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Damisman: Prof. Dr. Mehmet KARATAS
2026, 75 Sayfa

Jiiri
Prof. Dr. Mehmet KARATAS
Prof. Dr. Muhammad ASIM
Dr. Ogr. Uyesi Hatice Banu KESKINKAYA

Prostat kanseri, ileri yas erkeklerde yaygin olarak goriilen bir kanser tiiriidiir. Hastaligin tedavisi;
hastanin yasi, kanserin evresi ve genel saglik durumu gibi faktorlere bagli olarak belirlenmektedir. Giincel
tedavi segenekleri arasinda cerrahi miidahale, radyasyon tedavisi, hormon tedavisi, kemoterapi ve
immiinoterapi yer almaktadir. Kanser immiinoterapisi, immiin sistemin kanser hiicrelerini tanima ve yok
etme kapasitesini artirmay1 amaglayan yenilik¢i bir tedavi yontemidir. Bu sayede, kanser hiicrelerine karsi
daha giiclii ve daha spesifik bir immiin yanit olusturulmasi hedeflenmektedir. Son yillarda yapilan
caligmalar, mikroRNA’larin (miRNA’lar) kanser gelisimi, progresyonu ve immiin yanitin diizenlenmesinde
kritik rol oynadigini ortaya koymustur. miRNA’lar, 6zellikle prostat kanserinin tan1 ve tedavisi i¢in 6nemli
bir biyobelirteg ve potansiyel bir immiinoterapi aracidir.

Bu tez ¢alismasinda, prostat kanseri tedavisi i¢in potansiyel bir immiinoterapi stratejisi olarak,
miR-30c transfeksiyonu ile stimiile edilmis NK-92 (sNK-92) hiicrelerinin, PNT1A normal prostat hiicresi
ve PC3 prostat kanseri hiicresi lizerindeki etkisinin arastirilmasi amaglanmigtir. Calisma kapsaminda sNK-
92 hiicrelerinin sitotoksik potansiyeli, NK-92 ile karsilastirmali olarak analiz edilmistir. Hedef
(PC3/PNT1A) ve Efektor (NK/sNK-92) hiicreler 1:8 ve 1:16 oranlarinda ko-kiiltiir edilmis ve WST-1
canhlik testi ile degerlendirilmistir. WST-1 analizini dogrulamak icin immiin boyama analizi yapilmistir.

Elde edilen bulgular, 6zellikle 1:16 oraninda kullanilan sNK-92 hiicrelerinin, PC3 prostat kanser
hiicreleri iizerinde kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede yiiksek bir sitotoksik etki yarattigini
gostermistir. Ayn1 konsantrasyondaki sNK-92 hiicreleri, PNT1A normal prostat hiicreleri iizerinde
herhangi bir sitotoksik etki olusturmamuistir. Sitotoksik etkinin dogrulanmasi amaciyla gergeklestirilen
immiin boyama analizleri, sSNK-92 hiicreleri ile ko-kiiltiire edilen PC3 hiicrelerinde immiin aktivasyon ve
hiicre 6liimii ile iligkili sinyallerin arttigini ortaya koymustur. Normal prostat hiicrelerinde ise anlamli bir
immiin yanit veya sitotoksisite gdzlenmemistir.

Anahtar Kelimeler: Apoptoz, immiinoterapi, miR-30c, NK-92 Hiicreleri, Prostat Kanseri
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Prostate cancer is a common type of cancer observed in elderly men. The treatment of the disease
is determined based on factors such as the patient’s age, the stage of the cancer, and overall health status.
Current treatment options include surgical intervention, radiation therapy, hormone therapy, chemotherapy,
and immunotherapy. Cancer immunotherapy is an innovative treatment approach that aims to enhance the
ability of the immune system to recognize and eliminate cancer cells. In this way, the generation of a
stronger and more specific immune response against cancer cells is targeted. Recent studies have
demonstrated that microRNAs (miRNAs) play critical roles in cancer development, progression, and the
regulation of immune responses. miRNAs are considered important biomarkers and potential
immunotherapeutic tools, particularly for the diagnosis and treatment of prostate cancer.

In this thesis study, as a potential immunotherapy strategy for prostate cancer treatment, the effects
of NK-92 (sNK-92) cells with enhanced cytotoxic activity through miR-30c transfection on PNT1A normal
prostate cells and PC3 prostate cancer cells were investigated. Within the scope of the study, the cytotoxic
potential of SNK-92 cells was analyzed comparatively with NK-92 cells. Target (PC3/PNT1A) and effector
(NK/sNK-92) cells were co-cultured at ratios of 1:8 and 1:16, and cell viability was evaluated using the
WST-1 assay. Immunostaining analysis was performed to validate the WST-1 analysis.

The obtained findings demonstrated that sSNK-92 cells used particularly at a 1:16 ratio induced a
significantly higher cytotoxic effect on PC3 prostate cancer cells compared to the control group. sNK-92
cells at the equivalent concentration did not induce any cytotoxicity in normal PNT1A prostate cells.
Immunostaining analyses performed to validate the cytotoxic effect revealed increased immune activation
and signals associated with cell death in PC3 cells co-cultured with sNK-92 cells. In contrast, no significant
immune response or cytotoxicity was observed in normal prostate cells.

KeyWOI‘dS: Apoptosis, Immunotherapy, miR-30c, NK-92 Cells, Prostate Cancer
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu caligmada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, agiklamalar1 ile birlikte asagida
sunulmustur.
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1. GIRIS

Kanser, normal hiicrelerin genetik ve epigenetik degisiklikler sonucu
transformasyon gegirerek kontrolsiiz bir sekilde cogalmasiyla ortaya ¢ikan, invazyon ve
metastaz yetenegine sahip heterojen bir hastalik grubudur (Cetinkaya ve Sahin, 2020;
Hanahan, 2022). (Cetinkaya ve Sahin, 2020; Hanahan, 2022). Kanser hiicreleri, ¢cevre
dokulara yayilabilme ve uzak organlara metastaz yapabilme 6zellikleri nedeniyle yiiksek
mortalite oranlara sahiptir. Metastatik kanserler genellikle tedaviye direncli olup,
Olimle sonuglanabilmektedir (Martin vd., 2013; National Cancer Institute, 2015).
Gilintimiizde kanser, diinya genelinde kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra en sik 6liime
neden olan ikinci hastalik konumundadir ve goriilme siklig1 giderek artmaktadir (Bray
vd., 2024; GLOBOCAN, 2022).

Kanser hiicreleri, smirsiz ¢ogalma potansiyeli, apoptozdan kagis, genom
kararsizlig1, metabolik yeniden programlama, anjiyogenez ve bagisiklik sisteminden
kacabilme gibi ayirt edici 6zellikler kazanarak normal hiicrelerden ayrilmaktadir
(Bozgeyik, 2020; Hanahan, 2022). Bu o0zellikler, kanserin heterojen yapisini
giiclendirmekte ve uygulanan tedavilere karsi1 direng gelisimine yol agmaktadir (Abate-
Shen ve Shen, 2000; Rebello vd., 2021). Kanser hiicrelerinin telomeraz aktivitesini
artirarak sinirsiz  replikasyon yetene§i kazanmasi ve apoptoz mekanizmalarini
baskilamasi, tiimor progresyonunda kritik rol oynamaktadir (Hegde vd., 2013; Quazi,
2022; Zhang vd., 1999).

Kanser gelisiminde bagisiklik sistemi ile tiimor hiicreleri arasinda dinamik bir
etkilesim bulunmaktadir. Normal sartlarda bagisiklik sistemi, kanser hiicrelerini timor
antijenleri araciligiyla taniyip ortadan kaldirabilmektedir. Ancak kanser hiicreleri
tarafindan salgilanan sitokinler ve interferonlar, bagisiklik hiicrelerinin fonksiyonlarim
baskilayarak immiin kacisa neden olmakta ve timor gelisimini destekleyen bir
mikrogevre olusturmaktadir (Loose ve Van de Wiele, 2009; Swanton vd., 2024). Bu
durum, kanser tedavisinde bagisiklik sistemini hedefleyen yeni yaklasimlarin

gelistirilmesini zorunlu kilmaktadir.

Prostat kanseri, erkeklerde en sik goriilen kanser tiirlerinden biri olup, yasla

birlikte insidansi1 belirgin sekilde artmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii verilerine gore



prostat kanseri, erkeklerde en sik goriilen ikinci kanser tiirii ve kanser kaynakli 6liimlerde
besinci sirada yer almaktadir (GLOBOCAN, 2022; Leslie vd., 2024). Prostat
kanserlerinin bliyiik bir kismi yavas seyirli olmakla birlikte, ileri evrelerde metastaz
yaparak yasam kalitesini diislirmekte ve mortaliteyi artirmaktadir (Buskin vd., 2023;
David ve Leslie, 2025). Hastaligin erken evrede teshis edilmesi durumunda sagkalim
oranlar1 oldukga yiiksekken, metastatik evrede bu oran belirgin sekilde diismektedir
(Leslie vd., 2024).

Prostat kanserinin tani ve tedavisinde PSA gibi biyobelirtecler yaygin olarak
kullanilmakla birlikte, bu yontemlerin 6zgiillik ve duyarlilik agisindan sinirlamalar
bulunmaktadir (Rebello vd., 2021; Stephan vd., 2015). Ayrica cerrahi, radyoterapi,
kemoterapi ve hormonal tedaviler gibi konvansiyonel yaklasimlar, 6zellikle metastatik ve
kastrasyona direngli prostat kanserinde yetersiz kalmakta ve ciddi yan etkilere yol
acabilmektedir (Kwon vd., 2021; Rebello vd., 2021). Bu nedenle, daha selektif, etkili ve
giivenli yeni tedavi stratejilerine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Son yillarda immiinoterapi, kanser tedavisinde umut verici bir yaklagim olarak 6n
plana ¢cikmistir. Immiinoterapi, hastanin bagisiklik sistemini gii¢lendirerek veya yeniden
programlayarak kanser hiicrelerinin taninmasii ve yok edilmesini hedeflemektedir
(Disis, 2014; Powers vd., 2020). Bu kapsamda, dogal dldiirticii (Natural Killer) hiicreler;
antijen bagimsiz sitotoksik aktiviteleri, hizli yanit verebilme yetenekleri ve timor
hiicrelerine kars1 yiiksek oldiiriiciiliikleri nedeniyle dikkat ¢gekmektedir (Caligiuri, 2008;
Vivier vd., 2008).

MikroRNA’lar (miRNA’lar), gen ekspresyonunu post-transkripsiyonel diizeyde
diizenleyen kii¢iik, kodlamayan RNA molekiilleri olup, kanser gelisimi, progresyonu ve
bagisiklik yanitlarinin diizenlenmesinde 6nemli roller iistlenmektedir. Prostat kanserinde
miRNA ekspresyon profillerindeki degisikliklerin hem biyobelirteg hem de terapdtik
hedef olarak kullamlabilecegi gosterilmistir. Ozellikle miR-30c'nin, cesitli kanser
tirlerinde baskilayict rol oynadigi ve NK hiicrelerinde sitotoksisiteyi engelleyen
faktorleri inhibe ederek immiin yanit1 giiglendirdigi bildirilmistir. miRNA’lar araciligiyla
NK hiicrelerinin fonksiyonel olarak aktive edilmesi, kanser hiicrelerine karsi daha selektif
ve gliclii bir immiin yanit olusturma potansiyeli tasimaktadir (Shimasaki vd., 2020;

Adamaki ve Zoumpourlis, 2021; Rafikova vd., 2023).



Arastirmanin Amact ve Onemi

Bu tez calismasimnin temel amaci, prostat kanseri tedavisine yoOnelik yenilik¢i bir
immiinoterapdtik yaklasim olarak, miR-30c ile stimiile edilmis NK-92 hiicrelerinin sNK-
92) sitotoksik etkinligi arastirmaktir. miR-30c transfeksiyonu ile aktive edilen NK-92
hiicrelerinin, PC3 prostat kanseri hiicreleri iizerindeki etkilerinin yani sira PNT1A normal
prostat epitel hiicreleri tizerindeki olasi sitotoksik etkileri de degerlendirilmistir. Bu
calisma ile, miRNA temelli NK hiicre aktivasyonunun prostat kanserinde selektif, etkili
ve gilivenli bir immiinoterapi stratejisi olarak kullanilabilirligi ortaya konulmasi

amaclanmugtir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. Kanser

Kanser, normal hiicrelerin transformasyon gegirerek kontrolsiiz bir sekilde
cogalmastyla meydana gelen kotli huylu tiimdrdiir (Cetinkaya ve Sahin, 2020). Kanser
hiicreleri, invazyon yetenegi ile ¢cevresindeki saglikli hiicrelere yayilarak etki etmektedir.
Ayrica sadece cevresindeki hiicrelere degil, uzak dokulara da sigrayarak metastaz
yapmaktadir. Metastatik kanserler tehlikelidir ve genellikle 6liimle sonuglanmaktadir.
Kanser hiicreleri, anormal ve kontrolsiiz bir sekilde boliinerek ¢ogaldiklari i¢in liimsiiz

kabul edilmektedir (Martin vd., 2013; National Cancer Institute, 2015).

Insan somatik hiicreleri béliinerek ¢ogalmaktadir. Her béliinme sonucunda
kromozom uglarinda koruyucu yapilar olarak bulunan telomerler kisalmaktadir. Hiicreler
belirli sayida boliinme dongiisii gecirdikten sonra, telomer uzunlugu kritik bir seviyeye
ulagmaktadir. Bu agamada hiicre boliinmesi sona ermektedir. Bu durum, hiicrenin ya
senesense (yaslanma) girmesine ya da apoptoza (programlanmis hiicre Oliimii)
ugramasina neden olmaktadir. Telomeraz aktivitesi ile kanser hiicreleri arasinda
korelasyon oldugu tespit edilmistir. Kanser hiicreleri, telomeraz enziminin aktivitesini
artirarak stirekli telomer sentezi saglamaktadir ve bdylece kanser hiicreleri sinirsiz
replikasyon ile oliimsiiz hale gelmektedir (Hegde vd., 2013; Quazi, 2022; Zhang vd.,
1999).

Normal hiicrelerde DNA hasar1 meydana geldiginde, hiicresel onarim
mekanizmalar1 ile hasar onarilmaktadir. Hasarin onarilamadigi durumda hiicreler
apoptoza ugramaktadir. Apoptoza ugrayamayan hiicreler viicutta birikerek kanser
hiicrelerinin meydana gelmesini saglamaktadir. Kanser hiicreleri, apoptozdan kacarak
hayatta kalir ve kontrolsiiz bir bigimde c¢ogalmaya devam eder. Bu durum, kanser
hiicrelerine yliksek proliferasyon 6zelligini kazandirmaktadir (Cooper, 2000; C. Kaya
vd., 2015).
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Sekil 2.1. DNA Onarim Mekanizmalari

Kanser hiicreleri ve bagisiklik hiicreleri arasinda bir etkilesim vardir. Bagisiklik
hiicreleri, kanser hiicrelerini salgiladiklar spesifik antijenler sayesinde kolayca taniyip,
kanser hiicrelerine saldirabilmektedir. Fakat kanser hiicreleri tarafindan salinan
interferonlar ve sitokinler, kan dolagimina gecerek bagisiklik hiicrelerini ve uzak dokular
etkilemektedir. Bu durum, immiin baskilayici miyeloid hiicre (MDSC) miktarinin
artmasina neden olmaktadir. Sonug olarak kanser gelisimini destekleyen bir bagisiklik
ortam1 meydana gelmektedir (Loose ve Van de Wiele, 2009; Swanton vd., 2024). Kanser,
halsizlik, agri, organ yetmezligi, kaseksiye neden olmaktadir. Sadece fiziksel olarak

degil, psikolojik olarak da etkilemektedir.

Kanserler, meydana geldigi hiicrenin tipine gore 3 ana grupta incelenebilmektedir:
1. Karsinomlar, epitel dokularda meydana gelmektedir. En sik goriilen kanser tipidir.
Kanser ¢esitlerinin yaklasik %90’1n1 olusturmaktadir.
2. Sarkomlar, kemik ve kas gibi bag dokularda meydana gelmektedir.

3. Losemi veya Lenfomalar, kan ve bagisiklik hiicrelerinden meydana gelmektedir.



Normal saglikli hiicreler, gelismek ve cogalmak icin biiyiime faktorlerine ihtiyag
duymaktadir. Ancak kanser hiicreleri, bu biiylime faktorlerine ihtiyag duymamakla

birlikte kendi biiylime faktorlerini meydana getirebilmektedir (Cooper, 2000).
Kanserin toplamda 14 ayirt edici 6zelligi bulunmaktadir. Bunlar;

Bagisiklik Sisteminden Kagabilme
Hiicre Oliimiine “Apoptoza” Kars1 Direng Gosterme
Siirsiz Cogalma Potansiyeli

Tiimér Olusumunu Tesvik Eden inflamasyon

1

2

3

4

5.  Genom Kararsizlig1 ve Mutasyon Birikmesi

6 Invazyon ve Metastazin Aktive Edilmesi

7 Anjiyogenezin Tetiklenmesi

8 Biiylime Baskilayici Sinyallerden Kagis

9 Mutasyona Bagli Olmayan Epigenetik Yeniden Programlama
10. Yaslanmis Hiicrelerin Tiimor Gelisimine Katkisi
11. Polimorfik Mikrobiyomlarin Etkisi

12. Cogalma Sinyallerinin Siirekliligi

13. Hiicresel Metabolizmanin Yeniden Programlanmasi

14. Fenotipik Plastisite Kazanimi (Bozgeyik, 2020; Hanahan, 2022).

Kanser, heterojen bir hastaliktir ve son yillarda tanimlanan yeni ayirt edici
ozellikler, kanserin heterojenligini desteklemektedir. Kanserin heterojenligi, uygulanan
tedavilere kars1 diren¢ kazandirmakta ve tedavilerin etkisini diistirmektedir. Bu nedenle,
mevcut tedaviler yetersiz kalmaktadir. Dolayisiyla daha etkili yeni tedavi yontemlerinin
gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir (Abate-Shen ve Shen, 2000; Rebello vd., 2021;
Wang vd., 2018).

Yas, 1tk ve etnik koken, cinsiyet, kilo, genetik yatkinlik, aile dykiisti, psikoloji,
stres, beslenme, fiziksel aktivite ve cevresel faktorler, kanser riskini artirmaktadir.
Cevresel faktorler, kanser gelisimini %80 oraninda etkilemektedir. Yas ilerledikce,
kanser riski de artmaktadir. Yapilan arastirmalara gore, kanser teshisi konulmus olan
hastalarin biiyiik bir cogunlugu 50 yas ve lizerindedir (A¢ikgoz vd., 2018; Swanton vd.,
2024; T.C. Saglik Bakanligi, 2025). Cinsiyete bagli olarak bazi kanser tiirlerinin goriilme



siklig1 farklilik gostermektedir. Ornegin, meme ve yumurtalik kanserleri kadinlarda daha
yuksek oranda goriiliirken, prostat ve mesane kanserleri erkeklerde daha sik
goriilmektedir. Irk ve etnik kdken, bazi kanser tiirlerinde onemli bir risk faktoriidiir.
Ornek olarak, Afrika kokenli erkeklerde prostat kanseri gériilme olasiligi, Asya kokenli
erkeklere kiyasla ¢ok daha fazladir. Kanser, genetik mutasyonlar disinda birgok faktoriin
meydana getirdigi bir hastaliktir (Bergengren vd., 2023; Siegel vd., 2023; Swanton vd.,
2024).
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Sekil 2.2. Kanser Risk Faktorleri (BioRender’da Olusturuldu)

2.2. Kanser Epidemiyolojisi

Kanser, diinyada ve iilkemizde kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra 6liim orani en
yiiksek olan ikinci hastaliktir ve bu oran zamanla artis gostermektedir (Cetinkaya ve
Sahin, 2020).

Diinyada en sik goriilen ilk 5 kanser tiirii sirasiyla akciger, meme, kolorektal, prostat
ve mide kanserleridir (A¢ikgoz vd., 2018; GLOBOCAN, 2022). Her dort 6liimden birinin
nedeni kanserdir (Bray vd., 2024). 2023 yilinda OECD (Ekonomik Kalkinma ve Is Birligi

Orgiitii) iilkelerinde gergeklesen tiim dliimlerin %21’ini kanser olusturmaktadir.



Diinya Saglik Orgiitii’niin (DSO) 2022 yilindaki son verilerine gére; Diinyada yaklasik
olarak 20 milyon yeni kanser vakasi tespit edilmistir ve 10 milyon kisinin kanserden
0ldiigli ortaya konulmustur. 2045 yilina kadar yeni vaka sayisinin yaklasik olarak 33
milyona ulasacagi tahmin edilirken, kanserden dolay1 6len kisi sayisinin yaklasik 17
milyona ulasacagi tahmin edilmektedir. Bu da su anki vakalarin %74 oraninda artacagi
anlamina gelmektedir (GLOBOCAN, 2022). Giinlimiizde ve gelecekte diinya genelinde
kanser insidansinda artis gézlenmesine ragmen, gelisen erken teshis ve tedavi yontemleri
sayesinde kanser kaynakli mortalite oranlarinda azalma goriilmektedir (Tiirk Toraks

Dernegi, 2024).

Tiirkiye’de ise 2022 yilinda toplam 240.013 kanser vakasi tespit edilmis ve
129.672 kisi kanserden dolay1r hayatin1 kaybetmistir. Erkeklerde en sik goriilen ilk {i¢
kanser tiirti akciger, prostat ve kolorektal kanserler iken; kadinlarda meme, tiroid ve
kolorektal kanserler 6n plandadir (GLOBOCAN, 2022; T.C. Saglik Bakanligi, 2025).
Titiin Uriinleri kullanimi1 ve obezite, kanser riskini artiran en onemli iki faktor olarak
tanimlanmaktadir. Kanser vakalarindaki siirekli artig, diinya geneli i¢in ekonomik yiik
haline gelmektedir. Bu yiik, sadece kanser tedavi masraflarindan degil, ek olarak kanser
teshisi ve bakimi i¢in yapilan masraflardan da kaynaklanmaktadir. Diger yandan ise,
birgok kanser tiirii i¢in erken teshis ve dogru tedaviyle sagkalim oranlarmin arttig1 da

bilinmektedir (Bray vd., 2024; Soerjomataram ve Bray, 2021).
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2.3. Prostat Kanseri

2.3.1. Prostat Bezi

Erkeklerde bulunan prostat bezi, erkek iireme sisteminin énemli bir pargasidir.
Idrar kesesinin hemen altinda, rektumun 6niinde ve penisin tabaninda yer almakta olup
tiretray1 cevrelemektedir. Ergenlikten Onceki donemde testosteron seviyeleri diisiik
oldugundan dolay1 inaktif halde bulunan prostat bezi, yas ilerledik¢e biiylimektedir
(White vd., 2013). Yetiskin bir erkekte prostat bezi; yaklasik bir ceviz bliyiikliigiinde, 3
cm uzunlugunda ve ortalama 18-25 g agirliginda bulunmaktadir. Sekil olarak ters koniye
benzetilmektedir. Prostat bezinin gelisimi, erkeklik hormonu olan androjenlere baglidir.
En 6nemli androjen hormonu, testosterondur. Androjen miktarlari, ergenlik doneminde
hizli bir artis gosterir ve 20°1i yaslarda dengelenmeye baslamaktadir (Leslie vd., 2024).
Prostatin temel islevi; spermlerin canliligini ve hareketliligini saglayan seminal sivinin
yaklasik %30 kadarlik 6nemli bir kismim iiretmektir. Asil gorevi, sperm hiicrelerini
beslemek ve korumaktir. Prostat sivisinda yiiksek miktarda sitrat, ¢inko, asit fosfataz ve
Prostat Spesifik Antijen (PSA) bulunmaktadir. PSA, ejakiilasyon ile meydana gelen
meninin stvilasmasinda gorev almaktadir (Leslie vd., 2024; Prins, 2023; Singh ve Bolla,

2023).
Prostat Bezi 4 bolgeden olugsmaktadir:

1. Periferal Bolge: Prostat bezinin dis kisminda bulunan bdolgedir. Prostat
kanserlerinin koken aldig1 bolgedir ve yaklasik %701 bu bolgede gelismektedir.
Santral bolgenin biiyiik bir kismini ¢evrelemektedir.

2. Santral Bolge: Prostat bezinin merkezinde yer almaktadir. Prostat kanserlerinin
yaklasik %10’u bu bolgeden kaynaklanmaktadir. Ejakiilator (bosalma) kanallarini
cevrelemektedir.

3. Transizyonel Bolge: Uretray1 ¢evreleyen gecis bolgesidir. Prostat kanserlerinin
yaklasik %20’si bu bolgeden koken almaktadir. Yas ilerledik¢e bu bdlgenin
biiyiikliigii de artabilmektedir. Iyi huylu prostat hiperplazisi (BPH) bu bdlgede
gelisir ve bezin nodiiler olarak biiyiimesinden kaynaklanmaktadir. Bu durum

tiretray1 sikistirarak idrar ¢ikisini kisitlayabilmektedir.
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4. Anterior Fibromiiskiiler Stroma (AFMS): Bezin 6n yliziinde yer alan bu bolge
tamamen lif ve kas yapidan olusmaktadir. Ejakiilasyon sirasinda bezin
kasilmasina yardimci olmaktadir (Mahadevan vd., 2024; Sathianathen vd., 2018;
Singh ve Bolla, 2023; Wang vd., 2018).
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Sekil 2.5. Prostat Bezi Bolgeleri (Rebello vd., 2021)

2.3.2. Prostat Kanseri Olusumu

Prostat kanseri, normal prostat bezi hiicrelerinin kontrolsiiz bir sekilde biiylimesi
ve c¢ogalmasi ile meydana gelen bir hastaliktir. Prostat kanseri, erkeklerde akciger
kanserinden sonra 6liim orani en yiiksek ikinci kanser tiiriidiir (Rafikova vd., 2023).

Prostat kanseri olusumu birka¢ adimda gerceklesmektedir:

1. Prostat Intraepitelyal Neoplazi (PIN): Hiicreler, anormal sekilde cogalirlar.
Bazal membran saglamdir. Bu asamadaki hiicreler, apoptoza kars1 direng

mekanizmasi gelistirmektedir.
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2. Prostatik Adenokarsinom: En sik goriilen kanser tliriidiir. Kanserlesen hiicreler,
bazal membrani yirtarak bag dokuya invazyon gerceklestirmektedir.

3. Metastaz: Kanser hiicreleri, Epitelyal Mezenkimal Gegis (EMT) ile hareket
edebilme yetenegi kazanarak, kan ve lenf diigtimleri aracilifiyla prostattan ayrilir

ve bagka dokulara metastaz yapar (Archer Goode vd., 2023; Leslie vd., 2024).

: Prostatik ; :
Normal Epite] s : —_—  (VAZY  e—
E Intraepitelyal : Metastaz
: Karsinom
Neoplazi
Bazal hiicrelerin kayb: Bazal lamina kaybi Androjen-Bagimsiz

Sekil 2.6. Prostat Kanseri Olusum Asamalari (Abate-Shen ve Shen, 2000)

Prostat kanseri i¢in en 6nemli risk, yas faktoriidiir. Hastalik insidansi, 6zellikle 60
yas ve lizerindeki erkeklerde belirgin bir sekilde artis gostermektedir. Teshis konulan
vakalarin yaklasik %75°1 lokalize prostat kanseridir. Lokalize prostat kanserinde; kanser,
sadece prostat kapsiilii disina tasmamis ve cevre dokulara metastaz gostermemistir

(Archer Goode vd., 2023).

Prostat kanserlerinin biiyiik bir kismi yavas gelisim gosterdiginden dolayi, lokal
prostat kanserin dnemli semptomlara yol agmasi1 genellikle en az 10 y1l siirmektedir. Bu
nedenle hastalik, kolay fark edilememektedir. Ancak kanserin ilerleyen evrelerinde
hastalarda halsizlik ve kemik agrilar1 ortaya ¢ikabilmektedir. Ek olarak, kemiklere ve lenf
diiglimlerine metastaz yaparak daha tehlikeli hale gelebilmektedir (David ve Leslie, 2025;
Leslie vd., 2024). Prostat kanseri, heniliz metastaz yapmadan once erken evrede teshis
edilirse, sagkalim oran1 %100’e yakin olmaktadir. Fakat kanser, metastaz ile bagka

dokulara yayildiktan sonra teshis edilirse, sagkalim orami yaklasik %30’a diismektedir.
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Bu oran, metastazin kanserde ne kadar kritik bir durum oldugunu agik¢a gdstermektedir

(Buskin vd., 2023; EdTech, 2019; Leslie vd., 2024).

2.4. Prostat Kanseri Etiyolojisi ve Epidemiyolojisi

Prostat kanseri, Diinya Saglik Orgiitii 2022 y1l1 verilerine gore, erkeklerde en sik
goriilen ikinci kanser tiiriidiir. Kanserden kaynakli 6liimlerde ise en yaygin besinci kanser
tiiriidiir. 2022 yilinda yaklagik 1,5 milyon yeni prostat kanseri vakasi ve 397.430 kisinin
prostat kanserinden 61diigii tespit edilmistir. Prostat kanseri, diinya iilkelerinin %60’1nda

en yaygin kanser tiiriidiir (GLOBOCAN, 2022; Leslie vd., 2024).

2022 yilinda Tiirkiye’de prostat kanseri insidans1 17.274 iken, prostat kanserinden 6len

kisi sayis1 5.428’dir (T.C. Saglik Bakanligi, 2025).

Prostat kanserinde irk ve etnik koken Onemli bir faktordiir. Diinyada prostat
kanseri insidansi en yiiksek Avustralya, Kuzey Amerika ve Avrupa iilkelerinde
goriilmektedir. Ayrica Afrika kokenli erkelerin prostat kanserine yakalanma olasilig
diger irklara gore ¢cok daha fazladir (Baran ve Burliikkara, 2020; Leslie vd., 2024; Rebello
vd., 2021).

Prostat kanseri i¢in bilinen baslica risk faktorleri yas, itk ve etnik koken,
hormonlar, beslenme/obezite, genetik mutasyonlar, ¢evresel faktorler ve aile ge¢misidir

(Leslie vd., 2024; Sathianathen vd., 2018).

2.5. Prostat Kanserinin Risk Faktorleri

- Yas: Prostat kanseri i¢in Onemli bir faktordiir. Prostat bezi yaslandikca
biiylidiigiinden dolay1, 50 yasindan sonra prostat kanseri riski belirgin sekilde
artmaktadir. Vakalarin yaklasik %85°1, 65 yasindan sonra fark edilmektedir (Patel
ve Klein, 2009; Rebello vd., 2021).
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- Aile Geg¢misi: Birinci derece akrabalarinda prostat kanseri gegmisi olan kisilerin
prostat kanserine yakalanma olasiliginin daha fazla oldugu tespit edilmistir
(Bergengren vd., 2023).

- Hormonlar: Erkeklerde, androjen ve testosteron gibi hormonlarin yiiksek
seviyede olmasi prostat kanseri riskini artirmaktadir (Bostwick vd., 2004).

- Irk ve Etnik Koken: Prostat kanseri insidans1 irklar arasinda biiyiik farkliliklar
gostermektedir. Afrika kokenli erkeklerin prostat kanserine yakalanma riski, diger
irklara kiyasla daha yliksektir (Bostwick vd., 2004; Rebello vd., 2021).

- Beslenme: Yiiksek yagl gidalarin tiiketimi, asir1 kirmizi et tilketimi ve D vitamini
eksikligi ile prostat kanseri riski arasinda pozitif bir iliski bulunmaktadir
(Bergengren vd., 2023; Leslie vd., 2024).

- Cevresel Faktorler: Alkol ve sigara kullanimi gibi yasam tarzi faktorleri ve
cinsel aktivite, prostat kanseri riskini artirabilmektedir (Patel ve Klein, 2009;
Soerjomataram ve Bray, 2021).

- Genetik Mutasyonlar: DNA onarim mekanizmalarinda gorevli olan BRCAI,
BRCAZ2 gibi genlerde meydana gelen mutasyonlar, kanseri tetiklemektedir (David
ve Leslie, 2025).

2.6. Prostat Kanseri Teshisi icin Kullamlan Yéntemler

Prostat kanseri yavas bir kanserdir. Kolay kolay belirti vermemektedir. Bu
nedenle belirli bir yastan sonra erkeklerin (45 yas) kontrol amagli muayene olmalari
gerekmektedir. Lokalize prostat kanserini teshis etmek icin, ilk olarak PSA seviyesi
kontrolii yapilmaktadir. PSA seviyesinin yiiksek olmasi, prostat kanseri teshisi konulmasi
icin yeterli degildir. Bununla birlikte rektal muayene, manyetik rezonans goriintiileme ve
biyopsi gibi yontemlerle desteklenmesi gerekmektedir (Boixareu vd., 2025; Rebello vd.,
2021).

PSA Testi

PSA, prostat kanseri tespiti i¢in kullanilabilen bir biyobelirtectir. Bu antijen,
genellikle kan serumunda ve menide bulunmaktadir. Kan serumundaki PSA seviyesi
Ol¢giilerek, prostat kanseri teshisi yapilabilmektedir. PSA seviyesi, prostat kanseri

varliginda asir1 ylikselmektedir. Prostat kanserinin gelisimi ve ilerlemesi, Androjenler ve
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Androjen Reseptorleriyle (AR) iliskilidir. AR’ler, kanser hiicrelerinin proliferasyonunu
aktive etmekte ve apoptozu inhibe etmekte rol oynamaktadir. Prostat i¢in en 6nemli
androjen, testosteron hormonudur. Testosteron, Soa-Rediiktaz enzimi araciligiyla
Dihidrotestosteron’a (DHT) doniistiirtiliir. DHT, testosterona kiyasla daha yiiksek bir
afinite ile AR’ye baglanir ve bu baglanma sonucu AR aktifleserek, PSA {iretimini
artirmaktadir (Rebello vd., 2021; Sathianathen vd., 2018; White vd., 2013).

PSA, kandaki proteinlere baglanmis sekilde ve herhangi bir proteine baglanmamis
serbest sekilde olmak iizere 2 farkli durumda bulunmaktadir. PSA, toplam PSA ve serbest
PSA olmak tizere ikiye ayrilir (Sikaris, 2012).

- Toplam PSA Degeri: Kandaki tiim PSA miktarmi belirtmektedir. Kandaki
proteinlere baglanmis PSA’larin ve Serbest PSA’larin toplamidir. Prostat kanseri
teshisinde birincil parametredir.

- Serbest PSA Degeri: Kanda hicbir proteine baglanmamis sekilde dolasan
PSA’lardir. Serbest PSA degerinin diisiik olmasi, prostat kanseri riskini
arttirirken, yiiksek olmas1 BPH ile iligkilendirilmektedir.

Prostat kanseri teshisi i¢in genellikle Toplam PSA degerine bakilmaktadir. Toplam PSA
degeri iist sinir1 4 ng/mL kabul edilse de yasla beraber prostat bezi hacmi arttig1 i¢in, bu
deger de artabilmektedir. Genel olarak 4.0 ile 10.0 ng/mL arasindaki degerler “Gri Bolge"
olarak tanimlanmaktadir (Leslie vd., 2024; Stephan vd., 2015).

Yasa gore belirli PSA st sinir degerleri vardir;

e 40 Yas Alti: <2 ng/mL
o 40-49 Yas: <2.5 ng/mL
e 50-59 Yas: <3.5 ng/mL
e 60-69 Yas: <4.5 ng/mL
e 70-79 Yas: < 6.5 ng/mL

Yas araligina gére Toplam PSA degeri, olmasi gereken degerden daha yiiksek oldugunda
veya gri bolgede oldugunda, kanser mi BPH mi1 oldugunu ayirt edebilmek icin, serbest

PSA’nin toplam PSA’ya oran1 (PSAR) hesaplanir.
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Serbest PSA
Toplam PSA

PSAR =

PSAR orani ne kadar yiiksek olursa, kanser riskinin de o kadar diisiik oldugunu ve bu
yuksekligin BPH kaynakli olabilecegini diisiindiirmektedir (David ve Leslie, 2025; Leslie
vd., 2024; Prcic vd., 2016; Rebello vd., 2021).

Serumda PSA seviyesine ek olarak, Prostat Asidi Fosfataz (PAP) ve Prostata
Ozgii Membran Antijeninin (PSMA) analizleri de teshis icin kullanilabilmektedir.
Bunlarin diginda idrar biyobelirtecleri olarak adlandirilan, idrardaki bazi molekiillerin
(PCA3 ve sarkozin gibi) kontrol edilmesi ile de teshis yapilabilmektedir. Ayrica, serum
ve idrarda tespit edilebilen bazi 6nemli biyobelirte¢ araglari da bulunmaktadir. Bunlar,
DNA metilasyon seviyesi, mesajct RNA’lar (mRNA’lar) ve mikro RNA’lardir
(miRNA’lar). Son zamanlarda yapilan arastirmalarda miRNA’larin, prostat biyobelirteci
olarak 6nemli bir yeri bulunmaktadir. miRNA’lar prostat kanseri i¢in immiinoterapide
kullanilmaktadir (Adamaki ve Zoumpourlis, 2021; Rafikova vd., 2023; Rebello vd.,
2021; Stephan vd., 2015).

Rektal Muayene
Rektal muayenede, doktor direkt olarak el ile prostat bezinin boyutunu ve yapisini
kontrol ederek yapmaktadir. Kontrol sonrasi herhangi bir siiphe olmasi durumunda, kesin

tan1 koyabilmek i¢in biyopsi gerekmektedir (Dunn ve Kazer, 2011; Rebello vd., 2021).

Manyetik Rezonans Goriintiileme

Manyetik Rezonans Goriintiilleme (MR), teshis icin tek basina kullanilamamaktadir.
Stipheli lezyonlarin yerini belirlemek i¢in kullanilmaktadir. Goriintiileme sadece bir
isaretleme islemidir. MR ile goriintiileme yapildiktan sonra, siiphesinin giderilmesi i¢in
biyopsi yapilmaktadir (Archer Goode vd., 2023; David ve Leslie, 2025; Rebello vd.,
2021).

Biyopsi
PSA testi sonucu, rektal muayene sonucu ve MR sonucu, prostat kanseri siiphesini

desteklemekteyse, kesin teshis koyabilmek i¢in mutlaka biyopsi yapilmasi
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gerekmektedir. Biyopsi islemi, patolojik inceleme i¢in vakanin prostat bezinden kesit
veya doku 6rnegi alinmasidir. Bu islem, Transrektal Ultrason (TRUS) araciligiyla es
zamanli goriintiileme ile periferal bolgeden Ornek alinarak gergeklestirilmektedir

(Rebello vd., 2021; Sathianathen vd., 2018).

PSA orani yiiksek ¢ikan ama prostat kanseri olmayan kisiler, PSA seviyesinin
yuksekliginden ve kanser riski ihtimalinden dolay1 psikolojik olarak koti

etkilenmektedirler (David ve Leslie, 2025; Leslie vd., 2024; Rebello vd., 2021)

2.7. Prostat Kanseri i¢cin Kullamlan Tedavi Yontemleri

Erken evrede teshis edilen, diisiik riskli hastalar igin, aktif gdzetim, radikal
prostatektomi, kemoterapi, brakiterapi, radyoterapi (1sin tedavisi), hormonal tedavive
immiinoterapi yontemleri kullanilmaktadir (Leslie vd., 2024; Rebello vd., 2021; Sandhu
vd., 2021).

Aktif Gozetim

Erken evredeki hastalarin, diizenli siirekli olarak PSA seviyesi kontrol
edilmektedir. Teshis konulduktan 18 ve 24 ay sonra en az bir kere ek biyopsi yapilmasi
gerekmektedir. Fakat diizenli PSA kontroliine ek olarak MR ile takip etmek, biyopsiye
olan ihtiyact azaltabilmektedir (Leslie vd., 2024; Sandhu vd., 2021).

Radikal Prostatektomi

Radikal prostatektomi, cerrahi bir islemdir. Hastanin prostat bezi ve ¢evresindeki
dokular tamamen alinmaktadir. Bu islem gelistirilerek laparoskopik prostatektomi olarak
uygulanmaktadir. Laparoskopik prostatektomi, hastanin karin bolgesinde daha kiiciik
kesiler agilarak, minik robot bir kamera ile ekranda izlenerek yapilmaktadir (Leslie vd.,

2024; Sathianathen vd., 2018; Teo vd., 2019).

Radyoterapi (Isin Tedavisi)
Radikal prostatektomi sonrasinda, PSA seviyesi kontrol edilmektedir. Eger

stipheli bir PSA belirtisi tespit edilirse ya da herhangi bir kalint1 varsa, hastaya belirli bir
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seviyede radyasyon vererek radyoterapi uygulanmaktadir (Leslie vd., 2024). Baslangicta
radyoterapi tek basina kullanilmaktayken, yetersiz oldugu i¢in gilincel olarak ADT ile
kombine sekilde uygulanmaktadir (Sathianathen vd., 2018).

Kriyoterapi

Prostat igerisine sivi azot problar yerlestirilerek, 10 dakika boyunca sogutma
islemi yapilarak kanser hiicreleri oldiirtilmektedir. Tedavi sonrasi idrar kagirma, erektil
disfonksiyon ve rektal agrilar meydana gelmektedir (Leslie vd., 2024; Sekhoacha vd.,
2022).

Brakiterapi
Yaklasik piring tanesi boyutunda olan kiigiik radyoaktif tohumlarin, ultrason
esliginde cerrahi olarak prostata yerlestirilmesiyle yapilmaktadir. Radyoterapinin

etkinligini artirmaktadir (Leslie vd., 2024; Sathianathen vd., 2018).

Kemoterapi

Kanser hiicrelerinin gelisimini engellemek ve tamamen 6ldiirmek i¢in, antikanser
ilaglar kullanilmaktadir. Prostat kanseri i¢in en sik Docetaxel, Cabazitaxel ve
Enzalutamide kemoterapi ilaglar1 kullanilmaktadir (Rebello vd., 2021; Sekhoacha vd.,
2022).

Hormonal Tedavi

lleri evre prostat kanseri teshisinden sonra, genellikle Androjen Yoksunlugu
Tedavisi (ADT) uygulanmaktadir. ADT, salgilanan testosteron miktarin1 ve AR
aktivasyonunu azaltarak kanserin ilerlemesini yavaslatmaktadir. Uygulanan tedaviye
olumlu yanit alinmasina ragmen, bir siire sonra hastalarin ¢ogunda “Kastrasyona Direngli
Prostat Kanseri (CRPC)” meydana gelmektedir. CRPC, uygulanan tedavilere kars1 direng
gostererek ve metastaz yaparak ‘“Metastatik Kastrasyona Direngli Prostat Kanserinin
(mCRPC)” gelismesine neden olmaktadir (Adamaki ve Zoumpourlis, 2021; Archer
Goode vd., 2023; Buskin vd., 2023; Kwon vd., 2021).

mCRPC hastalarinin  yaklasik %90°inda kemiklere metastaz gerceklesmektedir.

mCRPC’nin en belirgin ve énemli 6zelliklerinden biri, AR sinyalizasyonunu yeniden
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aktive etmektir. mCRPC’de en sik goriilen mutasyonlar, AR’yi aktive eden genlerin
(FOXAT1 gibi) artmas1 ve AR’yi inhibe eden genlerin baskilanmasi veya silinmesidir.
mCRPC hastalarinin ¢ogunda, bu mutasyonlar beraber meydana gelmektedir (Buskin vd.,
2023; Nguyen-Nielsen ve Borre, 2016; Rebello vd., 2021). Ayrica hastaligin
ilerlemesinde, androjen biyosentezinde gorev alan CYP17A1 enzimi de etki etmektedir.
Tedavi i¢in, CYP17A1 inhibitorii olan Abirateron Asetat uygulanmaktadir (Rebello vd.,
2021).

mCRPC i¢in prostatektomi, kemoterapi, radyoterapi ve ADT gibi tedavi
yontemleri uygulanmasina ragmen yetersiz kalmaktadir. Ek olarak, uygulanan bu
tedavilerin yan etkisi ¢cok fazladir ve yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle kanser tedavisi igin
yeni yontemler gelistirilmektedir. Nanoteknolojik ilaglar, CRISPR/Cas9 (Kiimelenmis
Diizenli Aralikli Kisa Palindromik Tekrarlar) kullanilmaktadir (Erzurumlu, 2021; Lehrer
vd., 2025; Teo vd., 2019).

Son zamanlarda en giincel tedavilerden olan immiinoterapi, hem spesifitesinden
dolay1 hem de kisiye 6zel tedavi olarak kullanilabilmesinden dolay1, 6n plana ¢ikmaktadir
(Erzurumlu, 2021; Kwon vd., 2021). immiinoterapide FDA tarafindan onaylanmis olan
kanser asilar1 bulunmaktadir. ik immiinoterapotik as1 olan Sipuleucel-T, ilk
kullanimlarda basarili olsa da sonradan istenilen etkiyi gostermedigi tespit edilmistir.
Ayrica PROSTVAC prostat kanser asis1 da Faz-III calismalarinda kalmistir (Rebello vd.,
2021).

Immiinoterapi

Hastanin, kendi bagisiklik sistemini giiclendirerek veya diizenleyerek yapilan
tedavi yontemidir. Diger tedavi yontemlerine kiyasla hem yan etkileri daha azdir hem
daha spesifiktir. Kanser immiinoterapisinde amag, bagisiklik sistemini yeniden aktive
etmek, giiclendirmek ve kanser hiicrelerini tanir hale getirmektir (Powers vd., 2020;
Sekhoacha vd., 2022; Wayteck vd., 2014).

Bu tedavi yonteminde, viicudun kendi immiin hiicreleri kansere kars1 daha aktif
hale getirilebilmektedir. Kanser hiicreleri, kendilerini normal saglikli hiicrelere
benzeterek immiin sistemden kacabilmektedir. Buna ek olarak, kanser hiicreleri immiin

sistemi baskilayarak, immiin hiicrelerinin sitotoksisitesini azaltabilmektedir. Buna kars1



20

immiinoterapide, kanser hiicrelerine karsi immiin yanit olusturabilmek i¢in digaridan
belirli proteinler veya hiicreler kullanilmaktadir. Ornegin, immiin sistemin kendi
hiicreleri olan Dogal Oldiiriicii (NK) hiicreler, T hiicreleri, B hiicreleri ve makrofajlar gibi
hiicreler kullanilarak kanser hiicreleri direkt olarak hedeflenmektedir (Barbaros ve

Dikmen, 2015; Disis, 2014; Wayteck vd., 2014).
Immiinoterapi 4 baslik altinda siniflandiriimaktadar:

1. Monoklonal Antikorlar: Yapay olarak laboratuvarda iiretilmektedir. Immiin
hiicrelerinden klonlanip, spesifik bir hedefe baglanmaktadir. Immiinoterapi igin iiretilen
monoklonal antikorlarin tamami Immiinoglobiilin G (IgG) izotipindedir (Baxevanis vd.,

2009; Saeed ve Awan, 2016).

2. Sitokinler: Immiin hiicreleri arasindaki iletisimi saglayan, aktivasyonunu ve
proliferasyonunu saglayan proteinlerdir. Immiin hiicrelerinin sitotoksik aktivesini
artirarak, kanser hiicrelerine karsi etki etmektedir (Baxevanis vd., 2009; Fay ve Graff,

2020).

3. Kanser Asilari: Hastadan alinan immiin hiicreleri (Dentritik hiicreler), laboratuvar
ortaminda kanser antijeni ile inkiibe edilerek, immiin hiicrelerinin aktivitesi
artirilmaktadir. Aktivitesi ve sitotoksisitesi artirilan immiin hiicreleri tekrar hastaya

enjekte edilmektedir (Baxevanis vd., 2009; Disis, 2014; Fay ve Graft, 2020).

4. Hiicresel/Adoptif Immiinoterapi: Hastanin kendi immiin hiicreleri olan NK
hiicreleri, T hiicreleri ve dentritik hiicreler, laboratuvar ortaminda cogaltilarak veya
genetigi degistirilerek hastaya tekrar verilmektedir (Barbaros ve Dikmen, 2015;
Baxevanis vd., 2009).
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2.8. NK Hiicreleri

NK Hiicreleri (Natural Killer Cells), dogal oldiiriicii hiicreler olarak
adlandirilmaktadir. Kemik iliginde bulunan hematopoetik kok hiicrelerden farklilasan bu
hiicreler, belirli bir antijene spesifik olmadan hedef hiicreleri tanityabilme yetenegine
sahiptir (Diniz vd., 2022). Genel olarak yiizeylerinde bulunan reseptdrler araciligiyla,
saglikli hiicreleri enfekte veya kanser hiicrelerinden ayirt edebilmektedir. NK hiicre
aktivasyonu; ylizeylerinde bulunan NKG2D, NKp30, NKp44 gibi aktive edici reseptorler
ile KIR gibi inhibitor reseptorler arasindaki hassas dengeye dayanmaktadir. NK hiicreleri,
bagisiklik sisteminde bulunan 6zellesmis savunma hiicreleri olup, kandaki lenfositlerin
%10 ’nunu olusturmaktadir (Shimasaki vd., 2020; Sun ve Lanier, 2011). Hem dogustan
gelen bagisiklik sisteminde hem kazanilmis bagisiklik sisteminde 6nemli roller iistlenen
bu hiicreler, monositlerin ve sitotoksik T hiicrelerinin aktivasyonunu saglarken, dendritik
hiicrelerin olgunlagsmasinda rol almaktadir. Ayrica, interferon gama (IFN-y) ve kemokin
gibi sitokinler salgilayarak bagisiklik yanitlarin1i modiile etmektedir (Bassani vd., 2019;
Caligiuri, 2008; Vivier vd., 2008).

NK hiicreleri i¢in Biiylik Doku Uyumluluk Kompleksi (MHC-I) reseptoriiniin
0zel bir onemi bulunmaktadir. NK hiicrelerinin hedef hiicreyi 6ldiiriip 6ldiirmemesi
konusunda karar vermesindeki en 6nemli etkenlerden biri, hedef hiicre ylizeyinde MHC-
I reseptorii bulunup bulunmamasidir. Normalde tiim saglikli hiicrelerin yilizeyinde MHC-
I reseptdrii bulunmaktadir. Ancak NK hiicreleri yilizeylerinde MHC-I bulunmayan
hiicreleri taniyarak oldiirmektedir. Kanser hiicreleri, MHC-I reseptorlerini inhibe edip
aktivitesini engellerken diger taraftan da NK hiicre reseptorlerinin ifadesini

artirabilmektedir (Baxevanis vd., 2009; Delves ve Roitt, 2000; Siitlii, 2019).

NK hiicreleri, hiicresel sitotoksisiteyi saglamaktadirlar. Hiicresel sitotoksisite, NK
hiicrelerinin hedef hiicreyi dogrudan 6ldiirme yetenegidir. Bu 6ldiirme mekanizmasi, 3

farkl sekilde ger¢ceklesmektedir.



22

a Tolerans

HLA sinif | molekiilleri
(HLA-A,

b Induced Self GranzimB_© © © o
° : 5] o
(]

¢ Missing Self GranzimB_© ©_© o
© o © °
- ° e L)

Sekil 2.7. NK Hiicrelerinin Tanima ve Oldiirme Mekanizmalar1 (Myers ve Miller, 2021)

1. Perforin/Granzim Yolu: NK hiicrelerinin igerisinde bulunan keseciklerde depolanan
perforin, hiicre disina salinarak hedef hiicre ylizeyinde por olusturarak gecirgenligi
artirmaktadir. Ardindan gonderilen granzim igsel yolak ile apoptoza neden olarak,

hiicreyi 6liime gotiirmektedir (Celepli vd., 2020; Rapoport ve Anderson, 2019).

2. Fas/FasL Yolu: Fas reseptorii ve FasL ligand1 ad1 verilen iki molekiiliin birlesmesi ile
hedef hiicreye 6liim sinyali verilmektedir. Birkag saat i¢erisinde digsal yolak ile apoptoz

gerceklesmektedir (Celepli vd., 2020; Rapoport ve Anderson, 2019).
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3. Sitokin Yolu (Tiimor Nekroz Faktorii (TNF) — Interferon (IFN)): NK hiicreleri,
salgiladiklar sitokinler ile hedef hiicrenin lizozom stabilitesini bozar. Boylece, hedef
hiicrenin DNA’s1 pargalanir. TNF, hiicre ylizeyinde bulunan spesifik reseptorlere
baglanarak aktive olur. Daha sonra sinyal iletisimi saglanarak apoptozun digsal yolagi
tetiklenir ve hiicre 6liimii gergeklestirilir (Celepli vd., 2020; Giiveng ve Giiveng, 2017;
Rapoport ve Anderson, 2019).

NK hiicrelerinin ylizeylerinde bulunan aktivator ve inhibitor reseptorler de NK
Hiicre sitotoksisitesini etkilemektedir. Bu reseptorlerin arasindaki denge NK
sitotoksisitesi i¢in dnemlidir (H. Kaya vd., 2022; Myers ve Miller, 2021). Inhibitorler ve
aktivatorler arasinda olan denge NK hiicrelerinin sitotoksisitesini ayarlamaktadir. NK
hiicreleri, hedef hiicrelerle temasa gectikten sonra eger bu denge aktivator yoniinde
kayarsa, bu durumda NK hiicrelerinin sitotoksisitesini artirir ve hedef hiicreyi 6liime
gotiiriir. Eger bu denge inhibitdr yoniinde kayarsa, bu durumda NK hiicrelerinin
sitotoksisitesini inhibe eder (Seydel ve Aksoy, 2011).

Immiinoterapide farkli proteinler kullanilarak, bu dengenin aktivatér yonde
ilerlemesini saglayip, NK hiicrelerinin hedef hiicrelere sitotoksik etki gostermesi
tetiklenebilmektedir. Son zamanlarda NK hiicrelerinin sitotoksisitesini artirmak igin,
cesitli metotlar gelistirilmektedir. Bu metotlarin en Onemlilerinden biri, spesifik
miRNA’larin kullanilmasidir. Yapilan caligmalardan elde edilen verilere gore, bazi
miRNA’larin NK hiicrelerinin sitotoksik etkisinin artirilmasinda 6nemli bir rol

oynadigimi gostermektedir (Pesce vd., 2020; Porzycki vd., 2018).
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Sekil 2.8. NK ve Kanser Hiicrelerinin Yiizeylerinde Bulunan Reseptérler (Charoghdoozi vd., 2025)

NK hiicrelerinin 6ldiirme mekanizmasi, genellikle programli bir hiicre 6liimii olan

apoptoza dayanmaktadir.

Apoptoz

Apoptoz, sitotoksik mekanizmalar araciligiyla hiicrenin kendi kendini yok etmesi,
oldiirmesi durumudur. Hiicreler siirekli boliinerek cogalmaktadir ve hiicre sayisinin
dengelenmesi i¢in hiicre Olimii gerekmektedir. Yaslanan ve hasar goren hiicreler,
bagisiklik hiicreleri tarafindan apoptoza ugramaktadir. Viicudumuzda gerceklesen
apoptoz olay1, dokularimiza herhangi bir yan etki gostermeden gerceklesmektedir ve bu
konuda nekroz ile tamamen ayrigsmaktadir. Nekroz ile hiicre 6liimii ise, dokuda iltihaba
neden olup, ¢evre dokulara zarar vermektedir (Carneiro ve El-Deiry, 2020; Coskun ve
Ozgiir, 2011; Dunn ve Kazer, 2011; C. Kaya vd., 2015). Viicudumuzda bulunan baz

proteinler apoptozu baskilarken, bazilar1 aktivasyonunu artirmaktadir.

Apoptozu Baskilayan Proteinler: Bcl-2, Bcl-w, Mcl-1 gibi birgok protein.
Apoptozu Tetikleyen Proteinler: Kaspazlar, Bax, Bak, p53 gibi bir¢ok protein (Giiles
ve Eren, 2008; C. Kaya vd., 2015).

Apoptoz, i¢sel ve digsal yolak olmak iizere 2 sekilde ger¢eklesmektedir:
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Sekil 2.9. Apoptoz I¢sel ve Dissal Yolak (Tian vd., 2025)

1. Igsel (Intrinsik) Yolak: Memeli hiicrelerinde en sik kullanilan apoptoz yolagidir.
Mitokondriyal yolak olarak da adlandirilmaktadir (McArthur ve Kile, 2018).
Hiicrenin ig¢sel yolak apoptozuna girip girmemesi, BCL-2 protein ailesinin
dengesine baglidir. BCL-2 protein ailesi, pro-apoptotik ve anti-apoptotik
proteinler igermektedir. Hiicrede bu proteinlerin dengesi, DNA hasari, radyasyon
ve oksidatif stres gibi ¢esitli faktorlere bagli olarak pro-apoptotik tarafa kayabilir
ve hiicreyi apoptoza yonlendirebilmektedir (Giiles ve Eren, 2008). BCL-2 ailesine
ait anti-apoptotik proteinler olan BCL-X ve BCL-2 proteinleri, pro-apoptotik olan
BAX ve BAK proteinlerini inhibe etmektedir. BAX ve BAK proteinleri,
mitokondri dis membraninda por olusturabilmektedir. Bu porlardan salgilanan
sitokrom-c, sitoplazmada bulunan APAF-1 proteinlerine baglanmaktadir. Bu
protein, kaspaz-9 ile birleserek “apoptozom kompleksi” olusturmaktadir. Kaspaz-

9, diger kaspaz-9’lar1 aktive ettikten sonra, apoptozu baslatan son agamadaki
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kaspaz-3, kaspaz-6 ve kaspaz-7’nin aktivasyonunu tetiklemektedir. Bu kaspazlar
ise, hiicrenin DNA’smn1 fragmente edip, hiicrenin biliziiserek apoptotik
cisimciklere ayrilmasina neden olmaktadir (Carneiro ve El-Deiry, 2020; Jin ve El-

Deiry, 2005; Yuan ve Akey, 2013).

2. Dissal (Ekstrinsik) Yolak: Oliim ligandlarmin (FasL, TNF-a, TRAIL), hiicre
membraninda bulunan oOliim reseptorlerine (FasR, TRAIL-R, TNF-R1)
baglanmasi ile gerceklesmektedir (Kashyap vd., 2021; Tian vd., 2025). Bu
reseptorler, Kaspaz-8 ve FADD (Fas associated death domain/ Fas ile
iliskilendirilmis &liim domaini) varliginda aktif olurlar. Inaktif halde bulunan
kaspaz-8 (prokaspaz-8) FADD ile kompleks olusturarak aktif kaspaz-8’e doniisiir.
Kaspaz-8, Kaspaz-9’u uyarir ve aktiflestirir. Kaspaz-9 da son basamak olan
kaspaz-3, kaspaz-6 ve kaspaz-7’yi aktiflestirerek, digsal apoptoz yolagi ile hiicre
oliimiinii gergeklestirir (Giiveng ve Giiveng, 2017; Ozdogan, 2021; Zingoni vd.,
2005).

2.9. miRNA’lar

mikroRNA (miRNA), 19-24 niikleotid uzunlugunda kodlamayan RNA’lardir.
Gen ifadesinin diizenlenmesinde rol oynamaktadir. Cok sayida ¢calisma miRNA'larin, NK
hiicrelerinin gelisimi, aktivasyonu, c¢ogalmasi, sitotoksisitesi ve sitokin {iretiminin
diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynadigin1 gostermektedir. Bu durum, transkripsiyonel
ifadeye katilan reseptorleri veya faktorleri hedefleyerek gerceklesmektedir (Beaulieu vd.,
2013; Pesce vd., 2020; Porzycki vd., 2018). miRNA’lar, genomdaki spesifik genlerden
ifade edilerek, birincil miRNA transkriptlerini (pri-miRNA’lar) olusturmaktadir. Bu pri-
miRNA’lar ¢ekirdekteki Drosha enzimi tarafindan islenir ve bunun sonucunda Oncii
miRNA’lar (pre-miRNA’lar) olusur. Pre-miRNA’lar sitoplazmaya go¢ eder ve burada
Dicer enzimi tarafindan kesilerek 19-24 niikleotid uzunlugunda olgun miRNA'lar

olusturulur (Aydin Acar ve Yesilot, 2018; Charoghdoozi vd., 2025; Ellakwa vd., 2024).
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Sekil 2.10. miRNA Sentezi ve Islevleri

Immiinolojide cesitli miRNA'lar gen ifadesini kontrol ederek immiin hastaliklarin
baslangiciyla iligkili olan lenfositlerin etkilerini diizenleyebilmektedir. Gegtigimiz birkag
yildaki arastirmalar, miRNA'larin, hastaliklarin erken tespiti ve terapdtik hedeflenmesi
icin biyobelirtecler olarak potansiyele sahip oldugunu ve ayni zamanda saglikli ve
kanserli dokularda onemli diizenleyici unsurlar olarak hareket ettigini bildirmistir
(Beaulieu vd., 2013; Ellakwa vd., 2024). miRNA’lar’in NK sitotoksisitesine etkisi

izerine bir¢ok arastirma yapilmistir. Yapilan bazi ¢alismalar:

Cichocki ve ark. 2011°de miR-181a/b’nin, NK gelisimini ve olgunlagsmasini
tesvik ettigini bulmuslardir. miR-181a/b’nin asir1 ekspresyonu, IFN-G {iretimini
artirmigtir ve hiicreler arasi iletisimde dnemli bir rol oynayan Notch yolunu diizenleyerek
NLK (NLK- Nemo Benzeri Kinaz; Notch sinyallemesinin bir inihibitoriidiir) seviyesini
azaltmistir. Boylece NK hiicre gelisimini destekledigini ve IFN-y iiretimini artirdigin

gbzlemlemislerdir (Cichocki vd., 2011).

Bian ve ark. 2015°te miR-152’nin, hepatoseliiler karsinom (HCC) hastalarindan
aliman dokularda asagi regiile oldugunu goézlemlemislerdir. miR-152 ekspresyonu

azaldig1 i¢in, NK’y1 inhibe edebilen HLA-G seviyesini artmistir. miR-152 ekspresyonu
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arttirlldiginda, HLA-G seviyesi azalmistir. Bu da NK sitotoksisitesini artirmigtir (Bian
vd., 2016).

Abdelrahman ve ark. 2016°da, miR-182’nin NK sitotoksisitesi lizerindeki etkisini
arastirmiglardir. Calismalart sonucunda, HCC hastalarinin NK hiicrelerinde miR-182
ekspresyonunu artirdikga, NKG2D ve NKG2A seviyesinin de arttigini
gozlemlemislerdir. Fakat NKG2D aktive edici reseptorken, NKG2A inhibe edici
reseptordiir. Bu da NK sitotoksisitesi hakkinda net bir sonu¢ vermemektedir. Bunun
yerine PRF-1 seviyesi kontrol edilmistir. HCC hastalarindan elde edilen NK’larda miR-
182 seviyesi artirildigi zaman, prf-1 seviyesi ile NK sitotoksisitesi de artmistir

(Abdelrahman vd., 2016).

Pesce ve ark. 2018’de miR-146a-5p, saglikli insanlardan izole ettikleri NK
hiicrelerini incelemislerdir. Caligsmalar1 sonucunda miR-146a-5p’nin, KIR ile ters iliskili
oldugunu tespit etmislerdir. miR-146a-5p’nin ekspresyonu artttkca KIR2DL1 ve
KIR2DL2 asag1 regiile olmustur. Bunun da NK sitotoksisitesini artirdigini
gbzlemlemislerdir (Pesce vd., 2020).

Su ve ark. 2019°da miR-506’nin, HCC hastalarinin NK hiicrelerinde asag: regiile
oldugunu ve STAT-3 seviyesini arttirdigin1 gozlemlemislerdir. Bu da kotii prognoz ile
sonuglanmaktadir. miR-506 ekspresyonu artirildiginda, STAT-3 seviyesi azalmistir ve

NK sitotoksisitesi artmistir (Su vd., 2019).

Neviani ve ark. 2019°da miR-186’min, Noroblastoma (NB) hastalarinin NK
hiicrelerinde asagi regiile oldugunu gézlemlemislerdir. Bu miRNA’nin, NKG2D ve
DNAM-1 ile iliskili olugu tespit etmislerdir. NK’lardan elde edilen eksozomlarin da miR-
186’y1 eksprese ettigini tespit etmislerdir ve MYCN ile gii¢lendirilmis néroblastoma

tizerindeki etkisini incelemislerdir (Neviani vd., 2019).

Pathania ve ark. 2022’de miR-15a’nin, Noroblastoma hastalarinin serumunda
asag1 regiile oldugunu ve bunun da PD-L1 ile iliskili oldugu tespit etmislerdir. miR-
15a’nin  ekspresyonunu artirarak, PD-L1 seviyesinin asagi regiile oldugunu
gozlemlemislerdir. Ek olarak yiliksek miR-15a ekspresyonunun, Grz-B, Prf-1 ve CD107a
‘y1 indiikleyerek NK sitotoksisitesini artirdigini tespit etmislerdir (Pathania vd., 2022).
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Gong ve ark. 2012’de miR-30c-1’nin, NKL (NK like) hiicresinde etkisini
arastirmiglardir. miR-30c-1 ekspresyonu arttikca, HMBOX1 (NK sitotoksisitesini inhibe
eden transkripsiyon faktorii) seviyesi azalmistir ve bu da TNF-a seviyesini artirmistir.
Ayrica hepatoma hiicre hatlar1 SMMC-7721 ve HepG2'ye karst da NK sitotoksisitesini
artirmistir (Gong vd., 2012)

Ma ve ark. 2016’da miR-30¢’nin NK hiicresi lizerindeki etkisini arastirmistir.
Bunun i¢in NKL hiicrelerini kullanmislardir. Yapilan ¢caligmalar sonucunda, miR-30c’nin
yukar1 ekspresyonu, NKG2D, FasL ve CD107a seviyesini artirmistir. Bunu dogrulamak
icin miR-30c transfer edilmis NKL hiicrelerinin, hepatoma hiicre hattt SMMC-7721
tizerindeki etkisini kontrol etmislerdir. HCC iizerinde de yapilan c¢alismalar ile NK
sitotoksisitesi artmistir. miR-30c’nin bir¢ok kanser iizerinde baskilayici bir miRNA

oldugu bilinmektedir (Ma vd., 2016).

Gao ve ark. 2023’te miR-30c¢’nin NK hiicresi lizerindeki etkisini aragtirmigtir.
Akciger kanseri hastalarinin NK hiicrelerinde miR-30c ekspresyonunun asagi regiile
oldugunu tespit etmislerdir. miR-30cnin asir1 ekspresyonu, TNF-a ve IFN-y seviyesini
artirmistir. miR-30c, GALNT?7 protein seviyesini onemli 6l¢iide inhibe eder. GALN7’nin
inhibisyonu da PI3K/AKT yolunu inhibe ederek NK sitotoksisitesini artirmaktadir (Gao
vd., 2023).
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal
3.1.1. Kullanilan Hiicre Hatlan

Deneylerde kullanilan; PNT1A, PC3 ve NK-92 hiicreleri, es danigsmanim
MohammadReza DASTOURI’ye ait hiicrelerdir.

PNT1A: Normal Transforme Edilmis Prostat 1A Hiicreleri. PNTI1A hiicreleri SV40
plasmidi ile 6liimstizlestirilmis normal prostat hiicreleridir.

e “Human Normal Prostate Epithelium Imortalized with SV40., 95012614 | Sigma-
Aldrich.”

PC3: Prostat Kanseri Hiicreleri. PC3 hiicreleri IV. seviye prostat adenokarsinomasinin
kemikte olusturdu metastazdan alinmistir.

e “PC-3- CRL-1435| ATCC.”

NK-92: Dogal Oldiiriicii Hiicreler.
e CRL-2407 | ATCC



3.1.2. Kullamilan Sarf Malzemeleri ve Ozellikleri

Tablo 3.1. Tez ¢caligmasinda kullanilan malzeme listesi

Kullanilan Sarf Malzemesi Marka Katalog Numarasi
PNTIA EACC 95012614
PC3 ATCC CRL-1435
NK-92 ATCC CRL-2407
Aquaguard 1 Biological Industries 01-867-1B
Aquaguard 2 Biological Industries 01-916-1E
L-glutamine Serox SRL-810-100
DMSO Sigma 1.167.431.000
Trypan blue Sigma T8154-100ML
Trypsin-EDTA Sartorius 03-052-1B
Recombinant Human IL-2 PeproTech, Thermo Fisher 112412 L1624
LipoFectMax ABP Biosciences AB220F1
TexMACS™ Medium Miltenyi Biotec 7240500443
miRNA Mimic Negative Control | Applied Biological Materials MCHO00000
hsa-miR-30c-5p-miRNA Mimic Applied Biological Materials MCHO01698
RNaseZAP Sigma R2020
Nuclease-Free Water Promega P1193

Poly-L Lysine Sigma P8920-100
PBS with Azide ChemCruz SC-296028
Foetal Bovine Serum (FBS) Biological Industries 04-001-1A
T175 Flask Sarstedt 833.912.002
Penicilin-streptomycin Gibco 15140122
RPMI 1640 Gibco 21875034
Neubauer Improved Lam Marienfeld Superior 0640010
DMEM High Glucose Biowest MSO00IT1007
CCK-8 Elabscience E-CK-A362
Lamel Corning CLS294875X25
DPBS Sartorius 2122455

PBS Sigma P4417-100TAB
Primer antikor anti-Caspase-3 Abcam ab13847
Primer antikor anti-Caspase-8 Elabscience E-AB-63511
Primer antikor anti-Caspase-9 Abcam ab202068
Primer antikor anti-BAX Abcam ab32503
Sekonder antikor FITC Invitrogen 656111
7-AAD Molecular Probes A01310
Kapatma medyasi Abcam ab104139

50 mL falkon tiip Sarstedt 62.547.254

15 mL falkon tiip Sarstedt 62.554.502
Parafilm Merck P7543
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Tablo 3.1.(devam) Tez ¢alismasinda kullanilan malzeme listesi

1000uL pipet ucu Kirgen KG5333
T75 flask Sarstedt 833.911.002
100puL pipet ucu Kirgen KG5431
10uL pipet ucu Kirgen KG5131

10 mL serolojik SPL SPL-910-10
Dondurma kutusu Corning CoolCell® 432138
1.5mL Eppendorf tiip Eppendorf 30123611

6 kuyucuklu plaka SPL 30006

96 kuyucuklu plaka SPL 30096

12 mm yuvarlak coverslip Lasec R166.05
Oje Pastel

Etanol Isolab 64-17-5

3.1.3. Kullamilan Alet-Cihaz ve Ozellikleri

Tablo 3.2. Tez ¢alismasinda kullanilan cihazlar ve markalari

Cihaz Marka

Laminer kabin Holten

Inkiibator Panosonic

Su banyosu Labline Aquabath
Otomatik pipet Gilson

Otoklav Niive

Distile su cihazi ELGA

Santrifiij Beckman Coulter
Invert optik mikroskop Leica

-80 Derin Dondurucu Panosonic
-20 Derin Dondurucu Sanyo

+4 Buzdolab1 Sanyo

Azot tankiT Statebourne
Buz makinesi Scotsman
Nanodrop Nanodrop
Jel goriintiileme sistemi SYNGENE
Spektrofotometre Tecan
Tartim cihazi Shimadzu
Vorteks IKA
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Tablo.3.2.(devam) Tez ¢aligmasinda kullanilan cihazlar ve markalari

Sogutmali santrifiij Hettich

Jel yiiriitme tanki Scie-Plas

Gii¢ kaynagi Labnet
Eppendorf 1siticist Major Science
Mikrodalga Argelik
Fluoresan mikroskop Zeiss

Bu tez kapsamida Ankara Medipol Universitesi Tip Fakiiltesi biinyesinde bulunan

cihazlar kullanilmstir.
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3.2.1. Hiicre Kiiltiirii Medyum Hazirlama

Tablo 3.3. Hiicre Medyumlar1

Hiicre Hatlar Kiiltiir Ortami

TexMACS Medyum
%20 FBS
NK-92 %1 Penisilin/Streptomisin
%1 L-Glutamin

200 IU/mL IL-2

vV V V VY V

DMEM High Glucose Medyum
PC3 %10 FBS

%1 Penisilin/Streptomisin

vV V V VY

%1 L-Glutamin

DMEM High Glucose Medyum
PNT1A %10 FBS

%71 Penisilin/Streptomisin

vV V V VY

%1 L-Glutamin

e PNTIA Normal Prostat Hiicreleri ve PC3 Prostat Kanser Hiicreleri ig¢in ayni
medyum “DMEM High Glucose” kullanildi.

e 50 mL’lik falkon tiiplere, tablo 3.3’te belirlenen oranlarda karistirilarak
hazirlandi.

e Falkon tiiplerin kapag1 kapatilip, parafilm ile etrafi sarildi. Kullanmak i¢in su
banyosunda 1sitildi. Kullanildiktan sonra +4°C buzdolabina konuldu.

e NK-92 hiicre medyumu 50 ml’lik tiiplere, tablo 3.3’te belirlenen oranlarda
karistirilarak hazirlandi.

e +4°C ve -20°C dolapta olan hiicre kiiltiirii malzemeleri ¢ikarild1 ve alkollenerek

hiicre kiltiriine alinda.
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Malzemeler su banyosunda c¢ozdiiriildii. Ardindan laminer kabine alinarak

medyum hazirlandi.

Yapilan tiim islemler laminer kabin igerisinde steril bir ortamda gerceklestirildi.

3.2.2. Hiicre Cozdiirme ve Hiicre kiiltiiri

3.23

Oncelikle su banyosu 37°C’ye ayarlandi ve istenilen 1siya geldikten sonra,
hiicreler azot tankindan ¢ikarildi.

Hiicrelerin bulundugu kriyovial tlipler hizli bir sekilde 37°C su banyosunda 1-2
dakikada hafifce siirekli hareket ettirerek kontrollii bir sekilde ¢ozdiriildii.

Daha sonra, hiicrelerin bulundugu tiipler alkollenerek laminer kabine alindi.
Hiicreler 1000 pL pipet ile ¢ekilerek, 15 ml'lik steril bir falkon tiipe aktarildi.
Hiicrelerin iizerine tliplin duvarina temas ettirerek, ¢ok yavas ve hassas bir sekilde
medyum eklendi.

Medyum eklendikten sonra tiipiin agz1 kapatildi ve hiicrelerle beraber bulunan
DMSO’yu uzaklastirmak i¢in 200xg’de 7 dk boyunca santrifiij edildi.
Santrifiijden sonra tiip, hassas ve dikkatli alkollenerek kabinin i¢ine alindi.

Hiicreler T25 ve T75 flasklara ekildi.

. PNT1A ve PC3 Hiicre Kiiltiirii

Santrifiiden sonra tiiplin icindeki siipernatant, serolojik pipet ile dikkatli bir
sekilde pelleti kaldirmadan ¢ekildi ve atildi.

Tiipiin dibinde kalan pellet lizerine medyum eklendi ve pipetaj yaparak
homojenize edildi.

Homojen hale gelen hiicrelerin lizerine medyum eklendi.

Ekim yapilacak T25 ve T75 flasklarin i¢ine de bir miktar medyum eklendi.
Hiicreler serolojik pipetle ¢ekilerek T25 flaska ekimi yapildi. Hiicreler ekildikten
sonra mikroskopta incelendi ve hiicrelerin temiz oldugu ve saglikli bir sekilde
tutunmaya bagladiklar1 gézlemlendi.

Ardindan 37°C %5 CO2’de inkiibe edildi ve diizenli bir sekilde her giin kontrol
edildi. Yaklasik %80 konfluensiye ulastig1 zaman yeni flasklara pasaj yapildu.
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PNT1A Normal Prostat Hiicreleri PC3 Prostat Kanseri Hiicreleri

Sekil 3.2. PNTIA ve PC3 Hiicrelerinin Mikroskop Gériintiileri (10X)

3.2.4. NK-92 Hiicre Kiiltiirii

Tiipiin i¢indeki siipernatant, serolojik pipet ile dikkatli bir sekilde pelleti
kaldirmadan ¢ekildi ve atildi.

Tiiplin dibinde kalan pellet tlizerine NK-92 hiicreleri i¢in hazirlanan medyum
eklendi ve pipetaj yaparak homojenize edildi.

Homojen hale gelen hiicrelerin {izerine medyum eklendi.

Ekim yapilacak T25 flask i¢ine de 15 ml medyum eklendi. NK-92 hiicreleri
stispanse hiicreler olduklart i¢in, flasklara dikey bir sekilde ekim yapilmaktadir.
Hiicreler T25 flaska ekildi. Hiicreler ekildikten sonra mikroskopta incelendi ve
hiicrelerin temiz oldugu ve saglikli bir sekilde c¢ogalmaya bagsladiklari
gbzlemlendi.

37°C %5 CO2’de inkiibe edildi ve diizenli bir sekilde her giin kontrol edildi.
Hiicreler kiimelesmeye basladiklarinda pipetaj yapilarak, tek hiicre haline
getirildi.

Hiicreler ¢cok yogun olduklarinda ve gerektiginde taze medyum eklendi ve yeni

T25 flasklara pasajlandi.
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NK-92 immiin Hiicreleri

Sekil 3.3. NK-92 Hiicrelerinin Mikroskop Goriintiisii (40X)

3.2.5. PNT1A ve PC3 Hiicrelerinin Pasajlanmasi

Oncelikle hiicrenin medyumu gekildi ve atildi.

Flask i¢inde kalan kalintilari, 6lii ve yiizen hiicreleri temizlemek icin 2 defa
kalsiyum ve magnezyum igeren PBS ile yikama yapildi ve PBS atild1.

Ardindan hiicreleri ylizeyden kaldirmak i¢in 2 ml tripsin eklendi ve 37°C %35
CO2'de 1.5 dk boyunca inkiibe edildi.

Inkiibasyondan sonra hiicreler, hizli bir sekilde mikroskopla kontrol edildi ve
hiicrelerin kalktig1 gozlemlendi.

Tripsini inhibe etmek icin, tripsinin 2 kati1 kadar medyum eklendi ve serolojik
pipetle ¢ekilerek 15 ml'lik falkon tiipe aktarildi.

Hiicrelerin dibe ¢okmesi i¢in, 200xg'de 7 dk boyunca santrifiij edildi.

Santrifiij sonras1 hiicrelerin kalkmamasi icin, tlip hassas bir sekilde tasindi ve
alkollenerek kabine alindi.

Hiicreler dibe ¢oktiigii i¢in, stipernatant dikkatli bir sekilde ¢ekildi ve atildi.
Dipte kalan pellet iizerine taze medyum eklendi ve hiicreleri siispanse hale
getirmek i¢in pipetaj yapildi.

Siispanse ve tek hiicre haline getirilen hiicreler, serolojik pipet ile ¢ekildi ve yeni

flasklara ekim yapilarak pasajlama yapildi.
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Stok i¢in ve deneyin ilerleyen asamalarinda herhangi bir sorunla karsilagildigi
zaman tekrar en basa donmek yerine kaldigimiz pasajdan devam edebilmek i¢in,

her pasajda hiicreler donduruldu (back up alindi).

3.2.6. NK-92 Hiicrelerinin Pasajlanmasi

3.2.7

NK-92 hiicreleri yeterli konfluensiye (yaklasik %70-80 yogunluga) ulastigi
zaman, tiim medyum topland.

Hiicreler 50 ml’lik falkon tiiplere aktarildi. (NK hiicreleri siispanse hiicreler
olduklar1 i¢in yiizeye yapisip tutunmazlar. Bu nedenle de tripsin kullanmaya gerek
yoktur.)

Daha sonra 400xg’de 7 dk boyunca santrifiij yapildi.

Santrifiij sonrasi siipernatant ¢ekildi ve atild1.

Dipte kalan pellet {lizerine bir miktar taze medyum eklendi. Tiipte bulunan
hiicreler toplanarak, T75 flaska ekim yapildi.

Hiicre ekimi yapildiktan sonra hiicre yogunlugu kontrol etmek i¢in mikroskopta
gbzlemlendi.

Saglikli durumda olan ve ideal yogunlukta ekilmis olan hiicreler, 37°C %5 CO-
inkiibatorde inkiibe edildi.

. PNT1A ve PC3 Hiicrelerinin Dondurulmasi

15 ml’lik falkon tiipe Dondurma-Freezing Medyum hazirlandi. (Freezing
medyum, %20 DMSO, %40 FBS ve %40 DMEM icermektedir. Hiicrenin
dondurulmasi i¢in 6zel hazirlanmaktadir.)

Once flask igindeki hiicrelerin medyumu, serolojik pipetle ¢ekilerek atildi.
Kalsiyum ve magnezyum igeren PBS ile yikama yapildi ve yikama yapildiktan
sonra PBS de atildi.

Daha sonra flaska tutunmus olan hiicreleri yilizeyden kaldirmak i¢in tripsin eklendi
ve flaskin agzi kapatilarak, 37°C %5 CO2'de 1.5 dk boyunca inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasi mikroskop ile inceleme yapilarak, tiim hiicrelerin yiizeyden

kalktig1 gozlemlendi.
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Tripsini inhibe etmek i¢in 2 kat1 kadar medyum eklendi ve pipetaj yaptiktan sonra,
serolojik pipetle hiicreler ¢ekilerek 15 ml’lik falkon tiipe aktarildi.

200xg'de 7 dk boyunca santrifiij edildi. Santrifiijden sonra siipernatant ¢ekilerek
atild.

Pelletin iizerine pipet ile 750 pL. medyum eklendi ve pipetaj yaparak hiicre
stispanse hale getirildi.

Falkon tiipte siispanse hale getirilen hiicreler ¢ekilerek, Cooler {izerinde bulunan
2 ml’lik kriyoviallere aktarildi.

Hiicrelerin iizerine, damla damla ¢ok hassas ve kontrollii bir sekilde 750 pL
freezing medyum eklendi.

Freezing medyum eklendikten sonra, kriyoviallerin agz1 kapatilarak dakikada 1°C
soguma saglayan CoolCell’e yerlestirildi.

Son olarak CoolCell 1 giin boyunca -80°C’de bekletildikten sonra -196°C azot

tankina yerlestirildi.

. NK-92 Hiicrelerinin Dondurulmasi

Flasklarda bulunan hiicreler serolojik pipetle ¢ekilerek toplandi ve 50 ml’lik
falkon tiiplere aktarildi.

400 xg’de 7 dk boyunca santrifiij edildi. Santrifiijden sonra siipernatant ¢ekilerek
atild.

Pellet iizerine pipet ile 750 L. medyum eklendi ve pipetaj yaparak hiicre siispanse
hale getirildi.

Falkon tiipte siispanse hale getirilen hiicreler ¢ekilerek, Cooler lizerinde bulunan
2 mI’lik kriyoviallere aktarildu.

Hiicrelerin iizerine, damla damla ¢ok hassas bir sekilde 750 pL freezing medyum
eklendi.

Freezing medyum eklendikten sonra, kriyoviallerin agz1 kapatilarak CoolCell’e
yerlestirildi.

Son olarak CoolCell 1 giin boyunca -80°C’de bekletildikten sonra -196°C azot

tankina yerlestirildi.
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3.2.9. Hiicre Sayimi

3.2.10.

Hiicre sayimi, halen standart hiicre sayim yontemi olarak kabul edilen Tripan Blue
ile yapildi.

Bu metod Tripan Blue’nun membrani hasarlanmis hiicrelere girebilme prensibine
dayanmaktadir.

Olii hiicrelerin membranlar1 hasarli oldugu icin Tripan Blue bu hiicrelerin igine
girip onlar1 boyayabilirken canli hiicrelerin membranini asamaz (Piccinini vd.,
2017).

Bir eppendorfta 1:1 oranda (50 pL hiicre, 50 uL boya) hiicre ve boya karistirildi.
Bu karigimdan her kuyucuga 10 pL olacak sekilde Neubauer New lamina yiikleme
yapildi.

40X’te yapilan sayimda, canli hiicreler lam iizerinde parlak goziikiirken oli
hiicreler i¢ine boya niifuz ettigi icin mavi goziikkmektedir.

Lamdaki 16 karelik 5 sayim alaninda bulunan canli hiicrelerin aritmetik
ortalamasi alinarak ve 3 sayim tekrar1 yapilarak sayim saglamlastirildi.

Elde edilen sayimlarin sonucunda ortalama hiicre sayisi belirtilen formiile

yerlestirildi ve 1 mL siispansiyon igerisinde kag hiicre oldugu hesaplandi.

Hlucre . 4
= Hicre sayim ortalamast X 10* X 2 (df)

mL

df = Diliisyon Faktori

miR-30c¢ Transfeksiyonu
NK-92 hiicre hattina, miR-30c’nin {iriin protokoliine uygun sekilde transfeksiyon
gerceklestirildi.

Hiicre transfeksiyonu i¢in LipoFectMax kimyasal1 araciligi ile gerceklestirildi.

Transfeksiyon Oncesi Hazirhk: Liyofilize haldeki 2,5 nmol miR-30c mimik, 25 uL
ddH>O’da ¢ozdiiriildiikten sonra 100 uM ana stok elde edildi.

Ardindan 1 mI’lik 1 uM ara stok olusturuldu.
Ana stoktan kalan miktar ve olusturulan ara stoktan kalan miktarlar, steril PCR

tiiplerine aliquatlanarak -20°C’de saklanda.
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Uriin protokoliine uygun bir sekilde, ihtiyacimiz olan1 kadar 6nce A soliisyonu
(miR-30c mimik+ FBS ve antibiyotik icermeyen medyum) hazirlandi.

Ardindan B soliisyonu (Lipofectamine + FBS ve antibiyotik igermeyen medyum)
hazirland.

Bu iki soliisyon ayr1 ayri1 5’er dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra
birbirine karistirildi ve 20 dk oda sicakliginda inkiibe edildi.

Logaritmik biiylime fazindaki 16x10® NK-92 hiicresi toplandi. Transfeksiyon
verimliligini optimize etmek amaciyla, islem sirasinda antibiyotik ve Fetal Bovine
Serum (FBS) icermeyen medyum kullanildi.

Daha 6nceden kiiltiir edilen NK-92 hiicreleri sayildi ve T75 flasklara 32 mL’de
16x10¢ hiicre olacak sekilde ekim yapildi.

Ardindan bu hiicreler hazirlanan miR-30¢ mimik soliisyonu (miR-30c mix) ile

inkiibe edildi.

Inkiibasyon Siireci: 16x10° NK-92 hiicreleri, hazirlanan miR-30c mimik soliisyonu

ile 37°C %5 CO; igeren inkiibatorde 6 saat inkiibe edildi.

Hiicre Dis1i miRNA’larin Uzaklastirllmasi: 6 saatlik inkiibasyondan sonra hiicre

icine girmeyen miR-30c’leri uzaklastirmak i¢in, 200x g’de santrifiij edildi.

e Santrifiij sonras1 siipernatant dikkatli bir sekilde uzaklastirildi ve hiicre i¢ine

girmeyen miR-30c’leri tamamen uzaklastirmak i¢in pellet PBS ile siispanse

edildi. Hiicreler tekrar santrifiij edildi.

e Santrifiij sonrasi slipernatant atild1 ve pellet medyum ile siispanse edildi.

e Siispanse edilen hiicreler yeni flasklara ekildi ve 48 saat inkiibasyona birakildi.

e Bu asamada “sNK-92” hiicreleri elde edildi.

3.2.11.

Transfeksiyon Sonrasi Islem

Her iki transfeksiyon grubu i¢in, 6 saat sonra hiicre siispansiyonu toplanarak
200xg'de 10 dakika santrifiij edildi. Stipernatant uzaklastirildi.

Hiicreler taze TexMACS complete medyumda resiispanse edildi.

Ardindan 48 saat boyunca inkiibe edildi.

24 saat sonra PNT1A ve PC3 hiicreleri 96 kuyucuklu plakalara ekildi.
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3.2.12. Prostat Hiicrelerinin NK-92 / sNK-92 Hiicreleri ile Ko-Kkiiltiir

Ko-kiiltiir deneyleri, NK hiicrelerinin prostat hiicreleri tlizerindeki sitotoksik
etkisini degerlendirmek amaciyla yapildi.

Ko-kiiltiir deneyleri sitotoksisite deneyleri i¢in 96 kuyucuklu plakalarda
gerceklestirildi.

PC3 ve PNT1A hiicreleri i¢in ayr1 plakalar kullanild1, her grup i¢in 6 teknik tekrar
yapildi.

Her grup i¢in ayri ayr1 15 mL’lik tiiplerde belirlenen oranda hiicre igerecek sekilde
NK-92 ve sNK-92 hiicreleri hazirlandi.

Planlanan dizayna gore, once hiicre sayimi1 yapildi.

Prostat Hiicreleri yeterli konfluensiye ulastiysa, 96 Well’lere ekim yapildi.
Ardindan 96 kuyucuklu plakalarin her kuyucuguna 100 pL i¢inde 5 bin hiicre
olacak sekilde hiicre ekimi yapildi.

Her kuyucuga 100 pL prostat hiicreleri ekildi.

Daha sonra her gruba uygun olacak sekilde tizerine 100 pL. NK/sNK hiicreleri
ekildi.

Hiicreler, 37°C, %5 CO- inkiibatorde 6 saat ko-kiiltiir edildi.

Deney gruplari su sekilde olusturuldu:

1. Kontrol (sadece prostat hiicresi)

2. Prostat hiicresi (PNT1A veya PC3) + NK-92 (1:8 orani)

3. Prostat hiicresi (PNT1A veya PC3) + NK-92 (1:16 orani)

4. Prostat hiicresi (PNT1A veya PC3) + sNK-92 (1:8 orani1)

5. Prostat hiicresi (PNT1A veya PC3) + sNK-92 (1:16 orani)

6. Prostat hiicresi (PNT1A veya PC3) + Negatif Kontrol NK-92 (1:16 orani)

Immiin boyama analizi i¢in, 24 kuyucuklu plakalar kullanild.
Immiin boyama analizinde, sitotoksisite analizinden elde edilen sonuglara gore en

verimli sonucu veren NK-92 ve sNK-92 hiicre oran1 kullanildi.
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3.2.13. Sitotoksisite Deneyi

Sitotoksik deneyleri her hiicre hatti i¢in 7 grup ve 6 teknik tekrar seklinde
gerceklestirildi. Hedef ve efektor hiicreler icin, 1:8 ve 1:16 (Hedef:H: Prostat
Hiicreleri, / Efektor:E: NK-92 Hiicreleri) oranlar1 kullanildi.

Oncelikle PNT1A ve PC3 hiicreleri igin hiicre saymmi yapildi. Ardindan 96
kuyucuklu plakanin her kuyucuguna 100 uL 5 x 10° Prostat hiicreleri ekildi.

%35 CO2 igeren 37°C inkiibatorde 24 saat boyunca inkiibe edildi.

24 saat sonra, kiiltiir edilmis NK-92 ve sNK-92 hiicreleri santrifiijlendi.
Stipernatant atildi ve pellet, 1:1 oraninda hazirlanan ortak medyumda
(DMEM:TexMacs) siispanse edildi.

Ardindan 100 uL NK-92 ve sNK-92 hiicreleri prostat hiicreleri ile %5 CO2 igeren
37°C inkiibatorde 6 saat boyunca, 1:8 ve 1:16 oraninda birlikte kiiltiir edildi.

6 saat sonra, kuyucuklardaki NK-92 ve sNK-92 hiicrelerini i¢ceren medyum
cekilerek atildi ve kuyucuklar PBS ile yikandi.

Kuyucuklardaki hiicrelerin tizerine tekrar 100 uL taze medyum eklendi.

Son olarak her kuyucuga 10 uL. CCK-8 (Cell Counting Kit- Hiicre Sayma Kiti)
(Elabscience) eklendi ve %5 CO2 iceren 37°C inkiibatorde 4 saat boyunca inkiibe
edildi.

Daha sonra, her hiicre hatt1 igin spektrofotometrede (Tecan Infinite 200 PRO) 450
nm'de okumalar alindi. Degerler bir Microsoft Excel dosyasina aktarilarak analiz

icin kaydedildi.

Sekil 3.4. PNT1A ve PC3 Hiicrelerinin Sitotoksisite Deneyi
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3.2.14. immiin Boyama Deneyi

Sitotoksisite deneylerinde sNK-92 1:16 oranda daha fazla sitotoksik etki
gosterdigi icin Immiin boyama deneylerinde de 1:16 oran1 kullanildi.

Her hiicre tipi i¢in her protein grubu 3 tekrarli sekilde yapildu.

Oncelikle 24 well plate’in her kuyucuguna 3,3 x 10% olacak sekilde PNTIA ve
PC3 hiicreleri ekildi ve %5 CO> igeren 37°C inkiibatorde 24 saat boyunca inkiibe
edildi.

24 saat sonra her kuyucuktaki medyum uzaklastirildi ve PBS ile yikama yapildi.
Prostat hiicreleri, NK-92 ve sNK-92 hiicreleri 1:16 oraninda, ortak medyumda
(1:1) %5 COz igeren 37°C inkiibatorde 6 saat boyunca ko-kiiltiir edildi.

6 saat sonra, medyum uzaklastirildi ve PBS ile 2 defa yikama yapildi. Ardindan
her kuyucuga 200 pL %3,5 PFA (Sigma, 158127) eklendi ve oda sicakliginda 25
dk inkiibe edildi.

Inkiibasyondan sonra PFA uzaklastirild1 ve hiicreler, PBS ile 3 defa yikandi.

Her kuyucuga PBS Azid eklendi ve plate’in etrafi parafilm ile kapatilarak, immiin
boyama yapana kadar +4°C'de saklandi.

Deneyde kullanilacak primer antikorlar, optimize konsantrasyona gore hazirlandi.
Kaspaz-3 antikoru 1/100, kaspaz-8 antikoru 1/200, kaspaz-9 antikoru 1/300 ve
BAX antikoru 1/250 oranlarinda sulandirildi.

Coverslipler, hiicreler yukarida olacak sekilde pens ile ¢ikarildi ve PBS ile 3 defa
yikama yapildi.

Fazla PBS bir peceteye dokundurularak alind1 ve coverslipler, cam bir petrinin
igerisine yerlestirilmis parafilm tizerine konuldu.

Petrinin igerisine, coversliplerin inkiibasyon agamasinda kurumasini engellemek
icin ddH20O ile 1slatilmis bir pecete iyice kivirilarak petrinin kenarina dogru
yerlestirildi.

Coverslip ilizerine, primer antikordan 10 pL eklendi ve plakanin etrafi parafilm ile
kapatildiktan sonra 4°C’de 24 saat inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasinda coverslip tekrar 3 defa PBS’e batirilarak yikandi ve
kurutulup tekrar petri lizerine alindi.

Bu asamada los 1sikta calisildi. Coversliplerin {izerine, 10 pL Floresein

Izotiyosiyanat (FITC) sekonder antikor eklendi.
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Plakanin etrafi parafilm ve aliiminyum folyo ile kapatildiktan sonra 37 °C’de 2
saat inkiibe edildi.

Ardindan, coverslip 3 defa PBS’te yikandi, fazla su alindi ve coverslip petri
tizerine tekrar alindi.

Cekirdekleri boyamak i¢in, coverslip lizerine 10 pL 7 aminoaktinomisin-D
cekirdek boyasi (7-AAD) (1/100 sulandirilmis) eklendi.

Plakanin etrafi parafilm ve aliiminyum folyo ile kapatildiktan sonra 37 °C’de 40
dk. inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasinda, coverslip PBS’e batirilarak yikandi.
Lamel iizerine, 4 puL kapatma medyumu konuldu ve coverslipte hiicrelerin
bulundugu taraf medyaya gelecek sekilde kapatildi.

Coversliplerin etrafi seffaf oje ile kapatildi.

Oje kuruduktan sonra, goriintiileme yapilana kadar, hi¢ 151k almayacak sekilde
kapali1 olan slide klasorii olarak adlandirilan karton bir deftere yerlestirildi.

Etrafi aliiminyum folyo ile sarildi ve -20 °C’de saklandi.

Goriintilleme i¢in Ornekler onceden c¢ikarildi ve 1sindiktan sonra floresan
mikroskop ile 40X’te goriintiilendi. Elde edilen goriintiiler ImageJ programu ile

analiz edildi.

Istatistiksel Analiz

Sitotoksisite calismalari, Completely Randomized Design (CRD) prensiplerine
uygun olarak 6 ana grup ve her grupta 6 teknik tekrar bulunacak sekilde planlandi.
Grup i¢i Orneklem sayisinin belirlenmesinde, klasik istatistiksel hesaplama
yontemlerinin yani sira testin giicli de temel bir kriter olarak dikkate alindi.
Deneyler sonucunda elde edilen kantitatif verilerin istatistiksel degerlendirmeleri
GraphPad Prism 9 (GraphPad Software, USA) yazilimi kullanilarak
gerceklestirildi.

Verilerin normal dagilim sergileyip sergilemedigi Shapiro-Wilk ve Kolmogorov-
Smirnov testleri ile analiz edildi; normal dagilim gdsteren verilerin
karsilagtirilmasinda parametrik bir yontem olan Tek Yonlii Varyans Analizi (One-

Way ANOVA) tercih edildi.
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Iki ve {i¢ boyutlu test diizeneklerinden elde edilen kantitatif verilerin istatistiksel
analizlerinde ise yine Shapiro-Wilk ve Kolmogorov-Smirnov normallik testlerini
takiben, normal dagilim gosteren gruplar i¢in parametrik t-testi yOntemi
uygulandi.

Tiim istatistiksel degerlendirmelerde p < 0.05 degeri anlamlilik esigi olarak kabul

edilmistir.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

4.1. Sitotoksik Assay Sonuclari
4.1.1. NK-92 ve sNK-92 Hiicrelerinin PNT1A Hiicreleri Uzerindeki Sitotoksik
Etkisi
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Sekil 4.1. NK-92 ve sNK-92 Hiicrelerinin PNT1A Normal Prostat Hiicreleri Uzerindeki Sitotoksik Etkisi.
(*p <0.05; **p <0.01; ***p <0.001; ****p <0.0001 ns: istatistiksel olarak anlamli degil)

NK-92 ve sNK-92 hiicrelerinin, PNT1A normal prostat hiicreleri iizerindeki
sitotoksik etkisini belirlemek amaciyla CCK-8 testi yapilmustir. Oncelikle PNT1A prostat
hiicreleri, 1:8, 1:16 E:H olacak sekilde NK-92 ve sNK-92 hiicreleri ile 6 saat ko-kiiltiir
edilmistir. Sekil 4.1.’de goriildiigii iizere, 6 saatlik inkiibasyon sonunda tiim deney
gruplarinda (NK 1:8, 1:16 ve sNK 1:8, 1:16) hiicre canliligt %90’in {izerinde
korunmustur. Ayrica kontrol grubu ile kiyaslandiginda, istatistiksel olarak anlamli bir

fark goriilmemistir.
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4.1.2. NK-92 ve sNK-92 Hiicrelerinin PC3 Hiicreleri Uzerindeki Sitotoksik
Etkisi
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Sekil 4.2. NK-92 ve sNK-92 Hiicrelerinin PC3 Prostat Kanseri Hiicreleri Uzerindeki Sitotoksik Etkisi.
(*p <0.05; **p <0.01; ***p <0.001; ****p < (0.0001 ns: istatistiksel olarak anlaml1 degil)

NK-92 ve sNK-92 hiicrelerinin, PC3 prostat kanseri hiicreleri iizerindeki
sitotoksik etkisini belirlemek amaciyla CCK-8 testi yapilmistir. Oncelikle PC3 prostat
kanseri hiicreleri, 1:8, 1:16 E:H olacak sekilde NK-92 ve sNK-92 hiicreleri ile 6 saat ko-
kiltir edilmistir. Sitotoksisite analizlerinde, NK-92 hiicrelerine kiyasla sNK-92
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hiicrelerinin PC3 hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkisinin belirgin diizeyde yiiksek oldugu
gozlemlenmistir.

Her iki efektor hiicre tipi icin de E/T orani arttik¢a sitotoksisitenin arttigi
goriilmektedir. 1/8 oranindan 1/16 oranina gegiste canlilik kaybi istatistiksel olarak daha
anlamli hale gelmistir (p <0.001). Ayni konsantrasyondaki sNK hiicrelerinin NK
hiicrelerine gore ¢cok daha giiclii bir hiicre 6liimii indiiklemistir. Ozellikle sSNK 1/16 grubu
ile NK 1/16 grubu arasindaki fark belirgin diizeyde saptanmistir. Maksimum etki ise SNK
1/16 grubunda kaydedilmigtir. Canlilig1 yaklasik %40 oraninda azalttig1 gézlemlenmistir.

4.2. Iimmiin Boyama Sonuclar1

4.2.1. PNT1A ve PC3 Hiicrelerinin Immiin Boyama ile Apoptoz Yolagina Ait

TAAD

BAX ve CAS3 Proteinlerinin Goriintiilenmesi
Merge
PNTIA-NK

BAX
PNTIASNK- - -

Sekil 4.3. PNT1A Normal Prostat Hiicreleri, 6 saat Ko-Kiiltiirden Sonra BAX Proteininin Immiin

Boyama ile Goriintiilenmesi. Cekirdek Boyasi Olarak 7-AAD Kullanilmistir. BAX Protein Sentezini
Goriintiilemek I¢cin FITC Isaretli Sekonder Antikor kullanilmustir.



7AAD BAX Merge

PC3-sNK

PC3-NK

Sekil 4.4. PC3 Normal Prostat Kanser Hiicreleri, 6 saat Ko-Kiiltiirden Sonra BAX Proteininin Immiin
Boyama ile Goriintiilenmesi. Cekirdek Boyasi Olarak 7-AAD Kullanilmistir. BAX Protein Sentezini
Goriintiilemek I¢in FITC Isaretli Sekonder Antikor kullanilmistir.

7TAAD CAS3 Merge

PC3-sNK

Sekil 4.5. PC3 Prostat Kanseri Hiicreleri, 6 saat Ko-Kiiltiirden Sonra CAS3 Proteininin Immiin Boyama
ile Goriintiilenmesi. Cekirdek Boyasi Olarak 7-AAD Kullanilmistir. CAS3 Protein Sentezini
Gériintiilemek I¢in FITC Isaretli Sekonder Antikor kullanilmustir.
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Merge

PC3/NK PC3/sNK
CAS3 CAS3

Sekil 4.6. PC3 Prostat Kanseri Hiicreleri, 6 saat Ko-Kiiltiirden Sonra CAS3 Proteininin Immiin Boyama
Merge Goriintiileri. Cekirdek Boyas: Olarak 7-AAD Kullanilmistir. CAS3 Protein Sentezini
Goriintiilemek I¢in FITC Isaretli Sekonder Antikor kullanilmistir.

Merge

PC3/sNK PC3/sNK
BAX CAS8

Sekil 4.7. PC3 Prostat Kanseri Hiicreleri, 6 saat Ko-Kiiltiirden Sonra BAX ve CASS8 Proteinlerinin
Immiin Boyama Merge Gériintiileri. Cekirdek Boyasi Olarak 7-AAD Kullanilmistir. Protein Sentezini

Goriintiilemek I¢cin FITC Isaretli Sekonder Antikor kullanilmustir.



53

NK-92 ve sNK-92 hiicreleri ile 6 saat muamele edilen PC3 ve PNT1A hiicre
hatlarinda, apoptotik siire¢ 40X floresan mikroskobu ile analiz edilmistir. Bu amagcla;
hiicre ¢ekirdekleri 7-AAD ile isaretlenirken, apoptozda kritik rol oynayan CASP3,
CASPS8, CASP9 ve BAX proteinlerine 6zgii primer ve sekonder antikorlar kullanilmigtir.

Yapilan incelemeler sonucunda, NK-92 ve sNK-92 hiicreleri ile ko-kiiltiir edilen
PNT1A normal prostat epitel hiicrelerinde her iki efektdr grubunda da apoptotik protein
ekspresyonu zayif veya bazal diizeyde kalmistir. Buna karsin, NK-92 ve sNK-92
hiicreleri ile ko-kiiltlir edilen PC3 prostat kanseri hiicrelerinde BAX, CAS3 ve CAS
proteinlerinin floresan sinyal intensiteleri belirgin diizeyde tespit edilmistir. SNK-92
hiicreleri ile muamele edilen gruplarda CAS3, CAS8 ve BAX proteinlerine ait floresan
sinyal siddetinin, NK-92 hiicrelerinin etkisine kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede

daha yiiksek oldugu saptanmustir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER
5.1 Sonuclar

Bu tez calismasi kapsaminda, miR-30c ile genetik olarak modifiye edilen dogal
oldiirticti hiicrelerin (sNK-92), PC3 prostat kanseri ve PNT1A normal prostat epitel
hiicreleri tlizerindeki antikanser etkinligi ve etki mekanizmalan ilk kez kapsamli bir
sekilde ortaya konulmustur.

Elde edilen bulgular dogrultusunda miR-30c¢ modifikasyonu, NK-92 hiicrelerinin
PC3 hiicrelerini tanima ve imha etme kapasitesini istatistiksel olarak anlamli diizeyde
artirmustir. Ozellikle 1:16 E/T oraninda sNK-92 hiicrelerinin, PC3 hiicre canliligimi %40
oraninda azalttig1 saptanmistir (p <0.0001).

Modifiye hiicrelerin en kritik basarisi, kanser hiicrelerini agresif bir sekilde hedef
alickken PNTIA normal prostat hiicreleri {izerinde anlamli bir sitotoksisite
olusturmamasidir. Bu durum, miR-30c tabanli hiicre terapilerinin gilivenli bir tedavi
profili potansiyeli sundugunu gostermistir. Gézlemlenen bu giiclii floresan 151ma, sNK-
92 hiicrelerinin hedef kanser hiicrelerinde hem intrinsik hem de ekstrinsik apoptoz
yolaklarin1 NK-92 hiicrelerine gore cok daha etkin bir gekilde tetikledigini molekiiler
diizeyde dogrulamaktadir. Ozellikle kaspaz aktivasyonundaki bu belirgin artis ve BAX
ekspresyonunun yogunlagmasi, sNK-92 hiicrelerinin antitimoral etkinliginin ve
programli hiicre 6liimiinii indiikleme kapasitesinin NK-92 kontrol grubuna gore {istiin

oldugunu kanitlar niteliktedir.

Bu calismadan elde edilen veriler, prostat kanseri immiinoterapisinde yeni bir

donemin kapisin1 aralamaktadir.

5.2 Oneriler

e Gelecekte sNK hiicrelerinin tiimoér mikrogcevresinde (TME) ne kadar siire canli
kaldigim1 ve tiimor hacmini kiicliltme hizim1 6lgmek amaciyla ksenogreft fare
modelleri iizerinde ¢alismalar planlanmalidir.

e sNK-92 hiicrelerinin, klinikte kullanilan Trastuzumab veya diger kemoterapdtik

ajanlarla sinerjik etkisini optimize edecek yeni dozaj calismalar1 yapilmalidir.
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e miR-30c'nin tek basina etkisinin yani sira farkli mikroRNA'lar ile kombine
edildigi; birden fazla sinyal yolagini es zamanli hedefleyen bir yaklasimla, NK
hiicrelerinin sitotoksik kapasitesi ve tiimorden kagis mekanizmalarina direnci

uzerindeki etkileri incelenmelidir.

Ozetle bu galisma, prostat kanseri gibi agresif malignitelerde miR-30c ile stimiile
edilmis NK hiicrelerinin, sagliklt dokuya zarar vermeyen "secici bir immiinoterapi ajan1"
olarak kullanilabilecegini literatiire kazandirmistir. Bu bulgular, gelecekteki faz

calismalari ve klinik uygulamalar icin temel bir referans niteligi tasimaktadir.
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