinde kanser hiicreleri, immiin
sistemden kagmak i¢in farkli yollar kullanarak gelismektedir ve bu mekanizma kanserin

temel 6zelliklerinden biridir. Bu, immiin baskilamak amaciyla pro-inflamatar yada anti-



tiimorojenik gbérev yapan M1 makrofajlarin baskilamasin1 ve pro-timdérojenik goérev
yapan M2 makrofajlarin polarizasyonunu saglamaktadir. Polarize edilen timor
mikroortamindaki M1 ve M2 makrofajlari, tiimorle iliskili makrofajlar (TAMs) olarak
adlandirilmaktadir (Nielsen ve ark., 2017). TAM'lar, KHAK'in mikrogevresindeki en
onemli hiicrelerden biridir. Birgok ¢alisma, KHAK'nin progresyonu, metastazini
destekleyen ve immiin hiicrelerin arasinda en ¢ok bulunan M2 TAM!'lar popiilasyonunun
oldugunu kanitlamistir. Tiimor hiicreleri, M-CSF faktoriinii salgilayarak TAM'larin

timor mikrogevresine sizmasini saglar (Dora ve ark., 2021; Klein ve ark., 2023; Rao ve
ark., 2022). KHAK mikrogevresinde, hem tiimor hiicreleri hem de tiimorle iliskili

makrofajlar, CCR2 reseptorii ve MCP-1 kemokini salgilayarak M2 makrofajlarinin
polarizasyonunu tesvik eder (Hamilton ve ark., 2016). Ayrica, tiimér anjiyogenezinde ve
M2 makrofajlarinin polarizasyonunda onemli bir efektdrii olan VEGFC ve M2
makrofajlarimin aktivasyonu saglayan IL4R ve CXCR2 gibi kemokin ve interlokin
reseptorleri de KHAK mikrogevresinde ifade edilmektedir (Dora ve ark., 2021). KHAK
mikrogevresi, kronik enflamasyon, metastaz ve M2 fenotipli makrofajlarin artisiyla
karakterizedir. Bilindigi gibi genel olarak enfekte edilmis hiicrelerinin mitokondriden
kaynaklanan ROS iretimi ile apoptozla iligkili benek benzeri ASC proteini bagimli
NLRP3 enflammazomunun aktiflesmesi, kaspaz-1'i aktif hale getirir ve 1L-18, IL-1f gibi
sitokinlerin salinimin1 saglar. Bu sitokinler, dogal immiin hiicreleri tetikleyerek enfekte
dokulara ge¢melerini saglar ve NLRP3 ile bagli enflamasyon baslatilir (Kelley ve ark.,
2019; Missiroli ve ark., 2020). Ancak, kanserlesmis hiicreler, mtDNA c¢esitli
mutasyonlart nedeniyle asir1 ROS salinimini kontrol ederek ilerler. Artan ROS, hiicre

tipine bagli olarak NLRP3, NLRP6, NLRP1 ve NLRP9 gibi enflammazomlar: aktif hale

getirir ve kronik enflamasyonu tetikler (Missiroli ve ark., 2020; Sharma ve ark., 2016).



KHAK'de, NLRP6 aracili enflamasyon, timér migrasyonunda gorev alan M2
makrofaj polarizasyonuna tesvik etmektedir. Yapilan ¢alisma, tiimor hiicrelerinde M2
makrofaja 6zgii antijen CD206 ve enflammazom olan NLRP6 ekspresyonunun metastazli
hastalarda metastaz olmayana gore daha yiiksek oldugunu gostermistir. Yani, KHAK
hiicrelerinde M2 ve NLRP6 belirteglerinin ekspresyonu, timoér metastazi ve diisiik
sagkalimla 6nemli diizeyde baglantilidir (Rao ve ark., 2022). KHAK hiicreleri, immiin
sistemden kagmak sadece M2 polarizasyonu saglamakla kalmaz , "beni yeme" sinyali
CDA47'nin ekspresyonunu artirarak makrofajlardaki baskilayicit reseptor olan sinyal
diizenleyici protein alfa (SIRPa) ile baglanarak tiimoriin fagositozunun inhibsiyonuna
neden olmaktadir (Chen ve ark., 2023; M. Zhang ve ark., 2016). Ek olarak, KHAK
hiicreleri, immiinsiipresyon ortami olusturmak amaciyla T hiicrelerinin infiltrasyonuna ve
aktivasyonuna da etkisi bulunmaktadir. ilk olarak, KHAK kanser hiicreleri, MHC1'in
diisiik veya hi¢ ekspresyonu olmamasi ve MHC2'nin bulunmamasi ile karakterizedir. Bu
durum, yardimci ve sitotoksik T hiicrelerinin aktivitesinin diisiik olmasina ve immiin
terapilere kars1 direng gostermelerine neden olabilir (He ve ark., 2017; Mahadevan ve
ark., 2021). KHAK hiicreleri ve timor stromasindaki matriks hiicreleri, bol miktarda
vaskiiler endotelyal biliyiime faktorii (VEGF) salgilayarak vaskiiler hiicre adezyon
molekiilii 1'i (VCAM-1) ve hiicreler aras1 adezyon molekiilii 1'i (ICAM-1) ekpresyonunu
asag1 regiile edilmesine neden olmaktadir. Bu durum, sitotoksik T hiicre infiltrasyonunun
azalmasia neden olmaktadir (Chen ve ark., 2023; Huinen ve ark., 2021). Ayrica, timdor
mikrogevresinde sitotoksik T hiicre infiltrasyonuna etki eden kemokinleri de
bulunmaktadir , tiimor mikro ortamina sitotoksik T hiicre infiltrasyonu tetiklemek i¢in
immiin hiicrelerinden CXCL9/CXCL10 ve tiimor hiicrelerinden CCLS5'in birlikte ifade
edilmesi gerekmektedir , ancak tiimdr hiicreleri siklikla epigenetik baskilama ile CCL5

ekspresyonunu diistiriir (Dangai ve ark., 2019). Ancak yiiksek CCL5 ekspresyonlu sansli



SCLC vakalar1 de bulunmakta ve bunlar daha uzun sagkalimi gostermektedir. Dolayisila
CCLS5 hastaligin sagkalimi igin bir belirte¢ olarak kullanilabilmektedir (Tang ve ark.,
2022). KHAK hiicrelerinde major histokompatibilite kompleksi (MHC1, MHC?2)
ekspresyonu diisiik oldugundan tiimor bolgesine T hiicrelerinin infiltrasyonu da
azalmaktadir. Ancak, immiin sistemdeki dogal 6ldiiriicti (NK) hiicreleri, MHC1'in diisiik
ekspresyonuna sahip hiicreleri bile taniyabilir (Best ve ark., 2020), ama KHAK hiicreleri,
NK hiicrelerinin aktivitesini inhibe edebilme yetenegine sahiptir.NK hiicrelerinin anti-
timor fonksiyonunu yerine getirebilmesi igin kanser hiicrelerinde NK aktif edici reseptor
ligandlart (NKG2DL) ifade edilmesi gerekmektedir. Ancak KHAK hiicrelerinde
NKG2DL'nin ekspresyonu, tim tiimor tipleri arasinda en diisiik oldugu yapilan
calismalarla belirlenmistir (Zhu ve ark., 2021).

Ek olarak, Makrofajlarda ve dentritik hiicrelerde bulunan ve KHAK hiicreleri
tarafindan bol miktarda eksprese edilen CD155, T ve NK hiicrelerinde bulunan immiin
reseptOrii olan TIGIT ile baglanmasi, dentritik hiicrelerin antijen sunumun inhibisyonuna,
CTLA-4 gibi T hiicrelerin ortak tetikleyici sinyallerinin inhibisyonuna yol agar ve
mikrogevrede IL-10 iiretimini tesvik eder. Bu sekilde, sitotoksik T ve NK hiicrelerinin
aktivitesi dogrudan baskilanir ve béylece immiin sistem baskilanmig olmaktadir (Chauvin
ve ark., 2020; Solomon ve ark., 2018; Xu ve ark., 2019). Ayrica, T hiicrelerinin ortak
inhibitor reseptorii olan B7-H3'in KHAK'de %64,9 oraninda bulunmasi, bu kanser
tipinin ne kadar direngli oldugunu agiklamaktadir (Chauvin ve ark., 2020). Ek olarak,
KHAK mikrogevresinde bulunan vezikiiller eksozom adi verilen kanser hiicrelerinin
komsu hiicrelerle iletisiminde fonksiyonel aracilik ederek kanser metastazi ve
invasyonunda énemli rol oynamaktadir (Pedersen ve ark., 2022). Insan gdbek damari
endotel hiicrelerinin ¢ogalmasini , tiip olusumunu ve mikrodamar filizlenmesini artiran

eksozomal miR-141, KLF12 yolu ile KHAK'nin anjiyogenezinin tetiklendigini yapilan



arastirmalar gostermistir (Yin ve ark., 2021). Diger bir ¢alismada KHAK progresyonuna

katkida bulunan miR-200b-3p, miR-92b-5p ve miR-3124-5p gibi miRNA'lar
tamimlanmistir (Kim ve ark., 2023). KHAK hiicrelerinden kaynaklanan eksozomlar,
timoriin ~ anjiyonezinin  yan1 sira NLRP6/NF-«B yoluyla M2 makrofajlarin
polarizasyonunu tesvik ettigi ve bu mekanizmanin kanser metastazinda énemli bir role
sahip oldugu kanmitlanmistir (Rao ve ark., 2022). Son olarak kiiglik hiicreli akciger

kanserinin mikrogevresinin igerigi anlatan bir semada Sekil 2.1'de sunulmustur.
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Sekil 2.1. Kii¢iik hiicreli akciger kanserinin mikrogevresi




2.4. Makrofajlar

Viicutta ilk savunma hatt1 olan dogustan gelen immiinitenin hiicrelerinden biridir.
Bu hiicreler embriyonik Yyolk kesesi, fetal karaciger ve dolasimdaki miyeloid
mononiikleerler hiicrelerden koken almaktadir (Hu ve ark., 2018). Makrofajlar oldukca
heterojendir, dokularda yerlesik olan ve sitokinler araciligiyla aktiflesip enfekte dokulara
infiltre eden makrofajlar olmak {izere iki ana sinifina ayrilmaktadir (Pérez ve ark., 2022).
Dokuda yerlesik makrofajlar, bulunduklar1 organa 6zgii farkli 6zellikler gosterebilir.
Ornegin, akcigerde alveolar ve interstisyel makrofajlar, kemik iliginde osteomaklar ve
osteoklastlar, intraventrikiiler dokuda ise epipleksus hiicreleri bulunmaktadir (Mass ve
ark., 2023). Ancak makrofajlarin heterojenligi sadece dokuda bulunan makrofajlara sinirl
degildir, ayn1 zamanda, dokuya sizan makrofajlar da son derece plastisitedir ve ¢esitli
yollar ile farkli fenotiplere doniisebilir. Makrofajlar, yardimci1 Th1 hiicrelerinden salinan
sitokinlerle M1 makrofajlara ve yardimci Th2 hiicrelerinden salinan sitokinlerle M2
makrofajlara polarize olabilirler (Wager ve ark., 2014). Makrofajlar, patojenlerin,
apoptotik hiicrelerin, karaciger ve dalaktaki ndtrofillerin ve eritrositlerin fagositozunu
gerceklestirir. Ayrica, MHC-2 sistemi aracilifiyla antijenleri taniyip T hiicrelerine
sunarak kazanilmis bagisiklik yanitim1 aktive eder. Bunun yani sira, cesitli sitokin ve
kemokinler salgilayarak bagisiklik yanitinin = diizenlenmesine katkida bulunur.
Makrofajlar, inflamasyonun baslatilmasi ve sonlandirilmasinda da 6nemli rol oynar
(Boutilier ve ark., 2021). Ayrica, dikkat ¢eken bir diger fonksiyonlari ise tlimor
mikrogevresindeki rolleriyle ilgilidir. Tiimor bolgesine s1zan bagisiklik hiicreleri arasinda
en biiyiikk yiizdelik dilimi makrofajlar olusturur. Fenotiplerine bagli olarak timor
gelisimini destekleyebilir veya tiimor baskilayict etki gosterebilirler (Madeddu ve ark.,

2022).
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2.4.1. Makrofajlarin Polarizasyonu

Hiicrelerde patojenle iliskili molekiiller PAMP'ler veya hiicrelerden ROS iiretimi
, mtDNA gibi hasarla iliskili molekiiller DAMP'lar, dogal immiiniteyi uyarir ve
makrofajlarin aldikalar1 uyariya gore farkli fenotiplere farklilagir (Missiroli ve ark., 2020;
Watanabe ve ark., 2019). Ilk olarak, Thl hiicrelerinden salinan interferon gama ,
sitokinler ve liposakkaritler LPS veya mikroorganizma firiinleri, toll like reseptorleri
(TLR) ve GM-CSF araciligiyla makrofajlar1 aktif hale getirir ve bu, makrofajlarin M1
fenotipine doniismesine yol acar. Aktif olan M1 makrofajlar, timor nekroz faktor alfa
TNF- alfa, interlokin IL-1a/B , IL-12 ve IL-23 gibi pro-inflamatuar sitokinleri salgilar ve
mikrobisid etkiye sahiptir. Ayrica, bu makrofajlar tiimor hiicrelerine karsi savasir ve anti-
timor etkileri gosterir. EK olarak CD80, CD86 ve CD64 gibi antijenleri de eksprese
etmektedir (Murray ve ark., 2017; Wang ve ark., 2019). Makrofajlar , Th2 ( Tip2 yardimci
T ) hiicrelerinden salinan IL-13 , IL-4 gibi sitokinlerle M2 fenotipine farklilasmaktadir.
M2 makrofajlar1 aktiflestiginde, tlimor biiylime faktori TGF- f ve IL-10 salgilayarak
dokulara migrasyonu ve anti-inflamatuar etki saglamaktadir. M2 makrofajlar ayrica
tiimoriin ilerlemesi, metastazi ve anjiyogenezinde rol oynar. Bu nedenle, M2 makrofajlar
genellikle tiimériin "dostu™ olarak tanmimlanir (Sedighzadeh ve ark., 2021). M2
makrofajlari, CD206 , CD204 ve CD163 gibi antijenleri eksprese etmektedir (Han ve ark.,
2021; Pérez ve ark., 2022).

2.4.2. Tiimérle Iliskili Makrofajlar

Tiimor bolgesine infiltre eden tiim hiicrelere tiimorle iligkili hiicreler denir; eger
bu hiicreler makrofaj ise, timdrle iliskili makrofajlar (TAM'lar) olarak
adlandirilmaktadir. TAM'lar, tiim6r mikrogevresindeki immiin hiicrelerin ¢ogunlugunu
olusturur ve yaklasik tiimér kitlesinin yarisini kapsar (Domagala-Kulawik ve ark., 2014;

Madeddu ve ark., 2022). Kanser hiicreleri, timoriin progresyonunu saglamak amaciyla
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mikro c¢evresel molekiileri salgilayarak TAM'larin  polarize edilmesinde ve
aktivasyonunda 6nemli bir rol oynar (Wu ve ark., 2020). Artan kanitlar, TAM'larin kanser
biiyiimesi, ilerlemesi ve invazyonunu saglayan M2 fenotipli makrofajlara benzerlik
gosterdiklerini belirtmektedir (Li ve ark., 2018). Oncellikle, TAM'larin tiimér hiicrelerine
kars1 sitotoksik etki gdstermemesi, reaktif oksijen ara trtinleri (ROI'ler) gibi sitotoksik
maddelerin diisiik seviyelerde iiretilmesinden kaynaklanir. Ayrica, TAM'larin diisiik
seviyelerde MHC molekiilllerini ifade etmesi nedeniyle antijen sunumu ve adaptif immiin
yanitin indiiklenmemesi s6z konusudur. Bunun sonucunda, diisiik veya hig interlokin-12
tiretimi ve yiiksek seviyelerde IL-10 iiretimi gibi M2 fenotipine 6zgii ortak 6zellikler
sergilerler (Mantovani ve ark., 2002; Sica ve ark., 2006). Bir¢ok kanser tiirii lizerinde
yapilan ¢alismalar, TAM'larin ekspresyon seviyesinin timor progresyonu igin bir belirteg
oldugunu goéstermistir (Yang ve ark., 2017). Lenfoma (Dave ve ark., 2004) , karaciger
(Budhu ve ark., 2006) ve kiiciik hiicreli ve kiiglik hiicreli olmayan akciger kanseri gibi
kat1 timorlerde kotii prognoz ile iligkili oldugu bulunmustur (Leader ve ark., 2021; Rao
ve ark., 2022). Kanser hiicresi, 1L-10, IL-6, PGE2, TGFp ve M-CSF ve CCL2, CCL18,
CCL17 ve CXCL4 gibi M2 makrofajlarini polarize eden sitokin ve kemokinleri salinarak
monositlerin timor mikrogevresinde M2'ye farklilasmasimi saglar (Allavena ve ark.,
2008; Locati ve ark., 2020; Mantovani ve ark., 2017). Ayrica, Tiimér hiicrelerinden
saliman histamin, M2 fenotipine benzer makrofajlarin polarizasyonuna ve T hiicresi
aktivasyonunun baskilanmasina yol agarak immiinoterapiye direng kazandirir (Li ve ark.,
2022). Tiimoriin ilerlemesinde rol oynayan sadece tiimor hiicreleri degildir, TAM'lar da
onemli bir katkida bulunur. Daha dogrusu, tiimoriin gelisimini desteklemek i¢in timor
hiicreleri TAM'lar ile birlikte sinerjistik bir etki gosterir. TAM'larin M2 fenotipi, timor
geliseminin farkli evrelerinde farkli fonksiyonlar istlenir ve tiim bu fonksiyonlar

timoriin ilerlemesini desteklemektedir. IL-6, hepatosit biiytime faktori (HGF) ve
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epidermal biiyiime faktorii (EGF) gibi kanser kok hiicresinin biiylimesini destekleyen
faktorleri tretirler (Mantovani ve ark., 2022). Ayrica TAM'larin tiimér anjiyogenezinde
de rolleri bulunmaktadir. Kii¢iik hiicreli olmayan akciger kanseri iizerinde yapilan bir
calisma, anjiyogenezi tetikleyen vaskiiler endotelyal biiyiime faktori-A (VEGF-A) adli
faktoriin TAM'lar tarafindan tretildigini kanitlamistir (Hwang ve ark., 2020). TAM'lar,
timor hiicreleri immiin sistemden kagmak amaciyla immiinsiipresif faktorleri salinarak T
hiicreleri , noétrofiller ve NK gibi anti-tiim6ér immiin hiicrelerinin  fonksiyonunu
baskilamaktadir (Li ve ark., 2023).

Bilindigi tizere, N-glikanlar1 gibi T hiicresi ylizeyi glikanlar1 ve galektinler
arasindaki etkilesimler, fonksiyonel olarak T lenfosit 6liimiinii ve inflamatuar yanitlari
diizenleme kapasitesine sahiptir. TAM'lardan salgilanan IL-10 ile sitotoksik T hiicre
yiizeyinde ekspresyonu artan N glikanlar ve tiimdr hiicrelerinden salgilanan hiicre dist
galaktin-3 , T hiicrelerinin yiizeyindeki reseptoriine baglanarak TCR ekpresyonunun
down regiile edilmesine ve T hiicrelerinin inaktive hale getirilmesine neden olmaktadir.
Kiigiik hiicreli olmayan akciger kanserinde, galektin-3'in ¢ogu vakalarda
ekspresyonunun yiiksek oldugu belirlenmistir (Dangaj ve ark., 2019; Guo ve ark.,2020).
TAM'lardan salman IL-10, T hiicrelerinin aktivitesini baskilayabilen B7-
Hlekspresyonunu indiikler (Kuang ve ark., 2009). TAM'lardan salgilanan TGF-f
yardimct T hiicrelerinin yiizeyindeki PD-1 reseptoriiniin ekspresyonunu artirarak
yardimer T hiicrelerinin immiinsiipresif Treg hiicrelerine doniisiimiinii uyarir (Kos ve
ark., 2022). Ayrica, TAM'lardan salgilanan TGF-B, anti-timor gorev yapan ve M1
makrofajlara repolarizasyonu indiikleyen NK hiicre fonksiyonunu da inhibe edebilir
(Deng ve ark., 2018; Peng ve ark., 2017). Ek olarak, TGF-$ sadece T hiicrelerine etki
etmez, aynt zamanda fibroblastlarin mezenkimal-mezenkimal gecisini diizenler ve

timorle iliskili fibroblastlarin (CAF) aktivasyonunu da artirabilir (Comito ve ark., 2014).

13



Aktiflestirilmis CAF’ler, IL-6, GM-CSF ve CCL2 gibi TAM'lar1 uyarabilen sitokinleri
salgilatir, boylece immiinsiipresif bir ortam olusturulmus olur (Cho ve ark., 2018;
Ksiazkiewicz ve ark., 2010). TAM'larin nétrofil hiicreleri tizerinde de etkisi vardir. Meme
kanseri tizerinde yapilan bir ¢alismada, TAM'lardan salinan interl6kin-1f'nin, timor
mikrogevresine notrofil infiltrasyonunu saglayan interlokin-17 tiretimini indiiklendigi ve
meme kanserinin metastazini tesvik edilebildigi gosterilmistir (Kersten ve ark., 2017).
Ayn1 zamanda, tiimor mikrogevresine infiltre eden notrofiler TAN'lar, CCL2 ve CCL17
gibi Treg ve TAM'larin infiltrasyonunu tetikleyen faktoleri salgilayarak timor
gelisiminde ve ilaca karsi direngta rol oynmaktadir; bu mekanizma hepatoseliiler
kanserde rastanmustir (Zhou ve ark.,, 2016). TAM'larin kat1 timoér ilerlemesini
destekledigi en iyi tanimlanmis mekanizma, metastazi tesvik eden faktorleri salivererek
onciil timor hiicreleri i¢in bir nis olusturulmasidir. TAM'lar, katepsinler ve matriks
metalloproteinazlar (MMP 2,7,9) gibi hiicre dis1 matriksinin (ECM) kollajen liflerini
pargalayan proteazlar1 ekprese ederek, tiimor hiicrelerinin dolagima girmesi ya da hedef
organa ge¢mesi igin tiimor mikrogevre metastazi (TMEM) kapilari olusturarak epitelyal-
mezenkimal ge¢is (EMT) mekanizmasini baslatir (Bied ve ark., 2023). Metastazli
KHAK!'i hastalarin akciger dokularinda ¢ok sayida M2 makrofajlarinin bulundugu ve
tiimoriin metastazina ve progresyonuna neden oldugu yapilan ¢aligmalarda kanitlanmigtir
(Rao ve ark., 2022). TAM'larin yukarida bahsedilen tiim fonksiyonlarina ek olarak, son
yillarda dikkat ¢eken bir fonksiyonu daha bulunmaktadir. Hiicreler arasi iletisimi
saglayan ve fonksiyonel aracilar olarak gorev yapan TAM'lardan salgilanan eksozomlar,
anjiyogenezi tetikleme, kemorezistans ve tiimor hiicrelerinin immiin kagigini saglama
gibi, timor hiicrelerinin hayatta kalmasini destekleyen fonksiyonlarmmda 6nemli rol
oynamaktadir (Han ve ark., 2021). Pankreas duktal adenokarsinomu iizerinde yapilan bir

calismada, M2 TAM'lardan salinan ekzozomal miR-501-3p, VEGF-A ve VEGFR-2 gibi
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anjiyojenik faktorlerin ekspresyonunu artirarak kanser hiicrelerinin anjiyogenezini
sagladigi kanitlanmistir (Yin ve ark., 2019). Diger ¢alisma, TAM'lardan salgilanan
eksozomal miR-21'in mide kanseri hiicrelerinde PTEN'i asag1 ederek PI3K/ AKT sinyal
yolaginin aktivasyonunu artirdigi, bunun da kanser hiicrelerinin apoptozunu inhibe ettigi
gosterilmistir (Han ve ark., 2021). Benzer sekilde, baska bir ¢alismada, TAM'lardan
kaynaklanan eksozom miR-223'tin, PTEN/PI3K/AKT yolunu aktive ederek epitelyal over
kanseri hiicrelerinde ilag direncini artirdigi gosterilmistir (Zhu ve ark., 2019).

2.5. Mitokondri

Mitokondri, Okaryotik hiicrelerde hayati Oneme sahip bir organel olup,
biyoenerjinin ana merkezidir. Hiicresel solunumun ger¢eklesmesi igin oksidatif
fosforilasyon yolu ile glikozu ATP molekiilleri formunda kullanilabilir hiicresel enerjiye
doniistiirir ve ayni zamanda reaktif oksijen tiirleri ROS iretme egilimindedir. Enerji
iiretimine ek olarak, bir¢ok hiicresel fonksiyonda hayati ve énemli rol oynamaktadir
(Hogarth ve ark., 2023; Lin ve ark., 2022). Mitokondri, sitokrom ¢, AIF, gibi ¢esitli pro-
apoptotik faktorleri salgilayarak Apoptoz ve ferroptoz gibi programlanmig hiicre 6liimii
yolaklarinin baglatilamasina katkida bulunur (Fricker ve ark., 2018; Kuznetsov ve ark.,
2023). Ayrica, dokunun homeostazini saglayan bagisiklik tepkisinin kontroliine de
katkida bulunur. Enfekte edilen hiicrenin mitokondrisi, reaktif oksijen iiriinleri ve mtDNA
gibi "beni kurtar" sinyali olarak adlandirilan hasarla iliskili molekiileri asir1 salinarak
dogal immiinitenin indiikklenmesine neden olmaktadir (Missiroli ve ark., 2020).

2.5.1. Mitokondrinin Yapisi

Mitokondri, gorevlerini yerine getirebilmek igin 6zel bir yapiya sahiptir ve
icindeki her organelin bir gorevi bulunmaktadir. Dért ana komponentten olusur: dis zar ,
i¢ zar , zarlar aras1 bosluk ve matrikstir. Mitokondrinin sitoplazmadan ayiran dis zar,

porinler adi verilen zar proteinleri araciligiyla 5.000 Da'dan kiiciik molekiillerin ve
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iyonlarin secici olarak gecisini saglar (Giacomello ve ark., 2020; Kiihlbrandt ve ark.,
2015). D1s zarin segici gegirgenligi sayesinde mitokondri, demir, potasyum, magnezyum,
sodyum ve kalsiyum gibi molekiillerin matrikse girisini diizenleyerek hiicrenin iyon
seviyelerinin homeostazini1 saglamaktadir (Wang ve ark., 2021). Proteinler gibi biiyiik
molekiilerin zarlar arasi1 bosluga gegisine izin vermek icin dis zarda TOM ve SAM
kompleksi olmak iizere 6zel sistemler bulunmaktadir. Tom70 ve Tom20 olmak iizere
TOM reseptor proteinleri araciligiyila proteinler, TOM40 gozeneklerinden gecip SAM
komplekslerine taginir (Gupta ve ark., 2021; Protasoni ve ark., 2021). Ayrica, apoptotik
sinyallere yanit olarak mitokondriyal dis zarda bulunan BCL-2 proteinleri BAK ve
BAX'!n homo oligomerizasyonu yoluyla dis zar OMM gecirgenliginin artmasina ve
elektron tagima zincirinde gorev alan sitokrom ¢ enziminin sitoplazmaya salinmasina izin
vererek, sitoplazmadaki kaspaz 9 enzimini aktiflestirip hiicre apoptoz yolaginin
baslatilmasina neden olur (Pernas ve ark., 2016; Protasoni ve ark., 2021). Ek olarak, dis
zar, komsu hiicreler arasinda iletisim kurabilmek amaciyla iyon yada sinyal alisverisi
yapmak ic¢in mitokondriyal dis zar1 komsu hiicrenin endoplazmik retikulum gibi alt
organelleriyle membran temas bolgeleri olusturabilir (Giacomello ve ark., 2020; Gupta
ve ark., 2021). Mitokondriyal i¢ membran, mitokondriyal kristalar1 olusturacak sekilde
katlanir ve bu kivrimlar, solunum zincirinin enzimlerinin ve solunum reaksiyonlarinda
rol oynayan ATP sentaz enzimlerinin yerlesimi i¢in yiizey alanimi artirarak oksidatif
fosforilasyonu daha verimli hale getirir ve boylece daha fazla ATP sentezinin artmasina
neden olur. Kristay1 ¢evreleyen i¢ zar, gbzeneksiz olup kii¢iik molekiillerin bile gegisine
izin vermediginden krista iceriginin zarlar aras1 bosluga salinmasini engeller. I¢ membran
gozeneksiz olsa da, sitoplazma ile matriks arasinda iyonlarin, ¢oziinen maddelerin ve
kiiciik metabolitlerin tasinmasini saglayan (TIM) adi1 verilen protein translokazlari ve

kanal tastyicilart igerir (Giacomello ve ark., 2020; Gupta ve ark., 2021). TIM kompleksi
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farklt protein aktarilan TIM22 ve TIM23 olmak iizere kompleksleri icermektedir
(Cojocaru ve ark., 2023).

Mitokondrinin dis zarindaki TOM ve i¢ zarindaki TIM kompleksleri,
mitokondriyal protein taginmasi igin sinerjik olarak ¢alismaktadir (Gupta ve ark., 2021;
Kiihlbrandt ve ark., 2015). I¢ zarla ¢evrelenen ve uzantilarin disinda olan bélme en igteki
bosluga mitokondriyal matriks denir. Bu matrikste, trikarboksilik asit dongiisii , yag asidi
oksidasyonu gibi biyokimyasal metabolizmalar1 ger¢eklesir; dolayisiyla siklofilin D , lipit
enzimleri ve NADH sentezi igin gerekli sitrik asit dongiisii enzimlerini igerir (Protasoni
ve ark., 2021; Wu ve ark., 2023). Ayrica, hiicrenin niikkleer DNA'sindan ayr1 olarak
matrikste bulunan ve mitokondrinin en ilging 6zelliklerinden biri olan benzersiz bir
genom icerir. MDNA, oksidatif fosforilasyonda gorev alan 13 protein , 22 tRNA ve 2
rRNA dahil olmak iizere 37 geni kodlayan, 16.569 baz c¢iftinden olusan ¢ift sarmalli
dairesel bir DNA molekiilidiir (Cojocaru ve ark., 2023; Protasoni ve ark., 2021).
Mitokondriyal trankripsiyon faktorii TFAM, niikleotidleri olusturarak mitokondriyal
DNA'nin transkripsiyonunu gerceklestirir. Tek hiicrede yaklagik 1000 niikleotid bulunur
ve her biri mitokondriyal DNA'nin bir kopyasini igerir. Ancak mitokondriyal genom on
i proteini kodlayabilmektedir. Ayrica, matriksta mitokondriyal ribozomlar
bulundugundan protein translasyonu da gerceklesir (Gupta ve ark., 2021; Kiihlbrandt ve
ark., 2015). Mitokondriyal i¢ ve dis zar arasindaki yaklasik 20 nm'lik mesafeye zarlar
aras1 bosluk denir. Bu bosluk, mitokondrinin en dar kismi olsa da proteinlerin girisi i¢in
genis bir yolak olusturur. Mitokondriye sitoplazmadan gelen tiim matriks proteinlerini ,
ATP sentezi silirecinde agiga ¢ikan protonlari, dis ve i¢ zardan gegen iyonlar1 ve
molekiilleri igerir. Bu boslugun konumu nedeniyle, aralarindan gegen tiim iyonlarin ve
proteinlerin oranlarinin diizenlenmesinde rol oynar (Edwards ve ark., 2021; Kiihlbrandt

ve ark., 2015). Matriks ve sitozol arasinda protein ve iyonlarin degis tokus yapmasi,
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apoptozun baslatilmasi ve solunum reaksiyonlarinda agiga ¢ikan reaktif oksijen tiirlerinin
onlenmesi gibi fonksiyonlara da sahiptir (Herrmann ve ark., 2010). Ayrica, TOM ve TIM
kompleksleri zarlar aras1 boslugu kapsamaktadir (Kiihlbrandt ve ark., 2015).

2.5.2. Mitokondriyal Dinamikler

Mitokondri, fonksiyonlarini koruyabilmek amaciyla hiicrenin enerji ve besin
ihtiyacin1  karsilamak, biyoenerjetik adaptasyonu saglamak, hiicrelerin dongiisiinii
diizenlemek ve hiicresel sinyallemeye uyum saglamak i¢in fisyon ve fiizyon olmak iizere
dinamik siirecler gergeklestirir (Protasoni ve ark., 2021; Wu ve ark., 2023). Bu iki
antagonist dinamikler , mitokondrinin seklini, dagilimini ve boyutunu kontrol eder ve en
Oonemlisi hiicrenin sagkalimina katkida bulunmaktadir (Tilokani ve ark., 2018).
Mitokondriyal fiizyon, mitokondrilerin birlesmesiyle tiip benzeri bir yap1 olusturmasini
saglarken, fisyon ise mitokondrilerin par¢alanmasiyla fragmanlar olusturmasina neden
olur (Protasoni ve ark., 2021). Mitokondriyal dinamikler oldukga kritik bir stirectir; hem
hiicrelerin yagsamini siirdiirebilmesi hem de yaslanma ve hiicre 6liimiiniin diizenlenmesi
acisindan 6nemli. Bu nedenle ¢ift yonlii etkisi nedeniyle "iki ucu keskin bir kili¢" olarak
tamimlanabilir (Giacomello ve ark., 2020; Spurlock ve ark., 2020; Wu ve ark., 2023).
Ayrica, mitokondriyal dinamiklerin dikkat ¢ekici bir fonksiyonu da vardir. Enfekte olmus
hiicrelerde mitokondriler, reaktif oksijen tiriinleri ve mtDNA gibi "beni kurtar" sinyali
adlandirilan hasarla iliskili molekiilleri agir1 miktarda salgilayarak dogal immiin sistemini
uyarir. Boylece hem immiin reaksiyonlarin baslatilmasina hem de pro-inflmatuar ve anti-
inflamatuar makrofajlarin polarizasyonuna katkida bulunur (Missiroli ve ark., 2020).

2.5.2.1. Fiizyon

Mitokondrinin biitiinligiinii, biyokimyasal ve genetik homojenligini korumak igin
iki mitokondri birleserek proteinleri, mtDNA'y1 ve lipitleri birbirleriyle degis tokus

yaparak flizyon dinamigine ge¢mektedir (Pernas ve ark., 2016). Fiizyon, dinamin
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proteinlerinin bir iiyesi olan Guanosin Trifosfat GTPaz proteinleri tarafindan
indiiklenmektedir (Protasoni ve ark., 2021). Dis zarin fiizyonu mitofusin (MFN-1, MFN-
2, Migal ve Miga2) proteinleri aracililigiyla gergeklesirken, i¢ zarin fiizyonu OPA1
proteini tarafindan saglanmaktadir (Pernas ve ark., 2016; Zhang ve ark., 2016). Ayrica,
MFN-2 sadece mitokondriyal dis zarinda bulunmaz, aym1 zamanda endoplazmik
retikulumda da yer alarak mikondri ile arasindaki baglantilarin kontroliinde rol oynar (De
Brito ve ark., 2008; Filadi ve ark., 2015; Tilokani ve ark., 2018). MFN-2 yoklugunda,
endoplazmik retikulum ile mitokondri arasindaki mesafe artar ve ER ile mitokondri
arasindaki kalsiyum ile lipit degisimi azahr. Yani MFN-2, kalsiyum ve lipid dengesinin
kontroliinii saglamaktadir. Miga proteininin yoklugu mitokondrinin béliinmesine yol
acarken, Miga'nin asir1 ekspresyonu hem sinek hem de memli hiicrelerinde mitokondriyal
toplanmaya ve flizyona neden olmaktadir. OMM fiizyonu, iki mitokondrinin baglanmasi,
iki kaynasmis zar arasindaki mesafenin azalmasiyla zarlarin kenetlenmesi ve
mitofusinlerin GTP hirolizine bagh konformasyonel degisiklikler sonucunda dis zarin
kaynasmasi olmak tiizere ii¢ adimda geregeklesmektedir (Brandt ve ark., 2016; Ishihara
ve ark., 2004; Legros ve ark., 2002). Mitokondriyal dis zarin flizyonunun ardindan, ig
zarin fiizyonu optik atrofi 1 OPAL proteini araciligiyla gerceklesmektedir. OPAL, ya
dogrudan i¢ mitokondriyal zar IMM ile baglanir yada zarlar arasi bosluk IMS ile
baglanmaktadir. OPALl, IMM'ye baglandiginda , IMM'ye bagli Ymel veya Omal
proteazlart tarafindan pargalanarak kisa (S- OPAl) ve uzun (L- OPA1) formlarina
dontigtiiriilir. Fakat yanlizca uzun formdaki OPA1, fiizyon dinamigini aktif hale
getirebilmektedir (Spurlock ve ark., 2020). OPAI proteininin gorevi sadece flizyonla
stnirli degildir. Ayn1 zamanda, kristanin i¢ zara baglandigi noktalarin (kavsaklarin)
olusumuna ve bunlarin mitokondriyal dis zarla temasimin desteklenmesine katkida

bulunmaktadir. Bu siire¢, mitokondriyal temas bolgesi ve krista sekillendirme (MICOS)
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sistemi ile koordine edilmektedir (Cadena ve ark., 2021; Spurlock ve ark., 2020). Ek
olarak, OPAL1 proteini, i¢ zara 6zgii olan kardiyolipin lipidi ile etkileserek, OPAl'e bagl
GTP hidrolizinden sonra IMM'lerin birlesmesini saglar ve béylece mitokondriyal i¢ zarin
fiizyonu gergeklesir.

2.5.2.2. Fisyon

Fisyon, par¢alanma anlamina gelmektedir. Mitokondrinin fisyonu, hiicresel
sartlara bagli olarak farkli proteinlerin yardimiyla mitokondrinin morfolojisini
degistirerek pargalandigi sitokastik bir mekanizmadir. Bu siireg, siklikla hastaliklar,
mitokondriyal disfonksiyon ve hiicresel apoptoz ile iligkili olsa da, ayni1 zamanda mitofaji
yoluyla hasarli  béliimlerin  uzaklagtirilmasiyla ~ mitokondrinin - homeostazini
saglamaktadir. Bu siiregte, hiicre sitozoliinde bulunan dinamin adli bir protein ailesinin
bir iiyesi olan hiicresel dinamin ile iligkili protein Drpl 6nemli bir rol oynamaktadir.
Ayrica, mitokondriyal fisyon faktériil Mffl, fisyon proteinil Fisl ve mitokondriyal
dinamik proteinler MID49/MID51 gibi mitokondri dis zarinda yer alan proteinler, Drpl
i¢in bir reseptor gorevi gormektedir (Kraus ve ark., 2017; Spurlock ve ark., 2020; Wu ve
ark., 2023). Bu olayn asil aktorii, DNM1L geni kodladigi Drpl proteindir. Drpl, GTP'yi
hidroliz ederek GDP'ye doniistiirebilen dinamin ailesinin bir tiyesidir. Ayn1 zamanda
mitokondri ve peroksizomlarin béliinmesinde 6nemli diizeyde rol oynamaktadir (Ramos
ve ark., 2016; Wai ve ark.,, 2016). Drpl'in kaybi biiyiik ol¢iide mitokondri ve
peroksizomlarin uzamasina neden olmaktadir (Wakabayashi ve ark., 2009). Drp1, hiicre
icinde sitozolde bulunur ve protein sentezinden sonra, ATP {iretimi veya hidrolizini
saglayan mekanizmalar araciligiyla aktif hale gelir. Daha sonra mikrotiibiil ve aktin
proteinleri yardimiyla mitokondri dis zarina taginir (Cho ve ark., 2009; Zepeda ve ark.,
2014). Drpl, mitokondri dis zarina alindiginda Fis1, MID49, MID51 ve Mff ad1 verilen

dort reseptor proteinine baglanmaktadir (Mears ve ark., 2011; Sesaki ve ark., 2014).
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Mitokondri fisyon siirecinde, Drpl mitokondri dis zarina baglanarak ayrilmasi gereken
parganin etrafinda dairesel bir halka olusturur ve membrani daraltarak boliinme siirecini
kolaylastirtr. Ayn1 zamanda GTP hidrolizi, bu kasilmayr hizlandirarak mitkondri
boliinmesini tamamlamaktadir (Mears ve ark.,, 2011; Montessuit ve ark., 2010).
Mitokondrinin bodliinmesinde Yyalnizca mitokondriyal komponentler degil, aktin
filamentleri ve endoplazmik retikulumunda rol oynamaktadir (Kraus ve ark., 2017). ER-
MITO temas bolgesi olarak adlandirilan, mitokondri membranlar1 ile endoplazmik
retikulum arasindaki baglantilari; kalsiyum ve lipit metabolizmasi, demir homeostazi ve
dogustan gelen immiin tepkileri gibi farkli hiicresel aktivitelerin diizenlemesinde Kritik
bir gorev tistlenmektedir (Zhang ve ark., 2023). Mitokondri ve endoplazmik retikulum
arasindaki bu baglantilar, mitokondri fisyon siirecinde de 6nemli bir rol oynar. ER
filamentleri, sadece mitokondri ile temas halinde degildir, ayn1 zamanda mitokondrinin
etrafin1 sararak sikistirir. Cogu mikondriyal boliinme, ER-MITO temas bolgelerinde
gergeklesmektedir (Marchi ve ark., 2014; Richter ve ark., 2015). Ayrica, mitokondri
boliindiigiinde yeni olusan mtDNA, yeni mitokondriyal fragmanlarin iginde kalmaktadir.
Dolayisila, ER-MITO temas noktalari, hem mtDNA replikasyonunu hem de bdliinen
mitokondrilerin esit sekilde dagilimasini1 diizenlemektedir (Zhang ve ark., 2023).

2.6. Mitokondri ve Makrofajlar

Son on yilda, mitokondrinin immiin tepkisindeki roliiniin 6nemi bir¢ok kanitla
vurgulanmistir. Mitokondriye iliskin anlayisimiz, yanlizca enerji lreten bir merkez
olmaktan, dogal immiinitenin diizenlenmesi i¢in gerekli bir platforma gelismistir (Corréa-
da-Silva ve ark., 2018; Ichinohe ve ark., 2013; Tur ve ark., 2017; Zhang ve ark., 2024).
Mitokondri, hem bagisiklik tepkisinin baslatilmasina (dissal etki) hem de

diizenlenmesine (i¢sel etki) katki saglamaktadir.
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2.6.1. Makrofajlarin Polarizasyonundaki Mitokodrinin Dissal Etkisi

[k savunma hatt1, dogustan gelen bagisiklik tepkisinin en dnemli oyunculari olan
makrofajlarin, tehlikeli uyaranlara verdikleri yanitla baslar. Genellikle, makrofajlar ve
diger dogustan gelen immiin hiicrelerin {izerinde bulunan Toll-like reseptorler TLR'ler,
niikleotid-baglayic1 oligomerizasiyon domain-like reseptorler NLR'ler ve C-tipi lektin
reseptorleri dahil olmak {izere PRR reseptorleri araciligiyla lipoproteinler, mikrobiyal
niikleik asitler ve karbonhidratlar gibi patojenle iliskili molekiiller PAMP'lar veya strese
maruz kalan ya da nekrotik hiicrelerden salinan ATP, mtRos, mtDNA ve kardiyolipin gibi
hasarla iliskili molekiiller DAMP'lar1 tanimlayip ayirt edebilirler ve bagisiklik
reaksiyonunu aktif hale getirebilirler (Missiroli ve ark., 2020; Tur ve ark., 2017).
Ligandlarla etkilesime girdikten sonra, PRR'ler gesitli sinyal yollarini tetikler. Bunlar
arasinda niikleer faktor-kappa B (NF-kB), interferon diizenleyici faktorler IRF'ler ve
mitojenle aktif olan protein kinazlar (MAPK'ler) bulunur. Bu sinyal yollari,
proinflamatuar sitokinlerin, kemokinlerin, tipl interferonlarin (IFN'ler) ve kostimiilator
molekiillerin transkripsiyonunu aktif hale getirerek gii¢lii bir immiin yanitin olugmasinda
onemli rol oynamaktadir (Tur ve ark., 2017). Mitokondri, immiin sistemin
aktivasiyonunda onemli bir oyuncu olarak tanimlanmaktdir. Enfeksiyona maruz kalan
hiicrelerde artan ROS seviyeleri, mitokondriyal membran biitiinliigiinii bozarak, mtROS,
peptitler, mtDNA ve kardiyolipin gibi hasarla iliskili molekiillerin DAMP'lar salinmasina
yol agmaktadir (Zhang ve ark., 2024; Zhou ve ark., 2011). Mitokondri, hasarla iliskili
molekiileri liretmede en ¢ok tanimlanan organeldir. Disfonksiyonlu mitokondrinin en
onemli belirteci, asir1 mitokondriyal reaktif oksijen tiirleri ve DNA'sinin salinmasidir.
Mitokondriden salinan DNA ve ROS, toll-like reseptor ailesini aktif eder ve inflamatuar
bir yanit tetikler. Ayrica mitokondriyal ROS, NLRP3'e bagimli enflamasyonu aktif eder

ve makrofajlarda pro-inflamatuar yanitin olusturmasinda rol oynar (Zhang ve ark., 2024).
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Yani bu siireglerde 6nemli rolleri olan ana etmen mitokondridir. Mitokondri, sadece ROS
iiretmekle kalmaz, ayn1 zamanda ROS salinimi ile meydana gelen hiicresel degisikliklere
yanit vermekten de sorumludur (Missiroli ve ark., 2020). Enfekte hiicrelerden salinan
ROS ile makrofajlarda TLR sinyal yollarinin aktivasiyonu tizerine TLR sinyallemesinin
bir bileseni olan timor nekroz faktorii reseptorii ile iliskili faktor 6 (TRAF6),
mitokondriyal solunum zinciri diizeyinde yer alan ECSIT proteini ile etkileserek, ETC
I'in  par¢alanmasma MtROS {iretiminin artmasina neden olur. Bu durum, mitojenle
aktiflesen protein kinaz (MAPK) aktivitesine TNF-a gibi inflamatuar sitokinlerin
tiretimine yol agar. Yani mtROS, makrofajlar1 M1'e polarize ederek immiin sistemin
aktivasyonunda rol oynamaktadir (Ramond ve ark., 2019; West ve ark., 2011; Zhang ve
ark., 2024).

2.6.2. Makrofajlarin Polarizasyonundaki Mitokodrinin I¢sel Etkisi

Mitokondriyal fisyon ve flizyon olarak bilinen mitokondri dinamikleri, hiicre
icindeki mitokondri yapisini sekillendirmek ve kontrol etmek amaciyla birlikte
caligmaktadir. Bu siiregler, hem mitokondrinin hem de hiicrenin Kkalitesinin
korunmasinda, hiicre farklilasmasinda ve hiicresel strese yanit vermede ¢ok dnemli bir
rol oynamaktadir (Afroz ve ark., 2023; Li ve ark., 2020). Mitokondriyal fisyon ve fiizyon
dengesi, enfeksiyona yanit olarak makrofajlarin efektor fonksiyonunu artirmak amaciyla
degisebilmektedir. Yapilan ¢alisma, viral enfeksiyonlara karsi makrofajlardaki
mitokondrilerin birleserek (fiizyon), bakteriyel enfeksiyonlara ise pargalanarak (fisyon)
yanit verdigini gostermistir (Tiku ve ark., 2020). Ayrica fiizyon ve fisyon dinamikleri,
makrofajlarin  pro- ve anti-inflamatuar yanitlarinin diizenlenmesinde 6nemli rol
oynamaktadir. Yapilan in vitro ¢alismalar, makrofajlarin alt tiplerine farklilagsmasinda ve
fonksiyonlarinda mitokondriyal dinamiklerin etkili oldugunu ortaya koymustur. M1

fenotipli makrofajlarda Drpl ifadesinin yiiksek olmasi nedeniyle fisyonun baskin oldugu
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ve bunun da ROS ve NO iiretimini sagladigi gosterilmistir. Buna karsilik, M2a ve M2c
makrofajlarinda mitokondriyal fiizyonun baskin oldugu, bunun da mitokondriyal
fonksiyonlar1 koruyarak yara iyilesmesi ve anti-inflamatuar gibi fonksiyonlarin yerine
getirebilmesi , hiicre aktivitesi ve canliliginin siirdiiriilmesinde 6nemli rol oynamaktadir
(Li ve ark., 2020). Bu mekanizmalarda temel rol oynayan, farkli genler tarafindan
eksprese edilen fiizyon ve fisyon proteinleridir. Artan kanitlar, mitokondriyal
dinamiklerdeki proteinlerin susturulmasi veya down regiile edilmesi yoluyla makrofaj
fonksiyonlarinin kontrol edebilecegini kamitlamaktadir. Ornegin, Gao ve arkadaslari,
miyeloid immiin hiicrelerde mitokondriyal dis zarin fiizyonunda rol alan Miga2'min
susturulmasinin makrofajlarda mitokondriyal fisyonun artmasina neden oldugunu, bunun
da M1 fenotipli makrofaj polarizasyonunu artirarak 1L-12 {iretimini yiikseltip IL-10 ve
IL-23a dretimini azalttigin1 gostermistir. Sonug olarak, pro-inflamatuar yanitin tesvik
edildigini  kanitlamistir (Gao ve ark., 2017). Takeshi Ichinohe ve arkadaslar1 ,
makrofajlarda mitokondriyal i¢ =zarin flizyonunda rol alan MFN-2'nin rolii
agiklamaktadir. Makrofajlarda MFN-2'nin down regiile edilmesinin, influenza viriisii
enfeksiyonu sirasinda makrofajlarda IL-1p ve NLRP3 bagimli enflamasyon
aktivasyonunu azalttigin1 gostermistir (Ichinohe ve ark., 2013). Sangjun Park ve
arkadaglar1 , makrofajlarda Drpl'in baskilanmasinin NLRP3 bagimli inflamasyon ve
hiicre oliimii tlizerindeki etkisini de arastirmiglardir. Drpl'in baskilanmasinin, LPS
uyarimi sonrasinda makrofajlardaki mitokondri uzamasini, piroptotik hiicre Sliimiind,
NLRP3 bagimli kaspaz-1 aktivasyonunu ve IL-1f salinimini artirdigini gostermistir (Park
ve ark., 2015). Ayrica, Ying Wang ve arkadaslari, makrofajlarin efferozitoz yada
apoptotik hiicrelerin temizlenmesi adi1 verilen mekanizmasinda Drpl'in 6nemli bir rol
oynadigini ortaya koymustur. Makrofajlarda Drpl'in susturulmasi, apoptotik hiicrelere

maruz kalan makrofajlarda mitokondrinin ¢ok az béliinmesi yani kusurlu bir fisyon
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olmasi gibi, fagosom olusumunu ve lizozomlarla birlesmesini saglayan sitozolik
kalsiyum seviyelerini de distirmiistiir. Bu durum, kusurlu bir efferozitoza yol agarak
fagositoz yeteneginin azalmasina neden olmustur. (Wang ve ark., 2017). Ancak baska
calisma, mitokondriyal flizyonda rol alan MFN-1'in yoklugunun, makrofajlarin
efferozitoz yetenegini artirdigini da bildirmistir (Xie ve ark., 2020). Makrofajlarin
farklilasmasi ve fonksiyonlari iizerinde etkili olan mitokondriyal dinamiklerin yani sira,
mitokondrinin enerji tiretimi i¢in gereken metabolik mekanizmalar da makrofaj fenotipini
belirlemede 6nemli rol oynamaktadir. M1fenotipli makrofajlar aerobik glikoliz yoluyla
enerji uretirken, M2 fenotipli makrofajlar oksidatif fosforilasyon ve yag asidi
metabolizmasini kullanarak enerji tiretmektedir (Ramond ve ark., 2019; Wang ve ark.,
2022). Syam Nair ve arkadaslari, LPS ile uyarilan mikrogliyal makrofajlarda
mitokodriyal ~fisyonun indiiklenmesi sonucunda, enerji iretiminin  oksidatif
fosforilasyondan glikolize kaydigini gostermis. Ayrica farmakolojik bir inhibitér olan
Mdivi ile mitokondriyal fisyon inhibe edildiginde, bu metabolik yolun tersine ¢evrildigi
ve hiicrelerden salgilanan pro-inflamatuar kemokin ve sitokinlerin azaldigin

kanitlamistir (Nair ve ark., 2019).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Klinik Arastirmalar Etik Kurul Onay1

“Mitokondriyal Dinamiklerdeki Degisimlerin Kanser Indiikli M2 Makrofaj
Polarizasyonuna Etkisi” adli ¢alisma, Atatiitk Universitesi Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu’nun 02.05.2023 tarihli 3. toplantisinda alinan 68 numarali karar ile etik kurallara
uygun bulunmustur.

3.2. Hiicre Kiiltiir Deneyleri

Calismamizda, kiigiik hiicreli akciger kanseri hiicre hatt1 (H446, ATCC; USA) ve
akut monoblastik 16semi hiicre hatti (THP-1, ATCC; USA) kullanildi. THP-1 ve H446
hiicreleri, %1 Penisillin-Streptomisin, %1 L-Glutamin ve %10 FBS i¢eren RPMI-1640
besiyerinde, 37°C ve %5 CO2 inkiibatorde kiiltiire edildi. Farkli deney ve testler
yapabilmek {izere, yapiskan Ozellikte olan H446 hiicreleri tripsin-EDTA ile kiiltiir
ortamindan kaldirip toplanirken, siispansiyon 6zelligine sahip THP-1 hiicreleri, ortamdan
dogrudan santrifiij ile toplanmustir.

3.3. Deney Gruplarmmn Olusturulmasi

Dort ayr1 deney grubu olusturulmustur;

I.  siKontrol (monokiiltiir): THP-1 hiicrleri 50 ng/ml forbol 12-miristat 13-
asetat (PMA) ile elde edilmis MO makrofajlar.
Il.  siMFN-2 (monokiiltiir siMFN-2): siRNA ile mitokondriyal geni MFN-2
knockdown elde edilmis MO makrofajlar.
I, Ko-kiiltiir:PMA ile doniistiiriilmiis MO makrofajlar ve H446 hiicre hatlar
IV.  Ko-kiiltiir siMFN-2: siRNA ile mitokondriyal geni MFN-2 knockdown

elde edilmis MO makrofajlar ve H446 hiicre hatlar1.
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3.4. THP-1 Hiicrelerinin M0 Makrofajlarina Doniistiiriilmesi

Deneylerden 72 saat 6nce, THP-1 hiicrelerinin MO makrofajlara doniistiiriilmesine
baslandi. Alt1 kuyucuklu plakasina 350.000-400.000 THP-1 hiicresi ekilip, PMA'nin
final konsantrasyonu 50 ng/ml olacak sekilde muamele ederek 48 saat inkiibe edildi. Bu
stire i¢inde, THP-1 hiicreleri siispansiyon ozelligini kaybederek adherent hale geldi ve
MO makrofajlarina doniistii. 48 saatlik inkiibasyondan sonra, PMA igermeyen besiyeri ile
degistirildi ve 24 saat boyunca inkiibe edildi.

3.5. M0 Hiicrelerinde Mitokondriyal Fiizyon Geni MFN-2'nin siRNA ile
Knockdown Edilmesi

Deneylerden 72 saat 6nce, 6 kuyucuklu bir plaka tizerine 350.000-400.000 THP-
1 hiicresi ekilip 50 ng/ml PMA ile muamele edilerek MO makrofajlarina doniistiiriildi.
Ardindan, siRNA (Eco-Tech-EGS100) kiti asagidaki protokoliine goére gen susturma
islemi uygulandi. Oncellikle, aktif ve kontrol mix ¢dzeltileri buz iizerinde ¢ozdiiriildii.
Tek bir kuyucuk igin hesaplanan karisimlar su sekilde hazirlandi:

aktif grup: 1ul aktif mix, 1ul 2x reaksiyon buffer, 300 ul diliisyon buffer, 1ul
enkapsiilasyon buffer.

kontrol grup: 1ul kontrol mix, 1ul 2x reaksiyon buffer, 300 ul diliisyon buffer, 1pl
enkapsiilasyon buffer.

Hazirlanan EndoGenius suppressor-kontrol ve suppressor-aktif karigimlart oda
sicakliginda 15 dakika inkiibe edildi. Daha sonra, 6 kuyucuklu plakadaki her kuyucuga
300 pl olacak sekilde eklendi. 48 saat boyunca inkiibe edildikten sonra, PCR gibi gen
ekspresyon testleri yapilmak tizere hiicreler scraper ile kaldirilarak toplandi. Ayrica, MO
hiicreleri tarafindan salgilanan sitokonlerin miktarini belirlemek amaciyla makrofajlarin

kiiltiir besiyeri toplandi ve ELISA testi ile analiz edildi .
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3.6. M0 Makrofajlar: ile H446 Hiicrelerinin Ko-Kiiltiirii

Ko-kiiltiir sistemi, 24 kuyucuklu plakalar tizerine yerlestirilmis 0.4 uM g6zenekli
bir hiicre kiiltiiri transwell inserti (NEST insert ,725121) kullanilarak olusturulmustur.
Ko-kiiltir deneyi baglamadan oOnce THP-1 hiicreleri monokiltir kosullarinda
farklilastirild1. Ilk olarak, THP-1 hiicreleri (1 X 10° hiicre/ml) transwell insertinin alt
bolmesine ekildi ve farklilagmalarini indiiklemek amaciyla 48 saat boyunca 50 ng/ml
PMA ile mauamele edildi. Ardindan, PMA i¢cermeyen RPMI-1640 besiyerinde 24 saat
siireyle kiiltiirde bekletildi. Bu siirecte, H446 hiicreleri (5 x 10* hiicre/ml) transwell
insertinin iist bdlmesine ekildi ve 24 saat boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan,
H446 hiicrelerini iceren insertler, THP-1 kaynakli MO makrofajlarinin bulundugu 24
kuyucuklu plakalarin iizerine yerlestirildi ve olusturulan ko-kiiltiir sistemi, 48 saat
boyunca inkiibe edildi. 48 saatlik kiiltiir siiresinin ardindan, MO ve H446 hiicreleri, RT-
PCR gibi gen ekspresyon testleri i¢in toplandi. Ayrica, MO hiicreleri tarafindan salgilanan
sitokonlerin miktarini belirlemek amaciyla MO makrofajlarin kiiltiir besiyeri toplandi ve
ELISA testi ile analiz edildi. Ko-kiiltiir ve monokiiltiir kosullarinda uygulanan deney

yontemi Sekil 3.1'de gosterilmektedir.

In vitro modelleme

Monokdltir Ko-Kiiltir

~~~~~~ 8= 4446 Hiicreleri

— = PMA ile THP-1 Kaynakli Makrofajlar
PMA ile THP-1

Kaynakli Makrofajlar X
Created in BioRender.com bivo

Sekil 3.1. Monokiiltiir ve ko-kiiltiir deneyleri
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3.7. siRNA ile MFN-2 Geni Knockdown Edilmis MO Makrofajlar ile H446
Hiicrelerinin Ko-Kiiltiirii

Ko-kiiltiir sistemi, 24 kuyucuklu plakalar lizerine yerlestirilmis 0.4 uM gozenekli
bir hiicre kiiltiiri transwell inserti (NEST insert, 725121) kullanilarak olusturulmustur.
Ik olarak, THP-1 hiicreleri (1 X 10° hiicre/ml) transwell insertinin alt bdlmesine ekildi ve
yukaridaki agiklandigr gibi doniistiirme protokolu uygulandi. Ardindan, MFN-2
mitokondriyal flizyon geni siRNA yontemi ile gen susturma yapildi. Bu siiregte, H446
hiicreleri (5 x 10* hiicre/ml) transwell insertinin iist bdlmesine ekildi ve H446 hiicrelerini
iceren insertler, THP-1 kaynakli MO makrofajlarinin bulundugu 24 kuyucuklu plakalarin
lizerine yerlestirildi ve olusturulan ko-kiiltiir sistemi, 48 saat boyunca inkiibe edildi. 48
saatlik kiiltlir stiresinin ardindan, MO ve H446 hiicreleri, RT-PCR gibi gen ekspresyon
testleri igin toplandi. Ayrica, MO hiicreleri tarafindan salgilanan sitokonlerin miktarini
belirlemek amaciyla MO makrofajlarin kiiltiir besiyeri topland: ve ELISA testi ile analiz
edildi.

3.8. Gen Ekspresyon Seviyesinin Gercek Zamanh PCR Yontemi ile Analiz
Edilmesi

3.8.1. RNA izolasyonu

RNA izolasyonu igin deney tamamlandiginda, hiicreleri tripsin ile kaldirildi ve
3000 g x 5 dakika santrifiij edildi. RNA izolasyonu, iiretici firmanin protokoliine gére
EcoPure total RNA kit (Eco-Tech, E2075) ile yapildi. ilk adimda, érnekleri santrifiij
edildikten sonra olusan pelletin iizerine her bir 6rnek igin 400 ul lizis buffer ve 4 pl
merkaptoetanol eklendi. Karisim, 30 saniye boyunca vortekslenerek pargalandi. Ardindan
her bir 6rnege eklenen lizis buffer miktar1 kadar 400 pl %96'lik etanol eklenerek tekrar
30 saniye vortkeslenip homojenize edildi. Her bir tiipten 700 pl alinarak spin kolona

aktarildi ve 12.000 g x 30 saniye santrifiij edildi. Kolonun altinda biriken sivi

29



uzaklastirildiktan sonra, kolona 400 pl wash buffer 1 eklendi ve 12.000 g x 30 saniye
santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi1 kolonun altinda biriken si1v1 uzaklastirilarak 500 ul wash
buffer 2 eklenip 12.000 g x 30 saniye santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 kolonun altinda
biriken si1v1 uzaklastirildi ve tekrar 200 ul wash buffer 2 eklenerek 12.000 g x 30 saniye
santrifiij edildi. Son santrifiij islemi tamamlandiktan sonra, alttaki tiip ¢ikarilarak kolon
DNaz/Rnaz i¢cermeyen bir eppendrof tiipiine yerlestirildi. Spin kolonun tam ortasina 50
ul elution eklenip oda sicakliginda 1dakika inkiibe edildi ve ardindan 12.000 g x 30 saniye
santrifiij edildi. Tiipiin dibinde olusan s1v1, izole edilen RNA'dir. Orneklerden izole edilen
RNA’larin konsantrasyonu, NanoDrop (Bio-Tek Instruments Epoch, USA) cihazinda

ol¢iildii ve -80°C’de muhafaza edildi.

3.8.2. RNA'dan cDNA'ya Cevirilmesi

Komplementer DNA sentezi, EcoScript 5x First Strand cDNA sentez kiti (Eco-
Tech, ERT50) protokolii kullanilarak gergeklestirildi. cDNA'nin final konsantrasyonu
200 ng /ul olacak sekilde, RNA orneklerinden farkli miktarlarda alinarak 0.5 ml PCR
tiiplerine transfer edildi. Her tiipe 4 pl EcoScript 5x First Strand cDNA sentez karisimi
eklendi ve toplam hacim 20 ul olacak sekilde niikleaz igermeyen su eklendi. Kitin
talimatlarina uygun olarak, her bir RNA 6rnegi igin reaksiyon karigimlart hazirlandi ve
tim adimlar buz tizerinde gergeklestirildi. Daha sonra, numuneler Gradient PCR
(SensoQuest LabCycler) cihazinda 42°C’de 120 dakika, 85°C’de 5 dakika ve 4°C’de 1
dakika inkiibe edilerek RNA'min komplementer DNA'ya ¢evirilmesi saglandi. Elde edilen
cDNA'nin konsantrasyonu, NanoDrop (Bio-Tek Instruments Epoch) cihazinda 6lgiildii

ve -20°C’de muhafaza edildi.
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3.8.3. Ger¢ek Zamanh PCR Analizi

CD14, CD86, CD206, Drp-1, MFN-2, TLR-4, NLRP6 genlerinin goreceli degisim
MRNA seviyeleri, gRT-PCR yontemiyle 6l¢tildi (Tablo 3.1). Bu islem i¢in ilgili genlerin
primerleri, DNaz/RNaz icermeyen su, SYBER® Green Master Mix (2x) ve cDNA'lar,
tiretici firmanin protokoliine gore 10 pl'lik bir reaksiyon karisimi buz tizerine hazirlandi.
gRT-PCR reaksiyonu, Qiagen Rotor Gene Q cihazinda 95°C’de 5 saniye, 60°C’de 30
saniye ve 72°C’de 20 saniye olarak calistirildi. Reaksiyon sonrasi, gen ifadeleri 3-aktin

2—AACT

referans alinarak yontemi ile hesaplandi.

Tablo 3.1. Genlerin forward ve reverse primer dizileri

Gene Sequences (5°-3°)

CD14 F: TGCTTGTTGCTGCTGCTG

R: CGTGGTCGCAGAGACGTG
CD86 F: GTGCTGCTCCTCTGAAGATT

R: ATTGGCATGGCAGGTCTG
CD206 F: TGCAATCTGCGTACCACTTG

R:CCATGTATACGCTACTAGGCAAT
Drp-1 F: AGCAGCGGAAAGAGCTCA

R: CTCCGGGTGACAATTCCAGT
MFN-2  F: AGGCCACAGAGCTAGAAAGT

R: GCCTGGTTCTGAAGCTGG
TLR-4 F:GTGTGAAATCCAGACAATTGAAG

R: AAGGTAGAGAGGTGGCTTAGG
NLRP6 F:CGCTGTTTCTCAGCAAAAAGGA

R: CTGGAAGCTCTGGTCGATGA
B-Aktin F: GTTTGAGACCTTCAACACCC

R: GGATAGCACAGCCTGGATAG
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3.9. THP-1 Kaynakh M0 Hiicrelerinde Mitokondriyal Fiizyon ve Fisyonun
Rhodamine 123 Boya ile incelenmesi

Deneylerden 72 saat 6nce, 24 kuyucuklu plaka tizerine kuyucuk basina 25.000
THP-1 hiicreleri ekilip MO makrofajlarina doniistiiriildii. Ardindan, MFN-2
mitokondriyal fiizyon geninin susturulmasi ig¢in siRNA yontemi uygulanip H446
hiicreleri ile ko-kiiltiir yapild1 ve 48 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda,
hiicreler asagidaki protokole gére Rhodamine 123 boyasi ile boyandi.

Oncellikle, Rhodamine 123 boyas: (AATBIO, 62669-70-9) DMSO icerisinde
5mM olacak sekilde ¢oziilerek stok soliisyonu hazirlandi. Daha sonra, bu stok soliisyon
HHBS ile 25 uM olacak sekilde seyreltilerek ¢alisma soliisyonu elde edildi. Deneylerin
tamamlanmasinin ardindan, hiicrelerin besiyeri uzaklastirildi ve PBS ile yikand.
Ardindan, her kuyucuga 200 pl ¢alisma soliisyonu eklenerek hiicreler 30 dakika inkiibe
edildi ve floresan mikroskobu (Zeiss Axio Scope Al) ile goriintiilendi.

3.10. ELISA Yontemi ile Makrofajlar Tarafindan Salgilanan IL-10 ve TNF-
a Sitokin Diizeylerinin Belirlenmesi

MO makrofajlarmn kiiltiir besiyerindeki sitokin diizeylerini belirlemek igin, insan
IL-10 (Reed Biotech, RE3187HF) ve insan TNF-o (Reed Biotech, RE1060H) kitleri
kullanilarak, {iretici firmanin 6nerdigi protokoller dogrultusunda ELISA testi uygulandi.
ELISA kitleri, Sandwich-ELISA presibine gore kullanildi. Deneyler tamamlandiktan
sonra, MO makrofajlarin kiiltiir besiyeri 1000g x 20 dk santrifiij edilerek iist faz toplandi.
Oncellikle kitler +4°C'den ¢ikarilip, oda sicakliginda bekletildi. Kitlerde bulunan sitokin
standartlari, protkole gore 1 ml numune seyreltme ¢ozeltisi ile ¢oziildii. TNF-a standardi
50, 25, 12.5, 6.25, 3.13, 1.56, 0.78 pg/ml , IL-10 standardi ise, 100, 50, 25, 12.5, 6.25,
3.13, 1.57 pg/ml olacak sekilde seri seyreltme ile hazirlandi. 96 kuyucuklu mikro ELISA

plakasi lizerinde blank , numune ve seyreltilmis standartlar i¢in kuyucuklar belirlendi.
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Her kuyucuga toplam 100 pl olacak sekilde, 25 pul 6rnek veya standart ve 75 pl
biyotinlenmis antikor (Ab) ¢alisma soliisyonu eklendi. Tiim standartlar ve 6rnekler ikiser
tekrarli olarak yapildi. Ardindan, 96 mikroplaka kapatici ile kapatilarak 37°C'de 90
dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi tamamlandiktan sonra, plaka ters gevrilerek
soliisyon uzaklastirildi. Her kuyucuga 300 pl yikama tamponu eklenerek 30 saniye
bekletildi ve ardindan her kuyudan yikama tamponu aspire edildi. Bu yikama islemi {i¢
defa tekrarlandi. Daha sonra, her kuyucuga 100 ul HRP konjugat ¢alisma soliisyonu
eklenerek mikroplaka kapatici ile kapatildi ve 37°C'de 60 dakika inkiibe edildi.
Inkiibasyonun ardindan, tekrar ii¢c defa yikama islemi uyguland: ve her kuyucuga 100 pl
substrat reaktifi eklendi. Mikroplaka tekrar kapatilarak 37°C'de 15-20 dakika inkiibe
edildi. Reaksiyonun durdurulmasi i¢in her kuyucuga 50 pl stop soliisyonu eklendi. Son
olarak, optik yogunluk (OD) degerleri 450 nm dalga boyunda mikroplaka okuyucu ile
okutuldu.

3.11. Istatistiksel Analizler

Deneyler, 3 tekrarli olacak sekilde yapildi, veriler ortalama + standart sapma olarak
verildi. 1Ikili gruplarin karsilagtirilmasinda bagimsiz &rneklem t testi kullanilarak
degerlendirilirken ikiden fazla olan gruplarin karsilastirilmasinda tek yonlii Anova testi ve
LSD post-hoc testi kullanildi. p<0.05 degerleri anlamli olarak kabul edildi. qRT-PCR

analizlerinde sonuglar 2-(aacT) yontemine gore hesaplandi ve p< 0.0001 degerleri anlamli

olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. THP-1 Hiicre Hattinin M0 Makrofajlara Farklilasma Bulgular:

Calismada kullanilan THP-1 hiicrelerinin MO makrofaja farklilasmasi, THP-1
hiicrelerine 50 ng/ml PMA eklenerek 0, 24, 48 saatlik siire sonunda gozlemlenmistir
(Sekil 4.1). PMA uygulanmayan THP-1 hiicreleri normal yuvarlak morfoloji gosterirken
(Sekil 4.1.A), 24 saat PMA ile uyarilan THP-1 hiicrelerinde uzantilar gézlemlendi (Sekil
4.1.B). 48 saat PMA ile inkiibasyondan sonra THP-1 hiicreleri ¢ogunlukla MO
makrofajlara doniistiigii ve uzamis igsi hiicre morfolojisine sahip olduklari, adezyonun

artirdigr tespit edildi (Sekil 4.1.C, D).
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Sekil 4.1. (A) THP-1 hiicrelerin goriintiisii , (B) PMA uygulamasindan 24 saat sonra
THP-1 hiicre goriintiisii, (C,D) PMA uygulamasindan 48 saat sonra THP-1 hiicre
goriintlisii. A (10x objektif, 6l¢ek: 200um); B (10x objektif, dlgcek: 200um) ; C(10x
objektif, 6lcek: 200um) ; D(40x objektif, dlgek: S0um).

48 saat boyunca PMA ile muamele edilen THP-1 hiicreleri ile PMA

uygulanmamig THP-1 hiicreleri karsilastirildiginda, MO makrofaj reseptorii olan CD14
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ekspresyonunun istatistiksel olarak anlamli diizeyde arttig1 tespit edilmistir (p=0.033;

Sekil 4.2).

CD14

Goreceli miRNA
Ekspresyonu
N

1
0,5 -
0

THP-1

Sekil 4.2. THP-1 hiicre hattinda ve 48 saat PMA ile tedavi edilen THP-1 hiicrelerinde
CD14 geninin ekspresyonun goreceli degisimi.

4.2. Monokiiltir ve Ko-Kiiltirde THP-1 Kaynakh Makrofajlarda
Mitokondriyal Dinamiklere Ait Genlerin Ekspresyon Diizeyleri

0.4 uM yarigapina sahip transwell insertleri kullanilarak olusturulan ko-kiiltiir
sisteminde, insan kiiciik hiicreli akciger kanseri hiicreleri ile THP-1 makrofajlari 48 saat
bekletilerek incelenmistir. 48 saat kiiltiirde bekletilen THP-1 makrofajlarinda MFN-2 gen
ekspresyonunun monokiiltiirdeki THP-1 makrofajlarina kiyasla arttigi gozlemlendi
(p<0.0001; Sekil 4.3). Buna karsilik, 48 saat kiiltiirde bekletilen THP-1 makrofajlarinda
mitokondriyal fisyonda gorevli olan Drpl gen ekspresyonunun monokiiltiirdeki THP-1

makrofajlarina gore azaldigr tespit edildi (p< 0.004; Sekil 4.4).
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MFN-2

Goreceli miRNA
Ekspresyonu
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THP-1 Makrofaj (MO)

Sekil 4.3. Monokiiltiir ve 48 saatlik ko-kiiltiir THP-1 makrofajlarinda MFN-2 geninin
ekspresyonunun goreceli degisimi
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THP-1 Makrofaj (MO)
Sekil 4.4. Monokiiltiir ve 48 saatlik ko-kiiltiir THP-1 makrofajlarinda Drpl geninin
ekspresyonunun goreceli degisimi

4.3. Monokiiltirde THP-1 Kaynakh M0 Makrofajlarda MFN-2 Geninin
siRNA ile Knockdown Edilmesinin Mitokondriyal Dinamiklere ve Inflamatuar
Yolaklara ait Genlerin Ekspresyon Diizeyleri

SIMFN-2 grubunda THP-1 kaynakli MO makrofajlarinda MFN-2 geni kiigiik

interferans RNA (siRNA) yontemiyle baskilandi ve bu gruptaki MFN-2 gen ekspresyonu
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THP-1 kaynakli MO makrofajlarina (siKontrol) kiyasla anlamli diizeyde azaldig tespit
edildi (p< 0.002; Sekil 4.5). Buna karsilik, SIMFN-2 grubunda mitokondriyal fisyonda
gorevli olan Drpl gen ekspresyonunun THP-1 kaynakli MO makrofajlarina (sikontrol)

gore arttig1 belirlendi (p< 0.0001; Sekil 4.6).
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Sekil 4.5. siKontrol ve siMFN-2 gruplarinda MFN-2 geninin ekspresyonunun goreceli
degisimi
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THP-1 Makrofaj (MO)

Sekil 4.6. siKontrol ve siMFN-2 gruplarinda Drpl geninin ekspresyonunun goreceli
degisimi
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THP-1 MO Makrofajlar1 aktiflestirildiginde, ¢esitli pro- ve anti-inflamatuar
yolaklarin mMRNA ekspresyon diizeyleri PCR ile analiz edildi. MFN-2'nin baskilanmasi
sonucunda, THP-1 kaynakli MO makrofajlarinda TLR-4 reseptor geninde (p< 0.006; Sekil

4.7) ve NLRP6 inflammazom geni ekspresyonunda onemli bir azalma gozlemlendi

(p=<0.001; Sekil 4.8).
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Sekil 4.7. siKontrol ve sSiMFN-2 gruplarinda TLR-4 geninin ekspresyonunun goreceli
degisimi
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Sekil 4.8. siKontrol ve siMFN-2 gruplarinda NLRP6 geninin ekspresyonunun goreceli
degisimi

SIMFN-2 grubunda (Sekil 4.9.B) THP-1 kaynakli MO makrofajlarinda

mitokondriyal fiizyonda rol oynayan MFN-2 geni kiigiik interferans RNA (SIRNA)

yontemiyle knockdown edilmesine bagli olarak bu gruptaki MFN-2 gen ekspresyonun

azalmasi ve mitokondriyal fisyonda goérevli olan Drpl gen ekspresyonunun artmasi

sonucu de gosterildigi gibi kontrol grubuna (siKontrol, Sekil 4.9.A) kiyasla

mitokondriyal fiizyondan fisyona doniigiim artmistir.

Sekil 4.9. (A) THP-1 kaynakli MO makrofajlarinin floresan mikroskop goriintiisii
(siKontrol), (B) 48 saat boyunca MFN-2 geni knockdown edilmis THP-1 kaynakli MO
makrofajlarinin floresan mikroskop goriintiisii (SIMFN-2). Hiicre mitkondrisi yesil
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(Rhodamine 123, 528 nm). A (20x objektif, dlgek: 20um) ); B (40x objektif, 6l¢ek:
50pm).

4.4, Monokiiltiirdeki ve H446 Hiicre Hatti ile Ko-Kiiltiiriindeki MO
Makrofajlarda MFN-2 Geninin siRNA ile Knockdown Edilmesinin M1 ve M2
Makrofaj Polarizasyonuna Etkileri

CD86 reseptorii, genellikle M1 makrofajlarinda eksprese edilmektedir. H446
hiicreleri ile ko-kiiltiir edilen MO makrofajlari, monokiiltiirdeki THP-1 kaynakli MO
makrofajlar1 ile karsilastirildiginda CD86 ekspresyonunda belirgin  bir azalma
gozlemlendi (p<0.0001). Bu durum, M1 makrofajlarinin azalmasina isaret etmektedir.
Ko-kiiltiir 48 saat siMFN-2 grubundaki MO makrofajlari ile ko-kiiltiir 48 saat grubundaki
MO makrofajlar ile kiyaslandiginda CD86 ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir
artts gozlemlendi (p<0.0001), bu da MO makrofajlarm M1 makrofajlara
polarizasyonunun arttigim1  gostermektedir. Monokiiltiirdeki MO makrofajlar ile
kiyaslandiginda ko-kiiltiir yapilan MFN-2 geni knockdown edilmis makrofajlarda CD86

ekspresyonunda artis gézlemlendi (p<0.044; Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. Farkli kosullarda (monokiiltiir, H446 hiicreleri ile ko-kiiltiir ve SIMFN-2 +
H446 hiicreleri ile ko-kiiltiirii) MO makrofajlarinda CD86 geninin ekspresyonunun
goreceli degisimi
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CD206 geni, genellikle M2 makrofajlarinda eksprese edilmektedir. H446
hiicreleri ile ko-kiiltiir edilen MO makrofajlari, PMA 48 saat boyunca muamele edilmis
THP-1 kaynakli MO makrofajlar1 grubu ile karsilastirildiginda, CD206 ekspresyonunda
belirgin bir artig gézlemlendi (p<0.0001). Bu durum, M2 makrofajlarinin artmasina isaret
etmektedir. MFN-2 geni baskilanmis ve H446 hiicreleri ile ko-kiiltiir edilmis MO
makrofajlarinda ise, H446 hiicreleri ile ko-kiiltiir edilmis MO makrofajlar1 grubu ile
kiyaslandiginda CD206 ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir azalig
gozlemlendi (p<0.0001), bu da M2 makrofajlarinin azaldigin1 gostermektedir.
Monokiiltiirdeki MO makrofajlar ile kiyaslandiginda ko-kiiltiir yapilan MFN-2 geni

baskilanmis makrofajlarda CD206 ekspresyonunda artis gézlemlendi (p<0.009; Sekil

4.11).
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Sekil 4.11. Farkli kosullarda (monokiiltiir, H446 hiicreleri ile ko-kiiltiir ve siMFN-2 +
H446 hiicreleri ile ko-kiiltlirii) MO makrofajlarinda CD206 geninin ekspresyonunun
goreceli degisimi

THP-1 kaynakli makrofajlarda MFN-2 geni kiiciik interfering siRNA ile down
regiile edildiginde (SIMFN-2), M2 makrofaj belirteci CD206 geninin ekspresyonunun

THP-1 kaynakli makrofajlarda (siKontrol) grubuna kiyasla anlamli diizeyde azaldigi
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gbzlemlenmistir (p<0.0001; Sekil 4.12). Buna karsilik, M1 makrofaj belirteci CD86
geninin ekspresyonu ise siMFN-2 grubunda siKontrol grubuna gore énemli 6l¢iide artis

gostermektedir (p<0.0001; Sekil 4.13).
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Sekil 4.12. siKontrol ve siMFN-2 gruplarinda CD206 geninin ekspresyonunun géreceli
degisimi
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Sekil 4.13. siKontrol ve siMFN-2 gruplarinda CD86 geninin ekspresyonunun goreceli
degisimi
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Bu ¢alismada olusturulan deney gruplarinda M1 makrofajlardan salgilanan pro-
inflamatuar bir sitokin olan TNF-a diizeyleri kiiltiir besiyerinde ELISA y6ntemi ile analiz
edilmistir. Tlim gruplar arasinda istatistiksel anlamli fark gézlemlenmistir. H446 hiicre
hatti ile 48 saat boyunca ko-kiiltiire edilmis M0 makrofajlarin kiiltiir medyumunda TNF-
a diizeyleri diger tiim gruplara gore anlamli bir azalis gosterdi (p<0.0001). H446 hiicre
hatt1 ile 48 saat boyunca ko-kiiltiire edilmis MFN-2 knockdown edilen M0 makrofajlarin
kiltir medyumunda TNF-a diizeyleri diger tiim gruplara gére anlamli bir artig gosterdi
(p<0.0001). THP-1 kaynakli MO makrofajlar (monokiiltiir), MFN-2 geninin baskilandigi
MO makrofaj (monokiiltiir SiIMFN-2), H446 hiicre hatt1 ile 48 saat boyunca ko-kiiltiire
edilmis MO makrofaj, MFN-2 geninin baskilandig1 ve ko-kiiltiire edilmis MO makrofaj
gruplarindaki medyumlarda Olgiilen TNF-a miktarlar1 sirasiyla, 87.88 + 1.70 pg/ml,
101.59 + 2.36 pg/ml, 14.64 £+ 0.29 pg/ml, 175.77 + 3.40 pg/ml olarak belirlendi (Sekil

4.14).
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Sekil 4.14. Farkl kiiltiir kosullarda (monokiiltiir, monokiiltiir siMFN-2, H446 hiicreleri
ile ko-kiiltiir 48 saat, siMFN-2 + H446 hiicreleri ile ko-kiiltiirii) MO makrofajlarinda
TNF-o miktarlar1 (pg/ml)
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Calismada olusturulan deney gruplarinda M2 makrofajlardan salgilanan ve hem
anti-inflamatuar hem de tiimor progresyonu ve metastazinda rol oynayan bir sitokin olan
IL-10 diizeyleri kiltiir besiyerinde ELISA yo6ntemi ile 6l¢tilmistiir. THP-1 kaynakli MO
makrofajlar (monokiiltiir) ile MFN-2 geninin baskilandigi MO makrofajlarin (monokiiltiir
SIMFN-2) kiiltir medyumundaki IL-10 seviyeleri arasinda bir fark gézlemlenmedi
(p>0.689). Diger tiim gruplar arasinda istatistiksel anlamli fark gézlemlenmistir. H446
hiicre hatti ile 48 saat boyunca ko-kiiltiire edilmis M0 makrofajlarin kiiltiir medyumunda
IL-10 diizeyleri diger tiim gruplara gore anlamli bir artig gosterdi (p<0.0001). THP-1
kaynakli MO makrofajlar (monokiiltiir), MFN-2 geninin baskilandigi MO makrofaj
(monokiiltiir SIMFN-2), H446 hiicre hatt1 ile 48 saat boyunca ko-kiiltiire edilmis MO
makrofaj, MFN-2 geninin baskilandigi ve ko-kiiltire edilmis MO makrofaj gruplarinda
IL-10 miktarlar1 sirastyla, 47.62+1.20 pg/ml, 46.37+4.97 pg/ml, 104.76+4.30 pg/ml,

66.67+2.74 pg/ml olarak analiz edildi (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. Farkli kiiltiir kosullarda (monokiiltiir, monokiiltiir siMFN-2, H446 hiicreleri
ile ko-kiiltiir 48 saat, siMFN-2 + H446 hiicreleri ile ko-kiiltiirl) MO makrofajlarinda IL-
10 miktarlar1 (pg/ml)
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5. TARTISMA

Kiiglik hiicreli akciger kanseri (KHAK), yiikksek invazivite ve metastazi
potansiyeli nedeniyle 6liimciil bir hastalik olmasina ragmen, spesifik mekanizmalar1 tam
olarak aydinlatilamamistir. Artmakta olan kanitlar, immiinomodiilasyonun uzak
metastatik mikro ortamin olusumu igin kritik bir faktor oldugunu gostermistir (Feng ve
ark., 2019; Maddison ve ark., 2017). Ayrica, tiimor mikrogevresindeki MO makrofajlarin
polarizasyon durumunun bu siire¢te Onemli bir rol oynadigr gosterilmistir. MO
makrofajlarin alternatif aktivasyonu, tiimor hiicresi invazyonu, anjiyogenez ve bagisiklik
baskilanmasi dahil olmak {izere ¢oklu malign siireclerle iliskilidir (Zhou ve ark., 2017).
Malignitenin  belirtilerinden  biri, M0O'larin  pro-imflamatuar (M1) fenotipten
immiinstipresif (M2) fenotipe polarizasyonudur. Tiimoérlerde birlikte var olan iki farkl: alt
kiime, degisen tiimdr mikro ortamina adapte olur ve immiinoregiilator ipuglari ile yeniden
egitilebilir. Bu olayl, TAM'lar1t M1 benzeri bir fenotipe ydnlendirmeyi amaclayan
terapiler gelistirmeye yonelik ilgiyi artirmistir. Bununla birlikte, bu siireci diizenlemek
icin simdiye kadar sadece birka¢ molekiil tanimlanmistir (Lin ve ark., 2015). M2
polarizasyonunun, kolorektal kanser, pankreas kanseri ve mide kanseri gibi ¢oklu
malignitelerde ve kiiclik hiicreli olmayan akciger kanserinde (KHAK dis1) metastazi
tesvik ettigi bildirilmistir (Lu ve ark., 2020; Zhao ve ark., 2020; Zhang ve ark., 2019).
Yapilan aragtirmada, THP-1 insan akut monoblastik l6semi hiicre hattina PMA
uygulanarak, in vivo ortamda izole edilen peritoneal makrofajlara benzer 6zellikler
tasityan makrofajlar elde edilmistir (Chen ve ark., 2010). Bir baska ¢alismada ise, 20-200
ng/ml arasindaki farkli PMA konsantrasyonlart kullanilarak 48 ve 72 saatlik
inkiibasyonlarda, MO makrofajlar markeri olan CD14 arttig1 gosterilmistir (Starr ve ark.,
2018). Bu bulgular dogrultusunda, ¢aligmamizda THP-1 hiicrelerinin 50 ng/ml PMA ve

48 saatlik inkiibasyon ile farklilastirilmasi sonucu elde edilen MO makrofajlarinda CD14
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geninin ekspresyonunun artirdigini dogruladik. Bu sekilde farklilasan MO makrofajlarin
tiimor mikrogevresiyle etkilesim potansiyeline sahip olmasindan tiimoér biyolojisi
caligmalarinda model sistem olarak Onemini artirmaktadir. Bu kapsamda, timor
mikrogevresinde makrofaj polarizasyonunun metastaz iizerindeki etkilerini anlamak,
kanser ilerleyisine dair yeni bilgiler elde edilmesi agisindan kritik bir 6Gneme sahiptir. Guo
ve arkadaglarinin , kii¢iik hiicreli olmayan akciger kanserin lizerinde yaptiklari caligsmada,
PMA uyarilan THP-1 tiirevli makrofajlarin A549 ve NCI-H1975 hiicreleri ile ko-kiiltiir
edilmesi sonucunda, timor mikrogevresinde M2 makrofaj markeri olan CD206'nin arttig1
ve buna bagli olarak tiimor metaztasina neden oldugunu gostermistir (Guo ve ark., 2019).
Ayrica Liu ve arkadaglar karaciger kanserin lizerinde yaptiklar invitro ¢aligma , SK-
HEP-1 ve HA22T ile birlikte ko-kiiltiire alinan PMA ile uyrilan THP-1 hiicrelerinde
Arginase-1, CD163 , TGF-f ve CD206 gibi M2 makrofaj belirteci olan yiiksek diizeyde
eksprese edildigini ve M1 belirteci olan CD86, NOS2 , TNF- a ve CCR7 genlerin

ekpresyonunun anlamli derecede azaldigini gostermistir (Liu ve ark., 2020).

Literatiirdeki bulgular , invivo modelde gozlemlenen M2 makrofajlarinin
metastazi artirici etkisinin ve tiimdr mikrogevresinde makrofaj polarizasyonunun dnemli
bir rol oynadigini, kontrollii bir in vitro ko-kiiltir modeli kullanilarak da
dogrulanabilecegini ortaya koyamaktadir. Bu mekanizmay1 daha ayrintili inceleyebilmek
ve spesifik hiicresel etkilesimleri degerlendirebilmek i¢in, ¢alismamizda KHAK hiicre
hattt H446 ve PMA ile indiiklenen THP-1 tiirevli MO makrofajlar1, ko-kiiltiir edilerek
tiimoOr mikrogevresinin makrofaj polarizasyonuna etkisini inceledik. Literatiirle uyumlu
olarak, H446 hiicrelerinden salinan sinyallerin M0 hiicrelerinin M2 hiicrelerine polarize
ettigini hem artan CD206 geninin ekspresyonu hemde artan anti-inflamatur sitokinlerin
seviyeleri ile dogruladik. Buna karsilik, pro-inflamatuar TNF-a sitokinleri ile M1

fenotipine 6zgii CD86 geninin ekspresyonunda belirgin bir azalma tespit ettik.
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Mitokondriler, biyogenez ve fisyon ve filizyon gibi zit siirecler yoluyla
morfolojilerini degistirebilen hiicresel enerji iireticileridir (Youle ve ark., 2012). Dinamik
mitokondriyal aglarin korunmasi, sinyal transdiiksiyonu, ATP tretimi, demir-kiikiirt
kiimesi biyogenezisi ve kalsiyum tamponlama iizerinde kritik etkileri vardir (Otera ve
ark., 2011) . Mitokondriyal morfoloji degisimi ayrica hiicre hayatta kalmasi, apoptoz ve
hiicresel metabolik homeostazda da rol oynar (Wallace ve ark., 2010), hem dis zar (OM)
hem de i¢ zar (IM), mitokondriyal fiizyon ve fisyonda rol alir. Mitofusin 1 ve 2 (MFN-1,
MFN-2), OM fiizyonu ve mitokondriyal morfolojinin korunmasi i¢in esastir, Optik atrofi
1 (OPA1), IM flizyonunu kontrol eder ve Mfnl eksiklikleri nedeniyle mitokondriyal
disfonksiyona sahip hiicreleri korur (Santel ve ark., 2001). Mitoguardin 1 olarak da
bilinen FAM73a ve FAM73b adli iki OM proteini, mitokondriyal fiizyon icin gereklidir
ve mitokondriyal fosfolipaz D (MitoPLD) araciligiyla fosfolipid metabolizmasini
diizenleyerek islev goriir (Zhang ve ark., 2016). Mitokondri, makrofajlar ve diger
bagisiklik hiicrelerinin aktivasyonunu, farklilagmasini ve hayatta kalmasini diizenlemede
kritik 6neme sahiptir (Wang ve ark., 2021).Oksidatif metabolizma, trikarboksilik asit
dongiisiinde degisiklikler, mitokondriyal membran potansiyeli, mitokondriyal reaktif
oksijen tiirlerinin ve mitokondriyal DNA'nin salinimi1 ve mitokondriyal ultrastriiktiiriin
dontistimii dahil olmak {izere ¢esitli ekstraselliiler sinyallere yanit olarak mitokondriyal
metabolizma ve fizyolojisindeki degisiklikler, makrofajlarin aktivasyon durumunun
temelini olusturur (Angajala ve ark., 2018). Mitokondri, fiizyon, fisyon ve krista yeniden
sekillenmesi dengesini koruyarak normal fizyolojik fonksiyonlar1 koruyan son derece
dinamik organellerdir (Eisner ve ark., 2018). Son yillarda yapilan ¢alismalar,
mitokondriyal dinamiklerin ve metabolik mekanizmalarin yalnizca enerji metablizmasini
degil, ayn1 zamanda bagisiklik hiicrelerinin farklilasmasi ve fonksiyonel aktivitesini de

etkileyebilecegini ortaya koymustur. Mitokondri aracili metabolik degisiklikler, immiin

47



hiicre polarizasyonu, Ozellikle lenfosit homeostazi ve bellek T hiicresi liretimi ile
iligkilidir (Buck ve ark., 2016). Th1, Th2 ve Th17 alt popiilasyonlarina farklilasmasi,
mitokondriyal oksidatif fosforilasyondan (OXPHQOS) ziyade glikolizi tercih eder ve T
regiilator (Treg) hiicrelerinin, lipid metabolizmasina ve OXPHOS'a bagli olan farkli
metabolik talepleri vardir (Vander windt ve ark., 2012). Makrofajlarin polarizasyonu da
Makrofajlarin polarizasyonu da farkli metabolik yollar1 igerir, aerobik glikoliz M1
makrofajlart i¢in Onemlidir ve yag asidi oksidasyonu (FAO) ile yonlendirilen
mitokondriyal oksidatif fosforilasyon M2 makrofajlarinin farklilasmasi i¢in 6nemlidir
(Huang ve ark., 2014; Odegaard ve ark.,2011). Remonde ve arkadaslar1 yaptiklari
calisma, bakteri ile enfeksiyon kosullar altinda MO makrofaji mitokondrilerinin fisyon
dinamigine gecip M1 makrofaja farklilasarak pro-inflamatuar yanmit verdigi , anti-
inflamatuar gorevi yapabilmek i¢in mitokondri birbirine birlesip fiizyon dinamigine gecer
ve M2 makrofaja farklilastigini kanitladi (Ramond ve ark., 2019). Ayrica Gao Z ve
arkadaglar1 yaptiklar1 ¢alismada mitokondriyal dinamiklerin makrofaj farklilagmasini
yonlendirmekte gorevini Ozellikle vurgulamistir. Fare makrofajlarinda mitokondriyal
fiizyonda rol alan FAM73b geninin knokdown edilmesinin mitokondriyal béliinmenin
artmasma neden oldugu ve TLR sinyalleri araciliiyla M1 fenotipli makrofajlarin
polarizasyonu, IL-12 iretilmesinin artmasina ve IL-10 ve IL-23a iiretilmesinin
azalmasina neden oldugu ve buna bagli olarak FAM73b geni, tiimore karsi immiin
sistemin aktiflestirildiginin sagladigini kanitlamistir (Gao ve ark., 2017).

Yukaridaki bilgiler 1s18inda makrofaj polarizasyonunda etkili olabilecegini
diisiindiiglimiiz mitokondriyal dinamiklerin (flizyon ve fisyon) etkisini ¢alismamizda
aragtirdik. Bu amagla, MO hiicrelerinde mitokondriyal fiizyonda goérev alan MFN-2
geninin ekspresyonu siRNA araciligiyla baskiladik ve makrofaj polarizasyonundaki

etkisini arastirdik.
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MFN-2 knockdown edilen MO makrofajlarinda , MO makrofajlarina kiyasla pro-
inflamatuar M1 polarizasyonunun arttig1 , CD86 geninin ekspresyonundaki yiikselisi ve
pro-inflamtuar TNF-o sitokinlerinin diizeylerin artisiyla belirledik.Tam aksine, anti-
inflamatuar M2 polarizasyonunun azaldigini, CD206 geninin ekspresyonundaki azalisi
ve anti-inflamtuar 1L-10 sitokinlerinin diizeylerin diistisiiyle gosterdik.

Ayrica timor mikrogevresinde bulunan TAM'lardaki MFN-2 roliinii acgikladik.
MFEN-2 geninin ekspresyonu, H446 hiicreleriyle MO makrofaji ko-kiiltiir grubunda,
monokiiltiir grubuna kiyasla artti ve bu artis, hem M2 markeri olan CD206 geninin
ekspresyonunun hemde anti-inflamatuar sitokini olan 1L-10 seviyelerinin paralel olarak
arttigini belirledik. Bu durum, MFN-2 artmasi, M2 polarizasyonu ile iliskili oldugunu
diisindiirir. Buna karsilik mitokondriyal fisyonda 6nemli rolii olan Drp-1 geninin
ekspresyonu, ko-kiiltiir grubunda, monokiiltiire gére 6nemli diizeyde azaldi ve bu azalis,
hem M1 markeri olan CD86 geninin ekspresyonunun hemde pro-inflamatuar sitokini olan
TNF-a seviyelerinin paralel olarak azaldigin1 gosterdik. Bu da Remond ve arkadaglari,
M2 makrofajlarinda fiizyon ve M1 makrofajlarinda fisyon baskin oldugu agikladiklar
sonuclar1 ile uymludur. Ek olarak, H446 hiicreleri ile ko-kiiltiir edilen ve MFN-2
knokdown yapilan MO makrofajlari, H446 hiicreleriyle ko-kiiltir edilen MO
makrofajlarina kiyasla M1 markeri olan CD86 geninin ekspresyonu ve pro-inflamatuar
M1 makrofajlari ile iliskili TNF-a sitokin seviyelerinin belirgin bir sekilde arttigini tespit
ettik ve buna karsilik, M2 markeri olan CD206 geninin ekspresyonu ve anti-inflamatuar
M2 makrofajlar ile iliskili IL-10 sitokin seviyelerinin azaldigini belirledik.

Mitokondriyal fiizyonun M2 polarizasyonundaki roliinii anlamak amaciyla,
NLRP6 inflammazom yolagina etkisini degerlendirdik. MFN-2 knockdown MO
makrofajlarinda, MO grubuna gore NLRP6 ekspresyonunun azaldigini, bu da M2

polarizasyonundaki diisiisle paralel oldugunu belirledik . Bu bulgu , Rao ve arkadaglarinin
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KHAK'taki inflammazom aktivasyonu iizerine yaptigi calisma ile uyumludur (Rao ve ark,
2022). Ayrica, LPS reseptorii olan TLR-4 sinyal yolagi tizerinde MFN-2'nin etkisini
inceledigimizde, ilging bir sekilde MFN-2 knockdown yapilan MO makrofajlarinda , MO
grubuna gore, TLR-4 geninin ekspresyonunda bir azalma gozlemledik.

Bu c¢alisma, mitokondriyal dinamiklerin makrofaj polarizasyonu iizerindeki
belirleyici roliinii ortaya koymaktadir. MFN-2'nin baskilanmasinin, M1 fenotipini
destekleyerek timor mikrogevresindeki bagisiklik tepkisini giiclendirebilecegini

gostermektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu sonuglar, mitokondriyal dinamiklerin makrofaj polarizasyonunu ve timor
mikrogevresinde bagisiklik diizenlemeyi nasil sekillendirdigine dair yeni kanitlar
sunmaktadir. MFN-2’nin makrofaj polarizasyonundaki kritik rolii, 6zellikle tiimor iligkili
makrofajlarin (TAM) yeniden programlanmasini hedefleyen immiinoterapétik stratejiler
icin 6nemli bir hedef olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu baglamda, MFN-2 geninin
inhibisyonunun, bagisiklik sisteminin tiimore karst aktivasyonunu artirabilecek
potansiyel bir yaklasim olarak degerlendirilebilecegi one stirtilebilir.

Gelecekteki caligmalar ile, tiimér mikrogevresinde makrofajlarda mitokondriyal
fiizyonu baskilayan ajanlar gelistirilmesi, klinik kullanim i¢in daha fazla potansiyel hedef
saglamak lizere KHAK'de calisilmalidir. Genel olarak, M1 makrofaj polarizasyonu
lizerine yapilan bu arastirma, KHAK metastazinin Onlenmesinde yeni bir yon

saglayabilir.
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EKLER

EK-1. Etik Bildirim ve Intihal Beyan Formu

SAGLIK BiLIMLERI ENSTITOSO
Graduate School of Health Sciences

ETiK BiLDiRIM VE INTIHAL BEYAN FORMU'

Oprencinin Ad1 ve Soyadi Baraa MEHYO
Ogrencinin Numarasi

Ana Bilim Dal Histoloji ve Embriyoloji
Ogrencinin Kayith Oldugu Program Yiiksek Lisans

Tilirii

Yukarida bilgileri verilen tezin intihal tespit yazilimiyla (Turnitin) yapilan tarama sonucunda elde
edilen benzerlik oranlan asagidaki gibidir. Beyan edilen bilgilerin dogru oldugunu, aksi halde dogacak hukuki

sorumluluklar1 kabul ve beyan ederiz.

Biliimler Benzerlik Oram Maksimum Benzerlik Oranlan
1. Girig % 0 % 15
11. Genel Bilgiler % 3 % 35
III. Materyal ve Metod %11 % 35
IV. Bulgular %5 % 15
V. Tartigma %0 % 20

Not: Yedi kelimeye kadar benzerlikler ile Baghk, Kaynakea, Icindekiler, Tesekkiir, Dizin ve Ekler kisimlar:
tarama dis1 birakilabilir. Yukaridaki azami benzerlik oranlar: yaninda tek bir kaynaktan olan benzerlik
oranlarimin %5 'den biiyitk olmamas: gerekir.
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EK-2. Etik Kurul Onay Formu

ATATURK UNIVERSITESI TIP
FAKULTESI KLINIK ARASTIRMALAR
ETiK KURULU

Boliimii : Dekanhk

Servisi : Klinik Aragtirmalar Etik Kurulu
Say1 : B.30.2.ATA.0.01.00/332L
Konu : Etik Kurul Karan

02.05.2023

Saymn Dog. Dr. Osman Nuri KELES
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dah
Opretim Uyesi

Degerlendirilmek tizere Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’na bagvuruda bulundugunuz

“Mitokondriyal Dinamiklerdeki Degigimlerin Kanser Indiikli M2 Makrofaj
Polarizasyonundaki Etkisi” isimli bilimsel tez ¢aligmasina ait Kurul Karan ekte sunulmustur.

Bilgilerinizi ve geregini rica ederim.
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ATATURK UNIVERSITESI TIP
FAKULTESI KLINIK ARASTIRMALAR

ETiK KURULU
KARAR
w ETIK KURULUN ADI Atattirk Universitesi Tip Faktltesi Klinik Aragtirmalar Etik Kurulu
.g E = ACGIK ADRES: Atattrk Universitesi Tip Fakultesi Dekanligt
=

SEE TELEFON

8=

= FAKS

E-POSTA
SORUMLU ARASTIRMACI
UNVANI/ADI/SOYADI :
Ivitokondriyal Dinamiklerdeki Degisimlerin Kanser Indiiklii M2

ARASTIRMACININ ACIK ADI

Makrofaj Polarizasyonundaki Etkisi

Toplant: Sayisi:3 Karar No:68

Tarih:02.05.2023

.

BILGILERI

Yukarida bilgileri verilen bagvuru dosyas: ile ilgili belgeler aragtirmanin/galismanin gerekge, amag, yaklagim ve
yontemleri dikkate alinarak incelenmis ve galismanin bitgesinin BAP tarafindan karsilanmast kosulu ile
yapilmasinda bilimsel ve etik agidan sakinca olmadigina oy birligi ile karar verildi.

Klinik Aragtirmalar Hakkinda Yénetmelik kapsaminda yer alan arastirmal Turkiye llag ve
Tibbi Cihaz Kurumu’ndan izin alinmas: gerekmektedir.

Arastirmaciya caligmalarinda bagarilar dileriz. i =)
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