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OZET

Serdal, E. Tiimér Immiinitesinde WWOX Proteininin Rolii, Tekirdag
Namik Kemal Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Tiimér Biyolojisi ve
Immiinolojisi Anabilim Dah Yiiksek Lisans Tezi, Tekirdag, 2021. WWOX protein
ifadesi ¢ogu insan kanserlerinde siklikla kaybolur veya azalir. WWOX protein ifadesi
kayb1 iiclii negatif meme kanserlerinde sik goriilmektedir. Immiin sistem meme
kanseri gelisiminde, ilerlemesinde ve kontroliinde aktif rol oynamaktadir.
Programlanmis hiicre 6liim ligand1 1 (PD-L1), immiin sistemden kagisa katilan 6nemli
immiin kontrol noktas1 molekiiliidiir. PD-L1 c¢esitli immiin hiicrelerde ve meme
kanseri de dahil olmak tlizere bir¢ok farkli tiimor tiplerinde ifade edilir. STAT3, PD-
L1 ifadesinin diizenlenmesinde 6nemli rol oynar. PD-L1’in, JAK aracili STAT3
fosforilasyonu ve aktivasyonu nedeniyle meme kanseri hiicre hatlarinda ifadesi
yiiksektir. Kanser hiicrelerinde STAT3 sinyal yolagi, IFN-y'nin atipik bir sinyal
ileticisi olarak aktive edilir. WWOX proteini IL-6 / JAK2 / STAT3 sinyal iletim yolag1
tizerinden kanser hiicrelerinin biiyiimesini ve metastazini STAT3'e bagli olarak
baskilamaktadir. WWOX'un asir1 ifadesi bazal meme kanseri hiicrelerinde STAT3
aktivitesini inhibe eder. Tim bu bulgular, WWOX'un PD-L1 ifadesinin
diizenlenmesinde olasi bir rol oynayacagini ve boylece meme kanserinin ilerlemesinde
ve metastazinda potansiyel bir baskilayici olarak gorev yapacagin géstermektedir. Bu
tezin amact WWOX un MDA-MB-231 insan ti¢li negatif meme kanseri hiicrelerinde
bazal diizeyde vel/veya IFN-y ile uyarilmis PD-L1 ifadesi iizerindeki etkilerini
arastirmaktir. MDA-MB-231 hiicrelerinde WWOX'u asir1 ifade etmek igin gegici
transfeksiyonlar gergeklestirildi. Wwox proteininin agir1 ifadesi western blot ile
degerlendirildi. PD-L1 ifadesi flow sitometri sistemi ile analiz edildi. IFN-y
uygulanmamis, WWOX ifade eden hiicrelerde WWOX ifade etmeyen hiicrelere gore
istatistiksel olarak anlamli artmig PD-L1 ifadesi saptand: (p=0,05). Bu bulgulara ek
olarak, IFN-y uygulanmis, WWOX ifade eden hiicrelerde WWOX ifade etmeyen
hiicrelere gore istatistiksel olarak anlamli artmig PD-L1 ifadesi saptandi (p=0,05).
Sonug olarak, WWOX ifade etmeyen MDA-MB-231 hiicreleri ile karsilastirildiginda
MDA-MB-231 hiicrelerinde WWOX ifadesinin arttirilmasi IFN-y varliginda veya
yoklugunda PD-L1 ifadesini anlamli olarak azaltmaktadir.

Anahtar Kelimeler: WWOX, programlanmis hiicre 6lim ligand1 1, IFN-y, immiin
sistem.
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ABSTRACT

Serdal, E. The Role of WWOX Protein in Tumor Immunity, Tekirdag
Namik Kemal University Institute of Health Sciences, Department of Tumor
Biology and Immunology, Master Thesis, Tekirdag, 2021. WWOX protein
expression is often lost or reduced in most human cancers. Loss of Wwox protein
expression is common in triple negative breast cancers. The immune system plays an
active role in the development, progression and control of breast cancer. Programmed
cell death ligand 1 (PD-L1) is an important immune checkpoint molecule involved in
escape from the immune system. PD-L1 is expressed in a variety of immune cells and
many different tumor types, including breast cancer. STAT3 plays an important role
in the regulation of PD-L1 expression. PD-L1 is overexpressed in breast cancer cell
lines due to JAK-mediated STAT3 phosphorylation and activation. The STAT3
signaling pathway is activated as an atypical signal transmitter of IFN-y in cancer cells.
WWOX suppresses growth and metastasis of cancer cells through the IL-6 / JAK2 /
STATS3 signal transduction pathway, depending on STAT3. Overexpression of
WWOX inhibits STAT3 activity in basal breast cancer cells. All these findings suggest
that WWOX can play a possible role in the regulation of PD-L1 expression and thus
act as a potential suppressor in the progression and metastasis of breast cancer. The
aim of this thes is to investigate the effects of WWOX on PD-L1 expression at basal
level and / or IFN-y stimulated in MDA-MB-231 human triple negative breast cancer
cells. Transient transfections were performed to overexpress WWOX in MDA-MB-
231 cells. Overexpression of the WWOX protein was assessed by western blotting.
PD-L1 expression was analyzed by flow cytometry system. A statistically significant
increase in expression of PD-L1 was found in cells expressing WWOX compared to
cells not expressing WWOX (p=0.05). In addition to these findings, a statistically
significant increase in expression of PD-L1 was found in cells expressing WWOX in
IFN-y treated cells compared to cells not expressing WWOX (p=0.05). As a result, the
increase of WWOX expression in MDA-MB-231 cells significantly decreased PD-L1
expression levels in the presence or absence of IFN-y compared to MDA-MB-231 cells
not expressing WWOX.

Key words: WWOX, programmed cell death ligand 1, IFN-y, immune system.
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1. GIRIS

Kanser, diinya genelinde 6nde gelen 6liim nedenlerinden biridir. Meme
kanserinin akciger kanserinden sonra en sik goriilen ikinci kanser oldugu tahmin
edilmektedir (1,7 milyon vaka, %11,9), ancak nispeten olumlu prognozu nedeniyle
6liim nedeni olarak 5. siradadir (522.000, %6,4) (Ferlay ve dig. 2015).

Immiiniteden sorumlu gesitli hiicreler ve proteinler immiin sistemi olustururlar
ve kendinden olmayan maddelere kars1 etkileri immiin yanit olarak bilinir (McComb
ve dig. 2019). Bir patojen konak sisteme saldirdiginda, immiin sisteminin iki farkli,
fakat birbiriyle iliskili iki yanit1 aktif olmaktadir. Bunlar; spesifik olmayan/dogustan
gelen ve spesifik/adaptif immiin yanittir. Bu sistemlerin her ikisi de konagin yabanci
maddeleri tanimasini ve bunlar etkisiz hale getirmesini, yok etmesini veya metabolize
etmesini saglayan belirli fizyolojik mekanizmalara sahiptir (Tomar ve De 2014).
Immiin diizenlemenin sadece tiimér gelisimini dnlemeyi degil, ayn1 zamanda gelisen
tiimdrlerin immiinojenitesini sekillendiren aktif bir siireci meydana getirdigi kabul
edilmektedir (Kuby ve dig. 2003).

Timor hiicreleri immiin kontrolden kagabilir ve smirsiz bir sekilde ¢ogalarak
klinik olarak belirgin tiimorlere yol agabilir. Bu immiin kontrolden kagisa, azalmis
Immiin tanima, immiin hiicreleri tarafindan saldiriya karsi artan direng veya bir
bagisiklik baskilayici tiimor mikrogevre gelisimi gibi ¢esitli mekanizmalar aracilik
edebilir (Mittal ve dig. 2014).

Tiimor baskilayict genler, DNA hasar1 veya onkogenler gibi hiicresel sinyaller
tarafindan aktive edilir. Hiicre dongiistinlin durmasi ve apoptoz dahil olmak iizere
hiicrelerdeki ¢ekirdek stres tepkilerini yonetir (Chaffer ve Weinberg 2015). Bu tiimor
baskilayici genler genellikle mutasyona ugrayarak islevlerinde kayiplar veya
ifadelerinde azalmalar meydana gelir. Meydana gelen diger genetik degisikliklerle
birlikte bu siire¢ hiicresel ilerlemeyi kanserli bir duruma sokabilir (Weinberg 2014).

WWOX tiimdr baskilayict geni kromozom 16q23°de bulunmaktadir. Timor
baskilayict WWOX geni meme kanserinde yaygin olarak degistirilen yaygin bir
kirllgan bolge olan FRA16D'yi kapsar (Aldaz ve Hussain 2020). WWOX kodlama
dizisi i¢indeki delesyonlar meme kanseri vakalarinin %80'ine varan oranlarda

gozlenir, bu da onu bu tiimdr tipindeki en yaygin genetik degisikliklerden biri yapar.



WWOX geninin meme kanserinde rol oynadigi bilinmektedir. WWOX proteini hiicre
cogalmasini inhibe eder ve timor biiylime oranlarini azaltir (Chang ve dig. 2018).

Kanserlerde immiin kontrol noktalar1 genellikle tiimor hiicreleri tarafindan
adaptif bir kagis mekanizmasi olarak kullanilmaktadir (Pardoll 2012). Kesfedilen
immiin kontrol noktalar1 arasinda programlanmis hiicre 6lim proteini 1 (PD-1) ve
programlanmis hiicre 6liim ligandi1 1 (PD-L1) arasindaki etkilesim, kanserde kritik bir
immiin baskilayict mekanizma olarak tanimlanmistir. Tiimor hiicreleri, immiin kontrol
noktas1 tepkisini ortaya g¢ikarmak i¢in T hiicreleri lizerindeki PD-1 reseptorii ile
etkilesime giren PD-L1 yiizey ifadesi seviyelerini attirarak immiin gézetiminden kagar
(Dong ve dig. 2002; Chen ve Han 2015).

Interferon-y (IFN-y), CDS8-T hiicrelerinin iglevini baskilayan ve tiimor
biiyiimesini kolaylagtiran PD-L1'in ifadesini arttirir (Xiao ve dig. 2009). Insan
melanoma, akciger ve meme kanserleri hiicrelerinden gelen ve hiicre dis1 vezikiillerde
cogunlukla eksozomlar seklinde immiinosupresif PD-L1 bulunur ve seviyeleri bazi
hiicrelerde IFN-y'lar tarafindan yiiksetilir (Chen ve dig. 2018a). Tiimérlii yapilarda
tedavi etkinligini artirmak i¢in PD-L1 aracili immiin kagis sisteminin daha iyi
anlasilmasi gerekir.

STATS, tiimor aracili immiin baskilanmanin giiglii bir diizenleyicisidir (Wang
ve dig. 2018a) ve PD-L1 ifadesinin diizenlenmesinde de 6nemli rol oynar (Sasidharan
Nair ve dig. 2018). WWOX proteini IL-6 / JAK2 / STAT3 sinyal iletim yolagi
tizerinden kanser hiicresi biiylimesini ve metastazi STAT3'e bagl bir sekilde
baskilamaktadir. WWOX 'un asir1 ifadesi bazal meme kanseri hiicrelerinde STAT3
aktivitesini inhibe eder (Chang ve dig. 2018). STAT3 sinyal yolagi, IFN-y'nin atipik
bir sinyal ileticisi olarak aktive edilir.

Tiam bu bilgiler, WWOX'un PD-L1 ifadesinin diizenlenmesinde olas1 bir rol
oynayacagint ve bdylece meme kanserinin ilerlemesinde ve metastazinda potansiyel
bir baskilayici olarak gorev yapacagint gostermektedir. Bu tez amact WWOX’un insan
tiglii negatif meme kanseri hiicrelerinde bazal diizeyde ve/veya IFN-y ile uyarilmis PD-

L1 ifadesi iizerindeki etkilerini arastirmaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser Hiicreleri

Hiicrelerin kontrollii biiylimeleri ve boliinmeleri hiicre ylizeyinden aldiklari
sinyal ile gergeklesir. Hiicre boliinmesinin baglayabilmesi i¢in besin ve yiizey alani
uygunlugunun saglanmasi gerekmektedir, eger sartlar uygunsa hiicre biiyiimeye ve
boliinmeye baglar. Bu siire¢ hiicrelerin birbirlerine temas etmeleri ile son bulur, bu
duruma temasa bagli biliylimenin durmast (kontakt inhibisyon) denir. Hiicrede
herhangi bir hasar olmasi1 durumunda biiyiimesi ve bolinmesi durdurulur. Hasarin
onarilmasit halinde hiicre yasamim1 devam ettirir. Fakat hasar onarimi
gerceklestirilemezse hiicre programli hiicre Oliimiine (apoptoza) gonderilir veya
immiin sistem hiicreleri hasarli hiicreyi yok eder.

Kanserli hiicreler hiicre yiizeyinden normalden c¢ok daha fazla sinyal
gonderirler. Kanserli hiicrelerde otonom sinyal iletimi sayesinde kontrolsiiz ¢cogalma
meydana gelir, hiicre boliinmesi durdurulamaz ve sonug¢ oOlarak kanserli hiicreler
biiyiimeye ve ¢ogalmaya devam eder. Kanser hiicreleri besin kaynagi olarak glukozu
kullanir, ihtiyag duyduklar1 besin ve oksijen kaynagi i¢in kendilerine ait yeni damar
sistemi olusturabilirler, apoptozdan kagabilirler ve metastaz yapabilirler.

Kanser hiicreleri viicutta siirekli olarak bulunurlar. immiin sistemi olusturan
hiicreler kendisine yabanci olan ve hastalik olusturan bu hiicreleri taniyarak yok
ederler. Son yillarda degisen yasam tarzimiz ve aliskanliklarimiz nedeniyle kanser
goriilme siklig1 endise verecek diizeyde artis gostermektedir. Bir¢cok kontrol noktasi
bulunmasma ve hasar onarim mekanizmalari olmasina ragmen kanser insanlar
arasinda yiiksek siklikta goriilmektedir(de Visser ve dig. 2006). Kanserin zamanla
gelisimi canli organizma icin biiyiik bir tehdit olusturmaktadir.

Amerikan Kanser Dernegi, kadinlar1 en ¢ok etkileyen kanser tiirlerinin meme,
kolorektal, endometrial, akciger, servikal, deri ve ovaryum kanserleri oldugunu
bildirmistir. Amerikan Kanser Dernegi, erkekleri en ¢ok etkileyen kanserlerden

bazilarini ise prostat, kolorektal, akciger ve deri kanserleri olarak bildirmistir.



Tiim yas gruplarindaki kadinlarda ve erkeklerde en sik goriilen bazi kanserlerin
bu gruplar igindeki yiizde dagilimlar1 Sekil 2.1.1 ve Sekil 2.1.2°de gosterilmistir
(Saglik Bakanlig1 2020).

Meme __ 24,8
Tirold I 12,3
Kolorektal __ g
Uterus Korpusu __ 5,5
Trakea,Brons,Akciger __ 5,4
Mide __ 3.7
COver __ 3,5
Mon-Hodgkin lenfoma __ 2,7
Uterus Serviksi _- 2,4

Beyin, sinir sistemi [l 2,1
1 T T T T T 1

0 5 10 15 20 25 a0

Sekil 2.1.1. Tiim yas gruplarindaki kadinlarda en sik goriilen bazi kanserlerin bu grup
icindeki yiizde dagilimlar1 (Saglik Bakanlig1 2020).

Trakea,Brong,Akciger I 22,1

Prostat I 13

Kolorektal N 9,9
Mesane __ 8,1
Mide __ 3,5
Bibrek __ 2,9
Mon-Hodgkin lenfoma __ 28
Tiroid __ 2,6
Larinks __ 2,4
Pankreas __ 2,2
1

| | | | 1
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Sekil 2.1.2. Tim yas gruplarindaki kadinlarda ve erkeklerde en sik goriilen bazi
kanserlerin bu grup i¢indeki yiizde dagilimlar1 (Saglik Bakanlig1 2020).



Kanser tiirlerinde bir tek faktorden s6z etmek miimkiin degildir. Her toplumda
farklilik ve degiskenlik gosteren belirli gruplara ait risk faktorleri vardir (Sekil 2.1.3)
(Pinar ve dig. 2008). Bu risk faktorlerinin bilinmesi kansere bagli tedavinin

gelistirilmesinde 6nemli rol oynamaktadir.

[ Risk Faktorleri }

RN

Obezite  Diyet Yas Cevresel Sigara

i v v Faktorler v

Alkol Genetik Hormonal Sosyo-Ekonomik
faktorler Faktorler gruplar

Sekil 2.1.3. Kanser risk faktorleri (Pinar ve dig. 2008; Afreen ve Dermime 2014).

2.2. Immiin Sistem ve Kanser

Cok hiicreli tiim canlilar kendilerine zarar verebilecek veya hastalik
olusturabilecek = mikroorganizmalara  kars1  kendilerini  koruma  egilimi
gostermektedirler. Immiinite (bagisiklik), viicuda zarar verebilecek ve kendisine
yabancit olan virlis, bakteri, protein, mantar ve benzeri her tiirli hastalik
olusturabilecek ajanlara karsi olusturulan yaniti tanimlayan genel bir terimdir (Delves
2000).

Immiinite, antijen veya immiinojen olarak adlandirilan yabanci ve/veya zararli
olabilecek her tiirli maddeye kars1 organizmanin kendisini savunmasi olarak
tanimlanir. Dogal (innate) ve edinsel (adaptif) olmak tizere iki farkli mekanizma ile
immiin yanit saglanir. Immiin sistem, canliy hastalik ve enfeksiyonlara kars1 koruyan,
kendisine yabanci olan patojenleri taniyip yok etme ozelligi olan bir savunma
sistemidir. Bu savunma sisteminin en 6nemli 6zelligi kendisinden olmayani tanimadir
(Baxter 2007).

Immiin sistem, canlinin savunma mekanizmasinda organize halde hiicre ve
molekiilleri kullanma seklidir. Immiin sistemin yapis1 canlinin gelismislik diizeyine

bagl olarak farkliliklar gostermektedir. Gelismislik diizeyi ne kadar fazla ise immiin



sistemi de o kadar gelismis ve karmasik bir yap: halini almistir. Ornegin, bakteriler
gibi tek hiicreli basit bir yapiya sahip canlilar1 bile viral ajanlara kars1 koruyan bir
enzim sistemi varken, daha kompleks yapiya sahip omurgalilarda oldukga 6zellesmis
yapiya sahip dogal ve edinsel koruma sistemleri bulunmaktadir.

Dogal immiinite antijen ve immiinojenlere karsi 6zgiil olmayan oncelikli
savunma sistemidir. Bu savunma mekanizmasinin bilesenleri; fagositik hiicreler
(notrofiller, makrofajlar, eozinofiller ve bazofiller), dendritik hiicreler, dogal dldiiriicii
(NK) hiicreler, diger dogal lenfoid hiicreler, fiziksel ve kimyasal bariyerler ve
trombositlerdir.

Edinsel immiinite ise dogal immiinitenin tam tersidir. Enflamasyon olusumunu
baslatan ajana kars1 spesifik olarak savunma saglar. Bu bagisiklik formunun
enflamasyona bir cevap olarak gelismesi ve/veya enfeksiyona adaptasyonu nedeniyle
uyarlanabilir immiinite (6zgiil veya kazanilmig bagisiklik) ad1 verilir.

Dogal immiinite, genetik olarak belirlenir ve gelen uyarilarin tekrarlanmasi
sonucu bir degisiklik meydana getirmez. Fagositler ve dogal oldiiriiciiler kadar
savunmanin ilk asamasinda akut faz proteinleri, lizozom ve kompleman sistemi gibi
cozlinebilen faktorler de bulunmaktadir (Baxter 2007). Dogal immiin sistem 6zgiil
ozellik gostermemektedir. Diger bir yandan, edinilmis immiinite ilk uyar1 ile
karsilastiktan sonra gelisim gosterir ve uyarimlarin tekrarlanmasi halinde savunmada
gliclenme gosterir (Power ve Foster 1996).

Memelilerin immiin sisteminin temelinde, viicudu bulasict1 ve istilact
patojenlere kars1 korumak ve savunmak, hasarli ya da hasar olusturacak hiicreleri
ortadan kaldirmak ve doku homeostazini denetlemek bulunmaktadir. Malign tipte olan
hiicrelerin immiin sistem tarafindan kontroliiniin saglanmasi ve bu kontrol sonucu
ortadan kaldirilmas1 immiin gézetim olarak ifade edilmektedir. Bu immiin gozetim
sayesinde tiimor hiicrelerinin biiylimesi engellenmektedir (Vesely ve dig. 2011).

Kanser, anormal yapiya sahip hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde cogalmasi
olarak tanimlanan; genetik ve g¢evresel faktorlerin i¢inde bulundugu kompleks bir
hastaliktir. Kanser, diinya ve lilkemiz acisindan giderek artis gosteren 6nemli bir saglik
problemidir (Abbott ve Ustoyev 2019).

Cevresel etkenler ile beraber beslenme yoluyla alinan maddelerin bazilar

genlerde mutasyona sebep olabilir bu durumda hiicre kanserlesebilir. Bu cevresel



etkenlere karsi viicudu koruyan savunma mekanizmasi immiin sistemdir. immiin
sistemde bulunan lenfosit ve makrofaj gibi savunma hiicreleri bu maddelerin ortadan
kaldirilarak yok edilmesinde gorevlidirler. immiin sistemin aktivitesini kaybetmesi
durumunda bu savunma sistemini olusturan hiicreler gorevlerini yeterince yerine
getiremezler ve bdylece kanserin goriilme orani artar. Immiin sistemin yeterince giiglii
olmamasi nedeniyle kanserlerin yaslilarda ve immiin sistemi dogustan yetersiz olan
hastalarda goriilmesi belirtilen duruma 6rnek verilebilir (Yilmaz ve Atak 2014).

Kanser ile kronik enflamasyon arasindaki iliski klinik, deneysel ve
epidemiyolojik tanimlayici ¢aligmalar ile gosterilmistir. Bu sonuglar dogrultusunda
kanser gelisimi riskinde uzun siireli enflamatuar ortaminin varligit dogrudan
iligkilendirilmistir (Keibel ve dig. 2009).

Hiicrelerin kontrolsiizce ¢ogalmasi kanserin bir tanimidir. Bu ¢ogalma ile
birlikte kanser hiicrelerinin yapisinda ve islevinde bozukluklar meydana gelir. Bu
hiicreler bulundugu doku ve organlari istila ederek hasara ugratirlar. Kanser hiicreleri
kan ve lenf dolagim sistemi ile bulunduklar1 dokudan baska doku ve organlara gecerek
yayilim gosterebilirler. Bu olay metastaz olarak isimlendirilmektedir (Lee ve dig.
2018).

Kanser tipleri koken aldiklar1 doku veya organa gore adlandirilir. Uygulanacak

tedavide buna bagli kanserin ¢esidine gore degisim gostermektedir.

2.3. Genetik Degisiklikler ve Kanser

Kanserin olusabilmesi i¢in ¢esitli genetik ve/veya epigenetik degisikliklerin
meydana gelmesi gerekmektedir. Kanserin olusumunda; timdér baskilayici genler ve
protoonkogenler en biiyiik etkiye sahip gen gruplaridir.

Hiicre boliinmesini ve ¢ogalmasimi kontrol altinda tutan genler tiimor
baskilayict genlerdir. Tiimor baskilayici proteinler, hiicre dongiisii sirasinda bir hasar
meydana gelmesi durumunda hiicre dongiisiiniin devam etmesini engellerler,
gerektiginde hiicreleri apoptoza yonlendirirler, hiicre icerisinde DNA onarimini ve
replikasyonunu kontrol altinda tutarlar ve meydana gelebilecek olan mutasyon
oranlarinin en diisiik seviyede tutulmasini saglarlar (Byler ve dig. 2014). Genlerde
meydana gelen delesyon ve nokta mutasyonu gibi hasarlar veya kromozomlarin

diizglin ayrilamamasindan kaynaklanan problemler, tiimor baskilayict genlerin



islevinin bozulmasina sebep olabilir. Bu bozulma hiicre dongiisii kontroliiniin kayb1
ile birlikte karsinogeneze neden olmaktadir (Byler ve dig. 2014; Zaimy ve dig. 2017).

Hiicrelerin normal biliyiime ve farklilasmasini saglayan genlerden olan
protoonkogenler herhangi bir neden ile mutasyona ugrarlarsa onkogenlere doniistirler.
Onkogenler kanser olusturan gen sinifindadirlar. Bu genlerin bir kismi hiicreyi
programlanmis hiicre 6liimii olarak adlandirilan apoptozdan korurken diger bir kismi
da biiylime faktorii ihtiyacini azaltarak hiicrenin siirekli farklilagsmasini ve ¢ogalmasini

saglarlar (Lodish ve dig. 2000).

2.4. WWOX Geni

Insan genomunda 1 Mb'dan biiyiik ortalama 40 gen bulunmaktadir. WW bélge
iceren oksidorediiktaz (WWOX) geni, 1,2 Mb biiyiikliigii ile bu genler arasinda 33.
sirada yer alir. WWOX tiimor baskilayict bir gendir. WWOX geni 2.2 kilobaz
biiyiikliigiinde bir transkript ve 414 amino asitten olusan 46 kDa'luk bir protein
kodlar(Bednarek ve dig. 2000). WWOX proteini N terminal bolgede iki WW
baglanma bolgesi ve merkezde bir kisa zincir dehidrogenaz/rediiktaz (SDR) bolgesi
icermektedir (Aldaz vd., 2014) (Sekil 2.4.1). WW bolgeleri, transkripsiyonel
diizenleme ve protein kararliligi gibi gesitli hiicresel siire¢lerde yer alan sinyal

yollariyla iliskili komplekslere aracilik ederler.
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Sekil 2.4.1. WWOX proteini bolgeleri (Aldaz ve dig. 2014).

WWOX proteini normal dokularda dokuz ekzon ve sekiz intron igerir. WWOX
mRNA'sinin birgok alternatif kirpilmasi mevcuttur, bu kirpilmalar sayesinde yedi
farkl transkript tiretilir. Bu transkriptler 5.6.7.8. ve 9. ekzonlardaki ¢esitli delesyonlar
sayesinde olugsmaktadirlar (Del Mare ve dig. 2009).

Insan WWOX geni kromozomal olarak 16g23.3-16q24.2 bélgesinde bulunur.
Bu bolge icerisinde FRA16D olarak bilinen yaygin kromozomal frajil bolge (CFS) yer



alir (Ried ve dig. 2000). FRA 16D bdlgesi translokasyonlarin, homozigot delesyonlarin
ve kardes kromatid degisimi gibi degisimlerin gdzlendigi DNA hasarina oldukca
duyarli bir bolgedir. FRA16D, meme, ovaryum, akciger, akciger ve pankreas

kanserleri gibi ¢cok sayida kanser ile iliskilidir (Baryta ve dig. 2015).

2.5. WWOX ve Kanser

DNA hasar1 yanit proteinlerinin (p53, BRCA1, yH2AX, pChk2), DNA
hasarma duyarli timor baskilayicilariin  (WWOX, Fhit), WWOX-etkilesimli
proteinlerin (Ap2-o. ve vy, ERBB4) degisken ifadeleri kanser alt tipleri ve klinik
faktorler ile iligkilidir. BRCAI1 niikleer ifadesi, FHIT ve WWOX ile iliskilidir ve
WWOX'un yoklugu, FHIT ifadesi ve sitoplazmik ERBB3 kaybu ile gii¢lii bir sekilde
iligkilidir (Pospiech ve dig. 2018b).

WWOX, kromozom 16 bolgesinde yer alan yeni tanimlanmis tiimdr baskilayici
bir gen olmasi ile birlikte ikinci en sik goriilen kromozomal kirillgan gen bolgesi olarak
kabul edilmistir. WWOX geni bir milyondan fazla baz giftini kapsar ve bu nedenle
farkli kanserlerde gozlenen bir¢ok kromozomal yeniden diizenlemeye egilimlidir
(Ludes-Meyers ve dig. 2003).

WWOX geni FRA16D bolgesi yiiksek heterezigotluk kaybir (LOH) nedeniyle
calismalarin oldukga fazla yapildigi bir bolgedir (Pospiech ve dig. 2018a).

WWOX proteini ifadesi diizeyleri kanser hiicrelerinde normal hiicrelere
kiyasla azalmaktadir (Aqgeilan ve dig. 2004; Guler ve dig. 2004; Park ve dig. 2004;
Nunez ve dig. 2005a; Nunez ve dig. 2005b; Pimenta ve dig. 2006; Qin ve dig. 2006;
Donati ve dig. 2007). Tablo 2.5.1°de kanserlerdeki WWOX protein ifadesi

diizeylerindeki azalmalar veya kayiplar gosterilmistir (Ageilan and Croce 2007).
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Tablo 2.5.1. Kanserlerde WWOX protein ifadesi diizeylerinde azalma veya kayiplar
(Ageilan ve Croce 2007).

Kanser Tiirii Azalma veya Kayip

Akciger %85
Skuamoz hiicreli karsinomlar % 59
Adenokarsinomlar % 39

Prostat % 84

Mide % 65

Meme % 63

Hepatoseliiler % 72

WWOX geni promotor bolgesi hipermetilasyonu gibi diger mekanizmalar,
insan tiimorlerindeki WWOX proteini ifadesinin azalmasindan da sorumludur. Timor
hiicrelerinde WWOX ifadesi kaybi genetik veya epigenetik degisikliklere baglidir
(Kuroki ve dig. 2004; Park ve dig. 2004; Iliopoulos ve dig. 2007).

WWOX, meme kanseri gelisiminde ve ilerlemesinde rol oynamaktadir
(Ekizoglu ve dig. 2012). WWOX geninin kodlayan dizisi i¢indeki delesyonlar, meme
kanseri vakalarmin yaklagik %80'inde gézlenir, bu da onu bu tiimoér tipindeki en
yaygin genetik degisikliklerden biri yapar. WWOX geninin meme kanserinde rol
oynadigi bilinmektedir: WWOX hiicre ¢ogalmasini inhibe eder, timor biiyiime
oranlarini azaltir, ancak ayni1 zamanda bazal membrandan hiicre gociinii arttirir ve {i¢
boyutlu (3D) matriks bazli hiicre kiiltiirlerindeki morfolojik degisikliklere katkida
bulunur (Pospiech ve dig. 2018b).

Kanserlerde kopya sayist degisikliklerinin arastirildigi  ¢aligmalarda
WWOX’un insan kanserleri arasinda i¢iincii en yaygin delesyona ugrayan gen oldugu
tanimlanmistir (Ageilan vd., 2008; Bignell vd., 2011). Meme kanserlerinin biiyiik bir
boliimiinde ve ¢ok ¢esitli insan kanserlerinde WWOX lokusunda heterozigotluk kaybi
(LOH), WWOX promotor hipermetilasyonu ve bunun sonucu olarak WWOX ifadesi
kayb1 veya azalmasi bildirilmistir (Beroukhim vd., 2010). WWOX lokusundaki allel
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kaybi1 en stk meme, ovaryum ve prostat kanserleri gibi hormonal olarak diizenlenmis
kanserlerde gozlenmistir (Karras vd., 2016). WWOX protein eksikligi genellikle daha
agresif kanserler ve daha kotii klinik sonuglar ile iligkilidir (Nunez vd., 2005; Guler
vd., 2009). WWOX protein eksikligi ve kanser gelisimi arasindaki iligkiyi bildiren
kanitlar bulunmasina ragmen, WWOQOX un tiimor baskilayict fonksiyonu heniiz tam
olarak a¢iga kavugmamastir.

Meme kanseri diinya genelinde kadinlarda en sik goriilen kanserdir (Salah vd.,
2010). Meme kanseri, kanser hiicrelerinin hayati organlara metastaz ile yayilmasi
nedeniyle yiiksek 6liim oranina neden olur (Scully vd., 2012).

Klinik olarak, meme kanseri baslica dort molekiiler alt tip i¢erisinde kategorize
edilir: Luminal A, Luminal B, Her2 pozitif ve iiclii negatif. Uglii negatif meme kanseri
(TNBC) tiim meme kanseri vakalarinin yaklasik %20’sini olusturur ve tiim alt tiplerin
en agresif olanidir (Jemal vd., 2011).

WWOX proteini epitel hiicrelerinde, p73, AP-2y ve ERBB4 proteinleri ile
etkileserek gen transkripsiyonunu modiile eder (Pospiech ve dig. 2018a). WWOX
proteini ile etkilesime giren yapilara bakildiginda, WWOX ‘'un ilk WW alan
araciligiyla, p73, AP2y ve Jun gibi bir dizi transkripsiyon faktoriinde bulunan prolin
acisindan zengin ligand PPXY ile iliskili oldugu ortaya ¢ikmaktadir (Ageilan ve dig.
2004; Gaudio ve dig. 2006). WWOX, sitoplazmadaki hedefleri ile etkilesir ve
¢ekirdege translokasyonunu onler, boylece transkripsiyonel aktivitelerini diizenler.
WWOX 'un apoptozu indiikleme yetenegini arttirdigi bilinmektedir (Ageilan ve dig.
2004).

WWOX proteini ligandlari1 baglar ve etkilesen proteinlerin ¢ekirdege
girmesini engeller, bdylece transkripsiyonel aktivasyonu veya baskilanmayi etkiler.
WWOX proteini farkli sinyal iletim yollarinda merkezi bir rol oynamaktadir. Sahip
oldugu transkripsiyonel baskilamanin, biiyiime ve apoptoz gibi hiicresel siireclerde
etkili oldugunu gostermistir. Birgok tiimor tipinde WWOX protein ifadesi kayboldugu
ya da azaldig1 i¢in, etkili oldugu hiicresel siireclerin diizensizlesmesine yol agmaktadir

(Ageilan ve Croce 2007).
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2.6. Kanser hiicrelerinde PD-1 ve PD-L1

Programlanmig hiicre 6liimii proteini 1 (PD-1), immiin efektor hiicrelerin
yiizeyinde ifade edilen bir immiin kontrol noktas1 inhibitoriidiir. Esas olarak tiim insan
hiicreleri tarafindan ifade edilebilen PD-L1 tarafindan aktive edilir. PD-1 / PD-L1
yolu, periferik T-lenfosit toleransinin siirdiirilmesinde ve enflamasyonun
diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar. Kanserlerde PD-L1lifadesi, baslica immiin
kacis mekanizmalarindan biri gibi goriinmektedir. Birgok ¢alisma, pembrolizumab
veya atezulizumab gibi spesifik antikorlarla PD-1 veya PD-L1'i bloke etmenin
etkinligini gostermistir.

Sekil 2.6.1'de T hiicreleri ve hedef hiicreler tarafindan ifade edilen reseptorler
gosterilmistir. Meme kanserinde, metastatik ti¢lii negatif meme kanserlerinde

potansiyel yanit gosterilmistir (Schiitz ve dig. 2017).

T-hiicre
reseptori

0X40-L §+
CD137-L §.

CD40-

PD-1, B7.1
PD-L2 PD-L2

P CTLA4
/ (& cD28

Sekil 2.6.1. T hiicreleri (yesil) ve hedef hiicreler (kirmizi) tarafindan ifade edilen

uyarici Ve inhibe edici reseptorler (Schiitz ve dig. 2017).

T hiicresi reseptorleri (TCR), biiyiik doku uyumluluk kompleksi I (MHC 1)
tizerinde sunulan yabanci antijenler tarafindan aktive edilir.

Programlanmig hiicre 6liimii-1 (PD-1), T hiicreleri lizerinden uyarilabilen,
immiin yanitlart sinirlamada ve normal konak¢i dokuda otoimmiin veya oto-

enflamatuvar aktiviteyi 6nlemede 6nemli bir rol oynayan kontrol noktasi proteinidir.
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PD-1, 288 aminoasitten meydana gelen bir protein olup CD28 ailesine aittir(Balar ve
Weber 2017).PD-1'in baglanmasi igin B7 siiper ailesine ait iki ligand, PD-L1 ve PD-
L2, tammmlanmustir. PD-1'in PD-L1 ile etkilesimi, otoreaktif T ve B hiicrelerini negatif
olarak diizenleyebilir ve toleransin korunmasinda kritik islevlere sahip olabilir boylece
cesitli otoimmiin hastaliklar baslayabilir (Latchman ve dig. 2001).

PD-1, T hiicrelerinin, B hiicrelerinin, dogal o6ldiiriici T hiicrelerinin,
monositlerin ve dendritik hiicrelerin yiizeyinde ifade edilen bir inhibitér bagisiklik
kontrol noktasi inhibitoriidir. PD-1 yolu, periferik T lenfosit toleransinin
stirdiiriilmesinde ve enflamasyonun diizenlenmesinde kritik bir rol oynar (Boussiotis
ve dig. 2014).

PD-1 orijinal olarak T hiicresi reseptdr aktivasyonu ile indiiklenen hiicre
6limiine maruz kalan bir T hiicresi hibridomundan izole edilmistir, dolayisiyla adi
programlanmis hiicre 6liimii proteini 1'dir (Ishida ve dig. 1992). Adina ragmen PD-1,
hiicre 6liimiinii dogrudan indiiklemez, ancak hiicre bliylime faktorlerinin yani sira
hayatta kalma sinyallerini de azaltir. PD-1, 2 ligand1 baglar, PD-L1 (B7-H1) ve PD-
L2 (B7-DC) (Freeman ve dig. 2006; Keir ve dig. 2008). PD-1'in PD-L1 veya -L2 ile
aktivasyonu, T hiicre aktivitesinin asagi regiilasyonunu, azalmis sitokin tiretimini, T
hiicre lizisini ve antijenlere tolerans indiiksiyonunu uyarir (Butte ve dig. 2007)
(Latchman ve dig. 2001; Rodig ve dig. 2003).

PD-1, aktif T hiicrelerinin yilizeyinde bir inhibitdr reseptor olarak ifade
edilirken, PD-L1 ve PD-L2 ligandlari esas olarak anitjen sunan hiicrelerde (ASH) ve
timor hiicrelerinde ifade edilir (Yao ve Chen 2014; Wang ve dig. 2018b). Liganda
baglanma gerceklestikten sonra PD-1, T hiicresi olusacak yanitlar1 yukari yonde
diizenler. Immiin hiicrelerde PD-1'in dokuyu immiin ataktan koruma, timér bagisiklig:
ve enfeksiydz bagisikligi azaltma, periferik immiin toleransin indiiksiyonu ve
stirdiiriilmesi fonksiyonlar1 yer almaktadir (Peng ve dig. 2012).

PD-1 ifadesi hiicre oliimii ve lenfosit aktivasyonu ile de iliskilidir. Yapilan
caligmalarda baskilayici sinyal iirettigi diislinlilen bir kostimiilator molekiil oldugu
kabul edilmistir (Okazaki ve dig. 2002).

T hiicrelerine aracilik eden hiicresel immiinite, icinde bulundurdugu bir¢ok
uyarici ve baskilayici protein tarafindan kontrol altindadir. Immiin kontrol noktalari

olarak da adlandirilan baskilayici reseptorleri bulunmaktadir. Bu reseptorler sitotoksik



14

T lenfosit (CTL) aktivasyonunu ve efektor fonksiyonlarini kendi kendine toleransi
stirdiirmek ve patojenik invazyona karsi immiin tepkisinin bir sonucu olarak sonraki
doku hasarini en aza indirmek igin diizenler (Pardoll 2012). Hem PD-1 hem de PD-
L1'i hedefleyen immiin kontrol noktasi inhibitorleri, kanser hiicrelerine karsi ¢alismak
icin sitotoksik T hiicrelerini yeniden aktive edebilir. Bir T hiicresinin T hiicresi
reseptorii, MHC varliginda antijenleri ayirt ettiginde, immiin kontrol noktasi
molekiilii, sinyali arttirmak i¢in CD28 gibi yardimci uyaric1 faktorlerin sinyalini
modiile ederken, bununla birlikte inhibitér molekiilleri baskilayabilir (Freeman ve dig.
2000; Ott ve dig. 2013; Topalian ve dig. 2016).

Ayrica, PD-L1 ve PD-L2, Thl ve Th2 hiicreleri tarafindan farkli sekilde
diizenlenirler. PD-L1 ifadesinin “primed” makrofajlarin 6nemli bir belirteci oldugu
ileri siiriilmektedir ve PD-L1 ifadesi monositlerde / makrofajlarda diisiik dozlarda
interferon gamma (IFN-y) ile uyarilir (Allison 2003; Brown ve dig. 2003; Liang ve
dig. 2003). Bu nedenle, PD-L1 aktive T hiicrelerinin down regiilasyonunda genel bir
rol oynar. Tiimor hiicreleri tizerindeki PD-L1 ifadesi genellikle negatif bir prognostik
faktor olarak kabul edilirken, PD-1/ PD-L1 bloke edici antikorlarla tedavi i¢in pozitif
bir sonug ile agikga iliskilidir (Balar ve Weber 2017).

Kanser hastalarinda PD-1 ifadesi, timor mikro g¢evresindeki (TME) T
hiicrelerinde ¢ok yiiksektir ve birincil ligandi olan PD-L1, tiimor hiicreleri ve tiimorler
icindeki antijen sunan hiicreler iizerinde degisken bir sekilde ifade edilir ve tiimor

icinde giiglii bir baskilayici etki saglar.

2.7. Kanser hiicrelerinde IFN-y etkisi ve PD-L1 diizeyleri

Tiimor hiicrelerinin ¢ogu antitiimér immiin yanitlardan kagmak i¢in 6nemli
mekanizmalar kullanmaktadirlar. Bunlar arasinda, programlanmis hiicre 6liim proteini
1i(PD-1) ve ligandi PD-1 ligandin1 (PD-L1 veya B7HI1) hedefleyen inhibitorler,
caligmalarda en etkileyici etkinligi gostermistir (Brahmer ve dig. 2012; Topalian ve
dig. 2012). PD-L1 ifadesi, inflamatuar sitokinler, 6zellikle IFN tarafindan uyarilirsa
bir¢ok hiicre iizerinde yukari regiile edilebilir (Blank ve dig. 2004).

Immiin sistem karsilasilan stresi karakterize etmek i¢in hem dogal hemde
uyarilabilir etkin yaniti olusturmaktadir (Matzinger 2002). Hiicre iginde olusan

enfeksiyonlar sirasinda, enfekte olan hiicreler ¢ogalmay1 apoptoza neden olarak veya


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fphar.2017.00561/full#B39
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/programmed-death-1-receptor
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/programmed-death-1-receptor
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immiin sistem hiicreleri tarafindan yok edilmesi ile durdurulur. Daha sonra yabanci
antijenlerin belirlenmesi i¢in meydana gelen hasar immiin hiicreleri tarafindan
incelenir (Tam ve Jacques 2014). Burada, IFN’lar immiin ve immiin olmayan hiicreler
arasinda bag kurarak merkezi bir rol oynamaktadirlar. Ozellikle de tip Il IFN (IFN-y)
gibi zararli immiin yanitlarin olusumuna ve immiin hiicrelerinin toksisitesine sebep
olacagi kabul edilmistir. Tiimdrler agisindan en kapsamli ¢alisilan sitokinler, hemen
hemen tiim hiicreler tarafindan ifade edilebilen ve antitiimor yanitlarinda 6nemli roller
oynayan tip | IFN'lerdir (Smyth ve dig. 2004).

IFN-y'nin en bilinen 6zelligi immiinitenin efektor fazi sirasindaki islevleridir.
IFN-y immiinitenin meydana getirmis oldugu yanitlarmn ilk asamalarinda NK hiicreleri
(dogal oldiriiciiler), bazi makrofaj ve dendritik hiicreler (DCs) tarafindan
iiretilmektedir (Frucht ve dig. 2001; Kursunel ve Esendagli 2016). Immiin sistem,
timor hiicrelerini Yok etmek igin hiicre iginde bulunan ve mikroplarla enfekte olmus
hiicrelere uygulanan yok etme yontemine benzer bir yol izlemektedir  (Dunn ve dig.
2004; Zitvogel ve dig. 2006). Timor hiicreleri IFN-y dahil olmak tizere hiicre i¢inde
hasar verecek aracilara yanit olarak normal viicut hiicreleri tarafindan
immiinopatolojik etkilerini hafifletmek i¢in immiin sistemi diizenleyici program
baslatirlar (Matzinger 2002; Gilroy ve De Maeyer 2015). Immiin yanitin ilk
evrelerinde, makrofajlar, NK, NK-T veya T hiicreleri ve ayrica CD'ler gibi dogal
immiin hiicreleri tarafindan IFN-y {iretimi, immiin yanitin olusumu igin gerekli
sinyalleri olusturur bu sinyaller stresli dokularin belirlenmesini saglamaktadir
(Schoenborn ve Wilson 2007; Kursunel ve Esendagli 2016).

IFN-y profesyonel antijen sunan hiicreler iizerindeki sinirli ekspresyona sahip
birgok hiicre tipinde smif I MHC molekiillerini indiiklemektedir (Gosselin ve dig.
1993; Thelemann ve dig. 2014). IFN-y'nin etkisiyle fagosit hiicreler ve makrofajlar
tarafindan yakalanan cisimlerin yok edilmesiyle ilgili mekanizmalar uyarilir (Frucht
ve dig. 2001; Kursunel ve Esendagli 2016). Ayrica, IFN-y enflamasyon iginde
monositler/makrofajlar ve T hiicrelerini uyarir ve gerekli tiretimi gergeklestirilir. IFN-
v ile uyarilan genler ayrica enflamasyon ve anti-timor reaksiyonlarinda NF-kB
araciliginda da rol oynar (Labeur ve dig. 2008; Karin ve Wildbaum 2015).

Cesitli inhibitér molekiillerin ifadesi IFN-y'ya maruz birakildiktan sonra

degisiklik gosterir. IFN-y etkisi ile artan prototipik inhibitér molekiiller; PD-1
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reseptorii, PD-L1 ve PD-L2 ligandlaridir. PD-1, aktive olmus T hiicreleri {izerinden
upregiile edilir ve TCR inhibitor sinyalleri tiretir, B lenfositler, NK ve NK-T hiicreleri
ve CD'lerde de immiin diizenleyici reseptor olarak gorev yapabilirler (Keir ve dig.
2008; Yao ve Chen 2014; Juno ve dig. 2015). PD-L1'in regiilasyonu immiin sistemde
bulunan her tip hiicrenin, IFN-y ve baz1 enflamatuvar sitokinlere yanit1 olarak upregiile
edilir (Keir ve dig. 2008).

Ana transkripsiyon faktorii olarak kabul edilen ve IFN-y tarafindan aktive
edilen STAT1 olmasina ragmen bununla birlikte STAT 3 ve NF-kB'da indiiklenir. Bu
faktorler PD-L1 geninin promotor bolgesindeki elementlere baglanmaktadirlar (Fang
ve dig. 2014, Ritprajak ve Azuma 2015). IFN-y liretimini saglayan Thl hiicreleriyle
veya CTL'lerle etkilesime girilmesiyle birlikte, kanser hiicreleri hizla PD-L1'in de
novo sentezi igin baslatma yapabilir ve birka¢ saat igerisinde immiin Sistemi
baskilayici hale gelebilir (Dolen ve Esendagli 2013; Karasar ve Esendagli 2014). Bu
sistem "adaptive rezistans (direg)” olarak adlandirilan yani timor hiicreleri
kullanilarak immiin sisteminden kagma olarak ifade edilen bir yontemin 6rnegidir
(Yao ve Chen 2013).

PD-1 veya PD-L1'in bloke edilmesi immiin miidahale tedavisinde basarili
oldugu kanitlandig1 i¢in PD-1 aracili kagis tiimdrlerin alt siniflari igin hassas bir nokta
haline gelmistir (Tumeh ve dig. 2014; Kursunel ve Esendagli 2016; Lim ve dig. 2016).

PD-1 ve ligandi PD-L1, kanser gelisimi sirasinda immiin sistemin
baskilanmasinda 6nemli bir rol oynar ve bu nedenle immiinoterapi hedefi olarak
kullanilabilir. Baz1 in vivo g¢alismalar, PD-1 / PD-L1 yolunun bloke edilmesinin T
hiicrelerinin antitimor aktivitesini eski haline getirebilecegini gostermistir (Afreen ve
Dermime 2014).

Daha spesifik olarak, aktive edilmis STAT3'lin PD-L1 promotdriine baglandig:
ve daha sonra PD-L1'in transkripsiyonunu destekledigi gosterilmistir. Janus kinaz
(JAK) / STATS3, cesitli kanserlerin baslamasinda, gelismesinde ve ilerlemesinde kritik
bir rol oynayan klasik (kanonikal) bir sinyal yoludur (Wolfle ve dig. 2011).

2.8. WWOX ve STAT3 yolag iliskisi

WWOX 'un asir1 ifadesi bazal meme kanseri hiicrelerinde STAT3 aktivitesini

inhibe etmektedir. WWOX bazal benzeri meme kanseri hiicreleri tarafindan timor

bliyimesini ve metastazint engellemektedir. Ayrica, WWOX’un JAK2
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fosforilasyonunu inhibe ettigi bununla birlikte JAK2'min STAT3 ile etkilesimini
engelledigi ve boylece STAT3 fosforilasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir (Chang ve
dig. 2018).

WWOX ifadesi c¢oklu malign kanserlerde siklikla azalmaktadir veya
kaybolmaktadir(Baryta ve dig. 2015). Azalmis WWOX ifadesi bazal kanser
hiicrelerinde TNBC dokularinda yiiksek derecede aktive olmus STAT3 ile anlamhi
sekilde iligkilidir (Chang ve dig. 2018).

Kalici1 STATS3 aktivasyonu, siklikla proliferasyon, invazyon ve metastaz dahil
olmak iizere daha kotii huylu kanser davraniglariyla baglantilidir. Anormal JAK2 /
STAT3 sinyalizasyonu, ¢esitli timor tiplerinde tespit edilmistir, bu da STAT3
inhibitorlerinin antikanser tedaviler gibi yaygin olarak etkili olabilecegini gdsterir
(Bollrath ve Greten 2009; Marotta ve dig. 2011). STAT3 aktivitesi, fosforilasyon
aktivatorleri ve fosforilasyon inhibitorleri tarafindan siki  bir  sekilde
diizenlenir. Aktive STAT'larin protein inhibitérleri ve Sitokin sinyal proteinlerinin
baskilayicilar1 (SOCs'ler), daha fazla JAK / STAT sinyal aktivasyonunu 6nlemek igin
negatif geri besleme regiilatorleri olarak islev gortirler (Shuai ve Liu 2003).

WWOX, JAK2min STAT3 ile iligkisini engellemekte, boylece STAT3
fosforilasyonunu ve p-STAT3'e bagl kanser hiicresi biiylimesini in vivo inhibe
etmektedir. WWOX ‘'un in vivo tiimor biiylimesini baskilama yetenegi STAT3
aktivasyonuna baglidir (Chang ve dig. 2018).



3. GEREC VE YONTEM
3.1. Calismada Kullanilan Cihazlar

Bu tez ¢alismasi Tekirdag Namik Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi

Biyoloji ve Genetik Arastirma Laboratuvari'nda gergeklestirildi.

kullandigimiz cihazlar Tablo 3.1.1°de gosterilmistir.

Tablo 3.1.1. Calismada kullanilan cihazlar

Cihaz Marka

Analitik Hassas Terazi RADWAG
Power Blotter XL Invitrogen
Sogutmali Santrifiij Micro 200R Hettich

Glig Kaynagi Bio-RAD

Mini Gel Tank Invitrogen
Vortex Isolab

Farkli Hacimlerde Otomatik Mikro Pipetler Eppendorf
Manyetik Isitict Scilogex
Nano-100 Micro-Spectrophotometer AllSheng
Biyogiivenlik Kabini Biobase

Invert Isik Mikroskobu Olympus CKx53
Isik Mikroskobu Olympus

CO?'li Inkiibator Heal Force/ HF90 Smart cell
Otoklav HMC

Su Banyosu Niive

Flow Sitometri

BD FACSCalibur

Calismada



19

3.2. Hiicre Hatlan

MDA-MB-231 insan {glii negatif meme kanseri hiicre hatlar1 %10 inaktive
edilmis Fetal Sigir Serumu (FBS) ve 100 ug/ml Gentamicin antibiyotigi ile
desteklenmis Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI 1649) besiyerinde %5

CO2 ve %95 havadan olusan nemli bir atmosferde 37°C'de inkiibe edildi (Sekil 3.2.1).

o/ &

Sekil 3.2.1. MDA-MB-231 hiicre hatlarinin invert 151k mikrografi.

3.3. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Flask yiizeyine tutunan ve yeterli yogunluga ulasan hiicreleri yeni bir biiyiime
ortamina aktarmak i¢in hiicreler pasajlandi. Serolojik pipet yardimiyla besiyeri Kiiltir
ortamindan uzaklastirildi. Hiicreler 3 ml Dulbecco's Phosphate Buffered Saline
(DPBS) (Gibco, 14190-094) ile yikand1 ve DPBS Kkiiltiir ortamindan uzaklastirildi.
T75'k flask icerisinde yeterli yogunluga ulagsan hiicrelere 0,5 ml %0,25
Tripsin/EDTA ¢6zeltisi eklendi ve hiicreler 37°C'de inkiibatérde 1-1,5 dk. bekletildi.
Inkiibasyon sonunda hiicrelerin  flask yiizeyinden kaldirilmast  saglandi.
Tripsin/EDTA'nin etkisinin inhibe edilmesi i¢in hiicrelere 3 ml RPMI 1640 besiyeri
eklendi. Hiicreler pipetaj yapilarak yeni besiyerine alindi. Hiicrelerin yogunlugu
invert 151k mikroskobunda kontrol edildi. Pasajlanan hiicreler T75'lik flaskta 37°C'de
ve %5 CO: igeren ortamda inkiibe edildi. Takip edecek calismalar igin belirli

araliklarla hiicrelerin takibi saglandi.
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3.4. LB Agar Hazirlanmasi

LB Agar (Lennox) (Invitrogen, cat no:2270025) hassas terazide 3,2 gram (gr)
tartilarak erlen mayer'e konuldu, tizerine 100 ml distile su eklendi. Sterilizasyonunun
saglanmasi i¢in LB agar besiyeri 121°C'de 1 atm basingta 15 dk. otoklavlandi. Daha
sonra Bek alevi altinda 15 ml'lik hacimlere boliinerek tizerine 35 pg/ml son

konsantrasyonda ampisilin eklendi ve +4°C'de saklandi.

3.5. Bakteriyel Transformasyon

Bakteriyel transformasyon, One Shot Top 10 competent Escherichia coli
(Invitrogen) kullanilarak gerceklestirildi. Bakteri hiicreleri 2ul pCMV-WWOX
rekombinant plazmid ve pCMV-empty vektér (pCMV-EV) ile muamele edildi.
pCMV-WWOX ve pCMV-EV Prof. Dr. Kay Huebner tarafindan hediye edildi (The
Ohio State University, Columbus, ABD). Daha sonra bakteri hiicreleri buz {izerinde
30 dk. ve takiben su banyosunda 42°C'de 30 sn. inkiibasyon gerceklestirildi. 250 pl
S.0.C medium (invitrogen, cat no: 15544-034) besiyerinde 37°C ve 225 rpm'de 1 saat

inkiibasyona birakildi.

3.6. Koloni Kiiltiirii

Transforme bakteri hiicreleri (100 ul) LB Agar (Lenox L agar) plakalar lizerine
ekildi. 37°C'de etiivde 24 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda tek
koloniler belirlendi. LB-Broth high salt (sigma-aldrich, cat no: 51208-500G-F) hassas
terazide 2,5 gr tartilarak erlen mayer'e konuldu ve iizerine 100 ml distile su eklendi.
Sterilizasyonunun saglanmasi ic¢in besiyeri 121°C'de 1 atm basingta 15 dk.
otoklavlandi. Daha sonra toplanan her bir pCMV-WWOX kolonisi (Sekil 3.6.1) ve
pCMV-EV kolonisi (Sekil 3.6.2) ayr: olarak 5 ml LB-Broth igerisinde 37°C’de 225
rpm'de 24 saat inkiibe edildi.



Sekil 3.6.2. pPCMV-EV Kkolonileri.
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3.7. Plazmid DNA izolosyonu
Plazmid DNA izolasyonu PureLink HiPure Plasmid Miniprep Kit (invitrogen,
Cat #K210002) kullanilarak iireticinin talimatlarina gore gergeklestirildi:

1. 100 ml LB Broth, high salt (Fluka Analtytical, Cat No: 51028-500G-F) igerisinde
37°C ve 230 rpm'de inkiibasyona birakildi.
2. 50 ml falcon tiipler 3500 x g'de 10 dk santrifiij edildi ve siipernatant tamamen
ortamdan uzaklastirildi.
3. EQ1 (Equilibration Buffer) 2 ml Mini Columns tiipleri iizerine eklenerek siiziilmesi
saglandi.
4. Pellet tizerine 400ul R3 (Resuspension Buffer) eklendi ve homojenize edildi.
5. 600ul L7(Lysis Buffer) eklendi ve vortex yapmadan homojenize edilerek 5 dk
inkiibasyona birakild1.
6. Tiiplere 400 ul N3 (Precipitation Buffer) eklendi ve 2 ml 'lik ependorf tiiplere alindi.
7.12.000 x g'de 10 dk santrifiij edildi ve slipernatant kism1 Mini Columns tiiplerine
aktarild.
8. 2,5 ml W8 (Wash Buffer) eklendi ve bu islem 2 kez tekrarlandi.
9. Mini Columns tiipii ependorf tiip lizerine aktarilarak 900 pl E4 (Elution Buffer)
eklendi.
10. Ependorf tiipe 630 p izopropil alkol eklendi ve DNA gozlemlendi.
11. 30 dk 12000 x g’de, 30 dk maksimum devirde +4°C'de santrifiijlendi.
12. Iml %70'lik ethanol eklendi
13. Maksimum devirde 5 dk +4°C'de santrifiijlendi, siipernatant tamamen
uzaklastirildi ve oda sicakliginda 10 dk tiip a¢ik halde inkiibasyona birakildi
14. 25 ul TE Buffer eklendi.

Plazmid DNA konsantrasyonlart1 (ng/pul) ve 260/280 saflik oranlari
nanodropspektrofotometre (Nano-100, Allsheng) kullanilarak olgtildi (Sekil 3.7.1 ve
Sekil 3.7.2).
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A-230 1465
A-260 3749

A-280 19%

2601230 2%

v ome o STASANIN e

Abs: 0.001

Sekil 3.7.1. pPCMW-WWOX plazmid DNA konsantrasyonu ve saflig.

2133

Abs: 0.002

Sekil 3.7.2. pPCMW-EV plazmid DNA konsantrasyonu ve safligi.

3.8. Plazmid Transfeksiyonu
Plazmid transfeksiyonundan bir gin o6nce MDA-MB-231 hiicreleri 6
kuyucuklu plaklarda antibiyotik iceren besiyerinde kiiltiire edildi. Transfeksiyon



24

giintinde kiiltiir ortam1 3 ml antibiyotiksiz besiyeri ile degistirildi. 3 saatlik inkiibasyon
stiresinin sonunda transfeksiyon islemi yapildi. Transfeksiyon yaklasik %80-85

yogunluktaki hiicrelerde gergeklestirildi (Sekil 3.8.1).

Sekil 3.8.1. Plazmid transfeksiyonu 6ncesi hiicre yogunlugu.

Plazmid tranfeksiyonu i¢in 6 kuyucuklu plakalara yaklasik 3x10° hiicre ekildi.
Plazmid tranfeksiyonu iki adet 6 kuyucuklu plakada gergeklestirildi.

Caligmanin gergeklestirildigi 6 kuyucuklu plakalarin grupsal dagilimi agagida
detayl1 bir sekilde anlatilmis ve Sekil 3.8.2'de gosterilmistir.

Birinci 6 kuyucuklu plakada pCMW-WWOX (W olarak gosterilmistir) ve
pCMW-EV (E olarak gosterilmistir) plazmid transfeksiyonu gergeklestirilerek 24 saat
sonunda protein izolasyonu yapildi. Ikinci 6 kyucuklu plakada pCMW-WWOX ve
pCMW-EV plazmid transfeksiyonu gergeklestirilerek 24 saat sonunda 48 saatlik IFN-
y uygulamasi yapildi.
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Protein izolasyonu IFN+ IFN-

(®)
&
&

D&
200
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Sekil 3.8.2. 6 kuyucuklu plakalarin ¢alisma grubuna baglh olarak dagilimi.

pCMW-WWOX rekombinant plazmidleri ve pPCMW-EV, Lipofectamine 2000
(Invitrogen, Cat no: 11668-030) transfeksiyon reaktifi kullanilarak (Sekil 3.8.3)
WWOX ifade etmeyen MDA-MB-231 hiicre hatlarina transfekte edildi.

Olgiilmiis olan konsantrasyon degerlerinden lug DNA alinacak sekilde
hesaplamasi yapildi. Buna gore;

pCMV-WWOX; 187,4 ng/ul —> 1lpugigin; 5,3 ul

pCMV-EV; 199,2 ng/ul —» lpgigin; Sul

pCMV-WWOX pCMV-EV
104,7ul optl -MEM 105 ploptl -MEM
53 ulpCMV -WWOX 5 plpCMV EV DNA
DNA
Lipofectamine Lipofectamine

100 pl optl -MEM 100 pl optl -MEM
10 pl Llpofectamlne 10 pl Llpofectamme

Sekil 3.8.3.pCMV-WWOX ve pCMV-EV plazmid transfeksiyonu protokolii.
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Ependorf tiiplere belirlenen hacimlerde opti-MEM, lipofectamine ve plazmid
DNA'lar1 eklendikten sonra 5 dk. inkiibasyona birakildi. Icerisinde plazmid DNA
bulunan tiipler, lipofectamine bulunan tiiplere aktarildi ve oda sicakliginda 15 dk.
inkiibasyona birakildi. Yogunlugu yaklasik %85-90 olan hiicre hatlar1 1 pg pCMV-
WWOX veya 1 pg pCMV-EV plazmid igeren Lipofectamine 2000 ile ayr1 olarak
transfekte edildi.

Transfeksiyondan 8 saat sonra antibiyotiksiz besiyeri 100 ug/ml Gentamicin ile
desteklenmis tam besiyeri ile degistirilerek 24 saat inkiibasyona devam edildi (Sekil
3.8.4).

Sekil 3.8.4. Transfeksiyondan 24 saat sonra hiicre yogunlugu.

Transfeksiyonun etkinliginin, yani artmig WWOX ifadesinin analizi igin
protein izolasyonunu takiben Western blot gerceklestirildi.

3.9. Protein izolasyonu

Oncelikle, 150 pl Pierce RIPA Buffer (Thermo Scientific, Cat no: 89900)
igerisine 1,5 ul Halt Protease Inhibitor (Thermo Scientific, Cat No: 815-968-0747)
eklenerek liziz tampon hazirlandi. Besiyeri kiiltiir ortamindan uzaklagtirildi.
Transfekte hiicreler 2 ml DPBS ile yikandi. DPBS ortamdan tamamen
uzaklastirildiktan sonra kiiltiir plakalar1 buz iizerine alindi. Pierce RIPA Buffer + Halt

Protease Inhibitorii 6 kuyucuklu plakalara eklendi ve homojen dagilimi saglanda.
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Hiicre kaziyici ile yiizeye tutunan hiicreler ortamdan uzaklastirilarak ependorf tiipe
alind1. Hiicreler vortekslendi (15-20 sn) ve 10 dk. buz iizerinde inkiibasyona birakildi.
Daha sonra, liziz hiicreler +4°C'de maksimum devirde 10 dk. santrifiijlendi. Protein
igeren siipernatant temiz bir ependorf tiipe alindi ve protein standartlar1 (Tablo 3.9.1)
ve standart bir egri (Sekil 3.9.1) kullanilarak Bradford testi ile protein
konsantrasyonlar: hesaplandi (Tablo 3.9.2).

Tablo 3.9.1. BSA standardi (mg/ml).

BSA standardi (mg/ml)
Absorbans 575
nm 1. Ol¢iim 2. Olciim Ortalama Deger
0 0,632 0,659 0,645
0,4 0,983 1,024 1,003
0,8 1,423 1,43 1,427
1,2 1,643 1,546 1,595
1,6 1,759 1,591 1,675
2 1,786 1,782 1,784
575 nm'de Protein Absorbans Olciimii
22
7
18 - y=0.5625x+0.7923 o
——R*=0907%9
16
14
_E 12
1 -
< 08
06 @
04 -
0.2
EI T T T T 1

0 0.5 1 15 2 25
Eonsantrasyon (mg/ml)

Sekil 3.9.1. BSA standart egrisi.
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Tablo 3.9.2. pCMV-WWOX ve pCMV-EV transfekte edilmis MDA-MB-231

hiicrelerde protein konsantrasyonlari

Protein Konsantrasyon (mg/ml)
pCMW-WWOX 7,02
pCMW-EV 4,96

3.10. Western Blot

Western blot yonteminde kullanilan tamponlar ve igerikleri Tablo 3.10.1°de
gosterilmistir.

Tablo 3.10.1. Western blotta kullanilan tamponlar, ¢6zeltiler ve igerikleri

10x TBE (250 Transfer Buffer 90,01 Ponceau S 1 X Running Buffer
ml) (500ml)

27 gr Tris 7,2 gr Glycine 0,01 gr Ponceau S 25 ml 10x Running Buffer
13,8 gr 1,5gr Tris 5 ml Acetic acid 475 ml dH20

Boric Acid

1,45gr EDTA 0,59gr SDS 95 ml dH20

= 200 ml transfer
buffer + 50 ml
methanol

Membran yikamalar1 %50 Tween 20 (Novex, Cat N0:003005) ile desteklenmis
phosphate buffered saline (Sigma, Cat no: P4417-100TAB) tamponu (PBST)
kullanilarak gergeklestirildi.

Western blot yonteminin adimlari agagida belirtilmistir:

1. Western blot yonteminde pCMV-WWOX veya pPCMV-EV transfekte edilmis

MDA-MB-231 hiicrelerde WWOX proteini ifadesinin dogru bir sekilde

belirlenmesi i¢in protein konsantrasyonlar esitlendi (20 pg).

2. Proteinler, yiikkleme tamponu ile 20 ul’lik hacime tamamlandi.
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Protein ve yiikleme tamponu karisimil0 dk. manyetik 1siticidda 100°C
inkiibasyona birakild.

Karigim, 2000 rpm'de 10 sn. santrifiij edildikten sonra %4-12 Bis-Tris Gel
(Invitrogen, cat no: NP0321BOX)'e yiiklemesi yapilds, ilk kuyuya Prestained
protein ladder (Thermo scientific, cat no: 815-968-0474) eklendi ve 100V’da
1 saat SDS jel elektroforezinde yiiriitiildii.

Jelin {izerine transfer buffer ve metanol ile muamele edilmis nitroseliiloz
membran konuldu ve Power Blotter XL cihazinda 15 V ve 2,5A'de 40 dk.
proteinlerin jelden membrana transferi (blotlama)gergeklestirildi.

Membrana aktarilan total proteinleri goriiniir hale getirmek icin Ponceau S

Sodium Salt (BioShop, Cat n0:6226-79-5) ile mebran boyand: (Sekil 3.10.1).

Sekil 3.10.1. Ponceau S boyamasi.

10.

PBST ile boya ortamdan uzaklastirildi.

Membran, %5 bloklama tamponu (0,5 gr siit tozu+ 10 ml PBST) ile 1 saat oda
sicakliginda karanlikta 225 rpm'de inkiibasyona birakildi.

Membran, 1:2000 oraninda WWOX Rabbit primer antikoru (ABclonal, Cat
no:A12653) veya 1:3000 oraninda Beta Aktin Poliklonal antikoru
(Invitrogen)ile +4°C'de gece boyu inkiibasyona birakildi.

Membran, PBST ile 10 dk. oda sicakliginda 3 kez yikandi.
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11. Membran, 1:3000 oraninda hazirlanan goat anti-rabbit 1gG(H+L) horseradish
peroxidase conjugate (invitrogen, Cat no:G21234) sekonder antikoru ile 1 saat
oda sicakliginda inkiibasyona birakildi.

12. Membran, PBST ile 10 dk. oda sicakliginda 3 kez yikandi.

13. Membran, kemiliiminesans substrat (Thermo scientific, Cat no: 34577)
igerisinde 3 dk. inkiibe edildi ve X-1sin1 kasedine yerlestirildi.

14. Karanlik odada Developer ve fikser kullanilarak X-1s1m1 filmlerinde WWOX
veya Actb protein ifadeleri belirlendi (Sekil 3.10.2).

& §
QO ot
& S &
< Y ;@5‘
S & &
] ] <&
- Wwox

W e | Aktin

Sekil 3.10.2. MDA-MB-231 hiicrelerinde WWOX proteininin western blot goriintiisii
(transfeksiyon yok, pPCMV-WWOX plazmid ile transfeksiyon ve pCMV-EV ile

transfeksiyon).

3.11. IFN-y Uygulamasi

Rekombinant insan IFN-y (R&D Systems, Cat No: 285-IF) iireticinin
talimatlarina goére steril dH2O ile ¢oziindiirildii (0,2 mg/ml) ve belirlenen
konsantrasyonda (10 ng/ml) hazirlandi. pCMV-WWOX veya pCMV-EV transfekte
edilmis hicrelerin bulundugu 6 kuyucuklu plakalara 15 ul IFN-y eklendi ve 37°C’de
%5 CO2 ortaminda 48 saat inkiibasyon gerceklestirildi.

3.12. PD-L1 Hazirlams
PE Mouse Anti-Human CD274 (PD-L1) Clone MIH1 (RUO) (BD
Biosciences, Cat No: 557924) monoklonal antikoru <% 0,09 sodyum azit igeren sulu

tampon ¢ozeltisinde 0,2 mg/ml konsantrasyonda stok olarak hazirlandi. IFN-y pozitif
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veya IFN-y negatif uygulamalarin yapildig: hiicreler santrifiij ile toplandiktan sonra
hiicrelere 1ml PBS eklendi. Daha sonra, her bir hiicre 6rnegine 20 ul PD-L1 uyguland1

ve 1 saat +4°C'de inkiibasyona birakildu.

3.13. Flow Sitometri Analizi

Inkiibasyon sonrasinda hiicreler soguk PBS ile yikandi. 100ul % 0,25 Tripsin-
EDTA eklenerek etiive kaldirildi. Hiicreler lizerindeki tripsin etkisinin baskilanmasi
icin 1,5 ml RPMI besiyeri eklendi ve 1200 rpm'de 3 dk. oda sicakliginda santrifiij
edildi. Siipernatant uzaklastirildi ve hiicre pelleti tizerine 1ml besiyeri eklenerek trypan
mavisi ile thoma laminda, Olympus CX21 151k mikroskobunda 10X biiyiitmede sayim
gerceklestirildi.

Thoma laminda sayimi asagida belirtilen formiil ile hesaplandi:
Total hiicre sayis1 (ml) = 4 karede sayilan hiicre sayis1 x 4 x Seyreltme faktorii x10*

Tablo 3.13.1’de flow sitometri analizi Oncesindeki toplam hiicre sayilari
gosterilmistir.

Tablo 3.13.1. Toplam hiicre sayilari.

4 karede sayilan hiicre sayisi Toplam hiicre
pCMV-WWOX IFN-y + 11 880.000
pCMV-EV IFN-y + 11 880.000
pCMV-WWOX IFN-y - 10 800.000
pCMV-EV IFN-y - 14 1.120.000

Flow sitometri analizi igin her bir tiipe 1,3x10° hiicre alinmasi hesap edildi
(Tablo 3.13.2).
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Tablo 3.13.2.Flow sitometri analizi i¢in gerekli hiicre sayisinin hesaplanmasi.

6 tiip icin hiicre miktari Mi
pCMV-WWOX IFN-y + 780.000 886
pCMV-EV IFN-y + 780.000 886
pCMV-WWOX IFN-y - 780.000 975
pCMV-EV IFN-y - 780.000 690

Saymmu gergeklestirilen hiicreler 15 ml'lik falkon tiiplere alinarak 1200 rpm'de
3 dk. oda sicakliginda santrifiij edildi. Stipernatant tamamen uzaklastirildi ve 1,5 ml
PBS ile pipetaj yapildi, takiben 1200rpm'de 3 dk. oda sicakliginda tekrardan Santrifiij
edildi. Stipernatant uzaklastirildi ve 600 pl PBS eklenerek flow sitometri tiiplerine
100ul homojen bir sekilde dagilimi gergeklestirildi. Hiicreler 1 pl propidium lodide
(PI) (invitrogen, Ref: P1304MP) ve 20 ul FITC Mouse Anti-Human CD274 (BD
Pharmingen, Cat no: 558065) ile isaretlendi.

Tablo 3.13.3’de belirtildigi gibi WWOX IFN-y+, EV IFN-y+, WWOX IFN-
y—ve EV IFN-y- gruplari i¢in ¢aligsma tiipleri hazirlandi.

Tablo 3.13.3. Flow sitometri analiz gruplari.

CahsmaTiipleri

1. 100 pl hiicre + Soguk PBS +400 ul PBS

2. 100 pl hiicre + 1 pl PI+400 ul PBS

3. 100 pl hiicre + 20 pl FITC CD274 +400 ul  PBS

4. 100 pl hiicre + 1 pl PI+ 20 pl FITC CD274 + 400 ul PBS
5.100 pl hiicre + 1 pl PT+ 20 pl FITC CD274+ 400 ul  PBS

6. 100 pl hiicre + 1 pl PI+ 20 pl FITC CD274+ 400 ul  PBS

Flow sitometri analizi BD FACSCalibur cihazinda gerceklestirildi.
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3.14. Iistatistiksel Analiz

Verilerin elde edilmesinde, bilgisayar ortamina aktarilmasinda ve istatistiksel
analizlerin yapilmasi asamalarinda SPSS istatistik paket programi kullanildi.
Degiskenler tablo ve grafik ile ifade edildi. Degiskenler i¢in normallik testi kontrol
edildi. Degiskenlerin normal dagilis gdstermedigi varsayimi altinda analizler yapildi.
Iki grup karsilastirmalarinda Mann Whitney U testi kullamldi. Istatistiksel olarak
p<0,05 degeri anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. pPCMV-WWOX veya pCMV-EV transfekte edilmis MDA-MB-231

hiicrelerde PD-L1 ifadesi seviyeleri

IFN-y uygulanmamis, pCMV-WWOX veya pCMV-EV plazmid transfekte
edilmis MDA-MB-231 insan ii¢lii negatif meme kanseri hiicre hatlarinda PD-L1
(CD274) ifadesi seviyeleri analiz edildi. pPCMV-WWOX ile karsilastirildiginda
pCMV-EV hiicrelerde artmig PD-L1 ifadesi saptand: (Tablo 4.1.1) (Sekil 4.1.1). Bu
bulgular istatistiksel olarak anlamliyd: (p<=0,05).

Tablo 4.1.1. pCMV-WWOX veya pCMV-EV transfekte edilmis MDA-MB-231

hiicrelerde PD-L1 ifadesi seviyeleri.

MDA-MB-231 PD-L1 seviyeleri

pCMV-WWOX 20,36
21,88
19,37
pCMV-EV 30,48
30,94
30,03

IFN-y (-)

20|53

PD-L1 ifadesi
—_—

MDA-MB-231 pOMIV-EY

Sekil 4.1.1. IFN-y uygulanmamis, pPCMV-WWOX veya pPCMV-EV transfekte edilmis
MDA-MB-231 hiicrelerde PD-L1 ifadesi seviyeleri.
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pCMV-WWOX transfekte edilmis hiicrelerde flow sitometrik histogramlar

Sekil 4.1.2°de gosterilmistir. Histogram grafikleri iizerinde meydana gelen pik

yogunluguna bakildiginda 10? esik noktas1 olarak belirlenmistir.

o
[=)
o
2 Histogram Statistics
i File: Data.017 Log Data Units: Linear Values
o Sample ID: MDA-MB231wwox IFN -1 Patient ID:
"] Tube: FITC/PI Panel: Untitled Aoguisition Tube List
'; Acquisition Date: 19-Feb-21 Gate: No Gate
3 - Gated Events: 10000 Total Events: 10000
@ X Parameter: CD2 FITC (Log)
Marker Left, Right Events % Gated % Total Mean GeoMean CV  Median Peak Ch
- All 1, 9910 10000 100.00 100.00 19.37 500 141.25 1.34 1
o
100 10" 10 10 10t
CD2FITC
(=]
&
2] Histogram Statistics
File: Data.018 Log Data Units: Linear Values
o Sample ID: MDA-MB231wwox IFN -2 Patient ID:
o Tube: FITC/PI Panel: Uniied Aoquisiion Tube List
[ Acquisition Date: 19-Feb-21 Gate: No Gate
3 o Gated Events: 10000 Total Events: 10000
@7 X Parameter: CD2 FITC (Log)
] Marker Left, Right Events 9% Gated % Total Mean GeoMean CV  Median Peak Ch
S‘_ All 1, 9910 10000 100.00 100.00 20.36 495 144.29 1.00 1
[=]
100 10! 102 108 1t
CD2FImC
o
&
3] Histogram Statistics
T File: Data.019 Log Data Units: Linear Values
Sample ID: MDA-MB231wwox IFN- 3 Patient ID:
& Tube: FITC/PI Panel: Unliled Acquisiion Tube List
% Acquisition Date: 19-Feb-21 Gate: No Gate
8 Gated Events: 10000 Total Events: 10000
8- X Parameter: CD2 FITC (Log)
Marker Left, Right Events % Gated % Total Mean GeoMean CV  Median Peak Ch
=3 All 1, 9910 10000  100.00 100.00 21.88 527 141.70 1.06 1
(=]
10 10" 107 10 10t
CD2FITC
Sekil 4.1.2. pCMV-WWOX transfekte edilmis hiicrelerde flow sitometrik

histogramlar.
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PCMV-EV transfekte edilmis hiicrelerde flow sitometrik histogramlar Sekil

4.1.3’de gosterilmistir. Histogram grafikleri iizerinde meydana gelen pik yogunluguna

bakildiginda 10? esik noktasi olarak belirlenmistir.

=]
=]
o
o Histogram Statistics
O
T File: Data.020 Log Data Units: Linear Values
Sample ID: MDA-MB231 Empty IFN- 1 Patient ID:
8 Tube: FITC/PI Panel: Uniited Aoquisiion Tube List
% Acquisition Date: 19-Feb-21 Gate: No Gate
3
8 Gated Events: 10000 Total Events: 10000
8- X Parameter: CD2 FITC (Log)
Marker Left, Right Events % Gated % Total Mean GeoMean CV  Median Peak Ch
=N Al 1, 9910 10000 100.00 100.00 30.94 653 139.96 1.64 1
=]
100 10" 10?2 10 10t
CD2FITC
(=]
o
o r
° 1 Histogram Statistics
0 -
- File: Data.021 Log Data Units: Linear Values
E Sample ID: MDA-MB231 Empty IFN- 2 Patient ID:
&1 Tube: FITC/PI Panel: Unitied Acqisiion Tube List
% ] Acquisition Date: 19-Feb-21 Gate: No Gate
é ] Gated Events: 10000 Total Events: 10000
& X Parameter: CD2 FITG (Log)
] Marker Left, Right Events % Gated % Total Mean GeoMean CV  Median Peak Ch
=] Al 1,9910 10000 100.00 100.00  30.03 6.37 139.66 2.06 1
=]
100 1wt 102 10 1ot
CD2 FITC
j=]
87
o1 Histogram Statistics
0 -
- File: Data.22 Log Data Units: Linear Values
Sample ID: MDA-MB-231 Empty IFN-3 .Patient ID:
<] Tube: FITC /PI Panel: Untitied Acquisiion Tube: List
% - Acquisition Date: 19-Feb-21 Gate: No Gate
:o; 4 Gated Events: 10000 Total Events: 10000
24 X Parameter: D2 FITC (Loq)
] Marker Left, Right Events % Gated % Total Mean GeoMean CV  Median Peak Ch
g Al 1, 9910 10000 100.00 100.00 30.48 6.45 139.82 1.76 1
o o PR o
100 10! 102 10 10t
CD2 FITC

Sekil 4.1.3. pCMV-EV transfekte edilmis hiicrelerde flow sitometrik histogramlar.
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4.2. IFN-y uygulanan pCMV-WWOX veya pCMV-EV transfekte edilmis
hiicrelerde PD-L1 ifadesi seviyeleri
pCMV-WWOX veya pCMV-EV plazmid transfekte edilmis MDA-MB-231
insan {i¢lii negatif meme kanseri hiicre hatlarindal0 ng/ml konsantrasyonda 48 saat
IFN-y uygulamasi sonrasinda PD-L1 (CD274)ifadesi seviyeleri analiz edildi. pPCMV-
WWOX ile karsilastirildiginda pCMV-EV hiicrelerde artmis PD-L1 ifadesi saptandi
(Tablo 4.2.1) (Sekil 4.2.1). Bu bulgular istatistiksel olarak anlamliydi (p=0,05).

Tablo 4.2.1. IFN-y uygulanan, pPCMV-WWOX veya pCMV-EV transfekte edilmis
MDA-MB-231hiicrelerde PD-L1 ifadesi seviyeleri.
MDA-MB-231 PD-L1 seviyeleri
pCMV-WWOX 19,66
18,48
18,46
pCMV-EV 21,59
19,89
22,89

IFN-y (+)

2145

PD-L1 ifadesi
B

MDA-MB-231

Sekil 4.2.1. IFN-y uygulanan, pCMV-WWOX veya pCMV-EV transfekte edilmis
MDA-MB-231 hiicrelerde PD-L1 ifadesi seviyeleri.
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pCMV-WWOX transfekte edilmis hiicrelerde flow

sitometrik histogramlar Sekil 4.2.2°de gosterilmistir. Histogram grafikleri {izerinde

meydana gelen pik yogunluguna bakildiginda 102

esik noktasi olarak belirlenmistir.
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Histogram Statistics
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o
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g ] Gated Events: 10000 Total Events: 10000
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2

0
FITC

o' 1
co2

104

Sekil 4.2.2.IFN-y uygulanan, pCMV-WWOX

sitometrik histogramlar.

transfekte edilmis hiicrelerde flow
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pCMV-WWOX transfekte edilmis hiicrelerde IFN-y uygulamasi yapilmadan
meydana gelen PD-L1 seviyesi 20,5'tir. IFN-y uygulamasi yapildiktan sonra meydana
gelen PD-L1 seviyesi %10 azalarak 18,9'a diismiistiir (p=0,127) (Sekil 4.2.3).

pCMV-WWOX

30

18,86

20

PD-L1 ifadesi

10

IFN - IFN+
MDA-MB-231

Sekil 4.2.3. IFN-y (-) ve IFN-y (+) pCMV-WWOX transfekte edilmis hiicrelerde PD-

L1 ifadesi seviyesi.

IFN-y uygulanan pCMV-EV hiicrelerde flow sitometrik histogramlar Sekil
4.2.4°de gosterilmistir. Histogram grafikleri {izerinde meydana gelen pik yogunluguna

bakildiginda 102 esik noktasi olarak belirlenmistir.
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Histogram Statistics

Log Data Units: Linear Values
Patient ID:

Paned: Uniitied Accuisition Tube List
Gate: No Gate

Total Events: 10000

Median Peak Ch

Marker Left, Right Events % Gated % Total Mean GeoMean CV
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Histogram Statistics
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Sekil 4.2.4. IFN-y uygulanan, pCMV-EV transfekte edilmis hiicrelerde flow

sitometrik histogramlar.

pCMV-EV plazmid transfekte edilen hiicrelerde ortalama PD-L1 seviyesi

30,5'ttir. IFN-y uygulamasi yapildiktan sonra meydana gelen PD-L1 seviyesi %30

azalarak ortalama 21,5'e diismiistiir(p=0,05) (Sekil 4.2.5).
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pCMV-EV

PD-L1 ifadesi
|

FM - Fhi
MDA-MB-231

Sekil 4.2.5. IFN-y (-) ve IFN-y (+) pCMV-EV transfekte edilmis hiicrelerde PD-L1

ifadesi seviyesi.

Sonu¢ olarak, WWOX ifade etmeyen MDA-MB-231 hiicreleri ile
karsilastirildiginda MDA-MB-231 hiicrelerde WWOX ifadesinin arttirilmasi IFN-y
varliginda veya yoklugunda PD-L1 ifadesi seviyesi anlamli olarak azalmaktadir.
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5. TARTISMA

Tiimor olusumu, onkogenleri aktive eden ve tiimor baskilayici genleri inaktive
eden sik genetik degisiklikleri iceren karmasik ¢ok adimli bir slire¢ oldugu
bilinmektedir (Hahn ve Weinberg 2002). Meme, prostat, mide ve diger en yaygin
epitel timorleri, genellikle 16. kromozomun uzun kolunu (16q) iceren homozigot
delesyon ve heterozigotluk kaybr ile karakterize edilir (Latil ve dig. 1997; Yendamuri
ve dig. 2003). Bir¢ok calismada heterozigotluk kaybi, kanser tilirleri arasindaki iliskiler
dogrultusunda arastirma konusu olmustur. Heterozigotluk kayiplar1 yiiksek oranda
karaciger karsinomlar1 (%28,7) da dahil olmak {izere birincil timorlerde gosterilmistir
(Pospiech ve dig. 2018b).

Primer tiimorlerde WWOX geninin homozigot delesyonu nadirdir. Bununla
birlikte WWOX lokusunda heterozigotluk kaybi ve WWOX promotor
hipermetilasyonu olabilir (Driouch ve dig. 2002). Sonug olarak WWOX ifadesinde
kayiplar veya azalmalar meydana gelmektedir (Beroukhim ve dig. 2010).

WW domaini igeren oksidorediiktaz geni (WWOX) birgok kanser tiiriinde
heterezigotluk kaybinin meydana geldigi 16.kromozomun 16¢23.3 ve 16q24.2
bolgelerinde bulunmaktadir. Bu bolge icerisinde kromozomal frajil bolge yer alir ve
FRA16D olarak bilinir (Ried ve dig. 2000). FRA16D bdlgesi insan genomunda yer
alan en yaygin olarak kirilganlik gosteren ikinci bolgedir. Prostat, over, pankreas,
akciger ve dzofagus gibi kanser tiirlerinde bu bolgede siklikla heterezigotluk kaybi ve
homozigot delesyonlar oldugu cesitli ¢aligmalar ile gosterilmistir (Wistuba ve dig.
2000; Martincorena ve dig. 2017). WWOX'un 16q23'teki genomik degisikliklerin
kirilgan hedefi oldugu ve WWOX ifadesinin gesitli insan malignitelerinde kayboldugu
veya azaldig gosterilmistir (Ludes-Meyers ve dig. 2003).

Paige ve ark. kromozom 16q23.2 bdlgesindeki homozigot delesyonlarin ¢esitli
kanser hiicre hatlarinda WWOX ekzonlarini etkiledigini gostermistir (Paige ve dig.
2001). Ayrica, WWOX gen ifadesi ile hematolojik kanser tiirleri arasindaki iligkiler
arastirma konusu olmustur (Aldaz ve Hussain 2020).

WWOX proteini tiimor hiicresi biiylimesini engeller. Ishii ve arkadaslari,
kronik miyeloid 16semi (CML), akut miyeloid 16semi (AML) ve multipl miyeloma
(MM) tiirleri dahil olmak iizere ¢esitli hematopoietik farklilasmalarda WWOX geninin
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ifadesinde siklikla degisimler meydana geldigini agiklamislardir ve bu meydana gelen
WWOX degisimlerinin sikligini géstermislerdir (Ishii ve dig. 2003).

WWOX'un kanser bliylimesindeki etkisini desteklemek i¢in ayni1 bolgede
homozigot kayiplarin tespit edilmesine yonelik ¢alismalar mevcuttur. Bu ¢aligsmalar
dogrultusunda meydana gelen delesyonlarin birgogunun ovaryum ve diger kanser
hiicre hatlarinda WWOX ekzonlarini etkiledigi sonucuna varilmistir (Paige ve dig.
2001).

WWOX geninin, birden fazla kanserde WWOX gen ifadesini etkileyen
genomik kararsizlik i¢in bir hedef oldugu ve onu tiimor biiylimesinin potansiyel bir
baskilayicisi haline getirdigi agiktir. Bednarek ve arkadaglarinin yapmis oldugu
calisgmada WWOX ifadesinin in vivo tiimor biiyiimesi lizerindeki etkisi belirlenmistir
(Bednarek ve dig. 2001).

Aldaz ve arkadaglarinin yapmis olduklar1 ¢aligmalar dogrultusunda WWOX
kaybinin birgok kanser tiirlinde gen susturulmasina ve kromatin yogunlagmasina yol
acan histon deasetilasyonu ve promotor hipermetilasyonu ile iligkili oldugu ortaya
konulmustur. Bu ¢aligmalara gore WW bolgeleri protein kararliligi ve transkripsiyonel
diizenlenme gibi cesitli hiicresel siire¢lerde yer alan sinyal yollar1 ile iligkili
komplekslere aracilik eder (Aldaz ve dig. 2014).

MDA-MB-231 ii¢lii negatif meme kanseri hiicre hattinin WWOX proteini ifade
etmedigi bilinmektedir (Pospiech ve dig. 2018b).Bu yiiksek lisans tezi ¢aligmasinda
WWOX ifade etmeyen MDA-MB-231 insan ii¢lii negatif meme kanseri hiicrelerine
pCMV-WWOX plazmid transfeksiyonu ile bu hiicrelerde WWOX protein ifadesinin
arttirilmas: ve WWOX’un PD-L1 ifadesi seviyesindeki degisiklikleri iizerine etkisi
arastirilmistir.

Koéti huylu tiimor hiicreleri tarafindan anti-tiimor immiin sistemine direnmek
i¢in ¢esitli immiin baskilama yontemlerinin kullanildigi bilinen bir gergektir (Guillerey
ve dig. 2016). Bu yontemlerden biri “immiin kontrol noktas1” olarak adlandirilan PD-
1/PD-L1 yolunun modifiye edilmesidir. Immiin sistem ile kanser arasindaki
iligskilerden biri PD-1 ve PD-L1 arasindaki baglanma sinyali ile ilgilidir (Fife ve dig.
2009; Francisco ve dig. 2009). PD-1/PD-L1 yolu, yalnizca asirt immiin aktivasyonu
normal olarak kontrol etmekle kalmaz, ayni zamanda tiimdrlerin bagisiklik

sisteminden kagmasi igin bir yol gibi gériinmektedir (Hamanishi ve Konishi 2014). Bu
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yolun aktive olmasi, tiimorlerin immiin sistemden kagisina ve bu tiimor hiicrelerinin
biliylimesine sebep olabilecegini destekleyici ¢aligmalar mevcuttur (Zhang ve dig.
2015). Gergeklestirdigimiz ¢alismada MDA-MB-231 ti¢lii negatif meme kanseri hiicre
hattinin immiin sistem karsisinda WWOX proteini ifadesine bagli olarak nasil bir PD-
L1 seviyesi farki meydana getirecegi tespit edilmesi amaglanmastir.

PD-L1'in tiimdr hiicrelerinin farkli bolgelerinde ifade edildigi bilinmektedir.
Kanser hiicreleri bu sistemi immiin sistemden kagarak siirekliligini devam ettirmek
tizere kullanmaktadir. Deri kanseri (melanoma), mesane karsinomlar1 ve akciger
kanserlerinde PD-1 / PD-L1 inhibitérlerinin degerlendirilmesi ilgi konusu olmus ve
bu yonde arastirmalar yapilmasina yon vermistir (Chen ve Han 2015). Timorlerde
yiiksek oranda PD-L1lifadesinin meydana gelmesi kanser hastalarinda neden kotii
prognoza yol actigim1 aciklayabilir. Bu alanda immiin kontrol noktalarinin
diizenleyicisi olan PD1/PD-L1'in inhibe edilmesi ileri derecede olan malign melanoma
ve kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri gibi kotii prognozlu malignitelerin
calismalarinda kullanilmis ve iyi sonuglar elde edilmistir (Francisco ve dig. 2009).

PD-L1 ifadesi analizleri meme kanseri de dahil olmak {izere bircok farkli
kanser tipinde degerlendirilmistir. Ghebeh ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismada PD-
L1 ifadesinin, daha yiiksek derece negatif 6strojen reseptorii durumu ve T diizenleyici
hiicreler ile artan infiltrasyon gibi ¢esitli olumsuz oOzelliklerle iliskili oldugu
bildirmistir (Ghebeh ve dig. 2006).

Calismamiz kapsaminda IFN-y uygulanmamis MDA-MB-231 {glii negatif
meme kanseri hiicre hattinda PD-L1 ifadesi seviyesinin pCMV-WWOX
transfeksiyonuna bagl olarak degerlendirilmesi yapilmistir. Bulgularimizda WWOX
protein ifadesi arttirlan MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattinda PD-L1
seviyesinin azaldigi gosterilmistir.

Ayrica, calismamizda pCMV-WWOX transfeksiyon etkinligi gergeklestirilen
MDA-MB-231 {i¢lii negatif meme kanseri hiicre hattinda IFN-y sitokin uygulanmasini
takiben bu sitokinin etkisi ile iligkili olarak PD-L1 ifadesi seviyesinde ne tiir degisiklik
meydana geldigi analiz edilmistir.

IFN-y, esas olarak CD8sitotoksik T lenfositleri, dogal 6ldiiriicti hiicreler ve
makrofajlar tarafindan tiretilen ve dogustan gelen ve adaptif immiinite i¢in kritik olan

bir tiir sitokin oldugu bilinmektedir (Fang ve dig. 2014).
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IFN-y, cesitli immiin hiicrelerin farklilagmasin1 ve ayni zamanda efektor
fonksiyonunu diizenler. Bununla birlikte kanser hiicrelerinin biiyiimesini ve hayatta
kalmasini inhibe ettigi bilinmektedir (Zaidi ve Merlino 2011). Xiao ve ark. lokal timor
ortaminda PD-L1 ifadesinin roliinii arastirmis ve IFN-ynin kanser hiicrelerinde PD-
L1 ifadesinde ve bunun sonucunda tiimor hiicreleri tarafindan immiin kagista ¢ok
onemli bir role sahip oldugunu bulmustur (Xiao ve dig. 2009).

Bildigimiz kadariyla, ¢alismamiz MDA-MB-231 insan t¢lii negatif meme
kanseri hiicrelerinde pCMV-WWOX ve pCMV-EV transfeksiyonu sonrasinda
konstitiitif ve IFN-y uygulamasina bagli olarak meydana gelebilecek PD-L1 ifadesi
seviyelerinin degerlendirilmesi agisindan ilk ¢alisma olma 6zelligi tasimaktadir.

Calisma sonuglarimiz, WWOX ifade etmeyen MDA-MB-231 hiicreleri ile
karsilastirildiginda MDA-MB-231 hiicrelerde WWOX ifadesinin artmasinin IFN-y
varliginda veya yoklugunda PD-L1 ifadesi seviyesini anlamli olarak azalttigini
gostermektedir. Kanser hiicrelerinde WWOX ifadesi ve PD-L1 ifadesi seviyeleri
arasindaki iliskiyi inceleyen herhangi bir arastirma bulunmamaktadir. Bundan dolay,
bu tez ¢alismasi 6zgiin bir aragtirmadir.

Tiimor hiicrelerinde antitimor immiin yanittan kagmak i¢in bir¢ok Snemli
mekanizma kullanildigi bilinmektedir. PD-1 ve PD-L1'i hedefleyen inhibitorler
onemli etki gostermektedirler (Topalian ve dig. 2012). PD-1, PD-L1 ile aktive edilen
ve hiicre yiizeyinde ifade edilen bir immiin kontrol noktasi inhibitdriidiir ve tiim insan
hiicreleri tarafindan ifade edilir (Latchman ve dig. 2001). PD-L1 ifadesi kanserlerde
baslica kagis mekanizmalarindan biri oldugu bilinmektedir.

PD-1/PD-L1 kontrol noktasi tiimér mikro ¢evresinde immiin baskilamanin
merkezi bir aracisidir ve temel olarak IFN-y sinyalizasyonu ile iligkilidir. Timor veya
immiin hiicreler tizerindeki PD-L1 ifadesini diizenleyen diger faktorleri karakterize
etmek icin, TME'de yerlesik sitokinlerin ve yapisal ve sitokin ile indiiklenen PD-L1
ifadesinin degerlendirilmesi lizerine yapilan ¢alismalar bulunmaktadir (Xiao ve dig.
2009; Fang ve dig. 2014).

IFN-y hem immiin hem de immiin olmayan siireclerin aktivasyonuna yol agan
merkezi bir rol oynar. Timor hiicresinin kendisi, IFN-y aktivitelerinin kritik bir
hedefidir (Smyth ve dig. 2004).
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Soliman ve ark. bazal ve luminal meme kanseri hiicre hatlarinda yaptiklar
calismada IFN-y etkinligine bagli olarak PD-L1 ifadesi seviyesindeki farkliliklari
degerlendirmislerdir (Soliman ve dig. 2014). Ozellikle MDA-MB-231 hiicrelerini
igeren bazal tip (Bazal B) meme kanserlerinin diger meme kanseri hiicre tiplerine gore
konstitiitif olarak ve IFN-y uygulamasi ile daha yiiksek seviyelerde PD-L1 ifade
ettiklerini bulmuslardir.

Kanser hiicreleri dahil olmak iizere ¢esitli hiicre tiplerinde STAT3 sinyal
yolagi, IFN-y'nin atipik bir sinyal ileticisi olarak aktive edilir (Qing ve Stark 2004;
Xiao ve dig. 2009; Haroun ve dig. 2017). STAT3 meme kanserlerinde asir1 ifade edilir
ve yapisal olarak aktive olur; bu, meme kanserlerinin baslangici, ilerlemesi, metastazi
ve kemoterapiye direnci ile yakindan iliskilidir (Sirkisoon ve dig. 2018). STAT3 timor
aracili immiin baskilanmanin giiclii bir diizenleyicisidir (Wang ve dig. 2018a).STAT3
ayrica PD-L1ifadesinin diizenlenmesinde de rol oynar (Sasidharan Nair ve dig. 2018).
PD-L1, ayrica JAK aracili STAT3 fosforilasyonu ve aktivasyonu nedeniyle meme
kanseri hiicre hatlarinda fazla ifade edilir (Chen ve dig. 2018b).

Cogu hiicrede STAT3 aktivitesi, STATI tarafindan c¢apraz inhibisyon
nedeniyle diisiik tutulur. Bu nedenle, STAT3'in IFN-y islevine katkisi genellikle
siirlidir ve en iyi etkisi STAT1 eksikligi olan hiicrelerde ortaya ¢ikar (Qing ve Stark
2004).IFN-y ile aktive olan JAK / STAT sinyallesmenin yani sira gesitli yollar timor
hiicrelerinde PD-L1 ifadesini etkileyebilir. MEK / ERK ve PI3K / AKT gibi
proliferatif yollar araciligiyla sinyallesme de PD-L1 ifadesini arttirabilir (Hasan ve dig.
2011; Soliman ve dig. 2014)

WWOX proteini IL-6 / JAK2 / STAT3 sinyal iletim yolagi {izerinden kanser
hiicresi bliylimesini ve metastazi STAT3'e bagli bir sekilde baskilamaktadir.
WWOX un asir1 ifadesi bazal meme kanseri hiicrelerinde STAT3 aktivitesini inhibe
eder (Chang ve dig. 2018). Ayrica, WWOX'un JAK?2 fosforilasyonunu inhibe ettigi ve
JAK2'nin STAT3 ile birlesmesini engelledigi ve boylece STAT3 fosforilasyonunun
baskilandigi gosterilmistir (Chang ve dig. 2018). WWOX 'un diisiik ifadesi, bazal
kanser hiicrelerinde ve TNBC dokularinda yiiksek derecede aktive olmus STATS3 ile
anlamli sekilde iliskilidir (Chang ve dig. 2018)).

Sonug olarak, ¢alismamizda WWOX ifade etmeyen MDA-MB-231 hiicreleri
ile karsilastirildiginda MDA-MB-231 hiicrelerde WWOX ifadesinin arttiritlmasinin
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IFN-y varliginda veya yoklugunda PD-L1 ifadesi seviyesini anlamli olarak azalttig
gosterilmigtir. WWOX proteininin kanserlerde immiin sistemi iizerindeki kesin roliinii

tanimlamak i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiyag¢ vardir.
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