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HIDATIK KIiST SIVISI UYGULAMASININ KOLOREKTAL ADENOKARSINOM
(CACO-2) HUCRE HATTINDA INFLAMATUAR YANITLAR VE EPITELYAL-
MEZENKIMAL GECIS UZERINE ETKILERININ ARASTIRILMASI

Yuksek Lisans Tezi
Emin YAGMUR
OZET

Bu tez calismasinda, Insan kolorektal adenokarsinom (Caco-2) hiicre hatt1 ve saglikli kolon
epitel (CoEpi) hiicre hatt1 kullanilacaktir. Caco-2 ve CoEpi hiicreleri tizerinde, g¢esitli
konsantrasyonlar da, Hidatik Kist Sivis1 (HKS) uygulamasinin, c¢alisilan hicre gruplarinin
proliferasyonu Uzerine etkisi incelenecektir. Ardindan olasi, hicre igi proinflamatuar ve
antiinflamatuar sitokinlerin (TNF-alfa, IL-4, TGF- ) salimminda etkisinin, Enzyme — Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) yontemiyle konsantrasyonlarinin belirlenmesi ve total RNA

izole edilerek sinyal proteinlerinin ekspresyon diizeylerinin belirlenmesi amaglanmustir.

HKS uygulamasindan sonra Caco-2 hicrelerinin Epitelyal Mezenkimal Gegis (EMT)
stirecinde, EMT’yi indiikleyici etkiye sahip TGF-B sinyal proteininin ELISA yOntemiyle
konsantrasyonunun belirlenmesi ve sonrasinda qRT-PCR yoluyla ekspresyon dizeyi

belirlenecektir.

Bu baglamda vimentin ve e-kaderin gen ekspresyonlariyla karsilastirilarak inflamatuar
sinyal proteinlerinin ve EMT arasindaki diren¢ mekanizmasinin aydinlatilmasi
hedeflenmektedir. HKS uygulamasi sonucunda proinflamatuar sitokinlerin ve antiinflamatuar
sitokinlerin, hicre proliferasyonuna etkisini, hiicre proliferasyon deneyi XTT yodntemiyle
belirlenecektir. Bunun yani sira hiicre i¢i inflamatuar yolaklarin diizenlenmesi basamaginda ise
total bazda, sinyal proteinlerinin ekspresyonu ve hicre proliferasyonu (zerine etkisini
degerlendirerek Caco-2 ve CoEpi hiicre hattinda olast anti-kanserojen veya kanserojen

etkisinin, in vitro olarak arastirilmasi hedeflenmektedir.

Proje sonrasinda erisilecek ¢iktilar; Hiicre proliferasyon deneyi sonucunda hiicrenin
genel durumu sematize edilerek, hiicredeki belirlenen sinyal proteinlerin ekspresyon
profilleriyle ilgili sonuglar karsilagtirilacak olup metastaz slirecine dair pozitif veya negatif
yonde ¢ikarimlarin yapilmasi planlanacaktir. TNF-o ve IL- 4 sitokinlerinin birbirlerine kars1
antagonistik bir sekilde ¢alistig1 bilinmektedir. Ayrica TNF-a ve TGF- sinyal proteininin EMT

programinin aktif veya pasif hale gelmesinde iki 6nemli etken olarak da ele alinmaktadir.



Hicrede IL-4 diizeyi diisiik, TNF-a ve TGF-B konsantrasyonlarmin yiiksek olmasi kot
prognozla iliskilendirilecektir. Aksi takdirde sonuglar ters yonde akis gosterdiginde, negatif bir

sonuca ulasilacaktir.

Anahtar Kelimeler : Kolorektal Kanser , EMT, Hidatik kist sivis1, Inflamasyon, Sitokin
Sayfa Adedi 176
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INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF HYDATIC CYST FLUID APPLICATION
ON INFLAMMATION RESPONSES AND EPITHELIAL-MEENCHYMAL
TRANSITION IN COLORECTAL ADENOCARCINOMA (CACO-2) CELL LINE

Master Thesis
Emin YAGMUR
ABSTRACT

In this thesis study, human colorectal adenocarcinoma (Caco-2) cell line and healthy colon
epithelial (CoEpi) cell line will be used. The effects of Hydatid Cyst Fluid (HCF) application
at various concentrations on the proliferation of the studied cell groups will be examined on
Caco-2 and CoEpi cells. Then, the potential effects on the release of intracellular
proinflammatory and anti-inflammatory cytokines (TNF-alpha, IL-4, TGF-B) will be
determined by measuring their concentrations using the Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
(ELISA) method, and total RNA will be isolated to determine the expression levels of signal

proteins.

After the application of Hydatid Cyst Fluid (HCF), the concentration of the TGF-$3
signaling protein, which has an EMT-inducing effect, will be determined by the ELISA method
during the Epithelial-Mesenchymal Transition (EMT) process of Caco-2 cells, and

subsequently, its expression level will be determined by gRT-PCR.

In this context, by comparing the gene expressions of vimentin and E-cadherin, the aim
is to elucidate the resistance mechanism between inflammatory signaling proteins and EMT.
The effects of pro-inflammatory and anti-inflammatory cytokines on cell proliferation
following HCF application will be determined by the XTT cell proliferation assay.
Additionally, in the regulation step of intracellular inflammatory pathways, the expression of
signaling proteins and their effect on cell proliferation will be evaluated in total, and the
potential anti-carcinogenic or carcinogenic effect on Caco-2 and CoEpi cell lines will be

investigated in vitro.

The expected outcomes of the project are: As a result of the cell proliferation assay, the
overall condition of the cell will be schematized, and the results related to the expression
profiles of the identified signaling proteins in the cell will be compared. This will allow for
positive or negative inferences regarding the metastasis process. TNF-a and 1L-4 cytokines are

known to work antagonistically against each other. Additionally, TNF-a and TGF-f signaling
v



proteins are considered two important factors in the activation or inactivation of the EMT
program. Low IL-4 levels and high concentrations of TNF-o and TGF-B in the cell will be
associated with a poor prognosis. Otherwise, if the results show the opposite trend, a negative

outcome will be reached.
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1. GIRIS VE AMAC

Antitiim6r immiin yanitlar ve baz1 patojen tlrleri, tlimor olusum riskini azaltici bir dizi sinyal
veya kanserin gerilemesine yol agabilen etkiler gosterebilmektedir. Enfeksiyoz ajanlar ve
bunlarin iriinleri, kanser gelisimini veya biiylimesini pozitif veya negatif olarak modile
edebilen c¢ok ¢esitli konak¢1 yapilarin, immiin yanmtlarim1 diizenleyebildigi, c¢esitli
arastirmalarda bildirilmistir. Enfeksiyon aracili bagisikligin karsinogenez tlizerindeki bu, ikili
etkisini yonlendiren faktorler tam olarak anlagilmamistir. Patojen mikroorganizmalar konak
hlcresinde karsinogenez oncust inflamatuar siirecin aktivasyonuna yol agmalari nedeniyle
kanser gelisimi ile iliskilendirilmistir (1). Kistik Ekinokokkozis (KE), Echinococcus
granulosus sensu lato tur kompleksi icerisinde bulunan parazitlerin larva formunun ara
konaklarda ve insanlarda neden oldugu zoonotik bir enfeksiyon hastaligidir (2). E. granulosus
ve bazi tlimor tiplerinde bulunan ortak antijenler, bagisiklik yanitlarin1 modiile ettigi ve kanser
karsit1 aktiviteyi tegvik ettigi bildirilmektedir. Ancak, elde edilen sonuglar farkl: hiicre kiiltiirii

veya hayvan modellerinde anti-kanserojen veya kanserojen etkisi olabilecegini gostermektedir
).

Hidatik kist sivisinin (HKS), Caco-2 hiicre hattinin Epitelyal-mezenkimal gegisi
(EMT) tetikledigi bazi g¢aligmalarin raporlarinda sunulmustur (4). Ancak bu doniisiimiin
asamalariin, inflamatuar siiregteki rolii arastirilmamistir. Kanser gelisiminde inflamatuar
streclerin arastirilmas: 6nem tasimaktadir. Sitokinler bagisiklik, inflamasyon ve hematopoeze
aracilik eden ve arac1 kisimlar1 diizenleyen sinyal proteinleridir. Inflamatuar sitokinler hiicre
icerisinde cesitli yolaklar1 modiile ederek hiicredeki inflamasyon mekanizmasinin baslamasini
ve ilerlemesini induklerler (5). EMT, embriyonik gelisimin, yara iyilegsmesinin ve timor hiicresi
goeliniin merkezi bir unsurudur. Antiinflamatuar ve proinflamatuar sitokinlerin EMT ge¢isinin
desteklenmesinde 6nemli antogonist islevlerinin oldugu literatiirde sikca belirtilmektedir (6).
Bu caligmanin amaci, gesitli konsantrasyonlardaki HKS uygulamasinin Caco-2 ve CoEpi huicre
hattinin proliferasyonu iizerine etkisinin incelenmesini takiben, inflamatuar sitokinler TNF-a,
IL-4 ve EMT gecisinin diizenleyici sinyal yolagi TGF- aktivitelerinin sirastyla ELISA ve qRT-
PCR ile sitokin ve ekspresyon diizeyinde incelenmesini amaglamaktadir. Calisma kapsaminda,
HKS’nin Caco-2 ve CoEpi hiicre hattinda olasi kanserojen etkileri karsilastirilarak, molekiler

diizeyde arastirilmasi planlanmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Diinya Kanser Istatistigi Verileri

Diinya saglk orgiitii (DSO) tarafindan 2019°da yapilan tahminlere gore kanser, 183 (lkeden
112’sinde 70 yasindan 6nce yasanan 6limlerin birinci veya ikinci 6nde gelen sebepleri arasina
girmektedir. Diger 23 iilkede ise iigiincli ve dordiincii sirada yer almaktadir. Ulusal kanser
Arastirma merkezi 2020 yilinda kanser insidansi ve mortalite tahminlerine dayanarak, diinya
geneli kanser yiikii raporunu sunmustur. Bu rapora gore diinya genelinde 2020 de 19.3 milyon
yeni kanser vakasi bildirilmistir. Bunun yani sira yaklasik olarak 10 milyon insanin kanser
nedeniyle 6limi meydana gelmistir. Kadinlarda meme kanseri tahmini olarak 2.3 milyon yeni
vaka (%11.2) ile akciger kanserini asarak en sik teshis konulan kanser tiirii haline gelmistir.
Sirastyla Akciger (%11.4), kolorektal (%210.0) , prostat (%7.5) , mide kanseri (%5.0) oranlari
meme kanserini izledi. Akciger kanseri, tahmini 1.8 milyon 6limle ( %18), kanser 6limlerinin
basinda yer aldi; akciger kanserini sirasiyla kolorektal (%9.4), karaciger (%8.3), mide (%7.7)
ve kadin meme (%6.9) kanserleri takip etti. Bunun yani sira Uluslararas1 Kanser Arastirmalart
Ajansi (IARC) verilerine gore ise kolorektal kanser, diinya genelinde kansere bagli 6liimlerin
%9.4’linli olusturmaktadir. Bu baglamda kansere bagli 6liimlerin ikinci en yaygin sebebini

olusturmaktadir (7).

Kiiresel kanser insidansi raporlara gore, 2020’ye oranla %47 artigla 2040 yilinda 28.4
milyon vakaya ulagmasi dngoriilmektedir. Bu vakalar demografik degisikliklerden kaynaklanan
gecis yapan llkelerde (%64 ila %95) gegis yapmus iilkelerdeki (%32 ila %56) artistan daha
biiyiik olacaktir. Ancak bunun kiiresellesme ve biiyliyen ekonomi le iliskilendirilen risk
faktorlerinin artmasinin da etkisi olabilir (8). Genel olarak kanser insidansi ve mortalite yiikii
diinya genelinde hizla artmaktadir. Bu hem niifusun yaslanmasi ve biiylimesi hem de kanserin

ana risk faktorlerindeki prevelansi ve dagilimindaki degisiklikleri yansitmaktadir (9).



2.2. Kalin Bagirsak (Kolon) Ve Rektum

Kalin bagirsak, gastrointestinal sistemde ince bagirsaktan sonra bulunan 1,5 ila 2 metre arasinda
ici bosluklu bir organdir. Temel gorevi; mide, ince bagirsak, pankreas ve safra kesesinden gelen
giinliik 2 litre civarindaki su, besin artiklari ve viicut salgilarindan zengin bagirsak icerigindeki
suyu ve molekiillerin emilimini saglamak, sonrasinda geri kalan posadan diski olusturmak ve
bunun disariya atilimini kontrol etmektir. Kalin bagirsagin diger bir ad1 ise kolondur. Kolonun
son 25 ila 30 cm araliginda Ki olan kismina ise Rektum adi verilmektedir. Kolonun epitelyal
yiizey alan1 ince bagirsaktan daha azdir. Boyu da ince bagirsaktan daha kisadir. Kolonun sag
yarist su ve elektrolit emiliminden sorumluyken diger sol yarisi ise digki olusumundan
sorumludur. Digkilama kontrolii ise temel olarak rektum ve aniis’ {in gorevidir. Kolonda

yasayan bakterilerin emilimi de yine burada ger¢eklesmektedir (10).

Rektum 13 ila 15 cm uzunlugunda, sigmoid kolon ile anal kanal iist sinir1 arasinda kalan
gastrointestinal sistemin son par¢asit konumundadir. Rektum pelvis igerisinde yer alir. Enterik
yolun bu kismi1 kolondan farklidir. Rektumun liimen igerisinde 2 veya 3 egriligi vardir. Bu
egrilikler, Houston valfleri adi verilen submukozal kivrimlar tarafindan olusturulmaktadir.
Rektumun yan ve 6n tarafinin {igte birini periton tabakasi kaplamaktadir. Periton tabakasiyla
kaplanmayan diger kisim ise periton Ortiisii kaplanmadan kalir. Endopelvik fasya rektumun bu
kaplanmayan kismin1 sarmaktadir. Rektumu saran bu fasyanin yan kismina ayrica lateral rektal
sap da denir. Rektum bu baglamda sakral kemiginin 6n yiizeyinden uzanan gii¢lii bir

endolpelvik fasyaya bagli olarak bulunur (Sekil 1) (11).
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Sekil 1. Kolon ve rektumun anatomik yapis1 (11).



2.3. Kolorektal Kanser

Kolorektal kanser diinya ¢apinda en sik rastlanilan 3. Kanser tiirii arasinda yer almaktadir.
Kadinlarda ve erkeklerde esit siklikta vakalar bildirildigi saptanmustir. Kolorektal kanser de
(KRK) hastaligin seyrinin son yillardaki raporlarla karsilagtirildiginda, kolon karsinomlarinin
yerlesim bolgesinde sag yonde kayma oldugu bildirilmektedir. KRK gelisiminde hem genetik
olarak hem de cevresel faktorlerin etkilerinin, biiylik oranda hastaliga yatkinligi artirici bulgular
icermektedir. Genetik yakinligin KRK riskini dnemli diizeyde artirdigi bilinmekle birlikte 6te
yandan KRK’lerin ¢ogu ailesel degil sporadiktir. Familiyal adenomat6z (FAP) ve herediter
nonpolipozis kolorektal kanser (HNPCC), total alana bakildiginda tiim KRK’lerin ortalama
olarak %5 gibi bir oranin1 icermektedir. Ulseratif kolit (UK) gibi hastalarda 6zellikle tiim kolon
tutulumu varsa bu baglamda ayrica hastalik uzun siire boyunca devam ettiyse, bu durum KRK
gelisme riskini 6nemli dlgilide artirmaktadir. Daha once hastalik gegmisinde KRK gelisimi olan
hastalar diger popiilasyonlara gore 3 kat, tekrar kanser gelisimi agisindan daha fazla risk altinda

oldugu da raporlarda sunulmaktadir. KRK’da en sik tespit edilen bulgular soyledir;

e Karin agrisi

e Bagirsak florasinda ve akiskanliginda degisiklik
e Giic kaybu, halsizlik

e Kilo kayb:

e Hematokezya

gibi bulgular kanserin yerlestigi bolgeyle beraber, kismen farkliliklar gosterse de genel bir 6n
tanty1 teskil etmektedir (12).

2.3.1. Kolorektal kanserin teshisi ve tam1 yontemleri

Kolorektal karsinomun gelisimi ile iligskilendirilen genetik durumlar, klinisyenin kolorektal
karsinom tanis1 diisiinmesini gerektiren durumlar olarak gortlmektedir. Taninin koyulmasi
sirasinda hastaya ait yas ve etnik kdken, primer karsinomun yerinin teshisi noktasinda 6nemli
veriler sunmaktadir. Kolorektal karsinomda hastaligin seyri ve hastanin yasi, birbirine

antagonist etkiye sahiptir. Geng (40 yas) hastalar, orta yash (55 yas) hastalara gore daha kot



sonuclara sahip olabilir. Ancak 70 yas istii hastalar daha erken evre hastalikla basvuru

yapmaktadirlar.

2.3.1.1. Diskida gizli kan testi (DGKT)

DGKT’nin temel prensibi polip ya da daha kiigiik bir kitlenin yiizeyinde az miktarda meydana
gelen kanamalar1 saptamaktir. Gliniimiizde en ¢ok kullanilan test guaiac tabanli, peroksidaz

aktivitesiyle temelli olan testlerdir.

2.3.1.2. Fleksibl sigmoidoskopi (FS)

Tarama yapan klinisyenin kolonu direkt olarak gormesi ve olusan lezyonlardan biyopsi
orneklerinin alinabilmesi ac¢isindan biiyiikk kolaylik saglar. Taramanin maliyeti ve
komplikasyon orani diigiiktiir. FS taramalarinda 1 cm’den biiyiik polipler veya herhangi bir

capta adenomatdz polip saptandigi takdirde klonoskopi yapilmasi uygun goriiliir.

2.3.1.3. Kolonoskopi

Tani1 ve tarama konusunda kullanilan en popiiler yontemlerden birisidir. Ayni zamanda
Kolonoskopi de 1 cm boyutunun altindaki poliplerin ¢ogu zaman teshis edilemedigi de
gorilmektedir. Kolonoskopi, bir adenomun kansere doniisme siiresi boyunca deneysel
arastirmalarla beraber yaklagik 10 yil siirdiigii i¢in bu baglamda kolonoskopi tarama araligi 10

yil seklinde onerilmektedir.

2.3.1.4. Cift kontrastli Ba grafisi

Cift kontrasth Ba grafisi, DGKT ve FS taramalarindan daha sik kullanilan bir yontemdir. Ba
grafisinde pozitif bir bulgu saptandigi takdirde kolonoskopi yapilmasina gerek duyulmaktadir
(12).



2.4. Kanserlerin Karakteristik Ozellikleri

Kanserlerin belirgin ve baskin bir takim 6zellikleri mevcuttur. Bu 6zellikler proliferatif sinyali
stirdiirme, timor biiylime baskilayicilardan kaginma, hiicre 6liimiinden ka¢inma ve replikatif
oliimsiizliige yatkin olma, invazyonu aktif etme ve metastazi harekete gegirme gibi birtakim
gelismis durumlar1 icermektedir. TUmorlerin sadece proliferasyon geciren hiicrelerden ibaret
olmadig1 bilinmektedir. Aksine birbiriyle heterotipik etkilesimlere katilan ¢esitli hiicre
tiplerinden meydana gelen karmasik yapidaki mekanizmalardan olusmaktadir. Kanser
hiicrelerinin en temel 6zellikleri arasinda kronik ¢ogalimi siirdiirme yetenekleri 6n plan da
tutulmaktadir. Normal dokular, blylimeyi tesvik eden sinyallerin {liretimini ve salinimi kontrol
etmektedir. Bu sinyaller hiicrenin, biiylime ve boliinme dongiisiine girisini ve ilerlemesini
yonlendiren temel dizilerden olusmaktadir. Boylece hiicre sayisinin hemoostazisi korunmasi ve

normal dokularin fonksiyonlarinin siirdiiriilmesini saglanmis olur (13).

Kanser biyolojisinin yogun ve karmasik ozellikleri alt1 temel belirgin hat {izerinde

belirlenmeye ¢alisilmistir. Bunlar;

. Buytime sinyallerine bagimsizlik,

o Anti buylme sinyallerine duyarsizlik,

o Apoptozdan kagma

o Surekli anjiogenezle birlikte doku invazyonu

o Kanser hiicre metabolizmasinin yeniden programlanmasi

Seklinde siralanmaktadir. Daha sonrasinda ise kanserin bu karakteristik 6zelliklerine iki
yeni model daha eklenerek, Genom istikrarsizlig1 ve mutasyon ile tiiméri tesvik eden iltihap

seklinde genisletilmistir (14).

2.4.1. Hiicre cogalmasi ve biiyiimesinin diizenlenmesi

Kanser hicrelerinin temel 6zelliklerinden birisi de strekli bir sekilde hiicre ¢ogalmasi ve hiicre
blyume - durdurma mekanizmasimnin énlenmesidir. Bu srecte birgok gen ve protein 6zellikle

kinaz ve kinaz reseptorleri nemli bir alan teskil etmektedir (15).

Hiicre bolinmesini dizenleyen ve kontrol eden mekanizmadaki bozukluk, Kontrolsiiz

hiicre boliinmesine ve asir1 hiicre ¢ogalmasina neden olur. Hiicre biiyiimesinden ve



boéliinmesinden sorumlu biyokimyasal diizenleyiciler, hiicre ¢ekirdegindedir ve ekstraselliiler
molekdllerle (mitojenler) yonlendirilir. Hicre blylmesini uyaran molekiller sitokinler ve
blytme faktorleridir. Bulylme faktorleri ise hicre biyimesinin ve proliferasyonunun
baslamasinda 6nemli rolii olan; hiicre blyumesini uyaran, inhibe eden veya farkli 6zellesmis

hiicre tiplerine dontisiimiinii baslatan peptid molekiilleridir (16).

2.4.2. Kanser hiicresinin metabolizmasinin programlanmasi

Bir¢ok arastirma, kanserin iki onemli 6zelligini daha ortaya g¢ikarmuistir. Bunlar; yeniden
programlanmis enerji metabolizmasi ve bagisiklik aracili yok edilmeye kars1 direng olarak ele
alinmaktadir (17). Ttimor hiicreleri, enerji saglamak i¢in aerobik kosullar altinda bile glikozu
kullanir. Bu da pirtivatin ekstrasellller laktata dontismesine neden olmaktadir (18). Hipoksi
tiimorlerde laktat iiretimini uyarir. Hipoksi ayrica laktati, hiicre mebranlar1 boyunca tastyan,
protonla eslesmis bir tasiyici olarak islev gosteren Monocarboxylate Transporter-4'in (MCT4)
ifadesini de indukler (19).

Bu nedenle hipoksi tiimor hiicreleri tarafindan yiiksek laktat salinimindan sorumlu,
warburg etkisini artirir. Metabolik yeniden programlamayla, oksidatif fosforilasyondan glikoza
degisim, firsat¢1 besin alimi modlarini kullanma ve artan lipid biyosentezinde degisiklikler
meydana gelir. Kanser hiicrelerinde warburg etkisi de dahil olmak Uzere bircok metabolik
degisiklik tiimor mikrogevresini 6nemli Olcude etkilemektedir (20). Yuksek besin tiiketim
oranlarina bagl olarak, tiimor mikrogevresinde besin ve oksijen azli1 goriilmektedir. Bu
nedenle metabolik plastisite ile kanser hicreleri metabolik yollar1 tekrar yapilandirir. Alternatif
besinler kullanma ve diger hiicrelerle etkilesime gegerek ve bu stres ortamini dogru yoneterek
hayatta kalmayi basarirlar. Bu baglamda proliferatif etkinlikleri devam eder. Metabolik
genlerdeki mutasyonlar veya ekspresyonundaki degisiklikler, metabolik yolaklar1 yeniden
programlar. Normal bir hiicre grubunun diger kaynaklardan sentezleyebilecegi nonesansiyel
besinlere kanser hiicreleri bagimliliklarmi gelistirir. Ayrica bu enzimlerin aktivite kayb,
metabolit ara tirtinleri ve prekiirsorleri etkiledigi gibi ikinci olarak, nonmetabolik fonksiyonlar
da etkiler (21).



2.4.3. Glikoz ve Glutamin metabolizmasi

Basit bir seker olan glikoz yasam i¢in en dnemli karbonhidratlardan biridir. Hicreler glikozu
bir enerji kaynagi ve metabolik reaksiyonlarda bir ara iirin olarak kullanmaktadir. Glikoz
katabolizmasi, glikoz ve trikarboksilik asit dongiisii basamaklarini igermektedir. Glikoz
tepkimelerinde glikoz pruvata cevrilirken ortaya bir miktar enerji agiga ¢ikmaktadir. Aciga
c¢ikan priivat matrikste oksidatif dekarboksilasyonla asetil CoA’ya doniisiir. Cesitli metabolik
yollarda olusan asetil CoA’nin tamamen oksitlenmesi i¢in trikarboksilik asit dongilistine girmesi
gerekir. Dongu sonunda kanser hiicresinin kullanabildigi karbondioksit, su ve enerji agiga gikar.
Kanser hucreleri strekli proliferasyon gegirdiklerinden dolay1 6zellikle yasamsal faaliyetlerini
devam ettirebilmek icin glukoza pek fazla ihtiyac duyarlar. Bu nedenle hicrenin
proliferasyonuyla ilgili biyosentez gerektiren ihtiyaglarini karsilamak i¢in disaridan besin

alimini artirmak zorunda kalmaktadirlar (22).

Glutamin kanda en ¢ok bulunan nétral esansiyel bir amino asittir. Vicuttaki birgcok doku
glutamin sentezleyebildigi i¢in normal metabolik durumlarda esansiyel olmayan bir aminoasit
olarak da kabul edilmektedir. Ancak bazi durumlarda metabolik tiiketim hiz1 sentez hizindan
yiiksek olmaktadir bu durumda viicutta iiretilen glutamin yetersiz kalir. Buna bagli olarak
esansiyel konuma gecerek disaridan alinmasi saglanir. Glutamin yapisinda amin grubu
bulundurdugu i¢in, buna bagli olarak niikleik asit sentezinde, nitrojen tasiyicisi olarak 6nemli
bir gorev alir. Glutamin metabolizmasimin bir yan {irlinii olan glutatyon hiicre icerisinde
bulunan ve en yogun antioksidanlardan biridir. Glutamin azotun organlar arasinda taginmasinda
da 6nemli roller oynar. Enerji ve nitrojen tasima gorevlerinde bulundugu gibi glikoneogenez ve

protein sentezinin de 6nemli diizenleyicileri arasindadir ( Sekil 2.) (23).

Glutamine Synthetase

Glutamate + NH, + ATP Ly Glutamine + ADP + Pi

e 'a | A<
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Glutaminase

Sekil 2. Glutamin sentetaz kaynak olarak glutamat ve amonyak (NH4) kullanarak biyosentezi
katalizler. Reaksiyon boyunca 1 ATP tuketilmektedir (24).
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2.4.4. Onkogenik siuirec

Kanserlerin birgogu hiicrenin kalitimsal faaliyetlerindeki degisiklikler ile ilgili olarak ortaya
cikmaktadir. Diger yandan ise karsinogenezin baslatilmasin1 ve canli hiicrelerdeki DNA nin
canlinin hayati boyunca mutajenlerle olan maruziyeti sirasinda kalic1 hasarlara yol agilarak,
DNA tamir mekanizmasmin disinda replikasyon hatalart olusmasiyla sekillendigi
bilinmektedir. Spontan veya kalic1 replikasyon hatalar1 sonucunda gelisen mutasyonlar, timor
hiicrelerinin biiyiimesi ve ¢ogalmasini etikileyerek proliferasyon yetenegi gelismis bir kanser
klonunun olusmasini saglar. Onkogenik sure¢ neoplastik doniisiim ve neoplastik gelisim
seklinde iki baglik altinda incelenmektedir. Genetik degisiklik replikasyon araciligi ile hiicrede
kalict hale geldigi icin, normal siiregcten uzak bir sekilde gogalan ve doniisen hiicreler bu
mutasyonlarin sonucudur. Mutasyonlarin ana sebebi ise DNA daki hatalarin onarilmayarak
replikasyon sonucu kalict hale gelmesinden kaynaklanir. Replikasyon esnasinda kalicilig
belirlenen kritik mutasyonlar ise hiicre blylime genlerinde, protoonkogenlerde, tlimor
baskilayici genler ve tiimor baskilayici genlerin diizenleyici bolgelerinde ortaya ¢ikan hiicre
icin hayati 6neme sahip mutasyonlardir. Kanser olusumunda ki bir¢ok faktoriin timor olusum
doéngusunin iginde yer aldigimi bilinmektedir. Bakteri ve virlis enfeksiyonlari, kalitimsal ve
cevresel faktorler, beslenme aligkanliklari ve endokrin bozucu bir¢ok kimyasal etmenin bu

stirecte rol oynadigi ayrica bilinmektedir (25).

2.5. Kanser Mikrogevresi Ve Immiin Sistem

Immiinite (bagisiklik) hastaliklar ve daha ¢ok enfeksiyon hastaliklarina kars1 direng olarak
tanimlanmaktadir. immiin sistemin temel islevi enfeksiyonlari engellemek ve ayn1 zamanda ig
ve dis patojenlerin verdigi zararlara karsi immiin yanitlar1 harekete geciren, kompleks bir
savunma mekanizmasidir. Immiin sistemin belirgin 6zelligi, 6zgulliikk olup, bu 6zgiilliigiin
temelinde, cesitli yabanci antijenlerin spesifik hiicresel olarak taninmasidir. Bagigiklik
yanitlarinin temel gérevi malign hiicreleri tanima ve yok etme hedefini tagimasidir. Bagisiklik
hiicresi ve yabanci bir patojen arasindaki dogal ayrim hiicrelerdeki DNA ve glikoprotein yapisi
da dahil olmak tzere bircok biyokimyasal 6zelliklerle gerceklestigi bilinmektedir. En kiigik
yabanci bir antijen bile bagisiklik sistemi tarafindan tespit edilebilir. immiin sistem, Dogal
(innate) ve adaptif (edinilmis) bagisiklik sistemi olmak iizere iki genel grup altinda

incelenmektedir Dogustan gelen bagisiklik yabanci antijenleri, 6zgil olarak taniyarak tepki



mekanizmasini olugturur. Dogustan gelen bagisikligin erken savunma mekanizmasi sayesinde
adaptif bagisikligin savunma spesifikligini artirir ve giiglenmesini saglar (26). Dogal bagisiklik
cok sayida hticre, kemokin-sitokin kompleks yapida bir sistem tarafindan diizenlenmektedir.
Dogal bagisikligin hiicresel bilesenleri, makrofajlar ,monositler , dogal 6ldiiriicii (Natural

Killer/NK) hlcreler ve nétrofiller gibi fogositoz yetenegi olan hilicrelerden meydana gelir (27).

Dogal bagisiklik, adaptif bagisiklik kadar spesifik degildir. Adaptif bagisiklik patojen,
toksinler veya timorler dahil olmak {izere, yabanci ajanlara maruz kalarak gelismektedir.
Adaptif bagisikligin temel hiicre bilesenlerini T-lenfositleri ve B-lenfositleri olusturmaktadir.
T ve B lenfositleri 6zellesmis olarak patojen antijenlerini tanir ve ¢ogalir. Antijene karsi bir
savunma mekanizmasi gelistirir. Lenfositler ayrica enfeksiyona karsi yapilan savunmanin
immunolojik hafizasini da olusturmaktadirlar (27). Adaptif immdin sistemin icerisinde yer alan,
Lenfositler hedefe kars1 spesifik bir yanit gelistirmek igin salinir ve patojeni ortadan kaldirmaya
yonelik ¢aligir. Timusta olgunlasan lenfositlere T-lenfositleri adi verilmektedir. T-lenfositleri
hiicre aracili bagisiklik reaksiyonlarindan sorumlu olmanin yani sira, B hiicreleri de dahil olmak
Uzere ¢esitli hiicre tiplerinin de fonksiyonel aktivasyonunu koordine etmekten sorumludur. T
hlcreleri, hiicre yuzeyinde bulunan antijen-spesifik reseptorlere bagli olarak iki tipe ayrilir.
Bunlar sitotoksik ve oldurucu T hucreleridir (28). Bu hiicreler virls enfekte veya timor
hicrelerini éldurebilir. Olgun T hicreleri ifade ettikleri T hiicresi reseptorlerine gore yo ve afp
olmak tizere iki ana gruba ayrilir. afi T hiicreleri ise CD8" sitotoksik T hiicreleri (CTLs) ve CD4*
T yardimci hiicreleri (Th) olarak islevsel mekanizmalarma gore ayritili bir sekilde
smiflandirilmalart mevcuttur. Yardimci T hiicreleri; Thy, Thy, Thyz, T regiilator ve ayrica dogal

oldirtct T (Natural Killer T/ NKT) hicrelerini de icermektedir (29).

Kemik iliginde olusan lenfositlere B-Lenfositler adi1 verilir. B-lenfositleri bagisiklik
yanitlari i¢in viicudun antikor tiretim merkezi olarak ta bilinmektedir. Ayni zamanda T yardime1
hicreleri igin ise, antijen sunan hiicreler olmasiyla biiyiik bir dneme sahiptir. T yardimci
hlcreleri ve diger immiin sistem hiicreleri tepkisel aktiviteyi daha verimli hale getirmek igin
dogrudan temas veya kemokin ve sitokinlerin {retimi araciligrtyla iletisim kurarlar. T
lenfositlerinin protimdorejenik fonksiyonlart sitokinler tarafindan iletilirken ayni zamanda hem
sitokinler hem de sitotoksik mekanizmalar T lenfositlerinin timor baskilayict fonksiyonel
ifadelerini de iletmektedirler (30). Otokrin veya parakrin salgilanma bigimleriyle timor
biiyiimesi ve metastazini kontrol ederler ve sekillendirirler. TUmor mikro ¢evresinde bulunan
cesitli bagisiklik mediyatorlerinin etki ifadeleri, ayn1 zamanda ise farkli hiicresel aktivatorlerin

fazla bir sekilde bulunmasi tiimor hiicresinin dengesinin sekillenmesinde, anti-timaor bagigiklik
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ifadesiyle mi yoksa protimdorijenik bir ifadenin mi tesvik edilecegine biiyiikk oranda karar

verilmesini saglar (31).

2.5.1. Timor hicrelerinde inflamasyon

Akut faz yaniti (kronik inflamasyon) tiimor hiicresinin proliferasyonunun ve neoplastik
doniisim yanitinin uyarilmasiyla iligkilidir. inflamasyon temelli tumorler hicrelerin ve
ortamdaki inflamatuar uyaricilarin varligi ile karakterizedir. inflamasyon karsinogenezin
onemli bir 6n agamasidir (32). Kronik inflamasyon diger inflamasyon tiirleriyle kiyaslandiginda
%25 daha fazla, kanseri tetikleyen sebebler ile iliskili bulunmaktadir. inflamasyon gelisen
dokular da reaktif oksijen ve diger azot vb. gibi etkenlerin DNA’nin yapisini bozarak hasar
vermesinden kaynaklanmaktadir. Bu durum kargisinda DNA tamir mekanizmasi yetersiz bir

hale geldiginde, olusan mutasyonlar kanser olusumunu ve bilyiimesini tegvik etmektedir (33).

Reaktif Oksiien ve

f Nitroien Tiirleri (RONS) %

[ Enflamasyon ] DNA Hasan

‘ DNA Hasarina Yanit ,

Hayatta kalma,
Migrasyon,
Proliferasyon

Mutasyonlar

Sekil 3. Inflamasyon ve kanser arasindaki iliski (33).
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2.6. Sitokinler

Sitokinler ¢esitli hiicre tipleri tarafindan iiretilen, salgilanan ve tek bir polipeptid zincirinden
olusan monomerik veya multimerik yapilardir. Boyutlar1 yaklasik olarak 25 kDa’dir. Sitokinler
inflamasyon, hiicre biyimesi ve gelismesi, patojenik enfeksiyonlar gibi bir takim kompleks
hiicresel olaylar1 diizenlemekle gorevlidirler. Diger yandan hicreler arasi sinyal tasiyan
mediatorlerdir. Sitokinler dogal ve adaptif immiinitenin effektér kisminda lenfositler,
makrofajlar ve monositler gibi hiicreler tarafindan iiretilirler. Imflamatuar yanitlarin ve antijene
kars1 verilecek bagisiklik yanitlarinin olugmasini ve diizenlenmesini saglarlar. Bunlarin yan1
sira sadece immdiin sistemin diizenlenmesine rol almazlar, ayrica hormon benzeri biiylime ve
farklilagma faktorleri olarak ta gérev yapmaktadirlar. Sitokin salinimi kisa ve 6z bir sekilde
ilerler. Kisa zaman araliklarinda ve ¢ok diisiikk yogunlukta salgilanarak hareket ederler ve
Depolanamazlar. Sitokinler genlerin aktivasyonunu ve sitokin-reseptor iliskisini etkileyen
moderetor bir konumdadir (34). Sitokinler birbirlerine karsi zit (antagonist) veya benzer
(redundant) bir etkilesim igerisinde olabilirler. Hormonlarda da oldugu (zere, sitokinler de
hlcre yuzeyindeki 6zel mebran reseptorlerini taniyarak baglanirlar. Aktivasyonu baslatmak igin
transmebran proteinlerinden olusan bu 6zel reseptorler, baglanan sitokini, hormonu veya
blylme faktorlerini tanima islemi yaparak, aktivasyonunu gergeklestirir ve iligki kuran sitokin
tlrine gore hiicresel aktivasyon cevabi sekillenir. TUmor mikrogevresininin sitokin profili,
spesifik bagisiklik hiicresinin ekspresyon profilinden daha 6nemli olabilmektedir (31).

Hiicrenin sitokin salgilama 6zellikleri ise li¢ baslik altinda incelenebilir;

. Otokrin etki
° Parakrin etki
° Endokrin etki

Otokrin etki, sitokini hiicrenin kendisinin salgiladig1 durumlarda olusan etki seklidir.
Uretilen sitokinin kendisinden baska bir komsu hiicreden salgilandiginda olusan diger bir etki
sekli ise parakrin etki modelidir. Endokrin etki , immiin sistem hiicreleri tarafindan dolagima
salinan ve sistematik olarak uzak bodlgelerdeki hticreleri de etkileyebilen bir diger salgilanma
seklidir (35).
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2.6.1. Sitokinlerin siniflandirilmasi

Sitokinler icin bir¢cok farkli smiflandirilmalar mevcuttur. Temel olarak fonksiyonel
ozelliklerine ve salgilandiklar1 hiicresel kaynaga gore ayrilirlar. Sitokinler kendi icerisinde
benzer molekile sahip ti¢c temel grup icerisinde ele alinabilir; proinflamatuar, antiinflamatuar
sitokinler ve biylme faktorleri olmak Uzere smiflandirilmalart yapilabilmektedir. Ayni
zamanda dogal immiiniteye aracilik eden ve lenfosit aktivasyonu gibi T lenfositlerinin spesifik
antijenleri tamimalarina yonelik yanit temin eden sitokinler olmak tizere de ¢k bir ayrim

yapilmaktadir. iltihap olusumunun prognoz siireci, pro ve anti iltihabi sitokinlerin salinmastyla

gergeklesmektedir. (Tablo 1.) (36).

Tablo 1. Sitokinlerin siniflandirilmasi (36).

Sitokinler
Pro-inflamatuar Anti-Inflamatuar Cift Etkili
TNF-a IL-1ra IL-6
TNF-B IL-4 TGF-B
IL-1 IL-10
IL-2 IL-11
IL-17 IL-13
INF-y TGF-B

2.6.2. Anti ve proinflamatuar sitokinler

Anti-iltihabi sitokinler iltthaplanmanin lokal kontroliin saglanmasi ve dnlenmesine yonelik

olarak hareket eder. Lokal kontroliin kaybi sistematik bir sekilde ger¢eklesen iltihaba ve

potansiyel olarak kotii prognozla iliskilendirilir (36).

Ayn1 zamanda Proinflamatuar sitokinlerin diizenlenmesinde de gorevleri vardir.

Viicudun sepsis ve endotoksin kaynakli soklardan da korudugu bilinmektedir. Antiinflamatuar
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ve proinflamatuar sitokinler bagisiklik, inflamatuar ortam ve tiimor mikrogevresini kontrol
ettigi aciklanmaktadir. Hiicrenin izoformunun degismesi veya invazyon karekterinin olusmasi
acisindan onemlidir. En Onemlisi kanserin proliferasyonu ve hayatta kalma sireci tzerinde

bircok biyokimyasal olaylara midahalesi mevcuttur (37).

2.6.3. interlokin-4 (1L-4)

IL-4, 15 kD agirliginda glikoprotein yapida bir polipeptitdir. IL-4 yapisal konfigiirasyon olarak,
dort heliks demet yapisina sahip olmakla beraber li¢ disiilfit kopriisii icermektedir. 1L-4’iin
c¢DNA’s1 15.4 kDa’lik bir protein olan, 153 aminoasitlik olgun bir protein dizisi kodlamaktadir.
Insanlardaki IL-4 sitokinini kodlayan genler, ilgili bir sitokin gen kiimesi igerisinde kromozom
5931°de bulunur. IL-4 kodlayan sdz konusu gen kimesi dort ekzon ve (¢ intron bdlgesi
icermektedir. IL-4 parazit enfeksiyonlarinda kritik rol oynadigi bilinmektedir. Antijenle stimule
olmus CD4+ T lenfositlerinin Th2 alt dizin grubundan salinan bir sitokindir. Mast hiicreleri,
bazofil hiicreler ve CD8+ T lenfosit hiicreleri de IL-4 iiretiminden sorumlu olabilir. ilgili baz1
durumlarda kemik iligi stromal hiicrelerinin de IL-4 iiretebildigi ve bu duruma bagl olarak B
lenfosit progenitor hiicrelerinin ¢ogalmasinda ve farklilasmasinda gorev alabilmektedir. IL-4 B
hiicre proliferasyonunu, eozinofiller, makrofajlar, bazofillerin ve mast hicrelerinin
aktivasyonunda etkilidirler (38,39). Ayrica fibroblastlarin kollajen Uretimin de rol
oynamaktadir ve bu durum da endotel hiicrelerinde ise vaskuler hiicre adezyon molekdliintn
(VCAM-1) ekspresyonunu indiikler (40).

IL-4 sitokini Thy lenfosit hiicreleri tarafindan sentezlenen proinflamatuar bagisiklik
yanitlarini antagonize etme kapasitesine sahiptir. Bu kanalda sentezlenen birgcok proinflamatuar
sitokinin, IL-1, IL-6, 1L-10, IL-12, TNF-o ve makrofaj migrasyon inhibe edici faktor (MIF)
gibi molekiiler islevleri olan bu polipeptit molekillerinin sentezlenmesini aktif olarak
dizenlerler (41). Antijenle uyarilmis olan T hiicrelerinin farklilasmasinin diizenlenmesinde de
IL-4’{in 6nemli rollerinin oldugu bilinmektedir. S6z konusu bu farklilagsma gerceklestiginde T
hicreleri sitokin Uretebilen Th2 hcrelerine benzer fonksiyonlar kazanabilmektedir (42).
Bunlarin yani sira graniilosit makrofaj koloni uyaric1 faktor (GM-CSF), prostaglandinler,
metallopriteinazlar, serbest radikallerden reaktif oksijen ve azot friinleri gibi diger

inflamasyonda etkili arac1 faktorleri de baskiladiklari bilinmektedir (43).
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2.6.4. IL-4 Reseptori ve sinyal modeli

IL-4 ve IL-13, Tip Il olarak adlandirilan reseptorii ortak olarak kullanmaktadirlar. Tip Il
reseptorii ayn1 zamanda bir IL-4 reseptorii o (IL-4Ra) ve birde IL-13a reseptorii (IL-13Ra) alt
birimi i¢eren heterodimer bir reseptdr yapisina sahiptir. IL-4a alt birimi ayni1 zamanda IL-
13’den hari¢ olarak sadece IL-4 ile etkilesime giren Tip | reseptorunin alt bileseni olarak
bulunur. IL-4’tin Tip 11 reseptérunin alt birimi olan 140 kDa’lik IL-4Ro ylksek afiniteyle IL-
4’1 baglayarak, trozin kinaz proteinlerinden Janus kinaz (JAK) ailesinin JAK-1, JAK-2, JAK-
3’le etkilesimiyle beraber bu baglamda trozin kinaz 2 (TYK2)’yi aktive eder. IL-4Ra reseptor
zinciri sitoplazmik islevsel yanit olarak, iizerinde ii¢ farkli baglanma noktas: icermektedir. Ilk
noktada JAK proteinlerinin etkilesimi i¢in, ikinci olarak ise proliferatif sinyal yolaklarinin
aktivasyonu i¢in, digeri de regiilator gen ifadesinin indiikleyen sinyal mekanizmasi i¢in bir

aktivasyon noktasini bulundurmasidir (Sekil 4.)(44).

Type | ILLR Type Il IL-4R
iL-4 IL-13/1L-4 IL-13

¥

"|IL4RU

IL-13Ra2

TRENDS in Molecutar Medicine

Sekil 4. Tip I IL-4R ve tip Il IL-4R reseptorlerinin yapilari (45).

Sitokin reseptorlerinin dimerlesmesi ligantlar tarafindan indiiklenerek, hiicresel subsrat
proteinlerinin fosforilasyonunun yapilmasi ve bu siregte, sinyal kaskadlarini baslatan trozin
kinazlarin aktif edilmesiyle devam etmektedir. IL-4Ra reseptorleri s6z konusu sinyal iletiminin

baslatilabilmesi i¢in reseptorle iliskili olan kinazlara ihtiyag duymaktadir (46).
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TYK ve JAK’m aktive edilmesi sonucunda sinyal transduktor ve aktivator gorevini
yiriiten (STAT6)’nin fosforilasyonu gercekleserek, cekirdegi tasinmasi baglatilir. STAT6
aktivasyonunun yani sira IL-4, IRS-2 molekull ile etkilesim kurarak, IRS-2’nin de aktive
edilmesini saglar (46). Bu baglamda JAK1 ve JAK3 IL-4Ra’ ya baglanan IRS-2’yi fosforile
eder. IRS-2’nin aktivasyonu saglandiktan sonra sirasiyla fosfoinositit 3-kinaz (PI3K) ve asagi
ilerleyis protein grubu olan serin/treonin kinaz Akt’nin aktive edilmesine neden olur. So6z
konusu bu yolagin aktif hale gelmesinin bircok hiicre tipinde biiylime ve hayatta kalma

sinyallerini diizenledigi bilinmektedir (47).

Tip Il reseptor kompleksi ayn1 zamanda birgok hiicre ve doku tipinde ifade
edilmektedir. Bunlar; Eozinofiller, hemotopoetik, hepatosit, endotel hiicreler, epitelyal hicreler
ve duz kas hicreleri olarak ilgili reseptoriin ifade edildigi bir takim hiicre ve doku tipi
cesitleridir (47).

Gene expression i
Proliferation
Differentiation

TRENDS m Mofecular Madicine

Sekil 5. IL-4Ra tarafindan aktivasyonun gergeklestirilen sinyal aktivasyon modeli.
STAT®G, hiucrenin gen ekspresyonunu ayni zamanda proliferasyon ve hiicre farklilagsmasini
destekleyen IL-4Ra’nin effektor islevlerini stimiile etmek igin diger yolaklarla birlikte ¢aligir
(45).
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2.6.5. Tumor nekrotizan faktér-a (TNF-a)

TNF nonglikolize bir transmebran glikoprotein gesididir. Molekiil agirligi 17 kDa’dir. TNF
ailesinde cesitli biyolojik fonksiyonel mekanizmalar1 diizenleyebilecek yapisal cesitliligi
mevcuttur. TNF stper ailesi 19 ligand ve 29 reseptor proteini ihtiva etmektedir. TNF super
ailesinin bir Gyesi olan, TNF-o ¢esitli hiicre tipleri lizerinde pleotropik etkiler gosteren gii¢lii

yapisal ozellikleri Uzerinde barindiran proinflamatuar bir sitokindir (48).

TNF-o’nin hiicresel etkileri 6zel olarak birgok kritik siiregle iliskilendirilmistir.
Bunlarin arasinda Hiicre apoptozunun dizenlenmesi, hiicrenin proliferasyonu ve epitelyal-
mezenkimal gegis farklilasmasinin kismen kontroliiniin saglanmasi gibi birgok biyokimyasal
stire¢ birlikte yer almaktadir. Timorin ilerlemesinde ve viral enfeksiyonlarin replikasyonuna
onculuk etmesiyle beraber TNF-a, proinflamatuar yanit sistemin gelisimine biiyiik oranda
aracilik eder (49). TNF-o’nin sentezlenmesi bir¢ok hiicre tipi tarafindan gergeklestirilebilir.
Uyarilmasi ve salinmasinin baglica kaynaklari, gram-pozitif bakteriler, virtsler, parazitler ve
timor hicreleri gibi immiin sistemin kompleks molekiilleri araciligiyla gergeklestirilmektedir.
TNF ailesinin bir¢ok {iiyesinin adaptif ve edinilmis bagisikligi diizenlemede de Onemli
yetenekleri oldugu da bilinmektedir. TNF-a makrofajlar, nétrofiller, monositler, T hiicreleri ve

notrofiller gibi birgok hiicre tipi tarafindan sentezi saglanmaktadir (49).

2.6.6. TNF-a Reseptor vapisi ve sinyal modeli

Sitokinlerin sinyal aktivitesi ve hiicresel reaksiyonlarin indiikklenmesi, hucre yiizeyinde bulunan
reseptor ligand yapisal birlikteligi ile sekillenmektedir. TNF siiper ailesinin suana kadar
tanimlanmis 19 reseptorii bulunmaktadir. Diger sitokinler gibi TNF de kritik sinyal yolaklarinin
aktif edilmesinde ve protimorijenik aktivitelerin sinyalizasyonunda reseptoér ligand

etkilesimini saglayarak, reseptorleri araciligiyla sinyal yanitlarin1 diizenler (50).

TNF-a sitokinini kodlayan gen HLA-B ve HLADR gen bolgelerinin arasinda bulunan
kromozom 6 bolge kompleksinin altsinifin III. Gen bdlgesinde yer aldigi bilinmektedir. Bunun
yani sira 212 aminoasitten olugsmaktadir. TNF-a hedef hiicrelere baglanmasinda iki tip reseptor

molekiilii ile islevsel hale gelmektedir. Bunlar; TNFR Tip — | ve TNFR Tip — Il olmak (zere
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iki kisim reseptor proteininden olusmaktadir (51). TNF-a bu reseptorlere baglanarak,
proinflamatuar yolaklarin aktif edilmesini saglar. Proinflamatuar mekanizmanin islevsel hale
getiren NF-kp ve MAP kinaz aktivatorlerini indiikleyerek hiicrenin proliferasyonu ve hayatta
kalmasini destekler (52).

TNF-o reseptorleri, mebrana baglh ve ¢oziiniir formda bulunabilmektedirler. Cozinur
formu, 17 kDa biiytikliigiinde ve kovalent olmayan bir ti¢lii bilesenin olusturdugu transmebran
proteini seklindedir. TNF reseptorleri trimerik TNF-a’y1 taniyarak onu baglar ve stabilize eder.
TNF-a reseptor iizerinde bulunan CRD-2 ve CRD-3 ligantlarinin bulundugu bolgelere
tutunarak, belirli degisimler gergeklesir ve hemen sonrasinda sinyal iiretimi baglar. Sinyal
aktivasyonu olusturulmayan durumlar da reseptoriin sitoplazmik domain kismina, silencer of
death domain (SODD) ad1 verilen bir protein, reseptdr iizerindeki domain kismina baglanarak,
yanlig veya gereksiz sinyal akisinin diizenlenmesini kontrol etmektedir. TNF-a sinyal akimi
esnasinda SODD proteini reseptdr lizerinden ayrilarak, yerine TNFR associated death domain
proteini (TRADD) baglanmaktadir (Sekil 6.) (53). Daha sonrasinda hiicre i¢i mediatorlerin
sirastyla NF-Kf yolagini aktive eden IKf kinazlarin aktive olmasiyla beraber, bir takim pro-
iltthabi medyatorlerin devreye girmesi indiiklenir. Bununla beraber sinyal kaskati, tasidigi

bilgilerle ¢ekirdek kismina kadar iletilmesi saglanmis olur (54).

Plazma

membrani '
» Deathdomain

TRADD
Caspase 8 Mnokon?n
x INK Caspase3 —» ¢
N A

F-kp =
AP1
W Apoptozis
Nikleus

Sekil 6. TNF-a sitokini ve sinyal aktivasyonu sonucu ortaya ¢ikan hiicresel aksiyonlarin semasi
(54).
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2.7. Déniistiiriicii buyume faktori — p (TGF-B)

Doniistliriicti bliytime faktorii-B (TGF-B)’nin kendi ailesi igerisinde 3 frakli izoformu
mevcuttur. Bunlar sirastyla TGF-1, TGF-B2 ve TGF-B3’tiir. TGF-’ya homodimerinin yani
sira bir polipeptit bolgesi iceren temel protein molekiilleri olarak belirli bir takim hiicrelerde
sentezleri gergeklestirilmektedir. TGF-B ilk zamanlarda epidermal biiyiime faktori (EGF)
varliginda, fibroblastlarinin gelismesini baslatan bir sitokin olarak salgilandigi bildirilmistir.
Embriyonik gelisim sirasinda ¢ok fazla eksprese edilen TGF-f, ¢esitli sinyal aktiviteleriyle
kanser ve fibrozisin gelisimide dahil olmak {izere ¢ogu hastalik ile iligkili bir aksiyon modeline
sahiptir (55). Tumor tzerinde ¢ok yonlu etkileri module eden TGF-p, sinyal mekanizmasinin
aksiyonunu dizenleyebilmesi, tiimor mikro ¢evresindeki evreye baghdir. Erken evrede islevi
yliksek bir timor inhibitorii olarak aksiyon gosterebilir. Diger yandan ise tiimor metastatik
fenotipinin ge¢ evrelerinde hiicredeki EMT gegisini indiikleyebilir (56). TGF-f sinyal yolaginin
anjiyogenez, hiicre igi proliferesyonun artmasi, hareketlilik, hiicre goc¢l ve invazyon
kapasitesinin yiikselmesi gibi hiicre i¢in hayati éneme sahip aktivasyon mekanizmalarini
diizenledigi bilinmektedir. Sinyal uyumlu yanitlar (sitotoksik T hiicreleri ve hiicresel bagisiklik
T hiicreleri) gibi edinilmis bagisiklik yanitlarinin yani sira, parazit enfeksiyonu gibi vb.
durumlarda konak diren¢ mekanizmasinin diizenlenmesinde anahtar rol oynamaktadir. TGF-

B’nin fonksiyonel olarak ayni zamanda parakrin ve otokrin salgilanmasi mevcuttur (57).

2.7.1. TGF-B reseptorleri ve sinyal modeli

Sitoplazmik bélgelerinde serin/treonin kinazlari igeren TGFBRI ve TGFBRII olmak tizere iki
reseptori vardir. Ayrica kinaz aktivitesi bulunmayan bir de TGFBRIII reseptorii bulunmaktadir.
TGF-B ,TGFBRII reseptoriine baglanarak TGFI ile heterotetramer bir yapi1 olusturur.
TGFBRIII reseptor ise temel reseptor gorevini yiiriiten TGFBRII’ye, ligantlarin baglanmasi
artirmak icin koenzim olarak gorev alir. Daha sonra asagi akis efektorlerinden SMAD
molekulleri devreye girerek intraseliiler sinyal mekanizmasi baslatilir (57). SMAD molekdilleri
ile aktive olan TGFBRII reseptor kompleksi, Reseptdr / SMAD (R-SMAD)’lar1 fosforile ederek

diger sinyal yolaklarinin aktivasyonunu baslatir (58).

Sinyaller, effektor MAD peptitleri tarafindan tasinir. Bu baglamda TGF-f’sinyal
aktivasyonu SMAD?7 proteini tarafindan aktif olarak diizenlenir. Normal sartlarda gekirdekte
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bulunan ama reseptér kompleksinin olugsmasiyla beraber hiicre zarina gegen SMAD7 nin, TGF-
B tizerindeki temel rolii ise TGFBRII reseptor kompleksinin R-SMAD’la birlesmesini
engelleyerek sinyal yamtimin inhibisyonu saglayabilir. Ote yandan R-SMAD’lar SMAD4 ile
birleserek Aktive SMAD komplike yapisini olusturur. Aktive olmus SMAD komplike yapisi

ise ¢ekirdege tasinarak, promotér DNA metilasyonunu indikler ve ilgili gen ekspresyonunu

dizenler (Sekil 7.)(57,59) .

TGF-B signaling in EMT
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Sekil 7. TGF- SMAD veya SMAD dis1 yolla sinyal iletimini ger¢eklestirir. TGF-B’nin hiicre
zarindaki TGFBRII reseptoriine baglanarak TGFBRI tetramer komplike yapisini olusturur.
TGFBR kompleksi asag1 akis yolu boyunca R-SMAD’1 (SMAD2 ve SMAD?3) fosforile eder ve
fosforillenen yap1 ise SMADA4 ile heterodimerik bir yap1 olusturarak ¢ekirdege iletilir. TGF-3
SMAD dis1 yolda, birgok sinyal kaskadi araciligiyla sinyal iletimini gergeklestirir. TGFBRII
vasitastyla Erk, JNK, p38 gibi MAP kinazlarinin aktivasyonu saglanir ve sinyal g¢ekirdege

iletilir (57).
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2.8. Epitelyal Mezenkimal Gegis (EMT)

Epitel hicrelerinin nadiren veya tamamen mezenkimal hiicrelere gecis yapabilme yetenegi,
epitel fenotipin kendi icerisinde konformasyonel olarak o6zellesebilecegini gostermektedir.
Epitel hiicreler, bazal membran iizerinde yer alan tek hiicre katmanli yapilardan olugmaktadir.
EMT o6ncesinde epitel hiicreler yapisal 6zgiilliglinii ve apikal bazal polaritelerini kaybeder.
Bunun yani sira hiicrenin 6n-arka polaritesinin ise kazanilmasiyla beraber, bu durum hiicrenin
hareketini, esnekligini ve seklinin korunmasimi saglayan sitoiskelet yapisinin yeniden
regulasyonuna neden olmaktadir. Hiicrenin seklinin ve yapisal izoformunun farklilagsmasi

islevsel sinyal yolaklarini da aktif olarak yeniden programlanmasini saglar (Sekil 8.) (60).

Mesenchymal

Epithelial cell T4 * Partial : cell .
' "EM = N, o RN R :
; - [ EMT > ‘b :

Sekil 8. Epitel hiicresinin seklinin ve yapisal izoformunun farklilagsmasi (60).

Epitel hiicrelerinin patolojik olarak mezankimal hiicrelere farklilasmasi bir dizi
ozellesmis korunan sinyal aktivitelerine, hiicre tipine ve dokusal baglanma uyumuna gore
reaksiyon gosterir. Epitel hiicrelerin gen ekspresyon seviyelerinin disiirilmesiyle beraber
mezenkimal hiicrelerin taninmasini saglayan genlerin aktivasyonu, hiicresel uzantilarini artirir.
Bu baglamda EMT programinin ilerlemesi fenotip olarak hiicrenin invaziv gelisimini destekler.
EMT’nin indiiklenmesinde birgok neden yer alabilir. Bunlar, yara iyilesmesi, fibr6z ve kanser

metastaz siireci gibi durumlarda EMT’yi indiiklemektedir (Sekil 9.) (5).
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Sekil 9. EMT progresyonu ile epitelyal hiicre yapisinin konformasyonunu kaybetmesi
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2.8.1. Kanser hiicresinin metastazi

Metastaz, kanser mikro ¢evresinde hayati bir rol oynamaktadir. Metastaz kaskadinin her siireci
timor hicrelerinin mikro cevresinde ki unsurlarla iligskisinden meydana gelir. Metastazin,
invazyon ve yayilma mekanizmalarinin baginda EMT programinin 6nemli aktif bir iglevi
bulunmaktadir. Kanser hiicreleri metastatik aktiviteleri gerceklestirmek i¢in ii¢ tip EMT siireci
ile iligkilendirilmistir. Embriyogenez Tip | EMT modeli, doku rejenerasyon ve onarimin da,
Tip I EMT modeli tiimér metastazinin geri doniisiim asamasinda ve Tip III EMT modeli ise
metastatik hiicrelerin kolonilesmesi ve patolojik siirecinde yer almaktadir. Bu baglamda epitel
hiicrelerin hiicre poleritesinin kaybiyla beraber mezenkimal hiicre adezyon molekiillerinin
regilasyonu artarak kanser mezenkimal-kok hiicre (CSC) goriiniimiinde bir yapi halini alir.
EMT destekli metastaz sisteminde CSC benzeri kanser hiicreleri hareket kabiliyeti kazandigi
icin bazal mebran ve lamina propria bariyerini gecerek farklilasmamis diger normal hiicrelerin
de dontisiimiinii baslatir. Sinyal yolaklariin ve reseptorlerin timdor mikrogevresi ile gesitli
heterotipik etkilesimlere girerek konformasyonel degisiklikler saglanir. Bu durumda kanser
hiicreleri dolasima gegerek diger dokulara gecisi saglanir (61). TUm bu asamalar asagida ki

verilen basamaklarla siralanabilir;
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Klinik olarak tespit edilebilen
makroskopik metastaz Metastatik koloni olugumu

..

Sekil 10. Timor metastazinin gelisim siirecine dair basamaklar (61).

2.8.2. Tiumor hucre — hiicre adezyonu

2.8.2.1. E-kaderin

Timor hiicreleri diger hiicrelere gore farkli glikozilasyon ¢esitleri icermektedir. Protein
glikozilasyonu hiicrenin fonksiyonel olarak degisiklik gdsterme yapisini artirmaktadir. Bu
baglam da glikan modifikasyonlar1 farkli bir proteine, dokuya veya hiicreye 6zel bir karakter
gelistirebilir. Epitel hicrelerindeki hiicre-hiicre konfarmasyonu, hiicrelerin birbiri arasinda

saglam hatlar olugsmasini saglar. Tiimorlerin proliferasyonu ve gelismesi timor hiicresinin
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hlicre-hiicre adezyonu asamasiyla ¢evresindeki dokuyu istila etmesi (metastaz) kabiliyetiyle
karakterizedir. Kalsiyum bagimli bir transmebran protein olan Epitelyal — Kaderin (e-kaderin)
hiicre hatlar1 arasinda kaderin-katenin adi altinda komplike bir yapi saglayarak hiicre
invazyonu, adezyonu, hiicre farklilagsmasi ve hareketliligini kontrol etmektedir. Glikanlar bu
durumda e- kaderin molekiiliiniin fonksiyonel yapisina etki ederek, hiicre adezyonunda temel
etkilesimler olusturabilirler. Glikan modifikasyonu ile e-kaderin kompleks yapisi igerisindeki
kaderin molekiiliiniin fosforilasyonu diiser. Diisen fosforilasyonla ters orantili olarak timor
hlicresinin baskilanmasi ile iliskilendirilir (62). E-kaderin EMT’nin temel effektorii olarak
kabul edilir. E-kaderin’ in anorrmal diizeydeki ekspresyonu siklikla malign tiimor hiicrelerinde
ortaya ¢ikar. Bu ylzden e-kaderin gii¢lii bir tiimor baskilayici proteindir. Bu baglamda e-
kaderin EMT ve Mezenkimal Epitelyal gecis (MET) modellerin arsindaki gegislerde dnemli
duzeyde gen ekspresyon profilleri icermektedir (63).
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LA L1 A transmembrane domain
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Intracellular domain
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Sekil 11. E-Kaderin molekiliiniin yapisal sematik gorseli. E-kaderin 5 tekrar bolgesi,
Ca2+ baglama bolgesi, transmebran alani ayrica B-katenin, a-katenin kompleks yapisina

baglanma alani igerir (63).
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2.8.2.2. Vimentin

Vimentin tip III IF protein smifinin 466 aminoasitten olusan en yaygmn ve en korunmus
polipeptididir. a-helikal bir alan seklinde korunmustur. Yapisal olarak bu kisim a heliks N- ve
C- terminal uglari bag ve kuyruk kisimlari ile g¢evrilmistir. Vimentin kromozom 10p13

lokasyonunda bulunur ayrica tek kopya bir gen tarafindan kodlanir.

Vimentin sertoli hicreleri, embriyonik hicreler, néronal 6nct hucreler, fibroblastlar,
endotel hucreler, mikrotubtler hiicreler ve mezenkimal hucreler gibi bircok hucre tipinde
bulundugu i¢in, epitelyal hiicrelerin mezenkimal fenotip kazandigt EMT ve MET geg¢isinde
aktif bir belirte¢ olarak bilinmektedir. Vimentin, TNF-a sitokini ve NF-kp yolagi tarafindan
EMT nin aktive edilmesi konusunda 6nemli bir gen profilini teskil eder. (64) vimentin hiicresel
yolaklardaki sinyal proteinleri ve diger effektdr proteinlerle olusturdugu kompleks yap sekil
12°de verilmistir. Hiicre gocii ve invazyonu ile iliskili bir protein olan Scrib proteini vimentin
ile kurdugu etkilesim sonucunda proteozomal yikimdan korunur. Bu durumda scrib proteininin
stabilitesi saglanir ve EMT sirasinda vimentin ekspresyonu artarak, hiicre goglniin ve hiicrenin

istilaci etkisinin kapasitesini artirilir (65).
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Sekil 12. Vimentin molekiiliiniin hiicre sinyal yolaklari tizerindeki etkisi. AKT1 vimentinin
fosforilasyonunu saglayarak, kaspaz kaynakli proteoliz aktivitesinden korur. Bu sayede

vimentin hiicrenin gé¢ ve invazyon kaynakli proliferasyon siireclerinde rol oynamaktadir (65).
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2.9. Parazit Invazyonu Ve Immiin Yamt

Kanser hiicreleri ve parazitler arasinda apoptoza direngli bir yapisal benzerlik vardir. Konak
hiicreye yerlesen parazitin konagin apoptoz yolaklarini sitiimiile ettigi bilinmektedir. Parazit ve
kanser hucreleri konak hiicrenin bagisiklik sisteminden kagarak, dokulara metastaz yoluyla ve
yeni konakgil yapilar edinerek yayilirlar. Bu baglamda konak iizerinde hayatta kalmak isteyen
parazitler, konak hiicrenin immiin sistem yanitin1 diizenleyen hiicrelerin apoptozunu indikler
ayn1 zamanda ise konak hicrenin apoptoz mekanizmasini1 6nleyerek canlilik kapasitelerini
artirmig olurlar. Diger yandan ise bazi parazitlerin (Echinococcus granulosus ) gibi timorin
apoptozunu indikleyerek metastaz gergeklestirmesini engeller ve inflamatuar yolaklar1 kismi
sekilde diizenleyerek bazi sitokinlerin sinyal aktivasyonlarinda rol oynarlar (66). Kanser
hlcrelerinde ve bazi parazitlerin yiizeyinde ayni veya benzer antijenlerin ihtiva edildigi
bilinmektedir. S6z konusu antijenler musin tipi Tn, TF, sial Tn ve Tk antijenleri olarak eksprese
edilmektedir. Parazit ve kanser htcresinde ortak olarak bulunan antijenler kanser hucrelerinin
tutunmasinda, invazyonunda ve proliferasyonun da 6nemli rol oynar. Kronik parazit
enfeksiyonlar1 dogal bagisiklik sinyallerinin antikanser aktivitesini artirmaktadir. Denritik
hicreler (DC) patojenleri ve Toll benzeri reseptorleri (TLR) , C tipi lektinler (CLR) ve hicre
ici Nod benzeri reseptorler (NLR), cesitli reseptor tanima sistemleri tarafindan taninir. Bu
baglamda DC’ler, dogal bagisiklik araciligiyla gelisen lenfosit aktivasyonlarini, NK hicreleri
de dahil olmak Uzere etkileyerek sitokin salgilayicit T ve B hiicrelerinin yanitlarini da aktif bir
sekilde regiile eder (66,67).

2.9.1. Echinococcus granulosus ve konak mikro cevresi

Echinococcus granulosus cinsi parazit tirt genellikle evcil hayvanlar veya yabani hayvanlar
arasinda yaygin bir parazit tiriidiir. E. Granulosus parazitinin eriskin formu konakla enfekte
oldugu zaman konagmn ince bagirsagina uygun kosullarda yerlesmekte ve yumurtalarini
dolagima yayilmasini saglayarak konagi istila etmektedir. Yumurtalar ise normal sartlar altinda
uzun sure yok olmadan efektif olarak kalabilmektedirler. Yumurtalarin bagirsaga yerlesmesinin
ardindan metasestod adi verilen bir evreyle larvalar gelisimini siirdiiriir. Metasestodlar belirli
olgunluga ulastiktan sonra birgok Protoskoleks tiretir ve her biri agi1z yoluyla alindiktan sonra
konak dokuya ulastigi asamada, yetiskin bir tenya olma kapasitesine sahip olur. Insan bu

dongiide rastlantisal olarak ara konakgil bir yapiy: teskil etmektedir (68). Evcil veya yabani
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hayvanlarin salyalarinda ve digkilarinda bulunan parazit yumurtalarinin agiz yoluyla
alinmasinin ardindan bulagin ilk asamas1 gergeklesmis olur. Yumurtalardan ¢ikan onkosferler
sistemik dolasgimla birlikte, gelisimini tamamlayan metasestodlarin genellikle karaciger ve
akciger gibi organlara ulagsmasi saglanir. Birbirinden farkli doku ve organlara yerlesen eriskin
metasestodlar, Kistik ekinokokkozis (KE) olarak bilinen ve hidatik kist (HK) adi verilen yapiy1
olusturmasiyla beraber 6limcdl olabilen ciddi bir hastaliga yol acarlar (69). Genel bir ifadeyle
insanlarda goriilen ii¢ ekinokokkozis tiirii vardir bunlar; Kistik ekinokokkozis, alveolar
ekinokokkozis ve polikistik ekinokokkozistir. Enfeksiyon sirecinde KE’de HK yapisinin
icerisinde bulunan antijen yéninden zengin olan berrak bir sivi, Echinococcus granulosus’un
metasestod evresi araciligiyla tretilir. Konak dokular iizerinde gelisen kistlerin boyutlari
ortalama 1 ila 15 cm arasinda degisebilmektedir. Insan konak dokusunda kist yapisinin gelisimi
icin belirli bir siire olmamasiyla birlikte enfeksiyondan sonra 10 aydan daha fazla zamanda

kistlerin gelisebilecegi bilinmektedir (68,70).
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Sekil 13. E. Granulosus parazitinin yasam dongiisii (71).
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2.9.2. Hidatik kist ve vezikillerin yapisi

E. Granulosus parazitinin ara konaklarda olusturdugu yapiya ise hidatik kist adi1 verilmektedir.
Hidatik kist yapisal olarak iki sekilde doku ve organlarda yayginligini korur. Bunlar,
Unilokiler ve multivezikuler olmak uzere iki tipte bulunmaktadir. Unilokuler Kistler sadece tek
bir kist kesesi yapisindan olusur ama igerisin de birden fazla kiz kesesi (klglk vezikdller)
icerebilmektedir. Multivezikiiler kistler ise ana keseye ve birbirine bitisik ayni zamanda
birbirlerinden bagimsiz olarak da bulunan Kistler kiimesidir. insanlarda genellikle Unilokiiler
kistler gorulir. Kistlerin yerlestigi organ ise akciger ve dalaga nazaran siklikla karacigerdir.
Hidatik kist kesesinin yapisi genellikle konak doku veya organ tarafindan olusturulan fibr6z bir
yapisal formdan ve germinatif bir katmandan olugsmaktadir. Germinatif katmandan kopan baz
kist hucreleri lenf ve damar yoluyla kendilerine yeni konak dokular bulabilmektedir. Tumoér
hiicresiyle parazit bu baglamda birbirine benzemektedir. Tiimdr hiicrelerini metastaz yoluyla
kontrolsiiz buyumesi, E. Granulosus parazitinin ise yeni konaklara yayilmasi ile
aciklanmaktadir (69).

Sekil 14. Hidatik kist ameliyat1 sonrasinda erkek bir ¢gocugun beyninde olusan sekonder

kist vezikiil yapilarindan 6rnekler (69).
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2.9.3. Parazit hiicresinin yuzey bilesenleri ve ortak antijenler

Bakteriyel enfeksiyonlarda parazitin dis yiizey tabakasinin konak htcreleri ile dogrudan temas
etmektedir. Konak hticrelerin adaptif ve dogal bagisikligini aktivasyonunda rol oynayan gesitli
antijenik yapilar1 igerir. Parazitler bu durumda konak hiicresinin savunmasindan kaginmak i¢in
cesitli gelismis yiizey modifikasyonlarina sahiptir (72). Kanser hicresi yerlestigi konagin
bagisikligindan yiiksek oranda kagma yetenegine sahiptir. Kronik olarak gelisen enfeksiyon
modelini taklit edici mekanizmalar gelistirmislerdir. Kanser ve E. granulosus arasinda ortak
olarak saptanan antijenlerinden en etkilisi a-N-asetilgalaktozamin-O-serin/treonin (Tn)
antijenidir. Insan kolorektal karsinomlarinda ise yiilksek oranda eksprese edilen antijen Tk
antijenidir. Tn antijeni ise hem kanser dokusunda hem de karaciger kistik ekinokokkozunda
tespit edilmistir (3). Konak immun sistemi tarafindan ilgili kanser hiicresinin taninmasiyla
beraber Thy polarize lenfositler Sitotoksik T hiicrelerini ve makrofajlarin uyarilmasini baslatir.
Ekinokokkozis” in erken evrelerinde Thy bagisiklik yanit1 daha baskin bir yol izlemektedir. Bu
baglamda ancak kistin organa veya dokuya yerlesmesi ve biiyiimesi sonucunda immin sistem
tarafindan Th, yanit1 artirilarak, parazitin yok olmasina giden siirecte ise hizlica azalarak yerini

Thy yanitina birakmaktadir (73).

Genel bir ifadeyle E.granulosus’un ihtiva ettigi antijenlerin belirli kanserler tizerindeki
ortak antijenlere karsi aksiyon olusturabilmesi, bagisiklik hiicrelerinin uzun siireli hafizasina
gore diizenlenmektedir. Sonrasinda E.granulosus onkosferinde bulunan antijenik yapi, konak
immiin sistemi tarafindan taninarak ilgili antikor bagimli hiicre vasitasiyla aksiyon yanitini
diizenler. Spesifik tiimor antijenlerinin immiin sistem tarafindan taninmasi antitimor sinyal
yanitlarinin salgilanmasinda en énemli asamadir. Bu baglamda parazit ve timorde bulunan
birbiriyle iliskilendirilmis antijenlerin bagisiklik sistemi tarafindan 6nceden taninmis olmasi
antitimor bagisiklik yanitinin olusmasinda kritik bir rol oynar (72). Parazitlerin yerlestigi
konak da aktive ettigi antitimOr immin yanitlar, tiimoriin mikrogevresine bagl olarak ve
kanser tliriinii de kapsayarak etkiledigi antitimor hiicresel sinyaller ayn1 etkide olmayabilir.
Buradan yola ¢ikarak ortak antijenler kanser tiiriine ve konak yapisina bagli olarak kanserin
gelisimini engelleyebilmelerinin yani sira bazi sistemlerde ise kanser gelisimini artirabilirler.
Ornek olarak E.granulosus onkosferinin yiizeyinde yiiksek oranda iiretilen EgKI-1 proteini bir
proteaz inhibitérudir. EgKI-1 proteininin yapilan arastirmalarda kanser hiicrelerini direk olarak

durdurabilme kapasitesine sahiptir.
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Tablo 2. Parazit ve kanser hiicreleri arasindaki ortak antijen tipleri (72).

Kanser antijeni ifade edildigi parazit
Tn antijen Echinococcus granulosus
Schistosoma mansoni
Tk antijen Taenia hydatigena, T. crassiceps, Mesocestoides vogae, S. mansoni
Sial Tn antijeni E. granulosus (hem larva hem de erigkin)
TE antijeni E. granulosus, Fasciola hepatica, S. mansoni
Non-glikosile 27 kDa molekiilii E. granulosus
Heat shock proteini 70 (HSP70) E. granulosus
40 kDa'lik bir antijen E. granulosus
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3. GEREC VE YONTEMLER

Bu tez ¢alismas1 2023/6-4 YLS kodlu proje olarak Kahramanmaras Siit¢ii imam Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Yonetim Birimi tarafindan desteklenmistir. Arastirma kapsaminda
yapilan tiim deneyler icin kullanilan laboratuvarlar, Hacettepe Universitesi ve Kahramanmaras

Siit¢ii imam Universitesi isbirligi cercevesinde kullanilmistir.

3.1. Kullanilan Malzemeler ve Cihazlar

Tablo 3. Calismalarda kullanilan malzemelerin ve cihazlarin listesi.

Hucre kalturd Cihazlar Biyokimya
e (Caco-2 Steril kabin XTT Solusyonu
e CoEpi PCR cihazi BCA Reaktifleri
e Tripsin—EDTA Inkiibator RNA izolasyon Kiti
e PBS Invert Mikroskop cDNA sentez kiti
e DMEM Mikropipet SYBR Green Master
e DMSO Santriftj mix
e 6 kuyucuklu ELISA plaka ROX
flask okuyucu ELISA IL-4 kit
e 96 kuyucuklu Vorteks ELISA TGF-p kit
plate -20 °C Dolap ELISA TNF-a kit
-80 °C Dolap Primer sentezi
RNas icermeyen su
RiboEx
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3.2. Hicre Hatlarinmin C6zdUralup, Pasajlanmasi

Hucre kdltdrleri, birgok canlidan elde edilen doku, organ vs. gibi yapilardan kiiltiirlenen hiicre
soylarindan olusmaktadir. Genel bir ifadeyle kanser tedavilerin ¢alismalarin da, viriis ve parazit
kaynakli enfeksiyonlara karsi gelistirilen asilarda ve gen tedavilerinde, hicre hatlari
biyokimyasal molekdller ve modeller ile beraber genis bir yelpazede in vitro sekilde yaygin
olarak kullanilmaktadir. Hilcreler dondurularak muhafaza edildigi veya dondurulmus olarak
temin edildigi i¢in ¢ozdiiriilmesi yapildiktan sonra hiicrelerin kiiltiire alinma protokolu ile

cogaltilmasi saglanir.

Dondurulmus olarak muhafazasi saglanan yerden Kriyoviyal, kuru buz igerisin de
c¢ikarildiktan sonra 37 °C’lik su banyosunda hafifce galkalayarak buz kristalleri ¢ozdurultir. Buz
kristalleri ¢ozdurildukten sonra kriyoviyal gekilerek, islemlerin sonrasinda strelizasyon igin

%70’1ik alkol ile ¢alisilan alan dekontamine edilir.

Coziinen kriyoviyalin kapagi acilip steril mikropipet yardimiyla 9 ml besiyerine
nazikge transferi gerceklestirilir. Daha sonra 1200 rpm’ de 5 dk boyunca santriflij yapilarak
hiicreler ¢oktiiriiliir. Santrifiij esnasinda kriyoprotektan siipernatanta ayrilacaktir. Siipernatant
atilir ve pellet bagka bir (1-2 ml) taze besiyerine siispanse edilerek, hiicrelerin yitkanma asamasi
tamamlanir. Ekim yapilacak kiiltlir plakalar etiketlenerek (hiicre hatti/kodu /tarih vs.) ekim
sonrasinda birakilacak olan inkiibator icerisinde plakalara uygun miktarda besiyeri ile
yerlestirilir. Hucrelerin dizenli olarak g¢ogalma asamalar1 incelenmis olup, besi ortami
hiicrelere yetersiz goriildiigii durumda, besiyerlerinde ki hiicrelerin ¢ogalmalar1 durdurularak

pasajlama protokolii uygulanir.

3.3. Hicre hatlarimin KOltlrd

Calismada kullanilan hiicre soylari Caco-2 (insan kolorektal adenokarsinom, ATCC® HTB-
37 ™ ) hicre hatti ve CoEpi (kolon epitel hiicresi, ATCC® CRL-1459 ™) kullanilmistir.
Hucreler, antibiyotikler ile desteklenen (100 U/ml penisilin, 100 pg/ml stereptomisin ) , %10
PBS iceren DMEM besiyeriyle stspanse edilmistir. Hlcrelerin ekimi 6 kuyucuklu flasklara
yapilmistir. Sonrasin da %5’lik CO> iceren alanda inkiibe edilerek biiyiimeye birakilmistir.

Hiicre kiiltiirii galismalarinin tiim asamalar1 steril kabinde (Laminer Flow , Holten Lamin Air
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Biosafe 1.2) gerceklestirilmistir. Flask yiizeyine hiicrelerin tutunmalari ve konfluent olma

durumlarina gore hiicreler stirekli kontrol edilmistir.

3.4. Caco-2 Ve CoEpi Hicre Hattimin Hidatik Kist Sivistyla Muamelesi

Calismada kullanilan HKS mezbahaneler de rutin kesimler sirasinda hidatik kist oldugu
belirlenen hayvanlardan, aseptik kosullarda siringa yardimai ile aspire edilerek temin edilmistir.
Flasklara ekimi yapilan CaCo-2 ve CoEpi hiicre hattina HKS’den 1/2, 1/3 ve 1/5 hacimli
seyreltme dozlar1 ayarlanarak muamelesi yapilmistir. Sonrasinda hticrelerin  metabolik
aktivitelerini dizenlemeleri igin 24 saat %5 CO: igeren ortam da, 37 °C’de inklibasyona

birakilmuistir.
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Sekil 15. Caco-2 ve CoEpi hiicre hatlarinin hidatik kist sivistyla muamele edilmesi.

Inkiibasyondan sonra flasklar steril hava akisli kabin igerisine almmustir. Caco-2 ve
CoEpi htcre hatlarinin muamelesinin yapildigi flasklardan qRT- PCR ve ELISA testi yapilacak
hiicreler ayr1 ayr etiketlenerek muhafaza edilmistir. Flasklarin i¢cindeki 1ml’lik besi yeri
mikropipet yardimiyla ortamdan uzaklastirilarak, kuyucugun igerisine 1ml Trizol eklendi ve

birka¢ defa yikamak suretiyle hiicreler bir araya toplanmasi saglandi. Daha sonra ependorf
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tlplere alind1 ve etiketlenerek muhafaza edildi. ELISA testi yapilacak olan hiicre hatlarinda ise
ImI’lik besi yerleri mikropipet yardimiyla alindi daha sonra 1ml Fosfat tampon sollisyonu
(PBS) eklendi. Hucrelerin tutundugu yiizeyden ayrilmasi igin yavasca kazima yapildi ve PBS

soliisyonuyla beraber yikanarak epondorf tliplere transfer edildi.
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Sekil 16. Caco-2 ve CoEpi hiicrelerinin uygulama gruplarina ait deney diizenegi

3.5. XTT Hucre Proliferasyon Testi

XTT Hiucre proliferasyon deneyi, herhangi bir in vitro modelde ki hiicre canliliginin artis1 veya
asag1 yonde azalis1 hakkinda ylzdesel bir oran ile bilgi saglanmasina aracilik eden bir testtir.
Deney prosedrl ise XTT’nin mitokondride tiretilen NADH tarafindan trans - plazma mebran
elektron tasima sistemi ve bir elektron araciligi ile ekstraseliiler olarak indirgenmesine
dayanmaktadir. XTT’nin indirgenmesi ilave bir ¢0ziicu ajana olan ihtiyaci ortadan kaldirir. Bu

baglamda dogrudan kiiltiir ortam1 icerisinde suda ¢oziiniir bir formazan iiretimi gerceklesir.
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XTT Temel olarak suda ¢6ziinen bir yapidadir. XTT testlerinde hiicrelerdeki mitokondriyel
dehidrogenazlarin metabolik aktivitesi sonucu olusan formazanlarin, suda ¢oziiniir olmasi
yapilan testin giivenilirligini artirmaktadir. Bu baglamda iretilen formazan 450 nm’de

absorbans vererek, hiicrenin canlilig1 hakkinda bilgi verir.

e Hiicreler 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii plaklarina her kuyucukta, 5x 10* oraninda hiicre
olacak sekilde hiicrelerin ekimi gergeklestirildi. Caco-2 ve CoEpi Hiicre gruplar
belirlenen hidatik kist sivisi seyreltme dozlarinda muamele edildikten sonra 24 saat
boyunca %5’lik, CO2 iceren ortamda inkiibasyona birakildi.

e Inkiibasyon isleminden sonra her kuyucuk basina 50 pl XTT ¢ozeltisi eklenmistir.

e (ozeltinin eklenmesinin ardindan hicreler 2 saat boyunca 37 °C’de tekrar inkiibasyona
birakilmistir.

e inkiibasyondan sonra ¢alisilan gruplarin, optik yogunluklar: (Optical Dansity, OD)
ELISA plaka okuyucuda, 450 nm dalga boyunda okumasi islemi yapilarak

kaydedilmistir. Sonuglar kontrol grubu degerleriyle oranlanarak normalize edilmistir.

3.6. Hiicre Gruplarindan Total RNA izolasyonu

Hiicre uygulama gruplarindan total RNA izolasyonu yapmak icin Hybrid-R™ Lot.
N0:30521J29036 (GeneAll®, Seoul, Korea) kiti kullanilmistir. Hiicrelerden RNA izolasyonu
yapilirken, kiti diretici firmanin belirledigi prosedir dikkate alinarak izolasyon yapilmustir.
RNA izolasyonu sirasinda kullanilan Buffer soliisyonlari (Buffer RBI, SWI ve RNW)
kullanilmadan once kitin protokoliinde belirtilen olglide, %96’lik Etil alkol eklenerek

kullanima hazirlanmstir.

e Caco-2 ve CoEpi hiicreleri 6 kuyucuklu hiicre kiiltiirii plaklarina yaklasik 3x10°
hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekilmistir. Hiicrelerin ekili oldugu flasklardan éncelikle
besiyerleri alinarak, sonrasinda ise her bir kuyucuga 1ml RiboEx™ eklendi. Yikama ve
hiicre kazima ¢ubugu ile hafifce kazimalar yapilarak yiizeye tutunan tim hucreler bir

araya toplandi. Toplanilan hiicreler bir eppendorf tiiptine alindi.
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RiboEx™ eklenmis olan hiicrelerin iizerine 200 pl kloroform eklenerek vorteks cihazi
ile karistirma islemi yapildi ve 15 saniye oda sicakliginda inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon agamasinin bitmesini takiben 15 dk boyunca, +4 °C’de 12.000 g’de santrifiij
yapilmistir.

Santrifiij isleminden sonra olusan {ist faz steril bir ependorf tipe aktarildi.

Alman st faz miktar1 oraninda, tuptn icerisine Buffer RBI (yaklasik 900 ul) eklendi.
Daha sonra alt iist yapilarak karigmasi saglandi.

Ornekler F Tipi Mini Kolona en fazla 700 ul olacak sekilde transfer edildi. Daha sonra
oda sicakliginda 10.000g’de 30 saniye boyunca santrifiij edildi. Santrifilj isleminden
sonra toplama kolonunun iist tarafi ayrilarak kolondan tiipe akan kisim bosaltildu.
Yapilan islemler, ¢alisilan 6rnek yaklagik 900 pl oldugu i¢in bir kez daha tekrar edildi.
Ornek yiikleme islemi bittikten sonra Mini Kolona 500 ul Buffer SWI eklendi. Oda
sicakliginda 30 saniye boyunca 10.000g’de santrifiij edildi. Toplama tiipiine biriken
kisim bosaltildi.

Daha sonra Mini Kolona 500 pl Buffer RNW eklenerek, oda sicakliginda 30 saniye
boyunca 10.000g’de tekrar santrifiij edildi. Ardindan toplama tiipiine biriken kisim
bosaltildi. Sonrasinda ise Mini Kolon tekrar 10.000g’de oda sicakliginda 1 dakika
boyunca santriftj edildi.

Santrifiijden sonra toplama tiipii atilarak Mini Kolon 1.5 ml’lik temiz bir ependorfa
alindi. Sonrasinda kolonun {izerine 60 pl RNase igermeyen su eklendi ve 1 dakika
bekletildi. Bekleme asamasini takiben tlip oda sicakliginda 10.000g’de 1 dakika
boyunca santriftj edildi. Ependorf’un dip kismina kolondan biriken RNA, daha
sonrasinda kullanilacak olan zamana kadar -20 °C dolapta (Vestel RT 455) muhafaza

edilmek uzere kaldirildi.

3.7. izole Edilen Total RNA’larin Saflik ve Kalitesinin Belirlenmesi

RNA izolasyonu deneyinden sonra elde edilen RNA’larin safliklarinin belirlenmesi

komplementer DNA (cDNA) sentezinin kalitesi bakimindan dnemlidir. RNA’nin kalitesinin

belirlenmesinde kullanilan klasik, spektrofotometrik bir yontem olan OD Ol¢gumudir. Bu

yontemin temel prensibi RNA’nin safligi, calisilan drneklerin farkli dalga boylarinda verdigi

optik dansiteye bakilarak tayin edilmektedir. RNA saflifinin belirlenmesinde genellikle
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orneklerin 260 nm dalga boyundaki absorbansinin, 280 nm dalga boyunda (OD2s0/280) 0kunan
absorbans degerine oranlanarak bulunmaktadir. Olgiimler oranlandiginda bu oranin 1.8-2.0
arasinda olmasi protein, fenol vb. gibi kontaminasyonlarin olmadigini gosterir ve bu ortalama
ise RNA’nin kalitesi agisindan iyi bir sonugtur. Elde edilen RNA’lar spektrofotometre’de
Epoch Micro-Volume Spectrophotometer System (BioTek, Winooski, United States) Olciilerek
absorbans oranlari belirlenmistir. Daha sonrasinda cDNA yapilmak Uzere tiim 6rneklerin ayni

konsantrasyonda reaksiyona girmesi igin gerekli seyreltmeleri yapilmistir.

3.8. Revers transkriptaz PCR (RT-PCR) ile cDNA sentezinin hazirlanmasi

RNA izolasyon deneyiyle birlikte izole edilen mRNA’dan, cDNA sentezinin yapiminda
Appliedbiosystems™ (TermoFisher, Lithuania) cDNA RT kit kullanilmistir. cDNA sentezinin
temel prensibi, ilk ipligin sentezi sirasinda ters Transkriptaz enzimi mRNA kalibinin bir
kopyasin1 yaparken, ipligi uzatmak igin primere ihtiya¢ duyar. Bu primerler genellikle
oligo(dT)‘den ya da rastgele hexamerlerden (Random primer) olusmaktadir. CDNA sentezi i¢in
gerekli organik bazlar1 ANTPs’ler saglamaktadir. Icerisinde adenin (dATP) , sitozin (cATP) ,
guanin (gGTP) ve timin (tTTP) gibi bazlar1 bulundurmaktadir. Bu dNTPSs’ler cDNA olusurken
uygun bazi zincire ekleyerek dongiiniin devam etmesini saglar. Kullanilan buffer (tampon) ise
enzimlerin ve diger komponenentlerin stabil olarak calismasi i¢in uygun pH kosullarim
saglamaktadir. Bu yontem sayesinde hizli ve hassas bir sekilde cCDNA sentezlenerek, gen

ekspresyonlart belirlenebilmektedir.

Random Primer
\3,_\
~ S
Buffer %




Sekil 17. ¢cDNA sentezinin kisimlari

cDNA sentezi yapilacak her bir RNA 6rnegi (10 pl) i¢in, tek basamaktan olusan RT-
PCR reaksiyon karisimi, buz iizerinde tiim bilesenlerin belirlenen miktarlarda eklemeleri
yapilarak kisa pipetajlar halinde hazirlandi. Hazirlanan karisim her bir reaksiyonun total hacmi

20 pl olacak sekilde tiim 6rneklere 10 pl dagitildi.

Tablo 4. cDNA sentezi i¢in kullanilan bilesenler.

Sentez Bilesenleri Hacim (ul) Konsantrasyon
Reaksiyon Buffer 2 ul -
dNTPs 0.8 ul 100 mM
Random Primer 2 ul 50 uM
Revers Trankriptaz 1l 200 U/l
RNas Inhibitor 1l 40 U/ul
RNas icermeyen su 3.2 ul -
Total RNA 10 ul 2 Ug
Son Hacim 20 pl -

Karigimlar hazirlandiktan sonra PCR cihazinda (Applied Biosystem, Foster City, CA,
USA), cDNA sentezi i¢in kullanilan kitin talimatlari dogrultusunda dongii sayilari ve basamak
sicakliklar1 ayarlanarak program c¢alistirildi. PCR reaksiyonu tamamlandiktan sonra

sentezlenen cDNA’lar qRT-PCR calisilacagi zamana kadar -20 °C’de muhafaza edildi.

3.8.1. cDNA PCR protokolii

Tablo 5. cDNA sentezi igin PCR cihazinda ¢alistirilmis olan protokol.

Basamak

Sicaklik (°C)

Zaman (dakika)

Dongu

Basamak 1

25

10
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Basamak 2 37 120
Basamak 3 85 5
Basamak 4 4 o

3.9. gRT- PCR ile Gen Ekspresyon Profillerinin Arastirilmasi

Es zamanli RT-PCR (qRT-PCR) ile eser miktarda mRNA orneklerinde ve gen ifadelerinin
arasindaki farkliklarin saptanmasinda, kullanilan gelismis bir yontemdir. qRT-PCR kalip
DNA’nin baslangi¢ noktasini spesifik, hassas bir sekilde tespit eder. Bu yontemle birlikte
DNA’nin kopya sayisini sayisal verilere doniistiirme ve mRNA diizeyinin ise yine sayisal
olarak belirlenmesi, yontemin 6zelligini vurgular. DNA’nin boyanarak goriintiilemesinin temel
prensibi, ¢ift sarmal yapidaki DNA’ya baglanabilen bir ajan olan SYBR green, baglandiktan
hemen sonra 1g1ma yapmaya baslar ve yaptig1 isima degerinin, asildigi nokta ile floresan degeri
belirlenir. Her bir dongiide meydana gelen floresan miktari kaydedilerek, dongiideki ilk anlamli

artisin gorildiigii eksponensiyal faz goriintiilenir. Kaydedilen 1stmanin smir (Ct, Cp) degeri,

baslangi¢ materyalinin miktartyla oranlanarak incelenir.

“SYBR Green” boya DNA Gift iphkii oldu

Gunda DNA'ya bogianabile.

DNA'nin &i 2incirl birbrinden oyniciindo “SYBR B

Green" boyo serbest hale geger

—

Polimerizasyon tamamianchinda “SYBR Green
boya Gift iplikli DNA'yo bodiaonr ve flioreson sima

yapor

Sekil 18. SYBR Green boyasinin DNA’ya baglanmasi
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3.9.1. Kullanilan primerler

gRT-PCR analizi 96 kuyucuklu seffaf plastik plate ile SYBR Green PCR Master Mix
kullanilarak Vii7 Real Time PCR (Applied Biosystems) cihazi ile gergeklestirilmistir. qRT-
PCR isleminde, kullanilan primerler asagidaki Tablo 6’da verilmistir. Yapilan tiim deneylerde
arastirilan genin degeri, kontrol genin (housekeeping gene, GAPDH) degerlerine gore

oranlanarak normalize edilmistir.

Tablo 6. qRT-PCR igin kullanilan primer dizileri.

Primerler Sekanslar

F: 5'-ATGGGCAGCCGTTAGGAAA-3'

e GAPDH R: 5'-GCATCGCCCCACTTGATTTT-3'

F: 5’-CATGCATGGAGCTGCCTGTA-3’

o |L-4 R: 5>-AATTCCAACCCTGCAGAAGGT-3’

F: 5'-ATCCTGGGGGACCCAATGTA-3'

e TNF-a R: 5-AAAAGAAGGCACAGAGGCCA-3'

F: 5'-TGGTGGAAACCCACAACGAA-3’

e TGF-p1 R: 5'-AGAAGTTGGCATGGTAGCCC-3’

F: 5>-CCAAGACACTATTGGCCGCCTGC-3°

e Vimentin R::5-GCAGAGAAATCCTGCTCTCCTCGC-3’

F: 5’-TGGGCCAGGAAATCACATCCTACA-3’

e E-Kaderin R: 5’>-TTGGCAGTGTCTCTCCAAATCCGA-3’

3.9.2. gRT-PCR Reaksiyon bilesenleri

gRT-PCR i¢in kullanilacak karisim steril kabin altinda ¢alisarak hazirlanmistir. Karisim igin

gereken bilesenler, reaksiyon kurulmadan once oda sicakligina getirilerek kullanilmistir.

40



cDNA’lar Rnaz icermeyen su ile seyreltilerek, 96 kuyucuklu seffaf qRT-PCR plate
yiiklenmigtir. Daha sonrasinda Hazirlanan karisim 15ul olacak sekilde cDNA’larin yiiklendigi
kuyucuklara pipetlenmistir.

Tablo 7. gRT-PCR i¢in kullanilan reaksiyon bilesenleri.

Reaksiyon Bilesenleri Kullanilan hacim (ul)
Rnaz/Dnaz igermeyen su 3.8
SYBR Green ROX Mastermix 10
Forward Primer (10 pM) 0.6
Reverse Primer (10 uM) 0.6
cDNA 5
Total 20

3.10. ELISA Testlerinin Yapilmasi
3.10.1. Yontemin prensibi

ELISA yOnteminin prensibi 6zgil antijen-antikor arasindaki reaksiyona dayanmaktadir. ELISA
temel olarak, antijen-antikor kompleks yapisindaki antikora alkalen fosfataz veya bir
peroksidaz gibi bir enzimin baglanmasiyla, subsrat molekulinu renkli bir hale gecirmesi
esasina dayanan bir immiinokimyasal 6l¢iim teknigidir. Bu ¢aligmada sandwich ELISA teknigi
kullanilmistir. Bu yodntemde antikorlar 96 kuyucuklu plakanin kuyucuklarina 6nceden
immobilize edilir. Antijeni iceren Ornek ilave edildikten sonra antijen-antikor kompleksinin
olusmast saglanir. Yikama islemleriyle ortamdan baglanmamis antikorlar uzaklastirilir ve
subsrat eklenir. Substrat antikora bagli enzimle reaksiyona girerek mavi renk olusturur.
Durdurma solsyonunun eklenmesiyle birlikte ortamin Ph’1 degisir ve mavi rengin sari renge
doniisiimiinii saglanir. Sandwich ELISA ile yapilan uygulamada gbézlemlenen renk degisimi
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antijenin varligim1 géstermektedir. Asagida Ki tablo 8.’de deneyde kullanilan komponentlerin

listesi verilmistir.

Tablo 8. ELISA testlerinde kullanilan komponentler.

Kullanmilan komponentler
Standart solusyonu ( ng/L) Subsrat sollisyonu A
ELISA plate Subsrat sollisyonu B
Standart seyreltici Yikama buffer
Streptavidin-HRP Biotinylated human TNF-a, TGF-B,IL-4
Durdurma solusyonu Plate filmi

3.10.2. Standart diliisyonlarinin hazirlanmasi

Standartlar hazirlanirken 120 pl ana standart (960 ng/L) ile 120 pl standart seyreltici (0 ng/L)
karigtirilarak konsantrasyonu 480 ng/L olacak sekilde stok ¢ozeltisi hazirlanmistir. Stok
standart ¢ozeltisinin (480 ng/L) standart seyreltici ile 1/2 oraninda seri sekilde seyreltilmesi
yapilarak sirastyla, 240 ng/L, 120 ng/L, 60 ng/L, 30 ng/L konsantrasyonlar1 olusturularak
standart ¢ozeltileri hazirlanmigtir. Hazirlanacak olan TNF-o , TGF-, IL-4 standartlarina ait her
bir konsantrasyonun birim degeri birbirinden farklidir ve kullanilan standartlar ayr1 ayri ve

gunlik olarak hazirlanmigtir

120l 120 pl 120 ul 1200l 120 ul

SN TR TN T e

enii’

Sekil 19. Standartlarin seri diliisyonlar seklinde hazirlanisi.
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Sekil 20. TNF-a , IL-4 ve TGF-p ELISA testlerinin standartlarina ait dogrusal egri
grafikleri.

3.10.3. IL-4, TNF-a ve TGF-B ELISA testlerinin uygulanmasi

ELISA testleri icin BT LAB ELISA kiti (China) kullanilmistir. Kit kullanilmadan 0Once
reaktifler ve Ornekler kitin talimatlar1 dogrultusunda oda sicakliga getirilerek, kullanilacak

standartlarin diliisyonu yapildi. Kitin deney prosediirii ise asagida verilmistir.
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Ik etapta 96 kuyucuklu plate iizerine seritler ¢ekilerek, sira numaralar1 belirlendi. Her
bir ELISA setinde kullanilan ayr1 ayr1 standartlar 6 epondorf tlip igerisinde hazirlandi.
Sonrasinda standart kuyucuklarma 50 pl diliisyonu hazirlanmig olan standarttan eklendi.
Ardindan 6rnek kuyucuklarina 40 pl hucre kiltir 6rneklerinden eklendi. Daha sonra
uzerine 10 pl TNF-a, (TGF-B, IL-4) antikoru eklenmistir.

TNF-a antikoru eklenmesinin ardindan 50 pl streptavidin-HRP 6rnek ve standart
kuyularina eklenir (standart kontrol kuyucuguna eklenmedi).Plate igerisinde iyice
pipetaj yapildiktan sonra, plate kapagi kapatilarak 60 dk boyunca 37 °C’de inkiibasyona
brrakilmistir.

Inkiibasyondan sonra her yikama i¢in kuyucuklara 300 pl yikama tamponu koyularak
30 sn bekletildi. Bu islem 5 defa olmak sartiyla tim kuyucuklar yikandi. Daha
sonrasinda emici bir, kagit havlu yardimiyla plate kurulanda.

Yikama igleminden sonra her kuyuya 50 pl subsrat soliisyon A eklendi ardindan ise
subsrat soliisyon B eklenmistir. Sonrasinda plate karanlik bir ortamda 10 dk boyunca
37 °C’de inkiibe edildi.

Inkiibasyondan sonra her kuyuya durdurma ¢dzeltisi eklenerek mavi rengin sar1 renge
dontigiimii gézlemlendi ve sonrasinda OD degerini tespit etmek i¢in 450 nm dalga

boyunda spektrofotometre araciligiyla 6l¢iimii yapildi.

3.11. BCA Protein Miktar1 Tayini

BCA protein testi icin ABP biosiciences (katalog Num: P011, USA) protein test Kiti

kullanilmistir. Testin genel prosediirii s0yledir;

Kullanilan 6rnegin icerisindeki protein miktarina bagl olarak renk degisime dayanan

deterjanlarla uyumlu bir reaksiyon olusumu igermektedir. Deney bikinkonik asit (BCA)

kullanilarak gergeklestirilir. Proteinlerin alkali bir ortamda Cu?* iyonunu Cu* iyonuna

indirgenmesi ve renk degisimin segici bir sekilde spektrofometrik olarak Slgiilmesi esasina

dayanmaktadir. Deneyde kullanilan 6zel bir reaktif BCA icerir. Reaksiyon sonucunda 2 BCA

molekiilii ile Cu iyonu selat yapisi olusturur. Deney sonunda olusan bu kompleks yap1 562 nm
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dalga boyunda ¢ok yiiksek bir absorbans verir. Absorbans degeri genis bir ¢calisma araliginda
(20 ng/mL ila 2,000 ng/mL ) protein konsantrasyonlari arasinda dogrusal bir iligki

gOstermektedir.
Deneyin asamalart;

e Deney gerceklestirilmeden 6nce 6rnekler oda sicakligina getirilmistir. Kullanilacak olan
standartlar seri dilisyonlar seklinde hazirlanmistir. 96 kuyucuklu plate kullanilmigtir.

e Ilk asamada BCA reaktifi her bir standart ve 6rnek kuyularma 200 ul harcanacak bir
sekilde hesaplanmasi yapilarak deneyden hemen 6nce hazirlanmistir.

e Sonrasinda standartlar ve ornekler her kuyucuga 20 pl olacak sekilde dagitilmistir.
Hemen sonra 200 pul BCA reaktifi tiim kuyucuklara eklenerek pipetaj yapildi. Bu
islemden sonra 37 °C’de 30 dakika inkiibasyona birakilmistir.

e Inkiibasyondan hemen sonra mor renk gozlemlenmistir ve 562 nm dalga boyunda
absorbansi Olgiilmiistiir. Absorbansi Olciildiikten sonra standart egrisinin grafigi

cizilmistir.
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Sekil 21. BCA protein miktar tayin testi icin olusturulan standart egrisi.
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4. BULGULAR

4.1. Hidatik Kist Sivist Muamelesinin Caco-2 ve CoEpi Hiicre Hatlarindaki Hiicre
Canhihgina Etkisinin XTT Ydntemiyle Belirlenmesi

Caco-2 ve CoEpi hiicre hatlar1 96 kuyucuklu plate tGzerinde ekimi yapilarak, HKS ile 1/2, 1/3
ve 1/5 (5 pl, 15 pl, 25ul) hacimleri ile sulandirilarak muamelesi yapilmistir. Uygulama
yapildiktan sonra ise 37°C’de CO:°li bir ortamda 24 saat boyunca hiicrelerin metabolik
aktivitelerini duzenlemeleri icin inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra XTT
prosediiriic uygulanmigtir. Daha sonrasinda ise spektrofotometrede Olglilerek absorbans

degerleri, , her iki hiicre hattinin da kontrol grubu baz alinarak normalize edilmistir.

Caco? CoEpi
200 - 150+

125 -

T 100 I

150 =

= x
[= =
1004 & 75-
S T O
3 ES
50 =
50 =
25
0= I 0=

1
Kontrel 1:5 1:3 1:2 Kontrel 1:5 1:3 1:2

Sekil 22. Hidatik kist sivis1 uygulanmig Caco-2 ve CoEpi hiicre hattina ait XTT sonuglart.

HKS ile muamele edilmis olan Koleraktal kanser hiicreleri ve saglikli kolon epitel

hicrelerinin XTT sonuglart Sekil 22.’de gosterildigi tlizere, HKS nin Caco-2 hiicre hatti
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tizerindeki hiicre canliligina etkisi, kontrol grubuyla mukayese edildigin de 1/5 uygulama
grubunda, hiicre canliligindaki artis seviyesi anlamli bulunmustur (*P<0.05). Ote yandan 1/3
uygulama grubundaki hiicre canliligi ise istatistiksel olarak anlamsiz bulunmustur (P>0,05). 1/2
hacimli uygulama grubunda ise kontrol grubuna oranla hiicre canliligindaki diisiis anlaml
olarak saptanmistir (***P<0,001). CoEpi hiicre hattinda ise hiicre canlilig1 yiizdeleri anlamsiz

olarak bulunmustur (P>0.05).

X ekseni, hiicre hatt1 izerindeki uygulama gruplarini, Y ekseni ise % canlilik oranlarini
ifade etmektedir. % Canlilik oranlari her bir Ornegin absorbans degerleri baz alinarak
hesaplanmistir. Yiizde canlilik = [ABS(ortalama) x 100] /ABS(kontrol) formiilii ile hesaplamasi
yapilmistir.

4.2. CoEpi Ve Caco-2 Hiicre Hatlarina Ait Mikroskop Goéruntileri

Saghkh insan Kolon Epitel Hiicreleri (CoEpi)

I NSNS
~

Sekil 23. Caco-2 ve CoEpi hiicrelerinin belirli araliklarla ¢ekilmis, proliferasyonuna ait invert
mikroskop goruntileri.
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4.3. ELISA Testlerinin BCA Protein Miktar1 Testi ile Oranlanmis sonuglari

ELISA testleri yapildiktan sonra uygulama yapilan hiicre gruplarindaki protein miktarinin
tespiti icin BCA protein tayin testi yapilmistir. ELISA deneyinde belirlenen her bir sitokinin

miktar1 BCA protein seviyesiyle oranlanarak, analiz sonuglarina ulasilmistir.

4.3.1. IL-4 ELISA sonuclar

CoEpi Caco-2

~
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Sekil 24. CoEpi ve Caco-2 hiicre hatlarina ait uygulama dozlar1 ve 1L-4 sitokini ELISA

sonuglart.

CoEpi hiicre hattina ait Kontrol grubunda IL-4 konsantrasyonu (49,49 ng/L) , 1/2
uygulama dozunda (35,47 ng/L), 1/3 uygulamasinda (49,87 ng/L) 1/5 uygulama grubunda ise
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(45,94 ng/L) degerleri bulunmustur. IL-4 sitokin konsantrasyonu degerlerinde 1/2 hacimli

uygulama grubunda kontrole oranla anlamli bir fark saptanmistir (* P<0.05).

Caco-2 hicre hattina ait ELISA IL-4 kontrol grubunun sitokin konsantrasyonu (190,91
ng/L) , 1/2 hacimli uygulama grubu (130,36 ng/L) , 1/3 hacimli uygulama grubu (113,03 ng/L)
ve 1/5 hacimli uygulama grubunda ise (128,58 ng/L) sonuglarina ulasiimigtir. Kontrol grubuna
kiyasla, Caco-2 hiicre hattinda IL-4 sitokin konsantrasyonu tiim uygulama gruplarinda Istatiksel

olarak anlamli bir fark gozlenmemistir (P>0.05).

4.3.2. TGF-B ELISA sonuclari

CoEpi CaCo-2
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Sekil 25. CoEpi ve Caco-2 hiicre hattindaki uygulama dozlar1 ve TGF-f sitokini ELISA

sonuglart.
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CoEpi Kontrol grubunda TGF- konsantrasyonu (161,69 pg/mL), 1/2 hacimli uygulama
grubunda (115,23 pg/mL), 1/3 hacimli uygulama grubunda (126,98 pg/mL) ve 1/5 hacimli
uygulama grubunda ise (115,63 pg/mL) sonucglarina ulasilmistir. Kontrol grubuna kiyasla
sirasiyla, 1/2, 1/3 ve 1/5 uygulama gruplarinda istatiksel olarak anlamli bir fark saptanarak,

asag1 yonde bir egilim korelasyonu elde edilmistir (*** P<0.001, ** P<0.05,).

Caco-2 hiicre hattina ait TGF-f kontrol grubunda konsantrasyon diizeyi (702,30 pg/mL)
, 1/2 hacimli uygulama grubunda (476,65 pg/mL), 1/3 hacimli uygulama grubunda (474,09
pg/mL), 1/5 hacimli uygulama grubunda ise (465,32 pg/mL) verilerine ulagilmistir. TGF-3
sitokin seviyelerinde kontrol grubuna kiyasla sirasiyla 1/2, 1/3 ve 1/5 uygulama gruplarinda

asag1 yonde Istatiksel olarak anlamli bir azalma farki tespit edilmistir (*** P<0.001, ** P<0.05).

4.3.3 TNF-a ELISA sonuclari
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Sekil 26. CoEpi ve Caco-2 hiicre hatlarina ait uygulama dozlarinda TNF-a sitokini

ELISA sonuglari.
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CoEpi hiicre hattindaki 0 uygulama yapilan kontrol grubunda TNF-o konsantrasyonu, (37,00
ng/L), 1/2 hacimli uygulama grubunda (28,53 ng/L), 1/3 hacimli uygulama grubunda (33,40
ng/L) ve 1/5 hacimli uygulama grubunda (42,84 ng/L) verilerine ulasilmustir. Istatiksel olarak
1/2 hacimli uygulama grubunda kontrol grubuna kiyasla anlamli bir fark saptanmistir (*
P<0.05).

Caco-2 hattindaki 0 uygulama yapilan kontrol grubunda TNF-o konsantrasyonu
sirastyla (174,19 ng/L), 1/2 hacimli uygulama grubunda (134,17 ng/L), 1/3 hacimli uygulama
grubunda (145,98 ng/L), 1/5 hacimli uygulama grubunda ise (155,05 ng/L) sonuglarina
ulagilmis olup uygulama gruplarinda istatiksel olarak anlamli bir fark saptanmigtir (***

P<0.001, ** P<0.01, * P<0.05).

4.4 gRT-PCR ROlatif Gen Ekspresyonu Sonuclari

441 1L-4 rolatif gen ekspresyonu sonuclari
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Sekil 27. Caco-2 ve CoEpi hiicre hatlarinda HKS uygulama gruplarmin IL-4 relatif gen

ekspresyon seviyeleri.
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Sekilde belirtildigi tizere IL-4 gen ifade diizeyi CoEpi hiicre hatti ve CaCo-2 hiicre hatti
Uzerindeki uygulama gruplariyla beraber kiyaslamali olarak gosterilmistir. 1L-4 gen
ekspresyonu Caco-2 hiicre hattinda 1/2 hacim oran1 kontrolle ayn1 kalirken, 1/3 ve 1/5 hacimli
HKS uygulamasinda gen ifade diizeyi yiikselmistir (* P<0.05). CoEpi hiicre hattinda ise kontrol
grubuna kiyasla 1/5 hacimli uygulama grubunda IL-4 gen ekspresyon seviyesinde diisiis

anlamli olarak bulunmustur (* P<0.05).

4.4.2. TGE-B1 rolatif gen ekspresyon sonuclari
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Sekil 28. CoEpi hiicre hatt1 ve Caco-2 hiicre hattina ait uygulama gruplarinda TGF-B1 rolatif

gen ekspresyon seviyeleri.

Sekilde belirtildigi tizere Caco-2 hiicre hattina ait HKS uygulama grubunda kontrole kiyasla
1/2 ve 1/3 hacimli uygulama gruplarinda TGF-B1 gen ekspresyon seviyesindeki diislis anlamli
olarak bulunmustur (* P<0.05 , *** P<0.001). Ayn1 zamanda 1/5 hacimli uygulama grubunda

ise TGF-B1 gen ekspresyon seviyesindeki artis anlamli olarak saptanmistir (** p<0.01).

CoEpi hiicre hattina ait HKS uygulama gruplarinda kontrole oranla, 1/2, 1/3 ve 1/5

hacimli gruplarda sirasiyla gen ekspresyon seviyesinde ki asagi yondeki diislis anlamli olarak
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bulunmustur (* P<0.05). Uygulama yapilan gruplardaki tiim degerler GAPDH genine

oranlanarak normalize edilmistir.

4.4.3. TNE-a Rolatif gen ekspresyonu
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Sekil 29. Caco-2 hiicre hatt1 ve CoEpi hiicre hattina ait uygulama gruplarinda TNF-a gen

ekspresyon seviyeleri.

Caco-2 ve CoEpi hiicre hattindaki kontrol gruplarinda ki hiicrelere herhangi bir HKS
uygulamasi yapilmamistir. Sekil 29.”da belirtildigi iizere Caco-2 hiicre hattinda kontrole kiyasla
sirastyla, 1/2 hacimli uygulama grubunda, gen ekspresyon seviyesindeki artis anlamli
bulunmustur (* P<0.05). 1/3 hacimli uygulama grubundaki ekspresyon seviyesi anlamsiz olarak
bulunmustur (P>0.05). Bunlarin yani sira 1/5 hacimli uygulama grubunda ise gen ekspresyon

seviyesindeki artig anlamli olarak artig gostermistir (*** P<0.001)
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CoEpi hiicre hattinda gen ekspresyon seviyeleri kontrol grubuna kiyasla 1/2 hacimli
uygulama grubunda anlamsiz olarak bulunmustur (P>0.05). 1/3 ve 1/5 hacimli uygulama
gruplarinda ise sirasiyla TNF-o gen ekspresyon seviyesindeki artiglar ise istatiksel olarak
anlamli sonuglara ulasilmistir (* P<0.05, ** P<0.01). Uygulama yapilan gruplardaki tiim

degerler GAPDH genine oranlanarak normalize edilmistir.

4.4.4. Vimentin gen ekspresyon sonuclari
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Sekil 30. Caco-2 ve CoEpi hiicre hattina ait uygulama gruplarinda vimentin gen ekspresyon

seviyeleri.

Caco-2 ve CoEpi hiicre hattindaki kontrol gruplarinda ki hiicrelere herhangi bir HKS
uygulamasi yapilmamistir. Sekil 30.’da belirtildigi lizere Caco-2 hiicre hattina ait uygulama
gruplarinda vimentin gen ekspresyon seviyeleri kontrol grubuna kiyasla 1/2 ve 1/5 hacimli
uygulama gruplarinda artis, birbirine yakin bir seviyede istatiksel olarak anlamli bulunmustur
(** P<0.01). 1/3 hacimli uygulama grubunda ise diger gruplarin gen ekspresyon seviyelerinden

daha fazla artis gostermesi anlamli olarak bulunmustur (* P<0.05).
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CoEpi hicre hattindaki uygulama gruplarinda vimentin gen ekspresyon seviyeleri
kontrol grubuna kiyasla 1/2 hacimli uygulama grubunda anlamli olarak, vimentin gen

ekspresyon seviyesi yiiksek bulunmustur (* P<0.05).

4.45. Caco-2 E-Kaderin gen ekspresyon sonuclari
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Sekil 31. Caco-2 hiicre hatti uygulama grubunda E-Kaderin gen ekspresyon
seviyeleri.

Caco-2 hiicre hattindaki kontrol gruplarinda ki hiicrelere herhangi bir HKS uygulamasi
yaptlmamustir. Sekil 31.’de belirtildigi tizere Caco-2 hiicre hattina ait uygulama gruplarinda e-
kaderin gen ekspresyon seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir sonuca erisilememistir
(P>0.05). Kontrol grubuna kiyasla grafikdeki ekspresyon seviyelerini degerlendirdigimizde 1/2
ve 1/3 hacimli uygulama gruplarinda, 1/5 hacimli uygulama grubuna gore daha fazla

ekspresyon seviyesi tespit edilmistir.
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5. TARTISMA

Echinococcus granulosus parazitinden dolay1 kaynaklanan zoonotik bir hastalik olan Kist
hidatik enfeksiyonu, Diinyanin pek ¢ok endemik noktasinda goriilen paraziter bir hastalik
taradur. Genellikle akdeniz ulkelerinde goriilme sikligi, diger Ulkelerdeki goriilme sikligina
kiyasla daha fazladir. Tirkiye hidatik kist goriilen endemik iilkeler arasinda yer almaktadir.
Baz1 paraziter enfeksiyonlarin, yapilan c¢alismalarla beraber bir takim timér olusumunu
baskiladig: belirtilmistir. Bunlarin yani sira Echinococcus granulosus kaynakli enfeksiyon da
ise Yakin zamanda yapilan caligmalarin verilerine gore solid tiimorlii kanser hastalarinda
rastgele olarak tan1 koyulmus kist hidatik vakalarinin diger vakalara gore daha diisiik oldugu
saptanmistir (74). Diger yandan Echinococcus ve kanser arasindaki iliskiler bazi celigkili
sonuglarla beraber hala belirsizligini korumaya devam etmektedir. Bir¢ok farkli grubun yaptigi
caligmalarda ise hidatik kist protoskolekslerinin kanser aktivitesinde direk veya indirek olarak

timor mikrogevresinde anti-kanser etkisinin belirlenmis oldugu literatiirde mevcuttur (75).

Hidatik kist protoskoleksleri WEHI-164 fibrosarkom htcrelerinde hicre 6limini
tetikleyerek anti-kanser aktivitesi sergilemistir (76). Bunlarin yani sira Kist hidatigin hiicre
olimii ve inflamatuar yolaklarin sinyallerinin yapilandirilmas: arasindaki yol tam olarak net
degildir. HKS, aragtirmalara gore viicudun bagisiklik hiicrelerini aktif hala getirici igerisinde
cesitli antijenlerin bulundugu bir sividir. Yakin bir zamanda fareler iizerinde yapilan bir
arastirmada, HKS ve 78 kDa fraksiyonu ile farelerin asilanmasinin sonucunda timor tasiyici
farelerin hayatta kalma siirelerinin artig1 ve tiimor hiicresinin proliferasyonunun ve metastaz
aktivitesinin inhibe oldugu ortaya ¢ikmistir. Ayn1 zamanda interldkin seviyelerinde artis tespit
edilmistir (77). Baska bir ¢alismaya gore ise A549 (akciger kanseri) hicre hattinda HKS
uygulamasinin direk olarak hiicre ¢ogalmasini engellememesiyle beraber, A549 kanser
hiicrelerinin apoptoza karsi duyarli hale geldigi saptanmistir (78). Caco-2 hiicre hatti ile
muamele edilen HKS ile yapilan diger bir calismada ise p53 ekspresyonunun azalmasiyla
birlikte hiicre proliferasyonunda artis gozlemlenmistir. Apoptozda ise azalma bulgularina
ulasilmistir (4). Ote yandan HKS kanser hiicrelerin de apoptozun inhibe edilmesi acisindan
onemli immunolojik bir ara¢ olabilir. Ancak deginilen siiregte kullanilan spesifik sinyaller ve
yolaklar yiiksek Olcilide belirsizligini korumaktadir. Bu baglamda parazit yilizeyinde eksprese
olan cesitli antijen tiplerinin timoér mikro ¢evresiyle kurdugu, tumér inflamasyonunu

destekleyici sinyaller arasindaki mekanizmalar tam olarak bilinmemektedir. Kanser
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hiicresindeki anti-inflamatuar ve pro-inflamatuar sinyal yolaklarmin belirlenmesi ve timor
proliferasyonu iizerinde ve metastaz mekanizmasini destekleyici EMT gecisi hakkindaki

biyokimyasal siireglerin arastirilmasi 6nem arz etmektedir.

HKS uygulamasi sonucunda Caco-2 hiicre hattinda EMT gegisi arasindaki iliski ¢esitli
aragtirmalarda vurgulanmistir. Timor metastazinin gergeklesmesi ve devam etmesi i¢in s6z
konusu tiimor hiicresinin bir takim biyokimyasal yolaklar1 aktif etmesi veya inhibe etmesi
gerekmektedir. EMT progresyonu epitel hiicrelere hareketli ve invaziv bir karakter kazandirdigi
icin metastaza yiiksek oranda katki saglar. invaziv karakter kazanan tiimor hiicresi kotii
prognozla iliskilendirilmektedir. EMT ayrica ¢esitli anti-inflamatuar ve pro-inflamatuar
sitokinler tarafindan diizenlenebilen bir mekanizmaya sahiptir (79,80). Buradan yola ¢ikarak
kanser hucrelerinin proliferasyonu ve metastaz yetenegini kullanirken hiicre igi bir takim
sitokinlerin salgilanmasiyla s6z konusu anti veya pro-inflamatuar yolaklarin aktif edilmesi
saglanir. Direkt olarak parazit antijenleri tarafindan baslatilan antikanser sinyaller, konak
savunmasinin aktivasyonunu etkileyerek bir takim imminolojik mekanizmalarin devreye
alimmasini saglar. Yaymnlanan bircok raporda parazit ve tiimor antijenleri arasindaki ortak
iliskiye deginilmistir. Mevcut raporlarn ifadelerinde e.granulosus kaynakli HKS
molekdllerinin  anti-timor  etkiyi indiikleyebilecegine yiiksek oranda deginilmektedir
(81,82,83).

Tiimoér progresyonunun EMT modeline doniisiimiinde en 6nemli belirteglerden birisi
olan, e-kaderin molekiiliiniin asag1 yonde diizenlenmesi, EMT yi tespit edebilmek agisindan
onemlidir. E-kaderinin epitel hiicrelerde ekspresyon diizeyinin yiiksek olarak ifade edildigi ve
mezenkimal doniisiimde ise ifade diizeyinin diistiigii ¢esitli aragtirma raporlarinda sunulmustur
(84). Calismamizda Caco-2 ve CoEpi hiicre hatt1 kullanilmistir. Caco-2 ve CoEpi huicrelerinde
HKS uygulamasi sonrasinda kontrol grubuna kiyasla e-kaderin gen ekspresyon seviyesinde
anlamli bir fark bulunamamistir (P>0.05). Ote yandan Caco-2 hiicrelerinde grafik verilerini
degerlendirdigimizde 1/5 hacimli uygulama grubunda e-kaderin seviyesi diigiis gosterirken, 1/2
hacimli uygulama grubunda ise kontrole oranla artis kaydedilmistir. E-kaderine kiyasla,
vimentin molekiiliiniin ise EMT modeline doniisiimiinden sonra mezenkimal hicrelerdeki
ekspresyon profili, mezenkimal hiicre karakterini belirlemek icin 6nemlidir. Vimentin ise Caco-
2 hiicre hattinda kontrole kiyasla 1/2 ve 1/5 uygulama gruplarinda hacim oranindan bagimsiz
olarak gen ekspresyon seviyesi artmistir (P<0.01). 1/3 hacimli uygulama grubunda ise gen
ekspresyon seviyesindeki artis diger gruplardan daha yiiksek bir sekilde istatistiksel olarak

anlamli bulunmustur (P<0.05). CoEpi hiicreleri ile kiyaslarsak vimentin Caco-2 hiicrelerine
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gore 1/5 hacimli uygulama grubundaki diisiis anlamli olarak saptanmistir (P<0.01). Yakin
zamanda Caco-2 hiicre hatti kullanilarak yapilmis olan bir g¢alismanin raporuna gore,
mezenkimal hiicre modelinde, 0.giin ve 30.giin baz alinarak deneysel ortamda doniisiim
gergeklestirildiginde, 30.glinde vimentin gen ekspresyon degerinde onemli diizeyde artis
kaydedilmistir. Calismamizda ise gen ekspresyon sonuglari ile tutarli olarak Caco-2 hiicre
hattinda XTT hucre proliferasyon testi sonucunda 1/5 hacimli uygulama grubunda hiicre
canliligi anlamli olarak yiikselmistir (P<0.05). Bu durumda Caco-2 hiicre hattinda HKS
uygulamasi sonucunda 1/5 hacimli uygulama grubunda EMT gecisi s6z konusu olabilir. Bu
baglamda EMT kanser hiicrelerinin yenilenmesinde ve daha direncli hale gelmesinde belirleyici
bir unsurdur. Diger yandan tiimor mikro ¢evresinde inflamatuar ortamim koOtl prognozla

seyretmesine sebep olmaktadir (85).

Daha sonra ¢alismamizda EMT icin énemli baska bir belirte¢c olan TGF-B1, e-kaderin
ve vimentin arasindaki iliski aragtirllmistir. Caco-2 hicrelerinde CoEpi hiicrelerine kiyasla 1/2
hacimli HKS uygulama grubunda ELISA testindeki TGF-B1 sitokin degerlerinde ki diisiis
anlamli olarak bulunmustur (P<0.001). Ek olarak 1/2 hacimli uygulama grubunda TGF-1 gen
ekspresyon seviyesindeki azalmada ise anlamli bir fark saptanmistir (P<0.05). Diger yandan
1/5 uygulama grubunda, TGF-B1 gen ekspresyon seviyesi ise ELISA testiyle baglantili olarak
diistik sonug¢ almmustir (P<0.01). XTT hiicre canlilig1 testinde belirttigimiz sonuglari takiben,
1/2 uygulama grubunda canlilik anlamli olarak azalirken (P<0.001), 1/5 uygulama grubunda
ise anlamli olarak hiicre canlilig1 artis gostermistir (P<0.05). Kanser hiicrelerinde e-kaderin,
vimentin ve TGF-B1 sitokini, EMT’nin aktif olarak o6nemli diizenleyicileri arasinda
bildirilmektedir. TGF-B1 salinimindan sonra TGF-BRII reseptorii SMAD molekiilleri
tarafindan uyarilarak aktive edilir. Aktive olan TGF-BRII, R-SMAD’lar1 fosforile ederek sinyal
yanitinin asag1 akis yonii olusturulur. Bu baglamda SMAD4 komplike yapisi ¢ekirdege ulasir

ve gen ekspresyonunu diizenlenir.

Bir¢ok ¢alisma TGF-B1 sinyal molekillerinin, in vitro modellerde EMT Uzerindeki
roliinii arastirmistir. Orta ve ge¢ evrelerde TGF-B1 kanser hiicrelerinde EMT yi indiikleyici
etkiye sahip oldugu ve bu baglamda proinflamatuar olarak kanserin ilerlemesini ve invaziv
yeteneginin artmasina sebep oldugu bildirilmistir. Bu durumda ¢alismamizda, hiicre gruplarinin
HKS ile muamelesi sonucunda TGF-B1, CoEpi hiicre hatti ile kiyaslandiginda Caco-2 hucreleri
uzerinde proinflamatuar bir etki gostererek 1/5 uygulama grubunda vimentin ve e-kaderin gen
ekspresyon seviyeleriyle ve hiicre proliferasyon testi ile baglantili olarak EMT geg¢isini

destekledigi s6ylenebilir. Diger yandan TGF-B1’in ¢ift yonlii ¢alistigini ve erken evrede siklin
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- bagimli kinaz inhibitorleri araciligiyla timar hticrelerinin proliferasyonu durdurmasi ve timor
baskilayici olarak ilgili yolaklar1 diizenlemesiyle beraber hiicre apoptozunu sagladigini ve
boylece tiimorlerin gelisimini engelledigi kaydedilmistir (86,87). TGF-B1 ile ¢ikan sonuglar
neticesinde yaptigimiz c¢alismada raporda bahsedilen ifadeyi destekler nitelikte bir etki

saptanmamigstir.

TNF-0 ve TGF-B1’in ayrica timor mikro ¢evresindeki sinyal mekanizmasinin bir takim
reseptor unsurlarini, birbiriyle iligkili bir sekilde diizenledigine dair 6nemli kanitlar oldugu
cesitli raporlarda sunulmaktadir. Bu baglamda TNF-o’nin ¢ogu malign tiimorde cesitli
inflamatuar mediatorlerin ve kemokinlerin transkripsiyonunu artirdigini ve tiimér hiicrelerinin
invaziv karakter kazanmasini saglayarak, hicrelerin ilerlemesini tesvik ettigi gosterilmistir
(88). Caco-2 hiicre hattinda HKS uygulamasindan sonra TNF-a, CoEpi hiicre hattina kiyasla
1/2 hacimli uygulama grubunda azalma kaydedilmistir (P<0.05). ELISA TNF-a sitokin testinde
ise 1/2 uygulama grubundaki azalis kontrol grubuna gére anlamli bulunmustur (P<0.001).
Proinflamatuar bir sitokin olan TNF-o degerleri, XTT testi ile tutarli olarak 1/2 hacimli
uygulama gurubunda hiicre canliliginda diisiis kaydedilmistir. Diger yandan 1/5 hacimli HKS
uygulama grubunda ise Caco-2 hicrelerinde ki kontrol grubuna kiyasla gen ekspresyon seviyesi
yiiksek bulunmustur (P<0.001). Caco-2 hiicrelerini ise CoEpi hiicreleri ile karsilastirdigimizda
Caco-2 hicrelerinin tiim uygulama gruplarinda TNF-a sitokin degerleri daha yiiksek ¢ikmustir.
ELISA testinde ise, Caco-2 hucrelerinde 1/5 hacimli uygulamada TNF-a sitokin diizeyi
kontrole oranla diisiik bulunmustur (P<0.01). Onceki calismalardan elde edilen verilere gore
TNF-a ve TGF-B1 birbirlerinin iiretimi tesvik edebilir. Ayn1 zamanda birgok hiicre ve dokuda
TNF-0, TGF-B1 ekspresyonunu etkiledigi gosterilmistir. Calismamizda TNF-a ve TGF-B1 gen
ekspresyon seviyeleri ve sitokin seviyeleri birbiriyle korelasyon halindedir. Bu baglamda
aragtirmalar TGF-B1 ve TNF-a’nin in vitro yapilan deneylerde birbirlerinin aktivasyonunu

baslatabilecegini desteklemektedir (89).

TNF-o’nin inflamasyonu destekleyici unsurlar arasinda yer alan NF-kP3 ve MAP kinaz
aktivatorlerini indikleyerek, inflamatuar faktorlerin saliniminin ortak kontrolii ve tiimor
hicrelerinin proliferasyonun da yapilan bu is birligi, immin sistem igin sinyal yolaklari
uzerinde 6nemli etkilere sahip olabilir. Mezenkimal kok hiicrelerde ise yapilan ¢alismalarin
raporlarina gére TNF-o’nin yiiksek oranda ekspresyonu TGF-B1°i proinflamatuar bir sitokine
dontigtiirerek immiin yanitlarin  aktivitesini  diistirdiigiini  ve inhibisyonunu sagladigi
bildirilmistir. TNF-o ve TGF-B1’in metastazdaki ve doku invazyonu zerindeki ortak islevleri
Sekil 32.’de sematik goriiniimii verilmistir (88,90). Bu durumda Caco-2 hiicrelerinde HKS
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uygulama konsantrasyonlar1 arttikga (1/2) TGF-B1 ve TNF-o seviyelerinde ve hicre
canliligindaki diisiis belirgin olarak ifade edilmistir. HKS konsantrasyonu azaldikga (1/5) ise
hiicre canlilig1 artarken TGF-B1 ve TNF-a seviyelerinde artig goriillmektedir.
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Sekil 32. TNF-a ve TGF-B’nin EMT, doku invazyonu ve metastazindaki karsilikli iglevleri.
Sekilde siyah oklarla gosterilen kisimlar, TNF-a ve TGF-B’nin ortak etkisine isaret ederken,

turuncu oklar TNF-a’nin etkisini ve mavi oklar ise TGF-f’nin etkisini isaret etmektedir (88).

IL-4, Thy bagisiklik hiicreleri tarafindan antiinflamatuar bir sitokin olarak
salgilanmaktadir. IL-4, TGF-p1 ve TNF-a ile antagonist bir sekilde ¢alisarak inflamatuar
yolaklar1 diizenledigi bir takim arastirmalarda sunulmustur. Bagisiklik yanitinin dengelenmesi
ve immin mediator hiicrelerinin gelisimi igin sitokinler 6nemli uyarici bir yapiy1 teskil
etmektedir. Mast hiicreleri lizerinde yapilan arastirmalarda TGF-B1 afinite degeri yiiksek olan
IgE reseptorl olan FceRI’1n ifadesini baskiladigi bildirilmektedir. Bu duruma karsi olarak ise
IL-4 FceRI reseptoriiniin ifadesini artirmaktadir. Bu baglamda IL-4, TGF-B1 ile antagonist bir
etki gostererek, sinyalizasyonu etkiledigini ve mast hicrelerinin hayatta kalmasini ve
cogalmasini destekleyebilir (91,92). Ote yandan Galon ve arkadaslar tarafindan yapilan bir
caligmanin sonuglarina gore ise kolorektal kanser hastalarinda saglikli bireylere kiyasla 1L-4
seviyeleri Onemli dl¢lide yiiksek bulunmustur (93). Diger taraftan ise in vitro yapilan bagka bir
caligmanin sonuclar1 bu ifadeyi dogrulamamaktadir. Kanser hiicreleri ve saglikli kontrol

hiicreleri arasinda IL-4 seviyesi acisindan herhangi bir fark bulunamamistir (94).
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Calismamizda IL-4 sitokini Caco-2 hiicrelerinde 1/2 ve 1/5 hacimli uygulama
gruplarinin yani sira 1/3 hacimli HKS uygulama grubunda gen ekspresyonu seviyesi daha
yiiksek ¢ikmigtir (P<0.05). Diger taraftan Caco-2 hicrelerinde 1/3 hacimli uygulama grubunda
TGF-B1 ekspresyon degerleri ile arasinda IL-4’¢ oranla diisiis olmustur (P<0.001). CoEpi hiicre
hattinda HKS uygulama gruplarmin timiinde IL-4 seviyeleri arasinda anlamli bir fark
gosterilememistir (P>0.05). Ayrica IL-4, TNF-a ve hiicre proliferasyonu arasinda etkilesime
isaret eden anlamli bir fark da saptanmamustir. Kanei ve arkadaslarinin ¢aligmasina gore ise IL-
4’tin, EMT geg¢isinde 6nemli bir gorevi olan e-kaderin molekdlinin ekspresyon ifadesini
azaltarak colo205 (kolon kanseri) hiicrelerinde hiicre-hiicre adezyon yapisini diisiirdiigii rapor
edilmigtir. Caligmamizda IL-4 ve e-kaderin arasinda bu ifadeyi destekler nitelikte anlamli bir

iliskiye ulagilamamistir (95).
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6. SONUC VE ONERILER

S6z konusu yaptigimiz c¢alismada Caco-2 ve CoEpi hiicre hatlar1 kullanilmistir. Caco-2 ve
CoEpi hiicrelerine HKS ile muamele sonrasinda EMT mekanizmasinin diizenleyicilerinden e-
kaderin, vimentin ve TGF-B1’in gen ekspresyon degerleri incelenmistir. Ayn1 zamanda
proinflamatuar bir sitokin olan TNF-a, antiinflamatuar sitokin olan I1L-4 ve ¢ift etki modeline
sahip TGF-p1 sitokinlerinin ELISA yontemiyle seviyelerinin belirlenmesi ve sonrasinda gen
ekspresyon profilleri belirlenerek kanser hicrelerindeki inflamatuar mekanizmanin EMT ile
iligkisi in vitro olarak arastirilmistir. Daha oOnce literatiirde hi¢bir ¢alismada HKS
uygulamasinin, kanser hiicrelerindeki EMT ve inflamatuar mekanizmasinin sinyal molekiilleri

arasindaki iliskiye deginilmemistir.

Sonug olarak yaptigimiz ¢alismada, Caco-2 hiicre hattinda HKS uygulamasi sonucunda
1/5 ve 1/3 hacimli uygulama gruplarinda ELISA, qRT-PCR ve hiicre proliferasyon testi ile
baglantili olarak EMT gegisi s6z konusu olabilir. Diger yandan hiicre mikro c¢evresine bagli
olarak proinflamatuar sinyal mekanizmasini kontrol eden TGF-B1, TNF-a seviyelerinde ve
hiicre canliligindaki diisiis arasinda dogrusal bir iliski gosterilmistir. HKS konsantrasyonu
azaldikca (1/5) hiicre canlilig1 artarken, TGF-f1 ve TNF-a seviyelerinde artis goriilmektedir.
Caco-2 hiicrelerinde HKS uygulama konsantrasyonlar1 arttikga (1/2) TGF-f ve TNF-a
seviyelerinde ve hiicre canliligindaki diisiis belirgin olarak ifade edilmistir. Bu baglamda HKS
uygulamas1 sonrasi Echinococcus granulosus’a ait parazit antijenlerinin Caco-2 hicreleri
Uzerinde anti-kanser aktivitesi ve inflamatuar mediatorlerin daha derinlemesine anlasilabilmesi
acisindan, caligmamiz temel bir unsuru teskil edebilir. TGF-pl ve TNF-a’nin Caco-2
hiicrelerinde, metastatik fenotipi artirabilecegi ve inflamatuar mediatorlerinin salinimini
baslatabilecegi sdylenebilir. Diger yandan hiicre proliferasyonu tizerinde antagonistik bir etki
modeline sahip olabilecegini de diisiinmekteyiz. Bu baglamda E.granulosus ve kanser
arasindaki ortak antijen-reseptér yapisinin, immun sistem hicrelerini etkileyerek tumor
hiicrelerinin progresyonu i¢in diizenledigi bagisiklik yanitinin sinyallerini modiile edebilir.
Antijen-reseptor yapisinin kanser hicrelerinin proliferasyonun durdurulmas: ve apoptozun
indliklenmesiyle ¢apraz koruyuculugu saglayabilecegi agisindan, immdinolojik bir arag olarak
esas alinabilir. Calismamizda yapildig: tlizere parazit ve kanser arasindaki iliskiyi arastiran
caligmalar, kanser ve parazitlerin birbirleri ile ortak yonlii 6zelliklerinden yola ¢ikarak tiimor

hiicrelerinin kontroliiniin saglandig1, bir takim hedef moleklleri belirleyebilir. Ote yandan
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sinyal yolaklarmin ve hedef molekiillerinin belirlenmesi, kanserin kontroli ve tedavisi

acisindan farkli ve yeni ilaglarin veya agilarin kesfedilmesine olanak saglayabilir.
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