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Kolorektal kanseri diinyada en yaygin goriilen tiglincii kanser tiirii olup, ileri evrelerde
tan1 konulanlarin bes yillik sag kalim orani oldukca diisiiktiir. Kanser tedavisinde
kullanilan standart tedaviler ileri asamada olan kanserlerin tedavisinde yetersiz
kalmaktadir. Ancak tiimor spesifik immiin yanitlarin aktiflestirilmesi bu tiir kanserlerin
tedavisinde biiyiilk umut vadetmektedir. Bortezomib FDA onayli bir kemoterapi ajani
olup c¢esitli kanserlerin tedavisinde kullanilmaktadir ve yapilan ¢aligsmalarda
bortezomib’in immiinojenik hiice 6liimiinii tetikleyebildigi ortaya konulmustur. Baska
bir kemoterapotik ajan olan epirubisin, Ozellikle meme kanseri tedavisinde diger
kemoterapotik ilaglarla da kullanilabilen bir antrasiklin ajan olarak bilinmektedir. Bu
tez caligmasinda iki kemoterapéotik ajan olan bortezomib ile epirubisin’nin diisiik
dozlarda kombinasyon seklinde kullanilarak immiinojenik hiicre o6liimiinde rol
oynayan Onemli genlerin ifadelerinin arttirllmast amaglanmistir. Bu amag
dogrultusunda normal kolorektal hiicre hatt1 ile metastatik 6zellige sahip iki kolorektal
kanseri hiicre hatlar1 kullanilarak bortezomib ve epirubisin ile farkli dozlarda muamele
edilmis ve bu hiicrelerdeki minimum toksisite etkileri MTT testleri ile belirlenmistir.
Daha sonra bu dozlarin immiinojenik hiicre o6liimiinde gorev alan DR4, DRS ve
NKG2DL genlerin ifadeleri iizerindeki etkileri RT-PCR ile ortaya konulmustur. Elde
edilen veriler gosteriyor Ki kombinasyon muamelesi DR4, DR5 ve NKG2DL genlerinin
transkripsiyon ekspresyonlarini kolorektal tiimor hiicrelerinde 6nemli bir derecede
arttirirken, normal kolorektal hiicrelerde kayda deger bir artis gdstermemistir.
Dolayisiyla, bortezomib ve epirubisin’in diisiik dozlarda kullanimi tiimér hiicrelerinin
immiinojenitesini arttirip buda tiimor spesifik immiin yanitlarin aktiflesmesine katki
saglayabilecegi kanaati hasil olmustur.
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ABSTRACT

MASTER THESIS

SENSITISATION OF COLORECTAL CANCER CELLS TO ANTI-TUMOR
IMMUNE RESPONSES

ESRA YILMAZ

TOKAT GAZIOSMANPASA UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES

DEPARTMENT OF BIOLOGY

ASST. PROF. DR. ERCAN CACAN

Colorectal cancer is the third most common cancer in the world and the five-year
survival rate of those diagnosed in advanced stages is very low. Current standard
treatments are insufficient in the treatment of advanced cancers. On the other side,
activation of tumor-specific immune responses holds great promise in the treatment of
such cancers. Bortezomib is an FDA-approved chemotherapy agent that is used in the
treatment of various cancers and studies have shown that bortezomib can trigger
immunogenic cell death. Epirubicin, another chemotherapeutic drug, is known as an
anthracycline agent which can be used with other chemotherapeutic drugs, particularly
in the treatment of breast cancer. The aim of this study was to increase the expression
of important genes involved in immunogenic cell death by using low doses of two
chemotherapeutic agents, bortezomib and epirubicin, in combination. For this purpose,
normal colorectal cell line and metastatic two colorectal cancer cell lines were treated
with bortezomib and epirubicin in variety of doses and the minimum toxicity effects
on these cells were determined by MTT assays. The effects of these two agents on the
expression of DR4, DR5 and NKG2DL genes which are involving in immunogenic cell
death were then analyzed by RT-PCR. The obtained data showed that the combination
treatment significantly increased the transcription expression of DR4, DR5 and
NKG2DL genes in colorectal tumor cells, but did not show a significant increase in
normal colorectal cells. Thus, the use of bortezomib and epirubicin at low doses may
increase the immunogenicity of tumor cells which can contribute to the activation of
tumor-specific immune responses.
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1. GIRIS

Kolorektal kanser diinyada en yaygin goriilen iigiincii kanser tiirii olarak gosterilmis ve
hastalig ileri donemde olan vakalarda bes yillik sag kalim oran1 %30 ’dan az olarak
belirlenmistir (Siegel ve ark., 2014). Kolorektal kanserler kadin ve erkeklerde en sik
goriilen kanserler arasinda yer almaktadir ve diinya genelinde 1,2 milyondan fazla
kiside goriilmektedir. Bu hastaligin tedavisinde kullanilan geleneksel yontemlerin
basinda cerrahi, kemoterapi ya da radyoterapi gibi yontemler gelmektedir. Kemoterapi
veya radyoterapi gibi yontemler hizla boliinen hiicrelerin 6ldiiriillmesinde etkilidir ve
artan dozun miktarina gore bu etkinlikleri artmaktadir. Ancak ¢ogu zaman kullanilan
bu yontemler kanserli hiicreler ile normal hiicreler arasindaki farki ayirt edemediginden
kanserli hiicrelerle birlikte normal saglikli hiicrelerinde biiyiikk hasara ugramasina
neden olmaktadir. Ayrica kemoterapétik ilaglara karst kanser hiicrelerinin direng

gostermesi tedavide biiylik bir engel teskil etmektedir.

Uzun yillar boyunca bagisiklik sisteminin kanserin baslamasi, ilerlemesi ve yayilmasi
stirecindeki rolleri bilinmiyordu. Giiniimiizde ise bilimsel ve klinik kanitlar, kanserin
biiyiimesini kontrol etmede hem dogal hem de edinsel bagisiklik sisteminin 6nemli bir
yer teskil ettigi bilinmektedir. Tiimor biyolojisinin ve timodr immiinolojisinin timor
mikro-ortami ile nasil etkilesime girdiginin daha iyi anlagilmasiyla hedeflenen kanser
terapotiklerinin yani sira immiin terapdtiklerinin de gelisimini arttirmistir (Kaufmann

ve Simon, 2015).

Immiinoterapotik yontemler &zellikle ilerlemis kanserlerin tedavisi igin umut
vadetmektedir ¢linkii bagisiklik sistemi sistematik bir sekilde g¢alisarak metastazi
onleyebilme kabiliyetine sahiptir. Tiimorlere 6zgii sitotoksik T lenfositleri (CTL) ve
aktive edilmis dogal 6ldiiriicti (NK) hiicreler tiimoérlerin yok edilmesinde énemli rol
oynar ve immiinoterapinin temelini olustururlar. Bu immiin hiicrelerinin timor
hiicrelerine kars1 aktiflesmelerinin ¢esitli yollart mevcutken, bu yollardan bir tanesi de
apoptotik 8liim yolaklarini aktiflestirmesidir. Ozellikle 6liim reseptorleri olarak bilinen
DR4 (TRAIL-R) ve DR5 (TRAIL-R2) gibi tiimér nekroz faktorii reseptdr iist ailesinin
(TNFRSF) f{iyelerinin tiimor hiicresi iizerindeki ekspresyon seviyelerini arttirip,

sitotoksik T ve dogal oldiiriicii gibi immiin hiicrelerinin bu reseptorlere baglanma



kabiliyetlerini arttirarak tiimor hiicrelerindeki apoptozu indiiklemektir (Khosravi ve
Esposti, 2004).



2. GENEL BILGILER

2.1. Kolorektal Kanser

Kolon ya da rektumdan koken alan kanserler Kkolorektal kanser olarak ifade
edilmektedir. Kolon ve rektum sindirim sisteminde gorevli ve kalin bagirsagi olusturan
yapilardir. Kolorektal kanserler (KRK) olusturduklar1 bolgeye gore kolon ya da rektum
olarak adlandirilsalar da bircok ortak 6zellige sahip olduklari i¢in ayn1 grup icerisinde
yer almaktadirlar. Kolon ve rektumun i¢ ylizeyi bir¢ok katmandan olugmaktadir.
Bunlar igten disa dogru mukoza, submukoza, kas tabakasi ve seroza olarak
siralanmaktadir (American Cancer Society, 2018). Kolorektal kanser bagirsagin
mukoza adi verilen en i¢ tabakada ortaya c¢ikar ve sonra diger yiizeylere dogru
bliylimeye baglar. Bagirsak iligkili bu malign hastalik siklikla hiicre biiylimesinin
kontroliinde rol oynayan kilit genlerde genetik degisiklikler biriktiren kolon epitel
hiicrelerinde gelismektedir (Kalluri ve Weingbeng, 2009) Kolorektal kanser
patogenezinde daha cok genomik ve epigenomik kararsizlik yer alirken, hiicre
cogalmasi, farklilasmasi, programli hiicre Oliimi, anjiogenez ve invazyon gibi
karsinogenezde kritik olaylar1 diizenleyen genlerin mutasyonlar1 ve bunun sonucu
degisen sinyal yolaklar1 da onemli yer tutar (Spilianakis ve ark., 2005). Ayrica
kolorektal kanser ¢ok adimli genomik hasarlar ile degisiklige ugramis hiicreler,
kanserojen iceren ¢evresel faktorlerden veya Helicobacter pylori dahil genotoksik

mikrobik patojenlerden de kaynaklanabilmektedir (Strofilas ve ark., 2012).

2.2. Epidemiyoloji ve Etiyoloji

Kolorektal kanserin geng bireylerde goriilme sikligi diisiik olsada 50 yas ve iizeri
bireylerde goriilme sikligi artabilmektedir (Howlader ve ark., 2012). Sosyal ve
ekonomik diizeyi gelismis llkelerde bu yas ortalamasi 70 olarak belirtilmistir.
Kolorektal kanser de en yiiksek insidans Avrupa, Kuzey Amerika ve Okyanusya
tilkelerinde bildirilirken; Giiney, Orta Asya ve Avrupa’daki bazi tilkelerde goriilme
siklig1 diisebilmektedir (Draft ve ark., 2013). Bununla birlikte Ispanya, Dogu Avrupa

ve Dogu Asya’daki bazi iilkeler daha 6nce diisiik riskli kisimda yer alirken yapilan son



arastirmalarda kansere yakalanma agisindan hizli bir artis kaydedilmistir. Bu artisa
sebep olabilecek etmenler arasinda bat1 yasam tarzi ve tilkelerdeki diyet diizenlerindeki
degisikliklere baglanmigtir. ABD ve diger yiiksek gelirli iilkelerde sigmoidoskopi ve
polipektomili kolonoskopi kullanimi ile tiimoériin erken teshis edilmesiyle insidans
stabilize olmus veya azalmaya basladigi tespit edilmistir (Kuipers ve ark., 2016; Zauber
2012). Turkiye’de kolorektal kanseri kadin ve erkeklerde en sik goriilen ilk bes kanser
arasinda yer almaktadir. Son 50 yilda yapilan ¢aligmalarda kolorektal kanser sebepli

Olumler kadinlarda diisiis gosterirken, erkeklerde bu oranin degismedigi belirtilmistir.

Yapilan calismalar sonucunda kolorektal kanser hastalifinin heterojen bir yapida
oldugu belirlenmistir. Dolayisiyla kolorektal kanser genetik, epigenetik ve gevresel
etmenlerden meydana gelebilmektedir (Dranoff ve ark., 2004; McLean ve ark., 2011).
Epidemiyolojik ¢aligmalarda hastalardan alinan 6ykii (anamnez) sonucunda kolorektal
kansere neden olan unsurlar inflamatuar bagirsak hastaligi, sigara ve asir1 alkol
tilketimi, asir1 islenmis kirmizi et tiiketimi, obezite ve diabetus mellitus olarak
saptanmigtir. Yeni ortaya konulan bulgulara gore Helicobacter pylori ve
Fusobacterium spp. gibi diger bulasici ajanlarin olusturdugu enfeksiyonlar kolorektal
kansere neden olabilmektedir (Strofilas ve ark., 2012). Yapilan aragtirmalara gore
kolorektal kanser riski ayn1 zamanda kalitsal faktorlerlede iliskilendirilmis ancak riski
belirleyen genetik faktorlerin tiimii tam olarak aciklanamamistir. Ayrica epigenetik
mekanizmalarda meydana gelen diizenlemelerinde kolorektal kanserin gelismesinde
onemli rolleri oldugu ortaya konulmustur. Epigenetik mekanizmalarda, ¢esitli kovalent
histon modifikasyonlar1 ve DNA’daki sitozin metilasyonu belirgin gen diizenleme
modlarin1 temsil etmektedirler (Plass ve ark., 2013). Kolorektal kanser de en ¢ok
arastirilan epigenetik mekanizmalar ise CpG adaciklarinda meydana gelen metilasyon
ve histon modifikasyonlaridir. Bununla birlikte kodlayici olmayan RNA’nin ifadesi
gibi epigenetik modifikasyonlara katkida bulunan farkli yollar da bulunmaktadir.
Epigenetik mekanizmalar, kanserdeki gen mutasyonlar1 kadar 6nemli olabilirler fakat

tiimor gelisimindeki rolii hentiz ¢ok fazla anlagilamamaistir.

Kolorektal kanser de tiimdr heterojenligine katkida bulunan faktorler, mutasyonlarin
varligi, genetik polimorfizmler, tiimoriin poliklonal bilesimi ve tiimor mikro ortaminin

(hiicre dis1 matriks, stromal hiicreleri ve bagisiklik hiicrelerinin) dengesinin saglanmasi



ile iliskilendirilebilir. Bu etkilesimler normal neoplastik olmayan hiicrelerin bilesimine
baglidir ve bu yiizden tiimdrlerin biyolojik davranislar1 kisinin genetik 6zelliklerine
bagli olarak degisebilmektedir. Tiim bunlara istinaden bu genetik ve genomik
varyasyonlarin fenotipik yapisi, diyet, hormonal degisiklikler, komorbiditiler vb. gibi
dis etmenler tarafindan da modifiye edilebilmektedir. Tiim bu faktorler gz oniinde
bulunduruldugunda kolorektal kanser de tek bir molekiiler degisikligin klinik 6neme
sahip olmadigi ancak ¢oklu bir degisikligin tiimdriin fenotipi ve agresifligini

degistirebildigi kanisina varilmaktadir (Hanahan ve Weinberg 2011).

2.3. Kolorektal Kanserin Molekiiler Temelleri

Kolorektal kanserin klinik belirtileri, molekiiler 6zellikleri, tedavilere duyarlilig1 ve
prognozu agisindan heterojen bir hastalik oldugu diistiniilmektedir. Kolorektal kanserin
patogenezi, histolojik farkliliklara neden olan hem genetik hem de epigenetik
degisiklikleri icermektedir ve en acik olarak Feoran ve Vogelstein tarafindan 6nerilen
adenom-karsinom dizisi modelinde ifade edilmektedir (Miliani de Marval ve Zhang.
2011). Bu modelde kolorektal kanserin patogenezi, normal mukozanin bir adenoma
dontisiimiine katkida bulunan genetik ve epigenetik degisikliklerin birikimini ve daha
sonra malingn bir evreye ilerlemesini saglayan asamali bir islem olarak aciklanmaistir.
Kolorektal kanserin olusumunda 6nemli {i¢ molekiiler yolak mevcuttur: Adenomatoz
Polipozis Coli (APC), SMAD4 ve TP53 gibi tiimor baskilayict genin
etkisizlestirilmesinden kaynaklanan somatik veya genomik dengesizlik; anormal DNA
metilasyonu, yanlis eslesme mutasyonlarinin neden oldugu DNA onarim kusurlari;
BRAF, RAS, fosfotidil inositol3- kinaz (PIK3) dahil olmak iizere onkojenik yollarin
asir1 aktivasyonudur (Markowitz ve Bertagnolli, 2009). Genel olarak bakildiginda bir
bagirsak hiicresinin kansere donilismesi icin iki temel Ozellige uymas: gereklidir.
Bunlar, baglangicta bagirsakta klonal genislemeye izin vermek i¢in segici bir avantaja
sahip genetik istikrarsizlik ve tiimor ilerlemesinden sorumlu genlerde multiple
mutasyonlarin meydana gelmesidir. APC geninin inaktivasyonu her iki durumu da
yerine getirmektedir (Folde, 2002). APC mutasyonlari kromozom kararsizligina yol
acabilmektedir. APC geni bozuldugu takdirde veya baska bir deyisle mutasyona maruz
kalmas1 Wnt sinyal yolaginin uzun stireli aktivasyonuyla sonuglanir (Polakis, 1997;

Kinzler ve ark., 1996). APC / Wnt / beta- catenin yolu hem sporadik hem de kalitsal



KRK karsinogenezinde onemli rol oynamaktadirlar. APC gen fonksiyonunun kaybi1
beta-cateninin asir1 miktada birikimine dolayisiyla niikleus proteinlerinin sentezinin
artmasina yol agarak hiicre ¢ogalmasiin artmasina ve apoptozun azalmasina neden
olmaktadir (Harvey ve ark., 2007). Yapilan ¢alismalarda kolonda meydana gelen ilk
adenom mutasyonundan APC geninin sorumlu oldugu ve bunu takiben KRAS ve
BRAF mutasyonlar1 araciligiyla adenoma biiylimesi gerceklestigi gosterilmektedir
(Tan ve Du, 2012). KRAS, bir GTPaz proteinidir ve proto-onkogen tarafindan
kodlanmaktadir. Ekson 2 ‘nin kodonlar1 12 ve 13 ’teki nokta mutasyonlari veya ekson
3’tin kodonu 61°deki mutasyonlar RAS sinyal yolunun kurucu aktivasyonuna yol
acabilir. Bu nedenle KRAS geninin genetik bozuklugu kolorektal kanseri dahil olmak
lizere bir¢ok kanserin gelisiminde énemli adimlardan birisi olmustur (Huncharek ve
ark.,, 1999). KRK vakalarmin biiyik bir kisminda KRAS mutasyonlarina
rastlanmaktadir (Morris ve ark., 2007). Raf genleri ailesinde ti¢ farkli serin / treonin
kinaz (ARAF, BRAF, RAF) bulunur. BRAF, KRAS ‘n RAS / RAF / MAPK
sinyalizasyon yolu i¢indeki efektoriidiir. BRAF gen mutasyonunun, KRK gelisimi ve
hastalarin kotii prognozu ile iliskili oldugu bildirilmistir (Fransén ve ark., 2004).
Onceki calismalara dayanarak BRAF gen mutasyonlar1 yaslanma disi, cinsiyet,
proksimal kolon yerlesimi, zayif farklilagma, miisin histolojisi, infiltre lenfositler ve
hastaligin ileri evresi ile iligkilendirilmistir (Li W Q ve ark., 2006; de 1a Chapelle A.
2009).

Kolorektal kanserin ilerlemesini tesvik eden genler arasinda hem sik mutasyonlar hem
de ilgili biyolojik fonksiyonlar i¢in TP53 geni 6nemli bir rol oynamaktadir. Bagirsak
epitelyum hiicresine 6zgii P53 genini inaktiflestirerek kullanilan farelerde sadece P53
kaybinin kolonda kanserojen yapinin baslamasina neden olmak i¢in yeterli olmadigi
ancak metastatik yayilim gosterdigi saptanmustir (Levine ve ark., 2009). TP53 geninin
bu etkisi tlimor baskilayict genin hiicre dongiisii diizenlemesi, apoptoz ve yaslanmadaki
kokli roliinden bagimsiz olarak bir fonksiyon araciligiyla kolon kanseri iizerindeki
islevini yerine getirdigini gostermektedir (Schwitalla S. 2012). TP53 geni biiylimenin
durmasi, apoptoz, DNA hasar1 ve strese verilen tepkiler oksidatif stres ve anormal
proliferatif sinyaller gibi farkli hiicresel siire¢lerin merkez regiilatorii olarak gorev
yapan dnemli bir tiimdr baskilayici gendir. TP53 protein fonksiyon bozukluguna bagli

adenomlari %25 *inden fazlasini ve KRK °li hastalarin %50 veya %70 *inde bildirilen



solid tiimorlerin ortak 6zelliklerini olusturur. TP53 mutasyonlar1 sporadik KRK
hastalarinin yarisindan fazlasinda bildirilmistir (Wu W ve ark., 2013). Bir¢ok calisma
fosfotidil-inositol-3 kinaz (PIK3) mutasyonlar1t KRK ‘deki islevini ortaya koymaktadir.
Yakin zamanda yapilan incelemelerde intestinal epitelyumde yapisal bir PIK3
ekspresyonuna dayali aktivasyonunun doku hiperplazisi ve invaziv mukus
adenokarsinomlarinin olusumuyla gosterilmistir (Leystra ve ark., 2012). Kolorektal
kanserde siklikla mutasyona ugrayan genlerden biriside TGF- B ailesidir. Bu yol
reseptor ile iliskili SMAD2 ve SMAD?3 “lin fosforilasyonu ile sonuglanmistir. TGF-y
ligandlarimin baglanmasinda aktive edilen iki membran reseptoriinii igermektedir.
SMAD2 ve SMAD3 sayesinde SMAD4 ‘i baglar ve bunun sonucunda molekiiler

kompleksin diizenlenmesini saglamistir.

APC/ B-

: K-Ras /B-Raf Smad4/TGF-B P53
catenin
-
Normal hiicre Erken Adenoma Adenoma Kanser Metastaz

Genomik Dengesizlik

Sekil 2.1. Epidermal hiicrelerin kanser hiicrelerine doniistimiindeki genomik

dengesizlik.

APC ve TP53 tiimor baskilayict genlerinin mutasyonu sonucunda inaktivasyonu, K-
Ras proto-onkogenlerin aktivasyonunun arttirilmasiyla sonuglanir ve bu mutasyonlara
kolorektal tiimorlerinde sik sik rastlanmaktadir (Sjoblom ve ark., 2006). Aktive edilmis
Ras genleri bir dizi farkli hiicre tipinde tlimor hiicresi hareketliligini, yayilmasini ve
hayatta kalmasini desteklemektedir. Tiimor hiicrelerinde metastaz olusumu 6lim
reseptorlerinin aktivasyonu ile baskilanabilir (Koshkina ve ark., 2007). Bu konuda en

1yi ¢aligilan 6liim reseptdrleri Fas (CD95) ve Tiimor nekroz faktorii ile iliskili apoptoz



indiikleyen ligand (TRAIL) reseptorleridir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda TRAIL
ve FasL’nin eksojen uygulamalarinda K-RAS mutasyonlu kanser hiicrelerinde
proliferasyonu arttirdigi gosterilmistir. Bu bulgular, K-RAS mutasyonuna ugramis
hiicrelerde endojen TRAIL provaziv bir roliiniin oldugu kesfedilmistir (Hoogwater ve
ark., 2010). Tiim bu molekiiler olaylar, hiicre biiyiimesinin kontroliiniin kaybina
miisaade eder, hiicre ¢ogalmasini ve hiicre sag kalimimi fazlalastirir, apoptozu
baskilayarak hiicre kontrol metabolizmasini bozabilir ve bdylece metastaz olusumunu
destekleyebilir. Kolorektal kanser de mezansimal gecis igin epitelyum hiicrelerini
aktiflestirir, anjiyogenez olusturur, bagisiklik sistemini farklilagtirir ve bagirsak

metobolizmasini bozmaktadir.

2.4. Hiicre Oliim Yolaklari

Viicudumuzdaki hiicre dliimleri ile hiicrelerin ¢ogalmasi arasindaki denge sistemik
acidan 6nem arz etmektedir. Hiicre 6liim ve yasam arasindaki bu denge; organlarin
gelisimi, dokularin yeniden bicimlenmesi, bagisiklik tepkisi ve tiimdriin bastirilmasi
icin temel bir kavramdir. Canlilarda hiicre 6liimleri dnemli hasarlar sonucunda (travma,
hipoksi, iskemi) olusabilir ancak ¢ogu zaman hiicre 6liimii belirli sinyal uyarilari
aracilifiyla programlanmig bir sekilde gerceklestirilir. Hiicre oliimiinde baslatict
sinyallerden kaynakli farklilardan dolay1 bir¢ok hiicre 6liim sekli goriilmesine ragmen,
hiicre oliimleri tipik olarak otofajik, nekrotik, programlanmis ve immiinolojik hiicre

6liimii olarak dort grupta incelenmektedir (Galluzzi ve ark., 2007).

2.4.1. Otofajik hiicre oliimii

Otofajik hiicre 6limii biiyiik hiicre i¢i vezikiillerin ortaya ¢ikmasi ve kendini yeme
mekanizmasinin birlesmesi ile karakterize edilmektedir. Otofaji, hiicre i¢i makro
molekiillerin ve organellerin bir kese igerisine alinarak lizozomlar aracilifiyla
parcalanip yok edilmesini saglamaktadir. Genel olarak otofaji; makrootofaji,
mikrootofaji ve saperon aracili otofaji olmak {iizere ii¢ farkli mekanizma ile
gerceklesmektedir. Makrootofaji hasarlt organellerin ve protein kalintilarinin
parg¢alanmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Mikrootofaji, lizozom zarinin i¢ tarafa

dogru ¢okmesi ile sitoplazmanin lizozom araciligiyla direkt olarak alinmasi ve



salgilariin lizozom iginde sindirilmesi isleminden sorumludur. Saperon aracili otofaji
yanlis katlanmis proteinleri ve yanlislikla meydana gelmis sitozolik proteinlerin bir
grubunu indirgeyerek islev yapmaktadir (Xie ve Klionsky, 2007). Otofaji, temel olarak
bir metabolik krize yani diisiik ATP seviyeleri, besin ve aminoasit yoksunluguna cevap
vermek, hasarli organelleri ya da protein agregatlarin1 uzaklagtirmak icin yapilan
hayatta kalma siirecini ifade etmektedir. Bu yolla organizmada anabolik ve katabolik
fonksiyonlar dengelenir ve hasarli organeller ortadan kaldirilmaktadir. Bir vakuol i¢ine
alinan hiicre i¢ci makro molekiillerin ve organellerin primer lizozomlarla kaynasip
parcalanmasi ile gergeklesen bir mekanizmadir. Sitoplazmanin bir kism1 ya da bir
organel ilk olarak endoplazmik retikulum hiicre disindaki membrana sarilir. Primer
lizozomlar bu yapiyla birlesir ve sekonder lizozom yani otofagozom denilen bir yap1
olusur ve hiicre hidrolitik enzimlerle parcalanir. (Lee ve ark., 2012). Yapilan
calismalarda otofaji mekanizmalarimin hiicre 6liimii i¢in kesinlikle gerekli oldugu
bircok &rnekle kanitlanmistir. Ornegin, Drosophila metamorfozu sirasinda midgut ve
titkkriik bezleri gibi eski dokulari, steroid hormonu ekzoninin tetikledigi bir siire¢ olan
biiyiik bir otofajik hiicre oliimiiyle gerilemektedir. Bu 6zel durumda, otofajik sinyal
yolunun genlerdeki bir eksiklik hiicre 6liim programini degistirir (Berry ve Baehrecke
2007; Denton ve ark., 2009). Ayrica diizensiz H-Ras aktivitesine cevap olarak otofajik
hiicre 6liimii de rapor edilmistir ve bu nedenle onkojenik transformasyonuna karsi
korunma mekanizmasini temsil edebilmektedir (Elgendy ve ark., 2011). Otofajinin
uyarilmasi, 6zellikle apoptotik islevleri hasara ugramis malign tiimorlerin alternatif
hiicre 6lim mekanizmast olarak ya da normal hiicrelerde kanser olusumunu
engellemede yararl olabilirler. Ayrica otofajik yolagin inhibe edilmesiyle anti-tliimor

tedavi rejimlerinin etkinligi arttirilabilecegi varsayilmaktadir.

2.4.2. Nekrozis

Nekrozis, programlanmamis bir hiicre 6liim sekli olup asir1 dissal strese bagli olarak
(yaniklar, soguk 1sirmasi, hipoksi ve giliclii mekanik stres) meydana gelen etkiler
sonucunda hiicre zarinin hemen yirtilmasiyla hiicre i¢i molekiillerin serbest kalmasiyla
iligkilidir. Nekroziste hiicreler siv1 alir, organeller siser ve plazma zar biitiinliigliniin
bozulmasi sonucunda hiicre patlar. Hiicrelerin 6liimii enflamasyona sebep olur.

Enflamasyon, immiin sistemde gorevli nétrofilleri ve makrofajlar1 nekrotik yapiya



yoneltir ve bu dokularin fagosite edilmesini saglar (Golstein ve Kroemer, 2007;
Nicotema ve ark., 2004). Solid tiimorlerin i¢ bolgelerinde yetersiz kan miktari
sonucunda olusan iskemik (hipoksi) kosullar sonucunda nekrotik hiicre Oliimleri
meydana gelebilmektedir (Kang ve ark., 2013; Chen ve ark., 2016). Ancak bazi
zamanlarda kanser vakalarinda nekrotik bir ¢ekirdegin gelisimi kemodireng ve
metastazlarin ortaya ¢ikmasiyla tiimor biliyiikliigiiniin artmasi ve tiimoriin ilerlemesi
gibi kotii prognoz ile iligkilendirilebilir (Tomes ve ark., 2003; Gatenby ve Gillies,
2004).

2.4.3. Apoptozis

Apoptozis biyolojik gorevlerini tamamlamis ya da DNA ’s1 hasar gérmiis hiicrelerin,
iligkili oldugu doku ve hiicrelere zarar vermeyecek sekilde ortadan kaldirilmasini
saglayan, c¢ok hiicreli canlilarda goriilen ve genlerle kontrol altinda tutulan programli
bir hiicre 6limiidiir. Apoptozis embriyonik donemden baglayarak yasam siiresince deri,
gastrointestinal ve immiin sistem gibi pek ¢ok sisteme ait dokularin devamliligi; mitoz,
hiicre 6limii ve apoptozis arasindaki denge ile saglanmaktadir. Apoptozis; homeostatik
mekanizmalar, bagisiklik sisteminin kontroliinde, tiimoriin  bastirilmasinda ve
enfeksiyon direncinde gereklilik teskil etmektedir (Khalila, 2015). Hiicre oliimii
bagisiklik sisteminden uygunsuz hiicrelerin ¢ikarilmasi, meme bezlerinde bulunan
kanallarin olusumu, yaslanma ile timus dejenerasyonu ve son olarak patojenlerin
yayilmasini Onlemek icin enfekte hiicrelerin ortadan kaldirilmasi dahil birgok
uygulanabilir fizyolojik islemlerden sorumludur (Henhanger ve ark., 1992). Apoptozis,
hiicre biiziilmesi, tomurcuklanmas1 ve kromatinin yogunlasmasi ile karakterizedir
(Kerr ve ark., 1972). Ayrica apoptozis kaspaz proteazlarinin aktivasyonuyla birlikte
meydana gelen hiicre 6liimii olarak da tanimlanabilmektedir (Galluzzi ve ark., 2012).
Anormal apoptozisin kanser baslangicinda, ilerlemesinde ve tedavi basarisizliginda
katkida bulundugu diisiiniilmektedir. Hiicre 6liim kontrol mekanizmalarinin genetik
odakl1 bir siire¢ olmasi kanser ve bircok farkli hastaliklarin arastirilmasinda énemli
gelismelere sebep olmus ve hiicre Olimiinii baglatan farmakolojik ajanlarin

gelistirilmesini kolaylastirmistir.
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Apoptotik hiicre 6liimii kaspaz ailesinin i¢sel ve dissal yollar1 olarak bilinen iki ayr1
ancak birlesik yoldan kronolojik olarak aktiflesmesiyle tetiklenmektedir. Igsel yollar
genellikle mitokondrial yol olarak bilinmektedir. Baskin olarak B hiicreli lenfoma (Bcl-
2) protein ailesi tarafindan kontrol edilmektedir. Bcl-2 protein ailesi apoptotik
fonksiyonlarna gore: Anti-apoptotik, pro-apoptotik ve BH-3 proteinleri olarak iig¢
gruba ayrilmaktadir (Bose, 2015). BH-3 proteinleri anti-apoptotik proteinlere
baglanarak onlarin inhibitorii gibi davranan protein ailesidir (Youle ve Strasser, 2008).
Pro-apoptotik molekiillerin apoptoziste gorev alan en 6nemli iiyeleri BAX, BAK ve
BOK iken, anti apoptotoziste etkili proteinlerin bazilar1 ise Bel-2, BelxL ve Mcl-1"dir.
Bcl-2, homoloji domainleri iceren BH3 proteinlerine drnek ise PUMA, NOXA, BIM,
BAD’dir. Bcl-2 protein ailesi programlanmig hiicre 6limii ve apoptozun kilit
diizenleyicisidir. Bu mitokondrial hiicre 6liimii iki asamalidir. Ilk olarak ¢ok fazla
uyaran apoptotik faktorlerin dis zardan salinmasina neden olur bodylece i¢ zarin
gradyenini bozarak mitokondrial gecirgenlikte bir artis meydana gelir. Bu tahribatin
tamami i¢ ve dis mitokondrial membranlarin birlesme noktasinda bulunan mitokondrial
gecis olarak adlandirilan gok proteinli bir kompleks tarafindan algilanir. Bel-2 protein
ailesi tarafindan diizenlenen apoptotik yolun baslatilmasi ve diger proteinlerle
arasindaki etkilesimler Bcl-2 protein ailesi tarafindan kontrol edilmektedir. BH3
domainleri, Bcl-2 proteinlerine baglanarak onu inhibe ederek BAX/ BAK ‘in
aktiflesmesine sebep olabilirler (Wang ve Youle, 2009). Aktiflesen BAX/ BAK
apoptotik faktorlerin sitozolik salimina izin vererek dis mitokondrial membran
gecirgenligine (MOMP) neden olmaktadir (Chipuk ve Green, 2008). MOMP, sitokrom
¢ ve ikinci mitokondri tiirevli kaspazlar (SMAC) mitokondrial intermembran aralik
proteinlerinin sitozolde salinmasini indiiklemektedir. SMAC kaspaz inhibitori X’e
bagli apoptoz protein inhibitoriinii bloke ederek (XIAP) sitokrom ¢ kaspaz kaskadini
aktive ederek apoptozise yol agmaktadir. Sitokrom c¢ apoptotik proteaz aktive edici
faktor 1 (APAF 1) ile etkilesime girerek kaspaz-9 ve apoptozom diizeneginin
aktivasyonuna yol agmaktadir. Aktive edilmis kaspaz-9 sirasiyla kaspaz-3 ve kaspaz-7
‘yi aktive ederek apoptozu tetiklemektedir (Enari ve ark., 1998).
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Sekil 2.2. Mitokondi tarafindan indiiklenen apaptosis. Mitokondrial yolak da BH3
domainleri, Bcl-2 proteinlerine baglanarak onu inhibe eder ve BAX/BAK ‘in
aktiflestirir. Mitokondri dis zar gegirgenligi bozulur ve sitokrom c salgilanir. Sitokrom

¢ APAFT 1 etkinlestirerek kaspazlarin indiiklenmesini saglar

Mitokondrial yolagin aktiflesmesinde gorevli bir diger protein ise; hiicrede olusan
oksidatif stres, UV radyasyonu, DNA kiriklar1 vs. neticesinde aktif olan ve
tiimorlesmenin Oniine gegen p53 proteinidir (Jin ve El-Deiry, 2005). p53 proteini
aktiflestikten sonra direkt olarak mitokondrial membrana ilerler ve anti-apoptotik
proteinler olan BCL-2 ve BCL-xL ile etkileserek onlari inaktif hale getirir. Bu etkilesim
pro-apoptotik molekiillerle kompleks olusturan ve membran gegirgenligini azaltan
BCL-2/BCL-xL proteinlerinin inhibisyonunu saglamakta ve zarda porlar agilmasini
desteklemektedir. Benzer sekilde p53 proteini pro-apoptotik olan BAK proteinine de
baglanabilir ve bu baglanma BAK’mn islevini kisitlayan anti-apoptotik MCL-1
proteinin kompleksten ayrilmasini saglar. p53 aktivitesinin bir baska 6rneginde ise
mitokondri iliskili p53 proteini saglikli hiicrelerde BCL-xL ile inaktif tutulur.
Apoptotik bir uyar1 sonucu niikleus iliskili p53, PUMA adi verilen bir proteini kodlar
ve bu protein BCL-xL ile etkilesime girerek mitokondri iliskili p53°lin serbest hale
gecmesine yardimcer olur (Vaseva ve Moll, 2009). Tiim bu olaylar mitokondride

bulunan apoptozis indiikleyici faktorlerin sitozole gegisi saglayarak apoptozisi tetikler.
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Dus yol (ekstrinsik) olarak bilinen reseptor aracili apoptoziste baslatici olarak bir 6liim
ligand1 ve bu liganda baglanan hiicre i¢i sinyal iletimini saglayacak 6lim reseptorleri
gerekmektedir. Oliim sinyallerini tutan bu reseptdrler timér nekroz faktorii reseptdrii
(TNFR) siiper ailesi grubunda yer almaktadir. TNFR iiyeleri normal ve malign dokular
iizerinde yaygin olarak ifade edilmektedir. Oliim reseptérleri olarak bilinen TRAIL-R1
(DR4), TRAIL-R2 (DRS5), TRAIL-R3 (DcR1), TRAIL-R4 (DcR2) ve osteoprotegerin
(OPG) ve Fas (CD95/APO-1) TNFR siiper ailesinde yer almaktadir (Askkenazi ve
Dixit, 1999). TRAIL proteini yalnizca TRAIL-R1 (DR4) ve TRAIL-R2 (DRS5) 6liim
resptorlerine baglanabilir. TRAIL-R3 (DcR1), TRAIL-R4 (DcR2) ve osteoprotegerin
(OPG) apoptotik sinyallerin iletilmesinde rol oynamaktadir. Oliim reseptdrleri
tarafindan iletilen sinyaller ¢esitli immiin hiicrelerde biliylime, farklilagma ve
sitokinlere kars1 olusturdugu tepki sayesinde bir¢ok biyolojik islemi diizenlemektedir.
Bu reseptorlerin neden oldugu apoptozis karaciger dahil c¢esitli dokular i¢in
homeostatik dengenin saglanmasinda ve dogal immiin hiicrelerin diizenlenmesinde
onemli rol oynamaktadir (Vesely ve ark., 2011). Bu yollar ayn1 zamanda igsel anti-
timor tepkisinden de sorumludur ve mutasyona ugrayan hiicrelerin ¢ogalmasini
engellemektedir. Bu Oliim reseptdrleri hem immiin yanitlart hem de apoptozisi
diizenlemedeki merkezi rolii ile kanser immiinoterapisi i¢in ¢ekici terapdtik hedefler

haline gelmistir.

Tiimor hiicrelerinde apoptozu indiikleyen ve immiin hiicrelerde ifade edilen TRAIL ve
Fas-L arasinda %28 ve %23 oraninda homoloji bulunmaktadir (Fulda ve ark., 2010).
TRAILve Fas-L trimerik formda optimal biyolojik aktivite gosteren tip II membran
proteinleridir. Her ikisi de ligandlarin ¢oziinilir versiyonlarini {ireten endopeptidazlar
ile ayrilmaktadir. Eliminasyon (bertaraf etme) sathasi kotii huylu olarak adlandirilan
hiicrelerin hem dogal hem de adaptif immiin hiicreler tarafindan perforin/granzim, Fas-
L/Fas ve TRAIL/DR aracili 6liim sinyal yolagina dayanmaktadir (Falschlehner ve ark.,
2009). Bu reseptorler hiicre disinin yiizeyinde ligandi tantyan 6zel bir bolge ve hiicre
icinde 80 amino asitlik “6liim bolgeleri” icermektedir. Ligand reseptorle etkilestiginde
sitozolik kisimda bulunan 6liim bolgeleri (DD) adaptor proteinlerin aktivasyonuna
yardimet olur. Oliim reseptoriiniin karsilik gelen ligand tarafindan uyarilmasiyla ayni

reseptor diger DD igeren proteinlerle homotipik etkilesimleri desteklemek icin
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sitoplazmik DD ’nii olusturabilmek i¢in oligomerizasyona ve konformasyonel bir
degisiklige ugrar (Guicciardi ve ark., 2009). Adaptér proteinleri Fas ve TRAIL
reseptOrlerinin yapisinda bulunan 6liim bolgeleri (FADD/TRADD) hiicre yiizey
reseptorleri ile birleserek 6liimii baslatan sinyal kompleksini (Death-inducing signaling
complex-DISC) olusturur. Bu durum ise pro-kaspaz-8’in aktiflesmesini saglar ya da
pro-apoptotik proteinler iizerinden efektor kaspazlar1 uyarabilir (Boatright ve Salvesen
2003). Aktif kaspaz-8’in kaspaz-3’ii aktive ettigi yol iki sekildedir. ilk olarak pro-
kaspaz-3, kaspaz-8 tarafindan direkt pargalanarak aktive edilir ya da ikinci bir yol
olarak kaspaz-8 sitokrom c¢ ‘nin mitokondriden sitoplazmaya gecebilmesi i¢in Bcl-2
proteinini Bid ve onun terminal kismina ayirir. tBid ve Bid (BH3 etkilesimli 6liim
agonisti) mitokondri membranina transloke oldugu goriiliir. Daha sonra mitokondrial
dis membran gegirgenligi azalir ve meydana gelen apaptozom kaspaz-9’u aktiflestirir.
Kaspaz-9, pro-kaspaz-3’ii pargalayarak kaspaz-3’i meydana getirir. Kaspaz-3 ise
kaspaz-6 ve kaspaz-7 aktiflestirerek apoptozisi gergeklestirir (Degterov ve ark., 2003).

2.4.4. immiinolojik hiicre 6liimii

Viicudumuzda yeni olusan neoplastik lezyonlarin ¢ogu konakg¢ir savunma sistemi
tarafindan reddedilmektedir. Neoplastik lezyonlarin benign veya malign bir tiimore
dogru ilerlemeden Once, proaktif bir anti-kansere karst immiin mekanizmasinin yer
aldig1 yaygin bir sekilde kabul edilmektedir (Yaacoub ve ark., 2016). Bununla birlikte,
yiiksek mutasyonel cesitlilige sahip hiicrelerden olusan ¢ok agresif neoplastik lezyonlar
durumunda; kontrolsiiz ¢ogalma ve anti-kanser immiin gdzetimine karsi1 konakci
savunma sistemlerinden kagabilen kanser hiicresi varyantlari olusabilmektedir.
(Whiteside ve ark., 2011; Poggi ve ark., 2014; Topfer ve ark., 2010). Bagisiklik
sisteminin kanserdeki rolii, ilk olarak 1909' da Ehrlich tarafindan ortaya atilmistir.
Ehrlich, bagisiklik sisteminin karsinomlarin  biiylimesini  baskilayabilecegini
diisiiniiyordu. Daha sonraki yillarda, Macfarlane Burnet ve Lewis Thomas, bagisiklik
sisteminin klinik olarak ifade edilmeden 6nce gelismekte olan kanseri ortadan kaldiran
tiimor hiicrelerine 6zgii neo-antijenlere karsi etkili bir immiinolojik reaksiyonu tesvik
etme kapasitesi olarak immiin-gozetim konseptini gelistirdiler. Hanahan, 2000 yilinda
bir tlimoriin gelisimi i¢cin gerekli olan alti kriteri belirlediginde, immiiniteden

bahsetmemisti. insanlarda bagisiklik kontroliiniin rolii, bagisiklik yetersizligi olan
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hastalarda kanser olusumunun arttig1 gozlemlendiginde fark edilmistir. Bununla
birlikte, melanoma, renal, akciger, pankreatik ve kolon kanseri gibi kanserlerin immiin
yetmezligi olan hastalarda goriilme siklig1 artmaktadir (Engels ve ark., 2011; Collett
ve ark., 2010). Sonrasinda Anti-timdr immiin gozetim kavrami Shankaran ve
arkadaslar1 tarafindan hayvan modellerinde gosterilmistir (Shankaran ve ark., 2001).
Immiingdzetim kavrami daha sonra bagisiklik sistemiyle tiimor arasindaki etkilesimleri
tanimlayan immiin sistem diizenleyici (Dunn ve ark., 2002) ¢alismalarla tamamlandi
ve sonu¢ olarak kanser hiicrelerinin bagisiklik gézetiminden kagtigi belirlenmistir.
Bagisiklik diizenleme (immiinoediting) teorisine gore, bagisiklik kagisi li¢ asamada
gerceklesir; bagisiklik sistemi tarafindan tiimor hiicrelerinin yok edilmesi ile immdiin
gozetim periyodu, tiimoriin ilerlemesi (bertaraf etme) ve klinik ifadeye izin veren,
denge durumuna karsilik gelen latent periodu ve kagis asamasidir. Anti-kanser immiin
gozetiminde Onemli rolii bulunan immiin hiicreler, transforme olmus hiicrelerin
biliylimesini engeller ve bunlarin ¢ogalarak zararli bir hal olusturmadan yok edilmesini
saglayabilmektedir (Aslan, 2010). Bagisiklik sistemi lenfosit T hiicreleri, dogal
oldiiriici (NK) hiicreler ve makrofajlardan olugmaktadir. Bagisiklik sistemi T alt
hiicresi olan Th1 ve Th2 hiicreleri tarafindan kontrol edilmektedir (Zhu ve ark., 2010).
Thl hiicreleri adaptif immiin yanitlarin koordine edilmesinde kritik bir rol
oynamaktadir. Bu gibi islemleri temel olarak sitokin ve kemokinler salgilayarak hedef
hiicreleri aktive ederler (Mosmann ve Coffman, 1989; Murphy ve Reiner, 2002). Th1
hiicreleri dogal immiin sistem tarafindan salgilanan interferon gama (IFN-y) ve IL-12
aracilifiyla farklilagsmaktadir. Bu farklilasmadan sonra Thl efektor hiicreler IFN-y,
TNF—a gibi sitokinler makrofaj, NK hiicreleri ve CD8+T hiicrelerini uyaran
proinflamatuar sitokinlerin {iretimi ile karekterizedir (Williams ve Bevan, 2007). Th2
hiicreleri humoral bagisiklig1 artiran interlokin IL-4 ve IL-10 gibi tip Il sitokinleri
salgilayarak (antikor bazli anti-timor yanit) bagisiklik sisteminde rol oynamaktadir

(Steinman ve ark., 1991).
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Viriislere, hiicre i¢i bakterilere ve tiimorlere karsi immiin korumada CD8* T hiicreleri
immiinopatoloji veya tliimorlere immiin aracili hasar olusturabilen, immiin tepkilerde
gorev yapmaktadir. CD8" T, CD4" T hiicreleri gibi timusta iiretilir ve T hiicre
reseptoriinii (TCR) eksprese eder. CD4* T ve CD8" T hiicreleri fonksiyonel olgunluga
ulagmak i¢in benzer farklilagma siirecine ugrar fakat enfeksiyona karsi edinsel immiin
cevapta farkli gorevler tistlenirler. CD8" T hiicreleri sitotoksik T hiicreler (CTL) olarak
adlandirilmaktadir. CD8" T hiicresi antijeni tanidiginda ve aktif hale geldiginde enfekte
hiicreleri ya da malign hiicreleri 6ldiirmek i¢in {i¢ ana mekanizmaya sahiptir. Birincisi
anti-tiimor ve anti-viral mikrobiyal etkileri olan sitokinlerin 6zellikle TNF-a ve IFN-y
‘nin salgilamasidir. Ikinci ana fonksiyon sitotoksik graniillerin iiretilmesi ve
salinmasidir. Bu graniiller perforin ve granzim igermektedir. Granzimler hiicre i¢indeki
proteinleri parcalayan, viral proteinlerin liretimini durduran ve sonucta hedef hiicrenin
apoptozisi ile sonuglanan serin proteazlaridir (Williams ve Bevan, 2007). Enfekte
hiicrelerin CD8" T hiicresi yikiminin tiglincli ana islevi Fas/FasL, TRAIL /TRAIL-R
etkilesimleridir. Aktive edilmis CD8" T hiicreleri hedef hiicre ylizeyindeki reseptoriine
baglanan (TRAIL-R) hiicre yiizeyindeki TRAIL’1 eksprese eder (Gimme ve ark.,
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2010). Bu baglanma sonucunda olusan sinyal molekiilleri kaspaz kaskadi

aktivasyonuyla sonuglanir ve hiicrenin apoptozuna yol acar.

Bagisiklik sisteminde diger bir sitotoksik etki dogal oldiiriicii (Natural Killer-NK)
hiicreler tarafindan gergeklestirilmektedir. Yapilan ¢alismalarda NK hiicrelerinin,
kolon ve meme kanseri gibi bircok insan kanser tiirlinde timdr hiicrelerinin
bliylimesinin inhibe edilmesi ve Oldiiriilmesinde 6nemli bir rol oynadigi ortaya
konulmustur (Vivier ve ark., 2008). NK hiicreleri bagigiklik sisteminin sitotoksik
hiicreleri olup ayni zamanda dogal ve adaptif bagisikliga 6nemli Olgiide katki
saglamaktadir. NK hiicreleri hiicre zarinin yiizeyinde bulunan inhibe ve aktive edici
reseptorleri sayesinde immiin siirveyansiyla alakali birgok gorev iistlenmektedir.
Normal kosullar altinda NK hiicreleri inaktif durumdadir. Ancak reseptorler
araciliiyla aktive edildiginde sitotoksik etkiler gdsterir ve tiimor hiicrelerini bu sekilde
oldiirebilir. Yapilan birgok hayvan deneylerinde, NK hiicreleri az gelismis farelerde
kanser oranlarinin digerlerine gore daha fazla oldugu gosterilmistir (Peng ve Tian,
2016). NK hiicreleri immiinomodiilator etkilerini iki kritik fonksiyon araciligiyla
gostermektedir. Birincisi NK hiicreleri malign bir doniisiim gecirmis veya enfekte
olmus hiicreleri dogrudan taniyip pargalayabilen lenfositlerdir (Zhang ve Huang,
2017). NK hiicrelerinin sitolitik islevi degraniilasyon ve 6liim reseptorii ligasyonu dahil
olmak iizere ¢esitli islemler araciligiyla baslatilabilir ve hastalikli ya da normal islevini
kaybetmis hiicrelerin yok edilmesini saglayabilir (Stabile ve ark., 2017). ikinci yol ise
NK hiicreleri aktivasyon sinyallerine cevap olarak c¢esitli enflamatuar sitokinler

iretebilir (Freeman ve ark., 2015).

2.4.4.1. NK hiicreleri, NKG2D reseptorii ve NKG2D ligand1

Son 20 yildir NK hiicrelerinin malign hiicreleri nasil tanidig1 ve ortadan kaldirmasini
saglayan mekanizmalarin anlagilmasinda biyiik ilerlemeler kaydedilmistir. Bu
calismalar sonucunda NK hiicre yiizeyinde immiin sistemi aktiflestiren veya inhibe
edebilen reseptorlerin bulundugu saptanmistir. NK hiicrelerini inhibe eden reseptor
ailesi, oldiirlicii immiinoglobulin benzeri reseptorler (Killer-cell immunoglobulin-like
receptors - KIR) veya Ig benzeri reseptorlerini (CD158), C tipi- lektin reseptorlerini
(CD94-NKG2A) ve lokosit inhibitor reseptorlerini (LIR1, LAIR1) icermektedir.
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Aktive edici reseptorler ise dogal sitotoksisite reseptorleri (Nkp46, Nkp44), C tipi-
lektin (NKG2D, CD94-NKG2C) ve Ig benzeri reseptorlerdir. Bunlardan en énemlisi
ise NK aktivasyonuna katilan hiicre yiizey reseptorii dogal oldiiriicii grup 2D
reseptoriidiir (Naturel Killer Group 2- NKG2D). NKG2D reseptorii hiicre zart disinda
C-tipi lektin benzeri tip Il transmembran glikoproteindir ve homodimer yapiya sahiptir.
Insan NKG2D geni kromozomun 12p13.2 ‘nin NKG2 gen kompleksinde bulunur. Bu
ailenin iyeleri; NKG2A, NKG2B, NKG2C, NKG2D, NKG2E ve NKG2F’dir.
NKG2A, B, C ve E %94-95 diizeyinde aminoasit homolojisi gdsterirken NKG2D
sadece %21 oraninda homoloji gostermektedir. NKG2C, NKG2D ve NKG2E aktive
edici 6zellige sahiptir. NKG2D, dogal katil T hiicreleri (NKT), CD8+T hiicreleri, y8T
hiicreleri gibi birgok hiicrede eksprese edilmektedir. Insan CD8+T hiicreleri NKG2D’yi
eksprese edebilirken, farelerde ise NKG2D ekspresyonunu sadece herhangi bir
patolojik aktivasyondan sonra diizenlemektedir. Farelerde NKG2D sinyallesme
kompleksinin iki adet izoformu bulunmaktadir. Kisa kol (NKG2D-S) izoformu 2
adaptor proteinine (DAP 10 /DAP 12) baglanabilirken, uzun kol (NKG2D-L) izoformu
DAP 10 ile etkilesime girebilmektedir. insanlarda ise sadece NKG2D-L izoformu
bulunur ve sadece DAP 10 ile birlesmektedir. DAP 10 ve DAP 12 farkli sinyallesme
basamaklar1 olusturmaktadir. DAP 10 disiilfid bag: ile bir homodimer olusturur ve
sitoplazmik alan1 fosforilasyondan sonra p85 alt iinitesini fosfotidilinisitol-3 kinazina
(PI3K) baglayan bir YINM motifine sahiptir. YINM motifi CD28’ in sitoplazmik
alaninda mevcuttur ve PI3K yolu T hiicrelerinin de kostimiilatér fonksiyonu ig¢in
kritiktir. Daha sonra DAP 10 VAV1 ile iliskilendirilen biiylime faktorii resptoriine bagli
2 proteinine (Grb2) baglanir. Béylece NKG2D reseptorleri NK hiicrelerini ve CD8" T
hiicrelerini gii¢lii bir sekilde aktive edebilir ve timdr hiicrelerine karsit immiin yanit
olusturabilir (Jamieson ve ark., 2002). DAP 10 adaptor proteini ile etkilesimler
sonucunda olusan NKG2D sinyalleri sitokin {iretimini saglamaktadir (TNF-a, IFN-y
gibi). NKG2D potansiyel olarak tehlikeli hiicrelerin taninmasinda ve ortadan
kaldirilmasinda dnemli rol oynamaktadir. NKG2D reseptorii tiimorlere, viral olarak
enfekte olmus hiicrelere ve organ nakillerine karsi immiin tepkilere aracilik ettigi
gosterilmistir. Bununla birlikte ¢cogu durumda NKG2D yalnizca enflamatuar bir
baglam meydana gelirse immiin hiicre aktivasyonunu gergeklestirebilir. Hem NK hem
de T hiicreleri i¢in genellikle NKG2D ‘nin etkinlik kazanabilmesi i¢in ikincil bir sinyal
gerekmektedir (Spits ve ark., 2013).
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NKG2D reseptoriiniin tiimore karst immiin yanittaki ana gorevi kanser hiicrelerinde
meydana gelen immiin kagis mekanizmasini kontrol etmektir. Kanser hiicreleri immiin
yanittan kacarken NKG2D ligandlarinin (NKG2DL) ekspresyonunu baskilayarak
islevini engellemektedir. NKG2D ve NKG2DL etkilesimleri tiimorlerin immiin
sistemden kac¢is mekanizmasinda onemli bir rol oynamaktadir. NKG2DL’ler yapisal
olarak polimorfik olan MHC smf I protein (MIC) ailesine benzerler. Insanlarda,
NKG2D ligandlar1t MICA, MICB ve glikozilfosfatidilinozitol (GPI) baglayici yiizey
molekiilii UL-16 baglayici protein olarak adlandirilan ULBP’dir. Yapilan ¢alismalarda
yedi adet MIC geni tanimlanmistir ve bunlardan MICA ve MICB islevsel olarak
eksprese edilen genlerdir (Bahram ve ark., 1994). MICA ve MICB insanlarda en
kapsamli ¢alisilan NKG2DL’ dir. NKG2D ligandi saglikli hiicrelerde ¢ok nadir
eksprese edilirler (Diefenbach ve Rautel., 2001). Viriisler araciligiyla enfekte edilmis
hiicreler ya da malign transformasyona ugramis hiicreler NKG2D ligandin1 eksprese
edebilirler. Bu ligandlar1 eksprese eden hiicreler NK hiicrelerine immiin sistemi
gozetleme konusunda etkin bir mekanizma saglamaktadir. NKG2D ligandlarinin
ekspresyonun fazla olmasi timor hiicrelerinin taninmasini kolaylastirir ya da
NKG2DL nin ekspresyonunun baskilanmasi tiimdrlerin immiin eliminasyon (bertaraf)
fazindan kagmasina ve boylece metastaza sebep olurlar (Salih ve ark., 2002). Kanser
immiinoterapisinde NKG2D / NKG2DL’larim1 hedef alan ¢ok sayida caligsmalar
yapilmistir. ilk olarak NKG2D ligandlari kanser hiicrelerinde direkt olarak
diizenlenmesi basit bir stratejidir. NKG2DL’lar1 ile yapilan in vivo deneylerde timor
olusumunu baskilayan bir¢ok tiimdr hiicre hattinda NKG2DL’er ektopik olarak
eksprese edilmistir (Cerwenka ve Lanier, 2001). Ornegin, All-Trans Retinoik Asit
(ATRA), D vitamini ve bazi histon deasetilaz inhibitorlerinin NKG2DL ekspresyonunu
arttirdigr ve kanser hastali1 icin yeni potansiyel tedavilerin ortaya c¢ikabilecegini
bildirmistir (Korrer ve Routes, 2015). Baz1 kemoterapétik ilaglar veya radyoterapiler
bir yan etki olarak DNA hasarma sebep olurlar dolayisiyla NKG2DL ekspresyonunu
arttirlar (Gasser ve ark., 2005).

Immiin sistem organizmalardaki tehlikeyi algilamak igin birgok sinyal molekiilleriyle

1 birligi igerisindedir. NKG2D ve NKG2DL’in bu sinyal molekiillerinin taninmasini

saglamak i¢in 6nemli bir katkis1 bulunmaktadir. Malign tiimorler ya da viriisle enfekte
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olan hiicrelerde MIC proteinlerinin up-regulasyonu NKG2D reseptorii araciligiyla bir
yanit olusturmaktadir. NKG2D ile yapilan arastirmalar sonucunda, NK hiicrelerinin
direkt olarak stres sinyallerine yanit verdigi ve NKG2D ligandlarinin ekspresyon
farkliliklarina gére immiin yanitta 6nemli rol oynadigi belirlenmistir (Boissel ve

ark.,2006).

e ® o NK hiicresi

umor hiicresi

Sekil 2.4. NKG2D reseptorii tiimor hiicresinde bulunan NKG2DL ile baglanarak NK

hiicreleri perforinler araciligtyla tiimor hiicresinin yok edilmesini saglar

2.4.4.2. NK hiicre sitotoksitesini kolaylastiran mekanizmalar

Insanlarda, T ve B hiicrelerinden sonra lenfosit populasyonunun 3. alt grubunu NK
hiicreleri olusturmaktadir. NK hiicreleri hem hiicresel sitotoksite gostererek hem de
sitokin ve kemokin salgilayarak dogal ve kazanilmis bagisiklik sistemi arasinda koprii
gorevi yapmaktadir. NK hiicreleri graniillerinde perforin, granzim A ve granzim B
molekiilleri bulunmaktadir. Bu molekiiller patojenlerin osmotik ve apoptotik olarak

oldiirtilmesinde katki saglamaktadir. NK hiicrelerinin sitolitik islevinin sitoplazmik
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kinazlarin kaskadlar1 gibi niikleustan bagimsiz oldugu diisiiniilmektedir. Dolayisiyla
NK hiicre sitotoksitesini diizenleyen molekiiler mekanizmalar iyi tanimlanmis ve ii¢
ana isleme ayrilmaktadir: Hedef hiicre tanima, hedef hiicre temasi1 ve immiinolojik
sinaps olusumu ve NK hiicre kaynakli hedef hiicrenin 6liimiidiir. Hedef hiicrelerin NK
hiicreleri tarafindan tanindig1 ve yikim i¢in uygun hastalikli hiicreleri nasil belirledigi
konusunda farkli mekanizmalar tanimlanmistir. NK hiicreleri hedef hiicreleri
tanidiklarinda onlarla litik immiinolojik sinaps olusumu ile direkt olarak etkilesime
girerken iki temel mekanizma ile NK hiicre aracili hedef hiicre 6liimiinii baglatirlar. flk
mekanizma ekstrinsik (dis yol) apoptotik yolagi baslatan hedef hiicrenin yiizeyinde
bulunan 6liim reseptorlerinin aktivasyonunu kapsar (Khosravi ve Esposti, 2004). Bu
reseptorler NK hiicrelerinde bulunan konjuge ligandlar Fas ligandi (FASL, CD95L) ve
TRAIL tarafindan aktive edilen TNF ile iligkili apoptozu indiikleyen ligand reseptorii
(TRAILR) ve Fas (CD95) igermektedir. Oliim reseptérlerinin yiizey ekspresyonu NK
hiicresi kaynakli IFN-y tarafindan hedef hiicrelerde ve aktivasyonlar1 bir¢ok pro-
apoptotik sinyalizasyon programim indiikleyebilir (Nagata ve Golstein, 1995). Oliim
reseptOrii st ailesi bu reseptorler ile kaspaz-8 ve kaspaz-10 dahil olmak iizere
apoptotik mekanizmay1 aktive etmesini saglayan bir sitoplazmik 6liim alaninin (DD)
kullanilmas: ile karakterize edilmektedir (Guicciardi ve Gores, 2009). Baslatici
kaspazlar, kaspaz-3 dahil olmak tizere bir IL1 doniistiiriicii enzim (ICE) siiper familya
proteazlarimin kaskadmni tesvik eder ve apoptozom olusumuyla sonuglanan
mitokondrial hasar ve sitokrom c salimimi indiiklemektedir. NK hiicre aracili
sitotoksitenin ana mekanizmasi litik molekiillerin hedef hiicre ligandlarina (NKG2DL)
baglanmasiyla olugmaktadir. NK hiicreleri bu molekiilleri immiinojenik sinaps zar
flizyonu ile hedef hiicreye iletilen sitolitik graniillerde depolamaktadir. Litik graniiller
igerisinde yer alan molekiiller arasinda 60-70 kDa gézenek olusturucu glikoprotein,
perforin, granzim, Fas-L, TRAIL ve granulosin olarak bilinen serin proteaz sinifi
bulunmaktadir. Granzim B ve perforin NK hiicreli litik graniillerin kritik bir bilesenidir
ve aspartik asit kalintilarindan sonra peptidleri parcalayanlar  olarak
siniflandirilmaktadir (Giurisato ve ark., 2007). Hedef hiicre i¢ine girdikten sonra
granzim B, kaspaz bagimli ve bagimsiz mekanizmalar yoluyla apoptozu
tetikleyebilmektedir. Granzim B apoptotik baslatici kaspaz-8’in yani sira kaspaz-3
dogrudan pargalayarak apoptotik yoldaki ¢oklu noktalarda kaspaz bagimli apoptozu
aktive etmektedir (Crowder ve El-Deiry, 2012). Ayrica granzim B kaspazdan bagimsiz
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olarak apoptozu indiikleyebilir ve pro-apoptotik proteinin Bid’in proteolitik boliinmesi
yoluyla mitokondriden sitokrom ¢ salimini indiikleyebilmektedir (Pinkoski ve ark.,

2001).

2.5. Tiimor Tedavisine Yaklasim

Kanser biyolojisini anlamada yeni tan1 ve tedavi stratejilerinin gelistirilmesinde dikkat
ceken gelismeler olmasina ragmen kanser hala 6liim nedenlerinin ana sebebi olmaya
devam etmektedir. Kanser tedavisinde uygulanan ¢ogu terapotiklerin amaci tiimoriin
metastazini engellemek ve apoptozu uyarmak i¢in uygulanmaktadir. Uzun yillardan
beri kanser tedavisinde yaygin olarak cerrahi, radyoterapi ve kemoterapi olmak iizere
tic biiyiikk yontem kullanilmaktadir (Miller ve ark., 2016). Radyoterapi veya
kemoterapotik birgok ajan kanser hiicrelerini Sldiirme kabiliyetlerinden dolayr bu
hastaligin tedavisinde oldukc¢a yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Bu yontemler hizla
boliinen hiicrelerin Oldiirtilmesinde etkilidir ve artan dozun miktarina gore bu
etkinlikleri artmaktadir. Ancak ¢ogu zaman kullanilan bu yontemler kanserli hiicreler
ile normal hiicreler arasindaki farki ayirt edemediginden kanserli hiicrelerle birlikte
normal saglikli hiicrelerinde biiylik hasara ugrama ihtimalleri bulunabilmektedir.
Dolayisiyla tedavi sirasinda veya sonrasinda birtakim agir yan etkiler ortaya
cikabilmektedir. Ayrica bir¢ok kanser bu tedavi yontemlerine kars1 direng olusturur ve
tedaviye yamiti etkisiz hale getirmektedir. Dolayisiyla, kanser tedavisinde

kullanilabilecek yeni terapotik ¢aligmalar biiyiik onem arz etmektedir.

Tiimor biyolojisinin ve tiimor immiinolojisinin timor mikro-ortam ile nasil etkilesime
girdiginin daha 1y1 anlasilmasiyla hedeflenen kanser terapotiklerinin yani sira immiin
terapotiklerinin de gelisimini arttirmigtir (Kaufmann ve Simon, 2015). APO2 Ligand
(APO2L) olarak adlandirilan tiimdér nekroz faktorii (TNF) ile iliskili apoptoz
indiikleyen ligand (TRAIL) insan hayati i¢in 6nemli olan saglikli hiicreleri korurken,
kanser hiicrelerini Oldiirme kapasitesinin kesfedilmesi anti-timor tedavilerinin
gelistirilmesinde {imit verici olmustur. TRAIL sitokinlerin TNF siiper ailesine aittir ve
iki eslenik 6liim reseptoriinden (DR), TRAIL-R1/ DR4 ve TRAIL-R2/ DRS5 birbirine
baglanarak hiicrelerde apoptozu indiikleyebilmektedir. TRAIL kesfinden bu yana ¢ok

sayida raporlar bu reseptorlerin timor baskilayici etkilerinin oldugunu ortaya
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cikarmistir. ik olarak cesitli tiimor hiicreleri birincil hiicrelerle karsilastirildiginda
TRAIL’ e kars1 hassasiyetlilik gosterir (Wiley ve ark., 1995; Griffith ve Lynch, 1998).
Ikicisi, rekombinant TRAIL proteinin (bir adenoviriis kullanarak TRAIL ¢ DNA
uygulanmasi) in vivo ve in vitro deneylerde tiimor hiicrelerinin elimine edilmesinde
oldukea etkili oldugu gézlemlenmistir (Cacan ve ark., 2015). Ugiinciisii T hiicreleri,
NK hiicreleri, B hiicreleri ve monositleri igeren ¢esitli hematopoetik hiicrelerin tip I ve
tip II interferon (IFN) ile uyarilmasi TRAIL ekspresyonunu indiikler ve anti-timor
aktivitesini baslatir (Kemp ve ark., 2004). Tiim bu etki mekanizmalara ek olarak
TRAIL ifadesi cesitli kanserlerde down-regiile edilir ancak TRAIL proteinin
restorasyonu yapildiginda kemoterapétik ilaglara karst in vitro ortamda duyarliligi

arttirdig1 saptanmistir (Cacan, 2017).

Primer timorlerin TRAIL ile etkili bir sekilde tedavi edilmesinde onemli bir engel
bulunmaktadir. TRAIL aracili tedavide genellikle tiimor hiicreleri TRAIL’e karst
direng mekanizmalar1 kazanmaktadir. Bazi c¢alismalarda kemoterapotik ilaglarin
birlikte uygulanmasinin kanser hiicrelerini TRAIL’in indiikledigi apoptoza karsi
duyarli hale getirdigi gosterilmistir (Cacan, 2017; Lim ve ark., 2011). Bununla birlikte
kemoterapoétikler, kanser hiicresi segiciliginden yoksundur ve hedef olarak normal
hiicreleri de oldiirerek insan viicuduna ciddi hasar veren etkilere sebep olmaktadir.
Dolayisiyla kemoterapotiklerle veya diger hassaslastirici bilesiklerle kombinasyon
halinde kullanildiginda TRAIL ’in tiimor hiicreleri i¢in spesifikligini gelistirerek bu
olumsuz sonuglarin ortadan kaldirilmas: distiniilmektedir. Esas olarak TRAIL ile
tedavi yaklagimlarinda 2 hedefleme yontemleri kullanilmaktadir. ik ydntem
gecirgenlik-tutma (EPR) etkisine dayali pasif hedefleme, ikincisi ise TRAIL i
hedefleyen antikor fragmanlari veya peptidleri kullanarak aktif hedeflemeyi

kapsamaktadir.
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2.6. Bortezomib ve Epirubisin

Bortezomib, ubiqutin-proteozom mekanizmasini etkileyerek kanserli hiicrelerin
Olmesini tetiklemektedir (Adams 2003). Ubiqutin-proteozom yolu hiicre ig¢indeki
hasarli, yanlis katlanmis ve kisa omiirlii proteinlerin yikiminda énemli roller oynayan
bir proteolitik yoldur. 26S proteozom, Okaryotik hiicrelerin ¢ekirdegi ve
sitoplazmasinda bulunan 19S diizenleyici ve 20S ana alt bilesenler tarafindan
olusturulan genis bir protein kompleksidir. 26S proteozomu, lizozomal olmayan temel
protein bozunum mekanizmasidir. Dolayisiyla 26S proteozomun inhibisyonu, protein
dongiistinii degistirerek hiicresel homeostatik iligkileri etkiler. 26S'nin engellenmesi
ayrica transkripsiyonel diizeyde ¢ok sayida hedef genin ekspresyonunu,
transkripsiyonun stabilitesini arttirarak degistirir. Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada
hiicre igerisindeki yanlis protein katlanmalar1 ve kisa Omiirlii proteinlerin hiicre
icerisinde birikmesi sonucu endoplazmik stres olusturdugu bununda immiinojenik
hiicre 6limiinii tetikledigi ortaya konulmustur (Rufo ve ark., 2017). Bir 6lim
reseptorliniin bir baska tiimore karsi apoptotik sinyale katkisi her tiimdr hiicresinde
farklilik gostermektedir. Bazi kanser hiicrelerinde ise DRS / DR4’lin indiikklenmesi
TRAIL kaynakli apoptozun bortezomib ile arttirildig:r gosterilmistir (Cacan ve ark.,
2015; Voortman ve ark., 2007). Bortezomib, TRAIL indiiklenmesinde kaspaz-3
araciliklt apoptozu aktive eder, hiicre dongiisiiniin engellenmesi ve adhezyon
molekiillerinde degisiklikler ve TRAIL direncininde iistesinden gelemektedir (Chen ve
ark., 2009). Cacan ve arkadaslarinin yaptig1 calismalarda ise proteozom inhibitdrleri,
timdr hiicrelerini sitotoksik T lenfositlerine karsi duyarlilagtirarak FAS ve TRAIL

aracili immunojenik apoptozu tetikledigi gézlemlenmistir (Cacan ve ark., 2015).
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Sekil 2.5. Bortezomib’in kimyasal birlesimi

Son yillarda anti-kanser ilaglari ile diger deoksiriboz niikleik asit (DNA) hedefli
molekiiller ve DNA arasindaki etkilesimlerin 6zelliklerine kars1 ilgi artmaktadir. Bazi
anti-kanser ilaglarimin DNA ile etkilesimleri ¢esitli tekniklerle incelenmistir. DNA
bolgelerinin taninmasint belirleyen bu faktorlerin, nicel bir anlayisi kemoterapide
uygulama i¢in yeni DNA hedefli molekiillerin rasyonel tasariminda ve DNA
hibridizasyonuna dayali biyoteknoloji araglarinin gelistirilmesinde Onemli yer
tutmaktadir. Bir anti kanser ilact olan epirubisin’in DNA’nin baz giftleri arasina
baglanarak DNA ve RNA sentezini engelleyen kompleks olusturmaktadir (Zhang ve
ark., 2014). Bu kemoterapotik ilag, ayn1 zamanda topoizomeraz II ile DNA'nin
kesilmesini tetikleyerek hiicre dliimiine yol acan mekanizmalar1 aktiflestirmektedir.
Epirubisin ayrica polimeraz aktivitesinide inhibe ederek gen ekspresyonunun
diizenlenmesini de etkiler ve DNA da serbest radikal hasar1 olusturma kabiliyetine
sahiptir (Moretti ve ark., 2013). Epirubisin, ameliyat sonrasi meme kanseri tedavisinde
diger kemoterapotik ilaglarla da kullanilabilen bir antrasiklin ajan olarak bilinmektedir.
Epirubisin, genis spektrumlu tiimor hiicrelerine karsi anti-tiimor etki gosterebilir.
Ancak spesifik olmayan bir kemoterapdtik ajan oldugundan uygun dozlarda
kullanilmadig1 takdirde yiiksek toksisiteye sebep olabilir. Yapilan calismalarda,
epirubisin’in tiimor hiicrelerinde immiinojenik bir markir olan kalretikulin salinimini
baslattig1 gozlemlenmistir (Obeid ve ark., 2007). Epirubisin, diger kemoterapdtik
ajanlarla kullanildiginda meme kanserindeki anti-tlimor etkisinin daha da arttigi
gozlemlenmistir (Wu ve ark., 2016; Nasr ve ark., 2014). Dolayistyla epirubisin’in yine
immiinojenik baska bir ajanla kullanilmasi, timér immiinojenitesini indiikleyecegini

ve immiinolojik hiicre 6liimiinii arttiracag: diistiniilmektedir.
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Sekil 2.6. Epirubisin’in kimyasal birlesimi

Anti-kanser ajanlarin kombinasyon uygulamalari karsinoma hiicrelerinin FAS ve
TRAIL reseptorleri araciligiyla apoptoza olan duyarliligt daha fazla arttirmaktadir
(Zhang ve ark., 2004). Ayrica kombinasyon tedavisi tiimore 6zgii CD8+ T hiicreleri
aracilikli timor hiicrelerinin 6ldiirilmesini 6nemli derecede arttirmaktadir. Sitotoksik
T hiicreleri veya NK hiicreleri tarafindan dldiiriilmesini gelistirmenin bir yolu da tiimor
hiicrelerinde 6liim reseptorlerinin ekspresyonunu arttirmaktir. TRAIL, NK hiicreleri ve
CD8* T hiicrelerinde eksprese edilmektedir ve tiimor hiicrelerini immiin sistem
tarafindan 6ldiirmek ve kanserli olmayan hiicrelere kars1 daha az sitotoksiteye sahiptir.
Ayn1 zamanda kanser hiicrelerinde apoptozu indiikleyen dogal bir mekanizmanin
pargasidir. Bortezomib ve epirubisin ‘in diisiik dozlarda ayr1 ayr1 ya da kombinasyon
seklinde kullanilmasi kolorektal kanser hiicreleri in vitro kosullarda NK ve y6 T
tarafindan pargalanmaya duyarli hale getirip getiremedigi ve bu  kombinasyonun

klinik konsantrasyonunun NK hiicrelerinin islevini dogrudan etkisi bilinmemektedir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu c¢alisma kapsaminda kullanilan HTC116 ve SW620 kolorektal kanser hiicre hatlari
Dr. Charlie Garnett-Benson (Georgia State University, Atlanta, GA, USA) tarafindan
saglanmistir. Normal kolorektal CCD18-Co hiicre hatti American Type Culture
Collection dan satin alinmustir. Bu hiicreler — 86 °C’dan ¢ikarilarak T75 flasklarda
kiiltiire edilerek 37°C inkiibasyona birakilmistir. Hiicreler yeterince ¢ogaldiktan sonra
tripsin ile muamele edilerek 96 kuyucuklu pleytlere aktarilmistir. Daha sonra
Bortezomib ve Epirubisin ayr1 ayr1 ya da kombinasyon seklinde farkli dozlarda
uygulanarak inkiibasyona birakilmistir. Farkli konsantrasyonlarda kullanilan bu
ilaglarin sitotoksik etkilerinin belirlenmesi i¢in Hiicre Canlilik Testi olan MTT
uygulanmistir. Ayrica mRNA izolasyonu yapilmistir. Total mRNA izolatlar1 cDNA ya
gevrilerek bazi genlerin ekspresyonlarin seviyelerine bakmak i¢in Real-Time PCR
deneylerinde kullanilmistir. Tiim bu deneyler en az tiger defa tekrarlanip bir Graphpad

programi kullanilarak analiz edildi.

3.1 Hiicre Kiiltirua

Normal kolorektal CCD18-Co hiicre hatt1 ile metastatik ozellige sahip kolorektal
kanseri HCT116 ve SW620 hiicre hatlar1 -86 °C ya da azot tankinda saklanmistir. Tim
hiicre hazirlama islemleri laminar kabinde (Esco class Il type A2), steril ortamda
gerceklestirildi. -86 °C’ dan ¢ikarilan hiicreler oda sicakliginda 2-3 dakika
bekletildikten sonra her hiicre hattina uygun media kullanarak flasklara ekim yapildu.
CCD18-Co ve SW620 hiicre hatlari i¢in %10 (v/v) Fetal Bovine Serum (FBS), %2
(v/v) Penisilin-Streptomisin (Biological Industries) ve %0,22 (wt/v) NaHCOs (Serva,
Almanya) ilave edilen katkili EMEM (Eagle's Minimum Essential Medium)
(Biological Indrustries) kullanildi. HCT116 hiicre hatt1 icin McCoy’s 5SA (Sigma)
medium hazirlandi. Konfluent hiicreler belirli yogunluga ulastiktan sonra pasajlandi.
Ik olarak T75 flasklarda bulunan hiicrelerin medium uzaklastirildi, PBS ile yikandi
daha sonra 37 °C'ye 1sitilan 3 mL tripsin (Biological Industries) flaska ilave edildi.
T75’lik flasklar yaklasik 2-3 dakika siireyle 37 °C inkiibasyona birakildi. Hiicreler
flasklardan ayrildiktan sonra 10 mL Onceden oda sicakligina getirilmis medium

eklendi. Serolojik steril pipetlerle yapilan pipetajdan sonra, flasklardaki hiicreler 50 mL
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falkon tiiplere aktarildi ve 2000 rpm'de 4 dakika santrifijlendi. Tripsin
uzaklastirildiktan sonra, hiicreler tekrar 10 mL medium igerisinde ¢ozdiiriildii ve hiicre
yogunlugu goz oniinde bulundurularak, istenen diliisyonlarda flasklara ekim yapildi.
Bir T75 flaskindaki toplam hacim 20 mL'ye tamamlandi. Hiicreler arasi yogunlugu
ayarlamak amaciyla hiicreler siirekli kontrol edildi ve 6lii hiicreleri uzaklastirmak igin
aralikli olarak mediumlari degistirildi. Hiicreler yeterli yogunluga ulastiginda ise sayim

yapilarak ilgili deneylerde kullanilmstir.

3.2. Hiicre canlihig1 dl¢iimii ve ICso degerinin belirlenmesi

Bortezomib (Woburn, MA, USA) ve epirubisin’in (Toronto Research Chemicals,
Kanada) ayr1 olarak ya da kombinasyon seklinde kiiltiire edilen normal ve kanserli
kolorektal hiicre proliferasyonuna olan etkilerini ve ICso degerlerini 6lgmek amaciyla
MTT [3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolium bromid] testi uygulandi.
Hiicreler farkli dozlarda bortezomib ve epirubisin’in ile ayr1 olarak ya da kombinasyon
seklinde 48 saat inkiibe edildikten sonra MTT (Serva. Almanya) test protokolii
uygulandi. Bu test MTT’yi mavi, ¢oziinmeyen formazan bilesigine doniistiirebilen
dehidrogenaz enzim aktivitesini 6lgmektedir. Uygulanan materyalin sitotoksik etkisi
nedeniyle hiicrede dehidrogenaz aktivitesinin etkilendigi durumlarda mavi renkli
formazan olugsmamakta, formazan olusumu, yalnizca aktif mitokondrinin bulundugu
canli hiicrelerde goriilmektedir. Bu ¢alismada spekrofotometre ile optik yogunlugun
Olglilmesiyle belirlenmistir. Hiicreler her kuyucuk i¢in 7.500 olacak sekilde 96
kuyucuklu pleytte 200 uL olacak sekilde ekildi. Onceden hazirlanan 12 mM MMT stok
soliisyonundan 10 pL almip her kuyucuga ilave edildi. Negatif kontrol olarak, yine
MMT stok soliisyonundan 10 pL alinip igerisinde sadece 100 pL media bulunan
kuyucuga ilave edildi. Hiicreler daha sonra 37°C'de 3.5 saat inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyondan sonra daha énceden hazirlanan 0.01 M SDS (sodium dodecyl sulphate)-
HCI ¢ozeltisinden 100 pL alinip her kuyucuga ilave edildi ve tekrar 37°C'de 4 saat
inkiibasyona birakildi. Daha sonra 6rnekler bir pipet yardimiyla karigtirildiktan sonra
570 nm'de absorbanslar1 okundu.

Sonuglar % hiicre inhibisyonu olarak rapor edildi, ¢oziicii ile muamele edilmis
hiicrelerin optik densitesi %100 olarak kabul edildi. Tiim maddeler hem normal hem

de kanser hiicre hattlart kullanilarak 3 kez test edildi. Test maddelerinin ICsg
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konsantrasyonlarinin (%50’sinin proliferasyonunun inhibe ettigi konsantrasyon)
belirlenmesi i¢in her bir test maddesinin belirli bir aralikta logaritmik olarak artan
konsantrasyonlarinin hiicreler iizerinde MTT yontemleriyle test edilmesi sonrasinda
elde edilerek absorbans degerlerinden hazirlanan standart egri lizerinden belirlendi.
MTT testi sonucunda asagida planlanan deneylerde kullanilacak optimum doz bu

sekilde hesaplandi.

3.3. Total mRNA izolasyonu ve Quantitif Ger¢ek-Zamanh Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (QRT-PCR)

Bu ¢alismada, kombinasyon muamelesinin immiinojenik hiicre dliimiinde gorev alan
baz1 genlerin ifadeleri lizerindeki etkileri quantitif gergek-zamanli polimeraz zincir
reaksiyonu (qRT-PCR) ile belirlendi. DR4 (TRAIL-R1), DR5 (TRAIL-R2),
NKG2D/NKG2DL immiinojenik hiicre 6liimiinde gérev alan onemli genlerdir. Bu
genlerin tiimor hiicrelerine uygulanacak kombinasyon muamelesi sonucu transkripti
nasil degistigini belirlemek amaciyla spesifik primerler kullanilarak qRT-PCR yontemi
uygulandi. Bu amagla oOncelikle hiicreler yukarida belirtildigi gibi bortezomib,
epirubisin ya da her ikisinin kombinasyonu ile 24 saat muamele edildikten sonra
hiicreler alimarak mRNA izolasyonu yapilmistir. Kullanilan uygun bortezomib,

epirubisin dozlar1 yukarida bahsedilen MTT deneyinin sonucuna gore belirlenmistir.

RNA izolasyonu ig¢in, T25 flasklara 750.000 hiicre ekildi ve hiicrelerin flaska
tutunmalar1 i¢in 24 saat inkiibasyona birakildi. 24 saat sonunda bortezomib ve
epirubisin ayr1 ayr1 ya da kombinasyon seklinde flasklara eklendi. Daha sonra 37°C 24
saat boyunca inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonu sonrasi medium hiicrelerden
uzaklastiridi ve pleytler soguk Phosphate Buffered Saline (PBS) (Sartorius, Almanya)
ile yikandi. Bu islem sirasinda hiicrelerin zarar gormemesine dikkat edildi. Hiicreler
daha sonra tripsin yardimiyla flasklarin yiizeyinden kaldirildi ve media eklenerek
falkon tiiplerine aktarild1 ve santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 biriken pelletin iizerine 1
mL QIAZOL lizis reaktifi (Qiagen-Almanya) ilave edili ve oda sicakliginda 5 dk alt-
iist edildi. Sonrasinda 1.5 mL lik steril ependorf tiiplerine aktarildi ve tlizerine 200 pL
kloroform (Amresco, ABD) eklenerek hafifge alt iist edildi. 12.000 rpm 4 °C, 15 dk
santrifiijlendi. Ust faz diger kisimlara karistirilmadan mikropipetle dikkatli bir sekilde
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almarak yeni steril eppendorflara aktarildi. Uzerine 500 uL izopropanol (Amresco,
ABD) eklendi. Hafif¢e alt-iist edilerek oda sicakliginda 15 dk inkiibe edildi ve
sonrasinda 12.000 rpm, 4 °C de 10 dk santrifiijlendi. Siipernatant dokiildii (dipte kalan
RNA) ve her eppendorfa 1 mL %75’lik ethanol (Isolab) ilave edildi. 3000 rpm’de 4 °C
5 dk santrifiij yapildi. Siipernatant dokiilerek pelletler kisa stireli kurumaya birakildi.
Son olarak RNA peletleri RNAaz-igermeyen saf steril su igerisinde ¢ozdiirtildi ve
konsantrasyonlar1 Multiskan Go cihazi kullanilarak olciildii. izole edilmis RNA
ornekleri RT-PCR deneylerinde kullanilana kadar —86 °C muhafaza edildi. RNA

kalitesini diisiirmemek i¢in yogun donma-¢6ziilme dongiileri dnlendi.

RNA izolasyonundan sonra qRT-PCR yardimiyla gen ifadeleri belirlendi. DR4, DR5
ve NKG2DL ekspresyonlart kontrol geni olan GAPDH oranina normalize edildi. RT-
PCR deneylerinde, WizPure gRT-PCR Master (Super Green) One-Strep Real Time
PCR kiti (Wizbiosolutions, Seongnam, Kore) kullanildi.

gRT-PCR reaksiyon kosullar1 su sekilde gerceklestirildi:
» (RT-PCR Master (Super Green) (10 ul, 1x),

10 uM forward primer (1 ul),

10 uM revers primer (1 ul),

RNA (<500 ng / reaksiyon),

RNaz bulunmayan su (20 ul'ye kadar).

YV V VYV V

Bir adimli Real Time RT-PCR kosullar1 yapildiktan sonra:
» Ters transkripsiyon i¢in (42- 55 C, 10-30 dakika, 1 dongii)
» Baslangi¢ denatiirasyonu (95 C, 5 dakika, 1 dongtii), daha sonra (95 C,
10- 30 saniye, 30- 45 dongii)
» Annealing (yapisma) (algilama, 55-68 C, 10-60 saniye, 30-45 dongii),
» Uzama (65- 95 C, 2-5 sn/ 1 dongii).

LightCycler kapiller (20 ul, Roche), Roche LightCycler 1.5 Instrument (Roche

Diagnostics GmbH, Mannheim, Almanya) ile birlikte kullanilmistir. Verileri elde

etmek i¢in Instrument yazilimi kullanildu.
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Tablo 1: gRT-PCR da gen ifadesini belirlemek amaciyla kullanilan primerler.
Forward: 5°- CTG AGC AAC GCA GAC TCGCTG TCC AC -3’
DR4 Reverse: 5°- TCA AAG GAC ACG GCA GAG CCT GTG CCA -3’
NBCI Accession: NM-003844.4

Forward: 5°- GGG AGC CGC TCA TGA GGA AGT T -3’
DR5 Reverse: 5’- GGC AAG TCT CTC TCC CAG CGT CTC -3°
NBCI Accession: AB014718.2

Forwad: 5’- TCT CGA CAC AGC TGG GAG ATG -3’
NKG2D Reverse: 5- GAC ATC TTTGCT TTT GCC ATC GTG -3’
NBCI Accession: AJ0016887-1

Forwad: 5’- ATG GAA CACA GCG GGA ATC A-3’
NKG2DL | Reverse: 5°- GCACTT TCC CAG AGG GCAC -3

NBCI Accession: NM0036104

Forward: 5°- AAG GTG AAG GTC GGA GTC AA -3’
GAPDH |Reverse: 5’- AAT GAA GGG GTC ATT GAT GG -3’

NBCI Accession: MKHE01000022.1

3.4. istatistiksel Analizler

[statistiksel analiz igin GraphPad Prism 8 yazilimi kullanilmustir. Kontrol ve ilag
uygulanan hiicrelerde gen ifadesinde meydana gelen degisimler, two-tailed t testi
(parametrik olmayan) kullanilarak karsilastirilmistir. Istatistiksel anlamliligin tanimi p

< 0.05 olarak se¢ilmistir. * p <0.05, ** p <0.005, *** p <0.0005.
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4. BULGULAR

4.1. Bortezomib’in normal ve tiimor kolorektal hiicre hatlari iizerindeki etkisinin

belirlenmesi

Bortezomib’in kullandigimiz hiicre hatlar1 tizerindeki sitotoksik etkisini gézlemlemek
icin artan konsantrasyonlardaki bortezomib (nanomolar aralikta), kolorektal kanseri
(HCT116 ve SW620) ve normal (CCD18-Co) kolon hiicre hatlarina uygulandi.
Bortezomib’in etki araligi her hiicre hatti i¢in ayri1 olarak belirlendi. Bortezomib
muamelesi kullanilan biitiin hiicre hatlarinda 5 nM lik konsantrasyona kadar minimum
bir sitotoksik etki olusturdu ancak 10 nM konsantrasyonda tiimdr hiicreleri tizerinde
etkili olmaya baslarken, normal hiicre hatlarinda hala minimum bir sitotoksik etki
olusturmustur (Sekil 4.1). Bortezomib 30 nM konsantrasyonda uygulandiginda, timor
hiicrelerin yaklasik %90 ni1 oOliirken, bu oran normal hiicre hattinda %350 olarak
gozlemlendi. Elde edilen sonuglar neticesinde, normal kolorektal hiicre hatlari {izerinde
minimum  sitotoksik etki gdsteren bortezomib’in 5 nM ve 10 nM Ik

konsantrasyonlarinin kombinasyon uygulamalarinda kullanilmasina karar verildi.
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Sekil 4.1. Artan bortezomib konsantrasyonlarinin normal ve tiimor kolorektal hiicre
hatlar1 tizerindeki etkisi. Hiicreler 24 saat inkiibasyona birakildiktan sonra, normal
(CCD18-Co) ve timér (HCT116 ve SW620) kolorektal hiicre hatlar1 0 ile 30 nM
konsantrasyon araliginda bortezomib ile muamele edildi. 48 saat inkiibasyondan sonra,
MTT testi uygulanarak yiizde inhibisyon oranlari hesaplandi. Spektrofotometrede
Olctimler 570 nM’de alinmis olup arkaplan ve tris-base okuma degerleri ¢ikarildiktan
sonraki degerler hesaba katilmistir. Bortezomib uygulamasinin (A) CCD18-Co, (B)
HCT116 ve (C) SW620 hiicre hatlari tizerindeki etkileri.

4.2. Epirubisin’in normal ve tiimor kolorektal hiicre hatlar iizerindeki etkisinin

belirlenmesi

Bortezomib i¢in uygulanan sitotoksisite testleri (MTT testi), ayn1 sekilde epirubisin
icin de uygulandi. Artan konsantrasyonlarda epirubisin uygulanan hiicreler iizerinde,
bu ilacin sitotoksik etkisi belirlendi (Sekil 4.2). Epirubisin muamelesi kullanilan
normal hiicre hattinda minimum sitotoksisiteyi 125 nM konsantrasyonda gdsterirken,

bu konsantrasyon HCT116 ve SW620 hiicre hatlarinda yaklasik %30 luk bir sitotoksik
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etki olusturmustur. Elde edilen verilerden 2000 nM lik konsatrasyonda hem normal
hiicreler hem de tiimor hiicrelerinin biiyiik bir kisminin 6lmiis oldugu gézlemlendi.
Dolayisiyla, normal hiicreler i¢cin minimum sitotoksik etkinin goriildiigii 125 nM ve
250 nM lik epirubisin konsantrasyonlarinin kombinasyon uygulamalarinda

kullanilmas1 uygun goriilmistiir.
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Sekil 4.2. Artan epirubisin konsatrasyonlarinin normal ve timor kolorektal hiicre
hatlar1 iizerindeki etkisi. Hiicreler 24 saat inkiibasyona birakildiktan sonra, normal
(CCD18-Co) ve tiimor (HCT116 ve SW620) kolorektal hiicre hatlar1 0 ile 2000 nM
konsantrasyon araliginda epirubisin ile muamele edildi. 48 saat inkiibasyondan sonra,
MTT testi uygulanarak yiizde inhibisyon oranlar1 hesaplandi. Epirubisin
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uygulamasinin (A) CCD18-Co, (B) HCT116 ve (C) SW620 hiicre hatlari tizerindeki
etkileri

4.3. Diisiik dozlardaki bortezomib ve epirubisin kombinasyon uygulamasinin

normal ve kolorektal tiimor hiicre hatlar lizerindeki etkisinin belirlenmesi

Minimum sitotoksik etkilerinden dolay1 yukarida segilen konsantrasyonlarda
bortezomib (5 nM ve 10 nM) ve epirubisin (125 nM ve 250 nM) kombinasyon halinde
hiicrelere uygulandi. Kombinasyon uygulamalarindaki sitotoksik etki, ilaclarin
kombinasyonda kullanildiklar1 konsantrasyonlarda ve tek baslarima uygulandiklar
durumdaki sitotoksik etkiyle karsilagtirildi. Kontrol amagl olarak kullanilan normal
CCD18-Co hiicrelerinde kombinasyon uygulamasi, bortezomib ve epirubisinin tek
basma uygulandigi durumlara gore kayda deger bir sitotoksisite olusturmadi (Sekil
4.3). Ancak tiimor hiicrelerinde 10 nM bortezomib ve 250 nM epirubisin kombinasyon
halinde uygulandiginda, bu tiimér hiicrelerindeki sitotoksik etkinin arttig1 gézlemlendi.
Bu calismadaki ama¢ kemoterapotik ilaglarin yiiksek konsantrasyonlarda uygulanip
timor hiicreleri iizerinde sisotoksik bir etki olugturmalarindan ziyade immiinojenik bir
hiicre 6liimiiniin baglatilmas1 oldugundan, 10 nM bortezomib ve 250 nM epirubisin

kombinasyon uygulamasinin sonraki ¢alismalarda kullanilmamasina karar verilmistir.
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Sekil 4.3. Bortezomib ve epirubisin kombinasyon uygulamasinin kolorektal hiicre
hatlar tizerindeki etkisi. Hiicreler 24 saat inkiibasyona birakildiktan sonra, normal ve
timor hiicre hatlar1 bortezomib, epirubisin ya da her ikisinin kombinasyonu ile
muamele edildi. 48 saat inkiibasyondan sonra, MTT testi uygulanarak ytizde inhibisyon
oranlar1 bir spektrofotometre yardimiyla 570 nM da o6l¢iim alinarak hesaplandi.
Kombinasyon uygulamasinin (A) CCD18-Co, (B) HCT116 ve (C) SW620 hiicre

hatlar1 Uzerindeki etkileri.

4.4. Bortezomib, Epirubisinin ve Kombinasyon Muamelesinin Bazi Immiinojenik

Genler Uzerindeki Etkilerinin Belirlenmesi

Kolorektal tiimor hiicreleri ve normal kolon hiicreleri 5SnM Bortezomib ve 125nM
Epirubisin ya da kombinasyonlar1 ile muamele edilerek DR4, DR5S, NKG2D ve
NKG2DL transkript ekspresyonlar1 belirlendi. Malign olmayan ve malign insan

hiicreleri  arasindaki  6lim  reseptorlerinin  ekspresyonundaki  degisiklikleri
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karsilastirmak i¢in normal olarak kabul edilen CCD18-Co hiicre hatt1 kullanildi. S6z
konusu genlerin transkript ekspresyon seviyeleri gRT-PCR ile 6lciildii. Oncelikli
olarak DR4 transkripsiyon seviyesine bakildi. Yapilan ila¢g uygulamasindan sonra
normal kolon CCD18-Co hiicre hattinda (sekil 4.4) DR4 transkripsiyon
ekspresyonunda herhangi bir degisiklik gézlemlenmezken, malign olan HCT116 ve
SW620 hiicre hatlarinda hem bortezomib ve epirubisin’in ayr1 olarak hem de
kombinasyon seklinde uygulanmasi sonucu DR4 ekspresyon seviyesinde anlamli bir
artis  gozlemlendi. Kombinasyon  uygulamasmi  bireysel  uygulamalarla

kiyasladigimizda DR4 ekspresyon seviyesinde bariz bir artisin oldugunu sdyleyebiliriz.
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Sekil 4.4. Bortezomib ve Epirubisin uygulamasindan sonra DR4 transkripsiyon
ekspreyonu. flag uygulamalar1 sonrasi, hiicreler toplandi, RNA izole edildi ve cDNA
ya doniistiiriildii. DR4 transkriptini hedef alan spesifik primerler kullanarak qRT-PCR
ile veriler elde edildi. Elde edilen veriler housekeeping gen olan GAPDH seviyesine
normalize edildi. Grafiklerdeki veriler birbirinden bagimsiz ii¢ deneyin ortalamasini
gostermektedir. Istatistik olarak student t test uygulandi, SEM *p<0.05. DR4
transkripsiyon seviyeleri (A) CCD18-Co, (B) HCT116 ve (C) SW620 hiicre hatlari.

Yine benzer bir ¢alismayla normal ve tiimorlii hiicrelerdeki DRS5 transkript seviyelerine
bakildi. DR4 ekspresyon seviyesinde gozlemdigimiz gibi normal CCDI18-Co
hiicrelerde DR5 transkript seviyesinde de anlamli bir degisim gozlenmedi ancak
HCT116 hiicrelerine baktigimizda bortezomib ve epirubisin’in ayri olarak hem de
kombinasyon seklinde uygulanmasi sonucu DR5 ekspresyon seviyesinde anlamli bir
artis oldugunu gozlemledik (Sekil 4.5). Yine HCT116 hiicre hattindaki kombinasyon
uygulamasini bireysel uygulamalara kiyasladigimizda DR5 ekspresyon seviyesinin
bariz ve anlaml bir sekilde arttigin1 gozlemledik. SW620 hiicre hattinda ilging olarak
sadece kombinasyon uygulamasi DR5 ekspresyon seviyesinde anlamli bir artis
meydana getirdi. Bu hiicrelerde her ne kadar bortezomib ve epirubisin DR5 ekspresyon
seviyesini arttirmig olsada bu artisin istatistiksel olarak anlamli olmadigim

gozlemledik.
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Sekil 4.5. Bortezomib ve Epirubisin uygulamasindan sonra DR5 transkripsiyon
ekspreyonu. 5SnM Bortezomib ve 125nM Epirubisin uygulamasindan sonra normal ve
tiimor hiicrelerindeki DR5 transkripsiyon seviyeleri. Ilag uygulamalari sonrasi,
hiicreler toplandi, RNA izole edildi ve cDNAya doniistiiriildi. DR5 transkriptini hedef
alan spesifik primerler kullanarak qRT-PCR ile veriler elde edildi. Elde edilen veriler
housekeeping gen olan GAPDH seviyesine normalize edildi. Grafiklerdeki veriler
birbirinden bagimsiz ii¢ deneyin ortalamasini gdstermektedir. Istatistik olarak student

t test uygulandi, SEM *p<0.05, **p<0.005 ve ***p<0.0005

Son olarak normal ve malign kolorektal hiicre hatlarindaki NKG2D ve NKG2DL
transkripsiyon seviyelerine bakildi. Elde edilen sonuglara gére; normal ve kolorektal
timor hiicrelerde NKG2D transkripsiyon ekspresyon seviyelerinde kayda deger bir
degisim gozlenmedi (Sekil 4.6A). NKG2D normal kosullarda immiin hiicreleri

tizerinde ifade edildiginden elde edilen sonuglarda bir anormallik olmadig1 sonucuna
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vartlmistir. NKG2DL ekspresyon seviyelerine bakildiginda, normal CCD18-Co hiicre
hattinda yapilan ilag uygulamalarinin NKG2DL transkripsiyon seviyesinde herhangi
bir anlamli degisiklik olusturmadigini ancak HCT116 ve SW620 tiimor hiicre
hatlarinda bortezomib ve epirubisinin kombinasyon seklinde kullanilmasi NKG2DL
transkripsiyon seviyesinde anlamli bir artis meydana getirdigini gézlemledik (Sekil
4.6B). Ilging olarak 5nM bortezomib ya da 125nM epirubisin tek baslarina
uygulandiklarinda herhangi anlamli bir artis gézlemlenememistir. Hatta epirubisin tek
basina uygulandiginda NKG2DL transkripsiyon seviyesinde bir azalisin meydana

geldigi ancak bunun istatistiksel olarak anlamli olmadig1 ortaya konulmustur.
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Sekil 4.6. Normal (CCD18-Co) ve timdr (HCT116 ve SW620) hiicrelerindeki (A)
NKG2D ve (B) NKG2DL transkripsiyon seviyeleri. 5nM Bortezomib ve 125nM
Epirubisin uygulamasi sonrasi, hiicreler toplandi, RNA izole edildi ve cDNAya
dontistiriildii. NKG2D ve NKG2DL transkriptini hedef alan spesifik primerler
kullanarak gRT-PCR ile veriler elde edildi. Elde edilen veriler housekeeping gen olan
GAPDH seviyesine normalize edildi. Grafiklerdeki veriler birbirinden bagimsiz ii¢

deneyin ortalamasimi gdstermektedir. Istatistik olarak student t test uygulandi, SEM

*p<0.05 ve **p<0.005.
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5. TARTISMA ve SONUC

Immiinoterapotik yaklasimlar metastatik kanser tedavisi icin iimit verici bir yontemdir.
Tiimore 6zgii sitotoksik T lenfositleri (CTL) aktive edilmis NK hiicreleri araciligiyla
kanser hiicrelerinin 6ldiiriilmesinde onemli rol oynar ve birgok immiinoterapinin
temelini olustururlar (Cheng ve ark., 2013). Sitotoksik T lenfositleri veya NK hiicreleri
tarafindan tiimdr hiicre 6liimiinii ger¢eklestirmenin bir yolu tiimdr hiicrelerinde 6liim
reseptorlerinin ekspresyonunu arttirmaktir. DR4 ve DRS tiimor nekroz faktorleriyle
iliskili apoptozisi indiikleyen ligandin (TRAIL) reseptorleridir ve bir¢cok tiimor
hiicresinde apoptozun baslatilmasi i¢in gereklidir. TRAIL, NK hiicrelerinde ve CD8+T
hiicrelerinde yiiksek oranda eksprese edilir. Ayrica timor hiicrelerinin immiin sistem
tarafindan Oldiiriilmesi, saglikli hiicrelere karsi daha az sitotoksite olusturmasi ve
kanser hiicrelerinde apoptozisi baslatmasi agisindan 6nemli bir mekanizmadir (Allen
ve El- Deiry, 2012). Bununla birlikte tiimor hiicrelerinin immiin sistem tarafindan
elimine edilmesi siklikla 6liim reseptdrlerinin hiicre ylizeyindeki ekspresyonunu
azaltabilir (Kyhalos ve ark., 2012). Bu nedenle 6liim reseptdrlerinin kanser hiicreleri
tizerindeki ekspresyonunun arttirilmas: CTL ve NK hiicreleri araciligiyla tiimoriin yok

edilmesine kars1 duyarlilig: arttirabilir.

Proteozom inhibitorii olan bortezomib, TRAIL aracili apoptozise karsi melanom
timorlerini duyarli hale getirdigi ortaya konulmustur (Shanker ve ark., 2008).
Bortezomib’in diger ajanlarla kombinasyon uygulamasi genis c¢apta caligilmustir.
Ancak bu calismalarin ¢ogu, dogrudan apoptozu indiiklemek amaciyla kombinasyon
tedavisinin sinerjik etkisine dayanmaktadir. Son yillarda yapilan ¢alismalar da anti-
kanser ilaglart DNA hedefli molekiiller ve DNA ile ila¢ arasindaki etkilesimlerin
elektrokimyasal ozelliklerine karsi ilgi artmaktadir. Bir anti-kanser ilac1 olan
Epirubisin DNA’nin baz ¢iftleri arasina baglanarak DNA ve RNA sentezini
engellemektedir. Epirubisin diger kemoterapik ajanlarla kullanildiginda anti-timor
etkiyi artirdigi bilinmektedir. Yaptigimiz bu tez ¢alismasinda bortezomib’in timor
hiicrelerine karsi sitotoksik etkisini gozlemlemek amaciyla MTT test protokolii
uyguland1. Elde ettigimiz bulgulara gére, bortezomib 5 nM lik konsantrasyona kadar
minimum bir sitotoksik etki olusturmustur ancak 10 nM konsantrasyonda tiimor

hiicreleri tizerinde etkili olmaya bagladigi gozlemmistir (Sekil 4.1). Bortezomib 30 nM
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konsantrasyonda uygulandiginda, tiimor hiicrelerin yaklasik %90 n1 dliirken, bu oran
normal hiicre hattinda sadece %50 olarak gézlemlendi. Epirubisin normal hiicre
hattinda minimum sitotoksisiteyi 125 nM konsantrasyonda gdsterirken, bu
konsantrasyon HCT116 ve SW620 hiicre hatlarinda yaklasik %30 luk bir orana
ulagmistir. Elde edilen verilerden 2000 nM lik konsatrasyonda hem normal hiicreler
hem de tiimor hiicrelerinin biiyiik bir kisminin 6lmiis oldugu gézlemlendi (Sekil 4.2).
Bu uygulamalara ek olarak kombinasyon konsantrasyonlarinda normal CCD18-Co
hiicrelerinde kombinasyon uygulamasi, bortezomib ve epirubisinin tek bagsina
uygulandigr durumlara gore kayda deger bir sitotoksisite olusturmadi (Sekil 4.3).
Ancak timor hiicrelerinde 10 nM bortezomib ve 250 nM epirubisin kombinasyon

halinde uygulandiginda, bu timor hiicrelerindeki sitotoksik etkinin arttig1 gézlemlendi.

Yapilan g¢alismalarda oliim reseptorleri (DR4, DR5) araciligiyla ve TRAIL’ in
kemoterapoétik ajanlarla sinerjistik sitotoksisite de dnemli rol oynadigi gosterilmistir.
Neoplastik bir ajan olan doksorubisin (antrasiklin) akut 16semide DRS5’ in ifadesini
arttirdigi ancak meme kanserinde DR4 ve DR5 ekspresyonunu degistirmedigi
belirlenmistir. Ayrica bir antrasiklin tiirevi olan epirubisin’in mesane ve prostat
kanserinde TRAIL aracili apoptozu arttirdigi gézlemlenmistir (Wen ve ark., 2000).
Yapilan klinik c¢alismalar bortezomib’in diger anti kanser ilaglariyla kombinasyon
halinde kullanilmasi kolon ve mide kanserinde tiimorlerin iizerinde inhibe edici
etkisinin oldugunu ortaya ¢ikarmistir (Fujita ve ark., 2007; Kozuch ve ark., 2008).
Bizim yaptigimiz ¢aligmada ise kolorektal kanser hiicrelerinde (SW620 ve HCT116)
epirubisin ve bortezomib’in ayr1 olarak ya da kombinasyon uygulamalarinda DR4 ve
DRS oliim reseptorlerinin transkript ekspresyonunu oOnemli Olciide arttirdigini

belirledik (Sekil 4.4 ve 4.5).

Bu tez ¢alismasinda diisiik ilag konsantrasyonlarini ayri olarak ya da kombinasyon
seklinde uygulayarak tedavinin immiin aracili apoptozise aracilik eden gen
ekspresyonu tlizerindeki etkisi arastirildi. Bortezomib ve epirubisinin diisiik dozlarda
ayri olarak ya da kombinasyon seklindeki uygulamasmin oliim reseptdrlerinin
ekspresyonunu arttirdigin1 ve tiimor hiicrelerinde bulunan NKG2D ligandlarinin
transkript ifadesinin arttigin1 ortaya koyduk. Calismamizda ilk olarak bortezomib ve

epirubisinin normal ve tiimdr kolorektal hiicre hatlar1 tizerindeki minimum sitotoksite
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etkili ilag konsantrasyonlarini ve elde edilen sonuglar neticesinde kombinasyon
tedavisinde kullanilacak olan uygun dozu belirledik (Sekil 4.1. ve 4.2.). Normal ve
timor kolorektal hiicrelerine belirledigimiz diisitk konsantrasyonlarda, bortezomib ve
epirubisini ayr1 olarak ya da kombinasyon seklinde uyguladik ve ilaglarin timor
hiicreleri lizerinde sitotoksik bir etki olusturmalarindan ziyade immiinojenik bir hiicre
6liimiiniin baslatilmasini hedefledik (Sekil 4.3). Total MRNA verileriyle tutarli olarak
bireysel tedaviler ya da kombinasyon tedavisi her iki kolorektal kanser hiicre hattinda
(SW620 ve HCT116) DR4 ve DRS o6lim reseptorlerinin transkript ekspresyonunu
onemli olgiide arttirdigini belirledik. Ancak normal kolon CCD18-Co hiicre hattinda
oliim reseptorlerinin transkripsiyon ifadesinde herhangi bir degisiklik gérmedik (Sekil
4.4 ve 4.5).

Tiimor hiicrelerinde 6liim reseptorleri ekspresyonunun artmast immiinolojik hiicre
Olimiinii baslatabilecegini diisiindiik. Bunu belirlemek amaciyla bortezomib ve
epirubisin diisiik konsantrasyonlarda malign olmayan ve malign hiicre hatlarina ayri
olarak veya kombinasyon seklinde uygulandi. Malign olmayan CCD18-Co hiicre
hattinda NKG2DL transkript ifadesinde anlamli bir artig goriilmedi. HCT116 ve
SW620 hiicrelerde ise kombinasyon uygulamasinin NKG2DL transkripsiyon

seviyesinde anlamli bir artig meydana getirdigini gozlemlendi (Sekil 4.6).

Bulgularimiz yaptigimiz ¢alismalara uyumlu olarak bortezomib ve epirubisin tedavisi
normal kolon hiicrelerinde 6liim reseptorleri ve NKG2DL transkript ekspresyonunu
degistirmedi. Ancak metastatik kolorektal kanser hiicre hatlarinda 61iim reseptdrlerinin
ve NKG2DL transkripsiyon ifadesinin dnemli dl¢lide arttirdigi gosterildi. Proteozom
inhibitorii ve epirubisin kombinasyonu kolorektal tiimorlere karst T hiicresi
reaktivitesini arttirmak amaciyla immiinoterapi ile Kombinasyon halinde kullanilmanin
kanser immiinoterapi yaklagimlarina katki saglayacagi fikri hasil olmustur. Dolayisiyla
bu ¢aligma kolorektal kanser hastalarina yonelik yapilacak olan immiinoterapi odakli

tedavi stratejilerinin gelistirilmesine onciiliik etmistir.

49



6. KAYNAKCA

Adams, J., 2003. The proteasome: structure, function, and role in the cell. Cancer Treat
Rev; 29 Suppl 1: 3-9.

Allen, J.E. ve El-deiry W.S., 2012. Regulation of the human TRAIL gene. Cancer Biol
Ther; 13 (12): 1143-51.

American Society of Clinical Oncology Position Statement on Addressing the
Affordability of Cancer Drugs., (2018). J Oncol Pract; 14 (3): 187-192.
Bahram, S., Bresnahan, M., Geraghty, D.E. ve Spies T., (1994). A second lineage of
mammalian major histocompatibility complex class | genes. Proc Natl Acad Sci

USA; 91 (14): 6259-63.

Ashkenazi, A. ve Dixit, V.M., 1998. Death receptors: signaling and modulation.
Science; 281 (5381): 1305-8.

Berry, D.L. ve Baehrecke, E.H., 2008. Autophagy functions in programmed cell death.
Autophagy; 4 (3): 359-60.

Boatright, K.M. ve Salvesen, GS., 2003. Mechanisms of caspase activation. Curr Opin
Cell Biol; 15 (6): 725-31.

Boissel, N., Rea, D., Tieng, V. ve et al., 2006. BCR/ABL oncogene directly controls
MHC class | chain-related molecule A expression in chronic myelogenous
leukemia. J Immunol; 176 (8): 5108-16.

Bose, K., 2015. “Proteases in Apoptosis: Pathways, Protocols and Translational
Advances”. Springer; 2.

Cacan, E., Greer, SF. ve Garnett-benson, C., 2015. Radiation-induced modulation of
immunogenic genes in tumor cells is regulated by both histone deacetylases and
DNA methyltransferases. Int J Oncol; 47 (6): 2264-75.

Cacan, E., Spring, A.M., Kumari, A., Greer, S.F. ve Garnett-benson, C., 2015.
Combination Treatment with Sublethal lonizing Radiation and the Proteasome
Inhibitor, Bortezomib, Enhances Death-Receptor Mediated Apoptosis and
Anti-Tumor Immune Attack. Int J Mol Sci;16 (12): 30405-21.

Cacan, E., 2017. Epigenetic-mediated immune suppression of positive co-stimulatory
molecules in chemoresistant ovarian cancer cells. Cell Biol Int;41 (3): 328-339.

Cerwenka, A. ve Lanier, LL., 2001. Ligands for natural Killer cell receptors:
redundancy or specificity. Immunol Rev; 181: 158-69.

Chen, D., Yu, J. ve Zhang, L., 2016. Necroptosis, an alternative cell death program
defending against cancer. Biochim Biophys Acta; 1865 (2): 228-36.

Chen, B, Liu, S., Wang, XL. ve et al., 2009. TRAIL-R1 polymorphisms and cancer
susceptibility: an evidence-based meta-analysis. Eur J Cancer; 45 (14): 2598-
605.

Cheng, M., Chen, Y., Xiao, W., Sun, R. ve Tian, Z., 2013. NK cell-based
immunotherapy for malignant diseases. Cell Mol Immunol; 10 (3): 230-52.

Chipuk, J.E. ve Green DR. (2008). How do BCL-2 proteins induce mitochondrial outer
membrane permeabilization? Trends Cell Biol; 18 (4): 157-64.

Collett, D., Mumford L, Banner N.R, Neuberger, J. ve Watson C., 2010. Comparison
of the incidence of malignancy in recipients of different types of organ: a UK
Registry audit. Am J Transplant; 10 (8): 1889-96.

Crowder, R.N. ve El-deiry W.S., 2012. Caspase-8 regulation of TRAIL-mediated cell
death. Exp Oncol; 34 (3): 160-4.

50



Degterev, A., Boyce, M. ve Yuan, J., 2003. A decade of caspases. Oncogene.; 22 (53):
8543-67.

Denton, D., Shravage, B., Simin, R. ve et al., 2009. Autophagy, not apoptosis, is
essential for midgut cell death in Drosophila. Curr Biol; 19 (20): 1741-6.
Diefenbach, A. ve Raulet, D.H., 2001. Strategies for target cell recognition by natural

killer cells. Immunol Rev; 181: 170-84.

Dunn, G.P, Bruce, A.T, lkeda, H., Old, L.J. ve Schreiber, R.D., 2002. Cancer
immunoediting: from immunosurveillance to tumor escape. Nat Immunol; 3
(11): 991-8.

Draft, C. ve et.al., (2013, 2015). Global, regional, and national age-sex specific all-
cause and cause-specific mortality for 240 causes of death, 1990-2013: a
systematic analysis for the Global Burden of Disease Study and Lancet; 385
(9963): 117-71.

Dranoff, G., 2004. Cytokines in cancer pathogenesis and cancer therapy. Nat Rev
Cancer; 4 (1): 11-22.

Elgendy, M., Sheridan, C., Brumatti, G. ve Martin, S.J. 2011. Oncogenic Ras-induced
expression of Noxa and Beclin-1 promotes autophagic cell death and limits
clonogenic survival. Mol Cell; 42 (1): 23-35.

Engels, E.A., Pfeiffer, R.M., Fraumeni, J.F. ve et al. 2011. Spectrum of cancer risk
among US solid organ transplant recipients. JAMA; 306 (17): 1891-901.
Falschlehner, C., Ganten, T.M., Koschny, R., Schaefer, U.ve Walczak, H. 2009.
TRAIL and other TRAIL receptor agonists as novel cancer therapeutics. Adv

Exp Med Biol; 647: 195-206.

Folde, R., 2002.”’Kolerektal Kanserde APC Geni.”’Eur J Cancer; 38(7): 867-71.

Fulda, S., Gorman, A.M, Hori, O. ve Samali, A., 2010. Cellular stress responses: cell
survival and cell death. Int J Cell Biol. 214074.

Fujita, T. ve et al., 2007. Antitumor effects and drug interactions of the proteasome
inhibitor bortezomib (PS341) in gastric cancer cells. Anti-cancer drugs.18:
677-686.

Fransén, K., Klintenis, M., Osterstrom, A., Dimberg, J., Monstein, H.J. ve Soderkvist,
P., 2004. Mutation analysis of the BRAF, ARAF and RAF-1 genes in human
colorectal adenocarcinomas. Carcinogenesis; 25 (4): 527-33.

Freeman, B.E., Raué, H.P., Hill, A.B. ve Slifka, M.K., 2015. Cytokine-Mediated
Activation of NK Cells during Viral Infection. J Virol; 89 (15): 7922-31.

Galluzzi, L., Vitale, I., Senovilla, L. ve et al. 2012. Independent transcriptional
reprogramming and apoptosis induction by cisplatin. Cell Cycle; 11 (18): 3472-
80.

Galluzzi, L., Zamzami, N., De la motte rouge, T., Lemaire, C., Brenner, C. ve Kroemer,
G., 2007. Methods for the assessment of mitochondrial membrane
permeabilization in apoptosis. Apoptosis.; 12 (5): 803-13.

Gasser, S., Orsulic, S., Brown, E.J. ve Raulet, D.H., 2005. The DNA damage pathway
regulates innate immune system ligands of the NKG2D receptor. Nature; 436
(7054): 1186-90

Gatenby, R.A. ve Gillies, R.J., 2004. Why do cancers have high aerobic glycolysis?
Nat Rev Cancer; 4 (11): 891-9.

Gavathiotis, E., Reyna, D.E., Bellairs, J.A., Leshchiner, E.S. ve Walensky, L.D., 2012.
Direct and selective small-molecule activation of proapoptotic BAX. Nat Chem
Biol. 8 (7): 639-45.

Golstein, P. ve Kroemer, G., 2007. Cell death by necrosis: towards a molecular
definition. Trends Biochem Sci; 32 (1): 37-43.

51



Guicciardi, M.E. ve Gores, G.J., 2009. Life and death by death receptors. FASEB J; 23
(6): 1625-37.

Giurisato, E., Cella, M., Takai, T. ve et al., 2007. Phosphatidylinositol 3-kinase
activation is required to form the NKG2D immunological synapse. Mol Cell
Biol; 27 (24): 8583-99

Hanahan, D. ve Weinberg, R.A., 2011. Hallmarks of cancer: the next generation.
Cell;144 (5): 646-74.

Harvey, B.J., Alzamora, R., Stubbs, A.K., Irnaten, M. ve Mceneaney, V., Thomas, W.,
2008. Rapid responses to aldosterone in the kidney and colon. J Steroid
Biochem Mol Biol; 108 (3-5): 310-7.

Hoogwater, F.J., Nijkamp, M.W., Smakman, N. ve et al., 2010. Oncogenic K-Ras turns
death receptors into metastasis-promoting receptors in human and mouse
colorectal cancer cells. Gastroenterology; 138 (7): 2357-67.

Howlader, N., Noone, A.M., Yu, M. ve Cronin, K.A., 2012. Use of imputed
population-based cancer registry data as a method of accounting for missing
information: application to estrogen receptor status for breast cancer. Am J
Epidemiol; 176 (4): 347-56.

Huang, Z., Peng, S., Knoff, J. ve et al., 2015. Combination of proteasome and HDAC
inhibitor enhances HPV16 E7-specific CD8+ T cell immune response and
antitumor effects in a preclinical cervical cancer model. J Biomed Sci; 22: 7.

Huncharek, M., Muscat, J. ve Geschwind, J.F., 1999. K-ras oncogene mutation as a
prognostic marker in non-small cell lung cancer: a combined analysis of 881
cases. Carcinogenesis; 20 (8): 1507-10.

Jamieson, A.M., Diefenbach, A., Mcmahon, C.W., Xiong, N., Carlyle, J.R. ve Raulet,
D.H., 2002. The role of the NKG2D immunoreceptor in immune cell activation
and natural killing. Immunity; 17 (1): 19-29.

Jin, Z. ve El-deiry W.S., 2005. Overview of cell death signaling pathways. Cancer Biol
Ther. 4 (2): 139-63.

Kalluri, R. ve Weinberg, R.A., 2009. The basics of epithelial-mesenchymal transition.
J Clin Invest; 119 (6): 1420-8.

Kang, T.B., Yang SH, Toth B, Kovalenko A. ve Wallach D., 2013. Caspase-8 blocks
kinase RIPK3-mediated activation of the NLRP3 inflammasome. Immunity; 38
(1): 27-40.

Kaufmann, T., Strasser, A. ve Jost, P.J., 2012. Fas death receptor signalling: roles of
Bid and XIAP. Cell Death Differ; 19 (1): 42-50.

Kelley, R.F., Totpal, K., Lindstrom, S.H. ve et al., 2005. Receptor-selective mutants of
apoptosis-inducing ligand 2/tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing
ligand reveal a greater contribution of death receptor (DR) 5 than DR4 to
apoptosis signaling. J Biol Chem; 280 (3): 2205-12.

Kemp, T.J., Moore, J.M. ve Griffith, T.S., 2004. Human B cells express functional
TRAIL/Apo-2 ligand after CpG-containing oligodeoxynucleotide stimulation.
J Immunol; 173 (2): 892-9.

Kerr, J.F.R., Wyllie, A.H. ve Currie, A.R., 1972. “Apoptosis: A basic biological
phenomenon with wide-ranging implications in tissue kinetics”. Br J Cancer;
26 (4), 239-57.

Korrer, M.J. ve Routes, J.M., 2015. Adenovirus serotype 5 E1A expressing tumor cells
elicit a tumor-specific CD8+ T cell response independent of NKG2D. Results
Immunol; 5: 1-5.

52



Kozuch, P.S. ve et al., 2008. Bortezomib with or without irinotecan in relapsed or
refractory colorectal cancer: results from a randomized phase Il study. J Clin
Oncol. 26: 2320-2326.

Kinzler, K.W. ve Vogelstein, B., 1996.”” Lessons from hereditary colorectal cancer.”’
Cell 87(2): 159-170.

Koshkina, N.V., Khanna, C., Mendoza, A., Guan, H., Delauter, L. ve Kleinerman,
E.S., 2007. Fas-negative osteosarcoma tumor cells are selected during
metastasis to the lungs: the role of the Fas pathway in the metastatic process of
osteosarcoma. Mol Cancer Res; 5 (10): 991-9.

Khalilia, W., 2015. “Hiicre Kiiltiiriinde Apoptozun Molekiiler Mekanizmalar1 Uzerine
Gama Radyasyonunun Etkileri,” Doktora Tezi, Biyoloji Radyobiyoloji,
Istanbul Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisi

Khosravi-far, R. ve Esposti, M.D., 2004. Death receptor signals to mitochondria.
Cancer Biol Ther; 3 (11): 1051-7.

Kuipers, E.J., Grady, W.M., Lieberman, D. ve et al., 2015. Colorectal cancer. Nat Rev
Dis Primers; 1:15065.

Kykalos, S., Mathaiou, S., Karayiannakis, A.J., Patsouras, D., Lambropoulou, M. ve
Simopoulos, C., 2012. Tissue expression of the proteins fas and fas ligand in
colorectal cancer and liver metastases. J Gastrointest Cancer; 43 (2): 224-8.

Labbe, K. ve Saleh, M., 2008. “Cell death in the host response to infection”. Cell Death
Differ.; 15, 1339-1349.

Lee, Y., Kim, J.H., Hong, Y., Lee, S.R., Chang, K.T. ve Hong, Y., 2012. Prophylactic
effects of swimming exercise on autophagy-induced muscle atrophy in diabetic
rats. Lab Anim Res.; 28 (3): 171-9.

Levine, A.J. ve Oren, M., 2009.”” The first 30 years of p53: growing ever more
complex.”” Nature Rev; 9: 749-758.

Leystra, A.A., Deming, D.A., Zahm, C.D. ve et al., 2012. Mice expressing activated
PI3K rapidly develop advanced colon cancer. Cancer Res; 72 (12): 2931-6.

Li, W.Q., Kawakami, K., Ruszkiewicz, A., Bennett, G., Moore, J. ve lacopetta B.,
2006. BRAF mutations are associated with distinctive clinical, pathological
and molecular features of colorectal cancer independently of microsatellite
instability status. Mol Cancer. 5:2.

Markowitz, S.D. ve Bertagnolli, M.M., 2009. Molecular origins of cancer: Molecular
basis of colorectal cancer. N Engl J Med; 361 (25): 2449-60.

Mihara, M., Erster, S., Zaika, A. ve et al., 2003. p53 has a direct apoptogenic role at
the mitochondria. Mol Cell; 11 (3): 577-90.

Miller, K.D., Siegel, R.L., Lin, C.C. ve et al., 2016. Cancer treatment and survivorship
statistics, 2016. CA Cancer J Clin; 66 (4): 271-89.

Miliani de marval, P.L. ve Zhang, Y., 2011. The RP-Mdm2-p53 pathway and
tumorigenesis. Oncotarget; 2 (3): 234-8.

Monstein, H.J., Fransén, K., Dimberg, J. ve Soderkvist, P., 2004. K-ras and B-raf gene
mutations are not associated with gastrin- and CCK2-receptor mRNA
expression in human colorectal tumour tissues. Eur J Clin Invest; 34 (2): 100-
6.

Moretti, E., Desmedt, C., Biagioni, C., Regan, M. M., Oakman, C., Larsimont, D. ve
Di Leo, A., 2013. TOP2A protein by quantitative immunofluorescence as a
predictor of response to epirubicin in the neoadjuvant treatment of breast
cancer. Future Oncol, 9(10), 1477-1487.

53



Morin, P.J., Vogelstein, B. ve Kinzler K.W., 1996. Apoptosis and APC in colorectal
tumorigenesis. Proc Natl Acad Sci USA.; 93 (15): 7950-4.

Morris, M., Platell, C. ve lacopetta, B., 2007. A population-based study of age-related
variation in clinicopathological features, molecular. Markers and outcome from
colorectal cancer. Anticancer Res; 27 (4C): 2833-8.

Mosmann, T.R. ve Coffman, R.L., 1989. Heterogeneity of cytokine secretion patterns
and functions of helper T cells. Adv Immunol; 46: 111-47.

Murphy, K.M. ve Reiner, S.I., 2002. The lineage decisions of helper T cells. Nat Rev
Immunol; 2 (12): 933-44.

Mclean, L., Yewchuk, L., Israel, D.M. ve Prendiville, J.S., 2011. Acute onset of
generalized pruritic rash in a toddler. Diagnosis: systemic allergic (contact)
dermatitis to nickel from ingestion of metal coins. Pediatr Dermatol; 28 (1): 53-
4.

Nagata. S.ve Golstein, P., 1995. The Fas death factor. Science; 267 (5203): 1449-56.

Nasr, M., Nafee, N., Saad, H. ve Kazem, A., 2014. Improved antitumor activity and
reduced cardiotoxicity of epirubicin using hepatocyte-targeted nanoparticles
combined with tocotrienols against hepatocellular carcinoma in mice. Eur J
Pharm Biopharm; 88 (1), 216-225.

Nicotera, P. ve Melino, G., 2004. Regulation of the apoptosis-necrosis switch.
Oncogene; 23 (16): 2757-65.

Poggi, A., Musso, A., Dapino, I. ve Zocchi, M.R., 2014. Mechanisms of tumor escape
from immune system: role of mesenchymal stromal cells. Immunol Lett; 159
(1-2): 55-72.

Polakis, P., 1997.”’The adenomatous polyposis coli (APC) tumor suppressor.’’
Biochim Biophys Acta 1332 (3): F127-147.

Plass, C., Pfister, S.M., Lindroth, A.M., Bogatyrova, O., Claus, R. ve Lichter, P., 2013.
Mutations in regulators of the epigenome and their connections to global
chromatin patterns in cancer. Nat Rev Genet; 14 (11): 765-80.

Rufo, N., Garg, A.D. ve Agostinis, P., 2017. The Unfolded Protein Response in
Immunogenic Cell Death and Cancer Immunotherapy. Trends Cancer; 3 (9):
643-658.

Salih, H.R., Starling, G.C., Brandl, S.F. ve et al., 2002. Differentiation of
promyelocytic leukaemia: alterations in Fas (CD95/Apo-1) and Fas ligand
(CD178) expression. Br J Haematol; 117 (1): 76-85.

Siegel, R., Ma, J., Zou, Z. ve Jemal, A., 2014. Cancer statistics. CA Cancer J Clin; 64
(1): 9-29.

Schwitalla, S., Ziegler, P.K., Horst, D. ve et al 2013. Loss of p53 in enterocytes
generates an inflammatory microenvironment enabling invasion and lymph
node metastasis of carcinogen-induced colorectal tumors. Cancer Cell.
23(1):93-106.

Shankaran, V., Ikeda, H., Bruce, A.T. ve et al., 2001. IFNgamma and lymphocytes
prevent primary tumour development and shape tumour immunogenicity.
Nature; 410 (6832): 1107-11.

Shanker, S., Hu, Z. ve Wilkinson, M.F., 2008. Epigenetic regulation and downstream
targets of the Rhox5 homeobox gene. Int J Androl; 31 (5): 462-70.

Spilianakis, C.G., Lalioti, M.D., Town, T., Lee, G.R. ve Flavell, R.A., 2015.
Interchromosomal associations between alternatively expressed loci. Nature;
435 (7042): 637-45.

Spits, H., Artis, D., Colonna, M. ve et al., 2013. Innate lymphoid cells--a proposal for
uniform nomenclature. Nat Rev Immunol; 13 (2): 145-9.

54



Stabile, H., Fionda, C., Gismondi, A. ve Santoni, A., 2017. Role of Distinct Natural
Killer Cell Subsets in Anticancer Response. Front Immunol; 8: 293.

Strofilas, A., Lagoudianakis, E.E., Seretis, C. ve et al. 2012. Association of helicobacter
pylori infection and colon cancer. J Clin Med Res; 4 (3): 172-6.

Sjoblom, T., Jones, S., Wood, L.D. ve et al., 2006. The consensus coding sequences of
human breast and colorectal cancers. Science; 314 (5797): 268-74.

Steinman, R.M., 1991. The dendritic cell system and its role in immunogenicity. Annu
Rev Immunol; 9: 271-96.

Tan, C. ve Du, X., 2012.” KRAS Mutation Testing in Metastatic Colorectal Cancer.”’
World J Gastroenterol; 18 (37): 5171-5182.

Topfer, K., Kempe, S., Muller, N., Schmitz, M., Bachmann, M., Cartellieri, M. ve
Temme, A., 2011. Tumor evasion from T cell surveillance. J Biomed
Biotechnol; 918471.

Tomes, L., Emberley, E., Niu, Y. ve et al., 2003. Necrosis and hypoxia in invasive
breast carcinoma. Breast Cancer Res Treat. 81 (1):61-9.

Obeid, M., Tesniere, A., Ghiringhelli, F., Fimia, G. M., Apetoh, L., Perfettini, J. L. ve
Kroemer, G., 2007. Calreticulin exposure dictates the immunogenicity of
cancer cell death. Nat Med; 13 (1), 54-61.

Van, houdt W.J., Hoogwater, F.J., De bruijn, M.T. ve et al., 2010. Oncogenic KRAS
desensitizes colorectal tumor cells to epidermal growth factor receptor
inhibition and activation. Neoplasia; 12 (6): 443-52.

Vaseva, A.V. ve Moll, U.M., 2009. The mitochondrial p53 pathway. Biochim Biophys
Acta;1787 (5): 414-20.

Vesely, M.D., Kershaw, M.H., Schreiber, R.D. ve Smyth, M.J., 2011. Natural innate
and adaptive immunity to cancer. Annu Rev Immunol; 29: 235-71.

Virgin, H.W. ve Levine, B., 2009. Autophagy genes in immunity. Nat Immunol; 10
(5): 461-70.

Vivier, E., Tomasello, E., Baratin, M., Walzer, T. ve Ugolini, S., 2008. Functions of
natural killer cells. Nat Immunol; 9 (5): 503-10.

Vleminckx, K., Wong, E., Guger, K., Rubinfeld, B., Polakis, P. ve Gumbiner, B.M.,
1997. Adenomatous polyposis coli tumor suppressor protein has signaling
activity in Xenopus laevis embryos resulting in the induction of an ectopic
dorsoanterior axis. J Cell Biol; 136 (2): 411-20.

Voortman, J., Checinska, A. ve Giaccone, G., 2007. The proteasomal and apoptotic
phenotype determine bortezomib sensitivity of non-small cell lung cancer cells.
Mol Cancer; 6: 73.

Wang, C. ve Youle, R. J., 2009. “The Role of Mitochondria in Apoptosis”. Annu Rev
Genet.; 43: 95-118.

Wang, S., ve El-Deiry, W. S., 2003. “TRAIL and apoptosis induction by TNF-family
death receptors”. Oncogene; 22, 8628-8633.

Wen, J., Ramadevi N., Nguyen, D. ve et al. 2000. Antileukemic drugs increase death
receptor 5 levels and enhance Apo-2L-induced apoptosis of human acute
leukemia cells. Blood. 3900 6.

Whiteside, T.L., Mandapathil, M., Szczepanski, M. ve Szajnik, M., 2011. Mechanisms
of tumor escape from the immune system: adenosine-producing Treg,
exosomes and tumor-associated TLRs. Bull Cancer; 98 (2), E25-31

Williams, M.A. ve Bevan, M.J., 2007. Effector and memory CTL differentiation. Annu
Rev Immunol; 25: 171-92.

Wu, WJ., Hu, K.S., Chen, D.L. ve et al., 2013. Prognostic relevance of BRD7
expression in colorectal carcinoma. Eur J Clin Invest; 43 (2):131-40.

55



Wu, W.J., Xue, X., Zhang, B. ve et al., 2016. Enhanced antitumor activity and
attenuated cardiotoxicity of Epirubicin combined with Paeonol against breast
cancer. Tumour Biol; 37 (9): 12301-12313.

Yaacoub, K., Pedeux, R., Tarte, K. ve Guillaudeux, T., 2016. Role of the tumor
microenvironment in regulating apoptosis and cancer progression. Cancer Lett;
378 (2):150-9.

Youle, R.J. ve Strasser, A., 2008. The BCL-2 protein family: opposing activities that
mediate cell death. Nat Rev Mol Cell Biol. 9(1): 47-59.

Zauber, A.G., Winawer, S.J., O'brien, M.J. ve et al., 2012. Colonoscopic polypectomy
and long-term prevention of colorectal-cancer deaths. N Engl J Med; 366 (8):
687-96.

Zhang, Y. ve Huang, B., 2017. The development and diversity of ILCs, NK cells and
their relevance in health and diseases. Adv Exp Med Biol. 1024: 225-4.
Zhang, H.G., Wang, J., Yang, X., Hsu, H.C. ve Mountz, J.D., 2004. Regulation of

apoptosis proteins in cancer cells by ubiquitin. Oncogene; 23 (11): 2009-15.

Zhu, J. ve Paul, W.E., 2010. Peripheral CD4+ T-cell differentiation regulated by
networks of cytokines and transcription factors. Immunol Rev; 238 (1):

Xie, Z. ve Klionsky, D.J., 2007. Autophagosome formation: core machinery and
adaptations. Nat Cell Biol; 9 (10): 1102-9.

56



7. OZGECMIS

Tokat’in Pazar ilgesinde 1984 yilinda dogdu. Ilkokulu 100. Y1l ilkégretim Okul’unda,
ortaokulu Seker Ortaokul’unda, liseyi Turhal Saglik Meslek Lise’sinde (2002)
tamamladi. 2004 yilinda saglik bakanlhigina Acil Tip Teknisyen’i olarak atandi ve
Istanbul ilinde goreve basladi. Tokat Gaziosmanpasa Universitesi Biyoloji
Boliim’iinden 2017 yilinda mezun oldu. 2017 yilinda Tokat Gaziosmanpasa
Universitesi Biyoloji ABD’da Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliim’iinde yiiksek
lisans yapti1. Tokat ilinde ATT olarak gorev yapmaktadir. Evli ve 2 ¢ocukludur.

57



