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Özet – Kanser hücrelerinde, post-transkripsiyonel düzenlemenin önemli unsurları olarak bağışıklık 

tepkisini azaltan ve apoptotik yolları engelleyen mikroRNA (miRNA)’ların yüksek veya düşük 

ekspresyonları immün kaçışa neden olmakta ve böylece uygulanan tedavinin etkisini sınırlamaktadır. 

İndolamin-2,3-dioksijenaz 1 (IDO1) ve triptofan-kinürenin yolakları kanser immün kaçışında önemli bir 

yere sahiptir. Ancak, IDO1 inhibitörlerinin çeşitli kanser tiplerinde değişen farklı sinyal yolaklarının 

aktivitesi ve epigenetik mekanizmalardan dolayı beklenildiği kadar başarılı olmadığı gösterilmiştir. Mevcut 

çalışmada, triple negatif meme kanseri (TNMK) hücrelerinde IDO1 inhibitörü olarak İndoksimod ve 

Epakadostatın kanser immün kaçışı ile ilişkili miR-34a ve miR-155 ekspresyon düzeylerinde neden olduğu 

değişimlerin araştırılması amaçlanmaktadır. Bu kapsamda, MDA-MB-231 TNMK hücrelerine İndoksimod 

ve Epakadostatın daha önceki çalışmalarımız doğrultusunda belirlenen IC50 konsantrasyonu uygulanmıştır. 

Sonrasında MDA-MB-231 hücrelerinde miR-34a ve miR-155’in ekspresyon seviyelerinde değişimler RT-

PCR analizi ile belirlenmiştir. Elde edilen bulgulara göre, İndoksimod ve Epakadostat uygulanan MDA-

MB-231 TNMK hücrelerinde miR-155 ekspresyon seviyesinin sırasıyla 2.24 ve 4.52-kat arttığı tespit 

edilmiştir (p<0.05). Diğer yandan, miR-34a ekspresyon seviyesinin farklı IDO1 inhibitörü uygulanan 

hücrelerde istatistiksel olarak anlamlı düzeyde artmadığı belirlenmiştir. Sonuç olarak IDO inhibitörlerinin 

TNMK hücrelerinde immün kaçış ile ilişkili özellikle miR-155 ekspresyon düzeyinde değişime neden 

olduğu ortaya konmuştur. Bu kapsamda mevcut çalışma IDO1 inhibitörleri uygulanan TNMK hücrelerinde 

immün yanıtta etkili olabilecek epigenetik biyobelirteçlerin belirlenmesi, mevcut immünoterapi 

yaklaşımlarının iyileştirilmesine ve buna bağlı olarak yeni terapötik hedeflerin geliştirilmesine katkı sağlar 

niteliktedir. Ancak, daha kapsamlı moleküler çalışmaların gerçekleştirilmesi gerekmektedir.  

  

Anahtar Kelimeler – Triple negatif meme kanseri, İndolamin-2,3-dioksijenaz-1, İmmün kaçış, miRNA, İmmünoterapi. 

I. GİRİŞ 

Triple negatif meme kanseri (TNMK) östrojen 

reseptörü (ER), progesteron reseptörü (PR) ve insan 

epidermal büyüme faktörü reseptörü 2 (HER2) 

reseptörlerini eksprese etmeyen agresif meme 

kanseri alt tipidir. TNMK tedavisinin erken 

evresinde kemoterapi, meme koruyucu cerrahi, 

radyoterapi ve mastektomi gibi tedavi yöntemleri 

uygulanmasına karşın metastatik ve ileri karaktere 

sahip TNMK’de yüksek oranda nüks ve mortalite 

görülmektedir [1], [2]. Dolayısıyla TNMK’nin 

tedavisine yönelik moleküler ve genetik 

mekanizmaların aydınlatılması; alternatif tedavi 

yaklaşımların geliştirilmesi ve biyobelirteçlerin 

belirlenmesi gerekmektedir.  
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İndolamin-2,3-dioksijenaz (IDO1), triptofan-

kinürenin metabolizmasında anahtar bir enzimdir. 

Esansiyel bir aminoasit olan triptofanı kinürenine 

çevirerek etki gösteren IDO, antijen sunucu hücreler 

(APC), makrofajlar ve kanser hücreleri dahil olmak 

üzere birçok doku ve hücrede eksprese 

edilmektedir. IDO aktivitesine bağlı olarak 

triptofanın tükenmesi ve immünosüpresif triptofan 

katabolitlerinin birikmesi, T hücrelerinde apoptozu 

indüklemekte ve böylelikle kanser hücrelerinde 

immün kaçışa neden olmaktadır [3], [4]. Ayrıca 

IDO, tümör antijenlerine karşı bağışıklık toleransı 

oluşturacak inflamatuar süreçleri desteklerken, 

regülatör T hücrelerini (Treg) aktive ederek yaygın 

sistemik tolerans oluşturmaktadır [5], [6]. Birçok 

malignitede immün kaçışla ilişkilendirilmiş olan 

IDO aşırı aktivitesi [7]-[9] kötü prognoz ile ilişkili 

olduğu için kanser tedavisinde ve immünoterapide 

dikkat çekmektedir. Bu kapsamda IDO’yu 

doğrudan ve/veya dolaylı olarak hedefleyen farklı 

IDO inhibitörleri geliştirilmiştir [10].  

MikroRNA'lar (miRNA) küçük kodlamayan 

RNA'lardır ve hücre bölünmesi, farklılaşması, 

apoptoz ve hücre göçü dahil olmak üzere çeşitli 

hücresel süreçlerde görev almaktadır. Hedef genin 

3′ kodlanmayan bölgesine (3′ UTR) bağlanarak 

ekspresyonunu geçici olarak baskılayabilmekte 

veya sonlandırabilmektedirler [11]-[13]. Literatürde 

miRNA'lar doku, kan, idrar veya tükürükte sirküle 

olarak kanser dahil olmak üzere farklı 

hastalıklardaki ekspresyon profillerinde önemli 

değişikliklere neden olduğu için, miRNA’ların 

biyobelirteç olarak kullanılma potansiyeline yönelik 

çalışmalar dikkat çekmektedir [14], [15]. miR-155 

otoimmünitede rol oynayan miRNA'lardan biridir 

ve dendritik hücreler (DC'ler), B hücreleri ve T 

hücreleri gibi bağışıklık hücrelerinin işlevinde, 

immün yanıtta ve inflamasyon gibi farklı fizyolojik 

süreçlerde düzenleyici rol aldığı literatürde 

bildirilmektedir [16], [17].  miR-155'in katı 

tümörlerde ve hematolojik neoplazide aşırı eksprese 

edildiği ve kötü prognoz ve düşük sağ kalım oranı 

ile ilişkili olduğu gösterilmiştir [16], [17]. Bir diğer 

mikroRNA olan miR-34 ailesi miR-34a, b ve c 

olmak üzere 3 farklı üyeye sahiptir. miR-34a, 

hemen hemen tüm normal insan dokularında 

eksprese edilirken, miR-34b/c'nin ekspresyonu 

doku özgüllüğüne sahiptir ve testislerde, fallop 

tüplerinde, akciğerlerde ve beyinde eksprese 

edilmektedir. miR-34a’nın hücre proliferasyonun 

kontrolü (siklinler, siklin bağımlı kinazlar, MYCN, 

NOTCH1), apoptoz (BCL2, SIRT1 ve BIRC5), 

yaşlanma ve immün kaçışta (PD-L1) rol alan genleri 

hedef aldığı belirtilmektedir. Ayrıca miR-34a 

ekspresyonunun çeşitli kanserlerde downregüle 

olduğu ve bu nedenle tümör baskılayıcı olarak rol 

aldığı belirtilmektedir [18-20].  

Bu kapsamda mevcut çalışmada, MDA-MB-231 

TNMK hücrelerinde iki farklı IDO inhibitörünün 

immün yanıt ile ilişkili miR-155 ve miR-34a 

ekspresyon düzeyinde neden olduğu değişimlerin 

belirlenmesi amaçlanmaktadır. 

II. MATERYAL VE YÖNTEM 

1. Hücre Kültürü 

MDA-MB-231 TNMK hücreleri %10 fetal sığır 

serumu ve %1 penisilin/streptomisin içeren DMEM 

medyumunda kültüre edilmiştir.  

 

2. Hücre Canlılık (WST-1) Analizi 

96 kuyulu hücre kültürü plakalarına, her kuyucuğa 

2x104 hücre/mL olacak şekilde hücreler ekildikten 

sonra, daha önceki çalışmamız [21] kapsamında 

İndoksimod ve Epakadostat'ın belirlenmiş olan IC50 

konsantrasyonları ile hücreler 72 saat boyunca 

inkübe edilmiştir. Ardından her bir kuyucuğa 10 µL 

WST-1 boyası eklenerek, 450 nm absorbansta Elisa 

Reader (Allsheng, Çin) ile ölçüm yapılmıştır.  

 

3. RT-PCR analizi 

İndoksimod ve Epakadostat’ın IC50 

konsantrasyonları uygulanan MDA-MB-231 

TNMK hücrelerinde hsa-miR-155 ve hsa-miR-34a 

ekspresyon seviyesindeki değişimlerin belirlenmesi 

için  RNA izolasyonu Trizol (Thermo Fisher 

Scientific, ABD) ile gerçekleştirilmiştir. İzole 

edilen RNA’ların konsantrasyonu Qubit 

(Invitrogen) cihazı ile ölçüldükten sonra  miRNA 

All-In-One cDNA Synthesis Kit (abmgood, 

Kanada) cDNA  sentezi gerçekleştirilmiştir. Elde 

edilen cDNA örneklerinden StepOnePlus Real 

Time-PCR (Applied Biosystems, ABD) cihazı ile 

miRNA’ların ekspresyon seviyeleri analiz 

edilmiştir. U6 internal kontrol olarak kullanılmıştır. 

 

4. İstatiksel analizler 

Elde edilen veriler Graphad 8.0 kullanılarak  

değerlendirilmiş ve p<0.05 istatistiksel olarak 

anlamlı kabul edilmiştir. miR-155 ve miR-34a 

ekspresyon düzeylerindeki değişimlerin analizi için 

RT2 Profiler PCR Array Data Analysis programı 

kullanılmıştır. 
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III. BULGULAR 

 

1. IDO inhibitörlerinin anti-kanser etkisinin 

değerlendirilmesi 

MDA-MB-231 hücrelerine 72 saat boyunca daha 

önce çalışmamız kapsamında belirlenen 

İndoksimod ve Epakadostat’ın IC50 konsantrasyonu 

uygulandığında (Şekil 1), hücrelerde canlılık oranı 

sırasıyla %52.5 ve %48.6 olarak değerlendirilmiştir 

(p<0.01). Elde edilen bulgular önceki 

çalışmalarımızı destekler niteliktedir. 

Şekil 1. IDO inhibitörlerinin MDA-MB-231 hücrelerinde 

anti-kanser etkisinin değerlendirilmesi (p<0.01**) 

 

2. IDO inhibitörlerinin miRNA ekspresyon 

düzeylerinde neden olduğu değişimlerin 

değerlendirilmesi 

İndoksimod ve Epakadostat’ın IC50 

konsantrasyonu uygulanan hücrelerde miR-155 ve 

miR-34a ekspresyon düzeyindeki değişimler RT-

PCR analizi ile değerlendirilmiş ve elde dilen 

bulgular Şekil 2’de sunulmuştur. miR-155 

ekspresyon düzeyinin İndoksimod ve Epakadostat 

uygulanan hücrelerde kontrol grubuna göre sırasıyla 

2.2- ve 4.5-kat arttığı belirlenmesine rağmen 

(p<0.01), miR-34a ekspresyon düzeyi sırasıyla 0.9- 

ve 1.7-kat olarak analiz edilmiştir.  

Şekil 2. IDO inhibitörleri uygulanan MDA-MB-231 

hücrelerinde miR-155 ve miR-34a ekspresyon düzeylerinde 

değişimlerin değerlendirilmesi (p<0.01**) 

 

IV. TARTIŞMA 

 

Mevcut çalışmada TNMK hücrelerine IDO1 

inhibitörleri uygulandığında özellikle miR-155 

ekspresyon seviyesinin anlamlı bir şekilde arttığı 

belirlenmiştir (p<0.01). Ayrıca, miR-34a düzeyinin 

de İndoksimod uygulanan hücrelere göre 

Epakadostat uygulanan hücrelerde daha yüksek 

eksprese olduğu tespit edilmiştir. Bu kapsamda 

epigenetik değişimlerin IDO1 inhibitörlerinin 

terapötik etkinliğinde immün kaçış ile ilişkili 

olabileceği öngörülmektedir. 

IDO1 seviyesinin farklı kanser tiplerinde yüksek 

düzeyde eksprese olduğunun belirlenmesi [8] - [10] 

IDO1 inhibitörlerinin kanser tedavisinde dikkat 

çekmesine neden olmuştur. TNMK hastalarında 

gerçekleştirilen bir çalışmada aşırı IDO1 

ekspresyonunun kötü prognozla ilişkili olduğu 

belirlenmiştir [22]. Ayrıca, klinik denemelerde artan 

IDO aktivitesinin immün kontrol noktası inhibitörü 

olarak pembrolizumab tedavisine dirençle ilişkili 

olduğu 200 TNMK hastasında ortaya konmuştur 

[23].  Bu kapsamda TNMK tedavisinde IDO 

inhibitörlerine yönelik çalışmalar dikkat 

çekmektedir. 

Kanser hücrelerinde artan IDO seviyesinin tümör 

mikroçevresinde pro-inflamatuar sitokin 

seviyelerinde artışa ve immün kaçışa neden olduğu 

literatürde belirtilmektedir [6-10]. Bu nedenle 

inflamasyon ve immün yanıt ile ilişkili 

biyobelirteçlere yönelik çalışmalar önem 

kazanmaktadır.   

miR-155’in farklı kanser türlerinin yanı sıra aktif  

B hücreleri, T hücreleri ve diğer bağışıklık 

hücrelerinde yüksek düzeyde eksprese edildiği 

literatürde belirtilmektedir [24], [25]. Zhi‑Kang Cai 

ve ark. (2015) çalışmasında, miR-155'in LNCaP ve 

PC-3 prostat kanseri hücrelerinde kontrol 

hücrelerine göre aşırı eksprese edildiği analiz 

edilmiştir [26]. Huang ve ark. (2020) tarafından, 

miR-155 aşırı ekspresyonunun akciğer kanseri 

hücrelerinde PD-L1 ekspresyonunu azalttığı ve PD-

L1'in miR-155 tarafından düzenlenmesinin 

transkripsiyon sonrası seviyede gerçekleştiği 

belirtilmektedir [27]. Ayrıca, makrofaj temelli 
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eksozomal miR-155'in kolon kanseri hücrelerine 

transfekte edildiği çalışmada, miR-155’in kolon 

kanseri hücrelerinde immün kaçışta ve 

progresyonda rol alabileceği belirtilmektedir [28]. 

Mevcut çalışmada, Epakadostat uygulanan MDA-

MB-231 hücrelerinde İndoksimod uygulanan 

hücrelere göre miR-155’in daha fazla eksprese 

olduğu belirlenmiştir. Bu kapsamda, miR-155 

ekspresyonunda artışın TNMK hücrelerinin IDO1 

inhibitörlerine direnç gelişmesinde rol alabileceği 

öngörülmektedir.  

miR-34a, immün sistemde dendritik hücrelerin 

aktivitesinde ve T hücrelerinin fonksiyonunun 

düzenlenmesinde rol aldığı için farklı kanser 

tiplerinde ve otoimmün hastalıklarda biyobelirteç 

potansiyeline sahip tümör süpresör özellikte bir 

miRNA’dır [18] - [20], [29]. Yang ve ark. (2013) 

çalışmalarında, MDA-MB-231 hücrelerinde miR-

34a’nın ekspresyonundaki artışın TNMK 

hücrelerinde metastaz ve invazyonun 

baskılanmasında etkili olduğu belirlenmiştir [30].  

Ayrıca, Wang ve ark. (2015) tarafından, miR-

34a’nın aşırı ekspresyonunun immun yanıtta rol 

alan programlanmış ölüm ligandı-1 (PD-L1) 

ekspresyonunu baskıladığı gösterilmiştir [31]. Bu 

kapsamda mevcut çalışmada İndoksimod uygulanan 

TNMK hücrelerinde miR-34a ekspresyon 

seviyesinin down-regüle olduğu belirlenmesine 

rağmen, Epakadostat uygulanan hücrelerde daha 

yüksek eksprese olduğu analiz edilmiştir.  Yine de 

miR-34a ekspresyon düzeyinde anlamlı bir değişim 

belirlenememiştir. Bu nedenle IDO inhibitörlerinin 

etkinliğinde immün sistemin regülasyonunda rol 

alan tümör süpresör miRNA’ların rollerinin 

aydınlatılmasına yönelik ileri çalışmalar 

gerekmektedir.  

V. SONUÇLAR 

Sonuç olarak IDO1 inhibitörlerinin TNMK 

hücrelerinde epigenetik değişimlere neden olduğu 

analiz edilmiştir. Ancak, immün yanıtın 

değerlendirilmesi için TNMK hücreleri ile birlikte 

ko-kültür deneylerinin gerçekleştirilerek, miRNA 

profilleme araştırmalarının yapılmasına yönelik 

ileri çalışmalara ihtiyaç vardır. Ayrıca, tümör 

mikroçevresinde aşırı IDO aktivitesi ile ilişkili pro-

inflamatuar sitokinler ile miRNA ekspresyon 

düzeylerinde değişimlerin analiz edilmesine yönelik 

ileri çalışmalar gerçekleştirilebilir. 
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