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OZET

Amag¢: Meme kanseri diinya ¢apinda kadinlarda en sik teshis edilen kanser tipi olup
metastatik meme kanserleri tiim Oliimlerin %90’m1 olusturmaktadir. Bu yiizden
metastatik meme kanserini tedavide yeni hedeflerin kesfi biiylik 6nem tasimaktadir.
TRPV1 immiin sistemi aktive eden ve diizenleyen bir kalsiyum kanalidir. Yapilan
calismalarla TRPV1’in kanser ile iligkisi bildirilmistir. TRPV1’in kanser varliginda
immiin hiicreler iizerine olan etkilerini inceleyen ¢alisma azdir. Bu sebeple
calismamizda metastatik meme kanseri varliginda TRPV1 ekspresyonundaki olasi
degisiklikleri belirlemek  ve TRPV1 eksprese eden hiicrelerin
immiinofenotiplendirilmesinin yapilmasi ile bu hiicrelerin izole edilerek TRPV1
kanalinin immiin hiicrelerin sitokin salinimma olan etkilerini incelenmesi

amagclanmustir.

Yontem: Beyin (4TBM) ve karaciger (4TLM) metastatik meme kanseri olusturulmus
fareler ile saglikli farelerin immiin dokularinda hiicrelerin fenotiplendirilmesi akis
sitometrisi ile belirlenmistir. Farelerin dalak, lenf nodu ve peritonlarindan alinan
stvilardan T hiicreler, makrofajlar ve diger immiin hiicreler hiicre kiiltriine alinmus,
cesitli uyaranlar altinda TRPV1 aktivasyonunun TNFa, IFNy, IL-6 ve IL-10
sitokinlerinin  salimimlar1 iizerinde yaptigi degisiklikler ELISA yoOntemiyle

belirlenmistir.

Bulgular: Grl+TRPV1+ monosit hiicre ekspresyonu 4TBM tasiyan farelerde
artmistir. Kanser tasiyan farelerde T hiicrelerin IL-6 ve IFNy salinimlar1 ex vivo
TRPV1 agonisti capsaicin uygulamasi ile azalmistir. In vivo olvanil uygulamasi
sonucunda TRPV1 eksprese eden hiicrelerin sayis1 kontrol grubuna gore periton
dokusunda artmig ve olvanil uygulanan grubun makrofajlarinda IL-6 ve TNFa salinin

artmigtir.

Sonu¢: 4TBM ve 4TLM metastatik meme kanserinde TRPV1 ekspresyonu ilk defa
gosterilmistir. In vivo olvanil uygulamasi makrofajlar1 antitimor yanit gosterecek
sekilde farklilastirmistir. Calismamiz bu farklilagma hakkinda literatiire 6n bilgiler

saglamaktadir.

Anahtar Kelimeler: 4TBM, 4TLM, TRPV1, olvanil, makrofa;j



ABSTRACT

Objective: Breast cancer is the most diagnosed cancer type among women worldwide
and metatstatic breast cancer accounts for 90% of all breast cancer-related deaths.
Therefore, discovery of new targets for the treatment of metastatic breast cancer is
important. TRPV1 is a calcium channel which can activate and regulate the immune
system. It has been stated that TRPV1 has a relation with cancer. There are few studies
examining the role of TRPV1 in immune cells in cancer. In our study, we aimed to
determine the changes of TRPVI expression on immune cells and
immunophenotyping of TRPV1 expressing cells, also examining the effects of TRPV 1

on cytokine release on isolated immune cells in metastatic breast carcinoma.

Method: Brain (4TBM) and liver (4TLM) metastatic breast carcinoma cells were used
to induce tumor in female Balb/c mice. Cell immunophenotyping of tumor bearing and
healthy mice were determined by flow cytometry. T cells, macrophages and other cells
were isolated from spleen, lymph nodes and peritoneum. The effect of TRPVI
activation on TNFa, IFNy, IL-6 and IL-10 cytokine releases with/without stimuli
challenges on these cells by ELISA.

Results: Gr1+TRPV 1+ monocyte cell expression increased in 4TBM bearing mice.
IL-6 and TNFa release from T cells obtained from tumor bearing mice were decreased
with ex vivo capsaicin treatment. In vivo olvanil treatment increased TRPV1
expressing cell number in peritoneum compared to control group and IL-6 and TNFa

release from macrophages obtained from in vivo olvanil treated group were increased.

Conclusion: TRPV1 expression in 4TBM and 4TLM metastatic breast carcinoma
were shown first time. In vivo olvanil treatment differentiated the macrophages to

antitumor responder type. Our study adds preliminary information to literature.

Key words: 4TBM, 4TLM, TRPV1, olvanil, macrophages.
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1. GIRiS

Kanser; hiicrelerin gen ekspresyonlarinda birtakim degisikliklerin olmusmasiyla
normal hiicresel islemlerin disregiilasyonuna ve sonucunda anormal hiicre biiyiimesi
ve farklilagmasi ile karakterize edilen; bu genetik degisimler ile dokular1 isgal edip,
viicudun farkli yerlerine metastaz yapacak Ozellikler kazanan ve bu sayede
morbiditeye sebep olan; tedavi edilmez ise kisinin 6lmesine sebep olan bir hastaliktir
(Ruddon, 2011). Metastaz ise tiimor hiicrelerinin ¢ogalma amaciyla ¢evredeki ya da
uzak ikincil bolgelere yayilmsidir. Kanser tedavisinde birgok yeni tedavi secenegi
ortaya konmussa da metastatik meme kanserinin tedavisi halen olduk¢a sinirhidir ve

yeni tedavi arastirmalarina ihtiyag vardir.

Transient Receptor Potential Vanilloid 1 (Gegici reseptdr potansiyeli vanilloid 1), TRP
siiper ailesinin iizerinde en ¢ok calisilmis iiyesidir. TRPV1’in agr1 ve ndrojenik
enflamasyondaki rolii daha onceki yapilan ¢aligmalarla ortaya konmus ve viicuttaki
diger dokularda yeni rollerinin kesfedilmesiyle ¢alismalar diger doku ve hiicrelere
odaklanmaya baglamistir (Fernandes ve ark., 2012). Yapilan ¢alismalar sonucunda
TRPV1 ekspresyonunun kanser varligi ile birlikte degistiginin ortaya konulmasiyla
TRPV1, kanser tedavisinde yeni bir hedef olarak dikkat ¢cekmistir. TRPV1 kanalinin
capsaicin, sicaklik ve diisiik pH ile aktive edilerek hiicre icine Ca*? alinmasini saglar.
Bu sayede hiicreye spesifik fonksiyonlarin gergeklestirilmesine katkida bulunur.
Yapilan caligmalar sonucunda TRPV1’in immiin sistemde de rolii oldugu ortaya
konmustur. Ornegin CD4+ T hiicrelerinin ve makrofajlarin sitokin salinimina ve
dendritik hiicrelerin antijen sunma fonksiyonuna ve olgunlagmasina aracilik ettigi

bildirilmistir (Basu ve Srivastava, 2005; Bertin ve ark., 2014; Ninomiya ve ark., 2017).

TRPV1’in kanser varliginda immiin sistem {izerine yapilan ¢aligsma azdir. Literatiir
bilgisi gbdz Oniinde bulundurularak TRPV1 aktivasyonunun anti-timor yanit
olusturabilecegi hipotezi kurulmus ve bu hipotez dogrultusunda caligsmalar
gergeklestirilmistir. Calismamizda metastatik meme kanseri varlifinda TRPV1
ekspresyonundaki olasi degisiklikleri arastirarak TRPV1 eksprese eden hiicrelerin
immiinofenotiplendirilmesinin yapilmasi ve TRPV1 aktivasyonunun immiin
hiicrelerin sitokin salimimlar1 {izerine etkilerinin arastirilmasi amaclanmistir. Bu

amaclar dogrultusunda beyine (4TBM) ve karacigere (4TLM) metastataz yapan meme



kanser hiicreleri kullanilarak farelerde kanser olusturuldu. Bu farelerin dalak, lenf
nodu ve peritonlarindan alinan sivilarda TRPV1 eksprese eden hiicrelerin
oranlarindaki degisiklikler analiz edildi. Yine bu dokulardan T hiicre, makrofaj ve
diger hiicreler izole edilip hiicre kiiltiirline alinarak c¢esitli uyaranlarin varliginda
TRPV1 aktivasyonunun TNFa, [FNy, IL-6 ve IL-10 sitokinlerinin salinimlari iizerine

etkileri arastirilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kanser

Kanser; hiicrelerin gen ekspresyonlarinda birtakim degisikliklerin olugsmasiyla normal
hiicresel islemlerin disregiilasyonuna ve sonucunda anormal hiicre biiyiimesi ve
farklilagmasi ile karakterize edilen; bu genetik degisimler ile dokulart iggal edip,
viicudun farkli yerlerine metastaz yapacak oOzellikler kazanan ve bu sayede
morbiditeye sebep olan; tedavi edilmez ise kisinin 6lmesine sebep olan bir hastaliktir
(Ruddon, 2011). 2012 yilinda diinya capinda yaklasik 14 milyon yeni vaka ve kanserle
iligkili 8 milyon 6liim rapor edilmistir, yapilan istatistikler de kanserin morbidite ve
mortalite ana sebeplerinden biri olarak gostermektedir. Goriilme siklig1 agisindan ise
erkeklerde akciger kanseri, kadinlarda ise meme kanseri olarak karsimiza ¢ikmaktadir

(Forman ve Ferlay, 2014).

On yillardir siiregelen ¢alismalar ile kanserin sebepleri ortaya konulmaya ¢alisiimakta
ve devam eden calismalarin sonuglar1 bize hastaligin 6zellikleri ile ilgili her giin yeni
bilgiler vermektedir. Kanserin sebepleri arasinda genel olarak genetik yatkinlik, gen-
cevre iligkisi, bulasici ajanlar ve dis ortamdaki ajanlara maruziyet olarak belirtilebilir.
Kansere genetik ve epigenetik bir hastalik olarak baktifimizda onkogenler, timor
baskilayict genler ve bakict genler (6rnegin DNA tamir genleri) iizerindeki
mutasyonlar sonucunda tiimdr olusumu goriilmektedir. Bunlarin yani sira dis
ortamdaki faktorler de kanser olusumuna sebep olmaktadir; bu faktorler arasinda
sigara kullanimi, c¢esitli kimyasallara maruziyet ve diyet sayilabilir. Fakat insan
kanserlerinin ilk asamalar1 halen tam olarak ortaya konulamamistir (Hahn ve

Weinberg, 2015).

Hiicreler normal fizyolojik islevlerini yerine getirirken hiicre proliferasyonunu,
sagkalimini, farklilagsmasini, migrasyonunu ve g¢evre hiicrelerle iletisimini kontrol
eden genler iizerindeki degisiklikler sonucunda hiicreler kanser hiicreleri haline

gelirler.
Kanser hiicrelerinin aksiyomatik 6zellikleri su sekilde belirtilmektedir;

- Eksojen mitojenlerden bagimsiz olarak ¢ogalma kapasitesi,

- Biiylime inhibitdr sinyallerine kars1 yanitsizlik,



- Apoptoza direng gosterme,
- Smirsiz proliferasyon potansiyeli,
- Damar olusturabilme kapasitesi,

- Cevre dokular1 isgal sonucunda metastaz yapabilme

Kanser hiicreleri haline gelen hiicrelerin nasil dokulara invazyon ve metastaz yaptigi
ile ilgili yapilan ¢aligmalar son yillarda hiz kazanmis ve gelistirilen deney modelleri
ve araglar sayesinde sebepler ortaya konulmustur fakat halen metastaz iizerine

cevaplanmay1 bekleyen bir¢ok soru bulunmaktadir (Hanahan ve Weinberg, 2011).

2.1.1. Metastaz

Metastaz, timdr hiicrelerinin ¢ogalma amaciyla ¢evredeki ya da uzak ikincil bolgelere
yayillmasina denilmektedir. Kanserle iliskili o6liimlerin  %90’1 metastazdan
kaynaklanmaktadir ve halen tam olarak mekanizmas1 aydinlatilamamistir. Metastatik
yayilim sirasinda birincil tiimor dokusundaki kanser hiicresi su adimlari (Sekil 2.1)

takip etmektedir;

Cevre dokuya saldirmasi

- Lenf ve kan dolasiminina girmesi (intravazasyon)

- Sagkalim sonras1 dolagim sistemi ile uzak dokulara translokasyonu
- Kan dolasimindan ¢ikmasi (Ekstravazasyon)

- Uzak dokunun mikrogevresinde sagkalimi

- Yabanci dokuya adapte olarak hiicre proliferasyonunu kolaylagtirmasi ve

ikincil tiimdr olusumu (Kolonizasyon) (Chaffer ve Weinberg, 2011)
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METASTAZ |
TUMOR PROGRESYONU

Sekil 2.1. Tiimdr hiicrelerinin progresyonu. Normal hiicrelerin ¢esitli mekanizmalarla tiimor hiicresi
haline gelerek diger dokularda ikincil timér dokulari olusturmalari timdr progresyonu olarak
adlandirilmaktadir (Acharyya ve ark., 2015)

Metastazin patogenezinde bircok farkli faktor ayni anda ya da tek basina etki
etmektedir. Normal hiicreler, kanser hiicresi haline geldikten sonra g¢ogalmaya
baglarlar. Bu sirada enflamatuvar hiicreler tiimor bolgesine ¢agirilarak anjiyogenez
baslatilir. Bu sayede tiimor dokusunda damar yapis1 olusturulmaya baslanir. Yiiksek
siklikta mutant varyantlart olusturularak kanser hiicreleri pre-metastatik nisler
olusturur. Neoplastik hiicreler bu asamadan sonra c¢evre dokulara g¢esitli motilite
mekanizmalarini kullanarak saldirmaya baslar. Hiicreler timor dokusuna giren immiin
hiicrelerin invazif fonksiyonlarmi kullanarak lenf ve kan dolasimina katilir
(intravazasyon) ve uzak dokulara taginirlar. Tasinma sirasinda hiicreler endotelyuma
yapisir ya da damar ¢ap1 gecis i¢in ¢ok dar ise takilir kalirlar (arrest). Yapisan ya da
arrest olan hiicreler damardan ¢ikarak (ekstravazasyon) ikinci dokuya yerlesirler. Pre-
metastatik nigler yeni bdlgede proliferasyona ve kolonizasyona baslayarak ikincil

tiimdr dokusunu olustururlar (Acharyya ve ark., 2015; Welch ve Hurst, 2019).

Yapilan ¢alismalar sonucunda metastazin oldukg¢a karmasik ve ¢ok asamali bir olay
oldugu ortaya konmustur. Tiimor hiicreleri ile viicudun normal hiicreleri arasinda
gerceklesen etkilesimler dogrudan metastatik asamalar1 etkilemektedir. Bu igleme
katilan bir¢ok faktor tanimlanmigsa da metastaz tam olarak anlasilabilmis degildir ve
metastatik 6zellik gosteren kanserlerin tedavileri simirli diizeyde kalmaktadir

(Kozlowski ve ark., 2015).



2.1.2. Meme Kanseri

Elde edilen istatistiki verilere gore diinya capinda kadinlarda en sik teshis edilen
kanser tipi olan meme kanserinin son yillarda gelistirilen yeni tedavi protokolleri ve
yeni teshis teknikleri sayesinde gelismis iilkelerde goriilme siklig1 azalsa da gelismekte
olan ve az gelismis iilkelerde goriilme sikliginda artis goriilmektedir ve 2012°de 1,7
milyon yeni vaka ile halen ciddi bir tehdit olusturmaktadir (Forman ve Ferlay, 2014).
Ulkemizde de tiim yas gruplarinda kadmlar arasinda en sik gériilen kanser %24,9

oranla yine meme kanseridir (Hacikamiloglu ve ark., 2017).

Meme kanseri klinik agidan dort farkli molekiiler alt-tip ile kategorize edilmektedir,
bunlar; luminal A, luminal B, HER2-pozitif ve {i¢lii negatif meme kanseridir. Bu dort
grubun yani sira gen kopya sayist ve ekspresyon analizlerine gore alt tip sayisi

artmaktadir (Harbeck ve Gnant, 2017).

Luminal A tiimorleri; tiimor hiicrelerinde dstrojen reseptoril (ER) ile iligkili genlerin
yiiksek ekspresyonu, insan epidermal biiyiime faktor reseptor 2 (HER2neu) genlerinin
ve proliferasyonla iligkili genlerin diisiik ekspresyonu ile karakterize iken Luminal B
timorleri diisiik seviyede Ostrojen reseptorii ekspresyonu, degisen seviyelerde
HER2neu ekspresyonu ve yiiksek oranda proliferasyonla iligkili genlerin ekspresyonu
ile karakterize edilmektedir. Bunlarin yani sira Ki67 indeksi de Luminal alt tiplerin
profillerinin ¢ikarilmasinda kullanilmaktadir. Ki67 histon-olmayan niikleer korteks
proteinidir ve polimeraz-I bagimli ribozomal RNA sentezinin ilk basamaklarma
katilmaktadir. Ki67 ekspresyonu immiinohistokimya ile belirlendikten sonra orani
hesaplanarak raporlanmaktadir ve tiimoriin biiyiime hizi hakkinda fikir sahibi

olunabilmektedir (Penault-Llorca ve Radosevic-Robin, 2017; Hashmi ve ark., 2018).

HER2-pozitif meme kanseri HER2 overekspresyonu ile karakterize olan bir meme
kanseri alt tipidir ve meme kanserlerinin yaklasik %15-20’sini olusturmaktadir. Uglii
negatif meme kanseri ise tiimor hiicrelerinde Gstrojen reseptoriiniin ekspresyonu
<% 1 den diisiiktiir, progesteron reseptorii ekspresyonu negatiftir ve normal seviyede
HER?2 reseptor ekspresyonu gostermektedir. Uclii negatif meme kanseri diger alt
tiplere gore daha kotii prognoz gostermektedir ve tedavi i¢in molekiiler hedefinin az
olmas1 da tedavi olanaklarini kisitlamaktadir (Loibl ve Gianni, 2017; Stovgaard ve

ark., 2018).



Meme kanseri bir onceki boliimde anlatilan metastaz asamalarini takip ederek
viicudun farkli bolgelerine yayilarak yeni koloniler olusturur. Meme kanserinin alt
tipleri en yaygin kemik metastazi gostermektedir; istatistiki verilere bakildiginda
HER2-pozitif ve luminal B alt tipleri akciger, karaciger ve beyin metastazlari ile iligkili
bulunmusken ti¢lii negatif alt tipi yiiksek seviyede beyin, akciger metastazi gosterirken
diger alt tiplere gore daha az siklikta karaciger ve kemik metastazi yapmaktadir. Bu
alt tiplerin sagkalim siirelerine bakildiginda luminal A tipi en iyi sagkalim siiresi
gosterirken bunu luminal B takip etmektedir. HER2 ve {i¢lii negatif meme kanseri
benzer sagkalim siirelerine sahiptir. Bu alt tiplerin belirlenmesi tedavi segeneklerinin
ortaya konulmasinda 6nem arz etmektedir. Her ne kadar bu hedefler kullanilarak yeni
ilaglar gelistirilmigse de metastatik meme kanseri tedavisi halen ¢ok smirlidir. Bu
sebeple metastatik meme kanserinin tedavisinde yeni hedefler ve bu hedeflere yonelik
ilag arastirmalart olduk¢a 6nemlidir (Scully ve ark., 2012; Lim ve Hortobagyi, 2016;
Harbeck ve Gnant, 2017).

2.1.3. Kanserin Immiin Sistem ile liskisi

Kanser ile immiin sistem arasinda kompleks bir iliski bulunmaktadir. T hiicreler
kanseri yok etmek i¢in etkili bir savunma olustururken kanser hiicreleri de immiin
sistemi baskilayacak faktorler salgilayarak bu yanitin zayiflamasina ve hatta ortadan
kaldirilmasini saglayabilirler. iImmiin hiicreler dogal (myeloid) ve adaptif (lenfoid)
kokenlidirler; myeloid kokenli hiicreler makrofajlar, dendritik hiicreler, monositler,
graliinositler ve dogal oldiiriicii hiicreler gibi hiicre tiplerinden olugmaktadir ve bu
hiicreler viicuda giren patojenlere karsi ilk yaniti1 baslatirlar. Patojenler yakalanip
tanindiktan sonra dendritik hiicreler adaptif yanit1 olusturacak T ve B hiicrelerine bu
antijenleri (timor antijenleri de dahil olmak iizere) sunarak adaptif yanitin
olusturulmas1 saglanmaktadir. Bu hiicreler arasindaki etkilesim kansere karsi
gosterilen yanitin yogunlugunu ve sonucunu etkilemektedir. Ancak tiimorle iligkili
antijenlerin ¢ogu Oz-proteinler oldugu i¢in kansere karsi immiin yanit ¢ogu zaman
yetersiz kalmaktadir. Bununla birlikte bu hiicreler tiimér mikrogevresine yeterince
penetre olamazlarsa tiimdr eliminasyonu yavaglar (DeNardo ve Coussens, 2007,

Rezaei ve ark., 2015).

Immiin hiicreler yanit olusturabilmek adina sitokin ad1 verilen polipeptidleri sentezler
ve kullanirlar. Nanomolar veya pikomolar konsantrasyonda salgilanan bu
polipeptidler ile hiicre proliferasyonu, farklilasmasi ve hiicresel aktivitelerin
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diizenlenmesi gibi hiicresel fonksiyonlarin kontrolii saglanmaktadir. Kanser hiicreleri
de hiicrelerden sitokin salinimini regiile edebilmektedir fakat mekanizmalar

aydinlatilamamistir (Hirbod-Mobarakeh ve ark., 2015). Bu sitokinlere 6rnek olarak;

-  TNFo: Tiimor nekroz faktor alfa olarak isimlendirilir. Pro-enflamatuvar bir
sitokin olarak aktif makrofajlardan, NK hiicrelerden ve T hiicrelerden
salgilanir. Endotelyal hiicreleri etkinlestirerek enflamasyonu baslatir;

notrofilleri etkinlestirir.

- IL-1B: Interlokin 1 beta makrofajlar, dendiritik hiicreler, fibroblastlardan
salgilanirlar. Endotelyal hiicreleri etkinlestirerek enflamasyon ve koagiilasyon
desteklenir, karacigerde akut faz proteinlerinin salgilanmasini saglar ve T

hiicrelerin yardimci T 17 hiicrelerine farklilagmasini indiikler.

- IL-6: Interlokin 6 pro-enflamatuvar bir sitokindir ve makrofaj, endotelyal
hiicreler ve T hiicrelerden salgilanirlar. Karacigerden akut faz proteinlerinin
salgilanmasini, néron gelisimini, yara iyilesmesinde keratinosit, mezengial

hiicrelerin cogalmasini saglar.

- IL-10: interlokin 10 makrofajlardan salgilanirlar ve yardimer tip 1 T
hiicrelerinin sitokin salinimini ve hiicre gelisimini inhibe ederler. Ayrica MHC

siuf II ekspresyonlarini baskilar.

- IL-17A: interlékin 17 yardimci T 17 hiicrelerinden salgilanmaktadirlar ve

makrofaj ve endotelyal hiicrelerden kemokin ve sitokin salinimini arttirirlar.

- IFNy: Interferon gama olarak isimlendirilmektedir. T hiicreler ve NK
hiicrelerden salgilanmaktadir. Makrofajlar1 klasik yolakla aktive eder, T
hiicreleri yardimer tip 1 T hiicrelere farklastirir. Diger hiicrelerin yiizeylerinde
MHC smif I ve II molekiillerinin ekspresyonlarini arttirir (Abbas ve ark.,

2015a; Dembic, 2015)

Dendritik hiicreler adaptif immiin yanitin baslatilmasinda kilit rol oynayan hiicrelerdir.
Viicuda giren protein yapili antijenler dendritik hiicreler tarafindan yakalanip
endositoz ve pinositozla hiicre i¢ine alinir. Bu antijenler islenir ve T hiicreleri aktive
etmek amaciyla hiicre ylizeyinde major histokompatibilite kompleksi (MHC) Smif I
veya II adi verilen molekiiller ile eksprese edilirler. MHC Smif I biitiin ¢ekirdekli
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hiicreler tarafindan hiicre yiizeyinde eksprese edilirken, MHC smif II antijen sunan

hiicreler tarafindan eksprese edilmektedir (Abbas ve ark., 2015b).

T hiicreler immiin sistemin etkinlik gdstermesinde en onemli elemandirlar. immiin
sistem B hiicreleri kullanarak ‘“hiimoral” yanit gdsterir; B hiicreler antikorlar
salgilayarak immiin yanit gosterirler. T hiicreler ise “hiicresel” yanit1 organize ederler.
Sitokinler sayesinde hiicreleri immiin yanita hazirlar ve yonlendirirler. Bu
fonksiyonlarin1 gosterebilmek i¢in yabanci patojenleri taniyabilecegi molekiiller olan
antijenlerin T hiicrelerine sunulmasi1 gerekmektedir. Bu islem ise dendritik hiicreler
tarafindan MHC Sif II ile T hiicre reseptorlerine tanitilmasiyla gerceklesir. T
hiicreler, CD4+ ve CD8+ T hiicreleri olmak iizere iki ana gruba ayrilirlar. CD4+
hiicreler sinif II MHC ile aktive olurlar ve gérevleri immiin sistemi kontrol etmektir;
B hiicrelerin antikor iiretmesini saglarlar, makrofajlarin mikrobisidal aktivitesini
giicledirirler, sitokin ve kemokin salgilayarak immiin yanit1 kontrol ederler. CD4+
hiicreler girdikleri etkilesimler sonucunda diger alt tiplerine farklilagabilirler, bu
hiicreler; Yardimci tip 1, yardimcr tip 2, yardimcei tip 17 ve regiilator T hiicreleridir.
CD8+ T hiicreler ise MHC simif I ile aktive olurlar, aktive olduklarinda hedef hiicrenin
duvarii perforin ile pargalayarak igeri granzim A ve B salgilarlar ve hedef hiicreyi
yok ederler. Bu yiizden CD8+ T hiicrelere sitotoksik T hiicreleri de denilmektedir
(Yee, 2006; Zhu ve Paul, 2008). 4T1 ve E0711 fare meme kanser hatlar1 kullanilarak
yapilan bir ¢aligmada meme kanserine gosterilen immiin yanitta CD4+ ve CD8+ T
hiicrelerinin dogrudan rol oynadig bildirilmistir. Tiimor gelisiminin erken doneminde
yardime1 tip 1 T hiicreleri ile CD8+ T hiicrelerinin tiimor infiltre lenfosit (TIL)
popiilasyonunda ¢ogunlugu olusturdugu anca ge¢ donemde bu popiilasyonda

cogunlugun CD4+ T hiicrelerine dogru kaydig goriilmiistiir (Y. Huang ve ark., 2015).

Makrofajlar monontikleer fagositik soydan koken alan ve yliksek plastisite gosteren,
cok kolaylikla fenotip degistirebilen, hiicrelerdir. Makrofajlar genel olarak iki alt
popiilasyona ayrilmaktadir, M1 makrofajlar “klasik” yolakla aktive olmaktadir;
yardimei tip 1 T hiicrelerden salgilanan IFNy, TNFa ve Toll-benzeri reseptorlerinin
(TLR) aktivasyonu ile aktif hale gelirler. Pro-enflamatuvar sitokinler olan TNF, IL-
12, IL-23 ve IL-6 ve reaktif oksijen iiriinleri, nitrik oksit salgilayarak patojenleri
ortadan kaldirirlar ve ayrica antitiimor etki gosterirler. “Alternatif” yolakla aktive olan

M2 makrofajlar ise yardimci tip 2 T hiicrelerden salgilanan IL-4 ve IL-13 ile



farklilasirlar. Yiiksek miktarda IL-10 salgilarlar ve anti-enflamatuvar etki gostererek
doku tamirine katilirlar. Timdrii yok etmek i¢in timor dokusuna gelen makrofajlar
ortamda bulunan vazkiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF), siklooksijenaz 2
kaynakl1 prostaglandin E2 gibi mediyatorlere maruz kalinca M2 benzeri fenotipe
doniistirler ve tiimorle iliskili makrofajlar (TAM) haline gelirler. Bu TAM’lar
salgiladiklar1 epidermal biiyiime faktorii (EGF), VEGF, TNFa gibi faktorlerle yeni
damar olusumunu saglarlar, immiin sistemi baskilarlar ve tiimor hiicrelerinin
bliylimesini desteklerler. Bu sebeple makrofajlarin fenotip degisimini antitiimor yaniti
destekleyecek sekilde yonlendirmek tiimorii ortadan kaldirma girisimlerinde 6nem arz

etmektedir (Ramanathan ve Jagannathan, 2014; Williams ve ark., 2016).

Immiin hiicreler, malign hiicreler tarafindan eksprese edilen antijenleri yakalayarak
timore karsi yanit olusturmak amaciyla bu antijenleri isleyerek yiizeylerinde
sergilerler. Immiin sistem tarafindan antijen olarak algilanan bu molekkiiler arasinda
mutasyona ugramis proteinler, tiimor baskilayici gen iiriinleri, asirt miktarda eksprese
edilen 6z-proteinler ya da onkojenik viriisler bulunmaktadir. Bu antijenler sitotoksik
T lenfositlere tanitilarak tiimor hiicrelerinin 6ldiriilmesi saglanmaktadir. Ancak
cogunlukla bu sistem yetersiz kalmakta ve tlimor hiicreleri ¢esitli mekanizmalari

kullanarak immiin sistemden kagmaktadir. Bu mekanizmalara;

Timorle iligkili antijenlerin yeterince eksprese edilmemesi veya kaybi
- Tumor hiicrelerinin MHC Sinif I eksprese etmemesi

- T hiicre yiizeylerinde bulunan CTLA-4, PD-1 gibi baskilayici reseptorlerin
timor hiicreleri tarafindan aktive edilerek hiicrelerin yanit vermesinin

engellenmesi

- Timor mikrogevresinde bulunan myeloid kokenli baskilayici hiicre (MDSC)
ve timorle iligkili makrofajlarin salgiladiklar1 faktorlerle immiin yanitin

baskilanmasi

- Timor mikrogevresinin asidoza ve hipoksiye ugrayarak immiin sistemin

baskilanmasi

Gibi ornekler (Sekil 2.2) verilebilir (Abbas ve ark., 2015c¢; Davoodzadeh Gholami
ve ark., 2017).
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Sekil 2.2. Tiimérlerin immiin yanittan kagist 6zetlenmistir. Antitimor immiinite T hiicresinin tiimorle
iliskili antijenlerle aktive olmasiyla gerceklesir. Ancak antijenler yetersiz ise, MHC sinif I ekspresyonu
yoksa ya da immiin sistemi baskilayacak molekiiller ortamda bulunuyorsa T hiicre antitiimor yanit
gosteremez ve timorler immiin sistemden kagma firsati bulurlar. Sekil Abbas ve ark. (2015c)’tan
almmugtir.

2.2. TRP Kanallan
Transient Receptor Potential (gecici reseptor potansiyeli) olarak adlandirilan TRP
ailesinin kesfi 1960’larin sonuna dayanmaktadir; Drosophila cinsi sineklerin

fotoreseptorleri lizerinde ¢alisan iki arastirmaci tarafindan izole edilmesiyle
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kesfedilmistir. Kesfinden sonraki uzun yillar boyunca fonksiyonu tam olarak
coziilememis ancak amino asit sekans deneyleri sonucunda TRP kanallarinin iyon
kanallar1 oldugu anlasilmis ve fonksiyonlar1 {izerine olan ¢alismalar hiz kazanmistir

(Hardie, 2011; Montell, 2011).

TRP siiper ailesi diger iyon kanallari ailelerine gore ¢ok fazla ¢esitlilik gostermektedir;
151k, ses, kimyasallar, sicaklik ve dokunma dahil disaridan gelen uyaranlara kars1 yanit
olusturmada cesitli roller oynamaktadirlar (Venkatachalam ve Montell, 2007). TRP
kanallar1 sineklerden memelilere kadar bircok organizmada eksprese edilmekte ve

yapilaria gore 7 aileden olugsmaktadir. Bunlar;
- TRPC (canonical)
- TRPV (vanilloid)
- TRPM (melastanin)
- TRPA (ankyrin)
- TRPP (polycystin)
- TRPML (mucolipin)
- TRPN (NompC)

Son yillarda mayalar iizerine yapilan g¢alismalar sonucunda mayalarin da TRP
kanallar1 eksprese ettigi goriildii ve 8. aile TRPY (yeast) olarak adlandirildi (Li, 2017).

TRP kanallarinin insanlardaki dagilimi sekil 2.3’te verilmistir.
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TRPvs TRPV6 TRPA1

TRPV3
TRPV4
TRPV2
TRPP3
TRPV1
TRPP2
TRPML2
TRPP5
TRPML3
TRPC4
TRPMLA1
TRPC5
TRPM8
TRPC1
TRPM2
TRPC3
TRPM5
TRPC7
TRPM4
TRPC6
Vel TRPC2
TRPM6 TRPM1 (fare)

TRPM3

Sekil 2.3. insan TRP kanallarimin filogenetik haritasi (Nilius ve Owsianik, 2011)

TRP stliper ailesi viicutta bircok farkli fizyolojik olaya katilmaktadir. Bu
fonksiyonlarindan en dne ¢ikanlar1 dis uyaranlara kars1 olusturulan yanittir. Ornegin
TRPMS dilde tat alma duyusu ile iligkili iken (Perez ve ark., 2002), TRPV1 kanali
sicagr (>43°C), TRPV2 cok sicagr (>52°C), TRPMS8 ise sogugu algilamamizi
saglamaktadir (Caterina ve ark., 1997; Caterina ve ark., 1999; McKemy ve ark., 2002).

Duyusal iletideki rollerinin diginda TRP kanallarinin normal fizyolojik durumlarda da
rolleri bulunmaktadir. Kalp kas hiicrelerinde ve kan damarlarinda bulunan TRPM4,
TRPV2, TRPV4, TRPC1, TRPC4, TRPC6 kanallarinin kardiyak kontraktiliteyi,
vazkiiler tonu ve permeabiliteyi regiile ettigi bildirilmistir (Inoue ve ark., 2004).
Neredeyse biitlin TRP kanallar1 beyinde eksprese edilmektedir ve santral sinir
sisteminde &nemli rollere katilmaktadirlar. Ornegin TRPV1, TRPV2 ve TRPC3
norotransmitter saliniminda rol oynarken, TRPM7 ve TRPM2 oksidatif strese karsi
yanit olusturulmasini saglar. Bunlarin yaninda TRPM4 solunum sistemini kontrol eder
(Vennekens ve ark., 2012). Fareler lizerinde yapilan bir calismada TRPM7’nin
silinmesi embriyonik gelisimi etkilemis ve T hiicre olusumunu engellemistir (Jin ve

ark., 2008).
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TRP kanallar1 ayrica immiin sistemde de bulunmaktadir. TRPM4’{in timiis, dalak gibi
lenfoid dokularinda eksprese edildigi ve ayrica B ve T hiicre ve monositler gibi immiin
hiicrelerde eksprese edildigi gosterilmistir. T hiicreler iizerindeki TRPM4 inhibe
edildiginde Ca™ salmminm engellendigi goriilmiistiir. Ayn1 deneyde TRPM4,
agonisti ile uyarildiginda T hiicrelerden IL-2 salmiminin arttigr gézlemlenmistir
(Launay ve ark., 2004). TRPV2’nin makrofajlarin fagositozunda rol aldigi rapor
edilmistir. TRPV2-KO farelerle yapilan bir c¢alismada TRPV2 tasimayan
makrofajlarin Listeria enfeksiyonuna kars1 bakterileri temizlemede yetersiz kaldigi ve
bu sebeple mortalitenin arttigi bildirilmistir (Link ve ark., 2010). TRPM2-KO farelerle
yapilan bagka bir c¢aligmada TRPMZ2-/- farelerin dendritik hiicrelerinin
olgunlagmasinda ve kemokin aracili migrasyon yeteneklerinde bozulmalar tespit

edilmistir (Sumoza-Toledo ve ark., 2011).

2.3. TRPV1 Kanah

Transient Receptor Potential Vanilloid 1 (Gegici reseptor potansiyeli vanilloid 1), TRP
siiper ailesinin iizerinde en ¢ok calisilmig iiyesidir. TRPV1’in agr1 ve norojenik
enflamasyondaki rolii daha onceki yapilan ¢aligmalarla ortaya konmus ve viicuttaki
diger dokularda yeni rollerinin kesfedilmesiyle calismalar diger doku ve hiicrelere

odaklanmaya baslamistir (Fernandes ve ark., 2012).

TRPV1 kanali alt1 transmembran domain’den ve sitoplazmik N- ve C- terminus’tan
olugmakta; 5. ve 6. domain’ler arasinda por olusturan hidrofobik bir aciklik
bulunmaktadir (Sekil 2.4). N-terminus kisminda ii¢ adet ankirin domain’i tasimaktadir
ve C-terminus kisminda (6. transmembran domainin yakininda) bir TRP domain
bulunmaktadir (Caterina ve ark., 1997; Clapham, 2003; Tominaga ve Tominaga,
2005). TRPV1’in intraseliiler kisminda N- ve C-termini iizerinde fosfatidil-inositol-
4,5-bifosfat (PIP2), protein kinaz A, protein kinaz C ve Ca*?/Kalmodulin-bagimli
kinaz II (CaM-kinaz-II) baglanma bolgeleri bulunmaktadir (Planells-Cases ve ark.,

2005; Grycova ve ark., 2012).
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Sekil 2.4. TRPV1’in topolojik modeli. TRPV1’in 6 transmembran domain’leri ve N- ve C-terminus’lar1
topolojik modelde gosterilmistir. Fosforilasyon igin gerekli olan protein kinaz A (PKA), protein kinaz
C (PKC) ve Ca**/Kalmodulin-bagimh kinaz IT (CaMK-II), aktivasyon igin gerekli olan kapsaisin ve
proton baglanma noktalarinin yani sira TRP-benzeri domain ve fosfotidilinositol-4,5-bifosfat (PIP2)
baglanma bolgeleri sekil lizerinde goriilmektedir (Planells-Cases ve ark., 2005).

2.3.1. TRPV1 Kanalinin Aktivasyonu

TRPV1 kanalinin aktive edilmesiyle hiicre i¢ine Na*/Ca**/K* iyon girisi saglanir ancak
TRPV1’in kalsiyum gegirgenligi sodyuma gore yaklasik 10 kattir ve Ca*? seciciligi
oldugu sdylenebilir (Gunthorpe ve ark., 2002; Cortright ve Szallasi, 2009).

TRPV1 kanalinin aktivasyonu birden ¢ok ajanla modiile edilmektedir. Kanala adim
veren vanilloidler bu ajanlarin basinda gelmektedir. Capsicum cinsi biberden izole
edilen vanilloid tlirevi keskin bir bilesen olan capsaicin ve capsaicin analoglari
resiniferatoxin ve olvanil yiiksek derecede lipofilik 6zellik gostermektedir; hiicre i¢ine

alinir ve reseptoriin intraseliiler kismina baglarak aktive eder (Jung ve ark., 1999;
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Alsalem ve ark., 2016). Endojen bilesikler olan anandamid, N-arasidonoil-dopamin
(NADA), N-oleoildopamin, arasidonik asit ve lipooksijenaz tiirevleri olan 12-(S)- ve
15-(S)-hidroperoksieikosatetraneoik asit (12S-HPETE ve 15SHPETE) ve l6kotrien B4
TRPVI’i aktive etmektedir (Zygmunt ve ark., 1999; Hwang ve ark., 2000; S. M.
Huang ve ark., 2002; Chu ve ark., 2003). Bu ajanlarin disinda TRPV1 43°C ve {izeri
sicaklikla, asidifikasyonla (pH<6) da aktive olmaktadir (Caterina ve ark., 1997;
Tominaga ve Tominaga, 2005). Bradikinin, NGF (sinir biliylime faktorii), PAR2
(proteaz-aktive reseptor 2) agonistleri ile de TRPV1 aktivasyonu modiile edilmektedir
(Chuang ve ark., 2001; Amadesi ve ark., 2004). TRPV1 iizerine etkisi bildirilen bazi

ajanlar Sekil 2.5’te verilmistir.
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Sekil 2.5. TRPV1’i etkileyen ajanlar. Capsaicin ve analoglar1 resiniferatoxin ve olvanil TRPV1’in
eksojen agonisti iken anandamid endojen agonistidir. Capsazepine ise TRPV1 antagonistidir (Caterina
ve Julius, 2001).

TRPVI’in uzamis ya da tekrarlayan aktivasyonu sonucunda desentisizasyon
indiiklenmektedir ve reseptor sonraki uyaranlara karsi duyarsiz hale gelmektedir
(Sekil 5). TRPV1’in desentisizasyonu Ca*? bagimlidir (Mohapatra ve Nau, 2003).
TRPV1 aktivasyonuyla hiicreye alman Ca*? kalsineurin’in aktive olmasina ve kanali

desentisize etmesine sebep olmaktadir (Sekil 2.6). Daha sonra aktive olan CaMK-II
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TRPV1’i tekrar sentisize eder. Bu denge ile TRPV1’in aktivasyonu ve

desentisizasyonu kontrol edilmis olur (Jung ve ark., 2004).

capsaicin
Kapali Acik Desentisize

Sekil 2.6. TRPV1’in desentisizasyonu (Suh ve Oh, 2005)

TRPV 1’in protein kinaz A, protein kinaz C ve Ca*"?/Kalmodulin-bagimli kinaz 11 ile
modiilasyonu sonucunda TRPV1’in aktivitesi potansiyelize edilmektedir. N-
terminus’ta bulunan Ser116 ve Thr370 rezidiileri defosforile olduklarinda TRPV1
desentisize olmaktadir. Prostoglandin E2 gibi profinlamatuvar mediatorlerle saglanan
PKA aktivasyonu sonucu bu rezidiiler fosforillenir ve TRPV1 sentisizasyonu saglanir
(Bhave ve ark., 2002; Mohapatra ve Nau, 2003). Ser502 ve Ser800 rezidiileri Alanin
ile degistiginde TRPV1 aktivasyonu elimine edilmektedir. PKC’nin uyarilmasi ile
Ser502 ve Ser800 fosforile olmakta ve TRPV1 sentisize edilmektedir (Numazaki ve
ark., 2002; Bhave ve ark., 2003). Bradikinin G-protein bagli reseptorii olan Bradikinin
Reseptor 2’ye (BK2), NGF ise tirozin kinaz (TrkA) reseptorlerine baglanarak
fosfolipaz C (PLC)’yi aktive ederler. PLC plazma membranindaki PIP2’yi hidrolize
ederek TRPV1’in sentisizasyonunu saglamaktadir (Chuang ve ark., 2001).
Ca*?/kalmodulin-bagiml kinaz II, TRPV1 aktivitesini Ser502 ve Thr704 rezidiilerini
fosforillereyek kontrol etmektedir. Boylelikle TRPV1 desentisizasyonu inhibe edilmis
olur. (Jung ve ark., 2004).

2.3.2. TRPVY’in Ekspresyonu

TRPV1 daha ¢ok somatik ve i¢ organ duyu ndronlarinin neredeyse yarisinda, dorsal
root, trigeminal ve vagal ganglianin kii¢iik ve orta biiyiikliikteki sinirlerinde eksprese
edilmektedir (Caterina ve ark., 1997; Helliwell ve ark., 1998). TRPV1+/+ ve TRPV1-
/- farelere TRPV1 agonisti [3H]-Resiniferatoxin radyoaktif isaretli antikor
uygulanarak yapilan bir calismada TRPV1’in santral sinir sisteminde genis bir dagilim

gosterdigi tespit edilmistir (Roberts ve ark., 2004).
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Daha sonraki yillarda yapilan g¢aligmalar TRPV1 noéronlar diginda da eksprese
edildigini gdstermistir. Insan derisi iizerinde yapilan bir calismada TRPV 1’in kutandz
duyu sinir liflerinde, mast hiicrelerinde, epidermal keratinositlerde, dermal kan
damarlarinda, sag¢ folikiillerinde, ter bezlerinde, farklilagsmis sebositlerde bulunmus ve
deride genis yayilim gostermesi sebebiyle TRPV1’in nosisepsiyon ve norojenik
enflamasyonda rol oynayabilecegi belirtilmistir (Stander ve ark., 2004). insan
keratinositleri iizerinde yapilan bir baska calismada TRPV1’in capsaicin ile uyarilmasi
sonucunda pro-enflamatuvar mediyatorler olan IL-8 ve prostaglandin E2 salinimi
artmistir; aragtirmacilar TRPV1’in epidermal hasar sonrasinda olugan enflamasyonda
roliiniin olabilecegini bildirmistir (Southall ve ark., 2003). Sican kalplerinin gelismi
tizerinde yapilan bir deneyde kardiyomiyositlerin TRPV1 mRNA ekspresyonlari
degerlendirilmis ve neonatal sicanlarin kalplerinde TRPV1 eksprese edilirken
yetiskinlerde bu ekspresyon kaybolmustur. Bu sonuglar da kalp gelisiminde TRPV1’in

etkili oldugunu gostermektedir (Dvorakova ve Kummer, 2001).

TRPV1’in immiin sistemde de eksprese edildigi yapilan ¢alismalarla ortaya
konmustur. T hiicre reseptdr (TCR) aktivasyonunu takiben hiicrenin aktivasyonu i¢in
hiicre icine Ca*? girisi baslatilir. Yeterli miktardaki Ca* ile TCR sinyal yolag1 ve
onemli transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu saglanir. Bertin ve ark. (2014)
calismasinda CD4+ T hiicrelerinin aktivasyonunda TRPV1’in rolii arastirilmistir.
Kontrol olarak TRPV 1-/- farelerin kullanildig1 ¢alismada CD4" T hiicrelerinin TRPV1
eksprese ettigi ve TCR sinyalizasyonuna katilan TRPV1’in T hiicrenin proinfamatuvar
sitokinlerin (IFNy, IL-17A ve TNF) salgilamasma aracilik ettigi goriilmiistiir.
Sicanlarin neonatal doneminde capsaicin uygulanmasi timiis bezinin agirligini ve
hiicre sayisin1 olduk¢a azaltmis ve bununla birlikte timosit proliferasyonu ve T
hiicrelerinin mitojenlerine kars1 verdigi yamit azalmig, apoptotik hiicre oliimii
indiiklenmistir. Devam eden ¢alismalarda timositlere capsaicin uygulandiginda hiicre
icine alinan Ca'™ miktar1 artmis ve T hiicrelerinin apoptoza gittigi goriilmiistiir.
TRPV1 antagonisti capsazapine uygulamasi ile T hiicrelerde apoptoz inhibe edilmistir

(Amantini ve ark., 2004; Santoni ve ark., 2004).

Anti-enflamatuvar 6zelligi oldugu bilinen baharatlarin arastirildigi bir c¢aligmada
fareler 10 uM capsaicin ile beslenmis ve capsaicin periton makrofajlarinin siiperoksit

anyonlari, hidrojen peroksit ve nitrit radikallerinin tiretimini baskilamistir (Joe ve
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Lokesh, 1994). RAW264.7 makrofajlarla yapilan in vitro c¢alismada hiicrelerin
TRPV1 eksprese ettigi belirtilmis ve lipopolisakkarit (LPS) ve IFNy, ile
uyarildiklarinda salgiladiklar1 NO (nitrik oksit) ve prostoglandin E2 mediyatorlerinin
TRPVI1 analoglar1 capsaicin ve resiniferatoxin ve ilging olarak TRPV1 antagonisti
capsazepine ile azaldigi bildirilmistir (Chen ve ark., 2003). Makrofajlar iizerine
yapilan bir baska ¢alismada da LPS ile uyarilan makrofajlara TRPV1 antagonistleri
AMG-9810 ve capsazepine uygulanmis ve LPS indiiklii makrofajlardan salgilanan IL-
6, IL-1pB, IL-18 sitokinlerinin tiretimi baskilanmis; pro-IL-1p ve COX2 ekspresyonlar1
da azalmistir. Hem J774.1 hem de fare periton makrofajlarinda LPS’nin indiikledigi
enflamatuvar yanit TRPV1 antagonistleriyle baskilanmistir (Ninomiya ve ark., 2017).

Dendritik hiicrelerde de TRPV1’in rolii lizerine yapilan ¢aligmalarda birbirine karsit
sonuclar bulunmustur. Basu and Srivastava (2005) ¢aligmalarinda dendritik hiicrelerin
TRPV1 eksprese ettiklerini gostermislerdir. Olgunlagsmamis dendritik hiicrelere
capsaicin uygulandiginda antijen sunma ve ko-stimiilatér molekiillerinde artis olmus
ve hiicreler olgunlasma siirecine girmistir. Ayn1 deneyler TRPV1”" hiicrelerle
yapildiginda bu etki goriilmemistir. TRPV1™" hiicrelere TRPV1 antagonisti
capsazepine uygulandiginda da ayni sekilde bu etkiler inhibe edilmistir. Bu sonuglar
TRPV1 aktivasyonunun dendritik hiicre olgunlagsmasinda roliinlin oldugunu ortaya
koymaktadir. Fakat Toth ve ark. (2009) dendritik hiicreleri in vitro pro-enflamatuvar
antikorlarla uyarmislar ve uyarilan hiicrelere capsaicin uygulandiginda doza bagimli
olarak dendritik hiicrelerin olgunlasmasi inhibe edilmistir. Dalak dendritik
hiicrelerinde TRPV1’in roliiniin arastirildigi bir baska ¢alismada da CD11¢"F4/80-
dendritik hiicrelere capsaicin uygulandiginda hiicrelerien CGRP salgiladiklar1 rapor
edilmis ve bu etkinin TRPV1”" hiicrelerde goriilmedigi bildirilmistir. Th1 (Yardimc1
T 1) hiicrelerine capsaicin uygulandiginda ise IFNy saliniminin inhibe edildigi

gorilmistiir. (Assas ve ark., 2016).

2.3.4 TRPVT’in Kanserdeki Rolii

Yapilan calismalar sonucunda TRPV1 ekspresyonunun kanser varligi ile birlikte
degistiginin ortaya konulmasiyla TRPV1, kanser tedavisinde yeni bir hedef olarak
dikkat cekmistir. Bircok kanser tipinde TRPV1 kanalinin aktivasyonunun kanser
hiicrelerini apoptoza gotiirdiigii bildirilmistir. Insan pankreatik kanserinde ve kronik

pankreatitis durumunda TRPV1 ekspresyonunun arttig1 goriilmiis ve MIA PaCa-2 ve
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Capan-1 pankreas kanser hiicrelerine in vitro resiniferatoxin uygulanmasi sonucunda
hiicrelerin proliferasyonlariin azaldig: raporlanmistir (Hartel ve ark., 2006). Glioma
hiicreleriyle yapilan bir ¢alismada normal insan astrositlerine oranla U373 hiicreleri
daha yiiksek TRPV1 ekspresyonu gosterirken U87, FC1 ve FLS hiicreleri daha az
TRPV1 ekspresyonu gostermistir. Glioblastoma derecesi artttkea TRPV1
ekspresyonunun ters oranti gostererek azaldigi da ayni calismada bildirilmistir

(Amantini ve ark., 2007).

Insan mesanesinde ise normal iirotelyum transizyonel hiicre karsinomuna
donistiigiinde TRPV1 ekspresyonu azalmaktadir (Lazzeri ve ark., 2005). RNA-Seq
analizi ile 11 meme kanser dokusu ve 49 meme kanser hiicre hattinda TRP kanallarinin
incelendigi meta-analizde TRPV1’in biitiin 6rneklerde eksprese edildigi goriilmiis ve

normal meme dokusuna gore kanserli dokuda ekspresyonun arttigi bildirilmistir.

Uclii negatif meme kanser fenotipi gosteren SUM149PT hiicre hattinin normal meme
dokusuna gore artmis TRPV1 ekspresyonu ile karakterize edilmistir. TRPV1
ekspresyonundaki  degisikliklerin ~ kanser hiicrelerinin  progresyonunda ve
sagkaliminda roliiniin olabilecegi hipotezi 6ne siiriilmiistiir. Ayn1 ¢caligmada hiicrelerin
capsaicin ile uyarilmasi sonucunda hiicre proliferasyonunda azalma gorilmiistiir

(Weber ve ark., 2016).

Literatirde =~ TRP  kanallarinin  antikanser hedef olarak kullanilabilecegi
belirtilmektedir. TRPV1’in meme kanserinde ekspresyonunun artmas: kanser
hiicrelerinin kalsiyum iyonunu hiicre biiylimesini kontrol amaciyla kullandigin
diisiindiirmektedir. Meme kanserinde TRPV1 aktivasyonunun antiproliferatif etki
gostermesi de meme kanserini tedavide hedef olarak TRPV1’in kullanilabilecegini
gostermektedir. Bu sebeple meme kanserinde TRPV1’in aktivitesinin rolii ve
terapodik glicii hakkinda ¢aligmalara ihtiya¢ vardir (Ouadid-Ahidouch ve ark., 2013;
Weber ve ark., 2016).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Hiicre Kiiltiirii

3.1.1. Cahismada Kullanilan Hiicre hatlarinin Cogaltilmasi ve Takibi

Calismada 4T1 fare meme kanseri hiicre hattinin beyin (4TBM) ve karacigere (4TLM)
metastaz yapmis alt tipleri kullanilmigtir. 4T1 hiicreleri Balb/c farelerde kendiliginden
olugmaktadir ve agresif 0zellikler gdsteren bir metastatik meme kanseri hiicre hattidir.
4T1 hiicreleri enjekte edilen farelerin kalp metastazlarindan elde edilen hiicreler
4THM olarak adlandirilmaktadir. Elde edilen 4THM hiicreleri kullanilarak olusturan
timor modelinde farelerde goriilen beyin (4TBM) ve karaciger (4TLM)

metastazlarindan elde edilen hiicreler ise 4TBM ve 4TLM olarak adlandirilmistir.

Hiicre kiiltiir deneyleri steril laminar hava akimli ¢aligma kabininde yapildi. Sivi
nitrojende saklanan hiicreler, 37C su banyosunda ¢6ziildiikten sonra 10 mm’lik hiicre
kiiltiir petrilerine ekildi ve normal metabolik aktivitelerini siirdiirebilmeleri igin
gerekli olan ortamda; DMEM-F12 (Dulbecco’s modified Eagle Medium/nutrient
mixture F-12) besiyerine %5 fetal sigir serumu (FBS), 1 mM sodyum piruvat, 0.02
mM non- essential amino asit ve 40 mg/ml gentamisin eklenerek hiicrelerin ¢cogalmasi
saglandi. Hiicreler 37°C sicaklik ile %5 CO: ve nem igeren etiiv icerisinde
inkiibasyona birakildi. Kullanilan hiicre hatlarinin canlilik, ¢ogalma ve kontaminasyon
acisindan durumlart inverted mikroskopta giinliik takip edildi. Petrilerde %80’in

tizerinde hiicre yogunlugu gozlendiginde hiicreler pasajlanarak ¢ogaltildi.

3.1.2. Hiicrelerin Sayimi ve Enjeksiyonu

Calismalarda kullanilan 4TBM ve 4TLM metastatik meme kanser hiicreleri petri
tabanina tutunma o6zelligi gosterdigi i¢in sayim islemi Oncesinde petri tabanindan
ayrilmalar1 saglandi. Bu amagcla hiicrelerin bulundugu besiyeri ¢ekilip atildi ve
sonrasinda iizerine 1 mL Tripsin-EDTA eklendi. 1-2 dakika sonrasinda hiicreler
tutunduklar1 ylizeyden ayrilinca 1:3 oraninda besiyeri eklenerek 15 mL’lik santrifiij
tiipiine alind1. Tripsin-EDTA bulunan besiyerinden kurtulmak amaciyla 700 rpm’de 3
dakika santrifiij islemine tabi tutuldu. Santrifiijden sonra siipernatantlar atildi ve hiicre
peletleri 5 mL besiyeri ile tekrar siipanse edildi. Sayim amaciyla bu siispansiyondan
1:10 oraninda seyreltilerek yeni bir hiicre siispansiyonu elde edildi. Hemasitometre ile

sayimm islemi gergeklestirildi. Belirlenen hiicre sayisini elde etmek i¢in gerekli
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hesaplamalar yapildi ve belirlenen seyreltme miktar1 dogrultusunda hiicre
siispansiyonlari elde edildi. Bu siispansiyonlar 700 rpm’de 3 dakika santrifiijlendi ve
yine siipernatantlar atildiktan sonra peletler Hank’s solution ile 10° hiicre/mL olacak

sekilde siispanse edildi. Hazirlanan hiicre siispansiyonlar farelere enjekte edildi.

3.2. Hayvan Deneyleri

Hayvan deneyleri i¢in 6-8 haftalik disi Balb/c fareler kullanildi. Fareler 0,1-0,2 cc
ketamin-ksilazin ile uyutulduktan sonra sol 6n koltuk altlar1 tiras edildi ve hazirlanan
hiicre siispansiyonlar1 deri altina 0,2 cc olacak sekilde enjekte edildi. Fareler daha
sonra gruplara ayrildi ve 14 giin boyunca su ve yeme erisimleri serbest olacak sekilde
gdzlendi. 14 giiniin sonunda fareler sakrifiye edildi. Oncelikle farelerin peritonuna 5
mL %3 FBS iceren serum fizyolojik enjekte edildi ve yaklasik 5 dakika beklendikten
sonra karin boslugundan sivilar toplandi. Bu islemden sonra farelerin dalak ve lenf
nodlart steril olarak ¢ikarildi ve dokular %10 FBS iceren RPMI-1640 besiyeri
icerisinde toplandi. Diger ¢aligmalar steril laminar hava akimli ¢alisma kabininde
gerceklestirildi. Dokular iki kere gentamisin igeren PBS ile yikandiktan sonra steril
filtrelerden ezilerek gecirildi. Toplanan peletler tekrar PBS ile sulandirildi ve 1000
rpm’de 3 dakika santrfiijlendi. Santrifiij isleminden sonra siipernatant atildi1 ve peletler
tekrar PBS ile sulandirildi. Ornekler tekrar santrifiijlendikten sonra tampon ¢ozelti ile

sulandirildi. Calismalarin geri kalanina bu 6rnekler tizerinden devam edildi.

Toplanan periton sivilart da 1000 rpm’de 8 dakika santrifiijlendikten sonra
siipernatantlar1 atildi ve peletler tekrar %10 FBS igeren RPMI besiyeri ile sulandirildi.

Calismalara bu ornekler iizerinden devam edildi.

Tiimdrli hayvanlarin yani sira saglikli Balb/c fareler de deneylerde kullanildi ve ayni

islemlere tabi tutuldu.

3.3. Manyetik izolasyon

Hiicre kiiltiirii deneylerinde T hiicreleri diger immiin hiicrelerden ayirmak amaciyla
manyetik izolasyon protokolii izlenmistir. Farelerden toplanan dalak ve lenf nodlari
iki kere gentamisin igeren PBS ile yikandiktan sonra steril filtrelerden ezilerek
gecirildi. Toplanan peletler tekrar PBS ile sulandirildi ve 1000 rpm’de 3 dakika
santrfiijlendi. Santrifiij isleminden sonra siipernatant atildi ve peletler tekrar PBS ile

sulandirildi. Ornekler tekrar santrifiijlendikten sonra tampon ¢dzelti ile sulandirildi.
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Bu tampon ¢ozeltinin i¢ine biotin bagli antikor silispansiyonu (Biolegend — 480031)
eklendi. Bu siispansiyon igerisinde anti-Ly-6G/Ly6C (Gr-1), anti-CD45R/B220, anti-
CD49b, anti-CD19, anti-CD11b, anti-CD24, anti-TER-119/Erythroid antikorlari
bulunmaktadir. Antikor eklendikten sonra buzda 15 dakikalik inkiibasyon siiresinden
sonra hiicreler 1000 rpm’de 3 dakika santrifiijlendi. Orneklerin siipernatantlar1 atilip
tekrar tampon c¢ozelti ile tekrar sulandirildi ve yine buzda 15 dakika streptavidin
nanobead silispansiyonu ile inkiibe edildi. Streptavidin nanobead’ler siispansiyon
icerisindeki biotin bagh antikorlara baglanmaktadir. inkiibasyon siiresinin sonunda
hiicreler tekrar santrifiijlenip tampon c¢ozelti ile sulandirildiktan sonra manyetik
izolasyon aletinin icerisinde 5 dakika bekletilmistir. Bu siirede tiip igerisinde bulunan
streptavidin nanobead bagli antikorlar tiip ¢eperine tutunur; siire sonunda tiip igerigi,
alet icerisinden c¢ikarilmadan bagka bir tiipe alinir. Bu ayrilan hiicreler CD3e+ T
hiicrelerdir. Tip c¢eperinde kalan hiicreler tampon ¢dzelti ile sulandirilmistir. Bu
sekilde belirli hacimde hiicre toplandiktan sonra biitiin hiicreler santrifiijlenmis,
siipernatantlar1  atilarak %10 FBS iceren RPMI-1640 ile sulandirilmistir.
Hemasitometre ile sayim islemi gergeklestirildikten sonra her bir kuyuda 5x10* hiicre
olacak sekilde hiicre ekimi yapilmistir. Hiicreler ekildikten sonra uyaran olarak
lipopolisakkarit (LPS — 0,1 mg/mL), Concanavalin A (ConA — 0,5 mg/mL), irradiye
tiimér hiicreleri (4TBM ve 4TLM — 5x10%), rekombinant IL-10 (50 ng/mL) ve IFNg
(100 ng/mL) eklenmistir. TRPV1 agonisti olarak Capsaicin (1 pM) ve Olvanil (1 uM)
ve TRPV1 antagonisti Capsazepine (1 uM) uygulanmistir. Son hacim 250 mL olacak

sekilde besiyeri eklenmistir.
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Biotinli Antikor Stispansiyonu Streptavidin Nanobead

T e
15 dk Yikama 15 dk Yikama
Buzda Buzda
Huicreler 5 dk

isaretlenmemis hiicreler ayrilir
- -

N
=\

™~

Aynistinimis hiicreler

Sekil 3.1. Manyetik hiicre izolasyonunun sematik gdsterimi.

3.4. Peritondan Hiicre Eldesi

Farelerin periton dokusundan da hiicreler izole edilmistir. Ketamin-ksilazin ile
uyutulan fareler sakrifiye edilmeden once karin kismi makasla periton zarina zarar
vermeden agildi. Periton igerisine yaklasik 5 mL, %3 FBS iceren serum fizyolojik
enjekte edildi. 5 dakika beklendikten sonra periton s1visi enjektdr yardimiyla toplandi.
Hiicreler 1000 rpm’de 3 dakika santrifiijlendikten sonra steril laminar hava akimh
calisma kabinine alind1 ve 1 kere gentamisin i¢ceren PBS ile yikandi. Tekrar ¢oktiiriilen
hiicreler cell wash tampon ¢o6zeltisiyle sulandirildi ve akis sitometrisi i¢in gerekli
hacim ayrildi. Kalan hiicreler tekrar santrifiijle ¢oktiiriildii ve %10 FBS iceren RPMI-
1640 ile sulandirildi. Hemasitometre ile sayim islemi gergeklestirildikten sonra her bir

kuyuda 5x10* hiicre olacak sekilde hiicre ekimi yapilmistir.

3.5. ELISA
Hiicrelerin farkli uyaranlar ve TRPV1 agonist ve antagonisti uygulamasi sonucunda

sitokin saliimlarindaki degisiklikler ELISA yontemi ile belirlendi.
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3.5.1. ELISA i¢in Ornek Hazirlanmasi

Hayvan deneylerinden edilen immiin hiicreler manyetik izolasyonla T hiicrelere ve
kalan “diger” hiicreler olacak sekilde ayrilan hiicre ile peritondan elde edilen hiicreler
her bir kuyuda 5x10* hiicre olacak sekilde %10 FBS igeren RPMI-1640 besiyeri ile 96
kuyucuklu pleytlere ekildi. Hiicre kiltiiri hazirlanirken uyarici  olarak
Lipopolisakkarit, Concanavalin A, rekombinant IL-10 ve rekombinant IFNy
proteinleri kullanilmistir. Ex vivo TRPV1 agonisti olarak Capsaicin ve Olvanil,
TRPV1 antagonisti olarak Capsazepine 1 uM konsantrasyonda uygulanmistir. Toplam
hacim 250 pL olacak sekilde hiicreler ekilip etlivde inkiibasyona birakilmistir. 16 saat
sonrasinda kuyulardan 120 pL besiyeri TNFa seviyeleri dl¢iilmek tlizere depo pleyte
alind1 ve yerine yeniden besiyeri eklendi; alinan 6rnekler de -80°C dolaba kaldirildi.
40 saat sonrasinda toplam 250 pL besiyeri IFNy, IL-6 ve IL-10 seviyeleri 6l¢tilmek
tizere depo pleyte alind1 ve -80C dolaba kaldirildi. Daha sonrasinda ELISA deneyleri
gerceklestirildi.

3.5.2. PBS — Fosfat Tampon Soliisyonu Hazirlanisi

Fosfat Tampon Soliisyonu (PBS - Phosphate Buffer Saline) hazirlamak i¢in 8 gr NaCl,
0.2 gr KCl, 1.44 gr NaH2PO4 ve 0.24 gr KH2POg tartildi ve 800 mL distile su igerisinde
¢oziildii. Cozeltinin pH’1 7.4’e ayarlandi. Sonrasinda toplam hacim distile suyla 1 L’ye

tamamlandi. Cozelti otoklav ile sterilize edildikten sonra deneylerde kullanildi.

3.5.3. ELISA Yontemi Protokolleri
Fare TNFa ELISA (Biolegend — 430901)

Soliisyon hazirhg:

Capture Antikor: 1/500 diliisyon ile kit igerisinde gelen hazir sulandirilmis capture

antikor kullanildi.

Detection Antikor: 1/500 diliisyon ile kit igerisinde gelen hazir sulandirilmis

detection antikor kullanildi.

Standart: Kit icerisinde toz halinde gelen flakon, 200 pL diliient ile sulandirildi. 1.
Standart 2000 pg/mL ile baslamaktadir.
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standart

150ul

150ul

150ul

150ul

150ul
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150ul

e [ VI AV NSNS\

300ul
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150 pl.
diluent

150 pl.
diluent

150 pl.
diluent

150 pl.
diluent

150 pl.
diluent

150 pl.
diluent

Sekil 3.2. Fare TNFa ELISA standart hazirlama yontemi

Diliient: PBS icerisinde %1 BSA

Coating buffer: 8.4 gr NaHCO3 ve 3.56 gr NaxCOs 1 L distile su igerisinde ¢oziildii

ve pH 9,5 olacak sekilde ayarlandi.

Bloklama c¢ozeltisi: PBS igerisinde %1 BSA

Yikama soliisyonu: PBS igerisinde %0.05 Tween 20

HRP: 1:1000 oraninda diliient ile hazirlandi.

Substrat: TMB A ve B soliisyonlar1 1:1 oraninda gerekli hacimde karistirildi ve 151k

gormemesi saglandi.

Durdurma soliisyonu: 2N H>SO4 gerekli hacimde kullanildi.

Capture antikor gerekli miktarda hazirlanip her bir kuyucuga 100 pL hacim olacak

sekilde 96 kuyucuklu high binding petriye dagitild1 ve petrinin iizeri kapatildi.

- Gece boyu +4°C derecede inkiibe edilmesi saglandi.

- 4 kez yikama sollisyonuyla yikama iglemi yapildi.

- Bloklama ¢ozeltisi her bir kuyucuga 200 pL dagitildi.

- 1 saat oda 1s1sinda inkiibe edildi.

- 2 kez yikama islemi yapildi.

- Standart ve 6rnekler 100 pL olarak kuyucuklara yiiklendi.

- 2 saat oda 1s1sinda inkiibe edildi.

- 4 kes yikama iglemi yapildi.
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- Detection antikoru 100 uL olarak kuyucuklara yiiklendi.
- 1,5 saat oda 1s1sinda inkiibe edildi.

- 4 kez yikama islemi yapildu.

- HRP ¢ozeltisi hazirlanip 100 pL yiiklendi

- 30 dakika oda 1s1sinda inkiibe edildi.

- 4 kez yikama islemi yapildi.

- Substrat gerekli hacimde hazirlandi ve 100 pL olacak sekilde kuyucuklara
dagitildi.

- 30 dakika renk degisimine gore karanlikta oda 1sisinda inkiibe edildi.
- 100 pL durdurma soliisyonu eklendi.
- 450-570 nm dalga boyunda okuma islemi yapildi.

- Elde edilen degerler KCjunior programinda hesaplandi.

Fare IFNy ELISA (Biolegend — 430803)

Soliisyon hazirhg:

Capture Antikor: 1/500 diliisyon ile kit i¢erisinde gelen hazir sulandirilmis capture

antikor kullanildi.

Detection Antikor: 1/500 diliisyon ile kit igerisinde gelen hazir sulandirilmis

detection antikor kullanildi.

Standart: Kit icerisinde toz halinde gelen flakon, 200 pL diliient ile sulandirildi. 1.
Standart 2000 pg/mL ile baslamaktadir.

12 ul 150pl | 150pl | 150l 150ul 150ul 150ul 150ul

B A/ A/ /A /A AN

288ul 150ul. 150 pl. 150 pl. 150 pl. 150 pl. 150 pl. 150 pl.
diluent. diluent diluent diluent diluent diluent diluent diluent

Sekil 3.3. Fare [IFNy ELISA standart hazirlama yontemi

Diliient: PBS icerisinde %1 BSA
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Coating buffer: 8.4 gr NaHCO; ve 3.56 gr Na,COs 1 L distile su igerisinde ¢oziildi
ve pH 9,5 olacak sekilde ayarland.

Bloklama ¢ozeltisi: PBS icerisinde %10 FBS
Yikama soliisyonu: PBS icerisinde %0.05 Tween 20
HRP: 1:1000 oraninda diliient ile hazirlandi.

Substrat: TMB A ve B soliisyonlar1 1:1 oraninda gerekli hacimde karistirildi ve 151k

gérmemesi saglandi.
Durdurma soliisyonu: 2N H>SO4 gerekli hacimde kullanildi.

Capture antikor gerekli miktarda hazirlanip her bir kuyucuga 100 pL hacim olacak
sekilde 96 kuyucuklu high binding petriye dagitildi ve petrinin iizeri kapatildi.

- Gece boyu +4°C derecede inkiibe edilmesi saglandi.

- 4 kez yikama soliisyonuyla yikama islemi yapildi.

- Bloklama ¢ozeltisi her bir kuyucuga 200 puL dagitild.

- 1 saat oda 1s1s1nda inkiibe edildi.

- 2 kez yikama islemi yapildi.

- Standart ve 6rnekler 100 pL olarak kuyucuklara yiiklendi.
- 2 saat oda 1s1sinda inkiibe edildi.

- 4 kes yikama iglemi yapildi.

- Detection antikoru 100 pL olarak kuyucuklara yiiklendi.
- 1,5 saat oda 1s1sinda inkiibe edildi.

- 4 kez yikama islemi yapildi.

- HRP ¢ozeltisi hazirlanip 100 pL yiiklendi

- 30 dakika oda 1s1sinda inkiibe edildi.

- 4 kez yikama islemi yapildi.

- Substrat gerekli hacimde hazirlandi ve 100 uL olacak sekilde kuyucuklara
dagitild1.

- 30 dakika renk degisimine gore karanlikta oda 1s1sinda inkiibe edildi.
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- 100 pL durdurma soliisyonu eklendi.
- 450-570 nm dalga boyunda okuma iglemi yapildi.

- Elde edilen degerler KCjunior programinda hesaplandi.

Fare IL-6 ELISA (Biolegend — 431301)
Soliisyon hazirhg:

Capture Antikor: 1/500 diliisyon ile kit i¢erisinde gelen hazir sulandirilmis capture

antikor kullanild.

Detection Antikor: 1/500 diliisyon ile kit igerisinde gelen hazir sulandirilmig

detection antikor kullanildi.

Standart: Kit icerisinde toz halinde gelen flakon, 200 pL diliient ile sulandirildi. 1.
Standart 2000 pg/mL ile baglamaktadir.

6 ul 150p1 150ul 1501 1501 1501 150ul 150ul
standart

e (£ VI AV NSNS AN NSRS

300ul 150ul. 150 pl. 150 pl. 150 pl. 150 pl. 150 pl. 150 pl.
diluent. diluent diluent diluent diluent diluent diluent diluent

Sekil 3.4. Fare IL-6 ELISA standart hazirlama yontemi

Diliient: PBS icerisinde %10 FBS

Coating buffer: 8.4 gr NaHCOs ve 3.56 gr Na,COs3 1 L distile su igerisinde ¢oziildii
ve pH 9,5 olacak sekilde ayarlandi.

Bloklama c¢ozeltisi: PBS icerisinde %10 FBS
Yikama soliisyonu: PBS icerisinde %0.05 Tween 20
HRP: 1:1000 oraninda diliient ile hazirlandz.

Substrat: TMB A ve B soliisyonlar1 1:1 oraninda gerekli hacimde karistirildi ve 151k

gormemesi saglandi.
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Durdurma soliisyonu: 2N H>SO4 gerekli hacimde kullanilda.

Capture antikor gerekli miktarda hazirlanip her bir kuyucuga 100 uL hacim olacak
sekilde 96 kuyucuklu high binding petriye dagitild1 ve petrinin iizeri kapatildi.

- Gece boyu +4°C derecede inkiibe edilmesi saglandi.

- 4 kez yikama soliisyonuyla yikama islemi yapildi.

- Bloklama ¢6zeltisi her bir kuyucuga 200 pL dagitildi.

- 1 saat oda 1s1sinda inkiibe edildi.

- 2 kez yikama iglemi yapildu.

- Standart ve 6rnekler 100 pL olarak kuyucuklara yiiklendi.
- 2 saat oda 1s1sinda inkiibe edildi.

- 4 kes yikama islemi yapildi.

- Detection antikoru 100 pL olarak kuyucuklara ytiklendi.
- 1,5 saat oda 1s1sinda inkiibe edildi.

- 4 kez yikama islemi yapildi.

- HRP ¢ozeltisi hazirlanip 100 pL yiiklendi

- 30 dakika oda 1s1sinda inkiibe edildi.

- 4 kez yikama islemi yapildi.

- Substrat gerekli hacimde hazirlandi ve 100 pL olacak sekilde kuyucuklara
dagitild.

- 30 dakika renk degisimine gore karanlikta oda 1s1sinda inkiibe edildi.
- 100 pL durdurma soliisyonu eklendi.

- 450-570 nm dalga boyunda okuma islemi yapildi.

- Elde edilen degerler KCjunior programinda hesaplandi.

Fare IL-10 ELISA (Biolegend — 431411)
Soliisyon hazirhg:

Capture Antikor: 1/500 diliisyon ile kit igerisinde gelen hazir sulandirilmis capture

antikor kullanildi.

Detection Antikor: 1/500 diliisyon ile kit igerisinde gelen hazir sulandirilmis

detection antikor kullanildi.
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Standart: Kit icerisinde toz halinde gelen flakon, 200 pL diliient ile sulandirildi. 1.

Standart 2000 pg/mL ile baglamaktadir.

Sekil 3.5. Fare IL-10 ELISA standart hazirlama yontemi

12 ul 150ul 150ul 150ul 150ul 150ul 150ul 150ul
standart
Ny AN 4N 4N 4N 4N [N
288ul 150l 150 pl. 150 pl. 150 pl. 150 pl. 150 pl. 150 pl.
diluent. diluent diluent diluent diluent diluent diluent diluent

Diliient: PBS icerisinde %1 BSA

Coating buffer: 8.4 gr NaHCOs; ve 3.56 gr Na,COs 1 L distile su igerisinde ¢oziildi

ve pH 9,5 olacak sekilde ayarlandi.

Bloklama ¢ozeltisi: PBS icerisinde %10 FBS

Yikama soliisyonu: PBS igerisinde %0.05 Tween 20

HRP: 1:1000 oraninda diliient ile hazirlandi.

Substrat: TMB A ve B soliisyonlar1 1:1 oraninda gerekli hacimde karistirildi ve 151k

gormemesi saglandi.

Durdurma soliisyonu: 2N H>SO4 gerekli hacimde kullanildi.

Capture antikor gerekli miktarda hazirlanip her bir kuyucuga 100 pL hacim olacak

sekilde 96 kuyucuklu high binding petriye dagitildi ve petrinin iizeri kapatildi.

- Gece boyu +4°C derecede inkiibe edilmesi saglandi.

- 4 kez yikama soliisyonuyla yikama iglemi yapildi.

- Bloklama ¢ozeltisi her bir kuyucuga 200 pL dagitildi.

- 1 saat oda 1s1sinda inkiibe edildi.

- 2 kez yikama islemi yapildi.

- Standart ve ornekler 100 pL olarak kuyucuklara yiiklendi.

- 2 saat oda 1s1sinda inkiibe edildi.

- 4 kes yikama iglemi yapildi.
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- Detection antikoru 100 uL olarak kuyucuklara yiiklendi.
- 1,5 saat oda 1s1sinda inkiibe edildi.

- 4 kez yikama islemi yapildu.

- HRP ¢ozeltisi hazirlanip 100 pL yiiklendi

- 30 dakika oda 1s1sinda inkiibe edildi.

- 4 kez yikama islemi yapildu.

- Substrat gerekli hacimde hazirlandi ve 100 pL olacak sekilde kuyucuklara
dagitildi.

- 30 dakika renk degisimine gore karanlikta oda 1sisinda inkiibe edildi.

- 100 pL durdurma soliisyonu eklendi.

- 450-570 nm dalga boyunda okuma iglemi yapildi.

- Elde edilen degerler KCjunior programinda hesaplandi.
3.6. Akis Sitometrisi
Hiicre yiizeyinde eksprese edilen belirtegleri antikorlar ile isaretleyerek hiicrelerin
fenotipleri akig sitometri yontemi ile belirlenmistir. Farelerden elde edilen immiin
dokularin parcalanmasi ile elde edilen hiicreler akis sitometrisi i¢in kullanilan hazir
alinmis “cell wash” (BD — 349524) tampon ¢ozeltisi ile sulandirilmistir. Hazirlanan
lizatlar dalak, lenf nodu ve tiimor olarak {i¢ gruba ayrilmis ve tiiplere (100 pL)

dagitildiktan sonra 5’er pL antikor eklenmistir. Kullanilan antikorlar su sekildedir;

- CD4: Yardimer T hiicrelerin yiizeyinde eksprese edilir ve sinif II MHC
molekiiliine baglanmay1 saglar (PerCP/Cy5.5 antimouse CD4 (Biolegend —
116012)).

- CDS8a: Sitotoksik T hiicrelerin yiizeyinde eksprese edilir ve smif I MHC
molekiiliine baglanmayi saglar (FITC antimouse CD8a (Biolegend — 100706)).

- CDI11b: Lokositler iizerinde yaygin olarak eksprese edilir ve adhezyon
molekiillerine tutunmay1 saglar (PerCP/CyS5.5 antimouse CD11b (Biolegend —
101228))

- Grl: Groniilositler ve makrofajlar iizerinde eksprese edilmektedir (FITC

antimouse Gr1 (Biolegend — 108406))
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- TRPV1: Hiicrelerin yiizeylerinde eksprese edilen Ca*? kanalidir (PE antibiotin
(Biolegend —409004))

Akis sitometrisinde TRPV1 antikoru dogrudan isaretlenememistir. Bunun yerine
biotin bagli TRPV1 (Bioss — bs1931R) antikoru dnce kullanilmis, inkiibasyondan
sonra biotine baglanmasi i¢in antibiotin antikoru kullanilmistir. Kullandigimiz
Sysmex Cube 6 cihazi 488 nm mavi lazer kullandigindan dolayr ii¢ farkli boya

kullanilmistir. Akis sitometrisi i¢in belirlenen protokol izlenmistir;

Dokular lizat haline getirilir.

- Her bir tiipe 100 pL dagitilir.

- Belirlenen antikorlardan 3 uL eklenir.

- 30 dakika karanlikta oda 1s1sinda inkiibe edilir.

- 2defa 1 mL cell wash tampon ¢ozeltisi ile yikama islemi yapilir (1G, 3 dakika)
- Son yikamadan sonra %1 PFA iceren cell wash ile 1 mL hacme tamamlanir.

3.6.1 %8 Paraformaldehit Hazirlanmasi
- 150 mL distile su 55-60C sicakliga getirilir ve 65C’yi agsmamas1 saglanir.

- 16 gr PFA (Paraformaldehit) tartilir (Electron Microscopy Science — 19200)

ve su ile karigtirilir.

- 1 saat kanistiktan sonra 10-15 damla sodyum hidroksit (NaOH — Fisher
(SS225-1)) eklenir, ¢ozelti berraklasana kadar karistirilir.

- Cozelti berrak bir hale geldikten sonra son hacim 200 mL’ye tamamlanur.
- Istenilen miktardaki hacim sulandirilarak elde edilir.

3.7. Genel istatistiksel Analizler

Deney gruplarina gore Student’s t-testi ve tek yonli ANOVA testleri kullanildi.
Hayvan deneylerinde her bir grupta 4’er fare kullanildi ve hiicre kiiltiirii deneyleri
kendi i¢lerinde 4’er tekrarli gergeklestirildi. Akis sitometrisi deneyleri ise 3’er tekrarli
gergeklestirildi. p<0,05 anlamli kabul edildi. Analizler GraphPad Prism 8 yazilimi
kullanilarak yapild.

34



3.8. Kullanilan TRPV1 Ajanlarinin Hazirhg:
Capsaicin (Sigma — M2028): 10 mg, 818,6 ul DMSO ile ¢oziildii. Kullanilmak {izere
40 mM stok soliisyon hazirlandi. 1 pM doz i¢in gereken miktar stok soliisyondan

alinarak sulandirildi. -20°C derecede saklandi.

Olvanil (Tocris — 0934):10 mg, 2.4 mL DMSO ile ¢oziildi, kullanilmak iizere 10 mM
stok sollisyon hazirlandir. 1 uM doz i¢in gereken miktar stok soliisyondan alinarak

sulandirildi. -20°C derecede saklandi.

Capsazepine (Santa Cruz- 138977-28-3): 10 mg, 2,65 mL DMSO ile ¢oziildi,
kullanilmak {izere 10 mM stok soliisyon hazirlandir. 1 pM doz i¢in gereken miktar

stok soliisyondan alinarak sulandirildi. -20°C derecede saklandi.

3.9. Cahismalarda Kullanlan Sarf Malzemeler, Kimyasallar, Kitler ve Cihazlar

Bu calismada tiim gerecler Akdeniz Universitesi Saglik Bilimleri Arastirma ve
Uygulama Merkezi laboratuvarinda saglandi ve tiim deneyler bu arastirma
laboratuvarinda vyiiriitiildii. Hayvan deneyleri i¢in Akdeniz Universitesi Deney

Hayvanlar1 Birimi laboratuvari kullanildi.

3.9.1. Kullanilan Sarf Malzemeler

- Hiicre kiiltiir petrisi, 100 mm (Corning)

- 6 kuyucukl hiicre kiiltiir petrisi (Corning)

- 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir pleyti (Corning)

- Santrifij tiipleri (15 mL ve 50 mL — BD)

- Steril pipetler (BD)

- Pipet uglar1 (10 pl, 100 pl, 200 pl, 1000 pl) (Thermo scientific)
- Akus sitometrisi tiipleri (3,5 mL Sarstedt)

- 1,5 ml'lik deney tiipii (Axygen)

- Enjektor

- Hemasitometre (Thoma Lami, Marienfeld- C964730)

35



3.9.2 Kullanilan Kimyasallar ve Kitler

Fare IFNy ELISA Kit (Biolegend — 430803)

Fare IL-6 ELISA Kit (Biolegend — 431301)

Fare IL-10 ELISA Kit (Biolegend — 431411)

Fare TNFa ELISA Kit (Biolegend — 430901)

TMB Substrat (Biolegend —421101)

PerCP/Cy5.5 antimouse CD4 (Biolegend — 116012)
FITC antimouse CD8a (Biolegend — 100706)
PerCP/Cy5.5 antimouse CD11b (Biolegend — 101228)
FITC antimouse Grl (Biolegend — 108406)

PE antibiotin (Biolegend — 409004)

FITC antimouse CD45 (Biolegend — 103108)

FITC antimouse CD3e (Biolegend — 100306)
Biotin bagli TRPV1 Antikoru (Bioss- bs1931R)
FBS (Fetal Dana Serumu — Gibco, 10270106)
Gentamisin (Nzytech MB16601)

DMEM-F12 (Dulbecco’s Modified Eagle Medium — Biochrom F4815)
RPMI-1640 (Gibco — 21875-034)

Non-essential amino asid (Biochrom — K0293)
Tyrpsin-EDTA %0.25 (Sigma — T4049)

Sodyum piriivat 100 mM (Santa Cruz)

Cell Wash tampon ¢ozeltisi (BD — 349524)

Capsaicin (Sigma — M2028)
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Olvanil (Tocris — 0934)

Capsazepine (Santa Cruz — 138977-28-3)
Lipopolisakkarit (Sigma — L.8274)

Concanavalin A (Sigma (L7647)

Rekombinant IL-10 protein (Biolegend — 575802)

Rekombinant IFng protein (Biolegend — 575306)

3.9.3 Kullanilan Aletler ve Gerecler

Inverted mikroskop (Olympus)
Class I Lamin Alr (Esco)

CO2 inkiibatérii (Thermo)
Buzdolabi (+4C ve -20C — Beko)
Santrifiij (Eppendorf)

Mikro santrifiij (Eppendorf)

Derin dondurucu (-80C — Thermo)
S1v1 azot tanki

Vorteks karistirici (Velp)

Su banyosu (Memmert)

Otoklav (Niive)

Akis sitometrisi Cihazi (Sysmex Cube 6)
Spektrofotometre (Thermo)
Hassas Terazi (Denver Instrument)
Ceker ocak

pH metre
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Pipetler
Isitmali Manyetik Karistiric
Distile su cihaz1 (GFL)

Buz Makinasi (Ugur)
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4. BULGULAR

4.1. Saghkh Fareler ile 4TBM ve 4TLM Tasiyan Farelerin Immiin
Hiicrelerindeki TRPV1 Ekspresyonlarindaki Degisimler

Beyine metastaz yapan 4TBM meme karsinom ve karacigere metastaz yapan 4TLM
meme karsinom varliginda immiin hiicrelerde TRPV1 ekspresyonlarindaki
degisiklikler aragtirildi. Farelere 4TBM ve 4TLM metastatik meme karsinom hiicreleri
enjekte edildikten 14 giin sonrasinda fareler sakrifiye edildi ve dalak, lenf nodlar1 ve
tiimodr dokular1 toplandi. iImmiin hiicrelerin fenotiplerini ve TRPV1 ekspresyonlarini
gormek i¢in gereken antikorlarla igaretleme yapildiktan sonra akis sitometresinde
ornekler analiz edildi. Primer timér dokusunda CD4 ve CD8a eksprese eden
hiicrelerin sayis1 oldukca diisiik oldugu gozlendi ve anlamli bir degisiklik goriilmedi.

Gozlemlenen degisiklikler sekil altlarinda belirtilmistir.

Saghkh Balb/c Dalak Saghkh Balb/c Lenf Nodu

P2,38% _
CD45 B 2
T 10" 4
E 10° 4
2
10 -
1 ? . .
10 3 -10 L !
1o 5.68% 4,02% 53,00% T 5,88%

1

10 10° ¥

3 4 5 2 2 4
10 10 10 1010 10 10 10
FL2 — TRPV1 FL2 — TRPV1
Sekil 4.1. Saghikli hayvanlarda CD45 ve CD3e eksprese eden hiicrelerde TRPV1 ekspresyonu. ilk
olarak TRPV1 isaretlemesi denenmistir. Saglikli hayvanlarda CD45 eksprese eden hiicrelerin yaklasik
%38’1, CD3e eksprese eden hiicrelerin ise %13 liniin TRPV 1 eksprese ettigi goriilmiistiir. Kullanilacak
antikor miktar1 belirlendikten sonra deneylere devam edilmistir.

39



PE Antibiotin Marker (Dalak)

770

578

3 385
o Antibiotin
193 ll
0 L 2 M—L‘ e ‘
10° 10 10° 10° 10
FL2
FITC Grl Marker (Dalak)
979
734
€
3 490 Gr1
3
245
0 ’l:“"""‘“*nm».
10’ 10° 10° 10° 10°
Fl 1

PerCP/Cy5.5 CD11b Marker (Dalak)

1614

12114
— CD11b
5
o 8071 I—I
S |
|
404 |
J}’ y o, ‘
0 frogeee . e
10> 10° 10° 10° 10

FL3

5

TRPV1+PE Antibiotin Marker (Dalak)

77

)

TRPV1
1931
", N by M '
0-Ler T
10" 10° 10° 10 10°

FL2

PerCP/Cy5.5 CD4 Marker (Lenf Nodu

1141

856 cD4
3 57
3

2851

VM- |
ol LRI,
10’ 10° 10° 10° 10°
FL3

FITC CD8a Marker (Lenf Nodu)

949
712
‘g CD8a
3 4751 I I
o
237
0 Lo ’/ . \ :
107 107 10 10 10°

FL1

Sekil 4.2. Kullanilan antikorlarin kesim noktalari. Histogram tizerinde kirmizi renkli pikler kullanilan
PE, FITC, PerCP/Cy5.5 IgG izotip kontrol isaretlemelerini gosterirken, siyah renkli pikler ise

isaretlenen yiizey belirtecglerini gostermektedir.
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Dalak Dalak Lenf Nodu

100 — 25 * 60 o
o 80 20 50 *
T 60 3 15 5 40
S 40 5 y 30
= > 10 >
20 > > 20
0 m & i i 5 I i l 10
0 0
+ + + + + +
= O < a9 < Q9 + + + + + + + + + + |+ +
64606 3g = R T 83 L3R
[m] [} [} O 0O 0o 0 o0 0O 0O O 0O o 0
(@] O (@] (@] Q (@] o O (@]
Saglikli 4TBM | 4TLM Saglikli 4TBM  4TLM Saglikli 4TBM | 4TLM
TUmor TUmor
80 80
g 60 o 60
S 40 E 40
> 20 i 2 5
0 0 i |
+ + + +
b, Q b = + + + +
= — = — < T < ©
(U] — (U] — (m) 0 a o]
() () o o o [}
Q Q (@] (&}
4TBM 4TLM 4TBM 4TLM

Sekil 4.3. Saglikli fareler ile 4TBM ve 4TLM tasiyan farelerde CD4, CD8a, CD11b ve Grl eksprese
eden immiin hiicrelerin oranlari. 4TBM tasiyan farelerin dalaklarinda Grl, CD11b ve CD4 eksprese
eden hiicrelerin sayist saglikli ve 4TLM tasiyan farelere gére artmustir. Lenf nodlarinda ise CD4+
hiicrelerin sayist 4TBM varliginda saglikli hayvanlara gore artmis; 4TLM varliginda ise daha da
artmugtir. *p<0.05, **p<0.05.
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Sekil 4.4. Saglikli fareler ile 4TBM ve 4TLM tasiyan farelerin dalaklarinda CD11b ve Grl ile TRPV1
eksprese eden hiicrelerin oranlari. 4TBM tasiyan farelerin dalaklarinda Grl+ eksprese eden hiicrelerde
TRPV1 ekspresyonu saglikli ve 4TLM farelerinde gore anlamli olarak artmigtir. 4TBM ve 4TLM
farelerin dalaklarindaki Grl+ CD11b+ eksprese eden myeloid kokenli baskilayici hiicrelerin sayisi

saglikli farelere gore artmigtir. Bunun yaninda 4TBM farelerdeki Grl1+ CD11b+ hiicrelerinin sayisidaki
artis, 4TLM’den de fazladir. *p<0.05
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Sekil 4.5. Saglikli fareler ile 4TBM ve 4TLM tastyan farelerin dalaklarindan elde edilen Grl, CD11b
ve TRPV1 eksprese eden hiicrelerin dot plot goriintiisii. 4TBM tasiyan farelerin dalaklarinda Grl+
eksprese eden hiicrelerde TRPV1 ekspresyonu saglikli ve 4TLM farelerinde gore anlamli olarak
artmigtir. 4TBM ve 4TLM farelerin dalaklarindaki Grl+ CDI11b+ eksprese eden myeloid kokenli
baskilayici hiicrelerin sayisi saglikli farelere gore artmistir. Bunun yaninda 4TBM farelerdeki Grl+
CDI11b+ hiicrelerinin sayisidaki artis, 4TLM’den de fazladir.
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Sekil 4.6. Saglikli fareler ile 4TBM ve 4TLM tasiyan farelerin dalaklarindan elde edilen CD4 ve CD8a
ile TRPV1 eksprese eden hiicrelerin oranlari. Hiicre sayilarinda anlamli bir degisiklik olmamustir.
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Sekil 4.7. Saglikl fareler ile 4TBM ve 4TLM tasiyan farelerin dalaklarindan elde edilen CD4, CD8a
ve TRPV1 eksprese eden hiicrelerin dot plot goriintiileri. Saglikli fareler ile 4TBM ve 4TLM tastyan
farelerin dalaklarindan elde edilen CD4, CD8a ve TRPV1 eksprese eden hiicrelerin sayilarinda anlaml
bir degisiklik olmamigtir.
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Sekil 4.8. Saglikli fareler ile 4TBM ve 4TLM tasiyan farelerin lenf nodlarindan elde edilen CD4, CD8a
ve TRPV1 eksprese eden hiicrelerin oranlari. Hiicrelerin sayisinda anlamli bir degisiklik olmamistir
(Panel A). Fakat 4TLM farelerde CD4+ CD8a+ hiicrelerin sayis1 4TBM farelere gore anlamli 6lgiide
artmustir (Panel B). *p<0.05
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Sekil 4.9. Saglikli fareler ile 4TBM ve 4TLM tasiyan farelerin lenf nodlarindan elde edilen CD4, CD8a
ve TRPV1 eksprese eden hiicrelerin dot plot goriintiileri. 4TLM farelerde CD4+ CD8a+ hiicrelerin
say1s1 4TBM farelere gore anlamli 6lgiide arttigi goriilmektedir.
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Sekil 4.10. 4TBM ve 4TLM tastyan farelerin tiimér dokusunda Grl ve CD11b ile TRPV1 eksprese eden
hiicrelerin oranlari. Tiimoér dokularinda Gr1+TRPV1+, CD11b+ TRPV1+ ve Grl+ CD11b+ hiicrelerin
sayilarinda anlamli bir degisiklik olmamustir.
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Sekil 4.11.4TBM ve 4TLM tastyan farelerin tiimor dokusunda Grl ve CD11b ile TRPV1 eksprese eden
hiicrelerin dot plot goriintiileri. 4TBM ve 4TLM tastyan farelerin tiimoér dokusunda Grl+TRPVI1+,
CD11b+TRPVI1+ ve Grl+ CD11b+ hiicrelerin dot plot goriintiisii verilmistir. Hiicre sayilarinda anlaml
bir degisiklik olmamigtir.
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4.2. Saghkh Fareler ile 4TBM ve 4TLM Tasiyan Farelerin Immiin Hiicrelerinin
In Vivo Sitokin Salinimlarina TRPV1 Agonisti Olvanil ve Capsaicin’in Etkisi
Saglikli fareler ile 4TBM ve 4TLM tasiyan farelerin tiimor varhiginda sitokin
salimlarindaki degisiklikler ile Concanavalin A ve irradiye edilmis tiimor hiicreleriyle
uyarildiklarinda olusan sitokin degisimleri ELISA yontemi ile belirlendi. 4TBM ve
4TLM hiicreleri enjekte edilen fareler enjeksiyondan 14 giin sonra sakrifiye edildi ve
dalak ve lenf nodlar1 toplandi. Bu dokulardan hiicreler elde edildikten sonra karistirildi
ve T hiicreler negatif manyetik izolasyonla ayristirildi ve hiicre kiiltiiriine alindi. Kalan
hiicreler de diger hiicreler adi altinda hiicre kiiltlirtine alindi. Hiicreler uyaranlarin
yaninda Capsaicin ve Olvanil ile ex vivo tedavi edildi. Sitokin salinimlari iizerine

degisiklikler arastirildi.

A Uyarimsiz B Uyarimsiz
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Sekil 4.12. Saglikli fareler ile 4TBM ve 4TLM tasiyan farelerden elde edilen T hiicreler ve diger
hiicrelerin TNFa seviyelerindeki degisiklikler. Herhangi bir uyarim olmadiginda elde edilen hiicrelerin
TNFa salinimlarinda anlamli bir degisiklik olmamigtir (Panel A ve B).
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Sekil 4.13. Saglikli fareler ile 4TBM ve 4TLM tasiyan farelerden elde edilen T hiicreler ve diger
hiicrelerin uyarim varliginda TNFa seviyelerindeki degisiklikler. T hiicreler ve diger hiicreler
Concanavalin A (Panel A ve C) ve irradiye timor hiicresi (Panel B ve D) ile uyarilmis, ex vivo TRPV1
agonisti Olvanil (OLV) ve Capsaicin (CAPS) uygulandiginda hiicrelerin TNFo salinimlarinda anlaml
bir degisiklik olmamigtir.
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Sekil 4.14. Saglikli fareler ile 4TBM ve 4TLM tasiyan farelerden elde edilen T hiicreler ve diger
hiicrelerin IL-6 seviyelerindeki degisiklikler. Saglikli fareler ile 4TBM ve 4TLM tasiyan farelerin
immiin dokularindan elde edilen T hiicreler herhangi bir uyarim olmadiginda IL-6 salinimi 4TBM
tagityan farelerin hiicrelerinde anlamli olarak azalmistir (Panel A). Diger hiicrelerde anlamli bir
degisiklik gdzlenmemistir (Panel B). *p<0.05.
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Sekil 4.15. Saglikli fareler ile 4TBM ve 4TLM tasiyan farelerden elde edilen T hiicreler ve diger
hiicrelerin uyarim varhiginda IL-6 seviyelerindeki degisiklikler. Saglikli fareler ile 4TBM ve 4TLM
tastyan farelerin immiin dokularindan elde edilen T hiicreler ConA ile uyarilmis, artan IL-6 salinim
capsaicin uygulamasiyla IL-6 azalmistir (Panel A). Diger hiicrelerde ConA ile uyarildiginda timor
tastyan farelerden elde edilen diger hiicrelerin IL-6 salinimlar1 saglikli farelere gore artmis, ilaglar ise
etkilememistir (Panel C). Irradiye tiimér hiicresiyle uyarilan T hiicreler ile diger hiicrelerin IL-6
seviyeleri degismemistir. #p<0.05, *p<0.05.
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Sekil 4.16. Saglikli fareler ile 4TBM ve 4TLM tasiyan farelerden elde edilen T hiicreler ve diger
hiicrelerin IFNy seviyelerindeki degisiklikler. Tiimoér tagiyan farelerin T hiicrelerinde IFNy salinimi
saglikli farelere gore anlamli dl¢iide azalmigtir (Panel A). 4TLM’den elde edilen diger hiicrelerin IFNy
salimimi saglikli farelere ve 4TBM tastyan farelere gore anlaml 6lgiide artmistir (Panel B). *p<0.05,

#p<0.05.
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Sekil 4.17. Saglikli fareler ile 4TBM ve 4TLM tasiyan farelerden elde edilen T hiicreler ve diger
hiicrelerin uyarim varliginda IFNy seviyelerindeki degisiklikler. ConA uyarimi varliginda 4TBM
tastyan farelerden elde edile T hiicreler (Panel A) ve diger hiicrelerin (Panel C) IFNy salinimi capsaicin
uygulamasiyla azalmistir. {rradiye tiimor hiicresi uyarimi T hiicrelerin IFNy yanitim degistirmemistir
(Panel B). 4TBM tasiyan farelerden elde edilen diger hiicrelerin IFNy salmimi capsaicin uygulamasiyla
azalmistir, 4TBM’ye gore ise 4TLM’den elde edilen diger hiicrelerin IFNy salinimi anlamli 6lgiide
azalmstir (Panel D). *p<0.05, #p<0.05

4.3. Saghkh Fareler ile 4TBM Tasiyan Farelerin In Vivo Sitokin Salinimlar ve
TRPV1 Agonisti Capsaicin ve TRPV1 Antagonisti Capsazepine Etkisi

Saglikli ve 4TBM tasiyan farelerin in vivo sitokin salinimlarina ex vivo TRPV1
agonisti Capsaicin ve TRPV1 antagonisti Capsazepine’in etkileri ELISA yontemi ile
arastirilmistir. Farelere 4TBM enjekte edildikten 14 giin sonrasinda yine dalak ve lenf
nodlar1 toplanmistir. Ayrica fareler sakrifiye edilmeden dnce peritona %3 FBS igeren
serum fizyolojik enjekte edilmis ve 5 dakika sonra sivi toplanmistir. Bu sivida agirlikla

makrofajlar bulunmaktadir. Peritondan toplanan hiicreler de ayr1 bir playtte hiicre
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kiiltiirtine alinmistir. Toplanan immiin dokulardan hiicreler elde edilmis ve T hiicreler
negatif manyetik izole edildikten sonra hiicre kiiltiiriine alinmistir. Kalan hiicreler ise
diger hiicreler olarak isimlendirilmis ve ayrica hiicre kiiltiiriine alinmistir. Hiicreler

ayrica LPS, rekombinant IL-10 ve rekombinant [FNy proteinleri ile uyarilmistir.
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Sekil 4.18. Saglikli fareler ile 4TBM tasiyan farelerden elde edilen periton hiicrelerinin TNFa
seviyelerindeki degisiklikler. Hiicreler uyarilmadiginda 4TBM tasiyan farelerden elde edilen periton
hiicreleri saglikl farelere gére TNFa seviyeleri azalmistir (Panel A). LPS varliginda saglikli farelere
gore TNFa seviyeleri artmig (Panel B) ancak rekombinant IL-10 ve IFNy ile uyarildiklarinda TNFa
seviyeleri yine anlamli dl¢iide azalmistir (Panel C ve D). *p<0.05, #p<0.05
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Sekil 4.19. Saglikli fareler ile 4TBM tasiyan farelerden elde edilen diger hiicrelerinin TNFa
seviyelerindeki degisiklikler. Uyarim olmadiginda hiicrelerin TNFa seviyeleri degismemistir (Panel A).
4TBM tastyan farelerden elde edilen diger hiicreler LPS (Panel B) ve IFNy ile uyarildiklarinda (Panel
D) TNFo salimmlart artmistir. {lging olarak saglikli farelerden elde edilen hiicrelere rekombinant IL-10
uyariminda capsaicin uygulandiginda TNFa salinimlart artmistir (Panel C). *p<0.05
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Sekil 4.20. Saglikli fareler ile 4TBM tasiyan farelerden elde edilen T hiicrelerinin TNFa seviyelerindeki
degisiklikler. Saglikli fareler ile 4TBM tasiyan farelerden elde edilen T hiicrelerin TNFa salinimlarinda
bir degisiklik gozlenmemistir (Panel A-D).
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A Uyarimsiz B LPS Uyarimli
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Sekil 4.21. Saglikli fareler ile 4TBM tasiyan farelerden elde edilen periton hiicrelerinin IFNy
seviyelerindeki degisiklikler. 4TBM tasiyan farelerden elde edilen periton hiicreler LPS ile
uyarildiklarinda IFNy salimi saglikli farelere goére artmistir fakat ex vivo ilag uygulamasi etkili
olmamistir (Panel B). Rekombinant IL-10 protein ile uyarim veya herhangi bir uyarim olmadiginda
IFNy salinimlarinda bir degisiklik gézlenmemistir (Panel A ve C). #p<0.05.
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Sekil 4.22. Saglikli fareler ile 4TBM tasiyan farelerden elde edilen diger hiicrelerin IFNy
seviyelerindeki degisiklikler. Diger hiicrelerin IFNy salinimlarinda bir degisiklik gozlenmemistir (Panel
A-C).
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Sekil 4.23. Saglikli fareler ile 4TBM tasiyan farelerden elde edilen T hiicrelerin IFNy seviyelerindeki
degisiklikler. Saglikli fareler ile 4TBM tasiyan farelerden elde edilen T hiicreler uyarilmadiginda ve
ConA ile uyarildiklarinda IFNy salinimlarinda bir degisiklik goriilmemistir (Panel A ve B). Ancak
hiicreler IL-10 ile uyarildiklarinda saglikli farelerin T hiicrelerinin IFNy salinimlar1 Capsazepine ile
azalmustir. *p<0.05
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A Uyarimsiz B LPS Uyarimli
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Sekil 4.24. Saglikli fareler ile 4TBM tasiyan farelerden elde edilen periton hiicrelerinin IL-6
seviyelerindeki degisiklikler. Her iki grupta da IL-6 salinimi ortamda uyarim olmadiginda hem agonist
capsaicin ile hem de antagonist capsazepine ile azalmistir (Panel A). LPS ile uyarildiklarinda 4TBM
tastyan farelerde IL-6 salimimi artmistir (Panel B). IL-10 ile uyarildiklarinda ise capsazepine 4TBM
tastyan farelerin peritonlarindan IL-6 salmimim arttirmustir (Panel C). Tlging olarak IFNy ile uyarilan
periton hiicrelerinde saglikli farelerin IL-6 salinimi capsazepine ile artmisken 4TBM tastyan farelerin
periton hiicrelerinde bir degisiklik gézlenmemistir (Panel D). *p<0.05, #p<0.05.
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Sekil 4.25. Saglikli fareler ile 4TBM tasiyan farelerden elde edilen diger hiicrelerin IL-6 seviyelerindeki
degisiklikler. Ortamda uyarim olmadiginda veya hiicreler rekombinant IL-10 ve IFNy ile
uyarildiklarinda IL-6 seviyeleri degismemistir (Panel A, C ve D). 4TBM tasiyan farelerden elde edilen
diger hiicreler LPS ile uyarildiklarinda IL-6 salinimlar artmistir (Panel B). #p<0.05
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A Uyarimsiz B ConA Uyarimli
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Sekil 4.26. Saglikli fareler ile 4TBM tasiyan farelerden elde edilen T hiicrelerin IL-6 seviyelerindeki
degisiklikler. Saglikli fareler ile 4TBM tasiyan farelerden elde edilen T hiicrelerin IL-6 salinimlarinda
bir degisiklik gdzlenmemistir (Panel A-D).
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Sekil 4.27. Saglikli fareler ile 4TBM tasiyan farelerden elde edilen periton hiicrelerinin IL-10
seviyelerindeki degisiklikler. Saglikli farelerin periton hiicrelerinden IL-10 salinimi ile hem agonist
capsaicin ile hem de antagonist capsazepine ile azalmistir ancak saglikli farelere gére 4TBM tasiyan
farelerin periton hiicrelerinde azalmis olan IL-10 seviyeleri hem agonist capsaicin ile hem de antagonist
capsazepine ile artmistir (Panel A). LPS uyarimi herhangi bir etki gdstermemisken (Panel B), 4TBM
tastyan farelerin periton hiicreleri IFNy ile uyarildiginda IL-10 seviyeleri artmisken ilaglar herhangi bir
etki gostermemistir (Panel C). *p<0.05, #p<0.05
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A Uyarimsiz B LPS Uyarimli
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Sekil 4.28. Saglikli fareler ile 4TBM tasiyan farelerden elde edilen diger hiicrelerin IL-10
seviyelerindeki degisiklikler. 4TBM tastyan farelerden elde edilen diger hiicrelerin artmig olan IL-10
salinimlar1 hem agonist capsaicin ile hem de antagonist capsazepine ile azalmistir (Panel A). LPS ile
uyarilan 4TBM tastyan farelerin diger hiicrelerinin IL-10 salinimi artmis ancak ilaglar etki
gostermemistir (Panel B). Rekombinant IFNy ile uyarildiklarinda ise capsaicin saglikli farelerdeki diger
hiicrelerin IL-10 salinimini azaltmistir, saglikli farelere gore 4TBM tasiyan farelerden elde edilen diger
hiicrelerin azalmig olan IL-10 salinimi ilag uygulamasiyla degigsmemistir (Panel C). *p<0.05, #p<0.05
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Sekil 4.29. Saglikl fareler ile 4TBM tasiyan farelerden elde edilen T hiicrelerin IL-10 seviyelerindeki
degisiklikler. Saglikli farelerin T hiicrelerinden IL-10 salinimi capsaicin ile artmistir (Panel A). ConA
uyariminda herhangi bir degisiklik gézlenmemistir (Panel B). Rekombinant IFNy ile uyarildiklarinda
ise 4TBM tastyan farelerin T hiicrelerinde IL1-0 salinimi hem agonist capsaicin ile hem de antagonist
capsazepine ile azalmistir (Panel C). *p<0.05, #p<0.05

44. In vivo Olvanil Tedavisi Alan Farelerin Periton Dokusunda TRPV1
Ekspresyonundaki Degisiklikler

4TBM enjekte edilen fareler iki gruba ayrilmis ve bir gruba %10 DMSO enjekte
edilmis; diger gruba ise giinliikk 3 mg/kg Olvanil enjekte edilmistir. Timor hiicresi
enjeksiyonundan 3 giin sonra ilag tedavisi baglamis ve tiimor enjeksyionundan 14 giin
sonrasinda farelerin dalak, lenf nodu, timér dokusu alinmis ve peritonlarindan %3
FBS igeren serum fizyolojik ile hiicreler toplanmistir. Peritondan toplanan hiicreler
akis sitometrisinde ayni hiicre sayisina esitlenerek analiz edildiginde Olvanil enjekte

edilen farelerin hiicrelerinde TRPV1 ekspresyonu anlamli sekilde artmigtir.
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Sekil 4.30. Coziicii ve olvanil enjekte edilen farelerin peritonunda TRPV1 ekspresyon orani. Coziicii ve
olvanil enjekte edilen farelerden alinan periton 6rneklerinde TRPV1 eksprese eden hiicrelerin sayisi in
vivo Olvanil tedavisi ile artmigtir. *p<0.05.
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Sekil 4.31. Coziicii ve olvanil enjekte edilen farelerden alinan periton drneklerinde TRPV1 histograma.
Coziicii ve olvanil enjekte edilen farelerden alinan periton Orneklerinde TRPV1 eksprese eden
hiicrelerin akis sitometrisinde histogram goriintiisii goriilmektedir. TRPV1 eksprese eden hiicrelerin
sayist in vivo Olvanil tedavisi ile artmigtir.

4.5. In Vivo Olvanil Tedavisi Goren Farelerin Sitokin Salinimlar1 ve ex vivo
TRPV1 Agonisti Capsaicin ve Olvanil ile TRPV1 Antagonisti Capsazepine
Uygulamasimin Etkisi

4TBM enjekte edilen fareler iki gruba ayrilmis ve bir gruba %10 DMSO enjekte
edilmis (Kontrol grubu olarak adlandirilmistir); diger gruba ise giinliik 3 mg/kg
Olvanil enjekte edilmistir (Olvanil grubu olarak adlandirilmistir). Timdr hiicresi
enjeksiyonundan 3 giin sonra ilag¢ tedavisi baglamis ve timor enjeksyionundan 14 giin
sonrasinda farelerin dalak, lenf nodu, tiimor dokusu alinmis ve peritonlarindan %3

FBS iceren serum fizyolojik ile hiicreler toplanmistir. Elde edilen dokulardan hiicreler
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elde edilmis ve yine T hiicre, diger hiicreler ve periton hiicreleri olacak sekilde hiicre
kiiltiirleri hazirlanmigtir. Bu hiicre kiiltiirleri LPS ve rekombinant IFNy ile uyarilmis
ve ayrica ex vivo TRPV1 agonisti capsaicin ve olvanil, TRPV1 antagonisti
capsazepine uygulamasi yapilarak olast TNFa, IFNy, IL-10 ve IL-6 sitokin
seviyelerindeki degisiklikler ELISA yontemi ile belirlenmistir. Sonuglar sekil

altlarinda belirtilmistir.
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Sekil 4.32. Kontrol ve Olvanil grubu farelerden elde edilen periton hiicrelerinin TNFa seviyelerindeki
degisiklikler. Olvanil grubundan elde edilen periton hiicrelerinin TNFa salinimlart LPS ve IFNy
uyarimlariyla veya uyarim yokken kontrol hayvanlarina gore artmigtir (Panel A-C). *p<0.05
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Sekil 4.33. Kontrol ve Olvanil grubu farelerden elde edilen diger hiicrelerin TNFa seviyelerindeki
degisiklikler. Olvanil grubundan elde edilen diger hiicreler LPS uyarimi varliginda capsaicin
uygulamasiyla TNFa salinimlart azalmistir (Panel B). Ortamda uyaran yokken ve IFNy uyarimi TNFa
salinimini etkilememistir (Panel A ve C). *p<0.05
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Sekil 4.34. Kontrol ve Olvanil grubu farelerden elde edilen T hiicrelerin TNFa seviyelerindeki
degisiklikler. Kontrol hayvanlarindan elde edilen T hiicreler ConA ile uyarildiginda Olvanil ve
capsazepine uygulamast TNFa salinimlarimi arttirmistir (Panel B). IFNy ile uyarilan olvanil grubu
kaynakli T hiicrelerinin TNFa salinimi ise capsazepine ile artmistir (Panel C). Ortamda uyaran ajan
yoklugunda TNFa salinimlart degismemistir (Panel A). *p<0.05
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Sekil 4.35. Kontrol ve Olvanil grubundan elde edilen periton hiicrelerinin IFNy seviyelerindeki
degisiklikler. Ortamda uyarim bulunmadiginda in vivo Olvanil uygulamasiyla kontrol grubuna gore
artan IFNy salinimi ilag uygulamasiyla azalmistir (Panel A). LPS ile uyarildiklarinda ise yine kontrol
grubuna gore IFNy salinimi artmustir (Panel B). *p<0.05, #p<0.05.
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Sekil 4.36. Kontrol ve Olvanil grubundan elde edilen diger hiicrelerin IFNy seviyelerindeki
degisiklikler. Ortamda uyarim bulunmadiginda in vivo Olvanil uygulamasiyla kontrol grubuna gére
IFNy salinimi artmustir (Panel A). LPS ile uyarildiklarinda ise diger hiicrelerin IFNy salinimi kontrol
grubunda ila¢ uygulamasiyla azalmig, Olvanil grubunda ise ex vivo Olvanil ve capsazepine uygulamasi
IFNy salimimini azaltmigtir (Panel B). *p<0.05, #p<0.05.
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Sekil 4.37. Kontrol ve Olvanil grubundan elde edilen T hiicrelerin IFNy seviyelerindeki degisiklikler.
Ortamda uyarim bulunmadiginda hem kontrol hem de Olvanil grubundan elde edilen T hiicrelerin IFNy
salinimlar1 ex vivo Olvanil ve capsazepine uygulamasiyla azalmistir (Panel A). Hiicreler ConA ile
uyarildiklarinda ise Olvanil grubunun T hiicrelerinin IFNy salinimlari kontrol grubuna gére azalmistir
(Panel B). *p<0.05.
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Sekil 4.38. Kontrol ve Olvanil grubundan elde edilen periton hiicrelerinin IL-6 seviyelerindeki
degisiklikler. Ortamda uyarim bulunmadiginda Olvanil grubundan elde edilen periton hiicrelerinin IL-
6 salinimlar1 kontrol grubuna gore artmistir (Panel A). Hiicreler LPS ile uyarildiginda kontrol grubuna
gore Olvanil grubunda artan IL-6 salinim1 ex vivo Olvanil uygulamasiyla azalmistir (Panel B). Ayrica
kontrol grubunda rekombinant IFNy uyarimi varliginda ex vivo olvanil ve capsazepine uygulamasi IL-
6 salinimini arttirmistir (Panel C). *p<0.05, #p<0.05.
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Sekil 4.39. Kontrol ve Olvanil grubundan elde edilen diger hiicrelerin IL-6 seviyelerindeki degisiklikler.
Hiicreler LPS ile uyarildiginda kontrol grubundan elde edilen diger hiicrelerin IL-6 salinim1 capsazepine
uygulamasi ile artmistir (Panel B). Ayrica IFNy ile uyarilan kontrol grubu diger hiicrelerin IL-6 salinim1
olvanil ve capsazepine uygulamasi ile artmistir (Panel C). Uyarim yoklugunda diger hiicrelerin IL-6
seviyeleri degismemistir (Panel A). *p<0.05.
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Sekil 4.40. Kontrol ve Olvanil grubundan elde edilen T hiicrelerin IL-6 seviyelerindeki degisiklikler.
Ortamda uyarim olmadiginda kontrol grubu T hiicrelerinin IL-6 salinimi olvanil ve capsazepine
uygulamasiyla artarken, in vivo olvanil tedavisi géren grupta artmis olan IL-6 salinimi ilag
uygulamasiyla azalmistir (Panel A). Hiicreler ConA ile uyarildiklarinda olvanil grubunun kontrol
grubuna gore azalmis olan IL-6 seviyeleri ex vivo olvanil uygulamasi ile artmistir (Panel B). Kontrol
grubundan elde edilen T hiicrelerin IL-6 salinimi IFNy uyarimi varliginda capsazepine ile anlaml
sekilde artmistir (Panel C). *p<0.05, #p<0.05.
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Sekil 4.41. Kontrol ve Olvanil grubundan elde edilen periton hiicrelerinin IL-10 seviyelerindeki
degisiklikler. Ortamda uyarim oldugunda veya hiicreler LPS ve IFNy ile uyarildiklarinda in vivo olvanil
uygulanmis grubun IL-10 salinimlari artmistir (Panel A-C). Ayrica Olvanil grubu periton hiicrelerinin
IL-10 salinimlari IFNy uyarimi varliginda ise capsazepine ile artmistir (Panel C). *p<0.05, **p<0.05.
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Sekil 4.42. Kontrol ve Olvanil grubundan elde edilen diger hiicrelerinin IL-10 seviyelerindeki

degisiklikler. Diger hiicrelerin IL-10 salinimlarinda bir degisiklik gézlenmemistir (Panel A-C).
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Sekil 4.43. Kontrol ve Olvanil grubundan elde edilen T hiicrelerinin IL-10 seviyelerindeki degisiklikler.
Ortamda uyarim olmadiginda veya hiicreler IFNy ile uyarildiklarinda T hiicrelerin IL-10 yanitlar
degismemistir (Panel A ve C). Ortamda ConA varliginda kontrol grubunun T hiicrelerinden IL-10
salinimi capsazepine ile artmig, Olvanil grubu T hiicrelerinin ise IL-10 yanit1 olvanil ve capsazepine ile
artmugtir (Panel B). *p<0.05.
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5. TARTISMA

Kanser giiniimiizde halen en 6nemli morbidite ve mortalite sebeplerinden biridir. Her
y1l milyonlarca kisiye kanser tanis1 konmakta ve yine milyonlarca kisi kanser ya da
kansere bagl komplikasyonlardan dolay1 hayatini kaybetmektedir. Kadinlarda en sik
goriilen meme kanserine karsi yeni terapi segenekleri ve tani-tedavi olanaklar ortaya
cikmigsa da meme kanserine bagli dliimlerin %90’1m1 olusturan metastatik meme
kanseri halen 6nemli bir sorun olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Suva ve ark., 2009). Bu
sebeple metastatik meme kanserini tani ve tedavide yeni hedeflerin kesfi biiyiik 6nem

arz etmektedir.

Kanser gelisimi {izerine yapilan arastirmalar sonuglarmma bakildiginda iyon
kanallarinin rolii dikkat ¢ekmektedir. Meme kanserinde potasyum (K') ve sodyum
(Na") kanallarinin proliferasyon, migrasyon ve invazyondaki rolii iyi arastirilmigtir
ancak kalsiyum (Ca*?) kanallarinn rolii son yillarda anlasilmaya baslamistir. Ca™,

hiicre iginde birgok kritik islemde gdrev almaktadir. Hiicre i¢ine alinan Ca*?’

in en ¢ok
kullanilan  yolagi voltaj-bagimsiz  Ca™ adi  verilen kanallar vasitasiyla
gerceklesmektedir. Hiicre icerisine alman Ca™? gen transkripsiyonu, hiicre dongiisii,
apoptoz ve kontraksiyon fonksiyonlar1 bu gorevlerinden bazilaridir. Meme kanseri,
prostat kanseri gibi bazi kanser tiirlerinin de Ca*? yolagmi kullanarak hiicre
proliferasyonlarini arttirdigint ve apoptoza karsi direng gelistirdiklerini gosteren
caligmalar bulunmaktadir (Ouadid-Ahidouch ve ark., 2013; Deliot ve Constantin,
2015). TRP kanallar1 bu arastirmalar sirasinda dikkatleri iizerine ¢ekmistir. TRP
ailesinin bir liyesi olan TRPVI1’in agri ve norojenik enflamasyondaki roli iyi

tanimlanmistir. Ancak son yillarda aragtirmacilar TRPV1’in kanser gelisiminde rol

oynadigin bildirmislerdir (Shapovalov ve ark., 2016; Weber ve ark., 2016).

Bu ¢aligmada metastatik meme kanseri varliginda saglikli duruma gore timor tagiyan
farelerde TRPV1 eksprese eden immiin hiicre tiplerindeki degisiklikler ile TRPV1
aktivasyonunun bu hiicrelerin sitokin profillerine olan etkileri in vivo’da ilk defa

arastirilmastir.

Calismada amaglarimizdan ilki tiimor varliginda farelerin dalak ve lenf nodlarindan
elde edilen immiin hiicrelerde TRPV1 ekspresyonundaki olas1 degisiklikleri

belirlemek ve bu hiicrelerin immiinofenotiplendirilmesinin yapilmasi idi. Bu amagla
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ilk olarak TRPV1 ekspresyonunun 4TBM ve 4TLM tasiyan farelerdeki immiin
hiicreler ve tiimor dokusundaki ekspresyonuna bakildi. Bulgularimiza gére 4TBM ve
4TLM meme karsinom varliginda immiin hiicrelerin sayisinda degisiklikler
gorilmiistiir. 4TBM tastyan farelerin dalak dokularinda Grl, CD11b ve CD4 eksprese
eden hiicrelerin sayisinin saglikli ve 4TLM tasiyan farelere gore oldukca arttigi
goriilmiistiir. Lenf nodlarinda ise iki timdr tipinde de saglikli farelere gore CD4+
hiicre sayisinda artis oldugu ancak 4TLM’deki artisin 4TBM tasiyan farelere gore daha
da yiiksek oldugu dikkat ¢ekmistir. Tlging olarak lenf nodlarinda CD4 ile CD8’i ayn1
anda eksprese eden T hiicrelerinin sayisit 4TBM tasiyan farelere gore 4TLM tastyan
farelerde anlamli Olgiide artmustir. Literatiirde belirtildigi iizere timusta T hiicre
gelisimi sirasinda hiicreler ayn1 anda CD4 ve CD8 belirteglerini ayn1 anda eksprese
etmektedir fakat gelisimin son fazinda hiicreler ya CD4 ya da CD8 eksprese eder hale
gelmektedir. Ancak son yillarda yapilan ¢caligsmalar bu iki belirteci ayni anda eksprese
eden T hiicrelerinin varligimi gostermistir. Meme kanserinde arttigi bildirilen bu
hiicrelerin rolii halen tam olarak anlasilamamigsa da CD4+ CD8+ hiicrelerin sitotoksik
immiiniteyi arttirabilecegini gosteren yayinlar bulunmaktadir (Desfrancois ve ark.,
2009; Overgaard ve ark., 2015). Calismamizda bu hiicrelerin sayisinda artis
gbzlenmesi, immiin sistemin kanser hiicresine verdigi anti-tiimdral yanit olabilir fakat

bu konuda daha ¢ok ¢aligsmaya ihtiya¢ vardir.

Immiin hiicrelerde TRPV1 ekspresyonlarina bakildiginda 4TBM tasiyan farelerin
dalak dokularinda Grl+ TRPV1+ hiicre sayisinin saglikli ve 4TLM tasiyan farelere
gore anlamli dlgiide arttign goriilmiistiir. Ilging olarak tiimoér dokusunda TRPV1
eksprese eden Grl+, CDI11lb+, CD4+ ve CDS8+ hiicrelerin sayisinda bir fark
goriilmemistir. Elde edilen bu veriler ile TRPV1 ekspresyonu, 4T1 meme kanser
hattinin alt tipleri olan 4TBM ve 4TLM hiicre hatlarindaki ekspresyonlar: ilk defa

gosterilmistir.

Bir diger amacimiz ise immiin dokulardan elde edilen hiicrelerin izole edilerek TRPV1
aktivasyonu ile ortaya ¢ikan immiin yanitlarin degerlendirilmesiydi. Calismamizda in
vivo ve ex vivo c¢aligsmalar ile bu amag ele alinmistir. Saglikli fareler ile 4TBM ve
4TLM tastyan farelerin immiin dokularindan elde edilen hiicrelerden steril kosullar
altinda T hiicreler izole edilmis ve kalan hiicreler ile birlikte ayr1 pleytlerde hiicre
kiiltiiriine alinarak ConA ve irradiye timor hiicreleri ile uyarim altinda TRPVI
agonistleri ile aktivasyonu saglanarak sitokin seviyelerindeki degisiklikler
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belirlenmigtir. TRPV1’in immiin hiicrelerin fonksiyonlarina katildigini gosteren
calismalar mevcuttur. CD4+ T hiicrelerinin ve makrofajlarin sitokin salinimina ve
dendritik hiicrelerin antijen sunma fonksiyonuna ve olgunlasmasina aracilik ettigi
bildirilmistir (Basu ve Srivastava, 2005; Bertin ve ark., 2014; Ninomiya ve ark., 2017).
Bulgularimiza gére TNFa seviyelerinde anlamli bir degisme goriilmezken, ConA ile
uyarilan T hiicrelerde IL-6 seviyesinin 4TBM tasiyan farelerde arttig1 ve capsaicin
uygulamasi ile IL-6 saliniminin azaldig1 goriilmiistiir. Capsaicin, T hiicrelerde ve diger

hiicrelerde IFNy salinimin1 4TBM tasiyan farelerde azaltmistir.

IL-6 ve IFNy sitokinlerinin tiimdr mikrocevresindeki rolleri karmasiktir. IFNy normal
sartlarda viicuda giren patojenlere karst yanit olusturulmasi i¢in T hiicreleri yardimci
tip 1 T hiicrelere farklilastirip, makrofajlar1 aktive etmektedir; IL-6 ise hem pro- hem
de anti-enflamatuvar bir sitokin olup, T hiicre yanitlarinin ortaya ¢ikmasi igin kritik
oneme sahip bir sitokindir, T hiicrelerinin immiin yanit sirasinda aktivasyonunu,
cogalmasim1  ve farklilasmasini desteklemesinin yaninda enflamasyonu da
desteklemektedir. IL-6 ve IFNy, TNFa ile birlikte kronik enflamasyon olusmasi
halinde immiin sistemi baskilayarak tiimor hiicrelerinin sagkalimini saglarlar ve
anjiyogenezi desteklerler (Fisher ve ark., 2014; Abbas ve ark., 2015a; Mojic ve ark.,
2017). Ortamda herhangi bir uyarim bulunmazken 4TBM grubunda IL-6 ve IFNy
yanit1 diisiik iken ConA uygulamasiyla bu yanitin artmasi T hiicrelerinin akut
enflamasyon benzeri yanit olusturmasina sebep olmus olabilir. Literatiirde
capsaicin’in doza bagli anti-enflamatuvar etkisinin oldugu belirtilmistir (Jolayemi ve
Ojewole, 2013). Calismamizda da literatiirle uyumlu olarak 4TBM grubundan elde

edilen T hiicrelerde enflamatuvar sitokinlerin capsaicin ile baskilanmistir.

Akis sitometrisi ve hiicre kiiltiirii deneylerinden yola ¢ikarak 4TBM metastatik meme
kanseri hiicreleri ile ileri ¢alismalar yapilmistir. Literatiirde fare peritonunda bulunan
makrofajlarin ¢esitli uyaranlara karsi gosterdigi yanitlarda TRPV1 kanalinin rolii
bildirilmistir (Joe ve Lokesh, 1994; Ninomiya ve ark., 2017). Calismamizda 4TBM
tasiyan fareler ile birlikte saglikli farelerin peritonlarindan makrofajlar toplanmistir.
Yine immiin dokulardan T hiicreler ayrilmis ve kalan hiicreler “diger hiicreler” adiyla
hiicre kiiltiiriine alinmistir. Periton makrofajlarinin TNFa, IFNy, IL-6 seviyelerinin
LPS uyarimiyla arttigr goriilmiistiir ancak capsaicin uygulamasi anlamli bir etki

olusturmamistir. Yapilan caligmalarda capsaicin’in makrofajlarda doza bagimli
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olarak, 6zellikle de 10 uM dozda LPS ile indiiklenen pro-enflamatuvar yanitlari
baskiladig1 vurgulanmustir (Tang ve ark., 2015; Walker ve ark., 2017). Ilging olarak
ortamda herhangi bir uyarim bulunmadiginda saglikli fareler ile 4TBM tasiyan
farelerin periton makrofajlarindan salgilanan IL-6 salimimi hem capsaicin hem de
capsazepine ile azalmistir, IL-10 salinimu ise saglikli farelerde azalirken 4TBM tasiyan
farelerde artmistir. Ortamda uyarim oldugunda capsaicin ve capsazepine’in bu etkileri
gozlenmedi. LPS’nin aktive ettigi yolaklar TRPV1 sinyal yolaginin etkinligini

diistirmiis olabilir.

Immiin hiicrelere TRPV1 ajanlarmin ex vivo uygulanmasmin yani sira in vivo
uygulanmasinin immiin hiicrelerin yanitin1 nasil degistirdigi de degerlendirildi. Bu
amagla farelere 4TBM meme karsinom hiicreleri enjekte edildikten sonra bir gruba
¢oziicli (%10 DMSO), diger gruba ise giinliikk 3 mg/kg dozda TRPV1 agonisti olvanil
enjekte edildi. Tiimor enjeksiyonundan 14 giin sonrasinda fareler sakrifiye edilerek

immiin dokulari, periton hiicreleri toplanarak hiicre kiiltiirine alindi.

Literatiirde TRPV1 ekspresyonunun sinir hiicrelerinde kronik agri, sinir hasari ve
enflamasyon sonucunda arttigin1 gosteren ¢alismalarin yani sira son seviye bobrek
hastalartyla yapilan bir ¢aligmada kanda dolagan mononiikleer hiicrelerde TRPV1
mRNA diizeylerinin artti1 bildirilmistir (Hudson ve ark., 2001; Yiangou ve ark.,
2001; Anand ve ark., 2006; Saunders ve ark., 2009). Literatiir ile uyumlu olarak in
vivo olvanil tedavisi goren farelerin periton hiicrelerinde TRPV1 eksprese eden hiicre

say1s1, ¢oziicii enjekte edilen kontrol grubuna gore anlamli dl¢iide artmistir.

In vivo Olvanil uygulamasi sonucu ortaya ¢ikan sitokin yanitlarma bakildiginda
periton hiicrelerinde TNFa yanit1 olvanil uygulanan grupta kontrole gore artmigsa da
ilag uygulamasi etkili olmamistir. Ancak ortamda uyarim bulunmadiginda in vivo
olvanil uygulanan grupta IFNy yaniti1 kontrol grubuna gore capsaicin, olvanil ve
capsazepine uygulamasi ile azalmistir. Ilging olarak periton hiicreleri LPS ile
uyarildiginda kontrol grubuna gore olvanil grubunda artan IL-6 salinimi, ex vivo
olvanil uygulamasi ile azalmistir. Antitimor yanit gosteren makrofajlar, pro-
enflamatuvar sitokinlerden TNFo ve IL-6 ile tiimor destekleyen makrofajlar ise
yiiksek miktarda IL-10 salgilamasi ile karakterize edilir (Ramanathan ve Jagannathan,
2014; Williams ve ark., 2016). In vivo olvanil uygulanan grubun periton

makrofajlarinda kontrol grubuna gore IL-6 ve TNFa sitokinlerinin saliniminin artmasi
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da hiicrelerin antitiimor 6zellik gosterecek sekilde farklilagtigini gostermektedir. Bu
makrofajlarin  polarizasyon fenotiplerini belirlemek i¢in detayli caligmalara

gereksinim duyulmaktadir.

Calismamizda ilk defa 4T1 meme kanser hattinin alt tipleri olan 4TBM ve 4TLM
metastatik meme kanserinde TRPV1 ekspresyonunun immiin hiicrelerde arttig1 ve bu
artisin anti-timoral immiiniteyi destekler nitelikte oldugu gosterilmistir. Ex vivo
TRPVI1 ajanlarimin uygulamasi kisith seviyede kalmis ancak TRPV1 agonisti
Olvanil’in in vivo uygulanmasi makrofajlarin antitiimor yanit gosterecek sekilde
farklilagsmasin1 indiikledigi belirlenmistir. Elimizdeki sonuglar ile TRPV1’in
kanserdeki rolii hakkinda literatiire yeni bilgiler saglanmistir. Ancak tam olarak
TRPV1 meme kanserindeki roliinii ortaya koyabilmek icin daha genis ¢aph

calismalara gereksinim duyulmaktadir.
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6. SONUC ve ONERILER

1.4TBM meme karsinom tagtyan farelerde Grl, CD11b ve CD4 eksprese eden immiin
hiicrelerin sayis1 saglikli farelere gore anlamli derecede artmistir. 4TLM tasiyan
farelerde ise CD4 ve CDS8’1 ayn1 anda eksprese eden T hiicrelerinin sayis1 4TBM

tagiyan farelere gore dnemli dlglide artmistir.

2.4TBM tasiyan farelerin dalak dokularinda Grl+ TRPV 1+ hiicrelerin sayis1 saglikli
ve 4TLM tasiyan farelere gore artis1 anlamlidir. Elde edilen akis sitometrisi verileriyle
4T1 meme kanser hattinin alt tipleri olan 4TBM ve 4TLM hiicre hatlarinda TRPV1

ekspresyonlari ilk defa gdsterilmistir.

3. Saglikl farelere gore 4TBM tasiyan farelerin T hiicrelerinde IL-6 ve IFNy yaniti
diisiik iken ConA uyarimi varliginda sitokin yanitt belirgin dl¢lide artmis ve 1 uM

capsaicin uygulamastyla bu etki baskilanmuistir.

4. 4TBM tastyan farelerden izole edilen periton makrofajlarinda saglikli farelere gore
TNFa, IFNy, IL-6 seviyeleri LPS uyarimiyla artmistir ancak capsaicin uygulamasi

belirgin bir etki olusturmamustir.

5. Ortamda herhangi bir uyarim bulunmadiginda saglikli ve 4TBM tasiyan farelerin
periton makrofajlarindan salgilanan IL-6 salinimi hem capsaicin hem de capsazepine

ile azalmustir.

6. Ortamda herhangi bir uyarim bulunmadiginda periton makrofajlarindan salgilanan

IL-10 sitokini miktar1 saglikli farelerde azalirken 4TBM tasiyan farelerde artmistir.

7. In vivo olvanil uygulanmasi sonucunda tedavi goren farelerin periton hiicrelerinde
TRPV1 eksprese eden hiicre sayisi, ¢oziicii enjekte edilen gruba gore belirgin olcilide

artmistir.

8. In vivo olvanil uygulanan gruptan elde edilen periton makrofajlarinda TNFo yaniti

artmis, ex vivo ila¢ uygulamasi etkili olmamustir.

85



9. In vivo olvanil uygulanan gruptan elde edilen periton makrofajlarinda IFNy yanit1
kontrol grubuna gore ex vivo capsaicin, olvanil ve capsazepine uygulamasi ile

azalmstir.

10. In vivo olvanil uygulanan gruptan elde edilen periton makrofajlar1 LPS ile
uyarildiginda IL-6 salinimi kontrol grubuna gore artmis, ex vivo olvanil uygulamasi

ile azalmustir.

Viicudun birgok yerinde eksprese edilen ve oOnemli fizyolojik olaylara katilan
TRPV1’in kanserde hedef olabilecegi bildirilmistir ve ¢alismalar bu yonde devam
etmektedir. Calismamizda TRPV1’in 4T1 metastatik meme kanser hattinin alt tipleri
olan 4TBM ve 4TLM hiicre hatlarindaki ekspresyonu ilk defa gosterilmistir. Elde
edilen veriler TRPV1’in literatiirde de belirtildigi gibi immiin yanita katildigini
gostermektedir. Elimizdeki sonuglar meme kanseri varliginda TRPV1 aktivasyonunun
makrofajlarin  antitiimdral yanitim1 destekledigini, T hiicrelerin enflamatuvar
fonksiyonlarini baskiladigini isaret etmektedir. Sonuglarimiz literatiire yeni bilgiler
saglamaktadir ancak TRPV1’in bu etkilerini tam olarak ortaya koyabilmek icin daha

kapsamli ¢aligsmalara ihtiya¢ vardir.
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