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OZET

Turhan N. , Deneysel kist hidatik ve meme kanseri modelinde gelisen
immiin baskilama karacigeri hedef organ haline getirir. Hacettepe Universitesi
Tip Fakiiltesi Genel Cerrahi Tezi, Ankara 2014

Tiirkiye E. granulosus enfeksiyonunun endemik oldugu bdlgeler arasinda yer
alir. E. granulosus antijen benzerligi sayesinde anti-timor immiin yanitlar
artirabilecegi yoniinde goriisler mevcuttur. Karaciger pek cok kanserde metastaz
hedef organlar1 arasinda yer alir. Bu c¢alismada, karacigerde E. granulosus
enfeksiyonu ile olugsacak immiin yanitlardaki degisikliklerin meme kanserinin
karaciger ve diger organ metastazlar iizerindeki etkisi arastirilmistir. Calismada bes
haftalik disi BALB/c fareler kullanilarak dort adet deney grubu olusturuldu.
Baslangigta kontrol (n=5) ve meme kanseri (n=6) gruplarinda bulunan farelere
intraperitoneal olarak 0.5 ml fizyolojik salin enjekte edildi. Kist hidatik (n=8) ve kist
hidatik + meme kanseri (n=10) gruplarina 0.5 ml 1xPBS (fosfat tamponlanmis tuz
¢ozeltisi) igerisinde 3000 E. granulosus protoskoleksi intraperitoneal yolla inokiile
edilerek olusturuldu. Deneysel meme kanseri, 4T1 tiimér hiicreleri (5x10* hiicre/100
ul) 17 haftalik disi BALB/c farelerin meme dokusuna subkiitan olarak enjekte
edilerek meydana getirildi. Tiim denekler 16. hafta basinda sakrifiye edildi. Tiimor,
karaciger ve dalak dokular1 makroskopik, histopatolojik ve akim sitometri analizi ile
immiinolojik olarak degerlendirildi.

Sonugta, kist hidatik ve meme kanseri grubunda karacigerde kist hidatik
enfeksiyonu gelisimi ve kanser metastazinin arttig1 gézlendi. Bu durum immiinolojik
olarak degerlendirildiginde, kist hidatik+meme kanseri grubunda hem tiimér hem de
metasestod 6liimiine neden olan Thl tipi immiin yanitlarin (CD4+IFN-y + ve CD4
+CCR5 + T lenfosit alt-tipleri) karacigerde belirgin olarak distiigii ve immiin
yanitlar1 baskilayict CD4 +CD25 + diizenleyici T lenfosit (Treg) oranin arttigi
gbzlendi.

Gergeklestirdigimiz deneysel E. granulosus ve meme kanseri modelinde,
ekinokok enfeksiyonunun karacigerde immiin baskilama yaratarak, bu organi

metastaz hedefi haline getirebilecegi yoniinde bulgulara ulagilmustir.



Anahtar Kelimeler: Echinococcus granulosus, kist hidatik, meme kanseri,

karaciger, metastaz, immiinoloji

Destekleyen Kurum: Bu ¢alisma Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma
Kurumu (TUBITAK) — tarafindan desteklenmistir. (Proje no.111S392)
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ABSTRACT

Turhan N. , In experimental Echinococcus infection and breast cancer
model, liver becomes target organ upon reduction in immune responses.
Hacettepe University Faculty of Medicine, Department of General Surgery,
Dissertation, Ankara 2014.

Turkey is included in the endemic regions for Echinococcus granulosus
infections. It is believed that due to its antigenic similarity Liver is the target organ in
many cancers. Strong immune responses are one of the factors that can hinder the
tumor cells’ dissemination. In this study, the change in immune responses in liver
during E. granulosus infection and its effect on breast cancer’s liver and other organ
metastases were investigated.

Four experimental groups were formed with five-week-old inbred female
BALB/c mice. At the beginning, animals in the control group (n=5) and in the breast
cancer group (n=6) were intraperitoneally injected with physiological saline solution
(0.5 ml) whereas the Echinococcus infection group (n=8) and the Echinococcus
infection and breast cancer group (n=10) received 3000 viable protoscoleces
suspended in 0.5 ml physiological saline. On the 13" week, 4T1 cells (5x10*
cells/100 pl) were inoculated into the right-inguinal mammary fat pad of the mice in
the breast cancer group and in the Echinococcus infection and breast cancer group.
The other groups were injected with physiological saline. By the end of 15" week (3
weeks after the cancer cells’ inoculation), the animal experiments were terminated.
In this study, the change in immune responses in liver during E. granulosus infection
and its effect on breast cancer liver and other organ metastases were investigated by
macroscopy, histopathological examination and immunological analyses performed
with flow cytometry.

In the experimental E. granulosus infection and breast cancer model, both
hydatid cyst formation and cancer metastasis were increased in the liver. In addition,
Th1 type of immune responses (CD4+IFN-y+ and CD4+CCR5+ T cells), which is
associated with metacestode killing and anti-tumor immunity, was significantly
decreased in the liver. In addition, the amount of CD4+CD25+ regulatory T (Treg)

cells that are immune suppressive was increased. These experimental data indicate



vii

that simultaneous presence of E. granulosus infection and cancer may be destructive
for the liver.
Keywords: Echinococcus granulosus, hydatid cyst, breast cancer, liver,

metastasis, immunity

This study is supported by TUBITAK (Project no.111S392).
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1. GIRIS

Neoplastik hiicreler, immiin kesif sirasinda, ¢esitli mekanizmalar araciligiyla
konagin immiin sisteminden saklanirlar. Bu nedenle immiin sistem tiimor hiicrelerini
tanimakta zorlanir ve aktive olamaz. Tespit edilemeyen tiimor hiicrelerine karsi bir
immiin cevap olusamadigi i¢in timorler konakta ¢ogalarak yagsamaya devam ederler.
Ancak, immiin sistemin 0zgiil olmayan yollarla aktive edilmesinin anti-timor
yanitlara neden oldugu bilinmektedir. Bu uyarim o&zellikle bazi enfeksiyoz
mikroorganizmalar veya bunlara ait iirtinler tarafindan saglanabilir.

Omegin, Bacillus Calmette-Guerin (BCG) asisinin mesane karsinomlarinda
kullaniminda immiin sistemin kompleks ve uzun etkili aktivasyonunun etkisi oldugu
belirtilmistir (1). Benzer sekilde Listeria monocytogenes, Corynebacterium parvum
gibi bakteri veya Toxoplasma gondii, Besnoitia jellisoni gibi protozoa
enfeksiyonlarina karsi gelisen immiin yanitlarin ayn1 zamanda neoplazi gelisimini de
baskilayabildigi gozlenmistir (2). Bu enfeksiydz ajanlar1 ortadan kaldirmak tizere
gelisen pro-inflamatuvar yanit dolayl olarak tiimorle savagmak tizere gelistirilmis ve
daha sonra tiimor tarafindan baskilanmis olan immiin sistem bilesenlerini de aktive
eder. Ozellikle artan tiimér nekroz faktdr-o (TNF-a), interlokin-12 (1L-12), IL-18 ve
interferon-  (IFN-y) gibi sitokinler anti-timor imminitesinde gorev alan CD8+
sitotoksik T lenfositleri ve dogal oldiiriicti (natural killer, NK) hiicrelerin aktivitesini
destekler. Yardimc1 CD4+ T lenfositler ise tip 1 (Thl) yoniinde farklilasarak bu
yaniti ilerletirler (3).

Timor antijenleri ile Echinococcus granulosus enfeksiyonu sonucu olusan
antijenler arasinda benzerlik oldugu gosterilmistir. Ornegin, kanser-iliskili O
glikozillenmis Tn antijeni (cancer-associated O-glycosylated Tn antigen) meme
kanserleri dahil ¢esitli kanserlerin erken doneminde eksprese olur. Bu otoantijeni
iceren as1 preparatlarinin ise ileri evre meme kanserlerinde sitotoksik T lenfosit
yanitlarini artirabilecegi bildirilmistir (4)

Karaciger, meme kanserinin metastaz hedef organlari arasinda yer alir.
Ozellikle deney hayvanlarinda olusturulan meme kanseri modellerinde metastaz

odaklart akciger ve karacigerde yogunlasmaktadir (5).



Calismamizda karaciger metastaz modeli olarak meme kanserinin secilme
nedeni, meme kanserinin toplumda sik goriilmesi ve meme kanseri deneysel modeli
olusturulmasi konusunda merkezimizde bilgi birikimi olmasidir.

Echinococcus granulosus ile enfekte edilmis deney hayvanlarinda,
enfeksiyonun farkli zamanlarinda karacigerdeki pek c¢ok genin ekspresyon
diizeylerinin etkilendigi ve metabolik yolaklarda degisikliklere neden oldugu
mikrodizin analizleri ile belirlenmistir (6).

Hastaya ve hastaliga 6zgli immiinoterapinin gliniimiiz kosullarinda kullanima
girememesi, bagisiklik sistemindeki bircok basamagin heniiz aydinlatilamamis
olmasina baghdir.

Kist hidatik toplumda sik goriilen bir hastalik olmasina ragmen, es zamanli
bir malignite ile birlikte oldugu yaymlara literatiirde nadiren rastlanmaktadir.
Hacettepe Universitesi, Tip Fakiiltesi, Genel Cerrahi Anabilim Dali tarafindan
yapilan bir ¢alismada, 1990-2001 yillar1 arasinda tiimor cerrahisi uygulanan 2086
hasta kist hidatik prevelansi acisindan degerlendirilmistir. Timor cerrahisi uygulanan
hasta grubu ile 350 hastadan olusan travma nedeniyle cerrahi operasyon uygulanan
ve daha dnceden bilinen ek hastalig1 olmayan ikinci bir hasta grubu kiyaslanmigtir.
Ayrica, kist hidatik tanist olanlarda eslik eden kanser birlikteligini gostermek
amaciyla, 1968-2001 yillar1 arasinda kist hidatik tedavisi almig 1000 hasta
retrospektif olarak degerlendirilmistir. Calisma sonucunda kist hidatik ve kanser
birlikteligi yalnizca iki hastada gosterilmistir. Hastalardan ilki primer gastrik
karsinomu olan 52 yasinda kadin, digeri ise 54 yasinda karaciger tiimorii olan erkek
hasta olarak bildirilmistir. Her iki hastada da karaciger kist hidatigi saptanmis ve
lezyonlar cerrahi olarak ¢ikartilmistir. Buna karsin travma nedeniyle degerlendirilen
350 hastadan yedisinde kist hidatik saptanmistir. Bu deger toplumumuzda rastlanan
genel kist hidatik prevelansi ile uyumlu (%2) olarak degerlendirilmistir. Retrospektif
olarak degerlendirilen 1000 hidatik kist hastasinin sadece birinde karsinom varlig
saptanmigtir. Sonug olarak, kist hidatik insidansi kanser hastalarinda daha diisiik
bulunmustur. Kist hidatikli hastalarda ise, maligniteye rastlanma olasiligmin daha
diisiik olabilecegi yoniinde klinik gézlem yapilmustir (7).

Kist hidatik olusumunun gerek karaciger homeostazini degistirmesi gerekse

anti-timor immiin yanitlar1 artirabilme olasiligi géz oniinde bulunduruldugunda,



Echinococcus granulosus enfeksiyonu ve meme kanserinin karaciger metastazlari
arasindaki etkilesim arastirmaya degerdir.

Echinococcus granulosus enfeksiyonu ve kist hidatik olusumu karaciger
homeostazin1 ve immiin yanitlar1 degisiklige ugratabilir. Karaciger pek ¢ok kanserde
metastaz hedef organlar1 arasinda yer alir. Bu siiregte immiin yanitlarin gii¢lii olmasi
tiimoriin yayilimini engelleyebilecek faktorlerden biridir.

Echinococcus granulosus ve kanser gelisimi veya metastaz arasindaki iliski
heniiz kesin olarak ortaya konulamamustir.

Bu ¢alismada, karacigerde Echinococcus granulosus enfeksiyonu ile olusacak
immiin yanitlar ve karaciger homeostazindaki degisikliklerin meme kanserinin
karaciger ve diger organ metastazlar1 {lizerindeki etkisinin belirlenmesi

amagclanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kist Hidatik

Kist hidatik enfeksiyonu sestod ailesinde yer alan Ekinokok (Echinococcus)

cinsinin larvasinin neden oldugu zoonotik bir enfeksiyondur (8, 9).

2.1.1. Echinococcus granulosus’un Yasam Dongiisii

Parazitin yagam dongiisiinde iki adet memeli konak bulunmaktadir. Erigkin
sestod, etobur konagin (képek, kurt...) ince barsaginda yasar ve enfektif onkosferler
tiretir. Serbest yumurtalar ya da yumurta iceren sestod segmentleri etobur konagin
barsagindan ¢evreye yayilir. Ara konak olan otobur (koyun, kegi, at, deve...)
memelinin yumurtalar1 oral yolla almasindan sonra, ara konagin i¢ organlarinda
larval, metasestod formu olusur. Ara konakta yerlesen metasestod formu, enfektif
giici olan ¢ok sayida protoskoleks firetir. Protoskoleks ana konak tarafindan
alindiginda, ana konakta sestoda doniisiir. Parazitin dogal yasam dongiisiinde
bulunmamasina ragmen, ana konaktan cevreye sacilan yumurtalarin oral yolla
alinmasiyla insanlar ve diger bazi canlilar kazara enfekte olurlar. Echinococcus
granulosus’un sestod formu etobur ana konagi enfekte ettiginde morbiditeye neden
olmaz. Diger taraftan, metasestod formu, ara konakta ve tesadiifii konakta
morbiditeye ve hatta mortaliteye neden olabilen ekinokokozis enfeksiyonuna neden
olur (9-11).

Enfeksiyona neden oldugu bilinen alti grup ekinokok tiirii bildirilmistir.
Bunlardan kist hidatik enfeksiyonuna yol agan Echinococcus granulosus ve alveolar
kist hidatik etkeni olan Echinococcus multilocularis ve polikistik ekinokokoz etkeni
olan Echinococcus oligarthrus insanda enfeksiyona neden olmaktadir. Diger
zoonotik enfeksiyonlara yol agan gruplar, Echinococcus vogeli, Echinococcus

shiquicus ve Echinococcus felidis’dir (8).

E. granulosus Tiirkiye’de en sik enfeksiyona neden olan alt gruptur. E.
multilocularis’in neden oldugu alveolar kist hidatik daha ¢ok Anadolumun dogu

bolgelerinde goriilmektedir.



E. granulosus, yaklasik 2-7 mm uzunlugunda yassi parazittir. Ortalama ti¢
segmentten (proglotid) olusurlar. Mitokondrial DNA {izerinde yapilan ¢alismalarin
sonucunda E.granulosus i¢in 10 farkli genotip bildirilmistir. Her bir tiirtin diinyadaki
dagilimi, konak ozgiilliigii, antijenite, kemotdrapatiklere duyarlilik, patolojiye ait
Ozellikleri bakimindan farkliliklar  bulunmaktadir. Bu  6zellikler asilarin
gelistirilmesinde, tanida kullanilacak belirteclerin  belirlenmesinde, tedavide
kullanilan ilaglarin etkinliginde ©nemli rol oynamakta, dolayisiyla hastaligin
epidemiyolojisi ve kontroliinii belirlemektedir. Insanlarda en sik kistik ekinokkoza
neden olan ve tiim diinyada en yaygmn olan genotip G1’dir. Ozellikle koyun
ciftliklerinin yogun oldugu cografi alanlarda daha baskin olarak goriilmektedir.
Tiirkiye, iran, Fas, Tunus, Kenya, Kazakistan, Bat1 Cin ve Arjantin gibi endemik
bolgelerde en sik G1 genotipi goriilmektedir (8).

Hem kist hidatik hem de alveolar kist hidatik iilkemizde endemik olarak
goriilmesine ragmen bu hastaliklara yonelik epidemiyolojik ¢alismalar oldukg¢a azdir.
Calismalar genelde retrospektif olarak hastane kayitlarinin incelenmesi ile
yapilmaktadir. Ulkemizde ekinokokozis ile ilgili ilk yazili kaynak Osmanli dénemine
dayanmaktadir. C.R. Katibian 1872 yilinda ‘Kyste hydatique multilokulaire’ isimli
yazistyla insanda alveolar kist hidatik enfeksiyonunu ilk defa tanimlamistir. Daha
sonra, Turkiye Cumhuriyeti kurulduktan sonra 1939 yilinda, Kamile Aygiin ilk kez
insanda kist hidatik enfeksiyonunu tanimlamigtir. Saglik Bakanligi’nin verilerine
gore 1987-1994 yillar1 arasinda 21.303 hasta (yillik 2663 hasta) kist hidatik
nedeniyle ameliyata alinmistir. Aydinoglu yillik ameliyat edilen hasta oranini yillik
100.000’de 0,87-6,6 olarak bildirmistir (44). Tiirkiye’de kopeklerde E. granulosus
enfeksiyonu sikligi bolgelere gore dagilim degisiklik gostermekle beraber, veriler
%0,32 ile % 40 arasinda degismektedir (12).

2.1.2. insanlarda Kist Hidatik Enfeksiyonu

Kist hidatik, E.granulosus metasestodunun degisik organlarda berrak sivi
iceren kist olusturdugu bir hastaliktir. Metasestod, internal seliiler (germinal) tabaka
ve eksternal aseliiler (laminar) tabakalardan olusur. Boyutu yaklagik 60-70 um’dir.
Oral yolla viicuda alinir ve endokist olusur. Endokist biiylimeye baglar ve

graniilomatdz doku reaksiyonu gelisir. Bunu fibréz doku reaksiyonu izler ve bag



dokudan olusan perikist ile endokist cevrelenir. Insanda olusan kistik lezyonun
boyutu degisiklik gostermekle beraber, 1 cm’den 20 cm’ye kadar boyutlarda
bildirilen lezyonlar mevcuttur. Insandaki kistik lezyonlarda protoskolesks gelisimin
enfeksiyondan ortalama 10 ay sonra gergeklestigi diisiiniilmektedir. Protoskoleks
gelisimi boyut ile iligkili degildir. Protoskoleks iiretimi olmayan kistler iiretken kabul
edilmez. Kistler tek kistik yapidan olusan unilokuler yapida veya kiz veziliiller igeren
multilokiile yapida olabilir (9, 13).

Kist hidatik enfeksiyonu viicutta ¢ok farkli organlarda goriilebilir. Hastalarin
yaklagik %40-50’sinde tek organda ve tek kist seklinde bulunurlar. Caligmalarda kist
hidatik enfeksiyonunun en sik (%65-75) karacigerde gortldiigii bildirilmistir. Oral
yolla alinan yumurtalarin portal sistemden ge¢mesi nedeniyle karaciger en cok
etkilenen organdir. Akciger, bobrek, dalak, beyin, kemik, overler gibi diger
organlarda da kist hidatik enfeksiyonu goriiliir.

E. granulosus yumurtalarinin oral yolla alindiktan sonra dolagima gegerek
farkli organlarda enfeksiyona neden olmasina primer kist hidatik enfeksiyonu denir.
Spontan ya da travma sonucu kistik riiptiirii ile protoskoleks ve kiz vezikiillerin

etrafa sacilmasi ile sekonder kist hidatik enfeksiyonu olusur (11).

2.2. Meme Kanseri

Meme kanseri nedeni anlasilamamakla birlikte, caglar boyunca cerrahlarin
dikkatini ¢ekmistir. Yiizyillardir yapilan teorik arastirma ve bilimsel incelemelere
ragmen, meme kanseri insanlardaki en iirkiitiicii hastaliklardan biri olmaya devam

etmektedir (14).

2.2.1. Tarihge

Meme kanseri ile ilgili olarak ilk belgeler Milattan 6nce 3000-2500 yillar
arasinda eski Misir’da Imhotep tarafindan yazilan tibbi bir papirusa dayanmaktadir.
Bu yazilarda erkek hastalarda meme kanseri tanimlanmakta ve ‘tedavisi yoktur’
seklinde belirtilmektedir. Birinci yiizyila kadar meme kanseri ile ilgili ancak birkag
yazili kaynak bulunmaktadir. Iskenderiye okulunun yetistirdigi Leonides Milattan
sonra 100 yilinda tarihte ilk defa mastektomi ve aksiler kiiretaj ile meme kanseri

tedavi etmistir. Ayn1 zamanda koterizasyon ve damar baglama tekniklerini



kullanmistir. Orta ¢agda baskin olan Galen’in goriislerine gore hastaligin temeli kara
safraya baglanmis ve viicudun herhangi bir bolgesinde ortaya ¢ikan olusumun
sistemik dengeyi tedavi edemeyecegini One siirmiistiir. Cerrahi tedavi sonrasi
damarlar baglanmamis, kanin akmasi ile kara safranin viicuttan uzaklastirildig
diisiiniilmistiir. Daha sonra 18. Yiizyilda Henri LeDran meme kanserinin lokal bir
hastalik oldugunu one siirmiis ve lenf damarlan ile aksiller lenf digiimlerine
yayilldigini belirtmis, cerrahi tedaviyi on plana ¢ikartmistir. Halsted ve Meyer,
1894°de radikal mastektomiyi ¢cagin en biiyiik tedavi gelismesi olarak ilan etmisler.
Radikal mastektomide meme, iizerini Orten cilt, major ve minor pektoral kaslar ve
aksiller doku bir biitin olarak cikartilmis ve cilt defekti greft ile kapatilmistir.
Radikal mastektomi yaptiklar1 hastalarina diizey I-II-III aksiler lenf digiimi
eksizyonu yapmislar, nervus torasikus longus ve torakodorsal norovaskiiler aksiler
pedikiilii rutin olarak eksize etmislerdir. Patey ve Dyson, 1948 yilinda pektoralis
major kasmin korundugu modifiye radikal mastektomi ameliyatini savunmuglar.
Fisher ve arkadaglar1 meme kanserinin sistemik bir hastalik oldugunu ve hastaligin
prognozunu belirleyen asil faktoriin yapilan lokal tedavilerin sekli degil, sistemik
tedavilere olan yanit oldugunu belirtmistir.’Etkili sistemik tedavi’ fikri One
stiriilmigstiir. Bu gorlsler 1s18inda ¢ok sayida kontrollii randomize ¢alismalar
yapilmig ve sistemik tedavi protokolleri ve meme koruyucu cerrahi tedavi
secenekleri gelistirilmistir (14, 15).

Yiizyillardir siiren tedavi arayislarina ragmen meme kanseri olusumunda rol
oynayan esas etkenler ve hastaligin tamamen sifasini saglayacak tedavi se¢enekleri
hentiz bulunamamustir.

Amerika Birlesik Devletleri verilerine gore, 2010 yilinda saptanan 207.090
meme kanseri hastasinin 39.840°1 metastaz nedeniyle hayatini kaybetmistir. Yillar
icerisinde meme kanseri mortalite oran1 azalmasina ragmen, 5 yillik sag kalim, evre

4 hastalig1 olan hastalar i¢in ortalama %23 olarak bildirilmektedir (16, 17).

Meme kanseri metastazi en sik kemik, karaciger, akcigerler ve beyine
olmaktadir. Tedavi yaklasimi ileri evre meme kanseri olan hastalar i¢in sistemik
tedavi ve metastaz olan bolgelere lokal radyoterapi ve radyofrekans ablasyon

uygulamalarini igermektedir (18). Cerrahi tedavi cilde agilan tiimorii olan hastalarda,



progresif norolojik kaybi olan beyin metastazlarina, kord basisi olan vertebra
metastazlarina ve patolojik kirigr olan hastalara palyatif amagli uygulanmaktadir.
Ancak, retrospektif ¢alismalarda karaciger metastazi olan ileri evre meme kanseri
hastalarinda cerrahi tedavinin etkili olabilecegi bildirilmistir. Hastanin yasi, primer
timoriin  histopatolojik evresi, lenf diiglimii tutulumu, karaciger metastazlar
gelisinceye kadar gegen siire, hepatektominin simnirlari, karaciger metastazlarinin
sayisi, en biiylilk metastazin boyutu, karaciger disinda metastazlarinin olmasi,
hormonal reseptdr pozitifligi ve HER2 reseptér durumu, ileri evre meme kanseri olan
hastalarda cerrahi tedaviye yaniti etkileyen faktorler olarak bildirilmistir. Bu
faktorlerin hastaya ozel olarak degerlendirildikten sonra uygun olan hastalarda
cerrahi tedavi planinin belirlenmesi 6nerilmektedir (19, 20).

Deneysel meme kanseri olusturulmasi i¢cin 4T1 meme kanseri hiicreleri
kullanilmaktadir.

4T1 meme kanseri ilk kez Fred Miller ve arkadaslar tarafindan 1992 yilinda
tamimlanmus, transplante edilebilen kanser hiicreleridir (21). 4T1 meme Kkanseri
hiicreleri BALB/c farelerde ve doku kiiltliriinde yasayabilir. Bu hiicreler yiiksek
derecede invazif ozellik gosterirler. Meme dokusundaki primer lokalizasyonundan
lenf digiimi, kan, karaciger, akciger, beyin ve kemik basta olmak iizere diger
dokulara metastaz yaparlar.

4T1 meme kanseri hiicrelerinin deneysel calismalarda tercih edilme
nedenlerini $dyle siralayabiliriz; Oncelikle meme dokusuna kolayca ekiminin
yapilabilmesi sayesinde bu hiicreler anatomik olarak dogru bolgede timdr olugsmasini
saglarlar. Ikincisi, primer tiimdrden metastaz gelisimi spontan olarak insan meme
kanserine benzer olarak gelisir. Metastaz bolgeleri insan meme kanseriyle benzerlik
gosterir. Diger bir avantaji, primer timdr cerrahi olarak eksize edildikten sonra
metastaz gelisen bolgelerde ¢alismalarin devami saglanabilir. Bu hiicrelerin in vivo
ve in vitro deneylerde kullanimlarinin uygun olmasi, son zamanlarda yapilan CD4+
ve CD8+ T lenfositlerin aktivasyonunu hedefleyen immiinoterapi ¢aligmalarinda

kullanimlarint miimkiin kilmistir (5).



2.3. Bagisiklik Sistemi

Viicuda giren yabanci maddelerin (antijenlerin) organizmaya girmesi ile
bir¢ok biyolojik reaksiyon meydana gelir. Bu reaksiyonlarin tiimiine bagisiklik denir.
Bagisiklik olaylarinda rolii olan organ ve hiicrelere bagisiklik sistemi ya da immiin
sistem adi verilir.

Bagisiklik, dogustan bagisiklik ve edinsel bagisiklik olarak iki grupta
degerlendirilir (22).

2.4. Dogustan Bagisiklik Sistemi

Dogustan bagisiklik, adindan da anlagildig1 gibi canlinin dogumuyla beraber
kazanmig oldugu dogal diren¢ mekanizmasidir. Dogustan gelen bagisiklik sistemi
0zgll olmayan yolla koruma saglayan hiicreleri ve mekanizmalar1 kapsayan bir
bagisiklik sistemidir. Bu sistem anlik savunmadan sorumludur. Uzun siireli

korumada gorev almaz (8).

2.5. Edinsel Bagisiklik Sistemi

Edinsel bagisiklik sisteminin hiicreleri, kanda ve lenfatik sistemde serbest
olarak, lenfatik organlardaki anatomik lokalizasyonlarinda ve tiim diger dokularda
dagmik olarak bulunurlar. Enfeksiy6z ajanlara yanit olarak bagisiklik sisteminde
farkli mekanizmalar c¢alismaktadir. Birincisi, periferik lenfoid organlar ¢esitli
mikroplara viicuda giris yerlerinde miidahale eder. Ikinci olarak bazi farklilasmamis
lenfositler (daha once antijen ile karsilasmamis) periferik lenfoid organlara goc
ederek yeni antijenlerin tanir ve immiin cevabi baslatirlar. Ugiincii yontem ise
farklilasmis lenfositler kan dolasimina katilarak enfeksiy6z ajanin viicuda girdigi
yerden daha uzak bolgelerde elimine eder ve boylece sistemik etki saglarlar.
Bagisiklik sisteminin diizgiin sekilde c¢aligmasi, bagisiklik sistemi hiicrelerinin ve
dokularmin kritik rol aldig1 ¢ok basamakli yolaklar ile saglanabilmektedir (22).

Bagisiklik sistemini olusturan hiicre, doku ve organlarin o6zelliklerinin

aciklanmasi bu yolaklarin daha iyi anlagilmasini saglar.
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2.6. Bagisiklik Sistemi Hiicreleri

2.6.1. Lenfositler

Spesifik olarak farkli antijenik belirteglerin taninmasi ve edinsel bagisiklik
sisteminin en Onemli iki Ozelligi olan o6zgilllik ve bellek fonksiyonlarinin
saglanmasin1 saglarlar. Insanda beyaz kan hiicrelerinin yaklasik %20-40’1mi
lenfositler olusturur.

Lenfositler islev ve protein iirlinlerine gore alt-tiplerine ayrilirlar. Lenfositler
oncelikle T ve B olmak {izere iki ana gruba ayrilirlar. B lenfositler ilk kez kuslarda
bulunan Fabricius keseciginde bulunmustur. Memelilerde buna karsilik olarak B
lenfositlerin ilk gelistigi yer kemik iligidir. T lenfositler de ilk olarak kemik
iligindeki kok hiicrelerde olusur daha sonra timusa go¢ eder ve burada olgunlasirlar.
Olgunlasan B ve T lenfositler kemik iligi ve timusu terk eder, dolasima katilir ve
periferik lenfoid organlara yerlesirler.

B ve T lenfositlerin de alt gruplar1 bulunmaktadir. B lenfositlerin alt tipleri,
lenfoid dokularda farkli bolgelerde yerlesen follikiiler B hiicreleri, marjinal zon B
hiicreleri ve B-1 B hiicreleridir. T lenfositlerin iki ana alt grubu, of antijen
reseptoriine sahip olan yardimci T hiicreler ve sitotoksik T hiicrelerdir. Bunlarin
disinda CD4+ regiilatuar T hiicreler ve ydantijene sahip farkli bir T lenfosit alt grubu
daha tanimlanmistir (23).

Hiicre zar1 proteinleri, farkli lenfosit gruplarinin smiflandiriimasinda
fenotipik belirte¢ olarak kullanilabilirler. Lenfositlerin gruplandirilmasinda CD
numaralandirma sistemi kullanilmaktadir (CD; Cluster of Differentiation). CD
siiflandirma sistemi lenfositler ve diger immiin sistem hiicreleri tizerindeki hiicre
yiizey molekiillerinin tanimlanmasini saglarlar. Ornegin, yardimci T hiicreler CD4,
sitotoksik T hiicreler CDS yiizeyel proteinine sahiptir.

Naif (tecriibesiz) B ve T hiicreler, antijen ile karsilagmamig, matiir
lenfositlerdir ve antijen ile karsilastiklarinda koruyucu bagisiklik sisteminde rol alan
efektor hiicrelere doniisiirler. B hiicrelerinin effektdr formu antikor iireten plazma
hiicreleridir. Efektor T hiicreleri ise sitokin iireten CD4+ T yardimci ve sitotoksik

CD8+ T lenfositlerdir.
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CD4+ yardimci T lenfositler irettikleri sitokinler ile makrofajlar1 ve B
lenfositleri aktive ederler. Sitotoksik CD8+ T lenfositler viriis ile enfekte ve timor
hiicrelerini oldiirticii etkisi olan sitoplazmik protein graniilleri i¢erirler. Hem CD4+ T
lenfositler hem de CD8+ T lenfositlerin yakin zamanda aktivasyonunda CD25

yiizeyel proteini ekspresyonu kullanilmaktadir (22-25).

2.6.1.1. Efektor CD4+ T Hiicreleri

CD4+ T hiicrelerin farkli sitokinler tiretmesi ve farkli efektor fonksiyonlar

gostermesi ilizerine, bu hiicreler alt gruplara ayrilmistir.

2.6.1.2. Thl ve Th2 CD4+ T lenfositler

Thl ve Th2 lenfosit alt tipleri, kendi rettikleri ve antijen sunan hiicrelerin
tirettikleri sitokinler ile birbirlerinden ayrilirlar. interferon-y (IFN-y), Thl hiicreler
icin 6zgiil bir sitokindir. IL-4 ve IL-5 ise Th2 hiicreler i¢in belirte¢ olarak kullanilan
sitokinlerdir. Bu sitokinler alt gruplarin ayrilmasini saglarken diger yandan da bu
hiicre gruplarmin gelismesinde ve ¢ogalmasinda rol oynarlar. Ornegin, Th1 hiicreleri
tarafindan tretilen IFN-y Thl hiicrelerin farklilagmasini saglarken, Th2 hiicrelerin
olusmasini inhibe eder. Th2 hiicreler tarafindan ftretilen IL-4 ve I1L-10, Th2
hiicrelerin farklilagmasini saglarlar ve Thl hiicrelerin olusmasini inhibe ederler. Yani
her bir sitokin kendi hiicre tipinin arttirilmasini saglarken diger hiicre tipini baskilar.
Bu nedenle bir yolaktan imiinolojik yanit olusmaya basladiginda, immiinolojik yanit
o yolakta biiyiiyerek devam eder (26).

Hem Th1l hem de Th2 hiicreler, ortak naif CD4+ T hiicrelerden kaynak alirlar.
Immiinolojik yamitin erken asamalarinda gergeklesen uyaran cevabina gore
farklilasma baglar. En 6nemli uyaran sitokinlerdir. IFN-y ve IL-2, Thl y6niinde; IL-
4, Th2 yoniinde farklilagmayi saglar (27).

Th1 ve Th2 hiicrelerin uygun inflamasyon bolgesine gogleri 6zel kemokinler
araciligiyla olur.

Thl hiicreler iizerindeki kemokin reseptorleri makrofajlar, dogal o6ldiirticii
hiicreler ve endoteller tizerindeki CXCL9,10 ve 11, CCL2,4 ve 5 kemokinlerine
baglanirlar. Edinsel bagisiklik sisteminde onemli rolii olan CXCR3 ve CCRS5

kemokin reseptorleri Th1 hiicreleri tarafindan eksprese edilir.
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Th2 hiicrelerde bulunan CCR3, CCR4 ve CCR8 kemokin reseptorleri
paraziter enfeksiyonlarda ve alerjik reaksiyonlarda oldukga fazla eksprese edilen
CCL11, CCL24, CCL26, CCL7, CCL13, CCL17 ve CCL22 kemokinlerine
baglanirlar (28).

2.6.1.3. CD8+ Sitotoksik T Lenfositler

CD8+ T hiicreler 06zellikle viral antijenlere karsi olusturulan yanitta
etkindirler. CD8+ T hiicre aracilikli patojen elimasyonu, granzyme ve perforin igeren
graniillerin ekzositozu ile gercgeklesir. Perforin, hedef hiicrelerin sitoplazmalarina
granzyme girmesini saglar. Granzyme, apoptoz basamaklarini baslatir. Ayrica CD8+
T hiicreler hedef FasL eksprese ederek hiicrelerin hiicre zarinda bulunan Fas ile

baglanir ve hedef hiicrelerin apoptozunu saglarlar (29).

2.6.1.4. Hafiza T Hiicreleri

Aktive olan bazi B ve T lenfositler bellek hiicrelerine farklilagirlar ve uzun
stire canli kalirlar. Tekrarlayan antijen ile karsilagmalarda hizli ve giiglii bir
bagisiklik yaniti olustururlar. Bu hiicreler hiicre aracilikli immiin yanit sirasinda
olusurlar ve daha sonra yillarca viicutta kalirlar. IL-7 ve IL-15 bu hiicrelere spesifik
sitokinlerdir. Santal hafiza T hiicreleri lenfoid dokulara yerlesirler, antijen ile tekrar
karsilasildiginda cogalirlar ve efektor hiicreleri olustururlar. Efektor hafiza T
hiicreleri mukozal alanlara gog¢ ederler ve sitokin salimi ile antijenlere yanit verirler

(30).

2.6.1.5. Diizenleyici T (Treg) Hiicreler

CD4+ T  hiicre alt gruplarimin otoimmiiniteyi engelleyebilecekleri
gosterilmistir. CD25 zinciri tasityan CD4+ T lenfositler diizenleyici T (Treg) hiicreler
olarak adlandirilirlar. Treg hiicrelerin immiin sistemi baskilayict yonde kontrol
ettikleri bilinmektedir. Bu 6zellikleri sayesinde otoimmiinitenin ve greft rejeksiyonun
onlenmesinde olduk¢a faydali olmalarina ragmen infeksiyonlarda ve malignite

gelisiminde zararl etkiye sahiptirler (31).
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2.7. Antijen Sunan Hiicreler (APC)

Mikrobiyal ve diger antijenlerin yakalanmasi ve lenfositlere sunulmasin
saglayan hiicrelerdir. Boylece lenfositlerin cogalmasi ve olgunlagsmasini saglarlar.

Dendritik  hiicreler T lenfositlerin etkinlesmesini saglayan APC’dir.
Makrofajlar hiicre aracilikli bagisiklik sisteminde T lenfositlere antijen sunarlar.
Humoral bagisiklik sisteminde B lenfositler, T yardimci lenfositlerin aktivasyonunu
saglarlar. Follikiiler dendritik hiicreler immiin organlarda bulunurlar ve B

lenfositlerin antijen tanimasinda rol alirlar (32).

2.8. Lenfoid Dokular

Lenfoid organlar, lenfositlerin antijen reseptorlerinin ilk kez olustugu boylece
fenotipik ve fonksiyonel matiirite kazandigr primer lenfoid organlar ve yabanci
antijenlere kars1 lenfosit cevabin gelistigi sekonder lenfoid organlar ya da periferik
lenfoid organlar olarak gruplandirilir. Memelilerde primer lenfoid organlar kemik
iligi ve timus, sekonder lenfoid organlar lenf diigtimleri, dalak, kutandz immiin
sistem ve mukozal immiin sistemdir.

Periferik dokulardan gelen lenfatikler ile antijenler lenf diigiimlerinde B ve T
hiicreleri ile karsilagirlar. Dalak kan dolasimi ile gelen antijenlerin lenfositler
tarafindan karsilandig1 lenfoid organdir. Hem lenf diiglimleri hem de dalak, B ve T
hiicre zonlarna ayrilmistir. Olgunlasmis dendritik hiicreler T hiicre zonunda yer
alirlar ve T hiicreleri aktive ederler. Follikiiler dendritik hiicreler ise B hiicre
alanlarinda bulunurlar ve B lenfositleri aktive ederler. Sekonder lenfoid organlarin

yapisal olusumunda sitokinler rol oynar (33).

2.9. Hiicre Aracilikh Immiin Reaksiyonlar

Hiicre aracilikli bagisiklik sistemi T hiicre aracilikli immiin yanittir. CD4+ ve
CD8+ T lenfositler hiicre aracilikli bagisiklik sisteminde rol alirlar.

Hiicre aracilikli bagisiklik sisteminin basamaklari;

1. Periferik organlarda naif T lenfositlerin antijenlerle karsilagsmast,

2. T hiicrelerin klonal ¢ogalmas1 ve efektor hiicrelere doniismesi,

3. Efektor T hiicrelerin antijenlerle karsilagilan bolgeye go¢ etmesi,

4. Patojenin elimine edilmesi basamaklarindan olusur.
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Fagositler igerisine alinan patojenlere karsi immiinolojik yanit Th1l olarak
adlandirilan CD4+ efektor T lenfositler araciligiyla olur. Bu hiicreler fagositleri
aktive ederek patojenin elimine edilmesini saglarlar.

Parazitik enfeksiyonlara karsi immiinolojik yanit Th2 efektér T lenfositler
araciligi ile olur. Bu hiicreler immiinoglobulin E (IgE) antikorlarinin tiretilmesini ve
eozinofil ve mast hiicrelerinin aktive olmasmin saglayarak parazitlerin elimine
edilmesini saglar. Th2 aracilikli immiin reaksiyonlar eozinofil zengin inflamasyon
olarak adlandirilirlar.

Cesitli hiicreleri (fagosit harici) enfekte ederek, onlarin igerisinde yasamaya
devam eden mikroplarin yok edilmesi ve enfekte hiicrelerin oldiiriilmesi CD8+
sitotoksik T lenfositler aracilig1 ile olur.

T hiicre aracilikli makrofaj aktivasyonu ve olusan inflamasyon normal
dokularda hasara neden olabilir. Bu immiinolojik cevap nedeniyle olusan doku
hasarina gecikmis tip hipersensitivite (GTH) reaksiyonu denir. GTH reaksiyonu
viicuda giren mikroplara karsi olusturulan hiicre aracilikli immiin yanitta ortaya
cikabilecegi gibi, bir ¢cok otoimmiin hastalikta olusan doku hasarinin altta yatan
mekanizmasint olusturur. Eger enfeksiyon tamamen iyilestirilemezse, aktive olan
makrofajlar doku hasarina ve fibrozise neden olurlar.

Edinsel bagisiklik sisteminin diger bir yolagr dogal o6ldiirticii hiicreler
(Natural Killer, NK) aracilig: ile gerceklesir. Viriislere ve intra-seliiler mikroplara

kars1 erken donemde immiin yanit olustururlar (3).

2.10. Meme Kanseri ve immiinite

Tiim kanser tipleri timor dokusu cevresinde inflamatuar yanit olusmasina
neden olurlar. Kanser gelisiminde inflamasyonun rolii ilk kez 1867 yilinda Virchow
tarafindan tanimlanmigtir (27). Yapilan epidemiyolojik c¢aligmalarda patojenlerin
stimiilasyonu sonucu gelisen inflamatuar yanitin timor gelisimi i¢in baslatic1 faktor
olabilecegi bildirilmistir. Oteki taraftan inflamatuar yanitin tiimédr hiicrelerinin yok
edilmesinde rol alabilecegi One siiriilmiistiir. Anjiogenez, hipoksi, hiicre zari
reseptorlerinin etkilesimi, sitokinlerin salinimi ve bazal membranin yikimi, timoriin

agresif karakter kazanmasinda etkili olan faktorlerdir (34, 35).
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Insan solid tiimérleri hemen her zaman immiin hiicreler tarafindan infiltre
edilmistir. Ancak bu hiicrelerin dagilimlart ve miktarlar1 olusan tiimor mikro
cevresinin dengesini saglamak iizere tlimorler arasi farklilik gosterir. Bu immiin
hiicre  infitrasyonunun  Ozellikleri ~ timor  progresyonunu  degerlendiren
immiinologlarin dikkatini ¢ekmistir. Timor mikro g¢evresindeki immiin hiicrelerin
0zel fenotipik ve fonksiyonel ozelliklerinin oldugu saptanmistir. Bu ¢alismalarda T,
B lenfositlerin, NK hiicrelerin, M1 ve M2 makrofajlarin ve mast hiicrelerinin
olusturdugu kompleks sistemler ile tiimor tiplerine gore degiskenlik gdsteren 6zgiil
immiinolojik sistemlerin olustugu bildirilmistir (36).

Timor hiicrelerinin invazyon yetenegi ve metastaz yapabilme potansiyeli
kanser hastalarinin klinik durumlarini belirlerler. Timoér mikro c¢evresindeki
hiicrelerinin dagilimi ve bu hiicrelerden salinan faktorler, tiimor hiicrelerinin
davraniglarini tiimoriin gerilemesi ya da ilerlemesi seklinde yonlendirirler (37, 38).

Son yillarda yapilan calismalarda, timore infiltre lenfositler (TIL) ve
regulatuar T (Treg) hiicrelerin tiimdre klinik cevapta etkin oldugu one siiriilmiistiir
(30). TIL hiicrelerinin timor dokusunda bulunmasinin bir¢ok solid tiimdrde iyi
prognostik faktor oldugu gosterilmistir. Sayisal degerlerinden ¢ok, bu hiicrelerin
Ozgll olarak dagilimi kansere karsi bagisiklik yanitinda ana belirleg olarak
bildirilmistir. Solid tiimorlerde en sik saptanan TIL  hiicreler, T hiicre
fenotipindedirler. TIL hiicreler sitokin profillerine gére Thl ve Th2 CD4+ yardimci
T hiicreleri, CD8+ sitotoksik effektor hiicreler ve CD4+CD25+ Treg alt gruplarina
ayrilirlar (37, 38).

Bates ve arkadaglarinin yaptig1 bir ¢alismada 222 meme kanseri spesmeni
degerlendirmeye alinmis, bu ¢aligmada Treg hiicrelerin sayisinin arttigi durumlarda
ortalama yasam sliresi ve hastaliksiz sag kalim siiresinin daha kisa oldugu
gosterilmistir.  Yiiksek dereceli tiimorlerin ve lenf diiglimii pozitifliginin bu
hastalarda daha sik oldugu gosterilmistir (39).

Meme kanserinde, CD4+CD25+ Treg hiicrelerin, CD8+ sitotoksik T
hiicrelere oraninin artmasi kotii prognostik faktor olarak degerlendirilmistir (37).

Meme kanseri olan hastalarda, normal bireylerle karsilastirildiginda periferik

kandaki lenfositlerin sayisinin azaldigi, bunun aksine fonksiyonel olarak
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immiinsiipresif etkisi olan CD4+CD25+ Treg hiicrelerin ve dendritik hiicrelerin
periferik kanda ve tiimor mikro ¢evresinde arttigi gosterilmistir (40).

Timor bolgesindeki inflamatuar yanitta rol alan timdr iligskili makrofajlar,
bolgedeki oksijen miktarina ve tiimoriin evresine gore farklilasirlar. Erken evrelerde
tiimor dokusunda en sik tip 1 makrofajlar bulunur. Tip 1 makrofajlardan salinan pro-
inflamatuar sitokinler CD4+ T hiicrelerin Thl yoniinde farklilagmasini saglarlar.
Daha ileri evrelerde makrofajlar tip 2 yoniinde farklilasirlar. Tip 2 makrofajlar
Transforming Growth Faktor-B 1 (TGF-B1) ve IL-10 sitokinlerini salarlar ve Th2
yoniinde farklilasmayi saglarlar. Bunun sonucunda Treg hiicreler artar ve anti-timor
bagisiklik yanit baskilanir (41).

Timoér dokusundaki hipoksi Tip2 makrofajlar1 aktive ederek Vascular
Endothelial Growth Factor (VEGF) salinmasina ve metastaz yetenegi kazanmasina
neden olurlar (42, 43).

Bu verilerden yola ¢ikilarak, meme kanserinin ilerlemesi ve metastazinda rol
alan makrofaj hiicrelerini hedef alan tedavi protokolleri gelistirilmektedir (44, 45).

Glinlimiizde immiin sistemi diizenleyici ajanlarin ve tiimoér tarafindan olusan
immiin siipresyon etkisini ortadan kaldirmaya yonelik asilarin c¢aligmalari devam
etmektedir. Bu yeni tedavi se¢eneklerinin giiniimiizde kullanilan sistemik tedaviler

ile kombine olarak kullanildiginda basari oranlarinin artacag diisiiniilmektedir (46).

2.11. Kist Hidatik Enfeksiyonu ve Hiicresel Immiinite

Parazit enfeksiyonlarinda konakta hem dogustan bagisiklik sistemi hem de
edinsel bagisiklik sistemi aktive olur. Kist hidatik enfeksiyonunda konakta humoral
ve hiicresel bagisiklik sistemleri 6nemli role sahiptir. Ancak ayn1 zamanda parazitler
de konakta yasamim siirdiirebilmek icin koruma mekanizmalar1 gelistirirler.
E.granulosus enfeksiyonu sonrasi humoral bagisiklik sisteminin aktive olmasiyla
kanda bulunan IgG, IgM, IgA ve IgE antikor seviyeleri yiikselir. IgG1 ve IgG4
klinikte enfeksiyonun medikal tedaviye cevabinda kullanilan parametrelerdir. IgG4
uzamis, kronik enfeksiyon durumlarinda immunoglobulinlere zayif olarak baglanan
bir antikor alt grubudur. Parazitin konak bagisiklik sisteminden korunmasinda
yardimc1  oldugu ve enfeksiyonun kroniklesmesine katkida  bulundugu

distiniilmektedir. Yapilan c¢alismalarda albendazol tedavisinden fayda goren
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hastalarda IgG4 ve IgE antikor seviyelerinin diisiik oldugu, hastaligin ilerledigi
vakalarda ise yliksek oldugu gosterilmistir. IgG1 ve IgG3 seviyeleri digerlerinin
aksine stabil hastalarda daha yiiksek bulunmustur. Kist hidatik enfeksiyonunda 1gG4
ve IgE antikor yiiksekligi ve eozinofili hiicresel bagisiklik sisteminde hiicrelerin Th2
yoniinde farklilastigini gosterir. In vitro ¢alismalarda hastalarda I1L-4, IL-6, IL-10 ve
INF-y seviyelerinin yiiksek oldugu saptanmigtir. Hastaligin aktif ve inaktif
durumlarinda etkin olan hiicre tipi degisiklik gostermektedir. Th2 aracilikli
bagisiklik sisteminin konagin aktif korunmasinda, Thl’in sekonder parazit
enfeksiyonu sirasinda hiicresel bagisiklikta rol aldigi gosterilmistir (47-49). Deneysel
calismalarda anti-inflamatuar etkisi olan IL-10 saliniminin, Th1’in koruyucu etkisini

engelledigi boylece kronik enfeksiyon olusumuna neden oldugu gosterilmistir (48).

2.12. Karaciger Tiimérii ve Hiicresel Immiinite

T hiicre aracilikli bagisiklik sisteminin timor baskilayict etkisi oldugu,
hayvanlar {izerinde yapilan deneysel ¢aligsmalar ve insan tiimorleri iizerinde yapilan
calismalar ile desteklenmistir. Tiimor karsiti etkinin baslamasi i¢in kansere 6zgiil T
lenfositlerin timoér dokusuna ulasmalari gerekir. T hiicre gog¢ii tiimoér dokusu
tarafindan salinan ‘intercellular adhesion molecule 1’ (ICAM-1) ve ‘vascular
adhesion protein-/° (VAP-1) adezyon molekiilleri sayesinde olur. Yapilan
caligmalarda tiimor rezeksiyonu sonrast T hiicre infilrasyonunun arttigi durumlarda
timor rekiirrensinin daha az oldugu saptanmistir. CD8+ T lenfositler tiimor
regresyonu ve timor gelisiminin engellenmesi iizerinde anahtar role sahiptir. Timor
gelisimi sonras1 karacigerde inflamatuar mediatorlerin salinmasimna neden olur.
Inflamasyon aracilig1 ile antijen sunan hiicreler (6rn; dendritik hiicre) aktive olur ve
karacigere goc ederler. Aktif dendritik hiicreler ve CD4+ T lenfositler, tiimor ile
iligkili antijenlerin sitotoksik CD8+ T hiicrelere sunulmasini ve onlarin aktive
olmasimi saglarlar. Aktif CD8+ T lenfositler, timor hiicresinin elimine edilmesini
saglarlar (50-52).

Diger taraftan immiin silipresif etkileri nedeniyle tiimoriin bagisiklik
sisteminden kurtulmasint saglayan hiicreler de bulunmaktadir. Treg hiicreler ve
myeloid derive siipresif hiicreler (MDSCs) immiinsiipresif etkisi ¢esitli ¢aligmalarda

gosterilmis olan hiicrelerdir. Bu hiicrelerin yogunlugunun arttigi durumlarda timor
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gelisiminin hizlandig1 ve hastalarin prognozlarinin kotiilestigi gosterilmistir. Treg
hiicreler, CD8+ T lenfositlerin ve dogal dldiiriicii (NK) hiicrelerin ¢ogalmalarini ve
aktive olmalarini engellerler (53, 54).

Hepatoseliiler karsinomunda en fazla alfa feto protein (AFP) ekspresyonu
olur. Insanda hepatoseliiler kanser i¢in anti timér etkin as1 gelistirilmesi i¢in AFP
peptidleri antijen olarak kullanilmigtir. Alt1 hasta {izerinde yapilan bir calismada AFP
peptidleri kullanilarak yapilan asilamada tiim hastalarda AFP spesifik CD8+ T hiicre
cevabi saglanmis ancak klinik fayda saglanamamistir. Klinik yarar olmamasi1 CD4+
T lenfosit cevabinin ve yardimci hiicre fonksiyonlarin tam olarak olugsmamasina
baglanmistir (55).

Treg hiicrelerin baskilanmasi i¢in hayvanlarda deneysel modeller ve
insanlarda klinik calismalar dlizenlenmistir. Klinik ¢alismalarda hepatoseliiler
karsinomu olan hastalara diisiik doz siklofosfomid verilmis, takibinde hastalarda
Treg hiicre sayisinin azalma oldugu, bunun sonucunda AFP spesifik CD4+ T hiicre
cevabinda artig oldugu gosterilmistir (56).

Bu veriler 1s18inda bagisiklik sistemi aracilikli tedavi saglamak amaciyla,
CD4+ ve CD8+ T hiicre infiltrasyonunu artirict immiinoterapi ¢aligmalari
yapilmaktadir. Tiimoére karsi asi i¢in calismalar, otolog tumor antijeni sunan
dendritik hiicre gelistirilmesi, sitokin enjeksiyonu, Treg hiicre baskilanmasi,

uyarilmig lenfosit gogiiniin saglanmasi immiinoterapi i¢in ¢alisma alanlar1 olmustur

(54, 56-59).
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3. YONTEM ve GERECLER

3.1. Deney hayvanlari ve Deney Protokolii

Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi ve Cerrahi Arastirma Merkezinde
geceklestirilen bu calismada, Kobay A.S. (Ankara/Tirkiye)’ den temin edilen,
agirliklart 15-16 gr arasinda degisen, bes haftalik inbred BALB/c 39 tane disi fare
kullanilmistir. Calisma icin Hacettepe Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik

Kurulundan 2011/37-2 karar numarali izni alinmustir.

3.1.1. Deney Gruplari Olusturulmasi

Deney hayvanlart gruplara dagitilirken Once fare agirliklarinin benzer
dagilimda olmasina 6zen gosterildi.

Kist hidatik (n=12) ve kist hidatik + meme kanseri (n=13) gruplarina E.
granulosus protoskoleksleri (3000 protoskoleks/0.2 ml) 5 haftalik BALB/c farelere
intraperitoneal (i.p.) yolla inokiile edildi. Diger taraftan, kontrol (n=7) ve sadece
meme kanseri (n=7) gruplarina ayni hacimde serum fizyolojik enjeksiyonu
gerceklestirildi.

Gruplardaki denek sayilart kist hidatik olusumunun tiim deney hayvanlarinda
gerceklesmeyecegi goz Oniinde bulundurularak belirlendi. Bu nedenle sadece kist
hidatik ve kist hidatik + meme kanseri gruplarindaki fare sayis1 daha fazla tutuldu.
Ancak, deney siiresince kaybedilen hayvanlar nedeniyle, deney sonunda analiz edilen
denek sayilari; kontrol, n=5; sadece kist hidatik, n=8; sadece meme kanseri, n=6 ve
kist hidatik + meme kanseri, n=10 olarak gerceklesmistir.

E. granulosus enfeksiyonunun ve kist olusumu igin fareler 12 hafta boyunca
takip edildi. Bu siirenin sonunda kist hidatik + meme kanseri ve sadece meme
kanseri gruplarinin sag inguinal meme bdlgesine subkiitan yolla 4T1 meme kanseri
hiicreleri (5x10* hiicre/100 ul) inokiile edildi. Kontrol ve sadece kist hidatik
gruplaria ise ayni1 hacimde serum fizyolojik enjeksiyonu gergeklestirildi. Meme

tiimdrlerinin gelisimi 3 hafta boyunca izlendi.
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Asagida olusturulan deney gruplari 6zetlenmistir (Sekil-1) ;

1. Kontrol grubu: 5 fare (Once 1xPBS (fosfat-tamponlanmis tuz ¢ozeltisi),
i.p. - 3 ay sonra 1xPBS, meme dokusuna s.c.),

2. Kist hidatik grubu: 8 fare (Once 3000 protoskoleks, i.p. - 3 ay sonra
1xPBS, meme dokusuna s.c.)

3. Meme kanseri grubu: 6 fare (Once 1xPBS, i.p. - 3 ay sonra 5x10* 4T1
meme Kanseri hiicresi, meme dokusuna s.c.),

4. Kist hidatik ve meme kanseri grubu: 10 fare (Once 3000 protoskoleks,

i.p. - 3 ay sonra 5x10* 4T1 meme kanseri hiicresi, meme dokusuna s.c.)

SF enjeksiyonu (i.p.) SF enjeksiyonu (s.c.)
Kontrol gr. A 4 y X >
Protoskoleks
enjeksiyonu (i.p.) SF enjeksiyonu (s.c.)
Kist hidatik gr. y A 4 X,
Meme kanseri hucre
SF enjeksiyonu (i.p.) enjeksiyonu (s.c.)
Meme kanseri A 4 Yy ).4 >
gar.
Protoskoleks Meme kanseri hucre
enjeksiyonu (i.p.) enjeksiyonu (s.c.)
Kist hidatik ve y y X,
Meme kanseri 123 45678 9 10 1M1 12 13 14 15 16 hafta
gr 12 hafta 3 hafta

X: sakrifikasyon

Sekil-1. Deney gruplarinin olusturulmasi sirasinda gergeklestirilen uygulamalarin
zamana bagli olarak sematik gdsterimi. Denekler 16. hafta basinda sakrifiye edilerek

(X) deneyler sonlandirilmistir. (gr.,grup, i.p., intraperitoneal; s.c., subkiitan)
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3.1.2. Echinococcus granulosus Protoskolekslerinin Elde Edilmesi

Deneysel Echinococcus granulosus enfeksiyon modelinin gelistirilebilmesi
icin canli protoskolekslere ihtiyag duyulmaktadir. Bu nedenle Ankara c¢evre
ilgelerinde yer alan mezbahalarda gorevli veteriner hekimler ile temasa gegilmis ve
kist hidatik enfeksiyonu olan karacigerler bu mezbahalardan saglanmistir.

Calisma kiiveti igerisine alinan koyun (Ovis aries) karacigeri ¢eker ocak
altina yerlestirilip, kistlerin yiizeyi iyot ¢ozeltisi ile temizlendi (Sekil 2A).
Protoskoleks iceren kist sivisinin kolay aspirasyonu i¢in bir adet enjektor ignesi ile
kist i¢i basing diisiiriildii ve bagka bir enjektor yardimi ile berrak kist sivis1 tamamen
toplandi (Sekil 2B).

Tam RPMI hiicre kiiltir ortam1 (%10 fotal dana serumu, %1
penisilin/streptomisin, %1 L-Glutamin igeren) ile 1:1 oraninda karistirilan kist sivisi
santrifiij edildi ve siipernatant atildi. Elde edilen pellet (kist kumu) 1xPBS ile tekrar
yikand1 ve yeniden siispansiyon haline getirildi.

Stispansiyondan alinan 6rnek 1:1 oraninda tripan mavisi ile karistirilarak
canli protoskolekslerin Thoma hematositometresi ile sayimi gergeklestirildi. Elde
edilen protoskolekslerin mikroskopik goriintiisti Sekil-2C’de verilmistir.

Kist hidatik dokusunun ve protoskoleks varliginin histopatolojik analiz ile
dogrulanmasi amaciyla doku oOrnekleri %10 Formol-PBS igerisine alindi. Tespit
edilen dokulardan alinan makroskopi drnekleri, parafin bloklara gdmiildii ve alinan
kesitler standart hematoksilen-eozin islemine gére boyandi. Kesitlerin mikroskopik
incelenmesinde karaciger dokusuna bitisik inflamatuvar hiicreler igeren fibroz kist
duvari ve daha icte liiminal yiizeyde laminer membran izlendi. Karaciger kisti iginde
kist duvar1 laminer membranina bitisik halde E. granulosus protoskolekslerinin

varligi dogrulandi (Sekil 3).
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A) Protoskoleks izolasyonunda
kullanilan koyun karacigeri ve tagidigi
kistler hidatikler. B) Kist sivisinin
toplanmas1 islemi ve kist i¢ci basincin
diistiriilmesi i¢in koyulan enjektor ucu.
C) izolasyon sonrasinda tripan mavisi
ile boyanarak canli oldugu belirlenmis
(boyay1 igerisine almamig) bir
protoskoleksin faz-kontrast goriintiisi.

Sekil-2. Protoskoleks izolasyonu
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x100 'x400
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A) Sol alt kdsede izlenen karaciger dokusuna bitisik inflamatuvar hiicreler igeren fibroz kist
duvari ve daha igte liminal yiizeyde laminer membran izlenmektedir. B) Kist duvari laminer
membrani igerisinde yerlesik bir E. granulosus protoskoleksi goriilmektedir.

Sekil-3. Koyun karacigerinden elde edilen kistlerin histopatolojik analizi.

3.1.3. Deneysel Echinococcus granulosus Enfeksiyonu Gelistirilmesi

Bes haftalik disi BALB/c farelere 0.5 ml 1xPBS igerisinde 3000
Echinococcus granulosus protoskoleks (tripan mavisi ile canlilik analizi ve sayim

yapildiktan sonra) olacak sekilde intraperitoneal (i.p.) yolla inokiile edildi.

3.1.4. Deneysel Meme Kanseri Olusturulmasi

4T1 meme kanseri hiicre hattt1 %10 fotal dana serumu, %1 L-glutamin ve %1
penisilin/streptomisin igeren, RPMI1640 medyum igerisinde biiyiitiildii. Cogaltilan
4T1 hiicreleri (5x10* hiicre/100 pl) 17 haftalik disi BALB/c farelerin meme
dokusuna subkiitan (s.c.) enjekte edildi ve tiimor gelisimi izlendi.

Olusan tiimorlerin ¢ap1, hayvanlarin agirligi ve yasam stiresi haftada 2 kez
kontrol edildi.
Deneyin sonlandirilmasit ile tiimor dokusu, akciger, karaciger, ve dalak

dokular1 incelenmek iizere toplandi.
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3.2. Akim Sitometri

Hayvanlar sakrifiye edildikten sonra elde edilen tiimér, karaciger ve dalak
dokular1 PBS tamponu bulunan steril bir petri kabina alinarak mekanik islemlerle
siispansiyon haline getirildi ve 47 um agiklig1 bulunan filtrelerden siiziildii. Siiziintii,
Ficoll yogunluk gradienti ile fraksiyonlarina ayrildi ve mononiikleer immiin hiicrece
zengin olan faz toplanarak ilgili antikorlarla isaretlendi. T hiicre alt-gruplari, bunlarin
aktivasyon dereceleri ve yardimci T lenfositlerin tipleri Thl ve Th2 dagilimi: CDS,
CD4, CD25, CCR3, CCR5, ve (dalaktan elde edilen lenfositlerde) hiicre-igi IFN-y ve
IL-4 belirtegleri kullanilarak (3 renkli boyama) belirlendi. Hiicre i¢i boyamalarda
Cytofix/CytopermTM kiti kullanildi.

Analizler FACSAria-11 akim sitometri cihaziyla (Becton-Dickinson, ABD)
yapildi. Pozitif hiicre yiizdesi uygun izotipik kontrol antikoru ile karsilagtirilarak
degerlendirildi.

3.3. Histopatolojik Analizler

Deney gruplarindan toplanan dokularin bir kismi histopatolojik inceleme
amactyla %10 formol igerisine alindi. Tiim farelere Oncelikle intraabdominal ve
intratorasik inspeksiyon yapildi. Kontrol grubu farelerde eslik eden olasi baska
patoloji varlig1 arastirildi, beklenmedik patoloji igeren fareler kontrol grubu ve deney
gruplar1 digina birakildi.

Meme tiimorii iceren gruplarda tiimér dokusunun makroskopik ozellikleri ve
karin duvar1 kas invazyonu gozle degerlendirildi. Makroskopik olarak
intraabdominal ve intratorasik yaygin timor varligi, gozle goriilen biiyiikliikte meme
timorili metastazi varligi degerlendirildi.

Kist hidatik igeren gruplarda intraabdominal ve intratorasik mezotelyal
ylizeylerde kist varligi makroskopik olarak arastirildi. Saptanan Kistik dokular diseke
edildi. Karaciger, akciger ve dalak basta olmak iizere i¢ organlarda kist varlhig
makroskopik olarak arastirildi.

Kontrol grubu ve yalnizca kist hidatik i¢eren grup da dahil olmak iizere tiim
farelerin karaciger, akciger ve dalaklar1 ayrildi. Standart patolojik takip ve
Hematoksilen — Eozin boyama islemleri sonrasinda, degerlendirme 1s1k mikroskobu

ile yapildi.
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3.4. istatistiksel analizler

Deneysel gruplardan elde edilen verilerin istatistiksel analizi (Ki-kare ve/veya
Student’s t testleri) SPSS yazilim programi kullanilarak gergeklestirildi. P<0.05

istatiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Deneysel Kist Hidatik ve Meme Kanseri Modellerinin in vivo ve

Histopatolojik Analizleri

Deney gruplarina dahil edilen bes haftalik disi BALB/c fareler 12 hafta
boyunca takip edildi. Meme tiimoérlerinin gelisimi, timdr hiicrelerinin enjeksiyonu
sonrasinda 3 hafta boyunca izlendi. Bu siire zarfinda deney gruplarinda yer alan

farelerin agirlik (Sekil-4A) ve timor ¢api dlgtimleri yapildi (Sekil-4B).

__ 25
)
~ — Kontrol gr.
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B
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©
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A) Olusturulan deney gruplarinin enjeksiyonlar 6ncesi (ilk, deneylere baglanmadan once) ve
4T1 meme kanseri hiicrelerinin enjeksiyonu sonrasinda ortalama agirlhik degisimi
goriilmektedir. B) Sadece meme kanseri ve meme kanseri + kist hidatik gruplarinin ortalama
tiimor ¢ap1 degisimi verilmistir.

Sekil-4. Deney gruplarinin agirlik verileri ve ortalama timor ¢aplart.



27

Meme kanseri hiicrelerinin enjeksiyonunu takiben 1. haftanin sonunda (Sekil-
4B, 3. Olgim) farelerde palpe edilebilen kitleler gelistigi belirlendi. Bu hafta
igerisinde hem sadece meme kanseri hem de kist hidatik + meme kanseri gruplarinda
yer alan hayvanlarin saglik durumu belirgin sekilde koétiilesti. Bu durum kilo kaybi
ile de belirlenmistir (Sekil-4A, 3. 6l¢tim). Bu nedenle farelere verilen pellet yem
dogrudan kafes igerisine koyuldu. Bu sayede farelerin kilo kaybetmesi onlendi.
Istatistiksel olarak anlamlilia ulasmamakla birlikte, meme kanseri gelistirilen
gruplarin agirligr diger gruplara gore daha diisiik seyrettigi goruldi (Sekil-4A).

Sadece meme kanseri ve kist hidatik + meme kanseri gruplar: arasinda timor
boyutu agisindan da bir fark olusmadi (Sekil-4B).

Meme kanseri hiicrelerinin inokiilasyonunu takiben 3 hafta sonunda deneyler
sonlandirild1 ve fareler sakrifiye edildi (Sekil-5A). Gergeklestirilen nekropsi ve
diseksiyonda, sadece kist hidatik grubunda %50 ve kist hidatik + meme kanseri
grubunda %060 oraninda gozle goriiliir boyutta, ¢ogunlukla mezenterik bolgede
yerlesmis kistlerin varlig1 saptandi (Sekil-5B ve Tablo-1). Sadece meme kanseri ve
kist hidatik + meme kanseri gruplarinin tiimiinde meme tiimorlerinin varlhig
belirlendi. Tiimoérlerin periton invazyonu oldugu ve deri yapisikligi oldugu gozlendi
(Sekil-5C).
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A)Sakrifikasyon sonrasinda deney gruplarindan birer farenin temsili resmi. Tiimor bolgeleri
daire igerisine alimmustir. B) Kist hidatik ve meme kanseri + Kkist hidatik gruplarinin
peritoneal bolge incelemesi sonrasinda gozlenen kist olusumlart ok ile gosterilmistir. C)
Meme kanseri ve meme kanseri + kist hidatik gruplarinin periton alti dokusuna yayilmis
timorlerin sinirlart kesikli ¢izgi ile gosterilmistir. Meme kanseri + Kist hidatik grubuna ait
bir farede karaciger komsulugu bulunan bir kist de goriilmektedir (ok). (Tm, tiimér; KC,
karaciger; D, dalak; M, mide; KB, kalin barsak).

Sekil-5. Deney gruplarindan diseksiyon 6ncesi ve sonrasi temsili resimler.

Yapilan makroskopik ve mikroskopik incelemeler sonucunda kontrol
grubunda eslik eden diger bir inflamatuar patoloji ve/veya neoplastik durum
saptanmadi. Timor bulunan gruplarda farelerin tiimiinde bulunan tiimdr dokulart
ortak histopatolojik 6zellikler igermekteydi. Tiimorler kiiglik biiyiitmede solid olup
timiiyle indiferansiye, tiibiil olusturmayan epitelyal hiicrelerden olusmaktaydi. Bu
neoplastik hiicreler ¢ogunlukla smirlart segilemeyen sinsityal genis eozinofilik
sitoplazmal1 olup, az sayida hiicrede gorece igsi goriinim mevcuttu. Neoplastik
hiicrelerde genis pleomorfik oval niikleus izlendi, niikleuslar a¢ik kromatine ve bir ya
da iki periferik niikleole sahipti. Mitoz yaygindi (15-20/BBA). Bu tiiméor 6zellikleri
meme timori ve Kist hidatik igeren farelerdeki tiimor ozellikleri ile benzerdi ve

histomorfolojik olarak ayrilmasi miimkiin degildi (Sekil-6).
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Meme kanseri (A-C) ve kist hidatik + meme kanseri (D-F) gruplarina ait timér (A,D),
karaciger (B,E) ve akciger (C,F) metastazlarina ait mikrograflar gosterilmistir. Kist hidatik +
meme kanseri (G) ve kist hidatik (H) gruplarinda kist varligi goriilmektedir.

Sekil-6. Tiimor, metastaz ve kist varliginin histopatolojik olarak degerlendirilmesi.
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Yalnizca kist hidatik igeren grupta bulunan 8§ fareden 4’linde intrabdominal
Kist varlig1 saptandi. Bu gruptaki hicbir farede karaciger, akciger ve dalakta kist

varligi makroskopik veya mikroskopik olarak gosterilemedi (Tablo-1).

Tablo-1. Protoskoleks enjeksiyonu yapilan deney gruplarinda kist hidatik veya kiste

bagli oldugu diisiiniilen graniilomatoz lezyon dagilim tablosu.

Kist hidatik veya kiste bagh graniilom varhgi

Kist hidatik grubu Kist hidatik + Meme kanseri grubu
Karin Karaciger Karin Karaciger
%50 (4/8) %0 (0/8) %60 (6/10) %50 (5/10)

Yalnizca meme timorii igeren grupta incelenen 6 fareden tiimiinde meme
timorid mevcuttu. Tim tiimor dokularinda mikroskopik nekroz varligi saptandi. 4
farede mikroskopik karin duvari kas invazyonu mevcuttu. 4 farede akciger, 2 farede
karaciger ve 1 farede dalak metastaz1 saptandi (Tablo-2). Karaciger metastazi
bulunan bu iki farede akciger metastazi da beraberdi. Dalak metastazi olan farede

hem karaciger hem de akciger metastazi eslik ediyordu.

Tablo-2. Meme kanseri hiicresi enjeksiyonu yapilan deney gruplarinda metastazlarin

hedef organlara gore dagilim ve siklik tablosu.

Meme kanseri metastaz sikhgi

Meme kanseri grubu Kist hidatik + Meme kanseri grubu
Akciger Karaciger Akciger Karaciger
%66.6 (4/6) %33.3 (2/6) %80 (8/10) %60 (6/10)

Meme timori ve kist hidatik igeren grupta bulunan 10 farenin tiimiinde
meme timori varhigi makroskopik ve mikroskopik olarak dogruland: (Sekil-6). Bu

10 farenin 9’unda mikroskopik karin duvari kas invazyonu mevcuttu. Kas invazyonu
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bulunan farelerden birinde nekroz saptanmadi, diger tiim farelerin tiimorleri
mikroskopik incelemede genis nekroz alanlari igeriyordu. Bu grupta 2 farede
karacigerde, 1 farede ise dalakta lokalize eski kist varligina bagli oldugu diisiiniilen
graniilom formasyonu mevcuttu. On farenin 8’inde akciger metastazi, 6’sinda
karaciger, 2’sinde dalak metastazi saptandi (Tablo-2). Dalak metastazi olan farelerin
birinde ilave olarak karaciger ve pankreas metastazi mevcuttu, meme timorii batin
duvari

invazyonu yani sira batin igine ileri derecede yayilmis olarak gozlendi.
Digerinde ise hem akcigerde hem karacigerde metastaz mevcuttu ve karaciger
metastaz odagi diger farelerdeki karaciger metastaz odaklarina kiyasla gorece
biiyiliktii (Sekil-6). Bununla beraber, karacigerde kist ve metastaz birlikteliginin

korelasyon gosterdigine isaret edecek net bir bulgu elde edilemedi.

4.2. Deney Gruplarinda Karaciger, Dalak ve Tiimor Dokularinda Bulunan

Lenfoid Hiicrelerin Immiinfenotipik Analizleri

Taze karaciger, dalak ve tiimor dokulart %1 PBS igerisine alind1 ve enjektor
pistonu ile ezmek suretiyle hiicrelerin dokiilmesi saglandi. Elde edilen hiicre
slispansiyonlar1 oncelikle 1slak gazli bezden, daha sonra 47 pum por agikliga sahip
stizgecten gegirildi. Siiziilen hiicreler FicollTM 1077 yogunluguna gére ayrimlandi
ve interfaz bolgesi toplandi. Bu sayede doku debrisi, hiicre agregatlar1 ve eritrositler
miimkiin oldugunca uzaklastirildi; hiicre siispansiyonu igerisinde analiz edilecek
lenfoid hiicrelerin zenginlesmesi saglandi. Elde edilen hiicreler CD4, CDS8, CD25;
CD4, CCR3, CCR5; CD4, IFN-y, IL-4 igli boyamalar1 ile akim sitometrik
immiinfenotiplendirme analizi yapildi. Biiyiiklik (Forward Scatter, FSC) ve
graniilaritesine (Side Scatter, SSC) gore belirlenen lenfoid fenotipteki hiicreler CD4

ve CD8 alt-tiplerine gore ayrimlandi. CD4+ hiicrelerin CD25, CCR3, CCRS,
IFN-y ve IL-4 ekspresyonu; CD8+ hiicrelerin ise CD25 ekspresyonu belirlendi.
Gergeklestirilen akim sitometri analizlerinin temsili sekli ve hiicre kapit alma
stratejisi Sekil-7’de gosterilmistir. Farkli dokulardan (dalak, karaciger ve tiimor) elde
edilen hiicrelerin biiyiikliik (FSC) ve graniilaritesine (SSC) gore dagilimlart farklilik

gostermesine ragmen lenfoid hiicrelerin 6zellikleri olduk¢a homojen idi (Sekil-8).
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Meme tiimoril tagtyan gruplarin karaciger ve dalak dokusunda monositik/graniilositik

hiicre dagilimi ile uyumlu popiilasyon artigi belirgindi (Sekil-8).

(x 1,000)
ITO 2?0 Qfﬂ

SSC
e

a 2

Sekil-7. Akim sitometrik immiinfenotiplendirme deneyleri sirasinda kullanilan hiicre

analiz stratejisi gOsterilmistir.

Dokulardan elde edilen hiicre siispansiyonunda lenfoid yapidaki hiicreler
(SSC — FSC grafiginde kirmiz1 ¢okgen ile iseretlenmistir.) secilmis (kap1 alinmis) ve
CD4 veya CD8 lenfositler belirlenmistir. Daha sonra CD4 pozitif hiicrelerin CCR3,
CCR5, CD25, IL-4 ve IFN-y; CD8 pozitif hiicrelerin ise CD25 diizeyleri

degerlendirilmistir.
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Sekil-8. Deney gruplarindan toplanan farkli dokulardan elde edilen hiicrelerin
biiyiikliik (FSC) - graniilarite (SSC) degerlendirmesi ile lenfoid hiicrelerin secilme
(kirmiz1  ¢okgen ile isaretli) asamasina ait temsili nokta sagilim grafikleri

goriilmektedir.

Dalak, karaciger ve tiimor dokularindan elde edilen lenfoid hiicreler 6ncelikle
CD4 ve CD8 pozitifliklerine gore ayrildi (Sekil-9). Bu hiicreler igerisinde yer alan
CD25 pozitif hiicreler de analiz edildi (Sekil-10A ve Sekil-10B).
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Sekil-9. Deney gruplarmnin farkli dokularina ait lenfoid hiicrelerin CD4 ve CD8

belirteclere gore dagilimini gosteren temsili akim sitometri grafikleri.
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Sekil-10. Deney gruplarinin farkli dokularina ait (A) CD4 pozitif ve (B) CD8 pozitif
lenfoid hiicreler lizerinde gergeklestirilen CD25 ekspresyon analizini gosteren temsili

akim sitometri histogramlari.
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Kist hidatik deney grubuna ait dalak lenfoid hiicreleri igerisinde anlamli
diizeyde CD4+ veya CDS8+ lenfosit artig1 saptandi (Sekil-11A ve Sekil-11B). Benzer
bir artis meme kanseri + kist hidatik grubunda da gozlenmesine ragmen istatistiksel
diizeyde anlamli farklilik belirlenmedi. Dalaktaki bu hiicrelerin {izerindeki
aktivasyon ve/veya diizenleyici fenotip belirteci olan CD25 agisindan ise gruplar

arasinda anlaml farklilik yoktu (Sekil-11C ve Sekil-11D).
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Sekil-11. Deney gruplarinin dalak dokularina ait A) CD4 pozitif, (B) CD8 pozitif,
(C) CD4 hiicrelerin igerisindeki CD4+CD25+ ve (D) CD8 hiicrelerin igerisindeki
CD8+CD25+ lenfoid hiicrelerin diizeyleri goriilmektedir. En az li¢c bagimsiz deney
sonucuna ait ortalama ve standart sapma degerleri gosterilmistir (*P<0.05,
**p<0.01).
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Kist hidatik deney grubuna ait karaciger lenfoid hiicreleri igerisinde anlamli
diizeyde CD4+ lenfosit artisi saptandi. Sadece meme kanseri grubu ile
kiyaslandiginda, benzer bir artis meme kanseri + kist hidatik grubunda da gézlendi
(Sekil-12A ve Sekil-13A). Karacigerdeki CD4+ hiicrelerin iizerindeki aktivasyon
ve/veya diizenleyici fenotip belirteci olan CD25 agisindan ise meme tiimorii tasiyan
gruplarda artis izlendi. Bu artis meme kanseri + kist hidatik grubunda diger gruplara
gore anlamli olarak belirlendi (Sekil-12C). Karaciger CD8+ hiicre oranlar1 agisindan
ise gruplar arasinda bir fark saptanmadi (Sekil-12B). CD8+CD25+ hiicreler ise
sadece meme kanseri grubunda, meme kanseri + Kist hidatik grubuna kiyasla anlaml
derecede yiiksek bulundu (Sekil-12D ve Sekil-13B).
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Sekil-12. Deney gruplarinin karaciger dokularmna ait (A) CD4 pozitif, (B) CD8
pozitif, (C) CD4 hiicrelerin igerisindeki CD4+CD25+ ve (D) CDS8 hiicrelerin
icerisindeki CD8+CD25+ lenfoid hiicrelerin diizeyleri goriilmektedir. En az iig

bagimsiz deney sonucuna ait ortalama ve standart sapma degerleri gosterilmistir

(*P<0.05).
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Sekil-13. Meme kanseri ve meme kanseri + kist hidatik deney gruplarinin dalak,
karaciger ve timor dokularma ait (A) CD4 hiicrelerin igerisindeki CD4+CD25+ ve
(B) CDS8 hiicrelerin igerisindeki CD8+CD25+ lenfoid hiicrelerin diizeyleri
goriilmektedir. En az ii¢ bagimsiz deney sonucuna ait ortalama ve standart sapma

degerleri gosterilmistir (¥*P<0.05).

Sadece meme kanseri ve meme kanseri + kist hidatik gruplarmin dalak,
karaciger ve tiimor dokulart CD4+CD25+ ve CD8+CD25+ hiicre dagilimi agisindan
karsilagtirildi (Sekil-13). Tiimor dokusunda yer alan hiicrelerin CD25 pozitifliginin
diger dokulardaki hiicrelere oranla daha yaygin oldugu saptandi. Bununla birlikte,
CD4+CD25+ hiicre yiizdesi dalak < karaciger < tlimor olarak siralandi (Sekil-13A).

CD4+ lenfoid hiicreler iizerindeki kemokin reseptdrleri CCR3 ve CCRS
varliginin analizi i¢in; dalak, karaciger ve tlimor dokularindan elde edilen hiicreler
oncelikle CD4 pozitifligine gore ayrildi. Daha sonra CCR3 ve CCRS hiicrelerin
dagilimi belirlendi (Sekil-14).

Analiz edilen tiim dokulardaki CD4+ lenfositlerin CCR3 reseptoriinii ¢ok
diisiik diizeyde tasidigi goriildii (Sekil-14).
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Sekil-14. Deney gruplarinin farkli dokularina ait CD4 pozitif lenfoid hiicrelerin
CCRS3 ve CCRS belirteglere gore dagilimini gdsteren temsili akim sitometri nokta

sacilim grafikleri.

Dalaktan elde edilen CD4+ lenfositlerin CCRS diizeyleri agisindan gruplar
arasinda bir farklilik saptanmadi (Sekil-15A). CD4+CCR5+ hiicreler ozellikle
karacigerde daha yogun olarak saptandi. Ancak, meme kanseri + Kist hidatik
grubunda CD4+CCRS5+ lenfoid hiicrelerin diizeyleri anlamli derecede diisiik bulundu
(Sekil-15B).

Sadece meme kanseri ve meme kanseri + kist hidatik gruplarinin dalak,
karaciger ve tiimor dokular1 CD4+CCRS5+ hiicre dagilimi acisindan karsilagtirildi
(Sekil-15C). Timor dokusunda yer alan hiicrelerin CCRS5 pozitifliginin  diger
dokulardaki hiicrelere oranla daha yaygin oldugu saptandi. Bununla birlikte,
CD4+CCRS5+ hiicre yiizdesi dalak < karaciger < tiimor olarak siralandi (Sekil-15C).
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Sekil-15. CCRS reseptoriinii tasityan CD4+ lenfoid hiicrelerin  (A) dalak ve (B)
karacigerdeki diizeyi goriilmektedir. C) Meme kanseri ve meme kanseri + Kist
hidatik deney gruplarinin dalak, karaciger ve tiimér dokularina ait CD4 hiicrelerin
icerisindeki CD4+CCR5+ lenfoid hiicrelerin diizeyleri goriilmektedir. En az ii¢

bagimsiz deney sonucuna ait ortalama ve standart sapma degerleri gosterilmistir
(*P<0.05).

CD4+ lenfoid hiicreler tarafindan sentezlenen sitokinler IFN-y ve IL-4’{in
hiicre igerisindeki varliginin analizi i¢in; dalak ve karaciger dokularindan elde edilen
hiicreler dncelikle CD4 pozitifligine gore ayrildi. Daha sonra IFN-y (Sekil-16A) ve
IL-4 (Sekil-16B) eksprese eden hiicrelerin dagilimi belirlendi. Tim gruplarda
dalaktan izole edilen CD4+ lenfositlerin hem IFN-y hem de IL-4 pozitifliginin ¢ok
diisiik diizeyde oldugu goriildii (Sekil-17A ve Sekil-17B). Dalaktan elde edilen IFN-y
ve/veya IL-4 eksprese eden CD4+ lenfositlerin diizeyleri agisindan gruplar arasinda
bir farklilik saptanmadi (Sekil-17A ve Sekil-17B). CD4+IFN-y+ hiicrelerin 6zellikle
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karacigerde daha yogun oldugu saptandi. Ancak, meme kanseri + kist hidatik
grubunda CD4+IFN-y+ lenfoid hiicrelerin diizeyleri anlamli derecede diisiik bulundu

(Sekil-17C). Meme kanseri + kist hidatik grubunda, karacigerdeki CD4+IL-
4+ hiicre diizeyi ise kontrol ve sadece kist hidatik gruplarina kiyasla anlaml

derecede azalmis olarak saptandi (Sekil-17D).
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Sekil-16. Deney gruplarimin dalak ve karaciger dokularina ait CD4 pozitif lenfoid
hiicrelerin (A) IFN-y ve (B) IL-4 ekspresyon analizini gosteren temsili akim sitometri

histogramlari.
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Sekil-17. IFN-y (A, C) ve IL-4 (B, D) sitokinlerini eksprese eden CD4+ lenfoid
hiicrelerin (A, B) dalak ve (C, D) karacigerdeki diizeyi goriilmektedir. En az iig

bagimsiz deney sonucuna ait ortalama ve standart sapma degerleri gosterilmistir

(*P<0.05).
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5. TARTISMA

Kist hidatik olusumunun gerek karaciger homeostazini degistirmesi gerekse
immiin yanitlar1 etkilemesi nedeniyle Echinococcus granulosus enfeksiyonuna eslik
eden kanserlerin davranis1 degisiklik gosterebilir. Ancak, bu iliski genis kapsamli
klinik c¢alismalarla ya da deneysel modeller Kkullanilarak kesin olarak ortaya
konulmamustir.

Calismamizda Echinococcus granulosus enfeksiyonu sirasinda karacigerde
olusacak immiin degisikliklerin meme kanserinin karaciger ve diger organ
metastazlar iizerindeki etkisi hakkinda bilgi elde edilmistir.

Gergeklestirdigimiz deneysel ¢aligmada protoskoleks enjeksiyonu sonucunda
kist hidatik ve kist hidatik + meme kanseri gruplarinda goézle goriiliir diizeyde kistler
gelismistir. Buna dayanilarak elde edilen protoskolekslerin enfektivitesi ve deneysel
yontemin uygun oldugu anlasilmaktadir. Meme kanseri ve kist hidatik + meme
kanseri gruplarinda yer alan tim deneklerde tiimor gelisimi saglanmistir. Timor
tastyan hayvanlarin agirliklarinin  tagimayanlara gore daha diisiik seyrettigi
belirlenmigtir. Kontrol grubu ile sadece kist hidatik gruplarinin agirligi arasinda
belirgin bir fark bulunmamustir. Bu veriler, E. granulosus enfeksiyonunun
hayvanlarin yasam kalitesi ve beslenmesi tlizerinde olumsuz etkisi olmadigina isaret
etmektedir. Meme kanseri ve kist hidatik + meme kanseri gruplarinda gelisen
timorlerin boyutlart ve gelisim siiresi benzer bulunmustur. Bu da E. granulosus
enfeksiyonunun primer meme tiimorii gelisimi lizerinde etkisi olmayabilecegini
diistindiirmektedir. Deneysel meme kanseri modeli olarak kullanilan 4T1 hiicreleri
oldukca tiimorijeniktir, metastaz kapasitesi yliksektir ve pek ¢ok kemoterapi ajanina
kars1 direnglidir (5). Bu nedenle E. granulosus enfeksiyonunun neden oldugu
sistemik etkilerin bu hiicrelerin meme dokusundaki gelisimini etkilememis olmasi
beklenebilir. Sadece kist hidatik grubunda dalak ve karaciger dokularinda yardime1 T
lenfositlerle uyumlu olabilecek CD4+ lenfoid hiicrelerin belirgin artis1 saptandi.
Benzer sekilde dalakta sitotoksik T lenfositlerle uyumlu olabilecek CD8+ lenfoid
hiicrelerde de artis vardi. Kist hidatik grubunda T lenfositlerin fonksiyonel ve
fenotipik belirtecleri (CD25, CCRS, IL-4, IFN-[1) agisindan bir fark gozlenmedi.
Ancak, CD4 ve CDS8 belirteclerini tagiyan hiicrelerin artist bu grupta kronik
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enfeksiyon varlig ile iligkilendirilebilir. Parazit enfeksiyonlarinin yol actig1 alerjik
asirt duyarlilik immiin yanit tipinde IL-4’{in rol oynayabilecegi bilinmektedir (22).
Kist hidatik grubunda IL-4 tasiyan lenfositlerin oraninda bir degisim yoktu. Bu
durumun nedenleri arasinda; IL-4 disinda alerjik yanitlara aracilik eden diger
sitokinlerin etkin olabilmesi (6zellikle helmint enfeksiyonlarina karsi immiin
yanitlarda IL-5, IL-10 ve IL-13), Kkaraciger ve dalak disindaki, 6zellikle barsakla
iliskili lokal (6rnegin, mezenterik) lenf bezlerinin degerlendirilmemis olmasi,
enfeksiyonun dogal yollarla E. granulosus yumurtalar1 ile degil dogrudan i.p.
protoskoleks inokiilasyonu ile ger¢eklestirilmis olmasi, ve immiinolojik analizlerin
enfeksiyonun kronik déoneminde yapilmis olmasi olarak siralanabilir.

Tiim dokularda oldukca diisiik diizeyde belirlenen IL-4 verisi, yine ¢ok az
oranda belirlenen CD4+CCR3+ hiicre diizeyi ile koreledir. Zira, CCR3’lin alerjik
immiin yanitlara aracilik eden tip 2 yardimci T hiicrelerde (T helper 2, Th2) CCR5’e
gore daha yaygin bulundugu bilinmektedir. Sonuglarimizla uyumlu olarak, CD25,
CCR5 ve IFN-y pozitifligi gosteren CD4+ hiicrelerin diizeyinde ise parazit
enfeksiyonlart sirasinda belirgin bir degisim bildirilmemistir (6).

Meme kanseri ve kist hidatik + meme kanseri gruplari tiimor dokularindan
elde edilen CD4+ lenfoid hiicrelerin CD25 ve CCRS5’1 diger dokulardaki hiicrelere
kiyasla daha yliksek diizeyde tasidigir goriildii. Ancak, iki grup arasinda timor
boyutlar1 arasinda fark olmadigi gibi immiin parametreler agisindan da bir farka
rastlanmadi.

CD25 T hiicre aktivasyonu ve yliksek diizeyde bulundugunda ise diizenleyici
T hiicre (regulatory T cell, Treg) varligini gosteren bir belirtegtir (3). Tiimor dokusu
gibi immiin baskilamanin yiiksek oldugu bolgelerde CD4+CD25+ hiicrelerin Treg
olarak nitelendirilmesi yaygindir. Inflamatuvar bélgelere lenfosit toplanmasina
aracilik eden CCRS5 ise dokuda yer alan hiicreler iizerinde bulunur. CCRS5’in
antitimor immiin yanitlara aracilik eden tip 1 yardimci T hiicrelerde (T helper 1,
Th1l) CCR3’e gore daha yaygin bulundugu bilinmektedir. Treg ve dokuya gocen Thl
benzeri hiicrelerin varligi tiimoér mikrogevresi igin olduk¢a iyi tanimlanmis bir

durumdur (23).
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Kist hidatik + meme kanseri grubunda dalakta yer alan lenfoid hiicre
miktarinda hafif bir artis olmasina ragmen istatistiksel anlamliliga ulagmamistir. Bu
durum sadece kist hidatik olusturulmus gruptaki CD4 ve CDS8 lenfoid hiicrelerin
artisinin kanser varliginda azaldigi seklinde yorumlanabilir. Gerek E. granulosus
gerekse meme kanserinin metastaz hedefleri arasinda olan karaciger bu grupta en ¢ok
degisime ugrayan organ oldu. Kist hidatik + meme kanseri grubu karacigerlerinde
sadece meme kanseri gelistirilen gruba kiyasla anlamli diizeyde CD4+ lenfoid hiicre
artis1 gorildi. Bu hiicreler arasinda CD25 pozitifliginin artmig, CCR5 ve IFN-[]
tasiyan hiicre diizeyinin belirgin derecede azalmis oldugu belirlendi.

IFN-y anti-timor immiin yanitlara aracilik eden Thl hiicrelerinin baslica
tirliniidir (23). Hem IFN-y hem de CCRS5 diizeyindeki azalma kist hidatik + meme
kanseri grubu karaciger dokusundaki Thl yamitlarmin giigsiizliigline isaret eder.
Diger taraftan, CD4+CD25+ hiicrelerin varligi immiin baskilayici Treg hiicrelerinin
karaciger dokusunda arttigi anlamina gelebilir. Elde ettigimiz veriler karacigerde
timore karst Thl yanitlarinin diismesi ve tiimorii destekleyen Treg yanitlarinin
artisin1 - gostermektedir. EK olarak, Kkist hidatik + meme Kkanseri grubu
karacigerlerinde IL-4 eksprese eden CD4+ T lenfosit diizeylerinin de azaldigi
belirlendi. Bu da karacigerde hem Thl hem de Th2 tipi yanitlart sekteye
ugratabilecek ve Treg aktivitesi ile uyumlu genel bir immiin baskilama oldugu
seklinde yorumlanabilir. Thl hiicrelerinin etkisi ile Echinococcus metasestodlarinin
oldiirtilebildigine dair yayilar bulunmaktadir (6).

Th1/Th2 dengesi konak¢inin immiin sistemi ve E. granulosus enfeksiyonu
arasindaki dengeyi agiklamak i¢in énemlidir (60). Kronik enfeksiyon durumunda T
hiicreler Th2 yoniinde farklilagirlar. Bu nedenle kisa siireli in vivo deneylerde 1L-4
seviyesi ve CCR3 eksprese eden T helper hiicrelerin seviyesinin diisiik olarak
saptanmasi beklenir. Ayrica, Treg hiicreler Th2 yoniinde farklilagsmay1 inhibe ederler
(61). Bu faktorler, kist hidatik + meme kanseri deney grubunda saptanan IL-4+
fenotip diisiikliigiinii agiklayabilir.

Meme kanseri ve kist hidatik + meme kanseri gruplari arasinda primer
tiimorlerin gerek boyut gerekse histopatolojik diizeyde invazyon ve yayilim
acisindan bir fark gozlenmedi. Ancak, kist hidatik + meme kanseri grubunda

karaciger metastazlar1 anlamli derecede artmig olarak bulundu. Ayrica, karacigerdeki
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metastaz odaklart yalnizca meme kanseri gelistirilen farelerdeki karaciger metastaz
odaklarina kiyasla gorece biiyiiktii. Diger taraftan, kist hidatik ve Kist hidatik + meme
kanseri gruplar1 arasinda karin bolgesinde kist gelisim sikligi agisindan bir fark
gozlenmezken, karacigerde kist varligir kist hidatik + meme kanseri grubunda
goriildii.

Bu bulgular immiinolojik veriler ile yorumlandiginda, E. granulosus
enfeksiyonu ve meme kanseri varliginin karacigerde hem kanser yayilimini hem de
Kist hidatik gelisimini artiracak sekilde degisiklikler yarattigi savunulabilir. Kist
hidatik + meme kanseri grubuna oncelikle E. granulosus inokiilasyonu yapilip daha
sonra meme Kanseri hiicreleri enjekte edildiginden dolayr karacigerde gelisen
Kistlerin meme kanserinin yarattigi immiin baskilama ile iliskili olabilecegini
diisiindiirmektedir. Yine bu grupta gozlenen karaciger metastaz oranindaki artis E.
granulosus enfeksiyonunun karacigeri hedefleyen metastaz siirecini de etkiledigine
isaret etmektedir. Bu gruptaki metastaz odaklarinin meme kanseri grubuna gore daha
biiylik olusu da bu yonde bir kanit olusturmaktadir. Ancak, karacigerde kist ve
metastaz birlikteliginin korelasyon gdstermemis olmasi kist olusumu ve metastaz
stireclerinin bir birinden bagimsiz olarak gelistigi goriistinii destekler.

E. granulosus yasam dongiisii sirasinda karacigere de ugrar. Ancak, fare E.
multilocularis enfeksiyonuna agikken, E. granulosus i¢in dogal bir konakg¢1 degildir
(9). Protoskoleksler ile enfekte edilmis farelerde karmn bolgesinde kist gelisimi
olmasma ragmen karacigerde lezyona rastlanmamis olmast bu parazitin fare
karacigerine yerleserek kist olusturacak uygun bir ortam bulamadigi seklinde
yorumlanabilir. Ancak, tiimor gelisimini takiben degisen fizyoloji ve immiin
diizenlenme karacigeri kist olusumu i¢in daha duyarli kilmis olabilir.

Benzer sekilde, 4T1 meme kanseri modelinde karaciger ikincil diizeyde tercih
edilen yayilim hedefidir (5). Inflamatuvar bdlgeler metastaz icin daha cazip alanlar
olarak nitelendirilir. E. granulosus enfeksiyonunun karacigerde daha aktif hale
gelmesi metastatik 4T1 hiicrelerini bu organa yonlendirmis olabilir. Meme kanseri ve
kist hidatik + meme kanseri gruplar1 arasinda akciger metastazlart agisindan bir fark
olmamas1 bu goriisii destekler. Bu olgunun daha detayli bir sekilde dogrulanmasi
amactyla, karacigerde gergeklesen metastaz kinetiginin zamana bagli analizi ve buna

paralel degisen immiin yanitlarin analiz edilmesi onerilebilir.
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E.granulosus enfeksiyonu ve kanser gelisimi sonrasi olusan benzer antijenik
yapilar, hastada capraz reaksiyona neden olabilirler. Normal florada bulunan
mikroorganizmalar ve immiin sistemin etkilesimi sonrasi anti-T ve anti-Tn
antikorlart olusur. Kanser hiicreleri normal flora mikroorganizmalarina benzer T
(Thomsen-Friedenreich) ve Tn antijeni iiretirler. Boylece daha dnce viicutta tiretilmis
antikorlar spontan olarak kanser hiicreleri lizerindeki antijenleri de tantyabilirler. Kist
hidatik enfeksiyonu olan hastalarda E.granulosus nedeniyle yiiksek miktarda o-
glikozillenmis Tn antijeni olusur. Diger taraftan E. granulosus 6zgiil olmayan natural
killer (NK) hiicre aktivitesini hizla artirarak anti-tiimor yanitta rol alan sitokinlerin
salinmasina neden olabilir. Dolayisiyla E. granulosus enfeksiyonu nedeniyle gelisen
immiin mediatorler kanser hiicreleri ile ¢apraz reaksiyon olusturabilir (4). Oysa bizim
calisgmamizda E. granulosus enfeksiyonun, farelerde meme kanseri metastazi
gelisiminde koruyucu etkisi olmadigi gosterilmistir. Ancak c¢alismamizda timor
gelisimi olduk¢a saldirgan Ozellikler gosteren 4T1 meme kanseri hiicrelerinin
dogrudan dokuya ekimi sonrasi gelistirildiginden, kanser olusumunun ilk
basamaklarinda olabilecek immiinolojik koruma mekanizmalar1 ile ilgili bilgi sahibi

olmak miimkiin olmamustir.
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6. SONUC

Gergeklestirdigimiz deneysel ¢caligmamizda;

e Enfeksiyon ve tiimor patofizyolojisini anlamaya yonelik deneysel Kist
hidatik, meme kanseri ve metastatik meme kanseri modelleri olusturuldu.

e Meme kanseri ve kist hidatik birlikteligi olan deney grubunda, patolojik
incelemelerde karacigerde hem Kist hidatik hem de metastaz oraninin
diger gruplara gore daha fazla oldugu gosterildi.

e  Bu durum immiinolojik olarak degerlendirildiginde, hem tiimor hem de
metasestod 6liimiine neden olan Th1 tipi immiin yanitlarin, meme kanseri
ve kist hidatik grubu karacigerinde belirgin olarak disiik oldugu
gosterildi.

e Elde ettigimiz deneysel veriler kanser ve ekinokok enfeksiyonu

varhigiin karacigerde yikici etkisi olabilecegine isaret etmektedir.
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