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Onsoz

Yiiksek lisans siirecimin bagladig1 giinden bu yana, kanser ve kanser kok hiicrelerine
olan ilgimi ve bu alanda c¢alismaktan keyif aldigimi fark eden degerli hocam,
danismanim Prof. Dr. Giilperi Oktem ile uzun, yorucu ancak bir o kadar da yeni
bilgilerin 1s1831inda heyecan ve heves dolu bir yola basladik. Giiniimiizde en sik
rastlanan ve Oliim sebeplerinin baginda gelen kanser, bir¢ok aragtirmacinin oldugu
gibi bizim de odak noktamiz oldu. Bir molekiiler biyolog olarak hiicrenin
mekanizmasindaki diizen ve sisteme olan hayranlifim, kanser hiicresini arastirmakla
artt1. Bunun lizerine bu hiicrelerin en temeli olan tiim hiicre ve dokular1 olusturan kok
hiicrelere merak duymaya basladim. Bu yolda degerli danismanim ve laboratuvar
ekibimiz ile derin arastirmalar yapmak, yeni bilgiler 6grenmek yiiksek lisansin bana
en biiyiik katkisidir. Bu tez siiresi boyunca cagimizin hastaligi olan kanser ic¢in
yapilan ¢alismalara, yeni tedavi yontemi ile katkida bulunabilmis olmak beni onore

ve motive etmistir.

[zmir, 06.05.2019 Selen Gengsoy
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Ozet

Kanser Kok Hiicrelerinde Deaminonoraminik Asit Monoklonal Antikorunun

Sitotoksik Etkilerinin incelenmesi

Amacg: Kanser, 0liimle sonuglanan hastaliklarin basinda gelmektedir. Bu sebeple
kanser tedavisi ¢alismalar1 oldukg¢a artmistir. Kanser hiicrelerinin yok edilmesi kadar
kanser kok hiicrelerin de hedeflenmesi kanserin sonraki yillarda tekrarlamasinin
Ontline gecilmesi agisindan dnemlidir. Kemoterapi ve radyoterapi gibi klasik kanser
tedavileri yerine, hedefe spesifik olan monoklonal antikorlar ile tedavi olduk¢a 6nem
kazanmistir. Monoklonal antikor tedavilerinin kanser hiicresi lizerinde var olan temel
etki mekanizmalari; komplemana bagli sitotoksisite (KBS), antikora bagli hiicresel
sitotoksisite (ABHS), anjiyogenez ve hiicre ¢ogalmasini uyaran sinyal yolaklarindaki
inhibisyondur. Deaminonéraminik asit, sialik asit ailesinin bir tiiriidiir.
Deaminondraminik asit kanser ve kanser kok hiicrelerinde normal hiicrelerden daha
fazla bulunmaktadir. Bu sebeple deaminondraminik asit monoklonal antikoru hedefe
yonelik tedavilerde yeni ve umut vadeden bir molekiildir. Bu ¢alismada
deaminondraminik asit monoklonal antikorunun, meme kanseri ve kanser kok

hiicresine spesifik baglanmasi ve hiicreler tizerindeki sitotoksik etkisi incelenmistir.

Kullanilan yontemde; MCF7 meme kanseri hiicresi ile MCF10A meme epitelyum
hiicreleri kiltiir ortaminda tretilmistir. MCF7 hiicrelerinden Floresan Aktif Hiicre
Ayirma (FACS) yontemi ile kanser kok hiicreleri toplanmistir. Elde edilen tiim hiicre
hatlar1 ile antikorun farkli konsantrasyonlardaki sitotoksisitesi incelenmis ve bunun
icin WSTI1 analizi yapilmistir. Ardindan komplemana bagh sitotoksisite ve apoptoz

deneyleri yapilarak antikorun etkinligi degerlendirilmistir.

Sonu¢ olarak; monoklonal antikorun 1/1000 konsantrasyonunun en etkili doz
oldugu saptanmistir.  Antikorun epitelyum hiicrelerine var olan zaran
onemsenmeyecek kadar azdir. Ayrica, kanser ve kanser kok hiicresine spesifik
baglanarak bu hiicreler iizerinde apoptotik etkisinin ve komplement sistem ile

sitotoksik etkisinin oldugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: kanser kok hiicresi, monoklonal antikor, deaminondraminik

asit, komplemana bagl sitotoksisite (KBS)
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Abstract

Investigation of Cytotoxic Effects of Deaminoneuraminic Acid Monoclonal

Antibody in Cancer Stem Cells

Aim: Cancer is the leading cause of death in recent years. Breast cancer is the most
common type of cancer in women across Turkey and the world. Therefore, cancer
treatment studies have increased considerably. Targeting cancer stem cells is as
important as destruction of cancer cells for preventing recurrence of cancer in
subsequent years. Instead of conventional cancer treatments such as chemotherapy
and radiotherapy, treatment with target-specific monoclonal antibodies has gained
considerable importance. The main mechanisms of effect of monoclonal antibody
treatments on cancer cells are complement-dependent cytotoxicity (CDC), antibody-
dependent cellular cytotoxicity (ADCC), angiogenesis and inhibition of signaling
pathways that stimulate cell proliferation. Deaminoneuraminic acid is a member type
of the sialic acid family. Deaminoneuraminic acid is found much more in cancer and
cancer stem cells more than normal cells. For this reason, the deaminoneuraminic
acid monoclonal antibody is a novel and promising molecule in targeted therapies. In
this study, specific binding of deaminoneuraminic acid monoclonal antibody to

cancer and cancer stem cells and cytotoxic effect on cells were investigated.

In the method; MCF7 breast cancer cell and MCF10A breast epithelial cells were
produced in culture medium. Cancer stem cells were collected from the MCF7 cells
by the Fluorescent Active Cell Separation (FACS) method. All cell lines and
cytotoxicity of the antibody at different concentrations were examined and WSTI
analysis was performed. Subsequently, complement-dependent cytotoxicity and

apoptosis tests were performed to evaluate the efficacy of the antibody.

As a result; The 1/1000 concentration of the monoclonal antibody was found to be
the most effective dose. The damage of the antibody to the epithelium cells is not
significant. In addition, it has been determined that apoptotic effect on these cells and
cytotoxic effect with complement system are specific for cancer and cancer stem
cells.

Key words: cancer stem cell, monoclonal antibody, deaminoneuraminic acid,

complement-dependent cytotoxicity (CDC)
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1. Giris

Kok hiicre, pluripotensi (kokliiliikk) 6zelligi olan, kendini yenileyebilen ve viicudun
ihtiyacina gore farkli hiicrelere farklilagabilen hiicrelerdir (Weissman, Anderson, &
Gage, 2001). Kok hiicreler farklilasma yeteneklerine gore totipontent, pluripotent,
multipotent ve unipotent olarak ayrilmaktadir. Totipotent; viicudumuzun biitiin doku
ve hiicrelerine doniisebilme, siirsiz farklilasma yetenegine sahip olan hiicrelerdir.
Totipotent kok hiicreler zigot ve morula olarak tanimlanmistir. Pluripotent; 3 germ
tabakasindan olusan ve biitiin hiicreleri olusturabilme yetenegine sahip olan
hiicrelerdir. Embriyonik kok hiicreler (EKH) pluripotenttir. Multipotent; pluripotent
hiicrelere gore sinirli sayida ve birbirine yakin hiicre gruplarina doniisebilen
hiicrelerdir. Unipotent; tek bir hiicre tipine doniisebilen hiicrelerdir (Kalra & Tomar,

n.d.).

Kok hiicreler, embriyonik kdk hiicre, embriyo dis1 (fetlis) kok hiicreleri ve yetiskin
(somatik) kok hiicre olarak ayrilmaktadir. EKH’ler yiiksek kendilerini yenileme
kapasitesine sahiptirler ve tiim fetal dokulara, yetiskin kok hiicrelerine
farklilagabilmektedirler. Embriyo dis1 dokular olan plasenta, amniyon zar1 ve gébek
kordonunda bulunan hiicreler embriyo dis1 veya fetiis kok hiicreleridir. Bu hiicreler
son yillarda tipta tedavi amacl kullanimi oldukg¢a artmis 6nemli hiicrelerdir (Alp
Can, 2014). Yetiskin kok hiicreler (YKH) farklilasma 6zellikleri sinirli olan ve matiir
hiicrelere farklilagabilen, multipotent yapida hiicrelerdir (Alp Can, 2014), (Kumar &
Singh, 2006).

Son yillarda ¢esitli dokularda meydana gelen tlimorlerin hiicresel kaynagina
bakildiginda kok hiicreye benzer hiicre topluluklar tespit edilmistir ve bu hiicrelere
kanser kok hiicresi (KKH) adi1 verilmistir. KKH’lerin, progenitor ve/veya normal kok
hiicrelerin genetik mutasyonu sonucu meydana gelen hiicre toplulugu oldugu 6ne
stirilmektedir (Hu & Fu, 2012). KKH, tipki normal kok hiicreler gibi asimetrik
boliinme ile kendini yenileyebilen ve farklilagma yetenegi olan hiicrelerdir
(Tabarestani & Ghafouri-fard, 2012). KKH’ler kanserin niiks etmesinin sebebi olarak
bilinen hiicrelerdir ve klinik tedavide hayati 6nem tasimaktadir. Clinkii KKH’ler,

kanser hiicrelerine kiyasla tedaviye daha direncli hiicrelerdir (Valent et al., 2012).



Kanser, hiicrelerin DNA zincirinde ve sinyal yolaklarinda meydana gelen hasar
sonucu hiicrelerde asir1 proliferasyon ve fenotipik degisiklikler ile kendini gosteren
bir hastaliktir. Kanser, diinya c¢apinda ikinci sirada yer alan 6liim nedenidir. Diinya
Saglik Orgiitii'ne gdre 2018 yilinda 9,6 milyon kisinin 8liim nedeninin kanser oldugu
tahmin edilmektedir. Akciger, prostat, kolorektal, mide ve karaciger kanserleri
erkeklerde en sik goriilen kanser tiiridiir. Kadinlarda ise meme, kolorektal, akciger,
serviks ve tiroid kanseri kadinlarda en sik goriilen kanser tiiriidiir (Elsevier Research

Intelligence, 2016), (Kaplan & Ph, 2013).

Meme kanseri, temel olarak siit bezlerinde veya lobiillerinin i¢ katmanlarinda olusan
bir kanser tiirlidir. Meme kanserinin primer risk faktorleri; yas, yiiksek hormon
seviyeleri, 1irk, beslenme eksiklikleridir (Mr, Sharifi J, Mr, & Paknahad A, 2015).
Her yil 2,1 milyon kadin meme kanserine yakalanmaktadir. 2018’de 627.000 kadinin
meme kanserinden 61diigii tahmin edilmektedir. Meme kanseri gelismis tilkelerdeki
kadinlarda daha fazla goriilmekle birlikte, kiiresel olarak hemen hemen her bolgede

oranlar artmaktadir.

Kanser tedavisinde kanser hiicreleri kadar kanser kok hiicrelerinin tedavisi de biiyiik
onem tasimaktadir. Kanser kok hiicreleri radyoterapi ve kemoterapiye oldukca
direngli hiicrelerdir ve Gy fazinda sessiz bekleyebilir, uygun nis ortamlari ve uyarilar
ile birlikte tekrar tiimor olusumuna sebebiyet verebilmektedir. Kanser tedavisi géren
olgunun yillar sonra tekrar kansere yakalanmasinin temel sebeplerinden biri KKH’dir

(Valent et al., 2012), (Hu & Fu, 2012).

Hiicrelerin glikozilasyon yapilarindaki degisiklikler, kanser dahil olmak iizere bir¢cok
hastalikla iligkilidir. Kanser hiicresinin metastazinda ve invazyonunda anormal
glikolizasyon rol oynamaktadir. Sialik asitler (Sia) dokuz karbonlu sekerlerdir. Sialik
asitler hayvan hiicrelerinin ylizeyinde glikolipit ve glikoproteinlerin terminal

sekeridir. Sia’larin yiiksek miktarda ifadesi kanserle iliskilidir (Varki & Varki, 2007).

Deamino noraminik asit, sialik asit ailesinin bir tiirlidiir. N-asetilnéraminik asit-
Neu5SAc i¢inde yer alan C5 pozisyonunda aseto-amid grubu yerine hidroksil grubu
eklenmesi ile olusmaktadir. Deaminonéraminik asit, insan dahil pek ¢ok canh
tiriinde bulunmaktadir. Hayvan hiicrelerinde deaminondraminik asit, diislik
seviyelerde ifade edilmektedir. Ancak ¢esitli kanser tiplerinde deaminondraminik asit

diizeyi artig géstermistir. Bu sebeple tiimor-gelisimsel antijen 6zelligi gostermektedir



(Nakata, Close, Colley, Matsuda, & Kitajima, 2000). Arastirma grubumuzun yaptigi
calismalarda deaminondraminik asit normal hiicrelerde diisiik miktarda ifade
edilirken, kanser ve kanser kok hiicrelerinde deaminondraminik asit ifadesinin artis

gosterdigi belirlenmistir.

Kanser tedavisinde siklikla kemoterapi ve radyoterapi gibi klasik ydntemler
kullanilmaktadir. Tedavide en biiyiik problemlerden biri de yikici yan etkilerdir
(Kaplan & Ph, 2013). Bu sebeple kanser hiicresine spesifik tedavi yontemlerinin
arastirilmast onem kazanmigtir. Giiniimiizde monoklonal antikorlar, hedefe yonelik
tedavi arastirmalarinda kullanilmaya baslanmistir. Monoklonal antikorlar (mAb),
immunize edilmis bir hayvanin tek bir B hiicresinin hiicre kiiltlirii ortaminda
cogaltilmasiyla elde edilen antikorlardir. Monoklonal antikorlar, K&hler ve Milstein
tarafindan gelistirilen hibridoma teknolojisi sayesinde iiretilmistir (dos Santos et al.,

2013), (Mahmuda et al., 2017).

Monoklonal antikorlarin spesifik antijenlere baglanarak kanser hiicrelerine karsi etki
gostermesi temel olarak li¢ mekanizmayla ortaya konmaktadir. Kanser hiicresinin
membran antijenine baglanan antikorlar, komplemana bagli sitotoksisiteyi (KBS),
antikora bagl hiicresel sitotoksisiteyi (ABHS), kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini ve
anjiyogenezini indiikleyen sinyal yolaklarindaki faktorleri inhibe ederek etkinlik

gostermektedir (Weiner, 2007).

Tezde kullanilan hiicre gruplart MCF10A epitelyum hiicresi kontrol grubu
hiicresidir. MCF7 kanser hiicresi ve MCF7 Kanser Kok Hiicresi (KKH) esas
hedeflenen ve iiretilmis olan monoklonal antikorun (mAb) spesifik baglanma
gdstermesi istenilen hiicrelerdir. Deaminondraminik asit monoklonal antikoru kanser
hiicrelerinin ve kanser kok hiicrelerinin ylizeyinde artis gostermis olan antijenlerine
spesifik baglanarak etkin bir 6liim orami elde edilecegi ve epitelyum hiicrelere
minimum zarar verecegi diisliniilmektedir. Boylece yeni ve 6nemli bir mAb {iretildigi

kanitlanmis olacaktir.

Tezin amaci; iilkemizde ve diinyada yaygin olarak goriilen hastalik olan kanser icin
ve Ozellikle kadinlarda en sik goriilen meme kanseri icin yeni bir tedavi stratejisi
gelistirmektir. Kanser ve kanser kok hiicrelerinde artis gosteren deaminondraminik
asite 0zgii iiretilmis olan monoklonal antikorun spesifik baglandigini kanitlamak ve

uygun doz araliginin tespitinin sitotoksik analizler ile test etmektir.



2. Genel Bilgiler

2.1. Kok Hiicre Nedir?

Kok hiicre, pluripotensi (kokliiliik) 6zelligi olan, kendini yenileyebilen ve viicudun
ihtiyacina gore farkli hiicrelere farklilasabilen hiicrelerdir (Weissman et al., 2001).
Pluripotensi, her iic germ tabakasi ve c¢esitlerine farklilasabilme yetenegidir.
Pluripotensi yani kokliiliik, kok hiicreleri diger hiicrelerden ayiran en Onemli
Ozelliktir. Kendini yenileme, kok hiicrelerin yasam boyu sayilarini korumak igin
cogalmalaridir. Kok hiicreler belirli bir uyaran olmadig: siirece kendilerini siirekli
yenilemezler. Ornegin, hematopoetik kok hiicreler radyasyona maruz kaldiklarinda
kendini yenilerken normal kosullarda sessiz durumdadirlar. Kendini yenileme ve
pluripotensinin ger¢ceklesmesinde transkripsiyon faktorler (TF) rol almaktadir. Oct4,
Sox2 ve Nanog farklilasmay1 indiikleyen en bilinen transkripsiyon faktorleridir.
Bunlarin aktive olmasi kadar baskilanmasi da bir o kadar énemlidir. Bu iki 6zellik
birbiri ile zit ¢alisan ancak dengeli olmasi gereken kavramlardir. Farklilasma,
hiicrelerin olgunlagmasi ve/veya doku onariminda kok hiicrelerin ¢ogalarak ihtiyag
duyulan hiicre grubuna farklilagsmasidir. Farklilasma kararlanma ile baslamaktadir.
Kararlanma, hiicrenin bir yonde farklilasma kararidir ve geri dontistimsiizdiir (Alp

Can, 2014).

Kok hiicreler farklilasma yeteneklerine gore totipontent, pluripotent, multipotent ve
unipotent olarak ayrilmaktadir. Totipotent; viicudumuzun biitiin doku ve hiicrelerine
doniisebilme, siirsiz farklilasma yetenegine sahip olan hiicrelerdir. Totipotent kok
hiicreler zigot ve morula olarak tanimlanmistir. Pluripotent; 3 germ tabakasindan
olusan ve biitiin  hiicreleri olusturabilme yetenegine sahip olan hiicrelerdir.
Embriyonik kok hiicreler (EKH) pluripotenttir. Multipotent; pluripotent hiicrelere
gore smirlt sayida ve birbirine yakin hiicre gruplarina doniisebilen hiicrelerdir.

Unipotent; tek bir hiicre tipine doniisebilen hiicrelerdir (Kalra & Tomar, n.d.).



Tablo 2.1. Kokenlerine,farklanma etkilerine veya farklanma yonlerine gore kok hiicre

tiirleri (Alp Can Kok Hiicre Tanimlari,2008).

Hiicre Tipi Farklanma Etkinligi Farklanma Yonii

EKH Morula asamasindaki | Totipotent Embriyo ve embriyo dist
hiicreler tabakalar

EKH Blastokist asamasindaki | Pluripotent Endodern, mezoderm, ektoderm
i¢ hiicre kitlesi hiicreleri hiicreleri

EKH Gastrula  asamasindaki | Pluripotent Endoderm, mezoderm ve
epiblast hiicreleri ektoderm hiicreleri, ilkel cinsiyet

hiicreleri, amniyoblastlar

EKH Ektoderm, endoderm ve | Pluripotent Tiim somatik hiicreler

mezoderm hiicreleri

YKH Ozgiin doku hiicreleri Multipotent Hiicrenin  bulundugu dokuya
gore bir veya daha fazla tiirde
hiicre

YKH Bir dokudaki yerlesik | Unipotent Bir hiicre tipi

hiicreler

2.2. Kok Hiicre Cesitleri

2.2.1. Embriyonik Kok Hiicre

Embriyonik kok hiicreler 4-5 giinliik blastosiste ait i¢ hiicre kitlesinden meydana
gelmektedir. Organlarindaki tiim hiicrelere dontigebilme (pluripotent) yetenekleri
vardir. Embriyonik kok hiicre, zigot ve morula asamasinda totipotent, blastosist
asamasinda pluripotent Ozelliktedir. Embriyoid cisimcikler adi verilen hiicreler
embriyonik kok hiicreden elde edilmektedir ve bunlar ektoderm, endoderm ve
mezoderm tabakalarindan kokenlenen hiicrelere farklilasabilirler. Ozetle, EKH’ler
yiiksek kendilerini yenileme kapasitesine sahiptirler ve tiim fetal dokulara, yetiskin

kok hiicrelerine farklilasabilmektedirler (Trounson, 2006).




Totipatent
hibereler

lg hiera wﬁ Primardiyal
kithasi =3® \ ? garm hicreleri

F'Iur||:|manl kok hicralerinin
in vitra kit

Sekil 2.1. In vitro fertilizasyon sonrasi artik tiiplerden hazirlanan blastositlerden i¢
hiicre kitlesinin (inner cell mass) ayrilmasi ve in vitro sartlarda embriyonik kok hiicre

kiltlirlerinin olusturulmas.

2.2.2. Embriyo Dis1 Fetiis Kok Hiicre

Embriyo dis1 dokular olan plasenta, amniyon zar1 ve gobek kordonunda bulunan
hiicreler embriyo dis1 veya fetlis kok hiicreleridir. Bu hiicreler son yillarda tipta
tedavi amagh kullanimi oldukga artmis onemli hiicrelerdir. Fetiise zarar vermeden
gebelik stiresince veya dogum sirasinda kolaylikla ve etik problemler olmaksizin
elde edilebilmektedirler. Bu hiicreler yiizey isaretleyicileri bakimindan embriyo ve

yetiskin kok hiicre 6zellikleri tagimaktadir (Alp Can, 2014).

2.2.3. Yetiskin Kok Hiicre

Yetigkin kok hiicreler (YKH) farklilasma 6zellikleri sinirli olan ve matiir hiicrelere
farklilagabilen, multipotent yapida hiicrelerdir. Yetiskin kok hiicrelerin en dnemli
gorevi bulunduklar1 dokuyu korumak ve onarmaktir. YKH tiirleri; hematopoetik kok

hiicre, mezenkimal kok hiicre, noral kok hiicre, bagirsak kok hiicresi, endotel kok



hiicresidir. 1960’11 yillarda ilk kez kemik iligi ile yetiskin kok hiicreler kesfedilmistir.
Bu hiicreler hematopoetik hiicreler olup viicutta tiim kan hiicrelerini meydana

getirebilen kok hiicrelerdir (Kumar & Singh, 2006).

2.3. Kanser Kok Hiicresi

Son yillarda ¢esitli dokularda meydana gelen tiimorlerin hiicresel kaynagina
bakildiginda kok hiicreye benzer hiicre topluluklar: tespit edilmistir ve bu hiicrelere
kanser kok hiicresi (KKH) adi verilmistir. KKH, tipki normal kok hiicreler gibi
kendini yenileyebilen ve farklilagsma yetenegi olan hiicrelerdir. Ayrica, klasik kanser
tedavilerine (kemoterapi ve radyoterapi gibi) ve apoptoza direngli olmasi, timor
olusturabilmesi ve metastaza sebep olmas1 bir diger onemli 6zellikleridir (Alp Can,
2014).

Kanser kok hiicrelerin uygun nis ortaminda yeniden tiimor olusturmasindan ve
KKH’nin yok edilmesinin olduk¢a zor olmasindan dolay1 radyoterapi ve kemoterapi
sonrast timoriin yeniden niiksettigi hipotezleri oldukca fazladir. Mackillop 1983
yilinda ilk kez KKH’nin var oldugunu o6ne sirmistiir (Yang & Chang, 2008).
Ornegin, meme kanserinde klasik tedavilerden sonra yeniden tiimor ve metastaz
olusumu goriilebilir ¢linkii KKH sessiz halde uygun kosullar1 ve uyaricilar
beklemektedir. Bu sebeple giincel calismalarda tiimor hiicresinin tedavisi kadar
kanser kok hiicresi tedavisi de 6nem tasimaktadir.

KKH’leri belirlemek i¢in 6zel yiizey belirtegleri kullanilir, akim sitometri ve

manyetik hiicre ayristirma teknikleri ile KKH’ler elde edilebilmektedir.

2.4. Kanser ve Sialik Asit

2.4.1. Meme Kanseri Kok Hiicresi

Kanser kok hiicreleri tiimor dokusunun iginde bulunan ve kanseri baslatan hiicrelere
verilen addir. Progenitdr veya normal kok hiicrelerde meydana gelen mutasyonlar
sonucu kanser kok hiicreleri meydana gelmektedir. Kanser kok hiicreler kemoterapi
ve radyoterapiye karsi direngli hiicrelerdir (Iliopoulos, Hirsch, Wang, & Struhl,
2011).



Meme timorii icindeki hiicrelerin bir alt popiilasyonunu, kanser kok hiicreler
olusturmaktadir. Meme kanser kok hiicresi ilk olarak 2003 yilinda izole edilmistir.
Izolasyon i¢in CD44, CD24 ve aldehit dehidrogenaz-1 (ALDH-1) yiizey belirtegleri
kullanilmistir. Bu calisma ile meme kanserinin malignitesinin artmasinin ve tedavi
sonras1 yeniden niiks etmesinin sebebinin kanser kok hiicresi oldugu tespit edilmistir
(B. Wang et al., 2018) (Al-Hajj, Wicha, Benito-Hernandez, Morrison, & Clarke,
2003).

2.4.2. Sialik Asit

Sialik asitler (Sia) dokuz karbonlu sekerlerdir. Sialik asitler hayvan hiicrelerinin
yiizeyinde glikolipit ve glikoproteinlerin terminal sekeridir ve yiizeyin negatif yiiklii
olmasmi saglarlar. Insanlarda en sik bulunan sialik asit N-asetil ndraminik asit
(Neu5Ac)’dir (Inoue, Kitajima, Sato, & Go, 2011). Sialik asitler bircok Onemli
biyolojik rollere sahiptir.

Sialilasyon, hiicre adezyonu, sinyal tanima ve protein stabilitesi gibi cesitli hiicresel
fonksiyonlarda rol oynamaktadir. Anormal sialilasyon sonucu, proliferasyonda artis,
metastazda artis, ilaca diren¢ gibi maling tiimor fenotipi 6zellikleri goriilmektedir

(Wei et al., 2016) .

Sialik asitler, glikan zincirlerinin ucuna eklenir ve glikokaliksin 6nemli bir bilesinini
olustururlar. Hiicrenin ylizeyinde bulunan sialik asitler, hiicre-hiicre etkilesiminde,
hiicre sinyalizasyonunda ve hiicrenin immiin sistem ile etkilesiminde rol almaktadir

(Meesmann et al., 2010).

2.4.3. Deaminonoraminik Asit

2-keto-3-deoksi-D-glisero-D-galakto-nononik asit (KDN) bir deamino ndraminik
asit’tir ve sialik asit ailesinin bir tiiriidiir. NeuSAc i¢inde yer alan C5 pozisyonunda
aseto-amid grubu yerine hidroksil grubu eklenmesi ile olusmaktadir.

Deaminondraminik asit, insan dahil pek ¢ok canli tiirlinde bulunmaktadir. Hayvan



hiicrelerinde deaminondraminik asit, diisiik seviyelerde ifade edilmektedir.
Deaminondraminik asidi ilk olarak Inoue ve ark. gokkusagi alabaligr yumurtasindan

izole etmislerdir (Inoue, Kitajima, & Inoue, 2002).

Deaminondraminik asit, tipki diger sialik asitler gibi hiicrelerin yiizeyinde bulunan
glikokonjugatlarda bulunmaktadir. Hayvan hiicrelerinde deaminonéraminik asit,
serbest seker olarak olugsmaktadir. Bunun yani sira konjuge veya CMP-KDN seklinde
de bulunmaktadir (Testis et al., 1999).

Deaminondraminik  asit, Mannoz-6-fosfat ve  fosfoenolpiruvatin  (PEP)
kondenzasyonu yolu ile olugsmaktadir (Sekil 2.2) (Inoue, Poongodi, Suresh, Chang, &
Inoue, 2006).

KDN" nin olusum mekanizmasi

1. Reaksiyon Fosforilasyon Man+ ATP——— Man-6-F + ADP

2. Reaksiyon Man-6-P + PEP ———= KDN-9-P + Pi

3. Reaksiyon Defosforilasyon | KDN-9-P ————=KDN +Pi

Sekil 2.2. KDN’nin olusum mekanizmasi.

Hassas analizler ile yapilan ¢alismalarda deaminondraminik asidin insan dahil tiim
memeli hiicrelerinde bulunan bir sialik asit oldugu kanitlanmistir. Fetal kord kirmiz1
kan hiicrelerinde, eriskin kirmizi kan hiicrelerine kiyasla daha yiiksek seviyede ifade
edilmektedir. Ayn1 zamanda normal hiicrelere kiyasla kanser hiicrelerinde de ytiksek

seviyede ifade edildigi goriilmiistiir (Inoue et al., 2006).



2.5. Monoklonal antikor tedavisi

Monoklonal antikorlar (mAb), basta kanser olmak {izere bir¢ok hastalik tedavisi igin
kullanilmaktadir. Antikorlar sabit bolgesi (Fc) ve antijen baglayan bolgelerinin (Fab)
bulundugu hafif ve agir zincirden olugsmaktadir (Luo et al., 2017).

Monoklonal antikorlar, biyomedikal ve klinik uygulamalarda olduk¢a Onem
kazanmistir. Doku Orneklerinde proteinlerin isleyisini izlemek ve/veya tespitini
yapabilmek, ¢esitli biyolojik yolaklarin aktivasyonunu veya inhibisyonunu saglamak,
antijenleri saflagtirmak gibi ¢esitli calismalarda siklikla kullanilmaktadir. Dolayisiyla
teshis ve tedavi icin olduk¢a Onem tasimaktadirlar (Sterner, Flanagan, &

Gildersleeve, 2016).

Mab, 1975 yilinda Kohler ve Milstein tarafindan gelistirilmis hibridoma teknolojisi
ile kanser tedavilerinde terapdtik bir ajan olarak iiretilmistir. Bu teknoloji, immiinize
edilmis bir hayvanin tek bir B hiicresinin hiicre kiiltiirii ortaminda ¢ogaltilmasiyla

elde edilen antikorlardir (Mahmuda et al., 2017).

Patojenler veya anormal hiicreler viicutta antikorlar tarafindan fark edilir ve
etiketlenirler. Bu etiketleme ile immiin sistem bilesenleri aktiflesir ve antikor
tarafindan isaretlenen hiicrelere saldirarak bu hiicreleri yok ederler. Terapdtik amaclh

gelistirilen antikorlar yiiksek spesifiklik 6zelligi gostermektedir (Article, 2013).

Kanser terapisinde kullanilmak iizere gelistirilen ilk mAb’lar; 1997°de lenfoma igin
rituximab, 1998’de meme kanseri i¢in trastuzumab’dir (Strome, Sausville, & Mann,

2007).
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3. Gerec ve Yontem

Bu ¢alisma kapsaminda yapilan deneyler Ege Universitesi Histoloji ve Embriyoloji

Boliimiinde, Ege Univeristesi AREL’de ve Dokuz Eyliil Universitesi T1p Fakiiltesi Doku

Tipi Laboratuvari biinyesinde gergeklestirildi.

3.1. Kimyasal Maddeler ve Cihazlar

Tablo 3.1. Kimyasal maddeler listesi.

Kimyasal

Uretici Firma

Kullanim Amaci

CD44-APC (CD44 Antibody)

Miltenyi (130-102-563)

CD44+/CD24-/low meme
kanser

kok hiicrelerin izolasyonu

CD24-PE (CD24 Antibody)

Miltenyi (130-102-732)

CD44+/CD24-/low meme
kanser

kok hiicrelerin izolasyonu

WSTI kit Roche (11-644-807-001) Mab’in  sitotoksik  etkisinin
belirlenmesi

Muse™ Annexin V & Dead Cell | Millipore (MCH100105) Apoptotik hiicre 6l¢timii

Kit

RPMI-1640 medyum Gibco (11879020) Hiicrelerin tiretimi

FBS (Fetal Bovine Serum) Biowest (S1810) Besi ortamina eklenen besleyici
madde

Penisilin/Streptomisin Thermo Scientific Besi ortamina eklenen

(SV30010) antibiyotik

Amfoterisin B

Sigma, A2942

Besi ortamina eklenen anti-

fungal

PBS (Phosphate Buffer Saline)

Biovision (2113-500)

Tampon ¢ozelti

Tripsin-EDTA

Lonza (BE12-167F)

Kiiltiire edilen hiicreleri flask
yiizeyinden ayirmak igin

kullanilan kimyasal

L-Glutamine

Thermo Scientific

Besi ortamina eklenen (RPMI-

(SH3003401) 1640’a) amino asit
Etanol Merck Dezenfeksiyon
Insulin, Human Recombinant Merck MCF 10A hiicre hattinin besi

ortammda (DMEM yiiksek

glukoz) kullanilmaktadir.
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hEGF Merck - E9644 MCF 10A hiicre hattinin besi
ortaminda (DMEM  yiiksek
glukoz) kullanilmaktadir.

Hidrokortizon Merck — HO888 MCF 10A hiicre hattinin besi
ortaminda (DMEM yiiksek
glukoz) kullanilmaktadir.

Gentamisin Thermofisher  Scientific = — | Besi ortamina eklenen

15750060 antibiyotik

DMEM yiiksek glukoz Serox MCF10A hiicre hattinin besi
ortami

Tavsan Kompleman Onelambda - CABC-1D Kompleman deneyinde
kullanilan serum

HLA Onelambda Kompleman deneyinde
kullanilan pozitif kontrol

AO/EB Onelambda Kompleman deneyinde
hiicrelerin boyanmasinda
kullanilan kimyasal

Mineral yag Onelambda Kompleman deneyinde
hiicrelerin ortami olarak
kullanilan yag

Tablo 3.2. Kullanilan cihazlarin listesi.

Cihaz Marka Kullanim Amaci
Class II Biohazar Safety ESCO Hiicre  Kiiltiri  ile  ilgili
Laminar Kabin islemlerin
Yapilmast
CO2 Inkiibator Eppendorf/New Brunswick Hiicrelerin inkiibasyonu
Scientific-Galaxy 170R
Flowcytometry FACS Aria/BD KKH izolasyonu ve matiirasyon
belirteclerinin incelenmesi
Santrifiyj Eppendorf Centrifuge Hiicrelerin  toplanmasi, lizat
(5804R) eldesi
Su Banyosu Niive-BM 402 Lizat eldesi
Ultra low Temperature Freezer | New Brunswick-U410 Hiicrelerin dondurulmasi-
(- 80°C) Premium orneklerin

saklanmasi-lizatin saklanmasi

Hassas Terazi

Precisa, Switzerland

Kimyasal maddelerinin
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tartilmasi

Arthur™ Novel fluorescence | NanoEntek Apoptoz deneyi OSlglimlerinde

cell counter kullanilmugtir.

Inverted Mikroskop Olympus-CKX41 Hiicre  kiiltiir  islemlerinde
hiicrelerin morfolojilerinin
incelenmesi

Floresan Mikroskop Olympus BX 50, Japan Immiinfloresan boyama
goriintiilenmesi

pH metre Hanna, USA Deney  soliisyonlarin1  pH
Olgtimi

Spektrofotometre Thermo Electron Corporation — | Wstl  deneyinin  6lgiimiinde

Multiskan Spectrum kullanilmugtir.

3.2. Hiicre Hatlarimin Uretilmesi

Calismada insan normal meme hiicre hatti olan MCF10A, insan meme kanser hiicre

hatti MCF-7 ve kanser hiicresinden elde edilen MCF-7 kanser kok hiicresi ( MCF-7

KKH ) kullanilmistir.

Adr: MCFI0A R
;p;;‘";mnr MR

Organizma: Insan

Doku: Meme

Hiicre Tipi: Epitelyum

Kiiltiir Aderent

(")zelligi:

Onkogen: Yok

Sekil 3.1. MCF10A hiicre hattinin genel 6zellikleri ve mikroskobik goriintiisii.
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Ada: MCET

Organizma: Inzan

Dolku: Meme ben, meme,
metastatik
bilgeden elde edilir

Hiicre Tipi: Epitelyum

Kiiltir Aderent

Ozelligi:

Omnkogen: Hiicreler WINT-TE
onkogenim

eksprese eder.

Sekil 3.2. MCF7 hiicre hattinin genel 6zellikleri ve mikroskobik goriintiisii.

MCF10A hiicre hattt DMEM yiiksek glikoz ( Serox, SRX0106-500) besi ortaminda
tiretilmistir. DMEM yiiksek glikoz besi ortamina %5 Fetal Sigir serumu (Gibco,
10270106), 20ng/ml Epidermal Biiylime Faktorii (Merck — E9644), 5 mg/ml
Hidrokortizon (Sigma, H-0888), 10ug/ml Insulin (Sigma, 1-1882), %1 Penisilin/
Streptomisin (Thermo Scientific, SV30010) eklenmistir.

MCF-7 hiicre hatti L-glutamin igeren RPMI-1640  (Gibco-11879020), besi
ortaminda tiretilmistir. RPMI-1640 besi ortamina %10 Fetal Sigir Serumu, %]l
Penisilin/Streptomisin, %1 Amfoterisin B ( Gibco, 15290-018) eklenmistir.

MCF-7 S+ hiicre hatt1 L- glutamin igceren RPMI-1640 besi ortaminda {iretilmistir.
RPMI-1640 besi ortamina %1 Fetal Sigir Serumu, %1 Penisilin/Streptomisin, %0,2
Gentamisin (Thermofisher Scientific- 15750060) eklenmistir.

Hiicreler 25cm? steril flasklara ekilerek 37°C sicaklikta, %5 CO2 ve nem igeren
inkiibatorde cogaltilmigtir. Hiicreler her giin inverted mikroskopta incelenmistir.
Flasklarda hiicre yogunlugu %80 ve iizerine ulagtiginda pasajlama islemi yapilarak

hiicreler deneyler icin siirdiiriilmiistiir ve stok olusturmak i¢in dondurma islemleri
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yaptlmigtir. Tim bu islemler Laminar hava akimli kabinde steril kosullarda

yapilmustir. Hiicrelerin stoklari -80°C’de saklanmustir.

3.3. Floresan Aktif Hiicre Ayirma (FACS) Yontemiyle CD44"/CD24 Kanser

Kok Hiicrelerinin Toplanmasi

MCF-7 kanser kok hiicresinin izolasyonunda floresan aktif hiicre ayirma yontemi
(FACS) kullanilmigtir. FACS, belli bir hizda akan sivida bulunan hiicrenin
graniilliliigiinii (Side Scatter), biiyiikliiglinii (Forward Scatter) ve hiicrenin antijenine

spesifik baglanan antikorun floresan 1s1masini 6lgmektedir.

Stispansiyon halindeki hiicre, lazer 15181 bulunan bélmeden ge¢mektedir. Hiicrelerin
151810 Oniinden gecerken verdikleri sinyaller fiziksel 6zelliklerini belirtmekte ve bu
veriler toplanarak elektronik ortamda analiz edilmektedir. Bdylece hiicrenin
biiylikliigli, immunfenotipi, DNA icerigi, enzim aktiviteleri, hiicre membran
potansiyeli ve canlilifi hakkinda bilgi vermektedir. Ayrica floresan isaretli
belirteclerle isaretlenen hiicrelerin ayrimini yapmaktadir (Fulawka, Donizy, & Halon,

2014).

Laser

E T

Paint of

analysis
Break off point e,

Z;

Sekil 3.3. FACS cihazinda yiizey belirtegleri ile isaretlenen hiicrelerin ayrilmasi.
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MCEF-7, 75 cm®lik steril flasklarda, %80 ve iizeri yogunluga ulastiktan sonra
hiicreler tripsin-EDTA (Lonza- BE12167F) ile muamele edilerek yaklasik 5 dakika
inkiibatorde (37°C, %5 CO,) bekletilmistir ve hiicrelerin yiizeyden ayrilmalari
saglanmistir.  Tripsin-EDTA’nin hiicreler iizerindeki aktivitesini durdurmak igin
tripsin-EDTA’nin 2 kati1 hacminde fetal sigir serumu igeren besi ortami (RPMI-1640)
eklenmistir. Ardindan hiicre siispansiyonu 15 ml’lik santrifiij tiipline alinarak 1000
rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda siipernatant atilarak pellet 5
ml steril ve soguk 1x PBS (Biovision 113500) ile resiispanse edilmistir.
Stispansiyondan 10 pl 6rnek alinarak tripan mavisi ile sayim yapilmistir. PBS’li
hiicre siispansiyonu tekrar 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Tekrar
stipernatant atilmistir ve pelletin iizerine 100ul PBS, 10’ar ul CD44-FITC (Miltenyi-
130102563) ve CD24-PE (Miltenyi 130102732) belirtegleri eklenmistir. Karanlik
ortamda +4 °C’de 10 dakika bekletilmigtir. Bekleme siiresinin ardindan
stispansiyonun iizerine PBS eklenmistir ve santrifiij edilerek hiicre pelleti
toplanmigtir. Siipernatant atilarak yeni PBS pellete eklenmistir ve resiispanse
edilmistir. Filtre kapakli polistren tiipe siispansiyon filtreden gecilerek eklenmistir.
Daha sonra hiicreler Ege Universitesi AREL’de bulunan floresanla aktive hiicre
ayirma cihazi kullanilarak (FACSAria II; BD Pharmingen) kanser kok hiicreleri
toplanmistir (Greve, Kelsch, Spaniol, Eich, & Go, 2012).

Elde edilen kanser kok hiicreleri 25cm? steril flasklara ekilmistir ve 37°C’de %5CO,

inkiibatorde ¢ogaltilmistir.

3.4. WST1 Analizi ile Monoklonal Antikorun Sitotoksisitesinin Belirlenmesi

WST-1  analizi, canli hiicrelerden  2-(4-iyodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-
disulfofenil)-2H-tetrazolyum, monosodyum tuzu gibi tetrazolyum tuzlarinin
ayristirilmasina dayanan spektrofotometrik bir sitotoksisite testidir. Proliferasyon
gosteren hiicrelerde mitokondriyal dehidrogenaz enzim aktivitesi artmaktadir.
Tetrazolyum tuzlar1 bu enzim tarafindan formazan tuzlarma doniistiiriilmektedir.
Formazan tuzlariin olusumu sonucu meydana gelen renk degisimi spektrofotometre

cihazi ile uygun dalga boyunda 6l¢iilmektedir. WST-1 analizinde canli hiicreler sar1
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renk olustururken oOlii hiicrelerde renk olusumu goriilmemektedir. Bu analiz ile
monoklonal antikorun hiicreler tUzerindeki sitotoksik etkisi belirlenmektedir

(Terzioglu, 2014), (TOKUR & AKSOY, 2019).

i NO,
2
I |
O\ .--N O\ N_H
N7, Mitochondrial dehydrogenases N
| N g I
N~ > Nt/
SO,Na SO,N
SONa SO,Na
WST-1 Formazan

Sekil  3.4.  2-(4-iyodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-disulfofenil)-2H-tetrazolyum

tuzunun mitokondriyal dehidrogenaz enzimi ile formazan kristallerine doniismesi.

Hiicreler tripsin ile 37°C’de yaklasik 5 dakika inkiibe edilerek flask yiizeyden
ayrilmalar1 saglanmistir. Ardindan tripsin aktivasyonunu inaktive etmek i¢in Fetal
Sigir Serumu igeren besi ortami eklenmistir. Hiicre siispansiyonu 1000 rpm’de 5
dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant atilip, yeni besi ortami eklenerek pellet
reslispanse edilmistir. 1:1 oraninda Tripan mavisi ile hiicre siispansiyonu karistirilmis
( 50ul hiicre siispansiyonu + 50ul tripan mavisi) ve hiicre sayimmi yapilmistir. 96
kuyucuklu plakalara 2x10* hiicre olacak sekilde hiicreler ekilmistir. Bir kuyucuktaki
total hacim 100ul olacak sekilde {izerine her hiicrenin kendi besi ortami1 eklenmis ve
bir gece 37°C ve % 5 COy’de inkiibe edilmistir. Antikorlar farkli diliisyon
oranlarinda hazirlanmistir (Diliisyon oranlart : 1/50 - 1/100 - 1/250 — 1/500 —
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inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra 1:10 oraninda WST-1 reaktifi eklenmistir. 4
saat 37°C ve % 5 CO; igeren inkiibatorde ve karanlikta inkiibasyona birakilmustir.
absorbsiyonda 6l¢iim yapilmistir (Chen et al., 2015), (Abdollahpour-Alitappeh et al.,

Ardindan Ege Universitesi AREL’de bulunan spektrofotometre cihazi ile 450 nm
2019), (Niles, Moravec, & Riss, 2009).

1/1000). Inkiibasyondan sonra antikorlar eklenmistir ve 24 saat 37°C’de tekrar

qeN qe qeI qeI qe qeN
0ST/I HXI | 0ST/T HX | 0ST/1 HY 00S/T HDI | 00S/T HX | 00S/T HXDI
L-ADW LD L-ADW L-ADW % fo) [\ LD
qe qe qeI QeI 0001/1 | QBN 0001/1 | QBIN 0001/
001/1 HXI | 001/ H3 | 001/1 H DI S| S|
L-ADW LD L-ADW L-ADW % fo) [\ % o) [\

L3 0 qel qe

0S/1 HXM | 0S/T HMM | 0S/T HMM

L-ADW % o) [\ L-ADW

Y Y I

L-ADW % o) [\ L-ADW
qeIN 0001/ | QBIN 0001/ | GeIN 0001/1 qeIN 0001/ | QBN 0001/ | GeIN 0001/1
L-ADW JR% o) [\ L-ADW VOLIOI |  VOIIDI |  VOIIDIN
qeIN 00S/T | QRN 00S/1 | QEIN 00S/1 qeIN 00S/T | QEIN 00S/1 | QEIN 00S/1
L-ADW L-AOW L-ADW VOLIOIW |  VOIIDI |  VOIIDIN
qeIN 0ST/1 | QBIN 0ST/I qQeIN 0ST/T | QRN 0ST/I | qRIN 0ST/1
L-ADW LD L-ADW VOIIDI |  VOILIDIW | VOILIDIW
qeIN 001/1 | QEIN 001/1 | QBN 001/1 qeIN 001/1 | QBN 001/1 | QBN 001/1
L-ADW LD L-ADW VOIIDI |  VOILIDIW | VOILIDIW
qQeIN 0S/T | QRN OS/T | qRIN 0S/1 QEIN 0S/I | QRN OS/I | QBN 0S/1
L-ADW LD L-ADW VOIIDI |  VOLIDI | VOLIDIW
L-ADW LD L-ADW VOIIDI |  VOLIDI | VOLIDIW

yuelg yuelg Juelg
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3.5. Kompleman Bagimh Sitotoksisite

Kompleman sistem, bagisiklik sisteminin bir par¢asidir. Bakteri, timor gibi yabanci
hiicrelerin yok edilmesinde etkin bir dizi protein i¢ermektedir. Kanda bulunan
kompleman bilesenleri, hiicre ylizeylerinde C3b veya C4b gibi kompleman
proteinlerinin biriktirilmesiyle hiicrelerin parcalanmasini saglamaktadir (Buettner et
al., 2007).

Kompleman sistem, serum proteinlerinin yaklasik %10’unu olusturmaktadir. Bu
molekiiller karacigerde iiretilmektedir. Proenzim olan kompleman proteinlerinin,
aktive olabilmeleri i¢in 6nceden aktiflesmis enzimler ile proteoitik etkilesim
gerekmektedir. Aktive olan enzim bir sonraki basamakta baska molekiilleri aktive
ederek devam eden bir kaskad sistemini olustururlar. Bu yolun aktiflesmesi i¢in {i¢

yol bulunmaktadir:

e Antijen-antikor kompleksi olan klasik yol
e Karbonhidratlarin baglandig: lektin yolu

e Mikroorganizmalar alternatif yol

Bu 3 yolakta da ortak olan kompleman 3’iin (C3) iki fragmente yani C3a ve C3b’ye
boliinmesidir. C3a fagositleri ve mast hiicrelerini aktive ederken, C3b, fagositler i¢in
reseptor gorevi gormektedir ve ayn1 zamanda membran atak kompleksi ad1 verilen ve
hiicre lizisine sebep olan kompleman proteinini (C5-C9) aktiflestirmektedir. Klasik
yolun ilk adimi antijen ve antikorun baglanmasiyla birlikte C1q’nun uyarilmasi ve
boylece immiin sistemin aktive olmasini saglamaktadir. Lektin yolu C2 ve C4’ilin
aktive olmasi ile baslayarak tipki klasik yoldaki gibi C3 ile devam etmektedir.
Alternatif yol i¢in  antikora ihtiyag¢  duyulmamaktadir ve  C3b’nin
mikroorganizmalarin  ylizeyinde bulunan  hidroksil ve amin gruplarina
baglanmalariyla aktiflesir ve ardindan klasik yoldaki gibi aktiflesmektedir (Diizgiin,
2014) ,(Lan & Tinckam, 2018), (Nechansky et al., 2009).

19



Lectin Classical Alternative
Fathiwany Fatiweay Pathiweany

C3a e | 5 "é-q_*x':"' C3a
T — T
icab ™. T L L _~icab
C3-corvertase CE3-conweriass
(CdAbZa) 3Bk
L1 _ L
CS—comeertase CS—conwertase
{C4dbZa3b) {C3IBBEBE3Ib)

1 &=m —=—
S M =

CSh-9 (MAC)

TAERTLS i ST Ao

Sekil 3.6. Kompleman sistemin 3 temel yolagi.

| Antijen-antikor kompleksi } c3 | Mikroorganizma }
& &
C3a C3b

V

Sekil 3.7. Etki faktdrlerinin kompleman sistemde segtikleri yolaklar.

Bu analizde amag, tiimor hiicresine baglanan monoklonal antikorun immiin sistem
elemanlari ile ortak caligmasi sonucunda spesifik bir tedavi olusturmaktir.

Terasaki plakalara hiicre sayis1 yaklasik 100-200 olacak sekilde hiicreler ekilmistir.
Hiicrelerin {izerine farkli diliisyon oranlarinda (1:50-1:100-1:250-1:500—-1:1000)
I’er pl antikor eklenmistir ve 30 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakilmaistir.

Inkiibasyon siiresinin sonunda 5upl tavsan kompleman: eklenerek 1 saat oda
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sicakliginda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresinden sonra 1’er damla akridin oranj
etidyum bromiir (AO/EB) eklenerek 5 dakika bekletilmistir. Ardindan Ege
Universitesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali’nda bulunan floresan
mikroskopta goriintiilleme yapilmis ve kuyucuklardaki hiicreler tek tek sayilmistir.
Akridin oranj 6li hiicreleri kirmizi renge boyarken, etidyum bromiir canli hiicreleri

yesile boyamistir. Pozitif ve negatif kontrol kullanilmistir. Pozitif kontrolde antikor

yerine HLA kullamilmistir. Negatif kontrolde antikor yerine PBS kullanilmistir
(Prang et al., 2005),(Razmkhah & Ghaderi, 2013).

Resim 3.2. Kompleman deneyinde kullanilan terasaki plaka ve hamilton pipet
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3.6. Annexin-V Yontemi ile Apoptotik Hiicre Ol¢iimii

Fosfotidilserin (PS), hiicrelerin i¢ ylizeyinde bulunan bir fosfolipittir. Hiicre
apoptotik silirece girdiginde bu protein hiicrenin dis yiizeyine transloke olur.
Annexin-V, fosfotidilserine baglanabilen bir proteindir. Ancak bu baglanma
hiicrenin disinda meydana gelir. Ozetle, apoptotik hiicrede PS’ler dis yiizeye
transloke olmakta ve Annexin V proteini de PS’lere baglanarak bu hiicrelerin
goriintiilenmesini  saglamaktadir (Engeland, Nieland, Ramaeckers, Schutte, &

Reutelingsperger, 1998), (Demchenko, 2013), .

Mormal Cell Membrane Apoptatic Cell Membrane Apoptatic/Mecratic Cell
Mo PS on surface, PS on surface. Membrane PS on surface,
membrane disintegrates,

000000 000000 © 00 O
= Phosphatidylserine

Sekil 3.8. Hiicrenin canli, apopototik veya nekrotik olmasina gore PS’lerin hiicre

membranindaki konumu.

Apoptoz analizi, Arthur cihazi kullanilarak yapildi. 6 kuyucuklu plaklara her
kuyucuga 1x10* hiicre olacak sekilde hiicreler ekildi ve 1 gece 37°C, %5 CO, olan
inkiibatorde hiicrelerin tutunmasi saglandi. Inkiibasyondan sonra deney grubu
hiicrelerine 1/1000 konsantrasyonda monoklonal antikor eklendi ve 24 saat inkiibe
edildi (Deney kontrol grubuna antikor eklenmemistir). Inkiibasyon siireleri dolduktan
sonra kuyucuklardaki besi ortami uzaklastirildi. Her kuyucuga 1x PBS eklenerek
yikama yapildi. Ardindan her kuyucuga % 0.05 Tripsin-EDTA eklenerek 37°C’de
yaklasik 5 dakika tutularak hiicrelerin flask yiizeyinden ayrilmalar1 saglandi. Tripsin
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inaktivasyonu i¢in her kuyucuga eklenen tripsinin 2 kati ml’de Fetal Sigir Serumu
iceren RPMI 1640 besi ortami eklendi ve santrifiij tiiplerine aktarildi. 1000 rpm’de 5
dk santrifiij edildikten sonra siipernatant uzaklastirildi. Hiicrelerin iizerlerine besi
ortami eklenerek reslispanse edildi. 1.5 ml’lik steril mikrosantrifiij tiiplerine hiicre
siispansiyonlarindan 100’er pul ve Muse™ Annexin V & Dead Cell reaktifinden
100’er pl ilave edildi ve 20 dk oda sicakliginda, karanlik ortamda inkiibe edildi.
Ardindan Arthur cihazinda 6l¢tim yapildi. Tim analizler 3’er tekrarla yapildi
(Pratama et al., 2018), (G. Wang et al., 2005), (Mattes, Michel, Goldenberg, &
Sharkey, 2009).

-

MCF10A
Kontrol

MCF10A
MAB

kl I/

\_

3.9. Apoptoz deneyi semasi
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4. Bulgular

4.1. Floresan Aktif Hiicre Ayirma (FACS) Yontemiyle CD44"/CD24” Kanser
Kok Hiicrelerinin Elde Edilmesi

Floresan aktif ayirma sonucunda CD44+/CD24- belirtegli meme kanseri kok
hiicreleri aynstirilmistir. Islem sonucunda kanser kok hiicresi olmayan bulk
popiilasyon ile kanser kok hiicreleri elde edilmistir.

FACSDiva Version 6.1.3

MCF ¢ 44-24-26092017

8 = oz
E CI1=
< b=
il 4"
fin] EH_
o=
et o4
N ERRIARANARARREREREEN I L 1 R 111 O AN
50 100 160 0 e e 10*
FEC-A e 1.000) (D44 APT-4
CE 7 4d4-24-2609201 F MCE 7 4d-24-26092017
= =
==t 5 =
= a
o7 a3
i =]
=] :
e e
=1 . |
1-”1-“1] T ||||||T| T ||||||T| T |||||1T'_|_ ||||||1 T |||||||| L ||||||| T |||||||| T
10’ 1 i 1n* 1n? 1’ T 100
CO24- PE-A 044 APC-A,
Sekil 4.1. FACS analizinin grafik verileri.
Tupe: 26092017
Poulation #Events %Parent %Total
2 Events 20,000 A 1000
Hr 14,973 749 T4.9
-l P2 398 27 70
C Hl NOTED 14,575 71 724
. B a1 2,474 202 174
P ar 7,040 137 0z
(k] 7,258 485 363
.Dd Q4 2105 147 mn

Sekil 4.2. FACS analizinin sayisal verileri.
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4.2. WST1 Yontemi Monoklonal Antikorun Sitotoksisite Analizi

WST1 analizinde tiim deney gruplar1 3 tekrarli yapilmigtir. Olgiim sonuglar1 Excel
programinda tablo yapilmis ve ortalamalar1 alinarak grafik olusturulmustur. Farkli
konsantrasyonlardaki antikorun hiicreler iizerinde canlilik etkisi grafik 4.1.°de
gosterilmistir. 1/50 konsantrasyonda hiicrelerin canlilik ytizdeleri; MCF10A igin
%82,61, MCF7 i¢in %78,84, MCF7 KKH i¢in %83,16’dir. 1/100 konsantrasyonda
hiicrelerin canlilik yiizdeleri ; MCF 10A icin %93,06, MCF7 igin %68,87, MCF7
KKH i¢in %78,98’dir. 1/250 konsantrasyonda hiicrelerin canlilik yiizdesi; MCF10A
icin; %83,59, MCF7 i¢in %67,89, MCF7 KKH i¢in %70,56’dir. 1/500
konsantrasyonda hiicrelerin canlilik yilizdesi; MCF10A i¢in %86,44, MCF7 i¢in
%66,60, MCF7 KKH i¢in 75,86’dir. 1/1000 konsantrasyonda hiicrelerin canliliklar
yiizdeleri; MCF10A igin %92,81, MCF7 i¢in %63,56, MCF7 KKH i¢in %68,28"dir.

Konsantrasyon orani arttik¢a canlilik yiizdesi azalmstir.

WST1 Analizi
100

x

‘@

k!

N

E m MCF10A
=

= m MCF7 S+
<

Q = MCF7

1/50 1/100 1/250 1/500 1/1000

Antikor Konsantrasyonlari

Grafik 4.1. Farkli konsantrasyonlardaki antikorun MCF10A,MCF7 ve MCF7 KKH iizerine

etkisi.
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4.3. Komplemana Bagimh Sitotoksisite Analizi

Kompleman analizinde tiim deney gruplar1 3 tekrarli yapilmistir. Sayilan hiicreler
Excel programinda ortalamalar1 alinarak canlilik ylizdesi hesaplanmis ve grafik
olusturulmustur ( Grafik 4.2.). Sayilan hiicrelerin floresan mikroskop goriintiisii Sekil
4.3’te , pozitif ve negatif kontrollerin floresan mikroskop goriintiisii Sekil 4.4.’te
gosterilmistir. 1/50 konsantrasyonda hiicrelerin canlilik yiizdesi; MCFI0A igin
%99,07, MCF7 igin %93,49, MCF7 KKH i¢in %71,89’dur. 1/100 konsantrasyonda
hiicrelerin canlilik yiizdesi; MCF10A i¢in %99,07, MCF7 i¢in %94,76, MCF7 KKH
icin %69,4’tiir. 1/250 konsantrasyonda hiicrelerin canlilik yiizdesi; MCF10A igin
%99,49, MCF7 icin %83,7, MCF7 KKH i¢in %64,16’dir. 1/500 konsantrasyonda
hiicrelerin canlilik yiizdesi; MCF10A i¢in %99,48, MCF7 i¢in %75,83, MCF7 KKH
icin %63 ,63’tiir. 1/1000 konsantrasyonda hiicrelerin canlilik ylizdesi; MCF10A igin
%99,3, MCF7 i¢in %70,25, MCF7 KKH i¢in %61,72’dir. Negatif kontrolde
hiicrelerin canlilik yiizdesi; MCF10A i¢in %99,45, MCF7 i¢in %79,92, MCF7 KKH
icin %72,5tir. Pozitif kontrolde hiicrelerin canlilik ylizdesi; MCF10A igin %99,28,
MCF7 ig¢in %58,86, MCF7 KKH i¢in 60,92°dir. Konsantrasyon orani azaldik¢a 6liim

orani da azalmaktadir. Negatif kontrol ve pozitif kontrol anlamli ¢ikmustir.

Komplemana Bagli Sitotoksisite
120

100 <

L
L 3
L 3
<@
<*
®

80 “Z

60 —o— MCF 10A

Canlihik %

MCF7
40

MCF7 KKH

20

1/50 1/100 1/250 1/500 1/1000 Negatif Pozitif
Kontrol Kontrol

Grafik 4.2. Farkli konsantrasyonlardaki antikorun kompleman ile hiicreler iizerindeki etkis
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Sekil 4.3. Komplemana bagimli sitotoksisite deneyinin floresan mikroskobunda

goriintiilenmesi.
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MCF10A MCF7 KKH MCF7

Sekil 4.4. Komplemana bagimli sitotoksisite deneyinin pozitif ve negatif kontrollerinin

Poziti
Kontrol

Negati
Kontrol

floresan mikroskobunda goriintiilenmesi.
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4.4. Apoptoz Analizi

Apoptoz analizi Arthur cihazinda 3 tekrarli yapilmistir. Apoptoz deneyinde 1/1000
konsantrasyondaki monoklonal antikor kullanilmistir. Hiicrelerin canlilik yiizdesi

grafigi Grafik.4.3’te gosterilmistir.

Apoptoz testi

120

100

80 -

60 ~ HECanl

Canliik %

m Ol
40 - 11

= Apoptotik

MCF10A MCF10A MCF7 KKH MCF7 KKH MCF7 MCF7 Mab
Kntrl Mab Kntrl Mab Kntrl

Grafik 4.3. Antikorun 1/1000 oranindaki konsantrasyonunun apoptotik etkisi.
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Sekil 4.5’te MCF10A kontrol grubu ve monoklonal antikor eklenmis grup
gosterilmistir. MCF10A kontrol grubunda canli hiicre %92 ,6lii hiicre %8, apoptotik
hiicre %0’dir. MCF10A mAb grubunda canli hiicre %86, 6l hiicre %13, apoptotik

hiicre %1 °dir.

File Name: MCF104 CNT 2_2
MCF10A KONTROL Experiment Date  : 2019-01-30 14-23-36
Assay : Annexin V
Control Name : No Background
Sensitivity H
Cirouarity 18
Conc, Gocells  #cells
Live: L03X10e6 cells/mL ~ 92% 2151
Dead: 9,25%10ed cells/ml 8% 194
Apoptotic: 0.14X10e4 cells/mL 0% 3
Average cell size: 17 pm
# of cells counted: 2348
Total cell conc.:  1.12(10e6 cells/mlL

Fike Mame: 104 MAB 3 2

MCF10A MAB Experiment Date  : 2019-01-30 14-34-05
Assay : Annexin V
Control Name  : No Background
Sensitivity H}
Circularity :8
Cone. %cells  # cels
Live: 7.72X10e4 cells/mL.  86% 162
Dead: L1dX10ed celg/ml  13% 24

Apoplotic: 0.10%10e4 cells/mL 1% 2

Average cell size: 15 pm
# of cells counted: 183
Total cell conc.:  8.96X10e4 cells/ml

Sekil 4.5. MCF10A hiicre hatti kontrol grubunun ve monoklonal antikorlu grubunun apoptoz

analizi.
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Sekil 4.6’te MCF7 kontrol grubu ve monoklonal antikor eklenmis grup
gosterilmistir. MCF7 kontrol grubunda canli hiicre %93 ,6lii hiicre %7, apoptotik
hiicre %1°dir. MCF7 mAb grubunda canli hiicre %28, 6lii hiicre %8, apoptotik hiicre
%64 tir.

File Name: MCF7 CNT_L
MCF7 KONTROL Experiment Date  : 2019-01-30 14-19-59
Assay + Annexin V
Control Name 2 Mo Background
Sensitivity 16
Circularity :8
Conc. %cells  #cells
Live: 1.66X10e5 cells/mL ~ 93% 9
Dead: 1191004 cellsiml. 7% 25
Apoptotic: 0.14%10e4 cells/mL 1% 3
Average cell size: 15 ym
# of cells counted: 377
Totsl eall rone + 1 SANINGS rollefmil
Fibz Name: 7 MAB_1
MCF7 MAB Experiment Date  : 2019-01-30 13-55-50
Assay * Annexin Y
Control Name 2 No Background
Sensitivity 16
Circularity :8
Cone. Socells  #celk
Live: 1221065 cells/mL.  28% 256
Dead: 36201004 cellsimL 8% 76
Apoptotic: 285%10e5 cells/mL  64% 507
Average cell size: 15 ym
# of cells counted: 929
Total cell conc.:  4.43%10e5 cells/mL

Sekil 4.6. MCF 7 hiicre hatt1 kontrol grubunun ve monoklonal antikorlu grubunun apoptoz

analizi.
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Sekil 4.7’te MCF7 KKH kontrol grubu ve monoklonal antikor eklenmis grup
gosterilmistir. MCF7 KKH kontrol grubunda canli hiicre %98 ,6li hiicre %2,
apoptotik hiicre %0°dir. MCF7 KKH mAb grubunda canli hiicre %49, 6lii hiicre %4,
apoptotik hiicre %48 dir.

File Name: 57 CNT_1
MCF7 KKH KONTROL Experiment Date  : 2019-01-30 14-10-15
Assay : Annesdn V'
Control Mame & No Background
Sensitivity H.
Circularity :8
Conc. Scells  #cells
Live: 9.3910e4 cells/mL  98% 197
Dead: 0.24X10e4 cellg/mL 2% 5

Apoptotic:  0.00X10e4 cels/mL 0% 0

Average cell size: 15 pm
# of cells counted: 202
Total cell conc.: 9,63 1064 cells/mi
File Name: 57 MAB_1
Experiment Date  © 2019-01-30 14-06-04
Assay : Annexin V
Control Name  : No Background
Sensithvity 6
Circularity 8

Conc. Secells = cells
Livee: 6.15%104 cells/mL  49%
Dead: 0.48X10e4 cellsimL. 4%
Apoptotic:  6.00X10e4 cells/mL  48%

MCF7 KKH MAB

R=k

Average cell size: 13 ym
# of cells counted: 265
Totad cell conc.:  1.2610e5 cells/mL

Sekil 4.7. MCF 7 KK hiicre hatt1 kontrol grubunun ve monoklonal antikorlu grubunun

apoptoz analizi.
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5. Tartisma

Kanserin biiylimesinde, metastazinda ve tedavi sonrasi tekrarlamasinda kanser kok
hiicrelerin etkisinin oldugu bilinmektedir. Bu sebeple KKH’lerin mekanizmasinin
anlasilmas1 ve hedeflenmesi klinik tedavilerin basarisini arttiracaktir (Nilendu,

Kumar, Kumar, Pal, & Sharma, 2018).

Giliniimiizde kemoterapi ve radyoterapi gibi hiicreye spesifik olmayan tedavilerin
yerine antikor aracili immiinoterapi ile kanser tedavileri gelistirilmektedir
(Gelderman, Tomlinson, Ross, & Gorter, 2004). Poliklonal antikorlar diisiik
ozgiilliigiinden dolayr immiinojenik yanitta sinirli basariya sahiptirler. Monoklonal
antikorlarin gelismesi, antikorun tutarliliginin ve 6zgiilliigiiniin artmasin1 dolayisiyla
daha yiiksek basar1 ile sonuglanmayr saglamistir. Monoklonal antikorlar,
biyomedikal ve klinik uygulamalarda olduk¢a 6nem kazanmistir. Doku 6rneklerinde
proteinlerin isleyisini izlemek ve/veya tespitini yapabilmek, cesitli biyolojik
yolaklarin aktivasyonunu veya inhibisyonunu saglamak, antijenleri saflagtirmak gibi
cesitli calismalarda siklikla kullanilmaktadir. Dolayisiyla teshis ve tedavi igin
olduk¢a dnem tasimaktadirlar (Sterner et al., 2016). Klinik kullanimi onaylanan ve
siklikla kullanilan CD20 antikorlar1; rituksimab,ofatumab ve obinutuzumab’tir.
Ancak bu antikorlarin tedavisinden sonra kanserin niiksettigi goriilmektedir. Bu
nedenle monoklonal antikorlarin gelistirilmesi 6nem konusudur. Mab’larin etki
mekanizmalari; antikora bagli hiicresel sitotoksisite, komplemana bagli sitotoksisite,
apoptoz indiiksiyonu ve kanser hiicresinin gelisiminde Onemli reseptor ve
molekiillerin inhibisyonudur. Mab teknolojisi ile kanser ve kanser kok hiicrelerin
KBS veya ABHS’ye duyarliligmi diizenleyen yilizey antijenlerin hedeflenmesi,
iiretilen mAb’1n 6ldiirme mekanizmasin belirlemektedir (Wirt et al., 2017). Metastaz
yapan veya sessiz olarak nis ortaminda bulunan hiicrelerin hedef alinmasi ig¢in
dolasim sisteminde bulunan komplemanlar ile immiinoterapinin indiiklenmesi etkili
ve kesin sonugclar elde etmek i¢in umut vadeden bir yontemdir (Buettner et al., 2007),

(Shuptrine, Surana, & Weiner, 2012).

CD20 antikorlar1 tip I ve II seklinde gruplanir. Tip I antikorlari KBS’yi
indiiklemektedir. Ancak dogrudan hiicre Oliimiine olan etkileri zayiftir. Tip II

antikorlar1 ise dogrudan hiicre 6liimiinii indiiklerken KBS etkinligi zayiftir. ABHS ve
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KBS 0Onemli antikor fonksiyonlaridir ve bu yolaklarin aktive olmasi i¢in Fc
modifikasyonlar1 gelistirilmektedir. Glikosilasyon modifikasyonlar1 veya aminoasit
sekanslarindaki modifikasyonlar ile yeni teknolojiler gelistirilmektedir. Hem ABHS
hem de KBS i¢in etkili antikorlarin iiretilmesi, protein miihendisligi ve
glikomiihendislik teknolojileri ile birlikte gelistirilmesi daha etkin sonuglar elde

edilecegini diisiindiirmektedir (Wirt et al., 2017).

Monoklonal antikorlar iiretim sekillerine gére ayrilmistir. Murin mAb’larin immiin
sistemdeki etkilesimlerinden dolayr kimerik mAb’lar dretilmistir. Murin
mAb’lardaki Fc kismi, insan Fc ile degistirilmigsken, kimerik mAb’larda Fc kismi
bagisiklik sistemini uyaracak 6zellikte gelistirilmistir.

Gilintimiizde kullanilan mAb’larin ¢ogu, komplemana bagl sitotoksisite ve antikora
bagl hiicresel sitotoksisiteye etkili olan IgGI izotipindedir. ABHS ye direncli olan
hiicreler KBS’ye duyarli iken KBS’ye direngli hiicreler ABHS’ye duyarhdir.
Dolayisiyla, mAb konsantrasyonu, bu iki mekanizmanin sinerjik veya antagonik
olarak islev gorlip gormedikleri lizerinde Onemli bir etkiye sahip olabilmektedir
(Tackenberg et al., 2015), (Strome et al., 2007).

Kanser hiicreleri, immiin sistem tarafindan taninmaktan ve yok edilmekten kacinirlar.
Tiimoriin  biiylimesi ve metastazi icin kan dolasimina erismesi gerektiginden,
oncelikle kanda  bulunan  kompleman  sistemin  kullanilmasi,  kanser
immiinoterapisinde mAb aracili KBS’nin 6nemini gostermektedir (Buettner et al.,
2007).

Mab’1in konsantrasyonu tiimor gelisimini durdurmak ve tiimdr hiicrelerini yok etmek
icin olduk¢a onemlidir. Diigiik konsantrasyondaki terapotik antikorlarin genellikle
timoriin  diren¢ mekanizmasia etkisi yetersiz olabilmektedir. Ancak yiiksek
konsantrasyonda mAb, hiicre Oliimiinii gerceklestirmesine ragmen kompleman
proteinlerinin birikmesine ve erken tliketilmesine neden olabilir, bdylece etki
mekanizmasinda verim diismektedir. Bu sebeple antikorun konsantrasyonunun
secilmesinde KBS doyurucu miktarin segilmesi &nemlidir. (Stasitoj¢, Osterborg,
Blom, & Okrdj, 2016), (S.-Y. Wang & Weiner, 2008). Calistifimiz antikorun etkin

konsantrasyonu en diisiik olan 1/1000 konsantrasyonda goriilmiistiir.

CD20 monoklonal antikorlarindan olan ve meme kanserinde siklikla kullanilan
Tratuzumab, Bcl-2 ailesi tiyelerini hedef aldig bilinmektedir. CD20 mAb’lar1 KBS
ve/veya ABHS etkinliginin yani sira apoptotik yolagi da indiikledigi tespit edilen
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monoklonal antikorlardir. Calistigimiz antikorun da hem KBS etkisinin hem de
apoptotik etkisinin bulunmasi klinikte olduk¢a tercih edilen CD20 antikorlar1 gibi
etkili bir tedavi araci olabilecegini diisiindiirmektedir (Hassan, Watari, Abualmaaty,

Ohba, & Sakuragi, 2014), (Gelderman et al., 2004).

Karbonhidratlar, hiicre-hiicre etkilesimi, protein katlanmasi, sinyal iletimi gibi
oldukca Onemli hiicresel mekanizmalarda kritik role sahiptir. Bu sebeple
glikolizasyon biiyiikk Onem tagimaktadir. Anormal glikozilasyon, kanser ile
sonu¢lanmaktadir. Karbonhidratlar teshis ve tedavi i¢in olduk¢a 6nemli hedeflerdir.
Karbonhidratlarin 6nemi, karbonhidrat antikorlarinin gelistirilesi i¢in bir hedef
olusturmustur. Antikorlar, karbonhidratlarin ifadesinin ve hiicre mekanizmasindaki
rollerinin belirlenmesinde olduk¢a Onemlidir. Ancak karbonhidrat baglayan
monoklonal antikor, antiprotein ve antipeptid monoklonal antikorlarinin oldukca
gerisinde kalmistir. Ulusal Bilimler Akademisi tarafindan verilmis olan bir raporda,

glikan spesifik antikorlarin bulunmamasi, bu alandaki kilit eksikliktir (Sterner et al.,

2016).

Sialik asitler, glikan zincirlerinin ucuna eklenir ve glikokaliksin 6nemli bir bilesinini
olustururlar. Hiicrenin yilizeyinde bulunan sialik asitler, hiicre-hiicre etkilesiminde,
hiicre sinyalizasyonunda ve hiicrenin immiin sistem ile etkilesiminde rol almaktadir
(Meesmann et al., 2010). Sia’larda meydana gelen anormal sialilasyon hiicrelerin

kanserlesmesine sebep olmaktadir (Vajaria, Patel, Begum, & Patel, 2016) .

Deaminonéraminik  asit, sialik asit ailesinin bir iyesidir. Memelilerde
deaminondraminiik asit olusumu kolaylikla saptanamayacak kadar kiigtiktiir.
Immiinohistokimyasal yontemlerle memeli dokularinda a-2—8 bagl oligoKDN’yi
tantyan monoklonal antikor olan mAb.kdn8kdn ile glikoprotein yapilar1 gosterilmis
ve dokulardaki deaminonéraminik asit miktarlar1 incelenmistir (Kanamori et al.,
1994). Tiimor hiicrelerinde deaminondraminik asit iceren glikokonjugatlar tanimlanig
ve timor teshisi icin hassas problar olarak kullanilabilece§i one siiriilmiistiir. Bu
sebeple kanser biyolojisi ¢aligmalarinda anahtar molekiil olarak kullanilabilecekleri
diistiniilmektedir. Yapilan c¢aligmalarda, akciger, ovaryum ve meme kanseri
dokularinda artmis deaminondraminik asit ifadesi oldugu gozlenmis, bununla birlikte
kanser tanis1 ve tedavisi i¢in kullanilabilecegi ihtimali ortaya konmustur (Inoue et al.,

2006), (Yabu et al., 2013).
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Deaminondraminik asit antijeni normal memeli hiicrelerinde oldukga diisiik seviyede
ifade edilirken kanser hiicrelerinde yliksek ifadesi, hedefe spesifik tedavilerde
kullanilabilecek bir molekiil oldugunu diisiindiirmiistiir. Bu sebeple tedavi amaclh
iiretilen yeni bir mAb olan deaminondraminik asit monoklonal antikoru tiretilmistir.
Yapilan bir¢cok calismada sialik asit seviyeleri ile KBS aktiviteleri arasinda bir
korelasyon goriilmektedir (Luo et al., 2017). Bu nedenle iiretilen deaminondraminik
asit monoklonal antikorunun KBS {izerinde etkisi incelenmis ve sitotoksik etkisi

oldugu gosterilmistir.

Yapilan calismada kullanilan mAb, c¢alisma grubumuz tarafindan onceki projeler
sonucu elde edilmistir. Literatiirde bu mAb ile ilgili bilgiler heniiz yayinlanmamustir.
WSTI analizi mAb’1in uygun sitotoksik etkisinin oldugu doz araliginin belirlenmesi
icin yapilmigtir. WST1 analizi sonucunda kanser ve kanser kok hiicrelerinde 1/50
konsantrasyonda en az sitotoksik etki goriilmiistiir. 1/1000 konsantrasyon sitotoksik
etkisi en yiiksek doz olarak belirlenmistir. Epitelyum hiicreleri {izerine sitotoksik
etkisi oldukc¢a diistiktiir. Komplemana bagh sitotoksisite analizi, immiin sistemdeki
kompleman molekiilleri ile en etkili sitotoksik dozun belirlenmesi i¢in yapilmistir.
Komplemana bagli sitotoksisite deneyinde de 1/1000 konsantrasyonda en etkili
sitotoksik sonu¢ alinmistir. Bu degerler sonucunda apoptoz deneyinde 1/1000
konsantrasyonun apoptotik etkisi arastirilmig ve diger analizlerle birlikte anlaml
sonug elde edilmistir. Bu sonuglar dogrultusunda deaminonodraminik asit mAb’1 i¢in
konsantrasyon azaldikca etkinligin arttig1 goriilmektedir. Yiiksek konsantrasyonda
mAb’in  etkinligi olduk¢a diisiiktiir. Bunun sebebi olarak mAb’in yiiksek
konsantrasyonda hiicreye baglanamadigi, homojen olarak ¢oziinmedigi, g¢apraz
baglanmalarin meydana geldigi veya kompleman sistemdeki asiri doyurucu ve
biriktirme etkisi ile sistemin verimini diislirdiigli diisiiniilmektedir. Calistigimiz
antikorun klinikte kullanilan antikorlarin etki mekanizmalarma sahip oldugu
gosterilmistir. Klinikte kullanilan mAb’lardan farkli olarak en 6nemli 6zelligi kanser
olusumuna sebep olan kanser kok hiicresini de hedef almasidir. Ayrica mAb’in,
kanserin gelisiminde biiylilk Onem tasiyan sialik asit ailesine ait olan
deaminonéraminik asite O6zgii olmasi bu alandaki eksikliklere 151k tuttugunu

diistindiirmektedir.
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6. Sonuc ve Oneriler
WSTI analizi mAb’in uygun sitotoksik etkisinin oldugu doz araliginin belirlenmesi
icin yapilmustir. Deneyler iiglii tekrarla yapilmistir. Olg¢iim sonucunda hiicrelerin

canlilik yiizdeleri ;

1/50 konsantrasyon i¢in canlilik ylizdeleri MCF10A epitelyum hiicresinde %382,61,
MCF7 kanser hicresinde %78,84, MCF7 KKH’de 9%83,16’dir. 1/50

konsantrasyonun kanser hiicrelerini yok etme etkinligi diistik ¢ikmustir.

1/100 konsantrasyon i¢in canlilik yiizdeleri MCF10A epitelyum hiicresinde %93,06,
MCF7 kanser hiicresinde %68,87, MCF7 KKH’de %78,98’dir. Bu konsantrasyonda
epitelyum hiicrelerinin canlilik yiizdesi yiliksek degerde c¢ikmistir. Kanser kok
hiicresinde etkin bir 6lim oram1 goriilmektedir. Kanser hiicresinde de canlilik

oraninda azalma goriilmiistiir.

1/250 konsantrasyon i¢in canlilik yiizdeleri MCF10A epitelyum hiicresinde %83,59,
MCF7 kanser hiicresinde %67,89, MCF7 KKH’de %70,86’dir. Bu konsantrasyonda

1/100 konsantrasyona gore tiim hiicrelerin canlilik yilizdelerinde azalma goriilmiistiir.

1/500 konsantrasyon i¢in canlilik yiizdeleri MCF10A epitelyum hiicresinde %86,44,
MCF7 kanser hiicresinde %66,60, MCF7 KKH %75,86°dir. 1/250 konsantrasyon ile

kiyaslandig1 zaman bu dozda 6liim etkinligi diisiik ¢cikmuigtir.

1/1000 konsantrasyon i¢in canlilik yiizdeleri MCFI0OA epitelyum hiicresinde
%92,81, MCF7 kanser hiicresinde %63,56, MCF7 KKH’de %68,28’dir. Epitelyum
hiicresinde canlilik oran1 yiiksek ¢ikmistir. Kanser ve kanser kok hiicrelerin canlilik

yiizdelerinin en diisiik goriildiigli konsantrasyon 1/1000°dir.

WST1 deneyinin sonucuna bakildiginda tim mAb konsantrasyonlarinda epitelyum
hiicrelerinin canlilig1 yiiksek ¢ikmistir. T test ile yapilan analizde kanser hiicresi i¢in
anlamli dozlar 1/100, 1/500 ve 1/1000 konsantrasyonda goriilmiistiir (p<0,001).
Kanser kok hiicresi icin anlamli dozlar 1/250 ve 1/1000 konsantrasyonunda
goriilmiistiir. WST1 deneyinde hem kanser hem de kanser kok hiicreleri i¢in anlamli

konsantrasyon 1/1000 olarak hesaplanmistir.
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Komplemana bagli sitotoksisite deneyi mAb’in komplement sistem ile etkilesimi
sayesinde hedef alinan hiicre lizerindeki en etkili sitotoksik etkisinin hangi dozda

oldugunu belirlemek i¢in yapilmistir.

1/50 konsantrasyon i¢in hiicrelerin canlilik yiizdesi MCF10A’da %99,07, MCF7°de
%93,49, MCF7 KKH’de %71,89’dur. WST1 deneyinde oldugu gibi bu deneyde de
1/50 konsantrasyonda etkin oOliim degeri goriilmemistir. Sadece kanser kok

hiicresinde canlilik diisiik ¢ikmuistir.

1/100 konsantrasyon i¢in hiicrelerin canlilik yiizdesi MCF10A’da %99,07, MCF7°da
%94,76, MCF7 KKH’de %69,4’tiir. 1/50 konsantrasyonda goriildiigii gibi bu
konsantrasyonda da sadece kanser kok hiicresinin canlilik oraninda azalma

gorilmiistiir.

1/250 konsantrasyon i¢in hiicrelerin canlilik yiizdesi MCF10A’da %99,49, MCF7’de
%83,7, MCF7 KKH’de %64,16’dir. Epitelyum hiicresinde canlilik yiizdesi yiiksek
cikmigtir. Kanser kok hiicresinde ve kanser hiicresinde konsantrasyon azaldikca

canlilik da azalmistir.

1/500 konsantrasyon i¢in hiicrelerin canlilik yiizdest MCF10A’da %99,48, MCF7°de
%75,83, MCF7 KKH’de %63,63’tiir. Konsantrasyonun azalmasiyla kanser ve kanser
kok hiicresinde canlilik ylizdesi de azalmistir. Epitelyum hiicresi canlilik yiizdesini

korumaktadir.

1/1000 konsantrasyon i¢in hiicrelerin canlilik ylizdest MCF10A’da %99,3, MCF7°de
%70,25, MCF7 KKH’de %61,72°dir. WST1 analizinde oldugu gibi bu
konsantrasyonda kanser ve kanser kok hiicrelerinin canlilik yilizdesinde azalma
goriiliirken epitelyum hiicrelerinde canlilik yiizdesi yiiksektir. WST1 deneyinde
kanser hiicrelerinin canlilik yiizdesi kanser kok hiicresinden diisiik ¢gikmistir. Ancak

kompleman deneyinde bu sonug tam tersidir.

Komplemanin etkin ¢alisip ¢alismadiginin anlasilmasi i¢in negatif ve pozitif kontrol
yapilmigtir. Negatif kontrol i¢in hiicrelerin canlilik yiizdesi MCF10A’da 999,45,
MCF7°de %79,92, MCF7 KKH’de %72,5’tir. Pozitif kontrol i¢in canlilik ylizdesi;
MCF10A’da %99,28, MCF7°’de %58,86, MCF7 KKH’de 60,92’dir. Negatif
kontrolde yiiksek canlilik, pozitif kontrolde yiiksek 6liim beklenmistir. Bu durum

komplemanin ve mAb’in dogru calistigin1 gostermektedir. Kompleman deneyinde
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kanser ve kanser kok hiicresi i¢in antikorun anlamli dozlart 1/500 ve 1/1000 olarak
hesaplanmistir (p<0,001). Kompleman deneyinde iki doz anlamli ¢ikmistir. Ancak
WSTI1 deneyi ile kiyaslandiginda tiim hiicre gruplarinda ve deneylerde 1/1000

konsantrasyon en anlamli doz olarak se¢ilmistir.

Apoptoz deneyi mAb’in apoptotik etkisinin bulunup bulunmadigini tespit etmek
amaci ile yapilmistir. WST1 ve kompleman deneyinde 1/1000 konsantrasyonu
anlamli ve etkin doz belirlendigi i¢in apoptoz deneyi tek doz olarak denenmistir.

Kontrol grubu sadece hiicrenin bulundugu gruptur.

MCF10A kontrol grubunda canli hiicre %92 ,6lii hiicre %8, apoptotik hiicre %0’dir.
MCF10A mAb grubunda canli hiicre %86, 6lii hiicre %13, apoptotik hiicre %1 dir.
Epitelyum hiicresine mAb’in herhangi bir apoptotik etkisi goriilmemistir.

MCF7 kontrol grubunda canli hiicre %93 ,0li hiicre %7, apoptotik hiicre %1 dir.
MCF7 mAb grubunda canli hiicre %28, 6lii hiicre %8, apoptotik hiicre %64’tiir.
Kanser hiicresinde apoptotik oran oldukca yiiksek ¢ikmistir. Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda mAb’in kanser hiicresinde oldukca apoptotik etkisi oldugu

goriilmiistiir.

MCF7 KKH kontrol grubunda canli hiicre %98 ,0lii hiicre %2, apoptotik hiicre
%0’dir. MCF7 KKH mAb grubunda canli hiicre %49, 6l hiicre %4, apoptotik hiicre
%48’dir. Kontrol grubu ile karsilagtirildigt zaman mAb’in apoptotik etkisi oldukca
yiiksek oldugu goriilmiistiir.

Apoptoz deneyinde de tipkit WST1 ve kompleman deneylerinde oldugu gibi 1/1000
konsantrasyondaki antikorun yok etme etkinligi anlamli ¢ikmustir (p<<0,001).

Tiim sonuglara bakildiginda mAb’n en etkin dozunun 1/1000 oldugu, spesifik olarak
kanser ve kanser kok hiicrelerini hedefledigi acik¢a goriilmektedir. Epitelyum
hiicrelerinin minimum zarar gérmesi tezin mAb tedavisi ile ilgili en temel amacini
karsilamaktadir. Kanser ve kanser kok hiicrelerinin canliligindaki 6nemli azalis

mADb’1n etkin calistiginin gostergesidir.
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Yapilan bu ¢alismada yeni iiretilmis olan mAb’1n sitotoksik etkileri ve basarisi tespit

edilmistir. Bu calisma 151831inda, gelistirilmis olan mAb’in tip alaninda etkin

kullaniliyor olmasi igin ileri ¢alismalarla desteklenmesi Onerilmektedir. Bu

calismalar;

v

[lk olarak in vitro deneyi olan antikora bagli hiicresel sitotoksisite (ABHS) ile
KBS’nin birlikte karsilagtirilmas: ile sinerjik veya antagonist etkileri
belirlenebilir.

Apoptoz etkisi oldugu anlasilan mAb’1n apoptotik yolaga nasil etki ettigi ile
ilgili caligmalar yapilarak bu yolaktaki molekiiller hedeflenebilir.

Farkl1 hiicre hatlarinda mAb’n etkinligi arastirilabilir.

In vitro deneylerin tamamlanmasindan sonra hayvan deneyleri ile dogal
immiin sistemde bu sonuglar karsilastirilabilir.

Sonuglar in vivo deneylerle desteklendiginde klinik tedaviler igin faz
calismalar1 yapilabilir.

Kanser ve kanser kok hiicresine spesifik baglandigi tespit edilen mAb’in
etkinligini arttirmak icin ila¢ ile kombine edilerek birlikte etkileri

incelenebilir, bdylece yeni ve etkin bir mAb piyasa stiriilebilir.
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