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OZET

Farhadi N. Pankreatik duktal adenokarsinomda ER stresi ile iligkili genlerin ekspresyon
diizeylerinin kemoterapi direnci ile iliskisinin incelenmesi. Istanbul Universitesi Saglik

Bilimleri Enstitiisii, Onkoloji. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul. 2024

Tim pankreas kanseri neoplazm tipleri, hizli niiksetme ve yiiksek metastaz yapma
kabiliyetine sahiptir, kemoterapi ve radyoterapiye direng gostermeleriyle de
karakterizedirler. Kanser tedavisinde, hiicre 6limiinii tetiklemek ig¢in endoplazmatik
retikulum homeostazindaki bozulmalar sonucu olusan ER stresinden yararlanilabilir.
Gelisen tedavi protokollerine ragmen, pankreas kanser hastalarinin sagkalim oran1 halen
diisik dizeyde seyretmektedir. Aktiiel tedaviye, primer olarak Gemsitabin (GEM)
baglanmakta ve sonraki fazlarda tedavi etkisini arttirabilmek icin farkli kemoterapotik
ajanlarla kombinasyon tedavileri uygulanabilmektedir. Bu ¢alismanin amaci ise, GEM
varhginda pankreatik adenokarsinom (PDAC) hiicre soyu olan PANC-1 hiicrelerinde
ER stres faktorlerinin incelenmesidir. Deney dizaynt GEM+, GEM- gruplarini igerecek
sekilde yapilmistir. GEM+ olarak calisilan grup daha sonra CD24+ ve CD44+ ylizey
belirtecleriyle ayrigtirnlmistir. Tim gruplarda, GADD45B, SERPINE1, CHOP
genlerindeki ifade diizeylerinde olusan degisiklikler QRT-PCR analiz yontemiyle
incelenmistir. GADD45B’in geni hiicre dongiisii, hiicre sagkalimi, senesens, apoptoz,
onkojenik stres gibi gesitli fizyolojik ve ¢evresel stres faktorlerine tepki gibi yolaklarda
rol oynadigi bilinmektedir. SERPINEL ise, hiicre gociinii tesvik edebilmekte veya
apoptozu uyarabilmektedir. CHOP'un asir1 ekspresyonu antikanser tedavisini temsil
edebilir.

Bulgular: Calismada, GEM+ grupta GADD45B ve SERPINEL gen ifadelerinde kontrol
grubuna nazaran (ilag uygulanmamuis) 1,34 kat ve 1,44 kat artis oldugu saptanmistir.
Yiizey belirteglerine (CD24+/CD44+) gore segilen hiicrelerde ise, GADD45B ve
SERPINE1 ekspresyonunda 1,8 kat ve 1,58 kat artig saptanmistir. CHOP
ekspresyonunda GEM+ ve GEM- gruplart karsilastirildiginda ekspresyonundaki
degisimin 0,48 (2,08 kat disiis); GEM+(CD24+/CD44+) grupla GEM- grup
karsilagtirildiginda 0,62 (1,61 kat diisiis) oldugu belirlenmistir.

Sonug: GADD45B, SERPINEI, CHOP genlerinin ilag-diren¢ ve ilag-takip pankreas

kanseri arastirmalarinda yeni umut verici biyobelirtegler olarak katkida



bulunabilecekleri ve gelecekteki hedefli tedavilerde erken teshisde kullanilabilecegi

ongoriilmektedir.

Anahtar kelimeler: Pankreas, Gemsitabin, ER stresi, GADD45B, SERPINE



ABSTRACT

Farhadi N. Investigation of the relationship between the expression levels of genes
related to ER stress in pancreatic ductal adenocarcinoma and chemotherapy resistance.
Istanbul University Health Sciences Institute, Oncology. Master's Thesis. Istanbul. 2024

All types of pancreatic cancer neoplasms have the ability to relapse rapidly and make
metastases, and are also characterized by their resistance to chemotherapy and
radiotherapy. The survival rate of pancreatic cancer patients is still low. In cancer
treatment, ER stress can be used to trigger cell death. Current treatment is primarily
started with Gemcitabine (GEM), and in the following phases, combination treatments
with different chemotherapeutic agents can be applied. The aim of this study was to
investigate ER stress factors in PANC-1 cells, a pancreatic adenocarcinoma (PDAC)
cell line, in the presence of gemcitabine. The experimental design was made to include
GEM+ and GEM- groups. The group studied as GEM+ was then separated by CD24+
and CD44+ surface markers. In all groups, changes in the expression levels of
GADD45B, SERPINE1, CHOP genes were examined by QRT-PCR analysis.
GADDA45B gene is known to play a role in pathways such as cell cycle, survival,
senescence, apoptosis, and response to various environmental stress factors such as
oncogenic stress. SERPINE1 can promote cell migration or induce apoptosis.
Overexpression of CHOP may represent anticancer treatment. Findings: In the study,
GADD45B and SERPINEL gene expressions were found to be 1.34-fold and 1.44-fold
increased in the GEM+ group compared to the control group. In cells selected according
to surface markers (CD24+/CD44+), GADD45B and SERPINE1 expressions were
found to be 1.8-fold and 1.58-fold increased. When the GEM+ and GEM- groups were
compared in CHOP expression, the change in expression was determined to be 0.48-
fold (2,08-fold decrease); when the GEM+ (CD24+/CD44+) group was compared with
the GEM- group, it was determined to be 0.62-fold (1,61-fold decrease).
Conclusion: It is predicted that GADD45B, SERPINE1, CHOP genes may contribute as
new promising biomarkers in drug-resistance and drug-monitoring pancreatic cancer

research and may be used in early diagnosis in targeted therapies in the future.

Keywords:  Pankreas,  Gemsitabin, ER  stress, GADD45B, SERPINE1



1. GIRIS VE AMAC

Diinyada oliimciil maligniteler i¢inde dordiincii sirada bulunan pankreas kanseri erken evrede

metastaz yapabilme kabiliyetine sahip kotii prognozlu neoplazm olarak bilinir (Li, Yang,

Kang, Liu, 2019).

EPIC caligma verilerine gore, vakalarin biiylik bir kismi1 kanserin ileri asamasinda teshis
edildiginden ve tedavi segeneginin kisithi olmasindan tiim kanser tipleri arasinda 5 yillik
sagkalim oranlarinin ¢ok diisiik olmasi belirtilmistir. Erken evre tanisi alan olgularin <% 20'si
icin ilk akla gelen tedavi segeneginin cerrahi olmasidir (Frampas, David ve ark., 2016).
Cerrahi miidahale uygulanan pankreas kanseri hastalarinin %50’sinde relaps meydana
gelmekte, kemoterapi ile tedavi sonrasi ila¢ direnci gelisimi g6zlemlenmekte olup,
kemoterapétiklerin hastanin yasam Kalitesini etkileyen yan etkileri meydana getirmesi,
aragtirmacilarin  destekleyici yeni yollar kesfetmeleri gerekliligini ortaya koymustur
(Lam,2010).

Giiniimiizde cerrahi teknikler, kemoterapi ve radyoterapideki ilerlemelere ragmen, pankreas
kanserli hastalarin yasam siirelerine olumlu katki saglanamamaktadir. Bunun altinda yatan
temel nedenlerinden bazilar1 ise, pankreas kanseri gelisiminde karmasik hiicresel
mekanizmalarinin varlhigi, degiskenlik gosteren pankreas hiicre fizyolojileri ve apoptoz
sinyallerinde olusabilen islev kayiplaridir. Taniy1 karigik hale getiren ise, hiicre dongiisii
durdurma sinyallerine duyarsizlasmayr ve apoptozdan kagmayr saglayan molekiiler

mekanizmalarm varligidir (Li ve ark., 2019).

Pankreas duktal adenokarsinomu (PDAC) hastalarinin (kadin ve erkeklerde) %80'inden
fazlas1 hastalik belirtilerinin asemptomatik olmasi nedeniyle geg teshis edilerek kanserin ileri
evresinde tespit edilir. Hastalarda 5 yillik sagkalim orani neredeyse %5'in altindadir (Siegel
ve baskalari, 2020). Pankreas malignitelerinin %90'indan fazlasini olusturan PDAC, pankreas
kanser tiirleri arasinda agik arayla en yaygin olanidir. Rutin taramayr engelleyen faktorler
arasinda, PDAC olgularinin biiyiikk 0Ol¢iide asemptomatik olmasi, pankreasin anatomik
konumuna erisilmesinin zor olmasi ve erken evre tlimorler i¢in tanisal biyobelirteclerin azligt
sayilabilir. Kemoterapiye karsi gelisen diren¢ ve hastaligin insidansinin giderek artmasi
nedeniyle PDACa 6zgiin biyobelirteg Ve yeni terap6tik molekiiler hedeflere acil ihtiyag
duyulmaktadir (K.A. Cronin ve ark. 2022).



Kanser hiicrelerinin kemoterapdtiklere karst hassasiyetinin  arttirllmasinda  kullanilan
kemoterapdtik ajanlar, tedavide saglikli hiicrelerde yikici etki gosterebilmekte ve diger
tarafdan ilag direncini azaltabilmektedir (Lam, 2010). Sagkalim oranlarinda iyilestirici etkisi
bildirilmis ve standart palyatif kemoterapi ajani olarak benimsenmis Gemsitabin (GEM),
hiicre 6limiinii tetikleyebilmekte ve DNA sentezini inhibe edebilmektir. Giliniimiizdeki
tedavilerin basarisizligi nedeniyle yeni terapotik ajanlar arastirilmaya devam edilmektedir.
Bunun altinda ¢esitli sebepler yatmaktadir. Yogunlukla tizerinde durulan ajanlar endoplazmik
retikulum (ER) stresi ile iligkilidir. ER stresi'ne yol agan nedenler arasinda oksijen azligi,
oksidatif stres ve glukoz yoksunlugu gibi birgok patofizyolojik durumlar yatmakta ve ER deki
protein katlama yiikii ve kapasitesi arasinda dengesizlik de ER homeostazini bozabilmektedir.
Bu durum ise, katlanmamus protein yaniti (UPR) entegre sinyal yolunu aktiflestirebilmektedir
(Walter, Ron, 2011). Pankreas kanserlerinde stroma bakimindan yogun tiimér mikro ortami,
hipoksik ve metabolitlerden yoksun (Vasseur ve ark., 2010) olmasi sebebiyle pankreas
timorleri ER stresi ve UPR aktivasyonuna yatkin bulunmaktadir. UPR dinamikleri, kisa bir
zamanda biiyiiyen ve gelisen hipoksik timorlerde olasi tedavi opsiyonu sunmaya devam

etmektedir.

Calismada ER stresi ile ilgili (GADD45B, SERPINE1 ve CHOP genleri) ve UPR sinyal
yolaklartyla (CHOP geni) iliskili genler hedef olarak seg¢ilmistir. Deneysel diizenek olarak,
pankreas kanser tedavisi igin model bir sistem olan ve ticari olarak elde edilebilen PANC-1
hiicre soyu (Deer El ve ark.,2010) secilmis ve GEM'in hedef genlerin ekspresyonlarina

yaptig1 etkiler arastirilmistir.

Deneyimizde ila¢ uygulanan (GEM+) -1 grup, ila¢c uygulanmis ve ylizey belirteclerine gore
ayristirilan  (CD24+/CD44+) -1I grup ve ilag uygulanmayan ylizey belirteclerine gore
ayristirilmayan ve ilag (GEM) uygulanmayan grup-111 grup (kontrol grup) olacak sekilde
belirlenmistir. PANC-1 hiicrelerinde ilag uygulanan (GEM+) ve ilag uygulanarak (GEM+) ve
yiizey belirteglerine gore ayristirilma yapilan (CD24+/CD44+) hiicreler grubunun ekspresyon
ifade diizeyleri Il kontrol grubuyla karsilastirmali olarak detayli sekilde analiz edilmis ve
QRT-PCR verileri istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

Elde ettigimiz veriler, GADD45B, SERPINE1 ve CHOP gen ekspresyonlarinin kanser

hiicrelerinin ilaca verdiyi cevabin takibinde fayda saglayacagini diistindiirmektedir.



2. GENEL BIiLGILER

Kanser, viicudun hemen hemen her dokusunda goriilebilen, apoptozdan kagan ve siirekli
diizensiz biiylime gosteren hiicrelerin anormal ¢ogalmasiyla yakindan iliskilidir. Her kanser
tiirli, kanserin konumuna, hiicrelerdeki genlerin mutasyonlarina ve molekiiler yapiya dayali
bireyin kendine 6zgli davranig bigimine sahip olmasina gore birbirinden ayirt edilir. Anti-
tiimor ilaglarla kanserin aradan kaldirilmasi i¢in yapilan bilimsel ¢aligmalar kanser tiirlerini
essiz yapan farkl faktorler nedeniyle giiniimiizde yetersiz kalmaya devam etmektedir (Cooper
GM, 2000, Sudhakar A,2009). Diinya ¢apinda neredeyse her alti, Tiirkiyede ise her bes
kisinin 6liimiinden biri kanser sebebiyle sonuglanmaktadir (McGuire S, 2016). Erken teshis
verilebilmesi sayesinde tiim kanserlerde genel sag kalim siiresinde gozle goriilecek derecede

uzamis olmasina ragmen, kanserle iligkili 6liimler halen diinya ¢apinda ikinci en biiylik 6liim

nedeni sayilabilir (Stewart B.W., Wild C.P, 2014).
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Sekil 2.1 Kanser hiicresinin nitelikleri (Hanahan, & Weinberg, 2011).

Viicudun kontrol mekanizmasinin anomaliyalar1 kanseri gelistirir. Insan viicudunun bazi
hiicreleri tiim kanser tiplerinde durmadan boéliinerek ¢evre dokulara yayilir. Normal hiicreler
yeni hiicreleri olusturabilmek ic¢in biiylir ve boliiniirler. Hiicreler yaslandik¢a veya hasara
maruz kaldiginda apoptoza ugrarlar. Kanser gelisimine zemin hazirlayan bahs ettigimiz

siiregteki bozukluklardir. Olmeleri gerekmelerine ragmen hayatta kalan siirekli béliiniip



¢ogalan anormal hiicreler tiimor adli yeni kitleler olusturur. Bir¢ok kanser tiiri doku
kitlelerine sahip kat1 tiimorleri olusturur. Malign kanserli tiimoérler yakindaki dokulara
yayilabilir veya istila edebilir. Kanser hiicrelerinin bazis1 biiyiiyerek lenf veya kan dolasim
sistemi yoluyla viicutta diger organ ve dokulara gog edebilir. Aktiiel belirli ilaglar kemoterapi
tedavisi icin halen azlik teskil etmekte ve yeterli diizeyde saglanamamaktadir. Kanseri
kisitlayan yeni ilag gelistirme galigmalar1 gelecege yonelik olarak oniimiize gelmekte ve umut
vadetmektedir. Kanserle ilgili ¢alisanlar, kanser karsit1 ajan ve ilaglar1 gelistirme gabalarina
yogunlagsmis bulunmaktadirlar (Abu-Surrah ve digerleri, 2008, Ferraz ve digerleri, 2009,
Ulukaya ve bagkalari, 2011).

2.1. Neden Pankreas Kanseri?

Pankreasin malign neoplazmalarinin ¢ogunlugu adenokarsinomlardan ibarettir, en yaygin
malignite olan PDAC pankreasa oOzgiidir. Ameliyata uygun bulunmayan, ileri evrede
nonspesifik semptomlarla bagvuran pankreas kanseri hastalarinin yalnizca %10-15'i cerrahi
rezeksiyon adayidir. Ameliyat sonrasi adjuvan sistemik tedavi almalarina ragmen ne yazik ki,
cogu hastada niiks gelisir. Bu kotii prognoz, hastaligin geg¢ teshisinin, erken evrede tani
konmasini saglayan biyobelirteglerin eksikliginin, erken metastatik yayilimin ve nihayetinde
sistemik tedavilere direncin bir sonucudur (Neoptolemos JP. 2011).

Ameliyat sonrasinda uygulanan en iyi mevcut standart tedavilerle dahi, olgularin %25'inden
azinin hayatta kalma siiresi toplam 5 yildir (Oettle, Post, Neuhaus ve dig., 2007). Pankreas
kanserleri oldukg¢a metastatik ve agresif bir yapida oldugundan, teshis ve tedavi protokollerini
lyilestirmek amaciyla tiim diinyada arastirmalar yogun tempoda devam etmektedir. Hastalarda
tedaviye gec baslamanin sebebi pankreas kanserinin erken tanisindaki yetersizlikler ve
metastazdan sonra bulunmasidir (Riva vd, 2016). Son yapilan bilimsel kanser ¢aligmalarinda
erken teshisin verilebilmesindeki zorluklar pankreas kanserindeki 5 yillik sagkalim oraninin
%2 ile %9 arasinda, yani diisiik degerde oldugu gostermistir (Ilic, 2016). Erken evrede
metastaz yapabilme ve agresif tiimor olusumuyla radyoterapi ve kemoterapiye direng
gelistirebilme kabiliyeti pankreas kanserinin oldiiriicii kanserler arasinda yer almasinin baslica
nedenlerindendir (He ve dig. 2012, Ottenhof ve dig. 2011).

Pankreas kanserinin Onemli 0&zelliklerinden biri, timor etrafinda terapotik ajanlarin

verilmesini engelleyen yogun desmoplastik reaksiyonun olmasidir (Erkan ve digerleri, 2012).



PDAC tiim pankreatik kanserlerin %90'imdan fazlasini olusturur. Sik goriilen pankreatik
malignite olan PDAC n insidans1 giderek artmaktadir (Torre, L.A. ve ark., 2012). PDAC
genellikle kanserin ge¢ evresinde, belirgin klinik semptomlarin bulundugu durumlarda teshis
edilir. Bunun altinda yatan nedenlerden biri pankreasin 6zel anatomik konuma sahip
olmastyla ilgilidir. Erken tanilt PDAC hastalarinda potansiyel tedavi varyant1 olarak akla ilk
cerrahi rezeksiyon gelir. Hastalarin %80°den fazlasinda ilk tan1 zamani metastatik veya
tekrarlayan durumlar goriilmektedir (Koh, E.K., ve ark., 2023). Genellikle karacigere veya
lenf diigiimlerine metastaz yapan bu kanser tiirii (Kern ve digerleri, 2002) metastazdan sonra
ilerlemis kanserlerde teshis edilir. Sonugta PDAC, ila¢ direncini yiikselten etkili hiicre
koruyucu mekanizmalara sahip oldugundan kansere Kkarsi terapotikleri etkisiz  hale
getirebilmektedir. Bu agresif davraniglar ve ilag direnci nedeniyle, PDACta tahminen

medyan sagkalim siiresi 6 ay kadar olmaktadir (Fesinmeyer ve digerleri, 2005).

2.1.1 Pankreas Anatomisi ve Fizyolojisi

Endodermal germ tabakasinin embriyonik 6n bagirsagindan meydana gelen, gorevi metabolik
homeostaz1 korumak olan (Gittes, 2009), gastointestinal sistemin bir parcasi olan pankreas,
saglikli yetigkin bireyde ortalama 100 gr agirliga sahip, 15 ve 25 sm arasi1 uzunlukta olan;
retroperitoneal alanda yerlesmis, uzun ve lobiiler sekilli, sagda onikiparmak bagirsak ve solda
dalaga komsu olan karmin ist tarafinda enlemesine uzanan, besinlerin sindirimini saglayan
enzimleri Ureten bir salgi bezi olan glandiiler organdir (Roder ve digerleri, 2016). Total
pankreas 2 ana boliimden ibarettir: %95°1ik ekzokrin pankreas kismi ve %1-2’lik endokrin
pankreas kismi (Longnecker 2014).

Pankreas fonksiyonlarmin bozuklugu pankreatit, diabetes mellitus, 6liim oranmi en yliksek
pankreas kanseri gibi bir sira yaygin hastaliklara sebebiyet vermektedir (Braganza ve ark.,
2011, Hezel ve ark., 2006, Polonsky, 2012). Pankreas kanserlerinde ekzokrin tiimorler daha
yaygin olarak goriilmektedir (Vujasinovic vd., 2017).

Endokrin pankreas Langerhans adaciklarinda bulunan, viicuttaki kan sekeri seviyelerini
diizenlemek i¢in kana insiilin, glukagon, somatostatin gibi hormonlari, pankreatik
polipeptidleri salgilar (Longnecker 2014). Ekzokrin pankreas ise asiner, duktal ve sentroasiner
hiicrelerden olusur. Asiner hiicreler, kanallar yoluyla duodenuma tasinan sindirim enzimlerini
(tripsinojen, kimotripsinojen, lipaz ve amilaz) iiretir. Bu enzimler sonradan ince bagirsaga

girerek diyet makromolekiillerinin (proteinler, karbonhidratlar ve lipidler) sindirimine yardim



ederler (Keller ve Layer, 2005). Pankreas rejenerasyonunda rol alan sentroasiner hiicreler,
kanaldan pankreas asiniisiine uzanan 6zel hiicrelerdir. Her iki béliimde olan yildiz hiicreleri
(PSC'ler), hiicre dis1 matris salgilayan ve sitokin kaynagi olabilen miyofibroblast benzeri

hiicrelerdir (Anna C. Lilly, ve baskalari, 2023). Anlatilanlar sekil 2.2"de gosterilmistir.
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Sekil 2.2 Pankreas yerlesimi (Micrograph provided by the Regents of University of
Michigan Medical School © 2012).

2.1.2 Pankreas Kanseri Siniflandirilmasi ve Tiimor Evreleri

Kansere bagli 6liim oranmi siralamasinda 7’inci sirada yer alan Pankreas kanseri (PK) agresif
bir kanser tiirli olup, yayilim hiz1 yiiksektir (Raimondi S ve ark., 2009). Pankreas kanserinin
tic karakteristik belirtisi, hastalarin %50’sinden fazlasinda en az bir tanesi goriilen sarilik,
karm agris1 ve kilo kaybidir. Pankreas kanserinin belirtileri sinsi baslar ve zaman iginde
kademeli olarak ilerler. Bunlara bazen sirta yayilan epigastrik agri, kilo kaybi, halsizlik, mide
bulantis1 ve yorgunluk dahildir (Filippo De Braud ve ark., 2004).

“Pankreas kanseri” monolitik bir hastalik gibi goriinsede, aslinda pankreas ndéroendokrin
tiimorii gibi diisilk dereceli neoplazmalardan, invaziv duktal adenokarsinom gibi oldukca
Olimciil karsinomlara kadar genis yelpazede bir¢ok hastalik seklinde tezahiir eder (Hruban

RH ve ark., 2007). Tablo 2.1 de Pankreas neoplazilerinin kisa dzeti verilmistir.



Tablo 2.1. Pankreas neoplazilerinin kisa 6zeti (Hruban RH, et al 2007).

Briit

Tiimér Tipi e Ana Ozellikler

goriiniim
Asiner hiicreli 9 . . TR co
Karsi Saglam Nadir, ekzokrin enzim {iretimi, agresiftir.

arsinom

Adenokarsinom ) Df:smoplastlk‘ s‘tromade'l neoplaztlli b‘ez!erm yaygin
Saglam diizenlenmesi, sitokeratin 7 ve 19 iiretimi olan duktal
(duktal) . )
fenotip, oldukca agresif
intraduktal papiller | . . Yaygln goﬂzu.kur, kanallarin "1<;.1nde" ortaya glkargk
Kistik luminal miisin, kolumnar miisin {ireten neoplastik
mukuslu neoplazm . e . . . 1
hiicreler iiretir, invaziv karsinoma ilerleyebilir.
I Kadinlarda daha yaygin olan, invaziv karsinoma
Mukuslu kistik Kistik doniisebilen, karakteristik over stromasi olan siitunlu
neoplazm o oy
musin iireten neoplaztik hiicreler
I.Dankre?ls . .| Kanal farklilasmasi, invaziv adenokarsinomun onciisii
intraepitelyal Mikroskopik .
. sayilir, daha kii¢iik pankreas kanallarinda ortaya ¢ikar.
neoplazisi
Malign, ancak duktal adenokarsinomdan daha az agresif
Pankreas ) . . .

v . 9 olan tekdiize hiicreler tabakalar halinde biiyiir, tuz ve
noroendokrin Saglam . . . . . .
. biber c¢ekirdekleri, sinaptofizin ve kromogranin
tumoru . .

ekspresyonuyla noéroendokrin farklilagmasi yaratir.
Serdz kistadenom Kistik Buyutk.gogur.llugl.l 1yi huylu olan merkgz1 }illdlZ seklinde

yara izi, kiibik glikojen agisindan zengin hiicreler
Kati-psdodopapiller | Kati ve | Kadinlarda daha ¢ok yaygin, eksprese CD10 ve CD99,
neoplazm Kistik %10'u agresiftir.




Tiimoriin biiyiikliigline ve yayilmasina bagl olarak pankreas kanseri evrelere ayrilir. Evre
1'de tiimor sadece pankreasta bulunur, evre 2'de tiimdriin genislemis oldugu ve lenf nodlarina
ulastigi, evre 3'te pankreasin yakinlarindaki siiperior mezenterik artere gecis sagladigi, son
olarak evre 4'te ise tiimoriin yakin ve uzak organlara metastaz yaptig1 goriilmektedir (Sekil

2.3"de anlatilmistir) (Morana g. ve ark.,2010).

Evre 1 Tumor sadece pankreasta bulunur. Evre 2 Tumor pankreasin disindadir ve lenf
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Sekil 2.3 Pankreas Kanseri Evrelerinin Anatomik Olarak Gosterimi (Morana g. ve ark.,2010,

Biorender araciligiyla ¢izilmistir.)

2.1.3 Pankreas Kanserinin Epidemiyolojisi

Yasam tarzindaki farkliliklar, sosyoekonomik durumlar ve yash niifusla iliskilendirilen
pankreas kanser hastalar1 gelismemis veya gelismekte olan iilkelere nazaran gelismis
tilkelerde daha siklikla goriiliir (Wong vd., 2017). Pankreas kanseri, ABD'de kanser kaynakli
Oliimlerin dordiincii sirasinda gelmektedir ve diinya ¢apinda tahmini olarak yilda 330.400
olime yol agtigi bilinmektedir (Siegel R ve ark., 2013, Prashanth Rawla ve ark.,2019).
Cerrahi rezeksiyon tek kiiratif secenek olmaya devam ederken, hastalarin %80'inden fazlasi
rezekte edilemeyecek durumdaki bir tiimoral yerlesim ile hastanelere bagvurur (Torre L.A ve
ark., 2012, Li D ve ark., 2004). Ne yazik ki, pankreas kanser hastalar1 genellikle alti aydan
kisa medyan sagkalimi sergiler ve bes yillik sagkalim orani %8'lik vakada goriiliir (Lennon ve

digerleri, 2014).



Diinya Saglik Orgiitiiniin (World Health Organization-WHO) 2020 yilinda yayrmladiklart
verilerde, diinya genelinde pankreas kanserinin goriilme sikligina gore Tiirkiye 26 c1 siradadir
ve buna bagl dliimler de toplam 6liimlerin %1,77'ni teskil etmektedir (Hyuna Sung ve ark.,
2021). Turkiye istatistiklerinde her 69 kisiden bir kisinin pankreas kanserine yakalanma riski
tagidig belirtilmistir (Orun, 2017). Bu kanser tiiri genellikle 50 yas iistii bireylerde daha
siklikla gozlemlenir, genglerde nadiren rastlanir ve erkeklerde goriilme sikligi kadinlara
nazaran daha fazladir (Bray vd., 2018). Semptomlarinin yetersizligi, erken teshis ve olumlu
sonuglanabilecek tedavi alternatiflerinin yoklugu sebebiyle pankreas kanseri olgularinin
%50’sinin tan1 konulduktan sonra 6 ay igerisinde hayatini kaybettigi bilinir (Migaud, 2017).
Pankreas kanseri metastazlarinin genetik evriminin niceliksel analizi 1) ilk mutasyonun ortaya
¢ikmasindan kaynak hiicrenin dogusuna kadar en az 10 yil siirer; 2) metastazin baglamasi en
az bes yil daha siirebilir; ve 3) metastazla 6liim arasinda en iyi ihtimalle yaklasik 2 sene

olabilecegini gosterir (Yachida S., Jones S ve ark., 2010).

2.1.4 Pankreas Kanserinin Etiyolojisi

Pankreas kanseri i¢in ¢ok sayida etiyolojik risk faktorleri tanimlanmistir, bunlarin sirasinda
bireysel Ozellikler (yas, cinsiyet, irk, kan grubu ve genetik mutasyonlar), yasam tarzi ve
cevresel faktorler (beslenme aligkanliklari, sebze ve folat orani diisiik diyetler, sigara ve icki
icme, fiziksel aktivite azligi ve obezite) ve metabolik hastalik durumu yer almaktadir.
Cevresel faktorlerin basinda gelen sigara igme, bir gilinde tiiketilen sigaranin miktarina iligkin
2-3 defa pankreas kanser riskini yiikselttigi bilinmektedir (Harnack ve dig., 1997). Alkol
tilkketimi ve pankreas kanser ilerlemesinin aralarindaki bagla ilgili epidemiyolojik arastirmalar
mevcuttur. Bu faktorlerin katkisinin etkili olmadigina dair bulgular ¢alismalarda sunulurken,
(Farrow, Davis, ve baskalari, 1990), diger arastirmacilar orta diizeyde alkol kullaniminin
kansere sebep olmadigini, haddinden fazla tiiketiminin kanserle giiglii bagliligim
gostermektedir (Vecchia ve ark., 2016). Pankreas kanseriyle beslenme arasindaki baglantiy1
anlamak niyeti ile yapilan ¢alismalarda, hayvansal yag ve etten (kizarmis veya 1zgara) bol
diyet ile pankreas kanseri iliskisinin olabilecegi beyan edilmektedir (Calle ve baskalari,
2003). Sebze, meyve, lif ve vitaminler agisindan bol beslenmek onleyici faktor gibi
diistiniilmektedir (Nkondjock ve digerleri, 2005). Kahve ve ¢ay tiiketiminin kanserle bir
alakas1 bulunmamistir (Dusek, 2010). Yag dokularinda fizyolojik farkliliklara sebebiyet veren

obezite, kronik inflamasyon, insiilin direnci ve karsinojenezi baslattig1 bildirilmektedir



(Cindy, 2015). Uzun siireli tip 2 diyabet ve kronik pankreatitin pankreas riskini yiikselltigine
dair ¢alismalar mevcuttur. Diger faktorler arasinda, Helicobacter pylori enfeksiyonu, kronik
hepatit B ve C enfeksiyonu yer alir (Mateos, 2016). Cevresel karsinojenlere maruziyet,
pankreas kanseri tehlikesini arttirir (Ojajérvi ve ark. 2001). Cinde yapilan yas ve pankreas
kanseri arasindaki iligkileri irdeleyen bir ¢alismada, otuz yasindan sonra insidansin belirgin
seviyede yiikseldigi, yetmis-seksen yasindan sonra en st seviyeye ulastigi, ortalama tani
yasinin 65 olarak belirlendigi ve elli yasindan evvel tanis1 koyulan vaka sayisinin 10% olmasi
saptanmustir (Li, 2009). Irksal kokenin etkisini arastiran ve bes farkli irk bazinda
degerlendirme yapan baska bir arastirmada kanser insidansinin ABD'de yasayan Afro-
Amerikalilarda oldugu ve arkadan bu grubu Kuzey Avrupalilarin, Hawai’de Polinezyalilarin
ve Yeni Zelanda’daki Maorilerin izledigi saptanmustir (Silverman, 2003). Pankreas kanser
olgularinin 7 ila 10%inde ailesel Oykiisii bulunmaktadir. Pankreas Tarama Kilavuzu’nun
2012 yilinda yayimladiklar1 yayinda, 2 kusak yakininda pankreas vakasi bilinen Kisilerin,
birinci dereceden akrabalarindan bir kisinin bile pankreas kanserinden etkilenme ihtimalinin
oldugu ifade edilmistir (Mateos ve Conlon 2016). Aile dykiisii olan birinci dereceli yakinlarin
bazilarinda pankreas kanserine ilerleyebilen oncii lezyonlar gelistirme olasiliginin kanser

gelistirebilme riskine yatkinliginin yiiksek oldugu kabul edilmistir (Klein, A.P, 2021).

2.1.5 Pankreas Kanseri Tiplerinin Histolojisi

Bir dizi asamali mutasyonu takiben gelisen pankreas adenokarsinomu, normal mukozadan
spesifik Oncii lezyonlara ve sonug olarak invaziv maligniteye kadar uzanir (Mohammed ve
digerleri, 2014). PDAC lar hiperplastik lezyonlarin gelisimiyle (pankreatik intraepitelyal
neoplazi (PanIN) ve intraduktal papiler miisindz neoplazm (IPMN)) ortaya g¢ikar (Grant ve
dig., 2016) IPMN'lerin goriintiisii pankreas kanalina uzanan papilla (parmaga benzeyen)
yapisindadir (Hruban, 2001). Pankreatik duktusta yerlesen mikroskopik, non-invazif
epitelyal proliferasyonlar pankreatik intraepitelyal neoplazmalar (PanIN-asinarduktal
metaplazi) olarak tanmimlanir. Asinar hiicreler kademeli sekilde KRAS aktivasyonu ve
pankreatik yikimi takip ederek 6zelliklerini kaybederek duktal 6zellik kazanirlar (Gooiker ve
dostlari, 2014). Birikmis mutasyonlarla birlikte cogalan anormal hiicre birikimleri bu
lezyonlarin dort sinifta incelenmesine olanak tanir: PanIN-1A, -1B, -2 ve -3.

Sistein proteaz aile iiyeleri (kaspazlar) apoptozu diizenler. Degisik uyaricilarla harakete

gecen baglatic1 pro-kaspazlarin aktivasyonu uygulayici pro-kaspazlart ayirir, onlar da belirli
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substratlarin ayrilmasin1 katalize ederek kromatin zenginlesmesi ve apoptotik cisimleri
olusturarak niikleer parcalanmay: yaratabilir. Morfolojik evrim, pankreas intraepitelyal
neoplaziolarak adlandirilan O6ncii lezyonlarin olusumuyla baglar ve artan histolojik
dereceleri takiben invaziv adenokarsinomaya dogru ilerler. FADD benzeri ICE inhibitor
proteinleri (FLIP), cIAP, XIAP ve survivin dahil olmakla apoptoz (IAP) ailesi inhibitdrii,
tiimdr nekroz faktoriine bagli apoptoz indiikleyici ligand (TRAIL) kanser direncine yol acan

pro-kaspazlarin aktivasyonunu inhibe eder (Grant ve ark. 2016).
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Sekil 2.4 Pankreas kanserinin gelisim modeli (Sophie Liot, Jonathan Balas, ve ark., 2021)

2.1.6 Pankreas Kanseri Molekiiler Biyolojisi ve Patolojisi

Tiumor baskilayici genler ve onkogenlerde somatik mutasyonlar bir araya gelince herhangi bir
dokuda kanserlesmeyi tetikleyerek neoplazmlari olusturur. Biri onkogen (KRAS), {i¢ii timor
baskilayict (CDKN2A, TP53 ve SMAD4) gen olan dort onemli yonetici (“driver-siiriicii”)
gende olusan degisiklikler sonucunda pankreas kanserinin gelistigi bildirilmistir (Hruban
RH,2001). Yapilan ¢alismalarda, timdr dokusunun %92’sinde KRAS onkogeninde somatik
mutasyon (Bailey ve ark. 2016), yaklasik %75'inde TP53 geninde (Li, 2004 ve Goggins
2005), %50’sinde ise SMAD4 (Hahn ve ark. 1996) geninde inaktivasyon gozlemlenmistir.

Bu genlerden iiretilen proteinler degisiklige ugrar ve hiicre igerisinde farkli 6zellikler, ya da

artmis aktivite kazanirlar. Mutasyon ve/veya delesyonlar bu genlerin inhibe edici


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7442729/#R6
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7442729/#R6

fonksiyonlarmin ortadan kalkmasina neden olur (Friend ve ark. 1988).

Onkogenler proto-onkogen olarak taninirlar ve hiicre dongii ilerlemesini regiile eden genlerin
mutasyonlar1 sonrasinda belirgin olmaktadir (Sakorafas ve ark. 2000). Timor supresor
genlerin ise hiicre proliferasyonunun inhibe edilmesinde rolii vardir. Onkogen ve TSG lerde
olan degisimler, hiicre ¢ogalmasinin artmasi ve apoptozdan kurtulma becerisine sahiptirler
(Abramson ve ark. 2007). PDAC igin baslica 4 genetik faktor: onkojenik KRAS ve TSG lerin
(CDKN2A, TP53 ve SMAD4) inaktivasyonu (Grant ve ark. 2016)

| IPMN ] -

Duktal epitelyal
hucre PanlN_1 _ _ PDAC

Anahtar genetik KRAS CDKNZA TFS3
dedisiklikler Telomer SMAD
kisalmasi

Sekil 2.5 Pankreas kanserinin progresyon modeli (Grant ve ark. 2016, biorender araciligiyla

tirkgelestirilerek ¢izilmistir.)

KRAS mutasyonlar1 pankreas kanserinin tanimlayici genetik ozelliklerinden biridir (Bailey
ve ark. 2016). Insan PDAC vakalarinda kodon G12'de bulunan, GTPaz kodlanmasindan
sorumlu (Downward 2003) KRAS genindeki nokta mutasyonlar1 intrinsik GTPaz aktivitesini
zayiflatir ve GTPaz aktive edici proteinler (GAP) arasindaki etkilesimi bloke eder. Bunlar
proliferasyon artisi, apoptozdan kagma (sagkalim), timér mikrogevresinin tazelenmesi
stireglerinde gorevi olan sinyal yollarmin kalict aktivasyonuna sebep olan mutasyonlardir

(Pylayeva ve bagkalari, 2011).

CDKN2A geninde olan mutasyonlar ileri dereceli PanIN lezyonlarinda bulunur (Wilentz,
1998). Timdr siipresor olarak bilinen hiicre dongiisiiniin G1 kontrol noktasinda rol alan p16
(Lukas ve ark. 1995) ve p53’iin stabilizasyonu ile biiyiime durdurulmasi ya da apoptozisi
indiikledigi bilinen (McWilliams ve ark. 2011) p14*RF proteinini kodlar (Sherr 2001).

TP53 geni inaktif halde 17’nci kromozomda lokalizedir (Li ve dig., 2004, Goggins 2005,
Hruban ve ark. 2001) ve hiicre dongiisii progresyonu, apoptoz, DNA hasar tamiri gibi

olaylarin diizenlenmesinde gérev yapan transkripsiyon faktorii (p53'ii) kodlar.



Epitelyal hiicre biiyiimesini zayiflatan (transforme biiyliime faktorii beta (TGF-B)) sinyal
yolagina yardimci olan (Miyaki ile Kuroki, 2003) SMAD4 (DPC4) genidir. Hiicre
dongiisiiniin karmasik progresyonuna neden olan SMAD inaktivasyonu (Hansel ve ark.2003)
ve p53 inaktivasyonu (Maitra ve ark. 2003) CDKN2A'daki gen kaybini takiben ortaya
cikarak ileri evre PanIN lezyonlarinda bulunmustur (Maitra, 2003, Wilentz., baskalari,
2000).

2.1.7 Pankreas Kanseri Klinigi ve Tedavisi

Tanisal agidan zorluk teskil eden vakalarin c¢ogunlugu lokal ilerlemis veya metastatik
hastalikla ge¢ bagvuru yapmaktadir (McGuigan, A ve ark., 2018). Tan1 amagh veya erken
teshis icin kullanilan giivenilir timor belirtecleri olmadigindan, PDAC'in kesin tanist spesifik
kan veya idrar tahlillerinde ortaya ¢ikmaz. Bu nedenle, dogru tani igin yiiksek ¢ozlintrliklii
ultrason, Endoskopik Ultrason (EUS), Bilgisayarli Tomografi (BT) veya Manyetik Rezonans
Goriintilleme (MRI) gibi 6zel goriintilleme yontemleri gereklidir (Hessmann, E. ve ark.,
2020). Pankreas kanseri tanisi i¢in histopatoloji analizi veya sitoloji altin standart sayilir.
Cerrahi rezeksiyon yapilamayan hastalar i¢in net bir patolojik taniya ihtiya¢c duyulmaktadir.
Histopatoloji veya sitoloji numuneleri elde etmek icin kullanilan yontemler: 1) EUS veya BT
kilavuzlugunda biyopsi; 2) asit sitolojisi; ve 3) laparoskopi veya acik cerrahi zamani yapilan

biyopsidir (Zhao, Z. and W. Liu, 2020).

Tiim gastrointestinal malignite formlar1 arasinda en kotii sagkalim ile iligkili olan pankreas
adenokarsinomudur. Tanm1 konulduktan sonra c¢ogu hasta bir sene i¢inde Oliir. Hayvan
modelleri kullanilarak yapilan epidemiyolojik deneyler sonucunda pankreas kanseri
insidansiin artmasini destekleyen sigara igme ve alkol kullaniminin gelismis iilkelerde daha
fazla oldugu bildirilmistir. Pankreasin malign lezyonlarmin %@8'inde kalitsal kanser
sendromlar1 bulunur (Lockhart, AC. ve ark. 2005). Pankreas kanseri igin tek potansiyel tedavi
secenegi olan cerrahi rezeksiyonun ve bu tedaviye sonradan adjuvan kemoterapinin
eklenmesinin vakalarin sagkalimlarini yiikselttigi soylenmistir (McGuigan, bagkalari, 2018).
Whipple prosediirii  (Pankreato-duodenektomi), merkezden wuzak veya biitiinsel
pankreatektomi gibi cerrahi tedavi yOntemleri tiimorin yerlesimiyle iliskili olarak
uygulanmaktadir (McGuigan, 2018). Adjuvan tedavi i¢in yalmz GEM veya sadece 5-
florourasil (5FU) kemoradyoterapi kullanima yararlidir (Jimenez, 2010; Regine, Winter,

2008). PDAC, Pankreas Stellar Hiicrelerinin (PSC) yogun oldugu stroma agisindan zengin



karsinomlardan biridir. PSC'ler kanser hiicreleriyle ¢apraz diyalog yoluyla timor
ilerlemesinde onemli rola sahiptir ve kanserle iliskili fibroblastlara diferansiye olur. Timor
mikro ortamina salinan PSC'den tiiretilen salg1 faktorleri (biiylime faktorleri) EMT yi tesvik
ederek ila¢ direncini indiikler. PSC'ler EMT'nin yeniden sekillenmesine yardimci olur ve
hiicre gogiinii uyarabilir. Sadalanan o6zellikler, insan PDAC tiimoér modelinde PSC'lerin
onemini gostermektedir (Hwang, H.J. ve ark., 2019). Antitimor ilaglara direng,
kemoterapinin etkinligini kritik radeye getirebilir. FOLFIRINOX (5-florourasil, oksaliplatin,
irinotekan, l6kovorin), GEM/nabpaklitaksel ve lipozomal irinotekan/5-florourasil
kombinasyonlarinin ileri evre PDAC i¢in fayda sagladigi gozlemlenmistir.

Bu tez yazisinda pankreas kanseri hakkinda bilgiler, tedavi protokollerinin (cerrahi, adjuvan
kemoterapi, radyoterapi ve neoadjuvan tedavi yoOntemlerinin) incelenmesi igin tekrar
degerlendirilmeye almmustir (Lockhart, ve ark., 2005). Biyolojik ajanlarin hedefledigi
molekiiller veya akilli molekiiller ireliyedoniik ¢alismalarin yardimiyla gelismeye devam
etmektedir. Yeni biyobelirteclerin bulunmasi, her bir hastaya 6zgiin dogru tedavinin
uygulanabilecegi ve hayat sartlarnin iyilesmesi lizerine olumlu sonuglar verebilecegini
diistindiirmektedir. Pankreas kanseri ile iligkili ylikii azaltmak i¢in yeni aracilarin ve dagitim

sistemlerinin gelistirilmesine adaptasyonla 6nemli ilerlemeler kaydedilmektedir.

2.1.8 Gemsitabin

Hiicre oliimiinii tetikleyen, DNA sentezini engelleyerek etki eden kemoterapi ilact olan
gemsitabin (2'-Deoxy-2',2'-difluorocytidine) farkli rejim ve dozlarda klinik g¢aligsmalarda
degerlendirilmis ve medyan sagkalim iyilestirmesiyle ileri evre pankreas kanseri igin standart
palyatif kemoterapi olarak benimsenmistir. Mevcut standart bakim kemoterapisi olan GEM,
oncelikle hastaya faydali olacak sekilde onaylanmis ve tek basina veya diger ilaclarla
(FOLFIRINOX gibi diger ¢oklu ilag rejimleriyle) kombinasyon halinde, sag kalimi yalnizca
miitevazi bir sekilde uzatmistir (Burris HA ve ark., 1997, Conroy T ve ark., 2011, Gourgou-
Bourgade S,ark., 2013, Peddi PF ve ark.,2012).

GEM-yapay pirimidin niikleozid 6n ilaci olup, deoksisitidinin 2' karbonu tizerindeki hidrojen
atomlarinin yerini florun aldig1 sentetik seklidir. Ilk defa 1980'erin basinda Larry Hertel'in
“Eli Lilly and Company” firmasi tarafindan bir antiviral ilag olarak tretilmis, daha sonra

16semi i¢in denenmis, 1990 yilinin baglarinda ise klinik dncesi pankreas kanserinde bir yillik



sagkalim siiresini uzattigi bulunmustur. 1996 yilinda FDA tarafindan onaylanmistir (Gesto,

Cerqueira, Fernandes, & Ramos, 2012). Sekil 2.6'da GEM 'in kimyasal yapis1 verilmistir.
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Sekil 2.6 Gemsitabinin kimyasal yapisi (Gesto ve ark., 2012)

Antimetabolit antineoplastik ajan GEM, 1996 yilinda ABD'de FDA tarafindan onaylanarak
kullanilmis, 1997'deki randomize deneme calismasindan sonra pankreas kanserinde standart
kemoterapotik ajan haline gelmistir (Heinemann V. ve ark., 2005, Hertel L.W. 1990).
Sitotoksik etkilerini gemsitabin trifosfatin DNA'ya dahil edilmesiyle ortaya koyan ve maskeli
zincirin sonlandirilmasina yol agan niikleozid pirimidin analogu olan gemsitabin (GEM),
ilerlemis PDA i¢in birinci basamak tedavi olarak tamitilmistir (Burris HA, 1997). PDAC
hiicrelerinde radyosensitiviteyi arttirarak etki eden GEM, metastatik olmayan ve ameliyata
uygun olmayan pankreas kanserli hastalarin tedavisinde mevcut seceneklerden sayilan

kemoradyoterapi ile birlikte kullanilmaktadir (Waissi, W., ve ark., 2021).

2.1.9 Gemsitabinin Etki Mekanizmasi

Niikleozidler igin molekiiler tasiyicilar (SLC29A1, SLC28A1 ve SLC28A3) araciligiyla
GEM hiicrelere tasimir ve hidrofilik 6zellik gosterir. Hiicre membranindan gegtikden sonra
GEM’in yapisina bir fosfat eklenir ve GEM monofosfat (IFACMP) halini alir. Deoksisitidin
kinaz (DCK) enzimi tarafindan katalize edilen GEM, kalan enzimler tarafindan iki fosfat daha
eklenmesinden sonra GEM trifosfat (dFACTP) olarak aktif hale gelir (Alvarellos ve ark.,
2014; Mini, Nobili, Caciagli, Landini, & Mazzei, 2006). Hiicre ¢ogalmasi esnasinda GEM,
yeni sentezlenen DNA zincirlerine dahil edilir ve yanmna normal bir niikleozid bazinin
eklenmesine izin verir. Bu, gemsitabin "hatali" bir baz sayildigindan "maskeli zincir
sonlandirmasina" sebep olur, ancak komsusu dogal niikleozidi nedeniyle hiicrenin normal

onarim sisteminden (baz eksizyon onarimi) kacar. Bu nedenle, GEM’in hiicre DNA'sina dahil
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edilmesiyle daha fazla DNA sentezi engellenerek hiicre 6liimiine yol agar ve tamiri miimkiin
olmayan hasar olusturur (Alvarellos ve ark., 2014; Mini ve ark., 2006).

GEM, hastaligin tiim evrelerinde PDAC hastalarina kemoterapi ilaci olarak uygulanirken
DNA replikasyonunu ve onarimini inhibe ederek sagkalimda minimal artis gostermektedir
(Kobayashi M, Mizuno S, Murata Y,2014). Pankreas kanseri otofaji yoluyla hiicrelerin
apoptotik yola girmesini Onleyen ilaca-gemsitabine yanit olarak diren¢ mekanizmasi olusturur
(Papademetrio D. ve ark.,2014). GEM, rezeke edilemeyen veya metastatik hastaligi olan
hastalarda, sagkalim acisindan kiiciik avantaja sahip olmasina ragmen, tedavinin temel tasi

sayilir.

2.2 Endoplazmatik Retikulum Yapisi

Hiicrelerde lipid biyogenezi, steroid ve kolesterol biyosentezi i¢in uygun ortam saglayan,
karbonhidrat metabolizmasi, kalsiyum (Ca?*) depolanmasinda kalsiyum homeostazinin ana
diizenleyicisi olan endoplazmik retikulum (ER), sitozol boyunca niikleer membrandan uzanan
zarla gevrili tiibiiller ve yassi sarniclardan (kesecikler) olusan ag benzeri labirent seklinde
dinamik organeldir (Alberts B, Johnson A, 2000). ER plazma membranindan salgilanan zar
proteinlerinin  tasinma ve entegre edilmesi, katlanmasi ve translasyon sonrasi
modifikasyonundan ve Ca?" sinyallemesinden, ila¢ detoksifikasyonundan sorumludur
[Schroder M, Kaufman R.J 2005). ER'nin yapisi, lipid transferini tesvik eden membranlar,
Golgi aygiti, vakuoller, mitokondri, ribosomlar, peroksizomlar, ge¢ endozomlar ve

lizozomlari igerir (G.K. Voeltz (2002). Sekil 2.7 de ER"in yapisi verilmistir.

Endoplazmik retikulum yapisi

Gekirdek

LUmen Sarnig

Sekil 2.7 Endoplazmatik retikulum yapisi (Sidra Batool, 2022, tiirkgelestirilerek alinmistir.)



Sekil 2.8 Endoplazmik retikulumun siiper ¢oziiniirliiklii goriintiisii. Periferik ER'nin yogun
kiimelenmis tiibiil seklindeki yapilardan olustugunu ortaya koyuyor. Bir ER protein belirteci
(sag ist), i¢ hiicresel lipitler (sol alt) ve tiibiiler matrislerin elektron mikroskobu yeniden
yapilandirilmast (sol {ist) (Nixon-Abell, ve digerleri, Science.2016). ER: Endoplazmik

retikulum

2.2.1 Endoplazmik Retikulum Stresinin Kanserle Tliskisi

Endoplazmik Retikulum Stresi (ER Stresi), glikolizden (glukozun yikim reaksiyonu) sonra
hiicrenin glukoz ihtiyacina gore reaksiyonlarin gergeklestigi ve lipid sentezi gibi metabolik
stireclerde rol oynayan dinamik tiibiiler ag i¢inde (endoplazmik retikulumda-ER) diizenlenir.
Hiicredeki ana hiicre i¢i kalsiyum deposu sayilan ER stresi otofagozomlarin ve
peroksizomlarin biyogenezine katki saglar (Hetz, 2012). Okaryotik hiicrelerde toplam
proteomun %30'nu olusturan salgi yolunda sentezlenen proteinlerin uygun sekilde katlanmasi
icin ER'deki protein olgunlagsma basamaklari 6nem arz etmektedir. Cevre faktorlerinin ve
hiicresel sinyallerin aktif entegrasyon yoluyla protein katlanmasinin verimliliginin ve
dogrulugunun devaml olarak ayarlandigi bilinmektedir. Protein katlama gereksinimlerindeki
dalgalanmalara uyum saglayan farkli geri besleme mekanizmalari, salgi yolunun islevini her
yonden etkiler (Ron ve Walter, 2007). ER'de protein katlanmasi bozulmalarinin kargisini alan
homeostatik  yolun mevcudiyeti, memeli hiicrelerinde, katlanmanin farmakolojik

inhibisyonunun birka¢ ER saperonunun transkripsiyonel up regiilasyonuna neden oldugu eski



bir ¢alismada bakilmistir (Kozutsumi, 1988). Hiicreler ER stresi iizerine tamamlayic1 adaptif
mekanizmalarin bazilarin1 aktive ederek protein katlanmasi degisikliklerinin {istesinden
gelmek igin savasir. UPR, ER liimeninde protein katlama durumu hakkindaki veriyi ¢ekirdege
ve sitozole ulastirir (Schroder ve Kaufman, 2005). Geri dondiiriilemez ER stresinin etkisi
altinda UPR, hasarli hiicreleri apoptoz yoluyla aradan kaldirir, bu ise stres uyaricilarinin
stiresi ve yogunlugu hakkindaki bilgileri entegre eden mekanizmalarin varligimi gosterir

(Woehlbier ve Hetz, 2011).

2.2.2 Kanser ve Katlanmams Protein Cevabi iliskisi

Cevresel faktorlere ek olarak, ER stresini beslemede rol oynayan kanser hiicresinin genetik
degisiklikleri, UPR (Unfolded Protein Response) yolunun kalici aktivasyonunu tesvik eder
(Chen; Cubillos-Ruiz, 2021). Ornek olarak, tiimdrigenezde tiimér baskilayict genlerin
yitirilmesi ve onkogenlerin hiperaktivasyonu, protein sentezini arttirarak metabolik aclig
doyurur. ER genislemesinin hizli olmasi ¢ogalan kanser hiicrelerinin bdliinebilmesi igin
gereklidir (Babour ve digerleri, 2010). Dinamik siire¢ olan ER stres yanitlarinin

diizenlenmesi, hiicre kaderinin belirlenmesi UPR'nin siiresi ve yogunluguyla iliskilidir.

Daha basit yapili proteinler sitoplazmada, kompleks yapiya sahip proteinler ise ER"de katlanir
(Dobson ve ark., 1998). Olusan yeni proteinler ER liimeninde diizgiin sekilde katlanir, g
boyutlu yapilarina kavustuktan sonra, ER-yerlesik saperonlar, oksidorediiktazlar ve glikozile
edici enzimlerin yardimiyla ¢ok ¢esitli translasyon sonrast modifikasyonlara ugrarlar (Oakes
SA, 2015, Tu BP. ve ark., 2004). Protein translasyonunda N-baglantili glikozilasyonu
degistiren bolge olan ER hiicre sinyal yolaklariyla yakindan iligkilidir (P. Fagone, ve ark.,
2009, E. Sammels, 2010).

ER’de siki kalite kontroliin ardindan proteinlerin dogru katlanmasima yardimci olan,
aktiviteleri i¢in kalsiyuma ihtiya¢ duyan, kalsiyum tamponlayict molekiiller saperon olarak
adlanir (Buck ve ark., 2007). Kalsiyum depolarinin tiilkenmesi, besin yoksunlugu, hipoksi,
asidik ekstraseliiler pH degisiklikleri gibi i¢sel ve digsal hiicresel yanitlar ER liimeninde
protein katlama verimliligini bozarak, katlanmamis veya yanlis katlanmis proteinlerin tolere
edilebilir bir esigin 6tesinde birikmesine yol acar, bdylece ER stresinin olugmasina neden olur
(Cubillos-Ruiz ve digerleri, 2017). ER proteinlerinin transkripsiyonunda ve ekspresyonunda
artis, ¢ok fazla UP'nin ER'ye girmesini onleyerek UP hizinin azaltilmasi ER stresi

nedenlerindendir. ER stresi onkogenlerin hiper aktivasyonu ve timdr baskilayicit genlerin



diisiik seviyelerde ekspresyonuyla UPR yollarin1 aktiflestirerek gii¢lendirir (Chen X,
Cubillos-Ruiz JR, 2021).

Kalsiyum iyon seviyelerinin tilkenmesi, azalan oksijen seviyeleri, viral enfeksiyonlar, besin
eksikligi (6zellikle glikoz eksikligi), hizli hiicre ¢ogalmasi, redoks durumunun bozulmasi
(Pytel D, Seyb K, 2014), saperon-protein etkilesimlerini tesvik eden saperon veya hiicresel
enerji eksikligi, yeterli katlanmay1 engelleyen protein mutasyonlar1 ve disiilfiir baglariin
azalmasi sebebinden ER'de olusan proteinler dogru konformasyona ulagsamadiklarindan stres
uyaricilart sayilir (Patil C, Walter P 2001.,Marciniak SJ, Zhang K ve ark, 2006).

Normal kosullar altinda tiim bu stres sensorleri, ER saperonu BiP/GRP78 ile kompleks
olusturarak inaktif durumda tutulur. ER liimeni i¢inde yanlis katlanmis ve agilmamis
proteinlerin toplanmasindan sonra BiP/GRP78, ER reseptorlerinin liimenal alanlarindan
salimir (Bertolotti A, Zhang Y,ve ark., 2000).

Hiicrenin stresi hissedip, ona yanit vermesi ve stresi yenmesi hiicrenin sagkalimi ve mekanik
otofajiyi koruyan hiicre homeostazisin saglanmasi i¢in gereklidir. Stres veya UPR, aym
zamanda Ozellesmis hiicre ve dokularda inflamatuar yanitlani tetikleyebilir ve inflamatuar
hastaliklarin patogenezinde yer alir (S.B. Cullinan, Z. Donna, ve ark., 2003). Sekil 2.9'da

UPR'in kanser evrelerinde katkis1 gosterilmistir.
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Sekil 2.9 Kanser evrelerinde UPR katkis1 (Emma Madden, Susan E. Logue, ve ark., 2018).
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(Doniistim sirasinda ER stresi biiylimeyi desteklemek igin proteinlere olan talebin artmasi nedeniyle indiiklenir.
UPR artan protein katlama kapasitesini saglar. UPR sinyali, hiicre dongiisii ilerlemesini ve hiicre ¢ogalmasini
tegvik ederek timor olusumunu destekler. Hizli biiylime, tiimdrdeki oksijen ve besin maddelerinin
kullanilabilirligini azaltarak daha fazla ER stresine yol agar. Hipoksiye yanit olarak UPR pro-anjiyogenik
faktorlerin ekspresyonunu tesvik ederek anjiyogeneze neden olur. UPR aracili metabolik yollar yeniden
diizenlenerek tiimoriin besin yoksunluguyla basa ¢ikmasima da olanak tanir. Kanser gelisimini desteklemek ve
bagisiklikdan kagmak icin ¢esitli hiicre tiirleri tiimore eklenir. Boylelikle tiimér mikro ortaminin (TME)
olugmasiyla sonuglanir. TME olusturulduktan sonra hiicre ayrilmasi stresinin iistesinden gelen UPR, tiimor
hiicrelerine yardim ederek epitelyalden mezenkimal gecisi (EMT) saglar. EMT transkripsiyon faktorii
ekspresyonunu arttirir ve hiicre-hiicre baglantilarin1 azaltarak metastazi tesvik eder. Uyarlanabilir UPR,
kemoterapi tedavisi zamant hiicreden ilag akisini tesvik ederek timdr hiicrelerinin hayatta kalmasini saglayarak
kemoresistansa neden olur. Kanser hiicrelerinde UPR kaynakli otofaji ve kanser kdk hiicrelerinin (CSC'ler) UPR

aracili geniglemesi, timoriin yeniden biiylimesini destekler.)

UPR'nin birincil amaci, stresli kosullar altinda ER ile iligkili bozunma (ERAD) sistemlerinin
kademesini (anormal proteinlerle basa ¢ikarak, mRNA c¢evirisini baskilayarak saperonlari

uyarir) (Kadowaki H., Nishitoh H.,2013) ve transkripsiyon faktorleri araciligiyla ER bilesen



genlerinin ekspresyonunu modiile ederek protein sentezini ve geri kazanimini zayiflatmaktir.
(H.P. Harding, I. Novoa, ve ark., 2000). ERAD ayrica, uygun ve normal sekilde katlanmis
proteinlerin normal hedeflerine taginabilmesini saglar (Tsai Y.C., Weissman A.M.,2010).

ER fonksiyon kapasitesini asan fizyolojik (makrofaj, pankreas beta hiicreleri gibi sekretuvar
hiicrelerin farklilasmasi) veya patolojik durumlar, hipoglisemi, hiperhomosisteinemi gibi
artmis metabolik durumlar, hepatit C gibi enfeksiyonlar (Lai ve ark., 2007), hipodermik
hipoksi, besin yoksunlugu gibi hiicre dis1 ¢evresel zorluklar, DNA hasari, oksidatif stress ve
metabolik stres gibi ¢esitli faktrlerin neden oldugu onkojenik stres, protein salgilanmasinda
artan talepler, ara katlama formlarmin toplanmasini stabilize eden veya tesvik eden salgi
yolunun proteinlerindeki mutasyonlar ve kalsiyuma bagli saperonlar iizerinde inhibitor
etkilerle birlikte kalsiyum seviyelerindeki azalmalar, timoér hiicrelerinin  UPR'yi  bir
adaptasyon stratejisi gibi kullanarak biiylimesine yardimci olur (Scott A. Oakes, Am J
Pathol.2020).

Timdr hiicreleri hizla ¢ogalan hiicreler oldugundan oksijen ve besinlerden yoksun bir
ortamda protein ve lipitlere asir1 ihtiyag duyarlar (Nagelkerke A, et al, 2014). Bu sebepden
hayatta kalmak i¢cin ER proteinlerinin katlanmasin1 bozan UPR yanitin1 aktive ederek bu
yoldan yardim alirlar (H. Claudio,2012). Kanser tedavisinde spesifikligin elde edilmesine
yardimct olan tiimor ve normal hiicreler (UPR yolu aktif olmayan) arasindaki bu énemli fark,
UPR yolunun hedeflenmesidir. Hiicrelerin esit miktarda ER stresine maruz kalmasi bile timor
hiicrelerinin dliimiine neden olur, bu sonu¢ tiimorojenik olmayan hiicreler i¢in gegerli
degildir, onlarin sagkalimi devam eder. Antikanser tedavisinde bu spesifik 6zellik, UPR'nin
uyarlanabilir mekanizmalarin1 bozarak ER stresini kullanma potansiyelini tasir. Apoptozla
sonuglanabilecek asir1 kontrolsiiz ER stresi yaratmak icin en basit yol ER'deki yanlis
katlanmig proteinlerin miktarin1 arttirarak protein katlama gereksinimlerinin artirilmasina
olanak tanimaktir (Shen X., Zhang K, 2004). ER tarafindan protein katlama kapasitelerinin
arttirilmasi kanser hiicrelerinin uzun vadede hayatta kalmasina yardimer olur. Anlatilanlardan
anlasildigr tizere hiicrenin tiim kaderi, yani apoptoza ugrayip ugramayacagi, hayatta kalip
kalmayacag1r veya cogalip cogalmayacagi, UPR yollarinin siirecine baghdir (Chen X,
Cubillos-Ruiz JR (2021).

Meme, pankreas, akciger, deri, prostat, beyin dahil olmakla insan kanserinin ¢ogu tiiriinde
giiclii ER stres tepkileri belgelenmistir. Ayrica, yerinde ER stresi siklikla ileri evre hastalik ve

kemorezistansla iligkilidir. Kalic1 ER stresini tolere etme yetenegi, kanser hiicresinin hayatta



kalmasmi, anjiyogenezi, metastatik kapasiteyi, ila¢ direncini ve immiinosupresyonu
artirir (Wang ve Kaufman, 2014).

Pankreas hiicreleri, yliksek hormon ve enzim salgilama islevleri yerine getirdiginden gelismis
ERye sahiptir. Timoér hiicreleri, UPR gibi adaptif mekanizmalar1 aktive eden Kkronik
metabolik stres sartlariyla yiizlesir (Moenner ve ark, 2007). Pankreas Kkanseri
patobiyolojisinde ve inflamasyondaki ER stresinin rolii, kemorezistans ve tiimorigenezde
onemli faktor olarak gegmektedir (Yadav, 2014). Anti-kanser terapdtiklerinden bazilari kronik
ER stresini aktive edebilir. Ilaca bagli ER stresi ise, kanser hiicrelerinin sagkalimma
getirebilir ve sonugta tiimoérlerin bazi kemoterapotiklere karsi tepkisiz kalmalarina izin verir
(Avril ve digerleri, 2017). Biitiin bunlar gdz oniine alinarak, UPR dinamiklerinin potansiyel

terapotik hedefler sunabilmeleri belirgindir.

2.2.3 UPR'nin Ana Bilesenleri

ER'de yerlesik ii¢ sensor UPR'yi koordine ederek baglatir: inositol gerektiren enzim la
(IREla; ERN1 tarafindan kodlanir), ¢ift sarmalli RNA aktiveli protein kinaz R (PKR) benzeri
ER kinaz (PERK; EIF2AKS tarafindan kodlanir) ve aktive edici transkripsiyon faktorii 6
(ATF6). TME de bulunan UPR'nin siirekli aktivasyonu kanser hiicrelerinin pro-timorojenik
ozelliklerini arttirmakla beraber, anti-timor bagisikligin1 devre disi birakarak malign

ilerlemeyi ve metastazi kolaylastirir (Camilla Salvagno, Jessica K. Mandula, ve ark., 2022).

UPR'nin (IREla, PERK ve ATF6) alt akis bilesenlerinin hiicresel dengeleri saglikla hastalik
arasindaki hassas dengeyi korur (M. Wang, R.J., Kaufman, 2016).

Is1 soku protein ailesine ait olan immiinoglobulin agir zincir baglayici protein (BiP) veya
glikoz diizenlenmis protein 78 (GRP78) gibi 6zel saperonlarla dolu olan ER liimeni (Schwab
M. 2011) normal kosullar altinda BiP/GRP78 ile kompleks halde inaktif durumda tutulur. ER
liimeni i¢cinde yanlis katlanmis ve agilmamis proteinlerin birikmesinden sonra, BiP/GRP78,
ER reseptorlerinin liimenal alanlarindan salinir (Bertolotti A, ve ark., 2000). BiP/GRP78 ER
stres dondstiirticiileri olan IREla, ATF6 ve PERK'i aktive eder. Transmembran protein kinaz
IRE1la, inaktive XBP1'in intronlarin1 kaldirarak alternatif eklemesiyle XBP1'i aktive eder.
XBP1'ler proteinlerin olgunlasarak katlanmasi ve ER'den disari aktarilmasi, ayni zamanda
hiicrenin hayatta kalmasi i¢in yanlis katlanmis proteinleri degistirmek veya pargalamak iizere
saperon ve ERAD genlerinin promotorii ile baglanarak transkripsiyon faktorii olarak gorev

yapar. Ayrica, IREla organelde yeni protein iiretimini azaltmak i¢cin ER hedefli mRNA'lar



parcalar ve JNK'yi aktive eder. Temel bir 16sin fermuar transkripsiyon faktorii olan ATF6,
RIP (diizenlenmis intramembran proteolizi) tarafindan aktive edilir, ER membranindan
Golgi'ye tasindiktan sonra transkripsiyon faktoriinii (aktif segment) azade etmek igin S1P
(Site-1 proteaz), S2P (Site-2 proteaz) proteazlar1 yoluyla kesilir (Li X., Li Z., 2011). ATF®,
XBP1 ve CHOP'un transkripsiyonunu indiikler (Yokouchi M ve ark., 2008). ATF6 lipit
metabolizmasini diizenler, bu da glikoz yoksunlugunda ApoB-100 protein seviyelerini artirir
(Szegezdi E., Logue S.E. ve ark.,2006). Yanlis katlanmis proteinler asirt yiiklendiginde,
UPR'nin ii¢ transmembran proteini hiicre 6liim sinyallerini tetiklemeye meyillidir. Kanser
hiicresinin sagkalimini temin eden PERK, serin/treonin sitoplazmik alanma sahip |
transmembran ER reseptorii tiiriidiir (Cui W, Ron D, 2011). ER stresi sirasinda stres algilayan
PERK alanlarinin homo-oligomerizasyonu ve otofosforilasyonu baslar (Harding HP, Ron D.,
1999). PERK, hiicre 6liimii sinyalini, CHOP'u ve fosforile edilmis elF2a'y1 inaktive etmek
tizere Nrf2'yi uyarir. PERK, elF2a'y1 fosforile eder, boylelikle protein sentezini inhibe eder ve
ER'deki protein yiikiinii azaltir. PERK, hayatta kalma i¢in antioksidan tepkisinde rol oynayan
genleri yukar1 diizenleyen ATF4'ii aktive edebilir. Inaktif elF2, pro-apoptotik transkripsiyon
faktorleri, hiicre oliimii sinyallerini tetiklemek icin CHOP'u ve Noxa'yr aktive eden
transkripsiyon faktorii ATF4'0 indiikler. ATF4'iin translasyonu kolaylastirilir ve asagi akis
CHOP ve ATF3 ekspresyonu indiiklenir. PERK-elF2a dali, PERK aktivitesini baskilayabilen
p58 IPK'nin yukar regiilasyonu yoluyla negatif geri beslemeye maruz kalir. ATF4, CHOP
(C/EBP homolog protein), biiyiime durmasi ve DNA hasarina neden olabilen protein
GADD34, amino asit metabolizmas1 ve redoks homeostazi gibi hiicre canlilifiyla iligkili
genlerden sorumludur (Wang M., Law M.E, 2018). ER stresi sirasinda, Erol'i (ER
oksidorediiktin 1) indiikler, kalsiyumun ER'den sitoplazmaya salinmasina, GADD34'ii aktive
ederek apoptoza neden olur (Nishitoh H ,2012). GADD34, protein fosfatazin (PP1) «
izoformunu hedefler ve dolayisiyla translasyonu artirmak i¢in elF2a'nin defosforilasyonunu
tesvik eder (Wang M., Law M.E., ve ark., 2018, Brush M.H., Weiser D.C ve ark., 2003).
Yanlis katlanmis ER proteinleri, ubikitin/proteazom yolundaki bozunma yoluyla sitozole
dislokasyon yoluyla ERAD tarafindan atilir. Bu siirece katkida bulunan EDEM (ER
bozunmasini artiran a-mannosidaz benzeri protein), bozunma i¢in yanlis katlanmis mannoz-
kesilmis glikoproteinleri hedefler.

Uzun siireli ve asirt ER stresi, JNK, CHOP ve ATF-3 ve Bcl-2 inhibisyonu ve/veya Bcl-2

ailesinin proapoptotik iiyelerinden Bim'in aktivasyonu yoluyla (CHOP Bim'i uyarir ve
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apoptozu tetiklemek i¢in dogrudan mitokondri zarindaki Bax ve Bak'r aktive eder) apoptozu
tetikleyebilir. Apoptozun yiiriitiilmesi, heniiz dogasi tam olarak belirlenmemis kaspazlari da
icerebilir. IRE-1 kapsamli UPR tarafindan fosforile edildiginde, TRAF 2'yi biriktirir ve
JNK'yi fosforile etmek i¢in apoptoz sinyalini diizenleyen kinaz 1'i (ASK1) aktive eder. Aktive
edilmis JNK, hiicre 6liimii sinyallemesini tetiklemek i¢in Mcl-1 ve Bcl-XL anti-apoptotik
proteinleri inhibe eder. Kesilmis ATF6 CHOP ekspresyonunu indiikleyebilen ve apoptoza yol
acan yollardan biridir. Anlatilanlar sekil 2.10'da detayli olarak verilmistir.
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Sekil 2.10 b) Katlanmamis protein cevabi, hiicre 6liimii (Li X.M., Zhang K.Z., Li Z.H,2011)



2.2.4 Kanser Karsit1 Strateji; CHOP Aracili Apoptozu Hedefleme

Uzamis ER stres kosulu zaman1 PERK aktive olur ve elF2a'y1 fosforile eder (Cullinan S.B.,
Diehl J.A.,2006). Fosforile edilmis elF2a apoptotik efektor CHOP'un ifadesini hedefleyen
ATF4'i aktive eder (Liu Z.-W., Zhu H.-T. Ve ark., 2013). Transkripsiyonel olarak CHOP'u
indiikleyen ATF6 aktive olur (Yokouchi M., Hiramatsu N., ve ark., 2008). CHOP aracili
hiicre 6limii, apoptozu giiclendirebilen g¢esitli genlerin (6rnegin, GADD34 ve EROIa)
indiikklenmesini gerektirir (Oyadomari S., Mori M, 2004). CHOP un hedefi olan GADD34,
protein sentezinin yeniden baglatan elF2a'nin defosforilasyonunu tesvik eden bir protein
fosfataz alt birimini kodlar ve bu da protein yiikiinii artirir (Novoa I., Zeng H, ve ark., 2001).
Bu sebepden, ER stresi apoptotik yollarin asag1 akisini baslatmak i¢cin UPR'yi aktive eder. EK
olarak, CHOP'un Erola ekspresyonunu yiikselttigi ve bu da PDI'nin yeniden oksidasyonunu
katalize ederek ER'de hiper-oksidan kosullara yol agtig1 diisiiniilmektedir (Tabas I., Ron D.
,2011). CHOP'un neden oldugu ERO1a ekspresyonu ER Ca 2* salinim kanalini, inozitol 1,4,5-
trifosfat (IP3) reseptoriinii (IP3R) aktive eder (Li G., Mongillo M, ve ark., 2009). Daha sonra,
ER'den salman sitoplazmik Ca?", kalsiyum/kalmodulin bagimli protein kinaz II'nin
(CaMKII) aktivasyonunu tetikler, apoptoz indiiklenmesiyle sonuglanir (Ozcan L., Tabas I ,
2010). CHOP aracili apoptozis, Bid'i (tBid) parcalayip, mitokondriye tasiyan kaspaz-8
aktivasyonu ile birlikte DR5' yukari diizenleyerek ekstrinsik yolda yer alir (Yamaguchi H.,
Wang H.-G. , 2004, Li H., Zhu H., ve ark.,1998). Ek olarak, CHOP'un anti-apoptotik BCL-2
ve BCL-XL proteinlerinin ekspresyonunu azaltirken, BAX, BAK, BIM (BCL-2 benzeri
protein 11), PUMA (apoptozisin p53 yukar diizenlenmis modiilatorii) ve NOXA (PMAIPI1)
gibi pro-apoptotik proteinlerin ekspresyonunu artirdigi gosterilmistir (Puthalakath H.,
O’Reilly L.A. ve ark.,2007, Reimertz C., Kogel D, ve ark., 2003). Ayn1 zamanda, GADD45B
proteinleri strese yanit olarak p38-c Jun N terminal kinaz (JNK), MAP kinaz yollarin1 uyarir,
hiicreleri apoptoza, hayatta kalmaya kars1 duyarli hale getirerek giiclii ve segici bir inhibitorii
kodlar. SERPINE1 hiicrelerde kaspaz 3'i inhibe ederek kemoterapi tarafindan indiiklenen
tiimdr hiicresi apoptozuna direnebilir. Bu ¢alismalar, CHOP, GADD45B ve SERPINE1 gen
ekspresyonlarinin yukari diizenlenmesinin kanser karsit1 tedavi i¢in dnemli bir hedef olacagini

ima etmektedir. ER stresinin apoptotik yollar1 sekil 2.11 de verilmistir.
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Sekil 2.11 ER stresinin apoptotik yollar1 (Puthalakath H., O’Reilly L.A.,2007, Reimertz C.,
Kogel D, 2003).

2.2.5 ER Stresine Kars1 Tepki

ER 4 yanit igeren tepkisel sinyal yoluyla ER stresinin {istesinden gelmek igin ¢alisir (Ron ve
Kaufman, 2002). Bunlar: 1) Yeni protein sentezinin yiikiinii azaltan, uPa'nin haddinden ¢ok
toplanmasini 6nleyen translasyonel zayiflamadir (Harding HP, Calfon M, ve ark., 2002). 2)
ER saperon proteinlerini kodlayan genlerin, yani BiP/GRP78 ve GRP94 protein disiilfiir
izomeraz (PDI) ve peptidil-prolil izomeraz enzimlerinin, ER'nin yapisal bilesenlerinin,
sarkoplazmik ER Ca2*-ATPase 2'nin (SERCA2) yukar1 diizenlenmesiyle ER ‘de protein
katlama kapasitesinin artirllmasidir  (Kozutsumi MY, 1988, Yoshida H,ve ark,
1998,Caspersen C,ve ark. 2000). Sonraki fazda, ERAD bilesenleri, ubikitin-proteazom
sistemi tarafindan ER bozunmasini artiran « -mannosidaz benzeri protein (EDEM) dahil
olmakla, ER'deki yanlis katlanmis proteinleri ortadan kaldirmak icin transkripsiyonel
indiiklenir (Kopito RR, 1997, Travers KJ, ve ark., 2000, Yoshida H, Matsui T,ve ark., 2003).
3) Antiapoptotik ve bagisiklik yanitlarin aracisi olan transkripsiyon faktdrii NF-kB'nin
aktivasyonunu igerir (Pahl HL,ve ark.1996). ER'deki zar proteinlerinin birikmesiyle
tetiklendiginden ER asir1 yiikklenme yaniti (EOR) olarak adlandirilir. 4) Kontrolsiiz ER stresi
zamani meydana gelen ve hasarli hiicreleri secerek ortadan kaldiran, boylelikle organizmayi
koruyan apoptozdur (Ferri ve Kroemer, 2001; Oyadomari S, Araki E., 2002). Apoptozda en
az Ug¢ apoptoz yolaginin rol oynadigi bilinmektedir. a) CHOP geninin transkripsiyonel



aktivasyonu, b) inositol gerektiren 1 (Irel)-TNF reseptoriiyle iliskili faktor 2 (TRAF2)-
apoptozis sinyalini diizenleyen kinaz 1 (ASKI1)' kompleksinin olusumuyla aracilik edilen
cJUN NH2-terminal kinaz (JNK) yolagmin aktivasyonu, c¢) ER ile iligskili kaspaz-12'nin
aktivasyonu (Urano F, Wang X,ve ark., 2000, Nishitoh H, ve ark.,2002).

2.2.6 UPR ve Apoptoz Tliskisi

ER stresi zamam hiicreler adaptasyon mekanizmalarina etki ederek yasar veya apoptoza
bagvurarak intihar eder. Sitokrom ¢ salimmmi ve kaspaz aktivasyonuyla sonuglanan
proapoptotik proteinlerin membrana eklenmesi mitokondriyal membran gegirgenliginin
degismesine sebeb olur (Gorman ve bagkalari, 2012).

ER stresi sonucu gelisen apoptozun ileri gelen vasitast CHOP tur. CHOP "un indiiksiyonu, ER
stresiyle iligkili apoptozu baslatir, islevinin baskilanmasi hiicreleri apoptozdan korudugu
bilinmektedir (Jing ve dig., 2012). Bu gen, kanserin ayirt edici 6zellikleriyle (hiicre gog¢ii,
proliferasyon ve sagkalim) ilgili ¢ok sayida geni diizenlediginden (Jauhiainen ve digerleri,
2012) apoptoza nasil aracilik ettigi tartisma konusudur. Meme Kkanserinden tiiretilen
hiicrelerden elde olunan in vivo verilere goére (Weston ve Puthalakath, 2010) anti-apoptotik
BCL-2'nin down regiilasyonu ve proapoptotik BIM, PUMA ve BAX'in uyarilmasinin CHOP
aracilt apoptozu destekledigi bilinmektedir (Gorman ve digerleri, 2012) CHOP aktivitesinin
artmast p38 tarafindan fosforilasyona tepkinin sonucudur. Uzun siire devam eden ER
stresinde p38 (ASK1’in substrati) IRE1-TRAF2 kompleksine alindiktan sonra IRE1 aracili
ASK1 aktivasyonu ile PERK yollar1 birleserek CHOP aktivitesini gii¢lendirir (Walter ile Ron,
2011).

Bazi ¢alismalar, ER stresiyle indiiklenen apoptoz araciliginda JNK'nin miihim bir rola sahip
oldugunu gosterir (Verma; Datta, 2012). IRE1 tarafindan JNK 'nin alimi, hem IRE1, hem de
TRAF?2 ile etkilesime giren JIK tarafindan diizenlenir. IRE1-TRAF2 kompleksi daha sonra
ASK1' alir ve ASK1 aktivasyonuna neden olur ve hiicre dliimiine yol acan JNK yolunu
diizenler.

ER stresini diizenleyen yollardan biri de, BCL-2 ailesinin ilgili genlerinin UPR bilesenleriyle
fiziksel etkilesimleridir. Ornek olarak, ER stresinde IRE1 aktivasyonuna neden olan IRE1
sitozolik alaniyla direk temas eden Bax ve Bak genlerini gdstere biliriz (Hetz ve digerleri,
2006). ER transmembran proteini BAX inhibit6riil'den (BI-1) endoriboniikleaz aktivitesini
inhibe etmek igin dogrudan IRE1 le etkilesime girer. (Lisbona, 2009).



2.2.7 UPR ve Metastaz Iliskisi

Metastazdaki rolii tam aydinlatilmayan UPR'nin primer timér ilerlemesindeki islevi iyi
bilinmektedir. Kanser hiicreleri, uzak doku ve organ iriinlerini yeniden programlamakla
metastatik hiicrelerin kolonizasyonunu ve sagkalimini basitlestirmek i¢in pre-metastatik nis
(PMN) adlanan olusumu yaratir (Cox ve Hoshino, 2015). Hipoksi zamani, negatif meme
tiimorlerinde Ostrojen reseptorii olan lisil oksidazin (LOX) yukari regiilasyonu kemikte PMN
olusumunu tesvik eder (Cox ve digerleri, 2015). XBP1, LOX promotoriine baglanarak LOX
ekspresyonunu diizenler ve bu faktoriin destegiyle PMN'ye katkida bulunma olasilig1 artar
(Yang ve arkadaslari, 2017).

Kanser hiicreleri, metastaz zamani hiicre dis1 matris (ECM) ve komsu hiicrelerle iletisimi
yitirdikten sonra anoikis'e (apoptozun diger sekline) maruz kalir. Caligsmalar, timor invazyonu
ve metastaz i¢in gerekli olan PERK-elF2a ekseninin anoikisi inhibe ettigini gostermektedir
(Chen, Cubillos-Ruiz, 2021). EMT ye maruz kalan hiicrelerde segici olarak aktive edilen
PERK (Feng ve arkadaslari, 2014) ATF4, NRF2 vyoluyla antioksidan tepkileri
desteklediginden oksidatif stresi azaltarak metastatik hiicrelere katkida bulunur (Cullinan,
2003).

2.2.8 UPR ve Anjiyogenez Tliskisi

ER stresi ve UPR'i tetikleyen yanlis katlanmis proteinlerle iligkili olan yetersiz vaskiiler
beslenme hipoksi, besin yoksunlugu, sonucta az ATP iiretimine neden olmaktadir. UPR
anjiyogenezi hem down-regiile hem de up-regiile edebilir. XBP1ls ve ATF4 VEGF
promotoriine baglanarak onu aktive edebilir (Ghosh, 2010). ATF4'in, bir sira insan aort
endotel hiicre dizilerinde IL-8'i (interlokin-8) transkripsiyonel olarak modiile ettigi
bilinmektedir. 1L-8, endotelyal hiicre apoptozunu azaltan MMP-2 ve MMP-9 ekspresyonunu
tesvik ederek endotelyal hiicre proliferasyonunu ve damar gelisimini indiikler (Li, 2003;
Oskolkova, 2008). Akt/GSK/B-katenin eksen yolu araciligiyla XBP-1'ler VEGF promotdriine
baglanarak endotelyal proliferasyonu siirdiirebilir (Zeng ve digerleri, 2013).

UPR ve anjiyogenez ve de anti-anjiyogenez ile iligkili diger bir mekanizma TRAF2-JNK'nin
IRE-1a tarafindan aktivasyonu: Spesifik Bcl-2 ailesi proteinlerinin (6rnegin, Bim) fosforile
edilerek Sitokrom C aracili apoptotik yolaklara etki etmesidir (Win, 2014). PERK-ATF4 iin
aktivasyonu, apoptotik proteinlerin sentezini artiran CHOP ekspresyonunu tetikler, CHOP
anjiyogenezi indiikleyen eNOS promotor faktoriinii (endotelyal nitrik oksit sentaz) inhibe eder
(Hsu ve digerleri, 2019).



2.3 Pankreas Kanseri ve ER stresi Iliskisi

2.3.1 Pankreas Kanserinde Endoplazmik Retikulum Stresi ve UPR Tliskisi

Hipoksi, besin yoksunlugu gibi durumlar nedeniyle ER stresi sergileyen PDAC tiimoérlerinin
aktif UPR profiline sahip oldugu bilinmektedir (Kong ve digerleri, 2015). Bu adaptif UPR
yanit1 timor olusumunu ve ilerlemeyi saglar. Pankreas kanserinde, ER stresi kosullar1 altinda
UPR bileseni GRP78 (BiP)'in yaygin ekspresyonu gozlemlenir ve UPR'nin aktivasyonu
tizerine ekspresi daha da artirarak kotii hastalik prognozu, ayn1 zamanda, yumurtalik kanseri,
prostat kanseri ve B hiicreli lenfoma gibi ¢esitli kanser tiirlerinin gelismesi ile iliskilidir
(Robinson ve digerleri, 2021). PDAC hastalarinin kotii prognozla korelasyonu bildirilen
GRP78'in PDAC dokusunda artan ekspresyonu goriilmiistiir (Niu ve digerleri, 2015). Normal
pankreatik duktal hiicrelerine nazaran GRP78'in yliksek ekspresyonu PDAC 1 6zelligi
sayilir, ancak GRP78 seviyelerinin PDAC ilerlemesine nasil katki sagladigi halen
arastirilmaktadir.

PDAC hiicrelerinin ¢ogalma kapasitesinin korunmasinda baska kanser tiirlerinde (3'1i negatif
meme kanseri, kolon ve prostat kanseri) oldugu gibi, IRE1'le iliskili sinyallesmenin rolii
vardir (Li, 2017). IRE1 ve ATF6 kollarinin etkisiyle anterior gradyan protein 2 homologunun
(AGR2) indiiksiyonu yoluyla UPR proliferasyonun artmasina katki saglar (Chevet, 2013).
PERK aktivasyonu, artan tiimorigenezle iliskilendirilmistir. PERK inhibit6riiniin kullanildig:
caligma incelendiginde, PERK inhibisyonunun PDAC hiicresinde apoptozu artirmasi,
PDAC in ksenograftlarinda kullanildigi zaman ise tiimoriin yikiinii azaltmasi bildirilmigtir
(Atkins, 2013).

PDAC 1In metastaz hedefi sayillan karacigerle PERK aktivitesinin iliskilendirildigi bir
caligmada, karacigerdeki PDAC hiicrelerinin, IRE1 aktivasyonuna gerek duymadan UPR'nin
PERK kolunun segici aktivasyonu gosterdigi malum oldu (Pommier ve digerleri, 2018).
Kanser hiicrelerinin uykuda olmasi halinde, T hiicresinin azalmasiyla XBP1s'in ekspresyonu
kombine sekilde kanser hiicrelerinin uyarilmasini, yeniden bdliinmesini, metastaz
yapabilmesini saglar. Bu ¢alismalarla UPR'nin IRE1 ve PERK kollarinin PDAC hiicrelerinde
aktif oldugu, aktivasyonlarmin PDAC ilerlemesini tesvik etmesi vurgulanmaktadir (Hess,
2011)



2.3.2 Pankreas Kanserinde flac¢ Direnci ve UPR filiskisi

PDAC tedavisinde en o6nemli problemler tedavinin sinirli olmasi ve kemoterapiye karsi
kazanilmis direnctir. Giinlimiizde genel olarak bildirilen gemsitabin direnci ve kemo direncin
ohtesinden gelebilecek kombine tedavilere yonelik arastirmalarda artis gozlemlenmistir. Etkili
kemoterapétik ajan olarak bilinen GEM'in daha agresif bir yapidaki tiimér tipinin yayilimini
destekleyebilecegi calismalarda incelenmistir (Robinson, 2021). PDAC’ta GEM EMTyi
uyarir, tedavi takibinde inflamatuar sitokin sinyallesmesini, hiicrelerin hayatta kalmasimni ve
pro-tiimorojenik makrofajlarin ¢evre dokulara ilerlemesini destekler (Robinson, 2021).
Belirlenmis mekanizma UPR'nin hayatta kalma sinyalini kullanarak kanser hiicrelerinde
kemoterapinin neden oldugu apoptozdan kagar. PANC-1 hiicre soyundan ayrilan CSC benzeri
popiilasyona GEM maruziyeti sonras1t UPR tepkilerinin sergilendigi, fosfo-PERK ve ATF6N
ekspresyonun arttig1 izlenilmistir (Wang ve digerleri, 2017). Diger bir ¢alismada gemsitabin
ile PDAC hiicrelerinde kokliiliikte azalma ve ER stresi ile baglantili apoptozu yaradan yag
asidi sentezi inhibitdrleri arasindaki sinerjistik etkilerin tanimlanmasi incelenmistir (Tadros ve

digerleri, 2017).

2.4 GADD45 (Miyeloid Farkhlasma Birincil Tepkisi 118 - MYD118)

GADDA45 ailesi, kanser hiicrelerinde hiicre sag kaliminin temel aracilarindandir (Inowa T.,
Hishikawa K., ve ark,2010). GADDA45B, ER stresli biiylimenin durmasi kosullart ve DNA'ya
zarar veren ajanlarla tedavi sonrasinda transkript diizeyleri artan GADDA45 gen ailesinin bir
tiyesidir. Hem p38, hem de JNK MAPK'lerinin yukar1 akis aktivatorii olan MTK1/MEKK4
kinaza baglanan ve onu aktive eden proteinler araciligiyla p38/JNK yolunun aktivasyonunu
saglayarak cevresel streslere yanit verir. Bu genlerin veya protein {riinlerinin iglevi, biiylime
ve apoptozu farkli mekanizmalarla diizenler, hiicre biiylimesini engellemede igbirlik¢i olarak

islev gorebilirler (RefSeq tarafindan Temmuz 2008 de saglamasi yapilmustir).
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Sekil 2.12 GADD45B geninin  19. kromozom iizerindeki yeri gosterilmistir.

(https://www.genecards.org/ web sitesinden alint1)

GADDA45 (Growth Arrest And DNA-Damage-Inducible, Beta 45) gen ailesinin bir {iyesi olan
GADDA45B insan kromozomu 19p13.3'te yer alan kiigiik (18kDa), evrimsel olarak korunmus,
yiiksek homolojiye (55%-57%) ve yliksek asitlige sahip (pH 4.0-4.2) ve oncelikli olarak
¢ekirdege yerlesmis proteinleri kodlamaktadir (Liebermann DA, Hoffman B, Tront JS, ve
ark., 2013). GADDA45B ile iliskili hastaliklar arasinda akciger kanseri, endometrium kanseri
ve ilgili yollar1 arasinda DNA hasar1 tepkisinin miRNA diizenlenmesi vardir.

Dort zincirli beta yapraklik bir c¢ekirdege, bes alfa heliksine ve iki asidik halkaya sahip
yapilandirilmig protein olan ( Papa ve ark., 2007) GADD45B uzun zamandir stresle iligkili bir
gen olarak kabul edilmesine ragmen (Salvador ve ark., 2013, Liu ve ark., 2015) c¢alismalar
GADDA45B'nin p38 mitogenle aktive olan protein kinaz (MAPK) yolunun aktivasyonu (Xue
vd., 2020), DNA demetilasyonunun modiilasyonu (Xiao vd., 2020) ve transkripsiyonun
diizenlenmesi ( Zipperly vd., 2021) dahil olmak {izere karmasik islevleri oldugunu
gostermistir. Kanitlar aktif onkogenin molekiiler yapist ve hiicre tipi ile iliskili olarak ¢esitli

sinyal yollarinin uyarilmasi vasitasiyla GADD45B'nin, tiimor gelisimini destekleyebilecegini
veya baskilama islevi yapabilecegini gostermektedir (Liebermann DA ve ark., 2011). Timor

ilerlemesindeki rolii tartismali olan GADD45B, yumurtalik kanserinde onkogen (Gong vd.,
2021), ancak karaciger kanseri, kiicliik hiicreli olmayan akciger kanseri ve pankreas

kanserinde tiimor baskilayict gendir ( Hori vd., 2018 ; Huang vd., 2018 ; Do vd., 2019 ).


http://www.malacards.org/card/lung_cancer
https://pathcards.genecards.org/card/mirna_regulation_of_dna_damage_response
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8417000/#B22
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8417000/#B24
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8417000/#B18
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8417000/#B38
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8417000/#B38
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8417000/#B35
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8417000/#B39
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8417000/#B9
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8417000/#B9
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8417000/#B12
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8417000/#B14
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8417000/#B6

CELL LINES!
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Sekil 2.13 GADD45B RNA ekspresyon grafigi (https://www.proteinatlas.org/ web sitesinden

alinmustir.)

Dontistiiriici biiytime faktorii (TGF)-p tarafindan indiiklenen (Cretu A,Sha X, et al, 2009)
apoptozisin bir efektorii olan GADDA45B terminal farklilagma ve apoptotik sitokinler
tarafindan hizla indiiklenir ve timoér olusumunu dizenler. TGF-B, SMAD'ye bagh bir
sekilde GADDA45B ekspresyonunu indiikler, p38'i aktive eder ve apoptotik hiicre Olimiinii
tetikler (Yoo J, Ghiassi M, Jirmanova L, 2003).

GADDA45B, farkli sinyal yolaklari araciligiyla kanser gelisimini desteklemek veya baskilamak
icin iglev gorebilir (Liebermann DA ve ark., 2011) Transkripsiyonel hedef olarak tanimlanan
GADDA45p, tiimor olusumunu, kanser hiicresi sag kalimini, apoptozu, invazyonu ve metastazi
etkiledigi bilinen NF-kB ile iligkilidir. GADDA45B proteinleri strese yanit olarak p38-c Jun N
terminal kinaz (JNK), MAP kinaz yollarmi uyarir, boylece, hiicreleri apoptoza, hayatta
kalmaya veya bilyiime durmasina kars1 duyarl: hale getirerek (Takekawa M, Saito H. 1998)
giiclii ve segici bir inhibitorii kodlar. (Papa S, Monti SM, Vitale RM, ve ark., 2007).
GADD45B, MTK®'in N-terminal alanina (MEKK4) (Takekawa M, Saito H. 1998) ve
MKK7'ye baglanir ve proapoptotik MKK7/JNK sinyallemesini bloke ederek kanser
hiicresinin sag kalimmi destekler (De Smaele E. ve ark., 2001, Tornatore L. ve ark., 2014,
Papa S. ve ark., 2004).

Arastirmalarda EMT ile yakin iliskileri 1yi bilinen p38 ve MAPK yolagi diizenlemesi,
GADD45B'nin  EMT'yi kolaylastirdigi mekanizmalardan biridir (Kuo CL, Xu J. ve ark.,
2020).

Hiicre dongiisii durmasi, DNA onarimi, hiicre sagkalimi, senesans ve apoptozisle
sonuglanabilen onkojenik stres de dahil ¢esitli fizyolojik ve ¢evresel strese yanit olarak stres

sinyallemesinde rol oynar (Liebermann DA, Tront JS, ve ark., 2011).



2.5 SERPINE1

1983 yilinda bir grup bilim insani ilk defa kiiltiirlii sigir aort endotel hiicreleri tarafindan
iretilen PAI-1'i kesfederek ona fibrinolitik inhibitér adimi verdiler (Loskutoff D.J., Van
Mourik J.A., ve ark., 1983). SERPINE1 ((Plazminojen Aktivatdr Inhibitorii-1-PAI-1) geni,
plazminojen aktivator sisteminin (PA) ana diizenleyicisi, in vivo fibrinolizi baskilayabilen
serin proteaz inhibitorii (SERPIN) siiper ailesinin bir klad E tiyesini kodlar (Alotaibi FT, ve
ark., 2019).

SERPINEL, iirokinaz tipi plazminojeni (uPA) ve doku tipi plazminojen aktivatoriini (tPA)
inhibe eder, bu da plazminojenin aktif proteaz plazminine doniistimiinii azaltir (Andreasen
PA, Egelund R, ve ark., 2000). SERPINE1 geni 7922.1 kromozomda bulunan ve yaklasik 50
kDa'lik tek zincirli glikoproteini kodlar (Wang S, Cao Q ve ark, 2013), 379 amino asitten
olusur ve oOncelikli olarak wvaskiiler endotel hiicreleri, yag hiicreleri, megakaryositler ve
trombositler, fibroblastlar, hepatositler, diiz kas hiicreleri tarafindan sentezlenir ve salgilanir

(Chen T. Y., Zhou ve ark., 2022).
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Sekil 2.14 SERPINE1l geninin 7. kromozom iizerinde yeri gOsterilmistir.

(https://www.genecards.org/ web sitesinden alint1)

Bu protein ayrica dogustan gelen antiviral bagisikligin bir bileseni olarak islev goriir. Bu
gendeki mutasyonlar sonucunda, PAI-1 eksikligi olusur. Diger yandan ise, gen {irliniiniin
yiiksek konsantrasyonlar1 trombofili ile iligkili bulunmustur (RefSeq tarafindan saglama,
Agustos 2020).

SERPINEL’in pankreas kanserinin morbiditesi ile yakindan iligkili oldugunu gdsteren bir
calismada, IL-8'in salgilanmasimi ve ifadesini diizenledigi ve kanserin ilerlemesini
hizlandirdigi bildirilmistir (Humphries BA,. Wang HC, ve ark.,, 2019). SERPINEL'in
ekspresyonu epigenetik olarak (Gao S, Nielsen BS ve ark., 2010), ayrica da SP1, AP1, SMAD
proteinleri, TGF-p1 ve p53 gibi birkag¢ transkripsiyon faktorii tarafindan diizenlenebilir
(Kortlever RM, Higgins PJ ve ark., 2006, Ulisse S. 2009).



PAI-1'in ekspresyonu transkripsiyonel diizeyde hipoksi, TGF-p, TNF-a, hormonlar, sitokinler,
proteazlar, biiylime faktorleri tarafindan uyarilir (Gils A., Declerck P.J. ve ark., 2004).

SERPINE1, kardiyovaskiiler hastaliklar, inflamasyon, kanser, metabolik bozukluklar,
yaslanma, doku fibrozu vb. dahil olmak iizere gesitli hastaliklar ve in vivo aktivitelerle
iligkilidir (Machteld Sillen, Paul J. Decler ck, 2021). SERPINE1 ile iliskili hastaliklar
arasinda Plazminojen Aktivatdr Inhibitér-1 Eksikligi ve Konjenital Plazminojen Aktivator
Inhibitdr Tip 1 Eksikligi bulunur. Yiiksek trombosit sitozolik Ca2+'ye yamit ve gen ifadesi
(transkripsiyon) ilgili yollar1 arasindadir. Gen Ontolojisi (GO) agiklamalarinda SERPINE1

iliskili olarak sinyal reseptorii Ve proteaz baglanmasi igerir.

CELL UNES!
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Sekil 2.15 SERPINEL1 RNA ekspresyon grafigi (https://www.proteinatlas.org/ web sitesinden

alintr)

2.5.1 Hiicre Gécii, Invazyonu ve Metastazda SERPINE1’in Rolii

PA sisteminin hiicre adezyonu ve gocii ilizerindeki etkisi kanser ilerlemesinde 6nemli rol
oynar. Aktif plazmin, ¢esitli metalloproteinazlarin aktivasyonu yoluyla dogrudan veya dolayl
olarak ECMyi parcalar (Blasi F, Carmeliet P. ve ark., 2002). SERPINEI bozulmus ECM
timor hiicrelerinin diger doku ve yapilara gogiinii kolaylastirir ve tiimor hiicrelerinin ECM'ye
yapisma/dlme dengesini diizenler (Simone TM, Longmate WM, Simone TM, ve ark., 2015).
Normal ve doniistiiriilmiis insan keratinositlerinde, SERPINE1, EGFR ve TGF-f'ye yanit
olarak up regiile edilir ve hiicre gogii ve invazyonunda artisla iliskilidir (Wilkins-Port CE,
Samarakoon R,ve ark., 2009). SERPINE1 ayrica tiimor anjiyogenezini tesvik ederek timor
agresifligine katkida bulunabilir (Bajou K, Peng H ve ark., 2008).



Yara iyilesme siireci sirasinda, TGF-f, hiicre gociinii ve yeniden epitelizasyonu uyaran oncii
keratinositlerde SERPINEI1 ekspresyonunu indiikler (Simone TM, Longmate WM ve ark.,
2015).

SERPINEL'in pro-anjiyogenez, hiicre gogli, biliylime, antiapoptotik aktifligini gostererek,
timoOr biiylimesi, kanser hiicresinin sagkalimi ve metastaz1 uyarmak i¢in hedeflenen
Plazminojen sisteminin u-PA aracili yolagi vardir. Bu yolak proMMP'lerin plazmin tarafindan
aktivasyonu, endotel, diiz kas ve inflamatuar hiicrelerin uzak bolgelere go¢ etmesi ig¢in 6n
kosul sayilan hiicre disi matris (ECM) bilesenlerinin bozunmasina yol acar. Bu nedenle,
plazminojen sisteminin ateroskleroz, anevrizma olusumu, tiimor biiylimesi, metastaz ve
enfeksiyonda rol oynadigi one siiriilmistiir (Duffy ve ark., 2008, Medcalf, 2007). SERPINEL,
meme (Feng ve ark. 2020), pankreas (Yu ve ark.), mesane, kolon (Khoshdel ve ark. 2016),
kiigiik hiicreli olmayan akciger (Wang ve ark. 2021) ve diisiik dereceli gliomalar (Huang ve
ark. 2021) dahil olmak tizere ¢esitli kanserler i¢in kullanilabilecek biyolojik ve prognostik
belirteg olarak ileri siiriilmiistiir. SERPINELin tiimor hiicresinin ¢ogalmasi ve hiicre gogii
arasinda anahtar islevi gorebilecegine dair ¢alismalar yapilmistir (Law BK, Higgins SP, 2014,
Czekay RP, 2011). Giese ve arkadaslari tarafindan formiile edilen "go¢ ve hareket (yayilma)
dikotomisi" olarak bilinen olguda, tiimor hiicresindeki morfolojik degisikliklerin, 6rnegin
sitoskeletal yeniden organizasyonun, hiicre hareketliligi ve gociindeki artisla iliskili oldugu ve
hiicre ¢ogalmasiyla uyumsuz bulundugu fikri desteklenir (Fedotov S, lomin A.,2007). Hiicre
cogalmas1 ve gocii karsilikli sekilde birbirini dislayan fenotipler ortaya cikarir. Go¢gmen
fenotipde hiicreler rastgele hareket eder, hiicre boliinmesi olmaz. Cogalan fenotipde ise,
kanser hiicreleri yayilim gostermez ve yalnizca ¢ogalma gerceklesir. Tiimor hiicreleri belirli
bir dokuya ulastiginda, dokuda kolonize olmak ve metastaz yapmak igin hiicre ¢ogalmasini
aktive edebilirler. Hiicrelerin hedef dokuya ulagmasi sirasinda 6limden koruyan apoptotik
sinyallemedeki azalma hiicre gogiine eslik eder. Boylelikle invaziv ve gd¢men fenotipi
destekledigi bilinen SERPINE1'in, tiimor hiicresi ¢ogalmasini azalttigi, hiicre gogiinii
arttirdigr ve apoptozu inhibe ettigi gozlemlenmistir (Pavon MA, Arroyo-Solera | ve ark.,
2015). SERPINEI, u-PA inhibisyonu ve vitronektin ile etkilesim yoluyla kan pihtis1 olusumu
(pthtilagma sistemi) ve bunlarin ¢dziilmesi/bozunmast (fibrinolitik siire¢) arasindaki dengeyi
siki sekilde diizenleyerek hiicre gogli ve tiimor gelisiminde 6nemli rol oynar. Sekil 2.16'da

gosterilmistir.
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1- ECM proteolizinin
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Sekil 2.16 PAI-1"in anjiyogenezde islevi (Asmaa Anwar Ismail, ve ark., 2021). (1- PAI-1, uPA
ve tPA'nin plazmini aktive etmesini engeller, boylece ECM'yi plazmin aracili proteolizden korur. EC'ye go¢
etmesi ve ¢ogalmasi i¢in dayanikh iskele saglar. 2- Fas ligandin ¢6ziiniir fas olarak salinmasimin karsisini alan

PAI-1"in plazmin aktivasyonunu engeller. 3- PAI-1, vitronektinle etkilesime girerek EC gogiinii destekler).

1- Hiicre gogii 2 -Periseliillar proteoliz

A p— Plazminojen
v g * — "w-o""- - Plazmin o
AL 'lerin
s .oo \u PA //'/ \o aktiflesmesi
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ECM bo asi
3-Sinyal yollarimin aktivasyomu l
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I3/ Akt JAKI/BTAT MAF K LRSS

Sekil 2.16.1 uPA'nin etkisi (Asmaa Anwar Ismail, ve ark., 2021, tiirkgelestirilmistir). uPa,
hiicre-matriks proteinleriyle (vitonektin ve integrinler) etkilesime girerek, plazmin aracili periselliiler proteolizi
baglatarak ve sinyal yollarii aktiflestirerek anjiyogenezi baslatir. 1- Plazminojen aktivator inhibitorii (PAI-1) ve
iirokinaz tipi plazminojen aktivatdr reseptoriiniin (uPAR) vitronektine baglanma yeri somatomedin B (SMB)
domaininde, integrinlerin ise RGD domainindedir. PAI-1 uPA'ya baglandik¢a, uPAR ve integrinlerin
vitronektine baglanmasi engellenir ve hiicre boylelikle genel matrikslerden serbest birakilir, uPAR ve integrinler
temizleme reseptorii lipoprotein reseptor iligkili protein (LRP) araciligiyla hiicrenin 6n kenarina geri
donistiiriiliir. 2- uPa ile aktive edilen plazmin, MMP'leri aktive ettikten sonar periselliiler proteolizi ve izole
edilmis proanjiyojenik sitokinlerin ve biiyiime faktorlerin salinimini baglatir. 3- Plazmin, tiimor proliferasyonu

ve gociinde rol alan ¢esitli yolaklarin aktivasyonunu baglatir.

2.6 CHOP
2.6.1 Yapisi ve Ozellikleri
Biiytime durmast DNA hasar1 indiiklenebilir transkript 3 (DDIT3), C/EBP ( bilinen CHOP,

insanda 12913.3 kromozomunda bulunan, 170 aminoasit kalintisina sahip, 30 kDa'luk



proteindir. CHOP proteini, bir N-terminal transkripsiyonel aktivasyon alani ve bir bazik
amino asit agisindan zengin DNA baglama bdolgesini izleyen bir 16sin fermuar dimerizasyon
motifinden olusan bir C-terminal bazik 16sin fermuar (bZIP (CHOP kaynakli apoptozis i¢in
onemli olan (Maytin EV,ve ark., 2001)) islevsel alanindan olusur (Ron D. ve ark., 1992,
Ubeda M, ve ark., 1996). P38 MAP kinaz ailesi substratlar1 olarak gorev yapan 79 ve 82
bitisik serin kalintilarin1 barindirir. (Wang XZ and Ron D, 1996).
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Sekil 2.17 CHOP geninin 7. kromozom  {izerinde yeri  gOsterilmistir.

(https://www.genecards.org/ web sitesinden alint1)

CHOP proteini ilk olarak C/EBP'nin diger iiyeleriyle (6rnegin, LAP nin (karaciger aktivator
protein) heterodimer olusturur. C/EBP {iyelerin homodimerlerinin ve heterodimerlerinin
olusumuna olanak taniyan bZIP alanindaki yiiksek korunumdur (%90'dan fazla). Diger
C/EBP'lerle birlikte heterodimer olusturan homodimerlesmeyi giiglii sekilde tercih eden
CHOP (Barone MV, ve ark.,1994) prolin ve glisin amino asitlerine sahiptir. CHOP, AP-1'in
transkripsiyonel aktivasyonunu artirmak i¢in AP-1 kompleksine baglanir. (Vallejo M, Ubeda
M, 1999). Bu nedenle, CHOP hem C/EBP'nin islevinin inhibe edicisi, ayn1 zamanda farkli

genlerin aktivatoriidiir.

Adipogenez ve eritropoezde rol alan bu protein, endoplazmik retikulum stresi tarafindan
aktive edilir ve hiicre dongiisii durmasini ve apoptozu tesvik eder. (RefSeq tarafindan
saglanmistir, Agustos 2010) ilgili yollar1 arasinda gen ifadesi ve UPR bulunur. ATF4 ile
birlikte, hiicresel amino asit metabolik siireclerinde, mRNA translasyonunda ve ER stresine
yanit olarak katlanmamig protein tepkisinde (UPR) yer alan genlerin ekspresyonunu
destekleyerek ER aracili hiicre 6limiinii diizenler. TCF7L2/TCF4'e baglanarak kanonik Wnt
sinyal yolagini inhibe eder, DNA baglama 6zelliklerini bozar ve transkripsiyonel aktivitesini
baskilar. Kaspaz-1 (CASP1) aktivasyonunu indiikleyen kaspaz-11 (CASP4/CASP11)
indiiksiyonu yoluyla inflamatuar yanitta diizenleyici rol oynar, bu kaspazlar da inflamatuar

yanitta yer alan olgun IL1B'ye pro-IL1B aktivasyonunu artirir.
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Sekil 2.18 insanda CHOP'un etki alanmin yapisi (S Oyadomari & M Mori, 2004). CHOP, N-
terminal transaktivasyon alanindan ve DNA baglayici bazik bir bolge ve bir 16sin fermuar dimerizasyon bolgesi
iceren bir C-terminal bZIP alanindan olusur. Bazik bolge, konsensiis C/EBP baglanma bdlgesine baglanmak i¢in
gerekli olan korunmus glisin (109) ve prolin (112) kalintilarini igerir. Transaktivasyon etki alanindaki iki serin
kalintis1 (79 ve 82) p38 MAP kinaz tarafindan fosforile edilir ve bu fosforilasyon, gelismis transkripsiyonel

aktivasyon i¢in gereklidir.

2.6.2 CHOP'un ifade Profili

C/EBP homoloji proteini CHOP normal hiicre biiyiimesi sirasinda yaygin olarak diisiik
seviyelerde, ER stresine yanit olarak yiiksek seviyelerde ifade edilir.

CHORP, stressiz kosullar altinda sitozolde, CHOP'un indiiklenip ¢ekirdekte birikimiyse stress
zamani olur. (Ron D ve Habener JF, 1992). CHOP geni ilk defa genotoksik stres tarafindan
indiiklenen genler i¢in yapilan arastirmada memeli hiicrelerinde UV 1ginlamasi ve alkile edici
ajanlara (metil metansiilfonat (MMS)) yanit olarak bulundu. Burada birkag DNA hasari
indiiklenebilir transkriptten biri A153 olarak klonlandi ve GADDI153 olarak tanimland:
(Fornace Jr AJ, ve ark., 1988). Diger giiclii indiikleyicileri protein glikozilasyonunun oniinii
kesen tunikamisin, kalsiyum depolarmi tiiketerek stress kosullarini artiran thapsigargin ve
disiilfiir bag1 olusumunu bozan ditiyotreitoldur, o da ER islevlerini 6nemli derecede bozar.
MMS ER proteinlerinin sistein kalintilarini alkilleyerek ER protein katlanmasim etkiler ve
DNA"ya zarar vermez. Bunlar CHOP indiiksiyonunun DNA hasarindan daha ¢ok ER stresine
duyarl oldugunu gosteren bulgulardir. CHOP'un enerji metabolizmasini, hiicresel ¢ogalmay1

ve farklilagmayi diizenledigi bildirilmistir.


https://www.nature.com/articles/4401373/figures/2
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Sekil 2.19 CHOP RNA ekspresyon grafigi (https://www.proteinatlas.org/ web sitesinden alint1)

2.7 CD24 / CD44 Yiizey Belirteclerinin Pankreas Kanseri ile Iliskisi

Pankreas kanseri tanisinda bilinen belli karbonhidrat antijen 19-9 (CA19-9) ve
dekarsinoembriyonik antijen (CEA) biyobelirteglerinin tan1 ve takipte yetersiz kalmalar
nedeniyle farkli biyobelirteglerin arastirilmasi ve kullanilmasi énem arz etmektedir. EKzokrin
pankreas kanserleri igin CD24 ve CD44 tiimor belirteglerindendir (Fong ZV, Winter JM,
2012., Li XP, ve ark.,2015).

Hiicre yiizeyinde yogun sekilde glikozile olan (Jacob J ve ark., 2004), miisin benzeri glikozil
fosfatidilinozitol (GPI) baglantili (Suzuki T ve ark., 2001) CD24, hiicrelere biiyiime ve
farklilasma sinyallerini modiile eden bir protein kodlar (Genecards-The Human Gene
Database, 2023). Kati timorlerde CD24°tin asir1 ekspresyonu ¢esitli onkojenik sinyal
yolaklart ile baglantili bazi solid tiimorlerin agresifligi ve metastatik yayilimi ile
iligkilendirilir. Yapilan preklinik ¢aligmalar sonucu elde edilen veriler incelendiginde CD24
eksprese eden pankreas kanseri hiicrelerinin gemsitabine karsi kematorapdtik direnci
destekledigi bildirilmektedir (Jia Y., Gu D., ve ark., 2019).

Hiicre adezyonu ve gogli, ¢ogalmasi ve kemoterapi direncinde yer alan hiicre yiizey
glikoproteinini kodlayan CD44 geni, hyaluronik asit i¢in reseptor islevi goriir, kolajenler ve
matriks metalloproteinazlar (MMP'ler) gibi ligandlarla etkilesime girerek hematopoeze ve
timoOr metastazina yardimer olur (Genecards-The Human Gene Database, 2024). Pankreas
kanseri ve diger kanser tiplerinde CD44'lin up regiilasyonu genel sag kalimin kotli olmasi,
tiimor ilerlemesi ve metastatik fenotip ile iliskilendirilmistir (Wood NIJ, 2014, Takaishi S ve

ark., 2009).



3.1 GEREC

3. GEREC VE YONTEM

Calismalar Istanbul Universitesi Prof. Dr. Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii

Genetik ve Immiinoloji béliimlerinin laboratuvarlarinda gergeklestirildi.

Kullandigimiz Ekipman ve Cihazlar asagida bulunan Tablo 3.1°de listelenmistir.

Tablo 3.1 Kullandigimiz ekipmanlar ve cihazlar

Ekipman/Cihaz

Bilgisayar

Isik Mikroskobu (Invert)
Santrifii

Masaiistii Santrifiij

Mikro Santrifiij

Plate santrifiij

Vorteks

Inkiibator

Steril Kabin

Real Time PCR Cihaz1
Akan  Hiicre Olger ve
Saflagtirici (Cell sorter)
Otomatik Pipet

Pipetler

Hassas terazi

Thermal Cycler

Su banyosu
DNA/RNASpektrofotometre

Markasi

HP

Olympus CKX41

Beckman Coulter

Allegra X-22 Centrifuje, Beckman Coulter
Denville 260D

Beckman Coulter Allegra X-22 Centrifuge
Kermanlar

Hibrigene Techne

Thermo Scientific, HERA

Roche, LightCycler 48011

FACSAriall, Beckton Dickinson

Thermo Scientific

Eppendorf

KERN, EMB 200-2

Bio-rad T100 Thermal Cycler

NanoDrop200 Spectrophotometer, Thermo
Scientific



3.1.2 Kullandigimiz Kimyasal ve Biyolojik Malzemeler

Calismanin her adiminda faydalandigimiz kimyasal ve biyolojik malzemeler asagida bulunan

tablo 3.2 de listelenmistir.

Tablo 3.2 Kullandigimiz biyolojik ve kimyasal malzemeler

Malzeme Adi Markasi

PANC-1 Hiicre Hatt1 American Type Culture Collection, Manassas, VA
Penicillin/Streptomycin Capricorn Sci

Gemcitabin Hidroklorit Glentham

Fetal Sigir Serumu (FBS) South| Capricorn Sci

America

Dmem/Ham’s F12 50/50 Mix WISENT MULTICELL
Lglutamine & sodium pyruvate,
with 15mM hepes, with phenol
red 5

Trypsin/EDTA (0,25% Trypsin, | WISENT MULTICELL
0,1% EDTA)

Dimetilstilfoksit (DMSO) BIOMATIK
E.ZN.A.® Total RNA Kit | Omega

PBS Sigma
Oligonukleotid - Primer Bioligo

Syber Green Master Mix Virostem




3.1.3 Kullandigmmz Sarf Malzemeler

Calismada yararlandigimiz sarf malzemeler asagidaki Tablo 3.3’de listelenmistir.

Tablo 3.3 Kullandigimiz sarf malzemeler

Malzeme Adi Markasi
Serolojik pipet 5 ml; 10 ml; 25 ml Capp
Hiicre kiiltiirii flask (T75) Vent Cap Nest
Hiicre kiiltiirii flask (T25) Vent Cap Nest
PCR Sealing Film 146 x 81 mm Nest
0.1ml 96 kuyucuk PCR plak Nest
Filtreli Pipet ucu 10 pl, 200 pl, 1000 pl Capp
15 ml centrifuge tiip Nest
50 ml centrifuge tiip Nest
Sterile PES siringa ucu filtre, Pore:0.22(um) Gvs

; Diameter: 25(mm)

3.1.4 Tezde Yararlanilan Veritabanlari

Calismada yararlanilan veritabanlar1 agsagidaki Tablo 3.4’de listelenmistir.

Tablo 3.4 Yararlanilan veritabanlari

Adi Web adresi

Kullanim amaci

NCBI/BLAST https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi  Proteinlerin aminoasit

dizileri veya DNA dizi
bilgilerini karsilagtirmak
icin kullanilan programlari
ve verl bankalarini igeren

bir platformdur.



Primer3Plus

Ensembl

UCSC genome browser

Reverse complementary

The Human Protein Atlas

3.1.5 Hiicre Kiiltiri

http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin

/primer3plus/primer3 plus.cgi/

http://www.ensembl.org

http://genome.ucsc.edu/

https://reverse-complement.com/

https://www.proteinatlas.org/

Cogaltilmas1 istenen hedef
DNA dizisi i¢in primer
tasarimi yapilan bir

programdir.

Bir¢cok genoma mahsus olan
referans dizilerini igeren bir

veri bankasidir.

Bir¢ok genoma ait referans
dizilerin bulundugu ve in
silico PCR ile tasarlanan
primerlerin kontroliiniin

yapildig1 programdir.

Nukleotid  dizisinin  ters
tamamlayicisin1 hesaplayan

veri tabamdir.

Hiicre, doku ve organlardaki
tim  insan  proteinlerini
haritalamay1 amacglayan bir

veri bankasidir.

Hiicre kiltiiri; enzim ve hormonlarin iiretimi, enerji metabolizmasinin, DNA ve RNA

kopyalanmasinin incelenmesi, proteinlerin sentezi, hiicre dongiisiinde c¢esitli ilaglarin etki

mekanizmalari, sinyal yolak mekanizmasi, hiicrelerin beslenme yollarini, enfeksiyonlar,

kimyasal degisim, salgilanan 0ziil Urlinler gibi birgok amaglarda kullanilmaktadir.

Genellikle tiimor hiicrelerinden elde edilen hiicre hatlari in vitro kanser arastirmalarinda

avantajlar1 sebebiyle kullanilir. Kanser ¢alismalarinda uygunsuz sartlar altinda limitsiz

tireme yeteneklerini korumalari, etik kurul onay ve belgesi gerektirmeden ticari elde
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edilebilir, kolay uygulanabilir ve homojeniteye sahip olmalari, ayni zamanda donmus
stoklardan rahat kullanilir hale gelebilme yetenekleri gibi avantajlari oldugundan hiicre

hatlar1 6nemli bir rol model haline gelmektedir.
3.1.6 PANC-1

Hiicre kiiltlirliyle g¢ogaltilmis PANC-1 hiicre hattt kullanildi. Ekzokrin pankreasa o6zgii
PANC-1 hiicre hatt1 insiiline proliferatif tepki verir (Deer EL, 2010). Yapilan arastirmada
pankreas karsinomundan hiicre kiiltiirii ile izole edilmis pankreas kanser modeline 6zgiin
PANC-1 hiicre soyu iizerinde ¢alisilmistir. Ik kez 1975 yilinda Amerikan Tiimor Arastirma
Enstitiisii tarafindan epitelioid karsinomlu 56 yasindaki beyaz bir erkegin pankreas kanalindan
izole edildigi bilinmektedir (Lieber M.,1975). Pankreas kanseri hiicrelerinin 6zelliklerine
benzer yapiya sahip PANCI hiicreleri kanser biyolojisi, hiicre sinyal iletimi, hiicre dongiisii
ve kanser tedavisi gibi alanlari aragtirirken kullanilmaktadir. ATCC PANC-1 hiicre hatti

mikroskop goriintisii sekil 3.1 de gosterilmistir.

ATCC Number: CRL-1469 ™
Designation: PANC-1

:ATCCFE

- : .
High Density Scale Bar = 100pm

Sekil 3.1 ATCC PANC-1 hiicre hattinin mikroskop altinda gérseli



3.2 YONTEM
3.21 PANC-1 Hiicrelerinin Bazal Kiiltiiri

Bazal hiicre kiiltiiriiniin yapim asamalarin1 gergeklestirmek igin, deneylerde PANC-1
hiicre soyu kullanildi. DMEM besiyeri (Wisent Multicell), FBS (Capricorn Sci),

Penicillin-Streptomycin antibiyotigi hiicre kiiltiiriinde kullanilmak i¢in segildi.
3.2.1.1 Bazal Besiyeri Icerigi ve PBS Cozeltisinin Hazirlanmasi:

Kullanimdan bir giin evvel hazirlanan taze DMEM besiyeri ertesi giin kullanilmak iizere +4°

C’de, 50 ml falcon tiip icerisinde agz1 parafilmlenerek saklandi.

Ik olarak 50 ml falkon tiipe 44,5 ml DMEM besiyeri eklenerek {izerine 100x 0,5 ml
Penisilin-Streptomisin antibiyotik ve 5 ml PBS eklendikden sonra hazirlanmis ¢ozelti 0,22 um

filtreden gegirilerek bazal besiyeri elde edildi.

Bes tablet PBS 500 ml steril su icinde vortekslenerek coziildiikten sonra cam sisede 121°
C’de 15 dakika otoklavlandi ve steril edildi.

3.2.1.2 Siv1 Nitrojen Tankindan Hiicrelerin Alinmasi ve Coziilmesi:

PANC-1 hiicre soyunun bulundugu kryovial tiip siv1 azot tankindan (-196°C) alindiktan sonra
buzun tstiine koyularak calisacagimiz alana steril bigimde getirildi, hiicre kiiltiiriine
baslanildi. Dondurma soliisyonundaki mevcut hiicreler 37°C 1sitilmis su banyosuna aliarak

coziinmeleri saglandi.

Hiicreler, 15 ml falkon tiipe (7 ml bazal besiyeri bulunan) gegirildi. Isitilan bazal besiyerden
1 ml alinarak kryoviral tiipiin {st kisminda olasi hiicreleri temizlemek i¢in yikandi,
falkon tiipe ilave edildikten sonra yavasca pipetaj yapilarak 6 dak 2500 rpm’ de santrifiije
birakild, pelletdeki siipernatant ayristirildiktan sonra atildi. Pelletteki hiicrelere 5 ml besiyeri
eklendi, pipetaj yapilarak hiicrelerin kalkinmasi ve besiyerideki homojenizasyon ayarlandi.
Icerisinde DMSO bulunan dondurma soliisyonundan hiicrelerin iyice temizlenmesi icin 6 dak
2500 rpm’ de santrifiij yapilip tekrarland1 ve stipernatant kenarlastirildi. 7,5 ml bazal besiyeri
pelletteki hiicrelerin iizerine eklenerek yavasca pipetajlandi. 37°C inkiibatoriin igine dnceden
koyulan T25 flaska homojenize olmus hiicreler ekildikten sonra, 37°C ve 5% CO2'ye
ayarlanmis inkiibatorde ekilen hiicreler koyularak inkiibasyona kaldirildi. Bazal besiyeri iki
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giinde bir degistirildi ve hiicre yogunlugu %95 iizerinde oldugunda hiicreler T75 flaska
pasajlanarak ¢ogaltildi.

Sekil 3.2 Invert mikroskop altinda PANC-1 hiicrelerinin karasteristik goriintiisii
3.2.1.3 Hiicrelerin Pasajlanmasi

Her giin flasklarla birlikte invert mikroskop altinda incelenen pasajlanarak ekilmis ve
inkiibatore alinmig flask tabanindaki hiicrelerin yiizeyi tamamen kaplandiginda, 95%

oranindaki yogunluk goriildiiyii zaman yeniden pasajlama gerceklestirildi.

Hiicrelerin saylari ¢ogaldigindan daha biiyiik flaska gecirebilmek adina, dnceki flasklardaki
besiyeri ¢ekildi ve kenar edildi, sonrasinda uygun olarak 2 ml ve 7 ml PBS’le T25 flask ve
T75 flask yikandi. Flasklarda yikama tamamlandiktan sonra PBS'ten tamamile arindirildi,
Tripsin/EDTAy1 flasklara ekleyip 3 dak. 37°C inkiibatorde bekleyerek flaskin yiizey kismina
yapismis hiicreler kaldirildi. Tripsin/EDTA dan 2 ml T25 flaska, 5 ml T75 flaska koyuldu.
Inkiibasyondan sonra invert mikroskopla flasklar takip edildi, hiicrelerin vaziyetine bakilds,
yiizeyden hiicrelerin kalkmasina tam dikkat edildi, bazal besiyerini flasklara ekledikten sonra
Tripsin/EDTA yla inhibe edildi. Bazal besiyerinden 3 ml T25 flasklara, 5 ml T75 flasklara
ilave edildi. Son karisim 15 ml falkon tiipe aktarildiktan sonra yine 6 dak 2500 rpm’de
santrifiijlendi. Siipernatant santrifiij sonrasi ¢ekildi ve uzaklastirildi. Bazal besiyerinden 7 ml
pelletteki diger hiicrelere eklendi, santrifiij tekrardan yapildi. 5 ml bazal besiyeri pelletteki
mevcut hiicrelere eklendi, pipetajlanarak homojenize edilen karisim yeni flasklara gegirildi.
Icerisinde 7,5 ml besiyeri T25 flasklarda, 15 ml besiyeri T75 flasklarda bulunacak halde bazal

besiyeri eklenerek tamamlandi.



3.2.1.4 Hiicre Dondurma Soliisyonu Protokolii ve Icerigi

Klasik pasajlama ydntemi uygulanilarak hiicreler donduruldu. Ikinci santrifiij sonrast 5000 ul
bazal besiyeri pelletteki hiicreler tizerine ilave edildi ve dikkatlice pipetajlandi. Hiicre sayimi
invert mikroskop altinda yapildiktan sonra iizerine 6400 ul bazal besiyeri, 600 ul DMSO
eklendi, vortekslenip, pipetajlanarak homojenize edildi. Tiiplerin her birine 2 ml karisim, ayni
zamanda 2 milyon hiicre olasi bigimde dondurma islemi gerceklestirildi. Hiicreler Katalog no:
5100-001 olan Nalgene markali Freezing Contanier igerisinde -80 °C’de bir gece boyunca

tutulduktan sonra saklanmak iizere -196°C sivi azot tankina kaldirildi.

Tablo 3.5 Hiicre dondurma soliisyonu igerigi

Madde Madde miktar: (ul) Yiizdelik kisim (%)
Bazal Besiyeri 11400 95

DMSO 600 5

Toplam 12000 100

3.2.2 PANCL1 Hiicrelerinin Gemsitabin ile Muamelesi

3.2.2.1 Gemsitabin Cozeltisinin Hazirlanmasi

25 mg toz halinde olan gemsitabin 209 ul DMSO yla pipetaj yapilarak ¢oziindiiriildii ve 400
mM konsantrasyon olacak sekilde Ana stok hazirlandi. Ana stoktan 100 pl alinip 400 pl
DMSO yla pipetaj yapilip seyreltiltdikten sonra 100 mM konsantrasyona sahip | Ara stok elde
olundu. 20 ul I Ara stok'dan alindi, 180 ul DMSO'yla pipetajlanarak seyreltilip, 10 mM
konsantrasyona sahip Il Ara stok elde olundu. 20 pl, Il Ara stok dan alindi, 180 ul DMSO'yla
pipetaj yapilarak seyreltilip 1 mM konsantrasyona sahip Il Ara stok elde olundu. Il Ara
stok'dan 180 pl alindi, 36 ml bazal besiyerine eklenerek homojenize olunduktan sonra

son konsantrasyonu 5 uM olan GEM ¢dzeltisi elde edildi.
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Tablo 3.6. Gemsitabin ¢6zeltesi hazirlama ana ve ara stok sablonu

Stok Adi Icerigi Konsantrasyonu (mM)
Ana stok 25 mg GEM + 209 ul DMSO 400

| Ara stok 100 pl ana stok + 400 ul DMSO 100

Il Ara stok 20 pl 1 ara stok + 180 ul DMSO 10

Il Ara stok 20 pl 11 ara stok + 180 ul DMSO 1

3.2.2.2 Gemsitabin’e Maruz Birakma/ Gemsitabin ile Muamele Edilmesi

13. Pasaj sayilan inkiibatore koydugumuz alti adet T25 flask ¢ikarildiktan sonra flasklar
kenarindan serolojik pipetle medyumlar ¢ekilip atildi. 50 ml falkon tiip i¢in hazirladigimiz
5uM 36 ml GEM ¢ozeltisinden (2°ser ml PBS'le yikanan) flasklarin her birine 6 ml koyuldu.

Flasklar inkiibatore kaldirildiktan sonra 72 saat inkiibasyon siiresi tutuldu.

3.2.3  Hiicrelerin CD24/CD44 Yiizey Belirte¢ Tiplerine Gore izolasyonu

3.2.3.1 Hiicrelerin Saymm ve izolasyona Hazir Hale Getirilmesi

6 adet T25 flask inkiibasyon siireci tamamlandiktan sonra invert mikroskop altinda incelendi,
hiicreler temiz bazal besiyerine alinarak sayildi. Flasklarin igerisinde olan medyumlar
cekilerek 15 ml agz1 parafilmlenen falcon tiiplere aktarildi. ileri adimlarda kullanilmasi igin

posetlere konulan tiipler, -20° C’ ye kaldirild1.
3.2.3.2 Akan Hiicre Olgerde Hiicrelerin Yiizey Belirteclerine Gore izolasyonu

4, 5 ve 6 ile numaralandirilmis g tiip izolesi gergeklestirildi (1 tiipiin izolesi 75 dakika kadar
siirdii).PE boyasiyla boyanmig CD24 ve APC boyasiyla boyanmis CD44 antikorlar1 kullandik.

Sekil 3.3 FACSAriall, Beckton Dickinson cihaziyla hiicre akimi saflagtirma gorseli



3.2.3.3 Hiicre Canhlik Testi

IC50 degerleri onceden saptanarak GEM dozaj1 5 pM miktarinda hiicrelere verildi ve 72 saat
inkiibasyon1 gergeklestirilerck analizler yapildi, sonra GEM verilen ve hasat edilen hiicre
gruplar1 Annexin5’le hiicre canlilik oranlarina bakildi. Yiizdelik degerleri karsilastirilmasi igin

CD24/CD44 yiizey marker'ina gore 4 gruba ayrilarak canlilik analizine bakildi.

3.2.4 RNA izolasyonu

Hiicreler ti¢ grup seklinde siniflandirilarak santrifiij ile ¢coktiiriildii, E.Z.N.A.® Total RNA Kit
I; Omega protokoliine birebir sekilde calisma yapildi. izolasyon yapilmadan evvel 48 ml
%100 etanol RNA Wash Buffer II’ye eklenerek 5 kat dilue edilerek oda sicakliginda
bekletildi. 20 ul B-merkaptoetanol her 1 mL TRK Lysis Buffer'a eklendi ve oda sicakliginda
bekletildi. 100 nM konsantrasyona sahip RNA'lar niikleaz igermeyen suyla (“nuclease free”)
dilue edilerek alikotland: ve stok RNA’lar -80 °C’de saklandi. Calisgma aninda pelletdeki

80°C’de saklanan hiicrelerin gruplara ayrilarak kuru buz iizerinde tasinmasi gergeklestirildi.

I Grup: Kiiltiirin son asamada bes pM GEMin uygulandigi ve yetmis iki saat inkiibasyona

birakilan hiicre grubu

Il Grup: GEM uygulanan ve CD24+/CD44+ hiicre grubunun CD24/CD44 yiizey marker'na

uygun ayristirilmasi

Il Grup: Tripsin/EDTA ile hasat edilerek toplanilan, ek bir isleme maruz birakilmayan

kontrol grubu

Tablo 3.7 GEM uygulanan deney gruplarinin sematik gosterimi

GEM uygulanan I grup GEM uygulanan ve| Kontrol 111 grup
CD24+/CD44+hiicre grubung
gore ayristirtlan I grup

No:1 No:2 No: 7

No:3 No:5 No: 8

No:4 No:6 No: 9




3.2.4.1 Hiicre gruplarinda RNA eldesi
1.  Pellet iizerine 350 pl (7,8,9 numarali tiiplere 700 pl) TRK Lysis Buffer eklendi ve
pipetajlandiktan sonra kiigiik vortexlenerek tekrar buz iizerine koyulup pipetajlandi.

2. Tiplerdeki karigim voliimii belirlendi, tiiplere 1:1 oraninda %70 etanol eklendi. 7,8 ve
9°cu numarali tiiplere 700 pl, 400 pl diger tiiplere etanol ilave edildi.) Tiiplerimiz dikkatlice

vorteks edildi.
3. 2 ml toplama tiipiine Homogenizer Mini Column konularak lizat kolona yiiklendi.

4. 1dak x 10.000 g santrifiijlendi. Toplama tipiindeki birikmis sivi kolona tekrar

yiiklendikten sonra yeniden santrifiijleme islemi tekrari yapildi.

5. Toplama tiiptindeki birikmis sivi ikinci santrifiij sonras1 kenar edildi. Kolonlarin her
birine 500 ul RNA Wash Buffer | konuldu ve otuz san x 10.000 g santrifiij edildi.

6.  Santrifiijden sonra tiipdeki birikmis siv1 atilarak kolonlarin her birine 500 pl RNA Wash
Buffer 1l konuldu ve bir dak x 10.000 g santrifiij yapildi.

7. Tiipdeki kalan sivi uzaklastirildi ve 1l yikama 2 kez tekrarlandi. Ikinci tekrardan sonra
iki dak x max speed kuru santrifiij sonras1 kolonlar kuruduktan sonra 1,5 ml mikrosantrifiij

tiiplerine kaldirildi.

8. Kolonlara 40 pl niikleaz icermeyen su konulduktan sonra bes dak oda sicakliginda
bekletildi.

9. Inkiibasyondan sonra 6érnek iki dak x 14.000 g santrifiij edildi. Mikrosantrifiij tiipii

igerisinde toplanmis 6rnek kolona yeniden yiiklenerek tekrar santrifiijii gerceklestirildi.
10. NanoDropTM 2000 ile RNA’larin safligi ve konsantrasonu ol¢iildi.

Asagidaki tablo 3.8'de RNA 6l¢iim sonuglari verilmistir.

Tablo 3.8. RNA konsantrasyonlari

Grup ve Ornek Numarasi Konsantrasyon (ng/ ul)
1.grup/No: 1 935
1.grup/ No: 3 794

1.grup/ No: 4 605




2.grup / No: 2 187
2.grup/ No: 5 240
2.grup / No: 6 266
3.grup/ No: 7 1978
3.grup/ No: 8 1381
3.grup/ No: 9 2041

3.2.5 Primer Dizaym

PCR uygulamasinin basariyla tamamlanabilmesi adina en 6nemli kriterlerden biri olan Primer
tasarimi diizglin tasarlanmadiginda PCR’in etkin c¢alismamasina sebeb olur. Primerlerin
tasarlanmasi i¢in bilinen parametreler géz Oniine alinmalidir. Parametrelere 6rnek olarak:
primerin uzunlugunu, baglanma siiresi ve baglanma sicakligini gostere biliriz. Baglanma
sliresi ve baglanma sicakligi yapilan PCR'1 etkiler. Genellikle primer dizi sekansina spesifik
baglanma gerektiren primerlerin 19-23 baz uzunlugunda tasarlandig1 bilinmektedir, ¢ogaltilan
iriinlin azalmasina sebeb olan baglanma verimi primer uzunluguna ters orantili oldugunda
etkilenebilir. Parametrelerden biri erime sicakligi (Tm) degeridir. 18-22 baz uzunluguna
sahip tasarlanan primerler icin Tm degerinin 54-72°C arasinda, ideal olarak ise 58-59°C'de
olmast spesifik secilen diziye primerlerin saglam baglanarak amplifikasyonun verimli
olmasini saglayacaktir. Tasarladigimiz primerin her 2 dizisinde Tm degerinin yakinligi goz
oniinde bulundurulmasi gereken hususlardandir. Amplifikasyon veriminin etkilendigi baska
bir parametre G/C oranidir. Optimum G/C oran1 %40-%60 olmalidir. PCR yonteminin son

asamasindaki reaksiyonun gerceklesmesini polimeraz enzimi i¢in 3 u¢lu primerler saglar.

Seg¢ilen genlerin transkriptlerinin saptanmasi ve primer dizilerinin tasarlanmas1 National Center
for Biotechnology Information Blast ve Primer3 programi kullanildi. Calismada tasarlanmis
primerlerin dizayninin saglamasi i¢in National Center for Biotechnology Information ve
Reverse Complemantary siteleri kullanildi. Elde edilen diziler Tablo 3.9"da verilmistir. Genler

tizerindeki primer dizilerinin lokasyonlar1 asagida gosterilmektedir.
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Tablo 3.9 Se¢ilmis genlerin dizileri

Gen Adi Primer Primer Dizisi

Yonu
PPIA Forward | 5-TTCATCCTAAAGCATACGGGTCC-3"
(Kontrol gen) Reverse | 3-TTGCCATCCAACCACTCAG-5
GADD45B Forward | 5-CAGAAGATGCAGACGGTGAC-3"

Reverse | 3-CGTTGTCACAGCAGAAGGAC-5

SERPINE1 Forward | 5-TCCGGCATCTGTACAAGGAG-3’

Reverse | 3-GGCTCTCTCCACCTCTGAAA-5"

CHOP Forward | 5-GTCTAAGGCACTGAGCGTA-3’

Reverse | 3-ACACTTCCTTCTTGAACACTCT-5"

(D045
HH 156754 ¥ } } ¥ [P Eep4s0.
H 156754
HP EE45a2
T T

Sekil 3.4 GADD45B (NM_015675.4) genin lokasyonu

SERPINEL |
NN_B@BBEEE e ] » HF_BAAES3.1
HH iaGEa2. 5
HP_BBBS% 1

Sekil 3. 5 SERPINEl (NM_ 000602 5) genln Iokasyonu

| A I
Ty 3

L

VT . m— ) )

3
. 3

HP 4742
Sekil 3.6 CHOP(DDIT3) (NM_004083.6) genin lokasyonu



2.5.1 Primer Dizayninin Kontrol Edilmesi

Yapilan ¢aligmada segilen primerlerin kontrol edilmesi i¢in Needleman-Wunsch Global Align

Nucleotide Sequences boliimiine erisilerek analiz kismina segtigimiz mMRNA"ya ait transkript

numarast (NM numarasi) ve forward primer oldugu gibi, revers primerin ise Reverse

Complemantary sitesinde primerin revers komplementerisi ¢evrilerek alinan revers primer

eklendi, hesaplamalar sonucu dogru primerleri kullandigimiz tespit edildi. Asagida 6rnek

olarak GADD45B geni igin verilmistir. (Sekil 3.7 de verilmistir)

-2672

Query

Query

Query

Query

Query
Sbjct

Query

1

61

121

181

241
1

3@l

20/1371(19%) 1351/1371(98%) Plus/Plus

AGATCGCCGAAGCGTCOGACTACCGTTGGETTTCCGCAACTTCCTGGATTATCCTCGCCAA
GEACTTTGCAATATATTTTTCCGCCT TTTCTGGAAGGATTTCGCTGCTTCCCGAAGGTCT
TGGACGAGCGCTCTAGCTCTGTGGGAAGGTTTTGGGCTCTCTGGCTCGGATTTTGCAATT
TCTCCCTGGGGACTGCCGTGEAGCCGCATCCACTGTGGATTATAATTGCAACATGACGCT

GEAAGAGCTCGTGGCGTGCGACAACGOGECGCAGAAGATGCAGACGGTGACCGLCCGCGET

------------------------------- CAGAAGATGCAGACGGTGAC - — - - —— - — -

GGAGGAGCTTTTGGTGGCCGCTCAGCGCCAGGATCALCTCACAGTGGGEGTGTACGAGTC

Sekil 3.7 GADDA45B forward primer dizayni saglamasi

Sequence ID: Query_4188635 Length: 20 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 20 Graphics

MW Score

2672

Query

Query

Query

Query

Query

Query

Query

Query
sSbict
Query
sSbict

1

Identities Gaps Strand

20/1371(1%) 1351/1371(98%) Plus/Plus
AGATCGCCGAAGCGTCGGACTACCGTTGGTTTCCGCAACTTCCTGGATTATCCTCGCCAA 68
GGACTTTGCAATATATTTTTCCGCCTTTTCTGGAAGGATTTCGCTGCTTCCCGAAGGTCT 128
TGEACGAGCGCTCTAGCTC TGTGEGAAGGTTTTGGGCTCTCTGGCTCGGATTTTGCAATT  18€
TCTCCCTGEEGACTGCCEGTGGAGCCGCATCCACTGTGGATTATAATTGCAACATGACGCT 248
GEAAGAGC TCGTGGECGTEGCGACAACGCGGCGLAGAAGATGCAGACGGTGACCGCCGCGGT 388
GEAGGAGCTTTTGGTGGCCGCTCAGCGCCAGGATCGCCTCACAGTGEGGGTGTACGAGTC 36
GECCAAGTTGATGAATGTGGACCCAGACAGCGTGGTCCTCTGCCTCTTGGCCATTGACGA 428

GEAGGAGGAGGATGACATCGCCCTGCAAATCCACTTCACGCTCATCCAGTCCTTCTG 439

cTG
NSRRI

777777777777777777777777777777777777777777777777 GTCCTTCTGCTG 1z

'll'Gl,?(lilA,?(l?A(AT(AA(ATCGTG( GGGTGTCGGGCATGCAGCGCCTGGCGCAGCTCCTGOGG 540

TGACAACEG - — = — = == = == =~ —m o mm e e 2@

Sekil 3.7.1 GADDA45B revers primer dizayn1 saglamasi

3.2.5.2 Primerlerin Hazirlanmasi

(o15)

1ze

136

240

a8
28
e

Liyofilize halde primerler RNAz/DNAz igermeyen Saf suyla sulandirilarak yavasca vorteks

edilip, tamamile ¢oziinmeleri saglandi. Primerlerin her biri i¢in 100 pM

alindiktan sonra uzun siiregte saklanmasi sebebiyle -20 °C’ye kaldirildu.

stok ¢ozeltisi



3.2.6 Ger¢cek Zamanh Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-PCR)

Gergek zamanl kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu i¢in OneStep 2X RT-gPCR Master Mix
(Virostem Biotechnology-TR) kullanildi. Bu kiti kullanmanin avantaji cDNA doniisiimiini
yapan enzimi de i¢inde barindirmasi ve cDNA yapilmasina gerek duyulmamasidir. QRT-PCR
zamani cihaz ilk 10 dakikada cDNA doniisiim asamasin1 tamamliyor ve bdylece sonuglarda
hata payr minumuma indiriliyor. PANC-1 hiicre hattinda ekspresyonu stabil oldugu bilinen
PPIA kontrol gen olarak segildi, hedeflenen her gen igin spesifik tasarlanmis primerler
kullanildi. Tm sicaklik degerleri ve Syber Green Master Mix’in aktivasyon sicakliklarina

dikkat edilerek ROCHE LC 480 cihazinda galismalarimiz gerceklestirildi.

Buz akiisii iizerinde 96 kuyucuklu palet her bir kuyucugunda Tablo 3.10’da yer alan mix

icerikleri olacak sekilde hazirlandi. Uzeri sealer ile kapatilan 96 kuyucuklu plaka spin

edildikten sonra cihaza yerlestirildi.

Tablo 3.10 QRT-PCR reaksiyon karisim1

Virostem 2X Onestep QRT-PCR Master Mix 5ul
Primer Forward 0,4 ul
Primer Reverse 0,4 ul
RNA 1,25 ul
Su (Niikleaz free) 2.95 ul
Toplam Hacim 10 ul

Tablo 3.11. QRT-PCR kosullari

Inkiibasyon 45°C 10 dk

Denatiirasyon 95°C 3 dk

Dongiiler 95°C 15 sn 45 dongii
60°C 30 sn }

Melt Curve 95 3 dk




3.2.7. Veri Analizi

Gen anlatim diizeyinin relatif degisiminin hesaplanmasi i¢in Livak metodu kullanilarak
istatistiksel analiz edildi. Kontrol ve deneysel 6rneklerin her biri i¢in ortalama Ct degerleri
hesaplandi. 2’er tekrarli belirlenmis kosullarin ortalamalar1 alindiktan sonra kontrol ve hedef
genler igin deneysel ve kontrol 6rnekler arasinda normalizasyon bakilarak ACt hesaplamasi
yapildi. Sonra kontrol ile hedef gen arasinda normalizasyon yapilarak AACt hesaplandi. Gen

anlatim diizeyinin relatif degisiminin hesaplanmasi igin 2 22¢t kullanilda.

Elde edilen verilerin istatistiksel sonuglarini degerlendirmek i¢in SPSS 22 programi
kullanildi. Ki-kare testi sonucu elde edilen p degerinin 0,05’e (%5) esit veya kiiglik olan
degerleri istatiksel olarak anlamli kabul edilir. Deney gruplarindaki degisikliklerin ekspresyon
seviyelerine etkileri ANOVA testi ile analiz edildi. ANOVA test hesaplamasi uygulanarak

hesaplanan P degeri ile sonuglarin anlamlandirilmasi yapildi.

Veri kiimelerimiz arasinda korelasyon olmadigini, aksinin varsayimini istatistik kullanarak
kanitlayabiliriz. Hipotezler sifir (HO) ve alternatif (H1) formlarinda belirtilir. Sonuglardan
elde edilen p (olasilik) degeri, gbzlemlenen herhangi bir korelasyonun sans eseri olmasinin ne
kadar olas1 veya muhtemel oldugunun bir 6l¢limiidiir. Diisiik p degerleri sifir hipotezine karsi
giiclii kanitlar olarak bilinir ve bu zaman sifir hipotezi (HO) reddedilir. Veri kiimeleri
arasindaki baghlik, HO'da belirtilenden onemli derecede farklidir. P degerleri 0 ile 1
(0%-%100) arasinda olur. 1'e yakin bir p degeri, sans haricinde korelasyon gézlenmedigini ve
bos hipotez varsayiminin dogru oldugunu gdosterir. P-degeri 0'a yakinsa, gozlemlenen
korelasyonun tesadiifi olmasi olast degildir ve HO'in yanlis olma ihtimali yiiksektir. Bu
durumda, veri kiimeleri arasinda bir korelasyon olmasina iliskin alternatif (H1) hipotezi kabul

edilir.
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4 BULGULAR

Bu calismada PANC-1 hiicre hattinda Gemsitabin maruziyetinin GADD45B, SERPINEI ve
CHOP genlerinin anlatim diizeylerinde olusturdugu degisimlerin incelenmesi i¢in QRT-PCR

kullanilmas1 amaglanda.
4.1 Gemsitabin Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Spektrofotometrik yontemlerle farkli doz ve saatlerde Gemsitabin’e maruz birakilan hiicreler
icin hiicre canlilik analizleri sonrasi elde olunan bilgiler baz alindi. Spektrofotometrik
absorbans (Abs) degerleri kullanildi, formazan kristallerinin miktar1 ve bagil hiicre canlilik
oranlart hesaplandi. Kontrol grubunun canlilik orani %100 olarak diisiiniildii, her bir deneysel

kosulun Abs degerinin tekrarlarinin ortalamasi alinarak islemler yapildi.

AADbs (hedef)=Abs(hedef) — Abs (blank )
Bagil hiicre canliligi (%)= AAbs(hedef) x 100% / AAbs(kontrol)

Bagil Hiicre Canlihig: - 450 nM

110,00%
100,00%
90,00%
80,00%
M 48 saat
70,00%
m 72 saat
60,00%
50,00% (- = BT —~ R i - - s — kg - e e e e e - ——-—-—-
40,00%
30,00%
20,00%
10,00%
0,00%

KontrolODDluM 0,05uM 0,luMm 0,5uM 1uM 5uM 7,5 uM 10 um 25 uM

Sekil 4.1 Bagil hiicre canliligi (450 nM dalga boyu): 48 ve 72 saat inkiibasyon verileri baz
alinarak, X ekseninde uygulanmis Gemsitabin dozlar1 ve y ekseninde bagil hiicre canlilik

degerleri gosterilmistir.



IC50 degeri, belirli bir biyolojik veya biyokimyasal prosesi %50 oraninda inhibe etmek igin
gerekli ilag konsantrasyonunun olgiistidiir. Bagil olarak %50 hiicre canlilik degerlerine (IC50);
5 uM konsantrasyona sahip ilag dozu uygulamasinda 72 saat inkiibasyon zamani ulasilabildigi
goriildii. Bu veriler dogrultusunda, optimum ilag dozu 5 uM ve inkiibasyon siiresi 72 saat

olarak segcildi.

Tablo 4.1 : Elde edilen analiz sonuglarinin % degerleri.

uM Kontrol(0) 0,01 0,05 0,1 0,5 1 5 75 10 | 25
48 saat | 100% 60,03% |57,06% 54,45% |51,70% | 49,31% | 49,02% | 40,97% | 0% | 0%
72 saat | 100% 58,64% | 72,58% 68,51% |65,85% | 64,11%|49,06% | 42,43% | 0% | 0%

4.2 immiinolojik Bulgular
4.2.1. CD24 ve CD44 Hiicrelerinin Mevcudiyeti
Ik olarak GEM uygulanmadan énce CD24 ve CD44 varligi PANC-1 hiicrelerinde gosterildi.

Tripsin/EDTA ile ylizeye tutunmus hiicreler kaldirildi, sonra hasat edilderek hiicrelerin

popiilasyonlar1t FACSAriall, Beckton Dickinson cihazina incelenmek igin alindi.

Hasat edilen hiicrelere bakildigi zaman tam canlilik gosteren kirmizi hiicrelerin oran1 %50,59,

intihara baslayan mavi hiicrelerin oran1 %13,40 olarak belirlendi.

Sample1

42

SSC-H (108)

14.7

FSC-H (10%)

Sekil 4.2 Canlilik Analizi



CD24/CD44 yiizey marker'ina gore gruplandirilan tam canlilik gosteren hiicrelerde:

%98,49 CD24+/CD44+, %0,6 CD24+/CD44-, %0,02 CD24-/CD44+, %0,89 CD24-/CD44-
oraninda ayristirildigr gercegiyle yiizlesildi.

- Samplal/ P5
2 Jcpza-cpass(1) CD24+CD44+(1)
0.89% G8.45%
~
=]
L]
9 |
x
W
52
-
&
L)
(=18
~ | CD24-CD4a4-(1) CD24+CD44-(1)
= |0.02% 0.61%
1034 o 103 104 1051

CD24 PE-H

Sekil 4.3 Tam canli hiicrelerin ayrigma goriintiisii

Olmeye yiiz tutan hiicrelerde ise: %78,51 CD24+/CD44+, %20,45 CD24+/CD44-, %0,38
CD24-/CD44+, %0,66 CD24-/CD44- oraninda ayristirilma gézlemlendi.

- Samplel/P7
s Jcozacpaasr CD24-Cha4+
0.38% 78.51%
-
=
o
]
I
52
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8
o
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3 o6 20.45%
1034 o 103

104 1651
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Sekil 4.4 Olmek iizere olan hiicrelerin ayrisma goriintiisii

Yeterince hiicre olmamasi sebebiyle RNA izolasyonu gerceklestirilemeyen CD24+/CD44-

hiicre grubunda genlerin ekspresyon degerleri saptanmadigindan incelenmeye alinmadi.



4.2.2 Hiicre Canlihik Testi Sonuglar

GEM verilen ve hasat edilen hiicre gruplart Annexin5’le hiicre canlilik oranlar1 incelendikten
sonra yiizdelik degerleri karsilastirilmasi igin CD24/CD44 yiizey marker'ina gore 4 gruba

ayrilarak canlilik analizine bakildi.
4.2.3 Sorting Analiz Sonuglar:

Tablo 4.2 GEM uygulanma 6ncesi Ve sonrasi sorting analiz sonuglari

GEM  |GEM (pozitif) Fark

(negativ)
CD24 |CD44 Ortalama |No:4 No:5 No:6
- + %0,89 (%1 %1,9 %0,9 %0,2 (-) %0,11 artis
+ - %0,61 |%8,93 |%7,3 %6,6 %12,9  |(+) %8,32 artis
+ + %98,49 (%89,3 (%894 |%92,2 |%86,4 |(-) %9,19 azalis
- - %0,02 |%0,73 |%1,4 %0,3 %0,5 (+) %0,71 artis

GEM uygulandiktan sonra degerlerde;

CD24-/CD44+ degerinde %0,11 artis, CD24+/CD44+ degerinde %9,19 azalis, CD24+/CD44-
degerinde %8,32 artis, CD24-/CD44- degerinde %0,71 artig gdzlemlenmistir.

4.3 QRT-PCR Optimizasyon Sonuglari

PANCI hiicre soyunda gerceklestirilen GEM uygulamas1 sonucu GADD45B, SERPINE] ve
CHOP genlerinin ekspresyon degisimleri incelenmistir. PPIA geni kontrol gen olarak se¢ilmis
ve degerlendirmeler GEM'e maruz birakilmayan kontrol grubu ile karsilastirilarak
yapilmigtir. PANCI hiicreleri iizerinde SuM konsantrasyonda 72 saat siireyle inkiibe edilerek
hiicre hasad1 gerceklestirilen GEM etkisi bulunan se¢ilmis hiicrelerden, ayn1 zamanda GEM
ile muamele gérmeyen hiicrelerin tlimiinden de RNA izolasyonu yapilmistir. Spesifik olarak
GADDA45B, SERPINE! ve CHOP genlerinin transkriptleri igin dizayn edilen primerler
kullanilarak QRT-PCR yapilmistir. Kullanilacak syber green kit se¢cimi ve primerlerin



60

kontrolii hedefi ile optimizasyon deneyleri tasarlandi. Kullanilan 6rneklere ait ¢iktilar agagida

verilmigtir.

Amplification Curves
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Sekil 4.5 Optimizasyon plak cihaz ¢iktisi. Farkli renklerde kombine edilmis 6rneklere ait
cihaz ¢iktis1 incelendiginde her benzer Ornek kiimesinin kendi iginde ilk amplifikasyon

egrisine baslangi¢ giris noktalarinin birbirine yakin oldugu gézlemlendi.

4.3.1 LightCycler Roche 480 nin Erime ve Tm Calling Egrileri.
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Sekil 4.6 PPIA geni (a) SYBR Green erime ve (b) Tm calling egrisi analizi
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Sekil 4.7 SYBR Green erime egrisi
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Sekil 4.9 SERPINE1 geni Tm calling egrisi
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Sekil 4.10 CHOP geni Tm calling egrisi

4.4. Gen Ekspresyon Analizi Sonuglar
4.4.1 GADD45B

GEM uygulanan grubun GADD45B geni ekspresyonu diizeyi ilag verilmeyen kontrol (111 grup)
grubuna gore karsilastirildigi zaman fold change degerin 1,34 olmasi saptanmis, bunun ise

1,34 kat artig anlamina geldigi bilinmektedir.

GEM uygulanan hiicreler grubu arasindan ayrnistirilarak segilen CD24+/CD44+ hiicre
grubunda (Il grup) GADD45B gen ekspresyon diizeyi GEM uygulanmayan (III grup) kontrol
grubuna gore karsilastirildigi zaman fold change degerinin 1,8 oldugu saptanmis ve bunun 1,8
kat artis anlami tagidigi bilinmektedir.

CD24+/CD44+ olan hiicre grubunun (II grup) GADDA45B gen ekspresyon diizeyi, I grupla
karsilagtirildigr zaman fold change degerinin 1,34 oldugu goriilmiistiir, yani 1,34 kat artis

saglamis demektir.
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Sample (1l (2 Avg. Ct Linearizasyon PPIA  Sample Avg.Ct Linearizasyon GADDA5B  Normalizasyon Ortalama  Expression Fold Change Value (kontrole gire)
iag MM 1600 160 59 O0OS0L  GADDASEL 0% 00000048 O A T 1 S
PRIAS 1577 1587 0000017286  GADD45B-3 0,000000508 0,020350086
PPIA-4 1578 1594 0000016814  GADD45B-4 0,000000520 0,030926771
S iapfov PRI 150 1517 BN O00ME6  GADDISEL WE 000000050 OESEEM) DO 180
E  OM/uPrns 1608 1532 000BNE  GADDMSES 0000000501 0037812315
1y] PPIA-6 1652 1619 0000011930  GADD45B-6 0,000000595 0,049893649
kantrol PPIAT 1602 1605 16,11 0000014893  GADDdSE-7 2158 0,000000345 0,023195681 0022715757
PPIA-8 1615 1655 0000011972  |GADD458-8 0,000000307 0025648175
PRIA9 1582 1594 0000016017  \GADD458-9 0,000000309 0,019303416

Sekil 4.11 GADD45B gen ekspresyon diizeyinin Linearize Livac metodu ile hesaplanmasi

GADD45B geninin  ekspresyon degisikliklerinin ortalamalarmin  standart sapmasi
Std.Dev.=0,090, p (anlamlilik) degeri, p=0,027 (p<0,05) oldugundan, p degerinde istatistiksel
olarak anlamlilik tespit edildi. Kruskal Wallis testi normal dagilim géstermeyen gruplarda {i¢
veya daha fazla sayida grubun ortalamalar1 arasindaki farkliligin anlamliliginin test

edilmesinde kullanilan bir tekniktir.
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Sekil 4.12 Bagimsiz ornekler Kruskal Wallis testi ile GADD45B gen ekspresyon diizeylerinin

degerlendirilmesi. X ekseninde; GEM* 1. grup, GEM* ve CD24*/CD44" hiicrelerine gore ayristirilan 2. grup,

GEM- 3. grup, Y ekseninde ise, GADD45B gen ekspresyon diizeylerinin normalizasyonu gosterilmistir.

Sekil 4.12'de verilen bulgularimiz sonucu, GEM* ve CD24*'CD44" hiicrelerine gore
ayrnistirtlmig II grup, III kontrol (GEM") grubuyla karsilastirildiginda, degerlerde artis
goriilmiis, GEM™ | grupla, CD24*/CD44" hiicrelerine gore ayrigtirtlan 11 grup ve Il kontrol

grubu (GEM") arasindaki degerlerde fark belirlenmedigi gézlemlenmistir.



4.4.2 SERPINE1
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SERPINEL gen ekspresyon diizeyi GEM uygulanan (I grup) grubun GEM uygulanmayan ( 111

grup) kontrol grubuna gore bakildiginda fold change degerinin 1,44 oldugu saptanmis ve 1,44

kat artis saglamistir. Gen anlatim diizey degerlerinin birin iizerinde olmasi artma

istikametinde anlam ifade etmesi demektir.

I1 grubun SERPINEL gen ekspresyon diizeyi III grup olan kontrol grubuyla karsilastirildiginda

fold change degerinin 1,58 oldugu saptanmis, bunun ise yaklasik 1,58 kat artis ifade etmesi

demektir.

Il grubun SERPINE1 genin ekspresyonu diizeyinde, yalniz ilag verilen (I grup) kontrol

grubuna kiyasla bakildiginda fold change degeri 1,10 olmasi dikkate alinmistir. Bunun ise

1,10 kat artis ifade ettigi manasim tasir.GEM uygulama sonrasi bu verilerin CD24"CD44*

hiicrelerde SERPINE1 ekspresyonunun artma egiliminde olmasini gosterdigi agikardir.

Sample (1 (22
g PR | 1600 1603 590
A3 1577 1587
s |57 5
S iliow DUPPIA2 | 1602 1617 12
£ cnz4+,'cm44:wm-5 ! 150 1532
" kS | 1650 1619
kol PPIAT L1602 165 51
Poig |85 1655
PPD | 1530 150

0000015101
0000017286
00000168124
0000014286
0000013238
0000011930
0000014893
0000011972
0000016017

Avg.Ct Linearizasyon PPIA - Sample

SERPINEL-1
SERPINEL-3
SERPINEL-4
SERPINEL-2
SERPINEL-S
SERPINEL-6
SERPINEL-7
SERPINEL-B
SERPINEL-S

1816

1833

1888

0000002773
0000004004
0,00000359%
0,000003066
0000003230
0000002202
0000002308
0000001713
0000002245

Avg, Ct Linearizasyon SERPINEY  Normalizasyon

1,163645078
0,231647005
1,213898756
0,214§41359
(244007940
0,254830687
0154853451
,143090520
{,140145750

Ortalama
0,209730617

0,231176662

0,145066581

Expression Fold Change Valug (kontrole gire)
14

Sekil 4.13 SERPINE1 gen ekspresyon diizeyinin Linearize Livac metodu ile hesaplanmasi

SERPINE1 geninin ekspresyon degisikliklerinin ortalamalarina ait

standart sapma

Std.Dev.=0,041, p degeri, p=0,039 (p<0,05) oldugundan, p degerinde istatistiksel olarak

anlamlilik tespit edildi.
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Sekil 4.14 Bagimsiz 6rnekler Kruskal Wallis testi ile SERPINEL gen ekspresyon diizeylerinin

degerlendirilmesi. X ekseninde; GEM* 1. grup, GEM* ve CD24*/CD44"* hiicrelerine gére ayristirilan 2. grup,

GEM- 3. grup, Y ekseninde ise, SERPINE1 gen ekspresyon diizeylerinin normalizasyonu gosterilmistir.

Sekil 4.14'de gosterilen verilen dogrultusunda, GEM* ve CD24"CD44" hiicrelerine gore
ayristirilmig II grup, III kontrol (GEM") grubuyla karsilastirildiginda, SERPINEL gen ifade
diizeylerindeki degerlerin yiikseldigi goriilmiis, GEM™ | grupla, CD24+/CD44+ hiicrelerine

gore ayristirilan Il grup arasinda fark goziikmemistir.

4.4.3 CHOP

I grubun CHOP gen ekspresyon diizeyinin Il kontrol grubuna gore kiyasla fold change
degerinin 0,48 oldugu saptanmistir. Bunun yaklasik 2 kat, yani yar1 yariya azalmasi anlami
tasidig bilinir.

Il grubun CHOP gen ekspresyon diizeyi Ill kontrol grubuyla karsilastirildigi anda fold

change degeri 0,62 olmustur.

Il grubun CHOP geninin ekspresyon diizeyi, yalnizca ilag verilen | kontrol grubuna kiyasla
fold change degeri 1,29 oldugu goriilmiis ve bunun 1,29 kat artis anlami ifade etmesi

demektir.

Ayristirilarak segilen CD24+/CD44+ hiicrelerinde UPR'in daha yiiksek olmasi, ER stresinin

artmasi ve ER stresi ile iligkili hiicrelerin apoptoza dogru gidebildigi kanisina varilmistir.



67

Sample (@ Avg. Ct Linearizasyon PPIA  Sample Avg.Ct  Linearizasyon CHOP Normalizasyon Ortalama Expression Fold Change Value {kontrole gére)
ilag PRIA1 1600 1603 1550 0000015101  CHOP 75 0,000006460 DA17T97513 0,395780482 048
PPIA3 1577 1587 0000017285  CHOP-3 0,000007603 0439824538
PRIA-4 1578 1584 0,000016814 CHOP-4 0,000005376 0,319746395
E ilag+flow  PPIA-2 1602 1617 1622 0000014286  CHOP-2 na 0,0000065%6 0,461691155 0,510403172 062
E (D24+/CD444 PPIAS 16,09 16,32, 0000013238  CHOP-5 0,000008234 0,622005827
n PPIAE 1652 1619 0000011930  CHOP-6 0,000003339 0447512533
kontrol PPIA-7 1602 1605 1611 0000014893  CHOP-T 1641 0,000013944 0936272247 0818274125
PPIA-E 1615 1655 0,000011972 CHOP-8 0,000009850 0823591017
PPIAG 1592 15%4 0000016017  CHOP-B 0,000011131 0,694959110

Sekil 4.15 CHOP gen ekspresyon diizeyinin Linearize Livac metodu ile hesaplanmasi

CHOP  geninin ekspresyon degisikliklerinin ortalamalarina ait standart sapma
Std.Dev.=0,207, p degeri, p=0,027 (yani p<0,05) oldugundan, istatistiksel olarak anlamlilik

gostermis demektir.
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§ § & § ¢§
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Sekil 4.16 Bagimsiz ornekler Kruskal Wallis testi ile CHOP gen ekspresyon diizeylerinin

degerlendirilmesi. X ekseninde; GEM* 1. grup, GEM* ve CD24*CD44" hiicrelerine gore ayristirilan 2. grup,

GEM- 3. grup, Y ekseninde ise, SERPINEL gen ekspresyon diizeylerinin normalizasyonu gosterilmistir.

Sekil 4.16'da verilen bulgularin degerlendirilmesi zamam1 GEM™ | grupla ve GEM™ ve
CD24*'CDA44* hiicrelerine gére ayristirtlmis 1T grupla, 1l kontrol (GEM) grubu
karsilagtirildiginda, anlamh derecede fark goziikmekte, GEM™ | grupla, CD24+/CD44+

hiicrelerine gore ayristirilan II grup arasinda fark gézlenmedigi belirlenmistir.



Gen Ekspresyon Degigimi

Fold change degeri

GEM#;CD24% ve CDMH/GE:  nGEN Deney gruplari

Sekil 4.17 Relatif gen anlatim diizeyinin ifade degisiklikleri. Y ekseninde her bir hedef gen
icin 72 saat sliresinde 5 uM gemsitabine maruz birakilmis hiicre gruplarinin fold change

degerleri, X ekseninde ise, deney gruplar1 gosterilmistir.
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4 TARTISMA

Diinyada kanserden oliimlerin baslica nedenlerinden biri olan pankreas kanserinin sonuglari
hafifletilemezse, karsidaki 10 sene igerisinde kansere bagli 6liimlerin II baslica nedeni olacagi
diistiniilmektedir. Tedavi segenekleri kisitli olan pankreas kanserinde bes senelik hayatta
kalim oraninin 5% in altinda oldugu bilinmektedir. PDAC ta hastaligin evresi ve performans
acisindan belirlenen ve sitotoksik ajanlarin agirhikli olarak uygulandigi tedavilerin
takiplerinde kullanilabilecek biyobelirtegler eksik kalmaktadir (Krantz, B.A. ve E.M.
O'Reilly, 2018).

Kanserlerin tiplerine, karakterlerine ve evrelerine gore kullanilan standart tedaviler cerrahi,
kemoterapi, radyoterapi ve immiinoterapidir. Sinirlt etkinlige sahip kanser tedavilerinin temel
amaci normal hiicrelere etki etmeden kanser hiicrelerini bulup intihara siiriiklemek olmasina
ragmen, hem kot huylu, hem de normal hiicrelere etki ettiginden hastalarda anemi,
istahsizlik, deliryum ve periferik noropati gibi yan etkilere de sebep olur. Klinik olarak
minimum iyilesme saglayan Gemsitabin, 5-FU ve FOLFIRINOX gibi kemoterapétik ajanlarla
tedavilerden bagska, cerrahi olarak rezeke edilemeyen vakalarda daha az yan etki goésteren
etkili yeni tedavi segeneklerinin gelistirilmesine ihtiya¢ bulunmaktadir. Hem adaptif, hem de
apoptotik yola sahip oldugu kanitlanan ER stres yanitinin modiilasyonu kanser karsiti 6nemli
bir strateji olabilir (Gutiérrez-Rodriguez A.G,2018, Cragg G.M, ve ark., 2009). ER, protein
sentezi, transportu ve katlanmasi, lipid ve steroid sentezi, karbonhidrat metabolizmasi1 ve
kalsiyum depolanmasi gibi farkl islevleri vardir. ER'de yogun protein katlanmasi talep eden,
mutasyona ugrayan, dogru katlanamayan proteinlerin mevcutlugu gibi patolojik stresler,
ER'in normal proteinin katlanmasi kapasitesinde bir dengesizlik olusturur ve ER stresi gelisir.
Hiicreler UPR sinyal iletim yoluyla ER stresini algilayabilir ve yanit olusturabilir. Timorler
tizerinde ER stresinin iki etkisi bilinmektedir: birincisi, tiimor biiylimesini ¢ogaltan
uyarlanabilir etkisi ve 2. apoptozu indiikledigi bilinen sitotoksiki etkisi.

Tiimoér olusumuna bakildigi zaman, iki ucu keskin bir kilig olan UPR, yalnizca timor
hiicresinin ¢ogalmasini baskilamakla kalmaz, ayn1 zamanda hipemik hipoksi, reaktif oksijen
tiirlerinin ve ATP'nin birikmesi ve besin eksikligi gibi olumsuz kosullar altinda tiimor
hiicresinin sagkalimini, kanser ilerlemesini ve metastazini da tetikleyebilir. Timor hiicreleri

PERK ve asag1 akis sinyalleri, ATF4 ve NRF2 dahil olmakla CHOP'un mRNA kararliliklarini



azaltarak hayatta kalmak i¢in UPR yolunun avantajlarindan yararlanir, ayrica, ATF6
araciligryla mTOR sinyal yolunu up regiile ederler. Kanser hiicreleri, UPR aktivasyonuyla
mikro g¢evreye uyum saglayarak makrofajlar, sitokinler, anjiyojenik faktorler ve biiyiime
faktorlerini salgilarlar.

ER stres sensorlerinin siirekli aktivasyonu, kotii huylu hiicrelere daha fazla tiimor gelistirme,
metastatik beceri ve kemoterapiye karsi ilag direnci kapasitesi kazandirir. Caligmalar timor
mikrocevresinde bulunan miyeloid hiicrelerin islevini ER stresinin manipiile ettigini ve
boylece kanser karsiti koruyucu bagisikligin gelisimini engelledigini ortaya gikarmustir.

UPR aktivasyonu yoluyla ER stres yanit1 ilag direnci olusturabilir (Corazzari M, ve ark,
2007). Ornegin, multipl miyelom hiicrelerinde UPR'in indiiksiyonu ETOPOSIDE direncini
artirmistir (Gray M.D. ve ark., 2005, Koong A.C., ve ark., 2006). ER stresi siirekli devam
ederse, kanser hiicrelerinde apoptozun indiiklenmesine neden olur (Malhotra J.D., Kaufman
R.J, 2007). Bu bulgularin, adaptif islevi inhibe eden veya apoptotik islevi uyaran ER stresini
hedefleyerek, secici kanser tedavisi ve ila¢ direncinin Gstesinden gelmek igin etkili strateji
olabilecegine dair ipuglar1 saglamaya faydasi vardir (Chiu H.W., Fang W.H, ve ark., 2012).
Bunlar sadece kanser tedavisi igin degil, ayn1 zamanda ER stresiyle iliskili oldugu bilinen
kardiyovaskiiler, inflamatuar ve norolojik hastaliklarda da yeni ilaglarin gelecekteki kullanim
alanlar1 i¢in 6nem arz etmektedir (Yoshida H, 2007, Salminen A, 2009).

Antikanser strateji olarak hedeflenen UPR iki yaklasimi da agiklar (Urra H., Dufey E, 2013):
1. ER stresiyle iligkili proteinleri inhibe etmek, stresli kosullar altinda biiyiiyen kanserin artik
stresle bas edememesine olanak saglamak (Schroder M., Kaufman R.J, 2005);

2. Kanser hiicrelerinde kronik stres olusturarak dengeyi hiicre apoptozuna dogru ¢evirmek.
Kiimiilatif kanitlar, ER stresini kanser karsiti strateji olarak hedeflemenin timit verici
oldugunu gosterse bile, ER stresinin kanser {izerindeki kesin rolleri ve hiicre kaderi iizerinde
nasil etki ettigi konusunda daha fazla arastirma yapilmasi gerekmektedir. Bu alandaki bilginin
artirtlmasi, UPR sinyallemesini diizenleyerek kanseri kontrol etmeye yonelik farmasotik
tasarim i¢in elzemdir (Backer J.M. ve ark., 2009). ER stresi iizerine arastirmalarin yapilmasi,
birden fazla kanser tiiriiniin tan1 ve prognozu, ayn1 zamanda diger tibbi uygulamalar i¢in
kullanilabilir ve ayrica kemo-direngteki roliine ¢oziim olabilir (Lee A.S, 2007, Firczuk M.,
Gabrysiak M, 2013).

Bir¢ok kanser tedavisi i¢in uygulanabilir yeni terapotik hedef, adaptif pro-sagkalim yolunu

se¢cmektir. Son zamanlarda yapilan arastirmalarda UPR'nin segici kollarin1 hedef alan kiigiik



molekiil inhibitdrlerinin gelistirilmesi, terapdtik olarak bu yolu hedeflemenin ulasilabilir
oldugunu gostermektedir.

UPR'nin birincil hedefi tiimor genislemesinin ve tedaviye direncin 6nlenmesidir. UPR ‘in uzun
stireli strese maruz kalma stiresi hiicre 6liimiine neden oldugu bilindiginden, baz1 maligniteleri
tedavi etmek ve tedaviye karsi direnci kirmak ic¢in kullanilabilir. Tiimor hiicreleri, artan
glikolitik aktivite ve kan damarlarinin yetersiz olmasi sebebiyle ER stresine ve UPR yanitinin
uyarilmasina yol acan asidik, hipoksik ortam yaratir. Bu konuda, ER stresi ile iligkili UPR
sagkalim/6lim diizenleyicisinin daha iyi anlasilmasi onemlidir. Uzun siire devam eden
siddetli ve kalict nitelikteki ER stresi lizerine yapilan calismalarda, UPR yolunun
aktivasyonunun apoptozu indiikledigi, tiimor ve kanser hiicrelerini baskiladigi gériinmektedir.
Ek olarak, molekiiler saperonlar1 ve strese duyarli proteinleri hedeflemek ila¢ direnciyle basa
¢ikmanin temel yollarindandir. Esas olarak bu proteinin islevi diger proteinlerin hatali
katlanmasininin 6niine gegmek ve salgilanan proteinleri diizenlemektir.

Pankreasin anatomik lokasyonundan ve yiiksek mortaliteden dolayi, tanida karsilagilan
zorluklara ¢6ziim bulmak amaciyla biyobelirte¢ profilleme iizerine ¢alismalar devam ederken
hedeflenen genlerin segilmesi onem arz etmektedir.Calismalarimiz anlam kazanirsa,pankreas
kanseri tanisinda kullanilan tiimdr belirteclerine alternatif ve destek yeni biyobelirteg panelleri
olusturulabilmesi, ilag-dozaj ve ilag-takip ¢aligmalarinda etkili taramalarin yapilmasi igin yeni
calismalarin 6niiniin agilmasina olanak saglayacaktir.

ER stres kaynakli apoptoza aracilik eden ilk tanimlanmig protein olan CHOP un apoptozdaki
rolleri hakkinda pek ¢ok arastirma yapilmis olsa dahi, apoptozu tam olarak nasil tetikledigi
konusunda bilgimiz kisithidir.

Bulgularimizda, CHOP gen ifade diizeyinde diger genlerden farkli olarak, yalnizca ilag
uygulanmis grupta ( GEM+), III kontrol grubuna nazaran (ila¢ uygulanmamis GEM-) 0,48
(2,08 kat diisiis) oldugu gozlemlenmistir. Hiicrelerin yiizey belirteglerine gore secildigi 11
grupta (CD24+/CD44+) ise CHOP ekspresyonunda 0,62 (1,61 kat diisiis) oldugu saptanmustir.
CHOP hedefli tedavilerde CHOP indiiksiyonunun ¢esitli hastaliklar i¢in yararli olabilecegi
gosterilmistir. Ornek olarak, CHOP'un RNA interferansi, tuzak oligodeoksiniikleotidler veya
ilag inhibitorlerinin baskilayici etkisi, tip | diyabeti ve beyin iskemisini diizenlemek igin
miihim potansiyel hedefi olabilir. CHOP gen ifadesinin yiiksek ekspresyon diizeyi gelecekte
kanser karsiti tedaviyi kullanabilir. Cesitli tiimér hiicrelerinde BiP (ER baglayici

immiinoglobulin proteini) indiiksiyonu gdzlemlendiginden, BIP promotdrii tarafindan



yonlendirilen CHOP'un asir1 ekspresyonu kanser i¢in 6zgii tedavide yararlanilabilir. CHOP un
araciligiyla apoptoz flizerine yapilacak yeni ileriki caligmalar, ER stresiyle baglantili
hastaliklara yonelik tedavi segenekleri i¢in baz olusturmaktadir (Oyadomari S, Mori M,
2004). Protein katlanmasi baskilandigi zaman, CHOP'un uyarilmasi; protein sentezindeki
artisa ve nihayet oksidatif strese ve proapoptotik sinyallerin tesvikine neden olur. CHOP un
delesyonu ER stres kaynakli apoptoza karst koruyucudur ve bu sebepten kanserle ilgili
hastaliklarin tedavisinde umut verici hedef olarak diisiiniilmektedir.

Calismalarda, kolorektal kanser (CRC) hiicre hatlarinda CHOP ekspresyonunun up regiile
edilerek hiicre apoptozunu indiikledigi ve hiicre biiylimesini baskiladigi gozlemlenmistir
(Kwangho Kim, Hyun-Soo Cho ve dig., 2022 ). CHOP, mide kanserinde (GC) kétii prognozla
iligkilidir, CEBP'yi dogrudan yukar1 diizenleyerek kanser kok hiicre 6zelligini destekler (Hai
Lin, Shufang Liu ve ark., 2020). Bir diger mide kanseriyle ilgili ¢alismada ise, ileri evre
GC'de kanserli olmayan dokulara kiyasla CHOPun ekspresyon diizeyleri down regiile oldugu
belirlenmistir. Ayni  ¢alismanin  Kaplan-Meier sagkalim analizlerinde, pozitif CHOP
ekspresyonu olan hastalarindaki genel sagkalim oraninin, negatif CHOP ekspresyonu olan
hastalara gore anlamli derecede daha yiiksek
oldugu bulunmustur (Xiangwen Zhang, Tingting Zhou ve dig., 2018). McCabe ve

arkadaslarimin yaptig1 ¢alismada, CHOP ekspresyonunun inflamasyonu, fibrozu ve telafi edici

proliferasyonu daha da uyararak karaciger tiimor nodiillerinin gelisimini tesvik edebilecegi
gosterilmistir (DeZwaan-McCabeD,2013). Gastrik kardia adenokarsinomunda (GCA) komsu
kanserli olmayan dokulara ve normal dokulara kiyasla CHOP ekspresyonu daha disiik
diizeyde bulunmustur (She-Gan Gao ve ark., 2015). Akciger kanserinde CHOPun
ekspresyonunun azalmasi kemoterapiye karst direng olusturdugu bildirilmistir (Wenfeng Tan
ve dig., 2018). Bizim arastirmalarimiz sonucuna gére, CHOP ekspresyonunun down regiile
oldugu goriilmiis ve CHOP geninin baskilanmasinin kemoterapiye karsi direng gelisimine
katkida bulundugu diisiiniilmiistir.

Calismamizda bir diger hedef geni olarak sectigimiz GADD45B gen ifade diizeyinde ilag
(Gemsitabin) uygulanmis I grupta ( GEM+), III kontrol grubuna nazaran (ila¢ uygulanmamais)
1,34 kat ekspresyon artisi gormekteyiz. Il grupta ise, yiizey belirteclerine gore hiicreler
secildiginde (CD24+/CD44+) burdaki degisimin daha da egzajere oldugu (GADDA45B
ekspresyonunda 1,8 kat artis) goriiliiyor.


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Kim%20K%5BAuthor%5D
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/protein-expression
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/protein-expression
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/overall-survival
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/overall-survival

GADD45B, protein baglanmasi ve MTK1/MEKK4 kinazinin aktivasyonu araciligiyla p38/JNK sinyal
yolunu aktiflestirerek gevresel streslere tepki verir (Takekawa M, Saito H. 1998). GADD45B'nin
MAPK vyoluyla hiicre apoptozunu tesvik ederek kemosensitiviteyi artirabilecegini gosteren
fonksiyonel ¢alismalar mevcuttur (Xue M., Sun H., ve ark., 2020)

Metastatik timor lokalize tiimore kiyasla iki belirgin 6zellik tasir: 1. Lenf veya kan yoluyla
uzak organ metastazina yol agan adhezyon ve hareketle ilgili yolaklarin aktivasyonu (Ornek
olarak WNT, TGF-p yollar1 (Robert, 2013)). 2. Stresli mikrogevre veya klinik tedavi ile karst
karsiya kaldigi zaman tiimor ¢ogalmasini tegsvik ederek artan gevresel tolerans1 (Norouzi vd.,
2018; Hou vd., 2020). Cevresel stresle iligkili gen GADD45B, pankreas kanserinin tedaviye
direng takibinde rol alabilir. GADD45B geninin normal dokularda diisiik eksprese olusunun
karsinogenezi tesvik ettigi, malign dokularda ise yiiksek ekspresyonunun tiimdr gelisimine
katki saglayacag calismalarda gozlemlenmistir: Ornegin, GADD45B geninin yiiksek ifade
diizeyleri, evre II CRC hastalarinda azalmig OS (genel sagkalim) ve PFS'nin (progresyonsuz
sagkalim) bagimsiz prognostik faktoriidiir (Zhao Z, Gao Y., 2018), buna karsin GADD45B
geninin yiiksek ifade diizeyleri, total tiroidektomi ve radyoiyot tedavisi goren papiller tiroid
karsinomu hastalarinda bagimsiz prognostik belirtegtir (Barros-Filho MC, ve ark.,
2020). GADD45B, insan embriyonik karsinomunun yan popiilasyon hiicrelerinin (kok
hiicrelerinin zenginlestirilmis popiilasyonu) kemoterapi direncini ve invaziv biiylimesini
ortaya ¢ikarir (Inowa T, Hishikawa K ve dig., 2010) ve GADD45B geninin susturulmasi
kolanjiyokarsinom hiicrelerinin invazyonunu ve gogiinii azaltir (Myint KZ, Kongpracha P. ve
dig., 2018). Bu sonuglar, GADD45B geninin koti huylu tiimoér fenotiplerine katkida
bulunabilecegini diisiindiirmektedir. Diger c¢alismalarda yapilan arastirmalar sonucu,
GADD45B geninin EMT yoluyla kotii huylu kanser fenotiplerine katkida bulunacagi,
pankreas kanseri hiicrelerinin istila ve gociinii tesvik edebilecegi, uzak doku ve organlara
yayillim gostermesiyle iliskili oldugu fikrini desteklemektedir (Langing Gong ve ark., 2021).
Biz de c¢alismamizda kemoterapiye direngli pankreas kanser hastalarindan elde ettigimiz
veriler dogrultusunda GADD45B geninin tan1 veya tedavi hedefi olabilecegini diistinmekteyiz.
Bu genin islevsel degisiminin altinda yatan mekanizmasinin karakterize olmamasi sebebiyle
heniiz acikliga kavusturulamamis ve bu alanda daha fazla arastirma yapilmasi i¢in ucu agik
hipotezler 6ne siiriilmesi gerekmektedir.

Anti-fibrinoliz zaman1 SERPINE1 geninin trombin aktivitesini siirdiirmesi, trombin ve timor

hiicrelerinin proteazi yoluyla reseptorii aktive etmesi saglanir. Bu ¢alismada SERPINEL gen



ifade diizeyi incelendiginde I grupta (GEM+), III kontrol grubuna (ilag uygulanmamis GEM-)
nazaran 1,44 kat artis, hiicrelerin yiizey belirteglerine gore secildigi Il grupta (CD24+/CD44+)
SERPINEL1 ekspresyonunda 1,58 kat artis saptanmustir.

SERPINEL, vitronektinle tiimor hiicreleri arasindaki yapismayi inhibe edebilir ve daha sonra
tiimor hiicrelerinin diger ekstraseliiler matris substratlarina (6rnegin, fibronektin) gociinii
uyarabilir (Brooks T. D.ve baskalar;, 2000). Urokinaz enziminin uPA reseptoriine
baglanmasini, hiicre adhezyonu ve gocii icin gerekli ekstraseliiler matris proteinlerinin asiri
bozunmasini, timor hiicrelerinin vitronektine yapismasini inhibe etmesi SERPINEL'in pro-
apoptotik ve anti-apoptotik etkilere sahip olmasini da agiklar. SERPINEI1, hiicrelerin diger
ekstraseliiler matris proteinlerine gociinii tesvik ederek apoptozu uyarabilir ve direngte rol
oynayabilir. Ayrica, hiicrelerde kaspaz 3'i inhibe ederek kemoterapi tarafindan indiiklenen
tiimdr hiicresi apoptozuna direnebilir (Lademann U. A., Remer M. U, 2008). FasL'nin hiicre
yiizeyindeki plazmin tarafindan parcalanmasini ve ayrilmasini engelleyen SERPINE] geninin,
FasL aracili ve kemoterapi kaynakli apoptozun da karsisini aldigi goézlemlenmistir. Diger
tarafdan LRP-1 ile etkilesim yoluyla anti-apoptotik proteini yukari diizenlemek igin c-
Jun/ERK sinyalini indiikleyebilmektedir.

SERPINEL in, bir¢ok kanserin morbiditesiyle yakindan iliskili oldugu g¢esitli ¢alismalarla
gosterilmistir. SERPINEL geninin sitoskeletal yeniden organizasyonu ve glikometabolizmay1
tesvik ederek iiclii negatif meme kanserinin ilerlemesini uyarabilecegi, IL-8 salgilanmasini ve
ifadesini  yukar1 diizenleyerek pankreas kanserinin ilerlemesini hizlandirabilecegi
belirlenmistir (Humphries BA. ve dig.,, 2019). SERPINELl'in kolon kanserinin
patogenezindeki rolii 6nceden incelenmistir ve giincel bir ¢alismada, SERPINEL'in P38-
MAPK yoluyla kolon kanserinin ilerlemesini tesvik edebilecegi bulunmustur (Pranteda A,
PiastraV,2020). SERPINEL ifadesinin in vivo diizenleyici mekanizmasini anlamak hayati
Oonem tasimaktadir. SERPINEI geninin meme kanseri de dahil olmak iizere ¢esitli kanser
tirlerinde (mesane, kolon, kiiciik hiicreli olmayan akciger, pankreas) kanser ilerlemesini,
metabolik degisikligi, metastaz1 ve hatta terapétik direnci destekledigi gosterilmistir (Carter
JC, Church FC, 2009).

GADD45B ve SERPINEL gen anlatim ifade diizeylerinde artis gézlenmesi, PANC-1 hiicre
hattinin siire-dozaj iliskisiyle Gemsitabine kars1 direng kazandigini diisiindiirebilir. PANC-1
hiicre hattinin kemoterapotik ajana (GEM) maruziyeti sonrast GADD45B ve SERPINEL

genlerinin ekspresyonunun kontrol grubunun ekspresyonu ile karsilagtirildiginda, bu genlerin



ekspresyonunun  apoptozu  tesvik ederek  kemoterapi  duyarliigmi  destekledigi
disiiniilmektedir.

Aktiiel olarak, kemoterapik tedavinin yan etkilerinin yiiksek olmasi sebebiyle kullanilmasina
devam edilmesine ragmen, bu alanda ilaca kars1 direng ¢alismalar1 anlam ve 6nem kazanarak
tedavi zamani takibinde halen siklikla karsimiza gelmektedir. Gelecekte ilag-direng-zaman-
takip ¢aligmalarinda da kullanilabilecek olmasini diisiindiiren, bu kapsamda genis arastirilan
GADDA45B, SERPINE1 ve CHOP genlerinden elde edilen sonuglardir.

Gen ifade diizeyleri ile ilgili bilgi veren, mMRNA-transkriptlerini 6lgmek i¢in kullanilan
giivenilir yontemlerden biri olan RT-QPCR daha hassastir ve daha genis dinamik aralikli
kantifikasyona sahiptir. Kullanilan kit pandemi doneminde dizayn edilip iretilmis, bu
sebepten ¢ok hassas olup, cDNA asamasina gerek duyulmadan RNA-dan QPCR asamasinin
direkt olarak yapilmasina izin vermektedir. SYBR Green | yonteminde segilen hedef bolgenin
amplifikasyonunun oldugu veya primer dimer olusumuyla meydana gelen 6zgiin olmayan
trin kullanildiginin varsayimini anlamak adina floresan isimanin erime egrisi analizleri
gerceklesir (Barbara D’haene, 2010). SYBR Green yontemi kullanilmasi sonucu genlerin
erime egrileri analizi incelendiginde sadece birkag tane pik-tepecik (peak) goriilmektedir.
Sonu¢ olarak elde ettigimiz veriler isiginda, GADDA45B, SERPINE1 ve CHOP gen
ekspresyonlarinin kanser hiicrelerinin ilaca verdiyi yanitin takibinde fayda saglayacagini, ilag-
direng ve ilag-takip pankreas kanseri arastirmalarinda yeni umutverici biyobelirtegler olarak
katkida bulunabilecekleri ve gelecekteki hedefli tedavilerde erken teshisde kullanilabilecegini

diisiinmekteyiz.
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