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OZET

Pankreas kanseri (PK), agresif ve mortalitesi yliksek malign timarlerden biridir. Tim
kanser 6liimlerinin %7'sini olusturan ve %38,5'lik diisiik bir genel sagkalim oraniylaen
olumcil kanser tirlerinden biridir. Cogu hasta tanisi ge¢ evrede konuldugundan
kemoterapi birincil tedavi se¢enegidir ancak kemorezistans 6nemli bir zorluk teskil
etmektedir. Gemsitabin tedavide hasta sagkalim oranini 4-5 kat daha fazla arttirmasma
ragmen tedaviden sonraki haftalar i¢inde baslangicta duyarli olan tiimdrlerin
gemsitabin kemo-direnci gelistirdigi gortilmiistiir. PK’de bu kemo-direngte rol
oynayan Wnt/S-katenin, Hippo, PI3K/Akt/mTOR, EMT siireci gibi birkag sinyal yolu
tanimlanmistir. Onceki ¢alismalarla bazi miRNA’larin bu genetik degisikliklerde rol
oynadi81 gosterilmistir. Bu ¢alismada, PK tedavi siirecinde tedaviyi olumsuz etkileyen
ve ilaca direng mekanizmasinin 3 Boyutlu hiicre profillerinde miRNA’larin roliiniin
incelenmesi amaclanmistir. Belirlenen miRNA’lar tiimorigenez, migrasyon ve
invazyonda rol alan Wnt yolagini hedefleyen miRNA’lardir. miR-150’nin ekspresyon
analizleri pankreas duktal karsinomunun 6nemli bir baskilayicisi oldugu ve miR-
150'nin diisiik ekspresyonuna sahip hastalarin 6liim oranlarinin yiiksek miR-150
ekspresyonuna sahip olanlara goére anlamli 6lgiide yiiksek oldugu gosterilmistir. Buna
gore 3B ve 2B kilturlerde Wnt ve/veya kemorezistans ile iligkili sinyallerinin
baskilanmasi icin miRNA fonksiyonunu taklit edebilen sentetik miRNA (mimik)
kullanim1 amaglanmistir. Mimik miR-150 transfeksiyonlar1 sonrasi olusturulan
kiiltiirlerin gemsitabine kars1 diren¢ mekanizmalarini1 ve hedef sinyal yolaklarinin
aktivasyonunu baskiladigi gériilmiistiir. GEM direncinin Ustesinden gelebilmek igin
mimik miR-150 ifadesinin kullanilabilecegine yonelik umut veren potansiyel terapi
kombinasyonlarini tahmin etme ve hastaligin teshisinde biyo-belirte¢ olarak

kullanilabilecek 6ncil sonuglar elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Pankreas Kanseri, Kemo-direng, miRNA
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ABSTRACT

Pancreatic cancer (PC) is one of the most aggressive and high mortality malignant
tumors. It is one of the most lethal cancer types, accounting for 7% of all cancer deaths
and with a low overall survival rate of 8.5%. Since most patients are diagnosed at a
late stage, chemotherapy is the primary treatment option, but chemoresistance poses a
significant challenge. Although gemcitabine increases the patient survival rate 4-5-
fold, it has been observed that initially sensitive tumors develop gemcitabine chemo-
resistance within weeks of treatment. Several signaling pathways such as Wnt/ -
catenin, Hippo, PI3SK/Akt/mTOR, EMT process have been identified in PK that play
a role in this chemo-resistance. Previous studies have shown that some miRNAs play
a role in these genetic changes. In this study, we aimed to investigate the role of
miRNAs in 3D cell profiles that negatively affect the treatment and drug resistance
mechanism in the PC treatment process. The miRNAs identified are miRNAs targeting
the Wnt pathway, which is involved in tumorigenesis, migration and invasion. miR-
150 expression analysis showed that miR-150 is an important suppressor of pancreatic
ductal carcinoma and the mortality rates of patients with low expression of miR-150
were significantly higher than those with high miR-150 expression. Accordingly, we
aimed to use synthetic miRNA (mimics) that can mimic miRNA function to suppress
Whnt and/or chemoresistance-related signaling in 3D and 2D cultures. Mimic miR-150
transfections suppressed the mechanisms of resistance to gemcitabine and the
activation of target signaling pathways in the cultures. Preliminary results have been
obtained to predict promising potential therapy combinations in which mimic miR-
150 expression can be used to overcome GEM resistance and can be used as a
biomarker in the diagnosis of the disease.

Key Words: Pancreatic cancer, chemo-resistance, miRNA
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1. GIRIS ve AMAC

Pankreas kanseri, tim kanser dltimlerinin %7'sini olusturan ve %38,5'lik genel sag
kalim oraniyla, tedavi se¢eneklerinin sinirli oldugu en Oliimciil kanser tiirlerinden
biridir. Pankreas kanseri, pankreasin anatomik olarak konumunun gii¢ yerde olmasi,
erken evrelerinde baslangic semptomlarinin gozle goriiliir olmamasi, belirti veya
semptom goriildiigiinde ise diger bir¢ok hastaligin belirti ve semptomlar:1 gibi
goriilmesi PK’nin erken teshis edilmesini miimkiin kilmamaktadir. PK goriilme siklig
ve Olim oranin birbirine yakin oldugu ve 2030 yilinda en sik goriilen kanser

siralamasinda 2. olarak yer alacagi ongoriilmektedir.

Pankreas kanseri, diger antikanser ajanlara kiyasla gemsitabine karsi daha duyarh
olmasina ragmen, ¢ogu hasta tedavinin baslamasinin ardindan haftalar igerisinde
direng gelistirerek sag kalim oraninin diismesine yol agmaktadir. Ajanlarin kombine
terapilerdeki bagar1 yiizdesi daha yiiksek olmakla birlikte hiicre sag kalim ve
metastazini hedef alan farkli etki mekanizmalarina sahip terapi kombinasyonlarimn

gelistirilmesi hedeflenmektedir.

Calismamizda, PK tedavi surecinde tedaviyi olumsuz etkileyen en 6nemli nedenlerden
biri olan ilaca diren¢ mekanizmasinda miRNA’larin roliinlin incelenmesi
amaglanmaktadir. Belirlenen miRNA’lar tiimorigenez, migrasyon ve invazyonda rol
alan Wnt yolagini hedefleyen miRNA’lardir. Bu kapsamda 6ncelikle gemsitabine
direngli hiicre hatlar1 eldesi i¢in PANC-1 ve MiaPaCa-2 hicrelerine kademeli olarak
artan konsantrasyonlarda (10, 20, 50, 100, 300, 500 ve 1000 nM) gemsitabin
uygulanacaktir. Final gemsitabin konsantrasyonu IC50 orani hiicre sag kalim testine
gore belirlenecektir. Gemsitabine direngli (Gem+) ve normal Panc-1/MiaPaCa-2
hiicreleri ile 3B sferoid kiiltiirler olusturulacaktir. 3B kiiltiirler, 2B hiicre kiiltiirlerine
gore tiimor dokusunu taklit edebilen formlar olusturabilmekte ve terapdtik ajanlarin

tiimor gelisimini baskilamada ne kadar etkili olabilecegini gosterebilmektedir.

Kanser ve ¢esitli hastaliklarla iligkili olarak literatiirde genis bir ¢aligma alan1 olan

miRNA’lar, 6zellikle hiicre proliferasyonu, farklilagmasi ve metastaz gibi tlimdrigenez



siireclerinde gorev alarak ifade seviyelerindeki degisiklere bagli olarak onkogen

ozellik gosterebildikleri gibi tiimdr baskilayici olarak da rol alabilirler.

Bunu baz alarak arastirmanin devaminda, normal ve Gem+ hiicrelerden olusturulan
3B sferoid yapilar1 ile 2B Panc-1/MiaPaCa-2 hucrelerinde Wnt ve Hippo sinyal
yolagini hedefleyen belirlimiRNA’larin (miR-375, miR-27b-3p, miR-92a-3p, ve miR-
150-5p) ifadeleri analiz edilecektir. Tlaca direnclilige ek olarak 3B kiiltiir ortaminin
sinyal yolaklarini hedefleyen miRNA ifadelerine etkisi kontrol gruplar1 ile

karsilastirilarak incelenecektir.

Aragtirmanin son basamaginda Gem+ PANC-1/MiaPaCa-2 ile normal Panc-
1/MiaPaCa-2 hicrelerinden elde edilen 3B ve 2B kilturlerde Wnt ve/veya Hippo
sinyallerinin baskilanmasi i¢in terapdtik ajan olarak miRNA fonksiyonunu taklit
edebilen sentetik miRNA (mimik) ve/veya miRNA inhibitorleri (anti-miR) kullanmu
amaclanmigtir. Gem+/- hiicrelerin 3B sferoid caplarimin miRNA ifadelerinin
diizenlenmesine bagl olarak %25 oraninda baskilanmasi hedeflenmistir. ilgili sinyal
yolaklarina ek olarak hiicre siklusunda ve apoptoz gibi hiicre 6liim mekanizmalarinda
gorev alan anahtar protein ifadelerinde kontrol gruplarina kiyasla anlamli bir azalma
saglanmasi amaglanmaktadir. miRNA mimik/anti-miR transfeksiyonlari sonrasi
olusturulan 3B kiiltiirlerin gemsitabine kars1 olusturduklar1 yanitin terapi hakkinda
onemli ipuglar1 saglayacagi Ongoriilmektedir. Olusturulacak 3B modelleri
kisisellestirilmis bir yaklasim ile etkili potansiyel terapi kombinasyonlarini tahmin
etmek i¢in kullanilabilecektir. Bununla birlikte ilerlemis PK tedavisinde kombinasyon
tedavisinin etkisini gostermekle birlikte direng mekanizmasinin kesfi icin énemli

ciktilar alinmas1 hedeflenmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.3.2.1. Kanser

Kanser zamanla gelisen viicuttaki herhangi bir hiicre tiirliniin, kontrolsiiz anormal ve
kontrolsiiz sekilde boliinmesinden olusan bir hastalik durumudur. Her kanser tiirtiniin
kendine 6zgii 6zelliklerine olmasina karsin kansere neden olan temel siirecler tiim

turlerinde oldukca benzerdir[1].

Normal hiicrelerin agamali olarak maligniteye doniistiigii bu siiregte, genomdaki
hasarin bir sonucu olarak ortaya ¢ikan mutasyonlarin sirali olarak edinilir. Bu
hasar, DNA replikasyonundaki hatalar , belirli DNA bazlarinin igsel kimyasal
kararsizlig1 veya metabolizma sirasinda {iiretilen serbest radikallerin saldirist gibi
endojen sureclerin sonucu olabilir . DNA hasar1 ayrica iyonlastirici radyasyon, UV
radyasyonu ve kimyasal kanserojenler gibi eksojen ajanlarla etkilesimlerden de

kaynaklanabilir.

Yetiskin bir insan yaklasik 10'° hiicreden olusur. Bu hiicrelerin bir ¢ogu yenilenmesi
gereken organ ve dokular i¢in boliinmesi ve farklilagmas1 gerekir. Bu hiicreler olagan
fazda yeni hiicreler olusturmak icin hiicre siklusu boyunca biiyiir ve boliiniir. Hiicreler
yaslandiklarinda veya hasar aldiklarinda hiicre 6liimii gerceklesir ve yerlerini yeni
hiicreler alir. Bazi1 durumlarda ise bu dongii bozulur ve hasarli hiicreler kontrollii
sekilde hiicre 6liimii gegirmesi gerekirken anormal bir cogalma gergeklestirirler. Bu
cogalma sonucunda ise kitleler olusturabilirler. Bu kanserli hiicreler tespit edilebilir
boyuta ulastiginda -=10mm’lik boyut veya 1 milyon hiicre sayisi- ‘kitle’ ve ‘tiimor’
gibi terimler ile adlandirilabilirler. Bukitleler kanserli kotii huylu veya iyi huylu olarak
ayrilabilirler[2]. Bu ayrima kanser patolojisinde bening ve malignant timor ayrimi
denir. Bu iki tlimorler arasindaki farklar; (1) farklilagma, (2) biiyiime hizi, (3) biliyiime
paterni, (4) metastaz bulunur. Bening tiimoér iyi diferansiyedir, yavas biiylir, bitylime
paterni diizgiindlr ve metastaz yapmaz. Ancak malign timorler genellikle kotu
diferansiyedir, bircok mitozla hizla biiyiir, invaziv biiylime gosterir ve siklikla

metastaz yapar [3].


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/dna

Bu tiimorler yakindaki dokulara yayilabilir ve viicuttaki uzak dokulara ulasarak yeni
tiimorler olusturabilirler. Bu siirece ‘metastaz’ adi verilir. Bening tlimdrlerin metastaz
yapma orani diisiiktiir. Cerrahi islem uygulanarak rezekte edildiginde, bening
tumorlerde genellikle niks gorulmezken, malign timorlerde tekrar blylime ve niiks
etme s6z konusu olabilir. Ancak iyi huylu timorlerde de beyin gibi hayati organlarda
goriilme durumunda ciddi semptomlar ile karsilasilabilir[3], [4]. Pek ¢cok kanser tiiri
kat1 tiimorler olustururken, l6semi gibi kan kanserleri kati tiimor olusturmaz.
Davranislari ve tedaviye doniitleri ¢ok farklilik gdsterebilen yilizden farkli kanser tiirii

vardir.

Kanser, hiicre siklusunu ve aktivasyonunu bozar, genlerin islevsiz kalmasina veya
yanlis isleyisine sebebiyet verir. Proto-onkogenler normal bir hiicre dongusinde hiicre
biiytimesi ve farklilagmasini diizenleyen proteinleri kodlar ancak bu proteinler genetik
mutasyonlar ve bu artan gen ekspresyonu ile onkogene doniisebilir [5]. Onkogenler iki
mekanizma ile aktif edilebilir. Bunlardan biri proto-onkogenlerin mutasyona
ugramasidir. Kanser tek bir hiicrenin bu onkojenik transformasyon gegirmesi ile ortaya
cikabilir [3]. Onkogen olusumu ve genetik bozukluklarin nedenleri arasinda
kromozomal translokasyon, nokta mutasyonu, delesyon, amplifikisyon ve insersiyon
aktivasyonu vardir. Ayn1 zamanda tiimdr supresor gen eksikligi, hiicrenin kontrolsiiz

proliferasyonunu destekler[5].

2.2. Pankreas Kanseri Nedir?

Pankreas arka peritona yerlesmis, oniinde mide bulunan ve 12 parmak bagirsagi ile
baglantisi olan bir organdir. Genis kafali, daralan govdeli ve dar sivri kuyruklu bir
seklidedir. Yetiskinlerde yaklasik 15 cm uzunlugunda yan yatan ince armut sekline
benzer bir bezdir. Bu dokuda olusan kanser tiriine pankreas kanseri (PK) denir.
Pankreas tiimdrlerinin biliylik ¢ogunlugu pankreas duktal adenokarsinom (PDAK),
asiner hucreli karsinom, adenoskuamdéz karsinom, kistadenokarsinom, hepatoid
karsinom, kolloid karsinom, pankreatoblastom ve pankreas miisindz kistik neoplazmi
dahil olmak iizere ekzokrin tlimoérlerdir. Ekzokrin pankreas kanserlerinin an yaygin
formu tim pankreas tiimorlerinin yaklagik %95’ ini olusturan adenokarsinomlardir. Bu
kanserler genellikle pankreas kanallarinda baglar. Pankreatoblastom (PBL) ise

genellikle ¢ocukluk doneminde ortaya c¢ikar. Eriskinlikte goriildiigiindeyse koti
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prognoz sergiler. Pankreasin nérendokrin tiimdrleri, ‘PNET’ olarak adlandirilir. Bu

timorler nadir goriiliir ve pankreas tiimorlerinin sadece %1 ila %2’sini olusturur [7].

Pankreas kanseri (PK), yiiksek 6liim oranina sahip bir kanser tiiriidiir. Anatomik olarak
lokalizasyonunun konumunun gii¢ yerde olmasi, erken evrelerinde baslangic
semptomlarinin gozle goriiliir olmamasi ve ge¢ fark edilmesi, belirti veya semptom
goriildiigiinde ise diger birgok hastaligin belirti ve semptomlari gibi goriilmesi PK’nin
erken teshis edilmesini miimkiin kilmamaktadir. Ayrica metastaz sonucu kanser énce
bolgesel lenf diigiimlerine, ardindan karaciger ve periton bosluguna yayilir [7].
Dolayisiyla lokal olarak ilerlemis tiimdrler veya metastaz sonucu hastaliga sahip
poptilasyondaki biiyiik cogunluk, teshis sonrasinda hemen miidahale edilemez olarak
kabul edilir [8]. Hastalik genellikle ge¢ evrelerde teshis edildiginden, cerrahi miidahale
icin firsat sinirli kalmaktadir. Ek olarak, sistemik tedavilerin yeterince etkili olmamasi
hastaligin niiks etme riskini ve kdotii prognoz oranini arttirmaktadir. Bu sebeple
timoriin sadece pankreas dokusunda lokalizeyken tespit edilip teshis konmasi, hem
tedavi hem de sag kalim agisindan en iyi segenekleri saglar [9]. Son yillarda, pankreas
kanseri icin yeni biyobelirtegler, hedef tedaviler ve imminoterapi gibi umut veren
yaklagimlar iizerinde c¢aligmalar yiritilmektedir. Pankreas kanseri tani ve
tedavisindeki bosluklarin doldurulmasi i¢in daha fazla arastirma ve klinik ¢alisma

yapilmast hayati 6nem tagimaktadir[10] .

Metastatic— .
cancer \F),;:/

Cancer cells in \\\,
lymph system /)

Cancer cells
in the blood.

Sekil 1.Pankreasinii¢ bolgesi bulunur: bas, govde ve kuyruk. Karin bolgesinde mide ve bagirsaklarin
yakininda bulunur. Olusan tiimor herhangi bir boyutta olabilir ve kan ya da lenf sistemi ile akciger,
karaciger veya periton boslugu gibi bolgelere metastaz yapabilir [11]Pankreas Kanserinin Patogenezi
ve Molekdler Sureci



2.3. Pankreas Kanserinin Patagonezi ve Molekuler Sureci

Pankreas kanserinin baslamasi ve ilerlemesi kanserini ii¢ asamada karakterize
edilebilir. Bir mutasyon sonucu ile koken hiicrenin mutasyon kazanmastyla tiimoriin
baslatilmasi, mutasyon tasiyan hiicrenin neoplaziye evrilmesi ve neoplastik hiicrelerin
hem lokal veya yayilmis olarak ilerlemesi. Bu siirecin baglamasi ve ilerlemesine ise
kronik inflamasyon veya pankreatit, fibrozis, immdansipresif timor mikrogevresi

(TM), epitelyal-mezenkimal ge¢is (EMT), kanser kok hiicresi ¢ogalmasi ve

farklilagsmasi, bagirsak mikrobiyotasinin degismesi gibi bir¢ok faktoér neden olabilir
[12].

" Normal = PanIN-1A PaniN-1B PaniN-2 ¢ ] PaniN-3 '
K-RAS CDKN2A P53
SMAD4
BRCA2

Sekil 2. Her asamada PK'nin ve ilgili genlerin gelisiminin sematik gdsterimi. Oncii lezyonlar
(PanIN'ler), erken K-RAS onkogenik aktivasyonuyla baslayan ve ¢oklu tiimér baskilayicilarin
susturulmasiile biten ardisik genetik mutasyonlarin aracilik ettigi ¢ok asamali1 bu siireg PK'ye yolacar
[13].

2.3.1. Molekdler sireg

Baglangi¢ evresi: Pankreas normal hiicresi DNA hasar onariminin gecikmesi veya
cevresel faktorlerin maruziyeti sonucu olarak basglatici bir siirlici gen mutasyonu
kazanir. Genelde bu baglatici mutasyon hiicrenin apoptoza gitmesi, yaslanmaya
ugramasi veya bagisiklik denetimi ile doku doniisiimii sirasinda kaybolur. Bu
mekanizmalar basarisiz  olursa mutasyonu tasiyan hiicre apoptoz ve
immiinosupresyondan kacgar dolayisiyla hayatta kalma veya biiylime avantaji eldesiyle

fiksasyona devam eder.

Ilerleme evresi: ilerleme evresindeki siirecte baslatict mutasyonu tasiyan hiicre ve

onun nesli, siirlicii gen mutasyonunun varligi ile klonal popiilasyon olusturarak
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boliinmeye devam eder. Popiilasyon, hiicre sayis1 ve lokalizasyonu biiyiidiik¢e siiriicli
gen mutasyonlar1 neoplazmanin klonal heterojenligini arttiran yolcu mutasyonlari elde
eder. Bunun sonucunda genom c¢apinda hasar meydana gelir. Bu olay yaygin bir
yapisal hasara, hiicre dongiisii bozulmasina ve birden fazla siiriicli gen degisikligine

sebep olur.

Olugum evresi : Olusum evresinde artik yabanci mikro ortamlara giris gozlemlenir.
Devam eden klonal genisleme ile birlikte, bazal membrani ¢evreleyen sayica fazla bir
hiicre popiilasyonu olusur ve genetik ¢esitliligini kaybederler. Bu durum °genetik
darbogaz’ ad1 verilen duruma sebebiyet verir. Bu yayilma tiimor gelisimi sirasinda da
devam eder. Birincil bolgede yiliksek uygunluk elde edip yayilmis bu hiicreler, PK’de
yaygin metastaz bolgeleri olan karaciger, akciger veya periton gibi yeni mikro

ortamlara giris yaparak metastaz ile burada kolonize olma ihtimalini elde eder [14]

2.3.2. Patogenez

Inflamasyon : Inflamasyon pankreas kanserinin baslamasi ve ilerlemesi i¢in anahtar
bir aracidir. PK gelisimi sirasinda TM'de tiimdr biiylimesi, dogustan gelen ve edinsel
bagisiklik hiicrelerinin infiltrasyonu goriilebilir. Ornegin, tiimérle iliskili makrofajlar,
TM'deki ana bagisiklik hiicrelerinden biridir. PK'nin baglamasi, ilerlemesi ve
metastazinda ayrica kemoterapdtik direngte dnemli bir rol oynamaktadir. Timor
nekroz faktori alfay eksprese eden makrofajlar, kemokin C-C motif ligand 2 (CCL2)
tarafindan toplanir ve neoplastik hiicrelerin , bromodomain igeren protein 4 aracili

sinyal yolu yoluyla agresif bir fenotipe yeniden programlanmasini indiikleyebilir.

Ek olarak, monositler, miyeloid tiirevli baskilayici hiicreler, dogal 6ldiiriicii hiicreler,
notrofiller ve CD4 + ve CD8 + T hiicreleri dahil olmak iizere diger infiltre edici
bagisiklik hiicreleri, sitokinler salgilayarak kanser hiicreleriyle etkilesime girebilir
dolayisiyla niikleer faktor-kB (NF- «B), reaktif oksijen tiirleri ve toll benzeri
reseptorler (TLR) gibi molekiiler sinyal yollar1, PK'nin TM'sindeki inflamatuar siiregte
rol oynar. Hem lokal hem de sistemik inflamasyon PK gelisimi ve ilerlemeside
oldukca 6nemlidir. Obezite sistemik inflamasyonu tetikleyebilirve PDAC dahil olmak
tizere kanserin ilerlemesine katkida bulunabilir. Obez hastalarin beyaz yag
dokularindaki kronik diisiik dereceli inflamasyon, PDAC ilerlemesinde 6nemli bir rol

oynar. Pankreastaki sislik ve iltihap ile karakterize kronik pankreatit, asir1 alkol



tiikketimi, sigara ve safra taslar1 gibi faktorler tetikleyebilir. Bu nedenle inflamasyonu

hedeflemek PC tedavileri igin terapotik bir stratejidir.

Desmoplastik stroma : Kronik pankreatit ve PK’de pankreatik stellat hiicrelerinin
sebep oldugu desmoplastik doku proliferasyonu da rol oynayabilir . Fibrotik stroma,
kanser hiicresinin invazyonu ve proliferasyonuna ayrica bagisiklik sisteminde
baskilayic1 ortama neden olabilir. Bu durum, terapotik dirence katki saglayan
fibroblastlar ve salgiladiklari ekstraseliiler matriks proteinleri ile olusur. Galektin-1, -
katenin ve doniistiiriicti bilytime faktorii-B1 (TGF-p1) gibi baz1 molekiiller pankreas
stellat hiicreleri i¢in 6nciti faktorlerdir ve aktive edilmis pankreas stellat hiicreleri,
proliferasyonu, migrasyonu ve kemoterapotik direnci indiiklemek igin IL-6, TGF-f1,
stromal hiicreden tiretilen faktor-1 (SDF-1) ve galektin-1 gibi birgok molekili
salgilayabilir. Kanserle iligkili stromal fibroblastlar (CAF'ler), inflamasyon, ilerleme,
metastaz, niiks ve kemorezistansi diizenlemek i¢in birgok faktdrii salgilayabilen bir
hiicre popiilasyonudur. Ornegin, CAF'ler ve tiimor hiicreleri iletisimi ekstraselller
vezikiiller (EV'ler) araciligiyla gergeklestirebilir. CAF'ler tarafindan salgilanan
Annexin A6 ile zengin EV’ler PK agresifligini arttirabilir. Ayrica CAF'ler tarafindan
salgilanan CD9+ANXA6+EV'ler, protein kinaz sinyal yolunu aktiflestirip PK hicre
gociinii ve EMT'yi tesvik edebilir.

Immiinsiipresif Tiimor mikrogevresi : Programlanmis hiicre 6liim proteini 1 (PD-1),
lenfosit aktivasyon geni 3 ve sitotoksik T-lenfosit ile iliskili antijen 4 gibi bagisiklik
kontrol noktalarinin asir1 ifadesi ve bunlarin ligandlar1 TM'deki immiinsiipresyonu
aracilik eder. Bu sebeple, bu molekiler hedefleri arastirmak yeni tedavi secenekleri
saglayabilir. Ayrica fibroblast aktivasyon proteini, CD73 ve DNA baglanma inhibitorii
1 (ID1) gibi proteinler de TM'deki imminosipresif ortama neden olabilir. Insan
PDAK hicrelerinde CD73'Un yuksek ekspresyonu, AKT sinyal yolunu aktive ederek

PK’nin gemsitabin kemorezistansina neden olabilir.

EMT : Epitelyal mezenkimal gecis (EMT), epitel hiicrelerin 6zelliklerini kaybederek
yuksek motilite ve invaziv 6zellikli mezenkimal hiicrelere gegisi ile tanimlanir. PK
ilerlemesi ve metastazinda 6nemli bir rol oynar. Dermokin genleri PK'nin
onkogenezini duzenler. Dermokin-a'nin asir1 ekspresyonu, Sinyal doniistiiriicii ve

transkripsiyon-3 aktivatori (STAT3) fosforilasyonunu diizenleyerek hiicre ¢cogalmast,



EMT, migrasyon ve invazyonu indikleyebilir. Ayrica PK kok hicreleri EMT'si PK'nin

baslamasi ve ilerlemesinde de rol oynar.

Anjiyogenez : Anjiyogenez, PK gelisimi, ilerlemesi ve metastazinda énemli bir rol
oynar. Epidermal biiylime faktorii reseptoriiniin asir1 ekspresyonu sonrasi PK
hiicrelerinde anjiyogenez aracili metastaz goriilebilir. Yogun makrodamarlar, zayif
perfiize damarlar, yap1 biitiinligi bozulmus mikrodamarlar, ve TM’sinde
vaskilarizasyon anjiyogenez ile karakterizedir. Vaskdler endotelyal biiytime faktoru
(VEGF), fibroblast blylme faktori ve VEGF reseptorleri (VEGFR1-3) de dahil olmak

uzere PK'nin anjiyogenezinde bircok protein rol oynar.

Kanser kok hcreleri : Kanser kok hiicreleri (CSC'ler), kemorezistansta TM nin
onemli bir parcasidir. Pankreas CSC'leri, CD24, CD44, CD133, C-X-C kemokin
reseptoru tip 4, tirozin-protein kinaz Met gibi ¢esitli ylizey markerler: harici aldehit
dehidrojenaz 1 ve RNA polimeraz Il gibi hiicre i¢i markerlar1 da eksprese eder. Bir
calisma, miR-497'nin, nikleer faktér-kB ifadesini inhibe ederek pankreas CSC'lerini
gemsitabin tedavisine tekrar duyarli hale getirebildigini gostermistir. Ornegin
gemsitabinle indiiklenen kok hiicre 6zelliklerinin kemoterapik dirence neden olmasi
AKT/Notchl sinyal yolunu daha da etkinlestirebilir ve kemoresiztans neden olabilir.

Dolayistyla CSC'ler ilag direncinde rol oynar.

Bagirsak mikrobiyotasinin degistirilmesi : Bagirsak mikrobiyomlari, enerji sindirimi,
ikincil safra asitleri, vitaminler ve proteinlerin sentezi ile bagisiklik diizenlemesinde
onemli roller oynar. Bunlar bakteriler, virtsler, arkeler ve mantar turlerini igerir.
Mikroplarin ¢cogu bagirsakta bulunur ve bagirsak homeostazisini korur. Bagirsak
mikrobiyotasindaki disbiyoz, kanserin ilerlemesini TM'deki inflamasyon ve bagisiklik
tepkisi yoluyla saglayabilir. Klinik Oncesi yapilan ¢alismalarla, bagirsak
mikrobiyotasinin, TM'deki dogal 6ldiiriicii hiicrelerin infiltrasyonunu ve anti-kanser
aktivitesini etkileyerek PDAK ilerlemesinde rol oynadigim gosterdi. Ug farkli iilkede
kohort calismalarinda ise PDAK hastalarinin bagirsak mikrobiyal profillerinde
Streptococcus ve Veillonella tiirlerinin belirgin bir sekilde arttigini, Faecalibacterium
prausnitzii'nin ise azaldigin1 gostermistir. PK dahil olmak Uzere bircok tiimorde
gerceklestirilen mikrobiyota analizinde, ¢ogu intratimoér bakterinin hem kanser
hiicrelerinde hem de immin hiicrelerde intraselliiler olarak mevcut oldugunu

gOstermistir [12].
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Sekil 3. Pankreas kanserinin baglamasinda ve ilerlemesinde rol oynayan faktorler: Enflamasyon,
fibroz, anjiyogenez, bagirsak mikrobiyotasinin disbiyozu, kanser kok hiicreleri ve immiin baskilayici
timor mikro ortami dahil olmak tizere pankreas kanserinin baglamasina ve ilerlemesine birgok faktor
katkida bulunur [12].

2.4.Pankreas Kanseri Turleri

Pankreas kanseri tiirlerini iki kategoride ayirabiliriz. Adenokarsinomu i¢ceren ekzokrin
pankreas kanserleri ve ndrendokrin pankreas kanseri. Her iki tip de semptomlar1 ve

progonozu agisindan degisiklik gdstebilecek kanser tiirlerine sahiptir.

Ekzokrin (Nonendokrin) pankreas kanseri: Pankreas kanserinin en yaygin tiiriidiir.
Pankreasin ekzokrin bezini ve kanallar1 olusturan ekzokrin hiicrelerde gorilir. En
yaygin ekzokrin tiimor tipine adenokarsinom denir. Adenokarsinom belirli i¢ organlari
kaplayan glandiiler dokuda gelisir. Ekzokrin pankreas kanserinin farkl: tiirleri, tiim

pankreas kanserlerinin yaklasik %90’1n1 olusturur.

Adenokarsinom: Duktal karsinom olarak da bilinir. pankreas kanserlerinin biyik
cogunlugunu olusturdugundan, "pankreas kanseri" terimi genellikle PDAK'yi
belirtmek i¢in birbirinin yerine kullanilir. Adenokarsinom, pankreas kanseri tanilarmn
%95’ini olusturan en yaygin pankreas kanseri tirtdir. Bu kanser pankreas

kanallarinda olusur. Adenokarsinomun pankreas enzimi Tlreten hiicrelerde de
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gelismesi miimkiin olabilir bu durumda ve asiner hiicreli karsinom olarak adlandirilir.

5 yillik genel sag kalim oran1 %5-10 arasindadir.

Skuamoz huicre karsinom: Asiner hucreli karsinomlar nispeten nadir gorulen kanser
tiradir. Pankreas kanallarinda olusur ve tipik olarak pankreasta bulunmayan skuamoz
hiicrelerden meydana gelir. Pankreas kanserleri spektrumunda “orta dereceli”

kanserler olarak kabul edilirler.

Adenoskuamoz karsinom: Nadir bir pankreas kanseri turudur. Ekzokrin pankreas
kanserlerinin %1-4’tini olusturur. Bu tiimorler hem duktal adenokarsinom hem de

skuamoz karsinomun 6zelliklerini gosterir kotli prognozu sebebiyle agresitir.

Kolloid (musintz) karsinom: Diger bir nadir tiir olan kolloid karsinomlar, ekzokrin
pankreas kanserlerinin %1-3’iinii olustururlar. ntraduktal papiller miisindz neoplazm
ad1 verisne 1yi huylu kistten gelisme gosterir. Miisin adl1 bir salg1 i¢inde ylizen kot
huylu hiicrelerden olustugundan dolay1 metastaz riski daha diistiktiir. Bu miisin salgilar
iginde noldiiler miisin golciikleri olustururlar ve bununla karakterizelerdir. Timorler

blylk caplarda olabilir (<12cm).

Norendokrin pankreas kanseri: Pankreasin ndroendokrin tiimérleri (PNET) ise farkl
klinik sonuglarla ortaya ¢ikan ve tiim pankreas neoplazilerinin yaklasik %1 ila 2’sini
olusturan nadir timor tiirleridir. Hormon Ureten ve Uretmeyen tumorler olarak ikiye
ayrilirlar. Pankreas nérendokrin tiimdorleri kan sekerini diizenleme amaciyla tiretilen
insiilin ve glukagon hormonlarin1 kan dolasimina salgilayan pankreas endokrin
bezindeki hiicrelerden gelisir. Bu hormon-aktif timoérler PNET nin yaklasik %10 unu
olustururken kalan %90’lik kisimda tan1 aninda herhangi bir hormon salinmm
gorulmemektedir. PNET Tiim pankreas kanserinin yaklasik %7’ini olusturur. Katilsal
olmasindan dolay1 birgok nesil etkilenebilir. Aktif bir néroendokrin timér, hiicrelerin
urettigi hormona gore adlandirilirlar; Insiilinoma, Glukagonoma, Gastrinoma,

Somatostatinoma, VIPomalar, PPomlar [15].
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2.5.Pankreas Kanseri Epidemiyolojisi

Pankreas kanseri, agresivitesi, gec evre tanisi ve kotii prognozu ile karakterize edilen,
onkoloji alaninda zorlu bir kanser tiiriidiir. Halk saglig1 ve saglik sistemi tizerindeki
etkisi olduk¢a derindir. PK, ileri diizeydeki tedaviler nedeniyle yalnizca anlamli bir
maliyete neden olmakla kalmaz, ayni zamanda is giicli kayb1 nedeniyle daha da yiiksek
bir toplumsal ekonomik maliyete de neden olur. Bu nedenle, yiksek riskli
popiilasyonlara yonelik erken tarama stratejilerinin yani sira tedbirleri uygulanmadan

once PK'nin epidemiyolojik 6zelliklerini kapsamli arastirilmasi olduk¢a dnemlidir.

Pankreas kanseri diinya ¢apinda kansere bagli 6liim nedenleri arasinda 7. sirada yer
almaktadir. Insidans oranlari iilkelere gore Snemli 6l¢iide farklilik gdsterse de, kiiresel
egilimler PK teshislerinin yiikseliste oldugunu ve yakin zamanda Bati iilkelerinde
kanserden 6liimlerin 2. 6nde gelen nedeni haline gelmesinin beklendigini gdsteriyor.
Insani Gelisme Endeksi yiiksek olan iilkelerde, PDAK gériilme siklig1 gelismekte olan
tilkelerle karsilastirildiginda yaklasik 5 kat daha yiiksek goriilmektedir [16].

Bati Avrupa ve Kuzey Amerika, sirasiyla 100.000 kisi basina 8,5 ve 8,0 vaka
bildirirken, Gilineydogu Asya'daki 100.000 kisi basina yalnizca 1,3 vaka rapor
edilmistir. Amerika Birlesik Devletleri'nde ise PK insidans oranlar1 2010'dan bu yana
yilda %0,5 artis goriilmiistiir ve PK su anda Amerika Birlesik Devletleri'nde (ABD)
kansere bagli 6liimlerin 3. 6nde gelen nedenidir. ABD’de her y1l tahminen 62.200 yeni
tan1 ve 48.800 dliime neden olmaktadir. Bu oranlar 75 yasina gelindiginde genel yasam

boyu pankreas kanseri riskinin %1,7 oldugunu gosteriyor demektir [16], [17].

Temel olarak PK'nin bes yillik hayatta kalma orani yaklasik %12'dir ve tiim kanser
tiirleri arasinda en kotii prognoza sahip olan kanser tlriinden biridir. Nispeten diisiik
insidans oranina ragmen PK, 9%94'liik bir mortalite/insidans oraniyla, orantisiz
derecede fazla sayida kansere bagli 6liimden sorumludur. PC epidemiyolojisi, en
temelleri insidans, risk faktorleri ve prognoz dahil olmak iizere, demografik ve cografi
esitsizliklerden 6nemli 6l¢iide etkilenen genis bir faktdr yelpazesini kapsamaktadir.
Ilging bir sekilde, Kuzey Amerika, Avrupa ve Asya'ninbazi bdlgelerinde daha yiiksek
PK goriilme oranlarinin gézlemlendigi GLOBOCAN 2020'ye gore PK goriilme oram
ile insani Gelisme Endeksi arasinda pozitif bir korelasyon vardi . Bu bolgelerdeki

insidans oranlari, yas, cinsiyet ve etnik koken gibi degistirilemeyen faktorlerin yani
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sirasigaraigme, diyet ve egzersiz gibi degistirilebilir faktorleri de iceren dahabireysel

bir spektrumdan da etkilendigi gozlemlenmistir [17].

PK'nin mortalitesi 4,5/100.000 olup, 2020'de diger kanserler arasinda en ylksek 6lim
oraniyla 9. ve en yiiksek 6liim sayisiylada 7. sirada yer almistir. Son verilere gore, son
8 y1lda PK'nin tahmini goriilme sikligi ve 6liim vakalarinda istikrarli bir artis yasandig

gozlemlenmistir [16].

PK’ye sebebiyet veren potansiyel risk faktorleri hakkindaki verilerdeki gelismelere ve
erken tan1 i¢in mevcut imkanlarin genisletilmesine karsin, insidansin artacagi ve 2040

yilina kadar 355.317 yeni vaka olacagi tahmin edilmektedir [18].
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Sekil 4. 100.000 Kisi Basina Yasa Standartlastirilmis oran (Diinya). Her Iki Cinsiyette Insidans ve
Oliim oran1, (2) 100.000 Basina Yasa Standartlastirilmis oran (Diinya), Erkekler ve Kadinlarin

insidansi.

2.6.Pankreas Kanseri Risk Faktorleri

Risk faktorlerinin karmasik etkileri PK etiyolojisine katkida bulunur ve bu faktorlerin
anlasilmasi tedbirlerinin, erken teshisin ve risk degerlendirme algoritmalarmn
uygulanmasi yUksek risk grubundaki insanlarin analiz edilmesi 6nemlidir ig¢in oldukga
onemlidir [17].

PK i¢in kesin ve spesifik bir nedensel faktoriin olmamasiyla birlikte, bir dizi risk
faktori tanimlanmastir. Bunlar degistirilebilir ve degistirilemeyen risk faktorleri olarak
ikiye siniflandirilabilir. Ayrica risk faktorlerini kendi igerisinde degistirilebilir
faktorlere yasam tarzi, degistirilemez faktorlere, aile Oykusi/genetik mutasyonlar ve
hastaliklar olarak drneklendirebiliriz [16], [19].
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2.6.1. Degistirilebilen risk faktorleri;

Sigara kullanim1: PK’nin %22'sinden sorumlu oldugu diisiiniilmektedir. Arastirmalara
gore erkeklerde PK olimlerinin %25,9'u ve kadinlarda %16,1'i sigaradan
kaynaklanmaktadir. Sigara dumaninin i¢inde kanserojen olarak tanimlanan 60’tan
fazla kimyasal bilesen bulunmaktadir. Bu bilesenler solunum-sindirim sisteminde
hizla emilebilen kimyasallardir. Sigara dumani, solundugunda ve akciger kilcal
damarlar1 tarafindan emildiginde, kan yoluyla dolasabilen ve pankreasta birikerek
maligniteyi tetikleyebilen bir kanserojen kimyasallar1 igerir. Son ¢aligmalar sadece bu
iliskiyi dogrulamakla kalmadi, ayn1 zamanda tiitiine maruz kalmanin ve pankreas
karsinogenezinin altinda yatan mekanizmalar1 da ortaya ¢ikarmigtir [17]. Nikotin,
pankreas hiicrelerinde genetik mutasyonlara neden olabilen 6nemli bir bilesendir.
Genetik mutasyon faktorii igerinde KRAS ve p53 indiiklenmesi yasanabilirken ayrica
kronik bir inflamasyon da yasanabilir. Bu iki faktor sitokinleri ve biiyiime faktorlerini

indiikleyerek hiicresel bir transformasyon i¢in dogru yolu saglar.

Diyet aliskanliklari: Ozellikle islenmis gidalar, D vitamini eksikligi kizarnus
yiyecekler, yagli yemekler ve sagliksiz diyetlerde kolesistokinin (CCK) degerinde
onemli bir art1g tespit edilmistir. CCK’nin yiiksek oranda salinimi, vaskiiler endotelyal
blylme faktoru-A (VEGF-A) ile iligkili timor embolisi gelisimi ile iligkili oldugu

ortaya konmustur.

Obezite: Obezite PK’nin %12'sinden sorumlu oldugu diisiiniilmektedir. Bazi
calismalar, viicut kitle indeksindeki her 5 kg/m?’lik artis i¢in 1,12'lik gdrecelirisk artist
oldugunu gostermistir. Obez kisilerde patogenez, makrofajlarin proinflamatuar
sitokinler tirettigi ve hormonal seviyede bir diizensizligin oldugu kronik bir yag
hastalig1 adipozopati ile karakterize edilmektedir. Ozellikle yiiksek diizeyde leptin ve
diistik diizeyde adiponektin bulunabilmektedir. Diyetetik diizeyde, yliksek miktarda

kirmizi et tiiketimi ve yagli beslenme patogenezde rol oynayabilir.

Kronik pankreatit: pankreasin uzun siireli iltihab1 olan pankreatit, PK riskini 5-15 kart
arttirdig1 diisiiniilmektedir. Kronik inflamasyon, TNFa, IL-6, IL-8, PDGF, TGFf ve
hiicresel proliferasyonu indukleyen sitokinlerin Gretimine sebebiyet verebilir ve
sonucta DNA (zerindeki ana hasar, ROS uretiminden kaynaklanabilir.. PK igin risk
bilinen kronik pankreatit hastaligi, asir1 alkol tiiketim ile iliskilidir. Epidemiyolojik

kanitlar, alkol kullanan kesimin alkol kullanmayan kesime gore daha yiiksek bir PK
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insidansina sahip oldugunu gdstermektedir. Alkol ve metabolitleri, kronik
inflamasyon ve hiicresel gen instabilitesi yolu ile pro-karsinogenetik bir yolak
olusturdugu goriilmiis ayrica ortaya ¢ikan bulgular, artan PK riski ile alkol tiketimi
arasinda doza bagli bir iliskiyi desteklemistir. Glinde dokuz veya daha fazla alkolli

icecegin 6nemli 6l¢iide risk artisina yol agtig1 goriilmistiir [17].
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Sekil 5. Pankreas kanseri hastalarinin risk faktorleri.

2.6.2. Degistirilemeyen risk faktorleri;

Yas, cinsiyet, 0 olmayan kan grubu; Degisen ABO glikoziltransferaz aktiviteleri, PK
riskini etkileyebilir. 0 kan grubu koruyucu bir etki gosterirken tim PK'lerin yaklagik
%15—%20'si 0 olmayan kan grubuyla iliskilendirilmistir, Aile 6yklsiu ve Genetik
yatkinlik; Aile 8ykusi ve genetik PK ilerlemesinde 6nemli faktorlerden biridir. ATM,
APC, BRCA1/2, CDKN2A, MSH2/6, MLH1, PALB2, PMS2, PRSS1 ve STK11,
kalitsal PK hastalarinda en yaygin germline mutasyonlarindan biridir [20]. Ailesel
pankreas kanserinde (APK), birinci derece akrabasi olanlarda %62-75 daha ylksek
risk artis1 oldugu goriilmiistiir. PK iliskili ailesel kanser sendromlarina baktigimizda;
FAMMM sendromu, kalitsal pankreatit, Peutz-Jeghers sendromu, kistik fibroz, ailesel
atipik coklu mol melanomu, fankoni anemisi, lynch sendromu ve adenomatéz
polipozis dahil bircok sendrom, BRCA2, p16, ATM, STK11, PRSS1, SPINK1 ve

PALB?2 gibi belirli genlerdeki germ hatt1 mutasyonlariylailiskili olup PK’da degisken

15



bir artisaneden olabilir. Kalitsal risk faktorlerinin yani sira spesifik genlerdeki somatik

mutasyonlar gelisimine sebep olabilir [20], [21].

Kalitsal pankreas kanseri ¢ogunlukla otozomal dominant bir sekilde katilir ve
heterojen bir fenotip gosterir. Yapilan ¢alismalarda ailedeki PK’li akraba sayisina
sagli, PK hastalarinin etkilenmemis olan 1. derece akrabalarda, PK gelistirme riskinin
artt1g1 belirlenmistir. PK'de genetik yatkinligi kabul edilmesiyle, genetik danigmanlik
ve testler, onleme ve tedbir stratejilerinin nemli bileseni haline gelmistir. Ailesinde
hastalik 6ykiisii olan veya PK ile iligkisi bilinen genetik mutasyonlari tagiyan kisilerin,
genetik danismanlik almalar1 ve test yaptirmalar1 tegvik edilmelidir. Yiiksek riskli

bireylerin belirlenmesi, dnleyici tedbirlerin alinmasina olanak tanimaktadir [17].

Tablo 1. Pankreas Kanseri ile iliskili Ailesel Kanser Sendromlar1 ve Genler [20]

GEN SENDROM PREVELANS
Kalitsal meme ve yumurtalik sendromu,
BRCA1-2 ) o
fankoni anemisi %4-7
Kalitsal meme ve yumurtalik sendromu,
PALB2 ) o
fankoni anemisi <%1
ATM Ataksi telenjiektazi %1.1-4.2
STK11 Peutz-jeghers sendromu <%1
P16/CDKN2A FAMMM <%1-1.25
PRSS1 Kalitsal pankreatit
<%1
TP53 . .
Li fraumeni sendromu %0,005-0,01
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2.7. Pankreas Kanseri Hiicre Hatlar ve Karakteristik Ozellikleri

Pankreas kanserinde c¢oklu mutasyon kombinasyonlarikanser gelismesine rol
oyanabilmektedir. Dolayisiyla PK alt siniflar1, birden fazla hedefe yonelik miidahale
gerektiren farkli tedavi stratejileri sunabilir. Erken teshis stratejilerini, Onleyici
tedbirleri ve etkili tedavileri belirlemek icin PK gelisimi ve ilerlemesinin spesifik
hiicresel ve molekiiler mekanizmalarinin kapsamli bir sekilde anlasilmasi
gerekmektedir. Ayrica yapilan arastirmalarda hiicre hatlarinin sahip oldugu
karakteristik 6zelliklerinin dikkate alinarak segilmesi sire¢ igin 6nemli bir adimdir.

Tablo 2.’de bazi PK hiicre hatlarinin dondr bilgisi ve ¢ogalma siiresi gibi bazi

karakteristik 6zellikler listelenmistir [22].

Tablo 2. Pankreas Hiicre Hatlar1 ve Ozellikleri [22].

Hucre hatt1 | Kisisel Bilgi Koken Metastaz Cogalma
Suresi
MIAPaCa-2 | 65/Erkek Primer timor Metastatik 40 sa
PANC-1 56/Kadin Primer timor Metastatik 52 sa
AsPC-1 62/Kadn Karin boslugu sivis1 | Metastatik 38-40 sa
Capan-2 56/Erkek Primer timor Metastatik 96 sa
degil
BxPC-3 61/Kadin Primer timor Metastatik 48-60 sa
degil
CFPAC-1 26/Erkek Karaciger metastaz1 | Metastatik 31 sa
Capan-1 40/Erkek Karaciger metastazi | Metastatik 60-70 sa
SW1990 56/Erkek Dalak metastazi Metastatik 64 sa
Colo357 77/Kadmn Lenfatik metastaz1 | Metastatik 21 sa
HS 766T 46/Erkek Lenf metastazi Metastatik 6-7 sa
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2.3.Pankreas Kanserinde Mutasyon Profili ve Genetik Degisiklikler

Pankreas kanseri alaninda yapilan ekzom dizileme ¢alismalariile DNA, RNA, protein
ve epigenetik seviyelerdeki molekiiler anormalliklerin belirlenmesi amaglanmistir.
PK'nin molekiiler olarak heterojen bir hastalik oldugunu ve dort ortak genetik degisik
olan onkogenik KRAS mutasyonu ve CDKN2A, TP53 ve SMAD4 timor supresor
genlerinin inaktivasyonu ile Kkarakterize edildigi gosterilmistir. Bu genetik
degisiklikler ise genel olarak, bireysel genlerdeki mutasyonlar belirli ana yolaklari
icermektedir. DNA hasar onarimi1 (TP53 veya BRCA2), hiicre dongiisii regiilasyonu
(Cyclin-Bagimli Kinaz Inhibitér 2A, (CDKN2A)), Transforme edici biytime faktori-
beta (TGF-B)/SMAD4 yolagi, Hippo/WNT yolagi, kromatin regulasyonu,
Ekstraselliiler Sinyal Diizenlenmis Kinazlar (ERK)-Mitojene Aktive Olmus Protein
Kinazlar (MAPK) yolagi. Bununla birlikte, timdorlerin alt gruplarinda ¢ok sayida ek
gen tipik olarak cok diisiik siklikta (<%10) mutasyona ugrar ve bu mutasyonlarin

bir¢ogu yineleyici bir sekilde ortaya ¢ikmadigi gosterilmistir [23], [24].

Pk ilerlemesindebu ¢esitli genetik olarak degisen yolaklar arasindaki baglama/ortama
bagimli etkilesimlerin nasil katkida bulundugunu anlamak, tedavi slreci i¢in daha

secici ve etkili terapdtik yontemler gelistirme konusundaki temel bir hedef olmaktadir.

2.3.1. Onkogenler ve Tumor Supresor Genler

Onkogenler, hiicre dongusi ilerlemesi gibi strecleri diizenleyen normal genlerdeki
(proto-onkogenler) mutasyonlarin sonucu olarak ortaya ¢ikar. Bu mutasyonlarin bir
sonucu olarak, normalde bu genler tarafindan kodlanan proteinler hiicre i¢inde artis
gOsterebilir. Buna karsilik tiimor supresor genler, hiicre gogalmasi gibi siiregleri inhibe
eden proteinleri kodlar. TUmdr supresér genlerin mutasyonu ve/veya silinmesi, bu
inhibitér fonksiyonlar1 ortadan kaldirir. Bu gen mutasyonlarinin sonuglari, bir
hicrenin malign fenotip olan ¢cogalma artis1, apoptozdan kagma, invazyon ve metastaz

kapasitesi gibi 6zellikleri kazanmasini saglar [25].

KRAS: K-RAS, H-RAS ve N-RAS Ras proteininin mutasyonla aktive edilen ¢
formundan biridir. RAS mutasyonlari tasiyan tiim kanserler arasinda en ¢ok ifade
edilen ve PK'de mutasyona ugrayan gendir. K-RAS'in PK vakalarinin >%90'inda
mutasyona ugramasi sebebiyle ana striict (driver) mutasyon oldugu bilinmektedir. Bu

durum PK’yi tiim kanser tiirleri arasinda en RAS bagimlisi durumuna getirir qncak K-
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RAS aktivasyonu tek basina PK gelisimi i¢in yeterli degildir . K-RAS geni, hiicre igi
sinyalizasyon ve transkripsiyon faktorlerine baglayarak ¢esitli hiicresel islevlerde rol
oynayan GTPaz olan K-RAS’1 kodlar. K-RAS, GDP’ye bagli oldugunda inaktifken,
GTP’ye bagli oldugunda aktiflesir. Bu sekilde ERK'ler, Jun amino-terminal kinazlar
(JNK'ler), Stresle Aktiflesen Protein Kinazlar (p38/SAPK'ler) ve PI3K/PDK1/AKT
asag1 regule efektor 6zellikleri gosterir. PK ve onkogenik K-RAS mutasyonlari tasiyan

diger kanserlerde bu protein, GTP'ye bagli durumda yapisal olarak aktiftir [24].

CDKN2A (P16) : PK’nin evrimsel sireci boyunca, K-RAS mutasyonunu , PK
hastalarinin %95'inde tiimor supresér gen CDKN2A'da (P16) genetik degisikliklerin
ortaya ¢cikmasi takip eder. Gen, kromozom 9 lizerinde yer alir ve burada retinoblastoma
(RB) proteininin sikline bagimli kinaz (CDK) 4/6'ya bagimli fosforilasyonunu inhibe
eder. Cogu CDKN2A mutasyonu, bu lokus tarafindan kodlanan p16INK4a ve p14ARF
olan iki tiimor baskilayicida ortak olan ekson 1 ve 2’nin kodlama dizilerindeki yanls
anlamli mutasyonlardir. Spesifik olarak, P16INK4a ve P14RF proteinlerini kodlayan
bu gen ikili bir mekanizma gosterir: P16INK4a, Siklin Bagimli Kinazlar (CDK) 2 ve
4'U inhibe eder, boylece hiicre dongisiiniin S fazina ilerlemesini engeller, P14RF ise
inhibitorind inhibe ederek P53'0 tetikler. CDKN2A fonksiyonunun kaybi, pankreas

kanserlerinin yaklagik %90’ ninda goriiliir.

Timor baskilayict genler, onkojenik sinyalleme baglaminda anormal hiicre
proliferasyonunun Online ge¢cmek igin 6nemlidir ve bu amacla bu genler, hicre
dongiisiiniin durdurulmasi, apoptoz veya yaslanmanin uyarilmasi gibi farkli stratejilere
dayanir [23], [24], [25].

TP53 : TP53 geninin kodladig1 protein olan P53'iin, kromatin hasarindaki rolii
nedeniyle "genom koruyucusu” olarak bilinmektedir. Gen, kromozom 17 (izerinde yer
alir. Ana islevleri arasinda hiicre dongiisii blokaji ve DNA onarim enzimlerinin
aktivasyonu bulunmaktadir. P53, DNA hasar1 onarilamaz hale geldiginde hiicreyi
yaslanmaya ve/veya apoptoza gitmesi ic¢in indiikler. Ayrica sikline bagli kinaz
inhibitérii CDKNI1A ekspresyonunu arttirir ve hiicre dongiisiiniin ilerlemesini
durdurur. TP53, tim kanserlerde en sik mutasyona ugrayan genlerden biridir.
TP53'Un bu genetik inaktivasyonu, yaklasik PK vakalarinin %75'inde mevcuttur.
P53"in kaybi kontrolsiiz bir proliferasyona yol acar yani bu durum hiicre déngusu

"kontrol noktasi" fonksiyonunun kaybi bile sonug¢lanir. P53 inaktivasyonunun
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mekanizmasi intragenik mutasyondur ve DNA'ya baglanamayan hasarli bir gen Griind
ile sonuglanir. Baz1 klinik bulgulara gére TP53’{in prognoz ve tedavi tahmini igin

biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegini gostermistir [23], [24], [25].

Epidermal biyiime faktori : Epidermal biyime faktori reseptorleri (EGFR), hiicresel
proliferasyona ve hayatta kalma sinyallerine aracilik eden membran reseptdrii tirozin
kinazlardir. EGFR, PK'de asir1 eksprese edilir ve EGFR ile bir veya daha fazla ligandin
bu asir1 ekspresyonu, PKli hastalarda kot prognozun bir belirteci olarak gorundr.
EGFR'ye kars1 yonlendirilen antikorlar ve onun tirozin kinaz aktivitesinin inhibitorleri

(or: erlotinib) su anda PK tedavisinde kullanilmaya devam etmektedir.

Déniistiiriicii biiyiime faktori-p (TGF-f) : TGF-B protein ailesi, basta hucresel
proliferasyonun inhibisyonu olmak iizere bir¢ok islevle iliskilidir. Doniistiiriicti
blyume faktori-p (TGF-B) sinyal yolundaki degisiklikler, PK patogenezinde hem
apoptozu indukleyebilir hem de invazyon ve metastazi tesvik edebilir. TGF-f
sinyallemesinin antiproliferatif etkisi, transkripsiyonel ortak
aktivator SMAD4/DCP4'Un aktivitesine baglidir. PK  vakalarimin  yaklasik
%901 SMAD4 lokusu i¢in heterozigotluk kayb1 (LOH) gdsterir. Ayrica, homozigot
delesyon veya intragenik mutasyonlarinbir sonucu olarak timorlerin kabaca
%350'sinde SMAD4 inaktivasyonu gozlemlenmistir. Bu genetik degisiklikler tipik
olarak CDKN2A kaybin1 takiben gelismis pankreas intraepitelyal neoplazilerinde
(PanIN) meydana gelir ve SMAD4 kaybini tiimor baglangicindaki son adimlardan biri
haline getirir. PK hicrelerinde DPC4/SMADA4'lin etkisizlestirilmesi, onlarin TGF-
B'min biiyiimeyi inhibe edici etkilerinden kagmasina olanak saglayabilir. TGF-3
sinyalinin promalign etkileri arasinda invazyon ve anjiyogenez desteklenmesi yer

almaktadir.

Vaskiler Endotelyal Buyume Faktori (VEGF) : Vaskiler endotelyal biiyiime faktori
(VEGF), endotel hiicre ¢cogalmasini ve hayatta kalmasini tesvik eder ve dolayisiyla
anjiyogenezi indiikler. VEGF, pankreas kanseri hiicreleri tarafindan ve pankreas
kanseri dokularinda asir1 eksprese edilir. VEGF reseptoriine karsit kullilan bir
monoklonal antikor (Bevasizumab) PK hastalarinda yapilan klinik g¢alismalarda

degerlendirilmektedir.
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2.4.Pankreas Kanseri Mikro cevresi

Tumor mikro cevresi (TM) pankreas kanserinin gelisiminde ve ilerlemesinde 6nemli
bir rol oynar. Mikro ¢evre, tiimdr hiicrelerin, timdr dis1 hiicreler, hiicre dis1 matristen,
sitokinlerden, biiyiime faktorlerinden ve otokrin, parakrin ve endokrin iletigimini

dizenleyen ve timorun ilerlemesini etkileyen eksozomlardan olusur [26].

PK morfolojik, hicresel ve molekiler diizeyde oldukca heterojendir. TUmor ici
heterojenite, kanserli hiicrelerin klonal evrimini, hiicre kimliginin farklilagsmasini ve
farklilagsmasini ve mikro ¢evresindeki hiicresel ve hiicresel olmayan boliimler arasinda
karmasik bir karsilikli etkilesimi igerir. Geleneksel olarak, tiimor i¢i hiicresel
heterojenite ¢ogunlukla genomik instabilite, bireysel mutasyonlar, kopya sayist
degisiklikleri ve onkogenlerin ve tiimdr baskilayici genlerin ekspresyon seviyesi ile
ilgili molekiiler farkliliklara atifta bulunur. Pankreas kanserindeki tiimor mikro ortamu,
tiimoriin ilerlemesine ¢ok yonlii olarak katkida bulunur. Kanserle iliskili fibroblastlar
(CAF'ler) ve hiicre dist matris ( ECM ), desmoplastik stromayi olusturur ve
dogrudan/dolayli yollardan kanser biiylimesini, inavazyonunu ve metastaz
artirir. TUMOr mikro gevresi, PK’nin gelisimi ve metastazinda 6nemli bir rol oynar.
Kanserin erken evrelerinde semptomlarin veya biyo-belirteglerin eksikligi, kanser
hiicrelerinin kii¢iik tlimorlerden bile uzak lezyonlara metastaz yapmasi gibi agresif bir
biyolojik 6zellik ve yogun fibr6éz stromanin bir sonucu olarak ila¢ direncinin tiimdi,
pankreas kanserinin kotii tedavi sonuglarina katkida bulunmaktadir. Ayrica, pankreas
kanserinin, bagisiklik sistemini baskilayan bir mikro ortam yarattigi, bunun da
bagisiklik sistemindeki konak¢inin antitiimor bagisiklik sisteminden kagmasinaneden

oldugu ve bunun da hizli kanser ilerlemesine yol agtig1 bilinmektedir Son yapilan
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calismalar, pankreas kanserinin tiimdr mikro ¢evresinin, yildiz hiicreler gibi CAF’leri,
ekstraselliller matriksi, ¢esitli tiirlerdeki immiin hiicreleri ve bu hiicreler tarafindan
salinan sitokinleri igerdigini dolayisiyla kanser hiicreleriyle yakin etkilesimler yoluyla
tumor blyilmesini, invazyonu ve metastazi kontrol etmede rol oynadigi gosterilmistir.
dizenleyici T hicreleri (Treg) ise miyeloid kaynakli baskilayict hiicreler (MDSC) ve
timor ile iligkili makrofajlar (TAM) gibi immiin baskilayici hiicreler, tiimore karsi
immiin yanitta anahtar rol oynayan CD8+ T hiicrelerini, immiin baskilayici tiimor
mikro g¢evresini olusturarak inhibe ederler. CAF’ler, immiin hiicreler veya diger

bilesenler tarafindan salgilanan sitokinler bu siirece aracilik eder.

Pankreas kanserindeki stromal hiicreler CAF'leri, endotel hiicrelerini ve bagisiklik
hiicrelerini igerir. Pankreas yildiz hiicreleri CAF'lerin bir alt kiimesidir. CAF'ler,
fibroblastlar, pankreas yildiz hiicreleri ve epitelyal, endotelyal ve mezenkimal kok
hlicreler gibi farkli tiirden progenitor hiicrelerden tiiretilen PK stromasinin 6nemli bir
bilesenidir. CAF'ler, CAF'nin iyi bir belirteci olan, a-diiz kas aktinini (a-SMA),
stromal hiicreden tiretilen faktdr-1a (CXCL12), fibroblast aktivasyon proteini ve
fibroblast spesifik protein-1'i eksprese eder. CAF'ler, TGF-p, sonic hedgehog, TNF-a.,
trombosit tirevli buyume faktéri (PDGF) ve interlokin (IL)-1,-6'nin
doniistliriilmesiyle aktive edilir, ve TGF-f, tiimor biliylimesini, farklilasmasmi ve
bagisiklik hiicresi fonksiyonunu dizenler. TGF-B baslangigta tiimor supresor bir rol
oynar, ancak kanser ilerledikge tiimor biiyiimesini artirir. Ayn1 zamanda PK hicreleri
veya hiicre dis1 matris tarafindan salgilanan TGF-f, bagisiklik hiicresi fonksiyonunu
da kisitlayabilmektedir. Antifibrotik tedavi, immuinoterapi, immun modulasyonun
indiklenmesi ve bakteriyel tedavi, PK’ye eslik eden olumsuz tiimo6r mikro gevresini
iyilestirebilir [27], [28].
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Sekil 7. Pankreas kanserinde tiim6r mikro ortaminin semasi. CAR-T (Kimerik antijen reseptorlu T
hiicresi), CCR4 (kemokin reseptorii tip 4) EGF, EMT (epitel mezenkimal gegis), IGF (insiilin benzeri
biyume faktora), IL (interlokin), MMP (matriks metalloproteinaz), PD-1 (programlanmis hiicre
Oltmu proteini 1), PDGF (trombosit kaynakli biiytime faktorii) PD-L1 (programlanmus hiicre 6liimii
ligand1 1), PEGPH20 (pegvorhyaluronidaz alfa), SPARC, salgilanan asidik ve sistein agisindan zengin
protein; TGF-B, (doniistiiriicti biiylime faktorii B) TIL (timér infiltre eden lenfosit), TNF-o (timor
nekroz faktori a) [28].

2.5.Pankreas Kanserinde Mevcut Tedavi Yontemleri

Kanser, genel olarak karmasik mekanizmasi, farkli ilerleme asamalari, tarama ve
tanimlama i¢in yeterli prosediirlerin olmamasinedeniyle etkili tedavi agisindan zor bir
hastaliktir. Pankreas kanseri semptomlar1 genellikle belirsiz ve gézden kagirilmasi
kolaydir bir kanser tiiriidiir. Bu nedenle hastalar, gok geg¢ evrelere kadar bu hastaliga
sahip olduklarini bilmemektedir. Baslica semptomlar sarilik, istahsizlik/kilo kayb1 ve
sag karin agrisidir . Pankreasa ulagmak ve teshis etmek de olduk¢a zordur, bu sebeple
geleneksel goruntileme yontemleri genellikle kanseri yeterince erken tespit
edememektedir. Ancak erken tani ve tedavi sagkalimi iyilestirmek i¢in kritik 6neme
sahiptir. Gunimuzin erken tespit yontemleri her zamankinden daha iyi fakat mevcut

teshis araclarinda hala kisitlamalar mevcuttur.

fla¢ kullanimi kanserli hiicreleri yok ederken ¢evredeki saglikli hiicreleri de korur ve
bunlarin diger kanser tedavileriyle birlestirilerek etkinligini en iist diizeye ¢ikarmasina

olanak tanir. [leri pankreas kanseri olan hastalar icin mevcut tedavi olanaklar1 arasinda
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kemoterapi, immiunoterapi, hedefe yonelik tedaviler ve cerrahi rezeksiyon yer
almaktadir. Kemoterapi, kanser hiicrelerini DNA'larina saldirarak ve biiylimelerini ve

boliinmelerini bozarak 6ldiiren giilii ilaglarin kullanilmasini igerir [29], [30].

Cerrahi rezeksiyon, erken evrelerdeki PK hastalar1 ve iyi saglik kosullarina sahip
olanlar icin hayatta kalma ve iyilesme ile sonuglanabilecek tek potansiyel tedavidir.
Bu nedenle rezekte edilebilir pankreas karsinomlu hastalarda 6n cerrahi tedavi su anda
standart olarak goriilmektedir ancak hastalarin %80’ninden fazlasinda lezyon, primer

olmadiginda teshis edildiginden bu tedavi lokalize hastalarda uygulanir.

Rezeke edilemeyen PK icin Gemsitabin (GEM) pankreas kanserini tedavi etmek icin
onaylanan ilk ilagtir. Yeni kanser hiicrelerinin gelisimini durdurur ve bagisiklik
sisteminin onlar1 dldliirmesini hizlandirir. Gemsitabin'in mevcut standart tedavisi,
birka¢ giin boyunca gunde iki kez intraventz Enjeksiyondur. PK tedavisi i¢cin FDA
(Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ilag Dairesi) onayli ilaglar mevcuttur. (Tablo 2),
bunlar arasinda belzutifan, erlotinib hidrokloriir, everolimus, 5-fluorourasil olarak da
bilinen fluorourasi, irinotekan hidroklordr lipozomu, mitomisin, olaparib, paclitaksel
ve sunitinib malat bulunmaktadir. Ayrica, leucovorin kalsiyum (folik asit) +
fluorourasil + irinotekan hidroklorir + oksaliplatin, gemcitabin hidrokloriri +
sisplatin, gemcitabin hidrokloriri + oksaliplatin ve oksaliplatin + fluorourasil +
leucovorin kalsiyum kombinasyonlu tedaviler PK tedavisi i¢in FDA tarafindan
onaylanmistir. Bununla birikte PK, kemoterapide ilaglara kars1 direng olusturan yogun

bir dezmoplastik reaksiyon ile karakterizedir[30] .

Sistemik kemoterapi hastaliga bagli semptomlar1 en aza indirip, hasta sag kalimin
uzatmak i¢in kullanilmaktadir. PK kemoterapisi GEM, 1996 yilinda onaylanmasinin
ardindan referans bir tedavi kabul edilmistir. Onayin ardindan GEM kombinasyonlari
gelistirmek i¢in bir¢ok caligsma yapilmistir. Hiicresel alimdan sonra aktif metabolitlere
fosforilasyon gerektiren, DNA zincir uzamasini inhibe eden ve DNA kirilmasi ile
hiicre dliimiine yol agan bir 6n ilagtir. 5-fluorourasil (5FU), sisplatin, epirubisin,
oksaliplatin ve irinotekan gibi bircok ajan ile ¢oklu kemoterapi tedavi rejimleri

olusturulmustur.
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Tablo 3. Pankreas kanseri hastalar1 i¢in FDA tarafindan onaylanan tedaviler [30].

ILAC KOSULLAR HEDEF
Gemesitabin Metastazli, lokal ilerlemeli/fluorourasil tedavisi | DNA sentez inhibitdri
Hidroklorur olan PK.

HIF-2a inhibitori
Belzutifan Pankreas ndroendokrin timorleri.
Erlonotinin GEM hidrokloririle tedavi edilen PK, cerrahiyle EGFR inhibitori
Hidroklortr ¢ikarilamayan, metastazli veya lokal ilerlemeli.
Platin kemoterapisi ile birinci basamak tedavi Bir poli ADP-riboz
Olaparib sonras1 veya BRCA2 geninde belirli germline polimeraz inhibitori
mutasyonlari olan metastatik PK.
DNA replikasyonu-RNA
Flourasil Pankreas kanseri sentezi-hucresel timidilat
sentaz inhibisyonu.
Diger tedavi tiirleriyle onay1 olmayan, lokal DNA sentezi ve
Mitomisin ilerlemeli veya bolgelerie metastazli PDAK tioredoksin rediiktaz
inhibitord
Hucre mitozunu ve
Paklitaksel Metastazli PK kanser hiicrelerinin
blytmesini engeller.

2.6.Mevcut tedavi Stratejileri

Gunumuzde pankreas kanserinin pek ¢cok tedavisi mevcut olmasina ragmen, timoriin

tyilestirilmesi stirecinde gelisen zorluklar kaginilmaz olmaktadir. Bunedenle hastaliga

yonelik yenilikgi ve etkili tedavilerin gelistirilmesiolduk¢a 6nemlidir. PK tedavisinde

yeni yaklagimlar saglama umuduyla kemoterapi, radyoterapi gibi geleneksel tedaviler

disinda nano ilag¢ sistemleri, molekiiler hedefli tedavi, CRISPR, T Hiicre Terapisi,

kodlanmayan RNA’lar, onkolotik viriisler, Adjuvanlar, immiinolojik Hedefler ve

Peptit ve kombinasyonila¢ uygulama stratejileri gibi tedavi rejimleri bulunmaktadir.

Sinerjistik bir tedavi, ilaca direngli PK hicrelerini 6ldirmek icin iyi bir secenektir.

Ornegin, astaksantin, gemsitabin kaynakli hiicre apoptozunu tesvik etmek ve PK

hiicrelerinin GEM kaynakli EMT'sini inhibe etmek i¢in HIF10/STAT3 sinyal yolunu

aktive ederek insan PK hiicrelerini GEM’e yeniden duyarli hale getirebilmektedir.

PDAK klinikte en yaygin goriilen PK turudir. Enflamasyon, fibrozis, anjiyogenez,
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EMT ve CSC'lerin c¢ogalmasi gibi faktorler PK gelisimini ve ilerlemesini
indiklemektedir. Birkag mono veya kombinasyon terapi, PK tedavisi igin FDA
tarafindan onaylanmis olmasina ragmen, 5 yillik sagkalim orani hala umut vaat
etmemektedir. Onkolotik virlisler araciligiyla tedaviler ve CAR-T gibi yeni
immiinoterapilerin gelistirilmesi, kombinasyon terapiler ve immiinoterapi Sistemleri,
terapotik sonuglar1 artiracak ve PK hastalarinda ilag direnci ile savasacaktir. Mevcut
tedavilerin etkinligini degerlendirmek ve yeni etkili terapiler bulmak i¢in daha fazla

klinik denemeye ihtiya¢ bulunmaktadir [29], [30], [31].

2.7.Pankreas Kanserinde Kullamlan Kemoterapétik Ilaglar

2.7.1. Palbosiklib (PAB)

Palbociclib (PAB) diinyanin ilk sikline bagimli kinaz (CDK) 4 ve 6 inhibitoriidiir.
Hicre dongusunde gérev alan bir piperazin piridopirimidindir. Palbosiklibin, yapilan
calismalarla CDK 4/6 ve siklin D'den olusan kompleksin aktivitesini inhibe ederek
hiicre dongiisii ilerlemesini durdurduguna ve tiimdr biiylimesini bastirdigt
diisiiniilmektedir. Klinik oncesi c¢alismada, palbosiklib'e duyarli hiicre hatlarimn
cogunun Ostrojen reseptdril (ER) pozitif oldugu dogrulanmistir. Ayrica palbociclib'in
antitimor etkisini gosterebilmesi igin retinoblastoma proteini (Rb) ekspresyonunun
gerekli oldugu one siiriilmiistiir. Sikline bagimli kinaz (CDK) 4 ve 6’nin inhibitdri
olan PAB, CDK4/6, siklin D1’i baglayarak Rb hiperfosforilasyonuna neden olur.
Ayrica palbosiklib CDK4/6-siklin D1 kompleslerini ayirarak Rb fosforilasyonunu
bloke edebilir ve E2F1 salinimini inhibe ederek G1 fazinda durmasini ve timor
biiytimesinin baskilanmasini saglar. PAB ve anti-ostrojen ilaglarinin kombinasyon
uygulamasinda ER pozitif insan meme kanseri hiicre dizilerinin kullanildig1 klinik
oncesi ¢alismalarda, her ilacin tek ajan uygulamasiyla karsilastirildiginda antitimér
etkisinin arttig1 da dogrulanmistir. PAB ayn1 zamanda endokrin bazli, HER2-negatif
ve HR-pozitif ilerlemis veya metastatik meme kanserini tedavisinde diger ajanlarla
kombine halinde kullanilan kemoterapoétik ajandir. PAB’1n eliminasyon yar1 6mrii 29
saatter fazladir. Birincil atilim yollar ise diski ve bobreklerdir. In vitro galismalar
PAB’1n, hiicre dongiisiiniin G1 fazindan S fazina ilerlemesinin inhibisyonu ile HR
pozitif meme kanseri hiicre hatlarinin hiicresel proliferasyonunun azalma potansiyelini

gostermistir[32].
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2.7.2. Erlotinib (ERL)

Erlotinib (ERL), baz1 kiiciik hiicreli dis1 akciger kansert tiirlerini ve ilerlemis pankreas
kanserini tedavi etmek i¢in kullanilan bir ilagtir. Tirozin kinaz reseptor inhibitori
sinifina ait ilaglardandir. FDA, 2005 yilinda PK tedavisi i¢in erlotinibi onaylamistir.
Erlotinib, ErbB reseptor ailesinin bir tyesi olan EGFR uzerinde etkili olan, geri
dontistimlii bir birinci nesil reseptor tirozin kinaz inhibitoriidiir. Erlotinib, tiimor
hiicresi boliinmesini bloke eden, hiicre dongiisiinii durduran ve EGFR'yi asir1 eksprese
eden insan tiimor hiicrelerinde programlanmis hiicre 6liimiinii baslatan EGFR’yi
inhibe etmektedir. ilagc hem normal(mutasyonsuz) hem de mutasyonlu EGFR ile
etkilesime girer. ErbB, genellikle insanlarda incelenen birgok karsinom tipinin
patogenezinde rol oynayan homodimerler veya heterodimerler olusturabilir. Reseptor
tirozin kinaz inhibitorleri (TKI), hiicre sinyal yolunda substratlarinin fosforilasyonunu
onler. EGFR normalde farklilagsma, cogalma ve anjiyogenez dahil olmak {izere hepsi

kanserin ayirt edici 6zellikleri olan bir¢ok hiicresel fonksiyonda rol oynamaktadir.

Tanm konulan bir¢ok PK vakasi, EGFR mutasyonuna sahiptir. Bu mutasyona sahip
hastalar daha kot bir prognoza sahiptir. GEM, PK tedavisi icin standart kabul
edilmektedir ancak GEM ile diger anti-kanser ajanlarin ve ERL’nin kombine
kullanimu ile tedavi lokal olarak ilerlemis veya metastatik PK’de tek GEM kullanimia

kiyasla daha faydali oldugu goriilmiistiir[33] .

2.7.3. Paklitaksel (PTS)

Baslangigta taksol olarak adlandirilan paklitaksel, Taxus brevifolia'dan (Pasifik
porsuk agaci) ekstrakte edilen dogal olarak olusan bir diterpenoid bilesigidir . Bilim
adamlar1, paklitakselin kanser hiicrelerine karsi ayirt edici sitotoksik 6zelliklerini
kesfettiklerinde, potansiyel antikanser ajanlarini arastirmak i¢in bitki 6zleri lizerinde
yapilan arastirmalarda, bilesigin hiicre dongiisiiniin durdurulmasina ve apoptoza yol
acan mikrotiibiil depolimerizasyonunu engelleme yetenegi, arastirmacilarin ilgisini
cekmis ve kapsamli arastirmalarin yolunu agmistir. TUm bunlarla birlikte1979’da
paklitakselin a/B-tiibilin heterodimerlerinin tekrarlanarak olusturdugu alt birimlerden

meydana gelen mikrotiibiillerin birlesmesinin desteklendigi bildirilmistir.

Paklitaksel kullanma endikasyonlar1 arasinda meme, yumurtalik, mesane, akciger,
prostat, melanom, 6zofagus, Kaposi sarkomu ve diger ¢esitli kat1 timorler dahil olmak

iizere koroner kalp hastaligi, renal ve hetip fibrozis, inflamasyon ve akson
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rejenerasyonunda da kullanilmaktadir. Birgok klinik deneme sonrast FDA, 1992°de
yumurtalik kanseri tedavisi i¢in PTS’y1 onayladi. O zamandan beri paklitaksel, meme
kanseri, kolerektal kanser, mesanenin skuamo6z hicreli karsinomu ve PK gibi

hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir [34].

2.7.4. Sispilatin (SP)

Sisplatin, 1970'lerin sonlarinda kullanima giren antineoplastik bir ajandir. Sitotoksik
ilaclarin alkilleyici ajan simifindadir. Sisplatin oldukca toksik olmasina ragmen
hematolojik ve kati tiimor maligniteleri i¢cin en yogun kullanilan kemoterapotik
ajanlardan biridir. Indiiksiyon ve neoadjuvan tedavi i¢in tek ajan veya kombine tedavi
olarak kullanilmaktadir. Cisplatin, ileri yumurtalik kanseri, testis kanseri ve mesane
karsinomunun tedavisi i¢in FDA onaylidir. Kimyasal ad1 cis-diamindikloroplatin 2
olarak anilan sisplatin, cis konfigiirasyon oryantasyonunda 2 lingand Kkloriir
igermektedir. Etki mekanizmasi DNA’daki piirin bazlarina kovalent baglanmasiyla
gerceklesir. Bu kovalent baglanma, iplikgik ici ve iplik¢ikler arasi capraz baglantilara
yol acarak daha sonra iplik kopmalarina neden olur. DNA onarim mekanizmalari
devredeyken, hasarli DNA, RNA ve proteinlerin kalintilari nedeniyle hiicreler siklikla
apoptotik veya apoptotik olmayan hiicre 6liimiine maruz kalir. Ancak ilag¢ direnci
dolayisiyla geng hastalarda bobrek sorunlari, alerjik reaksiyonlar, enfeksiyona karsi
bagisiklik diislisii ve kanama gibi istenmeyen yan etkiler olusabilir. Sisplatin diger
ilaglarla kombinasyon halinde kullanilabilir ve bu kombine tedavilerin ila¢ direncini

ve toksisiteyi azalttigi yapilan ¢alismalarla kabul gormistiir [35].

2.7.5. Gemsitabin (GEM)

Gemsitabin (GEM), 2',2'-difloro-2'-deoksisitidin (dFdC) olarak da bilinenislevi temel
olarak DNA sentezinin inhibisyonlarina bagli olan, dolayisiyla proliferasyonu inhibe
eden ve G1/S faz sinirinda hiicre dongiisii siirecini bloke eden hiicre i¢inde birgok etki

alanina sahip bir deoksisitidin niikleosid analogudur.

GEM, PDAK ig¢in birinci basamak bir tedavidir ancak yumurtalik, mesane, kiiclik
hiicreli olmayan akciger kanseri gibi kanser tiirleri tedavisinde de kullanilarak genis
bir kullanim alanina sahip olmustur. GEM, lokal olarak ilerlemis (rezeke edilemeyen
Evre ll/Evre I1l) veya metastatik (Evre V) PDAK olan hastalar i¢in birinci basamak
tedavi olarak kabuk edilir. Ayn1 zamanda GEM daha 6nce fluorourasil ile tedavi géren
hastalar i¢in de kullanilmaktadir .
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GEM’in yaygin kullanimina ragmen igsel ve edinilmis kemorezistans yaygindir. Genel
anlamda bu kemorezistansin altindaki mekanizmalar ayrintili anlasilmamakla birlikte
iizerinde bir¢cok calisma yapilmaya devam edilmektedir. PDAC hastalarinda OS'yi
artirabilen gemsitabin ve diger kemoterapétik ajanlar1 iceren ¢esitli kombinasyon
tedavileri vardir; Gemsitabin + nab-p ve Gemsitabin + Erlotinib gibi EGFR
inhibitorleri, tek basina GEM’e kiyasla sag kalim acisindan iyilesme gosteren

kombinasyonlarin 6rnekleridir .

2.8.Gemsitabin Farmakolojisi

2.8.1. Kimyasal Yap: ve Ozellikleri

Gemsitabin (dFdC), anti-proliferatif 6zellikleri ile DNA sentezi iizerinde ¢esitli
inhibitor etkilere bagli olan ve G1/S fazi sinirinda hiicre dongiisii ilerlemesini bloke
eden bir deoksisitidin niikleosid analogudur. Klinik ac¢idan yararl ilk niikleozid
analogu olan sitozin arabinosid (Ara-C) ile karsilastirildiginda gemsitabinin bir¢ok
benzersiz 6zelligi ve spesifik bir aktivite spektrumu vardir. Gemsitabinin hiicresel
farmakolojisi, metabolizmasi ve etki mekanizmalari ile ilgili ayirt edici 6zellikleri,
gemsitabinin furanoz halkasinin ikinci pozisyonundaki flor ornatliklar1 arasindaki

yapisal farkliliktan kaynaklanmaktadir.

4-(N)-
NH, site

5°-OH
site

Sekil 8. Gemsitabin molekili ve modifikasyon bolgeleri (4-( N ) ve 5'-OH)[36] .
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2.8.2. Tasima, Metabolizma ve Etki Mekanizmasi

GEM’in alindiktan sonra islev gérmesi icin hiicre i¢i fosforilasyona ihtiyaci vardir.
Aktivasyonu ve tasinmasi ¢esitli enzimler tarafindan yonetilir. Bu nedenle niikleozit
tagima aktivitesi, hiicre bilylimesi inhibisyonu i¢in bir 6n kosuldur. Molekiil, dogasi
geregi hidrofiliktir ve bu nedenle ¢esitli insan niikleozit tasiyicilart (hNT'ler)
tarafindan hiicrelere tasinir. Bunlar arasinda insan konsantre niikleozit tasiyicilarl
(hCNTSs) ailesi SLC28 ve insan dengeleyici niikleozit tasiyicilar1 (hENTS) ailesi
SLC29 yer alir. hCNT ailesi tiyeleri, niikleozidlerin hiicrelere tek yonlii tasinmasina
aracilik eden sodyuma bagimli ortak tastyicilardir, hRENT'ler ise biyolojik membranlar
bir konsantrasyon gradyani boyunca ¢ift yonlii niikleozit tasinmasina aracilik eder.
GEM’in hiicrelere NT, hCNT1, hCNT2, hCNT3 ve ayrica hENT1 ve hENT2
tarafindan tasindigi bilinmektedir. Bununla birlikte, insan hiicre hatlar1 iizerinde
yapilan kinetik ¢alismalar, dFdC'nin hiicre i¢i alimina dncelikle hENT1 (SLC29A1)
ve bir dereceye kadar hENT2 (SLC29A2), hCNT1 (SLC28A1) ve hCNT3 (SLC28A3)
aracilik ettigini gostermistir. Kisaca esas olarak dFdC'nin hiicre i¢i alimina hENT1
aracilik ederken, hCNT ailesi niikleosidlerin hiicrelere tek yonlii tasinmasina aracilik
etmektedir. Hiicre igine girdikten sonra GEM, deoksisitidin kinaz (dCK) tarafindan
gemsitabin monofosfata (dFACMP) fosforile edilmektedir. Ardindan gemsitabin
difosfat (dFACDP) formuna, pirimidin niikleozit monofosfat kinaz (NMPK, ayrica
UMP/CMP olarak da bilinir) tarafindan ve gemsitabin trifosfat (dFdCTP) formuna
niikleozit difosfat kinaz (NDPK) tarafindan fosforile edilmektedir.

Gemsitabinin ana hucresel metaboliti olan dFACTP (gemsitabin trifosfat),
deoksisitidin trifosfatin (dCTP) bir substrati olarak goérev yapar. Bu, dFdCTP'nin
replikasyon sirasinda DNA'ya dahil edilmesine olanak tanir ve bdylece DNA'nin zincir
uzamasini inhibe eder ve apoptoz yoluyla hicre élumine neden olur. ‘Maskeli zincir
sonlandirma' siireci GEM’i DNA'ya kilitliyormus gibi gérinmektedir. Bu siirecte
dFACTP, uzatilmis DNA zincirinin ucuna dahil edilir ve ardindan deoksinikleotid
eklendiginde, DNA polimerazlar ilerleyemez ve proof-reading ekzonikleazlar,
gemsitabin nlkleotidini zincirde bulundugu konumdan ¢ikaramadigi i¢in ilag DNA’ya
kitleniyor gibi gorunur ve DNA sentezi inhibe edilir. Yani boylece proliferasyon

inhibe olur ve G1/S faz1 sinirinda hiicre dongiisii siireci bloke edilmis olur.
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Sekil 9. Gemsitabinin DNA tamir mekanizmasi inhibisyonu.

Bu  hiicre i¢i aktivasyon yolunda, dFdC'nin dFdCMP'ye dCK aracili
fosforilasyonunun, gemsitabinin aktif metabolitlerinin daha sonraki tiretimi i¢in hiz
sinirlayict (rate-limiting) basamak olarak kabul edilmektedir. Ancak uygulanan
gemsitabinin ¢ogu, sitidin deaminaz (CDA) tarafindan indiiklenen hizli deaminasyonla
inaktive edilir, boylece daha az aktif metabolit olan gemsitabinin yuksek
konsantrasyonlari iiretilir. Gemsitabinin fosforile metabolitlerihticresel 5'-niikleotidaz
(5'-NT) tarafindan indirgenir ve monofosfat formu dFACMP, deoksisitidilatdeaminaz
(DCTD) tarafindan  2'-deoksi-2',2'-difluorouridin  monofosfata (dFdUMP)

dontstiiriiliir ve inaktive edilir.

GEM ayrica kendi aktivasyonunu artiran, "kendi kendini giiclendirme" ad1 verilen bir
mekanizmaya sahiptir. GEM metaboliti dFdCDP, niikleosid trifosfatlarm (NTP'ler)
olusumunu kontrol ederek DNA biyosentezini diizenleyen bir enzim olan
riboniikleosit rediiktazi (RR) inhibe eder. RR, CDP'yi dCDP'ye doniistiiriir ve bunun
inhibisyonu, DNA sentezi ig¢in gerekli olan deoksiriboniikleotid havuzlarinin
azalmasina neden olmaktadir. Bu siire¢ dFACTP'nin DNA'ya dahil edilmesini
kolaylastirmaktadir. Ayrica, dFdCTP ve dCTP'nin hicre ici indirgenmesi, aktivitesi
icin vyeterli diizeyde aktif dCTP saglar ise DCTD tarafindan dFdCMP'nin
inaktivasyonu baskilanabilmektedir[36], [37].
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Sekil 10. Gemsitabinin etki mekanizmasi. Gemsitabin aktivasyonu ve tasinmasi ¢esitli enzimler
tarafindan yonetilir. hCNT'ler ve hENT'leri igerir. Gemsitabin hiicre zarina girdikten sonra, dCK ilk
fosforile hizsinirlayici enzimdir ve gemsitabin'i dFdCMP fosforile eder. Daha sonra kompleks hiicre
ici, dFdCDP ve dFdCTP’ye doniisiir. Gemsitabin metaboliti dFACTP, niikleosid trifosfatlarin
(NTP'ler) olusumunu kontrol ederek DNA biyosentezini diizenleyen birenzim olan RR’yi inhibe eder.
RR, CDP'yi dCDP'ye doniistiiriir ve bunun dnleyici etkisi, DNA sentezi i¢in gerekli olan dCTP havuz
hiicrelerinin konsantrasyonunun azalmasina yol agar, bdylece dFdCTP'nin DNA'ya baglanmasini

desteklenir.

2.9.Kemorezistansta Gemsitabin Mekanizmalari

Kemorezistans iki kategoriye ayrilabilir, bu bir baslangi¢ 6zelligi olarak i¢sel olabilir
ancak ayn1 zamanda ilac¢ tedavisi sirasinda edinilmis diren¢ olabilmektedir. Ilag
tasiyicilari, aktive edici ve inaktif enzimler ve bunlarin hedefleri ile ilgili ilaca direngli
mekanizmalar gosterilmistir. Gemsitabinin taginmasi, aktivasyonu ve metabolizmast
cesitli enzimler tarafindan etkilenir ve diizenlenir dolayasiyla ilag¢ direncinin olusumu,
tiimor mikro ortami, epitelyal-mezenkimal gegis ve mikroRNA gibi ¢esitli faktorler

tarafindan etkilenmektedir.

32



Tablo 4. Pankreas kanserinde gemsitabin metabolizmasi ile iliskili kemorezistans varliklari.

Gemsitabin
Hedef metabolizmasindaki Direng paterni
roli

Niikleozit tagiyicilari Ilag tasinmasi Asagi regulasyon
Deoksisitidin kinaz Hicre ici ilag aktivasyonu | Asagi regiilasyon
Sitidin deaminaz Ilag inaktivasyonu Yukar1 regiilasyon
Ribonukleotid rediiktaz | DNA sentezi inhibisyonu | Yukar1 regiilasyon
Timidilat sentaz DNA sentezi inhibisyonu | Yukar1 regiilasyon
2.10. NuUKleozit Tasiyicilar:

Gemsitabinin, plazma membranindan gegmek ve farmakolojik aktivite sergilemek igin
bir niikleosid tagiyiciya (NT) ihtiya¢ duydugu bilinmektedir. HENT1 ekspresyonunu
azaltarak GEM’in hiicre i¢i alimimin kisitlanmasi, ilag direncinin yerlesik bir
mekanizmasidir. Nikleozit tasiyicilarmin tiimoér ekspresyonu diisiik olan PK
hastalarinda, gemsitabin tedavisini takiben yiksek hENT1 ve hCNT3 seviyeleri olan
hastalara kiyasla 6nemli 6l¢iide daha kotii sagkalim gostermektedir. Ayrica, NT'den
yoksun hiicrelerin gemcitabin kaynakli sitotoksisiteye karsi da direngli oldugu
gosterilmistir. hENT1 ve hCNT1 seviyeleri, gemsitabin duyarliligi ve OS ile iliskilidir,
bu da onlar1 pankreas kanseri hastalarinda gemsitabin yaniti i¢in iyi Ongoriicii
belirtecler haline getirir; clnki yiksek hENT1 ekspresyonu, pankreas kanseri
hastalarinin daha uzun genel sag kalim1 (overall survival (OS)) ve hastaliksiz sagkalim
(DFS) ile iliskilidir. hENT1 seviyeleri, in vitro gemsitabin tepkisi ile iliskilidir,
hENT1'in yukar1 regiilasyonu gemsitabinin sitotoksik etkisini arttirmakta, hENT1
kayb1 ise gemsitabine kars1 direng gelismesine neden olmaktadir. GEM’in hucre ici
akisinda azalmis hENT1 ekspresyonunun, iyi bilinen bir olgu oldugu bilinmektedir.
Bu go6zlemler, tumor hiicrelerinde artan hENTL1 ekspresyonunun, GEM tedavisinden
sonra muhtemelen ek hayatta kalma faydalar1 saglayabilecegini diisiindiirebilir. Son
zamanlarda, timidilat sentaz (TS) inhibitorleriyle yapilan 6n tedavi, tlimor
hiicrelerinde hENT1 ekspresyonunun artmasina neden oldugundan ilerlemeler
kaydedilmistir. Ancak bu etkinin in vivo deneysel modellere ve klinik ortamlara

aktarilip aktarilamayacagini dogrulamak icin ek ¢aligmalara ihtiya¢ bulunmaktadir.
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GEM kismen hENT2 ile hiicrelere tasinir ancak Xenopus oositlerinde rekombinant
hENT1/ hENT2 tarafindan GEM  tasinmasinin  kinetiginde  belirgin
farkliliklar gozlemlenmistir. hRENT1, gemsitabin'i yliksek afinite ve diisiik kapasite ile
tagirken, hENT2 , GEM’i diisiik afinite ve yliksek kapasite ile tagtmaktadir.

Normal pankreas ve pankreatik duktal epitel hiicreleri karsilastirildiginda, pankreas
tiimdrlerinde ve pankreas kanseri hiicre hatlarinda hCNT1 ekspresyonunun siklikla
azaldigini goriilmektedir. Gemsitabine direngli PK hiicreleri sinirl, hiicre dongiisiine
bagli hCNT1 ekspresyonu ve gemsitabin igeri girisini sergiler. Bununla birlikte,
hCNT1 degradasyonunun farmakolojik inhibisyonunun hiicresel GEM tasinmasint
orta derecede artirabildigi gosterilmistir, bu da GEM tasinmasini ve duyarlilipt

artirmaya yonelik olas1 bir mekanizmay1 diisiindiirmektedir.

NT'lerin aktivitesini diizenleyen farkli mekanizmalar da goriilmiistiir. Transmembran
glikoprotein misin 4 (MUC4), PK’de anormal bir sekilde eksprese edilir. Artan
invazivlik ile iliskili iken prognoz ile ters orantilidir. MUC4 eksprese eden PK
hlcreleri, anti-apoptotik yollarin aktivasyonu yoluyla GEM’e karst MUC4 negatif
hiicrelere gore daha fazla direng sergiler ve bdylece hiicrenin hayatta kalmasim
destekler. Ayrica, MUC4'lin, NF-xB yolu araciligiyla hCNT1 ekspresyonunu inhibe
ettigi, MUC4'lin inhibisyonunun ise hem hCNT1 hem de hCNT3 diizeylerinde artisa
neden oldugu ve bunun da gemsitabin duyarliliginin artmasina yol agtig1 gosterilmistir.
MUC4’tin membran ortagi olan onkojenik reseptér ErbB2, pankreas kanseri
hiicrelerinde fiziksel olarak etkilesime girer ve ErbB2'nin susturulmasi, hCNT1 ve
hCNT3 ekspresyonunun yukari regiilasyonu yoluyla gemsitabin duyarliligmn
artmasina neden oldugu yapilan g¢alismalarda gosterilmistir. Son olarak hCNT1
degradasyonunun ilagla inhibisyonu, GEM tasinmasini artirabilir ve GEM’in etki

mekanizmasini iyilestirilebilmektedir [37].

2.11. Nukleozit Enzimleri

Gemsitabin, NT'ler ile hiicrelere tasindiginda, deoksisitidin kinaz, gemsitabinin hiicre
i¢i aktivasyonu ve metabolizmasi i¢in sinirlayict enzim haline gelmektedir. dCK'nin
inaktivasyonu gemsitabin direncinin anahtar mekanizmalarindan biridir. Gemsitabin
duyarliligi ile dCK aktivitesi arasindaki anlamli korelasyon, insan ve fare

ksenograftlarinda dogrulanmistir. PDAK hiicre hatlarinin gemsitabine karsi elde
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edilen bu direnci, dCK'nin siklikla inaktive oldugunu
diistindirtmektedir. dCK geninin  inhibisyonu siklikla GEM  direncine  sebep
olmaktadir. dCK'nin asir1 ekspresyonu ise gemsitabine direngli hiicre hatlarinda GEM
kemosensitivitesini eski haline getirebilir. Cok sayida ¢alisma, PK dokusundaki dCK
ekspresyon seviyesinin, progresyonsuz sagkalimin (PFS) glvenilir bir prognostik
gostergesi oldugunu gdstermistir, bu nedenle dCK, gemsitabin ile tedavi edilen PC

hastalar1 i¢in dFdC duyarliliginin en iyi biyolojik belirteci olabilir.

Hu antijen R (HuR), dCK'y1 transkripsiyon sonrasi diizenleyen bir RNA-baglayici
proteindir. Ayni zamanda gemsitabinin etkinligi ile de iliskilidir. HuR'yi asir1 eksprese
eden kanser hiicreleri, gemsitabin tedavisine yaklasik 30 kat daha duyarlidir. HuR,
pankreas kanseri hiicrelerinde dCK ayrica mRNA ile iligkilidir. GEM ile tedavi edilen
PK hicreleri, dCK mRNA'y1 zenginlestirebilir ve sitoplazmatik HUR seviyelerini
artirabilir. Bu nedenle, HuR'un asir1 ekspresyonu, dCK protein ekspresyonunu
artiracak ve HuR'un susturulmasi, dCK protein ekspresyonunu azaltacaktir, bdylece

pankreas kanserinde GEM tepkisi Uretecektir.

Gemsitabin direncinde rol oynayan diger bir anahtar enzim ise riboniikleotid
rediiktazdir (RR). RR, DNA sentez yolunda hiz sinirlayici bir enzimdir. Oncelikle
DNA onarimi i¢in kritik olan riboniikleotidlerin dNTP'lere doniistiiriilmesinden
sorumludur. RR, M1 ve M2 olmak iizere iki alt birimden olusur. dFdCDP tarafindan
indiiklenen RR'nin inhibisyonu, GEM aktivitesinin arttirilmast i¢in en O6nemli
mekanizmadir. Yakin zamanda yapilan bir meta-analiz, yiksek RRM1 ekspresyonu
olan hastalarin, diisiik RRM1 ekspresyonu olanlara gore biiyiik 6l¢iide daha zayif OS
ve DFS'ye sahip oldugunu gostermistir, bu da RRM1 ekspresyonunun, gemsitabin
kemoterapisini kabul eden pankreas kanseri hastalarinda kotii sagkalimin bir
gostergesi oldugunu 6ne stirmektedir. Deneyler, PK hiicre hattindaki RRM 1 ve RRM2
proteinlerinin asir1 ekspresyonunun, stabil genetik GEM direncine ulagabilecegini
dogrulamistir. Artan RR aktivitesi, dNTP havuzunu arttirmis ve dFdCTP'nin DNA'ya
eklenmesini inhibe etmistir. Genisletilmis ANTP havuzu, dCK aktivitesini daha da
azaltmis ve negatif feedback yoluyla gemsitabin fosforilasyonunu azaltmistir. Asiri
dCTP, dCMP deaminazin pozitif bir feedback mekanizmasi olabilecegi ve GEM
metabolizmasinin artmasina yol agabilecegi gosterilmistir. Bu nedenle RR, pankreas
kanserinde kazanilmis ilag direncinin tedavisinde etkili bir hedef olabil mektedir[36],
[37].
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2.12. Epiyelyal-Mezenkimal Gegis (EMT)

Epitelyal-mezenkimal gegis (EMT), tiimor hiicrelerinde daha yiiksek agresif bir
mezenkimal fenotipi destekleyen bir fenotipik degisim asamasidir. Bu siirece
genellikle kanser hiicrelerindeki morfolojik degisiklikler, genom ve protein
seviyelerindeki degisiklikler eslik etmektedir. EMT siirecine ¢esitli anahtar genler ve
hiicresel sinyal yollar1 aracilik eder. Yapilan ¢alismalarda E-kadherin ile Zeb-1
arasinda giiclii bir negatif korelasyon igerisinde bulundugu ve kemorezistansla
yakindan iliskili oldugu goriilmiistiir. Zeb-1 ve diger EMT modiilatorlerinin varlig,

insan PK hucrelerinde ilag direncini korumaktadir.

Zeb-1 geni susturuldugunda, E-kadherinin protein ekspresyonunun yukari regilasyon
ile diizenlendigi ve epitelyal belirtegler EVA1 ve MAL2'nin ekspresyonu gelistirilerek
ilag duyarlilig1 yeniden saglandig1 goriilmiistiir. Snail ve Twist EMT'den sorumlu iki
transkripsiyon faktoridir. Yine yapilan ¢alismalarda EMT surecinin inhibisyonu,
tumorlerde nlkleozit tastyicilarmin ekspresyonunun artmasina neden oldugu ve
bdylece GEM tedavisine duyarliligin arttig1 goriilmiistiir. Notch, timaor nekroz faktori
alfa (TNFa), TGF-B ve HIFla gibi sinyal yollari, PK hiicrelerinde EMT'nin
indiiksiyonunda rol oynamaktadir. Bununla birlikte MAPK aktivasyonu, tasiyicilar ve
gemsitabin metabolizma enzimleri gibi bagimsiz EMT yollar1 da GEM direncine
neden olabilmektedir, dolayisiyla bu, siirecin karmasikligini arttirmaktadir. Ayrica
yapilan arastirmalarda, USP27X'in TGFp-indukli Snaill ekspresyonu igin gerekli
oldugunu ve EMT sirasinda TGFp tarafindan yukar1 regiile edildigini gostermistir.
USP27X'in tukenmesi, Snaill-bagimli hiicre invazyonu ve migrasyonu ile metastaz
olusumunu etkili bir sekilde azaltmakta ve TGFp-indukli EMT ve fibroblast
aktivasyonunu 0Onlemektedir. USP27X inhibisyonunun, Snaill-bagimli tiimér

invazyonu ve kemorezistans i¢in bir hedef olarak 6nerildigi belirtilmektedir.

EMT fenotipi yalnizca kanser hiicresi proliferasyonuyla iliskili degildir, ayn1 zamanda
GEM direncinin olusumunda da rol oynar. Arumugam ve arkadaslari, gemsitabin ve
5-florourasile kars1 farkli hassasiyetlere sahip PDAK hiicre hatlarindan olusan bir
kullanarak, kiiresel gen ekspresyon profillerine baktilar ve ilaca direngli hiicrelerin
EMT ile tutarli birgok 6zellik igerdigini dogruladilar. Zeb-1'in susturulmasi yoluyla
EMTnin tersine c¢evrilmesi, yalnizca tipik epitelyal isaretleyici genlerin

ekspresyonunu duizeltmekle kalmamis, ayni zamanda hiicrelerin terapotik ajanlara
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duyarliligini da arttirmistir. Bu, Zeb-1 ve diger EMT diizenleyici faktorlerin insan PK
hiicrelerinde ila¢ direncini korudugunu diistindiirmektedir. Son zamanlarda PK'de kotii
prognozun olast bir belirteci olarak goriilen morfolojik o6zellik, timor
tomurcuklanmasidir (TB). TB'nin, tiimdr epitel hiicrelerinin daha fazla mezenkimal
fenotip elde etmesine olanak taniyan, bdylece invazyon ve migrasyon yeteneklerini
artirarak kemoterapi ilaglarina direng gelistirmelerine yardimci olan EMT siirecini
morfolojik olarak yansittig1 diisiinlilmektedir. Su anda, ¢ok sayida ¢aligsma, tiimor
tomurcuklanmasinin EMT ile 6nemli 6lgtide iliskili oldugunu gostermistir. Bu, TB
hiicrelerde vimentin, ZEB1 ve ZEB2 gibi mezenkimal belirteglerin artmis ekspresyonu
nedeniyle olurken, E-kadherin ve sitokeratin gibi epitel belirteglerinin azalmis

ekspresyonu gorilmektedir.

PK'de yiiksek dereceli tiimor tomurcuklanmasinin prognostik roliiyle ilgili bir meta-
analiz, EMT'nin PK'de TB varligini belirlemede merkezi bir siire¢ oldugunu ve yiiksek
dereceli TB'nin PDAC prognozunu kategorize etmenin klinik dneme sahip oldugunu
gostermektedir. Ayrica, tiimdr tomurcuklanmasi ile vimentin ekspresyonu arasindaki
iliski, EMT'nin PDAK'de progresyon ve ilag¢ direncinden sorumlu temel bir sireg
oldugu fikrini desteklemistir. Tomurcuklanma ve EMT arasinda 6nemli bir korelasyon
olsa da, EMT ila¢ direncinin olusumunda yer alsa da, TB'nin histolojik incelemesi
yoluyla potansiyel kemorezistansi tahmin etmek i¢in hala kapsamli klinik uygulama

ve daha fazla arastirma gerektirmektedir[37].
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Sekil 11 Gemsitabin direnci ve metabolizmasi. Gemsitabin ve PK hiicrelerinin kendine 6zgi
Ozellikleri kemorezistans Gretir. Ovaller biyolojik maddeler, dikddrtgenler stregler (processes) ve
altigenler durumlardir ( statuses). Kirmiziisimler inhibitorleri gosterir. Oklar pozitif diizenlemeleri,
kit uclu cizgiler ise negatif diizenlemeleri temsil etmektedir. CR, kemorezistans; EMT, epitelyal -
mezenkimal gecis; FBP1, fruktoz-1,6-bifosfataz 1; IDH1, izositrat dehidrojenaz 1; LAT2, L tipi
amino asit tastyic12; noPPP, oksidatif olmayan pentoz fosfat yolu; RRM2, ribonukleotid redliktaz alt
birimi-M2.

2.13. Pankreas Kanserinde Kemorezistans

PK’de hem igsel hem de edinilmis direngte bazi sinyal yollar1 tanimlanmistir. Hem
timori hem de stromal mikro ortami diizenleyen yolaklar, gemsitabin sitotoksisite
mekanizmalariyla dogrudan baglantili degildir; ancak kemorezistans gelisiminde
kritik roller oynarlar. Akt, epidermal blylme faktori reseptori (EGFR), Notch,
mitojenle aktive edilmis protein kinazlar (MAPK), niikleer faktor (NF) -xB ve Wnt/S-
katenin, Sonic Hedgehog (SHH) gibi biiyiime, proliferasyon, farklilagma, apoptoz,
invazyon ve anjiyogenezi diizenleyen sinyal yolaklar1 dogrudan veya dolayl1 olarak
pankreas tumori kemosensitivitesini etkilemektedir. Ayrica, EMT fenotipine sahip
hicreler ve kanser kok hucreleri (KKH), pankreas kanserinde kemo direngte rol

oynamaktadir. Hippo sinyal yolagi doku homeostazi, organogenez, farklilasma ve
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apoptoz gibi bircok biyolojik siirecte rol alan ve kanser olgularinda diizensiz
aktivasyonuileilaca direng siirecinde de gorev yapan bir sinyal mekanizmasidir. GEM
hicre proliferasyonunu inhibe eder ve AMPK / mTOR yolunun aktivasyonu ile hiicre
apoptozunu indiikler. AMPK ekspresyonunu arttirir ve mTOR ekspresyonunu azaltr,
hiicre otofajisini destekler. AMPK iliskili protein kinaz 5 (ARKS), ilag¢ diren¢li PK
hicrelerinin epitelyal-mezankimal gegisini (EMT) indiikler. Yapilan c¢alismalarda
oksijen kosullarint modiile etmek iizere yapilan ARKS’in inhibisyonunun, pankreas
hiicrelerini gemsitabine duyarli hale getirdigi kanitlanmistir. PI3K/Akt ve Erk1/2
yolaklarinin artan aktivasyonuyla kanser hiicrelerinde apoptozun indiiklenmesini
engellenir. Bu yolaklar iizerine yapilan ¢aligmalarda da PI3K/Akt aktivasyonunun
prostat kanseri hiicrelerinde ABCC1 geni ekspresyonunu diizenledigi gosterilmistir
[38]. YAP ve TAZ, Hippo sinyal yolaginin inhibe ettigi major regiilatorlerdir [38].
YAP ve TAZ ifadesindeki artisin meme ve yumurtalik kanser hiicrelerinde taksol ve
sisplatin ilaglarina karsi direng olusmasina sebep oldugu gosterilmistir. EK olarak,
kanser olgularinda diisiik seviyede goriilen hippo sinyali yolaginda rol alan STE20-
benzeri proteinkinaz 1/2 (MST1/2) ve genis tiimor baskilayict 1/2 (LATS1/ 2) cesitli
kemoterapotik ajanlara karsi direng ile iliskili oldugu goriilmiistiir. Bunun yaninda
diisiik seviyede TAZ ifadesi veya MST1 yiiksek ifadesinin taksol ve sisplatin’e karsi
meme kanseri ve prostat kanseri hiicrelerini duyarlilastirdigi incelenmistir[39]. Wnt
sinyal yolu, embriyonik gelisim, hiicre polaritesi, proliferasyonu, gocii, hayatta
kalmasi gibi ¢esitli fonksiyonlar1 diizenler. Anahtar islevlere dahil olmasi nedeniyle,
Wnt yolunun diizensizligi bir¢ok insan hastaliginda rol oynamaktadir. 226 PDAK
orneginin ve 65 normal pankreas dokusu orneginin mikrodizi analizi, Wnt ve P53
sinyal yollarinin PDAC onkogenezinde 6nemli bir rol oynadigini géstermistir [38],
[40]. Bu sebeple bu sinyal yolaklarini hedef alan terapilerin gelistirilmesi 6nemli bir
hedeftir. Bunagore, Wnt yolagi, kanser kemo-direncinde dnemli bir diizenleyici olarak
kabul edilmekte ve bu yolu diizenleyen mekanizmalarin daha iyi anlasilmasi, daha

etkili kanser tedavisi i¢in yeni ipuglar1 saglayabilecektir.

Cesitli antikanser ilaglara direng kazanmanin en yaygin sebebi, ilaglar1 saptayan ve
hiicreden ¢ikisina sebep olan bir enerjiye bagimli tasiyicinin asir1 ekspresyonudur ve
bu da ¢oklu ilag direnci (MDR) ile sonu¢lanmaktadir. Kemoterapiye karsi ¢oklu ilag
direncinin (MDR) gelisimi, kanser hastaliginin tedavi siirecinde zorluk yaratmaya

devam etmektedir. Etkili olan her antikanser ilaca kars1 bir direng goriilebilmektedir.
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Bununla birlikte, artan ilag akisi, ilag hedefindeki degisiklikler, ila¢ aliminin azalmast,
detoksifikasyon sistemlerinin aktivasyonu, DNA onarimi, hiicre dongiisii regiilasyonu

ve apoptozdan kaginma gibi bir¢ok nedenden dolayi ilag direnci ortaya ¢ikmaktadir.

Dirence sebep olabilen bir diger faktorlerden biri de mikroRNA’larin tedavi
siirecindeki roliidiir. Gen ekspresyonlarini hizli ve etkili olarak degistirebilen
mikroRNA’lar (miRNA) tedavi etkinliginde de rol oynar. miRNA'larin yiiksek ve
diisiik anlatimi, ¢oklu hedef mRNA'larin ve dolayisiyla birden fazla proteinin
ekspresyonunu etkileyebilir ve ¢esitli hiicresel siiregler yoluyla kanser hiicrelerinin
ilaca direncinde degisikliklere yol acabilir. Sirkiiler miRNA’lar da o6karyotik
organizmalarda doku gelisim siire¢lerinde rol alan yiiksek oranda korunmus, doku,
serum veya iirinde bulunabilen benzersiz tek zincirli kapali halkasal yapisi ile
ekzonukleaz aracili degradasyona direnglidirler. Bu sebeple kanser dahil birgok

hastaligin teshisinde biyobelirteg olarak kullanilabilecek potansiyele sahiptirler[38]

2.14. Hucre Dongusu

Hcre dongsinun en temel islevi , kromozomlardaki biiyiik
miktardaki DNA'y1 dogru bir sekilde eslemek ve daha sonra kopyalari, genetik olarak
O0zdes iki yavru hiicreye ayirmaktir. Bu stiregler hiicre  donglsindn iki
asamasini tanimlar; Mitoz ve interfaz. Mitoz (nUkleer bollinme),
yavru kromozomlarin ayrilmasma karsilik gelir ve genellikle hiicre bolunmesi ile
(sitokinez) sona erer. Bununla birlikte, mitoz ve sitokinez yalnizca 1 saat kadar surer,
dolayisiyla hiicre dongiisiiniin ~%95'i interfazda, yani mitozlar arasindaki donemde
harcanir. interfaz sirasinda, kromozomlar yogunlasir ve ¢ekirdek boyunca dagitilir ,
boylece c¢ekirdek morfolojik olarak tekduze goérundr. Ancak molekiler dizeyde
interfaz, hiicre boliinmesine hazirlik sirasinda hem hiicre biiyiimesinin hem

de DNA replikasyonunun diizenli bir sekilde gerceklestigi stiredir .

Tek hiicreli ve cok hicreli 6karyotlarda hiicre bélinmesi, bir hiicrenin bélinmeye
baslamadan ve hiicre dongiisii siirecinde ilerlemeden 6nce hata yapilmamasimi
saglamak i¢in diizenleyici mekanizmalar ve kontrol noktalarindan gecer. Mitotik hiicre
dongusu, DNA replikasyonunu igeren interfaz ve replike kromozomlarin iki ayri 6zdes
hiicreye ayrilmasini igeren M fazi olmak tizere iki agamaya ayrilir (Sekil 12). Hucre

dongiisiinii olusturan diizenleyici ajanlarin amaci genomik DNA’nin zamaninda ve

40


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/mboc4/A4754/def-item/A4877/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/mboc4/A4754/def-item/A5084/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/cooper/A2886/#A3184
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/cooper/A2886/#A3134
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/cooper/A2886/def-item/A2977/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/cooper/A2886/#A3006
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/cooper/A2886/def-item/A3184/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/cooper/A2886/def-item/A3006/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/cooper/A2886/def-item/A3134/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/cooper/A2886/def-item/A3216/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/cooper/A2886/def-item/A3010/

dogru bir bigimde eslesmesini ve ayrilmasini saglamaktir. interfaz evresi de G1, S ve
G2 evrelerinden olusmaktadir. DNA replikasyonu S fazinda gerceklesir. DNA
replikasyonu sonrasi hiicre genetik materyalin diizenlendigi, yogunlagsmaya basladig
ve bolinme hazirliklarmin yapildigt G2 fazina gecer. G2 fazindan sonra hiicre
boliinmesinin ger¢eklesmesi icin M fazina gecilir. Mitoz evresi ise, profaz, metefaz,
anafaz ve telofaz asamalariniigerir. G1 ve G2 olarak bilinen S fazi ve mitozu iki Gap
faz1 ayirir. Bunlar hareketsizlik donemleri degil, hiicrelerin kiitle kazandig1, biiyiime
sinyallerini entegre ettigi, eslenmis bir genomu organize ettigi ve kromozom

ayrigmasina hazirlandigr donemlerdir.

Hicre dongusi ilerlemesini yonlendiren merkezi sistem, sikline bagimli kinazlar
(CDK'ler)'dir. Bunlar, DNA sentezini ve mitotik ilerlemeyi desteklemek icin anahtar
substratlar1 fosforile eden serin/treonin protein kinazlardir. Siklin baglanmasi, aktif
olmayan CDK'larin, monomerik ve aktif kinazlara benzer aktif bir konfigiirasyonu
benimsemesine olanak tanir. Bu diizenlemenin iistiine ek olarak CDK aktivitesi de
kiiciik inhibitdr proteinlerin (CKlI'ler) baglanmasiyla veya substratlara fosfat

transferini bloke eden inhibitor tirozin fosforilasyonuyla negatif olarak diizenlenebilir.
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Ayrica hiicre dongiisiiniin farkli asamalarinda meydana gelen olaylarin, uygun sirayla
gerceklesmesi igin birbiriyle koordine olmasi gerekmektedir. Or: genom replikasyonu
tamamlanana kadar hiicrenin mitoza baslamamas1 kritik 6neme sahiptir. Yavru
hiicrelerin genetik materyalin tam replikasyonunu alamadiklar1 hasarli bir hiicre
boliinmesi olabilir. Cogu hiicrede, hiicre dongiisiiniin farkli agamalar1 arasindaki bu
koordinasyon, dnceki asamanin olaylari tamamlanana kadar hicre dénglsunun bir
sonraki asamasina girisi Onleyen bir kontrol noktalar1 ve geri bildirim kontrolleri

sistemine baglidir.

Eksik veya hasarli kromozomlarin kopyalanmamasi ve hiicrelere aktarilmamasi igin
i¢in ¢esitli hiicre dongiisii kontrol noktalari islev goriir. Bu kontrol noktalarindan G2'de
meydana gelir. DNA replikasyonu tamamlanana kadar mitozun baslamasini engeller.
Bu G2 kontrol noktasi, hiicre dongiisiiniin durmasina yol agan bir sinyal iireten
eslenmemis DNA'y1 algilar. Bu nedenle G2 kontrol noktasinin ¢alismasi, S
fazi tamamlanmadan 6énce M fazinin baslatilmasini 6nler, boylece genom tamamen
kopyalanana kadar hiicreler G2 fazinda kalir. Bu sekilde G2 inhibisyonu hafifletilir ve
hiicrenin mitozu baslatmasina ve tamamen kopyalanmis kromozomlar1 yavru

hiicrelere dagitmasina izin verilir [40].

2.15. Hiicre Olum ve Sag Kahm Tliskili Sinyal Yolaklar:

2.15.1. Apoptoz

Hiicre 6liimii, ¢ok hiicreli organizmalarin gelisimi, doku homeostazi ve biitiinliigiinde
onemli bir siiregtir. Yetiskin organizmada fizyolojik homeostazi stirdiirmek i¢in hiicre
¢ogalmas1 ve eliminasyonu gereklidir. Istenmeyen hiicreler metamorfoz,
embriyogenez, patogenez ve doku yenilenmesi siireci sirasinda uzaklastirilir. Hiicre
oliimii tipik olarak genis anlamda tanimlanmis iki mekanizmay1 igerir: programlanmis
hiicre 6lim0 (apoptoz) ve nekroz. Belirli sinyallere yanit olarak genetik olarak
programlanmis hiicre 61Um siirecine ‘apoptoz’ ad1 verilir. Genellikle programlanmis
hiicre 6liimii, hiicre ortami ve hiicre i¢i sinyaller tarafindan yonlendirilen ¢esitli hiicre
dis1 ve hiicre ici sinyaller tarafindan kontrol edilir. Programlanmis hiicre 6limii, farkl
morfolojik 6zelliklere sahip olmasi, doku homeostazisini korumasi ve istenmeyen
hiicreleri ortadan kaldirarak ¢ok hiicreli organizmalarda uygun hiicre sayisim

diizenlemesi nedeniyle hiicre nekrozundan ayrilmaktadir.
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Apoptoz, sadece normal olarak gelisim siireci ve yaslanma sirasinda homeostatik
mekanizma olarak ortaya ¢ikmaz ayrica bagisiklik reaksiyonlarinda veya hiicrelerin
bir hastalikla ya da toksik ajanlar ile hasar gordiigiinde ortaya ¢ikan bir savunma
mekanizmasi olarak da gorulebilmektedir. Yani ayni zamanda normal gelisim ve
morfogenez sirasinda da meydana gelen, programlanmis 6liimiin bir mekanizmasi
olarak kapsamli bir sekilde tanimlanir. Apoptotik hiicre 6liimiiniin etki mekanizmasi
tipik olarak kromatin materyalinin yogunlasmasi, ¢ekirdekte meydana gelen DNA
parcalanmasi, hiicre biiziilmesi, dinamik membran tasmasi ve hiicre dis1 matrislere
yapigsma kaybi ile karakterize edilir. Ayrica biyokimyasal degisiklikler arasinda;
fosfatidilserinin digsallastirilmasi ve kaspaz adi verilen sistein aspartil proteazlarm
aktivasyonu hiicre 6lumine yol acar. Apoptozu tetikleyen hem fizyolojik hem de
patolojik bir¢ok ¢esitli uyaran bulunmaktadir fakat tiim hiicreler her uyarana yanit

olarak mutlaka 6lmeyecektir.
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Sekil 13 Kanser hiicresi 6liimiiniin genel sekli. Kanser hiicresi 6liimii genel olarak tanimlanmus iki

mekanizmayi igerir: programlanmus hiicre dliimii ve nekroz.

Apoptoz mekanizmasi temel olarak apoptozun indiiklenmesinde rol oynayan iki temel
yoldan olusur; digsal (Instrinsik) yol ve igsel (Ekstrinsik) yol. Ekstrinsik yol,
transmembran reseptorleri (TR) aracili yola karsilik gelir. igsel yol, mitokondriyal
aracili bir yoldur. Digsal apoptoz yolagi kaspaz bagimli iken igsel apoptoz yolagi hem
kaspaz bagimli hem de kaspazdan bagimsiz sinyallesme ile ortaya ¢ikabilir. Kaspazlar

hiicre 6liimiiniin yani sira farklilagma, cogalma ve inflamasyon yayan hiicre i¢i sistein
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bagimli olan aspartata 6zgii proteazlarin bir ailesidir. Ekstrinsik apoptoza, timor
nekroz faktori (TNF) reseptor ailesine ait spesifik transmembran reseptorler ile
aracilikeder. TNF, Fas-L (Fas ligand1) ve TRAIL (TNF ileliskili apoptoz indiikleyici
ligand) gibi hiicre dis1 ligandlar, TR nin hiicre dis1 alanina baglandiginda, digsal yol
boyunca apoptotik sinyalleme devreye girer.

Bu nedenle, Fas ligandi, TNF-a veya TNF ile iliskili apoptozu indiikleyen ligand
(TRAIL) reseptorii 1 veya 2’ye baglanir. Bu durum hiicre yiizeyinde oligomerizasyon
ger¢ceklesmesine ve hiicrede apoptotik hiicre 6liimii ile sonuglanan bir sinyallesme
kaskadinin baglamasina neden olmaktadir. Fas’in hedef hiicreler iizerindeki ligasyonu,
plazma zarinda multiprotein kompleksinin birikmesine neden olur. Adaptor protein fas
ile iligkili 6liim domainine sahip protein (FADD), Fas’a baglanir. FADD daha sonra
6lum domaininin dimerizasyonu ile prokaspaz-8 ile birlesir. Ortaya ¢ikan kompleks
ise prokaspaz-8’in katalitik aktivasyonu ile sonuglanir ve 6liimii indiikleyen bir sinyal
kompleksi (DISK) olarak adlandirilir. Kaspaz 8, kaspaz 8'in 6n alan1 DISK'te kalacak
sekilde aktive olurken aktif kaspaz 8, apoptozun yiiriitme asamasini olusturan kaspaz
aktivasyonu kademesini baglatmak i¢in DISC'den ayrilir. DISK kaspaz aktivasyonu
icin bir platform gorevi goriir. Tip II olarak adlandirilan hiicre tiplerinde, DISK’te
kaspaz-8’in katalitik aktivasyonu direkt olarak pro-kaspaz-3’iin aktif kaspaz-3’e
proteolizine yol acar ve mitokondriden bagimsiz olarak apoptoz ile sonuglanir.
Kaspazlar apoptozun temel baslaticilar1 ve uygulayicilarndir ve islevleri, farkli substrat
tercihlerine sahip olan yapisiyla ¢ok yakindan iligkilidir. Baz1 kaspazlar, diger
proteinlerle etkilesime izin veren ve sinyal yollarina baglanan, dliim efektor alani
(DED) ve kaspaz toplama alanlar1 (CARD) gibi belirli motifleri iceren uzun pro-
alanlara sahiptir. DED kaspaz-8 ve kaspaz-10'u icerirken CARD kaspaz-1, kaspaz-2,
kaspaz-4, kaspaz-5, kaspaz-9, kaspaz-11 ve kaspaz-12'yi icermektedir. Kaspazlar
apoptotik sinyallesme basamaklarmdaki konumlarina gore geleneksel olarak baslatici,

efektor veya yiiriitiicli kaspazlar olarak siniflandirilir.

Tip II olarak adlandirilan diger hiicrelerde, kaspaz-8 yalnizca BH3 proteini olan Bid’in
kesilmesine aracilik eder. Kesilmis bid (tBid) mitokondri hedeflidir ve mitokondride
olum sinyalinin amplifikasyonuna neden olur. cFLIP (hiicresel FLICE benzeri
inhibitdr protein) ve cIAP’ler (apoptoz proteinlerinin hiicresel inhibitérii) gibi bagka

proteinler de dissal apoptozu diizenlemektedir.
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Bunlar Pro-apoptotik ve anti-apoptotik tiirde olabilir tirde olabilir. Bugline kadar
toplam 25 kadar gen tanimlanmistir. Anti-apoptotik proteinlerin bazilar1 Bcl-2, Bcl-
XL, Bcl-XS, Bcl-w, BAG’1 igerir. Pro-apoptotik genlerin bazilari ise Bcl-10, Bax, Bak,
Bim, Bik, Bid ve Bad’i igermektedir. Bu proteinler hiicrenin apoptoza gidip
gitmeyecegini belirleyebildiklerinden dolay1 kritik bir 6éneme sahiptir. Bu protein
ailesinin temel etki mekanizmasinin, mitokondriyal membran ge¢irgenliginin
degistirilmesi ile birlikte mitokondriden sitokrom c saliniminin diizenlenmesi oldugu
diistintilmektedir. Proaoptototik proteinlerinikinci grubu olan AlF, endontkleaz G ve
CAD, apoptoz esnasinda mitokondriden salinir ancak bu olay hiicre programli 61iim
karar1 verdikten sonra gerceklesen geg bir olaydir. AIF ¢ekirdege dogru yer degistirir
ve DNA’nin yaklagik 50-300 kb’lik parcalara ayrilmasina ve periferik niikleer
kromatinin yogunlagsmasina neden olur, bu sekline “evre I” yogunlagma denir.
Endoniikleaz G ve AIF kaspazdan bagimsiz sekilde calisirlar. CAD ise mitokondriden
salinir, kaspas-3 tarafindan kesilir ve oligoniikleozomal DNA kirilmasina ayni
zamanda daha belirgin ve gelismis kromatin yogunlagsmasina neden oldugu cekirdege
dogru yer degistirir. Bu da "evre II” yogunlagma olarak adlandirilir. Puma ve Noxa,
Bcl2 pro-apoptoz ailesinin iki tiyesidir. Puma, p53 araciligi ile apoptozda 6nemli bir
rol oynar. In vitro ¢alismalarda, Puma’nin artan ekspresyonu, artan Bax ekspresyonu
ile Bax’ta konformasyonel degisiklik, mitokondriye translokasyon, sitokram ¢ salnim
ve mitokondriyal membran potansiyelinde azalma gostermistir. Noxa ayrica p53 ile
indiiklenen apoptoz aracisidir. Calismalar, proteinin mitokondriye yerlesebildigini ve
anti-apoptotik Bcl-2 ailesi ile etkilesime girerek kaspaz-9’un aktivasyonuna neden
oldugunu gostermistir. Hem Puma hem Noxa, p53 tarafindan uyarildigindan,
genotoksik hasar veya onkogen aktivasyonu ile olusan apoptoza aracilik
edebilmektedirler. Ayn1 zamanda Myc onkoproteinin hem p53°e bagimli hem de
bagimsiz olarak apoptozu indiikleyebilecegi yapilan calismalar ile rapor edilmistir.
Apoptoz normal hiicrelerin temel diizenleyici mekanizmasidir; apoptozdaki herhangi
bir hasar hiicrelerin kontrolsiiz cogalmasini tetikleyebilir. Bu diizenleyici siireg, genel
olarak ¢ok 6nemli bir rol oynayan farkli bir protein yoluyla dissal ve i¢sel yollari igeren
biyokimyasal 6zelliklerin yani sira bir dizi spesifik morfolojik degisiklikle karakterize
edilir. Bu sebeple, etkili kanser terapétiklerinin gelistirilmesi i¢in apoptotik sinyal
yollarinin ayrintili bir sekilde anlasilmasi, bununla birlikte, olgunlasan klinik verilerde
olumlu sonuglar elde etmek i¢in kanser hiicrelerinde apoptozdan kaginmanin daha iyi

anlasilmasi gerekmektedir [42].
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2.15.2. PI3K/AKT/mTOR Sinyal Yolag:

Hicreler ve dokular, insulin, glukoz, biyime faktorleri, sitokinler, integrinler,Bve T
hiicre reseptorleri, hormonlar ve kemokinler gibi c¢esitli molekiillerin hiicre
ylizeyindeki tirozin kinazlar (RTK'ler) veya G-protein reseptorleri (GPCR'ler) ile
baglanmas1 yoluyla birbirleriyle iletisim kurar. Bu, sinif I fosfoinositid 3-kinaz
(PI3K)/Protein kinaz B (AKT)/rapamisin memeli hedefi (mTOR) sinyal yolu gibi

hiicre i¢i sinyal yollarinin aktivasyonuna yol agmaktadir

. PI3K'ler, her biri dért homolog bdlgeye sahip olan ve kinaz alaninin en ¢ok korunan
oldugu ti¢ sinifaayrilir. PI3K I'in iki alt sinifi vardir; RTK'lar tarafindan etkinlestirilen
PI3K siif IA ve GPCR'ler tarafindan etkinlestirilen PI3K simif IB ve her ikisi de
kanserli hiicre biiyiimesi, hayatta kalmasi1 ve invazyonunda rol oynamaktadir. PI3K,
fosfatidilinositol 4,5-bisfosfati (PIP2) fosfatidilinositol 3,4,5-trisfosfata (PIP3)
fosforile ederek AKT aktivasyonuna yol acar. PTEN, PIP3 Uzerinde etkili olan, onun

defosforilasyonuna neden olan ve dolayisiyla sinyal yolunun negatif diizenleyicisi
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olarak kabul edilen bir lipit fosfatazdir. AKT aktivasyonu, iki fosforilasyon surecinden
olusmaktadir. Bunlardan biri, memeli rapamisin hedefi kompleksi 2 (mMTORC?2)
tarafindan serin 473 amino asidinde gergeklestirilir. Ikincisi ise treonin 308 amino
asidinde fosfoinositid-bagimli kinaz 1 (PDK 1) tarafindan yapilmaktadir. Okaryotlarda
AKT kinazin yliksek homolojiye sahip ii¢ izoformu vardir: AKT1, AKT2 ve AKT3.
Ik iki izoform her yerde ifade edilir. AKT2 agirlikli olarak insiiline duyarl1 hiicrelerde
bulunurken, AKT3 ¢ogunlukla néronlarda ve testislerde bulunuyor gibi goriiniiyor.
AKT1 ve AKT2 gen mutasyonlari insiilin direncinde ve ayrica diyabet patogenezinde
rol oynar. AKT aktivasyonu, tiberoz skleroz proteini 2 (TSC2) inhibisyonunu indukler
ve bunun TSC1 ile etkilesimini bozar. TSC1 hiicre biiylimesi ve ¢ogalmasi, hayatta
kalma ve otofajide rol oynar. Aktive edildikten sonra AKT, mTOR aktivasyonu ve

TSC1 ve TSC2 inhibisyonu yoluyla protein sentezini ve hiicre blytmesini indikler.

mTOR'un iki kompleksi vardir: mTORCI1 kompleksi, mTOR, raptor, mLST8 ve
PRAS40'tan olusur; ikinci kompleks ise mMTORC2, mTOR, riktor, mLSTS8 ve Sinl'den
olusur. mTOR, ribozomal protein S6 kinazlar1 (S6K) ve 4E-baglayici protein 1 (4E-
BP1) fosforilasyonu yoluyla translasyonu diuzenlemektedir. 4E-BP1'in aktivasyonu,
Okariyotik translasyon baglatma faktorii 4E (eIF4E)'nin salinmasina neden olur. mTOR
yolagt, hiicre biiyiimesi ve proliferasyonu, protein sentezi ve otofaji gibi memelilerin
temel metabolizmasin1 diizenleyen bir sinyal yoludur. mTOR, apoptoz
diizenlenmesinde, hiicre biiyliimesini ve immiin hiicre diizenlemesini, farklilagmasim
ve islevlerini uyarmada 6nemli bir rol oynamaktadir. Blytme faktorleri, besin enerjisi
ve hattastres, normal veya duizensiz siirecleri tetikleyen mTOR'u aktive veya inaktive
edebilmektedir.

Fosfatidilinositol-3-kinaz (PI3K)/Akt ve mTOR sinyal yolaklarinin memeli hedefi,
hem fizyolojik hem de patolojik agidan hiicre biiyiimesi ve hayatta kalma i¢in olduk¢a
onemlidir. PI3K/Akt ve mTOR yolaklar1 birgok proteinin etkilesimi ile birbirlerine
oldukca bagli yolaklardir. Yine PK'nin patogenezinde PISK/AKT/mTOR ve Notch,
Whnt ve Hedgehog gibi birkag anahtar sinyal yolu rol oynamaktadir. PI3K/AKT/mTOR

yolunun asir1 ekspresyonu, PK dahil ¢ok sayida malignitede gézlemlenmistir.

Bu nedenle PI3K/AKT/mTOR sinyal yolu hiicrenin hayatta kalmasi, biiyiimesi,
cogalmasi, metabolizmasi ve hareketliliginde 6nemli roller oynar. Ayrica bu protein

kinazlar, fosforilasyon siirecleri yoluyla, transkripsiyon ve translasyon gibi ¢esitli
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hiicresel islevlerde rol oynarlar. AKT, hem normal hem de kanserli hiicrelerde bazi
hayatta kalma yanlis1 ve anti-apoptotik proteinler Bcl-XL ve NF-kB'yi diizenleyerek
hiicrenin hayatta kalmas1 ve apoptozda rol oynar; dolayisiyla bu molekiilii hedeflemek,
pankreas duktal adenokarsinomunun tedavisi i¢in umut verici bir terapotik yaklagim

olarak kabul edilmektedir.

Patolojik durumlarda sitokinler, kemokinler ve Fc reseptorleri PI3K/AKT/mTOR
sinyal yolunu aktive eder. VEGF, IGF-1, FGF, trombosit turevli biyime faktoru
(PDGF) ve TGF-a ve -B, RTK'lere baglanir ve PI3K'leri aktive eder. VEGF ve PDGF,
noroendokrin timorlerde anjiyogenezi indiikleyerek ndroendokrin timor geligsimine
katkida bulunur. PI3K, AKT ve mTOR, diizensizlige maruz kalan ve kanserin
ilerlemesini tetikleyen ii¢ ana sinyalizasyondur. Ayrica genomik anormallikler ¢esitli

PK turlerinde de PI3K'yi aktive etmektedir [43], [44].
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Sekil 15. PI3K/Akt/mTOR normal ve PK sinyal yolagi [43].
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2.16. Hippo sinyal yolu

Hippo sinyal yolu, kontrol organ1 boyutu ve gelisiminde rol oynadig: bilinen sinyal
yollar1 ailesine en son eklenen, evrimsel olarak korunmus bir sinyal yoludur. Hippo
yolu, orijinal olarak meyve sineginde (Drosophila melanogaster) tanimlanmus,
evrimsel olarak korunmus bir serin/treonin kinaz sinyalleme kaskadidir. Hippo
sinyalizasyonu, hiicre ¢ogalmasini, organ biiyiimesini ve rejenerasyonunu
diizenlemede temel bir rol oynayan sinyal yoludur. Cekirdegi, serin/treonin kinazlari
Mammalian Sterile 20-like kinase 1’i (MST1 ve MST2, HPO;Drosophila) ve large
tumor suppressor 1 ve 2'yi (LATS1 ve LATS2) igerir. MST1 ve 2, Salvador homolog
1 (SAV1) ilebirlikte ¢alisarak LATS1 ve 2 kinazlarini fosforile ederek ve aktive eder.
Daha sonra, LATS1 ve -2 kinazlar, adaptér MOB kinaz aktivatori 1 (MOB1) ile
birlesir ve Hippo transdiikleri YES ile iliskili protein (YAP) ve PDZ baglayici motifi
olan transkripsiyonel koaktivator (TAZ)'in fosforilasyonuna neden olur. Fosforilasyon
sayesinde, YAP ve TAZ, ¢ekirdege birikilmesi ve TEA transkripsiyon faktorl
(TEAD)-1, TEAD2,3,4 gibi transkripsiyon faktorleriile etkilesim olasilig1 engellenir.

Diizenleyici modiil devre dist birakildiginda veya Hippo kinazlarindan bagimsiz
olarak YAP/TAZ"1 aktive eden uyaricilardan var oldugunda, Hippo transdiikleri
YAP/TAZ c¢ekirdekte birikir ve transkripsiyon faktorleriile etkilesime girer; boylece
bag doku biiyiime faktoru (CTGF), sistin zengin anjiyojen indikleyici 61 (CYR61),
ankirin tekrar etki alan1 1 (ANKRD1), apoptozu engelleyen Survivin (BIRC5) ve AXL
reseptor tirozin kinazi1 (AXL) gibi hedef genlerin transkripsiyonunu eslik eder. Hippo
yolu, diger sinyal yollartyla (transforman biiyiime faktor-beta, Wnt, Sonic hedgehog

ve Notch gibi) genis kapsamli bir etkilesim ag1 icermektedir.

Yapilan galigmalarda, PK hastalarindan alinan tiimér 6rneklerinde YAP'in asiri
eksprese edildigini gosterilmistir. KRAS'taki aktive edici mutasyonlar PK’de en sik
gorulenler arasindadir. YAP, modellerde pankreas karsinogenezini yonlendirmede
mutant KRAS'!n ortagi olarak tanimlanmistir. YAP'1n, neoplastik proliferasyonu,
stromal yanit1 ve invaziV karsinomaya ilerlemeyi tesvik eden genlerin ekspresyonunu
arttiratak KRAS'ta transkripsiyonel anahtar gorevi gordiigli bildirilmektedir. Ayni
zamanda YAP'1 igceren bypass mekanizmalariyla timor hicrelerinin KRAS sinyali
olmadan da hayatta kalabildigi gosterilmistir. Bir ¢alisma, YAP asir1 ekspresyonunun,
GEM direncine neden olabilen AKT kaskadini aktive ederek pankreas kanseri
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hiicrelerinde  EMT'yi indiikledigini sOylemektedir. Baska bir ¢alismada PK
orneklerinde microRNA 181c'nin asir1 eksprese edildigi ve kotii prognozla iliskili
oldugu ileri stiriilmiistiir. miRNA 181c , MST1, LATS2, MOBL1 ve SAV1'i dogrudan
baskilayarak YAP ve TAZ aktivasyonuna ve in vitro ve in vivo GEM direncine yol

actig gosterilmistir [45].
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Sekil 16. Hippo sinyali 4 ¢ekirdek kinazdan olugur: MST1/ 2 ve LATS1/ 2, SAV1 ve MOBL1 adaptor
proteinlerdir. Hippo sinyali agik oldugunda MST1/ 2-SAV1 ve LATS1 /2-MOBL fosforile durumda
aktif ve YAP/TAZ proteinlerini fosforilleyip ubiquitinleyerek YAP/TAZ kompleksinin sitoplazmada
degrede olmasini saglayarak, nukleusa go¢mesini engeller. Hippo sinyali kapali oldugunda ise
YAP/TAZ proteinleri ubiquitinlenemez ve transkripsiyon aktivatorii olarak nukleusa gocer. TEA
domain (TEAD) bdlgesine baglanarak tiimor gelisimi, hiicre ¢ogalmasi, hiicre sagkalimi ve

kemorezistans ile ilgili genleri ( CTGF, BIRC5, BCL2) transkribe eder [45].

2.17. WNT / B-catenin sinyal yolu

Whntl geni ilk 1980'lerin basinda Drosophila melanogaster'daki gelisim kaliplari igin
mutajenez taramasiyla tanimlandi. Daha sonraki genetik taramalar Wnt ailesinin diger
iyelerini tanimladi. Wnt sinyal yolu, embriyonik gelisim, hiicre polaritesi,
proliferasyonu, gocii, hayatta kalmasi ve somatik kok hiicrelerin bakim1 gibi ¢esitli
fonksiyonlar1 diizenler ve hicre dongusi ilerlemesini, apoptozu, EMT ’yi,

anjiyogenezi, timdr mikro ortamini diizenleyerek pankreas karsinogenezinde rol
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oynamaktadir. Bu nedenle Wnt yolunun diizensizligi bir¢ok insan hastaliginda ve
pankreas kanseri ila¢ direncinde rol oynadig1 gosterilmistir. Wnt yolunun bilesenleri
arasinda salgilanan glikoproteinler, kivrimli transmembran reseptor ailesi, lipoprotein
reseptoriiyle iliskili protein (LRP) yardimci reseptor ailesi ve diger bilesenleri
bulunmaktatir. Kanonik (-katenin bagimli) ve kanonik olmayan (B-katenin bagimsiz)

yollar iki ana Wnt sinyal yolunu olusturmaktadir [46].

Kanonik Yol : Kanonik yol ile sinyalleme, -katenin bozunmasini engellemekte ve bu
da gesitli genlerin transkripsiyonunu diizenlemektedir [46]. Kanonik Wnt
sinyallemesi, frizzled (FZD) reseptor ve diisiik yogunluklu lipoprotein reseptori
5/6'min (LRP5/6) WNT ligandiyla oligomerizasyonunu igermekte ve klasik olarak -
katenin stabilizasyonu ve nikleer translokasyonuyla sonuclanan sinyallemeyi
baslatmaktadir [47]. Wnt ligandi, lipid modifikasyonu gerektiren, salgilanan bir
glikoproteindir. Endoplazmik retikulumda yer alan, membrana baglh bir O-
asiltransferaz olan kirpi tarafindan agillenir. Wnt, frizzled-related family (sFRP)’ye
baglanarak LRP5/6 ile daha biiyiik bir hiicre yilizeyi kompleksinin olugsmasina yol
acmaktadir. E3 ubikuitin-protein ligazlar1 ZNRF3 ve RNF43, kivrilmis Wnt reseptor
kompleksi bilesenlerini ve LRP6'y1 pargalayarak Wnt yolunun negatif diizenleyicileri
olarak gorev yapabilmektedir. ZNRF3 ve RNF43'lin aktivitesi R-spondin tarafindan
inhibe edilebilir. Wnt antagonisti Dickkopf-1 (DKK1), Wnt ligandinin LRP5/6
reseptorleriyle kompleks olusturmasini da dnleyebilir. Wnt ligandinin yoklugunda,
yapisal olarak eksprese edilen B-katenin, CK1 ve APC/Axin/GSK-3B kompleksi
tarafindan fosforile edilmekte, bu da p-katenin'in her yerde bulunmasina ve
proteozomal bozulmasina yol agmaktadir. Otokrin veya parakrin sinyalleme yoluyla
etki eden Wnt ligandlari, darmadaginik (Dsh)'yi aktive eden bir fosforilasyon
kademesini baslatmak i¢cin LRP5/6 yardimci reseptorleriyle birlikte ¢alisan frizzled
reseptorlere baglanir. Bu, B-katenin bozunma kompleksi APC/Axin/GSK-3Bnin
ayrilmasina izin verir ve B-katenin'nin nikleer membran boyunca translokasyonuna
izin verir Ardindan B-katenin, TCF/LEF transkripsiyon faktor ailesine baglanir ve

hedef genlerin ve transkripsiyon koetivatorlerinin, 6rnegin cAMP response element-
binding protein (CBP, CREB baglayici proteini) baglama proteini, E1A ile iliskili
protein p300, Pygopus (PYGO), BCL-9 ve Brahma ile iliskili gen 1 (BRGI1)
transkripsiyon aktivasyonunu saglar. TCF/LEF baglanmasinin yani sira -katenin,

FOXO transkripsiyon faktor ailesiyle iligski kurarak da transkripsiyon aktivasyonu
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gergeklestirmektedir [46], [47]. B-katenin'den bagimsiz olarak, WNT-FZD-LRP5/6

kompleksleri, goklu kesecikli cisimlerde glikojen sentaz kinaz 3-beta'y1 (GSK3p)

sekestre eder ve hedef substratlarin fosforilasyonunu 6nler.

Sonug olarak, kanonik WNT sinyali, proteinlerin WNT stabilizasyonu (WNT-STOP)
islemi yoluyla ¢ok sayida hedef substratin GSK3p fosforilasyonuyla baslatilan
ubikuitin aracili bozunmasini inhibe eder. GSK3p sekestrasyonuayrica WNT (WNT-
MTOR) tarafindan indiiklenen rapamisin sinyallemesinin memeli hedefi gibi

fosforilasyonuyla modiile edilen diger sinyal yolaklarina da etki etmektedir [47].

Kanonik Olmayan Yol : Kanonik olmayan Wnt sinyali iki yolu igcermektedir;
duzlemsel hticre polaritesi (PCP) ve Wnt/Ca2 +yolu. PCP yolunda Wnt, frizzled
transmembran reseptorlerine baglanir ve hiicre zarinda Dsh'yi aktive eder. Dsh, kiigiik
GTPazlar RAC1'i ve Ras homolog gen ailesi liyesi A'y1 (RHOA) aktive eder, bu da
RhoA-Rho ile iliskili kinaz eksenini (ROCK) ve c-Jun N-terminal kinazi (JNK) aktive
etmektedir. Bu yolun huicre polaritesi ve hucre iskeleti organizasyonu uzerinde etki
gosterdigi bilinmektedir. Kalsiyum bircok dnemli hiicresel surecte ¢cok énemli bir
faktordir. Wnt/Ca2 * yolunda, frizzled reseptorler, heterotrimerik G proteinlerinin
aktivasyonuna aracilik ederek endoplazmik retikulumdan kalsiyum salinimina neden
olur. Yiksek Ca2 +seviyeleri, protein kinaz C (PKC), kalsinorin ve kalmodulin
bagimli kinaz II (CamKII) dahil olmak {izere kalsiyum baglayici proteinleri aktive
eder. Bu bilesenler, transkripsiyon faktorii NFAT'nin fosforilasyonunu tetikleyerek
niikleer translokasyona ve ardindan cell fate ve migrasyonu kontrol eden cesitli

genlerin diizenlenmesine neden olmaktadir [46].

2.18. Pankreas Kanserinde Wnt/p-Katenin Sinyallemesi

Wnt sinyal yolu pankreas karsinogenezinde oldukc¢a rol oynar. Cok sayida ligand,
reseptor ve ikincil haberci, siklin D1, siklin E, MMP-7, c-myc, VEGF ve digerleri gibi
genlerin transkripsiyonunu yapan B-katenin'in niikleer translokasyonunda birlesir. Bu
genler, hicre dongusunun ilerlemesi, epitelyal-mezenkimal gecis (EMT) ve
anjiyogenez gibi kanserin ¢esitli isaretlerinde rol oynar. Ayrica, Wnt sinyal yolunun
apoptoz direncini ve kanser kok hiicrelerinin korunmasini tesvik ederek pankreas

kanserinin patogenezine neden oldugu gosterilmistir.
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Wnt2, Wnt5a ve Wnt7a'lar gibi kanonik Wnt ligandlarinin ekspresyonunun arttig,
pankreas kanseri dokularinda Wnt yolunun kalic1 aktivasyonuyla birlikte kanserin

ilerlemesine yol actig1 gézlemlenmistir.

Yukarida bahsedilen kanonik ligandlara ek olarak Wnt yolu ayrica kanonik olmayan
ligandlar tarafindan da aktive edilir. Wnt yolunun GATA6, R-spondin, R-spondin2,
CDKS8, K-ras, Rab5a/l11a ve MUC1/MCU4 gibi kanonik olmayan ligandlar tarafindan
aktivasyonu, PK’nin ilerlemesine neden olabilmektedir. Ayrica K-ras sinyali, B-
katenin'in, histonlar1 asetile ederek gen ekspresyonunu arttirdigi bilinen bir histon
asetiltransferaz olan CBP ile etkilesimini arttirmaktadir. CBP ayrica c¢esitli
transkripsiyon faktorlerini asetilleyerek onlarin aktivitelerini modiile eder. Ayrica
hipoksik kosullar, anti-kanser ajanlarinin sitotoksik potansiyelini azaltir. Pankreas
tiimdrlerindeki hipoksik kosullar, B-katenin ile kompleks olusturan HIF-2a'y1 stabilize
eder, B-katenin aktivitesini arttirirken tiimoriin ilerlemesini de desteklemektedir.
Ayrica, HIF-20. pankreas tiimoérii hiicrelerinde B-katenin ve Smad4 seviyelerini
transkripsiyonla surdirmektedir. B-katenin'in proteazomal bozulmasi, fosforilasyonu
ve (Ubikitinasyonuyla dizenlenmektedir. Pankreas kanserinde seviyeleri yukar
regiilasyon gosteren ¢inko parmak proteini 281 (ZNF 281), p-katenin'in
ibikitinasyonunu azaltir ve Wnt yolunu aktive eder. Benzer sekilde, leucine-rich
flightless-1 interacting protein 1 (LRRFIP-1), B-katenin fosforilasyonunu azaltarak PK

ilerlemesini destekler.

Wnt yolagi ayni zamanda reseptor seviyesindeki proteinlerin post-translasyonel
modifikasyonlar1 ile de diizenlenmektedir. Wnt sinyallemesinin, Apoptoz Inhibitdrii
(IAP) gen ailesinin bir iiyesi olan survivin ekspresyonunu artirarak pankreas kanseri

hiicrelerinde apoptozu inhibe ettigi de gosterilmistir.

MikroRNA'lar bir¢ok kanserin ayirt edici 6zelliklerinde yer alan ¢ok sayida genin
ifadesini diizenleyen, kodlamayan kii¢giik RNA'lardir. Diizensiz miRNA ekspresyonu,
basta PK olmak {iizere farkli tiirden malignitelerin gelisiminde rol oynamaktadir.
Azalan microRNA-195 ve miR148a seviyeleri, pankreas kanserinde Whnt sinyalinin
inhibisyonu ile iliskili oldugu goriilmistiir. MikroRNA'lar, Wnt/B-katenin yolunu
inhibe ederek pankreas tiimor bitylimesindeki azalmayla iligkilendirilmistir [46], [47].
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Sekil 17. Pankreas kanserinde Wnt / B-katenin sinyalinin onkogenik rolii [46].

2.19. MikroRNA’lar ve Kemorezistans

2.19.1. mikroRNA’lar (miRNA)

mMiRNA'lar, mRNA bozulmasi veya translasyon inhibisyonu ile gen ekspresyonunu
diizenleyen, kodlamayan RNA'larin bir alt grubunu olusturur. miRNA'lar, 3'UTR
bolgelerine kusurlu bir sekilde baglanarak hedef mRNA stabilitesini ve translasyonunu
dizenleyen 18-24 niikleotitten olusan kiigiik kodlamayan RNA'lardir. MiRNA'larmn
kanserin ilerlemesive invazyonundaki roliiniin yani sira, bunlarin farkli ekspresyonlari
hastanin sag kalimi ve kemoterapoétik ilaglara karsi direng veya duyarlilik tepkisinin
dizenlenmesi ile iliskilendirilmistir [48]. Yaklasik olarak miRNA'larin %50'si
proteine kodlamayan bolgelerde kodlanmakta ve bagimsiz olarak transkribe
edilmektedir. Geriye kalan miRNA'lar ise protein kodlayan transkriptlerin
intronlarinda kodlanmistir. miRNA biyogenezi, RNA polimeraz II/111 transkriptlerinin
transkripsiyon sonrasi veya birlikte islenmesiyle baslar. Su anda tanimlanan tiim
miRNA'larin yaklasik yarist intrageniktir ve ¢ogunlukla intronlardan ve nispeten az
sayida protein kodlayan gen ekzonundan islenirken geri kalani intergeniktir, bir
konak¢1t genden bagimsiz olarak kopyalanir ve kendi promotorleri tarafindan

diizenlenir[48], [49].
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2.19.2. Pankreas Kanseri Sinyal mekanizmalarimn ve Gemsitabin

Metabolizmasimin miRNA'larla iliskisi

MiRNA ekspresyonunun diizenlenmesinin, ¢esitli 6karyotik organizmalarda gelisim,
hiicre biiylimesi ve farklilagma siireclerinde rol oynadig1 gosterilmistir. Genellikle
miRNA'lar kanserlerde diizensizdir. Bazi miRNA'lar, kanser ilerlemesinin erken
evresinde gecici olarak asir1 eksprese edilir ve proliferasyonu tesvik ederek ve/veya
apoptozu baskilayarak onkogenler gibi davranmaktadirlar. Tersine, tiimor supresor
islevleri olan bazi miRNA'lar kanserlerde asagi regiile edilir. miRNA ekspresyon
profilleri farkli timorlerde ve farkli kokenlerden benzersiz olabilir. Hem normal hem
de malign kanser dokular1 spesifik miRNA ekspresyona sahip olabilmekte ve tumor

tipleri arasinda farkli ekspresyon gosterebilmektedir[48].

PI3K-AKT sinyal yolu, PK'de hiicre cogalmasi ve apoptozun inhibisyonu ile iliskilidir.
Spesifik olarak, PTEN tarafindan baskilanan PI3K-AKT-mTOR sinyali miR-21, miR-
221 ve miR-181a tarafindan hedeflenebilir. miR-21, hiicre dongiisii durmasin,
apoptozu ve gemsitabin duyarliligini inhibe eder dolayisiyla miR-221'in inhibisyonu,
PK hucrelerinin kontrolsiiz proliferasyonuna ve gogiine yol agabilir. Benzer sekilde
miR-29a ekspresyon seviyeleri, hem PK hicrelerinin gemsitabine direnciyle hem de
Whnt/B-katenin sinyal yolunun aktivasyonuyla iliskilidir. Ustelik bu yol, WNT
reseptoriiniin hiicre zar1 ligandlarina baglandiginda aktive edilebilir, bu da B-katenin'in
sitoplazmaya salinmasina yol agmaktadir. PK vakalarinin ¢cogunda, 6zellikle de PanIN
lezyonu gelisiminin sonraki asamalarinda yiiksek p-katenin ekspresyonu
gozlemlenmektedir. Amponsah ve ark. yakin zamanda miRNA'larin, tasiyicilar ve
gemsitabinile ilgili enzimler dahil olmak iizere gemsitabin metabolizmastiizerindeki
etkisini a¢ikliga kavusturmustur. Bu ¢alisma, ABCC5 genini hedefleyerek miR-210'un
gemsitabin duyarliligindan sorumlu oldugunu gostermistir. Gu ve ark. miR-3178'in,
ABC tasiyici aracili RhoB/PI3K/Akt yolunu yukar1 dogru diizenleyerek gemsitabine
kargt kemorezistansi destekledigini belirtmistir. Ek olarak miR-93, PTEN'i
hedefleyerek ABCB1 ekspresyonu ve Akt fosforilasyonunu arttirmaktadir. Ayrica
miR-331, pankreas kanseri hiicrelerinde ST7L yoluyla Wnt/B-katenin yolunu aktive
ederek ABCBI1 ekspresyonunu indiiklemektedir. Son yapilan ¢alismalarda, miR-101-
3p ve miR-211'in sirastyla RRM1 ve RRM2'yi inhibe ederek gemsitabin duyarliligim
arttirdigini gostermistir. Butia ve ark. let-7'nin RRM2'yi negatif olarak diizenledigini

ve gemsitabine duyarli hale getirdigini ortaya ¢ikarmistir.
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Ayrica Rajabpour ve ark. miR-608'in gemsitabin duyarliliginin artmasina, RRM1 ve
CDA ekspresyonunun azalmasina yol agtigini gostermistir. Lu ve ark. miR-20a-5p'nin,
RRM2'yi hedef alarak gemsitabin duyarliligni artirdigini 6ne siirmiistiir. Patel ve ark.
ayrica yakin zamanda miR-155"in baskilanmasinin dCK seviyelerini indiikledigini ve
gemsitabin duyarliligini diizelttigini gostermistir. Bu, ¢alismalar miRNA'larin GEM

metabolizmasina direngle baglantili oldugunu gostermektedir [50].
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Sekil 18. PDAK'n ilerlemesi genellikle birkag miRNA tarafindan dogrudan modiile
edilebilen KRAS, CDKN2A , TP53 ve SMAD4 ifadelerinin mutasyonlari ile iliskisi gosterilmistir.
PDAK gelisiminin farkli agamalarinda belirli miRNA'larin ekspresyonunun arttigi/azaldigi da

bulunmustur [50].

miRNA'larin yukar1 ve/veya asagi regiilasyonu, birden fazla hedef mRNA'nin ve
dolayisiyla birden fazla proteinin ekspresyonunu etkileyebilir ve c¢esitli hiicresel
siirecler yoluyla kanser hiicrelerinin kemosensitivitesinde degisikliklere yol
acabilir[49]. Pankreas kanserinde proliferasyon, apoptoz, migrasyon, invazyon ve
gemsitabine direng lizerine yapilan ¢alismalarda rol alan sirkiiler miRNA’lar 6nemli
bir ¢alisma konusu olmustur [51]. PK tiimor dokularindan alinan 6rnekler ve PK
hicrelerinden 95 adet miRNA profillemesinin yapildig1 ¢alismada normal hiicrelere
gore miR-196a, miR-190, miR-221, miR-222, miR-200b, miR-15b and miR-95
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ifadelerinde anlamli bir artis oldugu gosterilmistir [52] . miR-34a gemsitabine direncli
pankreas kanser durumlarinda serumda yiiksek seviye goriilmistiir [53]. miR-21
ifadesinin hiicrede invazyonda gorev alan vaskular endotel bilyime faktori (VEGF),
matriks metalloproteinaz 9 ifadelerine etki ederek hiicre ¢cogalmasini ve metastaz
tetikledigi, bunun yaninda gemsitabine duyarliligi azalttig1 gosterilmistir [54]. miR-21
ifadesi baskilanmasi ile Bcl-2 anti-apoptotik protein ifadesinde azalmaya bagli olarak,
gemsitabinin PK hiicrelerinde apoptozu tetikledigi gosterilmistir [55]. Diger bir
caligmada miR-365’in adaptor protein SHC1 ve pro-apoptotik diizenleyici BAX'"
hedefleyerek PK hiicrelerinde gemsitabin direncini indiikledigi gosterilmistir [56].
mMiR-181 ifadesinin pankreas kanseri hiicrelerinde yiiksek ifade edildigi ve hippo
sinyalini inhibe ederek gemsitabine kars1 diren¢ olusturdugu gézlenmistir. Mimik
miR-181 transfeksiyonu pankreas kanseri hiicrelerinde kaspaz 3 aktivasyonunu
saglayarak hiicreleri duyarli hale getirmistir [57]. miR-125a'nin PK hasta doku ve
hiicrelerinde A20 genini baskilayarak gemsitabine karsi kemorezistanst artirdig
gosterilmistir [58]. Ozetle, kapsamli in silico, in vitro ve in vivo calismalar,
miRNA'larin hiicre proliferasyonunu, biiylimesini, metabolizmasmi ve Oliimiini

diizenlemede yogun bir sekilde rol oynadigini géstermektedir [46].

Sun Y ve ark. yaptig1 bir ¢aligmada, MTT ve bir klonojenik tahlil, miRNA-148a'nmn
restorasyonunun PK hiicrelerinin ¢ogalmasini ve koloni olusumunu inhibe ettigini
gosternistir. Western blot analizi, miR-148a transduksiyonunun, PK hiicrelerinde C-
myc, siklin D1 ve p-katenin ekspresyon seviyelerini belirgin sekilde azalttigini ortaya
cikardi. MiR-148a'nin metilasyonu, yalnizca endojen [-katenin seviyelerini
azaltmakla kalmadig1, ayn1 zamanda hiicre dongiisii ilerlemesini geciktirmek igin 3-
katenin'in nlkleer translokasyonunu da inhibe ettigi de goriilmiistiir. Ayrica PK
hlcrelerinde miR-148a'nin ektopik asir1 ekspresyonu, bir hayvan deneyinde tiimor

olusumunu inhibe ettigi de gosterilmistir [59].

Kanser orneklerinde anormal sekilde eksprese edilen miRNA'lar arasinda miR-424,
miR-100, miR-301, miR-212 ve miR-125b-1 asir1 eksprese edilirken miR-345, miR-

142-P ve miR-139 normal pankreas numunelerine gére daha az eksprese edildi.

Ek olarak miR-141, miR-148a, miR-200a, miR-200b, miR-200c, miR-216, miR-217
ve miR-375 yiiksek ekspresyon seviyeleri sergilerken miR-133a, miR-143, miR- 145
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ve miR-150, diger 33 insan dokusuyla karsilastirildiginda normal pankreas dokusunda
diisiik ekspresyon seviyeleri sergiledigi bildirilmistir[60] .

2.19.3. miR-150 ve Kanser

Kodlama yapmayan RNA sinifindan olan miR-150, Homo sapiens'te 19q13.33'te
bulunan bir gen tarafindan kodlanan ve iki olgun forma (miR-150-5p ve miR-150-3p)
islenen kisa ve tek sarmalli bir miRNA'dir. miR-150, proliferasyon ve apoptozda rol
oynayan hiicre reseptorlerini hedefleyerek hiicre blytmesini duzenleyebilmektedir.

mMiR-150 baslangi¢ta hematopoetik hiicreye 6zgii bir miRNA olarak tanimlanmigtir
[61].

mMiR-150, timor hiicresi ilerlemesi ve metastazi sirasinda ¢ok 6nemli bir role sahip
olan miRNA'lardan biridir. Yapilan ¢alismalara gére miR-150, k6tl huylu hiicrelerde
hem tiimdr baskilayict hem de onkogen olarak davranabilmektedir. Kanser hiicresi
invazyonu, migrasyonu ve anjiyogenezi ile yakindan iligkili olan metastatik hiicrelerde
anormal miR-150 seviyeleri tespit edilebilecegi goriilmiistiir. miR-150'nin, tumor
hiicresi migrasyonu ve metastazinda énemli olan EMT siirecini diizenlemedeki roli
vurgulanmistir [62]. Kanser hiicresi tipine ve gen ekspresyon profiline bagli olarak
miR-150 seviyeleri ve temel hiicresel siirecteki potansiyel hedef genler farkli olabilir.
Yapilan ¢alismalar miR-150'nin lenfoma ve 16semi gibi hematopoietik malignitelerve
kat1 tiimdrler dahil olmak iizere insan tiimorlerinde de rol oynadig1 gostermistir [61].
Yine, oncomiR olarak miR-150 akciger kanserinde asiri eksprese edildigi ve
tanimlanan hedeflerinin p53 ve BAK1 oldugu , meme ve mide kanserinde ise hicre
cogalmasini destekledigi gozlemlenmistir. Bunlarin aksine, miR-150'nin malign

pankreas dokularinda asagi regiile edildigi goriilmiistiir[61] .

PK hucrelerinde miR-150 seviyesinin degerlendirilmesi, ekspresyonunun azaldigint
ve apoptozun indiiksiyonu ile negatif bir korelasyona sahip oldugunu gostermistir [63].
Dolayisiyla MiR-150, kanser metastazinda 6nemli bir rol oynagi ve metastatik

kanserin 6nlenmesi ve tedavisi i¢in potansiyel bir terapdtik hedef oldugu gosterilmistir
[61], [62].
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Sekil 19. miR-150’nin yer aldigi kromozom ile hsa-miR-150-5p ve hsa-miR-150-3p* iplikleri ve
diziler gosterilmektedir [64].

2.19.4. Pankreas Kanserinde miR-345, miR-92 ve miR-27’nin Rolii

miR-345, insan kromozomu 14q32.2'de bulunan ve ¢esitli insan patolojilerinde
dinamik rollere sahip oldugu bildirilen kii¢lik, kodlamayan bir RNA'dir. PDAK mide
kanseri (GC), kolorektal karsinom (CRC), prostat kanseri (PCa) ve meme kanseri gibi
bircok insan malignitesinin kaninda ve dokularinda miR-345'in farkli ekspresyonu
rapor edilmistir. MiR-345'inbu farkli ekspresyonlari, kanser gelisimi ve metastazinin
ozellikleri olan asir1 hiicre proliferasyonu, invazyon ve migrasyon ile
iliskilendirilmistir. miR-345, EMT'nin metastaz sinyal yollarina aracilik etmeye
yardimci olan en Onemli miRNA'lardan biridir. Yapilan ¢alismalar miR-345'in
PI3K/AKT, mTOR ve YAP/TAZ sinyallemesinin yukar1 ve asagi regiilasyonla
diizenleyebildigini gostermistir [60].

MiR-27a ekspresyonu PK'de anormal sekilde yukar1 regiilasyon gostermektedir. miR-
27a'nin inhibisyonu, pankreas kanseri hiicrelerinin biiyiimesini, koloni olusumunu ve
migrasyonunu baskilamaktadir. Yapilan bir calisma, KRAS'"1 diizenleyen Sprouty2'yi
kodlayan mRNA'nin miR-27a'nin hedefi oldugunu ortaya ¢ikarmistir[65]. Mevcut
literatur, miR-27a'nin mide kanseri hiicrelerinde B hiicresi translokasyon geni 2'yi
(BTG2) dogrudan hedef aldigin1 géstermistir. BTG2, pankreas da dahil olmak tzere
normal dokularin ¢ogunda yiiksek diizeyi tespit edilen, DNA hasar1 onariminda,
cogalmay1 onlemede, hiicre apoptozunda ve farklilasmasinda rol oynadig1 gosterilen

bir ani erken yanit proteinidir.
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BTG2, pankreas duktal adenokarsinomunda bir timor inhibitdri olarak kabul edilir ve
miR-21, miR-23a ve miR-27a'nin kontrolii altinda PC'nin ilerlemesi ve biiytimesinde

rol oynadig1 gosterilmistir [66].

Yapilan c¢alismada miR-92aminJNK sinyalini tesvik etmek ve PK hicresi
cogalmasini tesvik etmek i¢in DUSP10'u hedefledigini bulunmustur. miR-92a/
DUSP10/JNK sinyal yolu, pankreas kanseri hiicrelerinin cogalmasini diizenledigini ve
bunun miR-92a/DUSP10/JNK sinyallemesinin aktivasyonunun modulasyonunun, PK

terapotik stratejisinin hedeflerinden biri olabilecegini gostermektedir [67].

Yine yapilan bir ¢alismada miR-17 ~ 92 kimesinin bir yesi olan miR-92a-3p'nin,
pankreas kanseri de dahil olmak iizere ¢esitli kanser hiicre hatlarinda apoptotik stirecin

onemli bir diizenleyicisi oldugunu ortaya ¢gikarmistir [68].

|miR-124, miR-203, miR-150, miR-218
T miR-21, miR-221, miR-424-5p, miR-27a, miR-4295

Normal cell [nitiation Progression Invasion Metastasis
into PADC liver, lung etc.

Diagnosis difficult "
* Trea
* 1 survival rate

Diagnosis easy
* Treatment difficult
* | survival rate

Sekil 20. Pankreas duktal adenokarsinomunun baslangi¢ ve ilerleme asamalarinda yukari regiile

(kirmizi renkte) ve asagi regiile edilen (yesil renkte) miRNA'lar listelenmistir.

2.20. 3B in vitro Modeller

Hicre kiltiru, hiicre biyolojisi, doku morfolojisi ve hastaliklarin mekanizmalari, ilag
etkisi, protein iiretimi ve doku miihendisliginin gelisimi hakkindaki anlayisimizi
gelistirmek i¢in yaygin olarak kullanilan bir in vitro aragtir. Kanser biyolojisine iligkin
arastirmalarin ¢ogu, iki boyutlu (2B) hiicre kulturlerinin in vitro kullanildigi deneylere
dayanmaktadir [69]. Uzun suredir 2B in vitro hiucre kulturleri, biyofiziksel ve
biyokimyasal uyaranlara kars1 verilen hicresel tepkileri incelemek igin

kullanilmaktadir.
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Her ne kadar bu yaklagimlar hiicre kiiltlirii kavramini gelistirmis olsa da, 2B
sistemlerin, kanser hiicrelerinin bazi 6zelliklerini uygun sekilde modelleyemedigi ve

in vivo tepkiyi saptiran hiicre biyoaktiviteleriyle sonu¢lanabilecegini gostermektedir.

2D hiicre kiiltiirleri dokularin veya tiimorlerin dogal yapilarini taklit etmemektedir.
Bu kiltir yonteminde hiicre-hlcre ve hiicre-hiicre dis1 etkilesimler, tiimor kitlesindeki
gibi taklit edememektedir. Bu etkilesimler hiicre farklilasmasi, cogalmasi, canlilig,
genlerinve proteinlerinifadesi, uyaranlara yanit, ilag metabolizmasi ve diger hiicresel
islevlerden sorumludur. Dokudan izole edildikten ve 2B kosullara aktarildiktan sonra
hiicrelerin morfolojisi ve hiicre bdliinmesi modu degisir. Cesitli fenotip kayb1 ayni
zamanda 2B kiiltiirlemenin bir sonucudur. Hiicrelerin degisen morfolojisi, islevlerini,
salgilamay1 ve hiicre sinyal iletimini etkileyebilir. Dis ¢evre ile etkilesimleri degisen
yapisik bir sekilde biiyiliyen hiicreler polaritelerini kaybeder, dolayisiyla hiicrelerin
apoptoz gibi ¢esitli olaylara tepkisi de degismis olmaktadir. 2B kiiltiiriin diger bir
dezavantaj1, tek katmandaki hiicrelerin oksijen, besinler, metabolitler ve sinyal
molekiilleri gibi ortamin bilesenlerine sinirsiz erisime sahip olmasidir. In vivo kanser
hlcreleri igin besinlerin, oksijenin vb. mevcudiyeti, timor kitlesinin dogal yapisindan
dolay1 daha degisken olmaktadir [69]. Bu sinirlamanin tistesinden gelmek i¢in, in vivo
kosullar1 daha iyi taklit edebilecek yeni 3B hiicre kiiltiirii olusturulmakta ve sferoid
veya organoid kudltir olarak da adlandirilmaktadir [70]. 2B'de kilttrlenen kanser
hiicreleri, 3B'de kiiltiirlenen hiicrelerle ayn1 morfolojiye, heterojen fenotipe, hiicre disi
matrise (ECM) veya gen ve protein ekspresyon profiline sahip degildir. Bununla
birlikte, 2B in vitro modelleri timorin fiziksel geometrisini taklit edememekte, ¢ok
hicreli modellerdeki besiyeri ¢capraz kontaminasyonundan kagcamamaktadir [71]. Ek
olarak, tek katmanin fiziksel organizasyonu, hiicre-hiicre etkilesimlerini biiyiik 6l¢iide
sinirlandirir ve bir tasima gradyaninin olusumunu engeller. 2B boyutlu kiltlrlerde
hiicrelerin besinlere esit ve sinirsiz erisimi vardir ve kemoterapi gibi molekiiler
ipuclarina tepkileri in vivo durumdan farklidir[72]. Bu engellerin Ustesinden gelmek

icin sferoidler,

Ug boyutlu (3B) boyutlu gelismis in vitro sistemler gelistirilmistir. Doku ve organlarin
in vivo etkilesimlerini modellemeyi amaglayan 3B hiicre kiiltiirii yaklagimlarin
tanitilmasi, altta yatan biyokimyasal ve biyomekanik sinyallerin incelenmesinde yeni

olanaklar agmistir. Doku ve hiicre miihendisliginde iyi tasarlanmis bir mikro ortam,
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cogalmayi, gocili, matris liretimini ve kok hiicre farklilasmasmi tesvik etmek igin

kullanilabilir [70].

Ug boyutlu (3B) kiltirlerde hiicreler ¢ok katmanli olarak bulunur ve bu nedenle kan
damarlarindan uzakliklarina bagl olarak ayni konsantrasyonda oksijene, besinlere ve
sinyal molekiillerine maruz kalmazlar. Bu tasima gradyanina, yani proliferasyon ve

anjiyogeneze dayali ¢esitli fizyolojik siiregler vardir[71], [72].

Hiicre biyolojisi ve doku miihendisligindeki son gelismeler, ¢cok c¢esitli 3B hiicre
kiiltiirii teknolojilerinin gelistirilmesine olanak saglamistir . Bu modeller, cok hucreli
tiimor sferoid olugumu (s1v1 kaplama kiiltiirii ve asili damla yontemi), organoidler, ok
katmanli hiicre kiiltiirleri, biyoreaktor tabanli kiiltiir, 3B biyo-baski, hidrojel ve yap1
iskeleleri gibi farkli yaklasimlara dayanmaktadir [73][74]. 3B sistemler, oksijen ve
biiytime faktorii gradyanlarindaki degisiklikler, hiicre-hiicre ve hiicre-ECM etkilesimi
ve ilag difiizyonunu sinirlayan yogun hiicresel yap1 gibi in vivo ortama yapisal olarak
benzer kosullar saglar [75][76]. 3B modeller, klinik olarak 2B hiicre kiltirlerinden

cok daha 6nemlidir.

2D Culture model 3D Culture model
‘ \f 96-well plate
S ol culture flask / \
/ Cell-cell mpyk ;
\\ ‘-:f;,.;?"" /—L 5. Cell-ECM contact
Cell-medium Interaction / e Y
/'
Cell-container surface interaction \‘N’"“‘H e
cancer cells

cancer cells

Sekil 21. 2 boyutlu ve 3 boyutlu modellerin karsilastirilmasi [71].
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3. MATERYAL VE METOT

3.3.3.1. Materyaller

3.3.1. Kullamilan Cihazlarin Listesi

Calismada kullanilan cihazlarin listesi Ekler boliimiinde EK A’da yer almaktadir.

3.1.2. Hiicre Kiiltiriinde Kullanilan Donanimlarin Listesi

Calismada hiicre kiiltiiriinde kullanilan donanimlarin listesi Ekler boliimiinde EK B’de

yer almaktadir.

3.1.3. Kullamilan Kimyasallar Listesi

Caliada kullanilan kimyasallar Ekler boliimiinde EK C’de yer almaktadir.

3.1.4. Kullamlan Tamponlarin I¢erik Listesi

Calismada kullanilan tamponlarinigerigi Ekler boliimiinde EK D’ de yer almaktadir.

3.4.Metot

3.4.1. Hucre Kultara

4 tip hiicre hatt1 kullanilmistir. MIA PaCa-2 (MP) ve PANC-1 (PC) hcreleri,
Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonundan (ATCC) elde edilmistir. Her hiicre hatti kiiltiir
flasklarina hiicre ekimi yapilarak kiiltiirlenebilir. MiaPaCa-2 hicrelerinin tam buytme
icin besi yeri DMEM ortaminda %10 Fetal sigir serumu (FBS) ve %l
penisilin/streptomisin icermektedir. Hiicre hatt1 yaklasik 40 saatlik ikiye katlanma
siiresine ve agarda yaklasik %19’luk bir koloni olusturma verimine sahiptir. PC ve CP
hicrelerinin tam blylme besi yeri de DMEM ortaminda %10 FBS ve %l
penislin/streptomisindir. PC hiicre hattinin yaklasil 52 saatlik ikiye katlanma siiresi
vardir. CF hiicrlerinin tam biiyiime besi yeri RPMI 1640 ortaminda %10 FBS, %1

penisilin/streptomisin ve 2mM glutamindir. Ikiye katlanma siiresi yaklagik 32 saattir.

Hiicreler hazirlanmis medya icerigi ile birlikte T25 flasklarda ve 6 oyuklu plakalarda
sabit olarak %5 CO; ile 37°C sicaklik bulunan inkiibatorlerde steril sekilde inkiibe

edilmistir.
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3.4.2. Direncli Hiicre Hatlar:

GM+ olarak belirlenen ¢oklu GM direng hatlari, MP ve PC hiicre hatlar1 ile artan GM
konsantrasyonlari ile inkiibe edilerek belirlenmistir. Artan GM dozu ile birlikte siirekli
olarak adaptasyon agsamasinda ilag konsantrasyonu 10 nM, 20 nM, 50 nM ve 100 nM
olarak kademli bir artigla 24 ve 48 saat boyunca GEM ile muamele edildi. Doza
bagimli her islemden sonra apoptotik hiicreler atildi ve hayatta kalan hiicreler GM’siz
ortamda biiyiitiildii ve tekrar bir sonraki GM dozuna maruz birakildi. Bu islem her
ilaglama ve doz artis1 sonrasi tekrarlandi. 20 nM GEM ile baslatildi ve IC50’ye
(sitotoksisite) karsilik gelen 50 nM ile 16 hafta siirekli inkiibasyon ile devam etti.
Ardindan 50 nM ve 100 nM GEM’e siirekli maruziyet altinda ilaca direncli bir
popiilasyon ortaya ¢ikmistir. Islem toplam 4 ay siirmiistiir. Artan sitotoksik ilag basinci

kademeli olarak arttirilmigtir. Direng kazanmis hiicreler Gem+ olarak adlandirilmistir.

3.4.3. Hucre Dondurma

Gemsitabine direngli hiicre hatlarini stok olarak saklamak i¢in hiicre dondurma islemi
gerceklestirilir. T25 flask ve 6 well plate’de logaritmik biiyiime fazinda belirli
yogunluga ulasmisan hiicreler kiiltiir ortamindaki besi yerinden uzaklastirilir. Ortama
1 ml fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS) eklenir ve yikama islemi gergeklestirilir.
Ardindan PBS uzaklastirilir ve adherent 6zellikteki hiicreleri kaldirmak amaciile 1 ml
Tripsin-EDTA (etilen diamin tetra asetik asit) eklenir ve 5 dakika 37°C inkibatorde
bekletilir. Inkiibatdrden alman hiicreler 151k mikroskobu altinda incelenir. Tripsinin
aktivitesini inhibe edebilmek i¢in kullanilan tripsin-EDTA oraninda tekrar 1 ml besi
yeri eklenir ve kalkan hiicreler toplanarak 15 ml’lik falcon igerisine alinir. 2500
rpm’de 4 dakika santrifiij islemine tabii tutulur. Coktiiriilen hiicrelerin ist fazi atilir ve
pellet tizerine 1 ml dondurma ortami (Freezing media) eklenerek pipetaj yapilir.
Ardindan hizlica kriyo tiiplere aktarilir ve etiketleme yapilarak -80°C veya s1v1 azot

ortamina kaldirilan hiicreler bu sekilde saklanir.

3.4.4. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Cogalarak belirli yogunluga ulasmis, log fazinda calisilmast uygun olan, flaskin
%80’ nini kaplayan hiicrelere pasajlama islemi yapilmistir. Pasajlama isleminde kiiltiir
ortamindaki medya uzaklastirilmis ve ardindan PBS ile yikama islemi yapilmistir. PBS
ortamdan uzaklastirildiktan sonra 1 ml Tripsin-EDTA eklenir ve 5 dakika 37°C’de
inkiibatorde bekletilmistir. Ardindan flask 1s1k mikroskobunda kontrol edilmistir ve
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tripsinin aktivitesini inhibe edebilmek i¢in tripsin ile ayni oranda besi yeri eklenmistir.
15 m1’lik falcona toplanan hiicreler 2500 rpm 4 dakika santrifiije tabii tutulmustur. Ust
faz uzaklastirilir ve 1ml besi yeri igerinde pipeta;j ile siispanse hale getirilmis ve saymm
yapilan hiicreler belirli oranda yeni flasklara ekilmistir. Gemsitabine direngli
hiicrelerin ilaglanma kesildikten sonraki siirecte 16 pasajdan fazla direncini korudugu

ve fenotipin stabil oldugu kabul edilmistir [52]

3.4.5. MTT Hucre Proliferasyon Yéntemi

GM ile direngli hale getirilen MP ve PC PK hiicre hatlari, 96 kuyucuklu petrinin her
kuyucuguna 1 x 10 hiicre olacak sekilde ekim yapilmistir. MP, PC, CP ve CF hiicre
hatlarindan GM uygulanmayan kontrol gruplari olusturulup her hiicre hattindan
secilen kuyulara 1 x 10* hiicre ekilmistir. Ayn1 sekilde GM’e direngli hiicre hatlar
sec¢ilen kuyulara ayni sayida ekilip gece boyunca yapigmasi i¢in 37°C ve %5 CO;
iceren inkiibatorde 48 saat inkiibe edilmistir. Ertesi giin besi yeri degistirilen hiicrelere
kontrol gruplar1 hari¢ 10 nM, 20 nM, 50 nM, 100 nM, 300 nM, 500 nM ve 1000 nM
konsantrasyonlar1 ile gemsitabin uygulanmistir. 48 saatlik inkiibasyon ardindan her 96
kuyuya 10 pl MTT reagent ajan1 eklendi ve 4 saat boyunca inkiibatorde bekletildi. 4
saatin sonunda tiim besi yeri ¢ekildi ve 96 kuyucugun tiimiine 100 pl DMSO eklendi.
Karanlikta 5 dakika bekletildikten sonra plate ELISA okuyucuya alinmistir ve 570 nm

ve 655 nm’deki dalga boylarinda absorbans 6l¢iimii yapilip sonuglar alinmistir.

3.4.6. Floresan Boyama
e DIiOGCs (3’, 3’- Diheksiloksakarbosiyanin iyodir) Boyama

Gemsitabine direngli pankreas kanseri hiicre hatlar1 ve kontrol grubu hiicreleri MP ve
PC olmak iizere, 6 kuyucuklu 2 petriye; her petride 2 hiicre hatt1 olacak sekilde 3’er
kuyu 6 x 10* hiicre sayisindan ekilmistir. Hiicreler yapismasi i¢in 37°C, %5 CO; iceren
inkiibatorde 24 saat inkiibe edilmistir. Ardindan hiicrelere 100 nM GM uygulanmistir.
24, 48, 72 ve 96 saat inkiibasyonun ardindan hiicrelerin besi yeri 4 nM DiOCs iceren
besi yeri ile degistirilip 15 dakika bekletilmistir. Ilag etkinliginin karsisinda saglikli
kalan direngli hiicrelerin mitokondri membranini boyayarak canli hiicre sec¢ilimi
saglamistir. Saglikli mitokondri membranina sahip hiicreler eksitasyon 488 nm,

emisyon 525 nm’de floresan mikroskobu altinda gézlemlenmistir.
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3.4.7. Koloni Olusumu Yontemi

Gemsitabine direngli pankreas kanseri hiicre hatlar1 ve kontrol grubu hiicreleri MP ve
PC, 6 kuyucuklu petriye her kuyuda 2,5 x 102 hiicre olacak sekilde ekilmistir ve
hiicrelerin yapismasi i¢in uygun kiiltiir kosulu 37°C, %5 CO, iceren inklibatorde 48
saat bekletilmistir. Ardindan kontrol grubu hiicrelerine 50 nM, 100 nM, direngli
hiicrelere 100 nM GM uygulanmaistir. 48 saatlik ila¢c uygulamas1 ardindan ilagli besi
yeri atilip normal besi yeri eklenmistir. 14 giin boyunca %5 CO- igeren 37°C etlivde
inkiibe edilmistir ve her 3 giinde bir besi yeri degistirilmistir. Kontrol grubu hiicreleri
%80 yogunluga ulastiginda kuyulardaki besi yeri uzaklastirilarak 2 defa 1X PBS ile
yikama yapildi ve PBS uzaklastirildi. Fiksasyonigin 3:1 oraninda Metanol -Asetik asit
karisimi hazirlandi ve her kuyuya 300 pl eklendi, 5 dakika inkiibe edildi. Ardindan
300 pl kristal viyole eklendi ve 15 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Distile su ile
fazla boya uzaklastirildi ve bdylece boyanin niifuz ettigi hiicreler goriiniir hale
getirildi. Petrinin kurumasi i¢in 1 giin boyunca filtre kagidina saril1 bigimde bekletildi.
Sonuclar ise Chemidoc-XP goriintiileme cihazinda (Bio-Rad) goriintii alinarak elde
edildi.

3.4.8. Yumusak Agar Deneyi

Agaroz kullanilarak yaratilan 3B kiiltlir ortaminda hiicrelerin bazal yiizeye
yapismadan (anchorage-independent) koloni olusturmak amaclanmistir. Gem+ ve
normal MP ve PC hiicreleri kullanilmistir. Yumusak agar iki tabakadan olugsmaktadir.
Zemin tabakasini olusturmak i¢in %0,5 lik agaroz % 20 FBS ve %2 Pen./Strep. Iceren
2X DMEM ile 1:1 oraninda karistirilmigtir. Agarozun donmamasi igin besiyerleri 37
°C’de kullanilmistir. 6 kuyucuklu petri kabi 1 ml zemin soliisyonu ile homojen olarak
kaplanmistir. 2.5x105 hiicre/m] olacak sekilde % 0.3 agaroz ve 2x DMEM igeren iist
jel soliisyonu 1:1 oranda hazirlanmistir. Bu agamada, ilaglama yapilacak hiicreler i¢in
iist tabaka soliisyonu icerisine belirlenen dozlarda gemsitabin eklenmistir. Agaroz jelin
kurumamasi i¢in en iiste ilag iceren veya icermeyen 500 pl besiyeri eklenmistir. 14.
giin sonunda koloni ¢aplar1 incelenip, koloni ¢aplar1t Gem+ ve normal PK hiicreleri

arasinda kiyaslanacak, istatistiksel analiz yapilacaktir.
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3.4.9. Asili Damla Modeli

Gemsitabine direngli hiicre hatlar1 MP ve PC hiicreleri 60mm? petrilerin kapak
kisimlarina 20 pl besi yeri icerisinde 1 x 10 olacak sekilde damla formunda birakilir.
GM uygulamasiigin 1 x 10 hiicre 100 nM GM igeren besi yerinde 20 pl final hacmi
ile hazirlanir ve 60mm? petri kapagina damla damla birakilir. Petrilerinigerisine 1 ml
PBS eklenir ve kapak dikkatli bigimde {izerine kapatilir. Petri ve hiicreler hareket
ettirilmeden 24 saat 37°C, %5 CO; iceren inkibatorde inkibe edilirler. Birden kez
tekrarli olacak sekilde yapilan asili damla modeli deneyi, belirlenen siire inkiibasyonu
sonucunda damlaformubozulmadan 24, 72, 96 ve 120 saat sonra invert 151k mikroskop

(Olympus) kullanilarak kiresel morfolojiler degerlendirilmistir.

3.4.10. miRNA izolasyonu ve RT PCR

2B ve 3B kailttrlerdeki Gem+ve normal MP ve PC PK hiicrelerinden miRNA ve diger
kiigiik RNA’larin da bulundugu total RNA purifikasyonu mirneasy miRNA isolation
Kit (Qiagen, Kat No: 217004) ile ticari kitin 0Ongordiigii protokol ile
gergeklestirilmistir. izole edilen total RNA konsantrasyonu dlgiimleri implen (NP80)

nanodrop ile 6l¢iilmustir.

c¢DNA cevirimi (Reverse Transcription) ve Ger¢ek Zamanlh Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (RealTime- PCR): Se¢ili miRNA’larin ifade analizi i¢in ilk basamak
cDNA’ya cevirme islemidir. Bu islem i¢in miScript II RT Kit (Qiagen Kat No:
218161) kullanilarak ve ticari kitin dnerdigi protokol basamaklar: takip edil mistir.
cDNA’ya ¢evirim isleminin ardindan Ger¢ek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu,
CFX Connect (BioRad) cihazinda, microRNA (http://www.microrna.org/), Target
Scan Human (http://www.targetscan.org/) ve miRBase (http://www.mirbase.org/)
platformlarindan karsilastirmali olarak belirlenen se¢ili miRNA primerleri ve endojen
kontrol RNUG6B primeriile miScript SYBR Green PCR Kit (Qiagen, Kat No: 218073)
kullanilmis, 94 C°’de 15 sn denatiirasyon, 55°C’de 30 sn baglanma ve 70°C’de 30 sn
uzama basamaklarini takiben 40 siklus devam ettirilmistir. Veri analizi, her 6rnege ait
miRNA’larin ACT degerleri ile internal kontrol RNU6B ye gore normalize edilmistir

ve en az 2 tekrarl olarak gergeklestirilmistir.
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Tablo 5. Se¢ili miRNA’larin dizi ve hedefleri ve pankreas kanserindeki rolii.

miRNA insan miRNA Dizisi Hedef Roli

miR-345-5p | GCUGACUCCUAGUCCAGGGCUC | DLG1 ENSG00000075711 Tumor
DVL2 ENSG00000004975 baskilayici

miR-27b-3p | UUCACAGUGGCUAAGUUCUGC SNAI2 ENSG00000019549 Tumor
WNT3A ENSG00000154342 | baskilayict
YAPL1 ENSG00000137693

miR-92a-3p | UAUUGCACUUGUCCCGGCCUGU | GSK3B ENSG00000082701 OnkomiR
SMAD2 ENSG00000175387
PTEN ENSG00000171862

miR-150-5p | CUGGUACAGGCCUGGGGGACAG | SMAD3ENSG00000166949 Tumor
PPP2CB ENSG00000104695 | baskilayict

3.4.11. immiinoblotlama

Gemsitabine direncli ve normal MP ve PC hiicrelerinin Hippo/Wnt sinyallerinin yam
sira hiicre sagkalimi ve metastazi ile ilgili PI3K/Akt/mTOR ve EMT sinyallerinde
gorev alan protein ifadeleri ile ayrica apoptotik hiicre 6liimii etkisi de immunoblotlama
ile incelenmistir. Bu hiicreler 60 mm ¢apinda petrilere ekilip uygun miktarda besi yeri
eklenip yapismasi ve ¢ogalmasi i¢in bekletilmistir. Petrilere, uygun ilag dozlari olan
50 nM ve 100 nM gemsitabin eklenmistir ve 24 saat inkiibe edilmistir. Ardindan
kontrol grubu medyalar1 atilmistir, ilaghi grup ise mikrofiij tiipline toplanmis ve
santrifiije tabii tutulur. Petrilere 1 ml soguk PBS eklendikten sonra mekanik etki olan
kazima islemi ile hiicreler kaldirilir. Kaldirilan hiicreler tekrar mikrofiij tiipiline
toplanarak 2 dakika 16000 rpm’de santrifiij edilir. Siipernatant atilir ve bu islem
tekrarlanir. Kalan pellet yogunluguna bagli olarak yaklasik 30-40 pl olacak sekilde
Thermo Fisher Scientific firmasina ait M-PER (%10 proteaz inhibitorii) eklenmistir
ve iyice pipetaj yapilmistir. Ardindan oda sicakliginda 20 dakika galkalayici iizerinde
bekletilir ve +4°C sicaklikta 16000 rpm’de 20 dakika santrifiije tabii tutulur. Bu
islemden sonra silipernatantta olan proteinler ayr1 bir mikrofijj tiipiine alinir ve -80°C’de

saklanir.

Bradford analizi ile elde edilen proteinlerin konsantrasyonlar: tayin edimistir. 96
oyuklu plakaya 2 tekrarli sekilde 1 pl— 5 pl arasinda olacak sekilde konsantrasyonunu

bildigimiz protein standardi sigir serum albumin (BSA) ve protein érneklerimizden 1
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pl olacak sekilde kuyulara eklenmistir. Kuyularin her birine 200 pl Bradford reagent
ajan1 eklenip 5 dakika karanlikta bekletilmistir. Ardindan ELISA okuyucuda 595
nm’de absorbans 6l¢iimii gergeklestirilmistir. Standartlarin absorbans-konsantrasyon
grafigi elde edildikten sonra, grafigin denklemi girilerek absorbans degerleri 6lgtlen

proteinlerin konsantrasyonlar1 tespit edimistir.

Tiim bu islemlerin ardindan immiinoblotlama i¢in hazirladigimiz protein drnekleri 5X
laemmli tamponu ile 1:5 oraninda karistirilarak 95°C’de 5 dakika denatiire edildi.
Ardindan %4-12 sodyum dodesil siilfat igeren poliakrilamid jel hazirlanarak,
hesaplanan 6rnekler jel tizerindeki kuyulara ilk kuyuda protein belirteci olacak sekilde
strasi ile yliklenmis ve yiirlitme tamponu olan tankta 90 V’de 3 saat yiirlitme islemi
gerceklestirilmistir. Yiirlitme islemi sonrasinda jelde yiirliyen Ornekler transfer
edilmeden 6nce 0.45 uM PVDF membran metanol ile aktiflestirilmistir ve jeldeki
proteinler transfer tamponu ile dolu tankta kDa’ya bagli olarak degisen degerlerde
PVDF membrana transfer edilmistir. Transfer islemi ardindan membranlar %5’1ik
yagsiz siit tozu ve %0.1 Tween iceren 1 X TBS igeren ortamda 1 saat oda sicakliginda
bloklama islemi icin calkalayicida bekletilmistir. Bu siit ortaminda bekleyen
membranlar 1:1000 oraninda hazirlanan primer antikoru icerisinde +4°C’'de 1 gin
boyunca roller iizerinde bekletilmistir. Primer antikor isaretlemesi ardindan ikinci
anktikor islemine gegmeden membran 10’ar dakikadan 3 kez 1X TBS-T igerisinde
yikanmistir. Ardindan 1:3000 hazirlanan uygun ikinci antikora alinip yine +4°C’de bir
giin boyunca roller {izerinde bekletilmistir. 24 saat sonra membran, 10’ar dakika 3 kez
TBS-T ¢ozeltisi igerisinde ve 5 dakika 1 kez TBS ¢dozeltisi igerisinde yikanmaistir.
Belirli degerler ile kemiliiminesans ¢ozeltisi hazirlanmistir ve membranlar karanlikta
2 dakika boyunca bu ¢ozelti ile muamele edilmis ardindan ChemidocMP ile 2 dakika

siiresince 30 farkli goriintli kaydedilmistir.
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3.4.12. Gergek zamanl PCR reaksiyonu (RT PCR)

Elde edilen RNA o6rneklerinden, cDNA cevirimi (Reverse Transcription) ve Gergek
Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Real- Time PCR) gerc¢eklestirilmistir. miScript
Il RT Kit ticari kitinin 6ngordiigii protokol ile cDNA ¢evirimi yapilmistir. Serumdan
izole edilen 50 ng RNA o6rnegi Reverse Transciptase enzimi ve gerekli tampon
karigimlariile 1 saat 37 °C’de inkiibe edildikten sonra 95 °C’de 5 dakika inkubasyon
ile reaksiyon sonlandirilmistir. cDNA kantifikasyonu, A260/280 saflik degerinin 1.8-
2.0 araliginda olmasina dikkat edilmesi kosulu ile Nanofotometre Iimplen cihazi ile
yapilmis ardindan Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR), CFX Connect
(BioRad) cihazinda, miScript SYBR Green PCR Kit’in 6ngordiigii protokol
dogrultusunda gerceklestirilecektir Her bir reaksiyonda, 20 ng cDNA kalib1, 2x
konsantre SYBR Green PCR Karisimi, 10x Universal Reverse Primer ve 10x miRNA
spesifik Forward Primer ile 2 tekrar olacak sekilde 25 ul’ye RNAz-DNAz icermeyen
su ile tamamlanmistir. PCR kondiisyonlari, 94°C’de 15 sn denatiirasyon, 55°C’de 30sn
baglanma ve 70°C’de 30sn uzama basamaklarini takiben 40 siklus devam ettirilmis ve

her bir PCR deneyinde her bir 6rnek 2 tekrarli olarak hazirlanmistir.

3.4.13. miRNA mimik/Anti-miR transfeksiyonu

Hasta ve saglikli gruplardan yapilan miRNA analizine gore onkomir ya da timor
baskilayici karakterde miRNA’lar belirlenmis ve miRNA ifadesinin arttirilmasi ile
hicreler mimik miRNA-150-5p ile transfekte edilmistir. Belirlenen miRNA’larin
hiicre i¢inde modiilasyonu i¢in 6ncelikle hiicrelerin 6 kuyucuklu hiicre kaplarina her
kuyucukta 3x10° hiicre olacak sekilde ekimleri yapilmistir. Ekildikleri kuyucuklarm
tiim yiizeyini kaplayacak yogunluklara geldiklerinde hiicrelere transfeksiyon islemi
gergeklestirilmistir. Transfeksiyon karisimi igin her kuyucuk igin 100 ul olacak
miktarda serum ve antibiyotik igermeyen DMEM hiicre medyasi igerisine miRNA
oranmin 3 kat1 olacak sekilde 3 ul (3:1) transfeksiyon ajam (IN-fectTM in vitro
transfection reagent, Cat No. 15081) eklenmistir. 5 dk inkiibasyonda bekletildikten
sonra MiRNA mimik 150-5p (Qiagen, Ana stok: 20 uM, Istenen miktar: 5nM)
eklenerek 20 dakika inkiibasyona birakilmistir. Hazirlanan transfeksiyon karismmi
damladamla htcrelere eklenmis ve 48 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir. Mimik
mMiRNA -20°C’de, transfeksiyon ajani ise +4°C’de saklanmistir. Transfeksiyon sonrasi

2B ve 3B kiiltiirler olusturulmustur.
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3.4.14. Hiicre sagkalim testi DiOCs boyama

Gem+ ve normal MP ve PC hiicrelerinin miRNA modiilasyonu sonrasi hiicre
sagkalimi ve ¢ogalma hiz1 incelenmistir. Bunun icin  MmiRNA mimik
transfeksiyonlarini takiben 24-48-72 ve 96 saat sonrasi hiicre ¢ogalma hizlar1 DiIOC6
floresan boyama ile incelenmistir. Mitokondriyal membran potansiyeli kayb1 hiicre
oltimii ile iliskili olup, membran potansiyeli kayb1 hiicrelerin DiOC6 ile boyanmasim
engeleyen bu boya ile ekimi yapilan hiicreler, 4 mM DiOC6 ile 15 dk 37 derecede

inkiibasyon sonrasi floresan mikroskobunda goriintiilenmistir.

3.4.15. miRNA modiilasyonu sonrasi immunoblotlama

miRNA mimik transfeksiyonlart yapilan ve yapilmayan MP ve PC hiicrelerinin
belirlenenilgili proteinlerin ifadeleri incelenecektir. Transfeksiyon islemlerini takiben
immunoblotlama islemibelirtildigi gibi devam edilmistir. Membranlar primer antikor
Wnt yolagi (Wnt3a/b, B-katenin, LRP6, Dvl2, Hippo yolagi ( P-YAP(S127),
YAP/TAZ, MOB1, LATS2), PI3K yolag: (PI3K, AKT, mTOR, GSK-3f), EMT
sinyali ( E-kaderin, N-kaderin, Vimentin), pro ve anti-apoptotik sinyali (PARP,
Kaspaz 9, Bak, Bax) ile gece boyunca 4 °C’te inkibe edilmistir. 1XTBS ve 1XTBS-T
yikamalar1 sonrasinda uygun sekonder (Anti-tavsan/fare)ile gece boyunca 4 °Cde
inkibe edilmis ve kemiliiminesans soliisyonlar1 ile muamele edilen membranlar

ChemiDoc (BioRad) ile analiz edilmistir.

3.4.16. Propidyum iyodiir ile boyama, hiicre akis sitometrisi

2B kiiltiir ortamindaki MP ve PC Gem+ ve normal hiicrelerin subGl, G1, S ve G2/M
fazlarindaki popiilasyonlar1 incelenmistir. SubG1l popillasyonu apoptotik hicre
gruplar1 hakkinda bilgi verecektir. Gem+ ve normal MP ve PC hucrelerine miRNA
transfeksiyonlarmi 24, 48 ve 72 saat takiben 2B kiiltiirdeki hiicreler toplanmis ve
santrifiij islemi oda sicakliginda 500 g de 5 dakika olacak sekilde gergeklestirilmistir.
1x PBS ile yikama islemi, hiicre zarina zarar vermeyecek sekilde gergeklestirilmistir.
Fiksasyon islemi 2 giin boyunca % 70 etanolde yapilmis, ardindan hiicreler 4 mg/ml
propidyum iyodiir (PI), 20 uM RNaz ve 500 ul 1x PBS ile 37°C’de 30 dk boyanmustir.
Boyanan hiicreler hiicre akis sitometrisinde her bir grup 10* hiicre olacak sekilde

okutularak, analiz edilmistir.
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3.4.17. istatistiksel analiz

En az 2 tekrarli olacak deney sonuglarinin istatistiksel analizi i¢in Graphpad Yazilimi
(4.04 versiyon) kullanilacaktir. Hasta verileri kullanilarak gerceklestirilen miRNA
ifadeleri belirtilen hastalarin farkli karakteristik 6zelliklerine (yas, cinsiyet, histolojik
evre, metastatik/metastatilk olmayan) gore anlamlilik testi uygulanabil mistir.
Immunoblotlama sonuglar1 Image J analiz programi ile sayisal olarak hesaplanacak ve
her band profilinin kendi B-aktin degerlerine gore normalize edilerek 2-way ANOVA

Bonferroni ¢oklu karsilastirma analizi ile istatistiksel verileri elde edil mistir. [78].
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4. SONUCLAR

4.3.Gemsitabin Uygulamasi, Ilaca Direncli Hiicre Grubuna Gore Hiicre
Canlihgim Azaltici Yonde Etki Etmistir.

Gemsitabine direng mekanizmalarini aragtirmak amaciyla, gemsitabine slrekli
maruziyet altinda stabil hiicre hatlar1 olusturmak i¢in PANC-1 ve MiaPaCa-2 hiicre
hatt1 segilmistir. Se¢im, 48 saatlik MTT tahlili ile belirlenen yaklasik IC50'ye karsilik
gelen 20 nM GEM dozunda baglatilmistir. Artan gemsitabin konsantrasyonlariile 16
haftalik siirekli inkiibasyonun ardindan, 100 nM gemsitabine siirekli maruz kalma

altinda ilaca direngli bir popiilasyon ortaya ¢ikmistir.

—~ 150 Bl Panc-]

= 0 B Panc-1 Gem+
e

= L e

= 100 A s

= u L HEEE

-

&

5. HE
= A0 I—'
z I

3

= 0

O 10 20 50 100 300 500 1000
Gemsitabin (nM)

Sekil 22. PANC-1 hiicre hattinda canliligin belirlenmesi (24 s)

Sitotoksik etkiye sahip 50 ve 100 nM gemsitabin tedavisiyle 24 saatte hiicre
canliliginda yiizde 25-40 azalma tespit edildiginden, bu konsantrasyonlar ¢alismalar
icin secilmistir. Sitotoksik ilag se¢cim dozunun artmasiyla diren¢ kademeli olarak
artmistir ve artan ilag dozu, 100 nM gemsitabinin siirekli varliginda ¢ogalan
popiilasyonlarin olugsmasiyla sonuglanmistir. Fenotip, 100 nM gemsitabin varliginda
cogaltilan hiicrelerin ilagtan uzaklastirilmasmin ardindan 16 pasajdan fazla direng
gosterdiginde stabil kabul edilmistir (Sekil 22-23).
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Sekil 23. MiaPaCa-2 hiicre hattinda canliligin belirlenmesi (24 s) Gemsitabine direncli hiicre
hatlarimm in vitro blyume inhibisyonu. Kolomimetrik 24 saatlik MTT tahlili tetrazolyum boyasinin
formazana metabolizmasi hiicre canliligini test etmek i¢in kullanildi. PANC-1 ve MiaPaCa-2
hiicrelerinin ve GEM’e direngli hiicre hatlarinin doza bagli biiyiime inhibisyonu. Kullanilan GEM
dozlar1 10 nM, 20 nM, 50 nM, 100 nM, 300 nM, 500 nM ve 1000 nM

4.4 PANC-1, MiaPaCa-2 ve Direncli (Gem+) Hicre Hatlarinda Gemsitabin
Uygulamasimin Mitokondri Membran Potansiyeli ve Morfolojik Degisim

Uzerine Etkisinin Floresan Boya ile incelenmesi.

Hiicre canlilig1 testi DIOC6 ile gosterilmistir. 3,3’ Diheksiloksakarbosiyanin iyodir
(DIOCs) pozitif yuklu bir floresan boyadir. Negatif yiiklii mitokondriler tarafindan
tutunmasini saglar ve mitokondri membran potansiyeli (MMP) bozulmus apoptotik
hiicrelerde boya tutunamamaktadir. DIOCs boyama ile MMP kayb1 belirlenmistir.

Hiicre hatlarina 24 saat ilag uygulanmasini takiben boyama gergeklestirilmistir.

Hucrelerdeki dikkat cekici 6zelliklerden biri hiicresel morfolojideki degisim olmustur.
Kontrol grubu hiicreleri siki1 baglantilara (tight junction) ve potlu goériiniimii ile
oldukca kolonize bir morfoloji sergilerken, direncli hiicre grubu hicre-hicre temas

kaybiyla ig benzeri bir goriintii ve boyut olarak daha biiylik bir morfoloji sergiler.
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Sekil 24. MIA PaCa-2, PANC-1 ve direngli hiicre hatlarinda gemsitabinin mitokondriyal membran
potansiyeline etkisinin floresan mikroskobunda incelenmesi. Gemsitabin (100 nM) uygulamasi
MiAPaCa-2 ve PANC-1 ve direngli hiicrelerde 24 saat boyunca uygulanmistir. DIOC6 ile boyanan

hiicreler floresan mikroskobunda incelenmistir (x10).

75



Bu morfolojik 6zellikler siklikla fibroblast benzeri veya EMT benzeri bir fenotip ile
iligkilidir. Kontrol grubunda uygulanan 100 nM GEM’in direngli hiicre grubuna
kiyasla hiicre sayisinda anlamli bir azalmaya yol actigr gozlemlenmistir.
Gemsitabin’nin PANC-1 hicrelerinde MiaPaCa-2 hiicresinden daha etkili olmasi
MMP kaybinin daha da artmasina yol agmistir. Bu sonuglar ile birlikte MMP kaybinda
artis ile i¢sel yolak araciligiyla apoptotik hiicre 6liimiiniin temel géstergesi olan MMP

bozulmasi ile apoptotik 6liim belirlenmis olmaktadir (Sekil 24).

4.5.Gemsitabinin’nin Ug Boyutlu (3B) Hiicre Formlarina Etkisinin

Yumusak Agar Koloni Olusturma Deneyi ile Incelenmesi

Calismamizda PANC-1 ve MiaPaCa-2 hiicrelerinin hiicresel ylizeyden bagimsiz ortamda
olusturduklart 3B hiicre formlar1 yumusak agar yontemi kullanilarak incelenmistir.
Hiicrelerin olusturduklar 3B formlar1 3. haftada 1s1k mikroskobu altinda 6l¢iilmiistiir.

DIOCs floresan boyama ile MMP gosterilmistir.
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Sekil 25. Yumusak agar deneyi ile sferoid olusumunda Gemsitabin etkisinin gosterilmesi. PANC-1 ve
MiaPaCa-2 pankreas kanseri hiicrelerine gemsitabin uygulamasinin sferoid yapilaria etkisi. Ugiinci

haftada 151k mikroskobu altinda gézlemlendi.

Kontrol grubu ile kiyaslandiginda GEM’e direncli hiicrelerde, sferoid formlarmn
caplarinda artis gozlenmistir. Kontrol hiicre grubunda Gemsitabin uygulamasim
takiben goriilen azalmaya bagli olarak 3B hiicre formu olusumunun 6nemli 6l¢iide

baskilandigi gozlemlenmistir (Sekil 25).

4.6.Gemsitabin Uygulamasi1 PANC-1 ve MiaPaCa-2 Hiicre Hatlarinda
Direncli Hucrelere Kiyasla Koloni Olusturma Potansiyeline Ket

Vurmustur.

Koloni formasyon testi in vitro ortamda kemoterap6tik bir ajanin uygulanmasi sonrasi
hiicrelerin koloni olusturma potansiyellerinin gozlemlenmesini saglayan bir
yontemdir. Koloni en az 50 hiicrenin bir araya gelerek olusturdugu hiicre popiilasyonu
olarak tanimlanmaktadir. Kristal viyole ile boyamanin ardindan 151k mikroskobu

altinda koloni sayilar1 0l¢Ulmiistiir.
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Sekil 26. hiicrelerin koloni olugturma potansiyellerinin incelenmesi. a. Hiicreler koloni deneyi icin
ekimlerinin yapilmast ile kristal viyole boyamasinin ardindan koloni olusturma potansiyelleri tespit
edildi. b. MiaPaCa-2, PANC-1 ve direncli hiicre hatlarindan elde edilen koloni sayilari 1g1k

mikroskobu altinda goriintiilendi ve dl¢iildii.

MTT hiicre canlilig1 testinde incelenen GEM dozlarinin hiicrelerin koloni olusturma
yeteneklerini 6nemli derecede baskilandig1 gézlemlenmistir. Kontrol grubunun koloni
formasyon potansiyelinin direngli grubuna gére anlamli 61¢iide azaldig: goriildi. MTT
hiicre canlilig1 testinin desteklenmesi amaciyla 48 saat siiresince uygulanan GEM ilact
dozlarinin verdigi sonuglarda gozlendigi iizere kontrol hiicre gruplarinda direngli
hiicre gruplarina gore koloni olusturma potansiyellerinde azalma yarattigi, ket vurucu

bir etki gosterdigi goriilmiistiir (Sekil 26).
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4.7.As1th Damla Deneyi ile Pankreas Kanseri Hicrelerinde Gemsitabin
Uygulamasimin Ug Boyutlu Hiicre Formlarimin Olusturulmasindaki

Etkilerinin Gosterilmesi

Ug boyutlu (3B) hiicre kiiltiirii olusturmak iizere kullanilan bir diger yontem ise asih
damlamodelidir. Hiicrelerin yumusak agar koloni olusturma deneyinde agar igerisinde
olusturduklar1 3B hiicre formasyonlarindan farkli olarak, hiicre siispansiyonu ile
olusturulan bir damla igerisindeki ortamda hiicreler arasi etkilesimle sferoid
formlarinin olusturulmasini saglayan asili damla modelidir. Gemsitabin’nin PANC-1
ve MiaPaCa-2 hucrelerinin invazyon potansiyeli tzerindeki etkisini anlamak igin 3
boyutlu sferoid hicre kiiltiirii teknigi yapilmistir. 20 pl taze kiiltiir ortamina (DMEM)
2,5x102 hiicre damla damla petri kabina ekildi ve 72 saat siireyle inkiibe edildi.
Gemsitabinin etkisine bagli olarak kontrol grubu ve direncli hiicre grubunun 3 Boyutlu

Sferoid Kiiltiir olusturma potansiyeli asili damla modeli deneyi ile incelenmistir.

a. Panc-1 Normal Gem+
) 50 nM 100 nM 100 nM
Gemsitabin Gemsitabin Gemsitabin
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Sekil 27. Asili damla yontemi ile PANC-1 pankreas kanseri hiicrelerine GEM uygulamasinin 3B
hiicre formlarinin olusturulmasindaki etkisinin gosterilmesi. a. PANC-1 hiicrelerinde deney
gruplarimin olusturdugu sferoid formlarin ¢aplar: 72. saatte olgiildii. 72 saat 151k ¢ekiminden dnce
DAPI ve DiOC6 boyamasi gerceklestirildi ve sferoid formlar floresan mikroskobu altinda uygun
filtreler kullanilarak goriintiillendi. b. 72 saat sonunda deney gruplarinin ¢oklu karsilastirma analizi ile

istatistiksel anlamlilik degerleri siitun grafigi ile belirtildi.

a.
MiaPaCa-2 Normal Gem+
) 50 nM 100 nM 100 nM
Gemsitabin Gemsitabin Gemsitabin

Istk Mik.
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Sekil 28. Asili damla yontemi ile MiaPaCa-2 pankreas kanseri hiicrelerine GEM uygulamasinin 3B
hiicre formlarinin olusturulmasindaki etkisinin gosterilmesi. a. MiaPaCa-2 hiicrelerinde deney
gruplarimin olusturdugu sferoid formlarin ¢aplar: 72. saatte 6lgiildii. 72 saat 151k ¢ekiminden dnce
DAPI ve DiOC6 boyamasi gerceklestirildi ve sferoid formlar floresan mikroskobu altinda uygun
filtreler kullanilarak goriintiilendi. b. 72 saat sonunda deney gruplarinin ¢oklu karsilastirma analizi ile

istatistiksel anlamlilik degerleri siitun grafigi ile belirtildi.

Asili damla modeli deneylerinde zamana bagli GEM uygulamasinin PANC-1 ve
MiaPaCa-2 kontrol grubu hiicrelerinde 72 saat igerisinde etki gosterdigi ve 3 Boyutlu
Sferoid kiiltiir olusturma potansiyellerine ket vurdugu ve anlamli dlgiide azalttigi
gozlemlenmistir.. Direngli hiicre gruplarina baktigimizda ise bu etkinin azaldig
kiigiilme goriilmedigi ayrica bazi koloni boyutlarinda artis oldugu gozlemlenmistir.
72s sonundaki DAPI ve DIOCs floresan boyama ile ¢ekirdek ve MMP gésterilmistir.
72 saat sonunda deney gruplarinin koloni ¢aplar1 6l¢iildii ve coklu karsilastirma analizi
ile istatistiksel anlamlilik degerleri stitun grafigi ile belirtildi. Tim bu sonuglar 2 hiicre
hattinda da benzerlik gostermistir (Sekil 27-28).
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4.8.Asili Damla Deneyi ile PANC-1 ve MiaPaCa-2 Hicrelerinde Gemsitabin
Uygulamasimin zamana bagh Uc Boyutlu Hiicre Formlarinin

Olusturulmasindaki Etkilerinin Gosterilmesi

Sferoid ve organoid formlar 2B hiicre kiltiirlerine goére ECM ve hiicre-hiicre etkilesimi
acisindan tiimor dokusu mimik edebilen yapilar olmalarmin yani sira kanser kok hiicre
(KKH) davranisinin ve farklilagsmasinin analiz edilebilecegi formlardir. Asili damla
modeli deneylerinde zamana bagli GEM uygulamasinin PANC-1 ve MiaPaCa-2
kontrol grubu ve direncli hicrelerinde 24, 48, 72 ve 96 saat igerisinde etkisi

incelenmistir.
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Sekil 29. Asili damla yontemi ile PANC-1 pankreas kanseri hiicrelerine GEM uygulamasinin 3B
hiicre formlarinin olusturulmasindaki etkisinin gosterilmesi. a. PANC-1 hiicrelerinde deney
gruplarinin olusturdugu sferoid formlarin ¢aplar1 72. saatte 6l¢ildu. 24, 48, 72 ve 96 saat 151k
cekiminden 6nce DiOC6 boyamasi gergeklestirildi ve sferoid formlar floresan mikroskobu altinda
uygun filtreler kullanilarak goriintiilendi. b. Deney sonunda hiicre gruplarinin ¢oklu karsilastirma

analizi ile istatistiksel anlamlilik degerleri siitun grafigi ile belirtildi.
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[lag uygulamasinin 3 Boyutlu Sferoid kiiltiir olusturma potansiyellerine ket vurdugu
ve koloni gaplarini belirgin bir bi¢imde azalttig1 gézlemlenmistir. Zaman ve koloni
caplarinin grafiksel analizine bakildiginda zamana oranla koloni ¢aplarinin PANC-1
hiicre hattinda arttig1 ve GEM ajaninin etkisinin azaldig1 goriildii. Ancak kontrole
kiyasla direngli hiicre grubundaki koloni ¢aplarinin artisi anlamli bulundu (Sekil 29).
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Sekil 30. Asili damla yontemi ile MiaPaCa-2 pankreas kanseri hiicrelerine GEM uygulamasinin 3B
hiicre formlarinin olusturulmasindaki etkisinin gosterilmesi. a. MiaPaCa-2 hucrelerinde deney
gruplarinin olusturdugu sferoid formlarin ¢aplar1 72. saatte 6lgiildii. 24, 48, 72 ve 96 saat 151k
¢ekiminden 6nce DiIOC6 boyamasi gergeklestirildi ve sferoid formlar floresan mikroskobu altinda
uygun filtreler kullanilarak goriintiilendi. b. Deney sonunda hiicre gruplarinin ¢oklu karsilagtirma

analizi ile istatistiksel anlamlilik degerleri siitun grafigi ile belirtildi.
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MiaPaCa-2 hiicrelerinin grafiksel oranina bakildiginda ilk 24 saatten sonra koloni
caplarinda genel bir azalma goriildii. Kontrol grubunda GEM ajaninin etkili oldugu ve
bu etkinin koloni ¢aplarint anlamli 6lgiide azalttigi goriildi. Direncli hiicre grubunda
ise ilk 24 saatten sonra bazi koloni boyutlarinda azalma oldugu g0riilmiis ancak
sonraki siiregte koloni ¢aplarinin stabil kaldig1 goriildii. 96 saat sonunda hiicre canliligt

DIOCs boyama ile mitokondri membran potansiyeli gosterildi (Sekil 30).

4.9.Gemsitabin Uygulamasinin Diren¢ Mekanizmasinda Gorev Alan Protein
ifadelerine EtkKisi

Gemsitabine direncli ve normal 2B ortamdaki Panc-1/MiaPaCa-2 hcrelerinin
Hippo/Wnt sinyallerinin yan1 sira hiicre sagkalimi ve metastaz1 ile ilgili
PIBK/Akt/mTOR ve EMT sinyallerinde gorev alan protein ifadeleri ve ayrica

apoptotik hlcre 6lumine etkisi de immunoblotlama ile incelenmistir.
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Sekil 31. PANC-1, MiaPaCa-2 ve direngli 2B hiicre formlarinda Gemsitabin varliginin Direng

mekanizmalarindaki sinyal yolaklarina etkisi. Total protein izolasyonu sonrast 30 pg protein %12°lik
SDS-PAGE jelde yiiriitiildii. Listelenen antikorlarla problandi. mTOR, AKT, p-YAP, YAP/TAZ, N-
kaderin,GSK-3p, ve PARP ifadeleri immunoblotlama yontemi ile incelenmistir. B-Aktin ylkleme

kontrolii olarak kullanilmustir.

Western blot sonuglari, PANC-1 ve MiaPaCa-1 hiicrelerinde GEM direncinin geligimi
sirasinda, direncli iki hiicre hattinda da mTOR ve AKT ekspresyonunun anlaml
Olctide yukar1 regiile edildigini, p-YAP proteinlerinin ekspresyon seviyelerinin asagt
regiile edildigini ve YAP proteininin ekspresyon seviyesinin ise yukari regiile
edildigini gostermektedir. Bu sonuclar, hiicre i¢i enerji metabolizmasinin kontrol eden
PI3K/Akt/mTOR sinyal yolaginin ve doku homeostazi, organogenez, farklilasma ve
apoptoz gibi birgok biyolojik siiregte rol alan Hippo sinyal yolaginin, PK hiicrelerinin

GEM'e direncinin diizenlenmesinde rol oynadigini1 géstermektedir.

Epitel belirte¢ olan N-kaderin seviyeleri iki hiicre hattinda da incelenmistir. PANC-1
ve MiaPaCa-1 hiicrelerinde yapilan immunoblotlama sonuglarina gore 2B hiicre
formlarinda Gemsitabine direngli hiicrelerde, N-kaderin seviyesinde anlamli bir fark

goriilmustiir.

Proliferasyon, farklilasma, apoptoz, invazyon ve anjiyogenezi diizenleyen Wnt/fS-
katenin sinyal yolaginda Akt-GSK3p yolunun aktivasyonu gemsitabin direnci igin
onemlidir. immiinoblotlama sonuglarinda, PANC-1 ve MiaPaCa-1 hiicrelerinde GEM

direncinin gelisimi sirasinda, direngli iki hiicre hattinda da kontrol grubuna kiyasla
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GSK-3p ekspresyonunun anlamli 6l¢iide yukari regiile edildigi gosterilmistir. Bununla
birlikte, DNA onarimi, hiicre dongiisii regiilasyonu ve apoptotik mekanizmada énemli
rolleri olan PARP, direng¢ mekanizmasinda rol almasiyla bir¢ok kanser tiiriinde
arastirllmigtir. Calismamizda normal ve GEM’e direngli hiicrelerdeki PARP

seviyelerine bakildiginda direngli hiicrelerdeki PARP ifadesinde 6nemli bir artis

oldugu gozlemlenmistir (Sekil 31).

4.10. 2B Ve 3B Kulturlerdeki Gem+ Ve Normal PANC-1/Miapaca-2 PK
Hucrelerinde Secili miRna Analizi

Arastirmamizda, normal ve Gem+ hiicrelerden olusturulan 3B sferoid yapilari ile 2B
Panc-1/MiaPaCa-2 hiicrelerinde Hippo ve Wnt sinyal yolagini hedefleyen belirli
miRNA’larin (miR-27b-3p, miR-92a-3p, miR-150-5p ve miR-345) ifadeleri analiz
edilmistir.
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Sekil 32. Gem+ ve normal Panc-1 hiicrelerinin 2B ve 3B formlarinda miR-345, miR-150, miR-92a-3p
ve MiR-27b-3p ekspresyon seviyelerinin incelenmesi. Bagil miRNA ifadeleri ger¢ek zamanli PZR
reaksiyonu ile incelendi ve sonuclar RNUG internal kontrole gore normalize edildi. Elde edilen

sonuglar ii¢ yar1 deneyin iki tekrarli sonucunun ortalama/st.sapma degerleridir. *p<0,05, **p<0,02,
***n=0,001, ****p<0,0001
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Ilaca direnglilige ek olarak 3B Kkiiltiir ortamimin Hippo/Wnt sinyal yolaklarmi
hedefleyen miRNA ifadelerine etkisikontrol gruplari ile karsilastirilarak incelenmistir.
Doku onarimi, organogenez gibi hiicre proliferasyonunun diizenlenmesinde rol alan
Hippo ve Wnt sinyallerinin 3B kiiltiir ortaminda hedeflenmesi tiimor gelisimini

baskilamada rol oynayan sinyal molekiiliiniin belirlenmesi agisindan 6nemlidir.

PANC-1 2B ve 3B hiicrelerinde gerceklestirilen miRNA analizinde miR345 ifadesinin
2B hiicre grubunda 0,9 seviyesinde oldugu, 3B hiicre grubunda ise miR-345 ifadesinin
1,4 seviyesine arttig1 goriildii. Direncli gruba bakildiginda ise 2B ve 3B hiicrelerin
miR-345 ekspresyon seviyesinin normal hiicre grubuna goére neredeyse yar1 yariya
oranla diistiigii ancak direngli 2B ve 3B hiicre grubu arasinda anlamli bir fark olmadig

goralda.

miR-150 analizinde ise PANC-1 normal 3B hiicre grubunda, 2B hiicrelere kiyasla
mMiR-150 seviyesinde anlamli bir azalma goriildii. Direngli hiicrelerde ise miR-150
ekspresyon seviyesinin 2B hiicrelerde 0,1 oranina, 3B hiicrelerde 0,2 oranina diisiis
gosterdigi goruldu. Genel olarak miR-150 ekspresyonunda kontrole kiyasla azalma

goriilmiis olsa da 3B hiicrelerde korelasyon goriilmedi.

Yapilan miR-92 analizinde normal 3B hiicrelerde miR-27 ekspresyon seviyesinin 2B
hicrelere oranla oldukga arttigi ve 1,9 oranindan, 2,8’e ¢iktigi ancak direncli 2B ve 3B
hiicrelerdeki kontrole oranla 0,99-1,3 araligindaki miR-27 artisinin korele bir sonug

olmadig gorildii.

mMiR-27 tizerinde yapilan PZR analizinde 2B ve 3B normal hiicre gruplarinda miR-27
ekspresyon seviyelerinde anlamli bir fark goériilmemis ayni ekspresyon seviyesinde
oldugu gorilmiistiir. Direngli hiicre grubunda 2B hiicrelerde miR-27 ekspresyon
seviyesinin 2,1’e ¢iktg1 3B hiicrelerde ise bu oranin 2,4 seviyesine ¢iktig1 goriilmiis
ancak sonu¢ anlamli bulunmamistir. Normal ve direngli grubu kendi igerisinde
kiyaslandiginda ise miR-27 ekspresyon seviyesinin direngli hiicrelerde yukar

regiilasyon gosterdigi goriildi (Sekil 32).
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Sekil 33. Gem+ ve normal MiaPaCa-2 hiicrelerinin 2B ve 3B formlarinda miR-345, miR-150, miR-
92a-3p ve miR-27b-3p ekspresyon seviyelerinin incelenmesi. Bagil miRNA ifadeleri ger¢ek zamanli
PZR reaksiyonu ile incelendi ve sonuclar RNUG internal kontrole gére normalize edildi. Elde edilen

sonugclar {i¢ yar1 deneyin iki tekrarli sonucunun ortalama/st.sapma degerleridir. *p<0,05, **p<0,02,
***p=0,001, ****p<0,0001

MiaPaCa-2 2B ve 3B hiicrelerinde gerceklestirilen miRNA analizinde miR345
ifadesinin 2B hiicre grubunda 0,7 seviyesinde oldugu, 3B hiicre grubunda ise miR-345
ifadesinin 0,3 diizeyine diistligli goriildii. Direngli gruba bakildiginda ise 2Bve 3B
hicrelerin miR-345 seviyesinin normal hiicre grubuna gore neredeyse yar1 yariya

diistiigliancak 2B ve 3B direngli hiicrelerin arasinda anlaml1 bir fark olmadig1 goriildii.

miR-150analizinde ise normal MiaPaCa-2 3B hiicrelerinin, 2B hiicrelere kiyasla miR-
150 seviyesinde anlamli bir azalma goriildii. Direncgli hiicrelerde ise miR-150

seviyesinin 2B hiicrelerde 0,3 oranindan, 3B hiicrelerde 0,1 oranina diistiigli goriildii.

Yapilan miR-27 analizinde normal 3B hiicrelerde miR-27 seviyesinin 2B hiicrelere
oranla arttig1 ve 1,8 seviyesinde oldugu ancak direncli 2B ve 3B hiicrelerdeki miR-27

artisinin sonuglarla korele olmadig goriildii.
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Yapilan PZR analizinde miR-92 ekspresyon seviyesinin 2B hiicrelerde 2,1 seviyesinde
oldugu 3B hiicrelerde ise bu seviyenin 2,9 oraninda ¢iktig1 ve anlamli bir artis olmadig
goriildi. Direngli hiicre grubunda ise benzer sonugla karsilasildi. miR-92 ekpresyon
seviyesinin 3B hiicrelerde 2B hiicrelere kiyasla 0,3 oraninda bir artis goriildii. 2B/3B
kontrol ve direngli hiicreler gruplarinda miR-92 ekspresyon seviyesi artiginin birbiri

ile korele oldugu goriilse de bu artis anlamli bulunmadi (Sekil 33).

4.11. PANC-1 ve MiaPaCa-2 Pankreas Kanseri Hucrelerine miR-150

Transfeksiyonu ve Gemsitabin Uygulamasi

PANC-1 ve MiaPaCa-2 pankreas kanseri hiicrelerine Gemsitabin uygulamalar1 ve
sentetik miR-150 transfeksiyonu sonras1 miR-150 ifadesi ger¢ek zamanli PZR analizi
ile incelenmistir. PANC-1 ve MiaPaCa-2 hiicrelerinde GEM uygulamasini takiben

miRNA analizi gerceklestirilmistir.
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Sekil 34. PANC-1 ve MiaPaCa-2 hiicrelerinde miR-150 mimik transfeksiyon sonras1 Gemsitabinin
belirtilen miRNA ifadesine etkisi. PANC-1 ve MiaPaCa-2 hiicreleri sentetik miR-150 ve negatif
kontrol (NC) ile 48 saat boyunca transfekte edildi. miRNA izolasyonu sonrasi miRNA ifadeleri
gercek zamanli PZR kullanilarak belirlendi. Normalizasyon internal endojen kontrol RNUG6 ile
gercgeklestirildi. Elde edilen sonugclar iki farkli deneyin 2 tekrarl verilerinin ortalama/St. Sapma

degerleridir (*p<0,05, ****p<0,0001).
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Ilag uygulanan grupta kontrol grubuna kiyaslamiR-150 seviyesinde artis goriilmiistiir.
Sentetik miR-150 transfeksiyonu ile PANC-1 2,5 ve MiaPaCa-2 hicrelerinde miR-
150 ifadesi 0,75 kat artmistir. Kontrol grubuna kiyasla miR-150 mimik transfekte
edilen PANC-1 ve MiaPaCa-2 hiicrelerine Gemsitabin uygulamas1 miR-150 ifadesini
PANC-1°da 6,5 kat MiaPaCa-2’de ise 2,5 kat arttirmistir. NC ise negatif kontrol
olarak, bilinen miRNA islevi lizerinde tanimlanabilir bir etkisi olmayan transfeksiyon
kalitesini kontrol etmek ve hedef gen ekspresyonu Uzerinde deneysel miRNA
mimik/anti-miR'nin degerlendirilmesi i¢in kullanildi. Kontrol grubu ile kiyaslandigim

NC transfeksiyonunu ile anlamli bir fark gézlenmemistir (Sekil 34).

412, Pankreas Kanseri Hucrelerinin miR-150 ve Gemsitabin

Uygulamalar ile Zamana Bagh Sagkalim Analizi

2B PANC-1 ve MiaPaCa-2 hiicrelerinde transfeksiyon protokoliini takiben hiicreler
24 saat Gemsitabin ile muamele edildi. Ardindan canli hiicrelerin mitokondriyel
membranlarina niifuz eden DiOC6 floresan boyasi ile canli hiicreler floresan
mikroskobu ile gézlemlenmistir. PANC-1 transfekte edilmeyen kontrol grubunda
GEM uygulanmis normal ve direngli hiicreler kiyaslandiginda ilag uygulamasimn
direngli hiicrelerin hiicre canliliginda anlamli bir etki yaratmadigi goriilityorken buna
kiyasla, miR-150 ifadesi arttirilan grupta hiicre canliliginda, anlamli bir azalma
gozlenmistir (Sekil 35).
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Sekil 35. 2B PANC-1 hucrelerinde miR-150 ifadesi ile iliskili olarak Gemsitabinin hiicre canliligina
etkisinin incelenmesi. 6 kuyucuklu petri kaplarina ekilen hiicrelere miR-150 ifadesinin arttirilmasinin
ardindan, miR-150+ ve normal PANC-1 hiicrelerinde 100 nM GEM varliginda (24 sa) ve yoklugunda
DiOC6 boyamasi yapilarak hiicre canliligi analizi gergeklestirilmistir. Boyanmanin ardindan hiicreler

floresan mikroskopta incelenmistir.
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Sekil 36. 2B MiaPaCa-2 hucrelerinde miR-150 ifadesi ile iliskili olarak Gemsitabinin hiicre

canliligina etkisinin incelenmesi. 6 kuyucuklu petri kaplarina ekilen hiicrelere miR-150 ifadesinin
arttirilmasinin ardindan, miR-150+ ve normal MiaPaCa-2 hiicrelerinde 100 nM GEM varliginda (24
sa) ve yoklugunda DiOC6 boyamasi yapilarak hiicre canliligi analizi ger¢eklestirilmistir. Boyanmanin

ardindan hiicreler floresan mikroskopta incelenmistir.

2B miR-150+ MiaPaCa-2 hiicrelerinde kontrol grubuna kiyasla Gemsitabin hiicre
canliligini azaltmada oldukga etkili olmustur. MiaPaCa-2 direngli hucrelerinin hiicre
canliligt da miR-150+ transfeksiyonu sonrasinda GEM uygulanan grubun hiicre

canliliginda anlamli sekilde azalma goriilmistiir (Sekil 36) .
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4.13. miR-150 Mimik Transfeksiyonu ve Gemsitabin Uygulamasinin
Pankreas Kanseri Hicrelerinde Koloni Olusturma Etkisinin

Gosterilmesi

Asili damla modeli ile MiaPaCa-2 hiicrelerinden elde edilen sferoid formlardan 6
kuyucuklu hiicre kiiltiirii kaplarina ekim yapilmis ve deney gruplarinin 3B hiicre
formlarinda koloni olusturabilme potansiyelleri incelenmistir Ek olarak 2B hiicrelere
miR-150 transfeksiyonunu takiben normal ve direngli hiicrelerde Gemsitabinin koloni
olusturma potansiyeline etkisi incelenmistir. Kristal viyole ile boyamanin ardindan

151k mikroskobu altinda kolonilerin ¢aplar1 6l¢iilmiis ve analizi yapilmistir.

a. Kontrol Gem miRl O miR- 1 50+e

3

Koloni Cap1 (mm)

Sekil 37.a. miR-150+ ve/veya GEM uygulanan MiaPaCa-2 hiicrelerinin ekimlerinin yapilmasi ile
kristal viyole boyamasinin ardindan koloni olusturma potansiyelleri tespit edildi. Kolonilerin ¢aplari
151k mikroskobu altinda goriintiilendi ve ¢aplan 6l¢iildii. b. MiaPaCa-2 hiicrelerinin koloni olusturma

potansiyellerinde deney gruplar1 arasinda ¢oklu karsilastirma analizi ile anlamli fark bulundu.

MiaPaCa-2 +miR-150+Gem grubunun koloni formasyon potansiyelinin kontrol
grubuna gore anlamli 6lglide azaldigi goriilmektedir (Sekil 38). Ayni sayida ekim
yapilan 2B hiicreleri ile kiyaslandiginda hiicrelerin 3B hiicrelerinden elde edilen
sonuglara gore anlamli 6l¢iide koloni olusturdugu gériilmiistiir. 3B MiaPaCa-2 hiicre
formlarindan yapilan ekim sonucunda deney gruplari arasinda miR-150 ifadesindeki
art1s ile GEM uygulamasinin direncli hiicre hattindaki koloni ¢aplarinin anlamli 6l¢tide

kiiciilmesi ve azalmasina neden oldugu grafik analizi ile gosterilmektedir.
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4.14. MiR-150 Mimik Transfeksiyonu ve Gemsitabin Uygulamasinin
Pankreas Kanseri Hucrelerinin 3B Hicre Formlarina Etkisinin

Yumusak Agar Koloni Olusturma Deneyi ile Incelenmesi

Calismamizda PANC-1 ve MiaPaCa-2 pankreas kanseri hticrelerinin, yiizeyden
bagimsiz ortamda olusturduklar1 3B formlar1 yumusak agar yontemi kullanilarak
incelenmistir. Hiicrelerin olusturduklar1 3B formlarin ¢aplar1 3. ve 4. haftalarda 151k

mikroskobu altinda 6l¢iilmiistiir.
Panc-1 Gem + Panc-1
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Sekil 38. Yumusak agar koloni formasyon deneyi ile miR-150 transfeksiyonu sonrasi koloni
olusturma etkisinin gosterilmesi. Panc-1 ve Gem+ Panc-1 hiicrelerinde miR-150 transfeksiyonu ile
gergeklestirilen GEM kombine uygulamalarinin sferoid olusumundaki etkisi 3 hafta sonra
gozlemlendi ve sferoid ¢aplari 61¢iildii. DAPI ve DiOC6 boyalarinin uygulanmasi ile sferoidler 1g1k

ve floresan mikroskobu altinda uygun filtreler araciligi ile goriintiilendi. (****p<0,0001).
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Direngli hiicre grubu kendi kontrol grubu ile kiyaslandiginda miR-150 ifadesi arttirilan
hiicrelerde, koloni ¢aplarindaki azalmaya bagli olarak mirR150+ etkili Gemsitabin
uygulamasinin 3B hiicre formu olusumunu 6nemli 6l¢iide baskiladigr gozlenmistir

(Sekil39-40).

MiaPaCa-2 Gem + MiaPaCa-2
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800

600

Sferoid Caplar (gm)
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Sekil 39. Yumusak agar koloni formasyon deneyi ile gemsitabinin miR-150 transfeksiyonunun
sonrast koloni olusturma iizerindeki etkisinin gosterilmesi. MiaPaCa-2 ve Gem+ MiaPaCa-2
hiicrelerinde miR-150 transfeksiyonu ile ger¢eklestirilen kombine uygulamalarinin 3B formu
olusumundaki etkisi 3 hafta sonra gozlemlendi ve sferoid ¢aplari 6l¢iildii. DAPI ve DiOC6
boyalarinin uygulanmasinin ardindan deney gruplarinin olusturdugu sferoidler 1s1k ve floresan

mikroskobu altinda uygun filtreler araciligr ile goriintiilendi. (****p<0,0001).
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Kontrol grubu ile kiyaslandiginda ise miR-150 ifadesi arttirilan hiicrelerde, koloni
formlarinin ¢aplarindaki azalmaya bagli olarak 3B hiicre formu olusumunun énemli
Olciide baskilandigr goézlenmistir. Ayn1 zamanda 3B hiicre formlarinda kontrol
grubuna kiyasla miR-150 ifadesi arttirilan normal ve direngli hiicreler ile Gemsitabin
uygulamasi yapilan hiicre grubundaki koloni ¢aplarinda anlamli 6lgiide kiculme

gozlemlenmistir.

Hem MiaPaCa-2+miR-150+GEM hem de PANC-1+miR-150+GEM grubunda
kontrol grubuna kiyasla koloni caplarinda anlamli dlgiide azalma goriilmektedir.
PANC-1 ve MiaPaCa-2 hiicrelerinde artan miR-150 ifadesi ve GEM uygulamasinin
kontrol grubuna gore anlamli 6l¢iide koloni gaplarinin kii¢iilmesine neden oldugu

grafik analizi ile gosterilmektedir.

4.15. Pankreas Kanseri Hiicrelerinde miR-150 Mimik Transfeksiyon ile
Gemsitabin Uygulamasinin Diren¢ Mekanizmasinda Rol Alan Protein
Ifadelerine Etkisi

2B ve 3B hiicre formlarinda diren¢ mekanizmalaro miR-150 transfeksiyonlarim
takiben Gemsitanbin varliginda ve yoklugunda immunoblotlama yontemi ile
incelenmistir. Hippo/Wnt sinyallerinin yani sira hiicre sagkalim1 ve metastazi ile ilgili
PI3K/Akt/mTOR ve EMT sinyallerinde gorev alan protein ifadeleri incelenmistir
(Sekil 41-42).

MiaPaCa-2 2B hiicrelerinde yapilan immunoblotlamda epitel belirte¢ olan E-kaderin
ve N-kaderin seviyeleri incelenmistir. miR-150 ifadesi arttirilan hiicrelerde N-kaderin
ifadesinin kaybi1 goriiliirken, E-kaderin ifadesinin arttig1 goriildii. Kontrol grubu ile
kiyaslandiginda ekspresyon seviyesindeki bu fark miR-150 ifadesinin arttirilmasimn

Gemsitabin kaynakli EMT yi 6nledigini gosterir.

Western blot sonuglari, MiaPaCa-1 hiicrelerinde GEM direncinin gelisimi sirasinda,
direncli hattinda mTOR ve AKT ekspresyonunun anlamli 6lgiide yukar1 regiile
edildigini gostermisti. miR-150 ifadesi arttirilmis direncli hiicreler ile kontrol grubunu
kiyaslandiginda ise miR-150 ifadesi arttirilmis direngli hiicrelerdeki mTOR ve PI3K

ekspresyonunun gozle goriiliir bir sekilde azaldig goriildii.
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Sekil 40. MiaPaCa-2 2B hiicre formlarinda miR-150’nin Gemsitabin varliginda direng
mekanizmalarina etkisi. miR-150 transfeksiyonlarini takiben 24 sa 100 pM Gemsitabin uygulamasi
yapildi. Total protein izolasyonu sonrasi 30 pg protein %12’°lik SDS-PAGE jelde yuritildi.
Listelenen antikorlarla problandi. WNT3a/b, Dvl-2, E-kaderin, N-kaderin, AKT, PI3K, MOBL1,
LATS2 ve YAP/TAZ ifadeleri immunoblotlama yontemi ile incelenmistir. B-aktin, yikleme kontroli

olarak kullanilmustir.

Onemli rolii ve kanser kok hiicrelerin (KKH) selfrenewal ve farklilasma dzelliklerinin
diizenlenmesi olan Wnt/pB-katenin sinyal yolaginda Wnt3a/b protein ekspresyonunun
direncli hiicrelerde yukar1 regiile edildigi ancak miR-150 ile ifadesi arttirilmis
MiaPaCa-2 hiicrelerine bakildiginda bu protein ekspresyon seviyesinin anlaml
diizeyde azaldigi goriildii. Bu yolagin anormal aktivasyonu pankreas kanserinde
gemsitabin kaynakli direng¢ ile iliskilendirilebilir. Aynm1 zamanda Dvl-2 protein
ifadesine bakildiginda miR-150 ifadesinin arttirilmasi ile birlikte hem normal
hiicrelerde hem de direncli hiicrelerde Gemsitabin uygulamasinin etkili oldugu ve Dvl-

2 ifadesinin baskilandig1 goriildi.
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Normal hiicrelerde p-YAP proteinlerinin ekspresyon seviyelerinin asagi regiile
edildigini ve YAP/TAZ proteininin ekspresyon seviyesinin ise yukari regiile edildigini
goriilmistii. miR-150 ifadesinin arttirilmasimni takiben YAP/TAZ protein ekspresyon
seviyesinin agagi regiile edildigi kaydedildi. Ayn1 sekilde MOB1 protein ifadesine
bakildiginda miR-150 ifadesinin arttirilan normal ve direncli hiicrelerde kontrol
grubuna kiyasla protein ifadesinin diistigli goriildii. LATS2 protein anlatimima
bakildiginda ise benzer sekilde miR-150 ifadesinin arttirilmis olan normal ve direngli
hiicrelerde kontrol grubuna kiyasla iki hiicre grubunda da protein ifadesinin diistiigii
goruldi. Bu sonuglar, Hippo sinyal yolaginin, PK hiicrelerinin GEM'e direncinin

diizenlenmesinde rol oynadigini gostermektedir.

Panc-1
+ miR-150 mimik
+100 nM +100 nM
- GemsitabinGem+ - Gemsitabin Gem+

PI3K T — — S W s | 35 kDa
mTOR e i _I - | —— - 289 kDa
E-kaderin | we— = e— m— g, 135 kDa
PARP - — c— Ay e @ 116 kDa
Kesilmig '
Kasp. 9 | i ot e . = 37 kDa
B-Aktin - - q R e e | 45 kDa

Sekil 41. PANC-1 2B hiicre formlarindamiR-150’nin Gemsitabin varliginda diren¢ mekanizmalarina
etkisi. miR-150 transfeksiyonlarini takiben 24 sa 100 uM Gemsitabin uygulamasi yapildi. Total

proteinizolasyonu sonrast 30 pg protein %12’lik SDS-PAGE jelde yirdtlldi. Listelenen antikorlarla
problandi. PI3K, mTOR, E-kaderin, PARP ve kesilmis cas9 ifadeleri immunoblotlama yontemi ile

incelenmistir. B-aktin, yiikkleme kontrolii olarak kullanilmusgtir.

Western blot sonuglari, PANC-1 hiicrelerinde GEM direncinin gelisimi sirasinda,
direngli hiicre hattinda mTOR ve AKT ekspresyonunun anlamli 6l¢iide yukar1 regiile

edildigini gostermisti. miR-150 ifadesi arttirilmis direngli hiicreler ile kontrol grubunu
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kiyaslandiginda ise miR-150 ifadesi arttirilmis direngli hiicrelerdeki mTOR ve PI3K
ekspresyonunun gozle goriiliir bir sekilde azaldigi ancak gemsitabin uygulanmis
normal hiicrelerde bu protein ifadeleri asagi regiile edilirken mimik miR-150
uygulamast sonucu miR-150 ifadesi arttirilmis normal ve normal + GEM grubu

hiicrelerde mTOR ve PI3K protein ifadesi anlamli derecede artmis oldugu goriildii.

Epitel belirte¢ olan E-kaderin seviyeleri incelenmistir. PANC-1 hiicrelerinde yapilan
immunoblotlama sonuglarina gére Gemsitabine direngli hiicrelerde, E-kaderin protein
ifadesin asag1 regiile edildigi goriilmiistii. miR-150 ifadesinin arttirilmasini takiben
hem normal + GEM hem de direncli grupta E-kaderin ekspresyon seviyesinde belirgin

artis oldugu gorildii.

PANC-1 normal ve GEM’e direncli hiicrelerdeki PARP seviyelerine bakildiginda
direngli hiicrelerdeki PARP ifadesinde 6nemli bir artis oldugu gézlemlenmisti, mimik
mMiR-150 uygulamasi sonucu miR-150 ifadesi arttirilmig normal ve direngli hiicrelerde
ise PARP ifadesinin anlamli derecede azaldig1 goriildii. Yine kesilmis kaspaz 9 protein
ifadesine bakildiginda miR-150 ifadesi artmis olan hiicre gruplarinda yiiksek derecede
yukari regiile oldugu goriildii. Bu durum, miR-150 ifadesinin arttirilmasi ile

Gemsitabin aracili apoptozun indiiklendigini gosterir.

4.16. Mir-150 Mimik Transfeksiyonu Yapilan PANC-1 Ve Miapaca-2

Hiicrelerinde Gemsitabinin Hiicre Dongiisu Fazlar1 Uzerindeki Etkisi.

Gemsitabindirencine sahip hucrelerin miR-150 mimik transfeksiyonlarinin ardindan
hiicre dongisiine ve apoptotik hiicre 6limine etkisi Panc-1 ve MiaPaCa-2
hicrelerinde propidium iyodir boyamasi ardindan hicre akis sitometrisinde

incelenmistir.
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Sekil 42. miR-150 mimik transfeksiyonu yapilan Panc-1ve Gem+ Panc-1 hiicrelerinde gemsitabinin
hiicre dongiisii fazlari tizerindeki etkisi. PIile boyanan hiicreler hiicre akis sitometrisinde 104 hiicre

okutularak gergeklestirildi. Histogram analizi ile temsil edilen sonuglar iki ayr1 deneyin ortalama +
Std.Sap. olarak sunuldu.
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Sekil 43. miR-150 mimik transfeksiyonu yapilan MiaPaCa-2 ve Gem+ MiaPaCa-2 hiicrelerinde
gemsitabinin hiicre dongiisii fazlar1 izerindeki etkisi. PI ile boyanan hiicreler hiicre akis sitometrisinde
104 hiicre okutularak gerceklestirildi. Histogram analizi ile temsil edilen sonuglar iki ayr1 deneyin

ortalama * Std.Sap. olarak sunuldu.

Panc-1 hiicrelerine gemsitabin uygulamasi subG1 populasyonunun %15 seviyelerine
arttirmistir. EK olarak, G2/M fazinda %10 luk bir artisa sebep olarak, apototza
ugramayan hiicrelerin G2/M fazinda tutulu kalmasina sebep olmustur. Gemsitabine
direngli olan hiicrelerde S ve G2/M orani sirasiyla ortalama % 35 ve % 38 oraninda

gozlenmistir. miR-150 ifadesi arttirildiginda gemsitabin varliginda apopottik hucre
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6lim %37 seviyesine yiikselmistir. En dnemlisi gemsitabine direngli Panc-1 hiicreleri

%41 oraninda apoptotik hiuicre populasyonu gozlenmistir (Sekil 33).

MiaPaCa-2 hicrelerine gemsitabin uygulandiginda apoptotik popllasyon %26
oraninda gbzlenmistir. Gem+ MiaPaCa-2 hiicrelerinde G1 oran1 %51, S oran1 %15 ve
G2/M oram1 %33 seviyesinde olup, ila¢g uygulanmayan kontrol gurubu ile benzer
oranlara sahiptir. miR-150 ifadesi arttirildiginda gemsitabin uygulanan MiaPaCa-2
hicrelerinde G2/M fazinda bir tutulma gézlenmis, bu fazdaki populasyon orani % 30
artmistir. Gem+ MiaPaCa-2 hicrelerinde miR-150 mimik transfeksiyonu sonrasi
ortalam %30 oraninda apoptotik hiicre populasyonunun arttig1 gézlenmistir (Sekil 34).
Sonug olarak miR-150 ifadesinin gemsitabine direncli iki farkli hicre grubunda

programli hiicre 610mu arttirdigr analiz edilmistir.
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5. TARTISMA

Hicresel genetik degisiklikler kanser hastaligina yol acgabilir. Kanser genetik bir
hastaliktir ve temel olarak onkogenlerin aktivasyonu, timor supresor genlerin hasari
veya dig faktorlere bagli mutajenez gibi cesitli risk faktorlerinden dolay1 ortaya ¢ikar.
Kanser diinya ¢apinda dnde gelen 6liim nedenleri arasindadir. 2022 yilinda diinya
capinda yaklasik 20 milyon yeni vaka ve 9,7 milyon kansere bagli 6liim meydana
gelmistir. Kanserin molekdler seyrine mudahale etmeyi amaclayan hedefe yonelik

tedaviler ve teshis stratejilerinin gelistirilmesi devam etmektedir [79].

Kanserin ilerlemesi evrimsel bir surectir. Bu sureg¢ icerisinde evrim geciren kanser
hiicre popiilasyonlari, viicutta primer tiimor, dolasim sistemi ve ¢esitli metastatik
bolgeler gibi viicutta gesitli ekolojik nislerle karsilasirlar. Kanser ilerlemesi bir
evrimsel siirectir. Bu siiregte evrim gegiren kanser hiicre popiilasyonlari, ana tiimor,
dolasim sistemi ve cesitli metastatik siteler gibi viicudun icinde kisitlayici ekolojik
bosluklarla karsilagirlar. Kanser evrimini ve ilerlemesini 6nlemek veya geciktirmek

icin, altta yatan molekdler streglerin ayrintili anlagilmasi gerekmektedir [80].

PDAK, oliim oraninin en yiiksek oldugu kanser tiirlerinin basinda gelmektedir.
Sistemik tedavilerde gelismelere ragmen sagkalim orani hala diisiiktiir. Hastalarm
sadece %5'inin azinin teshis sonrasi sag kalim siiresi 5 yil olmaktadir. Agresifligi
nedeniyle PK, yliksek mortalite ve kotl prognoz ile karakterizedir. Cerrahi rezeksiyon
en etkili PK tedavi stratejisi olarak kabul edilmektedir; ancak belirgin semptomlarin
ve etkili timor biyobelirteglerinin bulunmamasi nedeniyle, nispeten az sayida tam
konulmus hastalarda ileri asamaya gelmeden once ilk rezeksiyon yapilabilir. Bu
nedenle kemoterapi, lokal ileri evre, rezekte edilemeyen, metastatik PK hastalarinin

tedavisinde giderek daha 6nemli hale gelmistir [81].

Tek basina gemsitabin (GEM) ve GEM bazli kemoterapiler, PK i¢in standart tedaviler
olarak kabul edilmistir; ancak kanser hiicrelerinin antikanser ajanlara kars1 direng
gelistirmesi, malign tiimorlerde kemoterapinin basarisizliginin ana nedenidir. Bu hem
icsel direnci hem de kazanilmis direnci igerir. Kazanilmis direng, antikanser ilaglarin
dogal seleksiyonunun bir sonucudur, baslangicta hassas olan bir kanserde, antikanser
ilag tedavisi sirasinda yavas yavas gelisen bir direngten olusur ve tiim kanser
hastalarinin neredeyse yarisinda ortaya ¢ikar. GEM'e kars1 i¢sel veya edinilmis direng

goriilebilir. Genellikle gemsitabine direngli pankreas kanseri, PK hastalarinda ortaya
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cikan kazanilmis direnclerden biridir ve bu PK hastalarinda kemorezistans ile
sonu¢lanmaktadir [82], [83]. Bugiine kadar GEM direnciyle ilgili bircok énemli
molekiiler hedef ve yolak ayrintili olarak agiklanmistir. Bu mekanizmalar, ilag
tasinmast ve metabolizmasinin diizenlenmesi, DNA hasar1 onarim aktivasyonu,
apoptoz sinyal yolu duzenlenmesi, pro-survival sinyal yolu aktivasyonu ve EMT
olarak drnek verilebilir. Ayrica Akt, EGFR, Notch, MAPK, NF-«xB ve Wnt/S-katenin,
SHH gibi biiylime, proliferasyon, farklilagma, apoptoz, invazyon ve anjiyogenezi
diizenleyen sinyal yolaklar1 dogrudan veya dolayli olarak pankreas tUmori
kemosensitivitesini etkiledigi goriilmiistiir. PK de dahil olmak Uzere bir¢ok timor
tipinde kemorezistans onemli bir faktordiir ancak kesin etki mekanizmasi tam olarak
anlagilamamasi ve geri doniisii olmayan terapotik direncin olugsmasi, kemoterapi alan
hastalar icin bir sorun olmaya devam etmektedir. Bu nedenle, PK'de GEM direncinin
altinda yatan mekanizmalarin kapsamli bir ¢alismasi, GEM bazli1 kemoterapi alan
hastalarin kemorezistansimnin ve prognozunun Ongdriilmesi igin potansiyel

biyobelirteclerin belirlenmesine yardimci olabilir[82].

miRNA'larin PK tiimor olusumuna dahil oldugu yapilan ¢aligsmalarla kanitlanmastir.
miRNA'larin yiiksek veya diisiik anlatimi, coklu hedef mRNA'lar1 ve dolayisiyla
birden fazla proteinin ekspresyonunu etkileyebilir ve ¢esitli hiicresel siirecler yoluyla
kanser hucrelerinin ilaca direncinde rol oynayabilir. Bu sebeple kanser dahil birgok
hastaligin teshisinde biyobelirte¢ olarak kullanilabilecek umut vadedici potansiyele
sahiptirler [81]. PK hiicrelerinden alinan 6rnekler ile 95 adet miRNA profillemesinin
yapildig1 ¢calismada normal hiicrelere gére miR-196a, miR-190, miR-221, miR-222,
miR-200b, miR-15b and miR-95 ifadelerinde anlaml1 bir artis oldugu gdsterilmistir
[52]. Yapilan ¢alismalara baktigimizda Gu ve ark. miR-3178'in, PANC-1 hiicrelerine
kiyasla gemsitabin direncli PANC-1 hiicrelerinde ABC tasiyici aracili RhoB/PI3K/Akt
yolunu yukari regile ederek gemsitabine karsi kemorezistansi destekledigini
belirtmistir [84]. Wang ve ark. ise gemsitabin direncinden bahsetmeseler de miR-520h
ile ABCG2 arasinda bir iliski oldugunu gostermislerdir [85]. Yine yapilan bir
calismada, miR-21 ifadesi baskilanmasi ile Bcl-2 anti-apoptotik protein ifadesinde
azalmaya bagli olarak, gemsitabinin PK hiicrelerinde apoptozu tetikledigi
gosterilmistir [55]. Pankreas kanseri patogenezinde rol alan miR-150-5p’nin, azalan
ifade seviyesinin karsinogenez ile negatif iliskili oldugu literatiirde yer almaktadir.

miR-150-5p {iizerinde yapilan bir ¢aligmada, miR-150 ekspresyonunun tiroid kanseri
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dokularinda anlamli 6lgiide azaldigi, RAB11A aracili WNT/B-katenin yolunu inhibe
ederek tiroit kanseri hiicrelerinde baskilayict bir gen olarak islev gorebilecegi
bulunmustur [86]. Anormal sekilde eksprese edilen miRNA'larin neden oldugu
kemorezistansin molekiiler mekanizmasini incelemek gelecekte spesifik miRNA'larm
ekspresyon profilleri ve bireysel tiimorlerin baglamadan 6nce farkli tedavilere direnci

hakkinda yeni bilgiler saglayabilir [81].

Son zamanlarda 3B in vitro modeller, hem kanser hem de gesitli hastalik tiirlerinin
aragtirmalarinda kapsamli bir sekilde gelistirilmistir [74]. 3B modeller, klinik olarak
2B hiicre kultdrlerinden gok daha 6nemli modellerdir. Hem kanser heterojenligi hem
de hiicresel etkilesimleri ve dokular1 daha iy1 taklit edebilme 6zellikleri sayesinde
sayesinde hastalik ¢alismalari i¢in tercih edilmektedir. Sferoid ve organoid formlar 2B
hiicre kilttrlerine gére ECM ve hiicre-hiicre etkilesimi agisidan tiimor dokusu taklit
edebilen yapilar olmalariyla birlikte kanser kok hiicre (KKH) davranisi ve
farklilasmasinin analiz edilebilecegi formlardir. Dolayisiyla direncli hicrelerin
olusturacagt 3B modellerin  KKH popiilasyonu agisindan zengin olacag
ongorilmektedir. Bu kazanimlara gore, 3B hicre kultirinlin yeni tedavi stratejileri

icin kullanilmasi diger tedavi yontemlerinden ¢ok daha 6ne ¢gikmaktadir [70], [72].

Calismamizda metastatik profile sahip PANC-1 ve MiaPaCa-2 hiicreleri gemsitabine
direngli hale getirilmesinin ardindan sferoid yapida 3B kiiltiir formlar
olusturulacaktir. Bu sekilde 2B ve 3B hiicre kiiltiirlerinde gemsitabin artt miRNA bazl
tedavilerin, PK kemorezistansi iizerindeki kesfi i¢in belirledigimiz miRNA'lar ile ilag

yaniti/direng arasindaki iliski degerlendirilecektir.

Ik olarak Gemsitabine direngli (Gem+) ve normal PANC-1 ve MiaPaCa-2 hiicre
hatlarinin gemsitabine kars1 hiicre canlilig: testi, MTT hiicre canlilig1 analizi ile
yapilmistir. Her iki hiicre hattinin 10 nM gemsitabine direngli oldugu gozlenmistir. 20
nM gemsitabin PANC-1 ve MiaPaCa-2 hiicre canliliginda sirasiyla %40 ve %45
azalmaya sebep olurken, Gem+ PANC-1 ve MiaPaCa-2 hiicre canliliginda ancak %10
ve %20 azalma gozlenmistir. 50 nM ve 100 nM gemsitabin PANC-1 hiicre canliliginda
strastyla %35 ve %27 azalmaya sebep olurken, direngli hiicrelerde bu oran %85 ve
%75 olmustur. Mia-PaCa-2 hiicrelerine baktigimizda 50 nM ve 100 nM gemsitabin
hiicre canliliginda sirasiyla %50 ve %32 azalmaya sebep olurken, direngli hiicrelerde

bu oran %83 ve %74 olmustur (Sekil 22, Sekil 23).
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Direngli hiicrelerde hiicre canliligin iki hiicre hattinda da benzerlik gostermesi ve
kontrol hiicrelerine kiyasla hiicre canliliginin %50°nin altina diigmeyip azalmamasi,
100 nM gemsitabin varliginda biiyiitiilen bu direncli hiicrelerin, ilagtan 10 pasajdan
fazla uzaklastirildiginda da direncini korudugu ve fenotipin stabil oldugu kabul
edilmis, gemsitabine direngli hiicre hatt1 elde edildigi gosterilmistir. Yapilan bir
calismada, gemsitabine direng mekanizmalarini arastirilmak iizere siirekli gemsitabin
maruzuziyeti altinda MiaPaCa-2 hiicre hatt1 se¢ilmis ve 20 nM gemsitabin dozu ile
baglanmistir. Artan gemsitabin konsantrasyonlariile 16 haftalik siirekli inkiibasyonun
ardindan, 90 nM gemsitabine siirekli maruziyet altinda ilaca direngli bir popiilasyon
ortaya ¢ikt1g1 gériilmiistiir. Direng, sitotoksik ila¢ dozunun artmasiyla kademeli olarak
artmis ve 200 nM gemsitabin varliginda biiyiliyen hiicreler, ilagtan 16 gecisten fazla
uzaklastirildiktan sonra direnci korudugunda fenotipin stabil oldugu kabul edilmistir
[87]. PANC-1 ve MiaPaCa-2 PK hiicre hatlarinin GEM’e kars1 gosterdigi edinilmis
diren¢ farklilik gosterebilir. Bunun sebebi kanser hiicre hatlarinin molekiiler ve
genomik olarak farkliliklari sdylenebilir. Pankreas tiimorlerinin kemoresiztansinda rol
oynayan 165°ten fazla gen tanimlanmistir. PANC-1 hiicreleri RAS ve CDK2N/p16
genlerinin mutasyonuna sahip metastatik profil gosterirken, MiaPaCa-2 hiicreleri ise
KRAS, TP53 ve CDK2N/pl6 gen mutasyonuna sahip yiksek metastatik profil
gOstermektedir [88] .

Hiicre sag kaliminin gézlenebilmesi ve hiicre canliligi ile ilgili yapilan analizler ile
uyumlulugun tartisilabilmesi i¢in DIOCs (3,3’Diheksiloksakarbosiyanin iyoddir)
boyamasi gergeklestirilmigtir. DIOCs floresan boyama ile mitokondri membran
potansiyel (MMP) kaybi belirlenip gdzlemlenmistir. DIOC6 boyasi pozitif yiiklii bir
boya olup negatif yiiklii mitokondriler tarafindan tutulur. Diger yandan MMP
bozulmus apoptotik hiicrelerde boya tutunamamaktadir. Buanalizile hiicre sag kalimi
g0zlemlenmektedir. Hicrelerdeki morfoloji degisime baktigimizda 100 nM GEM
uygulanmis kontrol grubu ve direngli (Gem+) hiicrelerle kiyasla gozle goriiliir sekilde
farklilik gézlemlenmistir. Kontrol grubu hiicreleri tight junction ve parke tasina benzer
gorunumu ile oldukca kolonize bir morfoloji sergilerken, direncli hiicre grubu hiicre-
hiicre temas1 kaybiyla, ig benzeri (spindle-like) bir goriiniimiin yaninda psddopod
benzeri olusum da dahil olmak iizere boyut olarak parental hiicre grubuna kiyasla daha
biiyiik bir morfoloji sergilemistir. Bu morfolojik 6zellikler siklikla fibroblast veya
EMT benzeri bir fenotip ile iligskilendirilmektedir. Zhiwei W, Yiwei Li. ve ark.
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Gemsitabine direngli hiicrelerin uzun ve fibroblastoid benzeri bir morfoloji sergiledigi
ve buna bagli kanser kok hiicresi benzeri, EMT fenotipini edindigini; fenotipteki bu
degisikliklerin, gemsitabine direncli hiicrelerinin daha 6nce bildirildigi gibi EMT'ye
tabi tutuldugunu gostermistir [89]. Bununla birlikte Shah, AN, Summy, JM, Zhang,
J.ve ark. yaptig1 ¢calismada da gemsitabine direngli PANC-1 hicrelerinin EMT

ozellikleri kazandig1 gosterilmistir [90].

Hiicre sag kalimina bakildiginda, canli hiicre sayisindaki degisimler kontrol hiicre
gruplarinda gemsitabine bagli olarak azalirken direncli hiicre grubundaki GEM’e kars1
olan kemorezistans acik¢a goriilmiistiir. Kontrol grubuna 24 sa siireyle 100 nM GEM
uygulamast sonucunda MMP’nin azalmasi, bize tedavi basglangicindaki PK
hiicrelerinin GEM’den etkilendigini ancak kazanilmis dirence sahip PK hiicrelerinin
aynt doz GEM’den ayni oranda etkilenmedigini gostermektedir (Sekil 24). Bu
sonuglar, ayn1 zamanda GEM tasima mekanizmalarinin ve ilag metabolizmasinin
modifikasyonunu gosterir, bu da hucre ici anti-apoptotik sinyallerin aktivasyonu
anlamina gelmektedir. Chen R, Lai LA, ve ark. c¢alismasinda MiaPaCa-2 ve
gemsitabine direncli MiaPaCa-2 hiicre hatt1 gelistirmistir. Yaptiklari immiinofloresan
boyamaile direncli MiaPaCa-2 hiicrelerinde sitoplazma ve niikleer boyutlardaki artisla
birlikte psddopod olusumu da dahil olmak iizere MiaPaCa-2 parental hiicre hatt1 ile
arasindaki morfolojik fark acik¢a gosterilmistir [91]. Elde edilen sonuglarin hem

literatiir hem de yapilan hiicre canlilig1 analizi ile uyumlu oldugu goriilmiistiir.

Yumusak agar koloni olusumu tahlili, bu yetenegi in vitro olarak karakterize etmek
i¢in olusturulmus bir yéntemdir [92]. Kanser hiicreleri hiicresel yiizeyden bagimsiz
olarak biiylime 6zelligine sahiptirler. Yumusak agar deneyinde olusturulan in vitro
ortam kanser hiicrelerinin koloni olusturma yeteneklerinin degerlendirilmesi igin
kullanilmistir. Bu amag ile yumusak agar koloni olusturma deneyinde PANC-1 ve
MiaPaCa-2 PK hiicrelerinin agar ortaminda 3B hiicre formu olusturulmalar
saglanmistir. 3. ve 4. haftalarda GEM uygulamasina bagli olarak PANC-1 ve
MiaPaCa-2 hiicrelerinin kontrol gruplarindaki sferoid ¢aplarinda azalma gézlenmistir.
Bu sonug, gemsitabinin koloni olusumunu inhibe edici etkisi ile 3B form olusturma
potansiyelindeki etkisini gostermektedir. Direngli hiicre grubuna bakildiginda ise yine
diger sonuglarla korele olarak GEM uygulamasinin etkisinin olmadigi, sferoid
caplarinda belirgin bir azalma yaratmadigi goriilmiistiir (Sekil 25). Bununla birlikte

Sferoid kiiltiirlerde DIOC6 boyama ile MMP gorsellestirilmis bu sayede hiicrelerin
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canliligi kanitlanmistir. Bu sonuglara gore, PK hiicrelerinin GEM’e direng kazandi1gim
ancak tedavi oncesinde GEM’in PK hiicre hatlarinda etkili oldugunu sdylemek

mumkuindr.

PANC-1, MiaPaCa-2 ve Gem+ hiicrelerinin gemsitabin uygulamasina bagli olarak
koloni olusturma potansiyellerinin, klonojenik deney olan koloni formasyon deneyi ile
incelenmesi amaglanmistir. Koloni olusumlari, hiicre kolonilerinin fiksasyonunun
ardindan kristal viyole ile boyanmasi ile degerlendirilmistir. Koloni formasyon deneyi,
tek bir hiicrenin koloni olusturma yetenegine dayanan in vitro hiicre canliligi
deneyidir. Yapilan analizde PANC-1 ve MiaPaCa-2 hiicre hatlarina sirasiyla 50 nM ce
100 nM, direngli (Gem+) hiicre hatlarina 100 nM GEM uygulamasi yapilmistir. 24 sa
ilag uygulamasina tabi tutulan hiicrelerin inkiibasyonunun ardindan koloni olusturma
yetenekleri incelenmistir. Sonuglara bakildiginda PANC-1 ve MiaPaCa-2 hucrelerine
uygulanan 50 nM GEM’nin koloni boyutlarinda yarattigi kiigiilme ile birlikte koloni
olusturma yeteneklerini engelledigi, 100 nM GEM dozunun ise koloni olusumunu
neredeyse tamamen inhibe ettigi goriilmiistiir. PANC-1 hiicrelerinde 50 nM ve 100 nM
GEM uygulamasi sirastyla koloni sayisint %75 ve %85 oraninda azaltirken, MiaPaCa-
2 hiicrelerinde 50 nM ve 100 nM GEM uygulamasi sirasiyla koloni sayilarin1 %71 ve
%87 oraninda azaltmistir. Direngli hiicre grubuna baktigimizda 100 nM GEM
uygulamasinin PANC-1 ve MiaPaCa-2 Gem+ hiicrelerinde kontrole kiyasla koloni
olusturma potansiyellerinde belirgin bir azalma ve kiigiilme goriilmedigi, PANC-1 ve
MiaPaCa-2 Gem+ hiicrelerinde 100 nM GEM uygulamasi ardindan koloni sayilarinin
sirastyla %25 ve %14 oraninda azaldig1 goriilmiistiir. Direncli hiicre grubun da koloni
olusturmak i¢in kontrol grubu kadar bir yetenek gosterdigi goriilmektedir (Sekil 26).
Bu sonuca gore kontrol grubunda 100 nM GEM uygulamasinin, 50 nM GEM
uygulamasina kiyasla sitotoksik bir etki gosterdigini ve koloni olusturma
potansiyellerine ket vurdugunu sodyleyebiliriz. Ayrica sonuglar bize erken baslangigh
GEM uygulamasinin PK hiicreleri iizerinde etkili oldugunu ayrica koloni olusturma
yeteneklerine ket vurucu bir etki yarattigini ancak yiiksek dozda uygulanan GEM’in

ise sitotoksik oldugunu gostermistir.

PANC-1 ve MiaPaCa-2 Gem+ hiicre hatlarina bakildiginda 100 nM GEM uygulamasi
sonrasi koloni olusturma yeteneklerinin, ila¢ uygulanmis parental gruba kiyasla

azalmadig goriilmektedir.
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Hiicrelerin GEM’e belli siire maruz kalmasinin ardindan epigenetik veya genetik
degisiklikler ge¢irmesi ve bu sayede elde edilmis olan kazanilmis diren¢ sonucu
koloni sayilarinin parental kontrol hiicre grubu ile paralel olmasi olmasi literatiir ile
uyumludur. Major degisiklikler degerlendirildiginde, GEM’e direngli hiicre hatlarinda
AKT ekspresyonunun indiiklenmesi aracili olarak hiicre sag kalimin1 arttirici bir etkisi
oldugu diistiniilmiistiir ve bu potansiyel degerlendirilmistir. Gao, Y., Zhang, Z. ve ark.
yaptig1 ¢alismada kullanilan BXPC-3 ve gemsitabine direncli hiicrelerinin koloni
formasyon deneyi ile in vitro koloni olusturma yetenekleri gosterilmistir. BXxPC-3-
Gem hicreleri BXPC-3 ile karsilastirildiginda koloni olusturmak igin kontrol grubu
kadar bir yetenek gosterdigi ve hiicre sayisi ile iki grup arasindaki koloni olusturma

potansiyelleri arasindaki 6nem gosterilmistir [93].

Hicrelerin 3 boyutlu sferoid kiiltiir olusturma potansiyellerinin incelenmesi igin asilt
damla metotu kullanilarak ekimler yapilmistir. Asili damla deneyi, 3B hiicre kiiltiirii
tekniklerinden biridir. Hiicre kiltir siispansiyonundan olusturulan damla icerisindeki
hiicreler yakinlarindaki hiicrelerle kurduklar: etkilesim ile sferoid form almaktadir.
Gemsitabinin etkisine bagli olarak PANC-1, MiaPaCa-2 ve Gem+ hiicre grubunun 3
Boyutlu sferoid kiiltiir olusturma potansiyeli asili damla modeli deneyi ile
gosterilmistir. Asili damla modeli deneylerinde zamana bagli olarak PANC-1 ve
MiaPaCa-2 kontrol grubu hiicrelerine 50nM ve 100 nM GEM uygulamasi yapilmis
ve 24, 48 ve 72 saat sirelerince etkisi incelenmistir, GEM uygulamasinin PANC-1
kontrol hiicrelerinin 3B sferoid kiiltiir olusturma potansiyellerine ket vurup, hiicre
caplarinin belirgin bir bigimde azalttig1 gbzlemlenmistir. Kontrol grubunda 6lgulen
sferoid ¢aplarinin ortalamas: 50 nM GEM uygulamasi ile %40 azalirken, 100 nM
GEM uygulamasi sonucu koloni ¢aplarinin %70 oraninda azaldigi goriilmiistiir.
Direncli (Gem+) hiicre grubuna baktigimizda 100 nM GEM uygulamasinin etkisinin
azaldigini, sferoid ¢aplarinda belirgin bir kiigiilme goriilmedigi gibi ayrica bazi sferoid
boyutlarinda artis oldugu gézlemlenmistir (Sekil 27, Sekil 28Hata! Basvuru kaynagi

bulunamada.).

MiaPaCa-2 hiicre grubuna bakildiginda GEM uygulamasinin kontrol hiicrelerinde
yine 3B sferoid kiiltiir olusturma potansiyellerine ket vurdugu, 50 nM GEM
uygulamasnin hiicre ¢aplarini %50 oraninda azaldig1 gézlemlenmistir. 100 nM GEM
uygulamasi sonucu ise koloni ¢aplarinin yaklasik %60 oraninda azaldig1 goriilmiistiir.

Direncli (Gem+) huicre grubuna baktigimizda 100 nM GEM uygulamasini takiben
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etkinin azaldigi, koloni ¢aplarinda belirgin bir kiigiilme goériilmedigi gibi 3B sferoid
formda da bozulmalar goriilmiistiir. Bu duruma bagli olarak koloni boyutlarinda artig
oldugu gozlemlenmistir. Tim bu sonuclar iki hiicre hattinda da benzerlik
gostermektedir.. Sferoid kiltirlerde DAPI ve DIOCs boyama ile ¢ekirdek ve MMP
gorsellestirilmis bu sayede hiicrelerin canlilig1 kanitlanmis ve MMP’i gosterilmistir

(Sekil 29, Sekil 30).

Hicrelerin zamana bagli gemsitabin uygulamasi ile 3 boyutlu sferoid kiiltiir olusturma
potansiyelleri ve gemsitabinin etkisi incelenmistir. PANC-1 ve Gem+ hiicre hatlari
incelendiginde gemsitabin etkisi parental hiicrelerde 48 saatten sonra goriilmdis, koloni
caplarinda 48 ve 72 saatlerde, 24. saate kiyasla sirasiyla %16 ve %28’lik kii¢iilme
gozlemlenmistir. Gem+ hiicrelerde ise gemsitabinin etkisinin olmadig1 aksine bu
direncli hiicrelerin koloni ¢aplarinda artis oldugu gozlemlenmistir. 24 saate kiyasla
ortalama %38’lik bir artis goriilmiistiir. Gem+ hiicrelerdeki bu artis anlamli 6lglide
olmasa da kontrol grubuna kiyasla GEM duyarliliginin azaldigi gosterilmistir.
MiaPaCa-2 hiicre hattina bakildiginda ise 24. Saate kiyasla kontrol hiicre grubunda 48
ve 72 saatlerinde sirasiyla %18 ve %23’lik bir azalma gosterilmistir. Gem+ hiicre
hattina bakildiginda ise koloni ¢aplarinda ortalama %12’lik bir azalma goriilmiistiir.
GEM duyarliliginin kontrol grubunda daha fazla oldugunu ve iki hiicre hatti
kiyaslandiginda PANC-1 hiicre hattinda daha sinerjistik bir azalma goriilmiistiir (Sekil
28Sekil 29). Ashwaq H.S. Yehya, Muhammad Asif ve ark. yaptigi bir ¢alismada timor
canliligini arastirmak i¢in, farkl proliferatif ve metabolik durumlardaki hiicrelerden
olusan ve boylece dogal dokuyu daha dogru bir sekilde taklit eden sferoid timor
modelini kullanmis ve kullanilan ajanin, gemsitabine direncli PANC-1 hucrelerinin
canliligini, islenmemis PANC-1 hiicrelerine kiyasla sinerjistik olarak azalttigim

gostermislerdir [94].

GEM direncinde rol oynayan sinyal yolaklarinin etkisinin gosterilmesi amaciyla
parental ve direncli hucrelerin protein ifadeleri immunoblotlama analizi ile
incelenmistir. Yapilan western blot ¢galigmasini sonuglarina bakildiginda, PANC-1 ve
MiaPaCa-1 hiicrelerinde GEM direncinin gelisimi sirasinda, direngli iki hiicre hattinda

da mTOR ve AKT ekspresyonunun anlamli 6l¢iide yukar1 regiile edildigi goriilmiistiir.

PIBK/AKT/mTOR yolunun pankreas kanseri, meme kanseri gibi birgok malign

tiimorde anormal sekilde aktive oldugu ve kemorezistansta rol oynadigi bildirilmistir.
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Literatiirde PI3K/AKT/mTOR yolunun kemodirenci arttirdigi ve GEM ile kombine
olarak PI3K inhibitorii kullaniminin GEM sitotoksisitesini arttirdigi goriilmiistiir.
Bununla korale olarak mTOR ve AKT ekspresyonunun direngli PK hicrelerinde

artisinin anlamli oldugu gézlemlenmistir [95].

Diger bir yandan Anormal hiicre metabolizmasi kanserin ayirt edici 6zelliklerinden
biridir ve bu degisen glikoz metabolizmasi ile yansitilir. TUmoOr hucreleri, aerobik
glikoliz ve mitokondriyal oksidasyon fosforilasyonunun azalmasi yoluyla biiyiik
miktarda laktik asit Gretir; bu durum, "Warburg etkisi" olarak bilinir. Asir1 laktik asit
Uretimi, timar hicrelerinin migrasyon ve invazyonunu destekleyen asidik bir timor
mikro ortami olusturur. Glikoz metabolizmasinda yer alan bir dizi onkogen ve
yolaklarin tiimo6r olusumundaki potansiyel rolii arastirilmaktadir. PI3K/AKT/mTOR
yolu, ¢esitli tiimdr hiicrelerinde anormal sekilde aktive edilerek tiimor olusumunu,
gelisimini, ilag direncini ve Warburg etkisini diizenleyen yolaklardan biridir. Ayrica
PI3K/AKT'nin, metabolizmayla ilgili enzimlerin ekspresyonunu yukari regiile ederek
ve Warburg etkisini tetikleyerek anormal fibroblast proliferasyonunu tesvik ettigi
bildirilmistir. Bu ¢ikarimlarla birlikte Cui, J., Guo, Y., Wu, H. Ve ark. yaptig
calismada pankreas kanseri hiicrelerinde glikoz metabolizmasini, migrasyonu ve
apoptozu duzenleyen PISK/AKT/mTOR yolunun anormal aktivasyonu ile birlikte
gemsitabine direngli hiicrelerde AKT ve mTOR ekspresyonunun yapilan western blot
deneyi ile yukari regiile oldugu goriilmiis ve gemsitabine kombine olarak mTOR

inhibitoriiniin etkisi arastirilmistir [96].

p-YAP proteinlerinin ekspresyon seviyelerinin asag1 regiile edildigini ve bununla
birlikte YAP/TAZ kompleksinde YAP ifadesininyine direngli PANC-1 ve MiaPaCa-
2 azaldig1 goriilmiistiir. TAZ ifadesinin ise PANC-1 ve MiaPaCa-2 Gem+ hiicrelerinde
ise yukari regiile edildigi yani protein ifadesinin arttig1 goriilmiistiir. Bu sonuglar, doku
homeostazi, organogenez, farklilagma ve apoptoz gibi bir¢ok biyolojik siiregte rol alan
Hippo sinyal yolaginin, PK hicrelerinin GEM'e direncinin diizenlenmesinde rol
oynadigin1 gostermektedir. Literatirde YAP/TAZ yolunun GEM direncinde rol
oynadig1 gosterilmistir. Yapilan ¢alismada miR-455"in dogrudan TAZ’1 hedef alarak
TAZ ifadesini arttirdigi ve PK’de proliferasyon ve ila¢ direncinde rol oynadigi
gosterilmistir [97].
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Mezenkimal belirte¢ olan N-kaderin seviyeleri iki hiicre hattinda da incelenmistir.
PANC-1 ve MiaPaCa-1 hiicrelerinde yapilan immunoblotlama sonuglarina gore 2B
hiicre formlarinda Gemsitabine direncli hiicrelerde, N-kaderin seviyesinde anlamli bir

fark goriilmistiir.

T. Namba, R. Kodama ve ark. yaptigi ¢alismada gemsitabine direngli hiicrelerin
duyarliligini arttirmaya yonelik anti viral ilaglar kullanilmistir. Calismada yapilan
analizlerde, GSK-3p fosforilasyonu ile hiicre ¢ogalmasinda gérevli biiyiime faktorii
TGB-f ve Snail gibi transkripsiyon seviyelerini artt1g1 ve E-kaderinin baskilanmasim
destekledigi goriilmiistiir. Boylelikle niikleer translokasyon gergeklestiren 3-katenin,
hiicre dongiisii ve metastaz iliskili Wnt yolaginin hedef genleri TCF-4 ve LEF-1
transkripsiyon faktorlerini aktive ederek N-kaderin, vimentin gibi mezenkimal
belirteclerin aktivasyonuna neden oldugu gosterilmistir . Buna goOre Pankreas
kanserinin yiiksek agresifligi, EMT fenotipi ve kanser kok hiicreleriyle iliskili olan

pankreas kanseri hicrelerinin kemoterapiye direngli 6zelliklerine atfedilebilir.

Buna bagli olarak yine proliferasyon, farklilasma, apoptoz, invazyon ve anjiyogenezi
diizenleyen Wnt/B-katenin sinyal yolaginda Akt-GSK3p yolunun aktivasyonu
gemsitabin direnci igin onemlidir. immiinoblotlama sonuglarinda, PANC-1 ve
MiaPaCa-1 Gem+ hiicre hatlarinda parental gruba kiyasla GSK-3p ifadesinin anlaml
ol¢iide yukari regiile edildigi gosterilmistir (Sekil 31). Yapilan ¢caligmada gemsitabin
direnci kaynakli olusan GSK3p-Snaill aktivasyonuyla hENT1 ekspresyonunun
baskilandig1 dolayisiyla ilag aliminin kisitlandigi ve buna bagli EMT fenotipinin
uyarildig1 gosterilmistir [98].

DNA onarimi, hiicre dongiisii regiilasyonu ve apoptotik mekanizmada 6nemli rolleri
olan PARP, diren¢ mekanizmasinda rol almasiyla bir¢ok kanser tiiriinde aragtirilmigtir.
Calismamizda normal ve GEM’e direngli hiicrelerdeki PARP seviyelerine
bakildiginda direncli hiicrelerdeki PARP ifadesinde o6nemli bir artis oldugu
gozlemlenmistir (Sekil 31). PARP, DNA hasarini onarma siirecinde kritik bir role
sahiptir. PARP ifadesinin artisin1 gemsitabine direncli hiiceler, DNA hasar1 yaratan
gemsitabine kars1 daha direngli hale gelmek ve sag kalimi arttirmak i¢in apoptozdan

kagmasi ile agiklayabiliriz.

Quifionero F, Mesas C ve ark. son zamanlarda PK hiicreleri ile gergeklestirilen in vitro

caligmalarin PARP1’in sitoplazmik ekspresyonunun , TRAIL reseptorlerinin aracilik
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ettigi ve apoptozdan kaginarak hiicre 6limii direncini indiikledigini gosterdigini
ve PARP1'in asir1 ekspresyonu ayni zamanda bazi karsinom tiirlerinde meme, rahim,
yumurtalik, akciger, deri ve lenfomalarda da tanimlandigini séylemislerdir. PARP1’in,
Panc02 hiicre hattinda fare pankreas dokusuna gore 15 kat daha fazla asir1 eksprese
edildigini ve bir PARP inhibitérinun (Olaparib) kullaniminin PK hiicrelerinin GEM'e
duyarliligini artirabildigini géstermislerdir [99].

Pankreas Kanseri 2B Ve 3B kilturlerdeki normal PANC-1, Miapaca-2 ve Gem+
hlcrelerinde secili miRNA’larin diizeyi, ger¢ek zamanli qPCR (RT-gPCR) ile
belirlenmistir. MiRNA’larin GEM direnci Uzerindeki in vitro biyolojik roluni
arastirmak i¢in fonksiyonel deneyler kullanilmistir. Sonuglarin literatiirle uyumlu olup
olmadigi ve anlamli sonuglar elde edilip edilmedigi tartisilmis ve bu bulgulara gore

calismanin devami i¢in bir miRNA biyo-belirteci segilmistir.

Literatiirde, kanser orneklerinde anormal ifade edilen miRNA'lar arasinda miR-424,
miR-100, miR-301, miR-212 ve miR-125b-1 asir1 eksprese edildigi gosterilirken,
miR-345, miR-142-P ve miR-139 normal pankreas drneklerine gore daha az eksprese
edildigi belirtilmistir. MiR-345'in, Panc-1 ve MiaPaCa-2 hiicre hatlarindaki ektopik
asir1 ekspresyonu, biiytimeyi, klonojeniteyi, migrasyon ve invazyonunu azalttig1 ancak
hlcre-hiicre etkilesimini arttirdigi buna bagli miR-345'i agir1 eksprese eden hiicreler,
kontrol hicreleriyle karsilastirildiginda ayirt edilebilir morfolojik farkliliklara sahip
olduklar1 ve artan epitelyal isaretleyici (E-kadherin) ekspresyonunun yani sira
mezenkimal (N-kadherin, vimentin, Snaill) belirteclerin ekspresyonunda azalma
goriildiigii kaydedilmistir. Ayrica veriler, miR-345"'1 asir1 eksprese eden PK
hiicrelerinin, kontrol hiicreleriyle karsilagtirlldiginda GEM’e karsi1 daha duyarh
oldugunu gostermistir. Bu bulgular, miR-345'in PK'de tiimor baskilayict rollerini
ortaya koymakta ve miR-345 asagi regiilasyonunun, PK'nin kemo direncinin altinda

yatan mekanizmalardan biri olabilecegini gostermektedir [100].

PANC-1, MiaPaCa-2 ve Gem+ hiicrelerinde miR-345-5p ifade seviyeleri gergek
zamanli PZR analizi ile belirlenmistir. PANC-1 parental hiicre grubu ile direncli hiicre
grubu karsilastirildiginda, iki hiicre hattinda analiz edilen miR-345 seviyesinde
farklilik tespit edilmistir. Analiz sonucuna gore normal hiicrelerin 2B ve 3B
formlarinda miR-345 seviyesinde anlamli diizeyde olmayan yaklagik 1,5 kat artig

goriiliirken direngli grup ile kiyaslandiginda bu artigin, diistiigii ve miR-345 ifadesinin
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2B ve 3B grupta yaklagsik 2 kat azaldig1 gorilmustiir. Literatirde miR-345 ifadesinin
azalmasinin PK kemo direncini arttirdigi gosterilmis, ayrica pankreas dokularindan
aliman orneklerin miR-345 ifadesinde gorilen yiiksek seviyenin 3B hiicrelerle de

korele oldugu dolayisiyla bu sonucun literatiirle uyumlu oldugu tespit edilmistir.

MiaPaCa-2 hiicre hatt1 PZR analizi sonuglarina bakildiginda parental ve direngli grup
arasindaki miR-345 seviyesi farkliligi ortaya konmustur. Normal 2B hiicre grubunda
ifade edilen miR-345 seviyesinin 3B grubunaa kiyasla yaklasik 3 kat fazla oldugu
gorlilmiistiir. Direngli gruba bakildiginda ise normal hiicrelere kiyasla neredeyse
yaklasik 4 kat bir diisiis tespit edilmistir. MiR-345 ifade seviyesindeki bu azalma kendi
hicre grubu icerisinde anlamli bulunmustur ancak 2B ve 3B hiicreler arasindaki
farklilik ve PANC-1 hiicre hatt1 ile negatif korele oldugu tespit edilmis olan miR-345

calismanin devaminda bir biyo-belirte¢ olarak kullanilmamastir.

Chen, D., Si, W., Shen, J. ve ark. yaptigi ¢calismada meme kanseri hilcrelerinde miR-
27b ekspresyonunu gRT-PCR ile analiz etmis ve miR-27b'nin meme kanseri hiicre
hatlarinda belirgin sekilde asagi regiile edildigini bulmuslardir. Sonuglarda miR-
27b'min asag1 regiilasyonu, meme kanserinde kemorezistans, malignite ve koti
prognoz ile iligkili oldugunu gostermislerdir [101]. Baska bir ¢alisma, MiR-27a-3p
ekspresyonunun, pankreas karsinomu dokularinda ve hiicre hatlarinda 6nemli 6lgiide
yukart dogru regiile oldugu ve yiksek oranda eksprese edilen miR-27a-3p’nin
pankreas karsinomlu hastalarda daha fazla lenf nodu metastazi, peritoneal metastaz ve
kotii prognoz ile yakindan iliskili oldugunu géstermistir [102]. Yapilan bir ¢alismada,
pankreas kanseri teshisi i¢in yaptiklar1 arastirma sonucunda pankreas kanseri hastalari,
saglikli gruplardaki deneklerle karsilagtirildiginda miR-27a-3p, miR-16-5p ve miR-
15b-5p'nin anlamli diizeyde yukari regiile edildigi ve miR-27a-3p’nin klinik ortamda
erken teshis i¢in onemli bir biyo-belirteg olabilecegi Ongorilmistiir [103]. MiR-27b-
3p ifade seviyelerine bakildiginda PANC-1 hiicre hattinda normal 2B ve 3B hiicre
gruplar1 arasindaki miR-27 ifade seviyesinin ayni seyrettigi ve direncli hiicreler
parental grupla kiyaslandiginda ise 2B hiicreler arasinda 1,3 kat artis, 3B hiicreler
arasinda ise 1,7 kat artig goriilmiistiir. Bu artiglarin normal ve direngli grup arasinda
anlaml1 bir diizeyde olmadig1 goriilmiistiir. MiaPaCa-2 hiicre hatt1 incelendiginde
miR-27 ifade seviyelerinin normal 2B ve 3B hiicre gruplari arasinda yaklasik 1,8 kat
artis oldugu ve direncli hiicreler parental grupla kiyaslandiginda ise 2B hiicreler

arasinda 2,5 kat artis, 3B hiicreler arasinda ise yaklasik 1,5 kat artis goriilmiistiir. Bu
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artislarin yine anlamli diizeyde olmadig1 ve iki hiicre hattinda da korele sonuglar elde

edilemedigi tespit edilmistir.

Liu Yu, Hu Qing ve ark. yaptig1 ¢alismada pankreas kanseri htcrelerinde yliksek
diizeyde eksprese edilen miR-92a-3p’nin PTEN'in protein ifadesini azaltabileceg,
boylece pankreas kanseri hiicrelerinin ¢ogalmasim1i ve metastaz aktivitesini
arttirabilecegi bildirilmistir [104]. Ayrica miR-92a-3p'nin, pankreas kanseri de dahil
olmak iizere ¢esitli kanser hiicre hatlarinda apoptotik silirecin 6nemli bir diizenleyicisi
oldugunu buna istinaden miR-92a-3p'nin, yalnizca KRAS''n mutasyona ugradig
hiicrelerde degil ayn1 zamanda TP53 degisikligini barindiran hiicrelerde de sisplatine
kars1 akciger adenokarsinomunda duyarliliginin 6nemli bir belirleyicisi oldugu da

gosterilmistir [105].

PANC-1 hiicre hattinda miR-92a-3p’nin sonuglari incelendiginde normal 2B ve 3B
hiicre gruplar1 arasinda yaklasik 1,8 kat artis oldugu ve direngli hiicreler parental
grupla kiyaslandiginda ise Gem+ 2B hiicreler arasinda 2 kat artis, 3B hiicreler arasinda
ise yaklasik 1,4 kat artis goriilmiistiir. Bu artiglarin anlamli diizeyde olmadig
goriilmiistiir. MiaPaCa-2 hiicre hatti incelendiginde normal 2B ve 3B hiicre gruplar
arasinda yaklasik 1,5 kat artis oldugu ve direngli hiicreler parental grupla
kiyaslandiginda ise 2B hiicreler arasinda 1,5 kat artis, 3B hiicreler arasinda ise yaklasik
1,2 kat artis goriilmiistiir. Bu artislarin anlamli diizeyde olmadig: tespit edilmistir. Iki
hiicre hatt1 karsilastirildigimda miR-92 seviyelerinde anlamli bir sonug¢ elde
edilememesi ile birlikte iki hiicre hatt1 i¢in de pozitif korele bir sonug elde

edilememistir.

Pankreas kanseri patogenezinde miR-150-5p, azalan ifade seviyesiyle karsinogenez ile
negatif korele oldugu literatiirde yer almaktadir. Calismalarda MiR-150, bazi
transkripsiyon faktorleri ve sinyal yollarimi diizenleyerek EMT'ye dahil oldugu
ayrica sadece PK’de degil kolorektal kanserde Wnt/B-katenin ve CREB sinyal
yollarinin sirasiyla miR-150'nin yukar1 ve/veya asagi regiile oldugu molekiiler bir

mekanizmay1 tanimlamiglardir [106].

Bir calismada PK hiicrelerinde MUC4 (hiicre yiizeyiyle iligkili, miisin 4) protein
ifadesi ile microRNA-150 ekspresyonu seviyesi arasinda ters bir korelasyon gozlenmis
ve MUC4 ifadesinde artis goriilmiistiir. Bu artisin, kanser hiicrelerinin dokulara

infiltrasyon ve metastaz yapma yeteneklerinin artmasiyla iliskili oldugunu ayrica
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MUCH4 proteini miktarinin PK hiicrelerinde azalan miR-150 ekspresyonu seviyeleriyle
ilgi oldugunu sdylemislerdir. PK’de diisiik miR-150 ifade seviyesinin arttirilmasina
bagli olarak tiimorigenez iliskili hedef olan c-Myb ve MUC4 seviyelerini azaltarak in
vitro migrasyonu, invazyonu baskiladigi, koloni olusturma yeteneklerini azalttig1 ve
in vivo ¢alismada da tiimor biliylimesini azalttig1 belirtilmistir. LINC0015’in, uzun
LncRNA olarak miR-150-5p’yi baskilayarak PK’de onkogen bir karakter gosterdigi
belirtilmistir [107].

Calismamizda gerceklestirilen PZR analizi ile miR-150-5p seviyeleri incelenmistir.
Bulgulara gére PANC-1 ve MiaPaCa-2 hiicre hatlarinda miR-150 ifadesinin azaldig
gozlemlenmistir. Iki hiicre hattinda da korele olan bu bulgular PANC-1 hiicre hattinda
2B ve 3B hiicre gruplar1 arasinda yaklasik 2 kat azalma oldugu ve direngli hiicreler
parental grupla kiyaslandiginda ise 2B hiicreler arasinda 1,3 kat azalma, 3B hucreler
arasinda ise yaklasik yine 1,2 kat azalma goriilmiistiir. Bu azalmanin direncli
hiicrelerde daha fazla goriildiigii ve literatiirle uyumlu oldugu goézlemlenmistir.
MiaPaCa-2 hiicre hattinda yapilan analiz sonucunda miR-150’nin az ifade edildigi
goriilmiis ve direngli hiicreler ile normal hiicreler kiyaslandiginda 2B hiicrelerde 2 kat
azalma, 3B hucrelerde ise yine 2 kat azalmanin goriilmiis ve iki hiicre hattinda da
korele sonuglar ve literatiir uyumu tespit edilmistir. Bu bulgular géz 6niine alindiginda
kemorezistanta etkisiarastirilmak tizere, hem EMT sirecini duzenlenmesiyle ve cesitli
sinyal yollarinda rol oynamasi hem de pankreas kanserinde tiimor baskilayici 6zellikte
bulunmasi nedeniyle GEM+miR-150 kombinasyonu se¢ilmistir. Bu dogrultuda
genomik oOzelliklerine gore farklillk gosteren KRAS, TP53, CDK2N/pl6
mutasyonlarina sahip invaziv, agresif ve metastatik MiaPaCa-2 ile KRAS, TP53,
CDK2N mutasyonu bulunan metastatik PANC-1 pankreas kanseri hicrelerinin iki

boyutlu ve {i¢ boyutlu hiicre kiiltiiriindeki etkilerinin incelenmesi hedeflenmistir.

PANC-1, MiaPaCa-2 ve direngli pankreas kanseri hiicre gruplarinda sentetik miR-150
transfeksiyonu ve 100 nM GEM kombinasyonu sonrasi hiicrelerdeki miR-150 ifade
seviyeleri ger¢ek zamanli PZR analizi ile belirlenmistir. Normal hiicre grubunda GEM
uygulanmamis ve sadece GEM uygulanmis deney grubu karsilastirildiginda, iki hiicre
hattinda miR-150 ifadesinde farklilik tespit edilmistir. Analiz sonucuna gére PANC-1
ve MiaPaCa-2 hucrelerinin kendi kontrol gruplarinda miR-150 ifade seviyesini
anlamli olarak azaldigi, GEM uygulamasi sonrasi ise PANC-1 hiicrelerinin ise miR-

150 seviyesinin 3 kat, MiaPaCa-2’da ise 8 kat arttig1 belirlenmistir. miR-150 mimik
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transfeksiyonunun ardindan PANC-1+miR-150 hticrelerindeki secili miRNA ifade
seviyesi 6 kat, GEM varliginda ise 5,5 kat artmistir. MiaPaCa-2 hiicrelerine miRNA
transfeksiyon uygulamasi ile MiaPaCa-2+miR-150 hucrelerinde miR-150 ifadesinin
45 kat, GEM varliginda ise 1,3 kat arttig1 tespit edilmistir. Iki hiicre hatti
karsilastirildiginda mimik miR-150 transfeksiyonu+100nM GEM kombinasyonunun
MiaPaCa-2 hiicrelerine kiyasla PANC-1 hicrelerinde miR-150 ifadesindeki artismn

anlaml1 dlzeyde fazla oldugu belirlenmistir.

PZR analizi sonucunda tek basina ilag uygulamasinin iki hiicre hattinda farkli yanitlar
verebildigi ancak sentetik miR-150 transfeksiyonunun GEM ile kombine edilmesiyle
pankreas kanserinde timor baskilayici rolii bulunan miR-150 ifadesinin iki hicre
hattinda da arttig1 tespit goriilmiistiir. Bu bulgularla birlikte, arttirilan miR -150 ifadesi

ile GEM uygulamasinin 2B ve 3B hiicre formlarinda incelenmesine devam edilmistir.

2B PANC-1 ve MiaPaCa-2 hiicrelerinde arttirilan miR-150 ifadesi ile iliskili olarak
gemsitabinin hiicre canliligina etkisi DIOCs ile MMP’ye ve zamana bagli olarak
incelenmistir. miR-150 ifadesi arttiritlan PANC-1, MiaPaCa-2 ve Gem+ hicrelerinin
GEM uygulamas: sonucunda kontrole oranla MMP’de azalma gdzlemlenmistir.
PANC-1 hiicre hattinda kontrole kiyasla miR-150+GEM kombinesinin 72. Saate
oldukga etkili oldugu buna karsilik direngli hiicrelerde GEM’in etkisi parental gruba
kiyasla olduk¢a diisiik kalirken miR-150+GEM kombinesinin direncli hiicreler
tizerinde de oldukga etkili oldugu ve GEM duyarliligin arttirdigr goriilmiistiir.

MiaPaCa-2 hiicre hattina bakildiginda ise direngli grupta 72. saatte bile GEM etkisi
gozlemlenemezken miR-150+GEM kombinesinin 72. saatte parental grupta %85
oraninda etkili oldugu, direncgli grupta ise kombine tedavinin %70 oraninda etkili
oldugu goriilmiistiir. Bu bulgular miR 150+GEM kombinesinin iki hiicre hattinda da

gemsitabin duyarliligini arttirdigini gostermistir.

2B ve 3B MIAPaCa-2 hiicrelerinde koloni olusturma potansiyelleri incelenmis ve
kolonilerin ¢aplar1 6l¢iilmistir. 2B hiicrelerde MiaPaCa-2+miR-150+GEM grubunun
koloni olusturma potansiyellerine kontrol grubuna gore ket vurdugu goriilmektedir.
3B hicreler ile 2B grup kiyaslandiginda ayni1 sayida ekim yapilan hiicrelerin 3B
formlarinda anlamli 6l¢iide daha fazla koloni olusturdugu goézlemlenmistir. 2B
MiaPaCa-2 hiicrelerinin kontrol grubuyla karsilastirildiginda artan miR-150 ifadesiile

GEM uygulamasina kars1 duyarli oldugu ve kombine edildiginde hiicrelerin koloni

117



olusumunu neredeyse %90 oraninda inhibe edebildigi, koloni olusturma yeteneklerine
ket vurdugu goriilmektedir. Bir ¢alismada, bu bulgulara benzer bir sonug olarak 2B
farkl1 PK hucreleriyle yapilan bir ¢alismada, miR-150 PK hiicrelerinin biyimesini ve
klonojenitesini azalttigi ve buna bagl yapilan deneyde miR-150 ifadesinin artisimn

koloni sayisini azalttigi belirtilmistir [108].

3B hiicre formlarindan yapilan ekim sonucunda deney gruplar1 arasinda miR-150
ifadesindeki artis ile GEM kombine uygulamasi koloni caplarini %25 oraninda
azalttig1 goriilmiistiir. 2B hiicrelerde gozlemlenen koloni potansiyellerine kiyasla daha
az bir etki gozlemlenmistir. Bununla birlikte 3B hiicre formlarinin daha agresif ve ilaca
duyarliliklarinin 2B hiicrelere gore daha az olduklari bilinse de, MiR150+GEM
kombine uygulamasi hiicre etkilesimlerini daha iyi taklit edebilen 3B hiicre
formlarinda bile gemsitabine duyarliligi arttirmistir. 2B ve 3B formlarda tgli negatif
meme kanseri hiicrelerinin farkli kemoterapdtik ilaglara karsi duyarliliklarmn
karsilagtirildigi bir calismada 3B hiicre formlarinin 2B hiicrelere kiyasla daha direngli

oldugu belirtilmistir [109].

Yumusak agar koloni formasyon deneyi ile miR-150+GEM kombinasyonunun sferoid
olugturma tizerindeki etkisi incelenmistir. 3. ve 4. haftalarda zamana bagli olarak
PANC-1, MiaPaCa-2 ve Gem+ hiicrelerinin kontrol gruplarinda sferoid ¢aplarinda
artig goriilmiistiir. PANC-1 parental ve direngli grup kiyaslandiginda direncli
hiicrelerde %5lik bir artis tespit edilmistir. Parental hiicrelerde kontrol ve GEM
uygulanmis gruplar kiyaslandiginda yaklasik %50lik bir azalma goriiliirken, kontrol
miR-150+GEM kombinesi uygulanan grup ile karsilastirildiginda %72 oraninda bir
azalma gozlemlenmistir. Bu bulgulara bakildiginda miR-150+GEM kombinesinin
yalnizca GEM uygulamasindan daha etkili oldugu goriilmiistiir. Ayni sonuglar direngli
hiicre grubu fiizerinden incelendiginde GEM etkisinin direngli sferoid formlarina
neredeyse etki etmedigi ancak miR-150+GEM kombinesinin, GEM duyarliligin
arttirdigl ve %64 oraninda sferoid ¢aplarini kiigtilttiigii tespit edilmistir. MiaPaCa-2
hiicre hattina bakildiginda da benzer sonuglarin goriildiigii ancak parental hiicre
grubunda miR-150+GEM kombinesinin PANC-1 hiicre grubuna kiyasla ¢ok daha
etkili oldugu kontrole oranla %65 oraninda bir azalma goriilmiistiir. Direngli hiicre
grubuna bakildiginda ise yine benzer sonuglar ile karsilasilmis olup miR-150+GEM
kombinesinin direngli kontrol grubu hiicrelerine kiyasla sferoid ¢aplarint %60

oraninda kii¢iilttiigli goriilmdistiir. Her iki hiicre hattinda miR-150+GEM kombinesi
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gerceklestirilen gruptaki sferoid caplarinin zamana bagli olarak anlamli 6l¢ilide
azaldig1 tespit edilmistir. Busonuglar, PK direngli hiicre hatlarinda da miR-150+GEM
kombine tedavisinin koloni olusumunu inhibe edici etkisi ile 3B form olusturma
potansiyeline etki ettigini gostermektedir. Srivastava S, Bhardwaj A. ve ark. yaptig
calismada HPAF ve Pancl10.05 PK hicre hatlar1 kullanilmis ve yapilan asili damla
deneyinde arttirilan miR-150 ifadesinin hiicreler arasinda etkilesimin artis gosterdigi
belirtilmistir [108]. Bulgulara gore timaor supresér miR-150’nin ifadesinin arttirilmasi
ile GEM etkinliginin 3B pankreas kanserlerinde 6nemli derecede arttigini ve direncli
hicrelerde yine miR-150"nin ifadesinin artigina bagli hiicrelerde GEM duyarliliginin

arttigin1 sdylemek miimkiindiir.

PANC-1, MiaPaCa-2 ve direncli PK hiicrelerinde transfeksiyon sonrasi artan miR-150
ifadesinin ve GEM’in protein ifadelerine etkisi immunoblotlama analizi ile

incelenmistir.

PI3K/AKT/mTOR yolunun birgok malign tiimdrde anormal sekilde aktive oldugu ve
kemorezistansta rol oynadigi ve literatiirde PI3K/AKT/mTOR yolunun kemodirenci
arttirdigini sdylemistik. Yapilan ¢alismalarda da GEM ile kombine olarak PI3K
inhibitori kullaniminin GEM sitotoksisitesini arttirdigi goriilmiistiir. Bununla korale
olarak PI3K protein ekspresyonunun MiaPaCa-2 hiicrelerine bakildiginda kontrol ve
direngli hiicre grubunun ekspresyonlarinda anlamli bir fark goériilmedigi ancak GEM
uygulanmis grupta PI3K ifadesinin biraz arttig1 goriilmiistiir. MiR-150 transfeksiyonu
sonrast PI3K ifadesine bakildiginda PK orneklerinde goriilen PI3K/Akt yolunun

aktivitesinin artan miR-150 ifadesi varliginda azaldig1 gorilmiistiir.

PANC-1 hiicre grubuna bakildiginda ise PI3K seviyesinin iki calismada da aym
kaldigt miR-150 ifadesi artistnin PI3K ekspresyon seviyelerinde bir degisiklik
yaratmadig1 goriilmiistiir. Diger deneylere kiyasla ¢ikan bu sonucun anlamli olmadig
ve MiaPaCa-2 hiicre hatti ile korele olmadig: tespit edilmistir. PI3K/Akt sinyal yolu
kanser proliferasyonu ve glikoz metabolizmasi ile yakindan iligkili oldugundan Akt
protein ifadesi genellikle PK’de artis ile karakterizedir. Akt’1n fosforile formlarmmn

artisinin ise kemodireng ile iliskili olabilecegi belirtilmistir [96].

Bu bilgilere gére MiaPaCa-2 hiicre hattinda kontrol ve GEM uygulanmis gruba kiyasla
Akt ifadesi artan direncli grubun immunoblotlama analizinin literattrle uyumlu

oldugunu sdyleyebiliriz. Kontrol grubundaki Akt ekspresyonunun GEM’e bagh
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azalmasi ancak direngli grupta artig gorilmesi anlamli bulunmustur. miR-150
transfeksiyonu sonrasi yapilan analizde MiaPaCa-2 hiicrelerinin kontrol ve GEM
uygulanmig grubunda artan miR-150 ifadesiyle birlikte Akt ifadesinin nerdeyse
tamamen inhibe edildigini ancak dogru ¢ikarimlara varabilmek i¢in p-Akt ifadelerinin
de ileriki caligmalarda degerlendirilmesi gerektigi tespit edilmistir. MiR-150 ifadesi
arttirtlmis direncli gruba bakildiginda kontrole kiyasla Akt protein ifadesinin azaldig
ve bunda miR-150 artisinin etkili oldugu disiiniilmiistiir. Ancak literatiirde p-Akt
seviyelerinin de direngli PK hiicrelerinde yiiksek ifade edildigi bilindiginden dogru
cikarimlara varabilmek icin yine p-Akt ifadelerinin ileriki ¢aligsmalarda
degerlendirilmesi gerektigi tespit edilmistir. Yapilan bir ¢alismada, miR-150"nin agir1
ekspresyonu veya AKT3'Un susturulmasinin JNK ve NF-«xB yollarini inhibe ettigi ve
miR-150’nin AKT3"i hedef alarak LPS kaynakli akut akciger hasarini hafiflettigi
gosterilmistir [110].

Gemsitabine direncli PK hiicre hatlarinda mTOR protein ifadesinin artisi hiicre
proliferasyonu ve kemorezistans ile karakterize oldugu ve GEM’e direng gelisiminde
rol aldigr bildirilmistir. PIBK/mTOR"un hedeflenmesinin gemsitabine yaniti tesvik
edecek bir tedavi secenegini olusturabilecegi soylenmistir. Gergeklestirilen analizde
hsa-miR-3178, ABC tasiyicilarmin PI3K/Akt yolu aracilt yukari regiilasyonunu aktive

ederek PK'de gemsitabin direncini arttirdigi gorilmustir [111].

PANC-1 direncli hiicre hattinda kontrole gore artan mTOR ifadesinin, miR-150
transfeksiyonu sonrasinda anlamli 6l¢iide azaldig1 goriilmiistiir. Kemorezistans ile
karakterize olan mTOR ifadesinin artisi, miR-150 artisina bagli olarak azalmistir
ancak kontrol+miR-150 ve 100nM GEM+miR-150 gruplarinda mTOR ifadesinde

kontrol grubuna kiyasla artis goriilmiistiir.

YAP ifadesinindirencli PANC-1 ve MiaPaCa-2 hiicrelerinde azaldigi, TAZ ifadesinin
ise PANC-1 ve MiaPaCa-2 Gem+ hiicrelerinde yukar1 regiile edildigi o6nceki
sonuglarda goriilmisti. Bu sonuglar, Hippo sinyal yolaginin, PK hticrelerinin GEM'e
direncinin diizenlenmesinde rol oynadigin1 gostermektedir. Literatirde YAP/TAZ
yolunun GEM direncinde rol oynadig1 gosterilmistir. Yapilan ¢alismada miR-455’in
dogrudan TAZ’1 hedef alarak TAZ ifadesini arttirdig1 ve PK’de proliferasyon ve ilag
direncinde rol oynadigi gosterilmistir [97]. MiR-150 transfeksiyonu sonrasi yapilan

analizde MiaPACa-2 hiicrelerinde YAP ifadesinin miR-150 ifadesine bagli azaldigin,
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TAZ ifadesinin ise miR-150 ekspresyonuna bagli olarak sadece kontrol grubunda
artt1g1 goriilmiistiir. Sonucun onceki sonuclarla korele bulunmadig literatiirdeki bu

oncil caligmanin gelistirilmesi gerektigi tespit edilmistir.

PANC-1 ve MiaPaCa-1 hiicrelerinde yapilan immunoblotlama 6nceki sonuglarina
gore 2B hiicre formlarinda Gemsitabine direngli hiicrelerde, N-kaderin seviyesinde
anlamli bir fark goriilmistii. MiaPaCa-2 hiicrelerinde yapilan analizde, kontrol
grubunda Hucre-hlicre adezyon molekullerinden biri olan E-kaderinin azalip,
mezenkimal belirte¢ olan N-kaderinin artis1 literatiir ile uyumludur. MiR-150 ifadesi
arttirilmig grupta ise E-kaderin ekspresyon seviyesinin artisi ile N-kaderin ifadesinde
ozellikle direngli grupta bir azalma gozlemlenmistir. PANC-1 hiicre hattinda yapilan
analizde ise E-kaderinin azalan seviyesinin miR-150 ifadesinin artisina bagli olarak
artt1g1 gézlemlenmistir (Sekil 40Sekil 41). Buna bagli Literatiirdeki farkli PK hiicreleri
ile yapilan ¢alismalarda da E-kaderin protein seviyesinin artis gosterdigi boylelikle
hiicrelerin toplu go¢ edebilmesini destekledigi ©One siiriilmektedir. TUmor
migrasyonunda rol alan ZEB-1, EMT sirecinde E-kaderini baskilamakta ve B-
kateninin niikleer translokasyonu ile invaziv hedeflerin aktivasyonuna neden oldugu
bildirilmistir [112]. Elde edilen bulgulara benzer olarak yapilan bir ¢alismada, miR-
150 ifade artis1 ve pablosiklib kombinasyonu ile PK hiicrelerinde mezenkimal
belirteglerin seviyelerinin baskilandigi, E-kaderin seviyesinin de arttig1 goriilmiistiir
[113]. Buna bagli olarak miR-150+GEM kombinasyonunun mezenkimal belirteclerin

baskilanmasinda pozitif rol oynadig1 gozlemlenmistir.

Wnt5A, p-AKT ve siklin D1 PK dokularinda yiiksek oranda eksprese edildigi ve
Wnt5A ekspresyonu kanser evreleri ile korele oldugu bildirilmistir. /n vitro, Wnt5A
ekspresyonu gemsitabin kemorezistansi ile iliskilendirilmis ve PANC-1'de Wnt5A'nin
susturulmasindan sonra hicrelerin yuzdesinin GO/G1 fazinda arttigi ve S fazinda
azaldigr gosterilmistir. Wnt5A, AKT'nin fosforilasyonu yoluyla Siklin D1
ekspresyonunu destekledigi ve sonug olarak G1-S gecisini ve gemsitabin direncini
arttirdigi da gosterilmistir. Sonucta, Wnt5A nin pankreas kanseri hiicrelerinde G1-S
gecisinin diizenlenmesi yoluyla kemorezistansi indiikledigi ve Wnt5A, gemsitabin
yanitinin bir gostergesi ve tUmor kemoterapisi i¢in potansiyel bir hedef oldugu
gosterilmistir. Yaptigimiz calismada ise Wnt3a/b’nin ekspresyonu MiaPaCa-2’de
ilacli gruba gore direncli hiicrelerde artmistir. MiR-150 tedavisi sonrasi ise Wnt3a/b

ifadesinin direncgli hiicrelerde azalmasi, kemorezistans: indiikleyen Wnt ifadesinin
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mMiR-150 aracili olarak diizenlendigi goriilmiis, literatiirle anlamli sonuglar elde

edilmistir (Sekil 40, Sekil 41).

Yapilan bir ¢caligmada, DVL2 ekspresyonunun, normal dokularla karsilastirildiginda
PK dokularinda énemli dlglide arttigini gostermistir. DVL2 ekspresyon seviyesinin
belirli bir aralikta tutulmasi gerekir. Pankreas hiicrelerindeki asir1 yliksek DVL2
ekspresyonu, potansiyel bir terapotik hedef haline getirirken, normal pankreas
hiicrelerindeki DVL2'nin yoklugu veya baskilanmasi hiicre sagkalimi igin tehlikeli
olmustur. DVL2'nin, pankreas gelisimi, adacik fonksiyonu, insiilin {iretimi ve
salgilanmasinda rol oynayan ve kanonik ve kanonik olmayan WNT sinyallemesine
katilan bir sinyal transdiiksiyon proteini oldugu rapor edilmistir. Mevcut ¢aligma,
PANC-1 ve CFPAC-1 hiicrelerinde DVL2'nin susturulmasinin hiicre ¢ogalmasin,
migrasyonu ve invazyonu inhibe ettigini ve in vivo olarak tumor biyumesini ve
metastazi baskiladigini ortaya ¢ikarmistir. Birlikte ele alindiginda, bu calismanin
sonug¢lart DVL2'nin PK'nin ¢ogalmasi ve invazyonu i¢in kritik oldugunu gostermistir
[114]. MiaPaCa-2 hiicrelerinde Dv12 protein ifadesine bakildiginda artis géstere Dvl-
2 ekspresyonunun miR-150 ifadesinin arttirilmast ve GEM uygulamasi ile inhibe
edildigi goriilmiistiir. Direngli hiicrelerde ise protein ifadesinde bir azalma
goriilmemekle birlikte kontrol grubunda artig goriilen GEM duyarliliginin direngli
hiicrelerdeki etkisinin arastirilmasi i¢in direng¢li miR-150 ifadesi arttirilmis hiicre

grubuna GEM uygulamasi ile ¢alismalar yapilmasinin gerekliligi tespit edilmistir.

Onceki sonucglarda normal ve GEM’e direngli hiicrelerdeki PARP seviyelerine
bakildiginda direngli hiicrelerdeki PARP ifadesinde onemli bir artis oldugu
goriilmiistii (Sekil 31). PARP, DNA hasarini onarma siirecinde kritik bir role sahiptir.
PARP1’in, Panc02 hiicre hattinda fare pankreas dokusuna gore 15 kat daha fazla agir
eksprese edildigini ve bir PARP inhibitorinin (Olaparib) kullaniminin PK
hlcrelerinin GEM'e duyarliligini artirabildigini gostermislerdir [99]. PARP ifadesinin
artisint gemsitabine direncli hiiceler, DNA hasar1 yaratan gemsitabine kars1 daha
direncli hale gelmek ve sag kalimi1 arttirmak i¢in apoptozdan kagmasi ile agiklamistik.
PANC-1 hiicrelerinde yapilan analizde miR-150 transfeksiyonu sonrast normal
hicrelerdeki PARP ifade seviyesinin GEM uygulamasina bagli olarak arttigi ancak
direngli hiicrelerde PARP ifadesinin azaldig1 gériilmiistiir. Sonuclar miR-150+GEM

kombinasyonunun direngli hiicrelerde PARP ifadesini inhibe edici rol oynadigini,
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kontrol hiicrelerinde ise GEM’nin DNA hasarinia bagli yanit olarak PARP artiginin
goriilebilecegini disiindiirtmiustiir (Sekil 40, Sekil 41).

Mps]1 baglayici protein (MOB1), memeli Hippo yolunun temel bilesenlerinden biridir
ve kanser gelisiminde onemli roller oynar. MOBI, belirgin bir fonksiyonel alam
olmayan bir adaptor proteinidir ve biiylik timor baskilayict 1 ve 2 (LATS1/2)
kinazlarin ortak aktivatdrii olarak gérev yapmaktadir. MOB1 varliginda LATS1/2, Yes
Miskili Proteini (YAP) ve/veya bunun PDZ baglama motifi (TAZ) ile transkripsiyonel
ortak aktivasyonunu fosforile eder. Calismada, MOB1'in MST1/2 ve LATS1/2 ile
kompleks halinde oldugu ve ayrica LATS1/2'nin fosforilasyonunu destekledigi rapor
edilmistir. MOB1'in MST1/2 ve LATS1/2'ye baglandigini, toplam LATS1 diizeylerini
arttirdigini ve MST1/2'nin aktive edilmesi durumunda LATS1'in fosforilasyonunu
arttirdigi gosterilmistir. MOB1 ekspresyonunun PK dokularinda azaldigi ve tumor
farklilagsmasi, metastaz ve kotii hasta sagkalimiile iligkili oldugu gosterilmistir [115].
Calismamizda MOBI1 ekspresyonunun miR-150 ifadesinin artmasi ile azaldid
goriilmiistiir. Azalan bu ifadenin anlamli bulunmadig: literatiir ile negatif korele
oldugu tespit edilmistir. LATS2 protein ifadesine bakildiginda ise kontrole kiyasla
miR-150 ifadesi arttirilan hiicrelerde LATS2 seviyesinin azaldigi ve literatiirde MOB1
tarafindan fosforilasyonu arttirillan LATS2’nin, calismamizda miR-150 aracili
ifadesinin azaldig1 goriilmistiir. Yapilan bir ¢alismada LATS2'nin inaktivasyonunun
B-hiicresi apoptozuna kars1 direngle sonuglandigina ve glisemiyi iyilestirdigine dair

dogrudan kanit sagladigi gosterilmistir [116].

Bcl-2 ailesi iiyesi BID, O6liim reseptorii aktivasyonuna yanit olarak mitokondri
aktivasyonuna aracilik eder. BID, mitokondriye transloke edilen aktif'kaspaz-8 (ireten
tBID tarafindan kesilir. Kesilmis tBID, mitokondri membranina entegre olur ve
mitokondrinin intermembrandz alanindan sitokrom ¢ ve diger apoptojenik faktorlerin
salinmasini indiikler. Sitoplazmada sitokrom ¢, Apaf-1 (apoptotik proteaz aktive edici
faktor-1), ATP ve prokaspaz-9 ile apoptozom adi verilen bir kompleks olusturur.
Kaspaz-8 gibi kaspaz-9 da apoptozomdaki bélinmeyle aktive edilen ve esas olarak
kaspaz-3, -6 ve -7 olmak tizere yiiriitiicii kaspazlar1 aktive eden bir baslatici kaspaz
olarak rol oynamaktadir [117]. PK iizerinde yapilan bir ¢alismada, kaspaz 9 ifadesinin

SW1990/Gem hiicrelerinde belirgin sekilde azaldigi goriilmiistiir [118]

123



PANC-1 hiicrelerinde yapilan analizde kontrol grubundaki ilagl hiicrelerde kesilmis
kaspaz 9 ifadesinin goriildiigii ancak direngli hiicrelerde apoptozdan kagmanin bir
yanit1 olarak kaspaz 9 ifadesinin neredeyse olmadig tespit edilmistir. Bu sonucun
literatur ile uyumlu bulunup anlamli oldugu goriilmiistir. MiR-150 ifadesi artan
hicrelerde ise direngli grupta goriilmeyen kesilmis kaspaz 9 ifadesinin miR-150 aracili

arttig1 ve hiicrelerin apoptoza gittigi goriilmistiir.

Bu sonuglar dogrultusunda incelenen, PANC-1, MIAPaCa-2 ve direncli pankreas
kanseri hicrelerinde kemorezistansta rol oynayan karakterlerin protein ifadelerinin
seviyesinin belirlenmesi, artan miR-150 ifadesi iliskili GEM direncinin inhibe

edilebilme etkisini vurgulamaktadir.

MiR-150 mimik transfeksiyonu yapilan PANC-1 ve MiaPaCa-2 hicrelerinde
gemsitabinin hiicre dongiisii fazlar1 tizerindeki etkisine bakilmistir. PANC-1
hicrelerinin kontorol grubuna bakildiginda subG1 oraninin %7.6, GEM uygulamasi
ile subG1 popilasyonunun %15 seviyelerine arttig1 goriilmiistiir. Ek olarak, G2/M
fazinda %10 luk bir artis goriilmistiir, bu artis apoptoza ugramayan hicrelerin G2/M
fazinda tutulu kalmasina sebep olmustur. Gemsitabine direncli olan hiicrelerde S ve
G2/M oranmi sirasiyla ortalama % 35 ve % 38 oraninda gézlenmistir. Hucrelerin
blylmeye ve bollinmeye devam ettigi gézlemlenmistir. miR-150 ifadesi arttirildiginda
ise kontrol grubunda benzer bir sonu¢ goriilmistiir. Gemsitabin varliginda ise
apoptotik hucre 6limanin %37 seviyesine yikseldigi goriilmistiir. Sonucun dikkat
cekici kismi ise gemsitabine direncli PANC-1 hiicrelerinde subG1 oraninin %41’e

¢ikmast, ile %41 oraninda apoptotik hiicre popiilasyonu gorilmesi olmustur (Sekil 33).

MiaPaCa-2 hiicreleri incelendiginde subG1 oraninin %5 oldugu, G1 oraninin ise %55
oldugu huicre biiyimesinin devam ettigi gorilmektedir. Gemsitabin uygulandiginda ise
subG1 apoptotik popilasyon %26 oraninda godzlemlenmistir. Gem+ MiaPaCa-2
hicrelerinde G1 oran1 %51, S oran1 %15 ve G2/M oran1 %33 seviyesinde olup, ila¢
uygulanmayan kontrol gurubu ile benzer oranlara sahip oldugu tespit edilmistir. miR-
150 ifadesi arttirildiginda GEM uygulanan MiaPaCa-2 hicrelerinde G2/M fazinin
%353’ ¢iktig1, G2/M fazinda bir tutulma gézlenmis oldugu ve bu fazdaki populasyon
oraninin % 30 arttig1 gézlemlenmistir. MiaPaCa-2 hiicrelerinde miR-150 mimik
transfeksiyonu sonrasi kontrol grubunda nerdeyse ayni sonucun gorilmesi ile birlikte

Gem+ hiicre grubunda ortalama %30 oraninda apoptotik hiicre populasyonunun arttig
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tespit edilmistir (Sekil 34). Sonug olarak miR-150 ifadesinin arttirilmasi ile GEM’e

direncli iki farkli hiicre grubunda programli hicre 61umi arttirdigr analiz edilmistir.

Bir sitidin analogu olan gemsitabin, hiicre dongiisiiniin S fazindaki replikasyon
sirasinda DNA'ya dahil edilir. Gemsitabin pankreas, meme, yumurtalik ve kiiciik
hiicreli dis1 akciger kanseri i¢in kemoterapi olarak kullanilir ve bu tiimorlere sahip
hastalar igin birinci basamak tedavidir. Gemsitabin, oncelikle hucre dénglsunun
durdurulmasini ve hiicre 6liimiinii indiikleyerek etkinligini gosterir. Yapilan caligmada
gemsitabinin onceki sonuclarla tutarli olarak S fazinda zamana ve konsantrasyona
bagli bir hiicre dongiisii durmasini tetikledigini géstermistir. Gemsitabin kaynakli S
fazinin durmasi, hem GO/Gi'den gecis oraninda bir artis hem de S fazindan G2/M
fazina gecis oraninda bir inhibisyon olarak tespit edilmistir. Gemsitabin

konsantrasyonuyla S fazinin durdurulmasi arttig1 da goriilmistiir [119].

Hastaligin erken teshisi, daha etkili tedaviler saglayabilir. Tedavi yanit1 ve hastaligin
prognozunun tahmini i¢in daha iyi biyobelirtecler ve araglar, gelecekte tedavi model
ve rejimlerinin 6zel olarak se¢ilmesini saglamak icin dnemlidir. Calismada yer
verdigimiz miR-150min hedef genleri, onun bir timor baskilayict miRNA veya
oncomiR olarak fonksiyonunu belirler. Tez galismasinda elde edilen bulgular g6z
ontine alindiginda, PANC-1 ve MiaPaCa-2 pankreas kanseri hiicrelerinde mimik miR-
150 transfeksiyonuyla miR-150 ifadesinin arttirilmasi ile PDAK tedavisinde ilk
basmak olarak kullanilan gemsitabinin, direncli hucreler Gizerinde sferoid caplarint
kontrol gruplarina gore 6nemli 6l¢iide azaltmasina neden olarak 3B hiicre formlarm
olusumunda etki gostermistir. Bu sayede PANC-1 ve MiaPaCa-2 hicrelerindeki
diren¢ mekanizmasint kirdigi goriilmiistiir. MiR-150 ifadesinin arttirilmasi ile
olusturulan 3B PK hiicre formlarinda GEM hem normal hem direngli hucrelerde
koloni olusturma potansiyelini azaltmis, GEM’in miR-150 ile iliskili olarak
duyarliliginin arttirildigi ve bu olusmus gemsitabin kemo-direncini baskiladig
sonucuna varilmistir. PANC-1, MiaPaCa-2 ve direngli hiicrelerde gerceklestirilen
EMT iliskili mRNA ve protein ifade analizlerinin karsilastirilmasinda mezenkimal
belirteglerin arttig1 ve artan miR-150 ifadesi ve gem uygulamalari ile bu ifadelerin
azaldigi, epitel belirteglerin ise azalip artan miR-150 ifadesi ile arttig1 tespit edilmistir.
Bununla birlikte, miR-150 ifadesinin artis1 gemsitabin direncinde rol oynayan bazi
hedef'sinyal yollarinin protein ifadelerinin de baskilandigi goriilmiistiir. Wnt/B-katenin

ve TGFp dahil olmak {izere birgok anahtar sinyal yollart EMT siirecinde miR-150
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hedefleri olarak belirlenir. Bununla birlikte Wnt, hiicre déngusu ilerlemesini moduile
eder ve pankreas kanseri hiicrelerinde kemorezistansa katkida bulunur. Artan miR -150
ifadesi ve gem uygulamalarina bagli olarak inhibe edilen wnt ifadesi ile gemsitabin
kaynakl1 kemo-direncini baskilanmistir. Hasta modelleri iizerinde yapilacak klinik
arastirmalarda, erken tan1 siirecinde ve GEM kombine terapilerinde kullanilmak tizere
daha fazla miRNA {izerinde ¢alismalar yapilmasi ve biyo-belirte¢ olabilecek
potansiyel hedefler bulunmasi olduk¢a 6nemlidir. Bu c¢alismada GEM direncinin
ustesinden gelebilmek i¢in mimik miR-150 ifadesinin kullanilabilecegine yonelik

umut veren onciil sonuglar elde edilmistir.
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7. EKLER

7.3.EK A: Cihaz Listesi

Tablo 6. Kullanilan Cihazlarin Listelenmesi

URUN ADI URUN KODU FIRMANIN ADI

CO2 inkibatori 50116047 Thermo Fsiher
Scientific

Buz Makinesi AF80 Scotsman

Buharl: Sterilizator OT 90L Nive

Hemositometre Neubauer Improved Assistent Germany

Floresan Mikroskop IX71 Olympus

Gii¢ Kaynagi PowerPac Basic BioRad

Hassas Tart1 LE6202S Sartorius

Calkalayici GyroTwister Labnet

Isitic1 Blok HB120-S DLAB

Invert Mikroskop Model adi: XDS-1B SOIF

Laminar Flow HERASAFE KS Thermo Scientific

Manyetik Karistirici SB162 Stuart

Mikroplaka Okuyucu iMark BioRad

Mini Santrifiij Cihazi CR-1512 CAPP

Mini Spin Cihazi Fisherbrand 15358266 | ThermoFisher Scientific

Optik Mikroskop TH4-200 Olympus

Otoklav 0T032 Nive

Otomatik Hiicre Sayac1 | EVETM/EVE-MC NanoEntek

pH Metre Orion STAR A211 Thermo Scientific

PCR Kapaklari, Stripler | AB-0783 Thermo Scientific

Saf Su Cihazi Direct-Q 5UV Labor Teknik

Santrifij NF 200 Nive

Silindir Dondirici SRT6D Stuart

Su Banyosu BM302 Nive

Yiksek Hizli Santrifiij | 5430 R Eppendorf

Kemilliminesans ChemiDoc MP System | BioRad

Gorintuleme
Cihazi

1708280

Dondurucu (-80°C)

Ultra Low Temperature
Freezer Innova U725

New Brunswick
Scientific

Distile Su Cihazi

Tank 30 Liter
PE/Milipore

Labor Teknik

Gergek Zamanli PZR CFX Connect BioRad

Cihazi

Dikey Jel Elektroforezi | Mini-PROTEAN Tetra | BioRad

Sistemi Cell

Spektrofotometre IMPLEN BO-GA
NanoPhotometer

Termal Donglleyici MyCycler Thermal BioRad

Cycler
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7.4.EK B: Hicre Kultlirii Donanim Listesi

Tablo 7. Hucre Kiiltiiriinde Kullanilan Donanimlarin Listesi

URUN ADI URUN KODU FIRMANIN ADI

Capan-2 HTB-80 ATCC

MIAPaCa-2 CRL-1420 ATCC

Egimli Boyun 25 cm2 707001 NEST

Hiicre

Biiyiitme Kaplari

25 cm2 Hucre Buylutme | 90026 TPP

Kaplari

75 cm2 Hucre Buyutme | 90076 TPP

Kaplari

40 mm Hucre Bluyutme | 93040 TPP

Kaplari

60 mm Hucre Buyutme | 93060 TPP

Kaplari

100 mm Hucre Blyutme | 704001 NEST

Kaplari

150 mm Hicre Biyitme | 715001 NEST

Kaplari

Kriyojenik Sise 607001 NEST

96 Kuyucuklu Hicre 92096 TPP

Kabi1

15 ml Santrifuj Tupleri 5100015 CAPP

50 ml Santriflij Tupleri 430828 CORNING

DMEM P04-03590 PAN Biotech

Fetal Sigir Serumu FBS-11A Capricorn Scientific

Gelismis (FBS)

miScript miRNA Mimic | Qiagen

Penisilin/Streptomisin P06-07100 PAN Biotech

Serolojik Pipet (10 ml) SP-10-C CAPPHarmony

Transfeksiyon Ajant 15081 INtRON
BIOTECHNOLOGY

Tripsin-EDTA (0.25%) | SH40003.01 HyClone

(1X)

142




7.5.EK C: Kimyasal Listesi

Tablo 8. Kullanilan Kimyasallarin Listesi

URUN ADI URUN KODU FIRMANIN ADI
Agaroz (Tip 1) 121853 MERCK
Akrilamid/Bis-Akrilamid (%30 | A0011 BIOBASIC

cozelti, 37.5:1)

APS A2941 AppliChem

Asetik Asit 901.013 ISOLAB
Coomassie Brilliant Blue R-250 | 1610436 BioRad

Staining Solution

DEPC A0881 AppliChem

DMSO D1370 Duchefa Biochemie

1 kb DNA Ladder

GeneRuler SM0311

Thermo Scientific

DNA Jel Yiikleme Boyas1 (6X)

R0O611

Thermo Scientific

DPBS (10x) P04-53500 PAN Biotech
Etanol TK.200650 Teksoll
Glisin 1275KG001 BIOFROXX
Hidrojen Peroksit %35 1086001000 MERCK
iScript cDNA Sentez Kit 1708891 BioRad
2-Propanol (Izopropanol) 1096342500 MERCK
Metanol 34860 Honeywell
miRNeasy Mini Kit 217004 Qiagen
miScript Il RT Kit 218161 Qiagen
miScript SYBR Green PCR Kit 218073 Qiagen
Kloroform 1024452500 MERCK
Kristal Viyole FN1048735 MERCK
Luminol A2185 AppliChem
M-PER Memeli Protein | 78505 ThermoFisher

Ekstraksiyon Reaktifi

Scientific
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7.6.Kullanilan Primer Dizileri

Tablo 9. Primer dizileri

mMiRNA Baz Dizisi Dizisi 5°-3’

miR-150-5p CUGGUACAGGCCUGGGGGACAG

miR-27b-3p UUCACAGUGGCUAAGUUCUGC

miR-92a-3p UAUUGCACUUGUCCCGGCCUGU

miR-345-5p GCUGACUCCUAGUCCAGGGCUC

U6-RP CGCTTCACCGAATTTGCGTGTCAT

U6-FP GCTTCGGCAGCACATATACTAAAAT

7.7.KULLANILAN COZELTILER

7.7.1. Hiicre Dondurma Medyas1 Hazirlanisi (10 ml)

Fetal sigir serumu (FBS) 9 ml Dimetil siilfoksit (DMSO, (CH3)2SO) 1 ml DMSO
kullanilarak hiicre kiiltiirliine uygun hazirlanan medya 0,22 mm'lik filtre kullanilarak

stizulir ve -20°C'de muhafaza edilir.

7.7.2. Hiicre Lizis Tamponunun (CLB) Hazirlamsi (10 ml i¢in)

M-PERTM Mammalian Protein Extraction Reagent 10 ml, Roche PhosSTOP fosfataz
inhibitor kokteyli 1 tablet, Roche proteaz inhibit6r kokteyli 1 tablet, +4°C'de muhafaza
edilir.
7.7.3. 5X Laemmli Tamponunun Hazirlanmis1 (10 ml)
1,5 M Tris-Cl ¢ozeltisi (pH 6,8) 2,0 ml, Bromofenol mavisi (%1) 0,5 ml, Gliserol 5,0
ml, B-merkaptoetanol 2,5 ml, Sodyum dodesil stilfat 2,0 gr, -20°C'de muhafaza edilir.
7.7.4. Bradford Cozeltisinin Hazirlanisi (250 ml)

Coomassie mavisi (C47H50N307S2) 25,0 mg, %95 (hacim/hacim) etanol (C2H50H)
12,5 ml, %85 asetik asit (CH3COOH) 25,0 ml, Distile su (dH20) 212,5 ml, +4°C'de

muhafaza edilir.
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7.7.5. Amonyum Persulfat (%10)

1 g tartilan APS 10 ml distile su ile ¢ozdiiriiliir. Hazirlanan ¢6zelti -20°C’de saklanir.

7.7.6. Bloklama sutl (%5)
50 ml olarak hazirlanan bloklama siitii i¢in 2,5 g tartilan yagsiz siit tozu TBS-T
(TBSTween20) ile tamamlanarak karistirict yardimi ile ¢oziiniir.

7.7.7. Bradford Reaktifi
Ana stok 100 mg Coomassie Brilliant Blue(G-250) boyasi, %95’lik etanolden 50 ml,
%385’lik fosforik asitten 100 ml, 1000 ml distile su igerisinde ¢oziiniir. Tamamen
¢oziinen ana stok 0,22 um por ¢apina sahip filtreler yardimai ile siiziiliir ve aliminyum
folyo ile kaplanarak +4°C’de saklanir.

7.7.8. Tris-Baz Cozeltisinin (1,5 Molar) Hazirlams1 (pH 8,8)
Tris-baz (C4H11NO3) 90,8 gr, dH20 500 ml, Tris-baz 800 ml suyun i¢inde belirtilen
miktarda ¢oziilerek pH 8,8'e ayarlanir. Daha sonra ¢6zelti hacmi 1 L'ye tamamlanir.

7.7.9. Tris-Baz Cozeltisinin (0.5 Molar) Hazirlams1 (pH 6,8)
Tris-baz (C4H11NO3) 30,25 g, dH20 500, ml Tris-baz 800 ml suyun i¢inde ¢ozulerek
pH 6,8'e ayarlanir. Daha sonra ¢6zelti hacmi 1 L'ye tamamlanir.

7.7.10. %10 (w/v) Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) Cozeltisinin Hazirlanisi

Sodyum dodesil stilfat (SDS) 10,0 g, dH20 100 ml. Oda sicakliginda muhataza edilir.

7.7.11. 10X Yiiriitme Tamponun Hazirlanis1 (pH 8,3)

Tris-baz (C4H11NO3) 30,3 gr Glisin (C2H5NO2) 144,0 g Sodyum dodesil stlfat
(SDS, NaC12H25S04) 10,0 g Distile su (dH20) 1000 ml Tris-baz ve glisin 800 ml
distile su i¢inde ¢oziilerek pH 8,3'e ayarlanir. SDS eklenir ve ¢ozelti hacmi 1 L'ye

tamamlanarak oda sicakliginda muhafaza edilir.

7.7.12. 10X Transfer Tamponunun Hazirlanis1 (pH 8,3)

Tris-baz (C4H11NO3) 30,3 g, Glisin (C2H5NO2) 144,0 g, Distile su (dH20) 1000 ml.
Kimyasallar 800 ml distile suyun i¢inde ¢oziilerek pH 8,3'e ayarlanir. Daha sonra

cozelti hacmi 1 L'ye tamamlanir ve oda sicakliginda muhafaza edilir.
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7.7.13. %12 (v/v) Poliakrilamid Jel Hazirlanisi

Tablo 10. Poliakrilamid Jel Hazirlanis1

KiMYASAL ALT JEL UST JEL
Distile su 3,4 ml 3,075 ml
Tris-Baz ¢Ozeltisi 2,5ml 1,125 ml
% 10 SDS 0,1 ml 0,05 ml
%30 4,0 mi 0,67 ml
Akrilamis/Bisakrilamid
%10 APS 0,05 ml 0,025 ml
Tetrametiletilendiaminin | 0,005 ml 0,005 ml
(TEMED)

7.7.14. 10X Tris Tampon (TBS) Cozeltisinin Hazirlams1 (pH 7,6)

Tris-baz 12,11 g, Sodyum klortr (NaCl) 86,6 g, Distile su 1000 ml. Kimyasallar 800
ml suyun i¢inde c¢oziilerek pH 7,6'ya ayarlanir. Daha sonra ¢dzelti hacmi 1 L'ye
tamamlanir ve TBS-Tween ¢0zeltisi igin 1X TBS icerisine 1:1000 (hacim/hacim)
oraninda Tween eklenilerek ¢ozelti oda sicakliginda muhafaza edilir.

7.7.15. %S5 (w/v) Siit Cozeltisinin Hazirlanisi (50 ml)

Yagsiz siit tozu 2,5 g 1X TBS-T ¢ozeltisi 50 ml -20°C'de muhafaza edilir.

7.7.16. Tris-Baz Cozeltisinin (1 M) Hazirlamis1 (pH 8,5)
Tris-baz (C4H11NO3) 60,5 g Distile su (dH20) 500 ml. Oda sicakliginda muhafaza
edilir.

7.7.17. Kumarik Asit Cozeltisinin Hazirlanisi (10 ml)
P-Kumarik asit (C9H803) 0,15 g Dimetilsulfoksit (DMSO, (CH3)2SO) 10 ml
+4°C'de muhafaza edilir.

7.7.18. Luminol Cozeltisinin Hazirlamsi (10 ml)
Luminol (C8H7N302) 0,44 g, Dimetilsulfoksit (DMSO) 10 ml. -20°C'de muhafaza

edilir.
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7.7.19. 10X Fosfat Tampon Cozeltisinin (PBS) Hazirlamis1 (pH 7,4)
NaCl 80,0 g, Potasyum klortr (KCI) 2,0 g, Disodyum hidrojen fosfat (Na2HPO4) 14,4
g Mono potasyum fosfat (KH2PO4) 2,4 g, dH20 1000 ml .

7.7.20. Kemiluminesans ¢ozelti hazirlanisi

Tablo 11.Kemiluminesans ¢6zelti hazirlanisi. A ve B ¢6zeltileri hazirlandiktan sonra karistirilir ve

karanlik kosulda ¢aligilir.

Kemiluminesans | Kemiluminesans

A ¢Ozeltisi B cozeltisi
Distile su 9,0 ml 9,0 ml|
1M Tris-Baz pH | 1,0 ml 1,0 ml
8,5
Kumarik asit 45,0 pl

Luminol ¢ozeltisi | 100,0 pl

Hidrojen Peroksit 6,0 ul
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