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OZET

Onci, G. Adjuvan Kullanarak Dendritik Hiicre — Sitokin ile Uyarilmis Oldiiriicii
Hilcre Kombine Asilarin Etkinliginin Artirilmasi, Tekirdag Namik Kemal
Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Tiimoér Biyolojisi ve Immiinolojisi
Anabilim Dah Yiiksek Lisans Tezi, Tekirdag, 2018. Immiinoterapi, bireye spesifik
ve daha az toksik olmasi ile diger klasik kanser tedavileri arasinda 6n plana
ctkmaktadir. Kanser immiinoterapisinin amaci, hastalar1 tiimorlere karsi1 aktif olarak
bagisiklamak ve hastanin antitimor yanitini uyarmaktir. Kanser hucrelerinin yok
edilmesi i¢cin gerekli immiin yanitin olusmasinda rol oynayan dendritik hicreler (DH)
ve sitokin ile uyarilmig 6ldiirticii (CIK) hiicreler, son yillarda hakkinda sik¢a calisma

yapilan efektor immiin hiicre gruplaridir.

Bu tez ¢alismasinda kombinasyonlu tedavi tercih edilerek; saglikli goniillilerin
tam kanlarindan elde edilen DH ve CIK hiicre kombinasyonunu, dogal bir adjuvan
olan resveratrol (RSV) ile indukleyerek in vitro ortamda MCF-7 meme kanseri hiicre

hattina kars1 antitimor etkinliginin artirilmasi amaglanmustir.

Calismamizda 12,5 puM, 25 uM ve 50 puM konsantrasyonlarda RSV
kullanilmigtir. RSV adjuvani ile indiklenen DH-CIK kombinasyonunun MCF-7
hiicrelerine kars1 sitotoksik aktivitesi MTT hiicre canlilik testi ile analiz edilmistir.
Ayrica CIK hiicrelerinin en yuksek oranda elde edilmesi icin ii¢ farkli yontem

uygulanmigtir.

Sonug olarak; MACSxpress dogal o6ldiiriicii (NK) hiicre izolasyon kiti ile CIK
hiicrelerinin diger yontemlere gore daha yiiksek oranda elde edildigi, diisik doz
RSV’nin MCF-7 hiicrelerine kars1 DH-CIK kombinasyonunun etkinligini artirdigi,
dozun artigina bagli olarak RSV’nin DH-CIK kombinasyonunun etkinligini azalttig
saptanmigtir. Resveratroliin bu etkileri gz oniine alindiginda kanser immiinoterapisi

icin ideal bir adjuvan olabilecegi sonucuna varilabilir.
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ABSTRACT

Onci, G. Using Adjuvant to Increase the Efficacy of Dendritic Cell - Cytokine
Induced Killer Cell Combined Vaccines, Tekirdag Namik Kemal University,
Institute of Health Sciences, Department of Tumor Biology and Immunology
Postgraduate Thesis, Tekirdag, 2018. Immunotherapy, stands out among other
classical cancer treatments because the individual is specific and less toxic. The
purpose of cancer immunotherapy is to actively immunize patients against tumors and
to stimulate the antitumor response of the patient. Dendritic cells (DC) and cytokine
induced Kkiller (CIK) cells are the effector immune cell groups which have been
involved in the formation of the immune response necessary for the destruction of

cancer cells that have been studied frequently in recent years.

Combined therapy was preferred in this thesis study; it was aimed to increase
the antitumor activity against MCF-7 breast cancer cell line in vitro by inducing DC
and CIK cell combinations obtained from whole blood of healthy volunteers with a

natural adjuvant resveratrol (RSV).

In our study, RSV were used at 12,5 uM, 25 uM and 50 uM concentrations.
The cytotoxic activity of the RSV adjuvant-induced DC-CIK combination against
MCEF-7 cells was analyzed by the MTT cell viability assay. In addition, three different

methods were applied to obtain the highest rate of CIK cells.

As a result; It was found that CIK cells were obtained higher rate than other
techniques using MACSxpress natural killer (NK) cell isolation kit, that the low dose
of RSV increased the efficacy of DC-CIK combination against MCF-7 cells, that RSV
decreased the efficacy of DC-CIK combination depend on increased dose. Considering
these effects of resveratrol, it can be concluded that it may be an ideal adjuvant for

cancer immunotherapy.

Key words: Cancer, Immunotherapy, Adjuvant, Vaccine, Dendritic Cell,
Cytokine Induced Killer Cell
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1. GIRIS

Kanser, ¢cagimizin en Onemli saglik sorunlari arasinda yer almakta olup,
goriilme sikliginin ve oldiriiciiliigiiniin yiiksek olmasindan dolay1 da bir halk saglig
sorunudur. Kanser, Diinya Saglik Orgiitii (WHO) verilerine gore dinyadaki 6lim
siralamasinda ikinci olarak yer almaktadir. Tiim diinyada akciger kanserinden sonra
en yaygin goriilen ikinci kanser tlirli meme kanseridir (Akciger %13, meme %11,9,
kolon %9,7, prostat %7,9, mide %6,8 kanseri goriilme sikligi1) (WHO 2012). Turkiye
Istatistik Kurumu (TUIK)nun 2015 yili verilerine gore Tiirkiye’de 6liim nedenleri
siralamasinda kanser, kardiyovaskiiler sistem hastaliklarindan sonra ikinci sirada
bulunmaktadir. Kadinlarda goriilme sikligi en yiiksek olan kanser tliri meme
kanseridir. 2013 yilinda tani1 konulan her 4 kadin kanseri igerisinden 1’i meme
kanseridir. Veri tabaninda yer alan meme kanseri invaziv vakalarin yalnizca %10’u

ileri evrededir (Tiirkiye Kanser Istatistikleri 2015).

Kanser hastaliginin tedavisinde yaygin olarak cerrahi, radyoterapi ve
kemoterapi yontemleri kullanilmaktadir. Fakat bu yontemler kanser tedavisi icin
yetersiz kalmigtir. Kanser, giinimuz ve gelecek igin buyik bir tehdit olusturdugundan
bilim insanlar1 daha etkili ve hastaya daha az zarar verebilecek alternatif tedaviler

lizerine yogunlasmislardir.

Immiinoterapi, kanser tedavisinde yeni bir boyuttur. Kisiye 6zgii ve yan
etkilerinin daha az olmas1 sebebi ile bu tedavi yontemi son yillarda yiikselen bir
konuma sahip olmustur. Kanser immiinoterapisi ile hastanin immiin yaniti uyarilarak,

immun hicrelerin timor hiicrelerini yok etmesi saglanir.

DH’ler, profesyonel antijen sunucu hiicreler olmast nedeni ile kanser
immiinoterapisinde yer alan Onemli hiicre gruplaridir. DH’ler, basarili bir as1
uygulamasina esas teskil etmek iizere kazanilmis immiinitenin bir kolu olarak, hem
CD4" hem de CD8" T hiicrelere antijen epitoplarint sunabilme kabiliyetine sahiptirler
(Gtilen ve dig. 2010) . Bir DH agisinin ilk klinik ¢aligmasi 1996 yilinda Nature
Medicine dergisinde bildirilmistir (Hsu ve dig. 1996). Su anda, kanser hastalarinda
antikanser immiin yanitin1 indiiklemeye veya gili¢lendirmeye yonelik klinik agilama
denemelerinde DH temelli immiinoterapi diinya ¢apinda arastirilmaktadir (Bol ve dig.
2013).



CIK hucreleri, T hucre ve NK hicre fenotiplerini gdsteren kemokin ile
uyarilmis immunoeffektor hicre grubudur (Zhang ve dig. 2012). CIK hicreleri kanser
icin immiinoterapide umut vaat eden gelismeler gostermistir. Bir taraftan, CIK
hlcrelerinin sitotoksisitesi, siklosporin A (CsA) gibi immdin inhibitorlerinden
etkilenmez. Ote yandan, CIK hiicre aracili sitotoksisite, majér histokompatibilite
kompleksine (MHC) dayanmaz. Cogu kanserde oldugu gibi bu hiicreler MHC veya
insan 16kosit antijenini (HLA) ifade etmez; CIK hiicrelerinin bu 6zelligi adoptif hiicre

tedavisinde diger immiin hiicrelerine kiyasla biiyiik bir avantajdir (Zhu ve dig. 2013).

Son yillarda DH-CIK gibi kombine tedaviler tercih edilmeye baslanmstir.
DH'ler, CIK aktivasyonu, c¢ogalmasi, fenotip ifadesi ve sitokin sekresyonunda
onemlidir (Mu ve dig. 2016, Wei ve dig. 2015, Li ve dig.2005). CIK hiicreleri DH’ler
ile birlikte kiiltiire edildigi zaman; CIK hiicrelerinin sitotoksisitesi belirgin bir sekilde
artmig ve interlokin-2 (IL-2), interferon- gamma (IFN-y), IL-12 ve timor nekroz
faktor- alfa (TNF-o) gibi sitokinlerin seviyelerinin yukseldigi bildirilmistir (Wei ve
dig. 2015, Zhou ve dig. 2016). Ayrica, CIK hiicreleri ile birlikte kiiltiirlenen DH'ler,
transforme edici biyume faktori- beta (TGF-p) ve IL-10'un yanisira, CIK
hiicrelerinin aktivasyonunu baskilayan diizenleyici T hicreleri (Treg'ler) gibi negatif
diizenleyici faktorlerin ekspresyonunu asagi regiile ettigi bildirilmistir (Mu ve dig.
2016, Li ve dig. 2005). Birka¢ arastirma raporunda DH-CIK kombinasyonunun,
yalniz CIK tedavisinden daha etkin olmasi klinik i¢in umut verici olarak gdsterilmistir
(Zhou ve dig. 2016). Diger sitotoksik immiin hiicrelerin de DH-CIK gibi
kombinasyonu ya da ¢esitli adjuvanlarin sitotoksik immiin hiicreler ile kombinasyonu

kanser tedavisinde umut vaat edici ¢alismalardir.

Immiinoterapi gibi arastirilan bir baska tedavi yontemi de kanserde bitkisel
kokenli maddelerin kullanilmasidir (Venugopal ve Liu 2012). Bu maddelerin
antitimor aktivite gosterdikleri cesitli ¢aligmalar ile desteklenmistir (Yadav ve dig.
2009). Bu tez ¢alismasinda da terapétik potansiyeli yiiksek, dogal bir polifenol olan
resveratrolin (RSV) kullanilmasi tercih edilmistir (Paul ve dig. 1999). RSV’ nin
insanlarda meme kanseri de dahil olmak iizere c¢esitli kanser tiplerinde hiicre

proliferasyonunu baskiladig: bilinmektedir (Athar ve dig. 2009).



Resveratrol, hiicre farklilasmast ve aktivasyonu igin Onemli olan ¢oklu
molekdler hedefleri etkileyen bir polifenoldir. Resveratrolin DH’lerde farklilagma ve
olgunlasma esnasindaki etkilerinin arastirildign bir ¢alisma sonucunda, Ozellikle
DH’lerin farklilagmas1 esnasinda RSV’nin uygulanmasi DH iligkili toleransi
indiikledigi bildirilmistir (Svajger ve dig. 2009) .CIK hiicreleri ile ilgili yapilan bir
calismada, RSV nin CIK hiicrelerinin yuzeyinde apoptuzu indiikleyen ligand (TRAIL)
reseptorlerinin aktivasyon yolagini indiikledigi gosterilmistir (Yan ve dig. 2007).
RSV’nin immiin sistem negatif Treg hicrelerini inhibe ettigi ve CD8+ T hiicrelerinde
IFN-y ckspresyonunu artirdigt da bilinmektedir (Hu ve dig. 2007). Boylece
Resveratroliin as1 temelli kanser tedavisinde adjuvan olarak kullanilabilecegi

desteklenmistir.

Kanser immiinoterapisine katki saglamak dogrultusunda, bu ¢calismada saglikli
goniilliilerin kanlarindan elde edilen DH ve CIK hiicrelerinin RSV adjuvan ile
induklenmesi, in vitro ortamda MCF-7 meme kanseri hiicre hattina kars1 antitimor
etkinligini artirilmas1 ve ti¢ farkli teknik uygulanarak CIK hcrelerinin en yiksek

oranda elde edilmesi amaclanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Meme Kanseri

Meme kanseri, diinyadaki en yaygin ikinci kanser tipi olup, 2012 yilinda teshis
edilen tiim yeni kanser vakalarinin % 25'ini (yaklasik 1.67 milyon) olusturmaktadir
(Torre ve dig. 2012). Klinisyenler ve arastirmacilar meme kanseri i¢in ¢esitli tedavi
yontemlerini yillardir arastirmaktadir. Fakat hastalik tam olarak c¢oziilememekte ve

tedavi arayisi halen devam etmektedir.

Bazi faktorler, meme kanseri i¢in artan risk ile iligkilidir. Bunlar; tUmor
supresor ve onkogenlerdeki mutasyonlar, meme kanseri aile Oykisi (genetik
yatkinlik), hormonal durum, diyet, stres, ila¢ alimi1 (hormon replasman tedavisi) ve

yasam tarzi faktorlerini icerir (Pascual 1982, Coyle 2004, Moysich ve dig. 2008).

Genetik faktorlerin, meme kanseri gelisimi tizerinde gii¢lii bir etkisi vardir.
Birgok calisma Gogiis Kanseri Duyarlilik 1 (BRCA1) ve Gogiis Kanseri Duyarlilik 2
(BRCAZ2) genlerindeki mutasyonlar ile kanser gelisimi i¢in artan risk arasinda bir iligki
oldugunu gostermistir (Proia ve dig. 2011). Bu genlerin spesifik sik mutasyonlari, aile
kanser dyklsuni de igerir (Cianchetti ve dig. 1985, Wolff 2006).

Meme kanseri gelisimi i¢in genetik bir yatkinligi bulunmayan kadinlarda,
hormonal durum onemli bir risk faktoridir. Ozellikle, Gstrojen reseptorlerinin

ekspresyonundaki artig, meme neoplazisinin geligmesinde yiiksek bir riskdir.

Psikolojik stres, hormonal durumu degistirerek immdiin sistemi baskilayabilen
ve kanserin gelismesine izin veren bir baska faktordiir. Algilanan stres, Ostrojen
sentezinde kronik bozulma ile meme kanseri baslangici i¢in risk faktorlerden biri
olarak gosterilmistir (Nielsen ve Grenbaek 2006). Modern diinyada yasam tarzinin
stirekli stres ve artan kirlilikle dolu oldugu goz 6niine alindiginda, kanser vakalarinin

sayisinin artmasi beklenmektedir.

Diizenli antibiyotik alimmin meme kanseri riskini artirdigi yapilan
calismalarda gosterilmistir (Moysich ve dig. 2008). Antibiyotik tiketiminden sonra
prostaglandin ekspresyonu artar ve immdin sistem baskilanir(Wei ve dig. 2010).



Antidepresanlarin, dogal hiicresel gelisim diizenleyicilerine benzeyen
kimyasal yapilar1 sebebi ile kansere yakalanma riskini 6nemli 6lgiide artirabilecegine
dair raporlar vardir. Antidepresanlar bazi durumlarda immiin sistemi baskilayabilir ve

hilicre ici Ostrojen seviyesini artirabilir (Moysich ve dig. 2008).

Meme kanseri, terminal kanal lobiiler iinitesinde baslayarak adim adim
ilerleyen baglantili ve kompleks sinyal yolaklari tarafindan siirdiiriilen heterojen bir
hastaliktir. Farkli genetik ve epigenetik degisiklikler bu karsinogenez igin c¢ok
onemlidir (Khan ve dig. 2012, Parise ve dig. 2009). Boylece tek bir gen rini veya
hiicre sinyal yolunu hedeflemek, meme kanserini 6nlemek veya tedavi etmek i¢in olasi
degildir. Meme kanseri i¢in giincel tedavi segenekleri (cerrahi rezeksiyon, radyasyon
ve kemoterap6tik maddeler) hem pahali hem de bir¢cok normal gen fonksiyonunu

degistirmektedir (Arslan ve dig. 2014, Van Rooijen ve dig. 2015).

Giliniimiizde meme kanseri tedavisi ve onleme stratejisi, bir dizi ilacin veya
birden fazla hedefi modiile eden bir ilacin kombinasyonudur. Kanser biiyiimesini
kontrol etmek i¢in ka¢ hedefin karsilanmasi gerektigi heniliz kesfedilmemistir. Bu
baglamda dogal iiriinler ve immiinoterapi, meme kanseri dnleme ve tedavisinde 6nemli
bir secenek haline gelmislerdir. Bunlarin kanser tedavisinde iyi bilinen kullanimlari,
daha az yan etkilerinden ve Ozellikle cesitli sinyal yolaklarim1 hedef alma
yeteneklerinden kaynaklanmaktadir. Ayrica dogal iiriinler, nispeten diisiik maliyette
olup meme kanseri icin yeni ve gucli antitimor ajan olma umudu tasiyan
molekdllerdir (Banik ve dig. 2017).

Bu tez ¢alismasinda, elde edilen kombinasyonun etkinligini denemek igin 1970
yilinda 69 yasinda Kafkasyali bir kadindan izole edilen meme kanseri hiicre dizisi olan
MCEF-7 tercih edilmistir. A¢ilimi1 Michigan Cancer Foundation-7 olan bu kanser hiicre

dizisi 1973 yilinda Herbert Soule ve dig. tarafindan belirlenmistir.

2.2. Kanser Immiinoterapisi

Diinya c¢apinda ciddi bir sorun haline gelen kanserin gelecekte artarak bu
konumunu surdurmesi beklenmektedir (Zhou 2014). Bu durum kanser tedavisi igin

efektif yontemlerin kullanimini zorunlu hale getirmektedir.



Giunumuzde kanser tedavisi non-spesifik yontemlerden spesifik yontemlere
dogru ilerlemektedir. Cerrahi yontemler ve radyoterapi ile timorlerin yok edilmesinde
basar1 saglansa da, bazi kanserli hiicre kalintilar1 ve metastaza bagli hastaligin
niksetmesi 6nemli bir sorundur. Bu ylzden bu yontemler ile kombine olarak
kemoterapi de tedavi siirecinde yer almaktadir. Fakat kemoterapinin kanserli
hiicrelerin yani sira viicudun saglikli hiicrelerine de verdigi zarar goz oniine alinarak

bireysel Ozellige sahip, tiimore spesifik tedavilere olan ilgi artmaktadir (Wayteck
2013).

Immiinoterapi, spesifik terapiler arasinda yer alan bir yontemdir. Kelime
anlami olarak bireyin immiin sisteminin belirli kisimlarin1 kullanarak, kanser gibi
cesitli hastaliklarla savasmay1 saglayan terapidir. “Biyolojik terapi” ve “Biyoterapi”

olarak da adlandirilmaktadir (American Cancer Society 2014).

Immiinoterapide disaridan verilen maddeler ile tiimorlere kars: immiin yanit
gelistirilebilecegi gibi, viicudun kendi hiicreleri ile de bu yanit olusturulabilir. Ornegin
makrofajlar, NK hicreler, DH’ler, T lenfositler ve B lenfositler ¢esitli yolaklar
araciligi ile timorlerin yok edilmesine yardimci olabilir veya dogrudan yok edebilirler.
Tlmorlere karsi efektor mekanizma olarak kullanilan bu hiicreler kemoterapotiklerin
aksine direkt olarak kanser hucrelerine yonlendirilebilir. Tedavi bireye 6zgl
oldugundan daha az toksik ve yan etki gorulir (Aslan 2010). Bu 6zelliklerinden dolay1

immiinoterapi kanser tedavisinde yeni bir boyut olarak 6ne ¢ikmaktadir.

Kanser immiin siklusu; immiin sistemin kanseri nasil tanidigin1 ve yok ettigini
agiklayan, genel olarak CD8" sitotoksik T lenfositlerin (CTL) aracilik ettigi 7
basamaktan olusan bir dongiidiir (Sekil 2.1). Birinci basamakta, onkogenez tarafindan
olusturulan neoantijenler serbest birakilir ve islem i¢in DH’ler tarafindan yakalanir (1.
asama). Bu adimda bir antikanser T hiicre yaniti i¢in tiimor antijenlerinin
indiiklenmesine bazi immiinojenik sinyaller eslik etmelidir. Bu tir imminojenik
sinyaller, proenflamatuar sitokinleri ve 6lmekte olan timdr hiicreleri veya bagirsak
mikrobiyotas1 tarafindan salinan faktorleri icerebilir. Daha sonra DH'ler, major
histokompatibilite kompleksi-1 (MHC-I) ve major histokompatibilite kompleksi-II
(MHC-I1) molekulleri Uzerinde yakalanan antijenleri T hiicrelerine (2. asama) sunar.

Bu islem kansere 6zgii antijenlere karsi efektér T hiicre yanitlarinin baglatilmasi ve



aktivasyonu ile sonuglanir (3. asama). Son olarak, aktive edilmis efektdr T hiicreleri
(4. Asama) tiimor trafigine girer ve timor igerisine infiltre olur (5. asama), T hiicre
reseptéri (TCR) ve onun MHC-I’e baglanan kognat antijeni araciligi ile kanser
hiicrelerine spesifik olarak baglanir ve tanir (6. asama). Nihayetinde hedef kanser
hicreleri olduralir (7. Asama). Kanser hiicresinin 6ldiiriilmesi, siklusun sonraki
devirlerinde yanitin genisligini ve derinligini artirmak i¢in timdrle iligkili ilave

antijenler (tekrar 1. asama) aci8a ¢ikarir (Chen ve Mellman 2013).

Kanser hastalarinda kanser immdin siklusu optimum sekilde gerceklestirilemez.
Tumor antijenleri tespit edilemeyebilir. Dendritik ve T hiicreler antijenleri yabancidan
ziyade 6z olarak degerlendirebilir. Boylece efektor tepkilerinden ziyade Treg hiicre
tepkileri olusabilir, T hiicreleri timorlere uygun sekilde yerlesemeyebilir, timorii
infiltre edebilir veya en 6nemlisi tumor mikrogevresindeki faktorler tretilen efektor
hiicreleri baskilayabilir (Motz ve Coukos 2013).

Kanser immiinoterapisinin amaci, kendi kendini idame ettiren bir kanser
bagisikligi  dongiisiinii  baglatabilmektir; ancak sinirlandirilmamis  otoimmiin
enflamatuar yanitlar iiretecek kadar degil. Bu nedenle kanser immiinoterapileri, negatif
geri besleme mekanizmalarini 6nlemek i¢in dikkatli bir sekilde konfigiire edilmelidir.
Siirekli amplifikasyona kars1 antitiimér immiin yanitini azaltan veya durduran kontrol
noktalar1 ve inhibitorler her basamakta olusturulsa da, hastalarda hiz sinirlama
adiminin segici olarak hedeflenmesi gerekir (Sekil 2.1). Tum siklusu amplifiye etmek
antikanser aktivitesi saglayabilir, ancak normal hiicreler ve dokularda istenmeyen

hasara da yol agabilir (Predina ve dig. 2013, Wang ve dig. 2013).
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Sekil 2.1. Kanser immiin siklusunda stimilatorler ve inhibitérler. Kanser immin

dongiisiiniin her adimi1 hem uyarict hem de inhibitoér olmak iizere gesitli
faktorlerin koordinasyonunu gerektirir. Yesil renkte gosterilen stimilator
faktorler, bagisikligi desteklerken; kirmizi renkte gosterilen inhibitérler,
islemi kontrol altinda tutar ve bagisiklik aktivitesini azaltir ve/veya
otoimmiiniteyi Onler. Sekilde gosterilmemesine ragmen, intratiimoral
Treg’ler, makrofajlar ve miyeloid kokenli baskilayict hiicreler (MKBH)
inhibitér faktorlerin ¢ogunun temel kaynaklaridir (Chen ve Mellman
2013).

Kanser immiin siklusunda ortaya c¢ikan sayisiz faktor, cok cesitli potansiyel

terapotik hedefler sunmaktadir. Sekil 2.2'de, klinik dncesi veya klinik degerlendirme

altinda olan baz1 tedavilerin 6rnekleri gosterilmektedir. En 6nemli vurgular, asilarin

esas olarak siklusta 2. asamayi, sitotoksik T lenfosit antijen-4 (CTLAA4) 'iin 3. asamay1

ve programlanmig 6lim ligand-1 (PD-L1) veya programlanmig 6liim proteini-1 (PD-

1) antikorlarmin 7. asamayr desteklemesini icerir. Immiinoterapi; kemoterapi,

radyoterapi ve hedefe yonelik tedaviler kadar gelistirilmemesine ragmen esas olarak



siklusta 1. asamay1 destekleyebilir ve vaskiiler endotelyal faktor (VEGF) inhibitdrleri
potansiyel olarak tiimorlere T hiicre infiltrasyonunu tesvik edebilir (Chen ve Mellman

2013).
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Sekil 2.2. Kanser immin siklusunu etkileyebilecek tedaviler (Chen ve Mellman 2013).

2.2.1. Kanser Immiinoterapisinin Tarihsel Gelisimi

Wilhelm Busch 1866 yilinda yaptigi calismada, Streptococcus turd
bakterilerden kaynakli postoperatif erizipel geg¢irdikten sonra tiimor baskilanmasi
gelistirdiklerini incelemistir. 1868 yilinda, sarkomali bir hastasin1 operasyon
sonrasinda ayni enfeksiyonla enfekte ederek tiimor baskilanmasini gozlemlemek
istemistir. Bu fenomen bilinen ilk timdr immiinoterapisi girisimlerindendir (Cruiel
2013). 1891 yilinda New York’ta bir cerrah olan William Bradley Coley bu olay1
yeniden denemek amaci ile canli ve inaktif Streptococcus pyogenes ve Serratia

marcescens bakterilerinin intratiimdral enjeksiyonlarini yapmaya bagladi. Coley ilk
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defa cerrahi mudahale edilemeyen malign timore sahip bir hastasina bu tedaviyi
uyguladi ve hasta tamamen iyileserek uzun yillar yasamina devam etti (Eskander ve

Tewari 2015).

Coley’in  ¢aligmalari, Bacille  Calmette-Guérin (BCG)’in  kanser
immiinoterapisinde kullaniminda onciiliik etmistir. Bu ast, ilk kullanildig1 giinden beri

yiizeysel mesane kanserine karsi en etkili tedavi olarak halen 6nemini korumaktadir

(Parish 2003).

Paul Ehrlich 1900 yilinda, gliniimuzde antikor aracili pasif immiinoterapi
olarak adlandirilan tedavinin ilk bulgularini tiimorlerle etkilesen molekiillerin kanser
terapisinde 6nemli rol alacagini belirtmistir. 1975 yilinda George Kohler ve Cesar
Milstein hibridoma teknolojisini gelistirerek monoklonal antikor iiretmislerdir. Bu
bulus ile 1982 yilinda monoklonal antikorlar insan neoplazisinde ilk defa basarili
olarak uygulanmig ve 1986 yilinda muromonab-baskalasim kiimesi 3 (CD3/OKT3)
Gida ve ilag uygulama (FDA) tarafindan onaylanmistir. FDA tarafindan 1997 yilinda
pes pese ilk hiimanize monoklonal antikor olan daclizumab (Zenapax) ve malignite
icin ilk monoklonal antikor olan rituximab (Rituxan) onaylanmistir. 2000 yilinda ilk
toksin bagli monoklonal antikor olan gemtuzumab ozogamicin (Mylotarg) ve 2002
yilinda radyoniiklid bagli ilk monoklonal antikor olan ibritumomab tiuxetan (Zevalin)

FDA’dan onay almistir (Waldmann 2003).

Kanser immdunoterapisinin gelistigi 6nemli bir baska alan da, hasta bireyin
kendi viicut hiicrelerinin kullanilmasi ile ilgili ¢alismalar olmustur. Burnet tarafindan
1960 yilinda tiimor immiin siirveyans hipotezi ileri stiriilmistiir. 1995 yilindan beri
etkili timor spesifik immiiniteye yonelik yapilan ikna edici ¢aligmalar biiyiik ilgi
cekmistir. Ozellikle DH’lerin tiimér spesifik T hiicrelerine antijen sunma yetenekleri
ile ilgili pek ¢ok ¢alisma bu duruma 6n ayak olmustur. Preklinik ¢alismalari takiben

hastalarda da ¢ok sayida ¢alisma yapilmistir (Parish 2003).
2.2.2. Kanser immiinoterapisinde Kullanilan Ydéntemler

Kanser immiinoterapisinde kullanilan yontemler arasinda en fazla klinik
caligma yapilan ve onaylanan yontem monoklonal antikorlardir (Waldmann 2003).

Monoklonal antikorlar hiicre yiuzeyindeki reseptorler ile kontak kurarak aktiviteyi
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saglarlar. Bu sekilde ortaya farkli bigimlerde sinyalizasyonlar ¢ikar. CD20 antikoru
(Anti-CD20) apoptozu uyarir, epidermal biiyiime faktorii reseptorii (EGFR) baglayan
antikor ise dogal ligandlarin baglanmasin1 engelleyerek reseptorleri bloke eder.
Monoklonal antikorun govde kismi1 (Fc) reseptori sayesinde mononukleer hiicreler ve
l6kositler antikorla kapli hiicreleri fagositoz yoluyla veya sitotoksik graniillerini
bosaltarak imha ederler. Immiinoglobiilin G (IgG) ve immiinoglobulin M (IgM)
yapisinda olan antikorlar kompleman sistemini klasik yoldan aktive ederek
inflamasyon yaniti meydana getirebilirler. Gelisen enflamatuar yanit, fagositik
l16kositlerin kemotaktik etki yapmasini, ayrica ikincil sitokinlerlerin retilmesini
saglayarak vaskiiler gecirgenligi artirir ve bununla birlikte monoklonal antikorlar
hlcre icine kolay bir sekilde infiltre olabilirler (Demirelli 2005). Tedavi etkinligini
artirmak i¢in toksinler veya radyoniiklidlere konjuge olan monoklonal antikorlar da
vardir. Bunlar monoklonal antikorlar ile kanser hiicresine hedeflenir ve icerdigi

toksinler ya da dagittigi radyasyon ile hedef hiicreyi yok ederler (Waldmann 2003).

Kanser terapisinde immunolojik olarak aktif hucreler, hastaligin olusumunu
Onlemek ve hastaligi tedavi etmek amaci ile hastaya verildigi yontem adoptif
immiinoterapi olarak adlandirilir (Ozet ve dig. 1996). Bu yontemde; timar infiltre
lenfositler (TIL), TCR ekspresyonu i¢in diizenlenmis T hiicreleri ve antikorun
ekstraseliiler kismi ile T hiicresi reseptdriiniin sinyal mekanizmasini bir araya getiren
kimerik antijen reseptorii (CAR) ekspresyonu i¢in diizenlenmis T hiicreler kullanilir.
En kolay hazirlanan1 TIL’lerdir, ancak tedavi invazif islemler gerektirir. TIL lerin
transferden sonra desteklenmesi icin yiksek dozda interlokin-2 (IL-2)’ye ihtiyac
vardir. Bu da 6nemli toksisitelere neden olur. Bu yaklasim ile yapilan ¢alismalarda
basarili sonuglar alinmistir. CAR ekspresyonu yapan T hiicreleri ile ilgili birgok
calisma mevcuttur. Bu yontemde basarili sonuclar alinsa da aktarimdaki etkinlige bagh
sikintilar ve olas1 toksisite nedeni ile klinik uygulanmasi hélen kisithidir. Bagka bir
yaklasim da endojen tiimor spesifik T hiicrelerinin kullanilmasidir. Bu yaklasim en
fizyolojik ve en ¢ok islem gerektirendir. Biitiin bu ¢alismalara olan ilgi glinden gune
artmaktadir (Harris ve Drake 2013).

Kanser immiinoterapisindeki yeni tekniklerden biri de hastayr kendi timor

hlcreleri veya antijenleri ile asilamaktir. Asilar, adjuvanlar ile birlikte uygulanan
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rekombinant proteinler halinde olabilir. Hastanin kendi dendritik hiicrelerinin alinip in
vitro ortamda timor hicreleri ya da antijenleriyle kultiire edilerek hastaya
uygulanmasi ise baska bir yontemdir. Bu yontemde amag, tiimdr antijenlerini tagiyan
ve sunan dendritik hiicrelerin, ¢apraz sunumun normal yolaginin taklidi ile timdre
karsi CTL olusumunu saglamaktir. Prostat kanserli hastalarda Sipuleucel-T
(Provenge) kanser asisi FDA’dan onay aldiktan sonra DH temelli kanser asisi
calismalar1 hiz kazanmustir (Kantoff ve dig. 2010). Baska bir metot da tiimor
antijenlerini  kodlayan komplementer deoksiriboniikleik asitleri (CDNA) iceren
plazmidlerin hastaya verilmesi ile hastanin kendi hiicrelerinde ve antijen sunan
hiicrelerinde bu antijenleri eksprese etmeye baslayarak bunlara karst bir T hiicre
yanitinin olusmasini saglamaktir (Aslan 2010). Fare modellerinde yapilan
calismalarda olumlu sonuclar alinmis olsa da halen klinikte kullanilan bir otoimmiin
as1 mevcut degildir. Yapilan kanser as1 calismalari, monoklonal antikorlarin kanser
tedavisinde kullanilmasina yonelik ¢alismalara temel olugturmaktadir (Sakalar ve dig.
2013).

Sitokinler de kanser immdiinoterapisindeki yontemlerden biridir. Sitokinler, bir
kissm bagisiklik sistemi hiicreleri tarafindan salman kimyasallardir. Immiin
hiicrelerinin, kan hiicrelerinin iiretilmesinde ve etkinliginde 6nemli rol oynarlar.
Subkutan, intramuskuler ve intravendz teknikleri ile uygulanirlar. Sitokinler ile tedavi
esnasinda hastada birgok yan etki olusur. Farkli gesitleri olmasina karsin en fazla
kullanilanlar1 interlokinler, interferonlar ve granllosit-makrofaj koloni uyarici
faktorler (GM-CSF)’dir. Interlokinler igerisinde en yaygin kullamlan ise IL-2’dir.
Immiin sistem hiicrelerinin hizlica bdliinmesine yardim ederler. Tek basina veya
kemoterapi ve IFN-o gibi sitokinler ile kombine edilerek kullanilabilir. ileri renal
kanseri ve metastatik melanoma tedavisinde kullanim onay1 almistir. Kanser
terapisinde kullanilmak i¢in IL-7, IL-12 ve IL-21 gibi sitokinler de arastirilmaktadir.
IFN-a direkt olarak kanser hiicrelerinin gelismesini veya anjiyogenezi yavaslatir ve bir
kistm immiin sistem hiicrelerinin kanser hiicreleri ile savagma yetenegini artirir
(Barbaros ve Dikmen 2015). GM-CSF ise kemik iligi ve kanda graniilosit, makrofaj
ve eozinofil gibi kan hiicrelerinin daha fazla iiretimesini saglar (Cantiirk ve dig. 1999).
GM-CSF’nin sentetik bir tirt olan I0kin, kemoterapi sonrasinda azalan 16kosit sayisini

artirmak amaci ile kullanilir. GM-CSF’nin ¢esitli kanser tiplerinde uygulanabilmesi
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icin yapilan calismalar halen silirmektedir (American Cancer Society 2014).
Sitokinlerin tedavide aktif olarak kullanimi heniiz tam olarak saglanamamis olsa da
lenfosit aktivasyon diizenlenmesinin daha net anlasilmasi ile beraber daha etkin

antitiimor yaklasimlari olusacaktir (Aslan 2010).

Immiin sistemi destekleyici tedaviler, non-spesifik bir sekilde tedaviye katk1
saglayarak tiimoriin direkt imha edilmesinden ziyade, viicudun timérle miicadelesinde
ona destek veren tedavilerdir. Talidomit, lenalidomit ve pomalidomit gibi immun
sistemi uyaran ilaglar, BCG gibi mesane kanseri ve bazi melanomlarda kullanilan
bakteriyel tedaviler bunlara 6rnek gosterilebilir (American Cancer Society 2014).
Bunlarin yanisira mantarlarda bulunan polisakkarit yapili baz1 maddelerin de kansere
karst etkili oldugu saptanmustir. Ornek olarak bir betaglukan olan lentinanin
makrofajlar, NK hiicreler, T hiicreleri ve sitokinleri uyardigini belirten ¢aligmalar

vardir ve bu alanda arastirmalar devam etmektedir (Chen ve dig. 2013).

2.3. Dendritik Hucre (DH)

Ik olarak 1868 yilinda Paul Langerhans, DH'leri insan derisinden izole ederek
tanimlamistir (Langerhans 1868). Yaklasik bir yiizyil sonra Steinman ve Cohn
tarafindan bu hiicreler rat dalaklarinda yeniden kesfedilmis ve morfolojilerine
dayanarak “dendritik hiicreler” olarak adlandirilmigtir (Steinman ve Cohn 1973). Bu
tespitten kisa bir siire sonra dendritik hiicrelerin yalnizca dalakta degil bir¢ok lenfoid

ve lenfoid olmayan dokuda da bulundugu tespit edilmistir (Reid 1998).

Dendritik hiicreler, immiin yanitin diizenlemesinde énemli rol oynayan beyin,
testis ve g0z haricinde bitiin dokularda yer alan, T hicrelerine antijen sunan
hiicrelerdir (Lehrer ve Ganz 2001, Avigan 1999). DH’lerin esas islevi antijen sunmak
oldugundan bu hiicreler profesyonel antijen sunucu hiicreler olarak adlandirilmakta ve
bilhassa heniiz farklilagmamis T lenfositleri stimiile ederek primer immiin cevabin
olugmasini saglamaktadirlar. Bu islevlerini ger¢eklestirebilmek icin antijeni yakalama,
isleme tabi tutma ve uygun kostimiilan molekiiller ile hiicre yiizeyinde sunma
kabiliyetleri mevcuttur. Bununla birlikte DH’ler B hiicre fonksiyonlarinin olusumunda
etkili olduklar1 i¢in humoral immiinitenin gelismesinde de 6nemli yere sahiptirler

(Lehrer ve Ganz 2001, Avigan 1999, Satthapom ve Eremin 2001).
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2.3.1. Dendritik Hucre Kokeni ve Fonksiyonu

Dendritik hiicrelerin yasam dongust olduk¢a karmasiktir ve birgok mattirasyon
asamasi icermektedir (Knight ve dig. 1997). Langerhans hiicreler, dermal DH’ler ve
interstitial DH’ler periferik dokuda yer alirlar (Caux ve dig. 1996). Lenfoid kokenli
DH’ler primer ve sekonder lenfoid organlarda bulunur ve primer periferal T hucre
cevabinin olusumunda rol alirlar (Suess ve Shortman 1996). DH’ler dogrudan deriden
veya periferik kandan izole edilir. Alternatif olarak, DH’ler in vitroda CD14" periferik
kan monositlerinden veya CD34" kordon kani kok hiicrelerinden GM-CSF, IL-4 ve
TNF-a gibi ilgili sitokinler kullanilarak elde edilir. DH’ler immatiir, matlr ve
semi-matur olarak bulunurlar (Sekil 2.4) (Caux ve dig. 1997, Bender ve dig. 1996,
Sallusta ve dig. 1995).

2.3.1.1. immatiir Dendritik Hiicre

Immatiir DH’ler, viicut yiizeyinde ve ¢ogu dokularin intertisyel alanlarinda yer
alirlar. DH’ler, antijenleri yakalamak i¢in makropinositoz ve reseptorler araciligiyla
endositoz ile teghiz edilmislerdir (Sallusta ve dig. 1995). immatiir DH’ler, MHC smif
I molekiillerinin orta seviyeleri, CD80 ve CD86 gibi kostimulator molekiillerin diigiik
seviyeleri, CDla’nin orta seviyeleri ve yalnizca matiir DH’ler ve olgunlasmamis B
hiicreleri tarafindan salgilanan CD83’lin yoklugu ile karakterize edilirler (Zhou ve
Tedder 1995, Zhou ve Tedder 1996).

DH’ler antijen islemesine alternatif olarak yiizeylerinde bulunan reseptorler
aracilif1 ile dokuda bulunabilecek ¢esitli sinyalleri algilayabilir haldedirler. Bu
reseptorler tehlike sinyalleri ve apoptotik doku hiicreleri tarafindan salinan giivenlik
sinyallerine kars1 hassastirlar (Lutz ve Schuler 2002). DH’ler dokulardaki inflamasyon
diizeyine kars1 da hassastir. Farkli sinyallerin yogunlugu ve giic immatir DH’lerin
degisiminin son halini belirlemektedir. Uyar1 alinmasi ile birlikte immatiir DH’lerin
fonksiyon, morfoloji ve davranislari degismektedir. immatiir DH’ler gerekli sitokin
uyarilarii alamaz ise T hicrelerine antijen sunumunu yapamaz ve T hiicre

aktivasyonunu gergeklestiremez (Sporri ve Caetano 2005).
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2.3.1.2. Matur Dendritik Hucre

Matiir DH’ler, Antijen sunabilen ve T hicrelerini indiikleyebilen CD83"
DH’lerdir. Immatiir DH’nin matiir hale gelmesi icin tehlike sinyaller ile
indiiklenmesine ihtiya¢ vardir. DH’ler tehlike sinyallerin etkisi ile antijen toplar ve
lenf diigimiine eristirir. Lenf diigimlerinde yiiksek seviyede T hiicre bulunmasi,
basarili bir dendritik hiicre ve T hiicre eslesmesini kolaylagtirmaktadir. Gog sirasinda
matlr halde olmayan DH’lerin morfolojileri farklilasarak, daha genis yiizey alanina
sahip olmalarini saglayan sitoplazmik ¢ikintilar olustururlar (Sekil 2.3). Bu uzantilar,
T hicrelerin baglanmasini kolaylastiran bir diger etkendir (Mosmann ve Livingstone
2004). Ayrica matlir DH’lerin en Onemli ozellikleri T hiicre aktivasyonunu
indlkleyen, enflamatuar bir sitokin olan IL-12’yi salgilamalaridir. Matir DH’ler
antijen sunumunun gerceklesmesinde bir diger faktor olan kostimulator molekdlleri de

uretebilmektedirler (Medzhitov ve Janeway 2002).

Immature DC mature DC
Activation
Migration
Co-stimulatory molecules Co-stimulatory molecules
(CD80/CD86, CD40) ) (CD80/CD86, CD40)
MHCII, pro-Inflammatory cytokines MHCII, pro-Inflammatory cytokines
Chemokine (CCRY)
IPhagocytotic capacity l Phagocytofic capacity

Sekil 2.3. DH matiirasyonu esnasindaki degisimler (Hopp ve dig. 2014, Hubo ve dig.
2013). Immatiir dendritik hiicrelerin yilksek endositoz, Matiir dendritik

hiicrelerin ise diisiik endositoz yetenegi vardir.
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2.3.1.3. Semi-Matur Dendritik Hiicre

Apoptotik kosullarda, giivenlik sinyallerine maruz kalan immatiir DH’ler
semi-matir DH’lere farklilasmaktadir. Morfolojik olarak matiir DH’lere ¢ok
benzerler, onlar gibi antijen sunabilme yetenegine de sahiptirler ama T hicrelerini
uyaramazlar. Matiir DH’ler gibi IL-12 salgilamak yerine giivenlik sinyallerinin
alinmasindan sorumlu IL-10 sitokinini salgilamaktadir. IL-10, sunulan antijen ile
eslesen T hicrelerini represyon yetenegine sahiptir. Glvenlik sinyalleri ile birlikte
birikmis antijenler tolerans olarak sunulduklarindan, T hiicreleri tarafindan bu
antijenlere cevapsizlik olusur. Bu mekanizma, antijenlere kars1 fazla reaksiyonu

engellemek icin meydana gelen dogal bir mekanizmadir (Williams ve dig. 2007).

Sekil 2.4. Immatiir, semi-matiir ve matiir DH’lerin mikroskop altindaki goriintiisii

(Greensmith 2007).
2.3.2. Dendritik Huicrelerin Farklilasmasi

Insan kordon hiicresi CD34* hematopoetik progenitorleri, GM-CSF ve TNF-a
ile kiiltiire edilerek, DH’lerin farkli tiplerini kapsayan karma hiicreleri iiretir (Sekil
2.53) (Caux ve dig. 1992, Caux ve dig. 1996, Szabolcs ve dig. 1996). Kiltirin 5.
giiniinde CD1a ve CD14%iin eksprese edilmesi ile, DH’lerin dncleri belirlenebilir.
DH’nin iki alt tipi de, kiltlrin 12. Glnlnde mattre olarak tipik DH’leri olustururlar.
CD1a+ oncileri, epidermal Langerhans hiicrelerine 6zgu olarak bulunan Birbeck
grandlleri, CD207 olarak da bilinen langerhans hicresi granil antijeni (LAG) ve E-
kaderin markerlarini1 eksprese eden hicreleri Uretirler. Bununla birlikte, CD14 dnctleri

mature olarak CD14, CD1a DH’lerine, eksik olan Birbeck graniillerini, E-kaderin ve
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Lag antijenini olusturur, fakat CD2, CD9, CD68 ve dermal DH’lere 6zgii olan marker
Xllla faktoriini eksprese eder. ilging olarak, CD1a* énclleri haric CD14* onculeri
halen bipotenttir. Bunun sebebi makrofaj koloni uyarici faktériine (M-CSF) yanit
esnasinda makrofajlara baskalasabilmektedirler (Sallusto ve Lanzavecchia 1994,
Romani ve dig. 1996).

DH’ler, GM-CSF ve IL-4 ile birlikte kiiltiire edildiginde CD14" PKMH’lerinde
gelisebilmektedir (Sekil 2.5b). Bu hiicreler immatiir 6zellige sahiptir ve daha ileride
TNF-0, IL-2 veya lipopolisakkarit (LPS) (Bender ve dig. 1996) gibi enflamatuar
stimulatorler ya da monositler tarafindan indiiklenerek matiir hale gelebilirler (Palucka
ve dig. 1998). Ilgingtir ki, monositlerden tretilen immatir dendritik hticreler
kaybettikleri halde bir sonraki matiirasyonda hala M-CSF reseptoriine sahiptirler.
Boylece ortaya ¢ikan ifade, monositlerin dis uyarilara bagl olarak DH’lere ya da
makrofajlara polarize olabilen, zengin éncii kaynaklar1 olmalaridir. In vitro ortamda
uygun sitokinin (GM-CSF + IL-4 ya da M-CSF) eklenmesiyle bu polarizasyon
gergeklestirilebilir (Caracciola ve dig. 1987).

Langerhans celis
CDt1a+ Birbeck granules+

Lag antigen+

E-cadherint

Day 12
GM-CSF M -
CcCDh3aat + TNF-
progenitor %

GM-CSF Dendritic cells

+ TMNF-o Do+

D&l% CcDo+

Factor Xllla*

TNF-
GM-CSF Y
CD14+ + -4 Immature
monocyte | et po ) MgCM

CD14k CcD14-

M-CSF c-frmeat c-fms—
CcD1+ CcD1+
MHC class Il MHC class IIM

CD14+ B7lo B7hi
macrophage ICAM-1o ICAM-1hi

Mannose R+ Mannose R
cD32+ Chaz>
Macrapinocytosis + Macropinocylosis —

Sekil 2.5. DH’lerin orijini ve matiirasyonu (Herzenberg ve dig. 2007).
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2.3.3. Antijen Sunumu

DH’ler, hem eksojenik hem de endojenik antijen turlerini isleme ve diger MHC
smif I ya da II molekiillerinin baglamina peptid sunma yetenegine sahiptirler. DH’ler
matiire oldugunda, peptid yikli MHC simnif I ve II molekiillerinin olusmasi ve hiicre
yiizeyine taginmasi i¢in elzem niteliklere sahip olurlar (Cella ve dig. 1997). Antijen
hiicre yiizeyine tasindigi zaman, CD80 ve CD86 gibi stimullatorlerin artirilmis
ekspresyonu ile karsilagirlar. Bu molekiiller, TCR iletisim giiclinii artirir ve T

hlcrelerinin aktive olmasina 6nciiliik eder (De Saint-Vis ve dig. 1998).

Dendritik hiicre lizozom iligkili membran proteini olan DH-LAMP (CD208),
belirli bir bicimde lizozomal MHC smuf II kompleksine eksprese edilir ve DH’ler
uzerine CD40 ligasyonundan sonra yukar1 regiile olurlar. Bu antijenlerin islenmesinin
indliklenmesi ya da antijen yikli MHC smf Il komplekslerinin hiicre yiizeyine
taginmasina asist etmesinde gorev aliyor olabilir (De Saint-Vis ve dig. 1998). Katepsin
S gibi proteazlarin, DH’ler i¢indeki MHC smuf Il molekillerin hiicre igi trafiginin
regiile edilmesine katki sagladig1 da godsterilmistir (Driessen ve dig. 1999). immatiir
DH’ler, hiicre yiizeyine, mattirasyon esnasinda yok olan serbest MHC sinif 1l ve insan
I6kosit antijeni-DM (HLA-DM) ekspresyonu yapabilirler (Santambrogio ve dig.
1999). Salgilanmig DH proteazlar1 antijenik peptidleri isleyebilir ve hicre ylzeyi
HLA-DM ve serbest MHC simif II molekiilleri ile beraber antijen isleme ve yiikleme
faaliyetleri immatur DH’lerdeki hicre icine ek olarak hiicre dis1 da
gerceklesebilmektedir. DH’ler, sitotoksik hicreler Gretmek igin, MHC simf I
kompleksleri ile karigtirilmig antijenik peptidleri, CD8" T hiicrelerine sunarlar.
DH’lerin kendilerinin viriisle enfekte oldugu hallerde, proteazomlar basitce viral
proteinlerin yapisini bozarak onlari sitozoldan endoplazmik retikuluma (ER) transfer
ederler (Yewdell ve dig. 1999). Protein islemeden sorumlu tasiyici, sitozolik
peptidlerin MHC smif I komplekslerine baglanabildigi ER’ye tasinmayi kolaylastiran
peptid tasiyicisidir. Immatiir DH’ler tarafindan eksprese edilen hicre yiizeyi
reseptorlerinin bir ¢esidi, antijen ¢ekiminde ve MHC simif | ile beraber antijen

sunumunda islev gosterebilmektedir (Albert ve dig. 1998).
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2.3.4. Immiinoterapi ve DH’ler

Immiin sistem, timore kars1 savunmada dnemli bir role sahiptir. immiin sistem
hlcreleri, mutasyona ugramis hiicreleri tespit etmek icin devamli olarak viicutta
dolasmaktadirlar. Bir anormallik ya da timor ile karsilasma halinde immun sistem,
malign hucreleri genellikle imha etmektedir (Euvrard 2008). Bu sebep ile, immin
sistem baskilayici ilag kullanan hastalarda, kanser gorilme siklig: artis gostermektedir.
Lakin immiin sistemi baskilayan tek sey ilaglar degildir. Cogu kanser ¢esitleri immin
sistemden kagis mekanizmalarina sahiptir. Diger bazi kanser gesitleri ise immin
baskilayici triinler salgilayarak, malign htcreleri yok edebilen immin sistem
hicrelerini susturabilmektedir. Nihayetinde, kanser hicreleri immin sistemden
kagarak tiimor dokularini meydana getirmektedir (Fraser ve dig. 2003, Kim ve dig.
2007). Baskilanmis olan immin sistemi tekrar aktive ederek kalan kanser hicrelerini
ortadan kaldirabilecek bir terapi yontemi gelistirmek i¢in birgok ¢alisma yapilmistir

(Rolinski ve Hus, 2010).

Hastalarin kendi immin cevabin1 yoneterek, kanserin Onlenmesi ya da
savasilmasi esasina dayali bir tedavi yontemi olan as1 tedavisi, uzun zamandan beri
kanser hastalarina uygulanmaktadir. As1 uygulamasinin biyolojik prensibi, asinin
hastaliga sebep olan molekiiliin benzerini bulundurmasidir. Boylelikle asi, immin
sistem hiicrelerini bu antijenik yapiy1 yabanci olarak anlamalari i¢in egitmektedir.
Sonugta, egitilen bu hucreler daha sonra antijen ile karsilastiklarinda, bu antijeni
tasiyan hiicreleri vicuttan temizlemek icin miicadele baslatmaktadir (Kindt ve dig.
2007). Cicek hastaligi, grip ve ¢ocuk felci gibi bircok hastalikla miicadele etmede
gelistirilen koruyucu ve tedavi edici asilar, bulasici hastaliklara karsi as1 tedavisinin
oldukca basarili oldugunu gostermektedir. Ancak bulasici olmayan hastaliklarda bu

basar1 heniiz istenilen seviyelerde degildir. (Kalinski ve Okada 2010).

DH’lerin uyku halinde T hiicre aktivasyonu potansiyelleri kanser gibi
durumlarda as1 terapisinde kullanilabilmektedir. Bu durumda, timdre 6zgul antijenler
ile duyarli hale getirilen DH’ler kanser hastasina enjekte edilmekte ve T hiicreleri
spesifik olarak aktive olmaktadir. Bu sekilde kanser hticreleri ve hepatit C, persistan

serviks displazilerinde gorilen insan papilloma virlsi (HPV) enfeksiyonu ve insan
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bagisiklik yetmezlik virisi (HIV) gibi kronik viral enfeksiyonlar da tedavi
edilebilmektedir (Ovali ve dig. 2007).

Gegtigimiz on yil boyunca, agirlikli olarak kanser hastalarinda yapilan klinik
asilama c¢aligmalarinda DH temelli immiinoterapi diinya ¢apinda arastirilmaktadir
(Lesterhuis ve dig. 2004). Cogu klinik ¢aligmalarda, tiimor kiitlesini spesifik olarak
azaltabilen ve tiimor niiksetmesini kontrol etmek i¢in immiinolojik bellegi uyarabilen
tiimore 6zgii efektor T hiicrelerini indiiklemek amaciyla hastalara uygulanan otolog ex
vivo kiiltiirlenmis, antijen yiiklii monosit tiirevli DH’ler veya CD34" progenitor tiirevli
DH'leri kullanilir (Sekil 2.6) (Bol ve dig. 2013). Monositlerden veya CD34+
progenitor hicrelerinden kilttirlenen DH'ler, ex vivo timor antijeni ile yiklenebilir ve
proenflamatuar sitokinler gibi matiirasyon stimilatorlerinin varhigr ile kiiltiire
edildikten sonra, farkli yollarla kanser hastalarina uygulanabilir. Lenf nodu iginde,
DH'ler, immiin yanit1 baslatmak i¢in kostimiilator sinyalle antijenleri T hiicrelerine
sunar. Aktive edilmis timor antijene spesifik T hiicreleri, lenf nodundan disari ¢ikarak
antijenin yeri olan tiimdr bolgesine dogru go¢ eder. Tiimor bolgesinde, MKBH ve
Treg'ler, T hiicreleri tarafindan tiimor temizligini komplike ederek ve periferal
toleransi uyararak, immiinosiipresif bir mikro ¢evre olusturabilirler. Dogal DH alt
tiplerinin agiga ¢ikarilmasi iki sekilde gergeklesir. Birincisi, plazmasitoid dendritik
hicrelerin (pDH) ya da miyeloid dendritik hicrelerin (mDH) izole edilmesi ve
bunlarin adjuvan ya da antijen ile ex vivo olarak uyarilmasi (sekilde gosterilmemistir)
ile gergeklesir. Ikincisi ise, Antijen ve adjuvan tasiyan, DH'ye spesifik yiizey
reseptorlerine karsi antikorlarla kaplanmis nanopartikiillerin in vivo olarak
hedeflenmesi ile gergeklesir. Hem pDH'ler hem de mDH'ler T hiicrelerini uyarabilir.
Her iki DH alt tipi aralarindaki ¢apraz konusma ile NK hiicreleri gibi diger immiin

hiicrelerini de uyarabilir (Bol ve dig. 2013).

Son yillarda, kanser hastalarinda 100'in tizerinde klinik ¢aligsma yliriitilmiistiir
ya da halen yiiriitiilmektedir. Yapilan ¢alismalarin ¢ogu, asilarin optimize edilmesine
ve immiin yanitlarinin 6l¢iilmesine yonelik kiiciik kesif calismalaridir. Kisacasi, DH
immiinoterapisinin klinikte de yer aldigi, 6zellikle de uygun sekilde matiire olan
DH’nin gii¢lii immiinolojik yanit olusumunu tesvik ederek uygulanabilir ve guvenli
oldugunun kanitlandigr sonucuna ulasabiliriz. Bununla birlikte, simdiye kadar ¢ok

sinirli sayida uzun siireli klinik yanit gézlenmistir (Bol ve dig. 2013).
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Sekil 2.6. Ex vivo ya da in vivo DH asilama yolu ile tum0r antijene spesifik T
hlcrelerinin indtklenmesi (Bol ve dig. 2013).

2.4. Sitokin ile Uyarilms Oldiiriicii (CTK) Hiicre

CIK hiicreleri ilk olarak 1991 yilinda kesfedilmistir (Schmidt-Wolf ve dig.
1991) ve insan periferik kan lenfositlerinden (PBL) uretilen CD8" T hiicresinin
heterojen bir populasyonudur. Anti-CD3, IFN-y ve IL-2 ile in vitro ya da ex vivo
inkibasyonu yapilarak elde edilirler. Fas ligand (FasL) ve perforinin aracilik ettigi
timor hdcrelerini oldirebilirler (Lee ve dig. 2016). Hucre yizey molekili CD56
varligia gore, CIK hiicreleri iki ana alt gruba ayrilir: CD3* CD56" T hiicreleri ve
CD3" CD56 T hiicreleri. Dogal oldiiriicii T hiicreleri olarak da adlandirilan CD3*
CD56* T hiicreleri, CIK hiicrelerinin baslica efektor hiicreleri olarak kabul edilir (Linn
ve dig. 2002). Dolayisiyla CIK hiicreleri, CD335, dogal dldiiriicii grup 2D (NKG2D)
ve CD337 gibi NK hiicre reseptorlerini aktive ederek MHC aracilig1 olmadan kanser
hicrelerini parcalayabilir (Sekil 2.7) (Schmidt ve dig. 2004, Pievani ve dig. 2011,
Verneris ve dig. 2004).
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Sekil 2.7. CIK hiicrelerinin MHC araciligt olmadan sitotoksik aktivitesi
(Zhang ve dig. 2012).

CIK hiicreleri kanser hiicrelerini dogrudan 6ldiirebildigi gibi, ¢esitli sitokinleri
salgilayarak bagisiklik fonksiyonunu da diizenleyebilir. Timor hiicreleri ile
uyarildiktan sonra CIK hiicreleri tarafindan salgilanan TNF-a, IFN- y ve IL-2 gibi pro-
enflamatuar sitokinlerin diizeylerinin 6énemli dl¢iide yukari regiile edildigi birgok
calismada gosterilmistir. Ayrica bu sitokinler, sistemik antitiimor aktivitesini artirir ve

yardimet T hiicre-1 (Th1) immiin yanitini indiikler (Linn ve dig. 2005).
2.4.1. CIK Hiucre Tedavisinin Gelisimi

Son on yildir, CIK hiicreleri klinik tedavide basarili bir sekilde
uygulanmaktadir. Bu hiicrelerin sitotoksisitesi ve giivenligini gelistirmek i¢in ¢ok
sayida aragtirma yapilmistir. CIK hiicre tedavisinin gelisimi sekil 2.8’de 6zetlenmistir

(Thanendrarajan ve dig. 2012, Jakel ve Schmidt-Wolf 2014).
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Sekil 2.8. Sematik olarak CIK hiicre tedavisinin gelisimi (Gao ve dig. 2017).
2.4.1.1. CIK-Ek Sitokinler Kombinasyonu

CIK hiicreleri, IFN-y, anti-CD3 ve IL-2 ilavesi ile PKMH'lerden elde edilen
heterojen bir hiicre popiilasyonudur. Aslinda, CIK antitiimor aktivitesini geligtirmek
icin birgok ek sitokin vardir. Bu sitokinler, antitlimdr immiinitesini inhibe ettigi bilinen
Treg hiicrelerinin iiretimini baskilayarak kismen hiicre proliferasyonunu ve

sitotoksisitesini gelistirebilir (Gao ve dig. 2017).

Lu ve dig. (1994), IL-1a ilavesi ile periferik kan lenfositlerini (PBL) kulttre
ederek yuksek verimli sitotoksik CIK hcrelerinin elde edilmesi igin yeni bir protokol

rapor etmistir.

Baska bir arastirma, IL-6 ilavesinin negatif Treg hiicrelerinin yiizdesini 6nemli
Olgiide azalttigimi ve aymi zamanda CIK hiicrelerinin hepatoseliler karsinomaya
(HCC) kars1 in vitro proliferasyon kabiliyetini ve sitotoksisitesini artirdigini

gostermistir (Lin ve dig. 2012).

Finke ve dig. (1998), IL-7 gen ekspresyon vektoriini CIK hicrelerine

transfekte ederek, CIK hicrelerinin antitimor sitotoksisitesinin ve proliferasyon
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oraninin arttigini gostermislerdir. Daha ileri bir ¢calismada, CIK sitotoksik aktivitesi
i¢in gerekli olan ve T hiicresi aktivasyonunda 6nemli bir uyarici rol oynayan ekzojen
IL-7 eklenmesi ile CIK hiicrelerinde lenfosit fonksiyonuna bagli antijen-1 (LFA-1) ve

CD28'in yukari regiile oldugu gosterilmistir (Zoll ve dig. 2000).

IL-12; Th1l yanitin1 uyarabilen, NK ve CTL aktivasyonunu saglayan en giiclii
antitimor etkinligine sahip sitokindir (Yang ve dig. 2012). IL-2 yerine IL-12 ile
iiretilen CIK hiicreleri benzer sitotoksisite gostermistir. IL-12’nin yiiksek toksisitesi
nedeni ile, klinik uygulamada CIK ile kombinasyon halinde diisiik dozda IL-12
kullanilmalidir (Zoll ve dig. 1998).

Bir¢ok calismada, IL-15 ile uyarilan CIK hiicrelerinin hematolojik ve solid
malignitelere kars1 yiiksek proliferasyon kapasitesi ve hiicre sitotoksisitesi gosterdigi
belirtilmistir (Rettinger ve dig. 2012, Tao ve dig. 2013, Tudicone ve dig. 2016). Bu
fonksiyonun olas1 mekanizmasi1 Treg hiicrelerinin diizenlenmesi ve toll benzeri
reseptor-4 (TLR-4), Wnt aile 0yesi-4 (Wnt-4) ve IL-35 ekspresyonundan
kaynaklabildigi diisiiniilmektedir (Tao ve dig. 2013, Cai ve dig. 2014, Wang ve dig.
2014).

IL-21'in uygulanmasi, CIK hiicrelerinin proliferasyon oranini artirmamais fakat
IFN-y, TNF-0, perforin ve granzim B'nin ekspresyonunu artirarak hiicre
sitotoksisitesini 6nemli 6l¢lide artirmistir (Rajbhandary ve dig. 2013, Zhao ve dig.
2013).

2.4.1.2. DH-CIK Kombinasyonu

Dendritik hiicreler, tiimorle iligkili antijenleri (TAA) yakalayip isleyebilen
profesyonel antijen sunan hicrelerdir (Banchereau ve Steinman. 1998). Hem adaptif
hem de dogustan gelen antitiimdr immiin yanitlarin1 uyarma yetenekleri goz oniine
alindiginda, DH'ler kanser immiinoterapisi i¢in giiclii bir farmakolojik ara¢ olarak
kullanilmaktadir (Anguille ve dig. 2015). Birgok arastirma, DH'lerin hiicre-hiicre
temas yolu ile NK hiicresine bagli antitlimor etkisini destekleyebilecegini gdstermistir

(Fernandez ve dig. 1999, Nicol ve dig. 2000).
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Son yillarda yapilan ¢alismalar, DH ve CIK hiicrelerinin kombinasyon tedavisi
tizerinde yogunlagmis, kanser terapisi i¢in yeni ve etkili bir immiin terapdtik strateji
sagladigimi kanitlamistir. DH'ler; CIK hicrelerinin aktivasyonu, ¢ogalmasi, fenotip
ifadesi ve sitokin sekresyonunda énemlidir (Mu ve dig. 2016, Wei ve dig. 2015, Li ve
dig.2005). CIK hiicreleri DH’ler ile birlikte kiiltiire edildigi zaman; CIK hiicrelerinin
sitotoksisitesi belirgin bir sekilde artmis ve IL-2, IFN-y, 1L-12 ve TNF-o gibi
sitokinlerin seviyelerinin yiikseldigi bildirilmistir (Wei ve dig. 2015, Zhou ve dig.
2016). Ayrica, CIK hiicreleri ile birlikte kiiltiirlenen DH'ler, TGF-p ve IL-10'un
yanisira, CIK hicrelerinin aktivasyonunu baskilayan CD4" CD25" Treg’ler gibi
negatif diizenleyici faktorlerin ekspresyonunu asagi regiile ettigi bildirilmistir (Mu ve

dig. 2016, Li ve dig. 2005).

Cao ve dig. (2016), CIK hiicrelerinin DH’ler ile birlikte in vitro kokiilturinan,
CIK hiicrelerinin proliferasyon oranini ve antitimor aktivitesini artirdigini belirtmistir.
Daha ileri caligmalarda, CIK hiicreleri ve DH'ler arasindaki hiicresel etkilesimlerin,
her iki popiilasyonun yiizey molekiilii ekspresyonunda degisikliklere ve IL-12
salgilanmasinda 6nemli bir artiga yol actig1, sonug olarak CIK hiicrelerinin sitotoksik

aktivitesinde artis oldugu gosterilmistir (Marten ve dig. 2001).

DH temelli asilarin, ¢esitli malignitelerin tedavisi i¢in etkili bir yontem oldugu
bilinmektedir. CIK hiicreleri dogrudan tiimor hiicrelerini 6ldiirebilir, ancak gok kisa
stireli anti kanser etkinligine sahiptir ve uzun vadede tiimor biiyltimesini kontrol etme
olasilig1 daha diistiktiir. Buna karsilik, DH asilariin tiimore 6zgii efektor ve bellek T
hucrelerini indikledigi gosterilmistir. Dolayisiyla, DH-CIK kombinasyonlu asi,
efektor T hiicrelerinde potansiyel olarak daha yiiksek sitotoksik etkinlik ve 6zgiinliige
sahip olabilir ve bu da hem kisa hem de uzun vadeli antitiimor etkinligini gosterir. DH-
CIK kombinasyonlu asilar iizerine yapilan ¢aligmalar, daha giiglii antitiimor aktivitesi
ve daha az yan etki gostermistir (Lee ve dig. 2016, Cui ve dig. 2013, Liu ve dig. 2016).
Jung ve dig. (2016), bir in vivo hayvan modelinde, DH-CIK asilama tedavisinin
hepatokarsinoma tiimor hiicrelerinin tedavisi i¢in tek basina CIK veya DH agilama
tedavisinden daha etkili oldugunu gostermistir. Yakin zamanlarda, Lin ve dig. (2017)
DH-CIK tedavisinin, IV. evre meme kanseri hastalarinda hastalik progresyon riskini

azaltarak sagkalimi artirdigini bildirmislerdir.
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2.4.1.3. CIK- Immiin Kontrol Noktas1 Inhibitérleri Kombinasyonu

Immiin kontrol noktalari, immiin sistemde sinyalleri artiran veya azaltan
molekdllerdir. CTL'ler apoptozu indiikleyerek tiimor hiicresi Olimiint taniyip
tetiklediginde, antijen sunucu hiicreleri (ASH) ya da timor hucreleri ve T hicreleri
arasinda gesitli kontrol noktasi yolaklar: T hiicre aktivasyonu i¢in aktive edilir (Chen
ve Mellman. 2013, Preusser ve dig. 2015). CTL'lerin aktivasyonunu veya
inhibisyonunu diizenleyen en az iki sinyal yolagi vardir: Birinci sinyal, ASH'ler ve T
hiicre reseptorleri tarafindan sunulan peptit-MHC arasindaki baglanmadir. ikinci
sinyal, T hiicre aktivasyonunu dizenleyen kostimulatér ya da koinhibitor sinyaldir
(Driessens ve dig. 2009, Pardoll 2012). CD28, CD134/0X40, CD58, CD40L, CD80,
CD86 ve CD137 immin aktivasyonunu destekleyebilen stimalatorler iken; PD-1,
CTLA-4, lenfosit aktivasyon geni-3 (LAG-3), T hiicresi imminoglobulin ve musin
domaini-3 (TIM-3) immiin aktivasyonu baskilayan inhibitorlerdir. CTLA-4 ve PD-1,
bircok malignanside T hiicre immiin kagisinda rol oynarlar, bdylece kanser
immiinoterapileri i¢in hedef olarak tasarlanirlar (Vinay ve dig. 2015, Dai ve dig. 2016).
CIK hicrelerindeki CTLA-4 haric PD-1, éldurict hicre immunoglobulin benzeri
reseptor (KIR), TIM-3 ve LAG-3 gibi inhibitor reseptorlerin bloke edilmesi,
hematolojik malignitelere karsi antitimér potansiyelini 6nemli 6lgiide artirabilir.
Bununla birlikte, iki reseptore karsi kombine edilen inhibitorler, tek olan ile
karsilastirildiginda artmis sitotoksisite gostermemistir (Poh ve Linn 2016). Yapilan bir
calismada, PD-L1/PD-1 blokajimin gastrik ve kolorektal kanser hiicrelerine kargi CIK
sitotoksisitesini artirdigi bildirilmistir. Ayrica, mide kanserli fare modellerinde yapilan
caligmada, kontrol noktasi inhibitorleri (PD-L1/PD-1 blokaji) ile CIK hiicre kombine
tedavisinin tiimdr biiyiimesini inhibe edebildigi ve tedavi edilmeyen farelere kiyasla
sag kalma siiresini uzatabildigi ispatlanmigtir (Dai ve dig. 2016). Butun bunlar, kontrol
noktasi inhibitdrleri ile CIK hiicrelerinin kombinasyonunun kanser terapisi i¢in dnemli

bir yontem olacagini 6ne siirmektedir.
2.4.1.4. CIK-Antikor Kombinasyonu

Spesifik antikorlar1 olan tlimoérlerin immiinoterapisi, son 20 yilda en basarilt
terapotik stratejilerden biri olmustur. Antikor temelli tiimor hiicresi Oldiirme

mekanizmalari su sekildedir:
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(1) Antikor, hiicre ylizey reseptoriine dogrudan baglanabilir; tiimor hiicrelerini
hedeflemek, huicre apoptozunu induklemek ve proliferasyonu azaltmak igin ilag veya

toksin saglar.

(2) Antikor, aktive edici kompleman, antikor bagimli hiicresel sitotoksisite ve
T hiicre fonksiyonunun diizenlenmesi gibi immiin aracili 6ldiirme mekanizmalari ile

tumor hicrelerini 6ldurebilir.

(3) Antikor, vaskiilatiir reseptér antagonizmasi ya da ligand yakalamasi ile
timor anjiyogenezini diizenleyebilir (Sievers ve Senter 2013, Scott ve Wolchok 2012).
Bir¢ok calismada, antikor ile kombine CIK hiicrelerinin, sitolitik aktivitelerini

artirabildigi gosterilmistir (Pievani ve dig. 2011).

Deng ve dig. (2015), anti-CD20 monoklonal antikor (mAb) tarafindan
indiiklenen gelistirilmis CIK sitotoksisitesinin kismen mitojen aktive protein kinaz
(MAPK) ve sinyal transdiiseri ve transkripsiyon aktivatorii (STAT) sinyal yolaklariin
bilesenlerinin artan ekspresyonuna bagli oldugunu kanitlamistir. Esser ve dig. (2016),
CIK hcrelerinin anti-CD30 mAb Brentuximab Vedotin ile kombinasyon tedavisinin
CD30" lenfomada daha iyi etkinlik sagladigim ve CIK hiicrelerinin iglevini
etkilemedigini bildirmistir. Ayrica, iki farkli antijen baglanma bolgesine sahip
bispesifik antikorlar (BsAbs), CIK hicrelerinin malign timor hucreleri ile capraz
baglanma yoluyla adoptif immiinoterapi etkisini gelistirebilir (Fan ve dig. 2015).
Kanser antijen-125 (CA-125) ve insan epidermal biyume faktori reseptori-2
(Her2)'ye kars1 BsAb’ler, hem in vitro hem de in vivo modellerde birincil yumurtalik
kanserinde CIK hucrelerinin sitotoksisitesini 6nemli Olglide artirmistir. BsAb
EGFR/CD3, CIK hiicrelerinin gastrik kanser hiicrelerine karsi sitotoksik aktivitesini
artirabilir. Anti-CD3/anti-CD133 BsAb ile kombine CIK hicreleri, CD133 yuksek
pankreatik ve hepatik kanser hiicrelerine tek bagina CIK, CD3-CIK veya BsAb'den
daha gicli sitotoksisite gostermistir (Huang ve dig. 2013). Son zamanlarda, Ma ve
dig. (2015), CIK hiicrelerinin BsAb CD3 / EGFR ile kombinasyonu in vivo ve in vitro

olarak glioblastoma tiimoérlerinin biiyiimesini inhibe ettigi gdsterilmistir.

Tum bu veriler; CIK hiicreleri ile antikor kombinasyonlarmin in vitro ve in
vivo daha gii¢lii antitiimor etkinligi gosterdigini ve CIK hiicreleri i¢in yeni ve yararh

bir yontem olabilecegini diisiindiirmektedir.
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2.4.1.5. CIK-CAR Kombinasyonu

Hedef hucre tanimay1 desteklemek ve CIK hiicresinin spesifik sitotoksisitesini
gelistirmek igin, CIK hiicreleri her zaman spesifik antijene hedeflenen bir CAR ile
yapilandirilir. Karsino-embriyonik antijene (CEA) kars1 dogrudan hedeflenen CAR ile
kombine CIK hcreleri, CEA™ kolon karsinoma hucreleri ile CEA™ hucreler
karsilastirildiginda CEA™ hiicrelerine karsi giiglii aktivasyon gosterdi (Schlimper ve
dig. 2012). Oelsner ve dig. (2016), CD19 CAR ile kombine edilen CIK hiicrelerinin
antilosemik aktivitesinin énemli Ol¢lide artdigini kanitlamistir. Hombach ve dig.
(2013), tarafindan CD28- CD3zita (CD3() CAR ile kombine edilen CIK hiicrelerinin
daha giiglii sitotoksisite gosterdigini; ancak CD28-CD3(-OX40 CAR ile kombine
edilen CIK hiicrelerinin hiicre 6liimii aktivasyonunun artmasina bagli olarak daha az

antitimor etkinligi sergiledigi ispatlanmustir.

Tiim bu veriler, CAR tarafindan modifiye edilen CIK hiicrelerinin, daha giiclii
tiimor hiicresi 6ldiirme aktivitesine sahip oldugunu ve CAR i¢in uygun tasarimin, CAR
aracili CIK yamitinin bagarili bir sekilde uygulanmasi i¢in ¢ok 6nemli oldugunu

gOstermektedir.

2.4.1.6. CIK-Kemoterapi Kombinasyonu

Bir¢ok calisma, CIK/DH-CIK kombine kanser tedavisinin farkli kemoterapi
rejimleri ile kombine edildigi zaman, yalnizca kemoterapi uygulamasindan daha iyi
etkinlik gosterdigi kanitlanmistir. Wu ve dig. (2008), CIK hiicreleri ile kemoterapinin
(dosetaksel ve sisplatin) kombine olarak, ilerlemis kii¢iik hiicreli olmayan akciger
kanseri (KHDAK) hastalarina uygulandiginda progresyonsuz sagkalimi ve genel
sagkalimi (OS) anlamli olarak uzatabildigini gostermistir. Bilindigi {zere,
kemoresistans kanserlerin tedavisinde dnemli bir sorundur. ilgingtir ki, birgok caligma
CIK hucresinin kemoterapi ile kombinasyonunun immin sistemi aktive ederek
kemoterapi direncinin istesinden gelebilecegini gostermistir. Zheng (2015) ve Han
(2015), meta-analiz kullanarak KHDAK tedavisinde CIK hucreleri ile kombine
edilmis kemoterapinin etkinligini ve giivenligini analiz etmiglerdir. DH-CIK
immiinoterapisi ile kombine kemoterapinin 1 yillik OS ve hastalik kontrol oram

bakimindan daha iistiin oldugunu bulmuslardir. Biitiin bunlar ile, kombinasyon
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tedavisinin ileri evre KHDAK hastalar1 i¢in daha giivenli ve etkin oldugu ileri siirtildii
(Zheng ve dig. 2015, Han ve dig. 2015). Ayn1 sonuglar Mu ve dig. (2016)’nin mide
kanserli hastalarda yaptig1 calismalarda da bulunmustur. Ayrica, CIK/DH-CIK
terapisinden sonra mide kanseri hastalarinin immiin fonksiyonunun énemli 6l¢iide
iyilestigini kanitlayan IL-2 haricinde IFN-y ve IL-12 seviyeleri 6nemli Olcude
artmistir. Bir bagska meta-analiz, kemoterapi ile kombine edilen DH-CIK'in kolon

kanserinde 1, 2 ve 3 yillik OS’yi uzatabildigini gostermistir (Wang ve dig. 2014).

Tiim bu veriler, tek basina kemoterapinin veya CIK hiicrelerinin kullanimina
kiyasla CIK ile kemoterapi kombinasyonunun daha yiiksek antitiimor etki gosterdigini

kanitlamaktadir.

2.4.1.7. CIK-Nanotip Kombinasyonu

Nanoteknoloji ve nanotipin hizli gelisimi ile nanomateryaller, basta insan
sagligr olmak {iizere c¢esitli alanlarda uygulanmaktadir. Son yillarda, nanoteknoloji
kanser tedavisi igin birgok yeni yontem getirmistir (Liang ve dig. 2016, Ferrari 2005,
Jin ve Cui 2016). Nanometre boyutlu pargaciklar (1-100 nm); antikorlar ve membran
reseptorleri dahil olmak iizere biyomakromolekiiller ile ayni boyut araligindadir
(Sanvicens ve Marco 2008). Diisiik toksisiteli nanomateryaller, hiicresel alimi
artirarak, enzim bozulmasini 6nleyerek ve immiin hiicre fonksiyonlarin1 diizenleyerek
antijenlerin immunojenitesini gelistirmek i¢in as1 tasiyici/adjuvan madde olarak
kullanilabilmektedir (Irvine ve dig. 2015, Xu ve dig. 2016). Birgok arastirmaci;
kuantum noktalar1 (Cambi ve dig. 2007), manyetik nanopartiktller(Lim ve dig. 2008,
Cruz ve dig. 2011) ve st enerji doniisimlii nanopartikiiller (Xiang ve dig. 2015) gibi
DH temelli kanser asilarinin etkinligini artiran nano malzemelerin potansiyel
uygulamalarin1 aragtirmistir  (Park ve dig. 2013). CIK/DH-CIK hicrelerinin
nanomateryaller ile kombinasyonunun kanser imminoterapisinde buyuk bir

potansiyele sahip olabilecegi donerilmektedir (Gao ve dig. 2017).

2.5. Kanser Tedavilerinde Bitkisel Kokenli Maddelerin Kullanim

Son zamanlarda, konvansiyonel kanser terapilerinde basar1 oraninin diisiik

olmasi, ¢ogunlukla kanserin niiksetmesi ve ¢esitli yan etkilerin meydana gelmesinden
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dolayr saghikli bir besin diyeti uygulanarak destek terapisi yollar1 aranmaktadir
(Venugopal ve Liu 2012).

Besin maddelerinin bir kisminin insan saghigi iizerindeki etkileri yapilan
caligmalar ile kesin olarak saptanmistir. Bu maddeler, oksidatif siireci inhibe ettigi,
antienflamatuar ve antitiimor aktivite gosterdigi yapilan in vitro caligmalar ile
desteklenmistir (Yadav ve dig. 2009). Antitimor o6zellik gosteren, bitkilerde
kendiliginden dogal olarak olusan kemopreventif maddeler, insanlar tarafindan yaygin
bir sekilde takviye edici gida olarak kullanilmaktadir. Bu maddelerden bazilari;
katesin, likopen, soya izoflavonu, nar fenolikleri, selenyum, D vitamini, kurkumin,

silibinin ve resveratroldiir (Athar ve dig. 2007).

Cesitli bitki ve sebzelerde yiiksek miktarda bulunan antioksidan maddeler
fitokimyasal olarak adlandirilmaktadir. Meyve, sebze ve tahillarda 5000’den fazla
fitokimyasal saptanmistir. En yaygin kullanima sahip smiflandirma; polifenoller,
karotenoidler, alkoloidler, nitrojen igeren bilesikler ve organosiilfiir bilesikleri
seklindedir. Fitokimyasallarin diyete eklenmesi ile kanser ilerlemesi yavaslatilabilir ya

da durdurulabilir (Liu 2004).

Fitokimyasallar ile ilgili yapilan ¢aligmalarda, serbest radikalleri tuttugu; gen
ifadesini, hiicre farklilagmasini, onkogenleri, tiimor supresor genleri diizenledigi;
hlcre dongustinde tutuklanmay1 ve apoptozu indiikledigi; detoksifikasyon, oksidasyon
ve rediiksiyonda enzim aktivitesini diizenledigi, immiin sistemi indiikledigi, hormon
bagiml karsinogenezi diizenledigi ve antibakteriyel, antiviral etkileri gosterdikleri
bildirilmektedir (Liu 2004).

En c¢ok calisgilan flavonoid grubu fitokimyasallar, yesil ¢ayda bulunan
epigalatlar, kurkumin ve resveratrol’diir. Ornegin; yesil ¢ayda bulunan aktif
maddelerin  %50’sini olusturan epigalokatekin-3-galat (EGCG), uzun zamandir
antikanserojen ajan olarak arastiritlmaktadir. Cok sayida yapilan ¢alismalarda; EGCG
tiketimi ile oral, meme, prostat, mide, yumurtalik, 6zofagus, cilt, kolon, pankreas, basg
ve boyun kanserlerin inhibisyonu arasinda pozitif bir iligski oldugu belirtilmistir (Mak
2012).
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2.5.1. Resveratrol (RSV)

Insan popiilasyonunu etkileyen gesitli rahatsizliklara kars1 kimyasal tedavilerin
basarisizligi nedeni ile dogal iriinlerin olasi terapdtik potansiyeline olan ilgi
artmaktadir. Bu amag ile birgok potansiyel bilesik izole edilmistir ve bunlarin bazilar1
su anda klinik calismalarin farkli fazlarindadir. RSV, hakkinda 2000'den fazla
makalenin yayinlandigi bir polifenoldiir (Paul ve dig. 1999).

Resveratrol kelimesi Latince bir kelime olan “Res” kelimesinden tiiretilmistir,
“veratrum” ve “bitkiden gelen”, “ol” yapidaki alkol pargasimnin varligini gosterir
(Nonomura ve Makimoto 1963). RSV (3, 4, 5-trihidroksistilben), bilesiklerin stilben
sinifina ait bir fitoaleksindir (Langcake 1979). RSV’ nin prekirsord, fenilalanindir ve
enzim stilben sintaz, reaksiyonu Kkatalize eder. 32 cinse yayilan 70'den fazla bitki
tirinde RSV varlig: bildirilmistir (Sekil 2.9) (Nonomura ve Makimoto 1963).

Bilesik ilk olarak 1940'da akg¢dpleme (Veratrum grandifolorum O.Loes)
bitkisinin koklerinden ve Nonomura ve Makimoto (1963) tarafindan geleneksel bir
Japon ve Cin bitkisi olan Polygonum cuspidatum’un koklerinden izole edilmistir.
RSV; liziim, dut, erik, limon, kiraz, yer fistig1, findik gibi birgcok meyve tiiriinde,
cerezlerde ve okaliptus, zambak, ladin, yaban mersini ve akasya benzeri bitkilerde
yiiksek oranda bulunur (Dong 2003). Taze {iziim kabugu gram 1slak agirlik basina
yaklasik 50-100 mg resveratrol igerir ve bdylece kirmizi sarapta ve {iziim suyunda
nispeten yuksek bir resveratrol konsantrasyonu bulunur (Aggarwal ve dig. 2004,
Shishodia ve dig. 2006).
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Grapes White hellobore  Jack frult Muscadine Cranberry Ko-jo-kon
Vitis vinifora Veratrum grandiflorum Artocarpus sp Ravbinea sp Vaccinum sp Pelygonum cuspidatum

:\ ' % - .

s e
Spruce Peanut Plne Rheum :
Picea sp Arachis hypoges Pinus sylvostris  Rheum rhaponticum Vaccinium

egumes  Southern beeches Mulberry Squin Fescue grass  Bulb flower

Cassla sp Notholagus sp Morus rubra Scilla norvosa Fostuca sp Bulbophylium triste

Sekil 2.9. Resveratroliin yapisi ve kaynaklar1 (Aggarwal ve dig. 2004, Shishodia ve
dig. 20006).

2.5.1.1. Resveratrolin Yapis1 ve Turevleri

3,4 5-trihidroksi-trans-stilben kimyasal adi ile bilinen RSV’nin semboli
C1aH1203’diir. Agirhigr 228,25 g/mol olup; kaynama noktasi 253-255 °C’dir (Haneke
2012). RSV hafif sar1 renkli beyaz bir tozdur (Lin ve dig. 2007). Etanol ve
dimetilsulfoksit (DMSO) icinde ¢ok iyi ¢6zlindr, suda ise az ¢Oziiniir (Seeram ve dig.
2006). RSV’nin trans ve cis izomerleri vardir (Sekil 2.10), ayrica glikolize olmus
piseid formu (Sekil 2.11) da vardir. Resveratroliin trans formu, biyolojik aktivite

gosteren formudur (Haneke 2002).
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Sekil 2.10. Resveratroliin cis ve trans formlar1 (Haneke 2002).

RSV bitkilerde genellikle piseid (glikozitlenmis) formdadir. RSV oksidatif
parcalamada glikozitlenerek korunur (Ather ve dig. 2007). Glikolize RSV ¢ok
istikrarli ve suda eriyebilir 6zelliktedir. Boylece, gastrointestinal sistemden kolay ve
yiiksek oranda emilir. Daha sonra karacigerde trans-resveratrol-3-O-glukuronit ve

trans-resveratrol-3-O-siilfata metabolize olur (Signorelli ve Ghidoni 2005).

OH on
o)
HO O =
OH
OH

Sekil 2.11. Resveratrolun piseid formu (Anonim 2014).

Cis ve trans formlari, absorbsiyon maksimumlarina dayali olarak yiiksek
performansh sivi kromatografisi (HPLC) ile ayrilabilir. Cis formunun maksimum
dalga boyu (Amax) 280 nm ve trans formun ise 308 nm'dir. UV'ye maruz kaldiginda

trans form cis formuna donistiiriiliir, bu ylizden izolasyon genellikle karanlik
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kosullarda gergeklestirilir (Lin ve dig. 2007). Cesitli kosullar altinda yiiriitiilen birkag
calisma, trans-resveratrolin isiktan tamamen korundugunda birka¢ ay boyunca

(yiiksek pH tamponlar1 harig) stabil kaldigin1 gostermistir (Dominguez ve dig. 2001).
2.5.1.2. Resveratrolin Antikanserojenik Etkisi

Resveratrolin insanlarda meme, kolon, pankreas, mide, prostat, ovaryum,
karaciger, serviks kanseri ve melonom gibi kanser tiplerinde hiicre proliferasyonunu
baskiladig1 bilinmektedir (Athar ve dig. 2009). RSV, tumér hicrelerinde DNA
sentezinde rol oynayan bir enzim olan riboniikleotid rediiktazi inhibe ederek kanser
gelisimini engeller (Fontecave ve dig. 1998). Resveratroliin antikanserojenik etkisinin,
antioksidan aktivitesi ile iligkili oldugu goriilmektedir. Hidroksiperoksidaz, protein
kinaz C, B hiicre lenfoma-2 (Bcl-2) fosforilasyonu, nikleer faktor kappa B (NFkB),
rapamisin protein kompleksinin memeli hedefi (mTOR), matriks metalloproteinaz-9
(MMP-9), hiicre dongiisii diizenleyicileri ve siklooksijenazi inhibe ettigini gosteren
calismalar mevcuttur (Athar ve dig. 2007). Ayrica, mitojen ile MAPK ekspresyonunu
da inhibe eder (EI-Mowaf ve White 1999).

RSV, hiicre 6liim reseptdrleri yolagi (Fas/CD95)’n1 aktive ederek ve p53 ile
p21°1 diizenleyerek mitokondriye bagimli yolak ile apoptozu etkinlestirmektedir.
TNF’nin bir iiyesi olan Fas ligandlarinin aktive olmas1 hiicreyi apoptoza siirtikler
(Cucciolla ve dig. 2007). RSV, p53-bagimli bir apoptoza da neden olmaktadir. RSV
cogu kanser hiicre hatlarinda p53’iin amino terminal (N-terminal) ve karboksil
terminal (C-terminal) serin bdlgelerini fosforlamakta ve p53’tin asetilasyonunu
saglamaktadir (Fulda ve Debatin 2004, Vallianou ve dig. 2015). RSV, mitokondride
bazi yolaklarin aktiflestirilmesi ya da durdurulmasi yolu ile de hiicreyi apoptoza
sirekler. Mitokondri membraninda depolarizasyon ile bazi apoptoz yolaklari
aktiflestirilir. RSV, bcl-2 iliskili x proteini (bax), bak gibi proapoptotik proteinler ile
apoptoz proteaz aktive edici faktor-1 (Apop-1) proteinlerinin ekspresyonunu artirir,
antiapoptotik proteinler olan bcl-2 ve B hiicre lenfoma-extra large (bcl-XL) nin
ekspresyonunu azaltir. Resveratrol, apoptoz inhibe edici protein (XIAP) yardimi ile
bax’in mitokondriye tasinmasini saglayarak apoptozu uyarabilir. RSV, sitoplazma ve

mitokondride bax-XIAP arasindaki etkilesimi olusturarak bu proteinlerin
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mitokondriye tasinmalarinda ve aktive olmalarinda etkinlik gosterir (Cucciolla ve dig.

2007).

RSV, sentetik bir Ostrojen olan dietilstilbesterol ile yapisal benzerliginden
dolay1 bir fitodstrojen olarak kabul edilir. Fitodstrojenlerin tip I sinifinda yer alir.
Ayrica resveratrol, bir selektif Ostrojen modiilatorii (SERM) olarak kabul edilir.
Epidemiyolojik caligmalar, giinlik SERM alimi ile meme ve prostat gibi hormona

bagl tiimorlerin 6nlenmesi arasinda bir korelasyon oldugunu géstermektedir (Jordan
2003).

Resveratrol'un etkileri MCF-7 hiicrelerinde iyi karakterize edilir. Basly ve dig.
(2000), farkli resveratrol konsantrasyonlarini kullandilar ve resveratroliin etkisinin
yiksek doz bagimli oldugunu buldular. Diisiik konsantrasyon (1uM), 0Ostrojen
reseptérinde herhangi bir etki gdstermezken, orta konsantrasyonlar biiyiime artirici
olarak etki gosterir ve 50uM'in UGzerindeki dozlar ise sitotoksiktir. Resveratrol kaspaz
3/9, bax ve p53 ekspresyonunu indikler ve Stat3, Fosfoinositid 3-kinaz (P13K), Bcl-
2, NF«B ve aromataz vb. ekspresyonlarini asagi regule eder (Pozo ve dig. 2005, Kim
ve dig. 2004). Son zamanlarda, resveratroliin, meme kanseri hicrelerinde 6strojen
reseptor depolarmin tiikenmesi sonucu ortaya cikan serbest hiicre i¢i kalsiyum
seviyelerinin konsantrasyonunda erken bifazik bir artisa neden oldugu canli hiicre
mikroskobu yardimiyla gosterilmistir. Apoptoza, MCF-7 hucrelerinde RSV aracili
apoptozda da rol oynayan, Ca* 2 diizenleyici bir protein olan kalpain ve mitokondriyal
bagimhi bir yolak aracilik eder (Sareen ve dig. 2007). Tang ve dig. (2006),
Resveratrol'in insan meme kanseri MCF-7 ve MDA-MB-231 hucre kultlrlerinde
siklooksijenaz-2 (COX-2) proteininin niikleer birikimini indiikledigini, MAPK-1'e
bagimli bir siire¢ ve aktivator protein-1 (AP-1)'in sonunda bir p53-aracili apoptoza yol
actigimi bildirmigtir. Ayrica, RSV in vitro ortamda telomeraz aktivitesini azaltir
(Lanzilli ve dig. 2006). Osteoporoz tedavisi i¢in resveratrol potansiyelini destekleyen
bazi yeni raporlar vardir. Hormon replasman tedavisi ile birlikte uygulananlarda
esdeger kemik koruyucu etkiler sergilemektedir. Ayrica in vivo ve in vitro modellerde
meme kanseri riskinde azalma resveratroliin etkinligini desteklemektedir (Liu ve dig.
2005, Mizutani ve dig. 2000). Resveratrol'iin ¢atal basi proteinlerini (FOXO) aktive
ettigi ve bdylece postmenopozal osteoporoz i¢in tedavi edilen hastalarda kemik

koruyucu rol oynadig1 goriilmiistiir (Su ve dig. 2007).
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Yapilan birgok ¢alismada, hepatik kanserlerde resveratroliin kanser engelleyici
ozellikleri saptanmistir. HepG2 hiicre hattinda, RSV etkisi doza ve zamana baglidir ve
esas olarak G1-S gecis asamasinda hiicre dongiisii tutuklugunu indiiklemektedir (Kuo
ve dig. 2002, Stervbo ve dig. 2006). Ayrica RSV, indiklenebilir nitrik oksit sentaz
enzimi (INOS) aktivitesini artirir ve pS3 aracili apoptozu tetikler (Notas ve dig. 2006,
Gosslau ve dig. 2005). Ayrica H22 kanser hiicrelerinin biiylimesini inhibe eder (Sun
ve dig. 2002). Resveratroliin fare modellerindeki in vivo uygulamalarinda da anti-
tiimor aktivitenin yiiksek oldugu ve ratlarda karaciger transplantasyonu sonrasi

allograft sagkalimini uzattig1 bildirilmistir (Wu ve dig. 2004).
2.5.1.3. Resveratrol ve immiin Sistem

Resveratroliin, 6nemli antienflamatuar ve antioksidan aktiviteye sahip oldugu
bildirilmistir. RSV, siklooksijenaz enzimi olan COX-2 ve NFxB'in giglii bir
inhibitoriidiir. Ayn1 zamanda arasidonik asitlerin ve eikozanoidlerin metabolizmasina
yol agan yolaklara miidahale eder. Kimura ve dig. (1985), Polygonum spp'den izole
edilen resveratroliin ve diger stilbenlerin, rat periton sivisi polimorfoniikleer
I6kositlerinde (PMNL) 5-lipoksijenaz (5-LOX) ve COX drunlerini inhibe ettigini
gostermislerdir. Insan PMNL'lerinde, resveratroliin 5-LOX enflamatuar drinleri
azalttigi, lizozom ve lizozomlardan beta-glukurondazin azalmasini inhibe ettigi
saptanmistir (Rachon ve dig. 2006). RSV, enflamasyon ve immiin yanitlarda 6nemli
rol oynayan G protein-bagli reseptorlerin fonksiyonunu diizenler. Ayrica, ekstraseliiler
sinyal diizenleyici kinaz 1/2 (ERK1/2)'nin fosforilasyonunu ve formilpeptid reseptor
agonistleri tarafindan uyarilan NFkB'nin aktivasyonunu azaltigi belirtilmistir (Tao ve
dig. 2004). RSV’nin, CD8" T hiicrelerinde IFN-y ekspresyonunu artirdigi, CD4"
CD25" negatif Treg hicrelerini ve TGF-B ekspreyonunu inhibe ettigi, CIK
hiicrelerinin yiizeyinde TRAIL aktivasyon yolagini indiikledigi, DH farklilasma ve
olgunlagmasinda DH iligkili toleransi indiikledigi bildirilmistir (Hu ve dig. 2012, Lee-
Chang ve dig. 2013, Svajger ve dig. 2009, Yang ve dig. 2008).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu ¢alisma, Tekirdag Namik Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi binasinda
bulunan hematoloji laboratuvarinda yapilmustir. Tekirdag Namik Kemal Universitesi
T1p Fakiiltesi Girisimsel Olmayan Klinik Aragtirmalar Etik Kurulu’ndan 28.09.2017
tarih ve 2017/78/08/02 protokol numarali rapor ile onay alinmistir. Tekirdag Namik
Kemal Universitesi Bilimsel Arastrma Projeler Birimi (BAP) tarafindan

NKUBAP.02.YL.17.126 nolu yiiksek lisans projesi olarak desteklenmistir.

3.1. Kullanilan Materyaller ve Kimyasallar

Sinif I Biyolojik Giivenlik kabini (Biobase, Almanya)
Isik mikroskobu (Olympus, Japonya)

Invert mikroskop (Olympus, Japonya)

CO2 inkubator (Heal Force, Cin)

Sogutmali santrifiij (Eppendorf, Almanya)

Su banyosu (Nuve, Turkiye)

Vorteks (Grant- Bio, ingiltere)

Hassas terazi (Denver Instrument, ABD)

Flow sitometri cihazi (Beckman Coulter, ABD)
Multiskan GO mikroplaka okuyucu (Thermo Scientific, Finlandiya)
Sarjli pipetor (Dragon-med, Almanya)

Cesitli hacimlerde mikropipetler (Eppendorf, Almanya)
+4 °C buzdolab1 (Argelik, Tlrkiye)

-20 °C Derin dondurucu (Arcelik, Turkiye)

-80 °C Derin dondurucu (Thermo Scientific, ABD)

-196 °C Siv1 azot tanki (MVE Chart Industries, ABD)
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75 cm? hiicre kiiltiir flasklart (VWR, Kanada)

25 cm? hiicre kiiltiir flasklar: (VWR, Kanada)

96 Kuyucuklu steril plakalar (VWR, Kanada)

15 ml hacimli konik tabanli santrifiij tiipleri (Isolab, Tirkiye)

50 ml hacimli konik tabanli santrifiij tlpleri (Isolab, Turkiye)

0,5 ve 1,5 ml hacimli kapakl: tiipler (Isolab, Turkiye)

5 ml hacimli flow sitometri tupleri (Becton Dickinson Biosciences, ABD)

5, 10 ve 25 ml hacimli tek kullanimlik steril serolojik pipetler (SPL Life Sciences,
Guney Kore)

Cesitli hacimlerde (0,1-1000 pl) steril pipet uglart (Eppendorf, Almanya)
3 ml hacimli steril pastor pipetleri (Isolab, Turkiye)

0,22 pm gozenek capli filtreler (TPP, Isvigre)

Enjektorler

Thoma lami1 (Isolab, Tlrkiye)

Lamel 22x22mm (Isolab, Turkiye)

Deiyonize su (Gibco, ABD)

PBS 1X (Fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi) (Gibco, ABD)

Histopaque (Sigma Aldrich, ABD)

Tripan mavisi (Sigma Aldrich, ABD)

AIM V medyum (Gibco, ABD)

DMEM medyum (Dulbecco’'s Modified Eagle Medium) (Gibco, ABD)
Penisilin/Streptomisin (Gibco, ABD)

L-Glutamin (Gibco, ABD)

FBS (Fetal Bovin Serum) (Gibco, ABD)
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Esansiyel olmayan amino asit (100X) (Gibco, ABD)
Tripsin/EDTA % 0.25 (Gibco, ABD)

Rekombinant insan IFN-y (Invitrogen, ABD)
Rekombinant insan IL-2 (Invitrogen, ABD)

Rekombinant insan IL-4 (Invitrogen, ABD)

Rekombinant insan GM-CSF (Invitrogen, ABD)

CD3 monoklonal antikor (Thermo Fisher Scientific, ABD)
Fitohemaglutinin (Invitrogen, ABD)

MTT (3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)2,5-Difenil Tetrazolyum Bromiir) Hiicre Canlilik
Testi Kit (Invitrogen, ABD)

MACSxpress Insan NK Hiicre Izolasyon Kiti (Miltenyi Biotec, ABD)
HLA-DR (Beckman Coulter, ABD)

CD 11c monoklonal antikor (Beckman Coulter, ABD)

CD 3 monoklonal antikor (Beckman Coulter, ABD)

CD14 monoklonal antikor (Beckman Coulter, ABD)

CD 16 monoklonal antikor (Beckman Coulter, ABD)

CD 19 monoklonal antikor (Beckman Coulter, ABD)

CD 45 monoklonal antikor (Beckman Coulter, ABD)

CD 123 monoklonal antikor (Beckman Coulter, ABD)

CD 56 monoklonal antikor (Thermo Fisher Scientific, ABD)
CD 83 monoklonal antikor (Thermo Fisher Scientific, ABD)
Resveratrol (Santa Cruz, ABD)

DMSO (Dimetil siilfoksit) (Merck, ABD)

HCI (Hidroklorik asit) (Merck, ABD)
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Asetik asit (Merck, ABD)

Izopropil alkol (Necm Kimya, Tirkiye)
Steril Eldiven (Sterix, Turkiye)
3.2. Gonullu Segimi

Bu calismaya Tekirdag Namik Kemal Universitesi Arastirma ve Uygulama
Hastanesi Kan Alma birimine gelen, herhangi bir kronik hastaligi bulunmayan, 18- 65
yas arasinda olan, 5 kadin ve 5 erkek birey dahil edilmistir. Calismaya dahil edilen her
gonulliye, calisma hakkinda bilgi veren ve goniilliiniin rizasinin alindigini belgeleyen
Bilgilendirilmis Gonilli Olur Formu imzalatilmistir. Yapilan calisma, Tekirdag
Namik Kemal Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu

tarafindan 2017/78/08/02 protokol numarasi ile onaylanmistir.
3.3. Periferik Kandan Mononiikleer Hiicre izolasyonu

Bu tez galismasi siiresince periferik kan mononukleer hiicreler (PKMH) 10
goniillilden 20’ser ml alinan tam kandan elde edilmistir. Alinan kan 6rnekleri steril 50
ml’lik falkon tiipiine aktarildi. Izolasyon, standart ydntem olan yogunluk
tabakalandirma islemi ile yapildi. 50 ml’lik konik tabanl 2 adet falkon tiipe 25’er ml
Histopaque eklendi. Her bir tiipe Histopaque miktari kadar, 25 ml kan 6rnegi eklendi.
Iki stvinin birbirine karigmamasi icin kan 6rnegi konik tiipiin kenarmndan nazikce
sizdirilarak Histopaque iizerinde tabakalandirildi. Tiipler 21 °C 1600 rpm’de 20 dakika
santriflij edildi. Santrifiij sonras1 en altta eritrositleri igeren pellet, pelletin {izerinde
Histopaque tabakasi, en iistte plazma tabakasi ve Histopaque ile plazma tabakasi
arasinda mononiikleer hiicrelerin bulundugu opak interfaz tabaka goriildii (Sekil 3.1).
Bir pastor pipeti yardimi ile opak interfaz tabaka aspire edilerek baska bir konik tiip
igerisine alindi. Hiicrelerin bulundugu tiipe fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS) eklendi ve
1200 rpm’de 5 dakika boyunca santrifiij edilerek hiicreler yikandi. Santrifiijleme
sonrast slipernatant atilarak PBS ile ikinci bir yikama islemi yapildi. Son yikama
isleminden sonra hiicrelere AIM V kiltir medyumu eklenerek hiicre stispansiyonu

hazirlandi.
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Sekil 3.1. (A) Santrifiij 6ncesi ve (B) santrifiij sonrasi falkon tiipte olusan
gorinti (dizeltmeler yapilmistir) (Garcia-Salido ve dig. 2017).

3.4. Mononiikleer Hiicrelerin Sayilmasi ve Canlilik Tayini

1 mI’deki PKMH sayisin1 belirlemek i¢in hazirlanan hiicre siispansiyonundan
10 pl alinarak, 10 pl Tripan mavisi ile karistirildi ve yaklasik 2-3 dk bekletildi. Boyay1
icine almayan ve sismeyen PKMH’ler canli olarak nitelendirilerek thoma laminda 16
biiyiik kare 40x’lik objektif altinda say1ldi. Cikan say1 2 x 10*ile garpilarak izole edilen
PKMH sayisi belirlendi.

3.5. Mononukleer Hucrelerin Flow Sitometrik Analizi

Elde edilen PKMH’lerdeki DH yiizdeligini belirlemek icin PKMH’ler HLA-
DR, CD3, CDl11c, CDI14, CD19, CD45, CD56, CD123 antikorlar ile isaretlendi ve

flow sitometri cihazinda ¢ok renkli analiz yapilarak degerlendirildi.
3.6. DH Kdlturi

Elde edilen PKMH’ler, 30 ng/ml rhGM-CSF, 25 ng/ml rhiL-4, AIM V(L-
Glutamin, 10 pg/ml Gentamisin, 50 pg/ml Streptomisin iceren) medyumu igeren T75
flaskinda 37 °C %5 CO2’li ortamda inkiibe edildi. Hiicrelerin morfolojik durumu her
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gin invert mikroskop ile takip edildi. Kiiltiiriin 3.glinlinde medyumun yarisi, tim
sitokinleri icerecek sekilde tazelendi. Siipernatantdaki hiicrelerin, DH kiiltiirii sonrast
CIK hiicre kiiltiirtinde kullanilmas1 planlandig1 i¢in, medyum tazeleme islemi sirasinda
hiicre kaybedilmemesine dikkat edildi. 7 ginlik kaltr stresi sonunda, flaska
yapismayan hiicreleri igeren siipernatant kisim serolojik pipet yardimiyla toplanip 15
ml’lik konik tabanli steril bir falkona aktarildi. Adheziv olan hiicreler, bir hiicre
kaziyicis1 yardimiyla kaldirildi ve 15 ml’lik steril bir falkona aktarildi. Elde edilen
DH’ler, thoma laminda sayildi ve canlilik tayini yapildi; CD14 ve CD83 antikorlari ile

isaretlenerek flow sitometrik analiz yapildu.
3.7. CIK Hucre Kultaru

Bu ¢aligmada, CIK hiicresini indiikleyen sitokinlerin bulundugu kiiltiir ortami1
olusturulmadan 6nce CIK hcrelerinin en yiiksek oranda elde edilmesi i¢in 3 farkli

yontem uygulandi.

3.7.1. DH Kiiltiirii Sonunda Toplanan PKMH’lerden CIK Hucrelerinin
Elde Edilmesi

Bu yontemde, 50 ml kandan elde edilen PKMH’ler 6ncelikle DH kiiltiiriine
alind1 ve bir haftalik DH kiiltiir siiresinin sonunda flaskta adheziv olmayan hiicreler,
CIK hiicre kiiltiiriiniin yapilmasi i¢in toplanarak 15 ml’lik steril bir falkona aktarildi.
Hiicreler, 4°C 1700 rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Stipernatant kisim atilarak iizerine 1
ml AIM V medyumu eklendi ve hiicreler pipetaj yapilarak homojen hale getirildi. CIK
hiicre kiiltiirii i¢in hazir hale gelen hiicreler, thoma laminda sayildi, canlilig1 tespit
edildi ve CD3, CD16, CD56 antikorlari ile isaretlenerek flow sitometrik analiz ile NK
hicre yiizdeligi degerlendirildi.

3.7.2. PKMRB’ler 2 saat inkibe edildikten sonra DH ve CIK Hicre

Kiiltiiriiniin Yapilmasi

Bu yontemde, 50 ml kandan elde edilen PKMH’ler sitokin icermeyen AIM V
medyumunda 37 °C %5 CO2’li ortamda 2 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi

sonunda CIK hiicre kiiltiirii i¢in, slipernatant kisim bir serolojik pipet yardimiyla
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toplanarak 15 ml’lik steril bir falkona aktarildi. DH kiiltiirii i¢in adheziv olan hiicreler,
bir hiicre kaziyicist yardimiyla kaldirildi ve 15 ml’lik steril bir falkona aktarildi. CIK
kiiltiirti i¢in hiicreler CD3, CD16, CD56 antikorlari ile isarctlendi ve flow sitometrik
analizi yapilarak NK hicre yiizdeligi degerlendirildi.

3.7.3. MACSxpress NK Hiicre Izolasyon Kiti ile NK Hucresinin Elde
Edilmesi

Bu yontemde MACSxpress NK hiicre Izolayon kiti kullanild1 ve izolasyon
iretici firmanin talimatlaria gore yapildi. 30 ml tam kan 50 ml’lik steril bir falkon
tiipiine alindi. Manyetik boncuklari igeren tiliplin icerisine serolojik pipet ile kitte
bulunan A bileseninden 7,5 ml eklendi ve 3-4 kez pipetaj yapilarak nazikce karigtirildi.
50 ml’lik steril bir falkona kitte bulunan B bileseninden 7,5 ml eklendi ve tlizerine
manyetik boncuk ile A bileseni karisim1 eklenerek 3-4 kez pipetaj yapildi. Hazirlanan
karigim, tam kani iceren falkona aktarildi ve falkonun kapagi kapatilip 3 kez alt-Ust
yapilarak karigtirildi. Ardindan falkon, MACS rotatoruna yerlestirildi ve oda
sicakliginda 12 rpm’de 5 dk santrifiij yapildi. Santrifiijden sonra tiiplin kapag: agilarak,
tup MACSxpress manyetik ayristiriciya yerlestirildi ve 15 dk bekletildi. Manyetik
ayristirma siiresi sonunda tiip cihazdan ¢ikarilmadan serolojik pipet ile slipernatant
dikkatlice toplandi ve 50 ml’lik steril bir falkona aktarildi. Tiip 1700 rpm’de 10 dakika
santrifiij edildi ve siipernatant atildi. Pelletin {izerine 1 ml AIM V medyumu eklendi
ve hiicreler pipetaj yapilarak homojenize edildi. NK hiicre yiizdeligini degerlendirmek
i¢in hiicreler CD3, CD16, CD56 antikorlar ile isaretlendi ve flow sitometrik analiz

yapildi.
3.7.4. CIK Hucre Kiiltiir Ortaminin Hazirlanmasi

MACSxpress NK hiicre izolayon Kiti ile elde edilen NK hiicreleri; 1000 U/ml
rhiL-2, 2.5 pg/ml monoklonal anti-CD3, 25 ug/ml fitohemagglutinin, 1000 U/ml
rhIFN-y, AIM V medyumu iceren T75 flaskinda 37 °C %5 CO2’li ortamda inkiibe
edildi. Hicrelerin morfolojik durumu her gun invert mikroskop ile takip edildi.
Kultdrin 3. giiniinde medyumun yarisi, tiim sitokinleri igerecek sekilde tazelendi. 7

gunlik kultar suresi sonunda htcreler serolojik pipet yardimiyla 15 ml’lik steril bir
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falkona aktarildi. NK hicre yiizdeligini belirlemek i¢in hiicreler CD3, CD16, CD56

antikorlart ile isaretlenerek flow sitometrik analiz yapildi.
3.8. DH-CIK Ortak Hucre Kulturi

Elde edilen DH’ler ve CIK hiicreleri esit sayilarda alinarak T25 flasklarinda
400 U/ml IL-2 ve 0,5 pg/ml monoklonal anti-CD3 iceren AIM V medyumunda 37 °C
%5 CO2’li ortamda 48 saat inkiibe edildi. Ayrica kalan DH ve CIK hiicreleri, her biri
kendi uygun medyum kosullarinda T25 flasklarinda 37 °C %5 COz2’li ortamda 48 saat
inkibe edildi. Kaltur suresi sonunda flasklardaki hiicreler, hiicre kaziyicilari ile
kaldirilip toplanarak 15 ml’lik steril falkon tiiplerine aktarildi. 1700 rpm’de 10 dakika
santrifiij edildi ve silipernatant atildi. Pellet haldeki hiicreler AIM V medyumu ile
stispanse edildi. Hucreler, thoma laminda sayilarak MTT testi ig¢in uygun sayiya
getirildi. DH-CIK, DH ve CIK hiicre gruplarinin bulunduklari falkon tiiplere kendi

uygun medyum kosullarindaki sitokinler eklendi.
3.9. MCF-7 Hucre Kultaru

Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Immiinoloji Anabilim Dali’ndan temin edilen
MCF-7 hucreleri, %10 fetal bovin serum (FBS), %1 penisilin/streptomisin, 0.1 mM
esansiyel olmayan amino asit iceren DMEM medyumunda T75 flasklar1 igerisinde 37
°C %5 CO2’li ortamda inkiibe edildi. Hiicreler, %80 konfluent hale geldik¢e haftada 2

kez diizenli olarak pasaj islemi yapildi.
3.9.1. MCF-7 Hiicrelerinin Pasajlanmasi

MCF-7 hiicre hatti, flasklarda ¢ogaltilip %80 konfluent hale geldiginde pasaj
islemi uygulandi. Oncelikle flasktan medyum uzaklastirildi. Hiicreleri bulundugu
yiizeyden kaldirmak amaci ile tripsinizasyon islemi yapildi. Medyum igerisindeki
serumu flasktan uzaklagtirmak i¢in her bir flask 6 ml soguk PBS ile yikand1 ve flasktan
uzaklagtirildi. Ardindan her bir flaska 3 ml tripsin/EDTA eklenerek 3 dakika 37 °C %5
CO2’li ortamda inkiibe edildi. Flask yilizeyinden kaldirilan hiicrelere, tripsinin inaktif
hale gelmesi i¢in serumlu medyum eklendi. Bulunduklar1 flaskta siispanse hale
getirilen hiicreler topland1 ve 15 ml’lik steril falkon tiipiine aktarildi. Hiicreler, 1500

rpm’de 3 dakika santrifiij edildi ve stipernatant uzaklastirildi. Hiicreler deney planina
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gore AIM V medyumunda siispanse edildi ve thoma laminda hiicre sayimi yapilarak

MTT testi igin uygun sayiya getirildi.

3.10. Resveratroliin Hazirlanmasi

Firmadan temin edilen liyofilize haldeki RSV, DMSO icerisinde ¢ozdurulerek
100 mM stok ¢ozelti hazirlandi. Deneyde; 12,5 pM, 25 pyM ve 50 uM
konsantrasyonlarinda RSV kullanildi.

3.11. MTT (3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)2,5-Difenil Tetrazolyum Bromiir) Hucre
Canhlik Testi

MTT (3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)2,5-Difenil Tetrazolyum Bromdir) hiicre
canlilik testinde, sar1 tetrazolyum tuzlari canli hiicrelerin mitokondrilerindeki
dehidrogenaz enzimleri aracilif1 ile tetrazolyum halkasinin kirilmasi sonucu formazan
kristallerine  doniistiiriiliir. =~ Formazan  kristallerinin ~ olusturdugu  renk,
spektrofotometrik yontem ile Olciiliir ve Olgiilen absorbans degeri canli hiicrelerin
sayist ile iligkilidir. Canli hiicreler mor renk olustururken, 6lii hiicreler tetrazolyum
tuzlarimi indirgeme yeteneklerini kaybettikleri i¢in herhangi bir renk degisimi

gbzlenmez.

DH, CIK, DH-CIK, DH-CIK+12,5 uM RSV, DH-CIK+25 uM RSV, DH-
CIK+50 uM RSV, DH+12,5 uM RSV, DH+ 25 uM RSV, DH+ 50 uM RSV, CIK+12,5
uM RSV, CIK+25 uM RSV, CIK+50 uM RSV, 12,5uM RSV, 25 uM RSV, 50 uM
RSV deney gruplarinin MCF-7 hiicrelerine karst in vitro ortamda sitotoksik
aktivitelerini belirlemek igin 96 kuyucuklu steril plakada MTT hiicre canlilik testi
uygulandi. Hedef (H) hicre olarak kullanilan MCF-7, Efektor (E) hiicre olarak
kullanilan DH, CIK, DH-CIK hiicrelerinin konsantrasyonlar1 E:H oran1 50:1 olacak
sekilde ayarlandi. 5000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde hiicreler ii¢ gruba ayrildi: E-H
grubu sirastyla 100 pl efektdr ve hedef hiicrelerini igerdi; E hiicre grubu ise 100 pl
efektor hiicreleri ve AIM V kiiltiir ortamini; H hiicre grubu da 100 pl hedef hiicrelerini
ve AIM V kiiltiir ortamini igerdi. Mikroplaka 48 saat 37°C %5 CO2’li ortamda inkiibe
edildi. inkiibasyon siiresinden sonra kuyucuklardaki medyum uzaklastirilarak taze
AIM V medyumu eklendi ve MTT test kiti uygulandi. TUm kuyucuklara, kitte bulunan
MTT soliisyonundan 10 pl eklendi ve 37 °C’de 4 saat inkiibasyona birakildi. Ardindan
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her bir kuyucuga, kitte bulunan SDS-HCI soltisyonundan 100 pl eklendi ve pipetaj
yapilarak karistirildi. Mikroplaka 37 °C’de 4 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
siiresi sonunda tiim kuyucuklar pipetaj yapilarak karistirildi ve 570 nm’de optik

yogunlugu (OD) okutuldu.

Tek basina RSV uygulanan kuyucuklardaki deney gruplarinin hiicre canliligi

su formiil ile hesaplandi:

Hiicre canliligi (%) = (ODtest kuyucugu / ODkontrol) X %100

Tek basina RSV uygulanan gruplarin disindaki deney gruplarinin sitotoksik

aktivitesi ise su formiil ile hesaplandi:

Sitotoksik aktivite (SA) (%) = [1-(ODe.+-ODE)/OD4] x %100

Kombine edilen deney gruplarinda (DH-CIK, DH-CIK+12,5 uM RSV, DH
CIK+25 puM RSV, DH-CIK+50 puM RSYV) ilgili hicrelerin kombinasyondaki

etkinliklerinin % oranlar1 su formiiller ile hesaplandi:

DH-CIK kombinasyonundaki DH’nin sitotoksik aktivitesi (%) =
(SAkombinasyon X SAtek DH) / ( SAtek DH + SAtek CIK)

XuM (12,5 uM, 25 uM, 50 uM) RSV+DH-CIK kombinasyonundaki
DH’nin sitotoksik aktivitesi (%) =

[(SAkombinasyon_ SAX uM RSV) X SADH—CIK kombinasyonundaki DH] / SADH—CIK

Kombinasyonlardaki CIK hucresinin sitotoksik aktivitesi (%) =

SAkombinasyon - (SAkombinasyondaki DH+ SAX M RSV)
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4. BULGULAR

4.1. Periferik Kandan Izole Edilen Mononiikleer Hiicrelerin Flow Sitometrik
Analizi

DH’ler HLA-DR", CD3", CD19", CD56" ve CD14" bolgelerde yer alir. CD11c* ve
CD123 bolgesinde kalan hiicreler miyeloid DH’lerdir. CD11c ve CD123" alanda
kalan hiicreler ise plazmasitoid DH’lerdir. Verilere gore, izole edilen PKMH’lerde
miyeloid DH’ler %0,33, plazmasitoid DH’ler %0,02 oraninda bulunmustur (Sekil 4.1).
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1000+ 3 100 . — L
e s | 1
L] &0 Ly
5 = %
= = o
a @ &
0 0 ]
200 00
g - T T T g T T T HH ] T
il i 1 10 1P i 1P 1w bl i i k1
CD45K0 HLADRPB CD3FITC
[C] CHFECD / CD14PE [F] CCHAePCT J CDAZ23A700
10 1w
E -+ L=+
107 wdM: 0.02%, 1.[82%

CD14PE

CD123A700
E
|

n: 0.33%, 22.60%
A" w ' i P T 0 i 0
CO19ECD CD11ePCT

Sekil 4.1. DH kulturt éncesi PKMH’lerdeki DH’lerin flow sitometrik analizi.
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4.2. DH’lerin Ozelliklerinin Belirlenmesi
4.2.1. DH’lerin Morfolojisinin incelenmesi

DH kualtarinin 7. gininde htcrelerin flasklarda bir¢ok sitoplazmik ¢ikinti

olusturarak tipik DH morfolojisine sahip olduklar1 goriilmistiir (Sekil 4.2A).
4.2.2. DH’lerin Canlilik ve Hiicre Sayiminin Yapilmasi

Elde edilen DH’ler Tripan mavisi ile boyanarak thoma laminda canlilik tayini

ve hiicre sayimi yapilmistir (Sekil 4.2B).

Sekil 4.2. (A) Kdltir sonunda DH’lerin invert mikroskoptaki goriintiisii (20x
blyutme), (B) Kiiltiir sonunda DH’lerin thoma lamindaki goriintiisii (40x
biyltme).

4.2.3. DH’lerin Iimmiinofenotipinin Belirlenmesi

CD14  CD83" holgede yer alan matiir DH’ler yapilan flow sitometrik analiz ile
%19,13 oraninda bulunmustur (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Kiiltiir sonrasinda DH’lerin flow sitometrik analizi.

4.3. CIK Hucrelerin Ozelliklerinin Belirlenmesi
4.3.1. CIK Hiicrelerinin Morfolojisinin incelenmesi

Kltdr stresince morfolojileri takip edilen CIK hicrelerinin, 7 gunluk kalttr

stiresi sonunda diizensiz koloniler olusturduklar1 goriilmiistiir (Sekil 4.4A).

4.3.2. CIK Hucrelerinin Canhilik ve Hiicre Sayiminin Yapilmasi

Elde edilen CIK hiicreleri Tripan mavisi ile boyanarak thoma laminda canlilik
tayini ve hiicre sayimi yapilmistir (Sekil 4.4B).
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Sekil 4.4. (A) Kiltdr sonunda CIK htcrelerinin invert mikroskoptaki goruntusi (20x
biylitme), (B) Kultir sonunda CIK hicrelerinin thoma lamindaki

gorintisu (40x blydtme).

4.3.3. CIK Hiicrelerinin Immiinofenotipinin Belirlenmesi

NK hiicreleri CD3", CD16%, CD56" bdlgede yer alirlar. DH kiiltiirii sonrasinda
toplanan PKMH’lerinde NK hcrelerinin oran1 % 3.21 (Sekil 4.5), PKMH’ler 2 saat
inklbe edildikten sonra CIK hucre kulttrt igin NK hiicrelerinin oran1 % 2.14 ( Sekil
4.6), MACSxpress NK huicre izolasyon kiti ile elde edilen huicrelerin orani ise % 4.56
(Sekil 4.7) olarak bulunmustur. MACSxpress NK hiicre izolasyon Kkiti ile elde edilen
hicreler ilgili sitokinler ile indUklendikten sonra, prolifere olan hicrelerin NK hiicre

oran1 flow sitometrik analiz ile % 8.24 olarak bulunmustur (Sekil 4.8).
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Sekil 4.5. CIK hticre kilttra icin DH kiiltiirii sonrasinda toplanan PKMH’lerinin flow

sitometrik analizi.
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Sekil 4.6. CIK hcre kaltard icin PKMH’ler 2 saat inkiibe edildikten sonra hiicrelerin
flow sitometrik analizi.
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Sekil 4.7. CIK hiicre kulturd icin MACSxpress NK hiicre izolasyon Kiti ile elde edilen

hicrelerin flow sitometrik analizi.
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Sekil 4.8. Kultir stresi sonunda prolifere olan CIK hucrelerinin flow sitometrik

analizi.
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4.4. DH-CIK Hiicrelerinin Ozelliklerinin Belirlenmesi

Kltir suresi sonunda DH-CIK hiicreleri; yuvarlak, ¢esitli biiytikliiklerde ve
kiimelesmis yapida goriilmiistir (Sekil 4.9A). DH-CIK hicreleri Tripan mavisi ile

boyanarak thoma laminda canlilik tayini ve hiicre sayimi yapilmistir (Sekil 4.9B).

A : ‘B
- -
\ - >
\.
‘; o o o
X _ | 2

Sekil 4.9. (A) Kulttr sonunda DH-CIK hiicrelerinin invert mikroskoptaki gorintusi
(40x buyutme), (B) Kiltur sonunda DH-CIK hiicrelerinin thoma lamindaki
goruntisi (40x buyitme).

4.5. MCF-7 Hucrelerinin Ozelliklerinin Belirlenmesi

Kiiltiirti yapilan MCF-7 hiicrelerinin invert mikroskobundaki goriintiisii sekil
4.10A’da gosterilmistir. MCF-7 hucreleri, MTT testinde kullanilmadan 6nce Tripan

mavisi ile boyanarak thoma laminda canlilik tayini ve hiicre sayimi yapilmistir (Sekil
4.10B).

E !

e LB

Sekil 4.10. (A) MCF-7 hicrelerinin invert mikroskoptaki gorintisi (20x blydtme),
(B) MCF-7 hiicrelerinin thoma lamindaki goriintisu (40x blyutme).
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4.6. MTT Hiicre Canhlik Testinin Sonuglari

Canli1 hiicreler tetrazolyum tuzlarini formazan kristallerine dontistlirdiikleri igin
mor renk alirken, 6lii hiicreler bu yeteneklerini kaybettiklerinden dolay1 renk degisimi
gostermezler. Bu renk degisimlerine gore spektrofotometre ile optik yogunluklari
(OD) ol¢ulmiistiir. MTT hiicre canlilik testi kurulumu tablo 4.1’de ve MTT analizi
sonucunda mikroplakada olusan goriintii sekil 4.11°de gosterilmistir.

Tablo 4.1. MTT hiicre canlilik testi kurulumunun tablo olarak gosterimi.

1 2 3 4 3 6 7 g
A | Sadece MCF-7 DH-CIKE | DH-CIK DH-CIE DH-CIE DH-CIE DH-CIE
medyum | +hedyum [ +12.3 +25 pd +50 phd +125phd | +25 pid +50 p
{(kontrol) | pM RSV | RSV ESV E5W ESV ESV
+MCF-7 | +MCF-7 +MCF-7 +Medvum | +Medvum | +Medvum

E | DHCIK | DHCIEK
+MCF-7 | +hedvum

C | DH DH DH DH DH DH
+12.5 +25 pid +50 pid +12.3 pdd | +25 pd +50 pid
pMREV | B8V B8V B8V B8V B8V
+MCF-7 | +MCF-7 +MCF-7 | +Medvum | +Medyum +Medvum
D | CIK CIK CIK CIK CIK CIK
+12.5 +25 pid +50 pid +12.5 pdd | +25 pd +50 pid
pMREV | RSV B8V B8V ESWV E8W
+MCF-7 | +MCF-7 +MCF-7 [ +Medyum | +Medvum +Medyum
E | DH DH
+MCF-7 | +Mhedyum
F | CIK CIK

+MCF-7 | +Medyum

G | S0pM | 25 pM 12,3 M
RSV RSV RSV

+MCF-7 | +WCF-7 +MCFE-7

¥

v
i

Q @m m g O w »

Sekil 4.11. MTT analizi sonucunda mikroplakada olusan géruntd.
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Cihazin okudugu degerler, gerekli hesaplamalar yapilarak immin htcreleri
iceren deney gruplarinin MCF-7 hiicrelerine karsi sitotoksik aktivite % oranlari
belirlenmistir. Bu deney gruplarina ait etkinlik sonuglar tablo 4.2°de ayrintili sekilde
verilmistir. MCF-7 hiicrelerine karsi tek basina RSV uygulanan deney gruplarinin
hiicre canlilik % oranlar1 belirlenmis ve sonuglar tablo 4.3’de ayrintili sekilde

verilmigtir.

Tablo 4.2. Immiin hiicreleri igeren deney gruplarinin, MCF-7 hiicrelerine kars

sitotoksik aktivite degerleri.

Deney Gruplari Etkinlik Yuzdesi
DH %165
CIK %150
DH-CIK %326
DH-CIK+12,5 uM RSV %416
DH-CIK+25 uM RSV %228
DH-CIK+50 uM RSV %103
DH+12,5 uM RSV %286
DH+25 uM RSV %169
DH+50 uM RSV %141
CIK+12,5 uM RSV %171
CIK+25 uM RSV %156
CIK+50 uM RSV %155

Tablo 4.3. MCF-7 hiicrelerine karsi tek basina RSV uygulanan deney gruplarinin

hiicre canlilik ve sitotoksik aktivite degerleri.

Deney Gruplar1 MCF-7 Hiicre Canlilik Sitotoksik Aktivite
Yizdesi Yizdesi
12,5 uM RSV %63 %37
25 uM RSV %41 %59
50 uM RSV %38 %62

DH-CIK ve 12,5 uM, 25 uM, 50 pM konsantrasyonlarindaki RSV ile kombine
edilen DH-CIK hiicrelerinin etkinlik degerlerinde, ilgili hiicrelerin ve RSV’nin

kombinasyona katkilarinin % oranlar1 Sekil 4.12°de ayrintili sekilde verilmistir.
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Sekil 4.12. Kombine
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B Kombinasyonun etkinlik ylzdesi
H DH'lerin kombinasyondaki etkinlik ytzdesi
B CIK hicrelerinin kombinasyondaki etkinlik yiizdesi

416

199 228

180

89 103

80 62
37 59
22 19

DH-CIK+12,5 pM RSV DH-CIK+25 pM RSV DH-CIK+50 pM RSV

edilen deney gruplarinda ilgili hiicrelerin ve RSV’nin

kombinasyona katkilarinin % oranlart.
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5. TARTISMA

Gunumuzde konvensiyonel kanser tedavileri diginda, bireye spesifik ve etkili
bir yontem olarak immiinoterapi uygulanmakta ve gelistirmek icin aragtirmalar
yapilmaktadir. Kanser imminoterapisinin hedefi, timér hicrelerini tanimlamak ve
imha etmek veya timor bidylmesini kontrol altina almak icin, tumor hicre
antijenlerine karsi immun cevap olusturmaktir. Bu amag ile gelistirilen bazi terapi

yaklasimlart mevcuttur.

Bu yaklasimlar icerisinde, bilim insanlar1 DH araciligiyla lenfositlerin timaor
antijenlerine kars1 etkili bir sekilde indiiklenmesi esasina dayali immunoterapi tizerine
odaklanmistir (Lombardi ve Yanira 2009). DH’ler immun sistemi regule etme ve
sayilar1 diisiik olsalar dahi aktif halde iken antijenlere karsi yiksek oranda immin
yaniti olusturabilme Kkabiliyetleri sayesinde, gunimize kadar kanser ve kronik
hastaliklarin tedavisi gibi cesitli klinik uygulamalarda gtvenli olarak kullanilmigtir
(Steinman ve Banchereau 2007). DH’lerin terapétik yaklagimlardaki etkin
potansiyellerine ragmen, bugiine kadar yapilmis ¢ogu klinik ¢alismalar yetersiz
kalmistir (Giilen ve dig. 2010).

Baska bir yaklasim da, son on yildir klinikte basari ile uygulanan CIK hiicre
tedavisidir. Bu hiicreler, kanser hiicrelerine kars1 yiiksek sitotoksisite gosterdikleri ve
klinik tedavide giivenli bir sekilde uygulandigi yapilan g¢alismalarda bildirilmistir
(Thanendrarajan ve dig. 2012, Jakel ve Schmidt-Wolf 2014).

Son yillarda yapilan aragtirmalarda, DH-CIK kombine tedavisi Uzerine
odaklanilmis, kanser terapisi igin etkili bir immiin terapotik strateji sagladigi
kanitlanmistir (Mu ve dig. 2016, Wei ve dig. 2015, Li ve dig. 2005). CIK hucreleri
DH’ler ile birlikte kiiltiire edildigi zaman; CIK hiicrelerinin sitotoksisitesinin belirgin
bir sekilde arttigi ve IL-2, IFN-y, IL-12 ve TNF-a gibi sitokinlerin seviyelerinin
yukseldigi bildirilmistir (Wei ve dig. 2015, Zhou ve dig. 2016). Ayrica, CIK hiicreleri
ile birlikte kultirlenen DH'ler, TGF-B ve IL-10'un yanisira, CIK hiicrelerinin
aktivasyonunu baskilayan CD4" CD25" Treg’ler gibi negatif diizenleyici faktorlerin
ekspresyonunu asagi regiile ettigi bildirilmistir (Mu ve dig. 2016, Li ve dig. 2005).
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CIK hiicreleri dogrudan tiimér hiicrelerini 6ldiirebilme yetenegine ragmen kisa
streli antikanser etkinligine sahiptir ve uzun vadede tiimor biiyiimesini kontrol etme
olasiligr daha dusiiktiir. DH’ler ise timore 6zgl efektdr ve bellek T hicrelerini
indiikleyebildikleri i¢in uzun vadeli antikanser etkinligine sahiptir. Dolayisiyla, DH-
CIK kombine as1, efektdr T hiicrelerinde potansiyel olarak daha ylksek sitotoksik
etkinlik ve 6zgilinliige sahip olabilir, bu da hem kisa hem de uzun vadeli antitimor
etkinlige neden olur. Yapilan ¢alismalarda DH-CIK kombinasyonunun tek basina DH
veya CIK tedavilerinden daha etkin ve daha az yan etki gosterdigi belirtilmistir (Lee
ve dig. 2016, Cui ve dig. 2013, Liu ve dig. 2016, Jung ve dig. 2016). Ayrica, Lin ve
dig. (2017) yaptiklar1 ¢alismada, DH-CIK kombine tedavinin ileri evre meme
kanserinde sagkalim siiresini uzattigini bildirmislerdir. Calismamizin sonucunda, tek
basina DH etkinliginin % 165, tek basina CIK hiicre etkinliginin % 150 ve DH-CIK
kombinasyonun etkinligi ise % 326 oraninda bulunarak bu bilgileri destekleyen veriler

saptanmistir.

Tez calisgmamizda daha 6nceki arastirmalar ile etkinligi desteklenen DH-CIK
kombinasyonunun, bitkisel kokenli bir adjuvan olan resveratroliin farkli dozlar ile
indlklenerek etkinliginin artirllmasi amaglanmistir.  Ayrica, yapilan literatiir
taramasinda CIK hiicre kiiltiirliniin hazirlanmasi ile ilgili ¢esitli metotlar oldugu
belirlenmis ve CIK hicrelerini en verimli sekilde elde edebilmek icin ¢ farkli
yontemin kiyaslanmasi amaglanmistir. DH kiiltiirii  sonlandiktan sonra kalan
PKMH’lerden CIK hiicrelerinin elde edilmesi, PKIMH’leri 2 saat inkiibe ettikten sonra
adheziv olan hicrelerden DH adheziv olmayan hiicrelerden ise CIK hticrelerinin elde
edilmesi ve MACSxpress NK hicre izolasyon kiti ile CIK hiicrelerinin elde edilmesi
yontemleri karsilastirilmistir. Bu yontemler flow sitometrik olarak NK hiicre
oranlarina gore degerlendirilmistir. NK hiicreleri, islem gormemis normal insan
periferik kaninin % 0.1-0.2’sini olusturan 16kositlerde yaklasik % 2 oraninda bulunur
(Stem Cell Technologies 2018, Invitrogen 2018). Literatirde; DH kulturd
sonlandiktan sonra kalan PKMH’lerden CIK hiicrelerinin elde edildigi yontemde
kaltar stresi sonunda NK hiicre oran1 % 9 (Lin ve dig. 2017), PKMH’leri 2 saat inkiibe
ettikten sonra adheziv olan hiicrelerden DH adheziv olmayan hicrelerden ise CIK
hicrelerinin elde edildigi yontemde kiiltir sonunda NK hiicre oram1 % 20,
MACSxpress NK huicre izolasyon kiti ile % 80 (Novus Biologicals 2018) oraninda NK
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hiicreleri elde edildigi belirtilmistir. Literatirde, ¢calisilan kanin iglem gormesi ile ilgili
detayli bilgi verilmemistir. Flow sitometrik analiz sonuglarimiza gore, bu
yontemlerden elde edilen NK hiicre oranlar1 sirasiyla % 3.21, % 2.14 ve % 4,56’dr.
Sonuglar degerlendirildiginde, MACSxpress NK hiicre izolasyon Kiti ile daha yiksek
oranda CIK hicrelerinin elde edildigi tespit edilmistir.

Uzim, dut, gibi bircok meyve tiriinde; cerezlerde, yaban mersini ve akasya
benzeri bitkilerde ylksek oranda bulunan resveratroliin, insanlarda ¢esitli kanser
tiplerinde yiiksek antikanser etkinlige sahip oldugu bildirilmistir (Dong 2003, Athar
ve dig. 2009). Basly ve dig. (2000), in vitro MCF-7 hiicre kanser hattinda 0,1- 50 uM
doz araliginda RSV’nin sitotoksik aktivitesini arastirmiglardir. Sonucta; 0,1-1 pM
diisiik doz RSV nin etki gostermedigi, 25 uM orta doz RSV nin MCF-7 kanser hiicre
hattinin proliferasyonunu azalttigi ve RSV nin en yiiksek sitotoksik aktivite gosterdigi

dozun ise 50 UM oldugunu ileri stirmiislerdir.

Karabekir ve dig. (2017), 10-250 uM doz araliginda RSV’nin MCF-7 hcre
hattinda antitiimoral etkisini arastirmiglardir. RSV nin artan konsantrasyonu ile dogru
orantili olarak hiicre yogunlugunun kontrol grubuna gore azaldigini ileri stirmiiglerdir.
Sitotoksik doz; 12. saatte 250-500 uM arasinda, 24. Saatte 100-250 uM arasinda, 48.
saatte ise 100 uM olarak belirlenmistir.

Calismamizin MTT analizi sonucunda; bu ¢alismalar ile benzer veriler elde
edilmig, MCF-7 hicre canliligi 12,5 uM RSV’de %63, 25 UM RSV’de %41 ve 50 uM
RSV’de ise %38 oraninda oldugu tespit edilmistir. 50 UM RSV nin diger dozlara gore
MCF-7 hiicrelerine kars1 daha etkili oldugu goriilmektedir.

Svajger ve dig. (2009), matiir DH’lerin T hiicrelerine yanit vermede
proliferasyonu indiiklemek icin kayda deger bir kapasiteye sahip olmasindan dolay1
DH’lerde farklilasma ve olgunlagsma esnasinda 3-50 pM doz araliginda resveratroliin
etkilerini arastirmislardir. Calismanin sonucunda, RSV ile indiklenen DH'lerin,
kontrollerle karsilastirildiginda allojenik CD4" T hiicrelerini uyarma yeteneginde
dozun artigina bagli bir azalma olmustur. 50 uM RSV ile muamele edilen DH’lerin,
kontrollere kiyasla T hiicrelerine yanit vermede proliferasyonu dort kat daha az

uyarabildigi saptanmistir. Yiksek dozda CD4* CD25" negatif Treg hiicrelerinin inhibe
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oldugu, 3-12,5 pM diisiik doz resveratrol uygulandiginda IL-10 iiretiminin azaldig1 ve

IL-12 iiretiminin arttig1 bildirilmistir.

Kim ve dig. (2004) fareler ilizerinde yaptiklari c¢alismada, resveratrol ile
indiklenen DH’lerin, mannoz reseptdr aracili endositoz yoluyla antijen yakalamada
yiiksek derecede verimli oldugunu bildirmiglerdir. Calismanin sonucunda, >20 pM
RSV dozlarmin DH’ler i¢in toksik oldugu ve < 10 uM RSV dozlarinin ise etkili
oldugunu belirtmislerdir. Ayrica diisiik doz RSV nin IL-10 seviyesini azalttig1 ve IL-
12 seviyesini artirdi@i saptanmustir. Bu sonuclar, resveratroliin immunsupresif
Ozelliklerini gostermekte; kronik immiin ve/veya enflamatuar hastaliklarin kontrol

edilmesinde terapdtik olarak faydali olabilecegini diisiindiirmektedir.

MTT analizi sonuglarimiza gore; Svajger ve dig. (2009) ve Kim ve dig.
(2004)’nin yaptiklart ¢alismalarin bulgularina benzer olarak 12,5 puM RSV+DH
kombinasyonunun etkinligi %286, 25 pM RSV+DH kombinasyonunun etkinligi
%169 ve 50 pM RSV+DH kombinasyonun etkinligi %141 olarak saptanmistir.
Sonuglarimiz degerlendirildiginde, tek basina DH etkinligine (% 165) gore diisiik doz
RSV’nin DH etkinligini artirdigi, dozun artisina bagl olarak etkinligin azaldigi

belirlenmistir.

Yang ve dig. (2008) 25-75 uM doz araliginda RSV’yi farelere uyguladiklar
calismada, kontrol grubuna gore resveratroliin dozunun artis1 ile immun sistemin
negatif diizenleyicileri olan CD4* CD25* Treg hiicrelerini inhibe ettigi ve CD8" T
hucrelerinde IFN-y ekspresyonunu artirdigint rapor etmislerdir. RSV’nin en etkin
dozunun 75 uM oldugunu bildirmislerdir. Béylece resveratroliin as1 temelli kanser

tedavisinde adjuvan olarak kullanilabilecegi desteklenmistir.

Lee-Chang ve dig. (2013) yaptiklari ¢alismada; 1,6- 25 uM doz araliginda RSV
uygulamig, immdn hicreler icin sitotoksik olmayan diisiik dozlardaki RSV’nin
farelerde meme kanseri metastazin1 etkili bir sekilde Onleyebilecegini ileri
stirmiislerdir. Ayrica RSV’nin, TGF- ekspreyonunu ve negatif Treg hiicrelerinin
fonksiyonunu ve Uretimini de inhibe ettigini rapor etmislerdir. Sonug olarak diisiik
doz resveratroliin kanser kagisini tesvik eden Tregleri kontrol ederek kanser tedavisine

fayda saglayabilecegi onerilmektedir.
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Yang ve dig. (2008)’nin yaptig1 ¢alisma sonuglart yliksek doz RSV kullanimini
desteklerken, Lee-Chang ve dig. (2013)’nin yaptig1 ¢alisma sonuglari diisikk doz RSV
kullaniminm1 desteklemektedir. MTT analizi sonuglarimiza gore; tek basina DH veya
CIK ya da DH-CIK kombinasyonuna uygulanan diisiik doz RSV ’nin etkinligi artirdigi,
dozun artis1 ile etkinligin azaldigi ve tek basina RSV uygulandigi zaman dozun

artmastyla etkinligin arttig1 belirlenmistir.

Gao ve dig. (2003), 6,25-50 UM doz aralifinda RSV’nin fare dalak
hiicrelerindeki lenfosit proliferasyonunu arastirdiklari ¢alismada; 25-50 uM RSV’nin
mitojen, sitokin ve alloantijen kaynakli splenik lenfositlerin proliferasyonunu énemli
Olcide inhibe ettigini, 6,25 veya 12,5 uM RSV’de ise anlamli olarak arttigini

gostermislerdir.

Feng ve dig. (2002) farelere 3,12-50 uM doz araliginda RSV uyguladiklari
calismada, diisiik doz RSV nin IL-2, IL-12, IFN-y Uretimini artirdigi, 25 uM ve lizeri
konsantrasyonlardaki RSV’nin ise lenfosit proliferasyonunu ve proinflamatuar

sitokinlerin tiretimini inhibe ettigini saptamiglardir.

Lu ve Chen (2010) tarafindan, HepG2 gibi solid tiimérlere kars1 12,5 uM RSV

ile indiiklenen NK hiicrelerinin antikanser etkinligini artirdig1 bildirilmistir.

Hu ve dig. (2012), RSV’nin 25-100 uM doz araliginda CIK hiicre yiizeyinde
apoptuzu indtkleyen ligand (TRAIL) reseptorlerine etkilerini arastirmislar ve 25 uM
resveratroliin TRAIL aktivasyon yolagini indiikledigini saptamiglardir. Bu sonuglar
CIK hcreleri ile kombine edilen resveratrolin, reziduel 16semi kok hiicrelerini yok

etmek i¢in yeni ve etkili immiinoterapi stratejisi olabilecegini desteklemektedir.

Hem NK hem de T lenfosit 6zelligi gosteren CIK hiicrelerine yonelik yapilan
bu calismalar ile ¢alismamizin verileri benzer sonuglar i¢cermektedir. MTT analizi
sonuglarimizda, 12,5 pM RSV+CIK kombinasyonunun etkinligi % 171, 25 pM
RSV+CIK kombinasyonunun etkinligi % 156 ve 50 pM RSV+CIK kombinasyonun
etkinligi % 155 olarak saptanmistir. Verilerimize gore, tek basina CIK hiicre etkinligi
(% 150) ile karsilagtirildiginda 12,5 M diisiik doz RSV’nin CIK hiicre etkinligini

artirdig1, dozun artigina bagh olarak etkinligin azaldig belirlenmistir.
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Ozet olarak, flow sitometrik sonuclarimiza gore CIK hiicrelerinin en yiiksek
oranda MACSxpress NK hiicre izolasyon kiti ile elde edilebildigi, DH-CIK
kombinasyon etkinliginin (% 326) tek basina DH (% 165) veya CIK (% 150)
tedavisine gore daha yiiksek oldugu, 12,5 uM diisiik doz RSV’ nin hem tek basina DH
(% 286) hem de tek bagina CIK (% 171) etkinligini artirdigi, RSV’ nin CIK hiicrelerine
gore DH’lerin etkinligini daha ¢ok artirdigi, DH-CIK kombinasyonunun etkinligine
gore 12,5 uM RSV’nin DH-CIK kombinasyonunun etkinligini (% 416) artirdigi,
tekbasina 50 uM yiksek doz RSV’nin diger dozlara gore MCF-7 kanser hiicre hattina
kars1 daha yiiksek sitotoksisite gosterdigi saptanmuistir.

Yapilan ¢alismalarda RSV’nin DH ve CIK hiicreleri iizerindeki kanitlanmis
etkileri ve elde ettigimiz veriler géz oniinde bulunduruldugunda, bu tez ¢alismasinin

etkin bir DH-CIK kombine as1 model aday1 olabilecegini diisinmekteyiz.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamiz, kanser immunoterapisinde kullanilan DH-CIK kombine asilarin
etkinligini artirmak icin diisik doz uygulanan resveratrolin iyi bir adjuvan
olabilecegini gostermektedir. Yine bu c¢alisma, denenen ti¢ farkli yontem icerisinden
MACSxpress NK hucre izolasyon kiti ile daha ylksek oranda CIK hicrelerinin elde
edilebilecegini gostermektedir. Bunlarin sonucunda, resveratrol ile indiiklenen DH-
CIK kombine asilar, muhtemel kanser tedavi alternatiflerinin arasinda yer

alabilecegini diisiindiirmektedir.

Daha ileriki ¢aligmalarda degisik hiicre hatlar1 iizerine bu kombinasyonun
etkinliginin arastirilmas1 diisiiniilmektedir. Ayrica hayvan modelleri Uzerinde
yapilacak caligmalarda in vivo etkinliginin gosterilmesi ve bu kombinasyonun
uygulanabilecek guvenli bir terapotik asi modeli oldugunu ortaya koymasi

beklenmektedir.
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Sorumlu Arastirmaci: Do¢. Dr. Dumrul GULEN

Arastirmanin Amaci: Bireylerin kan 6rneklerinden belirli bagisiklik hiicrelerinin elde
edilmesi ile gelecekte kanser tedavisinde kullanilabilecek kisiye 6zgii as1 elde edilmesinin ilk
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saklamaniz igin verilecektir.

Alternatif Tedavi veya Girisimler: -

Arastirma Sirasinda Karsilasilabilecek Riskler: -

Arastirma ilacinin Olas1 Yan Etkileri: -

Arastirma Siiresince 24 Saat Ulasilabilecek Kisi Ad1/ Soyadi / Telefonu:

Dog. Dr. Dumrul GULEN 05XX XXX XX XX




79

Bu aragtirmaya katilmaniz tamamen gizli tutulacaktir. Sizin arastirmaya katilmaniza
iliskin bilgisi olan tek kisi doktorunuz olacaktir. Doktorunuza verdiginiz bilgiler kadar klinik
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