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OZET

Kasapoglu, T. (2024). Dogal oldiiriicii hiicrelerin pankreas kanseri hiicrelerine karsi
sitotoksisitesi {izerine tiimér iliskili Schwann hiicrelerin etkilerinin belirlenmesi. Istinye
Universitesi Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Kanser Biyolojisi ve Farmakolojisi ABD.
Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul.

Pankreas kanseri, hastalarin diisiik hayatta kalim siiresi ve tiimoriin agresif karakteristigi
nedeniyle en Sliimciil maligniteler arasinda bulunmaktadir. Pankreas kanserinde noral
invazyon yogun bir sekilde gerceklesen bir olgu olmakla birlikte bu durumun
gerceklesmesinde kanser hiicreleri tarafindan dediferansiye edilmis Schwann
hiicrelerinin rolii azzimsanmayacak kadar 6nemlidir. TGF-B1, tiimdér mikrogevresinde
bulunan ve Schwann hiicreleri de dahil bir¢ok mikrogevre elemanlar1 tarafindan
salgilanabilen immiinmodiilasyon aktivitesi literatiirde sik¢a belirtilen bir proteindir.
Literatirde TGF-B1’in dogal oldiiriici (NK) hiicrelerin = sitotoksik etkinligini
diistirdiigiine dair ¢alismalar bulunmaktadir. Ancak pankreas kanser hiicreleri tarafindan
dediferansiye edilmis Schwann hiicrelerin TGF-f1 aracili bir sekilde NK hiicreleri
tizerindeki etkinliginin belirlendigi bir calisma bulunmamaktadir. Bu c¢alismada
pankreas kanseri hiicreleri tarafindan dediferansiye edilmis Schwann hiicrelerinin, NK
hiicrelerinin IFN-y salgilama ve pankreas kanseri hiicre soyu PANC-1 hiicrelerini
oldiirme kapasitesi lizerindeki etkinliginin belirlenmesi amaclanmistir. Sonug¢ olarak
dediferansiye Schwann hiicrelerinin ve ¢alismada kullanilan diger hiicrelerin (PANC-1
ve HSC) NK-92 hiicrelerinin PANC-1 hiicrelerini 6ldiirme etkinligini distirdiigii
bulundu. Ancak bu hiicre gruplarinin aralarinda anlamli bir farkin olmadig saptandi. Ek
olarak dediferansiye Schwann hiicrelerin, ¢alismada kullanilan diger hiicrelerle ayni
oranda TGF-B1 salgilamasina ragmen NK-92 hiicrelerinin IFN-y salgilama kapasitesini
diger hiicrelere kiyasla anlamli bir sekilde diistirdiigii bulundu. Bu calismayla pankreas
kanseri mikrogevresinde NK hiicrelerin disfonksiyonuna iliskin yeni bir bakis agis1
kazandirilarak NK hiicre temelli immiinterapi olanaklarmin gelistirilmesine Onciiliik

edebilecek temel bilgiler tiretilmistir.

Anahtar Kelimeler: Pankreas kanseri mikrogevresi, Noral invazyon, Dogal oldiiriicti

hiicre, Tiimor-iligkili Schwann hiicre, Doniistiiriicti biiytime faktorii-betal
Xi
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ABSTRACT

Kasapoglu, T. (2024). Determination of the effects of tumor-associated Schwann cells
on natural killer cell cytotoxicity against pancreatic cancer cells. Istinye University,
Institute of Graduate Education, Cancer Biology and Pharmacology. Master Thesis.
Istanbul.

Pancreatic cancer is one of the deadliest malignancies due to lower patient’s survival
rates and the aggressiveness of the tumor. Neural invasion is an event that presents
intensely in the pancreatic cancer, and the role of Schwann cells dedifferentiated by
tumor cells in that event is considerably significant. TGF-p1 is an immunomodulator
protein abundantly found in the tumor microenvironment, and is secreted by the most of
the cells including Schwann cells. In the literature, there are studies demonstrating that
TGF-B1 decreases the cytotoxic efficiency of natural killer (NK) cells. However, the
literature lacks of the studies investigating the effects of Schwann cells dedifferentiated
by the pancreatic cancer cells on NK cells. The aim of this study is determination of the
effects of dedifferentiated Schwann cells in the pancreatic cancer microenvironment on
NK-92 cells’ cytotoxic activity against PANC-1, a pancreatic cancer cell line. In
conclusion, dedifferentiated Schwann cells and other cells used in the study (PANC-1
and HSC) decreased the cytotoxicity of NK-92 cells against PANC-1 cells compared to
control. However, there were no significant difference in PANC-1 cell viability between
those groups. Although all cells secrete the same amount of TGF-B1, dedifferentiated
Schwann cells significantly decreased IFN-y secreting capacity of NK-92 cells
compared to control and other cell groups. In this study, it is aimed to gain new
perspectives of basic knowledges about NK cell disfunction in the pancreatic cancer

microenvironment, that may be prior to develop NK cell based immunotherapies.

Key Words: Pancreatic cancer microenvironment, Neural invasion, Natural Killer cell,
Tumor-associated Schwann cell, Transforming growth factor-betal

The present work was supported by Istinye University Department of Scientific
Research Projects. Project No. 2023/B9
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1. GIRIS

Kanser, birden fazla etkenin sebebiyet verdigi ve bu nedenle ¢ok karmagik
gelisim siirecini temsil eden, hiicrelerin diizensiz bir sekilde biiyiidiigli, normal saglikli
hiicrelerde bulunan kontak inhibisyonun olmadigi, bulundugu organ ya da dokudan
baska bolgelere yayilabilme 6zelligine sahip, bulundugu yere gore ¢evresini ve bir¢ok
sistemi kendi yararina manipiile edebilen bir hastalik olarak tanimlanabilir. Hanahan ve
Weinberg 2000, 2011 ve 2022 yillarinda yayinladiklar1 makalelerle kanserin ayirt edici
ve kanser olusum, gelisim siireclerine katki saglayan 6zellikleri belirlemislerdir. Bunlar;
hiicre 6liimiine direnebilme, proliferatif sinyalleri siirdiirebilme, biiylimeyi baskilayici
sinyallerden kagabilme, invazyon ve metastaz -uzak dokulara yayilma- yapabilme,
siirsiz boliinebilme, anjiyogenez yapabilme, bagisiklik sisteminden kacabilme, tiimor
olusumunu enflamasyon ile tetikleyebilme ve siirdiirebilme, enerji metabolizmasini
yeniden diizenleyebilme, senesent hiicrelere doniisebilme -yasamaya devam eden ancak
boliinmesini neredeyse tamamen durdurmus hiicre popiilasyonu-, fenotipik plastisite
kazanabilme, genomik instabilite ve mutasyon, mutasyonel olmayan epigenetik
diizenlemeler ve polimorfik mikrobiyomlar (Hanahan ve Weinberg, 2011; Hanahan,
2022).

Pankreas kanseri, yaklagik %12’1lik 5 yillik sag kalim oraniyla ve son yillarda
kanser nedenli 6liimler arasinda iigiincii siraya yiikselmesiyle en 6liimciil maligniteler
arasinda yer almaktadir. Yiiksek derecede asemptomatik olmasi ve olugsan semptomlarin
ise genellikle diger hastaliklarin semptomlariyla cakismasi nedeniyle tanisi gilic bir
kanser tirtdir (Halbrook ve ark., 2023). Pankreas kanserinin tedavisinde cerrahi
miidahale, kemoterapi, radyoterapi gibi klasik tedavi yontemleri kullanilmakta ancak
hem hastaliin asemptomatik olmasi ve tani koyulan hastalarin coktan resekte
olabilecek noktay1 ge¢meleri, hem de bu nedenlerle kullanilan bu yontemlerin diisiik
basar1 oranlar1 yeni tedavi yontemlerinin arastirilmasi ve/veya mevcut tedavilerin
gelistirilmesi ihtiyacin1 agikg¢a ortaya koymaktadir. Pankreas kanseri tedavisindeki
basarisizliklarin nedenleri birden fazla olmakla birlikte 6ne ¢ikan sebep yogun ve essiz

stromadir.

Tiimor mikrogevresi, kanser hiicreleri disinda birgok hiicresel elementi ve hiicre

dist komponenti ve bunlar arasindaki karmagik iliskileri iceren kompleks sistemdir.
1



Pankreas kanseri mikrogevresinde kanser hiicrelerinin azinlikta oldugu ve kanserin
agresif karakterini ¢ogunlukla stromal hiicre ve komponentlerin belirledigi
gosterilmistir (Halbrook ve ark., 2023). Pankreas kanseri mikrogevresindeki hiicresel
elementleri ¢ogunlukla stellat hiicreler, kanser iligkili fibroblastlar, regiilatér immiin
hiicreler ve sinir sistemi hiicreleri olusturmaktadir. Pankreas kanseri genellikle soguk
(“cold, non-immunogenic) olarak nitelendirilmektedir. Bu da sitotoksik immiin
hiicrelerin etkinliklerinin diistiigii ve mikrocevreden dislandig1 -tiimor igerisine infiltre
olamadigi- anlamina gelmektedir. Hem fiziksel hem de biyokimyasal bir engel olan
mikrocevrenin kanser olusum, gelisim ve ilerleme siireclerinin her birinde aktif rol

oynarken, geleneksel tedavi yontemlerinin basarisizliklarinin baslica nedenlerindendir.

Perindral invazyon, kanser hiicrelerinin invazyon ve metastaz yapabilmek icin
sinirlerin belli bolgelerine istilasini tanimlamaktadir. Bu fenomen pankreas kanseri
hastalariin neredeyse hepsinde bulunmakta ve kanserin agresifligini arttirmaktadir.
Schwann hiicreleri yiiksek plastisite kabiliyetine sahip periferal sinir sistemi glial
hiicresidir ve pankreas kanseri hiicrelerinin perindral invazyonunu kolaylastiran baslica
mikrogevre elemanidir. Kanser hiicreleriyle yakin temasta olan Schwann hiicreleri
dediferansiye olarak tamir tipi Schwann hiicrelerine benzer bir tipe doniisiirler, bu grup

Schwann hiicreleri timor iligskili Schwann hiicreleri olarak adlandirilabilir.

Dogal 6ldiirticii hiicreler dogustan gelen bagisiklik sisteminin sitotoksik elemant
olmakla birlikte kanser hiicrelerini ve enfekte hiicreleri hedefleyebilirler. Ancak
immiinsupresif  tiimoér mikrogevresinde  sitotoksik  etkinliklerini  yitirebilirler.
Dontistiiriicti biiylime faktorii-beta (TGF-B) kanser mikrogevresinde yogun bir sekilde
bulunan bir proteindir ve dogal oldiiriicii hiicre etkinliginin diismesinde basrol
oyunculardandir. Ayrica pankreas kanseri mikrogevresinde, kanser hiicreleri ve diger
stromal hiicreler disinda Schwann hiicrelerden de salgilandig: belirlenmistir. Schwann
hiicrelerinin pankreas kanseri Oncesi lezyonlarda ndronlardan izole bir sekilde
bulunabildigi, TGF-p salgiladigi, kanser hiicresinin yararina dediferansiye oldugu ve
pankreas kanserinin agresifligi ve yayilmasinda rolii oldugu bilinmektedir. Pankreas
kanseri ve Schwann hiicreleri arasindaki iletisimin ortaya ¢ikarildigi birgok ¢alisma
bulunurken, pankreas kanseri mikrogevresinde Schwann hiicreleri ile dogal oldiiriicii
hiicrelerin etkilesimini arastiran bir calisma bulunmamaktadir. Bu tez calismasinda

Schwann ve tiimor iliskili Schwann hiicrelerin TGF-f araciligiyla, dogal o6ldiirticii
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hiicrelerin pankreas kanseri hiicrelerine karst olan sitotoksisitesi lizerine etkileri ve
dolayistyla pankreas kanseri hiicrelerini dogal Oldiiriicii hiicre aracili hiicre Sliimiine

olan etkilerinin arastirilmasi amaglanmustir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Pankreas Kanseri

Pankreas sindirim sistemi i¢in gerekli enzimleri salgilayan ve kan sekerinin
diizenlenmesi i¢in gerekli olan hormonlar: {ireten, midenin hemen arkasinda konumlu
bir salgi orgamidir. Bas, govde ve kuyruk olarak adlandirilan {i¢ boliimden olusur.
Pankreasin biiyiik bir kismini tripsinojen, kimotripsinojen, lipaz, amilaz ve proteazlar
gibi enzimleri onikiparmak bagirsagina salgilayan asinar hiicreler ve kanal
hiicrelerinden olusan ekzokrin pankreas olustururken, az bir kismini ise glukagon,
insiilin, somatostatin gibi hormonlar1 ve pankreatik polipeptitler (PP)’i salgilayan
endokrin pankreas olusturur. Endokrin pankreas alfa (o), beta (B), delta (5) ve PP
hiicrelerinden meydana gelen Langerhans adaciklarini igerir (Zhou ve Melton, 2018).

Pankreasin genel anatomisi ve yapist Sekil 2.1°de gosterilmistir.

a Safra kesesi

Safra kanali
Pankreas

Pilorik sfinkter

Onikiparmak

bagirsag Pankreatik

asinus

Alfa

Beta

Sekil 2.1. Pankreasin genel anatomisi. Pankreasin onikiparmak bagirsagiyla olan iliskisini ve
pankreasi olusturan hiicreleri gdsteren gorsel. (a) Pankreasin anatomisi. (b) Ekzokrin
pankreas. (c¢) Asinus yapisi. (d) Ekzokrin pankreas Ogeleri tarafindan sarilmig
Langerhans adacig1 (Bardeesy ve DePinho, 2002°den Tiirkcelestirilmistir).

2023 yilinda Amerika Birlesik Devletleri’nde pankreas kanseri mortalite

acisindan istatistiklerde meme kanserini gecerek en oliimciil {igiincii kanser tiirii olarak



listelenmistir (Halbrook ve ark., 2023). 2030 yilina kadar kanser sebepli 6liimlerde
ikinci siraya yiikselecegi ongoriilmektedir (Park ve ark., 2022). Pankreas kanseri tanisi
almis hastalarin ¢oktan metastatik evreye ge¢mis oldugu bildirilmistir ve bu hastalarin 5
yillik sag kalim oranlar1 %12°dir (Halbrook ve ark., 2023).

Pankreas kanseri tedavisinde secenekler gelisen teknolojiye ragmen hala
istenilen sayida ve istenilen verimlikte degildir. Seceneklerden onde gelen cerrahi
miidahalede tiimoriin metastaz yapmamis olmasi gerekmektedir (Wood ve ark., 2022).
Bununla birlikte lokalize bir pankreatik tiimorde, tiimoriin organda bulundugu konum
da énemlidir. Ozellikle organin kafa béliimiinde olusan bir tiimdriin kesilip ¢ikarilmast,
onikiparmak bagirsagi ve safra kanaliyla olan bagintisi nedeniyle diger boliimlerdeki
timorlere gore daha zorludur ve daha risklidir. Lokalize tiimérlerde hali hazirda
FOLFIRINOX (5-florourasil, l6kovorin, irinotekan, oksaliplatin) adli kombine
kemoterapi ve gemsitabin ile birlikte albiimine bagl paklitaksel kullanilmaktadir (Wood
ve ark., 2022). Bunun disinda immiinterapi segenekleri de genelde kontrol noktasi
inhibitorlerinden ileri gidememektedir. Ayrica kimerik antijen reseptorii (CAR)
eksprese eden immiin hiicreler gibi hedeflenebilir immiinterapi secenekleri de son
zamanlarda giindemdedir ancak solid tiimorlerdeki verimlilikleri hala yeterli ve istenilen
diizeyde degildir. Bu tarz terapilerdeki en biiyiikk dezavantajlardan 6nde gelenlerden ilki
immiinsupresif tiimdr mikrogevresi ile birlikte tiimor heterojenitesidir. Immiinterapi
segeneklerinin sinirli olmasi ve verimliklerinin hala tartigma konusu oldugu ve pankreas
kanserinde konvensiyonel terapilerin bagar1 yilizdesi goz oniinde bulunduruldugunda bu
terapilerin verimliliklerinin arttirilmasi ve gelistirilebilmesi i¢in tiimor mikrogevresinin
ozellikleri, kompozisyonu ve komponentleri arasindaki iletisimin daha detayli bir

sekilde incelenmesi gerekmektedir.

2.1.1. Pankreas kanseri risk faktorleri

Pankreas kanserine sebebiyet veren risk faktorleri arasinda sigara kullanimi ve
aile oykiisii 6nde gelenlerdir (Vincent ve ark., 2011). Onlenebilir faktdrler arasinda
bulunan sigara kullaniminin pankreas kanseri riskini yliksek oranda arttirdigi, bununla
birlikte sigara kullaniminin birakilmas: durumunda yillar igerisinde pankreas kanseri
riskinin azaldig: belirtilmistir (Wood ve Hruban, 2012; Klein, 2021). Bununla birlikte,
yapilan ¢aligsmalar pankreas kanseri ve pasif igicilik arasinda bir iliski kuramamigtir
(Bao ve ark., 2009; Klein, 2021). Ote yandan, baska bir Onlenebilir faktorlerden biri
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olan alkol kullanimimin pankreas kanserine sebebiyet verip vermedigi hala tartisma
konusudur. Bununla birlikte asir1 alkol kullanimmin dolayli olarak pankreas kanseri
riskini arttirdi@in1 belirtilmistir (Yadav ve Lowenfels, 2013; Klein, 2021). Pankreas
kanseri hastalariin neredeyse %7-%10’unda kendisinden onceki kusaklarda pankreas
kanseri olan yakinlarinin oldugu belirlenmistir (Petersen ve ark., 2006). Ayrica aile
Oykiisii bulunan kisilerde kanser oncesi lezyon varliginin aile Oykiisii olmayanlara
oranla daha yiiksek oldugu bildirilmistir (Shi ve ark., 2009). Pankreas kanseri risk
faktorleri arasinda diyabet de bulunmaktadir. Yapilan caligmalarda diyabeti olan
kisilerde pankreas kanseri riskinin daha yiiksek olmasiyla birlikte pankreas kanseri
tanis1 almis hastalarin diyabet gelistirme olasiliginda da artislar meydana geldigi
belirtilmistir (Chari ve ark., 2005; Klein, 2021). Sarsirtict bir sekilde bu kisilerde
pankreas kanserine cerrahi miidahale sonrasi diyabetin bittigi gézlemlenmistir (Chari ve
ark., 2005; Klein, 2021). Bununla birlikte, pankreas organinin sindirim sisteminin
kullanimi i¢in salgiladigi tripsinojeni kodlayan PRSS1 genindeki mutasyonlar da
pankreas kanserinin sebepleri arasindadir. PRSS1 geninde meydana gelen mutasyonlar
tripsinin  sindirim sistemi igerisinde degil de pankreas igerisinde aktiflesmesine
sebebiyet vererek doku ve hiicre hasarina sebebiyet vererek pankreas kanseri i¢in temel
olusturabilmektedir (Wood ve ark., 2022). Pankreas kanseri sebepleri arasinda BRCA1
ve BRCA2 genlerinde meydana gelen mutasyonlar da bulunmaktadir (Rosen ve ark.,
2021).

2.1.2. Pankreas kanserinin molekiiler biyolojisi

Pankreas kanseri ekzokrin ve endokrin pankreastan meydana gelebilir. Endokrin
pankreastan aciga ¢ikan kanser langerhans adaciklarindan kdkenlenir ve asir1 oranda
hormon iiretimiyle karakterizedir. Ekzokrin pankreasta olusan kanser genellikle duktal
hiicrelerden meydana gelen adenokarsinomlardir. Pankreatik duktal adenokarsinom
(PDAC) en yaygin pankreas kanseridir (Grant ve ark., 2016). Kanser 6ncesi lezyonlar
olan pankreatik intraepitelyal neoplazmlar (PanIN) ve intraduktal papiller miisinéz
neoplazmlar (IPMN), cesitli karakteristik 6zellikler biriktirerek gittikge adenokarsinom
haline gelebilmektedirler (Grant ve ark., 2016). Histolojik olarak PDAC atipik ve
gelisigiizel bir sekilde dizilmis hiicreler olarak goziikmektedir (Wood ve ark., 2022).
PDAC alt tipinin diger pankreas kanseri alt tiplerine gore metastaz orani daha yiiksektir;

PDAC tanist koyulmus hastalarin bilylk ¢ogunlugunda uzak metastazlar da
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saptanmigtir. PDAC gelisiminde birkag anahtar protoonkogenlerde meydana gelen
mutasyonlar ve timor baskilayici genlerin inaktivasyonu one ¢ikmaktadir. Bu genler
KRAS, CDKN2A, TP53 ve SMAD4’tiir (Cicenas ve ark., 2017). Bu genlerde meydana
gelen mutasyonlar kanser Oncesi lezyonlarin gelisip kanserlesmesine olanak

saglamaktadir (Sekil 2.2.).

|KRAS Yatand Tip

B sRas Mutane

e UL

Normal PaniIN-1A PanIN-1B

Kromozomal degisimler

invazif PDAC

PaniIN-3

Sekil 2.2. PanIN lezyonlarimin Kkanserlesme siireci. (Wood ve ark. 2019’dan
Tiirkgelestirilerek kullanilmistir.)

Protoonkogen KRAS’1 onkogen hale getiren mutasyonlar PDAC gelisimindeki
en yaygin ve Onciil mutasyonel degisimlerdir (Hosein ve ark., 2022). KRAS bircok
hiicresel siiregte rol alan Ras GTPaz enziminin kodlanmasindan sorumludur. Ras
proteinin inaktif formu guanozin trifosfat (GDP)’a bagli olarak bulunur ve aktif
haldeyken guanozin trifosfat (GTP)’in GDP’ye hidrolizini katalizler. Ras proteini
GTPaz aktive edici proteinler (GAP) ve guanin niikleotid doniisiim faktorleri (GEF)
araciligiyla kontrol altinda tutulur. Bu enzimatik reaksiyon sayesinde biiyiime
faktorlerinin, sitokinlerin vs. hiicresel cevabi olusturulur; Ras proteini bu sinyallerin
iletilmesinde gorev almaktadir. KRAS 1n G12, G13 ve G61 kodonlarinda meydana gelen
mutasyonlar Ras proteni iizerinde cesitli degisikliklere sebebiyet verir. G12 ve G13
bolgelerindeki mutasyon Ras proteinin GAP baglanma bolgesini etkilerken, G61°deki
ise GTPaz aktivitesinin degismesiyle iligkilidir (Luo, 2021). Bu noktalarda meydana
gelen mutasyonlar sayesinde siirekli aktif Ras proteini ve dolayisiyla siirekli olarak
iletilen biiyiime sinyalleri ve ¢esitli hiicresel olay sinyalleri anlamina gelmektedir. Ras
proteinin ¢aligma mekanizmas: ve etkiledigi hiicresel yolaklara 6rnekler Sekil 2.3’te

gorsel olarak aciklanmistir.
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Sekil 2.3. Ras proteinin ¢calisma mekanizmasi ve aktif Ras proteinin sebebiyet verebildigi
hiicresel olaylar. (Luo, 2021’den Tiirk¢elestirilerek kullanilmistir.)

CDKN2A, pl6 ve pl4 timor baskilayict proteinlerin kodlanmasindan
sorumludur. Iki protein de hiicre déngiisiiniin belli noktalarinda gérev alirlar. P16
proteini hiicre dongiisiiniin G1/S fazinda siklin bagimli kinaz 4 (CDK4)/siklin bagimli
kinaz 6 (CDKG6) proteinlerinin baskilayicis1 gorevini goriirken pl14 proteini MDM2
proteini lizerinden dolayli olarak bagka bir tiimor baskilayici protein olan p53’iin
aktivitesini diizenlemektedir (Saiki ve Horii, 2014). Bu gende meydana gelebilecek
mutasyonlar kontrolii saglanamayan bir hiicre dongiisiine ve dolayisiyla kanserlesmeye
yol agmaktadir. PDAC vakalarinin biiyiik bir ¢ogunlugunda (yaklasik %70-80)
CDKNZ2A fonksiyon kaybiyla sonuglanmig mutasyonlarin varlig: bildirilmistir (Yakar ve
ark., 2022). CDKN2A iiriinleri olan tiimor baskilayici proteinlerin hiicre dongiisiindeki
rolii Sekil 2.4’te gosterilmistir.
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Sekil 2.4. CDKN2A iiriinii tiimér baskilayici proteinlerin hiicre dongiisiinde calisma
mekanizmalar1. (Farooq ve Notani, 2022’den Tiirkgelestirilerek kullanilmustir.)

TP53, “genomun koruyucusu” olarak adlandirilan p53 proteinin kodlanmasindan
sorumludur. P53 proteini DNA hasarmin saptanmasiyla birlikte hiicre dongiisiini
durdurarak apoptozun indiiklenmesinde gorev almaktadir. TP53, p53 proteinini inaktif
eden bir mutasyonun gelismesi sonucunda DNA hasarli hiicrenin dongiisii 6nlenmemis
ve boliinmesine izin verilmis olacaktir. Bu durumda p53 mutasyonu gelistirmis bir
hiicrede genomik anomalilerin artmasi kagmilmazdir (Saiki ve Horii, 2014). TP53
genindeki mutasyonlar PDAC gelisiminin ileri sathalarinda (PanIN-3 evresi) meydana
gelmektedir ve vakalarin yaklasik %50-70’inde rastlanmaktadir (Yakar ve ark., 2022).

SMAD4, TGF-p sinyal yolaginda gorev alan bir transkripsiyon faktoriiniin
kodlanmasindan sorumlu bir gendir. Vakalarin %50’sinde goriilmekle birlikte PDAC
gelisiminin son evresinde goziikmekte ve tiimoriin metastatik kabiliyeti ile iligkilidir
(Yakar ve ark., 2022). SMAD4 geninde meydana gelen mutasyonlar PDAC’nin metastaz
kabiliyetini gelistirirken, yabanil tip SMAD4’e sahip PDAC’nin daha da agresif
karaktere sahip oldugu gosterilmistir (Gits ve ark., 2021; Yakar ve ark., 2022).

2.2. Timor Mikrocgevresi

Timor mikrogevresi (TMC), kanser hiicrelerinin yani1 sira fibroblastlar,
bagisiklik sistemi hiicreleri, sinir sistemi hiicreleri, endotel hiicreler, adipositler,
ekstraseliiler matriks ve salgilanan sinyal molekiillerini kapsayan bir nistir. TMC kanser
hiicreleri i¢in hem fizyolojik ve kimyasal hem de fiziksel bir bariyerdir. Salgilanan
molekiiller sayesinde kanser hiicrelerinin gelisimine, hayatta kalmasina hem dogrudan

hem de dolayl olarak katki saglar. Diger bir deyisle TMC hem kanserlesmede hem de



kanser hiicrelerinin gelisiminde, metastaz yapmasinda rol alir ve kullanilan terapi
yontemlerine olan tepkilerini sekillendirebilir (Xiao ve Yu, 2021). Ayrica bu hiicreler,
Hanahan ve Weinberg’in belirledigi kanser hiicrelerini saglikli hiicrelerden ayiran
Ozelliklerini kazanmasinda ve siirdiirmesinde rol almaktadirlar (Hanahan ve Coussens,

2012). Bu hiicreler Sekil 2.5’te 6zetlenmistir.
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Sekil 2.5. Kanser hiicreleri normal hiicrelerden ayirt edilmesindeki o6zelliklere katki
saglayan stroma hiicreleri (Hanahan ve Coussens, 2012°den Tirkcelestirilerek
kullanilmigtir.)

Bununla birlikte kanser hiicrelerinin yiiksek replikasyon kapasitesi sebebiyle
artan hiicre yogunlugu nedeniyle TMC hipoksi ve yiiksek asidite kosullarini da
icermektedir (Hui ve Chen, 2015). TMC kanser hiicrelerinin bagisiklik sisteminden
kagist i¢in de gerekli kosullar1 saglamaktadir (Hanahan ve Coussens, 2012); bunu

sagladig: fiziksel bariyerle efektor bagisiklik sistemi hiicrelerinin TMC’den dislayarak
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ya da immiin regiilator hiicrelerini uyararak saglamaktadir. iImmiinterapi de dahil diger
terapi seceneklerinin verimliligini ve basarisi arttirmak icin TMC’nin derinlemesine

arastirilmasi gerekmekte ve TMC’yi de hedefleyen stratejiler de diistiniilmelidir.

2.2.1. Pankreas kanseri mikrocevresinin ve immiin baskilayici mikrocevrenin
karakteristigi

Pankreas kanseri TMC’sinin hiicresel elemanlarinin ¢ogunlugunu pankreatik
stellat hiicreleri, kanser iligkili fibroblastlar, regiilator immiin hiicreler, néron ve glial
hiicreler olusturur (Deng ve ark., 2022). Sasirtict bir sekilde pankreas kanseri
TMC’sinde tiimor hiicreleri azinliktadir. Pankreas kanseri TMC’si (Sekil 2.6) yiiksek
doku sertligi, hipoksi, besin azligi, néropati, anormal kan damari yapilari, simbiyozis -
TMC 'deki hiicreler birbirini bir¢ok yonden destekler-, yogun desmoplastik doku yapisi
ve yogun bir sekilde bagisiklik sisteminin baskilanmasiyla karakterizedir (Deng ve ark.,
2022).

Sekil 2.6. Pankreas kanserinin mikrocevre ozellikleri ve mikrocevrenin sagladig
avantajlari (Deng ve ark., 2022’den Tiirkcelestirilerek kullanilmistir).

Bagisiklik sistemi agisindan pankreas kanseri TMC’si cogunlukla “soguk”
olarak nitelendirilmektedir (Sekil 2.7); bu da klasik olarak efektér immiin hiicrelerin

infiltrasyonunun yogun bir sekilde engellendigi anlamina gelmektedir.
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Sekil 2.7. “Soguk” pankreas kanserinin bagisiklik sisteminden kagis mekanizmasi (Timmer
ve ark., 2021°den Tiirkgelestirilerek kullanilmistir.)

e Kanser iligkili fibroblastlar ve pankreatik stellat hiicreler pankreas
kanserinin yogun stromasini salgiladigi fibronektin ve Kkollajen gibi
komponentlerle olusturur (Opitz ve ark., 2021). Bu hiicreler sagladiklar
desmoplastik stroma ile dolayli olarak yiiksek hipoksiye sebebiyet
vermektedir. Hipoksi de kanser hiicrelerini bircok yonden desteklerken
(metabolizmanin yeniden diizenlenmesi, artmis proliferasyon orani,
epitelyal-mezenkimal doniisim ve invazyon vs.) Ozellike immiin

baskilayic1 bir mikrogevrenin olusumuna katki saglar.

e Pankreas kanserinin TMC’sinde tiimor iliskili makrofajlar, timor iligkili
noétrofiller, myeloid tiirevli baskilayici hiicreler, regiilator T hiicreleri ve

regiilator B hiicreleri de salgiladiklar1 sitokin, kemokin ve faktorlerle
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immiin baskilayic1 pankreas kanseri mikrogevresinin olusumuna katki

saglar (Deng ve ark., 2022).

Interlokin (IL)-6, IL-21, I1L-10, IL-1, IL-3, IL-1B, tiimdr nekrozis faktor-alfa
(TNF-0), CXCL13, CXCL1, CCL2, 16semi inhibitor faktdr (LIF), graniilosit makrofaj
koloni uyarict faktor (GM-CSF), TGF-f ve dahasi TM(C’de bulunan hiicrelerden
salgilanan kanser hiicrelerinin gelisimi, hayatta kalmasi, onkojenik potansiyelinin

artmasi ve immiin sistemden kagisla iliskilendirilen sitokin, kemokin ve faktorlerdendir.

2.2.2. TGF-p ve immiin baskilayici rolii

TGF-B proteinleri, TGF-f1 en yaygin TGF-p protein ailesi molekiilii olmakla
birlikte TGF-B2 ve TGF-B3 olarak ii¢ farkli izomer seklinde bulunurlar. TGF-$
proteinleri inaktif homodimerler olarak salgilanir (Caja ve Vannucci, 2015). TGF-p,
trombospondin-1, matriks metalloproteinaz (MMP)’lar, reaktif oksijen tiirleri, asidik
ortam yardimi ile aktiflesebilmektedir. Kanser ag¢isindan aktiflesmis olan TGF- iki
yonlii bir sekilde fonksiyoneldir; timoér destekleyici ya da baskilayict olarak
davranabilir. TGF-B’nin sinyal kaskadi iki sekildedir; kanonik ve kanonik olmayan
(Sekil 2.8). Kanonik olmayan TGF-p sinyalleri sonucunda PI3K/Akt ve MAPK gibi
hiicresel sinyal yolaklarin1 etkiler. Kanonik TGF-B/SMAD yolaginin c¢alisma

mekanizmasi ise su sekildedir:

e TGF-B, hiicre membraninda bulunan reseptorlerinden tip 2 TGF-

B reseptorii (TPRII)’ne baglanir.

e Bu ectkilesim sonucunda TPRII otofosforillenir. Aktiflesmis
TBRII, tip 1 TGF-P reseptorii (TPRI) ile etkilesirek fosforiller ve

heterotetramerik bir yap1 olustururlar.

e TPRII ve TPRI'in olusturdugu heterotetramerik  yap1
sitoplazmada bulunan SMAD2 ve SMAD3 proteinlerini
karboksi-terminal serin rezidiilerini fosforiller (Caja ve Vannucci,
2015).

o Fosforillenmis SMAD2 ve SMAD3, SMAD4 ile etkilesime
girerek niikleusa transloke olurlar ve hedef genler iizerinde

etkinliklerini gerceklestirirler (Joshi ve Cao, 2010).
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TGF-B sinyal yolaginda meydana gelen bozukluklar sonucunda apoptoz gibi
hiicresel siireglerin diizenlenememesinden dolay1 kanserlesmenin Onii agilmaktadir.
Ancak ileri seviye kanserlerde TGF-B’nin kanser hiicrelerinin migrasyon, invazyon ve

hayatta kalmalarin1 hem dogrudan hem de dolayli olarak TMC’yi yeniden diizenleyerek

destekler.
TGF-B/SMAD . TGF-B TGF-B/non-SMAD ‘ TGF-B
sinyal yolag sinyal yolagi

Sekil 2.8. Kanonik ve kanonik olmayan TGF-p sinyal yolaklarinin mekanizmalar1 ve
ayrimlari (Zhang ve ark., 2021°den Tiirkcelestirilerek kullanilmistir.)

Salgilanan TGF-f, kanser ile iligkisi disinda ayrica bagisiklik sistemi i¢in de
diizenleyici bir protein olarak davranir. Bir¢ok immiin hiicrenin fonksiyonlarin
diizenler. CD8" T hiicrelerinin efektor molekiillerinin ekspresyonunu ters yonde etkiler
ve CD4" T hiicrelerinin proliferasyonlarini inhibe eder. Boylelikle CD8" T hiicrelerinin
sitotoksisitesini baskilar (Thomas ve Massagué, 2005). Ayrica TGF-B, Treg’lerin
stimiilasyonunu da saglamaktadir. TGF-B1, TMC’de CD8" T hiicrelerini negatif bir
sekilde diizenleyip, Treg’leri stimiile ederek immiin baskilayic1 bir tiimdr nisinin
olusmasina 6n ayak olmaktadir (Sekil 2.9). Bununla birlikte TGF-B, dogal oldiiriicti
(NK) hiicrelerin olgunlagmasini ve sitotoksik kapasitesini kisitlar (Coyle ve ark., 2023).
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Sekil 2.9. Immiinmodiilator TGF-p1’in etkiledigi bagisiklik sistemi hiicreleri (Dahmani ve
Delisle, 2018’den Tiirk¢elestirilerek kullanilmistir.)

2.3. Perinoral invazyon

Pankreas yiiksek oranda inerve bir organdir. Pankreas kanseri inervasyonu iki
boliimde incelenir; intrinsik (igsel) ve ekstrinsik (digsal). Intrinsik sinir dagilimi
¢ogunlukla myelinsiz néronlar igerir ve hem Langerhans adaciklarin1 hem de ekzokrin
asiniisleri ¢evreler (Perucho ve ark., 2024). Pankreasa gelen ekstrinsik sinir dagilimi ise
omurilik sinirleri, vagus siniri, parasempatik ve sempatik sinirler, enterik sinir sistemi
(ESS)’ne ait sinirleri igermektedir (Perucho ve ark., 2024). Pankreasin sinir dagilimi

Sekil 2.10°da verilmistir.
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Sekil 2.10. Pankreasin inervasyonu. (Ding ve ark., 2024 ten Tirkcelestirilerek kullanilmigtir.)

Perindral invazyon (PNI) tiimor hiicrelerinin sinirleri istila etmesine verilen
addir (Sekil 2.11). Diger bir deyisle lenfler ve kan damarlar1 disinda kanser hiicreleri
tarafindan sinirlerin invazyon ve metastaz amaciyla kullanilmasidir. Bununla birlikte
PNI'nin kanser gelisiminde rolii olabilecegi tartismalar arasindadir. Bunu destekler
nitelikte; erken sathalardaki PDAC vakalarinin %75’inde PNI saptandig1 bildirilmistir
(Gasparini ve ark., 2019). Bu durumda PNI pankreas kanserinin herhangi bir sathasinda
bulunabilir ve kanser olusum ve gelisiminde rol alabildigi sdylenebilmektedir. PNI,
PDAC’nin patolojik ve karakteristik bir ozelligidir. Bircok kanser tiiriinde PNI
cogunlukla karsilagilan bir fenomenken, PDAC vakalarinda daha yaygindir. Bununla
birlikte PDAC dokularinin yeterince incelenemesi dogrultusunda neredeyse tiim

vakalarda PNI’nin varlig1 iddia edilmektedir (Gasparini ve ark., 2019).
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Sekil 2.11. Pankreas kanserinde perinoral invazyonun histolojik goriintiisii. Oklar
neoplastik bolgeleri gosterirken yildizlar sinirleri géstermektedir. (Gasparini ve ark.,
2019’dan Tiirkgelestirilerek kullanilmistir.)

Kanser hiicreleri bir néronun {i¢ boliimiine de invaze olabilmektedir; epindryum,
perindryum, endondryum. Bu nedenle genelde perinoral invazyon terimi terk edilmekte
ve yerini ndral invazyon terimi almaktadir. Ayrica endondryumun maruz kaldigi
invazyon durumunun hastalarda perinéryuma gergeklesen noral invazyona kiyasla daha
ciddi agr1 semptomlarma yol agtig1 bildirilmistir (Ceyhan ve ark., 2009). PNI siirecinde
timor dokusuna yakin olan periferal néronlar ile kanser hiicreleri arasindaki sinyali
saglayan birgok faktor bulunur. Bunlar sitokinler, kemokinler, norotrofinler, ligandlar
ve ilgili reseptorlerini kapsamaktadir (Bapat ve ark., 2011). Timor mikrogevresinde
bulunan bu faktorler ve bu faktorlerin kaynak hiicreleri hem kanser hiicreleri hem de

noéron ve glial hiicreler iizerinde etkileri bulunmaktadir. Oyle ki bu durum tiimor
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dokusunda noral yeniden diizenlenmeye sebebiyet vermektedir. Bu da kanser
hiicrelerinin gelisimi ve invazyonu i¢in avantaj saglamaktadir. Ayrica PanIN
lezyonlarinda dahi noral yeniden diizenlenmenin gergeklestigi ve intrapankreatik
noronlarin tekrardan diizenlendigi bildirilmistir (Wang ve ark., 2021). Dahasinda kanser
hiicreler ile néronlarin yakin temasi ve kanser hiicrelerinin ndral invazyonu kronik bir
norojenik enflamasyona dolayisiyla kanser hiicrelerinin sebebiyet verdigi hem noéropatik
hem de enflamatuar agriya doniismektedir. Kanser hiicrelerinin néronlardaki hasarlayici
davraniglar1 tiimor dokusunda artmis noral yeniden modellenmesine sebebiyet veren
faktorlerdendir. Ayrica noral densitenin artmast da s6z konusu olabilirken, PDAC
vakalarinda noral densitenin artmasiyla ilgili heniiz bir konsensus saglanmis degildir;
PDAC vakalarinda noral densitenin arttigina ve azaldigina dair birbirine ters diisen
verileri igeren ¢alismalar mevcuttur (Gola ve ark., 2022). PDAC’nin yogun
desmoplastik 6zelligi nedeniyle sinir liflerinin daha diizensiz oldugu da bildirilmistir

(Iwasaki ve ark., 2019).

Yapilan caligmalarin yapisi ve yetersizligi nedeniyle PNI su anda “var” ya da
“yok” olarak smiflandirilmaktadir. Ancak PNI yeterince heterojen bir yapidadir ve
histolojik olarak intrapankreatik intratiimdral, intrapankreatik ekstratimoral ve

ekstrapankreatik retroperindral olarak siniflandirilabilmektedir (Schorn ve ark., 2017).

Sinir liflerine invaze olan kanser hiicreleri kendileri i¢in mikrogevre olusturmaya
baslamaktadir. Bu mikrogevre kanser hiicrelerinin gelisimine, noronlarla olan
iletisimine ve metastaz kabiliyetine katki saglar. Bu mikrogevrenin hiicresel temel
taglarini fibroblastlar, kanser iliskili fibroblastlar, immiin hiicreler olustururken pankreas
kanseri 6zelinde bir de pankreatik stellat hiicreler de bu gruba dahil olmaktadir. Sinir
invazyonunun varliginda ve pankreas gibi yogun bir sekilde inerve organlarin
olusturdugu tiimor mikrogevresinde ndronlar ve Schwann hiicreler gibi glial hiicreler de
bulunmaktadir. Bu hiicreler salgiladiklar1 ¢esitli faktorler sayesinde ya da hiicre-hiicre
interaksiyonlar1 aracilifiyla pankreas kanseri hiicrelerinin perindral invazyonunu

kolaylagtirmaktadir.

2.3.1. Schwann hiicre ve perindral invazyondaki rolii
Schwann hiicreleri periferal sinir sistemi (PSS) glial hiicrelerindendir. Schwann
hiicreleri periferik noéronlarin destekleme gorevini gergeklestiriler. Yiiksek plastisite

kabiliyetine -dediferansiye olabilirken, rediferansiye de olabilirler- sahip olmalariyla
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birlikte birkag alt tipine sahiptirler ve alt tiplerinin farkli rolleri bulunmaktadir. Genel
olarak Schwann hiicreleri néronlarin gelisimi sirasinda hayatta kalmalarini, myelin kilif
yapimin1 saglarken ndéron hasar1 durumunda ndéronlarin yeniden yonlendirilmesi ve
akson uzamasimi destekleyerek Biingner bandlarinin olusumunu saglarlar (Deborde ve
ark., 2016). Sinir hasar1 sonras1 Schwann hiicreleri dediferansiye olarak tamir gorevini
iistlenir ve myelinleme gdrevini yitirerek aksonlarin uzamasina yardimer olurken ayrica
aksonlarin yonlendirilmesi gorevini de lstlenirler. Tamir gorevini iistlenmek amaciyla
dediferansiye olan Schwann hiicrelerinde karakteristik olarak glial fibriller asidik
protein (GFAP) ekspresyonu artmaktadir (Garajova ve ark., 2024). Bununla birlikte c-
Jun, Sox2, Notch ve MAPK sinyal yolaklarinin Schwann hiicre programlanmasini
destekledigi ve rol aldig1 bildirilmistir (Deborde ve ark., 2022). Hasar gormiis bir
néronun varliginda bu sinyal yolaklar1 Schwann hiicrelerinin tamir gorevini yerine
getirebilmesi i¢in programlanmasini saglar, yeniden programlanmis bu Schwann
hiicreleri noronlarin tamir edilmesi ve debrisin temizlenmesi i¢in gesitli kemokin ve
sitokinleri salgilayarak makrofaj gibi bagisiklik sistemi hiicrelerinin travma bolgesine
migrasyonunu saglar (Zhang ve ark., 2020), debriste bulunan myelinleri temizler ve
aksonlarin tekrardan uzamasi i¢in gerekli ortami saglar. Makrofajlarin migrasyonunu
saglamak i¢in Schwann hiicreleri TNF-a, IL-1a, IL-1B, LIF ve CCL2 gibi sitokin ve
kemokinleri salgilar. Bu da Schwann hiicrelerin gerektigi durumlarda immiin

modiilasyon yapabildiginin bir gdstergesidir.

Ayni sekilde pankreas kanseri hiicreleri ile etkilesimde olan ve kanser hiicreleri
tarafindan yeniden programlanan Schwann hiicrelerinde de tamir/onarim iliskili
Schwann hiicrelerinde oldugu gibi GFAP ekspresyonunun arttig1 goézlemlenmistir.
Kanser hiicreleri tarafindan yeniden programlanmis ve kanser hiicrelerinin bir takim
ozellikler kazanmasma yardimci olan Schwann hiicreleri, tiimor iliskili Schwann
hiicreleri (Tumor-associated Schwann Cells; TASC) olarak adlandirilabilir. Bununla
birlikte Deborde ve ark. pankreas kanseri hiicrelerinin Schwann hiicrelerinde c-Jun
ekspresyonunun artmasini sagladigi ve yeniden programlanmasina oncii oldugu
raporlanmistir (Deborde ve ark., 2022). Schwann hiicreleri c¢esitli MMP’leri
salgilayarak ekstraseliiler matriksi degrede edebilirler, bu 6zellikleri sayesinde ndron
hiicrelerini  yonlendirdigi yollar acarlar. Ayrica Schwann hiicreleri tarafindan

olusturulan bu yollar kanser hiicreleri tarafindan kullanilan bir invazyon secenegi de
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olmaktadir. Ancak olusturulan bu yollar kanser hiicrelerinin invazyonu ig¢in yeterli
olmamakla birlikte Schwann hiicrelerinin fiziksel bir sekilde kanser hiicreleriyle
etkilesime girip kanser hiicrelerinin yayilmasini, invaze olmalarim1 tesvik etmeleri
gerekmektedir (Deborde ve ark., 2017). Schwann hiicreleri néronlarin proksimalinde
bulunmaktadir fakat yapilan g¢aligmalar sonucunda PanIN lezyonlarinda ndronlardan
uzakta Schwann hiicrelerinin varligi bildirilmistir (Demir ve ark., 2014). Bu nedenle
Schwann hiicrelerinin hem pankreas kanseri hiicrelerinin metastazini ve gelisimini
destekler (Sekil 2.12) hem de pankreas kanseri 6ncesi lezyonlarda da etkinlik gostererek
karsinojenezde de rol alabilmektedir.
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Sekil 2.12. Kanser hiicreleri tarafindan dediferansiye edilmis Schwann hiicrelerinin
perinoral invazyona olan katkisimi basitlestirilmis gorseli (Milichko ve Dyachuk,
2020’den Tiirkgelestirilerek kullanilmistir.)

Schwann hiicreleri bir¢ok sitokin, kemokin ve norotrofik faktor salgilar. Bu
molekiiler arasinda kanser hiicrelerinin ndral invazyonu ile iligkili olanlar vardir.
Schwann hiicreleri tarafindan salgilanan ve PNI ile iliskili bu faktorlere sinir bitylime
faktorii (NGF), beyin-tiirevli norotrofik faktor (BDNF), glial hiicre-tiirevli norotrofik
faktor (GDNF), norotrofin-3 (NT-3), norotrofin-4 (NT-4) gibi néronlarin hayatta
kalmalari, gelisimleri ve tamirlerinde Onciil norotrofik faktorler, CCL2, CX3CL1 ve
CXCL5 gibi hiicrelerin yonlendirilmesine olanak saglayan kemokinler, sinir hiicresi
adhezyon molekiilii (NCAM) ve L1 hiicre adhezyon molekiilii (LLCAM) gibi hiicresel
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interaksiyonu saglayan adhezyon molekiilleri, IL-6 ve TGF-f gibi sitokinler &rnek
verilebilir. TGF-B’nin pankreas kanserinde zayif prognoz ile iliskilendirilirken (Pinho
ve ark., 2018) NGF gibi noral faktorlerin ekspresyonunun artmasini sagladigi (Roger ve
ark., 2019) ve sinirleri koruyucu 6zelliklere sahip oldugu da bildirilmistir (Debolyi ve
ark., 2012; Roger ve ark., 2019). Roger ve ark. Schwann hiicrelerden salinan TGF-B’nin
pankreas kanseri hiicreleri iizerindeki fonksiyonel etkinligini degerlendirmistir ve
bulgular1 arasinda sunlar vardir: kullanilan Schwann hiicre soyunun pankreas kanseri
hiicre hatt1 Capan-2°den daha fazla TGF-f salgiladig1 ve TGF-B/SMAD yolagi bagimh
bir sekilde pankreas kanseri hiicrelerinin migrasyon ve invazyon yetenegini arttirdigi
bildirilmistir (Roger ve ark., 2019).

2.4. Dogal Oldiiriicii Hiicre

NK hiicre (CD3" CD56" CD16%) dogustan gelen bagisiklik sisteminin biiyiik
graniillii lenfositlerindendir. Viriis tarafindan enfekte olmus ve kanser hiicrelerini
hedefleyip elemine edebilme islevine sahiplerdir ve bu hiicrelere karsi savunmada en
onde harekete gecen sitotoksik hiicrelerdendir. T hiicrelerinin aksine NK hiicreleri
aktive olmak icin herhangi bir antijen sunumuna ihtiyag duymamaktadir. NK
hiicrelerinin aktivasyonu bulundurdugu aktive edici ve inhibe edici reseptorlerdeki
sinyallerin dengesine baghdir. Inhibe edici reseptérler, insan 16kosit antijen (HLA)-I’e
ya da immiin kontrol noktasi inhibitorii ligandlarina baglanarak NK hiicresine hedef
hiicreyi “kendi” (self) olarak tanmitarak NK hiicreyi inhibe edereken, aktive edici
reseptorler stres ligandlarina baglanarak NK hiicre sitotoksisitesini tetiklemektedir

(Sekil 2.13) (Regis ve ark., 2020).
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Sekil 2.13. NK hiicrelerin aktivasyonu ve inhibisyonu. a) MHC Sinif I molekiillerini eksprese
eden saglikli bir hiicre ile etkilesime giren bir NK hiicre inhibe edici reseptorlerinden
alacagi sinyaller nedeniyle inhibe olur ve saglikli hiicre lize olmaz b) Viriis ve kanser
hiicreleri savunma stratejisi olarak MHC Smuf I molekiillerinin ekspresyonunu
diistirmekte fakat bu NK hiicrelerini inhibe edemeyecekleri anlamina gelir, boyle bir
hiicre NK hiicre tarafindan lize edilir ¢) Hasarli ya da stresli bir hiicre MHC Simif 1
molekiillerini eksprese etmesine ragmen yogun bir sekilde NK hiicresine aktive edici
sinyaller gonderdigi i¢in NK hiicre aktive olur ve hedef hiicre lize edilir d) Timor
hiicresi ilizerindenki antijenler, antikorlar tarafindan hedeflendigi durumlarda NK
hiicresi CD16 reseptorii yardimiyla da hedef hiicrenin oliimiine yol agmaktadir.
(Morvan ve Lanier, 2016’dan Tiirkgelestirilerek kullanilmistir).

2.4.1. Hedef hiicrelerin NK hiicre tarafindan tammmmasi ve sitotoksisite
mekanizmalari

NK hiicre reseptorleri iki grup altinda toplanir:

e Inhibe edici reseptorler: inhibe edici KIR reseptorleri, C tipi lektin

benzeri reseptorler, NKG2A, vs.

e Aktive edici reseptorler: NKp46, NKp44, NKp30, NKG2C, NKG2D,
DNAML1 vs.

Viriisler ve kanser hiicreleri T hiicre aracili sitotoksisiteden kagmak amaciyla
HLA-I (diger adiyla MHC-I) ekspresyonunu diisiirme stratejisini kullanabilirler ancak
NK hiicrelerin inhibe olmasi i¢in hedef hiicrenin HLA-I'1 ile etkilesmesi gerektigi goz

oniinde bulundurulursa bu tarz bir durumda HLA-I eksprese etmeyen bir konak hiicre
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ve kanser hiicresi NK hiicre tarafindan taninacak, NK hiicre inhibe olmayacak ve hedef
hiicre elemine olacak. Ancak su da not edilmelidir ki bu durum NK hiicresini aktif
etmek i¢in yeterli degildir ayrica yogun aktive edici sinyaller de gereklidir (Mehta ve
ark., 2018). Buna ek olarak NK hiicreler hedef hiicre tizerindeki programli 6liim ligandi-
1 (PDL-1) ile de inhibe olabilmektedir (Gonzalez-Rodriguez ve ark., 2019). Bununla
birlikte NK hiicrelerini aktif eden stres molekiillerine MICA, MICB ve UL-16

proteinleri 6rnek verilebilir, bu proteinler NKG2D reseptoriiniin ligandlaridir.

e NK hiicreleri ve hedef hiicre arasindaki immiinolojik sinaps nasil

olusur?

Hedef hiicreden NK hiicresine yeterince aktive edici sinyaller geldigi durumda
hedef hiicre ile NK hiicresi arasinda immiinolojik sinaps olusmaya bagslar. Bu
immiinolojik sinapsta 16kosit fonksiyon iliskili antijen-1 (LFA-1) rol almaktadir (Urlaub
ve ark., 2017). Immiinolojik sinapsin olusmasi su siirecleri icerir (Sekil 2.14); LFA-1’in
aktivasyonu ve ligand etkilesimi, mikrotiibiil diizenleme merkezi (MTOC)’nde
granzimleri ve perforinleri igeren sitolitik graniil keselerinin toparlanmasi, MTOC un
hedef hiicrenin oldugu bolgeye polarize olmasi i¢in ¢esitli sinyal molekiillerinin aktif
olmasi, sitolitik graniillerin kenetlenmesi i¢in aktin diizenlenmesinin gerceklesmesi
(Fincham ve ark., 2021). immiinolojik sinaps sonrasi sitolitik graniillerden salinan
perforinler hedef hiicrenin membraninda porlar olusturur ve serin proteazlari olan
granzimlerin hedef hiicre igerisine girip granzim aracili kaspaz bagimli apoptozun ya da
nekrozun baglamasina olanak saglar (Fincham ve ark., 2021). Ayrica perforin ve
granzimler diginda interferon-gamma (IFN-y), TNF iligkili bir sekilde hedef hiicrede
apoptozu tetikleyebilirler. Bununla birlikte CD16 ile hedef hiicreye baglanmig antikorun
Fc bolgesine baglanarak hedef hiicrede antikor bagimli hiicresel sitotoksisiteye

sebebiyet verirler (Mehta ve ark., 2018).
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Sekil 2.14. NK hiicresi ile hedef hiicre arasindaki immiinolojik sinapsin kurulma
basamaklari (Paul ve Lal, 2017°den Tirkcelestirilerek kullanilmigtir.)

2.4.2. NK hiicre ve TGF-p

TGF-B, kanser hiicreleri tizerindeki pro-tiimorojenik ve anti-tiimdrojenik etkileri
disinda immiin mdodiilasyon etkileri de bilinmektedir. NK hiicrelerinin sitotoksik
kabiliyeti lizerinde negatif bir etkisi vardir. NK hiicrelerinin IFN-y iiretim kapasitesini
diistirircken NKp30 ve NKG2D gibi aktive edici reseptorlerinin de ekspresyonunu
inhibe etmektedir (Castriconi ve ark., 2003; Yu ve ark., 2006; Regis ve ark., 2020). NK
hiicrelerinde TGF-, IFN-y ekspresyonunu SMAD?3 iizerinden inhibe etmektedir. Genel
olarak TGF-B NK hiicrelerinin sitotoksik fonksiyonlarini, metabolizmasint ve
olgunlagsma siireglerini negatif bir sekilde etkileyebilmektedir (Regis ve ark., 2020).
Bununla birlikte NK hiicrelerin aktivasyonunu mTOR {izerinden engelleyebilir ve NK
hiicrelerinin daha az sitotoksik ve doku yerlesik alt tipi olan ILC1 benzeri hiicrelere

doniisimiinii tetikleyebilir (Coyle ve ark., 2023).

PDAC TMC’sinde NK hiicre disfonksiyonundan sorumlu bir¢ok hiicresel
element bulunmaktadir. Ancak perindral invazyon, agri, PDAC baslangic ve

gelisiminde rolii oldugu bilinen Schwann hiicrelerinin PDAC TMC’sinde immiin
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regiilasyondaki rolii yeterince aydinlatilmis degildir. Bununla birlikte NK hiicrelerinin
kansere karsi savunmada onciil hiicreler oldugu, yiiksek sitotoksik kabiliyetleri ve
immiin baskilayict TMC’ye duyarliligt goéz oOniinde bulunduruldugunda, Schwann
hiicrelerin ve ayrica TASC’lerin NK hiicrelerini baskilayarak PDAC gelisiminde
roliiniin olup olmadig: dikkat ¢ekmektedir. Bu nedenle bu tez ¢alismasinda hem PDAC
gelisimi ve PDAC TM(’sinde NK hiicre disfonksiyonunun derinlikleri i¢in hem de
TGF-p iligkili bir sekilde Schwann ve TASC’lerin immiin baskilayici rolii iizerine

sorulara cevap aranmistir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. MATERYAL

3.1.1. Hiicre kiiltiirii malzemeleri

Roswell Park Memorial Institute Medium (RPMI) 1640, Gibco
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) High Glucose, Gibco
DMEM/Ham’s F12 1:1 mix with L-glutamine, Gibco

Schwann Cell Medium (SCM), ScienCell, Kaliforniya, ABD

Schwann Cell Growth Supplement (SCGS), ScienCell, Kaliforniya, ABD
Penisilin/Streptomisin Soliisyonu, ScienCell, Kaliforniya, ABD

Fotal Sigir Serumu (FBS), ScienCell, Kaliforniya, ABD

FBS, Gibco

Penisilin/Streptomisin Soliisyonu (100X), Diagnovum, Almanya

9%0.05 Tripsin/Etilen Diamin Tetraasetik Asit (EDTA), Wisent Bioproducts
Fosfat Tuz Tamponu (PBS), Gibco

TrypLE Express, Gibco

3.1.2. Kimyasallar

Dimetil Siilfoksit (DMSO), Sigma

Asetik Asit, Isolab

Sulforhodamine B sodium salt, Chemcruz
Trikloroasetik asit (TCA), AFG Bioscience
Bovine Serum Albumin (BSA), Sigma
Calcein-AM, Invitrogen

Human Recombinant TGF- 1 Protein, Peprotech
Human Recombinant IL-2 Protein, Peprotech

RIPA Lysis Buffer System, Chemcruz
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2-merkaptoetanol, Merck

Human TGF-p1 ELISA kit, Sunred

Human IFN-y ELISA Kit, Sunred

Anti-GFAP Poliklonal Antikor, Z0334, Dako

Mouse Anti-Rabbit IgG-HRP, Santa Cruz Biotechnology
HRP Anti-B-actin Antikoru, Abcam

Tripan Mavisi %0.4, Gibco

Pierce™ BCA Protein Assay Kit, Sigma

Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder, Thermo Scientific

3.1.3. Sarf malzemeler

5 ve 10ml’lik serolojik pipet, Nest

25ml’lik serolojik pipet, Corning Costar

2ml’lik cam pastdr pipet, Isolab

15ml ve 50ml’lik santrifiij tiipti, Nest

6 kuyucuklu hiicre kiiltiirii plakasi, Corning Costar

96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii plakasi, Nest

25cm? ve 75cm?’lik hiicre kiiltiirii flaski, Nest

10ul, 200ul ve 1000ul’lik pipet uglar, Labselect
Kriyovial, Isolab

0.5ml, 1.5ml ve 2mlI’lik mikro santrifiij tiipleri, Jetbiofil

Hemositometre, Isolab

3.1.4. Cihazlar

Plate Reader-Spektrofotometre, BMG Labtech, Spectrostar
Hassas terazi, KERN, ABJ-NM/ABS-N
Inverted mikroskop, Nikon, Eclipse Ts2

10 pl, 200 pl ve 1000 pl’lik pipet seti, Brand
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- 200 pl ¢cok kanalli pipet, Brand

- -80°C buzdolabi, Panasonic, MDF-U5386S-PE

- Buzdolabi, Panasonic, MPR-721-PE

- CO2 inkibatorii, Panasonic, MCO-230AIC-PE

- Kuru sterilizator, Panasonic, MOV-212-PE

- Laminer hava kabini class |1, Telstar, Biovanguard
- Otoklav, Niive, OT90L

- Santrifiij, Hitachi, CF16RN

- Vorteks, Scilogex, MX-F

- Transfer cihazi, BioRad, 10016505C

- Sogutmali santrifiij, Hitachi, CT15RE

- Orbital shaker, Lab companion

- Dikey elektroforez, Bio-Rad

- ChemiDoc Goérintiileme Sistemi, Bio-Rad

- Axio Observer Z1 Motorized Inverted Floresan Mikroskop, Zeiss
- Axio Observer Z1 Inkiibatér, XLMultiS, Zeiss

- Floresan Mikroskop Heating Unit XL S, Zeiss

- Floresan Mikroskop CO2 Modiilii, Zeiss

- Floresan Mikroskop Sicaklik Modiilii, Zeiss

3.2. METOD

3.2.1. insan Rekombinant TGF-$1 proteininin hazirlamsi

10pg olarak gelen Insan Rekombinant TGF-B1 proteini 1mg/ml ana
konsantrasyonda olmasi igin 10ul steril distile su ile ¢dziilmiistiir. ileri diliisyon ve
proteinin stabilizasyonu i¢in tretici firmanin Onerisi tizerine 1ml hacimde 1X PBS’te
%0.1 BSA soliisyonu hazirlanmistir. 1mg/ml ana stok hazirlanan %0.1 BSA
soliisyonunda 10pg/ml’ye diliie edilmistir. Uretici firmanin yénlendirmesiyle alikotlar

10pg/ml konsantrasyonda ve 10ul’lik hacimlerde hazirlanip -80°C’de saklanmustir.
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3.2.2. Hiicre kiiltiirii

Pankreas kanseri hiicre soyu PANC-1 (ATCC CRL-1469), NK hiicre soyu NK-
92 (ATCC CRL-2407) ve Schwann hiicre soyu insan Schwann hiicresi (Human
Schwann Cell; HSC) (ScienCell) kriyovial tiipler igerisinde -80°C’de saklanmustir.

PANC-1 hiicre soyu KRAS mutasyona (Deer ve ark., 2010) ve epiteloid
morfolojiye sahip metastatik ekzokrin pankreas adenokarsinomudur (Lieber ve ark.,
1975). Bununla birlikte hiicre soyu tipik olarak multinukleuslu biiyiik hiicre
popiilasyonu seklinde goziikmektedir. Ayrica Lieber ve ark. PANC-1 hiicre soyunu
izole ettikleri timorde perinéral invazyonun varligini da belirtmistir (Lieber ve ark.,

1975).

NK-92 non-Hodgkin lenfomaya sahip bir hastadan izole edilmis IL-2 bagiml
NK hiicre soyudur (Gong ve ark., 1994). NK-92 hiicreleri siispansedirler ve agregatlar
seklinde biiyiirler. Ayrica malignant hiicrelere karsi yliksek sitotoksiste gosterir ve
aktive edici reseptorleri yogun bir sekilde eksprese ederken, inhibe edici reseptorlerin
sadece ¢ok daha az bir kistmini eksprese etmektedirler (Klingemann, 2023). Sasirtici bir
sekilde periferal kandan izole edilmis NK hiicrelerinden daha verimli bir sekilde hedef

hiicreleri 6ldiirdiigii bildirilmistir (Klingemann, 2023).

3.2.3. FBS inaktivasyonu

Hiicrelerin kiiltiiriinde kullanilacak FBS’i inaktive etmek i¢in su banyosunda 30
dakika boyunca 50°C’ye maruz birakilmistir. Her 5 dakikada bir ¢okmeleri engellemek
amaciyla yavasca calkalanmistir. 30 dakika sonunda direkt olarak +4°C’ye kaldirilip,

soguduktan sonra uygun sekilde alikotlanip -20°C’de saklanmustir.

3.2.4. Kullamlan besiyerlerinin hazirlamsi
PANC-1 hiicre hatt DMEM:F12 (1:1) besiyeri igerisine %10 inaktif FBS ve %1
Penisilin/Streptomisin (P/S) soliisyonu eklemesiyle olusturulan besiyeride Kkiiltiire

edilmistir.

NK-92 hiicre soyu icin %20 inaktif FBS, %1 P/S soliisyonu ve %00,074 -
merkaptoetanol iceren RPMI 1640 ana stok besiyeri hazirlandiktan sonra 50ml’lik
alikotlar halinde porsiyonlanmistir. Alikotlar kullanilacagi zaman igerisine Sul 1L-2

takviyesi yapilarak hiicreler kiiltiire edilmistir.
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Insan Schwann hiicre soyu (HSC) i¢in %5 FBS (ScienCell), %1 P/S soliisyonu
(ScienCell) ve %1 SCGS (ScienCell) igeren SCM besiyeri (ScienCell) hazirlanmstir.
Bununla birlikte %10 inaktif FBS ve %1 P/S soliisyonu igeren yiiksek glukoz igerikli
DMEM besiyeri hazirlanmistir. HSC hiicrelerinin kiiltlirii 1:1 oraninda hazirlanan
SCM:DMEM besiyerinde yapilmistir.

3.2.5. Hiicre soylarinin stoktan ¢ikarilmasi

Kriyovialler -80°C’den ¢ikarildiktan sonra hemen su banyosuna alinip
cozlinmesi saglandi. 15ml’lik santrifiij tlipii igerisine stoktan g¢ikarilacak hiicreye uygun
besiyerinden 5ml eklendi. Coziinen hiicre siispansiyonu besiyeri i¢eren santrifiij tiipiine
yavagga aktarildi. Hiicre siispansiyonunu iceren santrifiij tiipleri PANC-1 ve HSC i¢in
800rpm’de 5 dakika, NK-92 icin 180g’de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonunda
stipernatant atildi ve hiicre pelleti iizerine Iml uygun besiyeri eklenip hiicre
siispansiyonu olusturdu. 1ml hiicre siispansiyonu iizerine 4ml daha uygun besiyeri
eklendikten sonra 25cm?’lik hiicre kiiltiirii flasklarma aktarildi. Flasklar 37°C ve %5

CO2 ortamina sahip inkiibatorde inkiibe edildi.

3.2.6. Hiicre soylarimin pasajlanmasi

Hiicreler flaski %80-90 oraninda kapladigi zaman alt kiiltiire alindi. Pasajlama
islemi i¢in flasktan ilk 6nce besiyeri aspire edildi. Daha sonrasinda ortamin nétralize
olmasi, besiyeri artiklarinin ve debrisin uzaklastirilmast ve hiicrelerin  ozmotik
basincinin dengede tutulmasi i¢in 25cm?’lik flask i¢in 2ml, 75cm?’lik flask igin 4ml 1X
PBS eklemesi yapildi. PBS’in tiim flaskin tiim yiizeyini yikandigindan emin olundu.
Yikama islemi sonras1 PBS flasktan aspire edildi. Dahasinda 25cm?’lik flask igin 0.5ml,
75cm?’lik flask igin 1ml %0,05 Tripsin-EDTA soliisyonundan ekleme yapildi. Daha
sonra flask 5 dakika boyunca inkiibatore kaldirildi, bdylelikle enzimin c¢alismasi icin
gerekli olan optimal sicaklik saglandi. 5 dakika sonunda hiicrelerin flask ylizeyinden
kalktig1 mikroskop yardimiyla belirlendi. Hiicrelerin flask yiizeyinden kalktig1 tespit
edildigi zaman flask laminar akim igerisine tekrardan alindiktan sonra kullanilan
Tripsin-EDTA hacminin 10 kati kadar %10 FBS igeren besiyeri eklemesi yapildi.
Hiicreler bu besiyeri icerisine toplandiktan sonra 15ml’lik santrifiij tiiplerine aktarilarak
800rpm’de 5 dakika boyunca santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi siipernatant aspire edildi.
Eger flask tekrar kullanilacaksa bir kez 1X PBS ile yikandi ve 9ml uygun besiyeri

eklemesi yapildi. Hiicre pelleti hiicre tipine goére uygun alt kiiltiir oraninda uygun
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besiyeri ile siispanse hale getirildikten sonra flask igerisine eklendi. Flasklar 37°C ve
%5 CO; ortamina sahip inkiibatérde inkiibe edildi.

3.2.7. Siispanse NK-92 hiicrelerinin pasajlanmasi

NK-92 hiicreleri tezde kullanilan diger hiicrelerin aksine siispanse ve agregatlar
seklinde biiyiimektedir. Olusan agregatlar goézle goriilebilir  biiytikliiklere
ulagabilmektedir. Bu hiicrelerin pasajlanmasinda hiicrelerin “akis gerilimi” sebebiyle
hasar gormemesi amaciyla sadece Sml’lik serolojik pipetler kullanildi. NK-92 hiicre
agregatlar1 yeterli biiyiiklige ve yogunluga geldiginde 15ml’lik santrifiij tiiplerine
aktarildi. Tipler 180g’de 5 dakika boyunca santrifiije edildi. Santrifiij tiiplerinden
siipernatant aspire edildi ve hiicre pelleti lizerine 5ml uygun besiyeri eklendi. Hiicre
pelleti bu besiyeri icerisinde yavas hareketlerle siispanse hale getirildikten sonra
25cm?’lik flaska eklendi. Flasklar 37°C ve %5 CO; ortamina sahip inkiibatorde flask dik
bir sekilde inkiibe edildi.

3.2.8. Hiicre soylarinin stoklanmasi

Hiicreler flaski %80-90 oraninda kapladigi zaman alt kiiltiire alinmstir.
Pasajlama islemi icin flasktan ilk 6nce besiyeri aspire edildi. Daha sonrasinda ortamin
notralize olmasi, besiyeri artiklarinin ve debrisin uzaklastirilmasi ve hiicrelerin ozmotik
basincinin dengede tutulmasi i¢in 25cm?’lik flask igin 2ml, 75cm?’lik flask igin 4ml 1X
PBS eklemesi yapildi. PBS’in tiim flaskin tiim yiizeyini yikandigindan emin olundu.
Yikama islemi sonras1 PBS flasktan aspire edildi. Dahasinda 25¢cm?’lik flask igin 0,5ml,
75cm?’lik flask icin 1ml %0.05 Tripsin-EDTA soliisyonundan ekleme yapildi. Daha
sonra flask 5 dakika boyunca inkiibatore kaldirildi, boylelikle enzimin ¢alismasi i¢in
gerekli olan optimal sicaklik saglandi. 5 dakika sonunda hiicrelerin flask yiizeyinden
kalktig1 mikroskop yardimiyla belirlendi. Hiicrelerin flask yilizeyinden kalktig1 tespit
edildigi zaman flask laminar akim igerisine tekrardan alindiktan sonra kullanilan
Tripsin-EDTA hacminin 10 kati kadar %10 FBS iceren besiyeri eklemesi yapildi.
Hiicreler bu besiyeri igerisine toplandiktan sonra 15ml’lik santrifiij tiiplerine aktarilarak
800rpm’de 5 dakika boyunca santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 siipernatant aspire edildi.
Hiicre pelletine her kriyovial i¢in 1ml olacak sekilde dondurucu besiyeri (%10 DMSO,
%10 FBS, %80 DMEM) karanlik ortamda eklendi. Hiicre siispansiyonu kriyoviallere
porsiyonlanarak -80°C’ye kaldirildi.
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3.2.9. Siispanse NK-92 hiicrelerinin stoklanmasi

NK-92 hiicre agregatlar1 yeterli biiyiikliige ve yogunluga geldiginde 15ml’lik
santrifiij tliplerine aktarildi. Tiipler 180g’de 5 dakika boyunca santrifiije edildi. Santrifiij
tiiplerinden siipernatant aspire edildi. Hiicre pelletine her kriyovial i¢in 1ml olacak
sekilde dondurucu besiyeri (%10 DMSO, %90 FBS) karanlik ortamda eklendi. Hiicre

stispansiyonu kriyoviallere porsiyonlanarak -80°C’ye kaldirildi.

3.2.10. Hemositometre ile hiicre sayimi

%0,05 Tripsin-EDTA soliisyonu ile flask yiizeyinden kaldirilan hiicreler pellet
yogunluguna gore uygun besiyeri ile sulandirildiktan sonra siispansiyondan 10ul
alinarak sayim ig¢in ayrilmis 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii plakasinin bir kuyusuna
koyuldu. Daha sonra 10ul %0,5 tripan mavisinden eklenerek 1:1 hiicre siispansiyonu
hazirlandi. Hemositometre %70’lik etanol ile temizlendikten sonra her iki alanina da

hazirlanan karisimdan 10pl eklendi ve 1ml hacimdeki hiicre sayisi bulundu.

3.2.11. Sulforhodamine B (SRB) canhilik analizi

SRB boyasi hafif asidik kosullarda proteinlere baglanabilen bir boyadir (Skehan
ve ark., 1990). Hafif bazik kosullarda ise ¢éziinen bu boya sayesinde varsayimsal olarak
boya yogunlugunun hiicre canliligiyla iligskisi kurulabilmektedir. Gerekli tedavi
gerceklestirilen hiicreler %50 TCA (kiitle/hacim) ile fikse edildikten sonra %0,4 SRB
boyasi ile boyamasi gerceklestirilir ve boya homojenize edildikten sonra

spektrofotometre yardimiyla 564nm’de okunur.

%0,4 (kiitle/hacim) SRB boyast %1’ lik asetik asit icerisinde hazirlandi ve
+4°C’de saklandi. %50’lik TCA (kiitle/hacim) distile su ile hazirlandiktan sonra
+4°C’de tutuldu.

SRB testi kullanilacak olan efektor hiicre:hedef hiicre (E:H) oraninin
belirlenmesinde kullanildi. Bunun i¢cin PANC-1 hiicreleri 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii
plakasmin her bir kuyusu i¢in 100ul hacimde 5x10° hiicre sayisinda olacak sekilde
ekildi. Deney plan1 3 saat, 12 saat ve 24 saatlik ve her bir zaman noktasi i¢in 1:1, 2,5:1,
5:1 E:H oranii icerecek sekilde tasarlandi. Deney planina kor kuyular1 ve kontrol grubu
da dahil edildi. Kor kuyulara uygun besiyeri eklendi. PANC-1 hiicreleri ekildikten sonra
kuyu yiizeylerine yapismalari i¢in 24 saat boyunca 37°C ve %5 CO; ortamina sahip

inkiibatorde inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi kuyu basma 100ul hacimde olacak
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sekilde 1:1 oran1 i¢in 5x10%, 2,5:1 i¢in 12,5x10%, 5:1 icin 25x10° hiicre sayisinda NK-92
hiicreleri ekildi. Akabinde kontrol grubuna 100ul besiyeri eklemesi yapildi. Hiicre
kiiltiirii plakalar1 37°C’de %5 CO2 inkiibatdrde belirlenen inkiibasyon siiresine kadar
inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda tiim kuyulardan -kontrol ve blank kuyusu
dahil- besiyeri aspire edildi ve 1X PBS ile yavas¢a yikama yapildi. Yikama sonunda her
kuyuya 200ul taze besiyeri eklendikten sonra %50°lik TCA soliisyonundan her kuyuya
50ul eklendi ve 1 saat boyunca +4°C’de inkiibe edildi. TCA inkiibasyon siiresi sonunda
plakadan uzaklastirildi ve her kuyu 5 kez distile su ile yikandi. Yikama sonunda
plakanin hava ile kurumasi saglandiktan sonra her kuyuya 50ul %0,4 SRB boyasindan
eklendi ve plaka 30 dakika boyunca oda sicakliginda karanlikta inkiibe edildi.
Inkiibasyon siiresi sonunda SRB boyasi tiim kuyulardan aspire edildi ve her kuyu
%1’lik asetik asit ile 5 kez yikandi. Yikama sonrasi plakanin tamamen kurumasi
saglandi. Daha sonra proteinlere baglanan SRB boyasinin ¢oziinebilmesi igin her
kuyuya 150 pl (10 mM, pH:10) Tris Baz1 eklemesi yapildi ve 10 dakika 100rpm’de
orbital ¢alkalayicida birakildi. Siire sonunda ¢6ziinen boyanin absorbansi (renk siddeti)
spektrofotometrede 564nm dalga boyunda o6lgiildii. Absorbans degerleri tizerinden

PANC-1 hiicrelerinin canlilik oranlar belirlendi.

Kontrol grubunun canliligi %100 olarak kabul edildi. Asagidaki denklem ile
tedavi uygulanan kuyulardaki PANC-1 hiicrelerinin canliligi belirlendi.

%Canlilik = [100 X (Tedavi uygulanan gruplarin absorbans ortalamasi1 — Kor
kuyularinin absorbans ortalamasi) / (Kontrol grubunun absorbans ortalamasi — Kor

kuyularinin absorbans ortalamasi)]

3.2.12. Conditioned besiyeri (CM) eldesi

Conditioned besiyeri (Conditioned Media; CM), serumsuz ya da diisiik serum
icerikli ortamda biiyiitiilen hiicrelerin salgiladig: faktorlerin elde edilmesi i¢in kullanilan
hiicre kiiltiirii yontemidir. Bu yontemle deneylerde kullanilmak tizere PANC-1, HSC ve

dediferansiye edilmis HSC hiicrelerinin salgilanan komponentleri elde edildi.

Hiicreler %75-80 oraninda flask yiizeyini kapladiginda %1 FBS igeren
besiyerine gegirildi. 24 saat boyunca bu sekilde 37°C ve %5 CO2 igeren inkiibatorde
inkiibe edildi. 24 saatin sonunda flask igerisindeki besiyerleri 15ml’lik santrifiyj

tiiplerine aktarilip 2000rpm’de 5 dakika boyunca santrifiij edildi. Santrifiij sonunda
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slipernatant tiiplin dibine ¢ok yaklagmadan toplanarak yeni bir santrifiij tlipline aktarildi

ve gerekli deneylerde toplanilan CM’ler kullanildi.

3.2.13. Calcein-AM boyama ile canhilik analizi

Calcein-Asetoksimetil ester (Calcein-AM) floresan olmayan, yagda ¢oziinebilen
bu nedenle hiicre membranindan gecebilen bir maddedir. Hiicre igerisine girdigi zaman
aktif esterazlar tarafindan Calcein-AM, yagda c¢oziinmeyen, polar ve yesil floresan
Calcein haline indirgenir (Neri ve ark., 2001). Bu canlilik analizi NK hiicrelerin, hedef

hiicrelerin canliligini tayin etmede interfere olmamalar1 amaciyla segildi.

50ug Calcein-AM iiretici firmanin protokoliinde belirtildigi iizere 50ul DMSO
ile ¢oziilerek ImM stok soliisyon elde edildi ve -20°C’de saklandi. Firma tarafindan
calisma konsantrasyonu 2uM olarak onerildigi i¢in bu konsantrasyonun elde edilmesi

icin 10ml serumsuz DMEM:F12 besiyeri i¢erisine 1mM ana stoktan 20ul eklendi.
Calcein-AM canlilik analizi i¢in bes (5) basamakta gergeklestirildi:
e PANC-1 hiicrelerinden HSC dediferansiyasyonu i¢in CM toplanmast;

= 25cm?’lik flaskta bulunan PANC-1 hiicreleri flask
yiizeyini %75-80 oraminda kapladigi zaman %1 FBS
iceren seruma gegildi ve 24 saat boyunca 37°C %5 CO:
ortaminda inkiibe edildi. 24 saatin sonunda flask
icerisindeki besiyeri 15ml’lik santrifiij tiiplerine aktarilip
2000rpm’de 5 dakika boyunca santrifiij edildi. Santrifiij
sonunda stipernatant tiipiin dibine ¢ok yaklasmadan
toplanarak yeni bir santrifiij tiiptine aktarildi. Daha sonra
25cm?’lik  flaskta bulunan HSC hiicrelerinin  besiyeri
aspire edilip 1X PBS ile ytkanmidi. Elde edilen PANC-1
CM ile SCM:DMEM 1I:1 oraminda (%50 PANC-1 CM)
karistirllp  flaska eklemesi yapildi. Dediferansiyasyonu
saglamak amaciyla HSC flaski 24 saat boyunca 37°C %5
CO: ortaminda inkiibe edildi.

e PANC-1, HSC ve TASC gruplarindan CM eldesi;

34



25cm? lik flasklarda bulunan ii¢ hiicre grubu da (PANC-
1, HSC ve TASC) %75-80 oraminda flask yiizeyini
kapladiginda besiyerleri aspire edildi ve 1X PBS ile iyice
vikandi. %1 FBS iceren uygun besiyerleri flasklara
eklendi ve 24 saat boyunca 37°C %5 CO: ortaminda
inkiibe edildi. 24 saat sonunda CM eldesi yapilacak
hiicrelerin flask icerisindeki besiyerleri 15ml’lik santrifiij
tiiplerine aktarilip 2000rpm’de 5 dakika boyunca santrifiij
edildi. Santrifiij sonunda siipernatant tiipiin dibine ¢ok
vaklagsmadan toplanarak yeni bir santrifiij tiipiine

aktarildi ve CM ’leri elde edildi.

e NK-92 hiicrelerinin CM ve rekombinant TGF-B1 uygulamasi ve PANC-

1 hiicrelerinin ekimi (Sekil 3.1);

NK-92 hiicreleri 15ml’lik santrifiij tiiplerine topland: ve
180g’de 5 dakika boyunca santrifiij edildi. Santrifiij
sonunda siipernatant dikkatli bir sekilde aspire edildi.
Akabinde elde edilen CM’ler her grup igin 2,5ml yani
%350 CM uygulamasi yapilirken CM uygulanan gruplara
1,5ml, TGF-p1 uygulanacak ve CM uygulanmayacak
gruplara 4ml RPMI 1640 (+f-merkaptoetanol) besiyeri
eklendi. Her flaska %20 FBS igeriginin olmast i¢in Iml
inaktif FBS eklemesi yapildi. Daha sonra 45ul serumsuz
RPMI 1640 besiyeri igerisine Sul IL-2 eklemesi yapilarak
IL-2 karisimi hazirlandi. Bu IL-2 karisimindan her gruba
Sul eklenerek gerekli IL-2 takviyesi yapildi. TGF-f1
grubuna, 10ug/ml insan rekombinant TGF-f1 protein ana
stogundan Sul eklenerek son konsantrasyon 10ng/ml
TGF-p1 olmast saglandi. Boylelikle her grubun ayni
oranda FBS ve IL-2 takviyesinden yararlanmasi saglandi
ve bu komponentler sebebiyle olabilecek
interferasyonlarin oniine gegilmeye ¢alisildi. Tiim NK-92
gruplarimin (PANC-1 CM, HSC CM, TASC CM, TGF-41,
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CM’siz) flasklart 37°C %5 CO; ortaminda 24 saat
boyunca dik bir sekilde inkiibe edildi.

» PANC-! hiicreleri %0,05 Tripsin-EDTA soliisyonu ile
kaldirldiktan sonra sayidi. 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii
plakasina her grup (Kontrol, PANC-1 CM NK-92, HSC
CM NK-92, TASC CM NK-92, TGF-51 NK-92 ve CM siz
NK-92) ii¢c tekrarli olacak sekilde kuyu basima 5x10°
hiicre sayisinda 100ul hacimde ekildi. Plaka 37°C %5

COz ortaminda 24 saat boyunca inkiibe edildi.

(—=—1_W

HsC 24
%50 PANC-1 SAAT
M

HSC TASC PANC 1

é

%50 PANC-1 CM %50 HSC CM %50 TASC CM 10ng/ml TGF-p1 RPMI 1640 (+b mer‘kap‘tuefunol)
RPMI 1640 (+p-merkaptoetancl) ~ RPMI 1640 (+p-merkaptoetanol)  RPMI 1640 (+p-merkaptoetanol)  RPMI 1640 (+p-merkaptoetanol)
5pl IL-2 Sul IL-2 5ul IL-2 5ul IL-2 /20 FBS
|_ %20 FBS %20 FBS %20 FBS %20 FBS —|

24 SAAT

Sekil 3.1. Hiicrelerden CM eldesi ve NK-92 hiicre gruplari

e PANC-1 hiicrelerinin boyanmast ve NK-92 hiicrelerinin ko-kiiltiire

edilmesi (Sekil 3.2);

* 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii plakalarina ekilen PANC-1
hiicrelerinin 24 saatlik inkiibasyon siiresi bittikten sonra
tiim kuyulardan besiyeri aspire edildi ve 1X PBS ile
dikkatli bir sekilde yikandi. Daha sonra gerekli hacimde

2uM  Calcein-AM  soliisyonu  hazirlandi  ve isiktan
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korundu. Yikanmis olan her kuyuya hazirlanan Calcein-
AM soliisyonundan 50ul eklendi ve 30 dakika boyunca
37°C, %5 CO2’li inkiibatorde karanlikta inkiibe edildi.
Inkiibasyon siiresi sonunda tiim kuyulardan boya aspire
edildi ve 1X PBS ile 2-3 defa yikama yapildi. Yikama
asamalart bittikten sonra taze DMEM:F12 besiyerinden
her kuyuya 100ul eklendi. Tiim asamalar karanlikta
gergeklestirildi.

NK-92 hiicrelerinin 24 saatlik inkiibasyon siiresinin
ardindan tiim gruplar ayri ayri 15ml’lik santrifiij
tiiplerine gecirildikten sonra 180g’de 5 dakika boyunca
santrifiij edildi. Siipernatant aspire edilmistir ve her
grubun ilgili kuyularina, kuyu basima 25x10° (5:1 E:H
oranminda) hiicre sayisinda olacak sekilde 100ul hacminde

DMEM:F12 besiyeri kullanilarak ekildi. PANC-1 kontrol
grubuna da 100ul daha DMEM:F12 besiyeri eklendi.

Agééggggggégg Agééggggggégé °Basiyeriuspir‘eedilir‘
‘000000000000 [ .= [:000000000000 | @ xrssierkanayepir
:@@00000000Q0 | =47, |:000000000000 o
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Nelelolelelelelelolole]e Nelelelolelelolelelolele,
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000000000000 0o 000000000000
QOO weiwm 1000 |, W 1:600000000000 o
‘@@@ reianx JOOQ [Vl |:0000000000Q0 | (@ soreespre i
' @@@ oz JOOO " @OOO00D0DDOD
EQQQOOO A— EOQQOOOOOOOOO GIXPBSiIeZ-3kezy|kamayaplI|r
@@ O [mmrrrin JOOO ¥:1:1:]e]elelelelolole]e,
@OO@[ mnw JOOO o1:1:1e]elelele]olole]e;
000000000000 Nelelelolele]olelelolele!

Sekil 3.2. PANC-1 hiicrelerinin ekimi ve Calcein isaretlemesi
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e Floresan mikroskop yardimiyla kuyularin fotograflarinin ¢ekilmesi ve

PANC-1 canliliginin belirlenmesi;

= PANC-1 ve NK-92 ko-kiiltiirii 4 saat boyunca 37°C %5
CO2’li inkiibatérde inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi
sonunda floresan mikroskopta 10x biiyiitmede her
kuyundan bes (5) farkli bélgeden fotograflar alindi.
Calcein pozitif hiicrelerin  sayimi  ImageJ programi
kullanmlarak yapildi. Ancak apoptotik cisimciklerin ve
kabarciklarin membran biitiinliigii bozulmamis oldugu
icin Calcein’in salinmadigr ve bu yapilarin hala Calcein
pozitif oldugu bilindigi icin (Somanchi ve ark., 2015)
programin sayumlar: Calcein pozitif apoptotik hiicrelerin
varliginin saptamip sayimdan diisiilmesi igin kontrol
edildi. En son olarak PANC-1 hiicrelerinin canlilig

asagidaki denklem kullanilarak belirlendi.

%Canlhilik = [100 x (Gruplarin Calcein pozitif hiicre
sayisimin - ortalamasy) / (PANC-1 kontrol grubunun

Calcein pozitif hiicre sayisinin ortalamasi)]

3.2.14. Western Blot analizi
Western blot analizi dediferansiye edilmek amaciyla %50 PANC-1 CM’sine
maruz kalmis Schwann hiicrelerinin GFAP ekspresyonunun belirlenmesi dolayisiyla

Schwann hiicre dediferansiyasyonunun dogrulanmasi amaciyla kullanildi.

HSC’lerin dediferansiyasyonu icin 6 kuyucuklu hiicre kiiltiirii plakasma 4x10°
hiicre sayisinda PANC-1 ekildi. Akabinde bu hiicrelerin CM’lerinin eldesi igin “3.2.12.
Conditioned besiyeri eldesi” baslig1 altindaki adimlar izlendi.

HSC’ler 6 kuyucuklu hiicre kiiltiirii plakasma 3x10° hiicre sayisinda 2ml
hacimde ekildi. 24 saat boyunca 37°C %5 CO2’li inkiibatdrde inkiibe edildi. inkiibasyon
stiresi sonunda tiim kuyulardan besiyeri aspire edilip 1X PBS ile yikandi. Akabinde
dediferansiyasyonun yapilacagi kuyulara %50 PANC-1 CM uygulamasi yapilirken

kontrol grubu kuyularma 1:1 oraninda [DMEM:F12]:[SCM:DMEM] besiyeri
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uygulamasi yapild1 ve plaka 24 saat boyunca 37°C %5 CO2’li inkiibatorde inkiibe
edildi (Sekil 3.3).

%50 PANC-1 CM

PANC-1
M

O 24 SAAT

e
280

Inkiibasyon siiresi sonunda her iki grubunda besiyerleri ayri ayr1 15ml’lik

0@

Sekil 3.3. Western blot icin HSC hiicrelerinin dediferansiyasyonu

santrifiij tiiplerine toplandi. Hiicreler %0,05 Tripsin-EDTA ile kaldirilmistir ve uygun
santrifiij tliplerine aktarildiktan sonra +4°C 1000g’de 5 dakika boyunca santrifii
edildikten sonra silipernatant uzaklastirildi. Hiicre pelleti iizerine liziz tamponu eklenip
lyice al-ver yapilmistir ve lizat mikrosantrifiij tiiplerine aktarildi. Hiicreler +4°C’de 45
dakika boyunca karanlikta inkiibe edildi. inkiibasyon siiresi icerisinde her 15 dakikada
bir 10 saniye boyunca sonikasyon yapildi. Inkiibasyon siiresi sonunda mikrosantrifiij
tipleri +4°C 10.000g’de 30 dakika boyunca santrifiij edildi. Santrifiij sonunda
stipernatant ilgili yeni mikrosantrifiij tiiplerine toplanip, porsiyonlanip -20°C’de

saklanda.

Western blot yonteminin ikinci basamagi olan protein konsantrasyonunun
belirlenmesi bikinkoninik asit (BCA) yontemi ile yapilmistir. BCA yontemi Cu*2
iyonlariin proteinlerin peptit baglarinin yardimiyla Cu®’ya indirgenmesi ve bu iyonlara
iki BCA molekiiliiniin baglanarak gii¢lii mor kompleksinin olusmasina dayanmaktadir
(Wiechelman ve ark., 1988). Olusan kompleks spektrofotometrede 562nm dalga
boyunda okunmaktadir. BCA yontemiyle protein konsantrasyonun olgiilmesi igin
2mg/ml BSA ¢ozeltisi hazirland1 ve 2, 1, 0.5, 0.25, 0.125, 0.0625 ve 0.03125 mg/ml’lik
BSA diliisyonlar1 yapildi. BSA standart kuyular1 25ul hacimdedir. Orneklerden 5ul
koyuldu ve 20ul distile su ile 5 kat seyreltilip 25ul hacime tamamlandi. Daha sonra bu

seyreltme kat sayis1 konsantrasyon hesabinda g6z oniinde bulunduruldu. Tiim kuyulara
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200ul BCA soliisyonundan eklendi ve 37°C’de 15 dakika boyunca karanlikta inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonunda plaka 570nm dalga boyunda okundu. Standart kuyularindan

standart egri grafigi olusturularak 6rneklerin konsantrasyonu belirlendi.

Western blot yontemi i¢in laemmli tamponu (5x), distile su ve 6rnekler uygun
hacimlerde karistirildi ve 95°C’de 5 dakika boyunca termal blokta bekletilerek
denatiirasyon islemi yapildi. %10 SDS-PAGE hazirland1 ve ilk kuyuda protein ladder
olacak sekilde kuyulara ornekler yiiklendi. Ornekler 100 voltta yiiriitme tamponuyla
birlikte yiiriitildi. Yiritme sonunda transfer islemi icin PVDF membran metanolde bir
miktar bekletilip aktive hale gelmesi saglandi. Daha sonra transfer blot sisteminin
kasedine sirayla ped, membran, jel ve ped seklinde koyuldu ve 2,5 amper 25 voltta 7
dakika boyunca transfer islemi gergeklestirildi. Transfer islemi sonrasinda membran 1X
TBS-T (%0,1 Tween 20 igeren 1X TBS) ile hazirlanmis olan %5’lik yagsiz siit tozu
igerisinde 1 saat boyunca bloklama yapildi. Bloklama sonunda membranlar birincil
antikorla +4°C’de orbital karistiricida gece boyu inkiibe edildi. Birincil antikor
inkiibasyonu sonrast membran 5 dakika 3 kez 1X TBS-T ile yikama yapildi. Yikamalar
sonrast birincil antikor ile uyumlu ikincil antikor eklendi ve oda sicakliginda orbital
karistiricida inkiibe edildi. Ikincil antikor baglanmasi sonunda 5 dakika 3 kez 1X TBS-T
ile yikama yapildi. Yikamalar sonunda ChemiDoc goriintiileme Sisteminde membran

goriintiilendi.

3.2.15. ELISA testi ile TGF-B1 konsantrasyonunun o6l¢iimii
ELISA peptidlerin, proteinlerin ve hormonlarin vs. kantitatif analizi igin
kullanilan, antijen-antikor etkilesimi prensibi tizerine kurulmus, konjuge edilmis enzim

ve substratinin kullanildig1 yontemdir (Aydin, 2015).

Hiicrelerin CM’lerindeki TGF-B1 konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in oncelikle
PANC-1 ve HSC hiicreleri 2x10° hiicre sayisinda 6 kuyucuklu hiicre kiiltiirii plakasina
ekildi. Bununla birlikte baska bir 6 kuyucuklu hiicre kiiltiiri plakasina HSC
dediferansiyasyonu igin 4x10° hiicre sayisinda PANC-1 ekildi ve CM elde etme
basamaklarina uygun bir sekilde PANC-1 CM elde edilerek HSC gruplarindan bir
tanesine %50 PANC-1 CM uygulamasi yapildi ve dediferansiyasyon gerceklestirildi.
Hiicreler ekildikten sonra 24 saat boyunca, HSC dediferansiyasyonu i¢in 24 saat
boyunca ve %1 FBS’li besiyerine ge¢ildigi zaman da CM eldesi i¢in 24 saat boyunca

37°C %5 CO2’li inkiibatérde inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonrasi besiyerler
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15ml’lik santrifiij tiiplerine toplanip 2000rpm 5 dakika boyunca santrifiij edildikten
sonra CM’ler elde edildi.

ELISA testi kitin tiretici firmasinin belirledigi protokole gore gergeklestirildi;

Standartlar kit ile beraber gelen 1600ng/ml TGF-f1 standart proteininden
standart diliisyon tamponuyla diliie edilmesiyle 25-800ng/ml araliginda
iki tekrarli olacak sekilde standart kuyular1 olusturuldu. Koér kuyusu i¢in

herhangi bir ekleme yapilmadi, bos birakildi.

CM’ler ile birlikte hiicre i¢i TGF-B1 konsantrasyonunun 6l¢iilmesi igin
“3.2.14. Western Blot analizi” bashigr altinda belirtildigi sekilde protein
izolasyonu gergeklestirildi. Bdylelikle kullanilan hiicrelerin hiicre
igerisindeki proteinleri elde edildi. ELISA testi sirasinda bu protein
ornekleri kit ile beraber gelen standart diliisyon tamponu ile 12 kat
seyreltildi. Hesaplar yapilirken bu seyreltme kat sayisi hesaplamaya
katildu.

Ornekler ii¢ tekrar olacak sekilde 40ul, standartlar 50ul hacimde
kuyulara eklendi. Orneklerin yiiklenmesinden sonra test edilen kuyulara
10ul anti-TGF-B1 antikorundan eklendi. Akabinde tiim kuyulara 50ul
Streptavidin-HRP  soliisyonundan eklendi. Kuyularm bu sekilde
hazirlanmasindan sonra kit ile beraber gelen membran ile kuyularin tizeri

kapatildi ve 37°C’de 1 saat boyunca inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonunda 30X yikama tamponu distile su kullanilarak 1X’e
diistiriildii. Yikamalar 1X yikama tamponuyla 5 tekrar olacak sekilde
200ul hacim kullanilarak yapildi. Her yikama 1-2 dakika boyunca
bekletilerek yapildi ve her yikama sonunda temiz bir filtre kagidi

kullanilarak kuyulardaki fazla sivinin diismesi saglandi.

Yikamalar sonunda kitin komponentlerinde 50ul “Chromogen A” ve
50ul “Chromogen B” kor kuyusu dahil tim kuyulara eklendi. Plaka
37°C’de karanlikta 10 dakika boyunca inkiibe edildi.
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Inkiibasyon sonunda durdurma soliisyonu tiim kuyulara 50ul hacimde
eklenmistir ve olusan renk yogunlugu 450nm dalga boyunda

spektrofotometrede okundu.

Standartlarin  absorbans degerlerinden ve test edilen kuyularin

absorbansindan kor kuyularin absorbans ortalamasi ¢ikarildi.

Standart kuyulariyla standart egri grafigi cizilerek R? ve denklem elde
edildi. Denklem ile test edilen kuyularin TGF-B1 konsantrasyonlari

hesaplandi.

3.2.16. ELISA testi ile NK-92 hiicrelerinden salinan IFN-y konsantrasyonunun

olciimii

NK-92 hiicrelerinin IFN-y salgilama kapasitesinin CM uygulamalar1 sonrasi ne

sekilde degistigini belirlemek amaciyla ELISA testi uygulandi. “3.2.13. Calcein-AM

boyama ile canlilik analizi” bashgi altindaki deney gerceklestirildikten sonra tiim

kuyularin besiyerleri 1,5ml’lik ilgili mikrosantrifiij tiiplerine toplandi. Mikrosantrifiij

tipleri kit protokoliinii uyularak 20 dakika boyunca 3000rpm’de santrifiij edildi.

Santrifiij sonunda siipernatant elde edildi ve 6rnekler ELISA testinde kullanilda.

Standartlar kit ile beraber gelen 640ng/L IFN-y standart proteininden
standart diliisyon tamponuyla diliie edilmesiyle 25-800ng/ml araliginda
iki tekrarli olacak sekilde standart kuyular1 olusturuldu. Kor kuyusu i¢in
herhangi bir ekleme yapilmadi, bos birakildi.

Ornekler {i¢ tekrar olacak sekilde 40ul, standartlar 50ul hacimde
kuyulara eklendi. Orneklerin yiiklenmesinden sonra test edilen kuyulara
10ul anti-IFN-y antikorundan eklendi. Akabinde tiim kuyulara 50ul
Streptavidin-HRP  soliisyonundan eklendi. Kuyularin bu sekilde
hazirlanmasindan sonra kit ile beraber gelen membran ile kuyularin tizeri

kapatildi ve 37°C’de 1 saat boyunca inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonunda 30X yikama tamponu distile su kullanilarak 1X’e
diistiriildii. Yikamalar 1X yikama tamponuyla 5 tekrar olacak sekilde
200ul hacim kullanilarak yapildi. Her yikama 1-2 dakika boyunca
bekletilerek yapildi ve her yikama sonunda temiz bir filtre kagidi

kullanilarak kuyulardaki fazla sivinin diigmesi saglandi.
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e Yikamalar sonunda kitin komponentlerinde 50ul “Chromogen A” ve
50ul “Chromogen B” kor kuyusu dahil tiim kuyulara eklendi. Plaka
37°C’de karanlikta 10 dakika boyunca inkiibe edildi.

e inkiibasyon sonunda durdurma soliisyonu tiim kuyulara 50ul hacimde
eklenmistir ve olusan renk yogunlugu 450nm dalga boyunda

spektrofotometrede okundu.

e Standartlarin absorbans degerlerinden ve test edilen kuyularin

absorbansindan kor kuyularin absorbans ortalamasi ¢ikarildi.

e Standart kuyulariyla standart egri grafigi ¢izilerek R? ve denklem elde
edildi. Denklem ile test edilen kuyularin IFN-y konsantrasyonlari
hesaplanda.

3.2.17. istatiksel analiz

Yapilan tiim deneylerin verileri “Graphpad Prism 9.0” programi ile analiz edilip
grafik haline getirilmistir. Western blotlama deneyindeki bant goriintiilerinin intensite
degerleri “Image]” programu ile elde edilmistir. Gruplarin karsilastiriimasinda one-way
ve two-way Anova testi kullanilmistir. Dunnett dogrulama yontemi ile anlamh

degisimler icin p degeri <0,05 olarak belirlenmistir.
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4. BULGULAR

4.1. SRB Canlilik Testi Bulgulari

SRB analizi ileride kullanilacak olan Efektor:Hedef hiicre (E:H) oraninin
belirlenmesi amaciyla gergeklestirildi. Degerlendirilen E:H oranlar1 1:1, 2.5:1 ve 5:1
seklindedir. SRB analizi NK hiicrelerinin zamana bagl olarak PANC-1 hiicrelerinin
canliligin azaltirken, 6zellikle 5:1 grubunda zamana bagli olarak PANC-1 canlilifinin
anlaml bir sekilde distiigii bulundu (Sekil 4.1). Bu nedenle ilerideki deneylerde 5:1

E:H orani kullanilmak tizere se¢ildi.

* * * % %
120
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X 100~ -1L .+ s =1 12 Saat
O ==
2 80- |_ =3 24 Saat
=
S 60- o
G 404
<
< 20- ﬁ
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1:1 2.5:1 5:1
E:H Orani

Sekil 4.1. NK-92 PANC-1 kokiiltiirii icin SRB testinin bulgularini gosteren grafik. (**: p <
0,01, ***: p <0,001)

Fakat SRB testinde proteinlerin boyandigi ve deney kurgusunun ko-kiiltiir
oldugu g6z Onilinde bulundurulursa NK hiicrelerinin de proteinlerinin boyanacagi
asikardir. Bu nedenle NK-92 hiicrelerinin de proteinlerinin boyanmamasi ve bdylece
PANC-1 hiicrelerinin canliligin1 dogru bir sekilde 6l¢mek icin kuyulardan besiyeri
aspire edilip yikamalar yapildi ve ardindan taze besiyeri koyularak protokole devam
edildi. Sonu¢ olarak 24.saatte 5 kat fazla NK-92 hiicrelerinin yeterince efektif bir
sekilde PANC-1 hiicrelerinin canliligini diistirdiigii bulundu.
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4.2. Calcein Canhlik Testi Bulgulari

Calcein-AM boyas1 NK hiicre temelli kokiiltlir sistemlerinde hedef hiicrelerin
canliligini/efektor  hiicrelerin  sitotoksisitesini  belirlemek amaciyla kullanilan
yontemlerdendir. Calcein-AM disinda akis sitometrisi ya da >*krom izotopu ile de bu
deneyler gergeklestirilmektedir. Calcein-AM testinin kolay uygulanabilir yapisi aksine
apoptotik hiicrelerin bozulmamis membran biitiinliigii nedeniyle apoptotik hiicrelerin de

1sima verdigi bilinmektedir (Somanchi ve ark., 2015).

Calcein yardim ile ilk dnce NK-92 hiicrelerinin maruz birakilacagi CM orani
belirlendi. NK-92 hiicreleri PANC-1 CM’sine %50-10 oranlarinda maruz birakildi.
Sonug olarak PANC-1 hiicrelerinin canlilig1 en ¢ok %50 ve %40 PANC-1 CM’si NK-
92 hiicrelerine uygulandigi zaman oldugu gozlemlendi (Sekil 4.2). Bu nedenle bir

sonraki deneylerde tiim hiicre gruplarinda %50 CM’nin kullanilmasina karar verildi.

Litartiire gore NK hiicreleri ile 2 boyutlu kokiltirde 2-6 saat arasinda
inkiibasyon siirelerinin kullanildig1 yayinlar vardir (Grote ve ark., 2021; Cao ve ark.,
2021; Parlar ve ark., 2019; Zuo ve ark., 2023). Ayrica NK-92 hiicrelerinin CM’lere 24
saat boyunca kokiiltiir 6ncesi maruz birakildig i¢in kokiiltiir sirasinda uzayan siirelerin
CM’lerin etkilerini ekarte etmemesi agisindan ve Calcein 1simasinin hedef hiicrelerde
azalabilme durumu nedeniyle 4 saatlik kokiiltiir gergeklestirildi. NK-92 hiicreleri
herhangi bir CM’ye maruz birakilmadigi durumda 4 saat igerisinde PANC-1
hiicrelerinin yaklasik %60’ m1 6ldiirdiigii goriilmektedir (Sekil 4.2). SRB canlilik
testinin 5:1 ve 3 saat (Sekil 4.1) grubuna bakildigi zaman NK-92 hiicrelerinin SRB

sonuclarina interfere oldugu ortaya ¢ikti.
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Calcein-AM 4 Saat NK-92 PANC-1 Ko-kiiltiir

R mm PANC-1 Kontrol
&, 100 == %50 PANC-1 CM
2 g0- S |mm %40 PANC-1CM
§ - e S| mm %30 PANC-1 CM
5 g [ %20 PANC-1 Cu
= X |mm %10 PANC-1 CM
o 207 BE CM'siz NK-92

Sekil 4.2. Cesitli PANC-1 CM’lerine maruz birakilan NK-92 hiicreleriyle beraber kiiltiire
edilmis PANC-1 hiicrelerinin canhhik grafigi. (****: p < 0,0001)

Calcein canlilik testi NK-92 hiicrelerinin ¢esitli hiicrelerin CM’lerine 24 saat
boyunca maruz birakildigi zaman NK-92 hiicrelerinin PANC-1 hiicreleri lizerindeki
etkinligini ve PANC-1 hiicrelerin kokiiltlir sonras1 canliliginin ne sekilde degistigini
belirlemek i¢in kullandildi. NK-92 hiicreleri %50 PANC-1, %50 HSC ve %50 TASC
CM’lerine ayr1 ayrt maruz birakilirken, pozitif kontrol i¢in ayrica 10ng/ml TGF-B1
iceren besiyerine de maruz birakildi. SRB canlilik testinin sonuglarina gore en etkin E:H
oranin 5:1 oldugu belirlendigi i¢in (Sekil 4.1) Calcein deneylerin de 5:1 E:H oram
kullanildi. NK-92 hiicreleri belirtilen kosullara 24 saat boyunca maruz birakildiktan
sonra Calcein ile isaretlenmis PANC-1 hiicreleri ile 4 saat boyunca kokiiltiire edildi. 4
saat sonunda TGF-B1 ve TASC grubunda en fazla PANC-1 canliligi gézlemlenmekte
(Sekil 4.3) ancak CM gruplari arasinda PANC-1 canlilig1 a¢isindan anlamli bir degisim
gozlenmedi (Sekil 4.4). Boylelikle PANC-1, HSC ve TASC CM’lerinin NK-92
hiicrelerinin sitotoksik kapasitesi {izerine etkileri neredeyse ayni oranda oldugu

saptand.
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Sekil 4.3. NK-92 gruplariyla beraber 4 saat boyunca kiiltiire edilmis Calcein pozitif
PANC-1 hiicrelerinin floresan mikroskop goriintiileri. Fotograflar 10x biiylitmeyle
¢ekilmistir.
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Sekil 4.4. Cesitli kosullarla (PANC-1, HSC, TASC CM ve TGF-f1) 24 saat inkiibe edilmis
NK-92 hiicreleriyle kokiiltiire edilmis PANC-1 hiicrelerinin Calcein canlhlik
grafigi. (**: p <0,01)

Bununla birlikte Calcein pozitif apoptotik PANC-1 hiicrelerinin de varligi
saptanmigtir (Sekil 4.5). Ayrica bu apoptotik hiicreler sayim sirasinda sayimdan
distildi. Bununla birlikte NK-92 hiicreleri ile PANC-1 hiicreleri arasinda gergeklesen

immiinolojik sinapsa iliskin gorseller de yakalandi (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Calcein pozitif apoptotik PANC-1 hiicrelerinin ve NK-92 hiicrelerinin
olusturdugu immiinolojik sinapslarin floresan mikroskop goriintiileri. Yesil oklar
apoptozun isaretcilerinden olan membran kabarciklarini gostermektedir, mavi oklar

NK-92 hiicrelerinin PANC-1 hiicreleri iizerinde olusturdugu immiinolojik sinapsi
gostermektedir. Fotograflar ImageJ programiyla kirpilip, diizenlenmistir.
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4.3. Western Blot Bulgular:

Schwann hiicrelerinin kanser hiicreleriyle etkilesime girdigi zaman GFAP
ekspresyonunun artmasi gibi tamir/onarim iligkili Schwann hiicre 6zelliklerini kazandig1
bilinmektedir. Bu nedenle %50 PANC-1 CM’sine maruz birakilmis HSC hiicrelerinin
protein diizeyinde GFAP ekspresyonlart Western blot yontemi ile degerlendirildi.
Bunun i¢in HSC hiicreleri 6 kuyucuklu hiicre kiiltiirii plakalarina ekildikten 24 saat
sonra %50 PANC-1 CM’sine 24 saat boyunca maruz birakildi ve ardindan uygun
sekilde proteinleri izole edildi. Western blot sonucuna goére %50 PANC-1 CM’sine
maruz birakilmis HSC hiicrelerinde protein diizeyinde GFAP ekspresyonunun kontrol
grubuna gore anlamli bir sekilde arttigi tespit edildi (Sekil 4.6). Boylelikle HSC
hiicrelerinin pankreas kanseri hiicre soyu PANC-1’in CM’siyle 1:1 oraninda dahi

kiiltiire edildiginde tamir/onarim iligkili benzeri Schwann hiicre tipine dediferansiye

oldugu dogrulanda.
B | GFAP Ekpresyonu 24 Saat
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Sekil 4.6. Schwann hiicre dediferansiyasyonun dogrulanmasi i¢in gerceklestirilen Western
blot yonteminin sonuglari. A) Western blot membraninin kemiliiminesans goriintiisii,
B) 24 saat sonunda GFAP ekspresyonunun katlik degisimini gosteren grafik. (*: p <
0,05)
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4.4. ELISA Bulgulan

4.4.1. Hiicre ve CM’ler icerisinde bulunan TGF-1 konsantrasyonunun ELISA ile
olciilmesi

TGF-B1, TMC’de bolca bulunan, protiimorojenik/antitimoérojenik ve
immiinmodiilator etkileri bilinen sitokinlerdendir. TMC’de kanser hiicrelerinden ve
Schwann hiicrelerinden salgilanabilmektedir. Bunun diginda diger stromal hiicreler
tarafindan da salgilanmaktadir. Ancak Roger ve ark. tarafindan yapilan calismada
Schwann hiicre soyu SNF96.2 nin pankreas kanseri hiicre soyu Capan-2’den ¢ok daha
fazla TGF-B1 salgiladigi gosterilmis (Roger ve ark., 2019) olmasma karsin kanser
hiicresi tarafindan dediferansiye edilmis Schwann hiicrelerinin TGF-B1 salinimiyla ilgili
bir bulgu literatiirde bulunmamaktadir. Bu nedenle tiimér iliskili dediferansiye Schwann

hiicrelerinin TGF-B1 salgilama kapasitesi de ¢alismamiza konu olmustur.

Bunun i¢in hiicreler 6 kuyucuklu hiicre kiiltiirii plakasina uygun besiyerleriyle
ekilip 24 saat boyunca inkiibe olmasi saglandiktan sonra HSC dediferansiyasyonu
gerceklestirildi. 24 saatlik dediferansiyasyon sonunda CM’ler uygun sekilde toplandi.
Akabinde hiicreler ¢arpalanmip proteinleri izole edildi. Izole edilen proteinler uygun
sekilde diliie edildi. Hem CM’lere hem de hiicre igi Orneklere TGF-f1 ELISA
uygulamasi yapildi.

ELISA testine gore PANC-1 ve HSC hiicreleri ayn1 miktarda TGF-B1
salgilarken TASC’ler bu hiicrelerden biraz daha fazla TGF-B1 salgiladigi gosterildi
(Sekil 4.7). Ancak bu farkin anlamli olmadig1 da goriilmektedir. Bununla birlikte hiicre
ici TGF-B1 konsantrasyonunun PANC-1 hiicrelerinde HSC ve TASC’lerdekine oranla
daha fazla oldugu gosterildi.
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TGF-B1 ELISA, 24 Saat
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Sekil 4.7. 24 saat sonunda hiicrelerin CM’lerine salinan ve hiicre ici TGF-p1
konsantrasyonunu gosteren grafik.

4.4.2. NK-92 hiicrelerinden salinan |FN-y konsantrasyonunun ELISA ile dl¢iilmesi

NK-92 hiicreleri sitotoksik etkinliklerini birden fazla yolla saglamaktadir,
bunlardan biri de IFN-y salgilamaktir. Ancak IFN-y NK-92 hiicrelerinden sitotoksisite
yani sira immiinmodiilasyon i¢in de salgilanmaktadir. TGF-B1’in NK-92 hiicrelerinde
IFN-y’nin negatif regiilatorii oldugu bilinmektedir. Bu nedenle CM’lere maruz kalmis

olan NK-92 hiicrelerinin PANC-1 kokiiltiirii sonrast IFN-y salinimlari incelendi.

Bunun i¢in Calcein deneyinin hemen ardindan kuyulardan besiyerleri uygun
sekilde toplanip IFN-y ELISA uygulamas1 yapildi. Boylelikle 4 saat igerisinde PANC-
1’1eri hedefleyen NK-92 hiicrelerinin IFN-y salinimlari belirlendi.

Deney sonucunda hi¢ CM uygulanmamig NK-92 hiicrelerine oranla CM
uygulanmis olan NK-92 hiicrelerinde IFN-y salinimin azaldigi gozlemlendi. CM’ler
arasinda ise IFN-y konsantrasyonundaki en anlamli diisiis %50 TASC CM uygulanmis
NK-92 hiicrelerinde oldugu saptandi (Sekil 4.8).
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Salinan IFN-y, ELISA, 4 Saat
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Sekil 4.8. PANC-1 hiicreleri ile beraber kiiltiire edilmis NK-92 hiicrelerinden salinan IFN-
v’min CM’lere olan tepkisini gosteren grafik. (**: p < 0,01, ***: p < 0,001)
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5. TARTISMA

Pankreas kanseri, yiiksek derece agresif ve bu nedenle diisiik sag kalim
oranlarinin oldugu bir kanser tiiriidiir. Pankreas kanseri, ABD’de 2023 yili itibar1 ile
tim kanser tiirleri arasindan en Oliimciil iiglincli kanser tiirli olarak belirtilmistir.
Bununla birlikte mortalitesinin git gide arttig1 da belirtilmistir (Park ve ark., 2022), bu
nedenle tiim diinyada kritik 6neme sahip kanser tiirii olarak bahsedilmektedir. Pankreas
kanseri tedavisindeki segeneklerin limitli olmasi ve bu tedavi segeneklerinin verimliligi
hala tartigma konusudur. Bu nedenle pankreas kanseri i¢in heniiz etkin bir tedavi
yontemi bulunmadigi sdylenebilir. Bununla birlikte heniiz pankreas kanserine spesifik
biyobelirte¢in olmamasi, organin viicuttaki konumu gibi sinirlamalar da tedavi ve taniy1
giiclestirmektedir. Tedavilerin etkinligini negatif yonde etkileyen en temel sebeplerden
biri TMC’dir. Bu nedenle tedavi seceneklerinin gelistirilmesi ve basart oranlarinin
artmasi i¢in pankreas kanseri TMC’sinin kompozisyonu, kanser olusum ve gelisim

asamalarindaki rollerinin daha fazla aydinlatilmasi gerekmektedir.

TMC pankreas kanseri hiicrelerinin kemoterapiye ve radyoterapiye karsi direng
kazanmasinda rol oynarken immiin hiicrelerin infiltrasyonunu ve etkinligini de
engelleyerek birgok yonden tiimori desteklemektedir. Boylelikle TMC’nin pankreas
kanserinin agresif dogasini besledigi sdylenebilir. Pankreas kanseri mikrogevresi yliksek
doku sertligi, dezmoplazi, noropati vs. gibi Ozellikleriyle 6n plandadir (Deng ve ark.,
2022). Bununla birlikte TMC’deki salgilanan komponentler TMC’ nin karakteristigini
de belirlemektedir. Ozellikle TGF-p hem kanser hiicreleri ve immiin sistem hem de sinir

sistemi tizerindeki etkinligi sebebiyle dikkat cekmektedir.

Noral invazyon, tiimdr hiicrelerinin invazyon ve metastaz amagl sinirleri istila
etmesini tanimlamaktadir. Pankreas kanseri dahil bir¢ok kanser tiiriinde varligi bilinen
bir fenomendir. Oyle ki pankreas kanseri vakalar1 histolojik olarak yeterince incelenirse
neredeyse hepsinde noral invazyonun varhigi iddia edilmektedir (Gasparini ve ark.,
2019). PNI, kanser hiicrelerinin invazyon ve metastaz siireglerinde rol almaktadir.
Bir¢ok hiicresel ve hiicre dis1 komponent PNI’nin olugmasina 6n ayak olurken, 6zellikle
Schwann hiicreleri bu siirecin 6ne ¢ikan destekleyicilerindendir. Sasirtict bir sekilde

Schwann hiicrelerinin néronlardan izole bir sekilde sadece invasif karsinom dokularinda

53



degil, ayn1 zamanda erken neoplastik lezyonlar olarak kabul edilen PanIN lezyonlarinda
da bulunabildigi gosterilmistir (Demir ve ark., 2014). Kanser hiicreleri Schwann
hiicrelerinin dediferansiyasyona tesvik ederek PNI olusumunu kolaylastirmaktadir.
Kanser hiicreleri tarafindan dediferansiyasyonu saglanan Schwann hiicrelerinde
tamir/onarim iligkili Schwann hiicre tipine geg¢is ger¢eklesir. Bu durumda kanser hiicresi
tarafindan dediferansiye edilmis Schwann hiicresi belirtilen hiicre grubuna spesifik
molekiiler degisimler gecirir; GFAP ekspresyonunun artmasi buna 6rnek verilebilir.
Bununla birlikte Schwann hiicrelerinden TGF-B1’in salgilandigi da bilinmektedir
(Einheber ve ark., 1995; Roger ve ark., 2019). Roger ve ark. yaptig1 calismada Schwann
hiicrelerinden salinan TGF-B1 ile pankreas kanseri agresifligi ve onkojenik potansiyeli
arasinda bir iliski kurmustur. Schwann hiicrelerinin, 6zellikle sinir hasar1 durumunda
debrisin temizlenmesi i¢cin makrofajlar1 travma bolgesine cektigi bilinmektedir. Bu
nedenle Schwann hiicrelerinin  immiinmodiilasyon kapasitesi de goz Oniinde
bulundurulmalidir. Transgenik PDAC fare modeli ile yapilan bir ¢alismada, fare
modelini Schwann hiicrelerden yoksun hale getirdiklerinde CD8+ T hiicrelerinin
infiltrasyonunun desteklendigi belirlenmistir (Sun ve ark., 2023). Bu durum Schwann
hiicrelerinin tiimér mikrogevresindeki immiinmodiilator etkinligine kanit olarak

gosterilebilir.

Dogal oldiiriicii (NK) hiicreler dogustan gelen bagisiklik sisteminin sitotoksik
lenfosit hiicreleridir. Diger lenfositlerin aksine antijen sunumuna ihtiya¢ duymadan
hedefleme yaparak sitotoksik etkinligini gosterebilmektedir. NK hiicreleri immiin
baskilayici bir TMC’den yiiksek oranda etkilenebilmektedir; bunun sonucunda yorgun,
sitotoksik kapasitesini ve etkinligi kaybetmis NK hiicreleri ortaya ¢ikmaktadir. TGF-B1,
TMC’de yogun bir sekilde bulunur ve NK hiicrelerini negatif bir sekilde etkileyerek
timor gelisimini destekleyebilir. Tim bu bilgiler 1s18inda, bu g¢alismada pankreas
kanseri hiicreleri tarafindan yeniden programlanmis ve tiimor iligki bir duruma ge¢mis
olan Schwann hiicrelerinin NK hiicrelerini TGF-f1 yoluyla etkileyerek in vitro
kosullarda pankreas kanseri hiicrelerinin hayatta kalma potansiyellerini ne sekilde

etkiledigi aragtirma sorusu olarak ortaya ¢ikmistir.

Calismada ilk olarak pankreas kanseri hiicre soyu PANC-1 hiicreleri ile dogal
oldiirticti hiicre soyu NK-92 hiicrelerinin birlikte kiiltiire edilerek olusturulmus kokiiltiir

ortaminda Efektor:Hedef hiicre (E:H) oranmi belirlendi. Bu amagla SRB canlilik testi
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uygulandi. SRB testinde PANC-1 ve NK-92 hiicre kokiiltiirii ti¢ farkli zamanda (3, 12,
24.saat) ve her zaman noktasi i¢in de i¢ farkli E:H orami (1:1, 2,5:1, 5:1)
degerlendirildi. SRB testinin sonucuna gore 3.saate kiyasla 5 kat fazla NK-92
hiicresinin 24.saatte PANC-1 hiicrelerinin canliligin1 yaklasik %20’ye diistirdiigii
bulundu. Bu nedenle ilerideki deneylerde 5:1 E:H oranmin kullanilmas1 kararlastirildi.
SRB boyasi kokiiltiir sistemlerinde kuyulardaki tiim hiicrelerin proteinlerini boyayacak
olmas1 nedeniyle kullanigsiz oldugu i¢in yikamalar yapildi. Ancak yikamalara ragmen
NK-92 hiicrelerinin proteinlerinin de boyandigi mikroskop yardimi ile saptandi. Daha
sonra kokiltiir sistemlerinde daha kullanigli ve literatiirde de NK-92 hiicrelerinin
sitotoksisitesinin belirlenmesinde ¢okca kullanilan Calcein boyama ilerideki deneyler
i¢in tercih edildi. NK-92 hiicrelerinin hedef hiicrelerle birlikte kiiltiiriiniin ¢cok daha kisa
stirelerde (2-6 saat) gergeklestirildigi literatiir 6rneklerinin bulunmasi sebebiyle Calcein
canlilik testinde 4 saatlik kokiiltiir yapilmas1 kararlastirilmistir. Calcein canlilik testinin
sonuglartyla SRB testinin 3.saat 5:1 E:H grubunun sonuglarinin uyumsuz oldugu
bulundu. Bunun sebebi ise SRB testinin ¢alisma prensibi nedeniyle kokiiltiir
deneylerinde kullanigsiz olmasidir. Kullanigsiz olma durumu o6zellikle kokiiltiir
icerisinde bir grup hiicrenin canliliginin belirlenmesi amaglar arasinda oldugu zaman
ortaya ¢ikmaktadir. Literatiirde NK-92 kokiiltiir sistemlerinde ¢ogunlukla 1:1 ile 10:1
arasinda degisen E:H oranlar1 kullanilmaktadir. Bu nedenle calismamizda, literatiirde

kullanilan bu oranlardan yola ¢ikilarak E:H oranlar1 belirlendi.

Ardindan pankreas kanseri hiicre soyu PANC-1 hiicrelerinden TGF-B1 dahil
salgilanan faktorlerin NK-92 hiicrelerinin PANC-1 hiicrelerini 6ldliirme kapasitesi
tizerindeki etkileri PANC-1 hiicrelerinin Calcein-AM ile boyanmasiyla degerlendirildi.
Bu dogrultuda ilk 6nce PANC-1 hiicrelerinin CM’si elde edildi ve NK-92 hiicreleri
%10-50 arasinda degisen oranlarla PANC-1 CM’sine 24 saat boyunca maruz
birakildiktan sonra Calcein-AM ile isaretlenmis PANC-1 hiicreleriyle birlikte 4 saat
boyunca kiiltiire edildi. 4 saatlik kokiiltiir sonunda PANC-1 hiicrelerinin canliligi
floresan mikroskop aracilifiyla degerlendirildi. Deneyin sonucuna goére NK-92
hiicrelerinin PANC-1 hiicrelerini 6ldiirme yeteneklerindeki en anlaml diislisiin %50
PANC-1 CM’sine maruz birakildig1 zaman gergeklestigi gozlemlendi (Sekil 4.2). Bu
nedenle diger deneylerde de test edilecek diger hiicrelerin CM’leri i¢in de %50 orani

kullanildi. Ancak CM oranlar1 arasinda PANC-1 canlilig1 agisindan farklarin az oldugu
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da gozlemlenmistir (Sekil 4.2). Bunun sebebi NK-92 hiicrelerinin kiiltiiriinde kullanilan
IL-2 olabilir; IL-2 NK-92 hiicrelerinin proliferasyonunu ve sitotoksisitesini desteklemek
amaciyla NK-92 hiicrelerinin normal kiiltiirtinde kullanilmaktadir. NK-92 hiicrelerine
CM uygulamasi sirasinda hem NK-92 hiicrelerini IL-2 a¢isindan yoksun birakmamak
icin hem de tiim gruplardaki durumun esit olabilmesi i¢in tiim gruplara esit oranda IL-2
eklemesi yapilmistir. Bu durumda CM’lerin NK-92 hiicrelerini negatif etkilerken IL-

2’nin pozitif etkiliyor olmasi bu sonucun alinmasina yol agmis olabilir.

Bununla birlikte SRB testinde uygulanandan farkli olarak Calcein canlilik
testinde 4 saatlik birlikte inkiibasyon siiresi kullanildi. Bunun sebebine literatiirde
genellikle daha kisa birlikte kiiltlir zamanlarinin kullanilmasidir. Bu caligmalardan
birine 6rnek olarak su literatiir 6rnegi verilebilir; periferal NK hiicrelerinin kullanildigi
literatiir 6rnegi ¢alismada, saglikli dondrlerden izole edilmis NK hiicrelerinin IL-15 (IL-
2 gibi NK hiicrelerinin stimiilasyonunda kullanilan sitokinlerden) ile uyarilmasi
gergeklestirildikten sonra 4 saat boyunca Ui farkli pankreas kanseri hiicre soyuyla
kokdiltiire edildiginde, 5:1 E:H oraninin pankreas kanseri hiicre soylar1 Mia-Paca-2 ve
BXPC-3’nin canliligin1 yaklasik %40 oraninda disiirdigii gosterilmistir (Van
Audenaerde ve ark., 2017). Literatiirdeki bu bilgiyle CM uygulamasi yapmadigimiz
NK-92 hiicrelerinin PANC-1 hiicrelerini 06ldiirme kapasitesiyle ters diistiigiinii
gormekteyiz (Sekil 4.2, Sekil 4.4). Bunun baslica sebebi literatiirdeki bu galismada
saglikli dondrlerden NK hiicrelerinin izole edilmis olmasi olabilir. Ayrica dondrler
arasindaki heterojenite ve NK-92 hiicrelerinin periferal NK hiicrelerine oranla aktive
edici reseptorleri daha fazla, inhibe edici reseptorleri nispeten daha az eksprese etmesi

baslica sebepler olabilir.

Demir ve ark. tarafindan yapilan bir calismada, pankreas kanseri hiicrelerinden
elde edilmis CM’lerin Schwann hiicrelerin kiiltiiriinde kullanildiginda Schwann
hiicrelerinin GFAP ekspresyonunun arttig1 western blot ile gosterilmistir (Demir ve ark.,
2016). Ayrica literatiirde pankreas kanseri hiicrelerinin sinirleri istila etmesi sonucunda
Schwann hiicrelerinin kanser hiicreleriyle yakin temasinin da Schwann hiicrelerinde
GFAP ekspresyonunun artmasiyla sonuglandigina dair ¢alisma da mevcuttur, bu da sinir
hasar1 sonucunda dediferansiye olan Schwann hiicreleriyle iliskilendirilmistir (Deborde
ve ark.,, 2016). Bu literatiir bilgilerinden yola ¢ikarak, c¢alismamizda PANC-1

hiicrelerinden Schwann hiicrelerinin dediferansiyasyonunu saglamak amaciyla CM
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toplandi. Schwann hiicrelerinin tiimor iligkili Schwann hiicre tipine dediferansiye
olmalart i¢in %50 PANC-1 CM’sine 24 saat boyunca maruz birakildiktan sonra bu
hiicrelerin GFAP ekspresyonu western blot ile belirlendi. Calismamizda western blot
sonucuna gore %50 PANC-1 CM uygulamasmmin Schwann hiicrelerinin GFAP
ekspresyonunu kontrol grubuna gore 2 kat arttirdigi bulundu. Boylelikle pankreas
kanseri hiicre soyu PANC-1 hiicrelerinin CM’siyle etkilesime gegen Schwann
hiicrelerinin yeniden programlandigi dogrulandi ve bu sonucun literatiir ile uyumlu

oldugu bulundu.

Makrofajlarin sinir hasari sonrast hasarli myelinlerin ortamdan temizlenmesi ve
debrisin kaldirilmas: i¢in Schwann hiicreleri tarafindan sinir hasar1 bolgesine
migrasyonlarinin saglandig bilinmektedir (Zhang ve ark., 2020). Ayrica Sun ve ark.
pankreas kanseri modelini Schwann hiicrelerinden yoksun hale getirdiklerinde
sitotoksik T lenfositlerin tiimor igerisine infiltrasyonunun arttigini géstermislerdir (Sun
ve ark. 2023). Bu calismalar Schwann hiicrelerinin immiin modiilasyonda da rol
aldigina kanit olarak degerlendirilebilir. Ayrica Roger ve ark. tarafindan Schwann hiicre
kaynakli TGF-B1’in pankreas kanseri hiicrelerinin onkojenik potansiyelini arttirdigi

gosterilmistir (Roger ve ark., 2019).

Literatiirde bazi kanser tiirlerine ait CM’lerin NK-92 hiicreleri {izerinde
etkilerini arastiran ¢alismalar bulunurken (Grote ve ark., 2021) pankreas kanseri
hiicreleri ve Schwann hiicrelerinin CM’sinin NK-92 hiicreleri lizerindeki etkilerinin
arastirildig bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu literatiir bilgileri dogrultusunda pankreas
kanseri hiicreleri tarafindan dediferansiye edilmis Schwann hiicrelerinin TGF-B1
yoluyla NK-92 hiicrelerinin pankreas kanseri hiicrelerine karsi olan sitotoksisitesi
tizerine etkileri arastirilmigtir. PANC-1 hiicrelerinin canliligi Calcein-AM boyasi
kullanilarak degerlendirilmistir. Buna goére, CM uygulamasi yapilmamis NK-92
hiicrelerine kiyasla PANC-1, HSC ve TASC CM uygulamast yapilmig NK-92
hiicrelerinin PANC-1 hiicrelerini 6ldiirme kapasitesinin anlamli bir sekilde diistiigii
bulundu (Sekil 4.4). Ancak CM gruplarn arasinda 6zellikle HSC ve TASC hiicrelerinin
CM’lerinin uygulanmasinin PANC-1 hiicrelerinin canliligina olan etkileri arasinda bir
fark olmadig1 bulundu. Bunun en temeli sebebi, Schwann hiicrelerinin yiiksek plastisite
kabiliyeti olabilir. Calismamizda dediferansiyasyonun indiiklenebilmesi i¢in PANC-1

hiicrelerine ait CM Schwann hiicrelerinin bulundugu kuyulara 1:1 oraninda eklendikten
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sonra 24 saatlik inkiibe edildi. Ardindan dediferansiye edilmis Schwann hiicreleri CM
toplamasi i¢in %1 serum igeren SCM:DMEM besiyerine gegirildi ve TASC CM
toplamasi yapildi. Bu noktada Schwann hiicrelerin %10 serum iceren besiyerinden %1
serum iceren besiyerine gegirilmesi Schwann hiicrelerinin dediferansiyasyon
kapasitesini etkilemesi s6z konusu olabilir. %21 serumlu besiyerinin Schwann hiicrelerin
dediferansiyasyonu tiizerindeki etkilerinin belirlenmesi ileride planladigimiz ¢aligmalar

arasindadir.

Calcein canlilik testinde pozitif kontrol olarak TGF-B1’in literatiire gore NK-92
hiicrelerini inhibe ettigi bilinen 10ng/ml konsantrasyonu kullanilmigtir. Literatiirle
uyumlu sekilde 10ng/ml TGF-B1 eklemesi ile inkiibe edilen NK-92 hiicreleriyle
kokiiltiire edilmis PANC-1 hiicrelerinin canliligmnin yaklasik 9%90-92 oldugu

gbzlemlendi.

Yukarida da belirtildigi gibi NK-92 hiicreleriyle birlikte kiiltiire edilmis PANC-1
hiicrelerinin canliligi  Calcein-AM boyama ile belirlendi. Calcein-AM hiicre
membranindan gegebilen bir maddedir ve hiicre icerisinde esterazlar tarafindan katalize
edildiginde Calcein formuna déniisiir. Calcein, 517nm emisyon dalga boyunda floresan
olarak goriintiilenebilmektedir. Hiicre igerisinde Calcein artik hiicre membranindan
gecemeyen bir form olarak durmaktadir. Apoptotik hiicrelerin erken sathada heniiz
membran biitiinliigli bozulmadig: i¢in Calcein pozitif oldugu bilinmektedir (Somanchi
ve ark., 2015). Calismamizda da hala Calcein pozitif olan apoptotik hiicrelerin varlig
gozlendi (Sekil 4.5).

Bu ¢alismanin amac1t PANC-1, HSC ve TASC CM’larinda yer alan TGF-1°nin
NK-92 hiicreleri iizerindeki etkilerinin arastirilmasi oldugundan dolayr bu CM’lerde
bulunan TGF-B1 konsantrasyonunun belirlenmesi amaciyla ELISA yapildi. ELISA
sonuglarina gore ii¢ hiicrenin de CM’lerinde neredeyse ayni oranda TGF-B1 varlig
bulundu (Sekil 4.7). Ancak TASC CM’sinde ¢ok az da bir artis olmasina ragmen artigin
anlamli olmadig1 bulundu (Sekil 4.7). HSC ve PANC-1 hiicrelerinin salgiladigi TGF-p1
konsantrasyonu arasinda farkin bulunmamasi Roger ve ark. yapmis oldugu ¢aligmanin
sonuglariyla uyumsuzdur (Roger ve ark., 2019). Literatiir ile uyumsuzlugun sebepleri
birden fazla olabilir. Tk olarak Roger ve ark. ¢alismasinda pankreas kanseri hiicre soyu

Capan-2 ve Schwann hiicre soyu sNF96.2 hiicrelerini kullanirken, bizim ¢alismamizda
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PANC-1 ve HSC hiicrelerini kullandi. Literatiirde Capan-2 hiicre soyunun TGF-B1’i
neredeyse hig¢ salgilamadigini gosteren ¢alisma vardir (Bellone ve ark., 1999). Ayrica
sNF96.2 hiicre soyu tip 1 norofibromatozis hastasindan izole edildigi bildirilirken HSC
hiicreleri saglikli Schwann hiicre soyudur. Bu nedenle literatiir ile calismamiz
arasindaki bu farkliligin sebebi hiicrelerin karakteristigi sebebiyle olabilecegini
diistinmekteyiz. HSC ve TASC hiicrelerinin salgiladigi TGF-B1 konsantrasyonu
arasindaki farkin olmamasinin sebebi ise Schwann hiicrelerin yliksek plastisite
kabiliyeti olabilir. Dediferansiye ettigimiz HSC hiicrelerinin CM’sini toplamak i¢in %1
hiicreleri serumlu besiyerine gecirip 24 saat boyunca inkiibe etmemiz Schwann

hiicrelerinin dediferansiye olmus fenotiplerini kaybetmelerine sebebiyet vermis olabilir.

Bununla birlikte bu ii¢ hiicre grubunun intraseliiler TGF-B1 konsantrasyonu da
belirlendi. PANC-1 hiicrelerinin TGF-B1°1 daha fazla irettigi, TASC hiicrelerinin ise
HSC hiicrelerine gore daha fazla TGF-B1 trettigi gosterildi (Sekil 4.7). Literatiirde
PANC-1 hiicrelerinin 6zellikle otokrin amagli TGF-B1°1 salgiladigi raporlanmistir
(Ellenrieder ve ark., 2001). Toplam TGF-fB1 oranma bakildigi zaman en fazla TGF-
B1’in en fazla PANC-1 hiicrelerinden salgilandigi goriiliirken, bu hiicrelerden salinan
TGF-B1’in az oldugu goriildi (Sekil 4.7). Ayrica TASC hiicrelerinin HSC hiicrelerine
gore TGF-B1 iiretiminin arttig1 sdylenebilir. Bu nedenle TASC hiicreleri yeterince TGF-
B1 tirettigi halde salgiladiklart TGF-B1°in az kalmasinin sebebi 24 saatin yetersiz olmasi
olabilir ya da dediferansiyasyon sonucunda hiicrelerin TGF-B1 salgilama yeteneklerinde

degisimler gerceklesmis olabilir.

Literatiire gore NK hiicrelerinde TGF-B1’in IFN-y ekspresyonunu diislirdiigii
bilinmektedir. Bu nedenle gesitli hiicrelerden elde edilen CM’ler ile birlikte inkiibe
edilen NK-92 hiicreleri, PANC-1 hiicreleri ile 4 saat boyunca birlikte kiiltiire edildikleri
zaman salgiladiklart IFN-y konsantrasyonundaki degisim ELISA testi ile belirlendi. CM
uygulamasi yapilmamis NK-92 hiicreleri ve NK hiicrelerini inhibe ettigi bilinen
konsantrasyon olan 10ng/ml TGF-B1’e kiyasla, hipotezimizle uyumlu olarak IFN-y
saliniminda anlaml diisiisiin en fazla oldugu grubun %50 TASC CM uygulanmis NK-
92 grubunun oldugu bulundu (Sekil 4.8). Fakat TGF-B1 ELISA sonuglarina gére CM
gruplar1 arasinda anlamli bir farkin bulunmuyor olusu géz oniine alinirsa (Sekil 4.7)
TASC CM’sinde NK-92 hiicrelerindeki IFN-y ekspresyonunu negatif bir sekilde regiile

edebilecek faktorler olabilecegini diisiinmekteyiz. Bununla birlikte ELISA igin
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kullanilan CM’ler seyrelmis durumdadir, bu nedenle CM’lerin konsantre hale getirilip
ELISA’larimin yapilmast TGF-f1 konsantrasyonunun daha dogru belirlenmesi i¢in

gerekli olabilir.

Elde edilen bu sonuglarin 1s18inda pankreas kanseri hiicreleri tarafindan
dediferansiye edilmis Schwann hiicrelerinin NK-92 hiicrelerinin sitotoksik kapasitesi
tizerinde negatif bir etki gergeklestirdigi soylenebilir. Ancak bu etkide TGF-f1 tek ya da
ana sorumlu faktor olmayabilir. Bu nedenle Schwann hiicrelerden salinan
immiinmodiilatér proteinlerin NK hiicreler {izerindeki etkilerinin arastirilmasi
gerekmektedir. Ayrica dediferansiye Schwann hiicrelerinin  pankreas kanseri
hiicrelerinin perindral invazyonunu saglamasi sadece salinan faktorlerle olmadigi
fiziksel etkilesimin de olmasi gerektigini gdsteren calismalar bulunmaktadir (Deborde
ve ark., 2022). Bu nedenle Schwann hiicrelerinin immiinmodiilasyon etkinlikleri de
fiziksel etkilesimler iizerinden de incelenmelidir. Ayrica TASC CM’si uygulanmig NK-
92 hiicrelerinde IFN-y salmimi azalmis olsa da (Sekil 4.8) PANC-1 hiicrelerinin
canlilig: lizerinde CM gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmamistir (Sekil 4.4). NK-
92 hiicrelerinden IFN-y immiinmodiilasyon amagli da kullanildigi i¢in CM’lere maruz
kalmis NK-92 hiicrelerdeki molekiiler diizeydeki degisimlerin incelenmesi
gerekmektedir; Ornegin reseptdr ekspresyon degisimleri ya da sitotoksisite
yolaklarindan sorumlu proteinlerin ekspresyonlar1 degerlendirilmelidir. Bu dogrultuda
calismamizin NK-92 sitotoksisite yolaklarini arastirma yoniinden zayif kaldigim
sOyleyebiliriz. Yukarida da bahsettigimiz gibi calisma farkli agilardan ele alinarak

genisletilecek ve tamamlanacaktir.
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6. SONUC, ONERILER VE TOPLUMA KATKI

Bu c¢alisma pankreas kanseri mikrogevresindeki dediferansiye Schwann
hiicrelerinin NK hiicrelerinin sitotoksisitesi iizerindeki etkilerinin arastirildigr ilk
caligmadir. Hiicre sayilarinin optimizasyonu diginda ¢aligmada dncelikle western blot
yontemiyle PANC-1 CM’siyle beraber inkiibe edilmis Schwann hiicrelerinin
dediferansiyasyonu dogrulandi. Ardindan pankreas kanseri, normal Schwann hiicresi ve
dediferansiye Schwann hiicrelerinin Conditioned besiyeri (Conditioned medium, CM)
ile inkiibe edilmis NK-92 hiicrelerinin PANC-1 hiicre canlilig: iizerindeki etkinlikleri
Calcein-AM boyama ile belirlendi. Akabinde bu hiicrelerin intraseliiler ve salgiladigi
TGF-B1 konsantrasyonu belirlendi. Son olarak da PANC-1 NK-92 kokiiltiirii sonrasi
IFN-y salinim konsantrasyonu ELISA yontemleriyle belirlendi.

Sonug olarak CM’lerin yaklasik olarak ayni oranda NK-92 hiicrelerinin 6ldiirme
kapasitesine etki ettigi gozlemlenirken, dediferansiye edilmis Schwann hiicrelerinin
NK-92 hiicrelerinin IFN-y salgilama kapasitesini kontrol grubuna kiyasla anlamli bir
sekilde azalttigi belirlendi. Ancak TGF-p1 ELISA sonuglar1 PANC-1, HSC ve TASC
CM’lerinin neredeyse ayni oranda TGF-B1 bulundurdugu saptandi. Bu nedenle TASC
hiicrelerinden NK-92 hiicrelerinin IFN-y salinimini negatif olarak etkileyebilecek baska
komponentlerin de olabilecegi iizerinde duruldu. ileri ¢calismalarda NK-92 hiicrelerinde
bu CM gruplarina maruziyet sonrasinda molekiiler diizeyde hangi degisimlerin meydana
geldigi belirlenmelidir. Ayrica bu ¢alismada sadece hiicrelerden salinan komponentler
ile NK-92 hiicrelerinin etkilenmesi saglandi, hiicreler arasinda fiziksel bir etkilesim
gerceklesmedi. Bu nedenle ilerideki c¢alismalarda Schwann hiicreleriyle NK-92

hiicrelerinin fiziksel olarak nasil etkilestigi de ortaya ¢ikarilmalidir.

Bu caligmada, literatiire pankreas kanserinde NK hiicre disfonksiyonuna farkli
bir bakis agis1 kazandirilmaya calisilmistir. Bu yonde yapilacak calismalar perinoral
invazyonun yogun bir sekilde gergeklestigi pankreas kanserinin mikrogevresinin
aydinlatilmasina dolayisiyla immiinterapi verimliliginin ve basarisinin arttirilmasinda

rol oynayabilir.
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