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Ozet — Kanser hiicrelerinde, post-transkripsiyonel diizenlemenin 6nemli unsurlar1 olarak bagisiklik
tepkisini azaltan ve apoptotik yollar1 engelleyen mikroRNA (miRNA)’larin yiiksek veya diisiik
ekspresyonlari immiin kagisa neden olmakta ve bdylece uygulanan tedavinin etkisini sinirlamaktadir.
Indolamin-2,3-dioksijenaz 1 (IDO1) ve triptofan-kiniirenin yolaklar1 kanser immiin kagisinda 6nemli bir
yere sahiptir. Ancak, IDO1 inhibitorlerinin gesitli kanser tiplerinde degisen farkli sinyal yolaklarinin
aktivitesi ve epigenetik mekanizmalardan dolay1 beklenildigi kadar basarili olmadigi gosterilmistir. Mevcut
calismada, triple negatif meme kanseri (TNMK) hiicrelerinde IDO1 inhibitorii olarak indoksimod ve
Epakadostatin kanser immiin kagisi ile iliskili miR-34a ve miR-155 ekspresyon diizeylerinde neden oldugu
degisimlerin arastirilmasi amaglanmaktadir. Bu kapsamda, MDA-MB-231 TNMK hiicrelerine indoksimod
ve Epakadostatin daha 6nceki ¢aligmalarimiz dogrultusunda belirlenen ICso konsantrasyonu uygulanmastir.
Sonrasinda MDA-MB-231 hiicrelerinde miR-34a ve miR-155in ekspresyon seviyelerinde degisimler RT-
PCR analizi ile belirlenmistir. Elde edilen bulgulara gére, indoksimod ve Epakadostat uygulanan MDA -
MB-231 TNMK hiicrelerinde miR-155 ekspresyon seviyesinin sirasiyla 2.24 ve 4.52-kat arttig1 tespit
edilmistir (p<0.05). Diger yandan, miR-34a ekspresyon seviyesinin farkli IDO1 inhibitorii uygulanan
hiicrelerde istatistiksel olarak anlaml diizeyde artmadig1 belirlenmistir. Sonug olarak IDO inhibitérlerinin
TNMK hiicrelerinde immiin kacis ile iliskili 6zellikle miR-155 ekspresyon diizeyinde degisime neden
oldugu ortaya konmustur. Bu kapsamda mevcut ¢aligma IDO1 inhibitorleri uygulanan TNMK hiicrelerinde
immiin yanitta etkili olabilecek epigenetik biyobelirteglerin belirlenmesi, mevcut immiinoterapi
yaklasimlarinin iyilestirilmesine ve buna bagli olarak yeni terapdtik hedeflerin gelistirilmesine katki saglar
niteliktedir. Ancak, daha kapsamli molekiiler ¢alismalarin gerceklestirilmesi gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler — Triple negatif meme kanseri, Indolamin-2,3-dioksijenaz-1, Immiin kacis, miRNA, Immiinoterapi.

I. GIRIS uygulanmasina karsin metastatik ve ileri karaktere

Triple negatif meme kanseri (TNMK) Ostrojen
reseptorli (ER), progesteron reseptorii (PR) ve insan
epidermal biiylime faktorii reseptori 2 (HER2)
reseptorlerini  eksprese etmeyen agresif meme
kanseri alt tipidir. TNMK tedavisinin erken
evresinde kemoterapi, meme Kkoruyucu cerrahi,
radyoterapi ve mastektomi gibi tedavi yontemleri

sahip TNMK’de yiiksek oranda niiks ve mortalite
gorilmektedir [1], [2]. Dolayisiyla TNMK’nin
tedavisine  yonelik molekiiller ve  genetik
mekanizmalarin aydinlatilmasi; alternatif tedavi
yaklagimlarin gelistirilmesi ve biyobelirte¢lerin
belirlenmesi gerekmektedir.
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Indolamin-2,3-dioksijenaz  (IDO1), triptofan-
kiniirenin metabolizmasinda anahtar bir enzimdir.
Esansiyel bir aminoasit olan triptofan1 kiniirenine
cevirerek etki gosteren IDO, antijen sunucu hiicreler
(APC), makrofajlar ve kanser hiicreleri dahil olmak
tizere bircok doku ve hiicrede eksprese
edilmektedir. IDO aktivitesine bagli olarak
triptofanin tiilkenmesi ve immiinosiipresif triptofan
katabolitlerinin birikmesi, T hiicrelerinde apoptozu
indiiklemekte ve boylelikle kanser hiicrelerinde
immiin kacisa neden olmaktadir [3], [4]. Ayrica
IDO, tiimor antijenlerine karsi bagisiklik toleransi
olusturacak inflamatuar siiregleri desteklerken,
regiilator T hiicrelerini (Treg) aktive ederek yaygin
sistemik tolerans olusturmaktadir [5], [6]. Birgok
malignitede immiin kagisla iligkilendirilmis olan
IDO asirt aktivitesi [7]-[9] kotl prognoz ile iligkili
oldugu i¢in kanser tedavisinde ve immiinoterapide
dikkat c¢ekmektedir. Bu kapsamda IDO’yu
dogrudan ve/veya dolayl olarak hedefleyen farkli
IDO inhibitdrleri gelistirilmistir [10].

MikroRNA'lar (miRNA) kiigiik kodlamayan
RNA'lardir ve hiicre boliinmesi, farklilagsmasi,
apoptoz ve hiicre gogli dahil olmak tizere cesitli
hiicresel siireglerde gorev almaktadir. Hedef genin
3’ kodlanmayan bdlgesine (3" UTR) baglanarak
ekspresyonunu gecici olarak baskilayabilmekte
veya sonlandirabilmektedirler [11]-[13]. Literatiirde
miRNA'lar doku, kan, idrar veya tiikiiriikte sirkiile
olarak  kanser dahil olmak tizere farkh
hastaliklardaki ekspresyon profillerinde 6nemli
degisikliklere neden oldugu icin, miRNA’larin
biyobelirte¢ olarak kullanilma potansiyeline yonelik
caligmalar dikkat ¢ekmektedir [14], [15]. miR-155
otoimmiinitede rol oynayan miRNA'lardan biridir
ve dendritik hiicreler (DC'ler), B hiicreleri ve T
hiicreleri gibi bagisiklik hiicrelerinin islevinde,
immiin yanitta ve inflamasyon gibi farkl fizyolojik
stireglerde  diizenleyici rol aldigi literatiirde
bildirilmektedir [16], [17]. miR-155'in  kati
tiimorlerde ve hematolojik neoplazide asir1 eksprese
edildigi ve kotli prognoz ve diisiik sag kalim orani
ile iligkili oldugu gosterilmistir [16], [17]. Bir diger
mikroRNA olan miR-34 ailesi miR-34a, b ve ¢
olmak tizere 3 farkli iiyeye sahiptir. miR-34a,
hemen hemen tiim normal insan dokularinda
eksprese edilirken, miR-34b/c'nin ekspresyonu
doku 0Ozgiilligline sahiptir ve testislerde, fallop
tiiplerinde, akcigerlerde ve beyinde eksprese
edilmektedir. miR-34a’nin hiicre proliferasyonun
kontrolii (siklinler, siklin bagimli kinazlar, MYCN,

NOTCH1), apoptoz (BCL2, SIRT1 ve BIRCS),
yaslanma ve immiin kagista (PD-L1) rol alan genleri
hedef aldig1 belirtilmektedir. Ayrica miR-34a
ekspresyonunun ¢esitli kanserlerde downregiile
oldugu ve bu nedenle timor baskilayict olarak rol
aldig1 belirtilmektedir [18-20].

Bu kapsamda mevcut ¢alismada, MDA-MB-231
TNMK hiicrelerinde iki farkli IDO inhibitériiniin
immin yanit ile iligkili miR-155 ve miR-34a
ekspresyon diizeyinde neden oldugu degisimlerin
belirlenmesi amaglanmaktadir.

1. MATERYAL VE YONTEM

1. Hiicre Kiiltiirii

MDA-MB-231 TNMK hiicreleri %10 fetal sigir
serumu ve %1 penisilin/streptomisin igeren DMEM
medyumunda kiiltiire edilmistir.

2. Hiicre Canlilik (WST-1) Analizi

96 kuyulu hiicre kiiltiirii plakalarina, her kuyucuga
2x10* hiicre/mL olacak sekilde hiicreler ekildikten
sonra, daha Onceki ¢alismamiz [21] kapsaminda
Indoksimod ve Epakadostat'in belirlenmis olan ICso
konsantrasyonlar1 ile hiicreler 72 saat boyunca
inkiibe edilmistir. Ardindan her bir kuyucuga 10 uL.
WST-1 boyas1 eklenerek, 450 nm absorbansta Elisa
Reader (Allsheng, Cin) ile 6l¢tim yapilmistir.

3. RT-PCR analizi

Indoksimod ve Epakadostat’in ICs0
konsantrasyonlart ~ uygulanan =~ MDA-MB-231
TNMK hiicrelerinde hsa-miR-155 ve hsa-miR-34a
ekspresyon seviyesindeki degisimlerin belirlenmesi

icin  RNA izolasyonu Trizol (Thermo Fisher
Scientific, ABD) ile gergeklestirilmistir. Izole
edilen  RNA’larin  konsantrasyonu Qubit

(Invitrogen) cihaz ile dlgiildiikten sonra miRNA
All-In-One cDNA Synthesis Kit (abmgood,
Kanada) cDNA sentezi gerceklestirilmistir. Elde
edilen c¢cDNA oOrneklerinden StepOnePlus Real
Time-PCR (Applied Biosystems, ABD) cihazi ile
miRNA’larin  ekspresyon  seviyeleri  analiz
edilmistir. U6 internal kontrol olarak kullanilmistir.

4. Istatiksel analizler

Elde edilen veriler Graphad 8.0 kullanilarak
degerlendirilmis ve p<0.05 istatistiksel olarak
anlamli kabul edilmistir. miR-155 ve miR-34a
ekspresyon diizeylerindeki degisimlerin analizi igin
RT2 Profiler PCR Array Data Analysis programi
kullanilmistir.
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I.BULGULAR

1. IDO inhibitorlerinin anti-kanser etkisinin

degerlendirilmesi
MDA-MB-231 hiicrelerine 72 saat boyunca daha
once calismamiz kapsaminda belirlenen

Indoksimod ve Epakadostat’m ICso konsantrasyonu
uygulandiginda (Sekil 1), hiicrelerde canlilik orani
strastyla %52.5 ve %48.6 olarak degerlendirilmistir
(p<0.01). Elde edilen bulgular  &nceki
calismalarimizi destekler niteliktedir.

]ﬂ Iﬂ

indoksimod Epakadostat

HE miR-155
= miR-34a

Kat degisimi

Sekil 1. IDO inhibitérlerinin MDA-MB-231 hiicrelerinde
anti-kanser etkisinin degerlendirilmesi (p<0.01**)

2. IDO inhibitérlerinin - miRNA  ekspresyon
diizeylerinde  neden oldugu  degisimlerin
degerlendirilmesi

Indoksimod ve Epakadostat’in ICso

konsantrasyonu uygulanan hiicrelerde miR-155 ve
miR-34a ekspresyon diizeyindeki degisimler RT-
PCR analizi ile degerlendirilmis ve elde dilen
bulgular Sekil 2’de sunulmustur. miR-155
ekspresyon diizeyinin Indoksimod ve Epakadostat
uygulanan hiicrelerde kontrol grubuna gore sirastyla
2.2- ve 4.5-kat arttigi belirlenmesine ragmen
(p<0.01), miR-34a ekspresyon diizeyi sirasiyla 0.9-
ve 1.7-kat olarak analiz edilmistir.

MDA-MB-231
150

0- T II

Kontrol IC5

mm indoksimod
=3 Epakadostat

% Canhlihk
=
o
1

(3}
o
1

Sekil 2. IDO inhibitérleri uygulanan MDA-MB-231
hiicrelerinde miR-155 ve miR-34a ekspresyon diizeylerinde
degisimlerin degerlendirilmesi (p<0.01**)

IV. TARTISMA

Mevcut calismada TNMK hiicrelerine IDOI1
inhibitorleri uygulandiginda 6zellikle miR-155
ekspresyon seviyesinin anlamli bir sekilde arttig
belirlenmistir (p<0.01). Ayrica, miR-34a diizeyinin
de Indoksimod uygulanan hiicrelere  gore
Epakadostat uygulanan hiicrelerde daha yiiksek
eksprese oldugu tespit edilmistir. Bu kapsamda
epigenetik  degisimlerin IDO1 inhibitorlerinin
terapotik etkinliginde immiin kacis ile iliskili
olabilecegi ongoriilmektedir.

IDO1 seviyesinin farkli kanser tiplerinde yiiksek
diizeyde eksprese oldugunun belirlenmesi [8] - [10]
IDO1 inhibitorlerinin kanser tedavisinde dikkat
¢cekmesine neden olmustur. TNMK hastalarinda
gerceklestirilen  bir calismada asirmt  IDOI
ekspresyonunun koétii prognozla iliskili oldugu
belirlenmistir [22]. Ayrica, klinik denemelerde artan
IDO aktivitesinin immiin kontrol noktas1 inhibitorii
olarak pembrolizumab tedavisine direncle iligkili
oldugu 200 TNMK hastasinda ortaya konmustur

[23]. Bu kapsamda TNMK tedavisinde 1DO
inhibitorlerine yonelik caligmalar dikkat
cekmektedir.

Kanser hiicrelerinde artan IDO seviyesinin timor

mikrogevresinde pro-inflamatuar sitokin
seviyelerinde artisa ve immiin kagisa neden oldugu
literatiirde belirtilmektedir [6-10]. Bu nedenle
inflamasyon ve immin yamit ile iligkili
biyobelirteglere ~ yonelik  ¢alismalar  Onem
kazanmaktadir.

mMiR-155"in farkli kanser tiirlerinin yani sira aktif
B  hiicreleri, T hiicreleri ve diger bagisiklik
hiicrelerinde yiiksek diizeyde eksprese edildigi
literatiirde belirtilmektedir [24], [25]. Zhi-Kang Cai
ve ark. (2015) caligmasinda, miR-155'in LNCaP ve
PC-3 prostat kanseri hiicrelerinde kontrol
hiicrelerine gore asir1 eksprese edildigi analiz
edilmistir [26]. Huang ve ark. (2020) tarafindan,
mMiR-155 asir1 ekspresyonunun akciger kanseri
hiicrelerinde PD-L1 ekspresyonunu azalttig1 ve PD-
Ll'in  miR-155 tarafindan  diizenlenmesinin
transkripsiyon sonrast seviyede gerceklestigi
belirtilmektedir [27]. Ayrica, makrofaj temelli
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eksozomal miR-155'in kolon kanseri hiicrelerine
transfekte edildigi ¢alismada, miR-155’in kolon
kanseri  hiicrelerinde  immiin  kacista  ve
progresyonda rol alabilecegi belirtilmektedir [28].
Mevcut ¢alismada, Epakadostat uygulanan MDA -
MB-231 hiicrelerinde Indoksimod uygulanan
hiicrelere goére miR-155’in daha fazla eksprese
oldugu belirlenmistir. Bu kapsamda, miR-155
ekspresyonunda artisin TNMK hiicrelerinin IDO1
inhibitorlerine direng gelismesinde rol alabilecegi
ongoriilmektedir.

MiR-34a, immiin sistemde dendritik hiicrelerin
aktivitesinde ve T hiicrelerinin fonksiyonunun
diizenlenmesinde rol aldig1 icin farkli kanser
tiplerinde ve otoimmiin hastaliklarda biyobelirte¢
potansiyeline sahip tiimor siipresor Ozellikte bir
miRNA’dir [18] - [20], [29]. Yang ve ark. (2013)
calismalarinda, MDA-MB-231 hiicrelerinde miR-
34a’nin  ekspresyonundaki  artisin = TNMK
hiicrelerinde metastaz ve invazyonun
baskilanmasinda etkili oldugu belirlenmistir [30].
Ayrica, Wang ve ark. (2015) tarafindan, miR-
34a’nin asir1 ekspresyonunun immun yanitta rol
alan programlanmis Olim ligandi-1 (PD-L1)
ekspresyonunu baskiladigi gosterilmistir [31]. Bu
kapsamda mevcut calismada Indoksimod uygulanan
TNMK  hiicrelerinde  miR-34a  ekspresyon
seviyesinin down-regiile oldugu belirlenmesine
ragmen, Epakadostat uygulanan hiicrelerde daha
yiiksek eksprese oldugu analiz edilmistir. Yine de
miR-34a ekspresyon diizeyinde anlamli bir degisim
belirlenememistir. Bu nedenle IDO inhibitorlerinin
etkinliginde immiin sistemin regiilasyonunda rol
alan timor siipresor miRNA’larin  rollerinin
aydinlatilmasina  yonelik  ileri  ¢aligmalar
gerekmektedir.

V. SONUCLAR

Sonu¢ olarak IDOI1 inhibitorlerinin  TNMK
hiicrelerinde epigenetik degisimlere neden oldugu
analiz  edilmistir.  Ancak, immiin  yanitin
degerlendirilmesi i¢in TNMK hiicreleri ile birlikte
ko-kiiltiir deneylerinin gerceklestirilerek, miRNA
profilleme arastirmalarinin yapilmasina yonelik
ileri c¢aligmalara ihtiya¢ vardir. Ayrica, timor
mikrogevresinde asir1 IDO aktivitesi ile iligkili pro-
inflamatuar sitokinler ile miRNA ekspresyon

diizeylerinde degisimlerin analiz edilmesine yonelik
ileri caligmalar gerceklestirilebilir.
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