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Mide Kanserine Yonelik AGS Hiicrelerinden Gelistirilen As1 Formiilasyonunun
Immiinostimiilan Etkilerinin Degerlendirilmesi

Murat IHLAMUR", Yagmur HAMURCI?, Kiibra KELLECI?

Oz

Kanser, normal hiicrelerin kontrolsiiz cogalmasi sonucunda olusan bir hastaliktir. Kanser gesitleri arasinda akciger, meme,
kolorektum ve prostat kanserlerinden sonra diinya ¢apinda teshis edilen en yaygin besinci malignite olan mide kanseri,
%20’lik bes yillik sag kalim oranmi ile en Oliimciil kanser c¢esitlerinden biridir. Tedavisinde cerrahi, kemoterapi,
radyoterapi, immiinoterapi ve hedefe yonelik ilac terapisi gibi yontemler siklikla kullanilsa da higbiri etkili sonuclar
vermemektedir. Bu nedenle tedavi yaklagimlarinin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir. Immiinoterapi, akciger, mide
ve meme kanseri gibi kanserler icin yenilik¢i bir yaklasim olarak kabul edilmektedir. Hastaliga yakalanmadan once
bireylerde bagisiklik olugturmak, hastaligin baglamasini engellemekle birlikte tedaviden maksimum yanitin alinmasini da
saglayacaktir. Asilamanin kansere karsi bagigiklik sistemini harekette gecirdigine dair literatiirde yer alan ¢aligmalar,
kanser agilarinda umut verici sonuglar ortaya koymaktadir. Bu ¢alismada, mide kanserine yonelik gelistirilen farkli agt
formiilasyonlarmin immiinostimiilan etkileri, in vitro J774 murin makrofaj, THP-1 insan makrofaj ve L929 fibroblast
hiicrelerinde arastirilmis ve sitotoksisiteleri tespit edilmistir. Caligma sonuglarina gore, gelistirilen asi formiilasyonlarinin
higbir konsantrasyonda toksik etki yaratmadigi, artan protein konsantrasyonu ile birlikte immiinostimiilan etkinligin
arttig1 ve en yiiksek degerin 40 pg/ml konsantrasyonda elde edildigi tespit edilmistir. Her {i¢ hiicre hattinda maksimum
protein konsantrasyonunda hiicre canlilik oranlarin %80 ‘den fazla oldugu belirlenmistir. Elde edilen sonuglarin mide
kanserine yonelik as1 formiilasyonlarmin gelistirmesine yardimci olacagini, kanser immiinoterapisi ¢alisan arastirmacilar
icin veri saglayacagini sdyleyebiliriz.

Anahtar Kelimeler: Mide kanseri, Asi, Otoklavlama yontemi, Hidroksiapatit, Kalsiyum Fosfat

Evaluation of The Immunostimulant Effects of The Vaccine Formulation
Developed from AGS Cells for Gastric Cancer

Abstract

Cancer is a disease that results from the uncontrolled proliferation of normal cells. Gastric cancer, which is the fifth most
common malignancy diagnosed worldwide after lung, breast, colorectal and prostate cancers among cancer types, is one
of the deadliest cancer types with a five-year survival rate of 20%. Although methods such as surgery, chemotherapy,
radiotherapy, immunotherapy and targeted drug therapy are frequently used in its treatment, none of them gives effective
results. Therefore, there is a need to develop treatment approaches. Immunotherapy is recognized as an innovative
approach for cancers such as lung, stomach and breast cancer. Creating immunity in individuals before getting the disease
will prevent the onset of the disease, as well as ensure maximum response from the treatment. Studies in the literature
showing that vaccination activates the immune system against cancer reveal promising results in cancer vaccines. In this
study, the immunostimulatory effects of different vaccine formulations developed for gastric cancer were investigated in
vitro in J774 murine macrophage, THP-1 human macrophage and L1929 fibroblast cells and their cytotoxicity was
determined. According to the results of the study, it was determined that the vaccine formulations developed did not cause
toxic effects at any concentration, the immunostimulatory activity increased with increasing protein concentration, and
the highest value was obtained at 40 pg/ml concentration. It was determined that cell viability rates were more than 80%
at maximum protein concentration in all three cell lines. We can say that the obtained results will help the development
of vaccine formulations for gastric cancer and provide data for researchers working on cancer immunotherapy.
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1. Giris

Kanser, anormal hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde biiylime gosterdigi, viicudun hemen hemen
her organinda veya dokusunda baglayabilme yetenegi olan ve/veya diger organlara yayilma 6zelligi
gosteren onemli halk saglig1 problemlerinden biridir (Hausman, 2019).

Mide kanseri, kanser ¢esitleri arasinda akciger, meme, kolorektum ve prostat kanserlerinden
sonra diinya ¢apinda teshis edilen en yaygin goriilen besinci malignite oldugu bilinmektedir. 2020
Uluslararas1 Kanser Ajansi verilerine gore 1 milyon yeni mide kanseri vakasi ve 768.793 mide
kanserine dayal1 6liim tespit edilmistir. Diinyada oldugu gibi iilkemizde de mide kanseri goriilme
siklig1 artmaktadir. Mide kanseri vakalarindaki artisa ragmen erken tani1 ve tedavi yontemlerinin
gelistirilmesi mide kanserine bagl 6liimleri ciddi oranda azaltmaktadir (Sung ve ark., 2021).

Mevcut tedavi yontemleri arasinda cerrahi, kemoterapi, radyoterapi, immiinoterapi ve hedefe
yonelik ilag terapi yaklasimlar1 (Urruticoechea ve ark., 2010) yer almakla birlikte higbiri etkili sonug
vermemektedir. Bu nedenle mevcut tedavi yontemlerinin gelistirilmesi, yenilik¢i ve etkili terapi
yontemlerinin arastirilmasina ihtiyag vardir. Alternatif bir tedavi yontemi olarak kanser
immiinoterapisi, son yillarda 6nemli oOlciide gelismistir. Diger terapotik kavramlarin aksine,
immiinoterapi, oncelikle hastaligin metastatik yayilmasini 6nlemeyi ve etkilenen bireylerin yagam
kalitesini iyilestirmeyi amaglamaktadir. Bununla birlikte hastalik baslamadan o6nce bagisiklik
olusturarak hastaligin baslamasini engellemekte veya daha hizli bir sekilde tedavilerden yanit
almmasini saglamaktadir. Immiinoterapide uygulanan yaklasimlar arasinda yer alan asilama bu
nedenle onemlidir (Butterfield, 2015). Antijen kaynag1 olarak proteinlerin yan1 sira hiicrelerin de
kullanimi s6z konusudur. Hiicrelerden antijen elde etmede genellikle otoklavlama, dondurma-
¢cozdiirme ve sonikasyon gibi yontemler kullanilmaktadir (Jacquet ve ark., 2006). Etkili ve giivenilir
bir ag1 formiilasyonu gelistirmede adjuvan se¢iminin 6nemli oldugu bilinmektedir. Hazirlanan antijen
etkinliklerinin adjuvanlar ile artirilabildigi ve bu sayede antijene kars1 daha yiiksek bir immiin yanit
elde edildigi bilinmektedir (Shi ve ark., 2019).

Hazirlanan as1 formiilasyonlarinin klinik arastirma fazlarina gegmeden once in vitro kosullar
altinda immiinostimiilan etkileri ve sitotoksisite analizlerinin arastirilmasi gerekmektedir. Bu amagla
genellikle makrofaj ve fibroblast hiicre kiiltiir sistemleri kullanilarak, hiicrelerin nitrik oksit (NO)
iiretim miktar1 incelenmektedir (Isobe ve Nakashima, 1993).

Bu caligma kapsaminda ilk kez, AGS insan mide kanseri hiicre hattindan otoklavlama yontemi
ile elde edilen antijenlerin tek basina ve farkli adjuvanlar (Hidroksiapatit (HA) ve Kalsiyum fosfat
(CaP)) ile kombinasyonu ile elde edilen as1 formiilasyonlarinin J774 murin, THP-1 insan makrofaj
ve 1929 fare fibroblast hiicre hatlarinda in vitro kosullar altinda immiinostimiilan aktivitesi ve

sitotoksisitesi incelenmistir.
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2. Materyal ve Metot

2.1. Hiicre Kiiltiirii

Yapilan caligmada laboratuvarimiz kriyobankinda bulunan L929 (fare fibroblast), J774 (fare
makrofaj) ve THP-1 (insan makrofaj) hiicre hatlar1 kullanildi. Hiicre kiiltiirii 75cm?’lik (Polistiren
ylizey, NEST) flasklarda yapildi. Stok medyumlar %1’lik penisilin-streptomisin ve L-glutamin
eklenerek hazirlandi. Hiicre ¢ogalmasi i¢in L1929 fibroblast kiltirii %10 FBS iceren DMEM
besiyerinde, J774 fare makrofaj kiiltiirii ve THP-1 insan makrofaj kiiltiirii %10 FBS iceren RPMI-
1640 besiyerinde gergeklestirildi (Ihlamur ve ark., 2022). Calismada kullanilan hiicrelerin pasaj
sayilar1 10. ile 15. arasindadir.

Hiicre kiiltiirii 37°C, %95 nem ve %5 CO; inkiibasyon sartlarinda gerceklestirildi. L929 hiicre
hatt1 enzimatik yol ile J774 ve THP-1 hiicre hatt1 ise fiziksel yol ile toplanarak thoma laminda hiicre
sayimlar1 gergeklestirildi. 96 kuyulu platelerde kuyu basma 1x10° hiicre/mL olacak sekilde hiicre
ekimi gergeklestirildi ve 24 saat boyunca inkiibasyonu saglandi (Ihlamur ve ark., 2022).

2.2. Antijen Hazirlama

AGS mide kanseri hiicre hattinin kiiltiirii %10 FBS igceren RPMI-1640 besiyerinde 37°C etlivde
gercgeklestirildi. Stok medyumlar %1°lik penisilin- streptomisin ve L-glutamin eklenerek hazirlandi.
Cogaltilan AGS kiiltiirii topland1 ve 1 ml PBS ile yikanarak -20°C’ye daha sonra kullanilmak {izere
kaldirildi.

Otoklavlama yontemi ile antijen hazirlamak icin, 1 ml PBS igindeki AGS kiiltiirii ¢6zdiirtildi
ve pastor sisesine alindi. Sise otoklav cihazinda 121°C, 1 atm basing altinda 20 dakika boyunca
otoklavlandi. Otoklavdan ¢ikarilan hiicreler homojenize edildi ve 10.000 rpm’de 3 dakika boyunca
santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi silipernantant almarak lizattaki protein miktari, UV
spektrometresinde Warburg-Christian yontemi kullanilarak 280 ve 260 nm dalga boyunda 6l¢iildii
(Kosari ve Ghaffari, 2018).

2.3. Nitrik Oksit Uretimi

Otoklavlama yontemi ile elde edilen antijenler tek basimna ve farkli adjuvanlar ile kombine
edilerek farkli konsantrasyonlarda hazirlanan asi formiilasyonlarinin fibroblast ve makrofaj hiicre
kiiltiir sistemlerinde immiinostimiilan etkinliklerinin belirlenmesi i¢in hiicrelerin tirettikleri nitrik

oksit (NO) miktar1 Griess metoduyla belirlendi (Guevara ve ark., 1998). 24 saat %5 CO; igeren
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37°C’deki etiivde makrofaj ve fibroblast hiicre inkiibasyonunun ardindan alt1 farkli konsantrasyonda
hazirlanan antijen (25 pg/ml, 40 pg/ml, 80 pg/ml, 100 pg/ml, 150 pg/ml, 200 pg/ml) ve adjuvan
(Hidoksiapatit (HA) ve Kalsiyum fosfat (CaP)) kombinasyonlar1 (40 pg/ml ve 100 pg/ml) eklendi.

48 saat inkiibasyonun ardindan siipernatantlar toplanarak Griess reaktifi ile reaksiyona sokuldu.
Griess reaktifi 100 ml distile suya 2,5 ml fosforik asit, 0,1 g N-(1- Naphthyl) Ethylenediamine ve 1 g
Sulfanilamide eklenerek hazirlandi. NO 6l¢iimii yapilacak kiiltiir ortamindan 50 pl alinarak yeni bir
96 kuyulu plate eklendi. Orneklerin iizerine 50 pl Griess reaktifi eklendi ve oda sicakliginda 10 dk
inkiibasyona birakildi. 540 nm’de ELISA Readerda absorbans degerleri 6l¢iildii.

2.4. MTT Analizi

Hiicre canlilig1 analizi i¢in 37°C sicaklik, %95 nem ve %5 CO: inkiibasyon sartlarinda 48 saat
inkiibe edilen hiicrelere MTT uygulandi. 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-Difeniltatrazilyum bromid
iceren MTT ile hiicre canlilik oranlar1 degerlendirildi. 96 kuyulu plate iizerindeki her bir kuyucuga
10 ul MTT soliisyonu ilave edildi. 96 kuyulu platelerdeki hiicreler karanlik ortamda, 37°C’de 3 saat
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrast MTT soliisyonu igeren sivilar aspire edilerek ortamdan
uzaklastirildi. Her kuyuya 100 ul dimetilstilfoksit (DMSO) ilave edildikten sonra well plateler 30 dk
karanlik ortamda tutuldu. Formazan kristallerinin tamamen ¢6ziinmesi ile 570 nm dalga boyunda
Ol¢iim alinarak hiicre canlilik analizi gergeklestirildi (IThlamur ve ark., 2022). Her deney grubu ii¢ kez
tekrarland1 ve ortalamasi alindi. Hiicre canlilik analizi verileri denklem 1 kullanilarak elde edildi ve
veri grafikleri olusturuldu.

Hiicre Canlilig (%) = ( Ornek absorbanst )+ 100
gt As) = ‘Kontrol absorbansi

2.5. istatistiksel Analiz

Calismadan elde edilen veriler IBM SPSS 25.0 (IBM Corporation, Armonk, NY, ABD) paket

programinda analiz edilmistir. Gruplar arasi karsilagtirmalar tek yonlii varyans analizi Tek Yonli
ANOVA testi ile yapilmigtir. Sonuglar ortalama+tstandart sapma (Ortalama+SD) olarak verildi ve
istatistiksel anlamlilik p<0,05 olarak kabul edildi.

3. Bulgular ve Tartisma

Yapilan ¢alismada AGS hiicrelerinden otoklavlama metodu kullanilarak antijen

hazirlanmistir. Hazirlanan antijenlerin tek basina ve adjuvanlarla kombinasyonlarinin as1 aday1 olarak
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kullanilabilirliginin belirlenmesi i¢in J774 ve THP-1 makrofaj ve L929 fibroblast hiicre kiiltiiriinde
immiinostimiilan etkinligi ve sitotoksik etkileri incelenmistir.

Sekillerde gosterilen hiicrelerin canlilik yiizdeleri, pozitif kontrol grubunun degeri %100 olarak
kabul edildiginde, diger gruplarda basit oran hesabi ile elde edilen % degeridir ve canli hiicre oranini
belirtmektedir. MTT testi sonuglarina gore hiicre canlilig1 48. saatin sonundaki biitiin gruplar arasinda

% hiicre canlilig1 lizerinden degerlendirmeler yapilmistir.
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Sekil 1. Antijen ve adjuvan (40 pg/ml) kombinasyonlarinin 1.929 fibroblast hiicreleri iizerindeki
immiinostimiilan etkinligi ve sitotoksisite analizi

AGS mide kanseri hiicre hattindan otoklavlama yontemi ile hazirlanan antijenlerin ve adjuvan
kombinasyonlarinin (HA ve CaP) L929 fibroblast hiicre kiiltlirlinde immiinostimiilan etkinligi ve
sitotoksisite analizi Sekil 1°de gosterilmistir. Yapilan ¢aligmada AGS hiicre hattindan elde edilen

antijenlerin, en yiliksek immiinostimiilan etkinligi 40 pg/ml konsantrasyonda belirlenmistir. AGS
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antijenlerinin 40 pg/ml konsantrasyonda fibroblastlarla muamelesinden elde edilen en yiiksek
immiinostimiilan etkinlik 6,783 nmol/ml’dir. Sitotoksisite analizinde ise %94,98 canlilik tespit
edilmistir. Yapilan ¢alismada 40 ug/ml HA ve CaP adjuvan kombinasyonlarinin fibroblast hiicre
kiltiirii sisteminde immiinostimiilan etkinligi de incelenmistir. 40 pg/ml antijen-40 ug/ml HA
adjuvan1 kombinasyonunun fibroblastlarla muamelesinden elde edilen en yiiksek immiinostimiilan
etkinlik ise 7,558 nmol/ml’dir. Sitotoksisite analizinde ise %94,25 canlilik tespit edilmistir. 40 pg/ml
antijen-40 ug/ml CaP adjuvan kombinasyonunun fibroblastlarla muamelesinden elde edilen en

yiksek immiinostimiilan etkinlik ise 7,636 nmol/ml’dir. Sitotoksisite analizinde ise %94,36 canlilik
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Sekil 2. Antijen ve adjuvan (100 ug/ml) kombinasyonlarinin L929 fibroblast hiicreleri lizerindeki
immiinostimiilan etkinligi ve sitotoksisite analizi
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AGS mide kanseri hiicre hattindan otoklavlama yontemi ile hazirlanan antijenlerin ve adjuvan
kombinasyonlarinin L1929 fibroblast hiicre kiiltiirii sisteminde immiinostimiilan etkinligi ve
sitotoksisite analizi Sekil 2’te gosterilmistir. Yapilan calismada 100 ug/ml HA ve CaP adjuvanlarinin
antijen ile kombinasyonlarinin fibroblast hiicre kiiltiirlindeki immiinostimiilan etkinligi incelenmistir.
40 pg/ml antijen-100 ug/ml HA adjuvan kombinasyonunun fibroblastlarla muamelesinden elde
edilen en yiliksek immiinostimiilan etkinlik 7,713 nmol/ml’dir. Sitotoksisite analizinde ise %93,89
canlilik tespit edilmistir. 40 pg/ml antijen-100 ug/ml CaP adjuvan kombinasyonunun fibroblastlarla
muamelesinden elde edilen en yiiksek immiinostimiilan etkinlik 7,791 nmol/ml’dir. Sitotoksisite

analizinde ise %92,28 canlilik tespit edilmistir.
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Sekil 3. Antijen ve adjuvan (40 pg/ml) kombinasyonlarinin J774 makrofaj hiicreleri iizerindeki
immiinostimiilan etkinligi ve sitotoksisite analizi
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AGS mide kanseri hiicre hattindan otoklavlama yéntemi ile hazirlanan antijenlerin ve adjuvan
kombinasyonlarinin J774 makrofaj hiicre kiiltlirlindeki immiinostimiilan etkinligi ve sitotoksisite
analizi Sekil 3’te gosterilmistir. Yapilan ¢alismada AGS hiicre hattindan elde edilen antijenlerin en
yuksek immiinostimiilan etkinligi 40 pg/ml konsantrasyonda gostermistir. AGS hiicre hattindan elde
edilen antijenlerin 40 pg/ml konsantrasyonda makrofajlarla muamelesinden elde edilen en yiiksek
immiinostimiilan etkinlik 6,86 nmol/ml’dir. Sitotoksisite analizinde ise %94,25 canlilik tespit
edilmistir. Yapilan ¢alismada 40 ug/ml HA ve CaP adjuvanlariin antijen ile kombinasyonlarinin
makrofaj hiicre kiiltiirii sisteminde immiinostimiilan etkinligi de incelenmistir. 40 pg/ml antijen-40
ug/ml HA adjuvan kombinasyonunun makrofajlarla muamelesinden elde edilen en yiiksek
immiinostimiilan etkinlik 7,636 nmol/ml’dir. Sitotoksisite analizinde ise %92,86 canlilik tespit
edilmistir. 40 pg/ml antijen-40 ug/ml CaP adjuvan kombinasyonunun makrofajlarla muamelesinden

elde edilen en yiiksek etkinlik 7,674 nmol/ml’dir. Sitotoksisite analizinde ise %92,15 canlilik tespit
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Sekil 4. Antijen ve adjuvan (100 ug/ml) kombinasyonlarinin J774 makrofaj hiicreleri lizerindeki
immiinostimiilan etkinligi ve sitotoksisite analizi

AGS mide kanseri hiicre hattindan otoklavlama yontemi ile hazirlanan antijenlerin ve adjuvan
kombinasyonlarinin J774 makrofaj hiicre kiiltiirii sisteminde immiinostimiilan etkinligi ve
sitotoksisite analizi Sekil 4’te gosterilmistir. Yapilan ¢calismada 100 ug/ml HA ve Cap adjuvanlarinin
antijenler ile kombinasyonlarinin makrofaj hiicre kiiltiiri sisteminde immiinostimiilan etkinligi
incelenmistir. 40 pg/ml antijen-100 ug/ml HA adjuvan kombinasyonunun makrofajlarla
muamelesinden elde edilen en yiiksek immiinostimiilan etkinlik 7,868 nmol/ml’dir. Sitotoksisite
analizinde ise %90,75 canlilik tespit edilmistir. 40 pg/ml antijen-100 ug/ml CaP adjuvan
kombinasyonunun makrofajlarla muamelesinden elde edilen en yiliksek immiinostimiilan etkinlik

6,907 nmol/ml’dir. Sitotoksisite analizinde ise %91,34 canlilik tespit edilmistir.
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Sekil 5. Antijen ve adjuvan (40 pg/ml) kombinasyonlarinin THP-1 makrofaj hiicreleri tizerindeki
immiinostimiilan etkinligi ve sitotoksisite analizi

AGS mide kanseri hiicre hattindan otoklavlama yontemi ile hazirlanan antijenlerin ve adjuvan
kombinasyonunun THP-1 makrofa; hiicre kiiltiirii sisteminde immiinostimiilan etkinligi ve
sitotoksisite analizi Sekil 5’te gosterilmistir. Yapilan calismada AGS hiicre hattindan elde edilen
antijenlerin, en yliksek immiinostimiilan etkinligi 40 pg/ml konsantrasyonda gostermistir. AGS hiicre
hattindan elde edilen antijenlerin 40 pg/ml konsantrasyonda makrofajlarla muamelesinden elde edilen
en yiiksek immiinostimiilan etkinlik 6,744 nmol/ml’dir. Sitotoksisite analizinde ise %90,99 canlilik
tespit edilmistir. Yapilan calismada 40 ug/ml HA ve CaP adjuvanlarinin antijenler ile
kombinasyonlarinin THP-1 makrofaj hiicre kiiltiirii sisteminde immiinostimiilan etkinligi de
incelenmistir. 40 pg/ml antijen-40 ug/ml HA adjuvan kombinasyonunun makrofajlarla
muamelesinden elde edilen en yiiksek immiinostimiilan etkinlik 7,442 nmol/ml’dir. Sitotoksisite
analizinde ise %89,73 canlilik tespit edilmistir. 40 pg/ml antijen-40 ug/ml CaP adjuvan
kombinasyonunun makrofajlarla muamelesinden elde edilen en yiiksek immiinostimiilan etkinlik

7,558 nmol/ml’dir. Sitotoksisite analizinde ise %90,71 canlilik tespit edilmistir.
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Sekil 6. Antijen ve adjuvan (100 ug/ml) kombinasyonlarinin THP-1 makrofaj hiicreleri {izerindeki
immiinostimiilan etkinligi ve sitotoksisite analizi

AGS mide kanseri hiicre hattindan otoklavlama yontemi ile hazirlanan antijenlerin ve adjuvan
kombinasyonunun THP-1 makrofaj hiicre kiiltlirii sisteminde immiinostimiilan etkinligi ve
sitotoksisite analizi Sekil 6’da gosterilmistir. Yapilan ¢alismada 100 ug/ml HA ve CaP adjuvanlarinin
antijenler ile kombinasyonlarinin THP-1 makrofaj hiicre kiiltiiri sisteminde immiinostimiilan
etkinligi incelenmistir. 40 pg/ml antijen-100 ug/ml HA adjuvan kombinasyonunun makrofajlarla
muamelesinden elde edilen en yiliksek immiinostimiilan etkinlik 7,791 nmol/ml’dir. Sitotoksisite
analizinde ise %89,14 canlilik tespit edilmistir. 40 pg/ml antijen-100 ug/ml CaP adjuvan
kombinasyonunun makrofajlarla muamelesinden elde edilen en yiiksek immiinostimiilan etkinlik
7,907 nmol/ml’dir. Sitotoksisite analizinde ise %89,81 canlilik tespit edilmistir.

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasi sonucu olugmaktadir. Farkli kanser tiirleri olmakla

birlikte mide kanseri, diinyada en sik goriilen kanser tiirlerinden biridir. Cerrahi tedavi, kemoterapi,
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radyoterapi, immiinoterapi ve hedeflendirilmis terapiler gibi tedavi yontemleri mide kanseri
tedavisinde kullanilmaktadir. Fakat bu tedavi yontemleri etkili sonuglar vermemekte ve yeni tedavi
yaklagimlart gelistirilmeye c¢alisilmaktadir. Bununla birlikte hastalik baslamadan once bagisiklik
olusturmak hastaligin baslamasini engellemekte ya da daha hizli bir sekilde tedavilerden yanit
alimmasini saglamaktadir.

Asi, hastaliklar i¢in uzun siireli bir ¢6ziim olmaktadir. As1 calismasi i¢in mide kanserine karsi
uzun siireli bagisiklik olusturabilecek uygun adjuvan gerekmektedir. Kullanilacak uygun adjuvan,
mide kanserine kars1 gliclii bagisiklik tepkisinin olusturulmasini saglamaktadir. Bu ¢alismada AGS
mide kanseri hiicre hatt1 kullanilarak otoklavlama yontemiyle hazirlanan antijenlerin tek bagina ve
HA-CaP adjuvanlar1 kombinasyonu kullanilarak as1 aday1 gelistirilmesi amaglanmaigtir.

Literatiirde dondurma-¢ozdiirme ve otoklavlama gibi yontemler kullanilarak as1
formiilasyonlar1 hazirlanmistir. Bu antijen hazirlama yontemleri sadece kanser asilar1 i¢in degil ayn
zamanda leishmania gibi farkli organizmalara yonelik asi ¢alismalarinda da kullanilmaktadir. Saf
antijen kullanilan ¢aligmalarda nitrik oksit tiretimi kontrol gruplarina gore daha diisiikk olmaktadir.
Fakat saf antijenler, adjuvan kombinasyonlar1 ile birlikte kullanildiginda nitrik oksit {retim

verimliligi artmaktadir.

4. Sonuclar ve Oneriler

Yapilan bu ¢aligmada mide kanserine karsi ag1 formiilasyonlarini gelistirmek i¢in mide kanseri
hiicrelerinden otoklavlama yontemi ile elde edilmis antijenler, HA ve CaP adjuvan ile kombine
edilmigtir. Formiilasyonlarin, J774 ve THP-1 makrofaj ve L1929 fibroblast hiicrelerinde
immiinostiimiilan aktiviteleri incelenmistir. Gergeklestirilen caligmalarda nitrik oksit ve canlilik
analizleri gergeklestirilmistir. Bu ¢alismada kontrol grubuna gore otoklavlama antijeninin tek bagina
immiinostimiilan etkinliginin az da olsa daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Antijen-adjuvan
formiilasyonlarinin ise kontrol gruplarina gére immiinostimiilan etkinligini yiiksek oranda arttirdigi
belirlenmistir. Adjuvan gruplar1 arasinda ise Kalsiyum fosfat adjuvaninin hidroksiapatit adjuvanina
gore immiinostimiilan etkinliginin daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Bu ¢alismada bu iki adjuvan
aday1 arasinda en iyi as1 aday1 olma potansiyeli olan formiilasyonun 40 pg/ml antijen-40 ug/ml CaP
adjuvani kombinasyonu oldugu belirlenmistir. Bu bilgiler 1s181inda, mide kanserine karst HA ve CaP
ile kombine halde otoklavlanmis mide kanseri antijenlerinin as1 aday1 olabilecegi belirlenmistir. Bu
tiir antijen-adjuvan kombinasyonlari, koruyucu bagisiklik yetenekleri ile etkili ve ucuz oldugu icin
mide kanserine karsi as1 aday1 olarak goriilmektedir. Ayrica bu formiilasyonlar ile yapilan in vivo
caligmalardan elde edilecek antikorlarin da mide kanseri tedavisinde kullanilabilecegi

diistiiniilmektedir.
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Yazarlarin Katkisi

Tilim yazarlar ¢alismaya esit katkida bulunmustur.

Cikar Catismasi1 Beyani

Yazarlar arasinda herhangi bir ¢ikar ¢catismasi bulunmamaktadir.

Arastirma ve Yayin Etigi Beyani

Yapilan calismada arastirma ve yayin etigine uyulmustur.
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