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Oz

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz olarak cogalmasi sonucu olusan ve kardiyovaskiiler
hastaliklardan sonra diinyada 6liim orani en yiiksek hastaliktir. Mide kanseri, diinyada
en yaygin goriilen kanser tiirlerinden biri olmakla birlikte GLOBOCAN 2020 yaklasik
800000 oliime neden olmus ve yaklasik 1,1 milyon yeni mide kanseri vakasi tespit
edilmistir. Tedavisinde cerrahi, kemoterapi, ila¢ tedavisi gibi ydntemler siklikla
kullanilsa da etkili sonuclar vermemektedir. Bu nedenle mide kanseri olusmadan once
bagisiklik olusturularak hastaligin baglamasini engellenmeli veya elde edilen bagisikiik
sayesinde daha hizli bir sekilde tedavilerden yanit alinmasini saglanmalidir. Asilamanin
kansere karsit bagisiklik sistemini harekette gecirdigine dair literatiirde yer alan
calismalar, kanser asilarinda umut verici sonuglar ortaya koymaktadir. Bu ¢alismada,
mide kanserine yonelik gelistirilen asi formiilasyonlarinin immiinostimiilan etkileri, J774
murin makrofaj, THP-1 insan makrofaj ve L929 fibroblast hiicrelerinde arastiriimis ve
sitotoksisiteleri belirlenmistir. AGS mide kanseri hiicre hattindan dondurma-¢ozdiirme
yontemi ile elde edilen antijenler Freund’s ve Incomlete Freund’s adjuvanlart ile
kombine edilmistir. Calisma sonug¢larina gére, gelistirilen asi formiilasyonlarinin toksik
etkilerinin  diisiik oldugu ve en yiiksek immiinostimiilan etkinligin 40 ug/ml
konsantrasyonda oldugu tespit edilmistir. Kullanilan ii¢ hiicre hattinda maksimum
protein konsantrasyonunda hiicre canliliklart %75 ‘den yiiksek oldugu belirlenmistir.
Elde edilen sonuglarin mide kanserine yonelik asi formiilasyonlarimin gelistirmesine
yvardimci olacagr ve kanser immiinoterapisi ¢alisan arastirmacilar i¢in bu verilerin
degerlendirilebilecegi séylenebilir.
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Investigation of immunostimulant and cytotoxic effects of
vaccine formulation developed against gastric cancer

Abstract

Cancer is the disease that results from the uncontrolled proliferation of cells and has the
highest mortality rate in the world after cardiovascular diseases. Although gastric cancer
is one of the most common cancer types in the world, GLOBOCAN 2020 caused
approximately 800,000 deaths and approximately 1.1 million new gastric cancer cases
were detected. Although methods such as surgery, chemotherapy and drug therapy are
frequently used in the treatment, they do not give effective results. For this reason, before
gastric cancer occurs, the onset of the disease should be prevented by creating immunity
or a faster response from the treatments should be provided thanks to the immunity
obtained. 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 vaccine formulations developed for gastric cancer were
investigated in J774 murine macrophage, THP-1 human macrophage and L929 fibroblast
cells and their cytotoxicity was determined. Antigens obtained by freeze-thaw method
from AGS gastric cancer cell line were combined with Freund's and Incomlete Freund's
adjuvants. According to the results of the study, it was determined that the toxic effects of
the developed vaccine formulations were low and the highest immunostimulatory activity
was at a concentration of 40 ug/ml. It was determined that cell viability was higher than
75% at the maximum protein concentration in the three cell lines used. It can be said that
the results obtained will help the development of vaccine formulations for gastric cancer
and that these data can be evaluated for researchers working on cancer immunotherapy.

Keywords: Gastric cancer, vaccine, freeze-thaw method, Freund's adjuvant.

1. Giris

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz olarak ¢ogalmasi sonucu olusan ve kardiyovaskiiler
hastaliklardan sonra diinyada 6liim orani en yliksek hastaliktir. Kanserin bir¢ok tiirii
olmakla birlikte en fazla 6liime neden olan tiirleri akciger, meme, prostat, mide ve
kolorektal kanserlerdir [1].

Mide kanseri, diinyada en yaygin goriilen kanser tiirlerinden biri olmakla birlikte kansere
bagli oliimlerde dordiincii sirada yer almaktadir. GLOBOCAN 2020 tahminlerine gore
mide kanseri, tiim kanser 6liimlerinin %7,7'sini olusturarak yaklagik 800000 6liime neden
olmustur. 2020'de tiim kanser vakalarinin %5,6'sin1 olusturarak yaklasik 1,1 milyon yeni
mide kanseri vakasi teshis edilmistir [2]. Mide kanseri, ¢evresel faktorlere dayanmakla
birlikte %1-3 gibi bir oranda kalitsal olarak ortaya ¢ikmaktadir. Mide kanseri olusumunda
en 6nemli faktorlerin basinda ise Helikobakter pilori (H. Pilori) enfeksiyonu gelmektedir.
Bunun disinda metabolik yolaklarda ortaya ¢ikan mutasyonlar, tiimor baskilayici genlerin
ve onkogenlerin ekspresyon seviyelerinde olusan degisimler mide kanseri olusumunda
etkilidir [3].

Mide kanseri ¢ok kapsamli bir hastaliktir. Bu da kanser tanisinin ge¢ konulmasina ve
tedaviye ge¢ baslanmasina neden olmaktadir. Bu nedenle, diger kanser tiirlerinde oldugu
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gibi mide kanserinde de erken tani, tedavi i¢in oldukca Onemlidir. Ancak kanserin
semptomsuz ilerlemesi teshisi zorlagtirmaktadir. Erken evrede tani oldukga zor iken ileri
evrede agri, kitle ve kanama gibi semptomlar ortaya ¢ikmaktadir [4].

Glinimiizde erken evre mide kanserine kars1 tedavide cerrahi rezeksiyon
uygulanmaktadir. Ileri evre mide kanserlerinde ise kemoterapi kullanilmaktadir. Ancak
hastalarin kemoterapotik ilaglara kars1 gosterdigi direng, tedavinin olumsuz seyretmesine
neden olmaktadir [5]. Bu nedenle mide kanseri olusmadan once bagisiklik olusturularak
hastaligin baglamasini engellenmeli veya elde edilen bagisiklik sayesinde daha hizli bir
sekilde tedavilerden yanit alinmasini saglanmalidir. Kanser asilar ile ilgili yapilan
calismalarda kanser hiicresi antijenleri as1 kaynagi olarak bir¢ok calismada
kullanilmaktadir. Hiicre kaynagindan antijen eldesinde genellikle dondurma-¢ozdiirme
ve sonikasyon gibi yontemler kullanilmaktadir [6]. Hazirlanan antijenlerle adjuvan
kombinasyonlar1 as1 ¢alismalarinda kullanilmaktadir. Bu sayede hazirlanan antijenlerin
etkinlikleri adjuvanlar ile artirilmakta ve antijene karsi daha yiiksek bir immiin yanit elde
edilmesi saglanmaktadir [7].

Bu calismada ilk kez, AGS insan mide kanseri hiicre hattindan dondurma-¢6zdiirme
yontemi ile elde edilen antijenlerin tek bagina ve farkli adjuvan (Freund’s ve Incomplete
Freund’s) kombinasyonu ile olusturulan as1 formiilasyonlarinin J774 murin, THP-1 insan
makrofaj ve L1929 fare fibroblast hiicre hatlarinda immiinostimiilan aktivitesi ve
sitotoksisitesi incelenmistir.

2. Deneysel calismalar

2.1. Hiicre kiiltiiriin yapilmast

Yapilan deneysel caligmalarda farelerden elde edilen fibroblast hiicre hatt1 (L929) ve fare
makrofaj hiicre hatt1 (J774) ve insanlardan elde edilen makrofaj hiicre hatti (THP-1)
kullanildi. Hiicrelerin kiiltiirii 75cm?’lik (Polistiren yiizey, NEST) flasklarda yapilda.
Deneysel ¢alismada stok medyumlar kullanildi. Stoklar %1°lik penisilin- streptomisin ve
%1’lik L-glutamin ile hazirlandi. Hiicrelerin ¢ogalmasi i¢in L929 fibroblast hiicre hattinin
kiltiirii %10 FBS iceren DMEM besiyerinde, J774 fare makrofaj hiicre hattinin kiiltiirii
ve THP-1 insan makrofaj hiicre hattinin kiiltiirii %10 FBS i¢ceren RPMI-1640 besiyerinde
gerceklestirildi. Deneysel ¢alismada pasaj sayilar1 10. ile 15. Arasinda olan hiicre hatlar1
kullanildi. Hiicre hatlarinin kiiltiirti 37°C, %95 nem ve %5 CO- inkiibasyon sartlarinda
yapildi. L929 hiicre hatt1 enzimatik yol ile J774 ve THP-1 hiicre hatt1 ise fiziksel yol ile
toplanarak 25°C, 1000 rpm’de 5 dk siireyle santrifiij ve thoma laminda hiicre sayimlari
gerceklestirildi. Kuyu basina 1x10° hiicre/mL olacak 96 kuyulu platelere ekim yapildi. 24
saat inkiibasyonda tutuldu [8].

2.2. Antijenlerin hazirlanmasi

AGS kiiltirt  kiltiriinin - ¢ogalmas1 %10 FBS igeren RPMI-1640 besiyerinde
gergeklestirildi. Cogaltilan AGS kiiltiirii topland1 ve 1 ml PBS ile yikanarak -20°C’ye
kaldirildi. Coziiniir AGS antijenlerinin hazirlanmasi i¢in dondurma-¢dzdiirme metodu
uygulandi. Dondurma-¢6zdiirme metodunda, -20°C’den ¢ikarilan hiicreler 37°C’de su
banyosu igerisinde ¢6ziindii. Coziinen hiicreler sivi azot kabina konularak 15 dk siireyle
hiicrelerin donmas1 beklendi. Donan hiicreler 15 dk siire ile 37°C’deki su banyosuna
bekletilerek ¢oziinmesi saglandi. PBS icerisinde siispanse hale getirilen hiicrelerde bu
islem 5 kere tekrar edildi ve sonra 10.000 rpm’de 3 dk santrifiij edildi ve siipernatant
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alindi. Lizattaki protein miktarinin tayini, UV spektrometresinde Warburg-Christian
yontemi kullanilarak 280 ve 260 nm dalga boyunda gergeklestirildi [9,10].

2.3. Nitrik oksit analizin yapilmasi

Dondurma-¢6zdiirme yontemi ile hazirlanan antijenlerin farkli konsantrasyonlarinin tek
basina ve adjuvanlar ile kombinasyonlarinin makrofaj ve fibroblast hiicre kiiltiir
sistemlerinde immiinostimiilan etkinliginin tayin edilmesi i¢in hiicrelerin iirettikleri nitrik
oksit (NO) miktar1 Griess metoduyla belirlendi [11]. 24 saat %5 CO? igeren 37°C’deki
etivde makrofaj ve fibroblast hiicrelerinin inkiibasyonunun ardindan cesitli
konsantrasyonlarda hazirlanan antijen (25 pg/ml, 40 pg/ml, 80 pg/ml, 100 pg/ml, 150
pg/ml, 200 pg/ml) ve adjuvan (Freund’s adjuvant ve Incomplete Freund’s adjuvant)
kombinasyonlar1 (10 pg/ml ve 40 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¢limii yapilacak kiiltiir
ortamindan 50 ul alinarak 96 kuyulu plaklara eklendi. Orneklerin iizerine 50 pl Griess
reaktifi eklendi ve oda sicakliginda 10 dk. inkiibasyona birakildi. 540 nm’de ELISA
Readerda absorbanslar 6l¢iildii [12].

2.4. MTT analizinin yapilmasi

Hiicre canlilig1 analizi inkiibasyon sartlar1 37°C’de %95 nem ve %5 CO? ortam olacak
sekilde inkiibator ayarlanarak 48 saat inkiibe edilen hiicrelere MTT uygulandi. 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-yl)-2,5-Difeniltatrazilyum bromid igeren MTT ile hiicre canlilik oranlari
degerlendirildi. Well plate tizerindeki her bir kuyucuga 10 pl MTT soliisyonu ilave edildi.
Well platelerdeki hiicreler karanlik ortamda, 37°C’de 3 saat inkiibe edildi. inkiibasyon
sonrast MTT soliisyonu igeren sivilar aspire edilerek ortamdan uzaklastirildi. Her kuyuya
100 pl dimetilsiilfoksit (DMSO) eklendi. Plateler 30 dk karanlik ortamda bekletildi. Daha
sonra 570 nm dalga boyunda 6l¢iim alinarak canlilik analizi gerceklestirildi [13,14]. Her
deney grubu ii¢ kez tekrarlanarak ortalamasi alindi. Canlilik analizi verileri denklem 1
kullanilarak hesaplandi. Veri grafikleri olusturuldu.

Hitere Canlitig: (9%) = (T1ek absorbans )+ 100
Bt L7 = ‘Kontrol absorbansi Q)

2.5. Istatistiksel analizin yapilmast

Calismada elde edilen veriler IBM SPSS 25.0 (IBM Corporation, Armonk, NY, ABD)
paket programinda analiz edilmistir. Gruplar aras1 karsilastirmalar tek yonlii varyans
analizi Tek Yonli ANOVA testi ile yapilmistir. Sonuglar ortalamatstandart sapma
(Ortalama+SD) olarak verildi ve istatistiksel anlamlilik p<0,05 olarak kabul edildi.

3. Sonuclar ve tartisma

Yapilan calismada ~ AGS hiicrelerinden dondurma-¢ozdiirme metodu kullanilarak
antijen  hazirlanmistir. Hazirlanan antijenlerin  tek basmma ve adjuvanlarla
kombinasyonlarinin asi1 ¢alismalarinda kullanilabilirliginin belirlenmesi i¢in J774 ve
THP-1 makrofaj ve L929 fibroblast hiicre kiiltiirii sisteminde immiinostimiilan etkinligine
ve sitotoksik etkilerine bakilmistir.
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Sekillerde gosterilen hiicrelerin canlilik yiizdeleri, pozitif kontrol grubunun degeri %100
olarak kabul edildiginde, diger gruplarda basit oran hesab ile elde edilen % degeridir ve
canlt hiicre oranini belirtmektedir. MTT testi sonuglarina gore hiicre canlilig1 48. saatin
sonundaki biitiin gruplar arasinda % hiicre canliligi {izerinden degerlendirmeler
yapilmustir.
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Sekil 1. Antijen ve adjuvan (10 pg/ml) kombinasyonlarinin L929 fibroblast hatti
iizerinde immiinostimiilan etkinligi ve sitotoksisite analizi.

AGS mide kanseri hiicre hattindan dondurma-¢ézdiirme yontemi ile hazirlanan
antijenlerin ve adjuvan (10 pg/ml) kombinasyonlarinin L929 fibroblast hiicre kiiltiirii
sisteminde immiinostimiilan etkinligi ve sitotoksisite analizi Sekil 1’de gosterilmistir.
Yapilan c¢alismada AGS hiicre hattindan elde edilen antijenlerin, en ylksek
immiinostimiilan etkinligi 40 pg/ml konsantrasyonda gostermistir. AGS hiicre hattindan
elde edilen antijenlerin 40 pg/ml konsantrasyonda fibroblastlarla muamelesinden elde
edilen en yiliksek immiinostimiilan etkinlik 6,783 nmol/ml’dir. Sitotoksisite analizinde ise
%95,23 canlilik tespit edilmistir. Yapilan ¢alismada 10 pg/ml Freund’s ve Incomplete
Freund’s adjuvanlarinin antijenler ile kombinasyonlarinin fibroblast hiicre kiiltiirii
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sisteminde immiinostimiilan etkinligi de incelenmistir. 40 pg/ml antijen-10 pg/ml
Freund’s adjuvan kombinasyonunun fibroblastlarla muamelesinden elde edilen en yiiksek
immiinostimiilan etkinlik 8,721 nmol/ml’dir. Sitotoksisite analizinde ise %85,02 canlilik
tespit edilmistir. 40 pg/ml antijen-10 pg/ml Incomplete Freund’s adjuvan
kombinasyonunun fibroblastlarla muamelesinden elde edilen en yiiksek immiinostimiilan
etkinlik 8,333 nmol/ml’dir. Sitotoksisite analizinde ise %87,85 canlilik tespit edilmistir.
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Sekil 2. Antijen ve adjuvan (40 pg/ml) kombinasyonlarinin L929 fibroblast hatti
iizerinde immiinostimiilan etkinligi ve sitotoksisite analizi.

AGS mide kanseri hiicre hattindan dondurma-¢ézdiirme yontemi ile hazirlanan
antijenlerin ve adjuvan (40 pg/ml) kombinasyonunun L929 fibroblast hiicre kiiltiirii
sisteminde immiinostimiilan etkinligi ve sitotoksisite analizi Sekil 2°de gosterilmistir.
Yapilan calismada 40 pg/ml Freund’s ve Incomplete Freund’s adjuvanlarinin antijenler
ile kombinasyonlarinin fibroblast hiicre kiiltlirii sisteminde immiinostimiilan etkinligi
incelenmistir. 40 pg/ml antijen-40 pg/ml Freund’s adjuvan kombinasyonunun
fibroblastlarla muamelesinden elde edilen en yiiksek immiinostimiilan etkinlik 9,69
nmol/ml’dir. Sitotoksisite analizinde ise %81,49 canlilik tespit edilmistir. 40 pg/ml
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antijen-40 pg/ml Incomplete Freund’s adjuvan kombinasyonunun fibroblastlarla
muamelesinden elde edilen en yiiksek immiinostimiilan etkinlik 9,225 nmol/ml’dir.
Sitotoksisite analizinde ise %85,76 canlilik tespit edilmistir.
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Sekil 3. Antijen ve adjuvan (10 pg/ml) kombinasyonlarinin J774 makrofaj hattt
iizerinde immiinostimiilan etkinligi ve sitotoksisite analizi.

AGS mide kanseri hiicre hattindan dondurma-¢ézdiirme yontemi ile hazirlanan
antijenlerin ve adjuvan (10 pg/ml) kombinasyonunun J774 makrofaj hiicre kiiltiirii
sisteminde immiinostimiilan etkinligi ve sitotoksisite analizi Sekil 3’te gosterilmistir.
Yapilan c¢alismada AGS hiicre hattindan elde edilen antijenlerin, en yiiksek
immiinostimiilan etkinligi 40 pg/ml konsantrasyonda gostermistir. AGS hiicre hattindan
elde edilen antijenlerin 40 pg/ml konsantrasyonda makrofajlarla muamelesinden elde
edilen en yliksek immiinostimiilan etkinlik 6,86 nmol/ml’dir. Sitotoksisite analizinde ise
%95,16 canlilik tespit edilmistir. Yapilan ¢alismada 10 pg/ml Freund’s ve Incomplete
Freund’s adjuvanlarmin antijenler ile kombinasyonlarmin makrofaj hiicre kiiltiirii
sisteminde immiinostimiilan etkinligi de incelenmistir. 40 pg/ml antijen-10 pg/ml
Freund’s adjuvan kombinasyonunun makrofajlarla muamelesinden elde edilen en yiiksek
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immiinostimiilan etkinlik 8,682 nmol/ml’dir. Sitotoksisite analizinde ise %84,8 canlilik
tespit edilmistir. 40 pg/ml antijen-10 pg/ml Incomplete Freund’s adjuvan
kombinasyonunun makrofajlarla muamelesinden elde edilen en yiliksek immiinostimiilan
etkinlik 8,411 nmol/ml’dir. Sitotoksisite analizinde ise %87,25 canlilik tespit edilmistir.
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Sekil 4. Antijen ve adjuvan (40 pg/ml) kombinasyonlarinin J774 makrofaj hatti
iizerinde immiinostimiilan etkinligi ve sitotoksisite analizi.

AGS mide kanseri hiicre hattindan dondurma-¢ézdiirme yoOntemi ile hazirlanan
antijenlerin ve adjuvan (40 pg/ml) kombinasyonunun J774 makrofaj hiicre kiiltiirii
sisteminde immiinostimiilan etkinligi ve sitotoksisite analizi Sekil 4’te goOsterilmistir.
Yapilan calismada 40 pg/ml Freund’s ve Incomplete Freund’s adjuvanlarinin antijenler
ile kombinasyonlarinin makrofaj hiicre kiiltlirii sisteminde immiinostimiilan etkinligi
incelenmistir. 40 pg/ml antijen-40 pg/ml Freund’s adjuvan kombinasyonunun
makrofajlarla muamelesinden elde edilen en yiiksek immiinostimiilan etkinlik 9,38
nmol/ml’dir. Sitotoksisite analizinde ise %83,46 canlilik tespit edilmistir. 40 pg/ml
antijen-40 pg/ml Incomplete Freund’s adjuvan kombinasyonunun makrofajlarla
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muamelesinden elde edilen en yiiksek immiinostimiilan etkinlik 9,031 nmol/ml’dir.

Sitotoksisite analizinde ise %85,96 canlilik tespit edilmistir.
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Sekil 5. Antijen ve adjuvan (10 pg/ml) kombinasyonlarinin THP-1 makrofaj hatti
izerinde immiinostimiilan etkinligi ve sitotoksisite analizi.

AGS mide kanseri hiicre hattindan dondurma-¢ézdiirme yontemi ile hazirlanan
antijenlerin ve adjuvan (10 pg/ml) kombinasyonunun THP-1 makrofaj hiicre kiiltiirii
sisteminde immiinostimiilan etkinligi ve sitotoksisite analizi Sekil 5’te gosterilmistir.
Yapilan calismada AGS hiicre hattindan elde edilen antijenlerin, en yiiksek
immiinostimiilan etkinligi 40 pg/ml konsantrasyonda gdstermistir. AGS hiicre hattindan
elde edilen antijenlerin 40 pg/ml konsantrasyonda makrofajlarla muamelesinden elde
edilen en yiiksek immiinostimiilan etkinlik 6,977 nmol/ml’dir. Sitotoksisite analizinde ise
%91,16 canlilik tespit edilmistir. Yapilan ¢alismada 10 pg/ml Freund’s ve Incomplete
Freund’s adjuvanlarinin antijenler ile kombinasyonlarinin THP-1 makrofaj hiicre kiiltiirii
sisteminde immiinostimiilan etkinligi de incelenmistir. 40 pg/ml antijen-10 pg/ml
Freund’s adjuvan kombinasyonunun makrofajlarla muamelesinden elde edilen en yiiksek
immiinostimiilan etkinlik 8,605 nmol/ml’dir. Sitotoksisite analizinde ise %84,73 canlilik
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tespit edilmistir. 40 pg/ml antijen-10 pg/ml Incomplete Freund’s adjuvan
kombinasyonunun makrofajlarla muamelesinden elde edilen en yiliksek immiinostimiilan
etkinlik 8,333 nmol/ml’dir. Sitotoksisite analizinde ise %85,16 canlilik tespit edilmistir.
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Sekil 6. Antijen ve adjuvan (40 pg/ml) kombinasyonlarinin THP-1 makrofaj hatt1
iizerinde immiinostimiilan etkinligi ve sitotoksisite analizi.

AGS mide kanseri hiicre hattindan dondurma-¢ézdiirme yontemi ile hazirlanan
antijenlerin ve adjuvan (40 pg/ml) kombinasyonunun THP-1 makfofaj hiicre kiiltiirii
sisteminde immiinostimiilan etkinligi ve sitotoksisite analizi Sekil 6’de gosterilmistir.
Yapilan ¢alismada 40 pg/ml Freund’s ve Incomplete Freund’s adjuvanlarinin antijenler
ile kombinasyonlarinin THP-1 makrofaj hiicre kiiltiirii sisteminde immiinostimiilan
etkinligi incelenmistir. 40 pg/ml antijen-40 pg/ml  Freund’s adjuvam ile
kombinasyonunun makrofajlarla muamelesinden elde edilen en yiiksek immiinostimiilan
etkinlik 9,341 nmol/ml’dir. Sitotoksisite analizinde ise %83,01 canlilik tespit edilmistir.
40 pg/ml antijen-40 pg/ml Incomplete Freund’s adjuvan kombinasyonunun makrofajlarla
muamelesinden elde edilen en yiiksek immiinostimiilan etkinlik 8,837 nmol/ml’dir.
Sitotoksisite analizinde ise %85,12 canlilik tespit edilmistir.
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Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasi sonucu olusan bir hastaliktir. Kanser tek bir
organa etki edebildigi gibi metastaz yaparak farkli organlara da yayilabilir. Farkli kanser
tiirleri olmakla birlikte mide kanseri, diinyada en sik goriilen kanserlerden biridir. Mide
kanseri, mide duvarinda veya 6zofagusdaki mutasyonlar sonucu ile olusabilmektedir.
Mide kanseri tedavisinde cerrahi tedavi, kemoterapi, radyoterapi, gen terapisi,
immiinoterapi ve hedeflendirilmis terapiler gibi tedavi yontemleri kullanilmaktadir. Bu
tedavi yontemleri tek basina efektif bir sonu¢ vermedigi i¢in destekleyici tedaviler
kullanilmaktadir [15].

Kanser tedavilerinde etkili ila¢ formiilasyonlar1 olsa da hastaligin eradikasyonu asilama
yoluyla gerceklestirilebilir. Asilar, hastalik kontrolii i¢in uzun vadeli ¢ozlimler
sunmaktadir. Bu ¢alismada AGS mide kanseri hiicre hattindan elde edilen ¢6ziiniir mide
kanseri antijenleri, giivenli ve ucuz olma avantaji sundugundan dolay1 as1 aday1 olarak
secilmistir. Ayrica etkili bir as1 gelistirmek i¢in mide kanserine karsi uzun siireli
bagisiklik olusturabilecek uygun bir adjuvan se¢imi gerekmektedir. Uygun adjuvan, mide
kanserine kars1 giiclii bir bagisiklik tepkisi olusturmasiyla immiinojeniteyi de
arttiracaktir. Bu nedenle, adjuvanlar, uzun siireli koruyucu bagisiklik tepkisi veren hem
dogal hem de adaptif bagisiklik tepkilerini uyarabildigi ve yonlendirebildigi igin antijen
formiilasyonlarinin olusturulmasinda 6nemlidir.

Bu c¢alismada Freund’s adjuvani gesitleri, mide kanserinin dondurma-¢ézdiirme yontemi
ile elde edilmis antijenleri ile mide kanserine kars1 as1 formiilasyonlarini gelistirmek i¢in
formiilize edilmistir. As1 formiilasyonlarinin J774 ve THP-1 makrofaj ve L929 fibroblast
hiicrelerinde immiinostiimiilan aktiviteleri degerlendirilmistir. Gergeklestirilen in vitro
calismalarda nitrik oksit deneyleri ve canlilik analizleri gerceklestirilmistir. Elde edilen
sonuclarda kontrol grubuna gore dondurma-¢ozdiirme antijeninin tek basina
immiinostimiilan etkinliginin az da olsa yiiksek oldugu belirlenmistir. Antijen-adjuvan
formiilasyonlarinin ise kontrol gruplarina gore immiinostimiilan etkinligini 1,5 kat
arttirdig1 belirlenmistir. Adjuvan gruplar1 arasinda ise Freund’s adjuvaninin Incomplete
Freund’s adjuvanina gore immiinostimiilan etkinliginin daha yiiksek oldugu
belirlenmistir. Bu bilgiler 1s181nda en 1iyi as1 aday1 olma potansiyeli olan formiilasyonun
40 pg/ml antijen-10 pg/ml Freund’s adjuvani kombinasyonu oldugu belirlenmistir. Bu
tir antijen-adjuvan kombinasyonlari, koruyucu bagisikligi indiikleme yetenekleri ile
etkili ve ucuz oldugundan ileriye doniik bir mide kanserine kars1 as1 adayi olarak ortaya
cikabilir.
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