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Meme kanseri kadinlar arasinda en sik goriilen saglik sorunudur. Her yil binlerce kadim
etkilemektedir. Meme kanseri tedavisinde kullanilan kemoterapi ve radyoterapi gibi geleneksel
yontemler komplikasyonlara neden olmaktadir. Bu durum yeni bir tedavi modeli arayisini
zorunlu kilmaktadir. Immiin hiicre alt grubu NK hiicreleri sitotoksik ozellikleri ile dikkat
¢cekmektedir. Kanser hiicreleriyle savagsmada ¢ok etkilidirler. NK hiicrelerinin en sitotoksik olani
NK-92'dir. Bu tezde, aktivator reseptoriit KIR2DL4 anti-KIR2DL4 mAD 33 ile sitotoksik NK-92
hiicreleri uyarilarak NK-92 hiicrelerinin aktivasyonu saglanmistir. Aktive edilmis NK-92
hiicreleri ile meme kanseri hiicre hatlarina karsi sitotoksik etki artirilmaya calisilmistir. Ayrica
trastuzumab ve anti-KIR2DL4 mADb antikor kombinasyonunun HER2+ meme Kkanseri
hiicrelerine kars1 6ldiirme etkinligi degerlendirilmistir. Indiiklenmis ve indiiklenmemis NK-92
hiicreleri, 1:1, 1:5 ve 1:10 hiicre oranlarinda meme kanseri MCF-7, SK-BR-3 ve normal meme
MCEF-12A ile birlikte kiiltiirlendi. Antikor ve/veya trastuzumab ile birlikte kiiltiirlenen hiicreler,
en etkili hiicre oranim belirlemek i¢cin WST-1 ile sitotoksisite analizi yapilmistir. Etkili hiicre
orani belirlendikten sonra, apoptoz yolundaki Caspase 3, Caspase 9 ve Bax proteinlerinin
sentezi immiin boyama ve western blot ile analiz edilmistir. Elde edilen sonuglarda indiiklenen
NK-92 hiicreleri MCF-12A normal meme hiicreleri iizerinde herhangi bir etki
gostermemektedir. Bununla birlikte, MCF-7 ve SK-BR-3, meme kanseri hiicreleri iizerinde
onemli sitotoksik etkiler gostermektedir. HER2+ SK-BR-3 igin trastuzumab ve agonistik antikor
kombinasyonu sonuglarinda hiicre 6liimii vardir. Fakat bu sonuglar istatistiksel olarak anlamli
degildir. Agonistik antikor anti-KIR2DL4 mAb 33 ile indiiklenen tiim NK-92 hiicre gruplarinda
etkili olmasina ragmen, en etkili sonu¢ meme kanseri hiicre hatlarina (MCF-7 ve SK-BR-3)
kars1 1:10 oraninda elde edilmistir. (Hedef: Efektor). Elde edilen immiin boyama ve western
blot sonuglarina gore, indiikklenmis NK-92 hiicreleri ile birlikte kiiltiirlenen gruplarda apoptoz
yolundaki proteinler onemli Olgiide artmistir. Elde edilen veriler yeni bir tedavi modeli
sunabilme &zelligine sahiptir ve faz c¢aligmalari ile klinik ¢aligmalara yon veren temel bilgileri
igermektedir.

Kasim 2021, 91 sayfa

Anahtar Kelimeler: Meme kanseri, Immiinoterapi, Kanser Immiinoterapisi, NK hiicreleri,
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ABSTRACT
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INVESTIGATION OF THE KILLER EFFECT OF ANTI-KIR ACTIVATED NK-92 CELLS
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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.

November 2021, 91 pages

Key Words  : Breast cancer, Immunotherapy, Cancer immunotherapy, NK cells, KIR2DL4
receptor, Apoptosis
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1. GIRIS

Kanser hiicreleri yasamsal 6zelliklerini kaybeden normal hiicrelerin anormal bir sekilde
béliinmesi ve viicutta olusturdugu metastaz ile karakterizedir. Intrinsik veya eksojen gen
mutasyonlart sonucunda kanser hiicreleri olusmaktadir. Diinya ¢apinda hala énemli bir
problem olan kanser hastaligi gelecekte de etkisini siirdiirmesi beklenmektedir (Zhou
2014). Kanser tiirleri arasinda meme kanseri kadinlarda en sik goériilen malignitesi

yiiksek kanser cesitidir (DeSantis vd. 2014).

Geleneksel tedavi yontemlerinden cerrahi, kemoterapi ve radyoterapi ile kanser
hiicrelerinin yok edilmesi saglansada, kanser hiicresi kalintilar1 ve metastaza bagl
hastaligin tekrar1 onemli bir sorun olmaktadir. Ayrica kemoterapi ve radyoterapinin
saglikli hiicreleride hedefliyor olmasi baslica bir problem olarak goriilmektedir. Bu
nedenlerden dolay1 giiniimiizde kisiye 6zel ve kanser hiicrelerine spesifik tedavilere
olan ihtiyag ve ilgi artmaktadir (Wayteck vd. 2014). Son yillarda geleneksel tedavilere
ek olarak kanser immiinolojisi ve immiinoterapisi lizerine yapilan arastirmalar hiz
kazanmaktadir. Hedef, bagisiklik sistemi hiicreleri ve molekiilleri araciligi ile kanser
hiicrelerinin spesifik bir sekilde yok edilmesini saglamaktir. Viicut i¢in yan etkisi az,

daha giivenilir tedavi yontemleri gelistirilmeye ¢alisilmaktadir.

Dogal oldiiriicii hiicreler immiin sistemde sadece viral ve bakteriyel degil kanser
hiicrelerin yok edilmesinde de Onemli gorevler ustlenmistir. Bu durumda NK
hiicrelerinin sitotoksik etkisi immiin sistemin 6nemli bir pargasidir. Kanser hiicreleri ve
immiin sistem arasindaki iliski oldukca ilgi konusu olmustur ve bu yonde daha ¢ok
calisma yapilmaya baslamistir. Immiin sistem hiicrelerinin kanser hiicrelerine etkilerini
inceleyen bir ¢ok calisma bulunmaktadir. Son yillarda dogal dldiiriicii (NK) hiicrelerin
kanser hiicrelerini kontrol altina alinmasinda 6nemli roller aldig1 yoniinde caligmalar

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

Viicuttaki NK hiicrelerinin tiimii kanser hiicreleri ile savasma yeteneginde degildir.
Fakat aktivitesi yiiksek olan NK hiicreleri bu savasi baslatabilir. Bu yiizden viicuttaki

NK hiicrelerinin sayist kadar aktif hiicreler olmas1 da dnemlidir. NK hiicreleri tizerinde



cok sayida aktive edici ve inhibe edici reseptorler bulunur (Zitvogel vd. 2016). Bu
hiicrelerin kanser hiicrelerine kars1 sitotoksik etkisi iizerinde bulunan reseptorlerin
dengesine gore belirlenmektedir. Aktivator veya inhibitor yoniiniin agir basmasi efektor
hiicrelerin davranisini belirlemektedir. Son yapilan g¢alismalarin ¢ogu NK hiicreleri
tizerindeki reseptér ve bunlara baglanan kanser hiicresi yiizeyindeki ligandlarin

gosterdigi degisime dikkat ¢ekmektedir (Pazina vd. 2017).

Meme kanserlerinin immiinojenitesinde bir ¢ok kanser gesitinde goriildiigi gibi NK
hiicre ligandlarinin mRNA ve protein profillerinin saglikli hiicreye gore farkli oldugu
gosterilmistir. Bu profillerin farkliligi kanser hiicrelerinde basarili bir immiinitenin
sonucu oldugu diisiiniilmektedir (Mamassier vd. 2011). Immiin hiicreler ile kanser
tedavi etme c¢alismalart son donemde olduk¢a dikkat c¢ekmektedir. Geleneksel
yontemlerin aksine spesifik, kanser hiicresine 6zgii normal hiicrelere zarar vermeden
viicudun kendi immiin sistemini kullanmak, kansere karsi tedavi yontemi gelistirmede
onemli bir adimdir. Bu dogrultuda NK-92 hiicre tabanli tedaviler 6n plana ¢ikmaktadir.
Hiicrenin aktivatdér yoniiniin desteklenmesi sitototoksite bakimindan avantaj
saglamaktadir. Aktivator reseptoriit KIR2DL4’1i agonistik bir antikorla indiikleyerek NK
hiicrelerini aktive etmek hala literatiirde yer almayan 6zgiin bir caligmadir. NK-92
hiicrelerinin anti-KIR2DL4 mAb 33 klonu ile aktive edilip meme kanser hiicre hatlari
tizerinde anti-kanser etkisinin arastirilmasi ve trastuzumab ile kombinasyonu antikor
tedavi yaklagimi olarak tezin ozgilinliigiinii olusturmaktadir. Bu tezden elde edilen
sonuglar, anti-KIR2DL4 mAb 33’un, meme Kkanseri tedavisinde kullanilmasi igin

gelecekteki in vivo ve faz ¢alismalarina 11k tutacaktir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Kanser

Diinya saglik orgiitiinden alman verilere gore kanser; viicudun hemen hemen her
organinda ve dokusunda baslayabilen anormal hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde
boliinmesi ile diger organ veya dokulara yayilarak normal smirlarinin Gtesine gegen
agresif bir hastalik grubudur. Baska doku ve organlara yayillma metastaz olarak
adlandirilir ve kanserden 6liimlerin baslica nedenidir. Koétli huylu tiimér ve neoplazma
kanserin diger yaygin isimleridir. Kanser alt1 farkli karakteristik ozellige sahiptir
(Hanahan ve Weinberg 2000). Bunlar; i. Hiicre oliimiine direng, ii. Anjiyogenez
indiiksiyonu, iii. Proliferasyon sinyalinin siirdiiriilmesi, iv. Invazyon ve metastaz
aktivasyonu, v. Replikatif Oliimsiizliigiin saglanmasi, vi. Bliylime baskilanmasindan
kagistir. Son yillarda yapilan ¢alismalar ile bu alti &zellige ek olarak; i. Immiin
sistemden kacis, ii. Hiicresel enerji sistemini yok etme olarak yeni oOzellikler

belirlenmistir (Hanahan ve Weinberg 2011).

Kiiresel olarak ikinci 6liim nedeni olan kanser 2020 yilinda yaklasik 10 milyon kisinin
oliimiine neden olmustur (Ferlay vd. 2019). Erkeklerde en yaygin kanser tiirleri akciger,
prostat, kolorektal, mide ve karaciger iken kadinlarda meme, kolorektal, akciger,
servikal ve tiroid kanseridir (Anonim 1). Uygun ve etkili tedavi igin teshisin onemi
biiytiktiir. Her kanser ¢esidi 6zel bir tedavi modeli gerektirir. Kanser tedavisi genellikle
radyoterapi, kemoterapi ve cerrahi icerir. En eski tedavi sekli olan cerrahi timor
bolgesini negatif sinira kadar belirleyip ¢ikarmaktir. Radyoterapi, cerrahi sonrasi kalan
kanser hiicrelerini DNA zincirine zarar verecek sekilde hiicreyi oOldiirmesidir.
Kemoterapi ise, hiicre boliinmesini ve DNA sentezini durdurma amacli antikanser
ajanlarin  kullanimin1 amaglar. Kemoterapi kanser hiicrelerinin yaninda saglikli
hiicreleride hedefleyerek ciddi yan ekilere yol agmaktadir (Alam vd. 2018). Bu nedenle
spesifik ve yan etkisi daha az tedavi modellerinin arayis1 siirmektedir. Bunun yaninda
tiim kanser tlirlerinde erken teshisin 6nemi biiyliktiir. Meme kanseri, rahim agz1 kanseri

ve kolorektal kanser tiirleri erken teshis edildiginde yiiksek iyilesme oranlarina sahiptir.



2.2 Meme Kanseri

Meme kanseri, olduk¢a kompleks, farkli klinik ve biyolojik davraniglara sahip heterojen
bir hastalik olarak tanimlanmaktadir (Hamilton vd. 1988, Mittendorf vd. 2014,
Bayraktar vd. 2017). Meme kanserinin molekiiler alt tiplerine ait patojenite ve

histolojisi sekil 2.1°de gosterilmistir (Anonim 2).

| LUMINALB |
(%20)

BAZAL BENZERI

{ LUMINAL A ]
‘ (%15-20)

(%40)

MEME KANSERI

NORMAL MEME 1 gUCLENDIRILMiS

BENZERI (%10-15)

CLAUDIN-LOW
(%12-14)

Sekil 2.1 Meme kanserinin molekiiler alt tipleri (Valentin 2012°den uyarlanmistir)

Meme kanseri % 85 memenin glandiiler dokusundaki kanallarda ya da % 15 epitel
hiicrelerinde ortaya c¢ikmaktadir. Baslangigta kanser hiicrelerinin biiylimesi higbir
semptoma neden olmadan minimum yayilma ile kanal veya lobiillerde smirhidir.
Zamanla, kanser ilerleyebilir ve ¢evredeki meme dokusunu istila edebilir. Daha sonra
cevredeki lenf diigiimlerine veya viicuttaki diger organlara (metastaz) yayilabilir. Meme
kanserinde en etkin 6liim sebebi metastazdir (Anonim 1). Meme kanseri kadinlar
arasinda en sik goriilen ve Oliimlere neden olan kanser tiiridiir. Diinya saglik
orgiitiinden alinan verilere gore 2018’de diinyada tan1 konulan hasta sayisinin 2 milyonu
asti81 ve mortaliteninde 627 bin oldugu belirtilmistir. 2019 yilinda alinan verilere gore
ABD’de 271.270 kisiye yeni meme kanseri tanist konulmustur. Meme kanserinden
kaybedilen hasta sayisinin ise 42.260 oldugu tahmin edilmektedir (Siegel vd. 2019).
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2020 yilinda tiim diinyada meme kanseri teshisi konan 2,3 milyon kadin bulunmaktadir
ve bunlarin 685.000°de 6liim ger¢eklesmistir. 2020 sonu itibari ile son 5 yilda teshisine
gore kadinlar arasindaki en yaygin kanser tiirtidiir. 2020 GLOBOCAN (Uluslararasi
Kanser Ajansi) istatistiklerine gore, tim diinyada yaklasik 19 milyon yeni kanser
vakasinin yaklasik 2 milyonu meme kanseri tanisi almis ve bunlarin 626 bini 6limle
sonuglanmistir (Anonim 3) (Sekil 2.2). Gelismis lilkelerde her 8 kadindan birine meme
kanseri teshisi konulacagi tahmin edilmektedir. Bunun yaninda meme kanseri goriilme
sikligindaki artisa ragmen mortalitede azalma goriilmektedir. Aksine gelismekte olan

tilkelerde ise goriilme siklig1 ile mortalite dogru orantilidir.

2020’de Kanser cegsitlerine gére 6liim sayisi
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i
830 180 (8.3%)
Mide
768 793 (7.7%)

Sekil 2.2 Uluslararas1 Kanser Ajansi kanser yeni tan1 ve 6liim vakalar1 dagilim grafigi
(GLOBOCAN 2020) (Anonim 3)

2000’11 yillarda Tiirkiye’de ekonomik, sosyal, cografi ve kiiltiirel faktorler nedeni ile
farkl1 bolgelerde meme kanseri insidans1 degisiklik gostermektedir. Tiirkiye nin
batisinda meme kanseri (50/100.000) Tiirkiye’nin dogu kismindan

(20/100.000) iki kattan daha fazla goriilmektedir (Ozmen 2008). Tiim diinyada oldugu

insidansi

gibi Tiirkiye’de de insidansi artmaktadir.

Meme kanseri kadin cinsiyetinde en yiiksek risk faktoriidiir. Meme kanserine
yakalananlarin % 0.5-1’ini erkekler olusturmaktadir. Ayrica ailede meme kanseri
Oykiisii olmas1 meme kanseri riskini artirmaktadir. BRCAl, BRCA2 ve PALB-2
genlerindeki yiiksek penetransli gen mutasyonlar1 meme kanseri riskini biiyiik 6l¢iide

artirmaktadir (Anonim 1).



2.2.1 Meme kanseri tedavisi

Meme kanseri tedavisi, erken teshis edildiginde % 90 ve {lizerinde hayatta kalma
olasiligr ile oldukg¢a etkilidir. Hastaligin kontrolii igin genellikle memenin lenf
diigiimlerinde ve ¢evresindeki alanlarda cerrahi, radyasyon terapisi ve kemoterapi
uygulanmaktadir. Tedavide ilaglar olarak endokrin (hormon) tedavisi, kemoterapi ve
hedefe yonelik biyolojik tedavi (antikor) bulunmaktadir. Cerrahi tedavi genellikle
hastaligin erken evresinde yapilan tedavi seklidir. Radyoterapi lokal ileri evredeki
kanserlerde uygulanan tedavi seklidir. Kemoterapi ise erken evredeki hastalarda kiir
sansini artirmak i¢in adjuvan, cerrahi tedaviyi kolaylastirmak i¢in neoadjuvan amagh ve
ileri evredeki hastalarda yasam Omriinii uzatmak amacglhi palyatif olarak tercih

edilmektedir.

Meme kanseri icin cerrahi Oncesi ve sonrasi verilebilecek tibbi tedaviler kanserin
biyolojik alt tipine bagl olarak degismektedir. Progesteron (PR) ve dstrojen reseptoriinii
(ER) ifade eden kanserlerin, tamoksifen veya aromataz inhibitorleri gibi endokrin
(hormon) tedavisine yanit verme olasilig1 yliksektir. Hormon reseptorii negatif olan
kanser tiirleri PR ve ER eksprese etmeyen kanserlerdir ve kanser ¢ok kii¢lik olmadig:
siirece kemoterapi ile tedavi edilmesi gerekmektedir. Giinlimiizde kullanilan kemoterapi
cesitleri kanserin yayilma ve niiks etme olasiligin1 azaltmaktadir. Ayrica meme kanseri
tedavisinde radyoterapinin de biiylik 6nemi vardir. Erken evrede cerrahiyi onleyebilir,
kanserin niiks etme riskini azaltabilmektedir (Mutebi vd. 2020). Meme kanserleri HER-
2/ neu onkogeni adi verilen molekiilii asir1 ifade edebilirler. HER-2 pozitif kanserler,
trastuzumab gibi biyolojik ajanlar ile tedavisi miimkiindiir. Antikor tabanli bu biyolojik
ajanlar olduk¢a etkilidir. Kanser hiicrelerini 6ldiirmede daha etkili olmalar1 igin
kemoterapi ilaglari ile birlestirilmektedirler. Son yillarda hedefe yonelik immiinoterapi

yaklasimlari tiim kanserlerde oldugu gibi meme kanserinde de dikkat cekmektedir.
2.3 immiinoterapi
Bireylerin bagisiklik sisteminde yer alan hiicrelerin belirli bir kismin1 kullanarak kanser

vb. hastaliklarin tedavisinde kullanilan spesifik yonteme immiinoterapi denilmektedir.
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Biyolojik terapi veya biyoterapi olarakta adlandirilmaktadir (Anonim 4). Her gecen giin
artmakta olan kanser vb. hastaliklarin tedavi yontemi non-spesifik yontemlerden
spesifik yontemlere dogru ilerlemektedir. Geleneksel tedavi yontemleri ile tlimoriin yok
edilmesi saglansa bile metastaz ile diger dokulara yayilarak hastaligin niiks etmesi
onemli bir sorundur. Geleneksel yontemler ve ilag tedavisinde kombine yaklasimlar
kanser hiicreleri oldiirmede basarili olsa da ayn1 zamanda saglikli hiicrelerede zarar
vermektedir. Bu nedenle immiinoterapi tabanli tedavi yaklasimlariin 6nemi
artmaktadir (Wayteck vd. 2014). Immiinoterapide disardan verilen maddelerle kanser
hiicrelerine karst immiin cevap olusturulabildigi gibi viicudun kendi immiin hiicreleri ile
de yanit olusturulabilmektedir. Ornegin; NK (Natural Killer) Hiicreleri, T lenfositler, B
lenfositler, makrofajlar, dentritik hiicreler de tiimériin yok edilmesinde rol oynayabilir.
Kanser hiicrelerine etki eden bu immiin hiicreler kemoterapotiklerin aksine direkt

kanser hiicrelerini hedeflerler (Barbaros ve Dikmen 2015).

2.4 Kanser Immiinoterapisi

2.4.1 Kanser immiinoterapisinin tarihi

Immiin sistemin kanser tedavisinde kullanilmasi ve Kkanser hiicrelerine karsi yanit
olusturabilecegi fikri ilk olarak 1980°1li yillarda William Coley isimli bir cerrah
tarafindan ortaya atilmis ve sarkom tedavisi i¢in bakteri toksinlerini kullanmasi ile
immiinoterapi ortaya ¢ikmustir (Coley 1893, 1908). Immiinoterapi yaklasimi Bacillus
Calmette-Guerin (BCG) bakterisinin yiizeysel mesane kanserinde etkisinin gosterilmesi
ve IL-2’nin metastatik melanom tedavisinde kullanimi ile birlikte tekrar Onem

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

1900’lerde Paul Ehrlich tarafindan tiimérlerle etkilesen molekiillerin kanser tedavisinde
onemli bir yere sahip olabilecegi belirtilmistir. Bu antikor aracili pasif immiinoterapi
olarak siniflandirilacak olan tedavinin ilk bulgularidir. 1975 yilinda monoklonal antikor
tretimi i¢in hibridoma teknolojsi Cesar Milstein ve George Kohler tarafindan
gelistirilmistir. Monoklonal antikorlar 1982 yilinda basarili bir sekilde kullanilmis ve

1986 yilinda muromonab-CD3’ii FDA tarafindan onaylanmistir. Ilk hiimanize
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monoklonal antikor olan daclizumab ve rituximab 1997 yilinda FDA tarafindan
onaylanmistir. FDA, 2020’ye kadar 79 farkli monoklonal antikoru onaylanmuistir.
Giliniimiizde ise 570’den fazla terapotik monoklonal antikorlarin klinik faz ¢alismalari

stirdiirilmektedir (Lu vd. 2020).

Ilerleyen teknoloji sayesinde immiinoloji alanindaki geligmeler, hiicresel ve hiimoral
immiinitenin daha 1iyi anlasilmasi ile immiinoterapi alanindaki gelismeler hiz
kazanmustir. Ilk olarak 2010 yilinda otolog hiicresel immiinoterapi asis1 olan Sipuleucel-
T kastrasyon diren¢li asemptomatik evre 4 prostat kanseri tedavisi, 2011 yilinda ise
anti-CTLA-4 immiin denetim noktasi inhibitor molekiilii ipilimumab ileri evre melanom
tedavisi i¢cin FDA tarafindan onaylanmigtir (Mansh 2011, Gardner vd. 2012). Son
calismalar ise hastanin kendi immiin hiicreleri kullanilarak yiiriitiilen calismalarla
ilerlemektedir. Bu gelismeler dahilinde immiinoterapi kanser tedavisinde cerrahi,
radyasyon, sitotoksik kemoterapi ve hedefe yonelik tedavilerin yaninda dnemli bir yer

edinmistir.

2.4.2 immiin sistem ve kanser

Organizmanin devamliliginin saglanmasinda, dis ve i¢ tehditlere karsi korumakla
gorevli bir takim hiicre, sitokin ve proteinlerden olusan kompleks sisteme immdiin sistem
denilmektedir. immiin cevap ise; konagin kendisine yabanci olan maddeyi tanimasi ve
ona kars1 yanit vermesidir (Ak¢am 2005). Immiin sistem viicudu cevresel faktdrlerin ve
genetik etkenlerin sebep olabilecegi kansere kars1 veya viriis, bakteri, mantar ve parazit
gibi mikroorganizmalarin olusturabilecegi enfeksiyonlara karst korumaktadir (Anonim

4).

Immiin sistem “dogal bagisiklik” ve “edinsel (kazanilmis) bagisiklik” olmak iizere iki
gruba ayrilmaktadir. Viicut herhangi bir yabanci antijene karsi ilk dogal bagisiklik ve
sonrasinda daha yavas etki gosteren edinsel (kazanilmis) bagisiklik mekanizmalarina
sahiptir. Viicuda giren herhangi bir patojene veya genetik degisiklige ugramis hiicrelere
kars1 oncelikle dogal bagisiklik elemanlarindan nétrofil ve monosit gibi fagositik

hiicreler, NK hiicreleri, sitokinler ve bazi plazma proteinleri devreye girmektedir. Daha



sonra ise edinsel bagisiklik elemanlarindan T ve B lenfositleri devreye girmektedir
(Sekil 2.3). Dogal immiinite viicuda giren patojenlere karsi ilk yanit veren spesifik
olmayan bir sistemdir. Kazanilmig immiinite ise daha spesifik bir yanit olusturan,
antijen tanima kapasitesi daha fazla fakat ge¢ yanit olusturulan bir sistemdir. Dogal ve
edinsel bagisiklik birlikte ¢alisarak saglikli bir bireyde standart hiicre dongiistinden
cikarak konaga yabancilagmis hiicrelere karsi veya hiicre i¢i ve dis1 ¢esitli patojenlere

kars1 korumada saglam bir savunma sistemi olusturmaktadir.
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Sekil 2.3 Iimmiin sistemde rol alan elemanlar (Dranoff 2004)

Immiin sistemin kanser hiicreleri ile miicadele de iki rolii vardir. Bunlardan ilki immiin
gozetim mekanizmasidir. Burada immiin sistem kanser hiicrelerini taniyarak yok
etmektedir. Bu islem, dogal ve kazanilmis immiin sistemin ana hiicreleri olan dogal
Oldiiriicii hiicreler, dogal oldiirticii T hiicreleri, T hiicreler ve interferon gibi tlimor
mikrogevresinde artan pro-immiin humoral faktorler tarafindan gerceklestirilmektedir.
Ikincisinde ise, immiin sistem kanser hiicrelerini yok etmeye calisirken kanser

hiicrelerinin de immiin sisteme kars1 degisikliler meydana getirmesidir.



Immiin diizenleme ii¢ asamadan olusmaktadir. Bunlar ;

Eliminasyon: Bu fazda immiin sistem aktiftir ve kanser hiicrelerine karsi baskindir. Bu
fazdan kagabilen kanser hiicreleri ¢ogalmaya devam eder ve bir sonraki faz olan
equilibrium (denge) fazina dogru ilerler. Biiyliyen kanser hiicreleri dokulara dogru gog
eder ve hasar meydana gelmesi ile immiin yanit olusmaya baslar (Grivennikov vd.
2010). immiin sistem hiicrelerinden dogal dldiiriicii (NK) hiicreler, dendritik hiicreler,
makrofajlar ve T hiicreleri burada toplanarak INF gama (IFN-y) iiretirler (Barbaros ve
Dikmen 2015). IFN-y apoptotik ve antiproliferatif etkileri ile kanser hiicrelerinin yok
edilmesini ve ortama kemokinlerin salinmasina neden olur. Kemokinler tiimorlerde
damar olusumunu engeller ve ortama daha ¢ok makrofaj hiicresinin ve NK hiicresinin
gelmesini saglar (Balkwill 2004, Tanaka vd. 2005). Timérii yok eden NK hiicreleri ve
makrofajlar etkilesime girerek daha ¢ok IFN-y ve interlokin-12 {iretimine sebep olurlar.
Ortama tiimor nekroz faktor (TNF)’lerin salinmastyla perforin, apoptozu artiran ligand
ve reaktif oksijen agiga ¢ikarak daha fazla kanser hiicresinin 6limiine neden olur

(Barbaros ve Dikmen 2015).

Denge (Equilibrium): Bu faz immiin gozetim mekanizmasi olarak adlandirilmaktadir.
Bu fazda eliminasyon fazindan kagan kanser hiicreleri ile immiin sistem dinamik bir
denge icindedir. Denge fazinda timoér ve immiin sistem ikiside aktif durumdadir.
Immiin sistem kanser hiicrelerini tantyip yok etmeye calistig1 esnada kanser hiicreleride,
timor mikrogevresini tirettigi sitokinler ile kendisi i¢in uygun hale getirmeye calisir.
Transforme edici biiyiime faktorii-beta (TGF-p), interlokin-10 (IL-10), prostoglandin E2
(PGE2) gibi iirettigi sitokinler ile immdiin hiicrelerini bazi dontistimlere (T helper2, Treg,
MDSC, tiimor iliskili makrofajlar) zorlayarak immiin yanit1 etkisizlestirip inflamatuvar
yanit1 ortadan kaldirmaya ¢aligirlar. Denge fazi uzun siire devam edebilir ve sonunda ya
immiin sistem Ustiin gelerek kanser hiicrelerini yok eder ya da kanser hiicrelerinin

miicadelesi Ustiin gelir ve ¢ogalmaya baglar.

Kaqis (Escape): Kagis fazi olan bu evrede kanser hiicreleri immiin sisteme kars1 baskin
gelmis ve kontrolii ele almistir. Timor immiin sistemi kendi lehine g¢evirmis ve
kontrolsiiz bir sekilde biiylimeye ve diger dokulara yayilmaya baslamistir (Dunn vd.
2004).
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2.4.3 Kanser hiicrelerine kars1 immiin yanitta rol alan hiicreler

Makrofajlar: Enflamasyonu baslatan ve diizenleyen sitokinler iireten makrofajlar
immiin sistemin énemli hiicrelerindendir (Abbas vd. 2015). Makrofajlar antijen sunan
hiicre olarak da gorev yaparlar ve Kkanser hiicrelerinin lizisinde goérev alan etki
mekanizmalarini uyarirlar. Makrofajlar Thl hiicrelerinden salinan Tiimér Nekroz Faktor
(TNF), IFN-y, Makrofaj aktive edici faktér (MAF) ve Interlokin-4 (IL-4) ile aktive
olurlar (Yilmaz 2019).

Dogal éldiiriicii (Natural Killer, NK) hiicreler: immiin sistemin énemli hiicrelerinden
olan NK hiicreleri kanser hiicrelerini veya enfekte olmus hiicreleri taniyarak direkt
olarak yok ederler. NK hiicrelerinin onemli o6zelliginden bir tanesi hafizalarinin
olmamasidir. Bu yiizden MHC Sinif I molekiilleri olmayan kanser hiicrelerini tanir ve
etki ederler. NK hiicrelerinin aktivitesi kanser hiicrelerinin yiizeyindeki Fas reseptorii ile
NK hiicrelerinin yiizeyindeki Fas ligandinin baglanmasiyla gergeklesir (Yilmaz 2019).
Ayrica tasidiklart inhibitor ve aktivator molekiiller ile de aktivitesi diizenlenir.
Aktivasyon ile perforin-granzim igceren graniil ve sitokinlerin ekzositozu gergeklesir. En
bilinen dogal oldiiriicii hiicre immiinoglobin-benzeri reseptorlerdir (Killer cell

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

Dentritik hiicreler: Farklilasmamigs T lenfositleri uyaran dentritik hiicreler, birincil
immiin yanitin olugmasint saglarlar ve immiin sistemin en Onemli antijen sunan
hiicreleridir. Humoral immiinitenin gelismesinde ve B lenfositlerin fonksiyonunda
onemli rol oynarlar. Bu ozelliklerinden dolayr edinsel ve dogal immiinitede koprii

gorevi goriirler (Soker 2005, Hoffbrand ve Pettit 2013, Eyiipoglu Uniivar 2014).

T lenfositler: immiin sistemin kanser hiicreleri ile savasinda onemli géreve sahip T

hiicrelerinin iki 6nemli fonksiyonu vardir. Bunlar:
e Kanser hiicrelerine ait olan antijenleri tanirlar ve immiin sistemi aktiflestirirler.
e Direkt olarak kanser hiicrelerini 6ldiirtirler.

B Lenfositler: Antikor iiretiminden ve humoral immiin sistemden sorumlu hiicrelerdir

(Diker 1998). Kanser hiicreleri ile savasta iki mekanizmada gorev almaktadir. Bunlar :
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Antikor Bagimli Hiicresel Sitotoksisite (ADCC) ve Komplemana Bagimli Sitotoksisite
(CDC) (Barbaros ve Dikmen 2015).

2.5 Kanser immiinoterapisinde Son Gelismeler

Giliniimiiz onkolojisinin dayanak noktasi haline gelen kanser immiinoterapisi viicudun
kanser hiicreleri ile savasmak i¢in kendi bagigiklik sistemini kullandigi bir tedavi
yontemidir. Bu yaklasim kanser hastasinin kendi bagisiklik sistemi hiicrelerini
indiikleyerek tedavi i¢in immiin sistemin giiciinii ve segiciligini kullanir (Disis 2014,
Shirkhoda vd. 2018). Kanser immiinoterapisinde amag¢ kanser hiicrelerine karsi
bagisiklik sistemini uyararak daha etkin ve savunabilir hale getirmek veya bagisiklik
sistemi proteinleri gibi bilesenleri vererek immiin sistemi aktive etmektir. Son yillarda
immiinoterapi bazi kanser tiirlerinin tedavisinin dnemli bir parcasi haline gelmistir.
Bagisik sistemi ile yapilan tedaviler gelecekte kanser tedavi yaklasimlarina yoén
verecegi diistiniilmektedir. Kanser hiicreleri immiin sistemden kagmak i¢in kendilerini
normal hiicrelere benzeten antijenleri ifade ederler ve bu sayede immiin sistemden
kagarlar. Bazen ise immiin sistem kanser hiicresini tanir fakat kanser hiicresinin TGF-f3
(Ttimor Growth Factor) gibi immiin sistemi baskilayan faktorler salgilamasi ile yeterli
ve gii¢lii cevap olusmayabilir. Yapilan calismalar bunlarin iistesinden gelmek ig¢in
immiin sistemin kanser hiicrelerini tanimasina ve tepkisini giiglendirmesine yardimci
olacak aktivator ve inhibitdr reseptorlerini antikor aracili etkileyecek yollar bulmustur
ve bu antikorlar FDA tarafindan tedavide kullanim i¢in onaylanmstir (Stojanovic vd.
2014, Westin vd. 2014, Huang vd. 2015, Lesokhin vd. 2015). Immiin sistem kontrol
noktalarini belirlemeye ve bu noktalar1 hedefleyecek ila¢ adayi antikor ve molekiiller

arastirilmaya devam etmektedir.

Kanser tedavisi i¢in kullanilan baslica immiinoterapi ¢esitleri;

a. Monoklonal antikorlar: insan yapimi immiin sistem proteinleri olan monoklonal

antikorlar hedefe yonelik glikoprotein yapisina sahip immiinoglobiilinlerdir. Klinikte
kullanilan terapotik monoklonal antikorlarin tiimii immiinoglobiilin G (IgG) izotipe

sahip antikorlardir (Saeed ve Awan 2016). IgG antikorlarinin baglica etki
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mekanizmalari; i. Kompleman bagimli sitotoksite, ii. Antikor bagimli hiicresel
sitotoksite ve fagositoz, iii. Reseptor-ligant etkilesiminin bozulmasi, iv. Reseptor
internalizasyonu veya degredasyonu v. Apoptoz indiiksiyonu ile hiicre 6liimiidiir (Strohl
ve Strohl 2012).

b. Immiin kontrol noktas1 inhibitdrleri: Bu tiir gelistirilmis ve gelistirilmekte olan ilaclar

bagisiklik sistemindeki kanser hiicresinin olusturdugu blokajlar1 kaldirarak kanser
hiicresinin taninmasina ve yok edilmesine yardimci olurlar. Immiin denetim noktalar
immiin hiicrelerin kanser hiicrelerine kars1 verdigi yaniti engelleyerek kacisi saglarlar.
Bu immiin baskilamay1 ortadan kaldirmak igin klinikte PD-1, PD-L1 ve CTLA-4 gibi
primer antikorlar kullanilmaktadir. Bu sayede timor hiicrelerine karst immiin sistemi
giiclendiren monoklonal antikorlarin kullanimi1 hastalarda prognozu 6nemli 6l¢iide
iyilestirmistir (Ansell vd. 2015, Garon vd. 2015, Bellmunt vd. 2017). Dr James Allison
ve Dr Tasuku Honjo gelistirdikleri anti-CTLA-4 ve anti-PD-1 monoklonal antikorlari ve
kanserde bagisiklik kontrol noktalari ile ilgili ¢aligmalari 2018’de Nobel Fizyoloji ve
Tip odilii almistir (Anonim 5).

c. Adoptif immiinoterapi: Aktif sitotoksik immiin hiicrelerin kanser tedavisi ve timor

olusumunun engellenmesi amaci ile in vitro ortamda ¢ogaltilarak hastaya verilmesine
adoptif immiinoterapi denir (Ozet vd. 1996). Adoptif immiinoterapide NK ve T
hiicreleri kullamilir. TIL (tiimdr infiltre edici lenfositler), antikorun ekstraseliiler kismi
ile NK ve T hiicresi reseptoriiniin sinyal mekanizmasini bir araya getiren kimerik
antijen reseptorii (CAR) eskpresyonu icin diizenlenmis hiicrelerdir (Barbaros ve
Dikmen 2015). Bu sistem hematolojik ve solid tiimorlerde 6nemli sonuglar versede
daha fazla optimizasyonu, etkinligini artirma ve toksisitesini azaltmak ¢alismalari

yapilmasi1 gerekmektedir (Oiseth ve Aziz 2017, Rohaan vd. 2019).

d. Sitokinler: Hiicrelere sinyaller ileten polipeptitlerdir. Sitokin baglanmasi ile
reseptorlerde gen transkripsiyonlarinda degisiklikler sonucu hiicre i¢i sinyaller
tetiklenir. Bu sinyaller farklilagsmayi, ¢cogalmayi ve hiicre fonksiyonlarini uyarmayi veya
degistirmeyi saglarlar. Terapotik olarak ise dogrudan pro-apoptotik veya antiproliferatif
etki ile yada dolayli olarak immiin hiicrelerin kanser hiicresine karsi sitotoksik

aktivitesini artirarak etki ederler (Berraondo vd. 2019).
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e. Kanser asilari: Hastaliklara karsi bagisiklik tepkisini baglatmak icin kullanilirlar ve
ileri evre kanserleri tedavi etmeyi amaglarlar. Kanser asilarinin bazilar1 onlemeye

yonelikken bazilar1 tedaviye yoneliktir.

Ayrica immiin hiicre tedavileri ile de bagisiklik sistemi giliclendirilmeye ¢alisilmaktadir.
Immiin hiicreler, kanser hiicrelerinin biiyiimesini ve yayilmasimi engelleyecek ozel
kisimlarin1 hedefleyecek sekilde tasarlanarak, yeni tedavi yaklasimlari gelistirilmeye
calisilmaktadir (Gardner vd., 2016; Parlar vd., 2019) Bu immiinoterapi ¢esitleri her
kanser tiirii i¢in hala arastirilmaya devam etmektedir (Anonim 4). Heyecan verici bir
yaklasim olarak immiin sistemde defekt hiicreleri bulup 6ldiirme yetenegi verilmis NK
hiicrelerinin kanser tedavisi i¢in en etkili hale getirilmesi giiniimiiziin odak

noktalarindan biridir.

2.6 Meme Kanseri Immiinoterapisi

Meme kanseri immiinoterapisinde ise HER2 reseptoriinii asir1 ifade eden tiimore sahip
hastalarda bazi onaylanmis monoklonal antikor tabanli tedavi segenegi bulunmaktadir.
Bunlar baslica Trastuzumab, Pertuzumab ve Trastuzumab emtansine vb’dir. Bu
hedeflenen antikorlar cerrahi sonrasi erken evre HER2 pozitif meme kanseri i¢in FDA
tarafindan onaylanmistir. Bu ilaglar biiyiime faktorii HER2 proteininin ekstraseliiler
domainine karst hazirlanan ve etkinligini bloke eden monoklonal antikorlardir.
Giliniimiizde kemoterapi ile birlikte ek tedavi olarak verilen trastuzumab bir tirozin
kinaz reseptor ailesi HER2 yiizey reseptoriine baglanan hiimanize (sekanslarinin ¢ogu
insana ait) immunoglobiilin-G1 izotipi olan monoklonal antikordur. immiinoglobiilin-
G1 izotipi antikor trastuzumab, HER2 reseptOriine baglanarak kanser hiicrelerinde
aktive olan sinyal yolaklarmi bloke eder ve baskilar. HER2" meme kanseri hastalarinda
hayatta kalma siiresini 6nemli dl¢ilide arttirdig1 ve 6liim oraninin yaklagik % 20 oraninda
azalttigr gosterilmistir (Slamon vd., 2001). immiin kontrol noktasi inhibitrlerinden
Atezolizumab ise immiin hiicre ve kanser hiicresi arasindaki inhibitér yolu PD-1/PD-L1
yolunu hedefleyen kontrol noktasi inhibitoriidiir. Meme kanseri li¢lii negatif alt gruplari
icin kemoterapi ile birlikte onaylanmigtir. Meme kanseri immiinoterapisindeki bu

gelismeler ile basarili sonuglar alinsa da hala kanser hiicrelerini etkili bir sekilde

14



Oldiirmek miimkiin olmamaktadir. Trastuzumab, Trastuzumab emtansine ve Pertuzumab
ile alman sonuglar dogrultusunda yeni terapotik antikorlar ve immiin kontrol noktasi
intibitorleri gibi hastaya zarar vermeden ve yasam Xkalitesini diisiirmeden tedavi
olabilecek etkin yoOntemlerin gerekliligi artmaktadir. Bu nedenle timor spesifik
reseptorler ve immiin kontrol noktalar1 iizerinden en etkili kombine tedavi yaklagimlari
ile basarili sonug alinabilecek yollarin arastirilmas: gerekmektedir (National Cancer
Institute, 2019).

Son yillarda immiin hiicreler ile yeni tedavi yaklagimlarinin arayisi hizla siirmektedir.
NK hiicreleride kanser hiicrelerini hedeflemede Onemli sonuglara varmistir ve

giintimiizde bu yondeki ¢calismalar hiz kazanmaistir.

2.7 Dogal Oldiiriicii (Natural Killer, NK) Hiicreler

Kemik iliginde hematopoetik kok hiicrelerden tiiretilen dogal katil hiicreleri olarak da
adlandirilan NK hiicreleri bir lenfosit ¢esididir. Bu hiicreler kanser hiicresi ve viral
enfekte hiicrelere karsi sitotoksisiteye aracilik etmektedir (Ames vd. 2009, Ames ve
Murphy 2014, Cheng vd. 2013). Bagsiklik sisteminin Ozellesmis savunma
hiicreleridirler ve kandaki lenfositlerin %10’nunu olustururlar (Sun ve Lanier 2011).
Hem dogal hem kazanilmis bagisiklik sisteminde 6nemli roller iistlenen bu hiicreler
monositlerin ve sitotoksik T hiicrelerinin aktivasyonunu saglarken, dendritik hiicrelerin
olgunlagmasinda da rol alirlar. Ayrica B hiicrelerini immiinoglobiilin iiretmek i¢in
uyarir veya baskilarlar. NK hiicreleri tarafindan {retilen sitokinler T yardimci hiicre
polarizasyonunu da etkilemektedir (Deniz vd., 2013). Belirtildigi gibi genel immiin
yanitta dnemli gorevler listlenmislerdir. NK hiicreleri MHC-1 (Major Histocompatibility
Complex-I) molekiillerini normal seviyede ifade eden hiicrelere saldirmazlar fakat
MHC-I ifadesi azalmis veya bulunmayan hiicrelere saldirarak oldiiriirler. Bu durum
kanser hiicrelerinde veya viral enfeksiyonlarda goriilmektedir. Ayrica NK hiicreleri
interferon gama (IFN-y) ve timor nekroz faktor alfa (TNF- ) salgilayarak diger immiin
sistem hiicrelerini regiile edebilirler ve hedef hiicrelerin proliferasyonunu durdurabilirler
(Zingoni vd., 2005). Sitotoksik NK hiicrelerin en yaygin liziz mekanizmas1 litik

graniiller salgilamalaridir.
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NK hiicreleri kanser hiicresini 6ldiirmek i¢in 3 farkli mekanizma kullanirlar. Bunlar ;

+ Icinde perforin ve granzimleri igeren litik graniiller salgilarlar. Perforin hiicre
zarinda porlar olusturarak granzimlerin gegisini saglarken serin proteaz ailesi olan

granzimler ise kanser hiicresinde kaspaz ve apoptoz yollarini indiiklerler.

+ Ikinci mekanizmada, Fas ligand (FasL) ve Tiimor Nekroz Faktor (TNF) ile iliskili
apoptoz indiikkleyen ligand-TRAIL (TRAIL-TNF-related apoptosis-inducing
ligand) gibi hiicre yiizeyinde bulunan oliim reseptorleri araciligi ile apoptozu

uyararak hiicreyi 6liime gotiiriirler.

+ Ugiincii mekanizmada ise, NK hiicreleri IFN-y ve TNF-a sitokinlerini salgilayarak
kanser hiicrelerine etki ederler. NK hiicreleri bu sitokinlerin salinimi ile direkt
timor hiicrelerini etkilemenin yaninda makrofajlari, dentritik hiicreleri ve T
hiicrelerini modiile etmektedir. Anti-kanser tepkileri etkileyebilen immiin
diizenleyici hiicrelerdir (Liu vd. 2007). IFN-y salgilanmasi makrofajlarin ve
dendtritik hiicrelerin aktivasyonunu saglar (Scott 1991). TNF-a salinimi ise kanser
hiicrelerinin nekrozuna sebep olmaktadir (Brinkman vd. 1995) (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4 NK hiicrelerinin kanser hiicrelerine etki etme mekanizmalar1 (Cheent ve
Khakoo 2011°den uyarlanmuistir.)
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NK hiicrelerinin apoptoz volagi ile hiicreleri oliime gotiirmesi:

NK hiicreleri 6liim reseptorleri ve perforin-granzim B igeren litik graniiller sayesinde
kanser hiicrelerinin apoptoz yolaklarina etki ederek her hangi bir nekrotik etki
yaratmadan oOliime gotiirtirler. Apoptoz yolagr ise i¢sel ve dissal olmak lizere ikiye

ayrilmaktadir (Rapoport ve Anderson 2019).

-I¢csel vyolak: Immiin hiicrelerden salgilanan perforin ve granzimler icsel yolag
etkilemektedirler. Apoptozda igsel yolak DNA hasari, mitokondriyal disfonksiyonu
indiikleyen biiylime faktoriiniin azalmasi, ER stresi, asir1 kalsiyum yiiklenmesi,
replikasyon stresi gibi c¢esitli mikro-gevresel stresorler tarafindan aktive edilirler
(Rapoport ve Anderson 2019). Apoptozun igsel yolagr Bcl-2 protein ailesi tarafindan
kontrol edilmektedir (Zaman vd. 2014). Pro-apoptotik uyaranlar yalnizca Bcl-2
homoloji 3 (yalnizca BH3 alanini igeren proapoptotik Bcl-2 proteini)’nin yukari
regiilasyonunu baglatirlar. Daha sonra bu proteinler mitokondri membraninda gbézenek
olusturacak proteinleri (Bax, Bak vb.) aktive ederler (Liu ve Zhu 2017, Lomonosova ve
Chinnadurai 2008). Bunlar oligomerize olarak mitokondri dis membran geg¢irgenligini
artirir. Bu igsel yolakta meydana gelen en 6nemli olaydir (Elmore 2007). Ardindan
mitokondriyal membran proteinlerinden sitokrom-c salinir. Sitokrom-c¢ salinimi ise
APAF-1 (Apoptotik proteaz aktive edici faktor-1) ve prokaspazi tetikler (Hassan vd.
2014, Zaman vd. 2014, Green ve Llambi 2015). Sonugta mitokondriyal membran kayb1
ile hiicre 6liimii gergeklesir (Van de Walle vd. 2008) (Sekil 2.5).

-Dissal yolak: Membran iizerindeki 6liim reseptorleri digsal yolag: tetiklemektedir.

Bunlar arasinda Fas ligandi, TRIAL (TNF ile iligkili apoptozu indiikleyen ligand) ve
TNF (Timor nekroz faktor) yer almaktadir (Goldar vd. 2015). Ligand reseptor
baglanmasinin ardindan ortama bir adaptdr protein alinir (Zaman vd. 2014, Liu vd.
2017). FADD (Fas ile iliskili 6liim alan1) ve TRADD (Reseptor ile iliskili 6liim alani)
en yaygin iki adaptor proteindir. Baglatic1 pro-kaspazlardan 8 ve 10 6liimii indiikleyen
sinyal kompleksini (DISC) olusturmak i¢in adaptor proteine baglanir ve pro-kaspazlarin
aktivasyonu saglanir. Bu aktivasyon hiicre igi proteinlerin boliinmesine aracilik eden ve
hiicre 6liimiine yol acan kaspazlardan kaspaz 3, 6 ve 7’nin aktivasyonunu saglarlar

(Zaman vd. 2014) (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5 Apoptozun igsel ve digsal yolag1 (Hazeldine ve Lord 2013)

Kanser hiicrelerine cevap verebilen immiin efektor hiicreler olan NK hiicrelerinin INF-
y, IL-2, IL-12, IL-15 ve IL-18 sitokinleri tarafindan aktive olma, sag kalim ve
olgunlagma siiregleri gergeklesir (Nahta 2012). Aktivasyondan kisa siire sonra ¢ekirdek
ve hedef hiicre arasinda graniillerin polarizasyonu gercekleserek graniil igerigi hiicre
digina salinir ve hedef hiicrenin lizisi ger¢eklesir. Diger bir degisle NK hiicreleri kanser
hiicrelerinde apoptozisi aktiflestirerek hiicre Oliimiine neden olurlar. Kendileri ise
graniiller i¢cinde bulunan proteazlara direnclidir. NK hiicrelerindeki negatif yiiklii bir
proteoglikan olan kondroitin siilfat-A sayesinde hiicrelerin kendi kendini otoliz etmesini
onler (Delves vd. 2008). Ayrica NK hiicreleri kanser hiicrelerini spesifik hedefleyebilir
ve kemoterapdtik ilaglarin aksine direkt kanser hiicresine yonelerek oldiiriilmesini
saglayabilirler (Barbaros ve Dikmen 2015). Transformasyona ugramis hiicrelere karsi

dogrudan sitotoksik olarak veya sitokin salgilayarak cevap verirler (Pegram vd., 2011).
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YT, NKG, NKL, NK-92 ve KHYG-1 gibi sitotoksik hiicre hatlart malign NK hiicre
klonlarindan olusturulmustur. Periferik kandaki NK hiicre alt gruplarindan en sitotoksik
potansiyele sahip NK-92 hiicreleridir. Ayrica NK-92 hiicreleri klinik 06ncesi
caligmalarda kanser hiicrelerine karsi dnemli derecede sitotoksik etkiler gosterir ve
bilimsel ¢alismalarda kullanilmak tizere FDA tarafindan onayli tek hiicre hattidir (Tonn
vd. 2013) . NK-92 hiicrelerinin K562 miyeloid 16semi ve Daudi lenfoma hiicrelerini
sirastyla %84 ve %86 oraninda 6ldiirdiigi gosterilmistir (Gong vd. 1994). Ayrica NK-
92 hiicrelerinin klinik gelistirme i¢in de uygun oldugu belirtilmistir (Schonfeld vd.
2015).

2.7.1 NK hiicrelerinde bulunan inhibitér ve aktivator reseptorleri

NK hiicrelerinin sitotoksitesine, c¢esitli inhibe edici ve aktive edici hiicre yiizey
reseptorleri aracilik eder. Bu reseptorler arasindaki denge NK hiicrelerinin
aktivasyonunu veya inhibisyonunu belirlemektedir (Pegram vd. 2011). iki farkli tiirde
NK reseptor ailesi tanimlanmistir. Bunlar Ig benzeri reseptorler ve C tipi lektin
reseptorlerdir. Her iki reseptor yapisinda da aktive edici ve inhibe edici reseptorler
bulunmaktadir. Inhibitér reseptdrler sitoplazmik uglarinda ITIM (Immunoreseptdr
tirozine dayali inhibitor motifler) olarak adlandirilan yapilar icerirler. Bu motifler belirli
fosfatazlar1 algilayarak hiicre ic¢inde inhibisyon olustururlar ve sinyal iletimini
engellerler. Bu inhibisyon olmadiginda NK hiicreleri aktifleserek sitokin sekresyonu ve
sitotoksik graniiller salgilarlar. Aktiflestirici reseptorler DAP-12 gibi proteinlerle
iligkilidir. Bunlar ITAM (Immunoreseptor tirozine dayali aktivator motifler) sitoplazmik

ucta pozitif aktivasyon gosteren motiftir (Delves vd. 2008).

a) Aktivator Reseptorleri: Hiicreler transforme olup kanserlesmesi ile yiizeylerinde

hiicresel stres ligandlar1 ifade ederler. NK hiicre yiizeyindeki aktivatdr reseptorleri
timor hiicre yiizeylerinde ifade edilen stres ligandlarini tantyarak bu hiicrelerin defekt
hiicre oldugunu anlayarak anti-kanser etki gosterirler. Baglica NK hiicre aktivator
reseptorleri; CD16, NKG2D, DNAM-1, aktiflestirici KIR’ lar, dogal sitotoksite
reseptorleri (NKp30, NKp44 ve NKp46)’dir.
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b) Inhibitér Reseptorleri: Kanser hiicreleri kendilerini NK hiicrelerin anti-kanser

etkisinden korumak i¢in NK hiicrelerinin ylizeyinde bulunan inhibitor reseptorlerine
kars1 bazi molekiiller ifade ederler. Bu sayede NK hiicrelerini baskilarlar ve anti-kanser
etkisinden korunurlar. NK hiicreleri lizerinde bulunan baslica inhibitor reseptorleri ise;
o6ldiiriicii hiicre immiinoglobiilin benzer reseptor-KIR (Killer-cell Immunoglobulin-like
Receptor), 16kosit immunoglobulin benzeri reseptor-LIR (Leukocyte Immunoglobulin-
like Receptor), PD-1, TIM-3, TIGIT ve CD94/NKG2A dur.

Baz1 KIR reseptdr ailesinin alt gruplar1 inhibit6r rolii oynarken bazilar1 aktivator rolii

oynamaktadir (Leung 2014) (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6 NK hiicreleri {izerinde bulunan aktive edici ve inhibe edici reseptorler (Leung
2014)

NK hiicresi iizerinde bulunan KIR, LIR ve heterodimer CD94/NKG2A, inhibitor
reseptOrlerinin dnemli siniflaridir. Bu reseptorler bir taraftan immiin hiicrelerin normal
hiicreleri tanimasinda diger taraftan kanser hiicrelerinin normal hiicreleri taklit ederek

immiin sistemden kagis icin kullandig1r bir yol olmasi ile ¢ok ince bir ¢izgide yer

almaktadirlar. Immiin hiicreler ile kanser hiicresi arasindaki tammma ve kacis
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mekanizmasi tamda bu noktalarda baglar. NK hiicresi kanser hiicresini yabanci olarak
algiladig1 anda aktivator reseptdrlerini artirir, litik graniillerini ve sitokinleri salgilar,
FasLL oliim reseptorii lizerinden hiicreyi apoptoza gotiirmeye calisir. Kanser hiicreleri
ise, NK hiicre inhibitor reseptor liganlarini ifade ederek (HLA-A, HLA-E vb. gibi)
inhibisyonun agir basmasii ve TGF-§ salgilayarak NK hiicre aktivator reseptorlerinin
ifadesini baskilayarak NK hiicre aktivitesini durdurmaya g¢aligir. NK hiicresi ve kanser
hiicresi arasinda hangi taraf daha fazla etkinliini ortaya koyarsa o taraf basarili
olacaktir. Bu sebeple bu dengeyi bozmak ve NK hiicrelerini kanser hiicrelerine karsi
daha avantajli hale getirmek, yeni bir tedavi modeli sunmada ve tedavi etkinligini

artirmada umut verici bir yaklagimdir.

2.8 NK Hiicrelerinin Kanser Hiicrelerini Tanima Mekanizmasi

Immiin sistemde NK hiicreleri saglikli hiicrelere karsi toleranslhidir ve zarar vermez.
Defekt hiicrelere karsi ise spesifik taniyip 6ldiirme yetenegine sahiptir. NK hiicreleri
saglikli hiicreleri ve kanser hiicrelerini ayirt etmek igin ¢esitli mekanizmalar
gelistirmistir. Bu mekanizmalar NK hiicre aktivasyonunun temelini olusturur. Biitiin
saglikli hiicreler ana-histo uyumluluk kompleksi MHC-I (Major Histocompatibility
Complex) molekiillerini ifade ederek NK hiicrelerinin 6ldiirme mekanizmasindan
korunurlar. NK hiicreleri {izerinde bulunan inhibitor reseptorleri KIR veya
CD94/NKG2A ile eslesen HLA-I (Human Lokosit antijen-I) molekiillerini normal
seviyede ifade ederler (Romagne vd. 2009). inhibisyon reseptorleri MHC-I
molekiillerinin alt grubu HLA-I molekiilleri ile etkilesime girerek NK aktivitesini
durdururlar (Shah ve Shpall 2009). NK hiicreleri iki yolla kanser hiicrelerini

tanimaktadir. Bunlar;

e Hiicrelerin transforme olup kanserlesmesi ile genellikle HLA-I molekiillerini
kaybederler. Bu sayede NK hiicreleri iizerinde bulunan inhibitér 6zellige sahip
KIR’ lar veya CD-94/NKG2A reseptorleri tizerinden inhibe edici sinyallerin hiicre
icine gitmemesi sonucu, NK hiicreleri aktive olarak litik graniillerini ve sitokin
salinimini arttirir. Bu modele “Kendini tanima eksikligi (missing-self recognation)”

denilmektedir (Ljunggren ve Karre 1990).

21



e NK hiicreleri, transforme olan hiicrelerin yiizeyindeki stres kaynakli ligandlari
tantyan aktiflestirici reseptorler ifade ederler. Hiicre transforme olup kanserlesmesi
ile hasarla ilgili proteinlerin ifadesi artar. ifadesi artan bu proteinler NK hiicre
iizerindeki aktive edici reseptdrler ile birleserek NK hiicrelerinin sitotoksitesini
artirabilirler. Bu modele ise “ stres kaynakli tanima mekanizmasi (Stress-induced

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

NK hiicre iizerindeki aktivasyon ve inhibisyon reseptorleri tarafindan olusturulan aktive
edici veya inhibe edici sinyaller arasindaki denge ile NK hiicrelerinin kanser hiicrelerine
saldirmasi veya saldirmamasi belirlenir. Bu denge aktive olma yoniinde agir bastiginda
ise NK hiicreleri dogrudan veya dolayli olarak kanser hiicrelerini 6ldiirmektedir. Tam
tersi inhibisyon yoniinde agir bastiginda ise NK hiicreleri anti-kanser yetenegini

durdurmaktadir (Le Mercier vd. 2015) (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7 NK hiicrelerin tanima mekanizmasi (Purdy ve Campbell 2009)

NK hiicreleri viicutta kanser hiicrelerine karsi ilk savunma sisteminde rol almaktadir ve
transforme olmus hiicreleri taniyip yok etmektedir. Fakat kanser hiicreleri immiin
sistemden kagmak icin saglikli hiicreler gibi HLA-I molekiillerini ifade ederler ve NK
hiicrelerinin inhibisyon reseptorlerine baglanarak bu hiicrelerin aktivitesini durdurmay1

basarirlar. Bu yilizden tiimor hiicrelerinin ilk savunma sisteminden kagiginin
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engellenmesi tedavi i¢in 6nemli bir nokta olmaktadir. Bu sebeple NK hiicre tabanlt
kanser tedavisi i¢in uygulanan ilk yaklasim; interlokin-2 gibi aktiflestirici molekiillerin
verilmesi ile NK hiicrelerinin aktivasyonunu ve kaliciligimi arttirmaktir. Ikincil yaklasim
ise; tiimor hiicrelerini daha spesifik tantyip 6ldiirebilmesi i¢in sitokinleri, inhibitér ve
aktivator reseptorlerine spesifik antikorlar1 ve NK hiicrelerinin adoptif transferini igerir
(Ljunggren ve Malmberg 2007). ifade edilen tedavi yontemleri dogrultusunda en iyi
tedavi modelini gelistirmek icin farkli kombinasyonlar denenmekte ve her kanser ¢esidi
icin daha etkin NK hiicre tabanli tedavi modelleri arayisi siirdiirtilmektedir. Cesitli
caligmalar ile néroblastom (Yang vd. 2013) ve glioblastomaya (GenBler vd. 2016, Han
vd. 2015, Zhang vd. 2015)’a karst NK hiicrelerinin anti-kanser potansiyelinden
basariyla yararlanilmis ve akciger kanseri icin de umut verici bulgular bildirilmistir
(Tonn vd. 2013, Besse vd. 2016). Bu nedenle saglikli hiicrelere zarar vermeden sadece
kanser hiicrelerine karsi hizli ve spesifik etkileri nedeniyle NK hiicre tabanli kanser
immiinoterapisi giinlimiizde ilgi odagi olmustur. Kanser hiicrelerine karst hem
sitotoksik etki gosterip kaspaz ve apoptoz yollar1 {lizerinden Oliime gotiiren hem de
ilaglar gibi toksik etki birakmayan NK hiicreleri tedavi amagh kullanimda iyi bir

secenek olarak goriilmektedir.

2.9 NK Hiicreleri Uzerindeki KIR2DL4 Aktivator Reseptorii

KIR genleri 19q13.4 kromozom {izerinde bulunurlar, polimorfik 6zellige sahip ve
oldukca homologdurlar (Parsons vd. 2010). KIR genlerinin uzunlugu 4-16 Kb arasinda
degisirken 4-9 ekson igerebilirler. KIR genleri yapisal olarak {i¢ gruba ayrilir;

a) Tip I KIR2D genleri: D1 ve D2 konformasyonlu iki hiicre disi alan proteinini
kodlayanlar,

b) Tip II KIR2D genleri: Yapisal olarak farkli DO ve D2 konformasyonlu iki hiicre

dis1 alan proteinini kodlayanlar,

¢) KIR3D genleri: DO, D1 ve D2 {i¢ hiicre dis1 immunoglobin benzeri alana sahip
proteinleri kodlayanlar (Vilches ve Parham 2002).
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NK hiicreleri tarafindan ifade edilen KIR (Killer Cell Immiinoglobin) benzeri
reseptorler  NK  hiicrelerinin ~ fonksiyonlarmi1  diizenleyen  transmembran
glikoproteinleridir. KIR reseptorleri, NK hiicreleri iizerinde eksprese edilen yiizey
reseptorleridir ve hiicre dis1 immunoglobin alanlarinin (2D veya 3D) sayisina ve kisa
(S) veya uzun (L) sitoplazmik alana sahip olup olmadiklarina gore siniflandirilirlar. KIR
reseptorleri kanser hiicreleri tizerindeki HLA I ligand baglanmasini saglayan Ig benzeri
alanlara sahiptir. Ayrica NK hiicrelerine iletilen sinyal tiiriinti belirledikleri icin islevsel
olarak ilgili olan transmembran ve sitoplazmik alanlara sahiptir. Bu alanlara gelen
sinyaller NK hiicrelerinin sitotoksitesini belirlemektedir (Moretta vd. 2002, Vilches ve
Parham 2002). KIR2D iki adet immiinoglobulin domainine sahipken , KIR3D ise ii¢
adet immiinoglobulin domainine sahiptir. Bu yiizey reseptoriiniin alt ailelerinin inhibit6r
ve aktivator gorevleri bulunmaktadir (Warren vd. 2001). KIR ailesinden KIR2DL4
reseptori ise diger KIR reseptorlerinden farkli olarak hem inhibitér hem de aktivator
ozellige sahiptir. KIR2DL4 reseptoriinde ITIM ve tipik bir aktive edici pozitif yiikli
aminoaside (arjinin) sahiptir ve bu reseptoriin hem aktivatér hem de inhibitor etki
gosterdigini kanitlamaktadir (Selvakumar vd. 1996, Ponte vd. 1999, Rajagopalan vd.
2001) (Sekil 2.8).
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Sekil 2.8 KIR protein yapilart (Anonim 6)

Evrim siirecinde en ¢ok korunan KIR genlerinden biri olan KIR2DL4 reseptorii tiim NK
hiicreleri ve bir T hiicre alt kiimesi tarafindan ifade edilmektedir. Yapisi, hiicresel
lokalizasyonu ve sinyalleme 6zellikleri agisindan oldukea farkli bir KIR ailesi iiyesidir
(Rajagopalan ve Long 1999). NK hiicre yiizeyinde ifade edilen ve KIR’lardan farkli
olarak endozomlarda bulunmaktadir. KIR2DL4’ un ligandi ise HLA sinif I molekiilii
olan HLA-G’dir (Rajagopalan ve Long 2001). Ayrica KIR2DL4 mRNA’s1 diger KIR
alt gruplariin aksine tiim NK hiicrelerinde bulunmaktadir ve tiim NK hiicre klonlarinda

ifade edildigi tek KIR dir. (Valiante vd. 1997, Cantoni vd. 1998).

KIR2DL4 (2DL4;CD158d) yap1 ve islevsel olarak olduk¢a farklidir. KIR2DL4
reseptOrii gii¢lii bir terapotik olarak rekombinant HLA-G tarafindan veya mAb 33 ve
mADb 181703 gibi agonistik antikorlar tarafindan aktive edilebilecigi belirtilmistir
(Kataoka vd. 2020). Ayrica 2DL4 reseptorii stimiilasyonu ile IFN-y tiretimini tetikleyen
NK hiicresi aktive edici reseptor olarak da one ¢ikmaktadir (Benson ve Caligiuri 2014).

Bagisiklik hiicrelerindeki roliiniin yaninda bir ¢ok kanser hiicresinin biiylimesini inhibe
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etmektedir ve anti-tiimor ajan olarak kabul edilmistir (Harvat ve Jetten 1996, Meuller
vd. 1996, Fujishima vd. 1998). INF-y farkli kanser tiirleri yaninda meme kanserinde de
hiicre bliylimesini inhibe ettigi farkli ¢alismalarda gosterilmistir (Wadler ve Schwartz
1990, Kirchhoff ve Hauser 1999, Ruiz-Ruiz vd. 2000). INF-y iiretimi meme kanser
hiicrelerinde interferon diizenleyici faktor-1 {izerinden kanser hiicrelerini apoptoza
gotlirdiigi bildirilmistir (Stang vd. 2007). Ayrica KIR2DL4 reseptoriiniin ifadesinin
artmas1 ITIM’dan etkilenmeden IFN-y {retimi ve hiicre yiizeyindeki aktivasyon
reseptOrlerinin artig regiilasyonunu saglayan aktive edici reseptér oldugu bildirilmistir.
KIR2DLA4 reseptoriiniin devreye girmesi hedef hiicrelerin apoptozunu tetiklemek igin
FasL regiilasyonunu artirmaktadir (Kikuchi-Maki vd. 2003). Bir ¢ok yonden KIR2DL4

reseptorii igin ¢caligmalar devam etmektedir.

Bu tezde MCF-7 ve SK-BR-3 meme kanseri hiicre hatlarina kars1 ¢6ziim odakli bir
calisma ortaya konulmustur. NK-92 hiicrelerinin anti-kanser etkinligini artirarak
spesifik olarak kanser hiicrelerini hedeflemek heyecan verici bir yaklasimdir. Bu bilgiler
dogrultusunda KIR2DL4 aktivator reseptorii anti-KIR2DL4 antikoru (Goodridge vd.
2009) ile hedeflenerek NK-92 hiicrelerinin aktivitesini ve anti-kanser etkisini artirmakla

meme kanser hiicresine kars1 etkili olacagi 6n goriilmiistiir.

Immiin hiicreler ile kanser tedavi etme calismalar1 son donemde oldukca dikkat
cekmektedir. Geleneksel yontemlerin aksine spesifik, kansere 6zgii normal hiicrelere
zarar vermeden viicudun kendi immiin sistemini kullanmak, kanser hiicrelerine karsi
tedavi yontemi gelistirmede onemli bir adimdir. Bu dogrultuda NK-92 hiicre tabanh
tedaviler on plana ¢ikmaktadir. NK hiicrelerinin sitotoksisitesi, aktivatdr ve inhibitor
reseptorleri arasinda gergeklesen dengeye gore belirlenmektedir. Bu sebeple hiicrenin
aktivator yoniiniin desteklenmesi sitototoksite bakimindan avantaj saglamaktadir.
Aktivator reseptoriic KIR2DL4’l agonistik bir antikorla tetikleyerek NK hiicrelerini
aktive etmek O6zgiin bir ¢alismadir. Bugiine kadar anti-KIR2DL4 #33 (Goodridge vd.
2009) klonu ile uyarilmig NK-92 hiicrelerinin MCF-7 ve SK-BR-3 meme kanser hiicre
hatt1 tizerindeki etkisi arastirilmamistir. NK-92 hiicrelerinin anti-KIR2DL4 #33 klonu
ile aktive edilip meme kanser hiicre hatlari iizerinde anti-kanser etkisinin arastirilmasi

antikor tedavi yaklasgimi olarak tezin 6zgiinliigiinii olusturmaktadir. Ayrica bu agonistik
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antikor ile trastuzumab kombinasyonunun oldiirme etkinliginin degerlendirilmeside
yeni bir yaklasim olmaktadir. Anti-KIR2DL4 klon #33 kullanarak NK-92 hiicrelerinin
KIR2DL4 reseptorlerini aktive edip normal hiicrelere zarar vermeden meme kanseri
hiicrelerine karsi sitotoksik etkinliginin artirilmasi ve ayrica bu agonistik antikorun
trastuzumabla olan etkinliginin aragtirilmasi amaclanmistir. Bu tezden elde edilen
sonuglar, anti-KIR2DL4 #33 klonunun normal hiicrelere zarar vermeden MCF-7 ve SK-
BR-3 meme kanseri hiicre hatlarinin tedavisinde kullanilmasi i¢in gelecekteki in vivo ve

faz arastirmalarina 1s1k tutacagi ongoriilmektedir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Kullanilan hiicre hatlar1

Deneylerde ATCC marka SK-BR-3 (HTB-30), MCF-7 (HTB-22) meme kanseri hiicre
hatlari, MCF-12A normal meme hiicre hattt ve NK-92 hiicre hatt1 kullanilmigtir. MCF-7
hiicre hatti Do¢. Dr Bala Giir DEDEOGLU, SK-BR-3 hiicre hatti Dog. Dr. Arzu
ATALAY, MCF-12A hiicre hattt Prof. Dr. Hakan GURDAL, NK-92 hiicre hatt1 ise
Prof. Dr. Erciiment OVALI tarafindan hediye edilmistir.

3.1.2 Kullanilan reaktifler ve kimyasallar

Hiicre hatlarinin ¢ogaltilmasi i¢in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) (BI,
01-355-1A) besiyeri, McCoy’s 5A (Bl, 01-075-1A), DMEM/F-12(HAM)1:1 (BI,
06173-57-1A), TexMACS™ GMP medium (Miltenyi Biotec, 170-076-309)
kullanilmistir. Besiyerine fetal bovine serum (FBS) (Stem Cell, 04F11678),
Penisilin/Streptomisin (Biowest, S12204L0018) ve Non-essential amino asit (Gibco
11140-50) eklenmistir. Hiicrelerin yikanmasi i¢in PBS (Lonza, BE17-516F), DPBS
(Sigma, D8662) ve hiicrelerin kaldirilmasi i¢in Tripsin-EDTA (Stem Cell, 05A13807)
kullanilmistir. Normal meme hiicresi i¢in bovine insilin (Sigma, 16634), Epidermal
growth factor (Genetropin, Pfizer), Hydrokortizon (Gadexon 8 mg, MSpharma)
kullanilmistir. NK-92 hiicreleri igin ise IL-2 (Proleukin), Beta merkaptoetanol (SERVA,
60-24-2) kullamlmistir. immiin boyama igin PFA (paraformaldehit, Sigma 158127) ve
Hoecst mounting medium kullanilmistir. Western blot analizi i¢in Bradford ¢ozeltisi
(BioRad), Insiilin (Sigma 10516) kullanilmistir. Genel olarak hiicre kiiltiirii asamasinda

etanol (Merck 1.00983.2511) kullanilmistir.
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3.1.3 Kullanilan sarf malzemeler

Hiicre kiiltiirii flaski 25 cm? (SARSTEDT, 5025112), Cryo.S kriyovial, Dnase-Rnase
free, 2 ml (ROTH, 60024042), steril polipropilen konik santrifiij tiip, 1.5 ml’lik steril
santrifiij tiipii (CELLSTAR® TUBES, Kat.n0:188 271), pipet uclar1; Dnase-Rnase free,
steril, filtreli 10 pl, 100 ul, 1000 ul (BioPointe Scientific® Kat.no:321-4050A ), steril
serolojik pipetler 1 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml (JET BIOFIL, Lot No: 090415-071),
96 kuyucuklu diiz tabanl steril plaka (SARSTEDT, Lot:5025111), 24 kuyucuklu plaka
(ROCHE, Lot:13019801), 12 mm ¢apli yuvarlak lamel (Electron Microscopy Sciences,
72195-12), Lam (Citoglass), Lamel (Citoglass).

3.1.4 Kullanilan kit ve antikorlar

Aktivitesi artirilmis NK-92 hiicresinin hedef hiicrelere olan etkisini anlamak i¢in WST-
1 (Hiicre proliferasyon reaktifi) (Takara, MK400) kiti kullanilmigtir. . Protein miktar
tayini i¢cin (BCA) kiti (Thermo Scientific Pierce katalog numarasi: 23225)
kullanilmistir. NK-92 hiicrelerinin aktivitesini artirmak igin kullanilan antikor anti-
KIR2DL4 monoklonal antikoru (Invitrogen, mAb#33), immiin boyamada apoptoz ve
kaspaz yolagindaki antikorlarin aktivitesini gostermek igin 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 p Tiibiilin (CST #2146) kullanilmistir.

3.1.5 Kullanilan cihazlar

Bu tez kapsaminda ¢izelge 3.1°de belirtilen ve Ankara Universitesi Biyoteknoloji

Enstitiisii biinyesinde bulunan cihazlar kullanilmistir.
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Cizelge 3.1 Kullanilan cihazlar listesi

Cihaz Adx

Markasi

CO;, inkiibator

Sanyo CO; inkiibator

Goruntileme sistemi

Syngene Gene Genius Bio Imaging

Eliza okuyucu

Tecan

Kirik buz makinast

Scotsman

Laminar flow kabin

Holten LaminAir Model 1,8

Otomatik pipetler
10u1, 100ul, 1000u1

Gilson

Mikroskop

Leica DCF290

Saf su cihazi

Millipore Synergy, 185

Santrifiij

Hettich Zentrifugen Rotina 35R

Calkalayici

Finepcr Orbital Shaker SH30

S1v1 azot tanki

STATEBOURNE cryogenics

Spin santrifiij

BioSan

Su banyosu Lab-Line Aquabath
Terazi Shimadzu AX200
Pastor Pipet Sigma

Konfakal Mikroskop Carl Zeiss

Florasan Mikroskop

Zeiss Imager. M1

Elektoforez tanki

Thermo Scientific

Goruntileme Sistemi

Syngene Gene Genius Bio Imaging

Gii¢ Kaynagi

Thermo Scientific

Westwen Blot goriintiileme cihazi

Odyssey CLx
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3.2 Yontem

Anti-KIR2DL4 antikoru ile indiiklenmis NK-92 hiicrelerinin in vitro kosullarda meme
kanser hiicrelerine kars1 anti-kanser etkisini ve trastuzumab ile kombinasyonunun tedavi

etkinligini arastirmak icin sekil 3.1°de gosterilen is akis semasi takip edilmistir.

L
"-,1J' .
Normal meme NK-92 hiicrelerinin Meme kanser hiicresi Meme kanser hiicresi
hiicrelerinin (MCF-12A) kiiltiir edilmesi SKBR-3 HER2"in kiiltiir MCF-7"nin kiiltiir
kiiltiir edilmesi edilmesi edilmesi
L L . L A

@) '

| NK-92 hiicrelerinin anti-
KIR2DLA antikoru ile
! ! kaplanmas:

‘7 indiiklenmesi (Kombinasyon Deneyi)

Y v ¥
Iniikdenen NK-52 { indiiklenen NK-92 hiicreleri

Trastuzumab ile

\[ SKBR-3 hiicrelerinin

hiicreleri ile normal " . .
ile meme kanser hiicrelerinin
meme hicrelerinin ko- P . .
ko-kiiltiir edilmesi

kiltir EdllmE'Sl

r L.

Vi

{ WST-1(Hiicre Canlilik), immiin boyama (Apoptoz) ve Western Blot (Apoptoz) deneyleri J

\I
A

k4

istatiksel Analizler

-
—
b
./

Sekil 3.1 Is akis semas1

3.2.1 Hiicre kiiltiirii besiyerinin hazirlanmasi

Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinin hepsi hiicre kiiltiirii odast ve steril gilivenlik kabini
icerisinde  gerceklestirilmistir. MCF-7 hiicre hatti  i¢in; %10 FBS, %l
penisilin/streptomisin ve %1 L-glutamin igeren DMEM besiyerinde idame ettirilmistir.
SK-BR-3 (HER2") hiicreleri; %10 FBS, %1 penisilin/streptomisin ve %1 L-glutamin
iceren McCoy’s 5A hazirlanan besi yeri igeriginde gelistirilmistir. MCF-12A hiicreleri,
%10 FBS, %1 penisilin/streptomisin, 250 pl hydrokortizon, 3,75 uL EGF, 300 ul
insiilin igeren DMEM Ham'’s F12 besiyerinde kiiltiir edilmistir. Ayrica NK-92 hiicreleri
%10 FBS, %1 penisilin/streptomisin 1.8 ul beta merkaptoetanol ve 500 UI IL2 iceren
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TexMacs GMP besiyeri ile kiiltiir edilmistir. Cizelge 3.2’de belirtildigi gibi her hiicreye

ait besiyeri hazirlanip kiiltiiriinde kullanilmistir.

Cizelge 3.2 Hiicre hatlar1 ve kiiltiir i¢in kullanilan besiyeri icerikleri

Hiicre hatlari

Besiyeri Igerigi

SK-BR-3

(Meme Kanseri)

McCoys’5a/ DMEM (Yiiksek Glikoz) (500 ml)
%10 FBS

%1 P/S

%1 L-Glutamin

MCF-7

(Meme Kanseri)

DMEM (Yiiksek Glikoz) (500 ml)
%10 FBS

%1 P/S

%1 L-Glutamin

MCF-12A

(Normal meme)

DMEM Hams F-12 (Yiiksek Glikoz) (100 ml)
%10 FBS

%1 P/S

250 ul Hidrokortizon

3,75 ul EGF

300 pl instilin

NK-92

TexMacs (GMP) (500 ml)
%10 FBS

%1 P/S

1.8 ul Beta merkaptoetanol
500 IU IL-2

3.2.2 Hiicre Kiiltiirii

Siv1 nitrojen tankinda dondurulmus olarak saklanan hiicreler ¢alisma 6ncesi alinarak

cozdirilmistiir. Cizelge 3.2’de belirtilen besiyerleri kullanilarak laminar kabin
icerisinde ayr1 ayr1 agilan MCF-7, SK-BR-3, MCF-12A ve NK-92 hiicreleri kendi 6zel

besiyerlerinde 37°C’de %5 CO,’li inkibatdrde kiiltiir edilmistir. Hiicrelerin idamesi T-
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25°lik (25 em?lik) ve T-75°lik (75 em®lik) flasklar icerisinde gergeklestirilmistir.
Cogalma hizlari, morfolojik yapilart ve canliliklart invert mikroskop ile takip edilen
hiicreler %80 oraninda doluluga ulagsmasi durumunda tripsin enzimi ile muamele
edildikten sonra kaldirilarak pasajlanmis ve ¢ogaltilmistir. Siispanse halde olan NK-92
hiicresi invert mikroskopta takibinin ardindan % 80 doluluga ulasmasinin ardindan
pasajlanmigtir. Stok olarak saklanacak hiicreler %10 DMSO igeren FBS dondurma
cOzeltisi hazirlanarak kryoviallere alinip sivi nitrojende saklanmistir. Her bir hiicre

hattinin gelecek calismalarda kullanimi i¢in depolanmasi saglanmastir.

3.2.3 Kullanilan hiicre sayisinin optimizasyonu ve plate yerlesimi

Sitotoksik deneylerde kullanilacak uygun hiicre sayisinin belirlenmesi amaciyla 96
kuyucuklu mikroplakalarda iki farkli kanser hiicresi ve bir adet normal meme hiicresi
icin alt1 tekrarli olarak kuyucuklara ekim yapildi. Her bir hiicre hatti i¢in 3x10°, 5x10°,
6x10° hiicre iceren 100 ul 6zel besiyeri icerisinde ekim yapildi. Mikroplaklar 37°C’de
%5 CO2’li inkiibatorde 24 saat inkiibasyona birakildi ve hiicrelerin ¢ogalmasi
mikroskobik olarak gozlemlendi. Optimizasyon sonrasi hiicrelerin 24 saat
cogalmalarina bagl olarak bir kuyucukta MCF-12A i¢in 5x10°, MCF-7 igin 5x10°, SK-
BR-3 icin 6x10° olarak belirlendi ve deneylere belirlenen hiicre sayilar1 ile devam

edildi.

3.2.4 Hiicre sayim

Tripan blue canlilik testi membrani zarar gdrmiis hiicrelerde s6z konusu boyanin hiicre
igine girmesiyle hiicre sitoplazmasini boyamasi esasina dayanmaktadir (Strober 1997).
Bu nedenle mikroskop altinda canli hiicreler sar1 parlak goriiniirken 6lii hiicreler mavi
goriinmektedir. Flasktan kaldirilarak 15°lik falkon tiipe alinan hiicreler santrifiij edildi
ve siipernatant ¢ekilip atildi. Pellet halindeki hiicreler taze besiyeri ile slispanse edildi.
Stispanse olmus hiicreden 100 pl gekilerek 100 pl tripan blue ile karistirildi. Boya
karisimli stispansiyon thoma lami oluklarina dikkatlice yayildi. Hiicreler 40X’ de sayildi
ve boya almayan hiicrelerin (canli hiicreler) ylizde orani hesaplandi. Thoma laminin alt

ve ist kisminda bulunan 16 karedeki hiicreler mikroskop altinda 40X objektif
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biiylitmesinde dort defa tekrarlanarak sayildi ve aritmetik ortalamasi alindi. Canlilik

orani asagidaki formiile gore hesaplandi (Strober 1997).

Canlilik oran1 (% olarak) = Sayilan Canli Hiicre Miktar1 X 100

Sayilan Toplam Hiicre Miktar1

3.3 NK-92 Hiicrelerinin Indiiklenmesi icin Gerekli Etkin Antikor Konsantrasyonu
ve Inkiibasyon Siiresinin Optimizasyonu

Sitotoksik NK-92 hiicrelerinin meme kanser hiicrelerine karsi sitotoksitesini ve
aktivitesini artirmak igin daha Once yapilan g¢alismalar géz Oniine alinarak anti-
KIR2DL4 (mAb #33) i¢in konsantrasyon ve inkiibasyon siiresi belirlenmistir. Yapilan
calismada anti-KIR2DL4 i¢in 1 pg/ml konsantrasyonda 20 saat inkiibasyon ile NK-92
hiicrelerinin indiiklenmesi saglanmistir (Goodridge vd. 2009). Bu tez ¢alismasinda da
aynt konsantrasyon ve inkiibasyon siiresi NK-92 hiicrelerinin indiiklenmesi igin

kullanilmustir.

3.4 Anti-KIR2DL4 mAb 33 Antikorunun NK-92 Hiicrelerinin KIR2DL4
Reseptorlerine Tutunmasi

NK hiicreleri arasinda en sitotoksik 6zellige sahip NK-92 hiicreleri meme kanser hiicre
hatlar1 MCF-7 ve SK-BR-3’c¢ karsi sitotoksisitesini artirmak igin anti-KIR2DL4
antikoru ile indiiklenmesi saglanmistir. Agonist etki hiicre reseptoriine baglanarak
hiicrede tepki olusturan bilesiklerdir. Agonistler baglandiklar1 reseptorii aktive ederek
Ozgiin fizyolojik ve farmakodinamik yanit olustururlar. Anti-KIR2DL4 mAb #33
antikoruda agonist etki saglamasi i¢in kullanilmigtir. Daha 6nce yapilan antikorun hiicre
reseptOriine baglanma deneylerinin optimizasyonu sonucunda elde ettigimiz veriler
dogrultusunda, NK-92 hiicrelerinin indiiklenmesi i¢in kiiltiir edilen bu hiicreleri 1 pg/mi
anti-KIR2DL4 mAb #33 ile 20 saat 37°C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi
antikorun tutunup tutunmadigl immiin boyama deneyleri ile valide edildi. Valide edilen
ve anti-KIR2DL4 antikoru ile indiiklenmesi saglanan NK-92 hiicreleri planlanan

deneylerde kullanildu.

34



3.4.1 immiin boyama 6ncesi yuvarlak lamellerin poly-L-lisin kaplamasi

Yuvarlak lameller 6rnek sayisi kadar 24 kuyucuklu plate’e yerlestirildi. Uzerine 200 ul
poly-L-lisin eklendi ve 1 saat laminar flow kabinde inkiibasyona birakildi. 1 saat
sonunda poly-L-lisin g¢ekildi ve 1 saat daha kurumaya birakildi. Kurumanin ardindan
yuvarlak lameller DPBS ile yikandi ve yarim saat UV altinda kurumaya birakildi. Poly-
L-lisin ile kaplanan yuvarlak lameller immiin boyama deneyi i¢in hazir hale getirildi.

Lamellerin poly-L-lisin kaplanmasi hiicrelerin tutunmasini saglamak igin yapilmistir.

3.4.2 immiin boyama icin fiksasyon islemi

1 pg/ml anti-KIR2DLA4 ile 20 saat inkiibe edilen NK-92 hiicreleri santrifiij ile pellet
haline getirildi ve baglanmayan antikorlar1 elimine etmek i¢in PBS ile yikama yapildi.
Taze PBS ile siispanse edilen hiicreler pellet haline getirilip siipernatan atildi. Poly-L-
lisin ile kaplanan yuvarlak lamellerin tizerine NK-92 hiicrelerinin pelleti siispanse
edilerek eklendi ve yarim saat tutunmasi beklendi. Ardindan siipernatan gekilip atildi
(tutunmayan hiicreler) ve lizerine oda sicakliginda 200 ul % 3,5’1lik PFA eklendi. 25 dk
laminar kabinde inkiibe edildi. Daha sonra 2 defa PBS ile yikama yapildu.

3.4.3 NK-92 hiicrelerinin immiin boyamasi

Primer antikor ile muamele edilen ve yuvarlak lamel {izerine fikse olmus hiicrelere
sekonder antikor FITC eklendi ve iki saat 37°C’de inkiibe edildi. Baglanmayan
antikorlar1 uzaklagtirmak icin PBS ile iki defa yikama yapildi. Ardindan hiicre
cekirdeklerinin boyanmasi i¢in 7-AAD cekirdek boyasi eklendi ve 45 dk daha 37°C’de
inkiibasyonu saglandi. Tekrar PBS ile iki defa yikama yapildi. Yuvarlak lameller
kapatma medium eklenerek lam iizerine kapatildi ve goriintii almak icin — 20°C’de

saklandi.
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3.5 Sitotoksik Deneyler icin Kanser Hiicreleri ile NK-92 Hiicrelerinin Ko-Kiiltiirii

Kanser hiicreleri, 96 kuyucuklu steril hiicre kiiltiirii plaklarina MCF-12A 5x10°%, MCF-7
5x10%, SK-BR-3 6x10° hiicre/kuyucuk olarak ekildi ve 24 saat inkiibasyona
birakilmistir. Belirlenen sayilarda kiiltiire edilen hiicreler invert mikroskopta deney igin
uygunlugu kontrol edildi. Inkiibasyon sonrasi kanser ve normal meme hiicrelerinin
tizerine farkli oranlarda (1:1, 1:5, 1:10) NK-92 hiicreleri eklenmistir. Ayrica 20 saat
boyunca 1 pg/ml anti-KIR2DL4 mAb #33 ile indiiklenmis NK-92 (iNK-92) hiicreleri de
ayni oranlarda (1:1, 1:5, 1:10) kanser hiicreleri ve normal meme hiicre ile ko-kiiltiir
edilmistir. Boylece kontrol grup dahil olmak {izere deneyler yedi gruptan ve her grup
alt1 tekrardan olusmaktadir. Ko-kiiltiir asamalart her hiicre i¢in yar1 yariya ortak
hazirlanmis 6zel besiyeri ile gergeklestirilmistir (Cizelge 3.3). Ko-kiiltiir siiresinin
belirlenmesi i¢in optimizasyon ¢aligmalar1 farkli siireler (48, 24 ve 4 saat) kullanarak
yapilmistir. Bu deneylerden elde edilen sonuglara gore hiicre yogunluguna bakarak, 4
saat inlibasyon siiresinin uygun olabilecegi tespit edilmistir. Bu inkiibasyon siiresi diger
arastirmacilar tarafindan da desteklenmektedir (Wang vd. 2012, Somanchi vd. 2015,
Karlitepe vd. 2021).

Cizelge 3.3 Hiicreler i¢in ortak ko-kiiltiir besiyeri

Ko-kiiltiir i¢cin gerekli besiyerleri | Besiyeri icerigi (100 ml)

e 45 ml DMEM Ham’s F-12
e 45 ml TexMacs (GMP)

e %10 FBS

e %1P/S

MCF-12A:NK-92 e 250 pul Hidrokortizon

e 3,75 ul EGF

e 300 pl insiilin

e 1.8 ul Beta merkaptoetanol
e 500 IU IL-2
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Cizelge 3.3 Hiicreler icin ortak ko-kiiltiir besiyeri (devam)

e 45 ml DMEM (Yiiksek Glikoz)
e 45 ml TexMacs (GMP)

e %10 FBS

o %1P/S

MCF-7:NK-92

e 1.8 ul Beta mercaptoetanol
e 500 IU IL-2

e 45 ml McCoys’5a

e 45 ml TexMacs (GMP)
e %10 FBS

o %1P/S

SK-BR-3:NK-92

e 1.8 ul Beta merkaptoetanol
e 500U IL-2

3.6 Hiicre Canlilik Deneyleri (WST-1)

Canli hiicrelerin metabolik aktivitesini 6lgmek i¢in kullanilan WST-1 protokolii hiicre
cogalmasi ve sitotoksisite testleri i¢in kullanilan bir yontemdir. Protokol, WST-1((2-(4-
lodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4- disulfophenyl)-2H-tetrazolium sodium salt))’in
yasayan hiicreler tarafindan indirgenme esasina dayanmaktadir. Reaksiyon sonrasinda
suda ¢oziiniir formazan tuzu olusur ve agiga ¢ikan formazan boyasi spektrofotometrik
okuyucu araciligi ile dlgiiliir. Olgiim sonucunda alinan absorbans degerleri her kuyu igin
ayr1 olarak asagida belirtilen formiile gore % olarak hesaplandi. Daha sonra bu degerler
GraphPad programi kullanilarak analiz edildi. Bu sayede indiiklenmemis ve
indiiklenmis NK-92 hiicrelerinin kanser hiicrelerine (MCF-7 ve SK-BR-3) ve normal

meme hiicresine (MCF-12A) olan sitotoksik etkisi degerlendirilmistir.
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Hiicre Canlilik Orani (% olarak) = Ornek OD degeri X 100
Kontrol OD degeri

Ko-kiiltiir i¢in hedef:efektor hiicre oranlart (Kanser Hiicresi:NK-92 / Normal Meme
Hiicresi: NK-92) 1:1, 1:5 ve 1:10 olarak belirlenmistir. Bunun igin MCF-7, SK-BR-3 ve
MCF-12A hiicreleri optimize edilen hiicre sayilar1 sekil 3.2°de gosterilen deney
diizenegine uygun sekilde ekilmistir. Ekilen hiicreler 24 saat inkiibasyondan sonra
invert mikroskopta kontrol edilmis ve Ko-kiiltiir asamasina gegilmistir. Hiicre ekimine
paralel olarak NK-92 hiicrelerininin anti-KIR2DL4 mAb #33 antikoru ile 20 saat
boyunca 1 pg/ml’ de indiikklenmesi saglanmistir. Ekim ve ko-kiiltiir uygulamasi her bir
kuyu igin 100 pl besiyeri kullanilarak yapilmistir. Indiiklenmis ve indiiklenmemis NK-
92 hiicreleri, meme kanser hiicreleri ve normal meme hiicresi ile ko-kiiltiir yapilmistir.
Ko-kiiltiir yapilan hiicreler 4 saat 37°C’de etiivde inkiibasyona birakilmistir. 4 saat
sonunda NK-92 hiicreleri ortamdan uzaklastirilip 3 defa DPBS ile yikama yapilmistir.
Yikama sonrasi 100 pl taze besiyeri kuyucuklara eklenip her bir kuyu i¢in 10 pl WST-1
¢ozeltisi konulmustur. Plaka 37°C’de etiiv iginde inkiibasyona birakilarak 4. saat
sonunda 450 nm’de spektrofotometrik okuma yapilmistir. Sonuglardan elde edilen
absorbans degerleri kullanilarak sitotoksisite ve canlilik oranlart hesaplanmigtir.

Deneyler yedi grupta ve alt1 tekrar ile gergeklestirilmistir.
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Sekil 3.2 Sitotoksisite deneyi plaka yerlesimi MCF-12A, MCF-7, SK-BR-3’nin NK-92
hiicreleri ile ko-kiiltiir ve WST-1 i¢in 96 kuyucuklu plaka yerlesimi ve SK-
BR-3’nin Trastuzumab kombinasyonlu NK-92 hiicreleri ile ko-kiiltiir ve
WST-1 i¢in 96 kuyucuklu plaka yerlesimi

Ayrica HER2" olan SK-BR-3 meme kanser hiicre hattina kars: trastuzumab ile kombine
anti-KIR2DL4’un etkiside arastirilmistir. Bu deneyde her kuyu i¢in ekilen 6x10° HER2*
SK-BR-3 hiicresi 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda uygun olarak
tutundugu belirlenen hiicreler daha dnceki ¢alismalar géz Oniine alinarak 100 pg/ml
Trastuzumab (Herceptin) ile 1 saat inkiibe edilmistir (Parihar vd. 2002). Daha sonra
Trastuzumab (Herceptin)’l1 ortam ¢ekilip 3 defa yikama yapilmigtir. 20 saat boyunca 1
ng/ml’de indiikklenmis ve indiiklenmemis NK-92 hiicreleri belirlenen SK-BR-3:NK-92
hiicre oranlar1 1:1, 1:5, 1:10 olacak sekilde ko-kiiltiir yapilmistir. Ko-kiiltiir sonrast 4
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saat inkiibasyona birakilmistir. 4 saat sonunda NK-92 hiicreleri uzaklastirilip 3 defa
DPBS ile yikama yapilmistir. Ardindan 100 pl besiyeri eklenip 10 ul WST-1 ¢ozeltisi
her kuyucuga eklenmistir. 37°C’de etiiv i¢inde inkiibasyona birakilarak 4. saat sonunda
450 nm spektrofotometrik okuma yapilmistir. Sonuglardan elde edilen absorbans
degerleri kullanilarak sitotoksite ve canlilik oranlari hesaplanmistir. Deneyler yedi grup

ve alt1 tekrar ile gergeklestirilmistir (Sekil 3.2).

3.7 Ko-kiiltiir Edilmis Hiicrelerin Immiin Boyamasi

WST-1 analizlerinden elde edilen verilere gore ko-kiiltiir hiicre orani 1:10 oldugunda en
yiikksek hiicre 6lumi gergeklestigi tespit edilmistir. Bu dogrultuda ko-kiiltiir immiin
boyama deneyleri sadece 1:10 orani ile dizayn edilip uygulanmasina karar verilmistir.
T-75 flasklar kullanilarak kiiltiire edilip cogaltilan MCF-12A, MCF-7 ve SK-BR-3
hiicreleri yeterli doluluga ulastiginda poly-L-lisin kaplanmis 24 kuyucuklu plakalara
ekim yapilmustir. Hiicre yogunlugu her bir plaka igin MCF-12A’da 2,5x10*, MCF-7"de
2,5x10%, SK-BR-3’de 3x10* olarak belirlenmistir. 24 kuyucuklu plakalardaki deney
plani sekil 3.3’de gosterilmistir.

Ayrica SK-BR-3 HER2" hiicre hatt1 indiiklenmis ve indiiklenmemis NK-92 hiicrelerinin
Trastuzumab kombinasyonu ile WST-1 deneylerinden elde edilen sonuglara gore
indiiklenmis ve indiiklenmemis NK-92 hiicrelerinin sitotoksik 6zellikleri arasinda

anlamli bir fark olmadigi i¢in immiin boyama deneylerine dahil edilmemistir.
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Herhangi bir uygulama indiiklenmis NK-92: Kanser hiicre hatlari

yapilmamuig hiicre (MCF-7, SK-BR-3)
hatt MNormal meme hiicre hatti (MCF-12A)
A

.

o
106
J

Indiiklenmemis NK-92: Kanser hiicre hatlari
(MCE-7, SK-BR-3)
Normal meme hiicre hatt1 (MCF-12A)

CCX e,
QOO

(OO0
OO0
)

Sekil 3.3 Indiiklenmis NK-92 hiicrelerinin WST-1 sonucunda elde edilen etkili hiicre
oraninin 24 kuyucuklu plak tizerinde deney diizenegi

Kanser ve normal meme hiicreler belirlenen sayilarda ekim yapildiktan sonra 24 saat
inkiibasyona brrakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda PBS ile yikandiktan sonra 1:10 hiicre
orani olacak sekilde indiiklenmis ve indiiklenmemis NK-92 hiicreleri, total hacim 500
ul hiicrelerin ortak besiyeri ile ko-kiiltiir edilip 4 saat 37°C’de inkiibasyona
birakilmistir. Ko-kiiltiir sonras1 yuvarlak lameller ii¢ defa PBS ile yikayip immiin

boyama i¢in hazir hale getirilmistir.

3.8 Apoptozda Rol Oynayan Proteinlerin immiin Boyama Analizi

Ko-kiiltiir asamasindan sonra meme kanser hiicre hatlar1 ve normal meme hiicreleri
coverslipler lizerinde boyama i¢in hazir hale getirilmistir. Bax, kaspaz 3 ve kaspaz 9

gibi apoptoz yolagindaki proteinlerin sentezinin belirlenmesi icin hiicreler once fikse
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edildi. Fikse edilmis hiicreler lammeller iizerinde sekonder antikor ve gekirdek boyasi

ile boyanarak florasan mikroskop altinda goriintiilenmistir.

3.8.1 Hiicre fiksasyonu

24 kuyucuklu plakalarda bulunan yuvarlak lameller tizerindeki deneye alinmis hiicreler
tizerine 250 ul % 3,5’lik PFA eklenip 25 dk oda sicakliginda inkiibe edilmistir. PFA
ortamdan uzaklastirildiktan sonra hiicreler 2 defa 1 ml PBS ile yikanmistir. Daha sonra

yuvarlak lameller azitli PBS iginde +4°C’ de muhafaza edilmistir.

3.8.2 iImmiin boyama ve goriintiileme

Indiiklenmis ve indiiklenmemis NK-92 hiicreleri ile ko-kiiltiir yapilip fikse edilen meme
kanser ve normal meme hiicre hatti immiin boyama igin hazir hale getirilmistir.
Oncelikle stok ¢ozeltisiden primer antikorlar énerilen oranlarda sulandirilip ara stok
olusturulmustur. Hiicreler sulandirilmig bax, kaspaz 3 ve kaspaz 9 primer antikorlari ile
24 saat +4°C’ de inkiibe edilmistir. Daha sonra ii¢ defa PBS ile yikand: ve FITC isaretli
sekonder antikor ile 2 saat 37°C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonras: tekrar 3 defa
PBS ile yikanip son olarak 45 dk 7-AAD gekirdek boyasi ile 37°C’de inkiibasyona
birakilmigtir. 45 dk sonunda tekrar 3 defa PBS ile yikanmanin ardindan hoechst igeren
kapatma medyumu ile lam tizerine kapatilmistir. Her bir primer igin ayni islemler tekrar
edilip florasan mikroskopta goriintiilenmistir. Preparatlar daha sonra kullanilmak iizere -

20°C’de saklanmustir.

3.9 Western Blot Yontemi

3.9.1 Orneklerin hazirlanmasi

MCF-12A, MCF-7 ve SK-BR-3 hiicre hatlar1 1:10 (Hedef/Efektér) oraninda

indiiklenmis ve indiiklenmemis NK-92 hiicreleri ile 4 saat ko-kiiltiir edilmistir. Hiicre

canlilik deneylerinden alinan sonuglara gore en iyi etkinin 1:10 oraninda oldugu tespit
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edilmis ve western blot deneylerine bu oran ile devam edilmistir. Ko-kiiltiirlin ardirdan
NK-92 hiicreleri uzaklastirilip kalan hiicreler tripsinize edilerek toplanmistir. Hiicreleri
lizis edebilmek i¢in soguk RIPA tamponu igerisinde sertce vorteks ve pipetaj
yapilmustir. Lizatlar sogutmali santrifiijde 13000 g’de 30 dakika santrifiij edilmistir.

Elde edilen supernatant temiz bir tiipe aktarilmistir.

3.9.2 Toplam protein tayini

Lizatlarin toplam protein miktarim1 6lgmek i¢in BCA kiti (Thermo Scientific Pierce
katalog numarasi: 23225) kullamilmistir. BSA standartlar1 2000 pg/ml, 1500 pg/ml,
1000 pg/ml, 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml konsantrasyonlarinda RIPA ¢ozeltisi
icerisinde hazirlanmig ve kit protokoliinde oOnerilen sekilde 96 kuyucuklu plate
prosediirii icin 25’ser pl standartlar ve uygulama yapilmis hiicre lizatlar1 ii¢ tekrar
karistirilarak her kuyucuga 200 pl eklenmesinin ardindan yarim saat oda sicakliginda
inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan absorbans degerleri 563 nm’de
spektrofotometrede (viktor3V 1420 multilabel plate counter) Olgiiliip, BSA standart
proteini elde edilen absorbans degerleriyle olusturulan standart egri grafigi excel’e
cizdirilmis ve hesaplanan regresyon denklemi araciligiyla, drneklerin absorbanslarindan
yararlanarak total protein miktar1 hesaplanmistir. Grafikten elde edilen R? degeri ne

kadar 1’e yakinsa sonuglar o kadar dogru olarak yorumlanmaktadir (Smith et al., 1985).

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

Total protein tayini yapilan hiicre lizatlar1 Laemmli tamponu igerisinde 95°C’de 10
dakika kaynatilmigtir. Tim proteinlerin jelde birbirinden daha 1iyi bir sekilde

ayrilabilmesi icin gradiyent jel hazirlanmigtir.
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Cizelge 3.4 Gradiyent jel prosediirii

Ayirica Jel %15 Miktar (ml)
% 30 Akrilamid-Bisakrilamid 9mi
1,5 M Tris (pH:8.8) 45ml
H20 4,12 ml
SDS 180 pl
APS 180 pl
TEMED 18 ul
Toplam hacim 18 ml
Ayiricl jel % 5

% 30 Akrilamid-Bisakrilamid 3mi
1,5M Tris (pH:8.8) 4,5 mi
H20 10,12 mi
SDS 180 pl
APS 180 pl
TEMED 18 ul
Toplam hacim 18 ml
Hizalayic jel

% 30 Akrilamid-Bisakrilamid 2,55 ml
1 M Tris (pH:6.8) 1,84 ml
H20 10,2 ml
SDS 150 pl
APS 150 wl
TEMED 15 ul
Toplam hacim 15 ml

Her jel igin 1,5 mm’lik camlar kullanilmustir. Ilk olarak ayiric1 jelden; %5°lik jelden 3.5
ml, daha sonra %15’lik jelden 4 ml ¢ekilerek iki cam arasina dokiilmiistiir. Dokiilen
jelin polimerlesmesi icin, jelin tiizeri bir miktar izopropanol ile kapatilmistir.
Polimerlesmenin ardindan izopropanol uzaklastirilarak {ist jel dokiilmis ve 15
kuyucuklu taraklar takilmistir. Islemlerin ardindan polimerlesmesi beklenmistir.
Kaynatilan 6rnekler her kuyucuga 10 pg protein gelecek sekilde yiiklenmistir. 80V’ da

yaklasik 3 saat yiiriitme tamponu igerisinde ytiriitiilmiistiir.

Western blot analiz yonteminde kullanilacak olan ¢ozeltiler ¢izelge 3.5°de belirtildigi

gibi hazirlanmstir.
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Cizelge 3.5 Western blot analiz yonteminde kullanilacak olan ¢ozeltiler

5 g BSA (Cozelti iginde %5 olacak sekilde)

Bloklama Tamponu + TBST ile 100 m!’ye tamamlanr.

1 M Tris-HCI (pH=6.8) + 0,8 g SDS + 4 ml
Gliserol + 0,5 ml Betamerkaptoetanol +
%10 Brom fenol mavisi eklenir.

4X Ornek Tamponu (Loading sample
Buffer) (10ml)

30.3gTris+144gGlisint20ml%10 SDS +
Saf su eklenerek ¢ozelti 1 litreye
tamamlanir.

10X Towbin Buffer (Transfer Tamponu)
Stok Cozeltisi (1 litre)

100 ml 10X Towbin Buffer Stok ¢ozeltisi +

1X Towbin Buffer (Transfer Tamponu) 200 ml %100 Metanol + 700 ml saf su ile

(Ozeltisi 1X e seyreltilir.

24.23 g Trizma-HCI + 80.06 g NaCl + Saf
10X TBS Stok Cozeltisi (1 litre) su eklenerek ¢ozelti 1 litreye tamamlanir

(pH=7.6).

10X TBS stok ¢ozeltisi, 10 ml 10X stok +
TBST Cozeltisi 89.95 ml Saf su + 50 pl Tween 20

(cozeltide son hacim oran1 %0.05 olacak
sekilde) ile 1X’e seyreltilir.

3.9.4 Jelin membrana transferi

SDS PAGE’in PVDF membrana transferi 1slak transfer sistemi ile saglanmistir. Siinger-
Whatman kagidi-jel-membran-Whatman kagidi-siinger sirasiyla; siyah(-) ydnden
beyaz(+) yone dogru, jelden membrana transfer saglanmistir. Proteinlerin jelden

membrana transferi, transfer ¢6zeltisi igerisinde, 100 V’da 2 saatte aktarilmastir.

3.9.5 Membran bloklanmasi

Proteinlerin membrana transferinden sonra, %5 BSA TBS-T igerisinde hazirlanmis ve

membranlar 1-2 saat oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

3.9.6 Membranlarin primer antikor ile inkiibasyonu

Membranlar +4°Cde gece boyu primer antikor ile (ya da oda sicakliginda 2 saat) inkiibe
edilmistir. Antikor uygulamasi sonrasi membranlar 3 kez 10’ar dakika TBS-T ile

yikanmuistir.
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3.9.7 Membranlarin sekonder antikor ile inkiibasyonu

Sekonder antikorlar primer antikorlarin kaynagina gore belirlenmistir. HRP isaretli
sekonder antikor, %5 BSA TBS-T igersinde 1/5000 diliisyonda hazirlanmistir.
Membranlar sekonder antikorlar ile 1-2 saat oda sicakliginda inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonras1 3 defa 10’ar dakika TBS-T ile yikama yapilmistir. Ardindan ECL
kemiliiminesans  substrat ile LI-COR  goriintileme cihazindan membran

gorlntiilenmistir.

3.10 istatistiksel Analiz

Farkli oranlarda indiiklenmis ve indiiklenmemis NK-92 ile ko-kiiltiir edilmis meme
kanser hiicre hatlar1 ve normal meme hiicrelerinin WST-1 sitotoksisite analizi, alinan
OD degerlerinin % canlilik oranlar1 belirlendikten sonra GraphPad Prism 9 ile tek yonlii
varyans analiz yontemi ile degerlendirilmistir. Deney planimiz yedi grup ve alt1 tekrar
ile her hiicre hatti i¢in ayr olarak gerceklestirilmistir. Varyans analizi yontemi verilerin
normal dagilim gosterdigi varsayimima dayanmaktadir. Bu On sartin saglanip
saglanmadigini test etmek icin Shapiro-Wilk ve Kolmogorov- Smirnov testlerinden
yararlanilmigtir. Deneylerimiz One way Anova Multiple Comparisons testi ile analiz
edilmistir. Uygulamada yaygin olarak kullanilan c¢oklu karsilastirma testlerinden

Tukey’s 6nem testinden (p<0,05) yararlanilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Hiicrelerin Kiiltiir Edilmesi ve Invert Mikroskopta Goriintiilenmesi

Uygun kiiltiir sartlarinda NK-92, normal meme hiicresi MCF-12A, meme kanser
hiicreleri SK-BR-3 ve MCF-7 6zel besi yerlerinde deneyler i¢in uygun hale getirilmistir.
Cogaltilan hiicreler giinliik olarak invert mikroskop altinda takip edilmistir (Sekil 4.1).

MCF-12A

Sekil 4.1 Kiiltiir edilen NK-92, MCF-12A, SK-BR-3 ve MCF-7 hiicresinin invert
mikroskopta 10X mercek altinda goriintiisti
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4.2 Anti-KIR2DL4  Antikorunun NK-92  Hiicreleri Uzerindeki KIR2DL4
Reseptoriine Tutunmasinin Immiin Boyama ile Validasyonu

NK-92 hiicrelerinin anti-KIR2DL4 agonistik antikoru ile 20 saat inkiibasyonu
saglanmistir. Antikor-reseptor etkilesiminin gergeklestirildiginin  validasyonu ig¢in
immiin boyama yontemi kullanilmistir. Antikorun tutunmasini florasan olarak goriintiilii
hale getirmek icin FITC goat anti-mouse sekonder antikoru kullanilmistir. Ayrica
hiicrelerin ¢ekirdekleri 7-AAD DNA boyast (kirmizi sinyal) ile boyanmustir. Bu
etkilesimin konfokal mikroskop goriintiisii sekil 4.2°de gosterilmistir. Hiicre membrani
tizerinden alman yesil sinyal (FITC) antikorun reseptdre baglandigi noktalar
gostermektedir. Sekil 4.2°de baglanmanin basarili bir sekilde gerceklestirildigi

gosterilmigtir.

Sekil 4.2 NK-92: anti-KIR2DL4 baglanmasi. Cekirdek boyasi (DNA boyasi,) 7-AAD
ve sekonder olarak FITC kullanilmigtir. Alman yesil sinyal antikorun
membran {izerinde lokalize oldugunu, kirmiz1i sinyal ise ¢ekirdek
lokalizasyonunu gostermektedir (Biiyiitme: 64 X)
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4.3 Ko-Kkiiltiir Sonrasinda Hiicre Canhilik Deney Sonug¢lari

Indiiklenen ve indiiklenmeyen NK-92 hiicrelerinin 1:1, 1:5 ve 1:10 hiicre oranlarinda
MCF-12A normal meme hiicresi ve SK-BR-3 ve MCF-7 meme kanser hiicreleri ile 4
saat Kko-kiiltiirli sonrasinda hiicre canliligi tespiti i¢in yapilan WST-1 uygulamasi
sonucunda alinan OD degerleri hiicre canlilik oranlart hesaplandi ve GraphPad Prism 9
ile analiz edildi. Belirlenen hiicre oranlari yedi farkli grupta ve alti tekrarli olarak
gerceklestirildi. Bu deneyin sonucunda indiiklenmis NK-92 hiicrelerinin indiiklenmemis
hiicrelere gore normal meme hiicresine ve kanser hiicrelerine kars1 etkileri

degerlendirilmistir.

4.3.1 indiiklenmis ve indiiklenmemis NK-92 hiicrelerinin MCF-12A(normal meme)
hiicreleri iizerindeki canhilik etkisinin sonuglari

Indiiklenmis ve indiiklenmemis NK-92 hiicrelerinin MCF-12A hiicre hatt1 {izerindeki
oldiirticii etkist WST-1 deney sonuglarindan alinan OD degerleri % canlilik hesaplamasi
yapildiktan sonra analiz edilmistir. Sekil 4.3’de gosterildigi gibi yapilan istatistik
analizlere dayanarak farkli konsantrasyonlarda uygulanan NK-92 ve iINK-92
hiicrelerinin kontrol gruba goére anlamli derecede oldiiriicii etkisi olmadigi tespit

edilmistir.
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Sekil 4.3 Farkli oranlarda indiiklenmis ve indiiklenmemis NK-92 hiicrelerinin, MCF-
12A normal meme hiicrelerinin lizerindeki sitotoksik etkisi (ns=anlamli degil)

4.3.2 indiiklenmis ve indiiklenmemis NK-92 hiicrelerinin MCF-7 (meme kanser
hiicresi) hiicreleri iizerindeki canlilik etkisinin sonuclari

Indiiklenmis ve indiiklenmemis NK-92 hiicrelerinin MCF-7 hiicre hatt1 {izerindeki
oldiirticii etkisi WST-1 deney sonuglarindan alinan OD degerlerinin her kuyu i¢in hiicre
canlilik oran1 hesaplandi ve GraphPad Prism 9’da analiz edildi. Sekil 4.4’de gosterildigi
gibi yapilan istatistik analizlere dayanarak farkli konsantrasyonlarda uygulanan NK-92
ve INK-92 hiicrelerinin kontrol gruba gore tiim hiicre oranlarinda sitotoksik etki tespit
edilmistir. Indiiklenmis ve indiiklenmemis hiicrelerde farkli oranlarda indiiklenmislerin
indiiklenmeyenlere gore tiim oranlarinda hiicre canliliginda azalma goriilmiistiir. Bu

farkliligin anlamli derece de oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.4 Farkli oranlarda indiiklenmis ve indiiklenmemis NK-92 hiicrelerinin, MCF-7
(meme kanser hiicresi) hiicrelerinin {izerindeki sitotoksik etkisi (* p<0.05, **
p<0.01 **** p<0.0001)

4.3.3 Indiiklenmis ve indiiklenmemis NK-92 hiicrelerinin SK-BR-3 (meme kanser
hiicresi) hiicreleri iizerindeki canhilik etkisinin sonuclari

Indiiklenmis ve indiiklenmemis NK-92 hiicrelerinin SK-BR-3 hiicre hatt1 {izerindeki
oldiiriicti etkist WST-1 deney sonuglarindan alinan OD degerleri degerlerinin her kuyu
icin hiicre canlilik orani hesaplandi ve GraphPad Prism 9°da analiz edildi. Sekil 4.5°de
gosterildigi gibi yapilan istatistik analizlere dayanarak farkli konsantrasyonlarda
uygulanan NK-92 ve iNK-92 hiicrelerinin kontrol gruba goére tiim gruplarda (1:1 orani
hari¢) hiicre canliliginda azalma gériilmiistiir. Indiiklenmis NK-92 hiicrelerinin (1:10 ve
1:5 oranlarinda) indiiklenmemis NK-92 hiicrelerine gore (1:10 ve 1:5 oranlarinda) hiicre

canliliginda azalma goriilmiistiir. Bu farklilik yiiksek anlamlilik gostermektedir. Ancak
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indiiklenmis ve indiiklenmemis NK-92 hiicrelerinin SK-BR-3 hiicreleri lizerinde 1:1

oraninda herhangi bir etkisi olmadig1 gosterilmistir.

SKBR-3
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Sekil 4.5 Farkli oranlarda indiiklenmis ve indiiklenmemis NK-92 hiicrelerinin, SK-BR-3
(meme kanser hiicresi) hiicrelerinin tizerindeki sitotoksik etkisi (****
p<0.0001, ns=anlamli degil)

434 1iIndiiklenmis ve indiiklenmemis NK-92 hiicrelerinin Trastuzumab
kombinasyonu ile SK-BR-3 (meme kanser hiicresi) hiicreleri iizerindeki
canhlik etKisinin sonuclari

Indiiklenmis ve indiiklenmemis NK-92 hiicrelerinin Trastuzumab kombinasyonu ile
SK-BR-3 hiicre hatt1 lizerindeki o6ldiiriicii etkisi WST-1 deney sonuglarindan alinan OD
degerleri degerlerinin her kuyu i¢in hiicre canlilik orani hesaplandi ve GraphPad Prism
9’da analiz edildi. Sekil 4.6’da gosterildigi gibi yapilan istatistik analizlere dayanarak
farkli konsantrasyonlarda uygulanan NK-92 ve iNK-92 hiicrelerinin kontrol gruba gore
diger tim gruplar (SK-BR-3+ Trastuzumab grubu hari¢) ile ko-kiiltiirii sonucunda SK-

BR-3 hiicre canliliginda anlamli derecede azalma goriilmistiir. Ancak indiiklenmis NK-
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92 ve Trastuzumab kombinasyonu ayrica indiiklenmemis NK-92 ve Trastuzumab

konsatrasyonu arasinda anlamli derece canlilik farki bulunmamaktadir.

SKBR-3 HER 2(+) ve TRASTUZUMAB
150
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Sekil 4.6 Farkli oranlarda indiiklenmis ve indiiklenmemis NK-92 hiicrelerinin
Trastuzumab kombinasyonlu SK-BR-3 (meme kanser hiicresi) hiicrelerinin
tizerindeki sitotoksik etkisi (p<0.0001, ns= anlaml1 degil)

4.4 Immiin Boyama ile Apoptoz Yolagina Ait Proteinlerin ifadesinin Belirlenmesi

Immiin boyama &ncesi 24 kuyucuklu plakalarda MCF-7, SK-BR-3 ve MCF-12A
hiicreleri deney i¢in uygun hale getirilmistir. KIR2DL4 mAb #33 ile indiiklenmis ve
indiiklenmemis NK-92 hiicreleri normal meme ve meme kanser hiicrelerinin (MCF-7,
SK-BR-3 ve MCF-12A) ko-kiiltiirii gerceklestirilmigtir. WST-1 deneylerinden elde
edilen sonuglara gore indiiklenmis ve indiikklenmemis NK-92 hiicrelerinin kanser hiicre
hatlar1 tizerindeki sitotoksik etkileri 1:10 (her kanser hiicre hattinin 10 kat1 indiiklenmis
veya indiikklenmemis NK-92 hiicresi ile ko-kiiltiirii) oraninda en yliksek seviyede oldugu

belirlenmistir.  Dolayisiyla immiin boyama deneylerinde sadece 1:10 hiicre orani
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kullanilmistir. Ko-kiiltiir deneyleriden sonra indiiklenmis ve indiiklenmemis NK-92
hiicreleri ile birlikte kiiltiirlenen normal ve kanser meme hiicreleri fikse edilmistir. Bu
deneylerde ¢ekirdek boyasi olarak 7-AAD, primer antikor olarak Bax, Kaspaz 3,
Kaspaz 9 ve sekonder antikor olarak ise FITC isaretli goat anti rabbit antikoru
kullanilmistir. Alinan goériintiilerin timii florasan mikroskobunda 100X biiyiitmede
almmistir. Goriintillenme sonrasi fotograflarin diizenlenmesi igin Image J programi

kullanilmustir.

4.4.1 Ko-kiiltiir sonras1i MCF-12A hiicre hattimin immiin boyama ile apoptoz
yolagina ait proteinlerin sentezinin belirlenmesi

Indiiklenmis ve indiiklenmemis NK-92 hiicreler ile ko-kiiltiir edilmis MCF-12A
hiicreleri fikse edilmistir. Apoptoz yolagina ait Bax, Kaspaz 3 ve Kaspaz 9 proteinlerin
sentezi immiin boyama yontemi ile analiz edilmistir. Goriintiilerde bu proteinlerin (Bax,
Kaspaz 3 ve Kaspaz 9) sentezi yesil sinyal (FITC) ile gésterilmektedir. Alinan kirmizi
sinyal (7-AAD) ise hiicre ¢ekirdek lokasyonunu gostermektedir (Sekil 4.7-4.9).

4.4.1.1 Ko-kiiltiir sonrast MCF-12A hiicrelerinde Bax protein sentezinin immiin
boyama yontemi ile belirlenmesi

Indiiklenmis ve indiiklenmemis NK-92 hiicreleri ile MCF-12A hiicrelerinin ko-kiiltiir
sonrasi bax proteininin sentezi arastirilmistir. Bax antikoru, FITC isaretli sekonder ve
cekirdek (DNA) i¢in 7-AAD immiin boyama deneylerinde kullanilmistir. Sekil 4.7°de
gosterildigi gibi florasan mikroskobundan alinan sinyallere gore indiiklenmis ve
indiiklenmemis NK-92 hiicreleri ile ko-kiiltiir edilen MCF-12A hiicrelerinde bax protein

sentezinde her hangi bir fark goriilmemistir.
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7-AAD Merge

Sekil 4.7 MCF-12A (Normal meme hiicresi)’ne ait Bax proteininin sentezinin florasan
mikroskobundaki goriintiisii.  Cekirdek boyasi (DNA) 7-AAD (Kirmizi
sinyal) ve FITC isaretli sekonder antikor (Yesil sinyal) kullanilmistir (100X)

Indiiklenmemis NK

Indiiklenmis NK

4.4.1.2 Ko-kiiltiir sonrasi MCF-12A hiicrelerinde Kaspaz 3 protein sentezinin
immiin boyama yontemi ile belirlenmesi

Indiiklenmis ve indiiklenmemis NK-92 hiicreleri ile MCF-12A hiicrelerinin ko-kiiltiir
sonras1 kaspaz 3 proteininin sentezi arastirilmistir. Kaspaz 3 antikoru, FITC isaretli
sekonder ve ¢ekirdek (DNA) i¢cin 7-AAD immiin boyama deneylerinde kullanilmagtir.
Sekil 4.8’de gosterildigi gibi florasan mikroskobundan alinan goriintiilere bakildiginda
indiiklenmis ve indiiklenmemis NK-92 hiicreleri ile ko-kiiltir edilen MCF-12A

hiicrelerinde bir kaspaz 3 protein sentezinde her hangi bir fark goriilmemistir.
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7-AAD Kaspaz 3 Merge

Sekil 4.8 MCF-12A (Normal meme hiicresi)’ne ait kaspaz 3 proteininin sentezinin
florasan mikroskobundaki goriintiisii. Cekirdek boyast (DNA) 7-AAD
(Kirmizt sinyal) ve FITC isaretli sekonder antikor (Yesil sinyal)
kullanilmigtir (100X)

Indiiklenmemis NK

Indiiklenmis NK

4.4.1.3 Ko-kiiltiir sonrasi MCF-12A hiicrelerinde Kaspaz 9 protein sentezinin
immiin boyama yontemi ile belirlenmesi

Indiiklenmis ve indiiklenmemis NK-92 hiicreleri ile MCF-12A hiicrelerinin ko-kiiltiir
sonrasi kaspaz 9 proteininin sentezi arastirilmistir. Kaspaz 9 antikoru, FITC isaretli
sekonder ve ¢ekirdek (DNA) i¢in 7-AAD immiin boyama deneylerinde kullanilmastir.
Sekil 4.9°da gosterildigi gibi florasan mikroskobundan alinan goriintiilere bakildiginda
indiiklenmis ve indiikklenmemis NK-92 hiicreleri ile ko-kiiltir edilen MCF-12A

hiicrelerinde kaspaz 9 protein sentezinde her hangi bir fark goriillmemistir.
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7-AAD Kaspaz 9 Merge

Sekil 4.9 MCF-12A (Normal meme hiicresi)’ne ait kaspaz 9 protein sentezinin florasan
mikroskobundaki goriintiisii. Cekirdek boyasi (DNA) 7-AAD (Kirmizi sinyal)
ve FITC isaretli sekonder antikor (Yesil sinyal) kullanilmistir (100X)

Indiiklenmemis NK

Indiiklenmis NK

4.4.2 MCF-7 hiicre hattimin immiin boyama ile apoptoz yolagina ait proteinlerin
sentezinin belirlenmesi

Indiiklenmis ve indiiklenmemis NK-92 hiicreler ile ko-kiiltiir edilmis MCF-7 hiicreleri
yuvarlak lamel {izerine fikse edilmistir. Apoptoz yolagina ait Bax, Kaspaz 3 ve Kaspaz
9 proteinlerin sentezi immiin boyama yontemi ile analiz edilmistir. Goriintiilerde bu
proteinlerin (Bax, Kaspaz 3 ve Kaspaz 9) sentezi yesil sinyal (FITC) ile
gosterilmektedir. Alinan kirmizi sinyal (7-AAD) ise hiicre ¢ekirdek lokasyonunu

gostermektedir (Sekil 4.10- 4.12).

4.4.2.1 Ko-kiiltiir sonrast MCF-7 hiicrelerinde Bax protein sentezinin immiin
boyama yontemi ile belirlenmesi

Indiiklenmis ve indiiklenmemis NK-92 hiicreleri ile MCF-7 hiicrelerinin ko-kiiltiir
sonrasi Bax proteininin sentezi arastirilmistir. Bax antikoru, FITC isaretli sekonder ve

cekirdek (DNA) i¢in 7-AAD immiin boyama deneylerinde kullanilmistir. Sekil 4.10°da
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gosterildigi  gibi  florasan mikroskobundan alinan  goriintiilere  bakildiginda
indiiklenmemis NK-92 ko-kiiltiir edilmis MCF-7 hiicrelerinde Bax proteininin sentezi
gerceklesmezken, indiiklenmis NK-92 hiicreleri ile ko-kiiltiir edilen MCF-7

hiicrelerinde yiiksek seviyede Bax proteininin sentez oldugu goriilmiistiir (Yesil sinyal).

7-AAD Merge

Sekil 4.10 MCF-7 (Meme kanser hiicresi)’ne ait Bax protein sentezi florasan
mikroskobundaki goriintiisii. Cekirdek boyasi (DNA boyasi) 7-AAD ve
sekonder olarak FITC kullanilmistir (100X).

Indiiklenmemis NK

Indiiklenmis NK

4.4.2.2 Ko-kiiltiir sonras1t MCF-7 hiicrelerinde Kaspaz 3 protein sentezinin immiin
boyama yontemi ile belirlenmesi

Indiiklenmis ve indiiklenmemis NK-92 hiicreleri ile MCF-7 hiicrelerinin ko-kiiltiir
sonrast Kaspaz 3 proteininin sentezi arastirllmigtir. Kaspaz 3 antikoru, FITC isaretli
sekonder ve ¢ekirdek (DNA) i¢cin 7-AAD immiin boyama deneylerinde kullanilmisgtir.
Sekil 4.11°de gosterildigi gibi florasan mikroskobundan alinan goriintiilere bakildiginda
indiiklenmis ve indiiklenmemis NK-92 hiicreleri ile ko-kiiltir edilen MCF-7
hiicrelerinde Kaspaz 3 sentezi goriilmiistiir. Ancak alinan sinyal yogunluguna gore
indiiklenmis NK-92 ile ko-kiiltiir edilmis MCF-7 hiicrelerinde bu protein sentezinin
diger gruba gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir
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7-AAD Kaspaz 3 Merge

--

Sekil 4.11 MCF-7 (Meme kanser hiicresi)’ne ait Kaspaz 3 protein sentezinin florasan
mikroskobundaki goriintiisi. Cekirdek boyasi (DNA boyasi) 7-AAD ve
sekonder olarak FITC kullanilmistir (100X)

Indiiklenmemis NK

Indiiklenmis NK

4.4.2.3 Ko-kiiltiir sonrast MCF-7 hiicrelerinde Kaspaz 9 protein sentezinin immiin
boyama yontemi ile belirlenmesi

Indiiklenmis ve indiiklenmemis NK-92 hiicreleri ile MCF-7 hiicrelerinin ko-kiiltiir
sonras1 Kaspaz 9 proteininin sentezi arastirilmistir. Kaspaz 9 antikoru, FITC isaretli
sekonder ve ¢ekirdek (DNA) i¢cin 7-AAD immiin boyama deneylerinde kullanilmistir.
Sekil 4.12°de gosterildigi gibi florasan mikroskobundan alian goriintiilere bakildiginda
indiiklenmemis NK-92 hiicreleri ile ko-kiiltiir edilmis MCF-7 hiicrelerinde Kaspaz 9
proteininin sentezi neredeyse yokken, indiikklenmis NK-92 hiicreleri ile ko-kiiltiir edilen
MCF-7 hiicrelerinde belirgin seviyede Kaspaz 9 proteininin sentez oldugu

goriilmektedir (Yesil sinyal).
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7-AAD Kaspaz 9 Merge

Sekil 4.12 MCF-7 (Meme Kkanser hiicresi)’ne ait kaspaz 9 proteininin florasan
mikroskobundaki goriintiisii. Cekirdek boyasi (DNA boyasi) 7-AAD ve
sekonder olarak FITC kullanilmistir (100X)

Indiiklenmemis NK

Indiiklenmis NK

4.4.3 SK-BR-3 hiicre hattinin immiin boyama ile apoptoz yolagina ait proteinlerin
sentezinin belirlenmesi

Indiiklenmis ve indiiklenmemis NK-92 hiicreler ile ko-kiiltir edilmis SK-BR-3
hiicrelerinin fiksasyonu saglanmistir. Apoptoz yolagina ait Bax, Kaspaz 3 ve Kaspaz 9
proteinlerin sentezi immiin boyama yontemi ile analiz edilmistir. Gorilintiilerde bu
proteinlerin (Bax, Kaspaz 3 ve Kaspaz 9) sentezi yesil sinyal (FITC) ile
gosterilmektedir. Alinan kirmizi sinyal (7-AAD) ise hiicre ¢ekirdek lokasyonunu

gostermektedir (Sekil 4.13- 4.15).

4.4.3.1 Ko-kiiltiir sonras1 SK-BR-3 hiicrelerinde Bax protein sentezinin immiin
boyama yontemi ile belirlenmesi

Indiiklenmis ve indiiklenmemis NK-92 hiicreleri ile SK-BR-3 hiicrelerinin ko-kiiltiir
sonrasi Bax proteininin sentezi arastirilmistir. Bax antikoru, FITC isaretli sekonder ve

cekirdek (DNA) i¢in 7-AAD immiin boyama deneylerinde kullanilmistir. Sekil 4.13’de
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gosterildigi gibi florasan mikroskobundan alinan goriintiilere bakildiginda indiiklenmis
ve indiiklenmemis NK-92 hiicreleri ile ko-kiiltiir edilen SK-BR-3 hiicrelerinde Bax
sentezi goriilmiistiir. Ancak alinan sinyal yogunluguna gore indiiklenmis NK-92 ile ko-

kiltiir edilmis MCF-7 hiicrelerinde bu protein sentezinin diger gruba gore daha yiiksek

oldugu belirlenmistir.
7-AAD Merge
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Indiiklenmis NK

Sekil 4.13 SK-BR-3 (Meme kanser hiicresi)’ne ait Bax protein sentezinin florasan
mikroskobundaki goriintiisii. Cekirdek boyasi (DNA boyasi) 7-AAD ve
sekonder olarak FITC kullanilmistir (100X)

4.4.3.2 Ko-kiiltiir sonras1 SK-BR-3 hiicrelerinde Kaspaz 3 protein sentezinin
immiin boyama yontemi ile belirlenmesi

Indiiklenmis ve indiiklenmemis NK-92 hiicreleri ile SK-BR-3 hiicrelerinin ko-kiiltiir
sonras1t Kaspaz 3 proteininin sentezi arastirilmistir. Kaspaz 3 antikoru, FITC isaretli
sekonder ve ¢ekirdek (DNA) i¢cin 7-AAD immiin boyama deneylerinde kullanilmistir.
Sekil 4.14°de gosterildigi gibi florasan mikroskobundan alinan goriintiilere bakildiginda
indiiklenmemis NK-92 hiicreleri ile ko-kiiltiir edilmis SK-BR-3 hiicrelerinde Kaspaz 3
proteininin sentezi neredeyse yokken, indiiklenmis NK-92 hiicreleri ile ko-kiiltiir edilen
SK-BR-3 hiicrelerinde belirgin seviyede Kaspaz 3 proteininin sentez oldugu
goriilmektedir (Yesil sinyal).
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7-AAD Kaspaz 3 Merge

Sekil 4.14 SK-BR-3 (Meme kanser hiicresi)’ne ait Kaspaz 3 protein sentezinin florasan
mikroskobundaki goriintiisii. Cekirdek boyasi (DNA boyasi) 7-AAD ve
sekonder olarak FITC kullanilmistir (100X)

Indiiklenmemis NK

Indiiklenmis NK

4.4.3.3 Ko-kiiltiir sonras1 SK-BR-3 hiicrelerinde Kaspaz 9 protein sentezinin
immiin boyama yontemi ile belirlenmesi

Indiiklenmis ve indiiklenmemis NK-92 hiicreleri ile SK-BR-3 hiicrelerinin ko-kiiltiir
sonras1 Kaspaz 9 proteininin sentezi arastirilmistir. Kaspaz 9 antikoru, FITC isaretli
sekonder ve ¢ekirdek (DNA) i¢cin 7-AAD immiin boyama deneylerinde kullanilmistir.
Sekil 4.15°de gosterildigi gibi florasan mikroskobundan alinan goriintiilere bakildiginda
indiiklenmemis NK-92 hiicreleri ile ko-kiiltiir edilmis SK-BR-3 hiicrelerinde Kaspaz 9
proteininin sentezi ¢ok diisiik seviyelerdeyken, indiiklenmis NK-92 hiicreleri ile ko-
kiiltiir edilen SK-BR-3 hiicrelerinde belirgin seviyede Kaspaz 9 proteininin sentez

oldugu goriilmektedir (Yesil sinyal).
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7-AAD Kaspaz 9 Merge

Sekil 4.15 SK-BR-3 (Meme kanser hiicresi)’ne ait Kaspaz 9 protein sentezinin florasan
mikroskobundaki goriintiisii. Cekirdek boyasi (DNA boyasi) 7-AAD ve
sekonder olarak FITC kullanilmistir (100X)

Indiiklenmemis NK

Indiiklenmis NK

4.5 Western Blot Analiz Sonuc¢lar

4.5.1 MCF-12A’nmin NK-92 ve iNK-92 ile ko-kiiltiirii sonras1 apoptoz yolagindaki
protein sentezinin western blot ile analiz sonuc¢lar:

NK-92 ve iNK-92 hiicrelerin normal meme hiicresi MCF-12A ile ko-kiiltiir edilmesi
sonucunda apoptoz yolaginda rol alan Bax, Kaspaz 3 ve Kaspaz 9 proteinlerin
sentezine bakilmistir. Referans protein olarak B Tibiilin kullanilmistir. Elde edilen
sonuglara bakildiginda apoptoz yolagindaki proteinlerin ifadesi referans proteine gore
kiyaslandiginda iNK-92 ile ko-kiiltiir edilen grupta ve NK-92 ile ko-kiiltiir edilen grupta
herhangi bir fark olmadigi ve apoptoz yolaginda rol alan proteinlerin sentezinin referans
proteine gore artmadigi cizelge 4.1’de ve protein kat degisimi sekil 4.16’da

gosterilmistir.
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Cizelge 4.1 MCF-12A ile ko-kiiltir edilen NK-92 ve iNK-92 hiicrelerin apoptoz
yolagindaki Bax, Kaspaz 3 ve Kaspaz 9 protein sentezine etkisi

MCF-12A: NK MCF-12A: iN
R A I
B Tiibiilin — e - ‘
Bax " e
Kaspaz 3 - ———— el W W
Kaspaz 9 - —— —
Bax Kaspaz 3 Kaspaz
14 16 16
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& 2 &
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e o e 0§ I - 2 [
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MCE-12A:NK MCF-12A:iNK MCF-1ZA:NK MCE-12A:NK MCF-124:NK MCF-12A:iNK

uf Tiibilin »Bax uf Tiibilin »Kaspaz3 uf Tiibiilin uKaspaz$9

Sekil 4.16 NK-92 ve iNK-92 hiicreleri ile ko-kiiltiir edilen MCF-12A hiicrelerinde
apoptoz yolagindaki Bax, Kaspaz 3 ve Kaspaz 9 protein sentezi iizerine
etkinin gosterilmesi

4.5.2 SK-BR-3’iin NK-92 ve iINK-92 ile ko-kiiltiirii sonras1 apoptoz yolagindaki
protein sentezinin western blot ile analiz sonuc¢lar:

NK-92 ve iNK-92 hiicrelerin normal meme hiicresi SK-BR-3 ile ko-kiiltiir edilmesi
sonucunda apoptoz yolaginda rol alan Bax, Kaspaz 3 ve Kaspaz 9 proteinlerin sentezi
incelenmistir. Elde edilen veriler referans protein B Tiibiilin’e gore apoptoz yolagindaki
proteinler Bax, Kaspaz 3 ve Kaspaz 8’in indiikklenmis NK-92 grubunda
indiiklenmemisglere gore sentezinin arttig1 goriilmiistiir. Bu artis Kaspaz 3 ve Kaspaz
9’da belirgin sekildedir. Sonuglara ait western blot jel goriintiileri ¢izelge 4.2°de ve
protein kat degisimi sekil 4.17°de gosterilmistir.
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Cizelge 4.2 SK-BR-3 ile ko-kiiltiir edilen NK-92 ve INK-92 hiicrelerin apoptoz
yolagindaki Bax, Kaspaz 3 ve Kaspaz 9 protein sentezine etkisi
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Sekil 4.17 NK-92 ve iNK-92 hiicreleri ile ko-kiiltiir edilen SK-BR-3 hiicrelerinde
apoptoz yolagindaki Bax, Kaspaz 3 ve Kaspaz 9 protein sentezi lizerine
etkinin gosterilmesi (*p<0,05 ** p<0,01)

4.5.3 MCF-7’nin NK-92 ve iNK-92 ile ko-kiiltiirii sonras1 apoptoz yolagindaki
protein sentezinin western blot ile analiz sonuclari

NK-92 ve iNK-92 hiicrelerin normal meme hiicresi MCF-7 ile ko-kiiltiir edilmesi
sonucunda apoptoz yolaginda rol alan Bax, Kaspaz 3 ve Kaspaz 9 proteinlerin sentezi
incelenmistir. Referans protein ile kiyaslandiginda indiiklenmis NK-92 gruplarrinda
indliklenmemislere kiyasla protein sentezinin arttigi goriilmiistiir. Sonuglara ait jel

goriintiileri ve protein kat degisimi Cizelge 4.3-Sekil 4.18’de gosterilmistir.
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Cizelge 4.3 MCF-7 ile ko-kiiltir edilen NK-92 ve iNK-92 hiicrelerin apoptoz
yolagindaki Bax, Kaspaz 3 ve Kaspaz 9 protein sentezine etkisi

MCF-7: NK MCF-7: INK
B Tiibiilin -— T
Kaspaz 3 - e
Bax Kaspaz 3 Kaspaz 9 —_—
14 * kkx 2
N 13 L«: K%k
i g *% Eus
L1 iy 3
5% I z £
e 115 o = 08
§ 11 X g z::
105 02
1 0
MCE-T:NK MCF-T:iNK MCF-7:NK MCF-T:iNK MCE-T:NK MCF-7:NK
up Tiibilin #Bax up Tiibilin ®Bax up Tiibilin ®Bax

Sekil 4.18 NK-92 ve iNK-92 hiicreleri ile ko-kiiltiir edilen MCF-7 hiicrelerinde apoptoz
yolagindaki Bax, Kaspaz 3 ve Kaspaz 9 protein sentezi ilizerine etkinin
gosterilmesi (*p<0,05 ** p<0,01 ***p<0,001)



5. TARTISMA VE SONUC

Dogal oldiriicii (NK) hiicreler immiin sistemin dogustan gelen bagisiklik sistemi
hiicreleridir. Kanser ve viral enfekte hiicreleri giiclii bir sekilde tamiyarak immiin
gozetimde ilk savunma mekanizmasinda yer alirlar (Sutlu ve Alici1 2009). NK hiicreleri
yiizeyinde aktive edici ve inhibe edici reseptorler bulunur. Bu reseptorler iliskili oldugu
ligandlara baglanarak hedef hiicrelerin 6ldiiriilmesini saglar veya engellerler (Lanier
2008). Inhibe edici ve aktive edici reseptdrler arasindaki denge NK hiicrelerinin
sitotoksitesini belirlemektedir. NK hiicrelerinin kanser hiicrelerini tanima ve yok etme
mekanizmasi immiin gézetimde 6nem arz etmektedir. Bu nedenle NK hiicresinin kanser
hiicresi ile arasindaki etkilesim kanser immiinoterapisinde terapdtik olarak kullanimi

etkili bir yaklasimdir.

NK hiicrelerinin agonistik antikorlar ile aktivasyonu ve hedef hiicrelere karsi
sitotoksisitesinin artirilmasi kanser immiinoterapisinde énemli bir basamaktir (Lin vd.
2008, Melero vd. 2013, Khanna vd. 2021). NK hiicrelerinin anti-kanser o6zelligini
artirmak i¢in aktivator reseptorlerini stimiile etmek ve hedef hiicrelere karst NK
hiicrelerinin aktivitesini artirmak immiinoterapide yeni bir etki mekanizmadir. Yapilan
arastirmalar incelendiginde bu giine kadar KIR ailesi {iyesi olan KIR2DL4 aktivator
reseptori indiiklenerek kanser hiicrelerine olan sitotoksik etkisi ile ilgili herhangi bir
arastirma bulunmamaktadir. Bu tezde NK-92 hiicreleri iizerinde bulunan KIR2DL4
reseptoriinii  agonistik antikor araciligr ile indiikleyerek kanser hiicrelerine karsi
sitotoksik etkisi aragtirllmistir. KIR2DL4 aktivatdr reseptoriiniin antikor aracili
indiiklenmesi, meme kanser hiicre hatlarina karsi sitotoksik Ozelliginin artirilmasi,
trastuzumab kombinasyonlu sitotoksisitesi ve apoptotik yolaklar tizerindeki etkisi bu

tezin temel hedefini olusturmaktadir.

Bu tez calismasinda ilk asamada anti-KIR2DL4 mAb #33 kullanilarak NK-92
hiicrelerinin aktive edilmesi ve ikinci asamada bu hiicrelerin sitotoksik etkisi iki farkl
meme kanser hiicresi ve normal meme hiicresi iizerinde arastirilmistir. indiiklenmis ve
indiiklenmemis NK-92 hiicrelerinin meme kanser hiicrelerine karsi ortaya koydugu

oldiiriicii etki degerlendirilmistir. Buna paralel olarak normal meme hiicresine olan

67



etkisi de arastirilmistir. Bir bagka grup olarak meme kanseri tedavisinde kullanilan
antikor tabanli ilag (Trastuzumab) ile birlikte elde edilen indiikklenmis ve

indiiklenmemis NK-92 hiicrelerinin sitotoksik etkisi degerlendirilmistir.

Anti-KIR2DL4 mADb #33 ile 20 saat inkiibasyonu saglanan NK-92 hiicrelerinin antikor
reseptor baglanmasi immiin boyama yontemi ile belirlenmistir (Sekil 4.2). Antikor-
reseptor etkilesiminin validasyonu tez calismasinda yapilacak deneylerin temelini
olusturmaktadir. Rajagopalan ve arkadaglar1 2006’da yaptig1 calismada anti-KIR2DL4
antikorunun ilgili aktivatdr reseptoriine baglandigi immiin boyama yontemi ile
gosterilmistir ve bu indiikleme sonrast NK hiicrelerinin INF-y iiretiminin arttig1 ifade
edilmistir. Baglanma sonucunda siipernatandaki INF-y miktari elisa yontemi ile analiz
edilmis ve bu antikor ile INF-y salinmimin arttigini belirtilmistir (Rajagopalan vd.
2006). Bu tez calisgmasinda da ayni antikor araciligi ile NK-92 hiicrelerinin
indiiklenmesi ve meme kanser hiicrelerine karsi sitotoksisitesinin  artirilmasi
saglanmistir. Antikor-reseptor baglanmasi Rajagopalan ve arkadaslarinin yaptigi
caligmaya benzer olarak immiin boyama ile valide edilmistir. Elde edilen sonuglar NK-
92 hiicreleri lizerinde bulunan KIR2DL4 reseptoriiniin kullanilan antikor ile etkilesime

girdigi gosterilmistir.

Bu tez ¢alismasinda indiiklenmis ve indiiklenmemis NK-92 hiicrelerinin normal meme
ve kanser hiicrelerine kars1 6ldiirticii etkisi arastirilmistir. Elde edilen deney sonuglarina
gore indiiklenmis NK-92 hiicrelerinin indiiklenmemiglere goére tiim kanser deney
gruplarinda anlamli derecede Oldiiriicii etkisi oldugu belirlenmistir (Sekil 4.3, 4.4 ve
4.5). Sitotoksik deney sonuclarina gore indiiklenmis olan NK-92 hiicreleri kanser
hiicrelerine kars1 oldiiriicii etki gosterirken normal meme hiicrelerine etki etmedigi
goriilmektedir. Bu tez ¢alismasinda iki farkli insan meme kanser hiicre hatt1 (SK-BR-3
ve MCF-7 hiicre hatlar1 sirayla HER2" ve HER2 olarak) kullanilmistir. Elde ettigimiz
sonuclara gore kullandigimiz her iki kanser grubunda kontrol gruba kiyasla hiicre
sayisinda azalma tespit edilmistir ve bu azalma anlamli derecede oldugu gosterilmistir.
Ayrica indiiklenmis NK-92 hiicreleri indiiklenmemis hiicrelere kiyasla meme kanser
hiicrelerine kars1 (MCF-7 ve SK-BR-3) ii¢ farkli oranda da (1:1, 1:5, 1:10) oldiirtici
etkiye sahip oldugu belirlenmistir ve bu etkinin SK-BR-3 grubunda 1:1 orani hari¢ tiim
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gruplarda anlamli oldugu gosterilmistir. Tiim kanser hiicre deneylerinde en yiiksek
oldiiriicti etki gosteren grup 1:10 oraninda indiiklenmis hiicrelerde oldugu belirlenmistir.
Dolayisiyla indiiklenmis NK-92 hiicre oraninin artmasi ile kanser hiicrelerine karsi
Oldiirticii etkinin arttig1 belirlenmistir. Suana kadar yapilan ¢aligsmalara bakildiginda
NK-92 hiicrelerinin KIR2DLA4 reseptoriiniin indiikleyerek kanser hiicrelerine karsi
sitotoksisitesini artirmasi ile ilgili bir ¢aligma bulunmamaktadir. Literatiirde bulunan
diger ajan ve reseptorlerle indiiklenmis NK hiicrelerinin sitotoksite etkisi farkli gruplar

tarafindan arastirilmistir.

Jardine ve arkadaslarinin 2012’de yaptigi c¢alismada NK hiicreleri lizerinde bulunan
aktivator reseptori NKG2D ligandlarinin bir proteazom inhibitdrii olan bortezomib,
histon deasetilaz inhibitorii olan valproatin ve tiazolidindion olan Troplitazon ile
indiiklenmesi akut lenfoblastik 16seminin (ALL) NK hiicrelerini etkili hale getirilmeye
calisilmigtir. Her {i¢ ilacinda NKG2D’ye bagli mekanizma yoluyla NK hiicre
degraniilasyonunu artirdigina ve in vivo olarak NK aracili anti-losemik etkileri
giiclendirdigi bulunmustur. Ug¢ ajandan en etkilisi bortezomib olarak belirtilmistir
(Jardine vd. 2013). Bu tez ¢alismasinda da benzer olarak aktivator reseptorii
stimiilasyonu ile NK-92 hiicrelerinin aktivitesi artirilmistir ve meme kanser hiicrelerine

kars1 etkili sonuglar alinmustir.

2012’de Wang ve arkadaslar tarafindan sitokinlerle (IL-12 ve IL-15) kordon kanindan
elde edilen NK hiicrelerinin aktivitesi artirllmistir. K562 hiicre hattina karst WST-1
analizi ile bu hiicrelerin sitotoksisitesi belirlenmistir. Bu arastirmadan elde edilen
sonuglara gore indiiklenmis hiicrelerde indiiklenmemis hiicrelere gore sitotoksisitenin
daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Bu sonuglar tez c¢alismasindan elde ettigimiz
sitotoksite deneylerinden alinan sonuglarla benzerlik gostermektedir. Ancak yapilan tez
calismasindan farkli olarak NK hiicrelerinin indiiklenmesi i¢in sitokinler kullanilmistir.
(Wang vd. 2012). Ayrica Karlitepe ve arkadaslarinin 2021°de yaptig1 arastirmada her
hangi bir isleme tabi tutulmayan kordon kanindan elde edilen NK hiicrelerinin meme
kanserine karst WST-1 deneyi ile sitotoksik etkisi aragtirllmistir. Yapilan bu ¢alismada,
tez calismamizdan farkli olarak kordon kanindan elde edilen her hangi bir indiiklenme

islemi yapilmadan total NK hiicreleri kullanilmistir. Karlitepe ve arkadaslarinin yaptig
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calismada da kordon kanindan taze olarak alinan NK hiicreler ile ko-kiiltiir edilen meme
kanser hiicre hatlari, kontrol grup ile kiyaslandiginda anlamli derecede sitotoksisite
belirlenmistir (Karlitepe vd. 2021).

2006 yilinda von Strandmann ve arkadaslarimin yaptigir calismada NK hiicrelerinin
NKG2D iizerinden aktive etmek igin rekombinant bi-spesifik protein ULBP2-BB4’i
tasarlamislardir. Bu proteinin NKG2D reseptoriine baglanmasi ile NK hiicrelerinden
IFN-y saliniminda artis ve giiglii bir sekil de aktive edilmis NK hiicreleri elde edilmistir.
Bu indiikleme NK hiicrelerini aktive eder ve in vitro’da multiple miyolomlu hiicrelere
kars1 sitotoksik etki gosterir. /n vivo’da yapilan ¢alismada ise ULBP2-BB2 ile aktive
edilen NK hiicreleri tiimdr biiylimesini engelledigi tespit edilmistir (von Strandmann vd.
2006). Yapilan bu calismadan farkli olarak antikor kullanilan bu tez ¢alismasinda da

aktivator reseptoril iizerinden NK-92 hiicrelerinin aktivasyonunun arttig1 bulunmustur

2018 yilinda Turaj ve arkadaglarinin yaptig1 calismada NK hiicrelerinin OX40 (CD134)
aktivasyon reseptOriinii agonistik bir antikor anti-CD134 ile stimiile edip lenfomaya
kars1 anti-tiimor etkisi degerlendirilmistir. Bu arastirmada OX40 tiimor nekroz faktor
reseptOr ailesinin liyesi olan bu reseptor, ¢esitli malignitelerde NK hiicrelerinde anti-
timor etkisi gosterdigi bildirilmistir. Agonistik antikor ile stimiilasyonu saglanan NK
hiicreleri IFN-y iiretimini ve hiicre sitotoksisitesini artirmistir (Turaj vd. 2018). Bu
arastirma farkli agonistik antikor ve reseptor kullanmasina ragmen elde ettigi sitotoksik

sonugclar1 bu tez calismasinin sonuglar ile benzerlik gostermektedir.

Kohrt ve arkadaglarinin 2012’de yaptig1 ¢alismada CD137 agonistik antikoru ile aktive
edilen NK hiicrelerinin meme kanseri iizerindeki oldiiriicii etkisi arastirilmagtir.
Agonistik antikor ile aktive edilen NK hiicrelerinin meme kanseri {izerinde sitotoksik
etkisini artirdig1 ve buna bagl olarak trastuzumabin da etkinligini artirdig1 belirtilmistir.
Anti-CD137 agonistik antikoru ile aktive edilen NK hiicreleri in vitro kosullarda
cogaltilarak meme kanseri ile in vitro ve in vivo kosullarda birlikte kiiltiirlendiginde
sitotoksik etkisini onemli Ol¢iide artirdigini bildirilmistir. Ayrica trastuzumab ile
kombinasyonunda ise hem kanser hiicrelerini hedefleme hem aktivator rolii oynayan

antikor ile NK hiicre aktivitesi artirma stratejisi, trastuzumabin da etkinligini artirdigi

70



belirtilmistir (Kohrt vd. 2012). Bu tez ¢alismas1 Kohrt ve ark.’larinin yaptigi ¢calismaya
benzer olarak agonistik antikor anti-KIR2DIL4 ile NK hiicrelerinin aktivitesi artirilmig
ve meme kanser hiicre hatlarina karsi sitotoksik etkisini gosterilmistir. Bunun yaninda
yapilan trastuzumab kombinasyonu Kohrt ve arkadaslarimin yaptigi ¢alismadan farkli

olarak trastuzumab etkinliginde anlamli dereceden bir etki oldugu bulunamamastir.

Pahl ve arkadaslarinin 2018’de yaptig1 calismada AFM13 agonistik antikor ile NK
hiicrelerinin sitotoksik etkisi artirtlmistir. AFM13 agonistik antikor ile belli siire
indiiklenen NK hiicreleri lenfoma hiicre hatlarina karsi sitotoksik etkisi arastirilmis ve
onemli sonuclar elde edilmistir. Almman sonuglarda indiiklenen NK hiicreleri lenfoma
hiicre hatlarina kars1 hem sitotoksisitesini artirarak hemde INF-y salinimini artirarak
etki ettigi belirtilmistir (Pahl vd. 2018). Yapilan tez ¢aligmasinda da agonistik antikor
ile aktive edilen NK hiicrelerinin meme kanser hiicre hatlarmma kars1t etkisi

degerlendirilmis ve benzer olarak sitotoksik etkisinin arttigi bulunmustur.

Sanmamed ve arkadaglar1 2015 yilinda yaptigi derlemede NK hiicrelerinin
transmembraninda aktive edici reseptor olarak bulunan CD137, OX40, GITR, CD27,
CD28 ve ICOS glikoproteinlerine yonelik kullanilan agonist antikorlarin bu reseptdrler
ile ligasyonu lenfositlere aktive edici sinyaller iletir. Hiicresel bagisiklik tepkisinin
giiclendirilmesi yoniinde hareket eden bu tepkiler fare modellerinde anti-tiimor etkilere
yol agtigr gosterilmistir (Sanmamed vd. 2015). Bu derlemede yapilan caligsmalara
benzer olarak agonistler ile immiin hiicreleri stimiile ederek aktivasyonunu artirmak

kanser hiicrelerine kars1 etkili oldugu bulunmustur.

Kemoterapi ve klinikte kullanilan atikorlar ile birlikte en etkili tedavi modeli i¢in
kombine tedavi yaklasimlari iizerinde caligmalar devam etmektedir. Bu calismalar
deneysel, faz calismalar1 ve klinikte olmak {izere hala siirdiiriilmektedir. Bu tez
calismasinda ise KIR2DL4 reseptoriiniin indiiklenmesi ile NK-92 hiicrelerinin
aktivitesinin artirilmasmnin  yaninda HER2® meme Kkanseri tedavisinde kullanilan
trastuzumab ile kombinasyon calismasi yapilmistir. Alinan sonuglar da kontrol gruba
gore tiim gruplarin sitotoksik 6zelligi anlamli derecede artmistir. Fakat trastuzumab ile

kombine olarak kullanilan indiiklenmis grupta indiiklenmemis gruba gore anlamli bir
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farklilik bulunmamigtir. 2006 yilinda Roda ve arkadaslarmin in vivo da yaptigi
calisgmada IL-21 ile indiikklenen NK hiicreleri trastuzumab kapli murin kanser
modellerine kombine olarak verildiginde kanser hiicrelerine kars1 sitotoksisitenin arttigi
gosterilmistir (Roda vd. 2006). Bu arastirmanin sonuglar1 bizim elde ettigimiz
sonugclarla farklilik gostermektedir. Bu farklilik kullanilan indiikleme ajani, inkiibasyon

sliresi ve ¢aligma sartlarindan (in vivo) kaynakli oldugu diisiiniilmektedir.

Guillerey ve arkadaslarinin 2015’de yaptig1 ¢alismada TLR3 (Toll-like reseptors)’iin
interlokinlerden IL-12, IL-15 ve IL-18 reseptorlerinin agonistleri ile kombine olarak
verildiginde stimiilasyon sonucunda IFN-gama {retiminin artti§i belirtilmistir
(Guillerey vd. 2015). Guillerey ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismaya benzer olarak
Trastuzumab ile kombine edilen ve aktivator reseptoriinii hedefleyen antikorla NK-92
hiicrelerinin artirilmas: sonucunda meme kanser hiicrelerine karsi in vitro kosullarda

etkili sonuglar elde edilmistir.

Yaptigimiz tez caligmasinda immiin boyama deneylerinden elde ettigimiz sonuglara
gore MCF-7 kanser hiicreleri indiiklenmis NK-92 hiicreleriyle ko-kiiltiir edildiginde
indiiklenmememis hiicrelere gore Bax ve Kaspaz 3 proteinlerinin sentezinde fazla bir
artig goriilirken Kaspaz 9 protein sentezinde daha az artis gorilmiistiir. Ancak
indiiklenmis NK-92 hiicrelerinin SK-BR-3 kanser hiicresinde Bax, Kaspaz 3 ve Kaspaz
9 protein sentezi diger gruba gore daha fazla oldugu tespit edilmistir. Bu da indiiklenmis
NK-92 hiicrelerinin indiiklenmemislere goére yiiksek sitotoksik etkisinin apoptotik
yolaklar iizerinden gerceklestigini gostermektedir. Buna ek olarak MCF-12A normal
meme hiicrelerinde indiiklenmis NK-92 ve indiiklenmemis NK-92 hiicrelerine maruz
kaldiginda Bax, Kaspaz 3 ve Kaspaz 9 gibi apoptotik proteinlerin sentezinde herhangi
bir artis olmadigr gosterilmistir. Elde ettigimiz sonuglar MCF-12A hiicrelerinin
indiiklenmis ve indiiklenmemis NK-92 hiicrelerinin etkisiyle apoptotik yolaklarinin
aktive olmadig1 gosterilmistir. Sonug olarak immiin boyama deneyleri sonucunda alinan
goriintiiler  indiikklenmis NK-92 hiicrelerinin  indiiklenmemislere gore kanser
hiicrelerinde daha fazla apoptoz proteinleri sentezine neden olduklarini gostermektedir.
Bu proteinlerin sentezinin artti§1 alinan sinyallerle daha fazla oldugu belirlenmistir.

2021 yilinda Zhang ve arkadaslarinin yaptigi calismada Metionin Enkefalin (MENK)
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pentapeptitin farelerde akciger kanserine karst NK hiicrelerini aktive ederek Granzim B
ve IFN-y salinimini elisa yontemi ile test edilmesi sonucu arttigi gosterilmistir. Granzim
B ve IFN-y tiimor hiicrelerinin apoptoz yolaklarini hedeflemektedir. Arastirmacilar
aktivasyon sonrasinda birlikte kiiltiirledikleri akciger kanser hiicrelerinde apoptoz
yolagindaki proteinlerin (Bax, Bcl2 ve Kaspaz 3) sentezine western blot ile protein
boyutunda analiz edilmistir. Bu proteinlerin indiiklenen NK hiicreleri ile birlikte
kiltiirlenenlerde sentezinin arttigi  gorilmiistir. Bu c¢alisma indiiklenmis NK
hiicrelerinin akciger kanser hiicrelerine karst oldukca etkili oldugunu goéstermektedir
(Zhang vd. 2021). Zhang ve arkadaslarinin yaptigi ¢alisma NK hiicrelerini aktive
edilmesi ve apoptoz proteinlerinin sentezinin protein boyutunda bakilmast ve sonuglari
yaptigimiz tez calismasina benzerlik gostermektedir. Fakat bu arastirma tez
calismasindan farkli olarak NK hiicreleri akciger kanserine karsi peptit dizisiyle
indiiklenmistir. Apoptoz yolagindaki proteinler tez ¢alismasindaki western blot yontemi

analizlerinden elde edilen sonuglara benzerlik gostermektedir.

Cui ve arkadaslarinin 2020°de yaptigi calismada IL-2 ve IL-15 ile indiiklenerek
aktivitesi artiritlan NK-92 hiicrelerinin kolon kanserine kars1 sitotoksik etkisi ve apoptoz
yolaginda yer alan Bcl-2 ve Bax proteinlerin sentezine bakilmistir. Alinan sonuglar tez
caligmasinda kullanilan Bax protein sentezinin referans proteine gore artist Ciu ve
arkadaslarinin yaptig1 calisma ile benzerlik géstermektedir. NK hiicrelerinin apoptoz da

yer alan Bax protein sentezini artirdigi western blot yontemi ile gosterilmistir (Ciu vd.
2020).

NK-92 hiicreler lizerindeki reseptorler hedeflenerek bu hiicrelerin sitotoksisitesi artirilip
hedef hiicrelere karsi etkili hale getirmek gilinlimiiz c¢aligmalarinin odak noktasi
olmustur. Bu tez calismasida NK-92 hiicrelerindeki KIR2DL4 aktivatdr reseptdriinii
hedef hiicrelere karsi1 indiiklemek literatiirde olmayan bir ¢alismadir ve bu ¢alismanin
0zgiin degerini olusturmaktadir. Alinan sonuclar temel bilgi niteligi tagimaktadir ve
ilerleyen g¢aligmalara Onciiliik edip in vivo ve faz ¢alismalarina 151k tutacaktir. NK-92
hiicrelerinin indiikleyerek otolog ve allojenik olarak kullaniminda 6n ¢alismalarin
tamamlanmasi ile klinige yansiyabilecek potansiyele sahiptir. Ayrica yapilan ¢aligmada

normal meme hiicresine (MCF-12A) indiiklenmis NK-92 hiicrelerinin herhangi bir
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sitotoksik etki gostermemesi klinikte kullanimi i¢in 6nem arz etmektedir. Sitotoksisite
deneylerinden alinan sonuglar dogrultusunda yapilan immiin boyama analizi ile
hiicrelerin apoptoz yolagindaki antikorlar ile boyamasi saglanmistir. Elde edilen
goriintiiler indiiklenmis NK-92 hiicreleri ile ko-kiiltiir edilen kanser hiicrelerinde
apoptoz yolagindaki proteinlerin sentezini artirdigir goriilmiistiir. Alinan sonuglar her
hangi bir nekrotik iltihaplanmaya neden olmadan apoptoz yolagi iizerinden kanser
hiicrelerini  6liime gotlirmesi bakimindan oOnemlidir. Bu c¢alismanin sonuglar1 ile
yapilacak in vivo ve faz ¢alismalar1 sonucunda anti-KIR2DL4 antikoru ile indiiklenen
ve ¢ogaltilan NK-92 hiicreleri klinik kullanim i¢in degerlendirilebilir niteliktedir. Bu
antikorun ilerleyen caligmalar dogrultusunda tedavi amagh kullanilabilecegi gergegini

ortaya koymaktadir.
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