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OZET

OVER KANSERINDE TOLL-BENZERi RESEPTOR 1/2 ARACILI iLAC
DIRENCININ ARASTIRILMASI

Over kanseri jinekolojik anlamda en Oliimciil kanser tiiridiir. Kemoterapi uygulamalari
onemli bir tedavi yontemi olmasina ragmen, hastalarin biiyiik cogunlugunda sonradan gelisen
ve diisiik sag kalim degerleriyle iliskili kemoterapi direnci meydana gelmektedir. Bununla
beraber, over kanserinde diren¢ davranigini tam anlamiyla engelleyebilecek veya ortadan
kaldirabilecek bir kiiratif uygulama bulunmamaktadir. Toll-benzeri reseptorler (TLR’ler),
dogal ve adaptif bagisiklikta dnemli roller iistlenen, 16kositlerde pro-inflamatuvar sitokinlerin
ve interferonlarin salinimini uyararak patojenlere ve tiimdr hiicrelerine karsi immiin yanit
olusumuna yardimci olan molekiillerdir. Bununla beraber, giincel ¢aligmalar TLR’lerin
l6kositlerin disinda kanser hiicrelerinde de ifade olduklarimi gostermektedir. Ayrica kanser
hiicreleri bu reseptorler ve iligkili sinyal yolaklari ile proliferatif 6zelliklerini ve kemodireng
mekanizmalarini kayda deger bicimde gelistirebilmektedir. Bagisiklik sisteminde anti-tiimor
yanitinda onemli rol oynayan TLR’lerin, bazi kanserlerde progresyonu ve kemodirenci
arttirmasi; onlarin “iki ucu keskin bicak™ seklinde tanimlanmasina neden olmaktadir. Bu tez
caligmasinda, halihazirda literatiir i¢in yeni bir konu olan TLR ve over kanseri kemodirenci
iligkisinin detaylica arastirilmast amaglandi. Bu dogrultuda, heterodimerik yapidaki TLR1/2
reseptorliniin bu kanserin progresyonuna ve kemoterapi direncine olan potansiyel etkileri
degerlendirildi. Proliferasyon verileri, TLR1/2 kompleksi ve iliskili sinyal yolaklarinin over
kanseri hiicrelerinde boliinmeyi arttirdifini1 ve bir kemoterapi ajan1 olan sisplatin
uygulamasina karsi hiicreleri duyarsizlastirdigin1 gosterdi. Ayrica, Gergek-zamanli PCR
deneyleri araciliiyla bu reseptoriin zamana bagli bigimde BCL2A1, GSTP1 ve ABCBI gibi
kemoterapi direnci ile iligkili genlerin regiilasyonunda degisikliklere neden olabilecegi
belirlendi. Sonug¢ olarak bu tez calismasi, over kanserinde kemodiren¢ mekanizmalarinin
TLR1/2 ve iligkili sinyal yolaklar1 ile baglantili olabilecegini ortaya koymaktadir.

2020, 113 SAYFA
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE TOLL-LIKE RECEPTOR 1/2 DEPENDENT DRUG
RESISTANCE IN OVARIAN CANCER

Ovarian cancer is the deadliest type of the gynecological cancers. Although chemotherapy
applications include efficient treatment methods, the majority of the patients develop
chemoresistance associated with poor survival rates. In addition, there is a lack of therapeutic
approaches that can properly prevent or eliminate chemoresistance in ovarian cancer. Toll-
like receptors (TLRs) are molecules that play important roles in innate and adaptive immunity
with stimulating the release of pro-inflammatory cytokines and interferons in leukocytes for
helping to establish an immune response against pathogens and tumors. However, current
studies have shown that besides the immune cells, cancer cells can also express TLRs.
Furthermore, these cells can significantly improve their proliferative properties and
chemoresistance mechanisms with these molecules and associated signaling pathways. Since
TLRs can play crucial roles in both the immune system and cancer progression with
chemoresistance, it is possible to define them “double-edged swords”. In this study, it was
aimed to investigate in detail the relationship between TLRs and ovarian cancer
chemoresistance, which is currently a new subject for the literature. For this purpose,
potential effects of the heterodimeric TLR1/2 on the cancer progression and chemoresistance
were evaluated. Proliferation data confirmed that TLR1/2 and associated signaling pathways
increase cell division in ovarian cancer cells and desensitize them to the traditional
chemotherapy agent cisplatin. In addition, with the Real-Time PCR experiments, it was
determined that this receptor can cause changes in the regulation of chemoresistance related
genes such as BCL2A1, GSTP1, and ABCBI, depending on the time intervals. Consequently,
this study reveals that chemoresistance mechanisms in ovarian cancer can be associated with
TLR1/2 mediated signaling pathways.

2020, 113 PAGES

KEYWORDS: Ovarian Cancer, TLR1/2, Chemoresistance, BCL2A1, GSTP1, ABCB1
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1. GIRIS

Over kanseri, kadinlarda izlenen en kotii sag kalim degerlerine sahip kanser tiirlerinden bir
tanesidir. Ayrica, kadin ilireme sistemiyle iliskili en 6liimciil malignitedir. Teshis edilen
poplilasyonunun ¢ogunlukla ileri evre hastalardan olugmasi, over kanserini bu denli tehlikeli
kilan faktorlerin basinda gelmektedir (Umakanthan ve ark., 2019). Bu durum, invaziv ve
metastatik faaliyet gdsteren hiicreleri kontrol altinda tutmanin veya tedavi etmenin oldukga
zor olmasindan kaynaklanmaktadir. Erken evreli hastalarda siire¢ genellikle asemptomatik
olarak ilerlerken, teshis icin spesifik biyomarkirlarin yeterli olmamasindan s6z edilmektedir
(Lawrenson ve Gayther, 2009). Dramatik sekilde, 5 yillik sag kalim oraninin, erken evrelerde
%40-90, ileri evrelerde ise %3-19 arasinda degiskenlik sergilemesi, bu kanserin teshis ve

tedavisinde yasanan problemleri 6zetler niteliktedir (Whitwell ve ark., 2020).

Kemoterapi direnci, anti-tiimor etkili ilaglara karsi hiicrelerin duyarliligini kaybettigi
durumda ortaya cikan bir davramstir. Istatistikler, kanser kaynakli Sliimlerin %90°lik bir
kisminda diren¢ mekanizmalarinin direkt olarak etkili oldugunu gostermektedir (Bukowski
ve ark., 2020). Oksidatif stres, epigenetik regiilasyon, efflux pompalari, ila¢ detoksifikasyonu
veya hedef molekiillerdeki degisimler, epitelyal mezenkimal transisyon, hiicre Sliimiiniin
inaktivasyonu, DNA hasar tamiri ve mutasyonlar gibi ¢esitli faktorler bu davranisla iligkilidir
(Housman ve ark., 2014). Over kanserinde ise baslangicta uygulanan tedavi, hastalarin %60-
80’lik boliimiinde iyi sonuglar verse de, zamanla bireylerin biiyiik bir kisminda agilmasi
miimkiin olmayan diren¢ davranis1 gelismektedir (Ali ve ark., 2013; Cacan ve ark., 2014).
Ayrica, ortalama yasam siiresi 9 ila 12 ay arasinda sinirlandigindan, kemoterapi direnci
mekanizmalarinin daha iyi anlagilmasima ve efektif yontemlerin gelistirilmesine olanak

tantyacak 6zgiin ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir (van Zyl ve ark., 2018).

Toll-benzeri reseptdrler (TLR’ler), patern tanima reseptorlerinin (PRR) alt iiyelerinden biri
olup, organizmada ortaya ¢ikan immiin yanitta etkin bir rol oynamaktadir (Mukherjee ve ark.,

2019). Bu yapilar, 6zellikle dogal bagisiklikta gorevli hiicrelerin fonksiyonlar i¢in 6nem arz
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etse de, adaptif bagisiklikta yer alan 16kositlerin efektor faaliyetlerini de diizenleyebilen bir
regiilator konumundadir. Dendritik hiicreler (DC), monositler, makrofajlar, T ve B
lenfositleri, dogal oldiiriicii hiicreleri (NK) ve hatta immiin olmayan hiicreler dahi
(fibroblastlar, epitel hiicreler gibi) TLR eksprese etme kapasitesi gosterebilmektedir (Liu ve
Zhao, 2007; Kawasaki ve Kawai, 2014). Simdiye kadar insanda karakterize edilen 10 farkli
TLR (TLR -1, -2, -3, -4, -5, -6, -7, -8, -9 ve -10), patojen iliskili molekiiler paternleri (PAMP)
ve hasar iligkili molekiiler paternleri (DAMP) taniyarak hiicresel alt sinyal yolaklarinin

aktivasyonu araciligtyla savunma yanitinin olusumuna yardimci olmaktadir.

TLR ailesinin 6nemli elemanlarindan olan TLR1 ve TLR2, heterodimerik bir yapi
olusturarak TLR1/2 adi verilen kompleksler halinde plazma membraninda lokalize
olmaktadir. Dimerizasyon sayesinde, ekstraseliiler ortamda bulunan PAMP ve DAMP’larin
hiicreler tarafindan algilanabilirligi énemli Sl¢iide kolaylasmaktadir. TLR1/2, TLR2’nin
olusturdugu bir diger yap1 olan TLR6/2 ile birlikte, basta eksojen kaynakli bakteriyel diagil
ve triagil lipopeptidler ve lipoteikoik asitler olmak iizere, konak kaynakli (endojen) 1s1 sok
proteinlerini (HSP) ve high mobility group box (HMGB) proteinlerini de taniyabilmektedir
(Jimenez-Dalmaroni ve ark., 2016). lgili ligandlarin1 baglayan bu kompleksler, benzer
sekilde niikleer faktor kappa B (NF-kB) ve mitojenle etkinlesen protein kinaz (MAPK) gibi
asag1 akista yer alan hedef molekiillerin aktivasyonunu saglayarak pro-inflamatuvar sitokin
ve interferonlarin sentezini ve bu sentez {liriinlerinin ekstraseliiler ortama sekresyonunu
uyarmaktadir. Sekresyonunun oldugu bdlgelerde ise c¢esitli tipte immiin hiicre
infiltrasyonunu takiben ani ya da kronik inflamatuvar yanit ortaya ¢ikmaktadir (Yamamoto
ve Takeda, 2010). Bugiin diger TLR’ler i¢in gecerli oldugu gibi, TLR1/2’nin karakteristigi
ve sebep oldugu immiinite ile iligkili hiicresel yanitlar1 hakkinda pek ¢ok calisma literatiirde
yer bulmaktadir. TLR1/2’ye baglanan sentetik triagil lipopeptidler sayesinde in vitro ve in
vivo ortamda bu reseptdrler ile regiile edilebildigi diisiiniilen hastaliklarinin arastirilmasi
kolaylagmaktadir. Ozellikle anti-viral, anti-bakteriyel ve anti-kanser etkileri bulunan
sitotoksik T hiicrelerinin, DC’lerin ve NK’lerin proliferasyonunu ve aktivasyonunu saglamak
(Cen ve ark., 2019) ya da B hiicrelerinin antijen ve sitokin salinimi yeteneklerini arttirmak;
bu kompleksler araciligiyla organizmada gerceklesen immiinite ile iliskili olaylarin tespitini
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miimkiin kilmaktadir (Agrawal ve Gupta, 2011). Bununla beraber, romatoid artrid, multiple
sklerozis, diabet ya da kanser gibi ¢esitli hastaliklarin seyrinde TLR’lerin de rol oynadigi
bilindiginden, TLR1/2 ya da diger reseptorlerin aktif ya da inaktif oldugu durumlarda regiile

edilen hiicresel yanitlar daha detayli olarak incelenebilmektedir (Hosseini ve ark., 2015).

Inflamasyon, organizma igerisindeki dokulara ya da enfeksiyon ajanlarina karsi viicut
savunma sistemi elemanlar1 tarafindan gelistirilen koruyucu bir mekanizmadir. Ancak,
kronik ya da ani sekilde ortaya ¢ikabilen bu davranis, viicut yapilarinda ¢esitli hasarlara yol
acabilmektedir. Hasar goren bdlgelerde immiin hiicrelerin infiltrasyonunu takiben
onariminin saglanmasi amaciyla yogun miktarda pro-inflamatuvar sitokin, kemokin ve
biliylime faktorlerinin salinimina rastlanmaktadir (Coussens ve Werb, 2010). Rejeneratif
etkileri bulunan bu molekiillerin uzun siire ekstraseliiler ortamda yer edinmesi, kronik
inflamasyona ve zamanla tiimér gelisimi ile birlikte timor mikrogevresinin (TME)
sekillenmesine de davetiye cikarabilmektedir (Charbonneau ve ark., 2014). Bu nedenle,
inflamasyonun kanser gelisimini indiikleyen en temel faktorlerden bir tanesi oldugu
diistiniilmektedir (Singh ve ark., 2019). Ayrica, TLR’lerin de inflamasyon ve TME’de 6nemli
bir role sahip oldugu ortaya koyulmaktadir. Sasirtic1 sekilde, son yillarda birgok calisma
kanser hiicrelerinin yogun sekilde TLR eksprese edebildigini gostermektedir. Bu reseptorler
ve iliskili sinyal yolaklar1 ile hiicrelerin TME’yi ve 16kosit davranislarini kayda deger
bicimde diizenleyebildiklerine, hayatta kalim mekanizmalarini anti-apoptotik proteinlerin
ekspresyonu ile sagladiklarina ve anjiyogenez, migrasyon ve biiytime faktorleri ile iliskili
genlerini up-regiile edebildiklerine dikkat c¢ekilmektedir (Sato ve ark., 2009). Normal
sartlarda, immiin hiicrelerde eksprese olduklarinda anti-tiimor etkili yanitlar olusturdugu
bilinen TLRlerin, kanser hiicrelerine agresif 6zellikler kazandirmasi; literatiirde bu yapilarin
“iki ucu keskin bicak” seklinde tanimlanmasina neden olmaktadir. Ornegin; TLR1/2 akciger
kanserli fare modellerinde makrofaj polarizasyonunu saglayarak anti-timor yanitini
indiiklerken (Deng ve ark., 2019), lenfomada siklin D1 ve D3 artisina neden olarak hiicrelere
hizl1 boliinme yetenegi kazandirmaktadir (Mastorci ve ark., 2016). Ek olarak, TLR7 ve
TLR8’in akciger, TLR4’lin over kanserinde kemoterapi direncini etkileyen genlerin
regiilatorii olabilecegi de gosterilmektedir (Basith ve ark., 2012). Over kanserinde ise
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ozellikle TLR2, TLR3, TLR4 ve TLRS hiicre ylizey ekspresyonlar1 artan ve fonksiyonel
olarak aktif reseptorlerdir (Yang ve ark., 2017). Bu yapilardan TLRS5’in, TLR7 ile birlikte
epitelyal mezenkimal transisyonu (EMT) kolaylastirarak, tiimdrlere metastatik kabiliyetler
kazandirabildigi (Park ve Kim, 2017), TLR4 ve iligkili sinyal yolaklarinin ise taksol bazli
ilaglara kars1 kemodireng davranigina neden olabilecegi tespit edilmistir (Sun ve ark., 2014).
Bununla beraber, TLR1/2 kompleksinin over kanseri tizerinde sergiledigi potansiyel etkiler
heniiz tam anlamiyla bilinmemektedir. Bu yiizden, bu kanserin ve iligkili mikrogevresinin
TLR’ler araciligiyla gelistirebilecegi tiimor progresyonu ve kemodireng mekanizmalarini
anlayabilmek i¢in TLR1/2 kompleksinin de dahil oldugu yeni ve daha kapsamli ¢aligsmalara
ihtiya¢ duyulmaktadir (Vlad ve ark., 2018).

Tez ¢alismasinda, TLR 1/2°nin over kanserinin progresyonuna ve kemoterapi direncine neden
olan mekanizmalar {izerindeki potansiyel rollerinin aydinlatilmasi amaglandi. Bu dogrultuda,
kemoduyarli hiicre hattt OV2008°de ve onun kemodirencli klonu C13’te, reseptdriin sentetik
triacil lipopeptidler olan Pam3CSK4’iin yardimiyla aktiflestigi (Oliveira-Nascimento ve ark.,
2012; Leifer ve Medmedev, 2016) ya da OxPAPC araciligiyla bloke oldugu (Bliiml ve ark.,
2005) iki ayr1 durumda proliferasyon/sitotoksisite ve direngle iliskili genlerin ekspresyonlari
yorumlandi. Elde edilen sonuglar, TLR1/2 ve iliskili sinyal yolaklarinin kanser
progresyonuna etki edebilecegini ve diren¢ davranigini regiile edebilecegini gosterdi. Bu
caligma, gelecekte over kanserinde TLR odakli potansiyel stratejilerin gelistirilmesinde

arastirmacilara katkilar saglayacak ve literatiir i¢in bir referans kaynagi olusturacaktir.



2. LITERATUR OZETLERI

2.1. Over Kanseri

Kadin iireme sisteminin en énemli anatomik elemanlarindan biri olan overler (yumartaliklar)
yaklagik 2-3 cm boyunda ve badem biiyiikliigiindeki yapilardir. Pelvis boslugunda lokalize
olup, over ligamentleri ile uterusa baglanirlar. Ozellikle oogenez ve hormon iiretiminden
sorumludurlar. Over yapilanmasi oositlere farklilasan endoderm kokenli germ hiicreleri,
Ostrojen ve progresteron sentezinden sorumlu endokrin ve interstitial hiicreler ile over
dokusunu kaplayan epitel hiicrelerinden saglanir. Bu ii¢ farkli hiicre tipinin de over
kanserinin kokeni olabilecegi gosterilmektedir (Romero ve Bast, 2012). Ancak, tiim vakalar
degerlendirildiginde hastaligin ¢ok biiyilik oranda epitelyumdan kaynaklandig1 bir gergektir.
(Latha ve ark., 2014; Nezhat ve ark., 2015). Temel goriis; kanserin overlerde baslayip tipik
yumurtalik hiicrelerinden ayr1 bir fenotipe diferansiye olmasi ve metastatik faaliyetlerinden
once pelvis ve abdominal bosluklara invazyonu seklindedir (Kurman ve Shih, 2008). Bu
bilgilere ek olarak, bugiin bir¢cok ¢alisma fallop tiiplerinin distal u¢larinda gelisen tiimoérlerin

de bu hastaligin kokeni olabilecegini bildirmektedir (Amerikan Kanser Toplulugu, 2018).

2.2. Over Kanseri Epidemiyolojisi

Over kanseri, serviks ve rahim kanserinden sonra diinyada en sik izlenen ii¢iincii jinekolojik
kanser tiirtidiir. Bununla beraber, daha kotli prognoz ve mortalite degerleriyle iligkilidir
(Momenimovahed ve ark., 2019). Her y1l over kanseri sebepli yaklasik 240.000 yeni vaka ve
buna baglh 150.000°den fazla 6liim kayitlara gegmekte olup, diinya ¢apinda Bati1 ve Orta
Avrupa llkeleri en ¢ok etkilenen bolgeler olarak 6n plana ¢ikmaktadir (Reid ve ark., 2017).
Ayrica, 2020 yilinda kanser iligkili 6limler arasinda her 100 6liimden 5’inin over kanseri

sebepli olmas1 beklenmektedir (Siegel ve ark., 2020).



Bugiin bir¢ok c¢alisma over kanserinin belirli wrklarda goreceli olarak farkli oranlarda
saptandigim gostermektedir. Ornegin, Amerika Birlesik Devletleri’nde en ¢ok teshis sirasiyla
beyazlara (100.000°de 12,2), hispaniklere (100.000°de 10,6), Asya/Pasifik iilke kdkenlilerine
(100.000°de 9,5) ve siyahlara (100.000’de 9.4) koyulmaktadir (Peres ve ark., 2018).
Ulkemizde ise bu hastalik, kadinlarda en yaygin 7. kanser tiirii olup (100.000’de 6.4),
jinekolojik anlamda 2012 - 2016 yillar1 arasinda over kanseri izlenme siklig1 ikinci siradadir
(Sencan ve Keskinkilig, 2017). GLOBOCAN verilerine gore Tiirkiye’deki tahmini over

kanseri teshis ve iligkili 6liim degerleri Sekil 2.1.’de gosterilmektedir.

En sik teshis edilen Kanser tiirlerinin kanser
kanser tiirleri iliskili oliimlerdeki yiizdeleri

— %4.9

B Akciger Diger B veme [ Over M Tiroid

Kanser Tipi I Beyin/Sinir Kolorektal [ll Mide [l Pankreas Ml Uterus Korpus

GLOBOCAN 2018 Tiirkiye - Kadinlarda kanser istatistikleri

Sekil 2. 1. Tiirkiye’de kadinlarda en sik teshis edilen ve dliimlere sebep olan kanser tiirlerinin
yiizdeleri (GLOBOCAN, 2018)



2.3. Over Kanseri Etiyolojisi ve Risk Faktorleri

Over kanseri heterojen bir hastalik olup, ge¢ semptom gdsteren ve hizli yayilan bir kanser
tiiriidiir. Etiyolojisi glinlimiizde halen tam anlamiyla agiklanamamaktadir. Bununla beraber,
hasta yasinin 6nemli bir belirleyici oldugu diisiiniilmektedir. Ozellikle 63 yas ve iizerindeki
bireylerin risk grubu dahilinde oldugu bilinmektedir (Assis ve ark., 2018). Kalitim, etnik
koken, ilag ve sigara kullanimi, diyet, obezite ve dogurganlik gibi ¢esitli faktdrler de over

kanser gelisimiyle iliskili olabilmektedir.
2.3.1. Kalitim

Kalitimin bu hastaliga olan etkisi bir¢cok ¢calismada kanitlanmistir. Birinci ve ikinci dereceden
akrabalarinda over kanseri ge¢misi olan kisilerin, herhangi bir over kanseri Oykiisii
olmayanlara nazaran ortalama 3 kat daha fazla riskle kars1 karsiya oldugu bildirilmektedir.
Ayrica, kalitsal kolorektal karsinomlu aile Oykiisii olan kadinlarda bu ihtimal %12 daha
yiiksek iken (Bandera, 2005), meme kanseri belirte¢lerinden olan DNA onariminda gorevli
BRCA1 ve BRCA2 gen mutasyonlarinin, bireylerin %10’unda var oldugu ortaya
koyulmaktadir (Hunn ve Rodriguez, 2012).

2.3.2. Yas

Over kanseri her yastan kadinda izlenebilecek bir olgu olup, ilerleyen yaslarla birlikte
menopoz sonras! da dahil olmak iizere kanser riski artis gdstermektedir. Ozellikle orta yas ve

tizeri, kritik yas araliklar1 olarak kabul edilmektedir.



Cizelge 2. 1. 100.000 kadinda izlenen over kanseri vaka ve mortalite sikliginin belirli yas
araliklarina gore degerleri (Michelle ve Evans, 2009)

Yas arahi@ Vaka sikhigi Mortalite
0 ve 20 0.7 0.04

20 ve 49 6.6 2

50 ve 64 26.9 16

65 ve 74 48.6 36.1

75 ve lizeri 55.6 55.2

2.3.3. Dogurganlik ve emzirme

Dogurganlik ve emzirmenin over kanseri riskini azalttigi bilinmektedir. Bir ¢aligsma, ilk
dogumunu gerceklestiren ve 6 aya kadar emziren bireylerde epitelyal over kanseri riskinin
anlamli sekilde azaldigin1 gostermektedir. Ayrica, iki cocuklu ve emziren bireylerde ise
kansere yakalanma riski %50’ye kadar azalmaktadir (Sung ve ark., 2016). Destekleyici
olarak, fertilite/infertilite gozetmeksizin, 9000 kisi lizerinde gerceklestirilen bir caligmada ise
nulipar kadinlarin ¢ocuklu kadinlara kiyasla over kanserine yakalanma ihtimalinin %24 daha

fazla oldugu saptanmistir (Gaitskell ve ark., 2017).

2.3.4. Diyet tercihi

Diyet ve over kanseri iliskisini arastiran birkag¢ bilimsel ¢aligma iki olgu arasinda iligki
olabilecegini bildirmektedir. Ozellikle yesil yaprakli sebze tiiketen ve diyetine tam tahill1
gidalar entegre eden bireylerde over kanseri riski, yliksek miktarlarda tath ve siit {iriinleri
tilkketenlere gore daha azdir. Ancak, alkol ve over kanseri arasindaki etkilesime dair heniiz

kesin bir yargiya varilamamaktadir (McLemore ve ark., 2009).



2.3.5. Sigara kullamimi

Sigaranin musindz kanserlere olan etkisi halihazirda bilinmektedir. Sigara igen kisilerde
musindz over kanseri ve borderline tiimor olusumu da belirgin bigimde artmaktadir (Faber
ve ark., 2013). Yaklasik 30.000 katilimciya ait veri kiimesi igeren bir baska calismada
beklenildigi gibi, over kanseri hastalarinda sigara kullanan bireylerin hi¢ kullanmamisg
kisilere gore risk grubunda oldugu gosterilmektedir (Collaborative Group on

Epidemiological Studies of Ovarian Cancer, 2012).

2.4. Over Kanserinde Tani ve Tedavi

Over kanserinde semptomlar karsinogenezin baslangicinda genellikle diisik seviyede
seyrederken, teshis edilen hastalarin 6nemli bir kismu ileri evre hastalaridir. Oysa ki yapilan
caligmalar, tanit koyulan bireylerin ancak dortte birini olusturan I ve II. evre kanser
hastalarinin tedaviye olumlu yanit verme sansinin %70 ila %90 arasinda oldugunu
gostermektedir. Ayrica, III ve IV. evre hastalarina kiyasla, 5 yillik sag kalim orani erken
evrelerde 3 kat daha yiiksektir (Mathieu ve ark., 2018). Bununla beraber, teshis olanaklarini

kisitlayan bazi faktorler ise su sekilde 6zetlenebilmektedir:

e Kesin tani i¢in cerrahi yontemlere ihtiya¢ duyulmasi,
e Malignite i¢in gerekli histolojik prekiirsor lezyonlarin gézlemindeki eksiklik,
e Hastalarda teshisi kolaylastirabilecek belirli biyobelirteglerin erken evrelerde yeterli

diizeyde bulunmamasi (Rauh-Hain ve ark., 2011).

Over kanseri teshisinde ¢esitli tan1 yontemleri 6n plana ¢ikabilmektedir. Cancer antigen 125
(CA125) malign over kanserinde viicutta seviyesi normale kiyasla 6nemli oranda artan
glikoprotein yapilt bir tiimor belirtecidir (Cheung ve ark., 2018). Ayn1 zamanda, survival
analizleri i¢in iyi bir kaynak olup, serum i¢i seviyelerinin azaldig1 durumlarda iyiye giden
prognoz degerleri ile iligkili olmaktadir (Gupta ve Lis, 2009). CA125 over kanserinin
teshisini kolaylastiracak en gii¢lii biyobelirteglerden biri olsa da, bu molekiiliin erken
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evredeki hastalarda tani acisindan tek basina yeterli olmadigr ongoriilmektedir. CA125
spesifik olarak ileri evre hastalarin biiyiik cogunlugunda yiikselirken, I. evredeki bireylerin
yalnizca yarisinda artig gostermektedir (Marcus ve ark., 2014). Ayrica, serum CA125
seviyeleri yalnizca over kanserine spesifik olmayip, iyi ve kotli huylu farkl tip tiimorlerle,
hatta menstrual siklus ve sigara kullanimi gibi durumlarla da iliskili olabilmektedir (Aust ve
Seebacher-Shariat, 2020). Ozellikle malign meme, gastrik, non-Hodgkin lenfoma gibi kanser
tiirlerinde de CA125 konsantrasyonu yiikselmektedir (Scholler ve Urban, 2007).

Ultrasonografi ile goriintiileme over kanseri tanisinda tercih edilen yontemlerden biridir. Bu
yontemde cihazdan yayilan ses dalgalart monitore doku ile iliskili goriintiileri sunmaktadir.
Ultrasonografide transvajinal yontem tercih edilerek, CA125 verilerinin kombinasyonu
seklinde bir tarama yapilabilmektedir. Goriintiilleme islemi sonrasi tiimdr varliginin tespiti ile
CA125 seviyesinin 35U/ml’den fazla oldugu durumlarda malignite indeksi hesaplanmakta
ve indeksi 25°ten fazla olan bireyler yliksek kanser riskli hasta kategorisine alinmaktadir
(Gupta ve ark., 2019). Ultrasonografi disinda, CT scan (bilgisayarli tomografi), MRI
(manyetik rezonans goriintileme), PET/CT (pozitron emisyon tomografisi/CT) ve
fotoakustik goriintiileme yontemleri de ¢esitli amacglar dogrultusunda tercih edilebilmektedir

(Di Lorenzo ve ark., 2018).

Onerilen yontemlere ragmen, over kanseri hastalarmin biiyiik cogunlugu ileri evrelerde teshis
edilebildiginden tedavi yontemleri yiiksek oranda yanitsiz kalmaktadir. Ozellikle kanserin
histolojik olarak heterojen bir tutum gdstermesi uygun tedavi yontemlerinin dizaynini ve
teshis icin gerekli belirteclerin giivenilirligini azaltmaktadir. Bununla beraber, tercih edilen
tedavinin Onceligi kanser progresyonunu kontrol altina alabilmek ve hastalikla iliskili
semptomlar1 en aza indirgemektedir. Erken evrelerde standart terapi, tiimdr dokusunun
sitorediiktif cerrahi ile alinmasin1 ve ardindan uygulanan platin bazli kemoterapiyi igerirken,
ileri evredeki hastalarda (III ve IV. evre) cerrahi her zaman tek segenek degildir; clinkii

kanser ¢oktan karacigere yayilim gostermis vaziyettedir (Cortez ve ark., 2017).

10



Sitorediiktif cerrahi uygulanan hastalar (II. evre ve iizeri) over kanserinin histolojik tipine
gore bir platin bazli adjuvan kemoterapiye tabii tutulur. Bu adjuvan terapisi, platin bazl
ilaclarin (sisplatin ve karboplatin), taksanlarin (paklitaksel ve dokataksel), anti-anjiyogenik
ajanlarin (bevacizumab, nintedanib, trebananib ve pazopanib) ve diger ilaglarin (lipozobal,
doksorubisin ve germisitabin) kombinasyonlarini icermektedir (Matulonis ve ark., 2016).
Cerrahi ve takiben kemoterapdtik yontemler, 6zellikle ileri evre over kanseri hastalarinda
belirli zaman sonunda igse yaramamaktadir. Hatta, bu bireylerin biiyiik cogunlugunda tedavi

sonrast 18-24 ay icerisinde niiksetme vakalarina rastlanmaktadir (Ushijama, 2010).

2.5. Over Kanserinde Siniflandirma ve Evreleme

Over kanseri heterojen bir kanser tiirli oldugundan uygun sekilde kategorize edilmeli ve
evrelenmelidir. Smiflandirma ve evreleme yoOntemleri ile hastalarda tiimor hiicrelerinin
karakteristiklerinin bilinmesi, bu karakteristikler dogrultusunda hastaligin seyri hakkinda
tahminler yiiriitiilmesi, uygun tedavi uygulamalarinin organize edilmesi ve ailesel kanser
Oykiisiiniin belirlenmesi kolaylasmaktadir (Duska ve Kohn, 2017). Histolojik olarak
simiflandirildiginda over kanserleri: epitelyal tiimorler, sex cord-stromal tiimdrler, germ
hiicresi tlimorleri ve karigik-hiicreli tlimorler/metastatik orijinli tiimorler olmak tizere 4

kisimda incelenmektedir (Rojas ve ark., 2016; Kurman ve ark., 2014).
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Epitelyal Metastatik
Kokenli

Germ
Hicresi

Sekil 2. 2. Over kanserlerinin histolojik olarak siniflandirilmasi (Kurman ve ark., 2014)

Over kanserinde evreleme histolojik siniflandirma kadar 6nem arz eden baska bir konudur.
Erken evre kanserlerinin kategorizasyonu tiimor progresyonunun tanimlanmasi ve hastalari
alt gruplara ayirarak bu gruplar icerisinde tedavi yontemlerini ve sag kalim verilerinin analiz
edilmesi agisindan gereklidir (Montavon Sartorius ve ark., 2018). Evreleme prosediirii i¢in
Uluslararas1 Jinekoloji ve Obstetrik Federasyonu Komitesi (FIGO) tarafindan Onerilen
siiflandirma yontemi tercih edilmektedir. Bu yontem, Cizelge 2.2.’de ayrica Uluslararasi
Kanser Savas Orgiitii (UICC) tarafindan saglanan Tiimoér Nod Metastaz (TNM) sistemindeki
karsiligryla birlikte belirtilmektedir.
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Cizelge 2. 2. Over kanserinin FIGO’ya gore evrelenmesi ve TNM karsiliklar1 (Prat; FIGO
Jinekolojik Onkoloji Komitesi, 2015)

FIGO TNM
I. Evre Tiimor dokusu over ya da fallop tiipleriyle sinirlidir T1 NO MO
IA Kapsiil igerisinde, tek over ya da fallop tiipiinde Tla NO MO
IB Kapsiil icerisinde, iki over ya da fallop tiipiinde T1b NO MO
IC Kapsiil igerisinde, tek ya da her iki over ya da fallop tiipiinde:
IC1 Cerrahi miidahele sonrasi kapsiil riiptiirii Tlcl NO MO
IC2 Cerrahi miidahele 6ncesi kapsiil riiptiirii Tlc2 NO MO
IC3 Assit ya da peritonda malign hiicreler T1c¢3 NO MO
IL Evre Tiimor tek ya da her iki overde ya da fallop tiipiinde ve pelvise T2 NO MO
yayilmig
ITA Uterusa fallop tiiplerinden ve/veya overlerden yayilim T2a NO MO
IIB Bagka pelvik intraperitonal dokulara yayilim T2b NO MO
III. Evre Tiimor tek ya da her iki over/fallop tiipiinde ya da primer peritonal T1/T2 N1 MO
kanser halinde, periton disina ve lenf nodlarina yayildigi dogrulanmig
IIIA1 Pozitif retroperitonal lenf nodlar1 mevcut
(1) 10 mm'ye kadar metastaz
(i) 10 mm'den daha biiyiik metastaz
IITA2 Mikrosobik ekstrapelvik peritonal metastaz, retroperitonal lenf T3a2 N0/1 MO
metastazi var ya da yok
B 2 cm'ye kadar makroskobik peritonal metastaz, retroperitonal lenf T3b NO/1 MO
metastazi var ya da yok
HIC 2 cm'den fazla makroskobik peritonal metastaz, retroperitonal lenf T3c NO/N1 MO
metastazi var ya da yok, dalak ya da karaciger kapsiiliine uzanim var
IV. Evre Peritonal metastazi agsan uzak bolgelere metastaz varlig T1/2/3 NO/1 M1
IVA Plevral efiizyonda tiimor
IVB Parankimal metastaz ya da ekstra abdominal organlara metastaz
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2.6. Epitelyal Over Kanseri Alt Tipleri

Epitelyal over kanserleri i¢in klinik ve genetik ¢alismalar sonunda Tip I ve Tip II olmak iizere
iki ana alt tip siniflandirma yontemini igeren dualistik model dikkat ¢ekmektedir (Kurman
ve Shih, 2010). Tip I over kanserleri, lokal olarak biiyiiyen ve malign potansiyeli az
timorlerden olusurken (Lengyel, 2010), Tip II ise yliksek dereceli serdz kanserlerini,
karsinosarkomlar1 ve farklilasmamis (andiferansiye) karsinomlari ihtiva etmektedir (Terada

ve ark., 2016).

2.6.1. Tip I over kanseri

Tip I timdrleri Tip I’ye kiyasla yavas bir gelisim gostermektedir. Bununla beraber,
borderline tiimorlere doniisebilmekte ve sonunda invaziv Ozellikler kazanabilmektedir.
Ayrica, bu tip hiicreler genomik olarak Tip II’dekilere kiyasla daha kararl olsa da somatik
mutasyonlar icerebilmektedir (Koshiyama ve ark., 2014). Diisiik dereceli ser6z (DDSK),
miisindz (MOK), endometrioid (ENOK), berrak hiicreli karsinomlar (BHOK) ve Brenner
tiimorleri Tip I grubuna dahildir (Salazar ve ark., 2018).

Diisiik dereceli seroz over karsinomu (DDSK)

Diisiik dereceli ser6z over karsinomu (DDSK), tiim over kanserlerinin %1-3’{inii; seréz
karsinomlarin ise yaklasik %5’ini olusturan bir olgudur. Tip II kanser tiiri olan yiiksek
dereceli ser6z karsinomuna (YDSK) nazaran izlenen yas araligi geng¢ (yaklasik 55),
agresifligi daha az, hastalarin toplam sagkalim siiresi yiiksek (yaklasik iki kat), ancak
sisplatine duyarliliklar1 daha diisiiktiir (Gadducci ve Cosio, 2020; Kaldawy ve ark., 2016).
Yapilan ¢aligmalar DDSK’nin YDSK’ye doniisme potansiyeli gosterebildigini bildirse de,
bu durumu molekiiler anlamda agiklamak oldukg¢a zordur. Ayrica, DDSK’de p53 proteini
mutant olmamasina ragmen, K-ras ve BRAF mutasyonlar1 tiimdr hiicrelerinin borderline

formdan karsinom fenotipine gegisine sebebiyet verebilmektedir (Ricciardi ve ark., 2018).
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Miisinoz over karsinomu (MOK)

MOK, epitelyal over kanseri tipleri arasinda nadir rastlanan bir karsinomdur. Normal over
dokusunda miisindz hiicreler olmamasina ragmen, overde yiizey epitelyumunda miisindz
metaplazisi goriilebilmesi, MOK’un endometriyozis ile iligkili olmast ve diger miisindz
karsinomlara 6zgii borderline ve invaziv 6zellige gegiste K-ras ve p53 mutasyonlar1 ile HER2
amplifikasyonunu gostermesi nedeniyle bu sinifa dahil edilmesinin ana nedenidir (Babaier
ve Ghatage, 2020). MOK hastalarinin %80°1 ser6z karsinomlara kiyasla biiyilik oranda erken
evrede teshis edilmektedir. Bunun sebebi tlimor dokusunun oldukga biiyiik yapida olmasidir.
Dahasi, bu bireylerde 5 yillik sag kalim orani %90’1n iizerindedir. Bununla beraber, kanser
hiicreleri abdominal boslukta bulunan peritona yayildig1 durumlarda sag kalim oran1 12-33

ay arasina diismektedir (Morice ve ark., 2019).

Endometrioid over karsinomu (ENOK) ve berrak hiicreli over karsinomu (BHOK)

Endometrioid ve berrak hiicreli karsinomlarin her ikisi de endometriozis ile
iligkilendirilmektedir. ENOK’un izlenme siklig1 tiim over kanserleri igerisinde yaklasik
%10’dur. ENOK ozellikle histolojik ve molekiiler anlamda rahim adenokarsinomuna
benzemektedir (Pierson ve ark., 2020). Ayrica, erken menars, ge¢ menopoz ve infertilitenin
ENOK olusumu riskini arttirdig1 diistiniilmektedir (Koshiyama ve ark., 2017). Giiniimiizde
erken teshis edilme siklig1 yiiksek olan ENOK, diisiik dereceli adenokarsinom ile iligkili olup,
ailesel nonpolipozis kolon kanseri sendromu Oykiisii olan bireylerde siklikla goriilmektedir
(Prat, 2012). Ayrica, ser6z over kanseri hastalarina gore 5 yillik sag kalim orani neredeyse
2.5 kat daha fazladir (Bouchard-Fortier ve ark., 2017). BHOK da ENOK gibi erken evrelerde
teshis edilebilen bir epitelyal kanser tiirlidiir. Bununla beraber, ileri evredeki BHOK
hastalarinda kemoterapiye kars1 ortaya ¢ikan ve kotii prognozla iliskilendirilen bir direng
mekanizmas1 yer almaktadir. Ayrica, BHOK p53 ve BRCA mutasyonlar1 sergilemese de
ARIDI1A ve PIK3CA mutasyonlarini igermektedir (Fujiwara ve ark., 2016).
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Brenner tiimdrleri

Brenner tiimorleri over neoplazmlarinin %1°den daha azlik bir kismint olusturmaktadir.
Kendi igerisinde benign, borderline ya da malign olarak ayrilmaktadir (Zhang ve ark., 2019).
Brenner tiimdrlerinin %80’inden fazlasi 50 yas ve iizeri kadinlarda izlenirken, bu tiimorler
karakteristik olarak fibroz stroma tarafindan sarmalanmis degisici epitel tabakasi seklinde

kiimelenir (Zheng ve Heller, 2019).

2.6.2. Tip II over kanseri

Agresif ve metastatik 6zellik gosteren Tip II over kanserlerinin biiylik ¢ogunlugu yiiksek
dereceli seroz kanserlerini igermektedir. Bu tiimdrlerde kromozom instabilitesi bir hayli fazla
olup, biiyiik bir kisminda p53 mutasyonu yer almaktadir. Ayrica, yiiksek oranda fonksiyon
kaybina ugrayan veya epigenetik olarak baskilanan BRCA1 ve BRCA2 gibi genler de 6n
plana ¢ikmaktadir (Wu ve ark., 2013). Oliim verilerine bakildiginda yiiksek dereceli over
kanserleri toplam 6liimlerin neredeyse %80°1ik bir kismin1 olusturmaktadir (Bowtell ve ark.,

2015).

Yiiksek dereceli seroz over karsinomu (YDSK)

Yiiksek dereceli seroz over karsinomu (YDSK), perotina hizlica yayilabilen ve genellikle
metastatik faaliyetlerini gerceklestirdikten sonra teshis edilebilen bir tiirdiir. Su anki temel
diistince, YDSK’nin over yiizeyi veya fallop tilipii epitelyumundan koken aldigini 6ne
stirmektedir. Ancak bu bolgelerin YDSK gelisimine ve progresyonuna olan etkisi heniiz tam
olarak aydinlatilamamistir (Colvin ve Howell, 2020). Yapilan ¢aligmalar, YDSK’da yogun
bicimde K-ras, BRAF ve ERBB2 mutasyonlarinin var oldugunu gostermektedir. Ayrica
DDSK'’ye nazaran hastalarda 5-yillik sag kalim orani ortalama iki kat daha azdir (Vang ve
ark., 2010).
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Karsinosarkomlar ve andiferansive over karsinomlari

Karsinosarkomlar malign Miillerian tiimorleri olarak da bilinen ve ¢ok nadir rastalanan Tip
IT over kanseri tiirtidiir. Sarkomat6z ve karsinomatdz bilesenlerinin karsimi halinde ortaya
cikmaktadir (Daimon ve ark., 2019). Detaylandirmak gerekirse sarkomatdz bilesenler
fibrosarkom, leyimiyosarkom, osteosarkom veya liposarkoma tiimorlerinden olusabilirken,
karsinomatdz bilesenler endometrioid, berrak hiicreleri, serdz seklinde bulunabilmektedir
(Makris ve ark., 2015). Karsinosarkomlar YDSK’ye kiyasla daha kétii bir prognoza sahiptir.
Buna gore, hastalarda 5-yillik sag kalim orani yaklasik %28.2’dir. Ancak, karsinosarkomlar
nadir bir over kanseri tiirii oldugundan heniiz epidemiyolojisi hakkinda detayli bilgilere sahip

olunamamaktadir (Kim ve ark., 2017).

Andiferansiye over kanserleri, vakalarinin yaklasik %4’linli olustururken, herhangi bir
sekilde siniflandirilmasi yapilamayan, diisiik oranda diferansiye olmus tiimdr hiicrelerinden
olusmaktadir. Bu ylizden, saf bir andiferansiye karsinomuna rastlamak oldukca zordur.
Clinkii birgok vakada serdz, glandular ya da gecis hiicreli heterojen tiimdrler 6n plana
cikmaktadir (Silva ve ark., 1991). Bu kanser tiirii, diger tiim over kanserleri arasinda en kotii

prognoz degerlerine sahiptir (Salcedo-Hernandez ve ark., 2012).
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Cizelge 2. 3. Toplam vakalara gore Tip I ve Tip II over kanserlerinin karakteristikleri (Salazar
ve ark, 2018)

Tip I Tip II

ENOK | BHOK DDSK MOK YDSK

o . %50 ve %50 ve %50 ve %10 ve
Erken teshis ihtimali %10-50
lizeri lizeri tizeri altinda

. . oo %10 ve %10 ve %10 ve %50 ve %350 ve
Yiiksek proliferasyon degeri

altinda altinda altinda uzeri uzeri
Platin bazli kemoterapiye %10 ve %350 ve

%10-50 | %10-50 %10-50 )
duyarlilik altinda lizeri

L %10ve | %]10 ve %10 ve %10 ve %350 ve
Goriilme siklig1

altinda altinda altinda altinda uzerl
Fallop tiipii orijini Yok Yok Bilinmiyor Yok Var
Endometriyozis orijini Var Var Yok Yok Yok
. L %10 ve %10 ve %50 ve
Kromozom instabilitesi %10-50 %10-50
altinda altinda uzerl
%10 ve %10 ve %50 ve %50 ve
p53 mutasyonu %10-50
altinda altinda uzerl uzerl
%10 ve %10 ve %10 ve
BRCA mutasyonu %10-50 %10-50
altinda altinda altinda
%10 ve %50 ve %10 ve
BRAF mutasyonu %10-50 %10-50
altinda uzerl altinda
%10 ve %10 ve %50 ve %10 ve
K-ras mutasyonu %10-50 )
altinda altinda lzeri altinda
%10 ve %10 ve %10 ve
ERBB2 mutasyonu/artis1 %10-50 %10-50
altinda altinda altinda
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2.7. Over Kanserinde Kemoterapi Direnci

Sitorediiktif cerrahi over kanseri terapisinin temelini olustururken, sonrasinda kemoterapi
uygulamalar tercih edilmektedir. Ciinkii cerrahi yontemler, malign karakteristik tasiyan bu
kanseri tek basina tedavi etmek icin yeterli degildir (Javadi ve ark., 2016). Bununla beraber,
ileri evre hastalarda kiiratif segenekleri ve sag kalim sansini sinirlayan faktorlerden bir tanesi
de niiksetme sorunudur. Diinya Saglik Orgiitii (DSO) verilerine gore, baslangicta uygulanan
standart terapiye olumlu yanit veren hastalarin %75-80’lik kisminda kanser niiksetmektedir
(Pyeon ve ark., 2020). Ayrica, bu problem genellikle kemoterapi direnci ile iliskili olup,
iistesinden gelebilecek 6nemli bir yaklagim heniiz sunulamamaktadir (Tapia ve Diaz-Padilla,
2013). Bu yiizden, simdilik sitorediiktif cerrahi ile birlikte, hastalarda anjiyogenez inhibitorii
bevacizumab ve platin bazli ilaglardan olusan agir bir kemoterapi rejimi tercih edilmektedir
(Hilal ve ark., 2016). Ancak, diren¢ gelistiren hiicreler, zamanla platin bazh ilaglara ve
adjuvan terapisi igerisinde yer alan diger kombinasyonlarina kars1 da duyarsizlasabilmektedir

(Tapia ve Diaz-Padilla, 2013).

Sisplatin, anti-proliferatif etkileri kanitlanan ve kanser tedavisinde en cok tercih edilen
kemoterapi ilaglarindan bir tanesidir. Ozellikle mesane, bas ve boyun, akciger, testis ve over
kanserlerinde siklikla kullanilmaktadir (Dasari ve Tchounwou, 2014). Cekirdek icindeki
genomik DNA molekiiliinlin zincirleri arasina penetre olarak hiicre siklusunun durmasini
indiiklemekte ve apoptozis yolaklarini aktif etmektedir (Aldossary, 2019). Ancak sisplatin,
kemodiren¢ mekanizmalar1 nedeniyle her zaman kanser tedavisinde istenilen sonuglari
verememektedir. Yapilan ¢aligmalar, kemoterapi uygulamalarina karsi tlimor hiicrelerinin
DNA tamiri ve ila¢ detoksifikasyonu mekanizmalarint gelistirdiklerini, hiicresel pH
degerlerini yeniden diizenlediklerini, ilag pompalarinin eskpresyonlarini arttirdiklarini ve
belirli tlimor slipresdr genlerin aktivasyonunu smirladiklarini gostermektedir. Literatiirde
“Coklu ilag¢ Direnci” ya da “Multi Drug Resistance (MDR)” olarak adlandirilan bu davranis,
sisplatin ve diger terapdtiklerin etkinligini 6nemli 6l¢iide kisitlamaktadir (Gao ve ark., 2019).
Detaylandirmak gerekirse, over kanserinde MDR ile iligkili kemodiren¢ mekanizmalar1 genel

olarak: ila¢g metabolizmasinin degistirilmesi, membran transporter’larimin diizenlenmesi,
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hiicresel metabolizma diizensizlikleri, ila¢ hedeflerinin degistirilmesi, hiicre 6liimiiniin
engellenmesi, DNA hasar tamiri, epigenetik diizenlemeler, oksidatif stres, uzun kodlamayan

RNA’lar ve onkogenler ile saglanabilmektedir (Norouzi-Barough ve ark., 2018).

2.7.1. BCL2 proteinlerinin apotozis regiilasyonu ve kemoterapi direncindeki rolii

BCL2 protein ailesi (B-cell lenfoma-2) apoptozis adi verilen programl hiicre 6limiinii
diizenleyen en Onemli regiilatorlerden bir tanesidir. Bu aile cesitli iiyelere sahip olup,
fonksiyonel anlamda apoptozis inhibitorii ya da indiikleyicisi olarak gorev yapabilmektedir
(Hardwick ve Soane, 2013). BCL2 proteinleri, BH ad1 verilen homoloji domainleri igeren ve
apoptotik yanitin diizenlenmesinden sorumlu BCL-2, BCL-X, BCL-W, MCL1 (miyeloid
hiicresi 16semi sekansi 1), BCL2A1 ve BCL-B apoptozis inhibitorii (anti-apoptotik)
yapilardan ve BAX (BCL2 iligkili X protein,), BAK (BCL2 agonist/killer) ve BOK (BCL2
iligkili over killer proteini) adi verilen apoptozis indiikleyici (pro-apoptotik) proteinlerden

meydana gelmektedir (Czabotar ve ark., 2014).

Apoptozis aktivasyonu hiicre i¢inde intrinsik ve ekstrinsik olarak iki farkli sekilde
saglanmaktadir. Intrinsik yolakta hiicresel stres olusturan reaktif oksijen tiirevleri, radyasyon,
bliyime faktorii eksikligi ve sitotoksik ilaglar apoptozisi indiiklerken, ekstrinsik yolakta
hiicre ylizeyinde bulunan 6liim reseptorleri gorev almaktadir (Tzifi ve ark., 2012). Her iki
sekilde de BCL2 proteinleri programli hiicre 6liimiiniin kontroliinii saglarken, 6zellikle pro-
apoptotik BCL2 proteinlerini aktiflestirerek mitokondri membraninin gegirgenligini
degistirmektedir. Boyle bir durumda, apoptozis indiikleyicisi sitokrom c¢ ve smac gibi
proteinler sitozole yayilarak kaspazlarin aktivitesini arttirmaktadir (Elmore, 2007). Bir anti-
kanser ilact olarak sisplatin hiicre igerisinde programli hiicre 6liimiinii uyarict etkilere
sahiptir. Bu etkiler; DNA hasar yanitinin, p53 ve MAPK aktivasyonunun, p73 iliskili
sinyallerin ve hiicre siklusu proteinlerinin modiilasyonu ile ger¢eklesmektedir (Tanida ve
ark., 2012). DNA hasar yanitinin olugmasi, sisplatinin hiicre i¢ine girisi sonrasi gesitli
mekanizmalar ile saglanabilmektedir. Sisplatin direkt olarak niikleik asit zincirleri arasina
penetre edip o bolgede genis lezyonlara sebep olarak niikleotid eksizyon tamiri (NER) ve
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yanlig eslesme tamiri (MMR) gibi mekanizmalarin aktivasyonuna vesile olmaktadir. Ancak
bu ilaca bagl olarak gelisen hasar onarilamayacak bir durumda ise p53, MAPK ya da p73
proteinleri ekinlesmek maksadiyla hiicresel intrinsik ve ekstrinsik apoptotik yolaklarin

caligmasini saglamaktadir (Basu ve Krishnamurthy, 2010).

Kanser hiicrelerinde ise sisplatin aracili apoptozisin diizenlenmesi normal hiicrelere kiyasla
farkli ilerlemektedir. Tiimorlerde ¢ogunlukla genomik instabilite hakim olsa da apoptotik
sinyal olusturacak mekanizmalarin diizensizlikleri s6z konusu oldugundan programli hiicre
Olimii her zaman gerceklesememektedir. Bu durum ayni zamanda kanserin “hallmark”
olarak tabir edilen karakteristiklerinden; “6liime kars1 diren¢” mekanizmalarina Ornektir.
Sinyal iletimindeki aksakliklarin yaninda, engellenen apoptozis; BCL2 proteinlerinin artan
ekspresyonu ile de iligkilendirilmektedir (Al-Bedeary ve ark., 2020). Yapilan calismalar,
insan kanserlerinde up-regiile olan anti-apoptotik BCL2 proteinlerinin hiicresel sag kalim
mekanizmalarini aktive ederek ilag direncine sebep oldugunu bildirmektedir (Garcia-Aranda
ve ark., 2018). BCL2A1 (Al), anti-apoptotik BCL2 protein ailesi iiyelerinden biri olup,
kanser hiicreleri icerisinde anti-proliferatif ilaclara olan duyarlilig1 ortadan kaldirmakta ve
NF-kB (niikleer faktor kappa B) adi verilen transkripsiyon faktori iligkili sinyal iletimine
bagimli olarak hiicre igerisinde ekspresyonunu arttirmaktadir (Vogler, 2011). Bu yiizden bu
tez ¢alismasina, over kanserinde TLR1/2 iligkili sinyal yolaklarinin asagi akisinda bulunan

ve NF-kB transkripsiyon faktorii ile diizenlenebilen BCL2A1 geni de ilave edilmistir.
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2.7.2. Efflux pompalarinin hiicresel islevleri ve kemoterapi direncindeki rolii

Hiicre zarinda gorevli membran transporter’lar1 genellikle kendi igerisinde iyon kanallari,
transporter’lar, aquaporin’ler ve ATP bagimli pompalar olarak dort gruba ayrilmaktadir. ATP
baglayict kaset (ABC) transporter’lar1 ATP-bagimli pompalara 6rnektir (Vasiliou ve ark.,
2009). ATP-bagimli pompalar, integral yapili membran proteinleri olarak cesitli
molekiillerin hiicre zarindan gecis siirecini yerine getirmektedir. Bu molekiiller arasinda,
detoksifikasyon i¢in tasinan, hiicresel toksinler ve ilaclar da yer almaktadir (Rees ve ark.,
2009). Ancak, ABC transporter’lar1 genellikle molekiilleri tek yonlii olarak tasima gorevi
istlenmekte ve adindan da anlasilacagi iizere fonksiyonlar1 i¢cin ATP enerjisine ihtiyag
duymaktadir (Wilkens, 2015). ABC transporter’larinin detoksifikasyondan sorumlu tiyeleri;
ATP baglayici kaset B1 / multidrug resistance proteini 1 (ABCB1/MDRI1) ve ATP baglayict
kaset C1 (ABCC1), oksidatif stresten ve ksenobiyotiklerden sorumlu tiyeleri; ABCC/MRPs,
lipid metabolizmasindan sorumlu iiyeleri; MDR3, ABCA ve ABCG ailesi ve antijen
sunumdan sorumlu iyeleri ise ABCB2/TAP1 ve ABCB3/TAP2 olarak bilinmektedir
(Begicevic ve Falasca, 2017).

ABCBI1 (MDRI1), ABC ailesinin iizerinde en fazla c¢alisilan iiyelerinden bir tanesidir. Bu
protein, molekiiler agirligi 250 ila 4000 arasinda degisen cesitli yapidaki maddeleri
tasimaktadir. Bunlar arasinda peptidler, steroid hormonlar, lipidler, fosfolipidler, kolesterol,
sitokinler, farmasoétikler ve bir takim baska yapilar da yer almaktadir (Hodges ve ark., 2011).
ABCB1’in artan ekspresyonu bazi kanserlerde MDR ile iliskilendirilmektedir. Buna gore,
uygulanan kemoterapdtik ilaclarin hiicre i¢i konsantrasyonlart ABCBI proteini yardimiyla
azaltilmakta ve anti-kanser aktiviteleri baskilanmaktadir (Mizaei ve ark., 2018). ABCB1’in
yogun bicimde eksprese oldugu kanser tiirlerine kiiciik hiicreli akciger kanserleri, meme
kanseri, gastrik kanser, prostat kanseri, over kanseri ve 16semi 6rnek olarak verilmektedir.
Ozellikle taksanlar, alkaloidler, antrasiklinler ve tirozin kinaz inhibitérleri ABCBI igin

substrat vazifesi gormektedir (Liao ve ark., 2019).
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ABCB1’in over kanserindeki rolii ise ¢esitli raporlarla ortaya koyulmaktadir. Toplam 8607
ornekli bir meta-analiz ¢aligmasi, hastalarda ABCB1 ekspresyonunun koti sag kalim
degerleriyle iligkili oldugunu bildirmektedir. Ayrica, ABCB1’in up-regiilasyonu, bu drnekler
ozelinde direkt olarak kemoterapi direnci ile iligkilidir (Sun ve ark., 2016). ABCB1’in over
kanserlerinde ayrica taksan uygulamalarina ve PARPi’a (poli adp-riboz polimeraz
inhibitdrleri) kars1 da bir direng yaniti ortaya koyabilecegi belirtilmektedir (Freimund ve ark.,

2018).

2.7.3. Glutatyon s-transferaz (GST) proteinlerinin ksenobiyotik metabolizmas1 ve

kemoterapi direncindeki rolii

Organizmada kanser ilaclar1 gibi ¢esitli ksenobiyotikler belirli asamalar sonras1 metabolize
edilebilmektedir. Metabolizasyon, faz I ve faz II ad1 verilen iki ayr1 siiregle yonetilmektedir.
Faz I reaksiyonlar1 genellikle molekiiliin oksidasyon, rediiksiyon ya da hidroliz gibi kimyasal
tepkimelere; faz II ise glukoronidasyon, siilfonasyon, glisin/glutamin konjugasyonu,
asetilasyon, metilasyon ya da glutatyon (GSH) konjugasyonu gibi modifikasyonlara maruz

kaldig1 basamaklardan olusmaktadir (Akhdar ve ark., 2011).

Cesitli  kanser tilirlerinde kemoterapi ilaglar1 hiicresel mekanizmalar neticesinde
detoksifikasyona ugrayabilmekte ve bu durum ilag tedavisine karsi tliimor hiicrelerinin
yanitsiz kalmasina sebep olabilmektedir. Sisplatin direnci ile iliski oldugu gosterilen dnemli
metabolik enzimlerden bir tanesi de Glutatyon s-transferazlar’dir (GST). Bu aile, hiicresel
makromolekiillerin oksidatif stres karsisinda reaktif eletrofilik bilesenlere maruz kalmalarini
engelleyen proteinlerden meydana gelmektedir. Bu bilesenler 6zellikle glutatyon (GSH) ad1
verilen bir molekiille GST proteinleri vasitasiyla faz II reaksiyonlar1 sonunda konjuge edilir

ve hiicrelerden atilmasi kolaylastirilir (Townsend ve Tew, 2003).

Yapilan calismalar, GST ailesi {iyelerinin sisplatin metabolizmasina da etki edebildigine
isaret etmektedir. Ozellikle meme, kolon, bdbrek, akciger ve over kanserlerinde GST

proteinlerindeki aktivasyon artisi, sisplatin direncini direkt olarak indiikleyebilmekte ve bu
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ilacin sitotoksik islevlerini yerine getirmesine engel olmaktadir (Verma ve ark., 2019).
Sisplatin hiicre igerisine alindigi durumlarda, GSTP1 adi verilen bir izoenzim
detoksifikasyon islemini gerceklestirerek terapi uygulamalarinin etkinligini sinirlamaktadir
(Pasello ve ark., 2008). Over kanserinde ise GSTP1’in ekspresyonu ve potansiyel etkileri
bir¢ok calismada incelenmistir. GSTP1 diizeyini hasta gruplarinda arastiran raporlar,
epitelyal over tiimoérlerinde, borderline ve benign dokularina gore yogun bicimde GSTP1
ekspresyonuna rastlandigini bildirmektedir. Ayrica, bu ifadelenme 06zellikle kemoterapi
direnci gosteren hastalarda daha yiiksektir (Yang ve ark., 2018; Kolwijck ve ark., 2009).
Destekleyici sekilde, bir bagka grupta yapilan analizlerde, kemoterapi direnci gdsteren
bireyler icin GSTP seviyelerinin yiikseldigi dogrulanmaktadir (Tong ve ark., 2019). In vitro
deneyler o6zelinde, Sawers ve arkadaslar1 (2014), GSTP1’in over kanserinde up-regiile
oldugunu ileri siirereken, bu diizenleme 6zellikle tiimdr hiicrelerinin sisplatin ve karboplatine
kars1 duyarsizlasmasi ile iligkilidir. ShRNA konstraktlar1 kullanilarak A2780 hatlarinda
gerceklestirilen GSTP1 knock-down’1 hiicre canliligini, invazyonu ve metastazi istatistiksel
olarak anlamli bi¢cimde azaltmaktadir. Ayrica bu ydntem, bir diger kemoterapotik olan
paklitaksele kars1 duyarlili§in olugmasini da saglamaktadir (Feng ve ark., 2020). Ayrica, yine
miRNA (mikro RNA) ve siRNA (small interfering RNA) tabanl analizler, GSTP1’in over
kanseri kemoterapi direncindeki roliinii detaylica agiklamaktadir (Zong ve ark., 2014; Zhang

ve ark., 2005).
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Sekil 2. 3. GSTP1’in glutatyon ve ksenobiyotik konjugasyonu (Townsend ve Tew, 2003)
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2.8. Toll-benzeri Reseptor (TLR) Ailesi

Dogal bagisiklik, viicuda giren mikrobiyal patojenlere karsi savunma sisteminin ilk hattini
olusturmaktadir. Bu hat, patojenlerin viicutta yayilimlarini durdurabilmek adina, adaptif
immiiniteden farkli olarak non-spesifik mekanizmalar1 igermektedir. Cesitli hiicresel
kompartimanlara sahip nétrofiller, makrofajlar, miyeloid kokenli siipresor ve dogal lenfoid
hiicreleri dogal bagisikligin siirdiiriilebilmesi adina 6nem arz etmektedirler (Gasteiger ve

ark., 2016).

Patern tanima reseptorleri (PRR), dogal bagisik yanitin ortaya ¢ikmasinda gorev alan
yapilardir. Ozellikle, mikroplara ait patojen iliskili molekiiler paternleri (PAMP) ve viicudun
zarar goren hiicrelerinden kdken alan hasar iliskili molekiiler paternleri (DAMP) taniyarak
inflamatuvar sitokinlerin, interferonlarin ve diger mediatorlerin {iretimini indiiklemektedir
(Kawasaki ve Kawai, 2014). PRR ailesi liyeleri: Toll-benzeri reseptorler (TLR’ler),
niikleotid-baglama oligomerizasyon domaini-benzeri reseptorler (NLR’ler), retionik asit ile
indiiklenebilir reseptorler I (RIG-I-LR’ler) ve C-tipi lektin reseptorler (CLR’ler) olarak 4 ayr1
alt sinifa ayrilmaktadir (Amarante-Mendes ve ark., 2018).

Toll-benzeri reseptorler (TLR’ler), ilk olarak Drosophila melanogaster (sirke sinegi)
embriyolarinda tanimladiginda sineklerin dorsoventral aksis formasyonunda bir takim
fonksiyonlara sahip olduklar1 biliniyordu. Bu reseptorlerle iligkili olan asag1 akistaki yolaklar
arastirildikca, memelilerde yer alan interlokiin 1 reseptorleriyle (IL-1R) benzesen
mekanizmalarin oldugu saptandi. Bu benzerlikler, TLR’lerin sinek gelisiminin yaninda dogal
bagisiklikta da rol oynayabilecegi hipotezini ortaya atti (Medzhitov, 2001) ve 2011 yilina
gelindiginde hipotez genisletilerek neticesinde, Bruce A. Beutler, Jules A. Hoffmann ve
Ralph M. Steinman’a TLR’ler ile iliskili bagisiklik yaniti {izerinde yaptiklar1 ¢igir agici
caligmalar neticesinde Nobel 6diilii kazandirdi (Volchenkov ve ark., 2011).
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2.9. TLR’lerin Yapisal Ozellikleri

TLR’ler tip I integral membran reseptorleri formunda olup, birer adet N-terminal ligand
tanima domaini, transmembran heliks yapist ve C-terminal sitoplazmik sinyalizasyon
domaini icermektedir. Sinyalizasyon domaini, interlokin 1 reseptoriiyle (IL-1R) benzerlik
gosterdiginden Toll IL-1 reseptorii (TIR) adini almistir (Botos ve ark., 2011). Bu domain,
yaklagik 150 aminoasitten olusan bir rezidii olup, sinyalin asagi akistaki proteinlere
aktarilmasimni saglayan MyD88 (miyeloid farklilagtirict primer yanit protein 88),
TIRAP/MAL (TIR-domaini-igeren adaptor protein), TRIF (TIR-domain,-iceren adaptor
proteinle indiiklenen beta interferon [IFN-B]) ve TRAM (TIR-domaini-iceren adaptor
molekiil) gibi bir takim adaptor proteinler ile temas halindedir (Jin ve Lee, 2008). Sinyal
molekiilii yakalamada gorevli N-terminal ligand tanima domaini ise 24 rezidiiden olusan
16sin aminoasidi ile zengin tekrarlardan olusmaktadir (LRR) (Bell ve ark., 2003). Son domain
olan transmembran heliks yapisi, ad1 lizerinde hiicre zarini kateden bir protein formudur. Bu
heliks seklindeki yap1 (TMD), TLR’lerin buraya yerlesimini kolaylagtirmanin yaninda TLR
aktivasyonu icin gerekli homodimerizasyon veya heterodimerizasyon olaymn1 da

saglamaktadir (Godfroy ve ark., 2012).

N-Terminal Ug
LRR Motifi

I'MD Domaini |: Hiicre membram

TIR Domaini
C-Terminal Ug

Sekil 2. 4. Toll-benzeri reseptorlerin genel yapisi
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2.10. TLR’lerin Siniflandirilmasi

Calismalar insanlarda 10 farkli tipte TLR oldugunu bildirmektedir. Bunlar TLR1’den
TLR10’a kadar siralanmaktadir. Hiicre i¢indeki lokalizasyonlarina gore ayrildiklarinda TLR
-1, -2, -4, -5, -6 ve -10 hiicre membraninda bulunurken, -3, -7, -8 ve -9 endoplazmik
retikulum, endozom ve lizozom gibi kompartimanlarda lokalize olmaktadir (Lin ve ark.,
2012; Fore ve ark., 2020). Genel olarak bakildiginda, intraseliiler kisimlarda yer alan
TLR’lerin 6zellikle viral ya da bakteriyel niikleik asitleri; plazma zarinda yer alan TLRlerin
ise lipopolisakkaritler (LPS), lipopeptidler ve flagellin gibi bakteriyel hiicre duvari
komponentlerini ligand olarak bagladiklar1 belirlenmistir (Gangloff, 2012). TLR ve iliskili
eksojen kaynakli ligandlar1 detayli bicimde Cizelge 2.4.’te goriilebilir.

Cizelge 2. 4. Toll-benzeri reseptorler ve ilgili eksojen kokenli ligandlar1 (Ishii ve ark., 2006)

TLR Eksojen kokenli ligandlar
TLR1 / TLR2 heterodimeri Triagil lipopeptidler (bakteri)
TLR6 / TLR2 heterodimeri Diagil lipopeptidler (bakteri), zimozan (Fungi)
TLR3 Cift zincirli RNA (viriis)
LPS (bakteri), taksol (bitki), fiizyon proteinleri
TLR4 ( ) (bitki), fiizyon p
(viriis)
TLRS5 Flagellin (bakteri)
Tek zincirli RNA (viriis), RNA ya da analoglar1
TLR7 ve TLRS
(sentetik)
DNA (bakteri, DNA viriisii), hemozoin (malaria),
TLRY9
oligodeoksiniikleotidler (sentetik)
TLR10 Spesifik ligandlar1 tam olarak bilinmiyor
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TLR’ler aym1 zamanda endojenik molekiiller ile de uyarilabilmektedir. Bu ligandlar
genellikle hasar gormiis dokulardan, 6lii hiicrelerden ve inflamasyonla iligkili faaliyetler
sonucu olusan hiicresel artiklardan kdken alan protein, peptid, polisakkarit, proteoglikan,
niikleik asit, fosfolipid ya da ekstraseliiler matriks bilesenleridir (Yu ve ark., 2010).
Endojenik molekiiller, TLR’leri uyarmakla birlikte olast patojenlerin organizmadan
eleminasyonunu ve hasar gormiis dokularin tamirini de kolaylagtirmaktadir. Ancak, TLR’ler
ve iligkili sinyal yolaklar1 iizerindeki etkileri halen tam anlamiyla aydinlatilamamigtir (Bryant

ve ark., 2015).

Cizelge 2. 5. Toll-benzeri reseptorler ve ilgili endojen kdkenli ligandlar1 (Duffy ve O’Reilly,
2016; Bryant ve ark., 2015)

TLR Endojen kokenli ligandlar

Serum amiloid A, Amiloid B,

endoplazmin, fibronektin, biglikan,

TLR2 monosodyum tirat kristalleri, High mobility
group box 1 (HMGBJ1), 1s1 sok proteinleri
(hsp60, 70),

TLR3 mRNA
HMGBI, hsp20, hsp60, hsp70, hsp96,

TLR4 biglikan, fibrinojen, alfa ve beta defensin,
iirik asit

TLRY/6 Versican, hsp60, hsp70, hsp96,
¢Oziinebilen tiiberkiiloz faktorleri
TLR7, TLRS siRNA, ssRNA
TLR9 HMGBI, osteopontin
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2.11. TLR Aracih Hiicresel Sinyal iletimi

TLR’ler bir ligand ile LRR bolgelerinden uyarildiklarinda, TIR domaini araciligryla asag:
akistaki bir takim proteinlerin aktivasyonu sayesinde sinyal iletimini ger¢eklestirmektedir.
TIR genel olarak MyD88, TRIF, TIRAP/MAL ve TRAM ad1 verilen adaptdr proteinlerini
diizenlemektedir. MyD88, TLR3 hari¢ diger tiim TLR’ler icin ortak bir adaptor olsa da,
TRIF, TLR3 ve TLR4’lin, TRAM ve TIRAP ise TLR4’iin TIR domaini ile etkilesim
halindedir (Hug ve ark., 2018).

TLR’ler ligand ile uyarilmadiklar1 durumda ise hiicre zarinda monomerik formda
bulunmaktadir. Ozellikle spesifik mikrobiyal paternlere maruz kalan reseptorler, sinyal
iletimi icin monomerik formdan diger TLR’ler ile etkileserek dimer formuna gecis
yapmaktadir. Ornegin: TLR2 sirasiyla triagil ve diagil lipopeptidlerle uyarildiginda TLR1 ve
TLR6 ile heterodimerize olurken, bakteriyel flagellinler TLRS homodimerizasyonuna neden
olmaktadir (Gay ve ark., 2014). Aktiflesen reseptorler, MyD88’1 devreye sokarak IRAK (IL-
1 receptor-associated kinase) ad1 verilen bir protein ailesi iiyelerini bir kompleks olusturmasi
icin uyarmaktadir. Kompleks icerisinde yer alan IRAK1, ardindan E3 ubikitin ligaz TRAF6
(timor nekroz faktorii [TNF] reseptor-iliskili faktor 6) ile etkileserek TAK1 (transforme edici
biliylime faktorii B-aktive edici kinaz 1) protein kinaz ile TAB1, TAB2 ve TAB3 diizenleyici
alt linitelerini bir komplekste birlestirmektedir. TAK1 ise NF-kB (niikleer faktor kappa B) ve
MAPK (mitojenle-aktiflesen protein kinaz) yolaklarinin uyarilmasini saglayarak

inflamatuvar yanitin ortaya ¢ikmasina 6n ayak olmaktadir (Satoh ve Akira, 2016).
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MyD88’den bagimsiz yiirliyen yolaklarda ise TRIF ya da TRAM adaptor proteinleri dnemli
roller oynamaktadir. Yapilan arastirmalar, 6zellikle TLR3 ve TLR4’iin MyD88 bagimsiz
yolak igerisinde sinyal transdiiksiyonunda gorev alabildigini gostermektedir (Premkumar ve
ark., 2010). TLR4 aracil1 sinyal yolaginda uyarilan TRAM, TRIF’i de sinyal iletim siirecine
dahil ederken, TLR3 TRIF adaptor proteinini direkt olarak etkinlestirebilmektedir. Ardindan
bu siireci TRAF3’1in indiiksiyonu ve IRF3’{in (interferon regulatory factor 3) fosforilasyonu
takip etmektedir. Sonugta, IRF3’lin niikleer lokalizasyonu sayesinde anti-viral etkileri
bulunan interferon genlerinin ekspresyonu gergeklesirken, TRIF ve TRAF6 araciligiyla NF-
kB ve MAPK iligkili yolaklarin da uyarilabildikleri gosterilmektedir (Vidya ve ark., 2017).
Sekil 2.5.’te TLR aracil1 sinyal yolaklar1 detayli bicimde gorsellestirilmistir.

TLR5

TLR4
TLR1/TLR2 TLR2/TLR6

/ Hicre zan

L

- MyD88 TRAM
IRAK4 TLR3
TAK1 lRA-T—:;A IE:KZ TRAF3 / Endozom
AN ~. _— / T e —_— TLR7/8
S (pa IRF3 TLR9

IRF7 “~ IRAK4
Niikleus IRAK1 ) [IRAK2 &
TRAF3 “
™\ (mypss
[ Tip terferon Uretimi Sitoplazma
L— pro-infla

matuvar Sitokin Uretimi

Sekil 2. 5. Toll-benzeri reseptorler aracili sinyal iletim yolaklar:
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2.12. TLR’lerin inflamatuvar Yanittaki Rolleri

Mikrobiyal patojenlere ait PAMP’larin TLR’lerce taninmasi enfeksiyonlara karsi immiin
yanit olusumda dnemli bir yere sahiptir. Ornegin: gram negatif bakterilere ait LPS ya da
endotoksinler TLR4, gram pozitif bakterilere ait lipteikoik asit ve peptidoglikan gibi
bakteriyel bilesenler TLR2 ile taninarak inflamatuvar yanit ile iliskili molekiillerin sentezini
indiiklemektedir (Vijay, 2018). Dogal oldiiriicii hiicreleri (NK), dendritik hiicreler,
monositler ve notrofiller dogal bagisiklikta rol oynayan énemli savunma hiicreleridir. Bu
hiicrelerin hepsinde TLR’lerin eksprese olduklar1 bilinmektedir. Bunun yam sira, adaptif
bagisiklikta gorevli T ve B lenfositleri de bu reseptorleri ihtiva etmektedir (El-Zayat ve ark.,
2019).

NK, T lenfositlerine kiyasla antijen sunumuna ihtiya¢ duymadan sitotoksik aktivitelerini
uygulayabilen bir hiicre tiiriidiir (Abel ve ark., 2018). NK’larin 6zellikle TLR2, -3, -5 ve -
6’y1 yogun bi¢imde eksprese ettikleri bilinmektedir. TLR3 viral enfeksiyonlarda NK
aktivitesini degistiren Onemli bir reseptér olup, IFN-y (interferon gamma) ve pro-
inflamatuvar sitokinler olan IL-6 ve IL-8 {iretimini de indiiklemektedir (Guo ve Zhang,
2012). Ayrica, Mycobacterium bovis ve Helicobacter pylori PAMP’larinin NK iizerinde,
TLR2 iliskili kompleksler araciligryla TNF (tumor necrosis factor) ve IFN-y salinimini
uyardiklar1 belirlenmistir (Noh ve ark., 2020).

Dendritik hiicreler (DC) antijen sunucu hiicreler olarak lenfositlerin aktivasyonunda
onemlidir. Bunun diginda, dogal ve adaptif immiinitenin homeostazis kosullarinda baglamasi,
yonetilmesi ve sonuclandirilmasi agisindan da 6zel fonksiyonlari bulunmaktadir (Patente ve
ark., 2019). Ttiim DC tipleri plazma zarinda biiyiik 6l¢ekte TLR1, -2, -4, -5 ve -6 icerirken,
endozomlarinda TLR3 ve TLRS8 eksprese etmektedir. Ozellikle TLR1/2 ve TLR6/2
heterodimerlerinin DC matiirasyonuna sebep oldugu ve IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 ve TNF-a
saliimini arttirdiklar1 bildirilmektedir (Schreibelt ve ark., 2010). Ayrica ¢alismalar, reseptor

aktivasyonunun DC’lerin antijen sunma kapasitelerini degistirdigini; TLR ve iliskili
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yolaklarin DC hiicrelerinde ekstraseliiler ortamdan antijen alimin1 ve MHC proteinleri ile bu
antijen sunumunu diizenleyebildiklerini gostermektedir (Watts ve ark., 2010).

TLR’lerin adaptif immiin yanit1 da énemli Ol¢iide regiile edebildikleri bilinmektedir. Miirin
CD8" T hiicrelerinin yogun bi¢imde TLR2 ifade ederek, DC hiicreleri tarafindan herhangi
bir ko-stimiilator etkilere ihtiya¢ duymadan kendi proliferasyonunu ve efektor faaliyetlerini
arttirdiklar1 bilinmektedir (Mercier ve ark., 2009). Ayrica, TLR2, -3 ve -9’un uyarildiklar
durumlarda antijen aliminda ko-stimiilator faaliyetleri olan CD28 molekiiline gerek
duyulmadan efektor fonksiyonlarinin indiiklendigi ve IL-2 ve INF-y gibi molekiillerinin up-
regiile oldugu bildirilmektedir (Rahman ve ark., 2009). Ek olarak, TLR1, -2, -5, -6, -7, -8 ve
-9’un ise T-reg hiicrelerinde immiinosiipresif mekanizmalari azaltirken, TLR4’ilin T-reg’lerin
sitotoksik hiicreler lizerinde regiilator gorevlerini arttirdigi ortaya koyulmaktadir (Jin ve ark.,

2012).

TLR’ler’in B hiicreleri tizerinde de Onemli etkileri bulunmaktadir. Hematopoietik
hiicrelerden koken alan B hiicreleri farklilagmalar1 sirasinda TLR aracili sinyal yolaklarinin
aktivasyonuna ihtiya¢c duymaktadir. Ayrica, olgun B hiicrelerinin proliferasyonu ve plazma
hiicrelerine doniisiimii icin de bu aktivasyon 6nemlidir (Hua ve Hou, 2013). Bununla beraber,
B hiicrelerinde antikor sunumunun ve pro-inflamatuvar sitokin iiretiminin artmasi ve
ekstraseliiler ortama yogun miktarda immiinoglobulin (Ig) sekresyonunun gergeklesmesi

onemli d6l¢iide TLR4 ve TLRY ile saglanmaktadir (Buchta ve Bishop, 2014).

Bu kompleksler ayrica immiin olmayan hiicrelerde de yogun miktarda eksprese olarak
savunma yanitinin diizenlenmesine yardimci olabilmektedir. Ornegin; vaskiiler endotel
hiicreler PAMP ve DAMP gibi ligandlari, ihtiva ettikleri TLRler ile tantyarak immiin yanitin
ilk hattinda inflamatuvar sitokinlerin salinimini saglamakta ve hasar goérmiis damar
dokularinin rejenerasyonu i¢in gerekli stimiilanlarin {iretemini gerceklestirmektedir

(Salvador ve ark., 2016).
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2.13. TLR’ler ve Kanser iliskisi

Immiin sistem, kanser gelisimini kontrol altinda tutan en onemli organizasyondur. Buna
ragmen, kanser hastalarinda tiimor hiicrelerinin immiin gozetimden kagmak icin cesitli
mekanizmalar gelistirdikleri bilinmektedir. Bu mekanizmalar, kanserin “hallmark™ olarak

tabir edilen karakteristik 6zelliklerinden bir tanesidir (Ribatti, 2017).

Tiimo6r mikrogevresi (TME) tiimor ve iligkili yapilardan olusan kompleks bir ortamdir. Bu
bolgede tiimor dokusunun yani sira, T ve B lenfositleri, DC’ler, NK hiicreleri, fibroblastlar,
makrofajlar, timor stromasi, kan damarlar1 ve ¢esitli sitokin ve kemokinler bulunmaktadir.
Immiin gézetimden kagan tiimér hiicreleri TME’yi pro-karsinojenik ¢ikarlari konusunda
yoneterek, burada dominant bir rol tistlenmektedir (Whiteside, 2008). Ayrica, timoér gelisimi
boyunca ortamdaki anti-kanserojenik etkilerini yitirmis immiin hiicrelerin kronik
inflamasyona sebep olarak, kanser gelisimini arttirdiklar1 gézlenmektedir (Gonzalez ve ark.,

2018).

TLR’lerin immiin yanittaki rolleri ise kritiktir. Ancak, sistemik lupus eritematozus (SLE),
romatoid artrid (RA), multiple sklerozis (MS), ateroskleroz, hipertansiyon, iskemi, diabet
gibi inflamasyon ve otoimmiinite ile iliskili olan hastaliklarda bu yapilarin kétii bir s6hrete
sahip oldugu belirtilmektedir (Hosseini ve ark., 2015; Salvador ve ark., 2016). Ayrica,
TLR’lerin TME’deki fonksiyonlar1 ise tartismalidir. Ciinkii, burada normal sartlarda immiin
hiicrelerin efektor faaliyetlerini modiile eden bir gorev iistlenmektedir. TME’de, 6zellikle
TLR iligkili sinyal yolaklar1 araciligryla iiretilen kemokin ve sitokin gibi molekiiller, infiltre
olan immiin hiicrelerinin TGFf (transforme edici biiyiime faktorii f), IL-8, CXCR4 (c-x-c
kemokin reseptorii tip-4), ICAM-1 (intraseliiler adezyon molekiilii I) ve VEGF (vaskiiler
endotelyal biiylime faktorii) gibi pro-inflamatuvar, pro-anjiyogenik ve biliylime sinyali
olusturan molekiillerin sekresyonunu kayda deger bi¢imde arttirmalarina sebep olmaktadir.
Sonugta bu durum, tiimor progresyonunu ve metastatik faaliyetleri sinirlamaktadir (Cen ve

ark., 2018).
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Ancak son yillarda, TLR ve iligkili yolaklar1 yardimiyla saglanan inflamatuvar yanitin timor
progresyonunu arttirabilecegine isaret edilmektedir. TME igerisindeki karmasik islevleri
yiiziinden, bu reseptorler kanser iliskili calismalarda “iki ucu keskin bigak™ seklinde
tanimlanmaktadir (Du ve ark., 2016). TLR’ler ve kanser progresyonu arasindaki durumu
daha da karmasiklastiran bir bagka faktor; tlimor hiicrelerinin yiizeylerinde bu reseptorleri
eksprese edebilme kapasitesi sergilemesidir. Ayrica, bu olgu direkt olarak hastaligin seyrini
degistirebilmektedir. Bazi kanser tiirlerinde TLR ekspresyonlar1 ve iligkili oldugu sag kalim

verileri Cizelge 2.6.’da yer almaktadir.

Kanser hiicrelerinde TLR ekspresyonunun kanser gelisimine olan fonksiyonel etkileri halen
tam olarak anlasilamasa da bircok calismada bu konu detaylica tartisilmaktadir. TLR
eksprese eden kanser hiicrelerinin hayatta kalim ve anti-apoptotik sinyallerini, timor
gelisimini, anjiyogenezi ve hiicre gociinii indiikleyici sitokin genlerinin ifade diizeylerini
arttirabildikleri gosterilmistir (Yusuf, 2014). Meme kanseri Kanser Genom Atlasi (TCGA)
verilerini igeren bir ¢alisma, TLR’lerin normale kiyasla tiimor hiicrelerinde inflamatuvar
sitokinler olan IL-1B, TNF-a, INFf gibi molekiilleri up-regiile ettigi gdzlemlenirken, TLR4
ve TLR7’deki ifade artisinin direkt olarak daha kotii sag kalim verileriyle iligkili oldugu
ortaya koyulmaktadir (Shi ve ark., 2020). Meme kanseri hiicre hattt MDA-MB-231 normal
sartlar altinda yiiksek proliferatif karakteristik ve adaptif immiiniteye karst direng
mekanizmalar1 sergileyebilmektedir. Ancak, TLR4 geni knock-down edildiginde hiicre
canlilifinin azalmasinin yaninda, MDA-MB-231’¢e karst sitotoksik T hiicresi ve NK hiicresi
aktivitesinin arttig1 anlagilmistir (Bhatelia ve ark., 2014). Ayrica, MCF7 hiicre hattinda TLR4
ligand1 olan LPS (lipopolisakkarit) uygulamalari, matriks metalloproteazlar olan MMP2 ve
MMP9 gibi enzimleri ve anjiyogenez faktorlerini hiicresel diizeyde up-regiile ederek
MCF7’nin potansiyel metastatik ve invaziv kabiliyetlerine yon vermektedir (Yang ve ark.,

2014).
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Cizelge 2. 6. Klinik verilere gére TLR ekspresyonunun kanser hastalar1 tizerindeki etkileri
(Urban-Wojciuk ve ark., 2019)

Kanser tiiri TLR GoOzlem

TLR -3, -4, -7 ve -9 kanserde

. yogun eksprese olur; TLR9

Ozofagus kanseri TLR -3, -4, -7, -9 direkt olarak yiiksek

proliferasyon ve ileri kanser

evreleri ile iligkilidir.

TLR -4, -5, -7, -8 ve -9 akciger
kanserinde yogun eksprese olur;

TLR -4, -5, -7, -8, -9 TLRS iyi prognozla, TLR7 kotii

prognozla ilislidir.

Daha iyi genel survival

degerleri ile iliskilidir.

Kanser hiicrelerinde normal

Pankreas kanseri TLR -7 ve -8 hiicrelere nazaran daha gok

eksprese olurlar.

TLRY down-regiilasyonu daha

Akciger kanseri

Melanoma TLR -7 ve -8

Meme kanseri TLR9 kotii survival verileri ile
iligkilidir.
Renal hiicreli karsinom TLR9 TLRJ daha iyi survival

verileriyle iligkilidir.
TLRY artan ekspresyonu daha

Glioma TLRO kotii survival verileriyle
iligkilidir.
Prostat kanseri TLRY TLR9 d'a'ha' kotii survival verileri
ile iligkilidir.
. - TLR4 ekspresyonundaki artig
15 STlldbkanser turur;de TLR4 daha kotii survival verileri ile
yapl an bir meta analiz 111$k111d1r

Akciger kanserinde ise TLR2, -4, -7, -8 ve -9 diizeyleri normal dokuya kiyasla yiiksektir.
TLR2, -4 ve -9’un akciger kanserinde anti-inflamatuvar proteinler olan TGFf ve IL-10’u ve
biliyime faktorleri olan VEGF ve fibroblast-biiylime faktoriinii (FGF2) up-regiile ettigi
bilinmektedir. Ayrica, TLR4 direkt olarak epidermal biiylime faktorii reseptoriiniin (EGFR)
aktivasyonunu da uyarabilmektedir (Pinto ve ark., 2011). TLR9’un ise 6zellikle VEGF ve
biliylime faktorlerinin iiretimi ile iligkili oldugu belirlenmistir. Bu 6zellik, EGFR inhibitorii

cetuximab kullanildiginda TLR9 iliskili sinyal yolaklarinin tiimér gelisimine olan etkisini de
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sinirlandirmaktadir (Arora ve ark., 2019). Fabbri ve arkadaslari ise (2012), Lewis akciger
kanseri hiicre hatti olan LLC hiicrelerinde kanser iliskili eksozomal mikro RNA’larin
(miRNA) TLRS8’i uyarmak maksadiyla inflamatuvar molekiiller olan TNF-a ve IL-6’y1
arttirdigini, ayrica in vivo akciger kanserleri fare modelinde bu miRNA’larin TLR7

aracilifiyla metastatik faaliyetlerini gelistirdiklerini bildirmektedir.

Inflamasyon, kolorektal kanseri igin biiyiik bir risktir. Kalin bagirsak ve cevresinde
geligebilen bu mekanizma, sporadik ve kalitsal kokenli karsinogenez siirecini direkt olarak
indiikleyebilmektedir (Terzic ve ark., 2010). TLR’lerin ifade artis1 kronik inflamasyonla
iliskilendirilmekte olup, TLR4 ozellikle karacigere metastaz yapan tiimor hiicrelerinde
islevsellik gostermektedir (Yesudhas ve ark., 2014). Bununla beraber, TLR9’un ise
kolorektal kanserin progresyonunu azaltici bir bigimde rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir.
Yapilan ¢aligmalar, karsinogeneze meyilli poliplerin TLR9 ekspresyonunu 6énemli dlgiide
azalttigin1 gosterse de bu reseptdriin fonksiyonel olarak nasil bir etkiye sahip oldugu tam
olarak bilinmemektedir (Li ve ark., 2014). Ayrica, bu komplekslere ait bir takim
mutasyonlarin kolorektal kanseri ile iligkili olabilmesi de miimkiindiir. Metastatik kolorektal
kanseri hastalar1 ve saglikli bireyleri igeren bir ¢aligma, TLR2, -4 ve -9 polimorfizmlerinin
hastalarda yliksek oldugunu ve bu durumun kanser progresyonu ile iligkili oldugunu
vurgulamaktadir (Messaritakis ve ark., 2018). Ayrica, bir bagka klinik veri seti, TLR2 ve
TLR4’teki genetik varyasyonlarin kolorektal kanseri, TLR3’teki degisimlerin ise rektal
kanser ile bagdastigin1 belirtmektedir (Slattery ve ark., 2011).
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Timor

Mikrogevresi
T — — o°
PAMP'lar DAMP'lar
TLR
Aktivasyonu
Normal Immin Yamt
Immiin Yamt Diizensizlikleri

s N\,

;
NK Hiicresi \ /T Hiicresi

Anti-Tamor Anjiyogenez Immiin Timdr Progresyonu
Yamu Uyanm Siipresyon ve Kemodireng

Sekil 2. 6. Timoér mikrogevresinde TLR aktivasyonu ve potansiyel yanitlart. Timor
mikrogevresinde eksprese olan TLR’ler ortamdaki PAMP ve DAMP’lar1 baglamak
maksadiyla aktif hale gelir. Bu aktivasyon normalde immiin hiicreler tarafindan anti-timor
yanitina sebep olurken, immiiniteyi regiile eden tiimor hiicreleleri, TLR aktivasyonu ile
anjiyogeneze, immiin siipresyona, tiimdr progresyonuna ve kemodirence sebep
olabilmektedir (Husseinzadeh ve Davenport, 2014)

2.14. TLR1/2 iligkili Sinyal Yolaklar1 ve Kanser

TLR2, TLR ailesinin iiyelerinden biri olup genellikle lipid igerikli ligandlara kars1 yiiksek
afinite gostermektedir. Plazma zarinda sinyal iletimi i¢in gerekli dimerizasyonu TLR1 veya
TLR6 ile saglayarak heterodimerik kompleksler olusturmaktadir (Botos ve ark., 2011).
TLR1/2 ve TLR6/2’nin potansiyel ligandlar1 arasinda PAMP iliskili lipoteikoik asit,
lipoproteinler, peptidoglikanlar, maya mannanlari, lipoarabinomannan yer alirken, 1s1 sok
proteini (hsp) -60 ve -70, high mobility group box 1 protein (HMGB1), HMGB1-niikleozom
kompleksleri, B-defensin-3 ve eozinofil kdkenli nérotoksinler gibi DAMP iliskili molekiiller
de bulunmaktadir (Blikslager ve ark., 2007; Piccinini ve Midwood, 2010). Ayrica, bu
reseptorler ve iliskili sinyal yolaklarini uyaran endojen kaynakli B-defensin-3, hsp ve

HMGBI1 gibi DAMP molekiilleri hasar gdrmiis dokulardan, nekrozisten ve kanser
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hiicrelerinden koken alan “alarmin” yapilar1 olarak adlandirilmaktadir (Oliveira-Nascimento

ve ark., 2012).

HMGBI, normal sartlarda DNA’ya baglanmak suretiyle transkripsiyon regiilasyonu
saglayan bir protein olarak gorev yapmaktadir. Bununla beraber, nekrotik ya da apoptotik
hiicrelerden salgilandiginda, bir pro-inflamatuvar sitokin gibi islev goérerek immiin yaniti
uyarabilmektedir (Yu ve ark., 2006). Ayn1 zamanda, TLR ve iliskili yolaklar i¢in bir DAMP
ligand1 olarak goriilmektedir. Cesitli hiicrelerde eksprese olan TLR1/2 ve TLR6/2, hiicre dis1
ortamdaki HMGB1’i baglamak suretiyle inflamasyon ile ilisli yolaklarin1 uyarmaktadir (Li
ve ark., 2012). Bugiin bir ¢ok calisma, solid kanser tiirlerinde HMGB1 ekspresyonunun
arttigin1 gostermekte ve bu proteinin kanser hiicrelerinin gelisimine ve EMT 6zelliklerine
katk1 yaptigin1 bildirmektedir (Sims ve ark., 2010). Ayrica, DAMP iligkili karsinogenezi
arttirdig1 bilinen hsp60, hsp70 gibi 1s1 sok proteinleri de ayrica TLR2 iligkili reseptorlere
baglanabilmektedir (Murshid ve ark., 2012).

TLR1/2 iliskili sinyal yolaklar1 genellikle NF-kB adi verilen bir transkripsiyon faktorii
kompleksinin aktivasyonunu iceren bir dizi protein etkilesimleri igermektedir. Bu
etkilesimler, NF-kB’nin niikleusa lokalizasyonunu saglayarak, inflamatuvar yanitin
regiilasyonunda gorevli ¢esitli genlerin transkripsiyona agik hale gelmesine yardimci
olmaktadir (Qiu ve ark., 2016). NF-kB, inflamasyonda rol oynayan en 6nemli transkripsiyon
faktorii ailelerinden bir tanesidir. Yapisal olarak, p5S0, p52, p65, RelB ve c-Rel olmak {izere
cesitli iiyeleri bulunmaktadir. Bu molekiillerin aktivasyonu i¢in genellikle PRR ailesi iiyeleri
TLR’lere, RIG-I-like reseptorlere, NLR’lere ve C-type lectin-like reseptdrlerine ihtiyag
duyulmaktadir (Liu ve ark., 2012). Bugiin bir¢ok kanser tiirtinde NF-kB’nin fonksiyonundaki
diizensizliklerin tlimor progresyonu ile iligkili oldugu ortaya koyulmaktadir (Liu ve ark.,
2017). Ayrica, NF-kB aktivitesi meme, kolon ve lenfatik kanserlerde metastaz ve kemoterapi
direnci ile de bagdastirilmaktadir (Xia ve ark., 2018). TLR2 iliskili reseptorlerin asagi
akisinda bulunan, NF-kB gibi inflamasyon ve kanser progresyonu ile iliskili olabilecek diger

transkripsiyon faktorleri ise p38 ve JNK’dir (Cicenas ve ark., 2017).
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2.15. Over Kanserinde TLR’lerin Rolii

Inflamasyon, over kanseri gelisiminde onemli bir faktdr olarak goriilmektedir. Ozellikle
tiimor dokusuna kars1 ortaya ¢ikarak kronik ya da ani sekilde etkisini sergileyebilmektedir.
Ani inflamasyon, overlerde doku hasar1 olustururken, rejenerasyon ihtiyaci geregi bolgedeki
hiicreler proliferatif 6zellikler kazanmaktadir. Kronik durumda ise eksojen ya da endojen
kaynakli faktorler over dokusu etrafinda devamli artan bir immiin yanit olusturarak bolgedeki
hiicrelerin uzun siire reaktif oksijen tiirevlerine ve cesitli sitokinlere maruz kalmasina neden
olmaktadir. Boylece hiicrelerde DNA hasarlar1 birikmekte ve pro-karsinojenik sinyal iletimi
uyarilmaktadir (Charbonneau ve ark., 2014). Inflamasyon ve over kanseri gelisimi arasindaki
iligkiyi anlatan en tutarli hipotezlerden bir tanesi ovaluasyon teorisidir. Buna gore,
ovaluasyonun gerceklestigi bolgeye yakin konumdaki epitel hiicreleri uzun siire oksidatif
strese maruz kaldiklarinda malign forma doniisebilmektedir. Ayrica, ovaluasyon sonunda
doku tamirinin gergeklesmesi i¢in bolgede artan sitokin ve kemokin konsantrasyonu ilgili
konuma pro-inflamasyon ile iligkili immiin hiicreleri de ¢ekmektedir. Tiim bu durumlar
ozelinde, su an i¢in inflamasyonunun over kanseri gelisimine bu sekilde etki edebilecegi

varsayilmaktadir (Maccio ve ark., 2012).

Over kanserinde tiimor mikrogevresi (TME), inflamatuvar sitokinleri, matriks
metalloproteazlari, kanser ve kok hiicrelerini, endotel hiicrelerini, kanser iligkili fibroblastlar
ve immiin hiicrelerini iceren kompleks bir ortamdir (Yang ve ark., 2020). Tiimor hiicreleri
TME’yi regiile eden en 6nemli olusumdur. Oyle ki, timér-tiimor etkilesimleri bolgedeki
yogun sitokin ve biiyiime faktorii varligindan sorumludur. Ayrica TME, VEGF, bFGF (temel
fibroblast biiylime faktorii), IL-6, NO (nitrik oksit), M-CSF (maktofaj koloni uyarici faktor),
TNF ailesi tiyeleri gibi tiimor progresyonunu ve kemoterapi direncini arttirict molekiillerin
bulundugu bir bolge konumundadir (Mansoori ve ark., 2017). Arastirmalar, bu molekiillerin
TLR iliskili sinyal yolaklar1 yadimiyla up-regiile oldugunu gostermektedir (Varoga ve ark.,
2006; Wu ve ark., 2018; Abdul-Cader ve ark., 2016). Boylece tiimdrlerde, immiin ve stromal
hiicrelerde ifade olan TLR’ler, bu ortama daha agresif bir karakteristik kazandirmaktadir

(Ridnour ve ark., 2013). Dolayisiyla, TLR eksprese eden hiicrelerin ve TLR iligkili
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molekiillerin  yogunlugu, kanser progresyonu ve kemodiren¢ ile direkt olarak

iligkilendirilmektedir.

Kanser hiicrelerinin TLR eksprese edebilme kapasiteleri, over kanserinde bu reseptdrlerin
potansiyel roliiniin arastirilmasi amaciyla klinik ve in vitro deneyler icin bir ¢aligma alani
olusturmaktadir. Su ana kadar en yaygin bilgi, benign veya malign tiimér dokusunda TLR2,
-3, -4 ve -5’in yogun bicimde ifade oldugudur (Zhou ve ark., 2009). Oyle ki, TLR4
ekspresyonunun, Li ve arkadaglarimin yiiriittiigii 500 kisilik hasta grubunu igeren bir
caligmada (2016), direkt olarak daha kisa sag kalim degerleri ile iliskili oldugu belirlenmistir.
Ayrica, bu bireylerin serumunda diger TLR’ler i¢in de ligand vazifesi gosteren hsp -60, -70,
beta 2 defensin ve HMGBI gibi endojenik yapilara da rastlanmigtir. Destekleyici sekilde,
peritoneal karsinamat6z ya da assit sivisinda TLR4 ortalama degeri, ileri evre over kanseriyle
ve kisa hayatta kalim verileriyle iligkilendirilmektedir (Vlad ve ark., 2018). Bununla beraber,
5263 adet hasta ornekleri iceren baska bir raporda ise, TLR4’{in YDSK’de hayatta kalim
degerlerine direkt etki etmedigi, ancak adaptorii MyD88’in asir1 ekspresyonunun dnemli
dlciide genel sag kalimi azalttigini gdstermektedir. Ilging bir sekilde, diisiik dereceli serdz
karsinomlarda ise TLR4’iin up-regiilasyonunin daha iyi sag kalim degerleriyle iligkili
olabilecegi de ortaya koyulmaktadir (Block ve ark., 2018). Sonug olarak literatiirdeki kisitlt
bilgilere gore, over kanserinde TLR4 ekspresyonu ileri evre hastalarda daha kotii hayatta
kalim mekanizmalariyla iliskiliyken, erken evreli hastalarda iyi prognoz degerlerine aracilik

edebilmektedir.

TLR2 ise progresif etkilere sahip bir bagka reseptor olarak dikkat ¢ekmektedir. Kanser kok
hiicreleri, normal dokuya kiyasla andiferansiye olmus giiclii rejeneratif yeteneklere ve timor
arttirict Ozelliklere sahip yapilardir. Bu hiicrelerin metastaz, niiks ve kemoterapi direnci
yetenekleri oldukca yiiksektir (Kenda Suster ve Virant-Klun, 2019). TLR2 ve iligkili
reseptorlerini eksprese eden over kanseri kok hiicrelerinde, MyD88 araciligiyla cerrahi ya da
kemoterapi uygulamalar1 sonrasinda niikseden vakalar ile baglanti kurulmaktadir. Ayrica,
TLR2-MyD88-NF-kB yolag: direkt olarak pro-inflamatuvar sitokin salinimi uyararak timor
dokusunun rejenerasyonunu da arttirmaktadir (Chefetz ve ark., 2013).
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EMT, epitel hiicrelerin bagli oldugu bazal yiizeyden ¢esitli proteinlerin ekspresyonunu
degistirmek suretiyle ayrildigi ve migrasyon, invazivite apoptozis direnci gibi 6zellikler
kazandig1 bir hiicresel davramistir (Kalluri ve Weinberg, 2009). EMT ayrica, YDSK’de
kanser baslaticis1 oldugu ve progresyonu arttirici etkiler iistlendigi bildirilmektedir (Loret ve
ark., 2019). TLRS ve TLR7, over kanseri hiicrelerinde uyarildiginda 6zellikle EMT iliskili
proteinler olan Wiskott-Aldrich sendromu protein verprolin-homolog 3 (WAVE3) ve
mezotelin/CA 125 seviyelerini 6nemli 6l¢iide arttirmaktadir. Ayrica, bu proteinlere ait olan
genler knock-down edildiklerinde hiicrelerin ivazivite ve mezenkimal karakteristikleri de
baskilanmaktadir (Park ve Kim, 2017). Bir bagka calisma ise, EMT ile iligkili olarak
TLR9’un over kanserindeki roliinii tanimlamaktadir. TLR9, over kanseri hiicrelerinde
uyarildiklarinda 6nemli oranda NF-kB aktivitesine sebep olup, hiicrelerin EMT fenotipini

arttirmaktadir (Berger ve ark., 2010).

Sonug olarak, over kanserinde TLR’lerin kanser progresyonuna ve kemoterapi direncine
direkt olarak etki edebildigini sdylemek miimkiindiir. Ancak, literatiirde bu reseptorler ve
over kanseri arasindaki etkilesimi kapsamli ve fonksiyonel olarak agiklayabilecek yeterli
kaynak sayis1 ¢cok azdir. Dolayisiyla, iki olgu arasindaki durumu kavrayabilmek, hem TLR
ve baglantili sinyal yolaklarinin hem de kanser immiinolojisinin daha iyi anlasilmasina
olanak taniyacaktir. Bu dogrultuda tez ¢alismasinda, TLR1/2 membran reseptoriiniin over
kanseri hiicrelerindeki proliferatif yanita ve kemoterapi direnci davraniglarina olan

potansiyel etkilerinin aydinlatilmasi amaglandi.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Hiicrelerin Kiiltiire Edilmesi

Tilim hiicre kiiltiirti islemleri giivenlik kabininde (ESCO, Class 11, Type A2) gerceklestirildi.
Hiicre kiiltiirli laboratuvar1 kontaminasyon riskini en aza indirgemek i¢in deney Oncesi ve
sonrasi morotesi 151n uygulamasi yapildi. Calisma alani ve malzemeler %70’lik etanol ile
temizlenerek kullanildi. Ayrica, kabin ortami ve kullanilmis sarf malzemeler %10’luk
camagsir suyu ile diizenli olarak temizlenirken, tek kullanimlik materyaller otoklavlanarak

uzaklagtirildu.

Bu caligmada, Tokat Gaziosmanpasa Universitesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik
Boliimiinde, kanser arastirma laboratuvari stoklarinda mevcut olan over kanseri hiicre hatti
OV2008 (Heterozygous for PIK3CA p.Glu545Lys (c.1633G>A)) ve onun kemodirencli
klonu C13 hiicreleri kullanildi. Kiiltiir islemleri i¢in %10’luk fotal sigir serumu (FBS,
Biological Industries) ve 5 mM’lik penisilin-streptomisin (Biological Industries) soliisyonu
ile zenginlestirilen RPMI-1640 (Sigma-Aldrich) besiyeri tercih edildi. -80°C sicakliktaki
sogutucudan ¢ikarilan cryovial’lerdeki hiicreler, 50 ml’lik santrifiij tlipleri i¢erisinde besiyeri
yardimiyla ¢ozdiiriilerek, 3000 RPM’de 3 dakika santrifiij islemi sonrast dibe ¢oktiiriildii.
Olusan peletten besiyeri uzaklagtirilarak, yaklasik 15 ml taze medya ile siispanse hale
getirildi ve ¢ozelti 75 cm*’lik kiiltiir kaplarina (Corning) aktarildi. Ardindan, kaplar 37°C,
%35 CO2 ve %80-90’lik nem satiirasyonuna sahip inkiibatdr ortamina alinarak hiicrelerin
adherent haline gegmesi ve ¢ogaltilmasi amaglandi. Inkiibasyon isleminin iigiincii giinii
ortamdan besiyeri uzaklastirildi ve 1X fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS) ile yikamasi
sonrasi igerisine tekrar taze besiyeri aktarildi. Ayrica, kemodirengli C13’iin kiiltiir islemleri
1.5 uM konsantrasyonunda sisplatin (Kogak Farma) i¢eren ortamda devam ettirildi. Hiicreler
konfluent hale ulastiklarinda pasaj islemlerine gegildi. Bu amagla, kiiltiir kaplar1 6nce PBS
ile yikand1 ve igerisine yaklasik 5 ml tripsin-EDTA soliisyonu ilave edildi. Sonra, tabandan
ayirma islemi ve ortama taze besiyeri ilavesi ile resiispansiyon saglandi. OV2008 ve C13’iin
bir kism1 hemositometre yardimiyla sayilarak 1.000.000/15 ml olacak olacak sekilde yeni
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kiiltiir ortamlarina aktarilarak pasaj islemi gerceklestirildi. Pasaj sonrasi yaklasik 4-5 giin

sonunda konfluent hale gelen hiicrelerin mikroskop goriintiileri Sekil 3.1.’de yer almaktadir.

Ik pasaj islemine spesifik olarak, sayim sonrasi artan hiicreler 150 cm?’lik yeni kiiltiir
kaplarina alindi ve hiicre dondurma islemi i¢in inkiibasyona birakildi. Pasajlama islemindeki
adimlar tekrar edilerek, farkli olarak 1.000.000/ml’lik hiicre konsantrasyonu freezing
medium (dondurma soliisyonu; Biological Industries) igerisinde cryovial tiiplere transfer

edildi. Cryovial tiipler -20°C’de yarim saat bekletildikten sonrasi, uzun siireli saklama islemi

icin -80°C’lik dondurucuya aktarildu.
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Sekil 3. 1.Kiiltiirdeki over kanseri hiicrelerinin mikroskop goriintiisii. A- Kemoduyarl
OV2008 hiicre hatti, B- Kemodirengli C13 hiicre hatt1 (10x’lik objektif, 200 um 6lgek)

44



3.2. Hiicre Hatlarinin Uzerinde Denenecek TLR1/2 Ligandlar1 Olan Pam3CSK4 ve

OxPAPC ile Kemoterapi Ilaci Sisplatinin Uygun Konsantrasyonlarda Hazirlanmasi

Laboratuvar ¢alismalar1 boyunca OV2008 ve C13 hiicre hatlar1 ¢esitli konsantrasyonlardaki
Toll-benzeri reseptor 1/2 (TLR1/2) agonisti Pam3CSK4 (Invivogen), antagonisti OxPAPC

(Invivogen) ve kemoterapi ilaci sisplatin ile muamele gordii.
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Sekil 3. 2.Pam3CSK4 ve OxPAPC’nin molekiiler yapisi. A- Pam3CSK4’iin (P3C), B-
OxPAPC’nin (OXP) molekiiler yapisi (Invivogen, 2020)

Pam3CSK4 (N-Palmitoil-S-[2,3-bis(palmitoiloksi)-(2RS)-propil]-[R]-sisteinil-[ S]-seril-[ S]-
lizil-[S]-lizil-[S]-lizil-[ S]-lizin), TLR1/2 heterodimer kompleksi i¢in tanimlanmig sentetik
bir triagil lipopeptid olup, yapisi bakimindan iki zinciri TLR2’ye, bir zinciri ise TLR1’e
baglanan ii¢ zincirli yag asidi molekiillerine sahiptir (Jin ve ark., 2007). Ilgili reseptériine
baglandiginda 6zellikle NF-kB transkripsiyon faktorii ile iligkili yolaklarin aktivasyonuna
sebep olmaktadir (Funderburg ve ark., 2011; Kim ve ark., 2018). OxPAPC (oksidize 1-
palmitoil-2-arakidonil-sn-glisero-3-fosforilkolin) ise bakteriyel lipopeptidler araciligiyla
olusturulan sinyalleri engelleyen bir fonksiyona sahiptir. Ozellikle TLR2 ve TLR4 gibi
reseptorlerle iligkili dimerik yapilarin olusumuna yardimci olan CD14, LBP ya da MD2
aksesuar proteinlerini taklit ederek reseptdr dimerizasyonun oniine gegmektedir (Erridge ve
ark., 2008). Bu sayede, TLR2 ve TLR4’lin ligand baglama ve iligkili sinyal yolaklarini
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aktivite edebilme kapasitesini baskilamaktadir (Bliiml ve ark., 2005). Sisplatin (cis-
diamindikloroplatinum (II)) mesane, bas ve boyun, akciger, testis ve over gibi kanserlerin
tedavisinde ise uzun yillardir en aktif bicimde kullanilan kemoterapi ilaglarindan bir
tanesidir. DNA zincirleri arasina penetre ederek hiicre siklusunun durmasina sebep olmakta
ve hiicreleri apoptozis yolagina sokmaktadir (Helm ve States, 2009; Dasari ve Tchounwou,
2014). Ayrica, sitotoksik etkileri iyi karakterize edildiginden uzun yillardir hiicre kiiltiirii
caligmalarinda yaygin sekilde kullanilmaktadir (Prabhakaran ve ark., 2013).

Sisplatin ve TLR iligkili molekiillerin, literatiir taramast sonucu ve ilgi firma protokoliinde
yer alan Oneriler yardimiyla belirli konsantrasyon araliklarinda hiicreler {izerindeki
potansiyel etkileri test edildi. Bu amagla sisplatin, Oncelikle enjektdr yardimiyla stok
cozeltisinden toplandi ve 0.22 um’lik membran filtreden gegirilerek (Millipore, Merck),
fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS) icerisinde diliiye edildi. Elde edilen seyreltilmis
konsantrasyonlar oda sicakliginda ve 1siksiz ortamda saklandi. Liyofilize formda gelen
Pam3CSK4 i¢in alikot ve dillisyon islemleri endotoksin-free su (Invivogen) ile; OxPAPC
icin alikot islemi kloroform, gerekli diliisyon islemleri ise RPMI besiyeri yardimiyla
saglandi. Pam3CSK4 ¢ozeltileri -20°C’de muhafaza edildi. OxPAPC ¢ozeltileri ise ilk olarak
kloroform ile alikotlanarak steril ependorflara boliistiiriildii. Ardindan, tiip igerisinde bulunan
kloroformun sivi nitrojen akimindan gecirilerek ugmasi saglandi. Kloroform uzaklastiktan
sontra OXPAPC molekiilleri film tabakasi halinde ependorf tabanina yerlesti. Tiipler,
molekiillerin uzun siireli saklanmasi i¢in -80°C’lik dondurucuya aktarildi. Sitotoksite ya da
proliferasyon Ol¢iimleri i¢in kullanilan her bir soliisyona ait konsantrasyonlar ise su
sekildedir: Pam3CSK4: 0.01, 0.05, 0.1, 1, 5 pg/ml; OxPAPC: 0.05, 0.1, 0.5, 1, 5 pg/ml;
sisplatin: 2.5, 5, 10, 20, 40 ve 80 uM (OV2008 i¢in) ile 10, 20, 40, 80, 160 ve 320 uM (C13
icin). Ayrica, satin alinan irlinlin manuelinde yer alan bilgiler dogrultusunda OxPAPC
uygulamas1 sonrast kiiltiir ortamma ayrica 0.1 pg/ml Pam3CSK4 ilave edilerek,
OxPAPC’nin potansiyel etkileri yalnizca 0.1 pg/mL Pam3CSK4 ilavesi igeren hiicre kontrol
gruplartyla kiyaslandi. Ayrica, sisplatin ve Pam3CSK4’{in birlikte kullanildig: testlerde ise

Pam3CSK4 soliisyonu ile hiicreler ilk olarak 4 saat 6n uygulama goriip, ardindan ICso
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konsantrasyonunda belirlenmis sisplatin ortama dahil edilerek 24 saat inkiibasyon islemi

gerceklestirildi.

OV2008 ve CI13 iizerinde denenecek molekiillerin potansiyel sitotoksik ya da proliferatif
etkilerini belirlemek i¢in hiicreler 96-kuyucuklu kiiltiir kaplarina transfer edildi. Bunun i¢in
konfluent haldeki hiicreler alt kiiltlir isleminde oldugu gibi tripsin muamelesi sonrasi
sayilarak, belirlenen konsantrasyonlarda diliiye edildi. 96-kuyucuklu kiiltiir kaplarina
kuyucuk bagina 7500 hiicre/200 pl olacak sekilde, %10 fotal sigir serumu (FBS) igeren RPMI
besiyeri igerisinde ekim yapildi. Sonra hiicreler bir gece inkiibasyona birakilarak tabana
yapigmalari saglandi. Ertesi giin %10’luk FBS igeren besiyeri kuyucuklardan uzaklastirildi
ve yapismayan ya da 6lii durumdaki hiicreler ve besiyeri artiklarini uzaklastirmak icin fosfat
tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS) yikamasi gergeklestirildi. PBS muamelesi sonrast her bir
kuyucuga hazirlanan soliisyonlarin hiicresel etkilerini daha iyi gdsterebilmeleri ve hiicrelerin
serum starvasyonu (serum acligi) yasamalar1 i¢cin FBS icermeyen RPMI besiyeri transfer
edildi. Ciinkii baz1 ¢calismalar hiicre kiiltiirtinde kullanilan FBS’in tedavi amagli tercih edilen
kemoterapotiklerin etkisini baskilayabildigini gostermektedir (Larsson ve ark., 2020).
Ayrica, serum starvasyonu serum igeriginin veya icerik konsantrasyonlarinin tam olarak
tayin edilmemesi nedeniyle yanlis pozitif sonuglara engel olarak kiiltiir icerisindeki hiicre
proliferasyonunu homojen tutmakta ve tiim hiicreleri belirli bir zaman sonrasinda Go/G1
fazina sokmaktadir (Pirkmajer ve Chibalin, 2011). Sonug olarak, denenecek ligandlarin ve
sisplatinin etkinligini arttirmak ve yalin sonuglar elde etmek amaciyla hiicreler ayrica bir
gece FBS igermeyen besiyerinde inkiibe edildi. Ertesi giin ise ¢esitli konsantrasyonlarda
hazirlanan molekiillerin uygulamalar1 gergeklestirildi. Caligmalar boyunca OV2008 ve C13
hiicre hatlar1 Pam3CSK4, OxPAPC ve sisplatin ile 24 saat boyunca muamele gordii.
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3.3. Kullanilan Soliisyonlarin Hiicre Canlih@1 Uzerine Olan Etkilerinin Belirlenmesi

ve Sisplatin’e Ait ICso Konsantrasyonlarimin Hesaplanmasi

Sisplatin, Pam3CSK4 ve OxPAPC’nin hiicreler {izerindeki potansiyel etkilerini
belirleyebilmek adina MTT (Metiltiazoldifenil-tetrazolyum bromid) testleri gergeklestirildi.
MTT testi hiicre kiiltiirii caligmalarinda hiicresel sitotoksitenin, canliligmin ya da
proliferasyonunun 6lgiilmesinde siklikla kullanilan bir yontemdir (Stockert ve ark., 2012).
Bir tetrazolyum tuzu olarak, metabolik olarak aktif hiicrelerin igerisine girdiginde
mitokondriyal siiksinat dehidrogenaz enzimi yardimiyla mor formazan kristallerine
indirgenmentedir. Bu kristaller hiicrelerin boyanmasina sebep olmakta ve boyanan hiicreler
canlilik gdsteren hiicreler olarak tayin edilmektedir (Rai ve ark., 2018). MTT nin ¢esitli
cozliciiler yardimiyla ¢oziiniir hale ge¢mesi saglandiktan sonra spektrofotometrik
yontemlerle belirli dalga boylarinda isinlar kullanilarak deney gruplart arasindaki hiicre

canlilig1 karsilastirilmaktadir.

24 saat boyunca g¢esitli konsantrasyonlardaki ligand ve sisplatin soliisyonlarina maruz
birakilan hiicreler inkiibasyon siirecinin ardindan MTT testlerine tabii tutuldu. Bu dogrultuda
olarak, 96-kuyucuklu kiiltiir kaplarindaki deney sollisyonlarini igeren eski besiyerleri
uzaklagtirilarak fosfat tamponlu tuz c¢ozeltisi (PBS) ile bir kez yikandi. Ardindan,
kuyucuklara 90 pl hacminde fenol kirmizisi ve fotal sigir serumu (FBS) icermeyen renksiz
taze besiyeri ilave edildi. Sonrasinda, 1mg/Iml (12 mM) konsantrasyonunda PBS igerisinde
cozdiiriilen MTT boyasi 10 pl hacimde kuyucuklara ilave edildi (%10 MTT; %90 besiyeri).
Bu islem sonunda hiicreler 4 saat boyunca inkiibasyona tabii tutuldu. Siirecin ardindan canlt
hiicreler mavi/mor renge biiriindii. Bir sonraki asamada ise kuyucuklardan 75 ul hacminde
MTT/besiyeri karigimi uzaklastirilarak igerisine 75 pl DMSO ¢oziiciisii (dimetilsiilfoksit)
eklendi ve boyanin ¢oziinmesi saglandi. DMSO ilavesi sonrasit orbital shaker’da 1 saat
tutulan MTT c¢ozeltisinin bir defa de pipetaj edilmesi saglandi. 450 nm’lik dalga boyunda
kuyucuk igerisindeki MTT c¢ozeltisinin absorbans degerleri spektorofotmetrik yontem
(Multiskan GO mikroplate reader; ThermoScientific) ile dlciilerek ham veriler elde edildi.

Verilerin analizi i¢in kontrol grubu hiicrelerindeki absorbans degerlerinin ortalamasi alinarak
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%100 hiicre canlilig1 verisi olarak kabul edildi. Bu grup referans alinmak maksadiyla
soliisyon uygulamasi yapilan kuyucuklardaki hiicre canliliklar1 yilizde canlilik verisi olarak
hesaplandi. Sisplatin uygulamasi sonrasi ICso dozunun belirlenmesi i¢in ise MTT deneyleri
sonunda doz-tepki egrileri ¢izildi. Bu amagla, bir RStudio (RStudio Team, 2020) paketi olan
drc (Ritz ve ark., 2015) tercih edildi. Daha sonra belirlenen sisplatin ICso konsantrasyonlari

Pam3CSK4 ile kombinasyon halinde hiicre profilerasyon testlerinde kullanildu.

3.4. Total RNA Ekstraksiyonu ve Kantitatif Ger¢cek-Zamanh PCR Analizleri

OV2008 ve C13 hiicre hatlarinda TLR2, BCL2A1, GSTP1 ve ABCBI kodlayan genlere ait
transkriptlerin analizi Gergek-zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (qReal-Time PCR)
aracilifiyla yapildi. Ayrica, Beta-Actin genine ait transkriptler bu asamada kontrol ve deney
gruplar1 arasindaki normalizasyon isleminde kullanildi. PCR deneylerinin uygulanabilmesi
adia ilk olarak over kanseri hiicrelerinden QIAzol (Qiagen) reagent’t yardimiyla total RNA
ekstraksiyonu gerceklestirildi. Bu amagla, hiicreler kuyucuk basina 1.000.000 adet olacak
sekilde 6-kuyucuklu kiiltiir kaplar1 igerisinde, %10 FBS iceren RPMI besiyeri ortaminda bir
gece inkiibe edildi. Ertesi giin serum starvasyonu islemi i¢in besiyeri ortamdan toplanarak
FBS icermeyen RPMI ile degistirildi. Bir gece daha inkiibasyonun ardindan kuyucuklara
ilgili ligandlarin yer aldigi soliisyonlar aktarilarak 24 saat boyunca inkiibasyon islemi
gerceklestirildi. Deney soliisyonlar1 ile muamele agsamasi bittikten sonra ise RNA izolasyonu
protokoliine gecildi. Uygulanan protokole gore ilk olarak buz iizerinde kuyucuklardan eski
besiyeri uzaklasitirildi ve soguk PBS ile kuyucuklar yikandi. Ardindan kuyucuklara 1 ml’lik
QIAzol eklendi ve pipetaj islemiyle homojenizasyon saglandi. QIAzol hiicre biitlinliliigi
bozdugu icin hiicre i¢i molekiillerin dis ortama ge¢mesi kolaylasti. Sonraki asamada
kuyucuklardan homojenatlar toplanarak ependorf igerisine aktarildi. Ependorf tiiplere 200’ er
ul kloroform eklenerek 12.000 RPM’de 15 dakika santrifiij islemi gerceklestirildi. Santrifiij
sonunda olusan siipernatant yeni ependorflara transfer edildi ve {izerine 500 pl isopropanol
eklenerek 10 dakika inkiibasyona birakildi. Tiipler tekrar 12.000 RPM’de 10 dakika santrifiij
islemine tabi tutuldu. Santrifiij sonunda RNA peleti goriiniir hale geldi ve isopropanol

uzaklagtirildi. Ardindan, RNA’nin yikanmasi amaciyla ependorflara 300 pl %75’lik etanol
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eklendi. 12.000 RPM’de 3 dakikalik santrifiijiin ardindan pelet tizerindeki etanoliin tamamen
ucmast ig¢in tiipler agz1 acik sekilde kurumaya birakildi. Alkol ayristiktan sonra,
RNAaz/DNAaz-free su ile pelet ¢ozdiiriildii ve ¢ozeltiler 1’er pl’lik hacimde mikroplaka
okuyucusuna yliklendi. RNA konsantrasyonlar1 belirlerken 260 nm dalga boyu kullanilarak
elde edilen absorbans degerleri 40 ile c¢arpildiginda ornegin ng/ul cinsinden
konsantrasyonlar1 elde edildi. RNA’lar uzun siire saklanmak adina -80°C’lik dondurucuya

transfer edildi.

Kantitatif Ger¢ek-zamanli PCR deneyleri i¢in ilgili transkriptleri amplifiye edecek primerler
onceden siparis edildi (Macrogen). Deneyler siiresince aragtirmacilara tek adimli PCR
imkani tantyan 1Step Magic SYBR Kit’i (Procomcure) kullanildi. Ayrica, bu kite ait 6nerilen

protokol ve bilesen konsantrasyonlar tercih edildi.

Buna gore her bir reaksiyon i¢in:

e 10 ul 2x qPCR Mix’i,

e 0.4 pl VitaScript™ 50X,

e 0.4pulF (0.8 uM)

e 0.4 pl R primerler (0.8 pM)

e ve igerisinde 10 ng RNA bulunan RNA su ¢ozeltisiyle toplam hacim kapiler PCR
tiipleri (Roche) icerisinde 20 pl’ye tamamlanda.

Kantitatif Ger¢ek-Zamanli PCR deneyinin gerceklestirilmesi i¢in Roche LightCycler 1.5
Instrument (Roche Diagnostics GmbH) cihazi kullanildi.
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Tek adimli PCR islemi i¢in gereken kondisyonlar ise su sekilde ayarlandi:

e Ters Transkripsiyon Asamasi (55°C, 30 dakika),

e Baslangi¢ Denatiirasyonu (95°C, 15 dakika),

e 40 tekrarli Amplifikasyon Asamasi (Denatiirasyon, 95°C, 15 saniye; Baglanma,
55°C, 30 saniye, Amplifikasyon, 72°C, 35 saniye)

e Soguma (37°C, 30 saniye).

Deney tamamlandiktan sonra elde edilen C; degerlerine gore analiz islemi gerceklestirildi.
Buna gore, gruplar arasindaki rolatif gen ekspresyonlarini belirlemede Beta-Actin geni
kalibrator olarak kullanildi. Rélatif gen ekspresyonu igin Livak (2°44") metodu uygulandi
(Livak ve Schimittgen, 2002). PCR deneylerinde kullanilan primerlere ait sekanslar ise

asagidaki gibidir:

Cizelge 3. 1. Kantitatif Gergek-zamanli PCR testlerinde kullanilan primer sekanslari

Beta-Actin Forward: 5'- AACTCCATCATGAAGTGTGA -3’
Reverse: 5'- ACTCCTGCTTGCTGATCCAC-3'
Forward: 5'-GGCGTTCTCTCAGGTGACTG-3’
LRz Reverse: 5’-CTTCCTTGGAGAGGCTGATG-3’
Forward: 5'-ATGGATAAGGCAAAACGGAGG-3'
BCL2Al Reverse: 5'-TATGGAGTGTCCTTTCTGGTAA-3'
Forward: 5’- TATTTCCCAGTTCGAGGCCG-3’
OSTPI Reverse: 5°- TCCTGCTGGTCCTTCCCATA-3’
Forward: 5’-GTTCGCAACCCCAAGATCCT-3’
ABCBI Reverse: 5’-CAATGGTGGTCCGACCTTTT-3’
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3.5. istatistiksel Analizler

Tez ¢alismas1 boyunca, MTT testlerinde deney ve kontrol gruplar1 kiyaslandi. Bu amagla,
kontrollere ait hiicre canliliklar1 %100 olarak kabul edilerek, deney gruplarindaki degisimler
incelendi. Gergek-zamanli PCR testlerinde ise Livak (249 metodu ile analiz yontemi tercih
edildi. Buna gore, kalibratdrlere ait sonuglar 1’e esitlendi ve hedef genlerdeki ekspresyonel
degisimin miktar1 belirlendi. Istatistiksel karsilastirmalar icin ise referans grup ve diger
gruplar arasinda Student’s t-test’i (two-tailed, unpaired) uygulandi. P degerinin 0.05 ve
altinda oldugu durum istatistiksel olarak anlamli kabul edilerek yildiz simgeleriyle
betimlendi (****: P <0.0001; ***: P <0.001; **: P <0.01; *: P <0.05). 0.05 ve tizerindeki
degerler ise grafiklere dahil edilmedi. Ayrica ICso analizi i¢in olusturulan sigmoid egri
%95’lik giiven aralig1 (confidence interval; CI) diizeyinde incelendi. Tez ¢aligmasi boyunca
yapilan istatistiksel analizlerin tamami ag¢ik kaynakli R programi (R Core Team, 2020) ve
RStudio v.4.0.1 yazilimi (RStudio Team, 2020) ve ilgili paketleri tidyverse (Wickham ve
ark., 2019), readxl (Wickham ve Bryan, 2019), ggpubr (Kassambara, 2020), Rmisc
(Wickham ve Bryan, 2013), drc (Ritz ve ark., 2015), multcomp (Hothorn ve ark., 2008) ile
gerceklestirildi.

3.6. Gorsellestirmeler

Gorsellestirmeler i¢cin RStudio v.4.0.1 (RStudio Team, 2020) tercih edildi. Bar grafiklerinde
hata ¢ubuklar1 +SEM, dagilim grafiklerinde ise =SEM degerini bildirmektedir. Mikroskop
goriintiileri ise, kimyasal uygulamalarindan 1 ve 24 saat sonraki siireclerde Leica DM IL
LED ile incelenip, Leica DFC295 dijital kamera ile yakalandi. Bu islemler, bilgisayar
ortaminda Leica Application Suite v4 yazilimi tarafindan yiiriitiildii (LAS, demo version).
Hiicrelere ait fotograflar 10x’lik objektif kullanilarak, 200 pm bar olgeginde gdosterildi.
Ayrica, Sekil 2.2., 2.4, 2.5 ve 2.6 i¢cin BioRender (BioRender, 2020) online illiistrasyon

programu tercih edildi.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Hiicre Canlilik Testleri

4.1.1. Kemoduyarh ve kemodirencli over kanseri hiicre hatlarinda sisplatinin sitotoksik

etkilerinin belirlenmesi

Hiicre kiiltiirii calismalarinda ilk olarak, kemoduyarli oldugu bilinen OV2008 ve onun
kemodirencli alt klonu C13 hiicre hatlarinin farkli dozlarda uygulanmis geleneksel
kemoterapi ajani sisplatin kargisindaki hayatta kalim yanitlari arastirildi. Bu amagla, OV2008
strastyla 2.5, 5, 10, 20, 40 ve 80 uM, C13 ise 10, 20, 40, 80, 160 ve 320 uM’lik sisplatin ile

24 saat boyunca muamele edildi.

Sisplatin uygulamasi sonrasi hiicrelerin yiizde canlilik oranlart MTT testleri ile belirlendi.
Kemoduyarli OV2008°’de sisplatin 2.5 pM konsantrasyonda yaklagik %?20’lik bir
sitotoksisite olustururken, 5 pM ve iizeri konsantrasyonlarda canlilik istatistiksel olarak
anlamli bi¢cimde azald1 (Sekil 4.1.). Ozellikle 20 uM’lik dozdan sonra hiicre canliliginin

%30’un altina diistiigii gézlemlendi.

Kemodirengli C13’te ise artan konsantrasyonlarda dahi sag kalim miktar1 yiiksek seviyelerde
seyretti. Bununla beraber, sisplatinin 40 uM ve iizerinde anlaml1 bir sitotoksisite olusturdugu
gozlemlendi. Olduk¢a yiiksek olan 320 uM uygulamasinda ise canlilik yaklasik %30
seviyelerine ancak indi. Bu sonuclar 6zelinde, C13’{in kemoduyarli OV2008’e nazaran diisiik
dozlardaki sisplatine karst belirgin bi¢cimde direng gosterdigi belirlendi. Ayrica, 80 uM’lik
sisplatin uygulamasi sonrasi hiicrelerin deney gruplarinda incelenen degisimler mikroskop

goriintiileri esliginde Sekil 4.2.”de gosterildi.
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Sekil 4. 1. Cesitli sisplatin konsantrasyonlarinda over kanseri hiicrelerinin yiizde canlilik
verileri. OV2008 (daire) hiicreleri i¢in sirasiyla 2.5, 5, 10, 20, 40 ve 80; C13 (iicgen) hiicreleri
icin 10, 20, 40, 80, 160 ve 320 uM sisplatin konsantrasyonlar1 kullanildi. Her bir nokta
kullanilan doz ve karsilig1 olan hiicre canlilik ortalamasin1 gostermektedir. Hata ¢ubuklari
+SEM degerini belirtmektedir. Istatistiksel analiz kontrol grubu referans alinarak saglandi
(*¥*F**: P<0.0001; **: P<0.01)

Ayrica, sisplatin muamelesi sonrasi elde edilen canlilik verileri de analiz edilerek sisplatine
ait ICso dozlar1 belirlendi. Bu dozlar, diger ¢alismalarda kullanilacak konsantrasyonlar i¢in
referans olarak se¢ildi. OV2008 ve C13 arasinda yapilan karsilagtirmada, kemoduyarli hiicre
hattinin %350’sini inhibe edebilecek sisplatin dozu 9.52 pM =+ 1.33 olarak belirlenirken,
kemodirencli hiicre hatti C13’te ise 117.91 uM + 26.15 oldugu tespit edildi (Sekil 4.3.). Bu
hiicrelere ait deney gruplarinda ICso uygulamalarini iceren mikroskop goriintiileri Sekil

4.4.’te belirtildi.
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Sekil 4. 2. 80 uM’lik sisplatin uygulamasi sonrasi over kanseri hiicre hatlarinin mikroskop
gorilintiileri. A- 1 saatlik sisplatin uygulamasi sonrast OV2008 hiicrelerinin mikroskobik
gorlintiisii B- 24 saatlik sisplatin uygulamast sonrast OV2008 hiicrelerinin mikroskobik
goriintiisii C- 1 saatlik sisplatin uygulamasi sonrasi C13 hiicrelerinin mikroskobik goriintiisii
D- 24 saatlik sisplatin uygulamasi sonrasit C13 hiicrelerinin mikroskobik goriintiisii (10x’lik

objektif, 200 um olcek)
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Sekil 4. 3. OV2008 ve C13 hiicre hatlarinda sisplatine ait IC50 dozlarinin belirlenmesi. A-
OV2008 ICsp egrisi. B- C13 1Cso egrisi. Dose/response (doz/yanit) egrisi %95’lik gliven
araliginda gosterildi. Her bir siyah nokta ilgili sisplatin dozunun denk geldigi hiicre canlilik
verilerini gdstermektedir.
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Sekil 4. 4. ICso dozlarindaki sisplatin uygulamasi sonrast over kanseri hiicre hatlarinin
mikroskop goriintiileri. A- 1 saatlik sisplatin ICso (9.52 uM) uygulamasi sonrast OV2008
hiicrelerinin mikroskobik goriintiisii B- 24 saatlik sisplatin ICso (9.52 uM) uygulamasi
sonrast OV2008 hiicrelerinin mikroskobik goriintiisii C- 1 saatlik sisplatin ICso (117.91 pM)
uygulamas1 sonras1 C13 hiicrelerinin mikroskobik goriintlisii D- 24 saatlik sisplatin ICso
(117.91 uM) uygulamasi sonrast C13 hiicrelerinin mikroskobik goriintiisii (10x’lik objektif,

200 pm oSlgek)
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4.1.2. TLR1/2 aktivasyonunun over kanseri hiicrelerindeki proliferatif/sitotoksik

etkilerinin belirlenmesi

TLR1/2 uyariminin, over kanseri hiicrelerinde proliferasyonu arttirict etkilere sahip olup
olmadigint belirlemek i¢in MTT testi uygulamalarina devam edildi. Bu amagla OV2008 ve
C13, TLR1/2 agonisti sentetik triacil lipopeptid Pam3CSK4 ile muamele gordii. Pam3CSK4
(P3C; sekillerde belirtildigi kisaltmasiyla) icin tavsiye edilen prosediir geregi hiicreler,
icerisinde %10’luk FBS bulunan besiyerinde bir gece inkiibasyona birakildiktan sonra ek bir
gece boyunca serum starvasyonu yasamasi i¢in FBS icermeyen ortama alindi. Bu siirecin

ardindan, P3C uygulamalar1 gerceklestirildi.

Oncelikli olarak, saglayici firmanin énerdigi protokolii ve yapilan literatiir taramasini
referans alarak belirli doz araliklarindaki P3C, over kanseri hiicrelerine 24 saatlik zaman
dilimi boyunca uygulandi. Bu baglamda, sirasiyla 0.01, 0.05, 0.1, 1 ve 5 pg/mL’lik ligand
soliisyonlar1 kullanildi. Kayda deger bicimde, belirli konsantrasyondaki agonist uygulamasi
her iki hiicre hattinda da proliferasyonunu arttirirken, biiyiik 6lgekli bir sitotoksisite meydana
getirmedi. Kemoduyarli OV2008°de 0.01, 0.05, ve 1 pg/mL’lik ligand kullanimi anlaml1 bir
canlilik/proliferasyon grafigi olusturmazken, 0.1 pg/mL’lik muamele bu hiicrelerde yaklasik
%30’luk bir ¢cogalmaya sebep oldu (P < 0.01). Kemodirengli C13’te ise benzer sekilde, 0.1
pg/mL’den daha diisiik dozlarda 6nemli bir farklilik izlenmeyip, 0.1 pg/mL’de yaklagik
%20°lik bir artis gézlemlendi (P < 0.05). ilging sekilde daha yiiksek ligand konsantrasyonlari
kullanildiginda, C13 iizerinde sitotoksik etkilerin ortaya ¢ikabilecegi belirlendi. Sekil 4.6, 4.7
ve 4.8°de diisiik ve yliksek dozda P3C uygulamasi sonrast kontrol gruplarina nazaran hiicre

ortaminda gerceklesen degisimler mikroskop goriintiileri ile zenginlestirildi.
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Sekil 4. 5. Pam3CSK4’iin (P3C) over kanseri hiicre proliferasyonuna etkisi. A- OV2008’in
0.01, 0.05, 0.1, 1 ve 5 pg/mL P3C uygulamasi sonrasi degisen yiizde proliferasyon verisi. B-
C13’in 0.01, 0.05, 0.1, 1 ve 5 pg/mL P3C uygulamasi sonrasi degisen ylizde proliferasyon
verisi. Bar ¢cubuklar1 yiizde proliferasyonun ortalamasini, hata gubuklar1 ise +SEM degerini
gostermektedir. Istatistiksel kiyaslamalar kontrol grubu referans alinarak gerceklestirildi (**:
P <0.01; *: P<0.05)
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Sekil 4. 6. 0.1 pg/mL’lik Pam3CSK4 (P3C) uygulamas: sonrast OV2008 hiicrelerinin
mikroskop goriintiisii. A- P3C uygulamasi yapilmayan OV2008 hiicreleri B- P3C uygulamasi
yapilmayan OV2008 hiicrelerinin 24 saat sonundaki goriintiisii C- 1 saat boyunca 0.1 pg/mL
P3C uygulanan OV2008 hiicreleri D- 24 saat boyunca 0.1 pg/mL P3C uygulanan OV2008
hiicreleri (10x’lik objektif, 200 um 6l¢ek)
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Sekil 4. 7. 0.1 pg/mL’lik Pam3CSK4 (P3C) uygulamasi sonrast C13 hiicrelerinin mikroskop
goriintiisii. A- P3C uygulamasi yapilmayan C13 hiicreleri B- P3C uygulamasi yapilmayan
C13 hiicrelerinin 24 saat sonundaki goriintiisii C- 1 saat boyunca 0.1 pg/mL P3C uygulanan
C13 hiicreleri D- 24 saat boyunca 0.1 pg/mL P3C uygulanan C13 hiicreleri (10x’lik objektif,
200 pm oSlgek)
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Sekil 4. 8. 5 ng/mL’lik Pam3CSK4 (P3C) uygulamasi sonras1t OV2008 ve C13 hiicrelerinin
mikroskop goriintlisii. A- 1 saat boyunca 5 pg/mL P3C uygulanan OV2008 hiicreleri B- 24
saat boyunca 5 pg/mL P3C uygulanan OV2008 hiicreleri C- 1 saat boyunca 5 pg/mL P3C
uygulanan C13 hiicreleri D- 24 saat boyunca 5 pg/mL P3C uygulanan C13 hiicreleri (10x’lik

objektif, 200 um dSlgek)
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4.1.3. TLR1/2 blokajimin over kanseri hiicrelerinde proliferatif/sitotoksik etkilerinin

belirlenmesi

TLR1/2 uyarimmin over kanseri hiicrelerinde proliferatif etkilere sebep olabilecegi
gosterildikten sonra, OxPAPC ad1 verilen ve TLR1/2 de dahil TLR2 iliskili reseptorlerin

dimerizasyonunu bloke eden bir inhibitdr/antagonist molekiilii hiicreler iizerinde denendi.

Saglayict firmaya ait protokol uygulandiginda, tek konsantrasyonda kullanilmasi dnerilen
OxPAPC (30 pg/mL), bu durumda her iki hiicre hattinda da yiiksek sitotoksik etkilere sebep
oldu. Bu yiizden, P3C uygulamalarinda yapildigi gibi OXPAPC (OXP; sekillerde belirtildigi
kisaltmasiyla) i¢in belirli doz araliklar1 segilerek canliliklar tekrar degerlendirildi.
Antagonistin potansiyel etkilerini belirlemek adina, OV2008 i¢in 0.05, 0.1, 0.5, 1 ve 5
pg/mL; C13 i¢in ise 0.05, 0.1, 0.5, 1, 5 ve 10 pg/mL konsantrasyonlar1 kullanildi. Ayrica,
literatiir ve ilgili firma tavsiyesi lizerine yarigmali olarak islev goren OXP’nin P3C ile birlikte
kullanilmasinda karar kilindi. Bu baglamda, 1 saatlik antagonist uygulamasi sonrasi, kiiltiir
ortamlarina ayrica 0.1 pg/mL P3C ilave edildi. Toplamda bu ligandlarin karigtmin igeren
besiyerinde over kanseri hiicreleri 24 saatlik inkiibasyona maruz birakildi. Elde edilen
sonuclar, P3C uygulamasi ile iligkili verilerin referans kabul edildigi kontrol grubuyla

kiyaslandi.

Sekil 4.9.’dan da anlasilacag iizere, OXP uygulamasi artan dozlarla beraber her iki hiicre
hattinda da giiclii sitotoksik etkiler gdsterdi. Genel olarak yorumlandiginda, kemodirencli
C13, kemoduyarli OV2008’e gore antagoniste karsi daha dayanikli bir cevap gosterdi.
Ancak, her iki hiicre hatt1 da 6zellikle 5 pg/mL ve tizerindeki uygulamalarindan sonra dnemli
Ol¢iide inhibe oldu. OV2008, 0.5 ug/mL ile beraber istatistiksel olarak anlamli bigimde
canliligii dusiiriirken, 5 pg/mL’lik konsantrasyonda Cl13’e ait degerler %50’nin
tizerindeydi. Bununla beraber, daha yiiksek bir konsantrasyon olan 10 pg/mL’de C13’iin
neredeyse tamami inhibe oldu. Sonug olarak, TLR1/2 aktivasyonunu saglayan Pam3CSK4

uygulamast ile artan bir proliferasyon grafigi gosteren over kanseri hiicreleri, TLR2 ve iligkili
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reseptorlerin blokajina neden olan OxPAPC uygulamasi sonrasi canliliklarini yitirdi. Ayrica,
Sekil 4.10., 4.11. ve 4.12.”de diisiik ve yiiksek dozdaki OXP uygulamasi sonras1t OV2008 ve

C13’e ait mikrosop goriintiileri sunulmaktadir.

Sonug olarak elde edilen veriler neticitesinde, PCR testlerinde kullanmak tizere her iki hiicre
hatt1 i¢in de ortak bir doz MTT testleriyle belirlendi. Bu dogrultuda, hiicrelerde biiylik oranda
sitotoksik etki olusturmadan RNA diizeyinde ¢aligmalar yapilabilmesi i¢in 1 pg/mL’lik OXP
konsantrasyonu secildi. PCR testlerinde ise OXP’ye ilavaten 0.1 pg/mL’lik P3C agonisti de

ortama ilave edildi.
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Sekil 4.9. OxPAPC uygulamasinin over kanseri hiicrelerindeki yiizde canlilik verilerine
etkisi. A- OV2008 hiicre hattinin sirastyla 0.05, 0.1, 0.5, 1 ve 5 pg/mL; B- C13 hiicre hattinin
sirasiyla 0.05, 0.1, 0.5, 1, 5 ve 10 pg/mL OxPAPC (OXP) uygulamasi sonrasi yiizde canlilik
ortalamalar1. Kontrol grubu da dahil tiim gruplara ayrica 0.1 pg/mL Pam3CSK4 (P3C) ilave
edildi. Bar c¢ubuklar1 yiizde canlilik ortalamalarini, hata ¢ubuklar1 ise +SEM degerini
gostermektedir. Istatistiksel kiyaslamalar kontrol grubu referans alinarak gergeklestirildi
(*¥*F**: P<0.0001; ***: P<0.001; **: P<0.01; *: P <0.05)
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Sekil 4.10. 0.1 pg/mL’lik OxPAPC (OXP) uygulamasi sonrast OV2008 hiicrelerinin
mikroskop goriintiisii. A- 1 saat boyunca 0.1 pg/mL’lik P3C uygulanan ancak OXP
uygulanmayan OV2008 hiicreleri (Kontrol) B- 24 saat boyunca 0.1 pg/mL’lik P3C
uygulanan ancak OXP uygulanmayan OV2008 hiicreleri (Kontrol) C- 0.1 pg/mL’lik OXP
ile 6n muamele edilen ve 1 saat boyunca 0.1 pg/mL P3C uygulanan OV2008 hiicreleri D-
0.1 pg/mL’lik OXP ile 6n muamele edilen ve 24 saat boyunca 0.1 pg/mL’lik P3C uygulanan
OV2008 hiicreleri (10x’lik objektif, 200 pm 6lgek)
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Sekil 4. 11. 0.1 pg/mL’lik OxPAPC (OXP) uygulamasi sonrasit C13 hiicrelerinin mikroskop
goriintiisii. A- 1 saat boyunca 0.1 pg/mL’lik P3C uygulanan ancak OXP uygulanmayan C13
hiicreleri (Kontrol) B- 24 saat boyunca 0.1 pg/mL’lik P3C uygulanan ancak OXP
uygulanmayan C13 hiicreleri (Kontrol) C- 0.1 pg/mL’lik OXP ile 6n muamele edilen ve 1
saat boyunca 0.1 pg/mL P3C uygulanan C13 hiicreleri D- 0.1 pg/mL’lik OXP ile 6n muamele
edilen ve 24 saat boyunca 0.1 pg/mL’lik P3C uygulanan C13 hiicreleri (10x’lik objektif, 200

pum Slcek)
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Sekil 4. 12. 5 pg/mL OxPAPC (OXP) uygulamasi sonrast OV2008 ve C13 hiicrelerinin
mikroskop goriintiisi. A- 5 pg/mL’lik OXP ile 6n muamele edilen ve 1 saat boyunca 0.1
pg/mL’lik P3C uygulanan OV2008 hiicreleri B- 5 pg/mL’lik OXP ile 6n muamele edilen ve
0.1 pg/mL’lik P3C uygulanan OV2008 hiicrelerinin 24 saat sonundaki goriintiisii C- 5
pg/mL’lik OXP ile 6n muamele edilen ve 1 saat boyunca 0.1 pg/mL’lik P3C uygulanan C13
hiicreleri D- 5 pg/mL’lik OXP ile 6n muamele edilen ve 0.1 ng/mL’lik P3C uygulanan C13

hiicrelerinin 24 saat sonundaki goriintiisii (10x’lik objektif, 200 pm 6lgek)
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4.1.4. TLR1/2 aktivasyonunun sisplatin kaynakl sitotoksisitiye olan etkilerinin

belirlenmesi

Tez caligmasinin amaglar1 kapsaminda, TLR1/2 iliskili sinyal yolaklariyla gelisebilecek
kemodiren¢ mekanizmalarini yorumlayabilmek adina, P3C ve sisplatinin kombinasyon
halinde hiicreler {iizerinde uygulanmasi planlandi. Her iki hiicre hattinda da belirli
konsantrasyonlarda proliferatif etkiler gosteren P3C ile birlikte, besiyeri ortamia ICso
dozlarinda sisplatin ilave edildi. Bu sayede, kemoterapi ilacinin neden oldugu sitotoksisitenin
TLR1/2 aktivasyonu ile degisip degismedigi arastirildi. Calismaya 0.1 pg/mL’nin yan sira,
10 kat seyrek ve 10 kat derisik P3C (0.01 pg/mL ve 1 ng/mL) soliisyonlar1 da dahil edildi.

Sekil 4.13.’te gosterildigi gibi, “P3C (-) ve Sisplatin (+)” olarak belirtilen kontrol grubu igin
OV2008 ve C13 hiicrelerine sirasiyla 9.52 pM ve 117.91 uM’lik sisplatin uygulanarak elde
edilen veriler %50’ye esitlendi. Bu gruba, kiyaslamalarin yapilabilmesi adina herhangi bir
P3C ilavesi yapilmadi. Diger durumlar i¢in ortama ICso dozlarina ek olarak 0.01, 0.1 ve 1
pg/mL’lik P3C uygulandi. Bunun i¢in bir gecelik serum starvasyonuna birakilan hiicreler
ertesi giin 4 saat boyunca P3C ile muamele gordiikten sonra besiyerine sisplatin dahil edildi.

Ardindan 24 saat daha inkiibasyon iglemi gergeklestirildi.

Elde edilen sonuglara gére OV2008 hiicre hattinda, 0.01 pg/mL P3C ve sisplatinin
kombinasyon halindeki uygulamasi hiicre proliferasyonunda énemli bir artisa sebep oldu (P
< 0.001). Bu artis, hiicre canliliginin %50’den yaklasik %65’e ¢iktigin1 gosterdi. Boylece,
0.01 pg/mL P3C ile 6n muamele edilen OV2008 hiicrelerinin yarisini inhibe etmek i¢in
gereken ila¢ dozunun daha fazla olmasi gerektigi ortaya koyuldu. Farkli gruplar
incelendiginde ise, 0.01 pg/mL’nin aksine 0.1 pg/mL ve 1 pg/mL konsantrasyonunda

anlamli bir degisim izlenmedi.
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Kemodirengli hiicre hatt1 C13’te ise 0.01 ve 0.1 ng/mL P3C konsantrasyonlarinda canlilik az
da olsa %50 nin tlizerinde seyretse bile, dnemli bir degisimi yansitmamaktadir. Sonug olarak,
OV2008 hiicrelerinde P3C uygulamasi ile TLR1/2 aktivasyonunun sisplatin direncine neden
olabilecegi ve hiicre canliligint ICso dozu uygulanan gruplara kiyasla arttirabilecegi tespit

edildi.
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Sekil 4. 13. Sisplatin ve Pam3CSK4 kombinasyonunun hiicre proliferasyonuna olan etkisi. A-
OV2008 hiicre hattinda sisplatin ve Pam3CSK4 (P3C) kombinasyonu uygulamasi; B- C13
hiicre hattinda sisplatin ve P3C kombinasyonu uygulamasi. Her iki hiicre hatti i¢in belirlenen
sisplatin ICso dozu (OV2008, 9.52 uM; C13, 117.91 uM) ve 0.01, 0.1 ve 1 pg/mL P3C dozlar1
kombinasyon bi¢iminde uygulandi. Deney gruplart sisplatinin yalniz kullanildigir kontrol
grubuna kiyaslandi. Bar ¢ubuklari yiizde proliferasyon ortalamasini, hata ¢ubuklari ise +SEM
degerini gostermektedir. Istatistiksel kiyaslamalar kontrol grubu referans almarak
gergeklestirildi (***: P <0.001)
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Sekil 4. 14. Sisplatin ve Pam3CSK4 (P3C) kombinasyon uygulamasi sonrast OV2008
hiicrelerinin mikroskop goriintiisii. A- 1 saat boyunca yalnizca sisplatin ICso konsantrasyonu
(9.52 uM) ile muamele géren OV2008 hiicreleri B- 24 saat boyunca yalnizca sisplatin 1Cso
konsantrasyonu (9.52 uM) ile muamele géren OV2008 hiicreleri C- 0.01 pg/mL P3C ile 6n
muamele goren ardindan 1 saatlik sisplatin ICso konsantrasyonu (9.52 uM) uygulanan
OV2008 hiicreleri D- 0.01 pg/mL P3C ile 6n muamele goren ardindan 24 saatlik sisplatin
ICso konsantrasyonu (9.52 uM) uygulanan OV2008 hiicreleri (10x’lik objektif, 200 pm

olcek)
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Sekil 4. 15. Sisplatin ve Pam3CSK4 (P3C) kombinasyon uygulamasi sonrasi C13
hiicrelerinin mikroskop goriintiisii. A- 1 saat boyunca yalnizca sisplatin ICso konsantrasyonu
(117.91 pM) ile muamele goren C13 hiicreleri B- 24 saat boyunca yalnizca sisplatin 1Cso
konsantrasyonu (117.91 uM) ile muamele géren C13 hiicreleri C- 0.01 pg/mL P3C ile 6n
muamele goren ardindan 1 saatlik sisplatin ICso konsantrasyonu (117.91 uM) uygulanan C13
hiicreleri D- 0.01 pg/mL P3C ile 6n muamele goren ardindan 24 saatlik sisplatin 1Cso
konsantrasyonu (117.91 pM) uygulanan C13 hiicreleri (10x’lik objektif, 200 pm &lgek)

72




4.2. Gen Ekspresyon Analizleri: Gercek Zamanh PCR (Real-Time PCR) Testleri

4.2.1. Kemoduyarh ve kemodirencli over kanseri hiicrelerinde direnc ile iliskili genlerin

RNA ekspresyonu bakimindan karsilastirilmasi

Hiicre canlilik testlerinin ardindan, TLR1/2 sinyal yolagiyla iliskili olabilecek ila¢ direnci
mekanizmalarin1  diizenleyen genlerin over kanseri hiicrelerinde gen ekspresyonu
bakimindan degerlendirildigi asamaya gecildi. i1k olarak her iki hiicre hattinda TLR2 geninin
karsilagtirmali bir analizi yapildi. Elde edilen sonuglara gore, C13, OV2008’e kiyasla mRNA
bakimindan yaklasik 3 kat daha fazla TLR2 ekspresyonuna sergiledi.

0.4

o
w

Rolatif TLR2 Ekspresyonu
(27-ddCt)
o =]
- N

0.01

0V2008 c13

Sekil 4. 16. OV2008 ve C13 hiicre hatlarinda TLR2 ekspresyonunun rolatif olarak
kiyaslanmasi. Kiyaslamalar i¢in Livak (2*-ddCT) metodu kullanildi. Bar ¢ubuklar1 2”-ddct
degerini, hata ¢ubuklar1 ise +SEM degerini gostermektedir.
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Ayrica, over kanserinde ilag direnciyle iligkili genler olan BCL2A1, GSTP1 ve ABCBI’in
karsilagtirmasi da yapildi. Bu analiz sonucunda over kanseri hiicre hatlarinda ilag¢ direnci ile
iliskili genlerin farkli diizeyde eksprese olduklar1 belirlendi. Buna gore, C13’tin OV2008
hiicrelerine kiyasla anti-apoptotik bir gen olan BCL2A1’1 daha fazla; ila¢ konjugasyonu ve
detoksifikasyonundan sorumlu GSTP1 ile efflux proteini olan ABCB1 1 ise yaklasik 4’er kat
daha az ifade ettigi ortaya koyuldu.
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Sekil 4. 17. OV2008 ve C13 hiicrelerinin BCL2A1, GSTP1 ve ABCBI gen ekspresyonlari
bakimindan rolatif olarak kiyaslanmasi. A- BCL2A1, B- GSTP1, C- ABCBI gen
ekspresyonlarinin OV2008 ve C13 hiicrelerinde rolatif olarak kiyaslanmasi. Kiyaslamalar
icin Livak (2*-ddCT) metodu kullanildi. Bar ¢ubuklar1 2*-ddCt degerini, hata ¢cubuklari ise
+SEM degerini gostermektedir
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4.2.2. OV2008 ve C13 hiicrelerinde TLR1/2 aktivasyonunun BCL2A1, GSTP1 ve

ABCBI1 ekspresyonu iizerine olan etkilerinin belirlenmesi

Siradaki deneylerde, TLR1/2 wuyarimi sonrast ilag direnci ile iliskili genlerin
regiilasyonunundaki degisimler arastirildi. TLR1/2 aktivasyonunun BCL2A1, GSTP1 ve
ABCBI1 geni iizerindeki potansiyel etkilerini belirlemek i¢cin MTT testleri sonucunda
tizerinde karar kilinan 0.1 pg/mL’lik P3C konsantrasyonu, deney protokoliinde herhangi bir
degisiklige gidilmeden OV2008 ve C13 hiicreleri lizerinde uygulandi. MTT testlerinden
farkli olarak 24 saatlik inkiibasyon sonunda RNA izolasyonu asamasina gegilerek Gergek-
zamanli PCR analizleri i¢in hiicrelerden RNA 6rnekleri toplandi. Ayrica, P3C kullanilan gen

ekspresyonu analizlerinde kontrol grubuna herhangi bir kimyasal muamelesi yapilmadi.

PCR analizleri sonucunda OV2008 hiicre hattinda 24 saatlik P3C uygulamasi kontrol
grubuna kiyasla BCL2A1 geninde bir artisa sebep oldu (P < 0.05). Ancak, bunun aksine
GSTP1 ve ABCBI1 genlerinin down-regiile olduklar1 gozlemlendi (GSTP1, P < 0.001;
ABCBI, P <0.01).

OV2008’in ardindan, C13 hiicre hattinda da kemodireng ile iligkili genlerin ekspresyonel
analizleri gergeklestirildi. C13 i¢in TLR1/2 aktivasyonunun bu ii¢ gen i¢in birbirinden farkl
profillerde gen ekspresyonu regiilasyonuna sebep oldugu belirlendi. BCL2A1 ve GSTPI,
P3C uygulamasi sonrasi down-regiile olurken, bu durum yalnizca GSTP1 igin istatistiksel
olarak bir anlam ifade etti (P < 0.05). ABCBI1 ekspresyonu ise TLR1/2 ligand1 varliginda
yaklagik 1.25 katlik bir artig gosterdi.
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Sekil 4. 18. Pam3CSK4 uygulamasinin over kanseri hiicre hatlarinda BCL2A1, GSTP1 ve
ABCBI1 gen ekspresyonlarina olan etkileri. A, C, E- OV2008 hiicre hatlarinda sirasiyla
BCL2A1, GSTP1 ve ABCBI genlerinin Pam3CSK4 (P3C) uygulamasi sonrasi rolatif olarak
degisimleri. B, D, F- C13 hiicre hatlarinda sirasiyla BCL2A1, GSTP1 ve ABCB1 genlerinin
P3C uygulamasi sonrasi rolatif olarak degisimleri. Kiyaslamalar i¢in P3C uygulanmayan
kontrol grubu referans alindi (***: P < 0.001; **: P <0.01; *: P <0.05). Analiz i¢in Livak
(27-ddCT) metodu kullanildi. Kontrol grubunun degeri ise 1°e esitlendi. Hata gubuklar1 +SEM
degerini gostermektedir
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4.2.2. OV2008 ve C13 hiicrelerinde TLR1/2 blokajimmn BCL2A1, GSTP1 ve ABCB1

ekspresyonu iizerine olan etkilerinin belirlenmesi

Reseptor aktivasyonu aracilifiyla ilag direnci ile iligkili genlerin ekspresyonel analizleri
tamamlandiktan sonra, TLR1/2 blokajinin bu genler iizerinde herhangi bir degisiklige sebep
olup olmadigt OxPAPC (OXP) kullanimiyla belirlendi. TLR1/2 blokaji igin, hiicreler
tizerinde MTT testlerinde karar kilinan 1 pg/mL’lik OXP konsantrasyonu kullanildi. OXP
uygulamasindan 1 saat sonra ise ortama 0.1 pg/mL’lik P3C eklendi. Elde edilen veriler 0.1
ng/mL P3C igeren kontrol grubuyla kiyaslandi. Ilging bir sekilde, OV2008 hiicrelerinde
TLR1/2 blokaji tim genlerin ekspresyonunu arttirdi. Bu durum, artan BCL2AI
ekspresyonunun reseptor blokaj ile de saglanabilecegini gdsterdi. TLR1/2 uyarimi sonucu,
BCL2AT1’in aksine anlamli bicimde down-regiile olan GSTP1 ve ABCBI1 genlerine ait
transkriptlerin bu deneyler sonucunda miktarlarinda ¢ogalma oldugu saptandi. Ozellikle
GSTP1’in OXP uygulamasi sonrasi kontrol grubuna kiyasla yaklasik ti¢ kat arttig1 belirlendi
(P<0.01).

Benzer sonuglar C13 hiicrelerinde de tespit edildi. OXP uygulamasi, kontrol grubuna kiyasla
tim genlerde up-regiilasyona sebep oldu. Onceki deneylerde gosterildigi gibi; P3C
uygulanan durumlarda azalan BCL2A1 ve GSTP1 ekspresyonu, OXP uygulamasi sonrast
artti (GSTP; P < 0.01). Bununla beraber, TLR1/2 aktivasyonu sonunda yiikselen ABCB1
ifadesi, blokaj sonras1 daha biiytik 6l¢ekli bir artig grafigi yansitt1 (P < 0.01).
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Sekil 4. 19. OxPAPC uygulamasinin over kanseri hiicre hatlarinda BCL2A1, GSTP1 ve
ABCBI1 gen ekspresyonlarina olan etkileri. A, C, E- OV2008 hiicre hatlarinda sirasiyla
BCL2A1, GSTP1 ve ABCBI1 genlerinin OxPAPC (OXP) uygulamasi sonrasi rolatif olarak
degisimleri. B, D, F- C13 hiicre hatlarinda sirastyla BCL2A1, GSTP1 ve ABCBI genlerinin
OXP uygulamasi sonrasi rolatif olarak degisimleri. Karsilagtirmalar i¢in OXP uygulanmayan
ancak P3C uygulanan kontrol grubu referans alindi (**: P < 0.01). Analiz i¢in Livak (2"-
ddCT) metodu kullanild1 ve kontrol grubunun degeri 1’e esitlendi. Hata ¢ubuklar1t +SEM

degerini gostermektedir
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4.2.3. OV2008 ve C13 hiicrelerinde TLR1/2 aktivasyonun ve blokajinin zamana bagh
BCL2A1, GSTP1 ve ABCBI1 ekspresyonlarindaki rolii

24 saatlik inkiibasyon siiresi disinda, P3C’nin gen ekspresyonuna olan potansiyel etkileri 18
ve 48. saat araliklarinda da hiicre hatlar1 ilizerinde degerlendirildi. Elde edilen sonuglar
sasirtict bicimde TLR1/2 aktivasyonunun farkli zaman araliklarinda ilag direnci ile iliskili

genlerin ekspresyonunu 6nemli dl¢lide degistirebilecegini gosterdi.

OV2008 hiicre hattinda BCL2A1’in gen ekspresyon verileri 18, 24 ve 48 saatlik P3C uyarimi
sonrast tartisildi. 18. saat sonunda BCL2A1’in mRNA ekspresyonu, kontrol grubuna kiyasla
daha az iken (P < 0.05), 24 saatlik inkiibasyon sonunda artt1 (P < 0.05). 48 saatlik P3C
muamelesi ise OV2008 hiicrelerinde diisiik miktardaki BCL2A1 ekspresyonuna neden oldu.

C13 hiicrelerinde ise, ligand uygulamasi 18. saatte BCL2A1 ekspresyonunu neredeyse 7 kat
yiikseltirken, 24 saatlik inkiibasyon sonunda bu gen kontrol grubuna kiyasla daha az
ekspresyona ugradi. Ayrica, 48 saatlik inkiibasyonda, OV2008’de oldugu gibi BCL2A1
ekspresyonunun biiyiik oranda diistiigii tespit edildi. Bu sonuc¢lar, BCL2A1’in zamana bagl
kemoduyarl1 ve kemodirencgli hiicrelerde TLR1/2 aktivasyonu ile diizenlenebilecegini
gosterdi. GSTP1 ise 18. saatte P3C uygulanmis grupta artig gosterirken, 24 saat sonunda
anlamli bigcimde down-regiile oldu (P < 0.05). Bununla beraber, ABCBI1 ekspresyonunda
P3C uygulamast ile farklt zaman araliklarinda up-regiilasyon grafigi izlenirken anlamli bir

degisim gozlemlenmedi.
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Sekil 4. 20. OV2008 hiicrelerinde ¢esitli zaman araliklarinda Pam3CSK4 uyariminin
BCL2A1 regiilasyonuna etkisi. A- 18, B-24, C-48 saatlik 0.1 pg/mL Pam3CSK4 (P3C)
uyarimmin P3C uygulanmayan gruplara kiyasla BCL2A1 ekspresyonuna olan etkisi.
Karsilagtirmalar i¢cin P3C uygulanmayan kontrol grubu referans alindi. Analiz i¢in Livak (2/-
ddCT) metodu kullanild1 ve kontrol grubunun degeri 1’e esitlendi
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Sekil 4. 21. C13 hiicrelerinde ¢esitli zaman araliklarinda Pam3CSK4 uyarimmin BCL2A1
regiilasyonuna etkisi. A- 18, B-24, C-48 saatlik 0.1 pg/mL Pam3CSK4 (P3C) uyariminin
P3C uygulanmayan gruplara kiyasla BCL2A1 ekspresyonuna olan etkisi. Karsilagtirmalar
icin P3C uygulanmayan kontrol grubu referans alindi. Analiz i¢in Livak (2*-ddCT) metodu
kullanild1 ve kontrol grubunun degeri 1’¢e esitlendi
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Sekil 4. 22. C13 hiicrelerinde ¢esitli zaman araliklarinda Pam3CSK4 uyarimimin GSTP1 ve
ABCBI regiilasyonuna etkisi. A- 18, B-24 saatlik 0.1 pg/mL Pam3CSK4 (P3C) uyariminin
P3C uygulanmayan gruplara kiyasla GSTP1 ekspresyonuna olan etkisi. C- 18, D-24 saatlik
0.1 pg/mL Pam3CSK4 (P3C) uyarimmin P3C uygulanmayan gruplara kiyasla ABCBI
ekspresyonuna olan etkisi. Karsilagtirmalar i¢in P3C uygulanmayan kontrol grubu referans
alindi (P <0.05). Analiz i¢in Livak (2*-ddCT) metodu kullanildi ve kontrol grubunun degeri
1’e esitlendi. Hata ¢ubuklar1 ise +SEM degerini gostermektedir
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Zamana bagli P3C uygulamas1 sonrasi ekspresyonel olarak regulasyona ugrayan genlerin
durumu, ayn1 zamanda 18, 24 ve 48 saatlik OXP uygulamasinin ardindan da degerlendirildi.
Sekil 4.23.°te gosterildigi gibi OV2008 hiicrelerinde BCL2A1’in, OXP uygulamasi sonrast

tiim zaman dilimlerinde kontrol grubuna gore up-regiile oldugu tespit edildi.
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Sekil 4. 23. Cesitli zaman araliklarinda OxPAPC uygulamasinin OV2008 hiicre hattinda
BCL2A1 gen ekspresyonuna olan etkisi. A, B, C- sirastyla 18, 24 ve 48. saatte OV2008 hiicre
hatlarinda BCL2A1’in OxPAPC (OXP) uygulamasi sonrasi rolatif olarak degisimleri. Deney
gruplarma 1 pg/mL OXP ve 0.1 pg/mL P3C eklendi. Kiyaslamalar i¢in ise OXP
uygulanmayan ancak P3C uygulanan kontrol grubu referans alindi (**: P <0.01). Analiz i¢in
Livak (2*-ddCT) metodu kullanildi ve kontrol grubunun degeri 1°e esitlendi. Hata ¢cubuklar1
ise +SEM degerini gostermektedir
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Benzer sekilde C13 hiicre hattinda da, BCL2A1, tiim zaman araliklarinda up-regiilasyona
ugradi. Ayrica, 48 saatlik OXP muamelesi C13 hiicrelerinde BCL2A1 ekspresyonunu
kontrole kiyasla 75 katin iistiinde arttirdi (P < 0.05). ilave olarak, GSTP1 ve ABCB1’in de

zamana bagl degisimleri Sekil 4.25.'te gosterilmektedir.
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Sekil 4. 24. Cesitli zaman araliklarinda OxPAPC uygulamasinin C13 hiicre hattinda BCL2A1
gen ekspresyonuna olan etkisi. A, B, C- sirasiyla 18, 24 ve 48. saatte C13 hiicre hatlarinda
BCL2A1’in OxPAPC (OXP) uygulamasi sonrasi rdlatif olarak degisimleri. Deney gruplarina
I pg/mL OXP ve 0.1 pg/mL P3C eklendi. Kiyaslamalar i¢in ise OXP uygulanmayan ancak
P3C uygulanan kontrol grubu referans alindi (***: P < 0.001, *: P <0.05). Analiz i¢in Livak
(27-ddCT) metodu kullanild1 ve kontrol grubunun degeri 1’e esitlendi. Hata ¢ubuklari ise
+SEM degerini gostermektedir
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Sekil 4. 25. Cesitli zaman araliklarinda OxPAPC uygulamasinin C13 hiicre hattinda GSTP1
ve ABCBI gen ekspresyonuna olan etkisi. A, B- sirasiyla 18 ve 24. saatte C13 hiicre
hatlarinda GSTP1’in OxPAPC (OXP) uygulamas: sonrasi rolatif olarak degisimleri. C, D-
sirastyla 18, 24. saatte C13 hiicre hatlarinda ABCB1’in OxPAPC (OXP) uygulamasi sonrast
rolatif olarak degisimleri. Deney gruplarina 1 pg/mL OXP ve 0.1 pg/mL P3C eklendi.
Kiyaslamalar i¢in ise OXP uygulanmayan ancak P3C uygulanan kontrol grubu referans
alindt (**: P < 0.01). Analiz i¢in Livak (2*-ddCT) metodu kullanild1 ve kontrol grubunun
degeri 1’e esitlendi. Hata ¢ubuklari ise +SEM degerini gdstermektedir
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4.3. Verilerin Tartisilmasi

Bu tez galismasinda ilk olarak, over kanseri hiicre hatlart OV2008 ve onun kemodirencli
klonu C13’iin geleneksel bir kemoterapi ajani olan sisplatin karsisindaki duyarliliklar: test
edildi. MTT sonuglari ile, C13’tin OV2008’e kiyasla sisplatine kars1 daha agresif bir fenotip
sergiledigi saptandi. Ardindan, elde edilen veriler yardimiyla doz/yanit egrisi adi verilen
sigmoid bir ICso grafigi olusturuldu. ICso grafigine gore, %50’lik inhibisyon olusturacak
sisplatin dozlart OV2008 i¢in 9.52 uM, C13 igin ise 117.91 uM olarak belirlendi. Ayrica, bu

degerler sisplatin uygulamasini da igeren siradaki testlerde kullanild.

Ardindan, TLR1/2 yiizey reseptoriiniin over kanseri iizerinde herhangi bir proliferatif ya da
sitotoksik etkiye sebep olup olmayacagi arastirildi. Bu amagla, reseptor aktivasyonunu
saglayan Pam3CSK4 (P3C) ve TLR2 iliskili komplekslerin blokajina neden olan OxPAPC
(OXP) isimli iki ayr1 sentetik ligandin hiicre canliliklar tizerindeki etkileri degerlendirildi.
Daha Once literatiirde gosterildigi gibi, gastrik kanseri (AZ521 ve NUGC4) ya da kolon
kanseri hiicre hatlarinda (HCT116, SW480 ve RKO) proliferatif etkileri bulunan P3C’nin
(West ve ark., 2017; Liu ve ark., 2018), bu tez ¢alismasi sonunda OV2008 ve C13’te de
cogalmaya sebep oldugu ortaya koyuldu. Bununla beraber, genis bir doz araliginda denenen
(0.01, 0.05, 0.1, 1 ve 5 pg/mL) agonistin yalnizca 0.1 pg/mL konsantrasyonunda énemli bir
proliferasyona sebep oldugu anlasildi. Béylece, TLR1/2 aktivasyonunun hiicre boliinmesini
spesifik dozlarda uyarabilecegi belirlendi. Buna karsin, CI13’te 5 pg/mL’lik P3C
uygulamasinin sitotoksik bir kondisyon olusturabilecegi de anlasildi. Bu durum, daha 6nce
Abdi ve arkadaslarinin (2013; 2014) miyeloma hiicrelerinde gdsterdigi gibi; yiiksek dozdaki
P3C uygulamasi ile artan NF-kB aktivitesi ve pro-apoptotik sinyal iletimi ile iligkilendirildi.
Ancak nihayetinde, 0.1 pg/mL’lik ligand muamelesinin proliferatif 6zellikte oldugu tespit
edildikten sonra bu doz, sisplatin kombinasyonu uygulanacak testlerde ve Gergek-zamanl

PCR caligmalarinda referans olarak secildi.

P3C aracilifiyla saglanan TLR1/2 aktivasyonunun hiicreler lizerindeki etkisi belirlendikten

sonra, reseptoriin bloke oldugu durumlarin, kontrole kiyasla canlilik verilerinde bir degisim
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olusturup olusturmayacag: arastirildi. Bu amagla, TLR2 ile iliskili reseptorlerin aktivitesini
engelleyen OXP antagonist molekiiliiniin kullanimi1 tercih edildi. OXP’nin TLR1/2
stimiilasyonunu saglayan molekiillerin etkisini yarigmali big¢imde baskiladigi ve
dimerizasyonda gorevli CD14 ve MD2 gibi proteinleri taklit ederek reseptor aktivasyonunu
ortadan kaldirdig1 bilindiginden (Erridge ve ark., 2008), deney gruplarina 0.1 pg/mL’lik P3C
de ilave edildi. Bu sayede, hiicre boliinmesine sebep olan P3C’nin kontrol olarak kabul
edildigi OXP uygulamasini iceren deneylerde, canliliginin TLR1/2 reseptorlerinin blokajiyla
ne denli degisebileceginin de yorumlanmasi amaglandi. Invivogen firmasmin sagladigi
protokollerde onerilen 30 ng/mL’lik OXP, over kanseri hiicrelerinin biiyiik oranda inhibe
olmasina neden oldu. Inhibisyon verisi, bu molekiiliin oksidize formda bir yag asidi
olmasiyla ve potansiyel bir reaktif oksijen tiirevi kaynag: gibi davranarak hiicre canliligina
olumsuz yonde etkilemesiyle iliskilendirildi (Tuchi ve ark., 2019). Dolayisiyla, 6nerilenin
aksine daha diisiik antagonist dillisyonlar1 hazirlanarak canliligin ¢ok azalmadigi, ancak,
molekiilin TLR kompleksleri iizerindeki etkisini sergileyebilecegi diisliniilen bir aralik
belirlenmeye calisildi. Bu amagla, hiicreler iizerinde 0.05, 0.1, 0.5, 1, ve 5 pg/mL’lik OXP
uygulamalar1 yapilmasinda karar kilindi. Deney asamasma gegcildiginde her iki hiicre
hattinda da azalan canlilik oranlart dikkat c¢ekti. OV2008, 5 pg/mL’lik OXP
konsantrasyonunda giiclii bir sekilde inhibe olurken, kemodiren¢ davranisi sergileyen C13
sag kalimin yaklasik %50 kadar siirdiirmeye devam etti. Bu yiizden, bu hiicreler i¢in ayrica
10 pg/mL’lik ilave bir uygulama gerceklestirildi. Uygulamanin ardindan C13’te canliliginin
biiylik olciide ortadan kalktig1 anlasildi. Ayrica, gen ekspresyon ¢alismalarinda kullanilmak
iizere ortak bir doz belirleyebilmek adma sonuclar dikkatlice incelendi. Incelemelerdeki
kistas, TLR1/2’yi bloke edebilecek en yiiksek OXP uygulamasin1 bulurken, miimkiin
oldugunca az hiicresel sitotoksisite olugturmakti. Bu dogrultuda en uygun kosantrasyonun 1

pg/mL oldugu kararlastirildi.
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Onceki testlerde P3C aracigiyla gerceklesen reseptdr uyarrmmnin kanser hiicrelerinin
proliferasyonunu arttirdig1 belirlendiginden, bu durumun tez ¢alismasinin amaci kapsaminda
sisplatin direncine olan etkileri tartisildi. Kemoterapi ilaci sisplatin i¢in daha dnce belirlenen
ICso dozlar1 ¢alismanin bu boliimiinde kullanildi. TLR1/2 aktivasyonunun ve sisplatin
tedavisinin kombinasyonel etkisini 6l¢ebilmek adina, hiicreler ilk olarak 4 saat boyunca P3C
ile muamele edildi. Ardindan OV2008 i¢in 9.52 uM, C13 i¢in ise 117.91 puM’lik ilag¢ kiiltiir
ortamina dahil edildi. Reseptdr uyariminin etki edecegi proliferasyon verisinini farkli P3C
dozlar1 bakimindan karsilagtirmak adina bu agamada ayrica 0.01, 0.1 ve 1 pg/mL’lik agonist
kullanildi. Sonuglar, OV2008 ve Cl13’te P3C uygulamasinin sisplatinin neden oldugu
inhibisyonu azalttigini gosterse de, degisim deney gruplarinin hepsi igin istatisiksel olarak
anlamli degildi. Bununla beraber, OV2008’de 0.01 pg/mL’lik P3C konsantrasyonunun
sisplatinin etkinligini belirli oranda siirprese edebildigi anlasildi. Ozellikle ilacin yalniz
basina uygulandigi1 kontrol grubunda olusturdugu %50°’lik inhibisyon, agonist kullanim ile
%15 oraninda azalma sergiledi. Boylece 0.01 png/mL P3C bulunan deney ortamindaki hiicre
canlilif1 yaklasik olarak %65 civarinda kaldi. Yeni durumda, P3C 6n muamelesi géren ve
TLR1/2 aktivasyonuna sahip OV2008’in yarisin1 inhibe edebilecek sisplatin dozunun daha

yiiksek olmasi gerektigi belirlendi.

MTT testleri tamamlandiktan sonra, PCR asamasinda kullanimi i¢in karar kilinan 0.1
pg/mL’lik P3C ve 1 pg/mL’lik OXP konsantrasyonlar1 over kanseri hiicre hatlar1 {izerinde
belirli zaman araliklarinda denendi. ilag direnci ile iliskilendirilen BCL2A1, GSTP1 ve
ABCBI, teoride TLR1/2 uyarimu ile birlikte ekspresyona acik hale gelmektedir. Ciinkii bu
genlerin, TLR1/2 aracili sinyal yolaginin asagi akisinda bulunan NF-kB transkripsiyon
faktoriiyle diizenlenebildigi bilinmektedir (Vogler, 2012; Morceau ve ark., 2004; Wang ve
ark., 2007). Bu dogrultuda, P3C ile gergeklesen TLR1/2 aktivasyonunun ila¢ direnci ile
iligkili etkileri ilk olarak BCL2A1 o6zelinde tartisildi. Buna gore 24 saatlik inkiibasyon
sonunda BCL2A1, OV2008 hiicrelerinde istatistiksel olarak anlamli bir artis gosterirken,
C13’te kontrol grubuna kiyasla biiyiik farklar gozlemlenmedi. Bu sonug, OV2008 i¢in
reseptor araciligryla NF-kB yolaginin aktivasyonu ile BCL2A1’in up-regiile olmasi goriisiinii
destekledi. Buna karsin, GSTP1 genine ait transkriptlerin hiicrelerin her ikisinde de down-
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regiile oldugu belirlendi. Son olarak, P3C uyarimi ile ABCB1’in diizenlenmesi yorumlandi.
Ilging bir sekilde ABCB1 ifadesi kemoduyarl1 OV2008 hiicrelerinde azalirken, kemodirengli
C13 hiicrelerinde az da olsa artig gosterdi. Bu durumun, over kanseri hatlar1 iizerinde TLR4
tabanli yapilan baska bir calisma ile benzerlik gdsterdigi anlasildi. Sun ve arkadaslarina
(2014) gore, paclitaxel ad1 verilen bir kemoterapi ilacina direng gosteren SKOV3’de TLR4
aktivitesinin ylikselen ABCBI1 ekspresyonu ile iligkili oldugu bildirilirken, paclitaxel’e
duyarli bagka bir SKOV3 klonununda TRL4’lin knock-down edilmesi ABCB1 down-
regiilasyonuna yol agmaktadir. Boylelikle, TLR4’teki islev kaybinin paclitaxele duyarl
hiicrelerde ABCBI1 ekspresyonunu direnglilere kiyasla diisiik tutulmasinda énemli oldugu
gosterilmistir. Ayrica, kemodirencli C13, paclitaxel’e direngli SKOV3’de gecerli oldugu gibi

TLR uyarimi sonrast ABCBI ekspresyonunu da arttirmaktadir.

24 saatlik inkiibasyon siiresinin diginda, farkli zaman araliklarinda P3C’nin over kanseri
hiicrelerinde kemodirengle iligkili genlerin transkripsiyonu tizerindeki etkileri de arastirild.
BCL2A1, P3C uygulamasiin 18. saatinde OV2008’de kontrol grubuna gore azalirken, 24.
saatte tersi sekilde artis gosterdi. C13°te ise 18. saat sonunda TLR1/2 aktivasyonunu igeren
deney grubu bu anti-apoptotik genin ifadesini 7 kat arttirirken, 24. saatte her iki grup
neredeyse esit hale geldi. Dolayisiyla, kemoterapi uygulamalarina ayr1 sekilde yanit veren
over kanseri hiicrelerinde, ¢esitli zaman araliklarinda gergeklesen TLR1/2 uyariminin
BCL2A1 iizerindeki regiilator etkilerini farkli yonde sergileyebilecegi anlasildi. Ayrica, 48
saatlik inkiibasyonun sonunda OV2008 ve Cl13’te BCL2A1 ekspresyonunun kontrole
nazaran biiyiik 6l¢iide diistiigli de gozlemlendi. Elde edilen sonuglar, TLR1/2 reseptorii ve
iliskili sinyal yolaklar1 diginda farkli bir mekanizmanin daha gen ifadesi iizerinde etkisinin
bulunabilecegi izlenimini uyandirdi. Ligand uygulamasini igeren gruplarin bulundugu
besiyerinin serum igermemesi, hiicrelerin TLR1/2 aktivasyonuna ragmen BCL2A1 ifadesini
48. saate kadar arttiramayacagi ihtimalini gliglendirmektedir. Bu goriisle ilgili olarak, daha
once Huang ve arkadaslar1 tarafindan (2018) BCL2 ailesi iiyelerinin uzun siireli serum
starvasyonu sonunda down-regiile olabilecegi ve bdylece hiicrelerin pro-apoptotik
faaliyetlerini arttirabilecegi bildirilmistir. Tez ¢alismasi 6zelinde, 48 saatlik P3C uygulamasi
sonunda elde edilen BCL2A1 ile ilgili verilerin serum starvasyonu ile baglantili olabilecegi
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tahmin edilmektedir. Zamana bagl regiilasyonu degisen GSTP1 ifadesinin ise, C13’te 18.
saatte up-regiilasyonu gosterilirken, 24 saat sonunda azalan bir egilimde oldugu tespit edildi.
Ayrica ABCBI genine ait transkriptler i¢in, 18 ve 24. saatlerde anlamli olmasa da bir artig
grafigi belirlendi. Agonist uygulamalart ile TLR2 ve iliskli reseptdrlerinin uyariminin
ABCB1’in ifadesine {izerine olan bu etkisi halihazirda farkli hiicrelerde elde edilen cesitli

raporlardaki gozlemleri de desteklemektedir (Frank ve ark., 2015; Mizuno ve ark., 2017).

Gergek-zamanli PCR analizlerinde son olarak OXP’nin etkileri degerlendirildi. Sonuclar her
iki hiicre hattinda da BCL2A1, GSTP1 ve ABCBI1’in ekpsresyonel olarak up-regiile
olduklarini gosterdi. Bu mekanizma, MTT testleriyle orantili bir durum gibi goriinmeyip ilag
direnci davramisinin TLR2 etkilesimi igceren reseptorlerinin blokajiyla saglanabilecegi
ihtimalini azaltmaktadir. Farkli bir perspektiften degerlendirildiginde, MTT testlerinde de
gosterildigi gibi, OXP ile ortaya ¢ikan sitotoksisite ve stres yanitina karsi hiicrelerin hayatta
kalma amagli anti-apoptotik veya ilag direnci ile iliskili genleri up-regiile etmesi miimkiindiir.
Literatiirde bir¢ok calisma TLR2 iligkili reseptorlerin blokajimni saglayan OXP’nin ayni
zamanda oksidatif strese yol agabilecegini ya da oksidatif stres yaniti ile iligkili genlerin up-
regililasyonu uyarabilecegini gostermektedir (Li ve ark., 2007; Yan ve ark., 2014; Tuchi ve
ark., 2019). Oksidatif stres reaktif oksijen tiirevleri (ROS) ve serbest radikallerin hiicre
icerisinde biriktigi durumlarda ortaya ¢ikan fizyolojik bir durumdur. Normal sartlarda
metabolik yolaklar araciligiyla da olusabilen ROS ve serbest radikallerin, hiicrelerde yogun
bicimde biriktigi durumlarda DNA mutasyonlarina rastlandigi ve protein veya lipid
yapilarinin hasar gordiigli tespit edilmektedir. Ayrica artan strese bagli olarak zamanla
gelisen DNA mutasyonlarinin karsinogeneze sebep olabilecegi de bilinmektedir (Saha ve
ark., 2017). Bu durumu destekler bigimde, kanser hiicreleri yliksek miktarda ROS iiretimi ile
pro-tiimorijenik faaliyetlerini siirdiirmektedir. Caligmalar, tiimorlerin ROS ve serbest
radikallerin yapimiyla anti-oksidan etkili mekanizmalarin1 up-regiile edebilecegini
gostermektedir (Hayes ve ark., 2020). Ayrica bu mekanizmalara “Multi Drug Resistance”
(MDR) ile iligkili genlerin diizenlenmesi de dahildir (Norouzi-Barough, 2017). Bu bilgiler
1s18inda, OXP uygulamasini igeren sonuglar incelendiginde, BCL2A1 ekspresyonunun her
iki hiicre hattinda da 18 ve 24. saatler sonunda anlamli bigimde yiikseldigi, hatta C13’te 48
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saatlik inkiibasyon sonunda kontrole kiyasla ¢ok daha fazla oldugu goézlemlendi. Bu durum,
literatiirde Onceki raporlarda stres karsisinda hiicrelerin sag kalmak icin arttirabilecegi
gosterilen BCL2 ailesi iiyelerinin up regiilasyonu ile benzerlik gostermektedir (Antony ve
ark., 2005). Bununla beraber sonuglar, OXP’nin GSTP1 ekspresyonunu da regiile
edebilecegini gosterdi. GSTP1’in artan ifadesi de normal sartlarda antagonist ile elde edilen
sitotoksisite verileri ile korelasyon gostermemektedir. Ancak ¢alismalar, bu genin kodladig1
enzimin ilag detoksifikasyonunun yaninda farkli bir hiicresel fonksiyonunun daha
olabilecegini bildirmektedir. Literatiire gore, TLR2 iligkili sinyal yolaklarinin hiicre i¢i nitrik
oksit (NO) miktarini arttirabilecegi bildirmistir. Artan NO ise oksidatif strese sebep olarak,
hiicrelerden detoksifiye edilebilmesi i¢cin GST proteinlerinin aktivasyonunu ve
transkripsiyonel regulasyonunu uyarmaktadir (Li ve ark., 2019). Bir diger raporda ise,
reseptorlerden bagimsiz olarak, normal sartlarda strese karsi pro-apoptotik faaliyetlerde
gorevli bir transkripsiyon faktorii JNK (c-Jun N-terminal kinase) ile etkilesim halinde
bulunan GSTP1, JNK’nin inhibitdrii gibi davranmaktadir. Ancak, reaktif oksijen tiirevlerinin
hiicre i¢i konsantrasyonlarmnin arttigi durumlarda GSTP1 kompleksten ayrilarak
detoksifikasyon siirecine dahil olurken, JNK aktif pozisyona gecebilmektedir. Bunun
sonucunda da apoptozis yolaklarini uyarabilmektedir (Laborde, 2010; Kanwal ve ark., 2014).
Bu durum, kanser hiicrelerinin OXP uygulamasi sonrast GSTP1 ifadelerini arttirmasi;
oksidatif strese kars1 hayatta kalimi siirdiirmek i¢in olusturdugu “survival” faaliyetlerinin bir
pargast olma potansiyeli tasitmaktadir. BCL2A1 ve GSTP1 i¢in ortaya koyulan sonuglara
parelel olarak, ABCBI transkriptlerinde de antagonist uygulamasi sonrasinda kontrole
kiyasla bir yiikselis oldugu gozlemlendi. 24 saatlik OXP uyarimi, her iki hiicre hattinda da
bu efflux pompasinin ifadesini arttirirken, C13’te yaklasik 2 katlik bir up-regiilasyon durumu
dikkat cekti. Ozellikle TLR1/2 aktivasyonu ile ABCB1 mRNA miktarlarini azaltan OV2008;
blokaji saglayan OXP iceren ortamda tersine transkripsiyonunu uyardi. C13 ise agonist ya da
antagonist uygulamasi fark etmeksizin ABCBI ifadesini yliksek tutma egilimi sergiledi. Bu
veri Ozelinde de, tipki BCL2A1 ve GSTP1 i¢in Onerilen; oksidatif strese bagli hiicrelerin
koruyucu mekanizmalarini arttirmast durumunun gegerli olabilecegi uygun goriildii.
Destekler bigimde, literatiirde oksidatif strese ve ABCBI1 up-regiilasyonu iliskisini ortaya
koyan benzer goriisler de halihazirda yer almaktadir. Buna goére, ABCB1’in ifadesinin
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ROS’lara bagl olarak yiikselebilecegi ve bu durumun kanserde MDR mekanizmalarinin bir
parcasi olabilecegi gosterilmektedir (Callaghan ve ark., 2013; Kuo 2009). Dolayisiyla, over
kanseri hiicrelerinde oksidize yapidaki antagonist uygulamalar: ile saglanan kemodireng
iliskili genlerdeki ifade artiginin TLR1/2 ve iligkili sinyal yolaklarindan bagimsiz bir sekilde

gerceklesmis olma ihtimali de bulunmaktadir.
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5- SONUC ve ONERILER

TLR’ler, dogal ve adaptif bagigiklikta énemli roller iistlenen yapilardir. Ozellikle, viicuda
giren patojenlere ait molekiilleri taniyarak bu organizmalara karst bir immiin yanit
olusturulmasini saglamaktadir. Bir diger faaliyetleri ise kanser hiicrelerinin viicuttan
eleminasyonuna yardimeci olmaktir. Kanser gelisiminin oldugu bolgelerde “alarmin” adi
verilen hasar iligkili molekiillerin artis1, immiin hiicrelerde ifade olan TLR’lerin uyarilmasina
neden olmaktadir. Dolayisiyla, iligkili sinyal yolaklariin aktivasyonu ile birlikte, savunma
hiicreleri araciligiyla pro-inflamatuvar sitokinlerin ekstraseliiler ortama salinimi da biiyiik
dlciide kolaylasmaktadir. Ozetlemek gerekirse, organizma icerisinde essiz bir rol iistlenen bu
proteinlerin, patojen iliskili enfeksiyonlarin veya karsinogenezin dnlenmesi ve iyilestirilmesi
konusunda 6nemi biiyiiktiir. Bu dogrultuda, halihazirda TLR7 ve TLRS8 agonisti imiquimod,
kullanim1 deri tiimorleri ve deri alti metastazlarinda Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA)
tarafindan onayli bir sentetik liganddir (Bubna, 2015). Ayrica, cesitli solid tiimdrlerinde,
kiiciik hiicreli akciger, kolorektal ve over kanserlerinde tedaviye yonelik klinik faz
caligmalar1 i¢in, immiin kontrol noktasi inhibitorlerine ek olarak TLR3, -4, -7, -8 ve -9’u
aktive eden agonist molekiillerinin etkinlikleri de test edilmekte ve 6zgiin TLR odakli

stratejilerin gelistirilmesi amaglanmaktadir (Braunstein ve ark., 2018).

Ancak son yillarda, immiinite agisindan 6nemli fonksiyonlar1 bildirilen TLR’lerin, g¢esitli
hastaliklarin seyrinde olumsuz etkilere sahip olabilecegi de vurgulanmaktadir. Ornegin;
TLR1 ve TLR6 ile heterodimerik bir kompleks olusturan TLR2’nin romatoid artrid, tip I
diyabet, inflamatuvar bagirsak hastaligi, iskemi-reperfiizyon hasar1 ve ateroskleroz ile iliski
oldugu ortaya koyulmaktadir (Jazierska ve ark., 2017). Bu durum, bazi oto-immiin
hastaliklarin gelisiminde ve siirdiiriilmesinde TLR’lerin de rol alabilecegi izleminini
dogrulamaktadir. Bu reseptorlerle bagdastirilan bir diger olgu ise kanser progresyonudur.
Normal sartlarda, anti-tiimor etkili mekanizmalar1 hassas bigimde diizenleyen TLR’lerin,
timor mikrogevresinde (TME) pro-inflamatuvar sitokinlerin ve biiylime faktorlerinin
salimimina yardimci olarak tam tersi bigimde tiimor gelisimini arttirabilecegine dikkat
cekilmektedir (Rakoff-Nahoum ve Medzhitov, 2008). Bilim insanlar1 tarafindan bu sorun,
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TLR’lerin immiinosiipresif mekanizmalar1 regiile ederek anti-timdr faaliyetleri bulunan
l6kositleri inaktif etmesi ve kronik inflamasyona sebep olan elementlerin TME’de yogun
bicimde bulunmasini saglamasiyla iliskilendirilmektedir (Lu ve ark., 2019). Bdylece
TLR’lerin, modiilatdr etkilerini immiin hiicreler {izerinde gosteremedigi, hatta timor
hiicreleri icin proliferasyon ve metastaz ile iligkili molekiil sekresyonunu indiikledikleri
bildirilmektedir. Tiim sonuglar degerlendirildiginde literatiir, kanser hastaliginda Toll-
benzeri reseptorler icin “iki ucu keskin bicak” taniminmi yakistirmaktadir (Basith ve ark.,
2012). TLR’lerin, progresyonunda etkin bir rol iistlendigi bir diger hastalik ise over
kanseridir. Bu kanserin gelisiminde 6nemli bir risk faktorii olarak tanimlanan kronik
inflamasyon (Savant ve ark., 2018), ayrica bu proteinler ile de iliskilendirilmektedir (Joosten
ve ark., 2016). TME’ye infiltre olan savunma hiicrelerinde immiinosiipresif sitokinlerin,
anjiyogenez, proliferasyon ve metastaz ile iliskili molekiillerin ifadesi kronik inflamasyona
ve pro-timorijenik sinyal iletimine yol agmaktadir (Muccioli ve ark., 2012). Bununla
beraber, immiin hiicrelerin diginda over kanseri hiicreleri de TLR eksprese edebilmekte ve
bu yapilar1 kendi gelisimlerini yonetmede kullanabilmektedir. Tez c¢alismasinin girisg
kisminda da belirtildigi gibi; TLR -2, -3, -4 ve -5 ekspresyonu over kanseri hiicrelerinde
yogun sekilde var olurken, TLR -4, -5, -7 ve -9’un kanser gelisimine fonksiyonel olarak etki
edebildikleri kanitlanmistir. Bununla beraber, litetiirde halen TLR ve over kanseri iligkisini

inceleyen orijinal caligmalarin eksikligi dikkat ¢ekmektedir.

Plazma membraninda lokalize olan TLR1 ve TLR2, Ilipopeptid molekiilleri ile
karsilagtiklarinda TLR1/2 olarak adlandirilan heterodimerik bir kompleks yapisi
olusturmaktadir. Bu dimerizasyon, sinyal iletim yolaklarinda bulunan diger proteinlerin
aktivasyonunu uyarmak i¢in yeterlidir. TLR1/2 ve iligkili hiicresel yolaklarinin analizini
iceren bir¢ok calisma, in vitro ve in vivo deneylerde reseptdr uyariminin sentetik triagil
lipopeptidlerle uygun sekilde saglanabilecegini ortaya koymaktadir (Jin ve ark., 2007). Bu
molekiillerin dahil oldugu c¢alismalar, immiin hiicrelerde gozlemlenen anti-timor
davraniglar1 hakkinda ¢esitli raporlar sunmaktadir. Ornegin; Cen ve arkadaslar1 (2019),
16semili fare modelinde bir TLR1/2 agonisti kullanimu ile sitotoksik T hiicresi ve NK hiicresi
proliferasyonunun uyarilabildigine ve bu sayede tiimdrlerin ortadan kaybolduguna vurgu
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yapmaktadir. Benzer sekilde, Pam3CSK4, melanomali farelerde Treg ad1 verilen regiilator T
hiicrelerinin, sitotoksik lenfositler iizerindeki siipresif etkilerini baskilayabilmektedir
(Sharma ve ark., 2019). Ayn1 zamanda, hiicrelerin antijen sunma kapasitesini arttirmakta (Liu
ve ark., 2013) ve adjuvan terapisi icin siklik diniikleotidler ile birlikte immiin yanit
olusumunu  saglayarak (Hu ve ark.,, 2020) anti-timoér etkili  Iokositleri
etkinlestirilebilmektedir. Bu bilgiler bir kenara, lipopeptidler ve TLR1/2 sinyal yolaklar1 i¢in
Onerilen bagka bir mekanizma, ¢esitli tiimor hiicrelerinde ifade edildiginde terapotik
etkilerinin aksine pro-karsinojenik faaliyetlerde yer almalariyla iliskilidir. Ornegin:
adrenokortikal karsinomda IL-8 iiretimini saglamak maksadiyla (Kanczkowski ve ark.,
2007), akciger adenokarsinom ve adenoskuamoéz hiicrelerinde proliferatif sinyal olusumu
yardimiyla (Gergen ve ark., 2020) ve gliomada migrasyon ile baglantili metalloproteazlarin
up-regiilasyonuyla (Wang ve ark., 2015) karsinogenezi 6nemli dl¢iide arttirmaktadir. Ayrica,
lenfoma ve kolon kanseri hiicre hatlarinda da benzer sonuglar 6n plana ¢ikmaktadir (Mastorci
ve ark., 2016; Liu ve ark., 2018). Bu ylizden TLR1/2’nin immiin yanit kadar, timor

gelisiminde de 6nemli roller oynayabilecegini belirtmek kacinilmazdir.

Bu tez calismasinda ise, kadinlarda sik izlenen ve en oliimciil jinekolojik malignite olarak
tanimlanan over kanserinin, TLR1/2 ile organize edebilecegi potansiyel proliferatif
sinyallerin ve kemodireng¢ mekanizmalarinin aydinlatilmasi amaclandi. Bu dogrultuda,
OV2008 (kemoduyarli) ve C13 (kemodirencli) adinda iki farkl epitelyal over kanseri hiicre
hattinda Pam3CSK4 ad1 verilen bir lipopeptid yardimiyla reseptdr uyarimi saglandi. MTT
testleri ile reseptor aktivasyonunun proliferatif sinyal olusumuna neden olabilecegi
gosterilirken, kemoduyarli OV2008 geleneksel kemoterapi ajani sisplatine karsi ligand
kullanim1 sonrast daha agresif bir davranis sergiledi. Boylelikle literatiirde ayr1 raporlarla
gosterilen, TLR4’1lin (Szajnik ve ark., 2009; Sun ve ark., 2018; Wang ve ark., 2013; Park ve
ark., 2017), TLRS ve TLR7’nin (Park ve Kim, 2017) ve TLR8’in (Xu ve ark., 2020) neden
oldugu over kanserine spesifik pro-tiimorijenik ve direng iliskili etkilerin benzer sekilde
TLR1/2 ile de saglanabilecegi ortaya koyuldu. Bununla beraber tez ¢alismasinin sinirlari
ozelinde, daha 6nce TLR1 ve TLR2’nin over epitel dokusunda lokalize olabilecegi ve

CAOV3 gibi hiicre hatlarinda sitokin sentezini saglayabilecegi gosterilmis olsa da (Zhou ve
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ark., 2009), OV2008 ve C13 hiicrelerinde TLR1/2 ifadesini iceren protein ekspresyonu
yontemlerinin sunulmasi1 faydali olacaktir (Eiro ve ark., 2014). Bir diger nokta ise
Pam3CSK4’iin bu reseptorlere olan afinitesi ile ilgilidir. Her ne kadar, TLR1/2’nin ve iligkili
sinyal yolaklarinin diger reseptorlerden farkli olarak Pam3CSK4’e olan spesifitesi, TLR2
knock-down edilen hiicrelerde kanitlansa da (Invivogen, 2020), agonist molekiiliiniin bu
komplekse baglandigin1 ve iletim yolaklarini aktif ettigini gdsteren stratejiler (Rammensee
ve ark., 2019) bu tez ¢alismasiyla elde edilen verileri daha giiglii hale getirecektir. Ayrica
deney verileri incelendiginde, OXPAPC ile TLR1/2 blokajinin hiicrelerin inhibisyonuna etki
edebilecegi de gosterildi. Bu durum, daha 6nce kolon kanseri hiicre hatlarinda benzer sekilde
ortaya koyuldugundan beklenen bir sonuctur (Liu ve ark., 2018). Bununla beraber, Gergek-
zamanli PCR analizlerinde, ila¢ direnci ile iligkili genlerin TLR1/2 uyarimindan daha giiclii
bicimde, blokaj islemiyle up-regiile olabilecegi de tespit edildi. Blokaj durumunun etkisi i¢in
litetlir taramast yapildiginda, bu antagonistin reseptor inaktivasyonu haricinde, kemodireng
davranigin1 oksidatif stres sebebiyle diizenleyebildigi anlasildi. Tez ¢aligmasinda MTT
verileri, antagonist muamelesi sonrasi canliligin 6nemli bigimde azaldigini halihazirda
gosterirken, PCR analizlerinin sonucunda edinilen ila¢ direnci ile iligkili genlerin
ekspresyonundaki artis, muhtemelen hiicrelerin yogun strese karsi hayatta kalma
mekanizmalarin1 devreye sokmasi ile ilgili olabilecektir. Bu yiizden, gelecek caligmalarda
ilave olarak OxPAPC’nin sebep oldugu oksidatif stresin (Iuchi ve ark., 2019), OV2008 ve
C13 hiicre hatlarinda da belirlenebilmesi (Belotte ve ark., 2014) ve ilgili genlere ait protein
ekspresyonlarinin bu kosullarda yorumlanmasi; TLR1/2 inaktivasyonu ve potansiyel ilag

direnci ile iliskili mekanizmalarin tutarliligini destekleyecektir.

Sonug olarak, MTT testlerinde ve Gergek-zamanli PCR verilerinde TLR1/2 aktivasyonun ve
blokajinin potansiyel over kanseri kemodirenci mekanizmalarma etki edebilecegi bu
calismayla sunulmus oldu. Buradaki en 6nemli nokta, TLR1/2 araciligiyla gerceklesen
spesifik mekanizmalarin over kanserinde literatiir i¢in Onemli referans bilgileri

olusturacagidir.
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