T.C.
ISTANBUL KULTUR UNIVERSITESI

LISANSUSTU EGITIM ENSTITUSU

ORLISTATIN PANKREAS KANSERI TUMOR MIiKROCEVRESI
UZERINDEKI ETKILERININ INCELENMESI

YUKSEK LiSANS TEZi
Nasma ELABBADY

1900005277

Anabilim Dali: Molekiiler Biyoloji ve Genetik

Program: Molekiiler Biyoloji ve Genetik

Tez Damismani: Dr. Ogr. Uyesi Pelin Ozfiliz KILBAS

HAZIRAN 2025



T.C.
ISTANBUL KULTUR UNIVERSITESI

LISANSUSTU EGITIM ENSTITUSU

ORLISTATIN PANKREAS KANSERI TUMOR MiKROCEVRESI
UZERINDEKI ETKILERININ iNCELENMESI

YUKSEK LiSANS TEZi
Nasma ELABBADY

1900005277

Anabilim Dali: Molekiiler Biyoloji ve Genetik

Program: Molekiiler Biyoloji ve Genetik

Tez Damsmani: Dr. Ogr. Uyesi Pelin Ozfiliz KILBAS
Jiiri Uyeleri: Dr. Ogr. Uyesi Burcu Ayhan SAHIN

Dr. Ogr. Uyesi Giilden BUDAK

HAZIRAN 2025



ONSOZ

Oncelikle, en sicak tesekkiirlerimi ve minnettarligimi sunmak istiyorum; bu uzun ve zorlu
stiregte her zaman yanimda olan, bilgi ve sabriyla bana rehberlik eden danigmanim Dr.
Ogr. Uyesi PELIN OZFILIZ KILBAS’a. Béylesine bir yolculukta, daha iyi bir danisman
dileyemezdim.

Bu ¢alisma siiresince sagladigi degerli destek ve katkilarindan dolay1 Aragtirma Gorevlisi
ENES BAL a i¢ten tesekkiirlerimi sunarim.

Ailem, bana verdikleri sinirsiz destek i¢in sonsuz tesekkiirlerimi sunuyorum. Hayatim
boyunca attigim her adimda yanimda olan canim annem SAFAA MOUSSA ve babam
HOSSAM ELABBADY, sadece sevginizle degil, fedakarliklarinizla, sabrinizla ve
inancinizla da bana gii¢ verdiniz. Bugiinlere gelmemde en biiyiik pay sizindir.

Kardeslerim BASMA, ABDULRAHMAN ve MOHAMMED ELABBADY, her zaman
yanimda olup bana destek oldunuz; sizlere minnettarim. Varliginiz ve yanimda olusunuz,
kendimi daha giiclii, daha giivende ve daha anlamli hissettirdi.

Ayrica Anneannem sevgili TETA FATME’ye, bitmek bilmeyen sevgisi ve sefkati i¢in
o0zel tesekkiirlerimi sunuyorum.

Bu yolculugu anlamli ve unutulmaz kilan, her adimda yanimda olup moral veren sevgili
arkadaslarima en icten tesekkiirlerimi sunuyorum. SALMA, SHAHED, ALBUTAIRI ve
BAWAZIR... Varliginiz, sadece bir destek degil; ayn1 zamanda bu siireci daha keyifli,
daha katlanilir ve ¢ok daha 6zel kildi. Sizlerle paylastigim anlar, bu yolculugun en giizel
hatiralar1 arasinda yer alacak.

Bu yolculukta yanimda olan kiymetli yol arkadaslarima goniilden tesekkiir ederim.
HATICE ile lisanstan bu yana yan yana yiiriidiigimiiz bu yolu birlikte tamamlamak benim
i¢cin ¢ok kiymetliydi. HANEEN, HANADI, ve GUNEL bu iki yili neseleri ve
dostluklariyla unutulmaz kildilar.

Ve tiim bunlarin 6tesinde, hayatimda 6zel bir yere sahip olan, kalbimde her daim sevgiyle
tasidigim tiim sevdiklerime en derin ve en samimi tesekkiirlerimi sunuyorum.
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OZET

Pankreas kanseri, kotii prognozu, yiiksek metastaz potansiyeli ve sinirli tedavi segenekleri
nedeniyle en agresif maligniteler arasinda yer almaktadir. Bu hastaligin ilerleyisinde,
tiimor mikrogevresi ile olan etkilesimler kritik bir rol oynamaktadir. Ozellikle, timdrii
cevreleyen adipositlerle olan dinamik iletisim, kanser hiicrelerinin proliferasyonunu,
migrasyonunu ve ila¢ direncini artiran metabolik sinyallerin ortaya ¢ikmasina neden
olmaktadir. Adipositlerin salgiladigi lipitler ve adipokinler, lipit metabolizmasinda
yeniden programlamaya yol agarak tiimor progresyonunu desteklemektedir.Bu baglamda,
bir yag asidi sentaz (FASN) inhibitorii olan orlistat, kanser karsiti potansiyeliyle dikkat
¢eken umut verici bir terapotik ajandir. Orlistat, lipit metabolizmasini hedef alarak
pankreas kanseri hiicrelerinin adiposit kaynakli avantajlarini ortadan kaldirmakta ve
hiicresel diizeyde tiimor destekleyici sinyalleri baskilamaktadir.Bu ¢aligmada, 3T3-L1
olgun adiposit hiicreleri ile MIA PaCa-2 pankreas kanseri hiicreleri arasindaki metabolik
capraz konusma incelenmis, orlistatin bu etkilesim iizerindeki rolii degerlendirilmistir.
SREBPI1 diizeylerini inceleyerek, tiimor mikrogevresinin lipid metabolizmasi yoluyla
aktive oldugunu ve bu durumun kanser hiicrelerinin daha agresif 6zellikler kazanmasina
neden oldugunu gozlemledik. Ancak bu siire¢, yag asidi sentezini hedef alan orlistat
uygulamasiyla baskilanabilir; bdylece mikrogevrenin kanseri destekleyici etkisi
azaltilarak timoriin agresifligi geriletilebilir.Elde edilen bulgular, pankreas kanserinde
lipit metabolizmasinin hedeflenmesinin yeni ve etkili tedavi stratejileri gelistirilmesinde
kilit bir yaklagim olabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Pankreas kanseri, tiimor mikrogevresi, adiposit, lipit metabolizmasi,

orlistat.
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ABSTRACT

Pancreatic cancer is among the most aggressive malignancies due to its poor prognosis,
high metastatic potential, and limited treatment options. In the progression of this disease,
interactions with the tumor microenvironment play a critical role. In particular, the
dynamic communication between cancer cells and surrounding adipocytes leads to the
emergence of metabolic signals that enhance cancer cell proliferation, migration, and drug
resistance. Lipids and adipokines secreted by adipocytes contribute to the reprogramming
of lipid metabolism, thereby supporting tumor progression. In this context, orlistat, a fatty
acid synthase (FASN) inhibitor, stands out as a promising therapeutic agent with
anticancer potential. By targeting lipid metabolism, orlistat eliminates the advantages
cancer cells gain from adipocyte-derived signals and suppresses tumor-supportive
signaling at the cellular level. In this study, the metabolic crosstalk between 3T3-L1
mature adipocyte cells and MIA PaCa-2 pancreatic cancer cells was examined, and the
role of orlistat in this interaction was evaluated. By analyzing SREBP1 levels, we
observed that the tumor microenvironment is activated through lipid metabolism, leading
to more aggressive characteristics in cancer cells. However, this process can be suppressed
through the application of orlistat, which targets fatty acid synthesis; thereby, the tumor-
promoting effects of the microenvironment can be diminished, and tumor aggressiveness
can be reduced. The findings suggest that targeting lipid metabolism in pancreatic cancer
could be a key approach in the development of new and effective therapeutic strategies.

Keywords: Pancreatic cancer, tumor microenvironment, adipocyte, lipid metabolism,

orlistat
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1. GIRIS VE AMAC

1.1. GIRIS

Pankreas kanseri, agresif biyolojisi, gec teshisi ve mevcut tedavilere sinirlt yaniti ile
karakterize edilen Sliimciil malignitelerden biridir. Kotii prognozuna katkida bulunan
temel faktorler arasinda tiimor hiicrelerinin dikkate deger metabolik adaptasyonu ile
ozellikle cogalmayi, hayatta kalmay1 ve tedaviye direnci desteklemek icin degisen lipit
metabolizmasinin degisimi yer almaktadir. Tiimor ¢evresindeki adipositler, lipitleri
saglayarak terapotik kaginmayr destekleyip, metabolik yeniden programlamayi
degistirerek kanseri tetikleyici etki olusturmaktadirlar. Lipit biyosentezinde merkezi bir
enzim olan yag asidi sentaz (FASN), pankreas kanserinde siklikla asir1 ifade edilir ve
malign fenotipin korunmasinda kritik bir rol oynar. FASN'nin inhibisyonu, kanser hiicresi
metabolizmasini bozmak ve segici timor hiicresi 6liimiinii baslatmak i¢in umut verici bir
strateji olarak ortaya ¢ikmistir. FDA (Food and Drug Administration) onayli bir anti-
obezite ilact olan Orlistat’in, bir¢ok kanser tipinde FASN'i geri dondiiriilemez sekilde
inhibe ederek anti-timor aktivitesi gosterdigi, yalnizca tiimor hiicrelerinin metabolik
bagimliliklarint bozmakla kalmayip, timoér mikrogevresindeki adipositlerin de pro-

tiimorojenik etkilerine kars1 koydugu bilinmektedir.

Bu tez c¢alismasinda, adipositlerin pankreas kanseri hiicrelerinin canliliini,
proliferasyonunu, lipit alimini ve migrasyonunu artirdigi gézlemlenmistir. Ancak, timor
mikrogevresinde bu destekleyici etkilerin varligina ragmen, Orlistat bu siiregleri anlaml
sekilde baskilamaya devam etmistir. Bu durum, Orlistat’in lipit agisindan zengin ve timor
destekleyici kosullarda bile etkili oldugunu gdstermekte ve pankreas kanserinde lipit
metabolizmasimi1 hedeflemenin terapdtik potansiyelini  ortaya koymaktadir. Bu
mekanizmanin daha ileri diizeyde arastirllmasi pankreas kanserinde yeni tedavi

stratejilerinin gelistirilmesine katki saglayabilir.



1.2. AMAC

Bu ¢alismanin amaci, 3T3-L1 olgun adipositler ile MIA PaCa-2 pankreas kanseri hiicreleri
arasindaki c¢ift yonlii etkilesimi inceleyerek, tiimor mikrogevresine bagli olarak lipit
metabolizmasinda meydana gelen degisimlerin tiimor hiicrelerinin canlilig1 lizerindeki
etkilerini arastirmaktir. Ayrica, yag asidi sentaz (FASN) inhibit6rii Orlistat’in bu hiicreler
arasindaki metabolik etkilesimdeki roliiniin ve bu etkilesim araciligiyla pankreas kanseri

hiicrelerinin canliliginda olusturdugu degisikliklerin ortaya konmasi hedeflenmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser ve Gelisimi

Kanser, kiiresel saglik i¢cin 6nemli bir tehdit olusturan karmasik ve ¢ok yonlii bir
hastaliktir. Viicutta anormal hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde biiyiimesi ve yayilmasi ile
karakterizedir ve genellikle normal fizyolojik siirecleri bozar. Kanser, viicudun hiicre
bliylimesi ve boliinmesi i¢in diizenleyici mekanizmalarinin islevsiz hale gelmesi
sonucunda ortaya ¢ikar. Normal sartlarda, insan hiicreleri diizenli bir sekilde biiyiir,
boliiniir ve kendilerini yenileyerek doku biitiinliiglinii ve islevini korur. Ancak kanserde
bu diizenli siire¢ bozulur ve anormal veya hasarli hiicreler kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalir.
Bu hiicreler genellikle tiimdr ad1 verilen doku kiitleleri olusturabilir ve bu tiimérler benign

(iyi huylu) veya malign (kotii huylu) olarak siniflandirilabilir (Brown et al., 2023).

2000 yilinda, kanser hiicrelerinin tiimor ilerlemesi siirecinde kazandigi temel biyolojik
yetenekleri tanimlayan 6nemli bir gergeve ortaya (Hanahan & Weinberg, 2011). Bu
kavram, cesitli genetik ve hiicresel degisikliklerin nasil ortak bir sekilde kanserin
gelisimini sagladigini anlamamiza yardimci olur. Kanser hiicreleri, kendi biiyltime
sinyallerini lireterek veya normal biiyime faktorii yollarimi bozarak siirekli ¢ogalma
yetenegi kazanirlar ve bdylece normal kontrol mekanizmalarii asarlar. Ayni zamanda,
hiicre boliinmesini sinirlandiran p53 gibi timdr baskilayici genlerin etkisinden kagarlar
(Symonds et al., 1994). Kanserin 6nemli bir &zelligi, programlanmis hiicre 6limi
(apoptoz) mekanizmasina direng gostermeleri olup, bu sayede genetik hasar veya ¢evresel
stres gibi olumsuz kosullara ragmen hayatta kalabilirler. Ayrica, telomer kisalmasi
nedeniyle normal hiicrelerde goriilen sinirli boliinme kapasitesini asarak sinirsiz gogalma
yetenegine ulasirlar(Greenberg et al., 1999). Tiimorlerin biiytimesini siirdiirebilmeleri i¢in
yeni kan damarlar1 olusturarak (anjiyogenez) ihtiya¢ duyduklari oksijen ve besin
maddelerini saglarlar. Kanser hiicrelerinin ¢evre dokulara invaze olabilme ve uzak

organlara metastaz yapabilme yetenegi de kanserin 6liimciilliigiinde kritik rol oynar; bu



stirecte hiicre adezyon molekiillerindeki degisiklikler, ekstraseliiler matriksin proteazlar
araciligiyla pargalanmasi ve stromal ile inflamatuar hiicrelerle etkilesimler dnemli yer
tutar (Werb, 1997). Tiim bu 6zelliklerin temelinde, tiimor ilerlemesi i¢in gerekli genetik
degisikliklerin birikimini kolaylastiran genom instabilitesi yer alir. Hiicrelerin genom
biitiinliglinii korumak i¢in gelismis DNA tamir mekanizmalar1 ve p53 tarafindan
yonetilen hiicre dongiisii kontrol noktalar1 bulunmasina ragmen, kanser hiicrelerinde bu
“genom koruyucu” sistemlerin islev kaybi sik¢a goriiliir ve bu durum mutasyon oraninin
artmasina, ¢esitlenen mutant klonlarin olugsmasina olanak tanir (Lengauer et al., 1998). Bu
yeteneklerin kazanilma sirast ve mekanizmalar1 kanser tiirleri ve bireysel tiimdrler
arasinda degisiklik gosterse de, bu model kanserin biyolojisini anlamada kapsamli ve
temel bir cerceve sunmaktadir. Bu paradigm, kanser aragtirmalarini ve tedavi stratejilerini
derinden etkileyerek, her bir kanser 6zelligini hedefleyen tedavilerin gelistirilmesini
tesvik etmektedir. Bu alt1 temel 6zellik, kanser biyolojisini anlamada énemli bir temel
olusturdu. Ancak, kanserin karmasik dogasi ve ilerleyen aragtirmalar, 2011 yilinda
Hanahan ve Weinberg tarafindan bu hallmarks kavramina yeni eklemeler yapilmasini
gerektirdi. Boylece kanserin gelisimini ve ilerlemesini daha kapsamli agiklayan yeni

ozellikler tanimlanda.

2011 yilinda yapilan giincellemeyle, kanserin temel biyolojik yeteneklerine ek olarak,
timorlerin gelisimi ve progresyonunda rol oynayan yeni “yardimec1” ozellikler ve
“gliclendirici” karakteristikler tanimland1 (Hanahan & Weinberg, 2011). Bu kapsamda,
kronik enflamasyonun tiimor mikrocevresinde tiimor ilerlemesini destekleyen kritik bir
faktor oldugu vurgulandi. Ayrica, kanser hiicrelerinin metabolik yollarin1 yeniden
programlayarak, enerji ihtiyaglarini karsilamak ve hizli proliferasyonlarini stirdiirmek i¢in
aerobe glikoliz (Warburg etkisi) gibi alternatif metabolik stratejiler benimsedikleri
gosterildi. Bunlara ek olarak, bagisiklik sisteminden kaginma yetenegi, tlimorlerin
evrimsel siiregte agmasi1 gereken 6nemli bir engel olarak tanimlandi. Bu baglamda, timor
hiicreleri immiin denetim mekanizmalarini devre dis1 birakmak veya baskilamak suretiyle,
bagisiklik yanitindan kagabilirler. Bu yeni kavramlar, kanserin yalnizca hiicre igi
degisikliklerden ibaret olmadigini, ayni zamanda tiimor ile c¢evresindeki stromal,
bagisiklik ve vaskiiler hiicreler arasindaki karmasik etkilesimlerin kanserin seyrinde kritik

rol oynadigini ortaya koydu.



2022 yilinda ise kanser arastirmalarindaki daha yeni gelismeler 1s18inda hallmarks
kavramina yeni boyutlar eklenmistir. Bu giincellemede, klasik sekiz temel yetenege ek
olarak dort onemli parametre daha on plana c¢ikmistir. Bunlar hiicresel plastisite,
mutasyona bagli olmayan epigenetik yeniden programlama, organ ve doku
mikrobiomlarindaki polimorfizm ve senescent hiicrelerin tiimdor mikrocevresindeki
islevleri. Hiicresel plastisite, kanser hiicrelerinin ¢evresel faktorlere ve tedavi baskilarina
kars1 fenotipik esneklik gostererek farklilagabilme ve adaptasyon saglama yetenegini ifade
eder; bu da tiimor heterojenitesinin ve tedavi direncinin temel sebeplerinden biridir (Yuan
et al., 2019). Mutasyona bagli olmayan epigenetik yeniden programlama, DNA dizisinde
degisiklik olmadan gen ekspresyon profillerinin degismesiyle kanser hiicrelerinin
davraniglarinin sekillenmesini agiklar (Thienpont et al., 2016). Polimorfik mikrobiomlar,
yani bireylerin organ ve dokularindaki mikrobiyal ¢esitlilik, tiimor gelisimi ve immiin
yanit lizerinde etkili olabilmekte ve dolayisiyla kanser patogenezine yeni bir perspektif
getirmektedir (Gopalakrishnan et al., 2018). Son olarak, senescent hiicreler, kanser
hiicreleri ve stromal hiicrelerde farkli sekillerde bulunmakla birlikte, timor
mikrocevresinde hem tiimor ilerlemesini destekleyici hem de engelleyici roller
istlenebilmektedirler (He & Sharpless, 2017) . Bu yeni kavramlar, kanser biyolojisini
daha biitiinsel ve ¢cok boyutlu anlamamiza yardimec1 olmakta, yeni hedeflerin kesfi ve
tedavi stratejilerinin gelistirilmesi igin genis bir alan agmaktadir (Hanahan, 2022). (Sekil
2.1)
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Sekil 2. 1 Kanserin Ayirt Edici Ozellikleri

2.2. Pankreas Kanseri

2.2.1. Pankreasin Yapisi, Islevi ve Rolii

Pankreas, sindirim ve kan sekeri diizenlenmesinde merkezi bir rol oynayan hayati bir
organdir. Mide arkasinda, {ist sol karin bdlgesinde yer alir. Kiigiik bagirsak, karaciger ve
dalak gibi ¢esitli diger organlarla ¢evrilidir (Slack, 1995). Yapisal olarak, onbes ila yirmi
cm uzunlugunda, diiz bir armut seklinde, bas, boyun/gévde ve kuyruk olmak tizere ii¢
boliime ayrilmig siingerimsi bir organdir (Sekil 2. 2). Bas kismi, pankreasin en genis
boliimiidiir ve duodenumun C seklindeki kivriminda yer alir. Safra kanali, yiizeyinde bir
yarik boyunca ya da iginde yerlesmis olarak bulunur (Talathi et al., 2023). Bas kismu,
pankreasin kismen sindirilmis besinlere sindirim enzimleri salgiladigi mide ve ince
bagirsak birlesiminde bulunur. Ust mezenterik arter ve ven, portal ven ve ¢dlyak ekseni

gibi ana kan damarlariyla ¢evrili olan pankreas, biiyiik oranda (%95) protein, karbonhidrat
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ve yaglarin sindirimine yardimci olan tripsin, kimotripsin, amilaz ve lipaz gibi enzimleri
salgilayan ekzokrin dokudan olusur. Pankreasin geri kalan %5'i, dogrudan kan dolagimina
onemli hormonlar {ireten ve salgilayan Langerhans adaciklarindan olusur. Pankreasin ana
hormonlarindan ikisi, kan sekerini diisiiren insiilin ve kan sekerini yiikselten glukagondur.
Kan sekerinin uygun seviyelerde tutulmasi, beyin, karaciger ve bobrekler gibi hayati
organlarin diizglin ¢alismasi igin kritiktir. Pankreasin ekzokrin ve endokrin iglevleri bir
arada degerlendirildiginde, bu organin genel saglik ve metabolik dengeyi korumadaki

vazgecilmez rolii agikca ortaya ¢ikar (Slack, 1995).

Pancreatic
duct

Sekil 2. 2 Pankreasin yapis1 (Fleshman et al, 2025)

Bazi1 pankreas disfonksiyonlari, pankreas dokusunun yapisim1 ve islevini bozarak,
iltihaplanmay1 artirarak veya genetik hasara zemin hazirlayarak pankreas kanserinin
gelisimine katkida bulunmaktadir. Kronik pankreatit, genellikle alkol kullanimi, genetik
mutasyonlar (6rnegin PRSS1) veya otoimmiin nedenlerle ortaya ¢ikan uzun siireli bir
pankreas iltihabidir (Goosenberg & Lappin, 2025). Siirekli hiicre hasar1 ve doku
skarlagmasi (fibrozis) ile karakterizedir. Bu durum, zamanla hiicre yenilenmesi tizerindeki
baskiy1 artirarak DNA mutasyonlarina ve neoplastik doniistimlere zemin hazirlar. Kronik
pankreatit, 6zellikle pankreas kanserine doniisme potansiyeli agisindan yiiksek risk tagir
(Kirkegard et al., 2017). Benzer sekilde, pankreatik kistler, 6zellikle intraduktal papiller
miisindz neoplaziler (IPMN), 6nciil lezyonlar olarak kabul edilir. Pankreas kanallarinda

gelisen ve miisin iireten bu kistik yapilar, diisiik dereceli displaziden yiiksek dereceli
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displaziye ve invaziv karsinomlara kadar ilerleyebilir (Puckett et al., 2023). Belirli yapisal
ya da molekiiler 6zellikler tagiyan IPMN’ler, malign doniisiim agisindan daha ytiksek
risklidir (de la Fuente et al., 2023). Diyabet, 6zellikle uzun siireli tip 2 diyabet, pankreas
kanseriyle yakindan iliskili 6nemli bir metabolik bozukluktur (Scheriibl, 2021). Tip 2
diyabetin karakteristik 6zelligi olan kronik hiperglisemi (siirekli yiiksek kan sekeri
diizeyleri) ve hiperinsiilinemi (artmis insiilin diizeyleri), pankreas c¢evresindeki
mikrogevrede hem inflamasyonu artirir hem de hiicresel diizeyde proliferasyonu (hiicre
cogalmasi) destekler. Bu durum, hiicrelerde stres olusturur ve DNA hasarina neden olarak
timor olusumu i¢in uygun bir ortam yaratir(lhara et al., 1999) . Ayrica, insiilin direnci
gibi metabolik diizensizlikler, kanser hiicrelerinin bilylimesi ve hayatta kalmasi igin
gerekli olan biiylime faktorlerinin (6rnegin IGF-1) salinimini da artirir. Bu biyolojik
etkiler, diyabeti pankreas kanserinin hem dogrudan bir risk faktorii hem de kanserin
ilerlemesini destekleyen bir durum haline getirir. flging bir sekilde, 50 yas iizeri bireylerde
yeni gelisen diyabet, altta yatan gizli bir pankreas tiimoriiniin ilk belirtisi olabilir. Ciinkii
gelisen tiimor, pankreasin endokrin kismini etkileyerek insiilin iiretimini ve glukoz
diizenlemesini bozabilir(Ling et al., 2020). Diger yandan, ekzokrin pankreas yetmezligi
(EPI), pankreasin dis salgi yapan hiicrelerinin yeterli miktarda sindirim enzimi
iretememesi sonucu ortaya cikar. Bu durum genellikle yaglarin, proteinlerin ve
karbonhidratlarin yeterince sindirilememesine, dolayisiyla malabsorpsiyon ve beslenme
yetersizliklerine yol agar (Capurso et al., 2019). EPI, ¢ogu zaman kronik pankreatit gibi
uzun siireli hasar olusturan hastaliklarin veya dogrudan pankreas kanserinin bir
belirtisidir. Ciinkii ilerleyen bir tiimor, pankreas dokusunu tahrip ederek enzim salgilayan
hiicreleri etkileyebilir. Bu nedenle EPI, sadece mevcut pankreas hastaliklariin sonucu
olmakla kalmaz, ayn1 zamanda pankreasin ilerleyici hasar gérdiigiinii ve potansiyel olarak
malign doniisiim siirecinde oldugunu gésteren 6nemli bir biyolojik isaret olabilir (Moore
et al., 2021). Sonug¢ olarak, diyabet ve ekzokrin pankreas yetmezligi gibi pankreatik
disfonksiyonlar sadece pankreasin normal islevlerini bozmakla kalmaz, ayni zamanda
iltihap, hiicre hasar1, metabolik stres ve doku degisiklikleri gibi biyolojik mekanizmalar
lizerinden kanserlesme siirecine dogrudan katki saglar. Bu durum, bu tir
disfonksiyonlarin pankreas kanseri acgisindan neden dikkatle takip edilmesi gerektigini

acikca ortaya koymaktadir.



2.2.2. Pankreatik Kanserinin Tanimi ve Siniflandirmasi

Pankreas kanseri, genellikle tek bir hastalik gibi ele alinsa da, biyolojik davraniglar1 ve
prognostik 6zellikleri bakimindan farklilik gdsteren cesitli histopatolojik ve molekiiler alt
tiplere sahiptir. Pankreas tiimorleri baslica ekzokrin ve ndroendokrin olmak tizere iki ana
gruba ayrilir (J. Zhou et al., 2010). Ekzokrin pankreas kanserleri, pankreasin sindirim
enzimlerini Ureten hiicrelerinden kaynaklanir ve pankreatik duktal adenokarsinom
(PDAC) en yaygin formdur. PDAC, ekzokrin pankreas tiimorlerinin %90’ 1ndan fazlasini
olusturur ve ¢ogunlukla “baska tiirlii siniflandirilamayan” (NOS) olarak tanimlanir; bu
siiflama klinik kararlar agisindan evreleme diginda sinirlt bilgi sunmaktadir (Liittges et
al., 2004). Adenoskuamé6z karsinom (>%15 skuamdz farklilasma igeren), kolloid
karsinom ve asinar hiicreli karsinom gibi daha nadir histolojik varyantlar ise bazi
morfolojik ve prognostik farkliliklar gostermelerine ragmen, tedavi agisindan ayirt edici

olarak ele alinmamaktadir (Kardon et al., 2001).

Ote yandan, noroendokrin pankreas tiimérleri (PNET’ler), pankreasin hormon salgilayan
endokrin hiicrelerinden koken alir ve klinik davranislari ile prognozlari ekzokrin
timorlerden farklidir. Noroendokrin tiimorler, 1y1 diferansiye olan ve genellikle daha
yavag seyir gosteren iyi huylu ya da diisiik dereceli malign tiimorler ile yiiksek dereceli
noroendokrin karsinomlar arasinda genis bir spektrumda yer alir. PNET’ler, hormon
salgilama durumlarina gore fonksiyonel (inslilinoma, gastrinoma vb.) veya non-
fonksiyonel olarak siniflandirilir ve tedavi stratejileri buna gore sekillenir (Basturk et al.,

2015).

Son yillarda PDAC’nin altinda yatan heterojenligi daha 1yi anlamak adia molekiiler
diizeyde smiflandirmalara da yonelinmistir. Yapilan transkriptom analizleri, PDAC’nin
cesitli molekiiler alt tiplerini ortaya koymustur. Collisson ve arkadaslari, {i¢ alt tip
tamimlamistir:  Klasik, Kuazi-mezenkimal (QM-PDA) ve Ekzokrin-benzeri; bu
siniflandirmada QM-PDA alt tipi, yiiksek tiimor derecesi ve kotii prognoz ile
iliskilendirilmistir (Collisson et al., 2011). Daha sonra Moffitt ve arkadagslari, Bazal-
benzeri ve Klasik olmak iizere iki tiimér alt tipi ile birlikte, Stromal igerikleri baz alan iki

ek sinif (Aktive ve Normal stroma) tanimlamistir; bu durum timoér mikrosim ¢evresinin
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Oonemini vurgulamaktadir (Sivapalan et al., 2022). Bu smiflandirmalarin 6tesine gegen
Bailey ve arkadaslari ise, genomik, transkriptomik ve epigenomik verileri birlestirerek
Dért alt tip tanimlamistir: Skuamdz, Pankreatik Progenitdr, Immiinojenik ve ADEX
(Aberrant Farklilasmis Endokrin Ekzokrin) (Bailey et al., 2016). Ozellikle Skuaméz alt
tip, Bazal-benzeri ve QM-PDA alt tipleriyle ortiismekte ve pankreatik soya 6zgii GATA6
ve HNF4A gibi genlerin epigenetik olarak susturulmasiyla karakterize edilmekte olup, en
kotii prognozla iliskilidir. Immiinojenik alt tip ise belirgin bagisiklik hiicresi infiltrasyonu
ile 6ne ¢ikmakta olup, immiinoterapi agisindan potansiyel tasiyabilir (Bailey et al., 2016).
Pankreatik Progenitor ve Klasik alt tipler normal endodermal farklilagma belirteglerini
korurken, ADEX/Ekzokrin-benzeri gruplar CPAl ve PRSS1 gibi olgun pankreas
dokusuna 6zgii genleri ifade etmektedir; ancak bu ifadenin gercek bir tiimor alt tipine mi
yoksa 6rnek kontaminasyonuna mu ait oldugu konusunda tartismalar stirmektedir (Decker
et al., 2006).Bu smiflandirmalar bir biitiin olarak PDAC’nin biyolojik ¢esitliligini gozler
ontine sermekte ve histolojik tanilamanin 6tesine gegerek, klinik olarak uygulanabilir bir
molekiiler taksonomi olusturulmasinin, tani, prognoz ve tedavi siireglerinde 6nemli

katkilar saglayabilecegini gdstermektedir.

2.2.3. Pankreas Kanseri Epidemiyolojisi

Pankreas kanseri, zorlu bir malignite olup sanayilesmis iilkelerde kiiresel kanser
Olimlerinin yedinci en yaygin nedeni olarak yer almaktadir. GLOBOCAN 2018
tahminlerine gore, pankreas kanseri 458.918 yeni vaka ve 432.242 kanser kaynakli 6liim
ile en yaygin goriilen 11. kanser olarak tespit edilmistir. Kiiresel insidans ve mortalite,
yasla birlikte artis gostermekte olup erkeklerde kadinlara kiyasla biraz daha yaygindir
(Global Cancer Observatory, n.d.). Pankreas kanserinin insidansi artarken, 2040 yilina
kadar 355.317 yeni vaka ongoriilmektedir (Bray et al., 2018). Pankreas kanseri, bolgelere
ve popiilasyonlara gore farkliliklar gosteren bir hastaliktir (Sekil 2. 3). Yasa gore
standardize edilmis insidans orani (ASR) en yiiksek olarak 100.000 kiside 7,7 ile
Avrupa’da ve 7,6 ile Kuzey Amerika’da gézlemlenmistir. En diisiik insidans orani ise
100.000 kiside 2,2 ile Afrika’da kaydedilmistir (Rawla et al., 2019a). PDAC insidansi,
yiiksek gelirli bolgelerde daha yiiksek oranlar gosterirken, diisiik gelirli bolgelerde diistiik
oranlar gostermektedir. Avrupa, Kuzey Amerika, Avustralya/Yeni Zelanda ve Japonya
gibi yiiksek gelirli bolgelerde PDAC insidans oranlar1 100.000 kisi basmna 7,9 ile 9,9
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arasinda degisirken, Afrika, Orta Amerika ve Giiney Asya gibi diisiik gelirli bolgelerde
bu oranlar 1,5 ile 4,6 arasinda bildirilmistir. Bu farklar, alkol tiiketimi, obezite, diyabet ve
yaglanan niifus gibi risk faktorlerinin daha yaygin oldugu wvarlikli toplumlarla
iliskilendirilebilir. Ayrica, diistik gelirli bolgelerde ileri teshis araglaria ve goriintiileme
teknolojilerine erisimin sinirli olmasi, gercek insidansin eksik tahmin edilmesine yol
acarak PDAC’nin kiiresel epidemiyolojisinde bir tutarsizliga isaret edebilir (Liew et al.,
2023). Birlesik Krallik'ta pankreatik noroendokrin neoplazmlar (NEN'ler) igin 1 yillik
genel sagkalim orani yaklasik %80°dir. Bu veri, 2013-2015 yillar1 arasinda teshis konulan
1.415 hastay1 kapsayan ve British Journal of Cancer, 2019'da yayimlanan Ingiltere Halk
Saglig1 calismasima dayanmaktadir. Uzun vadeli sagkalim oranlar1 ise daha diistiktiir;
2000-2002 yillar1 arasinda teshis edilen hastalar1 iceren bir Avrupa calismasina gore,
hastalarin yalnizca yaklasik %40°1 bes yil veya daha uzun siire hayatta kalmistir. Bu
veriler, pankreas kanserinin agresif dogasini ve erken teshis ile tedavi sonuglarmni
iyilestirme konusundaki devam eden zorluklar1 vurgulamaktadir (Leiphrakpam et al.,
2025).

Estimated age-standardized incidence rates (World) in 2018, pancreas, both sexes, all ages

ASR{(World) per 100 000

278

67-78
46-6.7
36-46

2.7-36
20-27

1.0-20 B ot applicable
<10 No data

Sekil 2. 3 2018'de Kiiresel Pankreas Kanseri Insidansiin Yasa Gore Standardize Edilmis Dagilimu.
(Rawla et al., 2019b)
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2.2.4. Genetik, Cevresel ve Yasam Tarz ile Tliskili Risk Faktorleri

Pankreas kanseri, genetik, yasam tarzi, tibbi ve ¢evresel risk faktorlerinin etkilesimiyle
ortaya c¢ikan multifaktoriyel bir hastaliktir. Genetik yatkinlik, hastaligin gelisiminde
onemli bir rol oynar. BRCA1, BRCA2, PALB2, ATM, TP53, CDKN2A ve STK11 gibi
genlerdeki kalitsal mutasyonlar pankreas kanseri riskini 6nemli 6l¢iide artirir (Bailey et
al., 2016). Lynch sendromu, Peutz-Jeghers sendromu ve ailesel atipik multipl ben
melanomu (FAMMM) sendromu olan bireyler daha yiiksek risk altindadir. Ayrica, birinci
derece akrabalarda pankreas kanseri dykiisii riski artirir ve kalitsal vakalar tiim pankreas
kanseri vakalarmin yaklasik %5-10"unu olusturur. Yasam tarzi faktorleri, pankreas
kanseri gelisimi ile gii¢lii bir sekilde iligkilidir. Sigara kullanimi, hastaligin en bilinen risk
faktorlerinden biridir. Obezite ve hareketsiz yasam tarzi, kronik inflamasyon ve insiilin
direncine yol acarak tiimor olusumunu tesvik eder. Yag orani yiiksek, kirmizi ve islenmis
et igeren beslenme aligkanliklart ile lif, meyve ve sebze acisindan yetersiz diyetler
pankreas kanseri ile iliskilendirilmistir. Asir1 alkol tiikketimi, 6zellikle kronik pankreatit
gelisimine neden olarak dolayl yoldan pankreas kanseri riskini artirir. Kronik pankreatit,
pankreasin uzun siireli iltihaplanmasiyla karakterizedir ve kanser i¢in bilinen bir onciil
hastaliktir. Bazi tibbi durumlar da pankreas kanseri riskini artirmaktadir. Kronik
pankreatit, ozellikle kalitsal veya tekrarlayan vakalar, siirekli inflamasyon ve hiicresel
hasar nedeniyle kansere yakalanma olasiligini ciddi sekilde yiikseltir. Tip 2 diyabet, hem
bir risk faktorii hem de bazi durumlarda pankreas kanserinin erken belirtisi olabilir.
Bununla birlikte, insiilin direnci, obezite ve lipit dengesizlikleri gibi metabolik sendromlar
da artan pankreas kanseri riski ile iliskilidir. Karaciger sirozu, safra taglart ve
kolesistektomi (safra kesesi alinmasi) gibi tibbi durumlarin da pankreas kanseri gelisimi
ile baglantili olabilecegi disiiniilmektedir. Yas ve cinsiyet degistirilemez risk
faktorleridir. Vakalarin ¢ogu 60 yas iistiinde teshis edilir ve pankreas kanseri erkeklerde
kadinlara kiyasla sik goriilmektedir. Etnik kdken de pankreas kanseri risk grubunda rol
oynayabilir; 6rnegin, Afrika kokenli Amerikalilarda pankreas kanseri riski daha yiiksektir.
Bu artis, genetik yatkinlik, ¢evresel maruziyetler ve yasam tarzi faktorlerinin birlesimiyle
aciklanabilir. Cevresel maruziyetler de pankreas kanseri gelisimine katkida bulunabilir.
Uzun siireli endiistriyel kimyasallar, pestisitler, benzen, asbest ve agir metallerle temas,

ozellikle metal sanayi, kuru temizleme ve petrol ile ilgili sektorlerde ¢alisan kisilerde
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artmis risk ile iliskilendirilmistir. Son arastirmalar, bagirsak mikrobiyotasinin pankreas
kanseri tizerindeki olas1 roliine dikkat c¢ekmektedir. Bagirsak mikroorganizma
dengesizliklerinin inflamasyonu artirarak timor gelisimini tesvik edebilecegi
diistiniilmektedir. Ayrica, Helicobacter pylori (H. pylori) enfeksiyonu ve hepatit B ve C
viriisleri gibi enfeksiyonlarn, sistemik inflamasyon ve karaciger fonksiyonlarini
etkileyerek pankreas kanseri riskini artirabilecegi one siiriilmektedir. Bu risk faktorlerinin
anlasilmasi, erken teshis, onleme stratejileri ve kisisellestirilmis tedavi yaklagimlarinin
gelistirilmesi acisindan kritik 6neme sahiptir. Pankreas kanseri genellikle ileri evrelerde
teshis edildiginden, yiiksek risk tasiyan bireylerin genetik tarama, yasam tarzi
degisiklikleri ve tibbi takip ile belirlenmesi, erken miidahale ve genel sagkalim oranlarini

iyilestirebilir (J. H. Xu et al., 2013)

2.2.5. Pankreas Kanseri ilerlemesinde Gorevli Molekiiler Hedefler ve Sinyal Yollar

DNA mutasyonlar1 kanser gelisimine katkida bulunan yolak degisikliklerinin baslica
tetikleyicilerinden biridir (Basu, 2018). Pankreas kanseri hiicrelerinin genomunu
inceleyen arastirmacilar, her hastada ortalama 119 yapisal mutasyon tespit etmistir. En
yaygin mutasyonlar, aynt kromozomda meydana gelen delesyonlar, insersiyonlar,
inversiyonlar ve yeniden diizenlemelerdir. Bu mutasyonlar, pankreas tiimdrlerinin %67
ile %100'inde en az 12 temel hiicresel sinyal yolunu etkileyerek, kanserin ilerlemesinde
dogrudan bir rol oynadiklarin1 géstermektedir. (Jones et al., 2008) Giiniimiizde pankreas
kanserinin baglica onkojenik yollar1 arasinda RTK yolu, JNK sinyal yolaklari, TGF-
B/SMAD yolu, Wnt sinyal yolu, SHH yolu ve Notch sinyal yolu bulunmaktadir (Sekil 2.
4).

K-Ras mutasyonu, pankreas kanserinin en erken belirtilerinden biridir ve pankreas kanseri
hastalariin %90°1na kadar olan bir kisminda K-Ras mutasyonlari tespit edilmistir. K-Ras,
reseptdr tirozin kinazlari (6rnegin EGFR) gibi alt sinyal yollarmi indiikleyen bir
GTPaz’dir. K-Ras onkogen mutasyonu, hiicre dis1 sinyalle diizenlenen MAPK Kkinaz
yolunun (MAPK; ERK'ler) aktivasyonunu artirir. ERK aktive olduktan sonra ¢ekirdege
tasinir ve hiicrelerin hayatta kalmasi, bliyiime ve ¢ogalma ile ilgili hedef genlerin
transkripsiyonel aktivitesini tesvik eder (Drosten & Barbacid, 2020). Ras geninin
hedeflerinden biri olan Fosfatidilinozitol-3-OH kinaz (PIK3CA), hiicre dongiisiiniin G1
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fazinda protein sentezi i¢in onemli bir sinyal iletim molekiiliidiir. PIK3CA, K-Ras ve
EGFR gibi biiylime uyaric1 reseptorler tarafindan aktive edildiginde, tiimor hiicresi
bliyiimesini destekler ve hiicrelerin biiylime dongiisiiniin bir sonraki asamasina gegmesine
neden olur (S. Li & Li, 2021). Buna ek olarak, K-Ras geni c-Jun N-terminal kinaz (JNK)
ve protein kinaz C (PKC)’yi de aktive ederek hiicre biiyiimesini tesvik eder. K-Ras’in
sinyal iletim yollar1 serisi, pankreas kanseri hiicrelerindeki sinyal ag1 yapisinin son derece
karmasik oldugunu gostermektedir. Kanser hiicresinin biiylime uyarimiyla iliskili hayatta
kalma yolu aktive oldugunda, hiicresel stres ve mikrogevredeki degisikliklerle basa

cikmak icin diger hiicresel yanitlar da baglatilir.

Pankreas kanserinde ¢esitli sinyal yollarinin bozulmasi, tiimor olusumu, ilerlemesi ve
tedavi direnci agisindan kritik 6neme sahiptir. EGFR (Epidermal Biiyiime Faktorii
Reseptorii), pankreas dahil birgok epitel tiimorde asir1 ekspresyon gosterir ve Ras, PI3K,
AKT gibi yollar iizerinden hiicre ¢ogalmasi ve invazyonunu tesvik eder (Sergina &
Moasser, 2007; Oliveira-Cunha et al., 2011; H. H. Yang et al., 2021). JNK (c-Jun N-
terminal kinaz) sinyal yolu; hiicre biiyiimesi, apoptoz ve inflamasyonda rol oynar. c-Jun
gibi transkripsiyon faktorlerini aktive ederek tiimor progresyonuna katki saglar. JINK1’in
ozellikle pankreas kanserinde tiimor biiylimesi ve ila¢ direnci ile iliskili oldugu
gosterilmigtir (Kalli et al., 2022; Wei et al., 2013). TGF-B yolu, erken evrede tiimor
baskilayic1 islev goriirken, ileri evrelerde EMT ve anjiyogenezi tesvik ederek tiimor
destekleyici hale gelir. Ras-MAPK ve PI3K/Akt yollariyla etkilesimleri, bu gegisi
kolaylagtirir (Ahmed et al., 2017). Wnt sinyallemesi, [B-katenin {izerinden gen
ekspresyonunu artirarak hiicre proliferasyonu, invazyon ve metastazi destekler. Bu yol,
ozellikle pankreas kanser kok hiicrelerinde aktiftir (Makena et al., 2019). SHH (Sonic
Hedgehog) sinyallemesi Glil araciligiyla EMT, kok hiicre belirtegleri ve timor
bliytimesini diizenleyen genleri aktive eder. Hipoksi gibi kosullarda da aktifleserek agresif
timdr davraniglarint destekler (Dosch et al., 2010). Notch sinyal yolu, farklilasma ve
apoptoz gibi siirecleri diizenler. Aktive oldugunda hedef genlerin transkripsiyonunu
baglatarak pankreas kanseri kok hiicrelerinin siirdiiriilmesine ve metastaza katki saglar

(Gao et al., 2017).
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Pankreatik duktal adenokarsinom (PDAC), hastaligin ilerlemesiyle iligkili dort ana
mutasyonla karakterizedir: KRAS (%50), TP53(%60-70), CDKN2A (>%50), ve SMAD4
(Luo, 2021). KRAS mutasyonlari, K-Ras proteininin siirekli aktif kalarak hiicre
proliferasyonunu kontrolsiiz hale getirmesine neden olur ve bu durum kotii prognozla
iligkilidir (Addissie et al., 2015; Castagnola & Giaretti, 2005). TP53 mutasyonlari, DNA
onarimi ve apoptoz gibi timor baskilayici islevleri bozar; PDAC vakalarmin yaklasik
%70’inde goriiliir (Raphael et al., 2017; Amelio & Melino, 2020). CDKNZ2A geni, hiicre
dongiisiinii diizenleyen p16 ve p14 proteinlerini kodlar; bu genin kayb1 hem sporadik hem
de kalitsal PDAC gelisiminde 6nemli rol oynar (Lim et al., 2014; Kimura et al., 2021).
SMAD4 ise TGF-B yolunda gorev alir; kaybr vakalarin %55’inde gozlemlenir ve kotii
prognozla iliskilidir (Singh et al., 2011).
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Sekil 2. 4 Pankreas kanserinde yer alan hiicresel sinyal yollar1 ve hedef tedavi ajanlari: Turuncu kutular
tlim ajanlari, yesil renk ise klinik uygulamada olanlar1 vurgulamaktadir (Biolabs, 2025)

2.2.6. Pankreas Kanseri Teshis ve Tedavisi

Pankreas kanserinin teshis ve evreleme stireci; MRI, BT, PET taramalar1 ve ultrason (EUS

ve ERCP gibi endoskopik yontemler dahil) gibi ileri goriintiileme tekniklerini, CA 19-9
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gibi tiimor belirtegleri i¢in kan testlerini, biyopsileri ve laparoskopiyi icerir. Bu adimlar,
kanserin evresinin belirlenmesi ve tedavi kararlarinin yonlendirilmesi agisindan hayati
onem tasir (Duncan et al., 2023). Pankreas kanserinin erken teshisi, hastaligin baslangi¢
evrelerinde asemptomatik dogasi, pankreasin retroperitoneal konumu ve giivenilir,
spesifik biyobelirteclerin eksikligi nedeniyle 6nemli bir klinik zorluk olmaya devam
etmektedir. Gorlintiileme teknikleri genellikle kiiciik, cerrahi olarak ¢ikarilabilir tiimorleri
tespit etmekte basarisiz olur ve yiiksek maliyetlerle iliskilendirilir, bu da onlar
popiilasyon capinda tarama i¢in pratik olmaktan ¢ikarir. Bir ¢alisma, erken tespitin
kademeli bir tarama yaklasimiyla iyilestirilebilecegini 6ne stirmiistiir (Koltai, 2023) Bu,
baslangigta tanimlanmis kriterlere gore yiiksek riskli kisileri belirlemeyi, bu grubu
daraltmak i¢in diisiik maliyetli tarama yontemlerini uygulamay1 ve son olarak secilmis
yiiksek riskli kisilerde MRI ve endoskopik ultrason (EUS) gibi geligsmis goriintiileme
tekniklerini kullanmay1 igerir. Bu strateji, "ultra erken" tespiti miimkiin kilmay1 ve
bdylece pankreas kanseri hastalarinda klinik sonuglari ve sagkalim oranlarini iyilestirmeyi
amaclamaktadir (Koltai, 2023). Pankreas kanserinin kotii seyretmesinin baslica
nedenlerinden biri genellikle geg teshis edilmesidir. Kanser ¢cogu zaman oldukga ileri bir
evrede olur. Pankreas kanserinin tedavi sanst en yiiksek yontemi olan cerrahi

uygulanabilen hasta sayisi, her 100 kisiden yalnizca yaklasik 10°dur (Q. Li et al., 2022).

Pankreas kanseri, 6zellikle pankreatik duktal adenokarsinom (PDAC), tedavi agisindan
son derece zorlu bir kanser tiriidiir ve klasik kemoterapi ajanlart halen tedavi
protokollerinin temelini olusturmaktadir. (Oberstein & Olive, 2013)En yaygin kullanilan
ajanlardan biri olan gemcitabin, bir niikleozid analogu olarak DNA sentezini inhibe eder
ve hiicre proliferasyonunu engelleyerek kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini yavaglatir
(Heinemann, 2001). Tek basina veya diger ilaglarla kombinasyon halinde kullanildiginda,
gemcitabin hastalarin yasam siiresini belirgin sekilde uzatmakla birlikte, etkinligi sinirh
olup hastalarin biiyiik bir kisminda tedaviye diren¢ gelismektedir. Bu nedenle, daha
agresif ve coklu ajanli tedavi protokolleri gelistirilmistir. FOLFIRINOX rejimi, 5-
fluorourasil (5-FU), irinotekan, oksaliplatin ve leucovorin kombinasyonunu igerir ve
ozellikle 1y1 performans durumu olan hastalarda tercih edilmekte, tedavi etkinligini ve
sagkalimi artirmaktadir. Ancak bu kombinasyonun yan etkileri daha belirgindir ve

tolerans acisindan simirlayici olabilir (Lee et al., 2014). Diger yandan, nab-paklitaksel
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(albumine bagli paklitaksel) ile gemcitabinin kombinasyonu, tiimér mikrogevresindeki
yogun stromal bariyeri agarak kemoterapi ajanlarmin tiimor hiicrelerine daha iyi
ulagmasini saglar ve boylece tedavi etkinligini artirir. Buna karsin, pankreas kanserinin
karakteristik 6zelligi olan yogun desmoplastik reaksiyon ve mikrogevresel heterojenite,
kemoterapiye direng gelisiminde 6nemli rol oynar (Alzhrani et al., 2021). Ayrica, klasik
kemoterapiler genellikle yan etkilerle iliskilendirildiginden, hastalarin genel durumu
tedavi seciminde kritik bir faktdrdiir. Giinlimiizde pankreas kanseri tedavisinde klasik
kemoterapiler, cerrahi rezeksiyon ve radyoterapi ile multidisipliner yaklasimlar iginde
kullanilmakta; ayn1 zamanda molekiiler hedeflere yonelik yeni ilag gelistirme ve
immiinoterapi stratejileri lizerine yogun arastirmalar slirmektedir. Bu yeni tedavi
yaklagimlarinin, pankreas kanserinin yiiksek mortalitesini azaltmada ve hastalarin yasam

kalitesini artirmada 6nemli katkilar saglamasi umut edilmektedir (Ullman et al., 2022).

2.3. Tiimor Mikrogevresi (TMC)

Kanserler, tiimor hiicreleri ve degistirilmis bir ekstraseliiler matris iginde gomiilii birgok
kanser dis1 hiicreden olusan karmasik ekosistemlerdir (Sekil 2. 6). Tiimdrler yalnizca
kanser hiicrelerinden degil, ayn1 zamanda bir¢ok baska doniismemis hiicreden ve
salgilanan hiicre dis1 bilesenlerden de olusur. Kanser ve kanser olmayan hiicreler
arasindaki etkilesim, TMC’deki sinyal ortamini olusturarak kanser patogenezinde ve
timor progresyonunda kritik rol oynar (Whiteside, 2008). TMC'deki doniismemis
hiicreler arasinda bagisiklikla iliskili hiicreler, fibroblastlar, néronal hiicreler, endotelyal
hiicreler ve stromal hiicre yer alir. TMC'nin hem bilesimi hem de islevleri, farkli kanser
tiirleri ve hastalik evreleri arasinda olduk¢a dinamik ve gesitlidir. (Shen & Kang, 2018).
Bu ¢esitlilik, tiimoriin olustugu organ, kanser hiicrelerinin igsel ozellikleri, tiimor evresi
ve hasta dzelliklerine bagl olarak genis dl¢lide degiskenlik gosterir (de Visser & Joyce,
2023).

Yirminci ylizyilin ikinci yarisina kadar kanser tedavisinde tiimor hiicresine odaklanan bir
yaklasim benimsenirken, 2000'li yillardan itibaren TMC’nin tiimdr ilerlemesi, hasta
prognozu ve tedavi yaniti tizerindeki 6nemini ortaya ¢ikaran ¢alismalar one ¢ikmistir (M.

Z. Jin & Jin, 2020). Kanserin yalnizca genetik bir hastalik olmadigi, aksine TMC
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icerisinde yer alan hiicre gruplariin etkilesimleriyle sekillenen heterojen bir hastalik

oldugu belirlenmistir (de Visser & Joyce, 2023Db).

2.3.1. TMC'nin Hiicresel Bilesenleri

TMC, yalnizca kanser hiicrelerinden ibaret olmayip; fibroblastlar, bagisiklik hiicreleri,
endotelyal hiicreler ve adipositler gibi bir¢ok farkli hiicre tipini barindiran karmasik ve
dinamik bir yapidir. Bu hiicreler, tiimdr progresyonunu destekleyen cesitli sinyaller,
bliylime faktorleri ve metabolitler araciligiyla timor hiicreleriyle etkilesime girerek,
tiimoriin  biliylimesi, invazyonu ve tedaviye kars1 direnci iizerinde oOnemli rol

oynamaktadir.

2.3.1.1. Kanserle Iliskili Fibroblastlar (CAF’lar)

TMC nin en 6nemli {iyelerden biri olan kanserle iligkili fibroblastlar (CAF'lar), hiicre dis1
matris bilesenlerini salgilayarak stromal hiicrelerin en biiyiikk kismini olustururlar.
CAF'larin kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerinden, yerlesik fibroblastlardan, kanser
hiicrelerinden veya endotelyal hiicrelerden koken aldigi bilinmektedir (Pradip et al.,
2021). CAF'lar reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve TGF-f1’e bagimli ya da bagimsiz
mekanizmalarla uyarildiginda farklilagabilirler (Tommelein et al., 2015). CAF'larn,
vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii A (VEGFA), CXCL12, interlokin 6 (IL-6) gibi ¢esitli
sitokinleri salgilamalari ve ECM’nin fiziksel yeniden sekillendirilmesi yoluyla timor
biiylimesini ve progresyonunu, invazyonu ve metastazi etkiledigi bildirilmistir (Orimo &
Weinberg, 2006). Normal fibroblastlarla karsilastirildiginda, CAF'lar oldukga
heterojendir ve malign ozelliklerle iliskili olan trombosit kaynakli biiyiime faktorii
reseptorleri (PDGFR'ler) ve membrana bagh jelatinaz olan fibroblast aktivasyon proteini
(FAP) gibi belirtegleri asir1 ifade ederler (Erez et al.,, 2010). Asiri aktive olmus
fibroblastlarin hiicresel gogii artirdigi (Tommelein et al., 2015), pro-anjiyojenik sitokin
sinyallemesini ytikselttigi (Orimo et al., 2005), ayrica kanser kok hiicrelerinin
plastisitesini diizenledigi (Erez et al., 2010), inflamasyonu kolaylastirdig1 ve epitel timor
hiicrelerinin metabolizmasinda gorev aldigi gosterilmistir (Lau et al., 2016; Su et al.,
2018).
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2.3.1.2. immiin hiicreleri

TMC, tiimor hiicrelerinin hizla genetik mutasyonlar biriktirdigi ve immiin kacis
gelistirdigi potansiyel bir ortam olusturur. Kanserin erken evrelerinde, TMC'deki
bagisiklik hiicrelerinin irettigi bagigiklik yaniti, timor karsiti 6zellikler gosterir (Helfen
et al., 2018). NK hiicreleri, CD8+ sitotoksik T hiicreleri, M1 makrofajlari, T yardimci-1
hiicreleri ve antijen sunan hiicreler (APC'ler) tlimdre karsi savasan ve tiimor biiylimesini
baskilayan hiicrelerdir. Yapilan calismalar, TMC'nin nétrofiller, tiimorle iliskili
makrofajlar (TAM'lar), CD4+ T yardimci-2 hiicreleri ve diizenleyici T hiicreleri (Treg'ler)
gibi ¢ok sayida tiimor destekleyici bagisiklik hiicresinden olustugunu ve bu hiicrelerin
bagisiklik baskilayict ortami sekillendiren, tiimér hiicrelerinin hayatta kalmasini ve
metastazini miimkiin kilan, ayrica bagisiklik sisteminin yok etmesinden kagisini tesvik
eden temel unsurlar oldugunu goéstermektedir (Gao et al., 2017). CD8+ sitotoksik T
hiicreleri, INF-y salarak apoptoz, nekroz ve biiylimenin durmasini indiikler; ardindan
APC’ler, apoptoza ugrayan hiicrelerin artik proteinlerini fagosite eder ve bu proteinler
lenfoid organlarda olgunlasmakta olan lenfositlere sunulur (Matsushita et al., 2015). Buna
karsilik, Treg’ler CD8+ hiicrelerin proliferasyonunu azaltir, APC’leri ve makrofajlari
inhibe eder ve NK hiicrelerinin yikici aktivitesini diistiriir (Matsushita et al., 2015). Son
zamanlarda, anti-CD25 monoklonal antikor olan daklizumab, Treg’leri baskilayarak
timor karsiti yaniti artirmak i¢in potansiyel bir ajan olarak degerlendirilmistir (Clarke et
al., 2006). Kanser gelisimi siiresince, makrofajlar, dendritik hiicreler (DC’ler) ve myeloid
onctlleri igeren myeloid kokenli baskilayict hiicreler (MDSC’ler), IL-6, IL-10 ve TGF-8
gibi sitokinler iireterek T hiicrelerini ve NK hiicrelerini baskilamak ve hipoksik kosullarda
TAM’lara doniismek yoluyla tiimér progresyonunu ve anjiyogenezi desteklemede rol
oynarlar. Makrofajlar, M1 (proinflamatuar) ve M2 (antiinflamatuar) olmak iizere iki alt
tipe ayrilir. M1 makrofajlar1 karakteristik olarak IL-1 ve TNF-a dahil olmak iizere
proinflamatuar sitokinler salgilar ve bu sayede tiimdr karsit1 yaniti tesvik ederler. Buna
karsilik, M2 makrofajlari, yani tiimorle iligkili makrofajlar (TAM’lar), IL-10 gibi
immiinstipresif sitokinler salgilayarak tiimor olusumunu kolaylastirir. Ayrica, TAM’lar
hiicre dis1 vezikiiller (EV’ler) i¢inde onkojenik miR-233ii tasiyarak tiimdriin invazivligini

diizenlemede rol oynar. Son zamanlarda, TAM’larin EV yoluyla HIF-1-a’y1 stabilize eden
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uzun kodlamayan RNA (HISLA) aktarimiyla malign tiimoériin aerobik glikolizini ve

apoptoz direncini diizenledigi ortaya konmustur (Chen et al., 2019).

2.3.1.3. Endotelyal Hiicreler
TMC’deki endotelyal hiicrelerin de kanser hiicrele(Choi & Moon, 2018)nde oldugu

distiniilmektedir (Choi & Moon, 2018). Son zamanlarda, tiimor endotelyal hiicrelerinden
saliman adezyon molekiilleri ve kemokinler gibi maddeleri tanimlayan ‘“anjiyokrin
faktorler” kavrami ortaya ¢ikmistir ve bu faktorlerin timdr progresyonu ve metastazi igin
hayati oldugu kabul edilmektedir (Maishi & Hida, 2017). Endotelyal hiicrelerden
salgilanan hiicre dis1 vezikiiller (EV’ler), CD106 ve CD49a gibi anjiyojenik yiikleri
tastyabilir ve bu sayede anjiyogenez kapasitesini artirabilir (Nazarenko et al., 2010). flging
bir sekilde, tiimor hiicreleri bazik fibroblast biiyiime faktorii (bFGF) ve vaskiiler
endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) gibi birgok faktor salgilayarak endotelyal hiicreleri
tiip olusumu ve damar gelisimini desteklemeleri i¢in uyarabilir; bu siire¢ genellikle Akt
ve NF-kB yolaklarinin aktivasyonu araciligiyla gergeklesir (Ferrara, 2002). Glioma
karsinomunda, kanser hiicrelerinden salgilanan EV’ler, EGFRvVIII ve TF/VIIa gibi RNA
ve proteinleri dogrudan endotelyal hiicrelere aktararak anjiyogenez ve metastazi tesvik
eder. Yapilan ¢alismalar, endotelyal hiicrelerin sitokin salinimini hedefleyen antikanser

tedavilerin kemoterapdtik ajanlar agisindan yeni bir atilim olabilecegini arastirmaktadir

(Choi & Moon, 2018).

2.3.1.4. Mezenkimal Kok Hiicreler

Mezenkimal kok hiicreler (MSC'ler), esas olarak kemik iligi, kikirdak ve yag dokular1 gibi
mezenkimal dokularda bulunan stromal hiicrelerden olusur (Ridge et al., 2017) . MSC’ler,
osteositler, kondrositler ve adipositler dahil olmak iizere bir¢ok hiicre tipine farklilasabilir.
Ayrica MSC’ler, tiimor hiicreleri i¢in premestastatik nis olusturarak kanser hiicrelerinin
durgun kalmasini ve ilag direncini destekleyebilir. Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda,
MSC’lerin inflamasyon bolgelerine dogru gdg¢ ettigi ve tiimoér dokusuna entegre oldugu
gosterilmistir. MSC’ler ile kanser hiicreleri arasindaki etkilesimin, kanser ilerleyisinin
bircok asamasinda metastazin gerceklesmesi ve epitelden mezenkimal gegisin (EMT)
desteklenmesi agisindan kritik oldugu bildirilmektedir. Ayrica, kanser hiicrelerinden

tiiretilen ekzomlarin, SMAD sinyal yolunu aktive ederek MSC’lerin miyofibroblastlara
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farklilagsmasini  indiikledigi ve boylece tiimor biiylimesini tetikledigi rapor

edilmistir(Usuki et al., 2012).

2.3.1.5. Kanserle Iliskili Adipositler

Adipositler, gesitli dokularda bulunan stromal hiicre tiirleridir ve TMC’de aktif bir rol
oynarlar. 1994 yilinda leptinin kesfiyle birlikte, adipoz doku yalnizca enerji depolayan
pasif bir yapt olmaktan ¢ikmis; ayni zamanda endokrin islevlere sahip, salgi yapan
fonksiyonel bir organ olarak tanimlanmaya baslanmistir (Feijoo-Bandin et al., 2015). Bu
baglamda, kanserle iligkili adipositler (CAAs), invaziv tiimor sinirinda konumlanan ve
kotii huylu bir fenotip sergileyen hiicreler olarak tanimlanmistir. Bu hiicreler, adiposit
kokenli onciil hiicrelerin, kanser hiicreleriyle olan ¢ift yonlii iletisimi aracilifiyla
doniistime ugramasiyla olusur (Yao & He, 2021a). Adipoz dokunun, 50’den fazla sitokin,
kemokin ve hormon benzeri faktdr salgilayarak proinflamatuar mikrogevreyi yeniden
programladig1 ve bdylece tiimdriin biiylimesi ve ilerlemesine katk1 sagladig: gosterilmistir
(Helfen et al., 2018). Yapilan galismalar, kanser hiicreleriyle birlikte kiiltiire edilen
adipositlerin, lipit igeriginde azalma ve adiponektin, leptin, FABP2 gibi adiposit
belirteclerinde diisiis gibi morfolojik ve fonksiyonel degisiklikler gegirdigini gdstermistir
(Dirat et al., 2011). Meme kanseri hiicreleriyle kokiiltiire edilen adipositlerin daha agresif
bir tiimor fenotipi olusturdugu ve bunun ekzosomal miR-15 araciligiyla gerceklestigi
belirlenmistir. Bu mikroRNA, hiicre metabolizmasini yeniden programlayan onkojenik
bir sinyal olarak da gorev yapar (Muller, 2013). Aktive olmus adipositlerde, yani CAAs
olarak adlandirilan hiicrelerde, IL-6, IL-1 ve MMP-11’in asir1 ifadesi gozlemlenmistir.
Olgun adipositler, az sayida mitokondri igeren, biiy(Fujisaki et al., 2015; Scheja &
Heeren, 2019)(Fujisaki et al., 2015; Scheja & Heeren, 2019). Ancak CAAs, bu yapisal
biitiinliigiinii kaybederek diizensiz morfoloji, kii¢iik lipit damlaciklar1 ve azalmis hacim
gibi ozellikler sergiler. Lipoliz siirecinden sonra, FABP4 ve adiposit p2 gibi farklilagsma
belirteglerinin ifadesi de azalir (Zhao et al., 2020). Kanser hiicrelerinin varligi altinda,
ozellikle invaziv sinirda, adipositler lipitlerini gliserol ve serbest yag asitlerine ayirarak
fenotipik bir doniisim gecirir ve adiposit kokenli fibroblastlara (adipocyte-derived
fibroblasts) doniisiirler. Bu hiicreler, kanserle iligkili fibroblastlar (CAFs) ailesinin bir
pargasi olarak tiimoriin malign progresyonuna katkida bulunur. Ozellikle meme, mide,

kolon ve over kanserlerinde tiimor biiylimesi ve metastaz, cogunlukla adipositlere komsu
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bolgelerde goriiliir (Nieman et al., 2013). CAA'lar, parakrin ve endokrin yolla CCL2,
CCL5, IL-6, TNFa, VEGF ve leptin gibi bir¢ok adiposit kaynakli faktor salgilarken,
adiponektin diizeyleri belirgin sekilde azalir. Bu salgilar, inflamasyonu artirarak timariin
ilerlemesini kolaylastirabilir (Wu et al., 2019). Son donem bulgular, adipositlerin sadece
enerji deposu degil, ayn1 zamanda meme kanseri gibi ¢esitli kanserlerin ilerlemesinde kilit
bir mikrocevresel aktér oldugunu ortaya koymustur. Ayrica, CAA’lar tarafindan
yuriitiilen malign fonksiyonlar bu dongiiyli daha da kuvvetlendirerek tedaviye yaniti
azaltabilir (Yao & He, 2021b). Metabolik diizeyde bakildiginda, CAA’lar yiiksek enerjili
metabolitler (laktik asit, pirlivik asit, serbest yag asitleri ve keton cisimcikleri)
salgilayarak katabolik stirecleri artirir(Wu et al., 2019). Bu hiicreler, dissal yag asitleri
salgilayarak tiimor hiicrelerinin metabolik yeniden programlanmasini tetikler ve bdylece
yeterli enerji saglarlar (Pérez-Escuredo et al., 2016). Kanser hiicrelerinden gelen sinyaller,
adipositlerde lipolizi uyarir ve CAA olusumunu tesvik eder (Sekil 2. 5) (Yang et al., 2020).
Sonug olarak, CAA’lar yalnizca pasif yag hiicreleri degil, tiimor ilerlemesini, metastazi
ve tedaviye diren¢ mekanizmalarini kolaylastiran aktif bir mikrogevre bileseni olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Bu nedenle, CAA’larin olusumunun ve islevlerinin detayli olarak

anlasilmasi, yeni nesil anti-kanser tedavi stratejileri a¢isindan kritik 6neme sahiptir.
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Sekil 2. 5 Adipositlerin tiimor hiicreleriyle olan etkilesimi, onlarin fenotiplerini degistirerek CAA formuna
dontismelerine neden olur; bu ¢ift yonli iletigim, timor progresyonunu etkiler (Bouche & Quail, 2023).
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2.3.2. TMC'nin Hiicre Dis1 Bilesenleri

TMC de tiimor ilerlemesinde aktif rol oynayan cesitli hiicre tiplerine ek olarak, yapisal
destek saglayan ve hiicre davranigini diizenleyen hiicresel olmayan birgok unsur da yer
almaktadir. Bu hiicresel olmayan bilesenler arasinda ekstraseliiler matriks (ECM),
sitokinler, kemokinler ve biiylime faktorleri gibi ¢oziiniir sinyal molekiilleri bulunur.
Ayrica, pH, oksijen diizeyleri ve mekanik stres gibi fiziksel faktdrler de TMC’nin
sekillenmesinde 6nemli rol oynar. Hiicre dis1 bilesenler TMC’nin yapisal biitlinliigiinii
korumakla kalmaz, ayn1 zamanda kanser gelisimi, invazyonu ve tedaviye yanit siireclerini
de aktif olarak etkiler (Sejda et al., 2020). ECM, TMC’nin 6nemli bir yapisal bilesenidir
ve kolajenler, lamininler, elastin ve elastik lifler, glikoproteinler ve proteoglikanlardan
olusan {i¢ boyutlu bir agdan meydana gelir. Normal dokularda ECM, hiicrelere yapisal
destek saglar ve ayn1 zamanda bilylime, gog, farklilasma, hayatta kalma, homeostaz ve
morfogenez gibi bir¢ok hiicresel siireci diizenleyici bir rol oynar. Her doku (6rnegin bag
dokusu, kikirdak veya kemik) kendine 6zgili bir ECM bilesimine sahiptir ve ECM’nin
bilesenleri, dokunun ihtiyaglarina uygun olarak o dokuda bulunan hiicreler tarafindan
tiretilir ve diizenlenir (Piperigkou et al., 2021). Kanserin ilerlemesi sirasinda, karsinom
hiicreleri konak stromal hiicreleri kendilerine ¢eker. Bu stromal hiicreler 6zelliklerini ve
metabolizmalarini degistirir ve birlikte ¢cevresel matrisi yeniden sekillendirmek ve timor
istilasin1 desteklemek i¢in benzersiz bir mikrogevre olustururlar (Ye et al., 2020). Matriks
metalloproteinazlar (MMP’ler) gibi proteolitik enzimler tarafindan yonlendirilen
ECM'nin yeniden sekillendirilmesi (Piperigkou et al., 2021), ECM proteinlerinin
modifikasyonu ve ¢apraz baglanmasini kontrol eden enzimler (6rnegin lizosil oksidazlar
(LOX)) taratindan (Popova & Jiicker, 2022) ECM sertligi artar ve bilesimi degisir. Timor
hiicreleri ayrica niikleik asitler, lipitler ve proteinler igeren ekstraseliiler vezikiiller
salgilar; bu vezikiiller timor ilerlemesi ve davranisinda, timor ortaminin yeniden
sekillendirilmesi, fibroblast aktivasyonu, anjiyogenez, immiinmodiilasyon veya pre-

metastatik niglerin olusumu gibi siireglerde rol oynayabilir (Piperigkou et al., 2018).
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Sekil 2. 6 : Timor mikrogevresine genel bir bakig: Tiimdr hiicreleri, zorlu kosullar altinda hayatta kalmak
ve biiylimeyi siirdiirmek amaciyla, TME’nin hiicresel ve hiicresel olmayan kétii huylu olmayan
bilesenlerini kendi lehlerine doniistiiriir (Baghban et al., 2020)

2.4. TMC ve Kanser Iliskisi

Tiimorler gelisimleri siiresince enerji liretiminde degisikliklere yol agan metabolik
zorluklarla karsilasirlar; bu durum genellikle Warburg etkisi olarak gozlemlenir. Warburg
etkisi i¢in en giiclii agiklamalardan biri, degismis metabolizmanin kanser hiicrelerine
0zgilin timor mikrogevresinde hayatta kalma ve ¢ogalma konusunda secici bir avantaj
saglamasidir. Timorler biiylidiikge, yerel kan damarlarimin sagladigi oksijeni
kargilayamaz hale gelir ve bu da hipoksi (diisiik oksijen) ortami olusturur. Bu diisiik
oksijen kosullari, hiicrelerin hipoksik strese uyum saglamasina yardimci olan genleri
aktive eden bir transkripsiyon faktorii olan hipoksi-indiiklenebilir faktoriin (HIF)
stabilizasyonuna neden olur. HIF, glikolitik enzimlerin, glikoz tasiyicilarinin ve
mitokondriyal metabolizmanin inhibitorlerinin ifadesini artirarak hiicresel enerji tiretimini
oksidatif fosforilasyondan glikolize kaydirir. Bu metabolik yeniden programlama, diisiik
oksijen kosullarinda bile enerji tiretimi ve hiicre yapimi i¢in gerekli bilesenlerin devamini

saglar. Ilgingtir ki, Warburg etkisi, tiimor bilyiimesini destekleyen lipit metabolizmasi gibi
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kanser hiicrelerinde degismis diger metabolik yollara da baglanmaktadir (Hsu & Sabatini,
2008).

Kanserle iliskili 6liimlerin baslica nedeni olan metastaz, lokal invazyon, dolasima giris
(intravasasyon), dolasimda hayatta kalma, uzak dokulara gecis (ekstravasasyon) ve ikincil
tiimdrlerin olusumu gibi birbirini izleyen karmasik ve dinamik asamalar1 igeren bir
stirectir. Metastazin erken evrelerinde onemli bir olay olan epitel-mezenkimal gegis
(EMT), epitel hiicrelerin polarizasyonunu ve hiicre-hiicre baglantilarin1 kaybederek
mezenkimal Ozellikler kazanmasiyla birlikte artan hiicre hareketliligi ve invazyon
yetenegini ifade eder. EMT yalnizca tiimdr hiicrelerine ait genetik degisikliklerle degil,
ayni zamanda TMC bilesenleri tarafindan da giiclii sekilde yonlendirilir. TMC’de gorev
alan inflamatuar sinyallesme, EMT nin indiiklenmesinde ve siirdiiriilmesinde merkezi bir
rol oynar. TNF-a, IL-1B, IL-6 ve TGF-f gibi sitokinler; NF-kB, JAK/STAT3 ve PI3K/Akt
gibi yollar1 aktive ederek Snail, Slug, Twist ve ZEB1 gibi EMT transkripsiyon
faktorlerinin ekspresyonunu artirir. IL-6’nin, STAT3 yolunu aktive ederek epitel belirteg
olan E-kaderin’in baskilanmasina ve mezenkimal belirte¢ olan vimentin ekspresyonunun
artmasina yol agararak hiicrelerin plastisitesini ve go¢ kabiliyetini arttirdigi belirlenmistir
(Yadav et al., 2011). TGF-pf’nin ise baslangicta tiimor baskilayict 6zellik gosterse de
ilerleyen evrelerde EMT’yi destekledigi ve bagisiklik sisteminden kacis, hiicre gocii ve
kanser kok hiicre 6zelliklerinin kazanimini tesvik ettigi belirlenmistir (J. Xu et al., 2009).
M2 fenotipine yonelmis tiimorle iliskili makrofajlar (TAM’lar), CCL18, IL-6 ve TNF-a
gibi molekiiller salgilayarak EMT’yi uyarir ve timor hiicreleriyle pozitif geri besleme

dongiileri olusturarak mezenkimal durumun korunmasina katki saglar (Basak et al., 2023).

ECM, yapisal bir iskelet olmanin yaninda, mekanik sinyaller ve integrinler araciligiyla
EMT iizerinde etkili bir diizenleyici olarak islev goriir. ECM molekiillerinden kolajen 1,
Racl ve JNK yolaklar1 araciligiyla EMT’yi tesvik ederken, laminin-111 a6-integrin
etkilesimi yoluyla EMT yi baskilayabilir (Shintani et al., 2008) Ek olarak, TMC igindeki
hipoksi durumu da HIF-1a stabilizasyonu araciligiyla EMT’yi destekler, metabolizmay1
degistirir ve EMT transkripsiyon faktorleriyle birlikte g¢alisarak tiimor hiicrelerinin
invazivligini artirir (Tam et al., 2020). Tiim bu faktorler, EMT’yi hem baslatan hem de

stirdiiren karmagik ve karsilikli etkilesimlere sahip bir ag olusturarak, metastatik yayilim
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ve koloni olusumu i¢in tiimor hiicrelerine elverisli bir mikrogevre sunar. Bu etkilesimlerin
anlagilmasi, EMT nin hedeflenmesine yoOnelik tedavi stratejilerinin gelistirilmesi ve

metastazin engellenmesi agisindan biiyiik 6nem tasimaktadir.

2.5. Lipit Metabolizmasi ve Kanser

Lipit metabolizmasi, hiicrelerin enerji liretimi, zar sentezi ve sinyal iletimi gibi temel
biyolojik siire¢lerde kritik rol oynar. Son yillarda yapilan arastirmalar, 6zellikle hizl
¢ogalan kanser hiicrelerinin lipit metabolik yolu yeniden programladigini ve artan lipit
ithtiyacini karsilamak i¢in lipogenezde belirgin bir artis gosterdigini ortaya koymustur. Bu
artig, timor hiicrelerinin biiylimesini, hayatta kalmasini ve metastaz potansiyelini

destekler. Bu nedenle lipit metabolizmasi, kanser tedavisinde hedeflenebilecek 6nemli bir

zayif nokta olarak degerlendirilmektedir (Beloribi-Djefaflia et al., 2016).

Kanserlesme siirecinde, tiimor hiicreleri kontrol kaybiyla sonsuz ¢ogalma, invazyon ve
metastaz gibi malign 6zellikler kazanir(C. Cheng et al., 2018) . Ayrica, timdr hiicreleri
anormal derecede aktif glikoliz yolu, aktif glutamin metabolizmasi ve anormal lipid
metabolizmasi ile de karakterizedir. Kanserde lipid metabolizmasi biiyiik 6l¢iide yeniden
programlanmustir. Insan kanserlerinde, zar biyosentezi igin artan talebi karsilamak
amaciyla yag sentezi belirgin sekilde yukari regiile edilir. Kanserle iliskili lipid
metabolizmasindaki degisiklikler; artan lipogenez, ekstraseliller mikrogevreden lipid
alim1 ve hiicre i¢i lipid damlaciklarindan (LD) lipid depolanmasi ile mobilizasyonun
artmasidir. Kanser agresifliginin bir belirteci olarak lipid bilesimi ve bollugundaki
degisiklikler, hiicre zarlarmin lipid paketlenme yogunlugu, zar akiskanligi veya yiizey
yiikii gibi fiziksel 6zellikleri lizerinde gii¢lii bir etkiye sahip olabilir ve sinyal iletimi

sirasinda biyoaktif lipid aracilara doniisebilir.

2.5.3. Tiimér Mikrocevresinde Lipit Metabolizmasinin Rolii

Metabolik yeniden programlama, kanser hiicrelerinde ¢ok faktorlii siireclerin sonucu
olarak ortaya ¢ikar ve tiimor mikrogevresi (TMQ) bu siirecte kritik bir rol oynar. TMC’de
goriilen hipoksi, asidoz ve besin eksiklikleri, tiimor hiicrelerinde lipid metabolizmasini
degistirerek tiimor olusumunu ve ilerlemesini destekler. Hipoksi, kanser hiicrelerinde

glikozun piriivat yolunu engeller, asetil-CoA {iretimi i¢in alternatif karbon kaynaklari olan

26



glutamin ve asetat kullanimini artirir; ayrica HIF-1a ve HIF-2a faktorleri araciliiyla yag
asidi katabolizmasini1 (FAO) baskilayarak lipid damlaciklarinda yag birikimini tesvik eder
(Hinshaw & Shevde, 2019). Benzer sekilde, asidik mikrogevre laktat birikimiyle birlikte
FAO’yu enerji tretimi i¢in artirirken(Kondo et al., 2017), CD36 ve DGAT gibi
proteinlerin ekspresyonunu yiikselterek dis kaynakli lipid alimin1 ve lipid damlacigi
olusumunu destekler, boylece tiimoriin metastatik potansiyelini artirir(Hinshaw &
Shevde, 2019). Besin yetersizligi durumunda ise, 6zellikle obezite varliginda, TMC’de
adipositlerde lipid birikimi artar ve kanser hiicreleri, ¢evredeki adipositlerden serbest yag
asitlerini CD36 ve FABP3/4 araciligiyla alarak enerji kaynagi olarak kullanir; bu siireg,
adipositlerin lipoliz yoluyla serbest yag asitlerini salmasini tesvik eden tiimor kaynakl
sitokinler sayesinde hizlanir (H. R. Jin et al., 2023a). Ayrica, ekstraseliiler vezikiiller
yoluyla lipid transferi de tiimor hiicrelerinin enerji ihtiyacini karsilamasinda 6nemli bir
mekanizmadir. Tim bu mekanizmalar, TMC’nin lipid metabolizmasin1 yeniden
sekillendirerek kanser hiicrelerinin hayatta kalmasini, biiylimesini ve agresif davraniglar

sergilemesini saglar (H. Cheng et al., 2022).

2.5.4. Pankreas Tiimorii Mikrogevresinde Adiposit Dediferansiyasyonu ve Fibrotik

Yeniden Sekillenme

Pankreas kanseri (PC) ilerledikge, adipositler belirgin morfolojik ve islevsel degisiklikler
gecirerek fibrotik ve tiimor destekleyici bir mikrogevrenin olugmasina katkida bulunur.
PC hiicreleriyle yakin etkilesim i¢inde olan adipositler, lipit iceriklerini kaybeder ve
fibroblast benzeri bir fenotipe doniisiir; adiponektin, leptin, resistin ve FABP4 gibi
adipogenez belirteglerinin ifadesi azalirken, a-SMA, S100A4, FSP-1 ve ¢esitli MMP'ler
gibi fibroblastla iligkili proteinlerin ifadesi artar. Bu dediferansiyasyon siireci, genellikle
PPAR-y gibi adipogenez diizenleyicilerinin eksikligi ve tiimor kaynakli IL-6 ile TGF-
B'nin uyardigr Wnt5a-c-Jun/AP-1 gibi yollarin aktive olmasiyla gerceklesir (Sekil 2. 7).
Ayrica, adipositler pluripotent kok hiicrelere 6zgii Oct3/4 ve Sox2 gibi genleri ifade
ederek kok hiicre benzeri 6zellikler kazanabilir ve mezenkimal hiicre soylarina farklilasma
potansiyeli gosterebilir. Bu doniigmiis adipositler, kanserle iliskili fibroblastlar (CAF) gibi
islev gorerek ekstraseliiler matriksin yeniden diizenlenmesine, kemorezistansin artmasina
ve metastaza katkida bulunur. Fibrozis, sadece yag dokusuyla sinirli kalmayip iskelet ve

diiz kas dokularinda da goriiliir ve bu durum tiimor dostu bir ortamin olusumunu pekistirir.
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Obeziteye bagli durumlar ya da yiiksek yagli diyet modellerinde, tiimor ¢evresindeki yag
dokusu, tlimoriin agresifligini onemli 6l¢iide artirir ve lokal adipositlerin pankreas timor

mikrogevresi lizerindeki belirleyici roliinii ortaya koyar.
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Sekil 2. 7: Pankreas tiimorleri ile komsu yag dokusu arasindaki etkilesim, yag dokusunun fonksiyonunu
bozarak tiimor progresyonunu destekler.(Lin et al., 2023)

2.5.5. Lipit Metabolizmasi Aracili Kanser Tedavi Stratejileri

Yag asidi sentezine katilan enzimlerin agir1 ifade edilmesi, bir¢ok kanser tiirlinde yaygin
olarak gozlemlenmektedir. Ozellikle FASN (Fatty Acid Synthase), kolorektal, melanom,
prostat ve lenfoma gibi c¢esitli kanserlerde yiiksek diizeyde bulunur. FASN'min
baskilanmasi, timdr biiylimesini ve metastazi azaltmaktadir. TVB-2640 gibi ikinci nesil
FASN inhibitorleri, preklinik ¢aligmalarda umut verici sonuglar vermis ve ileri evre
meme, kolon ve over kanserleri gibi solid tiimorler i¢in klinik denemelere ge¢mistir
(Gupta et al., 2024a). Buna paralel olarak, Stearoil-CoA Desaturaz (SCD1) enzimi de
prostat, meme, pankreas, glioblastoma, kii¢iik hiicre dis1 akciger kanseri ve mide kanseri
gibi bir¢ok kanserde artmis sekilde bulunur. SCDI, tekli doymamis yag asitlerinin
sentezini saglayarak kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini artirir ve apoptozu engeller. A-
939572 ve CAY10566 gibi kiiciik molekiillii inhibitorlerle yapilan calismalar, timor
biiylimesini ve metastazi azaltmada etkili olmustur (Gupta et al., 2024b). Bir diger 6nemli

hedef ise Asetil-CoA Karboksilaz (ACC) enzimidir. Bu enzim de novo lipogenezde rol
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oynar ve akut miyeloid 16semi, akciger, karaciger ve meme kanseri gibi pek ¢ok kanserde
yiikselmigtir. ND-654 ve TOFA gibi ACC inhibitorleri, preklinik modellerde timor
gelisimini azaltip sagkalimi artirmistir. Ancak bazi calismalar, ACC inhibitorlerinin timor
destekleyici etkiler gosterebilecegini ve hiperlipitemi gibi metabolik yan etkilere yol
acabilecegini bildirmistir.(Terry & Hay, 2024) Yag asidi oksidasyonu (FAO) da kanser
hiicreleri tarafindan enerji iiretimi amactyla aktif olarak kullanilir. Bu yolda hiz kisitlayict
bir enzim olan CPT1’i hedef alan etomoksir gibi inhibitorler, kemoterapi ajanlarinin
etkinligini artirmakta ve ilag direncini kirmaktadir. Ancak, bu ilaglarin karaciger
toksisitesi gibi 6nemli giivenlik sorunlari klinik uygulamay1 sinirlamaktadir. Son olarak,
Bu depolamayi saglayan DGAT ve ACAT gibi enzimlerin inhibisyonu, timdr bilyiimesini
engelleyebilir. Ornegin, DGAT inhibitdrii PF-06424439 ve ACAT-1 inhibitorii
avasimibe, preklinik calismalarda anti-tiimor etkiler gostermistir. Bu yollar birlikte
degerlendirildiginde, lipit metabolizmasi tizerindeki bu ¢ok yonlii miidahalelerin entegre
bir sekilde uygulanmasi, kanser hiicrelerinin adaptif metabolik stratejilerini bozarak
tedavi etkinligini artirabilir. Ancak her miidahalenin yan etkileri ve dokuya 6zgii etkileri
dikkate alinmali; bu nedenle bu stratejiler, kisisellestirilmis tibbi yaklasimlarla

desteklenmelidir.

2.5.6. Tiimor Mikrogevresi ve Lipit Metabolizmasi

TMC’de lipit metabolizmasini hedeflemek, tiimor dist hiicreleri yeniden programlamak
ve antitimor bagisikligr artirmak icin umut verici bir strateji olarak ortaya ¢ikmistir.
CD36, FASN ve SCD1 gibi temel lipitle iligkili enzimler ve tasiyicilar yalnizca timor
hiicrelerinde degil, ayn1 zamanda TME i¢indeki bagisiklik ve stromal hiicrelerde de ifade
edilir; bunlara diizenleyici T hiicreleri (Treg), timorle iligskili makrofajlar (TAM),
dendritik hiicreler (DC) ve endotelyal hiicreler dahildir. Treg ve TAM hiicrelerinde
CD36’nin inhibisyonu, bu hiicreleri proinflamatuar bir fenotipe yeniden programlar,
CD8+ T hiicre fonksiyonunu artirir ve tiimor biliyiimesini baskilar. Ancak, endotelyal
hiicrelerde CD36 kayb1 anjiyogenezi tesvik edebilir; bu da baglama bagl etkileri ortaya
koyar. Dendritik hiicrelerde FASN inhibisyonu, antijen sunumunu ve T hiicresi
aktivasyonunu gelistirerek immiin kontrol noktasi inhibit6rlerine verilen yanitlar

gliclendirir. Benzer sekilde, SCD1’in DC ve Treg hiicrelerinde baskilanmasi,
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immiinsiipresif aktiviteyi azaltir ve antitimor bagisikligi destekler. Genel olarak, lipit
metabolizmas1 araciliftyla TME bilesenlerinin metabolik yeniden programlanmasi,
yalnizca tiimorii destekleyen islevleri bozmakla kalmaz, ayn1 zamanda immiinoterapinin

etkinligini de artirir (H. R. Jin et al., 2023b).
2.6. Orlistat: Potansiyel Anti-Kanser Etkilere Sahip Bir Lipaz Inhibitérii

2.6.1. Etki Mekanizmasi: Pankreatik Lipaz Inhibisyonu

Orlistat, ABD Gida ve ilag Dairesi (FDA) tarafindan onaylanmis bir anti-obezite ilacidir.
Bu ilag, Streptomyces toxytricini adli bakteride bulunan endojen lipstatinden tiiretilmis
doymus bir tiirevdir. Orlistat, obeziteyi yonetmek amaciyla mide ve pankreas lipazlarini
bagirsak icinde geri doniisiimlii olarak inhibe eder. Lipaz, trigliseritleri emilebilir serbest
yag asitlerine ve monogliseritlere parcalar. Orlistat, lipazlarin aktif bolgelerindeki serin
kalintilarina kovalent olarak baglanarak bu enzimleri etkisiz hale getirir. Bu inaktivasyon,
trigliseritlerin hidrolizini engelleyerek serbest yag asitlerinin emilimini azaltir
(Ellrichmann et al., 2007). Orlistat’in temel etkisi, bagirsaklardaki lokal lipaz
inhibisyonudur; bu nedenle sistemik emilim, etkinligi igin gerekli degildir. Onerilen dozda
orlistat, diyetle alinan yagin emilimini yaklasik %30 oraninda engeller. Amerikan Kalp
Dernegi’ne (AHA) gore, bu oranda kilo kaybi1 ayn1 zamanda hafif bir kan basinci diisiisii
ile de iligkilidir (Hall et al., 2021).

2.6.2. Orlistat’in Kanser Hiicrelerinde Lipit Metabolizmas: Uzerindeki Etkisi

Orlistat, genellikle pankreatik lipaz aktivitesini inhibe etme 06zelligiyle bilinse de kilo
kontroliiniin 6tesine gegen pleiotropik etkilere de sahiptir. Yapilan ¢aligsmalar, Orlistat’in
yag asidi sentazinin (FASN) tiyosteraz domenini inhibe eden yeni bir inhibitér oldugunu
ortaya koymustur. FASN, tiimor ilerlemesiyle giiclii bir sekilde iliskilendirilmis bir
enzimdir (Kridel et al., 2004). Yag asidi sentaz (FASN), asetil-koenzim A (CoA) ve
malonil-CoA’dan uzun zincirli yag asitlerinin iiretiminde ve lipogenezde rol oynayan
onemli bir biyosentetik enzimdir. Glukozun kanser hiicrelerine alinmasi, glikoliz yoluyla
piriivat iiretimine yol acar. Pirlivat, mitokondride Krebs dongiisii araciligiyla ATP
tiretiminde kullanilir; bu siirecte olusan iiriinlerden biri olan asetil-CoA, neoplastik
lipogenez icin bir substrat gorevi goriir. Karaciger ve yag dokusu disindaki normal

hiicrelerde FASN ifadesi ve aktivitesi diisiik olup, diyet, hormonlar ve biiyiime faktorleri
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tarafindan siki sekilde diizenlenir (Menendez & Lupu, 2007). Ancak, hizla ¢ogalan kanser
hiicrelerinde, zar olusumu igin lipit saglamak ve [B-oksidasyon ile enerji iiretimi ve
proteinlerin lipit modifikasyonu icin yag asitleri de novo olarak sentezlenebilir. Bu
nedenle FASN, prostat, over, meme, endometriyal, tiroid, kolorektal, mesane, akciger,
oral, dil, 6zofagus, hepatoseliiler, pankreas ve mide kanserleri ile malign melanom,
mezotelyoma, nefroblastom, retinoblastom, yumusak doku sarkomu (Swinnen et al.,
2006), gastrointestinal stromal tiimor, vulva Paget hastalig1 (Rossi et al., 2006) ve multipl
miyeloma gibi birgok kanserde yiiksek oranda eksprese edilir (Flavin et al., 2010). FASN
inhibe edildiginde veya engellendiginde, kanser hiicrelerindeki lipit sentezi bozulur ve bu
da hiicrelerin biiyiime, hayatta kalma ve enerji metabolizmalarinin aksamasina yol acar.
Bu durum, Orlistat’1 kanser hedefli tedaviler igin ilgi ¢ekici bir aday haline getirir. FASN
inhibisyonu yalnizca tiimor hiicrelerinin ¢ogalmasini veya enerji metabolizmasini
bozmakla kalmaz, ayni zamanda lipit tikenmesi ve metabolik stres, reaktif oksijen
tirlerinin (ROS) birikmesine neden olarak hiicre i¢i apoptotik (programlanmis hiicre
oliimii) yollar tetikler(Swierczynski et al., 2014). Pankreas kanseri {izerine 6zel olarak
yapilan bir baska calismada, Orlistat’in merkezi bir ferroptozis diizenleyicisi olan
GPX4’iin ifadesini azalttigi gosterilmistir. GPX4’lin baskilanmasi, lipit peroksitlerinin
detoksifikasyonunu engelleyerek hiicre zarlarinda kontrolsiiz oksidatif hasara ve buna

bagli olarak ferroptotik hiicre 6liimiine yol agmaktadir (W. Zhou et al., 2021).

2.6.3. Orlistat’in Tiimor Mikrocevresini (TME) Degistiren Bir ila¢ Olarak Rolii:
Kanser Tedavisi I¢cin Olas1 Etkileri

Timo6r mikrogevresini (TME) hedeflemek, kanser tedavisinin etkinligini iyilestirmede
kritik bir strateji olarak ortaya ¢ikmistir. Yapilan bir calisma, orlistatin birden fazla
mekanizma araciligryla TME degistirici bir ajan olarak etki ettigini gdstermistir. Yag asidi
sentazint (FASN) inhibe ederek orlistat, membran biyosentezini bozarak tlimor
hiicrelerinde apoptozu baslatir ve bu da tiimor hiicresi kirilganlhigini artirir. Ek olarak,
orlistat nitrik oksit (NO) ve reaktif oksijen tiirleri (ROS) gibi pro-apoptotik medyatdrleri
yukar1 diizenleyerek, sitokin dengesini tiimor destekleyici IL-10'dan tiimdr baskilayict
IFN-y'ye kaydirarak ve pH diizenleyiciler MCT-1 ve V-ATPase'nin asag1 diizenlenmesi
yoluyla tiimor asidozunu normallestirerek TME'yi degistirir. Bu modifikasyonlar toplu

olarak tiimor biiylimesini engeller ve c¢oklu ilag direnci (MDR) proteinlerinin
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ekspresyonunu azaltir, bdylece tlimoriin sisplatin gibi kemoterapotik ajanlara duyarliligini
artirtr. Timor mikrogevresinin bu kapsamli yeniden sekillenmesi, orlistatin kanser
tedavilerinin etkinligini artirmak igin ek bir tedavi olarak potansiyelini destekleyen giiclii

kanitlar sunmaktadir (Kant et al., 2014).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. MATERYALLER

3.1.1. Kullanilan Hiicre Hatti

3T3-L1 (ATCC numarast CL-173™), 3T3-L1, fare embriyosundan izole edilmis bir
fibroblast hiicre hattidir. Bu hiicre hatt1, diyabet, obezite ve ilgili hastaliklarla iligkili temel
hiicresel mekanizmalar1 incelemek i¢in kullanilir. Hiicreler, hizli boliinen bir yapidan,
temasla durdurulmus ve konfluente ulastiktan sonra 6n-adipositten adiposit benzeri yapiya
doniistir. Ortamdaki yliksek serum igerigi, yag birikimini artirir. Hiicrelerin ¢ogalma

stiresi yaklasik 29 saattir.

g\ .
J©atcc S

Sekil 3. 1 3T3-L1 hiicre hattinin mikroskop altinda goriintillenmesi (ATCC) (3T3-L1- CL-173 | ATCC,
n.d.)

MIA PACA-2 (ATCC numarast: CRL-1420 ™) | 65 yasindaki beyaz bir erkekten alinan
pankreas tiimor dokusundan tiiretilmis epitel hiicre hattidir. Kanser arastirmalarinda
kullanilan bu hiicre hattinin ¢ogalma siiresi 30-40 saattir. Hiicreler yuvarlak, epitel

morfolojisine sahiptir ve kiiltiirde yapiskandir. CK5.6, AE1/AE3, E-kaderin, vimentin,



kromogranin A, sinaptofizin, SSTR2 ve NTR1 ifade ederken, CD56 ifade etmezler. MIA
PaCa-2, onlarca yildir pankreas kanseri modeli olarak kullanilmakta; karsinogenez
mekanizmalarinin aydinlatilmasina, IgG iiretimini hedefleyen kanser hiicre lizatlarinin
gelistirilmesine ve kuantum nokta temelli ila¢ tasima ydntemlerinin ilerletilmesine katki

saglamaktadir.

Sekil 3. 2 MIA PACA-2 hiicre hattinin mikroskop altinda gériintiilenmesi (ATCC) (MIA PaCa-2 - CRL-
1420 | ATCC, n.d.)

3.1.2. Kullanilan cihazlar

Kullanilan cihazlar olarak Ek A’da verilmistir.

3.1.3. Kullanilan malzemeler
3.1.3.1. Hiicre Kiiltiirii EKipmanlar:

Hiicre kiiltiirtinde kullanilan malzemeler olarak Ek B’de verilmistir.

3.1.3.2. Kullanilan Kimyasallar

Caligsma siiresince kullanilan kimyasallar Ek C’de verilmistir.
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3.2. METODLAR

3.2.1. Hiicre Kiiltiiri

MIA PaCa-2 (CRL-1420) ve 3T3-L1 (CL-173) hiicre hatlar1 ATCC’den (Manassa, USA)
satin alinmistir. MIA PaCa-2 insan pankreas kanseri hiicre hatt1 %10 fetal sigir serumu
(FBS) ve %1 Penisilin (100 U/ml) -Streptomisin (ug/ml) iceren RPMI-1640 besiyerinde,
37 °C ve %5 CO2 igeren ortamda kiiltiire edilmistir. Conditioned Medium “CM” ve ko-
kiiltiir modeli olusturmak i¢in kullanilacak olan 3T3-L1 fare preadiposit hiicre hatti1 da
%10 BCS ve %1 Penisilin (100 U/ml) -Streptomisin (ug/ml) igeren DMEM besiyerinde,
37 °C ve %5 CO2 igeren ortamda kiiltiire edilemistir. Pasajlama islemi, %80 yogunluga
ulagan hiicrelerin 1xPBS (Phosphate-buffered saline, PAN Biotech, Germany) ile
yikanarak ve %0,25 tripsin/EDTA kullanilarak kaldirilmasi ile gergeklestirilmistir.

3.2.2. 3T3-L1 Preadipositlerin Olgun Adipositlere Farklhilastirilmasi

Farklilagtirilabilir preadiposit hiicre hatti1 olan 3T3-L1 hiicreleri, %10 bovine calf serum
(BCS) iceren DMEM besiyeri kullanilarak 60mm hiicre petrilerine 3 x 10* hiicre/oyuk
yogunlugunda ekilmistir. Hiicreler yaklasik %80 konfluens seviyesine ulastiginda,
farklilagtirma protokolii baslatilmis ve bu nokta farklilasmanin "0. giinii" olarak kabul
edilmistir. Bu asamada hiicreler, “Ortam I”” olarak tanimlanan indiiksiyon besiyerinde
kiiltiire edilmistir. Dort giiniin sonunda, hiicreler “Ortam II” adi verilen farkli bir
besiyerine aktarilmistir. Ortam II uygulamasi sonrasi, olgun adiposit fenotipine gegisi
desteklemek amaciyla hiicre kiiltiiri toplam 13 giin boyunca siirdiiriilmiis ve bu siire

zarfinda besiyeri her 3 gilinde bir taze olarak degistirilmistir.

Kullanilan besiyeri igerikleri asagidaki gibidir:

Ortam I: 25 mM glikoz, 0.5 mM 3-izobiitil-1-metilksantin (IBMX, Sigma), 0.2 uM
deksametazon (Sigma) ve %10 FBS igeren DMEM.

Ortam II: 25 mM glikoz, 10 pg/mL insiilin ve %10 FBS i¢eren DMEM.
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3.2.3. Conditioned Medium “CM” Hazirlanmasi

Olgun adiposit hiicrelerinin ekstraseliiler matrikse salgiladig1r bilesenlerin pankreas
kanseri hiicreleri tizerindeki etkilerini inceleyebilmek amaciyla, insan viicudundaki
hiicreler aras1 etkilesimi taklit eden bir kosullu ortam (Conditioned Media, CM) modeli
olusturulmustur. Bu kapsamda, farklilastirilmis 3T3-L1 olgun adiposit hiicrelerinden eski
medya uzaklagtirilarak 1X PBS ile iki kez yikama yapilmistir. Sonrasinda FBS (-) medya
eklenerek hiicreler 1 giin 37 °C ve %5 CO?2 igeren ortamda kiiltiire edilmistir. 24 saatlik
inkiibasyon siiresinin ardindan, hiicrelerin bulundugu ortamdan elde edilen siv1 kosullu
besiyeri olarak isleme alinmistir. Toplanan besiyeri, 6lii hiicre kalintilarindan arindirmak
amaciyla 10 dakika boyunca 500 x g’de santrifiij edilmis sonrasinda 0.2uM hiicre kiiltiirii
uyumlu filtreden gegirilmistir. Elde edilen siv1 yeni bir tiipe alinarak “%100 CM” olarak

etiketlenmis ve -80°C’de saklanmistir.

3.2.4. 3T3-L1 ve MIA PaCa-2 ile Ko-Kiiltiir Modeli Olusturulmasi

Pankreas kanserinin tiimor mikrogevresinde yer alan kanser iligkili adipositleri (cancer-
associated adipocytes, CAAs) taklit edebilmek ve fizyolojik kosullara daha yakin bir in
vitro model elde edebilmek amaciyla, transwell sistemine dayali bir ko-kiiltiir modeli
olusturulmustur. Bu modelde 0.4 pm gozenek boyutuna sahip gegirgen zar iceren 24
oyuklu transwell plakalar kullamlmistir. Ik olarak 3T3-L1 preadiposit hiicreleri, daha
once belirtilen farklilagtirma  protokolii ~ dogrultusunda  olgun adipositlere
dontstiiriilmiistiir. Ardindan, elde edilen olgun adiposit hiicreleri ve insan pankreas
kanseri hiicre hatt1 MIA PaCa-2, transwell plakasinin sirasiyla alt (well) ve {ist (insert)
bdlmelerine 5 x 10? hiicre/oyuk yogunlugunda eklenmistir. Bu konfigiirasyon, hiicreler
arasinda dogrudan fiziksel temas olmaksizin parakrin sinyallesme yoluyla ¢ift yonlii

etkilesimlerin ger¢eklesmesine olanak saglamaktadir.

3.2.5. Oil Red ve BODIPY Testi

Farklilagtirma siireci ve planlanan tedavi uygulamalarinin ardindan, olgun 3T3-L1

adiposit hiicrelerinde olusan lipit birikimini degerlendirmek amaciyla Oil Red O boyama
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yontemi uygulanmugtir. Lipit damlaciklarinin mikroskobik olarak gorsellestirilmesi igin
hiicreler dncelikle PBS ile yikanmig ve ardindan oda sicakliginda %10 paraformaldehit
coOzeltisi ile 30 dakika siireyle sabitlenmistir. Fiksasyon islemini takiben, hiicreler 10
dakika boyunca Oil Red O ¢6zeltisi ile boyanmistir. Bu boya, 12 mL Oil Red O’nun 8 mL
PBS(1X) igerisinde 20 dakika bekletilir sonra filtreden gecirilip hazirlanmistir. Boyama
sonrasinda hiicreler 151k mikroskobu altinda incelenmis ve lipit igerigi ayrica
spektrofotometrik olarak degerlendirilmistir. Yine farklilastirma siireci ve planlanan
tedavi uygulamalarinin ardindan hiicrelere 1X PBS yikamasi sonrasinda %4 PFA
(paraformaldehid) ile fikse edilmistir. Oda sicakliginda 30 dakika fiksasyondan sonra 1X
soguk PBS ile yikama yapilmistir. %0.1 Triton X-100 uygulamasi sonrasinda oda
sicakliginda 10 dakika permeabilizasyon yapilmis olup BODIPY 493/503 c¢ozeltisi (1
ug/ml) her kuyuya uygulanmistir. Oda sicakliginda 15-30 dakika inkiibasyon sonrasinda

tiim orneklerden floresan mikroskobunda goriintiilleme yapilmistir.

3.2.6. MTT Testi

MIA PaCa-2, 3T3-L1 ve ko-kiiltiir gruplarina ait hiicreler, her biri 5 x 10* hiicre olacak
sekilde 96 oyuklu hiicre kiiltiir plaklarina eklenmistir. Hiicreler, belirlenen tedavi kosullari
dogrultusunda (kosullu ortam [CM], ko-kiiltiir sistemi ve Orlistat uygulamalar) ilgili doz
ve silirelerde muamele edilmistir. Tedavi siiresinin sonunda her oyuga 10 pL MTT
cozeltisi (5 mg/mL; Sigma) eklenmis ve hiicreler 4 saat inkiibe edilmistir. MTT'nin canh
hiicreler tarafindan formazan kristallerine doniistiiriilmesini takiben, her oyuga 100 pL
DMSO (Sigma) eklenerek kristaller ¢oziindiiriilmiistiir. Elde edilen ¢ozeltiler 5 dakika
boyunca karanlik ortamda bekletilmis ve ardindan absorbans degerleri 570 nm dalga
boyunda Bio-Rad mikroplaka okuyucu ile olgiilmiistiir. Her deney en az dort teknik
tekrarla yiiriitiilmiis, biyolojik gecerliligi saglamak amaciyla da deneyler iic bagimsiz

hiicre kiiltiirii tekrari ile gergeklestirilmistir.

37



3.2.7. Tripan Mavisi Hiicre Sag Kalim/Biiyiime Testi

Tiim hiicre modelleri (MIA PaCa-2, 3T3-L1 ve ko-kiiltiir grubu), 5 x 10* hiicre/kuyu
yogunlugunda 6 oyuklu kiiltiir kaplarina eklenmistir. Hiicrelere, deney plani kapsaminda
belirlenen tedaviler (kosullu ortam [CM], ko-kiiltiir ve Orlistat uygulamalari)
uygulanmistir. Tedavi sonrasi hiicre proliferasyonu 72 saat boyunca, her 24 saatte bir
olmak tizere hemasitometre yontemi ile degerlendirilmistir. Sayim islemi i¢in hiicreler
tripsin ile ortamdan uzaklastirilmis, ardindan 3 dakika boyunca 2.000 rpm’de santrifiij
edilmistir. Santrifiij sonrasi {ist faz atilmis ve hiicre pelletine 50 pL Tripan mavisi ¢ozeltisi
eklenerek canlilik boyamasi yapilmistir. Boyanan hiicreler Neubauer hemasitometre

kullanilarak sayilmis ve toplam hiicre sayisi ile canli hiicre oranlar1 belirlenmistir.

3.2.8. Floresan Boyama

Floresan boyama, hiicre veya doku orneklerinde spesifik yapilarin, proteinlerin veya
molekiillerin mikroskop altinda goriiniir hale getirilmesini saglayan bir goriintiileme
yontemidir. Bu teknikte, floresan 6zellik gosteren boyalar veya antikorlar kullanilarak
hedef molekiiller isaretlenir. Isik mikroskobu yerine floresan mikroskoplari ile yapilan bu
gozlemler sayesinde, hiicre i¢i organizasyon, protein ekspresyonu ve hiicresel siirecler
detayl1 sekilde analiz edilebilir. Yiiksek 6zgiilliikk ve hassasiyet sunan bu yontem, 6zellikle
kanser biyolojisi, immiinoloji ve molekiiler biyoloji ¢caligmalarinda yaygin olarak tercih

edilmektedir.

3.2.8.1. Diheksiloksakarbosiyanin Tyodiir (DioC6) Boyama

Deneysel gruplara ait hiicreler, 1 x 10° hiicre/kuyu yogunlugunda 6 oyuklu kiiltiir
kaplarina eklenmis ve hiicrelerin ylizeye yapisabilmesi i¢in gece boyunca 37 °C sicaklikta
ve %5 COsq igeren inkiibatorde inkiibe edilmistir. Ertesi giin, hiicrelere planlanan tedavi
protokolleri (kosullu ortam [CM], ko-kiiltiir ve Orlistat) uygulanmis ve ilgili doz ile
stirelerde isleme tabi tutulmustur. Tedavi siirecinin ardindan mitokondriyal membran
potansiyelini  degerlendirmek  amaciyla  hiicrelere 4 nM  DiOCs (3,3'-
diheksiloksakarbositiyanin iyodiir) igeren kiiltiir medyumu eklenmis ve hiicreler 15
dakika boyunca 37 °C'de inkiibe edilmistir. DiOCs boyasi, saglikli mitokondriye 6zgii

olarak membran potansiyeline bagl sekilde birikmektedir. Incelenen hiicreler, 488 nm
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eksitasyon ve 525 nm emisyon dalga boylarinda floresan mikroskop kullanilarak

goriintiilenmis ve mitokondriyal biitiinliik degerlendirilmistir.

3.2.8.2. Propidium fodide (PI) Boyama

Hiicre 6liim oranlarini degerlendirmek amaciyla gerceklestirilen bu deneyde, hiicreler 1 x
10° hiicre/kuyu yogunlugunda 6 oyuklu kiiltiir kaplarina eklenmis ve yiizeye yapismalarini
saglamak amaciyla gece boyunca 37 °C’de, %5 CO: igeren inkiibatorde inkiibe edilmistir.
Takip eden giin, deney gruplarina ait hiicrelere belirlenen tedavi kosullar1 (kosullu ortam
[CM], ko-kiiltiir ve Orlistat uygulamalari) uygun doz ve siirelerde uygulanmistir. Tedavi
stirecinin ardindan, hiicre kiiltiirii ortamina 20 uM konsantrasyonunda Propidium lodide
(PI) igeren besiyeri eklenmis ve hiicreler 10 dakika boyunca 37 °C’de inkiibe edilmistir.
PI boyasi, yalnizca hiicre membrani biitiinliigii bozulmus, o6lii hiicreler tarafindan
aliabildiginden dolay1 nekrotik ve ge¢ apoptotik hiicreleri tanimlamak i¢in kullanilmstir.
PI pozitif hiicreler, 536 nm eksitasyon ve 617 nm emisyon dalga boylarinda floresan

mikroskop kullanilarak goriintiilenmistir.

3.2.8.3. 4’,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) Boyama

Niikleer morfolojik degisiklikleri degerlendirmek amaciyla hiicreler, 1 x 10° hiicre/kuyu
yogunlugunda 6 oyuklu kiiltiir kaplarina eklenmis ve yiizeye yapigmalarini saglamak
amaciyla gece boyunca 37 °C’de, %5 CO: igeren inkiibatorde inkiibe edilmistir. Ertesi
giin, hiicrelere belirlenen tedavi protokolleri (kosullu ortam [CM], ko-kiiltiir ve Orlistat)
uygun doz ve siirelerde uygulanmistir. Tedavi sonrasi, hiicre kiiltiirii ortamina 5 mg/mL
konsantrasyonunda DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) iceren boya ¢ozeltisi eklenmis ve
hiicreler 10 dakika siireyle inkiibe edilmistir. DAPI, ¢ift sarmalli DNA’ya baglanarak
niikleusun morfolojik yapisini floresan 6zellikte goriiniir hale getirmektedir. Boyanmis
hiicreler, 350 nm eksitasyon ve 470 nm emisyon dalga boylarinda floresan mikroskop ile
gozlemlenmistir. Boylece apoptozla iligkili niikleer yogunlagsma ve fragmentasyon gibi

degisiklikler degerlendirilmisti
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3.2.9. Yara Kapanmasy/ Migrasyon Deneyi

Pankreas kanseri hiicre hatti MIA PaCa-2, kiiltiire edilerek monolayer hiicre tabakasi
olusturulmustur. Hiicreler yeterli yogunluga ulastiginda, birlesik hiicre tabakasinin
ortasina 200 uL’lik bir pipet ucu kullanilarak mekanik bir yara hatt1 olusturulmustur.
Inkiibasyon siiresi boyunca hiicre migrasyonu, her giin yara bolgesinin mikroskop altinda
goriintiilenmesiyle takip edilmistir. Deney sonunda hiicreler sabitleme c¢ozeltisi ile
fikslenmis, ardindan DAPI ve DiOCs boyalari ile isaretlenerek mikroskobik analiz i¢in
hazirlanmistir.  Yara alaninin kapatilma diizeyi, deney baslangicinda Olgiilen yara
genisligi ile karsilastirilarak kantitatif olarak degerlendirilmistir. Bu analiz, hiicrelerin gé¢
yetenegini ve uygulanan tedavi kosullarinin bu siire¢ iizerindeki etkilerini belirlemeye

yonelik olarak gergeklestirilmistir.

3.2.10. immiinoblotlama

Tedavi uygulanmis hiicre gruplari, kiiltiir plakalarindaki ekimlerinin ardindan ortamdan
uzaklastirilmis ve hiicreler soguk 1x PBS ile yikandiktan sonra mekanik kazima yontemi
ile toplanmistir. Elde edilen hiicre siispansiyonlari mikrofiij tiiplerine aktarilmis ve 2
dakika boyunca 13.200 rpm’de santrifiij edilerek siipernatant uzaklastirilmistir. Elde
edilen hiicre pelletine, protein izolasyonu amaciyla Thermo Fisher Scientific firmasindan
temin edilen M-PER hiicre lizis tamponu (%10 proteaz inhibitorii eklenmis), pellet
hacmine uygun olacak sekilde (~50 pL) eklenmistir. Lizis igleminin verimli ger¢ceklesmesi
icin ornekler oda sicakliginda 15 dakika c¢alkalayici lizerinde bekletilmistir. Ardindan,
protein fraksiyonlarinin ayristirilmast amaciyla 15 dakika siireyle +4 °C'de 16.400 rpm’de
santrifiij uygulanmigtir. Santriflij sonrasinda elde edilen siipernatant yeni bir mikrofiij
tiipline dikkatlice aktarilmis ve ¢oziinen toplam protein fraksiyonu olarak -20 °C’de
saklanmistir. Protein konsantrasyonlari, Bradford yontemi kullanilarak spektrofotometrik

olarak tayin edilmistir.
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3.2.10.1. Protein Konsantrasyonu Belirleme-Bradford Yontemi

Toplam protein miktarlariin belirlenmesi i¢in Bradford yontemi uygulanmistir. 96
oyuklu mikrotitre plakalarina, 3 teknik tekrar halinde, her biri 1-5 pL arasinda degisen
hacimlerde 1.5 pg/uL protein standardi eklenmis, diger kuyucuklara ise 1 pL'lik deneysel
protein ornekleri ilave edilmistir. Tiim kuyucuklara 200 pL Bradford reaktifi eklenmis ve
plakalar 5 dakika karanlik ortamda bekletilmistir. Absorbans degerleri 595 nm dalga
boyunda Bio-Rad mikroplaka okuyucu cihazi ile Olgiilmis, standart egri lizerinden
orneklerin protein konsantrasyonlari hesaplanmistir. Western blot analizi igin, protein
ornekleri 1:5 oraninda 5x Laemmli 6rnek tamponu ile karistirilarak 95 °C'de 5 dakika
boyunca denatiire edilmistir. Ornekler, %12 SDS iceren poliakrilamid jelde (SDS-PAGE)
90 V’de yaklasik 3 saat siireyle yiiriitiilmiistiir. Proteinler, elektrotransfer yontemi ile 0.45
um PVDF membrana aktarilmistir. Membran, non-spesifik baglanmalarin 6nlenmesi
amaciyla %5 yagsiz siit ¢ozeltisi ile 1 saat siireyle oda sicakliginda bloklanmuistir.
Bloklama isleminin ardindan membranlar, ilgili hedef proteinlere 6zgii primer antikorlarla
(Cell Signaling Technology) +4 °C’de gece boyunca inkiibe edilmistir. Primer
inkiibasyonu takiben, membranlar TBS-T ile i¢ kez 10 dakika, ardindan 1 kez 10 dakika
TBS ile yikanmistir. Daha sonra membranlar, 1:3000-1:5000 diliisyonda hazirlanmis
HRP-konjuge sekonder antikorlar (anti-mouse/rabbit, Cell Signaling Technology) ile 2
saat oda sicakliginda veya istege bagli olarak gece boyunca inkiibe edilmistir. Sekonder
antikor uygulamas1 sonrasi ayni1 yikama protokolii tekrarlanmistir. Protein bantlarinin
tespiti i¢in oda sicakligina getirilmis kemiliiminesans substrati uygulanmis ve bantlar Bio-
Rad kemiliiminesans goriintiileme cihazi ile tespit edilmistir. Gorlintiilenen bantlar

ImageLab yazilimi araciligiyla densitometrik olarak analiz edilmistir.

3.2.11. Akis Sitometresi ile FITC-Annexin V/PI Boyama ve Apoptoz Belirleme

Hiicreler 3 x 10° hiicre/kuyu yogunlugunda 6 oyuklu kiiltiir kaplarina ekilmis ve ardindan
belirlenen Orlistat doz ve siirelerinde inkiibe edilmistir. Uygulama siiresinin sonunda,
hiicreleri zedelemeden besiyerleri ortamdan uzaklastirilmis ve BD Pharmingen FITC
Annexin V Apoptosis Detection Kit I (Cat No. 556547) protokoliine uygun sekilde isleme

alinmistir. Hiicreler, 1% PBS ile yikandiktan sonra 1x Baglanma Tamponu ile resiispanse
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edilmistir. Elde edilen hiicre siispansiyonlarinin her biri, 5 pL. Annexin V-FITC ve 5 uL
PI iceren 100 pL’lik hacimlerde boyanmustir. 15 dakika siireyle oda sicakliginda
karanlikta inkiibasyonun ardindan, siispansiyonlar 1x Baglanma Tamponu ile
tamamlanmis ve numuneler en ge¢ 1 saat icerisinde akis sitometrisi ile analiz edilmistir.
Boylece, apoptotik siirecteki hiicrelerin evrelerine gore dagilimi kantitatif olarak

degerlendirilmistir.

3.2.12. istatiksel Analizler

Tiim deneysel veriler, {i¢ bagimsiz biyolojik tekrarin ortalamasi + standart sapma (SD)
seklinde raporlanmistir. Elde edilen verilerin istatistiksel analizi, GraphPad Prism yazilimi
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA) kullanilarak ger¢eklestirilmistir. Gruplar
arasindaki anlamli farkliliklarin belirlenmesi amaciyla iki yonli varyans analizi (Two-
way ANOVA) uygulanmis ve bunu takiben uygun ¢oklu karsilastirma testler ile analizler
detaylandirilmistir. Tlim istatistiksel testlerde p <0.05 degeri anlamlilik esigi olarak kabul

edilmistir.
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4. SONUCLAR

4.1. 3T3-L1 Preadiposit hiicrelerinin olgun adiposit hiicrelerine farklilastirnlmasi ve

farkhilastirma analizleri

3T3-L1 preadiposit hiicrelerinin olgun adiposit hiicrelerine farklilagtirilmasi amaciyla
metodumuzda belirttigimiz protokol (Sekil 4. 1A) uygulanmis ve farklilagma siireci
boyunca hiicrelerde lipit akiimiilasyonu belirgin sekilde artmistir. BODIPY ile yapilan
floresan boyama sonucunda, farklilastirilmis grupta hiicre ici lipit damlaciklari yogun
yesil floresan sinyalle tespit edilmistir (Sekil 4. 1B). Buna karsilik kontrol grubunda
anlaml1 bir lipit birikimi gozlenmemistir. Farklilastirma siirecinin ardindan kontrol ve
farklilagtirma gruplarindan elde edilen total protein Ornekleri Western blot analizi ile
degerlendirilmistir. Farklilastirilmis hiicrelerde, adiposit belirteci olan FABP4 proteininin
ekspresyonu kontrol grubuna gore anlamli sekilde artmistir (Sekil 4. 1C). Normalizasyon
amaciyla GAPDH referans proteini kullanilmistir. Bant yogunluklar1 densitometrik olarak

analiz edilmis ve goreceli ifade diizeyleri ilgili bantlarin altinda belirtilmistir.
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Sekil 4. 1 3T3-L1 preadiposit hiicrelerinin olgun adiposit hiicrelerine farklilagtirilmasi.

3T3-L1 preadiposit hiicrelerinin farklilasarak olgun adiposit fenotipine gegisi, morfolojik
degisimler, floresan boyama ve histokimyasal analizler ile c¢ok yonlii olarak
degerlendirilmistir. Isik mikroskobu ile yapilan gézlemlerde, farklilagtirilmis hiicrelerde
hiicre seklinin yuvarlaklasti§1 ve sitoplazmada genis vakuol benzeri yapilarin olustugu
goriilmiistiir. Bu morfolojik degisiklikler, hiicrelerin lipit biriktirmeye basladigini ve
farklilasmanin gerceklestigini gostermektedir (Sekil 4. 2A-B). Buna karsilik kontrol
grubunda hiicreler daha ince, fibroblast benzeri yapida kalmis ve herhangi bir vakuol
olusumu gozlenmemistir. BODIPY boyas1 ile gergeklestirilen floresan mikroskop
goriintiilemelerinde, farklilastirilmis hiicrelerin sitoplazmalarinda yogun yesil floresan
sinyaline sahip lipit damlaciklar1 belirgin sekilde izlenmistir. BODIPY, nétral lipitleri
yiiksek 6zgiilliikle boyadigindan, bu floresan sinyal lipit birikiminin varligini ve miktarini
dogrudan gostermektedir. Kontrol grubunda ise BODIPY sinyali diisiik seviyede kalmas,
anlamli bir lipit birikimi gézlenmemistir. Oil Red O (ORO) boyamasi ile yapilan
histokimyasal analizde de farklilastirilmig hiicrelerde yogun kirmizi renkte yag
damlaciklar birikimi tespit edilmistir. Hem diisiik (4X—20X) hem de yiiksek (40X-100X)
biiyiitmelerde alinan mikroskobik goriintiilerde, bu lipit yapilar net olarak se¢ilebilmistir.

Buna karsin kontrol grubunda ORO ile tutulum farklilagtirma grubuna goére minimal
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diizeyde kalmis ve yag damlaciklarina rasttanmamistir. Bu bulgular, BODIPY ile elde
edilen sonugclar histolojik diizeyde desteklemektedir. Farklilastirma siirecinde uygulanan
medyalarin, lipit metabolizmasi ve adipogenez tizerindeki etkileri bu ¢oklu goriintiileme
teknikleriyle dogrulanmistir. Tiim bu veriler birlikte degerlendirildiginde, farklilastirilmis
3T3-L1 hiicrelerinin morfolojik, biyokimyasal ve yapisal olarak olgun adiposit fenotipi

kazandig1 agik¢a gosterilmistir.
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Sekil 4. 2 3T3-L1 hiicrelerinde adipojenik farklilasmanin ¢esitli boyama yontemleriyle gorsellestirilmesi
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4.2 MIA PaCa-2 / 3T3-L1 Ortak Kiiltiirlenmesi (Co-culture)
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Sekil 4. 3 Ko-kiiltiir sistemi ile kosullandirilmis medyanin (CM) hazirlanmasi ve uygulanmasinin sematik
gosterimi.

Adipositler ile pankreas kanseri hiicreleri arasindaki parakrin etkilesimleri
degerlendirmek iizere, iki farkli in vitro model sistemi gelistirilmistir: transwell tabanl
ko-kiiltiir modeli ve kosullu besiyeri (conditioned media, CM) modeli (Sekil 4. 3A ve B).
Transwell sistemine dayal1 ko-kiiltlir modeli, gozenekli gecirgen zar yapisina sahip olacak
sekilde tasarlanmistir. Bu sistemde, alt bolmeye farklilastirilmis 3T3-L1 olgun adiposit
hiicreleri eklenirken, iist bolmeye insan pankreas kanseri hiicre hattt olan MIA PaCa-2
yerlestirilmistir. Boylece, hiicreler dogrudan temas etmeden aymi besiyeri ortaminda
bulunmus ve parakrin sinyallesme yoluyla karsilikli etkilerini siirdiirebilmistir. Bu
diizenleme, tiimor mikrogevresini taklit eden bir ortamda hiicreler aras1 dinamik iligkiyi

modelleme imkani sunmustur. Kosullu ortam (CM) modelinde ise farklilastirilmis 3T3-
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L1 hiicreleri 60’lik petrilerde kiiltiirlenmis, deneyden 24 saat Once medyalari
degistirilmistir. Ardindan, 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda toplanan besiyeri santrifiij
edilerek (500 xg’de 10 dk) olii hiicrelerden arndirilmis ve siipernatant filtre edilmistir.
Elde edilen kosullu besiyeri (“%100 CM”), belirli oranlarda (%10, %25, %50 gibi) taze
DMEM ile seyreltilmis ve MIA PaCa-2 hiicrelerine uygulanmistir. Bdylelikle,
adipositlerin salgiladig sitokin, adipokin ve lipit metaboliti gibi molekiillerin kanser

hiicreleri tizerindeki etkileri izole bir bigimde analiz edilebilecek sekilde hazirlanmistir.

4.3. MIA PaCa-2 pankreas Kkanseri hiicrelerine ilgili doz/siirelerde Orlistat
uygulanmasi, gecerli doz arahgmin MTT testi ile belirlenmesi ve morfolojik

incelemelerin yapilmasi

MIA PaCa-2 pankreas kanseri hiicrelerinde Orlistat tedavisinin sitotoksik etkisi, doz ve
zamana bagli olarak hiicre canliligit (MTT analizi) ile morfolojik degisiklikler iizerinden
degerlendirilmistir. Elde edilen bulgular, Orlistat’in hem hiicre canliligin1 azalttigin1 hem
de doza ve siirece bagli sekilde hiicresel morfolojide bozulmalara yol actigin
gostermektedir. Orlistat’in hiicre canliligr tizerindeki etkisi, 24 ve 48 saatlik uygulamalar
sonrast MTT ile oOlgiilerek analiz edilmistir. Diisiik dozlar (5-20 uM) ile 24 saatlik
uygulamada hiicre canliliginda anlamli bir azalma gozlenmemis, canlilik oranlar1 %85—
95 araliginda kalmistir. Ancak bu gruplarda 48 saat sonunda canlilikta azalma egilimi
baglamistir. Orta dozlarda (30—50 uM) ise her iki siirede de belirgin bir canlilik azalmasi
kaydedilmistir. Ozellikle 48 saat sonunda 40 uM ve 50 uM Orlistat gruplarinda canlilik
orani sirastyla %55-60 ve %45-50 diizeylerine kadar diismiistiir. Yiiksek doz grubunda
(75200 puM) ise 24 saatlik uygulamada bile canlilik %40’1n altina gerilemis; 48 saat
sonunda ise 150 uM ve 200 uM uygulamalarinda canlilik oran1 %30’un altina diigmiistiir
(Sekil 4. 4A). Hiicre canliligini %50 seviyelerine kadar diisiiren ve yalnizca 24 saat
inkiibasyon gerektiren doz oldugu i¢in, sonraki tiim deneylerde MIA PaCa-2 hiicrelerine
“100 uM Orlistat 24 saat inkiibasyon” protokolii uygulanmistir. Yapilan istatistiksel analiz

sonucunda, doz ve zaman arasinda anlamli bir etkilesim tespit edilmistir (p < 0.0001) ve
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bu bulgu Orlistat’in sitotoksik etkisinin hem doza hem de uygulama siiresine bagl

oldugunu ortaya koymaktadir.

Orlistat uygulamasma verilen hiicresel yanit, 151k mikroskobu ile yapilan morfolojik
analizlerle gorsel olarak desteklenmistir (Sekil 4. 4B). 24 saat boyunca uygulanan diisiik
dozlarda (5-20 uM) hiicrelerin yaygin, fibroblast benzeri yapida ve saglikli morfolojide
olduklari, hiicre yogunlugunda kayip olmadig1 gézlemlenmistir. 30-50 uM doz grubunda
ise bazi hiicrelerde sitoplazmik biiziilmeler meydana gelmistir. 50 uM dozunda hiicrelerin
yer yer kiimelendigi ve retrakt profiller sergiledigi gézlenmistir. 75 uM ve lizerindeki
dozlarda hiicre yogunlugunda bariz azalma meydana gelmis, hiicrelerin ¢ogunun
yuvarlaklastig1, zar biitlinliiklerini kaybettigi ve bazi hiicrelerde vakuol benzeri yapilarin
olustugu gortilmiistiir. 200 uM grubunda ise neredeyse tiim hiicreler morfolojik bozulma
gostermigtir. 48 saatlik uygulamalarda (Sekil 4. 4C) 5-10 uM doz grubunda hiicre
yapisinin korundugu ancak 24 saate kiyasla daha az yayilim ve daha fazla biiziilme oldugu
fark edilmistir. 30—50 uM dozlarinda hiicrelerin kompakt ve sferik yapiya doniistiigii,
ylizeydeki hiicre sayisinin azaldig izlenmistir. 75-200 uM araliginda ise hiicre 6liimiiniin
daha da arttig1, goriintiilenen alanlarda canli hiicrelerin neredeyse kalmadigi ve hiicre
kalintilarinin belirginlestigi saptanmigtir. Bu morfolojik bulgular, MTT analiz verileri ile

birebir ortlismektedir.
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Sekil 4. 4 MIA PaCa-2 hiicrelerinde farkli orlistat dozlarinin hiicre canliligi ve morfoloji lizerindeki etkileri.
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4.4. Farkhlastirllmis 3T3-L1 olgun adiposit hiicrelerine ilgili doz/siirelerde Orlistat
uygulanmasi, gecerli doz arahigimin MTT testi ile belirlenmesi ve morfolojik

incelemelerin yapilmasi

MIA PaCa-2 hiicrelerinin ardindan Orlistat’in olgunlasmis 3T3-L1 adiposit hiicreleri
tizerindeki sitotoksik etkisi, hem MTT hiicre canlilig1 analizi ile kantitatif olarak hem de
151k mikroskobu goriintiileri ile morfolojik diizeyde kapsamli bigimde degerlendirilmistir.
Orlistat’in 3T3-L1 hiicre canlilig1 tizerindeki etkisi, 24 saat ve 48 saat 5-200 uM
araliginda uygulanarak MTT gergeklestirilmistir (Sekil 4. 5). Orlistat’in 3T3-L1 hiicre
canlilig1 tizerindeki etkisi, 24 saat ve 48 saat 5-200 uM araliginda uygulanarak MTT
yontemiyle degerlendirilmistir. Sonuglara bakildiginda kontrol ve DMSO gruplarinda
hiicre canlilig1 %100 diizeyinde korunmus, DMSO’nun toksik etkisi gdzlenmemistir. 5—
20 uM diisiik dozlarda, 24-48 saatlik uygulamalarda canlilik ortalama %85—100 arasinda
seyretmistir. 48 saat sonunda ise bu gruplarda hafif ama istatistiksel olarak anlamli bir
azalma egilimi gozlenmistir. 30—50 uM aras1 orta dozlarda, canlilik %60-80 araligina
diismiis; bu dozlar hiicre g¢ogalmasini baskilayici ve metabolik stres olusturucu etki
gostermeye baslamigtir. 75-100 pM dozlarinda, canlilik orani 24 saat sonunda %40-60
arasinda degismis, 48 saatte ise bu oran %25-35e kadar gerilemistir. 150-200 uM yiiksek
dozlarda, canlilik her iki siirede de %20’nin altina diismiis, bu durum orlistatin adiposit
hiicrelerinde doza bagli toksik etki olusturdugunu gostermistir. MIA PaCa-2 hiicrelerinde
oldugu gibi hiicre canliligini %50 civarina kadar azaltabilen ve deney siireci bakimindan
en az inkiibasyona sahip olan (24h) ve MIA PaCa-2 hiicrelerinin ayni dozuna denk geldigi
icin 3T3-L1 hiicreleri i¢in de ileri deneylerde tiim orlistat uygulamalar1 “100 uM Orlistat
24 saat inkiibasyon” olacak sekilde gerceklestirilmistir. Istatistiksel analiz sonucunda doz
ve zaman faktorleri arasinda anlamli etkilesim bulundugu goriilmistiir (p< 0.0001).
Orlistat uygulamasinin ardindan farkli dozlarda hiicre morfolojisinde meydana gelen
degisiklikler 24 saat sonunda 151k mikroskobu ile degerlendirilmistir (Sekil 4. 5B). Kontrol
grubunda hiicrelerin diizgiin yayilim gosterdigi, membran yapilar1 biitlinliigiiniin
bozulmadigi, hiicre yogunlugunun yiiksek, morfolojinin yuvarlak/ fibroblast benzeri
yapida oldugu goriilmiistiir. 30 uM dozundan sonra ise bazi hiicrelerde sitoplazmik
biiziilmeler, kismi yuvarlaklasmalar baslamis; hiicre aras1i baglantilarda kopmalar

gbzlenmistir. Hiicre sayisinda azalma goriilmektedir. 40—50 uM dozlarinda hiicre zarinda

50



diizensizlikler ve hiicre sekillerinde deformasyonlar gozlenmektedir. 75 uM ve iizeri doz
gruplarinda ise hiicreler biiyilkk oranda morfolojik biitiinliiglinii kaybetmis, hiicre
membranlari bozulmus ve hiicreler daginik hale gelmistir. Ozellikle 150-200 uM
gruplarinda hiicre kalintilar1 artmis, canli hiicre oran1 mikroskobik olarak da belirgin
bicimde azalmistir. Bu morfolojik bulgular, MTT analizinde elde edilen canlilik
oranlariyla tutarlilik gostermekte ve Orlistat’in adiposit hiicrelerinde doza bagli olarak

morfolojik dejenerasyon olusturdugunu ortaya koymaktadir.

A 3T3-L1
* K ok ok
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2

50

Cell Viability (%)

O 2.0 D ad P ,\6\@\@‘»@
Orlistat (uM)

B Adiposit 3T3-L1 Orlistat 24. Saat

Sekil 4. 5 3T3-L1 hiicrelerinde farkli orlistat dozlarinin hiicre canlilig1 ve morfoloji izerindeki etkileri.
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45. MIA PaCa-2 pankreas Kkanseri hiicrelerine ilgili doz ve siirelerde CM

uygulamasi yapilmasi, MTT analizi ve Oil Red O Tayini ile molekiiler analizler

Adiposit hiicrelerinden elde edilen kosullu medyanin (CM) MIA PaCa-2 hiicreleri
tizerindeki etkisi, farkli oranlarda ve siirelerde uygulanarak hiicre canliligit (MTT) ve
morfoloji diizeyinde degerlendirilmistir. 24CM ve 48CM olarak adlandirilan grupta 3T3-
L1 farklilagtirma siirecinden sonra hiicreler iizerinde 24 saat ve 48 saat bekletilen
medyalardan CM eldesi yapilarak bu siirenin de MIA PaCa-2 hiicreleri tizerindeki etkisi
incelenmek istenmistir (Sekil 4. 6A).

MIA PaCa-2 hiicrelerine, 3T3-L1 adipositlerinden elde edilen kosullu ortam (CM) farkl
oranlarda (CM/DMEM, %10-100) uygulanmis ve hiicre canliligi 24 saat ve 48 saat
siirelerle MTT yontemiyle degerlendirilmistir. MTT analizi sonuglari, CM’nin tiimér
hiicreleri iizerindeki biyolojik etkilerinin hem doz oranina hem de inkiibasyon siiresine
bagli oldugunu ortaya koymustur. 24 saatlik uygulama siiresi sonunda, 6zellikle %30/70,
%50/50 ve %70/30 CM/DMEM oranlarinda, MIA PaCa-2 hiicre canliligi kontrol grubuna
kiyasla anlamli sekilde artis gostermistir (p < 0.0001) (Sekil 4. 6A). Bu durum,
adipositlerin salgiladig1 adipokinler, yag asitleri ve biliylime faktorlerinin timor
hiicrelerinde proliferasyonu tesvik edici rol oynadigini diisiindiirmektedir. %100 CM
uygulamasinda, 24 saatlik siirede canlilik hala yiiksek olmakla birlikte plato diizeyine
ulagsmustir (Sekil 4. 6A).; bu, belirli bir yogunlugun 6tesinde hiicrelerin ek uyarana yanit
vermemesi veya adaptif mekanizmalarin devreye girmesiyle aciklanabilir. 48 saatlik
uygulama siiresinde, benzer bir proliferatif etki gozlenmis olsa da yliksek CM oranlarinda
(6zellikle %100), canlilikta diistis baslamistir. Bu durum, asir1 sekretom etkisinin hiicreleri
metabolik strese sokabilecegini diisiindiirmektedir. Yapilan morfolojik incelemelerde ise
uygulanan CM dozlarmin hiicreler olan etkisinin MTT verileriyle ortiistigi, hiicre canlilik
diizeylerinin 10-100 CM dozu araliginda negatif yonde etkilenmedigi gézlemlenmistir

(Sekil 4. 6).

Western blot analizi ise kosullu ortam uygulamasinin adiponektin ekspresyonunu nasil

etkiledigini ortaya koymustur (Sekil 4. 6B). 24 saatlik gruplarda, %30-70 CM oranlarinda
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adiponektin diizeyi kontrol grubuna kiyasla hafif artis gostermistir (6rnegin %50 CM
grubunda 1.19 kat artis). Bu artis, CM icerigindeki adiposit kaynakli faktorlerin timdor
hiicrelerinde adiponektin ekspresyonunu indiikleyebilecegini diisiindiirmektedir. Ancak
48 saatlik inkiibasyonda, 6zellikle yiiksek CM gruplarinda (70/30 ve 100/0), adiponektin
diizeyi kontrol seviyesinin altina diismistiir (6rnegin 100/0 grubunda 0,72). Bu sonug,
yiiksek dozda ve uzun siireli adiposit etkisinin tiimdr hiicresinde negatif geri bildirim
yolaklarin1 aktive ederek adiponektin ekspresyonunu baskilamis olabilecegine isaret
etmektedir. Bu sonuglar dogrultusunda CM igerigi yiiksek oldugu halde hiicre canliligina
etkisinin negatif yonde goriilmedigi doz olan “70/30 CM/DMEM oranli 24 saat

inkiibasyon” prosediirii ileri deneyler i¢in uygun gorilmiistiir.
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Sekil 4. 6 3T3-L1’den elde edilen kosullandirilmis medyumun (CM) MIA PaCa-2 hiicreleri tizerindeki
etkileri.
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Adiposit kaynakli kosullu ortamin (CM), MIA PaCa-2 pankreas kanseri hiicrelerinde lipit

birikimi tizerine etkisi, Oil Red O boyama yontemiyle degerlendirilmistir (

Sekil 4. 7A ve 16B). Boyama yontemi, notral lipitlerin ve trigliserit igeren
damlaciklarin gorsellestirilmesine olanak saglayarak, CM'nin kanser hiicresi
metabolizmasi tlizerindeki etkisini morfolojik diizeyde ortaya koymustur. 24CM ve
48CM gruplarinda, 24 saatlik inkiibasyonun ardindan artan CM orant ile lipit
birikiminde belirgin artis gozlenmistir. Kontrol gruplarinda, hiicreler yayilmis
morfolojide ve zayif diizeyde Oil Red O boyamas1 gdstermektedir; bu durum diisiik
bazal lipit seviyelerine isaret etmektedir. %30 ve %50 CM uygulamalarinda, hiicre igi
lipit damlaciklar orta diizeyde artis gostermistir. %70 ve %100 CM oranlarinda,
hiicrelerin sitoplazmasinda belirgin sekilde koyu kirmizi boyanmus lipit yapilar
gozlenmistir. Lipit birikimi, hiicre popiilasyonunun biiyiik bir kisminda yaygin olarak

izlenmis, CM orantyla dogru orantili sekilde artmistir (

Sekil 4. 7A). Bu bulgular, kisa siireli (24 saatlik) CM maruziyetinin bile timor
hiicrelerinde lipit metabolizmasini aktive ettigini ve lipogenez/yag asidi alimu ile iligkili
stiregleri uyardigini diistindiirtmektedir. Bunun yani sira 48 saatlik inkiibasyon, lipit

birikimi diizeylerinde daha belirgin bir artisa yol agmistir (

Sekil 4. 7). Hem 24CM hem de 48CM gruplarinda, kontrol gruplarina kiyasla lipit birikimi
yiiksek diizeyde artmis; boyanmis alanlar daha genis ve yogun hale gelmistir. Ozellikle
24 saat 48 CM %70 ve %100 CM gruplarinda, lipit damlaciklari hem boyutsal olarak

biiylimiis hem de sayica artig gostermistir.

55



Sekil 4. 7 3T3-L1 kosullandirilmis medyum (CM) uygulamast sonrast MIA PaCa-2 hiicrelerinde lipit
birikiminin Oil Red O boyasi ile gdsterimi.

4.6. MIA PaCa-2 pankreas kanseri hiicrelerine ilgili doz ve siirelerde Orlistat-CM

uygulamasi ve Tripan mavisi hiicre sag kalim/ bityiime testi

Orlistat’in pankreas kanseri hiicre hatti MIA PaCa-2 iizerindeki hiicre ¢ogalmasini
baskilayici etkisi, doz ve zamana bagli olarak detayli bigcimde incelenmistir. Hiicrelerin
proliferatif kapasitesi hem manuel sayimlarla nicel olarak hem de mikroskobik
goriintiilerle morfolojik agidan degerlendirilmistir. Farkli Orlistat konsantrasyonlar1 (30—
200 pM) ile muamele edilen MIA PaCa-2 hiicrelerinde zaman icerisindeki ¢cogalma

egilimleri analiz edilmistir (Sekil 4. 8A).
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Kontrol grubunda, hiicre sayist 72 saat boyunca diizenli olarak artarak saglikli bir
proliferasyon sergilemistir. 30 ve 50 uM Orlistat uygulamalar hiicre biiylimesini kismen
baskilamig, ancak tamamen durdurmamustir; hiicre sayisinda zamanla hafif bir artig
gozlenmeye devam etmistir. 75 uM dozda ise ¢ogalma daha belirgin bicimde engellenmis,
ozellikle 48. saatten sonra hiicre sayisinda ciddi bir artig goriillmemistir. 100 ve 200 uM
konsantrasyonlarinda ise hiicre sayis1 zamanla artmamis, aksine 48 ve 72 saat sonunda
azalmistir. Bu durum, yiliksek doz Orlistat’in sadece proliferasyonu baskilamakla
kalmayip, ayni zamanda hiicre oliiminii tetikleyici sitotoksik bir etki gosterdigini
diisiindiirmektedir. Ozellikle 100 pM doz, hiicre ¢ogalmasini tamamen durdurarak MIA
PaCa-2 hiicrelerinin biiyiimesini etkili bir sekilde engellemistir (Sekil 4. 8B).

MIA PaCa-2 / Orlistat B MIA PaCa-2 / Orlistat
250+
250+
_ -o Kontrol -~ Kontrol
< 200 -& 30 uM = 200+ -= 100 uM
= 150 -4 50 uM =
g _
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E
5 100- ~+- 100 uMm £ 100- P
= -0~ 200 uM = /
3 50 T 50
o]
0 T T a4 bt 0 T T T
OH 24H 48H 72H OH 24H 48H 72H

Time (I.l) Time (h)

Sekil 4. 8 MIA PaCa-2 hiicrelerinde farkl orlistat dozlarinin bilylime iizerine etkisinin degerlendirilmesi.

4.7. MIA PaCa-2 pankreas kanseri hiicrelerine ilgili doz ve siirelerde Orlistat-CM-

Co-Culture uygulamasi ve Floresan Boyama Tayinleri

Orlistat’in MIA PaCa-2 pankreas kanseri hiicrelerinde hiicre 6liimiine bagli biyolojik
mekanizmalar1 nasil etkiledigi, DiOCs, DAPI ve PI boyamalar ile floresan mikroskopi
kullanilarak arastirilmistir (Sekil 4. 9A). Kontrol grubunda, DiOCs boyasiyla tim
hiicrelerde yogun yesil floresan sinyali gézlemlenmis; bu da hiicrelerin biiylik kisminda

mitokondri zar potansiyelinin korundugunu, yani hiicrelerin saglikli oldugunu

57



gostermektedir. 50 uM Orlistat uygulanan hiicrelerde, hiicre sayisinda hafif bir azalma ve
DiOCs floresaninda kismi bir zayiflama goriilmiis; bu da mitokondriyal hasarin
basladigin1 fakat tiim hiicreleri etkilemedigini diisiindiirmektedir. 75 ve 100 uM
dozlarinda ise DiOCs floresan siddeti bariz sekilde diismiis, bu durum mitokondri zar
biitiinliglinlin  bozuldugunu ve enerji iiretiminin engellenerek hiicre O6liimiiniin

tetiklendigini gdstermektedir.

Kontrol grubunda DAPI boyasiyla sadece birkag ¢ekirdegin isaretlendigi goriilmiis; bu da
hiicrelerin normal c¢ekirdek yapisini koruduguna isaret etmektedir. Ancak Orlistat
uygulanan gruplarda, 6zellikle 75 ve 100 uM dozlarinda, DAPI floresan sinyali artmis ve
cekirdeklerde yogunlasma ile pargalanma (DNA kondensasyonu ve niikleer
fragmentasyon) belirginlesmistir. Bu degisiklikler, apoptozun erken ve orta evreleri ile
uyumludur. PI boyamasi ise kontrol grubunda oldukga sinirli kalmig ve canli hiicre zar
biitiinliglinlin korundugunu yansitmistir. 50 pM Orlistat ile muamele edilen hiicrelerde PI
pozitif hiicre sayis1 hafifce artarken, 75 ve 6zellikle 100 uM dozlarinda PI sinyali belirgin
sekilde yiikselmis; bu da hiicre 6liimiiniin ileri evrelerine (ge¢ apoptoz veya nekroz) isaret

etmektedir (Sekil 4. 9A).

Pankreas tiimor mikrogevresine 6zgii kosullarin, Orlistat’a kars1 gelisen mitokondriyal
yanit {izerindeki etkisi ise DiOCs boyasi ile degerlendirilmistir (Sekil 4. 9B). Bu analiz;
dogrudan Orlistat etkisi ile birlikte, kosullu ortam (CM) ve ko-kiiltlir gibi mikrogevresel
etkenlerin bu etkiyi nasil degistirdigini ortaya koymak amaciyla yapilmistir. Kontrol
grubundaki hiicreler yogun ve yaygin yesil floresan vererek yliksek mitokondriyal aktivite
gostermistir. CM ve Ko-kiiltiir gruplar1 da benzer sekilde veya daha yiliksek DiOCs sinyali
sergilemis; bu da adipositlerden salinan faktorlerin mitokondri fonksiyonlarini
destekleyebilecegini diisiindiirmektedir. Ozellikle ko-kiiltiir grubunda, hiicreler genis bir
alana yayilmis homojen yesil sinyalle goriintiilenmis ve bu durum ko-kiiltiir ortaminin

hiicre metabolizmasini canli tuttugunu gostermistir.

Kontrol + Orlistat grubunda ise DiOCs sinyali anlamli derecede azalmistir; bu durum
Orlistat’in mitokondri zar potansiyelini bozarak apoptoz siirecini baglattigini
gostermektedir. CM + Orlistat grubunda yesil floresan azalmis olsa da bu azalma kontrol

+ Orlistat grubuna gore daha simirhi kalmistir. Bu da kosullu ortamda yer alan bazi
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adipokinlerin, hiicreleri mitokondriyal stres kaynakli 6liime kars1 kismen koruyabilecegini
diistindiirmektedir. Ko-kiiltiir + Orlistat grubunda ise DiOCs pozitif hiicre sayist gozle
goriilir sekilde azalmistir; bu da Orlistat’in, mikrogevresel hiicre-hiicre etkilesimleri
varliginda bile mitokondri zar bitiinliigiini bozarak hiicre Oliimiinii etkin bigimde

baslattigin1 gostermektedir (Sekil 4. 9B).
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Sekil 4. 9 MIA PaCa-2 hiicrelerinde orlistat ve 3T3-L1 kosullandirilmis medyum (CM) uygulamalari
sonrast floresan boyamalarla yapilan hiicresel analiz.

60



4.8. MIA PaCa-2 pankreas kanseri hiicrelerine ilgili doz ve siirelerde Orlistat-Co-

Culture uygulamasi ve Testi Yara Kapanmasy Migrasyon

Wound healing (yara iyilesme) analizi, MIA PaCa-2 pankreas kanseri hiicrelerinin gog
potansiyelini degerlendirmek amaciyla uygulanmistir (Sekil 4. 10A-B-C). 0 saat ve 24.
saatte yara agikliginin mikrometre (um) cinsinden dl¢timii (Sekil 4. 10A)’da gosterilmis.
Ayni1 zaman noktalarinda yara kapanma ylizdesinin hesaplanarak gruplar arasi
karsilastirilmasi (Sekil 4. 10B)’de gosterilmistir. Her gruba ait 0 saat ve 24 saat sonrasi
mikroskop goriintiileri (Sekil 4. 10)’de gosterilmektedir. Kontrol grubunda 24 saat
sonunda yara alan1 6nemli Slgiide kapanmis, hiicre migrasyonu gerceklesmistir. Buna
karsilik, orlistat uygulanan grupta yara alaninda anlamli bir kapanma izlenmemis, hatta
baz1 bolgelerde hiicrelerin geri ¢ekildigi gdzlenmistir; bu da orlistatin hiicre gog¢iinii
baskiladigim1 gostermektedir. Ko-kiiltiir kontrol grubunda, yara kapanmasi en yiiksek
diizeyde gerceklesmis, bu da adiposit kaynakli parakrin faktorlerin timor hiicresi
migrasyonunu destekledigini diisiindiirmektedir. Ancak Ko-kiiltiir + Orlistat grubunda,
orlistat bu artmig motiliteyi baskilayarak yara alaninin biiyiik 6l¢iide agik kalmasina neden
olmustur. Bu bulgular, orlistatin hem dogrudan hem de adiposit-iliskili go¢ii inhibe

edebildigini géstermektedir.
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Sekil 4. 10 MIA PaCa-2 hiicrelerinde kontrol, orlistat, ko-kiiltiir ve ko-kiiltiir + orlistat uygulamalari

sonrasi yara iyilesme (wound healing) analizinin degerlendirilmesi.

4.9. MIA PaCa-2 pankreas kanseri hiicrelerine ilgili doz ve siirelerde Orlistat-Co-

Culture uygulamasi ve protein ekspresyonlarina etkisi

Orlistat’in MIA PaCa-2 hiicrelerinde FASN proteini lizerindeki etkisi, doz bagimli olarak

Western blot analiziyle degerlendirilmistir. MIA PaCa-2 hiicrelerine artan dozlarda

orlistat (50-200 uM) uygulanmasinin ardindan Western blot yontemiyle FASN (Fatty
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Acid Synthase) proteininin ekspresyon diizeyi analiz edilmistir (A). B-Actin i¢ kontrol
olarak kullanilmistir. Bant yogunluklarinin normalize edilmis goreceli ifadeleri her bir
ornek altinda verilmistir. 100 uM ve iizerindeki dozlarda FASN protein seviyesinin
belirgin sekilde azaldig1 goriilmistiir. Diisiik doz (50 uM) orlistat uygulamasi sonrasinda
FASN ekspresyonu hafifce artmistir (1,30 kat), bu durum geri besleme kompanzasyonunu
diistindiirebilir. 75 uM dozda bu etki baskilanmis, FASN ekspresyonu kontrol seviyesinin
altina inmistir (0,71 kat). 100 uM ve lizerindeki dozlarda, FASN protein diizeyi olduk¢a
azalmis ve ozellikle 200 uM’de neredeyse saptanamaz seviyeye inmistir (0,08 kat). Bu
sonuclar, orlistat’in yiiksek dozlarda FASN enzimini etkili bi¢imde inhibe ettigini
dogrulamaktadir.

A Orlistat

(-) SOpM  75puM 100 pM 150 uM 200 uM

FASN — v —

1,00 1,30 0,71 0,25 0,21 0,08

B Kontrol Co-culture
—

1,00 3,28

SREBP1 |

PPAR-Y g g
1,00

0,62

B-Actin - -

Sekil 4. 11 MIA PaCa-2 hiicrelerinde lipogenezle iligkili proteinlerin western blot analizi

MIA PaCa-2 hiicreleri, 3T3-L1 adipositleri ile ko-kiiltiir ortaminda yetistirildikten sonra
Western blot yontemi ile lipogenez ve farklilasma belirteglerinden SREBP1 ve PPAR-y
proteinlerinin ekspresyon diizeyleri analiz edilmistir (Sekil 4. 10B). B-Actin i¢ kontrol
olarak kullanilmistir. SREBP1 protein ekspresyonu ko-kiiltlir grubunda artarak kontrol
grubuna kiyasla 3,28 kat yiikselmistir. Bu durum, adipositlerle kurulan hiicresel iletisimin
kanser hiicrelerinde lipit biyosentezinin aktivasyonunu uyardigin1 géstermektedir. Hem
adipogenez hem de lipit homeostazinda gorev alan, ¢ogu zaman anti-proliferatif

etkileriyle bilinen bir ¢ekirdek reseptorii olan PPAR-y seviyesi ko-kiiltiir ortaminda
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kontrol grubuna gore %38 azalmistir. Bu azalma, kanser hiicrelerinin diferansiyasyondan
uzaklastigini, daha agresif bir fenotipe gecis yaptigini ve lipit metabolizmasinin pro-

onkojenik yonde yeniden programlandigini gostermektedir.

4.10. MIA PaCa-2 Pankreas Kanseri Hiicrelerinde Farklhh Mikroc¢evre Kosullarinda
(Ko-kiiltiir, CM, Orlistaty SREBF1 ve FASN Gen EKspresyonunun

Degerlendirilmesi

Orlistat ve farkli kiiltiir kosullarinin MIA PaCa-2 hiicrelerinde SREBP1 proteini
tizerindeki etkisi Western blot analizi ile degerlendirilmistir (Sekil 4. 12). SREBP1 protein
diizeyleri kontrol, ko-kiiltiir, kosullandirilmis ortam (CM), orlistat ve ko-kiiltiir + orlistat
gruplarinda karsilagtirilmistir. Bant yogunluklarinin normalize edilmis goreceli ifadeleri
sirastyla 1 (kontrol), 1,29 (ko-kiiltiir), 1,06 (CM), 0,38 (orlistat) ve 0,42 (ko-kiiltiir +
orlistat) olarak bulunmustur. Ko-kiiltiir uygulamas:t SREBP1 ekspresyonunda artisa neden
olurken, orlistat tedavisi belirgin bir azalma gostermistir. Ayrica orlistatin ko-kiiltiir
ortaminda da SREBP1 protein diizeylerini baskiladigi gézlemlenmistir. Bu sonuglar,

orlistatin SREBP1 protein ekspresyonunu etkili sekilde inhibe ettigini gostermektedir.

MIA PaCa-2
Kontrol  Co-culture CM Orlistat Co,-cu‘lture
+ Orlistat
- -
SREBF1 —
1,00 1,29 1,06 0,38 0,42

B-Actin

Sekil 4. 12 MIA PaCa-2 hiicrelerinde farkli kosullarda SREBP1 protein ekspresyonunun western blot
analizi.
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4.11. MIA PaCa-2 pankreas kanseri hiicrelerine ve farkhlastirilmis 3T3-41 olgun
adiposit hiicrelerine ilgili doz ve siirelerde Orlistat uygulamasi ve Akis Sitometresi

FITC-Annexin V/ PI boyamasi ile apoptoz tayini

Apoptoz ve nekroz gibi programli hiicre Oliim siireglerinin orlistat tarafindan nasil
etkilendigini degerlendirmek amaciyla, MIA PaCa-2 pankreas kanseri hiicreleri ve 3T3-
L1 olgun adiposit hiicreleri Annexin V/PI boyamasi ile analiz edilmistir. Annexin V-FITC
ve Propidyum Iyodiir (PI) ile ¢ift boyama yapilarak, MIA PaCa-2 (iist panel) ve 3T3-L1
(alt panel) hiicrelerinin kontrol ve orlistat (100 uM) uygulama sonrasi apoptoz ve nekroz
profilleri degerlendirilmistir (Sekil 4. 4A). Grafikte sag alt kadran (Annexin-V* / PI")
erken apoptoz, sag iist kadran (Annexin-V* / PI") gec apoptoz/sekonder nekroz, sol {ist
kadran (Annexin-V- / PI') primer nekroz ve sol alt kadran (gift negatif) canli hiicre
popiilasyonunu temsil etmektedir. MIA PaCa-2 hiicrelerinde kontrol grubunda, hiicrelerin
%99,1’1 canli (Annexin V- / PI") olarak tespit edilmis, erken veya ge¢ apoptotik hiicre
orani oldukca diisiik olarak gozlemlenmistir (%0,7 + %0,1). Orlistat uygulamasindan
sonra, canli hiicre oran1 %96,5’e diiserken, erken apoptoz oran1 %2,0 ve ge¢ apoptoz orani
%0,5’e yiikselmistir. Nekrotik hiicre oran1 (%1,0), kontrol grubuna gore artis gosterse de
diisiik diizeyde kalmistir, bu da orlistatin MIA PaCa-2 hiicrelerinde oncelikli olarak

apoptozu aktive ettigini desteklemektedir.

3T3-L1 hiicrelerinde ise kontrol grubunda, hiicrelerin %99,0’1 canli ve sadece %0,8’1
erken apoptotik popiilasyona aitken orlistat uygulanan grupta, canli hiicre oran1 %82,6’ya
diismiistiir. Bu grupta erken apoptoz oran1 %6,3, ge¢ apoptoz/sekonder nekroz orant %0,5
ve Ozellikle nekrotik hiicre oran1 %10,6 olarak belirlenmistir. Bu sonuglar, orlistatin 3T3-
L1 adipositleri iizerinde MIA PaCa-2 hiicrelerine gore daha yiiksek toksisite
olusturdugunu ve 6zellikle nekrotik hiicre 6liimiinii belirgin sekilde indiikledigini ortaya

koymaktadir.
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Sekil 4. 13 100 uM orlistat uygulamasi sonrast MIA PaCa-2 ve 3T3-L1 hiicrelerinde Annexin V/PI boyasi
ile apoptoz ve nekroz analizi.
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5. TARTISMA

Bu c¢alismanin ilk asamasinda, 3T3-L1 preadipositlerinin olgun adipositlere
farklilagtirilmasi yoluyla in vitro adipogenez modeli olusturulmasi hedeflenmistir. 3T3-
L1 hiicre hatt1, yiiksek farklilasma kapasitesi ve in vivo adiposit gelisiminin bir¢ok yoniinii
taklit edebilme yetenegi sayesinde adipogenez c¢aligmalart icin literatiirde en yaygin
kullanilan modellerden biridir. Farklilasma, insiilin, deksametazon ve IBMX (3-izobiitil-
1-metilksantin) igeren klasik hormonal karisim soliisyonu ile indiikklenmistir. Bu
kombinasyonun, adipogenez siirecini baslatan genetik yollar1 etkin sekilde aktive ettigi

literatiirde bir¢ok ¢alismayla gosterilmistir (Zebisch et al, 2012).

Farklilasma siireci boyunca yapilan morfolojik incelemeler, olgun adipositlere 6zgii
karakteristik degisimleri ortaya koymustur. Isik mikroskobu altinda hiicrelerin fibroblast
benzeri uzun yapilarindan daha yuvarlak ve hacimli bir morfolojiye gectikleri ve
sitoplazmalarinda vakuol benzeri yapilar olustugu goézlemlenmistir (Sekil 4). Lipid
birikimini dogrulamak amaciyla iki tamamlayici boyama yontemi kullanilmistir.
BODIPY, nétral lipidlere 6zgii floresan baglanma yetenegi sayesinde farklilagmis
hiicrelerde yogun lipid damlaciklar1 varligini gostermistir. Ayrica, geleneksel bir
histolojik boyama yontemi olan Oil Red O, trigliserit ve nétral lipid birikimini dogrulamis
ve farklilasmis hiicrelerde yaygin lipid akiimiilasyonunu ortaya koymustur (Sekil 4). Bu
iki yontemle elde edilen sonuglar, adipogenez siirecinin basariyla gergeklestigini fenotipik

diizeyde acikc¢a gdstermektedir.

Farklilagmay1r molekiiler diizeyde dogrulamak amaciyla, adipositlerin ge¢ evre
belirteclerinden biri olan Fatty Acid Binding Protein 4 (FABP4)’iin protein diizeydeki
ekspresyonu Western blot yontemi ile analiz edilmistir. FABP4, yag asidi tasinmasi ve
depolanmasinda gorev alan sitoplazmik bir proteindir ve olgunlasmis adipositlerin
karakteristik bir gostergesi olarak kabul edilmektedir (Guru, Ajay, et al., 2020). Western
blot analizinde elde edilen bant yogunluklarinin densitometrik degerlendirilmesi

sonucunda, FABP4 protein ekspresyonunun farklilasmis hiicrelerde kontrol grubuna gore



yaklasik 30 kat arttig1 belirlenmistir. Bu giiclii artis, adipogenez sirasinda spesifik gen
yollarinin etkili bir sekilde aktive oldugunu ve terminal farklilasmanin basariyla
gergeklestigini gostermektedir. Literatiirde de benzer sekilde, farklilasmis 3T3-L1
hiicrelerinde FABP4 ekspresyonunun anlamli diizeyde arttig1 ve bu proteinin giivenilir bir

molekiiler belirteg olarak kullanildig1 birgok ¢alismada bildirilmistir (M.Kang et al ,2013)

Sonug olarak; morfolojik degerlendirmeler, boyama analizleri ve protein ekspresyon
verileri bir arada ele alindiginda, 3T3-L1 preadipositlerinin basarili bir sekilde olgun
adipositlere farklilastig1 acik¢a ortaya konmustur. Bu dogrulanmis in vitro adiposit
modeli, caligmanin sonraki asamalarinda elde edilen adiposit kosullandirilmisg
medyumunun pankreas kanseri hiicreleri lizerindeki etkilerinin incelenmesi agisindan

giiclii bir temel olusturmustur.

Adipositlerin tiimér mikrogevresindeki (TMC) roliinii degerlendirebilmek amaciyla,
calismamizin ikinci asamasinda farklilasmis 3T3-L1 adipositleri ile MIA PaCa-2 pankreas
kanseri hiicreleri arasinda kurulan iki farkli dolayli etkilesim modeli kullanilmistir. Timor
mikrogevresi, kanser hiicreleri ile ¢evresindeki stromal hiicreler (adipositler, fibroblastlar,
bagisiklik hiicreleri vb.) arasindaki karmasik ve dinamik etkilesimlerle sekillenir ve bu

hiicre dis1 sinyallesme, timor progresyonunda kritik bir rol oynar (de Visser et al, 2023).

Bu baglamda, ilk modelleme yaklasiminda, farklilagmis 3T3-L1 hiicrelerinden elde edilen
kosullandirilmis medyum (CM) kullanilarak, bu hiicrelerin salgiladigi ¢oziiniir faktorlerin
MIA PaCa-2 hiicreleri iizerindeki etkisi arastirilmistir. CM, adipositlerin salgiladigi
sitokinler, adipokinler, biiyiime faktorleri ve metabolitleri igerdigi i¢in, hiicre disi iletisimi
taklit etmek adina sik¢a kullanilan bir yontemdir (Jeong-Hyeon Ko, 2019). Bu model,
literatiirde Ozellikle 3T3-L1 ve meme kanseri hiicreleri arasindaki etkilesimlerin
incelenmesinde yaygin olarak tercih edilmis ve adipositlerin salgiladig: faktorlerin timor
hiicre proliferasyonu, migrasyonu ve ilaca diren¢ gelisimi gibi siirecleri etkileyebilecegi
gosterilmistir (A. Geneste et al, 2020). Tez ¢alismasinda da literatiir bulgularina paralel
olarak belirtilen yontem kullanilmistir (Sekil 4.2).

Farklilasmis 3T3-L1 adipositlerinden elde edilen kosullandirilmis medyumun (CM), MIA
PaCa-2 pankreas kanseri hiicreleri iizerindeki biyolojik etkilerini degerlendirmek

amaciyla gergeklestirilen MTT testleri, adiposit kaynakli ¢oziinlir faktorlerin hiicre
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proliferasyonuna olan etkisini ortaya koymustur. CM, artan konsantrasyonlarda MIA
PaCa-2 hiicrelerine uygulanmis ve hiicre canliligi iizerindeki etkisi nicel olarak
degerlendirilmistir. Bulgulara gore, 6zellikle %70 konsantrasyonda uygulanan CM, hiicre
canliliginda en belirgin artis1 saglamis; bu oran, diger konsantrasyonlara kiyasla en yiiksek
proliferatif yanitin elde edildigi seviye olmustur (Sekil 4.6A). Bu durum, adiposit kaynakl
salgilarin belli bir yogunlukta optimal etki gosterdigini diisiindiirmektedir. CM igerisinde
yer alan sitokinler (6rnegin IL-6, IL-1B, TNF-a) ve adipokinler (6rnegin leptin, resistin)
gibi biyolojik aktif molekiiller, kanser hiicreleri ile parakrin iletisim kurarak ¢esitli yollarla
hiicre proliferasyonunu tesvik edebilir, apoptozu baskilayabilir ve hiicrelerin timor
mikrogevresine adaptasyonunu kolaylastirabilir (Chun Lin et al, 2023). Ozellikle 1L-6
JAK/STAT ve PI3K/AKT gibi proliferasyonu destekleyen , Adipokin de AMPK anti-
apoptotik sinyal yolaklarini aktive ettigi bilinmektedir (Clemente-Suarez et al, 2023). Bu
nedenle, %70 CM ile gozlenen canlilik artigi, muhtemelen bu tiir mitojenik ve anti-

apoptotik faktorlerin etkisiyle iligkilidir.

Literatiirde benzer ¢alismalar, adipositlerden elde edilen CM’nin meme ve kolon kanseri
hiicrelerinde hiicre bliylimesini ve migrasyonunu artirdigini gostermistir (A. Geneste et al,
2020). Calismamizda pankreas kanseri hiicreleriyle elde edilen benzer sonuglar,
adipositlerin yalnizca enerji depolayan hiicreler degil, ayn1 zamanda tiimor
mikrogevresinde aktif sinyal kaynaklari olarak gorev yaptig1 goriisiinii desteklemektedir.
Ayrica, bu etkilerin konsantrasyon bagimli olmasi, adiposit kaynakli faktorlerin biyolojik

etkilerinin belli bir esigin lizerinde daha belirgin hale geldigini gostermektedir.

Kosullandirilmis medyumun (CM) MIA PaCa-2 hiicreleri tizerindeki molekiiler etkilerini
incelemek amaciyla, farkli CM konsantrasyonlarinin adiponektin reseptor ekspresyonuna
etkisi Western blot yontemiyle degerlendirildi. Sonugclar, 24 saat inkiibe edilen CM (24
CM) uygulamasinda adiponektin reseptdriiniin ekspresyonunda belirgin bir artis oldugunu
gosterirken, 48 saat inkiibe edilen CM (48 CM) uygulamasinda ise ekspresyonda hafif bir
azalma gozlenmistir (Sekil 4.6 B). Bu farklilik, CM'nin hazirlanma siiresine bagli olarak
icerdigi biyolojik aktif molekiillerin kalitesi ve miktarindaki degisikliklere isaret
etmektedir. 24 saatlik kosullandirilmig ortam (24 CM), adiponektin reseptdrlerinin

ifadesini artirmaktadir. Buna karsin 48 CM’de biyolojik aktivitenin azalmasi, adiponektin
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sinyal yolaklariin uyarilmasinin zayiflamasina yol agmis oldugu 6nerilmektedir. Ayrica,
bu sonuglar ¢alismadaki MTT analizleriyle paralellik gostermekte; 24 CM’nin canlilig1
artirmast ile adiponektin reseptoriiniin artan ekspresyonu arasinda pozitif bir iligski oldugu
diisiiniilebilir. Ote yandan 48 CM’de reseptor ifadesindeki azalma, hiicre canliliginda

gbzlenen degisimlerle uyumlu olabilir.

MIA PaCa-2 hiicrelerine kosullandirilmis medyumun (CM) uygulanmasinin ardindan
hiicre morfolojisi 151k mikroskobu altinda incelenmistir. Genel olarak belirgin biiyiik
morfolojik degisiklikler gozlenmemekle birlikte, CM uygulanan gruplarda hiicrelerde
hafif bir sigkinlik ve hacim artis1 fark edilmistir (Sekil 4.6). Bu gozlem, hiicrelerde olasi
bir lipid birikimi siirecinin isareti olarak degerlendirilmistir. Bu hipotezi dogrulamak
amaciyla, hiicrelerde lipid birikimini spesifik olarak gosteren Oil Red O boyamasi
uygulanmistir. Sekil 4.7°de de goriildiigii iizere, CM konsantrasyonu arttik¢a hiicrelerde
kirmiz1 renkle isaretlenen lipid birikimi de artis gostermistir. Bu sonug, CM’nin MIA

PaCa-2 hiicrelerinde lipid sentezi ve alimini artirdigini desteklemektedir.

Literatiirde, adiposit kaynakli salgilarin timoér mikrogevresinde kanser hiicrelerinde lipid
metabolizmasin1 uyararak, hiicrelerin enerji ihtiyacint karsilamada ve timor
progresyonunda 6nemli rol oynadigi bildirilmistir (Ran Jin et al , 2023). CM’nin lipid
birikimini artirmasi, pankreas kanseri hiicrelerinin lipid metabolizmasinda adaptif
degisiklikler yasadigini ve tiimor gelisimine katkida bulunabilecek metabolik esneklige

sahip oldugunu gostermektedir.

Calismamizda, adiposit kaynakli kosullandirilmis medyum (CM) ve 3T3-L1 adipositleri
ile MIA PaCa-2 hiicrelerinin ko-kiiltiir sistemlerinde SREBP1 (Sterol Regulatory Element
Binding Protein 1) protein ekspresyonu Western blot ile incelenmistir. Sonuglar, her iki
deneysel kosulda da SREBP1 ekspresyonunun belirgin sekilde arttigini gostermistir (Sekil
4.11 B ). Literatiirde, SREBP1’in kanser hiicrelerinde lipid biyosentezini diizenleyen
anahtar bir transkripsiyon faktorii oldugu ve ekspresyonundaki artigin tiimor hiicrelerinde
lipid tiretiminin yiikselmesine yol agtig1 belirtilmektedir (Geng.et al, 2024). Artan lipid
biyosentezi, kanser hiicrelerinin hizli biiyiime ve enerji ihtiyacini kargilamasi igin kritik

bir adaptasyon mekanizmasidir (Ran Jin et al , 2023).
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Ayrica, adipositlerin salgiladigi dnemli proinflamatuar sitokinler olan TNF-a ve IL-6’nin,
SREBP1 ekspresyonunu artirdigi literatiirde bildirilmistir (Gierens et al, 2019). Bu
sitokinler, CM’de bol miktarda bulunmakta ve adipositlerin pankreas kanseri hiicreleri
tizerindeki etkilerini sekillendirmektedir. Dolayisiyla, calismamizda gozlenen SREBPI
ekspresyonundaki artisin, adiposit kaynakli TNF-o ve IL-6 gibi sitokinlerin etkisiyle
tetiklenmis olmasi kuvvetle muhtemeldir. Bu bulgular, adipositlerle pankreas kanseri
hiicreleri arasindaki parakrin etkilesimin, kanser hiicrelerinde lipid metabolizmasini
uyararak timor progresyonunu destekleyen Onemli bir mekanizma oldugunu ortaya

koymaktadir.

Calismamizin bir sonraki asamasinda, yag asidi sentezi inhibitdrii olan Orlistat’in
pankreas kanseri hiicreleri lizerindeki etkilerini degerlendirdik. MIA PaCa-2 hiicrelerine
farkli dozlarda Orlistat uygulanarak hem MTT testi hem de hiicre biiylime (growth)
analizleri gergeklestirildi (Sekil 4.4, 4.8). Elde edilen sonuglara gore, artan Orlistat
dozlariyla birlikte hiicre canliliginda belirgin bir azalma gozlenmistir. Bu durum,
Orlistat’in MIA PaCa-2 hiicrelerinde sitotoksik ve antiproliferatif bir etki gdsterdigini
ortaya koymaktadir (Jovana V Jovanki¢ et al 2023). Orlistat, basta FASN (Fatty Acid
Synthase) olmak {izere yag asidi sentezinde gorev alan enzimleri inhibe ederek, kanser
hiicrelerinin lipogeneze olan bagimliligin1 hedef alir. Literatiirde, ozellikle agresif
fenotipe sahip tiimor hiicrelerinin enerji ihtiyacini karsilamak ve membran sentezini
siirdiirebilmek icin lipogeneze bagimli oldugu ve bu yolun baskilanmasinin hiicre
Olimiini tetikledigi belirtilmektedir (Ja Mandez et al. 2005) Orlistat’in MIA PaCa-2
hiicrelerindeki hiicre 6liim mekanizmasin1 daha kapsamli olarak degerlendirebilmek
amacuyla, ¢esitli hiicresel boyama yontemleriyle birlikte Annexin V/PI ¢ift boyama analizi
gerceklestirilmistir. Onceki boyama sonuglarinda, DIOC6 ile mitokondriyel membran
potansiyelinde belirgin azalma saptanmis, bu durum mitokondri kékenli apoptotik siirecin
aktive oldugunu gostermistir. Bu bulgulara ek olarak yapilan Annexin V / PI analizleri,
hiicrelerin 6liim evresini daha ayrintili sekilde ortaya koymustur. Orlistat uygulanan
gruplarda, Annexin V (+) / PI (-) hiicre oraninin artmis olmasi, hiicrelerin biiyiik bir
kisminin erken apoptoz siirecine girdigini gostermektedir. Bununla birlikte, Annexin V
(+) / PI (+) ¢ift pozitif hiicrelerin de artmis olmasi, bazi hiicrelerin ge¢ apoptoz ya da

ikincil nekroz siirecinde oldugunu diisiindiirmektedir. Bu bulgular, Orlistat’in MIA PaCa-
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2 hiicrelerinde programlanmis hiicre 6liimiinii aktif bir sekilde tetikledigini ¢oklu kanitla

ortaya koymaktadir.

Orlistat uygulamasmin MIA PaCa-2 hiicrelerinde lipid metabolizmasi tizerine olan
etkisini molekiiler diizeyde degerlendirmek amaciyla FASN (Fatty Acid Synthase) protein
ekspresyonu Western blot yontemi ile analiz edilmistir. Elde edilen sonuglara gore,
Orlistat’in artan dozlariyla birlikte FASN ekspresyonunun giderek doz-bagimli sekilde
azaldig1 gozlenmistir (Sekil 4.11). Bu durum, Orlistat’in FASN enzimine kars1 spesifik
bir inhibitér etki gosterdigini ve pankreas kanseri hiicrelerinde lipid biyosentezini
baskiladigimi agik¢a ortaya koymaktadir. Literatiirde, FASN inhibisyonunun kanser
hiicrelerinde lipid biyosentezini bozarak metabolik stres olusturdugu ve bu stresin
hiicreleri apoptoza siiriikledigi birgok ¢alismada gosterilmistir (Shiva Kant et al ,2012).
Lipid sentezinin baskilanmasi, 6zellikle hizla bolinen tiimor hiicrelerinin membran
tiretimi, enerji dengesi ve sinyal iletimi gibi temel siireclerini sekteye ugratarak hiicre
Olimiini tetikler. Calismamizda da FASN diizeyindeki bu azalma, Orlistat uygulanan
gruplarda gozlenen canlilik azalmasi (MTT testi), mitokondriyel potansiyel kaybi
(DIOC6) ve apoptoz bulgular1 (Annexin/PI, DAPI) ile uyum igindedir. Bu veriler,
FASN’in pankreas kanseri hiicrelerinde hayatta kalim i¢in kritik bir hedef oldugunu ve
Orlistat’in bu yolag: baskilayarak programlanmis hiicre 6liimiinii (apoptoz) indiikledigini

giiclii bir sekilde desteklemektedir.

Pankreas tiimor mikrogevresinin adipositler ile etkilesiminin MIA PaCa-2 hiicrelerinin
mitokondriyel aktivitesi tizerindeki etkisini degerlendirmek amaciyla, farkli gruplarda
DIOC6 boyamas1 uygulanmistir. Bu analizle mitokondriyel membran potansiyeli (A¥Ym)
Olciilerek hiicresel enerji aktivitesi dolayli olarak degerlendirilmistir. Bulgular, hem
adipositlerden elde edilen CM uygulanan gruplarda hem de ko-kiiltiir sistemlerinde,
kontrol grubuna kiyasla DIOC6 sinyalinde artis oldugunu ortaya koymustur. Bu durum,
adipositlerin salgiladig1 parakrin faktorlerin kanser hiicrelerinde mitokondriyel aktiviteyi
ve metabolik canliligi artirdigim1 géstermektedir (Sekil 4.9). Ancak, bu gruplara Orlistat
uygulandiginda DIOC6 sinyali tiim gruplarda belirgin sekilde azalmis, yani mitokondriyel

membran potansiyeli diismiistiir. Bu sonug, Orlistat’in adiposit kaynakli mitojenik
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sinyalleri  baskiladigi ve mitokondriyel yikim (depolarizasyon) baslattigin

gostermektedir.

MIA PaCa-2 hiicrelerinin migrasyon kapasitesini  degerlendirmek amaciyla
gerceklestirilen wound healing (yara iyilesme) testi, hem normal kosullarda hem de 3T3-
L1 adipositleri ile kurulan ko-kiiltiir ortaminda uygulanmistir. Bulgulara gore, kontrol
grubuna kiyasla ko-kiiltiir ortaminda yara alaninin ¢ok daha hizli kapandigi
gozlemlenmistir. Bu durum, adiposit kaynakli parakrin faktérlerin MIA PaCa-2
hiicrelerinin migrasyon yetenegini artirdigini, dolayisiyla timor hiicrelerinin invaziv
kapasitesini destekledigini gostermektedir (Sekil 4.9). Ancak dikkat ¢ekici sekilde, her iki
kosulda (normal ve ko-kiiltiir) Orlistat uygulandiginda hiicre gé¢ii tamamen durmus, hatta
bazi 6rneklerde yara alan1 kapanmak yerine genislemistir. Bu bulgu, Orlistat’in yalnizca
proliferasyonu degil, ayn1 zamanda kanser hiicrelerinin hareket kabiliyetini ve doku

invazyon potansiyelini de baskiladigin1 gostermektedir.

Literatiirde SREBP1 (Sterol Regulatory Element Binding Protein 1), yalmizca lipid
biyosentezinden sorumlu bir transkripsiyon faktorii olarak degil, ayn1 zamanda kanser
hiicrelerinde proliferasyonun, migrasyonun ve tiimdr olusumunun diizenlenmesinde kilit
rol oynayan bir molekiil olarak tamimlanmistir (Ying He et al, 2023) SREBPI’in
aktivasyonu, oOzellikle agresif kanser fenotiplerinde hiicre biiylimesini ve invazyon
potansiyelini artirmakta, boylece tiimor progresyonuna katki saglamaktadir. Bu bilgiler
dogrultusunda, calismamizda Orlistat’in yalnizca FASN {izerinden degil, ayn1 zamanda
upstream diizenleyicilerden biri olan SREBP1 {izerinden de etkili olabilecegi hipotezinden
yola cikilmigtir. Bu nedenle, Orlistat uygulanan MIA PaCa-2 hiicrelerinde SREBP1
protein diizeyleri Western blot yontemiyle analiz edilmistir. Elde edilen sonuglar, artan
Orlistat dozlariyla birlikte SREBPI1 ekspresyonunun belirgin sekilde azaldiginm
gostermistir (Sekil 4.12). Bu bulgu, Orlistat’in FASN inhibisyonuna ek olarak,
transkripsiyonel diizeyde de lipid biyosentezini baskiladigini ve bunun tiimor hiicrelerinin
bliylime ve hareketliligini azaltmada Onemli bir mekanizma olabilecegini ortaya

koymaktadir.

Calisgmamizin genel bulgulari, adipositlerin pankreas kanseri mikrogevresinde timor

hiicreleri tizerinde 6nemli pro-tiimoral etkiler olusturdugunu agik¢a gostermektedir. Hem
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CM hem de ko-kiiltiir modellerinde artan hiicre canliligi, mitokondriyal aktivite, lipid
birikimi ve hiicre migrasyonu, adiposit kaynakli faktorlerin MIA PaCa-2 hiicrelerinin
tiimor agresifligini artirdi§ini ortaya koymustur. Bu etkilerin molekiiler diizeydeki temel
diizenleyicilerinden birinin ise SREBP ailesi, 6zellikle de SREBP1 ve SREBP2 oldugu
anlagilmaktadir. Literatiirde, SREBP2’nin kolesterol biyosentezi ve membran biitiinliigii
tizerinde kritik rol oynadigi; aktivasyonunun ise proliferasyon, migrasyon ve timor
progresyonu gibi kanser davranislarin1 destekledigi bir¢ok calismada bildirilmistir
[Buraya kaynak ekleyiniz]. Adipositlerin salgiladigi TNF-a, IL-6 ve diger adipokinlerin,
bu transkripsiyon faktorlerini aktive ederek tiimor hiicrelerinin metabolik programini
degistirdigi diisiiniilmektedir. Bu noktada, ¢alismamizda kullanilan Orlistat’in yalnizca
FASN enzimini degil, ayn1 zamanda SREBP1/SREBP2 sinyal yolaklarin1 da baskilayarak
tiimdr hiicrelerinin metabolik avantajini ortadan kaldirabilecegi gosterilmistir. Orlistat
uygulanan gruplarda gézlenen azalmis canlilik, artmis apoptoz, azalmis migrasyon ve
SREBP1 inhibisyonu, bu ajan1 tiim6r mikrogevresine yonelik potansiyel bir terapotik aday

olarak on plana ¢ikarmaktadir.

Sonu¢ olarak, adipositlerin timdr mikrogevresindeki varligi, pankreas kanseri
hiicrelerinde SREBP aracili lipid metabolizmasini ve tiimor progresyonunu énemli 6lgiide
artirmaktadir. Orlistat gibi metabolik inhibitorler, bu etkilesimi hedef alarak gelecekte

kanser tedavisinde tamamlayici bir strateji olarak degerlendirilebilir.
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EKLER

Ek A: Calisma Siiresince Kullanilan Cihazlar

Tablo A. 1 Kullanilan Cihazlarin Listesi

URUN ADI URUN KODU FIRMANIN ADI
Buz Makinasi AF80 Scotsman
CO2 inkiibatorii 50116047 Thermo Fisher Scientific
Calkalayici GyroTwister Labnet
Derin Dondurucu Ultra Low Temperature | ARCTIKO
Freezer (ULTF)
Dikey Jel Elektroforezi [ Mini-PROTEAN Tetra | BioRad
Sistemi Cell

Distile Su Cihazi

Tank 30 Liter PE/Milipore

Labor Teknik

Dondurucu (-80°C)

Ultra Low Temperature

Freezer Innova U725

New Brunswick Scientific

Elektroforez Donanimlari BioRad
Floresan Mikroskop IX71 Olympus
Hassas Tart1 LE6202S Sartorius

Hemositometre

Neubauer Improved

Assistent Germany

Invert Mikroskop XDS-1B SOIF

Laminar Flow HERASAFE KS Thermo Scientific
Manyetik Karistirict SB162 Stuart

Saf Su Cihazi Direct-Q 5UV Labor Teknik
Santrifiij NF 200 Niive




Kemiliiminesans ChemiDoc MP System | BioRad
Goriintiileme Cihazi 1708280

Optik Mikroskop TH4-200 Olympus
Termal Dongiileyici MyCycler Thermal Cycler | BioRad
Mikropipetler 10 ul, 100 pl, CAPP
1000 pl

Mini Santrifiij Cihazi CR-1512 CAPP
Mikroplaka Okuyucu iMark BioRad

Mini Spin Cihazi

Fisherbrand 15358266

ThermoFisher Scientific

Spektrofotometre

IMPLEN NanoPhotometer

BO-GA

Mikrodalga Firin

MD 595

Argelik

Ek B: Calisma Siiresince Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Materyaller

Tablo B. 1 Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Materyaller

URUN ADI URUN KODU FIRMANIN ADI
3T3-L1 CL-173 ATCC

MIA PACA-2 CRL-1420

DMEM P04-03590 PAN Biotech
Fetal Sigir Serumu | FBS-11A Capricorn Scientific
Gelismis(FBS)

Bovine Calf Serum (BCS) [ 12133C Sigma-Aldrich
Penisilin/Streptomisin P06-07100 PAN Biotech
Tripsin-EDTA (0.25%) | SH40003.01 HyClone

(1X)

Orlistat

50 ml Santrifiij Tiipleri 430828 CORNING

15 ml Santrifiij Tiipleri 5100015 CAPP

Kriyojenik Tiipleri 607001 NEST
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1.5 ml mikrofiis tlipleri TPP

75 cm2 Hiicre Biyiitme | 90076 TPP

Kaplan

25 cm2 Hiicre Biiyiitme | 90026 TPP

Kaplan

60 mm Hiicre Biiyiitme [ 93060 TPP

Kaplari

96 Kuyucuklu Hiicre Kab1 | 92096 TPP

Thincert Hiicre Kiiltiir | 654641 greiner

inserti

Ek C: Cahisma Siiresince Kullanilan Kimyasallar
Tablo C. 1 Kullanilan Kimyasallarin Listesi.

URUN ADI URUN KODU FIRMANIN ADI

MTT Reaktifi BD18787 BLDpharm

Trypan blue

DMSO D1370 Duchefa Biochemie

Agaroz (Tip 1) 121853 MERCK

M-PER Memeli Protein | 78505 ThermoFisher Scientific

Ekstraksiyon Reaktifi

Proteaz Inhibitdr Kokteyli | 87786 ThermoFisher Scientific
Proteaz Inhibitor Tablet | A32955 ThermoFisher Scientific

(EDTA icermez)

Protein Marker

PageRuler Plus Prestained
Protein Ladder 26619

Thermo Scientific

Akrilamid/Bis- Akrilamid | A0011 BIOBASIC
(%30 ¢ozelti, 37.5:1)

SDS 1177GR100 BIOFROXX
TEMED 8027ML100 BIOFROXX
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Etanol TK.200650 Teksoll
Metanol 34860 Honeywell
Tris Hidrokloriir 648317 CALBIOCHEM
Yagsiz Siit Tozu 1172KG001 BIOFROXX
p-Kumarik Asit C9008-1G Sigma-Aldrich
luminol A2185 AppliChem
APS A2941 AppliChem
Hidrojen Peroksit %35 1086001000 MERCK
Kristal Viyole FN1048735 MERCK
Coomassie Brilliant Blue | 1610436 BioRad

R- 250 Staining Solution

OilRed O

Dexamthasone

IBMX

Insulin

Annexin PI kit

Ponceau S Soliisyonu A2935 AppliChem
Tween-20 A600560-0500 Sangon Biotech
PureZOL RNA izolasyon | 7326890 BioRad

Ajani

Kloroform 1024452500 MERCK
DEPC A0881 AppliChem
2-Propanol (izopropanol) | 1096342500 MERCK

1 kb DNA Ladder

GeneRuler SM0311

Thermo Scientific

DNA Jel Yiikleme Boyasi

DNA Jel Yiikleme Boyasi

Thermo Scientific

(6X) (6X)

miScript 11 RT Kit 218161 QIAGEN
iScript cDNA Sentez Kit 1708891 BioRad
miScript SYBR Green PCR | 218073 QIAGEN

Kit
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Ek D: Western siirecince %12'lik Poliakrilamid Jel Hazirlanmasi

Tablo D. 1 12'lik Alt Jel (Seperating Gel) hazirlama prosediirii (2Jel)

URUN ADI 2 JEL
Su 4.1ml
1.5M Tris-HCL, pH 8.8 2.5ml
%10 SDS 0.1 ml
Acrylamid/bisacry (%30, | 4 mi
%0.8 w/v)

%10  (w/v)  Ammonium | 0.05 ml
Persulphate (aps)

TEMED 0.01 ml

Tablo D. 2 4'iik Ust Jel (Stacking Gel) hazirlama prosediirii

URUN ADI 2 JEL
Su 3.075 ml
0.5M Tris-HCL, pH 6.8 1.25 ml
%10 SDS 0.05 ml
Acrylamid/bisacry (%30, | 0.67 ml
%0.8 w/v)

%10  (w/v)  Ammonium | 0.025 ml
Persulphate (aps)

TEMED 0.005 ml

6.5 Ek E: Calisma Siiresince Kullanilan Cozeltiler

DMEM besiyeri: 500 ml DMEM’e %10 fetal bovin serumu (FBS) ya da Bovine Calf

Serumu (BCS) ve %1 Penisilin/Streptomisin eklenerek hazirlanir. 0,22 pm godzenek
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capma sahip filtreden siiziiliir. 50 ml’lik santrifiij tiiplerine alikotlanarak +4 °C’de

saklanir.

Hiicre Dondurma Medyasi (Freezing Media): 1 ml dimetil siilfoksit (DMSO), 9 ml fetal
sigir serumu (FBS) igerisine eklenir. Karisim 0,22 pm gozenek capina sahip filtreden
stiziilir. 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tliplerine alikotlanarak karanlik ortamda -20 °C’de

saklanir.

MTT Reaktifi: 0.05 gram %98 saflikta 2-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-3,5-diphenyl-2H-
tetrazol-3-ium bromide (Thiazolyl Blue, MTT tozu, BLDpharm) 10 ml 1X PBS iginde
¢oziilir. 0,22 pm gbézenek capimna sahip filtreden siiziiliir. 1,5 ml’lik mikrosantrifiij

tiiplerine alikotlanarak karanlik ortamda -20 °C’de saklanur.

Bradford Reaktifi: 1L’lik Ana stock hazirlamak i¢in, 100 mg Coomassie Brilliant Blue
(G-250) boyast tartilarak 50 ml %95°lik etanol igerisinde ¢oziindiiriiliir. Ardindan 100 ml
%85’lik fosforik asit eklenir. Son olarak ¢ozelti, distile su ile 1 litreye tamamlanir ve

karanlik ortamda +4 °C’de saklanir.

Floresan boyamalar: 4nM DiOC6(3) (3,3'-Diheksiloksakarbosiyanin lyodiir) boya
hazirlamak i¢in, 0,0006 gram DiOC6 tozu tartilarak 1 ml DMEM i¢inde ¢oziindiiriiliir ve
+4 °C’de saklanir. 2ug/ul Propidium iyodiir (PI) boya hazirlamak i¢in, 0,023 gram PI tozu
tartilarak 1 ml DMEM iginde ¢oziindiiriiliir ve +4 °C’de saklanir.

Kristal Viyole: 50ml Kristal viyole hazirlamak icic, 0.25 gram kristal viyole tartilir, 12.5
ml %25’°lik metanol ve 37.5 ml distile su igerisinde ¢6ziindiiriiliir. 0,22 pm gozenek ¢apina

sahip filtreden siiziiliir ve oda sicakliginda karanlik ortamda saklanir.

Laemmli (5X) Tamponu: 10 ml Laemmli yiikleme tamponu hazirlamak i¢in 2 ml Tris-Cl
¢ozeltisi (1,5 M, pH=6,8), 0,5 ml Bromofenol mavisi (%]1), 5 ml Gliserol, 2,5 ml B-

merkaptoetanol, 2,0 g SDS igerir. Hazirlandiktan sonra +4°C'de karanlik ortamda saklanir.

Yiirlitme Tambonu (10X): Yiiriitme tambonunun 1L 10X ana stokunu hazirlamak i¢in
30,3 g Tris Baz, 144 g Glisin ve 10 g Sodyum Dodeasil Siilfat (SDS) tartilir ve 800 ml
distile su ile ¢oziindiiriiliir. pH 8-9 arasinda ayarlandiktan sonra distile su ile 1000 ml'ye
tamamlanir. Oda sicakliginda saklanir. Hazirlanan ana stok distile su ile 1X'e donistiiriiliir
ve kullanilir.
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Transfer Tambonu (10X): Transfer tambonunun 1L 10X ana stokunu hazirlamak i¢in 30,2
g Tris Baz ve 144 g Glisin tartilir ve 700 ml distile su ile ¢oziindiiriiliir. pH 8-9 arasinda
ayarlandiktan sonra distile su ile 1000 ml'ye tamamlanir. Oda sicaklifinda saklanir.
Hazirlanan ana stok 1X'e doniistiirmek i¢in 100 ml transfer tamponuna 700 ml distilat su

eklenir ve ardindan 1000 ml'ye tamamlamak i¢in 200 ml metanol eklenir.

Bloklama siitii (%5 yagsiz siit): 50 ml olarak hazirlanan bloklama siitiinii hazirlamak i¢in
2,5 gr yagsiz siit tozu tartilip TBS-T (TBS Tween20) igerisinde bir karistirict yardimiyla

¢Ozlinduriiliir.

Memeli Hiicre Lizis Tamponu (CLB): Hiicre lizis tamponu, 10 ml M-PER memeli protein
ekstraksiyonuna 1X diliie edilen proteaz inhibitor kokteyli eklenerek hazirlanir. +4°C'de

saklanir.

Mild Strip Tamponu: 15 g Glisin, 1 g SDS ve 10 ml Tween 20 tartilir ve manyetik
karistirict kullanilarak 800 ml distile su igerisinde ¢ozlindiiriiliir. PH 2,2'ye ayarlandiktan

sonra distile su ile 1000 ml'ye tamamlanir.

10X TBS: 5,6 g Tris-baz, 88 g NaCl ve 24 g tartilitr ve manyetik karistirici kullanilarak
900 ml Tris-HCl igerisinde ¢oziindiiriiliir. SM HCI ve 5M NaoH kullanilarak pH 7,6 olarak
ayarlanir ve Tris-HCl ile 1000 ml’ye tamamlanir. Hazirlanan ana stok distile su ile 1X'e

doniistiiriiliir ve kullanilir.

Luminol: 0,44 g Luminol tozu tartilir ve 10 ml dimetilsiilfoksit (DMSO) igerisinde

¢Ozlindiirtliir. karanlik ortamda 20°C'de saklanir.

Kumarik Asit: 0,15 g Kumarik asit tartilarak 10 ml etanol ile ¢dziindiiriiliir. +4°C'de

saklani.

Amonyum Persiilfat (%10): 1 g APS tartilir ve 10 ml distile su ile ¢oziindiiriiliir. -20°C'de

saklanir.

Membran goriintiileme i¢in ¢ozelti A ve B hazirlanir. Cozelti A, 9 ml disile su, 1M Tris-
HCI, 50 pl Kumarik asit ve 200 ul Luminol eklenerek hazirlandi. Cozelti B, 9 ml disile
su, 1M Tris-HCI pH=8,5 ve 10 ul Hidrojen Peroksit eklenerek hazirlandu.
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Ek F: Calisma Siiresince Kullanilan Antikor ve primerlerchnology (CST)’ den alinmustir.

Her primer ve sekonder 1:1000-1:3000 araliginda ¢aligilmstir.
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