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OZET

WNT INHIBITORU PRI-724°UN PANKREAS KANSERi KOK HUCRELERI
UZERINE ETKILERININ IN VITRO ARASTIRILMASI

Aydmoglu B. Aydin Adnan Menderes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Kok
Hiicre ve Rejeneratif Tip Programi, Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2021.

Amag: Bu arasgtirmada, Wnt inhibitorii PRI-724’{in pankreas kanseri kok hiicreleri iizerine

etkisinin degerlendirilmesi amaglanmistir.

Gere¢ ve Yontem: Arastrmamiz Adnan Menderes Universitesi Temel Tip Bilimleri
Laboratuvarinda yapilmistir. Arastirmamiz Aralik 2020 tarihinde literatiir taramasiyla
baglamistir. Nisan 2021- Eyliil 2021 tarihinde deney gruplart olusturulmus olup elde edilen
hiicrelerle MTS/PMS doz belirleme, Flow Sitometri ve Klonojenik deney yapilmistir.

Bulgular: PRI-724, Gemcitabine ve Kombine (Gem+PRI-724) gruplarimin ICso degerini
belirlemek ic¢in doz belirleme deneyi yapildi. Bu deney sonucunda PRI-724’iin ICso degeri 45
uM, Gemcitabinin ICsp degeri 4 mg/ml, kombine (Gem+PRI-724) grubunun ICso degeri
4mg/ml+45 uM olarak belirlendi. Akim (Flow) Sitometri deneyinde kontrol, Gemcitabine,
PRI-724 ve Kombine (Gem+PRI-724) gruplar1 olusturuldu. Her bir gruba CD44, CD133 ve
CD24 antikorlar1 eklenerek sagilim grafikleri elde edildi ve daha sonra sagilim grafiklerinin
degerlendirilmeleri yapildi. Klonojenik deneyde ise kontrol, gemcitabine, PRI-724 ve
kombine (Gem+PRI-724) gruplari olusturuldu. Kontrol grubunda hiicrelerin koloni
olusturuldugu gozlemlenirken, ilag uygulanan diger gruplarda koloni olusturmadig:

gozlemlenmistir.

Sonug¢: Yaptigimiz ¢alismanin sonucuna gore Wnt ihibitorii PRI-724’1lin pankreas kanser kok
hiicrelerini inhibe ederek pankreas kanser hiicrelerini azalttig1 gdzlemlenmistir. Bu ¢alismanin
pankreas kanseri tedavisi igin gelecekte umut olabilecegi ve klinik caligmalara Onciiliik

edebilecegi beklenmektedir.

Anahtar Kelimeler: Kok Hiicre, Pankreas Kanser Kok Hiicresi, PRI-724, Wnt Sinyal Yolagi.
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ABSTRACT

IN VITRO INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF WNT INHIBITOR PRI-
724 ON PANCREATIC CANCER STEM CELLS

Aydmoglu B. Aydin Adnan Menderes University, Institute of Health Sciences,
Stem Cell and Regenerative Medicine Program, Master's Thesis, Aydin, 2021.

Objective: In this study, it was aimed to evaluate the effect of Wnt inhibitér PRI-724 on

pancreatic cancer stem cells.

Materials and Methods: Our research was conducted in the Laboratory of Basic Medical
Sciences of Adnan Menderes University. Our research started with a literature review in
December 2020. April 2021- September 2021 experimental groups were created and
MTS/PMS dose determination, Flow Cytometry and Clonogenic Assay were performed with

the obtained cells.

Results: A dose determination experiment was performed to determine the IC50 value of the
PRI-724, Gemcitabine and Combined (Gem+PRI-724) groups. As a result of this experiment,
the IC50 value of PRI-724 was determined to be 45 pM, the IC50 value of Gemcitabine was
determined to be 4 mg/ml, and the IC50 value of the combined (Gem+PRI-724) group was
determined to be 4mg/ml+45 puM. In the Flow Cytometry experiment, the control,
Gemcitabine, PRI-724 and Combined (Gem+PRI-724) groups were created. By adding CD44,
CD133 and CD24 antibodies to each group, scattering graphs were obtained and then
scattering graphs were evaluated. In the clonogenic experiment, control, gemcitabine, PRI-
724 and combined (Gem+PRI-724) groups were created. While it was observed that cells
formed colonies in the control group, it was observed that they did not form colonies in other

groups that were administered the drug.

Conclusion: According to the results of our study, it was observed that the Wnt inhibitdr PRI-
724 reduces pancreatic cancer cells by inhibiting pancreatic cancer stem cells. It is expected
that this study may be the hope in the future for the treatment of pancreatic cancer and may

lead to clinical trials.

Keywords: Stem Cell, Pancreatic Cancer Stem Cell, PRI-724, Wnt Signal Pathway.
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1. GIRIS

1.1.Arastirmanin Tanimi ve Onemi

Pankreas kanseri, diinya {izerinde son derece hizli seyreden ve oliimciil malign
kanserlerden biridir. Oniimiizdeki 20 ila 30 sene igerisinde ABD’de kansere bagl dliimlerde
ikinci sirada yer almasi beklenmektedir. Pankreas kanserinin gelisiminde obezite, tip 2
diyabet ve sigara kullanimi biiylik rol oynamaktadir. ABD’de de elde edilen verilere gore tani
konuldugu andan itibaren 5 yillik sag kalim orani %10’dur. Hastalarin yaklagik %80-85°1
cerrahi miidahale edilemeyen ya da metastatik hastalikla bagvurmaktadir. Cerrahi miidahale
edilebilen hastalarin, cerrahi miidahaleden 5 yil sonra hayatta kalan hasta sadece %20
oranindadir (Mizrahi et al., 2020).

PRI-724, Wnt sinyal yolagini inhibe eden bir kiigiik molekiildir. Wnt/B-catenin sinyal
yolaginda [-catenin ile transkripsiyon koaktivatérii olan CBP (CREB-binding protein)
arasindaki etkilesimi baskilar ve CBP’nin ¢ekirdek icine girisini engeller. PRI-724’{in
pankreas kanseri tizerinde yapilan klinik oncesi ¢alismalarda, bu kii¢iik molekiiliin
kemoterapiye diren¢g gosteren kanser kok hiicrelerini ve tiimor baglatan hiicrelerini

baskilayabilecegi ve metastatik potansiyeli azaltabilecegi 6ne siiriilmektedir (Ko et al., 2015).

Kanser kok hiicresi, kendi kendini yenileyen, farklilasma yetenegi olan, kemoterapi ve
radyoterapi gibi uyaranlara karsi direng gosteren, apoptoza ugramayan hiicrelerdir. Wnt,
Heghegog ve Notch gibi bir takim sinyal yolaklar1 kanser kok hiicresinin gelisiminde rol
oynamaktadir. Son yillarda bir¢ok kanserli dokuda, kanser kok hiicresi saptanmis ve izole
edilmistir. Kanser tiiriine 6zgii kanser kok hiicrelerini belirlemek i¢in dokuya 6zgili kok hiicre

yiizey belirteclerinden faydalanilmaktadir. (Toledo-Guzman et al., 2018).

1.2.Arastirmanin Amaci

PRI-724, Wnt sinyal yolagindaki CBP proteinini inhibe etmektedir ve bu proteinin
TCF/LEF molekiiline baglanmasini1 engellemektedir. Aktive olmayan TCF/LEF molekiilii



¢ekirdekte bir¢ok onkogenin bulundugu hedef gen transkripsiyonunu
gerceklestirememektedir. Bu tez calismasinda PRI-724’{in Wnt sinyal yolagini inhibe edip,
pankreas kanser kok hiicresinin etkisiz hale gelmesi dolayisiyla pankreas kanser hiicrelerinin

cogalmamalar1 amaglanmaistir.

1.3.Arastirmanin Hipotezi

PRI-724, Wnt sinyal yolagin1 inhibe ederek pankreas kanser kok hiicresinin kanserli

hiicre olusturmasini engeller.



2. GENEL BILGIiLER

2.1.Wnt Ailesi

Modern molekiiler tip doneminde, bir organizmanin gelismesinde rol oynayan sinyal
yolaklar1 ve bu sinyal yolaklarinin molekiiler mekanizmasimni o6grenmek i¢in c¢ok ¢aba
harcanmistir. Modern molekiiler tip arastirmacilari, bir organizmada normal gelisimi kontrol
eden mekanizmalart 6grenmenin, bu mekanizmalardan kaynakli olusabilecek hastaliklar
onlemede ve bu hastaliklara kars1 tedavi etme olanagini arttirabilme fikrini ortaya atmislardir.
Bir organizmanin gelisiminde 6nemli rol oynayan sinyal yolaklarindan biri de Wnt sinyal
iletim yoludur (Komiya & Habas, 2008). ilk Wnt geni, 1982 yilinda Int-1 olarak bilinen fare
meme tiimoriinden izole edilmistir. Wnt ismi Drosophila’da kanat gelisimi, segmentasyon ve
viicut ekseni olusumunda rol oynayan Wingless (Wg) geni ile Int-1 geninin birlestirilmesiyle
olugmustur. Wnt sinyal yolu hiicre proliferasyonu, hiicre farklilasmasi, apoptoz, hiicre go¢ii ve
hiicre polaritesi dahil olmak iizere gelisimin birgok yoniinii kontrol eden sinyal iletim yoludur
(Ng et al., 2019). Wnt sinyal yolagi proteinleri, insanda 19 proteinden meydana gelmektedir.
Whnt protein ailesinin hiicredeki etkisi otokrin ve parakrin olmak iizere iki farkli bigimde
gerceklesmektedir. Hiicreler tarafindan salgilanan Wnt proteinleri, Frizzled (Fzd) adi verilen
hiicre reseptdriine baglanarak hiicre icindeki protein ve transkripsiyon faktorlerinin
aktivasyonunu saglayip, sinyal yolaginin asagi dogru etkinlik kazanmasina neden olmaktadir

(Taciak et al., 2018). Wnt proteinleri hiicrede {i¢ yolag etkinlestirmektedirler.

i. Wnt/B-catenin yolagi
ii. Planar hiicre kutuplasma yolagi

iii. Wnt/kalsiyum yolag1

Wnt/B-catenin sinyal yolagi, kanonik Wnt sinyal yolagi olarak bilinmektedir. Planar
hiicre kutuplasma yolagi ve Wnt/kalsiyum yolag: ise kanonik olmayan Wnt sinyal yolagi
olarak bilinmektedir. Bunlar {izerinde pek ¢ok aragtirmanin yapildigi ve mekanizmasimin en

1yi ortaya cikarildig1 yolak Wnt/B-catenin sinyal yolagidir.



2.1.1. Kanonik Wnt Sinyal Yolag:

Kanonik Wnt sinyal yolaginda, B-cateninin hiicre igindeki yikimi kontrol edilmektedir
(Sugimura & Li, 2010). pB-catenin hiicre-hiicre yapismasinda ve gen ifadesinin
diizenlenmesinde rol almaktadir. Wnt proteinin yoklugunda, sitoplazmadaki B-cateninin
etkisini ortadan kaldirmak icin pargalanmasi gerekmektedir ve bir parcalama kompleksi
olusmaktadir. Bu parcalama kompleksinde kazein kinaz 1 (CK1), glikojen sentaz kinaz 3

(GSK3), axin ve adenomatdz polipozis coli (APC) yer almaktadir.

Wnt proteinin olmadigi durumda, B-catenin 4 farkli proteinin bulundugu yikim
kompleksine baglanir. CK1 ve GSK3 tarafindan fosforile edilir. iki defa fosforile edilmis olan
B-catenin pargalanmak {izere ubikutin molekiilii ile isaretlenir ve proteazom yoluyla

parcalanirlar (Nusse et al., 2008).

Wnt proteinin varliginda, Wnt proteinleri Frizzled reseptorii ve LRP ko-reseptorlerine
baglanarak bu iki reseptorii birbirine yaklastirir. Pargalama kompleksi, LRP reseptoriine
baglanir ve Disheveled (Dsh) aracigiyla CK1 ile GSK3, LRP reseptoriinii fosforile eder.
Pargalama kompleksindeki axin etkisiz hale getirilir ve B-cateninin fosforilasyonu ve
parcalanmasi inhibe edilmis olur. Parcalanamayan [-catenin sitoplazmada birikir ve biriken
bu B-catenin ¢ekirdege girer. Transkripsiyon faktorii olan Lymphoid-enhancer binding factor
1 (LEF1) ve T-cell factor (TCF) baglanarak burada hedef genleri sessiz halde tutan baskilayici
protein Groucho’yu inhibe eder. LEF1/TCF proteinine baglanan B-catenin ¢ekirdekte bir dizi
hedef genin transkripsiyonunu baslatir (Ng et al., 2019). Bu transkripsiyon faktorleri bir¢ok
genin ifade edilmesini saglar. Ifade edilen genler arasinda c-Myc ve Cyclin d1 gibi kanser ile
ilgili genler de bulunmaktadir. Sitoplazmada biriken B-catenin ¢ekirdege girerek LEF1/TCF
transkripsiyonunu aktive eder ve proto-onkogen olarak kabul edilen genlerin ifadesini saglar.
Sonug olarak kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasini tetikleyerek kanser gelisimine katki saglamis olur
(Sevimli & Semerci Sevimli, 2016).

2.1.2. Kanonik Olmayan Wnt Sinyal Yolaklar:

Kanonik olmayan Wnt sinyal yolaginda iki farkli yol bulunmaktadir. Bu yolaklar hiicre

gocti, hiicre farklilagmasi, hiicre adezyonu ve hiicre polaritesi ile iliskilendirilmistir.



Bunlardan ilki Wnt/Planar Hiicre Kutuplasma (PCP) Yolagidir. Bu yolakta Wnt ligand1
Fzd reseptoriine baglanir, Fzd reseptorii Dsh proteinini kendine yakinlagtirir ve Daaml
(Disheveled-associated activator of morphogenesis 1) ile kompleks bir yapi olustururlar.
Daam, kiigiik GTPaz olan RhoA (Ras homolog gene family member A)’y1 uyarir, Rho ise
ROCK (Rho-associated kinase) aktive ederek hiicre iskeletinin diizenlenmesini saglar. Ayni
zamanda Dsh, Racl (Ras-related C3 botulinum toxin substrat 1) proteinini uyarir ve Racl ise
JNK (c-Jun N-terminal Kinase) aktivitesini uyarir ve profilinin aktine baglanmasina aracilik

etmis olur (Ng et al., 2019).

Bir diger yolagimiz, Wnt/Ca*? sinyal yolagidir. Wnt/Ca*? yolunu rolii endoplazmik
retikulumdan Ca*? salimmim diizenlemek ve hiicre ici Ca™ diizeylerini kontrol etmektir.
Diger Wnt yollarina benzer sekilde, Wnt/Ca*? yolunun aktive edilmesi i¢in Wnt ligandlarinin
Fzd reseptoriine baglanmasi gerekir. Aktive edilmis Fzd reseptorii, G proteinleriyle dogrudan
etkilesime girip aktive ederek hiicre i¢i Ca*? konsantrasyonunda bir artisa yol acar. Salinan
Ca*? daha sonra kalsiyum/kalmoduline bagimlhi kinaz 1l (CaMKII), kalsindrin ve Protein
Kinaz C (PKC) 'yi etkinlestirir. Kalsinorin, NFAT (Nuclear factor of activated T cells) adi
verilen transkripsiyon faktoriiniin transkripsiyonunu baslatir. NFAT transkripsiyon faktori
karm organlarinin belirginlesmesinde goérev iistlenmektedir. PKC, Cdc42 (cell division
control protein 42) adi verilen hiicre migrasyonu ve hiicre adezyonunda 6nemli bir rol alan
proteini uyarir. CaM Kinaz Il ise TAK1 ve NLK Kinaz ad1 verilen proteinleri etkinlestirerek
kanonik Wnt yolunu uyarabilir (Krausova & Korinek, 2014) (Ng et al., 2019).

2.2 Kok Hiicre

Bir sperm ve bir yumurtanin déllenmesinden meydana gelen tek hiicreli yapiya zigot
denir. Zigot totipotent 6zellige sahip hiicredir. Totipotent, canlilardaki en yiiksek farklilagsma
kapasitesine sahip hiicreler olarak bilinmektedir. Zigotun mitoz bdlinmesiyle meydana gelen
hiicrelere blastomer adi verilir. Olusan her blastomer, totipotensi Ozelligini yavas yavas
kaybetmektedir. Zigotun birka¢ kez ard arda bolinmesi sonucunda blastosist olusur.
Blastosistler iki farkl1 hiicre tipine ayrilir; I¢ hiicre kiitlesi (IHK) ve Trofoektoderm (TE).
[HK’de bulunan hiicreler embriyonik kok hiicrelerdir. Embriyonik kok hiicreler (EKH),
pluripotent 6zellige sahiptir. Embriyonun tiim hiicre tabakalar1 ve bu hiicre tabakalarindan

koken alacak doku ve organlari olusturma oOzelligine sahiptir. TE ise embriyonun ihtiyag



duydugu plasenta ve vaskiiler yapilarini olusturmakta rol almaktadir. Embriyogenez sirasinda
hiicreler, germ tabakalari adi verilen hiicre kiimeleri olustururlar. Bunlar; endoderm,
mezoderm ve ektodermdir. Bu katmanlarin her biri fetiisiin farklilagsmis hiicre ve dokularim
olusturmaktadir (Kolios & Moodley, 2012).

Kok hiicreler, yasamin embriyonik, fetal ve yetigkinlik donemlerinde bulunan, spesifik

doku ve organ hiicrelerine farklilasabilen, farklilagmamais hiicrelerdir.
Kok hiicrelerin genel 6zellikleri su sekildedir;

e Kendi kendini yenileme
e Klonalite olusturma yetenegi ve

e Farkl1 hiicre tiplerine farklilagsma yetenegidir.
Bu o6zellikler ¢esitli kok hiicrelerde farklilik gosterebilmektedir.

Kok hiicreler farklilasma potansiyellerine gore ve koken aldiklart yere gore
simiflandirilirlar. Farklilasma potansiyellerine gore kok hiicreler 5 gruba ayrilir. Bunlar
totipotent, pluripotent, multipotent, oligopotent ve unipotent olarak adlandirilirlar. Totipotent
hiicreler, erken gelisim evresinde bulunan, en yiiksek farklilagma potansiyeline sahip kok
hiicrelerdir. Totipotensi, hiicrelerin hem embriyonik hem de plasenta gibi ekstraembriyonik
yapilarin olugmasina olanak saglar. Totipotent kok hiicreler, organizmanin tiim hiicrelerine

farklilasma yetkinligine sahiptir.

Pluripotent kok hiicreler, olusan 3 germ tabakasinin hiicrelerini olusturur fakat plasenta
gibi ekstraembriyonik yapilart olugturmaz. Embriyonik KH’ler pluripotent kok hiicrelere iyi
bir 6rnektir. Multipotent kok hiicreler, pluripotent kok hiicrelerden daha dar bir farklilasma
alanma sahiptir ve spesifik hiicrelerin hiicre hatlarinda ozellesebilirler. Mezenkimal kok
hiicreler (MSC), en ¢ok bilinen multipotent kok hiicrelerdir. Bu hiicreler, kemik, kikirdak, kas
ve adipoz doku gibi mezoderm kokenli dokulara farklilagabilir (Wojciech et al., 2008).

Kok hiicreler koken aldiklara yere gore, embriyonik kok hiicre (EKH), fetiis kok hiicre
(FKH) ve yetiskin kok hiicre (YKH) olmak iizere ii¢ gruba ayrilmistir (Kakarala & Wicha,
2007).



2.2.1. Kanser Kok Hiicresi

Kanser kok hiicresi (KaKH), kanser hiicrelerinin kendi kendini yenilemesini saglayan,
farklilasma yetenegi olan, radyasyona, kemoterapiye, kimyasal uyarilara ve apoptoza karsi
direng gosteren hiicrelerdir. Kanser kok hiicrelerinin 6zellikleri normal kok hiicrelerin
ozelliklerine oldukg¢a benzemektedir. Kendini yenileme mekanizmasi, normal kok hiicrelerde
oldugu gibi asimetrik ve simetrik hiicre boliinmesiyle ger¢eklesmektedir. Bu 6zellige sahip
olduklarindan dolayr ‘Kanser Baslangi¢c Hiicreleri’ (KBH) olarak ifade edilmektedir. Kok
hiicrenin kendini yenileme, proliferasyon, sessizlik ve farklilasma gibi ozellikleri bir¢ok
sinyal yolagi tarafindan kontrol edilmektedir. Normal kok hiicrelerde bu yolaklar denge
icerisinde ilerlerken, kanser kok hiicresinde bu yolaklarda denge korunamamistir.
Proliferasyon ve kendini yenilemede rol oynayan Wnt, Hedgegog, PTEN ve Notch gibi bazi
sinyal yolaklarinin diizenli sinyalizasyonu normal kok hiicrelerin fonksiyonlarini yerine
getirmektedir. Bu sinyal yolaklarinda mutasyon olusumu ya da sinyalizasyonun diizensiz
gelismesi sonucunda timor olusumu gergeklesmektedir. Bu nedenle bu sinyal yolaklarinin

kanser kok hiicresinde rol oynadigini da destekler niteliktedir (Kakarala & Wicha, 2007).
Kanser kok hiicrelerinin meydana gelmesinde farkli varsayimlar ortaya atilmistir.

. Kanser kok hiicreleri normal kok hiicrelerden kaynaklanmaktadir, tim dokularda kok hiicreler
bulunmaktadir ve uzun yasam siireleri vardir. Diger hiicrelere gore gesitli mutasyonlarin
olusmas1 ve tiimor meydana gelmesi i¢in daha olasi bir durum ger¢eklesmektedir. Bu
varsayima gore normal kok hiicrelerde diizenleyici olarak etkin rol oynayan sinyal yolaklarini,
kanser kok hiicreleri kendini yenilemek i¢in kullanmaktadir.

Kanser kok hiicreleri oncii hiicrelerden kaynaklanmaktadir, 6ncii hiicreler kismen farklilagsmis
hiicreler olup fetiis ya da yetiskin dokularinda bulunmaktadir. Olgun hiicreleri meydana
getirmek icin boliinmektedirler. Oncii hiicreler dokuda kok hiicrelere gore daha fazla
bulunmakta ve kismen kendi kendini yenileme yetenegine sahip hiicrelerdir. Bundan dolay1
bazi arastirmacilar oncii hiicrelerin, kanser kok hiicresinin kdkeni olabilecegini sdylemislerdir.
. Kanser kok hiicreleri farklilagsmis hiicrelerden kaynaklanmaktadir, bu varsayima gore pek ¢ok
mutasyon meydana gelmesi sonucunda farklilasmis olan hiicreler yeniden programlanma
gecirerek geriye dogru farklilasma gergeklestirirler. Dediferansiyasyon geciren bu hiicreler,
kendini yenileme yetenegini elde edip hayatta kalma siirelerini uzatmaktadir. Bu varsayim ile

birlikte dokuda bulunan bir takim hiicre grubunun timor olusturma olasiligi ¢ikmaktadir.



Fakat bu varsayimda hiicreleri yeniden programlayacak bir mekanizmanin varli§i heniiz
gosterilmemistir.

Baz1 kanserlerde, kanser kok hiicresi farklilagsmis hiicrelerden meydana gelmektedir.
Farklilasmis hiicrelerde meydana gelen bir dizi mutasyonlar kansere 6zgii kok hiicresini
ortaya ¢ikarabilmektedir. Tiimorii meydana getiren hiicre toplulugunda genetik bozukluklar,
mutasyonlar ve epigenetik degisiklikler olusur bu durum yeni hiicre klonlarmin biiyiiyiip
gelismesine, timorlii hiicre yapisinin biiyiimesine neden olmaktadir. Meydana gelen bu
modele klonal evrim modeli denilmektedir. Fakat kanser kok hiicresi kemoterapi ya da
radyoterapi gibi ajanlarin etkisi altinda olabilir. Bu tedavilerin inhibe edici etkisinden kurtulan
kanser kok hiicreleri tekrar mutasyon gecirip tedavi ajanlarina direngli hale gelir ve tiimdriin
yeniden ortaya ¢ikmasi yani relaps denilen durumla karsi karsiya kalinabilmektedir (Can,
2013).

Kanser kok hiicreleri ylizeylerinde bulunan reseptorler sayesinde ayirt edilebilmektedir.
Kanser kok hiicresini ayirt etmekte akim sitometri ya da FACS gibi teknikler
kullanilmaktadir. Beyin, kolon, akciger, karaciger, pankreas kanser kok hiicrelerinde yiizey
marker1 olarak CD133; melanoma kanser kok hiicresi belirteci olarak CD20 ve ABCBS;
meme, karaciger, bas ve boyun, pankreas kanser kok hiicresi belirteci CD44 kullanilmaktadir.
Kanser kok hiicresini ayirt etmede kullanilan yiizey markerlar1 hem pozitif hem negatif olarak

bulunabilmektedir (Clevers, 2011).

Tiimér Tipi Dokuya Ozgii Kanser Kok Kaynaklar

Hiicre Markerlari

Meme Kanseri CD24,CD44, CD133, ALDH, (Can, 2013)
CD90

Kolon Kanseri CD133, CD44, CD200, CD166, (Yang et al., 2020)

CD206,CD49f, EpCAM, ALDH
Pankreas Kanseri CD44, CD24, EpCAM, CD133, (Can, 2013)
ALDH, c-Met
Prostat Kanseri EpCAM, CD133,CD117, ALDH, (Yang et al., 2020)
CD44, E-cadherin, CXCR4

Melanoma CD20, ABCBS5, CD271, CD133, (Clevers, 2011) (Yang et
ALDH al., 2020)

Akciger Kanseri CD166, CD90, CD87, ALDH, (Yang et al., 2020)

CXCR4, CD44, CD133




Karaciger Kanseri

Beyin Kanseri

Bas ve Boyun Kanseri

CD24, CD133, CD13, CDA44, (Yang et al., 2020)
CD206, CD90, EpCAM

CD49f, CD90, CD44, CD36, (Yang et al., 2020)
EGRF, CD133

CD44, ALDH, B1- integrin (Clevers, 2011) (Kakarala

& Wicha, 2007)

Tablo 1: Dokuya 6zgii kanser kok hiicre yiizey markerlari.

Hiicre Yiizey Belirtecleri Tanimmi

CD24

CD44
CD133

CD90

CD200

CD166
ALDH
CD49f

EpCAM

c-Met

CD117

CD271

Heat stable antigen
Hyalurinic acid reseptor
Prominin-1
Thy-1 hiicre ylizey antijeni

MRC OX-2 tarafindan taninan
antijen

Aktif 16kosit adezyon molekiilii
Aldehit dehidrogenaz
Alfa 6 integrin

Epitelyal hiicre yapisma molekiilii
(CD326)

Hepatosit biiylime faktorii reseptorii

Mast/kok hiicre biiylime faktorii
reseptoru

Sinir biiyiime faktorii reseptorii
(TNF-reseptor {ist ailesi)

Tablo 2: Hiicre yiizey belirteglerinin tanimi (Can, 2013).



2.2.2. Kanser Kok Hiicrelerinde Rol Oynayan Sinyal Yolaklar:

Doku gelisimi ve homeostazi kok hiicrelerin eylemleri tarafindan yonetilmektedir. Kok
hiicre fonksiyonlarinin dogru bir sekilde diizenlenmesi normal biyolojik aktivitede biiyiik bir
rol oynamaktadir. Biyolojik aktivitenin diizenlenmesinde 6nemli role sahip birka¢ sinyal
yolagi bulunmaktadir. Bu sinyal yolaklari, Wnt, Hedgegog, JAK/STAT, Notch, PISBK/PTEN,
Niikleer faktor «B’dir. Yapilan ¢alismalar sonucunda bu sinyal yolaklarinin hepsi
proliferasyon, farklilagsma, kendini yenileme, hayatta kalma, hiicre kaderini belirleme gibi kok
hiicre 6zelliklerine aracilik ettigi gosterilmistir. Fakat bu 6nemli sinyal yolaklarinin biiyiik bir
cogunlugunun kanserde diizenli olmadig1 gosterilmistir. Sinyal yolaklarinin kendi i¢inde ya
da birbirleri arasindaki sinyallesmenin anormal diizeyde oldugu ve bu durumunda kanser kok

hiicrelerinin hayatta kalmasina neden oldugu ¢alismalarda gosterilmistir (Matsui, 2016).

Pankreas kanseri kok hiicreleri, tiimor dokusunun ¢ok kiigiik bir kisminda bulunurlar.
Bu hiicrelerin kendini yenileme, farklilagma, metastaz ve geleneksel tedavi yontemlerine karsi
direng gosterme Ozellikleri vardir. Yapilan ksenograft c¢alismalart sonucunda, pankreas
intraepitelyal neoplazisinin invaziv pankreas kanserine doniismesinde Notch, Heghegog, Wnt,
PI3K/Akt sinyal yolaklarinin muhtemel rolii oldugu belirtilmistir, bu ¢alismalar sonrasinda
CD133, CD24, CD44, EpCAM/ESA, c-Met, ALDH ve Lgr5 pankreas kanser kok hiicresi
yiizey belirtegleri olarak tanimlanmistir. Aktive edilmis Wnt sinyalinin kanser kok hiicre
fenotipi ile iligkili oldugunu gosteren kanitlar bulunmaktadir. Wnt hedef geni Lgr5’in
pankreas adenokarsinom hiicrelerinin sitoplazmasinda asir1 miktarda ifade edildigi
gosterilmistir. Kanser kok hiicrelerinin kemoterapiye direncinin, ATP baglayic1 protein
(ABC)’nin yukar regiilasyonu ve TCF/LEF’in hedef geni olan ABC-tasiyic1 B1 ekspresyonu
nedeniyle oldugu belirtilmistir (Javadinia et al., 2019).

2.3.Pankreas Kanseri

Pankreas, saglikli bir yetiskinde yaklagik 100 gr agirh@inda, 14 ila 25 cm
uzunlugundadir. Hem lobiiler hem de uzun bir sekle sahiptir. Posterior ve {ist karin duvarinin
arkasinda egik olarak konumlanmis bu organ bes anatomik kisma ayrilmaktadir. Bu kisimlar;

bas, uncinate prosess, boyun, govde ve kuyruk olarak tanimlanmaktadir.
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Pankreas, endokrin ve ekzokrin salgi yapan bir organdir. Ekzokrin salgiyr asiner
hiicreleri aracigiyla yapmaktadir. Asiner hiicreleri, pankreasin yaklasik olarak %85’ini
olusturmaktadir. Asiner hiicreleri tripsin, lipaz ve amilaz gibi protein, yag, karbonhidrat
sindiriminde aktif rol oynayan enzimleri sentezlemekte ve salgilamaktadir. Endokrin salgiy1
ise Langerhans adaciklarinda bulunan hiicreler salgilamaktadir. Langerhans adaciklarinda bes
farkli hiicre bulunmaktadir. Alfa hiicreleri glukagon, beta hiicreleri insiilin, delta hiicreleri
somatostatin, PP (F) hiicreleri pankreatik polipeptit, epsilon hiicreleri grelin salgilamaktadir.
Bu hormonlar glikoz metabolizmasi iizerinde biiyiik bir dneme sahiptir. Ornegin, insiilin
yetersizliginde diinya {izerinde etkili bir hastalik olan Diabetes Mellitus (DM) goriilmektedir
(Atkinson et al., 2020).

Pankreas kanseri, gelismis iilkelerdeki mortalite oraninin en yiiksek oldugu kanser
tipidir. Diinya lizerinde de en 6liimciil malign neoplazmalardan biri olarak bilinmektedir.
Pankreas kanserinin baslica iki timor tipi bulunmaktadir; adeno karsinom ve pankreas
endokrin tiimorleri. Vakalarin yaklagik %85’inde adenokarsinom goriiliirken, pankreas
endokrin tiimoérleri vakalarin yaklasik %5’inde goriilmektedir (llic & llic, 2016). Pankreas
kanseri teshisi ve tedavisi zor bir kanser tiiriidiir. Semptomlar genellikle ilerleyen evrelerde
ortaya c¢ikmaktadir. fleri evre veya metastatik pankreas kanserinde geleneksel kemoterapi
uygulanir ve bu tedavi sadece genel sagkalim yarar1 saglamaktadir (Ho et al., 2020). Pankreas
kanserine neden olabilecek bazi risk faktorleri belirlenmistir. Bunlar aile ykiisii ve genetik,
alkol ve sigara kullanimi, Diabetes mellitus, fiziksel hareketsizlik ve beslenme seklidir. Bu
risk faktorlerinin bir kismi tanimlanmis olsa da pankreas kanserinin nedeni heniiz yeterli bir

sekilde aydinlatilamamistir (llic & Ilic, 2016).

2.3.1. Pankreas Kanseri Epidemiyolojisi ve Risk Faktorleri

Amerikan Kanser Derneginin verilerine gore, 2019 yilinda ABD’de teshis edilen
pankreas kanseri vaka sayisi yaklasik 56000 iken, pankreas kanserinden Olenlerin sayisi
yaklagik 45000 olarak aciklanmistir. Pankreas kanseri, kansere bagli oliimlerde akciger
kanseri ve kolorektal kanserinden sonra ii¢lincii sirada yer almistir. GLOBOCAN 2018
verilerine gore, kiiresel ¢apta hem kadin hem erkeklerde kansere bagli 6liimlerde yedinci
sirada oldugu belirtilmistir. GLOBOCAN 2018 verilerine gore diinya ¢apinda yaklasik
459000 vaka tespit edilirken, yaklasik 432000 vefat oldugu bildirilmistir. Cancer Research
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UK verilerine gore, pankreas kanseri Birlesik Krallik’taki en yaygin onuncu kanser tiirtidiir.
Birlesik Krallik’ta son on yil iginde insidansinin %10 oraninda arttig1 belirtilmistir (Mizrahi et
al., 2020).

Pankreas kanseri erkeklerde kadinlara oranla daha fazla goriilmektedir. 40 ila 85 yas
araligindaki hastalarda goriiliiyor olsa da ileri yaslardaki vaka oranlar1 daha yiiksektir. 2002
yilinda Tirkiye’de erkek vakalarda pankreas kanseri insidansi yiiz binde 3.1 iken, 2016
yilinda bu oran yiiz binde 5.7’ ye ¢ikmistir. 2016 yi1linda kadinlarda bu insidans yiiz binde 3.6
oraninda seyretmistir (KOCATAKAN & ATASEVEN, 2021).

Pankreas kanseri i¢in bir takim risk faktorleri tanimlanmistir. Obezite, sigara ve alkol
kullanimi, aile Oykiisii, genetik, diyabet, beslenme sekli gibi faktorlerin pankreas kanseri
gelistirme riski olan faktorler oldugu belirtilmistir. 2011 yilinda Birlesik Krallik’ta yapilan bir
calismada pankreas kanserinin erkeklerde yaklasik %26.2°sinin, kadinlarda ise yaklasik
%?31’inin sigara kullanimi ile iligkili olabilecegi gosterilmistir. The European Prospective
Investigation into Cancer and Nutrition (EPIC) 2012 yilinda yapmis oldugu ¢alismada giinde
icilen her bes sigaranin pankreas kanser riskini arttirdigini, pasif igicilerde ise %50
arttirabilecegine dikkat ¢cekmistir. Amerikan Kanser Dernegi’nin yapmis oldugu bir ¢alismada
pankreas kanserinden kaynaklanan 6liimlerin obeziteden kaynaklandigini iliskilendirmislerdir.
Viicut Kitle Endeksi (BKI), 30 ve iizeri olan obez erkek ve kadinlar ile BKI 25 ve alt1 olan
normal erkek ve kadinlar karsilastirildiginda, obez bireylerin pankreas kanser riski normal
bireylere gore 2.08 kat fazla oldugu belirtilmistir (Ilic & llic, 2016). Bir diger risk faktori
olan tip 2 diyabet pankreas kanserinin artmastyla iliskilendirilmis olup 10 yildan fazladir tip 2
diyabetli hastalar ile diyabet olmayan bireylerle karsilastirildiginda 1.51 kat daha fazla

pankreas kanseri riski tasimaktadir.

Pankreas kanseri i¢in diger risk faktorleri asir1 alkol tiiketimi ve kronik pankreatittir.
Asint alkol tliketimi, hafif alkol tiiketimine kars1 kiyaslandiginda 1.46 kat daha fazla pankreas
kanseri riskini arttirdig1 ortaya ¢ikmistir. 10 vaka ile yapilan bir ¢alismada, kronik pankreatit
Oykiisli olan hastalarin diger bireylerle kiyaslandiginda 2.71 kat daha fazla pankreas kanser
riskinin arttig1r gosterilmistir (Wolfgang et al., 2013). Bazi1 ¢alismalar Helicobacter pylori ve
Hepatit C enfeksiyonunun pankreas kanseri riskini arttiran bir faktor olabilecegini
belirtmiglerdir fakat bu durumu iligkilendirebilmek i¢in daha kapsamli arastirmalarin

yapilmas1 gerekmektedir.

12



Pankreas kanserinin %5 ila %10’unun kalitsal oldugu tahmin edilmektedir. Pankreas
kanseri gelisim riskini arttiran birka¢ ailesel kanser sendromu tanimlanmistir. Lynch
sendromu, Peutz-Jeghers sendromu, ailesel atipik multipli mole melanom sendromu, Li-
Fraumeni sendromu, kalitsal meme ve yumurtalik sendromunun pankreas kanser riskini
arttirdig@r bildirilmistir. BRCA-2, KRAS, pl16, p53, PRSS1 gibi genlerde meydana gelen
mutasyon ya da delesyonlarin pankreas kanseri gelistirme riski oldugu gosterilmistir (llic &
llic, 2016). Peutz-Jeghers sendromu, tiimoér baskilayict gen STK11’de bulunan mutasyondan
kaynaklanmaktadir ve buna bagl olarak pankreas kanseri gelistirme riskini %35 artmasina
neden olmaktadir. Ek olarak, BRCA-1 ve BRCA-2’de meydana gelen mutasyonlar kalitsal
meme ve yumurtalik kanserinin yani sira pankreas kanserinde de rastlanilmaktadir.
CDKN2A’deki germline mutasyonlar: ailesel atipik multipli mole melanom sendromunun
meydana gelmesine neden olmaktadir ve bu germline mutasyonu pankreas kanser riskinin

%17 artisi ile iliskilendirilmistir (Mizrahi et al., 2020).

2.3.2. Pankreas Kanserinin Gelisme Sebepleri

Pankreas adenokarsinomlart ve varyantlari, pankreas kanserinin = %90’1n1
olusturmaktadir. Pankreas adenokarsinomlar1 Diinya Saghk Orgiiti (WHO) tarafindan
morfolojik varyantlarina gore simiflandirilmistir. Bu varyantlar prognoz ve molekiiler agidan
farklilik gosterebilmektedir. Pankreas adenokarsinomu bir dizi mutasyon sonucunda invaziv
malign yapiya doniismektedir. Bu malignitenin tanimlanan en iyi ti¢ sinifi bulunmaktadir.
Bunlar, pankreatik intraepitelyal neoplazi (PanIN), intraduktal papiller miisindz neoplazmalar
(IPMN) ve miisindz kistik neoplazm (MCN)’dir. Bu varyantlarin her biri kendine 6zgii klinik,

patolojik ve molekiiler 6zelliklere sahiptirler.

Pankreatik intraepitelyal neoplazi (PanIN), pankreas kanallarinda meydana gelen non-
invaziv mikroskobik bir lezyondur. PanIN’in pankreatit gelisiminde rol oynayabilecegi ve
pankreatit sonucunda ortaya cikacak epitel hasar1 ve onarim siklusu neoplazmi daha da
yayabilecegi one stiriilmiistiir. PanIN’ler kendi arasinda PanIN-1, PanIN-2 ve PanIN-3 olarak
tic smifa ayrilmaktadir (McGuigan et al., 2018). PanIN-1 ve PanIN-2, KRAS onkojeninde
kodon 12°de meydana gelen nokta mutasyonlari ile karakterizedir. Bu mutasyon pankreatik

duktal adenokarsinomunun (PDAC), yaklasik %90’inda goriilmektedir (Mizrahi et al., 2020).
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Intraduktal papiller miisindz neoplazmalar (IPMN), pankreasin ana kanalindan ya da
yan kanallardan kaynaklanan miisin iireten lezyonlardir. Genis bir patoloji grubunu temsil
etmesinin yani sira IPMN’ler pankreas kanseri i¢in dncii lezyonlarda iyi taninmaktadirlar.
Cesitli ¢alismalarda, ana kanaldan rezeke edilen IPMN’lerin ortalama %70’inin, yan
kanallardan rezeke edilen IPMN’lerin ortalama %25’inin malign lezyonlar oldugu

gosterilmistir.

Miisindz Kistik Neoplazmalar (MCN), IPMN’ler gibi miisin lireten lezyonlar olarak
bilinmektedir. Ayrica MCN’ler pankreasin premalign lezyonlarini meydana getirdigi
belirtilmistir. Cikarilabilen pankreas kistlerinin %25’ini olusturmakta olup, kadin hastalarda
daha sik goriildiigii ifade edilmistir. MCN igin yapilan bir ¢alismada, 163 hastadan pankreas
lezyonlar1 rezeke edilmistir ve c¢ikarillan lezyonlarin %17.5’nin malign lezyon oldugu

saptanmistir (McGuigan et al., 2018).

2.3.3. Pankreas Kanserinin Molekiiler Patogenezi

Pankreas kanseri, onkogen ve tiimor baskilayici genlerde meydana gelen kalitsal
(germline) ve somatik mutasyonlar sonucu olusmaktadir. Pankreatik adenokarsinoma
olusumunda KRAS, p16/CDKN2A, TP53 ve SMADA4 genlerinin rolii bliyiiktiir.

KRAS, 12. kromozomda bulunan bir onkojendir. KRAS geni tarafindan kodlanan
protein GTPaz'dir. GTPaz, mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK) sinyal yolag: ve diger
sinyal yolaklarinda hiicre sinyallesmesinde 6nemli rol oynayan bir proteindir. Invaziv
pankreas adenokarsinomlart %95’1 KRAS tarafindan meydana gelen nokta mutasyonlariyla
iligkilidir. Pankreatik neoplazide, KRAS mutasyonlar1 kodon 12, 13 ve 61’de meydana
gelmektedir.

pl6/CDKN2A, 9. kromozomunun p kolunda bulunan tiimdr baskilayici gendir.
Pankreas kanserlerinin %95’inde inaktive edildigi belirtilmistir. Bu genin proteini p16°dir.
Hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde onemli bir rol oynamaktadir. Pankreas kanserinde, p16

fonksiyon kaybinin sinirsiz hiicre biiylimesine neden oldugu bildirilmistir.

TP53 bir diger adiyla p53, insanda 17. kromozomunun p kolunda bulunan timor
baskilayict bir gendir. Pankreas kanserlerinin %75’inde inaktive edildigi belirtilmistir. TP53,

p53 proteinini kodlamaktadir. pS3, DNA onarimini aktive eder, hiicresel stres durumunda
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buna karsilik olarak hiicre biiyiimesini durdurur ve hiicre 6liimiinii (apoptoz) gerceklestirir.
TP53 geninin mutasyonu gerceklesirse, pS3 proteinin kaybindan dolayr bir takim kritik
hiicresel fonksiyonlarda problemler meydana gelir ve bu durum pankreas neoplazisini tesvik

etmektedir.

SMAD4, kromozom 18’in q kolunda bulunan tiimér baskilayici gendir. SMADA4
geninin kodladig1 protein Smad4, doniistiiriicii biiyiime faktorii beta (TGFp) sinyal yolaginda
rol oynamaktadir. Pankreas kanserinde SMAD4 geninde olusan mutasyon, kotii prognoz ve
metastatik hastalikla iligkilendirilmistir. Ek olarak, bu 4 ana gen haricinde baska genlerde
pankreas kanserinde somatik olarak mutasyona ugramaktadir. Bunlar MLL3, TGFBR2,
FBXW?7, ARID1A, ARID2 ve ATM genleridir (Wolfgang et al., 2013).

2.4.Pankreas Kanserinde Wnt Sinyal Yolaginin Rolii

Whnt sinyal yolagi hem embriyonik gelisimde hem de yetiskin homeostazinda énemli rol
oynayan bir yolaktir. Wnt sinyal yolagi kompleks bir yolaktir ve kanonik sinyal yolagi ve
kanonik olmayan sinyal yolagi olmak iizere ikiye ayrilmaktadir. Kanonik yol, Frizzled/LRP
reseptOr yapisina baglanan Wnt proteiniyle aktive hale gelir ve asagi regiilasyon baslamis
olur. Wnt proteininin varliginda sitoplazmada bulunan yikim kompleksi inaktive olur ve
sitoplazma iginde biriken B-catenin g¢ekirdege gecer burada TCF/LEF’e baglanir ve hedef
genlerin transkripsiyonunu baglatmis olur. Fakat Wnt sinyalinin yanlis diizenlenmesi
gelisimsel anormallikleri ve gesitli kanser tiirlerini ortaya g¢ikarabilmektedir (Nusse et al.,
2008).

Pankreas kanserinin en yaygin rastlanilan tlirii pankreatik duktal adenokarsinoma
(PDAC)’dir. PDAC’lar genomik olarak kararsizlikla karakterize olup her bir tiimorde ¢ok
sayida mutasyon ve kromozomal anomaliler bulundurmaktadir. Genomlarin kompleksi
yapisina ragmen, ¢cogu insan PDAC’larin da Wnt sinyal yolagi dahil 12 ana sinyal yolaginda
mutasyonlar oldugu tespit edilmistir. Yapilan genomik ¢alismalarda, Wnt, Hedgegog ve

Notch sinyallerinin uygun olmayan aktivasyonu gosterilmistir (Zhang et al., 2013).

Pankreas kanseri mutasyonlarmin haritas1 kapsamli olarak arastirilmakta olup Oncii
lezyonlarda en sik rastlanilan mutasyonun KRAS mutasyonu oldugu belirtilmistir. KRAS
mutasyonuna en stk PanIN oncili lezyonunda rastlanmakta oldugunu ve hastaligin erken

evrelerinde saptanabilme potansiyelinin oldugunu belirtmislerdir. Yapilan bir ¢alismada,
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deney farelerinde pankreas kanserinin baslatilmasi ve siirdiiriilmesi i¢in KRAS onkojeninin
gerekli oldugu gosterilmistir (Collins et al., 2012). Son ¢alismalar, PDAC’ta Wnt/B-catenin
sinyal yolaginin 6nemli bir rolii oldugunu goéstermektedir. B-catenin birikimi bu hastaligin
karakteristik bir O6zelligi olmasa da PanIN lezyonlarinda ve PDAC’ta hem c¢ekirdekte
(vaklagik %10-60) hem de sitoplazmada (yaklasik %25-65) [B-catenin  birikimi
gozlemlenmistir. PDAC’1in olusumu ve ilerlemesinde B-cateninin rolii oldugu fonksiyonel
kanitlarla gosterilmistir. Ek olarak, artan B-catenin seviyeleri PanIN dereceleri ve invaziv
PDAC ile iligkili oldugu belirtilmistir. Yapilan bir calismada, KRAS mutasyonunun
etkilerinin B-catenin sinyal yolagi modiilatorleri ile inhibe edilebilecegi belirtilmistir. Baska
bir ¢aligmada ise B-catenin molekiilii siRNA ile inhibe edilmis ve PDAC proliferasyonunu

onemli derecede etkileyip hiicreleri apoptoza stiriiklemistir.

Son zamanlarda, ATDC geninin PDAC’de asamali B-catenin birikimine neden oldugu
ve P-catenin hedef genlerinin aktivasyonuna katkida bulundugu belirtilmistir. ATDC’nin
onciiliik ettigi p-catenin birikimi kanonik Wnt yolaginda hedef gen olan c-Myc
ekspresyonunu arttirdidi ifade edilmistir. PDAC hiicre hatlarinda bulunan ATDC
fonksiyonunun inhibe edilmesi -catenin aktivitesini, timor biiylimesini ve metastazi azalttigi

gosterilmistir (Morris IV et al., 2010).

Son yillarda yapilan ¢alismalarda Wnt/B-catenin sinyal yolunun pankreas kanserinde,
ozellikle en yaygin tiirii olan pankreatik duktal adenokarsinomunda (PDAC), altta yatan
onemli bir neden oldugu saptanmustir. Bu hastalarin biiylik bir kisminda anormal Wnt/(-
catenin sinyalizasyonu saptanmistir. PDAC olan hastalar, pankreas adenokarsinomlarinin Wnt
ligandlarinda RNF43 mutasyonel inaktivasyonunu barindirirlar. Bu durum normal pankreas
dokusunun once intraepitelyal neoplaziye daha sonra invaziv pankreas kanserine neden
olmaktadir. RNF43, 17. kromozomun q kolunda bulunan bir gendir. Bu genin kodladig:
protein E3 ubikuitin ligazdir. PDAC vakalarinin intraduktal epitelyal miisindz
neoplazmlarinda en sik bildirilen mutasyon RNF43’tiir. RNF43 mutasyonunun olusmasiyla
Wnt/B-catenin yolagindaki ubikuitin ligaz aktivitesinin yokluguna ve bununla birlikte hiicre

biiyiimesinin artigina neden olmaktadir (Javadinia et al., 2019).
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2.5.Wnt Inhibitorii PRI-724’iin Rolii

Whnt sinyal yolunun, kanser olusumundaki biiyiik rolii oldugu yapilan c¢aligmalar
sonucunda gosterilmistir. Bu durum Wnt sinyal yolagmi kiigiik molekiillerle hedef alma
konusunda kapsamli aragtirmaya neden olmustur. Yapilan c¢alismalar sonucunda, Wnt
sinyalinde yer alan bircok molekiilii baskilayici ya da aktive edici kiigiik molekiiller
tanimlanmustir. Cesitli kanser calismalarinda tanimlanmis olan bazi kiiclik molekiiller IWP,
XAV939, IWR, Pyrvinium’dur. IWP kiigiik molekiiliiniin amaci1 Porcupin molekiiliinii
baskilayip Wnt salgilanmasini ve aktivitesini inhibe etmektir. XAV939 ve IWR kiiciik
molekiillerinin hedef molekiilleri Tankyraz/Axin’dir. Bu kii¢iik molekiillerin amaci Axin
molekiilinii  aktive edip sitoplazma igindeki [-catenin molekiiliiniin  yikiminin

gerceklesmesidir (Clevers & Nusse, 2012).

Pankreas kanseri tedavisi i¢in de Wnt sinyal yolagini hedef alan tedaviler 6nceki yapilan
caligmalarda denenmistir. Bu terapdtik ajanlar Wnt sinyal yolunu direkt yada dolayli yoldan
hedef alabilmektedir. Wnt sinyal yolunu direkt hedef alan terapotik ajanlar PRI-724, OMP-
18R5, OMP-54F28 iken Wnt sinyal yolagini dolayli yoldan hedef alan terapétik ajanlar
BAY86-9766, NSAID’ler ve D vitaminidir (Javadinia et al., 2019).

[-catenin, Wnt sinyal yolunun &nemli bir bilesenidir. Wnt proteininin yoklugunda, f-
catenin sitoplazma i¢inde bulunan yikim kompleksi tarafindan pargalanmaktadir. Wnt proteini
varliginda ise yikim kompleksi iglevsiz hale gelmektedir. Bu durumda sitoplazmada p-catenin
birikimi meydana gelir ve biriken B-catenin molekiilii ¢ekirdege gecis yapar. Cekirdekte
TCF/LEF adi verilen transkripsiyon faktorlerine beglanarak kompleks bir yap1 olusturur.
Daha sonra bu kompleks yapi, hedef genlerin transkripsiyonunu baslatmak i¢in CREB-
binding protein (CBP) baglanir. B-catenin, TCF/LEF ve CBP’nin olusturdugu kompleksle
hedef genlerin transkripsiyonu baslatilmis olup hiicre proliferasyonunda rol oynayan genlerin
ekspresyonu gergeklesmektedir. Fakat bazi kanser hiicrelerinde B-cateninin sitoplazmada asir
birikmesi ve niikleusa gegisi sonrasinda kontrolsiiz proliferasyonun meydana geldigi
gosterilmistir. Arastirmacilar bu kanser hiicrelerinin kontrolsiiz proliferasyon gostermesinin
sebebi B-cateninin CBP’ye baglanmasindan kaynakli gen mutasyonlar1 olabilecegi fikrini

ortaya atmiglardir (Gabata et al., 2020).

Bizim ¢alismamizda kullandigimiz kiiciik molekiil PRI-724, B-cateninin CBP’ye

baglanmasini engelleyen bir inhibitordiir. Bir Wnt inhibitérii olan PRI-724, B-catenin,
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TCF/LEF ve CBP kompleksinin olugmasina engel olup hedef genlerin transkripsiyonunu
baglatmamaktadir. Bu sayede kontrolsiiz proliferasyon olmamakta ve hedef genlerde var olan
onkogenlerin ekspresyonu gerceklesmemektedir. Wnt sinyal yolaginin  hem tiimor
gelisiminde hem de kanser kok hiicresindeki rolii oldugu yapilan g¢alismalar sonucunda
belirlenmistir. Bu terapotik ajanlarin kanser kok hiicresi lizerinde de sonuclar verdigi
gosterilmistir. PRI-724 ve benzeri kii¢iik molekiillerle tedavi fikri ileri evre ve metastatik

kanser ¢alismalarinda umut olmustur (Yang et al., 2020).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1.Hicre Kiiltiiru

Bu ¢alismada kullanilan hiicre hatt1 pankreas kanser hiicresi Panc-1’dir. Panc-1 hiicre
hatt1 in vitro ortamda uygun kiiltiir kosullarinda ¢ogaltilmistir. Uygun kosullarda ¢ogaltilip,
yasamsal faaliyetlerini siirdiirebilmeleri i¢in gerekli bilesenlerden olusan besi ortamlari
hazirlanmistir. Bu bilesenler; DMEM High Glukoz, Fetal Sigir Serumu, L-Glutamin ve
Penisilin-Streptomisindir. Panc-1 hiicre hattinin in vitro ortamda g¢ogalmasi igin ihtiyag
duydugu bilesenler her uygulamada gereken miktarda hazirlanmigtir. 50 ml’lik falkona
serolojik pipet araciligiyla 44 ml DMEM High Glukoz, 5 ml Fetal sigir serumu ve 1 ml

Penisilin-Streptomisin eklenerek besiyeri olusturulmustur.

Besiyeri degisiminde Panc-1 hiicre hattinin ¢ogalma hizi, flasktaki hiicre yogunlugu ve
besi yerinde gdzlenen renk degisimi dikkate alinmustir. Iki giinde bir ortama taze besi yeri
eklenmistir. Calismada kullanmis oldugumuz hiicre hatt1 adherent hiicre oldugu i¢in herhangi
bir santrifiij islemi yapilmamis, ortamda var olan besi yeri ortamdan uzaklastirilip taze besi

yeri ortama eklenmistir.

3.2.Hiicrelerin Pasajlanmasi

Adherent olarak biiyliyen hiicrelerimiz mikroskop altinda gdzlemlenmistir. Hiicre
yogunlugu 10°-10° araliginda olan flasklar pasajlanmistir. Pasajlama isleminde flaskta
bulunan besi yeri uzaklastirilmistir. Flaska 1 ml Tripsin/EDTA soliisyonu eklenip, flaskin her
bir noktasina niifuz edecek sekilde muamele yapilmistir. Tripsin/EDTA hiicreleri siispanse
etmesi i¢in %5 CO2 igeren 37°C inkiibatorde 3 ila 5 dakika bekletildi. Hiicreler siispanse hale
geldikten sonra flaska birkag ml taze besi yeri eklendi ve flasktaki biitiin sivi 15 ml’lik
santrifiij tiipline aktarilip 1200 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirildi,
pellet birka¢c ml taze besi yeri ile pipetlendi. Hiicreler iki farkli flaska aktarildi ve %5 CO:2

igeren 37°C inkiibatore konuldu.
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3.3.Hiicrelerin Dondurulmasi

Deneyimizde ihtiyacimizin olmadig1 fazla hiicreleri hem hiicrelerimizin yaslanmasini
engellemek amaciyla, hem de ihtiya¢ halinde baska deneylerde tekrar kullanmak amaciyla
dondurularak saklandi. Dondurulmasini istedigimiz hiicrelerin besi yeri uzaklastirildi ve 1ml
Tripsin/EDTA ekleyerek hiicrelerin siispanse olmasi saglanildi. Siispanse olan hiicrelerin
tizerine birka¢ ml taze besi yeri eklendi daha sonra flasktaki biitiin siv1 ¢ekildi ve 15ml’lik
santrifiij tiipline aktarildi. 1200 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirildi. Bu
esnada hazirlanan %5 lik DMSO:C-MEDIUM soliisyonundan 1ml pellete eklenerek
pipetlendi. Pipetlenen hiicreler kriyo tiiplere aktarildi. Kapaklari parafilmlenen kriyo tiipler
once 1-2 saat -20°C’de bekletildi. Daha sonra buz {izerinde -86°C’ye kaldirildi.

3.4.Dondurulmus Hiicre Hatlarinin Coziilmesi

-86°C’de saklanan kriyo tiipler alind1 once -20°C’de 1 saat bekletildi daha sonra su
banyosunda birka¢ dakika bekletilerek erimesi saglandi. DMSO’nun toksik etkisini en aza
indirmek i¢in 15 ml santrifiij tiipline, hazirladigimiz besi yerinden birka¢ ml eklendi ve
tizerine kriyo tiipte bulunan siviy1 ekleyerek pipetleme yapildi. Daha sonra 1200 rpm’de 5
dakika santrifiij edildi. Siipernatant kism1 uzaklagtirildi. Pellet kismina birka¢ ml taze besi yeri
eklenerek pipetleme islemi yapildi. 25T flaska 6-7 ml taze besi yeri konuldu ve pipetlenen
pellet kismi flaska aktarildi. %5 CO. iceren 37°C inkiibatore yerlestirilerek biiylimesi ve

cogalmasi saglandi.

3.5.Doz Belirleme ve MTS/PMS deneyi

Inkiibatorde muhafaza edilen flasklar mikroskop altinda gdzlemlendi ve ekim yapilmasi
igin yeterli miktarda hiicre bulunan flask kabine alindi. Flaskin i¢indeki besi yeri ortamdan
uzaklastirildi ve ortama 1 ml Tripsin/EDTA eklendi. 3 ila 5 dakika inkiibatorde bekletildi.
Tripsin/EDTA sayesinde siispanse olan hiicrelerin {izerine birka¢ ml taze besi yeri eklendi ve
biitlin s1v1 ¢ekilerek 15 ml’lik santrifiij tiipine konuldu. 1200 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.
Siipernatant kismi uzaklastirildi, pellet kismi 1 ml ile ¢dzdiiriildii. 1-10 ul pipet ucuyla 10ul
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stv1 ¢ekildi ve Thoma hiicre sayimi lamina konuldu. Ve mikroskop altinda hiicre sayimi
yapildi. Sayilan hiicreler AxSFx10000 formiiliine gore hesaplandi boylece ml basina diisen
hiicre sayis1 bulundu. Bu ¢alismada kuyucuk basina 3000 hiicre olacak sekilde hesaplamamizi
yaptik ve her bir kuyucuga 100 pl hiicre ekildi. 24 saat inkiibatdrde bekletilen hiicrelerin

tutunmasi ve ¢ogalmasi saglandi.

96 kuyucuklu plaka steril kabine alindi ve blank hari¢ biitiin siitunlardaki sivi pipetle
cekilerek atik kabina atildi. Gemcitabine uygulanan grupta ilag dozlari sirastyla, 500 ug/ml, 1
mg/ml, 1.5 mg/ml, 2 mg/ml, 3 mg/ml, 4 mg/ml, 6 mg/ml, 8 mg/ml, 10 mg/ml seklinde
uygulandi. PRI-724 uygulanan grupta ilag dozlart sirastyla, 5uM, 10 uM, 15 uM, 20 uM, 25
uM, 30 uM, 35 uM, 40 puM, 45 pM, 80 puM, 100 puM, 200 puM seklinde uygulandi.
Gemcitabine+PRI-724 kombinasyonu uygulanan grupta ilag dozlar1 4 mg/ml+45 uM seklinde
uyguland.

Ilag dozlar1 yapilan soliisyon hesaplamasi sonrasinda taze besi yeri ile seyreltildi ve her
kuyucuga 100 pL seklinde eklendi. ilag uygulamas1 yapilan 96 kuyucuklu plakalar 48 ve 72
saat inkiibatorde bekletildi.

48 saat ve 72 saat inkiibatorde ilaca maruz birakilan hiicreler kabine alindi. Bu sefer ilag
uygulanan sivilar atik kabma atilmadi. 15 ml falkona 2 ml MTS, 100 ul PMS eklenerek
karistirlldi. Her kuyucuga 20 ul MTS/PMS eklendi ve kuyucuklarin tabanina degmeden
dikkatli bir sekilde pipetleme yapildi. Bu islem karanlik ortamda yapildi ve hazirlanan
MTS/PMS falkonunun etrafina aliiminyum folyo kaplayarak 1sik girisi engellendi. Her
kuyucuga MTS/PMS sivist uygulandiktan sonra 4 saat boyunca 96 kuyucuklu plakalar
inkiibatorde bekletildi.

4 saatin sonunda inkiibatorden ¢ikarilan 96 kuyucuklu plakalarin {izerine aliiminyum
folyo sarildi. Mikroplate okuyucuyu, okuma islemine hazirladiktan sonra 96 kuyucuklu
plakalar mikroplate okuyucuya yerlestirildi. 490 nm dalga boyunda okutularak istatiksel

verileri alindi.

3.6.Flow Sitometri Analizi

Biiyiimesi ve cogalmasi i¢in inkiibatorde muhafaza edilen hiicreler inkiibatérden

cikartilarak mikroskop altinda incelendi. Yeterli miktarda hiicre bulunan flasklar kabine alind1
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ve igerisinde var olan besi yeri ortamdan uzaklastirildi. Flaska 1 ml Tripsin/EDTA konuldu ve
3 ila 5 dakika inkiibatorde bekletildi. Adherent olan hiicrelerimizin tabandan kaldirildigini
gozlemledigimizde flaska birka¢ ml taze besi yeri konuldu. Flask icerisindeki biitiin sivi
¢ekilerek 15 ml santrifiij tiipiine aktarildi ve 1200 rpm’de 5 dakika boyunca santrifiij edildi.
Santrifiij edildikten sonra siipernatant kismi atildi, pellet kismi 1 ml besi yeri konuldu ve
pipetlendi. Pipetlenen bu kisimdan 10 pl sivi gekilerek Thoma Lamina konuldu ve mikroskop
altinda hiicre sayimi1 yapildi. AxSFx10000 formiiliine gore hesap yapildi ve ml basina diisen
hiicre sayis1 hesaplandi. Bu deneyde, her bir deney grubuna 4x10° hiicre ekimi yapild1. 24 saat

inkiibatorde bekletildi, tabana tutunmalar1 ve biiyliimeleri saglandi.

Bu deneyde 7 farkli grup olusturuldu. Bunlar sirasiyla; Negatif kontrol, pozitif kontrol,
Gemcitabine 4 mg/ml, PRI-724 45 uM ve kombine (PRI-724+Gemcitabine) tedavi
seklindedir. Hiicreler tutunmasi i¢in 24 saat bekletildikten sonra steril kabine alindi ve
igcindeki besi yerleri ¢ekilerek atik kabina atildi. Her iki kontrol grubuna da yeniden taze besi
yeri eklendi. Diger gruplara uygulanacak ilaglarin doz miktar1 gerekli olan hesaplamalar ile
yapildi. Ilaglar her bir deney grubu icin ayr1 falkonlarda hazirlandi. Hazirlanan ilaglar deney
gruplarina uygulandi ve her bir flaskin {izerine hangi deney grubu oldugu etiketlendi. Deney

gruplarimiz 48 saat boyunca %5 COz igeren 37°C inkiibatorde bekletildi.

48 saat inkiibatorde bekletilen hiicreler inkiibatorden ¢ikartildi ve mikroskop altinda
gozlemlendi. Kontrol grubu hari¢ diger gruplarda hiicrelerin besi yeri ilizerinde yilizdiigii
goriildii. Flasklar steril kabine alindi. Kontrol grubu flasklarin igerisinde bulunan besi yeri
uzaklastirildi ve 1 ml Tripsin/EDTA eklendi, 3 ila 5 dakika inkiibatorde bekletildikten sonra
lizerine birkagc ml besi yeri eklendi ve 15 ml santrifiij tiipiine aktarildi. Ila¢ gruplarinda ise
flasklarin i¢indeki besi yeri ¢ekilerek 15 ml santrifiij tiipiine aktarildi. Her bir deney grubunu
farkli santrifiij tipiine aktardi ve her birinin hangi deney grubu oldugu belirtildi. Deney
gruplarimiz 1200 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatant kismi uzaklastirildi ve pellet
kism1 350 ml taze besi yeri ile iyice pipetlendi. Pipetlenen ornekler vortekslendi. Her bir
deney grubundan 300 mL santrifiij tiipiine konuldu. Flow sitometride kapi alinmasi igin
negatif kontrol tiipiine hi¢ antikor eklenmedi. Diger deney gruplarina kontrol antikoru olarak
60 pl CD45 eklendi. Yine her biri 60 pl olmak iizere sirasiyla; CD133, CD44 ve CD24
antikorlar1 deney tiiplerimize eklendi. 15 dakika boyunca karanlik ortamda bekletildi.
Karanlik ortamdan ¢ikartilan tiiplerimize 200 pl Lyse eklendi ve 10 dakika daha karanlik
ortamda bekletildi. 250 pl shealt sivisi her tiipe eklendi ve vorteksleme islemi yapildi. 15
dakika daha karanlik ortamda bekletildi. Her bir santrifiij tiipii 400 g’de 5 dakika santrifiij
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edildi. Stpernatant kismi atildi. Pellet kismmin iizerine 500 pl shealt sivisi eklendi ve
pipetlendi. Hiicre tekrardan vortekslenerek flow sitometri cihazinda sagilim grafigi alinmak

tizere isleme alindi.

3.7.Klonojenik Analizi

Pankreas kanseri hiicrelerinin koloni olusturma 6zelliklerini gostermek amaciyla
klonojenik test yapildi. Bu testte 2 adet 6 kuyucuklu plaka kullanildi. Her iki plakanin, her bir
kuyucuguna yaklasik 8000 hiicre ekimi yapildi. 2 hafta boyunca hiicreler inkiibe edildi ve
tutunmalar1 saglandi. Hiicre tutunmasi gézlendikten sonra ilk 6 kuyucuklu plakada sadece
kontrol grubu olusturuldu, diger 6 kuyucuklu plakanin her bir siitununa farkli ilag
uygulamalari yapildi. Ilag uygulamasinda her bir ilacin ICso degerinin yaris1 baz almip,
uygulandi. Daha sonra kontrol grubunun kuyucuklarinda hiicre sayisinin artigi i¢in inkiibe
edildi. Istenilen hiicre artis1 gergeklestikten sonra her bir kuyucuk Kristal viyole ile boyand1 ve
kontrol grubunda Kkoloni olusturan hiicreler gozlenirken, ilag uygulamasi yapilan

kuyucuklarda koloni olusturan hiicre gozlenmedi.

3.8.Tez kapsaminda kullanilan malzeme ve ekipmanlar

Tez calismasi boyunca kullanilan sarf malzeme, cihaz ve soliisyonlar asagidaki tabloda

belirtilmistir.

Sarf Malzeme, Cihazlar ve Soliisyonlar

DMEM High Glukoz
Fetal Bovine Serum
Penisilin/Streptomisin
L-Glutamin

Tripsin EDTA

MTS

PMS

PRI-724
Gemcitabine

CD133

CD44

Marka

Sigma

Biological Industries
Capricorn Scientific
Biological Industries
Multicell

Promega

Sigma

Abcam

Gemco

R&D System

R&D System
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CD24

CD45

25 ve 75 cm? Flask
60x15mm Cell Culture Dish
6 Well Plate

96 Well Plate

Serolojik Pipet

15 ve 50 mL Santrifiij Tiipi
Laminar Flow Kabin
COy’li Inkiibator

Santrifiij

Mikroskop

Su banyosu

Thoma Lam

Kriyo tiip

-86°C Derin Dondurucu
Mikroplate Okuyucu

Akim Sitometri Cihazi

Tablo 3: Tez kapsaminda kullanilan sarf malzemeler, cihazlar ve soliisyonlar.

R&D System
Beckman Coulter
Corning

Isolab

NEST

NEST

SPL Life Science
NEST

Biobase
NUAIRE

NUVE
Olympus

NUVE

Thermo Fisher Scientific

Eppendorf
WiseCryo
BioTek

Beckman Coulter
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4. BULGULAR

4.1 Hiicre Kiiltiirii Bulgular

Arastirmamizda kullanmis oldugumuz Panc-1 hiicre hatti, flask tabanina yapisarak
cogalan hiicrelerdir. Panc-1 hiicre hattinin komplement besiyerinde L-Glutamin igeren
DMEM-High Glukoz , %10 Fetal Bovine Serum ve %1 Penisilin/Streptomisin kullanildi.
Panc-1 hiicre hattt 25T flasklara ekildi ve 37°C’de %5 CO2 igeren nemli inkiibatérde

cogalmasi saglandi.

Sekil 1: Panc-1 hiicre hattinin inverted mikroskop gériintiileri. A: %20 konfluent panc-1 hiicre hatti. B:
%40 konfluent panc-1 hiicre hatt1. C: %70 konfluent panc-1 hiicre hatti. D: %90 konfluent panc-1 hiicre hatti.
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4.2.Doz Belirleme ve MTT Analizi

Calismamizda kullanmis oldugumuz PRI-724 isimli ilag toz halde oldugundan,
kullanma talimatlarina uygun bir sekildle DMSO ile seyreltilmistir. Ilacimizin stok
konsantrasyonu 5 milimolar olacak sekilde DMSO ile seyreltildi. PRI-724 sirasiyla 5 uM, 10
uM, 15 uM, 20 uM, 25 uM, 30 uM, 35 uM, 40 uM, 45 uM, 80 uM, 100 uM, 200 uM olacak
sekilde denendi. Bir kemoterapi ilact olan Gemcitabine sirasiyla 500 pg/ml, 1 mg/ml, 1,5
mg/ml, 2 mg/ml, 3 mg/ml, 4 mg/ml, 6 mg/ml, 8 mg/ml, 10 mg/ml seklinde denendi.
Olusturulan deney gruplar1 96 kuyucuklu plakada tiger tekrarli olacak sekilde yapildi, 48. Ve

72. Saatte analiz edilmek lizere inkiibe edildi.

Yapilan analizler sonucunda, 48. Saatte yapmis oldugumuz deney gruplarimizda
anlamli sonuglar elde edildi. Bu sonuglar dogrultusunda PRI-724’{in ICso degeri 45 pM olarak
belirlendi (Sekil 2). Gemcitabinin ICsg degeri ise 4 mg/ml olarak belirlendi (Sekil 3).

PRI
150
Bl PRI 48 Saat
PRI 72 Saat
100
2
)
50

Konsantrasyon

Sekil 2: PRI-724'iin doz belirleme sonuglari.
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Sekil 3: Gemcitabine doz belirleme sonuglar.

El Gemcitabine

Bu sonuglarimizi g6z Onilinde bulundurarak kombinasyon grubumuz olan PRI-

724+Gemcitabine grubu (45 uM+ 4 mg/ml) seklinde olusturuldu (Sekil 4).

Kombinasyon
80~

Tedavi

Sekil 4: Gemcitabine,PRI-724 ve Gem+PRI-724 doz belirleme sonuglar.
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4.3.Flow Sitometri Analizi

Flow sitometri analizinde, 4 deney grubu olusturuldu. Bunlar, kontrol, PRI-724,

Gemcitabine ve kombine (PRI-724+Gemcitabine) gruplaridir. Kontrol grubu hari¢ diger

gruplar 3 tekrarli olacak sekilde deney olusturuldu. PRI-724, Gemcitabine ve kombine
gruplarimizin her birine CD133, CD44, CD24 ve CD45 antikorlar1 eklendi. Kontrol grubuna

kap1 alabilmek i¢in hi¢ antikor eklenmedi.

PRI-724 ilac1 uygulanan deney gruplarimizda sonuglar su sekildedir.

CD 24 antikoru igin;

PRI-724 1. Grup %0,30 + %0,03

PRI-724 2. Grup %2,35 + %0,00

PRI-724 3. Grup %1,25 + %0,04 seklindedir. PRI-724 deney grubunun CD24 antikoru

igin ortalama orani %1,32 olarak hesaplanmistir (Sekil 5).

PRI 724 -1 773
[F] CD 24 APC A7S0 / CD 45 KO
To-+: 90.27% 04+ 0.30%]
10°

Loy

o

L)

w -
10— 0.40% O+ 0.0
B 0 0% o
PRI 724 - 3779 CD 24 APC A750
[F] €0 24 APC AT50 / CD 45 KO PO ZZR'P’g“ -2776
E-+: 0857 Eee: 1,25 [ v] ot AR
R
10°4
g g
Q1w r
g S
10+ W
1€~ 3.13%='| v 0.04% 0 0.05% O+-: 0.00%|
T T 5 n T Ty
w0 104 10 L] 0 :r 10 e
CD 24 ABC ATS0 CD 24 APC A750

Sekil 5: PRI-724 uygulanan grupta CD24 antikorunun akim sitometri sonuglari.
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CD 133 antikoru i¢in;
PRI-724 1. Grup %11,00 + %0,13
PRI-724 2. Grup %7,79 + %0,00

PRI-724 3. Grup %19,17 + %0,00 seklindedir. PRI-724 deney grubunun CD133

antikoru i¢in ortalama oranit %12,69 olarak hesaplanmistir (Sekil 6).

PRI724-1773
. [F1CD133 APC / CD 45 KO
ol e s 1.00%]
1044 |
NSy o)
@ o .
a
(—)
e iN 0.30% | No-: 0,13%
10° 0 " e
CD 133 APC PRI 724 - 3779
PRI 724 - 2 776
o [M) CD 133 APC / CD 45 KO i [_F] CD 133 APC / CD 45 KO
s TP 92.13'5.] INeo: 7.78%) D;Tjsil
10* o
o 9
2w 2 w0
a a
o O
10 4—— 10*
N—: 0.00%] N+-: 0,00% | 10— 0.18%
—
IR S — —
10 [ 10 " 10° 10
CD 133 APC CD 133 APC

Sekil 6: PRI-724 uygulanan grupta CD133 antikorunun akim sitometri sonuglar1.

CD 44 antikoru i¢in;
PRI-724 1. Grup %75,09 + %0,13
PRI-724 2. Grup %42,31 + %0,04

PRI-724 3. Grup %95,89 + %0,04 seklindedir. PRI-724 deney grubunun CD44 antikoru
icin ortalama oran1 %71,16 olarak hesaplanmistir (Sekil 7).
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PRI 724 - 1 773
[F] CD 44 PE / CD 45 KO

" e 20,475
IL"‘-:
o
=
ERIR T
o
o
2 N PG
;\‘- 0204 M+ 0. |3"‘."-§
PRI 724 - 2 776 ” e o 2 PRI 724 - 3 779
T o— (M) €D 44 PE / CD 45 KO CD 44 PE " [F] €D 44 PE / CD 45 KO
 htldiedds) ==+ 42.31%] | foee: 25.80%
m’-; e ‘
o i
= 1 (=)
b ] o
i 0 @ g
o] S
R mryvy [ : »:
1 YAl | l“' 0.04%| iC~ 0.04%] Co= 0.04%)
100 1o o " 10 104 s 100
CD 44 PE LD 44 PE

Sekil 7: PRI-724 uygulanan grupta CD44 antikorunun akim sitometri sonuglari.

Gemcitabine uygulanan deney gruplarimizda sonuglar su sekildedir.
CD 24 antikoru igin;
Gemcitabine 1. Grup %0,94 + %0,00

Gemcitabine 2. Grup %1,23 + %0,00

Gemcitabine 3. Grup %1,44 + %0,05 seklindedir. Gemcitabine deney grubunun CD24

antikoru i¢in ortalama orani %1,22 olarak hesaplanmistir (Sekil 8).
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GEMCITABINE 1 774

[P] CD 24 APC A750 / CD 45 KO
S-+:9802% | . [ove004%]
10°+
g
2 1o
a
o
g oy ] |5+ 0.00%]
10 10 w g
GEMCITABINE - 2 777 CD 24 APC A750
[P] €D 24 APC A750 / CD 45 KO 6] cg Ezﬁ;ﬁ!go /ng‘:s KO
S 8T0%] v 123%) R T T e TRy
10°- 16°4

g 2

o L 1044

8 S

W0 w
s 0.0m] 5o 000%] i 0.13% Me-: 0.05%
“‘)( “']. “'), 1o Kl.v‘ ﬂ',“ 16’ 1
CD 24 APC A750 CD 24 APC A750

Sekil 8: Gemcitabine uygulanan grupta CD24 antikorunun akim sitometri sonuglari.

CD 133 antikoru i¢in;
Gemcitabine 1. Grup %13,89 + %0,04
Gemcitabine 2. Grup %74,85 + %0,02

Gemcitabine 3. Grup %14,51 + %0,06 seklindedir. Gemcitabine deney grubunun
CD133 antikoru i¢in ortalama oran1 %34,45 olarak hesaplanmistir (Sekil 9).
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GEMCITABINE 1 774
[B] CD 133APC 7 CD 45 KO
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o
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o
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0 10 100 10t
CD 133APC
GEMCITABINE - 2 777 GEMCITABINE - 3 780
[P] CD 133 APC / CD 45 KO [G] CD 133 APC / CD 45 KO
o 108 ™
R-+: 25.06%| :L-o-us,m] +4:14.51%)]
— (L Pt
107 w‘-r
) e
2 w0y ¢ 2
o (o] :
o L=
04— 104 i il
R 0.05% e 0025 L2014%) ke 0.05%)
10 u':‘ 16’ 10* 10 w 10 w
CD 133 APC CD 133 APC

Sekil 9: Gemcitabine uygulanan grupta CD133 antikorunun akim sitometri sonuglari.

CD 44 antikoru i¢in;
Gemcitabine 1. Grup %47,14 + %0,12
Gemcitabine 2. Grup %99,32 + %0,03

Gemcitabine 3. Grup %97,22 + %0,14 seklindedir. Gemcitabine deney grubunun CD44

antikoru i¢in ortalama oran1 %81,32 olarak hesaplanmistir (Sekil 10).
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GEMCITABINE 1 774
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Sekil 10: Gemcitabine uygulanan grupta CD44 antikorunun akim sitometri sonuglari.

Kombine tedavi (PRI-724+gemcitabine) uygulanan deney grubumuzda sonuglar su
sekildedir.

CD 24 antikoru igin;
Kombine tedavi 1. Grup %1,06 + %0,00
Kombine tedavi 2. Grup %0,99 + %0,00

Kombine tedavi 3. Grup %0,28 + %0,00 seklindedir. Kombine tedavi uygulanan deney
grubu i¢in CD24 antikorunun ortalama orani %0,77 olarak hesaplanmistir (Sekil 11).
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KOMBINE 1 775
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Sekil 11: Gem+PRI uygulanan grupta CD24 antikorunun akim sitometri sonuglari.

CD 133 antikoru igin;
Kombine tedavi 1. Grup %14,97 + %0,00

Kombine tedavi 3. Grup %2,73 + %0,00 seklindedir. Kombine tedavi uygulanan deney
grubu i¢in CD133 antikorunun ortalama orani %8,85 olarak hesaplanmistir (Sekil 12).
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Sekil 12: Gem+PRI uygulanan grupta CD133 antikorunun akim sitometri sonuglar1.

CD 44 antikoru i¢in;
Kombine tedavi 1. Grup %60,91 + %0,02
Kombine tedavi 2. Grup %99,20 + %0,06

Kombine tedavi 3. Grup %96,76 + %0,06 seklindedir. Kombine tedavi uygulanan deney
grubu i¢cin CD44 antikorunun ortalama orani %85,67 olarak hesaplanmistir (Sekil 13).
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Sekil 13: Gem+PRI uygulanan grupta CD44 antikorunun akim sitometri sonuglari.

4.4.Klonojenik Test

Klonojenik deneyde, 4 deney grubu olusturuldu. Bunlar, kontrol grubu, gemcitabine
grubu, PRI-724 grubu ve PRI-724+Gemcitabine grubudur. Deney sonucunda, kontrol
grubunda hiicre kolonileri gozlemlenirken, Gemcitabine, PRI-724 ve kombine (PRI-

724+Gemcitabine) gruplarinda hiicre kolonileri olusturmadigi gézlemlenmistir.

Resim 1: Kontrol grubu klonojenik deney sonucu.
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Resim 2: Gemcitabine grubunun klonojenik deney sonucu.

Resim 4: Kombine (Gem+PRI-724) grubunun klonojenik deney sonucu.
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Klonojenik deney gruplarimizin koloni yogunluklart ise Image J programinda elde
edildi. Elde edilen verilerin her bir deney grubu i¢in ortalama ve standart sapmasi hesaplanip
tablo haline getirilmistir (Tablo 4). Kontrol grubundaki koloni yogunlugu olduk¢a yogun iken
gemcitabine, PRI-724 ve kombine tedavi gruplarindaki koloni yogunluklarinda anlamli bir

azalma gorlilmiistiir.

KLONOJENIK DENEY GRUPLARI ORTALAMA VE STANDART SAPMA
KONTROL 208,0235 + 18,30
GEMCITABINE 8,435+ 6,50
PRI-724 5,8355 + 0,23
KOMBINE 4,0415 + 0,058

Tablo 4: Klonojenik deney verileri.
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5. TARTISMA

Pankreas kanseri, diinyada kansere bagli meydana gelen 6liimlerin baslica sebeplerinden
biri olmaya devam etmektedir. Cogunlukla pankreas duktal adenokarsinomunu (PDAC)
iceren pankreas kanseri, 2019 yilinda ABD’de yaklasik 45,750 6liimiin meydana geldigi bir
kanser tiirti olmustur (Ho et al., 2020). ABD’de elde edilen verilere gore pankreas kanseri
tanis1 konulduktan sonra 5 yillik sag kalim oran1 yaklasik %10°dur. Hastalarin yaklasik %80-
85’1 cerrahi miidahale edilemeyen ve metastaza ugramis hastalik seyriyle basvurmaktadir
(Mizrahi et al., 2020). Pankreas kanseri, diinyada en ¢ok goriilen 14. kanser tiirii iken, kansere
bagli 6liim nedenlerinde 7. kanser tiirii olarak siralamada yer almaktadir. 2018 yilinda yapilan
GLOBOCAN tahminlerinde, diinya genelinde 458918 pankreas kanser tanisinin konulacagini
ve 432242 pankreas kanserine bagli olim gergeklesecegini ileri siirmiistiir. Pankreas
kanserinin 2030 yilina kadar ABD’de kansere bagli 6liimlerde 4. siradan 2. siraya yiikselecegi
on gorilmektedir (McGuigan et al., 2018). Pankreas kanser tiirii olan pankreas duktal
adenokarsinoma (PDAC), pankreatik intraepitelyal neoplazi (PanIN) olarak bilinen oncii
lezyonlarin ilerlemesiyle olusmaktadir. PDAC vakalarmin %95’inde KRAS mutasyonlari
saptanmaktadir. KRAS mutasyonlar1 PanIN ve PDAC gelistirmekte dnemli rol oynamaktadir.
Bununla birlikte, INK4A, TP53 ve DPCA4 (SMAD4) timor baskilayict genlerinin
inaktivasyonu PanIN ve PDAC gelisimine katki saglamaktadir. Bu genetik degisikliklere ek
olarak, PDAC gelisiminde Wnt, Notch ve Heghegog sinyal yolaklarimin aktivasyonu yaygin

olarak gozlemlenmektedir (Sano et al., 2016).

Wnt sinyal yolag: iki grupta incelenmektedir. Bunlardan ilki kanonik Wnt sinyal yolag:
digeri kanonik olmayan Wnt sinyal yolagidir. Kanonik Wnt sinyal yolagi yani bir baska
deyisle Wnt/B-catenin sinyal yolagi iyi tanmimlanmig bir yolaktir. Wnt sinyal yolu
embriyogenezde, hiicre farklilagmasinda, polarizasyon ve hiicre gociinde biiylik rol
oynamaktadir. Fakat bununla birlikte, tiimor olusumunda da rol oynadigi gosterilmistir.
Wnt/B-catenin sinyal yolaginin hiicre membraninda, Wnt proteini proteinlerine 6zgiin Fzd
reseptorii bulunmaktadir. Ve bu Fzd reseptoriiniin yaninda ko-reseptor olarak adlandirilan
LRP5/6 ligandlar1 bulunmaktadir. Wnt sinyal yolaginin, sitoplazma kisminda bir parcalama
kompleksi adi verilen yap1 bulunmaktadir. Bu yapiy1 olusturan proteinler APC, GSK3, CK1
ve Axin’dir. Wnt proteininin Fzd-LRP5/6 reseptor kompleksine baglanmadigi durumlarda
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yani inaktif oldugu durumda pargalama kompleksi sitoplazma i¢inde dolasan [-catenin
molekiillerini  ubikuitin ile isaretler ve daha sonrasinda [-cateninin degredasyonunu
gerceklestirir. Degrede  olan  pB-catenin hedef  genlerin  transkripsiyonunu
gerceklestirememektedir. Wnt proteininin varliginda, Wnt proteini Fzd-LRP5/6 reseptorlerine
baglanarak sinyal iletim yolaginin asagi regiilasyonunu baslatmaktadir. Bu durumda yikim
kompleksi inaktif hale gelmektedir. Yikima ugramayan B-catenin molekiili sitoplazmada
birikerek cekirdege giris saglamaktadir. Cekirdekte CBP proteinine baglanarak TCF/LEF
hedef gen transkripsiyonunu baglatmaktadir (Taciak et al., 2018).

Kanser kok hiicrelerinin karakteristik 6zellikleri, tiimdr biyolojisi arastirmalarinin
derinlesmesiyle birlikte klinik tan1 ve tedavi alaninda 6nemli 6l¢iide gelismistir. Kanser kok
hiicreleri, normal kok hiicrelerle pek ¢ok ortak 6zellige sahiptir. Kanser kok hiicreleri, kendi
kendini yenileme yetenegi ve farklilasmalar1 ile normal kok hiicrelerle benzerlik
gostermektedir. Fakat bu Ozelliklere ek olarak metastaz yapabilme o6zelligine sahip olup
kemoterapi, radyoterapi ve kimyasal ajanlara karsi direng gostermektedirler. Kanser kok
hiicreleri ve normal hiicreler kendi kendini yenilemede ortak sinyal yolaklarini
paylasmaktadirlar. Bu sinyal yolaklar1 Wnt/B-catenin, Notch ve Heghegog’tur. PTEN ve
polycomb gibi sinyal yolaklar1 kanser kok hiicresinin biiyiimesinde énemli rol oynamaktadir.
Bu sinyal yolaklar1 kanser kok hiicresinin kendini yenilemesini ve tiimor olusumuna nasil
katki sagladigini anlamanin iyi bir yoludur (Yang et al., 2020). Kanser kok hiicrelerinin
kokeni halen belli olmasa da, kanser kok hiicrelerinin ayni1 normal kok hiicreler gibi sessiz faz
olarak adlandirilan Go fazinda kaldigr bilinmektedir. Kanser kok hiicreleri bu sessiz
fazdayken, ¢ogunlukla ¢ogalmakta olan kanser hiicrelerini hedef alan anti-kanser ilaglariyla
kanser kok hiicrelerini inhibe etmek olasi degildir. Bu yiizden kanser kok hiicrelerini yok
etmek icin hedefe yonelik tedavileri ihtiya¢ duyulmaktadir. Yapilan ¢aligmalarda bu hedefe
yonelik tedaviler kanser kok hiicresinin kendini yenilemesi ve farklilagsmasini engelleyip

metastaz yapma riskini azaltabildigi gosterilmistir (Chae & Kim, 2018).

Bir Wnt inhibitorii olan PRI-724, [-catenin, TCF/LEF ve CBP kompleksinin
olusmasma engel olup hedef genlerin transkripsiyonunu baslatmamaktadir. Bu sayede
kontrolsiiz proliferasyon olmamakta ve hedef genlerde var olan onkogenlerin ekspresyonu
gerceklesmemektedir. Wnt sinyal yolaginin  hem timdr gelisiminde hem de kanser kok
hiicresindeki rolii oldugu yapilan ¢alismalar sonucunda belirlenmistir. Bu terapotik ajanlarin

kanser kok hiicresi iizerinde de sonuglar verdigi gosterilmistir (Yang et al., 2020).
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PRI-724 ile yapilan ¢esitli in vivo ve in vitro ¢alismalar bulunmaktadir. Kii¢iik hiicreli
olmayan akciger kanseri (KHDAK) hiicre hatlarinda yapilan bir ¢calismada, KHDAK hiicre
hatlar1 ile normal bronsiyal epitelyal hiicre hatlarindaki BCAT1 ekspresyonlarina bakildiginda
KHDAK hiicre hatlarindaki BCATI1 ekspresyonunun daha yiiksek oldugu gézlemlenmistir.
BCAT]1 proteininin asirt ekspresyonunu incelenmis olup bu asir1 ekspresyonunun Wnt sinyal
yolaginin aktive ettigi gosterilmistir. Aragtirmacilar, BCAT1 in asir1 ekspresyonu hem BEAS-
2B hem de H1299 hiicre hatlarinda hiicre biiyiime hizini, koloni sayisin1 ve invazyon
kabiliyetini arttirdigini belirtmistir. Bu ¢alismada arastirmacilar Wnt sinyal yolagi ile BCAT1
arasindaki iliskiyi dogrulamak i¢in BCAT1 plazmidi ile transfekte edilmis BEAS-2B ve
H1299 hiicre hatlar1 iizerine Wnt inhibitorii olan PRI-724 kullanmigtir. Wnt inhibitérii PRI-
724, cyclin D1, MMP7 ve c-Myc seviyelerini 6nemli derece disiirdiigiinii, bu da BCATI
ekspresyonu iizerinde Wnt sinyal yolaginin etkisi oldugunu gostermistir (Lin et al., 2020).
Bagka bir ¢alismada hepatoseliiller karsinoma hiicre (HCC) hatlarinda yapilmistir. Calismada
kullanilan hiicre hatlar1t HepG2 ve HuH6 dir. Bu ¢alismada MTT analizleri sonucunda hiicre
hatlarinda etkili olan ICso degeri 10uM olarak belirlenmistir. Hiicre dongiisii dagilimini analiz
etmek i¢in hiicreler 24 saat 10uM PRI-724 ile muamele edilmis daha sonrasinda akim
sitometrisi ile analiz edilmistir. Analiz sonucunda PRI-724 ile muamele edilen hiicre
hatlarinin Go/G1 fazinin yiizdeleri 6nemli 6lgiide artmis oldugu gosterilmistir. Ve yine ayni
calismada HepG2 ve HuH6 hiicre hatlar1 24 saat boyunca 10uM PRI-724 ile muamele
edildikten sonra hiicre dongiisiiyle iliskili olan proteinlerin ekspresyonlarma western blot
analizi 1ile bakilmistir. Apoptoz ile iligkili proteinlerin ekspresyonlarini arttirdig:
gozlemlenirken, proliferasyon ile iligkili proteinlerin ise ekspresyonunu onemli derece
azalttig1 gosterilmistir (Gabata et al., 2020). PRI-724 ile yapilan bir bagka ¢alisma mide
kanseri hiicre hatlar1 tizerinde yapilmistir. Bu ¢aligmada insan epidermal biiyiime faktorii 2
(HER2)’nin asir1 ekspresyonunun kanser kok hiicreleri {izerinde tiimdr biiyiimesini,
kanserojenezi ve invazyonu etkiledigi daha Onceki c¢alismalarla tespit edilmistir.
Arastirmacilar buradan yola ¢ikarak HER2 geninin asir1 ekspresyonunun mide kanser kok
hiicrelerinin aktivitelerini arastirmayr amaglamiglardir. HER2 geni, MKN28 mide kanseri
hiicre hattina transfekte edilmistir. Kiire olusumu analizi ile MKN28 kontrol grubuyla HER2
transfekte edilmis grup karsilastirildiginda, HER2 transfekte edilmis grupta kiire boyutlar1 ve
kiire olusum sikliginin kontrol grubuna gore daha fazla oldugu gosterilmistir. Kanser kok
hiicre belirteclerine bakildiginda HER2 transfekte edilmis grupta OCT4, BMI1 ve EMT
belirteclerinin daha yiliksek seviyelerde ifade edildigi gosterilmistir. Bunlara ek olarak, E-

kadherin seviyesinde 6nemli derecede azalma gozlemlenmistir. HER2 asir1 ekspresyonunun,
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kanser kok hiicresiyle iligkili Wnt/B-catenin sinyal yolagiyla karakterize oldugu Liisiferaz
analizi ile gosterilmistir. Bu veriler kapsaminda arastirmacilar, bu hiicrelere Wnt inhibitorii
PRI-724 (1uM) ile 24 saat muamele etmislerdir. Bu muamele sonrasinda western blot analizi
ile OCT4 ve BMII belirteglerinin seviyelerinin azaldig1 gdsterilmistir. Immiinfloresan
boyama ile E-kadherin seviyelerinde 6nemli derecede iyilesme oldugu gosterilmistir (Jung et
al., 2019).

Calismamiza bu veriler kapsaminda yola ¢ikarak Wnt inhibitoérii PRI-724’1lin pankreas
kanseri kok hiicreleri iizerine olan etkileri arastirildi. Oncelikle Panc-1 hiicre hattimiz
tizerinde en etkili sonucu alabilecegimiz dozu 6grenmek i¢in doz belirleme ¢aligsmasi yapildi.
Doz belirleme sonuglarina gore ICso degerlerimizi PRI-724 45uM, gemcitabine 4mg/ml,
kombine (Gem+PRI) grubumuz 4mg/ml+45uM olarak belirlendi.

Akim sitometri analizinde se¢cmis oldugumuz ii¢ adet pankreas kanser kok hiicresi
belirteglerinin sagilim grafikleri elde edildi. Akim sitometri analizinde 3 farkli ilag grubu
olusturuldu ve tiger tekrarli olacak sekilde analizimiz gerceklestirildi. Akim sitometri
analizimizde CD133, CD24 ve CD44 antikorlar ile ¢aligma yapildi. Analiz sonucu elde
ettigimiz veriler PRI-724 uygulanan grupta CD24 i¢in %1.32, CD133 i¢in %12.69, CD44 i¢in
%71.16 oraninda saptanmistir. Gemcitabine uygulanan grupta CD24 i¢in %1.22, CD133 i¢in
%34.45, CD44 igin %81.32 oraninda saptanmistir. Kombine tedavinin uygulandigi grupta
CD24 i¢in %0.77, CDI133 icin %8.85, CD44 icin %85.67 oraninda saptanmistir. Akim
sitometri sonuglarimiza gore PRI-724’{in pankreas kanser kok hiicre belirteglerinden CD24 ve
CD133 markerlarmi anlamli dlgiide azalttigini gozlemlendi. Fakat CD44 yiizey belirtecinde
anlamli bir azalma goriilmemistir. Akim sitometri sonuglarimiza gére PRI-724’tin Wnt sinyal
yolagini baskilayarak pankreas kanser kok hiicrelerinin fonksiyonlar: etkisiz hale getirdigini
ve pankreas kanser hiicreleri tizerinde proliferasyonu engelleyici ve apoptoza yol agan

etkisinin oldugu gézlemlenmistir.

Calismamizda yapmis oldugumuz klonojenik deneyde de anlamli sonuglar
gbzlemlenildi. Kontrol grubu, PRI-724 grubu, gemcitabine grubu ve kombine tedavi grubu
olusturdugumuz klonojenik deneyimizde kontrol grubunda yogun hiicre kolonileri
gozlemlenirken, PRI-724, gemcitabine ve kombine tedavi uygulanan gruplarda Kkoloni

olugmadig1 gézlemlendi.
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Tiim sonuglar1 degerlendirdigimizde, PRI-724’lin Wnt sinyal yolagini1 baskilayarak
pankreas kanser kok hiicrelerinin fonksiyonlarmi etkisiz hale getirip pankreas kanser

hiicrelerinin proliferasyonunu engelledigi diistiniilmektedir.

Bu tezde elde edilmis veriler kullanilarak PRI-724, Wnt sinyal yolagi ve pankreas

kanser kok hiicreleri arasindaki mekanizma daha detayli bir sekilde aydinlatilabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Yaptigimiz ¢alismanin sonucuna gore PRI-724’{in Wnt sinyal yolagini baskilayarak
pankreas kanser kok hiicreleri lizerinde aktivitesini engelleyici bir etkisi oldugu belirlendi.
MTT doz belirleme sonuglarina gére PRI-724’{in pankreas kanseri hiicrelerine etki eden ICsg
degeri 45uM olarak belirlendi. Deneylerimiz belirlemis oldugumuz ICso degerlerini dikkate
alarak yapildi. Akim sitometri analizi sonuglarma goére PRI-724’{in ve kombine tedavinin
pankreas kanser kok hiicre ylizey belirteglerini anlamli 6lglide azalttig1 saptanildi. Klonojenik
deney sonuglarinda ise kontrol grubunda yogun koloni olusumu gdzlemlenirken ilag
gruplarimizda koloni olusmadigi gozlemlendi. Yapmis oldugumuz galisma farkli pankreas
kanser hiicre hatlar1 ve farkli molekiiler tekniklerle desteklenirse daha anlamli sonuglarin elde
edilebilecegini ve deney hayvanlar1 ya da klinik caligmalara on ayak olabilecegini
diisiinmekteyiz. Bu ¢aligmanin pankreas kanseri tedavisi i¢in gelecekte umut olabilecegi ve

klinik ¢aligmalara 6nciiliik edebilecegi bekleniyor.
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‘Wnt Inhibitérii PRI-724’{in Pankreas Kanseri Kok Hiicreleri Uzerine Etkilerinin In Vitro
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