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OZET

ENDOPLAZMIiK RETIKULUM STRES FAKTORU OLAN IRE1o’NIN
PANKREAS KANSERi HUCRELERINDE HUCRE OLUMU UZERINDEKI
ETKILERININ ARASTIRILMASI

Cetinkaya R. Aydin Adnan Menderes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Temel
Onkoloji ve Kanser Biyolojisi Programi, Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2022.

Amag: Bu calismada endoplazmik retikulum stres faktorii olan IREla’nin pankreas kanseri

tizerindeki etkilerinin belirlenmesi amaglandi.

Gerec ve Yontem: Arastirma, pankreas kanseri hiicre hatt1 Panc-1 ile in vitro olarak yapildi.
Hiicre hatti, hiicre kiiltiirii yontemleri ile ¢ogaltildi ve deney ilaglar1 olan gemsitabin, STF-
083010 ve thapsigargin ile muamele edildi. IREla inhibit6rii olan STF-083010’un pankreas
kanseri hiicrelerinde sitotoksisite, apoptoz, hiicre dongiisii, kaspaz 3/ 7 ve invazyon lizerindeki
etkileri test edildi. Ayrica hiicre 6liimii ve endoplazmik retikulum stresinin protein diizeyindeki
etkilerine western blot deneyi ile bakildi. Verilerin analizinde One Way Anova testi ve ikili

karsilastirma i¢in ise Bonferroni testi kullanildi.

Bulgular: STF-083010 igin IC50 oran1 160 uM, Gemsitabin i¢in 4 mg/ ml olarak bulundu.
Ayrica diisiik doz kemoterapi ile STF-083010 tedavisinin sinerjistik etki gosterdigini bulduk.
Kontrol grubunda %6,25 total apoptoz ve %5,42 nekroz saptanirken, gemsitabin grubunda
%36,67 total apoptoz ve %3,1 nekroz, STF-083010 grubunda %34,97 total apoptoz ve %0,97
nekroz, Gemsitabin + STF-083010°de ise %43,52 total apoptoz ve %3,5 nekroz saptandi. Bu
sonuglar istatistiksel olarak da anlamliydi. Kaspaz 3/7 oran1 ise kontrol grubunda %9,68 iken
Gemsitabin grubunda %27,7, STF-083010 grubunda %26,12, Gemsitabin + STF-083010
%49,84 olarak bulundu. Western blot sonuglarinda ise pro-apoptotik Bak proteininde, kontrol
ve gemsitabin grubuna kiyasla STF-083010 grubunda artis gozlendi. Ayrica anjiyogenez
belirteci VEGFR2’de kontrol ve gemsitabin grubuna kiyasla STF-083010 grubunda 6énemli bir
azalis gozlendi. STF-083010’un anti-proliferatif etkisi ayn1 zamanda klonojenik deneyde de
gdzlendi. Invazyon deneyinde, kontrol grubuna kiyasla STF-083010 ve gemsitabin + STF-

083010 grubunda metastatik hiicre miktarinda azalis gozlendi.

XV



Sonug: Bu calismada pankreas kanseri hiicrelerinin ER stresi altinda oldugu ve IRE1 inhibitorii
STF-083010’un bu stresin hayatta kalma yanlist yolagini inhibe ederek hiicrelerin apoptoza
girmesini sagladigi sonucuna ulasildi. Ayrica tiimor anjiyogenezinin (VEFGR2 baglaminda)
pankreas kanseri hiicrelerinde aktif oldugu, STF-083010 kullannminin VEGFR2

ekspresyonunda azalisa yol acarak anjiyogenezi inhibe edebilecegi sonucuna varildi.

Anahtar kelimeler: Pankreas Kanseri, Endoplazmik Retikulum Stresi, Katlanmamis Protein

Cevabi, Apoptoz, Invazyon
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF IRE1la, THE ENDOPLASMIC
RETICULUM STRESS FACTOR, ON CELL DEATH IN PANCREATIC CANCER
CELLS

Cetinkaya R. Aydin Adnan Menderes University, Institute of Health Sciences, Basic
Oncology and Cancer Biology Program, Master’s Thesis, Aydin, 2022.

Objective: In this study, it was aimed to determine the effects of IREla, an endoplasmic

reticulum stress factor, on pancreatic cancer.

Materials and Methods: The study was performed in vitro with the pancreatic cancer cell line
Panc-1. The cell line was propagated by cell culture methods and treated with the experimental
drugs gemcitabine, STF-083010 and thapsigargin. The effects of STF-083010, an IREla
inhibitor, on cytotoxicity, apoptosis, cell cycle, caspase 3/7 and invasion in pancreatic cancer
cells were tested. In addition, the effects of cell death and endoplasmic reticulum stress at the
protein level were examined by western blot test. One Way Anova test was used for data

analysis and Bonferroni test was used for pairwise comparison.

Results: The IC50 ratio was 160 uM for STF-083010 and 4 mg/ ml for Gemcitabine. We also
found that low-dose chemotherapy and STF-083010 treatment showed a synergistic effect.
While %6.25 total apoptosis and %5.42 necrosis were detected in the NT group, %36.67 total
apoptosis and %3.1 necrosis in the gemcitabine group, %34.97 total apoptosis and %0.97
necrosis in the STF-083010 group, %43.52 total apoptosis and %3.5 necrosis were detected in
Gemcitabine + STF-083010. These results were also statistically significant. Caspase 3/7 ratio
was %9.68 in the NT group, %27.7 in the Gemcitabine group, %26.12 in the STF-083010
group, and %49.84 in Gemcitabine + STF-083010. Western blot results showed an increase in
pro-apoptotic Bak protein in the STF-083010 group compared to the control and gemcitabine
groups. In addition, a significant decrease in the angiogenesis marker VEGFR2 was observed
in the STF-083010 group compared to the control and gemcitabine groups. The anti-
proliferative effect of STF-083010 was also observed in the clonogenic assay. In the invasion
experiment, a decrease in the amount of metastatic cells was observed in the STF-083010 and

gemcitabine + STF-083010 groups compared to the control group.
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Conclusion: In this study, it was concluded that pancreatic cancer cells are under ER stress and
the IREX inhibitor STF-083010 inhibits the pro-survival pathway of this stress, causing cells to
enter apoptosis. In addition, it was concluded that tumor angiogenesis (in the context of
VEFGR2) is active in pancreatic cancer cells, and the use of STF-083010 may inhibit

angiogenesis by causing a decrease in VEGFR2 expression.

Keywords: Pancreatic Cancer, Endoplasmic Reticulum Stress, Unfolded Protein Response,

Apoptosis, Invasion
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1. GIRIS

Pankreas duktal adenokarsinomu (PDAK) hem erkeklerde hem de kadinlarda kanserden
en sik 0liim nedenlerinden biridir (Siegel ve digerleri, 2020). Hastalarin %80'inden fazlasi
kanserin ileri bir asamasinda teshis edilir ve ortalama 5 yillik sagkalim oran1 %5'in altindadir
(Siegel ve digerleri, 2020). Pankreas kanserinin 6énemli bir 6zelligi, timor etrafindaki yogun
desmoplastik reaksiyondur ve bu durum terapotik ajanlarin verilmesini engellemektedir (Erkan
ve digerleri, 2012). Cerrahi rezeksiyon tek kiiratif secenek olmasina ragmen, PDAK
hastalarinin %80'inden fazlasina, ortalama sagkalim 12-18 ay olan, rezeke edilemeyen hastalik
tanis1 konmaktadir (Thakur ve digerleri, 2018). Tarihsel olarak, standart kemoterapi gemsitabin
veya 5-florourasilden olugmaktaydi, ancak FOLFIRINOX ve nab-paklitaksel (nanotanecik
albumin-bagl paklitaksel) ile gemsitabin i¢eren daha yeni kombinasyonlar hayatta kalmada
artan iyilesmelerle iliskilendirilmistir (Conroy ve digerleri, 2011; Von Hoff ve digerleri, 2013).
Basarili tedavilerin olmamasi, yeni terapdtik segeneklerin arastirilmasina 6n ayak olmaktadir.
Bu nedenle kemoterapdtikleri ve endoplazmik retikulum (ER) stresini hedef alan ilaglar

birlestirmek, yeni terapdtik kombinasyonlart kesfetmek i¢in potansiyel bir yol olabilir.

ER, oOkaryotik hiicrelerde vezikiiler trafik, hiicre i¢i kalsiyum homeostazi, sentez,
katlanma, salgi ve zar proteinlerinin modifikasyonlari dahil olmak {iizere ¢ok Onemli
biyosentetik ve sinyal islevlerini yerine getirir (Berridge, 2002; Ron ve Walter, 2007). Bu
islemler, ER'de yerlesik saperonlar ve GRP78 (HSPAS veya BiP olarak da bilinir) gibi kalsiyum
baglayici proteinler tarafindan desteklenir. Hipoksi, oksidatif stres ve glukoz yoksunlugu dahil
olmak iizere gesitli patofizyolojik kosullar, ER homeostazin1 bozabilir ve ER protein katlama
yiikii ve kapasitesi arasinda bir dengesizlige neden olarak, “ER stresi” olarak bilinen bir durum
olan ER'de katlanmamis proteinlerin birikmesine neden olabilir. Bu da, katlanmamis protein
yanitt (UPR) olarak adlandirilan evrimsel olarak korunmus, entegre bir sinyal iletim yolunu
aktive eder (Walter ve Ron, 2011). UPR yolu, esasen ER'deki protein yiikiinii hafifleterek ve
protein translasyonunu azaltarak ER homeostazini yeniden kurar. Bu, ER stres aracilarinin ti¢
farkli kolunun aracilik ettigi karmasik bir transkripsiyonel program araciligiyla gerceklesir:
IRE1o/XBP1, PERK/EIF2a ve ATF6. GRP78, UPR'nin ¢ok 6nemli bir diizenleyicisidir ve
normal fizyolojik durumda normal olarak IREla'ya baglanir. ER stresi altinda, IREla'nin
oligomerizasyonuna ve trans-otofosforilasyonuna yol agarak IRE1a'y1 serbest birakir. Aktive
edilmis IREla, XBP1 mRNA'y1 aktif eklenmis formuna (XBP1s) ayirir ve bu, otofaji veya



apoptoza yardimci olan gesitli UPR genleri i¢in bir transkripsiyon faktori haline gelir (Ron ve
Walter, 2007).

Pankreas hiicreleri yiiksek hormon ve enzim salgilama islevlerine sahiptir ve oldukca
gelismis ER'ye sahiptir. Pankreas kanseri stroma agisindan son derece zengindir, hipoksiktir ve
metabolitler yetersizdir (Vasseur ve digerleri, 2010). Tiimor hiicreleri, UPR gibi adaptif
mekanizmalarin aktivasyonunu destekleyen kronik metabolik stres kosullariyla kars1 karsiyadir
(Moenner ve digerleri, 2007). ER stresinin pankreas kanseri patobiyolojisinde ve
inflamasyondaki rolii, timorigenez ve kemorezistansta giderek daha onemli bir faktor olarak
kabul edilmektedir (Yadav ve digerleri, 2014). Ayrica, belirli anti-kanser terapdtikleri, ER
stresini kronik olarak aktive edebilir ve bu tiir bir ilaca bagli ER stresi, kanser hiicrelerinin
hayatta kalma yanlis1 tepkisine yol agar, bu da sonug olarak tiimarlerin belirli kemoterapétiklere
tepkisizlik gelistirmesine izin verir (Avril ve digerleri, 2017). Bu nedenle, UPR ’nin dinamikleri
potansiyel terapotik hedefler sunar.

GRP78 ve diger UPR sinyallerini hedeflemeye dayali tedavinin tiimorlerin bliytimesini
inhibe ettigi gosterilmistir (Chiu ve digerleri, 2013; Ma ve digerleri, 2014). ER stresini aktive
eden ilaglar kanserlerin klinik tedavisi i¢in kullanilmistir. Bir proteozom inhibit6rii olan
Bortezomib’in, ER stresini indiikledigi ve multipl myelomda terapétik etkinlige sahip oldugu
gosterilmistir (Gambella ve digerleri, 2014; Ling ve digerleri, 2012). Bortezomib ayrica
pankreas kanseri hiicrelerinde ER stresini indiikler ve bu kanser hiicrelerinde UPR'yi baskilar
(Nawrocki ve digerleri, 2005). Bortezomib ayrica sisplatin ile sinerji olusturarak, CHOP ve
BiP / GRP78'in artmis ekspresyonu yoluyla pankreas kanseri hiicrelerinde artmis ER stresinin

aracilik ettigi apoptoza neden olur.

Pankreas kanseri hiicre 6liimiinii indiiklemek i¢in bir bagka yaklasim, UPR'nin onarimini
inhibe etmektir. Ornegin, bir IREla inhibitérii STF-083010 (STF) (N-[(2-Hidroksi-1-
naftalenil) metilen]-2-tiyofensiilfonamid) ve 2-Hidroksi-1-naftaldehit (HNA), XBP-1
splicing’ini bloke ederek, XBP-1 ekspresyonunu diisiiriir ve kronik lenfositik 16semi (KLL)
hiicrelerinde apoptoza neden olur (Kriss ve digerleri, 2012). Dahasi, multipl myelomda,
toyokamisin tarafindan IREla-XBP-1s yolagmin inhibisyonu, apoptozu indiiklemek igin
bortezomib ile sinerji olusturmustur (Ri ve digerleri, 2012). Ek olarak, yiiksek verimli tarama,
salisilaldimin analoglarini IRE1a endoniikleaz aktivitesinin gii¢lii inhibitorleri olarak tanimladi
(Volkmann ve digerleri, 2011). Bir salisilaldimin analogu, 3-Etoksi-5,6-dibromosalisilaldehit
(3ETH), hem in vitro hem de in vivo bir murin modelinde myelom hiicrelerinde XBP-1

splicing’ini inhibe eder.



Dikkat gekici bir sekilde, pankreas kanserleri i¢in tiimor mikro ortami stroma agisindan
son derece zengin, hipoksik ve metabolitlerden yoksundur (Vasseur ve digerleri, 2010). Bu
Ozellikleri sebebiyle pankreas tiimorleri ER stresine ve UPR aktivasyonuna yatkin bir haldedir.
Hizla biliyliyen bu hipoksik tiimorlerde UPR'nin dinamikleri potansiyel tedavi segenegi
sunmaktadir. Yapilan diger ¢alismalarin 1s18inda yaptigimiz ¢caligmada pankreas kanserlerinin
ER stresi altinda oldugunu varsayiyoruz ve bu hiicrelerin bu strese karst koruyucu
mekanizmasini IRElo inhibitorii ile inhibe ederek pankreas kanseri hiicrelerinin apoptoza
maruz kalmasii bekliyoruz. Ayrica thapsigargin ile indiiklenen yogun ER stresi ortaminda

IRET1 inhibitoriiniin bu etkileri tersine ¢evirecegini diisiiniiyoruz.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Pankreas

Pankreas, hem endokrin hem de ekzokrin fonksiyona sahip glandiiler bir organdir (Roder
ve digerleri, 2016). Genel amaci, kan glukoz seviyelerini diizenleyen hormonlarin yani sira
sindirime yardimci olan enzimler iireterek metabolik homeostazi korumaktir. Pankreas,
endodermal germ tabakasinin embriyonik 6n bagirsagindan elde edilir (Gittes, 2009).
Embriyonik gelisim sirasinda, 6n bagirsaktan dorsal ve ventral pankreasi olusturan iki
tomurcuk ¢ikar. Bu tomurcuklar genisledik¢e temas edip birleserek olgun pankreast olusturana
kadar yavag yavas yeniden konumlanirlar. Pankreas progenitor hiicreleri, asiner, endokrin veya
duktal islev goriir. Endokrin hiicreler (o, B ve d), kan sekeri diizeylerini modiile etmek i¢in
insiilin, glukagon ve somatostatin gibi hormonlar1 dolagim sistemine salgilar (Roder ve
digerleri, 2016). Bu homeostatik fonksiyon, ¢esitli doku ve organlarin metabolik taleplerinin
kargilanmasin1  saglar. Kanallardaki asiner hiicreler, pankreas kanalina tripsinojen,
kimotripsinojen, lipaz ve amilaz gibi enzimler salgilar (Keller ve Layer, 2005). Bu enzimler
daha sonra ince bagirsaga girerek proteinler, karbonhidratlar ve lipidler gibi gesitli diyet

makromolekiillerinin sindirimine yardimeci olurlar.

Pankreas disfonksiyonu diabetes mellitus, pankreatit ve kanser gibi bir dizi yaygin
hastaliga yol acabilir (Braganza ve digerleri, 2011; Hezel ve digerleri, 2006; Polonsky, 2012).
Diabetes mellitus (DM) bu hastaliklarin en yaygin olanidir. Bununla birlikte, pankreas kanseri
acik ara en Oliimciil olanidir ve etiyolojisi genellikle diyabet de dahil olmak tizere diger
pankreas bozukluklariyla baglantilidir. Pankreas kanseri, Amerika Birlesik Devletleri'nde
kansere bagli 6liimlerin dordiincii nde gelen nedenidir ve 6zellikle kot bir prognozla iligkilidir
(Siegel ve digerleri, 2020). Bu hastaliga yakalanan hastalar, alt1 aydan daha kisa bir medyan
genel sagkalim ve kabaca %8'lik bir bes yillik sagkalim orani sergiler. Pankreas kanseri ile
iligkili kotii prognoz, kismen koti erken teshis yontemlerine baglanmaktadir (Lennon ve
digerleri, 2014). Hastalar genellikle hastalik tiim viicuda yayilana kadar asemptomatik kalir. Ek
olarak, pankreas kanserini tedavi etmek i¢in kullanilan terapdtikler, hastanin sagkalimini birkag
aydan fazla uzatmadiklar i¢in nispeten etkisizdir (Garrido-Laguna ve Hidalgo, 2015). 2030

yilina kadar Amerika Birlesik Devletleri'nde kansere bagli 6liimlerin ikinci 6nde gelen nedeni



olmasi beklendiginden, bu zorluklarin iistesinden gelmek hastaligin gelecekteki tedavisinde

kritik olacaktir (Rahib ve digerleri, 2014).

Pankreas kanserleri, endokrin veya ekzokrin hiicrelerden kaynaklanabilir. Boylece
endokrin ve ekzokrin tiimdrler histolojik goriiniim ile ayirt edilebilir. Endokrin tlimdorler
nispeten nadirdir ve tim pankreas kanserlerinin %5'inden azini olusturur. Cok daha yaygin
pankreas adenokarsinomu ile karsilastirildiginda, 27 aylik bir medyan sagkalim ve 0.28 kat
daha diisiik oliim riski ile iliskilidirler (Fesinmeyer ve digerleri, 2005). Endokrin tiimdrleri
genellikle pankreas adacik hiicrelerinden tiiretilir ve siklikla yapisal olarak yiiksek seviyelerde
pankreas hormonlart iretir. Orijin hiicrelerine ve salgiladiklar1 hormonlara bagli olarak
insiilinomalar, glukagonomlar ve gastrinomalar olarak daha fazla kategorize edilebilirler.
Pankreas endokrin tiimdrleri, hipoglisemi veya nekrolitik go¢men eritem (deri dokiintiisii) gibi
semptomlara yol agan asir1 hormon salgilamalar1 nedeniyle kolayca teshis edilebilir (Phan ve
digerleri, 1998). Ekzokrin hiicrelerden tiiretilen pankreas kanserleri, endokrin timorlerden ¢ok
daha yaygindir ve tipik olarak iki histolojik alt tipte siniflandirilabilir. Pankreatik duktal
adenokarsinom (PDAK) alt tipi, ekzokrin tiimérlerin gogunlugunu olusturur ve tiim pankreas
malignitelerinin %90'indan fazlasin1 olusturur. PDAK!'lar, pankreas kanalin1 kaplayan ve
kokenleri nedeniyle bez benzeri goriinen epitel hiicrelerinden tiiretilir (Fesinmeyer ve digerleri,
2005). Bu kanserler siklikla karacigere veya lenf diigimlerine metastaz yapar (Kern ve
digerleri, 2002). Kanser gelisiminin erken evrelerinde semptomlarinin olmamasi nedeniyle,
PDAK'lar genellikle kanser metastaz yaptiktan sonra Ve geg¢ bir agamada teshis edilir. Sonug
olarak, kansere karsi terapotikler, ilag direncini artiran giiglii sitoprotektif mekanizmalar
nedeniyle etkisiz kalmaktadir. Bu saldirganlik ve ilag direnci nedeniyle, PDAK i¢in tahmini

medyan sagkalim 4 ay kadar kisa olabilmektedir (Fesinmeyer ve digerleri, 2005).

PDAK'larden 6nce, prekanseréz olan ve kansere doniisme egilimi sergileyen pankreas
intraepitelyal neoplazileri (PanIN'ler) ve intraduktal papiller miisin6z neoplazmlar (IPMN'ler)
olarak bilinen hiperplastik lezyonlarin gelisimi gelir (Sekil 1). IPMN'ler, pankreas kanalina
uzanan papilla (parmak benzeri yapilar) gibi goriinlir (Hruban ve digerleri, 2001). Miisindz
tiimorler, pankreas kanserinin ikinci en yaygin histolojik alt tipidir ve vakalarin %10'undan
azini olusturur. Bu tiimorler genellikle tan1 aninda adenokarsinomlardan ¢ok daha az invazivdir
ve karsilastirmaya gore 0,88 kat daha diisiik mortalite riskine sahiptir (Fesinmeyer ve digerleri,
2005). Miisindz tiimorler de pankreas duktal epitelinden kaynaklanir, ancak hiicrelerin iginde
ve ¢evresinde goriilebilen miisin salgilayarak "yiizer" gibi goriinmelerine neden olur (Hruban

ve digerleri, 2004). Farklilasmamis ve karaciger kanserlerine benzeyen asiner hiicrelerden



kaynaklananlar gibi pankreas kanserinin bagka birgok alt tipi vardir. Ancak, bu alt tipler

nadirdir.

Genetik Degisiklikler

Duktal Epitelyal Hiicre

-KRAS mutasyonu
-Telomer kisalmasi

PanIN-1

-CDNK2A mutasyonu <
PanIN-2
-P53 ve SMAD4
mutasyonu
PanIN-3 (KIS)
: PDAK
METASTAZ

Sekil 1. Pankras kanseri progresyon modeli. Grant ve digerlerinden esinlenerek yeniden

cizilmistir (Grant ve digerleri, 2016).

2.1.1. Pankreas’in Yapisi ve Morfolojisi

Pankreas, 6n bagirsak (dorsal ve ventral tomurcuklar) endodermindeki ortak bir
multipotent hiicre popiilasyonundan gelisir. Ekzokrin ve endokrin pankreas, Pdx1, Ptfla ve
Sox9'u ifade eden ortak bir progenitor hiicre popiilasyonundan kaynaklanir. Ngn3, NeuroD,
Hnf6 ve Pax4 gibi diger faktorlerin varliginda bu hiicreler, endokrin pankreasin
proliferasyonuna ve farklilasmasina katkida bulunur. Proendokrin faktdrlerin ve Ptfla ve Mistl
gibi transkripsiyon faktorlerinin yoklugu, ekzokrin pankreas gelisimine yol acar (Benitez ve
digerleri, 2012; Reichert ve Rustgi, 2011). Genel olarak, Hedgehog, Notch ve Wnt ile iliskili
yollar, pankreasin gelisimi, farklilasmasi ve g¢ogalmasinda kritik roller oynar. Ekzokrin
pankreas, dogumda morfolojik olarak olgunlasir, ancak ¢ogu hayvanda siitten kesimde

fonksiyonel olgunluga ulasir (Walthall ve digerleri, 2005).



Ekzokrin pankreas bileseni, pankreas kiitlesinin ~ %90'in1 olusturur ve asiner,
sentroasiner ve duktal hiicrelerden olusur. Langerhans'in endokrin bilesen adaciklar1 pankreasin
yaklasik %1-2'sini olusturur ve kan damarlari, lenfatikler, sinirler ve fibréz bag dokusu stromasi
ile interstisyum pankreasin diger kisimlarini olusturur. Pankreas, bezin ¢ok sayida asini igeren
lobiillere boliinmesiyle sonuglanan septa olusturan ince bir gevsek bag dokusu tabakasi ile
kaplidir. Ekzokrin pankreas asinin organizasyonunu agiklamak igin iki model Onerilmistir.
Bunlardan biri, Takahashi tarafindan desteklenen ve lobiillerin, kanallarla birbirine baglanmis
lizim benzeri kiimeler halinde diizenlendigi asiner modeldir. Digeri, Bockman tarafindan
desteklenen, lobiillerin anastomoz yapan tiibiillerden olusan bir agdan tomurcuklandigi

retikiiler modeldir (Bockman, 1976; Takahashi, 1984).

Insan pankreasi, ortalama olarak 100-150 g agirliginda ve 15-25 cm uzunlugunda olan
tist karmn bolgesinin retroperitoneal bir organidir. Pankreas ana pankreas kanalinin ana safra
kanaliyla birlestigi ampulla Vater yoluyla duodenuma giinde yaklasik bir kilogram pankreas
suyu salgilar. Anatomik olarak pankreas, dalak, mide, oniki parmak bagirsag:i ve kolon dahil
olmak {izere diger karin organlar ile baglantilidir. Pankreas yapisal olarak bas, govde ve kuyruk
olarak adlandirilan ii¢ boliime ayrilmistir (Beger ve digerleri, 2018). Pankreasin bas bolgesi
diizdiir ve duodenumun ilk halkasi i¢inde yer alir. Kuyruk bolgesi dalak hilusuna yakindir ve
pankreas polipeptit (PP) hiicrelerini i¢ceren pankreasin tek parcasidir (Beger ve digerleri, 2018).
Pankreasin govde bolgesi ise prizmaya benzeyen bir sekle sahiptir. Pankreasin kanlanmasi
birkag¢ ana artere, yani alt pankreatikoduodenal arter, iist pankreatikoduodenal arter ve splenik
artere baghdir. Metabolitlerin pankreastan uzaklastirilmast ve hormon salinimi sirasiyla
pankreatikoduodenal ven ve pankreatik ven araciligiyla gerceklesir. Pankreas, pankreas
pleksus, ¢olyak ganglionlari ve vagus siniri tarafindan yiiksek oranda innerve edilir (Beger ve

digerleri, 2018).

Pankreasin endokrin ve ekzokrin rolleri, farkli olmakla birlikte, birbiriyle yakindan iliskili
fizyolojik islevlere sahiptir. Pankreas, yapisal olarak farkli dort bilesen olarak diisiiniilebilir:
birincisi asiner hiicreler ve kanal hiicrelerinden olusan ekzokrin pankreas; ikincisi adacik
hiicrelerinin yeri olan endokrin pankreas; tg¢ilinciisi kan damarlar;; ve dordiinciisii ise
ekstraseliiler bogluk. Baslica islevi sindirim enzimi ve sodyum bikarbonat salgisi liretmek olan
ekzokrin kisim, pankreasin hiicresel kiitlesinin ¢ogunu (yani hacimce yaklasik %80'ini)
olusturur. Ekzokrin pankreas mimarisi, yapisal olarak biiytik bir {iziim salkimina benzeyen kor
uclu bir kanal sistemi ile karakterize edilir. Asini, dallanmisg bir tiibiil ag1 ile lobiiller halinde

gruplandirilmigtir. Her bir asiniis, apikal zarlar1 hiicreler arasi kanalikiil olarak bilinen merkezi



bir limeni kaplayan ve bazolateral zarlar1 asiner periferi olusturan yiiksek oranda
yonlendirilmis, piramidal sekilli asiner hiicrelerden olusur (Leung ve Ip, 2006). Asiner hiicre
salgilar1, esas olarak sodyum bikarbonat formunda bikarbonat salgilayan kanal hiicreleri olarak
da bilinen duktal epitel hiicrelerinden olusan hiicreler arasi kanalikiillere akar (Leung ve Ip,
2006). Acini'yi drene eden kiiciik interkalasyonlu kanallar daha biiyiik intralobiiler kanallarda
birlesir ve bunlar daha sonra biiyiik ekstralobiiler kanalda birlesir. Ekstralobiiler kanallar

nihayet ana toplayici kanalda birlesir ve bu kanal pankreas 6zsuyu duodenuma girmeden once

koledok ile birlesir (Leung ve Ip, 2006).

2.1.2. Pankreas Anatomisi

Pankreas, arka karin duvarindaki L1 ve L2 omurlarinin gdvdelerini gecen, retroperitoneal
olarak bulunan genisletilmis, yardimci bir sindirim bezidir. Pankreas, sagda onikiparmak
bagirsagi ile solda dalak arasinda iist karin bolgesinde enlemesine uzanir. Bas, boyun, gévde ve
kuyruk olmak tizere dorde ayrilir. Bas, inferior vena kava ve renal vende uzanir ve duodenumun
C halkasi ile ¢evrilidir. Pankreasin kuyrugu dalak hilusuna kadar uzanir. Pankreas bir ekzokrin
sekresyonu (asiner hiicrelerden pankreas suyu) iiretir ve daha sonra kana giren ana ve yardimci
pankreas kanallar1 ve endokrin sekresyonlar1 (Langerhans'in pankreas adaciklarindan glukagon

ve insiilin) yoluyla duodenuma girer (Talathi ve digerleri, 2021).

Pankreasin basi, onikiparmak bagirsaginin C seklindeki egrisi ile ¢evrili bezin genislemis
kismidir. Oniki parmak bagirsaginin inen kismina giderken safra kanali, basin posterosuperior
yiizeyindeki bir olukta uzanir. Pankreasin gdvdesi boyundan devam ederek aort ve L2
omurunun {izerinden gecer. Pankreas govdesinin 6n ylizeyi periton ile kaplidir. Viicudun arka
ylizeyinde periton yoktur ve aort, superior mezenterik arter (SMA), sol bobrek {istii bezi, sol

bobrek ve bobrek damarlari ile temas halindedir (Talathi ve digerleri, 2021).

Pankreasin boynu nispeten daha kisadir. Pankreasin kuyrugu sol bobregin 6niinde yer alir
ve burada dalak hilusu ve sol kolik fleksurayla yakindan iligkilidir. Pankreas salgilarini tagiyan
ana pankreas kanali, duodenumun inen kismina agilan hepatopankreatik ampulla olusturmak
icin safra kanali ile birlesir. Hepatopankreatik ampulla etrafindaki Oddi'nin hepatopankreatik
sfinkteri, safra ve pankreas suyunun ampulla i¢ine akigini kontrol eden ve duodenal maddelerin
ampulla i¢ine geri akisini engelleyen diiz kas sfinkteridir (Talathi ve digerleri, 2021).

Pankreasin ¢ogunlugu (yaklasik %80') asiner hiicreleri igeren ekzokrin pankreastan olusur.



Bunlar apikal bolgede yogun zimojen graniilleri icerirken, bazal bolge c¢ekirdegi ve
endoplazmik retikulumu (sindirim enzimlerinin sentezlenmesine yardimci olan) igerir. Bu
enzimler, Golgi kompleksi adi verilen salgi keseciklerinde depolanir. Asiner hiicrelerin
bazolateral membrani, sindirim enzimlerinin ekzositozunu diizenleyen sekretin, kolesistokinin,
asetilkolin dahil olmak iizere noérotransmiterler icin ¢esitli reseptorler icerir. Pankreas ayrica
endokrin hiicrelerini iceren Langerhans adacigini da igerir. Ekzositoz tarafindan salgilanan
ekzokrin enzimlerin aksine, endokrin enzimler kan dolasimina pankreas kan akisi igindeki
kompleks bir kilcal ag yoluyla girer. 4 tip endokrin hiicre vardir (A hiicreleri glukagon iiretir,
B hiicreleri insiilin iiretir, D hiicreleri somatostatin iiretir ve F hiicreleri pankreas polipeptidi
tiretir). Stellat hiicreleri, pankreas iginde dogrudan epitel yapilarinin olusumudur. Kronik

pankreatit gibi durumlarda, bu hiicreler iltihab1 ve fibrozu tesvik eder (Talathi ve digerleri,

2021).

2.2. Pankreas Kanseri

Normal pankreas, sindirim enzimleri salgilayan asiner hiicreler, bikarbonat salgilayan
duktal hiicreler, asiner ve duktal hiicreler arasindaki gecis bolgesi olan sentro-asiner hiicreler,
hormon salgilayan endokrin adaciklar ve nispeten inaktif stellat hiicrelerden olusur. Pankreasin
malign neoplazmalarinin ¢ogunlugu adenokarsinomlardir; Nadir pankreas neoplazmalari
arasinda noroendokrin tiimdrler (insiilin veya glukagon gibi hormonlar salgilayabilen) ve asiner
karsinomlar (sindirim enzimlerini dolasima salabilen) bulunur. Daha az yaygin olan
neoplazmalar arasinda kolloid karsinomlar, pankreatoblastomlar ve kati-psddopapiller
neoplazmalar bulunur. Spesifik olarak, PDAK pankreasin en yaygin malignitesidir. Pankreas
kanseri su anda gelismis iilkelerde kansere bagli dliimlerin dordiincii en yiiksek nedenidir ve
sonuglar iyilestirilmezse, hastaligin ontimiizdeki on yil i¢inde kansere bagli 6liimlerin ikinci
onde gelen nedeni olacagi tahmin edilmektedir (Rahib ve digerleri, 2014). Tiitiin i¢imi, tip 2
DM ve kronik pankreatit gibi risk faktorleri, vakalarin yaklagik dortte biri ila igte birini

olusturur.

Pankreas kanseri, birka¢ nedenden dolay1 son derece kotii bir prognozla iliskilidir (Siegel
ve digerleri, 2020). Genellikle spesifik olmayan semptomlar ve hatta bazi durumlarda semptom
olmamasi, hassas ve spesifik tiimor belirteglerinin eksikligi ve erken evre tlimdrlerin
goriintiilenmesindeki zorluklar nedeniyle ileri evrelerde teshis edilir. Pankreas kanseri,

perindral ve vaskiiler lokal biliylime ve ¢ogu hastada kiiratif cerrahi rezeksiyona engel olan
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erken uzak metastazlarla agresif bir fenotip sergilemektedir. Pankreas kanseri, kemoterapi,
radyoterapi ve molekiiler hedefli tedavi dahil olmak {izere ¢gogu geleneksel tedavi segenegine
dikkate deger bir direng (veya tolerans) ile karakterize edilir. Son olarak, pankreas kanseri,
coklu genetik ve epigenetik degisiklikleri barindirir ve karmasik, yogun tiimoér mikrogevrelerine

sahiptir.

Pankreas kanserinde erken teshis 6nemli bir konu olmay1 siirdiirmektedir. Pankreatik
intraepitelyal neoplazi, intraduktal papiller miisin6z neoplazmalar ve miisindz Kkistik
neoplazmalar gibi malignite oncesi durumlar1 saptamak i¢in taramadan fayda gorebilecek
yiiksek riskli hastalarin belirlenmesi gerekmektedir, ancak kabul edilebilir bir tarama testi
heniiz tanimlanmamistir (McGuigan ve digerleri, 2018). Pankreas adenokarsinomunun tedavisi,
yeni cerrahi tekniklerin ve laparoskopik teknikler ve neo-adjuvan kemoradyoterapi gibi tibbi
tedavilerin tanitilmasiyla gelismektedir, ancak bu, sonuclarda yalnizca miitevazi gelismelere
yol agmustir. Yeni biyobelirteglerin tanimlanmasi, pankreas kanseri tedavisinin bireysel hastaya
gore ayarlanabilecegi ve yasam kalitesi iizerinde olumsuz sonuglart olan gereksiz tedavilerin
Onlenebilecegi hassas bir tip ¢agina dogru ilerlemektedir. Arastirma gabalar1 ayrica yeni
aracilarin ve dagitim sistemlerinin gelistirilmesine odaklanmaktadir. Genel olarak, pankreas
kanseri ile iligkili yiikii azaltmak i¢in dnemli ilerleme gereklidir. Biiylik konsorsiyumlari ve
pankreas adenokarsinomu aragtirmalarini finanse etmek i¢in yakin zamanda yenilenen ¢abalar

memnuniyetle karsilanmaktadir.

2.2.1. Pankreas Kanseri Epidemiyolojisi

Pankreas kanseri insidans1 bolgelere ve popiilasyonlara gore degiskenlik gostermektedir
(Sekil). 2020'de diinya capinda 495.773 yeni pankreas kanseri vakasi kaydedimis ve tim
kanserlerin  %3,2'sini temsil ettigi saptanmistir (GCO, 2021; NIH, 2021). Yasa gore
standartlastirilmis oran (ASR) insidansi en yiiksek Avrupa (100.000 kisi basina 7.8) ve Kuzey
Amerika'da (100.000 kisi basina 8.0), ardindan Okyanusya’da (100.000 kisi basina 6.6) idi. En
diisiik oran, tahmini 100.000 kiside 2,3 insidansla Afrika'da gozlendi (GCO, 2021). En yiiksek
orandaki popiilasyonlar (Macaristan: 11.2) ve en diisiik oranli popiilasyonlar (Malawi: 0.63)
arasinda insidans oranlarindaki farkliliklar yaklasik 18 kat idi (GCO, 2021).

Pankreas kanseri, diinyada en yaygin 15. kanser ve kanser oliimlerinin 9. en yiiksek

nedeni olarak siralanmaktadir. Globocan tahminleri, 2025'de kiiresel olarak pankreas
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kanserinden 572.329 tan1 ve 539.007 6liim olacagin1 2030°da ise 657.584 tan1 ve 620.818 6liim
olacagin1 ortaya koymaktadir (GCO, 2021). Sekil 2' de gosterildigi gibi, insidans oranlari
iilkeler arasinda onemli Olgiide degisiklik gostermektedir. Yasa gore standartlastirilmis en
yiiksek insidans Avrupa ve Kuzey Amerika'da, en diisiik ise Afrika ve Giliney Orta Asya'da
goriilmektedir (GCO, 2021). Gelismis tilkelerde gelismekte olan iilkelere kiyasla daha yiiksek

insidans oranlarina genel bir egilim vardir.

. Estimated age-standardized incidence and mortality rates (World) in 2020, pancreas, all ages
B oty Males Females
entral and Eastern Europe

Western Europe

Northern America
Southern Europe
Northern Europe
Polynesia

Australia and New Zealand
Western Asia
Eastern Asia
Micronesia
World

South America

Populations

Caribbean
Southern Africa
Central America
Northern Africa
South-Eastern Asia
Melanesia
Western Africa
Middle Africa

14 12 10 30 6.0 40 20 0 20 40 6.0 80 10 12

ASR(World) per 100 000

Sekil 2. 2020'de tahmini yasa gore standardize insidans ve mortalite oranlar1 (GCO,
2021).

Pankreas kanseri i¢in uluslararasi 6liim oranlar1 diinyada 6nemli dl¢iide degismektedir
(Sekil 2b). 2018'de en yiiksek 6liim oranlar1 Bat1 Avrupa (100.000 kisi basina 7.8), Orta ve
Dogu Avrupa'da (7.1), ardindan Kuzey Avrupa (6.6) ve Kuzey Amerika'da (6.5) kaydedildi
(GCO, 2021). En diisik oran Giiney-Orta Asya (1.1) ve Orta Afrika (1.5) iilkelerinde
bildirilmistir. Oliim oranlarindaki farkliliklar, en yiiksek ve en diisiik orana sahip popiilasyonlar
arasinda yaklagik 16 kat idi (Macaristan: 10,2’ye karsi Malawi: 0,62). 2020'de pankreas
kanserine bagl 6limlerin ¢ogu (182.074'i) Bat1 Pasifik’te meydana gelirken, ikinci en ¢ok
olim Avrupa'da (145.010'u) kaydedildi. Pankreas kanserinin hem erkek hem de kadinlarda
6liim orani yasla birlikte artar ve tiim 6liimlerin neredeyse %90'1 55 yasindan sonra meydana

gelmektedir (GCO, 2021).

11



2.2.2. Pankreas Kanseri Risk Faktorleri

Pankreas kanserinin en 6nemli belirleyicisi yastir. Hastalarin ¢oguna >50 yaslarinda tani
konur ve en yiiksek insidans yasamin yedinci ve sekizinci dekatlarindadir. Onlenebilir risk
faktorleri agisindan tiitlin kullanimi en 6nemli ve en ¢ok calisilandir. Sigara igenlerde
icmeyenlere gore pankreas kanseri gelisme riski iki ila ti¢ kat daha fazladir; sigaray1 birakmanin
olumlu bir etkisi oldugu gibi bir doz-risk iliskisi kaydedilmistir. Tiitiin i¢iciligine atfedilebilen
vakalarin oraninin ¢esitli popiilasyonlarda %15-30 oldugu tahmin edilmektedir (Bosetti ve
digerleri, 2012; Parkin, 2011; Whiteman ve digerleri, 2015).

Obezite ve diisiik fiziksel aktivitenin de pankreas kanseri ile iligkili oldugu bildirilmistir
(Behrens ve digerleri, 2015; Genkinger ve digerleri, 2015). Yiiksek (doymus) yag alimi, diisiik
sebze ve meyve alimi, kirmizi ve islenmis et tiikketimi gibi bazi beslenme ve diyet faktorleri de
riskle iliskilidir (Bosetti ve digerleri, 2013a; Larsson ve Wolk, 2012). Bununla birlikte, diger

diyet faktorleri tanimlanmamig ve nicellestirilmemistir.

Ayrica, agir alkol tiiketimi ile pozitif bir iliski gdzlemlenmistir, ancak orta diizeyde alkol
tilkketimi ile bdyle bir iliski gosterilememistir (Lucenteforte ve digerleri, 2012). Agir alkol
tiiketimi, pankreas kanseri riskini on kattan fazla artiran kronik pankreatit ile iligkili olabilir ve

pankreatitin alkollii ve alkolsiiz formlar1 arasinda atfedilebilir risk agisindan ¢ok az fark vardir.

Diabetes mellitus hem hastalik icin bir risk faktoriidiir hem de erken evre pankreas
kanserinin bir sonucudur; uzun siireli diabetes mellitus, pankreas kanseri riskini yaklagik olarak
iki katina ¢ikarir (Bosetti ve digerleri, 2014). Diabetes mellitusa pankreas kanseri de (tip 3c
diabetes mellitus) neden olabilir ve buna bagl olarak yeni baslangigli diabetes mellitus, yasl
hastalarda pankreas kanseri tanis1 i¢in ilk ipucu olabilir (Bosetti ve digerleri, 2014).
Gastrointestinal llser ve gastrektomi, pankreas kanseri riskinde 1liml bir artig ile iliskilidir,
ancak modern ¢agda genel hastalik yiikii tizerinde sinirli bir etkiye sahiptir (Bosetti ve digerleri,
2013Db).

Pankreas kanseri hastalarin %10'unun ailesinde pankreas kanseri dykiisii vardir (Turati
ve digerleri, 2013). Gergekten de, Peutz-Jeghers sendromu gibi bazi kalitsal kosullar pankreas
kanseri riskini artirmaktadir. BRCA2, BRCA1, CDKN2A, ATM, STK11, PRSS1, MLH1 ve
PALB2'deki mutasyonlar, degisken penetransli pankreas kanseri ile iliskilidir ve ABO kan
grubu lokusu gibi orta diizeyde risk saglayan yaygin varyantlar da tanimlanmistir (Rizzato ve
digerleri, 2013).
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Cinsiyet de pankreas kanseri risk faktorleri arasinda yer almaktadir. Diinya ¢apinda
pankreas kanseri insidansi erkeklerde kadinlardan daha yiiksektir (Kadinlarda 4.0'a kiyasla
erkeklerde yasa gore standardize edilmis oran 5.5) (GCO, 2021). Bu esitsizlik, yiiksek
gelismislik indeksi olan tilkelerde daha fazla goriinmektedir (GCO, 2021). Cinsiyet farkliligina
ragmen, 15 calismanin sistematik bir incelemesi, kadinlarda tireme faktorlerinin pankreas

kanseri ile iligkili olmadigi sonucuna varmistir (Wahi ve digerleri, 2009).

Pankreas kanserinde bagirsak mikrobiyotasiin roliinii inceleyen ¢ok sayida ¢alisma
yapilmustir. Yapilan sistematik bir incelemede, diisiik Neisseria elongate ve Streptococcus mitis
diizeylerinin ve daha yiiksek Porphyromonas gingivalis ve Granulicatella adiacens
diizeylerinin, pankreas kanseri riskinin artmastyla iliskili oldugu gosterilmistir (Memba ve
digerleri, 2017). Bununla birlikte, bu bulgular1 dogrulamak ve ayrica hedefe yonelik tedavinin

terapotik bir olasilik olup olmadigini belirlemek icin daha fazla ¢alismaya ihtiyag vardir.

2.2.3. Pankreas Kanseri Karsinogenezi ve Patogenezi

Solid kanserin molekiiler mekanizmalari, hastaligin farkli asamalarinda meydana gelen
ve dokuyu etkileyen farkli mekanizmalarla ¢ok karmasiktir. Pankreas kanserinin baslamasi,
gelismesi ve ilerlemesinin ayrintili molekiiler mekanizmalari, hastaligin temel prensiplerinin
1970'lerde ve 1980'lerde ortaya ¢ikmasindan bu yana kapsamli bir sekilde ¢aligilmistir (Zavoral
ve digerleri, 2011). Pankreas kanseri gelisiminin klasik modeli, 6ncii lezyonlardan invaziv
karsinomaya morfolojik ve molekiiler doniisiimleri tanimlamaktadir (Hruban ve digerleri,
2000).

Pankreas adenokarsinomu, normal mukozadan spesifik Oncii lezyonlara ve sonugta
invaziv maligniteye kadar bir dizi agamali mutasyonu takiben gelisir (Mohammed ve digerleri,
2014). Bu malignitenin en iyi karakterize edilen ii¢ Onciisii, pankreas intraepitelyal neoplazi
(PanIN), intraduktal papiller miisin6z neoplazmalar (IPMN) ve miisindz kistik neoplazmalardir
(MCN) (Esposito ve digerleri, 2014). Bunlarm her biri benzersiz klinik, patolojik ve molekiiler

ozelliklere sahiptir.

Kanal lezyonlarin siniflandirilmasi i¢in standart isimlendirme ve tani kriterleri, temel
olarak pankreas i¢i epitelyal neoplazi (PanIN) derecelerine dayanmaktadir (Hruban ve digerleri,
2001). Her PanIN asamasi (1A, 1B, 2 ve 3,) belirli genleri ve genetik yollar etkileyen genetik

diizensizliklerle karakterize edilen molekiiler siirecleri tanimlamaktadir.
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PanIN modelinde, genetik degisiklikler, hiicre biiyiimesi, hiicre boliinmesi, apoptoz ve
goc gibi tiim molekiiler sistemlerin kararsizligimi indiikleyen hiicresel sinyallemenin kilit
koruyucularini etkileyen temel bir role sahiptir. Onkogenik mutasyonlarin baskin bir karakteri
vardir; bu nedenle, bir alel eksikligi (yani heterozigot mutasyon) 6liimciil bir sonug icin
yeterlidir. KRAS, CTNNBI1 (B-catenin), PIK3CA veya AKT1 dahil olmak iizere pankreas
kanseri olusumunda rol oynayan birka¢ anahtar proto-onkogen vardir (Zavoral ve digerleri,
2011). Timor baskilayict genlerdeki mutasyonlar ise, ¢ekinik bir karaktere sahiptir; bu nedenle,
hiicre yalnizca her iki alel de etkilendiginde islevini kaybeder. Pankreas kanserinde, siklikla
etkilenen tiimor baskilayicilar arasinda TP53, APC, SMAD4 ve TP16 bulunur (Zavoral ve
digerleri, 2011).

C-MET / HGF (hepatosit biiyiime faktorii) sinyal yolu, pankreas kanserinin erken
ilerlemesinde anahtar faktordiir. Yol, anahtar onkogenlerin aktivasyonu, anjiyogenez ve
sacilma (hiicre ayrismasi ve metastaz) yoluyla invaziv biiylimeden sorumludur. c-MET,
embriyonik gelisim ve yara iyilesmesinde birincil islevi olan bir HGF reseptoriinii kodlayan bir
proto-onkogendir (Chmielowiec ve digerleri, 2007). C-MET mRNA normal insan ekzokrin
pankreasinda ¢ok diisiik seviyelerde bulunmasina ragmen, pankreas kanserlerinin ¢ogunda
(Ebert ve digerleri, 1994) ve pankreatitten etkilenen epitel hiicrelerinde yukari regiile edilir (Yu
ve digerleri, 2006). C-MET'in asir1 ekspresyonu, akut pankreatitten etkilenen rejenere dokuda

da gozlenir ve pankreas karsinogenezinde erken bir olay olarak gériiliir (Yu ve digerleri, 2006).

Ras / Raf / mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK) yolu, kanserde en ¢ok c¢alisilan
ve en iyi tarif edilen sinyal yollarindan biridir (Molina ve Adjei, 2006). Fosforillenmis
MAPKI1/ERK?2 c¢ekirdege transloke olarak gesitli transkripsiyon faktorlerini fosforile eder ve
pankreas kanserinin malign fenotiplerinde Onemli roller oynadigi diisiiniilen asagi akis

genlerinin ekspresyonunu indiikler (Brunet ve digerleri, 1999; Furukawa ve digerleri, 2000).

PTEN / PI3K / AKT, temelde hiicre membranindaki lokalizasyonu yoluyla AKT
onkojeninin diizenlenmis aktivasyonuna dayanan Onemli bir sinyal yolagidir (Carnero ve
digerleri, 2008). AKT'nin membran lokalizasyonunda yer alan iki 6nemli protein ailesi PI3K
ve PTEN fosfatazlardir. PI3K, fosfoinositidler olarak bilinen bazi zara bagl lipidleri fosforile
edebilir. PI3K aracili fosforilasyon, fosfatidilinositol 3-fosfat (PIP), fosfatidilinositol (3,4) -
bifosfat (PIP2) ve fosfatidilinositol (3,4,5) -trisfosfat (PIP3) iireten ii¢ asamada ilerleyebilir.
Fosforile formlar, PIP3 ve daha az 6l¢iide PIP2, 6nemli protein kinazlari hiicre membranina
ceker. En belirgin olani, glikoz metabolizmasi, hiicre proliferasyonu, apoptoz, transkripsiyon

ve hiicre gogili dahil olmak iizere bir dizi anahtar hiicresel siireci tetikleyen bir serin / treonin
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protein kinaz ailesi olan AKT'dir. AKT aktivitesi, hiicre zar1 tizerindeki uygun lokalizasyonuna
biiyiik 6l¢lide baglidir. AKT'nin membrandaki konumu, PIP3'e giiclii bir sekilde baglanmasiyla
saglanir. Pankreas karsinogenezinde AKT]1, hiicre dongiisii tutuklanmasinin iistesinden gelerek,
apoptozu bloke ederek ve anjiyogenezi tesvik ederek hiicrenin hayatta kalmasini saglayan bir
onkogen olarak islev goriir (Zavoral ve digerleri, 2011). Pankreas karsinogenezindeki anahtar

rolii sayesinde, PI3K / AKT / PTEN sinyali, antikanser tedavisi i¢in 6nemli bir hedeftir.

JAK / STAT sinyal yolu, sitokin reseptorlerinden gelen kimyasal sinyallerin hiicre
cekirdegine iletilmesiyle DNA transkripsiyonunun diizenlenmesinde énemli bir role sahiptir
(Zavoral ve digerleri, 2011). JAK2/STAT3 yolu, pankreas tiimor hiicrelerinde CCK2R
tarafindan aktive edilir ve hiicre proliferasyonuna katkida bulunur (Ferrand ve digerleri, 2005).
Ayrica JAK2/STAT3 yolunun CCK2R tarafindan deregiilasyonu, pankreas karsinogenezinde
erken bir adimi1 temsil eder ve hiicre proliferasyonuna ve pankreas tiimorii gelisimine katkida
bulunur (Ferrand ve digerleri, 2005). STAT3 ise FG ve PANC-1 hiicrelerinin vaskiiler
endotelyal biiyiime faktorii ekspresyonunu ve dolayisiyla insan pankreas kanseri

anjiyogenezini, biiyiimesini ve metastazin1 dogrudan diizenler (Wei ve digerleri, 2003).

Wnt sinyali endokrin pankreas olusumu ve siirdiiriilmesi igin ¢ok énemlidir (Dessimoz
ve Grapin-Botton, 2006). Pankreas karsinogenezi sirasinda Wnt, hiicre proliferasyonu,
farklilagsmasi ve gocii lizerinde dogrudan etkisi olan bir dizi genin transkripsiyonunu tetikler
(Rulifson ve digerleri, 2007). Cekirdekte yiiksek p-katenin ekspresyon seviyelerinin
lokalizasyonu, cesitli yliksek dereceli PanIN lezyonlarinin yani sira ilerlemis pankreas
kanserinde deneysel olarak dogrulanmistir (Al-Aynati ve digerleri, 2004). Kanonik olmayan,
B-katenin'den bagimsiz bir yolda, B-katenin destekli transkripsiyonu bloke eden diger sinyal
aracilar1 dahil edilir. § -Katenin'in niikleer lokalizasyonu ve kanonik olmayan Wnt yolaklarinda
yer alan bir gen olan WNTS5a'nin yiiksek ekspresyon seviyeleri, pankreas kanseri
progresyonunda her iki yolun da dahil oldugunu diisiindiirmektedir (Rulifson ve digerleri,
2007).

Son yillarda molekiiler patogenezin yogun olarak arastirilmasi, pankreas kanserinin
teshisi, tedavisi ve prognozu ig¢in yararli molekiillerin belirlenmesinde biiyik yardimeci
olmustur. Son birkag yilda, 6nemli arastirmalar pankreas karsinogenezindeki molekiiler olaylari
ve bunlarin klinikopatolojik durumla iliskisini belirlemeye odaklanmistir. Pankreas kanserinin
gelisimi ve ilerlemesi sirasinda ¢ok sayida gen alt kiimesinin, aktivasyon veya inaktivasyon
olmak tizere genetik degisikliklere ugradigi bulunmustur (Mimeault ve digerleri, 2005).

Onkogenlerin aktivasyonu ve tiimor baskilayici genlerin inaktivasyonu, pankreas kanserlerinin
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baslamasindan ve ilerlemesinden kismen sorumludur (Mimeault ve digerleri, 2005; Jimeno ve
Hidalgo, 2006; Maitra ve digerleri, 2006). Ayrica, EGFR, Akt, NF-kB, vb. gibi ¢esitli hiicre
sinyal yolaklarindaki molekiillerin deregiilasyonu ve bunlarin molekiiler ¢capraz karigimi (Sekil
3), pankreas kanserinin molekiiler patogenezinde onemli roller oynamaktadir (Jimeno ve

Hidalgo, 2006; Mimeault ve digerleri, 2005).
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Sekil 3. Pankreas kanserinin baglamasi ve progresyonunda rol oynayan protein ve yolaklar.
Sarkar ve digerlerinden esinlenerek biorender araciligi ile yeniden ¢izilmistir (Sarkar ve

digerleri, 2007).

Pankreas kanserinde onkogenler, nokta mutasyonu ve amplifikasyon dahil olmak iizere
farkli mekanizmalar yoluyla aktive edilebilir. Ras onkogeninin aktivasyonu, pankreas
kanserlerinin %90'indan fazlasinda bulunmustur (Almoguera ve digerleri, 1988). Pankreas
kanserlerinin yaklagik %80-90"n1n ise K-ras'daki 12, 13 ve 61 kodonlarinda nokta mutasyonu
barmdirdigi bulunmustur. Bu, herhangi bir insan tiimor tipinde bulunan K-ras degisiminin en

yiiksek fraksiyonudur (Almoguera ve digerleri, 1988).
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2.2.4. Pankreas Kanserinin Siniflandirilmasi

2.2.4.1. Pankreas Kanserinin TNM Siniflandirmasi

TNM smiflandirmasi, pankreas adenokarsinomunun lokal ve sistemik biiylimesini
karakterize etmek i¢in kullanilir. Timor boyutu ve yakin doku, lenf nodu metastazi ve uzak
metastazlarin invazyonu, hastaligin prognozu ile korele oldugu gdosterilmistir. Uluslararasi
Kanser Savas Orgiitii (UICC) ve Amerikan Ortak Kanser Komitesi (AJCC), ayirt edilebilir bir
prognoza sahip tiimor evrelerini karakterize etmek amaciyla TNM siniflamasina dayanan bir
evreleme sistemi yayinladi (Edge ve Compton, 2010). Tablo 1°de pankreas kanseri icin AJCC

evreleme sistemi bulunmaktadir.

Tablo 1. AJCC’nin TNM evreleme sistemine gore pankreas kanserinin TNM evrelemesi.

TNM asamasi Aciklama

T-stage

Tis Karsinoma in situ

T1 Tiimdr 2 cm’den kiiciik ve pankreasla sinirlt

T2 Tiimdr 2 cm’den biiyiik ve pankreasla sinirl

T3 Timor pankreasin Gtesine uzaniyor ancak ¢olyak arter
veya SMA tutulumu yok

T4 Tiimdr ¢olyak arter veya SMA'y1 igerir

N-stage

NO Tiimor bolgesel lenf diiglimlerine dahil degil

N1 Tiimor bolgesel lenf diiglimlerine dahil

M-stage

MO Uzak metastaz yok

M1 Uzak metastaz var

M: metastazlar; N: diiglimler; SMA: superior mezenterik arter; T: timor.
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2.2.4.2. Pankreas Tiimoérlerinin Patolojik Olarak Simiflandiriimasi

Pankreas tiimorleri genis bir spektrum igerir ve genellikle histolojik farklilasmalarina
gore epitelyal veya epitelyal olmayan ve biyolojik davraniglarina gore benign, pre-malign veya
malign neoplazmlar olarak siniflandirilir. Epitelyal neoplazmlar, ekzokrin veya endokrin
olabilirken, ekzokrin neoplazmlar grubu ayrica duktal ve asiner neoplazmlarda siniflandirilir.

Pankreas neoplazmlarina genel bir bakis Tablo 2' de verilmistir.

PDAK, tiim pankreas neoplazmlarinin yaklasik %901 olusturan pankreas
malignitesinin agik ara en yaygin tiiriidiir (Fesinmeyer ve digerleri, 2005). Bu nedenle,
“pankreas kanseri” ve “pankreatik duktal adenokarsinom” terimleri siklikla esanlamli olarak
kullanilmaktadir.

Tablo 2. Pankreas tiimorlerinin patolojik olarak siniflandiriimasi.

Benign Tiimoérler
Ser6z kistadenom
Miisindz kistadenom
Intraduktal papiller-miisin6z adenom
Olgun Teratom

Malign Tiimorler
Siddetli duktal displazi-karsinoma in situ
Duktal adenokarsinom
Miisinoz kistik olmayan karsinom
Tash ytiziik hiicreli karsinom
Adenoskuamdoz karsinom
Farklilasmamis (anaplastik) karsinom
Karigik duktal-endokrin karsinom
Osteoklast benzeri dev hiicreli timor
Serdz kist-adenokarsinom
Miisinoz kist-adenokarsinom
Intraduktal papiller-miisinéz karsinom
Asiner hiicreli karsinom
Pankreatoblastom
Solid-psddopapiller karsinom

Cesitli (Miscellaneous) karsinom
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2.2.5. Pankreas Kanseri Tanis1

Pankreas kanserinin klinik belirtileri spesifik degildir ve sarilik, agiklanamayan kilo
kaybu, sirta yayilan epigastrik agr1, mide bulantisi, yeni baslayan diyabetes mellitus ve nadiren
tromboflebit icerir (Wolfgang ve digerleri, 2013). Pankreas kanseri teshisinden
stiphelenildiginde, ilk olarak goriintiileme yapilmaktadir. Cok Kesitli BT (CKBT), pankreas ve
cevresindeki damar sisteminin miikkemmel ¢oziiniirliigiinii saglar ve hastaligin yayilmasinda
diger organlar1 degerlendirmek igin kullanilabilir (Wolfgang ve digerleri, 2013). Genellikle
¢olyak gdvdesi, superior mezenterik arter ve diger arterlerin tutulumunu degerlendirmek i¢in
erken arteriyel faz goriintiileri, pankreas lezyonlari i¢in pankreas fazi goriintiileri, portal ven ve
superior mezenterik ven tutulumunu degerlendirmek i¢in ise portal vendz faz goriintiileri tercih
edilir (Lee ve Lee, 2014). Cogu pankreas kanseri kat1 hipodens lezyonlar olusturur. Pankreas
basinin kanserleri tipik olarak hem pankreas kanallarin1 hem de safra kanallarini tikayarak her
iki kanalin yukar1 dogru genislemesine neden olurken, korpus ve bezin kuyrugundaki
karsinomlar pankreas kanalinin sadece uzak kisimlarmi tikamaktadir. CKBT pankreastaki
lezyonlar1 tanimlayabilir, ancak ayni zamanda herhangi bir lezyonun rezektabilitesini
degerlendirmek icin mevcut altin standarttir (Kleeff ve digerleri, 2016). Pankreasa bitisik
stiperior mezenterik arter ve ven gibi biiyiilk damarlarin tutulumu, timori simmirda rezeke
edilebilir veya lokal olarak ilerlemis ve rezeke edilemez hale getirmektedir (Wolfgang ve
digerleri, 2013). MRI, pankreas kanallarmnin ve mevcut olabilecek kistlerin miikemmel
¢Oziinlirliiglinii  saglayabilir. MRI ayrica karaciger metastazlarinin saptanmast ve
degerlendirilmesinde CKBT den daha duyarli olabilir (Motosugi ve digerleri, 2011; Tsurusaki
ve digerleri, 2016).

Pankreas kanseri tanis1 koymak i¢in patolojinin gerekli oldugu gz 6niine alindiginda,
cogu hastaya ince igne aspirasyon biyopsisi ile endoskopik ultrasonografi uygulanmaktadir
(Kleeff ve digerleri, 2016). Endoskopik ultrasonografi pankreas ve peripankreatik damarlarin
ve lenf diiglimlerinin mitkemmel ¢oziinilirliglinii saglar ve doku elde etmek icin kullanilabilir.
PET, 6zellikle genislemis lenf diiglimleri ve tedaviden sonra kalic1 bir kitle gibi klinik 6nemi
belirsiz daha biiylik kitleleri degerlendirirken bu teknolojileri destekleyebilir (Parikh ve
digerleri, 2015).

Pankreas kanseri tanisinda patoloji, tan1 koymada altin standarttir. Pankreastan nasil

ornek alindigina bagli olarak, elde edilen materyaller sitolojik veya histolojik degerlendirilebilir
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(Hruban ve digerleri, 2007). Diger organlarda oldugu gibi, kanser teshisi genellikle
cekirdeklerin sekli, boyutu ve yogunlugu gibi niikleer 6zelliklerin degerlendirilmesi ile konur.
Kanser tanisin1 koymaya ek olarak, patoloji tiimor derecesini (6nemli bir prognostik faktor) ve
timor tipini  tanmimlamak i¢in kullanilabilir. Ayrica, SMAD4 gibi belirtegler i¢in
immiinohistokimyasal etiketleme, malign kanser tanisin1 desteklemek igin kullanilabilir, ancak
bu taniy1 belirlemez (Wilentz ve digerleri, 2000). Invaziv pankreas kanserine yol agan dncii
lezyonlar da tanimlanabilir; bunlara PanIN (diisiik dereceliden yiiksek dereceli displaziye
derecelendirilmis), IPMN'ler ve miisin6z kistik necoplazmalar dahildir (Basturk ve digerleri,
2015; Hruban ve digerleri, 2007).

Pankreas kanserlerinin ¢ogu, 'tiibililer' duktal adenokarsinomlart infiltre etmektedir. Bu
tiimdrler, yogun bir sekilde desmoplastik stromaya sizan bez olusturan neoplastik hiicreler ile
karakterize edilirler (Hruban ve digerleri, 2007). Bu desmoplastik stromanin taninmasi iki
nedenden dolay1 6nemlidir. Birincisi, stroma o kadar yogun olabilir ki kiigiik biyopsi drnekleri
neoplastik bezleri gézden kacirabilir. Bunun i¢in pankreas kanseri teshisi ekarte edilmeden
once kapsamli Orneklemeye ihtiyag vardir. lIkincisi, desmoplastik stroma tipik olarak
hipovaskiilerdir ve derin hidrostatik basing altindadir. Bu nedenle potansiyel olarak
kemoterapétik ajanlarin neoplastik hiicrelere verilmesini engeller (Jacobetz ve digerleri, 2013;

Provenzano ve digerleri, 2012).

Pankreasta, klinik 6neme sahip olan birkag farkli neoplazm tiirii ortaya ¢ikabilir (Hruban
ve digerleri, 2007). Pankreas noéroendokrin tiimoérleri, adindan da anlasilacagl gibi,
noroendokrin farklilasmasi ile karakterize edilir. Bu tiimorler yavas biiylime egilimindedir ve
genellikle cerrahi olarak tedavi edilir. Buna karsilik, adenoskuaméz karsinomlar ve
farklilasmamis karsinomlar genellikle hizli biiylir ve siklikla metastatiktir. Ancak bazi
adenoskuamoz karsinomlar platin bazli kemoterapiye yanit verir (Voong ve digerleri, 2010).
Kolloid karsinomlar hemen hemen her zaman ayr bir kistik dncii lezyon, bir IPMN ile birlikte
ortaya ¢ikar. Kolloid karsinomu olan bir hastanin prognozu, tipik bir duktal adenokarsinomu
olan bir hastadan daha iyidir. Son olarak, mediiller karsinomlar, zayif farklilasma, sinsityal bir
biliylime paterni ve sinirlar1 zorlayan farkli bir kanser seklidir. Mediiller karsinomlar1 tanimak
onemlidir ¢linkii kotii farklilagsmalarina ragmen bu kanserler iyi bir prognoz ile iligkilidir ve
siklikla mikrosatellit kararsizlig1 sergilerler; mikrosatellit kararsizligina sahip kanserler, bazi

immiinoterapilere son derece duyarli goriinmektedir (Le ve digerleri, 2015).
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2.2.6. Pankreas Kanseri Tedavisi

Pankreas kanserli hastalar i¢in tedaviyi optimize etmek zorlu bir istir. Hastalarin ¢ogu,
vaskiiler tutulum nedeniyle lokal olarak ilerlemis ve teknik olarak rezeke edilemeyen hastalik
veya genellikle karaciger ve peritona yaygin metastatik hastalik ile bagvurur. Hastalarin
%?20'sinden daha azinda rezektabl hastalik vardir. rezeksiyon ve ardindan adjuvan tedavi
uygulanan hastalarin ise ~%80'1 niiks edecek ve sonugta hastaliklari nedeniyle 6lecektir. Bu
nedenlerle, hastalar i¢in etkili ila¢ tedavilerinin kesfedilmesi biiyilk 6nem tasimaktadir.
Tarihsel olarak, ¢cok az etkili ila¢ tanimlanmigtir. Daha 6nce tanimlandig1 gibi pankreas kanseri
klinik 6ncesi sistemlerde ilag dagitimini engelledigi gosterilen derin desmoplastik stroma ile
iligkilidir (Olive ve digerleri, 2009). Ek olarak, hemen hemen tiim vakalar, genel olarak
kanserde kotili bir prognostik faktdr olan ve genellikle tedaviye direngle iliskili olan KRAS
aktivasyonu tarafindan yonlendirilir. Bununla birlikte, terapdtik ortami olumlu yonde etkileyen

bazi ilerlemeler kaydedilmistir.

1997'de, bir niikleozid analogu olan gemsitabin, "gemsitabin" ile "bolus 5-florourasil*i
karsilastiran randomize bir ¢alismaya dayali olarak FDA tarafindan pankreas kanseri tedavisi
icin onayland1 (Burris ve digerleri, 1997). 2005 yilinda, gemsitabin ile kombinasyon halinde
EGFR'nin bir tirozin kinaz inhibitdrii olan erlotinib, yine tek bagina gemsitabin iizerinde anlaml
ancak minimal iyilesme gosteren randomize bir denemeye dayanarak FDA tarafindan
onayland1 (Moore ve digerleri, 2007). Bununla birlikte, 2011'de folinik asit (leucovorin), 5-
fluorourasil, irinotekan ve oksaliplatin (FOLFIRINOX) kombinasyonu, gemsitabin
monoterapisine kiyasla giiglii aktivite gostermistir (Conroy ve digerleri, 2011). Ancak bu
rejimin ishal, bulanti, yorgunluk, miyelosupresyon ve noropati gibi dnemli toksisiteleri vardir
ve bu yan etkiler ilaglarla kontrol edilememektedir. Bu nedenle, FOLFIRINOX genellikle,
miitkemmel performans durumuna sahip olan 76 yas alti hastalar i¢in ayrilmistir. 2012'de
gemsitabin ve alblimine bagl paklitaksel rejimi tanitildi ve yine tek basina gemsitabin ile
karsilastirildiginda randomize bir calismada daha iyi etkinlik gostererek pankreas kanseri
tedavisi i¢in albiimine bagli paklitakselin FDA onayina yol act1 (Von Hoff ve digerleri, 2013).
Bu tedavinin toksisiteleri de dikkate degerdir: alopesi, miyelosupresyon, mide bulantisi,
yorgunluk ve noropati. Ancak bu rejim, biraz daha yash veya performans durumu biraz daha

kotii olan hastalara giivenle verilmektedir.

Ikinci basamak tedavi segimi dncelikle baslangigta hangi rejimin kullanildigina baglidir;

FOLFIRINOX baslangicta kullanilmigsa gemsitabin bazli bir rejim segilir veya baglangicta
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gemsitabin ve alblimine bagli paklitaksel kullanilmissa florlu pirimidin bazl bir rejim segilir.
Ayrica FDA, gemsitabin ile birinci basamak tedaviyi takiben 5-florourasil ve 16kovorin ile
kombinasyon halinde kullanilmak tizere lipozomal irinotekan'1 onayladi (Wang-Gillam ve

digerleri, 2016).

Lokal olarak ilerlemis, rezeke edilemeyen hastalik (genellikle biiylik damarlarin etrafinda
lokal yayilim, ancak metastatik hastalik olmaksizin) geleneksel olarak kemoradyoterapi ile
tedavi edilmistir. Bununla birlikte, gemsitabin monoterapisi ve ardindan kemoradyasyon veya
devam eden kemoterapi ile yapilan ¢ok 6nemli bir sistemik tedavi denemesi, radyasyonun dahil

edilmesi i¢in bir sagkalim yarar1 gosteremedi (Hammel ve digerleri, 2016).

2.2.6.1. Pankreas Kanseri Cerrahisi

Pankreas kanseri i¢in tek potansiyel tedavi secenegi cerrahidir. Yaklagik on yil once,
pankreas tiimoriiniin cerrahi rezeksiyonu, Ozellikle diisiik hasta hacmine sahip tip
merkezlerinde kabul edilemez derecede yiiksek morbidite ve mortalite oranlart ile
iliskilendirildi (Kleeff ve digerleri, 2016). Ayrica, genel sagkalim agisindan hastalara cerrahinin
yarar1 sorgulanmigtir (Gudjonsson, 1995). Giiniimiizde ise artan deneyim, hasta bakiminin
yiiksek hacimli merkezlerde daha fazla merkezilestirilmesi ve daha iyi perioperatif yonetim
sayesinde, pankreas kanseri cerrahisi, kabul edilebilir 6liim oranlar1 (<%5) olan yiiksek hasta
hacimli merkezlerde giivenle gergeklestirilebilmektedir (Kleeff ve digerleri, 2016). Ayrica,
makroskopik tam tiimor rezeksiyon ve adjuvan tedaviler, secilen alt gruplarda >%40 genel
sagkalim ile %20 (%15-25) gibi gii¢lii 5 yillik sagkalim oranlariyla sonug¢lanmaktadir (Kleeff
ve digerleri, 2016).

Tan1 aninda hastalarin ~ %10-20'si rezektabl tiimorler, %30-40"1 smirda rezektabl
pankreas kanseri (BRPC) veya lokal olarak ilerlemig/rezeke edilemeyen pankreas kanseri
(LAPC) ve %50-60" ise metastatik veya sistemik hastalik ile bagvurur. Daha énce BRPC ve
LAPC'nin tanimlarmin eksik olmasi, klinik ¢aligmalarin ve giivenilir sonu¢ analizlerinin
karsilastirilmasini engellemistir. 2014 yilinda, Uluslararas: Pankreas Cerrahisi Calisma Grubu
BRPC ve LAPC’nin tanimlarim iyilestirdi ve bu tanimlar daha sonra Ulusal Kapsamli Kanser
Ag tarafindan da kabul edildi (Bockhorn ve digerleri, 2014; Tempero ve digerleri, 2014).

Hastalarda rezektabilitenin siniflandirilmasi, ana arterlerin (¢6lyak gévdesi, hepatik arter ve
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superior mezenterik arter) ve damarlarin (portal ven ve superior mezenterik ven) tutulumuna
baghdir (Kleeff ve digerleri, 2016).

2.2.6.2. Pankreas Kanserinde Kiiciik Molekiil Temelli Tedaviler

Pankreas kanseri biyolojisi ve molekiiler 6zelliklerin genisleyen anlayisiyla, ¢esitli
spesifik tiimor sinyal yollarin1 hedefleyen ilaglarin gelistirilmesi, hastalarin tedavi segeneklerini
tyilestirmek i¢in umut verici bir yontem olarak kabul edilmistir (Sun ve digerleri, 2020).
Pankreas kanserinde gectigimiz on yil i¢inde, artan kiiglik molekiil inhibitorlerinin klinik
denemeleri yapilmistir. Su anda faz [ klinik deneylerinde pankreas kanserini hedef alan yaklagik
10 kiiciik molekiil bulunmaktadir. Bunlar, fokal yapisma kinaz ve piruvat kinaz 2'nin (PF-
562271) ikili inhibitoriinii, protein fosfataz 2A (LB-100) inhibitérlerini, fokal yapigsma kinazi
(C4), mitojenle aktive olan protein kinazi1 (CI-1040), proteazom (marizomib, NP1-0052), RAS
sinyal yolu (salirasib), histon deasetilaz (HDAC) (vorinostat), MEK1/2 (pimasertib, AS-
703026), Weel kinaz (AZD1775) ve Kirpi sinyali (saridegib, IP1-926)’ni icermektedir (Sun ve
digerleri, 2020). Bugiine kadar, bu faz I klinik deneyler, potansiyel pankreas kanseri tedavileri
olarak bu ajanlar i¢in daha fazla arastirmayr destekleyen, umut verici giivenlik ve tolere
edilebilirligin yan1 sira tesvik edici antitimor aktivitesi gostermistir. Dikkat ¢ekici bir sekilde,
vorinostat ve kapesitabin kombinasyonu faz I klinik denemesi, 1.1 yillik gibi 6nemli bir

sagkalim gosterdi (Chan ve digerleri, 2016).

Bir dizi kiigiik molekiil inhibitorii, olduk¢a umut verici sonuglar bildiren raporlarla, faz II
klinik deneylerindedir. Ilerlemis, iyi farklilasmis pankreas néroendokrin tiimérleri olan 32 hasta
tizerinde yapilan bir faz II ¢alismasinda, VEGF tirozin kinaz reseptorleri 1, 2 ve 3'lin bir
inhibitérii olan tirozin kinaz reseptor inhibitorii pazopanib, 25 aylik bir hayatta kalma
gostermistir (Phan ve digerleri, 2015). PDGF ve VEGF reseptorleri icin yiiksek afiniteye sahip
bir politirozin kinaz inhibitorii olan vatalanib'in ikinci basamak bir tedavi olarak faz Il
denemesi, metastatik pankreas kanserli hastalarda 6 aylik olumlu bir genel sagkalim orani ile

sonuclanmistir (Dragovich ve digerleri, 2014).

Pankreas kanseri tedavisi i¢in kii¢lik molekiil inhibitorlerini arastiran klinik ¢alismalarin
sayisi, kanser hiicresi ve biyolojisinin daha i1yi anlagilmasmin ve ozellikle de karmasik

molekiiler patolojinin anlagilmasi gibi dogal molekiiler heterojenligin bir sonucu olarak hizla
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artmaktadir. Faz I, 11 ve 11l klinik ¢alismalarinda test edilen kiigiik molekiil temelli tedaviler

Tablo 3’ de listelenmistir.

Tablo 3. Pankreas kanserinde Faz I, 1I ve III klinik ¢alismalarinda test edilen kii¢iik molekiillii

tedaviler
Kiiciik Molekiil Hedef Sagkalim
o Timidilat sentaz ve
Gemsitabin 5.6 ay
dihidrofolat rediiktaz
5-FU Timidilat sentaz 4.4 ay
Nab-paklitaksel Topoizomeraz | 8.5ay
Fokal Adhezyon Kinaz ve ]
PF-562271 ) ) Veri yok
piruvat kinaz 2
LB-100 Protein fosfataz 2A Veri yok
Cl1-1040 MAPK Veri yok
Selumetinib MAPK 5.4 ay
Marizomib Proteazom Veri yok
Salirasib RAS Sinyal Yolag 6.2 ay
Pazopanib VEGFR tirozin kinaz 14.4 ay
Vatalanib Politirozin kinaz 6 ay
Hidroksiklorokin Otofaji 23.3 ay
Vismodegib Hedgehog Sinyal Yolagi 6.9 ay
o Fosfatidilinositol 3-kinaz ve )
Dactolisib o ) ) Veri yok
rapamisinin memeli hedefi
Veliparib Poli (ADP riboz) polimeraz 3.1lay
Erlotinib EGFR tirozin kinaz Veri yok
VEGFR ve PDGFR tirozin )
Sunitinib ] Veri yok
kinaz

2.3. Endoplazmik Retikulum

Endoplazmik Retikulum (ER), hiicredeki en biiyiik organeldir ve protein sentezi, protein

transportu, protein katlanmasi, lipid ve steroid sentezi, karbonhidrat metabolizmasi ve kalsiyum
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depolanmasi gibi islemlerin ana bolgesidir (Reid ve Nicchitta, 2015; Schwarz ve Blower, 2016).
Bu organelin ¢ok islevli dogasi, sayisiz protein, benzersiz fiziksel yapilar ve hiicre i¢i ortamdaki
degisikliklere koordinasyon ve bunlara yanit gerektirir. Cesitli sistemlerden yapilan ¢aligmalar,
ER'nin her biri belirli bir islev veya islevlerle iliskili olan ¢ok sayida farkli yapisal etki
alanindan olustugunu ortaya g¢ikarmigtir. Ancak bu fonksiyonel alt alanlarin nasil organize

edildigi ve farkli fonksiyonel alanlarin farkli yapilara nasil doniistiigli heniiz net degil.

ER'nin ana islevlerinden biri, salgilanan proteinler ve membran proteinleri i¢in protein
sentezinin yapildig: bir bolge olarak hizmet etmektir (Jan ve digerleri, 2014). Protein sentezi,
ribozomlarin ER'min sitozolik kismina lokalizasyonunu gerektirir ve protein sentezini
diizenleyen kanonik yol, ER zar1 izerinde mRNA:ribozom kompleksinin birlikte translasyonel
olarak yerlestirilmesini icermektedir. Salgilayic1 veya integral membran proteinlerinin
translasyonu sitozolde baslar, daha sonra bu mRNA'lar1 iceren ribozomlar, sinyal tanima
partikiilii (SRP) tarafindan taninan ve baglanan yeni olusan polipeptidin amino terminalindeki
bir sinyal dizisi yoluyla ER zarina alinir (Walter ve Blobel, 1981). mRNA:ribozom:
polipeptit:SRP kompleksi, SRP reseptoriine kenetlendigi ER'yi hedef alir (Meyer ve digerleri,
1982).Translasyon ER'de devam eder ve ortaya ¢ikan polipeptit, birkag Sec proteini iceren ve
lipid ¢ift tabakasin1 kapsayan bir kanal olan translocon yoluyla ER'ye girebilir (Rapoport,
2007).

2.3.1. Endoplazmik Retikulum Stresi

Endoplazmik retikulum (ER), glukoneogenez ve lipid sentezi gibi metabolik siireglerde
yer alan dinamik bir tiibiiler ag i¢cinde diizenlenmistir. Ayn1 zamanda hiicredeki ana hiicre i¢i
kalsiyum deposudur ve otofagozomlarin ve peroksizomlarin biyogenezine katkida bulunur
(Hetz, 2012). ER'de yer alan protein olgunlasma adimlari, ¢ogu Okaryotik hiicrede toplam
proteomun yaklasik %30'unu olusturan salgi yolunda sentezlenen proteinlerin uygun sekilde

katlanmasi i¢in ¢ok 6nemlidir.

Protein katlanmasiin verimliligi ve dogrulugu, ¢oklu cevresel ve hiicresel sinyallerin
dinamik entegrasyonu yoluyla siirekli olarak ayarlanir. Cesitli geri besleme mekanizmalari,
salgi yolunun hemen hemen her yoniinii islevsel olarak etkileyerek protein katlama
gereksinimlerindeki dalgalanmalara verimli bir sekilde uyum saglar (Ron ve Walter, 2007).

ER'de protein katlanmasindaki bozulmalarin iistesinden gelen bir homeostatik yolun varligina
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dair ilk kanit, memeli hiicrelerinde, katlanmanin farmakolojik inhibisyonunun birka¢ 6nemli
ER saperonunun transkripsiyonel yukari regiilasyonuna yol a¢tig1 6ncii bir ¢aligmadan gelmistir
(Kozutsumi ve digerleri, 1988). Bu bulgu, ER stresi kosullar1 altinda gen ekspresyonunu

yeniden programlayan bir sinyal iletimi geri besleme dongiisiiniin varligini ortaya ¢ikardi.

Artik, ER stresi lizerine hiicrelerin, katlanmamis protein yaniti (UPR) olarak bilinen
protein katlama degisiklikleriyle basa ¢ikmak i¢in bir dizi tamamlayici adaptif mekanizmay1
aktive ettigi bilinmektedir. UPR, katlanmamus protein yiikiindeki dalgalanmalar1 tamponlamak
icin ER limenindeki protein katlanma durumu hakkinda bilgiyi ¢ekirdege ve sitozole iletir
(Schroder ve Kaufman, 2005). Hiicreler geri doniisiimsiiz ER stresine maruz kaldiginda, bu yol,
apoptoz yoluyla hasarli hiicreleri ortadan kaldirir, bu da stres uyaranlarinin siiresi ve yogunlugu

hakkindaki bilgileri entegre eden mekanizmalarin varligin1 gosterir (Woehlbier ve Hetz, 2011).

2.3.1.1 UPR (Katlanmamis Protein Cevabi)

Memeli UPR'si, ¢ok cesitli bazal metabolik durumlar iizerinden ¢esitli girdilere yanit
veren dinamik ve esnek bir sinyal olaylar1 agina doniismiistiir. ER stres kosullar1 altinda,
UPR'nin aktivasyonu, ER zarmin genislemesi, protein katlama ve kalite kontrol makinelerinin
temel bilesenlerinin segici sentezi ve proteinlerin igeri akisinin zayiflamasi dahil olmak {izere
cesitli pro-survival mekanizmalar yoluyla katlanmamis protein yiikiinii azaltir. ER stresi

hafifletilmediginde ve homeostaz saglanamadiginda, UPR apoptozu tetikler (Hetz, 2012).

ER stresine maruz kalan omurgali hiicrelerinde gecici olarak farkli iki hiicresel yanit
dalgas1 gozlemlenir. Ani bir reaksiyon olarak, PERK aktivasyonu, okaryotik translasyon
baslatici faktor 2a (eIF2a)nin fosforilasyonu yoluyla genel protein translasyonunu inhibe eder
(Harding ve digerleri, 2000). Ek olarak, belirli ER yerlesimli proteinleri kodlayan mRNA'nin
segici bozunmasi, RIDD (diizenlenmis IREl'e bagli bozunma) yoluyla baglatilir (Han ve
digerleri, 2009). Toplu bir bozunma yolu olan makrootofaji, muhtemelen hasarli ER'yi (ER-faji
olarak adlandirilan bir siire¢) ve lizozomal yol boyunca anormal protein agregatlarini ortadan
kaldirmak i¢in ER stresi tarafindan da aktive edilir. Son olarak, dnleyici kalite kontrolii ve ko-
translasyonel bozunmasi, translasyon tizerine bir protein alt kiimesinin ER'ye translokasyonunu
engeller (Hetz, 2012). Genel olarak, bu mekanizmalar, homeostazi yeniden kuran adaptif ve

onarim mekanizmalarina izin vermek i¢in proteinlerin ER'ye akisini azaltir.
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Ikinci olay dalgasi, en az {i¢ farkli UPR transkripsiyon faktdriiniin diizenlenmesi yoluyla
biiyiikk bir gen ekspresyon yanitimi tetikler. Her stres sensorii, belirli bir transkripsiyon
faktoriintin aktivasyonunu ve UPR hedef genlerinin bir alt kiimesinin yukari1 regiilasyonunu
tesvik etmek i¢in benzersiz bir mekanizma kullanir (Ron ve Walter, 2007). IREla, ER stres
kosullar1 altinda dimerize ve ototransfosforile olan bir kinaz ve endoriboniikleazdir. IRE1
konformasyonel degisiklik nedeniyle sitozolik RNaz alaninin aktivasyonuna yol agar (Walter
ve Ron, 2011). Aktif IREla, XBP1 transkripsiyon faktoriinii kodlayan mRNA'nin 26 niikleotid
uzunlugunda bir intronu keserek kodlama okuma gercevesini degistirir (Yoshida ve digerleri,
2001). Boylece XBP1s (spliced-XBP1) olarak adlandirilan, proteinlerin ER'ye girisi ve protein
katlanmasi ile ilgili hedef genlerinin yukar1 regiilasyonunu indiiklemek i¢in ¢ekirdege yer
degistiren aktif ve kararli bir transkripsiyon faktorii ile sonuglanir (Acosta-Alvear ve digerleri,
2007) (Sekil 4). XBP1s ayrica ER stresi altinda ER membran genislemesi i¢in gerekli olan
fosfolipid sentezini de modiile eder (Hetz ve digerleri, 2011).

ATF6, ATF6a, ATF6p3, LUMAN, OASIS, BBF2H7, CREBH ve CREB4 dahil olmak
tizere bZIP transkripsiyon faktorlerini kodlayan bir grup ER stres doniistiiriiciiyii temsil eder.
ER stres kosullari altinda, ATF6, site-1 proteazlar tarafindan islenmek tizere Golgi'ye taginir
(Asada ve digerleri, 2011) (Sekil 4). Son olarak, elF2a'nin PERK tarafindan fosforilasyonu,
redoks dengesi, amino asit metabolizmasi, protein katlanmas1 ve otofaji ile ilgili hayatta kalma
yanlist genlerin seviyelerini kontrol eden transkripsiyon faktorii ATF4'i kodlayan mRNAnin
secici translasyonuna yol agar (Ameri ve Harris, 2008; Schroder ve Kaufman, 2005) (Sekil 4).
UPR'nin bu dali ayrica protein translasyonunun veya protein sentezinin zayiflamasina katkida

bulunabilecek birka¢ mikroRNA'nin ekspresyonunu da diizenlemektedir (Behrman ve digerleri,

2011).

Yiiksek oranda protein sentezi ve salgilanmasi gerektiren fizyolojik siiregler, hiicre 6lim
yollarin1 tetiklemeden UPR'nin uyarlanabilir programlarinin aktivasyonunu siirdiirmelidir.
Bununla birlikte, belirli bir esigin lizerinde, ¢oziilmemis ER stresi apoptoza neden olur. Geri
doniisii olmayan ER hasar1 kosullar1 altinda apoptozu baglatan mekanizmalar son yillarda daha

Iyl anlagilmistir ve bu yolak bir dizi tamamlayici yolu icermektedir (Tabas ve Ron, 2011).
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Sekil 4. UPR yolaginin ii¢ ana kolu (Zhang ve digerlerinden esinlenerek biorender araciligi ile

yeniden ¢izilmistir) (Zhang ve digerleri, 2020).

ER stresi altinda hiicre 6liimii, BCL-2 protein ailesi tarafindan diizenlenen mitokondriyal
apoptoz yoluna baglidir (Tait ve Green, 2010). Bu yolda proapoptotik ¢ok alanli proteinler BAX
ve/veya BAK'n konformasyonel aktivasyonu, kaspaz aktivasyonunu tetiklemede 6nemli bir
adimdir. Kronik ER stresi, yukar1 akis BCL-2 ailesi tiyeleri olan BIM ve PUMA gibi yalnizca
BH3 proteinlerinin ve ayrica hiicre 6liimii hassaslastirict NOXA'nin transkripsiyonel yukari
regiilasyonu yoluyla BAX ve/veya BAK'a bagli apoptoza yol agar (Hetz, 2012). CHOP olarak
adlandirilan anahtar UPR proapoptotik proteininin transkripsiyonu, PERK-ATF4 ekseni
tarafindan pozitif olarak kontrol edilmektedir (Tabas ve Ron, 2011) (Sekil 4). CHOP, hem
BIM'in transkripsiyonunu hem de BCL-2 ekspresyonunun asagi regiilasyonunu destekleyerek
apoptozun indiiklenmesine katkida bulunur (Tabas ve Ron, 2011). CHOP'a ek olarak, ATF4 ve
p53, ER stresi altinda yalnizca BH3 proteinlerinin dogrudan transkripsiyonel yukari
regililasyonunda da rol oynar (Woehlbier ve Hetz, 2011). Diger yandan asir1 ER stresi altinda
hiicre 6liimiinii indiiklemek i¢in, kaspaz 2 tarafindan sadece BH3 proteini BID’in aktivasyonu
ve ayrica apoptozu aktive etmek i¢in mitokondriyi duyarlilastirabilen ER kalsiyum salinimi

dahil olmak iizere birgok baska tamamlayici mekanizma 6nerilmistir (Tabas ve Ron, 2011).

UPR sinyali, bir dizi ¢ift yonlii karigma noktasi araciligiyla diger stres tepkilerinin ¢oklu
bilesenleriyle birlesir (Hetz ve Glimcher, 2009). UPR sensorleri tarafindan 'alarm stres

yollarinin' devreye girmesi, ER stres adaptasyonunu, apoptozu veya dogrudan protein katlama
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stresiyle ilgili olmayan fizyolojik ¢iktilar1 modiile edebilir. Ornegin, IRElo'nin aktivasyonu,
adaptor protein TRAF2'yi alarak alarm genlerini devreye sokabilir, bu da ASK1 yolunun ve
onun asag1 akis hedefi INK'in aktivasyonu ile sonuglanir (Urano ve digerleri, 2000) (Sekil 4).
JNK aktivasyonu, IRElo aktivasyonuna yanit olarak 6nemli bir pro-apoptotik sinyaldir.
IRE1a—JNK sinyali, temel bir otofaji diizenleyicisi olan beclin 1'i aktive ederek ER stresi ve
besin a¢ligi tarafindan indiiklenen makrootofajiyi de tetikleyebilir (Kroemer ve digerleri, 2010).
Ek olarak, IREla, farkli adaptor proteinlerinin baglanmasi yoluyla p38, ERK ve NF-kB'yi

igeren alarm yollarin1 devreye sokar (Hetz ve Glimcher, 2009).

2.3.2. Kanserde Endoplazmik Retikulum Stresi ve Katlanmamis Protein Cevabi

Timorler tarafindan olusturulan olumsuz ¢evresel kosullarin otesinde, kanser
hiicresindeki genetik degisiklikler ER stresini besleyebilir ve UPR yollarinin kalict
aktivasyonunu tesvik edebilir (Chen ve Cubillos-Ruiz, 2021). Ornegin, tiimér baskilayicilarin
kayb1 ve onkogenlerin hiperaktivasyonu, tlimorigenez sirasinda artan metabolik talebi
karsilamak i¢in protein sentezini artirir. Ek olarak, ¢ogalan kanser hiicreleri, boliinme ve yavru
hiicrelere tahsis i¢in hizli ER genislemesi gerektirir (Babour ve digerleri, 2010). ER stres
yanitlarin1 diizenlemek, hem hayatta kalma hem de pro-apoptotik ¢iktilarla sonuglanabilecek
oldukca dinamik bir siirectir. Gergekten de, hiicre kaderinin belirlenmesi, UPR'nin yogunluguna
ve siiresine bagli goriinmektedir. Son 15 yilda, ¢ok sayida ¢aligma, kanserin baglamasi ve

ilerlemesinde ER stres yanit yollariyla ilgili rolleri ortaya ¢ikarmistir.

Onkojenik doniisiim, ¢esitli engellerin iistesinden gelmek i¢in UPR'den yararlanan ¢ok
adiml bir siiregtir. Normal epitel hiicrelerinde MY C'nin hiperaktivasyonu, bilyiik proteotoksik
strese neden olur ve hiicre sagkaliminin azalmasina yol acar (Zhao ve digerleri, 2018). Yine de,
MY C kaynakli strese dayanan hiicreler, lenfoma, ndroblastom, prostat kanseri ve meme kanseri
dahil olmak tizere bir¢cok insan kanserinde UPR'nin geligsmis aktivasyonunu sergilemektedir
(Hart ve digerleri, 2012; Xie ve digerleri, 2018). Diisiik MYC seviyeleri ifade eden normal
meme epitel hiicreleri veya kanser hiicreleri, XBP1 ablasyonuna direncliyken, MYC-
hiperaktive edilmis hiicreler, IRE1o0—XBP1'in genetik veya farmakolojik inaktivasyonuna kars1
oldukga hassastir (Xie ve digerleri, 2018; Zhao ve digerleri, 2018). Bu nedenle, siirdiiriilebilir
UPR, MYC tarafindan yonlendirilen onkojenik doniisiimiin neden oldugu strese uyum i¢in

kritik bir role sahiptir.
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Mutant RAS, UPR ile etkilesime giren baska bir onkojenik siiriiciidiir. HRAS-G12V,
erken yaslanmay tesvik etmek ve melanositlerde neoplastik biiyiimeyi bastirmak i¢in IREla
ve ATF6 aktivasyonunu tetikler (Denoyelle ve digerleri, 2006). IREla'nin RIDD aktivitesinin,
IDI mRNA'min bozulmasi yoluyla keratinositlerde erken yaglanmaya aracilik ettigi
gosterilmistir. Buna karsilik, IRElo—XBP1 sinyali, keratinositlerin HRAS kaynakli

proliferasyonunu arttirir (Blazanin ve digerleri, 2017).

Onkojenik transformasyondan sonra kanser hiicreleri, adaptasyonu ve tiimor biliylimesini
kolaylastiran IRE1a ve PERK aktivasyonu tarafindan koordine edilen kalici, 6liimciil olmayan
ER stres tepkilerine maruz kalir. IREla'nin yapici aktivasyonu, saperonlar, kivrimlar ve ERAD
makineleri gibi klasik UPR genlerinin XBP1'e bagh ekspresyonunu destekler. Bu efektorler,
protein katlanmasini ve salgilanmasini artirirken yanhis katlanmig proteinlerin bozulmasini
destekler, boylece UPR'nin sitoprotektif islevini siirdiiriir (Chen ve Cubillos-Ruiz, 2021).
IRE10—XBP1 sinyali, kanser metabolizmasinin yeniden programlanmasinda da rol oynar.
XBP1, HIF 1a ile bir heterodimer olusturarak ve ii¢lii negatif meme kanserinde (TNBC) GLUT1
ve LDHA dahil olmak iizere anahtar diizenleyicilerin ekspresyonunu kontrol ederek hipoksi
tepkilerini ve glikolizi diizenler (Chen ve digerleri, 2014). Pankreas kanserinin fare
modellerinde, SWI/SNF kromatin yeniden bi¢imlendirici Smarcbl'in tilkenmesi, pankreas
kanserinin agresif mezenkimal alt tipi i¢in potansiyel bir terapotik hedef saglayan mutant
KRAS'tan bagimsiz MYC ve IRE1o—MKK4 aracili mezenkimal yeniden programlamay1 aktive
eder (Genovese ve digerleri, 2017). Bu mekanizmalar, kanser hiicrelerinin progresyon sirasinda

karsilastig1 cesitli onkojenik ve metabolik streslere etkin bir sekilde adapte olmasini saglar.

Son caligmalar ayrica kanserde IREla giidiimlii RIDD'nin islevini ortaya ¢ikarmaya
baslamistir. Glioblastoma hiicre dizilerinde in vitro, IREla'nin RNaz aktivitesi iki zit islev
oynar: XBP1, miyeloid hiicreler tarafindan infiltrasyonu desteklerken ayni zamanda
anjiyogenezi arttirir ve migrasyon ve invazyon belirteglerinin ekspresyonunu arttirir (Lhomond
ve digerleri, 2018). Buna karsilik, RIDD anjiyogenezi ve kanser hiicresi go¢linii azaltmaktadir.
Bu nedenle, XBP1 aktivasyonu ile RIDD arasindaki dengenin, glioblastoma hastalariin klinik
sonugclart ile iligkili oldugu 6ne stiriilmiistiir (Lhomond ve digerleri, 2018). RIDD ayrica, 6liim
reseptorii 5 (DRS) araciligiyla PERK ve IREla karigmasi tarafindan talimat verilen hiicre
kaderinin 6nemli bir belirleyicisidir. ER stresi, kanonik hiicre dis1 ligandi TRAIL'den bagimsiz
olarak PERK—CHOP ile aktive olan hiicre i¢i DR5 yoluyla apoptozu baslatabilir (Lam ve
digerleri, 2020). Yanlis katlanmis proteinler ayrica hiicre icinde DR5'1 aktive eden ve apoptozu
tesvik eden dogrudan ligandlar olarak islev gormektedir (Lam ve digerleri, 2020).
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Asir1 ER stresi altinda, IRE1a RNaz hiperaktivasyonunun, se¢ilmis mikroRNA'lar1 (miR-
17, miR-34a, miR-96 ve miR-125b) pargalayarak apoptozu tesvik ettigi, proapoptotik kaspaz
2'min translasyonuna ve mitokondriyal apoptoz yolunun indiiklenmesine izin verdigi
gosterilmistir (Upton ve digerleri, 2012). Bununla birlikte, IREla tarafindan diizenlenen
mikroRNA fonksiyonunun kanserdeki etkileri de biiyiik dl¢lide kesfedilmemis durumdadir.

IRE1a'nin sitoplazmik alani, JNK yolunu uyarmak ve BCL-2 aktivitesini baskilayarak ve
BIM (BCL2L11 olarak da bilinir) fonksiyonunu indiikleyerek apoptozu tesvik etmek igin
TRAF?2 ile etkilesime girer (Szegezdi ve digerleri, 2006; Upton ve digerleri, 2012). Bu nedenle,
uzun siireli kontrolsiiz IRE1a aktivasyonu kanser hiicrelerine zararlidir. IRE1a'nin, XBP1'den
bagimsiz STAT3 fosforilasyonunu ve hepatoseliiler karsinomun (HCC) biiylimesini
destekledigi gosterilmistir (Y. Wu ve digerleri, 2018). Ek olarak, IREla'nin kinaz aktivitesi,
TRAF?2 yoluyla IkB kinaz (IKK) ile bir kompleks olusturarak ER stresi ile indiiklenen NF-xB
aktivasyonu i¢in gereklidir (Hu ve digerleri, 2006). IRE10—TRAF2-ASK1-JNK ekseni ayrica
kanser hiicrelerinde inflamatuar yanitlar1 arttirmak icin NF-kB ve aktivator protein 1 (AP1)

aktivasyonunu da destekler (Chen ve Cubillos-Ruiz, 2021).

IRE10—XBP1 sinyalinin yakin zamanda germinal merkez B hiicre benzeri yaygin biiyiik
B hiicreli lenfomada (GCB-DLBCL) tiimor biiyiimesini baskiladigi bildirildi. IREla ifadesi
EZH?2 tarafindan susturularak GCB-DLBCL'de XBP1 aktivasyonunu bloke eder. Bununla
birlikte, bu fenotip, ksenograft fare modellerinde GCB-DLBCL ilerlemesinin baskilanmasina
yol acan XBP1s ektopik asir1 ekspresyonu ile kurtarilabilir (Bujisic ve digerleri, 2017). Bu
nedenle, IRE1a-XBP1 asagi regiilasyonu, GCB-DLBCL'yi diger DLBCL alt tiplerinden
ayirmaktadir. Ancak bu spesifik kanser alt tipinde IRE1o-XBP1'in farkli tiimor baskilayici

fonksiyonunu agiklayan temel mekanizma belirsizligini korumaktadir.

En ¢ok calisilan ER stres molekiilii BiP (GRP78 olarak da bilinir), bir¢ok insan
kanserinde asir1 eksprese edilir ve biiylime faktorii olgunlagmasini ve salgilanmasini arttirmak,
apoptozu baskilamak ve anjiyogenezi tesvik etmek gibi cesitli mekanizmalar yoluyla timor
biiylimesini destekler (Chen ve Cubillos-Ruiz, 2021). BiP'nin bir kismi, diger yiizey proteinleri
ile kompleksler olusturarak sinyal iletimine aracilik ettigi kanser hiicresi yiizeyinde lokalize
olur (Shin ve digerleri, 2003). Ornegin, hiicre yiizeyine lokalize BiP, prostat kanseri hiicresinin
hayatta kalmasini artirmak i¢in AKT sinyalini arttirir ve TGFf sinyalini baskilayarak prostat
kanseri bitylimesini kolaylastirmak igin hiicre yiizeyi proteini olan Cripto ile etkilesime girer
(Chen ve Cubillos-Ruiz, 2021). Bu nedenle BiP, insan kanserlerinde ¢ekici bir terapotik hedef

olarak kabul edilmistir.

31



PERK, tiimdr ilerlemesini diizenlemek i¢in ¢esitli mekanizmalar kullanir. Bu sensoriin
onemli islevi, antioksidan glutatyon’un biyosentezini artirarak oksidatif stresi kontrol etmektir
(Rouschop ve digerleri, 2013). PERK, NRF2'yi fosforile ederek KEAP1 kompleksinden
ayrilmasina neden olur ve koruyucu antioksidan tepkilerin transkripsiyonel bir indiikleyicisi
olarak islevini gosterir (Cullinan ve digerleri, 2003). Oksidatif protein katlama kapasitesinde
ortaya ¢ikan artis, tiimdor biiyiimesi i¢in faydalidir. ikincisi, PERK-elF2a ekseni, MY C giidiimlii
lenfomada sitoprotektif UPR fonksiyonlarini desteklemek igin hiicrede translasyonu zayiflatir
ve otofajiyi gelistirir (Hart ve digerleri, 2012). Uciinciisii, hem PERK hem de GCN2, elF2a'y1
fosforile etmek ve ATF4' indiiklemek i¢in MY C tarafindan aktive edilir (Tameire ve digerleri,
2019). elF2a, translasyonu gegici olarak yavaslatsa da, bu, MY C'nin neden oldugu proteotoksik
stresi hafifletmek i¢in yeterli degildir . Bu nedenle, ATF4, okaryotik translasyon baslatma
faktorii 4EBP1't dogrudan yukari regiile etmek ve mTORC1'e bagli sinyallemeyi bastirmak ve
MYC aktivasyonu lizerine proteotoksisiteyi onlemek icin MYC ile bir kompleks olusturur
(Tameire ve digerleri, 2019). Ddérdiinciisii, PERK, lipid metabolizmasimni ve fosfolipid
biyolojisini ¢coklu mekanizmalar yoluyla diizenler. PERK ayrica diagilgliserolii (DAG) fosforile
eden ve ana iiriin olarak fosfatidik asit iireten lipid kinaz aktivitesine sahiptir (Chen ve Cubillos-
Ruiz, 2021). PERK'in lipid kinaz aktivitesi, PI3K p85 alt birimi tarafindan diizenlenir ve ER
stresi sirasinda mTOR, AKT ve ERK1 ve ERK2 aktivasyonuna aracilik eder (Bobrovnikova-
Marjon ve digerleri, 2012). Son olarak, kodlanmayan RNA'nin PERK giidiimlii diizenlenmesi,
kanser hiicresi sagkalimini desteklemek i¢in kritik 6neme sahiptir. miR-211, ekspresyonunu
bastirmak ve hiicrenin hayatta kalmasim1 saglamak icin CHOP promotoriinde H3K27
metilasyonunu indiikleyen, fare meme tiimorlerinde ve insan B hiicre lenfomasinda PERK'e
bagli bir hayatta kalma yanlisi mikroRNA'dir (Chitnis ve digerleri, 2012). PERK-miR-211
ekseninin MYC'ye bagli aktivasyonu ayni zamanda sirkadiyen diizenleyiciler BMALI ve
CLOCK'u baskilayarak sirkadiyen salimmi ve protein sentezini azaltir, boylece Burkitt

lenfomanin ilerlemesini destekler (Chen ve Cubillos-Ruiz, 2021).

Hem IREla hem de PERK, ER stresini hafifletmek ve kanser hiicresinin hayatta
kalmasini saglamak i¢in islev gorse de, bir¢ok calisma, cogu durumda islevsel olarak gereksiz
olmadiklarmi gostermektedir. Kanser hiicrelerinin, proapoptotik aktivitelerini tetiklemeden

IREla ve PERK'in pro-tiimor fonksiyonlarini nasil siirdiirdiigii iyi anlasilmamustir.
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2.3.3 UPR ve Apoptoz

ER stresi sirasinda hiicreler ya adaptasyon mekanizmalarini indiikleyerek hayatta kalir ya
da apoptoz yoluyla intihar eder. igsel apoptoz yolu, mitokondriyel faktdrlerle yakindan
iligkilidir. Proapoptotik proteinlerin membrana eklenmesi mitokondriyal membran
gecirgenligini degistirerek sitokrom ¢ salinimi ve kaspaz aktivasyonu ile sonuglanir (Gorman

ve digerleri, 2012).

CHOP, ER stresinin neden oldugu apoptozun énemli bir aracisidir. Ozellikle, CHOP
indiiksiyonu, ER stresi ile iliskili apoptozun baslangici ile giiclii bir sekilde iligkilidir ve
CHOP’un susturulmast hiicreleri apoptozdan korumaktadir (Jing ve digerleri, 2012). Bununla
birlikte, CHOP nakavt farelerden tiiretilen fare embriyonik fibroblastlari (MEF), ER stresine
dayali apoptoza kars1 yalnizca kismi direng sergiler, bu da CHOP'un bu baglamda tek 6liim
yolu olmadigin1 gostermektedir (Zinszner ve digerleri, 1998). CHOP'un ER stresinin neden
oldugu apoptoza tam olarak nasil aracilik ettigi tartismalidir ¢linkii CHOP, hiicre gocii,
proliferasyon ve hayatta kalma gibi kanserin ayirt edici 6zellikleriyle ilgili olan ¢ok sayida geni
diizenler (Jauhiainen ve digerleri, 2012). Anti-apoptotik BCL-2'nin asag1 regiilasyonu ve
proapoptotik BIM, PUMA ve BAX'in uyarilmasinin, CHOP aracilt apoptoza katkida
bulunduguna inanilmaktadir (Gorman ve digerleri, 2012). Meme kanserinden tiiretilen
hiicrelerden elde edilen in vivo veriler bu bulgular desteklemektedir (Weston ve Puthalakath,
2010). Ayrica, p38 tarafindan fosforilasyona yanit olarak CHOP aktivitesi artar. p38, ER stresi
tizerine IRE1-TRAF2 kompleksine alinan ASK1’in substratidir. Bu nedenle, uzun siireli stres
sirasinda, PERK ve IREI vyollari, CHOP aktivitesini gii¢lendiren IRE1 aracili ASKI1
aktivasyonu ile CHOP {iizerinde birlesebilir (Walter ve Ron, 2011).

Diger yandan birkag¢ calisma, ER stresi ile indiiklenen apoptozun araciliginda JNK'nin
¢ok onemli bir rolii oldugunu gostermektedir (Verma ve Datta, 2012). IRE1 tarafindan JNK
alimi, hem IRE1 hem de TRAF2 ile etkilesime girdigi bildirilen JIK tarafindan diizenlenir.
IRE1-TRAF2 kompleksi daha sonra ASK1'1 alir ve ASK1 aktivasyonuna neden olur ve hiicre

6liimiine yol agan JNK yolunu diizenler.
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Sekil 5. UPR yolagi ve apoptotik mekanizmalar (Hetz ve digerlerinden esinlenerek biorender

aracilig1 ile yeniden ¢izilmistir) (Hetz ve digerleri, 2020).

Yalnizca BH3 igeren (BH3-only proteins) 11 protein alt ailesi iiyesinden PUMA, NOXA,
BID, HARAKIRI ve BIM'in ER stresinin neden oldugu apoptoza aracilik ettigi de bildirilmistir
(Pike ve digerleri, 2012; Puthalakath ve digerleri, 2007). Ek olarak, BCL-2 ailesi ayrica belirli
UPR bilesenleriyle fiziksel etkilesimler yoluyla ER stresini de diizenler. Ornegin, BAX ve
BAK, ER stresi iizerine IRE1 sitozolik alani ile dogrudan etkilesime girer; bu etkilesim IRE1
aktivasyonu i¢in gereklidir (Hetz ve digerleri, 2006). Yalnizca ER-lokalize BAK eksprese eden
hiicrelerde, BIM ve PUMA, XBP1s yoklugunda IRE1'in TRAF2-JNK kolunu secici olarak
aktive eder (Klee ve digerleri, 2009).

IRE1'in BAX ve BAK ile iliskisi, bir ER transmembran proteini olan BAX inhibitorii-
1'den (BI-1) etkilenmektedir. BI-1, endoriboniikleaz aktivitesini inhibe etmek igin dogrudan
IRE1 sitozolik alani ile etkilesime girer. BI-1 eksikligi olan hiicrelerin, gelismis IRE1 aktivitesi
ve siirekli XBP1 splicing sergiledigi bulunurken, BI-1 asir1 ekspresyonu, IRE1 ile BAX veya
BAK arasindaki etkilesimi bozmustur (Lisbona ve digerleri, 2009).
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2.3.4. UPR ve Metastaz

UPR'nin primer tiimér ilerlemesindeki islevi kapsamli bir sekilde ¢alisilmis olsa da, ¢ok
asamal1 metastatik programdaki rolii tam olarak tanimlanmamistir. Kanser hiicreleri, metastatik
hiicrelerin kolonizasyonunu ve hayatta kalmasini kolaylagtirmak i¢in uzak organ nislerini
yeniden programlayabilir; bu siire¢, pre-metastatik nis (PMN) olusumu olarak adlandirilir (Cox
ve digerleri, 2015; Hoshino ve digerleri, 2015). Hipoksi, kemikte PMN olusumunu tesvik etmek
igin Ostrojen reseptorii negatif meme tiimorlerinde lisil oksidazi (LOX) yukari regiile eder (Cox
ve digerleri, 2015). Ilging bir sekilde, XBP1, LOX promotdriine baglanir ve LOX
ekspresyonunu diizenler. IRE1a—XBP1'in bu faktoér araciligiyla PMN'ye katkida bulunma
olasiligini yiikseltir (Yang ve digerleri, 2017).

Metastaz sirasinda kanser hiicreleri, hiicre dis1 matris (ECM) ve komsu hiicrelerle temasi
kaybettikten sonra programlanmis hiicre 6liimiiniin bir sekli olan anoikis'e maruz kalir. Birkag
calisma, PERK-elF2a ekseninin anoikisi baskiladigini ve tiimor invazyonu ve metastaz icin
gerekli oldugunu ileri siirmektedir (Chen ve Cubillos-Ruiz, 2021). PERK ayrica epitelyal
mezenkimal gecise (EMT) maruz kalan hiicrelerde secici olarak aktive edilir (Feng ve digerleri,
2014). Metastatik hiicreler, dolasimda ve uzak dokularda birincil tiimorlerdeki kanser
hiicrelerine gore daha yliksek seviyelerde oksidatif stres yasar. Antioksidanlarin sentezi gibi
metabolik adaptasyonlar, uzak bolgelerde kanser hiicrelerinin hayatta kalmas: ve nihayetinde
biiyiimesi i¢in vazgegilmezdir. PERK dali, ATF4 ve NRF2 yoluyla antioksidan tepkileri
destekler ve bu nedenle, oksidatif stresi hafifleterek muhtemelen metastatik hiicrelere fayda

saglar (Cullinan ve digerleri, 2003).

2.3.4. UPR ve Anjiyogenez

Yetersiz vaskiiler beslenme hipoksiye, besin yoksunluguna ve sonug olarak diisiik ATP
tiretimine neden olur. Bu faktorler ayrica yanlis katlanmis proteinlerle de iligkilidir ve ER stresi
ve UPR tetiklenmektedir. Ilging bir sekilde, UPR anjiyogenezi hem inhibe edebilir hem de
indiikleyebilir.

UPR'nin kollarindan gelen transkripsiyon faktorleri (XBPls ve ATF4) VEGF
promotoriine baglanabilir ve onu aktive edebilir (Ghosh ve digerleri, 2010). ATF4, cesitli insan

aort endotel hiicre dizilerinde IL-8'"i (interlokin-8) transkripsiyonel olarak modiile eder. Bir pro-
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anjiyojenik sitokin olan IL-8, endotelyal hiicre proliferasyonunu ve damar olusumunu
indiikleyebilir ve endotelyal hiicre apoptozunu azaltan MMP-2 ve MMP-9 ekspresyonunu
tesvik edebilir (Li ve digerleri, 2003; Oskolkova ve digerleri, 2008). XBP-1'ler VEGF
promotoriine baglanabilir ve Akt/GSK/B-katenin eksen yolu yoluyla endotelyal proliferasyonu
stirdiirebilir (Zeng ve digerleri, 2013). XBP1s, VEGF ekspresyonunu yukari regiile etmek i¢in
HIF-1a ile bir kombinasyon yoluyla ii¢lii negatif meme kanseri hiicre proliferasyonunu

indiikledigi gosterilmistir (Chen ve digerleri, 2014).
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Sekil 6. UPR ve anjiyogenez (Hsu ve digerlerinden esinlenerek biorender araciligi ile yeniden

cizilmistir) (Hsu ve digerleri, 2019)

Buna karsilik, anti-anjiyogenez ile ilgili olarak birka¢ bilinen mekanizma vardir:
TRAF2-JNK'nin IRE-1a tarafindan aktivasyonu, Bim gibi spesifik Bcl-2 ailesi proteinlerini
fosforile ederek sitokrom c aracili apoptotik yolaklar indiikler (Win ve digerleri, 2014). Ayrica,
PERK-ATF4 ekseninin aktivasyonu, apoptotik proteinlerin sentezini artiran CHOP
ekspresyonunu tetikler. Ayrica CHOP, anjiyogenezi indiikleyen 6nemli bir faktér olan eNOS

promotoriinii (endotelyal nitrik oksit sentaz) inhibe eder (Hsu ve digerleri, 2019).
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2.4. Pankreas Kanserinde Endoplazmik Retikulum Stresi ve UPR

PDAK tiimérleri ve onlar1 c¢evreleyen mikrogevreyi olusturan hiicrelerin, hipoksik,
besinden yoksun durumlar1 nedeniyle bazal ER stresi sergiledikleri bildirilmektedir (Kong ve
digerleri, 2015). Bu nedenle, PDAK tiimoérlerinin bazal olarak aktif bir UPR profiline sahip

olmasi1 muhtemeldir. Bu adaptif- UPR, tiimér olusumuna ve ilerlemeye katkida bulunabilir.

Pankreas kanserinde en sik arastirilan UPR bileseni GRP78 (BiP)'dir. Yiiksek GRP78
seviyeleri, ER stresi kosullar1 altinda yaygin olarak gozlenmektedir ve UPR'nin aktivasyonu
tizerine GRP78’in ekspresyonu artmaktadir. GRP78'in artan ekspresyonu, kotii hastalik
prognozu ve prostat kanseri, yamurtalik kanseri ve B hiicreli lenfoma dahil olmak iizere bir¢ok
kanser tiiriiniin ilerlemesi ile iligskilendirilmistir (Robinson ve digerleri, 2021). Diger kanser
tirlerinde oldugu gibi, PDAK dokusunda artan GRP78 ekspresyonu mevcuttur ve PDAK
hastalar1 i¢in koti bir prognoz ile korele oldugu bildirilmistir (Niu ve digerleri, 2015).

GRP78'in yiiksek ekspresyonu, normal pankreatik duktal hiicrelere kiyasla PDAK
hiicrelerinin bir 6zelligidir, ancak artan GRP78 seviyelerinin PDAK ilerlemesine nasil katkida
bulundugu hala tanimlanmaya devam etmektedir. PDAK hiicre dizisi S2-VP10'un, GRP78'in
shRNA aracili yikimi olsun veya olmasin, transkriptomik analizi, hiicre dongiisii, apoptoz ve
aktin-hiicre iskeleti diizenlemesi dahil olmak iizere anahtar sinyal yollarinda belirtilen
degisikliklerle etkisinin genis kapsamli olabilecegini diisiindiirmektedir (Dauer ve digerleri,
2019). shGRP78 igeren PDAK hiicre hatlari, shSCR muadillerine kiyasla azaltilmig migrasyon,

invazyon ve klonojenik 6zellikler sergilemistir.

IRE1 ve PERK pankreas hiicrelerinde insiilin biyosentezi ve glukoz homeostazi ile ilgili
1yi belgelenmis islevlere sahip olsa da, bunlarin PDAK'm ilerlemesi ve yayilmasindaki rollerine

iligskin sinirh bilgi vardir (Robinson ve digerleri, 2021).

Diger kanser tiirlerine (li¢lii negatif meme kanseri, prostat kanseri ve kolon kanseri)
benzer sekilde, PDAK hiicrelerinin proliferatif kapasitesinin korunmasinda IREl'e bagh
sinyallesmenin bir rolii oldugu bildirilmistir (Li ve digerleri, 2017). UPR'nin IRE1 ve ATF6
kollar1 tarafindan anterior gradyan protein 2 homologunun (AGR2) indiiksiyonu, artmis
proliferasyona katkida bulunabilir (Chevet ve digerleri, 2013). Baska bir ¢alismada, STF-
083010, PDAK hiicrelerinin canliligini azaltmig ve iyi bilinen bir otofaji inhibitdrii olan
klorokin ile kombinasyon halinde STF-083010’un, PDAK biiylimesi lizerinde inhibitor etkiye

sahip oldugu bulunmustur (Thakur ve digerleri, 2018). PERK aktivasyonu, artan tiimdrigenez
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ile iliskilendirilmistir. Bir PERK inhibitorii kullanan ¢alismada, PERK inhibisyonunun PDAK
hiicrelerinde apoptozu arttirdigin1 ve PDAK ksenograftlarinda in vivo kullanildiginda tiimor
yiikiinii azalttig1 gosterilmistir (Atkins ve digerleri, 2013). Yakin tarihli bir ¢alisma, PERK
aktivitesini, PDAK metastazi hedefi olan karaciger ile iliskilendirdi. Karacigerdeki PDAK
hiicreleri, IRE1 aktivasyonu olmaksizin UPR'nin PERK kolunun segici aktivasyonunu sergiledi
(Pommier ve digerleri, 2018). Yazarlar, bunun PDAK hiicrelerinin T hiicresi 6ldiirmekten
kaginmasin1 ve karacigerde "uykuda" kalmasin1 sagladigini gosterdi. Latent kanser
hiicrelerinde XBP1s ekspresyonu, T hiicresi tiikenmesi ile kombinasyon halinde kanser
hiicrelerinin yeniden ¢ogalmasini ve metastaz yapmasini sagladi. Birlikte ele alindiginda, bu
calismalar UPR'nin hem IRE1 hem de PERK kollarinin PDAK hiicrelerinde aktif oldugunu;
bununla birlikte, aktivasyonlarinin kapsami ve PDAK ilerlemesini tesvik etmedeki 6zel rolleri

ile ilgili bir¢cok bilinmeyen bulunmaktadir.

Diger yandan pankreas asiner hiicreler, yiiksek protein sentezi ve isleme oranlar
nedeniyle genis bir ER agina sahiptir ve bu da onlar1t ER stresine ve UPR aktivasyonuna
ozellikle duyarli hale getirir. Asiner hiicrelerde UPR bilesenlerinin genetik ablasyonu, UPR'nin
hiicre sagligi ve normal islevinde 6nemli bir rol oynadigi gosterilmistir (Hess ve digerleri,
2011). PERK!'in ayrica fare asiner hiicrelerinde hiicre sagkalimi i¢in hayati oldugu gosterilmistir
(Tlida ve digerleri, 2007). Bu ozellikler hesaba katilarak, asiner hiicrelerin PDAK'da hiicre
sagkalimini desteklemek i¢in XBP1 ve PERK kullanabilecegi varsayilmistir.

2.4.1. Pankreas Kanserinde ila¢ Direnci ve UPR

Siirl etkinlik ve kemoterapiye karst kazanilmis direng, PDAK tedavisinde en 6nemli
sorunlarin baginda gelmektedir. Bugiine kadar gemsitabin direnci yaygin olarak bildirilmis ve
kemo direncin listesinden gelebilecek kombinasyon tedavilerine yonelik arastirmalarda artisa
yol agmistir. Gemsitabin etkili bir kemoterapdtik olabilse de, daha agresif bir tiimdr tipinin
niiksetmesine de katkida bulundugu disiiniilmektedir (Robinson ve digerleri, 2021).
Gemsitabinin, PDAK’da epitelyal mezenkimal gegisi uyardigi, tedaviden sonra hiicrelerin
hayatta kalmasini, inflamatuar sitokin sinyallesmesini Ve pro-timorojenik makrofaj

infiltrasyonunu destekledigi bilinmektedir (Robinson ve digerleri, 2021).

Muhtemel bir kemorezistans mekanizmasi, kanser hiicrelerinin kemoterapinin neden

oldugu apoptozdan kagabilmesi icin UPR'nin hayatta kalma yanlisi sinyalini kullanabilir. Panc-
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1 hiicre dizisinden izole edilen kanser kok hiicre benzeri bir popiilasyonun gemsitabin ile
tedaviden sonra farkli UPR tepkileri gosterdigi, fosfo-PERK ve ATF6N ekspresyonun arttig1
ve fosfo-IRE1'in azaldig1 gosterilmistir (Wang ve digerleri, 2017). Ilging bir sekilde, androjen
tedavisine yanit olarak prostat kanseri hiicrelerinde de benzer bir UPR yaniti farklilig:
bildirilmistir, bu da kanonik UPR kollarinin bu sekilde ayrilmasinin nadir bir fenomen
olmayabilecegini diisiindiirmektedir (Sheng ve digerleri, 2015). Bagka bir ¢alisma, gemsitabin
ile PDAK hiicrelerinde kokliiliikte azalmaya ve ER stresi ile iligkili apoptoza yol agan yag asidi

sentezi inhibitorleri arasindaki sinerjistik etkileri tanimladi (Tadros ve digerleri, 2017).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec¢

3.1.1. Cihazlar

Calisma kapsaminda Aydin Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Temel Tip
Laboratuvarinda bulunan spektrofotometre (Epoch Microplate Spectrophotometer, BioTek),
+4/ -20 C buzdolaby/ derin dondurucu (Samsung), -80 C dondurucu, distile su cihazi (Niive),
vorteks (Nade), CO: inkiibator (ThermoScientific), Hiicre analiz cihazt (Muse),
Kemiliiminesans goriintiileme sistemi (SynGene G:BOX Chemi XX6), Biyogiivenlik kabini,
SDS-PAGE yiiriitme tanki (BioRad), blotlama cihazi (TransBlot Turbo, BioRad), shaker, su
banyosu, inverted mikroskop (Olympus), santrifiijj (Niive ve Hettich) ve kuru blok 1sitict
(BioSan) kullanildi.

3.1.2. Kullamlan Kimyasal Maddeler ve Kitler

Hiicre kiiltiirii islemlerinde DMEM (Sigma), tripsin-EDTA (Sigma), penisilin-
streptomisin (Sigma) ve L-glutamin (Gibco) kullanildi. Hiicre canlilik analizi igin MTS (3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3- carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium
tuzu) ve baglanti reaktifi olan PMS (phenazine methosulfate) kullanildi. Protein izolasyonu igin
20 mM Tris-HCI (pH 7.5), 150 mM NaCl, 1 mM Na2EDTA, 1 mM EGTA, %1 Triton, 2.5 mM
sodium pirofosfat, 1 mM beta-gliserofosfat, 1 mM sodium orthovanadate, 10 pg/ml leupeptin
iceren RIPA Buffer (Cell Signaling Tech. Cat: 9806S) ve Proteaz/ Fosfataz inhibitor karigimi
(Thermo Fisher, Cat: 78440) kullanildi. Protein miktar tayini i¢in DC Protein Assay Kkiti
(BioRad) ve Protein Standard Il (Bio-Rad, Cat: 5000007) (Bovine Serum Albumin), protein
yiikkleme asamasinda 2X yiikleme tamponu ve Beta merkapto-etanol karisimi1 (BioRad Cat No:
1610737), protein yiiriitme isleminde ise 1X yiiriitme tamponu (Tris, glisin, ve SDS, pH 8.3,
BioRad) ve Biyotinlenmis Protein Ladder (Cell Signaling Tech., Cat.No: 7727S) kullanilmustir.
Membran yikama asamalarinda 1 X TBS-Tween ve membran bloklama isleminde 1 X TBS-

Tween ile hazirlanmis %5'lik yagsiz siit tozu (Bio-Rad, Blotting-Grade Blocker, Cat.No:170-
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6404) kullamldi. Immiinolojik olarak membran iizerindeki proteinlein gériintiilenebilmesi igin
HRP konjuge IREla, Perk, XBP-1, apoptoz belirtegleri: bak, bcl-xl; anjiyogenez belirteci
VEGFR2 ve ayrica (3-aktin primer antikorlar1 (Cell Signaling Tech.), HRP konjuge anti-rabbit
yada anti-mouse IgG sekonder antikoru (Cell Signaling Tech.) ve Kemiliiminesans substrat Kiti
(BioVision, Cat.No: K820-50) kullanildi. Mebranim tekrar kullanilmasi igin ise Restore Plus
Western Blot Stripping Buffer (Thermo Scientific, Cat.No: 46430) kullanildi.

Hiicre sayimi1 ve canlilik deneyi i¢in Count & Viability kit (Muse, Guava), apoptoz deneyi
icin Anneksin V kit (Muse, Guava), hiicre dongiisii analizi i¢in Cell Cycle kit (Muse, Guava)
ve kaspaz 3/ 7 analizi i¢in ise Caspase 3/ 7 kit (Muse, Guava) kullanildi. Matrijel invazyon
deneyinde matrijel matriks (Corning) ve Hema 3 boyama kiti (Fisher Sci.) , klonojenik deneyde

ise metanol igerisinde hazirlanmis %0,5°lik kristal viyole ¢ozeltisi kullanildu.

3.2. Yontem

3.2.1. Hiicre Kiiltiirii

Insan pankreas kanseri hiicre hatti PANC-1 (pankreatik duktal epiteloid karsinom),
ATCC (Amerikan Hiicre Kiiltiirii Bankasi)’den temin edildi. Pankreas kanseri hiicre hatt1 37°C,
%5 CO: inkiibatorde, %10 Fetal Sigir Serumu (FBS), Penisilin-streptomisin ve L-glutamin
iceren DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) besiyeri ortaminda inkiibe edilerek
cogaltildr ve pasajland1. Hiicreler 75 cm?’lik flasklar icinde konfluent oldugunda (yaklasik 5-7
giin i¢inde) tripsin ile muamele edilerek toplandi ve pasajlandi. Hiicre sayis1 ve canlilik oranini
belirlemek amaciyla hiicreler Tripan mavisi ile boyandi. Thoma lama ile hiicre sayimi yapildi.
Hiicre sayimi ayrica hiicre analiz cihazinda (Muse Cell Analyzer) Count&Viability kiti

kullanilarak da degerlendirildi (Boliim 3.2.3.).

3.2.1.1. Pasajlama

Alt kiiltiirleme yada pasajlama, ortamin ¢ikarilmasi ve hiicrelerin 6nceki kiiltiirden taze
biiylime ortamina aktarilmasi iglemidir. Pasajlama ile hiicre hattinin daha fazla ¢ogaltilmasi

amaclandi. Pasajlama i¢in su islem adimlar1 gergeklestirildi;
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Oncelikle kullanilmis hiicre kiiltiirii ortami flasktan serolojik pipet ile cekilerek
atildr.

Hiicreleri flasktan ayirmak i¢in 37 °C’de 1sitilmus tripsin kullanildi. T25 flasklar i¢in
1-2 ml, T75 flask i¢in ise 2-3 ml tripsin eklendi ve yaklasik 5 dk 37 °C, %5 CO>
inkiibatorde bekletildi.

Hiicrelerin ayrildig1 inverted mikroskopta belirlendikten sonra tripsini inhibe etmek
icin 2 kat1 kadar serumlu besiyeri eklendi ve falkon tiip icerisine alinarak 1200
rpm’de 5 dk santrifiij edildi.

Stipernatant atilarak pellet uygun miktarda besiyeri ile yeniden siispanse edildi.
Stispansiyon esit bir sekilde 2 ile 4 yeni flaska (hiicre yogunluguna bagli olarak)
bolindil.

Flasklar her giin inverted mikroskopta incelendi. Hiicreler flask tabanim

kapladiginda ya yeniden pasajlandi ya da deneyler i¢in kullanildi.

3.2.1.2. Hiicre Dondurma ve Cozdiirme Prosediirii

Panc-1 hiicreleri, kontaminasyondan kaynaklanan kayiplar1 6nlemek, genetik degisimi en

aza indirmek ve hiicre stogu elde etmek i¢in dondurularak saklandi.

Hiicre dondurma islemi i¢in su adimlar izlendi;

1.

2.

Hiicreler dncelikle kontaminasyon agisindan kontrol edildi.

Hiicreleri dondurmak i¢in %10 DMSO (dimetilsiilfoksit) iceren complete medya ile

dondurma ortami1 hazirlandi.

Hiicreler tripsinize edilerek flask tabanindan ayrilmasi saglandi. 1200 rpm’de 5 dk

santrifiij edilerek siipernatant atildi.

Hiicre yogunluguna gore, pellet uygun miktarda dondurma ortami ile yeniden

stispanse edildi ve 2 ml’lik kryo tiiplere boltistiiriildii.

Tiipler 6nce -20 °C’de 2 saat bekletildikten sonra -80 °C veya sivi azot tanklarina

alinarak muhafaza edildi.

Hiicre ¢6zme islemi icin ise su adimlar izlendi;

1.

Sivi azot yada -80 °C dondurucudan ¢ikarilan hiicreler 37 °C su banyosunda hizlica

cozdiirildii.
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2. Hiicreler complete medya ile karistirtlarak 1200 rpm’de 5 dk santrifiij edildi.

3. Siipernatant atildi ve pellet besiyeri ile yeniden slispanse edilerek T25 flask’a ekildi.

3.2.1.3. Tripan Mavisi ile Boyama

Tripan Mavisi, canli hiicre sayimi i¢in kullanilmasi 6nerilen birkag boyadan biridir. Bu
yontem, canli hiicrelerin bu boyay1 almamasi, 6lii (canli olmayan) hiicrelerin almasi ilkesine
dayanmaktadir. Bu nedenle 6lii hiicreler mikroskop altinda mavi bir sekilde kolayca ayirt

edilebilmektedir. Ayrica boyama, hiicre morfolojisinin gorsellestirilmesini kolaylagtirir.

1. Hiicreler 1200 rpm’de 5 dk santrifiij edildi ve slipernatant atildi. Pellet 1 ml besiyeri

ile yeniden siispanse edildi.

2. Ependorf tiip igerisinde 1:1 oraninda hiicre siispansiyonu %0.4 tripan mavisi (Lonza,
Cat No: 17-942E) pipetlenerek karistirildi. Karigim oda sicakliginda 2-3 dk inkiibe
edildi. Daha uzun inkiibasyon siireleri hiicre 6liimiine ve canli hiicre sayimlariin
azalmasina yol agacagindan dolay1 hiicreler, tripan mavisi ile karigtirildiktan sonra 3

ila 5 dakika i¢inde sayild1.

3. Karistmdan 10 pl alinarak hemasitometreye konuldu. Inverted mikroskopta mavi ile
boyanan (cansiz) ve boyanmayan (canli) hiicreler sayildi. Bu islem 4 kez tekrarlandi

ve ortalama say1 elde edildi.

4. Hemasitometrenin her karesi, 0.1 mm? veya 10* cm® liik bir toplam hacmi temsil
eder. 1 cm® yaklasik 1 ml' ye esdeger oldugundan, ml basina hiicre konsantrasyonu
asagidaki hesaplama ile belirlendi;

Hiicre Sayist = Her karedeki hiicre sayisi ortalamast X diliisyon faktéri x 10*

5. Yizde canli hiicre sayisi ise su formdiil ile elde edildi;

. ml basina toplam canlt hiicre sayist
% Canli Hiicre = . x 100
ml basina toplam hiicre sayist
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3.2.2. MTS/ PMS Canlilik ve Sitotoksisite Deneyi

Hiicre sayimi yapildiktan sonra her grup icin ii¢ tekrar olacak sekilde hiicreler 96
kuyucuklu (5000 hiicre/ kuyucuk) plakalara ekildi. Hiicrelerin yapismasina izin vermek igin
plaka 24 saat boyunca inkiibatorde inkiibe edildi ve diger giin hiicreler deney ilaglari ile 48 ve
72 saat boyunca muamele edildi. IRE1 inhibitori (STF-083010) 5 uM ile 200 uM arasinda,
Gemsitabin 500 pug/ ml ile 10 mg/ ml arasinda degisen konsantrasyonlarda test edildi.
Thapsigargin ise literatiirde mevcut konsantrasyon (1 puM) ile test edildi. Diger asamaya
geemeden dnce MTS ve PMS soliisyonlar1 hazirlandi; 42 mg MTS hassas tart1 ile tartilarak 21
ml dPBS igerisinde ¢6zdiriildii. PMS igin de 9.2 mg tartilarak 10 ml dPBS igerisinde
¢ozdiiriildii. Kullanima kadar saklanmasi i¢in -20 °C’de muhafaza edildi. Deney giinii ayr1 ayri
hazirlanan MTS ve PMS soliisyonlar1 2000 pul MTS ve 100 pl PMS olacak sekilde falkon tiipte
birlestirildi ve orta hizda vortekslendi. Ilaglar ile muamele sonrasinda 96-kuyucuklu plakanin
her bir kuyucuguna, hazirlanmis tetrazolium bilesigi olan MTS (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
5-(3- carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium tuzu) ve baglanti reaktifi olan
PMS (phenazine methosulfate) soliisyon karigimi 20 pl olacak sekilde eklendi. Aliiminyum
folyaya sarili olarak inkiibatorde yaklasik 4 saatlik bir inkiibasyondan sonra MTS-PMS
soliisyonunun hiicre i¢i indirgenmesi sonucu ¢odziinmez koyu renkli formazana doniigmesi
beklendi. Bu arada hiicreler diizenli olarak invert mikroskop ile noktalanma ve intraselliiler
presipitat agisindan kontrol edildi. Ardindan 490 nm (nanometre) dalga boyundaki ELISA plak
okuyucu (Epoch Microplate Spectrophotometer, BioTek) ile absorbanslar okutularak gruplar

karsilastirildi.

3.2.3. Hiicre Sayimi ve Canlilik Deneyi

Her deney asamasinda hiicre ekimi i¢in gerekli olan hiicre sayimi ve MTS/PMS deneyi
sonuglarindan bagimsiz olarak deney ilaclarinin hiicrelerin canlilik oranlari iizerine etkisini
belirleyebilmek icin Count & Viability kit’i kullanilmistir. Canlilik belirleme amaciyla hiicreler
6-cukurlu plakalara 5x10° hiicre/ kuyu olacak sekilde ekildi deney ilaclar1 ile MTS/PMS
deneyinde belirlenen IC50 konsantrasyonlari ile 48 saat muamele edildi ve siirenin sonunda
hiicreler tripsinize edilerek falkon tiipe aktarildi. 1500 rpm’de 5 dk santrifiij sonrasi
slipernatantlar uzaklastirildi ve her pellet 180 pl besiyeri ile orta hizda vortekslenerek yeniden

stispanse edildi. Her gruptan 50 pl alinarak ayri ayr1 1,5 ml'lik ependorf tiiplere aktarildi ve
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lizerlerine 450 ml Count & Viability soliisyonundan eklendi. Orneklerin iyice karistigindan
emin olundu ve 5 dk oda sicakliginda karanlikta inkiibe edildi. Ardindan hiicre analiz cihazinda

(Muse Cell Analyzer, Guava, Luminex Corp.) okuma yapildi.
3.2.4. Kombinasyon Tla¢ Etkinliginin Sinerjistik Analizi

Gemsitabin ve STF-083010’un kombinasyonunun arasindaki sinerjistik etki Chou-
Talalay yontemine gore degerlendirildi (Chou, 2006). Hiicre sayimi1 yapildiktan sonra her grup
icin dort tekrar olacak sekilde hiicreler 96 kuyucuklu (5000 hiicre/kuyucuk) plakalara ekildi.
Hiicrelerin yapismasina izin vermek i¢in plaka 24 saat boyunca inkiibatorde inkiibe edildi ve
diger giin hiicreler 48 saat boyunca ilaglarin IC30, IC50 ve IC70 konsantrasyonlarinin
kombinasyonlar1 ile muamele edildi. Hiicre canliligi, daha 6nce bahsedildigi gibi (Boliim 3.2.2.
MTS/ PMS Canlilik ve Sitotoksisite Deneyi) MTS/ PMS deneyi ile degerlendirildi.

Gemsitabin ve STF-083010’un birlesik etkisi ve izobologram analizi CompuSyn
Yazilimi (ComboSyn) kullanilarak medyan doz etkisi yontemiyle degerlendirildi. izobologram,
iki ilacin farkli dozlarinin esdeger kombinasyonlarini gosteren bir grafik olmakla birlikte farkl
doz seviyelerinde aditif, sinerjistik veya antagonistik etkileri gostermektedir. Bu yontem, iKi
ajan arasindaki kombinasyonun etkisine dayali olarak bir CI (Kombinasyon Indeksi) belirler.
Bu ¢alismada CI < 1 olmasi sinerjistik, CI> 1 olmasi antagonistik ve CI =1 oldugunda ise aditif
etki olarak kabul edildi (Tablo 4) (Nurcahyanti ve Wink, 2016).

llag etkilesimleri, medyan etki ilkesine dayali olarak CI yontemi ile degerlendirildi
(Chou, 2006). Medyan etki denklemi, asagidaki denklemde iki ilacin kombinasyonu ile

sitotoksisite etkisi arasinda iligki kurar:

m = 1 oldugunda

Ga)iz _ Uad1 | Uad2 _ (D)1 N (D),
(fdiz (1 (B2 (Dm)1 - (D)

m # 1 oldugunda

Fdr2]™ (D™ ()™ (D) (D),
[(fu)1,2] B (fu>1] +[<fu)z] = 0w (O
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D, ilacin dozu, Dm, medyan-etki grafiginin x-kesisiminden belirlenen giicii gésteren
medyan-etki dozu: fa, dozdan etkilenen fraksiyonu; fu, etkilenmeyen kesiri (fu = 1 - fa); ve m,
medyan-etki grafiginin egimi tarafindan belirlenen doz-etki egrisinin sigmoidligini (seklini)
belirten bir iisdiir. Kombinasyon Indeksi (CI) daha sonra asagidaki denklem kullanilarak

hesaplandi:

0, D),
= 001 (D)

CI

Medyan etki denklemi, hiicrelerin yiizde x'ini (IC30, 50 ve 70) inhibe eden tek basina
ila¢ 1 ve 2'nin dozu olan Dx'i hesaplamak igin kullanildi. (D)1 ve (D)2, hiicrelerin yiizde 'x'ini
(IC30, 50 ve 70) inhibe etmek i¢in kombinasyon halinde kullanilan gemsitabin ve STF-

083010’un konsantrasyonlaridir.

flag kombinasyonu sinerji etkilesimi sagladiginda, tek basma ilacin konsantrasyonu ile
kombinasyon halindeki ilacin azaltilmis konsantrasyonu arasindaki kat sayisin1 veya oranini
bilmek i¢in doz azaltma indeksi (DRI) veya sitotoksisite potansiyeli hesaplandi ve bu deger
Klinik diizeyde 6nemli bir konu olarak nitelendirilmektedir (Chou, 2006; Eid ve digerleri,
2012). DRI > 1 sinerjiyi gosterir. DRI, asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi:

Gemsitabin ICg,
STF — 083010 ile kombinasyon halinde Gemsitabin IC50

DRI =

Tablo 4. Ila¢ kombinasyonunun etkilesim tiirleri.

Kombinasyon Indeksi
Aralip Aciklama
<0.1 Cok giiclii sinerji
0.1-03 Giiglii sinerji
0.3-0.7 Sinerji
0.7-0.85 Orta diizeyde sinerji
0.85-0.90 Hafif sinerji
0.90-1.10 Aditif
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1.10-1.20 Hafif antagonizm
1.20-1.45 Orta derecede antagonizm
1.45-3.3 Antagonizm
3.3-10 Giglii antagonizm
>10 Cok giiclii antagonizm

3.2.5. Klonojenik Deney

Hiicre canliligini ve proliferasyonunu gostermek amaciyla yapilan klonojenik deney icin
6 gozlii kuyucuk igeren plakalara 10.000 hiicre/ kuyucuk olacak sekilde ekildi. Her bir grup igin
2 kuyucuk kullanildi. Hiicreler ekildikten sonra yapismalarina izin vermek i¢in 24 saatlik bir
inkiibasyon sonrasinda deney ilaglar1 ile muamele edildiler ve her 5 giinde bir olmak iizere
kontrol edildiler. Yaklasik 2. haftanin sonunda NT (non-treated) gruptaki hiicreler kuyucugu
kapladiktan sonra deney sonlandirildi. Sonrasinda hiicre kolonileri igeren plakanin kuyucuklar
PBS ile yikand1 ve metanol ile fikse edildi. %70 metanol igerisinde hazirlanmis %0.5°1ik Kristal
viyole ¢ozeltisi ile 30 dk muamele edildi. Kuyucuklar distile su ile yikandiktan sonra koloniler
belirlendi ve sayim yapildi. Koloni/ hiicre sayilar1 ve hiicre yogunluk analizi ImageJ (National

Institutes of Health) programinin ‘Colony Area’ eklentisi kullanilarak yapildi.

3.2.6. Matrijel invazyon Deneyi

Deney ilaglarinin hiicrelerin invazyon ve metastaz yapma yetenegi iizerindeki etkilerini
belirlemek igin transwell invazyon deneyi dizayn edildi. Invazyon deneyi 24 kuyucuklu
plakalarda 8 um ¢apta porlar iceren insertlerde matrijel matriks kullanilarak yapildi. Bu

deneyde matrijel matriks bazal membran olarak islev gormektedir.

Deneye baglamadan once hiicreler T25 flasklara her grup i¢in 250.000 hiicre/ flask olacak
sekilde ekildi ve deney ilaglari muamele edildi. Matrijel matriks (ECM, Corning) deneyden 1
gece Once + 4 °C’de buzdolabinda eritildi. Deney giinii buz tizerinde galisilarak, 3000 pl
FBS’siz (FBS (-) negatif) soguk medium ve 200 pl matrijel matriks pipetaj yapilarak falkon
igerisinde karistirildi. Insertler (iist kuyucuk) Kuyucuklara yerlestirilerek iizerleri 100 pl
Matrigel ile kaplandi. Giivenlik kabini igerisinde 2 saat boyunca, kapagi hafif acik sekilde

bekletilerek jellesmenin gerceklesmesi saglandi. Siirenin sonunda jellesmeyen sivi kisim

47



matrijele zarar vermeden pipetle ¢ekilerek atildi. Plate, aliminyum folyoya sarilarak + 4 °C’de
1 gece boyunca bekletildi. Boylece membranin porlari matrijel tarafindan tikanarak invaziv
olmayan hiicrelerin gegisinin engellendigi bir ortam olusturuldu. Ertesi giin insertlerin iizerine
pankreas kanseri hiicreleri (200 uL FBS negatif medium'da 50.000 hiicre) ekildi. Alt
kuyucuklara ise 500 pl %10 FBS’li medium eklendi. invazyonun gergeklesmesi igin 48 saat
beklendi. Siirenin sonunda membranin diger tarafina gegmeyen hiicreler pamuklu ¢ubuk ile
nazik¢e uzaklastirildi. Insertlerde porun &biir tarafina gecen hiicreleri saymak igin ise
memranlar bistiiri yardimu ile kesildi ve HEMA3 boya kiti (Fisher Sci.) i¢indeki soliisyonlar ile
fikse edildi, boyandi ve mikroskopta incelenerek sayildi. Hiicre sayimi istatistiki analizi
GraphPad Prism v9.0 programinda 6nce gruplar arasi dagilim i¢in One Way ANOVA testi
(ortalama ve standart sapmalar verildi) ve ardindan gruplar arasi fark i¢in Bonferroni ikili

karsilagtirma testi yapildi. p < 0.05 degerleri anlamli olarak kabul edildi.

3.2.7. Apoptoz Deneyi (Anneksin V)

Apoptoz veya programlanmis hiicre 6liimi, hiicre biiyiimesi ve ¢ogalmasinin dnemli ve
aktif bir diizenleyici yoludur. Apoptoza giren hiicreler, karakteristik fizyolojik degisikliklerle
sonuglanan hiicre i¢i siiregleri baslatarak spesifik indiiksiyon sinyallerine yanit verir. Bunlar
arasinda fosfatidilserinin (PS) hiicre yiizeyine eksternalizasyonu, spesifik hiicresel proteinlerin
boliinmesi ve degredasyonu, niikleer kromatinin sikistirilmasi ve fragmantasyonu, ve membran
biitiinligiinlin kayb1 (ge¢ asamalarda) yer almaktadir (Rudin ve Thompson, 1997). Annexin V,
normalde hiicre zarinin i¢ yiiziinde lokalize olan bir zar bileseni olan PS igin yiiksek afiniteye
sahip, kalsiyuma-bagimli bir fosfolipid baglayici proteindir (van Heerde ve digerleri, 1995).
Apoptotik yolagin baslarinda, PS molekiilleri, Annexin V'in kolayca baglanabilecegi sekilde

hiicre zarmin dig yiizeyine lokalize olur (Vermes ve digerleri, 1995).

Bu amagla deney ilaglarinin Panc-1 hiicrelerinde apoptoz {izerine etkilerini belirlemek
i¢in Annexin V bazl1 deney dizayn edildi. Oncelikle hiicre canlilig1 dogrulandiktan sonra Panc-
1 hiicreleri 500.000 hiicre/ dish olacak sekilde petrilere ekildi. Ekilen hiicrelerin yapismasina
izin vermek i¢in 24 saat boyunca 37 °C’de %5 CO2 ortaminda inkiibe edildi. Siirenin sonunda
hiicreler deney ilaglar1 ile 48 saat boyunca muamele edildi. Ardindan dishlerin igindeki
besiyerleri ayr1 ayr1 falkon tiipler igine alindi. Dishler i¢in yaklasik 1 ml tripsin eklendi ve
inkiibatorde 5-7 dk bekletildi. Hiicrelerin yiizeyden ayrildigi inverted mikroskopta

belirlendikten sonra her bir dish igindeki tripsin miktarmin 2 kat1 kadar taze besiyeri ile igleri
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yikand1 ve tiim hiicreler toplanarak bu karigim ilk bastaki falkon tiiplerin igine alind1. Falkonlar
1300 rpm'de 5 dk santrifiij edildi. Sonrasinda tiiplerdeki siipernatantlar uzaklastirildi ve pelletler
hiicre analiz cihazinin Olgebilecegi hiicre konsantrasyonunu (yaklasik 250.000-500.000
hiicre/ml) elde edebilmek i¢in uygun miktarda besiyeri ile yeniden siispanse edildi. Siispanse
edilen hiicrelerden her grup i¢in ayr1 ayri 100°er pL alinarak 1,5 ml’lik ependorf tiiplere
aktarildi. Ardindan bunlarin tizerine 100 pL Annexin V, 7-Amino Aktinomisin D (7-AAD)
iceren soliisyondan eklendi ve karanlikta, oda sicakliginda yaklasik 20 dk inkiibe edildi. Cihaz
ile dl¢iim yapilarak her grup igin canli ve apoptotik hiicre miktarlar1 belirlendi. Istatistiki analiz
GraphPad Prism v9.0 programi ile dnce OneWay Anova testi, daha sonra gruplar arasi fark i¢in

Bonferroni ikili karsilastirma testi yapildi. p<0,05 degerleri anlamli olarak kabul edildi.

3.2.8. Hiicre Dongiisii Deneyi

Hiicre siklusu analizi i¢in hiicreler propidium iodide (PI) ve RNAase igeren soliisyonlar
ile muameleye tabi tutuldu. PI niikleer interkalasyonla DNA’y1 boyar ve hiicre siklusunun
degisik basamagindaki hiicreyi ayirt eder ve RNAase varliginda bu etkisi spesifik hale gelir.
Interfaz asamasinda béliinme disindaki ‘dinlenen’ hiicreler (GO/ G1 fazi), her kromozomun iKi
kopyasini igerir. Hiicreler dongiiye girdik¢e kromozomal DNA'y1 (S fazi) sentezlerler. PI'den
gelen floresan yogunlugu, tim kromozomal DNA iki katina ¢ikana kadar (G2/ M fazi) artar.
Bu asamada, G2/ M hiicreleri, GO/ G1 popiilasyonunun iki kat1 yogunlukta floresan verir. G2/
M hiicreleri sonunda iki hiicreye boliiniir. Bu deney, her hiicre dongiisii fazindaki (G0/ G1, S
ve G2/ M) hiicrelerin yiizdesini ayirt etmek ve 6lgmek i¢in DNA igeriginin PI bazli boyamasini

kullanir.

Bu deneyde hiicreler dnce fiksasyon islemine tabi tutuldu ve daha sonra fikse edilen
hiicreler boyandi. Bu amagla 6nce fiksasyon asamast i¢in, hiicre canlilif1 dogrulandiktan sonra
Panc-1 hiicreleri 500.000 hiicre/ dish olacak sekilde petrilere ekildi. Ekilen hiicrelerin
yapigmasina izin vermek i¢in 24 saat boyunca 37 °C’de %5 CO, ortaminda inkiibe edildi.
Siirenin sonunda hiicreler deney ilaglari ile 48 saat boyunca muamele edildi. Ardindan dishlerin
icindeki besiyerleri ayr1 ayr1 falkon tiipler i¢ine alindi. Dishler i¢in yaklasik 1 ml tripsin eklendi
ve inkiibatorde 5-7 dk bekletildi. Hiicrelerin yiizeyden ayrildigi inverted mikroskopta
belirlendikten sonra her bir dish igindeki tripsin miktarinin 2 kati kadar taze besiyeri ile igleri
yikand ve tiim hiicreler toplanarak bu karigim ilk bastaki falkon tiiplerin igine alind1. Falkonlar
300 g'de 5 dk santrifiij edildi. Siipernatant atildiktan sonra pellete yaklagik 1 ml PBS eklenerek
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pipetaj yapildi. Pellet PBS ile ¢oziildiikten sonra 300 g’de 5 dk santrifiij edildi. Ardindan
tiiplerin dibinde yaklagik 50 pL PBS kalacak sekilde siipernatant uzaklastirildi. Kalan PBS ile
pellet ¢ozdiiriildii ve orta hizda vorteks yapildi. Ardindan hiicrelerin tizerine 1’er ml %70 soguk
etanol eklendi ve orta hizda vortekslendi. Fiksasyon agsamasinin tamamlanmasi i¢in hiicreler

buzdolabinda -20 °C’de yaklasik 24 saat bekletildi.

Etanol ile fikse edilen hiicrelerden 200 pL alinarak yeni falkon tiiplere konuldu ve
300g’de 5 dk santrifiij edildi. Stipernatantlar uzaklastirildi ve her pellete 250 uL PBS eklenerek
pipetaj yapildi. 300 g’de 5 dk daha santrifiij yapildiktan sonra siipernatantlar uzaklastirilarak
her tiipe 200 pl PI ve RNase karisimi igeren hiicre dongiisii reaktifinden eklendi. Oda
sicakliginda ve karanlikta 30 dk inkiibe edildikten sonra hiicre analiz cihazinda okuma yapildi.
[statistiki analiz GraphPad Prism v9.0 programi ile dnce OneWay Anova testi, daha sonra

gruplar arasi fark i¢in Bonferroni ikili karsilagtirma testi yapildi.

3.2.9. Kaspaz 3/ 7 Deneyi

Kaspazlar (sistein bagimli aspartat spesifik proteazlar) proapoptotik sinyallere yanit
olarak, programlanmis hiicre 6liimii (apoptoz) siirecinin yayilmasinda merkezi bir rol oynayan
sistein proteazlardir (Riedl ve Shi, 2004). Bazi kaspazlar hiicre i¢i kaskadi baslatmak i¢in
hareket ederken, efektor kaspazlar olarak adlandirilan diger kaspazlar asagi akista hareket eder
ve yapisal proteinlerin (Kaspaz-3 ve Kaspaz-7) boliinmesi yoluyla hiicresel yikimi yonlendirir.
Kaspaz-3/ 7'nin aktivasyonu bu nedenle apoptozun ayirt edici bir 6zelligidir (Porter ve Janicke,
1999).

Bu amagla Panc-1 hiicreleri 500.000 hiicre/dish olacak sekilde petrilere ekildi. Ekilen
hiicrelerin yapigsmasina izin vermek i¢in 24 saat boyunca 37 °C’de %5 CO; ortaminda inkiibe
edildi. Siirenin sonunda hiicreler deney ilaglar ile 48 saat boyunca muamele edildi. Ardindan
dishlerin igindeki besiyerleri ayr1 ayr1 falkon tiipler i¢ine alindi. Dishler i¢in yaklagik 1 ml
tripsin eklendi ve inkiibatorde 5-7 dk bekletildi. Hiicrelerin yiizeyden ayrildigi inverted
mikroskopta belirlendikten sonra her bir dish igindeki tripsin miktarinin 2 kat1 kadar taze
besiyeri ile i¢leri yikand1 ve tiim hiicreler toplanarak bu karigim ilk bastaki falkon tiiplerin i¢ine
alindi. Falkonlar 300g'de 5 dk santrifiij edildi. Siipernatant atildiktan sonra pelletler 50 ul 1x
Assay Buffer BA icerisinde yeniden siispanse edildi. Ardindan 1:8 oraninda PBS ile
seyreltilmis Kaspaz 3/ 7 reaktifinden her tiipe 5’er pl eklendi ve %5 CO2 37 °C sicaklikta 30
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dk inkiibe edildi. Ardindan her tiipe 1X Assay Buffer BA ile seyreltilen Kaspaz 7-AAD ¢alisma
soliisyonundan 150°ser ul eklendi ve oda sicakliginda, karanlikta 5 dk inkiibe edildi. Siirenin

sonunda hiicreler hiicre analiz cihazinda analiz edildi.

3.2.10. Western Blot

ER stresini, hiicre Oliimiinii ve anjiyogenezi protein diizeyinde gdstermek amaciyla
western blot deneyi dizayn edildi. Western blot deneyinde hiicreler her grup i¢in flask basina
1x108 hiicre/ flask olacak sekilde ekildi. Ardindan hiicreler deney ilaglar1 olan Gemsitabin,
IREla inhibitori STF-083010 ve Thapsigargin ile tek tek ve kombinasyonlar ile birlikte
muamele edildi. Protein izolasyonu ve blotlama sonrast PVDF membran IRE1a, Perk, XBP-1;
apoptoz belirtegleri: bak, bcl-xI; anjiyogenez belirteci VEGFR2 ve ayrica -aktin) antikorlar
ile inkiibe edildi. immiinreaktivitenin gosterilmesi amaciyla kemiliiminesans deteksiyon kitleri
kullanild1 ve bantlar Jel goriintiileme cihazi ile goriiniir hale getirildi. Protein ekspresyonlarina

ait kat degisimi (bant yogunlugu) Image J programu ile hesaplandi.

3.2.10.1. Protein izolasyonu

Pankreas kanseri hiicreleri 6 ml besiyeri iceren T25 flasklara 1 x 10° hiicre/flask olacak
sekilde ekildi ve yapigmalarina izin vermek i¢in 37°C, %5 CO2’ de yaklasik olarak 24 saat
inkiibe edildi. Hiicreler ylizeye yapistiktan sonra deney ilaclari olan Gemsitabin, IREla
inhibitérii STF-083010 ve Thapsigargin ile tek tek ve kombinasyonlar ile birlikte 48 saat
boyunca muamele edildi. 48 saat sonra tiim gruplarin mediumlar1 serolojik pipet ile ¢ekilerek
falkon tiiplere alind1. Flasklara 2 ml tripsin eklenerek inkiibatorde yaklasik 5 dk kadar inkiibe
edildi. Siirenin sonunda hiicrelerin ylizeyden ayrildig1 inverted mikroskop ile kontrol edildi.
Tripsini inhibe etmek icin her flaska 4 ml besiyeri eklendi ve pipetaj yapildiktan sonra her grup
kendi falkon tiiplerinin igerisine alindi. 1200 rpm’de oda sicakliginda 5 dk santrifiij yapildiktan
sonra siipernatantlar uzaklastirildi. Pelletler ise 1’er ml buz gibi soguk PBS ile yeniden siispanse
edilerek 1,5 ml’lik ependorf tiipler igerisine alindi. Ardindan +4°C'de yaklasik 5000 rpm’de

santrifiij yapildi ve siipernatant uzaklagtirildi.

Lizis islemi i¢in 20 mM Tris-HCI (pH 7.5), 150 mM NaCl, 1 mM Na;EDTA, 1 mM
EGTA, %1 Triton, 2.5 mM sodium pirofosfat, 1 mM beta-gliserofosfat, 1 mM sodium
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orthovanadate ve 10 pg/ ml leupeptin igeren RIPA Buffer (Cell Signaling Tech. Cat: 9806S)
kullanildi. Ayrica lizis tamponuna kullanimdan hemen 6nce 10 ul Proteaz ve Fosfataz inhibitor
karisimindan (Thermo Fisher, Cat: 78440) eklendi ve hafifce vortekslendi. Hazirlanan RIPA
buffer ve Proteaz/ Fosfataz inhibit6r karisimindan her ependorf’a yaklasik 100 pl olacak sekilde
eklendi ve lizis islemine tabii tutuldu. Ependorflar pellet pargalanana kadar yaklasik 40 saniye
stireyle vortekslendi ve 10 dk buz {izerinde bekletildi. Bu islem yaklagsik 3-5 kez tekrarlandi.
Lizis isleminin ardindan tiipler 13.000 rpm’de +4°C'de 10 dk siireyle santrifiij edildi. Ardindan
siipernatantlar dikkatli bir sekilde yeni ependorf tiiplere alind1 ve deneylerde kullanilmak tizere

-80°C'de muhafaza edildi.

3.2.10.2. Protein Miktarimin Olgiilmesi

Hiicrelerden elde edilen total protein miktarinin 6l¢timii DC Protein Assay Kiti (Bio-Rad,
Cat: 5000112) ve 96 cukurlu plakalar kullanilarak yapildi. Deneye hazirlik i¢in ilk olarak
gerekli olacak her ml reaktif A'ya 20 ul reaktif S eklendi. Protein Standard 11 (Bio-Rad, Cat:
5000007) (Bovine Serum Albumin) kullanilarak konsantrasyonlar: 25 pg/ul ile 1250 pg/ul
arasinda degisen bes adet Bovine Serum Albumin (BSA) diliisyonlari olusturuldu. Ayrica hig
BSA bulunmayan standart i¢in distile su kullanildi. Diger yandan protein 6rnekleri -80°C'den
cikartilarak buz iizerinde ¢oziilmesi beklendi. Ardindan tiim ornekler vortekslenerek iyice
karigsmasi saglandi ve 2X ve 4X olacak sekilde distile su ile seyreltildi. 2x diliisyon i¢in 5 pl
ornek + 5 pl distile su; 4x diliisyon i¢in 5 pl 6rnek + 15 pl distile su konuldu. BSA diliisyonlari
ve seyreltilen protein 6rnekleri 5’er pl ve yan yana 3 tekrar olacak sekilde 96 ¢ukurlu plakaya

eklendi.

Deneye baslamadan 6nce hazirlanan reaktif A ve reaktif S karisimi 6rnek ve standart
bulunan her bir kuyucuga 25’er pl olacak sekilde baloncuk yapmadan eklendi. Hemen sonra
yine kitte bulunan reaktif B’den her kuyucuga 200 pl dikkatlice eklendi. Bu asamadan sonra
karanlikta ¢alisilmaya 6zen gosterildi ve baloncuk kontrolii yapilarak her kuyucukta bulunan
baloncuklar c¢arpraz kontaminasyona dikkat edilerek pipet ucu ile uzaklastirildi. Plaka,
shaker’de 5-10 sn yavasca karistirilarak 15 dk oda sicaklifinda ve karanlik ortamda

inkiibasyona birakild.

Inkiibasyon siiresinin sonunda absorbanslar 750 nm dalga boyuna hazirlanmis

spektrofotometre cihazinda okutuldu (Epoch Microplate Spectrophotometer). Cikan sonuglar
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excell programinda analiz edildi. Standart ve 6rneklerin optik yogunluklarinin (OD) ortalamasi
alinarak oOnce standart egri hazirlandi. Standartlar ile olusturulan egrinin korelasyon
katsayisinin (Correlation Coefficient - R2 degeri) bire yakin olmasi saglandi. Ardindan protein
orneklerinin absorbans ortalamalar1 standart egri ile karsilastirildi ve her bir 6rnekteki protein

miktar1 belirlendi. Yapilan her western blot deneyi 6ncesinde bu deney tekrarlandi.

3.2.10.3 Proteinlerin SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezinde (SDS-PAGE) Yiiriitiilmesi

izole edilen ve miktarlar1 belirlenen proteinlerin SDS-PAGE yéntemi ile molekiiler
agirliklarina gore ayrilmasi i¢in %8-16 Mini Protean TGX Tris-HCI (Bio-Rad, Cat. No:
4561104) hazir jeller kullanildi. Bu jeller 10 adet kuyucuga ve 50 pl hacime sahiptir. Ornekler

jele yiikleme i¢in hazirlanmadan 6nce diger asamalarda kullanilacak soliisyonlar hazirlandi.

Proteinlerin jelde yiiriitiilmesi i¢in kullanilacak 25 mM Tris, 192 mM glisin, %0.1 SDS
ve 8.3 pH oranina sahip 10X yiiriitme tamponundan (BioRad, Cat No: 1610732) 100 ml alinarak
900 ml distile su ile 1X’e seyreltildi.

Jelde yiiriitiilen proteinlerin PVDF membrana aktarilmasi sirasinda kullanilacak olan 25
mM Tris, 190 mM glisin ve 8.3 pH oranina sahip 10X transfer tamponundan ise (BioRad, Cat
No: 1610734) 100 ml alinarak 200 ml methanol ve 700 ml distile su ile 1X’e seyreltildi ve

sogumasi i¢in +4°C buzdolabina kaldirildu.

3.2.10.4. Protein Orneklerinin Jele Yiikleme i¢cin Hazirlanmasi

Jelde her kuyuya toplam 40 pg protein yiiklenmesi i¢in dnceden miktarlart belirlenen
ornekler excell izerinden 1.3 hata payi ile birlikte hesaplanarak her bir 6rnekten alinmasi gerek
miktarlar belirlendi. Toplam hacmin 2/3 ii kadar distile su ile seyreltilen 6rneklere son asamada
toplam hacmin 1/3 1 kadar yiikleme tamponu (BioRad Cat No: 1610737) (kullanimdan 6nce
beta merkapto etanol eklenen) eklendi. Ornekler pipetaj yapilarak iyice karismasi saglandiktan
sonra, kuru blok 1siticida 95-100 °C'de 5 dk kaynatildi. Bdylece proteinlerin denatiire edilmesi
saglanmis oldu. Siirenin sonunda 13.000 rpm’de 2-3 sn spin attirilan drnekler artik 40 ul’de 40

ug protein igeriyordu. Ardindan 6rnekler hizlica jele yiiklenmeye baslandi.
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3.2.10.5. Orneklerin Jele Yiiklenmesi ve Elektroforez islemi

Ornekleri yiikleme i¢in hazirlanmasi sirasinda (yaklasik 1 saat nce) jel +4°C’den alindi
ve taraklar ¢ikarilarak jelin oda sicakligima gelmesi i¢in eletroforez tankina yerlestirildi.
Ardindan daha once hazirlanan 1X yiirlitme tamponu elektroforez tankinin yarisina gelecek
kadar dokiildii. Bu sirada jelin kuyucuklarmin da yiiriitme tamponu ile doldugundan emin
olundu. Jelin ilk ve son kuyucugu 7’ser ul Biyotinlenmis Protein Ladder (Cell Signaling Tech.,
Cat.No: 7727S) molekiiler agirlik belirteci ile yliklendi. Daha sonra sirasi ile kuru blok 1siticida
95-100 °C'de kaynatilan protein Orneklerinden 40’ar pl yiiklendi ve ornekler yiginlama
kismindan ¢ikana kadar 50 V akim uygulandi, daha sonra 100 V akima ¢ikartildi. Yiikleme
boyast jelin alt kisminda bulunan siyah serite gelene kadar yiiriitiildii (yaklasik 60 dakika).

3.2.10.6. Blotlama (Protein Orneklerinin PVDF Membrana Aktarilmasi)

Protein orneklerinin PVDF membrana aktarilmasi igin yari-islak transfer yontemi tercih
edildi. Jel yiiriitme islemi bittikten sonra kaset dikkatli bir sekilde elektroforez tankindan
cikarildi ve jele zarar vermeden kaset agildi. Jelin 6rnek yiikleme boliimii kesilerek atildi ve
orneklerin bulundugu kisim nazikc¢e buzdolabinda sogutulmus 1X transfer tamponu icerisinde
yikandi. Diger yandan baska bir kapta hidrofobik 6zellige sahip PVDF membrani aktiflestirmek
icin metanol igerisinde 30-60 sn kadar yikandi. Ardindan membran 2-3 defa distile su ile

yikanarak soguk 1X transfer tamponu bulunan kap igerisinde bekletildi.

Filtre kagitlar1 2 ayr1 tomar olacak sekilde 1x transfer tamponu iginde iyice 1slatilarak
sirasiyla; filtre kagidi, PVDF membran, jel ve tekrar filtre kagidi olacak sekilde Trans Blot
Turbo (BioRad) cihazinin rafina yerlestirildi (jel katot, membran anot yakininda olacak
sekilde). Ardindan membran ile jel arasindaki hava kabarciklarini uzaklastirmak igin ‘roller’ ile
dikkatlice fazla bastirilmadan sandvicin iizerinden ge¢ildi. Biriken transfer tamponu
uzaklagtirildiktan sonra raf cihaza yerlestirildi. Transfer iglemi 2.5 A/ 25V akimda 3 dakika
stireyle gerceklestirildi.
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3.2.10.7. Membran Bloklama Islemi

Bloklama agamasina gegmeden 6nce yikama soliisyonu olarak kullanilacak olan, 137 mM
Sodyum Kloriir, 20 mM Tris ve 7.6 Ph oranina sahip 10X TBS soliisyonu hazirlandi. 1X TBS-
%0,1 Tween-20 soliisyonu hazirlamak icin 99 ml 10X TBS soliisyonuna, 1 ml Tween-20

soliisyonu ve 900 ml distile su eklendi.

Blotlama isleminden ardindan membranin antikor ile muamelesinden 6nce non-spesifik
baglanmalarin online ge¢mek i¢in membran bloklama islemine tabii tutuldu. Bunun i¢in
blotlama cihazindan ¢ikarilan membran 1X TBS-Tween icerisinde hazirlanmis %5'lik yagsiz
stit tozu (Sigma, Cat No: M7409) soliisyonu ile oda sicakliginda orbital karistiricida 1 saat

siireyle muamele edildi.

3.2.10.8. Membran Uzerindeki Proteinin immiinolojik Olarak Gosterilmesi

Bloklama islemi tamamlandiktan sonra membran 5 kez 5'er dk 1X TBS- %0,1 Tween 20
sollisyonu ile orbital karistiricida yikandi. Bu sirada membran ile inkiibe edilecek primer
antikor, 1X TBS-%0,1 Tween 20 igerisinde hazirlanmis %5'lik yagsiz siit tozu igerisinde
kullanici talimatlarina gore verilen 1:1000 seyreltme orani ile seyreltildi. Mebranin biiytikligi
ve inkiibasyonun yapilacagi kabin biiyiikliigii dikkate alinarak yeterli miktarda primer antikor
¢ozeltisinin elde edildiginden emin olundu. Yikama isleminin ardindan membran, hazirlanan

primer antikor ¢ozeltisi ile +4°C’de ve orbital karistiricida gece boyu inkiibe edildi.

Ertesi giin primer antikor ¢ozeltisi uzaklastirildiktan sonra membran 5 kez 5'er dk 1X
TBS- %0,1 Tween-20 igerisinde orbital karistiricida yikandi. Bu sirada primer antikora
baglanacak olan sekonder antikor ¢ozeltisi hazirlandi. Bunun i¢in 6ncelikle primer antikorun
hangi hayvan tiiriinden elde edildigine dikkat edildi (Tavsan veya fare). Ardindan primer
antikora baglanacak HRP (yaban turpu peroksidazi) konjuge anti-tavsan yada anti-fare 19G
sekonder antikorlar, 1X TBS-%0,1 Tween 20 igerisinde hazirlanmis %5'lik yagsiz siit tozu
icerisinde kullanici talimatlarina gore verilen 1:2000 seyreltme orani ile seyreltildi. Sekonder
antikor ile muamele oda sicakliginda orbital karistic iizerinde yaklasik 1 saat siire ile yapildu.
Siirenin sonunda sekonder antikor ¢ozeltisi uzaklastirilarak membran 1X TBS- %0,1 Tween-
20 ile 3 kez S5’er dk orbital karistiricida yikandi. Ardindan membran goriintiilleme islemine

gecildi.
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3.2.10.9. Membran Gériintiileme Islemi

Membran goriintiileme islemi igin membran kemiliiminesans goriintiileme cihazinin
igerisine asetat kagidi ile birlikte yerlestirildi. Ardindan Kemiliiminesans Subsrat Kiti
(BioVision, Cat.No: K820-50) igerisindeki reaktif A ve reaktif B kullanici talimatina gore 1:1
oraninda ependorf tiip igerisinde karistirildi. Bu islemin karanlik ortamda yapilmasina 6zen
gosterildi. Ardindan cihaza yerlestirilen membran hazirlanan substrat karigimi ile kaplandi ve
membranin istii de asetat kagidi ile kapatildi. Cihazin kapagi kapatilarak reaksiyonun
gerceklesmesi i¢in yaklasik 1-2 dakika beklendi. Bu sirada cihazin yazilimi {izerinden gerekli
islemler yapildi ve membran goriintiileme igin gerekli optimum siire belirlenerek uygun
pozlandirma ayar1 ve siire tanimlandi. Membran goriintiisii ¢ekildikten sonra tif formatinda

kaydedilerek dansitometrik analize gecildi.

Dansitometrik analiz i¢in ImageJ (NCBI, NIH) yazilimi kullanildi. Yazilim {izerinden
membran goriintlisii agild1 ve bantlarin bulundugu boliim segilerek yogunluk analizi yapildi.
Sonuglar kaydedilerek analizi yapilmak iizere bilgisayarda saklandi. Protein ekspresyon

sonugclari, excell iizerinden yiikleme kontrolii olan beta aktin ile normalize edilerek belirlendi.

3.2.10.10 Membranin Tekrar Kullanimi

Ayni membran {izerinde baska bir proteinin isaretlenmesi i¢in membran tekrar
kullanilabilmektedir. Bunun igin Oncelikle Onceki isaretlemeden kalan antikorlar

uzaklastirilmaktadir.

Bu amagla membran, Western Blot Stripping Buffer (Nzytech, Cat.No: MB19101) ile
yaklasik 5-10 dk oda sicakliginda orbital karistiricida yikandi. Ardindan kalintilart
uzaklastirmak i¢in 1X TBS-%0,1 Tween 20 ¢ozeltisi ile 5 kez 5’er dk orbital karistiricida
yikand1. Daha sonra B6liim 3.2.10.7.’den itibaren ayn1 islemler uyguland. Ilgilenilen proteinler
bakildiktan sonra en son asamada yiikleme kontrolii olarak beta-aktin proteini ile isaretleme

yapildi.
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4. BULGULAR

4.1. Hiicre Kiiltiirii

ATCC’den temin edilen pankreas kanseri hiicre hatti PANC-1 (pankreatik duktal
epiteloid karsinom) flasklar i¢inde ¢ogaltildi, pasajlandi, donduruldu ve deneylerde kullanilmak
iizere -80 °C buzdolabinda ve azot tankinda saklandi. Pankreas kanser hiicre hatt1 Panc-1’e
(pankreatik duktal epiteloid karsinom) ait karakteristik goriintii epitelyal karakterde ve koloni

benzeri yapilar olusturdugu gozlendi (Resim 1).

Resim 1. Panc-1 hiicrelerine ait karakteristik goriintii.

4.2. MTS/ PMS Canlilik Deneyi Bulgular

Gemsitabin ve STF-083010°un PANC-1 hiicreleri iizerindeki biiylime engelleyici etkisini
saptamak icin MTS/PMS deneyi dizayn edildi. Kemoterapétik ajan olan Gemsitabin Panc-1
hiicrelerinde 500 ug/ml, 1 mg/ml, 1,50 mg/ml, 2 mg/ml, 4 mg/ml, 6 mg/ml, 8 mg/ml ve 10
mg/ml olmak {izere degisen konsantrasyonlarda denendi. IRE1a inhibit6rii STF-083010 (5 mg)
ise DMSO icerisinde 5 mM stok ¢ozeltisi elde edilecek sekilde hazirlandiktan sonra 5, 10, 25,
50, 80, 100, 120, 140, 160, 180, 200 ve 300 uM olacak sekilde degisen konsantrasyonlarda

Panc-1 hicreleri tizerinde denendi.
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Deneylerde kullanilacak dozlar, Gemsitabin i¢in hiicre proliferasyonunu %50 diizeyinde
azaltan, etkin olan en diisiik doz (IC50 degeri) 4 mg/ ml olarak belirlendi (Sekil 7, Sekil 8).
IRE1la inhibitérii STF-083010 i¢in ise yari maksimum inhibitér konsantrasyon 160 uM olarak
belirlendi (Sekil 9). Thapsigargin i¢in de literatiirde belirtilen doz olan 1 uM kullanilda.

Gemsitabin ve STF-083010’da hiicre canliligi zamana ve doza bagimli olarak bulundu.
Sonuglar, PANC-1 hiicrelerinde IC50'ye ulasmak i¢in gerekli sitotoksik olmayan STF-083010
konsantrasyonunun 48 saat boyunca 160 uM oldugunu gosterdi. STF-083010 igin test edilen
en diisiik doz olan 5 uM'da, kontrol grubuna kiyasla 48 saat sonra istatistiksel olarak anlamli
(p=0.0139) biiyiime inhibisyonu gozlendi (yaklasik %5°lik). Maksimum biiyiime inhibisyonu
ise yaklasik %86,28 olan 300 uM'da gézlendi. Gemsitabin i¢in ise, IC50'ye ulagsmak i¢in gerekli
sitotoksik olmayan konsantrasyonunun 48 saat boyunca 4 mg/ml oldugu bulundu. Gemsitabin
igin test edilen en diisiik doz olan 500 ug/ml’de kontrol grubuna kiyasla 48 saatlik tedavide
yaklasik %10’luk biiylime inhibisyonu gozlendi.

Diger yandan faz kontrast mikroskobu ile morfolojik degisiklikler gézlendi. Hiicreler, 48
ve 72 saat boyunca DMSO ve farkli konsantrasyolarda Gemsitabin ve STF-083010 ile muamele
edildi. Her iki ilag igin de tedavi edilen hiicre gruplarinda toplam hiicre sayisinda bir azalma ve
kiiltiir ortaminda doza bagli bir sekilde yiizen hiicrelerde bir artis dahil olmak {izere morfolojik

degisiklikler gézlendi (Resim 2).

Kontrol Gemsitabin

STF-083010 Thapsigargin
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Resim 2. ila¢ uygulanan gruplara ait faz kontrast mikroskobu goriintiileri. ilag gruplarinda
kontrol grubuna gore canli hiicre sayisinda azalis ve yiizen hiicre miktarinda artis

gbzlemlendi.

500 1 1.50 2 3 4 6 8 10
NT pg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml BLANK

- —~

Canhhik

Resim 3. MTS/PMS deneyi sonucunda Gemsitabin uygulanan hiicrelerdeki renk degisimine

ait gorlintii. Soldan saga konsantrasyon arttik¢a canlilik azalmaktadir (NT: Non-treated).

100 120 140 160 180 200 300
NT PMSO pM pM pM  pM pM  pM  pM  BLANK

Canhhk

Resim 4. MTS/PMS deneyi sonucunda STF-083010 uygulanan hiicrelerdeki renk degisimine
ait gortintii (NT: Non-treated).
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Sekil 7. Panc-1 hiicrelerinde Gemsitabin i¢in IC50 analiz grafigi.
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Sekil 8. Gemsitabin’e ait doz/ cevap egrisi.
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Sekil 9. Panc-1 hiicrelerinde STF-083010 i¢in IC50 analiz grafigi.
STF-083010
150
-o- 48 Saat

c
% -8 72 Saat
© |
E, 100
z
o
(3]
o 50+
3
I
2

0 1 | I | |

0 50 100 150 200 250
log (M)

Sekil 10. STF-083010’a ait doz/ cevap egrisi.
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Sekil 11. Panc-1 hiicrelerinde kemoterapiye cevap (veya direng) etkilerine bakildiginda hiicre

proliferasyon yiizdeleri.

4.3. Hiicre Sayimi ve Canhilik Analizi Bulgular

MTS/ PMS deneyi ile ilaglarin hiicreler iizerindeki sitotoksik etkisi gesitli zaman
noktalarinda belirlendi. Ancak MTS/ PMS deneyi sadece hiicrelerin metabolik aktivitesi ile
stnirlidir.  Deney ilaglarinin, hiicrelerin - membran  biitlinliiglinic bozma yetenegini
degerlendirebilmek i¢in ise Count& Viability deneyi yapildi. MTS/ PMS deneyi ile elde edilen
sitotoksik olmayan konsantrasyonlar (IC50) kullanilarak hiicreler deney ilaglart ile 48 saat
muamele edildi. Kontrol grubunda hiicrelerin %90.2 si canli iken gemsitabin ile tedavi edilen
hiicrelerin %39°u, STF-083010 uygulanan hiicrelerin %26,4’i , thapsigargin uygulanan
hiicrelerin  %39,1°’i, gemsitabin+ STF-083010 uygulanan hiicrelerin %49,3’i , STF-
083010+thapsigargin uygulanan hiicrelerin %43,5’1, gemsitabin+thapsigargin uygulanan
hiicrelerin  %41,6’s1 ve gemsitabin+STF083010+thapsigargin uygulanan hiicrelerin ise
%36,8’inin  6lii oldugu gozlemlendi. Kontrol grubuna kiyasla tiim gruplarda hiicre

proliferasyonunda 6nemli bir diisiis gozlendi. Gemsitabin ve STF-083010’un kombine olarak
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tedavisi tek baglarini yapilan tedaviye kiyasla proliferasyonu daha ¢ok diistirdiigii tespit edildi.
Ayn1 durum STF-083010+Thapsigargin kombinasyonunda da gozlemlendi.

VIABILITY PROFILE 4 VIABILITY PROFILE
A Dead
w W
| |
- -
w w
(&) (&
(] O
= =
< <
wi i
= —
O O
= = E
4 <= 3
0. Debri
0 1 2 3 4
Live VIABILITY Dead
NT Gemsitabin

Sekil 12. NT ve Gemsitabin gruplarina ait hiicre sayim ve canlilik analizine ait grafikler.

VIABILITY PROFILE 4 VIABILITY PROFILE

NUCLEATED CELLS
NUCLEATED CELLS

ve VIABILITY Dea

Gemsitabin
+STF-083010

STF-083010

Sekil 13. STF-083010 ve Gemsitabin + STF-083010 gruplarina ait hiicre sayim ve canlilik
analizine ait grafikler.
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ve VIABILITY

Dead
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Sekil 14. Thapsigargin ve STF-083010 + Thapsigargin gruplarina ait hiicre sayim ve canlilik

NUCLEATED CELLS

analizine ait grafikler.

VIABILITY PROFILE

VIABILITY Deax

Gemsitabin
+Thapsigargin

NUCLEATED CELLS

VIABILITY PROFILE

Live VIABILITY

Gemsitabin
+STF-083010
+Thapsigargin

Sekil 15. Gemsitabin + Thapsigargin ve Gemsitabin + STF-083010 + Thapsigargin gruplarina

ait hiicre sayim ve canlilik analizine ait grafikler.
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4.4. Klonojenik Deney

Klonojenik deney ile hiicrelerin koloni olusturma yetenegi degerlendirildi. Kontrol
grubunda toplam 1.872.149 piksel sayilirken, gemsitabin 1 mg/ ml’de 513.642, 2 mg/ ml’de
15.574, 4 mg/ ml’de 31 piksel sayildi (Sekil 16). STF-083010 100 uM’da 546.065, 130 uM'da
63.489 ve 160 uM'da 99 piksel sayildi (Sekil 17). Thapsigargin 250 nM'da 148.037, 750 nM'da
59.763 ve 1 uM'da ise 56 piksel sayild1 (Sekil 18). Gemsitabin + STF-083010 grubunda 103
piksel, STF-083010 + Thapsigargin grubunda 57 piksel, Gemsitabin + Thapsigargin grubunda
52 piksel ve Gemsitabin + STF-083010 + Thapsigargin grubunda ise 37 piksel sayildi (Sekil
19).

Gemsitabin, STF-083010 ve Thapsigargin gruplarinin hepsinde artan ilag konsantrasyonu

ile koloni olusumunda ciddi azalis gézlendi. Benzer durum kombinasyon tedavi uygulanan

gruplarda da gozlendi. Klonojenik deneye ait sayisal veriler Tablo 5’de verilmistir.

Gemsitabin
150- Klonojenik
7
= 100
»
'S
o
S 50
R
0_
& &
RIS
NT Gemsitabin Gemsitabin Gemsitabin
1 mg/ml 2 mg/ml 4 mg/ml

S

>

Artan Hiicre Yogunlugu

Sekil 16. PANC-1 hiicrelerinde farkli konsantrasyonlarda Gemsitabin uygulanan gruplarda
koloni goriintiileri, kolonilere ait yogunluk analizleri ve NT grubuna gére normalize edilmis

sonuclara ait grafik.
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Sekil 17. PANC-1 hiicrelerinde farkli konsantrasyonlarda STF-083010 uygulanan gruplarda
koloni goriintiileri, kolonilere ait yogunluk analizleri ve NT grubuna gore normalize edilmis

sonuglara ait grafik.
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Sekil 18. PANC-1 hiicrelerinde farkli konsantrasyonlarda Thapsigargin uygulanan gruplarda
koloni goriintiileri, kolonilere ait yogunluk analizleri ve NT grubuna gore normalize edilmis

sonuglara ait grafik.
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Gemsitabin +
STF-083010 +
Thapsigargin

NT Gemsitabin + STF-083010+ Gemsitabin +
STF-083010 Thapsigargin Thapsigargin

Artan Hiicre Yogunlugu

Sekil 19. PANC-1 hiicrelerinde kombinasyon tedavisi uygulanan gruplarda koloni goriintiileri

ve kolonilere ait yogunluk analizleri.

Tablo 5. Klonojenik deney gruplarina ait sayisal veriler.

Gruplar Ortalama + Standart Sapma
Kontrol 1.872.149,5+ 334.115,5
Gemsitabin 1 mg/ ml 513.642,5+ 7.357,5
Gemsitabin 2 mg/ ml 15.574,5 + 7.467,5
Gemsitabin 4 mg/ ml 31+18
STF-083010 100 uM 546.065 + 148.925
STF-083010 130 uM 63.489 + 16.867
STF-083010 160 uM 99 + 86
Thapsigargin 250 nM 148.037 + 16
Thapsigargin 750 nM 59.763 + 2.023
Thapsigargin 1000 nM 56,5+ 12
Gemsitabin 4 mg/ml 103,5+9,5
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+ STF-083010 160 uM

STF-083010 160 uM
575+75
+ Thapsigargin 1000 nM

Gemsitabin 4 mg/mi
525+25
+ Thapsigargin 1000 nM

Gemsitabin 4 mg/ml + STF-083010 160

o 37,5+18,5
uM + Thapsigargin 1000 nM

4.5. Sinerjistik Analiz Bulgulari

Deney ilaglarinin sinerjistik inhibitor etkisi, MTS/PMS deneyi ile tespit edildi. Bu
deneyin amaci, diisiik doz kemoterapoétik ilaglar (Gemsitabin) ve STF-083010 kombinasyonu
ile toksisiteyi azaltma ve verimliligi artirma etkisi daha yiiksek olan sinerjistik

konsantrasyonlarin belirlenmesi idi.

Sinerjik etki gosteren kombinasyon konsatrasyonlarinin belirlenmesi i¢in Panc-1 hiicre hatti,
farkli Gemsitabin ve STF-083010 kombinasyonu ile (6nceden belirlenen IC30, IC50 ve 1C70
konsantrasyonlari ile) 48 saat boyunca tedavi edildi. Ardindan daha once belirtilen sekilde
MTS/PMS deneyi ile sitotoksisite analizi yapildi (Sekil 20). Tim veriler CalcuSyn yazilimi ile
analiz edildi. Normallestirilmis izobologram analizi sonucu, Gemsitabin 1C30 (2 mg/ml) + STF
IC50 (160 uM) (CI= 0.81), Gemsitabin IC30 (2 mg/ml) + STF 1C70 (180 uM) (Cl= 0.73),
Gemsitabin IC50 (4 mg/ml) + STF IC50 (160 uM) (IC= 0.72), Gemsitabin 1C50 (4 mg/ml) +
STF IC70 (180 uM) (Cl= 0.69), Gemsitabin IC70 (6 mg/ml) + STF 1C50 (160 uM) (Cl= 0.82)
ve Gemsitabin IC70 (6 mg/ml) ve STF IC70 (180 uM) (Cl= 0,82) kombinasyonlarinda
sinerjistik bir inhibitor etki gosteren kombinasyon indeksi (CI) degeri <1 idi. Gemsitabin IC50
(4 mg/ml) + STF 1C30 (100 uM) (CI=1.00) kombinasyonunda ise CI=1 aditif etki gézlemlendi.
Gemsitabin IC30 (2 mg/ml) + STF 1C30 (100 uM) (Cl= 1.18) ve Gemsitabin IC70 (6 mg/ml)
+ STF 1C30 (100 uM) (Cl= 1.82) kombinasyonunda antagonistik etki gosteren CI degeri >1 idi
(Tablo 6). Tim verilere ait grafikler Sekil 21, 22, 23 ve 24’de verilmistir. Gemsitabin ve STF-
083010 kombinasyonuna ait Inhibitoér Etki (Fa) ve Doz Azaltma indeksi (DRI) degerleri ise

Tablo 7’de verilmistir.
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Sekil 20. Sinerjistik analiz i¢in yapilan degisen konsantrasyonlarda Gemsitabin ve STF-
083010 uygulanan gruplara ait %hiicre proliferasyon analizi (ilaglarn sonundaki 30, 50 ve 70
sayilar1 o ilacin sirastyla IC30, IC50 ve IC70 konsantrasyonlarini temsil etmektedir.) Tiim

gruplar kontrol grubuna gére anlamlidir (****: Kontrol’e gore p< 0,0001).

Zr Gem
[ &TF
G+5

Fa
0.51

1] Dose a00

Sekil 21. Doz-Etki egrisi. Mavi ¢izgi ve kareler Gemsitabin’e ait Doz-canlilik egrisini
gosterir. Kirmizi ¢izgi ve kareler STF-083010’a ait Doz-canlilik egrisini gdstermektedir. Yesil

iicgenler ise Gemsitabin ve STF-083010 kombinasyonlarini temsil etmektedir.
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Sekil 22. Gemsitabin, STF-083010 ve her ikisinin kombinasyonunun yapildig1 gruplara ait

Medyan-Etki grafigi.
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Sekil 23. Gemsitabin ve STF-083010 i¢in DRI grafigi. Esigin tizerindeki kombinasyonlar doz

azaltimina izin veren kombinasyonlar1 gostermektedir.
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Sekil 24. Gemsitabin ile STF-083010 ilag kombinasyonunun izobologram analizi.

Normallestirilmis izobologramlar iiretmek i¢in CompuSyn yazilimi kullanildi. Esik ¢izgisinin

altindaki degerler sinerjistik kombinasyonu gostermektedir (Ilaglarin sonundaki 30, 50 ve 70

sayilari o ilacin sirastyla IC30, IC50 ve IC70 konsantrasyonlarini temsil etmektedir).

Tablo 6. Gemsitabin ve STF-083010 kombinasyonlarina ait CI degerleri ve Tablo 1'e gore bu

degerlerin etkileri.

Kombinasyon

STF IC50 (160 uM)

Kombinasyon . Etki
Indeksi
Gemsitabin 1C30 (2 mg/ml) + . )
1,18 Hafif Antagonizm
STF IC30 (100 uM)
Gemsitabin 1C30 (2 mg/ml) + N
0,81 Orta Sinerjizm
STF IC50 (160 uM)
Gemsitabin 1C30 (2 mg/ml) + N
0,73 Orta Sinerjizm
STFIC70 (180 uM)
Gemsitabin IC50 (4 mg/ml) + ..
1,00 Aditif
STF IC30 (100 uM)
Gemsitabin 1C50 (4 mg/ml) + L
0,72 Orta Sinerjizm
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Gemsitabin IC50 (4 mg/ml) + ..
0,69 Sinerjizm
STFIC70 (180 uM)
Gemsitabin IC70 (6 mg/ml) + .
1,82 Antagonizm
STF IC30 (100 uM)
Gemsitabin IC70 (6 mg/ml) + ..
0,82 Orta Sinerjizm
STF IC50 (160 uM)
Gemsitabin IC70 (6 mg/ml) ve L
0,83 Orta Sinerjizm
STFIC70 (180 uM)

9 farkli kombinasyonda hesaplanan Fa degerleri sirast ile 0.49, 0.29, 0.24, 0.27, 0.15,
0.14, 0.37, 0.14 ve 0.12 idi. Gemsitabin 4.03 mg/ ml hari¢ tim gemsitabin ve STF-083010
dozlarinin DRI degeri 1 in {lizerindeydi ve bu da gemsitabin veya STF-083010’un uygun doz

azaltimina izin verdigini gostermektedir (Tablo 7).

Tablo 7. Gemsitabin ve STF-083010 kombinasyonuna ait Inhibitér Etki (Fa) ve Doz Azaltma
Indeksi (DRI) degerleri.

. o Doz Azaltma Doz Azaltma
Inhibitor Etki | Gemsitabin | STF-083010 . .
Indeksi Indeksi
(Fa) Doz (mg/ml) Doz (uM) o
(Gemsitabin) (STF-083010)
0.49 2.94 201.03 1.47 2.01
0.29 5.01 393.78 2.51 2.46
0.24 5.75 467.54 287 2.60
0.27 5.25 416.85 1.31 4.17
0.15 8.10 720.82 203 451
0.14 8.64 781.01 2.16 4.34
0.37 4.03 298.76 0.67 2.99
0.14 8.54 770.33 1.42 4.81
0.12 9.52 883.06 159 491
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4.6. Hiicre Dongiisiine Ait Bulgular

Deney ilaglarmin hiicre dongiisii lizerindeki etkilerini belirleyebilmek icin hiicre dongiisii
analizi yapildi. Kontrol grubunda hiicre popiilasyonunun %4,03’i G0/ G1 fazinda, %63,03°1 S
fazinda ve %31,5’1 G2/ M fazinda iken Gemsitabin grubunda %8,33 GO/ G1 fazinda, %48,1°1
S fazinda ve %42,53 G2/ M fazinda, STF-083010 grubunda %8,13 G0/ G1 fazinda, %58,27 S
fazinda ve %32,3 G2/ M fazinda, Thapsigargin grubunda %32,37 G0/ G1 fazinda, %41,13 S
fazinda ve %25,4 G2/ M fazinda oldugu gozlendi.

Kombinasyon gruplarinda ise Gemsitabin + STF-083010’de %17,53 GO/ G1 fazinda,
%52,67 S fazinda ve %28,57 G2/ M fazinda, STF-083010 + Thapsigargin’de %11,87 GO/ G1
fazinda, %53,7 S fazinda ve %32,83 G2/ M fazinda, Gemsitabin + Thapsigargin’de %6,07 GO/
Gl fazinda, %39,73 S fazinda ve %53,1 G2/M fazinda, Gemsitabin + STF-083010 +
Thapsigargin kombinasyonunda %4,93 G0/ G1 fazinda, %68,27 S fazinda ve %25,73 G2/ M

fazinda oldugu bulundu.

Tiim gruplarda NT grubuna kiyasla GO/ G1 fazindaki hiicrelerde artig gdzlenirken
Gemsitabin + STF-083010 + Thapsigargin kombinasyonu digindaki tiim gruplarda ise S
fazindaki hiicrelerde azalis gozlemlendi. Hiicre dongiisii analizlerine ait grafikler Sekil 25, 26,

27, 28,29 ve 30°da, analize ait sayisal veriler ise Tablo 8’de verilmistir.

’ DNA CONTENT PROFILE ’ DNA CONTENT PROFILE
§ ] :J_wio g : '33'_?’,2_::’
_— ] 32\.-«’33; = ' | -:,z\j:'m
= ] = ]
= ] - R
o J o J
O g . O gg
D 1234530678950 0123456783910
DNA CONTENT INDEX DNA CONTENT INDEX
NT Gemsitabin

Sekil 25. NT ve Gemsitabin gruplarinda hiicre dongiisli analizine ait grafikler.
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Sekil 26. STF-083010 ve Gemsitabin + STF-083010 gruplarinda hiicre dongiisii analizine ait

grafikler.
DNA CONTENT PROFILE ’ DNA CONTENT PROFILE
15 GOG1 27 g GOGT 112
S418 55848
e G2M 247 e G2M 205
- — E —
S S

012345678910

012345678910
DNA CONTENT INDEX

DNA CONTENT INDEX

Thapsigargin STF-083010

+ Thapsigargin
Sekil 27. Thapsigargin ve STF-083010 + Thapsigargin gruplarinda hiicre dongiisii analizine
ait grafikler.
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Sekil 28. Gemsitabin + Thapsigargin ve Gemsitabin + STF-083010 + Thapsigargin

gruplarinda hiicre dongiisii analizine ait grafikler.

80- -

60- Bl Gemsitabin
= STF-083010
Q
© 40+ Gemsitabin
Q W +STF083010

20-

o_

G0/G1 S G2/M

Sekil 29. Kontrol, Gemsitabin, STF-083010 ve Gemsitabin + STF-083010 gruplarina ait

hiicre dongiisii analiz sonuglari.
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Sekil 30. Kontrol, Thapsigargin, STF-083010 + Thapsigargin, Gemsitabin + Thapsigargin ve

Gemsitabin + Thapsigargin + STF-083010 gruplarina ait hiicre dongiisii analiz sonuglari.

Tablo 8. Deney gruplarinda hiicre dongiisii analizi sonuglari. (p<0,0001)

S (%Ortal G2AM
o0Ortalama
0 GO/ GL (%Ortalama +
Pancl (%Ortalama+ | 4+ Standart
Standart Standart
sapma) sapma)
sapma)
NT 403+031 | 63,03+046 31,5+ 0,83
Gemsitabin 8,33 + 0,50 481+131 | 4253+124
STF-083010 8,13+048 | 5827+133 | 323+1,20
Thapsigargin 3237+165 | 4113+151 | 254+051
Gemsitabin+STF-083010 | 1753+0.26 | 52,67+0,31 | 2857+0,48
STE-
083010+ Thapsigargin | 1187+057 | 537224 | 32834188
Gemsitabin+Thapsigargin |  607+0,25 | 39,73+2,87 | 531+298
Gemsitabin+STF-
083010+ Thapsigargin 493+087 | 6827+049 | 2573+1,14
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4.7. Hiicre Oliimiine iliskin Bulgular

Deney ilaglarinin ve kombinasyonlarinin pankreas kanserinde apoptoz iizerine etkilerini
belirleyebilmek i¢in Anneksin V temelli deney dizayn edildi. Kontrol grubuna kiyasla tiim

gruplarda apoptozda bir artis s6z konusuydu.

NT (Kontrol) grubunda %6,25 total apoptoz ve %5,42 nekroz saptanirken, gemsitabin
grubunda %36,67 total apoptoz (%9,05 erken, %27,62 ge¢ apoptoz) ve %3,1 nekroz, STF-
083010 grubunda %34,97 total apoptoz (%20,22 erken, %14,75 ge¢ apoptoz) ve %0,97 nekroz,
Thapsigargin grubunda %24,23 total apoptoz ( %10,45 erken, %13,78 ge¢ apoptoz) ve %5,1
nekroz saptanmistir. Kombinasyon gruplarinda ise Gemsitabin + STF-083010’de %43,52 total
apoptoz (%7,92 erken, %35,6 ge¢ apoptoz) ve %3,5 nekroz, STF-083010 + Thapsigargin
kombinasyonunda %27,13 total apoptoz (%4,33 erken, %22,8 ge¢ apoptoz) ve %2,78 nekroz,
Gemsitabin + Thapsigargin kombinasyonunda %23,97 total apoptoz (%9,55 erken, %14,42 geg
apoptoz) ve %2,37 nekroz ve Gemsitabin + STF-083010 + Thapsigargin kombinasyonunda ise
%17,53 total apoptoz (%6,83 erken, %10,7 ge¢ apoptoz) ve %2,67 nekroz saptandi.

Tiim gruplar kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,0001).
Veriler ayrintili olarak Tablo 9°de belirtilmistir. Sonuglara ait grafikler ise Sekil 31, 32, 33 ve

34’°de verilmistir.

Tablo 9. Deney gruplarina ait total apoptoz, erken apoptoz, ge¢ apoptoz ve nekroz oranlari.

%Total

%Erken %Gee |,
Apoptoz Apoptotik | Apoptotik /CO)Nelk roz E) .
Gruplar Oram | 5ralama | (Ortalama | (OTt&1ma | deger
(Ortalama + + Standart | (NT’ye
+ Standart | + Standart ;
Standart sapma) gore)
sapma) sapma)
sapma)
1,97 £ 4,28 + 542 + i
Kontrol 6,25+ 0,21 0.06 0.17 0.37
o 36,67 £ 9,05+ 27,62 +
Gemsitabin 3.20 101 243 3,1+1,77 | <0,0001
34,97 £ 20,22 + 14,75 + 0,97 +
STF-083010 0.78 0.08 071 0.27 <0,0001
. : 24,23 + 10,45 + 13,78 +
Thapsigargin 443 228 218 5,1+4,28 | <0,0001
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Gemsitabin+STF-083010 | *3°2% | 790404 | 328% | 354027 | <0,0001
0,51 0,32
STF- 27,13 + 4,33+ 22,8 + 2,78 + <0.0001
083010+Thapsigargin 1,79 0,49 1,35 0,28 '
oL . . 23,97 £ 9,55 + 14,42 + 2,37
Gemsitabin +Thapsigargin 053 115 0.7 0.43 <0,0001
Gemsitabin + STF-083010 17,53 6,83 + 2,67
+ Thapsigargin 1,05 0,53 10,7+£0.8 0,43 <0,0001
4 APOPTOSIS PROFILE 4 APOPTOSIS PROFILE
iDead Late Apop./Dead i Dead Late Apop./Dead
1275 % 9.90 % 15.60 % 31.05%
3+ . 34
E g e ‘
- ¥gr o -
@ 23 @
< =<
> >
6.20 % 10.00 %
Early Apop. Early Apop.
2 3 4 0 1 2 3 4
Live ANNEXINYV Apoptotic Live ANNEXINYV Apoptotic
NT Gemsitabin

Sekil 31. NT ve Gemsitabin gruplarina ait apoptoz oranlari.
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APOPTOSIS PROFILE

’ Dead
{095 %

VIABILITY

Late Apop./Dead
15.50 %

20.25 %

0 1 Early Apop.
o 1 2 3 4
Live ANNEXINYV  Apoptotic

STF-083010

Sekil 32. STF-083010 ve Gemsitabin + STF-083010 gruplarina ait apoptoz oranlari.

4 APOPTOSIS PROFILE
{Dead Late Apop./Dead
111.15% 16.80 %

VIABILITY

13.40 %
Early Apop.
2 3 4

VIABILITY

VIABILITY

4 APOPTOSIS PROFILE
{Dead Late Apop./Dead
13.85% 36.05 %

34

2;

{cTgoery. 7.80 %

0' Live® |} Early Apop.
o 1 2 3 4
Live ANNEXINYV Apoptotic

Gemsitabin

+ STF-083010

4 APOPTOSIS PROFILE
{Dead Late Apop./Dead
13.05% 2470 %

3

2 "

495 %

Early Apop.
2 3 4

Live ANNEXINY Apoptotic Live ANNEXINYV Apoptotic
Thaosi . STF-083010
apsigargin +Thapsigargin

Sekil 33. Thapsigargin ve STF-083010 + Thapsigargin gruplarina ait apoptoz oranlari.
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APOPTOSIS PROFILE 4 APOPTOSIS PROFILE

Dead Late Apop./Dead Dead Late Apop./Dead
11.85% 14.05 % 13.15% . 11.80 %
3= 34 ’
- - 8
o o 23
=t =
10.60 % {76 6.80 %
Early Apop. 0 1Live ™= Early Apop.
2 3 4 0 1 ?.s 3 4
Live ANNEXINYV Apoptotic Live ANNEXINV Apoptotic
Gemsitabin +g%?s(1)?3‘3?0
+ . . -
Thapsigargin +Thapsigargin

Sekil 34. Gemsitabin + Thapsigargin ve Gemsitabin + STF-083010 + Thapsigargin gruplarina

ait apoptoz oranlari.

4.8. Hiicrelerin Kaspaz 3/ 7 Aktivitelerine Ait Bulgular

Deney gruplarinda kontrol grubuna kiyasla kaspaz 3/ 7 araciligiyla olan apoptozda 6nemli
bir artis gozlendi. NT grubunda total kaspaz 3/ 7 ile apoptoza giren hiicrelerin oran1 %9,68 iken
Gemsitabin grubunda %27,7, STF-083010 grubunda %26,12, Thapsigargin grubunda %35,86
olarak bulundu. Gemsitabin + STF-083010 kombinasyonunda kaspaz 3/7 ile apoptoz orani
%49,84 iken STF-083010 + Thapsigargin kombinasyonunda %43,94, Gemsitabin +
Thapsigargin kombinasyonunda %64,31 ve Gemsitabin + STF-083010 + Thapsigargin
kombinasyonlarinda %71,52 olarak bulundu. Tiim deney ilaglarinda tek baslarma kullanima

kiyasla kombine olarak kullanimda kaspaz 3/ 7 ile apoptoza giren hiicre sayis1 artmistir.

Deney gruplarinda % kaspaz 3/ 7 oranlari Tablo 10°da verilmistir. Kaspaz 3/ 7’ye ait
grafikler ise Sekil 33, 34, 35 ve 36’da gosterilmistir. Grafiklerde sol alt kadran canli hiicreler
ve saptanabilir apoptoza girmeyen popiilasyonu (Kaspaz-3/ 7(-) ve Olii hiicre belirteci (-)), sag
alt kadran apoptozun erken evrelerindeki hiicreleri (Kaspaz-3/ 7(+) ve Olii hiicre belirteci (-)),
sag Uist kadran apoptozun ge¢ asamalarindaki hiicreler veya apoptotik mekanizmalarla 6lmiis

hiicreleri (Kaspaz-3/ 7(+) ve Olii hiicre belirteci (+)), sol iist kadran ise nekroz yoluyla &len
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ancak apoptotik yoldan 6lmeyen hiicreleri (Kaspaz-3/ 7(-) ve Olii hiicre belirteci (+))

gostermektedir. Sag alt kadran ve sag iist kadran toplami total kaspaz 3/7 miktarini belirtir.

Tablo 10. Deney gruplarinda kaspaz 3/7 oranlari.

Gruplar %HKaspaz 3/ 7 Oram
NT %09,68
Gemsitabin %27,7
STF-083010 %26,12
Thapsigargin %35,86
Gemsitabin+STF-083010 %49,84
STF-083010+Thapsigargin %43,94
Gemsitabin+Thapsigargin %64,31
Gemsitabin+STF-083010+Thapsigargin %71,52
4 APOPTOSIS PROFILE 4 APOPTOSIS PROFILE
E 3 Deaci{7 Apoptotic/Dead E E Deai7 Apoptotic/Dead
= {o.00 4.05% I (VX5 9.44 %
34
] ¥ =
@ 29 @
= 3 <
> >
148
& % 563%| _ 18.26 %
SR . ] I .. ...
0 1 2 3 4 2 3 4
Live CASPASE-3/7 Apoptotic Live CASPASE-3/7 Apoptotic
NT Gemsitabin

Sekil 35. NT ve Gemsitabin gruplarinda kaspaz 3/7 oranlari.
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APOPTOSIS PROFILE

4
g 50“1(. Apoptotic/Dead
10.00 N 991 %
34 \4%$ﬁ;
- g
o 23
-
=
. 16.21 %
Y . . ..
1 2 3 4

CASPASE-3/7 Apoptotic

STF-083010

Dead

VIABILITY

Live

4 APOPTOSIS PROFILE
{Dea Apoptotic/Dead
10.12 2839 %

21.45%
Apoptotic

3 <
CASPASE-3/7 Apoptotic

Gemsitabin
+STF-083010

Sekil 36. STF-083010 ve Gemsitabin + STF-083010 gruplarinda kaspaz 3/7 oranlari.

4 APOPTOSIS PROFILE
| S Deact Apoptotic/Dead
10.13 429%
=
=
as]
<
>
i 31.57 %
- Apoptotic
2 3 4

CASPASE-3/7 Apoptotic

Thapsigargin

Sekil 37. Thapsigargin ve STF-083010 + Thapsigargin gruplarinda kaspaz 3/7 oranlart.

Dead

VIABILITY

Live

4 APOPTOSIS PROFILE
: Deai Apoptotic/Dead
10.00 8.92%
35.02 %
Apoptotic
2 3 4

CASPASE-3/7 Apoptotic

STF-083010
+Thapsigargin
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APOPTOSIS PROFILE 4 APOPTOSIS PROFILE

E {Dead Apoptotic/Dead E {Dead Apoptotic/Dead

- 1032k " 2787%| 033k | 3247 %

= =

— —

o fos)

=< ¢

> >

B44%| 39.05 %

2 Apoptotic 3 Apoptotic
2 3 4 2 3 4

Live CASPASE-3/7 Apoptotic Live CASPASE-3/7 Apoptotic
o Gemsitabin
Gemsitabin +STF-083010

Sekil 38. Gemsitabin + Thapsigargin ve Gemsitabin + STF-083010 + Thapsigargin

gruplarinda kaspaz 3/7 oranlari.

4.9. invazyon Deneyi

STF-083010 ve gemsitabin ile kombinasyonunun hiicrelerin invazyon iizerine etkilerini
belirlemek i¢in matrijel invazyon deneyi yapildi. Tim gruplarda kontrol grubuna kiyasla
membrani gegen hiicre sayisinda ciddi bir diisiis s6z konusuydu. NT grubunda membrani gecen
ortalama hiicre sayis1t 788 iken, Gemsitabin grubunda 98,5, STF-083010 grubunda 193,5,
Thapsigargin grubunda 37, gemsitabin ve STF-083010 kombinasyonunda 317,5 ve STF-
083010-Thapsigargin kombinasyonunda 62,5 hiicre idi (Tablo 11. Deney gruplarinda mebrani
gecen ortalama hiicre sayilar1 ve standart sapmalari. 1 p <0,0001 (Kontrol’e gore), 2 p <0,0001
(Gemsitabin’e gore), 3 p =0,0154 (STF-083010’a gore), * p =0,0005 (STF-083010’a gore), °p
=0,0076 (STF-083010’a gore).).

Invazyon deneyinin sonuglarina ait grafik Sekil 39’da, membranlara ait goriintiiler ise

Resim 5, 6, 7, 8, 9 ve 10’da bulunmaktadir.
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%Membrani Gegen Hiicre
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Sekil 39. Matrijel invazyon deneyinde % membrani gegen hiicre sayilari (metastatik hiicre).

Tablo 11. Deney gruplarinda mebrani gegen ortalama hiicre sayilar1 ve standart sapmalar1. 1 p
<0,0001 (Kontrol’e gore), 2 p <0,0001 (Gemsitabin’e gore), > p =0,0154 (STF-083010’a gore),
4p =0,0005 (STF-083010’a gore), °> p =0,0076 (STF-083010’a gore).

Gruplar Ortalama * Standart sapma
Kontrol 788 + 25,81
Gemsitabin 98,5+6,091
STF-083010 193,5+14,25*
Thapsigargin 37+411%4
Gemsitabin + STF-083010 317,5+24,63 %23
STF-083010 + Thapsigargin 62,5+6,401°
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Kontrol (1

Gemsitabin (10x)

Resim 6. Gemsitabin grubuna ait 5x ve 10x biiyiitmede transwell membran goriintiileri.
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Resim 7. STF-083010 grubuna ait 5x ve 10x biiyiitmede transwell membran goriintiileri.
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Gemsitabin+ STF-083010 (5x) Gemsitabin+ STF-083010 (10x)

Resim 8. Gemsitabin + STF-083010 grubuna ait 5x ve 10x biiyiitmede transwell membran

goriintiileri.
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Resim 9. Thapsigargin grubuna ait 5x ve 10x biiyiitmede transwell membran goriintiileri.
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Resim 10. STF-083010 + Thapsigargin grubuna ait 5x ve 10x biiylitmede transwell membran

gorilintiileri.

4.10. Western Blot ve Protein Ekspresyon Analizleri

4.10.1. Protein Konsantrasyon Analizi

SDS-PAGE jelde her kuyuya esit miktarda proteinin yiiklenmesi igin hiicrelerden elde
edilen total protein miktar1 6l¢iildii. Sirasiyla kontrol, gemsitabin, STF-083010, thapsigargin,
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gemsitabin + STF-083010, STF-083010 + thapsigargin, gemsitabin + thapsigargin ve
gemsitabin + STF083010 + thapsigargin gruplarinda 6lgiilen protein miktarlari su sekilde idi;
8.44, 4.10, 3.92, 4.15, 3.44, 4.05, 3.30, 1.45 ng/ pl.

Ayrica Orneklerin absorbans degerlerinden, protein miktarinin belirlenebilmesi igin
sirayla 0.025, 0.1, 0.25, 0.5, 0.75, 1 ve 1.25 mg/ ml olacak sekilde BSA diliisyonlari olusturuldu.
BSA standartlarmin absorbans degerleri ile standart egri hazirlandi. Orneklerin absorbans
degerleri, olusturulan standart grafik denklemi kullanilarak protein miktarlar1 belirlendi.
Konsantrasyon analizine ait renk degisimi Resim 11°de ve BSA diliisyonlarina ait standart egri

Sekil 40°da bulunmaktadir.

Gem+
Gem+ STF+ Gemt+ STF+
NT Gem STF  Thap STF Thap Thap Thap

“Protein
> Ornekleri

> BSA Standart

0,025 0,1 0,25 0,5 0,75 1 1,25
mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mgml mg/ml

dH,0
Resim 11. Orneklerdeki protein konsantrasyonlarinin belirlenmesi icin yapilan konsantrasyon
analizi. Ustteki kuyucuklarda 3 tekrar olacak sekilde 4x oraninda seyreltilmis protein
ornekleri yer alirken, asagidaki kuyucuklarda BSA’nin diliisyonlar1 yer almaktadir. Her bir
kuyucuk DC protein assay Kitinin igindeki soliisyonlar ile muamele edilmistir. Renk

koyulastik¢a protein konsantrasyonu artmaktaydi.
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0.18 4 Standart Egri

0.16 - y=0.1218x + 0.0164
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Sekil 40. BSA diliisyonlarina ait standart egri.

4.10.2. Western Blot Protein Ekspresyonlari

GEM+
GEM GEM+ STF+
NT  STF  grr THAP CEM Tgap THAP TSlei;

IRE1a

B-Aktin W

Resim 12. Deney gruplarinda ER stres faktorii olan IRE1a’nin protein bantlarina ait blot

goruntusu.
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Sekil 41. IRE1a proteinin beta aktin ile normalize edilmis sonuglari.

NT

VEGFR2 ” P

GEM

STF

GEM

GEM STF+
THAE +THAP

+STF THAP

B-Aktin o @NINS SN e e D S

Resim 13. Deney gruplarinda anjiyogenez belirteci VEGFR2’nin protein bantlarina ait blot

goruntisu.
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Resim 14. Deney gruplarinda Bak, Bcl-xL, Perk, XBP1s ve XBP1u protein bantlarina ait blot

goriintiileri.
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Sekil 43. Bak proteinin beta aktin ile normalize edilmis sonuglari.
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Sekil 45. Perk proteinin beta aktin ile normalize edilmis sonuglari.
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Sekil 46. XBP-1s proteinin beta aktin ile normalize edilmis sonuglari.
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Sekil 47. XBP-1u proteinin beta aktin ile normalize edilmis sonuglari.
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5. TARTISMA

Pankreas kanseri diinyada kanserden oliimlerin en yiiksek nedenidir ve sonuglar
iyilestirilmezse, hastaligin 6niimiizdeki on yil i¢inde kansere bagli 6liimlerin ikinci 6nde gelen
nedeni olacagi tahmin edilmektedir. Pankreas kanserinde genel 5 yillik sagkalim orant %7°nin
altindadir ve tedavi segenckleri kisithidir. Glinimiizde Gemsitabin, 5-FU ve FOLFIRINOX gibi
kemoterapoétik tedaviler ile klinik olarak minimum iyilesme saglamasina ragmen cerrahi olarak
rezeke edilemeyen hastaliga sahip olan hastalar basta olmak {izere pankreas kanseri i¢in yeni

tedavi segeneklerine ihtiya¢ bulunmaktadir.

Endoplazmik retikulum protein sentezi, protein transportu, protein katlanmasi, lipid ve
steroid sentezi, karbonhidrat metabolizmas: ve kalsiyum depolanmasi gibi islemlerin ana
bolgesidir. Artmis salgi yiikii gibi fizyolojik stresler veya ER'de diizgiin sekilde katlanamayan
mutasyona ugramis proteinlerin mevcudiyeti gibi patolojik stresler, protein katlama talebi ile
ER'nin protein katlama kapasitesi arasinda bir dengesizlige yol agabilir. ER stresine neden
olur. ER stresini algilamak ve buna yanit vermek i¢in dkaryotik hiicreler, topluca katlanmamis
protein yanitt (UPR) olarak adlandirilan bir grup sinyal iletim yolu gelistirmistir. UPR'nin ER
diizenleyicileri, bir dizi transmembran ER'de yerlesik proteinden olusur, IRE1, PERK ve ATF-
6. ER stresinin tiimérler {izerinde ikili bir etkisi vardir. Ik olarak, tiimér biiyiimesini artiran
uyarlanabilir bir anlami vardir. Ikincisi, apoptozu indiikleyen sitotoksik etkileri de
vardir. Kanser hiicreleri, UPR'nin aktivasyonu ile ¢evredeki mikro ¢evreye uyum saglar ve
makrofajlar, sitokinler, biiyiime faktorleri ve anjiyojenik faktorler salgilayarak kanser hiicresi

gelisimi ve istilasi i¢in daha uygun mikro ortamlar olusturur.

XBP1s’in ¢esitli kanserlerde asir1 eksprese edilmesi, onun bir proto-onkogen gibi
davrandigint diigiindiiriir. XBP1s kanser hiicrelerinde asir1 ekspresyonu, kronik lenfositik
16semi gibi tiimor olusumunu dogrudan destekleyebilir ve aktive edilmis IREla'y1 ve ardindan
XBP1 eklemesini hedeflemek, multipl miyelomda klinik 6ncesi modellerde umut verici
sonuglar vermistir. Ayrica, XBP1s, ti¢lii negatif meme kanserinde HIF 1a ile etkilesime girer ve
bir hipoksi imza gen ekspresyon programini indiikleyerek tiimoriin ilerlemesini saglar. XBP1s
ve ATF6a hedefi, P5S8IPK, ayrica ER stresiyle kars1 karsiya kalan malign hiicrelerin hayatta
kalmastyla da baglantilidir ve kronik UPR sinyallemesine adaptif bir yanita aracilik eder.
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Bu calismada ER stres faktorii IREla proteininin endoniikleaz inhibitorii olan STF-
083010’un pankreas kanserindeki etkilerini inceledik. Western blot deneyinde pankreas kanseri
hiicrelerinin  ER  stresi altinda oldugunu gosteren PERK ve IREla proteinlerinin
ekspresyonunda artis gozlemledik. ER stresine bagli PERK ve IREla ekspresyonlar
thapsigargin uygulanan gruplarda daha fazlaydi. Bir dizi MTS/PMS sitotoksisite deneyi ile
STF-083010’un yar1 maksimum inhibisyon konsantrasyonunu belirlerken ayrica gemsitabin ve
thapsigargin ile kombinasyonunu da inceledik. STF’de 160 uM olarak buldugumuz IC50 degeri
diger deney asamalarinda da kullandik. STF-083010’un XBP1s ekspresyonunda diisiis ve
XBPlu ekspresyonunda artisa neden oldu. Bu da STF-083010’un IREla endoniikleaz
aktivitesini bagariyla inhibe ettigini gostermektedir. Thapsigargin grubunda XBP1s
ekspresyonunda artis gozlenirken, XBPlu’da diisiis s6z konusuydu. Thapsigargin’e STF-
083010 ilavesi bu proteinin ekspresyonunda diisiise neden oldu ve Thapsigargin ile indiiklenen
ER stresinin STF-083010 kombinasyonu ile tersine ¢evrildigi gozlendi. ilging bir sekilde diger
ER stres faktorii olan PERK proteininin ekspresyonu IREla inhibitorii olan STF-083010
grubunda ¢ok azdi. Dahast STF-083010’un bu etkisi, PERK ekspresyonunda artis gozlenen
Thapsigargin grubuna ilave ile tersine ¢evrildi. STF-083010, IRE1’in endoniikleaz aktivitesinin
inhibisyonuna neden oldugu i¢in IREl protein ekspresyonunda bekledigimiz gibi bir
degisiklige neden olmadi. PERK ekspresyonundaki diisiisiin bize STF-083010’un IREI’in

endoniikleaz inhibisyonunda spesifik olmayabilecegini diisiindiirmektedir.

Sinerjistik analiz i¢in, pankreas kanseri tedavisinde FDA onayli kematerapdtik ajan olan
gemsitabin ile STF-083010’u farkli konsantrasyonlarda analiz ettik. Sonuglarimiz diisiik doz
gemsitabin ile STF’nin farkli konsantrasyonlarinin sinerjistik bir etki gosterdigi yoniindeydi.
Yapilan bir ¢alismada diisiik doz gemsitabin kullaniminin, rezeke edilemeyen pankreas kanserli
yash hastalarin prognozunu iyilestirebilecegi ve ayrica, onceki raporlara kiyasla diisiik doz
gemsitabin ile tedavi edilen hastalarda siddetli toksisitenin etkileri daha diisiik olarak
bulunmustur (Matsumoto ve digerleri, 2011). Bu nedenle diisiik doz gemsitabin’in STF-083010

ile kombinasyonu toksisiteyi azaltarak etkinligi artirabilir.

Pankreas kanseri hiicrelerinin STF-083010 ile tedavisinde tek basma gemsitabin
kullanimina kiyasla kaspaz 3/ 7 yoluyla apoptoza giden hiicre sayisinmda énemli bir artig s6z
konusuydu. Ayrica western blot deneyinde STF-083010 gruplarinda pro-apoptotik Bak protein

ekspresyonunda kontrol grubuna kiyasla bir artis gézlemlendi.

Klonojenik deney ile STF-083010’un ve gemsitabin ile kombinasyonunun anti-

proliferatif etkilerini kanitladik.
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Ayrica invazyon deneyinde STF-083010’un IRE1a-XBP1s inhibisyonu yoluyla pankreas
kanseri hiicrelerinde invazyonu azalttigini gézlemledik. Gergektende yapilan birkag ¢alismada
kolorektal karsinom, meme kanseri ve oral skuamdz hiicreli karsinomlu hastalardan alinan
metastatik tiimor Orneklerinde IREla veya XBPl'in primer timorlere kiyasla asiri
ekspresyonunu tanimlamistir (Jin ve digerleri, 2016; Li ve digerleri, 2015; Mhaidat ve digerleri,
2015; Sun ve digerleri, 2018). Ek olarak, primer tiimorlerde yiiksek XBP1 seviyelerinin,
0zofagus karsinomu, hepatoseliiler karsinom ve oral skuaméz hiicreli karsinomu olan
hastalarda uzak metastaz varlig ile istatistiksel olarak iliskili oldugu bulumustur (Hsu ve
digerleri, 2018; S. Wu ve digerleri, 2018; Xia ve digerleri, 2016). Primer timérde XBP1s’in
asir1 ekspresyonu, hepatoseliiler karsinomda intrahepatik invazyon ve uzak metastaz ile korele
idi (S. Wu ve digerleri, 2018). Pankreas kanserlerinde, latent karaciger metastazlari, anti-timor
immiin tepkisinden kagan sessiz yayilmis kanser hiicrelerinden (DCC'ler) gelismektedir
(Pommier ve digerleri, 2018). Sasirtici bir sekilde, DCC'lerin IRE1’in inhibisyonu yoluyla,
MHC sinif I molekiil ekspresyonunu asagi regiile ederek CD8 T hiicresi sitotoksisitesinden
kagtigr bulunmustur. DCC'lerde IRE1 sinyal dalinin aktivasyonu XBP1s asir1 ekspresyonu
yoluyla, karaciger makro-metastatik lezyonlarinin asir1 bitylimesine yol agmigtir (Pommier ve
digerleri, 2018). Logue ve ark. iiglii negatif meme kanserinde (TNBC) IREL aktivitesinin
akciger metastazini artirdigini, IREla’nin terapdtik bir hedef olarak kullanilabilecegini ve
TNBC tedavisinde kiigiik molekiil IRE1 inhibitérlerinin terapétik potansiyelini gostermislerdir
Zhao ve ark. tarafindan yaymlanan bulgularda ise, IRE1-XBP1 yolunun farmakolojik
inhibisyonunun MYC kaynakli meme kanserlerini baskiladigini bildirilmistir (Logue ve
digerleri, 2018; Zhao ve digerleri, 2018). Xie ve digerlerinin in vitro olarak kolon kanseri hiicre
hatt1 ile yaptiklar1 calismada, IRE1’in siRNA’lar ile susturulmasinin Src ve FAK'lm
fosforilasyonunun inhibisyonuna ve RhoA, Racl ve CDC42 dahil olmak iizere akis asagi
efektor GTPaz'larn etkisizlestirilmesine yol agtigini ve IRE1’in knock-down edilmesinin FN1-
Src/FAK-GTPaz sinyallesmesini inhibe ederek kolon kanseri hiicrelerinin metastatik
potansiyelini azalttigin1 bulmuslardir (Xie ve digerleri, 2019). Tiim bu bulgular, bizim
buldugumuz sonuglar ile uyumlu idi. Ancak STF-083010’un neden oldugu invazyon

inhibisyonunun, EMT belirtegleri tizerindeki etkisi i¢in ileri calismalara ihtiyag vardir.

Lhomond ve arkadaslar1 glioblastom hastalarinda yiiksek IRE1 aktivitesinin daha kisa
hasta sagkalimi ve bagisiklik hiicreleri tarafindan artan timor infiltrasyonu, artan timor
anjiyogenezi ve gelismis istila/go¢ 6zellikleri ile iligkili oldugunu bildirmislerdir (Lhomond ve

digerleri, 2018). Bizim ¢alismamizda ise tiimor vaskiilarizasyonunda 6nemli role sahip olan
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VEGFR2 proteininin Panc-1 hiicrelerinde asir1 eksprese oldugu, STF-083010 ile tedavinin ise
VEGFR2 cekspresyonunda onemli bir diisiis sagladigi saptandi. Bu nedenle Lhomond ve
digerlerinin ¢alismasindaki bulgular ile uyumlu olarak ¢alismamizda IREla-XBP1 ekseninin

pankreas kanserinin anjiyogenezinde de rol oynayabilecegini diisiinmekteyiz.

Calismamizda diisiik doz gemsitabin ile STF-083010’un kullanimimnin sinerjik etki
gosterdigi gozlendi. Bu sonug ile uyumlu olarak Sheng ve digerleri, MKC8866 ile IRE1a'nin
spesifik inhibisyonunun, fare modellerinde prostat kanserini inhibe etmede dikkate deger bir
etkinlige sahip oldugunu ve ayrica klinikte prostat kanserine kars1 kullanilan hem hedeflenen
hem de kemoterapétik ilaglarla sinerji olusturdugunu gostermislerdir (Sheng ve digerleri,
2019). Bir diger c¢alismada toyokamisinin, MM hiicre dizilerinde XBP1 ekspresyonunun
yapisal aktivasyonunu bastirdigi, MM ksenograft in vivo modelinde tiimor biiyiimesini inhibe
ettigini ve bortezomib'e direngli olanlar dahil olmak tizere MM hiicrelerinde bortezomibin
kemoterapotik etkisini sinerjistik olarak arttirdigi bulunmustur (Ri ve digerleri, 2012). Sun ve
digerleri ise AML'de XBP1 ve XBP1s’in siklikla arttigini, IRE1o. RNase aktivitesinin kiigiik
molekiiller tarafindan inhibisyonunun AML hiicre biiylimesini inhibe ettigini bulmuslar ve
IRElo'nin aktivasyonunu inhibe eden bilesiklerin, hiicre 6liimii igin yeni bir yolu temsil
edebilecegini ve kemoterapiye faydali bir tamamlayici olabilecegini tanimlamiglardir (Sun ve
digerleri, 2016). Yine c¢alismamizin bulgularina benzer olarak Harnoss ve digerleri
farmakolojik olarak IREla kinaz inhibisyonunun, farelerde hiicre hatti bazli ve hastadan
tiiretilmis TNBC ksenograftlarinin bliyltimesini gii¢lii bir sekilde zayiflattigin1 ve ayrica tiimor
gerilemesine neden olmak i¢in anti-VEGF-A tedavisi ile sinerjize edilebilegini gostermislerdir

(Harnoss ve digerleri, 2020).

Diger yandan Mimura ve arkadaslari, IREla endoriboniikleaz alaninin inhibisyonu
yoluyla XBP1 splicing’inin bloke edilmesinin, multiple myelom hiicre hatlarinda biiyiime
inhibisyonuna neden oldugunu ve IREa’nin multiple myelomda potansiyel bir terapdtik
secenek oldugunu gostermislerdir (Mimura ve digerleri, 2012). Ming ve digerleri ise kemo-
direncli meme kanser hiicre hattinda XBP1’in hem mRNA hem de protein ekspresyonlarinin
arttigin1 ve STF-083010’un, direncli MCF-7 hiicrelerine kars1 tamoksifen duyarliligini yeniden
kurarak, ksenograft meme timdrii modelinde meme kanseri ilerlemesini 6nemli Olgiide
geciktirebilecegini gostermislerdir (Ming ve digerleri, 2015). Glioblastomda yakin zamanda,
MKC8866'nin adjuvan kullaniminin, temozolomid tedavisi ile birlikte 1sinlamanin etkinligini

artirdigi bulundu (Le Reste ve digerleri, 2019).
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Yapilan diger calismalarla uyumlu olarak IREla inhibitorii STF-083010°un pankreas
kanseri hiicrelerinde anti-proliferatif etkilere sahip oldugunu, gemsitabin ile kombinasyonunun

sitotoksisiteyi ve kaspaz 3 ve 7 araciligiyla apoptozu artirdigini bulduk.

Tim bu bulgular IRElo’nin kanserde Onemli bir terapdtik hedef olabilecegini
gostermektedir. Ozellikle pankreas kanserinde dikkat cekici bir sekilde tiimor mikro ortami
stroma agisindan son derece zengindir ve hipoksiktir ve metabolitlerden yoksundur. Bu nedenle
pankreas tiimorleri ER stresine ve UPR aktivasyonuna yatkin bir hale gelmektedir. Hizla

bliyiiyen bu hipoksik tiimorlerde UPR'nin dinamikleri potansiyel tedavi segenegi sunmaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Yaptigimiz ¢aligma IRE1a endoniikleaz inhibitorii STF-083010’un pankreas kanserinde
in vitro olarak sitotoksisite gosterdigi, proliferasyonu inhibe ettigini ve apoptozu artirdigini
gostermektedir. Bu apoptoz biiyiik oranda kaspaz 3/7 araciligiyla meydana gelmekteydi. Bu
etki FDA onayli kemoterapétik ajan Gemsitabin kombinasyonu ile daha da artmaktaydi. STF-
083010 ayrica kanser gelisiminde ve progresyonunda kritik role sahip olan metastazin oraninda

diisme sagladi.

Ekspresyonu, artmis timor sag kalimi ve anjiyogenezi tetikleyen XBP1s’in, STF-083010
araciligiyla inhibisyonu VEGFR2 ekspresyonunda 6nemli bir diisiis sagladi. Bu sonug pankreas
kanserinde STF-083010 kullanimimin tiimér anjiyogenezini inhibe edebilecegini
disiindiirmektedir. STF-083010°’un hem tek basina tedavisi hem de gemsitabin ile
kombinasyonu ise pro-apoptotik protein BAK ekspresyonunda artisa neden olarak hiicrelerin
apoptozunu tetikledigini gosterdik. STF-083010°un ayrica ¢apraz yollar aracigiyla bir diger ER
stres faktorii PERK ekspresyonunu da etki ettigini diistiniiyoruz.

Ayrica STF-083010 ve gemsitabin kombinasyonu pankreas kanseri hiicrelerinde G0/G1
fazinda hiicre dongiisii tutuklanmasina neden oldugunu ve bdylece hiicrelerin sessiz faza
girdigini gosterdik.

Bizim ¢alismamiz IRE1a endoniikleaz inhibitorii STF-083010’un pankreas kanserinde in
vitro olarak anti-proliferatif, anti-neoplastik, anti-metastatik ve pro-apoptotik etkilerine kanit
sunmaktadir. Caligmamiz farkli 6zelliklere sahip diger pankreas kanseri hiicre hatlar1 ile

kanitlanabilirse pre-klinik in vivo ¢aligsmalar i¢in de 6n ayak olusturabilecek niteliktedir.
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