ANKARA UNIVERSITESI

BIYOTEKNOLOJI ENSTITUSU

TEMEL BIiYOTEKNOLOJI

YUKSEK LISANS TEZI

YUMURTALIK KANSERI TEDAVISINDE IL-6R / STAT 3 / PD-L1 HEDEFLI
LOBARIK ASIT VE LOBARIK ASIT -TOSILIZUMAB KOMBINASYONUNUN
TERAPOTIK ETKINLIGININ BELIRLENMESI

Ibrahim Gadasli

Danisman Ogretim Uyesi

Prof. Dr. Demet Cansaran Duman

Temmuz

2024



ETiK BEYAN

Bu tez caligmasinin; akademik kural ve etik ilkelere bagl kalinarak hazirlandigini, ¢calismada
yararlanilan ve bu ¢aligma iirlinii olmayan biitliin bilgiler i¢in kaynak yayinlara atifta

bulunulmus oldugunu beyan ederim.

Ibrahim Gadasli

Imzasi



ONAY

Prof. Dr. Demet Cansaran Duman danismanliginda Ibrahim Gadasli tarafindan hazirlanan
bu calisma 14/08/2024 tarihinde asagidaki jiiri tarafindan Temel Biyoteknoloji Anabilim
Dali’nda yiiksek lisans tezi olarak kabul edilmistir.

Baskan: Prof. Dr. H. Aysegiil TAYLAN OZKAN, Imza:
Uye: Prof. Dr. Demet CANSARAN DUMAN, Imza:
Uye: Prof. Dr. Pelin MUTLU, Imza:

Yukaridaki sonucu onaylarim.

Prof. Dr. Demet Cansaran Duman

Enstiti Midiira

1



OZET
Yiiksek Lisans Tezi

Yumurtalik Kanseri Tedavisinde IL-6R / STAT 3 / PD-L1 Hedefli Lobarik asit ve

Lobarik asit -Tosilizumab Kombinasyonunun Terapotik Etkinliginin Belirlenmesi
Ibrahim Gadasli
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii
Prof. Dr. Demet Cansaran Duman

Yumurtalik kanseri, kadin jinekolojik kanserleri arasinda en yliksek mortalite oranina sahip
olup giiniimiizde &nemli bir saghk sorunu teskil etmektedir. Ilerleyen teknoloji ve
caligmalarina ragmen, erken taninin zorlugu, tedavi direnci, yiiksek toksisite, maliyet ve
diistik tedavi yanit1 gibi faktorler, yumurtalik kanseri tedavisinde yeni yaklagimlara duyulan
ihtiyaci artirmaktadir. Bu baglamda, immiinoterapi, bagisiklik sisteminin kanser tizerindeki
etkilerine odaklanarak, hedefe yonelik tedavi ve yan etkileri en aza indirmeye yonelik bir
tedavi modeli olarak 6ne ¢ikmaktadir. Tez ¢alismasi konusu, immiin kontrol noktasinda rol
oynayan IL-6R/STAT3/PD-L1 yolaklar iizerinde dogal bir kii¢iik molekiil olan liken ikincil
metaboliti lobarik asitin (LA) ve LA-Atezolizumab (ATE) ve LA-Tosilizumab (TCZ)
monoklonal antikor kombinasyonunun yumurtalik kanseri iizerinde sinerjistik etki
potansiyelinin belirlenmesidir. Bu amagla, LA, TCZ ve ATE nin yliksek dereceli serdz
yumurtalik kanseri hiicre hattt OVCAR-3 {izerindeki anti-proliferatif etki potansiyeli, hiicre
gbcli ve hiicre morfolojisi {izerindeki etkileri degerlendirilmistir. Hedef molekiillerin
immiinoterap6tik etkinligini belirlemek i¢in PD-1/PD-L1 protein baglanmasi iizerindeki
etkileri incelenmistir. LA, TCZ ve ATE'nin hedef yolak iizerindeki transkriptom
diizeyindeki etkileri qRT-PCR, protein diizeyindeki etkileri ise western blot analizi ile
belirlenmistir. LA, LA-ATE ve LA-TCZ nin etki mekanizmasin1 anlamak ve hiicre i¢i
sinyallenme {izerindeki etkilerini incelemek amaciyla siRNA transfeksiyonu
gerceklestirilmis olup immiinoterapideki rolleri valide edilmistir. Elde edilen sonuglara gore,
LA ve LA-TCZ kombinasyonunun yumurtalik kanseri lizerinde immiinoterapotik etkinlik
gosterdigi anlagilmistir. Tez calismasi sonucunda elde edilen veriler, LA nin tekli ve TCZ
ile birlikte yumurtalik kanseri tedavisinde yenilik¢i bir ilag adayir olarak kullanilma
potansiyelini ortaya ¢ikarmistir. Ancak dha fazla in-vitro analizler ve in-vivo ¢aligmalar ile
desteklenmesi gerekmektedir.

2024, 136 sayfa
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ABSTRACT
McS Thesis

Determination of therapeutic effect of Lobaric acid and Lobaric acid — Tosilizumab

combination targeted at IL-6R / STAT 3 / PD-L1 in ovarian cancer treatment
Ibrahim Gadashli
Ankara University, Biotechnology Institute
Prof. Demet Cansaran Duman

Ovarian cancer has the highest mortality rate among female gynaecological cancers and
represents a significant public health concern in the present era. Despite the advent of
sophisticated technology and a plethora of studies, factors such as the difficulty in early
diagnosis, treatment resistance, high toxicity, cost and low treatment response underscore
the necessity for novel approaches in ovarian cancer treatment. In this context,
immunotherapy represents a promising treatment model that focuses on harnessing the
immune system's effects on cancer, targeted treatment, and minimising side effects. The aim
of this thesis is to ascertain the potential synergistic effect of the lichen secondary metabolite
lobaric acid (LA), a natural small molecule, on IL-6R/STAT3/PD-L1 pathways that play a
role in immune control, and the monoclonal antibody combination of LA-Atezolizumab
(ATE) and LA-Tosilizumab (TCZ) on ovarian cancer. The objective was to evaluate the anti-
proliferative potential, cell migration and cell morphology effects of LA, TCZ and ATE on
the high-grade serous ovarian cancer cell line OVCAR-3. In order to ascertain the
immunotherapeutic efficacy of the target molecules, their effects on PD-1/PD-L1 protein
binding were examined. The effects of LA, TCZ and ATE on the target pathway at the
transcriptome level were determined by quantitative reverse transcription polymerase chain
reaction (QRT-PCR), while their effects at the protein level were determined by western blot
analysis. In order to gain insight into the mechanism of action of LA, LA-ATE and LA-TCZ
and to examine their effects on intracellular signalling, siRNA transfection was performed,
and their role in immunotherapy was validated. The results demonstrated that the
combination of LA and LA-TCZ exhibited immunotherapeutic efficacy in the treatment of
ovarian cancer. The thesis study yielded data indicating the potential of LA as a standalone
agent and in combination with TCZ as a novel drug candidate for the management of ovarian
cancer. However, further in vitro analyses and in vivo studies are necessary to substantiate
these findings.

2024, 136 pages
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1. GIRIS

“Pargalara ayiwrdiginiz canlilar araciligiyla yasami izlemek gibidir bu.
Kesfettiginiz anda kaybedersiniz onu” (Alexander Pope, 1688-1744) (1).

Farkli tedavi yontemleri ve bu yontemlere bagli hizli gelismelere ragmen, 21. yiizyilda
kanser hala dliimciil bir hastalik olmaya devam etmekte ve her gegen giin kansere bagl 6lim
sayis1 artig gdstermektedir (2). Istatiksel verilere gore her dort kisiden birinin hayat1 boyunca
kanser riski tasidig1 belirlenmistir (2—4). Ornegin Amerika Birlesik Devletleri’de 1991 den
beri kanser vakalarinin kontrol edilmesinde %33’liik bir ilerleme ile 3.8 milyon 6lim
engellemis, ama buna ragmen Amerikan Kanser Dernegi (ASC) 2024 yili i¢in 2.001.140
yeni kanser vakasinin ve 611.720 kansere baglh oliimiin beklenen bir istatistik oldugunu
belirtmistir (5,6). Sedeta ve arkadaslariin 2023 de yaptig1 bir arastirma sonuglarma gore
giincel tedavi metotlar1 sonrasinda, kadinlarda akciger kanseri erkeklerde de karaciger
kanseri disinda diger kansere bagli 6liim oranlarinda diisiisler gozlemlenmistir (7). Sung ve
arkadaglarinin 2020 de yayinladigi bir makaleye gore, kadinlarda meme kanseri en sik teshis
edilen kanserdir (%24,5), bunu kolorektal kanser (%9,4), akciger kanseri (%8,4), rahim
boynu (cervix uteri) kanseri (%6,5), tiroit kanseri (%4,9), rahim (corpus uteri) kanseri
(%4,5), mide kanseri (%4,0), yumurtalik kanseri (%3,4), karaciger kanseri (%3,0), maling
lenfoma (%2,6) ve diger kanserler (%28,9) takip etmektedir (8).

Kadinlarda insidansinin en yiiksek oldugu sekizinci, mortalite bakimindan ise besinci olan
yumurtalik kanseri her y1l yaklasik 152.000 kadinin 6lmesine sebep olmaktadir (9). Hastalik
teshisinin erken evrelerde olmasi sagkalimin %80-90 oranlarinda tutulmas1 miimkiin olsa da,
yumurtalik kanserinin metastaz yaptig1 hastalarda bu oran %25 e kadar inmektedir. Ayrica
yumurtalik kanseri en yaygin goriilen epitelyal ve tiim yumurtalik kanseri teshislerinin
sadece %5ini olusturan germ hiicreli ve seks-kord-stromal kanserler olacak sekilde ii¢
yumurtalik kanseri tiiri bagliklar1 altinda incelenmektedir (10). Bununla beraber Diinya
Saglik Orgiitiiniin (WHO) Kadin Genital Tiimérlerinin Siniflandirilmasi {izerine 2020"de
yayiladigi rehberde epitelyal yumurtalik kanserini hiicresel yapisi sebebi ile bes ana
histotipe - yiiksek dereceli ser6z karsinom (HGSOC), diisiik dereceli serdz karsinom
(LGSOC), miisinéz karsinom (MC), endometrioid karsinom (EC) ve berrak hiicreli

karsinom (CCC) — sahip oldugu bildirilmektedir (11).



Yumurtalik kanseri gizlice niiksedebilen ve teshis konuldugunda tedavi olanaklarimin sinirlt
oldugu kanser tiirlerinden biridir. Hastaligin dogru sekilde kontrol edilebilmesi i¢in hastanin
ve saglik personelinin kanserin semptomlari, goériintiileme araglarinin verileri ve tedavi
secenekleri hakkinda yeterli bilgiye sahip olmasi gerekmektedir (12). Yiiksek derecede
yapisik birinci evre yumurtalik kanserlerinde hastanin 6lim riski %30'a kadar
yaklasabildiginden bu tip birinci evre tiimorlerde ilk olarak cerrahi rezeksiyon devaminda
ise tiimoriin histolojisi ve yapisma oranina gore adjuvan tedavi uygulanmaktadir. Daha ileri
seviyelerdeki yumurtalik kanseri i¢in miimkiinse ilk olarak cerrahi miidahele devaminda ise
platin bazli kemoterapi, araliklarla storediiktif cerrahi ve tekrar ek platin kemoterapisi tedavi
metodu olarak kullanilmaktadir (13). Biitiin bu tedavilere ragmen kanserin tekrardan gelisme
riski bulunmaktadir. Yiiksek verimli molekiiler analiz teknolojilerinin hizla gelismesi
sayesinde transkriptomik ve proteomik verilere ulasmak daha kolay bir hale gelmistir. Bu
ilerleme, geleneksel yontemlere kiyasla insan hastaliklarinin daha kesin ve hassas bir
karakterizasyonuna olanak saglamaktadir (14). Bu sebeple, aragtirmacilar yumurtalik
kanseri ve diger kanserler i¢in yalnmizca tam etkili bir yanit saglamakla kalmayip ayni
zamanda daha az toksisiteye ve yan etkilere sahip giivenilir bir yontem gelistirmeye

calismaktadirlar.

Bu baglamda, kanser immiinoterapi son zamanlarda yaygin olarak incelenen bir tedavi
metodu olarak karsimiza ¢ikmaktadir (15). 2013 yilinda “Science” dergisi tarafindan “Y1ilin
Atilim1” olarak secilen kanser immiinoterapisi, bagisiklik sisteminin kanseri onleme ve
kanserle miicadele etme yetenegini artiran ve yeniden diizenleyen bir metot olarak karsimiza
cikmaktadir (16). Kontrolsiiz otoimmiin enflamatuar yanitlar iireten kanser hiicrelerini tespit
edip onlar ortadan kaldirmak, onlara kars1 pasif ve aktif bagisiklik saglamak kanser
immiinoterapisinin baslica hedefidir (16,17). Dogal bagisiklik hiicreleri olan dogal 6ldiiriicti
(NK) hiicreler, eozinofiller, bazofiller ve mast hiicreleri, notrofiller, monositler, makrofajlar
ve dendritik hiicreler (DC'ler) ya dogrudan tiimor hiicrelerini Oldiirerek ya da adaptif
bagisiklik yanitlarini tetikleyerek tiimor baskilanmasina katildig: bilinmektedir (18). Kanser
immiinoterapisi tedavisi farkli hiicresel yolaklarda etkilidir (19). Bunlar1 immiin kontrol
noktas1 blokaj1 (ICB), kinaz aktivitesi, aminoasit metabolizmasi ve adenozin sinyallenmesi,
kemokin reseptorleri, epigenetik diizenlemeler, dogustan gelen bagisiklik etkilesimi olarak

siniflandirmak miimkiindiir (20).



Kanser immiinoterapisinde en dnemli hedef, kanser hiicrelerine karsi sistemik ve tiimdre
0zgli CD8&+ sitotoksik T lenfosit (CTL) yanitlarinin aktivasyonudur (21). Buna dayanarak
da, programlanmis hiicre 6liim proteini 1 (PD-1) veya programlanmis hiicre 6liim proteini 1
ligand1 (PD-L1)'na kars1t kullanilan kontrol noktasi blokajina dayali tedavilerde biiyiik
ilerlemeler elde edilmistir (22). Kanserli dokularda kontrol noktast blokaji molekiilleri
anormal sekilde degisim gostererek T hiicrelerinin baskilanmasina bu da kanserin bagisiklik
sisteminden kagmasina sebep olmaktadirlar (23). PD-L1 ifadesinin baskilanmasi, anti-PD-1
/ PD-L1 tedavilerine direncin karakterizasyonunda énemli bir yere sahip mekanizma olarak
goriilmektedir (24). Interferon-y, TNF-o ve interlokin 6 (IL-6) gibi proinflamatuar sitokinler
tarafindan indiiklenen PD-L1 ifadesini ayn1 zamanda tiimor mikrogevresi tarafindan da
desteklenerek antikanser etkinligin olusmasina engel olmaktadir (25). Translasyon dncesi
PD-L1 yolaginda gorev alan en énemli sinyal yolaklarindan biri de sinyal doniistiiriicii ve
transkripsiyon aktivatorii 3 (STAT3) diir ve anti-tiimdr immiin tepkisinin diizenlenmesinde
onemli bir role sahiptir (26). STAT3, tiimdr mikrogevresinde hem kanserli hem de kanserli
olmayan hiicrelerde genis Olgiide asir1 ifade olmaktadir. Ayrica, immiin aktivasyon
diizenleyicilerinin ifadesini inhibe etmede ve immiinosupresif faktorlerin {iretimini
indiiklemede 6nemli roller oynadig: bilinmektedir (26). STAT3 iin aktivitesi IL-6 / JAK /
STAT3 yolag iizerinden kontrol edilmektedir (27). ilk olarak IL-6, interldkin 6 reseptdrii
(IL-6R)’e baglanir ve reseptoriin aktivasyonunu gercgeklestirir, daha sonra reseptore bagl
Janus kinazi (JAK) tetiklenir ve STAT3iin aktivitesini baslatmak i¢in fosforilasyonu
devreye sokar. Bununla da kanser hiicrelerinde anti-apoptoz, anjiyogenez, ¢ogalma, istila,
metastaz vs. gibi siireclerin indiiklenmesine zemin yaratilmis olur (27). Bu agidan STAT3 {in
en onemli Ozelliklerinden biri de, promotdr bolgeye dogrudan baglanarak PD-L1 ifadesini

artirmasi olarak bilinmektedir (26) (Sekil 1.1.).
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Sekil 1.1. IL-6R/STAT3/PD-L1 yolaginin ¢calisgma mekanizmasi

Kanser immiinoterapisi hem uygulanma sekline hem de uygulanacagi bolgeye gore farkli
yontemler kullanilarak yapilmaktadir (28). Ancak genel olarak, antikor bazli yaklasimlar
(29), kanser asilar1 (30), kiiclik molekiil temelli yaklasimlar (21) olarak siniflandirilmaktadir
(28). Bu yontemlerin temel prensibi de, kontrol noktasi blokajna, T hiicre aktivasyonuna ve
terapotik asilamaya dayanmaktadir (19). Immiinoterapi bu yontemleri hem tek basina hem
de kombinasyon seklinde, gerektigi durumlarda diger terapi (radyoterapi, kemoterapi,
cerrahi miidahele) yontemleri ile birlikte de kullanarak kanserin bagisiklik sistemi yardimi

ile onlenmesi iizerinde ¢alismaktadir (22).

Kii¢iik molekiil temelli yaklagimlar, hem maliyet, hem toksik etki, hem de daha hedefe
spesifik olmasi agisindan tedavi i¢in daha uygundur ve ayrica kiigiik molekiil yapili ilaglarin
bliylik ¢ogunlugunun oral yoldan alinmasi, viicutta 24 saatten kisa siirede tamamen
yayilmalar1 ve birden ¢ok hedefe ayni1 anda etki edebilmeleri hem tedavi, hem hasta, hem de

klinisyen icin olduk¢a 6nemli yaklagimlardir (20).



Yenilik¢i bir ilag aday molekiilii ve liken ikincil metaboliti olan lobarik asit anti-tiimor, anti-
proliferatif, anti-inflamatuar, antioksidan ve antimikrobiyal etkilere sahip bir kiiclik molekiil
olarak bilinmektedir (31). Likenler kendilerine 6zgii anatomileri ve fizyolojik yapilar1 sebebi
ile 1500°den fazla biyoaktif ikincil metabolit rezervi barindirmaktadir. Lobarik asit,

Stereocaulon alpinum ve Stereocaulon paschale gibi likenlerden izole edilmektedir (31,32).

Terapotik etkinligi yiiksek olan kiigiik molekiiller son yillarda monoklonal antikorlar (mAb)
kadar hizli bir yiikselis gostermemistir. Kiiciik molekiillerin mAb’lerin etkileyemedigi
dogustan gelen veya adaptif bagisiklik mekanizmalarinin hiicre i¢i sinyal yollarim
uyardiklart bilinmektedir (33). Bu bulgular sebebiyle, kiigiik molekiil uygulamasina bagh
kanser immiinoterapisinin, klinik tedavideki disiisii ve kemoterapiye karst direncin daha
detayli ele alinmasi gerektigini ve ayrica kii¢iik molekiiller ve mAb'lerin birlikte
kombinasyon etkisinin tamamlayici bir tedavi olacagi diistiniilmektedir (33). Tosilizumab
2010 yilinda yetiskin hastalarda romatoid artritin tedavisi i¢in onaylanmis, interlokin - 6
reseptorii (IL-6R) hedefli bir mAb'dir (34). Tosilizumab 1n kanser iizerinde de etkili oldugu,
kromozomal instabilite gdsteren kanserlerde biiylimeyi yavaslattigi tespit edilmistir (35).
Ayrica tosilizumab'in bir kemoterapotik olan korboplatin ile kombinasyon tedavide etkili
oldugu, yumurtalik kanserinde hiicre biiylimesi ve proliferasyonu sinerjik olarak inhibe ettigi

bildirilmistir (36).

Tez kapsaminda liken sekonder metaboliti olan lobarik asitin ve lobarik asit — tosilizumab
kombinasyonunun insan yumurtalik kanserinde IL-6R / STAT3 / PD-L1 immiin yolagindaki
etkileri arastirilmistir. Lobarik asitin insan yumurtalik kanseri hiicre hatlar1t OVCAR-3,
SKOV3, A2780 iizerince anti-proliferatif etkisi ve insan normal yumurtalik hiicre hatt1 OSE
tizerindeki sitotoksik etkisi incelenmistir. Lobarik asit ve lobarik asit — tosilizumab
kombinasyonunun hedeflenen immun yolak {izerindeki etkileri mRNA ve protein boyutunda
incelenmis, hedef molekiillerin immiin yolak {lizerindeki spesifitesini anlamak i¢in siRNA
transfeksiyonu gergeklestirilmistir. PD-L1 inhibisyonunun belirlenmesi i¢in PD-1 / PD-L1
baglanma analizi, hiicre go¢linli belirlemek i¢in ise yara iyilesme analizi yapilmistir. Tez
kapsaminda lobarik asit ve lobarik asit — tosilizumab kombinasyonunun insan yumurtalik
kanserinde hedef immiin yolak {lizerinde etkisinin tanimlanip rutin tedavide kullaniminin

Onerilmesi amaglanmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. KANSER

Karsinogenez, hiicre cogalmasi ile apoptoz arasindaki denge agisindan Onemli olan,
dolayisiyla sabit hiicre kiitlesinin siirdiiriilmesi, hiicrelerin ve dokularin islevsel ve yapisal
biitiinliglinli saglayan karmasik metabolik yollarin diizenlenmesinde rol oynayan bir dizi
gen mutasyonunu i¢eren karmasik bir hastalik siirecidir (37). Kanser, anormal gen ifadesiyle
karakterize edilir ve bu genetik diizensizlikler, hiicre biiyltimesini engelleyen genleri (timor
baskilayici genler (TSG)) devre dis1 birakarak ve hiicre biiylimesini tesvik eden genleri

(proto-onkogenler) aktive ederek kanser gelisimine yol agmaktadir (38).

Genellikle, proto-onkogenler hiicresel biiyiimeyi tesvik eden yollar1 diizenledigi
bilinmektedir. Bu genlerdeki mutasyonlar baskin karakterli olup, degisiklikler sonucunda
aktive oldugunda, onkogenlere doniismekte ve normal hiicrelerin kanserli hiicrelere
doniigmesine sebep olmaktadirlar (39). Bu onkogenler ortaya ciktiktan sonra, hiicre
cogalmasini yonlendirilmesinde ve kanser gelisiminde ¢ok 6dnemli bir role sahiptirler. Proto-
onkogenleri aktive eden mutasyonlar iki ana tipte kategorize edilebilir: kodlanan proteinin
yapisini degistirenler ve protein diizenlemesini bozanlar. Yapisal degisiklikler, RAS gibi
proto-onkogenlerde nokta mutasyonlarin1 ve Philadelphia kromozom translokasyonu ile
orneklenen fiizyon genlerine yol agan kromozomal yeniden diizenlemeleri igerebilir.

Giiniimiize kadar 50-60 aras1 onkogen tanimlanmustir (40).

DNA hasar1 onariminda, hiicre boliinmesinin inhibisyonunda, apoptozun indiiklenmesinde
ve metastazin baskilanmasinda rol oynayan ve bu sebeple mutasyon sebebi ile degisiklige
ugradiklarinda kanserin baglamasi ve ilerlemesine sebep olan bir diger gen grubu da timdr

baskilayict genlerdir (TSG) (39). TSG'ler genel olarak bes tipte siniflandirilir:

1) Hiicre dongiisiiniin belirli bir asamasina ilerlemeyi kontrol eden hiicre i¢i proteinleri

kodlayan genler,

2) Hiicre ¢ogalmasini engelleyen sinyaller i¢in reseptorleri veya sinyal doniistiiriiciileri

kodlayan genler,

3) DNA hasarina veya kromozomal kusurlara yanit olarak hiicre dongiisiiniin durmasini

tetikleyen kontrol noktasi kontrol proteinlerini kodlayan genler,



4) Apoptozu indiikleyen proteinleri kodlayan genler (6rnegin, p53), ve
5) DNA'daki hatalarin onarilmasinda rol oynayan proteinleri kodlayan genler (39,40).

Kanserin gelisimi genetik faktorler (41), yaslanma (42), inaktif yasam tarzi (43), viral ve
bakteriyal kanserojenler (44), ¢evresel ve kimyasal kanserojenler (45) ile baglantilidir.
Kanserojenler, kansere neden olan veya kanser olusumunu artiran maddelerdir.
Kanserojenler, DNA'ya zarar vererek veya hiicrelerde genetik degisikliklere neden olarak

kanser olusumuna katkida bulunabilirler (46).

Cesitli insan timor tiplerinde, spesifik genetik degisiklikler timoér olusumunun ve
ilerlemesinin farkli asamalarinda goérev almaktadir. Mutasyonlarin bir ¢ok insan tiimoriinde
yonetici rol oynadigi tespit edilse de, yine de bu konuda tartigmalar siirmektedir.
Mutasyonlarin potansiyel bir tiimor belirteci olmasi ile birlikte, normal hiicrelerin kanserli
hiicreye doniismesinde ve tiimor gelisiminde yer alan 6nemli bilesenlerden olduklar1 kabul
gormektedir (37). Chang M. ve arkadaslarinin 2015 yilinda yaptig1 bir ¢alismada 41 kanser
tiiriinde 257 gende mutasyona yatkin 470 sicak nokta belirledikleri bildirilmistir (47). Insan
kanserlerinde en 1yi c¢alisilan terapotik hedefler, KRAS, NRAS, BRAF, KIT ve EGFR (47),
meme ve yumurtalik kanserlerinde etkili BRCAI, BRCA2 (48) timdre Ozgii potansiyel

mutasyona yatkin genler olarak bilinmektedir (47).

2.2.  YUMURTALIK KANSERI

2.2.1. YUMURTALIK KANSERI HISTOLOJiK ALT TiPLERI

2.2.1.1. Epitelyal yumurtalik kanseri (EOC)

Epitelyal yumurtalik kanseri vakalarinin %75 inin ileri evrelerde tanimlanmasi ve
tedavideki zorluklar1 sebebi ile jinekolojik kanser dliimlerinde ilk sirada gelmektedir (49).
Bu tip yumurtalik kanseri biitiin yumurtalik malignitelerinin %95 inden fazlasinm
kapsamaktadir. Epitelyal yumurtalik kanseri kendi i¢inde 5 ana alt tipe ayrilarak, farkl tipte
histolojilere, molekiiler diizenlemelere ve farkli mikrocevresel 6zelliklere sahip tiimorlerden

olusan heterojen bir kanser tiiriidiir (50).

2.2.1.1.1. Yiiksek dereceli seroz karsinom (HGSOC)
Epitelyal yumurtalik kanserinin en yaygin ve en agresif alt tipi yiiksek dereceli serdz

karsinomdur. Biitiin hasta o6rneklerinin  %60-80"inin igerdigi bilinmektedir (51).



HGSOC lerin %96 sinda BRCA mutasyonu ile iligkili TP53 mutasyonu belirlenmistir. Bu
sebeple P53 mutasyonu ve WT1 IHC paterni hastaligin tanisinda esas hedeflerden biri olarak
dikkate alinmaktadir. Ayrica, HGSOC, BRCA1, BRCA2 ve hiicre sagkalimina sebep olan
homolog rekombinasyonda yer alan diger proteinler gibi DNA onarim yollarinda kalitsal
veya edinilmis mutasyonlarla karakterize edilmektedir. Niikleer anormal, P53 mutasyonu ve
Ki-67 proliferasyon indeksi gibi kombine histolojik 6zellikler, serdz tubal intraepitelyal
lezyon (STIL) ve ser6z tubal intraepitelyal karsinom (STIC) olarak bir tubal lezyon araliginm
tanimlamaktadir. STIC intraepitelyal bir lezyon olmasina ragmen metastatik bir yapidadir,

bu nedenle Oncii bir lezyondan ziyade erken HGSOC olarak kabul edilebilmektedir (52).

2.2.1.1.2. Diisiik dereceli seroz karsinom (LGSOC)

Yumurtalik karsinomlarinin %2-51, ser6z yumurtalik karsinomlarinin ise %5-10"u invaziv
bir timdr olan LGSOC bagligi altinda incelenmektedir. HGSOC gibi LGSOC"de diger tiim
epitelyal yumurtalik kanseri alt tplerinden daha farkli bir molekiiler yapiya sahiptir (52,53).
Hiicresel proliferasyon, canliligin siirdiiriilmesi, gé¢ ve anjiyogenez gibi hiicresel
aktivitelerin diizenleyicisi olan mitojenle aktive edilen protein kinaz (MAPK) yolaginin
aktivasyonu LGSOC i¢in karakteristik bir belirtegtir. MAPK yolaginin indiiklenmesinde rol
alan BRAF ve KRAS'daki mutasyonlar, MAPK'nin yapisal aktivasyonu ile
sonuglanmaktadir. KRAS kotii BRAF ise nisbeten iyi prognozla iliskilidir. Bu karsinom i¢in
ikinci bir belirteg insiilin benzeri biiyiime faktorii (IGF) yolagidir. IGF nin IGF-reseptor ile
baglantisi, bu karsinomun patagenezinde rol alan PI3K/AKT/mTOR, RAF ve MAP
komponentlerinin aktivasyonuna sebep olmaktadir (53). HGSOC den farkli olarak P53 daha
agresif tiptedir ve kemoterapiye yanit1 oldukg¢a zayiftir. Bu karsinomda BRCA1 ve BRCA2

mutasyonlarinin karakteristik bir 6zellige sahip olmadigi bilinmektedir (52).

2.2.1.1.3. Miisinoz karsinom (MC)

Miisinoz yumurtalik karsinomu geng yastaki kadinlarda daha sik goriilen, ayrica erken teshis
edilmesi olagan bir alt tiptir. Bunun sebebi genellikle ¢ok biiylik primer tiimorler olmasi ve
hastalik hala yumurtalikla sinirlhiyken semptomlara neden olmasidir. Bununla beraber
miisindz karsinom epitelyal yumurtalik kanserlerinin %2,4'inli olusturmaktadir (54).
Hastaligin ilk evrelerinde teshis edilmis miisindz karsinomda sagkalim %90 oranindadir,
bununla beraber metastaz gostermis hastalikta sagkalim 12 aya kadar diisebilmektedir (55).

Hastalarin %50 sinde KRAS mutasyonu %18 ise HER2 amplifikasyon bulunmaktadir.



Miisindz karsinomlarin yalnizca karsinomatdz birlesenlerinde TP53 mutasyonuna denk
gelmek miimkiindiir. Diger yumurtalik kanserleri risk faktorleri bu karsinomun
epidemiyolojisinde rol almamaktadir. BRCA1 ve BRCA2 mutasyonlar1 bu karsinom i¢in

karakteristik degildir. Bilinen tek klinik risk faktorii tiitiin tiikketimidir (56).
2.2.1.1.4. Endometrioid karsinom (EC)

Epitelyal yumurtalik kanserlerinin %10 nu olusturan endometrial karsinomun ana sebebi
olarak endometriozis hastalig1r goriilmektedir. Ayrica Lynch sendromu olan kadinlarda
endometrial karsinomun gelisme riski daha yiiksek olarak bildirilmistir. Bu risk faktorleri
ayni zamanda berrak hiicreli karsinom (CCC) ile de iliskilidir (57). Endometrioid karsinom
Kanser Genom Atlast (TCGA) tarafindan molekiiler isleyisi sebebi ile 4 kategoride

siniflandirmustir:

1) POLE ekzoniikleaz bolgesinde inaktive edici nokta mutasyonlar1 ve ultra mutasyonlar.

Iyi prognozludur.

2) Yanlis eslesme onarimi eksikligi (MMRA) instabilitesi gézlenen endometioid karsinom

ultra mutasyonlari. Orta prognozludur.

3) Cogu seréz karsinomdur, %95 oraninda TP53 mutasyonu gozlenmektedir. Koti

prognozludur.

4) Somatik kopya sayisi diisiiktiir. Mutasyon ylikii az bulunur. Karsinomun histolojik

derecesi prognozu etkilemektedir (58).

2.2.1.1.5. Berrak hiicreli karsinom (CCC)

Yumurtalik berrak hiicreli karsinomu, yumurtalik kanserlerinin <%5"ini olusturmaktadir.
Arastirmacilar, endometrial kistlerde demir i¢eriginin artmasiyla baglayan ve demirin neden
oldugu oksidatif stres yoluyla DNA hasarina, mutasyonlara ve karsinojeneze neden olan bir
mekanizmanin bu kanserin ana sebeplerinden biri oldugunu diistinmektedirler. Hastalarin
%50 sinde goriilen, fermente edilmeyen SWltch/sakkaroz (SWI/SNF) kromatin modelleme
protein kompleksi genlerindeki, PI3K/Akt sinyal yolundaki ve reseptor tirozin kinaz/Ras
sinyal yolundaki mutasyonlar hastalik icin karakteristik molekiiler diizenlemelerdir.

HGSOC ile karsilastirildiginda CCC'de TP53, BRC1 ve BRC2 mutasyonlarina nadir



rastlanmaktadir. Bu karsinomun immiinoterapi i¢in agik bir hedef oldugu diisiiniilmektedir.
Instabil mikrosatelit CCC yiiksek dlgiide PD-1 pozitif tiimor infiltre lenfositler (TIL) ve
tiimor hiicrelerinde ve/veya intraepitelyal veya peritiimoral immiin hiicrelerde PD-L1°1 tek

tip olarak ifade etmistir (57).

2.2.1.2. Germ hiicreli yumurtalik tiimorii (OGCT)

Yumurtalikta germ hiicreli tiimorler genis bir yas aralifinda kendini gostermektedir. Bu
timdrler puliripotent primodial germ hiicrelerinden tiiremektedirler. %95 gibi biiyiik bir
oranda bu tiimorler iy1 huyludur. %5°lik malign (OMGCT) ve karakteristik bir klinik veriye
sahip tlimorler genellikle 40 yas alt1 kadinlarda gézlemlenmektedir. Epitelyal ve sex-kord-
stromal tiimorleri ile morfolojik benzerlikler gostermesi sebebi ile teshisi zorludur (59).
Olgun, olgunlasmamis ve monodermal teratomlar, disgerminomlar, endodermal siniis
tiimorleri, embriyonal karsinomlar, koryokarsinomlar germ hiicreli malign tlimorlerin

bilinen alt tipleridir (60).

2.2.1.2.1. Disgerminom OMGCT

Disgerminomlar en sik goézlemlenen OMGCT alt tiplerinden biri olarak bilinmektedir.
Gebelik esnasinda teshis edilebilen bu tiimorlerin dogum icin bir olumsuzluk teskil
etmedikleri goriilmiistiir (61). Monoton hiicre popiilasyonlarindan olusan bu tiimdrlerin
hiicresel ve niikleik yapilarinda farkliliklar gézlenebilir. Yine bu timdrlerde nekroz, kanama,
fibroz ya da hyalin dejenerasyou goriinmesi de karakteristik olabilmektedir. Cerrahi
miidahile ve sonrasinda kombinasyon kemoterapiler bu tiimorlerin prognozunda biiyiik

Olciide iyilesmelere yardimci olmustur (61,62).

2.2.1.2.2. Olgun teratom OMGCT

Ektodermal, endodermal ve mezodermal olgun dokulardan kdken alarak gelisen bu tiimoérler,
olgun kistik teratom (MCT) olarakta isimlendirilen yaygin yumurtalik neoplazmlaridir.
Intratiiméral yag bazli bilesenlerin saptanmasi bii tiimdrlerin temel tanisal karakteridir.
Riiptiir, torsiyon, malign transformasyon ve gliomatozis peritonei belirgin komplikasyonlar
olarak karsimiza ¢ikmaktadir (63). Bu komplikasyonlar sebebi ile teshisler nadir olup
genellikle, rutin pelvik kontroller esnasinda teshis edilmektedir (61). Bilinen en yaygin

OMGCT alt tipidir (%95) (64).
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2.2.1.2.3. Olgunlasmamis teratom OMGCT

Menapoz sonrasi kadinlarda ¢ok nadir goriiliip, gen¢ yasdaki ve 6zellikle lireme ¢agindaki
kadinlarda sik rastlanan, biitin OMGCT vakalarmin %36-42'ni olusturan malign
tiimorlerdir. 18,5 cm ortalama c¢ap ile en biiyiik OMGCT teratomlar1 olarak bilinmektedir.
Olgun teratomun tersine genelde kotii prognozludur. Kati bir yapiya sahip olgunlagmamis

teratomlarin her li¢ germ katmanindan doku igerdigi bilinmektedir (61).

2.2.1.2.4. Monodermal teratom OMGCT

Kendi i¢inde li¢ farkli — noroektodermal, struma ovarii ve karsinoid — alt tipe ayrilir.
Noroektodermal tiimorler siklikla sinir sistemi tiimorlerini taklit etmektedirler, dogru
tanimlanmasl i¢in 1 cm ¢apinda néroektodermal dokunun saptanmasi gerekmektedir. Struma
ovarii tiimdrleri tiroid tipi karsinom hedefli tiimorleri icermekte ve farkli biiytikliiklerde
epitel hiicreleri ve folikiiller seklinde goriinmektedir. Yumurtalik karsinoidleri de yine kendi

icinde, adacikli, miisindz, stromal ve trabekiiler alt tiplerine ayrilmaktadirlar (65,66).

2.2.1.2.5. Endodermal siniis (Yolk kesesi) tiitmorleri

Cok geng yastaki bireylerden menapoz donemindeki bireylere kadar ¢ok genis bir yas araligi
olan yolk kesesi bilesenine sahip bir yumurtalik germ hiicresi neoplazmidir (67). Bu tiimdrde
neoplastik elementler embriyolojik yolk kesesinden yumurtaliga go¢ eden hiicreleri taklit
etmektedirler. Merkezi kan damarlarinin etrafini sarmig tiimor hiicreleri, glomeruloid
cisimler ve diiz ya da kiiboidal sekilde hiicrelerden olusan bir ag yapis1 gostermektedir (68).
EOC ile karsilastirildiginda, bu tiimorler daha hizli bliytime ve 6zellikle retroperitonel lenf

diigiimleri ve karin i¢i yapilara daha hizli metastaz yapma yetenegine sahiptirler (69).

2.2.1.2.6. Embriyonel karsinomlar

Embriyonel karsinomlar OMGCT 'lerin %4 'nii olustururlar ve genellikle diger neoplastik
germ hiicresi bilesenleri ile karistirilirlar. Ortalama olarak 15 yash kadinlarda tabakalar ve
yuvarlar seklinde goriilme siklig1 daha ytiksektir. Papillalar nadir seyrektir ve kan damari
metastazi sik goriilmektedir (70). Yumurtaliklarda nadir goriinmesine karsilik, homolog

karsillig1 olan testislerde daha sik teshis edilmektedir (61).

2.2.1.2.7. Koryokarsinomlar
Yumurtalik koryokarsinomlari, hamilelik kaynakli primer gestasyonel koryokarsinom, basta

uterus olmakla diger genital kisimlarda ortaya cikan primer gestasyonel koryokarsinom
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metastaz1 ve trofoblastik yapilara farklilagabilen, diger neoplastik germ hiicreleriyle
benzerlik gdsteren birincil germ tiimorleri basliklari altinda incelenmektedir (70). Gebelik
dis1 koryokarsinomlar genellikle cocuklarda, gen¢ yetiskinlerde ve menopoz sonrasi
bireylerde teshis edilmektedir. Peng ve arkadaslar1 gebelik dis1 koryokarsinom teshisine
sahip 12 yasindaki bir ¢ocugu incelemis ve akciger, retroperitoneal lenf diiglimleri ve beyin
metastazt oldugunu bildirislerdir (71). Gebelik dis1 koryokarsinomlar, gebelik temelli
koryokarsinomlara gore daha kotii prognoza sahiptir. Bu ikisini birbirinden ayirt etmek i¢in

DNA polimorfizm analizi en isabetli test olarak bildirilmistir (70).

2.2.1.3. Seks-kord-stromal yumurtalik kanseri

Biitiin yumurtalik tlimorii tiplerinin sadece %7 ni olusturan, nadir goriilen bir yumurtalik
kanseri alt tipidir. Yumurtalik bag dokusundan: primer iireme kordonlarindan ve stromal
hiicrelerden kaynaklanmaktadir. Geng bireylerde goriilme oran1 daha yiiksektir (72). Malign
seks-kord-stromal tiimorlerin %90 n1 olusturarak en sik goézlenen tipi graniiloza hiicreli
timorlerdir (73). Seks-kord-stromal tiimorlerin siklikla virilizasyon ve hipodstrojenizm gibi
hormonal dengesizliklerle karistirilmasinin sebebi bu tiimorlerin androjen, Gstrojen ve
kortikoid tiretmesidir (74). Histolojik olarak saf stromal, saf seks-kord ve karisik tiimorleri
icermektedirler. Saf stromal tiimdrler, yumurtalik stromasinin mezankimal katman
hiicrelerinden kaynaklanmakta ve fibromlar, tekomalar, sklerozan stromal tiimorler,
mikrokistik stromal tiimorler, Leyding hiicreli tiimorler ve steroid hiicreli tiimorler olarak
siniflandirilmaktadir (75). DICERI, STK11 ve FOXL2 genlerinde mutasyonlar bu tiimorler
icin karakteristiktir (72,73).
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Sekil 2.1. Yummurtalik kanserinin histolojik 6zelliklerine gore siniflandirilmasi.

2.3. EPIDEMIYOLOJI VE RiSK FAKTORLERI

Taniy1 zorlagtiran belirgin olmayan semptomlari ve bu sebeple de tedavi siirecini karmasik
hale getirmesi goéz Oniine alindiginda, yumurtalik kanserinin “sessiz katil” olarak
adlandirilmasi sasirtict degildir (10). Yumurtalik kanserinin evrelerinin anlasilmasi ile ilgili
ilk veriler 1988 de bildirilmis, daha sonra Uluslararasi Jinekoloji ve Obstetrik Federasyonu
(FIGO) tarafinda 2014 °de bu bilgiler giincellenmistir (76). Yumurtalik kanserinin 4 evresi
asagidaki sekilde siniflandirilmaktadir: Evre [ yumurtalikla ilgili timorler. Timor tek overle
sinirhidir ve yiizeysel degisiklikk goriilmez. Evre 11 ya tek ya da her iki overde goriilen pelvik

yayilimi ile gézlenen tiimdrler. Evre I1A uterus veya fallop tiiplerine yayilim, evre IIB diger
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pelvik intraperitoneal dokulara niiks ile belirlenir. Evre III sitolojik ve hisolojik testler ile
kesinlestirilen ve reperitoneal lenf nodlarinda goriilen metastaz ile karakterize edilir. Bir
veya iki overde, evre IIIA mikroskobik, evre IIIB <2cm makroskobik ve evre IIIC >2cm
makroskobik tliimdrlerlerin varligi ile tanimlanir. Evre IV uzak metastazlari igerir. Evre IVA
sitolojik testler ile belirlenmis maling prevral sivi birikimi, evre IVB ise parankimal,

karaciger veya dalak metastazlari ile karakteristiktir (76).

Adet dongiisiinlin erken baslamasi veya yine gen¢ yasta adet dongiisiinliin sonlanmasi
(menopoz) yumurtalik kanserinde risk faktorii olarak degerlendirilmektedir (77). Dogum
yapma orani ile epitelyal ovaryum kanserinin goriilme sikligi ters orantili olarak
bildirilmigtir. Germ hiicreli yumurtalik kanserinde nulliparite veya diisiik parite gézlenen
kadinlarda yumurtalik kanseri riski yiiksekken, multiparite gosteren kadinlarda bu oranin
%78 oraninda azaldig1 gozlemlenmistir. Sex-kord-stromal yumurtalik kanserine sahip
kadinlar icin parite ile yumurtalik kanseri arasinda bir baglanti bildirilmemistir (78).
Emzirmenin kadinlarda yumurtalik kanseri riskini azalttig1 tespit edilmistir (79). Babic ve
arkadaslarinin 2020°de 9973 kadin {izerinde ylriittiigli bir calisma ile, emzirmenin
yumurtalik kanseri ve ozellikle yiiksek dereceli mortalite gosteren serroz alt tipte etkili
oldugunu bildirmislerdir. Ayrica emzirmenin hamilelikten bagimsiz olarakta kanser riskinin

diisiirdiigii belirlenmistir (80).

Cesitli kanser tiirlerinde oldugu gibi yumurtalik kanserinde de diyet belirleyici bir risk
faktoriidiir (81). Zeleznik ve arkadaslarinin 2020"de yayinladigi bir calismada, psddoiiridin,
triacilgliserit, sfingolipitler yumurtalik kanseri ile ilgili risk faktorleri olarak bildirilmistir
(82). Diyabet ve yumurtalik kanseri arasinda degisken bir iliski oldugu bilinmektedir.
Molekiiler testler sonucunda, yiiksek diizeyde insiilin benzeri biliyiime faktoriiniin, 6storojen
ve sitokin seviyelerindeki artiglarin, adipokin seviyelerindeki degiskenligin ve

hiperinsiilineminin yumurtalik kanseri riskine katkida bulundugu diisiiniilmektedir (81).

Yumurtalik kanseri riski 30 yas altindaki kadinlarda nadir goriiliirken, 50 yas iistliindeki
ozellikle beyaz kadinlarda daha yiiksek risk diizeyine sahip oldugu bilinmektedir (10).
Bununla beraber yumurtalik kanseri tanisi almis kadinlarin biiyiikk cogunlugu 70 yas
tizerindedir. Hastaligin risk diizeyi ve tedavi yonetimi hastaya bakim ve tan1 — tedavi

olanaklarina erigim ile iligskilendirilmektedir (83).
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Yumurtalik kanserinin ailesel hikayeye bagl gelisme riski, kalitsal meme ve yumurtalik
kanserinin (HBOC), BRCA1 ve BRCA2 patajonik varyantlarinin etkinlik diizeyine gore
degismektedir (84). Bu patalojik varyantlara sahip kadinlarda ser6z adenokarsinomlarin
goriilme oraninin daha yiiksek oldugu bildirilmistir. BRCA1 ve BRCAZ2 patalojik varyantlari
ile karakterize edilen yumurtalik kanseri, otozomal dominant bir sekilde kalitsaldir. Hastanin
ebeveynlerinin genomunda bu varyantlarin gériinmesi, ayn1 zamanda yaga ve cinsiyete bagl
olarak kardesleri de etkilemekte, eger bir ebeveynde bu varyantlar bulunuyorsa hasta
kardesinin de bu patojeniteye sahip olmasit %50 oranla miimkiindiir (84). BRCA1 ve BRCA2
germ hatt1 patpjenik varyantina sahip bireyin bu patojenitetyi kendi ¢ocuklarina devretme
olasilig1 %50 dir. Bu genlerin ifadesi, varyantin penetrasyonuna, bireyin cinsiyyetine ve

yasina gore ¢cok sayida degisiklik, gostermektedir (84).

e
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Sekil 2.2. Yumurtalik kanseri i¢in risk faktorleri.

2.4. GENETIiK MUTASYONLAR

2.4.1. BRCA MUTASYONLARI

BRCAT1 ve BRCA?2 olarak ayrilan BRCA genleri sirastile 1721 ve 13q12 kromozomlarinda
bulunmakta ve DNA c¢ift iplik kirilmalarinda onarimi saglayarak genom stabilitesine katkida

bulunmaktadirlar (85). Bu genlerde meydana gelen mutasyonlar O6zellikle meme ve
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yumurtalik kanserleri i¢in 6nemli risk faktorleri olarak dikkate alinmaktadir (86). BRCA1
mutasyonuna sahip kadinlarda yumurtalik kanserinin gelisme riski %39, BRCA2
mutasyonuna sahip kadinlarda ise %11 oldugu bildirilmistir. Herhangi bir BRCA mutasyonu
bulunmayan ve 70 yasina kadar olan kadinlarda ise yumurtalik kanseri gelisim riskinin
%1,1" lere indigi goriilmiistiir (85). BRCA mutasyonlar1 kalitsal olabilecekleri gibi ayni
zamanda sonradan da meydana gelebilmektedirler. Farkli arastirmalar yumurtalik
kanserinde somatik BRCA mutasyonlarimin olduk¢a yaygin (%5-7) oldugunu
vurgulamaktadir. Bu somatik mutasyonlar, BRCA genlerinde kalitsal bir hata olmamasina

karsin, DNA onariminda hatalara sebep olarak yumurtalik kanseri riskini artirmaktadir (87).

2.4.2. TP53 MUTASYONLARI

Kromozom 17P13.1'de bulunan TP53, genom stabilitesi kontrol ederek, farkli hiicresel stres
durumlarinda hiicre dongiisiiniin durdurulmasi veya apoptozu indiiklemek i¢in gerekli
genlerinin ifade seviyesini aktive ederek kanser gelisiminin engellenmesinde dnemli bir rol
oynamaktadir (88). TP53 mutasyonu 6zellikle HGSOC de ¢ok yaygindir ve %96 oraninda
karakterize edilmektedir (89). Yumurtalik kanserinde P53 genindeki mutasyonlar, normal
P53 proteininin islevini bozabilir ve ayni zamanda "fonksiyon kazanci" (GOF) veya
“fonksiyon kayb1” (LOF) olarak adlandirilan yeni islevlere sahip bir protein
tiretebilmektedir. GOF mutasyonlari, mutasyona ugramis P53 proteininin hiicrelerde
birikmesine neden olur ve bu da karsinogenezi, ila¢ direnci, kotii prognoz ve timor
metastazinin niiks etmesi gibi problemlere yol agar. P53 mutasyonu olan tiimér hiicreleri,
hiicre dongiisiinii kontrol eden 6nemli bir mekanizma olan G1 kontrol noktasindan
yoksundur ve hiicre dongiisiinii durdurmak ve DNA hasarin1 onarmak i¢in sadece G2 kontrol

noktasina baghdirlar (88).

2.4.3. PTEN MUTASYONLARI

Ifade seviyesinde diisiik oranda olan degisiklikler bile hormonal reseptdr aktivasyonunu
etkileyebildigi i¢in fosfotaz ve tensin homologu (PTEN) tiimér olusumu ve kanserin
gelisiminde oOnemli bir hedeftir (90). Fosfoinozitid-3 kinaz (PI3K) yolaginin
inhibisyonundaki etkileri, fosfotaza bagimli veya bagimsiz aktivitelerde hiicre gocii,
cogalmasi, genomik stabilite ve metabolizma iizerindeki etkileriyle giiglii bir timor
baskilayic1 olarak goérev yapmaktadir (90). Shi ve arkadaslarinin 2020°de yaptig1 bir

calismanin sonuglarina gore, Kanser Genom Atlasi veri setinden alinan verilerde HGSOC de
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%45 oraninda PI3K yolag: diizensizligi belirlenmistir. Homozigot PTEN mutasyonlarinin
HGSOC nin %7 sinde bulundugu, bununla da, PTEN proteininin HGSOC de %15 oraninda
tamamen ve %350 oraninda ise kismen kaybinin gerceklestigi bildirilmistir (91). Ayrica
yumurtalik kanserinde PTEN mutasyonlariin EC ve CCC alt tiplerinde de gozlenen bir
etken oldugu bilinmektedir (90).

2.4.4. KRAS VE BRAF MUTASYONLARI

Hiicre dis1 sinyalle diizenlenen kinaz (ERK) ve MAPK yolaginin anahtar proto-onkogenleri
olan KRAS ve BRAF hiicre biiylimesi ve ¢ogalmasinda gorev almaktadirlar. Fakat bu
genlerde gergeklesen mutasyonlar mitojenle tetikteldigi zaman hiicre proliferasyonunda
dengesizlikler yasanarak tiimor gelisimine katki saglamakta ve anormal protein
ekspresyonuna sebep olmaktadir (92). Bu genlerde ger¢eklesen mutasyonlarin yumurtalik
kanseri i¢in kotli prognoz ve kemorezistans biyobelirteci oldugu bilinmektedir (93). LGSOC
baslangici olarak goriilen yumurtalik serdz borderline tiimoérlerinde (SBT) bu mutasyonlarin
goriilme orant %60 olarak belirlenmistir. Ayrica SBT lerin yakininda bulunan yumurtalik
kistadenomlarinin da epitelyal yiizeylerinde KRAS ve BRAF mutasyonlarinin oldugu
bilinmeketedir (94).

2.4.5. ARIDIA MUTASAYONU

ARID1A, SWI/SNF kompleksine ait, protein iiriinii DNA'y1 baglayan ve ATP'ye bagh
polimorfik BRG/BRM-iligkili faktér (BAF) kromatin yeniden sekillendirme biriminin
cekirdek {liyesi olarak bilinmektedir (95,96). ARID1A genindeki diizensizlikler fonksiyon
kaybina sebep olmaktadir. Bu gen SWI/SNF kompleksinin en sik mutasyona ugrayan iiyesi
olarak bilinmektedir (95). Aragtirmalar SWI/SNF kompleksinin toplu mutasyonunun insan
kanserlerinin %20"inde ve Ozellikle ARIDIA kromatin yeniden modelleme genindeki
mutasyonun ise %45 oraninda CCC hastalarinda gozlendigini gostermektedir (95,97).
ARID1A 'nim en 6nemli rollerinden biri de onkogenez ve tiimor baskilanmasina sebep olan
gen ekspresyonunun diizenlenmesindeki etkisidir. ARID1A o6zellikle PI3K/AKT/mTOR
yolunun kontrol ederek hiicre proliferasyonunda, T hiicre aktivasyonu ve kanserin
taninmasinda, EZH2 metiltransferaz islevi ve gen ifadesindeki etkisinde, steroid reseptor
modiilasyonunda, DNA hasar onarimi ve hiicre dongiisiinde, p53 hedeflerinin ve KRAS

sinyalinin diizenlenmesinde rol almaktadir (95,97).
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2.5. YUMURTALIK KANSERINDE TEDAVI METOTLARI

2.5.1. CERRAHI YAKLASIMLAR

Tom Griffiths’in 1975 yilinda epitelyal yumurtalik kanseri hastalari i¢in gelistirdigi
sitorediiksiyon (CRS) cerrahi teknigi giiniimiizde de kullanilmaktadir (98). Yumurtalik
kanseri cerrahisi, hayatta kalma sansini artirmak i¢in miimkiin oldugu kadar ¢ok kanserli
hiicreyi ortadan kaldirmaya ve hatta bazen hastalig1 tamamen iyilestirmeye ¢aligsmaktadir.
Fakat bu ameliyatlar riskli ve kapsamlidir ve genellikle ameliyattan sonra 6liim veya takip
eden kanser tedavilerini alamama gibi ciddi sorunlara yol agmaktadir (99). Yumurtalik
kanseri miidahalelerinde laparotomi gibi geleneksel ydntemlerin yaninda, ilerleyen
teknolojiler sayesinde minimal invaziv cerrahi yontemler de kullanilmaktadir. Ozellikle
erken evre yumurtalik kanserlerinde minimal invaziv cerrahi ile 5 yillik sagkalim oram

%90 1 iizerinde gozlendigi belirtilmistir (100).

2.5.2. YUMURTALIK KANSERI KEMOTERAPISI

II ve IV evre yumurtalik kanserleri i¢in CRS ve takibinde adjuvan platin bazli kemoterapi
uygulanmasi, en uygun tedavi metodu olarak bilinmektedir. Intraperitoneal kemoterapi,
mikroskobik tohumlama, metastaz ve peritona kasinomatozis etkinligine karsi etkili bir
yontem olmasinin yani sira toksik etkilere sahip oldugu bildirilmistir (101). Sisplatin ve
paklitaksel uygulanmasi sonrasinda hastalarda kanser yanit1 6nemli bir boyuta ulagmaktadir.
Fakat kanserin kemoterapiye yanitinin uzun vadede gecerli olmamakla birlikte, hastalarda
stirece bagl ruhsal c¢okiintiilere sebep oldugu bilinmektedir (102). Ayrica ilerleyen zaman
icerisinde hastalarda sisplatine kars1t diren¢ olusmakta ve bu da kanserin niiksetmesine
olanak saglamaktadir. Hastanin hayatta kalmasi1 ve yasam kalitesinin iyilestirilmesi bu ilag

direnci sebebi ile zor bir hal almaktadir (103).

2.5.3. YUMURTALIK KANSERI IMMUNOTERAPISI

Cerrahi ve kemoterapideki ilerlemeler dikkate alindiginda bile, yumurtalik kanserinin
yiksek mortalite gdstermesi, immiinoterapi gibi farkli metotlarn  kullanimini
gerektirmektedir. Kontrol noktasi blokaji, ag1 kullanimini, uyarlayict hiicre transferini ve bu
yontemlerin g¢esitli kombinasyonlar1 en ¢ok bilinin immiinoterapi stratejilerindendir (15).
Yumurtalik kanseri immiinoterapisi i¢in tedavi metotlarinin birgogu klinik ¢aligmalarda test
edilmektedir (104). Yapay T hiicresi reseptorleri iretmek i¢in genetik olarak tasarlanmig bir

cesit T hiicresi kullanimini baz alan, kimerik antijen reseptorii T hiicresi (CAR-T) adaptif
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immiin hiicre terapileri arasinda en hizli gelisim gdsteren tedavi metodu olarak bilinmektedir
(105). Ayrica son yillarda yapilan ¢alismalar yumurtalik kanserinin kendi immiinojenik
yapisindan da kaynaklanan dogal NK dikkate deger bir immiinoterapi metodu oldugunu
belirtmektedir. NK larin antikora bagh hiicre sitotoksisitesi, performans salinimi ve grantil
enzim salglanmas1 mekanizmalar1 kullanarak yumurtalik kanseri iizerinde terapdtik etkinlik

gosterdigi bildirilmistir (106).

2.6. KANSER IMMUNOTERAPISI

Kanserlesme prosesi esnasinda kanser hiicreleri bagisiklik sisteminden kagimmak igin
miicadele etmektedirler. Bagisiklik diizenleme olarak bilinen bu dinamik siireg, eliminasyon,
denge ve kacis olmak {izere 3 asamadan olusmaktadir (107). Eliminasyon asamasinda,
bagisiklik sistemi timor hiicrelerini tanimlamaya ve primer diizeyde bir yanit olusturarak
kanserli hiicreleri ortadan kaldirmaya ¢alismaktadir. Bagisiklik sisteminin yeterli olmamasi
veya ¢evresel faktorler sebebi ile eliminasyon fazindan kurtulan kanserli hiicreler
mevcudiyetlerini koruduklari fakat cogalmanin durduruldugu denge asamasina gegmektedir.
Adaptif bagisiklik ve kanserli hiicreler arasindaki etkilesim yillar veya on yillar
stirebilmektekdir. Genetik mutasyonlar veya cevresel faktorlerin uyarmasi sebebi ile kanserli
hiicreler denge asamasindan ¢ikmakta ve immiin sistemden kurtulduklar1 kagis agsamasina
ge¢mektedirler. Bu asamadayken kanserli hiicreler efektdr T hecrelerinin fonksiyonlarini
inhibe etmek ve bagisiklik baskilanmasindan kurtulmak igin ¢esitli ligandlar eksprese
etmektedirler (108,109).

Bagisiklik sistemini yeniden manipiile ederek, antitimor bagisiklik tepkisinin aktivasyonu
ve kanserin kacisini engellemeyi hedefleyen kanser tedavi metodu kanser immiinoterapisi
olarak isimlendirilmektedir (110). Kanser immiinoterapisi sayesinde bir antitimdr immiin
yanit1 olusturmak, sadece tiimor hiicrelerinin proliferasyonunu engellemez, ayrica birincil
bolgedeki niiksii engeller ve kanserin farkli dokulardaki metastazlarini da dururdurmay1
hedeflemektedir. Kanser mikrogcevresi (TME) dahilinde bagisikliga sistemik bir tepki
olusturmak ve bagisikligin isleyisinin kontroliinii saglamak kanser immiinoterapisinin

gelistirilmesindeki esas hedeflerdir (107).
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2.6.1. SITOKINLER

Insan ve hayvan tiimérlerinde rekombinant sitokinlerin, biiyiime faktorlerinin ve
hormanlarin spesifik olmayan bir kanser immiinoterapisi metodu olarak ele alindigi bir dizi
arastirmalar bildirilmistir (28). Bagisiklik hiicrelerinin biiylimelerini, aktivasyonunu ve
timor bolgesine dahil olmasini saglayabilmek icin birden fazla sitokine ihtiya¢ vardir.
Lenfotik salinimin uyarilmasinda etkili olan IL-2 sitokini uygulamasinin murin timdr
modellerinde metastazi1 azalttig1 bildirilmistir. Bu sitokin ile tedavi daha sonra 1992°de
Amerikan Gida ve ila¢ Dairesi (FDA) tarafindan bobrek hiicreli karsinomu ve melanom

tedavisinde kullanilmak iizere onaylanmistir (28,107).

2.6.2. KANSER ASILARI

Kanserlere as1 kullanilarak miidahele edilmesine iliskin ilkin c¢alismalarin, 1910 larda
William Coley in tiimorlere 6lii Streptococcus ve Serratia bakterilerini enjekte etmesiyle ve
1950°lerde Lloyd Old'un Bacillus calmette-guérin (BCG) ile benzer yontemleri
denemeleriyle bagladigi bilinmektedir (111).

Terapotik kanser asilarinin temel prensibi, timoriin kiigiilmesini saglamak, geriye kalan
hastaligi tamamen ortadan kaldirmak, uzun stireli bir antitiimor hafizasi olusturmak ve
olumsuz ya da genel tepkileri engellemeye dayanmaktadir (112). Kanser asilari kendi
icerisinde 3 ana baslikta incelenmektedir; hiicre asilari, protein/peptit asilar1 ve niikleik asit

asilar1 (30).

DC agilarinin amaci, tiimore 6zgii efektor T hiicrelerini harekete gecirerek tiimorleri etkili
bir sekilde kontrol altina almak ve tiimor niiksiinii 6nlemek i¢in bagisiklik hafizasini
olusturmaktir. Giiniimiizde iki yaygin DC agis1 hazirlama ydntemi bulunmaktadir. Ik
yontemde, hastalarin periferik kanindan mononiikleer hiicreler toplanarak, kiiltire GM-CSF
ve IL4 eklenir ve hiicrelerin olgunlagsmasini saglamak i¢in tiimor TNF-a kullanimaktadir.
Ikinci yontemde ise, 16kosit ayristirma dncesinde GM-CSF tedavisi uygulanarak hastanin

kemik iliginden mobilize edilen CD34+ 6nciil hiicreler elde edilmektedir (113).

Yumurtalik kanseri hastalarindan elde edilen DC verileri ele alindiginda, DC bazh
tedavilerin yumurtalik kanseri i¢in potansiyel bir tedavi metodu olabilecegi

diisiiniilmektedir. DC asilarinin yumurtalik kanseri tedavisindeki etkinligi, vaka raporlari,
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pilot ¢aligmalar ve klinik ¢alismalar da dahil olmak iizere 20'den fazla ¢alisma tarafindan

rapor edildigi bilinmektedir (114).

Normal dokularda ifade edilmeyen ve yalnizca kanser hiicrelerinde bulunan protein ve
peptitlerden elde edilen spesifik antijenik epitoplara kars1 bagisiklik tepkisini uyandirabilen
asilar, protein/peptit asilar1 olarak siniflandirilmaktadir. Yapay olarak sentezlenen bir antijen
proteini/peptidi uygulandiginda, profesyonel antijen sunan hiicreler tarafindan alinmaktadir.

Antijenleri taniyan T hiicreleri kansere 6zgii bagisiklik tepkileri baslatmaktadir (30).

mRNA agilar1 tiimor antijenlerini mRNA formunda kodlayan genetik bilgi saglamaktadir.
mRNA agilar1 dikkat ¢ekici bir immiinojenite gdstermektedir. mRNA ile kodlanmis antijenin
gegici ekspresyonu, daha kontrollii antijen maruziyetine izin verir ve uzun vadeli antijene
maruz kalma riskini azaltir. RNA DNA'ya gore daha kolay degrede oldugundan, asi
stabilitesini saglamak i¢in cesitli modifikasyonlar gerekmektedir. Kisisellestirilmis tip gibi
bu stabiliteyi saglamaya yonelik atilimlar mRNA as1 ¢alismalarinindaki gecikmelerin esas

sebebi olarak bilinmektedir (115).

2.6.3. ONKOLITIK VIRUSLER

Replikasyon yetenegi sayesinde kanseri hedefleyen viriislerin kullanimi onkolitik
viroterapinin temel prensibidir (116). Bu viriislerin secici bir sekilde kanser hiicrelerinde
cogalmast, hem direkt hiicre lizisine hem de antikanser immiin yanitin indiiklenmesine sebep
oldugu bilinmektedir (116). Onkolitik viroterapide hasta sitemine en uygun sekilde
miidahele edecek yontemin belirlenmesi ile kansere karsi dogru immiin yanitin verilmesinin

saglanmasi bu tedavi metodundaki dncelikli zorluk olarak bilinmektedir (117).

Genetigi degistirilmis herpes simpleks viriisii 7alimogene laherparepvec'in FDA ve Avrupa
onkolitik viroterapi komisyonu tarafindan taninmaktadir. Ayrica son zamanlarda yapilan
caligmalarda onkolitik viroterapi ve kemoterapinin kombine uygulamalart kanser

tedavisinde basarili sonuglar elde edildigi bildirilmistir (117).

2.6.4. CAR-T HUCRE TERAPISI
CAR-T hiicre tedavisi, dolagim sisteminden izole edilen T lenfositlerini, kimerik antijen
reseptorlerini ifade edecek sekilde isleyerek, major histo-uyumluluk kompleksinden (MHC)

bagimsiz bir sekilde kanserin T hiicresi tarafindan taninmasini baz alan bir tedavi metodudur
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(118). CAR'lar belirli bir hedef tarafindan ifade edilen antijenleri taniyarak, hedef hiicreyi
ortadan kaldirmak i¢in lenfositleri modiile eden sentetik reseptorlerdir (119). In-vitro
c¢ogalmanin ardindan kansere karsi immiin yanitin yeniden diizenlenmesi i¢in hiicreler

hastaya geri asilanmaktadir (118).

CAR-T tedavisi hematolojik malignitelerde CD19, BCMA, CD20 ve CD22 antijenlerine
odaklanmistir. CD19, CD20, CD22 ve CD23 genellikle B-hiicre temelli malignitelerde
kullanilan hedeflerdir. Bu antijenler arasinda CD19, en yaygin kullanilan hedeftir ve ¢ogu
B-hiicreli malignitede yiliksek diizeyde eksprese edilir. CD30, genellikle Hodgkin
lenfomasinin tiimor hiicrelerinde, CD33, 6zellikle akut miyeloid 16semi (AML) tedavisinde,
SLAMF, BCMA ve CD138 ise, multipl miyelom (MM) tedavisinde gelistirilmistir. CAR-T
hiicreleri, belirli tiimorle iligkili antijenleri tanidiginda, immiinreseptor tirozin bazl
aktivasyon motiflerinin fosforilasyonu ile aktivasyonu baslatarak, hiicre proliferasyonunu

tesvik etmekte, sitokin salinimini saglamakta ve immiin yanitlar1 artirmaktadir (120).

CAR-T hiicre tedavisi, akut lenfoblastik 16semi (ALL), biiylik B hiicreli lenfoma (LBCL),
folikiiler lenfoma (FL), manto hiicreli lenfoma (MCL), marjinal zon lenfoma (MZL) ve MM
tedavilerinde kullanim i¢in FDA onayina sahiptir (121).

CAR-T giiclii bir tedavi hedefi olsa da yumurtalik kanserinde kullanimindan zorluklar
yasanmaktadir. CAR-T hiicresinin kat1 tiimdrleri etkileyebilmesindeki bu zorluk,
hematolojik kanserler ile karsilastirildiginda yumurtalik kanserinde tiimor i¢i ve tiimorler
arast Onemli heterojenitelerin varligindan kaynaklanmaktadir. Ayrica yumurtalik kanserinin
timor mikro ortaminin dogal immiinojenitesi CAR-T hedeflemeyi daha da zor hale
getirmektedir. TME'de bulunan hiicreler tarafindan salgilanan belirli sitokinler reaktif
oksijen tiirleri tireterek CAR-T hiicrelerinin hedefe ulasmadan aktivitesinin inhibisyonuna

sebep olabilmektedir (122).

2.6.5. MONOKLONAL ANTIKORLAR

Bagisiklik sisteminin normal bir tepkisi olarak, viicut yabanci maddelere karsi antikor
tiretmekte ve salinim yapaktadir. Monoklonal antikorlar (mAb’ler) ise, kanser hiicrelerinin
ylizeyinde bulunan antijenlere baglanarak, bagisiklik sisteminin kanser hiicrelerine
saldirisin1  diizenleyebilen, giiclendiren veya taklit eden antikorlar olarak tasarlanmig

laboratuvar {iirlinii molekiiller olarak bilinmektedir (123). Onkolojide mAb'ler tiimdriin

22



proliferasyonunun engelellenmesi, anjiyogeneze miidahele ederek biiyiimenin engellenmesi,
programlanmis hiicre 6liimii ve bagisiklik kontrol noktalarindan kaginmasini engellemek

gibi amaglarla kullanilmaktadir (123).

mAb'ler ilag veya radioaktif madde tasiyip tasimadiklaria gore iki gruba ayrilmaktadirlar.
Bunlar konjuge olmayan ve kanser iizerindeki antijene kendi kendine direkt etki eden ¢iplak
mAb’ler ve kemoterapotik veya radioaktif parcaciklar tasiyan konjuge mAb’ler olarak
bilinmektedirler. Ayrica blinatumomab gibi iki ayr1 mAb den olusan ve iki ayr1 antijene ayni

anda baglanabilen bispesifik mAb’ler de mevcuttur (124).

Uretim formatina gére mAb'ler dort baslikta incelenmektedirler. Insanla uyusmas: diisiik
olmasina ragmen bir ¢ok kanser i¢in onaylanmis fare mAb’leri, %65 insan %35 fare kokenli
kimerik mAb’'ler, fare mAb'lerinin zincirlerindeki hiperdegisken bdlgelerin insan
antikoruna eklenmesi ile olusturulan insanlastirilmis (hiimanize) mAb'ler ve hayvan antikor
ireten genlerinin endojen bolgelerinin susturularak insan genleri ile degistirilmesinden elde

edilen tamamen insanlastirilmis (tam hiimanize) mAb'ler olarak ayrilmaktadirlar (125).

Kanser immiinoterapisi i¢in FDA tarafindan onaylanmis mAB'lerin biiyiilk cogunlugu
hematolojik kanserleri hedeflemektedir. CD20 hedefli kimerik mAb rituksimab ve tam
insanlastirilmis mAb ofatumab, CD52 hedefli hiimanize mAb alemtuzumab ve CD22 hedefli
miirin mAb moxetumomab pasudotox bunlara 6rnek olarak gosterilebilir. Ayrica kati
kanserler icin de HER2 hedefli hiimanize mAb pertuzumab ve kikmerik mAb
margetuksimab, EGFR hedefli tam insanlastirilmis mAb panitumumab FDA tarafindan
onaylanmaistir (126).

Pro-tlimor biiyiimesinin ve hayatta kalma sinyallerinin bozulmasi ile sonuglanan biiyiime
faktorii sinyallerinin bloke edilmesi mAb’lerin baslica etki mekanizmalar arasinda yer
almaktadir. Setuksimab EGFR hedef alan bir mAb olarak incelenmektedir ve reseptor
dimerizasyonunu bloke ederek apoptozun indiiklenmesini sagladigi bildirilmistir (127).
Yumurtalik ve meme kanserlerinde yliksek ifade seviyesine sahip insan HER2 bilinen bir
ligand1 yoktur, bu sebeple trastuzumab kullanilarak hetero-dimerizasyon inhibisyonu

hedeflenmektedir (127).
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Immiin kontrol noktalarini hedefleyerek, kansere karsi immiin yanitin diizenlemesinin
amaclayan mAb'ler immiin kontrol noktas1 inhibitorleri (ICI) olarak giincel bir aragtirma

konusudur (128).

2.6.5.1. immiin Kontrol Noktasi Blokaji

Onkogenezin engellenmesinde bagisiklik sistemim miithim bir rol oynamaktadir. Fakat
kanser hiicrelerindeki genomik ve transkriptomik anormallikler tiimore karsi bagisiklik
tepkisinin yetersiz kalmasina sebep olmakta ve kanser hiicrelerinin bagisiklik sisteminin
kullandig1 engelleyici yollar1 bloke etmesi ile sonuglanmaktadir. Kontrol noktasi blokajimnin
hedeflenmesi kanserin, bagisiklik sistemine miidahele ederek T hiicre aktivasyonunu
engellemesini durdurmay1 ve anormal inflamasyondan kaynaklanan normal dokuya verilen

hasarin en aza indirilmesine odaklanmaktadir (129).

Sitotoksik T-lenfosit antijen 4 (CTLA-4), PD-1 ve PD-L1 immiin ICT lerinin temel hedefleri

arasinda yer almaktadir (128).

2.6.5.1.1. Programlanmis Oliim Proteini Ligand 1

PD-L1, B7 ailesine ait 290 aminoasitten olusan ve T hiicresi iizerinde eksprese edilen PD-
I'in ligandi olan bir transmembran proteini olarak bilinmektedir. PD-1 ve PD-LI1'in
etkilesimi T hiicre aktivasyonunu inhibe etmekte ve T hiicresini apoptoza siiriiklemektedir.
Bununla da adaptif immiin yanitlarin diizenlenmesinde negatif etkiler gostererek, kanserin

immiin kontrolden kagmasina olanak saglamaktadir (130).

TME de bulunan aktif T hiicrelerinin PD-1 ifadesi, interferon gama, interlokinler ve TNF-a
gibi sitokinlerin TME'ye salinmasina sebep olmaktadirlar. Kanser hiicrelerindeki uygun
reseptorler sayesinde algilanan bu sitokinler PD-L1 ifadesinin indiiklenmesinde rol
oynamaktadir (131). NFkB, MAPK, mTOR, STAT ve c-Myc sinyal yolaklar kanser
hiicrelerinde PD-L1 ifadesinde gorev almaktadirlar (132). Ayrica, hipoksi ile indiiklenen
faktor 1o nin (HIF-1a) baz1 kanserlerde PD-L1 ifadesinde gorev aldigi bilinmektedir (133).

PD-1 ifadesi sonrasinda ortama salinan sitokinlerden IL-6 ve kanser hiicresinde bulunan
reseptorli [IL-6R 'nin PD-L1 ifadesini destekledigi bildirilmistir. Bununla beraber IL-6/IL-6R
etkilesimi JAK ve STAT3 aktivasyonuna sebep olarak PD-L1'in daha stabil bir yapida

eksprese olmasina yardimci olmaktadir (134).
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PD-L1 hedefli tedaviler i¢cin FDA tarafindan ¢esitli kanserlerde onaylanmis, atezolizumab,
avelumab ve durvalumab mAb’leri mevcuttur (135). Avelumab 2017 yilinda FDA tarafindan
metastatik merkel hiicreli karsinom i¢in bir tedavi hedefi olarak onaylanmistir. Ayrica renal
hiicreli karsinom i¢in birincil tedavi olarak avelumabin bir kii¢iik molekiil olan axitinib ile
kombinasyonu kullanilmaktadir. Platin bazli tedavi sonrasinda veya tedavi esnasinda iiretyal
karsinom hastalirmmin tedavisi i¢in 2017 yilinda onaylanmig bir diger mAb de
durvalumab’dir. Bununla da hem kemoterapi hem immiinoterapi hem de hedefe yonelik
tedavilerin kombinasyon kullaniminin optimize bir tedavi metodu oldugu diistiniilmiistiir

(136).

2.6.5.1.2. Atezolizumab (ATE)

Farmakokinetigi sinomolgus maymunlar1 ve farelerde calisiimis atezolizumab, su an
tamamen insanlastirilmig IgG1l bir mAb'dir. Intravendz uygulamasini takiben 24 saat
sonrasinda sirasi ile dalak, akciger, bobrekler, karaciger, kalp ve kaslar olmak iizere dagilim
gostermektedir. Viicutdaki PD-L1"in ATE tarafindan bloke edilmesinin >0,5 pg/mL serum
konsantrasyonlarinin uyulanmasindan yaklasik 24-48 saat sonra gerceklestigi bildirilmistir

(137).

PD-L1 e spesifik olarak baglanan ATE, ilk kez 2016 Mayis'da da FDA tarafindan iirotelyal
karsinom i¢in, 2016 Ekim"de ise kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri (NSCLC) i¢in ikinci
basamak tedavi olarak onay almistir (138)(139). Ayrica ii¢lii negatif meme kanseri (TNBC),
metastatik renal karsinom, kolorektal kanser (138), kii¢iik hiicreli akciger kanseri (SCLC)
(140), hepatoseliiler karsinom (141) ve melanomda (142) atezolizumab'in etkilerinin

incelendigi ¢calismalar yiiriitiilmektedir.

ATE nin yumurtalik kanseri {izerinde etkilerinin incelendigi ¢alismalar gerceklestirilmistir
(143). Moroney ve arkadaslarinin 2020 yilinda yayinladig: bir ¢alismanin sonuglar1 PD-L1
hedefli mAb ATE ve vaskiiler endotelyal biliyiime faktorii-A (VEGF-A) hedefli mAb
bevacizumab ile tedavi edilen platin direngli yumurtalik kanserinde kalic1 tedavi yanitlari ve

tedavi stabilizasyonu gozlemlendigini gostermektedir (144).

2.6.5.1.3. Interlokin 6 Reseptorii (IL-6R)
IL-6, insanlarda hem proinflamatuar hem de anti-inflamatuar rol oynayan ¢ok islevli bir

sitokindir. Yumurtalik, meme, prostat, akciger ve pankreas kanserleri gibi bir cok kanserde
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karakteristik bir sekilde asir1 ifade edilir (145). Hedef hiicrede bulunan, bir ylizey reseptorii
olan IL-6R tarafindan algilanarak cesitli sinyallerin baslatilmasinda etkilidir (146). IL-6 ile
IL-6R"nin bu etkilesimi kanserde Ras/MAPK, PI3K/Akt ve JAK/STAT3 sinyal yollar ile
birlikte ayn1 zamanda hiicre proliferasyonunda, apoptozda, farklilasmada, anjiyogenezde ve
metastazda ve bunlari regiile eden genlerin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir

(145,146).

IL-6R inhibisyonu i¢in mAb'ler dikkat ¢ekici bir hedeftir. Hedefe yiiksek bir afinite ile
baglanma yetenegi olan ve tamamen hiimanize bir mAb olan sarilumab IL-6R
inhibisyonunda kullanilmaktadir. Romatoid artrit tedavisi i¢in onaylanmis sarilumab’in

ndtropeni gibi yan etkileri gézlenebilmektedir (147).

2.6.5.1.4. Tosilizumab (TCZ)

Immiinoglobulin Glk alt smifindan hiimanize bir monoklonal antikor olan tosilizumab,
serbest ve membrana bagli IL-6R e spesifik baglanan bir inhibitdrdiir. ilk kez, Castelman
hastalig1 tedavisi i¢in Japonyada 2005 yilinda “yetim ilag” olarak onaylanmistir. Su anda
Avrupa Birligi iilkelerinde hem tek basina hem de hastalik modifiye edici anti-romatizmal
ilaglar ile birlikte yetiskinlerde romatoid artrit, 2 yasin iizerindeki ¢ocuklarda da juvenil

idiyopatik artrit tedavisinde TCZ kullanilmaktadir (148).

TCZ nin kanser hiicrelerinde IL-6R/JAK/STAT3 sinya yolu {izerindeki etkileri
incelenmistir. TCZ'nin IL-6R ile etkilesiminin bu yolagi inhibe etmesinin gilioma
hiicrelerinde anti-proliferatif etkiye sebep oldugu bilinmektedir. Ayrica TNBC de sisplatin

toksisitesine destek verererk proanjiyojenik potansiyeli dnledigi incelenmistir (149).

2020 yi1linda meydana gelen Covid-19 pandemisinde IL-6R yolu dikkatgekici bir hedef halne
gelmis, bu sebeple de IL-6R inhibitorii olan TCZ hastaligin tedavisi icin test edilmistir.
CAR-T hiicreleri tarafindan indiiklenen siddetli sitokin salinim sendromunun TCZ
tarafindan hiper-enflamatuar durumunun kontrol edilmesi ve ayrica TCZ nin bagisiklik
tepkisini gli¢lendirerek kanser tedavisindeki etkisi Covid-19 i¢in potansiyel ve giivenilir bir

aday haline getirmistir (150).

Ge ve arkadaglarinin 2020 yilinda yayinladiklar1 bir ¢alismada, yumurtalik kanserinde asir1
ifade olundugu bilinen bir uzun kodlanmayan RNA olan THOR un IL-6R/STAT3 yolunun
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aktivasyonunda etkili oldugunu bildirmislerdir. Ayrica IL-6R inhibitérii TCZ nin
uygulanmast THOR susturulmus yumurtalik kanseri hiicreleri ve kontrol grubu hiicreleri
arasindaki metastatik farklarin aradan kaldirildigi gozlenmistir (151). Yine farkli bir
calismada TCZ ve karboplatin kombinasyonunun EOC hecrelerinin biiylimesi ve

cogalmasini sinerjik olrak engelledigi gdzlenmistir (36).

2.6.5.1.5. Sinyal Transdiiseri ve Transkripsiyon Aktivatorii 3 (STAT3)

Transkripsiyon faktorleri DNA"daki spesifik genlerin promotor bolgelerine 6zel baglanma
bolgeleri ile baglanarak giiclendirici etki yaratan proteinlerdir. STAT3, STAT trankripsiyon
faktorleri ailesine aittir ve kanserle yakin iligkisi ve ilag direnci sebebi ile 6nemli bir hedef
olarak bilinmektedir (36). IL-6R tarafindan IL-6'nin tanimlanmasi ile berarber, ayni
zamanda uygun reseptorler ile IL-10 gibi diger sitokinlerin, epidermal biiylime faktor,
fibroblast biiylime faktorii, onkostatin M, siliyer norotrofik faktor, kardiyotrofin benzeri
sitokin faktor 1, I6semi inhibitor faktdr ve insulinin tanimlanmasi STAT3 aktivasyonunda
rol almaktadir. Embriyonik gelisim, immiinolojik aktivite, inflamasyon, hematopoez,
kardiyovaskiiler fizyoloji, karaciger ve nodronal rejenerasyon bu sitokin ve biiyiime
faktorlerinin temel gorevlerindendir (152,153). Uygun reseptorler ile tanimlanan bu
faktorler JAK 'larin ayni kokenli reseptoriin sitoplazmik kuyrugunu fosforile etmesine sebep
olur. Bunu takiben STAT3 homodimer olusturarak sitoplazmadan c¢ekirdege gecer.
Cekirdekte fosforile STAT3 ve benzeri koaktivatorler ile kompleks olusturarak hedef

genlerin promotor bolgelerine baglanir ve transkripsiyonu aktive eder (153).

Kanserlerin %70 de anormal diizeyde ifade edilen STAT3 bir onkogen olarak bilinmektedir.
STAT3 lin asir1 ifadesi, hiicrelerin hayatta kalmasini ve asir1 biiyiimesini destekleyen anti-
apoptotik ve biiytime faktorlerinin siirekli transkripsiyonuna sebep olarak tiimorlere giiclii
malignite kazandirmaktadir (152). Tiimoriin immiin kagiginda gérev alan immiin kontrol
noktasi elemanlarinin dogrudan veya dolayli olarak diizenlenmesinde STAT3 6nemli bir role
sahiptir. STAT3 uygun genin promotoriine baglanarak PD-1 ve PD-L1 ifadesini
artirmaktadir (26).

Yumrutalik kanserinde ve 6zellikle HGSOC de STAT3 in asir1 ifade oldugu bilinmektedir.
Bu sayede invazyonu, metastazi, hiicre biiylimesini ve anjiyogenezi destekledigi tespit

edilmistir. Ayrica STAT3 aktivasyonu yumurtalik kanserinde hiicre hareketliligine yardime1
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olan fokal adezyonlarda bulunmakta ve STAT3 lin inhibisyonunun buna dayanarak hiicre

invazivligini azalttig1 bilinmektedir (154).

STAT3 inhibisyonu i¢in kii¢iik molekiiller 6nemli bir hedef haline gelmistir. STAT3 {in aktif
merkezi olan SH2 bdlgesine 6zgii ¢esitli kiigiik molekiillii inhibitorler klinik ¢alismalar igin
degerlendirilmistir. C188-9 (TTI-101) kiigiik molekiilii, karaciger, meme, mide kanseri gibi
kanserlerin Faz I ¢alismalar1 i¢in degerlendirilmistir. OPB-111077 de yine bagka bir yiiksek
afiniteli STATS3 kii¢iik molekiillii inhibitortidiir (155).

2.6.6. KANSER IMMUNOTERAPISINDE DOGAL KAYNAKLI KUCUK
MOLEKULLER

Geleneksel sentetik olarak gelistirilmis molekiiller-ilaglar ile kiyaslandiginda dogal kaynakli
molekiiller gliniimiiz ¢alismalarinda 6nemli etkileri ile yer almaktadirlar. Sentetik iiretilmis
molekiiller ile karsilastirildiginda dogal molekiiller daha genis ve kapsayici kimyasal
biyolojik aktivitesi yiiksek bilesikler ile desteklenen bir yapiya sahiptir. Bu 6zellikleri dogal
kaynakli kiigiik molekiilleri kanser ve bir¢cok hastalik i¢in 6nemli bir tedavi hedefi haline
getirmektedir (156). Son yillarin 6nemli arastirma alanlarindan bir de sitotoksik kimyasal
ilaglar yerine hedefe yonelik biyolojik aktivitesi yiiksek kii¢iik molekiillerin gelistirilmesidir.
Sitotoksik ilaglar yerine, normal hiicrelere zarar vermeden hedefe yonelik etki gdsteren
kiigiik molekiillerin ¢aligmalarda yerini almast 2001 yilinda bir kiiclik molekiillii tirozin
kinaz inhibitorii olan imatinib’in FDA tarafindan onaylanmasi ile baslamistir. Sitotoksik
ilaglar ve dogal kaynakli molekiillerin bir diger kolu olan makromolekiiller ile
karsilastirildiginda kiiciik molekiillerin diisiik maliyet, hasta uyumu, farmakokinetik,
depolama ve tasima kolaylig1 gibi 6zellikleri onlar1 avantajli hale getirmektedir (157). Kiigiik
molekiillerin <1000 molekiil agirliklar1 (Mw) ve hem hiicre i¢i hem de hiicre dis1 etki
kapasiteleri, makromolekiillerin biiyiik molekiil agirliklar1 ve smirh etki mekanizmalarina
kars1 avantaj saglamaktadir. Ayrica daha kolay iiretim kosullar1 ve kii¢iik molekiillii ilaglarin
oral yoldan biyoyararlanimi iiretici ve tiitetici bakiindan da kolaylik saglamaktadir. DNA
hasar1 ve onarilmasi, endokrinolojik kanallar, metabolizma, anjiyogenez, bagisiklik kontrol
noktalar1 kiigiik molekiillerin kanser tedavilerinde dikkate alindigi temel hedefler olarak

incelenmektedir (158,159).
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Kanser immiinoterapisinde kii¢iik molekiillerin kullanilmasi, kanser tarafindan bastirilan
bagisiklik sisteminin yeniden aktif hale getirilmesi ve gelistirilmesini temel almaktadir. Bu
sekilde sitotoksik T hiicre kalitesinde ve miktarinda artis olmasi ve timor gerilemesi
hedeflenmektedir.  Sitolitik lenfosit deaktivasyonuna sebep olan reseptorlerin
hedeflenmesinde kontrol noktast blokaji ajanlar1 gérev almaktadir (160). Kontrol noktasi
blokaj1 i¢in mAb'ler daha ¢ok tercih edilen tedavi metodu olsa da, mAb'lerin etki alanlar1
hiicre yiizeyi ile sinirhidir. Kiigiik molekiillerin kontrol noktasi blokajindaki en biiylik
avantaji hiicre i¢i sinyal yolaklarin1 da hedef almasidir. Kontrol noktasi blokajindaki bu
etkileri sayesinde CA-170 ve GS-4224 kiiciik molekiillerinin klinik c¢alismalarda
arastirtlmaktadir. Ayrica TMEde pro-tiimorojenik yollar1 hedeflemeleri ve ICI mAb'ler ile
sinerjik etkiler olusturmalar1 kii¢iik molekiilleri kanser immiinoterapisi i¢in 6nemli bir hedef

haline getirmektedir (160,161).

2.6.6.1. Liken ikincil metabolitleri

Likenler en az bir mantar, fototrof algler ve siyanobakterlerden olusan morfolojik ve
fizyolojik olarak birbirine entegre olmus simbiyotik organizmalardir (162). Simbiyotik
yapilari, likenlerin agacglar ve kaya, toprak gibi her tiirlii cansiz nesnelerin {izerinde
yasamlarini siirdiirmelerine ve ortam kosullarina uyum saglamalarina yardimci olmaktadir
(163). Bu adaptasyon yetenegi liken metabolitlerinin sayesinde gerceklesmektedir.
Biyoaktif bilesikler olan liken metabolitlerinin biiylik c¢ogunlugu mikobiyont olarak
adlantirilan likenin mantar kismi tarafindan {iretilse de, fotobiyont olarak bilinen algler ve

siyanobakterler de dnemli ikincil metabolitlerin iiretiminde gorev almaktadirlar (164).

Liken ikincil metabolitlerinin antioksidan, antikanser, anti-inflamatuar, analjezik, anti-
mikrobiyal, noroprotektif aktivite, UV koruyucu, allelopatik, antiprotozoal ve bdcek
oldiirticii aktivite sergileyen etkileri oldugu bilinmektedir. Liken ikincil metabolitlerinin bu
Ozellikleri sayesinde, giincel arastirmalarda onemli konu basliklar1 olarak ve ilag

endiistiirisinde dikkat ¢ekici bir hedef olarak incelenmektedirler (165).

Liken ikincil metabolitlerinin antikanser Ozelliklerinin temeli, bu metabolitlerin kanser
hiicrelerine kars1 sergiledigi sitotoksik etkiye ve hiicre dongiisiiniin ¢esitli fazlarinda hiicre
dongiisiinii durdurarak, kanserli hiicrelerin apoptoz, nekroz veya otofajiye siiriiklenmesini

saglamalarina dayanmaktadir. Liken ikincil metabolitlerinin en ©Onemli antikanser
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ozelliklerinden bir digeri ise PI3K/Akt/mTOR ve STAT3 gibi sinyal yolaklarinin
diizenlenmesinde etkili mezenkimal epitelyal gegis faktorii (c-Met) gibi kanser invazivligini
destekleyen yollarin inhibisyounda etkili olmalaridir. Ek olarak bu ikincil metabolitler TNF-
a, IL-1B, IL-6 ve TGF-B1 bilesenlerini hedef alarak inflamatuar yanitlarin yeniden

diizenlenmesinde etkili oldugu goriilmiistiir (166).

Usnik asit iyi arastirilmig ve ¢esitli liken tiirlerinde bulunan antioksidan ve anti-inflamatuar
etkilere sahip bir ikincil metabolittir. Farkli kanser tilirlerinde yapilan incelemelerde usnik
asidin anti-proliferatif etkilere sahip oldugu gézlenmistir. Lobarik asit, atranorin, lekanorik
asit, norstiktik asit, stiktik asit, ramalin, giroforik asit, salazinik asit, protolichesternik ve
fumarprotosetrarik asit, gili¢lii antikanser etkilere sahip diger ikincil liken metabolitleridir

(167).

2.6.6.1.1. Lobarik Asit (LA)

Likenlerden farkli sekillerde sentezlenen 1000°den fazla bilesik tanimlanmistir. Bunlarda
depsidonlar, dibenzofuranlar, depsidler ve ksantonlar asetat-malonat yolagi ile, pulvinik asit
tiirevleri sikimik asit yolagi ile, terpenler ve steroidler ise mevalonik asit yolagi lizerinden
sentezlenmektedirler (168). Asetat-malonat yolagi birimleri likendeki ikincil metabolitleri
olusturmak i¢in orselinik asit veya B-orsellinik asit olusturmak i¢in bir araya gelmektedirler.
Depsidlerin oksidatip siklizasyon zamani hidrojen atomlarin1 kaybetmesi ile despidonlar
olusmaktadir. Depsidonlarin kimyasal c¢esitliliginin en baslica sebebi ise oksijen

metilasyonunun gerceklesmesidir (168).

i \_4)_ -
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Sekil 2.3. Lobarik asitin molekiil yapis1 (168)
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Carpentier ve arkadaslar1 2018 yilinda Stereocaulon paschale’ den bir depsidon olan lobarik
asitin (LA), 6 psddodepsidon ve 2 monoaromatik bilesigin izolasyonunu bildirmislerdir (32).
Bunun disinda lobarik asit, Stereocaulon alpinum (169), Stereocaulon vulcani, Usnea
diffracta, Usnea zahlbruckneri ve Usnea trichodeoides (170) likenlerinden de izole

edilebilen biyoaktif ikincil liken metabolitidir.

LA 456.49 Mw (171) bir depsidon olup, molekiil yapis1 birbirine ester baglar1 ile baglanan
nadiren 3, ama genellikle 2 aromatik halkadan ve halkalar arasindaki eter baglantisindan

olusmaktadirlar (168) (Sekil 2.3.).

LA'nin insan tiimorleri lizerindeki sitotoksik ve anti-proliferatif etkileri bir¢ok in vitro
caligma ile test edilmis ve anti-apoptotik genleri baskilayarak kanser hiicrelerinin 6liime
stirikledigi bildirilmistir (168). Emsen ve meslektaglarinin 2018°de yayinladigir bir
caligmada LA 'nin insan insan glioblastoma multiforme hiicreleri ve primer sigan serebral
korteks hiicreleri iizerinde yiiksek diizeyde toksik etki sergiledigi rapor etmistir (172). Yine
2018'de Hong ve arkadaslarmin yiirittigli bagka bir calismada LA'nin serviks
adenokarsinomu hiicre hatti Hela ve insan kolon karsinomu hiicre hattt HCT116'a

uygulanmasi sonucunda apoptozun indiiklendigi gozlemlenmistir (171).

LA nin lipopolisakkaritler ile uyarilan makrofajlarda NF-kB aktivasyonunu ve TNF-a, IL-
1, IL-6 ve IL-18 gibi proinflamatuar sitokinlerinin salgilanmasini inhibe ederek anti-
inflamatuar etki gosterdigi gdzlemlenmistir (32). Insiilin direnci ve duyarlilii, enerji
dengesi ve viicut yag depolarini diizenlenmesinde rol oynayan protein tirozin fosfataz 1B nin
LA uygulanmasi sonrasinda inhibe oldugu Kim ve arkadaslari tarafindan 2018 yilinda rapor
edilmistir (173). Ayrica LA 'nin anti-oksidan aktivitesi ve Taenia coli'deki diizensiz kas

kasilma aktivitesinin iyilestirilmesi gibi etkileri de bulunmaktadir (168).

2.6.6.1.2. Kanser immiinoterapisinde Kkiiciik molekiiller ve monoklonal antikor
kombinasyonlarinin etkinligi

mADb’lerin kanser immiinoterapisindeki basarisi, kiiclik molekiillerin bu alandaki etkilerinin

gblgede birakmaktadir. Fakat kiiglik molekiiller mAb'ler gibi immiinsiipresif mekanizmalari

hedeflemekle birlikte bu mekanizmalarin hiicre i¢in sinyal yolaklarini da hedefleme

kapasitesine sahiptirler. Bu sebeple kii¢iik molekiiller ve hiicre dis1 kontrol noktasi
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mAb’lerinin birbirini tamamlayici ve sinerjik etkilerinin incelenmesi 6nemli bir tedavi

hedefidir (33).

Rini ve meslektaglariin 2019"da yayinladigi ilerlemis renal hiicreli karsinom iizerine Faz
1B caligmas1 sonuglarina gére VEGF i¢in birincil seviye tedavi olarak onaylanmis kiiciik
molekiil sunitinib, PD-1 hedefli mAb pembrolizumab ve yine VEGF yolunu hedef alan
axitinib kombinasyonu ile karsilastirilmistir. Tedavi sonuglart pembrolizumab + axitinib
uygulanmis hastalardan sunitinib uygulanmis hastalara gére daha uzun sagkalim ve daha
objektif yanitlar elde edilmistir (174). Motzer ve arkadaslarinin 2019 yilinda yiirtittiikleri
yine renal hiicreli karsinom iizerine Faz 3 caligmasinda sunitinib ile axitinib ve PD-L1
hedefli mAb olan avelumab kombinasyonu karsilastirilmistir. Avelumab + axitinib
uygulanmis hastalarda sagkalimin sunitinib uygulananlara nazaran daha uzun siireli oldugu
gozlemlenmis ve ayni zamanda kombinasyon uygulanan gruptan %55,2, sunitinib

grubundan ise %25,5 oraninda objektif yanit elde edilmistir (175).

Endometriyal kanserde, farkli bir VEGF kiigiik molekiillii inhibitorii olan lenvatinib ile
pembrolizumab kombinasyon tedavisi Makker ve meslektaslari tarafindan 2019°da bir Faz
2 ¢alismasi ile rapor edilmistir. Calisma sonuglarina gére bu kombinasyon tedavinin anti-

kanser etkilerinin onaylamis ve Faz 3 ¢aligmasina ge¢ilmesine hak kazanmistir (176).

Gutzmer ve arkadaslar1 2020 yilinda, rezeke edilemeyen ileri BRAFY®%

mutasyon pozitif
melanom tedavisi i¢in atezolizumab + vemurafenib + kobimetinib kombinasyonunu Faz 3
caligmasi ile rapor etmislerdir. Kombinasyon tedavi sonucu progresyonsuz sagkalimin

onemli dl¢iide arttigint géstermistir (177).

32



3. GEREKCE VE AMAC

Yumurtalik kanseri, erken evrelerde belirtiler gostermemesi ve genellikle ilerlemis evrelerde
teshis edilmesi ile tedavi siirecini zorlastiran ve kadinlarda jinokolijik kanserler arasinda en
yiksek mortaliteye sahip kanser olarak bilinmektedir. Tedavide kullanilan mevcut
kemoterapoétik ajanlarin yetersizligi ve ilag¢ direnci yeni tedavi metotlarinin ve kombinasyon

tedavilerin gelistirilmesinin 6nemini vurgulamaktadir.

Anti-kanser, anti-oksidan ve anti-inflamatuar etkileri farkli ¢alismalar ile belirlenmis LA
onemli bir liken ikincil metabolitidir. Bir¢cok calisma ile LA 'nin anti-proliferatif etkisi ve
farkli biyoaktif 6zellikleri incelenmis olmasina karsin LA 'nin molekiiler karekterizasyonu,
etki mekanizmasi ve farkli hiire tipleri lizerindeki etkilerinin daha detayli incelenmesi
gerekmektedir. Ayn1 zamanda IL-6R hedefli bir mAb olan TCZ nin de gii¢lii anti-kanser ve
anti-inflamatuar etkileri bircok calisma ile desteklenmektedir. Ayrica mAb'ler ve kiigiik
molekiillerin kombinasyonlarinin kanser tedavisinde sinerjistik etki sergileyerek tedavi
etkinligini artirma potansiyeli vardir. Kanser hiicrelerinin proliferasyonunu, inflamatuar
yolaklar1 ve kanserin immiin sistemden kagis mekanizmalarini destekleyen IL-
6R/STAT3/PD-L1 sinyal yolag: iizerinde LA ve LA-TCZ kombinasyonunun terapdtik

etkinlik gosterebilecegi, bu yliksek lisans tez ¢aligmasinin hipotezi olarak belirlenmistir.

Tez calismasi kapsaminda LA ila¢ aday molekiiliiniin ii¢ farkli yiiksek dereceli serdz
yumurtalik kanseri hiicre hatt1 (A2780, SKOV3, OVCAR-3) ve bir yumurtalik normal epitel
hiicre hattt (OSE) {izerindeki anti-proliferatif etkisi xXCELLigence ger¢ek zamanli hiicre
analizi metodu ile konsantrasyon aralig1 ve zamana bagli olarak belirlenmistir. Tez ¢caligmasi
stiresince yumurtalik kanserinde hiicresel, biyokimyasal, transkriptom ve proteom
seviyelerinde uygun deneyler gergeklestirilerek LA ve LA-TCZ kombinasyonunun IL-
6R/STAT3/PD-L1 sinyal yolag1 iizerindeki etki mekanizmasinin belirlenmesi

amaglanmustir.

Dogal kaynakli bir kiicik molekiil olan LA ve LA-TCZ kombinasyonunun IL-
6R/STAT3/PD-L1 sinyal yolagini hedeflemesi ile yumurtalik kanseri tedavisinde diisiik yan
etkiye sahip, daha diisiik maliyetli ve immiin kagis1 engelleyecek yeni bir tedavi metodu

gelistirmeyi amaglamakta olup LA ve LA-TCZ kombinasyonunun terapdtik potansiyelinin
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ortaya konulmasi hedeflemektedir (Sekil 3.1.). Bu baglamda elde edilen bulgularin kanser

tedavisi i¢in yeni yaklagimlarin gelistirilmesini desteklemesi beklenmektedir.

Yumurtalik Kanseri ve Normal Hiicre

Yiiksek Dereceli Seréz Alt Tip
Yumurtahk Kanseri

L4, ATE YeICZm {-Iucre * xCELLigence Gergek Zamanlh
Proliferasyonu ve Hiicre . .
Hiicre Analizi

Canlihiginin Belirlenmesi

LA . Al v TC,Z ]k’ * xCELLigence Gergek Zamanh
kominasyon etkinliginin : e
. . Hiicre Analizi

belirlenmesi

Istatistiksel Analiz

Sekil 3.1. Tez caligmasinin kapsadig1 deneysel is-akis semasi.
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4. MATERYAL VE YONTEM

4.1. MATERYAL

Tez ¢alismasinda kullanilan hiicre hatlar1 ATCC den temin edilmistir. Hiicreler ve 6zellikleri

Cizelge 4.1. de yer almaktadir.

Cizelge 4.1. Tez ¢alismasinda kullanilan hiicre hatlari.

Hiicre ad1 Organizma Doku Kanser Alt Tipi
A2780 HGSOC
SKOV3 Homo sapiens Epitel HGSOC

OVCAR-3 HGSOC

OSE Yumurtalik normal

4.1.1. KULLANILAN REAKTIFLER VE KIMYASALLAR

Tez calismasinda kullanilan reaktif ve kimyasallarin adlar1 ve markalar1 Cizelge 4.2. de yer

almaktadir.
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Cizelge 4.2. Tez ¢alismasinda kullanilan reaktif ve kimyasallar ve markalari.

Reaktif ve Kimyasal Adi Markasi

Dulbecco's Modified Eagle Ortami Gibco

(DMEM)

Roswell Park Memorial Institute 1640 Gibco

Ortami (RPMI-1640)

Fetal S1g1ir Serumu Gibco

Penisilin / Streptomisin Biological Industries
Insulin Lilly, Humilin
Tripsin - EDTA Biological Industries
Fosfat Tampon Cozeltisi (PBS) Gibco
Dimetil-stilfoksit (DMSO) Serva

DMSO Cell Grade Sigma-Aldrich
Trizol Reagent Sigma

Tripan Blue Boya BioRad

Lobarik asit (LA) Santa Cruz Biotechnology
Atezolizumab

Tosilizimab

Kloroform Sigma-Aldrich
Izopropanol Sigma-Aldrich
Etanol Isolab

SYBR Green BioRad
Transfeksiyon Reagent Dharmacon
Bradford Reagent BioShop
Aquaguard-1, 2 Biological Industries
Lizis Tampon Sigma-Aldrich
Proteaz Inhibitdr Kokteyli Cell Signaling
Fosfotaz Inhibitor Kokteyli Cell Signaling
Bovin Serum Albumin (BSA) BioRad

EveryBlot Bloklama Tamponu BioRad
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Acrylamide/Bis Cozeltisi BioRad
Amonyum Persiilfat BioRad
TEMED BioRad

Tris BioShop
Tris-HCL BioShop

SDS Sigma-Aldrich
Glisin BioShop
Sodyum Klortir Supelco
Metanol Supelco
Tween 20 BioShop
Gliserol Sigma-Aldrich

PD-L1 Antikor

Cell Signaling

STAT3 Antikor

Cell Signaling

Anti- f Aktin Antikor

FineTest

Anti-Mouse IgG, HRP Isaretli Antikor

Cell Signaling

Anti-Rabbit IgG, HRP Isaretli Antikor

Cell Signaling

4.1.2. KULLANILAN KiLER

Tez caligmasinda kullanilan kitler Cizelge 4.3."de markalari ile birlikte belirtilmistir.

Cizelge 4.3. Tez ¢alismasinda kullanilan kitler.

Kit Ad1 Markasi
PD-1/PD-LI Protein Binding Kit Cisbio
Iscript cDNA Sentez Kit BioRad

Hassasiyet Substrate

SuperSignal™ West Femto Maksimum

Thermo Scientific

4.1.3. KULLANILAN SARF MALZEMELERI

Tez ¢alismasinda kullanilan baslica sarf malzemeler;
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* Hiicre kiiltiir flaski

* Hiicre kiiltiir petri

* 6 ve 96 kuyulu diiz tabanl1 steril hiicre kiiltiir plakasi
* 384 kuyulu steril gPCR plakas1

* 96 kuyulu steril qPCR plakasi

* 5ml, 10 ml, 25 ml steril serolojik pipet

* 0.2ml, 0.5 ml, 1.5 ml, 2 ml steril eppendorf tiip
* 15 ml ve 50 ml steril falkon tiip

e 10 pl, 200 pl, 1000 pl steril pipet ucu

e 100 ml, 500 ml, 1000 ml cam sise

* 1.8 ml Cryo-Tiip

* PVDF Nitroseliiloz Membran

*  Western Blot Filtre Kagidi 36

* Hicre Kaziyici

e Parafilm
*  Otoklav Bandi
» FEldiven

4.1.4. KULLANILAN CIHAZLAR

Tez calismasinda kullanilan cihazlar Cizelge 4.4."de markalari ile birlikte belirtilmistir.
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Cizelge 4.4. Tez ¢alismasinda kullanilan cihazlar ve markalari.

Cihaz adx

Markasi

Laminar Flow Kabin

Holten Laminair Model 1.8, Eu

Ters Mikroskop

Ters Mikroskop Leica, Germany

Otomatik Pipetler (2 M1, 10 M1, 20 Ml,
100pul, 200 M1, 1000ul)

Gilson, US

Otomatik Hiicre Sayim Cihazi

BioRad, Tc20 Automated Cell Counter,

Singapore

xCELLigence RTCA S16

Acea Bioscience Inc., San Diego, CA

Santrifiij

Hettich Zentrifugen Rotina 35R, Germany

Spin Santrifiij Biosan FVL-2400N, Latvia

Spin Santrifiij Biosan FVL-2400N, Latvia

PCR

BioRad, T100 Thermal Cycler, Germany

Real Time PCR Roche Diagnostics, Lightcycler 480,
Switzerland

Compact Cell Culture Mikroskop OLYMPUS CKX53

Spektrofotometre Nanodrop ND-1000, US

Mikroplaka Okuyucu Tecan

Infinite 200 PRO, Austria

Gii¢ Kaynagi

Cleaver, Poer-Pro, 3Amp

Elektroforez Tanki

BioRad, Mini PROTEAN Tetra Cell, US

Yari-Kuru Transfer Cihazi

Cleaver Scientific, Semi Dry Blotter, UK

Yari-Kuru Transfer Cihazi

BioRad, Trans Blot Turbo System,

Singapore

Western Blot Gortintiileme Cihazi

LICOR Biosciences, Odyssey Infrared,
Imaging System, US

Calkalayici MaxilLab Biotechnology, Orbital Shaker,
Turkey

Calkalayici MIULAB, Rotarty Mixing Solution,

Saf Su Cihaz1 Elga Model PQDIUVMI1, UK

Tartim Cihazi

Sartorius, TE214S, Germany

Is1 Blogu

Major Science, MD-02N, Taiwan

39




Kar Buz Makinesi Scotsman, AF-80, Italy

S1v1 Azot Tanki Statebourne Cryogenics, England

+4°c Sogutucu Dolap Sanyo, Pharmaceutical Refrigerator, Japan
-20°c Sogutucu Dolap Sanyo, Biomedical Freezer, Japan

-80°c Sogutucu Dolap Panasonic, Ultra-Low Temperature

Freezer, Japan

42. YONTEM

Tez kapsaminda liken ikincil metaboliti olan lobarik asit (LA)'in, IL-6R hedefli mAb
tosilizumab (TCZ) 1n ve PD-L1 hedefli mAb atezolizumab (ATE) 1n insan yiiksek dereceli
serdz yumurtalik kanseri hiicre hatlar1 OVCAR-3, SKOV3, A2780 ve insan yumurtalik
normal epitel hiicre hattt OSE {izerinde hiicre proliferasyonuna etkisi xCELLigence gercek
zamanli hiicre canlilig1 sistemi ile incelenmis, LA, LA-ATE, LA-TCZ kombinasyonlarimin
ve STAT3 hedefli siRNA ve siRNA+LA, siRNA+TCZ ve siRNA+LA-TCZ
kombinasyonunun IL-6R / STAT3 / PD-L1 yolag: iizerinde etkisi hiicresel, molekiiler ve

biyokimyasal olarak incelenmistir.

4.2.1. ILAC ADAY MOLEKULU LA NIN HAZIRLANMASI

Lobarik asit (LA) saf etken madde seklinde ticari olarak temin edildi (Santa Cruz
Biotechnology). 100 uM LA stogu %0.05 DMSO iceren DMEM besiyeri igerisinde
coziilerek hazirlandi. Daha sonra deneylerde kullanmak iizere degisen konsantrasyonlarda
LA ¢ozeltileri (1.56, 3.125, 6.25, 12.5, 25 ve 50 uM) stok c¢ozeltiden uygun besiyeri ile

seyreltilerek hazirland.

4.2.2. HUCRE KULTURUNUN DEVAMLILIGI

4.2.2.1. Hiicre Hatlar ve Biiyiime Kosullar:

Tez ¢aligmasinda insan yiiksek dereceli serdz yumurtalik kanseri hiicre hatlar1 A2780,
SKOV3, OVCAR-3 ile insan yumurtalik normal epitel hiicre hattt OSE kullanildi. Hiicreler
uygun besiyerleri ile birlikte 37°C %5 CO: inkiibatoriinde inkiibe edilerek kiiltiire edildi.
Kullanilan hiicre hatlarinin  biiyiitiilmesi i¢in hazirlanan besiyeri igerikleri asagida

gosterilmistir.
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Hiicre Hatti Besiveri Icerigi

A2780 RPMI-1640, %10 FBS, %! Penisilin/Streptomisin, %1
L-glutamin

SKOV3 DMEM, %10 FBS, %]1 Penisilin/Streptomisin

OVCAR-3 DMEM, %20 FBS, %1 Penisilin/Streptomisin, 50 pL
Insiilin

OSE RPMI-1640, %10 FBS, %1 Penisilin/Streptomisin

4.2.2.2. Hiicre A¢ma ve Besiyeri degistirilmesi

Azot tankinda muhafaza edilen hiicreler, disar ¢ikartilarak oda sicakliginda kati halden sivi
hale doniismeleri beklenmistir ve daha sonra hiicre tipine uygun besiyeri bulunan 15 mL"lik
falkona aktarilmistir. Hiicre eklenmis 15 mL lik falkon 1500 rpm’de 5 dk 4°C’de santrifiij
edilerek hiicreler pellet olarak ¢oktiiriilmiistiir. Santrifiij sonrasi olusan iistteki besiyeri fazi
atilmis ve pelet 5 ml uygun besiyerinde ¢oziilmiistiir. Coziilen hiicreler pellet yogunluguna
gore T25 mL'lik veya T75 mL'lik flaska alinmistir. Hiicrelerin mikroskopta kontrol
edildikten sonra flask 37°C de %5 CO; inkiibatorde inkiibasyona birakilmistir. Hiicrelerdeki
morfolojik degisiklikler, canlilik diizeyi ve kiiltiir ortaminin kalitesi her giin mikroskop ile
takip edilmistir. Bir ka¢ gilinde bir hiicre ortami degistirilmistir ve 37°C'de %5 CO:

inkiibatore kaldirilmastir.

4.2.2.3. Hiicre Pasajlamasi

%75-85 doluluk oranina ulasan hiicreler pasajlanmak asamasi i¢in laminar kabine alinmistir.
Flaskta bulunan ortam uzaklastirilarak 5 mL 1x PBS ile temizleme islemi gerceklestirilmis
daha sonrasinda PBS uzaklastirilmistir. Hiicre {izerine 1 mL Tripsin EDTA eklenmis ve
hiicrelerin kalkma siirelerine gore 1-5 dk inkiibatorde bekletilmigtir. Oturan hiicrelerin
flasktan tamamen kalktig1 mikroskop ile incelendikten sonra 5 mL ortam eklenerek
pipetleme yapilmistir. Hiicreler 15mL olan falkon tiipe alinmis ve tripsinin uzaklastirilmasi
icin 1500 rpm*de 5-6 dk 4°C derecede santrifiij yapilmistir. Santrifiijden sonra iist faz atilmis
ve hiicre peleti 4-5 mL taze uygun ortam ile ¢oziilmiistiir. Daha sonra hiicreler pelet

yogunluguna gore 2 farkli T25 mL'lik veya T75 mL'lik flaska esit olarak dagitilmis ve
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lizerine yeni ortam eklenerek pipetleme yapilmistir. Flask 37°C sicaklikta, %5 CO; sartlarda

inkiibe olmaya birakilmistir.

4.2.2.4. Hiicrelerin dondurulmasi ve muhafaza edilmesi

Hiicreleri dondurmak i¢in gereken ortami uygun miktarda %10 DMSO ve %90 FBS
kullanilarak taze olarak hazirlanmistir. %75-85 doluluk oranindaki dondurulmasi planlanan
hiicre flasklear1 laminar kabine alinmistir. Flasktaki besiyeri uzaklastirilmis, daha sonra 5
mL 1x PBS ile yikama islemi gergeklestirilmistir. PBS uzaklastirildiktan sonra hiicre
flaskina 1 mL Tripsin EDTA eklenmis ve 1-5 dk inkiibatérde bekletilmistir. Hiicrelerinen
kalktigindan emin olduktan sonra flaks igerisine 5 mL taze besiyeri eklenerek pipetleme
yapilmistir. Flask icerigi 15 mL falkon tiipe alinmis, daha sonra Tripsinin uzaklastirilmasi
icin 1500 rpm’de 5 dk 4°C derecede santrifiijj yapilmistir. Santrifiij bittikten sonra {ist faz
uzaklastirilmig ve pelet olusturan hiicreler uygun miktarda dondurmak icin hazirlanmis
ortam kullanilarak ¢dziilmiistiir. Daha sonra hiicreler krovial tiipete muhafaza edilmistir.
Biitiin kroviyel tiipler ilk olarak -20°C derecede 45-60 dk bekletilmistir. Hemen ardindan -
80°C derecede 18-24 saat bekletilerek kademeli bir sekilde hiicre dondurma siireci
gerceklestirilmistir. Dondurulmus hiicrenin daha uzun siire igerisinde korunmasi i¢in son

olarak kroviel tiipler azot tank haznesine yerlestirilmistir.

4.2.2.5. Hiicre Sayimi

Hiicrelerin uygun sayida olmasi i¢in sayim cihaz1 TC20 (BioRad) ve cihaz ait sayim slaytlart
kullanildi. Canli hiicrelerin belirlenmesi i¢in tripan mavi boyasi kullanildi. Sayim yapilacak
hiicreler pellet haline getirildi. Hiicre pelleti 1 ml besiyeri ile ¢oziildii. Besiyeri icerisinde
hiicrelerin homojen bir sekilde dagilmasi i¢in pipetaj yapildi. Hiicre siispansiyonunda 10 pl
cekilerek hiicre sayim slaytinin A bélmesine eklendi. 0.2 ml eppendorf tiipe 10 pl tripan blue
ve 10 pl hiicre silipansiyonundan alinarak pipetaj yapildi. Hazirlanan boya-hiicre
karisimindan 10 pl gekilerek slaytin B bolmesine eklendi. Slayt bélmelerinde hava kabarcigi
kalmamasina dikkat edildi. Slayt hiicre sayim cihazina yerlestirildi ve sayim baglatildi. Boya
eklemeden hiicre yiiklemesi yapilan A bolmesinden toplam hiicre sayisi, boya-hiicre karigimi
yiiklenen B bolmesinden toplam hiicre sayisi, canli hiicre sayis1 ve hiicre canlilik yiizdesi
degerleri elde edildi. Sayim 3 kez tekrar edildi. Elde edilen degerlerin ortalamasi alinarak 1

ml besiyeri icerisindeki hiicre sayis1 ve canlilig1 belirlendi.
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42.3. HUCRE  PROLIFERASYONU VE  SITOTOKSIK  ETKININ
BELIRLENMESI

4.2.3.1. xCELLigence® Ger¢cek Zamanh Hiicre Analizi

Hiicre anti-proliferasyonu belirlemek i¢in xCELLigence RTCA analizi yOntemi
kullanilmistir (Sekil 4.1.). Deneye baslarken xCELLignece RTCA S16 cihazi inkiibator
dahiline yerlestirilmistir. On alt1 kuyulu e-plakada her bir kuyuya her hiicre hatt1 i¢in uygun
ortam 100 ul eklenerek normalizasyonu saglamak i¢in 6l¢lim alinmistir. Sonrasinda on alt
kuyulu e-plaka cihazdan ¢ikarilmis ve kabin igerisinde yiiksek dereceli ser6z yumurtalik
kanseri hiicreleri OVCAR-3 icin 7,5 x10° , SKOV3, A2780 ve insan yumurtalik normal
hiicre hatti OSE hiicreleri igin ise, kuyu basma 5x10° hiicre sayida ekilmistir. Ekilmis
hiicreler e-plakaya yayilabilsin diye plaka kabin i¢erisinde yarim saat bekletilmistir. Zaman
doldugunda e-plaka xCELLigence RTCA S16 aletine yerlestirilmistir. Hiicre dl¢iimii 15 dk
ve analizin tamaminin 120 saat olacagi sekilde Ol¢ekle uygulanmis ve program aktive
edilmistir. 24 saatlik inkiibasyondan sonra cihaz durdurulmus ve 16 kuyulu e-plate
inkiibatorde bulunan xCELLigence RTCA S16 aletinden ¢ikarilmistir. Cikarilan e-plate’in
her bir kuyusundan 100 pl besiyeri ¢ekilip atilmistir. OVCAR-3, SKOV3, A2780 hiicreleri
icin kuyulara 1.56, 3.13, 6.25, 12.5, 25, 50, 100 uM konsantrasyonlarinda, insan yumurtalik
normal hiicre hatti OSE hiicreleri i¢in de yine 1.56, 3.13, 6.25, 12.5, 25, 50, 100 uM
konsantrasyonlarinda lobarik asit ilave edilmistir. Kontrol olarak da her hiicre hatt1 i¢in
uygun besiyeri kullanilmistir. Uygulama asamasindan sonra e-plate inkiibator icideki
xCELLigence RTCA S16 aletine tekrar yerlestirilmis ve program 6l¢liime devam edilmesi
i¢in tekrar ¢alistirilmustir. Olgiim ve grafik sonugclari bilgisayara ekranindan izlenerek deney

tamamlanmistir. ICso degerini belirlemek icin RTCA Software Lite yazilimi kullanilmistir.
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Sekil 4.1. xCELLigence RTCA S16 sitemi. (A) RTCA S16 yaziliminin kurulu oldugu
bilgisayar ve izleme paneli, (B) 16 kuyulu e-plaka yerlestirilmis RTCA S16 cihazi

Atezolizumab ve tosilizumab ticari olarak temin edildi. 100 pg/mL ATE ve TCZ stoklar1 saf
DMEM igerisinde ¢oziilerek hazirlandi. Deneyde kullanilmak iizere uygun besiyeri
kullanilarak 10 ng/ml, 100 ng/ml, 1 pg/ml, 5 ug/ml, 10 ug/ml, 25 pg/ml, 50 pg/ml

konsantrasyonlarinda stok ¢6zeltiden seyreltildi.

PD-L1 hedefli monoklonal antikor ATE ve IL-6R hedefli monoklonal antikor TCZ igin de
LA uygulamasi sonrasi en etkin sonucu gosteren OVCAR-3 hiicre hattinda hiicre anti-
proliferasyonu belirlemek icin xCELLigence RTCA analizi yontemi kullanilmistir.
OVCAR-3 hiicreleri uygun sayilarda 16 kuyulu e-plakalara 2 tekrarli olacak sekilde ekildi
ve 24 saat sonra hiicreler tizerine 10 ng/ml, 100 ng/ml, 1 pg/ml, 5 pg/ml, 10 pg/ml, 25 pg/ml,
50 pg/ml konsantrasyonlarinda ayri-ayr1 ATE ve TCZ uygulamasi yapildi. Kontrol olarak
OVCAR-3 hiicresi i¢in uygun besiyeri kullanildi.
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LA-ATE ve LA-TCZ kombinasyonlar i¢in de LA uygulamas1 sonrast en etkin sonucu
gosteren OVCAR-3 hiicre hattinda hiicre anti-proliferasyonu iizerindeki sinerjistik etkisini
belirlemek i¢in xCELLigence RTCA analizi yontemi kullanilmistir. OVCAR-3 hiicreleri
uygun sayilarda 16 kuyulu e-plakalara 2 tekrarli olacak sekilde ekildi ve 24 saat sonra
hiicreler tizerine LA ile ATE ve LA ile TCZ nin IC;s, ICso, IC75 konsantrasyon degerlerinde
molekiil uygulamasi yapimistir. Kontrol olarak OVCAR-3 hiicresi i¢in uygun besiyeri
kullanild1 (Cizelge 4.5.).

Cizelge 4.5. xCELLigence RTCA i¢in LA-ATE ve LA-TCZ kombinasyonlarinin deney

gruplar1 e-plaka yerlesimi

Deney Gruplar Uygulanan Molekiiller

1. Grup LA (IC25) + ATE (ICas) LA (ICz5) + ATE (ICas)

2. Grup LA (ICs0) + ATE (ICs0) LA (ICs0) + ATE (ICs0)

3. Grup LA (IC75) + ATE (IC75) LA (IC75) + ATE (IC75)

4. Grup LA (IC25) + TCZ (IC25) LA (IC25) + TCZ (IC2s)
5. Grup LA (ICso) + TCZ (ICs0) LA (ICso) + TCZ (ICs0)

6. Grup LA (IC75) + TCZ (IC75) LA (IC75) + TCZ (IC7s)

7. Grup ATE (ICso) + TCZ (ICs0) ATE (ICso) + TCZ (ICs0)
8. Grup Kontrol (Besiyeri) Kontrol (Besiyeri)

4.2.4. HUCRESEL MORFOLOJININ iZLENMESI

4.2.4.1. Hiicre Morfolojisinin Belirlenmesi

En fazla anti-proliferatif etki gosteren kanserli hiicre hattit OVCAR-3 ve insan yumurtalik
normal epitel hiicre hattt OSE 6 kuyulu plakalara 3x10° hiicre olacak sekilde ekilmistir. 24
saat sonra LA, TCZ, LA-TCZ kombinasyonun ICso konsantrasyonlar1 ile ve kontrol olarak
da LA ¢oziiciisii DMSO ve uygun besiyeri ile hiicrelere muamele edilmistir. TCZ nin ICso
degerine uygun olarak 72 saat sonra Compact Cell Culture Mikroskop (OLYMPUS CKX53)

kullanilarak goriintiileme yapilmistir.
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4.2.4.2. Yara iyilesme analizi

En fazla anti-proliferatif etki gosteren yiiksek dereceli serd6z kanser hiicre hattt OVCAR-3
kuyu basma 5x10° hiicre olacak sekilde ekilmistir ve 18-24 saat boyunca inkiibatdrde
bliylimeye birakilmistir. 18-24 saat sonrasinda kuyulara steril 200 pL lik pipet ucu ile dik
hizada yara izi olusturulmus ve yiizen hiicreler 500 pL PBS ile yikanmistir. Sonrasinda
kuyulara uygun ICso konsatrasyon degerinde LA, ATE, TCZ, LA-ATE ve LA-TCZ
kombinasyonlar1 ve kontrol olarak da lobarik asit ¢oziiciisii DMSO ile hiicrelere muamele
edilmistir. Hiicresel boyutta yara izleri 0, 24, 48 ve 72. saatlerde fotograflandi. Deney
sonuglar1 ImageJ yazilimikullanilarak yapilmistir. ImageJ yazilimi ile yara bdlgelerinin 3
tekrarli analizinin ortalamasi1 alinarak GraphPad Prism 10 yazillminda grafik

olusturulmustur.

4.2.5. IMMUNOTERAPOTIK ETKINLIGIN BELIRLENMESI

4.2.5.1. PD-1/PD-L1 protein baglanma analizi

Deney PD1/PD-L1 protein baglanma analiz kiti (Cisbio) ile gergeklestirilmistir. Hiicre
kiiltiirii petrilerine 1x10° hiicre olacak sekilde ekim yapildi. Hiicre ekimi yapildiktan 24 saat
sonra belirlenen konsantrasyonlarda LA, ATE, TCZ, LA-ATE, LA-TCZ kombinasyonlar1
ve kontrol olarak da LA ¢oziiciisii DMSO hiicrelere uygulandi. Her molekiil i¢in ayri-ayri
belirlenen ICso inkiibasyon siiresi sonunda petrilerdeki besiyeri ¢ekilip atilmis, petriler 1lik
PBS ile yikanmis ve petrilere 1000 pl soguk PBS eklenmistir. Petrilerdeki hiicreler Scraper
ile kazmarak lizat 2 mLlik ependorf tiipe alinmistir. Petrilere tekrar 1000 pl soguk PBS
eklenmis ve kazima islemi tekrarlanmistir. Daha sonra ependorf tiip i¢indeki hiicre lizatlar
300 g'de 5-6 dk 4°C derecede santrifiij yapilmistir. Santrifiij sonrasi slipernatant atilmis ve
pelet tlizerine 750 pl soguk PBS eklenerek vortekslenmistir. Daha sonra ependorf tiip
icindeki hiicre lizatlar1 300 g'de 5 dk 4°C" de santrifiijlenmistir. Santrifiij sonrasi siipernatant
atilmig, pelet iizerine pelet blyiikligine gore 200-250-300 pl araliginda 1X lizis
buffer+proteaz+fosfataz inhibitorii ekli ¢ozeltiden eklenmis ve pipetleme yapilmistir. 30 dk
buz iizerinde bekletilerek, 10 dk araliklarla ¢ikarilip vortekslenmistir. Daha sonra 4°C’de
14000 g'de 10 dk santriflij yapilmistir. Bu sekilde protein izolasyonu gerceklestirilmis ve

siipernatant muhafaza i¢in alinarak -20 °C’ye kaldirilmistir.

Kit igerisinde bulunan PD1/PD-L1 standart stok soliisyonu oda sicakligina getirildikten
sonra 5 kat seyreltilmistir. Bunun i¢in Standart 7 olarak belirledigimiz PD-1/PD-L1 standart
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stok ¢ozeltisinden 10 uL ve 40 uL PPI Europium dedeksiyon ¢ozeltisi tiipte birlestirilmis ve
Standart 6 hazirlanmistir. Standart 6°dan 10 pL alinarak 40 pL. PPI Europium dedeksiyon
cozeltisi ile farkli bir tiipte birlestirilerek Standart 5 hazirlanmistir. Standart 5°den 10 uL
alinarak 40 pL PPI Europium dedeksiyon ¢ozeltisi ile farkli bir tlipte birlestirilerek Standart
4 hazirlanmistir. Standart 4'den 10 pL alinarak 40 uLL PPI Europium dedeksiyon ¢ozeltisi
ile farkli bir tiipte birlestirilerek Standart 3 hazirlanmistir. Standart 3*den 10 pL alinarak 40
uL PPI Europium dedeksiyon ¢o6zeltisi ile farkli bir tlipte birlestirilerek Standart 2
hazirlanmistir. Standart 2 den 10 pL alinarak 40 uLL PPI Europium dedeksiyon ¢ozeltisi ile
farkli bir tiipte birlestirilerek Standart 1 hazirlanmistir. Standart O i¢in sadece 40 puL. PPI

Europium dedeksiyon ¢ozeltisi kullanilmistir.

Daha sonra 96 kuyulu plakanin standart 6rnekleri i¢in isaretlenmis kuyucuklarma 2 pL
standart, 4 pL Tagl-PD-L1 ve 4 uL Tag2-P-D1 eklenmistir. Standartlarin oldugu her bir
kuyu icerisine 10 pL Anti-Tag HTRF okuma solusyonu eklenmistir. Protein 6rnekleri igin
isaretlenmis kuyucuklara 50, 25, 12.5, 6.25, 3.13, 1.56, 0.78 ug/mL konsantrasyonlarinda
her protein 6rneginden 2 pL, 4 uL Tagl-PD-L1 ve 4 uL Tag2-PD1 eklenmistir. Proptein
orneginin bulundugu her bir kuyucuga 10 pL Anti-Tag florasans okuma solusyonu
eklenmistir. Buffer kontrol (BC) i¢in 20 pL. PPI Europium dedeksiyon ¢ozeltisi, negatif
kontrol (NC) i¢in 6 uL PPI Europium dedeksiyon ¢ozeltisi 4 pL. Tagl-PD-L1 ve 10 pL Anti-
Tag HTRF okuma solusyonu, pozitif kontrol (PC) i¢in 2 pL. PPI Europium dedeksiyon
cozeltisi, 4 uL Tagl-PD-L1, 4 uL Tag2-PD1 ve 10 uL Anti-Tag HTRF okuma solusyonu
kullanilmistir. Plaka oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildikten sonra, 665 nm ve 620 nm ayr1
ayrt HTRF uyumlu bir microplate okuyucuda 6l¢tim alinmistir. Standart 6rnek dl¢timlerine
gore deney hassasiyeti belirlenmis, deney sonuglar1t NC ve PC 6rneklerine goére normalize
edilmistir. 4 tekrarli gergeklestirilmis deneyden elde edilen degerler ile GraphPad Prism 10

yaziliminda grafik ¢izilmistir.

4.2.6. IMMUNOTERAPOTIK ETKININ TRANSKRIPTOM BOYUTUNDA
BELIRLENMESI

4.2.6.1. RNA Izolasyonu

6 kuyulu hiicre plakalarina kuyu basina 5x10° hiicre olacak sekilde OVCAR-3 hiicrelerinin
ekimi yapilmistir. Hiicre ekimi yapildiktan 24 saat sonra hiicrelere ICso konsantrasyonunda

LA, ATE, TCZ, LA-ATE ve LA-TCZ kombinasyonlar1 ve kontrol olarak da LA ¢oziiciisii
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DMSO uygulanmistir. xCELLigence analizi sonrasinda belirlenen siire sonrasinda
kuyularda bulunan ortam uzaklastirilmis ve kuyular 1X PBS yardimi ile yikanmistir.
Hiicrelerin iizerinde 1 mL Trizol eklenerek hiicrelerin kalkmasi saglanmis ve hiicreler
ependorf tiiplere alinmstir. Trizol igerisinde ¢oziilmiis hiicrelerin tizerinde 200 pl kloroform
eklenmis ve tiipler yavasca asagi-yukar1 sallanmig sonra 10 dk oda sicakliginda inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda +4°C'de 12.000 g'de 15 dk santrifiij edilmislerdir.
Santrifiij sonunda olusan 3 farkli fazdan {ist kisimdaki seffaf katman yeni bir ependorf
tiiptine alinmistir. Daha sonra 500 pul izopropanol eklenerek tiipler 1 dk yavas¢a asagi yukari
calkalanmigtir. Daha sonra tiip oda sicakliginda 10 dk inkiibe edilmistir. 10 dk bekletildikten
sonra +4°C’de 12.000 g'de 10 dk santrifiij yapiligtir. Santrifiij sonunda RNA'lar pellet
halinde tiipiin dibine ¢6kmiis olarak gozlemlenmistir. Dip kisimdaki RNA pelletine dikkat
edilerek siipernatant (izopropanol) uzaklastirilmistir. Tiiplere 1 ml %75 1ik etanol eklenerek
pelletin etanol i¢inde ¢oziinmesi saglanmistir. +4°C'de 7500 g'de 5 dk santrifiij islemi
gerceklestirilmistir. Daha sonra dip kisimdaki RNA pelletine dikkat edilerek etanol
uzaklastirimig ve etanolle yikama islemi bir kez daha tekrarlanmistir. Tiipler kapagi acik
sekilde temiz bir zemin iizerinde kurumaya birakilmis ve tiipte kalan etanoliin ugmasi
saglanmigtir. Etanol uctuktan sonra 35-50 pl DNase/RNase-free su eklenerek pellet
¢coziilmis ve elde edilen RNA'lar -80°C'de muhafaza edilmistir. Spektrofotometre
(NanoDrop) yardimiyla izole edilen RNA 'larin saflik ve miktar tayini yapilmuistir.

4.2.6.2. RNA saflik ve kalite tayini

RNA o6rneklerinin konsantrasyon ve saflik profili spektrofotometre cihazi (NanoDrop) ile
tespit edildi. 1.5 pl ddH20O dikkatli bir sekilde prob iizerine birakildi ve cihazin kapagi
kapatilarak ilk Sl¢iimiin yapilmasi saglandi. Olg¢iimden sonra prob temizlendi. RNA lar1
¢6zmek icin kullanilan DNase/RNase-free su’dan 1.5 pl alinarak prob iizerine birakildi ve
arka plan Ol¢timii alindi. Prob temizligi sonrasi dl¢giim yapilacak RNA oOrnekleri pipetaj
yapilarak homojen hale getirilmis ve 1.5 ul alinarak prob iizerine birakildi ardindan 6l¢iim
alinmugtir. Olgiim 3 tekrarli olarak yapildi ve elde edilen degerlerin ortalamasi alinarak RNA

konsantrasyonu belirlendi.

4.2.6.3. Komplementer (cDNA) Sentezi
cDNA sentezi i¢in BioRad iScript™ sentez kiti kullanilmistir. BIO-RAD iScript™ cDNA

sentez kiti ticari olarak temin edilmistir. 5x iScript Reaction Mix eridikten sonra 4 pL (20
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uL total hacim i¢in), 1 puL iScript Reverse Transcriptase, 1000 ng RNA ve toplam hacmi
20’e tamamlamak i¢in gereken miktarda Nukleaz free su tiip icerisinde karistirllmigtir. Tiip
cDNA sentezi i¢in Ornekler PCR (Bio-Rad) cihazina alinarak ve asagida belirtilmis kit
protokoline uygun olarak onceden ayarlanmis reaksiyon kosullarinda cDNA sentezi
gerceklestirilmistir; 25°C"de 5 dakika, 46°C"de 20 dakika ters transkripsiyon islemi, 95°C de
1 dakika ters transkriptaz inaktivasyonu. Sentezlenmis cDNA -20°C"e kaldirilarak muhafaza

edilmistir.

4.2.6.4. Kantitatif Ger¢cek Zamanh PZR (qRT-PCR) Deneyi

qRT-PCR analizi i¢in 96 kuyucuklu plakta her bir uygun kuyucuga 9 ul karisim (ddH20,
SYBR Green ve 100p komplementer DNA) ve ana stoktan seyreltilmis ara stoktan 1 pl (0.5
pl ileri + 0.5 pl Geri) primer eklenmistir. Deney Light Cycler 480 Real Time (Roche) cihazi
ile gergeklestirilmistir. Tez calismasinda toplam 6 hedef gen (Cizelge 4.6.) ve house keeping
olarak da ACTB geni kullanilmistir. Tez c¢alismasinda kullanilan primerler Primer3
arayiizinde, uygun {riin boyutuna, GC oranmin %40-55 arasinda olmasina, erime
sicakliklarinin arasindaki farkin 2°C*den az olmasina ve sa¢ tokasi ve dimer olusmamasina
dikkat edilerek tasarlanmistir. Tasarlanan primerler 6zgiinliigii BLAST araylizii ile
dogrulanmis ve hedef dis1 baglanma yapmadigi kontrol edilmistir. Calisma 4 tekrar olmak
lizere 224" metodu kullanilarak qRT-PCR sonuglarinin analizi ANOVA istatistiksel analiz

yontemi ile yapilmis ve GraphPad Prism 10 ile grafik ¢izimi gerceklestirilmistir.

Cizelge 4.6. qRT-PCR deneyinde kullanilmis 6 hedef gene ait sekans bilgileri.

Gen Ad1 | Forward (ileri) dizi 5'-3' Reverse (Geri) dizi 3'-5'

CD-274 | ACCTGGCTGCACTATTGTCT | AAGTGCAGCATTTTCCAGG
STATI GAGAGTCTGCAGCAAGTTCG | GGAAAAGACTGAAGGTGCGG
STAT3 AACGACCTGCAGCAATACCA | TCCATGTCAAACGTGAGCGA
JAKI ACGAGTGTCTAGGGATGGCT | CGCATCCTGGTGAGAAGGTT
JAK?2 AGACTCTGCATGGGAATGGC | TTCCTCAGATTTCCCAAGGG
IL-6R TCACTGTGTCATCCACGACG | CTGGATTCTGTCCAAGGCGT
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4.2.7. IMMUNOTERAPOTIK ETKININ PROTEIN BOYUTUNDA
BELIRLENMESI

4.2.7.1. Protein izolasyonu

Hiicre kiiltiirii petrilerine 1x10° hiicre olacak sekilde ekim yapildi. Hiicre ekimi yapildiktan
24 saat sonra belirlenen konsantrasyonlarda LA, ATE, TCZ, LA-ATE, LA-TCZ
kombinasyonlar1 ve kontrol olarak da LA ¢o6ziiciisi DMSO hiicrelere uygulandi. Her
molekiil i¢in ayri-ayr1 belirlenen ICsg inkiibasyon siiresi sonunda petrilerdeki besiyeri ¢ekilip
atilmig, petriler 1lik PBS ile yikanmis ve petrilere 1000 pl soguk PBS eklenmistir.
Petrilerdeki hiicreler Scraper ile kazinarak lizat 2 mL'lik ependorf tiipe alinmistir. Petrilere
tekrar 1000 pl soguk PBS eklenmis ve kazima islemi tekrarlanmistir. Daha sonra ependorf
tiip i¢indeki hiicre lizatlar 300 g'de 5 dk 4°C"de santrifiije edilmistir. Santrifiij sonrasi tist
faz atilmig ve hiicre peleti tizerine 750 pl soguk PBS eklenerek vortekslenmistir. Daha sonra
ependorf tiip i¢indeki hiicre lizatlar1 300 g'de 5 dk 4°C’de santrifiijlenmistir. Santrifiij
sonrasi slipernatant atilmis, pelet iizerine pelet biiytlikliigline gore 200-250-300 ul araliginda
1X cell lysis buffer+proteaz+fosfataz inhibitorii ekli ¢ozeltiden eklenmis ve pipetleme
yapilmustir. 30 dk buz iizerinde bekletilerek, 10 dk araliklarla ¢ikarilip vortekslenmistir.
Daha sonra 4°C"de 14000 g'de 10 dk santrifiij yapilmistir. Bu sekilde protein izolasyonu

gergeklestirilmis ve siipernatant muhafaza i¢in alinarak -20 °C ye kaldirilmastir.

4.2.7.2. Bradford Protein Saflik ve Miktar Tayini Analizi

izole edilen proteinlerin miktar tayini BSA standartlart kullanilarak Bradford ydntemi ile
tespit edilmistir. 96 kuyulu plakalara BSA standartlarindan ve izole edilen protein
orneklerinden 5 pl konulmus ve iizerlerine 245 ul Bradford ¢ozeltisi (BioRad) eklenmistir.
10 dakika karanlik bir ortamda bekletildikten sonra Infinite M Plex from Tecan plate
okuyucu cihazi ile 595 nm dalga boyunda 3 tekrarli olarak 6l¢iim yapilmistir. Sonuglar

y=mx-+n formiiliine gére degerlendirilmisitir.

4.2.7.3. Western Blot
Western blot c¢alismalarinda kullanilan tampon c¢ozeltiler ve igerikleri asagida yer

almaktadir.

* 10X Towbin Transfer Tamponu (pH: 8.3): 30.3 g Tris, 144 g Glycine, %10 SDS
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* 1X Towbin Transfer Tamponu: 100 ml 10X towbin tamponu, 200 mL %100 metanol,
700 mL ddH20

* 10X TBS (pH: 7.6): 24.23 g Tris-HCI, 80.06 g NaCl

« IXTBST: 100 ml 10X TBS, 500 ul Tween-20, 899.5 mL ddH,O

* 6X SDS Protein Yiikkleme Tamponu: 375 mM Tris-HCl pH:6.8, %6 SDS, %4.8
Gliserol, %9 B-merkaptoetanol, %0.03 Bromofenol mavisi

* Bloklama Tamponu (%5): 2.5 g BSA, 50 mL 1X TBST

Western blot ¢alismasinda %4 toplama jeli ve %12 ve %8 lik ayirma jelinden olugsan SDS-
PAGE jeli kullanildi. Kullanilan jel igerikleri asagida yer almaktadir.

o %4 Toplama Jeli: ddH>O (3 mL), %40 Akrilamid/Bis (0.66 mL),, 0.5M Tris-HCI
(pH: 6.8) (1. 26 mL), %10 SDS (50 uL), %10 Amonyum Persiilfat (25 pL), TEMED
(5 ub)

e %12 Ayirma Jeli: ddH>O (1.67 mL), %40 Akrilamid/Bis (2 mL), 1.5M Tris-HCI (pH:
8.8) (1.25 mL), %10 SDS (50 uL), %10 Amonyum Persiilfat (25 uL), TEMED (2.5
pL)

e %8 Ayirma Jeli: ddH20 (2.3 mL), %40 Akrilamid/Bis (1.3 mL), 1.5M Tris-HCI (pH:
8.8) (1.3 mL), %10 SDS (50 pL), %10 Amonyum Persiilfat (50 uL), TEMED (3 pL)

Protein 6rnekleri 30 ng olacak sekilde hazirlanarak iizerine kuyu total hacminin {igte bir
oraninda loading sample buffer (4X) dan eklenmistir. Hazirlanan 6rnek ve boya karigimi
95°C"de 5-6 dakika bekletilerek proteinlerin agilmasi saglanmistir. Daha sonra 6érnekler SDS
Poliakrilamid Jel Elektroforezinde 120 dakika 120 V'da yiiriitme islemi yapilmistir. SDS-
PAGE yontemi icin %4'liik toplama jeli ve %I12'lik ve %8'lik ayirma jeli birlikte
hazirlanarak uygulanmigtir. Protein 6rnekleri 120 V, 3000 mA'de 120 dk yiiriitiilmiistiir.
SDS-PAGE isleminden sonra PVDF membran jelin boyutuna uygun olarak kesilmis ve
calkalayicida 1 dakika %100 methanol i¢inde daha sonra da 1 dakika 1X Towbin transfer
tamponuyla calkalayicida muamele edilmistir. Yar1 kuru transfer islemi i¢in 1 adet filtre
kagid1 transfer buffer (1X TBST) ile 1slatilmig ve yari-kuru cihazina yerlestirilmistir. Filtre
kagid1 iizerine membran ve membranin {izerine jel yerlestirilmistir. 1 adet filtre kagidi

transfer buffer ile ile 1slatilmis ve jelin ilizerine yerlestirilmistir. Hazirlanan bu sandvig
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transfer buffer ile 1slatilmigtir. 25 V, 1A’de 30 dakika transfer islemi gergeklestirilmistir
(Sekil 4.2.).

Sekil 4.2. Western blot deneyi yiiriitme ve transfer asamalari. (A) Ornek yiikleme, (B)

Yiriitme tanki, (C) Transfer sandiviginin hazirlanmasi, (D) Yari-kuru trans-blot cihazi.

Bu islemden sonra proteinlerin transfer oldugu membran calkalayici araciliiyla %5 BSA™I1
(w/v) TBST i¢inde (bloklama tamponu) 1,5 saat oda sicakliginda ¢alkalanmistir. Bloklama
islemi aym1 zamanda, membranin 20 mL EveryBlot Bloklama Tamponunda 10 dk
calkalanmasi ile de gerceklestirilmistir. Daha sonra bloklama tamponu 1X TBST ile 6
dakika 5 kez calkalayicida yikanarak uzaklagtirilmistir. Membrana orneklere uygun
monoklonal birincil antikor ile muamele edilerek +4°°C’de gece boyunca calkalayicida
calkalanmistir. Inkiibasyon sonrasi birincil antikor ependorf tiipe alinmis ve membran 6
dakika 1X TBST ile 5 defa yikama islemine tabi tutulmustur. Yikama isleminden sonra
uygun oranda seyreltilmis olan uygun karsilikli ikincil antikor ile membrana muamele
edilmistir. Membran oda sicakliginda 2 saat ¢alkalayicida inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonrasi ikincil antikor ependorf tiipe alinmis ve membran 6 dakika 1X TBST ile 5 kez
yikanmistir. Yikama sonrasinda goriintilleme asamasi i¢in SuperSignal™ West Femto
Maksimum Hassasiyet Substrate (Thermo Scientific) reaktif kiti kullanilarak calisma

¢Ozeltisi hazirlanmistir. Membran hazirlanan c¢alisma c¢ozeltisi icinde 10 dakika oda
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sicakliginda karanlik ortamda bekletilmis ve daha sonra LI-COR Odyssey CLx Western Blot
goriintiileme cihaz ile goriintiilenmistir. ImageJ programi araciligryla analizi yapilmis ve 3
tekrar olacak sekilde elde edilmis bulgularin istatistiksel testleri ANOVA analizi ile

belirlenmistir. Analiz sonuglar1 GraphPad Prism 10 araciligi ile grafik ¢izilmistir.

4.2.8. LA VE LA-TCZ KOMBINASYONUNUN IL-6R/STAT3/PD-L1 YOLAGI
UZERINDEKI ETKI MEKANIZMASININ BELIRLENMES]

4.2.8.1. siRNA Transfeksiyonu

OVCAR-3 hiicreleri uygun biiyiime ortaminda biiyltiilmiistiir. 6 kuyucuklu plakanin her bir
kuyucugunda 5x10° hiicre ve 2 mL normal besiyeri olacak sekilde ekim yapilmigtir. STAT3
hedefli siRNA 5 uM konsantrasyona getirilmek i¢in, saf DMEM igerisinde yeniden siispanse
edildi. 15 mL’lik falkon tiip igerisinde, 5 uM siRNA'dan 5 pL alinarak 95 pL serum ve
antibiyotik icermeyen saf DMEM igerisine eklenip, hafif pipetaj yapild1. ikinci bir 15mL lik
falkon tlip icerisinde 99 pL serum ve antibiyotik icermeyen DMEM igerisine 1 pL
Transfeksiyon reaktifi (Dharmacon) eklenip, hafifce pipetaj yapildi. 2 tiip de 5 dakika oda
sicakhiginda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda tiip icerikleri karistirildi ve reaksiyon
kompleksi olusturuldu. Hafifce pipetajlama sonrasi reaksiyon kompleksi 20 dk oda
sicakliginda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda reaksiyon kompleksinin iizerine 800 pL
normal besiyeri eklenmistir. Hiicre ekiminden 18-24 saat sonra kuyucuklu plakadaki besiyeri
uzaklastirilir ve hiicreler lizerine ImL reaksiyon kompleksi ve besiyeri karisimi eklenmistir.
mRNA analizi i¢in 24-48, protein analizi i¢in 72 saat beklenmistir. Deneyde konjuge

olmayan kontrol siRNA (sc-siRNA) kullanilmistir.

4.2.8.2. LA'nin PD-L1 yolag1 iizerindeki etki mekanizmasimin transkriptom
boyutunda belirlenmesi

STAT3 geni siRNA (Cizelge 4.3.) aracili susturulduktan sonra ICso konsantrasyonunda LA,

TCZ, LA-TCZ kombinasyonlar1 ve kontrol olarak da sc-siRNA uygulanmistir. Daha sonra

orneklerden RNA izolasyonu, cDNA sentezi ve qRT-PCR analizi yapilarak gen ifade

seviyesi profili belirlenmistir.

53



Cizelge 4.7. STAT3 hedefli siRNA sekans dizisi.

STAT3 hedefli siRNA Primer dizisi

Forward | GCAGCAGCTGAACAACATGCATGTTCAAGAGACATGTTGTTCA
(lleri) dizi | GCTGCTGCTTTTT
5'-3'

Reverse AATTAAAAAGCAGCAGCTGAACAACATGTCTCTTGAACATGTT
(Geri) dizi | GTTCAG CTGCTGCTGCGGCC
3'-5'

4.2.8.3. LA-TCZ kombinasyonunun STAT3 yolag1 iizerindeki mekanizmasinin
proteom boyutunda belirlenmesi

STAT3 geni siRNA aracili susturulduktan sonra ICso konsantrasyonunda LA, TCZ, LA-TCZ

kombinasyonlar1 ve kontrol olarak da sc-siRNA uygulanmistir. Daha sonra 6rneklerden

protein izolasyonu, Bradford protein miktar ve saflik tayini analizi ve uygun monoklonal

antikor kullanilarak western blot deneyi yapilarak protein ifade seviyesi profili

belirlenmistir.

4.2.9. ISTATISTIKSEL ANALIZ

xCELLigence ger¢ek zamanli hiicre analizi deneyi sonuglart RTCA Software Lite yazilimi
kullanilarak analiz edilmisdir. Biyokimyasal protein baglanma analizi sonuglar1 tek-yonlii
ANOVA yontemi kullanilarak analiz edilmistir. qRT-PCR c¢alismalar ile elde edilen gen
ifade seviyeleri 22" metodu ile degerlendirilmis ve tek-yonli ANOVA ydéntemi
kullanilarak analiz edilmistir. Western blot sonuglarinda elde edilen bant yogunluklar1 ve
yara iyilesme analizi yara alaninin genisligi ImageJ programi ile hesaplanmis ve tek-yonlii
ANOVA yontemi ile analiz edildi. Analizler ve gorsellestirmeler GraphPad Prism 10 veri

analiz programi kullanilarak gergeklestirilmistir.
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5. ARASTIRMA BULGULARI

5.1. HUCRE PROLIFERASYONUNUN VE SITOTOKSIK ETKININ
BELIRLENMESI

5.1.1. XCELLINGENCE GERCEK ZAMANLI HUCRE ANALIZI

LA ilag aday molekiiliinen zamana ve doza bagli olarak yumurtalik kanseri hiicre hatlar
A2780, SKOV3 ve OVCAR-3 biiylimesini kontrole kiyasla baskiladigi gézlemlenmistir.
1.56, 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50, 100 uM LA konsantrasyonlarmin A2780 hiicrelerinin
cogalmasini sirast ile %11.78, %13.11, %27.47, %30.67, %38.96, %55.64, %66.59 (p<0.05)
oraninda (Sekil 5.1. A, B), SKOV3 hiicrelerinin ¢ogalmasini sirasi ile %6.47, %19.72,
%22.16, %34.69, %41.64, %52.75, %66.45 (p<0.05) oraninda (Sekil 5.1. C, D), OVCAR-3
hiicrelerinin ¢ogalmasini sirast ile %19.38, %21.80, %42.72, %52.27, %58.92, %62.46,
%82.91 (p<0.05) oraninda (Sekil 5.1. E, F) baskiladig1 belirlenmistir. Cihaza ait olan RTCA
Software Lite yazilimi1 kullanilarak LA 'nin belirlenmis hiicreler {izerindeki etkin inhibisyon
konsantrasyonu (ICso) hesaplanmistir. Deney hesaplama sonuclarina gére LA'nin ICso
degeri A2780 hecreleri tizerinde 72 saatte 36.2 uM (p<0.05), SKOV3 hiicreleri iizerinde 48
saatte 38.4 uM (p<0.05) ve OVCAR-3 hiicreleri lizerinde 48 saatte 11.7 uM (p<0.05) olarak
belirlenmigtir (Cizelge 5.1.). OSE normal yumurtalik epitel hiicreleri i¢in gerceklestirilen
xCELLigence gercek zamanli hiicre analizi sonuglarmma gore kontrole kiyasla, LA
konsantrasyonlarinin sitotoksik etkiye sebep olmadig1 gozlemlenmis ve OSE hiicresi igin

LA nin ICso degeri 55 saatte 80.3 uM olarak hesaplanmistir (p<<0.01) (Sekil 5.1. G, H).

xCELLigence gercek zamanli hiicre analisi deneyinin sonuglarina gére OVCAR-3
yumurtalik kanseri hiicresinin LA"a daha duyarli oldugu belirlenmis ve ¢alismaya bu hiicre

hatt1 ile devam edilmesine karar verilmistir.

Cizelge 5.1. xCELLigence RTCA sonuglarina gére LA 'nin hiicre hatlar1 iizerindeki I1Cso
degerleri.

Hiicre Hatti ICso degeri Zaman
A2780 36.2 uM 72 Saat
SKOV3 38.4 uM 48 Saat
OVCAR-3 11.7 uM 48 Saat
OSE 80.3 uM 55 Saat
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Sekil 5.1. xCELLigence RTCA sonuglarina gore LA 'nin (A, B) A2780, (C, D) SKOV3, (E,
F) OVCAR-3, (G, H) OSE hiicre hatlar1 tizerindeki doza ve zamana bagl anti-proliferatif
etkisi (¥*p<0.05, **p<0.01).

OVCAR-3 LA'a duyarli uygun hiicre hatt1 secildikten sonra, PD-L1 hedefli mAb ola
ATE nin ve IL-6R hedefli mAb TCZ nin hedef hiicre lizerindeki anti-proliferatif etkinligi
10 ng/ml, 100 ng/ml ve 1, 5, 10, 25, 50 pg/ml konsantrasyonlarinda ayri-ayr1 xCELLigence
analizi ile degerlendirilmistir. Deney analiz sonuglarma goére, OVCAR-3 hiicreleri
tizerindeki ICso degeri ATE i¢in 48 saatte 10.7 pg/ml (p<0.01), TCZ i¢in 72 saatte 0.0216
ug/ml (p<0.01) olarak belirlenmistir (Sekil 5.3.).
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Sekil 5.2. xCELLigence RTCA sonuglarina gére ATE ve TCZ nin OVCAR-3 hiicreleri

tizerindeki ICso degerleri.

Hiicre Hatt1 mAb ICso degeri Zaman
OVCAR-3 ATE 10.7 pg/ml 48 Saat
OVCAR-3 TCZ 0.0216 pg/ml 72 Saat

Log ot conc. fg/mi)

-ang,'m.L 100 ng/mL. - togml || Sugal 10 ugml . 25 ugmt [ 50 ugimd .!(rynrml

Sekil 5.3. xCELLigence RTCA sonuglarina gére ATE nin (A, B) ve TCZ nin (C, D)
OVCAR-3 tizerindeki doza ve zamana bagl anti-proliferatif etkisi (**p<0.01).

LA 'nin ATE ile ve LA'nin TCZ ile OVCAR-3 hiicreleri tizerindeki anti-proliferatif etkisinin

sinerjisitesini belirlemek i¢in her bir molekiiliin ICss, ICso ve 1C75 degerlerine uygun

konsantrasyonlar1 karsilastirilmistir. ATE nin ICso degerine uygun olarak 48 saat araliginda

LA-ATE kombinasyonunun OVCAR-3 hiicreleri tizerindeki antiproliferatif etkisi ATE ye

gore %40.76 kat daha fazla oldugu belirlenmistir (p<0.05). TCZ nin ICso degerine uygun

olarak 72 saat araliginda LA-TCZ kombinasyonunun OVCAR-3 hiicreleri iizerindeki

antiproliferatif etkisi TCZ ye gore %49.92 kat daha fazla oldugu belirlenmistir (p<0.05)

(Sekil 5.4.).
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Sekil 5.4. xCELLigence RTCA sonuglarina gére LA-ATE ve LA-TCZ kombinasyonlariin
OVCAR-3 hiicresi iizerindeki anti-proliferatif etkisi (*p<0.05).

xCELLigence RTCA deneyi sonuglaria gére, HGSOC hiicre hatlarindan LA ya en duyarh
hiicre hattinin OVCAR-3 oldugu belirlenmistir. Ayrica, PD-L1 hedefli mAb ATE ve IL-6R
hedefli mAb TCZ nin OVCAR-3 hiicre hatt1 iizerinde antiproliferatif etkiye sahip oldugu
gozlemlenmistir. ATE nin LA ile ve TCZ nin LA ile kombinasyon seklinde uygulanmasi
sonucunda, bu mAb lerin OVCAR-3 hiicreleri {izerindeki antiproliferatif etkinliginin arttig1
tespit edilmistir. Bu sonuglar, LA 'nin hedef mAb'lerin etkinligini artirdigini ve HGSOC
hiicre hatti OVCAR-3 proliferasyonunu baskilamada LA-ATE ve LA-TCZ
kombinasyonlarinin sinerjistik etkiye sahip oldugunu gostermektedir. Bu bulgular, LA 'nin,
olarak

OVCAR-3 hiicre hattinda mAb’lerin anti-proliferatif etkisini potansiyel

artirabilecegini ortaya koymaktadir.

5.2. HUCRESEL MORFOLOJININ INCELENMESI

5.2.1. HUCRE MORFOLOJISININ BELIRLENMESI

LA, TCZ ve LA-TCZ uygulanmasi sonucunda OVCAR-3 ve OSE hiicrelerinin morfolojik
degisimlerini incelemek i¢cin morfoloji belirleme deneyi gerceklestirilmistir. ICso degerlerine
uygun olarak hedef molekiil ve kombinaasyon uygulamasindan TCZ'nin ICso degerine
uygun olarak 72 saat sonra Compact Cell Culture Mikroskop (OLYMPUS CKX53)
kullanilarak goriintiileme yapilmistir. Kontrol olarak LA ¢oziiciisit DMSO ve hiicre hatlarina

uygun besiyeri kullanilmstir.

58




DMSO ve kontrol hiicre drnek gruplari ile karsilagtirildiginda OVCAR-3 hiicreleri igin LA,
TCZ ve LA-TCZ 6rnek gruplarinda hiicre 6liimiiniin oldugu belirlenmistir. LA-TCZ 6rnek
grubunda hiicre Oliimiiniin LA ve TCZ o6rnek gruplarma gore daha yiiksek oranda

gergeklestigi belirlenmistir (Sekil 5.7.).

OSE yumurtalik normal epitel hiicreleri i¢cin, DMSO ve kontrol hiicre 6érnek gruplar ile
karsilastirildiginda, LA, TCZ ve LA-TCZ 6rnek gruplarinda hiicre 6liimiinde anlamli bir
degisiklik gozlemlenmemistir (Sekil 5.7.).

Yapilan ¢aligmanin sonuglari, LA ve TCZ kombinasyonunun OVCAR-3 kanser hiicreleri
tizerindeki belirgin etkisini gostermektedir. DMSO ve kontrol hiicre gruplar ile
karsilagtirildiginda, LA ve TCZ nin tek basina uygulandiginda hiicre 6liimiinii arttirdigi,
ancak bu etkinin LA-TCZ kombinasyonunda daha yiiksek oranda gerceklestigi
belirlenmistir. Bu durum, LA-TCZ kombinasyonunun sinerjistik bir etki yaratarak kanser
hiicrelerinin 6liimiinii daha fazla tegvik ettigini gostermektedir. Buna karsilik, OSE normal
epitel hiicrelerinde bu maddelerin ve kombinasyonlarinin anlamli bir hiicre 6liimiine yol
acmamasi, tedavinin segici bir sekilde kanser hiicrelerini hedef aldigini1 diistindiirmekte ve
normal hiicrede sitotoksik etkiye sahip olmadigini gostermektedir. Bu bulgular, LA-TCZ
kombinasyonunun, OVCAR-3 hiicre hattinda etkili bir tedavi stratejisi olabilecegini isaret

etmektedir.
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Sekil 5.5. LA, TCZ, LA-TCZ (ICs0) uygulamasi sonrast OVCAR-3 ve OSE hiicrelerindeki

morfolojik degigim.
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5.2.2. HUCRE GOCUNUN BELIRENMESI

LA, ATE, TCZ molekiilleri ve LA-ATE ve LA-TCZ kombinasyonlar1 uygulanmis OVCAR-
3 hiicreleri i¢in hiicre gog¢iinii ve hiicre-hiicre etkilesimini belirlemek amaci ile yara iyilesme
deneyi gergeklestirilmistir. ICso degerinde uygun molekiil ve kombinasyon gruplarinin
uygulanmas1 sonrasinda 0, 24, 48, 72. saatlerdeki yara alani fotograflanmis ve Imagel
yazilimi ile analiz edilmistir (Sekil 5.5.). LA uygulamasi sonucunda 0, 24, 48, 72. saatlerdeki
yara alaninin sirasi ile 273900, 247295, 213308, 123370 oldugu, ATE uygulamasi1 sonucunda
siras1 ile 330692, 247266, 195762, 117113 oldugu, TCZ uygulamasi sonucunda sirasi ile
330478, 186492, 145805, 105312 oldugu, kontrol grubu i¢in ise sirasi ile 286044, 237042,
174301, 120517 oldugu hesaplanmistir (Sekil 5.6.).

LA 'nin ATE ile ve LA'nin TCZ ile OVCAR-3 hiicrelerinde, yara iyilesmesi ve hiicre-hiicre
etkilesimi tizerindeki sinerjisitesi degerlendirilmistir. LA-ATE uygulamasi sonucunda 0, 24,
48, 72. saatlerdeki yara alani siras1 ile 323097, 229343, 179694, 195231 ve LA-TCZ
uygulamasi sonucunda siras1 ile 294310, 231483, 109546, 163245 olarak hesaplanmistir
(Sekil 5.6.).

Elde edilen verilere gore, LA, ATE ve TCZ uygulanmis OVCAR-3 hiicrelerinde
molekiillerin hiicre gociinii ve hiicre-hiicre etkilesimini baskilama etkilerinin 48. saatten
sonra zayifladig1 gézlemlenmistir. LA-ATE ve LA-TCZ kombinasyonlarinin hiicre gogiinii
ve hiicre-hiicre etkilesimini baskilama etkilerinin LA, ATE ve TCZe kiyasla daha ytiksek
oldugu belirlenmistir. Deney sonuglari incelendiginde LA, ATE ve TCZ'nin tekli
uygulamalarinin HGSOC hiicre hattit OVCAR-3"{in hiicre-hiicre etkilesimi ve hiicre goci
ozelligi tizerindeki etkinliginin zamana bagl olarak, 6zellikle 48. saatten sonra azaldigi
belirlenmistir. Bu etkinin OVCAR-3'iin agresif dogasindan kaynaklanabilecegi
diistiniilmektedir. Bununla beraber 72. saate LA-ATE ve LA-TCZ uygulanmis 6rneklerde
yara alaninin diger 6rnek gruplarina gore daha biiyiik oldugu tespit edilmistir. Bu bulgular,
LA'nin hedef mAb’lerin etkinligine destek oldugunu ve HGSOC agresif hiicre hatti
OVCAR-3 hiicrelerinin hiicre go¢ili ve hiicre-hiicre etkilesimini baskilamada LA-ATE ve
LA-TCZ kombinasyonlarinin sinerjistik etkiye sahip oldugunu gostermektedir. Bu sonugclar,
LA 'nin, OVCAR-3 hiicre hattinda mAb'lerin etkinligini artirabilecegini ve hiicre gog¢iinti

engelleyerek metastazi 6nlemeye yardimci olabilecegini ortaya koymaktadir.
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Sekil 5.6. Yara iyilesme analizine ait ters mikroskop goriintiilerinin ImageJ analizi.
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Sekil 5.7. Hedef molekiillerin IC50 konsantrasyonlari uygulamasinin hiicre gocii iizerindeki
etkisi. (A) 0. saat, (B) 24. saat, (C) 48. saat, (D) 72. saat, (E) Elde edilen toplam veri
(*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001).

53. IMMUNOTERAPOTIK ETKININ BELIRLENMESI

5.3.1. PD-1/PD-L1 PROTEIN BAGLANMA ANALIZI

LA, ATE, TCZ molekiillerinin ve LA-ATE ve LA-TCZ kombinasyonlarimin OVCAR-3
hiicrelerinde PD-1/PD-L1 protein baglanma mekanizmasi {izerindeki etkinligi Cisbio insan
PD-1/PD-L1 Biyokimyasal Baglanma Test kiti (PerkinElmer, Katalog No 64PDIPEQG)
yardimu ile gergeklestirildi. Orneklerin her biri icin 50 (Sekil 5.8 A), 25 (Sekil 5.8. B), 12.50
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(Sekil 5.8. C), 6.25 (Sekil 5.8. D), 3.13 (Sekil 5.8. E), 1.56 (Sekil 5.8. F), 0.78 (Sekil 5.8. G)
ng/mL konsantarsyonlarinda seyreltilmis protein ornekleri analiz edilmis ve PD-1/PD-L1
protein baglanmasinin baskilanma orani hesaplanmistir (Cizelge 5.2.). PD-1/PD-L1 protein
baglanma etkilesimi, ICso degerinde LA uygulanmis OVCAR-3 hiicrelerinde 50, 25, 12.5,
6.25, 3.13, 1.56, 0.78 pg/mL konsantrasyonlarinda sirasi ile %64.11 (p<0,0001), %76.03
(p<0,0001), %76.41 (p<0,0001), %74.85 (p<0,0001), %62.17 (p<0,0001), %56.87
(p<0,0001), %59.20 (p<0,0001) oraninda, ICso degerinde PD-L1 hedefli mAb olan ATE
uygulanmis hiicrelerde sirasi ile %51.39 (p<0,001), %62.78 (p<0,001), %58.61 (p<0,001),
%355.13 (p<0,01), %43.91 (p<0,01), %40.67 (p<0,01), %42.31 (p<0,05) oraninda, ICso
degerinde IL-6R hedefli mAb olan TCZ uygulanmis hiicrelerede sirasi ile %31.01, %38.20,
%38.90, %38.33, %31.07, %25.61 (p<0.05), %26.44 (p<0.05) oraninda baskilandigi
belirlenmistir. PD-1/PD-L1 protein baglanma etkilesimini, dogal kaynakl kiigiik molekiil
LA'nin makromolekiil yapidaki ATE ve TCZ'den daha yiiksek oranda baskiladig:

gerceklestirilen analiz ile belirlenmistir.

LA nin ATE ile ve LA 'nin TCZ ile OVCAR-3 hiicrelerinde, PD-1/PD-L1 protein baglanma
etkilesiminin baskilanmasindaki sinerjisitesi degerlendirilmistir. PD-1/PD-L1 protein
baglanma etkilesimi, LA (ICso) + ATE (ICso) kombinasyonu uygulanmis OVCAR-3
hiicrelerinde 50, 25, 12.5, 6.25, 3.13, 1.56, 0.78 ug/mL konsantrasyonlarinda sirasi ile
%81.21 (p<0,0001), %99.45 (p<0,0001), %98.73 (p<0,0001), %97.92 (p<0,0001), %80.09
(p<0,0001), %73.12 (p<0,0001), %76.74 (p<0,0001) oraninda, LA (ICs0) + TCZ (ICso)
kombinasyonu uygulanmis OVCAR-3 hiicrelerinde sirast ile %71.37 (p<0,0001), %88.62
(p<0,0001), %88.14 (p<0,0001), %87.88 (p<0,0001), %72.75 (p<0,0001), %67.51
(p<0,0001), %68.32 (p<0,0001) oraninda baskilandig1 belirlenmistir. Belirlenen her protein
konsantrasyonu i¢in LA-ATE ve LA-TCZ kombinasyonlarinin uygulandigi 6rneklerde PD-
1/PD-L1 protein baglanma etkilesimi LA, ATE ve TCZ uygulanmig 6rneklere gore daha

ylksek oranda baskilandig1 gozlemlenmistir.

Cizelge 5.2. Hedef molekiil uygulamasinin PD-1/PD-L1 protein-protein etkilesimininin

baskilanmasi lizerindeki (%) etkinligi.
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LA ATE TCZ LA-ATE LA-TCZ
50 pg/mL %64.11 %51.39 %31.01 %81.21 %71.37
25 pg/mL %76.03 %62.78 %38.20 %99.45 %88.62
12.5 ng/mL | %76.41 %58.61 %38.90 %98.73 %88.14
6.25 pg/mL | %74.85 %55.13 %38.33 %97.92 %87.88
3.125 pg/mL | %62.17 %43.91 %31.07 %80.09 %72.75
1.56 pg/mL | %56.87 %40.67 %25.61 %73.12 %67.51
0.78 pg/mL | %59.20 %42.31 %26.44 %76.74 %68.32

Deney sonuglari, PD-1/PD-L1 protein baglanma etkilesiminin, dogal kaynakli kiigiik
molekiil LA tarafindan makromolekiil yapidaki ATE ve TCZ'den daha yiiksek oranda
baskilandigini ortaya koymustur. OVCAR-3 hiicrelerinde, LA 'nin tek bagina uygulanmasi,
PD-1/PD-L1 etkilesimini yiiksek oranda baskilamis, bu etki ATE ve TCZ'nin tekli
uygulamalarina gore daha belirgin olmustur. LA 'nin ATE ile ve TCZ ile kombinasyonlari,
PD-1/PD-L1 etkilesimini daha da yiiksek oranlarda baskilamig ve sinerjistik bir etki
gostermistir. Ozellikle, LA-ATE kombinasyonu, PD-1/PD-L1 protein etkilesimini 25 pg/mL
konsantrasyonunda neredeyse tamamen baskilamis, bu da LA 'nin ATE ile birlikte gii¢lii bir
sinerjistik etkiye sahip oldugunu gostermektedir. LA-TCZ kombinasyonu da benzer sekilde
yiiksek baskilama oranlar1 sergilemis, ancak LA-ATE kombinasyonundan daha az etkili
olmustur. Bu sonuclar, LA'nin mAb'lerle (ATE ve TCZ) kombine edildiginde, OVCAR-3
hiicrelerindeki PD-1/PD-L1 protein etkilesimini baskilamada sinerjistik bir etki yarattigini
ve bu kombinasyonlarin kanser tedavisinde potansiyel olarak daha etkili olabilecegini
gostermektedir. Bu bulgular, LA ve mAb kombinasyonlarmin, kanser immiinoterapisinde

yeni ve etkili tedavi stratejileri olarak kullanilabilecegini diigiindiirmektedir.
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Sekil 5.8. Hedef molekiil uygulamasinin PD-1/PD-L1 protein-protein baglanmasi lizerindeki
doza bagli etkisi. (A) 50ug/mL , (B) 25ug/mL , (C) 12.50pg/mL , (D) 6.25ug/mL , (E) 3.125
ug/mL , (F) 1.562 ug/mL , (G) 0.781 pg/mL , (H) Elde edilen toplam veri ("*p>0.05,
*p<0.05, *¥*p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001).
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54. LA VE LA-TCZ KOMBINASYONUNUN IL-6R/STAT3/PD-L1 YOLAGI
UZERINDEKI ETKINLIGININ TRANSKRIPTOM BOYUTUNDA
BELIRLENMESI

LA, ATE, TCZ molekiillerinin ve LA-ATE ve LA-TCZ kombinasyonlarimin OVCAR-3
hiicrelerinde IL-6R/STAT3/PD-L1 immiin yolag: tizerindeki terapodtik etkinliginin mRNA
boyutunda incelenmesi i¢in yolakla iligkili 6 hedef genin (CD-274 (PD-L1), STATI, STAT3,
JAKI, JAK2, IL-6R) ifade seviyelerindeki degisimler qRT-PCR deneyi ile incelenmistir. IL-
6R/STAT3/PD-L1 yolag: ile ilgili iliskili olup, hedef genlerin transripsiyonunda ve
fosforilasyonunda gorev alan genler secilmis ve genlere 6zel primerler tasarlanmistir.
Referans gen olarak ACTB geni kullanmis ve hedef genler referans gene gore normalize

edilmistir.

LA, ATE, TCZ uygulanmasi sonucunda yolak ile iliskili 6 hedef genin de ifade seviyelerinde
diisiis belirlendi. Deney sonuglar1 incelendiginde LA ve TCZ uygulanmis 6rneklerde ifade
seviyesi en ¢ok azalan gen sirasi ile 11.210 (p<0.05) ve 10.068 (p<0.01) IL-6R, ATE
uygulanmis 6rneklerde 7.904 (p<0.001) CD-274 (PD-L1) olarak belirlenmistir (Cizelge 5.3.)
(Sekil 5.9.).

LA-ATE ve LA-TCZ kombinasyonlarinin uygulanmasi sonucunda yolak ile iligkili 6 hedef
genin de ifade seviyelerinde azalma belirlendi. Deney sonuglar1 incelendiginde LA-ATE
uygulanmis 6rneklerde ifade seviyesi en ¢ok azalan gen 14.172 (p<0.0001) kat CD-274 (PD-
L1), LA-TCZ uygulanmis 6rneklerde ifade seviyesi en ¢ok azalan gen ise 19.293 (p<0.01)
kat IL-6R oldugu tespit edilmistir. Kombinasyonlarin uygulandigi érneklerde 6 hedef genin
her birinin ifade seviyesi tekli molekiillerin uygulandigi 6rneklere kiyasla daha fazla azaldigi

belirlendi(Cizelge 5.3.) (Sekil 5.9.).
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Cizelge 5.3. Hedef moliikiillerin IL-6R/STAT3/PD-L1 yolagi ile ilgili 6 genin ifade seviye

profili.
Gen Ad1 Ornek Ady
LA ATE TCZ LA-ATE LA-TCZ
ifade Degisim Oram
CD-274 0,1241 0,1265 0,1581 0,0706 0,0716
STAT1 0,2314 0,4525 0,3161 0,1174 0,1864
STAT3 0,2567 0,9417 0,1851 0,1930 0,1334
JAK1 0,1398 0,1433 0,1754 0,0876 0,1039
JAK2 0,1442 0,1834 0,2594 0,1046 0,1215
IL-6R 0,0892 0,7448 0,0993 0,0805 0,0518
Gen Ad1 Ornek Adi
LA ATE TCZ LA-ATE LA-TCZ
p Degeri
CD-274 <0,0001 <0,001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
STAT1 <0,001 - <0,001 <0,001 <0,001
STATS3 <0,01 - <0,01 <0,01 <0,01
JAK1 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
JAK2 <0,001 <0,001 <0,001 <0,0001 <0,001
IL-6R <0,05 <0,05 <0,01 <0,01 <0,01
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Sekil 5.9. Sekil 5.9. Hedef molekiil uygulamasi sonrast IL-6R/STAT3/PD-L1 yolagz ile ilgili
genlerin ifade seviyeleri. ("*p>0.05, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001).
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Bu sonuglar, LA 'nin ATE ve TCZ ile birlikte kullanildiginda, IL-6R/STAT3/PD-L1 yolagim
daha etkin bir sekilde baskiladigini ve gen ifadelerini daha fazla azaltarak sinerjistik bir etki
yaratigini  gdstermektedir. Ozellikle, LA-ATE kombinasyonunun PD-LI (p<0.0001)
tizerindeki ve LA-TCZ kombinasyonunun [/L-6R (p<0.001) iizerindeki -etkisi, bu
kombinasyonlarin kanser tedavisinde potansiyel olarak daha etkili olabilecegini
diistindiirmektedir. Bu bulgular, LA 'nin immiinoterapi ajanlar1 ile birlikte kullanildiginda,
kanser hiicrelerinin immiin sistemden kagisini engelleyebilecegini ve tedavi etkinligini

artirabilecegi potansiyelini ortaya koymaktadir.

LA'nin IL-6R/STAT3/PD-L1 yolagi iizerindeki etki mekanizmasini ve yumurtalik
kanserinde STAT3 susturulmasi ile PD-L1 inhibisyonundaki roliiniin 6nemini anlamak i¢in
OVCAR-3 hiicrelerine siRNA ile transfeksiyon yapilarak STAT3 susturulmus daha sonra
etkin konsantrasyonda LA, TCZ molekiilleri ve LA-TCZ kombinasyonu uygulanmistir. Bu
ornekler i¢in de yolakla ilgili 6 hedef genin ifade seviyelerindeki degisimler incelenmis ve
kontrol olarak sc-siRNA kullanilmistir. Referans gen olarak ACTB geni kullanmis ve hedef

genler referans gene gore normalize edilmistir.

siRNA, siRNA+LA, siRNA+TCZ ve siRNA+LA-TCZ uygulanmasi sonucunda IL-
6R/STAT3/PD-L1 yolag ile iliskili 6 hedef genin de ifade seviyelerinde azalma belirlendi.
siRNA uygulanmis orneklerde CD-274 (PD-L1), STATI, STAT3, JAKI, JAK2, IL-6R
genlerinin ifade seviyelerinde sirast ile 17.835 (p<0.0001), 14.354 (p<0.0001), 27.569
(p<0.0001), 2.819 (ns), 4.516 (ns), 5.116 (p<0.05) kat, siRNA+LA uygulanmig 6rneklerde
siras1 ile 20.464 (p<0.0001), 21.781 (p<0.0001), 31.017 (p<0.0001), 9.952 (p<0.0001),
8.664 (p<0.0001), 13.690 (p<0.001) kat, siRNA+TCZ uygulanmis Orneklerde sirasi ile
19.698 (p<0.0001), 18.379 (p<0.0001), 36.504 (p<0.0001), 6.892 (p<0.0001), 5.187
(p<0.0001), 14.172 (p<0.0001) kat, siRNA+LA-TCZ kombinasyonu uygulanmis 6rneklerde
ise sirast ile 29.007 (p<0.0001), 27.761 (p<0.0001), 45.412 (p<0.0001), 13.132 (p<0.0001),
11.959 (p<0.0001), 22.785 (p<0.0001) kat azalma oldugu belirlenmistir (Sekil 5.10).
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Sekil 5.10. Hedef molekiil uygulamasi sonrast STAT3 hedefli siRNA transfekte edilmis
hiicrelerde yolakla ilgili gen ifade seviyeleri. (ns>0.05, *<0.05, **<0.01, ***<0.001,
**%%<20.0001).

siRNA transfeksiyonu yapilmis orneklerdeki gen ifade seviyelerinde normal 6rneklere

kiyasla daha fazla azalma oldugu belirlenmistir. STAT3, tiim siRNA uygulamalarinda ifade
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seviyesi en c¢ok azalan gen olarak tespit edilmistir (p<0.0001). STAT3 geninin ifade
seviyesindeki diisiise paralel olarak PD-L1 geninin ifade seviyesinde de azalma tespit
edilmistir. Bu durum, LA ve LA-TCZ kombinasyonunun PD-L1'1 STAT3 aracilig1 ile
baskiladigini ve siRNA uygulanmis 6rneklerde STAT3 ve PD-L1"in siRNA uygulanmamis

orneklere gore daha fazla baskilandigini gostermektedir.

Ozellikle LA-TCZ kombinasyonunun sinerjistik etkisi dikkat ¢ekicidir. Bu kombinasyon,
yalnmizca LA veya TCZ uygulamalarina kiyasla gen ifade seviyelerinde daha yiiksek
oranlarda azalma saglamigtir. Bu bulgular, LA 'nin, TCZ ile birlikte kullanildiginda STAT3
yolagin1 daha etkin bir sekilde baskilayarak PD-L1 inhibisyonunu artirdigini ve boylece
kanser hiicrelerinin immiin sistemden kagisin1 engelleyebilecegini ortaya koymaktadir. Bu
kombinasyon, yumurtalik kanserinde etkili bir tedavi stratejisi olarak potansiyel

tagimaktadir.

55. LA VE LA-TCZ KOMBINASYONUNUN IL-6R/STAT3/PD-L1 YOLAGI
UZERINDEKI ETKINLIGININ PROTEIN BOYUTUNDA BELIRLENMES]

LA ve LA-TCZ kombinasyonunun IL-6R/STAT3/PD-L1 hedef yolag:i iizerinde protein
boyuntundaki etkinligini incelemek icin, yolakta trasnkripsiyonda goérev alan STAT3 ve
immiin kontrol noktasi olan PD-L1 hedef proteinlerinin ifade seviyesi western blot deneyi

ile incelenmistir. Referans protein olarak B-Aktin kullanilmistir.

Western blot deneyi sonucunda LA (ICso) uygulanmis OVCAR-3 hiicrelerinde kontrol
grubuna kiyasla PD-L1 proteininin ifade seviyesi 3.1 (p<0.01) kat, STAT3 proteininin ifade
seviyesi 2.7 (p<0.05) kat azalma oldugu belirlenmistir. ATE, LA-ATE uygulanmig OVCAR-
3 hiicrelerinde kontrol grubuna kiyasla PD-L1 proteininin ifade seviyesi sirasi ile 2.5
(p<0.05) ve 2.4 (p<0.05) kat azalma gozlemlenmistir. TCZ ve LA-TCZ uygulanmis
OVCAR-3 hiicrelerinde kontrol grubuna kiyasla PD-L1 proteininin ifade seviyesinin her iki
grupta da 3 (p<0.01), STAT3 proteininin ifade seviyesinin sirasi ile 2.9 (p<0.01) ve 3.1
(p<0.01) kat azaldig1 belirlenmistir (Sekil 5.11.).
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Sekil 5.11. Hedef molekiil uygulamasi sonrasi (A) PD-L1, (B) STAT3 protein ekspresyon
seviyeleri. Referans protein olarak B-Aktin kullanilmistir (*p<0.05, **p<0.01).

LA ve LA-TCZ kombinasyonunun STAT3 proteini iizerindeki mekanizmasini1 incelemek
icin, OVCAR-3 hiicrelerine siRNA ile transfeksiyon yapilarak STAT3 susturulmus ve
ardindan etkin konsantrasyonda LA, TCZ ve LA-TCZ kombinasyonu uygulanmistir. Hedef
protein ifade seviyeleri western blot ile incelenmis ve referans protein olarak yine -Aktin

kullanilmustir.
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Western blot deneyi sonucunda STAT3 hedefli siRNA ile transfekte edilmis OVCAR-3
hiicrelerinde kontrol grubuna kiyasla STAT3 proteininin ifade seviyesi 3.9 (p<0.0001),
siRNA+LA uygulanmis 6rnek grubunda 3.7 (p<0.0001), siRNA+TCZ uygulanmis 6rnek
grubunda 4.2 (p<0.0001), siRNA+LA-TCZ uygulanmis 6rnek grubunda ise 4.7 (p<0.0001)

kat ifade seviyesinde azalma tesbit edilmistir.

STAT3 siRNA
o % k%
| 3 ke ok
|
] ¥ 3k ok Kk
i . BE Kontrol
[p-Aktin STAT3 g 4 o e SIRNA.
| 42%Ds || 86 1Da | E :
Konfro] lee— m—  — — o 1.0 siRNA+LA
5 SIRNA+TCZ
I —
siRNA [ —— [ :m - ’ o SR Ar TOE
= 5=
SRNAsLA [H— S - %
|
SRNASTCZ ey N e NS 0
0.0~
SRNALASTCT s i | s —
o"‘&@‘h:x‘y«d’«d'
['s) "\ L e
L) ‘} +}
..-',9'

Sekil 5.12. Hedef molekiil uygulamasi sonrast STAT3 hedefli siRNA trasnfekte edilmis
hiicrelerde STAT3 protein ekspresyon seviyesi (****p<0.0001).

Deney sonuglar1 incelendiginde, LA'nin OVCAR-3 hiicrelerinde IL-6R/STAT3/PD-LI
yolaginda etkili kontrol noktasi proteini PD-L1"in ifade seviyesini, mAb TCZ ve PD-LI
hedefli bir mAb olan ATE'ye gore daha fazla baskiladigi belirlenmistir. Bu da LA 'nin
membran proteini olan PD-L1 {iizerindeki direkt etkinligi ile birlikte hiicre ici sinyal
yolaklarin1 kullanarak da PD-L1 protein ifadesini baskilayabildigini diisiindiirmektedir.
Ayrica LA-TCZ kombinasyonu uygulanmis OVCAR-3 hiicrelerinde hedef yolaktaki
transkripsiyondan sorumlu STAT3 proteinin ifade seviyesinin molekiillerin tekli uygulandigi
gruplardan daha yiiksek oranda azaldigi belirlendi. Bu sonuglar LA'nin STAT3 protein
ifadesini baskilamada TCZ ile sinerjistik etki gosterdigini ve giiclii bir tedavi hedefi

73



oldugunu gostermektedir. STAT3 hedefli siRNA ile transfekte edilmis Orneklerde
siRNA+LA-TCZ ve siRNA+TCZ gruplarindaki protein ifade seviyesindeki azalma oraninin
diger gruplara kiyasla daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Bu bulgular IL-6R 'nin TCZ ile
hedeflenmesinin STAT3'iin protein ifadesini baskiladigini ve yumurtalik kanserinde
STAT3 lin hedeflenmesinin IL-6R/STAT3/PD-L1 yolaginda aktif bir tedavi hedefi olarak

kullanilabilme potansiyelinin olduguna isaret etmektedir.
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6. TARTISMA VE SONUC

6.1. TARTISMA

Yumurtalik kanseri jinekolojik kanserler arasinda en yiiksek mortalite gosteren kanser tiirti
olarak, erken teshisin zorlugu ve spesifik sinyallerin belirlenememesi agisindan diinya
genelinde onemli bir saglik sorunu olmaya devam etmektedir (9). Kanser immiinoterapisinde
hedefe yonelik tedavi metolarindan biri olan dogal kaynakli kii¢iik molekiil inhibitorlerinin
temel kullanim amaci, kanser tarafindan bastirilmig bagisiklig1 yeniden aktif hale getirilmesi
ve kanserin bagisiklik kacis yollarinin engellenmesini tlizerine odaklanmakatdir (160).
Kiigiik molekiillerin diigiik molekiil agirliklari, hiicre i¢i ve hiicre dis1 mekanizmalara ayni
anda etki etme Ozellikleri, oral yoldan biyoyararlanim saglama kolaylig1 ve daha diisiik
tiretim maaliyetleri onlar1 6nemli bir tedavi hedefi haline getirmektedir (158,159). Lobarik
asit (LA) likenlerden elde edilen ikincil bir metabolit olarak, kanser tedavisinde anti-
proliferatif, anti-oksidan ve anti-inflamatuar 6zellikleri ile 6nemli bir kiigiik molekiil olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. LA'nin bagisiklik kontrol noktalarindan kagisini saglayan hedef
immiin yolaklarin 6nciilii olan sitokinlerin salgilanmasini engelleyerek T hiicre aktivasyonu
i¢in potansiyel bir immiinoterapi tedavi metodu olarak karsimiza ¢ikmaktadir (168). Ayrica
kiiclik molekiillerin mAb'ler ile kombinasyon halinde kullanildig1 tedavi modiilleri bir cok
klinik ¢aligma onay1 alarak incelenmis ve bu kombinasyon etkilesimin kanser tedavisinde

sinerjistik bir etki gosterdigi belirlenmistir (174—177).

PD-L1 kanser hiicrelerinde ifade edilen ve T hiicresindeki PD-1"e baglanarak kanserli
hiicrenin bagisikliktan kagmmasini saglayan bir membran proteinidir. T hiicresinin PD-1
ekspresyonu sebebi ile ortama salinim yaptig1 IL-6 sitokinin kanser hiicresinden reseptorii
(IL-6R) tarafindan algilanmasi, JAK sinyalizasyonuna bununla da STAT3 iin aktivasyonuna
sebep olmaktadir. Bununla da DNA'daki PD-L1 geninin (CD-274) promotdr bolgesine
baglanan STAT3, PD-L1'in daha kararli ve dayanikli bir yapida eksprese olamasini
saglamaktadir (133). Bununla da PD-1 ile etkilesime giren PD-L1 T hiicrelerinin apoptoza
ugramasina ve kanserin bagisiklik yanitin1 engellemesine sebep olmaktadir. Bu sebeple IL-
6R/STAT3/PD-L1 yolagmin hiicre i¢i ve hiicre dis1 komponentlerinin hedeflenmesi, kanser

immiinoterapisi i¢in dnemli bir tedavi potansiyeli tasimaktadir.
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Tez calismasi kapsaminda LA 'nin hem tek basina hem de tosilizumab ile kombinasyon
halinde yumurtalik kanseri immiinoterapisinde IL-6R/STAT3/PD-L1 yolag: iizerindeki

terapotik etkinligi incelenmistir.

Giincel literatiirde, lobarik asidin yumurtalik kanseri iizerinde anti-proliferatif veya non-
invaziv etkisi oldugunu gosteren benzer bir ¢calisma bulunmamaktadir. Ancak, lobarik asidin
farkl kanser tiirlerindeki anti-proliferatif etkinligi incelenmistir. 2018 yi1linda Hong ve ark.,
lobarik asit ve lobarstin'in anti-kanser 6zelliklerini incelemistir. Serviks adenokarsinomu
hiicre hatt1 Hela ve insan kolon karsinomu hiicre hatt1t HCT116 iizerinde yiirtitiilen 3-(4,5-
Dimetil-2-tiyazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolyum bromiir (MTT) deneyinde lobarik asidin
hiicre proliferasyonunu o6nemli Olclide baskiladigr belirlenmistir. Ayrica, LA'nin
doksorubisin ile kombinasyonunun anti-proliferatif etkiyi artirdig1 rapor edilmistir (171).
Ogmundsdottir ve ark. 2011°de yaymnlanan bir ¢alismasinda, LA nin meme kanseri hiicre
hatlar1 T-47D ve ZR-75-1, eritro-l6semi hiicre hatti K-562, normal deri fibroblastlar1 ve
periferik kan lenfositlerinde LA uygulamasi sonrasinda DNA sentezinin azaldig1 tespit
edilmis ve LA 'nin maksimum inhibisyonun %50 sini indiikleyen doz (EDs¢) degerinin 14,5
ve 44,7 pg/mL arasinda oldugu bildirilmistir. LA'nin 30 pg/mL  {izerindeki
konsantrasyonlari i¢in yapilan MTS deneyinin sonuglari, molekiiliin her ti¢ malign hiicre
hatt1 tlizerinde de ciddi Oliimlere sebep oldugunu gostermistir. LA'nin 30 pg/mL nin
altindaki konsantrasyonlarinda normal hiicrelerde sitotoksik etki gozlemlenmedigi rapor
edilmistir (178). Emsen ve ark. 2018'de yayinladig1r bir calismada, LA'nin insan
glioblastoma multiforme hiicreleri U§7MG ve primer si¢an serebral korteks hiicreleri PRCC
tizerinde yliksek diizeyde toksik etki sergiledigini rapor etmistir. LA 'nin ICso degeri PRCC
hiicreleri i¢in 9.08 mg/L, US7MG hiicreleri i¢in ise 5.77 mg/L olarak belirlenmistir. LA 'nin
sitotoksik etkisi sebebiyle PRCC hiicrelerinin canlilig1 %35.09%a, U87MG hiicrelerinin ise
%30.47 ye diistligli bildirilmistir (172). Haraldsdottir ve ark. 2004 yilinda, LA 'nin da dahil
oldugu lipoksijenaz inhibitorlerinin 12 farkli kanser hiicre hattinda anti-proliferatif etkisini
incelemistir. Calisma sonuglarina goére, LA'nin hiicre inhibisyonundaki etkin
konsantrasyonu (ECso) Capanl 15.2 + 3.5, Capan2 34.4 + 2.5 ve PANCI1 359 + 7.7
(pankreas kanseri), T-47D 21.4 + 9.8 (meme kanseri), PC3 28.0 + 5.6 (prostat kanseri), NCI-
H1417 27.5 + 3.8 (kiiciik hiicreli akciger kanseri), AGS 38.5 + 2.7 (mide kanseri), WiDr
63.9 + 2.2 (kolorektal kanser), HL60 52.1 + 9.9 (akut promyelositik 16semi), K-562 19.7 +
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1.2 (eritro-losemi), JURKAT 35.5 + 9.4 (T hiicreli 16semi) ve OVCAR-3 36.7 = 10.5
(yumurtalik kanseri) olarak belirlenmistir (179).

Tez calismasinda, LA'nin yumurtalik kanseri OVCAR-3 hiicre hatt1 {izerindeki
antiproliferatif etkisi incelenmis ve ICso degeri 11.7 uM olarak tespit edilmistir. Ayrica tez
calismasinda, LA'nin OVCAR-3 hiicrelerinde hiicre gog¢ii ve hiicre-hiicre etkilesimi
tizerindeki etkisi belirlenmis ve 48. saat dahil olmak iizere non-invaziv etki gosterdigi ve
hiicre morfolojisi lizerindeki etkileri incelenerek hiicre Oliimiine sebep oldugu tespit
edilmistir. Bu bulgular, 6nceki c¢alismalarda belirtilen lobarik asidin c¢esitli kanser
tirlerindeki anti-proliferatif etkilerini desteklemekle beraber ayni zamanda LA'nin
yumurtalik kanseri hiicrelerinin biiyiimesi, gelismesi ve metastazinda 6nemli bir tedavi
hedefi olabilecegini gostermektedir. Bununla beraber, giincel literatiirde LA nin OVCAR-3
hiicreleri tizerindeki etkisine dikkat ¢eken tek ¢alismada belirtilen hiicrelerin %50 sinin
proliferasyonunu tesvik ettigi belirlenen deger 36.7 = 10.5 (179), bizim c¢alismamizda
buldugumuz hiicresel proliferasyonun %50 sini inhibe eden 11.7 uM degerinden oldukga
ylksek oldugundan LA'nin hiicre proliferasyonunu inhibe etme 6zelliginin daha giicli
oldugunu gostermektedir. Bu da LA 'nin anti-tiimor ajan olarak diisiik konsantrasyonlarda

etkili olacag1 potansiyeline igaret etmektedir.

Tez ¢alismasinda, LA 'nin PD-L1 iizerindeki etkilerini detayli incelemek i¢in PD-L1 hedefli
monoklonal antikor olan, FDA tarafindan onaylanmis atezolizumab (ATE) kullanilmstir.
Cesitli kanserlerin tedavisinde kullanilmasi ve farkli klinik ¢aligmalarda incelenmesinin yani
sira, giincel literatiirde ATE 'nin yumurtalik kanseri iizerindeki etkilerinin incelendigi siirl

sayida calisma bulunmaktadir.

2019°da Zhang ve ark. yumurtalik kanseri tedavisinde ATE 'nin VEGF hedefli monoklonal
antikor olan bevacizumab (BEV) ile kombinasyonunu sunduklar1 bir ¢alisma yayinladi
(180). Bu ¢alismada, ATE ve BEV'in, sisplatin direngli yumurtalik kanseri hiicre hatti
A2780cis (sisplatin direngli A2780 hiicre hatt1) iizerindeki anti-proliferatif etkinligi ve ektin
konsantrasyon degeri incelendi. Deneylerde, 10 ve 100 ng/mL ile 1, 5 ve 10 pg/mL
konsantrasyonlar1 kullanilarak hiicre sayma kiti-8 (CCK-8) ile 6l¢timler yapildi. Sonuglara
gore, ATE nin uygun konsantrasyonu 10 pg/mL olarak belirlendi ve ATE 'nin A2780cis

hiicrelerinin proliferasyonunu ve hiicre gogiinii baskiladig tespit edildi. Ayrica, yapilan in-
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vivo deneylerle de ATE 'nin tiimor biliylimesini engelledigi rapor edilmistir (180). Tez
calismasinda, OVCAR-3 yumurtalik kanseri hiicreleri iizerinde ATE nin IC50 degeri daha
detayli bir yontem olan xCELLigence RTCA ile, benzer konsantrasyonlar kullanilarak 10.7
ug/mL olarak belirlenmistir. Ayrica, hiicre gocii deneyinde, ATE Orneklerinin 48. saat de
dahil olmak iizere hiicre-hiicre etkilesimini engelledigi tespit edilmistir. Hem Zhang ve ark.
calismasinda hem de bizim calismamizda, ATE'nin yumurtalik kanseri hiicre hatlari
tizerindeki anti-proliferatif etkisini ve hiicre gocilinii baskilama potansiyelini ortaya
koymaktadir. Her iki c¢alismada da ATE'nin belirli konsantrasyonlarda hiicre
proliferasyonunu baskiladig1 ve hiicre gogiinii engelledigi tespit edilmistir. Ayrica, her iki
calisma da ATE nin farkli yontemlerle IC50 degerlerini belirleyerek, etkinligini dogrulamis
ve birbirine ¢ok yakin sonuglar elde edilmesi ATE 'nin diisiik konsantrasyonlarda yumurtalik
kanseri hiicre hatlarmin proliferasyonunu etkileyebildigini desteklemistir. Literatiirdeki
ornek calisgmada ATE 'nin BEV ile kombinasyon etkisinin sinerjisitesinden bahsedilmistir.
Bu da ATE nin kombinasyon tedavilerde etkinliginin potansiyelini belirtmekte olup yiiksek
lisans tez projesinde LA-ATE kombinasyonunun anti-proliferatif etkisinin tekli ATE

uygulamasina gore %40.76 kat daha yiiksek olmasini desteklemektedir.

Calismamizda odaklandigimiz ikinci monoklonal antikor IL-6R hedefleyen tocilizumab
(TCZ) olmustur. Kanser tedavisinde IL-6R'nin blokaji, hiicre i¢i sinyal yolaklarmin
aktivasyonunu Onleyerek STAT3 fosforilasyonunun engellenmesi yoluyla potansiyel bir
tedavi hedefi olarak 6ne ¢ikmaktadir. Yousefi ve arkadaglari, 2018 yilinda yayinladiklari
caligmada, IL-6/IL-6R yolaginin yumurtalik kanserinde 6nemli bir terapotik hedef oldugunu
belirtmis ve TCZ nin bu kanser iizerindeki anti-proliferatif etkisine dikkat ¢cekmislerdir.
Calismada, karboplatin ile tedavi edilmis A2780CP, A2780S, SKOV3, OVCAR-3 EOC
hiicreleri ve metastatik fallop tiipii kitlesi olan CaoV4 hiicrelerine TCZ uygulanmis ve 24 ile
48 saat aralifinda MTT testi ile anti-proliferatif etki incelenmistir. Deney sonuglari, A2780
ve SKOV3 hiicrelerinde hiicre biiyiimesinin sinerjistik olarak azaldigini, OVCAR-3
hiicresinde ise sinerjistik bir degisiklik gozlenmedigini gostermistir (36). Dijkgraaf ve
arkadaslari, 2015 yilinda yiriittiikkleri bir Faz I ¢alismada, tekrarlayan EOC hastalarinda
karboplatin ve doksorubisin ile tedavi edilen hastalarda TCZ 'nin IL-6R"yi bloke ederek
tedavi yanitin1 artirdigini belirlemislerdir. Bu ¢alismada TCZ 'nin 1 mg/kg (0.2 pg/mL), 2
mg/kg (0.4 pg/mL), 4 mg/kg (0.8 pg/mL) ve 8 mg/kg (1.6 pg/mL) konsantrasyonlari

kullanilmistir (181). TCZ nin mevcut tedavi etkisini artirdigina dair bir baska ¢alisma da
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Poschner ve arkadaglar tarafindan 2020 yilinda yaymlanmstir. /n-vitro olarak yiiriitiilen bu
calismada, platine direngli HGSOC hiicre hattt 13914 1'in TCZ uygulanmis 6rnek
gruplarinda hiicre proliferasyonunun anlamli olarak azaldigi ve hiicrelerin yeniden platine
hassas hale geldigi bildirilmistir (182). Literatiirde, TCZ nin farkli kanser tiirlerinde de anti-
proliferatif etkisinin incelendigi ¢aligmalar bulunmaktadir. Kudo ve arkadaslari, 2009
yilinda yayinladiklart bir ¢alismada, IL-6/IL-6R yolagimin asir1 ifade edildigi gliomada
TCZ nin US7MG hiicre hatt1 iizerinde anti-kanser etki gosterdigini dogrulamislardir (183).
Kim ve arkadaglar1 ise 2015 yilinda yayinladiklar1 bir makalede, TCZ nin NSCLC
tizerindeki anti-proliferatif etkisini incelemislerdir. 100 ng/mL TCZ ile tedavi edilen H460,
A549, H1299 ve H358 hiicrelerinde sirastyla %27.75 + 5.81, %34.23 £ 9.49, 9%22.14 £ 4.87

ve %10.81 + 1.94 oraninda azalma oldugu rapor edilmistir (184).

Tez calismasinda ise TCZ'nin OVCAR-3 hiicreleri iizerindeki anti-proliferatif etkisi
dogrulanmis ve ICso degeri 0.0216 pg/mL olarak belirlenmistir. Ayrica, TCZ nin hiicre go¢ii
tizerindeki hiicre-hiicre etkilesimini zamana bagli olarak baskiladigi ve hiicre morfolojisi
tizerindeki etkileri incelenerek hiicre dliimiine sebep oldugu tespit edilmistir. TCZ nin
kombinasyon tedavilerindeki potansiyeline dair onceki caligmalari dikkate alarak,
calismamizda TCZ ile LA kombinasyonu olusturulmus ve LA-TCZ kombinasyonunun, tek
basina TCZ ye gore %49.2 daha etkili anti-proliferatif etki gdsterdigi bulunmustur. Ayrica
yine LA-TCZ kombinasyonu hem LA ya hem de TCZ ye oranla hiicre goc¢iinii daha yiiksek
oranda baskilamigtir. Calismamizin sonuglar1 literatiirdeki orneginden (36) farkli olarak
OVCAR-3 hiicre hattinda TCZ'nin anti-proliferatif etkisini dogrulamistir. Ayrica yine
literatlirdeki Ornekleri ile karsilastirildiginda calismamizda TCZ'nin ¢ok daha diisiik
konsantrasyonlarda hiicre proloferasyonunu baskiladigi tespit edilmistir. Calismamizda
OVCAR-3 yumurtalik kanseri hiicre hatti iizerindeki ICso degerinde TCZ uygulanmis
yumurtalik normal epitel hiicresi OSE nin morfolojik degisimi incelenmis ve sitotiksik etkisi
gbzlemlenmemistir. Bununla da ¢alismamizin sonucu TCZ nin diisiik konsantrasyonlarda
sitotoksik yan etkilere sebep olmadan anti-tiimor etki gosterebilecegine isaret etmektedir.
LA-TCZ kombinasyonunun daha yiiksek anti-proliferatif etki géstermesi ve hiicre go¢iinti
yavaslatmasi lizerindeki sinerjistik etkisi, LA-TCZ kombinasyonunu yumurtalik kanseri i¢in

onemli bir tedavi hedefi haline getirmektedir.
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IL-6R/STAT3/PD-L1 yolagi komponentleri, kanser hiicrelerinde farkli mekanizmalar
kontrol etmek {lizere hem birlikte hem de ayr1 ayr etkilesimlerde bulunabilir. Bu yolak,
kanserde inflamatuar yantlar, hiicre proliferasyonu, anjiyogenez, immiin yanitin
diizenlenmesi, genomik stabilite bozulmasi ve epitelyal-mezankimal gegis gibi birgok

biyolojik siirecte kritik rol oynamaktadir.

Wan ve arkadaglar1 (2021), yaptiklar1 ¢alismada 12 HGSOC hastasindan elde ettikleri
orneklerle, HGSOC tiimor mikrogevresinde T ve NK hiicrelerinin yogunlugunu analiz etmis
ve bu hiicrelerin proliferasyonunda azalma oldugunu gézlemlemislerdir. Ayrica, bagisiklik
hiicreleri ve tiimdr hiicrelerinde 6nemli diizeyde PD-1 ve PD-L1 ekspresyonu tespit
etmislerdir (185). Chin ve arkadaslar1 (2020) ise immiinohistokimya (IHC) ve mikrodizin
analizleri kullanarak yumurtalik kanseri alt tipleri arasinda PD-L1 ekspresyonunu
incelemislerdir. Yaptiklar1 ¢alisma, immiinreaktif yumurtalik kanserlerinde genomik ve
molekiiler alt tiplerde PD-L1 ekspresyonunun belirgin sekilde yiiksek oldugunu ortaya
koymustur (131,186). Bu ve benzeri ¢alismalar dikkate alindiginda PD-L1 potansiyel bir
tedavi hedefi olabilecegi vurgulanmaktadir. Bu sebeple ¢alismamizda PD-L1'1 hedefledik
ve yumurtalik kanseri i¢in yumurtalik kanseri i¢in tedavi hedefi olabilecegini ortaya

cikardik.

PD-1/PD-L1 etkilesiminin inhibisyonu i¢in bir¢ok farkli antikor FDA tarafindan onaylanmis
olmasina ragmen, mAb’lerin yliksek maliyeti, kullanim ve tasima zorluklari, sadece hiicre
dis1 mekanizmalarla etki etmeleri ve bagisiklik yanmitinin islevsiz kalma riski gibi
dezavantajlart bulunmaktadir. Bu sebeple de PD-1/PD-L1 hedefli tedavilerde kiiciik

molekiillerin 6nii agilmistir (131).

PD-1/PD-L1 etkilesiminin kii¢iik molekiiller ile hedeflendigi ¢alismalar literatiirde yerini
almaktadir. Skalniak ve ark. 2017 de yayinladiklar1 bir ¢alisma ile Bristol-Myers Squibb
(BMYS) tarafindan iiretilen peptit bazli olmayan kii¢iik molekiillerin JURKAT hiicrelerinde
PD-1/PD-L1 etkilesimini hedefledigini bildirmislerdir. Hedef kii¢ciik molekiillerin PD-1
veya PD-L1'e baglanarak etkilesimi bozdugunu kanitlamak i¢in 1H-15N HMQC NMR
titrasyon deneyi uygulandi. Plazmada ¢6zilinebilir serbest sPD-LL1 BMS hedef molekiilleri
ile inkiibe edilmistir. Daha sonra anti-CD3 ile birlikte endotelyal hiicrelere miidahele

edilmistir. Deney sonuglarina gore, BMS-1001 ve BMS-1166 bilesikleri sPD-L1'in
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inhibisyon etkisini etkili bir sekilde ortadan kaldirmis ve EC'lerin yeniden stimiile olmasina
sebep olmustur (187). PD-L1 inhibisyonunu hedefleyen dogal kiiclik molekiillerden usnik
asidin rahim agz1 kanseri iizerindeki etkilerini Sun ve ark. 2017 yilinda yaptiklari bir caligma
ile bildirmislerdir. Hela hiicrelerine uygulanan usnik asidin hem transkriptom hem de protein
seviyesinde PD-L1'in ifadesini baskiladigi goézlemlenmistir. PD-L1 inhibisyonunun T
hiicrelerini aktive ettigi ve timor biiylimesini, proliferasyonunu, anjiyogenezini ve hiicre
go¢iinii inhibe ettigi rapor edilmistir (188). Tez calismasi, dogal kiigiik molekiil olan LA ve
LA-TCZ kombinasyonunun PD-L1 {iizerindeki etkilerini degerlendiren literatiideki ilk
caligmadir. Caligsma kapsaminda hem LA 'nin tek basina hem de LA-TCZ kombinasyonunun
PD-L1'in hem transkriptomik hem de proteomik diizeyde ifadesini anlamli sekilde
baskiladig1 belirlenmistir. Calismamizda PD-L1 hedefli mAb ATE kullanilmis ve
yumurtalik kanserinde PD-L1%in transkriptomik ve protein boyutundaki etkileri
incelenmistir. LA ve LA-TCZ 6rnek gruplarinin sonuglart ATE grubu ile karsilagtirildiginda
sonuglar birbirni desteklemektedir. Bu sonuclar LA ve LA-TCZ kombinasyonunun PD-L1
spesifik olmamasindan kaynaklanarak, hedef molekiillerin PD-L1°1 hiicre i¢i sinyal
yolaklarini kullanarak baskiladigini diisiindiirmektedir. Kullandigimiz bu molekiillerin, PD-
1/PD-L1 protein baglanmasini inhibe ettigi gézlemlenmistir. PD-L1 bir membran proteini
oldugundan, ATE nin PD-L1 spesifik bir mAb olmasindan ve LA ile ATE arasindaki
sinerjistik etkiden kaynakli olarak PD-1/PD-L1 baglanmasini en yiiksek diizeyde 25 pg/mL
protein konsantrasyonunda %99.45 kat LA-ATE grubunda baskilamistir. Bununla beraber
hem LA, hem TCZ hem de LA-TCZ gruplarinda PD-1/PD-L1 protein baglanmasinin 50, 25,
12.5,6.25,3.13, 1.56, 0.78 pg/mL konsantrasyonlar1 i¢in sirasi ile LA drnekleri i¢in, %64.11
(p<0,0001), %76.03 (p<0,0001), %76.41 (p<0,0001), %74.85 (p<0,0001), %62.17
(p<0,0001), %56.87 (p<0,0001), %59.20 (p<0,0001) oraninda, TCZ ornekleri i¢cin %31.01,
%38.20, %38.90, %38.33, %31.07, %25.61 (p<0.05), %26.44 (p<0.05) oraninda, LA-TCZ
ornekleri icin %71.37 (p<0,0001), %88.62 (p<0,0001), %88.14 (p<0,0001), %87.88
(p<0,0001), %72.75 (p<0,0001), %67.51 (p<0,0001), %68.32 (p<0,0001) oraninda
baskilandiginin gézlemlenmesi, bu molekiillerin hiicre i¢i sinyal yollarii kullanarak PD-L1
membran proteininin ifadesini azaltti§ina isaret etmektedir. Sonug olarak, ¢alismamizda elde
ettigimiz bulgular, LA ve LA-TCZ kombinasyonunun PD-L1 {iizerindeki inhibe edici
etkilerini vurgulamaktadir. Ayrica g¢alismamizin sonuglart literatiirdeki c¢aligmalarin

sonuglart ile uyumluluk gostermekte ve desteklenmektedir. Bu bulgular, PD-1/PD-L1
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etkilesiminin hedeflenmesi iizerine yeni terapdtik stratejilerin gelistirilmesi potansiyeli
tasimakta ve LA ve LA-TCZ kombinasyonunun yumurtalik kanserinde PD-L1'1 hedeflemek

i¢cin uygun bir tedavi metodu oldugunu gostermektedir.

PD-L1"in daha kararl bir yapida ve daha fazla eksprese olmasinda, uygun genin promotor
bolgesine baglanarak transkripsiyonu indiikleyen STAT3 6nemli bir rol oynamaktadir (26).
Bununla beraber STAT3 aynt zamanda kanser hiicrelerinde hiicre biiylimesinde,
cogalmasinda ve hayatta kalmasinda gorev almaktadir (189). Bu sebeple STAT3 kanser

arastirmalar1 i¢in 6nemli bir hedef haline gelmektedir.

Bir¢ok kanserde, PD-L1 inhibisyonunun STAT3 ifadesinin baskilanmasi ile olan iliskisi,
literatiirde farkli calismalar ile vurgulanmistir. Xie ve ark. 2021 yilinda NSCLC"de kiiciik
molekiillii kinaz inhibitérii apatinib ile VEGFR2/STAT3/PD-L1 ve ROS/Nrf2/p62
yolaklarin1 hedefleyerek apoptoz ve otofajiyi indiiklemeyi hedefledikleri bir ¢alismay1
yaymlamislardir. Apatinib uygulanmug NSCLC hiicrelerinde fosforile olmus STAT3 iin
protein seviyesinde kontrole kiyasla azalma oldugu belirlenmistir. STAT3 baskilanmast
sonrasinda c-MYC ve PD-L1 ifade seviyeleri incelenmis ve hedeflerin protein seviyelerinde
diisiis oldugu belirlenmistir (190,191). Tong ve ark. 2020 yilinda yayinladigi bir ¢calisma ile
STAT3 fosforilasyonunun PD-L1 ekspresyonu fiizerindeki etkisini detayli bir sekilde
gioblastomada incelemislerdir. Bir “yetim ilag” olan ve FDA tarafindan gioblastoma tedavisi
i¢cin onaylanan ACTO001 uygulanmis hiicrelerde PD-L1 ifadesi mRNA boyutunda incelenmis
ve ifade seviyesinin azaldigi tespit edilmistir. Ayn1 zamanda tedavi uygulanmis 6rneklerde
STATS3 ve fosforile olmus STAT3 ifadesinin de anlamli 6lgekte baskilandigi belirlenmistir.
Bundan sonra PD-L1 seviyesi protein boyutunda incelenmis ve kontrol grubuna gore protein
ekspresyonunun azaldigi gézlemlenmistir. Bununla da ACTO001 in STAT3 fosforilasyonunu
inhibe etmesinin PD-L1 ekspresyonunu baskilama potansiyeline sahip oldugu
vurgulanmistir.  Bunun  kanitlanmasi  igin  ¢alisma = kapsaminda = kromatin
immiinopresipitasyonu ve ikili lusiferaz raportdr analizleri kullanilmistir. Deney sonuglari
fosforile olums STAT3'iin PD-L1'e ait genin promotdriine baglandigint ve PD-LI
ekspresyonunu destekledigini dogrulamistir (191). Yumurtalik kanserinde STAT3
inhibisyonunun PD-L1 ekspresyonunu etkiledigini gosteren bir ¢alisma Ding ve ark.
tarafindan 2020°de yayinlanmistir. Anti-anjiyogenez inhibitdrii olan endostar ile tedavi

edilen SKOV3 ve HO-8910PM hiicrelerinde transkriptomik ve proteom boyutunda STAT3
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ifadesinin baskilandigi, buna bagli olarak da yine ayni testlerle PD-L1 ekspresyonunun
azaldig: bildirilmistir (192). Fezza ve ark. 2023 yilinda yayinladig: baska bir ¢alisma yine
yumrtalik kanserinde STAT3/PD-L1 iligkisine dikkat ¢cekmektedir. Calisma STAT3 ve PD-
L1 ile birlikte ayn1 zamanda, antitiimor yanitin engellenmesinde gorev alan major histo
uyumluluk kompleksi-1'in anahtar trasnkripsiyonel aktivatdrii 5 (NLRCS5) ve immiin
baskilayict 1s1 soku proteini HSP27 iizerine de odaklanmaktadir. HSP27'nin kasner
ortamindaki ifadesi ile PD-L1 ve NLRCS ifadesinde artis gézlemlenmistir. HSP27 nin
siRNA ile susturuldugu yumurtalik kanseri hiicre 6rnekleri tekrardan mRNA ve protein
boyutunda incelendikte ise PD-L1 ve NLRCS5 ifadelerinde anlamli bir azalma
gozlemlenmemistir. Daha sonra STAT3'iin farmokolojik inhibitorii olan STATTIC
uygulanmigtir. HSP27 ve STAT3'lin ayni1 anda inhibe edilmesi PD-L1 ve NLRCS5

ifadelerinde anlamh diisiis gerceklesmesine sebep oldugu rapor edilmistir (193).

Calisgmamizda yumurtalik kanserinde PD-L1 ekspresyonu ve inhibisyonunda STAT3 iin
roliinii incelemek ve ayrica LA 'nin PD-L1'1 STAT3 aracilig1 ile hiicre i¢i sinyal yolaklarin
kullanarak nasil etkiledigini belirlemek i¢cin STAT3 hedefli siRNA trasnfeksiyonu
gerceklestirdik. Elde ettigimiz verilere gore siRNA transfekte edilmis ve daha sonra LA,
TCZ, LA-TCZ uygulanmis 6rnek gruplarinda transkriptomik boyutda sirasi ile 20.464
(p<0.0001), 19.698 (p<0.0001) ve 29.007 (p<0.0001) kat PD-L1'in ve transkriptomik
boyutta siras1 ile 31.017 (p<0.0001), 36.504 (p<0.0001), 45.412 (p<0.0001) kat, protein
boyutunda siras1 ile 3.7 (p<0.0001), 4.2 (p<0.0001), 4.7 (p<0.0001) kat STAT3 iin ifade
seviyesinin baskilandigi tespit edilmistir. siRNA transfekte edilmeden hedef molekiillerin
uygulandig1 orneklere (LA: 8.058 kat) kiyasla, trasnfekte 6rneklerde (siRNA+LA: 20.464
kat) PD-L1 (CD-274) geninin ifadesinin daha fazla baskilanmis olmast HGSOC hiicre hatti
OVCAR-3"de PD-L1"in ekspresyonunda STAT3{in roliine dikkat cekmektedir. Ayrica bu
sonuglar LA'nin PD-L1'i1 hiicre i¢ci STAT3 hiicre i¢i sinyal yolagmi kullanarak
etkileyebildigini gostermektedir.

Klinikte kullanim i¢in onaylanmis kiigiik molekiillii STAT3 inhibit6rii heniiz bulunmasa da,
bir ¢ok dogal ve kimyasal kii¢iik molekiil STAT3 inhibisyonu iizerindeki etkileri i¢in pre-
klinik ve klinik ¢alismalarda incelenmektedir (194). Kriptotanshinon, toosendanin ve
oridonin gibi dogal kaynakli kiiciik molekiillerin STAT3 inhibitdrii potansiyeli tagidig
bilinmektedir (195).
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Jung ve ark. yayinladiklar1 ¢alismalarinin birinde dogal bir bilesik olan kafeik asit ve onun
sentetik tiirevi olan [3-(3,4-dihidroksi-fenil)-akrilik asit 2-(3,4-dihidroksi-fenil)-etil ester] in
STAT3 inhibisyonundaki roliinii bildirmislerdir. Molekiillerin STAT3 aktivitesini 6nemli
Olclide inhibe ettigini ve STAT3'iin cekirdege translokasyonunu engelledigini rapor
etmiglerdir (196). Li ve ark. 2015 yilinda dogal kaynakli kiigiik molekiil kriptotanshinonun
kolorektal — kasnerde STAT3 apoptoz iizerindeki etkisini inceledikleri bir ¢aligsma
yayinlamislardir. Kriptotanshinon ile miidahele edilen HCT116 ve SW480 hiicre 6rnekleri
ile western blot deneyi yapilmis ve fosforile olmus STAT3 seviyesinin anlamli bigimde
azaldig1r gozlenmistir (197). Daha 6nce yukarda bahsettigimiz Sun ve ark. 2017 de Hela
hiicreleri tlizerinde dogal kaynakli kiigiik molekiil olan usnik asitin etkilerini inceledigi
caligmada, hedef molekiiliin STAT3 fosforilasyonunda ve niikleer trasnlokasyonundaki
etkileri incelenmistir. Western blot analizi sonuglar1 ile STAT3 {lin ifadesinin azaldig,
immiinofloresan analizi sonuclari ile de usnik asitin STAT3 fosforilasyonunu ve niikleer
translokasyonunu engelledigi gozlemlenmistir (188). Bununla beraber, Wan ve ark. 2015 de
yayinladiklar1 calismada, tiimorle iliskili makrofajlar tarafindan indiiklenen fosfo-
STAT3"iin TCZ uygulamasi sonrasinda mRNA ve protein boyutunda inhibe oldugu rapor
edilmis (198) ve STAT3 lin TCZ ile hedeflenebildigini géstermislerdir.

Yumurtalik kanserinde LA ve LA-TCZ kombinasyonunun STAT3 ekspresyonu iizerine
etkilerini arastiran ¢alismamiz literatiirdeki ilk 6rnektir. Deneysel sonug¢larimiz, hem hedef
molekiiliin hem de kombinasyonun STAT3 i transkriptomik (LA 3.89, LA-ATE 5.181, LA-
TCZ 7.5 kat) ve proteomik (LA 2.7, LA-TCZ 3.1 kat) seviyelerde 6nemli 6l¢lide inhibe
ettigini gostermistir. Bu da PD-L1 ekspresyonundaki rolii ile yanas1 bir ¢ok hiicre i¢i yolakta
gorev alan ve kanser gelisiminde etkili STAT3 lin hedeflenmesi i¢cin LA ve LA-TCZ
kombinasyonunu stratejik bir tedavi modeli haline getirmektedir. STAT3 hedefli siRNA
transfeksiyonunun (LA 31.017, LA-TCZ 45.412 kat ) ardindan LA ve LA-TCZ
kombinasyonun uygulanmasi, STAT3 ekspresyonunu transfekte olmayan ornekler (LA
3.89, LA-TCZ 7.5 kat) ile kiyasla daha yiiksek diizeyde baskilamistir. Bu bulgular, tekli
siRNA transfekte orneklerle (27.569 (p<0.0001) karsilastirildiginda LA ve LA-TCZ
kombinasyonunun, STAT3 ifadesini 6nemli diizeyde hedefledigine isaret etmektedir. Ayrica
calismamizin sonuglari, literatiirde STAT3 iin hem dogal kii¢iik molekiiller hem de TCZ ile

hedeflenebilecegine dair ¢alismalar1 desteklemektedir. LA-TCZ kombinasyonun STAT3

84



ifadesini baskilamadaki sinerjistik etkinligi bu kombinasyonun yumurtalik kanserinde

STAT3 hedefli tedaviler i¢cin 6nemli potansiyelinin oldugunu vurgulamaktadir.

Uyaranlara tepki olarak ¢esitli ligandlar tarafindan indiiklenen tirozin ve serin kalintilarinin
fosforilasyonu, STAT3iin aktivasyonunu saglar ve ardindan protein dimerizasyonu ile
niikleer translokasyonunu gerceklestirir. Bu ligandlar arasinda JAK'lar, tirozin kinazlar,
SRC ve sitokinler yer almaktadir (26). Proinflamatuar ve anti-inflamatuar etkileri olan
sitokinlerden biri olan IL-6, hedef hiicredeki IL-6 reseptorii araciligiyla algilanarak
JAK/STAT3 gibi bir¢ok sinyal yolunun baslatilmasinda rol oynar (146). Ozellikle EOC
hastalarinda yiiksek IL-6 ve IL-6R ifadesi tespit edilmis ve bu durum koétii prognozla
iligkilendirilmistir (36). Bu nedenle IL-6R/STAT3 sinyal yolu, kanser tedavisi i¢in énemli
bir hedef haline gelmektedir. Bharti ve ark. (2015) IL-6/IL-6R yolunun, meme kanserinde
sentetik bir kiiclik molekiil olan diacerein tarafindan inhibisyonunu incelemistir. MDA-MB-
468 ve MDA-MB-231 hiicreleri hem IL-6R hedefli siRNA hem de diacerein ile tedavi
edilmis ve her iki durumda da kontrol grubuna gore anlamli oranda IL-6R ifadesi
baskilanmistir. Bu hiicre hatlarinda IL-6R inhibisyonuna bagli olarak STAT3, MAPK ve
Akt protein seviyelerinde diisiis gézlemlenmistir. Diaserin tedavisi uygulanmis hiicrelere
bos vektdr ve IL-6R asir1 ekspresyon plazmidi transfekte edilmistir. Deney sonuglari,
diacereinin hem IL-6R ekspresyonunu hem de buna bagl olarak STAT3, MAPK ve Akt
ifadesini inhibe ettigini dogrulamistir. Ayrica, rekombinant IL-6'ya maruz birakilmis
hiicrelerin diacerein ile tedavisi benzer sonuglar gostermis ve JAK/STATS3 fosforilasyonunu,
STAT3 lin niikleer translokasyonunu ve MAPK ifadesini inhibe ettigi rapor edilmistir.
Immiinohistokimya analizleri de bu bulgular1 desteklemis ve IL-6/IL-6R inhibisyonunun

STAT3, MAPK ve Akt fosforilasyon seviyelerinde azalmaya yol agtigini1 gostermistir (199).

Yanaihara ve ark. (2015) ¢alismalarinda IL-6/IL-6R inhibisyonunun, yumurtalik kanseri alt
tiiri olan CCC'de antitiimor etkilerini incelemistir. IL-6Rnin siRNA ile baskilandigi
gruplarda, kontrol gruplarina gore hiicre invazyon yeteneginin énemli dl¢lide azaldig: ve IL-
6R susturulmasina bagl olarak STAT3 inaktivasyonu sebebiyle hiicrelerin sitotoksik strese
daha duyarli hale geldigi rapor edilmistir. Ayrica, IL-6R hedefli monoklonal antikor (mAb)
olan TCZ ile tedavi edilmis hiicre gruplarinda da hiicre ¢ogalmasi ve invazyon yetenegi

onemli dl¢iide azalmis ve fosforile STAT3 ifadesinde diisiis gdzlemlenmistir (200).
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Cao ve ark. (2021) dogal bir molekiil olan kurkuminin hepatoseliiler karsinomda IL-
6R/STATS3 yolu tlizerindeki etkilerini aragtirmigtir. HepG2 hiicresi tastyan fareler iizerinde
yapilan c¢alismada kurkuminin, IL-6/STAT3 sinyalini inhibe ederek inflamasyonu ve
epitelyal-mezenkimal gecisi (EMT) azalttigi ve N-cadherin, fosforile JAK ve STAT3
ekspresyonunu diislirdiigii gézlemlenmistir. HepG2TCE hiicrelerinde STAT3 ve fosforile
STATS3 ekspresyonu western blot analizi ile incelenmis ve kurkumin uygulanmis 6rneklerde

IL-6Ra/STAT3 iin inhibe edildigi gézlemlenmistir (201).

Al Haq ve ark. (2024) yayinladiklar in-vivo ¢alismada, TNBC'de IL-6R ve PD-L1'in
birlikte hedeflenmesinin 6nemini vurgulamistir. Caligma sonuglari, IL-6R ve PD-L1'in
birlikte hedeflenmesinin, monoterapiye kiyasla TNBC de hiicre canliligi ve M2 makrofaj
aktivitesini daha biiylik 6l¢iide azalttigini gostermistir. PD-L1 ve IL-6R nin ardisik olarak
hedeflenmesinin hiicre canlilig1 ve metastaz iizerinde 6nemli etkileri oldugu vurgulanmistir

(202).

Calisgmamiz, LA ve LA-TCZ kombinasyonu ile yumurtalik kanserinde IL-6R ve IL-6R nin
STAT3 ve PD-LI ile iliskisini hedefleyen literatiirdeki ilk ¢alismadir. Bulgularimiza gore,
hem LA hem de LA-TCZ uygulamasi sonrasinda IL-6R'nin gen ifadesi anlamli diizeyde
siras1 ile  11.21 (p<0,05), 19.293 (p<0,01) baskilanmstir. Ozellikle, LA-TCZ
kombinasyonunun uygulandigi érneklerde IL-6R geninin ifade seviyesi, tekli molekiillerin
(TCZ 10.068 (p<0,01) kat) uygulandig1 6rneklere gore daha fazla baskilanmistir. LA ve LA-
TCZ uygulanmis 6rneklerde, IL-6R ifadesindeki diisiise paralel olarak, IL-6R tarafindan
indiiklenen JAK1 (LA 7.152 (p<0,0001), LA-TCZ 9.629 (p<0,0001) kat) ve JAK2 nin (LA
6.936 (p<0,001), LA-TCZ 8.230(p<0,001) kat), JAK ifadesine bagli olarak indiiklenen
STAT1 (LA 4.322 (p<0,001), LA-TCZ 5.364 (p<0,001) kat) ve STAT3iin (LA 3.89
(p<0,01), LA-TCZ 7.499 (p<0,01) kat) ve bunlara paralel olarak PD-L1'in (LA 8.058
(p<0,0001), LA-TCZ 13.969 (p<0,0001) kat) gen seviyelerinde de azalma gdzlemlenmistir.
Calismamizda elde edilen bu sonuglar LA 'nin hiicre i¢i sinyal yollarint kullanarak IL-6R
ekspresyonunu baskiladigint gostermektedir. LA-TCZ kombinasyonunun daha efektif
sonuglar gostermesi LA 'nin hiicre i¢inde aktif etki gosterirken TCZ nin de membran proteini
olan IL-6Re baglanarak birlikte kombine etki gosterebildiklerini diistindiirmektedir. Ayni
zamanda IL-6R'nin LA ile hedeflenmesi bu membran proteininin dogal kaynakli kiiciik

molekiiller ile hedeflenebilecegine dair literatiir ¢calismalarin1 desteklemektedir. STAT3
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hedefli siRNA uygulamasi sonrasinda, uygulanan hedef molekiiller ve kombinasyon,
STATS3 seviyesinin tekli siRNA uygulamasina kiyasla hem transkriptom hem de proteomik
diizeyinde daha fazla inhibe edildigini gostermis ve transfekte olmayan 6rnek gruplarmin
sonuglarmi1 dogrulamistir. IL-6R hedefli bir mAb'in STAT3 {izerindeki etkinlinin bu
diizeyde yliksek olmasi, STAT3 iin TCZ ile hedeflenebilecegine ve yumurtalik kanserinde
IL-6R ve STAT3 arasindaki bu baglantinin 6nemli bir tedavi hedefi olabilecegine isaret
etmektedir. Calismamizdan elde ettigimiz bu sonuclar literatiirdeki benzerleri ile
ortismektedir. LA-TCZ ve TCZ uygulanan orneklerde PD-1/PD-L1 protein baglanma
etkilesiminin baskilandig1 tespit edilmistir. Bununla da IL-6R inhibisyonunun PD-LI
inhibisyonundaki etkinligi degerlendirilmektedir. Bu sonug, IL-6R "nin yoklugunda PD-L1
ekspresyonunu destekleyen diger yolaklarin yeterince etkili olmadigini ve IL-6R'nin PD-L1
diizenlenmesinde kritik bir rol oynadigini ortaya koymaktadir. Ayni1 zamanda IL-6R hedefli
mAb TCZ uygulamasi sonrasinda PD-L1 ifade seviyelerindeki diisiis IL-6R ve PD-L1'in
yumurtalik kanserinde birlikte hedeflenerek stratejik bir tedavi modeli olusturulabilecegine
isaret etmektedir. Bu sonuglar, yumurtalik kanserinde IL-6R 'nin hedeflenmesinin, STAT3
ve PD-L1 i¢in 6nemli bir tedavi potansiyeli tasidigini ortaya koymakta ve LA-TCZ

kombinasyonunun sinerjistik etkisini vurgulamaktadir.
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6.2. SONUC

Tez calismas1 kapsaminda hedef dogal kaynakli kiigiik molekiil olan lobarik asidin (LA)
yliksek dereceli ser6z yumurtalik kanseri tizerindeki anti-proliferatif ve non-invaziv etkileri,
ve HGSOC'de IL-6R/STAT3/PD-L1 yolag1 iizerindeki etkileri incelenmistir. Calisma
kapsaminda yiiriitiilen deney sonuglarina gére LA OVCAR-3 hiicre hatt1 {izerinde diisiik
konsantrasyonlarda 6nemli Olciide anti-proliferatif etkiye sahiptir. Hiicre gogii ve hiicre-
hiicre etkilesimleri {izerinde zamana bagli olarak non-invaziv etki ve HGSOC hiicre hatti
OVCAR-3 morfolojisi tizerinde sitotoksik etki gdstermektedir. Bununla birlikte, LA 'nin
yumurtalik normal epitel hiicreleri iizerinde sitotoksik etki gdstermemis olmasi, onu

HGSOC tedavisinde 6nemli bir anti-tiimor tedavi hedefi haline getirmektedir.

Ayrica, PD-L1 hedefli monoklonal antikor (mAb) atezolizumab (ATE) ve IL-6R hedefli
mAb tosilizumab (TCZ) kullanilarak OVCAR-3 hiicre hattinda yapilan sitotoksisite
caligmalari, bu mAb’lerin hiicre canliligini ve biliyiimesini inhibe ettigini ortaya koymustur.
LA 'nin hem ATE hem de TCZ ile kombinasyonlar1 kanser hiicrelerinin anti-proliferasyonu
ve non-invaziv etkisi iizerinde tekli molekiillere gore daha fazla etki géstermis, bununla da
LA'nin ATE ve TCZ nin anti-tiimor 6zellikleri lizerinde sinerjistik bir etkiye sahip oldugu

belirlenmistir.

LA, ATE, TCZ, LA-ATE ve LA-TCZ kombinasyonlarinin OVCAR-3 hiicrelerinde IL-
6R/STAT3/PD-L1 sinyal yolagi aktivasyonunu inhibe ederek kanserin immiin yanitini
engelleyen PD-1/PD-L1 protein baglanma etkilesimini basarili bir sekilde baskiladig tespit
edilmistir. LA hiicre i¢i ve hiicre dis1 sinyal yolaklarini kullanarak PD-L.1 membran proteini
ifadesini baskilamig, bununla da PD-1/PD-L1 protein baglanmasini ATE ve TCZ ye gore
daha fazla engellemistir. LA-ATE ve LA-TCZ kombinasyonlar1 tekli molekiil
uygulamalarina gore daha etkili sonuglar gostermistir. Bununla da LA 'nin ATE ve TCZ nin

PD-1/PD-L1 protein baglanma etkilesimi {izerinde sinerjistik etkisi oldugu belirlenmistir.
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STAT3 gen bolgesi

PD-L1 (CD-274) gen bolgesi

Kanser Hiicresi

IL-6R gen bolgesi

Sekil 6.1. LA 'nin IL-6R/STAT3/PD-L1 yolag: iizerindeki etki mekanizmasi.

Hedef molekiiller IL-6R/STAT3/PD-L1 yolagint hem mRNA hem de protein diizeyinde
baskilamistir. LA-ATE ve LA-TCZ kombinasyonlarinin etkinlikleri tekli 6rneklere gore
daha fazla goézlemlenmis ve sinerjistik etkiye sahip olduklar1 belirlenmistir. Ayrica
HGSOC'de LA, TCZ ve LA-TCZ kombinasyonunun PD-L1'i1 IL-6R/STAT3 yolunu
kullanarak hedefledigi ve TCZ nin HGSOC de STAT3 i¢in potansiyel tedavi hedefi oldugu
siRNA transfeksiyonu ile, transkriptomik ve protein boyutunda belirlenmistir. Bununla da
ozellikle LA'nin PD-L1'1 IL-6R/STAT3 yolag1 iizerinden hedefledigi dogrulanmistir.
siRNA uygulamasi sonrasinda LA, TCZ ve LA-TCZ kombinasyonu sinerjistik olarak hedef
yolagin inhibisyonunu artirmistir. Bunula da LA 'nin 6nemli sinerjistik etkilere sahip oldugu

belirlenmistir.

Sonug olarak, LA ve LA-TCZ kombinasyonunun yumurtalik kanserinde IL-6R/STAT3/PD-
L1 yolaklarin1 baskilayarak antiproliferatif etki gosterdigi ve sinerjistik etkiye sahip oldugu
hiicresel ve molekiiler diizeyde gosterilmistir. Bu c¢alisma, LA ve LA-TCZ
kombinasyonunun yumurtalik kanserinde IL-6R/STAT3/PD-L1 yolaklar1 {izerindeki
etkinligini gosteren ilk c¢alisma olup, LA'nin yumurtalik kanseri immiinoterapisinde

potansiyel bir ila¢ aday1 olabilecegini in-vitro olarak sunmaktadir.
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of mebinoma cancer. Howeves, toicity and resistance to treatment
are observed in some testment methods such a8 chemotherspy:
Apoptoris, the programmed pattway of el desth, i defined 3s the

= . el
‘candidste semall molecule stranorin (ATR), which is 3 secondary
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G-protein coupled receptors (GPCRs) are 2 large family of
membrane proteins which hold great potential as drug targets.
In particular, GPRI7 is an interesting target in demyelinating
s e 8 ivlred i modalatiog the mataaion of

Both surface plasmon resonance (SPR) and grating-coupled
interferometry (GCI) allow to study the interactions between
molecules based on the changes in refractive index occurring st
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signal-to-noise ratio.

In 3 previous study carried out by our research group [1], 2
new SPR method was o investigate the interaction
of potential binders to GPRI7. The aim of the present work is
o transéer the method to 3 Creoptix WAVE GCl system and, in
2 second phase, to apply it to new potential more selective and
potent GPRI7 ligands.

The intrinsic instability of GPCRs outside their natural
membrane environment presents an analytical challenge for
their extraction, immobilization and use in a SPR/GCI system.
R e g T

was developed allowing to extract engineered GPRI7 from
‘crude membranes, immobilize it on a SPR chip and maintain its
stability and binding activity for over 24 h after immobilization.
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solubilized hip
.y E b antihods Th
of receptor binding activity was asmessed by kinetic analyses
of the high affinity antagonist Cangrelor and agonist Asinex 1.
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