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ONSOZ

Bu tez calismasinda immiin sistem kontrol noktalarindan biri olan PD-L1’i
baskilayarak immiin sistemi aktive eden anti-PD-L1 antikoru ile anjiyogenez
arasindaki baglant1 arastirilmistir. Elde edilen sonuglara gore tiimore karsi
gelistirilebilecek yeni tedavi secenekleri tartisilmistir. Bu arastirma, Ankara
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Miidiirliigii’niin BAP-17L.0230002 proje

numarasi ile desteklenmistir.

Tamamen tesadiifler sonucu gelip bagvuruda bulundugum Tiimér Biyolojisi yiiksek
lisans programu siirecinde destegini, anlayisini, bilgisini ve 1yiligini esirgemeyip bana
cok sansli oldugumu hissettiren ve egitim siiresi boyunca pratik ve dogru
diisiinebilmemi saglayan sayin hocam ve danismanim Prof. Dr. Hakan AKBULUT a

ne kadar tesekkiir etsem az kalir.

Laboratuvara geldigim giinden beri giiler yiiziinii, destegini ve sevgisini esirgemeyen
Nalan AKGUN’e ¢ok tesekkiir ederim. Yiiksek lisansa basladigim giinden beri tiim
bilgilerini hi¢ sikilmadan, biiyiik bir sabirla benimle paylasan ve tez doneminde
ettikleri yardimlar i¢in edebilecegim tiim tesekkiirleri ettigim ve biiyiikk bir minnet
duydugum can arkadaslarim Gizem SONUGUR ve Miige OCAL’a tekrar tekrar cok
tesekkiir ederim. Zorlu tez siirecinde umutsuzluga kapildigim zamanlarda bana destek
olup birlikte umutsuzlandigim, kendi deneyleriymis gibi titizlenerek yardimci olan ve
destegini esirgemeyen can arkadasim Samira ABDI ABGARMI’ye cok tesekkiir

ederim.

Daha 1yiyi, daha giizeli arama yolunda hep arkamda olan, umutsuzluga kapildigimda
geri adim atmami engelleyip beni hep goniillerinin merkezinde tutan ve haklarin
Omriim boyunca 6deyemeyecegim canim babam Mehmet Emin BABAHAN’a, canim
annem Nazire BABAHAN’a, canim ablam Derya BABAHAN’a ve canim kardesim
Ahmet BABAHAN a minnetle, sevgiyle tesekkiir ederim. lyi ki varsimiz...
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CIZELGELER

Dizayni yapilan primer ve prob dizileri

qPZR reaksiyonlar1

DU145 hiicrelerinin spektrofotometre ile 6lctilen saflik ve
konsantrasyon degerleri

LNCAP hiicrelerinin spektrofotometre ile 6l¢iilen saflik ve
konsantrasyon degerleri

MDA-MB-435 hiicrelerinin spektrofotometre ile dlgiilen
saflik ve konsantrasyon degerleri

MDA-MB-231 hiicrelerinin spektrofotometre ile dl¢iilen
saflik ve konsantrasyon degerleri

Avelumab verilen hiicrelerdeki VEGFA gen ifadesi oranlari
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1. GIRIS

1.1. Kanser Epidemiyolojisi

Diinya Saglik Orgiitii’niin 2011 verilerine gore kanser tiim diinyada en sik goriilen
kalp ve dolasim sistemi hastaliklarindan daha fazla 6liime sebep olmaktadir (Ferlay et
al., 2015). 2012 y1l1 verilerine gére diinyada 14,1 milyon yeni kanser tanisi konulmus
olup ayrica 8,2 milyon kansere bagli 6liim meydana gelmistir. Oniimiizdeki 20 yillik

slirecte yeni vaka sayisinin yaklasik %50 artmasi beklenmektedir (Torre ve ark., 2015).

Akciger ve meme kanserinin tiim diinyada en sik goriilen kanser tiirleri olmasinin
yaninda, erkekler ve kadinlarda kansere bagli 6liimler en fazla bu iki kanser tiirtinde
meydana gelmektedir. Gelismis iilkelerde prostat kanseri erkekler arasinda en sik
rastlanan kanser tiirlidiir ve akciger kanseri kadinlarda kansere bagli 6liimlerin baslica
sebebidir. Diinya genelinde siklikla karsilasilan diger kanser tiirleri erkeklerde
karaciger, mide ve kolon iken kadinlarda mide, serviks ve kolon kanseridir. Geligmis
iilkelerde erkeklerde mesane kanseri ve kadinlarda rahim kanseri de sik karsilasilan
kanser tiirlerindendir. Az gelismis iilkelerde erkeklerde karaciger ikinci ve mide
kanseri ti¢iincii en sik karsilasilan kanser tiirleridir ve kansere bagl dliimlerin baslica

nedenleridir (Torre ve ark., 2015).

Tirkiye Halk Sagligt Kurumu verilerine gore, Tiirkiye’de kanser insidansinin
erkeklerde diinya insidansinin iizerinde bir seyir izledigi ve kadinlarda diinya
insidansindan bir miktar daha diisiikk oldugu goriilmektedir. Tirkiye’deki kanser
gelisim hizinin, gelismislik diizeyi Tiirkiye’den daha yiiksek olan Avrupa Birligi
iilkeleri ve Amerika gibi lilkelere gore kanser gelisiminin hem kadinlarda hem de
erkeklerde daha diisiik bir hizda oldugu gosterilmistir. Ulkemizde goriilen ilk bes
kanser tiirii oranlarinin, diinyadaki ve diger gelismis iilkelerde goriilen oranlar ile
benzerlik gosterdigi saptanmistir. Erkeklerde trakea, brons ve akciger kanseri,

kadinlarda ise meme kanseri en sik goriilen kanser tiirleridir. Sekil 1.1 ve 1.2°de



Tiirkiye’deki erkekler ve kadinlarda en sik goriilen 10 kanser tiiriiniin yasa gore

standardize edilmis hizlar1 gosterilmistir (kanser.gov, 2017).

TrakeaBrongakciger IG5
Prostat I .o
Kolorektal [N .=
resane [ 1o
Mide [ 14.3
Mon-Hodgkin lenfoma [ 7.2
pabrek [N .4
Larinks [ .2
Tirold [l 55

Beyin, sinir sistemi [l 5.2

o Erkek

0.0 2000 A40.00 0.0

Sekil 1.1. Tiirkiye’de erkeklerde en sik goriilen 10 kanser tiiriiniin yasa bagli hizlar1 (Diinya Standart Niifusu,
100.000 kiside) (Tirkiye Birlesik Veri Tabani, 2014) (kanser.gov, 2017)
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Sekil 1.2. Tiirkiye’de kadinlarda en sik goriilen 10 kanser tiiriiniin yasa bagli hizlar1 (Diinya Standart Niifusu,
100.000 kiside) (Turkiye Birlesik Veri Tabani, 2014) (kanser.gov, 2017)

1.2. Karsinogenez

Kanser hiicre ¢ogalmasini, farklilagmasini ve hiicresel homeostazi kontrol eden

genlerde meydana gelen mutasyonlarin bir sonucudur.



Mutasyona ugrayarak kanserin olusmasina neden olan baslica iki gen grubu
vardir. Bunlar onkogenler ve tiimor baskilayici genler olarak isimlendirilmektedir.
Onkogenler, normal proto-onkogenlerin nokta mutasyonlari, kromozom yeniden
diizenlenmeleri veya amplifikasyonu sonucunda fonksiyon kazanmasiyla meydana
gelirler. Timor baskilayici genler ise, normal hiicresel diizenleyici genlerin kayb1
veya inaktivasyonu sonucu olusurlar. Onkogenlerin asir1 ifade olmasi ve/veya timor

baskilayici genlerin kaybi tiimor olusumunun asil siiriikleyicisidir (Guo ve ark., 2014).

Retinoblastoma ve TP53 gibi klasik tiimor baskilayici genler normalde hiicre
cogalmasi ile ilgili kararlar1 vermede, yaslilik veya apoptoza girme olaylarinda kritik
roller oynadiklari i¢in hiicrenin bekgileri olarak adlandirilmaktadirlar. BRCA1 ve
BRCAZ2 gibi onkogenler ise genomun biitiinliigliniin devamini sagladiklari i¢in ise

bakici genler olarak adlandiriimaktadir (Hanahan ve Weinberg, 2011).

Kanserlerin %85-90’1inda somatik mutasyonlar etkili olurken, %10-15’inde germ
hiicrelerinden gelen (kalitilan) mutasyonlar 6n plandadir. Kalitim yoluyla meydana
gelen kanserlerde onkogenlerin aktivasyonundan ¢ok, tiimor baskilayic1 genler

inaktive olmaktadir (Romero-Laorden ve Castro, 2017).

Biyolojik, fiziksel ve kimyasal olmak iizere ii¢ gruba ayrilan karsinojenler,
genlerde mutasyonlarin olugmasina neden olmaktadir. Fiziksel karsinojenlere
ultraviyole (UV) ve iyonize radyasyon ornek verilebilir. Bunlara maruz kalan bir hiicre
DNA’sinda timidin dimerleri, tek veya ¢ift zincir kirikliklart ve proteinler ile DNA’nin
capraz baglanmasi meydana gelerek melanomlara neden oldugu bilinmektedir
(Sample ve He, 2017). Biyolojik karsinojenlere 6rnek olarak Human Papilloma Viriis
(HPV)’nin serviks kanserine ve bazi deri kanserlerine, Epstein-Barr Virus (EBV)’ nin
Burkitt Lenfoma’ya ve nazofarenjial kanserlere, Hepatit B Viriisii (HBV)’nin
karaciger kanserine neden oldugu bilinmektedir (Devi, 2004; Fowler ve Bhimji, 2017
ve zur Hausen, 2009). Kimyasal karsinojenlere 6rnek olarak, bocek ilaglamalarinda
kullanilan Dichlorodiphenyltrichloroethane (DDT)’nin karaciger kanseri riskini

arttirdig1 (Li ve Jennings, 2017), asbeste maruz kalmanin mezotelyoma neden oldugu



(Chenve ark., 2017) ve sigaranin akciger kanserine neden olan baslica etkenlerden biri

oldugu bilinmektedir (Dunn ve Kramer, 2016).

Hiicrede meydana gelen bir mutasyonun, DNA tamir mekanizmalarindaki
mutasyonlar nedeniyle onarilamamasindan dolay1r geri doniisiimsiiz genetik
degisiklikler meydana gelir. Mutasyona ugrayan bu hiicrelerin ¢ogalmast ve ek
mutasyonlarin olugmasiyla sonugta kotii huylu ve invaziv tiimor hiicreleri olusur

(Devi, 2004). Sekil 1.3.’de tiimor olusumunun kisa bir 6zeti yapilmistir.
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Sekil 1.3. Timor olusumunu etkileyen faktorler

1.2.1. Tiimér Hiicrelerinin Ozellikleri

Normal dokularda biiyiimeyi tesvik edici sinyallerin iiretimi ve salinimi kontrolli
bir sekilde yapilmaktadir. Hiicreler belli bir biiylime kapasitesine ulastiklarinda

biliylimeyi engelleyici sinyaller devreye girer ve hiicre biiyiimesi durur. Bu kontrol



sayesinde normal dokularin yap1 ve fonksiyonunun devamliligi saglanmis olur. Kanser
hiicreleri biiylimeyi engelleyici bu sinyalleri azaltarak siirekli gogalabilecegi bir ortam

yaratir (Hanahan ve Weinberg, 2011).

Kanser hiicreleri devamli c¢ogalabilmek i¢in c¢esitli yollara bagvurmaktadir.
Biiyiime faktorii ligandlarini iireterek otokrin proliferatif uyartya siirekli cevap
verebilmekte ve ¢ogalma sinyallerinin devamini saglayabilmekte, stromada bulunan
normal hiicrelere sinyaller gonderip onlar1 uyararak kendi i¢in gerekli biiyiime
faktorlerini sentezletebilmektedir. Ayrica yiizey reseptorlerini arttirarak liganddan
bagimsiz proliferasyonu saglayabilmektedir. Boylece normal hiicrelerin biiylimek i¢in

¢evresinden aldig1 biiyiime sinyallerini kendi iireterek kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalir.

Tiimor hiicrelerinin biiylimeyi tesvik edici sinyalleri stirekli aktif edebilmesinin
yaninda hiicre ¢ogalmasini negatif bir sekilde diizenlemeye yarayan tiimor baskilayici

genlerin aktivitesini de engellemektedir (Burkhart ve Sage, 2008).

Normal dokularda meydana gelen apoptoz, hiicre ¢ogalmasi ve 6liimii arasindaki
dengeyi ayarlar ve boylece doku homeostazisi korunmus olur. Ancak kanser hiicreleri,
apoptozu tesvik eden pro-apoptotik proteinleri (Bcl-2 vb.)  bozarak veya
ekspresyonlarini azaltarak hiicrelerin 6lime gitmesini engelleyebilir (Hanahan ve

Weinberg, 2011).

Kromozomlarin uglari, bu bolgeleri rekombinasyondan ve degredasyondan
koruyan ve telomer adi verilen 6zel kromatin yapilar ile kaplidir. Omurgalilardaki
telomerler, spesifik proteinlerle bagli tekrarli TTAGGG dizilerinden olusur (Blasco,
2005). Her hiicre boliinmesinde bu telomerlerin TTAGGG tekrarlart kisalir.
Telomerlerler kisaldik¢a kromozomlar korunamayacagindan kromozomal instabilite
meydana gelir ve hiicre yaslanmaya gider (Blackburn, 2001). Telomeraz, telomeraz
reverse transkriptaz (Tert) tarafindan kodlanan bir reverse transkriptaz enzimidir ve
kromozom uglarindaki telomerlere TTAGGG niikleotid tekrarlar1 ekleyerek hiicrenin
yaslanmasini 6nlemektedir. Sadece germ hiicreleri ve bazi kanser hiicreleri kritik

telomer kisalmasini onleyen ve hiicre canliligini devam ettiren telomerazi yiliksek



oranda eksprese ederler. Boylece tiimorler yaslanmadan canli kalip siirekli cogalma

yetenegi kazanirlar (Blasco, 2005).

Normal dokular gibi tiimorlerin de hayatta kalabilmek igin besin ve oksijeni alip,
metabolik atiklar1 ve karbondioksiti atmasi gerekmektedir. Bu ihtiyacglarin
kargilayabilmek i¢in de yeni damar olusturmast gerekmektedir. Embriyogenez
boyunca damarlanma, yeni endotelyal hiicrelerinin olusmasini, tiip igerisinde
birlesmelerini ve var olan damarlardan yeni damarlarin olusmasini icermektedir. Bu
morfogenez sonrasinda normal damarlanma c¢ok nadir meydana gelir. Eriskin
donemde yara iyilesmesi ve kadinlarda menstriial dongii gibi fizyolojik durumlarda
anjiyogenez gegici bir siireligine meydana gelir. Buna karsilik tiimdrlerde anjiyogenez

hemen her zaman aktiftir (Hanahan ve Folkman, 1996).

Tiimor hiicreleri lokal invazyon ve uzak metastaz yapabilmek icin epitel hiicre
yapilarin1 mezenkimal yapiya doniistiirerek (epitelyal mezenkimal gecis) ve epitel
hiicrelerini bir arada tutan E-kaderin molekiiliiniin ekpresyonun azaltarak dokular arasi

gecisi kolaylastirir (Singhai ve ark., 2011).

Normal hiicreler oksijen varliginda sitoplazmada glukozu glikoliz araciligiyla
piruvata doniistiirdiikten sonra mitokondride karbondioksite doniistiiriir. Bu isleme
oksidatif fosforilasyon denmektedir. Oksijenin olmadigi durumlarda ise anaerobik
glikoliz tercih edilir ve oksijenli ortamdakine goére daha az piruvat, oksijeni fazlaca
tilketen mitokondriye gonderilir. Tiimor hiicreleri ¢cok hizli ¢ogaldiklarindan, artan
enerji ve biyosentez ihtiyaglarini karsilayabilmek igin oksijen varliginda bile
anaerobik glikoliz yaparak enerji metabolizmalarini yeniden diizenlemislerdir. Ciinkii
anaerobik glikoliz, oksidatif fosforilasyona gore daha hizli ATP tiretmektedir. Aerobik
glikoliz ad1 verilen bu program, tiimor hiicrelerine 6zellikle uygun olmayan kosullarda

bile yagsamini devam ettirebilme imkanini saglar (Jones ve Thompson, 2009).

Immiin sistem tiimorlerin gelismesine karsi viicudu koruyan en énemli savunma
mekanizmasidir. Tiimor hiicreleri immiin sisteme yakalanmamak ic¢in c¢esitli

mekanizmalara sahiptir. Bazi tiimorler, immiin sistemin taniyip yok edebilecegi



antijenleri eksprese etmeyi durdurarak veya dendritik hiicrelerin tiimor antijenlerini,
tiimor hiicrelerini dldiiren sitotoksik T hiicrelerine sunmasini engelleyerek kendini
immiin sistemden koruyabilmektedir. Bazi tiimdrler ise immiin sistemi baskilayacak
TNF-0, PD-L1 gibi molekiilleri iireterek canliliklarini devam ettirebilmektedirler

(Hanahan ve Weinberg, 2011).

Biiyiimeyi
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siyallerini faktorlerden
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kararsizhik ve tesvik edici
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Anjiyogenezi Invazyon ve
tesvik etme metastaz

aktive etme

Sekil 1.4. Timor hiicrelerinin temel 6zellikleri (Hanahan ve Weinberg ,2011)

1.3. Anjiyogenez

Var olan kan damarlarindan yeni kan damarlarinin olugmasi siireci olan
anjiyogenez organizmanin normal gelisimi ve biiylimesi i¢in elzemdir (Raica ve ark.,

2009).

Normal hiicreler anjiyogenik degildirler, anjiyogenetik faktorlerden c¢ok
anjiyogenez inhibitorleri (anjiostatin, interferonlar, interlokin -1, -12, retinoik asit,
protamin, platelet faktor 4 (PF-4), trombospondin-1 (TSP-1), doku metalloproteinaz
inhibitorii) salgilarlar. Dolayisiyla normal bir hiicrenin malign doniisiime ugrarken

ayni zamanda anjiyogenik fenotip de kazanmasi gerekmektedir. Normalde



anjiyogenezi tesvik eden pro-anjiyogenik molekiiller ile anjiyogenezi inhibe eden anti-
anjiyogenik molekiiller anjiyogenik doniisiim adi verilen bir mekanizmayla denge
durumundadir. Diisiik oksijen ve pH gibi metabolik stresler, ¢ogalan hiicrelerin baski
yapmas1 gibi mekanik stresler, immiin/inflamatuvar cevaplar ve anjiyogenezi
diizenleyicilerin iiretimini kontrol eden tiimor baskilayici genlerin inhibe olmasina
veya onkogenlerin aktive olmasina neden olan genetik mutasyonlar gibi cesitli

sinyaller bu dontisiimii tetiklemektedir (Kerbel, 2000).

Anjiyogenezi uyardigl ve inhibe ettigi iyi bilinen faktorler sirasiyla vaskiiler
endotelyal biiyime faktori (VEGF) ve trombospondin-1 (TSP-1)’dir. TSP-1,
anjiyogenik doniisiimiin anahtar bir dengesidir ve endotelyal hiicreler iizerindeki
transmembran reseptorlere baglanarak anjiyogenez uyarilarini baskilayacak sinyal

olusumuna neden olur (Kazerounian ve ark., 2008).

1.3.1. Tiimor Hiicrelerinde Anjiyogenez

Tiimdr hiicreleri anjiyogenezi arttirmak icin VEGF ekspresyonunu arttirir ve

anjiyogenezi inhibe eden TSP-1’in ekpsresyonunu azaltir (Folkman, 2006).

Her tiimor hiicresi baslangigta anjiyogenik 6zellige sahip degildir. Kilcal damarlar
etrafinda damara en fazla 200-300 mikron mesafe olacak sekilde dizilirler ve gerekli
besinleri ve oksijeni diflizyonla temin ederler. Bulunduklar1 bdlgede yeni damar
olusumuna gerek kalmadan 2-3 mm kadar biiyiiyebilirler (Folkman, 2006). Ancak
biiyiiylip ¢ogalabilmeleri ve baska organa metastaz yapabilmeleri i¢in yeni kan

damarlarina ihtiyag¢ duyarlar (Carmeliet ve Jain, 2000).

Tiimor icerisindeki kan damarlari, ortamda anjiyogenezi uyaran sinyallerin asir1
derecede olmasindan dolayr anjiyogenezi siirekli aktive ederler. Tiimorlerde
damarlanma; daha kisa siirede meydana gelmis kapiller ¢ikintilara, karmasik ve asiri
damar dallanmalarina, oransiz ve genislemis damarlara, diizensiz kan akisina ve

sizintil1 bir yapiya sahiptir (Nagy ve ark., 2010).



Yapilan c¢alismalarda anjiyogenezin insanlardaki ve hayvan modellerindeki
invaziv kanserlerin gelisiminin erken evrelerinde olugsmaya basladig1 gosterilmistir.
Cesitli organlarda ortaya ¢ikan displazi ve in situ karsinoma i¢eren premalign, invaziv
olmayan lezyonlarin histolojik analizlerinde anjiyogenik doniisiimiin olusmaya

basladig1 gosterilmistir (Hanahan ve Folkman,1996; Raica ve ark., 2009).

Cesitli  timorlerde farkli modellerde damarlanmalarin  meydana geldigi
gdzlenmistir. Ornegin, pankreatik duktal adenokarsinomlar gibi asir1 derecede agresif
tiimdr tipleri iceren bazi tiimorlerde damarlanma azdir ve biiyilik oranda avaskiiler ve
etkin bir sekilde anti-anjiyogenik olan stromal elemanlari ile dolu iken, insan renal ve
pankreatik ndroendokrin karsinomalar1 igeren diger bircok tiimdr anjiyogenik
kapasitesinin yiiksek olmasindan dolay1 yogun damarli bir yapiya sahiptir (Hanahan
ve Weinberg, 2011).

Tiimor damarlarinin tomurcuklanma, yarilma yoluyla veya kemik iligi kokenli
endotelyal 6ncii hiicrelerin birlesmesiyle gelisebilmesine ek olarak tiimor hiicreleri var
olan damarlar ile de isbirligi yapabilir. Tomurcuklanma yoluyla anjiyogenez sirasinda,
damarlar VEGF’ye cevap olarak genisleyerek sizintili bir yapiya donisiir.
Anjiyogenezin basariyla ger¢eklesmesi i¢in Angl, birlesme molekiilii VE-kaderin ve
platelet endotelyal hiicre adezyon molekiilii (PECAM) damarlar sikilastirir. Ang2 ve
proteinazlar var olan bazal membranin ve doku i¢i matriksin eritilmesine aracilik

ederler.

Yeni olusan damarlarin olgunlagmasi igin perisitlere ve diiz kas hiicrelerine
ihtiyaglart vardir. Platelet kokenli biiyiime faktori- BB (PDGF-BB) diiz kas
hiicrelerinin ortama gelmesine yardimct olurken, transforme edici biiyiime faktorii-b1
(TGF-bl) ve Angl/Tie2 endotelyal ve diiz kas hiicreleri arasindaki etkilesimi
kuvvetlendirmektedir. PAI-1 gibi proteinaz inhibitorleri yeni olusan damarlarin
etrafindaki gegici hiicre dis1 matriksin par¢alanmasini énlemektedir (Yancopoulos ve
ark., 2000).



VEGF, bFGF, graniilosit makrofaj-koloni uyaric1 faktér (GM-CSF), insiilin
benzeri biiyiime faktorii-1 (IGF-1) ve angiopoietinlerin endotelyal oncii hiicrelerin

hareketinde etkileri oldugu bulunmustur (Carmeliet ve Jain, 2000).

VEGF’nin VEGFR-1 ve norofilin-1 gibi ¢06ziiniir VEGF reseptorlerine
baglanmasit sonucu VEGF’nin anjiyogenik aktivitesi azalmaktadir.  Bir¢ok
anjiyogenez inhibitdriinliin tiimoér anjiyogenezini baskiladigir bilinmektedir ancak

bunlarin normal damar gelisimindeki rolleri hala bilinmemektedir.
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Sekil 1.5. Timor hiicrelerinde meydana gelen damar olusum basamaklari (angio.org, 2008)

1.3.2. Anjiyogenezde Rol Oynayan Faktorler
1.3.2.1. Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii-A (VEGFA)

Endotel hiicrelerinin aktivasyonunda esas rolii oynayan faktér VEGF’dir.
Ligandlar1 olan VEGF-A, B, C, D ve E ve plasental biiyiime faktorii 1 ve 2 (PIGF-

1,2), damar ve lenfatiklerdeki endotel hiicreleri iizerinde bulunan reseptorlerine
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baglanirlar. Bu reseptorler tirozin kinaz grubuna ait olup VEGFR-1 (Flt-1), VEGFR-
2 (KDR, FLK-1) ve VEGFR-3 (Flt-4) olarak isimlendirilmektedirler.

VEGFR-1 endotel hiicreleri ile bazi tiimor hiicrelerinde eksprese edilir ve esas
olarak VEGF’nin endotel migrasyonunu uyarici etkisine aracilik eder. VEGFR-2
endotel hiicreleri, primitif hematopoietik kok hiicreler ve bazi timor hiicreleri ile az
sayida eriskin hiicresinde eksprese edilir ve VEGF ligandlarinin (VEGF, VEGF-C ve
VEGF-D) endotel hiicrelerinin proliferasyonu, sag kalimi ve damar gecirgenligi
etkilerine aracilik eder. VEGFR-3 esas olarak VEGF-C ve VEGF-D’yi baglar, lenfatik
ve timor endotel hiicrelerinde eksprese edilir ve anjiyogenezin gelismesinden

sorumludur.

Tiimdr anjiyogenezinden baglica sorumlu VEGFR-2 aracili sinyal iletim yoludur.
VEGFR-2’nin bloke edilmesi sonucunda hiicre proliferasyonu, migrasyonu, sagkalimi

ve damar permeabilitesi azalmaktadir (Ott ve ark., 2015).

VEGF-A geni, embriyonik ve postnatal gelisim sirasinda ve sonrasinda endotelyal
hiicrelerin homeostatik sagkaliminda ve eriskinlerdeki fizyolojik ve patolojik
durumlarda yeni damar gelisimini yonetmede gorevli ligandlari kodlar (Ferrara, 2009).
Ayrica endotel hiicrelerin gociinii, proliferasyonunu, damarsal gecirgenligi ve tiip

olusumunu da saglamaktadir.

VEGF ayrica baskilayict T hiicreler (Treg) ve miyeloid kokenli baskilayici
hiicreler (MDSC) gibi inhibitor immiin hiicre alt tiplerini tesvik ederek ve gelistirerek,
dendritik hiicre olgunlagmasini baskilayarak, efektor T hiicre cevaplarini azaltarak ve
lenfositlerin gelisimini ve trafigini degistirerek c¢esitli seviyelerdeki antitimor

immiiniteyi azaltmaktadir (Ohm ve Carbone, 2001).

Tiimor hiicre biiylimesini ve immiin baskilamayr kolaylagtirmada tiimor
anjiyogenezi, timor ile ona karsi olusan immiin cevap arasindaki Onemli bir

baglantidir. Bu nedenle anjiyogenezin hedeflenmesi, baglica T hiicresel
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immiinoterapinin etkinligini arttirmada efektif bir strateji olabilir. Cesitli kanserlerde
etkili tedavi sonuglari saglayan VEGF blokaji, antitimdér immiin cevaplarinin
olusmasini saglamasina ek olarak timdr damarlanmasimi da dogrudan inhibe

etmektedir (Ott ve ark., 2015).

Daha dnceki ¢alismalarda anti-anjiyogenik tedavinin antitiimdr immiiniteyi ortaya
cikardigi veya gelistirdigi buna karsilik immiin sistemin anjiyogeneze neden
olabilecegi gosterilmistir. Bu nedenle antianjiyogenik ajanlar ile immiinoterapi

arasinda iki yonlii bir baglanti oldugu diisiiniilmektedir.

1.3.2.2. Fibroblast Biiyiime Faktorii-2 (0FGF)

Fibroblast biiylime faktorii (FGF) ailesi, mitojenler iizerinde etkili 23 adet FGF
sinyal polipeptidi i¢ermektedir. FGF ailesi embriyonik gelisimde, eriskin organ
sistemlerinin devamliliginda, doku yenilenmesinde, yara iyilesmesinde ve

hematopoiezde 6nemli roller iistlenmektedir.

FGF-2, FGF ailesinin en ¢ok c¢alisilan bir {iyesidir ve ayn1 zamanda basic FGF
(bFGF) olarak da adlandirilmaktadir. FGF-2, fizyolojik ve patolojik durumlarda

hiicrelerin biiyiimesi ve farklilasmasinda 6nemli bir diizenleyicidir (AKkl ve ark., 2016).

FGF-2 ¢ok giiclii bir pro-anjiyogenik biiylime faktoriidiir. Endotel hiicrelerindeki
anjiyogenezi uyarici etkisini, hiicre dis1 matriksten (ECM), stromal hiicrelerden veya
timor  hiicrelerinden  salindiktan  sonra  bir  parakrin  yol araciligiyla
gerceklestirmektedir. FGF-2 ayn1 zamanda endotel hiicrelerinde otokrin roller de

oynamaktadir.

FGF-2 ve reseptorii olan FGFR sinyali, tiimor hiicrelerinde patogenezi tesvik
edecek sekilde bozukluga ugramistir. Yapilan cesitli ¢alismalarda FGF-2’nin tiimér

mikrocevresindeki tiimorii tesvik eden anahtar molekiil oldugu gosterilmistir.

12



FGF-2 MEK/Erk sinyal yolagimi aktive ederek epitelyal mezenkimal gecisi
(EMT) arttirir. EMT’yi arttirdigi bilinen diger bir faktor olan TGF-f ile FGF-2’nin
kombinasyonu daha giiclii bir sekilde EMT’yi uyaracaktir. Ciinkii TGF-B, FGF
reseptOriinlin isoform doniisiimiinii tesvik ederek reseptoriin FGF-2’ye olan hiicresel

hassasiyetini arttirmaktadir (Kurimoto ve ark., 2016).

FGF-2’nin invaziv mesane kanserinin bir alt grubunda asir1 eksprese oldugu ve bu
ekspresyonun da kotii prognoz ile iliskili oldugu bulunmustur. FGF eksprese eden bu
kanser tiirlerinin, immiin sistemin kontrol noktasi inhibitorleri olan CTLA-4, PD-1 ve
PD-L1’ i yiiksek seviyelerde ifade ettigi bulunmustur. Hem FGF-2’nin etkisi hem de
immiin sistemin inhibe edilmesinden dolay1 kolaylasan EMT’nin, mesane
kanserlerindeki kotii prognozun sorumlusu oldugu disiiniilmektedir (McNiel ve

Tsichlis, 2017).

Saglikli goniilliiler ile kanser hastalarindaki FGF-2 serum seviyeleri ile yapilan
calismalarda, serumdaki FGF ifadesinin kanser hastalarinda biiyiikk oranda arttig1
bulunmustur. Endometriyal, kolorektal, 6zofagal, bas ve boyun, karaciger, bobrek ve
testis kanserlerinde yiiksek FGF-2 ifadesi ile tiimor evresi, biiylikliigli ve metastazi
arasinda anlamli bir iligki bulunmustur. Ancak mesane, meme, akciger ve prostat
kanserlerinde boyle bir iliski bulunamamistir. Bu ¢alismalar 1s1ginda FGF-2’nin
onemli bir timor biyobelirteci ve potansiyel tedavi hedefi olabilecegi iizerinde

durulmaktadir (AKI ve ark., 2016).

1.3.2.3. Matriks Metalloproteinaz-9 (MMP-9)

Matriks metalloproteinazlar ¢inko bagimli endopeptidazlarin bir ailesidir. Doku
yeniden sekillenmesi ve organ gelisimi gibi ¢esitli fizyolojik islemlerde, inflamatuvar
islemlerin diizenlenmesinde ve kanser gibi hastaliklarda kritik bir rol oynamaktadir.
Gliniimiize kadar insanlarda toplam 23 adet MMP tanimlanmistir (Kessenbrock ve
ark., 2010).
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Matriks metalloproteinaz-9 (MMP-9), avaskiiler tiimorlerdeki anjiyogenik
anahtarin ¢evrilmesini saglayarak tiimor anjiyogenezi ve metastazinda énemli bir rol

oynar (Deryugina ve ark., 2014).

Matriks pargalayict enzim olan matriks metalloproteinaz-9 (MMP-9) tiimor
mikrocevresinde tliretilmis ve tiimor hiicreleri arasindaki matriks elemanlarinca
baglanmis olan VEGF yi serbest birakarak anjiyogenezi destekler. Bu enzimler ayrica
matriksi parcaladigr icin acgilan bosluklarda endotel hiicrelerinin yeni damar
tomurcuklar1 ve kapiller tiipleri olusturmasini da kolaylastirir (Nakamura ve ark.

2007).

Yapilan bir calismada MMP-9 inhibitorlerinin timordeki anjiyogenez gecisini
zayiflattigi, timor sayisini ve biiyiimesini azalttig1 gosterilmistir (Kessenbrock ve ark.,
2010).

1.3.2.4. Transforme Edici Biiyiime Faktorii-B (TGF-p)

Transforme edici biliylime faktorii- B yara iyilesmesi, immiin sistemle iligkili
islemler ve hiicre proliferasyonu gibi bir¢cok fizyolojik islemlerde gorev alan

pleiotropik bir sitokindir.

TGF-B doku homeostazisinin devamliligini saglar ve hiicresel proliferayonu,
farklilasmay1, sagkalimi, adezyonu ve hiicresel mikrocevreyi diizenleyerek malign
olusumlarin tiimor olusturmasini engellemektedir (Young ve ark., 2015). Ancak timor
gelistikce TGF-B genomunda mutasyonlarin birikmesinden dolayi, timor hiicreleri
TGF-B‘nin timdr baskilayic1 6zelliginden kurtulur. TGF-B’nin patolojik formu, timdr
bliylimesi ve invazyonuna, timdrlerin immiin gozetimden kagmasina ve timor
hiicrelerinin bulundugu bolgeden ayrilip metastaz yapmasina neden olmaktadir

(Massague, 2008).
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Inaktif TGF-B, genellikle inflamatuvar hiicrelerde ifade olan furin veya MMP-9
gibi diger proteinazlar tarafindan aktif formuna donisiir (Kessenbrock ve ark., 2010).
Timor hiicrelerinin TGF-B’nin tiimor baskilayici etkisine karsi cevapsiz kalmasinin,
MMP’ler tarafindan aktive edilmesi ve dolayisiyla tiimdr invazyon ve metastazinin

kolaylagsmas1 sonucuna bagli oldugu diisiiniilmektedir.

Yapilan bir calismada TGF-B tedavisinin, saglikli monositler tizerindeki PD-L1
ylizey proteinini belirgin bir sekilde baskiladigi bulunmustur (Ou ve ark., 2012).
Yapilan baska bir ¢alismada CD8" T hiicrelerinin aktive ettigi TGF- B‘nin fare
proksimal tiibiiler epitel hiicreleri {izerinde eksprese olan PD-L1’i baskiladigi

bulunmustur (Starke ve ark., 2007).

1.3.2.5. E-kaderin (CDH1)

CDHI1 geninin kodladigi E-kaderin proteini, kalsiyum bagimli hiicre-hiicre
adezyonundan sorumlu ve epitelyal doku flizerinde ifade olan bir transmemran
glikoproteinidir (Berx ve ark., 1995). E-kaderin proteini hiicreler arasi adezyon
kompleksleri araciligiyla epitelyanin farklilasmasi ve polarizasyonunda ve
devamliliginin saglanmasinda kritik bir rol oynayarak bir hiicre adezyon baskilayicisi
gibi davranmaktadir. E-kaderinin tiimor hiicrelerini baskilama etkisinden dolay1 bir

tiimor baskilayict gen olarak kabul edilmektedir.

Anormal E-kaderin aktivitesi hiicre adezyon kaybina neden olarak tiimériin hiicre
hareketi ve metastaz kabiliyeti kazanmasina yol agar (Corso ve ark., 2016). Timor
hiicreleri invazyon ve metastaz yapabilmek i¢in E-kaderin ekspresyonunu inhibe
ederler. Ozafagus, over ve mide kanserlerin agresif tiimorlerinde E-kaderin

ekspresyonunun azaldig1 gézlenmistir (Singhai ve ark., 2011).
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1.3.2.6. Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptorii (EGFR)

Epidermal biiyiime faktorii reseptorii ERbB/Her ailesi tiyesidir. Bu aile yapisal
olarak iligkili dort transmembran proteinden olugmaktadir: EGFR (ErbB1, HER1),
ErbB2 (HER2), ErbB3 (Her3) ve ErbB4 (Her4) (Linggi ve Carpenter, 2006). EGFR,
mitojen aktive eden protein kinaz (MAPK), fosfatidilinozitol-3 kinaz (PI3K/AKT),
JAK/STAT ve protein kinaz C (PKC) gibi bir¢ok hiicre i¢i sinyal yolagini aktive ettigi
i¢in onkojenik biiyiime faktorii reseptorii olarak diistiniilmektedir (Concha-Benavente
ve Ferris, 2017).

EGFR’nin asir1 eksprese olmasi, tiimor hiicrelerinde proliferasyonun ve
sagkalimin artmasina, biiylime inhibisyonuna, apoptoza direng gelisimine ve invazyon
ve metastazin artmasina neden olmaktadir (Hanahan ve Weinberg, 2011). Meme,
akciger, bas ve boyun kanseri skuamoz hiicre karsinomu ve glioblastoma gibi kanser
tiirleri ile yapilan ¢alismalarda EGFR sinyalinin timor progresyonu ile iliskili oldugu

bulunmustur.

EGFR’nin hiicre i¢i onkojenik potansiyelinin yaninda, tiimdr hiicrelerinin immiin
gbzetimden kagmasinda 6nemli bir rol oynadig1 gosterilmistir. EGFR’nin bu 6nemli
etkilerinden dolay1 sadece EGFR’nin hedeflenmesi degil, timdr mikrogevresindeki
PD-L1/PD-1 veya TGFp gibi hiicresel immiin cevaplari diizenleyen molekiiller ile
kombine edilmesi, immiin cevaplarin arttirllmasina ve kombinasyonda kullanilan
molekiillerin etkinliginin arttirilmasina yarar saglayacaktir (Concha-Benavente ve
Ferris, 2017).

1.4. immiin Sistem ve Kanser

Immiin sistem organizmanin varliginin devaminin saglanmasinda konag dis ve i¢
tehditlere karsi korumakla gorevli birgok hiicre, sitokin ve proteinlerden olusan
kompleks ve organize bir sistemdir. Dogal ve kazanilmis olmak iizere iki ana gruba
ayrilir. Dogal immiinite, viicuda giren mikroplar ile miicadele ilk tepkiyi veren ve

yanit1 genelde spesifik olmayan bir sistemdir. Kazanilmis immiinite daha spesifik
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yanitlar veren, antijeni tanima repertuvari daha genis ancak daha ge¢ ortaya ¢ikan bir

sitemdir. Sekil 1.6’da immiin sistemde rol alan elemanlar gosterilmistir.
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Nature Reviews | Cancer

Sekil 1.6. Immiin sistemde rol alan elemanlar (Dranoff, 2004)

Immiin sistemin tiimér hiicreleri {izerinde ikili bir rolii vardir. Ilki immiin gdzetim
denen bir mekanizmadir. Bu mekanizmada immdiin sistem tiimor hiicrelerini taniyarak
ortadan kaldirir. Bu islem, dogal ve adaptif immiin sistemin ana hiicresel efektorleri
olan dogal 6ldiiriicii hiicreler, dogal 6ldiiriicii T hiicreleri, T hiicreler ve interferon gibi
tiimOr mikrogevresinde artan proimmiin humoral faktorler tarafindan yapilmaktadir.
Ikinci mekanizma olan immiin diizenlemede, immiin sistem tiimorii yok etmeye
calisirken tiimoriin de immiin sistemi sekillendirmesini iceren karsilikli bir etkilesim

meydana gelmektedir.

Immiin diizenleme ii¢ fazdan olusmaktadir. Eliminasyon fazinda immiin sistem
etkin bir sekilde aktiftir ve timdr hiicrelerine iistiin gelir. Bu durum genel olarak pre-
malign lezyonlarda gbzlenir ancak bu evreden kacabilen tiimor hiicreleri cogalmaya
devam ederek bir sonraki faz olan denge fazina dogru ilerlerler. Bu faz ayn1 zamanda
immiin gézetim mekanizmasi olarak sayilmaktadir. Denge fazinda tiimor ve immiin
sistemin ikisi de aktiftir. Immiin sistem tiimor hiicrelerini tamyip yok etmeye

calisirken, tiimor hiicreleri de tiimoriin iginde bulundugu mikrogevreyi, irettigi
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sitokinlerin yardimiyla kendisi i¢in uygun hale getirmeye calisir. interlokin-10 (IL-
10), Prostoglandin E2 (PGE2), transforme edici biiylime faktorii-beta (TGF-B) gibi
iirettigi sitokinler ile immiin hiicrelerini bazi doniisiimlere (T helper2, Treg, MDSC,
tiimor iligkili makrofajlar) zorlayarak immiin yanit1 etkisizlestirip inflamatuvar yaniti
ortadan kaldirmaya ¢alisirlar. Denge fazi yillarca siirebilen bir siirectir ve sonrasinda
ya immiin sistem {istiin gelerek tiimorii yok eder, ya da tiimoriin kars1 atagi Uistiin gelir
ve kontrolii ele alir. Son faz olan kacis fazinda tiimor hiicreleri kontrolii ele almis
durumdadir. Dokudaki immiin hiicrelerin ¢ogu etkisiz hale gelmistir. Tiimor boylece,
immiin sistem engeli olmadan biiyiimeye devam eder (Abul K Abbas, 2014).Bu arada
timorde olusmaya devam eden genetik mutasyonlar ve onkogenezin ilerleyisi de

tiimdrili immiin sisteme kars1 giiclendirir.

Eliminasyon

Genomik instabilite

l Timor heterojenitesi | '

Sekil.1.7. Tiimor hiicrelerinin immiin sistemden kagis basamaklar1 (Pennell, 2015)

Timor hiicreleri immiin sistem tarafindan potansiyel olarak taninabilen
neoantijenleri {ireten birtakim genetik ve epigenetik degisiklikler icerir (de Guillebon
ve ark., 2015). Immiin sistem, tiimdr hiicreleri iizerindeki bu antijenleri hedefleyerek
tiimorii ortadan kaldirabilir. Bu antijenler sadece tiimore 6zgii olabilecegi gibi normal
hiicrelerde bulunabilmektedir. Bundan dolay: antijenler, tiimore 6zgi antijenler ve
timor ile iligkili antijenler olmak tizere ikiye ayrilmaktadir. Bu antijenler genelde
mutasyona ugramis genlerin, asir1 derecede ifade olmus normal genlerin veya viral
proteinleri kodlayan genlerin tdriinleridir (Criscitiello, 2012). Timor ile iliskili
antijenler ise baslica melanosit farklilasma antijenleri gibi farklilagmis antijenleri, p53

gibi mutasyona ugramis antijenleri, HER2 gibi asir1 ifade olmus hiicresel antijenleri,
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insan papilloma viriis proteinleri gibi viral antijenleri ve MAGE ve NY-ESO-1 gibi
testis ve ovaryumun germ hiicrelerinde eksprese olan ancak normal somatik hiicrelerde

sessiz olan kanser testis antijenlerini igermektedir (Criscitiello, 2012).

Immiin sistemin gozciisii olarak gdrev yapan makrofaj ve dendritik hiicreler
karsilastiklar1 yabanci antijen veya hiicreyi yakalayip ve olgunlasma fazina girerler.
Boylece hareket kabiliyetleri artar ve ko-sitlimiilator (es-uyaran) proteinler iiretebilen
profesyonel antijen sunan hiicrelere (ASH ya da APC) donisiirler. Adin1 onlarca
sacaks1 c¢ikintisindan alan dendritik hiicreler, T hiicresine antijen sunmakla goérevli
profesyonel ASH’lardir. Bu hiicreler, antijenik yiikleriyle birlikte tiimorle
karsilastiklar1 yerden bolgesel lenf noduna dogru go¢ etmeye baslarlar. Bu arada
fagosite ettikleri antijenik proteinleri proteolitik olarak pargalayip isleyerek kiigiik bir
peptid parca elde ederler. Bunu da endoplazmik retikulumda iiretilen MHC
proteinlerinin ‘cep’ kismina takarak hiicre yiizeyine ¢ikarirlar. Bu yaptya MHC-peptid
kompleksi denir. Antijeni MHC sinif I proteinlerine baglayarak CD8" T hiicrelere,
MHC sinif II reseptorlerine baglayarak CD4" T hiicrelerine sunarlar. T hiicrelerinin
biiyiikk bir kismi protein yapidaki antijenleri sadece ASH’ler tarafindan MHC
molekiilleri araciligiyla sunuldugunda taniyabildikleri i¢in antijen sunumu asamasi T

hiicre aktivitesi i¢in elzemdir (Dranoff, 2004).

T hiicre antijen reseptorii tarafindan antijen-MHC komplekslerinin taninmasi,
aktive olmamis (naive) T hiicrelerinin aktive edilmesi icin yeterli olmamaktadir. T
hiicreleri aktive olabilmek igin iki sinyale ihtiya¢ duyar. Ilk sinyal, tiimor hiicrelerini
yakalayan dendritik hiicrelerinin tiimdr antijenini isleyip antijeni MHC kompleksi ile
birlikte yiizeyinde sunmasi sonucu T hiicrelerinin ilizerinde bulunan T hiicre
reseptoriiniin (TCR), MHC kompleksine baglanmasi ile olusur. Ikinci sinyal ise, T
hiicreleri lizerinde bulunan CD28 molekiilii ile dendritik hiicreleri tizerindeki B7
molekiillerinin baglanmasidir (Sharma ve Allison, 2015). Sekil 1.8’de T hiicrelerinin

aktive olmas1 i¢in gerekli sinyaller gosterilmistir.
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Sekil 1.8. T hiicrelerinin aktive olabilmesi i¢in ihtiyag duydugu sinyaller (Sharma and Allison, 2015)

Tiimdr antijeninin T hiicreleri tarafindan taninmasi sonucu tiimore spesifik T
hiicreler, tiimoriin bulundugu bolgeye gidip tiimor hiicreleri ile savasir. Ancak timor
hiicreleri stromayi, regiilatér T hiicrelerini, miyeloid kokenli baskilayici hiicreleri,
inhibitoér sitokinleri ve tiimor mikrogevresindeki diger hiicreleri kendi Ilehine
kullanarak antitimér immiin cevaplarinin azalmasimi saglar (Sharma ve Allison,

2015).

Normal fizyolojik kosullar altinda, T hiicrelerinin immiin cevabini1 uygun bir
seviyede tutarak ¢evredeki normal dokuya hasari en aza indirgeyen ve otoimmiin
reaksiyonlar1 engelleyen immiin kontrol noktalart bir denge durumundadir (He ve
ark., 2015). Immiin kontrol noktalari, immiin sistemin yabanci maddelere kars:
gosterdigi immiin cevabin asiriya kagmasini onler ve viicudun kendi antijenlerine

tolerans gostermesine katkida bulunur (McDermott ve Atkins, 2013).

Immiin kontrol noktas1 molekiilleriyle ilgili yapilan ¢aligmalarda Sitotoksik T
Lenfosit-liskili Antijen 4 (CTLA-4), Programlanmis Oliim Antijeni 1 (PD-1) ve PD-
1’in ligandlar1 olan PD-L1 (B7-H1) ve PD-L2 (B7-DC) iizerine yogunlasilmistir.

CTLA-4 T hiicre aktivitesini ¢cogunlukla erken evrede diizenlerken, PD-1 tiimor
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mikrocevresindeki T hiicre aktivitesini esas olarak tiimor gelisiminin geg¢ evresinde
sinirlamaktadir.  Bu nedenle PD-1 ve ligandlart etkili immiinoterapinin
gelistirilmesinde kullanilabilecek en 6nemli hedef haline gelmistir. PD-1in ligandina
baglanmasi1 sonucu T hiicreleri inaktive oldugu i¢in uyariya karsi immiin cevap

smirlanir ve béylece immiin sistem baskilanir (Scarpace, 2015).

PD-1 reseptorii sitotoksik T hiicreleri, B hiicreleri, monositler, dogal 6ldiiriicli
hiicreler, dendritik hiicreler, tiimor infiltre eden lenfositler ve baskilayic1 T hiicreleri
tizerinde bulunabilir ve inflamasyon veya periferal dokularda enfeksiyon durumunda
T hiicreleri aktiflestiginde ifade olur. PD-1, PD-L1 (B7H1, CD274) ve PD-L2 (B7DC,
CD273) olmak iizere koinhibitor iki liganda sahiptir. PD-L1 aktif olmayan T hiicreleri,
B hiicreleri, dendritik hiicreleri, makrofaj, damar endotelyal hiicreleri ve pankreatik
adacik hiicreleri tizerinde ifade olur. PD-L2 ifadesi ise sadece makrofajlar ve dendritik
hiicrelerde goriilmektedir PD-L2 ifadesinin T hiicrelerinin hazirlanmasinda ve
polarizasyonunun diizenlenmesinde bir rolii varken, PD-L1 ifadesinin ¢evredeki

dokularin agir1 inflamasyondan korunmasini igeren ¢ok daha kapsamli bir rolii vardir.

1.5. Kanser Tedavisi

Kanser tedavisinde geleneksel olarak kullanilan tedavi yontemleri cerrahi,
radyoterapi ve kemoterapidir. Cerrahi tedavi genellikle hastaligin erken evresinde ve
kiiratif amagla yapilan tedavi seklidir. Ancak ilerlemis kanserli hastalarda da
semptomatik iyilesme saglamak i¢in gereken durumlarda bagvurulabilir. Radyoterapi
esas olarak lokal ileri evredeki kanserlerde siklikla bagvurulan lokal bir tedavi seklidir.
Meme kanseri, rektum kanseri gibi baz1 kanserlerde erken donemde yapilan cerrahi
sonras1 hastalik niiksiinii azaltmak i¢in de adjuvan amagla uygulanmaktadir. Tipki
cerrahide oldugu gibi ilerlemis kanserli hastalarda hastalarin semptomlarini gidermek

icin de palyatif amacl olarak kullanilmaktadir.

1950’1 yillarda kanser tedavisine kemoterapi ilaglari girmis ve giinlimiizde

hormonal tedaviler, hedefe yonelik kiiciik molekiillii ajanlar, monoklonal antikorlar1
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da alarak daha genel bir ifadeyle ilag tedavisi olarak adlandirilmaya baslanmistir.
Kanserde ilag tedavisi germ hiicre tiimorleri, lenfoma ve 16semi gibi birkag tiimdr tipi
disinda kiiratif amagla uygulanmamaktadir. Ilag tedavisi erken evredeki hastalarda kiir
sansin1 arttirmak i¢in adjuvan amagli, cerrahi tedaviyi kolaylastirmak i¢in neoadjuvan
amach ve ileri evredeki hastalarda da yasam siiresini uzatmak ya da semptomlari

rahatlatmak i¢in palyatif amagl olarak kullanilmaktadir.

Kanserde ila¢ tedavileri klasik olarak kullanilan ve sitotoksik etki gosteren
kemoterapinin yani1 sira hormonal ajanlar ve son yillarda daha yaygin olarak
kullanilmaya baslanan hedefe yonelik kii¢iik molekiillii ajanlar, monoklonal antikorlar
ve immiinoterapiler ile gittikge artan bir gesitlilik gdstermektedir. Ozellikle son 10
yilda popiilarite kazanan hedefe yonelik tedavi ajanlarindan anit-anjyogenik ilaglar ve

immiinoterapiler giiniimiizde ¢ok yaygin olarak kullanilmaya baglanmaistir.

1.5.1. Immiinoterapi

Tiimdr hiicreleri konagm immiin sistemi tarafindan yok edilmemek i¢in immiin
denetimden kagabilmekte ve kendi yararina kullanabilmek ic¢in konagin immiin
kontrol noktalarin1 ¢esitli yontemlerle bozabilmektedir. Tiimor hiicreleri immiin
saldirtya cevap olarak ¢ok miktarda PD-L1 ve PD-L2 iiretir. Bu ligandlar T hiicre
tizerindeki PD-1 reseptoriine baglanarak T hiicrelerinin aktivasyonunu 6nler. Boylece
T hiicre saldirisini baskilar ve tiimdriin immiin sistemden kacisini kolaylastirir. Timor
hiicreleri boylece kendisine uygun bir tiimdr mikrogevresi olusturarak ¢ogalmaya
devam eder (Black ve ark., 2016). Tiimorlerde PD-L2 ifadesi, PD-L1’e gore ¢ok daha
az izlenmektedir. Bu nedenle ¢alismalarda daha ¢ok PD-LI1 {izerine yogunlasilmistir.
PD-L1’in akciger, kolon, melanom, bobrek, over, mesane kanserleri dahil birgok
kanser tiiriinde asir1 ifade oldugu gosterilmistir. PD-L1’in bu ifadesi ¢ogu zaman kotii

prognozun ve kanserin ilerlediginin bir gostergesidir (Alme ve ark., 2016).
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Tiimor hiicrelerinin immiin kagisinda, sitotoksik T lenfositlerinin iizerinde
bulunan PD-1 ile timor hiicreleri ve diger konakgr immiin hiicreleri iizerinde bulunan

PD-L1 arasindaki etkilesim 6nemli bir rol oynamaktadir (Black ve ark., 2016).

Sonug olarak PD-1 ve PD-L1‘in tiim6r immiin kagisinda anahtar bir rol oynadigi
ve tiimor mikrogevresinin olusumunun, timor olusumu ve gelisimi ile ¢ok yakindan
iliskili oldugu bulunmusgtur. PD-1/PD-L1 yolaginin bloke edilmesi ile timor
mikrocevresi  gerileyebilmekte ve endojen antitimdér immiin cevaplar
arttirillabilmektedir. Artan deneyler ve klinik arastirmalar, kontrol noktalarim
antagonistik antikorlar kullanarak bloke eden immiinoterapdtik yaklagimlarin kanseri
engelledigini ve antitimor aktiviteyi kolaylastirdigini gostermektedir (He ve ark.,
2015). Son yillarda CTLA-4 ve PD-1 gibi immiin denetim noktalarini bloke eden
antikorlarin tedaviye girmesiyle basta melanom olmak {izere, bazi solid tiimorlerde ve
lenfomalarda 6nemli basarilar elde edilmeye baslanmistir. PD-L1 ligandini baglayan
Atezolizumab basta akciger kanseri olmak iizere bir¢cok solid tiimorde rutin kullanim

icin onay almis ve yeni endikasyonlarda da onay almak iizeredir (Xia ve Herbst, 2016).

Anti-PD-L1 antikoru olan Avelumab, tiimoér dokusundaki antijen sunan hiicreler
ve timor hiicreleri ylizeyindeki PD-L1’e baglanarak ligandin T hiicrelerindeki PD-1"e
baglanmasinm1 engelleyerek inhibe olmalarinin 6niine geger ve immiin sistemin aktif
kalmasini saglar. Bu gibi antikorlar, metastatik kanser hastalarinin az bir kisminda
uzun siireli sag kalim saglamalarima karsin onemli bir hasta grubunda etkileri
olmamakta ve yiiksek maliyetleri nedeniyle de iilke ekonomileri i¢in ciddi yiik
olusturmaktadirlar. Bu antikorlarin basta kolit olmak t{izere ciddi otoimmiin yan etkiler

gostermesi de yine dnemli bir sorun olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Tiimdr dokusunda PD-L1 ekspresyonu yiiksek olan melanoma, mesane ve akciger
tiimdrleri gibi tiimdrlerde bu anti-PD-L1 antikorlar1 daha etkili olmaktadir. Klinik
caligmalarda timor dokusunda immunohistokimyasal olarak PD-L1 ekspresyonu
oldugu gosterilen hastalarda PD-L1’e kars1 gelistirilen monoklonal antikorlar ile elde

edilen yanit oraninin daha yiiksek olabildigi gosterilmistir (Topalian ve ark., 2012).
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Tiimorlerdeki PD-L1 ekspresyonunun bu molekiilii hedefleyen tedaviler icin bir

biyobelirteg olabilecegi dngoriilmektedir.

1.5.2. Kanserde Anti-Anjiyogenik Tedaviler

Timor dokusundaki anjiyogenezi engellemek ya da var olan damar yapisini
bozmak amaciyla yapilmasi planlanan anti-anjiyogenik tedaviler, anjiyogenezde en
onemli molekiil olan VEGF’nin hedeflenmesi ile glindeme gelmistir. VEGF’yi
baglayan bevacizumab adli monoklonal antikor son 10 yilda diinyada tedavi amaciyla
en ¢ok kullamilan ilk 5 antikordan biri olmustur. Ulkemizde de kolon kanseri, over
kanseri ve beyin tiimorlerinde kullanimi onaylidir. Yine VEGF’yi hedefleyen bir
peptid yapili ilag olan Aflibercept de kullanilmaktadir. VEGFR’yi hedefleyen bir
monoklonal antikor olan Ramicirumab da ¢ok yakin zamanda mide kanserli hastalarin

tedavisinde kullanilmak iizere iilkemizde kullanim onay1 almistir.

Kanserde anjiyogenezi hedeflemede VEGF-VEGFR yolaginda yer alan tirozin
kinaz enzim aktivitesine sahip molekiilleri hedefleyen Sunitinib, Sorafenib, Aksitinib
gibi kiiciik molekiil ilaclar gittikge artan bir siklikta kullanilmaya baslanmistir. Bu
ilaglar esas olarak VEGF-VEGFR sinyal yolagini baskilayarak anjiyogenezi

engellemek suretiyle anti-tiimoral etki gosterirler.

1.5.3. immiinoterapi ve Anti-Anjiyogenez Kombine Tedavisi

Erken klinik ¢aligmalarda anti-PD-L1 antikorlar1 ile anjiyogenez inhibitorlerinin
kombine kullaniminin tedavi etkinligini arttirdigina iliskin sonuglar bildirilmektedir.
Halen devam etmekte olan bir faz III calismasinda bir grup hastaya anti-PD-L1
antikoru olan Atezolizumab ile anti-VEGF antikoru olan Bevacizumab’in, diger gruba
ise sadece anjiyogenezde rol oynayan reseptdrlerin tirozin kinazlarini inhibe eden
Sunitinib’in verilmesinin etkinlikleri karsilastirilmakta olup heniiz sonuglanmamastir
(Clinicaltrials.gov, 2015b). Halen devam etmekte olan bir bagka faz II ¢alismada yine

renal hiicre karsinomlu hastalarda Avelumab ile Axitinib’in kombine tedavisi
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uygulanmaktadir (clinicaltrials.gov, 2015c). Heniiz sonuglar1 yayinlanmamis olan bu
klinik ¢aligmalarin, anti-PD-L1 tedavisi ile anti-anjiyojenik tedavi kombinasyonunun
etkinligi hakkinda fikir vermesi beklenmekle birlikte tiimor hiicrelerinde PD-L1 ile
VEGF yolag: iliskisi iyi bilinmemektedir. Ozellikle PD-L1 ifadesinin monoklonal
antikorlar ile baskilanmasinin VEGF yolaginda neden olacagi olasi degisiklikler son
yillarda artan bir oranda kullanilmaya baslanan anti-PD-L1 antikorlarma direng

gelismesi ve bu ilaglarin daha rasyonel kullanimi konusunda yol gdsterici olacaktir.

Immiin kontrol noktas1 inhibitorleri hastalarin bir kisminda basaril olabildigi i¢in
daha etkili bir tedavi i¢in biyomarker arayisina girilmistir. Klinik ¢alismalarda timor
dokusunda immunohistokimyasal olarak PD-L1 ekspresyonu oldugu gosterilen
hastalarda PD-L1’e karsi gelistirilen monoklonal antikorlar ile elde edilen yanit
oraninin daha yiiksek olabildigi gosterilmistir. Tiimorlerdeki PD-L1 ekspresyonunun,

bu molekiilii hedefleyen tedaviler icin bir biyobelirteg olabilecegi dngoriillmektedir.

Bu c¢alismada immiin denetim noktalarmi hedefleyen tedavilere direng
gelisimininin hiicre kiiltiirli diizeyinde arastirilmas1 amaglanmistir. Bu ¢alismamiz ile
biyomarker oldugu diisiiniilen PD-L1’i baskilayarak immiin sistemi aktive eden anti-
PD-L1 antikoru ile anjiyogenez arasinda bir baglant1 olup olmadig: arastirilacak ve
calisma sonunda PD-L1 ifadesi yiiksek tiimdr hiicreleri ile anjiyogenik faktorler
arasinda anlamli bir sonug¢ ¢ikmasi durumunda tiimore karst yeni tedavi segenekleri
gelistirilebilecek ve immiin kontrol noktas1 inhibitdrlerinden yarar gérebilecek hasta

sayisi arttirilabilecektir.

Bu amag ve hedefleri gergeklestirmek lizere PD-L1 ifade eden ve etmeyen timor
hiicrelerinde anti-PD-L.1 monoklonal antikor (Avelumab) uygulamasinin, Vaskiiler
Endotelyal Biiyiime Faktori-A (VEGF-A), basic Fibroblastik Biiylime Faktorii
(bFGF), Matriks Metalloproteinaz-9 (MMP-9), E-Kaderin (CDH1), Transforme edici
Biiytime Faktorii-Beta (TGF-P) ve Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptorii (EGFR) gen

ifadeleri tizerindeki etkileri arastirilmistir.
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Hiicre Kiiltiiri

Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda kullanilan MCF-7 (insan meme kanseri hiicre hatti),
LNCAP (insan prostat kanseri hiicre hatt1) ve HT-29 (insan kolon kanseri hiicre hatt1)
hiicreleri ticari olarak (ATCC, Ingiltere) satin alinmistir. A-375 (insan malign
melanom hiicre hatt1), A549 (insan akciger kanseri hiicre hatti), G361 (insan malign
melanom hiicre hatti), WMI115 (insan melanom hiicre hatt1), MDA-MB-435 (insan
melanom hiicre hatti) hiicreleri Yrd. Dog. Dr. Agelya Yilmazer Aktuna’nin (Ankara
Universitesi Miihendislik Fakiiltesi, Biyomedikal Miihendisligi) hediyesidir. MDA-
MB-468 (insan meme kanseri hiicre hatt1), DU-145 (insan prostat kanseri hiicre hatt)
ve MDA-MB-231 (insan meme kanseri hiicre hatt1) hiicreleri ise Prof. Dr. Hakan
Giirdal‘mn (Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Farmakoloji AD) hediyesidir.

Hiicre hatlar1 -150 °C dondurucudan c¢ikarildiktan hemen sonra 37 °C su
banyosunda eritilip laminar hava akislh kabin icerisindeki flasklara alinarak {izerlerine
%10 fetal sigir serumu (FBS) (Biological Industries, Israil) ve %1 antibiyotik-
antimikotik soliisyonu (Biological Industries, Israil) iceren hiicre kiiltiir besiyerleri
(MCF-7, A-375, A549, MDA-MB-435, G361 igin Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium — DMEM (Biological Industries, Israil); WM115, MDA-MB-468 igin
Minimum Essential Media — MEM-Eagle (Biological Industries, Israil); LNCAP,
MDA-MB-231, DU-145 igin RPMI-1640 (Sigma Aldrich, ABD) ve HT-29 igin
McCoy’s 5A (Lonza, Isvigre)) eklenmis ve %5 COg igeren 37°C inkiibatorde

¢ogalmasi icin inkiibe edilmistir.

2.2. Akim Sitometrisi ile Tiimor Hiicrelerinde PD-L1 ifade Tayini

Kiiltiirii yapilip ¢ogalan kanser hiicre hatlarmi tutunduklar yiizeyden kaldirmak

amaciyla hiicre ylizey proteinlerinin en az diizeyde etkilenmesi i¢in hiicre kiiltiiriinde
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rutin kullanilan Tripsin-EDTA yerine enzim icermeyen Cell Disosiyasyon Buffer
(Gibco ThermoFisher, ABD) kullanilmistir. Serin proteaz ailesine ait olan tripsin

enzimi, bazik aminoasitlerden lizin ve arjinini yikarak peptid yapisini bozmaktadir.

Hiicreler yiizeyden kaldirildiktan sonra thoma laminda hiicre sayimi yapildi ve her
bir hiicre tiiriinden 1.5x10° alinarak yiizey proteinlerinin boyanma islemine gegildi.
Hiicreler, PBS (1X), %2 FBS, %0.09 sodyum azide ve 2 mM EDTA igeren flow buffer
ile yikandiktan sonra 90 pl flow buffer ve 5 ul PE-isaretli anti-PD-L1 antikoru (PE
anti-human CD274, Biolegend) ile oda 1sinda 20 dk inkiibe edildi. Daha sonra flow
buffer ile 2 kez yikandi ve minimum 50.000 hiicre olacak sekilde akim sitometri cihazi
(Beckman Coulter Navias Flow Cytometer) ile tiimor hiicrelerinin yiizeyinde bulunan

PD-L1 ifade oranlari saptandi.

Akim sitometrisi ile PD-L1 ifadesi bakilan hiicrelerden PDL-1 diizeyi en yiiksek
olan 2 hiicre (MDA-MB-231, %96,42; LNCAP, %63,35) PD-L1 pozitif ve en diisiik
olan 2 hiicre (DU145, %1,52; MDA-MB-435, %0,34) PD-L1 negatif hiicreler olarak

alinarak sonraki deneylerde kullanilmistir.

2.3. Sitotoksisite Deneyi ile Hiicre Canhligimin Olciilmesi

Programlanmig hiicre o6limii ligandi-1 (PD-L1)’e karsi tasarlanmis insan
immiinoglobulin G1 (IgG1) monoklonal antikoru olan Avelumab (Merck, Almanya)
ilacinin tiimdr hiicrelerin lizerine etkisini saptayabilmek i¢in sitotoksisite deneyi
yapilmustir. Daha onceden kiiltiire edilen hiicreler thoma lami ile sayim yapildiktan
sonra 96 kuyucuklu plaklarda kuyu basma 5x10° hiicre olacak sekilde ekilmis ve
cogalabilmeleri i¢in 24 saat boyunca 37°C %5 CO: igeren inkiibatorde inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda belirlenen Avelumab dozlar1 hiicrelere verilerek 72

saat boyunca 37°C %5 COz igeren inkiibatorde inkiibe edilmistir.

Amerikan Gida ve Ilag Dairesi tarafindan onaylanan Avelumab’in insanlarda

kullanilmas1 tavsiye edilen dozu 10 mg/kg oldugu icin sitotoksisite deneyi bu ilag
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dozunu da igerecek sekilde dokuz ayri Avelumab dozu (160 pg/ml, 80 pg/ml, 40
png/ml, 20 pg/ml, 10 pg/ml, 5 pg/ml, 2,5 ng/ml, 1,25 pg/ml ve 0.625 pg/ml) belirlendi.
Canlilik oranit %100 olmas1 beklenen negatif kontrol i¢in de ilag uygulanmamis

hiicreler kullanilmistir.

Kuyulardaki 72 saatlik inkiibasyon sonrasinda, canli hiicre oranini1 saptamak
amaciyla hiicreler, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrasodium bromide
(MTT) (Chemicon International, ABD) ile muamele edilmistir. Oncelikle ilag
uygulanmis kuyularin besiyerleri aspire edilip, konsantrasyonu 5 mg/ml olan MTT
soliisyonundan 20 pl alinip iizerine her bir hiicreye ¢ogalabilecegi besiyerinden 50 ul
eklenerek 37°C %5 CO: igeren inkiibatorde yaklasik 1 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda koyu sari renkli MTT soliisyonunun canli hiicrelerin
dehidrogenaz enzimi aktivitesi ile etkilesime girmesiyle koyu mor renkli formazan
kristalleri olusumu gozlenmistir. Formazan kristallerinin absorbans degerlerini
Olgebilmek i¢in ¢ozdiiriilmesi gerektigi i¢in her bir kuyuya 150 pl dimetil siilfoksit
(DMSO) (Sigma, ABD) konulduktan sonra yarim saat calkalayicida bekletilip
¢ozdirildikten sonra ELIZA plak okuyucuda (Thermo Scientific-Multiskan Go,

Almanya) 590 nm ve 620 nm’de absorbans degerleri 6l¢iildii.

Kontrol grubundaki hiicrelerin absorbans degeri %100 alinarak diger lag
uygulanaan kuyucuklardaki hiicrelerin canlilik oranlar1 hesaplandi. Sonuglarin

giivenilirligi icin MTT deneyi 2 defa tekrarlanmistir.

2.4. Belirlenen Dozlarin Tiimér Hiicrelerine Uygulanmasi

MTT sonuclarimiza gore Avelumab’in hiicre 6ldiirme etkisinin, kemoterapi
ilaclarmin hiicre dldiirme potansiyelinin ¢ok altinda oldugu saptanmistir. Bu nedenle
ilacin hiicrelerdeki genel etkisine bakilarak bu basamaktan sonraki deneylerde 40
pg/ml, 20 pug/ml ve 2 pg/ml Avelumab dozlarinin hiicrelere uygulanmasina karar

verilmistir. Avelumabin 20 pg/ml konsantrasyonu, insanlarda 10 mg/kg dozunda
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uygulandiginda elde edilen kan avelumab diizeyinin (ortalama 20 pg/ml) (fda.gov,
2017) esdegeri oldugu i¢in alinmustir.

LNCAP, MDA-MB-231, DU145 ve MDA-MB-435 hiicreleri, her ilag dozu ve
negatif kontrol igin ii¢ tekrar olacak sekilde 6 kuyulu plaklara kuyu basma 5x10° hiicre
olacak sekilde ekilmistir. Plaklar %35 CO2 igeren 37°C’de inkiibatérde 24 saat
boyunca inkiibe edildikten sonra belirlenen Avelumab dozlari taze besiyeri igerisinde
kuyulara eklenmistir. ilag verilen hiicreler 24 ve 72 saat olmak iizere iki ayr

inkiibasyon siiresinden sonra toplanip -80°C’ye kaldirilmistir.

2.5. Tiimér Hiicrelerinin Gen ifade Tayini
2.5.1. RNA lizolasyonu

Toplanip -80°C’ye kaldirilan hiicre pelletlerinden RNA izolasyonu yapmak igin
ticari kit (Qiagen RNeasy Mini Kit, Almanya) kullanilmistir. Kisaca, hiicre pelletleri
RNAZz icermeyen lizis tamponu ile parcalanmis ve homojenize edilmistir. Olusan lizat
kit tarafindan saglanan kolonlara yiiklendi ve total RNA bu kolonlara baglandi. Daha
sonra Kitte bulunan yikama soliisyonu ile RNA dis1 tiim partikiillerin ortamdan
uzaklagstirildi ve son asamada RNAz DNAz icermeyen ultra saf su kullanilarak kolona

baglanan total RNA santrifiijlenerek saflagtirild.

2.5.2. RNA Konsantrasyonu ve Kalitesi Tayini

Izolasyonu yapilan RNA  Orneklerinin  konsantrasyon ve  safliklari
spektrofotometre cihazi (Beckman Coulter, DU730 Life Science UV/Vis
Spectrophotometer) ile Sl¢iilmiistiir. RNA safliklari, 2.1 > A260/A280 > 1.8 arasi olan

ornekler calismaya alinmistir.
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2.5.3. Genomik DNA Eliminasyonu ve cDNA Sentezi

Genlerin mRNA ekspresyonlarini saptayabilmek i¢in dnceki basamaklarda elde
edilen total RNA’larin komplementer DNA’ya (cDNA) ¢evrilmesi gerekmektedir.
Bunun i¢in de RNA’s1 izole edilen her bir 6rnekten 500 ng RNA almacak sekilde
hesaplama yapildiktan sonra ticari olarak satin alinan kit (Qiagen Quantitect Reverse
Transcription, Almanya) protokoliine uygun bir sekilde genomik DNA eliminasyonu
ve cDNA sentezi yapilmistir. Kisaca, iki basamaktan olusan kit protokoliiniin ilk
basamaginda her bir RNA 6rnegine 2 pul DNaz igerikli soliisyon ve RNaz igermeyen
su eklenerek son hacmi 14 ul tamamland1 ve 42 °C’de 2 dk inkiibe edildi. Bu
basamakta ortamdaki olast DNA kontaminasyonlar1 elimine edilmistir. Protokoliin
ikinci basamaginda ise her bir RNA 06rnegi i¢in random primerler ve oligo-dT
primerlerin bulundugu karsimdan 1 pl, reverse transkriptaz enziminden 4 pl ve reverse
transkriptaz bufferdan 1 pl eklenip bir karisim hazirlandi. Bu karisim, inkiibe edilen
RNA 6rneklerinin iizerine eklenerek son hacim 20 pl’ye tamamland: ve 42 °C 30 dk
ve 95 °C 3 dk inkiibe edildi. Bu adim sonunda komplementer cDNA’nin sentezi
tamamlanmistir. Reaksiyon sonunda hacmi 20 pl olan cDNA 6rnekleri, RNaz-DNaz

icermeyen su (Qiagen, Almanya) ile 100 pl son hacme tamamlanmustir.

2.5.4. Primer- Prob Tasarimi

Tiimdr anjiyogenez siirecinde dnemli rolleri olan Vaskiiler Endoteliyal Biiyiime
Faktori-A (VEGFA), bazik Fibroblastik Biiyiime Faktorii (bFGF), Matriks
Metallopeptidaz-9 (MMP-9), E-Kaderin (CDH1), Transforme edici Biiyiime Faktorii-
Beta (TGF-beta), Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptorii (EGFR) genleri ve referans
geni olarak insan Beta-aktin (HBA) i¢in EZ-PZR deneyinde kullanilmak iizere ileri ve
geri primer ve FAM-TAMRA ile boyali prob tasarimlari yapilmistir.

Primer ve prob tasariminda Primer3web (version 4.0.0) programi kullanilmistir
(Koressaar ve Remm, 2007). Dizayn1 yapilan primer ve problarin sadece istenilen gene
spesifik olup olmadiginin kontrolii i¢in Primer-BLAST (Ye ve ark., 2012) ,NCBI Blast

(Altschul ve ark., 1990) primerlerin ve probun kendileri veya birbirleriyle olan
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homodimer ve heterodimer baglanmalarin hangi diizeyde oldugunun kontrolii i¢in ise

IDT OligoAnalyzer 3.1 (Owczarzy ve ark., 2008) ve PerlPrimer (Marshall, 2004)

programlari kullanilmistir. Cizelge 2.1°de bu programlarla tasarlanan primer ve prob

dizileri gdsterilmistir.

Cizelge 2.1. Dizayni yapilan primer ve p

rob dizileri

Gen Forward Primer Reverse Primer Prob
B-Aktin §-CCCTGGAGAAGAGCTACGAG ¥ $AAGGTAGITICGTGGATGECY §- CCAGCCTICCTICCTGGGEA
VEGFA | 5 TGTGAATGCAGACCAAAGAAAGAY |  5-GCTTICTCOGCTCTGAGCAAY §-AGAGCAAGACAAGAAAATCCCTGTGGGCY
bFGF §-ACCCCGACGGCOGA 5 TCTTCTGCTTGAAGTTGTAGCTTGAY 5 TCCGGGAGAAGAGCGACCCTCACY
TGF-p1 5 GIGGACATCAACGGGTICACTY | ¥-TCCGTGGAGCTGAAGCAATAG S 5 -CCGGCCTITCCTGCTICTCATGG S
MMP-9 §-GICTICCCCTICACTTICCTGS 5 GAGGAATGATCTAAGCCCAGEY §-CACCTCGAACTTTGACAGCGACAAGA-Y
(DI 5" TCCTGGGCAGAGTGAATTTTES 5-AGGCGTAGACCAAGAAATGG-Y 5. COCTCGACACCCGATICAAA Y
EGIR 5 TCCCTCAGCCACCCATATGTACY | §- GTCTCGGGCCATTTTGGAGAATTCY | §-ATCAACTCACGGAACTTTOGGCGACTATCTGOGTCS

2.5.5. Kantitatif Es Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (qPZR)

Elde edilen cDNA ornekleri, 96 kuyucuklu platelere c¢alisilacak her bir gene
(HBA, bFGF, TGF-Beta, VEGFA, CDH1, MMP-9 ve EGFR) son hacim 10 ul olacak

sekilde kendisine 6zgii tasarlanan primer ¢ifti, FAM-TAMRA boyali Tagman problari,
gPCR Mix (Solis Biodyne 5x Hot FirePol Probe Mix Plus (No Rox), Estonya) ve

RNaz-DNaz icermeyen su (Qiagen, Almanya) eklendikten sonra Cizelge 2.2‘da

gosterilen reaksiyon kosullarinda amplifikasyon yapildiktan sonra qPCR cihazinda

(Biorad C1000 Thermal Cycler CFX96 RealTime System) ekspresyon analizleri

yapilmistir. PZR reaksiyonu sonunda elde edilen Cq degerleri ve amplifikasyon

egrileri kaydedilmistir.

Cizelge 2.2. qPZR reaksiyonlari

Sicaklik Siire Dongii Sayisi
Polimeraz 95°C 15 dk 1
Aktivasyonu
Denatiirasyon 95 °C 20's 40
Baglanma- Uzama 60 °C 60 s
Soguma 37 °C 10 dk 1
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2.5.6.PZR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezi ile Kontrolii

Kantitatif PZR ile elde edilen iiriinlerin amplifiye olup olmadiklari, %2’lik agaroz
jelde yiiriitiilerek test edilmistir. Bunun i¢in 50 bp DNA ladder (Bioron, 304007) ve
5X’lik yiikleme boyasi (Promega, M791A) kullanilarak jelde yiiriitiilen 6rnekler daha

sonra jel goriintiileme cihazinda (Bio-Rad Gel Doc XR, ABD) goriintiilenmistir.

2.6. istatistik

In vitro sitotoksisite testlerinde Avelumab’in hiicre canlilig1 iizerine etkilerinin

hesaplanmasinda non-lineer regresyon analizi kullanilmistir.

Kantitatif PZR sirasinda her bir hiicre ti¢ tekrarli yapildigi i¢in elde edilen Cq
degerlerinin ortalamalar1 alinmis ve bu degerlerin AACt metodu (yaklasim metodu) ve
SPSS programinda kullanilmastyla ilag verilen hiicreler ile kontrol hiicreleri arasindaki

gen ifade farkliliklar saptanmaigstir.

Ilag verilmemis kontrol hiicrelerinin ortalamalari ile farkli dozlarda ilag verilen
hiicrelerin ortalamalarinin karsilastirilmasinda tek yonlii ANOVA testi, T testi ve

Mann-Whitney U testleri kullanilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Akim Sitometrisi ile Tiimér Hiicrelerinin PD-L1 ifade Tayini Sonuclari

Tez caligmamizda kullanacagimiz PD-L1 pozitif ve negatif tiimor hiicrelerini
belirlemek amaciyla akim sitometrisinde PD-L1 ifadeleri tayin edildi. Bu amagcla
toplam 11 hiicre kiiltiire edildikten sonra cell disosiyasyon buffer ile kaldirildiktan
sonra PE-isaretli anti-PD-L1 antikoru ile boyanarak akim sitometrisinde minimum
50.000 hiicre sayilarak, PD-L1 pozitiflik oranlar tayin edildi. MDA-MB-435, DU-
145, G361, A-375 hiicrelerinde PD-L1 ifade oraninin %5’in altinda oldugu (Sekil 3.1),
MDA-MB-468, WM115, A549 ve MCF-7 hiicrelerinde PD-L1 ifade oraninin orta
diizeyde (%5-50 arasi) oldugu (Sekil 3.2) ve HT-29, LNCAP ve MDA-MB-231
hiicrelerinin ise yliksek diizeyde (%50°den fazla) PD-L1 ifade ettigi bulundu (Sekil
3.3).

Bundan sonraki deneylerde PD-L1 ifadesi en diisik olan MDA-MB-435 ve
DU145 hiicreleri ile en vyiiksek olan LNCAP ve MDA-MB-231 hiicreleri

kullanilmastir.
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Sekil 3.1. Akim sitometri analizi sonrasinda saptanan MDA-MB-435, DU145, G361 ve A-375 hiicrelerindeki
diisiik diizeydeki PD-L1 ifadeleri
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Sekil 3.2. Akim sitometri analizi sonrasinda saptanan MDA-MB-468, WM115, A549 ve MCF-7 hiicrelerindeki
orta diizeydeki PD-L1 ifadeleri
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Sekil 3.3. Akim sitometri analizi sonrasinda saptanan HT-29, LNCAP ve MDA-MB-231 hiicrelerindeki yiiksek
diizeydeki PD-L1 ifadeleri

3.2. Hiicrelere Uygulanan Anti-PD-LL1 Monoklonal Antikoru Avelumabin

Sitotoksisite Sonuclari

Avelumab’in hiicre canlilig1 tizerindeki etkilerini test etmek amaciyla MTT testi
uygulandi. Avelumab’in ¢6ziiciisii olarak su kullanildig i¢in kontrol grubu olarak ilag
verilmeyen hiicreler baz alindi ve 72 saatlik inkiibasyon sonucunda bu gruptaki
absorbans degerleri %100 canlilik olarak alinarak diger dozlardaki canlilik oranlari
hesaplandi. Sekil 3.4, 3.5, 3.6 ve 3.7°de goriilecegi iizere Avelumab’in hiicre canliligi
tizerinde DU145 hiicreleri disinda belirgin bir etkisi gozlenmedi. Dozlar arasinda da
belirgin ve anlamli farkliliklar izlenmedi. DU145 hiicrelerinde ise uygulanan diisiik
dozlarda ve en yiiksek dozda (160 mg/ml) %40’a ulasan bir sitotoksisite gozlendi
(Sekil 3.6). LNCAP hiicrelerinde de benzer olarak diisiik dozlarda sitotoksik bir etki
izlendi (Sekil 3.7).
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Sekil 3.4. MDA-MB-435 hiicrelerine uygulanan dokuz Avelumab dozunun hiicre canlilig1 tizerine etkisi
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Sekil 3.5. MDA-MB-231 hiicrelerine uygulanan dokuz Avelumab dozunun hiicre canliligi {izerine etkisi
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Sekil 3.6. DU145 hiicrelerine uygulanan dokuz Avelumab dozunun hiicre canliligl tizerine etkisi
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Sekil 3.7. LNCAP hiicrelerine uygulanan dokuz Avelumab dozunun hiicre canlilig {izerine etkisi

3.3. RNA Orneklerinin Saflik ve Konsantrasyonlari

Izole edilen total RNA safliklar1 es zamanli PZR deneyleri igin kabul edilebilecek
optimum sinirlarda ¢ikmistir. Her bir 6rnekten toplam 500 ng total RNA kullanilarak
cDNA sentezleri yapildi. Izolasyonu yapilan RNA Orneklerinin  saflik  ve
konsantrasyonlar1 Cizelge 3.1, 3.2, 3.3 ve 3.4°te gosterilmistir.
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Cizelge 3.1. DU145 hiicrelerinin spektrofotometre ile 6lgiilen saflik ve konsantrasyon degerleri

DuU145 Saflik Konsantrasyon
Hiicresi (2260/ 2.280) (ng/ml)
Kontrol 24 saat 1.896 791.58
40 pg/ml Avelumab 1.938 987.98
20 pg/ml Avelumab 1.879 688.81
2 pg/ml Avelumab 1.876 834.24
Kontrol 72 saat 1.924 1506.8
40 pg/ml Avelumab 1.909 1907.5
20 pg/ml Avelumab 1.858 1268.0
2 ng/ml Avelumab 1.874 1318.4

Cizelge 3.2. LNCAP hiicrelerinin spektrofotometre ile 6lgiilen saflik ve konsantrasyon degerleri

LNCAP Safhk Konsantrasyon
Hiicresi (2260/ 2.280) (ng/ml)
Kontrol 24 saat 2.023 559.28
40 pg/ml Avelumab 2.056 481.74
20 pg/ml Avelumab 1.929 968.97
2 pg/ml Avelumab 1.981 946.68
Kontrol 72 saat 1.945 416.99
40 pg/ml Avelumab 1.973 712.38
20 ng/ml Avelumab 1.903 634.56
2 ng/ml Avelumab 1.974 608.15

Cizelge 3.3. MDA-MB-435 hiicrelerinin spektrofotometre ile 6lgiilen saflik ve konsantrasyon degerleri

MDA-MB-435 Saflik Konsantrasyon
Hiicresi (2.260/ 2.280) (ng/ml)
Kontrol 24 saat 1.921 424.78
40 pg/ml Avelumab 1.846 624.22
20 pg/ml Avelumab 1.890 405.0
2 ng/ml Avelumab 1.832 863.83
Kontrol 72 saat 1.840 1110.6
40 ng/ml Avelumab 1.996 295.42
20 pg/ml Avelumab 1.812 365.27
2 pg/ml Avelumab 1.840 1263.1




Cizelge 3.4. MDA-MB-231 hiicrelerinin spektrofotometre ile dl¢iilen saflik ve konsantrasyon degerleri

MDA-MB-231 Saflik Konsantrasyon
Hiicresi (2260/ 2.280) (ng/ml)
Kontrol 24 saat 1.887 1528.1
40 pg/ml Avelumab 1.915 1484.3
20 pg/ml Avelumab 1.919 111.36
2 pg/ml Avelumab 1.921 119.35
Kontrol 72 saat 1.912 1462.0
40 pg/ml Avelumab 2.125 72.076
20 pg/ml Avelumab 1.941 349.74
2 pg/ml Avelumab 1.899 1009.1

3.4. Belirlenen Dozlarda Hiicrelere Uygulanan Avelumabmn Timor
Hiicrelerindeki Anjiyogenik Gen Ifadeleri Uzerine Etkileri

In vitro sitotoksisite deneylerinden sonra hiicrelere verilmeye karar verilen 40, 20
ve 2 pg/ml avelumab dozlar1 24 ve 72 saat siireyle hiicrelere uygulanmistir.
Inkiibasyon sonrasinda ilacin hiicrelerdeki VEGFA, EGFR, MMP-9, bFGF, TGF-Beta
ve CDH1 gen ekspresyonlar1 iizerine etkisi, AACt metodu (yaklasim metodu)

kullanilarak hesaplanmistir. Referans geni olarak insan Beta-aktin geni kullanilmistir.

3.4.1. VEGFA Gen ifadesi

lag uygulanmamis ve 40, 20, 2 pg/ml dozlarinda Anti-PD-L1 monoklonal
antikoru olan avelumab verilmis LNCAP, MDA-MB-231, DU-145 ve MDA-MB-435
hiicrelerindeki VEGFA gen ifade degisimleri Cizelge 3.5 ‘te gosterilmistir.
[statistiksel olarak anlamli olan sonuglara gére 24 saat inkiibasyon sonunda LNCAP,
MDA-MB-231 ve DU145 hiicrelerinde kontrol hiicresine gore VEGFA ifadesinde
azalma gozlenmistir. 72 saat inkiibasyon sonunda ise LNCAP hiicresinin 2 pg/ml
avelumab dozunda, MDA-MB-231 hiicresinin 20 pg/ml ve 2 pg/ml avelumab dozunda
ve DU145 40 pg/ml avelumab dozunda kontrol hiicresine gére VEGFA ifadesinde
artma gozlenmistir. MDA-MB-435 hiicresinde her iki inkiibasyon siiresinde de

anlamli bir sonug elde edilememistir.
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Cizelge 3.5. Avelumab verilen hiicrelerdeki VEGFA gen ifadesi oranlar (Ortalama + Standart Hata) (*p<0.05)

Hiicreler
Avelumab
Dozlar LNCAP MDA-MB-231 DU-145 MDA-MB-435
Kontrol 24 saat | | 0113 +0,1255 1,0625+0,25787 | 1,0368 +0,27363 | 1,041 +0,38716
40 pg/ml 0,0023 +0,00071 * | 0,0368 +0,03294* | 0+ 0 * ifade yok
20 pg/ml 0,0027 +0,00143 * | 0,5089 +0,01028 | 0,0021 + 0,00052 * | 0,3446 + 0,07726
2 pg/ml 0,0235+0,01148 * | 0,0677 +0,0098 * | 0,0014 +0,00043 * | 2,7102 + 0,86986
Kontrol 72 saat | | 0378 +0,19215 | 1,003 + 0,0534 1,0088 +0,09414 | 1,0166 +0,12422
40 pg/ml 1,4387 + 0,4255 58353 +1,41151 | 4,9707+0,344* | 0,6487 +0,02023
20 pg/ml 1,4295+0,17451 | 9,8247 +4,0095 * | ifade yok 2,6012 + 1,08891
2 pg/ml 3,1859 £0,01104 * | 33,5671 +3,3623* | ifade yok 0,6913 +0,17126

3.4.1.1. LNCAP Hiicrelerindeki VEGFA Gen ifadesi

24 saat inkiibasyona birakilan LNCAP hiicrelerinde, 40 pg/ml, 20 pg/ml ve 2

pg/ml avelumab verilmis hiicrelerin gen ifade oranlari ile ilag uygulanmamis kontrol

hiicresinin gen ifade orani karsilastirildiginda VEGF-A ifadesinde anlamli bir azalma

gozlenmigtir. Buna karsilik 72 saat inkiibasyona birakilan LNCAP hiicrelerinde, 2

pg/ml avelumab verilen hiicrelerin VEGFA ifade orani, kontrol hiicresinin VEGFA

ifade orani ile karsilastirildiginda VEGFA ifadesinde istatistiksel olarak anlamli artis

gozlenmistir. (Cizelge 3.5, Sekil 3.8 ve 3.9)
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Sekil 3.8. 24 saat inkiibasyon sonrasi ilag uygulanmamis ve farkli dozlarda ilag uygulanmig LNCAP hiicrelerindeki
VEGFA gen ifade oranlari.
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Kontrol 72 saat 40 pg/ml 20 pg/ml 2 ug/ml
Avelumab Avelumab Avelumab

Sekil 3.9. 72 saat inkiibasyon sonrasi ilag uygulanmamis ve farkli dozlarda ilag uygulanmis LNCAP hiicrelerindeki
VEGFA gen ifade oranlari.

3.4.1.2. MDA-MB-231 Hiicrelerindeki VEGFA ifadesi

24 saat inkiibasyona birakilan MDA-MB-231 hiicrelerinde, 40 pg/ml ve 2 pg/ml

avelumab verilen hiicrelerin VEGFA ifade oranlart ile kontrol 6rneginin VEGFA ifade
orani karsilastirildiginda VEGFA ifadesinde anlaml1 bir azalma gozlenmistir.
Buna karsilik 72 saat inkiibasyon sonunda 20 pg/ml ve 2 pg/ml avelumab verilen
hiicrelerin  VEGFA ifade oranlant ile kontrol o6rneginin VEGFA ifade orani
karsilastirildiginda VEGFA ifadesinde anlamli artis izlenmistir (Sekil 3.10, 3.11 ve
Cizelge 3.5).
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Sekil 3.10. 24 saat inklbasyon sonrasi ilag uygulanmamis ve farkli dozlarda ilag uygulanmis MDA-MB-231
hicrelerindeki VEGFA gen ifade oranlari.
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Sekil 3.11. 72 saat inkiibasyon sonrasi ila¢ uygulanmamus ve farkli dozlarda ilag uygulanmis MDA-MB-231
hiicrelerindeki VEGFA gen ifade oranlari.

3.4.1.3. DU145 Hiicrelerindeki VEGFA Gen ifadesi

24 saat inkiibasyona birakilan DU145 hiicrelerinde, 40 pg/ml, 20 ug/ml ve 2 ug/ml
avelumab verilmis hiicrelerin VEGFA gen ifade oranlari ile kontrol 6rneginin VEGF-
A gen ifade orani karsilastirildiginda ilag verilmis hiicrelerin VEGFA gen ifade

diizeylerinde anlamli bir azalma gozlenmistir.
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72 saat inkiibasyona birakilan DU145 hiicrelerinde, 40 pg/ml avelumab verilmis
hiicrelerin VEGFA gen ifade diizeyinin kontrol hiicresine gore arttigr gdzlenmistir.

Diger dozlarda ise VEGFA gen ifadesi izlenmemistir. (Cizelge 3.5, Sekil 3.12, 3.13)
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Sekil 3.12. 24 saat inkiibasyon sonrasi ilag uygulanmamus ve farkli dozlarda ilag uygulanmis DU145 hiicrelerindeki
VEGFA gen ifade oranlar1

VEGFA Gen ifade Oram

Kontrol 72 saat 40 pg/ml Avelumab
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Sekil 3.13. 72 saat inkiibasyon sonrasi ila¢ uygulanmamis ve farkli dozlarda ila¢ uygulanmig DU145 hiicrelerindeki
VEGFA gen ifade oranlari

3.4.1.4 MDA-MB-435 Hiicrelerindeki VEGFA Gen Ifadesi

24 saat ve 72 saat inkiibasyona birakilan MDA-MB-435 hiicrelerinde, ilag verilen
hiicrelerin VEGFA gen ifade oranlar1 ile kontrol hiicrelerinin VEGFA gen ifade
diizeyleri karsilastirildiginda anlamli bir artis veya azalma gozlenmemistir (Cizelge

3.5, Sekil 3.14, 3.15).
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Sekil 3.14. 24 saat inkiibasyon sonrasi ila¢ uygulanmanus ve farkli dozlarda ilag uygulanmus MDA-MB-435
hiicrelerindeki VEGFA gen ifade oranlari
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Sekil 3.15. 72 saat inkiibasyon sonrasi ila¢ uygulanmanmus ve farkli dozlarda ilag uygulanmus MDA-MB-435
hiicrelerindeki VEGFA gen ifade oranlari.

3.4.2. Hiicrelerdeki EGFR Gen ifadesi

Tez calismamizda kullandigimiz hiicrelerdeki ila¢ uygulamalari sonrasi izlenen

EGFR gen ifade degisiklikleri Cizelge 3.6’da toplu olarak verilmistir.

[statistiksel olarak anlamli sonuglara gore, 24 saat inkiibasyon sonunda LNCAP
20 pg/ml ve 2 pg/ml avelumab dozlarinda ve DU145 20 pg/ml avelumab dozunda
kontrol hiicrelerine gore EGFR ifadesinde artis; MDA-MB-231 40 pg/ml ve 20 pg/ml
kontrol hiicrelerine gore EGFR ifadesinde azalis gozlenmistir. 72 saat inkiibasyon
sonunda LNCAP 40 pg/ml ve MB231 2 pg/ml avelumab dozlarinda kontrol
hiicrelerine gore EGFR ifadesinde artig; DU145 20 pg/ml ve 2 pg/ml avelumab dozlar
ile MDA-MB-435 40 pg/ml, 20 pg/ml ve 2 pg/ml avelumab dozlarinda kontrol

hiicresine gore EGFR ifadesinde azalis oldugu gozlenmistir.

Cizelge 3.6. Avelumab verilen hiicrelerdeki EGFR gen ifadesi oranlari (Ortalama + Standart Hata) (*p<0.05)

Avelumab Hiicreler
Dozlari LNCAP MDA-MB-231 ‘ DU-145 ‘ MDA-MB-435

45



Kontrol 24 saat | 10688 +0,28199 | 1,0139+0,16712 | 1,0065 + 0,4736 1,0387 + 0,28082
40 pg/ml ifade yok 0,0008 + 0,00065 * | 1,1204 +0,30773 | 0,1249 + 0,09701
20 pg/ml 5,6824 + 144464 * | 0,3203+0,1478 * | 4,2898 +1,18343 * | ifade yok
2 pg/ml 28,4101 +9,7317 * | 1,1205 + 0,1007 1,2991 +0,19454 | ifade yok
Kontrol 72 saat | 10185+ 0,13607 | 1,0122+0,10945 | 1,00 +0,00347 1,0879 + 0,30043
40 pg/ml 2,9812 +0,98745* | 0,8767 +0,16218 | 0,8828 +0,06109 | 0,171 +0,0617 *
20 pg/ml 0,7474+0,13031 | 1,2153+0,13511 | 0,0236 +0,01004 * | 0,3698 + 0,0321 *
2 ng/ml 0,3202 +0,03031
0,3554 +0,13221 | 2,0709 +0,51976 * | 0,5294 +0,04758 * | *

3.4.2.1. LNCAP Hiicrelerindeki EGFR Gen ifadesi

24 saat inkiibasyona birakilan LNCAP hiicrelerinde,

20 pg/ml ve 2 pg/ml

avelumab verilen hiicrelerin EGFR gen ifade oraninda anlamli artis gézlenmistir. 72

saat inkiibasyona birakilan LNCAP hiicrelerinde ise sadece 40 pg/ml avelumab verilen

hiicrelerin EGFR gen ifade oranin oraninda anlamli bir artis izlenirken diger dozlarda

azalma izlenmistir (Cizelge 3.6, Sekil 3.16, 3.17)
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Sekil 3.16. 24 saat inkiibasyon sonrasi ilag uygulanmamig ve farkli dozlarda ila¢ uygulanmis LNCAP
hiicrelerindeki EGFR gen ifade oranlari.
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Sekil 3.17. 72 saat inkiibasyon sonrasi ilag uygulanmamus ve farkli dozlarda ilag uygulanmis LNCAP
hiicrelerindeki EGFR gen ifade oranlari.

3.4.2.2. MDA-MB-231 Hiicrelerindeki EGFR Gen ifadesi

24 saat inkiibasyon sonrast MDA-MB-231 hiicrelerinde, 40 pg/ml ve 20 pg/ml
avelumab verilen hiicrelerin EGFR gen ifade oranlarinda anlamli bir azalma
gozlenmistir. Buna karsilik 2 pg/ml dozunda anlaml bir degisiklik izlenmemistir. 72
saat inkiibasyon sonrasinda ise, sadece 2 pg/ml avelumab dozunda EGFR gen ifade
oranlarinda anlamli artig izlenirken diger dozlarda bir degisiklik izlenmemistir

(Cizelge 3.6, Sekil 3.18, 3.19).
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Sekil 3.18. 24 saat inkiibasyon sonrasi ila¢ uygulanmamus ve farkli dozlarda ilag uygulanmis MDA-MB-231

hiicrelerindeki EGFR gen ifade oranlar1
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Sekil 3.19. 72 saat inkiibasyon sonrasi ila¢ uygulanmanmus ve farkli dozlarda ilag uygulanmis MDA-MB-231

hiicrelerindeki EGFR gen ifade oranlar1
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3.4.2.3. DU145 Hiicrelerindeki EGFR Gen ifadesi

24 saat inkiibasyona birakilan DU145 hiicrelerinde, 20 pg/ml avelumab verilen
hiicrelerin EGFR gen ifade oranlarinda anlaml artis gézlenirken diger dozlarda bir
degisiklik saptanmamistir. 72 saat inkiibasyona birakilan DU145 hiicrelerinde, 20
pg/ml ve 2 pg/ml avelumab verilen hiicrelerin EGFR gen ifade oranlarinda, anlamli

bir azalma gozlenmistir (Cizelge 3.6, Sekil 3.20, 3.21).
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Kontrol 24 saat 40 pg/ml 20 pg/ml 2 ug/ml
Avelumab Avelumab Avelumab

Sekil 3.20. 24 saat inkiibasyon sonrasi ilag uygulanmamus ve farkli dozlarda ilag uygulanmig DU145 hiicrelerindeki
EGFR gen ifade oranlar1
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Kontrol 72 saat 40 pg/ml 20 pg/ml 2 ug/ml
Avelumab Avelumab Avelumab

Sekil 3.21. 72 saat inkiibasyon sonrasi ilag uygulanmamius ve farkli dozlarda ilag uygulanmig DU145 hiicrelerindeki
EGFR gen ifade oranlari

3.4.2.4. MDA-MB-435 Hiicrelerindeki EGFR Gen ifadesi

24 saat inkiibasyon sonrast MDA-MB-435 hiicrelerinde, 40 pg/ml avelumab
verilen hiicrelerin EGFR gen ifade oranlarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunamamistir. 72 saat inkiibasyon sonrasinda ise, uygulanan tiim dozlarda EGFR

gen ifade oranlarinda anlamli bir azalma gézlenmistir (Cizelge 3.6, Sekil 3.22, 3.23).
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Kontrol 24 saat 40 pg/ml Avelumab

Sekil 3.22. 24 saat saat inkiibasyon sonrasi ila¢ uygulanmamig ve farkli dozlarda ilag uygulanmig MDA-MB-435
hiicrelerindeki EGFR gen ifade oranlari
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Kontrol 72 saat 40 pg/ml 20 pg/ml 2 ug/mi
Avelumab Avelumab Avelumab

EGFR Gen ifade Oram

Sekil 3.23. 72 saat inkiibasyon sonrasi ila¢ uygulanmamus ve farkli dozlarda ilag uygulanmis MDA-MB-435
hiicrelerindeki EGFR gen ifade oranlari

3.4.3. Hiicrelerdeki MMP-9 Gen ifadesi

Tez ¢alismamizda kullandigimiz hiicrelerdeki ila¢ uygulamalar1 sonrasi izlenen

MMP-9 gen ifade degisiklikleri Cizelge 3.7’ de toplu olarak verilmistir.
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Cizelge 3.7. Avelumab verilen hiicrelerdeki MMP-9 gen ifadesi oranlar1 (Ortalama + Standart Hata) (*p<0.05)

Avelumab Hiicreler
Dozlar LNCAP MDA-MB-231 DU-145 MDA-MB-435
Kontrol 24
saat 1,0177 +0,1395 1,0447 + 0,0744 1,0088 +0,0971 1,002 + 0,56623
40 pg/ml 0,3807 +0,02635 | 0,0115+0,00306 * | 0,9478 + 0,06055 1,5069 + 0,46162
20 pg/ml 13,8016 + 0,95512* | 0,0142 + 0,00546 * | 6,4174 +0,96918 * | ifade yok
2 pg/ml 1,7273+£0,02993 | 0,0069 +0,00156 * | 1,3508 + 0,03744 2,5241 + 0,68939
Kontrol 72
saat 1,00753 £ 0,42283 | 1,0121+0,11262 | 1,0003 + 0,02426 1,0153 + 0,1293
40 pg/ml 1,4257 +0,24461 | 0,0919 +0,01308 * | 1,5439 +0,16524 * | 2,4758 + 1,44081
20 pg/ml 0,389 + 0,05754 0,2511 + 0,04927 * | 0,1458 +0,02256 * | 0,9448 + 0,08571
2 pg/ml 0,5178 +0,02648 | 0,0183 +0,00226 * | 1,0694 +0,01482 0,3763 +0,07213

3.4.3.1. LNCAP Hiicrelerindeki MMP-9 Gen ifadesi

24 saat inkiibasyona birakilan LNCAP hiicrelerinde, 20 pg/ml avelumab verilen

hiicrelerin MMP-9 gen ifadelerinde anlamli artis gézlenmistir. 72 saat inkiibasyona

birakilan LNCAP hiicrelerinde, 40 pg/ml, 20 pg/ml ve 2 pg/ml avelumab verilen

hiicrelerde istatistiksel olarak anlaml1 bir fark bulunamamustir (Cizelge 3.7, Sekil 3.24,

3.25).
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MMP-9 Gen ifade Orani
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Kontrol 24 saat

40 pg/ml
Avelumab

20 pg/ml
Avelumab

2 pg/ml

Avelumab

Sekil 3.24. 24 saat inkiibasyon sonrasi ilag uygulanmamis ve farkli dozlarda ilag uygulanmis LNCAP
hiicrelerindeki MMP-9 gen ifade oranlari.
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Kontrol 72 saat 40 pg/ml 20 pg/ml 2 ug/ml
Avelumab Avelumab Avelumab

MMP-9 Gen ifade Orami

Sekil 3.25.72 saat inkiibasyon sonrasi ilag uygulanmamus ve farkli dozlarda ilag uygulanmis LNCAP hiicrelerindeki
MMP-9 gen ifade oranlar.

3.4.3.2. MDA-MB-231 Hiicrelerindeki MMP-9 Gen Ifadesi

Hem 24 saat hem de 72 saat inkiibasyona birakilan MDA-MB-231 hiicrelerinde,
40 ug/ml, 20 ug/ml ve 2 pg/ml avelumab verilen hiicrelerin MMP-9 gen ifadelerinde
anlamli bir azalma gozlenmistir (Cizelge 3.7, Sekil 3.26, 3.27).
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Kontrol 24 saat 40 pg/ml 20 pg/ml 2 ug/ml
Avelumab Avelumab Avelumab

Sekil 3.26.. 24 saat inkiibasyon sonrasi ila¢ uygulanmamis ve farkli dozlarda ilag uygulanmis MDA-MB-231
hiicrelerindeki MMP-9 gen ifade oranlart
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MMP-9 Gen ifade Orani
o
[e)]

Kontrol 72 saat 40 pg/ml 20 pg/ml 2 ug/ml
Avelumab Avelumab Avelumab

Sekil 3.27. 72 saat inkiibasyon sonrasi ila¢ uygulanmamus ve farkli dozlarda ilag uygulanmus MDA-MB-231

hiicrelerindeki MMP-9 gen ifade oranlar1

3.4.3.3. DU145 Hiicrelerindeki MMP-9 Gen ifadesi

24 saat inkiibasyona birakilan DU145 hiicrelerinde, 20 pg/ml avelumab verilen
hiicrelerin MMP-9 gen ifade oraninda, ilag verilmemis kontrol hiicreleri ile
karsilastirildiginda anlamli artis oldugu gozlenmistir. 72 saat inkiibasyonda ise 40

pg/ml avelumab verilen hiicrelerin MMP-9 gen ifade oraninda anlamli artig
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gozlenirken; 20 pg/ml avelumab verilen hiicrelerin MMP-9 gen ifade oraninda, ilag

verilmemis kontrol hiicreleri ile karsilagtirildiginda anlamli bir azalma goézlenmistir

(Cizelge 3.7, Sekil 3.28, 3.29).

MMP-9 Gen ifade Oram

.
0

Kontrol 24 saat

40 pg/ml
Avelumab

20 pg/ml
Avelumab

2 pg/ml
Avelumab

Sekil 3.28. 24 saat inkiibasyon sonrasi ilag uygulanmamus ve farkli dozlarda ilag uygulanmig DU145 hiicrelerindeki

MMP-9 gen ifade oranlari
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Kontrol 72 saat

40 pg/ml
Avelumab
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20 pg/ml
Avelumab

2 ug/ml
Avelumab

Sekil 3.29. 72 saat inkUibasyon sonrasi ilag uygulanmamis ve farkl dozlarda ilag uygulanmis DU145 hicrelerindeki

MMP-9 gen ifade oranlari
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3.4.3.4. MDA-MB-435 Hiicrelerindeki MMP-9 Gen Ifadesi

24 saat ve 72 saat inkiibasyona birakilan MDA-MB-435 hiicrelerinde 40 pg/ml,
20 pg/ml ve 2 pg/ml avelumab verilen hiicrelerin MMP-9 gen ifade oranlar ile ilag
verilmemis kontrol hiicrelerin MMP-9 gen ifade oranlar1 arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir fark bulunmamstir (Cizelge 3.7, Sekil 3.30, 3.31).

3,5

2,5

15

MMP-9 Gen ifade Orani

0,5

Kontrol 24 saat 40 pg/ml Avelumab 2 ug/ml Avelumab

Sekil 3.30. 24 saat inkiibasyon sonrasi ilag uygulanmamis ve farkli dozlarda ilag uygulanmis MDA-MB-435
hiicrelerindeki MMP-9 gen ifade oranlari
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Kontrol 72 saat

40 pg/ml
Avelumab

Avelumab

20 pg/ml

2 pg/ml
Avelumab

Sekil 3.31. 72 saat inkiibasyon sonrasi ilag uygulanmamig ve farkli dozlarda ila¢ uygulanmis MDA-MB-435
hiicrelerindeki MMP-9 gen ifade oranlari

3.4.4. Hiicrelerdeki bFGF Gen ifadesi

Tez calismamizda kullandigimiz hiicrelerdeki ila¢ uygulamalar1 sonrasi izlenen

bFGF gen ifade degisiklikleri Cizelge 3.8’de toplu olarak verilmistir.

Cizelge 3.8. Avelumab verilen hiicrelerdeki bFGF gen ifadesi oranlari (Ortalama + Standart Hata) (*p<0.05)

Avelumab Hiicreler
Dozlan LNCAP MDA MB 231 DU-145 MDA MB 435
Kontrol 24
saat Ifade yok Ifade yok 1,0044 + 0,04012 1,002 +0,05192
40 pg/ml ifade yok ifade yok 0,0812 + 0,00028 0,0384 +0,01319 *
20 pg/ml ifade yok ifade yok 0,1404 + 0,01455 0,3011 + 0,01302 *
2 pg/ml ifade yok ifade yok 0,0362 +0,00753 * | 0,2141 +0,02949 *
Kontrol 72
saat 1,00 0 1,00 + 0 1,0515 + 0,24265 1,0439 + 0,55546
40 pg/ml ifade yok ifade yok 1,8455 + 1,12354 5,1403 + 0,07125
20 pg/ml ) 14,5797 +
ifade yok 3,1625 + 0,32764 * | 0,3429 + 0,03434 4,03536*
2 pg/ml 2,7014 + 0,05617 * | ifade yok 0,2542 + 0,01333 3,898 + 0,28632
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3.4.4.1. LNCAP Hiicrelerindeki bFGF Gen ifadesi

24 saat inkiibasyona birakilan LNCAP hiicrelerinde, ila¢ verilmemis kontrol
hiicrelerinde ve 40 pg/ml, 20 pg/ml ve 2 pg/ml avelumab verilmis hiicrelerde bGFG
geni ifade olmamuistir. 72 saat inkiibasyona birakilan LNCAP hiicrelerinde ise, bFGF
geni sadece ilag verilmemis kontrol hiicrelerinde ve 2 pg/ml avelumab verilmis
hiicrelerde ifade olmustur. 2 pg/ml avelumab verilmis hiicrelerin bFGF gen ifade
oranlarinda, ila¢ verilmemis kontrol hiicrelerin bFGF gen ifade oranlan ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli artis gozlenmistir (Cizelge 3.8, Sekil
3.32).

2,5

1,5

bFGF Gen ifade Oram

Kontrol 72 saat 2 ug/ml Avelumab

Sekil 3.32. 72 saat inkiibasyon sonrasi ilag uygulanmamus ve farkli dozlarda ilag uygulanmis LNCAP
hiicrelerindeki bFGF gen ifade oranlari

3.4.4.2. MDA-MB-231 Hiicrelerindeki bFGF Gen ifadesi

24 saat inkiibasyona birakilan MDA-MB-231 hiicrelerinde ilag verilmemis
kontrol hiicrelerinde ve 40 pg/ml, 20 pg/ml ve 2 ng/ml avelumab verilmis hiicrelerde
bGFG geni ifade olmamistir. 72 saat inkiibasyona birakilan MDA-MB-231
hiicrelerinde, bFGF geni sadece ilag verilmemis kontrol hiicrelerinde ve 20 pg/ml
avelumab verilmis hiicrelerde ifade olmustur. 20 pg/ml avelumab verilmis hiicrelerin

bFGF gen ifade oranlarinda, ila¢ verilmemis kontrol hiicrelerin bFGF gen ifade
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oranlan ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli artis gézlenmistir (Sekil

3.33, Cizelge 3.8).

3,5

2,5

1,5

bFGF Gen ifade Oram

0,5

Kontrol 72 saat 20 pg/ml Avelumab
Sekil 3.33. 72 saat inkiibasyon sonrasi ila¢ uygulanmanus ve farkli dozlarda ilag uygulanmus MDA-MB-231

hiicrelerindeki bFGF gen ifade oranlari

3.4.4.3. DU145 Hiicrelerindeki bFGF Gen ifadeleri

24 saat inkiibasyona birakilan DU145 hiicrelerinde, tiim avelumab dozlarinda
bFGF gen ifade oranlarinda bir azalma izlenmistir. 72 saat inkiibasyon sonrasinda ise
uygulanan ilag dozlarinda bFGF gen ifadelerinde anlamli bir degisiklik izlenmemistir

(Cizelge 3.8, Sekil 3.34, 3.35).
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Kontrol 24 saat 40 pg/ml 20 pg/ml 2 ug/ml
Avelumab Avelumab Avelumab

Sekil 3.34. 24 saat inkiibasyon sonrasi ilag uygulanmamus ve farkli dozlarda ilag uygulanmig DU145 hiicrelerindeki
bFGF gen ifade oranlari
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Kontrol 72 saat 40 pg/ml 20 pg/ml 2 ug/mi
Avelumab Avelumab Avelumab

Sekil 3.35. 72 saat inkiibasyon sonrasi ila¢ uygulanmamis ve farkli dozlarda ilag uygulanmig DU145 hiicrelerindeki
bFGF gen ifade oranlart

3.4.4.4. MDA-MD-435 Hiicrelerindeki bFGF Gen ifadesi

24 saat inkiibasyon sonrast MDA-MB-435 hiicrelerinde 40 pg/ml, 20 pg/ml ve 2
pg/ml avelumab verilmis hiicrelerin bFGF gen ifade oranlarinda, ilag verilmemis
kontrol hiicrelerin bFGF gen ifade oranlari ile karsilastirildiginda anlamli bir azalma

gbzlenmistir. 72 saat inkiibasyon sonrasi ise, uygulanan tiim dozlarda bFGF gen
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ifadesinde artig izlenirken en belirgin artis 20 ug/ml avelumab dozunda olmustur

(Cizelge 3.8, Sekil 3.36, 3.37).
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Sekil 3.36. 24 saat inkiibasyon sonrasi ilag uygulanmamis ve farkli dozlarda ilag uygulanmis MDA-MB-435

hiicrelerindeki bFGF gen ifade oranlart
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Kontrol 72 saat

40 pg/ml
Avelumab

20 pg/ml
Avelumab

2 pg/ml
Avelumab

Sekil 3.37. 72 saat inkiibasyon sonrasi ila¢ uygulanmamus ve farkli dozlarda ilag uygulanmis MDA-MB-435

hiicrelerindeki bFGF gen ifade oranlart
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3.4.5. Hiicrelerdeki TGF-beta Gen ifadesi

Tez calismamizda kullandigimiz hiicrelerdeki ila¢ uygulamalar1 sonrasi izlenen

TGF-beta gen ifade degisiklikleri Cizelge 3.9°da toplu olarak verilmistir.

izelge 3.9. Avelumab verilen hiicrelerdeki -beta gen ifadesi oranlar1 (Ortalama + Standart Hata <0.
Cizelge 3.9. Avel b ilen h lerdeki TGF-beta gen ifadesi 1 Ortal. Standart H *p<0.05

Avelumab Hiicreler
Dozlar LNCAP MDA-MB-231 DU-145 MDA-MB-435
Kontrol 24
saat ifade yok 1,0032+0,05514 | 1,0278 +0,17534 1,0049 + 0,06745
40 pg/ml 0,0003 = 0,00004
ifade yok 0,0551 +0,00095 * | 0,3315+0,12752* | *
20 pg/ml 0,0502 + 0,00987
ifade yok 0,0929 +0,02821 * | 0,2597 +0,01259 * | *
2 pg/ml 0,0514 +0,01047 0,0949 + 0,00853
ifade yok * 0,1963 = 0,104 * *
Kontrol 72
saat 1,00+ 0 1,0203+0,20237 | 1,0232 +0,21653 1,0104 + 0,09938
40 pg/ml ifade yok 0,3407 + 0,1149 0,1453 + 0,04976 6,4416 + 1,44827 *
20 pg/ml 1,35+ 0 1,0663 +0,29432 | ifade yok 4,7547 + 0,54323 *
2 pg/ml ifade yok 0,2529 +0,01139 | ifade yok 5,2577 +0,81142 *

3.4.5.1. LNCAP Hiicrelerindeki TGF-Beta Gen ifadesi

24 saat inkiibasyona birakilan LNCAP hiicrelerinde, ila¢ verilmemis kontrol

hiicrelerinde ve 40 pg/ml, 20 pg/ml ve 2 pg/ml avelumab verilmis hiicrelerde TGF-

beta geni ifade olmamistir. 72 saat inkiibasyona birakilan LNCAP hiicrelerinde, TGF-

beta geni sadece ilag verilmemis kontrol hiicrelerinde ve 20 pg/ml avelumab verilmis

hiicrelerde ifade olmustur. Ancak bu iki hiicrenin gen ifade oranlar1 arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamustir (Cizelge 3.9, Sekil 3.38).
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Kontrol 72 saat 20 pg/ml Avelumab

Sekil 3.38. 72 saat inkibasyon sonrasi ilag uygulanmamis ve farkli dozlarda ilag uygulanmis LNCAP hicrelerindeki
TGF-beta gen ifade oranlari

3.4.5.2. MDA-MB-231 Hiicrelerindeki TGF-beta Gen ifadesi

24 saat inkiibasyon sonrasinda MDA MB 231 hiicrelerinde, 40 pg/ml, 20 pg/ml
ve 2 ug/ml Avelumab verilmis hiicrelerin TGF-beta gen ifade oranlarinda, anlamli bir
azalma gozlenmistir. 72 saat inkiibasyon sonrasinda ise 40 pg/ml ve 2 pg/ml ilag
verilmis hiicrelerin TGF-beta gen ifade oranlarinda bir azalma izlenmistir (Cizelge 3.9,

Sekil 3.39, 3.40).
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Kontrol 24 saat 40 pg/ml 20 pg/ml 2 ug/ml
Avelumab Avelumab Avelumab

Sekil 3.39. 24 saat inkiibasyon sonrasi ila¢ uygulanmanmus ve farkli dozlarda ilag uygulanmus MDA-MB-231
hiicrelerindeki TGF-beta gen ifade oranlari
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Kontrol 72 saat 40 pg/ml 20 pg/ml 2 pug/ml
Avelumab Avelumab Avelumab

TGFp Gen ifade Oram

Sekil 3.40. 72 saat inkiibasyon sonrasi ila¢ uygulanmamus ve farkli dozlarda ilag uygulanmus MDA-MB-231
hiicrelerindeki TGF-beta gen ifade oranlari

3.4.5.3. DU145 Hiicrelerindeki TGF-beta Gen ifadesi

24 saat inkiibasyon sonrasinda DU145 hiicrelerinde, 40 pg/ml, 20 ug/ml ve 2

pg/ml avelumab verilmis hiicrelerin TGF-beta gen ifade oranlarinda istatistiksel olarak
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anlamli bir azalma gdzlenmistir. 72 saat inkiibasyona birakilan DU145 hiicrelerinde,
TGF-beta geni sadece ilag verilmemis kontrol hiicrelerinde ve 40 pg/ml Avelumab
verilmis hiicrelerde ifade olmus ve kontrole gore ifade de bir azalma gozlenmistir.

Ancak bu iki hiicrenin gen ifade oranlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunamamaistir (Cizelge 3.9, Sekil 3.41, 3.42).
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Kontrol 24 saat 40 pg/ml 20 pg/ml 2 ug/ml
Avelumab Avelumab Avelumab

Sekil 3.41. 24 saat inkiibasyon sonrasi ilag uygulanmamus ve farkli dozlarda ila¢ uygulanmis DU145 hiicrelerindeki
TGF-beta gen ifade oranlari
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Kontrol 72 saat 40 pg/ml Avelumab

Sekil 3.42. 72 saat inkiibasyon sonrasi ila¢ uygulanmamis ve farkli dozlarda ila¢ uygulanmig DU145 hiicrelerindeki
TGF-beta gen ifade oranlari
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3.4.5.4. MDA-MB-435 Hiicrelerindeki TGF-beta Gen ifadesi

24 saat inkiibasyona birakilan MDA-MB-435 hiicrelerinde, 40 pg/ml, 20 pg/ml ve
2 pg/ml avelumab verilmis hiicrelerin gen ifade oranlarinda anlamli azalma
gozlenmistir. 72 saat inkiibasyon sonrasinda ise uygulanan tiim dozlarda TGF-beta gen

ifade oraninda anlamli artis izlenmistir (Cizelge 3.9, Sekil 3.43, 3.44).
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Kontrol 24 saat 40 pg/ml 20 pg/ml 2 ug/ml
Avelumab Avelumab Avelumab

Sekil 3.43. 24 saat inkiibasyon sonrasi ila¢ uygulanmanmus ve farkli dozlarda ilag uygulanmis MDA-MB-435
hiicrelerindeki TGF-beta gen ifade oranlari
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40 pg/ml

Avelumab
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2 pg/ml
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Sekil 3.44. 72 saat inkiibasyon sonrasi ilag uygulanmamus ve farkli dozlarda ila¢ uygulanmis MDA-MB-435

hiicrelerindeki TGF-beta gen ifade oranlari.

3.4.6. Hiicrelerdeki CDH1 Gen ifadesi

Tez ¢alismamizda kullandigimiz hiicrelerdeki ila¢ uygulamalari sonrasi izlenen

CDHI1 gen ifade degisiklikleri Cizelge 3.10°da toplu olarak verilmistir.

Cizelge 3.10. Avelumab verilen hiicrelerdeki CDH1 gen ifadesi oranlari (Ortalama + Standart Hata) (*p<0.05)

Avelumab Hiicreler
Dozlar LNCAP MDA-MB-231 DU-145 MDA-MB-435
Kontrol 24 Ifade yok
saat 1,0012+0,06634 | ifade yok 1,000
40 pg/ml | ifade yok Ifade yok 50,1911 + 18,55943 | Ifade yok
20 pg/ml 0,5818 + 0,0741 Ifade yok 32,0363+ 10,7735 | Ifade yok
2 pg/ml 21921 +0,65945 | Ifade yok 23,9641 = 14,00096 | Ifade yok
Kontrol 72 Ifade yok ifade yok
saat 1,0026 + 0,07284 1,0526 + 0,075434
40 pg/ml 0,4469 + 0,02012 Ifade yok ifade yok Ifade yok
20 pg/ml 6,2131 + 1,29428 * | Ifade yok ifade yok Ifade yok
2 pg/ml 0,0548 £0,01911 | Ifade yok 27,2874 +1,8884 * | Ifade yok
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3.4.6.1 LNCAP Hiicrelerindeki CDH1 Gen ifadesi

24 saat inkiibasyona birakilan LNCAP hiicrelerinde, 20 pg/ml ve 2 pg/ml
avelumab verilen hiicrelerin CDHI1 gen ifade oranlarinda kontrole gore istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunmamistir. 72 saat inkiibasyona birakilan LNCAP
hiicrelerinde ise 20 pg/ml avelumab verilen hiicrelerin CDH1 gen ifade oraninda

anlamli artis gézlenmistir (Cizelge 3.10, Sekil 3.45, 3.46).

2,5

15

. -

Kontrol 24 saat 20 pg/ml Avelumab 2 ug/ml Avelumab

CDH1 Gen ifade Oram

Sekil 3.45. 24 saat inkiibasyon sonrasi ilag uygulanmamis ve farkli dozlarda ilag uygulanmis LNCAP
hiicrelerindeki CDH1 gen ifade oranlar1
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CDHI1 Gen ifade Oram

.
0 [
Kontrol 72 saat 40 pg/ml 20 pg/ml 2 ug/ml
Avelumab Avelumab Avelumab

Sekil 3.46. 72 saat inkiibasyon sonrasi ilag uygulanmamus ve farkli dozlarda ila¢ uygulanmis LNCAP
hiicrelerindeki CDH1 gen ifade oranlar1

3.4.6.2 MDA-MB-231 Hiicrelerindeki CDH1 Gen ifadesi

24 ve 72 saat inkiibasyona birakilan MDA-MB-231 hiicrelerinde, ila¢ verilmemis
kontrol hiicrelerinde ve 40 pg/ml, 20 pg/ml ve 2 pg/ml Avelumab verilmis hiicrelerde

CDHI1 geni ifade olmamustir.

3.4.6.3 DU145 Hiicrelerindeki CDH1 Gen ifadesi

24 saat inkiibasyona birakilan DU145 hiicrelerinde, 40 pg/ml, 20 pg/ml ve 2 png/ml
avelumab verilen hiicrelerin CDHI gen ifade oranlarinda belirgin artis izlenmistir. 72
saat inkiibasyonda ise CDH1 geni sadece ila¢ verilmemis kontrol hiicrelerinde ve 2
pg/ml avelumab verilmis hiicrelerde ifade olmustur. 2 pg/ml avelumab verilen
hiicrelerin CDHI1 gen ifade oraninda, ilag verilmemis kontrol hiicrelerine gore artis

gozlenmistir (Cizelge 3.10, Sekil 3.47, 3.48).
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Sekil 3.47. 24 saat inkiibasyon sonrasi ilag uygulanmamus ve farkli dozlarda ilag uygulanmig DU145 hiicrelerindeki
CDHI gen ifade oranlari
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CDH1 Gen ifade Oram

I
Kontrol 72 saat 2 pug/ml Avelumab

Sekil 3.48. 72 saat inkiibasyon sonrasi ila¢ uygulanmamis ve farkli dozlarda ila¢ uygulanmig DU145 hiicrelerindeki
CDHI1 gen ifade oranlari

3.4.6.4 MDA-MB-435 Hiicrelerindeki CDH1 Gen ifadesi

24 ve 72 saat inkiibasyona birakilan MDA-MB-435 hiicrelerinde, ilag¢ verilmemis
kontrol hiicrelerinde ve 40 ug/ml, 20 ug/ml ve 2 pg/ml avelumab verilmis hiicrelerde

CDHI1 geni ifade olmamustir.
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3.5. PZR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezi ile Kontrolii

EZ-PZR amplifikasyonu yapilan orneklerde amplifkasyon olan kuyucuklarin
ornekleri dogrulama amaciyla %?2’lik agaroz jelde yiiriitiilerek dogrulanmistir. Sekil
3.49°da bir 6rnegi verilmistir. Genlerin iirlin uzunluklar1 ile DNA Ladder bant

uzunluklar1 birbirleriyle uyumludur.

50 bp DNA 50 bp DNA
Ladder Ladder

700w v
500w -

- -

— MMP-9 =% ©MMP-9
200 - - . .-

150 -
100 CDH1

50

- -
EGFR -

Sekil 3.49. EZ-PZR amplifikasyonu yapilan 6rneklerin %2’lik jelde yiiriitiilmesi
p yonu yap J yu
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4. TARTISMA

Immiin denetim noktalarin hedefleyen monoklonal antikorlar son yillarda artan
bir oranda klinikte kullanilmaya baslanmistir. Bu antikorlar i¢in genel kabul goren bir
biyomarker bulunmamakla birlikte PD1/PDL-1 inhibitorleri i¢in timor dokusundaki
tiimor hiicreleri ya da immiin hiicreler tlizerindeki PD-L1 ifadesinin kullanilabilecegi
onerilmektedir (He ve ark., 2015). Anti-PD1/anti-PD-L1 monoklonal antikorlar basta
melanom ve akciger kanseri olmak iizere bir¢cok tiimor tipinde endikasyon almis
olmakla birlikte bu hastalarda izlenen ortalama basar1 oram1 %Z20’ler diizeyinde
kalmaktadir (Xia ve Herbst, 2016). Bu ilaglarin etkinligini arttirmak i¢in basta

kemoterapi olmak iizere degisik ilaglarla kombinasyon yoluna gidilmektedir.

Glintimiizde klinikte anti-PD-L1 inhibitdrii ilaglar ile anti-VEGF ilaglar test edilen
kombinasyonlardan biridir. Halen yiiriitiilmekte olan bir Faz 1b calismasinda, ileri
renal hiicre kanserli hasta grubunda Axitinib (anti-VEGF) ile anti-PD-L1 inhibitorii
olan Avelumab kombinasyonu denenmektedir (clinicaltrials.gov, 2015c). Yine bir
baska Faz 2 calismada, tedavi edilemeyen ileri renal hiicre kanserli hastalarda anti-PD-
L1 antikoru olan Atezolizumab ile anti-VEGF antikoru Bevacizumab kombinasyonu
denenmektedir (clinicaltrials.gov, 2015b). Bir baska karsilastirmali ¢alismada ise evre
IV non-skuamoz kii¢iik hiicreli dis1 akciger kanserli hastalarda Atezolizumab ve
Carboplatin + Paklitaksel ile Atezolizumab ve Carboplatin+ Paklitaksel +
Bevacizumab kombinasyonlar1 karsilastirilmaktadir (clinicaltrials.gov, 2015a). Bu

calismalarin etkinligi konusunda heniiz elimizde bir veri bulunmamaktadir.

Anti-PD-L1 antikor ve anti-anjiyogenik ilag kombinasyonu rasyoneli igin
elimizde yeterince veri bulunmamaktadir. Timo6r mikrogevresinde PD-L1 ifadesi ile
anjiyogenez arasindaki iligki iyi bilinmemektedir. Cok az sayida ¢alismada degisik
sonugclar bildirilmistir. Fare endotel hiicrelerinde PD-L1 ifadesi ile VEGF reseptorleri
arasinda ters bir iliski gosterilmistir. Endotel hiicrelerinde PD-L1 ifadesinin SiRNA
transfeksiyonu ile baskilanmasinin VEGFR2 mRNA diizeyini azalttig1, yine PD-L1
knock-out farelerde VEGFR?2 ifadesinin arttig1 gosterilmistir (Jin ve ark., 2011). Yine
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yakin zamanlarda insan bobrek timor dokularinda yapilan bir immiinhistokimyasal
calismada tiimor dokusunda PD-L1 ekspresyonu ile VEGFA, VEGFR1 ve VEGFR2

ifadesi arasinda ters bir iligski gosterilmistir (Joseph ve ark., 2013).

Tez c¢alismamiz anti-PD-L1 uygulanan tiimor hiicrelerinde anjiyogenez ve
invazyonda rol oynayan gen ifade diizeylerine etkisini arastirmasi agisindan bir
Ozglnlik tasimaktadir. PD-L1 ifadesi yiiksek olan LNCAP ve MDA-MB-231
hiicrelerinde avelumab ile 24 saatlik inkiibasyonda VEGFA ifadesinin azaldig
bulunmustur (Sekil 3.8 ve Sekil 3.10). Buna karsilik 72 saatin sonunda ise tersine bir
artis izlenmistir (Sekil 3.9 ve Sekil 3.11). Yine benzer olarak ayni hiicrelerde 72 saatte
bFGF gen ifadesinde de artis izlenmistir (Sekil 3.32 ve Sekil 3.33). Bu bulgu avelumab
ile tedavinin VEGFA ve bFGF genlerinde ifade artisina neden olmasi sonucunda,
avelumabin tek basina kullanildiginda uzun vadede anjiyogenezi uyarabilecegini
gostermektedir. Bu durum da anti-PD-L1 antikoru ile anti-VEGF tedavisi veya bFGF
inhibitdrlerinin ile kombinasyonunun PD-L1 pozitif timorlerde yararl olabilecegini
diistindiirmektedir. PD-L1 negatif olan hiicrelerde ise avelumabin VEGFA ve bFGF
tizerindeki etkileri doza bagiml olarak degiskenlik gostermektedir (Sekil 3.12, 3.13,
3.34, 3.36, 3.37).

Tiimor hiicre proliferasyonunda son derece aktif bir yolak olan ve ayni zamanda
anjiyogenez siirecinde de rol oynayan EGFR yolagi ile PD-L1 iligkisini arastiran bir
calisgma bulunmamaktadir. Calismamizda elde edilen verilere gére, PD-L1 ifadesi
yiiksek olan LNCAP hiicrelerinde avelumab uygulamasi ile EGFR ifadesi artarken,
yine PD-L1 ifadesi yiiksek diger bir hiicre olan MDA-MB-231 hiicrelerinde EGFR
ifadesi azalmistir (Sekil 3.16, 3.17, 3.18). PD-L1 ifadesi diisiik olan DU145
hiicrelerinde ise EGFR ifadesinin arttigi saptanmistir (Sekil 3.20). Bu sonuglar ile
avelumab tedavisi ile PD-L1 ve EGFR’nin ekspresyonu arasinda &zellikle klinik

acidan yol gosterici bir iliski kurmak zor goriinmektedir.

Anjiyogenezin yani sira timor hiicrelerinde epitelyal mezenkimal gecis ve
invazyonda rol oynayan MMP-9, TGF-b ve E-kaderin (CDH1) genleri ile PD-L1

ekspresyonu arasindaki iliskiyi de tez ¢alismamizda degerlendirdik. Literatiirde daha
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once bu genlerle PD-L1 iliskisini arastiran bir calismaya rastlayamadik. Calismamizda
PD-L1 ifadesi yiiksek olan LNCAP ve MDA-MB-231 hiicrelerinde avelumab
uygulamasinin, MMP-9 ifade oranlan iizerindeki etkisi lizerine timor hiicre tipine
gore farkliliklar gosterdigi bulunmustur. LNCAP hiicrelerinde MMP-9 ifadesi artarken
(Sekil 3.24), MDA-MB-231 hiicrelerinde MMP-9 ifadesi azalmistir (Sekil 3.26, 3.27).
Bu sonuglar MMP-9 ifadesi ile PD-L1 orani arasinda iliski olup olmadigi konusunda

net bir sey soylemek i¢in yeterli degildir.

TGF-B’nin benign hiicrelerde PD-L1 ifadesini baskiladigini gésteren ¢alismalar
bulunmaktadir. Bir ¢alismada TGF-f tedavisinin, saglikli monositler iizerindeki PD-
L1 yiizey proteinini belirgin bir sekilde baskiladigi bulunmustur. Bir baska calismada
da CD8" T hiicrelerinin aktive ettigi TGF-B‘nin fare proksimal tiibiiler epitel hiicreleri
tizerinde eksprese olan PD-L1°i baskiladigi bulunmustur (Ou ve ark., 2012). Ancak
PD-L1’in anti-PD-L1 antikorlar1 ile bloke edilmesinin TGF-f ifadesi iizerindeki
etkileri bilinmemektedir. Tez calismamizda PD-L1 ifadesi yiliksek olan MDA-MB-231
ile PD-L1 ifadesi diisiik olan DU-145 ve MDA-MB-435 hiicrelerinde avelumabin
TGF- B ifadesinin azalttigin1 bulduk (Sekil 3.39, 3.41, 3.43). Bu sonuglar anti-PD-L1
antikorunun PD-L1 oranindan bagimsiz olarak TGF-B’nin ifadesini azalttigini
gostermektedir. Sonuglarimiz avelumabin TGF-B ifadesini azaltarak tlimoriin

invazyon ve metastaz potansiyelini de azaltabilecegini gostermektedir.

CDHI1 geni tliimiir hiicrelerini bir arada tutan ve E-kaderin olarak adlandirilan bir
adezyon molekiilii kodlamaktadir. Kanser hiicreleri invazyona baglarken oncelikle bu
gen ifadesinde azalama ile birlikte komsu hiicrelerden ayrilarak bir taraftan da
mezenkimal genlerin ifade olmaya baslamasi ile birlikte (epitelyal mezenkimal gegis)
invazyona baglar. PD-L1 ile CDHI1 arasindaki iliskiyi arastiran bir ¢aligsma literatiirde
bulunmamaktadir. Calismamizda avelumabin, PD-L1 ifadesi yiiksek LNCAP ile PD-
L1 ifadesi diisiik DU145 hiicrelerinde CDHI1 ifadesini arttirdigini bulduk. Bu sonuglar
anti-PD-L1 antikorlarinin TGF-f3 ve CDH1 iizerinden tiimor hiicrelerinde invazyon ve

metastazi engelleyebilecegini diigiindiirmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

PD-L1 ifade oran1 yiiksek olan LNCAP ve MDA-MB-231 hiicrelerinde anti-PD-
L1 antikoru olan avelumabin VEGFA ve bFGF ifadesini 72 saatlik inkiibasyonda
arttirmasi bu ilacin anjiyogenezi uyarabilecegini gostermektedir. Ancak ¢alismamizin
sadece in vitro olmasi1 nedeniyle bu konuda daha fazla bir sey sdyleyebilmek i¢in
damar olusturma deneylerinin yan sira hayvan modellerinde de test edilmesine gerek

vardir.

Calismamizda elde edilen EGFR gen ifadelerinin, PD-L1 orani yiiksek ve diisiik
gruplarda ve uygulanan farkl ila¢ dozlarinda tutarli sonuglar vermemesinden dolay1
PD-L1 ifadesi ile EGFR ifadesi arasinda bir iligki kurmak zor goriinmektedir. Ayrica
kanser siirecinde EGFR gen ifadesi artis1 yan1 sira bu gende izlenen mutasyonlarin da
cok dnemli olmast ve bizim ¢alismamizda mutasyonlarin dikkate alinmamis olmasi bu

acgidan bir kisitlilik olusturmaktadir.

Calismamizda avelumabin, TGF-P ifadesini azaltmasi ve CDH1 ifadesini arttirmis
olmas1 anti-PD-L1 antikorlarinin epitelyal mezenkimal gecisi engelleyerek timor
invazyon ve metastazini engelleyebilecegini gostermektedir. Ancak bu sonuglarin

invazyon ve metastaz modellerinde test edilmesine ihtiyag¢ vardir.

Tiimor hiicre invazyonu ve 6zelikle de anjiyogenezdeki roli MMP-9’u 6nemli
tedavi hedeflerinden biri haline getirmistir. Calismamizda avelumab uygulanan PD-
L1 pozitif ve negatif tiimor hiicrelerinde MMP-9 gen ifadelerinde farkli sonuglar
ortaya ¢cikmistir. PD-L1 MMP-9 iliskisi hakkinda bu sonuglarla net bir sey sdylemek
zor goriinmekle birlikte farkli tiimor tiplerinde anti-PD-L1 antikorlarin timor

invazyonunu kolaylastirma potansiyeli olabilecegini de diistindiirmektedir.
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OZET

Tiimér Hiicrelerindeki PD-L1 Ekspresyonunun Anjiyogenez ve invazyon Uzerine
Etkisi

CTLA-4 ve PD-1 gibi immiin denetim noktalarini bloke eden anti-CTLA-4, anti-PD1
ve anti-PDL1 monoklonal antikorlar, klinik ¢alismalarda basta melanoma olmak tizere pek
¢ok solid tiimoriin tedavisinde basarili olarak rutin tedavide kullanilmaya baslanmustir.
Ancak bu ilaglar kullanilan hastalarin yaklasik %20 kadarinda etkili olmaktadir. Klinik
caligsmalarda tiimor dokusunda immunohistokimyasal olarak PD-L.1 ekspresyonu oldugu
gosterilen hastalarda PD-L1’e karsi gelistirilen monoklonal antikorlar ile elde edilen yanit
oraninin daha yiiksek olabildigi gosterilmistir. Bugiin i¢in tiimor hiicreleri ve timor
mikrogevresindeki immiin hiicrelerdeki PD-L1 ifadesi disinda bu hastalarda genel kabul
goren bir biyomarker bulunmamaktadir. Anti-PDL1 antikorlarinin timér anjiyogenezi ve
tiimor hiicre biyolojisi izerindeki etkileri iyi bilinmemektedir. Bu calismamizda anti-PDL1
monoklonal antikoru olan avelumabin PD-L1 ifade eden ve etmeyen tiimor hiicrelerinde
anjiyogenez ve metastaz silirecinde onemli rol oynayan genlerin ifadesi iizerindeki
etkilerinin arastirilmasi amaglanmistir.

Calismamizda 11 adet insan tiimor hiicresi (HT-29, MDA-MB-231, LNCAP, DU145, A-
375, A549, MCF-7, WM115, MDA-MB-435, MDA-MB-468, G361) akim sitometrisi ile
PD-L1 ifadesi yoniinden taranmis ve PD-L1 ifadesi en diisiik ve en yiiksek olan ikiser
tanesi gen ifade ¢alismalarinda kullanilmigtir. Timor hiicrelerine 40 pg/ml, 20pg/ml ve 2
pg/ml olmak iizere 3 farkli dozda avelumab uygulanmis ve 24 ile 72 saatlik inkiibasyon
sonrasi hiicreler toplanarak es zamanli PZR yontemi ile VEGFA, bFGF, EGFR, MMP-9,
E-kaderin ve TGF-f genlerinin mRNA diizeyinde ekspresyonlari incelenmistir.
Calismaya, PDL-1 ifadesi a¢isindan taradigimiz 11 hiicreden PD-L1 ifadesi % 2’nin altinda
olan DU-145 ve MDA-MB-435 hiicreleri ile %50 nin {izerinde olan LNCAP ve MDA-
MB-231 hiicreleri ile devam edildi. Avelumab PD-L1 ifadesi yliksek olan LNCAP ve
MDA-MB-231 hiicrelerinde VEGFA ve bFGF ifadesini 72 saatlik inkiibasyonda belirgin
olarak arttirirken PD-L1 ifadesi diisiik olan hiicrelerde doza bagimli degisken bir cevap
izlenmistir. Avelumabin PD-L1 ifadesi yiiksek olan tiimor hiicrelerinde CDH1 ifadesini
arttirdigl, TGFb ifadesini azalttig1 bulundu. PD-L1 diisiik diizeyde ifade eden hiicrelerde
ise doza bagimli degisken cevap izlendi. Avelumabin EGFR ve MMP-9 gen ifadesi
iizerindeki etkileri hiicrelerdeki PD-L1 ifadesinden bagimsiz ve doza bagli degiskenlik
gostermistir.

Sonug¢ olarak anti-PDL1 antikoru olan avelumab PD-L1 ifadesi yiiksek olan tiimor
hiicrelerinde bFGF ve VEGFA genlerini uyararak anjiyogenezi uyarma potansiyeline sahip
oldugunu gostermektedir. Bunun yani sira yine ayni hiicrelerde CDH1 ve TGFb tizerindeki
etkileri ile epitelyal mezenkimal gecisi baskilayabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Anti-PD-L1 antikoru, PD-L1, immiinoterapi, Anjiyogenez, GZ-
PZR
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SUMMARY

Effect of PD-L1 Expression on Tumor Cells on Angiogenesis and Invasion

Anti-CTLA-4, anti-PD-1 and anti-PD-L1 monoclonal antibodies blocking immune check
points such as CTLA-4, PD-1 and PD-L1 have been successfully used in routine treatment of
many solid tumors, especially melanoma in clinic trials. However, these drugs are effective in
about %20 of patients. Clinical trials have shown that the response rate to monoclonal
antibodies developed against PD-L1 may be higher in patients who are shown to have PD-L1
expression immunohistochemically in tumor tissue. There are no biomarkers that are generally
accepted in these patients except for expression of PD-L1 in tumor cells and immune cells in
the tumor microenvironment. The effects of ant-PD-L1 antibodies on tumor angiogenesis and
tumor cell biology are not well known.

In this study, we aimed to investigate the effects of avelumab, an anti-PD-L1 monoclonal
antibody, on the expression of genes that play an important role in the angiogenesis and
metastasis process in the PD-L1 expressing and non-PD-L1 tumor cells.

In our study eleven human tumors (HT-29, MDA-MB-231, LNCAP, DU145, A-375, A549,
MCF-7, WM115, MDA-MB-435, MDA-MB-468, G361) were screened for PD-L1 expression
by flow cytometry and two cells with the lowest and two cells with highest expression of PD-
L1 were used in gene expression study.

Three different doses of avelumab (40 ug/ml, 20ug/ml ve 2 ug/ml) were administered to the
tumor cells and after 24 and 72 hours of incubation, the cells were collected and their
expression at the MRNA levels of VEGFA, bFGF, EGFR, MMP-9, E-cadherin and TGF-Beta
genes were examined by the quantitative PCR method. The study continued with LNCAP and
MDA-MB-231 cells with a PD-L1 expression of over %50 and DU145 and MDA-MB-435
with a PD-L1 expression of less than %2.

Avelumab significantly increased VEGFA and bFGF expression in LNCAP and MDA-MB-
231 cells with high expression of PD-L1in the 72 hour incubation, whereas a dose dependent
variable response was observed in cells with low PD-L1 expression.

Avelumab was found to increase CDH1 expression and decrease TGF-Beta expression in
tumor cells with high expression of PD-L1. Whereas in cells expressing low levels of PD-L1
the variable responses were observed.

The effects of avelumab on EGFR and MMP-9 gene expression was independent of the PD-
L1 expression in the cells and showed dose dependent variability.

In conclusion, the anti-PD-L1 antibody avelumab has the potential to stimulate angiogenesis
by stimulating bFGF and VEGFA genes in tumor cells with high expression of PD-L1.
Besides, it shows that avelumab can suppress epithelial mesenchymal transition with its effects
on CDH1 and TGF-beta.

Keywords: Angiogenesis, Anti-PD-L1 antibody, Immunotherapy, PD-L1, RT-PCR
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