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Meme kanseri kadınlar arasında en sık görülen sağlık sorunudur. Her yıl binlerce kadını 

etkilemektedir. Meme kanseri tedavisinde kullanılan kemoterapi ve radyoterapi gibi geleneksel 

yöntemler komplikasyonlara neden olmaktadır. Bu durum yeni bir tedavi modeli arayıĢını 

zorunlu kılmaktadır. Ġmmün hücre alt grubu NK hücreleri sitotoksik özellikleri ile dikkat 

çekmektedir. Kanser hücreleriyle savaĢmada çok etkilidirler. NK hücrelerinin en sitotoksik olanı 

NK-92'dir. Bu tezde, aktivatör reseptörü KIR2DL4 anti-KIR2DL4 mAb 33 ile sitotoksik NK-92 

hücreleri uyarılarak NK-92 hücrelerinin aktivasyonu sağlanmıĢtır. Aktive edilmiĢ NK-92 

hücreleri ile meme kanseri hücre hatlarına karĢı sitotoksik etki artırılmaya çalıĢılmıĢtır. Ayrıca 

trastuzumab ve anti-KIR2DL4 mAb antikor kombinasyonunun HER2+ meme kanseri 

hücrelerine karĢı öldürme etkinliği değerlendirilmiĢtir. ĠndüklenmiĢ ve indüklenmemiĢ NK-92 

hücreleri, 1:1, 1:5 ve 1:10 hücre oranlarında meme kanseri MCF-7, SK-BR-3 ve normal meme 

MCF-12A ile birlikte kültürlendi. Antikor ve/veya trastuzumab ile birlikte kültürlenen hücreler, 

en etkili hücre oranını belirlemek için WST-1 ile sitotoksisite analizi yapılmıĢtır. Etkili hücre 

oranı belirlendikten sonra, apoptoz yolundaki Caspase 3, Caspase 9 ve Bax proteinlerinin 

sentezi immün boyama ve western blot ile analiz edilmiĢtir. Elde edilen sonuçlarda indüklenen 

NK-92 hücreleri MCF-12A normal meme hücreleri üzerinde herhangi bir etki 

göstermemektedir. Bununla birlikte, MCF-7 ve SK-BR-3, meme kanseri hücreleri üzerinde 

önemli sitotoksik etkiler göstermektedir. HER2+ SK-BR-3 için trastuzumab ve agonistik antikor 

kombinasyonu sonuçlarında hücre ölümü vardır. Fakat bu sonuçlar istatistiksel olarak anlamlı 

degildir. Agonistik antikor anti-KIR2DL4 mAb 33 ile indüklenen tüm NK-92 hücre gruplarında 

etkili olmasına rağmen, en etkili sonuç meme kanseri hücre hatlarına (MCF-7 ve SK-BR-3) 

karĢı 1:10 oranında elde edilmiĢtir. (Hedef: Efektör). Elde edilen immün boyama ve western 

blot sonuçlarına göre, indüklenmiĢ NK-92 hücreleri ile birlikte kültürlenen gruplarda apoptoz 

yolundaki proteinler önemli ölçüde artmıĢtır. Elde edilen veriler yeni bir tedavi modeli 

sunabilme özelliğine sahiptir ve faz çalıĢmaları ile klinik çalıĢmalara yön veren temel bilgileri 

içermektedir. 
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Breast cancer is the most common health problem among women. It affects thousands of 

women every year. Traditional methods such as chemotherapy and radiotherapy used in the 

treatment of breast cancer cause complications. This situation necessitates the search for a new 

treatment model. Immune cell subgroup NK cells attract attention with their cytotoxic 

properties. They are very effective in fighting cancer cells. The most cytotoxic of NK cells is 

NK-92. In this thesis, activation of NK-92 cells was achieved by inducing cytotoxic NK-92 

cells with activator receptor KIR2DL4 anti-KIR2DL4 mAb 33. It was tried to increase the 

cytotoxic effect against breast cancer cell lines with activated NK-92 cells. In addition, the 

killing efficiency of trastuzumab and anti-KIR2DL4 mAb antibody combination against HER2+ 

breast cancer cells was evaluated. Induced and uninduced NK-92 cells were co-cultured with 

breast cancer MCF-7, SK-BR-3 and normal breast MCF-12A at cell ratios of 1:1, 1:5, and 1:10. 

Cells co-cultured with antibody and/or trastuzumab were performed cytotoxicity assay with 

WST-1 to determine the most effective cell ratio. After determining the effective cell ratio, the 

synthesis of Caspase 3, Caspase 9 and Bax proteins in the apoptosis pathway was analyzed by 

immunostaining and western blot. In the results obtained, the induced NK-92 cells do not show 

any effect on MCF-12A normal breast cells. However, MCF-7 and SK-BR-3 show significant 

cytotoxic effects on breast cancer cells. For HER2+ SK-BR-3, the combination of trastuzumab 

and agonistic antibody results in cell death. However, these results were not statistically 

significant. Although it was effective in all groups of NK-92 cells induced by agonistic antibody 

anti-KIR2DL4 mAb 33, the most effective result was obtained against breast cancer cell lines 

(MCF-7 and SK-BR-3) at a ratio of 1:10 (Target: Effector). According to the obtained 

immunostaining and western blot results, proteins in the apoptosis pathway were significantly 

increased in groups co-cultured with induced NK-92 cells. The data obtained are capable of 

presenting a new treatment model and contain basic information that guides phase studies and 

clinical studies. 
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1. GİRİŞ 

Kanser hücreleri yaĢamsal özelliklerini kaybeden normal hücrelerin anormal bir Ģekilde 

bölünmesi ve vücutta oluĢturduğu metastaz ile karakterizedir. Ġntrinsik veya eksojen gen 

mutasyonları sonucunda kanser hücreleri oluĢmaktadır. Dünya çapında hala önemli bir 

problem olan kanser hastalığı gelecekte de etkisini sürdürmesi beklenmektedir (Zhou 

2014). Kanser türleri arasında meme kanseri kadınlarda en sık görülen malignitesi 

yüksek kanser çeĢitidir (DeSantis vd. 2014). 

Geleneksel tedavi yöntemlerinden cerrahi, kemoterapi ve radyoterapi ile kanser 

hücrelerinin yok edilmesi sağlansada, kanser hücresi kalıntıları ve metastaza bağlı 

hastalığın tekrarı önemli bir sorun olmaktadır. Ayrıca kemoterapi ve radyoterapinin 

sağlıklı hücreleride hedefliyor olması baĢlıca bir problem olarak görülmektedir. Bu 

nedenlerden dolayı günümüzde kiĢiye özel ve kanser hücrelerine spesifik tedavilere 

olan ihtiyaç ve ilgi artmaktadır (Wayteck vd. 2014). Son yıllarda geleneksel tedavilere 

ek olarak kanser immünolojisi ve immünoterapisi üzerine yapılan araĢtırmalar hız 

kazanmaktadır. Hedef, bağıĢıklık sistemi hücreleri ve molekülleri aracılığı ile kanser 

hücrelerinin spesifik bir Ģekilde yok edilmesini sağlamaktır. Vücut için yan etkisi az, 

daha güvenilir tedavi yöntemleri geliĢtirilmeye çalıĢılmaktadır. 

Doğal öldürücü hücreler immün sistemde sadece viral ve bakteriyel değil kanser 

hücrelerin yok edilmesinde de önemli görevler üstlenmiĢtir. Bu durumda NK 

hücrelerinin sitotoksik etkisi immün sistemin önemli bir parçasıdır. Kanser hücreleri ve 

immün sistem arasındaki iliĢki oldukça ilgi konusu olmuĢtur ve bu yönde daha çok 

çalıĢma yapılmaya baĢlamıĢtır. Ġmmün sistem hücrelerinin kanser hücrelerine etkilerini 

inceleyen bir çok çalıĢma bulunmaktadır. Son yıllarda doğal öldürücü (NK) hücrelerin 

kanser hücrelerini kontrol altına alınmasında önemli roller aldığı yönünde çalıĢmalar 

bulunmakta ve araĢtırılmaya devam etmektedir (Guillerey vd. 2016). 

Vücuttaki NK hücrelerinin tümü kanser hücreleri ile savaĢma yeteneğinde değildir. 

Fakat aktivitesi yüksek olan NK hücreleri bu savaĢı baĢlatabilir. Bu yüzden vücuttaki 

NK hücrelerinin sayısı kadar aktif hücreler olması da önemlidir. NK hücreleri üzerinde 
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çok sayıda aktive edici ve inhibe edici reseptörler bulunur (Zitvogel vd. 2016). Bu 

hücrelerin kanser hücrelerine karĢı sitotoksik etkisi üzerinde bulunan reseptörlerin 

dengesine göre belirlenmektedir. Aktivatör veya inhibitör yönünün ağır basması efektör 

hücrelerin davranıĢını belirlemektedir. Son yapılan çalıĢmaların çoğu NK hücreleri 

üzerindeki reseptör ve bunlara bağlanan kanser hücresi yüzeyindeki ligandların 

gösterdiği değiĢime dikkat çekmektedir (Pazina vd. 2017).  

Meme kanserlerinin immünojenitesinde bir çok kanser çeĢitinde görüldüğü gibi NK 

hücre ligandlarının mRNA ve protein profillerinin sağlıklı hücreye göre farklı olduğu 

gösterilmiĢtir. Bu profillerin farklılığı kanser hücrelerinde baĢarılı bir immünitenin 

sonucu olduğu düĢünülmektedir (Mamassier vd. 2011). Ġmmün hücreler ile kanser 

tedavi etme çalıĢmaları son dönemde oldukça dikkat çekmektedir. Geleneksel 

yöntemlerin aksine spesifik, kanser hücresine özgü normal hücrelere zarar vermeden 

vücudun kendi immün sistemini kullanmak, kansere karĢı tedavi yöntemi geliĢtirmede 

önemli bir adımdır. Bu doğrultuda NK-92 hücre tabanlı tedaviler ön plana çıkmaktadır. 

Hücrenin aktivatör yönünün desteklenmesi sitototoksite bakımından avantaj 

sağlamaktadır. Aktivatör reseptörü KIR2DL4‟ü agonistik bir antikorla indükleyerek NK 

hücrelerini aktive etmek hala literatürde yer almayan özgün bir çalıĢmadır. NK-92 

hücrelerinin anti-KIR2DL4 mAb 33 klonu ile aktive edilip meme kanser hücre hatları 

üzerinde anti-kanser etkisinin araĢtırılması ve trastuzumab ile kombinasyonu antikor 

tedavi yaklaĢımı olarak tezin özgünlüğünü oluĢturmaktadır. Bu tezden elde edilen 

sonuçlar, anti-KIR2DL4 mAb 33‟un, meme kanseri tedavisinde kullanılması için 

gelecekteki in vivo ve faz çalıĢmalarına ıĢık tutacaktır. 
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2. KURAMSAL TEMELLER 

2.1 Kanser 

Dünya sağlık örgütünden alınan verilere göre kanser; vücudun hemen hemen her 

organında ve dokusunda baĢlayabilen anormal hücrelerin kontrolsüz bir Ģekilde 

bölünmesi ile diğer organ veya dokulara yayılarak normal sınırlarının ötesine geçen 

agresif bir hastalık grubudur. BaĢka doku ve organlara yayılma metastaz olarak 

adlandırılır ve kanserden ölümlerin baĢlıca nedenidir. Kötü huylu tümör ve neoplazma 

kanserin diğer yaygın isimleridir. Kanser altı farklı karakteristik özelliğe sahiptir 

(Hanahan ve Weinberg 2000). Bunlar; i. Hücre ölümüne direnç, ii. Anjiyogenez 

indüksiyonu, iii. Proliferasyon sinyalinin sürdürülmesi, iv. Ġnvazyon ve metastaz 

aktivasyonu, v. Replikatif ölümsüzlüğün sağlanması, vi. Büyüme baskılanmasından 

kaçıĢtır. Son yıllarda yapılan çalıĢmalar ile bu altı özelliğe ek olarak; i. Ġmmün 

sistemden kaçıĢ, ii. Hücresel enerji sistemini yok etme olarak yeni özellikler 

belirlenmiĢtir (Hanahan ve Weinberg 2011). 

Küresel olarak ikinci ölüm nedeni olan kanser 2020 yılında yaklaĢık 10 milyon kiĢinin 

ölümüne neden olmuĢtur (Ferlay vd. 2019). Erkeklerde en yaygın kanser türleri akciğer, 

prostat, kolorektal, mide ve karaciğer iken kadınlarda meme, kolorektal, akciğer, 

servikal ve tiroid kanseridir (Anonim 1). Uygun ve etkili tedavi için teĢhisin önemi 

büyüktür. Her kanser çeĢidi özel bir tedavi modeli gerektirir. Kanser tedavisi genellikle 

radyoterapi, kemoterapi ve cerrahi içerir. En eski tedavi Ģekli olan cerrahi tümör 

bölgesini negatif sınıra kadar belirleyip çıkarmaktır. Radyoterapi, cerrahi sonrası kalan 

kanser hücrelerini DNA zincirine zarar verecek Ģekilde hücreyi öldürmesidir. 

Kemoterapi ise, hücre bölünmesini ve DNA sentezini durdurma amaçlı antikanser 

ajanların kullanımını amaçlar. Kemoterapi kanser hücrelerinin yanında sağlıklı 

hücreleride hedefleyerek ciddi yan ekilere yol açmaktadır (Alam vd. 2018). Bu nedenle 

spesifik ve yan etkisi daha az tedavi modellerinin arayıĢı sürmektedir. Bunun yanında 

tüm kanser türlerinde erken teĢhisin önemi büyüktür. Meme kanseri, rahim ağzı kanseri 

ve kolorektal kanser türleri erken teĢhis edildiğinde yüksek iyileĢme oranlarına sahiptir. 
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2.2 Meme Kanseri 

Meme kanseri, oldukça kompleks, farklı klinik ve biyolojik davranıĢlara sahip heterojen 

bir hastalık olarak tanımlanmaktadır (Hamilton vd. 1988, Mittendorf vd. 2014, 

Bayraktar vd. 2017). Meme kanserinin moleküler alt tiplerine ait patojenite ve 

histolojisi Ģekil 2.1‟de gösterilmiĢtir (Anonim 2). 

 

ġekil 2.1 Meme kanserinin moleküler alt tipleri (Valentin 2012‟den uyarlanmıĢtır) 

Meme kanseri % 85 memenin glandüler dokusundaki kanallarda ya da % 15 epitel 

hücrelerinde ortaya çıkmaktadır. BaĢlangıçta kanser hücrelerinin büyümesi hiçbir 

semptoma neden olmadan minimum yayılma ile kanal veya lobüllerde sınırlıdır. 

Zamanla, kanser ilerleyebilir ve çevredeki meme dokusunu istila edebilir. Daha sonra 

çevredeki lenf düğümlerine veya vücuttaki diğer organlara (metastaz) yayılabilir. Meme 

kanserinde en etkin ölüm sebebi metastazdır (Anonim 1). Meme kanseri kadınlar 

arasında en sık görülen ve ölümlere neden olan kanser türüdür. Dünya sağlık 

örgütünden alınan verilere göre 2018‟de dünyada tanı konulan hasta sayısının 2 milyonu 

aĢtığı ve mortaliteninde 627 bin olduğu belirtilmiĢtir. 2019 yılında alınan verilere göre 

ABD‟de 271.270 kiĢiye yeni meme kanseri tanısı konulmuĢtur. Meme kanserinden 

kaybedilen hasta sayısının ise 42.260 olduğu tahmin edilmektedir (Siegel vd. 2019).  
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2020 yılında tüm dünyada meme kanseri teĢhisi konan 2,3 milyon kadın bulunmaktadır 

ve bunların 685.000‟de ölüm gerçekleĢmiĢtir. 2020 sonu itibari ile son 5 yılda teĢhisine 

göre kadınlar arasındaki en yaygın kanser türüdür. 2020 GLOBOCAN (Uluslararası 

Kanser Ajansı) istatistiklerine göre, tüm dünyada yaklaĢık 19 milyon yeni kanser 

vakasının yaklaĢık 2 milyonu meme kanseri tanısı almıĢ ve bunların 626 bini ölümle 

sonuçlanmıĢtır (Anonim 3) (ġekil 2.2).  GeliĢmiĢ ülkelerde her 8 kadından birine meme 

kanseri teĢhisi konulacağı tahmin edilmektedir. Bunun yanında meme kanseri görülme 

sıklığındaki artıĢa rağmen  mortalitede azalma görülmektedir. Aksine geliĢmekte olan 

ülkelerde ise görülme sıklığı ile mortalite doğru orantılıdır. 

 

ġekil 2.2 Uluslararası Kanser Ajansı kanser yeni tanı ve ölüm vakaları dağılım grafiği 

(GLOBOCAN 2020) (Anonim 3) 

2000‟li yıllarda Türkiye‟de ekonomik, sosyal, coğrafi ve kültürel faktörler nedeni ile 

farklı bölgelerde meme kanseri insidansı değiĢiklik göstermektedir. Türkiye‟nin 

batısında meme kanseri insidansı (50/100.000) Türkiye‟nin doğu kısmından 

(20/100.000) iki kattan daha fazla görülmektedir (Özmen 2008). Tüm dünyada olduğu 

gibi Türkiye‟de de insidansı artmaktadır. 

Meme kanseri kadın cinsiyetinde en yüksek risk faktörüdür. Meme kanserine 

yakalananların % 0.5-1‟ini erkekler oluĢturmaktadır. Ayrıca ailede meme kanseri 

öyküsü olması meme kanseri riskini artırmaktadır. BRCA1, BRCA2 ve PALB-2 

genlerindeki yüksek penetranslı gen mutasyonları meme kanseri riskini büyük ölçüde 

artırmaktadır (Anonim 1). 
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2.2.1 Meme kanseri tedavisi 

Meme kanseri tedavisi, erken teĢhis edildiğinde % 90 ve üzerinde hayatta kalma 

olasılığı ile oldukça etkilidir. Hastalığın kontrolü için genellikle memenin lenf 

düğümlerinde ve çevresindeki alanlarda cerrahi, radyasyon terapisi ve kemoterapi 

uygulanmaktadır. Tedavide  ilaçlar olarak endokrin (hormon) tedavisi, kemoterapi ve 

hedefe yönelik biyolojik tedavi (antikor) bulunmaktadır. Cerrahi tedavi genellikle 

hastalığın erken evresinde yapılan tedavi Ģeklidir. Radyoterapi lokal ileri evredeki 

kanserlerde uygulanan tedavi Ģeklidir. Kemoterapi ise erken evredeki hastalarda kür 

Ģansını artırmak için adjuvan, cerrahi tedaviyi kolaylaĢtırmak için neoadjuvan amaçlı ve 

ileri evredeki hastalarda yaĢam ömrünü uzatmak amaçlı palyatif olarak tercih 

edilmektedir. 

Meme kanseri için cerrahi öncesi ve sonrası verilebilecek tıbbi tedaviler kanserin 

biyolojik alt tipine bağlı olarak değiĢmektedir. Progesteron (PR) ve östrojen reseptörünü 

(ER) ifade eden kanserlerin, tamoksifen veya aromataz inhibitörleri gibi endokrin 

(hormon) tedavisine yanıt verme olasılığı yüksektir. Hormon reseptörü negatif olan 

kanser türleri PR ve ER eksprese etmeyen kanserlerdir ve kanser çok küçük olmadığı 

sürece kemoterapi ile tedavi edilmesi gerekmektedir. Günümüzde kullanılan kemoterapi 

çeĢitleri kanserin yayılma ve nüks etme olasılığını azaltmaktadır. Ayrıca meme kanseri 

tedavisinde radyoterapinin de büyük önemi vardır. Erken evrede cerrahiyi önleyebilir, 

kanserin nüks etme riskini azaltabilmektedir (Mutebi vd. 2020). Meme kanserleri HER-

2/ neu onkogeni adı verilen molekülü aĢırı ifade edebilirler. HER-2 pozitif kanserler, 

trastuzumab gibi biyolojik ajanlar ile tedavisi mümkündür. Antikor tabanlı bu biyolojik 

ajanlar oldukça etkilidir. Kanser hücrelerini öldürmede daha etkili olmaları için 

kemoterapi ilaçları ile birleĢtirilmektedirler. Son yıllarda hedefe yönelik immünoterapi 

yaklaĢımları tüm kanserlerde olduğu gibi meme kanserinde de dikkat çekmektedir. 

2.3 İmmünoterapi 

Bireylerin bağıĢıklık sisteminde yer alan hücrelerin belirli bir kısmını kullanarak kanser 

vb. hastalıkların tedavisinde kullanılan spesifik yönteme immünoterapi denilmektedir. 
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Biyolojik terapi veya biyoterapi olarakta adlandırılmaktadır (Anonim 4). Her geçen gün 

artmakta olan kanser vb. hastalıkların tedavi yöntemi non-spesifik yöntemlerden 

spesifik yöntemlere doğru ilerlemektedir. Geleneksel tedavi yöntemleri ile tümörün yok 

edilmesi sağlansa bile metastaz ile diğer dokulara yayılarak hastalığın nüks etmesi 

önemli bir sorundur. Geleneksel yöntemler ve ilaç tedavisinde kombine yaklaĢımlar 

kanser hücreleri öldürmede baĢarılı olsa da aynı zamanda sağlıklı hücrelerede zarar 

vermektedir. Bu nedenle immünoterapi tabanlı tedavi yaklaĢımlarının önemi 

artmaktadır (Wayteck vd. 2014). Ġmmünoterapide dıĢardan verilen maddelerle kanser 

hücrelerine karĢı immün cevap oluĢturulabildiği gibi vücudun kendi immün hücreleri ile 

de yanıt oluĢturulabilmektedir. Örneğin; NK (Natural Killer) Hücreleri, T lenfositler, B 

lenfositler, makrofajlar, dentritik hücreler de tümörün yok edilmesinde rol oynayabilir. 

Kanser hücrelerine etki eden bu immün hücreler kemoterapötiklerin aksine direkt 

kanser hücrelerini hedeflerler (Barbaros ve Dikmen 2015). 

2.4 Kanser İmmünoterapisi 

2.4.1 Kanser immünoterapisinin tarihi 

Ġmmün sistemin kanser tedavisinde kullanılması ve kanser hücrelerine karĢı yanıt 

oluĢturabileceği fikri ilk olarak 1980‟li yıllarda William Coley isimli bir cerrah 

tarafından ortaya atılmıĢ ve sarkom tedavisi için bakteri toksinlerini kullanması ile 

immünoterapi ortaya çıkmıĢtır (Coley 1893, 1908). Ġmmünoterapi yaklaĢımı Bacillus 

Calmette-Guerin (BCG) bakterisinin yüzeysel mesane kanserinde etkisinin gösterilmesi 

ve IL-2‟nin metastatik melanom tedavisinde kullanımı ile birlikte tekrar önem 

kazanmıĢtır (Morales vd. 1976, Atkins vd. 1999). 

1900‟lerde Paul Ehrlich tarafından tümörlerle etkileĢen moleküllerin kanser tedavisinde 

önemli bir yere sahip olabileceği belirtilmiĢtir. Bu antikor aracılı pasif immünoterapi 

olarak sınıflandırılacak olan tedavinin ilk bulgularıdır. 1975 yılında monoklonal antikor 

üretimi için hibridoma teknolojsi Cesar Milstein ve George Köhler tarafından 

geliĢtirilmiĢtir. Monoklonal antikorlar 1982 yılında baĢarılı bir Ģekilde kullanılmıĢ ve 

1986 yılında muromonab-CD3‟ü FDA tarafından onaylanmıĢtır. Ġlk hümanize 
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monoklonal antikor olan daclizumab ve rituximab 1997 yılında FDA tarafından 

onaylanmıĢtır. FDA, 2020‟ye kadar 79 farklı monoklonal antikoru onaylanmıĢtır. 

Günümüzde ise 570‟den fazla terapötik monoklonal antikorların klinik faz çalıĢmaları 

sürdürülmektedir (Lu vd. 2020). 

Ġlerleyen teknoloji sayesinde immünoloji alanındaki geliĢmeler, hücresel ve hümoral 

immünitenin daha iyi anlaĢılması ile immünoterapi alanındaki geliĢmeler hız 

kazanmıĢtır. Ġlk olarak 2010 yılında otolog hücresel immünoterapi aĢısı olan Sipuleucel-

T kastrasyon dirençli asemptomatik evre 4 prostat kanseri tedavisi, 2011 yılında ise 

anti-CTLA-4 immün denetim noktası inhibitör molekülü ipilimumab ileri evre melanom 

tedavisi için FDA tarafından onaylanmıĢtır (Mansh 2011, Gardner vd. 2012). Son 

çalıĢmalar ise hastanın kendi immün hücreleri kullanılarak yürütülen çalıĢmalarla 

ilerlemektedir. Bu geliĢmeler dahilinde immünoterapi kanser tedavisinde cerrahi, 

radyasyon, sitotoksik kemoterapi ve hedefe yönelik tedavilerin yanında önemli bir yer 

edinmiĢtir. 

2.4.2 İmmün sistem ve kanser 

Organizmanın devamlılığının sağlanmasında, dıĢ ve iç tehditlere karĢı korumakla 

görevli bir takım hücre, sitokin ve proteinlerden oluĢan kompleks sisteme immün sistem 

denilmektedir. Ġmmün cevap ise; konağın kendisine yabancı olan maddeyi tanıması ve 

ona karĢı yanıt vermesidir (Akçam 2005). Ġmmün sistem vücudu çevresel faktörlerin ve 

genetik etkenlerin sebep olabileceği kansere karĢı veya virüs, bakteri, mantar ve parazit 

gibi mikroorganizmaların oluĢturabileceği enfeksiyonlara karĢı korumaktadır (Anonim 

4). 

Ġmmün sistem “doğal bağıĢıklık” ve “edinsel (kazanılmıĢ) bağıĢıklık” olmak üzere iki 

gruba ayrılmaktadır. Vücut herhangi bir yabancı antijene karĢı ilk doğal bağıĢıklık ve 

sonrasında daha yavaĢ etki gösteren edinsel (kazanılmıĢ) bağıĢıklık mekanizmalarına 

sahiptir. Vücuda giren herhangi bir patojene veya genetik değiĢikliğe uğramıĢ hücrelere 

karĢı öncelikle doğal bağıĢıklık elemanlarından nötrofil ve monosit gibi fagositik 

hücreler, NK hücreleri, sitokinler ve bazı plazma proteinleri devreye girmektedir. Daha 
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sonra ise edinsel bağıĢıklık elemanlarından T ve B lenfositleri devreye girmektedir 

(ġekil 2.3).  Doğal immünite vücuda giren patojenlere karĢı ilk yanıt veren spesifik 

olmayan bir sistemdir. KazanılmıĢ immünite ise daha spesifik bir yanıt oluĢturan, 

antijen tanıma kapasitesi daha fazla fakat geç yanıt oluĢturulan bir sistemdir. Doğal ve 

edinsel bağıĢıklık birlikte çalıĢarak sağlıklı bir bireyde standart hücre döngüsünden 

çıkarak konağa yabancılaĢmıĢ hücrelere karĢı veya hücre içi ve dıĢı çeĢitli patojenlere 

karĢı korumada sağlam bir savunma sistemi oluĢturmaktadır. 

 

ġekil 2.3 Ġmmün sistemde rol alan elemanlar (Dranoff 2004) 

Ġmmün sistemin kanser hücreleri ile mücadele de iki rolü vardır. Bunlardan ilki immün 

gözetim mekanizmasıdır. Burada immün sistem kanser hücrelerini tanıyarak yok 

etmektedir. Bu iĢlem, doğal ve kazanılmıĢ immün sistemin ana hücreleri olan doğal 

öldürücü hücreler, doğal öldürücü T hücreleri, T hücreler ve interferon gibi tümör 

mikroçevresinde artan pro-immün humoral faktörler tarafından gerçekleĢtirilmektedir. 

Ġkincisinde ise, immün sistem kanser hücrelerini yok etmeye çalıĢırken kanser 

hücrelerinin de immün sisteme karĢı değiĢikliler meydana getirmesidir. 
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Ġmmün düzenleme üç aĢamadan oluĢmaktadır. Bunlar ; 

Eliminasyon: Bu fazda immün sistem aktiftir ve kanser hücrelerine karĢı baskındır. Bu 

fazdan kaçabilen kanser hücreleri çoğalmaya devam eder ve bir sonraki faz olan 

equilibrium (denge) fazına doğru ilerler. Büyüyen kanser hücreleri dokulara doğru göç 

eder ve hasar meydana gelmesi ile immün yanıt oluĢmaya baĢlar (Grivennikov vd. 

2010). Ġmmün sistem hücrelerinden doğal öldürücü (NK) hücreler, dendritik hücreler, 

makrofajlar ve T hücreleri burada toplanarak INF gama (IFN-γ) üretirler (Barbaros ve 

Dikmen 2015). IFN-γ apoptotik ve antiproliferatif etkileri ile kanser hücrelerinin yok 

edilmesini ve ortama kemokinlerin salınmasına neden olur. Kemokinler tümörlerde 

damar oluĢumunu engeller ve ortama daha çok makrofaj hücresinin ve NK hücresinin 

gelmesini sağlar (Balkwill 2004, Tanaka vd. 2005). Tümörü yok eden NK hücreleri ve 

makrofajlar etkileĢime girerek daha çok IFN-γ ve interlökin-12 üretimine sebep olurlar. 

Ortama tümör nekroz faktör (TNF)‟lerin salınmasıyla perforin, apoptozu artıran ligand 

ve reaktif oksijen açığa çıkarak daha fazla kanser hücresinin ölümüne neden olur 

(Barbaros ve Dikmen 2015). 

Denge (Equilibrium): Bu faz immün gözetim mekanizması olarak adlandırılmaktadır. 

Bu fazda eliminasyon fazından kaçan kanser hücreleri ile immün sistem dinamik bir 

denge içindedir. Denge fazında tümör ve immün sistem ikiside aktif durumdadır. 

Ġmmün sistem kanser hücrelerini tanıyıp yok etmeye çalıĢtığı esnada kanser hücreleride, 

tümör mikroçevresini ürettiği sitokinler ile kendisi için uygun hale getirmeye çalıĢır. 

Transforme edici büyüme faktörü-beta (TGF-β), interlökin-10 (IL-10), prostoglandin E2 

(PGE2) gibi ürettiği sitokinler ile immün hücrelerini bazı dönüĢümlere (T helper2, Treg, 

MDSC, tümör iliĢkili makrofajlar) zorlayarak immün yanıtı etkisizleĢtirip inflamatuvar 

yanıtı ortadan kaldırmaya çalıĢırlar. Denge fazı uzun süre devam edebilir ve sonunda ya 

immün sistem üstün gelerek kanser hücrelerini yok eder ya da kanser hücrelerinin 

mücadelesi üstün gelir ve çoğalmaya baĢlar. 

Kaçış (Escape): KaçıĢ fazı olan bu evrede kanser hücreleri immün sisteme karĢı baskın 

gelmiĢ ve kontrolü ele almıĢtır. Tümör immün sistemi kendi lehine çevirmiĢ ve 

kontrolsüz bir Ģekilde büyümeye ve diğer dokulara yayılmaya baĢlamıĢtır (Dunn vd. 

2004). 
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2.4.3 Kanser hücrelerine karşı immün yanıtta rol alan hücreler 

Makrofajlar: Enflamasyonu baĢlatan ve düzenleyen sitokinler üreten makrofajlar 

immün sistemin önemli hücrelerindendir (Abbas vd. 2015). Makrofajlar antijen sunan 

hücre olarak da görev yaparlar ve  kanser hücrelerinin lizisinde görev alan etki 

mekanizmalarını uyarırlar. Makrofajlar Th1 hücrelerinden salınan Tümör Nekroz Faktör 

(TNF), IFN-γ, Makrofaj aktive edici faktör (MAF) ve Ġnterlokin-4 (IL-4) ile aktive 

olurlar (Yılmaz 2019). 

Doğal öldürücü (Natural Killer, NK) hücreler: Ġmmün sistemin önemli hücrelerinden 

olan NK hücreleri kanser hücrelerini veya enfekte olmuĢ hücreleri tanıyarak direkt 

olarak yok ederler. NK hücrelerinin önemli özelliğinden bir tanesi hafızalarının 

olmamasıdır. Bu yüzden MHC Sınıf I molekülleri olmayan kanser hücrelerini tanır ve 

etki ederler. NK hücrelerinin aktivitesi kanser hücrelerinin yüzeyindeki Fas reseptörü ile 

NK hücrelerinin yüzeyindeki Fas ligandının bağlanmasıyla gerçekleĢir (Yılmaz 2019). 

Ayrıca taĢıdıkları inhibitör ve aktivatör moleküller ile de aktivitesi düzenlenir. 

Aktivasyon ile perforin-granzim içeren granül ve sitokinlerin ekzositozu gerçekleĢir. En 

bilinen doğal öldürücü hücre immünoglobin-benzeri reseptörlerdir (Killer cell 

immünglobulin-like receptor, KIR) (Gras Navarro vd. 2015). 

Dentritik hücreler: FarklılaĢmamıĢ T lenfositleri uyaran dentritik hücreler, birincil 

immün yanıtın oluĢmasını sağlarlar ve immün sistemin en önemli antijen sunan 

hücreleridir. Humoral immünitenin geliĢmesinde ve B lenfositlerin fonksiyonunda 

önemli rol oynarlar. Bu özelliklerinden dolayı edinsel ve doğal immünitede köprü 

görevi görürler (Söker 2005, Hoffbrand ve Pettit 2013, Eyüpoğlu Ünüvar 2014). 

T lenfositler: Ġmmün sistemin kanser hücreleri ile savaĢında önemli göreve sahip T 

hücrelerinin iki önemli fonksiyonu vardır. Bunlar: 

 Kanser hücrelerine ait olan antijenleri tanırlar ve immün sistemi aktifleĢtirirler. 

 Direkt olarak kanser hücrelerini öldürürler. 

B Lenfositler: Antikor üretiminden ve humoral immün sistemden sorumlu hücrelerdir 

(Diker 1998). Kanser hücreleri ile savaĢta iki mekanizmada görev almaktadır. Bunlar : 
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Antikor Bağımlı Hücresel Sitotoksisite (ADCC) ve Komplemana Bağımlı Sitotoksisite 

(CDC) (Barbaros ve Dikmen 2015). 

2.5 Kanser İmmünoterapisinde Son Gelişmeler 

Günümüz onkolojisinin dayanak noktası haline gelen kanser immünoterapisi vücudun 

kanser hücreleri ile savaĢmak için kendi bağıĢıklık sistemini kullandığı bir tedavi 

yöntemidir. Bu yaklaĢım kanser hastasının kendi bağıĢıklık sistemi hücrelerini 

indükleyerek tedavi için immün sistemin gücünü ve seçiciliğini kullanır (Disis 2014, 

Shirkhoda vd. 2018). Kanser immünoterapisinde amaç kanser hücrelerine karĢı 

bağıĢıklık sistemini uyararak daha etkin ve savunabilir hale getirmek veya bağıĢıklık 

sistemi proteinleri gibi bileĢenleri vererek immün sistemi aktive etmektir. Son yıllarda 

immünoterapi bazı kanser türlerinin tedavisinin önemli bir parçası haline gelmiĢtir. 

BağıĢık sistemi ile yapılan tedaviler gelecekte kanser tedavi yaklaĢımlarına yön 

vereceği düĢünülmektedir. Kanser hücreleri immün sistemden kaçmak için kendilerini 

normal hücrelere benzeten antijenleri ifade ederler ve bu sayede immün sistemden 

kaçarlar. Bazen ise immün sistem kanser hücresini tanır fakat kanser hücresinin TGF-β 

(Tümör Growth Factor) gibi immün sistemi baskılayan faktörler salgılaması ile yeterli 

ve güçlü cevap oluĢmayabilir. Yapılan çalıĢmalar bunların üstesinden gelmek için 

immün sistemin kanser hücrelerini tanımasına ve tepkisini güçlendirmesine yardımcı 

olacak aktivatör ve inhibitör reseptörlerini antikor aracılı etkileyecek yollar bulmuĢtur 

ve bu antikorlar FDA tarafından tedavide kullanım için onaylanmıĢtır (Stojanovic vd. 

2014, Westin vd. 2014, Huang vd. 2015, Lesokhin vd. 2015). Ġmmün sistem kontrol 

noktalarını belirlemeye ve bu noktaları hedefleyecek ilaç adayı antikor ve moleküller 

araĢtırılmaya devam etmektedir. 

Kanser tedavisi için kullanılan baĢlıca immünoterapi çeĢitleri; 

a. Monoklonal antikorlar: Ġnsan yapımı immün sistem proteinleri olan monoklonal 

antikorlar hedefe yönelik glikoprotein yapısına sahip immünoglobülinlerdir. Klinikte 

kullanılan terapötik monoklonal antikorların tümü immünoglobülin G (IgG) izotipe 

sahip antikorlardır (Saeed ve Awan 2016). IgG antikorlarının baĢlıca etki 
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mekanizmaları; i. Kompleman bağımlı sitotoksite, ii. Antikor bağımlı hücresel 

sitotoksite ve fagositoz, iii. Reseptör-ligant etkileĢiminin bozulması, iv. Reseptör 

internalizasyonu veya degredasyonu v. Apoptoz indüksiyonu ile hücre ölümüdür (Strohl 

ve Strohl 2012). 

b. Ġmmün kontrol noktası inhibitörleri: Bu tür geliĢtirilmiĢ ve geliĢtirilmekte olan ilaçlar 

bağıĢıklık sistemindeki kanser hücresinin oluĢturduğu blokajları kaldırarak kanser 

hücresinin tanınmasına ve yok edilmesine yardımcı olurlar. Ġmmün denetim noktaları 

immün hücrelerin kanser hücrelerine karĢı verdiği yanıtı engelleyerek kaçıĢı sağlarlar. 

Bu immün baskılamayı ortadan kaldırmak için klinikte PD-1, PD-L1 ve CTLA-4 gibi 

primer antikorlar kullanılmaktadır. Bu sayede tümör hücrelerine karĢı immün sistemi 

güçlendiren monoklonal antikorların kullanımı hastalarda prognozu önemli ölçüde 

iyileĢtirmiĢtir (Ansell vd. 2015, Garon vd. 2015, Bellmunt vd. 2017). Dr James Allison 

ve Dr Tasuku Honjo geliĢtirdikleri anti-CTLA-4 ve anti-PD-1 monoklonal antikorları ve 

kanserde bağıĢıklık kontrol noktaları ile ilgili çalıĢmaları 2018‟de Nobel Fizyoloji ve 

Tıp ödülü almıĢtır (Anonim 5). 

c. Adoptif immünoterapi: Aktif sitotoksik immün hücrelerin kanser tedavisi ve tümör 

oluĢumunun engellenmesi amacı ile in vitro ortamda çoğaltılarak hastaya verilmesine 

adoptif immünoterapi denir (Özet vd. 1996). Adoptif immünoterapide NK ve T 

hücreleri kullanılır. TIL (tümör infiltre edici lenfositler), antikorun ekstraselüler kısmı 

ile NK ve T hücresi reseptörünün sinyal mekanizmasını bir araya getiren kimerik 

antijen reseptörü (CAR) eskpresyonu için düzenlenmiĢ hücrelerdir (Barbaros ve 

Dikmen 2015). Bu sistem hematolojik ve solid tümörlerde önemli sonuçlar versede 

daha fazla optimizasyonu, etkinliğini artırma ve toksisitesini azaltmak çalıĢmaları 

yapılması gerekmektedir (Oiseth ve Aziz 2017, Rohaan vd. 2019). 

d. Sitokinler: Hücrelere sinyaller ileten polipeptitlerdir. Sitokin bağlanması ile 

reseptörlerde gen transkripsiyonlarında değiĢiklikler sonucu hücre içi sinyaller 

tetiklenir. Bu sinyaller farklılaĢmayı, çoğalmayı ve hücre fonksiyonlarını uyarmayı veya 

değiĢtirmeyi sağlarlar. Terapötik olarak ise doğrudan pro-apoptotik veya antiproliferatif 

etki ile yada dolaylı olarak immün hücrelerin kanser hücresine karĢı sitotoksik 

aktivitesini artırarak etki ederler (Berraondo vd. 2019). 
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e. Kanser aĢıları: Hastalıklara karĢı bağıĢıklık tepkisini baĢlatmak için kullanılırlar ve 

ileri evre kanserleri tedavi etmeyi amaçlarlar. Kanser aĢılarının bazıları önlemeye 

yönelikken bazıları tedaviye yöneliktir. 

Ayrıca immün hücre tedavileri ile de bağıĢıklık sistemi güçlendirilmeye çalıĢılmaktadır. 

Ġmmün hücreler, kanser hücrelerinin büyümesini ve yayılmasını engelleyecek özel 

kısımlarını hedefleyecek Ģekilde tasarlanarak, yeni tedavi yaklaĢımları geliĢtirilmeye 

çalıĢılmaktadır (Gardner vd., 2016; Parlar vd., 2019) Bu immünoterapi çeĢitleri her 

kanser türü için hala araĢtırılmaya devam etmektedir (Anonim 4). Heyecan verici bir 

yaklaĢım olarak immün sistemde defekt hücreleri bulup öldürme yeteneği verilmiĢ NK 

hücrelerinin kanser tedavisi için en etkili hale getirilmesi günümüzün odak 

noktalarından biridir. 

2.6 Meme Kanseri İmmünoterapisi 

Meme kanseri immünoterapisinde ise HER2 reseptörünü aĢırı ifade eden tümöre sahip 

hastalarda bazı onaylanmıĢ monoklonal antikor tabanlı tedavi seçeneği bulunmaktadır. 

Bunlar baĢlıca Trastuzumab, Pertuzumab ve Trastuzumab emtansine vb‟dir. Bu 

hedeflenen antikorlar cerrahi sonrası erken evre HER2 pozitif meme kanseri için FDA 

tarafından onaylanmıĢtır. Bu ilaçlar büyüme faktörü HER2 proteininin ekstraselüler 

domainine karĢı hazırlanan ve etkinliğini bloke eden monoklonal antikorlardır. 

Günümüzde kemoterapi ile birlikte ek tedavi olarak verilen trastuzumab bir tirozin 

kinaz reseptör ailesi HER2 yüzey reseptörüne bağlanan hümanize (sekanslarının çoğu 

insana ait) immunoglobülin-G1 izotipi olan monoklonal antikordur. Ġmmünoglobülin-

G1 izotipi antikor trastuzumab, HER2 reseptörüne bağlanarak kanser hücrelerinde 

aktive olan sinyal yolaklarını bloke eder ve baskılar. HER2
+
 meme kanseri hastalarında 

hayatta kalma süresini önemli ölçüde arttırdığı ve ölüm oranının yaklaĢık % 20 oranında 

azalttığı gösterilmiĢtir (Slamon vd., 2001). Ġmmün kontrol noktası inhibitörlerinden 

Atezolizumab ise immün hücre ve kanser hücresi arasındaki inhibitör yolu PD-1/PD-L1 

yolunu hedefleyen kontrol noktası inhibitörüdür. Meme kanseri üçlü negatif alt grupları 

için kemoterapi ile birlikte onaylanmıĢtır. Meme kanseri immünoterapisindeki bu 

geliĢmeler ile baĢarılı sonuçlar alınsa da hala kanser hücrelerini etkili bir Ģekilde 
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öldürmek mümkün olmamaktadır. Trastuzumab, Trastuzumab emtansine ve Pertuzumab 

ile alınan sonuçlar doğrultusunda yeni terapötik antikorlar ve immün kontrol noktası 

intibitörleri gibi hastaya zarar vermeden ve yaĢam kalitesini düĢürmeden tedavi 

olabilecek etkin yöntemlerin gerekliliği artmaktadır. Bu nedenle tümör spesifik 

reseptörler ve immün kontrol noktaları üzerinden en etkili kombine tedavi yaklaĢımları 

ile baĢarılı sonuç alınabilecek yolların araĢtırılması gerekmektedir (National Cancer 

Institute, 2019). 

Son yıllarda immün hücreler ile yeni tedavi yaklaĢımlarının arayıĢı hızla sürmektedir. 

NK hücreleride kanser hücrelerini hedeflemede önemli sonuçlara varmıĢtır ve 

günümüzde bu yöndeki çalıĢmalar hız kazanmıĢtır. 

2.7 Doğal Öldürücü (Natural Killer, NK) Hücreler 

Kemik iliğinde hematopoetik kök hücrelerden türetilen doğal katil hücreleri olarak da 

adlandırılan NK hücreleri bir lenfosit çeĢididir. Bu hücreler kanser hücresi ve viral 

enfekte hücrelere karĢı sitotoksisiteye aracılık etmektedir (Ames vd. 2009, Ames ve 

Murphy 2014, Cheng vd. 2013). BağıĢıklık sisteminin özelleĢmiĢ savunma 

hücreleridirler ve kandaki lenfositlerin %10‟nunu oluĢtururlar (Sun ve Lanier 2011). 

Hem doğal hem kazanılmıĢ bağıĢıklık sisteminde önemli roller üstlenen bu hücreler 

monositlerin ve sitotoksik T hücrelerinin aktivasyonunu sağlarken, dendritik hücrelerin 

olgunlaĢmasında da rol alırlar. Ayrıca B hücrelerini immünoglobülin üretmek için 

uyarır veya baskılarlar. NK hücreleri tarafından üretilen sitokinler T yardımcı hücre 

polarizasyonunu da etkilemektedir (Deniz vd., 2013). Belirtildiği gibi genel immün 

yanıtta önemli görevler üstlenmiĢlerdir. NK hücreleri MHC-I (Major Histocompatibility 

Complex-I) moleküllerini normal seviyede ifade eden hücrelere saldırmazlar fakat 

MHC-I ifadesi azalmıĢ veya bulunmayan hücrelere saldırarak öldürürler. Bu durum 

kanser hücrelerinde veya viral enfeksiyonlarda görülmektedir. Ayrıca NK hücreleri 

interferon gama (IFN-γ) ve tümör nekroz faktör alfa (TNF- α) salgılayarak diğer immün 

sistem hücrelerini regüle edebilirler ve hedef hücrelerin proliferasyonunu durdurabilirler 

(Zingoni vd., 2005). Sitotoksik NK hücrelerin en yaygın liziz mekanizması litik 

granüller salgılamalarıdır. 
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NK hücreleri kanser hücresini öldürmek için 3 farklı mekanizma kullanırlar. Bunlar ; 

• Ġçinde perforin ve granzimleri içeren litik granüller salgılarlar. Perforin hücre 

zarında porlar oluĢturarak granzimlerin geçiĢini sağlarken serin proteaz ailesi olan 

granzimler ise kanser hücresinde kaspaz ve apoptoz yollarını indüklerler. 

• Ġkinci mekanizmada, Fas ligand (FasL) ve Tümör Nekroz Faktör (TNF) ile iliĢkili 

apoptoz indükleyen ligand-TRAIL (TRAIL-TNF-related apoptosis-inducing 

ligand) gibi hücre yüzeyinde bulunan ölüm reseptörleri aracılığı ile apoptozu 

uyararak hücreyi ölüme götürürler. 

• Üçüncü mekanizmada ise, NK hücreleri IFN-γ ve TNF-α sitokinlerini salgılayarak 

kanser hücrelerine etki ederler. NK hücreleri bu sitokinlerin salınımı ile direkt 

tümör hücrelerini etkilemenin yanında makrofajları, dentritik hücreleri ve T 

hücrelerini modüle etmektedir. Anti-kanser tepkileri etkileyebilen immün 

düzenleyici hücrelerdir (Liu vd. 2007). IFN-γ salgılanması makrofajların ve 

dendtritik hücrelerin aktivasyonunu sağlar (Scott 1991). TNF-α salınımı ise kanser 

hücrelerinin nekrozuna sebep olmaktadır (Brinkman vd. 1995) (ġekil 2.4). 

 

ġekil 2.4 NK hücrelerinin kanser hücrelerine etki etme mekanizmaları (Cheent ve 

Khakoo 2011‟den uyarlanmıĢtır.) 
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NK hücrelerinin apoptoz yolağı ile hücreleri ölüme götürmesi: 

NK hücreleri ölüm reseptörleri ve perforin-granzim B içeren litik granüller sayesinde 

kanser hücrelerinin apoptoz yolaklarına etki ederek  her hangi bir nekrotik etki 

yaratmadan ölüme götürürler. Apoptoz yolağı ise içsel ve dıĢsal olmak üzere ikiye 

ayrılmaktadır (Rapoport ve Anderson 2019). 

-İçsel yolak: Ġmmün hücrelerden salgılanan perforin ve granzimler içsel yolağı 

etkilemektedirler. Apoptozda içsel yolak DNA hasarı, mitokondriyal disfonksiyonu 

indükleyen büyüme faktörünün azalması, ER stresi, aĢırı kalsiyum yüklenmesi, 

replikasyon stresi gibi çeĢitli mikro-çevresel stresörler tarafından aktive edilirler 

(Rapoport ve Anderson 2019). Apoptozun içsel yolağı Bcl-2 protein ailesi tarafından 

kontrol edilmektedir (Zaman vd. 2014). Pro-apoptotik uyaranlar yalnızca Bcl-2 

homoloji 3 (yalnızca BH3 alanını içeren proapoptotik Bcl-2 proteini)‟nin yukarı 

regülasyonunu baĢlatırlar. Daha sonra bu proteinler mitokondri membranında gözenek 

oluĢturacak proteinleri (Bax, Bak vb.) aktive ederler (Liu ve Zhu 2017, Lomonosova ve 

Chinnadurai 2008). Bunlar oligomerize olarak mitokondri dıĢ membran geçirgenliğini 

artırır. Bu içsel yolakta meydana gelen en önemli olaydır (Elmore 2007). Ardından 

mitokondriyal membran proteinlerinden sitokrom-c salınır. Sitokrom-c salınımı ise 

APAF-1 (Apoptotik proteaz aktive edici faktör-1) ve prokaspazı tetikler (Hassan vd. 

2014, Zaman vd. 2014, Green ve Llambi 2015). Sonuçta mitokondriyal membran kaybı 

ile hücre ölümü gerçekleĢir (Van de Walle vd. 2008) (ġekil 2.5). 

-Dışsal yolak: Membran üzerindeki ölüm reseptörleri dıĢsal yolağı tetiklemektedir. 

Bunlar arasında Fas ligandı, TRIAL (TNF ile iliĢkili apoptozu indükleyen ligand) ve 

TNF (Tümör nekroz faktör) yer almaktadır (Goldar vd. 2015). Ligand reseptör 

bağlanmasının ardından ortama bir adaptör protein alınır (Zaman vd. 2014, Liu vd. 

2017). FADD (Fas ile iliĢkili ölüm alanı) ve TRADD (Reseptör ile iliĢkili ölüm alanı) 

en yaygın iki adaptör proteindir. BaĢlatıcı pro-kaspazlardan 8 ve 10 ölümü indükleyen 

sinyal kompleksini (DISC) oluĢturmak için adaptör proteine bağlanır ve pro-kaspazların 

aktivasyonu sağlanır. Bu aktivasyon hücre içi proteinlerin bölünmesine aracılık eden ve 

hücre ölümüne yol açan kaspazlardan kaspaz 3, 6 ve 7‟nin aktivasyonunu sağlarlar 

(Zaman vd. 2014) (ġekil 2.5). 
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ġekil 2.5 Apoptozun içsel ve dıĢsal yolağı   (Hazeldine ve Lord 2013) 

Kanser hücrelerine cevap verebilen immün efektör hücreler olan NK hücrelerinin INF-

γ, IL-2, IL-12, IL-15 ve IL-18 sitokinleri tarafından aktive olma, sağ kalım ve 

olgunlaĢma süreçleri gerçekleĢir (Nahta 2012). Aktivasyondan kısa süre sonra çekirdek 

ve hedef hücre arasında granüllerin polarizasyonu gerçekleĢerek granül içeriği hücre 

dıĢına salınır ve hedef hücrenin lizisi gerçekleĢir. Diğer bir değiĢle NK hücreleri kanser 

hücrelerinde apoptozisi aktifleĢtirerek hücre ölümüne neden olurlar. Kendileri ise 

granüller içinde bulunan proteazlara dirençlidir. NK hücrelerindeki negatif yüklü bir 

proteoglikan olan kondroitin sülfat-A sayesinde hücrelerin kendi kendini otoliz etmesini 

önler (Delves vd. 2008). Ayrıca NK hücreleri kanser hücrelerini spesifik hedefleyebilir 

ve kemoterapötik ilaçların aksine direkt kanser hücresine yönelerek öldürülmesini 

sağlayabilirler (Barbaros ve Dikmen 2015). Transformasyona uğramıĢ hücrelere karĢı 

doğrudan sitotoksik olarak veya sitokin salgılayarak cevap verirler (Pegram vd., 2011). 
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YT, NKG, NKL, NK-92 ve KHYG-1 gibi sitotoksik hücre hatları malign NK hücre 

klonlarından oluĢturulmuĢtur. Periferik kandaki NK hücre alt gruplarından en sitotoksik 

potansiyele sahip NK-92 hücreleridir. Ayrıca NK-92 hücreleri klinik öncesi 

çalıĢmalarda kanser hücrelerine karĢı önemli derecede sitotoksik etkiler gösterir ve 

bilimsel çalıĢmalarda kullanılmak üzere FDA tarafından onaylı tek hücre hattıdır (Tonn 

vd. 2013) . NK-92 hücrelerinin K562 miyeloid lösemi ve Daudi lenfoma hücrelerini 

sırasıyla %84 ve %86 oranında öldürdüğü gösterilmiĢtir (Gong vd. 1994). Ayrıca NK-

92 hücrelerinin klinik geliĢtirme için de uygun olduğu belirtilmiĢtir (Schönfeld vd. 

2015). 

2.7.1 NK hücrelerinde bulunan inhibitör ve aktivatör reseptörleri 

NK hücrelerinin sitotoksitesine, çeĢitli inhibe edici ve aktive edici hücre yüzey 

reseptörleri aracılık eder. Bu reseptörler arasındaki denge NK hücrelerinin 

aktivasyonunu veya inhibisyonunu belirlemektedir (Pegram vd. 2011). Ġki farklı türde 

NK reseptör ailesi tanımlanmıĢtır. Bunlar Ig benzeri reseptörler ve C tipi lektin 

reseptörlerdir.  Her iki reseptör yapısında da aktive edici ve inhibe edici reseptörler 

bulunmaktadır. Ġnhibitör reseptörler sitoplazmik uçlarında ITIM (Immunoreseptör 

tirozine dayalı inhibitör motifler) olarak adlandırılan yapılar içerirler. Bu motifler belirli 

fosfatazları algılayarak hücre içinde inhibisyon oluĢtururlar ve sinyal iletimini 

engellerler. Bu inhibisyon olmadığında NK hücreleri aktifleĢerek sitokin sekresyonu ve 

sitotoksik granüller salgılarlar. AktifleĢtirici reseptörler DAP-12 gibi proteinlerle 

iliĢkilidir. Bunlar ITAM (Immunoreseptör tirozine dayalı aktivatör motifler) sitoplazmik 

uçta pozitif aktivasyon gösteren motiftir (Delves vd. 2008). 

a) Aktivatör Reseptörleri: Hücreler transforme olup kanserleĢmesi ile yüzeylerinde 

hücresel stres ligandları ifade ederler. NK hücre yüzeyindeki aktivatör reseptörleri 

tümör hücre yüzeylerinde ifade edilen stres ligandlarını tanıyarak bu hücrelerin defekt 

hücre olduğunu anlayarak anti-kanser etki gösterirler. BaĢlıca NK hücre aktivatör 

reseptörleri; CD16, NKG2D, DNAM-1, aktifleĢtirici KIR‟ lar, doğal sitotoksite 

reseptörleri (NKp30, NKp44 ve NKp46)‟dir. 
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b) Ġnhibitör Reseptörleri: Kanser hücreleri kendilerini NK hücrelerin anti-kanser  

etkisinden korumak için NK hücrelerinin yüzeyinde bulunan inhibitor reseptörlerine 

karĢı bazı moleküller ifade ederler. Bu sayede NK hücrelerini baskılarlar ve anti-kanser 

etkisinden korunurlar. NK hücreleri üzerinde bulunan baĢlıca inhibitör reseptörleri ise; 

öldürücü hücre immünoglobülin benzer reseptör-KIR (Killer-cell Immunoglobulin-like 

Receptor), lökosit immunoglobulin benzeri reseptör-LIR (Leukocyte Immunoglobulin-

like Receptor), PD-1, TIM-3, TIGIT ve CD94/NKG2A‟dır. 

Bazı KIR reseptör ailesinin alt grupları inhibitör rolü oynarken bazıları aktivatör rolü 

oynamaktadır (Leung 2014) (ġekil 2.6). 

 

ġekil 2.6 NK hücreleri üzerinde bulunan aktive edici ve inhibe edici reseptörler (Leung 

2014) 

NK hücresi üzerinde bulunan KIR, LIR ve heterodimer CD94/NKG2A, inhibitör 

reseptörlerinin önemli sınıflarıdır. Bu reseptörler bir taraftan immün hücrelerin normal 

hücreleri tanımasında diğer taraftan kanser hücrelerinin normal hücreleri taklit ederek 

immün sistemden kaçıĢ için kullandığı bir yol olması ile çok ince bir çizgide yer 

almaktadırlar. Ġmmün hücreler ile kanser hücresi arasındaki tanıma ve kaçıĢ 
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mekanizması tamda bu noktalarda baĢlar. NK hücresi kanser hücresini yabancı olarak 

algıladığı anda aktivatör reseptörlerini artırır, litik granüllerini ve sitokinleri salgılar, 

FasL ölüm reseptörü üzerinden hücreyi apoptoza götürmeye çalıĢır. Kanser hücreleri 

ise, NK hücre inhibitör reseptör liganlarını ifade ederek (HLA-A, HLA-E vb. gibi) 

inhibisyonun ağır basmasını ve TGF-β salgılayarak NK hücre aktivatör reseptörlerinin 

ifadesini baskılayarak NK hücre aktivitesini durdurmaya çalıĢır. NK hücresi ve kanser 

hücresi arasında hangi taraf daha fazla etkinliğini ortaya koyarsa o taraf baĢarılı 

olacaktır. Bu sebeple bu dengeyi bozmak ve NK hücrelerini kanser hücrelerine karĢı 

daha avantajlı hale getirmek, yeni bir tedavi modeli sunmada ve tedavi etkinliğini 

artırmada umut verici bir yaklaĢımdır. 

2.8 NK Hücrelerinin Kanser Hücrelerini Tanıma Mekanizması 

Ġmmün sistemde NK hücreleri sağlıklı hücrelere karĢı toleranslıdır ve zarar vermez. 

Defekt hücrelere karĢı ise spesifik tanıyıp öldürme yeteneğine sahiptir. NK hücreleri 

sağlıklı hücreleri ve kanser hücrelerini ayırt etmek için çeĢitli mekanizmalar 

geliĢtirmiĢtir. Bu mekanizmalar NK hücre aktivasyonunun temelini oluĢturur. Bütün 

sağlıklı hücreler ana-histo uyumluluk kompleksi MHC-I (Major Histocompatibility 

Complex) moleküllerini ifade ederek NK hücrelerinin öldürme mekanizmasından 

korunurlar. NK hücreleri üzerinde bulunan inhibitör reseptörleri KIR veya 

CD94/NKG2A ile eĢleĢen HLA-I (Human Lökosit antijen-I) moleküllerini normal 

seviyede ifade ederler (Romagne vd. 2009). Ġnhibisyon reseptörleri MHC-I 

moleküllerinin alt grubu HLA-I molekülleri ile etkileĢime girerek NK aktivitesini 

durdururlar (Shah ve Shpall 2009). NK hücreleri iki yolla kanser hücrelerini 

tanımaktadır. Bunlar; 

 Hücrelerin transforme olup kanserleĢmesi ile genellikle HLA-I moleküllerini 

kaybederler. Bu sayede NK hücreleri üzerinde bulunan inhibitör özelliğe sahip 

KIR‟ lar veya CD-94/NKG2A reseptörleri üzerinden inhibe edici sinyallerin hücre 

içine gitmemesi sonucu, NK hücreleri aktive olarak litik granüllerini ve sitokin 

salınımını arttırır. Bu modele “Kendini tanıma eksikliği (missing-self recognation)” 

denilmektedir (Ljunggren ve Karre 1990). 
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 NK hücreleri, transforme olan hücrelerin yüzeyindeki stres kaynaklı ligandları 

tanıyan aktifleĢtirici reseptörler ifade ederler. Hücre transforme olup kanserleĢmesi 

ile hasarla ilgili proteinlerin ifadesi artar. Ġfadesi artan bu proteinler NK hücre 

üzerindeki aktive edici reseptörler ile birleĢerek NK hücrelerinin sitotoksitesini 

artırabilirler. Bu modele ise “ stres kaynaklı tanıma mekanizması (stress-induced 

recognition)” denilmektedir (Mosser vd. 1997, Groh vd. 1998). 

NK hücre üzerindeki aktivasyon ve inhibisyon reseptörleri tarafından oluĢturulan aktive 

edici veya inhibe edici sinyaller arasındaki denge ile NK hücrelerinin kanser hücrelerine 

saldırması veya saldırmaması belirlenir. Bu denge aktive olma yönünde ağır bastığında 

ise NK hücreleri doğrudan veya dolaylı olarak kanser hücrelerini öldürmektedir. Tam 

tersi inhibisyon yönünde ağır bastığında ise NK hücreleri anti-kanser yeteneğini 

durdurmaktadır (Le Mercier vd. 2015) (ġekil 2.7). 

 

ġekil 2.7 NK hücrelerin tanıma mekanizması (Purdy ve Campbell 2009) 

NK hücreleri vücutta kanser hücrelerine karĢı ilk savunma sisteminde rol almaktadır ve 

transforme olmuĢ hücreleri tanıyıp yok etmektedir. Fakat kanser hücreleri immün 

sistemden kaçmak için sağlıklı hücreler gibi HLA-I moleküllerini ifade ederler ve NK 

hücrelerinin inhibisyon reseptörlerine bağlanarak bu hücrelerin aktivitesini durdurmayı 

baĢarırlar. Bu yüzden tümör hücrelerinin ilk savunma sisteminden kaçıĢının 

Hedef hücre 

öldürülmez 

Hedef hücre 

öldürülür 
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engellenmesi tedavi için önemli bir nokta olmaktadır. Bu sebeple NK hücre tabanlı 

kanser tedavisi için uygulanan ilk yaklaĢım; interlökin-2 gibi aktifleĢtirici moleküllerin 

verilmesi ile NK hücrelerinin aktivasyonunu ve kalıcılığını arttırmaktır. Ġkincil yaklaĢım 

ise; tümör hücrelerini daha spesifik tanıyıp öldürebilmesi için sitokinleri, inhibitör ve 

aktivatör reseptörlerine spesifik antikorları ve NK hücrelerinin adoptif transferini içerir 

(Ljunggren ve Malmberg 2007). Ġfade edilen tedavi yöntemleri doğrultusunda en iyi 

tedavi modelini geliĢtirmek için farklı kombinasyonlar denenmekte ve her kanser çeĢidi 

için daha etkin NK hücre tabanlı tedavi modelleri arayıĢı sürdürülmektedir. ÇeĢitli 

çalıĢmalar ile nöroblastom (Yang vd. 2013) ve glioblastomaya (GenBler vd. 2016, Han 

vd. 2015, Zhang vd. 2015)‟a karĢı NK hücrelerinin anti-kanser potansiyelinden 

baĢarıyla yararlanılmıĢ ve akciğer kanseri için de umut verici bulgular bildirilmiĢtir 

(Tonn vd. 2013, Besse vd. 2016). Bu nedenle sağlıklı hücrelere zarar vermeden sadece 

kanser hücrelerine karĢı hızlı ve spesifik etkileri nedeniyle NK hücre tabanlı kanser 

immünoterapisi günümüzde ilgi odağı olmuĢtur. Kanser hücrelerine karĢı hem 

sitotoksik etki gösterip kaspaz ve apoptoz yolları üzerinden ölüme götüren hem de 

ilaçlar gibi toksik etki bırakmayan NK hücreleri tedavi amaçlı kullanımda iyi bir 

seçenek olarak görülmektedir. 

2.9 NK Hücreleri Üzerindeki KIR2DL4 Aktivatör Reseptörü 

KIR genleri 19q13.4 kromozom üzerinde bulunurlar, polimorfik özelliğe sahip ve 

oldukça homologdurlar (Parsons vd. 2010). KIR genlerinin uzunluğu 4-16 Kb arasında 

değiĢirken 4-9 ekson içerebilirler. KIR genleri yapısal olarak üç gruba ayrılır; 

a) Tip I KIR2D genleri: D1 ve D2 konformasyonlu iki hücre dıĢı alan proteinini 

kodlayanlar, 

b) Tip II KIR2D genleri: Yapısal olarak farklı D0 ve D2 konformasyonlu iki hücre 

dıĢı alan proteinini kodlayanlar, 

c) KIR3D genleri: D0, D1 ve D2 üç hücre dıĢı immunoglobin benzeri alana sahip 

proteinleri kodlayanlar (Vilches ve Parham 2002). 
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NK hücreleri tarafından ifade edilen KIR (Killer Cell Immünoglobin) benzeri 

reseptörler NK hücrelerinin fonksiyonlarını düzenleyen transmembran 

glikoproteinleridir. KIR reseptörleri, NK hücreleri üzerinde eksprese edilen yüzey 

reseptörleridir ve hücre dıĢı immunoglobin alanlarının (2D veya 3D) sayısına ve kısa 

(S) veya uzun (L) sitoplazmik alana sahip olup olmadıklarına göre sınıflandırılırlar. KIR 

reseptörleri kanser hücreleri üzerindeki HLA I ligand bağlanmasını sağlayan Ig benzeri 

alanlara sahiptir. Ayrıca NK hücrelerine iletilen sinyal türünü belirledikleri için iĢlevsel 

olarak ilgili olan transmembran ve sitoplazmik alanlara sahiptir. Bu alanlara gelen 

sinyaller NK hücrelerinin sitotoksitesini belirlemektedir (Moretta vd. 2002, Vilches ve 

Parham 2002). KIR2D iki adet immünoglobulin domainine sahipken , KIR3D ise üç 

adet immünoglobulin domainine sahiptir. Bu yüzey reseptörünün alt ailelerinin inhibitör 

ve aktivatör görevleri bulunmaktadır (Warren vd. 2001). KIR ailesinden KIR2DL4 

reseptörü ise diğer KIR reseptörlerinden farklı olarak hem inhibitör hem de aktivatör 

özelliğe sahiptir. KIR2DL4 reseptöründe ITIM ve tipik bir aktive edici pozitif yüklü 

aminoaside (arjinin) sahiptir ve bu reseptörün hem aktivatör hem de inhibitör etki 

gösterdiğini kanıtlamaktadır (Selvakumar vd. 1996, Ponte vd. 1999, Rajagopalan vd. 

2001) (ġekil 2.8). 
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ġekil 2.8 KIR protein yapıları (Anonim 6) 

Evrim sürecinde en çok korunan KIR genlerinden biri olan KIR2DL4 reseptörü tüm NK 

hücreleri ve bir T hücre alt kümesi tarafından ifade edilmektedir. Yapısı, hücresel 

lokalizasyonu ve sinyalleme özellikleri açısından oldukça farklı bir KIR ailesi üyesidir 

(Rajagopalan ve Long 1999). NK hücre yüzeyinde ifade edilen ve KIR‟lardan farklı 

olarak endozomlarda bulunmaktadır. KIR2DL4‟ un ligandı ise HLA sınıf I molekülü 

olan HLA-G‟dir (Rajagopalan ve Long 2001). Ayrıca KIR2DL4 mRNA‟sı diğer KIR 

alt gruplarının aksine tüm NK hücrelerinde bulunmaktadır ve tüm NK hücre klonlarında 

ifade edildiği tek KIR‟dır. (Valiante vd. 1997, Cantoni vd. 1998). 

KIR2DL4 (2DL4;CD158d) yapı ve iĢlevsel olarak oldukça farklıdır. KIR2DL4 

reseptörü güçlü bir terapötik olarak rekombinant HLA-G tarafından veya mAb 33 ve 

mAb 181703 gibi agonistik antikorlar tarafından aktive edilebileciği belirtilmiĢtir 

(Kataoka vd. 2020). Ayrıca 2DL4 reseptörü stimülasyonu ile  IFN-γ üretimini tetikleyen 

NK hücresi aktive edici reseptör olarak da öne çıkmaktadır (Benson ve Caligiuri 2014). 

BağıĢıklık hücrelerindeki rolünün yanında bir çok kanser hücresinin büyümesini inhibe 
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etmektedir ve anti-tümör ajan olarak kabul edilmiĢtir (Harvat ve Jetten 1996, Meuller 

vd. 1996, Fujishima vd. 1998). INF-γ farklı kanser türleri yanında meme kanserinde de 

hücre büyümesini inhibe ettiği farklı çalıĢmalarda gösterilmiĢtir (Wadler ve Schwartz 

1990, Kirchhoff ve Hauser 1999, Ruiz-Ruiz vd. 2000). INF-γ üretimi meme kanser 

hücrelerinde interferon düzenleyici faktör-1 üzerinden kanser hücrelerini apoptoza 

götürdüğü bildirilmiĢtir (Stang vd. 2007). Ayrıca KIR2DL4 reseptörünün ifadesinin 

artması ITIM‟dan etkilenmeden IFN-γ üretimi ve hücre yüzeyindeki aktivasyon 

reseptörlerinin artıĢ regülasyonunu sağlayan aktive edici reseptör olduğu bildirilmiĢtir. 

KIR2DL4 reseptörünün devreye girmesi hedef hücrelerin apoptozunu tetiklemek için 

FasL regülasyonunu artırmaktadır (Kikuchi-Maki vd. 2003). Bir çok yönden KIR2DL4 

reseptörü için çalıĢmalar devam etmektedir. 

Bu tezde MCF-7 ve SK-BR-3 meme kanseri hücre hatlarına karĢı çözüm odaklı bir 

çalıĢma ortaya konulmuĢtur. NK-92 hücrelerinin anti-kanser etkinliğini artırarak 

spesifik olarak kanser hücrelerini hedeflemek heyecan verici bir yaklaĢımdır. Bu bilgiler 

doğrultusunda KIR2DL4 aktivatör reseptörü anti-KIR2DL4 antikoru (Goodridge vd. 

2009) ile hedeflenerek NK-92 hücrelerinin aktivitesini ve anti-kanser etkisini artırmakla 

meme kanser hücresine karĢı etkili olacağı ön görülmüĢtür. 

Ġmmün hücreler ile kanser tedavi etme çalıĢmaları son dönemde oldukça dikkat 

çekmektedir. Geleneksel yöntemlerin aksine spesifik, kansere özgü normal hücrelere 

zarar vermeden vücudun kendi immün sistemini kullanmak, kanser hücrelerine karĢı 

tedavi yöntemi geliĢtirmede önemli bir adımdır. Bu doğrultuda NK-92 hücre tabanlı 

tedaviler ön plana çıkmaktadır. NK hücrelerinin sitotoksisitesi, aktivatör ve inhibitör 

reseptörleri arasında gerçekleĢen dengeye göre belirlenmektedir. Bu sebeple hücrenin 

aktivatör yönünün desteklenmesi sitototoksite bakımından avantaj sağlamaktadır. 

Aktivatör reseptörü KIR2DL4‟ü agonistik bir antikorla tetikleyerek NK hücrelerini 

aktive etmek özgün bir çalıĢmadır. Bugüne kadar anti-KIR2DL4 #33 (Goodridge vd. 

2009) klonu ile uyarılmıĢ NK-92 hücrelerinin MCF-7 ve SK-BR-3 meme kanser hücre 

hattı üzerindeki etkisi araĢtırılmamıĢtır. NK-92 hücrelerinin anti-KIR2DL4 #33 klonu 

ile aktive edilip meme kanser hücre hatları üzerinde anti-kanser etkisinin araĢtırılması 

antikor tedavi yaklaĢımı olarak tezin özgünlüğünü oluĢturmaktadır. Ayrıca bu agonistik 
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antikor ile trastuzumab kombinasyonunun öldürme etkinliğinin değerlendirilmeside 

yeni bir yaklaĢım olmaktadır. Anti-KIR2DL4 klon #33 kullanarak NK-92 hücrelerinin 

KIR2DL4 reseptörlerini aktive edip normal hücrelere zarar vermeden meme kanseri 

hücrelerine karĢı sitotoksik etkinliğinin artırılması ve ayrıca bu agonistik antikorun 

trastuzumabla olan etkinliğinin araĢtırılması amaçlanmıĢtır. Bu tezden elde edilen 

sonuçlar, anti-KIR2DL4 #33 klonunun normal hücrelere zarar vermeden MCF-7 ve SK-

BR-3 meme kanseri hücre hatlarının tedavisinde kullanılması için gelecekteki in vivo ve 

faz araĢtırmalarına ıĢık tutacağı öngörülmektedir. 
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3. MATERYAL VE YÖNTEM 

3.1 Materyal 

3.1.1 Kullanılan hücre hatları 

Deneylerde ATCC marka SK-BR-3 (HTB-30), MCF-7 (HTB-22) meme kanseri hücre 

hatları, MCF-12A normal meme hücre hattı ve NK-92 hücre hattı kullanılmıĢtır. MCF-7 

hücre hattı Doç. Dr Bala Gür DEDEOĞLU, SK-BR-3 hücre hattı Doç. Dr. Arzu 

ATALAY, MCF-12A hücre hattı Prof. Dr. Hakan GÜRDAL, NK-92 hücre hattı ise 

Prof. Dr. Ercüment OVALI tarafından hediye edilmiĢtir. 

3.1.2 Kullanılan reaktifler ve kimyasallar 

Hücre hatlarının çoğaltılması için Dulbecco‟s Modified Eagle‟s Medium (DMEM) (BI, 

01-355-1A) besiyeri, McCoy‟s 5A (BI, 01-075-1A), DMEM/F-12(HAM)1:1 (BI, 

06173-57-1A), TexMACS
TM

 GMP medium (Miltenyi Biotec, 170-076-309)  

kullanılmıĢtır. Besiyerine fetal bovine serum (FBS) (Stem Cell, 04F11678), 

Penisilin/Streptomisin (Biowest, S12204L0018) ve Non-essential amino asit (Gibco 

11140-50) eklenmiĢtir. Hücrelerin yıkanması için PBS (Lonza, BE17-516F), DPBS 

(Sigma, D8662) ve hücrelerin kaldırılması için Tripsin-EDTA (Stem Cell, 05A13807) 

kullanılmıĢtır. Normal meme hücresi için bovine insülin (Sigma, I6634), Epidermal 

growth factor (Genetropin, Pfizer), Hydrokortizon (Gadexon 8 mg, MSpharma) 

kullanılmıĢtır. NK-92 hücreleri için ise IL-2 (Proleukin), Beta merkaptoetanol (SERVA, 

60-24-2) kullanılmıĢtır. Ġmmün boyama için PFA (paraformaldehit, Sigma 158127) ve 

Hoecst mounting medium kullanılmıĢtır. Western blot analizi için Bradford çözeltisi 

(BioRad), Ġnsülin (Sigma I0516) kullanılmıĢtır. Genel olarak hücre kültürü aĢamasında 

etanol (Merck 1.00983.2511) kullanılmıĢtır. 
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3.1.3 Kullanılan sarf malzemeler 

Hücre kültürü flaskı 25 cm
2
 (SARSTEDT, 5025112), Cryo.S kriyovial, Dnase-Rnase 

free, 2 ml (ROTH, 60024042), steril polipropilen konik santrifüj tüp, 1.5 ml‟lik steril 

santrifüj tüpü (CELLSTAR
®
 TUBES, Kat.no:188 271), pipet uçları; Dnase-Rnase free, 

steril, filtreli 10 µl, 100 µl, 1000 µl (BioPointe Scientific
® 

 Kat.no:321-4050A
 
), steril 

serolojik pipetler 1 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml (JET BĠOFĠL, Lot No: 090415-071), 

96 kuyucuklu düz tabanlı steril plaka (SARSTEDT, Lot:5025111),  24 kuyucuklu plaka 

(ROCHE, Lot:13019801), 12 mm çaplı yuvarlak lamel (Electron Microscopy Sciences, 

72195-12), Lam (Citoglass), Lamel (Citoglass). 

3.1.4 Kullanılan kit ve antikorlar 

Aktivitesi artırılmıĢ NK-92 hücresinin hedef hücrelere olan etkisini anlamak için WST-

1 (Hücre proliferasyon reaktifi) (Takara, MK400) kiti kullanılmıĢtır. . Protein miktar 

tayini için (BCA) kiti (Thermo Scientific Pierce katalog numarası: 23225) 

kullanılmıĢtır. NK-92 hücrelerinin aktivitesini artırmak için kullanılan antikor anti-

KIR2DL4 monoklonal antikoru (Ġnvitrogen, mAb#33), immün boyamada apoptoz ve 

kaspaz yolağındaki antikorların aktivitesini göstermek için Anti-caspase-3 antikoru 

(Abcam, Ab13847), Anti-caspase-9 antikoru (Abcam, Ab202068), Anti-bax antikoru 

(Abcam, Ab32503), FITC goat anti rabbit sekonder antikor ve FITC goat anti mouse 

sekonder antikor, referans protein olarak β Tübülin (CST #2146) kullanılmıĢtır. 

3.1.5 Kullanılan cihazlar 

Bu tez kapsamında çizelge 3.1‟de belirtilen ve Ankara Üniversitesi Biyoteknoloji 

Enstitüsü bünyesinde bulunan cihazlar kullanılmıĢtır. 
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Çizelge 3.1 Kullanılan cihazlar listesi 

Cihaz Adı Markası 

CO2 inkübatör Sanyo CO2 inkübator 

Görüntüleme sistemi Syngene Gene Genius Bio Imaging 

Eliza okuyucu Tecan 

Kırık buz makinası Scotsman 

Laminar flow kabin Holten LaminAir Model 1,8 

Otomatik pipetler 

10µl, 100µl, 1000µl 
Gilson 

Mikroskop Leica DCF290 

Saf su cihazı Millipore Synergy, 185 

Santrifüj Hettich Zentrifugen Rotina 35R 

Çalkalayıcı Finepcr Orbital Shaker SH30 

Sıvı azot tankı STATEBOURNE cryogenics 

Spin santrifüj BioSan 

Su banyosu Lab-Line Aquabath 

Terazi Shimadzu AX200 

Pastör Pipet Sigma 

Konfakal Mikroskop Carl Zeiss 

Florasan Mikroskop Zeiss Imager. M1 

Elektoforez tankı  Thermo Scientific 

Görüntüleme Sistemi Syngene Gene Genius Bio Imaging 

Güç Kaynağı Thermo Scientific 

Westwen Blot görüntüleme cihazı Odyssey CLx 
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3.2 Yöntem 

Anti-KIR2DL4 antikoru ile indüklenmiĢ NK-92 hücrelerinin in vitro koĢullarda meme 

kanser hücrelerine karĢı anti-kanser etkisini ve trastuzumab ile kombinasyonunun tedavi 

etkinliğini araĢtırmak için Ģekil 3.1‟de gösterilen iĢ akıĢ Ģeması takip edilmiĢtir. 

 

ġekil 3.1 ĠĢ akıĢ Ģeması 

3.2.1 Hücre kültürü besiyerinin hazırlanması 

Hücre kültürü çalıĢmalarının hepsi hücre kültürü odası ve steril güvenlik kabini 

içerisinde gerçekleĢtirilmiĢtir. MCF-7 hücre hattı için; %10 FBS, %1 

penisilin/streptomisin ve %1 L-glutamin içeren DMEM besiyerinde idame ettirilmiĢtir. 

SK-BR-3 (HER2
+
)  hücreleri; %10 FBS, %1 penisilin/streptomisin ve %1 L-glutamin 

içeren McCoy‟s 5A hazırlanan besi yeri içeriğinde geliĢtirilmiĢtir. MCF-12A hücreleri; 

%10 FBS, %1 penisilin/streptomisin, 250 µl hydrokortizon, 3,75 µL EGF, 300 µl 

insülin içeren DMEM Ham‟s F12 besiyerinde kültür edilmiĢtir. Ayrıca NK-92 hücreleri 

%10 FBS, %1 penisilin/streptomisin 1.8 µl beta merkaptoetanol ve 500 UI IL2 içeren 
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TexMacs GMP besiyeri ile kültür edilmiĢtir. Çizelge 3.2‟de belirtildiği gibi her hücreye 

ait besiyeri hazırlanıp kültüründe kullanılmıĢtır. 

Çizelge 3.2 Hücre hatları ve kültür için kullanılan besiyeri içerikleri 

Hücre hatları Besiyeri Ġçeriği 

SK-BR-3 

(Meme Kanseri) 

 McCoys‟5a / DMEM (Yüksek Glikoz) (500 ml) 

 %10 FBS 

 %1 P/S 

 %1 L-Glutamin 

MCF-7 

(Meme Kanseri) 

 DMEM (Yüksek Glikoz) (500 ml) 

 %10 FBS 

 %1 P/S 

 %1 L-Glutamin 

MCF-12A 

(Normal meme) 

 DMEM Hams F-12 (Yüksek Glikoz) (100 ml) 

 %10 FBS 

 %1 P/S 

  250 µl Hidrokortizon 

 3,75 µl EGF  

 300 µl insülin 

NK-92 

 TexMacs (GMP) (500 ml) 

 %10 FBS 

 %1 P/S 

 1.8 µl Beta merkaptoetanol 

 500 IU IL-2 

3.2.2 Hücre kültürü 

Sıvı nitrojen tankında dondurulmuĢ olarak saklanan hücreler çalıĢma öncesi alınarak 

çözdürülmüĢtür. Çizelge 3.2‟de belirtilen besiyerleri kullanılarak laminar kabin 

içerisinde ayrı ayrı açılan MCF-7, SK-BR-3, MCF-12A ve NK-92 hücreleri kendi özel 

besiyerlerinde 37
o
C‟de %5 CO2‟li inkibatörde kültür edilmiĢtir. Hücrelerin idamesi T-
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25‟lik (25 cm
2
‟lik) ve T-75‟lik (75 cm

2
‟lik) flasklar içerisinde gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Çoğalma hızları, morfolojik yapıları ve canlılıkları invert mikroskop ile takip edilen 

hücreler %80 oranında doluluğa ulaĢması durumunda tripsin enzimi ile muamele 

edildikten sonra kaldırılarak pasajlanmıĢ ve çoğaltılmıĢtır. Süspanse halde olan NK-92 

hücresi invert mikroskopta takibinin ardından % 80 doluluğa ulaĢmasının ardından 

pasajlanmıĢtır. Stok olarak saklanacak hücreler %10 DMSO içeren FBS dondurma 

çözeltisi hazırlanarak kryoviallere alınıp sıvı nitrojende saklanmıĢtır. Her bir hücre 

hattının gelecek çalıĢmalarda kullanımı için depolanması sağlanmıĢtır. 

3.2.3 Kullanılan hücre sayısının optimizasyonu ve plate yerleşimi 

Sitotoksik deneylerde kullanılacak uygun hücre sayısının belirlenmesi amacıyla 96 

kuyucuklu mikroplakalarda iki farklı kanser hücresi ve bir adet normal meme hücresi 

için altı tekrarlı olarak kuyucuklara ekim yapıldı. Her bir hücre hattı için 3x10
3
, 5x10

3
, 

6x10
3
 hücre içeren 100 µl  özel besiyeri içerisinde ekim yapıldı. Mikroplaklar 37

o
C‟de 

%5 CO2‟li inkübatörde 24 saat inkübasyona bırakıldı ve hücrelerin çoğalması 

mikroskobik olarak gözlemlendi. Optimizasyon sonrası hücrelerin 24 saat 

çoğalmalarına bağlı olarak bir kuyucukta MCF-12A için 5x10
3
, MCF-7 için 5x10

3
, SK-

BR-3 için 6x10
3
 olarak belirlendi ve deneylere belirlenen hücre sayıları ile devam 

edildi. 

3.2.4 Hücre sayımı 

Tripan blue canlılık testi membranı zarar görmüĢ hücrelerde söz konusu boyanın hücre 

içine girmesiyle hücre sitoplazmasını boyaması esasına dayanmaktadır (Strober 1997). 

Bu nedenle mikroskop altında canlı hücreler sarı parlak görünürken ölü hücreler mavi 

görünmektedir. Flasktan kaldırılarak 15‟lik falkon tüpe alınan hücreler santrifüj edildi 

ve süpernatant çekilip atıldı. Pellet halindeki hücreler taze besiyeri ile süspanse edildi. 

Süspanse olmuĢ hücreden 100 µl çekilerek 100 µl tripan blue ile karıĢtırıldı. Boya 

karıĢımlı süspansiyon thoma lamı oluklarına dikkatlice yayıldı. Hücreler 40X‟ de sayıldı 

ve boya almayan hücrelerin (canlı hücreler) yüzde oranı hesaplandı. Thoma lamının alt 

ve üst kısmında bulunan 16 karedeki hücreler mikroskop altında 40X objektif 
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büyütmesinde dört defa tekrarlanarak sayıldı ve aritmetik ortalaması alındı. Canlılık 

oranı aĢağıdaki formüle göre hesaplandı (Strober 1997). 

Canlılık oranı (% olarak) = Sayılan Canlı Hücre Miktarı X 100 

Sayılan Toplam Hücre Miktarı 

3.3 NK-92 Hücrelerinin İndüklenmesi için Gerekli Etkin Antikor Konsantrasyonu 

ve İnkübasyon Süresinin Optimizasyonu 

Sitotoksik NK-92 hücrelerinin meme kanser hücrelerine karĢı sitotoksitesini ve 

aktivitesini artırmak için daha önce yapılan çalıĢmalar göz önüne alınarak anti-

KIR2DL4 (mAb #33) için konsantrasyon ve inkübasyon süresi belirlenmiĢtir. Yapılan 

çalıĢmada anti-KIR2DL4 için 1 µg/ml konsantrasyonda 20 saat inkübasyon ile NK-92 

hücrelerinin indüklenmesi sağlanmıĢtır (Goodridge vd. 2009). Bu tez çalıĢmasında da 

aynı konsantrasyon ve inkübasyon süresi NK-92 hücrelerinin indüklenmesi için 

kullanılmıĢtır. 

3.4 Anti-KIR2DL4 mAb 33 Antikorunun NK-92 Hücrelerinin KIR2DL4 

Reseptörlerine Tutunması 

NK hücreleri arasında en sitotoksik özelliğe sahip NK-92 hücreleri meme kanser hücre 

hatları MCF-7 ve SK-BR-3‟e karĢı sitotoksisitesini artırmak için anti-KIR2DL4 

antikoru ile indüklenmesi sağlanmıĢtır. Agonist etki hücre reseptörüne bağlanarak 

hücrede tepki oluĢturan bileĢiklerdir. Agonistler bağlandıkları reseptörü aktive ederek 

özgün fizyolojik ve farmakodinamik yanıt oluĢtururlar. Anti-KIR2DL4 mAb #33 

antikoruda agonist etki sağlaması için kullanılmıĢtır. Daha önce yapılan antikorun hücre 

reseptörüne bağlanma deneylerinin optimizasyonu sonucunda elde ettiğimiz veriler 

doğrultusunda, NK-92 hücrelerinin indüklenmesi için kültür edilen bu hücreleri 1 µg/ml 

anti-KIR2DL4 mAb #33 ile 20 saat 37
o
C‟de inkübe edildi. Ġnkübasyon sonrası 

antikorun tutunup tutunmadığı immün boyama deneyleri ile valide edildi. Valide edilen 

ve anti-KIR2DL4 antikoru ile indüklenmesi sağlanan NK-92 hücreleri planlanan 

deneylerde kullanıldı. 
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3.4.1 İmmün boyama öncesi yuvarlak lamellerin poly-L-lisin kaplaması 

Yuvarlak lameller örnek sayısı kadar 24 kuyucuklu plate‟e yerleĢtirildi. Üzerine 200 µl 

poly-L-lisin eklendi ve 1 saat laminar flow kabinde inkübasyona bırakıldı. 1 saat 

sonunda poly-L-lisin çekildi ve 1 saat daha kurumaya bırakıldı. Kurumanın ardından 

yuvarlak lameller DPBS ile yıkandı ve yarım saat UV altında kurumaya bırakıldı. Poly-

L-lisin ile kaplanan yuvarlak lameller immün boyama deneyi için hazır hale getirildi. 

Lamellerin poly-L-lisin kaplanması hücrelerin tutunmasını sağlamak için yapılmıĢtır. 

3.4.2 İmmün boyama için fiksasyon işlemi 

1 µg/ml anti-KIR2DL4 ile 20 saat inkübe edilen NK-92 hücreleri santrifüj ile pellet 

haline getirildi ve bağlanmayan antikorları elimine etmek için PBS ile yıkama yapıldı. 

Taze PBS ile süspanse edilen hücreler pellet haline getirilip süpernatan atıldı. Poly-L-

lisin ile kaplanan yuvarlak lamellerin üzerine NK-92 hücrelerinin pelleti süspanse 

edilerek eklendi ve yarım saat tutunması beklendi. Ardından süpernatan çekilip atıldı 

(tutunmayan hücreler) ve üzerine oda sıcaklığında 200 µl % 3,5‟lik PFA eklendi. 25 dk 

laminar kabinde inkübe edildi. Daha sonra 2 defa PBS ile yıkama yapıldı. 

3.4.3 NK-92 hücrelerinin immün boyaması 

Primer antikor ile muamele edilen ve yuvarlak lamel üzerine fikse olmuĢ hücrelere 

sekonder antikor FITC eklendi ve iki saat 37
o
C‟de inkübe edildi. Bağlanmayan 

antikorları uzaklaĢtırmak için PBS ile iki defa yıkama yapıldı. Ardından hücre 

çekirdeklerinin boyanması için 7-AAD çekirdek boyası eklendi ve 45 dk daha 37
o
C‟de 

inkübasyonu sağlandı. Tekrar PBS ile iki defa yıkama yapıldı. Yuvarlak lameller 

kapatma medium eklenerek lam üzerine kapatıldı ve görüntü almak için – 20
o
C‟de 

saklandı. 
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3.5 Sitotoksik Deneyler için Kanser Hücreleri ile NK-92 Hücrelerinin Ko-Kültürü 

Kanser hücreleri, 96 kuyucuklu steril hücre kültürü plaklarına MCF-12A 5x10
3
, MCF-7 

5x10
3
, SK-BR-3 6x10

3 
hücre/kuyucuk olarak ekildi ve 24 saat inkübasyona 

bırakılmıĢtır. Belirlenen sayılarda kültüre edilen hücreler invert mikroskopta deney için 

uygunluğu kontrol edildi. Ġnkübasyon sonrası kanser ve normal meme hücrelerinin 

üzerine farklı oranlarda (1:1, 1:5, 1:10) NK-92 hücreleri eklenmiĢtir. Ayrıca 20 saat 

boyunca 1 µg/ml anti-KIR2DL4 mAb #33 ile indüklenmiĢ NK-92 (iNK-92) hücreleri de 

aynı oranlarda (1:1, 1:5, 1:10) kanser hücreleri ve normal meme hücre ile ko-kültür 

edilmiĢtir. Böylece kontrol grup dahil olmak üzere deneyler yedi gruptan ve her grup 

altı tekrardan oluĢmaktadır. Ko-kültür aĢamaları her hücre için yarı yarıya ortak 

hazırlanmıĢ özel besiyeri ile gerçekleĢtirilmiĢtir (Çizelge 3.3). Ko-kültür süresinin 

belirlenmesi için optimizasyon çalıĢmaları farklı süreler (48, 24 ve 4 saat) kullanarak 

yapılmıĢtır. Bu deneylerden elde edilen sonuçlara göre hücre yoğunluğuna bakarak, 4 

saat inübasyon süresinin uygun olabileceği tespit edilmiĢtir. Bu inkübasyon süresi diğer 

araĢtırmacılar tarafından da desteklenmektedir (Wang vd. 2012, Somanchi vd. 2015, 

Karlıtepe vd. 2021). 

Çizelge 3.3 Hücreler için ortak ko-kültür besiyeri 

Ko-kültür için gerekli besiyerleri Besiyeri içeriği (100 ml) 

MCF-12A:NK-92 

 45 ml DMEM Ham‟s F-12 

 45 ml TexMacs (GMP) 

 %10 FBS 

 %1 P/S 

  250 µl Hidrokortizon 

 3,75 µl EGF  

 300 µl insülin 

 1.8 µl Beta merkaptoetanol 

 500 IU IL-2 
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Çizelge 3.3 Hücreler için ortak ko-kültür besiyeri (devam) 

MCF-7:NK-92 

 45 ml DMEM (Yüksek Glikoz) 

 45 ml TexMacs (GMP) 

 %10 FBS 

 %1 P/S 

 1.8 µl  Beta mercaptoetanol 

 500 IU IL-2 

SK-BR-3:NK-92 

 45 ml McCoys‟5a 

 45 ml TexMacs (GMP) 

 %10 FBS 

 %1 P/S 

 1.8 µl Beta merkaptoetanol 

 500 IU IL-2 

3.6 Hücre Canlılık Deneyleri (WST-1) 

Canlı hücrelerin metabolik aktivitesini ölçmek için kullanılan WST-1 protokolü hücre 

çoğalması ve sitotoksisite testleri için kullanılan bir yöntemdir. Protokol, WST-1((2-(4-

Iodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4- disulfophenyl)-2H-tetrazolium sodium salt))‟in 

yaĢayan hücreler tarafından indirgenme esasına dayanmaktadır. Reaksiyon sonrasında 

suda çözünür formazan tuzu oluĢur ve açığa çıkan formazan boyası spektrofotometrik 

okuyucu aracılığı ile ölçülür. Ölçüm sonucunda alınan absorbans değerleri her kuyu için 

ayrı olarak aĢağıda belirtilen formüle göre % olarak hesaplandı. Daha sonra bu değerler 

GraphPad programı kullanılarak analiz edildi. Bu sayede indüklenmemiĢ ve 

indüklenmiĢ NK-92 hücrelerinin kanser hücrelerine (MCF-7 ve SK-BR-3) ve normal 

meme hücresine (MCF-12A) olan sitotoksik etkisi değerlendirilmiĢtir. 
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     Hücre Canlılık Oranı (% olarak) = Örnek OD değeri X 100 

                                                           Kontrol OD değeri 

 

Ko-kültür için hedef:efektör hücre oranları (Kanser Hücresi:NK-92 / Normal Meme 

Hücresi: NK-92) 1:1, 1:5 ve 1:10 olarak belirlenmiĢtir. Bunun için MCF-7, SK-BR-3 ve 

MCF-12A hücreleri optimize edilen hücre sayıları Ģekil 3.2‟de gösterilen deney 

düzeneğine uygun Ģekilde ekilmiĢtir. Ekilen hücreler 24 saat inkübasyondan sonra 

invert mikroskopta kontrol edilmiĢ ve ko-kültür aĢamasına geçilmiĢtir. Hücre ekimine 

paralel olarak NK-92 hücrelerininin anti-KIR2DL4 mAb #33 antikoru ile 20 saat 

boyunca 1 µg/ml‟ de indüklenmesi sağlanmıĢtır. Ekim ve ko-kültür uygulaması her bir 

kuyu için 100 µl besiyeri kullanılarak yapılmıĢtır. ĠndüklenmiĢ ve indüklenmemiĢ NK-

92 hücreleri, meme kanser hücreleri ve normal meme hücresi ile ko-kültür yapılmıĢtır. 

Ko-kültür yapılan hücreler 4 saat 37
o
C‟de etüvde inkübasyona bırakılmıĢtır. 4 saat 

sonunda NK-92 hücreleri ortamdan uzaklaĢtırılıp 3 defa DPBS ile yıkama yapılmıĢtır. 

Yıkama sonrası 100 µl taze besiyeri kuyucuklara eklenip her bir kuyu için 10 µl WST-1 

çözeltisi konulmuĢtur. Plaka 37
o
C‟de etüv içinde inkübasyona bırakılarak 4. saat 

sonunda 450 nm‟de spektrofotometrik okuma yapılmıĢtır. Sonuçlardan elde edilen 

absorbans değerleri kullanılarak sitotoksisite ve canlılık oranları hesaplanmıĢtır. 

Deneyler yedi grupta ve altı tekrar ile gerçekleĢtirilmiĢtir. 
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ġekil 3.2 Sitotoksisite deneyi plaka yerleĢimi MCF-12A, MCF-7, SK-BR-3‟nın NK-92 

hücreleri ile ko-kültür ve WST-1 için 96 kuyucuklu plaka yerleĢimi ve SK-

BR-3‟nin Trastuzumab kombinasyonlu NK-92 hücreleri ile ko-kültür ve 

WST-1 için 96 kuyucuklu plaka yerleĢimi 

Ayrıca HER2
+
 olan SK-BR-3 meme kanser hücre hattına karĢı trastuzumab ile kombine 

anti-KIR2DL4‟un etkiside araĢtırılmıĢtır. Bu deneyde her kuyu için ekilen 6x10
3
 HER2

+
 

SK-BR-3 hücresi 24 saat inkübe edilmiĢtir. Ġnkübasyon sonunda uygun olarak 

tutunduğu belirlenen hücreler daha önceki çalıĢmalar göz önüne alınarak 100 µg/ml 

Trastuzumab (Herceptin) ile 1 saat inkübe edilmiĢtir (Parihar vd. 2002). Daha sonra 

Trastuzumab (Herceptin)‟lı ortam çekilip 3 defa yıkama yapılmıĢtır. 20 saat boyunca 1 

µg/ml‟de indüklenmiĢ ve indüklenmemiĢ NK-92 hücreleri belirlenen SK-BR-3:NK-92 

hücre oranları 1:1, 1:5, 1:10 olacak Ģekilde ko-kültür yapılmıĢtır. Ko-kültür sonrası 4 
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saat inkübasyona bırakılmıĢtır. 4 saat sonunda NK-92 hücreleri uzaklaĢtırılıp 3 defa 

DPBS ile yıkama yapılmıĢtır. Ardından 100 µl besiyeri eklenip 10 µl WST-1 çözeltisi 

her kuyucuga eklenmiĢtir. 37
o
C‟de etüv içinde inkübasyona bırakılarak 4. saat sonunda 

450 nm spektrofotometrik okuma yapılmıĢtır. Sonuçlardan elde edilen absorbans 

değerleri kullanılarak sitotoksite ve canlılık oranları hesaplanmıĢtır. Deneyler yedi grup 

ve altı tekrar ile gerçekleĢtirilmiĢtir (ġekil 3.2). 

3.7 Ko-kültür Edilmiş Hücrelerin İmmün Boyaması 

WST-1 analizlerinden elde edilen verilere göre ko-kültür hücre oranı 1:10 olduğunda en 

yüksek hücre ölümü gerçekleĢtiği tespit edilmiĢtir. Bu doğrultuda ko-kültür immün 

boyama deneyleri sadece 1:10 oranı ile dizayn edilip uygulanmasına karar verilmiĢtir.  

T-75 flasklar kullanılarak kültüre edilip çoğaltılan MCF-12A, MCF-7 ve SK-BR-3 

hücreleri yeterli doluluğa ulaĢtığında poly-L-lisin kaplanmıĢ 24 kuyucuklu plakalara 

ekim yapılmıĢtır. Hücre yoğunluğu her bir plaka için MCF-12A‟da 2,5x10
4
, MCF-7‟de 

2,5x10
4
, SK-BR-3‟de 3x10

4
 olarak belirlenmiĢtir. 24 kuyucuklu plakalardaki deney 

planı Ģekil 3.3‟de gösterilmiĢtir. 

Ayrıca SK-BR-3 HER2
+
 hücre hattı indüklenmiĢ ve indüklenmemiĢ NK-92 hücrelerinin 

Trastuzumab kombinasyonu ile WST-1 deneylerinden elde edilen sonuçlara göre 

indüklenmiĢ ve indüklenmemiĢ NK-92 hücrelerinin sitotoksik özellikleri arasında 

anlamlı bir fark olmadığı için immün boyama deneylerine dahil edilmemiĢtir. 
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ġekil 3.3 ĠndüklenmiĢ NK-92 hücrelerinin WST-1 sonucunda elde edilen etkili hücre 

oranının 24 kuyucuklu plak üzerinde deney düzeneği 

Kanser ve normal meme hücreler belirlenen sayılarda ekim yapıldıktan sonra 24 saat 

inkübasyona bırakılmıĢtır. Ġnkübasyon sonrasında PBS ile yıkandıktan sonra 1:10 hücre 

oranı olacak Ģekilde indüklenmiĢ ve indüklenmemiĢ NK-92 hücreleri, total hacim 500 

µl hücrelerin ortak besiyeri ile ko-kültür edilip 4 saat 37
o
C‟de inkübasyona 

bırakılmıĢtır. Ko-kültür sonrası yuvarlak lameller üç defa PBS ile yıkayıp immün 

boyama için hazır hale getirilmiĢtir. 

3.8 Apoptozda Rol Oynayan Proteinlerin İmmün Boyama Analizi 

Ko-kültür aĢamasından sonra meme kanser hücre hatları ve normal meme hücreleri 

coverslipler üzerinde boyama için hazır hale getirilmiĢtir. Bax, kaspaz 3 ve kaspaz 9 

gibi apoptoz yolağındaki proteinlerin sentezinin belirlenmesi için hücreler önce fikse 
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edildi. Fikse edilmiĢ hücreler lammeller üzerinde sekonder antikor ve çekirdek boyası 

ile boyanarak florasan mikroskop altında görüntülenmiĢtir. 

3.8.1 Hücre fiksasyonu 

24 kuyucuklu plakalarda bulunan yuvarlak lameller üzerindeki deneye alınmıĢ hücreler 

üzerine 250 µl % 3,5‟lik PFA eklenip 25 dk oda sıcaklığında inkübe edilmiĢtir. PFA 

ortamdan uzaklaĢtırıldıktan sonra hücreler 2 defa 1 ml PBS ile yıkanmıĢtır. Daha sonra 

yuvarlak lameller azitli PBS içinde +4
o
C‟ de muhafaza edilmiĢtir. 

3.8.2 İmmün boyama ve görüntüleme 

ĠndüklenmiĢ ve indüklenmemiĢ NK-92 hücreleri ile ko-kültür yapılıp fikse edilen meme 

kanser ve normal meme hücre hattı immün boyama için hazır hale getirilmiĢtir. 

Öncelikle stok çözeltisiden primer antikorlar önerilen oranlarda sulandırılıp ara stok 

oluĢturulmuĢtur. Hücreler sulandırılmıĢ bax, kaspaz 3 ve kaspaz 9 primer antikorları ile 

24 saat +4
o
C‟ de inkübe edilmiĢtir. Daha sonra üç defa PBS ile yıkandı ve FITC iĢaretli  

sekonder antikor ile 2 saat 37
o
C‟de inkübe edilmiĢtir. Ġnkübasyon sonrası tekrar 3 defa 

PBS ile yıkanıp son olarak 45 dk 7-AAD çekirdek boyası ile 37
o
C‟de inkübasyona 

bırakılmıĢtır. 45 dk sonunda tekrar 3 defa PBS ile yıkanmanın ardından hoechst içeren 

kapatma medyumu ile lam üzerine kapatılmıĢtır. Her bir primer için aynı iĢlemler tekrar 

edilip florasan mikroskopta görüntülenmiĢtir. Preparatlar daha sonra kullanılmak üzere -

20
o
C‟de saklanmıĢtır. 

3.9 Western Blot Yöntemi 

3.9.1 Örneklerin hazırlanması 

MCF-12A, MCF-7 ve SK-BR-3 hücre hatları 1:10 (Hedef/Efektör) oranında 

indüklenmiĢ ve indüklenmemiĢ NK-92 hücreleri ile 4 saat ko-kültür edilmiĢtir. Hücre 

canlılık deneylerinden alınan sonuçlara göre en iyi etkinin 1:10 oranında olduğu tespit 
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edilmiĢ ve western blot deneylerine bu oran ile devam edilmiĢtir. Ko-kültürün ardırdan 

NK-92 hücreleri uzaklaĢtırılıp kalan hücreler tripsinize edilerek toplanmıĢtır. Hücreleri 

lizis edebilmek için soğuk RIPA tamponu içerisinde sertçe vorteks ve pipetaj 

yapılmıĢtır. Lizatlar soğutmalı santrifüjde 13000 g‟de 30 dakika santrifüj edilmiĢtir. 

Elde edilen supernatant temiz bir tüpe aktarılmıĢtır. 

3.9.2 Toplam protein tayini 

Lizatların toplam protein miktarını ölçmek için BCA kiti (Thermo Scientific Pierce 

katalog numarası: 23225) kullanılmıĢtır. BSA standartları 2000 μg/ml, 1500 μg/ml, 

1000 μg/ml, 500 μg/ml, 250 μg/ml, 125 μg/ml konsantrasyonlarında RIPA çözeltisi 

içerisinde hazırlanmıĢ ve kit protokolünde önerilen Ģekilde 96 kuyucuklu plate 

prosedürü için 25‟Ģer μl standartlar ve uygulama yapılmıĢ hücre lizatları üç tekrar 

karıĢtırılarak her kuyucuğa 200 μl eklenmesinin ardından yarım saat oda sıcaklığında 

inkübe edilmiĢtir. Ġnkübasyonun ardından absorbans değerleri 563 nm‟de 

spektrofotometrede (viktor3V 1420 multilabel plate counter) ölçülüp, BSA standart 

proteini elde edilen absorbans değerleriyle oluĢturulan standart eğri grafiği excel‟e 

çizdirilmiĢ ve hesaplanan regresyon denklemi aracılığıyla, örneklerin absorbanslarından 

yararlanarak total protein miktarı hesaplanmıĢtır. Grafikten elde edilen R
2 

değeri ne 

kadar 1‟e yakınsa sonuçlar o kadar doğru olarak yorumlanmaktadır (Smith et al., 1985). 

3.9.3 SDS (Sodyum Dodesil Sülfat) poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE) 

Total protein tayini yapılan hücre lizatları Laemmli tamponu içerisinde 95
o
C‟de 10 

dakika kaynatılmıĢtır. Tüm proteinlerin jelde birbirinden daha iyi bir Ģekilde 

ayrılabilmesi için gradiyent jel hazırlanmıĢtır. 
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Çizelge 3.4 Gradiyent jel prosedürü 

Ayırıcı Jel %15 Miktar (ml) 

% 30 Akrilamid-Bisakrilamid 9 ml 

1,5 M Tris (pH:8.8) 4,5 ml 

H2O 4,12 ml 

SDS 180 μl 

APS 180 μl 

TEMED 18 μl 

Toplam hacim 18 ml 

Ayırıcı jel % 5 

% 30 Akrilamid-Bisakrilamid 3 ml 

1,5 M Tris (pH:8.8) 4,5 ml 

H2O 10,12 ml 

SDS 180 μl 

APS 180 μl 

TEMED 18 μl 

Toplam hacim 18 ml 

Hizalayıcı jel 

% 30 Akrilamid-Bisakrilamid 2,55 ml 

1 M Tris (pH:6.8) 1,84 ml 

H2O 10,2 ml 

SDS 150 μl 

APS 150 μl 

TEMED 15 μl 

Toplam hacim  15 ml 

Her jel için 1,5 mm‟lik camlar kullanılmıĢtır.  Ġlk olarak ayırıcı jelden; %5‟lik jelden 3.5 

ml, daha sonra %15‟lik jelden 4 ml çekilerek iki cam arasına dökülmüĢtür. Dökülen 

jelin polimerleĢmesi için, jelin üzeri bir miktar izopropanol ile kapatılmıĢtır. 

PolimerleĢmenin ardından izopropanol uzaklaĢtırılarak üst jel dökülmüĢ ve 15 

kuyucuklu taraklar takılmıĢtır. ĠĢlemlerin ardından polimerleĢmesi beklenmiĢtir. 

Kaynatılan örnekler her kuyucuğa 10 μg protein gelecek Ģekilde yüklenmiĢtir. 80V‟ da 

yaklaĢık 3 saat yürütme tamponu içerisinde yürütülmüĢtür. 

Western blot analiz yönteminde kullanılacak olan çözeltiler çizelge 3.5‟de belirtildiği 

gibi hazırlanmıĢtır. 
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Çizelge 3.5 Western blot analiz yönteminde kullanılacak olan çözeltiler  

Bloklama Tamponu  
5 g BSA (Çözelti içinde %5 olacak Ģekilde) 

+ TBST ile 100 ml‟ye tamamlanır. 

4X Örnek Tamponu (Loading sample 

Buffer) (10ml)  

1 M Tris-HCI (pH=6.8) + 0,8 g SDS + 4 ml 

Gliserol + 0,5 ml Betamerkaptoetanol + 

%10 Brom fenol mavisi eklenir.  

10X Towbin Buffer (Transfer Tamponu) 

Stok Çözeltisi (1 litre)  

30.3gTris+144gGlisin+20ml%10 SDS + 

Saf su eklenerek çözelti 1 litreye 

tamamlanır. 

1X Towbin Buffer (Transfer Tamponu) 

Çözeltisi  

100 ml 10X Towbin Buffer Stok çözeltisi + 

200 ml %100 Metanol + 700 ml saf su ile 

1X‟e seyreltilir.  

10X TBS Stok Çözeltisi (1 litre) 

24.23 g Trizma-HCl + 80.06 g NaCl + Saf 

su eklenerek çözelti 1 litreye tamamlanır 

(pH= 7.6).  

TBST Çözeltisi 

10X TBS stok çözeltisi, 10 ml 10X stok + 

89.95 ml Saf su + 50 μl Tween 20 

(çözeltide son hacim oranı %0.05 olacak 

Ģekilde) ile 1X‟e seyreltilir.  

3.9.4 Jelin membrana transferi 

SDS PAGE‟in PVDF membrana transferi ıslak transfer sistemi ile sağlanmıĢtır. Sünger-

Whatman kağıdı-jel-membran-Whatman kağıdı-sünger sırasıyla; siyah(-) yönden 

beyaz(+) yöne doğru, jelden membrana transfer sağlanmıĢtır. Proteinlerin jelden 

membrana transferi, transfer çözeltisi içerisinde, 100 V‟da 2 saatte aktarılmıĢtır. 

3.9.5 Membran bloklanması 

Proteinlerin membrana transferinden sonra, %5 BSA TBS-T içerisinde hazırlanmıĢ ve 

membranlar 1-2 saat oda sıcaklığında inkübe edilmiĢtir. 

3.9.6 Membranların primer antikor ile inkübasyonu 

Membranlar +4°Cde gece boyu primer antikor ile (ya da oda sıcaklığında 2 saat) inkübe 

edilmiĢtir. Antikor uygulaması sonrası membranlar 3 kez 10‟ar dakika TBS-T ile 

yıkanmıĢtır. 
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3.9.7 Membranların sekonder antikor ile inkübasyonu 

Sekonder antikorlar primer antikorların kaynağına göre belirlenmiĢtir. HRP iĢaretli 

sekonder antikor, %5 BSA TBS-T içersinde 1/5000 dilüsyonda hazırlanmıĢtır. 

Membranlar sekonder antikorlar ile 1-2 saat oda sıcaklığında inkübe edilmiĢtir. 

Ġnkübasyon sonrası 3 defa 10‟ar dakika TBS-T ile yıkama yapılmıĢtır. Ardından ECL 

kemilüminesans substrat ile LI-COR görüntüleme cihazından membran 

görüntülenmiĢtir. 

3.10 İstatistiksel Analiz 

Farklı oranlarda indüklenmiĢ ve indüklenmemiĢ NK-92 ile ko-kültür edilmiĢ meme 

kanser hücre hatları ve normal meme hücrelerinin WST-1 sitotoksisite analizi, alınan 

OD değerlerinin % canlılık oranları belirlendikten sonra GraphPad Prism 9 ile tek yönlü 

varyans analiz yöntemi ile değerlendirilmiĢtir. Deney planımız yedi grup ve altı tekrar 

ile her hücre hattı için ayrı olarak gerçekleĢtirilmiĢtir. Varyans analizi yöntemi verilerin 

normal dağılım gösterdiği varsayımına dayanmaktadır. Bu ön Ģartın sağlanıp 

sağlanmadığını test etmek için Shapiro-Wilk ve Kolmogorov- Smirnov testlerinden 

yararlanılmıĢtır. Deneylerimiz One way Anova Multiple Comparisons testi ile analiz 

edilmiĢtir. Uygulamada yaygın olarak kullanılan çoklu karĢılaĢtırma testlerinden 

Tukey‟s önem testinden (p<0,05) yararlanılmıĢtır. 
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4. ARAŞTIRMA BULGULARI 

4.1 Hücrelerin Kültür Edilmesi ve İnvert Mikroskopta Görüntülenmesi 

Uygun kültür Ģartlarında NK-92, normal meme hücresi MCF-12A, meme kanser 

hücreleri SK-BR-3 ve MCF-7 özel besi yerlerinde deneyler için uygun hale getirilmiĢtir. 

Çoğaltılan hücreler günlük olarak invert mikroskop altında takip edilmiĢtir (ġekil 4.1). 

  

  

ġekil 4.1 Kültür edilen NK-92, MCF-12A, SK-BR-3 ve MCF-7 hücresinin invert 

mikroskopta 10X mercek altında görüntüsü 
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4.2 Anti-KIR2DL4 Antikorunun NK-92 Hücreleri Üzerindeki KIR2DL4 

Reseptörüne Tutunmasının İmmün Boyama ile Validasyonu 

NK-92 hücrelerinin anti-KIR2DL4 agonistik antikoru ile 20 saat inkübasyonu 

sağlanmıĢtır. Antikor-reseptör etkileĢiminin gerçekleĢtirildiğinin validasyonu için 

immün boyama yöntemi kullanılmıĢtır. Antikorun tutunmasını florasan olarak görüntülü 

hale getirmek için FITC goat anti-mouse sekonder  antikoru kullanılmıĢtır. Ayrıca 

hücrelerin çekirdekleri 7-AAD DNA boyası (kırmızı sinyal) ile boyanmıĢtır. Bu 

etkileĢimin konfokal mikroskop görüntüsü Ģekil 4.2‟de gösterilmiĢtir. Hücre membranı 

üzerinden alınan yeĢil sinyal (FITC) antikorun reseptöre bağlandığı noktaları 

göstermektedir. ġekil 4.2‟de bağlanmanın baĢarılı bir Ģekilde gerçekleĢtirildiği 

gösterilmiĢtir.   

 

ġekil 4.2 NK-92: anti-KIR2DL4 bağlanması. Çekirdek boyası (DNA boyası,) 7-AAD 

ve sekonder olarak FITC kullanılmıĢtır. Alınan yeĢil sinyal antikorun 

membran üzerinde lokalize olduğunu, kırmızı sinyal ise çekirdek 

lokalizasyonunu göstermektedir (Büyütme: 64 X) 
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4.3 Ko-kültür Sonrasında Hücre Canlılık Deney Sonuçları 

Ġndüklenen ve indüklenmeyen NK-92 hücrelerinin 1:1, 1:5 ve 1:10 hücre oranlarında 

MCF-12A normal meme hücresi ve SK-BR-3 ve MCF-7 meme kanser hücreleri ile 4 

saat ko-kültürü sonrasında hücre canlılığı tespiti için yapılan WST-1 uygulaması 

sonucunda alınan OD değerleri hücre canlılık oranları hesaplandı ve GraphPad Prism 9 

ile analiz edildi. Belirlenen hücre oranları yedi farklı grupta ve altı tekrarlı olarak 

gerçekleĢtirildi. Bu deneyin sonucunda indüklenmiĢ NK-92 hücrelerinin indüklenmemiĢ 

hücrelere göre normal meme hücresine ve kanser hücrelerine karĢı etkileri 

değerlendirilmiĢtir. 

4.3.1 İndüklenmiş ve indüklenmemiş NK-92 hücrelerinin MCF-12A(normal meme)  

hücreleri üzerindeki canlılık etkisinin sonuçları 

ĠndüklenmiĢ ve indüklenmemiĢ NK-92 hücrelerinin MCF-12A hücre hattı üzerindeki 

öldürücü etkisi WST-1 deney sonuçlarından alınan OD değerleri % canlılık hesaplaması 

yapıldıktan sonra analiz edilmiĢtir. ġekil 4.3‟de gösterildiği gibi yapılan istatistik 

analizlere dayanarak farklı konsantrasyonlarda uygulanan NK-92 ve iNK-92 

hücrelerinin kontrol gruba göre anlamlı derecede öldürücü etkisi olmadığı tespit 

edilmiĢtir.  



50 

 

ġekil 4.3 Farklı oranlarda indüklenmiĢ ve indüklenmemiĢ NK-92 hücrelerinin, MCF-

12A normal meme hücrelerinin üzerindeki sitotoksik etkisi (ns=anlamlı değil) 

4.3.2 İndüklenmiş ve indüklenmemiş NK-92 hücrelerinin MCF-7 (meme kanser 

hücresi) hücreleri üzerindeki canlılık etkisinin sonuçları 

ĠndüklenmiĢ ve indüklenmemiĢ NK-92 hücrelerinin MCF-7 hücre hattı üzerindeki 

öldürücü etkisi WST-1 deney sonuçlarından alınan OD değerlerinin her kuyu için hücre 

canlılık oranı hesaplandı ve GraphPad Prism 9‟da analiz edildi. ġekil 4.4‟de gösterildiği 

gibi yapılan istatistik analizlere dayanarak farklı konsantrasyonlarda uygulanan NK-92 

ve iNK-92 hücrelerinin kontrol gruba göre tüm hücre oranlarında sitotoksik etki tespit 

edilmiĢtir. ĠndüklenmiĢ ve indüklenmemiĢ hücrelerde farklı oranlarda indüklenmiĢlerin 

indüklenmeyenlere göre tüm oranlarında hücre canlılığında azalma görülmüĢtür. Bu 

farklılığın anlamlı derece de olduğu belirlenmiĢtir. 
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ġekil 4.4 Farklı oranlarda indüklenmiĢ ve indüklenmemiĢ NK-92 hücrelerinin, MCF-7 

(meme kanser hücresi) hücrelerinin üzerindeki sitotoksik etkisi (* p<0.05, ** 

p<0.01 **** p<0.0001) 

4.3.3 İndüklenmiş ve indüklenmemiş NK-92 hücrelerinin SK-BR-3 (meme kanser 

hücresi) hücreleri üzerindeki canlılık etkisinin sonuçları 

ĠndüklenmiĢ ve indüklenmemiĢ NK-92 hücrelerinin SK-BR-3 hücre hattı üzerindeki 

öldürücü etkisi WST-1 deney sonuçlarından alınan OD değerleri değerlerinin her kuyu 

için hücre canlılık oranı hesaplandı ve GraphPad Prism 9‟da analiz edildi. ġekil 4.5‟de 

gösterildiği gibi yapılan istatistik analizlere dayanarak farklı konsantrasyonlarda 

uygulanan NK-92 ve iNK-92 hücrelerinin kontrol gruba göre tüm gruplarda (1:1 oranı 

hariç) hücre canlılığında azalma görülmüĢtür. ĠndüklenmiĢ NK-92 hücrelerinin (1:10 ve 

1:5 oranlarında) indüklenmemiĢ NK-92 hücrelerine göre (1:10 ve 1:5 oranlarında) hücre 

canlılığında azalma görülmüĢtür. Bu farklılık yüksek anlamlılık göstermektedir. Ancak 
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indüklenmiĢ ve indüklenmemiĢ NK-92 hücrelerinin SK-BR-3 hücreleri üzerinde 1:1 

oranında herhangi bir etkisi olmadığı gösterilmiĢtir. 

 

ġekil 4.5 Farklı oranlarda indüklenmiĢ ve indüklenmemiĢ NK-92 hücrelerinin, SK-BR-3  

(meme kanser hücresi) hücrelerinin üzerindeki sitotoksik etkisi (**** 

p<0.0001, ns=anlamlı değil) 

4.3.4 İndüklenmiş ve indüklenmemiş NK-92 hücrelerinin Trastuzumab 

kombinasyonu ile SK-BR-3 (meme kanser hücresi) hücreleri üzerindeki 

canlılık etkisinin sonuçları 

ĠndüklenmiĢ ve indüklenmemiĢ NK-92 hücrelerinin Trastuzumab kombinasyonu ile 

SK-BR-3 hücre hattı üzerindeki öldürücü etkisi WST-1 deney sonuçlarından alınan OD 

değerleri değerlerinin her kuyu için hücre canlılık oranı hesaplandı ve GraphPad Prism 

9‟da analiz edildi. ġekil 4.6‟da gösterildiği gibi yapılan istatistik analizlere dayanarak 

farklı konsantrasyonlarda uygulanan NK-92 ve iNK-92 hücrelerinin kontrol gruba göre 

diğer tüm gruplar (SK-BR-3+ Trastuzumab grubu hariç) ile ko-kültürü sonucunda SK-

BR-3 hücre canlılığında anlamlı derecede azalma görülmüĢtür. Ancak indüklenmiĢ NK-
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92 ve Trastuzumab kombinasyonu ayrıca indüklenmemiĢ NK-92 ve Trastuzumab 

konsatrasyonu arasında anlamlı derece canlılık farkı bulunmamaktadır. 

 

ġekil 4.6 Farklı oranlarda indüklenmiĢ ve indüklenmemiĢ NK-92 hücrelerinin 

Trastuzumab kombinasyonlu SK-BR-3 (meme kanser hücresi) hücrelerinin 

üzerindeki sitotoksik etkisi (p<0.0001, ns= anlamlı değil) 

4.4 İmmün Boyama ile Apoptoz Yolağına Ait Proteinlerin İfadesinin Belirlenmesi 

Ġmmün boyama öncesi 24 kuyucuklu plakalarda MCF-7, SK-BR-3 ve MCF-12A 

hücreleri deney için uygun hale getirilmiĢtir. KIR2DL4 mAb #33 ile indüklenmiĢ ve 

indüklenmemiĢ NK-92 hücreleri normal meme ve meme kanser hücrelerinin (MCF-7, 

SK-BR-3 ve MCF-12A) ko-kültürü gerçekleĢtirilmiĢtir. WST-1 deneylerinden elde 

edilen sonuçlara göre indüklenmiĢ ve indüklenmemiĢ NK-92 hücrelerinin kanser hücre 

hatları üzerindeki sitotoksik etkileri 1:10 (her kanser hücre hattının 10 katı indüklenmiĢ 

veya indüklenmemiĢ NK-92 hücresi ile ko-kültürü) oranında en yüksek seviyede olduğu 

belirlenmiĢtir.  Dolayısıyla immün boyama deneylerinde sadece 1:10 hücre oranı 
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kullanılmıĢtır. Ko-kültür deneyleriden sonra indüklenmiĢ ve indüklenmemiĢ NK-92 

hücreleri ile birlikte kültürlenen normal ve kanser meme hücreleri fikse edilmiĢtir. Bu 

deneylerde çekirdek boyası olarak 7-AAD, primer antikor olarak Bax, Kaspaz 3, 

Kaspaz 9 ve sekonder antikor olarak ise FITC iĢaretli goat anti rabbit antikoru 

kullanılmıĢtır. Alınan görüntülerin tümü florasan mikroskobunda 100X büyütmede 

alınmıĢtır. Görüntülenme sonrası fotoğrafların düzenlenmesi için Image J programı 

kullanılmıĢtır. 

4.4.1 Ko-kültür sonrası MCF-12A hücre hattının immün boyama ile apoptoz 

yolağına ait proteinlerin sentezinin belirlenmesi 

ĠndüklenmiĢ ve indüklenmemiĢ NK-92 hücreler ile ko-kültür edilmiĢ MCF-12A 

hücreleri fikse edilmiĢtir. Apoptoz yolağına ait Bax, Kaspaz 3 ve Kaspaz 9 proteinlerin 

sentezi immün boyama yöntemi ile analiz edilmiĢtir. Görüntülerde bu proteinlerin (Bax, 

Kaspaz 3 ve Kaspaz 9) sentezi yeĢil sinyal (FITC) ile gösterilmektedir. Alınan kırmızı 

sinyal (7-AAD) ise hücre çekirdek lokasyonunu göstermektedir (ġekil 4.7-4.9). 

4.4.1.1 Ko-kültür sonrası MCF-12A hücrelerinde Bax protein sentezinin immün 

boyama yöntemi ile belirlenmesi 

ĠndüklenmiĢ ve indüklenmemiĢ NK-92 hücreleri ile MCF-12A hücrelerinin ko-kültür 

sonrası bax proteininin sentezi araĢtırılmıĢtır. Bax antikoru, FITC iĢaretli sekonder ve 

çekirdek (DNA) için 7-AAD immün boyama deneylerinde kullanılmıĢtır. ġekil 4.7‟de 

gösterildiği gibi florasan mikroskobundan alınan sinyallere göre indüklenmiĢ ve 

indüklenmemiĢ NK-92 hücreleri ile ko-kültür edilen MCF-12A hücrelerinde bax protein 

sentezinde her hangi bir fark görülmemiĢtir. 
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ġekil 4.7 MCF-12A (Normal meme hücresi)‟ne ait Bax proteininin sentezinin florasan 

mikroskobundaki görüntüsü.  Çekirdek boyası (DNA) 7-AAD (Kırmızı 

sinyal) ve FITC iĢaretli sekonder antikor (YeĢil sinyal) kullanılmıĢtır (100X) 

4.4.1.2 Ko-kültür sonrası MCF-12A hücrelerinde Kaspaz 3 protein sentezinin 

immün boyama yöntemi ile belirlenmesi 

ĠndüklenmiĢ ve indüklenmemiĢ NK-92 hücreleri ile MCF-12A hücrelerinin ko-kültür 

sonrası kaspaz 3 proteininin sentezi araĢtırılmıĢtır. Kaspaz 3 antikoru, FITC iĢaretli 

sekonder ve çekirdek (DNA) için 7-AAD immün boyama deneylerinde kullanılmıĢtır. 

ġekil 4.8‟de gösterildiği gibi florasan mikroskobundan alınan görüntülere bakıldığında 

indüklenmiĢ ve indüklenmemiĢ NK-92 hücreleri ile ko-kültür edilen MCF-12A 

hücrelerinde bir kaspaz 3 protein sentezinde her hangi bir fark görülmemiĢtir. 
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ġekil 4.8 MCF-12A (Normal meme hücresi)‟ne ait kaspaz 3 proteininin sentezinin 

florasan mikroskobundaki görüntüsü. Çekirdek boyası (DNA) 7-AAD 

(Kırmızı sinyal) ve FITC iĢaretli sekonder antikor (YeĢil sinyal) 

kullanılmıĢtır (100X) 

4.4.1.3 Ko-kültür sonrası MCF-12A hücrelerinde Kaspaz 9 protein sentezinin 

immün boyama yöntemi ile belirlenmesi 

ĠndüklenmiĢ ve indüklenmemiĢ NK-92 hücreleri ile MCF-12A hücrelerinin ko-kültür 

sonrası kaspaz 9 proteininin sentezi araĢtırılmıĢtır. Kaspaz 9 antikoru, FITC iĢaretli 

sekonder ve çekirdek (DNA) için 7-AAD immün boyama deneylerinde kullanılmıĢtır. 

ġekil 4.9‟da gösterildiği gibi florasan mikroskobundan alınan görüntülere bakıldığında 

indüklenmiĢ ve indüklenmemiĢ NK-92 hücreleri ile ko-kültür edilen MCF-12A 

hücrelerinde kaspaz 9 protein sentezinde her hangi bir fark görülmemiĢtir. 
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ġekil 4.9 MCF-12A (Normal meme hücresi)‟ne ait kaspaz 9 protein sentezinin florasan 

mikroskobundaki görüntüsü. Çekirdek boyası (DNA) 7-AAD (Kırmızı sinyal) 

ve FITC iĢaretli sekonder antikor (YeĢil sinyal) kullanılmıĢtır (100X) 

4.4.2 MCF-7 hücre hattının immün boyama ile apoptoz yolağına ait proteinlerin 

sentezinin belirlenmesi 

ĠndüklenmiĢ ve indüklenmemiĢ NK-92 hücreler ile ko-kültür edilmiĢ MCF-7 hücreleri 

yuvarlak lamel üzerine fikse edilmiĢtir. Apoptoz yolağına ait Bax, Kaspaz 3 ve Kaspaz 

9 proteinlerin sentezi immün boyama yöntemi ile analiz edilmiĢtir. Görüntülerde bu 

proteinlerin (Bax, Kaspaz 3 ve Kaspaz 9) sentezi yeĢil sinyal (FITC) ile 

gösterilmektedir. Alınan kırmızı sinyal (7-AAD) ise hücre çekirdek lokasyonunu 

göstermektedir (ġekil 4.10- 4.12). 

4.4.2.1 Ko-kültür sonrası MCF-7 hücrelerinde Bax protein sentezinin immün 

boyama yöntemi ile belirlenmesi 

ĠndüklenmiĢ ve indüklenmemiĢ NK-92 hücreleri ile MCF-7 hücrelerinin ko-kültür 

sonrası Bax proteininin sentezi araĢtırılmıĢtır. Bax antikoru, FITC iĢaretli sekonder ve 

çekirdek (DNA) için 7-AAD immün boyama deneylerinde kullanılmıĢtır. ġekil 4.10‟da 
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gösterildiği gibi florasan mikroskobundan alınan görüntülere bakıldığında 

indüklenmemiĢ NK-92 ko-kültür edilmiĢ MCF-7 hücrelerinde Bax proteininin sentezi 

gerçekleĢmezken, indüklenmiĢ NK-92 hücreleri ile ko-kültür edilen MCF-7 

hücrelerinde yüksek seviyede Bax proteininin sentez olduğu görülmüĢtür (YeĢil sinyal). 
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ġekil 4.10 MCF-7 (Meme kanser hücresi)‟ne ait Bax protein sentezi florasan 

mikroskobundaki görüntüsü.  Çekirdek boyası (DNA boyası) 7-AAD ve 

sekonder olarak FITC kullanılmıĢtır (100X). 

4.4.2.2 Ko-kültür sonrası MCF-7 hücrelerinde Kaspaz 3 protein sentezinin immün 

boyama yöntemi ile belirlenmesi 

ĠndüklenmiĢ ve indüklenmemiĢ NK-92 hücreleri ile MCF-7 hücrelerinin ko-kültür 

sonrası Kaspaz 3 proteininin sentezi araĢtırılmıĢtır. Kaspaz 3 antikoru, FITC iĢaretli 

sekonder ve çekirdek (DNA) için 7-AAD immün boyama deneylerinde kullanılmıĢtır. 

ġekil 4.11‟de gösterildiği gibi florasan mikroskobundan alınan görüntülere bakıldığında 

indüklenmiĢ ve indüklenmemiĢ NK-92 hücreleri ile ko-kültür edilen MCF-7 

hücrelerinde Kaspaz 3 sentezi görülmüĢtür. Ancak alınan sinyal yoğunluğuna göre 

indüklenmiĢ NK-92 ile ko-kültür edilmiĢ MCF-7 hücrelerinde bu protein sentezinin 

diğer gruba göre daha yüksek olduğu belirlenmiĢtir 
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ġekil 4.11 MCF-7 (Meme kanser hücresi)‟ne ait Kaspaz 3 protein sentezinin florasan 

mikroskobundaki görüntüsü.  Çekirdek boyası (DNA boyası) 7-AAD ve 

sekonder olarak FITC kullanılmıĢtır (100X) 

4.4.2.3 Ko-kültür sonrası MCF-7 hücrelerinde Kaspaz 9 protein sentezinin immün 

boyama yöntemi ile belirlenmesi 

ĠndüklenmiĢ ve indüklenmemiĢ NK-92 hücreleri ile MCF-7 hücrelerinin ko-kültür 

sonrası Kaspaz 9 proteininin sentezi araĢtırılmıĢtır. Kaspaz 9 antikoru, FITC iĢaretli 

sekonder ve çekirdek (DNA) için 7-AAD immün boyama deneylerinde kullanılmıĢtır. 

ġekil 4.12‟de gösterildiği gibi florasan mikroskobundan alınan görüntülere bakıldığında 

indüklenmemiĢ NK-92 hücreleri ile ko-kültür edilmiĢ MCF-7 hücrelerinde Kaspaz 9 

proteininin sentezi neredeyse yokken, indüklenmiĢ NK-92 hücreleri ile ko-kültür edilen 

MCF-7 hücrelerinde belirgin seviyede Kaspaz 9 proteininin sentez olduğu 

görülmektedir (YeĢil sinyal). 
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ġekil 4.12 MCF-7 (Meme kanser hücresi)‟ne ait kaspaz 9 proteininin florasan 

mikroskobundaki görüntüsü. Çekirdek boyası (DNA boyası) 7-AAD ve 

sekonder olarak FITC kullanılmıĢtır (100X) 

4.4.3 SK-BR-3 hücre hattının immün boyama ile apoptoz yolağına ait proteinlerin 

sentezinin belirlenmesi 

ĠndüklenmiĢ ve indüklenmemiĢ NK-92 hücreler ile ko-kültür edilmiĢ SK-BR-3 

hücrelerinin fiksasyonu sağlanmıĢtır. Apoptoz yolağına ait Bax, Kaspaz 3 ve Kaspaz 9 

proteinlerin sentezi immün boyama yöntemi ile analiz edilmiĢtir. Görüntülerde bu 

proteinlerin (Bax, Kaspaz 3 ve Kaspaz 9) sentezi yeĢil sinyal (FITC) ile 

gösterilmektedir. Alınan kırmızı sinyal (7-AAD) ise hücre çekirdek lokasyonunu 

göstermektedir (ġekil 4.13- 4.15). 

4.4.3.1 Ko-kültür sonrası SK-BR-3 hücrelerinde Bax protein sentezinin immün 

boyama yöntemi ile belirlenmesi 

ĠndüklenmiĢ ve indüklenmemiĢ NK-92 hücreleri ile SK-BR-3 hücrelerinin ko-kültür 

sonrası Bax proteininin sentezi araĢtırılmıĢtır. Bax antikoru, FITC iĢaretli sekonder ve 

çekirdek (DNA) için 7-AAD immün boyama deneylerinde kullanılmıĢtır. ġekil 4.13‟de 
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gösterildiği gibi florasan mikroskobundan alınan görüntülere bakıldığında indüklenmiĢ 

ve indüklenmemiĢ NK-92 hücreleri ile ko-kültür edilen SK-BR-3 hücrelerinde Bax 

sentezi görülmüĢtür. Ancak alınan sinyal yoğunluğuna göre indüklenmiĢ NK-92 ile ko-

kültür edilmiĢ MCF-7 hücrelerinde bu protein sentezinin diğer gruba göre daha yüksek 

olduğu belirlenmiĢtir. 
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ġekil 4.13 SK-BR-3 (Meme kanser hücresi)‟ne ait Bax protein sentezinin florasan 

mikroskobundaki görüntüsü. Çekirdek boyası (DNA boyası) 7-AAD ve 

sekonder olarak FITC kullanılmıĢtır (100X) 

4.4.3.2 Ko-kültür sonrası SK-BR-3 hücrelerinde Kaspaz 3 protein sentezinin 

immün boyama yöntemi ile belirlenmesi 

ĠndüklenmiĢ ve indüklenmemiĢ NK-92 hücreleri ile SK-BR-3 hücrelerinin ko-kültür 

sonrası Kaspaz 3 proteininin sentezi araĢtırılmıĢtır. Kaspaz 3 antikoru, FITC iĢaretli 

sekonder ve çekirdek (DNA) için 7-AAD immün boyama deneylerinde kullanılmıĢtır. 

ġekil 4.14‟de gösterildiği gibi florasan mikroskobundan alınan görüntülere bakıldığında 

indüklenmemiĢ NK-92 hücreleri ile ko-kültür edilmiĢ SK-BR-3 hücrelerinde Kaspaz 3 

proteininin sentezi neredeyse yokken, indüklenmiĢ NK-92 hücreleri ile ko-kültür edilen 

SK-BR-3 hücrelerinde belirgin seviyede Kaspaz 3 proteininin sentez olduğu 

görülmektedir (YeĢil sinyal). 
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ġekil 4.14 SK-BR-3 (Meme kanser hücresi)‟ne ait Kaspaz 3 protein sentezinin florasan 

mikroskobundaki görüntüsü. Çekirdek boyası (DNA boyası) 7-AAD ve 

sekonder olarak FITC kullanılmıĢtır (100X) 

4.4.3.3 Ko-kültür sonrası SK-BR-3 hücrelerinde Kaspaz 9 protein sentezinin 

immün boyama yöntemi ile belirlenmesi 

ĠndüklenmiĢ ve indüklenmemiĢ NK-92 hücreleri ile SK-BR-3 hücrelerinin ko-kültür 

sonrası Kaspaz 9 proteininin sentezi araĢtırılmıĢtır. Kaspaz 9 antikoru, FITC iĢaretli 

sekonder ve çekirdek (DNA) için 7-AAD immün boyama deneylerinde kullanılmıĢtır. 

ġekil 4.15‟de gösterildiği gibi florasan mikroskobundan alınan görüntülere bakıldığında 

indüklenmemiĢ NK-92 hücreleri ile ko-kültür edilmiĢ SK-BR-3 hücrelerinde Kaspaz 9 

proteininin sentezi çok düĢük seviyelerdeyken, indüklenmiĢ NK-92 hücreleri ile ko-

kültür edilen SK-BR-3 hücrelerinde belirgin seviyede Kaspaz 9 proteininin sentez 

olduğu görülmektedir (YeĢil sinyal). 
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ġekil 4.15 SK-BR-3 (Meme kanser hücresi)‟ne ait Kaspaz 9 protein sentezinin florasan 

mikroskobundaki görüntüsü. Çekirdek boyası (DNA boyası) 7-AAD ve 

sekonder olarak FITC kullanılmıĢtır (100X) 

4.5 Western Blot Analiz Sonuçları 

4.5.1 MCF-12A’nın NK-92 ve iNK-92 ile ko-kültürü sonrası apoptoz yolağındaki 

protein sentezinin western blot ile analiz sonuçları 

NK-92 ve iNK-92 hücrelerin normal meme hücresi MCF-12A ile ko-kültür edilmesi 

sonucunda  apoptoz yolağında rol alan Bax, Kaspaz 3 ve Kaspaz 9 proteinlerin 

sentezine bakılmıĢtır. Referans protein olarak β Tübülin kullanılmıĢtır. Elde edilen 

sonuçlara bakıldığında apoptoz yolağındaki proteinlerin ifadesi referans proteine göre 

kıyaslandığında iNK-92 ile ko-kültür edilen grupta ve NK-92 ile ko-kültür edilen grupta 

herhangi bir fark olmadığı ve apoptoz yolağında rol alan proteinlerin sentezinin referans 

proteine göre artmadığı çizelge 4.1‟de ve protein kat değiĢimi Ģekil 4.16‟da 

 gösterilmiĢtir.
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Çizelge 4.1 MCF-12A ile ko-kültür edilen NK-92 ve iNK-92 hücrelerin apoptoz 

yolağındaki Bax, Kaspaz 3 ve Kaspaz 9 protein sentezine etkisi 

 MCF-12A: NK MCF-12A: iNK 

β Tübülin 

  

Bax 

  

Kaspaz 3 

  

Kaspaz 9 
  

 

 

ġekil 4.16 NK-92 ve iNK-92  hücreleri ile ko-kültür edilen MCF-12A hücrelerinde 

apoptoz yolağındaki Bax, Kaspaz 3 ve Kaspaz 9 protein sentezi üzerine 

etkinin gösterilmesi 

4.5.2 SK-BR-3’ün NK-92 ve iNK-92 ile ko-kültürü sonrası apoptoz yolağındaki 

protein sentezinin western blot  ile analiz sonuçları 

NK-92 ve iNK-92 hücrelerin normal meme hücresi SK-BR-3 ile ko-kültür edilmesi 

sonucunda  apoptoz yolağında rol alan Bax, Kaspaz 3 ve Kaspaz 9 proteinlerin sentezi 

incelenmiĢtir. Elde edilen veriler referans protein  göre apoptoz yolağındaki  β Tübülin‟e

proteinler Bax, Kaspaz 3 ve Kaspaz 8‟in indüklenmiĢ NK-92 grubunda 

indüklenmemiĢlere göre sentezinin arttığı görülmüĢtür. Bu artıĢ Kaspaz 3 ve Kaspaz 

9‟da belirgin Ģekildedir. Sonuçlara ait western blot jel görüntüleri çizelge 4.2‟de ve 

protein kat değiĢimi Ģekil 4.17‟de gösterilmiĢtir. 
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Çizelge 4.2 SK-BR-3 ile ko-kültür edilen NK-92 ve iNK-92 hücrelerin apoptoz 

yolağındaki Bax, Kaspaz 3 ve Kaspaz 9 protein sentezine etkisi 

 SK-BR-3: NK SK-BR-3: iNK 

β Tübülin 
  

Bax 
  

Kaspaz 3 
  

Kaspaz 9 
  

 

 

ġekil 4.17 NK-92 ve iNK-92  hücreleri ile ko-kültür edilen SK-BR-3 hücrelerinde 

apoptoz yolağındaki Bax, Kaspaz 3 ve Kaspaz 9 protein sentezi üzerine 

etkinin gösterilmesi (*p<0,05 ** p<0,01) 

4.5.3 MCF-7’nin NK-92 ve iNK-92 ile ko-kültürü sonrası apoptoz yolağındaki 

protein sentezinin western blot  ile analiz sonuçları 

NK-92 ve iNK-92 hücrelerin normal meme hücresi MCF-7 ile ko-kültür edilmesi 

sonucunda  apoptoz yolağında rol alan Bax, Kaspaz 3 ve Kaspaz 9 proteinlerin sentezi 

incelenmiĢtir. Referans protein ile kıyaslandığında indüklenmiĢ NK-92 gruplarrında 

indüklenmemiĢlere kıyasla protein sentezinin arttığı görülmüĢtür. Sonuçlara ait jel 

görüntüleri ve protein kat değiĢimi Çizelge 4.3-ġekil 4.18‟de gösterilmiĢtir. 
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Çizelge 4.3 MCF-7 ile ko-kültür edilen NK-92 ve iNK-92 hücrelerin apoptoz 

yolağındaki Bax, Kaspaz 3 ve Kaspaz 9 protein sentezine etkisi 

 MCF-7: NK MCF-7: iNK 

β Tübülin 
  

Bax 
  

Kaspaz 3 
  

Kaspaz 9 
  

 

 

ġekil 4.18 NK-92 ve iNK-92  hücreleri ile ko-kültür edilen MCF-7 hücrelerinde apoptoz 

yolağındaki Bax, Kaspaz 3 ve Kaspaz 9 protein sentezi üzerine etkinin 

gösterilmesi (*p<0,05 ** p<0,01 ***p<0,001) 
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5. TARTIŞMA VE SONUÇ 

Doğal öldürücü (NK) hücreler immün sistemin doğuĢtan gelen bağıĢıklık sistemi 

hücreleridir. Kanser ve viral enfekte hücreleri güçlü bir Ģekilde tanıyarak immün 

gözetimde ilk savunma mekanizmasında yer alırlar (Sutlu ve Alıcı 2009). NK hücreleri 

yüzeyinde aktive edici ve inhibe edici reseptörler bulunur. Bu reseptörler iliĢkili olduğu 

ligandlara bağlanarak hedef hücrelerin öldürülmesini sağlar veya engellerler (Lanier 

2008). Ġnhibe edici ve aktive edici reseptörler arasındaki denge NK hücrelerinin 

sitotoksitesini belirlemektedir. NK hücrelerinin kanser hücrelerini tanıma ve yok etme 

mekanizması immün gözetimde önem arz etmektedir. Bu nedenle NK hücresinin kanser 

hücresi ile arasındaki etkileĢim kanser immünoterapisinde terapötik olarak kullanımı 

etkili bir yaklaĢımdır. 

NK hücrelerinin agonistik antikorlar ile aktivasyonu ve hedef hücrelere karĢı 

sitotoksisitesinin artırılması kanser immünoterapisinde önemli bir basamaktır (Lin vd. 

2008, Melero vd. 2013, Khanna vd. 2021). NK hücrelerinin anti-kanser özelliğini 

artırmak için aktivatör reseptörlerini stimüle etmek ve hedef hücrelere karĢı NK 

hücrelerinin aktivitesini artırmak immünoterapide yeni bir etki mekanizmadır. Yapılan 

araĢtırmalar incelendiğinde bu güne kadar KIR ailesi üyesi olan KIR2DL4 aktivatör 

reseptörü indüklenerek kanser hücrelerine olan sitotoksik etkisi ile ilgili herhangi bir 

araĢtırma bulunmamaktadır. Bu tezde NK-92 hücreleri üzerinde bulunan KIR2DL4 

reseptörünü agonistik antikor aracılığı ile indükleyerek kanser hücrelerine karĢı 

sitotoksik etkisi araĢtırılmıĢtır. KIR2DL4 aktivatör reseptörünün antikor aracılı 

indüklenmesi, meme kanser hücre hatlarına karĢı sitotoksik özelliğinin artırılması, 

trastuzumab kombinasyonlu sitotoksisitesi ve apoptotik yolaklar üzerindeki etkisi bu 

tezin temel hedefini oluĢturmaktadır. 

Bu tez çalıĢmasında ilk aĢamada anti-KIR2DL4 mAb #33 kullanılarak NK-92 

hücrelerinin aktive edilmesi ve ikinci aĢamada bu hücrelerin sitotoksik etkisi iki farklı 

meme kanser hücresi ve normal meme hücresi üzerinde araĢtırılmıĢtır. ĠndüklenmiĢ ve 

indüklenmemiĢ NK-92 hücrelerinin meme kanser hücrelerine karĢı ortaya koyduğu 

öldürücü etki değerlendirilmiĢtir. Buna paralel olarak normal meme hücresine olan 
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etkisi de araĢtırılmıĢtır. Bir baĢka grup olarak meme kanseri tedavisinde kullanılan 

antikor tabanlı ilaç (Trastuzumab) ile birlikte elde edilen indüklenmiĢ ve 

indüklenmemiĢ NK-92 hücrelerinin sitotoksik etkisi değerlendirilmiĢtir. 

Anti-KIR2DL4 mAb #33 ile 20 saat inkübasyonu sağlanan NK-92 hücrelerinin antikor 

reseptör bağlanması immün boyama yöntemi ile belirlenmiĢtir (ġekil 4.2). Antikor- 

reseptör etkileĢiminin validasyonu tez çalıĢmasında yapılacak deneylerin temelini 

oluĢturmaktadır. Rajagopalan ve arkadaĢları 2006‟da yaptığı çalıĢmada anti-KIR2DL4 

antikorunun ilgili aktivatör reseptörüne baglandığı immün boyama yöntemi ile 

gösterilmiĢtir ve bu indükleme sonrası NK hücrelerinin INF-γ üretiminin arttığı ifade 

edilmiĢtir. Bağlanma sonucunda süpernatandaki INF-γ miktarı elisa yöntemi ile analiz 

edilmiĢ ve bu antikor ile INF-γ salınımının arttığını belirtilmiĢtir (Rajagopalan vd. 

2006). Bu tez çalıĢmasında da aynı antikor aracılığı ile NK-92 hücrelerinin 

indüklenmesi ve meme kanser hücrelerine karĢı sitotoksisitesinin artırılması 

sağlanmıĢtır. Antikor-reseptör bağlanması Rajagopalan ve arkadaĢlarının yaptığı 

çalıĢmaya benzer olarak immün boyama ile valide edilmiĢtir. Elde edilen sonuçlar NK-

92 hücreleri üzerinde bulunan KIR2DL4  reseptörünün kullanılan antikor ile etkileĢime 

girdiği gösterilmiĢtir. 

Bu tez çalıĢmasında indüklenmiĢ ve indüklenmemiĢ NK-92 hücrelerinin normal meme 

ve kanser hücrelerine karĢı öldürücü etkisi araĢtırılmıĢtır. Elde edilen deney sonuçlarına 

göre indüklenmiĢ NK-92 hücrelerinin indüklenmemiĢlere göre tüm kanser deney 

gruplarında anlamlı derecede öldürücü etkisi olduğu belirlenmiĢtir (ġekil 4.3, 4.4 ve 

4.5). Sitotoksik deney sonuçlarına göre indüklenmiĢ olan NK-92 hücreleri kanser 

hücrelerine karĢı öldürücü etki gösterirken normal meme hücrelerine etki etmediği 

görülmektedir. Bu tez çalıĢmasında  iki farklı insan meme kanser hücre hattı (SK-BR-3  

ve MCF-7  hücre hatları sırayla HER2
+
 ve HER2

-
 olarak) kullanılmıĢtır. Elde ettiğimiz 

sonuçlara göre kullandığımız her iki kanser grubunda kontrol gruba kıyasla hücre 

sayısında azalma tespit edilmiĢtir ve bu azalma anlamlı derecede olduğu gösterilmiĢtir. 

Ayrıca indüklenmiĢ NK-92 hücreleri indüklenmemiĢ hücrelere kıyasla meme kanser 

hücrelerine karĢı (MCF-7 ve SK-BR-3) üç farklı oranda da (1:1, 1:5, 1:10)  öldürücü 

etkiye sahip olduğu belirlenmiĢtir ve bu etkinin SK-BR-3 grubunda 1:1 oranı hariç tüm 
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gruplarda anlamlı olduğu gösterilmiĢtir. Tüm kanser hücre deneylerinde en yüksek 

öldürücü etki gösteren grup 1:10 oranında indüklenmiĢ hücrelerde olduğu belirlenmiĢtir. 

Dolayısıyla indüklenmiĢ NK-92 hücre oranının artması ile kanser hücrelerine karĢı 

öldürücü etkinin arttığı belirlenmiĢtir. ġuana kadar yapılan çalıĢmalara bakıldığında 

NK-92 hücrelerinin KIR2DL4 reseptörünün indükleyerek kanser hücrelerine karĢı 

sitotoksisitesini artırması ile ilgili bir çalıĢma bulunmamaktadır.  Literatürde bulunan 

diğer ajan ve reseptörlerle indüklenmiĢ NK hücrelerinin sitotoksite etkisi farklı gruplar 

tarafından araĢtırılmıĢtır. 

Jardine ve arkadaĢlarının 2012‟de yaptığı çalıĢmada NK hücreleri üzerinde bulunan 

aktivatör reseptörü NKG2D ligandlarının bir proteazom inhibitörü olan bortezomib, 

histon deasetilaz inhibitörü olan valproatın ve tiazolidindion olan Troplitazon ile 

indüklenmesi akut lenfoblastik löseminin (ALL) NK hücrelerini etkili hale getirilmeye 

çalıĢılmıĢtır. Her üç ilacında NKG2D‟ye bağlı mekanizma yoluyla NK hücre 

degranülasyonunu artırdığına ve in vivo olarak NK aracılı anti-lösemik etkileri 

güçlendirdiği bulunmuĢtur. Üç ajandan en etkilisi bortezomib olarak belirtilmiĢtir 

(Jardine vd. 2013). Bu tez çalıĢmasında da benzer olarak aktivatör reseptörü 

stimülasyonu ile NK-92 hücrelerinin aktivitesi artırılmıĢtır ve meme kanser hücrelerine 

karĢı etkili sonuçlar alınmıĢtır. 

2012‟de Wang ve arkadaĢları tarafından sitokinlerle (IL-12 ve IL-15) kordon kanından 

elde edilen NK hücrelerinin aktivitesi artırılmıĢtır. K562 hücre hattına karĢı WST-1 

analizi ile bu hücrelerin sitotoksisitesi belirlenmiĢtir. Bu araĢtırmadan elde edilen 

sonuçlara göre indüklenmiĢ hücrelerde indüklenmemiĢ hücrelere göre sitotoksisitenin 

daha yüksek oldugu belirlenmiĢtir. Bu sonuçlar tez çalıĢmasından elde ettiğimiz 

sitotoksite deneylerinden alınan sonuçlarla benzerlik göstermektedir. Ancak yapılan tez 

çalıĢmasından farklı olarak NK hücrelerinin indüklenmesi için sitokinler kullanılmıĢtır. 

(Wang vd. 2012). Ayrıca Karlıtepe ve arkadaĢlarının 2021‟de yaptığı araĢtırmada her 

hangi bir iĢleme tabi tutulmayan kordon kanından elde edilen NK hücrelerinin meme 

kanserine karĢı WST-1 deneyi ile sitotoksik etkisi araĢtırılmıĢtır. Yapılan bu çalıĢmada, 

tez çalıĢmamızdan farklı olarak kordon kanından elde edilen her hangi bir indüklenme 

iĢlemi yapılmadan total NK hücreleri kullanılmıĢtır. Karlıtepe ve arkadaĢlarının yaptığı 
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çalıĢmada da kordon kanından taze olarak alınan NK hücreler ile ko-kültür edilen meme 

kanser hücre hatları, kontrol grup ile kıyaslandığında anlamlı derecede sitotoksisite 

belirlenmiĢtir (Karlıtepe vd. 2021). 

2006 yılında von Strandmann ve arkadaĢlarının yaptığı çalıĢmada NK hücrelerinin 

NKG2D üzerinden aktive etmek için rekombinant bi-spesifik protein ULBP2-BB4‟i 

tasarlamıĢlardır. Bu proteinin NKG2D reseptörüne bağlanması ile NK hücrelerinden 

IFN-γ salınımında artıĢ ve güçlü bir Ģekil de aktive edilmiĢ NK hücreleri elde edilmiĢtir. 

Bu indükleme NK hücrelerini aktive eder ve in vitro‟da multiple miyolomlu hücrelere 

karĢı sitotoksik etki gösterir. İn vivo‟da yapılan çalıĢmada ise ULBP2-BB2 ile aktive 

edilen NK hücreleri tümör büyümesini engellediği tespit edilmiĢtir (von Strandmann vd. 

2006). Yapılan bu çalıĢmadan farklı olarak antikor kullanılan bu tez çalıĢmasında da 

aktivatör reseptörü üzerinden NK-92 hücrelerinin aktivasyonunun arttığı bulunmuĢtur 

2018 yılında Turaj ve arkadaĢlarının yaptığı çalıĢmada  NK hücrelerinin OX40 (CD134) 

aktivasyon reseptörünü agonistik bir antikor anti-CD134 ile stimüle edip lenfomaya 

karĢı anti-tümör etkisi değerlendirilmiĢtir. Bu araĢtırmada OX40 tümör nekroz faktör 

reseptör ailesinin üyesi olan bu reseptör, çeĢitli malignitelerde NK hücrelerinde anti-

tümör etkisi gösterdiği bildirilmiĢtir. Agonistik antikor ile stimülasyonu sağlanan NK 

hücreleri IFN-γ üretimini ve hücre sitotoksisitesini artırmıĢtır (Turaj vd. 2018). Bu 

araĢtırma farklı agonistik antikor ve reseptör kullanmasına rağmen elde ettiği sitotoksik 

sonuçları bu tez çalıĢmasının sonuçları ile benzerlik göstermektedir. 

Kohrt ve arkadaĢlarının 2012‟de yaptığı çalıĢmada CD137 agonistik antikoru ile aktive 

edilen NK hücrelerinin  meme kanseri üzerindeki öldürücü etkisi araĢtırılmıĢtır. 

Agonistik antikor ile aktive edilen NK hücrelerinin meme kanseri üzerinde sitotoksik 

etkisini artırdığı ve buna bağlı olarak trastuzumabın da etkinliğini artırdığı belirtilmiĢtir. 

Anti-CD137 agonistik antikoru ile aktive edilen NK hücreleri in vitro koĢullarda 

çoğaltılarak meme kanseri ile in vitro ve in vivo koĢullarda birlikte kültürlendiğinde 

sitotoksik etkisini önemli ölçüde artırdığını bildirilmiĢtir. Ayrıca trastuzumab ile 

kombinasyonunda ise hem kanser hücrelerini hedefleme hem aktivatör rolü oynayan 

antikor ile NK hücre aktivitesi artırma stratejisi, trastuzumabın da etkinliğini artırdığı 
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belirtilmiĢtir (Kohrt vd. 2012). Bu tez çalıĢması  Kohrt ve ark.‟larının yaptıgı çalıĢmaya 

benzer olarak agonistik antikor anti-KIR2DL4 ile NK hücrelerinin aktivitesi artırılmıĢ 

ve meme kanser hücre hatlarına karĢı sitotoksik etkisini gösterilmiĢtir. Bunun yanında 

yapılan trastuzumab kombinasyonu Kohrt ve arkadaĢlarının yaptığı çalıĢmadan farklı 

olarak trastuzumab etkinliğinde anlamlı dereceden bir etki olduğu bulunamamıĢtır. 

Pahl ve arkadaĢlarının 2018‟de yaptığı çalıĢmada AFM13 agonistik antikor ile NK 

hücrelerinin sitotoksik etkisi artırılmıĢtır. AFM13 agonistik antikor ile belli süre 

indüklenen NK hücreleri lenfoma hücre hatlarına karĢı sitotoksik etkisi araĢtırılmıĢ ve 

önemli sonuçlar elde edilmiĢtir. Alınan sonuçlarda indüklenen NK hücreleri lenfoma 

hücre hatlarına karĢı hem sitotoksisitesini artırarak hemde INF-γ salınımını artırarak 

etki ettiği belirtilmiĢtir (Pahl vd. 2018). Yapılan tez çalıĢmasında da agonistik antikor 

ile aktive edilen NK hücrelerinin meme kanser hücre hatlarına karĢı etkisi 

değerlendirilmiĢ ve benzer olarak sitotoksik etkisinin arttığı bulunmuĢtur. 

Sanmamed ve arkadaĢları 2015 yılında yaptığı derlemede NK hücrelerinin 

transmembranında aktive edici reseptör olarak bulunan CD137, OX40, GITR, CD27, 

CD28 ve ICOS glikoproteinlerine yönelik kullanılan agonist antikorların bu reseptörler 

ile ligasyonu lenfositlere aktive edici sinyaller iletir. Hücresel bağıĢıklık tepkisinin 

güçlendirilmesi yönünde hareket eden bu tepkiler fare modellerinde anti-tümör etkilere 

yol açtığı gösterilmiĢtir (Sanmamed vd. 2015). Bu derlemede yapılan çalıĢmalara 

benzer olarak agonistler ile immün hücreleri stimüle ederek aktivasyonunu artırmak 

kanser hücrelerine karĢı etkili olduğu bulunmuĢtur. 

Kemoterapi ve klinikte kullanılan atikorlar ile birlikte en etkili tedavi modeli için 

kombine tedavi yaklaĢımları üzerinde çalıĢmalar devam etmektedir. Bu çalıĢmalar 

deneysel, faz çalıĢmaları ve klinikte olmak üzere hala sürdürülmektedir. Bu tez 

çalıĢmasında ise KIR2DL4 reseptörünün indüklenmesi ile NK-92 hücrelerinin 

aktivitesinin artırılmasının yanında HER2
+
 meme kanseri tedavisinde kullanılan 

trastuzumab ile kombinasyon çalıĢması yapılmıĢtır. Alınan sonuçlar da kontrol gruba 

göre tüm grupların sitotoksik özelliği anlamlı derecede artmıĢtır. Fakat trastuzumab ile 

kombine olarak kullanılan indüklenmiĢ grupta indüklenmemiĢ gruba göre anlamlı bir 
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farklılık bulunmamıĢtır. 2006 yılında Roda ve arkadaĢlarının in vivo da yaptığı 

çalıĢmada IL-21 ile indüklenen NK hücreleri trastuzumab kaplı murin kanser 

modellerine kombine olarak verildiğinde kanser hücrelerine karĢı sitotoksisitenin arttığı 

gösterilmiĢtir (Roda vd. 2006). Bu araĢtırmanın sonuçları bizim elde ettiğimiz 

sonuçlarla farklılık göstermektedir. Bu farklılık kullanılan indükleme ajanı, inkübasyon 

süresi ve çalıĢma Ģartlarından (in vivo) kaynaklı olduğu düĢünülmektedir. 

Guillerey ve arkadaĢlarının 2015‟de yaptığı çalıĢmada TLR3 (Toll-like reseptors)‟ün 

interlökinlerden IL-12, IL-15 ve IL-18 reseptörlerinin agonistleri ile kombine olarak 

verildiğinde stimülasyon sonucunda IFN-gama üretiminin arttığı belirtilmiĢtir 

(Guillerey vd. 2015). Guillerey ve arkadaĢlarının yaptığı çalıĢmaya benzer olarak 

Trastuzumab ile kombine edilen ve aktivatör reseptörünü hedefleyen antikorla NK-92 

hücrelerinin artırılması sonucunda meme kanser hücrelerine karĢı in vitro koĢullarda 

etkili sonuçlar elde edilmiĢtir. 

Yaptığımız tez çalıĢmasında immün boyama deneylerinden elde ettiğimiz sonuçlara 

göre MCF-7 kanser hücreleri indüklenmiĢ NK-92 hücreleriyle ko-kültür edildiğinde 

indüklenmememiĢ hücrelere göre Bax ve Kaspaz 3 proteinlerinin sentezinde fazla bir 

artıĢ görülürken Kaspaz 9 protein sentezinde daha az artıĢ görülmüĢtür. Ancak 

indüklenmiĢ NK-92 hücrelerinin SK-BR-3 kanser hücresinde Bax, Kaspaz 3 ve Kaspaz 

9 protein sentezi diğer gruba göre daha fazla olduğu tespit edilmiĢtir. Bu da indüklenmiĢ 

NK-92 hücrelerinin indüklenmemiĢlere göre yüksek sitotoksik etkisinin apoptotik 

yolaklar üzerinden gerçekleĢtiğini göstermektedir. Buna ek olarak MCF-12A normal 

meme hücrelerinde indüklenmiĢ NK-92 ve indüklenmemiĢ NK-92 hücrelerine maruz 

kaldığında Bax, Kaspaz 3 ve Kaspaz 9 gibi apoptotik proteinlerin sentezinde herhangi 

bir artıĢ olmadığı gösterilmiĢtir. Elde ettiğimiz sonuçlar MCF-12A hücrelerinin 

indüklenmiĢ ve indüklenmemiĢ NK-92 hücrelerinin etkisiyle apoptotik yolaklarının 

aktive olmadığı gösterilmiĢtir. Sonuç olarak immün boyama deneyleri sonucunda alınan 

görüntüler indüklenmiĢ NK-92 hücrelerinin indüklenmemiĢlere göre kanser 

hücrelerinde daha fazla apoptoz proteinleri sentezine neden olduklarını göstermektedir. 

Bu proteinlerin sentezinin arttığı alınan sinyallerle daha fazla oldugu belirlenmiĢtir. 

2021 yılında Zhang ve arkadaĢlarının yaptığı çalıĢmada Metionin Enkefalin (MENK) 
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pentapeptitin farelerde akciğer kanserine karĢı  NK hücrelerini aktive ederek Granzim B 

ve IFN-γ salınımını elisa yöntemi ile test edilmesi sonucu arttığı gösterilmiĢtir. Granzim 

B ve IFN-γ tümör hücrelerinin apoptoz yolaklarını hedeflemektedir. AraĢtırmacılar 

aktivasyon sonrasında birlikte kültürledikleri akciğer kanser hücrelerinde apoptoz 

yolagındaki proteinlerin (Bax, Bcl2 ve Kaspaz 3) sentezine western blot ile protein 

boyutunda analiz edilmiĢtir. Bu proteinlerin indüklenen NK hücreleri ile birlikte 

kültürlenenlerde sentezinin arttığı görülmüĢtür. Bu çalıĢma indüklenmiĢ NK 

hücrelerinin akciğer  kanser hücrelerine karĢı oldukça etkili olduğunu göstermektedir 

(Zhang vd. 2021). Zhang ve arkadaĢlarının yaptığı çalıĢma NK hücrelerini aktive 

edilmesi ve apoptoz proteinlerinin sentezinin protein boyutunda bakılması ve sonuçları 

yaptığımız tez çalıĢmasına benzerlik göstermektedir. Fakat bu araĢtırma tez 

çalıĢmasından farklı olarak NK hücreleri akciger kanserine karĢı peptit dizisiyle 

indüklenmiĢtir. Apoptoz yolağındaki proteinler tez çalıĢmasındaki western blot yöntemi 

analizlerinden elde edilen sonuçlara benzerlik göstermektedir. 

Cui ve arkadaĢlarının 2020‟de yaptığı çalıĢmada IL-2 ve IL-15 ile indüklenerek 

aktivitesi artırılan NK-92 hücrelerinin kolon kanserine karĢı sitotoksik etkisi ve apoptoz 

yolağında yer alan Bcl-2 ve Bax proteinlerin sentezine bakılmıĢtır. Alınan sonuçlar tez 

çalıĢmasında kullanılan Bax protein sentezinin referans proteine göre artıĢı Ciu ve 

arkadaĢlarının yaptığı çalıĢma ile benzerlik göstermektedir. NK hücrelerinin apoptoz da 

yer alan Bax protein sentezini artırdığı western blot yöntemi ile gösterilmiĢtir (Ciu vd. 

2020). 

NK-92 hücreler üzerindeki reseptörler hedeflenerek bu hücrelerin sitotoksisitesi artırılıp 

hedef hücrelere karĢı etkili hale getirmek günümüz çalıĢmalarının odak noktası 

olmuĢtur. Bu tez çalıĢmasıda NK-92 hücrelerindeki KIR2DL4 aktivatör reseptörünü 

hedef hücrelere karĢı indüklemek literatürde olmayan bir çalıĢmadır ve bu çalıĢmanın 

özgün değerini oluĢturmaktadır. Alınan sonuçlar temel bilgi niteliği taĢımaktadır ve 

ilerleyen çalıĢmalara öncülük edip in vivo ve faz çalıĢmalarına ıĢık tutacaktır. NK-92 

hücrelerinin indükleyerek otolog ve allojenik olarak kullanımında ön çalıĢmaların 

tamamlanması ile kliniğe yansıyabilecek potansiyele sahiptir. Ayrıca yapılan çalıĢmada 

normal meme hücresine (MCF-12A) indüklenmiĢ NK-92 hücrelerinin herhangi bir 
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sitotoksik etki göstermemesi klinikte kullanımı için önem arz etmektedir. Sitotoksisite 

deneylerinden alınan sonuçlar doğrultusunda yapılan immün boyama analizi ile 

hücrelerin apoptoz yolağındaki antikorlar ile boyaması sağlanmıĢtır. Elde edilen 

görüntüler indüklenmiĢ NK-92 hücreleri ile ko-kültür edilen kanser hücrelerinde  

apoptoz yolağındaki proteinlerin sentezini artırdığı görülmüĢtür. Alınan sonuçlar  her 

hangi bir nekrotik iltihaplanmaya neden olmadan apoptoz yolağı üzerinden kanser 

hücrelerini ölüme götürmesi bakımından önemlidir. Bu çalıĢmanın sonuçları ile 

yapılacak in vivo ve faz çalıĢmaları sonucunda anti-KIR2DL4 antikoru ile  indüklenen 

ve çoğaltılan NK-92 hücreleri klinik kullanım için değerlendirilebilir niteliktedir. Bu 

antikorun ilerleyen çalıĢmalar doğrultusunda tedavi amaçlı kullanılabileceği gerçegini 

ortaya koymaktadır.  
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