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KISALTMALAR

AKT : Serin/treonin kinaz enzimi

APC : Antijen Sunan Hiicre

ATP : Adenozin Trifosfat

BAX : Bel-2 ile iligkili X proteini

BiTEs : Bispesifik T-hiicre Saglayicist

BH3 : Bcl-2 homoloji 3

BRCA-1 : Meme kanseri-1 geni

BRCA-2 : Meme kanseri-2 geni

BSA : Bovin Serum Albumin

CAR : Kimerik Antijen Reseptor

CAT : Katalaz

COX : Siklooksijenaz

CTL : Sitotoksik T lenfositleri

CXC : CXC Kemokinleri

DC : Dentritik Hiicre

DCIS : Duktal Karsinoma In Situ

DMSO : Dimetil Siilfoksit

DNA : Deoksiriboniikleik Asit

EGF : Epidermal Biiylime Faktorii

EGFR : Epidermal Biiyliime Faktorii Reseptorii
ER : Ostrojen Reseptorii

ERK : Ekstraseliiler Sinyal Diizenleyici Kinaz
FITC: : Fluorescein-5-isotiyosiyanat

FNS: : Flavonoid Non-Spesifik Yollar

HDAC: : Histon Deasetilaz

HSCT: : Hematopoietik Kok Hiicre Nakli

IDC: : Invazif Duktal Karsinom

IGFR: : Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii Reseptorii
IgE: : Immiinoglobulin

ILC : Innat Lenfoid Hiicreler

IFN : Interferon

LPS : Lipopolisakkarit

M1 : Makrofaj Tip1 1

M2 : Makrofaj Tipi 2

mAB : Monoklonal Antikor

MAPK : Mitojen-Aktive Protein Kinaz

MDSC : Miyeloid Tiirevli Baskilayici Hiicreler
MHC-I : Major Histokompatibilite Kompleksi Sinif 1
MHC-1I : Major Histokompatibilite Kompleksi Siif II
MTOR : Memeli Hedefli Rapamisin Molekiilii
NADH : Nikotinamid Adenin Dintikleotid Hidrojen
NADPH : Nikotinamid Adenin Diniikleotid Fosfat
NK : Dogal Oldiiriicii Hiicreler
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NO ¢ Nitrik Oksit

NOS : Nitrik Oksit Sentaz

0))) : Optik Dansite

PBS : Fosfat Tamponlu Salin

PBMC : Periferik Kan Mononiikleer Hiicreler
PD-1 : Programlanmis Hiicre Oliimii 1
PD-L1 : Programlanmis Hiicre Oliimii Ligand: 1
PI : Fosfotidil Serin

PHA-M : Fitohemaglutinin-M

PI3K : Fosfatidilinositol 3-kinaz

PIP3 : Fosfatidilinositol (3,4,5)-trifosfat
PTEN : Fosfat ve Tensin Homologu
PVDF : Poliviniliden Floriir

RNA : Riboniikleik Asit

ROS : Reaktif Oksijen Tiirleri

RTK : Reseptor Tirozin Kinaz

TAM : Tiimorle iliskili Makrofajlar
TCR : T Hiicresi Reseptorii

Thl : Yardimci T hiicresi 1

Th2 : Yardimei T hiicresi 2

TKi : Tirozin Kinaz Inhibitdrii

TME : Tiimor Mikro Cevresi

TNBC : Uclii Negatif Meme Kanseri
TNF : Tiimor Nekroz Faktorii

Treg : Regiilator T Hiicreleri

X0 : Ksantin Oksidaz

UVv: : Ultraviyole Isinlar



SEMBOLLER

o : Alfa

Y : Gama

%0 : Yiizde

png : Mikrogram
pmoL : Mikromol

pm : Mikrometre

pM : Mikromolar

°C : Derece Santigrat
IU : Uluslararasi birim
kDa : Kilo dalton

L : Litre

Mg : Miligram

mL : Mililitre

Nm : Nanometre

Ng : Nanogram

Pg : Pikogram
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KRISININ IMMUNMODULATOR ETKi YOLUYLA MEME KANSERI
HUCRELERI UZERINE OLAN ANTIi-TUMOR ETKIiSININ
ARASTIRILMASI

OZET

Krisin (5,7-dihidroksiflavon), dogal olarak bitki ve ar1 iiriinlerinde bulunan bir
flavonoiddir ve 6nemli biyolojik aktiviteleriyle, 6zellikle de anti-kanser etkileriyle
bilinir. Faydali ozellikleri kismen bagisiklik hiicrelerini aktive etme yetenegine
atfedilmistir. Bu ¢aligmanin ilk amact; krisinin dogal 6ldiirticti (NK) NK-92 hiicreleri,
Jurkat T hiicreleri ve RAW 264.7 makrofaj hiicrelerinin aktivitelerini ve bu hiicrelerin
MCF-7 ve MDA-MB-231 gibi iki farkli tipte meme kanseri hiicre hattina karsi olan
anti-tiimdral potansiyellerini nasil degistirdigini arastirmaktir. ikinci olarak krisin
etken maddesinin MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerindeki immiin
kacis mekanizmalarinda 6nemli rol oynayan programli hiicre 6liimii ligand-1 (PD-L1)
protein ekspresyonuna ve yine kanser hiicrelerinin hayatta kalim proteinlerinden olan
p-akt ve p-mTOR protein ekspresyonlari iizerindeki etkilerini degerlendirmektir.

[lk olarak, krisinin meme kanseri ve normal meme hiicre hatlaridaki anti-proliferatif
etkisi, reaktif oksijen tiirleri (ROS) iiretim aktivitesi ve apoptotik etkisi sirastyla MTT
testi, DCF-DA floresan probu kullanilarak immiinofloresan (IF) boyama ve akis
sitometri testi, ve akridin oranj ve etidyum bromiir (AO/EB) ¢ift boyamasi ile Annexin
V/PI boyamasi kullanilarak IF boyamasi ve akis sitometri analizleri ile 6l¢iildii. NK-
92, Jurkat T hiicreleri ve RAW 264.7 makrofaj hiicrelerinin proliferasyonlart WST-1
testi ile analiz edildi. NK-92 hiicrelerinin etkinligi, IL-2 varliginda akis sitometri ile
CD56" yiizey protein ekspresyonunun analizi ve IFN-y {retiminin enzim bagh
immiinosorbent test (ELISA) ile spektrofotmetrik olarak 6l¢iilmesiyle degerlendirildi.
PHA-M ile indiiklenen Jurkat T hiicrelerinin aktivitesindeki degisiklik, ELISA
yontemiyle belirlendi. Makrofaj hiicre hattinda ise TNF-a ve nitrik oksit (NO)
diizeylerinin ELISA ve Griess reaktifi ile 6l¢lilmesiyle aktivasyon analizleri yapildi.
Krisin uygulanan NK-92 hiicreleri dogrudan meme kanseri hiicreleri ile birlikte
kiiltiire edildi; meme kanseri hiicrelerinin canliligt MTT testi ile olgiildi,
slipernatantlardaki sitokinler ve granzim-B miktarlar1 ELISA ile, NO miktar1 ise
Griess reaktifi ile 6l¢iildii. Krisine maruz birakilmis meme kanseri hiicreleri, PHA-M
ile stimiile edilen Jurkat T hiicreleri ile dogrudan ko-kiiltiire edildi; slipernatantlardaki
sitokin diizeyleri ELISA testi ile belirlendi. Krisin uygulanan makrofaj hiicrelerinin
biiyiime ortamlar1 ile meme kanseri hiicre siipernatantlar1 birlikte kiiltiire edildi; meme
kanseri hiicrelerindeki apoptoz diizeyi AO/EB ¢ift boyamas1 ve Aleksa-fluor-488 bagl
kaspaz-3 Ol¢iimii IF yontem ile gosterildi. PD-L1 protein diizeyleri EGF ile
indiiklenen meme kanseri hiicrelerinde IF boyama ve western-blot yontemleri ile
analiz edildi. Yine meme kanseri hiicrelerindeki p-akt ve p-mTOR protein
ekspresyonlar1 western-blot yontemi ile degerlendirildi.

Krisin, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde artan intraseliiler ROS iretimi ile
sitotoksik ve apoptotik aktivite gosterdi. Ayrica, NK-92 ve T hiicrelerinin her iki meme
kanseri hiicre hattina karsi sitotoksisitesini 6nemli 6l¢iide artird1 ve en belirgin etki
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MCF-7 hiicrelerinde (%20) gozlendi. Bu sitotoksik etki IL-2 ve PHA-M varliginda
daha da artarken, epidermal biiyiime faktorii (EGF) ile tedavi edilen meme kanseri
hiicrelerinde azaldi. NK-92 hiicrelerinin meme kanseri hiicre hatlarina karsi anti-
tiimoral yaniti, granzim-B, TNF-o ve NO {iretimindeki artisla iliskili bulundu. Benzer
sekilde, Jurkat T hiicrelerinin meme kanseri hiicre hatlarina karsi aktivasyonu,
granzime-B, IL-2 ve IFN-y iretimindeki artisla karakterize edildi. Makrofaj
hiicrelerinin anti-kanser yaniti ise, meme kanseri hiicrelerinde artan apoptoz ile
iliskilendirildi. Ayrica, NK-92 hiicrelerinin krisin ile uyarilmasi artmis IFN-y iiretimi
ve CD56 ekspresyonu ile, Jurkat T hiicrelerinin uyarilmasi IL-2 iiretimi ile, RAW
264.7 makrofaj hiicrelerinin uyarilmasi ise NO iiretiminin artisiyla karakterize edildi.
Iki farkli meme kanseri hiicre hattinda EGF ile artan PD-L1 ve p-akt protein diizeyleri
krisin ile inhibe olurken, p-mTOR protein ekspresyonunda anlamli ir artis gézlenmedi.
Bulgular, krisinin iki farkli meme kanseri hiicre hattina karst NK-92, T ve makrofaj
hiicrelerinin  aktivasyonuna ve fonksiyonel artisina 6nemli Olgiide katkida
bulundugunu, immiin yanittan kacgis mekanizmasinda Oneme sahip olan PD-L1
proteinini ve kanser progresyonunda rol oynayan p-akt diizeylerini azaltarak kanser
tedavisinde hem terapdtik hem de kanserin ilerlemesini 6nlemede kemo-preventif bir
ajan olarak kullanilma potansiyelini desteklemektedir.

Anahtar Kelimeler: Krisin, NK hiicresi, T hiicresi, Makrofaj, Meme Kanseri, Immiin
Kontrol Noktas1 Proteinleri
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INVESTIGATION OF THE ANTI-TUMOR EFFECT OF CHRYSIN ON
BREAST CANCER CELLS THROUGH IMMUNOMODULATORY ACTION

SUMMARY

Chrysin (5,7-dihydroxyflavone) is a flavonoid naturally found in plants and bee
products, recognized for its significant biological activities, particularly its anti-cancer
properties. These beneficial effects are partly attributed to its ability to activate
immune cells. The primary aim of this study is to investigate how chrysin modulates
the activities of natural killer (NK-92) cells, Jurkat T cells, and RAW 264.7
macrophages, and their anti-tumoral potentials against two different breast cancer cell
lines, MCF-7 and MDA-MB-231. The second objective is to assess the effects of
chrysin on the expression of programmed death-ligand 1 (PD-L1), a protein involved
in immune evasion, as well as the expression of survival proteins p-akt and p-mTOR
in breast cancer cells.

Firstly, the anti-proliferative effects of chrysin on breast cancer and normal breast cell
lines, its reactive oxygen species (ROS) production activity, and apoptotic effects were
measured using MTT assay, DCF-DA fluorescent probe with immunofluorescence
(IF) staining, flow cytometry, and acridine orange/ethidium bromide (AO/EB) double
staining, as well as Annexin V/PI staining for IF staining and flow cytometry analyses.
Proliferation of NK-92, Jurkat T cells, and RAW 264.7 macrophages was analyzed by
WST-1 assay. The activity of NK-92 cells was evaluated through CD56+ surface
protein expression analysis via flow cytometry in the presence of IL-2, and IFN-y
production was measured spectrophotometrically by enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA). Changes in the activity of PHA-M-induced Jurkat T cells were
determined by ELISA. Activation of the macrophage cell line was analyzed through
measurements of TNF-a and nitric oxide (NO) levels using ELISA and Griess reagent.
Chrysin-treated NK-92 cells were directly co-cultured with breast cancer cells; cancer
cell viability was measured by MTT assay, and the amounts of cytokines and
granzyme-B in supernatants were measured using ELISA, while NO levels were
measured using Griess reagent. Chrysin-exposed breast cancer cells were co-cultured
directly with PHA-M-stimulated Jurkat T cells; cytokine levels in the supernatants
were determined by ELISA. Macrophage cells treated with chrysin were co-cultured
with breast cancer cell supernatants; the apoptosis level in breast cancer cells was
demonstrated using AO/EB double staining and Alexa-fluor-488-coupled caspase-3
measurement by IF method. PD-L1 protein levels in EGF-induced breast cancer cells
were analyzed by IF staining and western blotting, while the expression of p-Akt and
p-mTOR proteins in breast cancer cells was evaluated by western blotting.

Chrysin exhibited cytotoxic and apoptotic activity in MCF-7 and MDA-MB-231 cells
by increasing intracellular ROS production. Moreover, it significantly enhanced the
cytotoxicity of NK-92 and T cells against both breast cancer cell lines, with the most
prominent effect observed in MCF-7 cells (20%). This cytotoxic effect was further
increased in the presence of IL-2 and PHA-M but decreased in EGF-treated breast
cancer cells. The anti-tumoral response of NK-92 cells against breast cancer cell lines
was associated with increased production of granzyme-B, TNF-a, and NO. Similarly,
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the activation of Jurkat T cells against breast cancer cell lines was characterized by
increased production of granzyme-B, IL-2, and IFN-y. The anti-cancer response of
macrophage cells was related to increased apoptosis in breast cancer cells.
Furthermore, chrysin-stimulated NK-92 cells were characterized by increased IFN-y
production and CD56 expression, Jurkat T cells by increased IL-2 production, and
RAW 264.7 macrophages by increased NO production. In two different breast cancer
cell lines, the PD-L1 and p-Akt protein levels elevated by EGF were inhibited by
chrysin, while no significant increase in p-mTOR protein expression was observed.
The findings suggest that chrysin significantly contributes to the activation and
functional enhancement of NK-92, T, and macrophage cells against two different
breast cancer cell lines. It also supports the potential use of chrysin as both a
therapeutic and chemopreventive agent in cancer treatment by reducing PD-L1and p-
Akt levels, which play a role in cancer progression.

Keywords: Chrysin, NK cell, T cell, Macrophage, Breast Cancer, Immune Checkpoint
Proteins
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1. GIRIS VE AMAC

1.1 Problemin Tanim ve Onemi

Meme kanseri kadinlarda en sik goriilen kanser tipi olmasi ve 2020 yilinda akciger
kanseri vakalarini da gecerek diinyada 2 milyondan fazla kadinda goriilmesi nedeniyle
kiiresel bir toplum sagligi problemidir [1]. Bununla birlikte, benzer klinik patolojik
ozellikler sergilemelerine ragmen, hastalarin tedaviye yanitlar1 farkli olabilmektedir
[2]. Ayrica, viicudumuzda siirekli olarak hiicresel seviyede kanser olustugu, fakat
olusan tiimor hiicrelerinin 6zellikle antijen sunan hiicreler (APC) ve dogal oldiiriicii
(NK) hiicreler veya T hiicreleri gibi ilgili efektor hiicrelerin etkilesimi ile bagisiklik
sistemi tarafindan saptandigi ve elimine edildigi bilinmektedir. Bununla birlikte,
kanser hiicreleri bagisiklik  sistemden kagis mekanizmalar1  gelistirerek
proliferasyonlarini siirdiirebilmektedir [3]. Kanser hiicrelerinin bagigiklik sisteminden
onemli kagma yollarindan biri de programli hiicre 6liimii ligandi-1 (PD-L1) ismindeki
proteinleri hiicre yiizeyinde yogun bir sekilde barindirmasidir. Ayrica, NK, T ve
makrofaj hiicrelerinin aktivitesi ile meme dahil olmak {izere diger solid timor

olusumunun baskilanmasi arasinda bir iliski oldugu da ¢alismalarla gosterilmistir [4].

Meme kanserinin giincel tedavisinde iyonlastirici radyasyon, kemoterapdtikler ve
biyobenzer ilaglar halen birincil olarak kullanilmaktadir [5]. Bunlara ek olarak
giiniimiizde indirekt etkili immunomodiilator ajanlar, onkojenik yollari veya immiin
kontrol noktas1 proteinlerini hedefleyen inhibitorler de tedaviyi tamamlayici olarak
uygulanmaktadir [6]. Fakat, yapilan klinik ¢alismalar, bu tiir ajanlarin viicudun anti-
enflamatuar yanit sistemini bozdugunu, oto-immiin hastaliklara yakalanma riskini
arttirdi@in1 ve kanser hiicreleri disindaki hiicrelerde T hiicresi yanitlarin1 bozduklarini
gostermistir [7]. Bu yan etkileri nedeniyle, 6zellikle son yillarda yapilan ¢alismalarla
elde edilebilirlikleri kolay, yan etkileri diisiik, kanser hiicrelerine selektif ve anti-
kanser ozellikleri bilinen dogal etken maddelerin, immiin kontrol noktas1 inhibisyonu
veya immiin sistem hiicrelerinin aktivasyonu yollariyla tiimore karsi olan bagisiklik

yanitint degistirip degistiremeyecegi sorusu yanitlanmaya calisilmaktadir [8].



1.2 Arastirmanin Amaci

Yukarda belirtilen problemin tanim1 ve 6nemine uygun olarak yapilan bu aragtirmanin
amaci1 anti-kanser etkinligi bilinen ve dogal bir flavonoid olan krisin (5,7-
dihidroksiflavon) etken maddesinin farkli dozlarinin MCF-7 ve MDA-MB-231 meme
karsinomu hiicre hatlarina lizerine olan sitotoksik, apoptotik ve reaktif oksijen tiirleri
(ROS) iiretme kapasitesini, kanser hiicresi yasaminda onemli olan akt/mtor yolak
proteinleri lizerindeki etkisini in vitro olarak gostermek ve bu aktivitelerin
immiinmodulasyonla iligskisini incelemek amaciyla, krisinin meme kanseri
hiicrelerindeki PD-L1 protein ekspresyonlarini, NK hiicrelerinin, T hiicrelerinin ve
makrofaj hiicrelerinin aktivasyonlarini ve bu hiicrelerin meme kanseri hiicreleri
iizerine olan sitotoksik yanitlarini nasil degistirdigini arastirmaktir. Arastirma, krisinin
insan immiin sistem hiicrelerinin meme kanseri hiicreleri iizerindeki sitotoksik
aktivitesine olan etkisini gdsteren bir ¢alisma bulunmamasi ve krisinin meme kanseri
hiicrelerindeki anti-kanser 6zelliginin in vitro ortamda PD-L1 gibi immiin kontrol
noktast proteiniyle iliskilendirildigi ve PD-L1'i diizenleyen mekanizmalarin ortaya

kondugu bir ¢calisma olmamasi sebebiyle 6zgiindiir.

1.3 Arastirmamin Hipotezi

Arastirmanin hipotezi; ’Krisin etken maddesi NK, T ve makrofaj hiicrelerinin
aktivasyonlarini artirarak, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicreleri iizerine olan sitotoksik
yanitlar1 giliglendirir. Meme kanseri hiicrelerinde PD-L1 protein ekspresyon
diizeylerini inhibe eder ve bu hiicre hatlarinin ilerlemesinde sorumlu bazi akt/mtor
sinyal yolag1 protein ifadelerini degistirir’> olarak aciklanabilir. Ileri siiriilen hipotezin
dogrulugunu arastirmak igin;

o Hicre kiltiir bankalarindan temin edilen MCF-7; meme adenokarsinomu
ve MDA-MB-231; triple negatif meme kanseri hiicre hatlar1 farkl
konsantrasyonlarda krisin ile inkiibe edilerek, krisinin sitotoksik, reaktif
oksijen tiirii iiretme ve pro-apoptotik etkileri,

o Etken maddemizin bu hiicre hatlarindaki immiin kontrol noktas1 ligand
proteinlerinden olan PDL-1 ekspresyon diizeylerine olan etkisi,

o Hiicre bankalarindan elde edilen Jurkat-T hiicrelerinin aktivasyonu ve
birlikte ko-kiiltiire edildigi meme kanser hiicre hatlar1 iizerindeki T

hiicresi aracili sitotoksik etkinin krisin uygulamasi sonrasi nasil degistigi,
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o Krisinin NK-92 hiicreleri kullanilarak dogal dldiiriicti NK hiicrelerinin
proliferasyonu, NK hiicrelerinin etkinlik belirtegleri olan sitokin salinimi
ve meme kanseri hiicrelerindeki anti-tiimoral 6zelligi iizerine olan etkisi,

o RAW 264.7 makrofaj hiicre hatti kullanilarak krisinin makrofaj
hiicrelerinin aktivasyonu ve meme kanserine karsi olan sitotoksik etkisi,

o Meme kanseri hiicrelerinin proliferasyonundan sorumlugu oldugu bilinen
EGFR/EGF sinyal yolunun PD-L1 ile olan baglantisi ve krisinin bu
baglantidaki etkisi,

o Yine meme kanseri hiicrelerinin proliferasyonunda ve PD-L1
ekspresyonunun diizenlenmesinde rol alan akt/mtor yolak protein
ifadeleri tizerindeki etkisi,

Incelenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Kanser

Kanser, diinya genelinde oOliimlerin ikinci 6nde gelen nedenidir ve tiim insan
toplumlarini etkileyen ciddi bir saglik sorunudur. Genel olarak, kanserin yayginligi her
gecen giin giderek artmaktadir; yalnizca Amerika Birlesik Devletleri'nde bile, 2023
yilina kadar yaklasik 1,958,310 kisi kansere yakalanmis ve bunlarin 609,820 'si bu
hastaliktan dolayr hayatin1 kaybetmistir [9]. Ne yazik ki, kanser doku seviyesinde
yiiksek ¢esitlilige sahip bir hastaliktir ve bu ¢esitlilik, spesifik tanisinda ve ardindan
tedavi etkinliginde biiyiik bir zorluk teskil etmektedir [10]. Erkeklerde, en yiiksek
yiizdelerde goriilen kanser tiirleri sirasiyla prostat, akciger ve brons, kolon ve rektum,
ve mesane kanserleridir. Kadinlarda ise, kanser yayginligi en cok meme, akciger ve
brons, kolon ve rektum, uterus korpusu ve tiroid kanserlerinde goriilmektedir. Bu
veriler, prostat ve meme kanserlerinin erkekler ve kadinlarda biiyiik bir kanser oranini
olusturdugunu gostermektedir [9]. Cocuklar i¢in en yiiksek yiizde oranlarina sahip
kanser tiirleri ise kan kanseri, beyinle ilgili kanserler ve lenf diigiimleri kanserleridir
[11]. Kanser, genlerde ardigik bir dizi mutasyonla meydana gelir ve bu mutasyonlar
hiicre islevlerini degistirir. Kimyasal bilesikler, gen mutasyonlarinin ve kanser
hiicrelerinin olusumunda belirgin bir role sahiptir. Ayrica, sigara igmek akciger
kanserine yol agan bir¢ok kanserojen kimyasal bilesigi icerir [12]. Ilging bir sekilde,
kanserojen oOzelliklere sahip cevresel kaynakli kimyasal maddeler hiicrelerin
sitoplazmasi ve g¢ekirdegi tizerinde dogrudan veya dolayli olarak etki ederek genetik
bozukluklara ve gen mutasyonlarina neden olur [13, 14]. Virisler, bakteriler ve
radyasyon 1sinlar1 diger kanserojen faktorlerdir ve tiim kanserlerin yaklasik %13’ {inii
olusturur [15]. Genel olarak, kanser hiicresel iligkileri bozar ve hayati genlerin islev
bozukluguna yol acar. Bu bozulma, hiicre dongiisiinii etkiler ve anormal ¢ogalmaya
neden olur. Proto-onkogenler, normal kosullar altinda hiicre bdliinmesi ve
bliylimesinden sorumludur, ancak genetik mutasyonlar sirasinda onkogenlere
dontistirler, bu da hiicre varlig1 i¢in en tehlikelisidir [16]. Ek olarak, tiimor baskilayict

genlerin eksikligi de kontrolsiiz hiicre boliinmesini tetikler. Normalde, tamir genleri
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protein ve enzimlere doniiserek onarict Ozelliklere sahip olurlar ve tespit edilmis
30'dan fazla tamir proteini bulunmaktadir. Ornegin DNA'dan urasilin ¢ikarilmast,
DNA hasarini atlayarak ultraviyole 151k tarafindan indiiklenen ana DNA lezyonlarini
ortadan kaldirir, bu fonksiyon tamir genlerinin DNA'y1 basariyla onarmadaki esas
islevlerinden biridir [17, 18]. Kanser olusumunu etkileyen bir diger 6nemli faktor ise
epigenetiktir. Epigenetik, gen ifadesindeki kalitsal degisikliklerin, DNA dizisinde
herhangi bir degisiklik olmaksizin incelenmesini ifade eder ve hiicre yasami ig¢in
dinamik bir fenomendir. DNA metilasyonu, histon modifikasyonlar1 ve niikleozom
pozisyonu gibi epigenetik degisiklikler, kanser olusumunda 6nemli rol oynar [19].
Kanser hiicreleri, DNA metilasyonunda (toplam 5-metil sitozinin yaklasik %5-6
oraninda azalmasi) biiyiik bir azalma ile karakterizedir. H4K16'min tek asetillenmis
formunun genel azalmasi, kanser hiicrelerindeki histon modifikasyonlarinin
cogunlugunu olusturur. Tim kromatin modifiye edici protein aileleri kanserle
iligkilidir, ancak ¢ogu durumda, islevlerinin altinda yatan molekiiler mekanizmalar

hala aydinlatilamamustir [20].

2.2 Meme Kanseri

Meme kanseri kadinlarda en sik goriilen kanser tipi olmasi ve 2020 yilinda akciger
kanseri vakalarini da gecerek diinyada 2 milyondan fazla kadinda goriilmesi nedeniyle
kiiresel bir toplum sagligi problemidir. Son kirk yilda meme kanseri vakalarinda
dikkate deger bir artis yasanmugtir. 2020'de kiiresel olarak yaklasik 685.000 yeni meme
kanseri vakasi meydana gelmistir ve farkli iilkeler ve bolgeler arasinda onemli
farkliliklar bulunmaktadir [21]. Dikkat ¢ekici olan, meme kanseri mortalite oranlarinin
giiclii ekonomilere sahip iilkelerde yliksek olmasidir. 2040 yilina kadar meme
kanserinden bir milyondan fazla kisinin hayatin1 kaybedecegi ve {i¢ milyondan fazla
kisinin teshis edilecegi tahmin edilmektedir [22]. Erken tam1 ve tedavi alanindaki
ilerlemelere ragmen, kanser hala kadinlar arasinda yaygin bir hastaliktir ve kansere
bagli Oliimleri artirmakta, diinya genelinde sagligi tehdit etmektedir. Timor
progresyon hizi, yeni damar olusturma ve metastaz hizinin yiiksek olmasi nedeniyle
mortalitesi yiiksektir. Bununla birlikte, benzer klinik patolojik ozellikler
sergilemelerine ragmen, hastalarin tedaviye yanitlar1 farkli olabilmektedir. Bu da
cesitli kanser alt tiplerinin farkli patofizyolojik 6zelliklerinin 6nemini géstermektedir.

Gergekten de genomik, epigenetik, transkripsiyonel ve proteomik analizler, meme



kanseri alt tiplerinin yolak aktivitesi ve ilerlemesi agisindan farklilik gosterebilecegini
ortaya koymustur [2]. Meme kanseri tedavilerine tarihsel olarak bakildiginda, segici
olmayan sitotoksik kemoterapiler, radyasyon ve cerrahi islemler meme kanseri
tedavisinin hala ana unsurlaridir. Bu tedaviler hasta sagkalimini1 6nemli dlgiide artirir
ancak sik stk 6nemli yan etkiler ve dngoriilemeyen tedavi sonuglarina sebep olabilirler
[23]. Son yillarda 6zellikle hedefli ilaglar, meme kanseri tedavi paradigmalarini
degistirmis ve daha iyi hasta sonuglar1 ve hassas tip vaat ederek meme kanseriyle

miicadelede giiclii bir arag haline gelmistir [24].

2.2.1 Meme kanseri risk faktorleri

Risk faktorleri, tiimorlerin baslangici ve ilerlemesinde 6nemli bir rol oynar ve
degistirilebilir ve degistirilemez faktorler olarak kategorize edilebilir. Degistirilebilir
risk faktorlerini belirlemek, kiiresel kanser yiikiinii 6nemli dl¢lide azaltabilir. Meme
kanseri icin, diger kanser tiirleriyle ortak olan risk faktorlerinin yan1 sira, bu kansere

ozgl faktorler de vardir [25, 26].

2.2.1.1 Genetik risk faktorleri

Kalitsal meme kanseri, tim meme kanseri vakalarinin yaklasik %5 ila %10'unu
olusturur. Pozitif bir aile 6ykiisiine sahip bireyler, 6zellikle de birinci derece akrabalari
etkilenmis olanlar, meme kanseri agisindan énemli Olglide artmis bir risk altindadir
[27]. BRCA1 (17921) ve BRCA2 (13q13), homolog rekombinasyon yoluyla DNA
tamirinde rol oynayan iki yaygin genetik mutasyondur. BRCA1 ve BRCA2
mutasyonlart sirastyla %35 ve %25 oraninda kalitsal meme kanserinden sorumludur.
BRCA1 ve BRCA?2 mutasyonlarinin prevalansi, bazi belirli popiilasyonlarda nispeten
yiiksektir. BRCA1 ve BRCA2'nin yani sira, PTEN, TP53, CDH1 ve STK11 gibi diger
yiiksek gecisli genler de meme kanseri ile iligkilidir; orta penetransli genler arasinda
ise DNA tamiri ve hiicre dongiisii kontroliinde yer alan CHEK2, BRIP1, ATM ve
PALB?2 bulunur. Hastalarda gdzlemlenen farkli genetik mutasyonlar, meme kanserinin

belirli molekiiler alt tipleri ile iliskilidir [28, 29].

2.2.1.2 Hormonal risk faktorleri

Bir steroid hormon olan 6strojen, kadin cinsel 6zelliklerinin gelismesinden sorumludur
ve metabolizmada 6nemli bir rol oynar. Bununla birlikte, Ostrojen ve Ostrojen
metabolitleri, ER iizerinde etki gdstererek hiicre proliferasyonu ve hiicre dongiisii

ilerlemesini etkileyerek veya DNA'ya oksidatif hasar vererek potansiyel olarak



kanserojen etkilere de sahip olabilir. Bu nedenle, hem endojen hem de eksojen Ostrojen
kaynaklarinin neden oldugu anormal derecede yliksek Ostrojen seviyeleri, meme

kanseri gelisme riskini artirabilir [30].

Gebelikle ilgili birkag¢ faktdr, meme kanseri riskinin diizenlenmesinde 6énemli bir rol
oynar. Ik dogum yasiyla ilgili olarak, artan yas, HR-pozitif meme kanseri riskini
artirtyor gibi goriinmektedir. Ik cocugunu 30 yasinda veya daha biiyiik yasta doguran
kadinlar, 25-29 yas arasinda dogum yapanlara kiyasla daha yiiksek bir meme kanseri
riski tagir [31]. Son zamanlarda yapilan bir ¢aligma, bu iliskinin etnik kokene 6zgii bir

profile sahip oldugunu da bulmustur [32].

Emzirme, meme kanseri riskini azaltmada iyi bilinen bir diger faktordiir. Biiyiik
Olcekli bir calisma, her 12 aylik emzirmenin meme kanseri riskini %4,3 oraninda
azalttigini bildirmistir. Bir meta-analiz, emzirmenin HR-negatif hastaliga karsi
koruyucu etkiler gosterebilecegini sonuglandirmistir. Ayrica, BRCA1 tasiyicilarinda
riskin azaldigini, ancak BRCAZ2 tasiyicilarinda azalmanin olmadigint gozlemlemistir
[33]. Koruyucu etkiler, anne siitiindeki immiinolojik bilesenleri iceren biyolojik
mekanizmalara ve meme hiicrelerinin yenilenmesi ve farklilasmasina baglanabilir

[34].

2.2.1.2 Davramssal ve cevresel risk faktorleri

Bir¢ok gozlemsel caligma, daha fazla fiziksel aktivitenin daha diisiik meme kanseri
riskleri ile iliskili oldugunu bulmustur. Doz-cevap analizleri, aktivite seviyesinin ne
kadar yiiksekse, riskin o kadar diisiik oldugunu gostermistir. Ayrica, hareketsiz
davranisin da meme kanseri i¢in bagimsiz bir risk faktdrii oldugu ve aralarinda
dogrusal bir iligki oldugu tespit edilmistir. Fiziksel aktivitenin faydali etkilerinin
altinda yatan potansiyel biyolojik gerekceler, viicut yaginin azalmasi ve dolayisiyla
endojen cinsiyet hormonlarina maruziyetin azalmasidir [35]. Diger olasi
mekanizmalar arasinda insiilin ve diger biiylime faktorlerinin azalmasi, yani sira
bagisiklik sistemi tepkilerindeki degisiklikler yer alabilir. Ayrica yapilan ¢aligmalar,
ozellikle ER-pozitif alt tipler i¢in postmenopozal kadinlarda obezitenin artmis meme
kanseri riski ile iligkili oldugunu gostermektedir. 10 ¢aligmanin 6nceki bir meta-
analizi, BMI'de her 5 birimlik artisin ER-pozitif ve progesteron reseptorii (PR)-pozitif

tiimorler gelistirme riskini %33 oraninda artirdig1 sonucuna varmstir [36] .



Diyet de meme kanseri i¢in dnemli bir risk faktorii olarak tanimlanmistir. Bat1 ve
Akdeniz diyetleri, iki temel diyet kalib1 olarak, belirgin 6zelliklere ve meme kanseri
riski ile iliskilere sahiptir [37]. Bat1 diyeti genellikle yiliksek kalorili ve diisiik besin
degerine sahiptir. Doymus yag alimi ile meme kanseri arasindaki iliski konusunda
uzun siiredir devam eden bir tartigma olsa da, bazi ¢aligmalar 6zellikle HR-pozitif
timorlerle pozitif bir iliski bulmustur, ancak diger tiplerle 6nemli bir baglanti
bulamamustir [38]. Calismalar, Akdeniz diyetine bagh kalmanin hem premenopozal
hem de postmenopozal kadinlarda meme kanseri gelistirme riskini azalttigini
gostermistir, bu durum tiim molekiiler alt tipler arasinda tutarlidir. Diyetin ana
bilesenlerindeki antioksidanlar, oksidatif stresi ve inflamasyonu azaltmaktan sorumlu

olabilir, bdylece potansiyel olarak daha diisiik kanser insidansina yol agabilir [39].

Alkol tiikketimi meme kanserinde bir risk arttirici olarak tanimlanmistir ve ¢alismalar,
bir doz-cevap iligkisi gostermektedir [40]. 53 ¢calismanin bir meta-analizi, giinliik alkol
tiikketiminde her 10 gramlik artis i¢in riskin %7 oraninda arttigin1 bulmustur. Giinde
12.5 g/d'den az tiiketen hafif iciciler bile, igmeyenlere kiyasla %5 artmis riskle karst
karsiyadir [41].

Calismalar hem aktif hem de pasif sigara icmenin meme kanseri ile iliskili oldugu
konusunda diisiik ancak tutarli bir iligki oldugunu gostermektedir. 934,681 katilimciyt
iceren 14 kohort ¢calismasinin dikkat ¢ekici bir birlesik analizi, meme kanseri riskinin,
ozellikle ER-pozitif meme kanserinin, ilk dogumdan Once sigara igme siiresiyle
arttigin1 bulmustur [42] . Titlin dumanindaki karsinojenik bilesikler, 6rnegin polisiklik
aromatik hidrokarbonlar (PAH) ve aromatik aminler, meme dokular: tarafindan emilir

ve metabolize edilir ve meme kanserinin gelisimine katkida bulunur [43].

Radyasyon maruziyeti de, meme kanseri i¢in iy1 bilinen risk faktorlerinden biridir.
Japon atom bombasi kurtulanlarinin yasam siiresi ¢alismasinda, hem kadin meme
kanseri hem de metastatik meme kanseri insidans1 6nemli 6l¢iide artmistir [44]. Kadin
meme kanseri riski, iyonize radyasyon dozu ile dogrusal olarak artar ve bu risk,

maruziyet yas1 ve erisilen yas ile degisir [45].

2.2.2 Temel meme kanseri tipleri
Meme Kanseri tipleri invaziv olmayan ve invaziv infiltre olanlar olarak iki ayr1 grupta

incelenebilir (Sekil 2.1). Bu gruplar da kendi arasinda subtiplere ayrilmistir. Ayrica



meme kanserleri, hiicrelerinin yiizeyinde bulunan belirli hormon reseptorlerine gore

de smiflandirilabilirler (Tablo 2.1).

2.2.2.1 invaziv olmayan meme tiimorleri

Duktal karsinoma in situ (DCIS) olarak da adlandirilan intraduktal adenokarsinom,
invaziv olmayan ve pre-invaziv bir meme kanseri tiiriidiir ve en yaygin meme kanseri
tiirlerinden biridir. Duktal karsinoma in situ kendi basina viicudun diger bolgelerine
yayillmasa da, invaziv tiimdrlere doniisme riski olduk¢a yiiksektir. Bu nedenle,
herhangi bir bireyin invaziv kanser gelistirmesini dnlemek i¢in erken teshis ve uygun

tedavi gereklidir [46].

Lobiiler karsinoma in situ (LCIS) ise, memedeki siit lireten bezlerin i¢indeki lobiillerde
meydana gelir. Lobiiler karsinoma in situ “karsinoma” kelimesini igermesine ragmen,
aslinda meme kanseri tiiri degildir. Ancak, LCIS gelecekte meme kanseri gelistirme
riski tasiyan bir faktordiir. LCIS tedavi edilebilir bir durumdur ve bu teshisi alanlar

i¢in goriiniim oldukea iyidir [47].

2.2.2.2 infiltre eden meme tiimorleri

Infiltre eden meme tiimérleri invazivdir ve komsu meme stromasima yayilir. Ayrica,
lobiillerin 6tesine gecerler ve genellikle memede bulunan kanallar ve lobiillerle sinirl
kalmazlar. invaziv maligniteler her zaman viicudun diger bdlgelerine, organlara ve
lenf diiglimlerine yayilma potansiyeline ve viicutta hareket edebilme yetenegine
sahiptir. Sonug¢ olarak, 6zellikle agresif olan meme tiimorleri bu gruba girer [48].
Siirece dahil olan hiicre veya dokularin tiirline bagli olarak, invaziv meme kanserinin

birgok alt tipi vardir, ancak bunlar iki kategoriye ayrilabilir:

+ Invaziv duktal karsinom (IDC); infiltre eden duktal karsinomdur, invaziv duktal
karsinom veya ’IDC”’olarak bilinir ve en yaygin meme kanseri tiiriidiir. IDC'nin, tiim
meme kanseri vakalarinin yaklasik %80' ini olusturdugu tahmin edilmektedir. IDC
kategorisine dahil olan bazi alt gruplar arasinda meme kribriform karsinomu, meme
kapiller kanseri, meme miisindz karsinomu ve meme tiibiiler karsinomu bulunur. Diger
alt gruplar arasinda meme mediiller karsinomu ve meme tiibiiler karsinomu da

bulunmaktadir [49].

+ Invaziv lobiiler karsinomlar (ILC); en yaygm ikinci timér tiiriidiir ve tiim meme

kanseri vakalarinin yaklasik yiizde on ila on besini olusturur. Her yas grubundaki



kadinlar etkileyebilmesine ragmen, ILC en ¢ok orta yash veya daha yash kadinlarda
goriiliir. ILC alt tipi, tim meme kanseri vakalarinin yaklasik %90-95'ini olusturur.
IDC ve ILC maligniteleri, mevcut olan belirgin tanisal 6zelliklere sahiptir. Ote yandan,
lob karsinomlari, tek tek, tek siralar halinde ve tabakalar halinde diizenlenmis canli
hiicrelerden kaynaklanir [50]. Buna ek olarak, bir dizi molekiiler ve genetik
anormallikleri vardir. Kanal ve lob karsinomlar1 arasindaki farki ayirt etmek son
derece onemlidir cilinkii her tiir karsinom i¢in prognozlar ve tedavi segenekleri

birbirinden oldukga farkli olabilir [48].

MCF-7 meme kanseri hiicre modeli; meme kanseri aragtirmalarinda yaygin olarak
kullanilan ve en ¢ok bilinen insan meme adenokarsinoma hiicre hatlarindan biridir.
1970 yilinda Michigan Universitesi'nde izole edilmistir ve dstrojen reseptdrii pozitif
(ER+) meme kanseri calismalarinda 6nemli bir model olarak kullanilir. MCF-7
hiicreleri epitelyal kokenlidir ve tipik olarak adezyon ile kiiltiire edilirler, yani yiizeye
yapigarak biiylirler. Bu hiicreler Ostrojen reseptorii (ER) pozitif ve progesteron
reseptorii (PR) pozitif olup, HER2/neu geninin diisiik seviyelerde ekspresyonunu
yaparlar. Ostrojen reseptdr pozitifligi, bu hiicre hattinin hormon duyarliligmi ve
dolayisiyla hormon tedavisi arastirmalari i¢in uygunlugunu belirler. MCF-7 hiicreleri,
ostrojen varliginda proliferasyon hizini artirir, bu da onlar1 hormon bagimli meme
kanseri arastirmalar1 i¢in ideal bir model yapar. MCF-7 hiicreleri, dstrojen reseptor
pozitifligi nedeniyle, anti-Ostrojen tedavilerinin (6rnegin, tamoksifen) etkinligini
incelemek icin kullanilir. Bu hiicre hatti, meme kanseri hiicrelerinin biiyiime,
farklilasma ve apoptoz siireclerini incelemek i¢in de yaygin olarak kullanildig:
bilinmektedir. Hayvan modellerinde tiimor olusturma kapasiteleri nedeniyle tlimor

biyolojisi ¢caligsmalari i¢in de dnemlidir [51].

2.2.2.3 Uclii negatif meme kanseri (TNBC)

TNBC; en agresif meme kanseri tlirlerinden biridir [52]. Bu kanserler, meme
dokusunda anormal progesteron, dstrojen ve insan biiyiime faktorii reseptorii 2
ekspresyonu sonucunda gelisir. Immiinohistokimyasal sonuglara gére, TNBC'ler
siklikla %1'lik progesteron ve Ostrojen reseptorleri ile %0 ila 1+ arasinda insan
bliylime faktorii reseptorii 2 ekspresyonu sergiler. TNBC'ler dort farkl
transkripsiyonel alt gruba ayrilabilir. Bunlar arasinda iki bazal alt tip BL1 ve BL2,
mezenkimal alt tip M, liiminal androjen reseptorii alt tipi ve androjen reseptorii pozitif

TNBC alt tipi bulunmaktadir. Uglii negatif meme kanserleri (TNBC), tiim meme
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kanseri vakalarinin %12-17'sini olusturur ve kendiliginden tekrarlama ge¢misine
sahiptir. TNBC'ler, diger meme kanseri alt tiplerinin klinik 6zelliklerine kiyasla daha
agresif davranis sergiler. Bu tlimdrler koétii bir prognoza sahiptir ve belirli metastaz
modelleri ile ayirt edilir. Yeni teshis edilen meme kanseri vakalarmin %?24"ini
olusturan ticlii negatif meme kanserlerinin gortilme siklig1 her gecen giin artmaktadir.
TNBC, 2018 yilinda kadinlarda en yaygin meme kanseri tiiriiydii ve 2020

arastirmalarina gore tahmini olarak 2,088,849 vaka tespit edilmistir [53].

MDA-MB-231 hiicre hatt1 da triple negatif meme kanseri (TNBC) ¢aligmalar1 i¢in
yaygin olarak kullanilan bir insan meme kanseri hiicre hattidir. 1973 yilinda M.D.
Anderson Kanser Merkezi'nde izole edilmistir ve Ozellikle agresif, metastatik ve
tedaviye direncli Ozellikleriyle bilinir. Bu hiicreler, 0Ostrojen reseptorii (ER),
progesteron reseptorii (PR) ve HER2/neu (ERBB2) ekspresyonu yapmazlar. Bu
nedenle "triple negatif" olarak siniflandirilirlar, ki bu da onlar tedaviye direngli bir
meme kanseri modeli haline getirir. Bu hiicreler oldukga invazivdir ve diger organlara
metastaz yapma yetenegine sahiptir [54]. Bu o6zellik, arastirmacilarin kanser
hiicrelerinin metastaz siirecini incelemesine olanak tanir. Tim bu Ozellikleri
dolayisiyla, ilag direncine karsi gelistirilen tedavi stratejilerinde, hayvan modelleri ile
yiiriitiilen metastaz calismalarinda, genetik degisikliklerin ve mutasyonlarin kanser
gelisimi lizerindeki etkilerini incelemede ve kemoterapi, hedeflenmis tedaviler ve

immiinoterapilerin etkinligini test etmede yaygin olarak kullanilir [55].

Ayrica meme kanserleri olduk¢a heterojendir. Meme kanserinin heterojenligi, kanser
hiicrelerinin genomik, epigenomik, transkriptomik ve proteomik ozelliklerindeki
farkliliklara atfedilir [56]. Bu faktorler, tiimdoriin proliferasyon, apoptoz, metastaz ve
tedaviye yanit gibi 6zelliklerini etkiler. Bu heterojenlik, farkli hastalar arasindaki veya
farkli metastazlardaki timor dokularinda (intertiimor heterojenligi) ve ayni hastadan
gelen bireysel tiimor i¢inde (intratiimor heterojenligi) de gdzlemlenir. Heterojenlik
ayn1 zamanda mekansal ve zamansaldir. Zamansal heterojenlik, timor progresyonu
sirasinda kanser hiicrelerinin molekiiler yapisindaki dinamik degisiklikleri ifade eder.
Mekansal heterojenlik, farkli hiicre popiilasyonlarinin karmasik tiimor yapilarindaki
dagilimin ve etkilesimlerini tanimlar. Bircok akademisyen, meme kanserinin diinya

capinda kadmlarda en heterojen kanser tiirii olduguyla ilgili ¢aligmalar
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yayinlamiglardir. Meme kanseri heterojenligi, erken teshis, tedavi se¢imi ve prognoz

tahmini zorlugunu artirir [57].
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Sekil 2.1 : Meme kanseri tiplerinin ana siniflandirmasi [46].

2.2.3 Hormon ekspresyonlarina gore meme kanseri tipleri

Meme kanserleri, hiicrelerinin yiizeyinde bulunan belirli hormon reseptorlerine gore
siiflandirilabilir. Bu siniflandirma, tedavi segeneklerini belirlemede ve hastaligin
seyrini tahmin etmede kritik bir rol oynar [58]. Meme kanserleri genellikle Tablo 2.1’
de gosterildigi gibi hormon reseptorlerine gore siniflandirilir. Tablo 2.1° de ayrica

farkl tiplerin tedavi ve prognozlar1 da anlatilmaktadir [58].

Tablo 2.1 : Eksprese ettigi hormonlara gére meme kanseri tipleri, tedavi segenekleri
ve prognozlari [58].

Hormon Tamm Tedavi Prognoz
Reseptorii

Ostrojen Reseptorii  -Ostrojen hormonuna -Genellikle hormon -Genellikle daha yavas
Pozitif (ER+) yanit verir. tedavisine yanit verir. bliyiir =~ ve  hormon
tedavilerine iyi yanit
-Hiicre, biiyiimesini -Tedavi  segenekleri; verir, bu da prognozu
tesvik etmek icin tamoksifen, aromataz genellikle daha pozitif
Ostrojeni kullanir. inhibitorleri  (Ornegin  yapar.
anastrozol, letrozol), ve
diger anti-ostrojen
tedaviler.
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Tablo 2.1 (devam): Eksprese ettigi hormonlara goére meme kanseri tipleri, tedavi
segenekleri ve prognozlari

Hormon Tanim Tedavi Prognoz
Reseptorii
Progesteron -Progesteron -PR+ meme kanserleri, -Genellikle tedaviye
Reseptorii Pozitif hormonuna yanit ER+ kanserler gibi, daha iyi yanit veren ve
(PR+) Verir. -Genellikle hormon tedavisine iyi daha 1iyi prognoza
Ostrojen reseptorii  yanit verir sahip bir kanser tipi
pozitif (ER+) olarak kabul edilir.
olanlarla birlikte
bulunur.
insan Epidermal -HER2 bazi meme -Genellikle hedefe -Tedavi edilmezse
Biiyiime Faktorii kanseri hiicrelerinin  yonelik tedavilerle HER2+ meme
Reseptorii 2 (HER2) yiizeyinde asir1  (Ornegin, trastuzumab, kanserleri daha agresif
Pozitif (HER2+) miktarda bulunur. pertuzumab, lapatinib) olabilir, ancak HER?2
tedavi edilir. hedefli tedavilerle
-HER2 proteini, prognoz 6nemli dlgiide
hiicre biiylimesini lyilesmistir.
tesvik eder ve HER2+
meme kanserleri
genellikle daha
agresiftir.
Triple Negatif Meme  -Ostrojen  reseptorii  -Hormon tedavilerine -Genellikle daha
Kanseri (TNBC) (ER), progesteron veya HER2 hedefli agresif seyreder ve
reseptoriic.  (PR) ve tedavilere yanit vermez. diger alt tiplerden daha
HER2 proteini kot bir  prognoza
eksprese etmeyen -Kemoterapi genellikle sahip olabilir
meme kanseridir. birincil tedavi
secenegidir. -
Immiinoterapi ve yeni
hedefli tedavi
secenekleri
arastirtlmaktadir.
Ostrojen Reseptorii  -Ostrojen hormonuna  -Genellikle kemoterapi  -Genellikle —agresiftir
Negatif (ER-) yanit vermezler. ve/veya hedefe yonelik  ve hormon
tedavilerle tedavilerinin
gerceklestirilir. uygulanamamasi
nedeniyle prognoz
genellikle kotidiir.
Progesteron -Progesteron -Hormon tedavisine -Hormon tedavilerine
Reseptorii Negatif =~ hormonuna yanit  yanit vermez daha az duyarlilik ve
(PR-) Vermez. potansiyel olarak daha

-Genellikle kemoterapi
uygulanir.

agresif bir seyir ile
iliskilendirilebilir.

2.2.4 Meme kanseri tedavileri
Meme kanseri tedavisinde tiimor hiicrelerinin diger organlara yayilmasini 6nlemek

icin kullanilan geleneksel tedavi yontemleri arasinda cerrahi, radyasyon terapisi,

13



kemoterapi ve hormonal terapiler bulunur (Tablo 2.2, konvasiyonel terapiler). Meme
kanseri heterojen bir hastalik oldugu i¢in, tedavisi tiimoriin hiicresel ve molekiiler
ozellikleri, hastaligm evresi ve ge¢misi gibi coklu faktdrlere baglidir [59]. Onemli bir
nokta olarak, meme kanseri hastalarinin, hastaligin erken evresinde teshis ve tedavi

edildiginde %90'dan fazla bir hayatta kalma orani vardir [60].

Son zamanlarda meme kanseri tedavileri arasinda, kanser hiicrelerinin biiylimesi ve
hayatta kalmasinda 6nemli rol oynayan molekiilleri hedef alan ilaclar, hedefe yonelik
tedavi olarak da bilinir (Tablo 2.2, yeni terapiler). Ornegin, alpelisib (PIQRAY), tiimor
biiyiimesini tesvik eden fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K) yolunu 6zgiil olarak inhibe
eder. Alpelisib tedavisi, hormon reseptorii pozitif, HER2 negatif, PI3BKCA mutant ileri
meme kanseri hastalarinda ilerleme olmadan sagkalim siiresini uzatir [61]. Bir diger
ornek Talazoparib (TALZENNA) olup, DNA hasar onarim yolaklarinin temel bir
parcast olan poli-ADP-Riboz Polimeraz inhibitorii olarak, kanser hiicrelerinin hayatta
kalmasini tehlikeye atar ve 2018 yilinda lokal ileri veya metastatik HER-2 negatif,
BRCA1/2 mutasyonlu meme kanseri tedavisinde onaylanmistir [62]. Ayrica, histon
deasetilaz enzim inhibitorlerinin (6rnegin tucidinostat) tliimorii tesvik eden sinyalleri
engelleyerek tiimor biiylimesini baskiladigi, halen klinik deneylerde arastirilmaktadir

[63].

Son yillarda, immiinoterapi de kanser hiicrelerine karsi bagisiklik yanitini artirmay1
amaclayan bir kanser tedavisi tiirli olarak, belirli kanser tiirlerindeki hastalarin
sagkalimini 1yilestirmede bir ¢1g1r agici olarak taninmustir [64]. Bagisiklik hiicrelerinin
normal hiicrelere karsi tepki vermesini 6nlemek icin 'kapali sinyal' olarak hizmet eden
bagisiklik kontrol noktasi molekiillerine miidahale eden birgok ilag gelistirilmistir. Bu
tiir bagisiklik kontrol noktasi inhibitdrlerinin kanserde kullanilmasi, kanser hiicrelerine
kars1 bagisiklik yanitini serbest birakir ve aktive eder. Bu ilaclardan biri olan
Atezolizumab (Tecentriq), bagisiklik kontrol noktasi molekiilii olan programli hiicre
olimii ligand1 1'i (PD-L1) 6zgiil olarak inhibe eder ve bdylece kanser hiicrelerinin
bagisiklik sistemi tarafindan taninmasini ve saldirtya ugramasini tesvik eder [65]. 2019
yilinda FDA tarafindan, hormon reseptorlerini veya HER2'yi ifade etmeyen ancak PD-
L1 ifadesine sahip ileri meme tiimorlerinin tedavisi i¢in kemoterapi ile birlikte
kullanilmak iizere onaylanmistir. PD1/PD-L1 immiin kontrol noktasi proteinleri ve

meme kanseri arasindaki iligki ilerideki boliimlerde detayli olarak anlatilacaktir.
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Meme kanseri tedavisinde bugiline kadar karsilagilan en biiyiik zorluk, saglikli
hiicrelere zarar vermeden, minimal yan etkilerle kanser hiicrelerinin hedeflenerek yok
edilmesidir. Genetik olarak miihendislik yapilmis T lenfositlerin, belirli bir molekiilii
ifade eden tiimdr hiicrelerini 6zgiil olarak taniyip 6ldiirmesini iceren adoptif T hiicresi
terapisi ve kanser asilari gibi yaklasimlar, timor hiicrelerini yiiksek 6zgiillik ve
verimlilikle yok etmek i¢in umut verici tedavi faydalar1 saglayabilir [66, 67]. Son
olarak, prediktif biyomarkerlara dayanan hedeflenmis kombinasyon tedavileri
ozellestirilmesi ve tastyici sistemler, ornegin nanopartikiiller araciligiyla etkili ila¢

teslimi gibi, meme kanseri tedavisini iyilestirmede biiyiik bir potansiyele sahiptir [68].

Tablo 2.2 : Mevcut meme kanseri tedavi yontemleri.

Meme Kanseri Tedavi

Yontemleri
Konvansiyonel Terapi Yenilikc¢i Tedaviler Umut Vaadeden
Teknolojiler
Lumpektomi ve Atezolizumab (Anti-PD-L1 Nanopartikiiller
Mastektomi mAB)
Radyoterapi Talazoparib-PARP inhibitor HDAC inhibitor-
Tucidinostat
Kemoterapi Alpelisib-PI3K inhibitor Genetik olarak
degistirilmig T
hiicreler,
Hormon Terapisi (Hormon Kombine Terapiler (timdriin Rekombinant
pozitif tiimorler) evresine ve molekiiler yapisina Sitokinler, Kanser
gore karar verilir) Asilari
Nanopartikiiller

2.2.5 Meme kanseri tedavilerinde ana sinyal yolaklar:
RTK Sinyal Yolu Kaskad:

RTK kaskadinin aktivasyonu genellikle HER2, EGFR, IGFR, FGFR1, KIT gibi
membran reseptorlerinde baslar. Reseptorler ile ligandlarin  baglanmasi,
fosfatidilinositol-3-kinaz (PI3K) veya Ras sinyal yolunu aktive eder. PI3K aktive
oldugunda, inositol iceren membran lipitlerini fosforile eder. Fosforilasyon iiriinii olan
PIP3, AKT'ye baglanir. Ayrica, meme kanseri hiicrelerinde PTEN, PIP3'in
defosforilasyonu yoluyla Akt aktivitesini engelleme islevini kaybeder. AKT daha

sonra birkac substrati fosforile ederek, rapamisin'in memeli hedefi (mTOR) olarak
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bilinen yolun aktivasyonuna yol agar. Ras yolu aktive edildiginde, Ras proteinleri,
hiicre dis1 biiylime faktorlerinden sinyalleri, inaktif GDP bagli ve aktif GTP bagl
durumlar arasinda gecis yaparak iletir ve asagi akista RAF protein kinazlarimi aktive
eder. RAF kinazlarinin baskin substratlari, MAPK/ERK kinazlari, MEK1 ve
MEK?2'dir. ERK, hiicre dongiisii ilerlemesi, farklilagma gibi siirecleri kontrol eden
transkripsiyon faktorleri araciligiyla gen ekspresyonunda genis capli degisiklikler

olusturur [69].

Notch Sinyal Yolu Kaskadi

Notch kaskadinin aktivasyonu genellikle Notch reseptorlerinin (NICD) ve ligandlarin
(Jagged, Delta) dis hiicre bolgesindeki baglanmalar ile baslar. NICD, c¢ekirdege
gecerek, Hes ve Hey gibi c¢esitli genlerin asag1 akista hedef genlerin
transaktivasyonuna neden olur. Bu transkripsiyonel hedefler arasinda transkripsiyon
faktorleri (NF-xB2 ve c-Myc), hiicre dongiisii diizenleyicileri (siklin D1 ve p21) ve
bliylime faktorii reseptorleri (HER2) ve anjiyogenez ve apoptoz diizenleyicileri
bulunur. Bu nedenle, Notch yolunun kesintiye ugramasi, farklilasma, anjiyogenez ve

apoptoz, hiicre biiylimesi lizerinde 6nemli asag1 akis etkilerine sahip olabilir [70].

Whnt Sinyal Yolu Kaskadt

Whnt yolu, yukar regiile edilen Wnt reseptorii frizzled-7 (FZD7) ve Wnt ko-reseptorii
LRP6 tarafindan aktive edilir. Dishevelled ve/veya Axin aracilifiyla yapilan
sinyalizasyon, normalde B-katenini kararsiz hale getiren bir multiprotein kompleksini
inaktive eder. Cekirdekte, B-katenin, T hiicre faktorii /lenfoid artirict faktor-1 ailesinin
proteinlerine baglanir ve birka¢ hedef genin ekspresyonunu modiile eder. Wnt/B-
katenin hedef genleri arasinda hiicre proliferasyonu ve apoptozu kontrol eden genler

yer alir, bu da kanserin baslatilmasi ve ilerlemesi iizerinde aracilik eder [71].

Ostrojen Sinyal Yolu Kaskad:

Meme kanserinde Ostrojen yolu, 'cekirdek baglatmali steroid sinyalizasyonu'
aracilifiyla hiicresel etkilerini gosterir. Sitoplazmadaki dstrojenler, dogrudan ¢ekirdek
membranindaki strojen reseptoriine baglanir, bu da ¢ekirdege gegis yapar, DNA'daki
ERE elementlerine baglanir ve ERE'ye bagli genlerin ekspresyonunu aktive eder. Bu
ERE'ye bagli genler, meme kanseri hiicrelerinin farklilagmasi ve proliferasyonunda rol

oynayan genlerin bir setini diizenler [72].
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PI3K/AKT/mTOR Sinyal Yolu Kaskadt

Fosfatidilinositol ~ 3-Kinaz/ protein kinaz B/ memeli hedef rapamisin
(PI3K/AKT/mTOR) yolu, tirozin kinaz reseptorlerinin (RTK) ve G-protein bagl
reseptorlerin aktivasyonu yoluyla hiicre metabolizmasi, biiylime, proliferasyon ve
apoptozda fizyolojik olarak rol oynar [73]. Ozellikle PI3K 'ler, ii¢ smnifa (stmf I, 1T ve
III) ayrilan, dizilim homolojilerine ve in vitro substrat tercihlerine gore siniflandirilan
bir dizi hiicre i¢i kinaz ailesidir. Sinif I, ana PI3K enzim ailesidir. Aktive edilen
reseptorlere gore sinif TA ve smif IB olarak daha da alt siniflara ayrilir. Sinif TA,
epidermal biiyiime faktorii reseptorii (EGFR), trombosit kaynakli biiyiime faktorii
reseptorii (PDGFR) ve insiilin benzeri biliylime faktorii-1 reseptorii (IGF-1R) gibi
cesitli tirozin kinaz reseptorleriyle dogrudan etkilesime giren farkli katalitik ve
diizenleyici alt birimlerden olusur. IA-PI3K'ler, G protein-bagl reseptorler, RTK'lar
ve kiiciik G protein RAS gibi hiicre yiizeyi reseptorleri tarafindan aktive edilir. Buna
karsilik, GTPazlar gibi kiiciik molekiiller, sinif II enzimlerini aktive eder [73]. PI3K
yolunun merkezi aracisi, mTOR da dahil olmak tizere 100'den fazla substrat1 aktive
eden AKT'dir. Buna karsilik, PTEN, PI3K sinyalizasyonunun ana negatif
diizenleyicisidir (Sekil 2.2). Kanser gelisimi sirasinda, PI3K/AKT/mTOR yolundaki
degisiklikler, baslica PIK3CA ve AKT mutasyonlarina, RTK'larin asir1 ekspresyonuna
veya PTEN kaybina baghdir [74].

PI3K/AKT/mTOR meme kanseri tedavi basarisizliginda énemli bir sinyal yoludur.
Yolun deregiilasyonunun ana nedenleri, PIK3CA mutasyonlari, AKT mutasyonlari
veya tensin homolog (PTEN) kaybidir. Endokrin direng ve anti-HER2-hedefli ajan
direnglerinin de en bilinen mekanizmast bu yolaktaki bozukluklardir.
PI3BK/AKT/mTOR mutasyonlari, diger meme kanseri alt tiplerine kiyasla hormon
reseptorii pozitif (HR+) meme kanserlerinde daha sik goriliir [75]. Dolayisiyla bu
yolaktaki proteinleri hedef alan tedavi stratejileri gelistirmek agresif meme kanseri
tipleri i¢in de olduk¢a mantiklidir [76]. Bu sinyal kaskadi lizerine gelistirilen ilaclarin
ilki; mTOR inhibitérii olan Everolimus, BOLERO 2 klinik deneme sonuclarina
dayanarak eksemestan ile kombinasyon halinde onaylanmustir [77]. Ikincisi, kisa bir
stire once endokrin direncine sahip PI3K-mutant HR+ metastatik meme kanserinde

Fulvestrant ile kombinasyon halinde onaylanan Alpelisib'dir. PI3K/AKT/mTOR
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sinyal yolunun kanser hiicrelerindeki rolii ve mevcut gelistirilen ilaglarin 6zeti Sekil

2.2 ’de gosterilmistir.
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Sekil 2.2 : PI3K/AKT/mTOR sinyal yolag1 [78].
2.3 Bagisiklik Sistemine Bakis

2.3.1 Dogustan gelen immiin yanit

Immiinite, tepkinin hiz1 ve 6zgiilliigii ile belirlenen iki kisma ayrilir. Bunlar, dogustan
gelen (innat) ve kazanilmig (adaptif) yanitlar olarak adlandirilir; ayr1 gibi olsalar da
pratikte aralarinda ¢ok fazla etkilesim vardir (Sekil 2.3). Dogustan gelen bagisiklik
terimi bazen fiziksel, kimyasal ve mikrobiyolojik bariyerleri de kapsar, ancak daha ¢ok
bagisiklik sisteminin hemen savunma saglayan unsurlarini (nétrofiller, monositler,
makrofajlar, kompleman, sitokinler ve akut faz proteinleri) icerir. Tepkinin yliksek
diizeyde korunmus dogasi, en basit hayvanlarda bile goriiliir ve hayatta kalmadaki
Onemini teyit eder. Kazanilmis bagisiklik ise, daha gelismis canlilarin bagisiklik
sisteminin ayirt edici 6zelligidir. Bu yanit, T lenfositleri ve B lenfositleri araciligiyla

antijene Ozgli reaksiyonlardan olusur. Dogustan gelen yanit hizlidir, ancak bazen
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ozgiilliik eksikligi nedeniyle normal dokulara zarar verebilirken, kazanilmis yanit
kesin olup, gelismesi birka¢ giin veya hafta siirebilir. Kazanilmis yanitin hafizasi
vardir, bu ylizden sonraki maruziyetlerde daha giiclii ve hizli bir yanit olusur, ancak

bu aninda gerceklesmez [79, 80].

Bagisiklik
Sistemi
innat immdinite Adaptif immiinite
Birincil koruma yanitidir. Antijene ozgidr
Segicidir fakat antijene 6zgu Hafiza olusturabilir
degildir
7
4 -
Dendritk  NK  Innat NKT
otrofi j : 7 roT i . . :
Notrofil  Makrofaj . " Hicrele;  lenfoid HOSTBIEH sl Thiicreleri B hiicreleri
Hicreler

Sekil 2.3 : Dogustan gelen immiin yanit ve kazanilmig immiin yanit hiicreleri.

2.3.1.1 Notrofil toplanmasi

Dogustan gelen tepkinin merkezi bir 6zelligi, enfeksiyon bolgesinde nétrofillerin
toplanmasi ve aktivasyonu ile patojenlerin yok edilmesidir. Bu siire¢ yanlis bir sekilde
meydana geldiginde bag dokusu hastaliklarina, vaskiilite ve sistemik inflamatuar yanit
sendromuna yol agar. Yeni anti-inflamatuar tedavilerin gelistirilmesi i¢in bu siirecin
altinda yatan mekanizmalara biiyiik ilgi gosterilmektedir [81]. Enfeksiyonun veya
doku hasarmin ¢ok erken evrelerinde, aktive olmus makrofajlardan sitokinler salinir.
Bu sitokinlerden ikisi, graniilosit ve graniilosit-makrofaj koloni uyaric1 faktorleri,
kemik iligindeki miyeloid oOnciillerin bdliinmesini uyarir, milyonlarca hiicrenin
dolasima salinmasina ve karakteristik bir nétrofil 16kositozuna neden olur. Notrofiller,
bagisiklik yanitlarina dahil olan ¢ogu hiicre gibi belirli bir bolmede statik degildir,
aksine viicutta dolasan mobil hiicrelerdir. Genellikle kan dolasiminda serbestce
dolasan havuzda bulunurlar veya damar endotelinde yuvarlanan havuz olarak hareket
ederler. Notrofiller, enfeksiyon bdlgesine gitmek ic¢in proinflamatuar mediatdrler,
adezyon molekiilleri, kemotaktik faktorler ve kemokinleri igeren ¢ok asamali bir siire¢

kullanir [82, 83]. Baslangicta bu mekanizma nétrofil sistemine 6zgli oldugu sdylense
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de, artik tiim lokositlerin bu lokalizasyon mekanizmasini kullandig1 aragtirmalarla
aciklanmistir. Toplanan nétrofiller, sitoplazmik membran ¢ikintilar1 olan psédopodiler
olusturarak partikiil etrafinda zarla cevrili bir vezikiil (fagozom) olusturur ve bu,
ndtrofil sitoplazmik graniilleri ile birleserek fagolizozomlari1 olusturur. Daha sonra
oksijene bagimli yanit ya da solunum patlamasi ile bir NADPH oksidaz tarafindan
oksijen ardisik olarak indirgenir ve hidrojen peroksit, hidroksil radikalleri ve tekil
oksijen gibi toksik oksijen metabolitler iiretilir. Oksijene bagimli olmayan yanitta ise,
ndtrofil sitoplazmik graniillerinde bulunan son derece toksik katyonik proteinler ve
enzimler (6rnegin, miyeloperoksidaz ve lizozim) kullanilir. Kapsiilli bazi
organizmalar, Ornegin pnomokok ve hemofilus, noétrofil fagositozuna duyarl
degildirler, ancak 6nce antikorla kaplanirlarsa bu durum degisir. Bu durum, antikor
eksikligi olan bireylerin, normal ndtrofil sayilar1 ve islevlerine ragmen, bu tiir

enfeksiyonlara neden bu kadar duyarli olduklarini agiklar [84].

2.3.1.2 Kompleman sistem

Kompleman sistemi, dogustan gelen bagisiklikta birka¢ 6nemli isleve sahiptir ve
bazilar1 diizenleyici olan en az 20 serum glikoproteininden olusur. Bu proteinler,
amplifikasyon asamalari ile bir kaskad dizisinde aktive edilir. Bu, tek bir molekiiliin
aktivasyonunun binlerce molekiiliin tretilmesine yol acacagi anlamina gelir.
Kompleman aktivasyonunun {i¢ yolu vardir ve bunlar yabanci bir maddenin varligi ile
tetiklenebilir. Klasik yol antijen-antikor reaksiyonlari ile, alternatif yol maya ve gram
negatif bakterilerin polisakkaritleri ile aktive edilir. Daha yakin zamanda tanimlanan
mannan baglayici lektin yolu ise klasik diziyi Clrs kompleksi bagimsiz olarak aktive
ederek besler ve virlisler ve mayalar da dahil olmak iizere mikroplar iizerindeki
mannoz igeren proteinler ve karbonhidratlar tarafindan uyarilir. Ug yolun tiimii,
merkezi C3 bileseninin aktivasyonu ile birlesir. Bu, hiicre yiizeyinde bir transmembran
poru (membran saldirt kompleksi) olusturan ve osmotik lizis yoluyla 6liime neden olan
C5—-C9'un toplanmasiyla son ortak yola yol agar. Kompleman aktivasyonu, bir
hiicrenin veya organizmanin yiizeyine odaklanmistir; bu, inhibitor proteinlerin sinirl
erisime sahip oldugu korumali bir bolge olusturur. Normal konakgi hiicreler, C3
konvertazi inhibe eden ve kompleman aktivasyonunun ilerlemesini engelleyen
kompleman reseptor tipi 1 faktorii tagir. Ancak mikroplar bu molekiillerden yoksundur

ve komplemana duyarlidir [85].
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2.3.1.3 Eozonofiller

Eozinofillerin ana fizyolojik rolii, konag1 parazitik (6zellikle nematod)
enfeksiyonlardan korumaktir. Bu tiir enfeksiyonlar, organizmay1 kaplayan antikorlar
iireten antijene 6zgii IgE iiretimini indiikler. Eozinofiller, diisiik afiniteli reseptorlerini
(FcRII) kullanarak antikora baglanir. Eozinofiller fagositik degildir, ancak
organizmalarin yiizeyine salindiginda son derece sitotoksik olan biiylik graniillerinde
major bazik protein, eozinofilik katyonik protein, eozinofil peroksidaz ve eozinofil
kaynakli norotoksin igerirler. Daha gelismis {ilkelerde eozinofil, daha sik olarak alerjik

reaksiyonlarda patolojik bir katilimc1 olarak goriilmektedir [86].

2.3.1.4 Mast hiicreler ve bazofiller

Bazofiller ve mast hiicreleri, diger beyaz kan hiicrelerine kiyasla sayica nispeten azdir,
ancak anjiyoddem ve anafilaksi gibi en siddetli immiinolojik reaksiyonlarin
bazilarinda rol oynarlar. Icerdikleri enzimler ve doku yerlesimlerine gore
siiflandirilan en az iki mast hiicresi popiilasyonu vardir. T mast hiicreleri (mukozal
mast hiicreleri) sadece tripsin ig¢erirken, bag dokusu mast hiicreleri hem tripsin hem de
kimotripsin igerir. Bazofiller ise, kanda bulunan morfolojik olarak mast hiicrelerine
benzer hiicrelerdir. Mast hiicreleri ve bazofiller, herhangi bir lokal IgE'yi hizla emen
IgE FcRI (CD23) i¢in yiiksek afiniteli reseptorler tasir. Bu reseptorlerin, antijenin
IgE'sine capraz baglanmasi, degraniilasyona ve aktif aminler olan histamin ve
serotonin gibi 6nceden olusmus mediatorlerin salinmasina yol agar. Ayrica, vaskiiler
gecirgenligin artmasina, bronkokonstriksiyona ve inflamatuar yanitin olugmasinda
gorev alan B4, C4, D4 ve E4 16kotrienleri, prostaglandinler ve trombosit aktive edici

faktor gibi membran kaynakli mediatorlerin iiretilmesine yol acar [87].

2.3.1.5 Dogal oldiiriicii (NK) hiicreler

Dogal oldiiriicti (NK) hiicreler, lenfosit morfolojisine sahiptir ancak spesifik bir antijen
reseptorii  tasimazlar. Anormal hiicreleri iki sekilde tanirlar. Ik olarak,
immiinoglobulin reseptorleri (FcR) tasirlar ve antikorla kaplanmis hedeflere
baglanarak antikora bagimli hiicresel sitotoksisiteye yol agarlar. Ikinci olarak,
yiizeylerinde MHC siif I i¢in reseptorler bulunur. Bu reseptdr, bir hiicreyle etkilesim
sirasinda baglanmaz ise NK hiicreleri hedefi lizise ugratmak tlizere programlanmustir.
Bu, dogal oldiiriicii hiicrenin yapistig1 hiicrenin ylizeyine perforinler salgilayarak
gerceklestirilir. Perforinler hiicre zarinda delikler acar ve granzimlerin bu

gozeneklerden hiicreye enjekte edilmesini saglar. Granzimler, hedef hiicrede apoptozu
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indiikler. Normal konakg¢1 hiicreler MHC smf I pozitiftir; bu molekiilin dogal
Oldiirlicii hiicre lizerindeki reseptoriine baglanmasi, 6liim yolunu engeller. Timor
hiicreleri ve viriisler (6zellikle herpesvirus ailesindekiler) siklikla sinif I'in asagi
regiilasyonuna neden olur. Bu, patojen igin sitotoksik T hiicreleri tarafindan
taninmanin engellenmesi agisindan bir avantaj saglayabilir, ancak onlar1 dogal
Oldiiriicii hiicre saldirisina agik birakir. Bu nedenle, dogal oldiiriicii hiicreler biiyiik
Olclide ekstraseliiler organizmalarin, g¢ogunlukla bakterilerin, yok edilmesiyle
siirlidir. Bu sistem, Ozellikle viriisler, mikobakteriler, baz1 mantarlar, protozoalar
veya diger fakiiltatif intraseliiller patojenler gibi intraseliiler organizmalari tespit
edemez. Ayrica, yanit oldukca spesifik olmayan ve genellikle zayif hedeflenmis olup,
ayrim gozetmeksizin doku hasarina yol acabilir [88]. NK hiicrelerinin 6zellikleri ve

kanser hiicreleriyle olan iliskileri ilerleyen boliimlerde detayli olarak anlatilmistir.

2.3.1.6 Dogustan gelen immiinite ile patojenlerin ayirt edilmesi

Antijen spesifik olmamasina ragmen, dogustan gelen sistem yabanci molekiilleri
kendinden ayirt edebilir [89]. Fagositler, lektin benzeri aktiviteye sahip desen tanima
reseptorleri tasir. Bu reseptorler, mikroplarda bulunan ancak konakg¢i hiicrelerde
bulunmayan patojenle iligkili molekiiler desenler olarak adlandirilan yapilari tanir.
Ornegin, gram negatif bakterilerin hiicre duvarlarindaki lipopolisakkaritler, gram
pozitif bakterilerin lipoteikoik asitleri ve mayalarin mannanlar1 bu yapilara ornektir.
Desen tanima reseptdr molekiilleri, islevlerine gore lic gruba ayrilir; endositozu
indiikleyerek antijen sunumunu artiranlar, niikleer faktor transdiiksiyonunu ve hiicre
aktivasyonunu baglatanlar (toll benzeri reseptorler) ve drnegin opsonin olarak islev
gdren mannan baglayici lektin gibi salgilananlar. Bu tanima yollar1 hakkindaki artan
bilgiler, dogustan gelen yanit ile spesifik yanit arasindaki yakin iliskiyi
dogrulamaktadir. Bir desen tanima reseptorii mikroplardaki genis desenleri tanir ve
ardindan islenmis tirlinii antijen spesifik T hiicrelerine sunar. Fagositoz, opsonizasyon
ve kompleman aracili lizis gibi dogustan gelen yanitin enfeksiydz ajanlar1 ortadan
kaldirmasma olanak taniyan etkilesimler, mikroplarin yiizeyine maruz kalmay1
gerektirir. Yanit, bu nedenle, biiyiik ol¢iide ekstraseliiler organizmalarin, ¢ogunlukla
bakterilerin, yok edilmesiyle sinirlidir. Bu sistem, 6zellikle viriisler, mikobakteriler,
baz1 mantarlar, protozoalar veya diger fakiiltatif intraseliiler patojenler gibi intraseliiler
organizmalar1 tespit edemez. Ayrica, yanit olduk¢a spesifik olmayan ve genellikle

zay1f hedeflenmis olup, ayrim gézetmeksizin doku hasarina yol acabilir [90].
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2.3.1.7 Hiicresel iletisim

Hiicrelerin etkili bir sekilde ¢alisabilmesi i¢in inflamasyon bolgelerine toplanmalari
ve uygun sekilde aktive edilmeleri gerekir. Bu, hiicresel reseptdrlerin ¢ekirdek ile i¢sel
olarak sinyal verdigi ve reseptorlere baglanabilen sitokinler gibi dig faktorlerle ve diger

adezyon molekiilleriyle etkilesim yoluyla gerceklestirilir.
Adezyon Molekiilleri

Adezyon molekiilleri, hiicreler aras1 etkilesimlerde yer alan yiizeye bagli molekiillerdir
[91]. Ana islevleri, hiicre gdcliniin yonlendirilmesi, fagositoz ve hiicresel sitotoksisite
gibi siireclerde hiicrelerin yakin temasinin gerektigi durumlar1 kolaylagtirmaktir.
Adezyon molekiilleri, sitoplazmik proteinler ve hiicre iskeleti bilesenleri ile iliski
kurarak hiicre iskeleti yeniden diizenlenmesine neden olur ve hiicrelerin
yonlendirilmis hareket yapmalarini saglar. Adezyon molekiiliiniin baglanmasindan
sonra sinyal transdiiksiyonu, hiicre aktivasyonu, reseptor ifadesinde degisiklik, sitokin
iiretimi ve hiicre hayatta kalmasina etkiler de dahil olmak iizere cesitli sonuglar
dogurur. Yap1 ve islevlerine gore siniflandirilmis adezyon molekiil aileleri vardir.
Baglica olanlar hiicreler arasi adezyon molekiilleri, integrinler, selektinler ve
kalsiyuma bagimli aderinsler olan kadherinlerdir. Lokositler ve vaskiiler endotel
iizerinde bulunan molekiillere ek olarak, dokuya 6zgii adezyon molekiilleri olan
adresinler de vardir. Bunlar, esas olarak lenfositlerin bagirsak, akciger, deri, periferik
lenf diigtimleri gibi belirli lenfoid doku gruplarina ve muhtemelen beyin, akciger ve

sinovyuma yonlendirilmesinde rol oynar [92].

Kemokinler

Kemokinler, 16kosit gé¢clinde 6nemli bir rol oynayan sitokin ailesinin belirli tiyeleridir.
Hiicrelerin yonlendirilmis hareketini indiiklemek gibi 6nemli bir kemotaktik islevleri
vardir [93] . Kemokinler, iki sistein (C) kalintistnin diger amino asitlerle
kiyaslandiginda pozisyonlarina gore adlandirilir ve CXC (alfa-kemokinler) ve CC
(beta-kemokinler) olarak iki ana alt gruba ayrilir [94]. Kemokinler, proinflamatuar
sitokinler veya bakteriyel lriinlerle uyarildiginda ¢ogu hiicre tarafindan tretilir ve
kemokin reseptdrleri tiim l6kositlerde bulunur. Kemokinlerin etkileri, kompleman
aktivasyon triinleri gibi diger kemotaktik maddelere kiyasla daha uzun siirelidir,
clinkii hiicre ylizeylerinde ve ekstraseliiler matrikste bulunan glikozaminoglikanlara

baglanirlar. Lokositlerin  toplanmasina neden olan kemokinlere inflamatuar
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kemokinler denir. Ayrica, dalak ve diger lenfoid dokularda l6kositlerin yerlesimini

diizenleyen lenfoid kemokinler de vardir [95].
Sitokinler

Sitokinler, bir hiicre tarafindan salgilanarak kendisinin veya baska bir hiicrenin
davranisint degistiren kii¢iik molekiiler agirliklt habercilerdir. Sitokinler, spesifik
hiicre ylizey reseptorlerine baglanarak hiicre i¢i sinyaller gonderir. Cogu ¢oziiniir
olmasina ragmen, bazilar1 zar bagl olabilir ve bu da sitokin ile reseptor arasindaki
ayrimi zorlagtirir [96]. Sitokinler neredeyse tiim hiicreler tarafindan iiretilir ve ¢ok
cesitli iglevlere sahiptir. Biyolojik etki, sitokine ve ilgili hiicreye baglidir, ancak
genellikle bu molekiiller hiicre aktivasyonunu, boliinmeyi, apoptozu veya hareketi
etkiler. Otokrin, parakrin veya endokrin haberciler olarak islev goriirler [97].
Lokositler tarafindan iiretilen ve esas olarak diger beyaz kan hiicreleri tizerinde etkisi
olan sitokinlere interlokinler denir. Kemotaktik aktiviteye sahip sitokinlere kemokinler
denir. Kok hiicrelerin farklilagmasina ve ¢ogalmasina neden olan sitokinlere ise koloni

uyarici faktorler, viral replikasyonu engelleyenlere ise interferonlar denir.
Interferonlar

Interferonlar, bagisiklikta 6zel bir role sahip biiyiik bir sitokin smifidir. Tip 1 (alfa ve
beta interferonlar) ve tip 2 (gama veya immiin interferon) olarak ikiye ayrilirlar. Tip 1
interferonlar gii¢lii antiviral aktiviteye sahiptir ve enfeksiyona tepki olarak esas olarak
fibroblastlar ve monositler tarafindan tretilir. Hem alfa hem de beta interferon ayni
hiicresel reseptore baglanir ve viral RNA ve DNA iiretimini engelleyen veya bozan
molekiillerin hiicre icinde iiretimini tesvik ederek enfekte olmamis hiicreleri korur.
Virlisle enfekte olmus hiicrelerin, spesifik sitotoksik T lenfositleri tarafindan
taninmasini artiran MHC sinif I molekiillerinin ifadesini artirirlar. Tip 1 interferonlar
ayrica antiproliferatif bir isleve sahiptir. Interferon ailesinin énemli {iyesi interferon
gamma (ifn-y)’nin birbirinden farkli islevleri vardir. ifn- y dogrudan bagisiklik sistemi
tizerinde etkili olarak makrofaj ve ndtrofil hiicre i¢i 6ldiirmesini aktive eder, dogal
oldiiriicii hiicre fonksiyonunu uyarir ve antijen sunan hiicrelerde MHC sinif II ifadesini
artirarak antijen sunumunu giiclendirir. Gama interferon sadece bagisiklik sistemi
hiicreleri tarafindan iiretilir ve tip 1 interferonlardan farkli bir reseptor kullanir. Ayrica
dogustan noétrofil kusurunun (kronik graniilomatdz hastalik) tedavisinde, interferon

veya onun reseptdriiniin liretiminde kusurlar1 olan hastalarda ve bazi makrofaj bazl
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enfeksiyonlarin (leishmaniasis, atipik mikobakteriyel hastalik) yardimei tedavisinde

kullanilir [98].

2.3.2 Kazanilmis bagisikhik

Edinsel bagisikligin  karakteristik 0zelligi, hedefe yonelik efektér yanitlar
yonlendirmek i¢in T ve B hiicrelerindeki antijene 6zgii reseptorlerin iki asamada
kullanilmasidir. 1k olarak, antijen, antijene 6zgii T veya B hiicresi tarafindan sunulur
ve taninir, bu da hiicrenin hazirlanmasina, aktivasyonuna ve farklilasmasina yol acar.
Bu genellikle lenfoid dokunun 6zel ortaminda gerceklesir. ikinci olarak, efektor yanit,
aktive olmus T hiicrelerinin lenfoid dokudan ayrilarak hastalik bolgesine yonelmesi
veya aktive olmus B hiicrelerinden (plazma hiicreleri) kan ve doku sivilarina antikor

salinmasi ve boylece enfeksiyon odagina ulasmasiyla gerceklesir (Sekil 2.4) [99].

2.3.2.1 T ve B hiicrelerinde antijene 6zgii reseptorlerin olusumu

B ve T lenfositleri, kemik iligi i¢indeki Oncii hiicrelerden gelisir. B hiicreleri
gelisimleri boyunca iligin i¢inde kalir, ancak T hiicreleri erken bir asamada timusa go¢
ederek timositler haline gelirler. Her iki hiicre tipinde de antijene 6zgii reseptorlerin
iiretimi, reseptorlerin antijen baglayan bolgelerini (komplementer belirleyici bolgeler)
kodlayan birden fazla DNA segmentinin rastgele yeniden diizenlenmesi ve
birlestirilmesi siirecinin sonucudur. Gen yeniden diizenlenmesi, hiicrelerin gelisiminin
erken doneminde, antijene maruz kalmadan once gerceklesir ve bu, yasam boyu
karsilasilmast muhtemel patojenlerin kapsamini karsilayacak sekilde 108'den fazla T
hiicre reseptorii ve antikor 6zgiilliiglinden olugan bir repertuarin iiretilmesine yol acar

[100, 101].

Gen yeniden diizenleme siireglerindeki benzerliklere ragmen, T ve B hiicre reseptorleri
antijeni farkl sekilde tanir. T hiicre reseptorii, genellikle sekiz ila dokuz amino asitten
olusan dogrusal peptitleri baglar. Bu genellikle hiicre i¢i islemeyle par¢alanmis antijen
anlamina gelir. Antikor, epitoplarin konformasyonel yapisini tanir ve bu tiir antijenler
islemeye ihtiya¢c duymaz. T ve B hiicrelerinin yeni klonlarinin olusturulmasi yasam
boyu devam eder, ancak 20'li yaslarin ortalarindan sonra yavaslar, bu da bu bireylerin
kemik iligi naklinden sonra veya HIV ile iligskili immiin yetmezlikte etkili
antiretroviral tedavinin baslatilmasindan sonra bagisiklik sistemlerini yeniden

yapilandirmalarinin daha yavas olmasina neden olur [102].
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Timus ve kemik iliginden gen yeniden diizenlenmesi geg¢irmis olarak cikan hiicreler
naiftir, yani heniiz bir bagisiklik yanitt iginde spesifik antijenleriyle
karsilasmamislardir. Bu hiicreler, lenf diigimleri, dalak, bademcikler ve mukozaya
bagl lenfoid doku gibi ikincil lenfoid dokular1 doldururlar. Yabanci bir partikiille
spesifik olarak reaksiyona girebilen sadece birkag naif T ve B hiicresi oldugundan, bu
hiicrelerin spesifik antijenleriyle karsilasabilmesi i¢in onlar1 bir araya getirecek bir
sisteme ihtiya¢ vardir. Lenfoid dokular, bu siirecin gerceklesmesi i¢cin mikro cevre
saglar. T ve B lenfositlerine ek olarak, bu dokular etkin antijen sunan hiicreler igerir
ve T ve B lenfositlerini siirdiirmek i¢in gerekli sitokinleri iiretebilirler. Lenfoid
dokular, hiicrelerin doku i¢inde hareket etmesine ve lenfositlerin antijenle temas etme
sansinin artmasina olanak taniyan diizenli bir dizi halinde adezyon molekiilleri ifade
ederler. Lenfoid organlar, lenfatikler ve kan damarlar1 araciligiyla dokularla iletisim

kurar [103].
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Sekil 2.4 : T ve B lenfositlerin spesifik immiinitedeki roller [104].
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2.3.2.2 T lenfositler

Reseptor yeniden diizenlemesi gerceklestikten sonra, T ve B hiicreleri antijenlerine
yanit verebilir ve bir bagisiklik tepkisi baslatabilirler. Ancak, hiicre aktivasyonu siki
ve secici bir sekilde diizenlenmistir, bdylece sadece zararli antijenler tepkiyi tetikler.
Bu diizenleme 6zellikle T lenfosit aktivasyonunun baglatilmasini ig¢erir. Bu, antijenin,
T hiicresine kendi MHC molekiiliiniin peptit baglanma oyugunda sunulmasini
gerektirir. Bunun nedeni, T-hiicre reseptoriiniin sadece antijenik epitopu tanimakla
kalmayip, peptitin kendi MHC molekiilii ile iliskili kompleksini de tanimasidir. T
hiicrelerinin kendi MHC ve peptit ile yeterince reaksiyona girerek bagisiklik
tepkilerini indiikleyebilen, ancak kendi doku yikimina neden olabilecek derecede asir1
MHC-reaktif olmayan hiicrelerin olumlu secilimi siireci, timusta gerceklesir. Naif T
hiicrelerini, lenf diiglimlerinin yiiksek endotelyal veniillerindeki adezyon
molekiillerine baglanan reseptorler (periferik diiglim adresinleri) tasir, diiglimlere
girerler ve birgok antijen sunan hiicreye gecici olarak baglanarak gecerler. T
lenfositlerinin yaklasik %95'i lenfoid doku i¢inde tutulur, ancak statik degildirler; kan
veya lenf yoluyla bir lenfoid dokudan digerine siirekli olarak hareket ederler ve tim
viicutta 1-2 giin i¢inde dolasirlar. Lenfositlerin trafigi olduk¢a yogundur; lenfoid
dokunun efferent lenfindeki hiicre ¢ikis1 3,0 x 107 hiicre/ g'dir. Bu nedenle, kisa bir siire
icinde bir T hiicresinin antijeniyle karsilasmasi beklenir. T hiicresi, antijenini tagiyan
bir antijen sunan hiicre ile karsilastifinda, aktivasyon sonraki 2-3 giin iginde

gerceklesir [104].

Antijenin MHC'ye yiiklenmesinin iki yolu vardir. Antijen hiicre i¢inde endojen olarak
iiretilmis olabilir (6rnegin viral veya tiimor proteinleri gibi) ve hiicre ici isleme yollar1
araciligtyla MHC smf I ile kompleks olusturur (Sekil 2.5). Alternatif olarak,
uzmanlagmis antijen sunan hiicreler, endositoz yoluyla ekzojen antijeni almis olabilir.
Antijen sunan hiicreler arasinda dendritik hiicreler (lenf diiglimlerinin interdigite
dendritik hiicreleri, kanda ortiilii hiicreler ve derideki Langerhans hiicreleri), B
hiicreleri ve makrofajlar bulunur. Ekzojen antijen, endojen antijenden farkli bir yol
iizerinden islenir ve MHC smif II molekiilleri ile yeniden ifade edilir. MHC smif I,
normal kosullarda yalnizca bu uzmanlasmis hiicreler tizerinde ifade edilir (Sekil 2.5)

[105].

T hiicre reseptorii tarafindan antijenin taninmasi, CD4+ ve CDS8+ hiicreleri igin

farklilik gosterir. CD4 lenfositleri yalnizca MHC sinif 11 ile sunulan antijeni tanirken,
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CDS hiicreleri MHC sinif I ile sunulan antijeni tanir. CD4+ ve CD8+ hiicrelerinin ¢ok
farkli islevleri oldugundan, bir antijeni sunmak i¢in kullanilan MHC molekiilii,
olusturulan efektor yanitin tiiriinii belirleyecektir. MHC simif I molekiilleriyle
komplekslenen endojen antijenler, CD8+ sitotoksik T hiicrelerini aktive eder. Tiim
cekirdekli hiicreler MHC smif I'i ifade ettiginden, bu, virlis veya diger hiicre ici
patojenlerle enfekte olmus veya anormal timor antijenleri tireten herhangi bir hiicrenin
bu antijenleri sinif I ile sunabilecegi ve sitotoksik saldir1 ile ortadan kaldirilabilecegi
anlamina gelir. Bu CDS8 yanitlar1 tanidiklar1 hiicreye yiiksek oranda hedeflenirken,
CD4 aktivasyonu, c¢evresindeki genis bir hiicre yelpazesini aktive eden sitokinlerin

iiretilmesine yol acar [106].
Efektor T Hiicreleri

Iki ana efektor T hiicresi tiirii tanimlanmistir: T yardimer (Th) ve T sitotoksik (Tc)
hiicreleri, sirasiyla yiizeylerinde CD4 veya CD8 molekiilleri tasir. CD4+ Th hiicreleri,
yabanci antijeni taniyan ve patojeni ortadan kaldirmak i¢in hiicre aracili bagisiklik
yanitinin diger boliimlerini aktive eden bagisiklik yanitinin diizenleyici hiicreleridir.
Ayrica B hiicrelerinin aktivasyonunda da énemli bir rol oynarlar. CD8+ sitotoksik
hiicreler, antiviral ve muhtemelen antitiimor aktivitede yer alir. Her iki tip hiicre de

hiicre i¢1 patojenlerin kontroliinde biiyiik rol oynar [107].
T Yardimci (CD4+) Hiicreleri

Th hiicreleri, iirettikleri sitokin desenine gore islevsel olarak alt gruplara ayrilir.
Uyarildiklarinda, 6nciil ThO lenfositleri ya Thl ya da Th2 hiicrelerine doniisiir. Bu
hiicreler arasindaki fark yalmizca salgiladiklar sitokinlerde olup, morfolojik olarak
ayirt edilemezler. Ancak, trettikleri yanit ¢ok farklidir. Thl hiicreleri, T hiicre
proliferasyonunu (otokrin bir yanitla CD4+ hiicrelerinkini de igeren) indiikleyen
interlokin 2 (IL-2) dretir. IL-2, CD8+ T hiicre boliinmesini ve sitotoksisitesini,
aktivasyon esiklerini diigiirerek uyarir. Thl hiicreleri tarafindan iiretilen diger ana
sitokin, makrofajlar1 mikobakteriler, mantarlar ve protozoalar gibi hiicre i¢i patojenleri
oldiirmek iizere aktive eden ve dogal oldiiriicii hiicrelerde sitotoksisiteyi indiikleyen
ifn-y’dir. Interferon reseptdriine sahip olmayan hastalarm ciddi mikobakteriyel
enfeksiyonlar gecirmesi, bu sitokinin 6nemini gostermektedir. Bu nedenle Thl

sitokinleri, esas olarak hiicre aracili inflamatuar bir yamit: indiikler. Interferon gama,
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diger ThO hiicrelerini Th1 hiicrelerine doniismeye tesvik ederken Th2 farklilagmasini

engelledigi i¢in pozitif bir geri besleme dongiisii vardir [108].
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Sekil 2.5 : Endojen ve eksojen patojenler tarafindan T hiicrelerinin
aktivasyonu [109].

2.4 Bagisikhk Sistemi ve Kanser Arasindaki Iliski

1909 yilinda Ehrlich [110], bagisiklik sisteminin kanser gelisimini diizenledigini ve
konak¢1y1 neoplastik hastaliklardan korudugunu 6ne siirdii ve bu, Burnet ve Thomas
tarafindan kanser immiin gozetim hipotezi olarak resmen tanitildi [111]. Ancak, bu
kavrami destekleyen gii¢lii deneysel kanitlarin olmamasi nedeniyle bu hipotez kisa
stire sonra terk edildi. Daha yakin zamanda, yeni arastirma araglarinin, teknolojilerin
ve 1yl tanimlanmis fare kanser modellerinde belirli gen islevlerini degistiren
yaklagimlarin birlikte kullanilmasi, kanser ile bagisiklik sistemi arasindaki iliskinin
onemini gostermistir [112]. Hayvan modellerinden elde edilen dogrudan deneysel
veriler, insanlardan elde edilen korelatif verilerle birlikte, islevsel bir kanser immiin
gozetim siirecinin gergekten var oldugunu ve digsal bir tiimor baskilayici olarak
hareket ettigini gdstermektedir. Islevsel bir kanser immiin gézetim siirecinin varligini
destekleyen giiclii kanitlara ragmen, immiinokompetan bireyler yine de kanser
gelistirebilirler [113]. Bu ikilem, bagisiklik sisteminin sadece konakg¢iyr tiimor

gelisimine karst korumakla kalmayip, ayni zamanda immiinojenisitesi azaltilmig
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tliimorleri segerek tiimor biiylimesini tesvik etme kapasitesine de sahip oldugunu
gostererek daha da netlesmistir. Kanser immiin diizenleme; kanser immiin
diizenlemenin ii¢ E'si (“’elimination’’, “’equliubrium’’, “’escape’’) olarak topluca
adlandirilan eliminasyon, denge ve kagis olarak adlandirilan {i¢ asamadan olusur (Sekil

2.6) [114].

Kanser immiin diizenlemesinin eliminasyon asamasi, bagisiklik sisteminin, igsel
timor baskilayict mekanizmalarin basarisiz olmast sonucunda gelisen timor
hiicrelerini tespit edip ortadan kaldirdigi, kanser immiin gézetim kavramini temsil eder
[115]. Eliminasyon asamasi, tim timor hiicreleri basariyla yok edildiginde
tamamlanmis olarak kabul edilir veya sadece bazi tliimor hiicreleri ortadan
kaldirildiginda eksik olarak kabul edilir. Kismi tiimor eliminasyonu durumunda,
immiin diizenleme teorisi, bagisiklik sistemi ile gelisen tiimor arasinda gecici bir
dinamik denge durumunun gelisebilecegini One siirer. Denge asamasinda, konak¢inin
bagisiklik sistemi ve eliminasyon agamasindan sag kurtulan herhangi bir tiimor hiicresi
varyanti, dinamik bir denge durumuna girer. Bu durumda, bagisiklik hiicreleri ve
onlarin sitokinleri, timor hiicreleri ilizerinde, bircok genetik olarak kararsiz ve
mutasyona ugramis tiimor hiicresini igeren bir tiimdr yatagini sinirlamak igin yeterli
olan, ancak tamamen ortadan kaldiramayan gii¢clii ve amansiz bir se¢im baskisi
uygular. Orijinal tiimdr hiicresi varyantlarinin ¢ogu yok edilse de, farkli mutasyonlar
tagiyan yeni varyantlar ortaya ¢ikabilir ve bu varyantlar, bagisiklik saldirisina karsi
artan diren¢ saglayabilir [116]. Eliminasyon asamasindan sag kurtulan kanser
hiicrelerinin heterojenligi ve genetik kararsizligi, tiimor hiicrelerinin konak¢inin

bagisiklik saldirisina nihayetinde direnmesine olanak saglar.

Kagis asamasinda, bagisiklik sistemi artik tlimor biliylimesini sinirlayamaz ve sonugta
stirekli biiyiiyen bir tiimdr olusur. Kanser hiicrelerinin bagisiklik sisteminin koruyucu
agindan kagma yetenegi, genellikle kanserin yedinci ayirt edici 6zelligi olarak kabul

edilir [117].
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Sekil 2.6 : Kanserin immiin-diizenlenme fazlar1 [116].

Sonug olarak son yillarda, ¢cok sayida deneysel in-vitro ve in-vivo ¢aligsma, bagisiklik
sisteminin kanserdeki roliiniin anlasilmasini ilerletmistir. Bazi bagisiklik hiicreleri
(CD8+ CTL, TH1, NK hiicreleri) ve bunlara 6zgii sitokin IFN-y, kanser ilerlemesini
engellerken, TH2, MDSC gibi diger bagisiklik hiicreleri ve bunlardan tiiretilen
sitokinler tiimor ilerlemesini tesvik ediyor gibi goriinmektedir. Benzer sekilde, CD8+
CTL, TH1 ve NK hiicreleri ile yiiksek derecede infiltre olmus tlimoérler, olumlu
prognostik dneme sahip gibi goriintirken, TH2, MDSC, M2 makrofajlar, Treg ve TH17
hiicrelerinin infiltre oldugu tiimérler, ¢ogu kanserde olumsuz prognostik Oneme
sahiptir. Ancak, bu bagisiklik hiicre tiplerinin her zaman tiimor karsit1 veya her zaman
timor yanlis1 oldugu net bir ayrim yapmak ve kesin siniflamalar olusturmak zordur;
¢linkii bu hiicrelerin dogasi, timor mikrogevresi tarafindan belirlenir ve bazi bagisiklik
hiicreleri, heterojenlikleri ve esneklikleri nedeniyle kanserde paradoksal roller de
oynar. Bu hiicrelerin tiimor yanlist ve tiimor karsiti 6zellikleri, farklilasma sekillerine
gore degisir ve bu da tiimor mikrogevresindeki sitokin sinyaline baglidir. Dolayisiyla,
bu hiicrelerin etkilerini, mikrogevredeki diger sitokinler ve bagisiklik hiicreleri ile
iligkili olarak daha derinlemesine anlamak, kanser icin etkili bir immiino-terapdtik
yaklasim kesfetmek icin 6nemlidir [118]. Bu baglamda, ileriki bdliimlerde yapilan
tezin igerigi kapsaminda T hiicrelerinin, NK hiicrelerinin ve makrofaj hiicrelerinin
timor karsitt  Ozellikleri detayli olarak anlatilacak, immiin kontrol noktasi

proteinlerinin 6zellikleri ve anti-kanser tedavideki rolii iistiinde durulacak ve dogal
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bilesenlerle bu hiicrelerin ve bu proteinlerin anti-tiimoral ozelliklerinin modiile

edilmesi detaylandirilacaktir.

2.4.1 Kanserde T hiicrelerinin rolii

T hiicrelerini aktivasyonu ve endojen ve ekzojen patojenlere karsi gelistirdigi hiicresel
immiin yanittaki rolleri 2.3.2.2 de detayl1 olarak anlatilmistir. Buna ek olarak; otuz
yillik arastirmalar, CD4+ T hiicrelerinin insan tiimor reddinde onemli katilimcilar
oldugunu gostermistir. Bu hiicreler, sitotoksik CD8+ T hiicrelerini hazirlayarak CD8+-
aracil1 tiimdr eliminasyonunu destekleyebilirler. Ayrica, CD4+ T hiicrelerinin bir alt
kiimesi dogrudan tiimdr hiicresi eliminasyonuna katilabilir [119]. CD8+ T hiicreleri,
CD4+ T hiicrelerinin inaktivasyonunda etkili molekiiller olarak hareket eden
farklilagmis sitotoksik lenfositlerdir. Bununla birlikte, efektor-hafiza fonksiyonu
sergilemezler, tiimor hiicreleriyle savasmada azalmis etkinlige sahip olabilirler ve
tiimor reddinde daha fazla yorgunluga egilimlidirler. Bu durum, CD4+ T hiicrelerinin
CD8+ T hiicrelerinin aktivasyonunu ve olgunlagsmasini indiikledigini, etkinliklerini ve
efektor hafiza CD8+ T hiicrelerine doniisme yeteneklerini korudugunu gostermektedir

[120].

CD4+ T hiicreleri MHC smif II molekiilleriyle karsilastiginda, IFN-y salinir ve
konaker1 hiicreleri tiimor hiicrelerini ortadan kaldirmaya tesvik eder. IFN-y, Mig ve
interferon-gama indiiklenebilir protein 10 kDa (IP-10) olmak {izere iki CXC kemokin
salgilanmasin tesvik eder. Bu kemokinler, tiimor vaskiilatiiriinii yok ederek anti-
anjiyojenik eylemler sergiler, bliylime inhibisyonuna ve tiimor nekrozuna yol agar. Ek

olarak, IFN-y makrofajlar1t TNF ve nitrik oksit salgilamaya aktive eder [121].

CDS8, bir transmembran glikoprotein olup, CTL'ler eksprese edilir. Bu hiicreler,
antikanser bagisiklikta hayati bir rol oynar ve etkili kanser immiinoterapisinin temelini
olusturur [122]. CAR (Chimeric Antigen Receptor), genetik olarak yeniden
yapilandirilmis bir reseptor tiiriidiir ve CD8+ T hiicreleri ile birlikte adoptif hiicre
transferi (ACT) sirasinda kullanilir. Bu prosediirler, bir¢cok kanser tiirline karsi
immiinoterapide 6nemli bir etki yaratmistir. Su anda, CAR-T hiicrelerinin yani sira

immiin kontrol noktalar1 ve yollar1 da klinik deneylerde degerlendirilmektedir.

32



CD8+ sitotoksik T lenfositleri, antijen sunan hiicreler (APC'ler) veya diger hedef
hiicreler tarafindan sunulan antijenik peptitlere ylizeysel olarak baglanir ve MHC-1
molekiilleri ile etkilesime gecerek hedef antijenleri veya hiicreleri yok ederler. Ayrica,
CD8+ T hiicreleri, mekanik kuvvet yardimiyla porlar olusturarak tiimor hiicreleriyle
etkilesime gecer ve apoptoz baslatir. Bu hiicreler, granzim, katepsin C ve perforin
iceren Oliim indiikleyici graniilleri birlestirir. Perforin ve graniilisin endositozu yoluyla
da hedef veya tiimor hiicrelerinde porlar olusturulabilir. Ayrica, CD8+ T hiicreleri, Fas
ligand1 eksprese eder ve bu ligand, hedef hiicrelerdeki Fas reseptoriine baglanarak
kaspazlart ve endoniikleazlar1 tetikler. Bu durum, hedef hiicre DNA'sinin
segmentasyonuna yol acar ve Fas ile iliskili 6lim alanlarimi aktive eder [123].
Kontrollii antikorlar, bagisiklik-onkolojiye immiin kontrol noktas1 inhibisyonu yoluyla
baglanir ve ¢esitli kanserlerin klinik sonuglarini iyilestirir. Bu yaklasim, bagisiklik
tepkisinin timorlere kars1 etkinligini artirir ve zayiflamig CD8+ T hiicrelerini yeniden
canlandirir [124]. Bu strateji, onkolojide devrim yaratma potansiyeline sahiptir. Sekil

2.7’ de CD8+ T hiicrelerinin anti-kanser yanittaki rolleri ve nasil aktive edildikleri

Ozetlenmistir.
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Sekil 2.7 : CD8* hiicrelerinin kanser hiicresi 6ldiirme mekanizmalar1 [125].

2.4.1.1 Jurkat T hiicreleri
1980'lerin ortalarina gelindiginde, T-hiicre biyologlari, nispeten yeni bir alan olan

sinyal transdiiksiyonunun, antijenik uyarilarla T-hiicre aktivasyonuna dair
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caligmalarina dogrudan uygulanabilir oldugunu fark ettiler. Yirmi yillik yogun
incelemenin ardindan, T-hiicre reseptorii (TCR) sinyallesmesindeki ana bilesenlerin
¢ogu tanimlanmis ve en azindan kismen karakterize edilmistir. TCR sinyallesme
aragtirmalarinin ilk giinlerinde, immiinologlar, TCR uyarimina biyolojik olarak
anlamli yanitlar verebilen gesitli fare ve insan T-hiicre hatlarini1 kullanma imkanina
sahiptiler. Bu grubun 6nde gelen iiyeleri arasinda insan (6rnegin, HPB-ALL, HuT-78)
ve fare (EL4, LBRM-33) kaynakli transformasyon gecirmis T-hiicre hatlar
bulunmaktaydi. Bu hiicre hatlarinin her birinin kullanimindan biiytik ilerlemeler
kaydedilmis olsa da, tartigmasiz bu grubun en bilinen ve tarihsel olarak en 6nemli

olani, insan 16semik T-hiicre hatt1 olan Jurkat T hiicresidir [126].

Insan T hiicrelerini kiiltiirde tutmak igin insan T hiicre bilyiime faktorlerine ihtiyag
duyulmustur. Bu soruna olas1 bir ¢6ziim, Steven Gillis ve James Watson tarafindan
saglanmistir. Onlar, spontan veya indiiklenebilir olarak biiyiik miktarlarda interlokin-
2 (IL-2) salgilayan transformasyona ugramis insan T-hiicre hatlarini taramis ve Fred
Hutchinson Kanser Arastirma Merkezi'nden John Hansen'in elde ettigi birkag 16semik
hiicre hatlarindan biri olan Jurkat hiicrelerinin, fitohemaglutenin (PHA) ile uyarimdan
sonra Ozellikle giiglii IL-2 iireticileri oldugunu bulmuslardir [127]. Bu hiicre hattin1 bu
enfeksiyondan arindirma siireci sonunda bir¢ok T hiicre immiinologu tarafindan

kullanilan standart Jurkat hiicre hatt1 haline gelen Jurkat E6-1 klonunu ortaya ¢ikardi.

Jurkat T hiicreleri, yuvarlak sekilli ve siispansiyon kiiltiiriinde biiyiiyen hiicrelerdir.
Hizli bélinme o6zelligine sahiptirler ve kiiltiirde genellikle kiimeler olustururlar.
Hiicrelerin morfolojisi, 151k mikroskobunda kolayca gozlemlenebilir. Jurkat hiicreleri,
TCR aracili sinyallesme yollarinin molekiiler mekanizmalarini incelemek i¢in model
sistem olarak kullanilir. Bu g¢aligmalar, T hiicre aktivasyonu, proliferasyonu ve
farklilagmas1 hakkinda 6nemli bilgiler saglar. Ayrica, IL-2 {iretimini incelemek i¢in
kullanilan bu hiicreler sayesinde immiinolojik yanitlarin ve T hiicre biiylime
faktorlerinin islevleri anlasilabilir. Bu hiicre hatti, NF-kB, AP-1 ve NFAT gibi 6nemli
transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonunu ve fonksiyonlarini incelemek i¢in de
kullanilir. Sonug olarak, hizli biiyiime ve kolay kiiltiire edilme kosullari, giiclii ve
stirekli IL-2 iiretimi, TCR/CD3 sinyallesme yollarinin detayli incelenmesine olanak

tanimast ve genetik manipiilasyonlara uygunluk agisindan incelendiginde Jurkat
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hiicreleri ¢esitli genetik ve biyokimyasal deneylerde genis kullanim imkan1

saglamaktadir [128].

2.5 Dogal Oldiiriicii (NK) Hiicreler

2.5.1 NK hiicrelerinin gelisimi, siniflandirilmasi ve dagilimi

NK hiicreleri, T ve B lenfositlerinden daha biiyiik, sitoplazmik graniiller igeren 6zel
lenfosit alt popiilasyonlaridir [129]. 1975 yilinda Herberman ve arkadaslar ile
Kiessling ve arkadaglar1 tarafindan tanimlanmis ve kesfedilmiglerdir [130]. NK
hiicreleri, CD34+ hematopoietik progenitor hiicrelerden siirekli bir siirecle ortaya ¢ikar
ve bu siirecte ortak lenfosit progenitorleri CD34'l asagi regiile ederken CD56'y1 yukari
regiile eder. Bu olaylar, NK hiicrelerinin farklilasmasini ve olgunlagmasini tesvik eder

[131].

NK hiicreleri bir¢ok yiizey belirteci ifade ettiginden, farkli NK hiicre alt gruplarini
siiflandirmak i¢in farkli yaklasimlar bulunmaktadir. CD56 ifadesine dayanarak,
CD56 diisiik/soluk ve CD56 parlak olmak iizere iki hiicre alt grubuna ayrilirlar.
Ozellikle, CD56 diisiik/soluk NK hiicreleri anti-tiimor sitotoksiktir, ancak her iki alt
grup da sitokin salgilayabilir [132]. NKp46 ve NKp80 aktive edici ylizey reseptorleri
her iki NK hiicre alt grubunda da ifade edilir [133, 134]. CD56 parlak NK hiicreleri,
CDI16 ve PENS ifade edereck CD56 soluk NK hiicrelerine 0zellesir. Benzer sekilde,
farelerde CD11b, CD226 (DNAM-1), CD27 ve KLRGI1 ifadelerine dayali olarak
kategorize edilen farkli alt gruplar ¢alisilmistir. NK hiicreleri, kemik iligi, karaciger,
akcigerler, lenf diigiimleri, dalak, karaciger ve periferik kan dahil olmak {izere lenfoid
ve lenfoid olmayan dokular boyunca genis capta dagilmistir. Caligmalar ayrica
farelerin uterus, bagirsaklar, deri, yag dokusu, mesane, timus, bademcikler, bobrekler,
pankreas ve beyin gibi cesitli diger organlarinda da NK hiicreleri bulmustur. Genel
olarak, CD56 diistik/soluk alt grubu insan kaninda baskindir, oysa CD56 parlak alt
grubu lenf diiglimlerinde daha baskindir [135]. Genel olarak; NK hiicreleri klasik
reseptorleri ekspresyon etmeleri ve bu reseptorlerin ekspresyon diizeylerine gore,
(6rnegin, adezyon molekiilleri-CD56 ve CDS57, aktive edici reseptorler-CD16, NCR,
KIR ve NKG2C, inhibitdr reseptorler-NKG2A) diizenleyici ve sitotoksik fenotipler ile
bellek NK hiicreleri olarak alt gruplara ayrilir ve bu alt gruplar fonksiyonel olarak

farklilik gosterirler (Sekil 2.8) [136, 137].
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NKG2C* sitotoksisite
* Yuksek ifn-gamma Uretim kapasitesi

Sekil 2.8 : NK hiicre alt siniflar1 ve fonksiyonlar1 [138].

2.5.2 NK Hiicrelerinin aktivasyonu ve inhibisyonu

NK hiicreleri tarafindan bir¢ok baskilayici ve aktive edici sinyal molekiilii salgilanir.
Duragan durumda, baskilayici reseptorler NK hiicrelerinin aktivasyonunu ve ardindan
gelen Oldiiriicii etkilerini engeller. NK hiicreleri, hedef hiicreleri MHC bagiml
olmayan bir sekilde tanir ve ardindan hedef hiicrelerde ifade edilen MHC-I
molekiiliinii tanir [137]. Bu tanima, NK hiicrelerinin uyarilmasini bastirir ve viicudu
saldirmaktan korur. Stres altinda, hedef hiicreler MHC-I ifadesini azaltir. Sonug
olarak, NK hiicreleri baskilayici sinyalleri kaybeder ve “eksik kendini tanima”
siireciyle aktive olur. Yapilan calismalarla elde edilen kanitlar, NK hiicrelerinin
patojen kodlu molekiillerin veya kendiliginden ifade edilen proteinlerin potansiyel
taninmasi ile aktive edici reseptorler ifade ettigini one siirmektedir. Normal kosullar
altinda, patojen kodlu biyomolekiiller konake¢1 tarafindan salgilanmaz ve bu tiir bir
tamima “kendiliginden tanima” olarak adlandirilir. Ayrica, hastalik bulagmis veya
doniigmiis hiicrelerin  kendiliginden iretilen proteinleri yukar1 regiile ettigi
bulunmustur. Bu fenomen “stresle tetiklenen kendini tanima” olarak adlandirilmistir.
Uyarici reseptorler arasinda sitotoksisite reseptorleri NKp44, NKp46 ve NKp30; C-
tipi lektin reseptorleri NKG2E/H, CD94/NKG2C, NKG2F ve NKG2D; ve KIR'ler
KIR-3DS ve KIR-2DS yer alirken, baskilayici reseptorler arasinda CD94/NKG2A/B
ve KIR'ler KIR-2DL ve KIR-3DL bulunur. Sonu¢ olarak, NK hiicreleri, hedef

hiicrelerin dogasina bagli olarak ¢ok sayida uyarici ve baskilayict sinyalin
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tanimlanmas1 yoluyla hedeflerini tanir [139].

NK hiicrelerinin aktivasyon ve

inhibisyon mekanizmalar1 Sekil 2.9° da 6zetlenmistir.
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Sekil 2.9 : NK hiicrelerinin inhibisyon ve aktivasyonu [140].

2.5.3 NK hiicrelerini artiran diizenleyici sitokinler

NK hiicreleri iizerindeki devam eden arastirmalar, viral enfeksiyonlarin erken
diizenlenmesinde, HSC transplantasyonunda (HSCT; iyilestirilmis greftleme, greft
kars1 timor etkisi ve greft karst konak hastaligl) ve kanser immiin gozetiminde
oynadiklar1 kritik roller hakkinda artan kanitlar sunmaktadir. Cesitli diizenleyici
sitokinler, NK hiicrelerinin tiimor hedefleri olarak islevlerini indiikler. Bir¢ok sitokin
(IL-2, 1L-21, IL-12, IL-18 ve IL-15) ve tip I interferonlar, NK hiicrelerinin in vitro
cogaltilmast ve adaptif transfer Oncesi indiiklenmesi i¢in kullanilabilir [141].
Ozellikle, bireysel aktive edici reseptdrler, naif NK hiicrelerinde sitokin salgilanmasini
veya sitotoksisiteyi tetikler. Sitokinlere maruz kalmak, NK hiicrelerinin 6n
aktivasyonunda Onemli bir rol oynar. IL-12, NK hiicrelerinin aktive edici
reseptorlerinden gelen sinyali artirir. IL-12, IL-15 ve IL-18 ile birlestiginde, ekzojen
IL-2 ile asgilanmig immiin yetmezligi olan farelerde biiyliyen hafiza benzeri bir NK
hiicre popiilasyonunu indiikler [142]. IL-15 sitokini, NK hiicrelerinde IL-15 sinyal
mekanizmalarini olusturma konusundaki ilerlemelerle IL-2 ile birlikte en giiclii etki

gosteren sitokindir. Metastatik kanserleri olan bireyleri igeren bir faz I klinik

caligmada, giinliik IL-15 uygulamasimin NK hiicrelerinin ¢gogalmasini indiikledigi ve
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NK hiicre sayilarini énemli 6l¢lide artirdigi bulunmustur. Bagka bir calismada, 1L-15
ile tetiklenen NK hiicrelerinin, direngli kat1 tlimdrleri olan alt1 adet pediatrik bireyin
dordiinde klinik bir reaksiyonu indiikledigi bulunmustur [143]. Tip I ifn da, NK
hiicrelerini aktive etme potansiyeline sahip proinflamatuar bir sitokindir ve hiicreleri
aktive edici reseptorler tarafindan aktivasyona hazirlar. Bu baglamda, diizenleyici
sitokinler, NK hiicrelerini tiimorleri 6ldiirmek icin harekete gecirmede vazgecilmez
roller oynar. NK hiicrelerini aktive eden birgok sitokin, su anda klinik veya preklinik
gelisim asamasindadir [144]. NK hiicre aktivasyonunu diizenleyici sitokinler Sekil

2.10°da gosterilmistir.
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Sekil 2.10 : NK hiicrelerinin aktivitelerini diizenleyen sitokinler [145]
2.5.4 NK hiicre aracih anti-tiimoér mekanizmalari
Dogrudan kanser 6ldiirme

Onceki calismalara gore, NK hiicreleri saglikli hiicreleri tiimér hiicrelerinden ayirt
etmek igin cesitli mekanizmalar gelistirmistir. Ozellikle, NK hiicrelerinin timor
hiicrelerini 6ldiirmesi MHC-I ve antikor bagimli degildir [136]. Tiimore saldiran
sitotoksik T hiicrelerinden kagmak icin, tlimor hiicrelerinin ylizeyinde MHC-I ifadesi
siklikla azalir veya kaybolur. Ancak, MHC-I'in kendi kendine ifadesinden vazgecen
veya “degismis-kendi” stres-indiiklenebilir proteinler tagiyan tiimorler, NK hiicrelerini
uyaran reseptorler i¢in kanser hiicrelerinde diizenlenmemis ligand ifadesine neden

olur. Bu nedenle, NK hiicreleri belirli “stres” veya “tehlike” sinyallerinin ilk taninmas1
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yoluyla uyarildigindan, tiimdr hiicrelerinin ideal NK hiicresi hedefleri olduguna siiphe
yoktur. NK hiicrelerinin tiimor hiicrelerini tanimasinin “kendi kendini silme” modeli,
ilk olarak MHC-I eksik homolog kanser hiicrelerinin segici reddinin NK hiicreleri
kullanilarak analiz edilmesi yoluyla gosterilmistir [146]. Ayrica, NK hiicre inhibitor
reseptorleri, MHC-I ifadesindeki bu eksikligi tespit edebilir. Aktivasyon reseptorleri
araciligiyla NK hiicreleri, stresle tetiklenen kendi ligandlarini tespit ederek belirli
MHC-I yeterli kanser hiicrelerini 6ldiirebilir. Kisaca, NK hiicreleri tarafindan aracilik
edilen dogrudan sitotoksisite, dnemli antikanser etkiler gosterir. NK hiicreleri, ¢esitli
mekanizmalarla kanser hiicrelerini dogrudan o6ldiiriir, bu mekanizmalar soyle
tanimlanir: (1) NK hiicreleri, perforin ve granzim o6ldiiriicii medyatorlerini serbest
birakarak malign hiicrelerin apoptozunu saglar, bu siire¢ NK hiicre tanima
reseptoriiniin timor hiicreleriyle dogrudan temasini gerektirir; CD56 diisiik/soluk NK
hiicre alt grubu esas olarak bu mekanizma ile hedef hiicreleri oldiiriir [147]. (2) NK
hiicreleri, TNF ailesi molekiillerinin (FasL, TRIAL ve mTNF) timdr hiicre membran
ligandlarina baglanmasi yoluyla apoptozu tetikler. Bu siire¢, NK hiicre tanima
reseptoriinlin tiimor hiicresiyle dogrudan temasini gerektirmez ve CD56 parlak NK
hiicre alt grubu malin hiicreleri oldiiriir [148]. (3) NK hiicreleri, antitiimdr antikorlart
IgG1 ve IgG3 arasinda kdprii gorevi goriir, burada Fab spesifik olarak tiimorii tanirken
Fc segmenti NK hiicre FcRy Illa'ya baglanarak antikor bagimli hiicre aracili
sitotoksisiteyi tetikler [149]. (4) NK hiicreleri, farkli mekanizmalarla antitiimor etkiler
gosteren, timdor anjiyogenezini inhibe etmek ve adaptif bagisiklik yanitlarini aktive

etmek gibi IFN-y iceren bircok sitokin tiretir [150] (Sekil 2.11).

Dolayl kanser oldiirme

NK hiicreleri, bagisiklik sistemi hiicrelerinin islevleri {izerindeki olas1 etkileriyle
bagisiklik modiile edici etkilere sahiptir. Uyarilmig NK hiicreleri tarafindan salgilanan
IFN-y, CD8+ T hiicrelerinin sitotoksik T lenfositlerine (CTL'ler) doniistimiinii ve
CD4+ T hiicrelerinin Thl hiicrelerine 0Ozellesmesini tetikler. Bu da CTL
farklilagsmasini tesvik eder. NK hiicre kokenli sitokinler, B hiicreleri tarafindan iiretilen
antitiimor antikorlarin1 da modiile edebilir [151]. Ayrica antitiimdr bagisikligini tesvik
etmek i¢in aktive olmus NK hiicreleri, DC stimiilasyonu ve olgunlagsmasin diizenler.

Bu DCl'ler, NK hiicresi ile tetiklenen tiimor lizisinden kaynaklanan kanser-spesifik
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antijenleri ve CD8+ T hiicrelerini ¢apraz sunabildiklerinden, antijen-spesifik CTL

yanitlarinin iiretimini potansiyel olarak tesvik eder [152] (Sekil 2.11).
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Sekil 2.11 : NK hiicrelerinin kanser hiicreleri tizerindeki aktiviteleri [153].

2.5.5 NK-92 hiicre hatti

NK-92 hiicre hatti, 1992 yilinda kesfedildigi icin bu adi almistir ve Kanada,
Vancouver'daki British Columbia Kanser Ajansi'nda bulunan bir laboratuvarda,
agresif bir NK hiicre lenfomas1 teshisi konmus bir hastadan alinan mononiikleer kan
hiicrelerinden {iretilmistir. NK hiicreleriyle karsilastirildiginda tutarli bir sekilde
yiiksek sitotoksik aktivite gosterir. Bu genis ve tutarl yiiksek sitolitik aktivitenin
birka¢ nedeni vardir: (i) NK-92 hiicreleri, kan tlirevi IL-2 bagimli NK hiicrelerinden
daha fazla granzim icerir, bu nedenle NK-92 ile sitotoksik etki, kan NK hiicrelerine
kiyasla ¢ok daha diisiik etkileyici-hedef oraninda gergeklesir; (ii) NK-92 hiicreleri, NK
hiicre fonksiyonunu allojenik hiicrelerle karsilastiginda susturan inhibitor KIR
ailesinin yalnizca bir reseptoriinii ifade eder; (iii)) NK-92, tiimor hedefleriyle
etkilesimde Onemli olan NKG2D gibi bir dizi aktiflestirici reseptdriin yani sira
adezyon reseptorlerini (I6kosit fonksiyonuyla iliskili antijen-1, interhiicresel adezyon
molekiilii) ifade eder; (iv) NK-92 hiicreleri, hipoksik tiimér dokusu mikrocevresinde

aktivite kayb1 gostermez, ve (v) NK-92, kan NK hiicrelerine kiyasla hedef hiicreleri
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¢ok daha biiyiik 6lciide seri olarak &ldiirebilir . n vitro ve in vivo yapilan pek ¢ok
caligma, miihendislikle degistirilmemis ana NK-92 hiicrelerinin insan kanser hiicre
hatlarini ve birincil kanser hiicrelerini etkili bir sekilde 6ldiirebildigini dogrulamistir

[154].

2.6 Kanserde Makrofajlarin Rolii

Makrofajlar, patojenlere kars1 dogustan ve adaptif bagisiklik yanitlarinda, normal doku
homeostazinda, enfeksiyon veya yaralanma sonrasinda yabanci ve kendine ait
antijenlerin sunumunda, inflamasyonun ¢6ziilmesinde ve yara iyilesmesinde hayati
roller oynayan, genis bir alana yayilmis dogustan gelen bagisiklik hiicreleridir [155].
Makrofajlar, kemokinler gibi timér kaynakli ¢ekiciler tarafindan tiimér bolgesine
cekilir, timor hiicreleriyle etkilesime girerler. Bu hiicreler, yaygin olarak tiimorle
iliskili makrofajlar (TAM) olarak bilinir. Makrofajlarin bu sekilde infiltre olmasi,
cesitli insan karsinomlarinda kotii prognoz ile iliskilidir. Diger bagisiklik efektor
hiicreleri gibi makrofajlar da birden fazla alt tipe sahip olabilir ve mikrocevreye bagli
olarak cesitli fenotipler alabilirler. Makrofajlar, sitokinler, farkli oksijen
konsantrasyonu (hipoksiye karsi normoksi) gibi ¢esitli mikrogevresel uyaricilarla
aktive edilebilir ve islevsel olarak farkli fenotiplere polarize edilebilirler. Klasik olarak
aktive edilmis (M1) ve alternatif olarak aktive edilmis (M2) makrofajlar bu
fenotiplerin iki u¢ noktasidir. Makrofajlar, bagisiklik uyaricilarina (IFN-y) yanit olarak
tek basina veya lipopolisakkarit (LPS) gibi bakteriyel bilesenlerle ya da TNF-a gibi
sitokinlerle birlikte klasik (M 1) makrofaj aktivasyonuna ugrarlar [156]. Buna karsilik,
ayn1 makrofajlar TH2 sitokinleri (IL-4, IL-13), IL-10 ve transformasyon biiylime
faktorii beta (TGF-) ile uyarildiginda M2 makrofajlarina polarize olurlar [157].

Polarizasyon makrofajlarin ayirt edici bir 6zelligidir ve bu makrofajlarin farkl sitokin
profilleri nedeniyle, islevleri de farklidir. M1 makrofajlari, yiiksek diizeyde
proinflamatuar sitokinler (6rn., TNF-a, IL-1, IL-6, IL-12 ve IL-23) salgilayarak timor
hiicreleri lizerinde sitotoksik etki gosterir ve tiimor yikici reaksiyonlari tetikler [158].
Buna karsilik, M2 makrofajlari, IL-10, TGF-f ve arginaz-1 gibi genis bir yelpazede
anti-inflamatuar sitokinler ifade ederler ve bdylece tiimor biliylimesi i¢in
immiinosupresif bir mikrogevre saglarlar. Farkli sekilde polarize olmus makrofajlar
ayrica farkli kemokin ifade desenleri gosterebilir. M1 makrofajlari, TH1, CD8+

sitotoksik T lenfositlerinin (CTL) ve NK hiicrelerinin alimini tesvik eden bir dizi
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proinflamatuar kemokin (CXCL9, CXCL10 ve CXCLI15) ifade ederek, bu hiicrelerin
hiicre i¢i patojenleri 6ldiirme kapasitelerini artirir. Genel olarak, bu TAM hiicreleri,
M1 tipi hiicreler olarak, TH1 ve NK hiicrelerinin biiylimesini ve kemokinler ve
sitokinler (IL-6, TNF-q, IL-23 ve IL-12) iireterek alimin1 tesvik eden proinflamatuar
olabilirler ve ayn1 zamanda TGF-f ve IL-10 {iretimi yoluyla antikanser bagisikligini
inhibe eden M2 benzeri TAM ile timor gelisimini ve immiin regiilasyonu tesvik

edebilirler ve boylece kanserde ¢ift yonlii roller oynayabilirler [159] (Sekil 2.12).
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Sekil 2.12 : Neoplazmada makrofajlarin rolii ve aktiviteleri [118].

2.6.1 RAW 264.7 makrofaj hiicre hatti

RAW 264.7 hiicre hatti, immiinolojik arastirmalar alaninda temel olan fare
makrofajlar i¢in saglam bir model olarak hizmet eder. Erkek BALB/c faresinden
tiiretilen bu hiicreler, Abelson fare 16semi viriisii tarafindan doniistiiriilerek makrofaj
benzeri bir hiicre hatt1 olusturulmustur. Fonksiyonel stabiliteleri ve hem fagositoz hem
de pinositoz yapabilme yetenekleri nedeniyle, RAW 264.7 hiicreleri, konak-patojen
etkilesimlerinin incelenmesi igin vazge¢ilmezdir ve immiinolojik arastirma
cabalarinda kose tasidir. Antijen sunan hiicreler olarak, RAW 264.7 hiicreleri
bagisiklik sisteminde kritik bir rol oynar. Fonksiyonlari, basit patojen tanimanin

Otesine gecerek antijenleri isleme ve T hiicrelerine sunma siireclerini kapsar, boylece
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kapsaml1 bir bagisiklik yanitin1 diizenler. Bu dinamik, bagisiklik sisteminin yabanci
unsurlar1 nasil taniyip etkisiz hale getirdigini daha derinlemesine anlamay1 saglar.
RAW 264.7 hiicreleri, MO makrofajlar1 olarak temel durumlarinda, M1 pro-
inflamatuar veya M2 anti-inflamatuar fenotipe polarize olma kapasitesine sahiptir. Bu
polarizasyon yetenegi, aragtirmacilara gesitli sitokinlerin ve cevresel faktorlerin
makrofaj fonksiyonu ve bagisiklik yanitlar1 iizerindeki etkilerini incelemek i¢in bir
model saglar. RAW 264.7 hiicreleri, 6zellikle lipopolisakkarit (LPS) gibi uyaricilara
maruz kaldiklarinda, TNF-a, IL-6, IL-1B gibi ¢esitli proinflamatuar sitokinleri
iretirler. Bu hiicre hatti, nitrik oksit (NO) iiretir ve bu da bagisiklik yanitlarinda ve
patojenlere kars1 savunmada 6nemli bir rol oynar. NO {iretimi, 6zellikle inflamatuar
kosullarda Onemlidir. Dogal iiriinlerde biyolojik aktivite taramasi, RAW 264.7

hiicrelerinin basarili oldugu bir diger uygulama alanidir [160].

2.7 PD1/PD-L1 immiin Kontrol Noktasi Proteinleri

Programli hiicre 6liimii ligandi-1 (PD-L1), B7-H1 ve CD274 olarak da bilinir ve kendi
reseptorii programli hiicre Oliimii-1 (PD-1) ile etkilesime girerek T hiicre
fonksiyonlarini olumsuz yonde diizenler ve bir¢cok kanser tiirlinlin bagisiklik
kacinmasinda énemli bir rol oynar [161]. PD-L1 ifadesi sik¢a tiimor hiicrelerinde ve
dendritik hiicreler (DC'ler) ve makrofajlar gibi tiimorle iliskilendirilmis antijen sunan
hiicrelerde (APC'ler) tespit edilmistir. Bu hiicreler, T hiicre ylizeyinde bulunan PD-1
reseptoriinii tanir ve bu etkilesim bagisiklik baskilanmasina neden olur. T
hiicrelerindeki T hiicre reseptorlerinin (TCR) ve kanser hiicrelerindeki MHC'nin
baglanmasi, adaptif bagisiklik yanitin1 aktive eder. PD-1 ve PD-L1'in baglanmasi ise
T hiicrelerinin sinyal iletimini engelleyerek bagisiklik yanitini baskilayabilir. Anti-PD-
1/PD-L1 bir antikorlar ise bu baskiy1 tersine ¢evirebilirler (Sekil 2.13). PD-1'e yonelik
nivolumab ve pembrolizumab gibi monoklonal antikorlar ve PD-L1 antikoru
atezolizumab, etkili bir sekilde PD-1/PD-L1 etkilesimini engelleyerek bagisiklik
kontrol noktasi engelleme yaklagimi ile formiile edilmislerdir. Bu tedavi yaklagimi

kapsaminda gelistirilen bir ¢ok ila¢ kanser tedavisi icin FDA onayini almistir [ 162].

Solid tiimorlerde, PD-1/PD-L1 inhibisyon yolaklari, tiimor hiicre yiizeyinde PD-L1
ifadesinin artirilmasi yoluyla bagisiklik sistemini susturmak icin kullanilabilir. PD-L1
ifadesi, biiyiik tiimor boyutu, yiliksek proliferasyon, dstrojen reseptorii-negatif durumu

ve HER2-pozitif durumu ile iliskilendirilmistir ve over ve meme kanseri durumlarinda
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sagkalim ile ters korelasyon gosterir. PD-L1, ti¢lii negatif meme kanserlerinin
%20'sinde ifade edilir. Bu, bir¢ok kati tiimoére karst antitimor bagisikliginin
tetiklendigini ancak immiinstipresif faktorler tarafindan dengelendigini gosterir. Canli
organizmalarda yapilan calismalarda, PD-L1'in timor olusumunu ve invazivligini
artirdig1 ve timdr hiicrelerini belirli CD8+ T-hiicrelerine kars1 daha az hassas hale
getirdigi gosterilmistir. PD-1 ifadesi susturulmus farelerde melanom tiimor bliylimesi
genis capta baskilanmistir. Ayrica, canli organizmalarda yapilan ¢alismalarda, PD-
1/PD-L1 yolaklarinin spesifik antikorlar kullanilarak bloke edilmesinin, hiicresel

immiinoterapilerde daha giiclii tiimor gerilemesine yol agtig1 gosterilmistir [163].

Kanser hiicrelerinde PD-L1 ve/veya PD-L2 ifadesinin saptanmasi, kanser tedavisi ve
prognozu i¢in Onemli sonuclar dogurabilir. Arastirmalar, kanserin siddeti ile
TIL'lerdeki CD279 varligi ve kotli hasta sonuglar1 arasinda bir baglanti ortaya
koymustur. Kanser hiicrelerinde bulunan PD-L1, sitotoksik CD8+ T hiicrelerindeki
CD279 reseptorleri ile etkilesime girdiginde, bu hiicrelerde apoptozu tetikler [164].
Normal meme dokusunda PD-L1 ifadesi diisiik seviyelerdeyken, meme kanseri
dokusu oOrnekleri ve hiicre hatlar1 bu proteinin bol miktarda ifade edildigini
gostermistir. Meme kanseri hastas1 iizerinde yapilan bir calisma, PD-L1 ifade
seviyelerini klinik-patolojik parametrelerle karsilastirmak i¢in yiiriitilmiistiir. Meme
kanserinde, kanser hiicrelerinde yiiksek seviye PD-L1 ifadesi, yliksek boyutlu Grade
IIT tiimorler ve Ostrojen reseptorleri (ER) veya progesteron reseptorleri (PR) ifade
etmeyen tiimorler ile iligkilidir. CD279 ve PD-L1 ekseni kesfi, kanser tedavisinde
anlamli bir yenilik olmustur [165]. Kemoterapdtik ajanlarin PD-L1 ifadesi tizerindeki
etkilerini inceleyen ¢alismalar, doksorubisinin hiicre yiizeyinde PD-L1 ifadesini
azalttigimi fakat c¢ekirdekte artirdigini gostermistir. Ancak, PI3/AKT yolunun inhibe
edilmesinin bu artis1 6nleyebildigi bulunmustur [166]. Yang Zheng ve ark. MCF-7 ve
MDA-MB231 hiicrelerinin T hiicreleri ile birlikte kiiltlir edilmesinin ytliksek PD-L1
ifadesine ve T hiicre aktivasyonu ile sitokin saliminin 6nemli 6lgiide inhibe edilmesine

yol ac¢tigin1 bulmustur [167].
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Sekil 2.13 : T hiicresi ve kanser hiicreleri arasindaki PD1/PD-L1 etkilesimi
[168].
2.7.1 P13K/AKT/MTOR sinyal yolagi ile PD/PD-L1 sinyal yolagi arasindaki iliski
Fosfoinositid  3-kinaz  (PI3K)/Akt yolunun, kanser hiicrelerinde PD-L1
regiilasyonunda rol oynadig1 yapilan ¢aligmalarla tespit edilmistir [169] (Sekil 2.14).
Ornegin PI3K inhibitdrlerinin, BRAF inhibitdriine direngli melanom hiicrelerinde PD-
L1 ekspresyonunu azalttigi belirlenmistir [170]. Akt inhibisyonu ise, PTEN'in
tiilkenmesiyle meydana gelen PD-L1 artisin1 ortadan kaldirir. PI3K/Akt sinyallemesi
yoluyla PD-L1 artiglari, transkripsiyonel yukari diizenleme ve posttranslasyonel
siiregler ile birlikte gelir; kolon kanseri hiicrelerinde, Akt'nin uyarilmasi, PD-L1
mRNA ekspresyon seviyelerinden bagimsiz olarak PD-L1 protein asir1 ekspresyonuna
neden olabilir. Akt'nin, PD-L1 ekspresyonu iizerindeki etkisini mTOR/S6'in aracilik
ettigine dair bir kanit olmasa da, Akt inhibisyonu PD-L1 ekspresyonunda azalmaya
yol actig1 gosterilmistir. PI3K/AKT/mTOR ile iligkili inhibitorler (6rnegin, mTOR
inhibitérii rapamisin) PD-L1 ekspresyonunu azaltirken, artirilmis AKT/mTOR
ekspresyonunun uyarilmasi PD-L1 ekspresyonunu artirir (fare deneylerinde

dogrulanmistir) [171].
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PD-1/PD-L1, vyalnizca tiimor hiicrelerinde degil, ayni zamanda bagisiklik
mikrocevresinde de PI3K/AKT yolunu aktive eder. Meme kanserinde, miyeloid
kaynakl1 baskilayici hiicreler (MDSC) olarak adlandirilan bir elementteki PD-1'in, B
hiicresindeki PD-L1'e baglanarak, B hiicresinde PI3K/AKT/NF-kB sinyal yolunu
aktive edebildigi bulunmustur [172]. Daha sonra B hiicresi uyarilmasi, T hiicre
bagisiklik yanitin1 engellemis ve tlimor hiicrelerinin bagisiklik kagisini tegvik etmistir.
Yiiksek PD-L1 ekspresyonunun yalmizca mTOR'a bagimli oldugu konusunda
dogrudan bir kanit olmasa da, AKT/mTOR yol aktivasyonunun yiiksek PD-L1
ekspresyonunu tesvik ederek kanser hiicrelerinin bagisiklik kacisini destekleyebilecegi

iyi bilinmektedir [173].
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Sekil 2.14 : PD-L1 ekspresyonunu diizenleyen PI3K/AKT/MTOR sinyal
yolagi [169].

2.8 Mevcut Kanser immunoterapi Yaklasimlar

Bagisiklik sistemini taniyarak ve kanseri ortadan kaldirmaya yonlendiren tedavi
yaklagimlari, kanser immiinoterapisi olarak bilinir ve kanser tedavisinin ayr1 bir ayagi
olarak ortaya ¢ikmistir. En umut verici tedavi yaklagimlari arasinda terapotik kanser
asilari, immiin kontrol noktas1 blokaji, iki spesifik T hiicre angajorii (BiTEs) ve adaptif
hiicre terapileri (ACT) yer alir. Bu yaklagimlar, tiimor antijenlerine kars1 ya endojen

ya da tasarlanmig bir T hiicre temelli bagisiklik yanitin1 ortaya ¢ikarmay1 amaglayan
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ortak bir etki mekanizmasini paylasir. Ayrica, 6zellikle antijen sunan hiicreler olmak
iizere dogustan gelen bagisiklik sistemi ile bagisiklik efektorleri arasindaki
etkilesimler, kanser immiinoterapilerinin etkinliginin temelinde yatar ve bu hiicreleri
hedefleyen yaklasimlar da gelistirilme agsamasindadir. Asagida kanser immunterapide

kullanilan en son yontemler anlatilmistir [64].
Terapotik Kanser Asilart

Terapotik kanser asilari, dendritik hiicreler tarafindan antijenin alinmasi, islenmesi ve
sunulmasi yoluyla tiimor antijenlerine kars1 endojen T hiicre bagisiklik yanitlarini
tetikler. Timor antijenleri, KRAS veya p53 gibi yaygin olarak mutasyona ugramis
varyantlar gibi birkag¢ kanser tiirii arasinda paylasilan antijenler ya da bireyin tiimoriine
0zgli somatik mutasyonlara sahip kisisellestirilmis neoantijenler olabilir. Bagisiklik
aktivasyonunu indiikleme yontemleri arasinda ¢iplak veya nanopargacikla kaplanmis
DNA, RNA veya peptitlerin enjeksiyonu, ex vivo puls edilen otolog dendritik hiicreler
ve 1sinlanmig timor hiicreleri yer alir. Bir dendritik hiicre asis1 olan Sipuleucel-T, 2010
yilinda metastatik, kastrasyona direncli prostat kanseri tedavisi i¢in onaylanmais olup,

Amerika Birlesik Devletleri'nde FDA tarafindan onaylanan tek as1 tedavisidir [ 174].
Immiin Kontrol Noktasi Blokaji

Aktive olmus T hiicreleri, antitiimér bagisikliginda merkezi bir rol oynar ve
yiizeylerinde sitotoksik T-lenfosit ile iliskili protein 4 (CTLA-4) ve programlanmis
hiicre 6liimii 1 (PD-1) gibi inhibitor reseptorler ifade ederler. Bu reseptorlerin kendi
ligandlarina baglanmasi, T hiicre sitotoksik aktivitesinin azalmasina ve inhibitor sinyal
yollarinin etkinlesmesine yol acar. Bir¢ok tiimdr, PD-L1'in ekspresyonunu artirarak T
hiicre yanitlarindan kag¢inir. Bu inhibitor etkilesimin kesilmesi, T hiicre aktivasyonunu
ve proliferasyonunu artirarak antitimor yanitlari indiikler. CTLA-4 (ipilimumab), PD-
1 (pembrolizumab, nivolumab ve cemiplimab) veya PD-L1 (atezolizumab,
durvalumab ve avelumab) hedefleyen insanlastirilmis monoklonal blokaj antikorlari,
tek ajanlar olarak ya da kemoterapilerle kombinasyon halinde yaklasik 50 kanser
tirtinde kullanilmis olup, en biiyiik basar1 melanomda gozlemlenmistir. Ancak,
kontrol noktas1 blokaj tedavisinin vaatlerine ragmen, yalnizca azinlikta kalan hastalar
tam yanit alir, clinkii bu tedavinin etkinligi timér mutasyon yiikiine ve uygun
antitimor T hiicre fonksiyonuna baghdir. Ayrica, PD-1/PD-L1 inhibisyonu CTLA-4

blokajina gore daha az yan etki gosterse de, her iki tedavi de otoimmiin hastaliklar
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tesvik etme ve kontrol noktas1 kaynakli pndmonit gibi yasami tehdit eden toksisiteler

gelistirme potansiyeline sahiptir [175].
Adoptif Hiicre Terapileri

ACT, hastaya tiimoriin ortadan kaldirilmasini tesvik etmek amaciyla infiize edilen ex
vivo genigletilmis, otolog veya allojenik bagisiklik hiicrelerinden olusan ¢esitli bir
grubu ifade eder. En yaygm kullanilan adaptif hiicre terapileri arasinda timor
infiltrasyonu yapan lenfositler (TIL) veya transgenik TCR veya kimera antijen
reseptorii (CAR) ifade eden genetigi degistirilmis T hiicreleri yer alir. TIL ve
transgenik TCR T hiicrelerinden farkli olarak, CAR-T hiicreleri MHC'den bagimsizdir
ve herhangi bir TAA'y1 hedef almak i¢in degistirilebilir. 2022 yil1 itibariyla, B hiicreli
16semi ve lenfoma tedavisi i¢cin CD19'u hedefleyen dort ve r/r miyelom tedavisi igin
BCMA'y1 hedefleyen iki CAR-T hiicre tedavisi olmak iizere FDA tarafindan
onaylanmis alti CAR-T hiicre tedavisi bulunmaktadir. ACT'nin kati tiimdrlerdeki
etkinligini artirmak i¢in genis bir genetik modifikasyon stratejisi gelistirilmis olup,
transgenik TCR'ler, NK hiicre reseptorleri (NKR), CAR'lar veya TCR benzeri CAR'lar
ifade edecek sekilde dogal 6ldiiriici hiicrelerin veya makrofajlarin mithendisligi de son

yillarda yapilmaktadir [176].

2.9 Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptoriiniin (EGFR) Meme Kanserindeki
Rolii

Onkolojide, prognostik faktdrler ve tedaviye yaniti bulma c¢alismalar1 yogun bir
arastirma alamidir. Bu alandaki ilerlemeler, kanser ila¢ tedavisini se¢ilmemis
hastalarda kullanilan hedeflenmemis antitimor ajanlarindan, tiimér molekiiler
biyolojisine dayali olarak hastaya spesifik hedeflenmis antitiimdr ajanlarina
donitistiirecektir. Epidermal biliyiime faktorii reseptorii {iiyeleri, bugiline kadar
tanimlanmis en dikkat cekici kanser molekiiler hedefleri arasindadir. Epidermal
bliytime faktorii reseptér (EGFR)/ErbB ailesi dort adet reseptérden olusur; EGFR
(ErbB1/HER1), HER2 (HER2/neu/ErbB2), ErbB3 (HER3) olarak ve ErbB4 (HER4)
[177]. HER2, meme kanserlerinin %?20-25'inde asir1 eksprese edilir ve meme

kanserinde en 1yi tanimlanmis terapotik hedeftir.

Meme kanserinde EGFR asir1 ekspresyonu, biiyiik tiimor boyutu, kotii diferansiyasyon

ve kotii klinik sonuglarla iligkilidir. EGFR asir1 ekspresyonu tiim meme kanseri alt
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tiplerinde gézlenmesine ragmen, EGFR, TNBC ve 6zellikle agresif olan inflamatuar
meme kanserinde (IBC) daha sik asir1 eksprese edilir. Bu fenotipteki hastalarin
tedavisi, bu hastaliklarin agresif dogasi1 ve klinik olarak anlamli tedavi hedeflerinin
olmamasi nedeniyle zor olmustur [178]. Meme kanserinde EGFR'nin rolii incelenmis
ve EGFR'yi hedefleyen gefitinib, cetuximab, lapatinib gibi c¢esitli tedaviler
gelistirilmistir [179]. Ancak, meme kanserinde EGFR'yi hedefleyen tedavilerin klinik
caligmalar1 hayal kiriklig1 yaratmstir.

EGFR ailesi, bir ekstraselliiler ligand baglanma alan1 ve bir intraselliiler reseptor
tirozin kinaz alani igeren, transmembran glikoproteinlerinden olusan 4 reseptort igerir.
EGEFR reseptorleri tarafindan aktive edilen baslica sinyal yollari, PI3 kinaz, Ras-Raf-
MAPK, INK ve PLCc’ dir (Sekil 2.15) [179]. Hiicresel diizeyde, ligandlar sadece
hiicre proliferasyonunu indiiklemekle kalmaz, ayn1 zamanda adezyon ve hareketliligi
de degistirir ve apoptoza kars1 koruma saglar; fizyolojik diizeyde ise invazyonu ve
anjiyogenezi tesvik eder. EGFR ailesinin iiyelerinin aktivasyonu, 3 boyutlu kiiltiirde
meme epitelyal hiicrelerinin dagilmasini ve invazyonunu tesvik eder ve bu durum
hiicre polarizasyonunun kaybi ve diger epitelyal diferansiyasyon ozellikleri ile

iliskilidir.

Su anda, meme kanserlerinin yaygin molekiiler o6zelliklere dayali olarak
siiflandirilmasi, en iyi tedavi stratejilerini se¢gmek i¢in vazge¢ilmezdir. EGFR asir
ekspresyonu, TNBC vakalarinin en az %50'sinde bulunur, bu da diger meme kanseri
alt tiplerinde goriilen oranlardan daha yiiksek bir ekspresyon oranidir. TNBC'deki
yliksek EGFR asir1 ekspresyon oran1 nedeniyle, EGFR inhibitorleri, TNBC tedavisi
icin gelistirilen hedeflenmis ajanlar arasinda yer almaktadir. Lee ve arkadaglar1 yakin
zamanda EGFR'yi hedef alan tedavinin, TNBC hiicrelerinin sitotoksik terapiye karsi

baslangi¢ duyarliligini artirmak i¢in kullanilabilecegini géstermislerdir [180].

IBC, klinik olarak en agresif meme kanseri alt tipi olup, ayn1 zamanda EGFR asir1
ekspresyonu ile de iliskilidir: IBC'lerin %30'u EGFR eksprese eder. EGFR pozitif
IBC'li hastalar, EGFR negatif tiimorleri olan hastalara kiyasla daha kétii bir 5 yillik
genel sagkalim oranina sahiptir ve IBC'deki EGFR ekspresyonu, tekrarlama riskinin

artmastyla iligkilidir [181].
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Bugiine kadar, EGFR'ye karst molekiiler hedefli ajanlar, kiiciik molekiil EGFR
inhibitorleri (TKI'lar) ve anti-EGFR monoklonal antikorlar1 (MAb'lar) olmustur.
Tirozin kinazlar, bliylime faktorii reseptorlerinin ve onkoproteinlerin sitoplazmik
alanlar ile iligkilidir ve birgok tirozin kinaz, mutasyona ugrarsa veya asir1 eksprese
edilirse, transformasyon potansiyeline sahiptir. Bu nedenle, tirozin kinazlar, kanser
ilaglarin gelistirilmesi i¢in miikemmel bir hedef teskil eder [182]. EGFR'nin kiiciik
molekiil inhibitorleri, saf EGFR TKI'lar1 ve ¢ift etkili EGFR ve HER2 TKI'lar1 olarak
siniflandirilabilir. MAb'lar, normal bagirsak epiteline ulasma kapasitesine daha az
sahiptir, bu da oral kinaz inhibitdrii Lapatinib gibi ishalin doz sinirlayict bir toksisite
oldugu durumlarda, MAb'larla EGFR blokaj1 i¢in bir avantaj gibi goériinmektedir;
ancak, MAb'larla bu durum genel olarak gozlenmemistir. Ayrica, MAb'lar, kii¢iik
molekiil EGFR inhibitorleriyle goriilmeyen antikor bagimli hiicre aracili
sitotoksisiteyi aracilik eden immiin yanitlar1 aktive etme gibi diger mekanizmalar
aracilifiyla da calisabilirler. Sekil 2.15° te EGFR yolagi mevcut inhibitorleri ve bu
inhibitorlerin hangi proteinleri etkileyerek anti-kanser tedavide yer aldiklar

gosterilmistir.
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Sekil 2.15 : EGFR inhibitorleri ve asagi akis sinyal yollar1 [179].

Yukarida anlatilanlardan agik¢a anlasildigi gibi EGFR'nin aktivasyonu, hiicre

proliferasyonu, apoptoz, anjiyogenez ve metastazda dnemli bir rol oynayan bir dizi
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hiicre i¢i sinyal yolunu tetikleyebilir. Ayrica, diizenleyici T hiicrelerini aktive ederek
veya T hiicre kemotaktik maddelerinin seviyesini azaltarak bagisiklik tepkisinin
baskilanmasina da sebep olabilir [183]. EGF reseptorlerinin tiimoriin bagisiklik
sisteminden kagis mekanizmasina olan etkisi PD-L1 immiin kontrol noktasi
proteiniyle de iliskilendirildigi ¢alismalar mevcuttur. Ozofagus kanser hiicreleriyle
yapilan bir ¢alismada; PD-L1 ekspresyonunun, EGFR sinyali aktive edildiginde
EGFR'ye bagh bir sekilde énemli 6lgiide arttigr bulunmustur [184]. Kiiglik hiicreli

akciger kanseri hiicrelerinde EGF uyarimi ile EGFR aktivasyonunun

PD-L1 ekspresyonunu indiikledigi ve EGFR-TKI'lar ile inhibe etmenin ise, T
hiicrelerinin baskilanmasini ortadan kaldirdigi ve ifn-y iiretimini artirdig1 bulunmustur
[185]. Preklinik veriler, EGFR sinyal yolunun, MHC I ve MHC II'nin asagi
regiilasyonu, PD-L1 ekspresyonunun yukar1 regiilasyonu, Treg'lerin sayis1 ve
aktivitesinin artmast ve CTL'lerin aktivitesinin baskilanmasini igeren bagisiklik
modiilator etkisini ortaya koymustur. Ayrica, PD-1/PD-L1 yolunun, EGFR-TKI'lara

kars1 direncin olas1 faktorlerinden biri olabilecegi diisiiniilmektedir [ 186].

2.10 Flavonoidler

Flavonoidler, 6nemli ikincil metabolitler grubundan olup, meyveler, sebzeler, otlar,
saplar, tahillar, kuruyemisler, ¢icekler ve tohumlar gibi bir¢ok yerde yaygin olarak
bulunur [187]. Su ana kadar, 10.000'den fazla flavonoid bilesigi izole edilmis ve
tanimlanmistir  [188]. Flavonoidler, kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser ve
norodejeneratif hastaliklar gibi ¢esitli hastaliklar iizerinde faydali biyokimyasal ve
antioksidan etkilere sahiptir. Flavonoidler, genis bir yelpazede saglik destekleyici
etkilere sahip olup, besin takviyeleri, ilaglar, tibbi ve kozmetik uygulamalarda
vazgecilmez bir bilesen olarak goriilmektedir. Bu durum, flavonoidlerin anti-
enflamatuar, anti-oksidatif, anti-kanserojenik, anti-mutajenik ve immiin-modiilator
ozelliklerinin yan1 sira anahtar hiicresel enzim iglevlerini diizenleme yeteneklerine

dayanmaktadir [ 189].

Flavonoidler, fenilpropanoid metabolik yolu araciligiyla sentezlenir ve A, B ve C
olarak etiketlenen ii¢ halka (C6-C3-C6) seklinde diizenlenmis 15 karbon atomu igerir
[190]. Bitkilerde flavonoid bilesikleri genellikle c¢icekler, meyveler, yapraklar ve

tohumlarda bulunur ve bunlar, bitkinin renk, koku ve tat 6zelliklerinden sorumludur.
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Flavonoidler, abiyotik (ultraviyole radyasyonu, soguk, tuz, kuraklik ve agir metaller)
ve biyotik (otoburlar, bakteriler, mantarlar) streslere karsi koruyucu roller oynar.
Flavonoidler, kimyasal yapilarina, doygunluk derecelerine ve karbon halkasinin
oksidasyonuna goére flavonlar, flavanonlar, izoflavonlar, flavonoller, kalkonlar,
flavanoller ve antosiyaninler gibi ¢esitli tiirlere ayrilir (Sekil 2.16). Flavonoidler son
yillarda artan arastirma ilgisi cekmistir. Bu nedenle, flavonoidlerin siniflandirilmasini,
biyosentezini, biyolojik aktivitelerini ve 1ila¢ endistrilerindeki potansiyel

uygulamalarini ortaya koymak 6nemlidir [191].

2.10.1 Flavonoidlerin siniflandirmasi

Flavonoidler, bitki hiicre vakuollerinde genellikle C-glikozitler veya O-glikozitler
formunda bulunur [192]. Flavonoidlerin temel molekiiler yapisi, temel C6-C3-C6
iskeletine (A, B ve C olarak etiketlenmis, baghdir. Flavonoidler, temel iskeletlerinde
yapilan degisikliklere gore yedi alt sinifa ayrilir; bu alt siniflar flavonlar, flavanonlar,

izoflavonlar, flavonoller, kalkonlar, flavanoller ve antosiyaninleri icerir [193].
Flavonlar

Flavonlar, en biiyiik flavonoid siniflarindan biri olup, 2. pozisyonda bir fenil ikamesi
tastyan 4H-kromen-4-on igerir. Flavonlar ¢ogunlukla kereviz, maydanoz, kirmizi
biber, papatya, nane ve ginkgo gibi bitkilerde 7-O-glikozitler olarak bulunur [194] .
Apigenin, luteolin ve krisin yaygin flavonlardan tigiidiir (Sekil 2.16). Dogada apigenin
genellikle bir seker molekiiliinlin trisiklik ¢ekirdek yapisina hidroksil gruplar1 (O-
glikozitler) araciligiyla veya dogrudan karbona (C-glikozitler) baglandigi
glikozilasyon formunda bulunur. Apigenin, pankreatik hiicrelerde serbest radikalleri
temizleyebilir ve antioksidan enzim aktivitesini diizenleyebilir ve ayrica kanser,

noroenflamasyon ve kardiyovaskiiler hastaliklarda iltihabi azaltabilir [194].
Flavonoller

Flavonoller, 3-hidroksi flavon olarak da adlandirilir ve A- ve B-halkalarindaki belirli
ikamelerle tanimlanabilir, bu halkalar ti¢ karbon zinciriyle birbirine baglanir.
Flavonoller, A-halkasinda 5. ve 7. pozisyonlarda hidroksil gruplarina sahiptir ve
DNA'yt UV kaynakli hasarlardan korumak icin genellikle epidermal hiicrelerde
bulunur. Dort tiir flavonol bilesigi (kuersetin, galangin, kaempferol ve mirisetin)
sebzeler ve meyvelerde, drnegin kuskonmaz, sogan, marul, brokoli, domates ve

elmalarda yaygin olarak bulunur (Sekil 2.16). Flavonoller, antioksidan, antibakteriyel,
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kardiyoprotektif, antikanser ve antiviral aktiviteler dahil olmak iizere ilging biyolojik

aktiviteler sergiler [195].
Flavanonlar

Flavanonlar (dihidro-flavonlar), doymus bir C-halkasina sahiptir. C-halkasindaki 2. ve
3. pozisyonlar arasindaki doymus ¢ift bag, flavanonlar ile diger flavonoid bilesikleri
arasindaki tek yapisal farki temsil eder. Flavanonlar baglica turunggillerde, 6rnegin
portakal, limon, mandalina, greyfurt, klementin ve misket limonunda bulunur. Yapisal
farkliliklarina bagli olarak, flavanonlar naringin, naringenin, hesperidin, hesperetin,
pinosembrin, likvitin ve eriodiktiol formunda bulunabilir. Bunlar arasinda, narigenin
ve hesperetin, baglica diyet flavanonlar1 olarak neredeyse sadece turunggillerde
bulunur (Sekil 2.16). Naringin, antioksidan enzimlerin (CAT, PON, GPx ve SOD)

aktivitesini artirabilir ve bagisiklik sistemini gli¢lendirebilir [ 196].
Fzoflavonoidler

Izoflavonlar, diphenylpropane (C6-C3—C6) iskeletinin heterosiklik C-halkasinda C3
pozisyonunda bir B-halkasina sahip olup, bu o6zellik diger flavonoidlerden tek
kimyasal yapisal farklarini olusturur. izoflavonlar, genistein, daidzein ve glisitein
olmak iizere ii¢ gruba ayrlir (Sekil 2.16). izoflavonlar, giiclii dstrojenik aktivite
sergileyen fitoostrojenlerdir. Fitoostrojenler, insan kadin hormonu 17-B-6stradiol ile
benzer yapiya sahiptir ve Ostrojen reseptorlerine baglanir. Ayrica, izoflavonlar giiclii
bir antioksidan aktiviteye sahip olup, serbest radikallerin neden oldugu DNA hasarini

engelleyerek kanser riskini azaltabilir [197].
Flavan-3-ol

Flavanoller, katesinler veya flavan-3-oller olarak da adlandirilir ve C-halkasinda 3.
pozisyonda bir hidroksil grubu ile karakterize edilir. Flavan-3-ol’ler, C-halkasinda 2.
ve 3. pozisyonlar arasinda ¢ift bag icermez. Cesitli flavanoller, katesin, gallokatesin 3-
galat, gallokatesin, epikatesin, epikatesin 3-galat, katesin 3-galat ve epikatesin 3-galat
gibi bircok meyvede (6rnegin elma, muz, armut ve yaban mersini) yaygin olarak
bulunur. Flavanoller, kan damarlarindaki NO igerigini artirarak tiitiine kars1 kan
damarlarii koruyabilir. Flavanol agisindan zengin bir diyet, endotel fonksiyonunun
kalict olarak iyilesmesini saglayabilir ve kardiyovaskiiler hastaliklarin gelisimini

onleyebilir [198].
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Antosiyaninler

Antosiyaninler, glikozillenmis polifenolik bilesikler olarak, cigekler, tohumlar,
meyveler ve vejetatif dokularin mikro ortamindaki pH'a bagli olarak turuncu, kirmizi,
mor ve mavi gibi genis bir renk yelpazesine sahip ¢oziiniir vakuoler pigmentlerdir.
Birgok bitkide 650'den fazla antosiyanin tanimlanmistir; bunlar bes maddeye
gruplandirilmistir, bunlar siyadin, delphinidin, malvidin, pelargonidin ve peonidin ve
bunlarin tiirevleridir. Antosiyaninler, basta frenk liziimii, liziim ve bogiirtlen gibi ¢esitli
meyve ve sebzelerin dis hiicre tabakasinda bulunur. Antosiyaninlerin antioksidan
yetenegi, halka yonelimi ve piron halkasi ¢evresindeki serbest hidroksillerin konumu
ve sayist ile iligkilidir. Antosiyaninler, gorsel keskinlik, kolesterol yikimi ve insanlarda

kardiyovaskiiler hastalik riskinin azaltilmasi gibi énemli roller oynar [199].

Kalkonlar

Kalkonlar (1,3-diaril-2-propen-1-onlar), dogal a¢ik zincir flavonoidler olup, A ve B-
halkalarinda iigce kadar modifiye edilmis veya edilmemis C5-, C10- ve C15-prenil
gruplarin1 tasir. Antioksidan, antibakteriyel, anthelmintik, antiiilser, antiviral,
antiparaziter ve antikanser etkiler dahil olmak {izere genis bir farmakolojik etki
yelpazesi sergilerler. Kalkonlar, flavonoidlerin ve izoflavonoidlerin Onciileridir
Xanthohumol ve isbavirakalon, bol biyolojik ve farmakolojik aktivite sergileyen iki
temsilci tlirevdir (Sekil 2.16). Genel olarak, —OH gruplarinin sayis1 ve konumu,
flavonoid biyoaktivitesi lizerinde biiyiik bir etkiye sahiptir. —OH gruplari, benzen
halkasinin karbon atomlarina (3,5,7 ve 3',4’-dihidroksi ikame paternine) baglanabilir,
bu da flavonoidlerin biyoaktivitesini dogrudan belirler. Ayrica, -OH grubunun
konumu da flavonoid biyoaktivitesini etkiler. En etkili radikal temizleyiciler, B-
halkasinda 3',4’-dihidroksi ikame paterni ve/veya C-3 pozisyonunda hidroksil grubu
bulunan flavonoidlerdir [200].
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2.10.2 Bitkilerde flavonoid sentezi

Flavonoid sentezi, sikimat yolu ile asetat yolunun kesisiminde gerceklesir. Ilki p-
kumaroil-CoA iiretebilir ve ikincisi C2 zincir uzamasini diizenler. Fenilalanin
amonyak liyazi (PAL), fenilalanini amonyak ve sinnamik asite deamine eder.
Ardindan, C4H (sinnamik asit 4-hidroksilaz), 4-kumarik asit iiretimini katalize eder ve
4CL (4-kumarik asit: CoA ligaz) 4-kumarik asidi 4-kumaroyl-CoA'ya doniistiiriir; bu,
lignin ve flavonoid biyosentezini diizenleyen fenilpropanoid metabolik yolunda
anahtar bir enzimdir. CHS (kalkon sentaz), i¢ molekiil malonil-CoA ve bir molekiil p-
kumaroyl-CoA'y1 naringenin kalkon olusturmak {izere katalize edebilir. Malonil-CoA,
flavonoidler ve poliketitler dahil olmak iizere dogal {iriinlerin sentezi i¢in dnemli bir
onciidiir. CHI (kalkon izomeraz), naringenin-kalkonu flavanonlara doniistiiriir.
Onemli bir flavonoid iskeleti olarak naringenin, sirasiyla flavonlar ve izoflavonlar
olusturmak i¢in FNSI ve FNS II (flavon sentaz I ve flavon sentaz II) ve IFS (izoflavon
sentaz) tarafindan katalize edilir. Ayrica, flavanon-3-hidroksilaz (F3H), flavonol 3'-
hidroksilaz (F3'H) ve flavonol 3'5'-hidroksilaz (F3'5'H), sirasiyla naringenini dihidro-

mirisetin, dihidro-kaempferol ve dihidro-kuersetin olusturmak iizere katalize eder.
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Flavanol sentaz, dihidroflavonolleri flavonollere (kaempferol, kuersetin ve mirisetin)
dontstiiriir, bu da dihidroflavonol 4-rediiktaz (DFR) tarafindan 16kosiyanidinlere
dontstiiriiliir, bu da lokosiyanidin dioksigenaz (LDOX) tarafindan antosiyanidinler
iretmek tlizere katalize edilir. Antosiyanidinler ve ldkosiyanidinler, sirasiyla
l6kosiyanidin rediiktaz (LAR) ve antosiyanidin rediiktaz (ANR) tarafindan katalize
edilerek proantosiyanidinlere doniistiiriiliir. Antosiyaninlerin  modifikasyonu,
glikozilasyon, metilasyon ve asilasyon dahil olmak iizere vakuoler antosiyaninlerin

stabilizasyonundan sorumludur [201].

2.10.3 Flavonoidlerin farmakolojik ozellikleri

2.10.3.1 Flavonoidlerin anti-oksidan o6zellikleri

Antioksidan terimi bilimsel literatiirde yaygin olarak kullanilmaktadir, ancak
antioksidan aktivitesini dlgmek icin kullanilan yontemlere bagl olarak birden fazla
sekilde tanimlanabilir. Bu nedenle, Halliwell ve Gutteridge [202], antioksidan1 "hedef
molekiile oksidatif hasar1 geciktiren, 6nleyen veya ortadan kaldiran herhangi bir
madde" olarak tanimlamay1 6nermistir. Bu tanimin da igaret ettigi gibi, bu bilesiklerin
fizyolojik rolii, serbest radikallerin dahil oldugu kimyasal reaksiyonlarin bir sonucu

olarak hiicresel bilesenlere zarar gelmesini 6nlemektir.

Flavonoidlerin antioksidan aktivitesi, farkli matrislerdeki sabit rollerine ve
yapilarindaki hidroksil gruplarinin konumuna ve sayisina baghdir. Antioksidan
aktivite mekanizmalar1 baslica alt1 stireci igerir [203]: (1) ROS'un dogrudan
uzaklastirilmasi: In vitro olarak, flavonoidlerin antioksidan aktivitesi, hidroksil
gruplarinin diizenlenmesine baglidir. B-halkasindaki ortodihidroksi yapisi, flavonoid
fenoksil radikallerinin elektron delokalizasyonuna katilmasina olanak tanir ve bu, B-
halkasinda bir elektronun yer degistirmesine neden olarak antioksidan aktivite sergiler.
Bu yapilar antioksidan aktiviteyi artirir. Katesin polimerlerinin polimerizasyonu
yoluyla, molekiillerinde ¢ok sayida hidroksil grubu bulunmasi nedeniyle miikemmel
antioksidan aktivite gosterdigi bulunmustur. Ayrica, serbest radikal temizleme
aktivitesinin, fenolik halkadaki ¢ift baglar ve hidroksil yan zincirleri ve
antosiyanidinlerin glikozillenmesi yoluyla desteklendigi bulunmustur. (2) Antioksidan
enzimlerin aktivasyonu: Bazi flavonoidler, nitrik oksit sentaz ve ksantin oksidaz gibi
serbest radikal lireten enzimlerin aktivitelerini baskilayabilir. Dahasi, flavonoidler, faz

IT detoksifiye edici enzimlerin (6rnegin, NAD(P)H-kinoon oksidorediiktaz, glutatyon
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S-transferaz ve UDP-glukuronosiltransferaz) indiiksiyonu dahil olmak iizere
antioksidan enzimleri aktive eder ve bunlar, elektrofilik toksik maddelere ve oksidatif
strese kars1t ana savunma enzimleridir. (3) Oksidazlarin inhibisyonu: Flavonoidler,
ksantin oksidaz (XO) ve siiperoksit anyonunun iiretimini katalize eden protein kinaz
C aktivitelerini inhibe ederek antioksidan aktivite gosterir. Ayrica, flavonoidler,
siklooksijenaz, NADH oksidaz, mikrosomal monooksijenaz ve lipojenaz aktivitelerini
inhibe edebilir. (4) Metal selatlama aktivitesi: Hidroksiflavonlar, metal katyonlarla
kompleksler olusturabilir ve selatlama 6zellikleri, hidroksil ikamelerinin sayisina ve
konumuna bagl olarak 6nemli dl¢lide farklilik gosterir. Belirli flavonoidler, redoks-
aktif gecis metal iyonlarinin toksisitesini azaltabilir. Lesjak ve ark., kuersetin, katesin
ve rutin’in Fe (III)’e kars1 yiiksek antioksidan aktivite gosterdigini ortaya koymustur
[204]. Cok sayida flavonoid, karbonil grubu ile OH gruplar1 arasinda stabil metal
kompleksleri olusturabilir. Flavonoidler, a-tokoferol radikallerine hidrojen donorii
olarak islev goriir ve a-tokoferol radikalleri ile etkilesime girerek LDL oksidasyonunu
geciktirme potansiyeline sahiptir. Torello ve ark. (2021), cesitli flavonoidlerin
(6rnegin, kuersetin, epigallokatesin galat ve naringin) in vitro olarak LDL
oksidasyonuna karsi1 gii¢lii inhibitor aktivite gosterdigini bildirmistir [205]. (6) Nitrik
oksitin neden oldugu oksidatif stresi hafifletmek. NO, kan damarlarinin genislemesini
stirdiirmede dnemli bir rol oynar ve NO kaybi, damar sisteminde oksidatif strese neden
olur. Flavonoidler, indiiklenebilir NOS ekspresyonunu inhibe ederek birkag

lipopolisakkaritle aktive edilmis hiicrede NO iiretimini inhibe edebilir.

2.10.3.2 Flavonoidlerin pro-oksidan ozellikleri

Fenolik asitler, flavonoidler ve flavonoid olmayanlar gibi bir¢ok diyet fenolik bilesigi,
hatta C vitamini ve E vitamini gibi antioksidan vitaminler, belirli kosullar altinda
prooksidan haline gelebilir ve dolayisiyla diger bilesiklerin oksidasyonunu tesvik

edebilir [206].

Prooksidan aktivitenin, bir flavonoid molekiiliindeki toplam hidroksil gruplarinin
sayistyla dogru orantili oldugu diisiintilmektedir [207]. Mono- ve dihidroksiflavonoid
serileri, tespit edilebilir bir prooksidan aktivite gostermemisken, Ozellikle B-
halkasinda bulunan birden fazla hidroksil grubu, Fenton reaksiyonunda hidroksil
radikallerinin {iretimini 6nemli dl¢lide artirmistir. Ayrica, flavonlarin 2,3-¢ift bagi ve
4-okso diizenlemesinin, oksijen varliginda iki degerlikli bakir tarafindan indiiklenen

ROS olusumunu tesvik edebilecegine dair kanitlar vardir. Flavonoid prooksidan
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fonksiyonunun, diger yararli fonksiyonlarina bagl olabilecegi miimkiindiir. Ornegin,
epigallokatesin galat, apoptozu tesvik eder ve bakterisidal aktiviteye sahiptir; bu,

O2'nin H20: tiretmek {izere indirgenmesi yetenegiyle iligkilidir [208].

Flavonoidlerin olast prooksidan etkileri, serbest gecis metal iyonlari oksidasyon
stireglerine dahil oldugunda 6zellikle in vivo olarak 6nemli olabilir. Flavonoidler,
Cu(ID'yi Cu(I)'ye indirgeme yetenegine sahiptir ve bu da serbest radikallerin
olusumunu miimkiin kilar. Saglikl1 bir insan viicudunda metal iyonlar1, serbest radikal
reaksiyonlarini katalize edemeyecek formlarda (6rnegin ferritin veya seruloplazmin
icinde) biiyiik dl¢iide tutulmus gibi goriinmektedir. Ancak, doku yaralanmalar1 demir
veya bakir salinmasina neden olabilir ve aterosklerotik lezyonlarda katalitik metal
iyonlar1 dl¢iilmiistiir [209]. Bu durumlarda flavonoidlerin prooksidan olarak hareket
etme potansiyeli goz ardi edilemez. Ayrica kanser hiicrelerinde de demir ve bakir
iyonlarinin daha yiiksek oldugu yapilan c¢aligmalarla gosterilmistir. Bu da
flavonoidlerin hiicre i¢i ROS’u artirarak prooksidan etki mekanizmasiyla anti-kanser

etki gosterebileceginin kanitidir [210].

Flavonoidlerin prooksidan ozellikleri, konsantrasyona da bagli gibi goriinmektedir.
Ornegin, Yen ve arkadaslar1 [211], insan lenfositlerinde kuersetin, naringenin,
hesperetin ve morinin prooksidan 6zelliklerini izlemislerdir. Flavanonlar naringenin
ve hesperetin 0-200 puM aralifinda eklendiginde H202 konsantrasyonu tespit
edilemezken, flavonoller kuersetin ve morin sirastyla 25-200 uM ve 125-200 uM
araliginda H202 konsantrasyonunu artirmistir. Siiperoksit anyon radikalinin ve lipid
peroksidasyon iirlinlerinin olusumu, her bir flavonoidin artan konsantrasyonuyla
birlikte arttig1 ayrica bu bilesiklerin komet testi ile belirlendigi iizere, konsantrasyona

bagli olarak DNA iplik kirilmalarini indiikleyebildigi bulunmustur [211].

Flavonoidler, DNA tek iplik kirilmalarini da indiiklerler. Yamashita ve arkadaslari,
kuersetin tarafindan neden olunan yerlesik DNA hasarinin mekanizmasini
cozmiislerdir. A veya B halkasindaki katekol grubu, DNA'ya baglanmis bir Cu(Il)
iyonu tarafindan oksitlenir, bu da DNA hasarindan sorumlu ROS iiretebilir [212].
Buna karsilik, kaempferol ve luteolin, Cu(Il) varliginda bile ¢cok az DNA hasarina
neden oldugu bulunmustur. Poliifenolik flavonoidler tarafindan niikleer antioksidan
savunmanin (GSH ve GST) bozulmasi, mutajenitelerinden sorumlu olabilecek

oksidatif DNA hasarina yol agabilir [213].
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Goriiniise gore belirli bir flavonoidin prooksidan veya antioksidan 6zellikleri, en ¢cok
konsantrasyonuna baglidir. Ancak, pro-oksidan 6zelliklerini yalnizca toksik olarak
gormek yanilticidir. Flavonodiler gecis metallerinin varliginda hiicre i¢i oksidatif
stresi artirarak malin tiimdr hiicrelerinin apoptoza ugramasina da sebep olmaktadir
(Sekil 2.17). Prooksidan 6zellikleri, flavonoidlerin hiicre islevlerinin koordinasyonuna
katkida bulundugu bir hiicre sinyalizasyonuyla iliskilendirilebilir. Bu nedenle,
flavonoidler yalnizca antioksidan olarak degerlendirilemezler, ciinkii belirli reaksiyon
kosullarinda prooksidan aktivite de sergileyebilirler. Bu beklenmedik davranis, bazi
flavonoidlerin in vivo olarak gozlemlenen toksisitesini kismen agiklayabilir. Ancak,
pratikte prooksidan etkiler de faydali olabilir, ¢linkii hafif bir oksidatif stres derecesi
uygulayarak, antioksidan savunmalarin ve biyotransformasyon enzimlerinin seviyeleri
yiikseltilir ve bu da genel sitoproteksiyona yol agar [214]. Flavonoidlerin in vivo olarak
ne Olgiide anti- veya prooksidan olarak hareket edebildigi hala tam olarak
anlagilamamistir ve bu konu agikca daha fazla arastirma gerektirmektedir.

Aciklanabilmis etkileri Sekil 2.17°de gdsterilmistir.

& 3

Anti-oksidan aktivite Pro-oksidan aktivite

ROS | oksidatif Stres'J

Sagl.l kl
H Lcre

Hucre Hasar

\ ve Patogenez Apoptoz /

Sekil 2.17 : Flavonoidlerin anti-oksidan ve pro-oksidan etkilerinin 6zeti
[215].
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2.10.4 Flavonoidler ve apoptoz

2.10.4.1 Apoptoz

Apoptoz, bir dizi sinyal iletim kaskad1 ve hiicresel proteinler tarafindan diizenlenen ve
sistemli bir sekilde organize edilmis bir siirectir. Genetik olarak belirlenmis hiicrelerin
ortadan kaldirilmasini i¢eren ayirt edici ve onemli bir “programlanmis” hiicre 6limii
modu olarak taninmig ve kabul edilmistir [216]. Apoptoz, normal gelisim ve yaslanma
stireglerinde ve dokulardaki hiicre popiilasyonlarint dengelemek i¢in homeostatik bir
mekanizma olarak calisir. Ayrica, bagisiklik tepkilerinde veya hiicrelerin hastalik veya
zararll ajanlar tarafindan zarar gordiigiinde bir savunma mekanizmasi olarak da
meydana gelir. Kanser, AIDS, diyabet ve Parkinson sendromu gibi bir¢ok diger
hastalik, apoptoz yollarindaki dengesizlikler ve hatali mekanizmalar sonucu ortaya
cikar. Bu nedenle, apoptoz mekanizmalarimin ve ilgili yollarin derinlemesine
anlasilmasi, hastaligin anlasilmasina katki sagladigi gibi hastalik tedavisinde de

onemlidir [216].

Apoptotik Proteinler

Apoptotik proteinlerin siniflandirilmasi, esas olarak apoptozdaki rollerine baglidir.
Pro-apoptotik proteinler, protein ailelerine bagli olarak (1) kaspazlar ve (2) Bcl-2 ailesi
olmak iizere siniflandirilirlar: Kaspazlar, aspartat-spesifik sistein proteazlaridir [217]
ve apoptozun indiiksiyonunda kilit bir rol oynar ve genellikle inaktif heterodimerler
olarak bilinen prokaspazlar seklinde bulunurlar. Yapilarina ve islevlerine gore
siniflandirilmis 14 bilinen kaspaz proteini vardir. Bcl-2 ailesi ise, programlanmus hiicre
Olimii yoluyla hiicre davranisin1 diizenler. Mitokondrinin dis zarinda yer alan bu
protein ailesi, esas olarak sitokrom c'nin salintmin1 modiile eder. Bcl-2 protein ailesi,
BH3 bolgesinin varligi ile yapisal olarak ayirt edilir. Bel-2 ailesi, coklu bolge igeren
Bax/Bak aracilifiyla apoptozu indiikleyebilir veya Puma, Noxa, Bim, Bad,
Smac/Diablo, Hrta/Omi, Arts gibi yalnizca BH3 ailesine ait anti-apoptotik proteinleri
inhibe eder [218].

Apoptotik Yolaklar

Apoptoza katkida bulunan iki ana yolak wvardir. Birincisi, distan (ekstrinsik)
kaynaklanan/6liim reseptorii ile indiiklenen yolak, ikincisi ise mitokondriyal stresin
dahil oldugu igsel (intrinsik) yolaktir. Distan kaynaklanan yolda, sinyal iletim

kaskadinin aktivasyonu, Fas ve TNF gibi {iclii 6liim ligandlarina 6liim sinyallerinin
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baglanmasi yoluyla gergeklesir. Bir hiicre dist Oliim sinyali alindiginda, 6liim
reseptorlerinin i¢ zar FADD/TRADD bolgelerine bagli baslatici prokaspazlar-8 ve -10
aktive olur ve bu da bir DISC kompleksinin olusumu ile sonuglanir ve bdylece sinyal
iletim kaskad: devam eder. Ardindan aktive olan kaspaz-3, yalnizca BH3 domaini
iceren Bid proteini aracilifiyla mitokondriyal amplifikasyon dongiisiinii aktive eder,

bu da distan kaynaklanan ve igsel yollar arasinda bir baglant1 gérevi goriir.

Mitokondriyal membranda yer alan aktif bir form olan t-Bid, pro-apoptotik ¢oklu
domain Bcl-2 proteinleri Bax ve Bak'1 aktive ederek ig¢sel kaskaddan sorumludur.
Aktive Bax ve Bak, mitokondriyal zar potansiyelinin degisimi ve goézeneklerin
olusumu yoluyla mitokondriyal dis zar gegirgenliinin artmasina aracilik eder ve
sitokrom c'min salinmasiyla sonuglanir. Sitokrom c, Apaf 1 proteini ve prokaspaz-9,
bir apoptozom olusturur ve kaspazlarin aktivasyonu yoluyla apoptotik kaskad artirir.
Icsel yolak, ayrica oksidatif stres, hipoksi, artmis hiicre ici kalsiyum iyonlari
konsantrasyonu, enfeksiyon veya Bax ve Bak't da uyaran pro-apoptotik Bad proteinini
engelleyen biiylime faktorlerinin ¢ekilmesi yoluyla i¢sel olarak aktive edilebilir. Bax
ve Bak'in aktivasyonu, anti-apoptotik proteinler Bcl-xL. ve Bcl-2'nin inhibisyonu

aracilifiyla gergeklesir [219].

Sitokrom c, ER yiizeyindeki inositol 1,4,5 fosfat aktivasyonu yoluyla Ca** iyonlarinin
salmmasini etkiler ve bu da mitokondriye Ca* birikmesine yol acarak mitokondriyal
stresi ve gdzenek olusumunu artirir. Artan hiicre i¢i Ca®* iyon konsantrasyonu ayrica
cekirdek ve hiicresel zarlarin pargalanmasini hedefleyen hiicre ici bir endoniikleaz olan
kalpainin ~ aktivasyonunu tetikler. Kaspaz-3'in ~ mitokondriyal  dongii
amplifikasyonundaki islevine ek olarak, kaspaz-3 ayn1 zamanda DNA onarim siireci
ile iligkili olan PARP'yi inhibe eden ve pargalayan bir infaz kaspazi olarak kabul edilir.
Daha 6nce bahsedilen reaksiyonlar/yollar, hiicre biiziilmesi ve kabarciklagsma, apoptoz
cisimciklerinin olusumu ve fagositik hiicrelerin saldirmasini saglayan fosfatidil serin
"Annexin V" tarafindan etkilenen zar degisiklikleri gibi karakteristik fizyolojik ve
morfolojik degisikliklere yol acgar. Buna gore, kromatin yogunlasmasi, DNA
par¢alanmasi, niikleer zarin bozulmasi ve mitokondriyal zar geg¢irgenliginin artmasi

ile birlikte yiiksek ATP tiiketimi gibi degisiklikler de dahildir [220] [221].
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2.10.4.2 Kanser tedavisinde one ¢ikan apoptotik flavonoidler

Son zamanlarda, bitki bazli kanser tedavisi, diinya genelinde oldukg¢a aktif bir
aragtirma alani olmustur. Bitki ekstraktlarinin, apoptotik yolaklar1 modiile ederek
cesitli kanser tiirlerinin tedavisinde giicli adaylar oldugu kanitlanmigtir. Ana
mekanizma, apoptotik proteinlerin i¢sel ve digsal olarak aktivasyonunu, ROS
seviyesinin yiikseltilmesini ve DNA hasarmin indiiklenmesini igerir. Dogal yollarla
elde edilen fitokimyasallarin i¢indeki etken maddelerin apoptotik yolaklar1 aktive etme
yoluyla gosterdikleri anti-kanser etkiler de halen c¢alismalarla gosterilmektedir.
Siklikla ¢alisilan bazi flavonoidlerin anti-kanser etkileri ve mekanizmalar1 Tablo

2.3’te gosterilmistir [222, 223].

Tablo 2.3 : Flavonoid tiplerinin kanser hiicrelerindeki apoptoz mekanizmalari. (Oklar
yukar1 yonde ve asag1 yonde regulasyonunu temsil etmektedir.)

Flavonoid Tiirii Kanser Hiicre Tipi Apoptoz Mekanizmasi
e Mide kanseri hiicre e sitokrom c, APAF-
hatt1 1, kaspaz-3 ve -9ve
Hesperetin Bax/Bcl-24
e HT-29 (Kolorektal) e Fas, FADD ligand,
kaspaz-9 4
e MCF-7, MDA-MB- e p53,Bcl-2 4
231 (Meme)
e Pc3 (Pankreas) e Pro-apoptotik gen
ekspresyonu
e SGC-7901 (Serviks) e p53 ,PARP, *
Naringenin kaspaz-3, Bax/Bcl-2
sitokrom—c,*
AIF/Endo-G
mobilizasyonu 4
e A431, HepG2 o Kkaspaz-34
(Epidermoid,
Karaciger)
e MCF-7 (Meme) e p53, kaspaz-3, -8 ve
-9, PARP, Bax*
e SiHa (Serviks e Fas/FasL *
epitel)
Epikatesin e HCT-116 (kolon), e Pro-apoptotik etki®
renal tiibtiler
Epigallokatesin karsinom
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Tablo 2.3 (devam): Flavonoid tiplerinin kanser hiicrelerindeki apoptoz

mekanizmalari.
Flavonoid Tiirii Kanser Hiicre Tipi Apoptoz
Mekanizmasi
e Prostat karsinomu e TRAIL aracili
apoptoz
Epikatesin e NSCLC (Kiiciik e Kkaspaz-34
hiicreli akciger)
Epigallokatesin
e T47D (meme) e Bax/Bcl-2,p53,p21,4
kaspaz-3,9
PTEN,PI3K, AKT,
Bcl-2
e MDA-MB-468, e p2lvep27 , Ki-
MDA-MB- 67
231(meme)
e HT-29 (kolorektal) e Akt, ERK1/2 veya
p38 MAPK |
e 293T (bobrek) e Bax/Bcl-2, kaspaz-3
sitokrom ¢
e A549 (akciger) ¢ Bcl-XI |
e MCF-7 (meme) e Baxf kaspaz-3,
Bcl-2,
Kersetin
e HL-60 (16semi) o Cox-2, kaspaz-3,
Bax! Bad, Bcl-2,
sitokrom ¢ ve PARP
e LNCaP (prostat) ° PI3K/AKT¢
Kamferol e MDA-MB-453 e P534
(meme)
e OVCAR-3 (over) e kaspaz-3, kaspaz-7,
p53, Bax, Bad4 Bcl-
e HeLa (Uterus) e Bax/Bcl-2 4
Apigenin e PC-3, DU145 e HDAC enzimatik4
(prostat) aktivite , BAX4
e SCC25, A431 ¢ 4ROS , lglutatyon,
(epidermoid) TNF-R ve TRAIL-R4
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Tablo 2.3 (devam): Flavonoid tiplerinin Kanser Hiicrelerindeki Apoptoz

Mekanizmalari.
Flavonoid Tiirii Kanser Hiicre Tipi Apoptoz
Mekanizmasi
Krisin e HeLa (Uterus) e DNA fragmantasyonu,
p38 ve NF-xB/p65 4
e U937 (histiyokistik e kaspaz-3, PLC-1
lenfoma) degredasyonu 4
e A549 (akciger) e TRAIL*
e HepG2, QGY7701 e p53, Bax, kaspaz-3, -§8,4
(karaciger) and -9
e HCT-116 e TRAIL4
(kolorektal), CNE1
(nazofarenks)

2.10.5 Flavonoidler ve bagisiklik sistemi

Bagisiklik sistemi, insan viicudunu hastaliklardan, enfeksiyonlardan ve hasarli
hiicrelerden koruyarak sagligi siirdiirmek ve yasam siiresini uzatmak igin gerekli
organlardan, metabolik ve hiicresel siireclerden olusur. Son zamanlarda, COVID-
19'un caligmalarinin sonuglar1 gostermistir ki; bagisiklik yaniti zayif olan kisiler,
yaglilar, kanser hastalar1 ve organ nakli hastalar1 gibi kisilerde bu hastalik daha fazla
morbidite ve mortaliteye neden olmustur. Ancak, siirekli bir bagisiklik yanit da viicuda
zarar verebilir. Ornegin, otoimmiin hastaliklar, bagisiklik toleransinin kaybr ile baslar

ve T- veya B-hiicrelerinin aktivasyonu yoluyla doku hasarina yol agabilir.

Son birkag¢ on yilda, bir¢ok c¢alisma, dogal bilesiklerin bagisiklig1 diizenleyerek ¢esitli
hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak kullanilabilecegini ortaya koymustur [224].
Bunlar arasinda flavonoidler dogada yaygin olarak bulunur ve antiviral,
antienflamatuvar, antikanser ve antioksidan dahil olmak iizere genis biyolojik
aktivitelere sahiptir. Bu biyolojik aktiviteleri nedeniyle, flavonoidler, kimyasal katki
maddeleri yerine taze ve bozulabilir gidalarin korunmasinda kullanilmistir. Ayrica,
bircok caligma, flavonoidlerin potansiyel immiinomodiilatér aktiviteye de sahip
oldugunu gostermistir. Ancak, flavonoidlerin bagisiklik diizenlemesindeki molekiiler

ve biyolojik mekanizmas1 kapsamli bir sekilde arastirilmamistir.
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Polifenollerin ve flavonoidlerin bagisiklik sistemi elemanlarina olan etkisi ve
etkilesimleri literatiirde uzun yillardir ¢alisilmaktadir. Bu boliimde tezin konusuyla
iliskili olarak; ozellikle bal ve ar1 lriinlerinin iceriginde bulunan flavonoidlerin
immiinmodulator etkileri anlatilacaktir. Bir¢ok kanit, balin immiinomodiilator bir ajan
olarak etkinligini vurgulamistir. Yaklasik 20 y1l 6nce yayimlanan bir ¢alismada, MM6
monositik hiicre hattinin manuka ve ¢ayir ballarina maruz birakilmasi, reaktif oksijen
tirleri (ROS) saliniminda 6nemli bir azalmaya yol agmistir. Bu azalma, proinflamatuar
sitokin olan TNF-o iiretiminde dnemli bir artigla birlikte gozlemlenmistir. Balin
immiinomodiilator etkilerini indiikleme mekanizmasinin, baldaki hidrojen peroksit
seviyelerinin artmasindan kaynaklandigi ve bunun MM6 hiicreleri tarafindan ROS

salimimu iizerinde negatif geri bildirim etkisi yarattig1 6ne siiriilmiistiir [225].

Birgok kanit, balda bulunan baslica fenolik ve flavonoid bilesiklerin
immiinomodiilatér roliinii vurgulamistir (Sekil 2.18). Ornegin, bir ¢alismada
kuersetinin, ekstraseliiler sinyal diizenleyici kinazlar (ERK) ve mitojenle aktive olan
protein kinazlar (MAPK) aktivasyonunu baskilayarak makrofajlar tarafindan LPS
kaynaklt TNF-a, IL-1B ve IL-6 salinimini inhibe ettigi bulunmustur [226]. Benzer
sekilde, fare dendritik hiicrelerinin kuersetin ile tedavi edilmesi, proinflamatuar
sitokinler ve kemokinlerin iiretiminde azalmaya yol a¢mistir. Bu, MHC II ve
kostimiilator molekiillerin ekspresyon seviyelerinde bir azalma ile birlikte
gerceklesmis ve T hiicrelerinin aktivasyonunu engellemistir [227]. Insan mast
hiicrelerinde Fc epsilon R I (FceRI) tetiklenmesinden sonra veya alerjik olmayan IL-6
bagimli yollar aracilifiyla IL-6 salimimi, kuersetin ile etkili bir sekilde inhibe
edilebilmistir. Bununla birlikte, insan periferik kan mononiikleer hiicrelerinin
kuersetin ile tedavisinin, interferon gamma (IFN-y) ekspresyonunu ve sentezini
tercihli olarak indiiklerken IL-4 iiretimini inhibe ettigi bildirilmistir. Veriler,
kuersetinin farkli sekilde Thl hiicrelerini aktive edebilecegini ve bdylece bu
flavonoidin antitiimor etkisi i¢in olas1 bir mekanizma sagladigini gostermistir [227].
Kuersetinin immiinomodiilator etkisi, farkli otoimmiin hastalik durumlarinda da
incelenmistir. Bir ¢alismada, multipl skleroz hastalarindan izole edilen periferik kan
mononiikleer hiicrelerinin (PBMC'ler) kuersetin ile tedavisi, bu hiicrelerin
cogalmasinda bir azalmaya ve TNF-a ve IL-1p sitokinlerinin saliniminda bir diisiise
neden olmustur [228]. Benzer sekilde, kuersetinin TNF-a sekresyonunu baskiladigi ve

inflamatuvar bagirsak hastaligi (IBD) modelinde hastaligin baslangicini engelledigi
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gosterilmistir. Son olarak, deneysel otoimmiin ensefalomiyelit modelinde, kuersetin
Thl farklilasmasini engellemistir. Mevcut kanitlara dayanarak, kuersetinin genis bir
biyolojik aktivite yelpazesine sahip oldugu goriilmektedir; bu aktiviteler arasinda

antienflamatuar, antiviral, antioksidan ve antikarsinojenik etkiler bulunmaktadir [229].

Diger polifenollerin de immiinomodiilator aktivitelere sahip oldugu bulunmustur.
Luteolin, ERK ve p38'in aktivasyonunu azaltarak LPS kaynakli fare makrofajlarinda
proinflamatuar sitokinlerin gen ekspresyonunu ve TNF-a salinimini inhibe etmistir.
Benzer sekilde, luteolin, TNF-a sekresyonunu ve fare makrofajlarinda STATI,
STAT3 ve siklooksijenaz 2 (COX-2) aktivasyonunu engellemistir. Luteolin ayrica,
NF«B aktivasyonunu ve bagirsak epitel hiicreleri ve RAW 264.7 hiicreleri ile ortak
kiiltirde TNF-a sekresyonunu baskilamistir. Ayrica, fare ve insan otoimmiin T
hiicrelerinin proliferasyonunu ve IFN-y iiretimini inhibe edebilmistir. Hastalik
modellerinde, astiml1 farelerin luteolin ile 8 hafta boyunca tedavi edilmesi, nétrofil ve
eozinofil sayilarinda bir azalmaya ve IL-4 saliniminin baskilanmasina yol agcmistir

[230],[231].

Apigenin tedavisinin, NFxB luciferaz transgenik farelerin akcigerlerinde LPS kaynakli
luciferaz ekspresyonunu azalttigi bulunmustur. Bir kolit modelinde, apigenin
inflamasyonu azaltmis ve bu, kolonik hasar skorunun diismesiyle birlikte
gerceklesmistir. Ayrica, apigenin tedavisi, TNF-o, TGF- ve CC kemokin ligand 2
(CCL-2) inflamatuar markerlerinin ekspresyonunu normallestirmistir. Fare astim
modelinde, apigenin uygulanmasi, ovalbumin (OVA) ile indiiklenen eozinofillerin ve
Th17 hiicrelerinin artigini1 inhibe etmistir. Apigenin ve luteolinin birlestirilmesi, fare
ve insan otoimmiin T hiicre yanitlarini inhibe etmis ve bu da farkli flavonoid
bilesiklerin antienflamatuar aktivitelerinin istenmeyen bagisiklik yanitlarini kontrol

altina almak i¢in birlestirilebilecegini diistindliirmiistiir [232, 233].

Krisin'in de LPS kaynakli PBMC'lerde proinflamatuar sitokinlerin iiretimini inhibe
ettigi gosterilmistir. Oral krisin uygulamasi, IBD tagiyan farelerin kolon dokularindaki
hiicre kiiltiirii sipernatantlarinda IL-6 ve IL-1f salinimin1 azaltmistir. Ek olarak, krisin
tedavisi, fare notrofillerindeki miyeloperoksidaz aktivitesinde 6nemli bir azalmaya yol
acmistir. Deneysel otoimmiin norit (EAN) modelinde, belirtilerin baslangicinda
baslayan oral krisin tedavisi, hastaligin klinik seyrinin siddetini ve siiresini hafifletmis

ve siyatik sinirlerin inflamatuar hiicre infiltrasyonu ve demiyelinizasyonunu
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azaltmistir. Krisin'in anti-enflamatuar bir ajan olarak etkinligi, deneysel otoimmiin
iiveit, atopik dermatit ve ilag kaynakli pulmoner fibroz gibi diger hastalik modellerinde

de gosterilmistir [234, 235, 236].

Bir izoflavon bilesigi olan genistein, monositlerde LPS kaynakli NFkB aktivasyonunu
da inhibe edebilmistir [230]. Benzer sekilde, galanginin, IkBa'nin par¢alanmasini ve
p65 NF«B'nin translokasyonunu durdurdugu ve mast hiicrelerinde TNF-a, IL-6, IL-13
ve IL-8 gen ekspresyonunu baskiladigi bulunmustur. Polifenol olan kafeik asidin,
TLR4 yolunu ve LPS kaynakli NFkB aktivasyonunu baskiladigir da gosterilmistir.
Buna karsilik, flavanol bilesigi olan katesinin immiin uyarici aktiviteleri oldugu ve fare
splenositlerinden IFN-y, IL-12 ve IL-2 salinimini indiikledigi ve makrofajlarin CD80
ve CD86 kostimiilator proteinlerin ekspresyonunu artirarak antijen sunma kapasitesini

aktive ettigi gosterilmistir [237, 238].

Bal polifenollerinin kanserle savasta immiinomodiilator rolii de bir¢cok g¢alismada
gosterilmistir. Ornegin, luteolin, timdr mikrogevresinde tiimérle iliskili makrofajlarm
(TAM'ler) toplanmasinda yer alan CCL2 kemokin salgisint baskilamistir. Bu, Lewis
akciger karsinomu hiicrelerinin gd¢iiniin inhibisyonu ile birlikte olmustur. Apigeninin,
A375 melanoma hiicrelerinde IFN-y aracilt STAT1 aktivasyonunu inhibe ettigi ve
boylece PD-1/PD-L1 aracili anti-timér bagisiklik yanitlarimin  inhibisyonunu
hafiflettigi bulunmustur. Apigenin tedavisi, DC'lerde PD-L1 ekspresyonunu azaltmis
ve boylece konak¢1 T hiicre bagisikligini artirmistir. Benzer sekilde, kuersetinin PD-
1/PD-L1 etkilesimini engelledigi gosterilmistir. Genistein'in, M2 polarize makrofajlari
ve IL8/STATS3 sinyal yolunu bozarak SKOV3 ve OVCA-3R over kanseri hiicrelerinin
kok hiicre 6zelliklerini inhibe ettigi bulunmustur. Bir melanoma modelinde, oral krisin
tedavisi, 14 ve 21 giinliik tedavi sonrasinda tiimdr biiyiimesini sirasiyla %60 ve %70
oraninda baskilamistir. Bu, sitotoksik T hiicreleri ve NK hiicrelerinin 6ldiirme
aktivitesinde bir artisla birlikte olmustur. Benzer sekilde, krisin tedavisi, l6semik
BALB/c farelerinden izole edilen splenositlerde NK hiicrelerinin sitotoksisitesini
artirmistir. Bu bulgular, ¢esitli flavonoid bilesiklerinin preklinik kanser modellerinde
anti-timor bagisiklik yanitlarint artirmadaki etkinligini dogrulamakta ve bu etkilerden
muhtemelen birden fazla mekanizmanin sorumlu oldugunu diistindiirmektedir [239-

241].
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Sekil 2.18 : Balda bulunan polifenollerin temel immiinomodulatdr etkileri
[242].

2.10.6 Fitokimyasallarin kanser kemopreventif rolii

Kemoprevensiyon, beslenme faktorleri, biyolojik ve farmakolojik etkiler gibi cesitli
etkilere odaklanan ve son yillarda giderek artan bir sekilde arastirilan anti-kanser ilag
yaklagimlarma farkli bir bakis acis1 getiren arastirma alanlarindan biridir. Kanser
kemoprevensiyonunda birincil, ikincil ve liglinciil kemoprevensiyon olmak iizere ii¢
farkli yaklasim vardir [243] (Sekil 2.19). Birincil kemoprevensiyon, genetik yatkinlik
gibi yiiksek risk Ozelliklerine sahip saglikli bireylerin belirli kanser tiirlerinin
gelisimini &nlemek amaciyla miidahaleler icerir. Ikincil tiir, esas olarak premalign
tiimorleri tedavi etmek ve kanserin ilerlemesini 6nlemek i¢in gelistirilmistir (6rnekler:
kolon polipleri, deri aktinik keratozu, servikal displazi, akciger metaplazisi). Ugiincii
yaklagim, kanser 6ykiisii olan hastalara, kanserin tekrarlamasini veya yeni bir primer
timor gelisimini Onlemek icin destek saglamayi amaclar. Besinler ve diger diyet
faktorleri, cesitli kanser tiirlerinin gelisme riski ile 6nemli 6l¢iide iliskilidir. Manson,
2003 yilinda diinya genelindeki kanser 6liimlerinin yaklagik %35'inin dogrudan diyet
faktorleriyle iligkili oldugunu bildirmistir [244].
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Kanser hiicrelerinin karakteristik 6zelligi, normal hiicrelerden daha hizli biiylime
yetenekleridir. Cogu kemoterapi ajani, bu hizli biiyiiyen hiicreleri hedef alacak sekilde
tasarlanmistir ve bu hiicrelerin biiyiimesini engeller, 6ldiiriir veya yavaslatir. Bununla
birlikte, bu kemoterapi ilaclart normal saglikli hiicreleri de olumsuz etkiler veya
oldiiriir. Bu nedenle, hasta ciddi yan etkiler yasar ve tedavi etkinligi azalir veya
smirlanir. Karsinogenez, ¢esitli molekiiler mekanizmalar ve sinyal molekiilleri
araciligiyla ilerler. Kanser kemoprevensiyonu, kanserogenezi durdurmak veya kesin
molekiiler sinyal mekanizmalarini yenmek i¢in dogal ve yapay aracilar kullanmay1
tesvik eder [245]. Bu aracilar esasen bloke edici ve baskilayici ajanlar olarak ikiye
ayrilir. Tibbi bitkilerden tiiretilen bilesiklerle yapilan kemoprevensiyon, beslenme
araciligtyla 6nleme iizerine yogunlasan gelismis bir kanser aragtirma alanidir. Temel
bir biyolojik gozlemden klinik olarak etkili antikanser bilesenlere veya ajanlara kadar
bir kemopreventif ajan gelistirmek zordur. Kemoprevensiyon siireci her zaman
giivenli ve uzun vadeli olmali ve kullanilan bilesikler, saglikli ve yash hastalarla

birlikte komorbiditeleri olan hastalar i¢in uzun siireli kullanim i¢in uygun olmalidir.

Bir¢ok epidemiyolojik ¢alisma, diizenli meyve ve sebze tiiketiminin bir¢cok kanserin
goriilme olasiligin1 6nemli dl¢iide azalttigini bildirmistir [246]. T1ibbi bitkilerden veya
bitkisel diyetlerden elde edilen biyoaktif bilesikler, diyet fitokimyasallar1 son
zamanlarda kanser kemoprevensiyonunda énemli rollerini gostermistir ve bu da kanser
onleme ve tedavisinde yeni ve alternatif bir yontem gelistirilmesine yol agmuistir.
Bir¢ok fitokimyasalin olasi kanser kemopreventif etkilerini arastirmak i¢in klinik
deneyler yapilmistir [247]. Wattenberg, 1985 yilinda kemopreventif ajanlari,
karsinojen olusumunun inhibitdrleri, bloke edici ajanlar ve baskilayict ajanlar olarak
stiflandirmistir. 1k tiir, karsinojenin onciilerden olusmasimi onler, ikinci tiir ise
karsinojenle indiiklenen mutasyonlari, belirli metabolik karsinojen aktivasyon
yollarin1 engelleyerek, belirli reaktif oksijen tiirlerini (ROS) yakalayarak kanser
hiicresinin olugmasini engeller ve ayrica detoksifikasyon siirecini artirir [248]. Ayrica
sekonder kemoprevensiyon son yillarda dikkat ¢eken immuno-modulator etkiyi de
icerir. Bu etki ile tiimor heniiz baslangi¢c evresindeyken immiin sistem elemanlari
tarafindan tespit edilip biiylimesi durdurulur. Son olarak, iicilincii tiir ise, hiicre
proliferasyonunu ve farklilagsmasini1 durdurarak ve apoptoz, otofaji, nekroz vb. yoluyla
tiimor ilerlemesini onler. Ugiinciil etki genellikle pro-oksidan mekanizma ile

gerceklesir. Bitkisel kokenli biyoaktif bilesiklerin ¢ogu, kanser gelisim siirecini bu
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yollarin herhangi biriyle engeller. Kemopreventif bilesiklerin, konvansiyonel
kemoterapi  ilaglarinin  etkinligini  artirdigt  da  gdOsterilmistir.  Kanser
kemoprevensiyonunun 6nemli amaci, erken evre kanser riskini azaltmak ve tiimdrlerin

ikincil yayilmasini 6nlemektir [249].

Kanser karsit1 kemoterapilerin en biiyiikk dezavantajlarindan biri, stirekli tedaviler
sirasinda gelisen direngtir. Bitkisel iirlinlerin geleneksel kanser karsiti ilaglarla birlikte
kullanildigina dair bazi raporlar mevcuttur ve sonuglar, bu bitkisel kombinasyonlarin,
kanser karsit1 kemoterapdtik ilaglarin siirekli kullanimi sonrasinda ortaya c¢ikan
kemoterapi direncini yeniden duyarli hale getirdigini gostermistir. Bu nedenle, bitkisel
iirlinlerin kanser karsit1 ilag konjugatlariyla yapilan kombinasyon tedavileri iyilesme
etkinligini artirir ve istenen tedavi sonuclarini elde eder. Diyet fitokimyasallari
kemoprevensiyon siirecinde yaygin olarak kullanilmaktadir ve bu kanser 6nleme fikri,
bitkilerdeki cesitli kimyasal bilesenler, kimyasallarin karmasik yapisi, karakteristik
biyolojik etkiler, maliyet etkinligi, kolay erisilebilirlik ve azaltilmis veya daha az
toksik yan etkiler nedeniyle artan bir arastirma odagi kazanmaktadir. Fitokimyasallar
arasinda polifenonlik bilesikler, kanser tedavileri ve dnleme silirecinde dnemli bir rol
oynar, ¢iinkii kanseri baslatma, tesvik etme ve ilerleme asamalarinda engelleme

islevleri vardir [250].

Flavonoidlerin de dahil oldugu bitkisel polifenolik bilesikler, ¢esitli yollar araciliiyla
kanser olusum siireglerini degistirir ve etkinlikleri kullanilan doku tipine ve dozajlara
bagli olarak degisir. Polifenollerin rolii lizerine baz1 klinik ¢alismalar bildirilmesine
ragmen, besleyici polifenolik bilesiklerin anti-kanserojenik rolleri genellikle in vitro
ve in vivo modellerde ¢alisilmistir. Yesil cay ekstresinin giivenli dozlariin ileri evre
kanserli hastalarda giinde 4,2 g veya giinde ii¢ kez 1,0 g oldugu ve ileri evre akciger
kanseri olan hastalarda giinde 3 g oldugu gosterilmistir. Bu ¢alismalarda gézlemlenen
toksisite, dogrudan kafein (norolojik ve gastrointestinal etkiler) dozlariyla
iligkilendirilmistir. Bagka bir calisma, molekiiler biyobelirteclerin ifadesine dayali
olarak yesil ¢ayin antikanser aktivitesini bildirmistir. Giinde 6 g/ml yesil ¢ay alimiyla
karaciger ve prostat kanseri hastalarinda prostat spesifik antijen ve idrar 8-

hidroksideoksiguanozin biyomarker diizeylerinde azalma gozlemlenmistir [251, 252].
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2.11 Krisin

Krisin (C15H1004) bir¢ok bitki 6ziinde, 6zellikle de ekonomik degeri ve tibbi etkisi
biliylik olan ar1 propolisi, mavi tutku ¢igcegi (Passiflora caerulea) ve bal gibi
maddelerde bol miktarda bulunan bir diyet fitokimyasalidir (Sekil 2.20) [254]. Diger
flavonoidlerin aksine, krisin terapotik faydalart mevcut literatiirde hala gelismekte
olup, siurli biyoyararlanimi ve emilimi nedeniyle dikkat cekmektedir. Krisinin birgok
biyolojik ve farmakolojik etkinligi vardir; bunlar arasinda antioksidan [255], anti-
inflamatuar , antibakteriyel [256], anti-hipertansif [257], anti-alerjik [258], vazodilator
[259], anti-diyabetik [260], anti-anksiyete [261], antiviral [262], anti-Ostrojen [263],
karaciger koruyucu [264], anti-aging [265] ve anti-kanser etkileri [266] bulundugu
yapilan ¢esitli ¢alismalarla gosterilmistir (Sekil 2.20). Krisinin anti-inflamatuar ve
antioksidan etkilerinin gdsterilmesi, ayrica c¢esitli insan ve sican hiicre tiplerinde
apoptozisi indiikleyerek kanser Onleyici aktivite sergilemesi anti-kanser potansiyeli
acisindan umut vaadedici olmustr. Bu bilesigin anti-kanser mekanizmalarina
bakildiginda; kanser hiicrelerinde mitokondriden sitokrom C  saliimin
kolaylastirarak, kaspaz-3'i aktive ederek, XIAP molekiiliiniin aktivitesini inhibe
ederek ve AKT fosforilasyonunu azaltip PI3K yolunu tetikleyerek apoptozu
indiikledigi caligmalarla kanitlanmistir [267].
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Insanlar iizerinde yapilan bir in vivo galisma, oral yolla alian krisinin (400 mg) diisiik
biyoyararlanima sahip bir bilesik oldugunu gostermistir; bu durum esas olarak
gastrointestinal sistemdeki hizli metabolizmaya baglidir. Dogal bilesiklerin metabolik
yollarini arastirmak i¢in mikrobiyal ve enzimatik doniistimler kullanilir. Farmasdétik
oneme sahip flavonoid tlirevlerinin biyotransformasyon yoluyla elde edilmesi yaygin
olarak bilinen ve bu bilesiklerin biyoyararlanimini artirmay1 amaglayan bir yontemdir.
Flavonoidlerin ana iskeletinde yapilan degisiklikler, biyolojik aktiviteleri tizerinde
giiclii etkilere sahiptir. Liu ve ekibi [268], krisin, baikalin ve vogonin gibi tiirevlerinin
sentezinden sorumlu olan flavon hidrolazlari ve metiltransferazlari igeren bir dizi
enzim tespit etmistir. Insanlar ve farelerde krisin metabolizmasinin iki baskin {iriinii
krisin-7-stilfat (C7S) ve krisin-7-glukuronid (C7G)'dir. Farelere oral olarak verilen
krisinin (20 mg kg—1) Cmax degeri sadece 10 nmol L—1 iken, sirasiyla C7S ve C7G
icin pik plazma konsantrasyonlar1 160 ve 130 nmol L—1 olarak ol¢lilmiistiir. Bagka bir
caligmada, saglikli insan goniilliilere oral yolla 400 mg krisin verilmis ve sonrasinda
C78, krisin ile karsilastirildiginda yaklagik 30 kat daha yliksek AUCO— degerlerine
ulasmis ve dolayisiyla biyoyararlanimlar1 artirilmistir. Iginde yiiksek miktarda
polifenolik madde bulunduran fitokimyasallarin diisiik biyoyararlanimina ragmen
belirli biyolojik hedeflere ulasarak etkili olabilirler. Bu durum 6zellikle bagisiklik
sistemiyle iligkilendirildiginde daha anlamli hale gelir. Diisiik biyoyararlanima sahip
bir anti-kanser ajani, viicutta diisiik konsantrasyonlarda bulunmasina ragmen,
bagisiklik hiicreleri tizerinde giiglii bir modiilatér etki yaratabilir. Bu etken madde,
bagisiklik hiicrelerini (6rnegin, T hiicreleri, dogal dldiiriicti hiicreler veya dendritik
hiicreler gibi) aktive ederek veya gii¢clendirerek viicudun kendi kanser hiicrelerine kars1

savunma mekanizmasini tetikleyebilir [269].
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2.11.1 Kirisin ve kanser

Kanserin molekiiler biyolojisi lizerine biiyiik ilerlemeler kaydedilmis olup, anti-kanser
terapilerde ¢i1gir agan gelismeler saglanmistir. Daha 6nceki boliimlerde bahsedildigi
gibi birgok caligma, diyet fitokimyasallar1 ile kanser onlenmesi arasinda bir iligki
onermistir. Deneysel kanitlar, bircok fitokimyasalin diisiik toksisite ile anti-kanser
aktivitesine sahip oldugunu gostermekte, bu da onlar1 insanlarda kullanimi i¢in giivenli
kilmaktadir. Krisin flavonoidi, kanserde oksidan/antioksidan dengesini diizenleyen
lipid peroksidasyonu ve antioksidanlar lizerinde durumunu 1yilestirir [271]. Krisinin
ana anti-kanser mekanizmalari, hiicresel proliferasyonu baskilamayi, inflamasyonu
azaltmay1 ve apoptotik hiicre oliimiinii indiiksiyonunu igerir. Ayrica, krisin, timor
hiicresi tarafindan indiiklenen anjiyogenezin etkin bir inhibitdrii olabilir. Krisinin anti-
kanser etkilerinin molekiiler mekanizmalar1 tam olarak anlasilamamis olmakla
birlikte, bu bilesigin kanser hiicrelerinde apoptozisi mitokondriden sitokrom C'nin
salmmmimi kolaylastirarak, (2) kaspaz-3'i aktive ederek ve XIAP molekiiliiniin
aktivitesini inhibe ederek, (3) AKT fosforilasyonunu azaltarak ve PI3K yolunu
tetikleyerek indiikledigi yapilan ¢esitli calismalarla gosterilmistir. Rauf ve
arkadaslarinin yaptig1 bir ¢aligmada, krisinin anti-tiimdr ve antioksidan etkinlikleri ile

alerjik inflamasyon tizerindeki koruyucu etkileri kanitlanmistir [272]. Bu ¢aligmada,
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reseptor-ligand kompleksinin in siliko analizi, krisinin COX-1 baglanma yerine zayif
bir etkilesim gosterdigini, ancak COX-2 baglanma yerine dikkate deger bir etkilesim
sergiledigini  gostermektedir. Krisin uygulamasi, lipid peroksidasyonu ve
antioksidanlarin durumunu iyilestirerek karsinojenez sirasinda oksidan ve antioksidan
durumun homeostazini da diizenlemistir [271]. Krisin, hem in vitro hem de in vivo
olarak Notchl sinyal yolunun aktivasyonu ile ilgili apoptoz yoluyla tiimor biiylimesini
inhibe ettigi yapilan bir calisma ile bulunmustur [185]. Ilging bir sekilde, krisin
takviyesinin ardindan B-arrestin-2 ifadesindeki degisiklikler, ¢cok yonlii bir sinyal
molekiilii, birgok sinyal yolunu etkiler [273]. Krisin ve sisplatinin kombinasyonu,
HepG2 kanser hiicrelerinin apoptozunu 6nemli Olgiide artirir. Krisin ve sisplatin
kombinasyonu, ERK1/2'yi aktive ederek p53 gen ifadesini stabilize eder, bu da HepG2
hiicrelerinde p53'in fosforilasyonunu tesvik eder [274]. Krisin ayrica, renal
karsinojenez sirasinda tiimor tesvik edici ve inflamasyonla ilgili birgok biyobelirteci
engelledigi i¢in renal karsinojenezin 6nlenmesinde potansiyel bir adaydir [275]. Sonug
olarak, anti-kanser etki mekanizmalar1 g6z Oniinde bulunduruldugunda tim bu
caligmalar krisinin timor olusumunu engelleme yerine timor olusumunu geciktirme
potansiyeline sahip oldugu sonucuna varmistir fakat krisinin kemoprevensiyonun
ikinci basamagi olan tiimér olusumunu engellemedeki [253] rolii yeterince iyi

anlasilamamustir.

2.11.2 Krisin ve meme kanseri

Krisinin meme kanserindeki roliine baktigimizda, bu etken maddenin hipoksi
kosullarma (diistik oksijen kosullar1) maruz kaldiklar1 2 giin sonunda hayatta kalma
oranlarin1 6nemli derecede azalttigi, krisinin tiimor mikrogevresini taklit eden stres
kosullarinda hiicre canliligin1 inhibe etme etkinligi gosterdigi bulunmustur [276].
Yapilan bagka bir calismada; MCF-7 meme kanseri hiicrelerinin biiylimesini doza ve
zamana bagli olarak engelleyerek ve hiicrelerde apoptozisi tetikleyerek antikanser
etkili oldugu bildirilmistir [277]. Krisinin TNBC hiicrelerinin de gé¢ ve invazyonunu
onemli Olclide azalttigi ve bu etkinin doza bagli oldugu gosterilmistir. TNBC
hiicrelerinde e-kadherin ifadesini artirirken, vimentin, snail ve slug ifadelerini
azaltmistir. Bu sonuglar, krisinin epitel-mezenkimal geciste tersine c¢evirme etkisi
oldugunu 6ne siirmektedir [212]. Krisin ve silibinin ilacinin, doz ve zamana bagh
olarak tek basina kullanildiginda T47D meme kanseri hiicre proliferasyonunu inhibe

etmislerdir. Iki ilacin birlestirilmesi, meme kanseri hiicre hattinda biiyiime
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inhibisyonunu sinerjik olarak artirmigtir [278]. Krisinin MCF-7 ve BT474
hiicrelerinde genomik stabiliteyi bozdugunu, hiicre sagkalimini inhibe ettigi, MCF-7
hiicrelerinin kemoterapi ilaglarina duyarliliini artirdigi, DNA ¢ift zincir kirigi

onarimini bozdugu ve DNA hasarinin birikimine yol actig1 da ortaya konmustur [279].

2.11.3 Krisinin immiinomodulator etkileri

Krisinin bagisiklik sistemi {lizerinde c¢esitli biyolojik etkiler gosterdigine dair artan
kanitlar bulunmaktadir. Krisin konsantrasyona ve bulundugu mikrogevreye bagl
olarak anti-inflamatuar aktiviteler sergileyerek immiin-inflamatuar yanitlari baskilar.
Bir¢ok c¢aligmada, krisinin bagisiklik sistemi {izerindeki koruyucu etkileri ve
molekiiler mekanizmalar1 dogrulanmistir [280]. Dogal 6ldiiriicti (NK) hiicreler, viriis
enfeksiyonuna ve tiimor bagisiklik denetimine karsi ilk dogal hiicresel yanittir. Bu
nedenle, timor ve virlisle enfekte hiicrelerin eliminasyonunda 6nemli olan dogal
bagisiklik sisteminin kritik bir sitotoksik lenfosit tipidir. Ayni1 zamanda, esas olarak
dendritik hiicre ve makrofajin aktivitesini tesvik eden IFN-y gibi sitokinler iiretirler.
NK hiicrelerinin sitotoksik aktivitesinin modiilasyonu ile ilgili olarak krisinin zit
etkileri tanimlanmistir. Krisin, krisin ile tedavi edilen WEHI-3 16semili BALB/c
farelerinde izole edilmis dalak hiicrelerinde NK sitotoksisitesini artirabilir. Ayrica,
baska bir c¢alisma, karin cerrahisinden Once krisin uygulamasinin, cerrahi
baskilanmanin NK hiicre aktivitesini hafifletebilecegini gostermistir [281]. Lin ve
arkadaglarinin yaptig1 in vivo c¢aligmaya gore, krisin, murin WEHI-3 hiicre hatt1
kaynakli 16semide T-hiicresi (CD3), B-hiicresi (CD19) ve makrofaj (Mac-3) ylizey
isaretleyicilerinin seviyesini artirabilir [282]. Ancak, monosit isaretleyicisi (CD11b)
seviyesi lizerinde herhangi bir 6nemli etkisi bulunmamaktadir. Diger bazi ¢alismalar,
krisin, luteolin, apigenin ve baikalein gibi baz1 flavonlarin insan astiminda eozinofilik
inflamatuar reaksiyonlar1 inhibe edebilecegini One siiriilmiistiir [283]. Ayrica,
histolojik ¢aligmalar krisinin hava yolu i¢inde inflamatuar hiicrelerin infiltrasyonunu
azaltabilecegini gostermistir. Krisin, eozinofiller, notrofiller, makrofajlar, lenfositler
ve monositler lizerinde doza bagl etkilere sahip olmus ve bronkoalveoler lavaj

stvisinda inflamatuar hiicrelerin toplam sayisini da azaltmistir [284].

Yapilan caligmalar 6zellikle krisinin bagisiklik sistemi tizerindeki immiinoregiilator ve
anti-enflamatuar 6zelliklerini vurgulamaktadir. Coklu muhtemel biyolojik aktivitelere
ve immiin-modiile edici 6zelliklere, ayn1 zamanda antioksidatif etkilere sahip olduklar1

goriilmektedir [280]. Krisin, NF-kB'nin bir antagonistidir ve NF-kB, pro-enflamatuar
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sitokinlerin (0rnegin IL-1, IL-2, IL-6, TNF-a), indiiklenebilir enzimlerin (6rnegin
COX-2 ve iNOS), adezyon molekiillerinin (6rnegin ICAM, VCAM, E-selektin),
kemokinlerin ve bazi akut faz proteinlerinin kodlandig1 genlerin ifadesini kontrol eder.
Tiim bunlar, bagisiklik sistemi ve ndrodejeneratif hastaliklardaki ¢cogu inflamatuar
stireci kontrol etmede Onemli roller oynar. Ayrica, krisin, IgE seviyesini, hava
yolundaki inflamasyon hiicrelerini ve alerjik reaksiyonlarda, 6rnegin astimda, (Th1)T-
bet/(Th2) GATA-3 oranini azaltabilir. Bir araya getirildiginde, deneysel modeller
krisin’in, bagisiklik sistemi sorunlar1 olan hastalarin 6nlenmesinde ve yonetiminde iyi
bir aday olabilecegini gostermektedir [285]. 2022°de yayinlanmis tek bir ¢aligmada ise
krisinin hepatoseliiler tiimorlerin ilerlemesini etkili bir sekilde engelleyebilecegini ve
farelerde CD4/CD8-pozitif T hiicre orani ile birlikte farelerin anti-tiimdr bagisikligini

destekleyebilecegi gosterilmistir [286] .
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Gerecler

3.1.1 Cihazlar

Calismada kullanilan cihazlar Tablo 3.1’ de listelenmistir.

Tablo 3.1 : Cihaz listesi

Cihaz Ad1

Marka

Kullanim Amaci

Hiicre Kiiltiiri
Kabini (Class II)

Karbondioksit
Inkiibatorii

Ters Isik
Mikroskobu

Floresan
Mikroskop

Akisg Sitometrisi

Multiplaka
Okuyucu

Elisa Okuyucu

ELISE plaka
Yikayict

Sogutmal
Santrifiij

Western blot
sistemi

Jel Goriintiileme
Cihaz

Derin Dondurucu
(-20°C /-80°C)

Safe Fast Classic Faster Air

ESCO-Panasonic

Novel

Cell Discoverer 7 (Carl Zeiss)

BD Facs Canto 11

Thermo Varioskan

Thermo Multiskan FC

Thermo WELLWASH

Hermle

Biorad

Vilbert Laurmart Fusion Fx5

Ugur / Haier

Hiicre kiiltiirii deneyleri i¢in kullanilmistir.

Hiicrelerin biiyiitiilmesi i¢in kullanilmistir.

Hiicre kiiltiiri deneylerinde goriintiileme
icin kullanilmusgtir.

Apoptoz, ROS analizi ve Immunfloresan
boyama deneylerinde kullanilmistir.

Apoptoz, ROS analizi, NK hiicre analizleri
i¢in kullanilmigtir.

Fotometrik ve Florometrik absorbans
okumalari i¢in kullanilmustir.

ELISA deneylerinde absorbans okumalar1
i¢in kullanilmugtir.

ELISA deneylerinde yikama agsamalarinda
kullanilmastir

Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda, hiicre pelleti
veya supernatant eldesinde kullanilmstir.

Protein ekspresyonu 6l¢gmede kullanilan
western blot ¢aligmalart igin kullanilmusgtir.

Western Blot sonrast membranlardaki
protein ekspresyonlarini 6l¢gmek igin
kullanilmustir.

FBS, Trypsin/EDTA, Pen/Strep, L-
Glutamin, antikor ve hiicrelerin saklanmasi
icin kullanilmustir.
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Tablo 3.1 (devam): Cihaz listesi.

Cihaz Ad1 Marka Kullanim Amaci
y Ornek, kit, medyum, tampon vb’nin
Buzdolabr (+4) Ugur saklanmasi i¢in kullanilmugtir.
pH metre Milwaukee Instruments Inc Hazirlanan tamponlarda pH ayarlamasi

Hassas Terazi

Distile ve deiyoize
su cihazi

Vortex

Mini Santriftij

Elektroforez Gii¢
Kaynagi

Otomotik Pipetler

Manyetik
Karigtiric

Sonikator

Sicak su banyosu

Isitic1 blok

Buz makinasi

Mettler Toledo

Sartorius Stedim

Stuart

Thermo, MYSPIN 6

Biorad

Eppendorf

Stuart

Weightlab Instruments

Memmert

Daihan

Maestrogen Inc

i¢in kullanilmustir.

Numunelerin tartilmasinda kullanilmigtir.

Tiim deneylerde kullanilmistir.

Tiim deneylerde kullanilmigtir.

Tiim deneylerde kisa siireli santrifiijler
i¢in kullanilmigtir.

Protein 6rneklerinin jel izerinde
yiiriitilmesinde kullanilmigtir.

Tiim deneylerde kullanilmigtir.

Tampon hazirlamada kullanilmustir.

Flavonoid etken maddenin ¢oziilmesi igin
kullanilmustir.

Hiicre kiiltiirii deneylerinde kullanilmigtir.

Western-blot 6n asamasinda protein
denatiirasyonu i¢in kullanilmustir.

Western-blot, immiin floresan boyama ve
akis sitometri deneylerinde kullanilmistir.

3.1.2 Kimyasal listesi

Tez ¢alismasinda kullanilan kimyasallar EK boliimiinde Tablo A1’de yer almaktadir.

3.1.3 Kullanilan Kkitlerin listesi

Tez ¢alismasinda kullanilan kitler Tablo 3.2°de yer almaktadir.

Tablo 3.2 : Kullanilan kitlerin listesi

Kit Ad1 Marka Kullanim Amaci

MTT assay Kit Sigma Sitotoksisite deneyleri i¢in kullanilmustir.
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Tablo 3.2 (devam): Kullanilan kitlerin listesi

Kit Ad1 Marka Kullanim Amaci
Suspanse hiicrelerde sitotoksisite deneyleri
WST-1 assay Kit Cayman .
i¢in kullanilmugtir.
Annexin V FITC Apoptosis ThermoFisher Akis sitometrisinde apoptoz dl¢limleri i¢in
Detection Kit Scientific kullanilmustir.
. Sunred Immiin sistem hiicre siipernatantlarinda ifn-y
Insan IFN-y ELISA Kiti o o
Biotechnology diizeyini 6lgmek i¢cin kullanilmustir.
. Immiin sistem hiicre siipernatantlarinda tmf- o
Insan TNF-o ELISA kiti BT LAB o o
diizeyini 6lgmek i¢in kullanilmigtir
. Immiin sistem hiicre siipernatantlarinda IL-2
Insan IL-2 ELISA Kkiti BT LAB o o
diizeyini 6lgmek i¢in kullanilmistir
Elabscience Immiin sistem hiicre siipernatantlarinda
Granzim-B elisa Kiti o .
Binovation Inc. granzim-b diizeyini 6l¢mek i¢in kullanilmigtir
Elabscience Immiin sistem hiicre siipernatantlarinda
Perforin Elisa Kiti ) ) ) o o
Binovation Inc. perforin diizeyini 6l¢mek i¢in kullanilmigtir
Pierce™ Bovin Serum Albumin ThermoFisher Protein 6l¢timiinde standart olarak
Standart Set Scientific kullanilmustir.
3.2 Yontem

3.2.1 Krisin stok ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Hiicre kiiltiirti ortamina eklenmeden 6nce molekiiler agirligr 254.4 g/mol olan krisin
hassas terazide istenilen konsantrasyonlarda hazirlanmak i¢in tartilmig, DMSO ve
hiicre besiyerlerinde ¢0ziilmiis, sonrasinda 1 saat ultrasonik banyoda 37°C’de
bekletilerek stok c¢ozeltiler olarak hazirlanmistir. Krisin polar ortamda iyi ¢oziinen bir
etken madde degildir, bu nedenle stok ¢ozelti hazirlarken tartimlarda 1 mg’dan fazla
krisin tartilmamistir, krisin agirhigi bu miktar1 gectiginde maddenin ¢oktiigii

gbzlenmistir. DMSO'nun son konsantrasyonu %1 (hacim/hacim) degerini agmamigtir

ve bu konsantrasyon tek basina herhangi bir etkiye neden olmamustir.
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3.2.2 Hiicre kiiltiirii

Insan meme kanseri hiicre hatlar1 (MCF-7 ve MDA-MB-231), insan meme epitelyal
hiicre hattt (MCF-10A), NK-92 hiicreleri, Jurkat T hiicreleri ve RAW 264.7 hiicreleri
American Type Culture Collection'dan (Manassas, VA, ABD) temin edilmistir. MCF-
7 ve MDA-MB-231 hiicreleri Dulbecco'nun modifiye Eagle ortam1 HG (DMEM HG,
Gibco, ABD) ile, MCF-10A hiicreleri DMEM-F12K (DMEM/Ham’s F-12, Capricorn)
ile ve Jurkat hiicreleri RPMI 1640 ortaminda (Gibco, ABD) kiiltiire edilmistir. NK-92
hiicreleri alfa-MEM mediumda kiiltiire edilmistir. MCF-7, MDA-MB-231, Jurkat T
hiicreleri ve RAW 264.7 kiiltiir ortamlarina %10 fetal bovin serumu (gibco) ve %1
penisilin/streptomisin (Thermo Fisher Scientific) eklenmistir. NK-92 hiicreleri alfa-
MEM (Gibco) besiyerinde biiyiitiilmiistiir. Besiyerinin igine 100 U/ml IL-2, %12.5
Horse Serum, %12.5 FBS, %1 P/S, % 2 L-glutamin eklenmistir. Hiicreler %5 CO2

iceren nemlendirilmis bir inkiibatérde 37 °C'de kiiltiire edilmistir.

3.2.3 Hiicre canhihg analizleri

3.2.3.1 MTT testi

Meme kanseri hiicrelerinin ve epitel meme hiicrelerinin proliferatif aktivitesi, daha
once belirlenen metodolojilere uygun olarak MTT (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il-2,5-
difeniltetrazolyum  bromiir) tetrazolyum indirgeme deneyi  kullamilarak
degerlendirilmistir (Sekil 3.1). Ayrica meme kanseri hiicrelerinde hangi epidermal
biiyiime faktorii (EGF) konsantrasyonunun hiicreleri prolifere ettigini ve toksik

olabilecegini test etmek i¢in de MTT hiicre canlilig testi kullanilmistir.

Hiicreler 96 kuyucuklu plakalarda 5.10° hiicre/kuyucuk yogunlugunda ekilmis ve bir
gece inkiibe edilmistir. Ertesi giin, hiicreler farkli konsantrasyonlarda krisin (12,5-250
uM) veya kontrol olarak DMSO ile belirtilen konsantrasyonlarda 24 ve 48 saat siireyle
inkiibasyona birakilmistir. Hiicre proliferasyonunu incelemek i¢in, her kuyucuga 10
pL MTT c¢ozeltisi (5 mg/ml) eklenmistir. Ardindan formazani ¢é6zmek icin kuyucuk
basina 100 pL DMSO eklenmis ve absorbans 570 nm 'de Multiplak okuyucuda
(Thermo Varioskan) fotometrik olarak Ol¢iilmiistiir. Hiicre canliligi kontrol grubu
hiicreleri % 100 canlilikta kabul edilerek % hiicre canlilig1 asagidaki denklem 3.1°e

gore hesaplanmistir.

% Hiicre Canliligt (DG Abs + KG Abs Absorbanst ) X 100 3.1
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e Deney Grubu Absorbansi (DG Abs): Test edilen kosullar altinda bulunan
hiicrelerin absorbans degeri.
¢ Kontrol Grubu Absorbansi (KG Abs): Saglikli ve herhangi bir muamele

gormeyen (negatif kontrol) hiicrelerin absorbans degeri.

3.2.3.2 WST-1 hiicre canlhihig: testi

NK-92, Jurkat T ve RAW Makrofaj 264.7 hiicreleri tiretici kitine gére WST-1 Hiicre
Proliferasyon deneyi (Cayman Chemical, ABD) ile analiz edilmistir (Sekil 3.2).
Cayman'in WST-1 hiicre ¢ogalmasi testi, herhangi bir in vitro modelde hiicre
cogalmasinin indiiksiyonunu ve inhibisyonunu arastirmak i¢in kullanilir. Bu ¢alismada
WST-1 testinin se¢ilme sebebi, slispanse hiicre canliliklarin analiz edilmesinde MTT

testine nazaran daha uygulanabilir bir protokole sahip olmasidir.

Test, canlt hiicrelerde tetrazolyumun enzimatik boliinmesine dayanmaktadir. Hiicreler
96 ‘lik hiicre plaklarina 5.103 -104 hiicre/kuyucuk olacak 100 uL hiicre mediumuna
ekilmistir ve yeterli doluluk oranina (%80) erisilene kadar inkiibe edilmistir. Ertesi
giin hiicreler farkli konsantrasyonlarda krisine maruz birakilmistir. Kitin i¢inden ¢ikan
elektron mediyator soliisyon ve WST-1 {iretici reaktifi ¢ozdiiriiliir, deneyden hemen
once esit hacimlerde karistirilir. Hazirlanan toplam hacim deneyde yer alan plak
kuyusu sayisina gore degisir. Karisim soliisyonundan her bir kuyuya 10 pl eklenir ve
1 dakika boyunca orbital karistiricida hafifce sallanir. Daha sonra yapisma o6zellikli
hiicreler 2 saat, siispanse hiicreler 4 saat olacak sekilde 37°C’de inkiibasyona birakilir.
Inkiibasyon siiresinin sonunda yine 1 dakika kadar homojenligi saglamak icin orbital
karistiricida  yavagga karistirllir.  Sonrasinda absorbans 450 nm'de Multiplak

okuyucuda (Thermo Varioskan) fotometrik olarak 6l¢iim yapilir.
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Medium

aspire edilir
ve 5mg/ml
MTT ¢ozeltisi
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Olusan
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cozilir

Spektrofotometrik
olarak 570 nm' de
absorbans okunur

Sekil 3.1 : MTT test protokol 6zeti.

2 WST-1 eklenir
Hiicreler
ekilir ve
inkiibasyona ~ 3saat
birakiir @000 00C inkiibasyon
—_— _
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" NO; NO,

WST-1 WST-1 Formazan dye

e =

450 nm'de
absorbans
okunur

Sekil 3.2 : WST-1 testi protokol ozeti.

3.2.4 Hiicre ici reaktif oksijen tiirleri (ROS) iiretim analizleri

Immiinofloresans Boyama:

Hiicre i¢i ROS seviyeleri, hiicre gecirgen DCFH-DA'nin floresan diklorofloresin
(DCF) haline oksidatif doniisiimii aracihiiyla Slgiilmiistiir. 2.5 x 10° hiicre/yuva
yogunlugunda 6 yuvali plakalarda kiiltiire edildikten sonra, MCF-7 ve MDA-MB-231
hiicreleri kontrol olarak DMSO ve farkli konsantrasyonlarda krisin (200-300 uM) ile
48 saat stireyle islem gormiistiir. Hiicreler ROS'u tespit etmek icin karanlikta 37°C'de
1 saat siireyle 10 uM 7'-diklorofloresin diasetat (DCFH-DA, D6665; Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO) ile inkiibe edilmistir. Hiicreler PBS ile ii¢ kez yikandiktan sonra DCF
floresansi, Carl Zeiss (Almanya) tarafindan iiretilen Cell Discoverer 7 floresans
mikroskobu kullanilarak ¢oklu goriis alanlarindan tespit edilmistir. 3 rastgele goriisten

100'den fazla hiicre sayilmistir. ROS seviyeleri, % asir1 boyanmig hiicreler olarak
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temsil edilmis ve kontrol grubu ile karsilastirilmistir. Pozitif kontrol, hiicrelerin 1 saat

boyunca 1 mM H20: ile inkiibe edilmesiyle elde edilmistir.

Akas Sitometrik Analiz:

ROSlar, eslesmemis elektronlara sahip hidroksil radikalleri veya peroksitler igeren
molekiillerdir. Saglikli aerobik hiicrelerde, ROS dogal olarak oksidatif fosforilasyon,
oksidorediiktaz enzimleri veya metal katalizli oksidasyon sonucu kontrollii bir hizda
yan tirtin olarak ftiretilir. Ancak, ROS bazi stres kosullar1 altinda, 6zellikle gevresel
oksidanlara ve belirli ilaglara maruz kalma durumunda indiiklenebilir ve bu da
oksidatif strese yol acar. Asirt ROS, hiicrelerin yapi taglarina, DNA, proteinler ve
lipitler de dahil olmak {izere zarar verebilir ve nihayetinde hiicre 6liimiine neden
olabilir. Hiicre gegirgen 2', 7'-diklorodihidrofliiorescein diasetat (H2DCFDA), yaygin
olarak kullanilan bir ROS gostergesidir. Non-fliloresan indirgenmis fliiorescein
H2DCFDA, hiicre i¢i ROS tarafindan oksitlenebilir ve fliloresan 2', 7'-
diklorofliiorescein (DCF) haline doniistiiriilebilir. Bu protokolde, hiicre i¢i ROS'u
etiketlemek i¢in H2DCFDA uygulanmis ve DCF yogunlugunu akis sitometrisi ile
Chang ve arkadaglarinin tarif ettigi gibi tespit edilmistir [287]. Sirasiyla 48 saat
boyunca MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerine 200 ve 300 pM krisin maruziyetinden
sonra, hiicreler 1lik 1X PBS ile yikandi, tripsinizasyon ile hasat edildi. Tripsinizasyonu
durdurmak i¢in 1 ml tam kiiltiir ortam1 (10% FBS) eklendi ve hiicreler yukar1 asagi
nazikg¢e pipetlenerek silispansiyon haline getirildi. Hiicreler, oda sicakliginda 200 x
g'de 5 dakika siireyle santrifiijlenerek toplandi ve supernatant aspire edildi. Hiicre
pelleti 4 ml DPBS ile yikanir ve oda sicakliginda 200 x g'de 5 dakika santrifiijlendi.
Hiicre pelleti, nazik¢e yukar1 asagi pipetlenerek PBS ile 10 umol/L CM-H2DCFDA
ile yeniden siispansiyon haline getirildi (500 pl/tiip). Hiicreler karanhkta 37 °C'de
inkiibatorde 45 dakika inkiibe edilir ve hemen ROS tespiti i¢in 488 nm lazer kullanarak
uyarilacak ve 535 nm'de tespit edilecek sekilde akis sitometri analizi i¢in FACS Canto
IT (Becton Dickson) ile isleme alindi. Akis sitometrisinde toplam 5,000 olay analiz
edildi. Pozitif kontrol olarak, hiicreler dnceden 1sitilmis DPBS ile ii¢ kez yikadiktan
sonra, DPBS i¢inde 1 M stoktan hazirlanmis taze 1 mM H20zile 37 °C'de 1 saat inkiibe
edildi.

Analizde; X ekseni, hiicre boyutuna gore relatif olan ileri sagilma (FSC) parametresini

temsil ederken, Y ekseni ise hiicre i¢indeki bilesenlerle iliskili olan yan sagilma (SSC)
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parametresini gosterir. Kap1 alma, analiz ettigimiz hiicrelerin yogun olarak toplandigi
ana popiilasyonu alma stratejisine dayandi. Daha sonra bu kapidaki yogun hiicre

popiilasyonundaki H2DCFDA yogunlugu sayisal olarak verildi.

hiicresel
esteraz

H,DCF DCF

H.DCFDA
non-floresan non-floresan floresan

Hiicre
membrani

Sekil 3.3 : DCFH-DA floresan probu ile hiicre i¢i ROS 6l¢iim prensibi.

3.2.5 Apoptotik aktivite tayin analizleri
Akridin Turuncusu / Etidyum Bromiir Cift (AO/EtBr) Boyama:

AO/EtBr ¢ift boyama teknigi, McGahon ve ark. [288] tarafindan tanimlandig: gibi
gerceklestirilmistir. Akridin oranj boyasi, niikleik asitleri1 boyamak icin kullanilan
floresan bir boya olup, genellikle hiicre 6liimiiniin tipini (apoptoz veya nekroz)
belirlemek ve hiicre canliligr analizleri yapmak i¢in kullanilir. Bu boya, ¢ift zincirli
DNA'y1 yesil renkte ve tek zincirli RNA'y1 kirmizi renkte floresan verir sekilde boyar.
Ozellikle apoptotik hiicrelerde DNA yapis1 bozuldugu igin akridin oranj farkli floresan
ozellikler gosterir, bu da apoptotik hiicrelerin nekrotik hiicrelerden ayirt edilmesine
olanak tanir. Etidyum bromiir (EtBr), niikleik asitleri, 6zellikle DNA ve RNA'y1
boyamak i¢in yaygin olarak kullanilan bir floresan boyadir. Genellikle agaroz jel
elektroforezi gibi tekniklerde, DNA bantlarin1 gorsellestirmek amaciyla kullanilir.
EtBr, DNA molekiiliine interkalasyon yapar, yani ¢ift sarmal yapinin bazlar1 arasina
yerlesir ve UV 15181 altinda parlak turuncu-kirmizi bir floresan yayar. Bu 6zellik,

DNA'nin jel tizerinde tespit edilmesini saglar.

Krisinin meme kanseri hiicre hatlarina olan apoptotik etkilerini degerlendirmek igin
hiicreler yaklasik 1.5X10° hiicre/kuyu yogunlugunda 6 kuyulu bir plakaya ekildi.
DMSO (kontrol grubu) ve IC50 degerlerine yaklagik dozlarda farkh

konsantrasyonlarda krisin ile 48 saat inkiibe edildi.
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Krisin ve LPS ile stimiile edilmis (3.2.6.3’te detayli anlatilmistir) makrofaj hiicre
supernatanlari ile ko-kiiltiire edilen (ko-kiiltiir detaylar1 boliim 3.2.9°da tarif edilmistir)
meme kanseri hiicrelerinin apoptoza ugraylp ugramadigini tespit etmek i¢in de

AO/EtBr ¢ift boyama yontemi kullanildu.

Bu iki farkli deney gruplarinin bulundugu kuyucuklardan besiyerleri ¢ekildi ve 1 kez
PBS ile yikandi. Daha sonra hiicreler 1 saat boyunca % 4 paraformaldehit ile oda
sicakliginda inkiibe edilerek plakalara sabitlendi. 1X PBS ile {i¢ kez yikandiktan sonra,
kuyulara 500 pL. AO/EtBr boyama c¢ozeltisi (100 pg/mL AO ve 100 pg/mL EtBr
iceren bir boyar madde karigimi) eklendi ve oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi. 1X
PBS ile 3 defa yikandiktan sonra, hiicre morfolojileri bir floresan mikroskop altinda
(Cell discoverer 7, Carl Zeiss, Almanya) incelendi. Akridin Oranj boyasi igin
mikroskop programinda kayitli olan akridin oranj kanali, etbr boyasi i¢in EtBr kanali
secildi ve iki kanal da agikken hiicreler gériintiilendi. Istatistiksel analiz i¢in en az 100
hiicre sayild1 ve sonuglar en az {i¢ bagimsiz deneyden elde edilen ortalama degerler
olarak ifade edildi. Deneyde, akridin oranji (AO) hem canli hem de canli olmayan
hiicreleri boyamak i¢in kullanilirken, etidyum bromiir (EtBr) membran biitiinligii
bozulmus canli olmayan hiicreleri segici olarak boyar. Canli hiicreler yesil floresans
sergilerken, erken apoptotik hiicreler cekirdeklerinde yesil noktalar gosterir. Geg
apoptotik hiicreler turuncu bir renklendirme sergiler ve yogunlasmis ve/veya
parcalanmis ¢ekirdekler gosterir. Nekrotik hiicreler de turuncu veya kirmizi boyanir,
bu hiicreler canli hiicrelere ¢ekirdek morfolojisi agisindan benzer, ancak kromatinleri

yogunlagmis degildir.

Anneksin V/PI Boyama:

Anneksin V, apoptozun erken evrelerini tespit etmek i¢in kullanilir. Apoptoz sirasinda,
fosfatidilserin ad1 verilen bir fosfolipid normalde hiicre zarinin i¢ yiizeyinde bulunur,
ancak apoptoz basladiginda hiicre zarinin dig ylizeyine tasinir. Annexin V,
fosfatidilserine yiiksek afiniteyle baglanarak apoptoza giren hiicreleri etiketler. Bu
sayede, erken apoptoz hiicreleri tespit edilebilir. Propidyum Iyodid (PI), hiicre
zarindan gecemeyen bir boyadir ve sadece zar1 hasar gérmiis hiicrelere girebilir. Bu
nedenle, PI genellikle 6lii veya nekrotik hiicreleri isaretlemek i¢in kullanilir. Saglikli
veya erken apoptoza giren hiicreler, zari biitiin oldugu icin PI'yi gecirmez. Ancak, ge¢

apoptoz veya nekroz asamasina gelen hiicrelerde zar biitiinliigli bozuldugunda PI hiicre
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icine girer ve niikleik asitlere baglanarak floresan yayar. Bu iki boya genellikle birlikte
kullanilir ¢ilinkii her biri hiicre 6liimiiniin farkli agsamalarini isaret eder. Kombinasyon

su amaglara hizmet eder:

. Annexin V (+), PI (-): Erken apoptoz
. Annexin V (+), PI (+): Geg apoptoz veya nekroz
. Annexin V (-), PI (+): Nekroz

. Annexin V (-), PI (-): Canl1 hiicreler
Bu kombinasyon, hiicre 6liimiiniin zamanlamasini ve tipini daha dogru bir sekilde

belirlemeyi saglar.

Apoptozu tespit etmek i¢in eBioscience'dan (Thermo Fisher Scientific, ABD) Annexin
V-FITC boyama kiti, iireticinin talimatlarina gore kullanildi. MCF-7 ve MDA-MB-
231 hiicreleri 6 kuyulu plakalarda kuyu basma 1.5x10° hiicre yogunlugunda ekildi ve
gece boyunca yapismalart saglandi. Daha sonra hiicreler g¢esitli konsantrasyonlarda
krisin (150-200 pM) ve kontrol olarak DMSO ile 48 saat boyunca islem gordii. Tripsin
sindirimi sonrasi, hiicreler 200 g'de 5 dakika siireyle santrifiij edildi. Elde edilen hiicre
pelleti, 100 uL Annexin V-FITC etiketleme ¢6zeltisinde yeniden siispansiyon haline
getirildi ve 15-20°C'de 10-15 dakika boyunca inkiibe edildi. Ardindan, ornekler
hemen akig sitometrisi (Becton Dickinson, FACS Canto II) kullanilarak 488 nm'de
uyarim ve 525 nm'de emisyon ile analiz edildi. Analizde; X ekseni, hiicre boyutuna
gore relatif olan ileri sacilma (FSC) parametresini temsil ederken, Y ekseni ise hiicre
icindeki bilesenlerle iliskili olan yan sagilma (SSC) parametresini gosterir. Kap1 alma,
analiz ettigimiz hiicrelerin yogun olarak toplandig1 ana popiilasyonu alma stratejisine
dayanir. Daha sonra bu kapidaki yogun hiicre popiilasyonundaki FITC floresan boyas1
isaretli Aneksin V’i (x ekseninde) ve PE floresan boya isaretli PI’y1 eksprese eden
hiicre (y ekseninde) sayilar1 gosterildi. Akis sitometri diyagram sonugalrina gore canli
hiicrelerin, erken apoptozdaki hiicrelerin, ge¢ apoptozdaki hiicrelerin ve 6lii hiicrelerin

tiim popiilasyona gore ylizdeleri sayisal olarak verildi.

Immunofloresan Boyama ile Kaspaz-3 Ekspresyonunun Olciilmesi:

Krisin ve LPS ile stimiile edilmis (3.2.6.3’te detayli anlatilmistir) makrofaj hiicre
supernatanlari ile ko-kiiltiire edilen (ko-kiiltiir detaylar1 boliim 3.2.9°da tarif edilmistir)
meme kanseri hiicrelerinin apoptoza ugrayip ugramadigini tespit etmek i¢in kanser

hiicrelerindeki bir apoptoz belirteci olan kaspaz-3 protein ekspresyonu dlgiildii. Once
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12°1ik plakalarda olan hiicrelerin besiyerleri ¢ekildi ve 45 dk boyunca her bir kuyucuk
icin 300 pl olacak sekilde %4 paraformaldehit ile oda sicakliginda sabitlendi.
Sabitleme sonras1 hiicreler permeabilizasyon icin yine 300’er pl %0.1 Triton X-100
ile muamele edildi ve ardindan bloklama ¢ozeltisi (%1 BSA) ile 1 saat inkiibe edildi.
Hiicreler, her bir kuyucukta 200 pl, 1/500 oraninda ne i¢indeydi anti-kaspaz-3 (cell
signaling) primer antikoru ile 37°C’de 1 saat inkiibe edildi. 1X PBS ile 3 defa
yikandiktan sonra yine 200 pl 1/1000 oraninda tavsan tabanli Aleksa-Fluor-488
sekonder antikor (BioLegend) ile oda sicakliginda 1 saat inkiibe edilerek kaspaz-3'iin
isaretlenmesi saglandi. Fazla antikorlar PBS ile yikandi ve hiicreler her kuyucuga 200
pl daha 6nceden 1xPBS i¢inde ¢oziilerek hazirlanmis ve +4°C’de saklanan 1pg/ml
DAPI solusyonu ile cekirdek boyamasi yapildi. Son adimda, ornekler floresan
mikroskobu ile incelenerek kaspaz-3 aktivitesi tespit edildi. Aleksa Fluor-488’in
makimum emisyon dalga boyu 519 nm, eksitasyon dalga boyu ise 488 nm olan bir
floresan maddedir. Cell Discoverer 7 (Carl Zeiss) floresan mikroskobunda kanal
olarak Aleksa-Fluor ve DAPI kanallar1 secilmis ve bu iki kanal agikken mikroskobik
goriintiileme yapilmigtir. Her bir gruptan en az 10 fotograf ¢ekilmis ve bu g¢ekilen
goriintiilerde Aleksa-Fluor sinyali veren hiicreler hiicrelerin toplam hiicre sayilarina

orani ylizde olarak verilmistir.

3.2.6 Bagisiklik sistemi hiicrelerinin stimiilasyonu

3.2.6.1 NK hiicrelerinin IL-2 ile stimiilasyonu

NK-92 hiicrelerinin besiyerlerine 100U/ml IL-2 bu hiicrelerin biiyiimeleri IL-2 bagimli
oldugu i¢in ilave edilmistir fakat sitotoksik NK hiicre modeli olusturmak i¢in ekstra
IL-2’ye gerek duyulmaktadir [289]. Tipik olarak, diisiik dozlarda IL-2, NK
hiicrelerinin temel aktivitesini uyarirken, daha yiiksek dozlar (500-1000 IU/ml)
sitotoksik aktiviteyi artirabilir. NK hiicrelerinin IL-2 ile uyarim yontemi Sekil 3.4’te
gosterilmistir. Stok insan rekombinant IL-2 proteini (Peprotech) NK-92’nin
besiyerinde steril sartlarda ¢oziilerek 250 pug /ml konsantrasyonda hazirlanmistir. Bu
stok ¢ozelti daha sonra -200C de saklanmistir. 12°lik hiicre plakalarina 5X10* sayida
ekilmis ve 24 saat biiyiitiilmiis NK-92 hiicrelerine farkli IL-2 dozlar1 (0-50 ng/ml) 12
saat ve 24 saat boyunca uygulanmig, kontrol grubuna herhangi bir uygulama
yapilmamustir. Inkiibasyon siireleri sonunda hiicreler 2 ml’lik eppendorf tiiplere
toplanmis ve 1500 rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir. Her bir grubun hiicre

slipernatantlar1 bagka bir tiipe toplanmistir ve gruplardaki ifn-gamma diizeyleri ELISA
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yontemi ile Ol¢iilmiistir (ELISA boliimiinde ayrintili anlatilmistir). Bu deneyler
sonucunda elde edilen optimum inkiibasyon siiresi ve IL-2 konsantrasyonu (10ng/ml)

sonraki ko-kiiltiir modeli deneylerinde de kullanilmistir.

10 ng/ml IL-2 (24
saat) /

Aktive NK Aktivasyon
hticresi .
Mature Hafiza tipi NK P_rOhfer?S_yon
NK hiicresi Sitotoksisite

hiicresi

Sekil 3.4 : NK hiicrelerinin IL-2 ile uyarimi.

3.2.6.2 Jurkat T hiicrelerinin PHA-M ile stimiilasyonu

Jurkat T hiicrelerinin PHA ile stimulasyonu, bagisiklik sistemi ¢aligmalarinda yaygin
olarak kullanilan bir yontemdir [290]. PHA, Jurkat hiicrelerinin T hiicresi benzeri
reseptorlerine baglanarak hiicre aktivasyonunu baglatir. Bu silireg, normal T
hiicrelerinde oldugu gibi, hiicresel sinyal iletim yollarini harekete gecirir. 12°lik hiicre
plakalarma 5x10* sayida ekilen Jurkat T hiicreleri 1 giin boyunca inkiibasyon
kosullarinda biiyiitiilmiis ve daha sonra farkli dozlarda PHA-M (gibco)’ye (%0, %1,
%1.5, %2, %5) farkh saatlerde maruz birakilmistir (3,6,12 ve 24 saat). PHA-M ile
inkiibasyon siireleri biten farkli gruplara 3.2.3.2°de tarif edildigi gibi WST-1 hiicre
proliferasyon analizi yapilmistir ve en iyi doz ve inkiibasyon siiresi kontrol grubundaki
hiicre sayist1 ile karsilastirilarak belirlenmistir. Daha sonra yiiriitiilen ¢aligmalarda bu

dozlar ve inkiibasyon stireleri kullanilmistir.

3.2.6.3 Makrofaj hiicrelerinin LPS ile stimiilasyonu

LPS, gram-negatif bakterilerin hiicre duvarlarinda bulunan bir bilesendir ve gii¢lii bir
makrofaj aktivatoridiir. LPS, ozellikle Toll-benzeri reseptér 4 (TLR4) aracilifiyla
makrofajlar aktive eder ve onlar1t M1 fenotipe dogru yonlendirir. 6’lik hiicre plaklarina
5x10* sayida ekilen RAW 264.7 hiicreleri 24 saat inkiibasyon kosullarinda
biiyiitiilmiistiir. Inkiibasyon sonrasinda farkli dozlarda (100-500-1000 ng/ml) LPS

(sigma) makrofaj hiicre besiyerlerine 6, 12 ve 24 saat siireyle uygulanmistir. 1pg/ml
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LPS steril 10 ml 1XPBS i¢inde ¢oziilerek hazirlanmistir ve bu stok ¢ozeltiden
seyreltilmistir. Sonrasinda hiicrelerin besiyerleri ¢ekilmis, ve 1 ml PBS i¢inde bir
hiicre kaziyic1 yardimiyla kaldirilmistir. Bu hiicreler + 4°¢” ye ayarli santrifiijde 1500
rpm’de 5 dk santrifiij edilmis ve hiicre slipernatantlarindan TNF-alfa miktarlar1 ELISA
yontemi ile dlgiilmiistiir. Onceki arastirmalar, LPS ile indiiklenen makrofajlarda M1
makrofaj polarizasyonunda TNF-a'nin 6énemli bir rol oynadigini tespit etmistir. Bu
nedenle uygun doz ve inkiibasyonu belirlemek i¢in gruplardaki TNF-a diizeyleri

Ol¢iilmistiir.

3.2.7 NK hiicrelerinin akis sitometri ile aktivasyon analizi

CD56" yiizey ifadesinin degerlendirilmesi, dogal katil (NK) hiicrelerinin aktivasyon
durumunu degerlendirmek i¢in hizli ve tekrarlanabilir bir yontemdir [291]. CD56+
ifadesinin analizi icin, IL-2 ile uyarilmis NK-92 hiicreleri 24 saat boyunca farkl
konsantrasyonlarda krisin (0-125-200 uM) ve DMSO (kontrol) ile inkiibe edildi. Daha
sonra hiicreler tripsinize edildi ve iki kez soguk fosfat tamponlu salin (PBS) ile
yikandi. 1500 rpm’de 5 dk santrifiij edilen hiicrelerin slipernatantlar1 uzaklastirildi ve
100 pl PBS eklendi. Her bir grup icinde yaklasik 1X10° sayida hiicre bulunan hiicre
solisyonlar1 5’er L PE-konjuge anti-CD56 antikoru (1:100 seyreltme; Biolegend
Inc.) ve FITC-konjuge CD3 antikoru (1:100 seyreltme; Biolegend Inc.) ile karanlikta
ve oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edildi. Hiicreleri, her 1x10¢ hiicre i¢cin 1-2 mL
PBS tamponu ekleyerek yikandi ve +2 ila +8 °C'de 300xg'de 5 dakika santrifiij edildi.
Siipernatanti tamamen aspire edildi. Ardindan hiicreler en az 200 pL PBS ic¢inde akis
sitometrisine gotiiriildii. Veriler FACS Canto II akis sitometresi (Becton Dickinson,
Franklin Lake, NJ, ABD) ve BD FACSDivaTM Yazilim1 kullanilarak analiz edildi.
Konjuge antikorlar ile boyal1 6rneklerin akis sitometrisi analizinde 6nce FSC (Forward
Scatter) ve SSC (Side Scatter) lizerinden hiicrelerin biiytlikliigii ve graniilaritesi
belirlendi o6lii hiicreler ve kalintilar diglandi. Canli hiicreler arasinda lenfosit
poptilasyonunu se¢mek icin FSC ve SSC kullanilir. NK hiicreleri, genellikle bu
lenfosit bolgesinde bulunur, ¢iinkii NK hiicreleri kiiciik ve orta biiytlikliikte
lenfositlerdir. SSC/CD45 kapis1 alinarak lenfositler belirlendi. NK hiicreleri ig¢in
belirleyici ylizey markorleri CD3~ ve CD56"'dir. CD37/CD56" hiicreler NK hiicreleri
olarak secildi. Genellikle CD3~ CD56dim popiilasyonu sitotoksik NK hiicrelerini,
CD3~ CD56bright popiilasyonu ise immiinmodiilatér NK hiicrelerini temsil eder.

Gruplar arasindaki CD56 ekspresyon seviyeleri % olarak karsilastirildi.
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3.2.8 Meme kanseri hiicrelerinin EGF ile indiiklenmesi

Kanser hiicrelerinin epidermal biiylime faktorii (EGF) ile indiiklenmesi, kanser
arastirmalarinda 6nemli bir siiregtir ¢linkii EGF, hiicre proliferasyonunu, farklilasmay1
ve hayatta kalmayr diizenleyen giiglii bir mitojendir. Kanser hiicreleri ozellikle
epidermal bliylime faktorii reseptorii (EGFR) tlizerinden EGF sinyali aldiginda, hiicre
boliinmesi ve biiyiimesi gibi siiregleri baglatir. Bu sinyal iletimi, kanser hiicrelerinin
biliylimesine ve metastaz yapma kapasitesine katkida bulunan bir dizi hiicresel olay1
harekete gegirir. 100 pg insan rekombinant EGF (peprotech) proteini steril ortamda 2
ml %2 FBS iceren tam DMEM HG besiyerinde ¢oziilmiis ve 50 pg/ml EGF
hazirlanmistir. Bu stok EGF’ten 1000 ng/ml konsantrasyonda EGF igeren soliisyon
hazirlanmis ve bu konsantrasyondan daha diisik c¢esitli dozlarda (0-
10,25,50,100,250,500,1000 ng/ml) EGF, 24 saat 6nce 5X10° sayida 96’lik hiicre
plaklarma ekilmis ve biiyiimiis MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerine verilmistir.
Kontrol gruplarina herhangi bir madde uygulanmamistir. EGF uygulandiginda
besiyerleri daha diisiik, yani %2 FBS igeren besiyerleri ile degistirilmistir. 48 saatlik
inkiibasyon sonrast meme kanseri hiicrelerinin proliferasyonlart WST-1 hiicre canlilig1
testi ile degerlendirilmistir. Bu 6l¢iimiin amaci; hangi EGF dozlarinin meme kanseri
hiicrlerini prolifere ettigini veya herhangi bir sitotoksik etkisi olup olmadigini

degerlendirmektir.

3.2.9 Ko-Kkiiltiir protokolleri
NK-92 ve Meme Kanseri Hiicrelerinin Birlikte Kiiltiire Edilmesi

1. Krisin tedavisinin NK hiicre sitotoksisitesini artirip — artirmadigini
degerlendirmek icin, 12’lik hiicre plaklarina 1.5X10° sayida NK-92 hiicresi
ekildi. 1 giin sonra 10 ng/ml IL-2 (peprotech) ve gesitli konsantrasyonlarda
(100,125,200 uM) hiicre besiyerlerinde hazirlanmis krisin 24 saat boyunca
inkiibasyon kosullarinda NK-92 hiicrelerine uygulandi.

2. 12’lik hiicre plakalarina 0.5X10° hiicre sayisinda ekilen MCF-7 ve MDA-MB-
231 hiicreleri ise daha once belirlenen etkin EGF dozu (50 ng/ml) ile 48 saat
boyunca uygun inkiibasyon kosullarinda inkiibe edildi.

3. Meme Kkanseri hiicrelerinin ve NK-92 hiicrelerinin yukarda belirtilen
inkiibasyon siireleri sonunda kuyucuklardaki canli hiicre sayilar1 thoma

laminda sayildi.
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4. NK-92 efektor hiicreleri, MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hedef

hiicrelerine, E: H oranlar1; 2.5:1 ve 5:1 olacak sekilde 4 giin direkt-kokiiltiire
birakildi (Sekil 3.4). Bu oranlar literatiir bilgileri ile belirlenmistir [292]. Hangi
E:H oranmin iki en iyi sitotoksik yanit olusturuldugunu belirlemek igin
yapilmustir.

Inkiibasyon siiresi sonunda meme kanseri hiicrelerine3.2.2.1°de tarif edildigi
gibi MTT hiicre canliligi testi ve biiyiime ortamlarindaki bazi sitokin ve
bilesenlerin miktarlar1 dlgiildii. Genel test protokoli Sekil 3.5 te sematize

edilmistir.

EGF ile 4 gin ko-kiltlre
IndUklenmisg edilir
Meme Kanseri
Hucreleri l
Biy(me Meme

IL-2 ve Krisin
ile aktive
ediimis NK-92
Hlcrelen

Ortamlannda Kanseri
Yapilan Hucrelerinde

Analizler Hlcre
*Granzim-b  Proliferasyon
*Perforin Analizleri
*TNF-a
*NO

Sekil 3.5 : NK-92 ve meme kanseri hiicre hatlar1 ko-kiiltiir modeli.

Jurkat T Hiicrelerinin ve Meme Kanseri Hiicrelerinin Birlikte Ko-Kiiltiire

Edilmesi

1.

Meme Kanserlerine uygulanan krisin tedavisinin Jurkat T hiicre
sitotoksisitesini degistirip degistirmedigini degerlendirmek i¢in, 12’lik hiicre
plaklarina 1.5X10° sayida Jurkat T hiicresi ekildi. 1 giin sonra Jurkat T
hiicreleri %1.5 PHA ile 6 saat inkiibasyona birakildi ve aktive edildi.

12°1ik hiicre plakalarma 0.5X10° hiicre sayisinda ekilen MCF-7 ve MDA-MB-
231 hiicreleri ise daha once belirlenen etkin EGF dozu (50 ng/ml) ile 48 saat

boyunca uygun inkiibasyon kosullarinda inkiibe edildikten sonra besiyeri % 10
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FBS iceren tam medyum ile degistirildi ve farkli konsantrasyonlarda krisin
(100, 200 uM) ile 24 saat muamele edildi.

Meme kanseri hiicrelerinin ve Jurkat T hiicrelerinin yukarda belirtilen
inkiibasyon siireleri sonunda kuyucuklardaki hiicre sayilari thoma laminda
sayild1.

T efektor hiicreleri, MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hedef hiicrelerine,
E: H oranlar1; 5:1 ve 10:1 olacak sekilde 3 giin direkt-kokiiltiire birakildi (Sekil
3.4). Ko-kiiltiir 6ncesinde meme kanseri hiicre hatlarinin besiyerleri yenilendi.
Bu oranlar literatiir bilgileri ile belirlenmistir. Hangi E:H oranmin iki en iyi
sitotoksik yanit olusturuldugunu belirlemek icin yapilmistir.

Inkiibasyon siiresi sonunda meme kanseri hiicrelerine 3.2.2.1°de tarif edildigi
gibi MTT hiicre canlilig1 testi ve biiyiime ortamlarindaki bazi sitokin ve
bilesenlerin miktarlar1 6l¢iildii. Genel test protokolii Sekil 3.6’ da sematize

edilmistir.

PHA-M ile
aklive edilmis
Jurkat
Hicreleri

S B8

X Durekt Ko-kltir

" (E H): (5:1), (10:1)
EGF ve Krisin ile 3 gln ko-kulhire
Stimile Meme edilir
Kanseri Hicreleri /
// l
4 Meme
RUYLME. Kanseri
Ortamlannda  yicrelerinde
Yapuan Hlcre
: Analizler Proliferasyon
Granzim-b Analizleri
*Perforin
*IFN-gamma
*IL-2

Sekil 3.6 : Jurkat T hiicreleri ve meme kanseri hiicreleri ko-kiiltiir modeli.

RAW 264.7 Supernatantlarinin ve Meme Kanseri Hiicrelerinin Birlikte Ko-

Kiiltiire Edilmesi

1. Krisin tedavisinin makrofaj hiicre sitotoksisitesini artirip artirmadigini
degerlendirmek igin, 12’lik hiicre plaklarma 1.5X10° sayida RAW 264.7
hiicresi ekildi. 1 giin sonra lpug/ml LPS (sigma) 6 saat ve gesitli
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konsantrasyonlarda (50-75 p) hiicre besiyerlerinde hazirlanmig krisin 24 saat
boyunca inkiibasyon kosullarinda makrofaj hiicrelerine uygulandi.

2. 12’lik hiicre plakalarina 0.5X10° hiicre sayisinda ekilen MCF-7 ve MDA-MB-
231 hiicreleri 24 saat boyunca inkiibe edildi ve yapisip ¢ogalmasi saglandi.

3. Inkiibasyon siireleri sonunda makrofaj hiicrelerinin besiyerleri cekilip 2’lik
eppendorflara alindi ve 1500 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Supernatanatlar
toplandi.

4. Toplana siipernatanlar konflue olmus MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri
hiicrelerinin oldugu kuyucuklara eklendi ve 48 saat ko-kiiltiire edildi.

5. Inkiibasyon siiresi sonunda meme kanseri hiicrelerine3.2.2.1°de tarif edildigi
gibi MTT hiicre canlilif1 testi, apoptoz testleri yapildi. Genel test protokolii
Sekil 3.7’ de tarif edilmistir.

Krisinve LPSile

uyarilmig RAW

264.7 makrofaj
hiicre

sUpernatantlan
) - ) .
\ - . / -~ o \
. &-‘ ko-kultir

Meme Kanseri 48 s inkiibasyon
Hicreleri

Meme Kanseri
Hucrelerinde
Hucre
Proliferasyon
Analizleri,
Apoptoz
Deneyleri

Sekil 3.7 : Makrofaj hiicresi ve meme kanseri ko-kiiltiir modeli.

3.2.10 Sandvic ELISA yontemi

ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), enzime bagli immiinosorbent testi
anlamma gelir ve genellikle enzim immiinoassay (EIA) olarak da bilinir. Diger
immiinoassay yontemlerinde oldugu gibi, ELISA'da da hedef antijenin tespiti i¢in
antikor-antijen etkilesimlerinin yiiksek 6zgiilliigiinden yararlanilir. Bir ELISA
testinde, antijenin kat1 bir yilizeye tutturulmasi gerekir. Bu iglem, ya dogrudan antijenin

sabitlenmesiyle ya da ylizeye baglanmig bir yakalama antikoru araciligiyla
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gerceklestirilir. Antijen daha sonra, bir enzim veya florofor gibi tespit edilebilir bir
molekiil ile konjuge edilmis bir tespit antikoru ile etkilesime girer. ELISA genellikle
coklu kuyucuklara sahip bir {izerinde yapilir. Bu plakalar, antijenin sabitlenmesi i¢in
kat1 bir yiizey saglar. Bu sekilde, analitler diger numune bilesenlerinden ayrilir, bu da
tespiti kolaylastirir. Bu 6zelligi, ELISA’y1 ayn1 anda bir¢ok numune iizerinde kolayca

uygulanabilen bir yontem haline getirir.

Calismanin deneylerinde Sandvig-ELISA prensibine dayali (Sekil 3.8) ELISA

yontemi kullanilmistir. Bu yontemin deneysel asamalar1 asagida siralanmistir.

1) 96’lik ELISA plakalarinin kullanildig1 deneylerde her kuyucuga 100uL standart
veya numune eklendi. 37°C'de 90 dakika inkiibe edildi.

2) Swviyr bosaltildi ve hemen her kuyucuga 100puL Biyotinile Tespit Antikoru
(Biotinylated Detection Ab) calisma ¢ozeltisi eklendi. 37°C'de 60 dakika inkiibe
edildi. Plakalar aspire edildi ve 3 yikama tampon ile yikandi.

3) Her kuyucuga 100uL HRP konjugat calisma ¢ozeltisi eklendi. 37°C'de 30
dakika inkiibe edildi. Kuyucuklardaki sivilar aspire edildi ve 5 kez yikandi.

4) Her kuyucuga 90uL Substrat Reaktifi eklendi. 37°C'de 15 dakika inkiibe edildi.

5) Her kuyucuga 50uL Durdurma Cozeltisi eklendi.

6) Kuyucuklar hemen 450 nm dalga boyunda okundu.

7) Standard egrileri ELISA okuyucu’da (Multiskan FC, Thermo) standard eklenen
kuyucuklar kalibrator secilerek ve konsantrasyonlart girilerek ELISA plaka
okuyucunun programinda ¢izildi. Her bir parameter i¢in kendi standard egrileri
olusturuldu ve bu egrilerin formiilleri elde edildi. R? (denklemin belirleme
katsayis1) degerleri 0.9 ve 1 arasinda olan egri formiilleri numunelerdeki ilgili

antijen miktarlarinin 6l¢iimiinde kullanildi.
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Calismanin deneylerinde hiicre kiiltiirii siipernatant numunelerinde IFN-y, TNF-q,
Granzim-b, IL-2 ve IL-12 diizeyleri yukarda detayl olarak tarif edilen sandvi¢ ELISA
protokolii kullanilarak 8l¢iilmiistiir. Olgiimlerin 6n asamalar1, hangi deney gruplarinda

yapildig1 ve kit bilgileri asagidaki boliimlerde yer almaktadir.

substrat

Antikor kaplh
plaka

Sekil 3.8 : Sandvi¢ ELISA test prensibi.

3.2.10.1 Krisin ile uyarilan NK hiicrelerinde ifn-y kuantifikasyonu

NK-92 hiicreleri, 10 ng/ml IL-2 ve ¢esitli konsantrasyonlarda krisin (25-50-100-125-
200 uM) varhiginda 48 saat boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonrasinda,
hiicreler 1500xg'de 5 dakika siireyle santrifiij edildi ve siipernatanlar toplandi.
Toplanan supernatanlar, 3.2.10.’da anlatilan ELISA metoduna ve kullanilan kitin
kullanici talimatlarindaki ydnergelere gore ¢’ Insan IFN-gamma ELISA kiti>* (Sunred
Biotechnology) kullanilarak ifn-y i¢in analiz edildi. IFN- y miktarlarinin ol¢tildigi
standart egrisi Sekil 3.9” da gosterilmistir.

300
260 | '

2,00+ @

Yalue
3

1,00+

050 -y

G.

100,000 200,000 300,000 400,000 500,000 600,000 700,000 800,000 900,000 1.000000  1.100,000
Concentraton ng/ml

@ lin g y=00023x+0434 R2=090

Sekil 3.9 : IFN-y standart egrisi.
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3.2.10.2 Krisin ile uyarilan IL-2 diizeyinin Jurkat T hiicresinde kuantifikasyonu
Jurkat T hiicreleri, iki farkli dozda krisin (100,200 uM) ile 24 saat boyunca inkiibe
edildi. Bir grup, krisin inkiibasyonlarinin sonundan 6 saat énce %1.5 PHA-M (Gibco)
ile maruz birakildi, diger grup ise sonundan 12 saat 6dnce maruz birakildi. Farkli
inkiibasyon siireleri, en optimal siireyi bulmayr amaglamistir. Daha sonra, hiicreler
1500xg'de 5 dakika siireyle santrifiij edildi ve supernatanlar toplandi. Toplanan
supernatanlar, 3.2.10.” da anlatilan ELISA metoduna ve iireticinin talimatlarina gore
bir insan “’Insan IL-2 ELISA kiti>> (BT LAB) kullanilarak IL-2 icin analiz edildi.
Hiicre siipernatantlarindaki IL-2 konsantrasyonlar1 sekil 3.10°daki standart egri

formiiliine gore hesaplandi.

Value

100,000 200000 300000 400000 500000 600000 700,000 800000 900,000 1.000000 1.100,000 1:200,000 1.300,000
Concentration [nol)

Olin Clog  y=0,00172x+0,716 Re= 0,91
Sekil 3.10 : IL-2 standart egri grafigi .

3.2.10.3 Krisin ile uyarilan tnf-a ve granzim-b diizeylerinin ko-kiiltiir
modellerinde kuantifikasyonu

MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicreleri, 10 ng/ml IL-2 varliginda 48 saat boyunca krisin
ile aktive edilmis ya da edilmemis NK-92 hiicreleri ile ko-inkiibe edildi (125 uM ve
200 uM). inkiibasyon periyodundan sonra, EGF (50 ng/ml) ile 24 saat boyunca islem
gérmiis meme kanseri hiicreleri, aktive NK-92 hiicreleri ile nemlendirilmis CO2
inkiibatoriinde 37 °C'de 4 giin siireyle ko-kiiltiire edildi. Daha sonra, intraselliiler
indiiklenmis TNF-a ve Granzim-B seviyeleri 3.2.10.” da anlatilan ELISA metoduna
{ireticinin talimatlarma gére *’Insan TNF-a Elisa kiti’* ve *’granzim-B ELISA kiti”’
(BT LAB, Elabscience Binovation Inc.) kullanilarak kuantifiye edildi. Ko-kiiltiir
biliylime ortamlarindaki tnf- a ve granzim-b konsantrasyonlar1 sekil 3.11°deki standart

egri formiillerine gére hesaplandi.
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Sekil 3.11 : a) TNF-a b) granzim-b standard egri grafikleri.

3.2.10.4 Krisin ile uyarilan IFNy, IL-2 ve granzim-B diizeylerinin T hiicresi ko-

kiiltiir modellerinde kuantifikasyonu

Hiicreleri santrifiij edilen besiyerlerinin siipernatantlart toplandi ve medyada

salgilanan IFN-y, IL-2 ve Granzim-B konsantrasyonlari, 3.2.10.” da anlatilan ELISA

metoduna ve iireticinin protokol talimatlarina gore <’insan IFN-y ELISA kiti*’, Insan

IL-2 ELISA kiti’’ ve ©’Granzim-B ELISA Kiti’’ ile (Sunred Biotechnology, BT LAB,

Elabscience Binovation Inc.) kullanilarak belirlendi. Hiicre slipernatantlarindaki [FNy,

IL-2 konsantrasyonlar1 sekil 3.9, 3.10 ve 3.11° daki standart egri formiillerine gore

hesaplandi.
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3.2.11 Nitrik oksit iiretiminin ol¢timii
NK-92 hiicreleri ile meme kanseri hiicrelerinin ko-kiiltiir supernatanlarinda ve LPS ve
krisin uygulanmis RAW.264.7 hiicrelerine nitrit konsantrasyonu, Griess reaksiyonu

araciligiyla [293] belirlendi.
Griess reaktifi hazirlanisi

Griess reaktifi, genellikle nitrit (NO2-) 6l¢limleri i¢in kullanilan bir kimyasal reaktiftir.
Bu reaktif iki bilesenden olusur: Reaktif A (Siilfanilamid Cdozeltisi) ve Reaktif B (N-

(1-naftil) etilendiamin dihidrokloriir Cozeltisi).

Gerekli malzemeler:
. Siilfanilamid (C6H8N202S)
. N-(1-naftil) etilendiamin dihidrokloriir
. Fosforik Asit (H3PO4) (%85'lik ¢ozeltisi)
. Distile su
Hazirlama adimlari:

1. Reaktif A: Sulfanilamid Cozeltisi (0.1% w/v)

. 100 mL distile suya 0.1 g siilfanilamid eklendi.

. Uzerine 10 mL %85'lik fosforik asit eklendi.

. Karigimi iyice ¢ozlinene kadar karistiridi.

. (Cozeltinin hacmini distile su ile 100 mL'ye tamamlandi.

2. Reaktif B: N-(1-naftil) etilendiamin dihidrokloriir C6zeltisi (0.1% w/v)

. 100 mL distile suya 0.1 g N-(1-naftil) etilendiamin dihidroklortir eklendi.
. Iyice ¢dziinene kadar karistirildi.

. (Cozeltinin hacmini distile su ile 100 mL'ye tamamlandi.

Bu reaktifler de oda sicakliginda saklanir ve Griess reaktifi kullanimi sirasinda, Reaktif
A ve Reaktif B esit hacimlerde (1:1 oraninda) karistirilarak taze hazirlanir. Bu
karisimi, nitrit (NO2-) iceren Ornekler ile reaksiyona soktugunuzda pembe/mor bir
renk olusur ve bu renk, nitrit miktariyla orantilidir. Griess testi prensibi ve renk

degisimi Sekil 3.12°de gosterilmistir.
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Ozetle, her drnekten 100 pl supernatant ve esit hacimde reaktif A ve reaktif B’ den
olusan 100 pl Griess reaktifi ile birlestirildi. Karisim, oda sicakliginda 15 dakika
inkiibe edildi ve absorbans daha sonra bir mikroplaka okuyucu (Varioskan Multiplate
Reader) kullanilarak 540 nm'de 6l¢iildii. Sonuglar, Sekil 3.13’te buldugumuz standart

egrisine gore hesaplandi.

 Nitrate Reductase
Nitrate Nitie A
1) N 2) - . " /
!! N m/\/"
S
00 00— i
" Artan nitrik
P SO, oM oksit 7S
Sulfanilamide N+(1-Naphthyl) konsantras Q
(Griess Reagent 1) ethylenediamine yonu \\-J
(Griess Reagent 2) .
Amprédﬁct 9 :
gyt 3400m

Sekil 3.12 : Griess reaktifi ile nitrik oksit dl¢iimii.
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Sekil 3.13 : Nitrit konsantrasyonu standart egrisi.
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3.2.12 Western blot yontemi ile PD-L.1, p-akt ve p-mtor protein diizeylerinin
belirlenmesi

6’lik hiicre plaklarina ekilen meme kanseri hiicrelerine, etkin krisin dozlar1 4 saat
boyunca uygulandiktan sonra, 24 saat de EGF (10ng/ml)’ e maruz birakilacaktir.
Inkiibasyon sonrasi, fosfat tamponu ile yikanan hiicreler RIPA tamponu ile lize
edilecek ve her grup icin protein miktarlar1 Bradford yontemi ile protein standartlari
kullanilarak belirlenecektir. %1 DMSO uygulanmis kontrol grubu dahil her bir gruptan
20-50 pg arasi protein %12,5’luk SDS jeline yiiklenecek ve 100 V’ da proteinler
ayrilana kadar yliriitiilecektir. Daha sonra proteinler PVDF membrana aktarilacak ve
PD-L1, p-akt, p-mtor antikorlari ile her bir grubun ilgili protein ekspresyon diizeyleri

belirlenecektir.

Protein ekstraksivonu

Protein ekstraksiyonunu gergeklestirmek amaciyla 6’lik hiicre plaklarina ekilen meme
kanseri hiicrelerine, etkin krisin dozlar1 4 saat boyunca uygulandiktan sonra, 48 saat
de EGF (10ng/ml)’ e maruz birakildi. 48 saatlik inkiibasyondan sonra hiicreler bir kez
PBS tamponuyla yikandi, ardindan hiicreler 6nceden 1sitilmis tripsin ile flakondan
c¢ikarilarak 2 ml'lik tiiplere kondu. Ortamdan tripsini ¢ikarmak i¢in hiicreler 1600 x
g'de 5 dakika boyunca 4°C'de santrifiije edildi, stipernatant ¢ikarildi ve pellet PBS ile
yikandi. Bu yikama islemi {i¢ kez tekrarlandi. 1 ml RIPA lizis tamponu, 1 ml 1X RIPA
tamponu, 20 ul PMSF, 10 ul Proteaz Inhibitér Kokteyli ve 10 ul sodyum orovanadat
tamponu eklendi. Tiipler 10 saniye vortekslenip 10 dakika buzda inkiibe edildi, bu
vorteksleme ve inkiibasyon islemleri ii¢ kez tekrarlandi. Ardindan, her tiipteki lizatlar
13000 x g'de 4°C'de 10 dakika boyunca santrifiij edildi. Siipernatantlar nazik¢e alindi
ve -20°C'deki dondurucuda saklandi.

Protein konsantrasyonunun belirlenmesi

Hiicre lizatlariin protein konsantrasyonlari, sigir serum albumini standardi (M. M.
Bradford, 1976) kullanilarak Quick Start Bradford Assay (Bio-Rad) ile dlgiildii. Bu
testin prensibi, protein molekiillerinin asidik kosullar altinda Comassie Brilliant Blue
G-250 ile baglanarak renginin kahverengiden sabit bir mavi forma doniismesidir. Bu
mavi protein-boya formu 595 nm dalga boyunda bir spektrofotometre ile tespit edildi

(Varioskan Flash, Thermo Scientific).
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Reaktifler

Bradford Reaktifi (Thermo Scientific):1 L boya ¢dzeltisi metanol ve fosforik asit
icermektedir. Standart 5 ml prosediiriinde 200 test veya mikroplaka prosediiriinde
4000 test i¢in yeterlidir.

Sigir Serum Albiimini Standart Seti (Thermo Scientific)

BSA'nin 7 farkli konsantrasyonda (2, 1.5, 1, 0.75, 0.5, 0.25, 0.125 mg/ml) 2 ml'lik
tiiplerde set halinde sunulmustur.

Protein Ornegi: Protein &rneklerine herhangi bir seyreltme islemi yapilmamustir.
Bradford reaktifi 4°C depolamadan ¢ikarildi ve ortam sicakligina getirildi. Her
standart ve bilinmeyen 6rnek soliisyonu 96 kuyulu mikroplaka kuyucuklarina 5 pl
olarak pipetlendi. Ardindan 250 pul 1x boya reaktifi eklendi ve en az 5 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildi. Ornekler oda sicakliginda 1 saatten fazla inkiibe
edilmemelidir. Varioskan Flash spektrofotometresi 595 nm'ye ayarlandi ve

standartlarin ve bilinmeyenlerin absorbans1 6l¢iildii.

Bir standart egrisi, 595 nm degerlerinin (y ekseni) pg/ml cinsinden konsantrasyona

kars1 (x ekseni) grafigi cizilerek olusturuldu. Bilinmeyen Ornek konsantrasyonu,

standart egri kullanilarak belirlendi. Ornekler seyreltilmisse, kullanilan seyreltme

faktori ile ¢arpilarak nihai konsantrasyon ayarlandi. Standart egri formiilii bulundu ve

orneklerin protein konsantrasyonlari1 Denklem 3.2° ye hesaplandi. Tablo 3.4’te

orneklerin protein konsantrasyonlar1 (mg/ml) cinsinden gosterilmistir.

Standart egrisi formiilii: y : 0,4338x+ 0,286 (R%: 0,9868)
Protein Kons(%) = ((OD595nm) + standart formilu egimi X DF 3.2

(Kons: konsantrasyon , DF: diltisyon faktorii)

Tablo 3.3 : Hiicre gruplarinin protein konsantrasyonlart.

mg/ml Kontrol EGF* EGF+Krisin  EGF+Krisin  Krisin Krisin
100 pm 200 pm 100 pm 200
pm
MCF-7 1,74 2,28 1,72 1,11 1,60 1,37
MDA-MB- 2,30 2,16 1,79 1,57 1,68 1,85
231
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Protein ekspresyonlarinin belirlenmesi

Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

EGF ile onceden uyarilmis MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarindaki immiin
kontrol noktas1 proteinlerinden olan PD-L1 ve p-akt, p-mTOR proteinlerinin
ekspresyonlari Towbin ve arkadaslarinin (1979) tarif ettigi sekilde [294] Western Blot
yontemiyle analiz edilmistir. Western blot'un ilk asamast, proteinlerin Laemmli (1970)
tarafindan tanimlanan kesikli tampon sisteminde %8'lik iist iiste gelen jel ve %12'lik
ayirici jel kullanilarak sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-
PAGE) ile ayrilmasidir. Ayiric1 ve st liste gelen jel ¢ozeltileri taze hazirlanmistir.

Tablo 3.5’te ayrima ve yi1gma jel ¢ozeltilerinin bilesenleri gosterilmistir.

Tablo 3.4 : SDS-PAGE jel ¢ozeltilerinin bilesenleri.

Bilesenler Ayirma Jel Soliisyonu  Yiikleme
Jel
Soliisyonu
Monomer 9 12 % 8
Konsantrasyonu
Jel Soliisyonu 3300 puL 1100 pL
dH20 3100 uL 1000 pL
Ayirma Tamponu 3600 puL -
Yiikleme Tamponu - 1300 pL
10% SDS 30 uL 10 uL
10% APS 30 uL 10 uL
TEMED 10 uL 3ul
Total Hacim 10 mL 3 ml
Reaktifler

e Jel Cozeltisi: 30,0 g akrilamid ve 0,8 g N,N-bis-methylene-akrilamid, toplam
hacmi 100 ml olan H20 i¢inde karistirildi. Cozelti, 0.45 pum filtreden geg¢irildi ve
karanlikta 4°C'de saklandi.

e Yiikleme Tamponu (0,5 M Tris-Cl igeren %0,4 SDS, pH 6,8):
6,05 g Tris baz, 40 ml H20 i¢inde ¢oziildii. pH, 3N HCl ile 6,8'e ayarland1 ve toplam
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hacim 100 ml'ye H20 ile tamamlandi. Cozelti, 0,45 um filtreden gegirildi ve 0,4 g
SDS eklendi. Sonunda pH tekrar kontrol edilmelidir.

e Ayirma Tamponu (1,5 M Tris-Cl igeren %0,4 SDS, pH 8,8):
91 g Tris baz, 300 ml H20 i¢inde ¢oziildii. pH, IN HCl ile 8,8'e ayarlandi. Toplam
hacim, 500 ml'ye H2O ile tamamlandi. Cozelti, 0,45 um filtreden gecirildi ve
ardindan 2 g SDS eklendi. Sonunda pH tekrar kontrol edilmelidir.

e TEMED (Tetrametiletilendiamin) (Bio-rad) ticari olarak temin edildi.

e  Amonyum Per-siilfat : 40 mg APS, 400 pl saf su i¢cinde ¢oziildii.

e Ornek Seyreltme Tamponu (Laemmli): Bio-Rad Laboratories, Inc.'den ticari
olarak temin edilen Laemmli 6rnek tamponu, 31,5 mM Tris-HCI (pH 6,8), %10
gliserol, %0,005 Bromofenol Mavisi igerir. Kullanimdan 6nce, 950 pl Laemmli
ornek tamponuna 50 pul 2-merkaptoetanol, indirgeme ajani olarak eklendi.

e Elektroforez Yiiriitme Tamponu: 0,25 M Tris, 1,92 M glisin (10x Stok,
kullanim 6ncesi %0,1 SDS eklenerek 1x'e seyreltilir). 15 g Tris-baz, 350 ml saf su
ile ¢oziildil, ardindan 72 g glisin eklendi. Karigimin hacmi 500 ml'ye tamamlandi.
Calisma tamponu, 10x stok ¢ozelti olarak hazirlandi ve kullanildiginda 1x'e

seyreltilerek kullanildi. Kullanimdan 6nce 1 litre 1x ¢ozeltiye 1 g SDS eklendi.

Elektroforez deneylerinde; dikey plaka jel elektroforezi, Mini-PROTEAN tetra
hiicresi (Bio-Rad, Richmon, CA) ile yapildi. Aymrici jel ¢ozeltisi (%8)
hazirlandiktan sonra, hemen sandvi¢ {nitesine tarak altindaki 1 cm'ye kadar
aktarildi. Diiz bir jel ylizeyi elde etmek i¢in ayirict jelin iistii izopropanol ile
kaplandi. Ayirici jel polimerize olduktan sonra izopropanol alind1 ve yiikleme jel
plakaya koyuldu, ardindan tarak olabildigince hizli bir sekilde yerlestirildi. Yigma
jel polimerize oldugunda, tarak c¢ikarildi. Kuyular 1x yiirlitme tamponu ile
dolduruldu ve hava kabarciklar ile kalan jel parcaciklarini ¢ikarmak i¢in Pasteur

pipeti kullanilarak temizlendi.

1 mg/ml (20 pg) konsantrasyonunda protein elde etmek icin, proteinler denklem
3.3’e gore saf su ile seyreltilmistir ve her bir kuyuya esit miktarda protein icerecek

sekilde esit hacimde 6rnek yiiklenmistir.
Hacim (v) = 20 — (20 + Protein Konsantrasyonu) 3.3

V, protein lizatlarii ¢6zmek icin eklenmesi gereken dH20 hacmini tanimlar.

Orneklerin 1 birimi, 1 birim 2X Laemmli seyreltme tamponu (SDB) ile
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seyreltilmistir. Seyreltmeden sonra, ornekler 95°C'de 10 dakika boyunca 1s1
blogunda denatiirasyon igin inkiibe edilmistir. Daha sonra 6rnekler 10 dakika buz
iizerinde bekletilmis ve ardindan 5 saniye boyunca kisa bir santrifiije tabi
tutulmustur. 30 pl 6rnek, jeldeki farkli kuyulara yiiklenmistir. 7 pl protein band1
(Thermoscientific) isaretleyici olarak yiiklenmistir. Ornekler yiiklendikten sonra
tampon tank1 ¢alisma tamponu ile doldurulmus ve gii¢ kablolar1 ile hiicre kapagi
tanka yerlestirilmistir. Ardindan tank Bio-Rad gii¢ kaynagina baglanmis ve
elektroforez baslangigta 10mA-60V'de calistirilmistir. Ornekler sikisip ayni
seviyeye geldiginde voltaj 20mA-120V'a ¢ikarilmistir.

Immiin-Blotlama
Reaktifler:

e Transfer Tamponu: (25mM Tris, 192mM Glisin, pH: 8.3) (10X): 30,3 g Tris-
baz ve 144 g glisin, 1 L saf suda ¢oziildii. Ardindan, 100 mL 10X transfer
tamponu 200 mL metanol ile karistirildi ve hacim saf su ile 1 L'ye tamamlandi.

e TBS: (150 mM NaCl, 10 mM Tris, pH: 7.4) (10X): 87,66 g NaCl ve 12,11 g
Tris, 1 L saf suda ¢oziildii. pH" yaklasik 7,8'e ayarlamak icin yaklasik 5 mL
HCI kullanildu.

e TBS-Tween (TBST): 100 mL 10X TBS tamponu 2 mL Tween-20 ile karistirildi
ve hacim saf su ile 1 L'ye tamamlanda.

e Bloklama Cozeltisi: (%5 Yagsiz Kuru Siit): 5 g yagsiz kuru siit, 100 mL TBST
i¢inde ¢oziildii.

e Primer Antikor: 1/200 ila 1/1000 diliisyonlar. Diliisyon, %2,5 yagsiz kuru siit
ile yapildi.

e Sekonder Antikor: 1/500 ila 1/5000 diliisyonlar. Diliisyon, %2,5 yagsiz kuru siit
ile yapildi.

e C(Clarity Western ECL Substrati (Bio-Rad, Richmon, CA): ECL substrat
cozeltisi, Clarity Western Peroksit Reaktifi ve Western Luminol/Gii¢lendirici
Reaktif icerir. 3 mL peroksit ¢ozeltisi ve 3 mL luminol gii¢lendirici ¢ozeltisi
karistirildi ve her membran i¢in bu karisimdan 6 mL kullanildi.

Transblotlama isleminin ilk asamasinda, jel camlardan ¢ikarildi ve 10 dakika boyunca
transfer tamponuna yerlestirildi. poliviniliden floriir (PVDF) membran, jel ile ayni

boyutta kesildi. Basarili bir trans-blotlama i¢in, hidrofobik PVDF membrani %100
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metanol ile 30 saniye aktive edilerek daha hidrofilik hale getirildi. Ardindan membran,
5 dakika boyunca saf suda bekletildi. Iki filtre kagid1 da birkag saniye boyunca transfer
tamponu ile 1slatildi. Daha sonra iki filtre kagidi, jel ve PVDF membrani trans-blot
turbo sistemine yerlestirildi. Proteinlerin PVDF membranina transferi, Trans-blot
Turbo Blotlama Sistemi (Bio-Rad, Richmon, CA) ile 25V ve 2,5A'de 10 dakika
boyunca gerceklestirildi.

Transfer islemi tamamlandiktan sonra, membran 5 dakika boyunca TBST ile yikandi.
Ardindan, membran oda sicakliginda bir saat boyunca bloke edici soliisyonda inkiibe
edildi. Bloklama adimindan sonra, membran 5 dakika boyunca 5 kez TBST ile yikandi.
Daha sonra, membran sirastyla 1/1000, 1/1000, 1/500 ve 1/1000 oranlarinda
seyreltilmis PD-L.1 (ebioscience), p-akt (elabsicence), p-mtor (cell signaling) ve b-
aktin (cell signaling) primer antikorlar1 ile 4°C sicaklikta gece boyunca ¢alkalanarak
inkiibe edildi. Primer antikorlarla yapilan inkiibasyondan sonra, baglanmamig primer
antikoru uzaklastirmak i¢in membran 5 kez, her biri 5 dakika olmak tizere TBST ile
yikandi. Ardindan, membran 1/2000 seyreltilmis horseradish peroksidaz (HRP)
konjuge edilmis sekonder antikor (cell signaling) ile inkiibe edildi. PD-L1, p-akt ve b-
aktin fare tabanli, p-mtor ise tavsan tabanli primer antikorlar oldugundan, bu
antikorlara uygun olarak fare ve tavsan tabanli sekonder antikorlar kullanilmastir.
Sonrasinda, baglanmamis sekonder antikoru uzaklastirmak i¢cin membran tekrar 5 kez,
her biri 5 dakika boyunca TBST ile yikandi. HRP konjuge sekonder antikorun
gorsellestirilmesi i¢in membran 10 dakika boyunca ECL substrati ile inkiibe edildi ve
ardindan Fusion FX Chemi-Imaging Sistemi (Vilber Lourmat, Fransa) altinda
goriintiilendi. ’Housekeeping’” protein olarak ve yliklenen protein miktarlarinin esit
konsantrasyonda oldugunu dogrulamak i¢in b-aktin kullanildi. Bant yogunluklari,
Image J gorsellestirme yazilimi ile analiz edildi. Ilgili proteinlerin bant yogunluklari,
b-aktin bant yogunluguna bdliinerek Graphpad Version 8. Programi kullanilarak

grafikler olusturuldu.

3.2.13 immiinfloresan (IF) boyama yontemi

Immiinfloresan  boyama, hiicrelerde  belirli  proteinlerin  lokalizasyonunu
gorsellestirmek i¢in primer ve sekonder antikorlar kullanilarak yapilan bir yontemdir.
Sabitlenmis hiicreler iizerinde primer ve sekonder antikorlar kullanilarak yapilan
immiinfloresan boyama i¢in olan protokol asagida anlatilmis ve Sekil 3.14°te

Ozetlenmistir.
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Gerekli malzemeler:

* Hiicre kiiltiirii plaklar1 (6rnegin 6 veya 12 kuyulu plaka)

* 1X PBS (fosfat tamponlu salin)

* %4 paraformaldehit (PFA) ¢ozeltisi

* Triton X-100 (permeabilizasyon i¢in)

» Bloklama soliisyonu (6rnegin %5 BSA veya %5 serum PBS i¢inde)

* Primer antikor (hedef proteine 6zgii)

» Sekonder antikor (fluoresan konjugatli, 6rnegin FITC veya Alexa Fluor ile)
* DAPI (¢ekirdek boyama)

*  Fluoresan mikroskop

Protokol adimlari:
Hiicrelerin Sabitlenmesi (Fiksasyon:
Tedavi uygulanan hiicre gruplari hiicre kiiltiir ortamindan dikkatlice ¢ikarildi ve 2-3
kez PBS ile yikandi. Hiicreler % 4 paraformaldehit (PFA) ¢ozeltisi ile oda sicakliginda
40 dakika boyunca tutuldu ve sabitlendi. Sabitlemeden sonra, hiicreleri tekrar 2-3 kez

PBS ile yikanda.
Hiicrelerin Permebilizasyonu

Hiicre zarmi gegirgen hale getirmek icin hiicreleri % 0.1-0.5 Triton X-100 veya
Saponin igeren PBS ile oda sicakliginda 15 dakika boyunca inkiibe edildi.

Permebilizasyon sonras, hiicreleri 2-3 kez PBS ile yikandi.
Bloklama

Spesifik olmayan baglanmay1 engellemek icin hiicreleri %5 BSA veya %5 serum
iceren PBS ile oda sicakliginda 60 dakika inkiibe edildi. Bloklama soliisyonunu
dokiildii.

Primer Antikor Inkiibasyonu

Hedef proteine 6zgii primer antikoru, bloklama soliisyonunda uygun seyreltilmis halde
(6rnegin 1/100 veya 1/500) hazirlayin. Primer antikoru hiicrelere kuyucugun ylizeyine
kaplayacak hacimde eklendi (takriben 300 pl) ve oda sicakliginda 1-2 saat inkiibe
edildi. Primer antikor inkiibasyonu tamamlandiktan sonra, hiicreleri 3 kez, her biri 5

dakika olacak sekilde PBS ile yikandi.
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Sekonder Antikor Inkiibasyonu

Floresan konjugatli sekonder antikoru, bloklama soliisyonunda uygun seyreltilmis
halde (1/2000) hazirlandi. Deneylerde sekonder antikor olarak aleksa-flor-488 (fare)
ve aleksa flor-488 (tavsan) antikorlari kullanilmistir. Sekonder antikor hiicrelere
eklendi (primer antikor miktar1 kadar) ve oda sicakliginda 1 saat boyunca karanlikta
inkiibe edildi. Sekonder antikor inkiibasyonu tamamlandiktan sonra, hiicreleri 3 kez,
her biri 5 dakika olacak sekilde PBS ile yikandi. Islemler karanlikta yapilmalidir ¢iinkii

sekonder antikorlar 1518a duyarlidir.
DAPI ile Cekirdek Boyama

Cekirdekleri boyamak i¢cin DAPI ¢ozeltisi (6rnegin 1/1000 seyreltilmis) ile 5-10
dakika inkiibe edildi. DAPI boyamas1 sonrasinda hiicreleri 2 kez PBS ile yikand1 ve

hizlica mikroskop analizine gétiiriildii.

Mikroskopi
Hiicreleri mikroskop altinda gézlemlemek i¢in Cell Discoverer 7 (Carl Zeiss) floresan
mikroskobunun plak bdliimiine yerlestirildi. Hedef proteinlerin lokalizasyonunu
gozlemlemek i¢in uygun floresan filtreleri kullanilmasi énemlidir (Alexa Fluor 488
i¢in yesil kanal, DAPI i¢in mavi kanal). Goriintiilemede her bir hiicre grubunun oldugu
kuyulardan en az 10 adet goriintii cekilmistir. Goriintiilerin netlik ayarlarinin ve hiicre
morfolojilerinin en iyi yakalandig1 objektif 20X olmustur. Bu goriintiilerde yakalanan
toplam hiicre sayilar1 ve Aleksaflor-488 isaretli PD-L1 ve kaspaz-3 antikorlarini
eksprese eden hiicreler sayilmis ve ilgili proteinleri eksprese eden hiicre sayilarinin

yiizdeleri hesaplanmistir. Sonuglar % PD-L1 ve % kaspaz-3 olarak verilmistir.
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Sekil 3.14 : Immiinfloresan boyama ydntemi dzet semasi.

3.2.14 istatiksel analiz

Her deney ii¢ kez tekrarland1 ve veriler, deneysel sonuglarin ortalama + standart hata
(SD) olarak sunuldu. Gruplar arasindaki karsilastirmalar, ¢oklu karsilastirmalar ile
birlikte tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve Tukey'in post-hoc testi ile iki yonlii
ANOVA kullanilarak yapildi. Korelasyon analizleri, GraphPad Prism yazilimi,
Versiyon 8.0 kullanilarak gerceklestirildi.
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4. BULGULAR

4.1 Krisinin Anti-Proliferatif Etkileri

Onceki calismalar, krisinin meme kanseri hiicrelerine karsi olan anti-kanser
ozelliklerini bildirmistir [277]. Bu ¢alismada da krisinin MCF-7 ve MDA-MB-231
kanser hiicreleri lizerindeki etkilerini gostermek icin krisinin hiicre proliferasyonu,
hiicre i¢in ROS iiretimi ve apoptotik etkilerini degerlendirmek {iizere bir dizi deney
gerceklestirilmigtir. Hiicre canliligi deneyleri sonuglar1 Sekil 4.1a-c'de gosterildigi
gibi, krisinin 24 saatlik iniibasyon sonras1t MCF-7 hiicre hattinda diisiik dozlarda (25-
50-75 uM) anlamli bir sekilde artirirken (p<0.01, p<0.001), bu dozlardan sonra hiicre
Oliimii baglamistir ancak 24 saatlik inkiibasyon siireleri sonunda % 50 hiicre dliimiine
ulagilamamistir. Ancak 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonundan yapilan 6l¢iimler, her
iki hiicre hattinda da doza baglh bir azalma gdstermistir. Ozellikle, krisinin MCF-7
hiicrelerinin canlilig1 iizerindeki biiylime inhibe edici etkisi, MDA-MB-231
hiicrelerine gore daha giiglii olmakla birlikte ve sirasiyla 48 saatlik yar1 maksimal
inhibitor konsantrasyon (IC50) degerleri; 150 uM ve 200 uM bulunmustur. Ayrica,
normal bir meme hiicre hattt olan MCF-10A i¢in 48 saatlik inkiibasyon sonrasi IC50
degeri 300 uM'iin iizerinde bulundu, bu da krisinin normal meme hiicrelerini 6nemli
olgiide etkilemeden kanserli hiicre hatlara kars1 secici bir sitotoksisite gosterdigini
ispatlamistir. Bu sitotoksisite bulgular1 ve 1C50 degerleri 1s18inda, devam eden
deneylerde hiicre hatlar1 300 uM iizerindeki sitotoksik konsantrasyonlara maruz

brrakilmamustir.
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Sekil 4.1 : Hiicre canlilig1 analizleri. 24-48 saatlik a) MCF-7 hiicre hatti, b) MDA-MB-
231 hiicre hatt, c) MCF-10A hatt1 MTT testi sonuglari. Degerler, {i¢ ayr1 deneyin triplikatlar
olarak ortalamalar1 alinmig ve ortalama + SD olarak ifade edilmistir. * kontrol grubuna gore

anlamlihigi ifade etmektedir. *P < 0,05, **P <0,01, ***P < 0,001

4.2 Krisinin Hiicre i¢ci ROS Uretimine Etkileri

Onceki arastirmalar, ROS iiretiminin, mitokondriyal ve endoplazmik retikulum (ER)
stresi ile 1iligkili yollarin aktivasyonu yoluyla hiicre Oliimiinii ve apoptozu
tetikleyebilecegini bildirmistir [295]. Ayrica, ROS, kanser hiicreleri ile bagisiklik
hiicreleri arasindaki etkilesim dinamiklerini modiile etmede de yer alir ve boylece
kansere kars1 bagisiklik yanitinin diizenlenmesinde kilit bir rol oynar [296]. Bu
nedenle, bu ¢alismada krisinle muamele edilen ve edilmeyen hiicrelerdeki hiicre ici
ROS iiretimi, akis sitometrisi ve immiinofloresan boyama yontemlerini kullanarak
belirlendi. Immunfloresan gériintiileme deneylerinde; MCF-7 ve MDA-MB-231
hiicreleri, kontrol olarak DMSO, pozitif kontrol olarak 1mM H20: ile 4 saat ve farkli
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konsantrasyonlardaki krisin (200-300uM) ile 48 saat siireyle muamele edildikten
sonra DCFDA floresan probu ile boyandi. Ug rastgele hiicre gériintiisiinden 100'den
fazla hiicre sayildi ve ROS iireten hiicrelerin yiizdeleri sekil 4.2.(b)’de gosterildi. Akis
sitometri deneylerinde ise hiicreler, 4 saatlik ImM H20:2 ve 48 saatlik DMSO (kontrol)
ve krisin (200-300uM) tedavisi sonrasi akis sitometri analizi éncesi DCFDA ile
boyandi. Sekil 4.2 (d) akis sitometri sonuglarinin (4.2.(c)) kantitatif verilerini
gostermektedir. Sekil 4.2'de gosterildigi gibi, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicreleri 48
saat boyunca 200 uM ve 300 uM krisinle muamele edilmesi, DCF-reaktif ROS'ta bir
artisa neden oldu. Ayrica, 1 mM H20:2 ile 4 saat muamele edilen grup ve krisin
uygulanan grup arasindaki ROS miktarlar1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir benzerlik bulundu (P < 0.001).
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Sekil 4.2 : Krisinin Hiicre i¢i ROS tliretimine etKisi. Olgek gubugu = 50 um. Veriler,
¢ bagimsiz deneyi temsil eden bir deneyden alinmistir. Hata ¢ubuklart SD'yi temsil etmektedir.
* kontrol grubuna gore anlamliligi ifade eder. *P <0.05, **P < 0.01 ve ***P < 0.001.

4.3 Krisinin Apoptotik Etkileri

Krisinin MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlar1 {izerindeki apoptotik etkisini
degerlendirmek icin iki farkli yontem kullanilmistir. Bu yontemler; akridin oranj/EtBr
cift boyamasi ile hiicrelerin floresan mikroskop altinda goriintiilenmesi ve
FITC/Annexin V boyamas:1 ile akis sitometri cihazinda apoptotik hiicrelerin

sayllmasidir. Yontemlerin detaylar1 materyal ve metot boliimiinde agiklanmuigtir.
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Akridin oranj/EtBr ¢ift boyamasi yoluyla hiicre 6liimiiniin degerlendirilmesi; kontrol
gruplart (%1 DMSO) ve krisin uygulanan gruplar arasinda belirgin farkliliklar
oldugunu ortaya koymustur (Sekil 4.3). Kontrol grubu, floresan mikroskop altinda
incelendiginde, hiicreler saglikli bir durum sergileyerek, yesil goriiniimlii ve turuncu
veya kirmizi lekeler olmadan (Sekil 4.3.a) goriintiilendi. MCF-7 ve MDA-MB-231
hiicrelerinde 150 um ve 200 um dozunda krisin ile 48 saatlik muamele sonrasinda,
hiicrelerin 6nemli bir kismi sarimsi turuncudan turuncuya kadar degisen apoptoz
ozellikleri sergiledi. Her iki hiicre hattinda da apoptoz yiizdesi dnemli Olciide arttt
(P <0.01, ve P <0.001), ancak MCF-7 hiicrelerinde apoptozun daha diisiik dozlarda
basladig1 goriildii (Sekil 4.3.b). Bu bulgu, FACS (akan hiicre 6l¢er) cihazi kullanilarak
yapilan apoptoz analizinden elde edilen sonuglarla (Sekil 4.3(b)) tutarl bulundu.

FACS ile gerceklestirilen analizler, apoptoz indiiksiyonunun artan krisin
konsantrasyonlariyla yiikseldigini gosterdi. MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerine 48
saat boyunca 150 um ve 200 um krisin ile muamele sonrasinda, sirasiyla %55,7,
%70,5, %10,4 ve %58,9 oraninda Annexin V'nin meme kanseri hiicrelerine baglandigi
bulundu (Sekil 4.4.(b)). Bu sonuglar, krisinin 6zellikle MCF-7 hiicrelerinde, MDA-
MB-231 hiicrelerine kiyasla, apoptozun bir gostergesi olan fosfatidilserinin disa
vurulmasint énemli 6l¢lide artirdigini géstermektedir ve 150 uM krisin muamelesi,
MCEF-7 hiicrelerinde erken ve ge¢ apoptotik popiilasyonlarin yiizdelerinde 6nemli
artislara (P<0.001) neden olmustur, benzer 6nemli bir etki MDA-MB-231 hiicrelerinde
sadece 200 uM dozunda gozlenmistir.
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Sekil 4.3 : Krisinin apoptotik etkilerinin immunofloresan mikroskop
altindaki goriintiileri (Olgek gubugu = 20 um) ve akig sitometri
diyagramlari.
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Sekil 4.4 : Krisinin apoptotik etkilerinin kuantitatif sonuglari. c) IF gériintileme
sonuglari. d) Akis sitometri sonuglari. Tim deneyler 3 biyolojik tekrar ile yapilmistir. Hata ¢ubuklart
SD'yi temsil etmektedir. * kontrol grubuna gére anlamlilig1 ifade etmektedir. *P <0.05, **P < 0.01, ve
#kP <0.001.

4.4 Krisinin NK-92 Hiicrelerinin Cogalmasi ve Aktivasyonu Uzerine Etkisi

Flavonoidler, proinflamatuar sitokinlerin salinimini tesvik ederek NK hiicrelerinin
antitimor aktivitesinin etkinligini artirabilir [297]. Bu bilgi 15181nda, krisinin NK-92
hiicrelerindeki ¢ogaltma ve aktivasyon etkilerini gostermeyi amacgladik. Hiicre
canlilig1 analizi ile krisinin NK-92 hiicrelerinin canlilig1 iizerindeki etkisi, cesitli
krisin konsantrasyonlarinin (16.5-250 uM) 24 ve 48 saat boyunca uygulanarak,
kontrol grubuyla (%1 DMSO) karsilastirilmasi yoluyla degerlendirildi. Ayrica, akis
sitometrisi ile CD56+ yiizey protein diizeyleri olgiildii. IL-2 ve farkli krisin
konsantrasyonlar1 ~ (25-200 uM) ile indiikklenen NK-92  hiicrelerinin
siipernatantlarinda IFN-y tiretimi, ELISA yontemiyle arastirildi.

Oncelikle, bu galismada NK-92 hiicrelerinin stimiilasyonu i¢in en uygun IL-2 dozunu
ve inkiibasyon siiresini belirlemek amaciyla farkli konsantrasyonlarda (0-50 ng/ml)
12 ve 24 saat uygulamalar ger¢eklestirilmistir. Elde edilen veriler, 10 gn/ml IL-2
dozunun 12 saat ve 24 uygulanmasinin IFN-y {iretimi lizerinde anlamli etkiler
yarattigin1 gostermektedir (p<0.01, p<0.05). Fakat 12 saatlik inkiibasyon 24 saat
inkiibasyonla karsilastirildiginda kontrol grubuna gore daha anlamli bir ifn-gamma
iretimi gorilmistiir (Sekil 4.5.(a)). 10 ng/ml IL-2 dozunun hem hiicre canliligi hem
de sitotoksik yanit agisindan en optimal etkiyi saglama potansiyeli oldugu
diisiiniildiigiinden devaminda yapilan deneylerde bu konsantrasyon ile devam

edilmistir.
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Krisinin NK-92 hiicrelerindeki etkilerini degerlendirmek i¢in hiicre canliligi WST-1
hiicre proliferasyon yontemiyle degerlendirildi. Diisiik dozlarda krisin tedavisiyle
NK-92 hiicre canliliginda bir azalma egilimi gosterirken, 32 mM'den yiiksek
dozlarda anlamh artiglar gozlemlendi, ancak en yliksek canlilik 24 saatlik ve 48
saatlik grupta 125 puM krisin dozunda goriildii (p < 0.05, p < 0.01) (Sekil 4.5.(b)). Bu
durum krisinin doza bagli etkisine dair bir kanit olarak kabul edilebilir. Ayrica NK-
92 hiicrelerinin viabilitesi 200 ve 250 uM krisin ile 48 saatlik inkiibasyon sonrasi

anlaml 6l¢iide diismiistiir (p<0.01, p<0.001).

Krisinin NK-92 hiicreleri {lizerindeki etkisini daha iyi anlamak i¢in, akis sitometrisi
kullanarak NK hiicre yiizey isaretleyicilerinden biri olan CD56" proteinin ifadesini
analiz edildi. NK-92 hiicreleri DMSO (kontrol) ve segilen iki doz krisin (125-200
uM) ile muamele edildi ve ardindan CD3-FITC (negatif hiicre yiizey isaretleyicisi)
ve CD56-PE antikorlar1 ile boyandi. Bulgularimiz, kontrol grubuna kiyasla 125 uM
dozunda krisinle hafif ancak anlamli bir artis gosterdi, ancak sasirtict bir sekilde 200
UM dozunda bir azalma gosterdi. Bu sonug, krisin uygulamasiyla NK hiicre aktivitesi
arasinda konsantrasyona bagimli bir baglanti oldugunu ortaya koyan diger bir bulgu
oldu. Hiicre proliferasyonu deneylerinde 125 pM dozda en anlamh artis1 gosteren
NK-92 hiicrelerinin CD56* ekspresyon diizeyleri de yine bu dozda kontrol grubuna
gore %6.6’lik artis gostermis ve NK hiicre fenotipinde bir iyilesmenin kaniti

olabilecegini 6ne siirmiistiir (Sekil 4.5. (¢)).

NK-92 hiicrelerinin islevsel kapasitesi iizerindeki krisin etkisi, c¢esitli krisin
konsantrasyonlarinda (25-200 pM) interlokin-2 (IL-2) varliginda IFN-y {iretiminin
ELISA yoluyla dl¢iilmesiyle degerlendirildi. Ciinkii IFN-y, NK hiicrelerinin, NK-92
dahil, sitotoksik islevlerini iyilestirerek, timdr mikrogevresini modiile eden ve
kanser hiicrelerine karsi daha etkili bir immiin yanit1 tesvik ederek anti-kanser
etkilerini 6nemli 6l¢iide artiran bir sitokindir [298]. Sonuglar, krisin tedavisine yanit
olarak IFN-y iiretiminde krisinin 100 uM dozundan itibaren bir artis gosterdi ve en
dramatik artis 125 pM krisin uygulanan grupta goriildii (p < 0.01) (Sekil 4.5. (d)(e)).
ELISA yontemi ile dlgiilen IFN-y diizeyi, krisinin sadece NK-92 hiicre ¢ogalmasini
ve fenotipini modiile etmekle kalmayip, ayn1 zamanda islevsel aktivitelerini de

artirabildigini ortaya koydu.
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Sekil 4.5 : Krisinin NK-92 hiicre ¢ogalmasi ve aktivitesi lizerine etkisi. a) Farkl IL.-2
dozlarmimn NK-92 hiicrelerindeki ifn-gamma diizeyine etkisi b) Farkl krisin dozlarinin NK-92
hiicrelerinin proliferasyonuna etkisi ¢) Krisinin NK-92 hiicrelerindeki CD56 ekspresyonuna etkisi. c),d).
e) Krisinin NK hiicrelerindeki ifn-gamma tiretimine etkisi Tiim deneyler 3 biyolojik tekrar ile
gergeklestirilmistir. Hata gubuklar1 SD'yi temsil etmektedir. *P <0.05, **P <0.01, ve ***P <0.001.
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4.5 Krisinin Jurkat T Hiicre Cogalmasi ve Aktivitesi Uzerine Etkisi

Krisin, T hiicrelerinin aktivasyonu dahil olmak iizere potansiyel immiinomodiilator
etkilere sahip bir flavonoiddir [299]. T hiicre aktivasyonunu etkileme yetenegi, anti-

inflamatuar ve antikanser etkiler gibi onerilen saglik faydalarina katkida bulunabilir.

PHA-M, T hiicrelerini aktive etmek i¢in immiinolojik arastirmalarda yaygin olarak
kullanilan bitki tiirevi bir lektindir. Bu, ¢ogalma, sitokin iiretimi ve T hiicrelerinin
bagisiklik yanitindaki rolii dahil olmak {izere T hiicre fonksiyonunun ¢esitli yonlerini
incelemek icin kritiktir. PHA-M kullanilarak, arastirmacilar, belirli antijenlere ve
antijen sunan hiicrelere ihtiya¢c duymadan deneyleri daha basit ve daha kontrollii hale
getirebilir, ancak PHA-M konsantrasyonu ve maruz kalma siiresi deney diizenine ve
hedeflerine bagl olarak degisebilir. Oncelikle, bu g¢alismada T hiicrelerinin
stimiilasyonu i¢in en uygun PHA dozunu ve inkiibasyon siiresini belirlemek amaciyla
farkli konsantrasyonlarda (%0, %1, %1.5, %2) uygulamalar yapilmistir. Elde edilen
bulgular, %1 ve %2 oraninda PHA'nin 6 saatlik uygulamasimin T hiicrelerinin
proliferasyonunu anlamli derecede artirdigini gostermistir. Ozellikle, %1.5’luk PHA-
M dozunun T hiicrelerinin optimal stimiilasyonunu saglayabilecegi ve immiin yanitin
en yiiksek seviyeye ulastirabilecegi potansiyeli oldugu diisliniilmektedir. Daha sonra
T hiicre stimiilasyonu yapilan deney protokollerinde bulunan %]1.5 doz ve 6 saat

inkiibasyon siiresi kullanilmistir.

Krisinin T hiicrelerindeki etkilerini gostermek igin Jurkat T hiicrelerinde hiicre
canlilig1 analizleri yapilmigtir. WST-1 deneyinin sonug¢larinda; DMSO kontrol grubu
ile karsilastirldiginda, 300 pM konsantrasyonunda 24 saatlik bir tedavi sonrasi
sadece T hiicrelerinde dikkate deger bir artis gézlenmistir. 48 saatlik uzun bir
inkiibasyon periyodunda, daha diisiik konsantrasyonlarda (12.5-25 uM) hiicre
canlilifinda bir azalma goriiliirken (p<0.01), yiiksek dozlarda onemli bir fark
goriilmemistir (Sekil 4.6.a). Bu bulgular, krisinin Jurkat T hiicrelerinin canliligin1 ne
belirgin sekilde azalttigini ne de artirdigin1 kanitlamaktadir. Daha sonra, T hiicreleri
aktive edildiginde IL-2 tirettikleri ve IL-2 reseptorlerini ifade ettikleri, kendi bliylime
ve ¢ogalmalarini tesvik eden bir otoin halkas1 olusturdugu bilindigi i¢in [300] , PHA
ile indiiklenmis T hiicrelerinde krisinin IL-2 sitokin salimi iizerindeki etkisi ELISA
deneyleri kullanilarak degerlendirildi. Jurkat T hiicrelerine iki farkli zaman

araliginda %1,5 PHA-M uyguland1 ve hangi maruz kalma siiresinin en uygun
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oldugunu belirlemek igin IL-2 miktarin1 ELISA ile olglildii. Ayrica, bu siireler
boyunca hiicreleri 100 pM ve 200 uM krisin ile muamele edildi. PHA ile indiiklenmis
gruplarda, her iki maruz kalma siiresinde de IL-2 salgisinda bir artis gézlendi, ancak
daha etkili maruz kalma siiresinin sekil 4.6.(a)’da bulundugu gibi 6 saat oldugu
gosterildi (p<0.05) (Sekil 4.6.b). Ayrica, PHA ile indiiklenmis gruba kiyasla, diger
gruplara gore en anlamli artis 200 uM krisin dozunda goriildii fakat yine de NK-92
hiicre sonuglarinda oldugu gibi krisin kaynakli yliksek bir stimiilasyon goriilmedi
(Sekil 4.6.(c). Hatta, yapilan 100 uM krisin ile 12 saatlik inkiibasyonun IL-2 sitokin
saliminda bir azalmaya neden oldugunu buldu. Bu sonug, flavonoidlerin Jurkat T

hiicrelerine uygulanma siiresi ve dozlarinin 6nemini vurgulamaktadir.
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Sekil 4.6 : Krisinin Jurkat t hiicre cogalmasi ve aktivitesi lizerine etkisi. a) Farkli
inkiibasyon siirelerinde, ¢esitli konsantrasyonlarda PHA ile

indiiklenmis Jurkat T hiicrelerinin hiicre canliliklari. Tiim deneyler 3 biyolojik

tekrar ile gergeklestirilmistir. Hata gubuklart SD'yi temsil etmektedir. ¥*Kontrol grubu ile olan anlamlilik

diizeylerini gosterir. a, 6 saat ve 12 saatlik C200 uygulamalar1 arasindaki anlamli farki gosterir. *P < 0.05,
#*P <0.01, ve ***P <0.001, aP < 0.05;

119



4.6 Krisinin RAW makrofaj Hiicre Cogalmasi ve Aktivitesi Uzerine Etkisi

Makrofajlar, hem dogustan gelen hem de adaptif bagisiklikta rol oynayan
monositlerin farklilagmastyla tiretilir. Makrofajlarin polarizasyonu, mikrogevredeki
sitokinlere dayanir ve bu sitokinler, spesifik reseptor ekspresyonlar1 ve sitokin ve
kemokin {iretimi bakimindan farklidir. M1 tipi makrofajlar, TNF-a ve
lipopolisakkarit gibi Th1 sitokinleri tarafindan tetiklenirken, M2 tipi makrofajlar IL-
4 ve IL-13 gibi Th2 sitokinleri tarafindan indiiklenir [301]. Bu ¢alismada da; miirin
makrofaj RAW 264.7 hiicre slipernatanlarinin MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinin
hiicre canlilig1 lizerindeki etkileri LPS ve krisin ile uyarildiktan sonra incelendi.
Oncelikle, calisigimiz MO tipi makrofaj hiicre hattinin hangi LPS dozu ve
inkiibasyon siiresinde stimiile olup M1 makrofaj olabilecegi arastirildi. 1000 ng/ml
LPS dozunun 6 saatlik uygulamasinin kontrole gére TNF-a diizeyini 2 kat artirdigi
ve bu artisin 100 ve 500 ng/ml dozlara gére daha anlamli oldugu (p<0.01) bulundu
(Sekil 4.7.(a)). Bu sonug 1s1ginda, devaminda yiiriitilen deney protokollerinde
makrofaj hiicreleri 6 saat boyunca 1pug/ml LPS dozu ile aktive edildi.

Krisinin RAW 264.7 makrofaj hiicrelerine toksik olmayan dozu da arastirildi ve 100
puM’1n altindaki dozlarda toksik 6zellik gostermedigi bulundu (Sekil 4.7 (b)). Sonraki

deneylerde bu toksik olmayan krisin dozlar1 kullanildi.

LPS ve krisin ile indiiklenen makrofaj siipernatanlarinin NO konsantrasyonu Griess
reaktifi ile 6l¢iildli ve LPS ile indiiklenen grupla karsilastirildiginda kontrol grubunda
nitrik oksit diizeyi anlamli 6l¢iide diisiik bulundu (P < 0.001). NO diizeyleri LPS
uygulanmis grupla karsilastirildiginda yalnizca 75 pm krisin uygulanan grupta
anlaml artig goriiliirken (P < 0.05) (Sekil 4.7 (¢)), 50 um krisin uygulanan grupta ise
anlaml bir artis goriilmemistir. Bu, krisinin makrofaj hiicrelerinde toksik olmayan
75 um dozda inflamasyonu artiran etkileri oldugunu gostermektedir. Griess reaktifi
ile NO diizeyinin 6l¢iilmesi deneylerinin birincil amaclarindan biri; krisinin LPS ile
enflamatuar modeli olusturulmus makrofaj hiicrelerinde hangi dozda enflamasyonu

artirabilecegini bulmaktir.
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Sekil 4.7 : Krisinin makrofaj hiicre canliligina ve NO tiretimine etkisi. Tim deneyler 3
biyolojik tekrar ile gergeklestirilmistir. Hata ¢ubuklari SD'yi temsil etmektedir. *P < 0.05, **P <0.01, ve
*##4P <0.001, aP < 0.05; a, 6 saat ve 12 saatlik C200 uygulamalar1 arasindaki anlamli fark: gosterir.

4.7 Krisinin Makrofaj Hiicre Aracih Sitotoksik Yamit Uzerine Etkileri

Makrofajlarla yiiriitiilen deneylerin ikinci asamasinda MCF-7 ve MDA-MB-231
hiicre hatlar1 indiiklenmemis, yalnizca LPS ile indiiklenmis ve LPS + krisin (50,75
pM) ile indiiklenmis makrofaj hiicre siipernatanlar ile 48 saat ko-kiiltiire edilmistir.

Bu hiicre hatlariin MTT hiicre canlilig1 test sonuglarma gore; LPS ile olusan
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sitotoksik etkiyi iki hiicre hattinda da 75 pM krisin uygulamasi 50 uM doza gore
anlamli olarak artirmistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8 : Krisinin makrofaj aracili meme kanseri hiicre 6liimiine olan etkisi.
Tiim deneyler 3 biyolojik tekrar ile gergeklestirilmistir. Hata ¢ubuklari SD'yi temsil etmektedir. *P < 0.05,
*##P <0.01, ve ***P < 0.001, aP < 0.05; a, 6 saat ve 12 saatlik C200 uygulamalari arasindaki anlamli farki
gosterir.

Stimiile edilmis makrofaj hiicre siipernatantlarinin meme kanseri hiicreleri iizerine
olan sitotoksik etkisi degerlendirildikten sonra bu hiicrelerin kanserli hiicreleri
apoptoz yoluyla oldiiriip 6ldiirmedigi iki farkli apoptoz testi ile degerlendirilmistir.
Ilkinde fikse edilmis meme kanseri hiicreleri AO/EB ile boyanmis ve floresan
mikroskop ile goriintiilenmistir. LPS ile indiiklenen makrofaj siipernatant grubuyla
ko-kiiltiire edilen meme kanseri hiicre hatlarinda apoptoz kontrole goére anlamli
olarak artmustir (Sekil 4.9). Iki hiicre hatt1 birbiriyle karsilattirildiginda MCF-7’nin
MDA-MB-231 hiicre hattina gore daha ¢ok etkilendigi goriilmiistiir. Krisin ile
indiiklenmis gruplarla yapilan ko-kiiltiir sonrasinda MCF-7 ve MDA-MB-231
hiicrelerinde, yalnizda LPS ile indiiklenen gruba gdre apoptoz yapan hiicre sayisi1 her
50 uM dozda MCF-7 hiicrelerinde apoptozda anlamli bir artisa sebep olmamis,
MDA-MB-23 hiicrelerinde diisiik anlamlilikta (p<0.5) bir degisime sebep olmustur.
50 uM konsantrasyondan farkli olarak 75 uM krisine maruz kalan makrofaj hiicre
stipernatantlar1 her iki hiicre hattinda da yalnizca LPS ile indiiklenen gruba gore
apoptozu anlamli olarak artmistir (p<0.001) (Sekil 4.9). Bu sonuglar; makrofaj
hiicrelerinin belirlenen dozda LPS ve 75 uM krisin ile indiiklendiginde her iki meme

kanseri hiicresine de sitotoksik etkiyi apoptoz ile gosterdigine kanit olabilir. Ikinci
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olarak; hiicreler ¢ekirdekler i¢in (DAPI, mavi) ve kaspaz-3 (anti-kaspaz-3-Alexa
Fluor 488, yesil) ile boyanmistir. Kaspaz-3 (apoptoz belirteci) sinyali, kontrol
grubuna gore LPS ile indiiklenen makrofaj slipernatantlari ile ko-kdiltiire olan MCF-
7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde artmistir. Ayrica 75 pM krisin ve LPS ile
indiiklenen RAW makrofaj siipernatanlar1 LPS ile indiiklenen grupla
karsilastirildiginda MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde kaspaz-3 sinyalini
artirmistir. Fakat LPS ve 50 uM krisin ile indiiklenen makrofaj hiicrelerinde LPS ile
indiiklenen kaspaz-3 sinyalinde yalnizca LPS ile indiiklenen gruba gore her iki hiicre

hattinda da anlaml diisiisler gozlenmistir (p<0.001, p<0.5) (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9 : Krisinin makrofaj aracili meme kanseri apoptozuna olan etkisi. Ao/EB
¢ift boyama ve Aleksa-Fluor-488 isaretli kaspaz-3 proteinlerinin mikroskobik goriintiileri ve sayisal
analizleri. Tim deneyler 3 biyolojik tekrar ile gergeklestirilmistir. Hata gubuklart SD'yi temsil etmektedir.
*P <0.05, **P < 0.01, ve ***P < 0.001
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4.8 EGF’nin Meme Kanseri Hiicre Hatlarina Olan Proliferatif Etkisi

Farkli EGF konsantrasyonlarinin varliginda veya yoklugunda MCF-7 ve MDA-MB-
231 hiicrelerinin biiylimesini incelemek MTT hiicre proliferasyon testi yapildi.
Epidermal biiyiime faktoriiniin (EGF) meme kanseri hiicre hiicre hatlar1 biiyiimesi
tizerindeki etkisini incelememizin temel sebebi, EGF'nin kanser hiicrelerinin
proliferasyonu ve hayatta kalma siire¢lerinde kritik bir rol oynadigina dair literatiirde
yer alan bulgulara dayanmaktadir. Bu ¢alismada temel olarak, EGF'nin meme kanseri
hiicrelerine kars1 gelistirilen anti-kanser yanitlar1 nasil etkiledigini de incelemekti.
Bu amagla gerceklestirilen deneylerde, 48 boyunca uygulanan 50 ng/ml EGF
dozunun her iki hiicre hattinda da kontrol grubuna gore anlamli bir hiicre
proliferasyonuna sebep oldugu bulundu (p<0.001, p<0.5). Dikkat ¢ekici bir sekilde,
500 ve 1000 ng/ml EGF dozlart MDA-MB-231 hiicre hattinda 50ng/ml grubuna gore
anlamli olarak azalma goriildii (p<0.5, p<0.001) (Sekil 4.10). Bu bulgular, EGF’nin
hiicre proliferasyonunu her dozda indiiklemedigini, optimum dozun belirlenmesi

gerektigi sonucunu anlatmaktadir.
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Sekil 4.10 : Epidermal biiylime faktoriiniin (EGF) meme kanseri hiicre hatlarina

olan proliferatif etkisi. Tim deneyler 3 biyolojik tekrar ile gergeklestirilmistir. Hata gubuklari
SD'yi temsil etmektedir. *P <0.05, **P < (.01, ve ***P <0.001.

4.9 Krisinin T Hiicre Aracili Anti-Meme Kanseri Etkisi

Bagisiklik sisteminin, 6zellikle T hiicrelerinin, kanser hiicrelerini hedef alip yok etme
rolii g6z Oniine alindiginda, ¢aligmamiz krisinin, T hiicreleri araciligiyla meme

kanseri hiicrelerinin yok edilmesi iizerindeki etkisini aragtirmayi1 amaclamistir. Bu
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amagla, MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatlar1 ile birlikte Jurkat T
hiicrelerini kullanarak, T hiicreleri aracili meme kanseri hiicrelerinin yok edilmesini
degerlendirmeye yonelik deneyler kurulmustur. Meme kanseri hiicreleri, epidermal
biliytime faktorii (EGF) ile tek basina veya iki farkli krisin konsantrasyonu (100 ve
200 uM) ile birlestirilerek 24 saat inkiibe edilmistir. Daha sonra, Jurkat T hiicreleri 6
saat siireyle PHA-M ile aktive edilmis ve daha sonra 72 saat boyunca T hiicreleri ve
mem kanseri hiicreleri direkt olarak ko-kiiltiire edilmistir. Sekil 4.11(a) ve 4.11.(b)'de
gosterildigi gibi, Jurkat T hiicrelerinin MCF-7 ve MDA-MB-231'e kiyasla hem 5 hem
de 10 kat fazla hiicre sayisinda eklenmesi, kalan meme kanseri hiicrelerinin
miktarmin etkili bir sekilde azalmasini saglamis, EGF tedavisi ise agikca T
hiicrelerinin 6ldiirme yetenegini baskilayarak, kalan meme kanseri hiicrelerinde bir
artisa neden olmustur. Meme kanseri hiicrelerinin canliligini 6lgen MTT deneyi
yoluyla yapilan T hiicre 6ldiirme deneylerinden elde edilen sonuglar, krisin
tedavisinin T hiicreleri aracili meme kanseri hiicre 6ldiirmesini giiclendirdigini
gostermistir. 200 uM krisin, ortalama olarak 5x ve 10x Jurkat tedavi gruplarinda
sirastyla MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde hayatta kalanlarin %68, %85, %75

ve %87 oraninda azalmasina neden olan gii¢lii bir etki sergilemistir.

Ayrica, MCF-7, MDA-MB-231 ve Jurkat T hiicre kiiltiirlerinin (10:1 orani) biiyiime
medyasinda IFN-gamma, IL-2 ve granzim-B seviyelerini 6lgmek i¢cin ELISA
deneyleri yapildi. Bu parametreler T hiicre aktivasyonunun gostergeleri oldugu i¢in,
ko-kiiltlir ortamlarindaki diizeylerini arastirmak, T hiicre sitotoksisitesinin hangi
sitokinler araciligiyla oldugunu belirlemek agisinda dnemldir. ELISA analizlerinden
elde edilen sonuglar, EGF ile tedavi edilen grupta IL-2, IFN-y ve granzim-B
salgisinin 6nemli oOl¢lide baskilandigini, bu durumun T hiicre aktivitesinin
bozdugunu gostermektedir (Sekil 4.11.(c)). EGF ile tedavi edilen gruplarda IL-2
seviyeleri biiylime medyasinda dnemli dl¢iide azalmis ve krisin uygulamasi sonrasi
dramatik bir sekilde artmistir, bu da krisin etken maddesinin proliferasyonu uyarilmig
meme kanseri hiicrelerine olan T hiicre aktivitesinin lizerindeki olumlu etkilerini
onermektedir (Sekil 4.11.(c1),(c2),(c3)). Bu bulgular, krisinin, T hiicreleri aracili
yanitlarin meme kanseri hiicrelerine karsi etkinliini artiran kanser immiin-

terapisinde bir adjuvan olarak potansiyelini vurgulamaktadir.

126



(b)

(@
T Hiicresi:MCF-7 Ko-kiiltiir T Hiicresi: MDA-MB-231 Ko-kltiir
*kk —_—
150~ | | ¥ I i | X 1504
. . 5k m=m non-EGF - m= non-EGF
g ’_‘ = EGF iy m= EGF
2 o0 = EGF +C100° 'z 100 P EGF'+C100°
E. s T ™= EGF +co00’ d P EGF' C200°
6} Bl v
b 5 50
g 50 z
m —
5 o . 0-
5:1 10:1
(c)
cl c2.
300+ - 60
R I | =BG Thicresikodiliir  § ik’*—| . R
?E;, ad m= EGFT hicresi ko-kaltar 2 4 x | xxx
P % EGF'/Cl00%/ Thucresikokalar 90
Z 1004 Z 94
v 100 = EGF'/ C200+/ T hicresi kokiltor N 2
g
0
0- : o = L
MCF-7 MDA-MB-231 MCF-7 MDA-MB-231
a.

- *kk I 1 w  on-EGF/ T hiicresi ko-Kiiltir
600 «x %

*

W= EGF+/T hicresi ko-killtir
* EGF+/ C100+/ T hiicresi ko-kaltir

400+ W= EGF+/ C200+/ T hicresi ko-kaltir

200+

IL-2 (ng/ml)

MCF-7 MDA-MB-231

Sekil 4.11 : Krisinin t hiicresi aracilt meme kanseri hiicrelerinin yok edilmesi

uzerine etkisi. a), b) T hiicresi ile ko-kiiltiire edilen meme kanseri hiicrelerinin hiicre canlilik

analizleri. c1),c2),c3) Ko-kiiltiir ortamlarindaki ifn-gamma, granzim-b ve IL-2 diizeylerinin ELISA ile

6l¢tim sonuglari. Tiim deneyler 3 biyolojik tekrar ile gergeklestirilmistir. Veriler ortalama + SD olarak
ifade edilmistir (n = 3, *** p <0.0001, ** p < 0.001 ve * p < 0.05).

4.10 Krisinin NK-Hiicre Aracili Meme Kanseri Hiicre Sitotoksisitesine EtKisi

NK hiicreleri, tiimorlere ve ¢esitli kanser formlarina karst viicudun savunmasinda
merkezi bir rol oynayan dogal bagisiklik sisteminin kritik bilesenleridir. NK-92
hiicreleri de, dnceden duyarlastirma olmaksizin ¢esitli kanser hiicre hatlarina karsi
giiclli bir sitotoksik aktivite sergiler. Bu sitotoksisite, oncelikle tiimdr hiicrelerinde

stresle indiiklenen ligandlarin taninmasi yoluyla, apoptozu tetikleyen ve pro-
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inflamatuar sitokinler iireten perforin ve granzimlerin salinimu ile aracilik edilir ve
boylece anti-tiimor etkilerine katkida bulunur [302]. Interlokin-2 (IL-2), ilk olarak "T
hiicre biiylime faktori" olarak tanimlanan immiin-stimiilator bir sitokindir. Daha
sonra, aktive olmus T hiicreleri tarafindan iiretilen IL-2'nin, enfeksiyona karsi NK
hiicre yanitlarini in vivo olarak artirabilecegi ve NK hiicrelerini in vitro olarak aktive

edebilecegi gosterilmistir [302].

Ilk olarak, NK-92 hiicreleri baslangigta IL-2 varliginda 12 saat boyunca kiiltiire alindi
ve ardindan 48 saat boyunca farkli krisin konsantrasyonlar1 (125 uM, 200 uM) ile
muamele edildi. Daha sonra MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicreleri, 24 saat boyunca
DMSO (non-EGF grubu) ve EGF (50 ng/ml) ile muamele edildi ve ardindan etken
hedef oranlarinda 2.5:1 ve 5:1 oraninda aktive edilmis NK-92 hiicreleri ile 4 giin
boyunca inkiibe edildi. Canlilik, MTT deneyi kullanilarak degerlendirildi, hayatta
kalan hiicrelerin goreceli yogunluklar1 EGF uygulanmayan %100 canlilikta olacak
sekilde ayarlandi ve anlamlilik EGF tedavi edilen grupla iliskilendirildi. Sekil
4.12.(a) ve 4.12.(b)’ de yer alan sonuglar; krisinin NK-92 hiicrelerinin her iki meme
kanseri hiicre hattina kars1 sitotoksisitesini 6nemli dl¢iide artirdigin1 géstermektedir.
Krisin tarafindan 125 puM ve 200 uM dozlarinda uyarilan NK sitotoksik aktivitesi
MCF-7 hiicrelerinde benzer goriiniirken, MDA-MB-231 hiicrelerinde 125 uM
dozunda daha belirgin bir fark gozlendi (P < 0.001). NK hiicrelerinin hedef hiicrelere
5:1 oraninda uygulandig1 gruplarda daha yiiksek sitotoksik aktivite gdzlemlendi.
Ayrica, EGF ile indiiklenen gruplarda, her iki meme kanseri hiicresi de NK-92 ile
kiiltiire alindiginda hiicre canlilig1 kontrol (non-EGF) grubuna kiyasla 6nemli 6l¢iide
daha ytiksekti. Bu, EGF'nin NK-92 hiicrelerinin meme kanseri hiicre hatlarina karsi
sitotoksik aktivitesini sinirlayabilecegini 6ne siirmektedir. TNF-a, Granzim-B ve
NO'nun ko-kiiltiir modellerindeki (5:1 orani) siipernatanlarda tiretimi ELISA ve
Griess reaktif deneyi kullanilarak kuantifiye edildi. Birlikte, TNF-alfa ve Granzim B,
NK hiicrelerinin kanser hiicrelerine karsi sitotoksik aktivitesini 6nemli dl¢iide artirir.
Koordineli eylemleri sadece tiimor hiicrelerini dogrudan dldiirmekle kalmaz, aym
zamanda etkili bir anti-tliimor yanitini siirdiirmek icin bagisiklik ortamini da modiile
eder. TNF-alfa ve Granzim B seviyeleri, sadece MDA-MB-231 hiicrelerinde kontrol
(non-EGF) grubuna kiyasla EGF ile indiiklenmis meme kanseri gruplarinda 6nemli
oOl¢iide azald1 (p < 0.05). C(krisin) 125 uM ve C200 puM ile muamele edilen NK hiicre
gruplart EGF+ gruplarla karsilastirildiginda, her iki dozda da sitokin salimlarinda
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onemli artiglar 6l¢iildii. NO, ayrica kanser hiicrelerini hedef alip yok etme
yeteneklerini artirarak ve tiimorlere karsi bagisiklik yanitlarmi baslatip siirdiiren
kritik sitokinlerin {iretimini modiile edebilen baska bir reaktif gaz6z molekiildiir.
EGF ile indiiklenmis meme kanseri gruplarinda kontrol grubuna kiyasla NO
seviyelerinde 6nemli bir degisiklik g6zlenmezken, 125 pM krisin ile muamele edilen
NK-92 hiicreleri ile ko-kiiltiire alinan her iki meme kanseri hiicre hattinda da EGF

tedavi edilen gruba kiyasla anlamli bir fark bulundu (P < 0.001) (Sekil 4.12.(c3)).
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Sekil 4.12 : Krisinin NK-hiicre aracilt meme kanseri hiicre sitotoksisitesine

etkisi. a) NK-92 ile ko-kiiltiire edilen meme kanseri hiicrelerinin hiicre canlilik analizleri. c1),c2),c3)
Ko-kiiltiir ortamlarindaki tnf-a, granzim-b ve NO, diizeylerinin ELISA ile 6l¢iim sonuglari. Tiim deneyler
3 biyolojik tekrar ile gerceklestirilmistir. Veriler ortalama + SD olarak ifade edilmistir (n =3, *** p <
0.0001, ** p <0.001 ve * p < 0.05).
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4.11 Krisinin Meme Kanseri Hiicre Hatlarindaki PD-L.1 Protein Diizeylerine
Olan Etkisi

PD-L1 (Programmed Death-Ligand 1), immiin sistem hiicreleri ve bazi1 kanser
hiicreleri {lizerinde bulunan bir protein olup, immiin sistemin kanser hiicrelerini
tan1yip yok etmesini engelleyerek bu hiicrelerin bagisiklik sisteminden kagmasina
yardimei olur. PD-L1'in inhibisyonu (engellenmesi), immiinoterapinin bir pargasi
olarak kanser tedavisinde Onemli bir stratejidir ¢linkii PD-L1'in aktivitesinin
engellenmesi, immiin sistemin kanser hiicrelerini daha etkili bir sekilde taniyip yok
etmesine olanak tanir [163]. Krisinin PD-L1 iizerindeki etkisi ile ilgili ¢aligmalar
kisithidir. Bu ¢alismada, krisinin MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarindaki PD-L1
protein ekspresyonuna olan etkisi EGF varliginda ve yoklugunda gdsterilmistir.
Dikkat cekici sonu¢lardan biri her iki meme kanseri hiicre hattinda da daha Once
proliferatif etkisi oldugu gosterilen 50 ng/ml konsantrasyon ve 24 saat EGF
uygulamasinin PD-L1 diizeyini anlamli 6l¢lide yiikseltmesidir (p <0.0001) (Sekil
4.13-14). Bu meme kanseri hiicre hatlarindaki EGF reseptorlerinin EGF ile
uyarilmast ve PD-L1 diizeyi arasindaki iliskiyi ortaya koyar. Ayrica her iki hiicre
hattinda da krisin doza baglh bir etki gostermistir. MCF-7 hiicre hattinda EGF ile
indiiklenen PD-L1 protein ekspresyonu 24 saat, 75 ve 150 uM krisin maruziyeti
sonrasi sirastyla 3.3 ve 5 kat azalmistir (Sekil 4.13.(a), (b)). EGF ile indiiklenmeyen
ve krisin uygulanmayan kontrol grubuna goéreyse her iki dozda da anlamli fark vardir
(p <0.01, ve P <0.001). MDA-MB-231 hiicre hattinda ise; EGF ile indiiklenen PD-
L1 protein diizeyleri yine doza bagli olarak 24 saat, 100 ve 200 uM krisin uygulamasi
sonrasi sirastyla 5 kat ve 7 kat azalma gdstermistir. Kontrol grubuna géreyse 100 uM
dozda anlamli bir artig bulunmazken 200 uM dozda PD-L1 diizeyi azalmistir (Sekil
4.14. (a), (b)). Bu iki hiicre hattindan elde edilen verilere gore; EGF uygulamasi iki
farkli meme kanseri hiicre hattindaki PD-L1 diizeylerini anlamli fakat MDA-MB-
231’de daha yiiksek oranda artirmis ve krisinin agresif olan bu meme kanseri
hiicresinde oransal olarak daha yiiksek bir PD-L1 ekspresyon inhibisyonuna neden

oldugu gosterilmistir.
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Ardindan, krisinin MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde EGF tarafindan
indiiklenen PD-L1 ekspresyonunun yukar1 diizenlenmesine etkisini incelemek i¢in
immiinofloresan analizleri gerceklestirdik (Sekil 4.15 (a), (b)). Immiinoblot
analizinden elde edilen verilerle uyumlu olarak, western-blot deneylerindekiyle esit
olarak uygulanan farkli krisin dozlarinin Aleksa-fluor 488 floresan isaretli PD-L1
boyamasindan elde edilen floresan sinyalinin her iki hiicre hattinda da EGF ile artan
PD-L1 ekspresyonunu anlamli olarak azalttigini gostermektedir. MCF-7 hiicre
hatlarindaki anlamlilik (p < 0.05), MDA-MB-231’¢e gore (p < 0,001) daha az anlaml
bulunmustur (Sekil 4.15 (a), (b)). MCF-7 hiicrelerinde iki farkli krisin dozu
uygulamas1 sonrast kontrol grubuna goére anlamli farklilik bulunmamistir, bu;
krisinin egf indiiksiyonu sonrasi artan PD-L1 protein diizeyinin krisin ile indiiksiyon
oncesindeki diizeye geldigini gostermektedir. MDA-MB-231°de ise 200 uM doz

grubu ve kontrol grubu arasindaki anlamli 6l¢lide olmayan bir farklilik bulunmustur.
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Sekil 4.13 : Krisinin MCF-7 hiicre hattindaki PD-L1 protein diizeyine olan

etkisinin immiinblotlama ile degerlendirilmesi. a) Western-blot protein bant
gorintiileri. b) protein bant yogunluklarinin sayisal analizi ve PD-L1 protein ekspresyon degerleri. Tim
deneyler 3 biyolojik tekrar ile gergeklestirilmistir. Hata cubuklar1 SD'yi temsil etmektedir. * egf
uygulanan gruba gore anlamliligi, ¢ ve d kontrol grubuna gore olan anlamlilig1 temsil etmektedir. *P
<0.05, **P <0.01, ve ***P < 0.001. cP <0.01 ve dP <0.001.
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Sekil 4.14 : Krisinin MDA-MB-231 hiicre hattindaki PD-L1 protein diizeyine

olan etkisinin immiinblotlama ile degerlendirilmesi. a) Western-blot protein
bant goriintiileri. b) protein bant yogunluklarinin sayisal analizi ve PD-L1 protein ekspresyon degerleri.
Tiim deneyler 3 biyolojik tekrar ile gergeklestirilmistir. Hata gubuklart SD'yi temsil etmektedir. * EGF
uygulanan gruba gore anlamliligi, ¢ ve d kontrol grubuna gore olan anlamlilig: temsil etmektedir *P
<0.05, **P <0.01, ve ***P <0.001. ans ve b< 0.05.
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Sekil 4.15 : Krisinin meme kanseri hiicre hatlarindaki PD-L1 diizeylerinin IF

mikroskobik goruntulerl AlexaFluour-488 isaretli PD-L1 proteinler yesil, DAPI boyamasi
ile boyanan gekirdekler mavi renkte goriinmektedir. Olgek cubuklari (20-50 um) goriintiilerin sag alt
kosesinde gosterilmistir. PD-L1 ekspresyonuna isaret olan yesil bolgeler kirmizi ok ile isaretlenmistir.

a) b)
MCF-7 MDA-MB-231
< PO
- s
15+ O 15+ —
—— d
: i : s
= I
= S
:n :A
3 104 a > 104
- -
z Ey
s I k- S
% = 3
a.
; ) j I : I
0= T T = T T
> < N S > < ol a
) =~ - ) ¢ = -~
& & e N S P & =
> N N -~ A
xS --.\° > ~ . _\\v
~ N N e
e (<Y R B
A\x *xv ; X‘C‘ x“'
(%) B ~N -N
> e e Re)
< < < <

Sekil 4.16 : PD-L1 immiinfloresan goriintiileme kuantitatif analiz sonuglari. Her
bir gruptan 10 goriintii secilip goriintli basina diisen hiicre sayilar1 ve hiicrelerin iginden Aleksa-Fluor 488
floresan 1s1masim gosteren hiicreler sayilmistir. Floresan 1s1ma yapan hiicrelerin yilizdesi, % PD-L1
ekspresyonu olarak grafikte gosterilmistir. Hata gubuklart SD'yi temsil etmektedir. * EGF uygulanan
gruba gore anlamliligy, a,b,c ve d kontrol grubuna gore olan anlamlilig temsil etmektedir *P < 0.05,
#+P < (.01, ve ***P < 0.001. *ns, °<0.05.°P <0.01, °P <0.001
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4.12 Krisinin Meme Kanseri Hiicre Hatlarindaki pmTOR/ pakt Protein
Diizeylerine Olan Etkisi

PI3K-AKT-mTOR sinyal yolaklari, hiicrelerin biiyiimesi, ¢ogalmasi, go¢ etmesi ve
hatta istilac1 hale gelmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir [303]. Bu sinyal yolunun
meme karsinogenez baglaminda asir1 aktive oldugu bilinir ve artan hiicre
proliferasyonu, apoptozdan kagis ve metastaz ile iligkilidir. Ayrica bu yolak PD-L1
ekspresyonunun diizenlenmesine de katilabilir. Anormal PI3K/AKT/mTOR yolak
aktivasyonunun PD-L1 proteininde artisa yol a¢tigr bilinmektedir [169]. Krisinin
AKT-mTOR yolaklar1 ile iliskili protein ekspresyonlarinda olusturdugu
degisiklikleri arastirmak icin westernblot deneyleri yapilmistir. AKT-mTOR sinyal
yolu proteinlerinin fosforilasyon durumlari, Sekil 4.17'de sunulan western-blot
testleri ile degerlendirilmistir. Bir proteinin fosforile formu, genellikle protein
aktivitesini, lokalizasyonunu, protein-protein etkilesimlerini ve hiicresel siireclere
katilimini etkiler [304]. MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatlarinda
PD-L1 protein ekspresyonunu artirdigi gosterilmis EGF’in fosforile mTOR ve
fosforile AKT seviyelerini nasil etkiledigi degerlendirilmistir. Sonuglara gore; EGF
meme kanseri hiicre proliferasyonundan sorumlu oldugu bilinen akt proteinin
fosforilasyonunu her iki meme kanseri hiicre hattinda da anlaml diizeyde artirmistir
(p<0.001). Dikkat cekici olan, MDA-MB-231 hiicrelerinde p-akt diizeyi krisin
uygulamasi sonrast anlamli 6l¢iide diiserken, MCF-7 hiicrelerinde ayni anlamlilik

bulunamamistir (Sekil 4.17 (b), (d)).

Calismalar, mTOR'un viicuttaki bircok sinyal yolunda yer aldigimi gostermistir.
Timor hiicrelerinde anormal sekilde aktive olan mTOR, tiimor hiicrelerinin
biliylimesini, metastaz yapmasini ve yeni saglikli dokulara yayilmasini tesvik eden
sinyaller gonderir. Cesitli kanitlar, tiimorlerde sik¢a anormal sekilde aktive olan
mTOR  yolunun, bagisiklik  hiicrelerinin  farklilasmasim1 ~ ve  islevini
diizenleyebilecegini gostermektedir [305]. Bu c¢alismada EGF indiiksiyonu ve
sonrasinda farkli krisin konsantrasyonuna maruz kalan meme kanseri hiicrelerindeki
fosforile mTOR (p- mTOR) proteim diizeyleri western-blotting yontemi ile analiz
edilmistir. MCF-7 hiicre hattinda 50 ng/ml EGF indiiksiyonu sonrasinda p-mtor
diizeyi anlaml 6lgiide artmistir (p<0.01), fakat krisin EGF indiiksiyonu sonras1 artan
p-mtor ekspresyonunu anlamli 6l¢iide inhibe etmemistir (Sekil 4.18 (a), (b)). MDA-
MB-231 hiicre hattina baktigimizda MCF-7 hiicrelerinden farkli olarak EGF, p-

134



mTOR ekspresyonunu anlamli olarak degistirmemistir. Sonuglara gore yalnizca 200
uM krisin uygulamasi p- mTOR seviyesini ~1 kat diistirmiistiir ( p<0.05) (Sekil 4.18
(c), (d).
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Sekil 4.17 : Krisinin meme kanseri hiicre hatlarindaki p-akt protein diizeylerine

olan etkisinin immiinblotlama ile degerlendirilmesi. a) MCF-7 hiicrelerinin p-
akt ve b-aktin protein bant goriintiileri. b) MCF-7 protein ekspresyonlarinin sayisal analizi. c) MDA-MB-
231 hiicrelerinin p-akt ve b-aktin protein bant goriintiileri. d) MDA-MB-231 protein ekspresyonlarinin
sayisal analizi. Tiim deneyler 3 biyolojik tekrar ile gerceklestirilmistir. Hata ¢ubuklar1 SD'yi temsil
etmektedir. *P < 0.05, **P < 0.01, ve ***P < 0.001
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Sekil 4.18 : Krisinin meme kanseri hiicre hatlarindaki p-mTOR protein

diizeylerine olan etkisinin immiinblotlama ile degerlendirilmesi. a) MCF-
7 hiicrelerinin p-mtor ve b-aktin protein bant goriintiileri. b) MCF-7 protein ekspresyonlarinin sayisal
analizi. c) MDA-MB-231 hiicrelerinin p-mtor ve b-aktin protein bant gériintiileri. d) MDA-MB-231
protein ekspresyonlarinin sayisal analizi. Tiim deneyler 3 biyolojik tekrar ile gergeklestirilmistir. Hata
cubuklart SD'yi temsil etmektedir. *P < 0.05, **P < 0.01, ve ***P < 0.001
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5. TARTISMA

Son yillarda, birgok bitkide, balda ve propoliste dogal olarak bulunan bir flavonoid olan
krisin, potansiyel anti-kanser 6zellikleri nedeniyle ilgi ¢ekmektedir [306]. Ortaya ¢ikan
kanitlar, krisinin bir¢ok molekiiler mekanizma araciligiyla cesitli anti-kanser etkileri
gosterebildigini ve bdylece kanserin baslamasini, ilerlemesini ve metastazini
engelleyebildigini 6ne stirmiistiir [307]. Krisinin bu potansiyel faydalari, 6zellikle hiicre
proliferasyonu, apoptotik yolaklarin aktivasyonu, anjiyogenezin baskilanmasi ve
invazyonun 0nlenmesi gibi siireclerle iliskili olabilir. Ancak, bu etkilerin 6zellikle kanser
immiin yanit1 iizerindeki rolleri yeterince aydinlatilamamistir. Mevcut literatiirde krisinin
immiin modiilator etkileri lizerine sinirli sayida ¢alisma bulunmaktadir ve bu alanda daha
fazla arastirmaya ihtiyag duyulmaktadir [308]. Ozellikle, krisinin immiin sistemi nasil
etkiledigi, T hiicreleri, dogal oldiiriicii hiicreler ve makrofajlar gibi bagisiklik sistemi
unsurlarinin kanserle savagsma kapasitesini nasil artirabilecegi gibi konular belirsizligini
korumaktadir. Dolayistyla, krisinin kanser immiin yanitindaki potansiyel roliinii anlamak
icin ileri diizey deneysel ve klinik calismalar gerekmektedir. Bu ¢alismalar, krisinin
immiinoterapi yaklagimlariyla birlikte kullanilabilirligini ve bu mekanizmalar araciliiyla

kanser tedavisindeki etkinligini daha 1yi anlamamiza yardimci olabilir.

Bu tartismada krisinin anti-meme kanseri mekanizmalari, ROS {iretimini modiile etme,
apoptozisi tesvik etme, NK, T ve makrofaj hiicrelerinin aktivitelerini ve bu hiicrelerin
anti-kanser yanitlarini nasil degistirdigine dair ¢ok yonlii rolleri vurgulanacaktir. Ayrica,
krisinin meme kanseri hiicrelerinin immiin yanittan kacis mekanizmalarindan biri olan
immiin kontrol noktast proteini PD-L1 ekspresyonuna olan etkisinin EGF ile
iliskilendirildigi sonuglar degerlendirilecektir. Son olarak krisinin meme kanser
hiicrelerinin proliferasyonu ve ilerlemesinde éneme sahip olan AKT/mTOR yolagindaki

protein ifadelerine olan etkisi ile ilgili elde edilen sonuglar tartigilacaktir.

Daha once yapilan calismalarda krisinin, MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde doz ve
zamana bagl olarak O6nemli antiproliferatif etki gosterdigi ve 50 pM IC50 dozunda
belirgin sekilde apoptoz indiikledigi gosterilmistir [277]. Diger ¢alismalarda, metastatik

ticlii negatif meme kanseri (TNBC) iizerindeki krisin etkileri incelenmis, krisinin MDA-
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MB-231 hiicre canliligin1 ve TNBC hiicre gd¢iinii ve invazyonunu doza bagimli olarak
onemli Olgiide azalttig1 ortaya konmustur [309, 310]. Biz de ¢aligmamizda, MCF-7 ve
MDA-MB-231 hiicrelerinin 48 saat 150, 222 uM krisin ile tedavi edilmesinin, bu
hiicrelerin biiyiimesini 6l¢iide inhibe ettigi bulduk. Buldugumuz bu IC50 dozlarmin
literatiirdeki bazi caligmalarin sonuglarina gore daha yiiksek oldugu goriilmektedir.
Kanser hiicre hatlariin canlilik analizleri en az {i¢ tekrarla farkli zamanlarda yapilmstir.
Ayrica, bazi ¢alismalarda bizim ¢alismamizda bulunan degerlere daha yakin sonuglar da
rapor edilmistir. Ornegin; bir ¢alismada, kontrol grubuna kiyasla, rutenyum ve krisin
birlikte kompleksinin MCF-7 hiicre canliligi {izerinde 100 pM'de 6nemli bir anti-
proliferatif etki gosterdigi gézlemlenmistir. 2023 yilinda yayinlanan bagka bir ¢caligmada
ise, krisinin MDA-MB-231 hiicrelerinde 48 saatlik IC50 degeri 115,77 uM olarak
bulunmustur [311]. Ayrica, yine 2023 yilinda yayimlanan bir diger ¢alismada, MDA-
MB-231 hiicre hatlarinda 70 pM krisin ve radyasyon birlikte tedavisinde 6nemli bir
apoptotik etki gozlemlenmistir [312].

ROS iiretiminin de prostat, mesane, endometriyal ve kolorektal kanser gibi ¢esitli kanser
hiicre tiplerinde krisin tedavisi ile indiiklendigi dnceki ¢alismalarda gosterilmistir [295,
313] [314],[315]. Krisinin meme kanserinde ROS {iretimi tizerindeki etkisi ¢ogunlukla
tiirevleri veya nanopartikiil formlariyla yapilan aragtirmalarla incelenmistir [316, 317].
Calismamizda, krisin'in @ MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde 1puM H202
uygulamasindan daha fazla hiicre i¢ci ROS dretimini 300uM dozunda, hem
immunofloresan hem de akis sitometri analizi ile artirdigin1 gosterdik. Hiicre 6liimiiniin
ROS'a bagli olarak gerceklestigini ve bu etkinin yalnizca yiiksek dozlarda yakalandigi da
dikkat ¢ekici sonuglardan biri olmustur. Hiicre i¢ci ROS, genellikle hiicresel stresin ve
oksidatif hasarin bir gostergesi olarak bilinmekle birlikte, orta ve yiiksek seviyelerde
tiretilen ROS’un kemopreventif etkiler sunduguna dair artan kanitlar mevcuttur [318]. Bu
calismanin eksik yanlarindan biri, intraselliller ROS firetimi ile bagisiklik sistemi
arasindaki iliskinin dogrudan gosterilmemis olmasidir. ROS'un kanser hiicreleri
tizerindeki etkileri genis ¢apta incelenmis olsa da, bagisiklik sistemi hiicrelerinin ROS
seviyelerine verdigi tepkiler ve bu mekanizmalarin anti-kanser etkilerdeki rolii tam olarak
aydinlatilamamstir. ileriki deneylerde yapilan nitrik oksit dlgiimii ise bu konuda bazi
ipuclar1 saglamis ve bagisiklik sisteminin anti-kanser etkilerinde hiicre i¢i oksidatif
stresin potansiyel roliine isaret etmistir. Bu bulgu, bagisiklik hiicrelerinin, 6zellikle

makrofajlar ve NK hiicreleri gibi etkili immiin unsurlarin, ROS araciliiyla kansere karsi
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nasil bir yanit gelistirdigi sorusunu giindeme getirmektedir. Ileride yapilacak daha
kapsamli caligmalar, bagisiklik sisteminin ROS iiretimine verdigi tepkileri ve bu
tepkilerin kanser hiicreleri tizerindeki inhibe edici etkilerini daha detayli inceleyerek, bu

iliskinin daha iyi anlasilmasini saglayabilir.

Krisin'in apoptotik etkisi immunofloresan boyama ve Annexin V/PI boyama ile tespit
edilmis ve literatiirdeki ¢alismalara benzer sekilde, 6zellikle MCF-7 hiicrelerinde IC50
dozlarinda apoptotik etkinin 6nemli Ol¢lide arttifini gézlemlenmistir [266, 311]. Bu
caligmalar, MCF-7 (ER+) ve MDA-MB-231 (iiclii negatif) gibi iki farkli meme kanseri
tipinin bu ¢alismanin sonuglar1 ile benzer sekilde krisin tedavisine farkli yanitlar verdigini

gostermistir.

NK hiicreleri, stres altindaki hiicreleri, kanserli ve belli enfekte hiicreleri tanimlamak
izere tasarlanmig, dogal bagisiklik sisteminin bir pargasi olan sitotoksik lenfositlerdir.
Tiimor hiicrelerini 6nceden aktive olmaksizin hizla ortadan kaldirma yetenegine
sahiptirler. NK hiicrelerinin sitotoksik eylemi, por olusturan protein perforin ve pro-
kaspazi aktive eden enzim granzim-B i¢eren graniillerin salinmasini igerir [88]. Kersetin,
mirisetin ve naringenin gibi bazi diyet flavonoidleri NK-92 hiicrelerinin sitolitik
aktivitesini tesvik eder ve boylece diyet tiirevli immiin-modiilatér kemopreventif ajanlar
olarak biiytlik potansiyele sahiptirler [319, 237, 320]. Bir ¢aligmada, apigenin, luteolin ve
kersetin ile uyarilmig NK hiicrelerinin sitokin liretimi, enzim bagli immiinosorbent deneyi
ile dl¢iilmiis ve luteolin, sadece IL-2 salgisini artiran kersetine karsin, NK hiicrelerinde
tip-1 sitokin tiretimini 6nemli dlgiide etkiledigi gdsterilmistir [321]. Krisinin de 16semili
farelerden izole edilen splenositlerde NK hiicrelerinde artiran sitotoksisite gosterdigi ve
potansiyel olarak NK hiicre fonksiyonunun cerrahi inhibisyonunu azaltabildigi, bu da
metastaz yoluyla kanserin yayilma olasiligini azaltabildigi yapilan ¢aligmalarla ortaya
konmustur [281, 282]. Flavonoidler ve krisin ile yapilan bu iki ¢alismaya ek olarak, biz
de belirli dozlarda 24 ve 48 saatlik krisin tedavilerinin NK-92 hiicrelerinde ¢cogalmay1
tesvik ettigini ve uygun dozda IL-2 ile uyarilmis hiicrelerde IFN-y seviyelerini
degistirdigini gosterdik. En dikkate deger sonug, farkli dozlarin sergiledigi belirgin etkiler
oldu ve bu da; flavonoidlerin ve fenolik bilesiklerin uygulamasinda dozajin 6nemini
vurguladi [322]. Ayrica, meme kanseri hiicreleri ile olusturulan ko-kiiltiir modellerinde,
NK-92 hiicreleri ile dort giin boyunca kiiltiire edilen meme kanseri hiicrelerinin ortak ko-
kiiltiir medyumlarindaki TNF-o ve granzim-B konsantrasyonlarinda artis bulunmustur.

TNF-a'nin hem in vivo hem de in vitro ortamlarda sitokin ile uyarilmig NK hiicrelerinde
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IFN-y {iretimini artirdigi ve immiin yanitlarin modiilasyonunda kilit bir rol oynadigi
bilinmektedir [323]. Ayrica, bir serin proteaz olan granzim-B de NK hiicreleri tarafindan
hedef hiicrelerde apoptozu indiiklemek icin kullanilan ana etki molekiillerinden biridir
[324]. Dolayisiyla kanser hiicreleriyle karsilasmis NK hiicrelerinin TNF-a ve granzim-B
gibi sitokin ve enzimleri salgilayarak sitotoksik etki gosterdigi bizim calismamizla da
dogrulanmis ve buna ek olarak da krisinin bu molekiillerin salgilanmas1 tizerindeki
uyarict etkisi rapor edilmistir. Bu sitokin ve proteinlerin yani sira, NO iiretimi ile NK
hiicre islevi arasinda anlamli bir baglant1 olduguna dair 6nemli kanitlar bulunmaktadir.
NO iiretiminin inhibisyonunun NK hiicrelerinde IL-2 seviyelerini azalttig1 gosterilmistir.
NO sentez geni baskilanan farelerde, NK hiicre yanitlarinin durdugu da bulunmustur
[325-327]. Ilging bir sekilde her iki meme kanseri hiicre hatti ve NK-92 ko-kiiltiir
modellerinde NO seviyelerinin TNF-a ve granzim-B seviyesine kiyasla dnemli dl¢iide
arttigini bulduk, bu da NK-92 hiicrelerinin tiimdr hiicrelerine karsi sitotoksik aktivitesi ile
NO iiretimi arasinda gii¢lii bir korelasyon oldugunu gostermektedir. Bu nedenle, krisin'in
belirli dozlarda NO {iretimini modiile etmesi, literatiirde daha d6nce yapilan ¢aligmalardan
elde edilen bulgular 151831nda TNF-0 ve granzim-B salinimindaki artislarin da sebebi
olarak gosterilebilir. Ancak, NKG2D veya KIR2DL2 gibi NK hiicre reseptor protein
[328] ifadelerinin degerlendirilmesi yoluyla krisinin NK-92 hiicreleri tizerindeki etkisini

de ileri ¢aligmalarla gostermek gerekmektedir.

NK hiicrelerinde CD56 yiizey isaretleyicisi, ¢esitli NK hiicre alt kiimeleri ile NK-92 hiicre
hatlarin1 ayirt etmek i¢in kullanilir. NK hiicreleri tizerindeki ifadesi, 6zellikle sitotoksisite
ve sitokin liretimi agisindan onlarin islevselligi ile korele olup, viicudun malignitelere
karst savunma mekanizmalarinda onemli bir rol oynar [329]. Cesitli calismalarda,
apigenin, soya izoflavonlar1 veya Astragalus complanatus'tan izole edilen flavonoidler
gibi flavonlar, kanser tedavisinde NK hiicrelerinin immiinostimiilatorii olarak hizmet
eden CD56 ifade seviyesini belirgin bir sekilde artirdig1 bulunmustur [330-332]. Krisin'in
NK hiicrelerindeki CD56 ifadesi iizerindeki etkisini gdsteren ¢alismalar dikkate deger
sekilde sinirlidir. Sadece bir calismada; kurkuminin fare hematopoetik kok hiicrelerinin
potansiyelini NK hiicrelerine donlisme yetenegini CD56 ifadesi aracilifiyla korudugu
gosterilmistir [333]. Yaptigimiz bu ¢aligmada da, NK-92 hiicrelerinde CD56 ifadesinin,
NK-92 proliferasyonu ve IFN-y seviyesinde artis oldugu 125 uM dozunda artti§1 ancak
daha yiiksek 200 uM dozda azaldigr bulunmustur. Bu nedenle, krisin'in NK hiicreleri

tizerindeki etkisinin doza bagimli bir sekilde modiile edebilecegi sGylenebilir.
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Jurkat T hiicreleri ile yapilan deneylerin sonuglari, krisin'in sitotoksik T hiicresi yanitinda
da 6nemli bir doza bagimli etkiye sahip oldugunu gostermistir. Oliimsiizlestirilmis bir
hiicre hatt1 olan Jurkat hiicreleri, T-hiicre 16semisi tanis1 almig bir hastanin periferik
kanindan tiiretilmistir. Oncelikle, T-hiicre reseptorii (TCR) tarafindan tetiklenen sinyal
yollarinin ¢oziilmesi ve malin hiicreler icin hedef olan farkli kemokin reseptorlerinin
ifadesinin arastirilmasi i¢in bir model T-hiicre hatti olarak hizmet eder. Daha once
belirtildigi tizere, PHA ile uyarildiktan sonra, Jurkat hiicreleri 6zellikle yiiksek seviyede
IL-2 iiretimi gostermistir [334]. PHA'nin Jurkat hiicrelerinde IL-2 ve TNF-a gibi sitokin
salinimi araciligiyla optimal uyarilma kosullarin1 bulmak amaciyla yapilan bir calismada,
0.25 pg ml-1 PHA konsantrasyonunun 24 saatte IL-2'nin en yiiksek salinimina ve 12
saatte TNF-alfa'nin en yiiksek salinimma yol ag¢tigi gozlemlenmistir [335]. Benzer
sekilde, 6n deneylerimizin bulgularina ve baska bir ¢calismanin bulgulariyla tutarli olarak
[336], 1.5% PHA-M'nin kontrol ile karsilastirildiginda hem 6 saatte hem de 12 saatte IL-
2 seviyelerini 6nemli Olgilide artirdigini bulduk, ancak krisin ile birlikte uygulamanin 6
saatlik uygulamanin IL-2 seviyelerini daha da 6nemli 6l¢iide artirdigint gosterdi. Bu,
fenolik bir bilesik olan krisinin, T hiicrelerinin optimal uyarilma kosullarini

degistirebilecegini gdstermektedir.

NK-92 hiicrelerindeki gozlemlerden farkli olarak, Jurkat T hiicrelerinde krisin'in artan
dozlarinin uygulanmasi, hiicre proliferasyonunda onemli bir artisa yol agmadi. Bu,
deneysel kurulumda NK hiicreleri ile kullanilandan farkli bir strateji belirlememize yol
act1. Ko-kiiltiir deneylerinde, meme kanseri hiicreleri 6nce krisin'in IC50 dozlart ile tedavi
edildi ve T hiicrelerinin timor 6ldiirme yaniti tizerindeki etkinin degistigi gozlendi.
Benzer bir ko-kiiltiir deney protokolii ile kurulan 6nceki bir ¢alismada, flavonoidler
apigenin ve kurkuminin T hiicre aracili melanom hiicre 6ldiirmesini artirdigi ve ko-kiiltiir
supernatanlarinda IL-2 salgisim1 artirdigi gosterilmistir [239]. Bagka bir ¢alismanin
sonuclarina dayanarak; krisin, IFN-y ile indiiklenmis hepatoselliiler karsinomla kurulan
ko-kiiltiir sistemde PHA ve PMA ile uyarilmis T hiicrelerinin bagisiklik aktivitesini
tetiklemistir [239]. Krisinin potansiyel olarak Thl hiicrelerinin fonksiyonlarini
giiclendirdigi, boylece sitotoksik T hiicrelerin anti-melanom yanitin1 kuvvetlendirerek
CD8+ T bagisiklik yanitini da artirdigi bilinmektedir [337]. Diger yandan, bir enfeksiyon
modelli ¢aligmada PBMC'lerde pro-enflamatuar sitokin tiretimini (TNFa, IL-183, IL-6)

doza bagimli olarak azalttigi, makrofaj seviyesini dislirdiigii ancak T lenfositlerini

degistirmedigi gosterilmistir [338]. Ayrica, LPS ile uyarilmis makrofaj hiicrelerinde NK-

141



kB aktivasyonunu ve TNF-a & IL-6 sitokinlerini inhibe etmistir [339]. Dolayisiyla Jurkat
T hiicreleri ile yaptigimiz deneyler krisin'in immiinostimilatér 6zelliklerini ortaya
koymustur. Meme kanseri hiicreleri ile kurdugumuz ko-kiiltiir modelinde, PHA ile
uyarilmig T hiicreleri IFN-y, IL-2 sitokinleri ve granzim-B seviyelerini artirarak kansere
kars1t gelistirilen bagisiklik yanitini modiile etmistir. Krisin ile yapilan benzer bir
calismanin olmamasi nedeniyle, sonuglarimiz krisinin bagisiklik sisteminin kapasitesini
artirmadaki ve g¢esitli saglik sorunlarmin Onlenmesi ve tedavisindeki potansiyel

faydalarimi desteklemektedir.

Makrofaj hiicreleri, mikrocevrelerindeki farkli sinyallere ve indiikleyicilere yanit olarak
esnek bir sekilde farkli fonksiyonel fenotiplere dontigebilirler. Bu doniisiim,
makrofajlarin fenotipik polarizasyonu olarak adlandirilir ve en yaygin olarak iki ana
kategoriye ayrilir: M1 (klasik aktive edilmis) ve M2 (alternatif aktive edilmis)
makrofajlar. Bu farkli fenotipler, makrofajlarin immiin yanittaki rollerini belirler ve
enfeksiyon, inflamasyon, doku onarimi ve timor mikrogevresinde farkli etkiler
gosterebilirler [301]. M1 Makrofajlar1 genellikle bakteriyel iirlinler, interferon-gamma
(IFN-y) gibi pro-enflamatuvar sitokinler veya lipopolisakkarit (LPS) gibi molekiillerle
uyarildiklarinda gelisirler. Bu makrofajlar yiliksek diizeyde pro-enflamatuvar sitokinler
(6rn. TNF-a, IL-1B, IL-6) iiretir, reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve nitrik oksit (NO) gibi
molekiiller salgilar ve mikrobiyal patojenlere ve kanser hiicrelerine kars1 giiclii bir
savunma saglarlar [340]. LPS, ozellikle bakteriyel enfeksiyonlarda sik¢a karsilagilan bir
patojenik molekiil oldugu i¢in M1 tipi makrofaj polarizasyonunun ana uyaricilarindan
biridir [341]. Bu ¢alismada, LPS'nin optimum dozlarda bir M1 makrofaj polarizasyon
uyaricist olarak islev gordiigii goz Oniine alinarak, RAW 264.7 makrofaj hiicrelerinin
kanser hiicrelerine kars1 gelistirecegi sitotoksik yanit1 indiikleyecegi diisiiniilmiis ve en
uygun LPS konsantrasyonu ve inkiibasyon siiresi bulunmustur. Bulunan 1 pg/ml doz daha
once mirin makrofajlarla yapilan calisma ile benzerdir [342]. Yapilan baska bir
calismada 2.5 pg/ml LPS dozunun makrofaj hiicre canliligin1 anlamli olarak artirdigini
gostermistir [343] fakat bu ¢calismada inkiibasyon siiresi bizim ¢alismamizdakinden farkli
olarak 48 saattir. MO makrofaj tipi olan RAW 264.7 hiicre hattinin kansere karsi
sitotoksik etkisi oldugu bilinen M1 tipine doniistimii CD80 ve CD206 gibi yiizey protein
belirteclerinin ekspresyon degisiminin veya immiinfloresan goriintiileme ile aktin
yapilarinin ve niiklei farkliliklarinin analiz edilmesi ile dogrulanabilir. Caligmamizda

nitrik oksit konsantrasyonun artiginin gosterilmesi ile dogrulama yapilsa da bu tip farkli
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testlerle dogrulama yapilmamasi ¢alismanin eksik yanlarindan biridir. Ayrica, makrofaj
polarizasyonunun sadece iki kategoriden ibaret olmadigi, farkli mikrogevresel faktorler
ve kombinasyonlarin makrofajlarin daha karmasik ve dinamik fenotipler sergilemesine

yol agabilecegi de unutulmamalidir [344].

Bazi flavonoid bilesiklerinin makrofajlarin kanser hiicrelerine karsi sitotoksik etkilerini
artirabilecegini  gdstermektedir. = Makrofajlar  {lizerindeki  etkileri  acisindan
degerlendirildiginde, flavonoidlerin o6zellikle M1 tipi makrofaj polarizasyonunu
destekleyebilecegi ve bu yolla kanser hiicrelerine kars1 daha giiclii bir bagisiklik yaniti
olusturabilecekleri goriilmiistiir [299]. Kuerstein, kaempferol ve apigenin gibi yaygin
flavonoidlerin, makrofajlarin pro-enflamatuvar fenotipe gegisini tesvik ederek, kanser
hiicrelerine kars1 olan sitotoksik aktivitelerini artirdigi literatiirde yer almaktadir [345]
[346, 347]. Bu flavonoidler, makrofajlarin reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve nitrik oksit
(NO) tiretimini artirarak, kanser hiicrelerinde DNA hasarina ve hiicre Oliimiine yol
acabilir. Ayrica, bu bilesiklerin makrofajlar tarafindan salgilanan pro-enflamatuvar
sitokinlerin (6rnegin TNF-a ve IL-1p) liretimini artirarak, kanser hiicrelerinin biiylimesini
ve hayatta kalmasini engelleyebilecegi de one siirlilmektedir [156]. Daha 6nce yapilan bir
calisma ile bir krisin tiirevinin makrofajlart TLR-4’1 hedefleyerek M1 makrofaja polarize
ettigi gosterilmistir [348]. Baska bir ¢alismada ise indigofera tinctoria bitkisinin
yapraklarindan izole edilmis krisinin immiinomodiilator etkisi, LPS ile uyarilmis miirin
makrofajlar lizerinde farkl testlerle (ROS iiretimi, gen ekspresyonu ve NF-«B niikleer
translokasyonu) degerlendirmistir ve NF-xB aktivasyonunu inhibe ederek makrofajlarin
islevlerini artirmak suretiyle dogustan gelen bagisiklik yanitini artirma yetenegine sahip
oldugunu ve gii¢lii immiinomodiilator potansiyeli oldugu ifade edilmistir [308]. Biz de
daha once yapilan calismalar 15181nda, krisinin LPS ile indiiklenmis ve sitotoksik etki
potansiyeli artiritlmis makrofaj hiicrelerinin meme kanseri hiicre hatlarina olan anti-kanser
yanitint diger caligmalarda gosterilen hiicre Oldiirme mekanizmalarina ek olarak
apoptotik etki ile artirdigin1 gosterdik. Yapilan bazi ¢calismalar ise krisinin ve bazi diger
flavonoidlerin makrofaj hiicrelerinde NO seviyesini diisiirdiigiinii [349] rapor etmistir.
Ancak bizim bulgularimiza benzer olarak krisin, hesperitin ve epigallokatesinin NO
seviyelerini doza bagimli olarak modiile ederek, pro-infalamtuar sitokin iireterek veya
makrofaj hiicrelerinin M2 polarizasyonunu suprese ederek anti-kanser etki
gosterebilecegini bildirmistir [350, 351]. Ayrica sonuglarimiz, farkli dozlarda uygulanan

krisin etken maddesinin makrofaj hiicrelerinin kanser hiicrelerine kars1 gosterdigi
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sitotoksik yanit {izerinde farkli etkiler yarattign da gdzlemlenmistir. Ozellikle 75 pM
konsantrasyonda krisin, makrofajlarin belirgin bir sekilde kanser hiicrelerinin apoptoza
gitmesini indiiklerken, 50 uM dozda bu etkilerin gozlenmemesi dikkat g¢ekicidir. Bu
durum, polifenollerin doz, hedef sistem ve hiicre tipi ile hedef hiicrenin biyolojik durumu
gibi faktorlere bagli olarak farkli ve bazen paradoksal etkiler gostermesini [352] destekler
niteliktedir. Bu doz bagimli farkliliklar, kanser tedavisinde fitokimyasallarin uygun doz

araliklarin dikkatle belirlenmesi gerektigine igaret eder.

Calismamizdaki 6nemli sonuglardan biri, NK ve T hiicrelerinin meme kanseri hiicre
hatlarma kars1 tepkisinde EGF tedavisinin etkisi olmustur. Arastirmalar, epidermal
biiylime faktorii reseptoriiniin (EGFR) meme kanseri hiicrelerinin ¢ogalmasi ve gocilinde
hayati bir rol oynadigini gostermektedir. EGFR'lar ¢esitli insan kanserlerinde belirgin bir
sekilde asir1 ifade edilmekte ve meme kanseri prognozu i¢in olumsuz gostergeler olarak
kabul edilmektedir [353]. Onceki bir ¢alisma, EGF'nin kolon kanseri kok hiicrelerinde
PD-L1'in hiicre zarina tasinmasini kolaylastirdigini ve boylece kanser immiinoterapisinde
rol oynadigin1 6ne stirmektedir [354]. Baska bir ¢alismada, krisin tiirevi olan CHM-09,
EGFR inhibitorleri ile birlikte hiicre ¢ogalmasini ve gocilinii inhibe etme, apoptozu
tetikleme ve hiicre dongiisii durdurma gibi benzer etkiler gostermistir [355]. EGF'nin
MDA-MB-231 ve MCEF-7 hiicrelerinde ifade edilen EGFR reseptoriiniin aktivasyonunu
takiben T hiicreleri ve NK hiicrelerinin antikanser yaniti tizerindeki etkisinin gosterilmesi
Ornegin, meme kanseri hiicrelerinde EGFR ve immiin kontrol proteinleri arasindaki
baglantiyr kurma konusunda 6n ¢alisma olarak hizmet edebilir [356, 357]. Bu durum,
uyguladigimiz EGF tedavisinin NK-92 ve T hiicrelerinin tepkilerini kontrol gruplarina
gore Onemli Olciide degistirmesi nedeniyledir. Ancak, STAT yollar1 veya
PI3K/AKT/mtor gibi EGF/EGFR ile iliskili yollar iizerindeki etkileri gdstermek i¢in daha

fazla ¢aligmaya ihtiyac¢ vardir.

PD-1/PD-L1 yolak blokajina dayali immiinoterapi, birgok tiir kanserin tedavisinde etkili
oldugu kanitlanmis ve bu nedenle klinik uygulamalar icin bir dizi FDA onay1 almas,
paradigma degistirici ve ¢igir agan bir terapotik yaklagimi temsil etmektedir [328]. Bu
immiin kontrol noktasi hedefli terapiler, PD-1 ve PD-L1'in etkilesimini bloke eden
monoklonal antikorlar temelinde gelistirilmektedir. Tiimdr hiicrelerinde ve ev sahibi
antijen igeren hiicrelerde (APC) PD-L1 ifadesinin, timdr immiin kagmilmazlig ve koti
klinik sonugclarla iligkili oldugu bildirilmistir [358, 359]. Bu nedenle, hem timér
hiicrelerinde hem de APC'lerde PD-L1 ifadesini azaltabilen hedefli terapiler, PD-1/PD-
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L1 immiin kontrol noktasi ile miidahale ederek ev sahibi bagisikligini yeniden aktive
etmek i¢in alternatif bir terap6tik yaklasim haline gelebilir. Meme kanseri hiicrelerine
kars1 anti-proliferatif ve apoptotik etkilerini gdsterdigimiz krisin; literatiirlerle de benzer
bir sekilde, EGF ile uyarilan meme kanseri hiicrelerinde PD-L1 protein ekspresyonunu
artirmistir. Yapilan bir ¢calisma kolon kanseri kok hiicrelerinde EGF'nin PD-L1'in hiicre
yiizeyine taginmasini tesvik ettigini gostermistir [354]. Kiiglik hiicreli akciger kanseri ile
yiiriitiilen bir ¢calismada ise EGFR ile PD1/PD-L1 yolag: arasindaki baglant1 aragtirilmis
ve EGFR sinyal yolunun tiimér hiicrelerinde MHC I/II ve PD-L1 ekspresyonunu ve
lenfositlerin aktivitesini diizenleyerek bagisiklik diizenleyici etkisi oldugunu bildirmistir
[186]. Baska bir ¢alismada ise, 6zofagus skuamoz kanserinde EGFR sinyal yolunun
aktivasyonu ile PD-L1 ekspresyonunun EGFR'ye bagimli bir sekilde onemli olgiide
arttigin1 ve EGFR sinyal yolunun bloke edilmesi durumunda keskin bir sekilde azaldigi
bulmustur. Yiikselen PD-L1 ekspresyonu EGFR-STAT3 sinyal yoluyla iliskili olmayip,
EGFR-PI3K-AKT, EGFR-Ras-Raf-Erk ve EGFR-PLC-y sinyal yollarindan etkilenmis
olabilecegi sonucuna varilmigtir [183, 184]. Yine kii¢iik hiicreli akciger kanser
hiicrelerinde EGF wuyarimi1 ile EGFR aktivasyonunun PD-L1 ekspresyonunu
indiikleyebilecegi bulunmus hatta EGFR'yi EGFR-TKI'ler ile inhibe etmenin, T
hiicrelerinin baskilanmasini ortadan kaldirarak interferon-y iiretimini de artirabilecegi
bildirilmistir [360]. Literatiirde, EGF ile uyarilan meme kanseri hiicrelerindeki PD-L1
ifadesi arasindaki iliskinin degerlendirildigi bir ¢alisma bulunmamaktadir bu nedenle
calismanin sonuglar1 PD-L1 proteini ve EGF arasindaki iliskinin anlasilmasi agisindan

literatiire katki saglamistir.

Immiin kontrol noktas1 blokaj terapileri sitotoksik T hiicreleri iizerinde bulunan immiin
kontrol-noktasi reseptorlerini ilgili ligandlariyla baglanmasini bloke etmeyi hedefleyen
terapilerdir [361]. Tiimore ve viral enfeksiyonlara karsi verilen hizli yanitta etkili olan
NK hiicreleri, dendritik hiicreler gibi antijen-igeren hiicreler (APCs) ve T-hiicrelerini
regiile eden hiicrelerde (Treg) de immiin kontrol noktasi reseptorleri bulunur [360].
Dolayistyla, immiin kontrol noktas1 blokdrleri tiimor hiicrelerine karsi gelistirilen immiin
yanitin artmasini saglayan 6nemli ajanlar olup FDA onayli anti-PD-L1 ve anti-PD1 ilaglar
gelistirilmistir [362]. Bununla birlikte, yapilan klinik ¢aligmalar, bu tiir ajanlarin viicudun
anti-enflamatuar yanit sistemini bozdugunu, oto-immiin hastaliklara yakalanma riskini
arttirdigin1 ve kanser hiicreleri disindaki hiicrelerde T hiicresi yanitlarin1 bozduklarini

gostermistir [363]. Bu yan etkileri nedeniyle, 6zellikle son yillarda yapilan ¢aligmalarla
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elde edilebilirlikleri kolay, yan etkileri diisiik, kanser hiicrelerine selektif ve anti-kanser
Ozellikleri bilinen dogal etken maddelerin, immiin kontrol noktasi inhibisyonu gibi
immiin-modulasyon yollariyla timore karst olan bagisiklik yanitim1  degistirip
degistiremeyecegi sorusu yanitlanmaya calisilmaktadir. Dogal iiriinler, PD-1 ve PD-L1
etkilesiminin dogrudan bloke edilmesi, tiimdrlerde PD-1/PD-L1 seviyelerinin
baskilanmasi ve kombinasyon tedavisi dahil olmak {izere ¢esitli stratejiler yoluyla PD-
1/PD-L1 eksenini hedefleyebilir [364]. Calismalar, ozellikle bitkilerde veya balda
bulunan polifenollerin (6rn; kurkumin, resveratrol), kardiyotonik steroidlerin (Orn;
digoksin ve bufalin), terpenoidlerin (6rn; paklitaksel, artemisinin ve triptolid),
polisakaritlerin (6rn; lentinan), saponinler, ve kapsaisinin potansiyel immiinomodiilator
etkilerini gostermistir [227, 365, 366, 367, 368]. 2022°de yaymlanmis tek bir ¢calismada
ise krisinin, PD-L1'in in vivo ve in vitro ekspresyonunu 6nemli 6l¢iide inhibe ettigi, T
hiicrelerinin proliferasyonunu ve IL-2 konsantrasyonunu artirabildigi ortaya konmustur
[337]. Ancak, krisinin meme kanseri hiicrelerindeki anti-kanser ozelliginin in vitro
ortamda PD-L1 gibi immiin kontrol noktasi proteiniyle iliskilendirildigi ve PD-L1'i
diizenleyen mekanizmalarin ortaya kondugu bir ¢alisma yoktur. Literatiirde MCF-7 ve
MDA-MB-231 hiicrelerinin diger baz1 kanser hiicre hatlariyla karsilastirildiginda en
yilksek PD-L1 seviyesini ifade etmis olduklart ve bu durum onlarin daha yiiksek
immiinosupresif etkileri oldugu bildirilmistir [167]. Bu nedenle bu iki meme kanseri
hiicre hattinda PD-L1 ifadesinin degisimini analiz etmek anlamlidir. Bu ¢alisma ile daha
once ¢esitli fitokimyasallar ile yiiriitiilen calismalara benzer sekilde krisinin PD-L1
protein diizeyleri uyarilmis iki farkli meme kanseri hiicre hattinda da PD-L1 ifadesini
inhibe etmis olmas1 ¢alismanim en dikkat cekici sonuglarindan biridir. Iki farkli meme
kanseri hiicre hatt1 incelendiginde MCF-7 hiicrelerinde ekspresyon diizeyi indiiklenen
PD-L1 diizeyi MDA-MB-231 hiicrelerine gore daha fazla inhibe edilmistir. Bunun
sebebi; genomik, epigenetik, transkripsiyonel ve proteomik analizler neticesinde meme
kanseri alt tiplerinin farkl1 yolak aktivitesi ve ilerlemesi gdstermeleri olabilir [2]. Ornegin,
MCEF-7 (0strojen ve progesteron pozitif) ve MDA-MB-231 (ii¢lii negatif) hiicreleri, her
ikisinin de invaziv duktal/meme karsinomu hiicreleri olmalarina ragmen bir¢ok
fenotipik/genotipik farkliliklara sahip olmalar1 ve tedaviye yanit bakimindan 6nemli
farkliliklar gosterirler. Krisinin diisiik biyoyararlanimi diisiiniildiigiinde [369], PD-L1
proteinlerine olan etkisini ve immiinomodulatér 6zelligini in vivo hayvan modelleriyle

yiiriitiilen preklinik ¢aligmalar ve ileri klinik ¢aligmalar ile desteklemek gerekmektedir.
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Daha oOnce yapilan c¢alismalarda propoliste bulunan galangin ve pinocembrin
flavonoidlerinin hepatoseliiler karsinom hiicrelerinde PI3K/Akt yolagini regiile ettigi
gosterilmistir [268]. Krisinin ise kolorektal kanser hiicrelerinde ve serebral iskemik
farelerin beyin dokularindaki ve néroblastom hiicre hatlarinda PI3K/Akt/mTOR yolagini
diizenledigi bilinmektedir [370, 315]. Calismamizda, akt proteininin fosforilasyonunun
EGF ile proliferasyonu ve PD-L1 diizeyi uyarilmis meme kanseri hiicrelerinde azaldigi
gbzlemlenirken, p-mTOR proteini i¢in ayn1 durum gézlenmemistir. Bu farkliligin birkag
olas1 nedeni olabilir. ilk olarak, AKT ve mTOR sinyal yollarinimn birbirinden bagimsiz
olarak farkli diizenleyici mekanizmalara sahip olabilecegi diisiiniilmektedir [371, 372].
AKT, hiicre ici sinyalizasyonu baslatan bir kinaz olarak, genellikle ¢esitli ¢evresel
uyaranlar ve biiyiime faktorleri tarafindan daha hizli ve dinamik bir sekilde fosforile
olabilir. Buna karsilik, mTOR proteini daha karmasik ve genis bir protein kompleksinin
pargasidir ve bu nedenle fosforilasyonu daha direncli olabilir veya spesifik olarak belirli
uyaranlarla aktive olabilir. Bir diger olasilik ise, AKT'nin fosforilasyonunun
flavonoidlerle daha dogrudan hedef alinabilecegi ve bu nedenle mTOR'a kiyasla daha
hizl1 bir inhibisyona ugrayabilecegidir [373]. Flavonoidler, hiicre sinyalleme yollarinda
coklu hedeflere etki ederken, AKT kinazini spesifik olarak baskilayabilir. Flavonoidlerin
AKT'nin upstream regiilatorleri olan fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K) veya fosfoinositid
bagiml kinaz-1 (PDK1) iizerinde de etkili oldugu bilinmektedir [374]. Bu da AKT'nin
fosforilasyonunu  daha dogrudan inhibe ederken, mTOR komplekslerinin

diizenlenmesinin daha direngli kalmasini saglayabilir.

AKT protein ekspresyonunun iki meme kanseri hiicre hattinda da krisin ile inhibe
edilmesi ¢alismamizin 6nemli bulgularindan biridir. Krisinin 6zellikle AKT
fosforilasyonunu baskilayarak hiicre proliferasyonu ve hayatta kalma mekanizmalarin
hedef almasi, kanser tedavisinde Onemli bir strateji olabilir. Bu inhibisyon, hiicre
dongiisiinii durdurma, apoptozun indiiklenmesi ve hiicresel stres yanitlarinin artirilmasi
gibi cesitli yollardan kanser hiicrelerinin biiyiimesini sinirlandirabilir. Ancak, AKT
inhibisyonunun mTOR iizerindeki dolayh etkilerinin sinirl kalmasi, bu iki yol arasinda
daha karmasik bir iliski olabilecegini diisiindlirmektedir. Bu nedenle, AKT'yi inhibe eden
krisinin mTOR sinyal yoluna etkileri daha ayrintili olarak incelenmeli ve bu bilesiklerin

hangi kosullarda her iki proteini de etkin bir sekilde baskilayabilecegi arastirilmalidir.

AKT-mTOR yolu, meme kanserinde yer alan bir¢ok onkogenin aktivasyonu igin bir

yakinsama noktast olarak hizmet ettiginden, bu yolun muhtemelen PD-LI1
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ekspresyonunun kontroliinden sorumlu olup olmadigini arastiran ¢alismalar da kisithdir
[375]. Dahas1 krisinin agresif ve agresif olmayan iki farkli meme kanseri hiicre hatti
tiriinde EGF indiiksiyonu ile Akt/mTOR sinyal yolagi tizerinden PD-L1 ekspresyonunu
diizenlediginin arastirildigi  bir ¢alismaya da literatiirde rastlanmamistir. Bu
mekanizmanin aydinlatilmasi ile literatiirden farkli olarak; krisinin yalnizca PD-L1
tizerine olan etkisi degil ayni1 zamanda PD-L1’ e olan etkisini muhtemel bir {ist bir sinyal
yolag ile gerceklesip gerceklestirmedigi de ortaya konulabilir. Biz de ¢alismamizda EGF
ile PD-L1 diizeyinin arttigini1 ve krisinin bu artis1 inhibe ettigini, p-akt diizeyiyle paralel
bir sekilde gosterdik fakat krisin etken maddesinin akt/mtor yolagi iizerinden PD-L1
protein ekspresyonunu inhibe ettigini gosterebilmek i¢in daha ileri molekiiler mekanizma

calismalarina ihtiyag¢ vardir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu calisma, krisinin dogal yollarla elde edilen bir flavonoid olarak, meme kanseri
hiicrelerine kars1 anti-proliferatif, hiicre i¢ci ROS'u artirict ve anti-apoptotik etkiler
sergiledigini ortaya koymustur. Ayrica, in vitro modellerde NK-92, Jurkat T ve RAW
makrofaj hiicrelerinin aktivitelerini artirdig1 gézlemlenmistir. Krisin, NK, T ve makrofaj
hiicrelerine bagli sitotoksik etkileri doz bagimli bir sekilde modifiye etme potansiyeline
sahiptir. Ozellikle, EGF ile proliferasyonu indiiklenmis meme kanseri hiicrelerinde PD-
L1 diizeylerini inhibe ederek, immiin sistemden ka¢is mekanizmalarindan biri olan PD-
1/PD-L1 yolaklarina etkisi gézlemlenmis ve bu durum, krisinin immiinomodiilatér bir

ajan olarak kullanilma potansiyelini vurgulamistir.

NK-92 hiicrelerinde krisin, kanser hiicrelerine karst TNF-a, granzim B ve nitrik oksit
(NO) iiretiminin yukar1 regiilasyonu ile sitotoksik etkileri kolaylastirirken, T
hiicrelerindeki etkiler IFN-y, granzim B ve IL-2 seviyelerinin ylikselmesiyle aracilik
edilmistir. Makrofaj hiicrelerinde ise nitrik oksit iiretiminin indiiklenmesi sonucunda
kanser hiicrelerinde apoptoz tetiklenmistir. Akt/mTOR yolaklar {izerindeki etkileri de
incelenmis olup, krisinin Akt fosforilasyonunu anlamli derecede azalttig1 ancak mTOR
proteini lizerinde aym etkiyi gostermedigi tespit edilmistir. Bu durum, krisinin bu
yolaktaki fonksiyonunun daha ileri caligmalarla aydinlatilmasi gerektigini ortaya

koymaktadir.

(Calisma sonunda krisinin meme kanseri tedavisinde tek basina veya kombinasyonlar
halinde klinik olarak kullanilma potansiyeli ortaya konmustur. Sonuclar 1s18inda daha
ileri ¢aligmalar ile krisin veya tiirevlerinin formiile edildigi ilaclar gelistirilebilir ve bu
sayede konvansiyonel tedavilere gore daha az maliyetli ve elde edilebilirligi kolay bir
alternatif tedavi secenegi sunulur. Ayrica, tip alaninda bagisiklik sistemi modiilasyonu
temelli tedavi olusturmaya yonelik alternatif kimyasallar ve dogal kaynakli bilesiklerin

arastiritlmasini da destekler sonuglar elde edilmistir.

Ancak, krisinin bagisiklik yanit lizerindeki etkilerinin daha iyi anlasilabilmesi ve klinikte

kullanilabilir bir ilaca doniisebilmesi i¢in in vivo hayvan modeli ¢alismalarin yani sira
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klinik ¢alismalara da ihtiya¢ vardir. ileri klinik ¢alismalarmn yani sira in vitro ve in vivo
olarak da daha ileri molekiiler tekniklerin kullanildig1r calismalar planlanmalidir.
Omegin; PD-L1 iizerindeki etkilerinin daha iyi anlasilabilmesi i¢in bu protein
ekspresyonunun susturuldugu genetik olarak modifiye edilmis hayvan ve hiicre kiiltiirti
modellerinde krisinin etkileri degerlendirilmeli, NK hiicrelerindeki etkileri insan
kaynakli kan Orneklerinden veya hayvan modelli ¢alismalar ile gosterilmeli, T
hiicrelerinin yanitlarinin arastiritlmasinda T hiicrelerine 6zgii ylizey proteinlerine olan
etkileri yine preklinik c¢alismalarla ortaya konmalidir. Akt/mtor yolagi ve PD-LI1
proteinleri arasindaki iliski ve bu yolaklar iizerindeki krisin etkisi de hem translasyonel
hem de transkripsiyonel diizeyde sinyal yolaklarindaki diger genlerin de ifadeleri
arastirilarak degerlendirilmelidir. Tiim bu 6neriler krisinin bu ¢alisma ile ortaya konmus
olan immiinmodulatdr etki potansiyelini destekleyecek ve literatiire 6nemli katkilar

saglayacaktir.
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EK B: TABLO

Tablo A1: Kullanilan kimyasallarin listesi

Kimyasal Adi Marka Kullanim Amaci
Sodyum Kloriir (NaCl) Sigma-Aldrich
Potasyum Kloriir (KCI) Sigma-Aldrich Tiim bu kimyasallar genel

Etilen Diamin Tetra Asetik Asit

Sigma-Aldrich

laboratuvar soliisyon ve tamponlar1
icin kullanilmustir.

(EDTA)
Tris HCI Sigma-Aldrich
Tris Baz Sigma-Aldrich
Etil Alkol Merck Sterilizasyon i¢in kullanilmustir.
b ALY ik aalizasyon i Kulamlmsr.
Fetal Sigir Serumu Gibco
Penisilin/Streptomisin Gibco
F12K Medyumu Gibco
DMEM HG medyum Sigma-Aldrich
RPMI medyum PanBiotech Genel hﬁ(liflll; fﬁ;ﬁ;ﬁl igfflalan igin
Alfa-MEM medyum Gibco

Tripsin-EDTA
L- Glutamin
Dondurma Medyumu

Horse Serum

Krisin

Fitoagliitinin-M (PHA-M)

Rekombinant insan EGF

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
ABM

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Gibco

Peprotech

Flavonoid etken madde olarak
kullanilmustir.

T hiicrelerinin stimiilasyonu igin
kullanilmistir

Hiicre i¢i reaktif oksijen tiirlerinin
6l¢limii i¢in kullanilmustir.

Insan IL-2 rekombinant protein

Gibco

NK-92 hiicre stimiilasyonu igin

kullanilmstir.
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Tablo A1 (devamm): Kullanilan kimyasallarin listesi

Kimyasal Adi Marka Kullammm Amaci
CD274 (PD-L1, B7-H1) Monoklonal . .
eBioscience protein ekspresyonunu tespit etmek

Antikor (MIH1)

p-aktl Monoklonal Antikor (Ser473),

p-mTOR Monoklonal antikor
(Ser2448)

Kaspaz-3 Monoklonal antikor

FITC anti-fare CD3 Antikor

PE Anti-insan CD56/NCAM Antikor
(5.1H11)

Anti-fare IgG, HRP-bagli sekonder
antikor

Anti-tavsan IgG, HRP-bagli sekonder
antikor

Alexa Fluor® 488 Donkey anti-rabbit
IgG (minimal x-reactivity) Antikor

Alexa Fluor® 488 Goat anti-mouse
IgG (minimal x-reactivity) Antibody

DAPI

Clarity Western ECL Substrate, 500
ml

Modifiye Griess Reaktifi

Akridin turuncusu

Etidyum Bromiir

Mini-PROTEAN Precast Jel

Elabscience, E-AB-51038

Cell Signaling, #2971

Cell Signaling, #9662

Biolegend, #100203

Elabscience

Cell signaling technology

Cell signaling technology

Biolegend, 406416

Biolegend, 405319

ThermoFisher Scientific

Biorad

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Biorad

i¢in kullanilmugtir.

Kanser hiicrelerindeki p-akt protein
ekspresyonunu tespit etmek igin
kullanilmstr.

Kanser hiicrelerindeki p-mtor
protein ekspresyonunu tespit etmek
i¢in kullanilmigtir.

Immiinfloresan Boyama ile
apoptotik etki tayininde
kullanilmustir.

Akis sitometri testinde negatif
isaretleyici olarak kullanilmistir.

Akis sitometri testinde pozitif
isaretleyici olarak kullanilmistir.

Westernblot deneylerinde sekonder
antikor olarak kullanilmigtir.

Westernblot deneylerinde sekonder
antikor olarak kullanilmigtir.

IF boyama deneylerinde primer
antikora baglanan floresan
isaretleyici antikor olarak

kullanilmstir.

IF boyama deneylerinde primer
antikora baglanan floresan
isaretleyici antikor olarak
kullanilmustir.

IF boyama deneylerinde gekirdek
boyasi olarak kullanilmigtir.

Westernblot deneylerinde
membrandaki proteinlerin
goriintiilenmesi i¢in kullanilmustir.
NO 6l¢iimii i¢in kullanilmigtir.

Apoptoz testleri i¢in kullanilmustir.

Apoptoz ve DNA Hasari
goriintiilemesi i¢in kullanilmigtir.

Westernblotta proteinlerin jelde
yiiriitiilmesinde kullanilmstir.
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Tablo A1 (devamm): Kullanilan kimyasallarin listesi

Kimyasal Ad1 Marka Kullammm Amaci
Dimetil Siilfoksit (DMSO) Sigma-Aldrich Etken madde hazirhginda
kullanilmugtir
Blotting-Grade Blocker Biorad Western-blot deneylerinde

Triton-X

Sodyum Hidroksit (NaOH)

HCI

RIPA Tampon Kokteyli

Bradford Reaktifi (Thermoscientific)

Laemlli Sample Buffer (4x)

Protein Ladder

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Santa Cruz

BioRad

Biorad

ThermoScientific

kullanilmugtir

TBST- tampon hazirliginda
kullanilmigtir

Tamponlarin pH ayarlamasinda
kulanilmustir.

Tamponlarin pH ayarlamasinda
kulanilmustir.

Hiicre lizisi i¢in kullanilir.
Protein 6l¢iimii i¢in kullanilir.

Western Blotta 6rnek yiiklerken
kullanilmustir.

Western blotta standart olarak
kullanilmustir.
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