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ÖZET 
PANKREAS KANSERİNDE İMMÜN CHECKPOİNTLER İLE HEDEF SİNYAL 

YOLAKLARI ARASINDAKİ İLİŞKİNİN İNCELENMESİ 
 

Baş Topcu, Kübra Sena 
Doktora, Biyoloji Anabilim Dalı (Moleküler Biyoloji Bilim Dalı) 

Tez Danışmanı: Prof. Dr. Ercan ÇAÇAN 
Ekim 2025, xviii + 130 sayfa  

Pankreas kanseri agresif klinik seyri, geç evrede tanı alması ve mevcut tedavi 
yaklaşımlarına sınırlı yanıt vermesi nedeniyle en ölümcül kanser türlerinden biri olarak 
kabul edilmektedir. Tümör mikroçevresinin immün baskılayıcı yapısı ve genetik 
heterojenliği, bu kanser türünde immünoterapötik yaklaşımların etkinliğini ciddi şekilde 
kısıtlamaktadır. Bu bağlamda, immün kaçış mekanizmalarında rol oynayan immün 
checkpoint moleküllerinin moleküler düzeyde daha iyi anlaşılması ve bu hedeflerin 
düzenleyici sinyal yolakları ile ilişkilerinin aydınlatılması, yeni tedavi stratejilerinin 
geliştirilmesi açısından kritik öneme sahiptir. Bu doktora tez çalışmasında, pankreas 
kanserinde bağışıklık sistemini baskılayan VISTA, PD-L1, CD155, HVEM ve IDO1 gibi 
immün checkpoint moleküllerinin gen ve protein düzeyinde düzenlenmesine 
odaklanılmış; bu moleküllerin ekspresyon düzeylerini etkileyen potansiyel sinyal 
yolakları çeşitli küçük molekül inhibitörleri aracılığıyla deneysel olarak araştırılmıştır. 
Vorinostat, PF-562271, navoximod, importazole ve sepantronyum bromür gibi özgün 
kimyasal ajanların tekli ve kombinasyon halinde pankreas kanseri hücre hatlarında (Mia 
PaCa-2, BxPC-3, AsPC-1, PANC-1, CAPAN-1) uygulanması sonucunda; bu bileşiklerin 
antiproliferatif etkileri, hücre migrasyonu ve koloni oluşumu üzerindeki rolleri, apoptoz 
mekanizmaları ve immün checkpoint ekspresyonu üzerindeki düzenleyici etkileri 
kapsamlı olarak incelenmiştir. Çalışma sonucunda özellikle VISTA, PD-L1 ve CD155 
moleküllerinin ekspresyon düzeylerinin bazı bileşik kombinasyonlarıyla anlamlı biçimde 
baskılandığı; bunun yanında TRIM15, Twist1, AGR2, LEF1 ve BIRC5 gibi tümör 
progresyonunda rol oynayan genlerin de modüle edildiği gösterilmiştir. Ayrıca BIRC5 
inhibitörü sepantronyum bromürün tek başına ve navoximod ile kombinasyon halinde 
uygulanmasının sağlıklı hücre proliferasyonu ve migrasyonunu etkilemeden yalnızca 
tümör hücrelerinde immün checkpoint baskılaması sağladığı da tespit edilmiştir. Bu 
bulgular, tedaviye dirençli tümör mikroçevresinin yeniden programlanmasına katkı 
sunabilecek immünoterapötik stratejiler açısından önemli bir potansiyel taşımaktadır. Bu 
tez, pankreas kanseri biyolojisini immün regülasyon, epigenetik kontrol, hücre döngüsü 
ve tümör mikroçevresi dahil olmak üzere çok yönlü olarak değerlendirmiştir. Elde edilen 
veriler, immün checkpoint moleküllerinin farklı sinyal yolaklarıyla nasıl etkileşim 
kurduğunu ortaya koymakta; bu moleküllerin eş zamanlı hedeflenmesinin, immün kaçış 
mekanizmalarının aşılması ve immünoterapiye duyarlılığın arttırılması açısından güçlü 
bir strateji sunabileceğini göstermektedir. Sonuç olarak, bu tez çalışması; pankreas 
kanserinde immün kaçış mekanizmalarını hedefleyen küçük moleküller aracılığıyla, 
immün checkpoint moleküllerinin regülasyonuna dair önemli bulgular ortaya koymuş; 
böylece immünoterapiye dirençli tümör mikroçevresinin yeniden programlanmasına 
yönelik yenilikçi ve hedefe yönelik kombinasyon tedavileri için yeni nesil tedavi 
stratejilerinin geliştirilmesine ışık tutmuştur. 
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ABSTRACT 
INVESTIGATION OF THE RELATIONSHIP BETWEEN IMMUNE 

CHECKPOINTS AND TARGET SIGNALING PATHWAYS IN PANCREATIC 
CANCER 

 
Baş Topcu, Kübra Sena 

PhD Dissertation, Department of Biology (Division of Molecular Biology) 
Thesis Advisor: Prof. Dr. Ercan Çaçan 

October 2025, xviii + 130 pages 

Pancreatic cancer is considered one of the most lethal cancers due to its aggressive clinical 
course, late-stage diagnosis, and limited response to current treatment approaches. The 
immunosuppressive nature of the tumor microenvironment and genetic heterogeneity 
severely limit the effectiveness of immunotherapeutic approaches in this cancer type. In 
this context, a better understanding of immune checkpoint molecules involved in immune 
escape mechanisms at the molecular level and the elucidation of the relationship between 
these targets and regulatory signaling pathways are critical for developing new treatment 
strategies. This doctoral dissertation focused on the gene and protein regulation of 
immune checkpoint molecules such as VISTA, PD-L1, CD155, HVEM, and IDO1, which 
suppress the immune system in pancreatic cancer. The potential signaling pathways 
affecting the expression levels of these molecules were experimentally investigated using 
various small molecule inhibitors. The use of unique chemical agents such as vorinostat, 
PF-562271, navoximod, importazole, and sepantronium bromide, both individually and 
in combination, in pancreatic cancer cell lines (Mia PaCa-2, BxPC-3, AsPC-1, PANC-1, 
and CAPAN-1) has led to comprehensive investigations of their antiproliferative effects, 
roles in cell migration and colony formation, apoptosis mechanisms, and regulatory 
effects on immune checkpoint expression. The study demonstrated that the expression 
levels of VISTA, PD-L1, and CD155 molecules were significantly suppressed by certain 
compound combinations, while genes involved in tumor progression, such as TRIM15, 
Twist1, AGR2, LEF1, and BIRC5, were also modulated. Furthermore, it was determined 
that the administration of the BIRC5 inhibitor sepantronium bromide, both alone and in 
combination with navoximod, suppressed immune checkpoints only in tumor cells 
without affecting healthy cell proliferation and migration. These findings hold significant 
potential for immunotherapeutic strategies that could contribute to the reprogramming of 
the treatment-resistant tumor microenvironment. This thesis evaluated pancreatic cancer 
biology from multiple perspectives, including immune regulation, epigenetic control, the 
cell cycle, and the tumor microenvironment. The data revealed how immune checkpoint 
molecules interact with diverse signaling pathways, demonstrating that simultaneous 
targeting of these molecules could offer a powerful strategy for overcoming immune 
escape mechanisms and enhancing sensitivity to immunotherapy. In conclusion, this 
thesis study has revealed important findings regarding the regulation of immune 
checkpoint molecules through small molecules targeting immune escape mechanisms in 
pancreatic cancer, thus paving the way for the development of next-generation therapeutic 
strategies for innovative and targeted combination therapies aimed at reprogramming the 
immunotherapy-resistant tumor microenvironment. 

Keywords: Pancreatic Cancer, Immunotherapy, Targeted Therapy, Immune Checkpoint 
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1. GİRİŞ 

Kanser, hücresel kontrollerden kaçan ve kontrolsüz hücre çoğalmasına neden olan bir 

hastalıktır ve dünya çapında ikinci önde gelen ölüm nedeni olarak bilinmektedir (Brown 

ve ark., 2023; Sareen ve ark., 2025; Elmadani ve ark., 2025). GLOBOCAN 2022 

verilerine göre pankreas kanseri 467.409 ölüm ile dünya genelinde en ölümcül altıncı 

kanser türü olarak rapor edilmiştir 

(https://gco.iarc.who.int/media/globocan/factsheets/cancers/, Erişim tarihi: 06.05.2025). 

Agresif biyolojik davranışı ve erken teşhis güçlüğü nedeniyle pankreas kanseri, en 

ölümcül malignitelerden biri olup tedavi seçenekleri oldukça sınırlıdır (Buchholz ve ark., 

2024). Pankreas kanseri erken evrelerde herhangi bir semptom göstermediğinden dolayı, 

hastalık tespit edildiğinde hastaların %80-85’i rezekte edilemez hale gelmektedir (De 

Dosso ve ark., 2021). Kemoterapi, metastatik pankreas kanseri için standart bir tedavi 

olmasına rağmen genetik heterojenliğe sahip bir tümör türü olarak bilindiğinden dolayı 

pankreas kanseri hastaları için tek bir tedavi yönteminin yeterli düzeyde fayda 

sağlamayacağı düşünülmektedir (Robatel ve Schenk, 2022).  

Hedefli tedavi onkogenlerin anormal aktivasyonunu engellemek, tümör baskılayıcı 

genlerin inaktivasyonunu önlemek ve çeşitli sinyal yolaklarının bloke edilmesine 

dayanan bir tedavi stratejisidir. İmmünoterapi ise pankreas kanseri tedavisi için umut 

vaadedici gibi görünse de pankreas kanserinin immün baskılayıcı tümör 

mikroçevresinden dolayı immünoterapi için yeni yaklaşımlar geliştirilmelidir (Wang ve 

ark., 2024a). Kombine ilaç tedavisi, kanser tedavisinde meydana gelen birden fazla direnç 

mekanizmalarını baskılayarak kanser hücrelerini hedef aldığından dolayı kanser 

tedavisinde daha etkili ve uzun süreli yanıtlar elde edilmesine olanak sağlayabilmektedir 

(Sareen ve ark., 2025). Fizyolojik koşullarda T hücrelerinin aktivasyonunu baskılayarak 

bağışıklık homeostazını ve doku hasarını korumak, otoimmün reaksiyonu baskılamak 

için immün checkpoint adı verilen inhibitör moleküllerin ekspresyon seviyeleri 

artmaktadır. Ancak kanser hücreleri bu immün checkpoint yolaklarını aktif hale getirerek 

bağışıklıktan kaçmaktadırlar. Bağışıklık aracılığıyla kanserin tanınmasını ve ortadan 

kaldırılmasını hedefleyen immün checkpoint inhibitör terapisi, kanser tedavisinde kalıcı 

bir antitümör yanıt oluşturma potansiyeli olarak umut vadetmektedir (Mucciolo ve ark., 

https://gco.iarc.who.int/media/globocan/factsheets/cancers/
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2020). Fakat immünoterapiye en dirençli kanser türlerinden biri olarak bilinen pankreas 

kanseri tedavisinde tek başına immün checkpoint blokasyonu tedavisi etkili olmadığından 

dolayı immünoterapiye direnç mekanizmalarını hedefleyen çoklu tedavilerin 

geliştirilmesi önem arz etmektedir (Zhou ve ark., 2022). Bundan dolayı tümör 

progresyonundan sorumlu sinyal yolaklarının ve tümör mikroçevreyi hedefleyen farklı 

tedavi stratejilerinin kombinasyon halinde uygulanması pankreas kanserinde tedavi 

etkinliğini arttırmak açısından önemli bir yaklaşım olabilir. 

Yeni bir immün checkpoint olan T hücre aktivasyonunun V-domain Ig baskılayıcısı 

(VISTA), prostat kanseri, kolorektal kanser ve küçük olmayan akciğer kanseri gibi çeşitli 

kanser türlerinde T hücresi aktivitesini baskılayarak tümörlerin bağışıklık sisteminden 

kaçmasına aracılık etmektedir. VISTA’nın farklı tümörlerdeki ekspresyon düzeyi ve 

bağışıklık sistemi üzerindeki düzenleyici rolü karmaşık olup halen tam olarak 

aydınlatılamamıştır (Huang ve ark., 2020; Gao ve ark., 2024). Benzer şekilde, immün 

checkpoint molekülü olan CD155, doğal öldürücü hücreler (NK) ve T hücreleriyle 

etkileşerek immün yanıtı baskılamakta; aynı zamanda tümör hücresinin proliferasyonunu 

ve migrasyon yeteneğini destekleyen, tümör progresyonu sırasında ekspresyonu artan bir 

adezyon molekülü olarak görev yapmaktadır (Molfetta ve ark., 2020; Briukhovetska ve 

ark., 2023). Herpes virüsü giriş aracısı (HVEM) molekülü birçok tümörde yüksek 

seviyede eksprese edilmekte olup tümör gelişimi, lenf nodu metastazı, immünsüpresif 

mikroçevrenin oluşumu ve kötü prognoz ile ilişkilendirilmiştir (Sordo-Bahamonde ve 

ark., 2023). Programlanmış hücre ölümü 1 ligandı (PD-L1) PD-1 ile etkileşim kurarak T 

hücresi sinyalini inhibe eden bir immün checkpoint molekülüdür ve bağışıklık 

homeostazını sağlamaktan sorumlu inhibitör sinyaller sağlamaktadır. İlaveten akciğer 

kanseri, melanom, gliom ve meme kanseri gibi çeşitli kanser hücreleri tarafından eksprese 

edilerek kanser hücrelerinin bağışıklıktan kaçmasına yardımcı olmaktadır (Lin ve ark., 

2024). İndoleamin 2,3-dioksijenaz 1 (IDO1) enzimi ise triptofan metabolizmasını 

değiştirerek T hücre yanıtını baskılayan immünsüpresif bir tümör mikroçevresi oluşturan 

bir immün checkpoint molekül olarak bilinmektedir. Ayrıca, IDO1’in diğer immün 

checkpoint moleküllerine yönelik uygulanan inhibitörlere karşı direnç gelişimini teşvik 

ettiği de gösterilmiştir (Cheong ve Sun, 2018). Pankreas kanserinde VISTA, CD155, 

HVEM, PD-L1 ve IDO1'in ekspresyon düzeyleri ve bu moleküllerin hangi sinyal 

yolakları aracılığıyla düzenlendiği hala tam olarak aydınlatılamamıştır. Bu nedenle, söz 
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konusu moleküllerin biyolojik rollerinin daha kapsamlı bir şekilde araştırılması, bu 

hedeflere yönelik geliştirilecek tedavi stratejilerinin etkinliğinin artırılması açısından 

büyük önem taşımaktadır. Bu bağlamda, immün checkpoint moleküllerinin pankreas 

kanserindeki ekspresyon profillerinin ve aralarındaki potansiyel etkileşimlerin ortaya 

konması, hedeflenebilir yeni immünoterapötik adayların belirlenmesine olanak tanıyarak 

pankreas kanserine yönelik geliştirilecek tedavi stratejilerine katkı sağlayacaktır. 

Bu doktora tez çalışmasında, pankreas kanseri hücre hatlarında (Mia PaCa-2, BxPC-3, 

AsPC-1, CAPAN-1, PANC-1) farklı immün checkpoint moleküllerin (VISTA, IDO1, 

PD-L1, CD155 ve HVEM) çeşitli kimyasal bileşikler ile hedeflenmesinin, pankreas 

kanseri üzerinde oluşturduğu sitotoksik etki, apoptozun indüklenmesi üzerindeki rolü ve 

hücre davranışlarındaki değişimler (proliferasyon, migrasyon, koloni oluşumu) kapsamlı 

bir şekilde incelenmiştir. Ayrıca VISTA, IDO1, PD-L1, CD155 ve HVEM gibi immün 

checkpoint moleküllerin tümör progresyonunda kritik rol oynayan sinyal yolakları 

arasındaki potansiyel etkileşimlerin ortaya konması ve bu etkileşimlerin terapötik 

hedefleme açısından taşıdığı önemin değerlendirilmesi amaçlanmaktadır. Bu tez 

kapsamında elde edilen verilerin, bağışıklık sisteminden kaçışı kolaylaştıran moleküler 

mekanizmaların daha iyi anlaşılmasına ve bu doğrultuda pankreas kanserine özgü yeni 

immünoterapötik hedeflerin belirlenmesine katkı sağlaması amaçlanmaktadır. 
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2. LİTERATÜR ÖZETLERİ 
 

2.1. Pankreas ve Pankreas Kanser[ 

 

Pankreas, üst karın bölgesinde hem ekzokrin hem de endokrin bileşeni olan uzun bir 

retroperitoneal bezdir (A-Kader ve Ghishan, 2012). Ekzokrin ve endokrin kısımlardan 

oluşan pankreasın ekzokrin kısmı çoğunlukla asinar hücrelerden oluşmaktadır ve yağları, 

proteinleri, karbonhidratları sindirmeye yardımcı olan proteaz, lipaz ve amilaz gibi 

sindirim enzimleri içeren pankreas suyu üretmektedir. Pankreasın endokrin kısmı ise 

vücudun enerji için glikoz kullanmasına yardımcı olan ve kandaki glikoz seviyelerini 

düzenleyen glukagon ve insülin üretmektedir (Şekil 2.1) (Yuan ve ark., 2021). 

 
 

Şekil 2. 1. Pankreas anatomisi (Biorender.com aracılığıyla çizilmiştir.) 

Pankreas kanseri dünya çapında kanser kaynaklı ölümlerin başlıca nedenlerinden olarak 

bilinmektedir ve kanser tedavisindeki gelişmelere rağmen 5 yıllık sağkalım oranı yaklaşık 

%11’dir (Jian ve ark., 2023; Yu ve ark., 2024). GLOBOCAN 2022 verilerine göre tüm 

kanser türleri arasında pankreas kanseri dünya çapında 467 409 vaka ile en ölümcül 6. 

kanser türü olarak belirlenmiştir (https://gco.iarc.fr, Erişim tarihi: 03.05.2024) (Şekil 2.2). 

https://gco.iarc.fr/
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Pankreas kanserinin tümör mikroçevresinde yer alan çok sayıda fibroblast popülasyonu, 

yoğun hücre dışı matriks ve baskılayıcı bağışıklık hücre popülasyonları pankreas 

kanserinin agresif seyrine, tedaviye direnç ve hastalığın heterojenliğine neden olmaktadır 

(Halbrook ve ark., 2023). Erken teşhis ve onkolojik tedavilerdeki ilerlemelerin sağkalımı 

uzatmada başarılı olduğu diğer birçok kanserin aksine pankreas kanserinde erken 

evrelerde hastalık herhangi bir semptom göstermemektedir. Hastalık ilerlediğinde kilo 

kaybı, karın ağrısı ve yorgunluk gibi spesifik olmayan semptomlar görülebilmektedir. 

Ancak bu durumda hastalık ilerlemiş ve hastaların %80-85’i rezekte edilemez halde 

gelmiştir (De Dosso ve ark., 2021; Luo ve ark., 2023a; Mok ve ark., 2024).  

 
 

Şekil 2. 2. 2022 yılında tüm yaş ve her iki cinsiyet dahil olmak üzere pankreas kanserinin 

her 100 000 kişi başına düşen dünya genelindeki ortalama ölüm oranı (https://gco.iarc.fr/ 

Erişim tarihi: 03.05.2024) 

Onkogenlerde ve tümör süpressör genlerde meydana gelen somatik mutasyonların 

birikimi kansere neden olmaktadır. Pankreas duktal adenokarsinomunda en sık 

mutasyona uğramış onkogen Kirsten rat sarkoma virüs (KRAS) olarak bilinmektedir 

(Kamisawa ve ark., 2016; Strickler ve ark., 2023). İlaveten pankreas kanserinde siklin 

bağımlı kinaz inhibitörü 2A (CDKN2A), tümör proteini 53 (TP53) ve SMA, MAD ilişkili 

4 (SMAD4) ve ANXA2 genleri de yüksek seviyede eksprese olmaktadır (Duan ve ark., 

Dünya’da her 100.000 kişiye düşen 
mortalite oranı

Uygulanabilir değil
Veri yok

https://gco.iarc.fr/
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2023; Menadi ve ark., 2024). KRAS mutasyonları ile pankreas kanserinin tümör 

mikroçevresi arasında mekanik bir bağlantı vardır. Bu sayede mutasyona bağlı olarak 

miyoloid türevli kök hücreler (MDSC) toplanmaktadır ve antitümör T hücre aktivitesini 

sınırlayabilmektedir (Ho ve ark., 2020). Kapsamlı çalışmalara rağmen uzun yıllardır 

pankreas kanseri tanısı alan hastaların prognozunda bir iyileşme olmamasının temel 

nedenleri erken tanı için güvenilir tahmin göstergelerinin olmaması ve terapötik 

seçeneklerin sınırlı olmasıdır (Ku ve ark., 2024).  

2.2. Pankreas Kanser[n[n R[sk Faktörler[ 

 

Pankreas kanserinin altında yatan nedenler büyük ölçüde bilinmemesine ile birlikte 

yaklaşık %10’unun genetik faktörlere bağlı olduğu tahmin edilmektedir. Ancak çoğu 

ailesel pankreas kanseri hastalarının genetik temeli bilinmemektedir (Kamisawa ve ark., 

2016; Vedie ve ark., 2024). Pankreas kanserinde özellikle sigara kullanımı, alkol 

kullanımı, diyabet, obezite ve kronik pankreatit önemli risk faktörleri olarak 

bilinmektedir (Sakaue ve ark., 2024) (Şekil 2.3).  

 

Sigara içmek, pankreas kanseri için en iyi belirlenmiş risk faktörüdür ve sigarayı 

bıraktıktan sonra en az 10 yıl devam eden %75 oranında bir riske neden olmaktadır 

(Kamisawa ve ark., 2016; Klein, 2021). Yapılan çalışmalarda sigara içmeyenlerde sigara 

içenlere kıyasla daha uzun sağkalım gözlemlenmiştir. Bundan dolayı pankreas kanseri 

teşhisi konulduktan sonra sigara prognostik bir risk faktörü olarak tanımlanmaktadır 

(Neumann ve ark., 2023). 

 

Diyabet vücut tarafından yetersiz insülin üretimi veya ürettiği insülinin etkili bir şekilde 

kullanılamaması ile karakterize edilmiştir. Pankreas kanseri hastalarının yaklaşık 

%50’sinde erken evrelerde tip 2 diyabet veya pankreas kanseri hücrelerinin insülin 

direnci yoluyla glikoz metabolizmasının bozduğunu gözlemlenmektedir (Amri ve ark., 

2023; Jacobs ve Stoffel, 2024).  Diyabet, hem pankreas kanseri için bir risk faktörü hem 

de kanserin bir sonucudur ve yeni teşhis edilen pankreas kanseri olan birçok hastada 

diyabet başlangıcı olduğunu veya diyabetliler arasında hastalığın kötüleştiği 

gözlemlenmektedir (Klein, 2021). Yapılan çalışmalarda pankreas kanseri ve diyabetli 
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hastalarda miR-21, miR-221 gibi bazı mikro RNA’ların yüksek seviyede eksprese olduğu 

ve bunların düşük sağkalım ile ilişkili olduğu tespit edilmiştir (Kozłowska ve Śliwińska, 

2023). 10 yıldan fazla süredir tip 1 diyabet olan hastaların pankreas kanserine yakalanma 

riski 5-10 kat artmaktadır. İlaveten pankreas kanseri hastalarının kan şekeri ve HbA1c 

seviyelerinin diyabet tanısından 1 ay önce önemli ölçüde arttığı bildirilmiştir (Zhao ve 

ark., 2020). 

 

Obezite ve pankreas kanseri arasındaki ilişkiyi araştıran çalışmaların birçoğunda pozitif 

bir korelasyon mevcuttur (Preziosi ve ark., 2014). Pankreas kanserinde kritik öneme sahip 

KRAS genindeki yüksek ekspresyon obezite hast^alarında da artmıştır ve bu yol ile 

pankreas kanseri gelişimini tetikleyebileceği düşünülmektedir (Eibl ve Rozengurt, 2021). 

Yapılan çalışmalarda pankreas kanserinde obez koşullar altında Nod benzeri reseptör 

proteini 3 (NLRP3), IL-1β'yı serbest bırakarak pankreas kanseri hücrelerinin göçünü ve 

invazyonunu desteklemektedir (Yang ve ark., 2023a). 

 

Pankreas kanserinin dünya çapındaki insidansı ve mortalitesi artan yaş ile korelasyon 

halindedir ve özellikle 55 yaş üzerindeki hastalarda tespit edilmektedir (Rawla ve ark., 

2019; Zhao ve Liu, 2020). Pankreas kanserinin yaşa bağlı telomerlerde gerçekleşen 

kısalmalara bağlı gelişebileceği de düşünülmektedir (Cai ve ark., 2021). 

 

Pankreas kanseri hastalarının yaklaşık %5-10’unda ailesel pankreas kanseri öyküsü 

görülmektedir (Jacobs ve Stoffel, 2024). Yapılan çalışmalar pankreas kanseri birey ile 

kan bağı olmasının pankreas kanseri riskini 1,5 ile 13 kat arasında artmasına neden 

olduğunu göstermektedir (Klein, 2021). İlaveten ailesel pankreas kanseri öyküsü olan 

bireylerin pankreas kanseri tanısı konulduğundaki ortalama yaşı, aile öyküsü olmayan 

bireye kıyasla daha erkendir (Goggins ve ark., 2020). Kalıtsal pankreas kanseri 

gelişiminde meme kanseri 1 (BRCA1), meme kanseri 2 (BRCA2), ataksi-telenjektazi 

mutantı (ATM), TP53, BRCA2’nin ortağı ve lokalizatörü (PALB2), adenomatöz 

polipozis koli, CDKN2A, SMAD4 genleri önemli rol oynamaktadır (Abe ve ark., 2021). 
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Şekil 2. 3. Pankreas kanserinin risk faktörleri (Biorender.com aracılığıyla çizilmiştir; Luo 

ve ark., 2023a) 

2.3. Pankreas Kanser[ Tanı ve Tedav[s[ 

 

Pankreas kanserinde gelişmiş cerrahi teknikler, adjuvan kemoterapi, ileri evre metastatik 

kanser hastalarına uygulanan hedefli tedavilerin kullanımı ile sağkalım sonuçlarında 

ilerleme kat edilmesine rağmen, 5 yıllık sağkalım oranı hala oldukça düşüktür (Springfeld 

ve ark., 2023). İleri pankreas kanseri hastalarındaki tedavinin başarısızlık nedeni başlıca 

hastaların %50-70’inde teşhis edilen ileri ve uzak metastaz durumu olduğundan dolayı 

pankreas kanseri hala kötü prognoza sahiptir (Ettrich ve Seufferlein, 2021; Falco ve ark., 

2023).  

 

Hastalarının yalnızca %10’unda erken başlangıçlı pankreas kanseri teşhisi konmaktadır 

ve hastaların yaklaşık %60’ında metastatik tümörleşme mevcuttur (Zhao ve Liu, 2020). 

Pankreas kanserinin agresif seyrinden dolayı hastaların %90’ından fazlasında ameliyat 

sonrası hayatını kaybetmektedir ve cerrahi işlemler tek başına yeterli olmamaktadır 

(Neoptolemos ve ark., 2018). Bundan dolayı adjuvan kemoterapi ile uygulanan cerrahi 

tedaviler daha çok tercih edilmektedir (Springfeld ve ark., 2019). 
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Radyoterapi, Nobel Ödülü sahibi Marie Curie'nin radyoaktiviteyi keşfetmesinden bu yana 

kanser hücrelerini öldürmek veya kontrol altına almak için önemli ve etkili bir yöntem 

olarak kabul edilmektedir. Radyoterapi temel olarak X ışınları ve gama (γ) ışınları gibi 

yüksek enerjili foton radyasyonu kullanarak kanser hücrelerine uygulanan bir tedavi 

yöntemi olarak bilinmektedir (Gong ve ark., 2021). Radyoterapi tümör hücrelerinde DNA 

hasarı oluşturarak hücrelerin ölümüne neden olmaktadır (Sun ve ark., 2023). Yüksek 

enerjili iyonlaştırıcı radyasyon yolu ile DNA kırılması indüklenerek kanser hücreleri 

etkisiz hale gelmektedir. Ancak radyoterapi dozu arttırıldığında ışınlama bölgesindeki 

sağlıklı dokuda radyasyon hasarı meydana gelebilir (Tang ve ark., 2024). Bunun yanı sıra 

radyasyon ile tümör hücrelerinin öldürülmesi, hasarla ilişkili moleküler patternlerin 

(DAMP’ların) salınmasına neden olarak immünomodülatör sitokinlerin ekspresyonunu 

uyarır ve proinflamatuar bir ortam üretmektedir (Ng ve Dawson, 2022). Ancak pankreas 

kanseri hastalarının birçoğu radyasyon tedavisine direnç göstermektedir (Shi ve ark., 

2011). Kemoterapi ile radyoterapi birlikte pankreas kanserli hastalara uygulandığında ise 

uzun sağkalım bildirilmiştir. İlaveten sınırda rezeke edilebilir pankreas kanseri olan 

hastalarda neoadjuvan kemoradyoterapi kullanımı rezeksiyonu mümkün kılarak 

sağkalımı önemli ölçüde iyileştirebilir (Wang ve Kumar, 2011). 

 

Kemoterapi birçok katı malignitelerin tedavisi için ana yöntemlerden biri olarak 

bilinmektedir (Liu ve ark., 2017). Pankreas kanseri olan hastaların rezeksiyondan sonra 

bile yüksek nüks gösterdiği bilinmektedir. Rezeksiyon sonrası nüks gelişimini önlemek 

veya geciktirmek için rezeksiyon öncesi ve sonrasında kemoterapi uygulanmaktadır 

(Okusaka ve Furuse, 2020). Yapılan birkaç çalışmada adjuvan kemoterapinin pankreas 

kanserinin rezeksiyonundan sonra hastalarda sağkalımı iyileştirdiğini doğrulamıştır (Van 

Roessel ve ark., 2020). Pankreas kanseri birçok kanser türüne göre kemoterapi 

tedavilerine karşı oldukça dirençlidir ve tek başına uygulandığında yanıt oranı 

kombinasyon tedavilere kıyasla nispeten daha düşüktür (Springfeld ve ark., 2023). 

 

Hedefe yönelik tedavi stratejisi, hastaların sıklıkla yaşadığı yan etkileri en aza indirmeyi 

ve tedavi sürecinde gözlemlenebilecek ilaç direncinin üstesinden gelmeyi 

amaçlamaktadır. Spesifik proteinlerin seçici olarak hedeflenmesini sağlayan bir tedavi 

yöntemi olarak bilinmektedir (Victoir ve ark., 2024). Moleküler hedefli tedavilerin 
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kullanımı tümör büyümesini, ilerlemesini, invazyonunu, metastazını ve kemorezistansı 

düzenleyen belirli moleküllerin veya sinyal yolaklarının bloke edilmesi prensibine 

dayanmaktadır. Pankreas kanserinde apoptoz, DNA hasar kontrolü, G1/S hücre döngüsü 

geçişi ve invazyonun düzenlenmesi gibi hücresel süreçleri içeren tümör başına ortalama 

63 genetik değişikliği kapsayan sinyal yolağı tanımlanmıştır (Ansari ve ark., 2016). 

Hedefli moleküler tedavi için özellikle pankreas kanserinde yüksek seviyede eksprese 

edilen veya sık mutasyona uğrayan EGFR, VEGF, KRAS, TP53 ve SMAD4 gibi genler 

potansiyel tedavi hedefi olarak öne çıkmaktadır (Duan ve ark., 2023). Son yıllarda 

biyoinformatik araçlar ile pankreas kanserinde mutasyonlar ve anormal sinyal yolakları 

da keşfedilmeye başlanmıştır. Bu yenilikçi tedavi seçenekleri pankreas kanseri 

hastalarının sağkalımının arttırılması için önem arz etmektedir (Kolbeinsson ve ark., 

2023). Ancak kanserin karmaşık yapısını hedeflemek için tek başına tedavi seçenekleri 

yeterli olmayabilir. Bundan dolayı kombine ve hedefe yönelik tedaviler hakkında daha 

fazla çalışma yapılmalıdır (Tran ve Tran, 2022). 

 

Geleneksel tedavilerdeki kısıtlamalarının üstesinden gelmek için kullanılan 

immünoterapi, tümör hücrelerini spesifik olarak hedeflemek, ortadan kaldırmak ve tümör 

hücresinin büyümesini engellemeyi amaçlamaktadır (Ma ve ark., 2024). Kanser 

hücrelerinin kendisinden ziyade konakçı bağışıklık sistemini hedef alan immünoterapi, 

onkolojide önemli bir dönüm noktası haline gelmiştir (Smyth ve Teng, 2018). 

İmmünoterapi immün checkpoint blokajı, aşılar ve kimerik antijen reseptörü T hücresi 

(CAR-T) gibi tedavileri içermektedir. 2011 yılındaki immün checkpoint inhibitörü 

monoklonal antikor ipilimumab, kullanımından bu yana melanom, NSCLC ve renal 

hücreli karsinom gibi tümörlerde önemli ilerlemeler kat edilmiştir (Zhu ve ark., 2023). 

Hedefe yönelik tedavi ve immünoterapi ile hastaların hayatta kalma oranı önemli ölçüde 

artmasına rağmen, hastaların tedaviye yanıt vermesini engelleyen ilaç direnci oluşması 

tedavinin başarısını sınırlamaktadır (Peng ve ark., 2024). Yapılan çalışmalar pankreas 

kanserinde immünoterapiye karşı direnç gelişmesinin ardındaki mekanizmaların T 

hücreleri ile ilgili olduğunu göstermiştir. T hücrelerinin işlev bozukluğu veya 

aktivasyonunun engellenmesi ve düşük düzeyde mutasyon oluşumundan dolayı dolayı 

pankreas kanserinde immünoterapi ile iyi bir sonuç alınmamıştır. Bu nedenle T 

hücrelerinin performansının arttırılmasına yönelik stratejiler immünoterapinin 
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hedeflerindendir (Lai ve ark., 2019; Luo ve ark., 2023b). Pankreas duktal 

adenokarsinomada düşük düzeyde PD-1 + T hücresi infiltrasyonu olduğundan dolayı 

immün checkpoint blokajına verilen yanıt zayıf kalmaktadır. Bundan dolayı pankreas 

duktal adenokarsinomada yüksek seviyede eksprese edilen TIM3, TIGIT ve VISTA gibi 

immünosüpresif yolların hedeflenmesi tedavi etkinliğini arttırmak için potansiyel bir 

strateji sunabilir (Morrison ve ark., 2018). Bunun yanı sıra pankreas kanserinin tümör 

mikroçevresi de geleneksel immünoterapilere karşı bir bariyer oluşturmaktadır. Tümör 

mikroçevresini yeniden programlayan ve immünoterapinin potansiyel faydalarını ortaya 

koyan kombinasyon tedavileri yaklaşımıyla umut verici sonuçlar elde edilmiştir (Torphy 

ve ark., 2018). Bu nedenle ilaç direnci mekanizmalarının anlaşılmasını sağlayacak yeni 

tedavi stratejilerinin geliştirilmesi ve kombinasyon stratejileri ile çoklu sinyal 

yolaklarının hedeflenmesi kanser tedavisi için kritik öneme sahiptir. 

2.4. İmmün Checkpo[ntler ve Kanser Tedav[s[ndek[ Yer[ 

 

İmmün checkpoint molekülleri, bağışıklık tepkileri üzerinde inhibitör veya uyarıcı etkiler 

uygulayan ligand-reseptör çiftleri olarak tanımlanmaktadır (Zhang ve Zheng, 2020). 

Fizyolojik koşullar altında bağışıklık homeostazını ve doku hasarını koruyan, otoimmün 

reaksiyonları sınırlandıran inhibitör uyaranları indükleyen sinyal ve moleküllere immün 

checkpoint adı verilmektedir. Bu moleküller patolojik durumlarda kanser hücrelerinde 

eksprese edilerek bağışıklık hücrelerinin tanımasından kaçmaktadır. Bu sayede bağışıklık 

düzeninin bozulmasına ve tümör büyümesine neden olmaktadır (Mucciolo ve ark., 2020; 

Wagner ve ark., 2021; Peng ve Bao, 2022). 

 

2018 Nobel Fizyoloji ve Tıp Ödülü Prof. James Allison ve Prof. Tasuku Honjo’ya kanser 

tedavisinde bağışıklık sistemini aktive etmek için immün checkpoint blokasyonu üzerine 

yaptıkları çığır açıcı keşifler nedeni ile verilmiştir (Rotte ve ark., 2018). Yaptıkları 

çalışmalar ile Prof. Honjo PD-1/PD-L1, Prof. Allison ise CTLA-4 molekülünün 

immünosüpresif fonksiyonunu doğrulamışlardır (Liu ve Wu, 2018). Çalışmalar PD-1 ve 

CTLA-4’ün kanser hastalarının tedavisinde bir hedef olarak kullanılmasının önünü 

açmıştır (Ljunggren ve ark., 2018). İmmün checkpoint reseptörleri CTLA-4 (B7.1 ve 

B7.2) ve PD-1 (ligandı PD-L1 ve PD-L2)’in tanımlanmasından sonra Lenfosit aktivasyon 
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geni-3 (LAG3), TIM3, T-hücresi immünoglobulin ve ITIM domaini (TIGIT) (ligandı 

CD155 ve CD112), indoleamin 2,3-dioksijenaz 1 (IDO1) ve T hücre aktivasyonunun V-

domain Ig baskılayıcısı (VISTA) blokasyonları antitümör bağışıklığın geri kazanılması 

ve tümör büyümesinin yavaşlaması için umut verici hedefler arasında gösterilmektedir 

(Xu ve ark., 2018; Chen ve ark., 2024). İmmün checkpoint inhibitörleri, bağışıklık 

sisteminin kanser hücrelerini tanıyarak savaşmasını sağlayan yeni bir yaklaşımdır (Liu ve 

Wu, 2018). Amerikan Gıda ve İlaç Dairesi (FDA) melanom tedavisinde immün 

checkpointlere karşı hedef alan monoklonal antikorları 2011 yılında onaylamıştır ve 

sonrasında immün checkpointlerin inhibisyonu üzerine yapılan çalışmalar artmıştır 

(Pawłowska ve ark., 2022). İmmün checkpoint inhibitör ilaçlarını kullanan hastaların 

tedaviyi bıraktıktan sonra devam eden kalıcı yanıtlarından dolayı çalışmalar oldukça 

heyecan verici olmuştur (Mukherji ve ark., 2022). Ancak bununla birlikte tek başına 

immün checkpoint blokasyon tedavisi zayıf hasta yanıtı, ilaç direnci ve bağışıklıkla ilgili 

zorluklar (otoimmünite) immün checkpoint inhibitörlerinin kullanılmasına sınırlılık 

getirmektedir. Bundan dolayı immün checkpoint inhibitörleri ile uygulanacak olan 

kombinasyon tedaviler umut verici yaklaşımlar olarak gösterilmektedir (Peng ve Bao, 

2022; Zhang ve ark., 2024a). 

2.4.1. VISTA 

 

VISTA (Vsir, c10orf54, PD-1H, DD1α, Gi24, Dies1, SISP1) B7 negatif checkpoint 

ailesinin bir üyesidir düzenleyicisidir ve immünoterapi için yeni bir hedefi temsil 

etmektedir. Vsir geni tarafından kodlanan ve insan kromozomunda 10q22.1’da bulunan 

VISTA bir Ig-V domaini, bir transmembran domain ve iyi korunmuş bir sitoplazmik 

kuyruktan oluşan 279 amino asit uzunluğunda 55-65 kDa ağırlığında tip I transmembran 

proteini olarak bilinmektedir. VISTA molekülünün filogenetik analizi sonucunda PD-1, 

CD28 ve CTLA-4 ile benzerlikler göstermiştir ancak en yüksek benzerliğin PD-1 ile 

olduğu tespit edilmiştir. VISTA’nın sitoplazmik kuyruğu klasik immünreseptör tirozin 

bazlı inhibitör motif (ITIM)/ immünoreseptör tirozin bazlı aktivasyon motifi (ITAM) 

motiflerine sahip değildir ve bu nedenle diğer B7 ailesi üyelerinden farklıdır (Wang ve 

ark., 2019; Kong, 2020; Ziogas ve ark., 2023; Shekari ve ark., 2023). VISTA’nın lgV 

domaini 3 ek sistein amino asidi içerdiğinden dolayı immünoglobulin süper ailesinin 

diğer üyelerinden farklıdır ve bu nedenle benzerlik eksikliği göz önüne alındığında 
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VISTA’ya PD-L adı verilmemiştir (Ceeraz ve ark., 2013). VISTA’nın en temel görevi T 

hücrelerinin çoğalmasını inhibe ederek veya T hücreleri tarafından sitokinlerin üretimini 

azaltarak bağışıklık sistemi tepkilerinin düzenlenmesi ve homeostazın korunmasıdır (Gao 

ve ark., 2024). VISTA’nın ilk olarak 2014 yılında hematopoetik dokularda (dalak, lenf 

düğümleri, periferik kan) ve lökosit infiltrasyonu olan dokularda yüksek seviyede 

ekspresyon profili olduğu tespit edilmiştir. Özellikle VISTA’nın T hücrelerinin 

proliferasyonunu baskılarken, B hücrelerini etkilemediği ve T hücresinin sitokin 

üretimini ve aktivasyonunu baskılayabileceğini yapılan çalışmada gösterilmiştir (Lines 

ve ark., 2014). Makrofajlar, nötrofiller ve bazofillerde yüksek seviyede eksprese olan 

VISTA, CD4+ T hücresi, CD8+ T hücresi, plazma hücreleri ve doğal öldürücü (NK) 

hücrelerde düşük seviyede eksprese olmaktadır (Shekari ve ark., 2023). T hücreleri, 

antijen sunan hücreler (APC’ler) ve tümör hücreleri üzerindeki VISTA ekspresyonu 

bağışıklık düzenleyici işlevlerini yerine getirmek için hem reseptör hem de ligand görevi 

görmektedir (Gao ve ark., 2024). VISTA normal pH'de ligandı olan V-set ve 

immünoglobulin domaini içeren 3 (VSIG-3; IGSF11) ile etkileşime girerek bir reseptör 

olarak işlevi görmesine karşın asidik pH'de tümör hücrelerinde ifade edilen bir ligand 

olarak işlev görerek olarak bilinen reseptöre bağlanmaktadır (Rezouki ve ark., 2023) 

(Şekil 2.4). Akut miyeloid lösemi (AML) üzerinde yapılan bir çalışmada VISTA’nın 

AML hücrelerinde yüksek seviyede eksprese edildiği ve bu hücreler tarafından salınan 

Galektin-9’u ligand olarak tanıdığı tespit edilmiştir. VISTA’nın Galektin-9’un 

immünosüpresif aktivitesini arttırdığı ve bu reseptör-ligand bağlantısının AML 

hücrelerine granzim B salınmasını engellediğini göstermiştir. Bu etkileşim Granzim 

B’nin T hücreleri içerisinde kalmasına ve burada aktif hale gelerek T hücrelerinin 

ölümüne neden olduğunu, bu sayede AML hücrelerinin immüniteden kaçmasına yardımcı 

olduğu gösterilmektedir (Yasinska ve ark., 2020). 
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Şekil 2. 4. VISTA ve PSGL-1 etkileşimi. Bu ligand-reseptör bağlantısı T hücre 

aktivitesini baskılayarak kanser hücrelerinin bağışıklıktan kaçışını kolaylaştırmaktadır 

(Biorender.com aracılığıyla çizilmiştir; Martin ve ark., 2023) 

VISTA ilk olarak Wang ve meslektaşları tarafından fibrosarkom fare modelinde negatif 

checkpoint düzenleyicisi olarak tanımlanmıştır. Sonraki çalışmalarda hem hayvan tümör 

modellerinde hem de insan primer kanserlerindeki tümör mikroçevresinde VISTA 

ekspresyonunun yüksek seviyede olduğu tespit edilmiştir (Mortezaee ve ark., 2022). 

Tümör hücrelerinde VISTA'nın yüksek seviyedeki ekspresyonunun, in vitro çalışmalarda 

T-hücresi proliferasyonunu ve sitokin üretimini baskıladığı ve in vivo çalışmalarda ise 

CD8+ T hücrelerinin tümör infiltrasyonunu azalttığı belirlenmiştir (Guo ve ark., 2023). 

Yapılan çalışmalarda 223 tane pankreas tümör dokusunda VISTA proteini tümör 

hücrelerinin %25,6’sında, bağışıklık hücrelerinin %38,1’inde ve endotel hücrelerin 

%26’sından yüksek oranda eksprese edilmiştir. İlaveten VISTA blokasyonu ile karaciğer 

metastazı olan pankreas kanserli fare modellerinde karaciğerdeki metastatik nodül sayısı 

önemli ölçüde azalmıştır (Hou ve ark., 2020).  Bir başka çalışma ise endometriyal ve 

yumurtalık kanserlerinin yüksek VISTA seviyelerini eksprese ettiğini ve tümör 

hücrelerinde VISTA ekspresyonunun artmasının T hücre proliferasyonunu baskıladığını 

ve bu sayede tümör hücrelerinin bağışıklıktan kaçmasını kolaylaştırıdığını 

göstermektedir (Mulati ve ark., 2019). VISTA blokajı ise T hücresi aktivasyonunu 
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arttırmaktadır ve IFN-γ, IL-2, IL-17, CCL-3, CCL-5 ve CXCL-11 gibi birçok inflamatuar 

sitokin üretimini upregüle etmektedir. İlaveten VISTA, miyeloid türevli immün 

baskılayıcı hücrelerin işlevlerini güçlendirme, T regülatör hücrelerin hayatta kalmasını 

sürdürme ve antijen sunan hücrelerin antijen sunum yeteneğini kısıtlama potansiyeline de 

sahiptir (Meng ve ark., 2024).  

 

Pankreas kanseri dokusunda yapılan çalışmalar VISTA'nın yüksek yoğunluklu 

infiltrasyon yapan bağışıklık hücrelerinde eksprese olduğunu ve bundan dolayı 

VISTA’nın pankreas kanseri immünoterapisi için kritik bir hedef olabileceğini 

göstermiştir. İlaveten pankreas tümör hücrelerinde yüksek VISTA ekspresyonu düşük 

sağkalım ile ilişkilendirilmiştir. Ancak yapılan bazı çalışmalarda pankreas kanserinde 

VISTA sinyal kaybının bağışıklıktan kaçmaya katkı sağlayabileceği öne sürülmüştür. Bu 

nedenle pankreas adenokarsinomunda VISTA’nın immünoregülatör mekanizması için 

daha fazla çalışmaya ihtiyaç vardır (Huang ve ark., 2020; Digomann ve ark., 2023). 

2.4.2.  PD-1 / PD-L1 

 

PD-1, CD28 ailesinden immünsüpresif bir checkpointtir ve antijene maruz kalma 

durumunda makrofajlarda, B lenfositlerinde, monositlerde, NK hücrelerinde ve dentritik 

hücrelerde eksprese edilmektedir (Liu ve ark., 2021a; Tang ve ark., 2022a). İnsanlarda 

kromozom 2q37 üzerindeki PDCD1 geni tarafından kodlanan bir transmembran reseptörü 

olarak bilinmektedir (Xu ve Li, 2024). İlk keşfedildiği yıllarda PD-1’in apoptotik süreçte 

rol oynayabileceğini düşündürülmüş, özellikle programlanmış hücre ölümü geçiren 

hücrelerde PD-1 ekspresyonunun artması bu hipotezi desteklemiştir (Ishida ve ark., 

1991). PD-1 reseptörünün B7 ailesine ait 2 ligandı bulunmaktadır: PD-L1 (CD274 veya 

B7-H1) ve PD-L2 (CD273 veya B7-DC). PD-L1 proteinleri genellikle fibroblastlar, 

perisitler, epitel, endotelyal ve düz kas hücreleri gibi birçok stromal hücrede olduğu gibi 

birkaç antijen sunan ve immünosüpresif hücrede de eksprese edilmektedir (Salminen, 

2024; Cacan, 2017). 2001’deki keşfinden bu yana birçok laboratuvar ve klinik çalışmanın 

odak noktası haline gelen PD-L1, kromozom 15q24.1’de bulunan gen tarafından 

kodlanmaktadır ve mRNA’sı normal dokuların çoğunda yaygın ifade edilirken, protein 

ekspresyonu fizyolojik koşullarda düşük seviyededir. Bu durum transkripsiyon sonrası 

düzenleyici mekanizmaların etkisini göstermektedir (Perovic ve ark., 2024).  
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PD-1/PD-L1 yolu özellikle otoimmün hastalıklarda, virüs enfeksiyonunda, 

transplantasyon immünolojisinde ve tümör bağışıklığında önemli bir rol oynamaktadır 

(Jiang ve ark., 2019). Normal koşullarda PD-1 ve PD-L1 arasındaki etkileşim immün 

homeostazın korunması ve otoimmünitenin önlenmesi için önem arz etmektedir. Bununla 

birlikte PD-L1’in tümör hücrelerinde yüksek seviyedeki ekspresyonu, T lenfosit 

aktivasyonunu baskılayarak bağışıklık kaçışını kolaylaştırabilir (Şekil 2.5) (Xu ve Li, 

2024; Bullock ve Richmond, 2024; Zhang ve ark., 2024b). PD-1/PD-L1 sinyal yolağının 

blokajı, CD8+ T hücrelerinin sitokin üretimi, proliferasyon, enfekte hücreleri öldürme ve 

viral yükü azaltma gibi işlevlerinin yeniden kazanılmasını sağlamıştır (Barber ve ark., 

2006). 

 

PD-L1 ekspresyonu, Fosfoinositid-3 Kinaz (PI3K)-Akt kinazın upregülasyonu veya IFN-

γ salgılanması ile artmaktadır (Alsaab ve ark., 2017). IFN-γ, PD-L1'in düzenlenmesi için 

önemli olan protein kinaz D izoform 2'yi (PKD2) indüklemektedir. PKD2 aktivitesinin 

inhibisyonu ise, PD-L1 ekspresyonunu inhibe ederek güçlü bir antitümör bağışıklık 

tepkisini desteklemektedir. NK hücreleri, Janus kinaz (JAK)1, JAK2 ve sinyal transdüseri 

ve transkripsiyon aktivatörü 1 (STAT 1) yolakları aracılığıyla IFN-γ salgılayarak tümör 

hücrelerinin yüzeyindeki PD-L1 ekspresyonunu arttırmaktadır (Han ve ark., 2020). 

İlaveten PD-L1+ T hücreleri STAT6'ya bağımlı M2 tipi makrofajların farklılaşmasını 

teşvik ederek PD-L1/PD-1 bağlantısı aracılığıyla efektör T hücrelerinin işlevini inhibe 

etmektedir. Bu nedenle immün chheckpoint PD-1/PD-L1'in bloke edilmesi, T hücresi 

apoptozunu azaltarak anti-tümör bağışıklığı teşvik edebilir (Lin ve ark., 2024). 

 

PD-L1 tümör mikroçevresinin önemli bir göstergesidir ve epitel-mezenkimal transisyon 

ve ilaç direncine neden olarak tümör ilerlemesine katkı sağlamaktadır (Jia ve ark., 2024). 

Akciğer kanserinde PD-L1’in TGF-β ile EMT'yi indüklediğini, bu sayede tümör 

ilerlemesini ve metastazı desteklediği gösterilmiştir (Jeong ve ark., 2024). Bir başka 

çalışmada ise akciğer kanserinde PD-L1’in knockdown edilmesi ile EMT sürecinde yer 

alan genlerin ekspresyon seviyesinde bir azalma meydana gelmiştir. İlaveten yüksek PD-

L1 ekspresyonu ile tümör büyüklüğü, lenf nodu metastazı ve kötü prognoz ile anlamlı bir 

korelasyon da tespit edilmiştir (Liv d., 2024). Yapılan çalışmalarda PD-1/PD-L1 
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inhibitörü çeşitli solid tümörlerde iyi klinik sonuçlar elde etmiştir ve umut verici bir tümör 

tedavisi stratejisi olarak kabul edilmektedir (Guo ve ark., 2024). Ancak pankreas kanseri 

tedavisinde tek başına immün checkpoint inhibitörlerinin kullanılması tümör 

mikroçevresinde yer alan immünsüpresif hücreler ve sitokinlerden dolayı kanserli 

hastaların anti PD-1/PD-L1 immünoterapisine verdiği yanıt yetersiz kalmaktadır. Son 

zamanlarda yapılan bir çalışmada anti-PD-L1 ve sisplatin tedavi kombinasyonunun çok 

iyi sinerjistik etki sağlayarak klinik öncesi ve klinik çalışmalarında antitümör etkiyi 

arttırdığı bildirilmiştir (Jia ve ark., 2024; Nan ve ark., 2024). Bu immünosüpresif 

faktörlerin immün checkpoint moleküller ile birlikte hedef alınması immünoterapi için 

önem arzetmektedir. 

 
 

Şekil 2. 5. PD1 ve PD-L1'in bağlanması T hücre yanıtını baskılamaktadır (Zhang ve ark., 

2020) 

2.4.3. IDO1 

 

Esansiyel amino asit olan L-Triptofan triptamine dekarboksilasyon, protein sentezi, 

serotonerjik yol ve kinürenin (Kyn) yolu olmak üzere dört farklı mekanizma ile 

metabolize edilmektedir. Kyn yolu memelilerde diyet ile alınan triptofanın yaklaşık 

%95’ini metabolize eden bir yol olarak bilinmektedir (Zhai ve ark., 2018). L-triptofanın 
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kyn ve metabolitlerine dönüştüren enzim başlıca IDO1 enzimi olarak bilinmektedir. Buna 

ilaveten kyn yolunda daha düşük katalitik aktiviteye sahip IDO2 ve triptofan 2,3-

dioksijenaz (TDO) olmak üzere iki dioksijenaz daha bulunmaktadır (Salminen, 2022).  

 

IDO1 insanda kromozom 8p12 tarafından kodlanan 45 kDa hemoglobin oksidazdır ve L-

triptofan-kinürenin yolunun metabolizmasında önemli bir enzimi olarak görev almaktadır 

(Zhai ve ark., 2018; Liu ve ark., 2022a). İnterferon (IFN) ile indüklenebilen bir gen olarak 

bilinen IDO1, doğuştan gelen ve edinsel bağışıklık modülasyonunda yer almaktadır 

(Meireson ve ark., 2020). IDO1 epitel hücrelerde, tümör hücrelerinde ve ayrıca antijen 

sunan hücrelerde güçlü bir şekilde eksprese edilmektedir ve T hücresi proliferasyonunu 

inhibe ederek, Treg hücrelerinin de farklılaşmasını indükleyerek immünsüpresif bir tümör 

mikroçevresine neden olmaktadır (Anzai ve ark., 2022; Liu ve ark., 2022a). Rahim ağzı 

kanserinde yapılan bir çalışmada IFN-γ’nın IDO1 ekspresyonunu destekleyerek kanseri 

hücrelerinde otofaji ve makrofaj fagositozunu indüklediği tespit edilmiştir (Yang ve ark., 

2021). Yapılan diğer çalışmalarda ise tümör mikroçevresinde azalan triptofan seviyesi, 

azalmış CD8+ TIL ve kötü prognoz ile korelasyon göstermiştir. Buna ilaveten IDO1 

enziminin inhibisyonu, yan etkileri arttırmadan sitotoksik kemoterapi, radyoterapi ve 

immün checkpoint inhibisyonu tedavilerinin etkisini güçlendirmiştir. Yumurtalık 

kanserinde ise platin dirençli hastalarda IDO1 ekspresyon seviyesinin, duyarlı hastalardan 

daha yüksek seviyede eksprese edildiği ve IDO1'i susturmanın p53-bağımlı apoptozu 

arttırdığı tespit edilmiştir. Bundan dolayı IDO1 hedeflenmesinin ilaç direncinin 

üstesinden gelmek için önemli bir mekanizma olduğu düşünülmektedir (Prendergast ve 

ark., 2017; Amobi-McCloud ve ark., 2021; Wang ve ark., 2022a).  

 

Şu ana kadar yapılan çalışmalarda endometrial kanserde IDO1 ekspresyonu ile prognoz 

arasında negatif bir korelasyon tespit edilirken, küçük hücreli olmayan akciğer kanseri, 

kolorektal kanser, prostat kanseri, hepatoselüler karsinom, yumurtalık kanseri, pankreas 

kanseri ve meme kanserinde IDO1 ekspresyonu ile prognoz arasında pozitif bir 

korelasyon olduğu belirlenmiştir (Korac ve ark., 2022; Hoffmann ve ark., 2023). 2024 

yılında Liang ve arkadaşlarının yaptığı bir çalışmada pankreas kanserinde IDO1 ile 

glikolitik enzimlerden olan hekzokinaz 2 (HK2), piruvat kinaz (PK), laktat dehidrojenaz 

A (LDHA) ve glukoz taşıyıcı 1 (GLUT1) genleri arasında pozitif bir korelasyon 
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belirlenmiştir. Bu durum pankreas kanseri hücrelerinde IDO1’in yüksek seviyedeki 

ekspresyonunun ve triptofan eksikliğinin glikolizi teşvik ederek apoptozu baskılamıştır 

(Liang ve ark., 2024). 

 

JAK1/STAT1 yolağı, kanser hücrelerinde yapısal olarak aktif olan sitokin kaynaklı 

sinyaldir. Bu yolak ayrıca IFN-gama’nın reseptörüne bağlanması ile meydana gelen 

sinyal kaskadlarını düzenleyerek IDO1’in transkripsiyonel aktivasyonuna da neden 

olmaktadır (Korac ve ark., 2022). Bunun yanı sıra PD-L1’in de JAK-STAT yolağı ile 

ekspresyonunun upregüle olduğu bilinmektedir. Bu durum ile triptofan tüketimi ve 

kynurenin üretimi gerçekleşerek efektör T hücrelerinin işlevini bozmaktadır ve Treg'lerin 

çoğalmasını ve fonksiyonunu arttırır. Akciğer kanserinde yapılan bir çalışmada ise 

yüksek PD-L1 veya PD-L2 seviyeleri ile IDO-1 veya IDO-2 arasında pozitif bir ilişki de 

gözlenmiştir (Ludovini ve ark., 2021; Chen ve ark., 2022). Bir başka çalışmada da akciğer 

kanseri hastalarında IDO1 ekspresyonu PD-L1 ekspresyonu ile korelasyon göstermiştir 

(Şekil 2.6). Bu çalışmalar IDO1 ve PD-L1 inhibitörlerinin kombinasyon halinde 

kullanımının etkili bir kanser tedavisi olabileceğini göstermektedir (Takada ve ark., 

2019).   
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Şekil 2. 6. PD-L1/PD-1 ve CTLA-4/B7-1/B7-2 bağlantısı, T hücre proliferasyonunu 

inhibe etmektedir ve Treg hücre proliferasyonunu teşvik ederken PD-L1, PD-L2 ve IDO1 

ekspresyon seviyesini de arttırmaktadır. IDO sinyalizasyonu, T efektör hücrelerinin 

anerjisi ile immün baskılayıcı bir fonksiyon göstermektedir (Biorender.com aracılığıyla 

çizilmiştir; https://www.amsbio.com/ido-immune-pathway/ Erişim tarihi: 11.07.2024; 

Ludovini ve ark., 2021) 

2.4.4. TIGIT / CD155 

 

İmmün checkpoint Ig ve immünoreseptör tirozin bazlı bir inhibitör motif (ITIM) etki alanlı 

T hücresi immünoreseptörü (TIGIT; V-set ve immünoglobulin domain içeren protein 

9/VSIG9; V-set ve transmembran domain içeren protein 3/VSTM3), immünitenin aşırı 

aktivasyonlarını önlemek için efektör immün hücreleri tarafından ifade edilen ko-

inhibitör moleküldür (Assal ve ark., 2024;  Erişim tarihi: 11.07.2024). TIGIT NK 

hücreleri, CD8+ T hücreleri, CD4+ T hücreleri ve Treg hücreleri üzerinde eksprese 

edilmektedir ve esas olarak dentritik hücreler, makrofajlar ve lenfositler üzerinde ifade 

edilen ligandı olan CD155 (Necl-5) adezyon molekülüne bağlanması ile T hücre 

aktivasyonunu inhibe etmektedir (Liu ve ark., 2022b; Jin ve ark., 2022; Huang ve ark., 

2024).  

https://www.amsbio.com/ido-immune-pathway/
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TIGIT, immünoglobulin süper ailesinin bir üyesidir ve ekstraselüler Ig değişken bölgesi, 

tip I transmembran domaini, ITIM ve immünoglobulin kuyruk tirozin (ITT) benzeri 

motiften oluşmaktadır (Wang ve ark., 2022b). CD155 ise çocuk felci virüsü reseptörü 

(PVR) olarak da bilinmektedir ve nectin ailesine de ait olan immunoglobulin benzeri bir 

yapışma molekülüdür. CD155'te sırasıyla dört ek izoformu α, β, δ ve γ vardır ve özellikle, 

α izoformu, CD155 sinyalleme ve işlevinde önemli bir rol oynayan uzun bir C terminaline 

ve ITIM’a sahiptir (Wu ve ark., 2024). 

 

CD155 molekülü melanom, pankreas kanseri, akciğer adenokarsinoma, özofagus 

karsinoma, mide kanseri, küçük hücreli olmayan akciğer kanseri, endometrial kanser ve 

yumurtalık kanseri dahil olmak üzere çeşitli kanser türlerinde yüksek seviyede eksprese 

edilmektedir. Tümörlerde CD155'in artan ekspresyonu tümör hücrelerinin DNA'sına 

zarar vererek DNA polimeraz ekspresyonunu inhibe etmektedir. Böylece yüksek oranda 

çoğalan malign hücrelerin replikasyon kapasitesini etkilemektedir (Liu ve ark., 2021c; 

Xin ve ark., 2022). Üçlü negatif meme kanserinde CD155’in mezenkimal fenotiple ilişkili 

olduğu ve CD155’in knockdown edilmesinin hücre göçü, invazyon ve metastazı 

baskıladığı gösterilmiştir (Zheng ve ark., 2020). Rahim ağzı kanserinde ise CD155’in 

AKT ile etkileşime girerek kanser hücrelerinin çoğalmasını teşvik ettiği ve AKT/mTOR 

ve NF-κB yolakları ile otofajiyi inhibe edebileceği tespit edilmiştir (Liu ve ark., 2021b). 

2024 yılında yapılan bir çalışmada CD155/TIGIT sinyallemesi ile CD8+ T hücresi glikoz 

metabolizmasının modülasyonu arasında bir bağlantı olduğunu göstermiştir. CD155 ile 

CD8+ T hücresi üzerindeki TIGIT arasındaki etkileşim hücrenin glikoz kullanım 

dengesini bozmuştur. Bu dengenin bozulması ile tümör mikroçevresinde yer alan CD8+ 

T hücresi aktivasyonunun ve efektör fonksiyonlarının bozulmasına da katkıda 

bulunulduğu düşünülmektedir (Huang ve ark., 2024). İlaveten tümörlerdeki yüksek 

oksitatif stres ve nitrik oksit seviyeleri, DNA hasar tepkisi aracılı CD155’i upregüle 

ederken radikal oksitatif stres (ROS) temizleyicisi olan N-asetil-L sistein (NAC) 

varlığında down regüle olmaktadır (Zhou ve ark., 2023).  

 

Pankreas kanserinde yapılan çalışmalarda yüksek CD155 ekspresyonu ile VEGF 

ekspresyonu arasında pozitif bir korelasyon olduğu gösterilmiş olup bu durumun 
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CD155’in tümör ilişkili anjiogenez süreçleri ile rol oynayabileceğini düşündürmektedir 

(Nishiwada ve ark., 2015). Pankreas kanseri olan hastaların yaklaşık %80'inde CD155'in 

yüksek ekspresyonu bulunmaktadır ve CD155/TIGIT yoluyla immün baskılanma 

gerçekleşmektedir. Son çalışmalar TIGIT blokajının özellikle immün checkpoint PD-

1/PD-L1 blokajı ile birleştirildiğinde, klinik öncesi modellerde T ve NK hücresi 

fonksiyonunu geri kazandırdığını göstermiştir (Şekil 2.7) (Peng ve ark., 2022). Yapılan 

çalışmalar TIGIT/CD155 sinyal yolaklarının hedeflenmesinin pankreas kanserinde yeni 

bir tedavi stratejisi olabileceği düşünülmektedir. 

 
 

Şekil 2. 7. T ve NK hücrelerinde eksprese olan TIGIT, kanser hücresi veya APC’lerde 

eksprese edilen CD155 ligandı ile yüksek afinitede bağlanarak inhibitör sinyal 

sağlamaktadır (Biorender.com aracılığıyla çizilmiştir; Jin ve ark., 2022) 

2.4.5.  BTLA / HVEM 

 

İnsan kromozomunda 3q13.2 yer alan BTLA geni, CD28 gen ailesinin bir üyesidir ve 

protein ürünü yapısal olarak PD-1 ve CTLA-4'e benzemektedir. BTLA hücre dışı domain, 

transmembran domain ve sitoplazmik domain olmak üzere üç domainden meydana 

gelmektedir (Wojciechowicz ve ark., 2024; Hu, 2024; www.ncbi.nlm.nih.gov, Erişim 

tarihi: 24.07.2024). BTLA molekülü esas olarak T ve B lenfositlerinde, makrofajlarda, 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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dentritik hücrelerde ve düşük seviyede NK hücrelerinde eksprese edilmektedir. BTLA 

molekülü Watanabe ve arkadaşları tarafından 2003 yılında T yardımcı tip 1 (Th1) 

hücrelerinde keşfedilmiştir. İnhibitör fonksiyonu olduğuna ilişkin ilk kanıtlar ise 

BTLA’dan yoksun farelerde otoimmün hastalıkların gelişmesi ile tespit edilmiştir 

(Watanabe ve ark., 2003; Sordo-Bahamonde ve ark., 2023). 2005 yılında yapılan 

çalışmalar ile BTLA molekülünün, HVEM ligandına bağlanarak T hücre 

proliferasyonunu baskılayan inhibitör sinyal sağlayan bir immün checkpoint olduğu tespit 

edilmiştir (Sedy ve ark., 2005). 

 

HVEM (TNFRSF14), tümör nekroz faktörü reseptörü süper ailesine (TNFRSF) ait bir tip 

I transmembran proteinidir ve BTLA için tanımlanan ilk liganddır. İlk olarak 1996 yılında 

herpes simpleks virüsün (HSV) hücrelere girişini kolaylaştırmadaki rolü nedeniyle 

keşfedilmiştir (Mohamed ve ark., 2023; Wojciechowicz ve ark., 2024). HVEM molekülü 

BTLA ile bağlanması sonucunda T hücrelerine negatif bir sinyal iletilerek immün 

süpresyon görevi görmektedir (Şekil 2.8) (Aubert ve ark., 2019). HVEM molekülü bir 

sinyal peptidi, hücre dışı domain, bir transmembran domaini ve sitoplazmik domainden 

meydana gelmektedir (Kuncewicz ve ark., 2023). BTLA’nın sitoplazmik domaini ise 

immünoreseptör tirozin bazlı anahtar motifi (ITSM) ve ITIM olmak üzere iki inhibitör 

motiften meydana gelmektedir. HVEM’in BTLA’ya bağlanması, ITIM ve ITSM 

motiflerinde bulunan tirozin kalıntılarının fosforilasyonunu aktive ederek 

immünosüpresif etkilere aracılık eden Src homoloji alanı 2 (SH2) içeren protein tirozin 

fosfataz, SHP-1 ve SHP-2' nin alınmasına yol açmaktadır (Ning ve ark., 2021; 

Wojciechowicz ve ark., 2024).  

 

HVEM ve BTLA aynı anda reseptör ve ligand olarak görev alabildiğinden, HVEM-

BTLA sinyal yolağı hem ko-stimülatör hem de ko-inhibitör yolları aktifleştirebilen 

karmaşık bir çift yönlü sinyal sistemi oluşturmaktadır. Lenfosit homeostazını korumak ve 

otoimmüniteyi önlemeyen HVEM/BTLA yolağı hem doğuştan hem de adaptif immün 

yanıtlarda kritik bir rol üstlenmektedir (Cheung ve ark.,2023). HVEM, özellikle T 

hücrelerinde eksprese edilmektedir ve çeşitli kanser türlerinde mutasyona uğradığı, 

akciğer kanseri, kolorektal kanser, karaciğer, meme, özofagus gibi farklı kanser 

türlerindeki yüksek ekspresyonunun kötü prognoz ile ilişkili olabileceği belirlenmiştir 
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(Ren ve ark., 2018; Han ve ark., 2019). Anormal BTLA ekspresyonu ise çeşitli kanser 

türlerinde özellikle tümör mikroçevresinde yer alan tümör infiltre lenfositlerde (TIL) 

gözlenmiştir. Artan BTLA ekspresyonunun antikanser ilaçların inhibisyonu 

gerçekleştirdiği bilinmektedir (Andrzejczak ve ark., 2024). Oral skuamöz hücreli 

karsinom örneklerinde yapılmış bir çalışmada sağlıklı oral mukozaya kıyasla tümörlü 

dokularda önemli ölçüde artmış BTLA ekspresyonu gösterilmiştir (Ries ve ark., 2024).  

136 mide kanseri biyopsisi üzerinde yürütülen bir çalışma, HVEM'in yüksek seviyedeki 

ekspresyonu hastalığın ilerlemesi ve genel sağ kalım oranının azalması ile bağlantılı 

olduğunu göstermiştir (Hu ve ark., 2024). PD-1 ve CTLA-4 immün checkpointler için 

birçok araştırma yapılmış olmasına rağmen BTLA–HVEM bağlantısının T hücresi 

tabanlı kanser tedavilerine karşı dirençteki rolü yeterince anlaşılmamıştır (Guruprasad ve 

ark., 2024). 

 

 
 

Şekil 2. 8. HVEM/BTLA sinyalizasyonu. HVEM ile BTLA’nın etkileşimi T hücrelerinde 

SHP-1 ve SHP-2 alımına neden olarak TCR sinyalini down regüle eden inhibitör 

sinyalleri iletmektedir. APC ve kanser hücrelerinde ise HVEM aracılı NF-κB aktivasyonu 

indüklenerek proinflamatuar ve prosurvival sinyaller gerçekleşir (Biorender.com 

aracılığıyla çizilmiştir; Ning ve ark., 2021) 
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2.5. Ep[tel Mezenk[mal Trans[syon (EMT) ve Kanser İlerlemes[ [le Bağlantıları 

 

Epitel mezenkimal transisyon (EMT), epitel hücrelerinin hücre-hücre adezyon ve apikal-

bazal polarizasyon gibi özelliklerin bir kısmını kaybettiği, hücre hareketini sağlamak için 

mezenkimal özellikler kazandığı hücresel bir süreçtir (Jolly ve ark., 2017; Fontana ve 

ark., 2024). EMT ile ilişkili transkripsiyon faktörleri mezenkimal farklılaşmada yer alan 

genleri aktive ederken, epitel bileşenlerin ekspresyonunu inhibe etmektedir. Özellikle E-

kadherin gibi epitel belirteçlerinin ekspresyonunun azalması ve N-kadherin, Snail, Slug, 

Zeb1 ve Zeb2, Twist1 ve Vimentin gibi mezenkimal belirteç görevi gören transkripsiyon 

faktörlerinin ekspresyonunun arttığı bilinmektedir (Liang ve ark., 2023).  

 

Embriyogenez özelliği olarak epitel hücrelerinin mezenkimal hücrelere dönüşümü ilk 

olarak 1980'lerde Greenburg ve Hay tarafından gözlemlenmiştir. Sonrasında yara 

iyileşmesi, doku yenilenmesi, kök hücre farklılaşması, organ fibrozu ve kanser ilerlemesi 

gibi süreçlerde etkili olduğu belirlenmiştir (Lamouille ve ark., 2014; Ang ve ark., 2023). 

İlaveten EMT, apoptozu baskılayarak antikanser ilaçlara karşı direnç geliştirmektedir. 

EMT ile ilişkili transkripsiyon faktörü ZEB1, çeşitli tümör tiplerinde proapoptotik BCL-

2 aile üyesi BIM’i baskılayarak apoptozu down regüle etmektedir (Yoshimori ve ark., 

2024). Yapılan çalışmalar EMT’yi indükleyen sitokinlerin, hücre-hücre ve hücre-

ekstraselüler matriks arasındaki yapışmaların bozulmasına yol açarak kanser hücrelerine 

metastatik yetenek kazandırdığını göstermiştir (Xu ve ark., 2024).  

 

Prostat, akciğer, karaciğer, pankreas ve meme kanseri dahil birçok kanserin 

tümörojenezinde EMT’nin etkili olduğu gösterilmiştir (Ribatti ve ark., 2020). Pankreas 

kanserinde yapılan çalışmalar, hücrelerin EMT sürecine girdiğini ve mikroçevreyi 

yeniden şekillendirmek için tümör invazyonunu teşvik ettiğini göstermektedir (Yang ve 

ark., 2023b). EMT’nin pankreas kanseri hücrelerine kemorezistans sağlama yeteneği 

olmasına rağmen, hücrelerin tümör oluşumu ve ilerlemesine dair sınırlı bir katkısı olduğu 

düşünülmektedir (Wang ve ark., 2017). İlaveten pankreas kanserinde EMT’nin 

gemsitabin direnci ile ilişkili olduğu da bilinmektedir (Funamizu ve ark., 2023). 
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EMT sürecinin Wnt, Transforme Edici Büyüme Faktörü Beta (TGF-β), mitojenle aktive 

olan protein kinaz (MAPK), Notch ve PI3K gibi çoklu yollar tarafından düzenlendiği 

bildirilmiştir. TGF-β proteininin aracılık ettiği TGF-β sinyali, SMAD2/3/4 kompleksi 

aracılığıyla Snail, Twist ve ZEB'i kodlayan genlerin transkripsiyonunu aktive etmektedir. 

Wnt sinyal yolu ise GSK-3β'yi inhibe ederek β-katenin/LEF/TCF'nin transkripsiyonel 

kompleksinin aktivasyonuna yol açmaktadır. Bu durum hücre proliferasyonu, migrasyon 

ve farklılaşma ile ilişkilendirilmiştir. Notch sinyallemesinde ise NF-κB up regüle edilerek 

EMT transkripsiyon faktörlerin gen ekspresyonunu teşvik etmektedir (Ribatti ve ark., 

2020; Yoodee ve Thongboonkerd, 2023; Hu ve ark., 2023). İlaveten yapılan çalışmalar 

PI3K/Akt sinyal yolağının TGF-β sinyali aracılığıyla Twist1 fosforilasyonu sağlayarak 

tümör metastazını teşvik ettiğini göstermiştir (Hao ve ark., 2019). Bir başka çalışmada ise 

üçlü negatif meme kanseri hastalarında TGF-β’nın inhibisyonunun immün checkpoint 

bloke edici antikorların etkinliğini arttırdığı tespit edilmiştir (Wang ve ark., 2023). 

 

İlk olarak EMT ve TGF-β sinyal yolağı bağlantısı, TGF-β tedavisi yapılan hücrelerin 

epitel hücre yapısının küboidalden uzun bir iğ şekline dönüşü sonucu epitel belirteçlerin 

ekspresyon seviyesindeki azalma ve mezenkimal belirteçlerden fibronektin ve vimentin 

ekspresyonundaki artış ile tespit edilmiştir (Xu ve ark., 2009). Tümör progresyonu, 

metastazı modüle etmede kritik bir öneme sahip olan TGF-β, karsinomda tanımlanan ilk 

EMT indükleyicilerden biri olarak da bilinmektedir (Wang ve ark., 2023). TGF-β’nın 

kanser metastazı, immünsüpresif etkisi ve bağışıklıktan kaçıştaki rolünün daha fazla 

araştırılması kanser tedavisinde hedeflenmiş tedavi stratejilerinin geliştirilmesi için önem 

arz etmektedir.  

 

Kanonik TGF-β/SMAD yolağı aracılığı ile SMAD molekülü Snail, Twist1 ve Zeb1’in 

ekspresyon seviyesini arttırmaktadır (Hua ve ark., 2020). ERK, p38 MAPK, PI3K/Akt, 

Rho benzeri GTPazlar (Rho) ve TNF reseptörü ile ilişkili faktör 4/6 (TRAF 4/6) gibi 

çeşitli proteinler non-kanonik sinyalizasyonlar aracılığı ile TGF-β tarafından aktive 

edilmektedir. Aktifleşen sinyal yolakları EMT ile ilişkili transkripsiyon faktörlerini 

fosforile ederek metataz, anjiogenez ve hücresel büyümeye neden olmaktadır (Costanza 

ve ark., 2017; Zhang, 2017) (Şekil 2.9). Pankreas kanseri hücrelerinde yapılan bir 

çalışmada müsin kısa varyantı S1 (MUC1)’in aşırı ekspresyonunun TGF-β sinyaline bir 
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yanıt olarak JNK sinyal yolağını doğrudan aktive ettiği ve c-Myc ekspresyonunu upregüle 

ederek bu sayede hücre canlılığını arttırdığı tespit edilmiştir (Bose ve ark., 2022).  

 

Yapılan çalışmalarda immün checkpoint seviyeleri ile EMT belirteçleri arasında pozitif 

korelasyon ve buna bağlı olarak kötü prognistik sonuçlar gözlemlenmiştir. Akciğer 

kanseri hastaların dolaşımında bulunan tümör hücrelerinin PD-L1 ile N-kadherin ve 

vimentin gibi EMT belirteçlerinin birlikte eksprese olduğu tespit edilmiştir. İlaveten 

Zeb1’in akciğer adenokarsinom hücrelerinde PD-L1’i indüklediği belirlenmiştir (Cordani 

ve ark., 2024). Meme kanserinde yapılan bir çalışmada immün checkpoint VISTA’nın 

Vimentin, Snail, Slug, Zeb1 ve Zeb2 gibi mezenkimal belirteçlerle pozitif olarak 

korelasyon gösterdiği belirlenmiştir. Bu sonuçlar VISTA ekspresyonunun meme 

kanserinde EMT sürecine bağlı olarak metastatik potansiyel ile ilişkili olabileceğini 

düşündürmektedir (Rezouki ve ark., 2023). Hepatoselüler karsinomada yapılan bir 

çalışmada ise TGF-β1 ile indüklenen EMT sürecinde PD-L1 ekspresyonu upregüle 

olmuştur. Tüm bu sonuçlar EMT ile immün checkpoint moleküllerin düzenlenmesi 

arasında yakın bir ilişki olabileceğini göstermektedir (Shrestha ve ark., 2021). 

 
Şekil 2. 9. EMT’de kanonik ve kanonik olmayan TGF-B sinyal yolağı (Biorender.com 

aracılığıyla çizilmiştir) 
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2.6.  Kanser İlerlemes[nde Öneml[ S[nyal Pept[tler[ ve Yolakları 

 

Wnt sinyal yolağı, Wnt ailesinin salgılanan lipit modifiye proteinleri tarafından aktive 

edilen hücreler arası bir sinyal kaskadıdır. Wnt ligandının alıcı hücre yüzeyindeki 

reseptöre bağlanması ile sinyal başlamaktadır (Rim ve ark., 2022). Wnt sinyalizasyonu 

evrimsel açıdan oldukça korunmuştur ve embriyogenez, homeostaz, doku yenilenmesi, 

hücre farklılaşması ve hücrelerin hareketlerinin belirlenmesine önemli katkı 

sağlamaktadır. Anormal seviyedeki Wnt sinyalizasyonu dejeneratif hastalıklar, diyabet, 

çeşitli kanser türleri ve otoimmün hastalıklar gibi çeşitli bozuklukların gelişmesi ile 

bağlantılı olduğu bilinmektedir (Hayat ve ark., 2022). En çok çalışılan ve kritik Wnt 

yolağı, temel gelişimsel gen ekspresyonunu kontrol eden ko-aktivatör β-katenin miktarını 

düzenleyerek işlev gören kanonik Wnt sinyalizasyonudur.  Wnt yokluğunda iskele 

proteini Axin, tümör baskılayıcı adenomatoz polipoziskoli gen ürünü, kazein kinaz 1 

(CK1) ve glikojen sentaz kinaz 3'ten (GSK3) oluşan yıkıcı kompleksin etkisiyle 

sitoplazmik β-kateninin ubiquitinasyona uğrayarak proteazomal bozunmaya 

uğramaktadır (MacDonald ve ark., 2009). Wnt varlığında ise Wnt molekülü, 7 

transmembran proteini Frizzled'ın (Fz) sistein bakımından zengin domainine 

bağlanmaktadır ve ayrıca sinyalizasyonun başlaması için LRP ailesinden (LRP5/6 

koreseptörleri) bir molekül de gerekmektedir. Wnt sinyalizasyonu Disheveled (Dsh)’nin 

fosforilasyonuna yol açmaktadır. Wnt, LRP’nin fosforilasyonunu indükleyerek Axin 

molekülüne bağlanmasına izin vermektedir ve yıkım kompleksin dağılması ile β-katenin 

fosforile olarak parçalanması önlenmektedir (Walczyńska ve ark., 2023). β-

katenin birikimi çekirdeğe taşınmasına neden olur ve burada TCF/lenfosit güçlendirici 

bağlama faktörü-1 (LEF1) protein ailesine bağlanarak ve bu proteinlerin aktivitesini 

düzenleyerek transkripsiyonel bir yardımcı aktivatör görevi görmektedir (Steinhart ve 

ark., 2018). Transkripsiyon aktivatörü LEF1, Lenfoid arttırıcı bağlayıcı faktör 1 proteinini 

kodlamaktadır ve esas olarak T hücresi, B hücresi ve NK hücre gelişimi sürecinde rol 

oynamaktadır ancak hücre döngüsünü, EMT ve tümör gelişimi ve ilerlemesini 

düzenlemekle de ilişkilidir. Artan LEF1 ekspresyonu melanom, pankreas, kolorektal, 

meme ve mide kanseri olmak üzere farklı kanser türlerinde karsinogenez ile 

ilişkilendirilmiştir (Blazquez ve ark., 2020; Brot ve ark., 2024; Wang ve ark., 2024b). 

Kolon kanserinde yapılan çalışmada LEF1’in upregülasyonunun kötü prognostik sonuç 
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ile ilişkili olduğu ve c-myc ve survivin genleri ile korelasyonu halinde olduğu 

gösterilmiştir (Gu ve ark., 2023). Pankreas kanserli hastalarda LEF1 ekspresyonunun up 

regülasyonunun lokal lenf nodu metastazı ile pozitif korelasyon gösterdiği belirlenmiştir 

(Li ve ark., 2021a). β-Katenin’nin nükleer birikiminin kanser ilerlemesi, invazyonu, 

metastazı ve nüks gibi olumsuz klinik sonuçlarla pozitif ilişkili olduğu bilinmektedir. 

Yapılan çalışmalarda β-katenin/TCF/LEF kompleksinin CD274 geninin promotör 

bölgesine bağlanarak PD-L1 ekspresyonunu indükleyebileceğini göstermiştir (Liu ve 

ark., 2024). Ancak pankreas kanserinde LEF’in tümör progresyonu, metastaz ve immün 

kaçış mekanizmalarındaki potansiyel rolü henüz tam olarak aydınlatılmamıştır. LEF1 

ekspresyonunun ve ilişkili biyolojik süreçler üzerindeki etkilerinin incelenmesi, pankreas 

kanserinde prognostik ve terapötik öneminin daha iyi anlaşılmasına katkı sağlayabilir. 

 

Survivin olarak da adlandırılan BIRC5, tümör hücrelerinin hayatta kalması ve çoğalması 

için gerekli olan hücre döngüsü düzenlemesi, apoptoz inhibisyonu ve sitokinez dahil 

olmak üzere birçok temel biyolojik süreçte çok önemli bir rol oynayan X'e bağlı apoptoz 

inhibitörüdür (Li ve ark., 2024; Carlos ve ark., 2024). BIRC5, meme, kolon, rahim ağzı 

ve prostat kanserleri dahil olmak üzere birçok kanserde aşırı eksprese edilir ve kötü bir 

prognozla ilişkilidir (Al-Yahya ve ark., 2024). İlaveten yapılan çalışmalarda yüksek 

BIRC5 ekspresyon seviyesinin yumurtalık kanserinde kemorezistansını teşvik ettiği 

belirlenmiştir (Fan ve ark., 2024). BIRC5 ekspresyonunun p38, PI3K/AKT ve 

JAK/STAT gibi çeşitli sinyal yolakları ile düzenlendiği bilinmektedir (Siragusa ve ark., 

2024). Rapamisinin memeli hedefi (mTOR), BIRC5 ekspresyonunu düzenleyerek 

hücrelerin hayatta kalmasını, çoğalmasını, anjiyogenezini ve invazyonunu teşvik 

etmektedir (Singh vd.i 2015). Ek olarak akciğer kanserinde yapılan bir çalışmada BIRC5 

ekspresyonunun mTOR aktivasyonu yoluyla PD-L1 ekspresyonunun pozitif korelasyon 

gösterdiği, tümör immün kaçışını indükleyerek kısmen akciğer kanseri ilerlemesini teşvik 

ettiği belirlenmiştir (Ma ve ark., 2022). Ancak, BIRC5’in apoptozu inhibe etme yeteneği 

iyi bilinse de, bu sürecin altında yatan mekanizmaların aydınlatılması için ve tümör 

immün yanıtını nasıl şekillendirdiği daha fazla araştırmaya ihtiyaç duymaktadır. 

 

YM155 (sepantronium bromide), BIRC5 geninin promotörüne bağlanarak gen 

ekspresyonunu doğrudan baskılayan inhibitör molekül olarak bilinmektedir ve akciğer, 
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meme ve prostat kanserinde otofajiye bağlı DNA hasarı ile apoptozu indüklemektedir. Ek 

olarak, hücre döngüsünde mitozun ve G2M fazından G1'e geçişin ve G1'den S fazına 

geçişin önemli bir düzenleyicisi olarak rol oynamaktadır (Hong ve ark., 2023; Shojaei 

Moghadam ve ark., 2020). Çalışmalar YM155’in küçük hücreli olmayan akciğer kanseri 

ve özofagus skuamöz hücreli karsinomu da dahil olmak üzere çeşitli kanserlerde 

radyoduyarlılaştırıcı bir etkiye sahip olduğunu göstermiştir. Bunun yanı sıra EMT ile 

ilişkili genlerin ekspresyon seviyesini düşürerek EMT’yi tersine çevirdiği gösterilmiştir 

(Zhang ve ark., 2018). Anti-kanser aktivitesi iyi çalışılmış olsa da, YM155’in kesin etki 

mekanizması belirsizliğini korumaktadır (West ve ark., 2023). 

 

Ön gradyan 2 (AGR2), endoplazmik retikulumda oksidatif protein katlanmasında rol 

oynayan bir endoplazmik retikulum proteinidir. Protein disülfid izomeraz (PDI) 

aktivitesine de sahip olan AGR2 embriyonik gelişim, mukus olgunlaşması, doku 

rejenerasyonu ve yara iyileşmesinde rol oynamaktadır (Schraps ve ark., 2024). AGR2’nin 

tümör oluşumu ve tümör hücrelerinin yayılması ile ilişkili sinyal yolaklarında yer aldığı 

bilinmektedir (Salu ve ark., 2025). AGR2 prostat, akciğer, mide, yumurtalık, pankreas, 

özofagus ve baş ve boyun kanserleri dahil olmak üzere birçok kanser türünde yüksek 

seviyede eksprese edilmektedir ve hücre içi AGR2 ekspresyonunun apoptoz direncine ve 

proliferasyona katkı sağladığı bilinmektedir (Martisova ve ark., 2024). Özellikle 

AGR2’nin değişen ekspresyonu TGF-β yolağının düzenleyicileri ile yakından 

bağlantılıdır ve bu da AGR2’nin EMT ile ilişkili olduğunu göstermektedir (Robinson ve 

ark., 2024). Pankreas kanserinde ise AGR2’nin yüksek seviyedeki ekspresyonunun tümör 

gelişimi, ilerlemesi ve metastazında kritik bir rol oynadığı ve zayıf hasta sağkalımı ile 

pozitif korelasyon gösterdiği bilinmektedir (Salu ve ark., 2025). Teratom hücre hatlarında 

AGR2’nin glikolizi teşvik ederek hücre proliferasyonu, migrasyonu ve invazyonu 

arttırdığı gösterilmiştir (Zhang ve Zhang 2024). Ancak, pankreas kanserinde AGR2’nin 

tam mekanizması ve hangi sinyal yolakları aracılığıyla düzenlendiği henüz tam olarak 

aydınlatılamamıştır. AGR2’nin tümör hücrelerinde hangi spesifik faktörler tarafından 

modüle edildiği, sinyal yolakları ile olan etkileşimleri ve tümör mikroçevresine olan 

etkileri daha fazla araştırmaya ihtiyaç duymaktadır.  
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Üç parçalı motif protein ailesi (TRIM) ubiquitin-proteazom kompleksi için substrat 

özgüllüğünü belirleyebilen ve proteazomdan bağımsız işleve sahip olan yüksek oranda 

korunmuş bir E3 ubiquitin ligaz proteini grubu olarak bilinmektedir (Cai ve ark., 2024). 

TRIM ailesinden olan TRIM15, hücrelerdeki substratların poliubiquitinasyonuna aracılık 

etmek için bir E3 ligaz görevi görmektedir ve karaciğer kanserinde, pankreas kanserinde 

tümör ilerlemesine katkıda bulunduğu yapılan çalışmalarda gösterilmektedir (Yang ve 

ark., 2023c). Küçük hücreli olmayan akciğer kanserinde TRIM15’in kanser hücrelerinin 

proliferasyona ve metastaza neden olduğu belirlenmiştir (Liang ve ark., 2022). Pankreas 

kanserinde artan TRIM15 ekspresyonunun lipit anabolizmasını tetikleyerek, pankreas 

kanseri hücrelerinin migrasyon ve invazyonunu geliştirilmesinde önemli rol oynadığı 

bilinmektedir (Sun ve ark., 2021). Özofagus skuamöz hücreli karsinomda da TRIM15’in 

upregüle olduğu, nakavt edilmesinin ise hücre çoğalması, migrasyonu ve invazyonunu 

engellediği gözlemlenmiştir. İlaveten TRIM15’in nakavt edilmesinin EMT ile ilişkili 

genler olan N-kadherin ve vimentin proteinlerinin ekspresyonunda da azalma meydana 

geldiği bilinmektedir (Zhang ve ark., 2021a). Artan TRIM15 ekspresyonunun mide 

kanseri hastalarında ise daha düşük sağkalıma neden olduğu 2018 yılında yapılan bir 

çalışmada belirtilmiştir (Chen ve ark., 2018). Bununla birlikte, kanser hücrelerinde ilaç 

direncine neden olan immün checkpointler ile TRIM15 arasındaki potansiyel etkileşimler 

henüz tam olarak aydınlatılamamıştır. TRIM15’in, tümör immün kaçış mekanizmaları ve 

terapötik direnç süreçlerinde nasıl bir rol oynadığı daha fazla araştırmaya ihtiyaç 

duymaktadır. Özellikle pankreas kanserinde TRIM15’in potansiyel bir biyomarker 

olabileceği ve hastalığın ilerleyişi ile tedaviye yanıt üzerindeki etkilerinin belirlenmesi 

önem taşımaktadır. Bu doğrultuda, TRIM15’in ilgili sinyal yolakları ile etkileşimlerinin 

derinlemesine incelenmesi, hedefe yönelik tedavilerin geliştirilmesine katkı sağlayabilir.  

2.7. Ep[genet[k ve Kanser 

 

Kanser hem genetik hem de epigenetik modifikasyonların neden olduğu kontrolsüz hücre 

bölünmesi olarak bilinmektedir. Onkogenlerin aktivasyonu ve tümör süpresör genlerin 

baskılanması, apoptotik sinyal yolaklarının inaktivasyonu ile hücre çoğalması 

gerçekleşmektedir (Cacan ve ark., 2014; Cacan ve ark., 2015). Düzensiz epigenetik 

mekanizmalar ile tümör mikroçevresinin etkilenmesi sonucunda kanser hücreleri 
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bağışıklık sisteminin baskılanmasına da neden olmaktadır (Garcia-Martinez ve ark., 

2021; Wawruszak ve ark., 2021; Kumari ve ark., 2013). Epigenetik değişiklikler özelikle 

histon lizin asetilasyonunu sağlayan histon asetiltransferazlar (HAT'lar) ve HAT’ların zıt 

aktivitesine sahip histon deasetilazlar (HDAC'ler) tarafından düzenlenmektedir. Histon 

kuyruklarında bulunan lizin kalıntılarındaki asetilasyon seviyesini değiştiren bu enzimler, 

kanser tedavisinde terapötik bir hedef haline gelmiştir (Ali ve ark., 2013). Genetik 

mutasyonların aksine epigenetik değişiklikler, potansiyel olarak geri dönüşümlüdür ve 

yeniden programlama ile geri dönüştürülebildiğinden ümit verici bir tedavi stratejisi 

olarak gösterilmektedir (Miranda Furtado ve ark., 2019). Epigenetik değişiklikler 

metastaz oluşumunda önemli bir role sahip olduğundan epigenetik düzenleyicilerin 

hedeflenmesi agresif seyirde olan ve geç evre hastalarının tedavisi için önemli bir rol 

oynamaktadır ve bu biyomarkerların kombinasyon tedavi ile birleştirilerek hedeflenmesi 

yeni bir tedavi stratejisi olabilir (Wang ve ark., 2021). Pankreas kanseri oluşumu, 

ilerlemesi ve tedaviye direnç gelişimi yönünden ele alındığında hem genetik hem de 

epigenetik yönleri olan bir hastalıktır (Hayashi ve ark., 2021). Bu nedenle epigenetik 

biyomarkerların hedeflenmesi, pankreas kanserinin ilerlemesini ve tedaviye direnç 

gelişimini engelleyebilir, özellikle ileri evre pankreas kanseri hastaları için yeni tedavi 

stratejileri sunabilir. 

 

HDAC’ler histon asetilasyonunu tersine çevirerek gen ifadesinin azalmasına veya 

artmasına neden olan proteinlerdir. Kromatin yapısı gevşemiş olmasına rağmen HDAC 

inhibisyonu gen ifadesini her zaman arttırmamaktadır (San José-Enériz ve ark., 2019). 

HDAC’lerin yüksek seviyede ekspresyonu mide, kolon, prostat, over ve meme kanseri 

başta olmak üzere çeşitli kanser türlerinde gözlemlenmektedir (Cacan, 2016) Zayıf klinik 

sonuçlar ile ilişkili olan HDAC’lerin inhibitörünün kullanımı sonucunda ısı şok proteini 

90 (HSP90) inhibisyonu, apoptoz oluşumu ve hücre döngüsü baskılanması meydana 

gelmiştir (Rana ve ark., 2020). Vorinostat veya suberoil-anilid hidroksamik asit (SAHA) 

kutanöz T hücreli lenfoma (CTCL) tedavisi için 2006 yılında FDA tarafından 

onaylanmıştır (El Omari ve ark., 2024). Birçok malignite için klinik öncesi ve klinik 

çalışmalarda anti-tümör aktivitesi gösteren en umut verici HDAC inhibitörlerinden biri 

olup, kök hücre benzeri kanser hücre popülasyonunda farklılaşmayı indükleyerek 

tümörojeniteyi ve invazivliği azaltabilir. Ayrıca, insan akciğer kanseri hücrelerinde 



 33 

radyoterapinin inhibitör etkisini arttırabilir (Wu ve ark., 2017). Yapılan çalışmalar 

SAHA’nın meme kanseri hücre hatlarında EMT’yi güçlü bir şekilde etkilediğini 

göstermiştir. E-kadherin ekspresyonunu anlamlı şekilde arttırırkeni N-kadherin, vimentin 

ve fibronektin belirteçlerini anlamlı şekilde baskılamıştır (Wawruszak ve ark., 2021). 

Meme ve akciğer kanserine ek olarak yumurtalık ve baş boyun tümörlerinde de 

SAHA’nın uygulandığı bilinmektedir (Huang ve ark., 2022). İlaveten glioma kök 

hücrelerinde SAHA kullanımı c-myc yolağını hedefleyerek T regülatör hücreleri 

baskılamaktadır. Bu da immün checkpoint PD-L1 blokaj tedavisini iyileştirmiştir (Sun ve 

ark., 2024). Tüm bunlar göz önüne alındığında pankreas kanserinde etkili tedavi 

stratejilerinin geliştirilmesi için SAHA’nın tümör mikroçevresine ve bağışıklık yanıtının 

düzenlenmesine yönelik etkileri daha fazla araştırılmalıdır. 
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3. MATERYAL VE YÖNTEM 
 

3.1. B[yo[nformat[k Anal[zler 
 

3.1.1. Normal ve tümörlü pankreas dokularındak[ hedef gen ekspresyon 

sev[yeler[n[n kıyaslanması 

 

Pankreas adenokarsinomu (PAAD) olarak adlandırılan pankreas kanserli hastalar ve 

sağlıklı pankreas dokularında gen ekspresyon analizleri açık erişimli Gen Ekspresyon 

Profilleme Etkileşimli Analizi 2 (GEPIA2) veritabanı kullanılarak TCGA ve Genotip-

Doku Ekspresyonu (GTEx) verileri görselleştirilmiştir. Veri setlerinde yer alan 

istatistiksel analizler veritabanlarına entegre olarak gerçekleştirilmiştir. Diferansiyel gen 

ekspresyonu analizinde one-way ANOVA kullanılmıştır. Log2FC cutoff 1, p değeri 0,05 

olarak kabul edilmiştir.  log2(TPM + 1) ölçeği kullanılarak hedef genlerin RNA-Seq 

verileri TCGA ve GTEx verileri ile kıyaslanmıştır. Veritabanı ile Twist1, TGF-β, E-

kadherin, N-kadherin, Snail, Slug, Vimentin, IDO1, IDO2, TDO, BIRC5, mTOR, PD-

L1, CD155, AGR2, LEF1, HVEM, siklin D1, p21, HIF-1α ve VISTA genlerinin 

ekspresyon seviyeleri incelenmiştir. Gen ekspresyon analizi grafiğinde pankreas kanseri 

dokuları (179 numune) kırmızı, sağlıklı pankreas dokuları (171 numune) ise gri renk ile 

gösterilmektedir (Tang ve ark., 2019). 

3.2. Hücre Kültürü Çalışmaları 

 

Bu tez çalışması 3 farklı kurum dışı fonlanan proje tarafından desteklendiğinden dolayı 

çalışmalar pankreas kanserinde farklı sinyal yolaklarının farklı kimyasallar/bileşikler ile 

baskılanarak ve/veya indüklenerek analizler gerçekleştirilmiştir. Bu kapsamda 5 farklı 

pankreas kanseri hücre hattı ve 1 tane sağlıklı epitel hücre hattı kullanarak gerçekleştirilen 

deneylerde, ilgili sinyal yolakların hücresel süreçler ve immün checkpointler üzerindeki 

düzenleyici etkileri kapsamlı bir şekilde değerlendirilmiştir (Şekil 3.1-3.3). 
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Şekil 3. 1. Vorinostat, Twist-siRNA ve Non target-siRNA (NT-siRNA) bileşiklerinin 

pankreas kanseri hücre hatlarına ayrı ayrı ve kombinasyon halinde uygulanması ile 

yürütülen çalışmaların şematik gösterimi (Biorender.com aracılığıyla çizilmiştir). 

Yürütülen çalışmalar TÜBİTAK 1002-A kapsamında desteklenmiştir 

 
Şekil 3. 2. Sepantronyum bromür ve navoximod bileşiklerinin pankreas kanseri ve 

sağlıklı epitel hücre hatlarına ayrı ayrı ve kombinasyon halinde uygulanması ile yürütülen 

çalışmaların şematik gösterimi (Biorender.com aracılığıyla çizilmiştir). Yürütülen 

çalışmalar TÜSEB A4 kapsamında desteklenmiştir 
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Şekil 3. 3. PF-562271 bileşiğinin pankreas kanseri hücre hatlarına uygulanması ile 

yürütülen çalışmaların şematik gösterimi (Biorender.com aracılığıyla çizilmiştir). 

Yürütülen çalışmalar TÜBİTAK 1002-A kapsamında desteklenmiştir 

3.2.1. Hücre hatları ve çoğaltılması 

 

Bu tez kapsamında 5 farklı insan pankreas kanseri hücre hattı PANC-1, BxPC-3, Mia 

PaCa-2, AsPC-1, CAPAN-1 ve sağlıklı akciğer epitel hücresi BEAS-2B kullanılmıştır. 

Hücre hatlarındaki farklı genomik ve metabolik farklılıklardan ötürü ilaç uygulamasının 

hücrelerdeki yanıtı farklı olabilmektedir.  

 

AsPC-1 hücre hattı (ATCC, CRL-1682) pankreas kanseri olan 62 yaşındaki beyaz bir 

kadın hastanın pankreasından alınan hücrelerle başlatılan çıplak fare ksenograftlarından 

türetilen hücre hattıdır. Mia PaCA-2 hücre hattı (ATCC, CRL-1420) 1975'te 65 yaşındaki 

beyaz bir erkeğin pankreas tümör dokusundan elde edilen insan pankreas karsinom hücre 

hattıdır. Doğal tip SMAD4 genine, mutant KRAS’a (12 Cys), mutant TP53’e (248 Trp) 

ve CDKN2A/p16’nın homozigot delesyonuna sahip olan Mia PaCa-2 hücre hattı son 

derece metastatik özelliğe sahiptir. CAPAN-1 hücre hattı (ATCC, HTB-79) pankreas 

adenokarsinomlu 40 yaşındaki beyaz bir erkeğin pankreasından izole edilen epitel 

morfolojisine sahip bir hücre hattıdır (Sevgin, 2020; https://www.atcc.org/products 

Erişim tarihi: 15.02.2024). BEAS-2B hücre hattı (ATCC, CRL-3588) kanserli olmayan 

bireylerden türetilen normal insan bronşiyal epitelinden izole edilen epitel hücre hattıdır. 

PANC-1 hücre hattı (ATCC, CRL-1469) 56 yaşında epiteloid karsinomaya sahip bir 

erkeğin pankreas kanalından izole edilmiş epitel morfolojiye sahip hücre hattıdır. BxPC-

3 hücre hattı (ATCC, CRL-1687) adenokarsinomlu 61 yaşında kadın bir hastanın 

pankreas dokusundan izole edilen epitel morfolojiye sahip hücre hattıdır 

(https://www.atcc.org/products Erişim tarihi: 20.02.2025). 
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Mia PaCa-2, PANC-1 ve CAPAN-1 hücreleri %10 fetal sığır serumu (FBS, Gibco, ABD) 

ve %1 penisilin-streptomisin (Biowest, Fransa) ilave edilen DMEM (Gibco, ABD) 

besiyerinde, AsPC-1, BEAS-2B ve BxPC-3 hücreleri ise RPMI-1640 (Biowest, Fransa) 

besiyeri hazırlanarak 37 ̊ C’de %5 CO2’li etüvde yeterli doluluk oranına ulaşıncaya kadar 

inkübasyona bırakılarak kültüre edilmiştir. Hücre hatları, ışık mikroskobu altında 

morfolojileri kontrol edildikten sonra, stok almak için her bir hücre hattı kendi 

besiyerinde %10 dimetil sülfoksit (DMSO) ile hazırlanarak dondurulmuştur. 

 

Hücre sayımı için T75 flaskta bulunan hücreler %0,25 tripsin-EDTA (1X) çözeltisi 

kullanılarak flask yüzeyinden kaldırılmıştır. 3500 rpm’de 3 dakika santrifüj yapıldıktan 

sonra pellet 1 mL hücre besiyerinde çözdürülmüştür. Çözeltiden 10 μL alınmıştır ve tripan 

blue boyası ile 1:1 oranında karıştırıldıktan sonra neubauer lamında sayılmıştır. 

 

mL’deki canlı hücre sayısı = !	#$%&'(	&$%)	*ç)%,*-.)&*	/$-'(	0ü/%)	,$2(,(
!

  X  Dilüsyon faktörü X 

104  

3.2.2. s[RNA’ların hücre hatlarına transfeks[yonu 

 

Thermo Fisher Scientific protokolüne göre Twist-siRNA ve NT-siRNA’lar 5000 pmol 

toz siRNA olarak satın alınmıştır ve üzerine 1,5 mL nükleas free su eklenerek 

çözdürülmüştür. Protokole göre 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromür 

(MTT) analizi için şu adımlar uygulanmıştır: 

¨ Mja PaCa-2, AsPC-1, CAPAN-1 hücre hatları 96 kuyucuklu platelere her 

kuyucukta 5000 hücre olarak şekjlde ekjlmjştjr. 

¨ 96 kuyucuklu plate jçjn her bjr kuyucuk başına olacak şekjlde 5 μL serumsuz 

besjyerj + 0,3 μL ljpofectamjne 3000 (Invjtrogen, ABD) 1. tüp jçjn hazırlanmıştır. 

¨ Her bjr kuyucuk başına olacak şekjlde 5 μL serumsuz besjyerj + 3pmol sjRNA 

(0,9 μL) 2. tüp jçjn hazırlanmıştır. 

¨ Tüp 1 ve tüp 2’den 1:1 oranında karışım elde edjlerek oda koşullarında 10 dakjka 

bekletjlmjştjr. 
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¨ Her kuyucuğa 200 μL taze serumsuz besjyerj eklenmjştjr. Üzerjne kuyucuk başına 

10 μL tüp 1 + tüp 2 karışımından eklenmjştjr. 

¨ 48 saat jnkübasyondan sonra hücre proljferasyon analjzj (MTT analjzj) 

yapılmıştır.  

 

Üretici firma protokole göre gen ekspresyon analizi (qRT-PCR) öncesinde şu adımlar 

uygulanmıştır: 

¨ 6 kuyucuklu plate jçjn her kuyucuk başına 1.tüp 125 μL serumsuz besjyerj + 7,5 

μL ljpofectamjne 3000 olacak şekjlde hazırlanmıştır. 

¨ 2.tüp jse her kuyucuk başına 125 μL serumsuz besjyerj + 75 pmol sjRNA (22,5 

μL) olacak şekjlde hazırlanmıştır.  

¨ Tüp 1 ve tüp 2’den 1:1 oranında karışım elde edjlerek oda koşullarında 10 dakjka 

bekletjlmjştjr. 

¨ Her kuyucuğa 1000 μL serumsuz besjyerj eklendjkten sonra kuyucuk başına 125 

μL 1 ve tüp 2 karışımından eklenmjştjr. 

¨ 48 saat jnkübasyondan sonra RNA jzolasyonu gerçekleştjrjlmjştjr. 

(Protein izolasyonu için siRNA transfeksiyon süresi 72 saat olarak uygulanmıştır.) 

3.2.3. K[myasal b[leş[kler[n hücre hatlarına uygulanması 

 

Twjst-sjRNA ve Vorjnostat Uygulaması Çalışmaları 

 

Mia PaCa-2, AsPC-1, CAPAN-1 hücrelerine farklı konsantrasyonlarda (0,1-200 μM) 

HDAC inhibitörü vorinostat bileşiği uygulanmıştır.  

¨ Vorjnostat (Ambeed, ABD) %2,5 DMSO jle çözdürülerek 100.000 μM stok 

çözeltj hazırlanmıştır.  DMSO’nun njhaj konsantrasyonu hücreler üzerjne toksjk 

olmayacak düzeyde (%0,1) tutulmuştur. 

¨ 100.000 μM stok çözeltj vorjnostat bjleşjğjnden 0,1-200 μM konsantrasyonlarda 

hazırlanarak 3 tekrarlı olacak şekjlde Mja PaCa-2, AsPC-1, CAPAN-1 pankreas 

kanserj hücrelerjne 48 saat boyunca uygulanmıştır (Susanto ve ark., 2015). 

Sepantronyum Bromür ve Navoxjmod Uygulaması Çalışmaları 
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IDO1 inhibitörü Navoximod (Ambeed, ABD) 0,1-200 μM konsantrasyonlarda ve BIRC5 

inhibitörü sepantronyum bromür (Ambeed, ABD) ise 0,1-200 nM konsantrasyonlarında 

hazırlanmıştır (Chen ve ark., 2023; Zhang ve ark., 2015). Her iki bileşik ana stoklarının 

hazırlanması için DMSO ile çözdürülmüştür. Nihai DMSO konsantrasyonu hücrelere 

toksik olmayacak düzeyde (%0,1) tutulmuştur.  3 tekrarlı olacak şekilde Mia PaCa-2, 

AsPC-1, BEAS-2B hücre hatlarına 48 saat boyunca uygulanmıştır. 

PF-562271 Uygulaması 

Fokal adezyon kinaz (FAK) inhibitörü PF-562271 bileşiği (Ambeed, ABD) DMSO ile 

çözdürülerek ana stok çözelti haline getirilmiştir. Bileşik hücrelere uygulanacağında 

DMSO’nun nihai konsantrasyonu hücreler üzerinde toksik olmayacak düzeyde (%0,1) 

tutulmuştur. 0,1-100 μM konsantrasyonlarda hazırlanan PF-562271 bileşiği PANC-1, 

BxPC-3, AsPC-1 hücre hatlarına 3 tekrarlı olacak şekilde 24 ve 48 saat boyunca 

uygulanmıştır (Hu ve ark., 2017). 

İmportazole Uygulaması 

 

İmportazole bileşiği (MedChemExpress,ABD) ana stok hazırlamak için DMSO ile 

çözdürülmüş, ardından bileşiğin 1-250 μM konsantrasyonları nihai DMSO 

konsantrasyonu %0,1 olacak şekilde AsPC-1 hücre hattına 48 saat boyunca uygulanmıştır 

(Yoshino ve ark., 2021). 

3.2.4. Hücre canlılık anal[z[ (MTT anal[z[) 

 

Twjst-sjRNA ve Vorjnostat Uygulaması Çalışmaları 

 

Vorinostat bileşiği ve Twist-siRNA’nın Mia PaCa-2, CAPAN-1 ve AsPC-1 hücreleri 

üzerine sitotoksik etki yapıp yapmadığını ve hücre proliferasyonu üzerindeki etkisini 

anlamak için ayrı ayrı ve kombinasyon halinde hücre hatlarına uygulandıktan sonra MTT 

analizi yapılmıştır. Analiz için 96 kuyucuklu platelere her birinde ortalama 5000 hücre 

olacak şekilde hücrelere uygun besiyeri içinde ekim yapılmıştır ve hücrelerin plate 

yüzeyine tutunması için hücreler gece boyunca %5 CO2’li inkübatörde bekletilmiştir.  
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¨ Sürenjn sonunda eskj besjyerj çekjlerek farklı konsantrasyonlarda (0,1-200 μM) 

hazırlanmış olan vorjnostat, 3 tekrarlı olacak şekjlde pankreas kanserj hücrelerjne 

48 saat boyunca uygulanarak jnkübe edjlmjştjr. 

¨ Pankreas kanserj hücre hatlarında Twjst1 genjnjn susturulmasının hücre 

sjtotoksjsjtesj üzerjndekj etkjlerjnj değerlendjrmek amacıyla Twjst-sjRNA ve NT-

sjRNA 3 pmol konsantrasyonda hazırlanmıştır. Hücre hatlarına uygulandıktan 

sonra 48 saatljk transfeksjyon süresj boyunca 37˚C’de %5 CO2’lj etüvde 

jnkübasyona bırakılmıştır.  

¨ Kombjnasyon tedavj etkjnljğjnjn gözlemlenebjlmesj jçjn vorjnostat bjleşjğjnjn 

her hücre jçjn hesaplanan IC50 dozu ve 3 pmol Twjst-sjRNA pankreas kanserj 

hücre hatlarına uygulanmış ve 48 saatljk jnkübasyona bırakılmıştır. 
 

İnkübasyon süreçleri sonunda MTT analizi gerçekleştirilmiştir. 0,5 mg/mL MTT (Serva, 

Almanya) bileşiği PBS ile çözdürülerek hazırlanmıştır. Yapılan tüm tedaviler için 

bileşiklerin uygulama süresi sonunda kuyucuklardan uygulanan bileşikler ve eski besiyeri 

çekilip, 20 μL MTT solüsyonu eklenmiştir. Hücreler 3 saat boyunca 37˚C’de %5 CO2’li 

etüvde inkübasyona bırakılmıştır. Süre sonunda MTT solüsyonu dökülüp, 100 μL DMSO 

eklenerek 30 dakika oda sıcaklığında bekletilmiştir. Absorbans değeri mikroplate 

okuyucuda 570 nm’de okunmuştur. İlaç uygulanmış gruplardaki absorbans değeri / 

kontrol grubunun hücre canlılık oranı) x 100 işlemi yapılarak hücre ölümüne etki eden 

ilaç uygulama süresi hesaplanmıştır (Şentürk ve ark., 2025).  

 

Vorinostat uygulanması sonrasında IC50 değeri belirlenmesi için doz-hücre canlılığı (%) 

eğrisi çizilmiştir.  

 

¨ Vorjnostat jle Twjst1-sjRNA’nın ayrı ayrı ve kombjnasyon haljnde pankreas 

kanserj hücrelerj üzerjndekj etkjlerjnjn jncelenmesj jçjn vorjnostat bjleşjğjnjn IC50 

dozu ve üretjcj fjrmanın önerdjğj doz olan 3 pmol sjRNA kombjnasyonu hücre 

proljferasyon analjzj (MTT analjzj), hücre mjgrasyon analjzj, gen ekspresyon 

sevjyesj ve protejn sevjyesj tespjtj jçjn kullanılmıştır.  
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Sepantronyum Bromür ve Navoxjmod Uygulaması Çalışmaları 

 

Sepantronyum bromür ile navoximodun ayrı ayrı ve kombinasyon halinde 

uygulanmasının BEAS-2B, Mia PaCa-2 ve AsPC-1 hücreleri üzerine sitotoksik etki yapıp 

yapmadığını anlamak için MTT analizi gerçekleştirilmiştir. Analiz için 96 kuyucuklu 

platelere her birinde ortalama 5000 hücre olacak şekilde hücrelere uygun besiyeri içinde 

ekim yapılmıştır ve gece boyunca hücreler %5 CO2’li inkübatörde bekletilmiştir. Süre 

sonunda eski besiyeri çekilerek farklı konsantrasyonlara sahip sepantronyum bromür ile 

navoximod BEAS-2B, Mia PaCa-2 ve AsPC-1 hücrelerine ayrı ayrı uygulandıktan MTT 

analizi ile optimum dozlar tespit edilmiştir. Kombinasyon uygulaması için 1 ve 5 nM 

sepantronyum bromür, 10 ve 25 μM navoximod konsantrasyonları seçilmiş olup tekrar 

48 saat boyunca uygulanmıştır. Süre sonunda 3.2.4.1.de yer alan MTT protokolü 

uygulanmıştır. 

PF-562271 Uygulaması 

 

PF-562271 bileşiğinin pankreas kanseri hücre hatları üzerinde sitotoksik etkilerini 

değerlendirmek amacıyla MTT analizi yapılmıştır. 96 kuyucuklu platelere her birinde 

ortalama 5000 hücre olacak şekilde ekim yapılmıştır. Hücrelerin yüzeye tutunması için 

gece boyunca inkübasyona bırakılan hücrelerden süre sonunda eski besiyeri çekilmiştir 

ve PF-562271 bileşiği 0,1-100 μM konsantrasyon aralığında taze besiyeri içerisinde 

uygulanmıştır. Bileşiğin 24 ve 48 saatlik inkübasyon süresi sonunda 3.2.4.1.de yer alan 

MTT protokolü uygulanmıştır. 

İmportazole Uygulaması 

 

İmportazole bileşiğinin AsPC-1 pankreas kanseri hücre hattı üzerindeki sitotoksik 

etkilerinin değerlendirilmesi amacıyla MTT analizi yapılmıştır. Analiz için 96 kuyucuklu 

platelere her birinde ortalama 5000 hücre olacak şekilde ekim yapılmıştır ve gece 

boyunca hücreler %5 CO2’li inkübatörde bekletilmiştir. İmportazole bileşiği, hücrelere 

48 saat boyunca 1-250 μM konsantrasyon aralığında uygulanmış ve uygulama süresinin 

sonunda 3.2.4.1 numaralı başlıkta belirtilen MTT protokolü doğrultusunda hücre canlılığı 

analizi gerçekleştirilmiştir. 
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3.2.5. Hücre m[grasyon anal[z[ (Wound heal[ng anal[z[) 

 

Twjst1-sjRNA ve Vorjnostat Uygulaması Çalışmaları 

 

Vorinostat ile Twist1-siRNA’nın ayrı ayrı ve kombinasyon halinde hücre hatlarına 

uygulanmasının hücrelerinin migrasyon yeteneğini hangi seviyede etkilediğini 

gözlemlemek için hücre migrasyon analizi gerçekleştirilmiştir. Mia PaCa-2, AsPC-1 ve 

CAPAN-1 hücreleri 6 kuyucuklu platelere her kuyucukta yaklaşık 106 hücre olacak 

şekilde ekilmiştir ve %80-90 doluluk oranına ulaşan hücre hatları üzerinde eski besiyeri 

uzaklaştırılmadan 200 μL’lik pipet ucu yardımıyla kuyucuğun orta hizasında manuel 

olarak yara alanı oluşturulmuştur (Li ve ark., 2023b). Daha sonra eski besiyeri 

uzaklaştırılıp hücreler 2 defa PBS ile yıkanarak yüzeyde kalan hücre parçaları 

uzaklaştırılmıştır. MTT analizi sonucuna göre her hücre hattı için hesaplanan vorinostat 

bileşiğinin IC50 dozu ile 3 pmol Twist-siRNA’nın ayrı ayrı ve kombinasyon halinde 

uygulandığındaki uygun dozları seçilecek olup 6 kuyucuklu platelere eklenmiştir. 

Ardından 0, 24 ve 48. saatlerde 5x boyutta hücre migrasyon alanlarının fotoğrafları 

çekilmiştir (Menevşe Çinar, 2022). Görüntüler İmage j programı ile işlenmiştir. Hücre 

migrasyon analizi 3 tekrarlı olacak şekilde yürütülmüştür. 

Sepantronyum Bromür ve Navoxjmod Uygulaması Çalışmaları 

 

1 ve 5 nM sepantronyum bromür ile 10 ve 25 μM navoximodun ayrı ayrı ve kombinasyon 

halinde hücre hatlarına uygulanmasının hücrelerinin migrasyon yeteneğini hangi 

seviyede etkilediğini gözlemlemek için hücre migrasyon analizi gerçekleştirilmiştir. 

Analiz için 3.2.5.1 numaralı başlıkta belirtilen protokol uygulanmıştır. 

PF-562271 Bjleşjğj Uygulaması Çalışmaları 

 

PF-562271 bileşiğinin 1 ve 5 µM konsantrasyonlarda pankreas kanseri hücre hatlarına 

uygulanmasının hücre migrasyon yeteneği üzerindeki etkilerini değerlendirmek amacıyla 

hücre migrasyon analizi gerçekleştirilmiştir. Analiz için 3.2.5.1 numaralı başlıkta 

belirtilen protokol uygulanmıştır. 



 43 

3.2.6. Kolon[ oluşum anal[z[ 

 

PF-562271 kimyasalının pankreas kanseri hücrelerinin koloni oluşumu üzerindeki 

etkilerinin incelenmesi için koloni oluşum analizi gerçekleştirilmiştir. PANC-1, AsPC-1 

ve BxPC-3 pankreas kanseri hücre hatları 6 kuyucuklu platelere her kuyuda yaklaşık 1500 

hücre olacak şekilde eklenmiştir ve bir gece 37˚C’de %5 CO2’li etüvde inkübasyona 

bırakılmıştır. İnkübasyon süresi bittikten sonra eski besiyeri çekilerek taze besiyeri 

içerisinde 1 ve 5 µM konsantrasyonlarda PF-562271 bileşiği hücrelere 48 saat boyunca 

uygulanmıştır. Süre sonunda eski besiyeri atılarak taze besiyeri eklenmiş ve koloni 

oluşumu gerçekleşene kadar 14 gün boyunca hücreler beslenmiştir. 14 günün sonunda 

hücreler 2 kere PBS ile yıkanmıştır. %4 metanol ile oda koşullarında 15 dakika fikse 

edilmiştir. Daha sonra metanol atılıp 2 kere PBS ile yıkama işlemi yapılmıştır. Koloniler 

üzerine kristal violet eklendikten sonra 15 dakika beklenmiştir. Süre sonunda hücreler 

tekrar PBS ile yıkanmıştır ve koloniler İmage J program ile sayılmış, % koloni oluşumu 

hesaplanmıştır (Valdez ve ark., 2024). 

3.2.7. Hücrelerden total RNA [zolasyonu 

Twjst-sjRNA ve Vorjnostat Uygulaması Çalışmaları 

Pankreas kanseri hücreleri 6 kuyucuklu platelere her kuyucukta 106 hücre olacak şekilde 

ekilmiştir ve bir gece 37˚C’de %5 CO2’li etüvde inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon 

süresi bittikten sonra eski besiyeri çekilerek uygulama yapılmamış kontrol grubu, 

vorinostat bileşiğinin IC50 dozu uygulanmış olan grubu, 3pmol Twist-siRNA, 3pmol NT-

siRNA ve vorinostat IC50 dozu + 3pmol Twist-siRNA olmak üzere 5 farklı grup 

oluşturularak 48 saat boyunca inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonrası Hibrizol (HibriGen, 

Türkiye) reaktifi kullanılarak firmanın önerdiği protokol doğrultusunda aşağıdaki adımlar 

sırasıyla uygulanmıştır: 

¨ Eskj besjyerj dökülmeden tüm hücreler hücre kazıyıcı jle kazınarak bjr ependorfa 

alınmıştır ve 3000 rpm’de 3 dakjka santrjfüj edjlmjştjr. 

¨ Süpernatant atılarak pellet üzerjne 500 μL Hjbrjzol reaktjfj jlave edjlmjştjr. Pellet 

çözünene kadar pjpetaj yapılarak oda sıcaklığında 5 dakjka jnkübe edjlmjştjr. 

Ardından 100 μL kloroform eklenerek 7-8 defa karıştırılmıştır ve 3 dakjka oda 

sıcaklığında jnkübe edjlmjştjr. 
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¨ 12.000 rpm’de +4 ˚C’de 10 dakjka santrjfüj edjldjkten sonra üst faz d)kkatl) b)r 

şek)lde üst sulu faz ayrılarak yen) b)r tüpe aktarılmıştır. 

¨ 250 μL soğuk jzopropjl alkol eklenerek tüp bjrkaç kez çevrjlmjştjr ve oda 

sıcaklığında 10 dakjka jnkübe edjlmjştjr. 

¨ İnkübasyondan sonra 12.000 rpm’de +4 ˚C’de 10 dakjka santrjfüj edjlmjştjr. 

¨ Süpernatant dökülerek pellet üzerjne 1 mL %75’ljk etanol eklenmjştjr. Yavaş bjr 

şekjlde tüp alt üst edjldjkten sonra 12.000 rpm’de +4 ˚C’de 2 dakjka santrjfüj 

edjlmjştjr.  

¨ Santrjfüj sonunda süpernatant atılarak pellet sterjl kabjn jçerjsjnde 30 dakjka 

kurumaya bırakılmıştır. 

¨ Pellet 30 μL nükleas free su jle çözdürülerek saklamak jçjn -80˚C’de tutulmuştur. 

RNA izolasyonu sonrasında RNA’ların konsantrasyonlarının ölçülmesi için 

MaestroNano Micro-Volume Spektrofotometre kullanılmıştır. 

Sepantronyum Bromür ve Navoxjmod Uygulaması Çalışmaları 

 

Mia PaCa-2 ve AsPC-1 pankreas kanseri hücre hatları ve BEAS-2B sağlıklı epitel hücre 

hattı 6 kuyucuklu platelere her kuyucukta yaklaşık 106 hücre olacak şekilde ekildikten 

sonra tam doluluk sağlanana kadar inkübe edilmiştir. Sepantronyum bromür ve 

navoximodun MTT analizi sonucunda tespit edilen optimum dozları (sepantronyum 

bromür için 1 nM ve navoximod için 25 μM) ayrı ayrı ve kombinasyon halinde BEAS-

2B, Mia PaCa-2 ve AsPC-1 hücre hatlarına 48 saat boyunca uygulanmıştır. İnkübasyon 

sonrası 3.2.7.1’de yer alan RNA izolasyon protokolü uygulanmıştır. 

PF-562271 Uygulaması 

 

Mia PaCa-2, PANC-1 ve BxPC-3 pankreas kanseri hücre hatları 6 kuyucuklu platelere 

her kuyuda yaklaşık 106 hücre olacak şekilde ekildikten sonra tam doluluk sağlanana 

kadar inkübe edilmiştir. MTT analizi sonunda 3 hücre hattı için PF-562271 kimyasalının 

optimum dozları 48 saat için 1 ve 5 μM olarak olacak şekilde hesaplanmıştır. Hücreler 

tam doluluk sağladıktan sonra eski besiyeri atılmış ve 1 ve 5 μM PF-562271 dozları yeni 

besiyeri içerisinde hücrelere uygulanmış ve 48 saat boyunca inkübasyona bırakılmıştır. 

İnkübasyon sonrası 3.2.7.1’de yer alan RNA izolasyon protokolü uygulanmıştır. 
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İmportazole Uygulaması 

 

AsPC-1 hücreleri 6 well platelere her kuyucukta yaklaşık 106 hücre olacak şekilde 

ekildikten sonra tam doluluk sağlanana kadar inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonunda eski 

besiyeri çekilmiştir ve importazole bileşiği taze besiyeri ile AsPC-1 hücre hattına 

uygulanmıştır. Uygulanan konsantrasyon MTT analizi sonucunda elde edilen optimum 

konsantrasyonlar olan 5 ve 10 μM seçilmiştir ve hücrelere 48 saat boyunca uygulanmıştır. 

İnkübasyon sonrası 3.2.7.1’de yer alan RNA izolasyon protokolü uygulanmıştır. 

3.2.8. Real t[me PCR’da kullanılan pr[mer d[z[ler[ ve reaks[yonun hazırlanması 

 

Twist1, TGF-β, E-kadherin, N-kadherin, Snail, Slug, Vimentin, IDO1, IDO2, TDO, 

BIRC5, mTOR, PD-L1, CD155, VISTA, AGR2, LEF1, HVEM, siklin D1, p21, HIF-1α 

ve GAPDH genlerine spesifik primerler “Macrogen” firmasından sipariş verildi. 

Liyofilize halde gelen primerler spin yapıldıktan sonra satın alınan firmanın protokolüne 

göre 100pmol/μL olacak şekilde 250 μL nükleaz free suda çözdürüldü. Oda koşullarında 

10 dakika bekledikten sonra -20 °C’de saklandı. Primerler qRT-PCR’da kullanmak için 

10pmol/μL konsantrasyon olacak şekilde nükleaz free su ile seyreltildi. Kullanılan primer 

sekansları Tablo 3.1’de verilmiştir. 

 

Tablo 3. 1. Hedef genlerin ekspresyon analizi için yapılan qRT-PCR’da kullanılan 

primerlerin dizileri 

Gen Primer Dizisi 

Twist1 F: 5’ TCC GCA GTC TTA CGA GGA GCT ‘3 

R: 5’ TCT GAA TCT TGC TCA GCT TGT CCG ‘3 

E-kadherin F: 5’ ATT TTT CCC TCG ACA CCC GAT ‘3 

R: 5’ TCC CAG GCG TAG ACC AAG A ‘3 

N-kadherin F: 5’ CCT CCA GAG TTT ACT GCC ATG AC ‘3 

R: 5’ GTA GGA TCT CCG CCA CTG ATT C ‘3 

Vimentin F: 5’ ACG TCT TGA CCT TGA ACG CA ‘3 

R: 5’ TCT TGG CAG CCA CAC TTT CA ‘3 
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Tablo 3. 2. (Devam) Hedef genlerin ekspresyon analizi için yapılan qRT-PCR’da 

kullanılan primerlerin dizileri 

Gen Primer Dizisi 

Snail F: 5’ TGC CCT CAA GAT GCA CAT CCG A ‘3 

R: 5’ GGG ACA GGA AGA AGG GCT TCT C ‘3 

Slug F: 5’ ATC TGC GGC AAG GCG TTT TCC A ‘3 

R: 5’ GAG CCC TCA GAT TTG ACC TGT C ‘3 

TGF-Beta F: 5’ GCC AGA GTG GTT ATC TTT TGA TG ‘3 

R: 5’ AGT GTG TTA TCC CTG CTG TCA C ‘3 

Mir21 F: 5’ GCG GCG TAG CTT ATC AGA CTG A ‘3 

R: 5’ GTG CAG GGT CCG AGG T ‘3 

VISTA F: 5’ GAT AGC GGC CTC TAC TGC TG ‘3 

R: 5’ TGG ATG GTG CAT CTT TGC CT ‘3 

TRIM15 F: 5’ TCCCTGAAGGTGGTCCATGAG ‘3 

R: 5’ CAGGATCTTGCCCGAGGATT ‘3 

BAX F: 5’ GAC ATT GGA CTT CCT CCG GGA ‘3 

R: 5’ ACA AAG ATG GTC ACG GTC TGC ‘3 

BCL-2 F: 5’ TGG ACA ACA TCG CCC TGT GGA ‘3 

R: 5’ TCA CTT GTG GCC CAG ATA GGC A ‘3 

BIRC5 F: 5’ACC GCA TCT CTA CAT TCA AG ‘3 

R: 5’CAA GTC TGG CTC GTT CTG ‘3 

IDO1 F: 5’GGC TTC TTC CTC GTC TCTCTATTG ‘3 

R: 5’TGACGCTCTACTGCACTGGATAC ‘3 

IDO2 F: 5’GTG GGG CTG GTC TAT GAA GGT G ‘3 

R: 5’TGG TGG CAG CGG AGA TAA TGT A ‘3 

TDO F: 5’CGG TGG TTC CTC AGG CTA TC ‘3 

R: 5’CTT CGG TAT CCA GTG TCG GG ‘3 

PD-L1 F: 5’ AGG GCA TTC CAG AAA GAT GAG ‘3 

R: 5’ TTG GGA ACC GTG ACA GTA AT ‘3 

mTOR F: 5’AGT GGA CCA GTG GAA AGA GG ‘3 

R: 5’TTC AGG GAT GTC TTG TGA GG ‘3 
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Tablo 3. 3. (Devam) Hedef genlerin ekspresyon analizi için yapılan qRT-PCR’da 

kullanılan primerlerin dizileri 

Gen Primer Dizisi 

CD155 F: 5’GCG TAG AGG ATG AAG GCA ACT ‘3 

R: 5’CAA GCA CTC GGA GCC AGA TAT ‘3 

AGR2 F: 5’CTT GTG GCC CTC TCC TAC AC ‘3 

R: 5’GTC CAG ATG AGT TGGTCACCC ‘3 

LEF1 F: 5’GAC GAG ATG ATC CCC TTC AA ‘3 

R: 5’CGG GAT GAT TTC AGA CTC GT ‘3 

HVEM F: 5’GTG CAG TCC AGG TTA TCG TGT ‘3 

R: 5’CAC TTG CTT AGG CCA TTG AGG ‘3 

Siklin D1 F: 5’GCT GCG AAG TGG AAA CCA TC ‘3 

R: 5’CCT CCT TCT GCA CACA TTT GAA ‘3 

p21 F: 5’CTC CTT CCC ATC GCT GTC AC ‘3 

R: 5’TCA CCC TGC CCA ACC TTA GA ‘3 

HIF-1α F: 5’CGC AAG TCC TCA AAG CAC AGT TAC ‘3 

R: 5’GCA GTG GTA GTG GTG GCA TTA GC ‘3 

 

GAPDH 

F: 5’ AAG GTG AAG GTC GGA GTC AA ‘3 

R: 5’ AAT GAA GGG GTC ATT GAT GG ‘3 

 

Kantitatif Real Time PCR 

 

Twist-siRNA ve Vorinostat Uygulaması Çalışmaları 

 

Twist-siRNA ve vorinostat bileşiğinin ayrı ayrı ve kombinasyon halinde uygulanmasının 

pankreas kanseri hücre hatları CAPAN-1, Mia PaCa-2 ve AsPC-1’deki hedef gen 

ekspresyon profilleri üzerindeki etkilerinin incelenmesi için qRT-PCR (BioRad) 

yapılmıştır.  
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qRT-PCR deneyleri için tek adımlı PCR imkanı tanıyan kit “Luna Universal One-Step 

RT-qPCR Kit” ile gen ekspresyon seviyesi tespit edilmiştir. Kite ait önerilen protokol ve 

bileşenlerin konsantrasyonları her bir reaksiyon için Tablo 3.2’de gösterilmiştir. 

Tablo 3. 4. qRT-PCR analizi için hazırlanan reaksiyon karışımı 

İçerikler Hacim 

Luna Universal One-Step Reksiyon Mix (2x) 5 μL 

Luna WarmStart RT Enzim Mix (20x) 0,5 μL 

Forward primer (10 μM) 0,5 μL 

Revers primer (10 μM) 0,5 μL 

Template RNA <1 μg (total RNA) 

Nuclease-free su 10 μL’ye tamamlanır 

 

 qRT-PCR “BioRad CFX Connect Real-Time PCR System” cihazı ile analiz 

gerçekleştirilmiştir ve uygulanan protokol Tablo 3.3’deki gibidir.  

Tablo 3. 5. qRT-PCR protokolü 

Aşamalar Döngü sayısı Sıcaklık ve Süre 

Revers Transkriptaz 1 55 °C 15 dakika 

Başlangıç Denatürasyonu 1 95°C 3 dakika 

Amplifikasyon 40 95°C 10 saniye 

Tm-5 °C 30 saniye 

72°C 30 saniye 

Soğuma 1 37°C, 30 saniye 

 

qRT-PCR ile yapılan amplifikasyon sonuçları için bir housekeeping gen olan GAPDH 

genine ait transkriptler kontrol ve deney grupları arasındaki normalizasyon için 

kullanılmıştır. 

Vorinostat uygulanan deney grupları kontrol grubu ile, Twist-siRNA uygulanan deney 

grupları ise NT-siRNA uygulanan grubu ile normalize edilmiştir. Rölatif gen ekspresyonu 

hesabı için 2 −ΔΔCT (Livak) yöntemi kullanılmıştır (Livak ve ark., 2001; Kucuk ve ark., 

2021). 
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Sepantronyum Bromür ve Navoximod Uygulaması Çalışmaları 
 

BEAS-2B, Mia PaCa-2 ve AsPC-1 hücre hatlarına 1 nM sepantronyum bromür ve 25 μM 

navoximod bileşikleri ayrı ayrı ve kombinasyon halinde uygulanmıştır. Hedef genlerin 

ekspresyon seviyelerindeki değişim oranının tespit edilmesi için “BioRad” qRT-PCR 

cihazı ile yapılmıştır. Sepantronyum bromür ve navoximod bileşiği uygulanan deney 

grupları uygulama yapılmayan kontrol grubu ile normalize edildi. Rölatif gen 

ekspresyonu hesabı için 2 −ΔΔCT (Livak) yöntemi kullanılmıştır (Livak ve ark., 2001; 

Kucuk ve ark., 2021). 

İmportazole uygulaması çalışmaları 

 

İmportazole bileşiği AsPC-1 hücre hattına 5 ve 10 μM konsantrasyonlarında 48 saat 

boyunca uygulanmıştır. Hedef genlerin ekspresyon seviyelerindeki değişim oranının 

tespit edilmesi için “BioRad” qRT-PCR cihazı ile analiz yapılmıştır. İmportazole bileşiği 

uygulanan deney grupları uygulama yapılmayan kontrol grubu ile normalize edildi. 

Rölatif gen ekspresyonu hesabı için 2 −ΔΔCT (Livak) yöntemi kullanılmıştır (Livak ve ark., 

2001; Kucuk ve ark., 2021). 

PF-562271 Uygulaması Çalışmaları 

 

BxPC-3, PANC-1 ve AsPC-1 hücre hatlarına PF-562271 bileşiğinin 1 ve 5 μM dozları 48 

saat boyunca uygulanmıştır. Hedef genlerin ekspresyon seviyelerindeki değişim oranının 

tespit edilmesi için “BioRad” qRT-PCR cihazı ile analiz yapılmıştır. PF-562271 bileşiği 

uygulanan deney grupları uygulama yapılmayan kontrol grubu ile normalize edildi. 

Rölatif gen ekspresyonu hesabı için 2 −ΔΔCT (Livak) yöntemi kullanılmıştır (Livak ve ark., 

2001; Kucuk ve ark., 2021). 

3.2.9. Hücrelerden prote[n [zolasyonu 
 

Hücre hatları protein izolasyonu için 6 kuyucuklı platelere her kuyucukta yaklaşık 106 

hücre olacak şekilde ekilmiştir ve %80-90 oranında konfluent olana kadar 37˚C’de %5 

CO2’li etüvde inkübasyona bırakılmıştır.  
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Twjst-sjRNA ve Vorjnostat Uygulaması Çalışmaları 
 

İnkübasyon süresi bittikten sonra eski besiyeri çekilerek vorinostat IC50 dozu ve 3pmol 

Twist-siRNA ayrı ayrı ve kombinasyon halinde 72 saat boyunca uygulanmıştır. Kontrol 

grubu, 3 pmol NT-siRNA, vorinostat IC50 dozu, 3pmol Twist-siRNA ve kombinasyon 

uygulaması olmak üzere üzere 5 farklı grup oluşturulmuştur. Süre sonunda protein 

izolasyonu protokolü uygulanmıştır. 

Sepantronyum Bromür ve Navoxjmod Uygulaması Çalışmaları 

 

İnkübasyon süresinin ardından eski besiyeri çekilmiştir ve yeni besiyeri içerisinde 

sepantronyum bromür ve navoximodun MTT analizi sonucunda tespit edilen optimum 

dozları (sepantronyum bromür için 1 nM ve navoximod için 25 μM) ayrı ayrı ve 

kombinasyon halinde hazırlanarak BEAS-2B, Mia PaCa-2 ve AsPC-1 hücre hatlarına 48 

saat boyunca inkübe edilmiştir. Süre sonunda protein izolasyonu protokolü 

uygulanmıştır. 

PF-562271 Uygulaması Çalışmaları 

 

İnkübasyon süresinin ardından eski besiyeri çekilmiştir ve yeni besiyeri içerisinde PF-

562271 bileşiğinin 1 ve 5 μM dozları 48 saat boyunca pankreas kanseri hücre hatları 

PANC-1, BxPC-3, AsPC-1’e uygulanmıştır. Süre sonunda protein izolasyonu protokolü 

uygulanmıştır.  

 

Tüm protein izolasyonu protokolleri radyoimmünopresipitasyon assay (RIPA) tamponu 

ile yapılmıştır. RIPA tamponu 25 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 1 mM 

EGTA, %1 Triton-X, %0,1 SDS, %0,5 sodyum deoksilat pH 7,6 olacak şekilde 250 

mL’ye distile su ile hazırlanmıştır. İçerisine 250 mM sodyum florür, 50 mM sodyum 

ortovanadat, 50 mM fenilmetil sülfonil florür olmak üzere 3 tane proteaz ve fosfotaz 

inhibitörü eklenmiştir. 

 

Tüm çalışmalar için inkübasyon süresi sonrası aşağıdaki adımlar uygulanmıştır: 
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¨ Eskj besjyerj dökülmeden tüm hücreler hücre kazıyıcı jle kazınarak bjr ependorfa 

alınmıştır ve 3500 rpm’de 3 dakjka santrjfüj edjlmjştjr. 

¨ Süpernatant döküldükten sonra her bjr ependorfa 1000 μL PBS eklenmjştjr ve 

tekrar 3500 rpm’de 3 dakjka santrjfüj edjlmjştjr. 

¨ Pelletjn üzerjne her bjr kuyucuk jçjn 200 μL RIPA tamponu eklenmjştjr. Buzun 

üzerjnde 30 dakjka boyunca her 5 dakjka da bjr vortexlenmjştjr. 

¨ 12.000 rpm’de 20 dakjka +4 ˚C’de santrjfüj edjlmjştjr. 

¨ Süpernatant alınıp yenj bjr tüpe aktarılarak -80˚C’de saklanmıştır. 

3.2.10. Örneklerdek[ prote[n konsantrasyonlarının bel[rlenmes[ 

 

Örneklerdeki protein konsantrasyonları “Pierce BCA Protein Assay Kit” (Thermo 

Scientific, ABD) kullanılarak ölçülmüştür. BCA yöntemine göre çeşitli 

konsantrasyonlarda (25-2000 μg/mL) bovine serum albümin (BSA) standartları 

oluşturulup, BCA çalışma solüsyonları ile inkübe edilmiştir. 

Protokole göre şu adımlar gerçekleştirilmiştir: 

¨ BSA veya konsantrasyonu bjljnmeyen protejn örneklerjnden mjkroplate 

kuyucuklarından her bjrjne 3 tekrarlı olacak şekjlde 25 μL eklenmjştjr. 

¨ Her kuyucuk başına 200 μL çalışma solüsyonu eklenerek 30 sanjye boyunca plaka 

çalkalayıcısında karıştırılmıştır. 

¨ Plate kapatıldıktan sonra 37 ˚C’de 30 dakjka jnkübe edjlmjştjr ve daha sonra oda 

sıcaklığına kadar plate soğutulmuştur. 

¨ Mjkroplate okuyucu jle 562 nm dalga boyunda absorbans ölçülmüştür. 

3.2.11. Prote[nler[n elektroforezde yürütülmes[, prote[nler[n membrana 

transfer[, membranın bloklanması, prote[nler[n membran üzer[nde 

ant[korlar [le göster[m[ ve prote[n bantlarının görüntülenmes[  

 

BCA kiti ile yapılan analiz sonrasında konsantrasyonları hesaplanan proteinler 2x 

Laemmli buffer (BioRad, ABD) (62,5 mM Tris-HCl pH 6.8, %25 gliserol, %2 SDS, 

%0,01 bromfenol mavi) ve β-merkaptoetanol ile karıştırılmıştır.  95 ˚C 6 dakika boyunca 

inkübe edilmiştir ve proteinlerin denatürasyon olmaları sağlanmıştır. Elde edilen lizatlar 

deneyde kullanılmak üzere -20°C'de saklanmıştır. Tablo 3.4’te yer alan 
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konsantrasyonlarda sodyum dodesil sülfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) 

jeli hazırlanarak proteinler moleküler ağırlıklarına göre ayrılmıştır.  

 

Tablo 3. 6. Ayırma jeli (%12) ve yükleme jeli (%5) için hazırlık bileşenleri ve hacimleri 

 %12 Ayırma Jeli %5 Yükleme Jeli 

Distile su 3,8 mL 5,86 mL 

%30 Akrilamid 3,4 mL 1,34 mL 

1,5 M Tris HCl pH 8.8 2,6 mL - 

0,5 M Tris HCl pH 6.8 - 2,6 mL 

%10 APS 100 mL 100 μL 

TEMED 10 μL 10 μL 

%10 SDS 100 μL 100 μL 

 

Çalışma tamponu (10x) pH 8.3 250 mM Tris-base, 1,92 M glisin, %1 SDS kullanılarak 

hazırlanmıştır. Tanklarda kullanılmak üzere çalışma tamponu 1x’e seyreltilmiştir. 80 volt 

10 dakika ilk yürütme yapıldıktan sonra 175 volt 75 dakika olmak üzere yürütme işlemi 

devam etmiştir. 

¨ Elektroforez sonrasında jeljn membrana transfer aşaması jçjn jel, fjltre kağıtları 

ve njtroselüloz membran (0,45 μm, Bjo-Rad) soğuk transfer tamponu jle 

ıslatılarak 5 dakjka bekletjlmjştjr.  

Transfer tamponu (1x) 25 mM Tris-base, 190 mM glisin, 0,4 gram SDS ve %20 metanol 

kullanılarak hazırlanmıştır. 

¨ Protejnjn jelden membrana transfer jşlemj jçjn fjltre kağıdı-membran-jel-fjltre 

kağıdı olacak şekjlde düzenek yerleştjrjlmjştjr ve 1,3 amper 25 volt 12 dakjka 

boyunca transfer gerçekleştjrjlmjştjr.  

¨ 1x %0,1 Tween 20 jçeren 1x trjs tamponlu saljn (TBS) jle hazırlanan %4'lük 

yağsız süt tozu çözeltjsj hazırlanmıştır ve 1 saat boyunca 37 ̊ C’de shaker üzerjnde 

bloklama yapılmıştır.  

TBS (10x) çözeltisi 20 mM Tris-Base ve 150 mM NaCl pH 7.6 olacak şekilde 

hazırlanmıştır. 1x TBS-T ise TBS 10x’ten 100 mL, 1 mL Tween 20 ve final hacim 1 

litreye distile su ile tamamlanmıştır. 
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¨ İnkübasyon süresj sonrasında 5 dakjka 1x TBS-T jle bekletjlerek yıkanmıştır.  

¨ İmmun checkpojnt VISTA (Rabbjt, Cell sjgnaljng; 1:1000 djlüsyon oranında), 

jmmün checkpojnt HVEM, CD155 ve PD-L1 (Mouse, Santa Cruz; 1:500 djlüsyon 

oranında) ve β-Aktjn (Mouse, Genscrjpt, HRP konjuge; 1:5000 djlüsyon 

oranında) antjkoru %4’lük yağsız süt tozu solüsyonunda hazırlanmıştır.  

¨ Membranın yüzeyj kaplanacak şekjlde eklenerek 1 gece +4 ˚C’de çalkalayıcı 

üzerjnde jnkübe edjlmjştjr.  

¨ İnkübasyon süresj sonunda 3 kez 5 dakjka boyunca 1x TBS-T jle bekletjlerek 

çalkalayıcı üzerjnde yıkama yapılmıştır. 

¨  HRP (Horseradjsh peroksjdaz) bağlı sekonder antjkor 10 mL %4’lük yağsız süt 

tozu solüsyonunda 1:5000 djlüsyon oranında hazırlanmıştır ve 1 saat çalkalayıcı 

üzerjnde jnkübe edjlmjştjr.  

¨ İnkübasyondan sonra 3 kez 5 dakjka boyunca 1x TBS/T jle bekletjlerek 

çalkalayıcı üzerjnde yıkama yapılmıştır.  

¨ Görüntüleme jçjn membran üzerjne 2 mL kemjlümjnesans reaktjfj (Bjo-Rad, 

Clarjty Western ECL Substrate, ABD) eklenerek karanlıkta 1 dakjka 

bekletjldjkten sonra görüntüleme cjhazı yardımıyla (Fusjon FX-7, Vjlber, 

Almanya) görüntüleme yapılmıştır (Erden, 2021). 

Görüntüler İmage J programında analiz edilmiştir.  

3.3. İstat[st[ksel Anal[z 

 

İstatistiksel analizler GraphPad Prism® V.9.5.0 (GraphPad software) programı 

kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Veriler normal dağıldığında grup ortalamalarını 

karşılaştırmak için student’s t testi (two-tailed distribution) kullanarak analiz 

edilmiştir. qRT-PCR verileri ortalama +SEM olarak gösterilmiştir. Gruplar arasındaki 

farkı karşılaştırmak için two-way ANOVA kullanılmıştır. Anlamlılık p değeri 

hesaplanarak incelenmiştir ve p<0,05 istatistiksel fark olarak kabul edilmiştir. p > 

0,05; *: p ≤ 0,05; **: p ≤ 0,01; ***: p ≤ 0,001;****: p ≤ 0,0001 
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4. SONUÇLAR 

 

Bu tez çalışması kapsamında elde edilen verilerin bir kısmı aşağıda yer alan dergide 

yayınlanmıştır. 

 

Topcu, K. S. B., & Cacan, E. (2025). Twist1 Regulates the Immune Checkpoint VISTA 

and Promotes the Proliferation, Migration and Progression of Pancreatic Cancer 

Cells. Journal of Cellular and Molecular Medicine, 29(9), e70586. 

4.1. Pankreas Kanser[ ve Sağlıklı Dokularda İmmün Checkpo[nt Moleküller[n ve 

Çeş[tl[ S[nyal Yolaklarından Sorumlu Hedef Genler[n Ekspresyon Sev[yes[  

 

171 normal/sağlıklı pankreas dokuları ve 179 pankreas kanseri dokularında Twist1, TGF-

β, E kadherin, N kadherin, Snail, Slug, Vimentin, IDO1, IDO2, TDO, BIRC5, mTOR, 

PD-L1, CD155, AGR2, LEF1, HVEM, siklin D1, p21, HIF-1α ve VISTA mRNA 

ekspresyon seviyeleri incelenmiştir. Twist1, TGF-β, E kadherin, N kadherin, Snail, Slug, 

Vimentin, IDO1, TDO, BIRC5, CD155, AGR2, LEF1, HVEM, siklin D1, p21, HIF-1α 

ve VISTA mRNA seviyeleri sağlıklı dokulara kıyasla pankreas kanseri dokularında daha 

yüksek olarak tespit edilmiştir (Şekil 4.1). 
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Şekil 4. 1.Hedef genlerin ekspresyon seviyeleri normal pankreas dokularına (gri, 171 

numune) kıyasla pankreas kanseri dokularında (kırmızı, 179 numune) artmıştır. p > 0,05; 

*: p ≤ 0,05; **: p ≤ 0,01; ***: p ≤ 0,001;****: p ≤ 0,0001 
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4.2.  Vor[nostat B[leş[ğ[ ve Tw[st-s[RNA Transfeks[yonunun Ayrı Ayrı ve 

Komb[nasyon Hal[nde Uygulanmasının Pankreas Kanser[ Hücre Canlılığına Etk[s[ 

 

Twist1 geninin vorinostat bileşiği ile pankreas kanseri hücre hatları üzerinde sinerjik bir 

etki oluşturarak hücre canlılığı üzerindeki etkilerinin gözlemlenmesi için hücre canlılık 

analizi (MTT analizi) yapıldı. Hücrelere 48 saatlik 0,1-200 μM dozlarda vorinostat 

uygulaması 3 tekrarlı olacak şekilde yapılmıştır. Vorinostat uygulanmış hücrelerin 

ortalama absorbans değerleri ile kontrol grubu hücrelerinin ortalama absorbans değerleri 

oranlanarak hücre canlılık yüzdeleri belirlenmiştir. 48 saat boyunca vorinostat 

uygulanmış CAPAN-1, Mia PaCa-2 ve AsPC-1 hücre hatlarında IC50 değeri sırasıyla 

11,2553, 1,15 ve 1,182 μM olarak belirlenmiştir (Şekil 4.2). IC50 dozları “AAT Bioquest 

(https://www.aatbio.com/tools/ic50-calculator)” tarafından sağlanan çevrimiçi 

hesaplayıcı kullanılarak hesaplanmıştır. Pankreas kanseri hücre hatlarındaki 

kombinasyon tedavi için 3 pmol Twist-siRNA ve her hücre için ayrı ayrı belirlenen IC50 

dozlarındaki vorinostat bileşiği ile 48 saat muamele edilmiştir. Sonuçlar hücrelere 3pmol 

NT-siRNA kullanımına kıyasla 3 pmol Twist-siRNA transfeksiyonunun hücre canlılığını 

anlamlı şekilde azalttığını göstermektedir. Ayrıca her 3 hücre hattında da NT-siRNA 

uygulanan gruba kıyasla Twist-siRNA ve vorinostatın kombinasyon halinde kullanımı 

sinerjistik bir şekilde hücre canlılığını azaltmıştır (Şekil 4.2). Özellikle CAPAN-1 

hücrelerinde, tekli tedavilere göre kombinasyon tedavisi hücre canlılığını daha etkili bir 

şekilde azaltmıştır. 
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Şekil 4. 2. CAPAN-1, Mia PaCa-2, AsPC-1 pankreas kanseri hücre hatlarına vorinostat 

ve Twist-siRNA’nın ayrı ayrı ve kombinasyon halinde uygulamasının hücre canlılığı 

üzerindeki etkisi 
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4.3. Vor[nostat B[leş[ğ[ ve Tw[st-s[RNA Transfeks[yonunun Ayrı Ayrı ve 

Komb[nasyon Hal[nde Uygulanmasının Pankreas Kanser[ Hücre M[grasyonu 

Üzer[ndek[ Etk[s[ 

 

Hücre migrasyon analizi, Twist-siRNA transfeksiyonu ve vorinostat tedavisinin hücre 

migrasyonu üzerindeki etkilerini anlamak için gerçekleştirildi. Vorinostat ve Twist-

siRNA'nın CAPAN-1 ve AsPC-1 hücre hatlarında birlikte kullanımının, ayrı 

uygulamalarına kıyasla hücre göçünü daha etkili bir şekilde engellediği gösterilmiştir 

(Şekil 4.3). Bu bulgular, Twist-siRNA ve vorinostat bileşiğinin kombinasyon halinde 

kullanımının tek başına kullanılmasına kıyasla pankreas kanserinde hücre göçünü 

baskılamada daha güçlü bir etkiye sahip olduğunu açıkça göstermektedir. 
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Şekil 4. 3. Vorinostat ve Twist-siRNA’nın ayrı ayrı ve kombinasyon halinde 

uygulanmasının pankreas kanseri hücre migrasyonu üzerindeki etkisi. Vorinostat 

bileşiğinin pankreas kanseri hücreleri üzerindeki IC50 değeri hesaplandıktan sonra, 

Twist-siRNA ile kombinasyon tedavisi sırasıyla Mia PaCa-2 (A,D), AsPC-1 (B,E) ve 

CAPAN-1 (C,F) hücrelerine uygulandı ve hücre migrasyon analizine tabi tutuldu. Hücre 

göçü analizindeki hücre hatlarının mikroskobik görüntüsü (5x büyütme) 
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4.4. Vor[nostat B[leş[ğ[ ve Tw[st-s[RNA Transfeks[yonunun EMT [le İl[şk[l[ 

Genler ve İmmün Checkpo[nt VISTA Gen Ekspresyonu Üzer[ne Etk[s[ 

 

Pankreas kanserine vorinostat uygulaması, EMT ile ilişkili genlerin ve VISTA’nın 

mRNA seviyesini arttırmaktadır. Sonuçlar, CAPAN-1 (11,25 μM vorinostat) ve AsPC-1 

(1,182 μM vorinostat) hücre hatlarında EMT ile ilişkili genlerin ifade seviyelerinde 

önemli bir artış olduğunu ortaya koydu. Özellikle, vorinostat tedavisi üç pankreas kanseri 

hücre hattında (Mia PaCa-2, AsPC-1, CAPAN-1), Twist1 mRNA seviyesinde önemli 

ölçüde up regülasyona neden olmuştur. Ayrıca, CAPAN-1 hücre hattında vorinostat 

tedavisi, kontrol grubuna kıyasla VISTA'nın mRNA seviyesinde 3.5 kat artışa yol 

açmıştır (Şekil 4.4). Bu bulgular, vorinostatın düşük dozlarda bile EMT ile ilişkili genleri 

etkileyebileceğini ve VISTA ifadesini artırabileceğini, potansiyel olarak pankreas kanseri 

ilerlemesi ve bağışıklık modülasyonundaki rolünü göstermektedir. 

 

Twist1'in pankreas kanserinde immün checkpoint VISTA'yı modüle etmedeki rolünü 

daha da açıklamak için, Twist-siRNA transfeksiyonu gerçekleştirilmiştir. Twist-siRNA 

transfeksiyonunu takiben, Mia PaCa-2 ve AsPC-1 pankreas kanseri hücrelerinde EMT ile 

ilişkili genlerin ifade seviyelerinde belirgin bir azalma gözlemlendi. Ayrıca bu 

knockdown üç pankreas kanseri hücre hattında (Mia PaCa-2, AsPC-1, CAPAN-1) 

VISTA'nın mRNA seviyesini önemli ölçüde baskılamıştır. Vorinostat ve Twist-

siRNA’nın kombinasyon halinde uygulanması yalnızca Twist-siRNA transfeksiyonu ile 

karşılaştırıldığında, vorinostat ile kombinasyonun EMT ile ilişkili genlerin ve immün 

checkpoint VISTA'nın mRNA seviyesini daha etkili bir şekilde bastırdığını 

göstermektedir (Şekil 4.4). Bu sonuçlar, Twist1 susturulması ve vorinostatın 

kombinasyon halinde uygulanmasının hem EMT ile ilişkili genlerin hem de immün 

checkpoint VISTA'nın pankreas kanserinde modüle edilmesinde olası bir sinerjik etki 

oluşturduğunu göstermektedir. 
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Şekil 4. 4. Pankreas kanseri hücre hatlarına ayrı ayrı ve kombinasyon halinde uygulanan 

vorinostat ve Twist-siRNA’nın hedef genlerin mRNA seviyelerindeki gen ekspresyon kat 

değişimine etkisi 
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4.5. Vor[nostat B[leş[ğ[ ve Tw[st-s[RNA Transfeks[yonunun İmmün Checkpo[nt 

VISTA Prote[n Ekspresyonu Üzer[ndek[ Etk[s[ 

 

HDAC inhibitörü vorinostat, Twist-siRNA transfeksiyonu ve kombinasyon tedavisinin 

pankreas kanseri hücrelerinde immün checkpoint VISTA'nın protein seviyesi üzerindeki 

etkisini belirlemek için western blot analizi yapıldı. Sonuçlar pankreas kanseri 

hücrelerinde vorinostat uygulamasını takiben VISTA protein düzeyinde önemli bir 

değişiklik olmadığını gösterdi. Twist-siRNA transfeksiyonu ile karşılaştırıldığında, 

Twist-siRNA transfeksiyonu ve vorinostat tedavisinin kombinasyonu VISTA protein 

düzeyini önemli ölçüde azaltmıştır. Bulgular, Twist1'in pankreas kanseri hücrelerinde 

VISTA ekspresyonunu düzenleyebileceğini göstermektedir (Şekil 4.5). 
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Şekil 4. 5. Twist-siRNA ve vorinostat bileşiğinin ayrı ayrı ve kombinasyon halinde 

uygulamasından sonra AsPC-1, CAPAN-1, Mia PaCa-2 hücrelerindeki western blot 

görüntüleri ve VISTA protein ekspresyon seviyeleri 
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4.6.  Sepantronyum Bromür ve Navox[mod B[leş[kler[n[n Ayrı Ayrı ve 

Komb[nasyon Hal[nde Uygulanmasının Pankreas Kanser[ ve Sağlıklı Hücre 

Canlılığı Üzer[ndek[ Etk[s[ 

 

Pankreas kanseri hücre hatları Mia PaCa-2 ve AsPC-1, sağlıklı hücre hattı BEAS-2B’ye 

sepantronyum bromür ve navoximod bileşiklerinin sitotoksik etki yapıp yapmadığını 

gözlemlemek için MTT analizi yapıldı. 48 saat boyunca sepantronyum bromür bileşiğinin 

pankreas kanseri hücrelerine uygulanması hücre canlılığını anlamlı ölçüde azaltmıştır 

(Şekil 4.6). Buna rağmen navoximod bileşiğinin farklı konsantrasyonlarda pankreas 

kanseri ve sağlıklı hücre hatlarına 48 saat boyunca uygulanması hücre canlılığı üzerinde 

bir değişikliğe neden olmamıştır. Sepantronyum bromür bileşiğinin 48 saatlik uygulama 

sonrası IC50 dozu BEAS-2B, Mia PaCa-2 ve AsPC-1 hücre hatlarında sırasıyla 27,25 nM, 

22,93 nM ve 4,66 nM olarak hesaplanmıştır. 

 

 

Şekil 4. 6. Sepantronyum bromür ve navoximod bileşiklerinin 48 saat boyunca 

uygulanmasının BEAS-2B, Mia PaCa-2 ve AsPC-1 hücre canlılığı üzerindeki etkisi 



 65 

MTT analizi sonrasında kombinasyon çalışmalarında kullanılmak üzere sepantronyum 

bromür (1 ve 5 nM) ve navoximod (10 ve 25 μM) bileşiklerinin 2 farklı konsantrasyonu 

seçilerek pankreas kanseri ve sağlıklı hücrelere 48 saat boyunca uygulanmıştır (Şekil 4.7). 

Yapılan kombinasyon analizi sonucunda hücre migrasyon, mRNA ve protein ekspresyon 

analizleri için sepantronyum bromür için 1 nM ve navoximod bileşiği içinse 25 μM 

konsantrasyonları seçilmiştir.  

 

 

Şekil 4. 7. Sepantronyum bromür ve navoximod bileşiklerinin kombinasyon halinde 48 

saat boyunca uygulanmasının BEAS-2B, Mia PaCa-2 ve AsPC-1 hücre canlılığı 

üzerindeki etkisi 

4.7. Sepantronyum bromür ve navox[mod b[leş[kler[n[n ayrı ayrı ve 

komb[nasyon hal[nde uygulanmasının pankreas kanser[ ve sağlıklı hücre 

m[grasyonu üzer[ndek[ etk[s[ 

 

Hücre migrasyon analizi için BEAS 2B, Mia PaCa-2 ve AsPC-1 hücre hatlarına 1 nM 

sepantronyum bromür ve 25 μM navoximod ayrı ayrı ve kombinasyon halinde 48 saat 

boyunca uygulanmıştır. BEAS 2B hücrelerine kimyasalların ayrı ayrı ve kombinasyon 

halinde uygulanması kontrol grubuna kıyasla hücre migrasyonunu etkilememiştir (Şekil 

4.8). Ancak Mia PaCa-2 sepantronyum bromür ve navoximod kimyasallarının tek 

uygulanmasına kıyasla kombinasyon halinde uygulandığındaki hücre migrasyonu 

anlamlı şekilde baskılanmıştır (Şekil 4.9). AsPC-1 hücre hattına 48 saat boyunca ayrı ayrı 

sepantronyum bromür ve navoximod uygulaması kontrol grubuna kıyasla hücre göçünü 
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azaltmıştır. Kombinasyon uygulaması ise navoximodun tek başına kullanılmasına kıyasla 

hücre göçünü baskılamamıştır (Şekil 4.10). 

 
 

Şekil 4. 8. Sepantronyum bromür ve navoximod bileşiklerinin ayrı ayrı ve kombinasyon 

halinde BEAS-2B akciğer epitel sağlıklı hücre hattına uygulanarak gerçekleştirilen hücre 

migrasyon analizindeki hücrelerin mikroskobik görüntüsü (5x büyütme) 
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Şekil 4. 9. Sepantronyum bromür ve navoximod bileşiklerinin ayrı ayrı ve kombinasyon 

halinde Mia PaCa-2 pankreas kanseri hücre hattına uygulanarak gerçekleştirilen hücre 

migrasyon analizindeki hücrelerin mikroskobik görüntüsü (5x büyütme) 
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Şekil 4. 10. Sepantronyum bromür ve navoximod bileşiklerinin ayrı ayrı ve kombinasyon 

halinde AsPC-1 pankreas kanseri hücre hattına uygulanarak gerçekleştirilen hücre 

migrasyon analizindeki hücrelerin mikroskobik görüntüsü (5x büyütme) 

 
 

Şekil 4. 11. Sepantronyum bromür ve navoximod bileşiklerinin ayrı ayrı ve kombinasyon 

halinde muamelesinin BEAS-2B, Mia PaCa-2 ve AsPC-1 hücre hatlarındaki hücre göçü 

üzerindeki etkisi. Hücre göç oranları kontrol grubu ile karşılaştırılarak yüzde (%) yara 

iyileşmesi üzerinden değerlendirilmiştir. 
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4.8. Sepantronyum Bromür ve Navox[mod B[leş[kler[n[n Ayrı Ayrı ve 

Komb[nasyon Hal[nde Uygulanmasının Hedef Gen Ekspresyonları Üzer[ndek[ 

Etk[s[ 

 

Gen ekspresyon analizi için 1 nM sepantronyum bromür ve 25 μM navoximod bileşikleri 

ayrı ayrı ve kombinasyon halinde 48 saat boyunca hücre hatlarına uygulanmıştır. 

Uygulama sonucunda IDO1, IDO2, TDO, BIRC5, mTOR, E-kadherin, N-kadherin, 

vimentin, VISTA, CD155 ve PD-L1 kodlayan genlerin ekspresyon seviyeleri 

incelenmiştir (Şekil 4.12). Analizde housekeeping gen olarak GAPDH seçilmiştir. 

 

-IDO1 gen ekspresyonu 1 nM sepantronyum bromür ve 25 μM navoximodun ayrı ayrı 

uygulaması sonucunda tüm hücre hatlarında kontrol grubuna kıyasla anlamlı şekilde 

azalmış olduğu belirlendi. 1 nM sepantronyum bromür ve 25 μM navoximodun 

kombinasyon halinde kullanımı tek başına kullanımına kıyasla anlamlı şekilde Mia PaCa-

2 ve AsPC-1 hücre hattında IDO1 ekspresyonunu baskılamıştır. Ancak Beas 2B sağlıklı 

hücre hattında kombinasyon uygulaması IDO1 ekspresyonunu arttırmıştır. 

 

-Kontrol grubuna kıyasla IDO2 gen ekspresyonunda sepantronyum bromür 

uygulanması yalnız Mia PaCa-2 hücre hattında ekspresyonu arttırırken, navoximod 

uygulaması Mia PaCa-2 hücre hattında IDO2 ekspresyonunu anlamlı şekilde 

baskılamıştır. Kombinasyon halinde uygulanması 3 hücre hattında da IDO2 ekspresyon 

seviyesinde anlamlı bir değişikliğe neden olmamıştır. 

 

-TDO gen ekspresyonu Sepantronyum bromür uygulaması sonucunda Mia PaCa-2 

hücre hattında 1.87 kat baskılanırken AsPC-1 hücre hattında 1.38 kat ve Beas 2B hücre 

hattında 3.24 kat artışa neden olmuştur. Navoximod uygulaması TDO gen ekspresyonunu 

Mia PaCa-2 hücre hattında 1.45 kat baskılarken kombinasyon halinde uygulanması 2.09 

kat baskılanmıştır. AsPC-1 hücre hattında navoximod uygulaması 1.49 kat ve 

kombinasyon uygulaması 1.23 kat TDO gen ekspresyonunu arttırmıştır. BEAS 2B 

sağlıklı hücre hattında ise navoximod uygulaması TDO gen ekspresyonunu 5.42 kat 

arttırırken kombinasyon halinde uygulanması 3.06 kat arttırmıştır. 
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-CD155 gen ekspresyonu sepantronyum bromürün tek başına kullanımında Mia PaCa-2 

ve BEAS 2B hücre hattında anlamlı bir değişikliğe neden olmazken, navoximod 

uygulaması Mia PaCa-2 hücre hattında gen ekspresyonunu 2.58 kat ve kombinasyon 

uygulaması ise 2.71 kat baskılamıştır. AsPC-1 hücre hattında ise sepantronyum bromürün 

tek başına uygulanması gen ekspresyonunu 1.54 kat arttırırken, navoximod uygulaması 

1.72 kat ve kombinasyon uygulaması 1.3 kat artışa neden olmuştur. BEAS 2B hücre 

hattında navoximodun tek başına uygulanması gen ekspresyonunu 1.3 kat arttırırken 

kombinasyon uygulaması gen ekspresyonunu 1,44 kat baskılamıştır.  

 

-VISTA gen ekspresyonu sepantronyum bromür tek başına kullanımı sonrasında AsPC-

1 ve Beas 2B hücre hattında anlamlı bir değişikliğe neden olmazken Mia PaCa-2 hücre 

hattında 1.52 kat artışa neden olmuştur. Navoximodun tek başına ve sepantronyum 

bromür ile kombinasyon halinde uygulanması AsPC-1 hücre hatlarında anlamlı bir 

değişikliğe neden olmamıştır. Ancak navoximodun tek başına uygulanması Mia PaCa-2 

hücre hattında VISTA gen ekspresyonunu 3.23 kat ve kombinasyon halinde uygulanması 

3.9 kat baskılamıştır. BEAS 2B hücre hattına navoximod uygulaması VISTA gen 

ekspresyonunu 2.14 kat arttırırken, kombinasyon halinde uygulanması gen 

ekspresyonunu 1.43 kat arttırmıştır. 

 

-PD-L1 gen ekspresyonu Mia PaCa-2 hücre hattında sepantronyum bromür uygulaması 

sonucunda 1.31 kat artarken, navoximod uygulaması ile 1.36 kat ve kombinasyon 

uygulaması ile 2.39 kat baskılanmıştır. AsPC-1 hücre hattında ise PD-L1 gen 

ekspresyonu sepantronyum bromür uygulaması sonrasında 1.69 kat baskılanmıştır ancak 

navoximod uygulaması ile anlamlı bir değişiklik olmamıştır. sepantronyum bromür ve 

navoximod uygulaması sonrasında ise PD-L1 gen ekspresyonu 1.76 kat baskılanmıştır. 

BEAS 2B hücre hattında PD-L1 gen ekspresyonu sepantronyum bromür uygulaması 

sonrasında anlamlı bir değişiklik olmazken, navoximod uygulaması ile 1.37 kat artmıştır 

ancak kombinasyon uygulaması sonrasında gen ekspresyonu 1.36 kat baskılanmıştır. 

 

-BIRC5 gen ekspresyonu sepantronyum bromür uygulanmasından sonra Mia PaCa-2 ve 

AsPC-1 hücre hattında sırasıyla 1.36 kat ve 1.59 kat baskılanırken BEAS 2B hücre 

hattında 2.12 kat artmıştır. Navoximod uygulaması ise Mia PaCa-2 hücre hattında gen 
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ekspresyonunu 1.55 kat baskılanırken AsPC-1 hücre hattında gen ekspresyonunda 

anlamlı bir değişiklik olmamıştır. BEAS 2B hücre hattında ise BIRC5 gen 

ekspresyonunda 3.18 kat artış olmuştur. sepantronyum bromür ve navoximodun 

kombinasyon halinde uygulanması BIRC5 gen ekspresyonunun Mia PaCa-2, AsPC-1 ve 

BEAS 2B hücre hatlarında sırasıyla 2.49, 1.53 ve 1.43 kat baskılanmasına neden 

olmuştur. 

 

-Mia PaCa-2 hücre hattında sepantronyum bromür uygulamasından sonra E-kadherin 

gen ekspresyonu 4.1 kat baskılanırken navoximod uygulaması sonrasında 21.85 kat 

baskılanmıştır. Kombinasyon uygulamasından sonra ise E-kadherin gen ekspresyonu 

7.74 kat baskılanmıştır. AsPC-1 hücre hattına sepantronyum bromür ve navoximod 

uygulamasından sonra E-kadherin gen ekspresyonunda anlamlı bir değişiklik olmamıştır. 

Ancak sepantronyum bromür ve navoximod kombinasyon uygulaması sonrasında 1.43 

kat artışa neden olmuştur. BEAS 2B hücre hattında ise sepantronyum bromür uygulaması 

sonrasında E-kadherin gen ekspresyonu 1.47 kat baskılanırken, navoximod uygulaması 

sonrasında gen ekspresyonu 1.94 kat artmıştır ancak kombinasyon uygulaması sonrasında 

anlamlı bir değişiklik olmamıştır. 

 

-Mia PaCa-2 hücre hattında sepantronyum bromür uygulamasından sonra N-kadherin 

gen ekspresyonu 1.5 kat artarken, navoximod uygulaması gen ekspresyonunu 3.5 kat 

baskılamıştır. Kombinasyon uygulaması ise Mia PaCa-2 hücre hattında gen 

ekspresyonunu 4.84 kat baskılamıştır. AsPC-1 hücre hattında sepantronyum bromür 

uygulamasından sonra gen ekspresyonu 1.61 kat, navoximod uygulamasından sonra 1.67 

kat ve kombinasyon uygulamasından sonra ise 1.66 kat artış gerçekleşmiştir. BEAS 2B 

hücre hattında ise sepantronyum bromür uygulamasından sonra gen ekspresyonu 1.33 

kat, navoximod uygulamasından sonra 1.46 kat ve kombinasyon uygulamasından sonra 

ise 1.41 kat baskılanmıştır. 

 

-Vimentin gen ekspresyonu sepantronyum bromür uygulamasından sonra Mia PaCa-2 

hücre hattında 1.85 kat baskılanırken navoximod ve kombinasyon uygulamasından sonra 

anlamlı bir değişiklik meydana gelmemiştir. AsPC-1 hücre hattına uygulanan 

sepantronyum bromür sonrasında 1.95 kat artış olmuştur. Ancak navoximod uygulaması 
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sonrasında ise anlamlı bir değişiklik meydana gelmemiştir. Kombinasyon uygulaması 

sonrasında ise gen ekspresyonu 1.85 kat artmıştır. BEAS 2B hücre hattında ise 

sepantronyum bromür uygulaması sonrasında anlamlı bir değişiklik meydana gelmezken 

navoximod uygulaması sonrasında vimentin gen ekspresyonu 1.81 kat ve kombinasyon 

uygulaması sonrasında 3.81 kat artış meydana gelmiştir. 

 

-mTOR gen ekspresyonu sepantronyum bromür uygulamasından sonra Mia PaCa-2 

hücre hattında anlamlı bir değişiklik meydana gelmezken, navoximod uygulaması 

sonrasında 1.92 kat ve kombinasyon uygulaması sonrasında 2.81 kat baskılanmıştır. 

AsPC-1 hücre hattına uygulanan sepantronyum bromür sonrasında mTOR gen 

ekspresyonu 1.37 kat, navoximod uygulaması sonrasında 1.68 kat ve kombinasyon 

uygulaması sonrasında 1.5 kat artmıştır. BEAS 2B hücre hattına sepantronyum bromür 

uygulaması ile mTOR gen ekspresyonu 1.48 kat baskılanırken, navoximod uygulaması 

sonrasında 3.7 kat ve kombinasyon uygulaması sonrasında 2.39 kat artmıştır. 
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Şekil 4. 12. Sepantronyum bromür ve navoximod bileşiklerinin ayrı ayrı ve kombinasyon 

halinde Mia PaCa-2, AsPC-1 ve BEAS-2B hücre hattına uygulanmasından sonra hedef 

genlerin rölatif ekspresyon seviyesi 
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4.9. Sepantronyum Bromür ve Navox[mod B[leş[kler[n[n Ayrı Ayrı ve 

Komb[nasyon Hal[nde Uygulanmasının İmmün Checkpo[nt CD155, VISTA ve PD-

L1 Prote[n Sev[yes[ Üzer[ndek[ Etk[s[ 

 

Sepantronyum bromür ve navoximod uygulaması yapılmış Mia PaCa-2, AsPC-1 ve 

BEAS-2B hücre hatlarındaki PD-L1, VISTA ve CD155 protein seviyelerinin tespit 

edilebilmesi için western blot analizi yapılmıştır. Kontrol olarak β-Aktin kullanılmıştır. 

48 saat boyunca hücre hatlarına 1 nM sepantronyum bromür ve 25 μM navoximod 

uygulaması yapılmış, total protein izolasyonu gerçekleştirilmiştir. Tek başına YM155 

uygulaması VISTA protein seviyesini Mia PaCa-2 hücre hattında baskılarken, BEAS 2B 

ve AsPC-1 hücre hatlarında VISTA proteininde anlamlı bir değişiklik olmamıştır. Tek 

başına navoximod uygulaması ise Mia PaCa-2 hücre hattında VISTA protein seviyesini 

baskılarken, BEAS 2B hücre hattında protein seviyesini arttırmıştır. Kombinasyon 

halinde ilaçların uygulanması ise yalnız BEAS 2B hücre hattında VISTA protein 

seviyesinde anlamlı şekilde arttırmıştır. Tek başına sepantronyum bromür uygulaması 

PD-L1 protein seviyesinde her 3 hücre hattında da anlamlı bir değişikliğe neden 

olmazken, navoximod uygulaması AsPC-1 hücre hattında PD-L1 proteininin 

baskılanmasına neden olmuştur. Kombinasyon halinde ilaçların uygulanması ise Mia 

PaCa-2 ve AsPC-1 hücre hattında PD-L1 protein seviyesini anlamlı şekilde azaltmıştır. 

CD155 proteini içinse sepantronyum bromürün tek başına uygulanması Mia PaCa-2 

hücre hattında hedef protein seviyesinin azalmasına neden olmuştur. Navoximod 

uygulamasından sonra Mia PaCa-2 ve BEAS 2B hücre hatlarında CD155 protein seviyesi 

azalırken, AsPC-1 hücre hattında CD155 protein seviyesi artmıştır. Kombinasyon halinde 

uygulamadan sonra ise Mia PaCa-2 ve BEAS 2B hücre hatlarında CD155 protein seviyesi 

azalırken, AsPC-1 hücre hattında artmıştır (Şekil 4.13).  
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Şekil 4. 13. Pankreas kanseri ve sağlıklı hücre hatlarına sepantronyum bromür ve 

navoximod bileşiklerinin ayrı ayrı ve kombinasyon halinde uygulanmasının immün 

checkpoint CD155, VISTA ve PD-L1 protein seviyesi üzerindeki etkisi 

4.10. PF-562271 B[leş[ğ[n[n Pankreas Kanser[ Hücre Canlılığı Üzer[ndek[ Etk[s[ 

 

PF-562271 bileşiğinin pankreas kanseri hücre hatlarında sitotoksik etkisinin olup 

olmadığını gözlemlemek için 24 ve 48 saat boyunca artan konsantrasyonlarında (0,1-100 

μM) PF-562271 uygulaması yapılmıştır ve ardından MTT analizi gerçekleştirilmiştir. 24 

saatlik uygulamadan sonra BxPC-3, PANC-1 ve AsPC-1 hücre hatlarında IC50 değerleri 

sırasıyla 32,58 μM, 68,23 μM ve 84,95 μM olarak hesaplanmıştır. Bu sonuçlar, PF-

562271’in kısa süreli maruziyette BxPC-3 hücrelerinde daha belirgin sitotoksik etki 

gösterdiğini, ancak PANC-1 ve AsPC-1 hücrelerinde daha yüksek dozlarda etki ettiğini 

göstermektedir. 48 saatlik PF-562271 muamelesinden sonra ise BxPC-3, PANC-1 ve 

AsPC-1 hücre hatlarında IC50 değerleri sırasıyla 6,12 μM, 9,55 μM ve 54,64 μM olarak 

hesaplanmıştır. Veriler, PF-562271’in maruziyet süresi uzadıkça pankreas kanseri hücre 
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hatlarında sitotoksik etkisinin belirgin şekilde arttığını göstermektedir. Özellikle BxPC-3 

hücre hattında IC50 değerinin 24 saate kıyasla yaklaşık beş kat azaldığı, bu durumun ise 

PF-562271’in hücre proliferasyonunu baskılayıcı etkisinin zamanla güçlendiğine işaret 

ettiği düşünülmektedir. Sonuç olarak, PF-562271 bileşiğinin pankreas kanseri hücre 

hatlarında doza bağlı olarak hücreler üzerinde sitotoksisite oluşturmuştur (Şekil 4.14). 

 

 
 

Şekil 4. 14. PF-562271 bileşiğinin 24 saat (A-C) ve 48 saat (D-F) boyunca muamelesinin 

BxPC-3, PANC-1 ve AsPC-1 hücre canlılığı üzerindeki etkisi 

4.11. PF-562271 B[leş[ğ[n[n Pankreas Kanser[ Hücre Hatlarında Hücre Kolon[ 

Oluşumu Üzer[ndek[ Etk[s[ 

 

PF-562271 bileşiğinin pankreas kanseri hücrelerinin koloni oluşumu üzerindeki 

etkilerinin gözlemlenebilmesi için 48 saat boyunca 1 ve 5 μM konsantrasyonlarda 

uygulanmış daha sonrasında hücreler 14 gün boyunca büyütülmüştür. Tüm hücreler 

kristal violet ile boyanmıştır ve koloniler görüntülenmiştir. 1 ve 5 μM PF-562271 
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uygulaması sonucunda koloni oluşturma yeteneği BxPC-3 ve AsPC-1 hücre hattına 

kıyasla PANC-1 hücre hattında önemli ölçüde azaltmıştır (Şekil 4.15). 
 

 
 

Şekil 4. 15. BxPC-3, PANC-1 ve AsPC-1 hücre hattında yapılan koloni oluşum analizinin 

sonuçları. Kristal violet ile boyanmış kolonilerin görüntülenmesi (A) ve koloni oluşturma 

yetenekleri yüzdeleri (B) 

4.12. PF-562271 B[leş[ğ[n[n Pankreas Kanser[ Hücre Hatlarında Hücre 

M[grasyonu Üzer[ndek[ Etk[s[ 

 

PF-562271 bileşiğinin pankreas kanseri hücrelerinin migrasyon yetenekleri üzerindeki 

etkilerinin gözlemlenebilmesi için 24 ve 48 saat boyunca 1 ve 5 μM PF-562271 

konsantrasyonlarında muamele gerçekleştirilmiştir. 0, 24 ve 48 saatlik hücrelerin 

görüntüsü mikroskop altında incelenmiş ve fotoğrafları çekilmiştir. PANC-1, AsPC-1 ve 

BxPC-3 hücre hatlarına 1 ve 5 μM uygulanan PF-562271 24 ve 48 saat sonra kontrol 

grubuna kıyasla migrasyonu anlamlı şekilde baskılamıştır (Şekil 4.16-4.19).  
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Şekil 4. 16. PANC-1 hücre hattına PF-562271’in 1 ve 5 μM uygulanması ile yürütülen 

hücre migrasyon analizindeki hücrelerin mikroskobik görüntüsü (5x büyütme) 
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Şekil 4. 17. BxPC-3 hücre hattına PF-562271’in 1 ve 5 μM uygulanması ile yürütülen 

hücre migrasyon analizindeki hücrelerin mikroskobik görüntüsü (5x büyütme) 
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Şekil 4. 18. AsPC-1 hücre hattına PF-562271’in 1 ve 5 μM uygulanması ile yürütülen 

hücre migrasyon analizindeki hücrelerin mikroskobik görüntüsü (5x büyütme) 

 

 
 

Şekil 4. 19. PF-562271 bileşiğinin 1 ve 5 μM muamelesinin PANC-1, BxPC-3 ve AsPC-

1 hücre hatlarındaki hücre göçü üzerindeki etkisi 
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4.13. Pankreas Kanser[ Hücre Hatlarında PF-562271 B[leş[ğ[n[n Hedef Gen 

Ekspresyonları Üzer[ndek[ Etk[s[ 

 

PF-562271 bileşiğinin pankreas kanseri hücrelerinde hedef gen ekspresyonu üzerindeki 

etkisini incelemek amacıyla BxPC-3, PANC-1 ve AsPC-1 hücre hatları 48 saat boyunca 

1 ve 5 µM konsantrasyonlarında PF-562271 ile muamele edilmiştir. Apoptotik bir gen 

olan p21 geni her 3 hücre hattında da azalma göstermiştir. PANC-1 hücre hattında 5 μM 

PF-562271 uygulaması kontrol grubuna kıyasla 8.14 kat, BxPC-3 hücre hattında 1.37 kat 

ve AsPC-1 hücre hattında ise 1.36 kat gen ekspresyonu baskılanmıştır. PF-562271 

uygulaması PANC-1 ve AsPC-1 hücre hatlarında siklin D1 geninin azalmasına neden 

olmuştur. PANC-1 hücre hattında 1 ve 5 μM PF-562271 uygulanması siklin D1 geninin 

sırasıyla 1.65 ve 2.49 kat azalmasına neden olmuştur. AsPC-1 hücre hattında ise 1 ve 5 

μM PF-562271 uygulanması siklin D1 geninin sırasıyla 1.44 ve 1.37 kat azalmasına neden 

olmuştur. Buna rağmen BxPC-3 hücre hattında anlamlı bir değişiklik gözlemlenmemiştir. 

Survivin ekspresyonu 5 μM PF-562271 uygulanması sonucunda tüm hücre hatlarında 

baskılanmıştır. PANC-1, AsPC-1 ve BxPC-3 hücre hatlarında sırasıyla 1.26, 1.41 ve 1.53 

kat survivin gen ekspresyonu baskılanmıştır. HIF 1A gen ekspresyonu 5 μM PF-562271 

uygulaması sonrasında PANC-1 hücre hattında azalırken (1.42 kat), BxPC-3 (1.39 kat) 

ve AsPC-1 (1.33 kat) hücre hatlarında artışa neden olmuştur. Yapılan gen ekspresyonu 

analizi sonucunda LEF1, 5 μM PF-562271 uygulanması PANC-1 hücre hattında 1,56 kat 

azalırken, BxPC-3 hücre hatlarında 1.44 kat artış meydana gelmiştir. AGR2 geni ise 5 μM 

doz uygulaması sonrasında PANC-1, AsPC-1 ve BxPC-3 hücre hatlarında sırasıyla 1.73 

kat, 1.25 kat ve 3.59 kat anlamlı şekilde baskılanmıştır. HVEM gen ekspresyonu 5 μM 

PF-562271 uygulaması sonrasında PANC-1 ve BxPC-3 hücre hattında sırasıyla 4.16 kat 

ve 1.65 kat baskılanırken, AsPC-1 hücre hattında anlamlı bir değişiklik meydana 

gelmemiştir (Şekil 4.20-4.22). 
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Şekil 4. 20. PANC-1 hücre hattına 1 ve 5 μM konsantrasyonlarda 48 saat boyunca 

uygulanan PF-562271 bileşiğinin p21, siklin D1, survivin, HIF 1A, LEF1, AGR2 ve 

HVEM genlerine ait gen ekspresyon analizi 
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Şekil 4. 21. AsPC-1 hücre hattına 1 ve 5 μM konsantrasyonlarda 48 saat boyunca 

uygulanan PF-562271 bileşiğinin p21, siklin D1, survivin, HIF 1A, LEF1, AGR2 ve 

HVEM genlerine ait gen ekspresyon analizi 



 84 

 
 

Şekil 4. 22. BxPC-3 hücre hattına 1 ve 5 μM konsantrasyonlarda 48 saat boyunca 

uygulanan PF-562271 bileşiğinin p21, siklin D1, survivin, HIF 1A, LEF1, AGR2 ve 

HVEM genlerine ait gen ekspresyon analizi 

4.14. PF-562271 B[leş[ğ[n[n Pankreas Kanser[ndek[ HVEM Prote[n Ekspresyonu 

Üzer[ndek[ Etk[s[ 

PF-562271 bileşiğinin pankreas kanseri hücrelerinde hedef protein HVEM ekspresyonu 

üzerindeki etkisini incelemek amacıyla BxPC-3, PANC-1 ve AsPC-1 hücre hatları 48 

saat boyunca 1 ve 5 µM konsantrasyonlarında PF-562271 ile muamele edilmiştir. Kontrol 

olarak β-Aktin kullanılmıştır. Elde edilen bulgular PF-562271 bileşiğinin BxPC-3 ve 

PANC-1 hücre hatlarında HVEM protein ekspresyonunu doza bağlı olarak önemli ölçüde 

azalttığını göstermektedir (Şekil 4.23). 
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Şekil 4. 23. PF-562271 bileşiğinin 1 ve 5 μM dozlarında pankreas kanseri hücre hatları 

BxPC-3, PANC-1 ve AsPC-1’e uygulanması sonrasında HVEM protein ekspresyon 

seviyesi 

4.15. İmportazole’n[n Pankreas Kanser[ Hücre Canlılığı Üzer[ndek[ Etk[s[ 

 

İmportazol bileşiğinin hücre sitotoksisitesi üzerindeki etkilerini belirlemek için pankreas 

kanseri hücre hattı AsPC-1'e farklı dozlarda 48 saat boyunca uygulandı. MTT analizi 

sonucunda, importazol pankreas kanseri hücrelerinin proliferasyonunu doza bağımlı 

olarak baskıladı (Şekil 4.24). İmportazole bileşiğinin AsPC-1 pankreas kanseri 

hücrelerindeki IC50 değeri 14,9 µM olarak hesaplandı. 

4.16. İmportazole’n[n Hedef Gen Ekspresyonları Üzer[ndek[ Etk[s[ 

 

İmportazole bileşiğinin pankreas kanserinde TRIM15, apoptoz mekanizması ile ilişkili 

genler ve immün checkpoint genlerinin (PD-L1, VISTA) ekspresyon seviyeleri üzerine 

etkilerini anlamak amacıyla mRNA seviyeleri incelendi. Pankreas kanseri hücrelerine 5 

ve 10 µM importazole bileşiğinin uygulanması, uygulama yapılmayan kontrol grubuyla 

kıyaslandığında TRIM15 ifadesini 5 µM importazolede yaklaşık 2,1 ve 10 µM 

importazolede yaklaşık 2,3 kat baskıladı. Ayrıca, immün checkpoint VISTA ve anti-

apoptotik BCL-2 gen ifadesi sırasıyla yaklaşık 1,6 ve 1,8 kat (5 µM), 2,1 ve 2,3 kat (10 

µM) azalırken, importazole tedavisinin immün checkpoint PD-L1 gen ekspresyonunda 

anlamlı bir değişikliğe neden olmadığı görüldü (Şekil 4.24). İlaveten BAX apoptotik gen 

ekspresyon seviyesinde importazole uygulaması sonucunda anlamlı bir değişiklik 

olmamıştır. 
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Şekil 4. 24. A. İmportazole uygulamasının pankreas kanseri hücrelerinde hücre canlılığı 

üzerindeki etkisi. Pankreas kanseri hücrelerine 5 ve 10 µM konsantrasyonlarda 

importazole uygulanmasının B. TRIM15, VISTA, BCL-2, PD-L1 ve BAX genlerine ait 

gen ekspresyon analizi  
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5. TARTIŞMA 

 

Pankreas kanseri en kötü prognoza sahip olan malignitelerden biri olup, agresif seyrinden 

ve geç evrede tanı almasından dolayı 5 yıllık sağkalımı oldukça düşüktür. Cerrahi 

rezeksiyon ve kemoterapi pankreas kanseri için tedavi stratejilerinin başında gelmesine 

rağmen hastaların ajanlara verdiği yanıt kısıtlıdır ve hastaların büyük bir kısmı tanı 

aldığında cerrahi müdahaleye uygun değildir (Stoop ve ark., 2025). Bağışıklık sistemini 

aktive ederek kansere karşı tedavi imkanı sunan immünoterapi, pankreas kanserinde zayıf 

antijen sunumu, tanınması ve işlenmesi gibi nedenlerle sınırlı başarı göstermektedir (Li 

ve ark., 2022). Hedefe yönelik tedaviler ise hastalarda sıkça rastlanan ilaç direncini 

aşmayı ve yan etkileri azaltmayı amaçlayan spesifik proteinleri seçici bir şekilde hedef 

alan tedavi yaklaşımıdır (Victoir ve ark., 2024). Bu nedenle hedefe yönelik tedavi 

stratejilerin geliştirilmesi, immünoterapi ile kombinasyon tedavi stratejilerinin 

uygulanması ve bu alanda kapsamlı klinik araştırmaların sürdürülmesi pankreas kanseri 

tedavisinde kritik bir öneme sahiptir. 

 

Pankreas kanserinde immünoterapi ve hedefe yönelik tedaviler kapsamında son yıllarda 

odaklanılan immün checkpoint moleküllerinin birbiri ile olan etkileşimi ve bu 

moleküllerin hangi sinyal yolakları aracılığıyla düzenlendiği, henüz yeterince 

aydınlatılamamış olup, bu alandaki moleküler düzeydeki çalışmalar sınırlı kalmıştır. Bu 

nedenle tez çalışmasında, pankreas kanserinde immün checkpoint moleküller VISTA, 

HVEM, CD155, PD-L1 ve IDO1’in ekspresyon profilleri incelenmiş ve bu moleküllerin 

çeşitli hücresel sinyal yolakları ile olası ilişkileri analiz edilmiştir. Çalışmada HDAC 

inhibitörü vorinostat, survivin inhibitörü sepantronyum bromür, IDO1 inhibitörü 

navoximod, EMT’den sorumlu transkripsiyon faktörü Twist1’in susturulması amacıyla 

kullanılan Twist1-siRNA, nükleer transport inhibitörü importazole ve FAK inhibitörü 

PF-562271 bileşiklerinin apoptoz, hücre döngüsü, proliferasyon, hipoksi ve EMT gibi 

süreçlerde rol oynayan farklı sinyal yolaklarını hedefleyerek pankreas kanserinde immün 

checkpointler üzerindeki düzenleyici etkileri ve ilişkili oldukları sinyal yolakları 

araştırılmıştır. Bileşiklerin hücre canlılığı, migrasyonu, koloni oluşumu üzerindeki 

etkileri, apoptotik süreç üzerindeki düzenleyici etkileri, tümör mikroçevreyi nasıl 

şekillendirdiği, özellikle pankreas kanserinde VISTA, HVEM, CD155, PD-L1 ve IDO1 
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gibi immün checkpoint moleküllerinin ekspresyon düzeylerine etkileri 

değerlendirilmiştir. Böylece bu çalışma, pankreas kanserinde hem hedefe yönelik tedavi 

yaklaşımlarına hem de immün regülasyona dair potansiyel yeni bağlantıların ortaya 

konulmasına katkı sağlamayı amaçlamıştır. 

 

Esas olarak antijen sunan hücrelerde ve özellikle Treg hücreleri üzerinde eksprese edilen 

VISTA, T hücre aktivasyonunu inhibe ederek immün süpresör tümör mikroçevresi 

oluşturan immün checkpoint molekül olarak bilinmektedir. Ligandı olan VSIG ile 

VISTA’nın bağlanması sitokinlerin ve kemokinlerin üretimini inhibe ederek T hücre 

proliferasyonunu baskılamaktadır (Mei ve ark., 2020). Tümörde ve otoimmün 

hastalıklarda aşırı eksprese olan VISTA, bağışıklık sistemi üzerinde düzenleyici rolünden 

dolayı terapötik bir ilaç hedefi potansiyeli göstermektedir. VISTA, kanser tedavisi için 

umut verici bir hedef olmasının yanı sıra hem doğuştan gelen hem de edinsel bağışıklık 

tepkilerini modüle etmedeki çok yönlü rolü nedeniyle çeşitli otoimmün enflamatuar 

hastalık türlerinin önemli bir düzenleyicisi olarak görev almaktadır (Li ve ark., 2021b; 

Zhang ve Kim, 2024). Pankreas, melanoma, akciğer, meme ve kolorektal kanser başta 

olmak üzere birçok kanser türünde yüksek VISTA ekspresyonu tanımlanmıştır (Zong ve 

ark., 2020; Xie ve ark., 2020; Borgeaud ve ark., 2023; Issam Salah ve ark., 2023). Li ve 

arkadaşlarının 2023 yılında yaptığı bir çalışmada, kemoterapi tedavisinin melanoma 

hücrelerinde VISTA ekspresyonunu teşvik ettiği ve VISTA’nın aşırı ekspresyonunun 

bağışıklıktan kaçmaya neden olduğu gösterilmiştir (Li ve ark., 2023a). Bir başka 

çalışmada ise pankreas kanserinde yüksek seviyede ekspresyon olan ve kemoterapi 

direncini teşvik eden TLR4 sinyal yolağının immün checkpoint molekülü olan VISTA ile 

etkileşim içerisinde olduğu ve bu etkileşimin tümör progresyonu ile immün kaçış 

mekanizmalarını destekleyebileceği gösterilmiştir (Topcu ve ark., 2022). Ancak bununla 

birlikte VISTA’nın pankreas kanserindeki ekspresyonu ve klinik önemi hakkında çok az 

şey bilinmektedir. Bu nedenle VISTA’nın tümör mikroçevresindeki rolünün daha fazla 

araştırılması, pankreas kanserinde VISTA’nın hedeflenmesi ve ilişkili olduğu sinyal 

yolaklarının belirlenmesi kanser tedavisi için önem arz etmektedir. 

 

Tez çalışmasında öncelikle pankreas kanserinde immün checkpoint VISTA’nın EMT ile 

ilişkili genler ile bağlantılarının anlaşılabilmesi için EMT ile ilişkili transkripsiyon 
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faktörü Twist1 geni Twist-siRNA ile susturuldu. VISTA’nın epigenetik düzeydeki 

düzenlenme potansiyelini değerlendirmek amacıyla, HDAC inhibitörlerinden biri olan 

vorinostat ile hücrelere tedavi uygulandı. Hücre migrasyon analizi, gen ve protein 

ekspresyon analizlerinde kullanabilmek için vorinostat bileşiğinin IC50 dozunun tespit 

edilmesi için hücre canlılık analizi (MTT analizi) yapıldı. 3 pmol Twist-siRNA ve farklı 

konsantrasyonlardaki vorinostat bileşiğinin ayrı ayrı uygulaması sonrasında pankreas 

kanseri hücre canlılığında azalma olduğu gösterildi. Vorinostat için IC50 değeri CAPAN-

1 hücre hattında 11,2553 µM, Mja PaCa-2 hücre hattında 1,15 µM ve AsPC-1 hücre 

hattında 1,182 µM olarak saptanmıştır. Kombinasyon tedavi uygulamasının pankreas 

kanseri hücre canlılığı üzerindeki etkilerinin gözlemlenmesi için gerçekleştirilen analizde 

özellikle CAPAN-1 hücre hattında kombinasyon tedavinin tek başına bileşiklerin 

uygulanmasına kıyasla daha etkili bir şekilde hücre canlılığını baskıladığı tespit edildi. 

Mevcut literatürdeki bulgular, çalışmamızı destekler nitelikte olup; HDAC inhibitörü 

vorinostatın pankreas kanseri hücrelerinde proliferasyonu inhibe ettiği ve apoptozu 

indüklediği gösterilmiştir (Kumagai ve ark., 2007; Chao ve ark., 2019). Sonrasında Twist-

siRNA ve vorinostat bileşiğinin ayrı ayrı ve kombinasyon halinde uygulanmasının 

pankreas kanseri hücre hatlarında hücre göçü üzerindeki etkileri değerlendirmek için 

hücre migrasyon analizi yapıldı ve düşük dozlarda kombinasyon tedavisinin hücre 

migrasyonunu kontrol grubuna kıyasla engellediği tespit edildi. Literatür ile 

kıyaslandığında Twist1-siRNA’nın kolon kanseri hücrelerinde invazyon ve göç 

yeteneğini azalttığı gösterilmiştir. Dahası Twist1 susturulması E-kadherin ekspresyon 

seviyesini arttırırken, vimentin ekspresyonunu azalttığı gözlemlenmiştir (Shen ve ark., 

2019). Bir başka çalışmada da Twist1’in EMT’ye neden olarak hepatoselüler 

karsinomada hücre göçünü arttırdığı gösterilmiştir (Matsuo ve ark., 2009). Oral dil 

skuamöz hücreli karsinomada yapılan bir çalışmada ise Twist1 susturulması sonrasında 

hücre çoğalması, migrasyonu ve invazyonunda baskılanma gözlemlenmiştir. Bunun yanı 

sıra EMT belirteci vimentin ekspresyonunda azalma ve E-kadherin ekspresyonunda ise 

artış meydana gelmiştir (de Morais ve ark., 2022). Qin ve arkadaşlarının gerçekleştirdiği 

bir çalışmada, multipl miyeloma hücrelerinde normal kemik iliği hücrelerine kıyasla 

anlamlı düzeyde daha yüksek Twist1 ekspresyonu tespit edilmiştir. Ayrıca, Twist1’in 

susturulmasının insan multipl miyeloma hücrelerinde apoptozu indüklediği ve hücre 

proliferasyonunu baskıladığı gösterilmiştir (Qin ve ark., 2021). Çalışmamızda Twist1 
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susturulmasının vorinostat ile kombinasyon halinde uygulanmasının EMT’den sorumlu 

genlerin yanı sıra immün checkpoint VISTA’nın ekspresyon düzeyini düzenlediğini de 

gösterdik. Vorinostatın tek başına uygulanması her 3 hücre hattında da Twist1 gen 

ekspresyonunu arttırırken, CAPAN-1 hücre hattında VISTA gen ekspresyonunu 

arttırmıştır. Akciğer ve kolon kanserinde yeni HDAC inhibitörleri E-Kadherin’i artırırken 

Vimentin ve Slug’u azaltarak EMT’yi baskılamış; benzer şekilde Vorinostat da N-

Kadherin ve Vimentin ekspresyonunu düşürüp E-Kadherin’i yükselterek EMT fenotipini 

modüle etmiştir (Özel ve ark., 2021; Lee ve ark., 2024). Kombinasyon halinde bileşiklerin 

uygulanması Mia PaCa-2 hücre hattında EMT’den sorumlu biyobelirteçlerin 

ekspresyonlarını baskılamıştır. İlaveten Twist-siRNA ve vorinostatın kombinasyon 

halinde uygulanması VISTA gen ve protein ekspresyonunu oldukça baskılamıştır. Bu 

durum, her iki ajan arasında sinerjistik bir etkileşimin mevcut olduğunu ve birlikte 

uygulandıklarında immün kaçış mekanizmalarının hedeflenmesinde daha etkili 

olabileceklerini göstermektedir. Literatürde meme kanserinde Twist1’in immün 

checkpoint molekül PD-L1 promotörüne bağlandığı ve CD8+ T hücrelerinin tükenmesini 

hızlandırarak meme kanseri hücrelerinin bağışıklıktan kaçmasını sağlayan PD-L1 

ekspresyonunu teşvik ettiği gösterilmiştir (Yu ve Xu, 2024). Bu durum Twist1’in 

hedeflenmesinin immün süpresör etkiyi azaltacağı ve anti-tümör bağışıklığı 

güçlendirerek immünoterapötik stratejileri geliştirebileceğini göstermektedir. Bu tez 

çalışması ile mevcut literatürü destekler nitelikle olan sonuçlar bulunmuştur ve pankreas 

kanseri hücrelerinde Twist1 ekspresyonunun immün checkpoint VISTA ile pozitif 

korelasyona sahip olduğu belirlenmiştir. Ayrıca, HDAC inhibitörü vorinostatın Twist1 

inhibisyonu ile sinerjistik etki oluşturarak VISTA ekspresyonunu baskılayabileceği 

ortaya konulmuştur. Mevcut çalışmamız Twist1’in EMT biyobelirteçlerini modüle 

etmesinin yanı sıra pankreas kanseri hücrelerinin proliferasyon ve migrasyonunu 

baskıladığını da göstermiştir.  

 

Fetal gelişim sırasında eksprese edilen, ancak normal yetişkin dokularında ekspresyonu 

bulunmayan BIRC5 geninin; literatürde çeşitli kanser türlerinin progresyonu ve kötü 

prognozla ilişkili olduğuna dair çalışmalar mevcuttur (Zou ve ark., 2019; Fäldt Beding ve 

ark., 2022). Artan BIRC5 ekspresyonunun, çeşitli tümörlerde bağışıklık hücresi 

infiltrasyon seviyesi ile pozitif korelasyon gösterdiği bilinmektedir (Xu ve ark., 2021). 
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Apoptoz inhibitörü BIRC5’in immünoterapide de belirteç olarak kullanılabileceği ve 

immün checkpoint blokajı tedavisinin etkinliğini arttırabileceği düşünülmüştür. Survivin 

inhibitörü sepantronyum bromürün, yumurtalık kanseri hücrelerinde sağkalımı down 

regüle ederek hücre büyümesini baskıladığı, hücre döngüsünde duraksamaya yol açtığı 

ve apoptozu indüklediği gösterilmiştir (Hou ve ark., 2018). Bir başka çalışmada 

sepantronyum bromür prostat kanseri tedavilerde sıklıkça kullanılan cabazitaxel ile 

kombinasyon halinde uygulandığında cabazitaxelin etkinliğini arttırmıştır (Miyao ve ark., 

2020). Pankreas kanserinde yapılan bir çalışmada ise sepantronyum bromür, survivin 

ekspresyonunu baskılayarak pankreas kanseri hücrelerinde gemsitabine duyarlılığı 

arttırmıştır (Yoon ve ark., 2012). Zhao ve arkadaşlarının 2016’da yaptıkları bir çalışmada 

ise pankreas kanserinde sepantronyum bromür tek başına apoptozu indüklemekte yetersiz 

kalmışken, gemsitabin ile kombinasyon halinde uygulanması apoptozu desteklemiştir 

(Zhao ve ark., 2016). Ancak BIRC5 inhibitörü sepantronyum bromürün pankreas 

kanserinde antitümör etkisini hangi sinyal yolakları ile etkileşime girerek sağladığı ve 

immün checkpoint mediatörler üzerindeki etkisi tam olarak bilinmemektedir. İlaveten söz 

konusu inhibitörün, immün checkpoint molekül olan IDO1 inhibitörü navoximod ile 

kombinasyon halinde uygulanmasının kanser hücreleri üzerindeki etkisine dair spesifik 

bir çalışma yer almamaktadır. Bundan dolayı bu tez çalışmasında BIRC5 inhibitörü 

sepantronyum bromür ve IDO1 inhibitörü navoximodun ayrı ayrı ve kombinasyon 

halinde uygulanmasının hücre canlılığı, hücre migrasyonu ve immün kaçıştaki olası 

rolleri in vitro çalışmalar ile değerlendirilmiştir. 

 

PD-L1, özellikle kanser hücreleri ve makrofajlar olmak üzere çeşitli hücrelerde ifade 

edilmektedir ve tümör hücrelerinin bağışıklıktan kaçışını teşvik etmektedir (Zhang ve 

ark., 2021b). PD-L1 inhibitörleri melanom, küçük hücreli olmayan akciğer kanseri, mide 

kanser ve meme kanseri dahil olmak üzere birçok kanser türünün tedavisi için 

kullanılmasına rağmen belirsiz mekanizmasından dolayı hasta yanıtları %40’tan azdır 

(Gou ve ark., 2020). PD-1/PD-L1 blokasyonu etkili antitümör immün yanıtı teşvik etmek 

için yetersiz olduğundan dolayı kemoterapi, radyoterapi, anjiogenez inhibitörleri ve diğer 

immün checkpoint inhibitörleri ile birlikte hedeflenmesi kanser tedavisinde daha yüksek 

yanıt oranına sahiptir (Yiv ve ark., 2022). Pankreas kanserinde yapılan bir çalışmada PD-

L1 ve IL-6’nın kombinasyon halinde blokasyonu tümör büyümesini inhibe etmiş ve T 
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hücre infiltrasyonunu arttırmıştır (Mace ve ark., 2018). Wang ve arkadaşları PD-L1’in 

pankreas kanserinde yüksek seviyede eksprese edilen FOXP3 tarafından upregüle 

edilerek CD8+ T hücrelerinin aktivitesini etkili bir şekilde inhibe ettiğini göstermişlerdir 

(Wang ve ark., 2020). Meme kanserinde yapılan bir çalışmada ise PD-L1’in susturulması, 

meme kanseri hücre proliferasyonunu, koloni oluşumunu, invazyonunu ve in vivo tümör 

büyümesini azaltmıştır (Alkaabi ve ark., 2023). 2018 yılında Wang ve arkadaşlarının 

yaptığı bir çalışmada ise PD-L1 ekspresyonunun rahim ağzı kanseri hastalarında lenf 

nodu metastaz kapasitesini arttırdığı ve kötü prognoz ile önemli ölçüde ilişkili olduğu 

tespit edilmiştir. Bunun yanı sıra PD-L1, rahim ağzı kanseri hücrelerinde bir E-

kadherin/SIRT3 sinyal yolu aracılığıyla glikoz metabolizmasını da düzenlediği 

belirlenmiştir (Wang ve ark., 2018).  

 

Fizyolojik olarak çoğu sağlıklı dokuda eksprese olmayan immün checkpoint CD155’in 

kolon kanseri, özofagus kanseri, lösemi ve nöroblastom gibi çeşitli kanserlerde 

ekspresyonunun arttığı bilinmektedir. Özofagus kanserinde yapılan çalışmada CD155 

ekspresyonunun PD-L1 ile pozitif korelasyon gösterdiği, ayrıca CD155'in 

baskılanmasının hücre döngüsünde bozulmalara yol açarak apoptozu indüklediği ve 

böylelikle tümör hücrelerinin proliferasyonunu engellediği raporlanmıştır. Benzer şekilde 

hepatoselüler karsinomada da PD-L1 ve CD155’in yüksek oranda eksprese edildiği ve 

bağışıklıktan kaçışta etkili oldukları belirtilmiştir (Assal ve ark., 2024; Tang ve ark., 

2022b). Baş ve boyun skuamöz hücreli karsinomada yapılan bir çalışmada ise hastalardan 

elde edilen miyeloid türevli baskılayıcı hücrelerde yüksek CD155 ve PD-L1 ekspresyonu 

gözlemlenmiştir (Mao ve ark., 2021). Meme kanserinde ise yüksek CD155 

ekspresyonunun hücre yapışması ve sağkalımla ilişkili sinyal yolakları ile bağlantılı 

olabileceği ve mezenkimal fenotip ile ilişkili olduğu bulunmuştur. Özellikle CD155, 

EMT ile ilişkili transkripsiyon faktörleri olan Vimentin, Zeb1 ve Slug protein 

ekspresyonu ile pozitif bir korelasyon göstermiştir (Zheng ve ark., 2020). PD-L1 ve 

CD155’in çeşitli kanser türlerinde artmış ekspresyonlarının bağışıklıktan kaçış ve tümör 

progresyonunda önemli roller oynadığı göz önüne alındığında, bu immün checkpoint 

moleküllerinin hedeflenmesine yönelik çalışmaların derinleştirilmesi büyük önem 

taşımaktadır. Bu bağlamda, PD-L1 ve CD155’in düzenlenmesinden sorumlu olabilecek 

moleküler sinyal yolaklarının detaylı biçimde aydınlatılması, hem hedefe yönelik yeni 
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tedavi stratejilerinin geliştirilmesine hem de kombinasyon tedavilerinin daha etkin 

planlanmasına olanak sağlayacaktır. Tüm bu bilgilerden yola çıkarak bu tez çalışmasında 

pankreas kanserinde BIRC5 ve IDO1 moleküllerinin immün checkpoint mediatörler 

olarak işlev gören ve immün hücrelerin baskılanmasına neden olan VISTA, PD-L1 ve 

CD155'in üzerindeki rolünü ve tedaviye yönelik potansiyeli kapsamlı şekilde 

araştırılmıştır. Çalışmada immün checkpoint mediatörler VISTA, CD155 ve PD-L1'in 

inhibisyonunu hedefleyen IDO1 inhibitörü navoximod ile BIRC5 inhibitörü 

sepantronyum bromürün ayrı ayrı ve kombinasyon halinde uygulanmasının öncelikle 

pankreas kanser hücrelerindeki canlılığı ve migrasyonu üzerindeki etkileri ele alınmıştır. 

Sepantronyum bromürün 48 saat boyunca tek başına uygulanması sonucunda Mia PaCa-

2 ve AsPC-1 hücre hatlarında IC50 değeri sırasıyla 22,93 ve 4,66 nM olarak hesaplanmış 

olup çok düşük dozlarda hücre canlılığını baskılamıştır. Navoximod uygulaması ise 

pankreas kanseri hücre canlılığını etkilemezken, kombinasyon halinde kullanımı 

sepantronyum bromürün antiproliferatif etkinliğini arttırmıştır. Ayrıca yine 

sepantronyum bromürün navoximod ile kombinasyon halinde kullanımı hem 

sepantronyum bromür hem de navoximodun ayrı ayrı kullanımına kıyasla pankreas 

kanseri hücre göçünü daha fazla baskılamıştır. Buna rağmen bileşiklerin ayrı ayrı ve 

kombinasyon halinde uygulanması sağlıklı hücre hattı olan BEAS-2B’nin göçünü 

etkilememiştir. Literatür ile kıyaslandığında sepantronyum bromürün pankreas kanseri 

hücreleri üzerinde düşük dozlarda antiproliferatif etkilere sahip olduğu ve 48 saatlik 

uygulama sonrasında pankreas kanseri Mia PaCa-2 hücre hattında IC50 değeri 29,36 nM 

olarak hesaplandığı görülmüştür (Na ve ark., 2012). Bir başka çalışmada ise 

sepantronyum bromürün pankreas kanseri hücre göçünü engellediği ve tümör 

progresyonunu azalttığı gözlemlenmiştir (Brown ve ark., 2020). Ma ve arkadaşlarının 

yaptığı bir çalışmada BIRC5’in aşırı ekspresyonu akciğer kanseri hücrelerinde mTOR 

sinyal yolu aracılığı ile PD-L1 ekspresyonunu önemli ölçüde arttırmıştır. İlaveten 

BIRC5’in yüksek seviyedeki ekspresyonu PD-L1’i upregule ederek kanser hücrelerinin 

immün yanıttan kaçışını desteklemiştir (Ma ve ark., 2022). Metastatik kanser hastalarında 

IDO1 inhibitörü navoximod bileşiğinin atezolizumab gibi PD-L1 inhibitörleriyle 

kombinasyon halinde uygulanmasının antitümör aktivitesi açısından umut verici sonuçlar 

elde edilmiştir (Jung ve ark.,2019; Naour ve ark., 2020). İlaveten navoximod, plazma ve 

dokuda kinurenin konsantrasyonlarını yaklaşık %50 oranında azaltmış, IDO1 tarafından 
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indüklenen T hücresi baskısını engellemiş ve T hücresi fonksiyonunu yeniden sağlamıştır 

(Ebata ve ark., 2020).  Ancak, navoximodun immün süpresör moleküller ve immün 

checkpoint PD-L1 ile ilgili çok az sayıda çalışma bulunmaktadır. Buna karşın immün 

checkpoint VISTA ve CD155 ile olan ilişkisine dair henüz bir çalışma mevcut değildir.  

Bu doktora tez çalışmasında, immünoterapötik hedefler arasında yer alan BIRC5 ve 

IDO1’in kombinasyon halinde baskılanması ile, immün checkpoint molekülleri VISTA, 

PD-L1 ve CD155’in ekspresyon düzeyleri üzerindeki sinerjistik etkileri ilk kez kapsamlı 

bir şekilde değerlendirilmiştir. Bu yaklaşım, immün kaçış mekanizmalarının daha 

derinlemesine anlaşılmasına katkı sağlarken, kombinasyon tedavilerine yönelik 

potansiyel yeni stratejilerin geliştirilmesine de zemin hazırlamaktadır. Tez çalışması 

kapsamında elde edilen sonuçlar, bileşiklerin tek başına kullanılmasına kıyasla 

kombinasyon halinde uygulanması Mia PaCa-2 ve AsPC-1 hücre hatlarında CD155 ve 

PD-L1 gen ekspresyonunun baskılanmasına neden olmuştur. İlaveten bileşiklerin 

kombinasyon halinde uygulanması sadece Mia PaCa-2 hücre hattında VISTA gen 

ekspresyonunun daha belirgin şekilde baskılanmasına neden olmuştur. Buna ek olarak, 

kombinasyon tedavisinin EMT süreçleri üzerindeki etkileri incelenmiştir ve Mia PaCa-2 

hücre hattında EMT sorumlu N-kadherin gen ekspresyonunun down regüle olduğu 

gözlemlenmiştir. Bu bulguların ardından, immün checkpoint moleküllerinin protein 

düzeylerini değerlendirmek amacıyla Western blot analizi gerçekleştirilmiştir. Yapılan 

analizler sonucunda, navoximod ve sepantronyum bromür bileşiklerinin kombinasyon 

halinde uygulanmasının, ayrı ayrı uygulamaya kıyasla, pankreas kanseri hücre hatlarında 

VISTA ve PD-L1 protein ekspresyon düzeylerini daha belirgin şekilde baskıladığı tespit 

edilmiştir. Bulgularımız AsPC-1 pankreas kanseri hücre hattında PD-L1 ve VISTA 

ekspresyon düzeylerinin, CD155 ile negatif korelasyon gösterdiğini ortaya koymuştur. 

Bu bulgu, farklı immün kaçış yollarının birlikte değerlendirilmesinin, hedefe yönelik 

immünoterapilerde daha etkili stratejilerin geliştirilmesine katkı sağlayabileceğini 

göstermektedir. Yaptığımız analizler sonrasında navoximod ve sepantronyum bromür 

bileşiklerinin kombinasyon halinde uygulanmasının, bazı pankreas kanseri hücre 

hatlarında immün kaçış mekanizmalarını hedef alarak CD155, PD-L1 ve VISTA gibi 

immün checkpoint moleküllerinin gen ve protein düzeylerinde anlamlı düzeyde 

baskılama sağladığını ortaya koymuştur. Özellikle VISTA gen ve protein 

ekspresyonundaki belirgin azalma, bu molekülün hedeflenmesinin pankreas tümör 
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mikroçevresinde immün yanıtın yeniden programlanmasında kritik bir rol 

oynayabileceğini düşündürmektedir. Buna ek olarak, kombinasyon tedavisinin EMT 

sürecine dair önemli bir gösterge olan N-kadherin gen ekspresyonunu da inhibe etmesi, 

bu yaklaşımın sadece immün modülasyonla sınırlı kalmayıp tümör progresyonunu 

doğrudan etkileyebilecek potansiyele sahip olduğunu göstermektedir. Tüm bu veriler 

doğrultusunda, navoximod ve sepantronyum bromür kombinasyonunun, pankreas 

kanserinde immünoterapötik stratejiler açısından umut vadeden bir yaklaşım sunduğu 

değerlendirilmektedir. 

 

AGR2 meme, pankreas, prostat ve özofagus gibi birçok kanser türünde yüksek seviyede 

eksprese olmaktadır ve tümör gelişimi, invazyonu ve metastazı gibi süreçlerde pozitif 

korelasyon göstermektedir (Zhang ve ark., 2023). p53 molekülünün inhibitörü olarak 

bilinen AGR2, pankreatik duktal adenokarsinomanın erken evrelerinde tespit 

edilmektedir (Zhang ve ark., 2021c). Kolon kanserinde yapılan bir çalışmada AGR2’nin 

PD-L1 ile pozitif bir korelasyona sahip olduğu gösterilmiş olup, bu durum AGR2’nin 

kolon kanseri hücrelerinin bağışıklıktan kaçma ile ilişkili olduğunu göstermektedir 

(Martisova ve ark., 2024). Yapılan bir çalışmada ise pankreas kanserinden salgılanan 

AGR2’nin, Wnt/β-katenin yolağı aracılığıyla kanserle ilişkili fibroblastlardan 

(CAF’lardan) insülin benzeri büyüme faktörü 1'in (IGF1) üretimini sağladığı 

gösterilmiştir. IGF1 reseptörü ise AKT yolu aracılığıyla tümör hücresi proliferasyonunu 

ve hayatta kalmasını teşvik ettiği bilinmektedir (Li ve ark., 2025). Wnt/β-katenin sinyal 

yolağında görevli transkripsiyon faktörü LEF1’in pankreas kanserli hastalarda artan 

ekspresyonunun lokal lenf nodu metastazı ile pozitif korelasyon gösterdiği belirlenmiştir 

(Li ve ark., 2021a). Zhao ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada, LEF1'in CD4⁺, CD8⁺ ve 

Treg hücreleri dahil olmak üzere olgun T hücrelerinde PD-1 gen ekspresyonunu pozitif 

yönde düzenlediği gösterilmiştir. Bu bulgu, LEF1’in immün checkpoint inhibitörlerine 

yanıtı artırma potansiyeli taşıdığına ve otoimmün hastalıkların tedavisinde yeni terapötik 

hedeflerin belirlenmesine katkı sağlayabileceğine işaret etmektedir (Zhao ve ark., 2023). 

AGR2 ve LEF1 proteinlerinin immün düzenleyici rolleri dikkate alındığında, bu 

proteinlerin immün checkpoint molekülleri üzerindeki potansiyel düzenleyici etkileri bu 

tez çalışmasında incelenmiştir. 
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İmmün checkpoint HVEM, bağlandığı liganda bağlı olarak farklı bağışıklık yanıtları 

başlatabilen çift yönlü bir immün düzenleyici molekül olarak bilinmektedir. BTLA ile 

etkileşimi sonucunda efektör T hücrelerinde inhibitör sinyalleşme başlatarak immün 

yanıtı baskılarken, LIGHT ile etkileşimi sonrasında T hücresi aktivasyonunu destekleyen 

uyarıcı sinyaller iletmektedir (Yao ve ark., 2025). Önceki çalışmalarda HVEM’in mide, 

prostat ve kolon kanseri hastalarında kötü prognoz belirteci olabileceği gösterilmiştir. 

(Inoue ve ark., 2015; Lan ve ark., 2017; Aubert ve ark.,2021). Mide kanserine yönelik 

yapılan bir başka çalışmada ise HVEM protein düzeyinin yalnızca kanserli hasta 

grubunda artış gösterdiği ve bu artışın özellikle ileri evre vakalarda daha belirgin olduğu 

bildirilmiştir (Azarafza ve ark., 2022). Yumurtalık kanserinde ise HVEM ekspresyon 

seviyesi HIF-1α'nın ekspresyonu ile pozitif korelasyon göstermiştir. Artan HVEM 

ekspresyonunun hipoksik koşullar altında hücre çoğalmasını teşvik ederek hücre 

apoptozunu baskıladığı tespit edilmiştir (Duan ve ark., 2020). Akciğer kanserinde ise 

HVEM’in ileri metastazlı hastalarda daha yüksek seviyede eksprese olduğu ve immün 

checkpoint molekül PD-L1 ekspresyonu ile negatif bir korelasyona sahip olduğu tespit 

edilmiştir (Ren ve ark., 2028). Bununla birlikte HVEM’in pankreas kanserindeki 

ekspresyon düzeyi ve fonksiyonel rolüne ilişkin literatürdeki çalışmalar oldukça sınırlıdır. 

Bu bağlamda çalışmamızda; çeşitli kanser türlerinde yüksek düzeyde eksprese olduğu, 

tümör immün kaçışına katkı sağladığı ve zayıf sağkalımla ilişkili olduğu bildirilen immün 

checkpoint molekülü HVEM’in, FAK inhibitörü PF-562271 bileşiği ile olan 

etkileşiminin pankreas kanseri modelinde araştırılması amaçlanmıştır.  

 

Tüm bu literatürden yola çıkarak TÜBİTAK 1002-A grubu desteği ile yürütülen 

“Pankreas Kanserinde İmmün Checkpoint HVEM'in Düzenleyici Rolünün Sistem 

Biyolojisi Yaklaşımıyla Araştırılması” başlıklı projemiz kapsamında yapılan in siliko ön 

analizlerde, PF-562271’in muhtemel AGR2 ve LEF1 inhibitörü olabileceği ortaya 

konmuştur (Bu çalışma halen yayın aşamasındadır.). Bu kapsamda FAK inhibitörü PF-

562271’in, AGR2 ve LEF1 molekülleri aracılığıyla immün checkpoint HVEM üzerinde 

düzenleyici bir etki oluşturabileceği düşünülmektedir. FAK, hücre proliferasyonu ve 

göçünün düzenlenmesinde kritik rol üstlenen tirozin kinaz yapısında bir proteindir. 

Melanom ve mide kanseri modellerinde yüksek FAK ekspresyonunun tümör hücrelerinin 

çoğalması ve migrasyonunu artırdığı gösterilmiştir. PF-562271, FAK’a karşı geliştirilmiş 
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küçük molekül inhibitörlerden biridir (He ve ark., 2024). Yapılan çalışmalar, kolorektal 

ve over kanseri hücrelerinde düşük dozlarda uygulanan PF-562271’in hücre göçünü 

baskıladığını ve kök hücre belirteçleri (Nanog, OCT4, CD133, CD44, c-Myc) 

ekspresyonunu azalttığını ortaya koymuştur (Xu ve ark., 2023; Pan ve ark., 2023). Tez 

çalışmasında öncelikle PF-562271 bileşiğinin pankreas kanseri BxPC-3, PANC-1 ve 

AsPC-1 hücre hatları üzerindeki antiproliferatif etkileri incelenmiştir. 48 saat boyunca 

PF-562271 bileşiğine maruz kalan BxPC-3, PANC-1 ve AsPC-1 hücrelerindeki IC50 

değerleri sırasıyla 6,12, 9,55 ve 54,64 µM olarak tespit edilmiştir. Hücre canlılık analizini 

takiben hücre koloni oluşum analizi ve hücre migrasyon analizi de yapılmıştır ve PF-

562271 bileşiğinin 48 saat boyunca pankreas kanseri hücre hatları üzerindeki etkileri 

değerlendirilmiştir. Koloni oluşum analizinde ve hücre migrasyon analizinde PF-562271 

bileşiğinin uygulama yapılması için 1 ve 5 µM dozları seçilmiştir. Bulgularımız özellikle 

BxPC-3 ve PANC-1 hücre hatlarında PF-562271’in düşük dozlarda hücre migrasyon ve 

koloni oluşumunu baskıladığını göstermektedir. Pan ve arkadaşlarının yaptığı bir 

çalışmada yumurtalık kanserinde PF-562271’in hücre döngüsünü durdurduğu, hücre 

göçünü ve proliferasyon sürecini inhibe ettiği gösterilmiştir (Pan ve ark., 2023). Prostat 

kanseri hücrelerinde de benzer şekilde PF-562271 bileşiğinin hücre sağkalımını azalttığı, 

in vivo çalışmalarda ise tümör büyümesini inhibe ettiği belirlenmiştir (Lee ve ark., 2015). 

Pankreas kanserinde yapılan bir çalışmada ise PF-562271 bileşiğinin kanserle ilişkili 

fibroblastların ve makrofajların göçünü engellediği gösterilmiştir. Ek olarak, tedaviden 

sonra pankreas kanseri invazyon ve metastazında önemli bir azalma gözlemlenmiştir 

(Stokes ve ark., 2011). Bulgularımız PF-562271 bileşiğinin önceki çalışmalarda rapor 

edilen antiproliferatif etkilerini desteklemektedir. PF-562271 bileşiğinin antiproliferatif 

etkisi, hücre migrasyonunu ve koloni oluşumunu baskılama üzerindeki etkileri göz önüne 

alındığında pankreas kanseri tedavisi için PF-562271’in daha fazla araştırılması 

gerekmektedir. Ancak şu ana kadar pankreas kanserinde PF-562271 bileşiğinin 

literatürde etkilerini inceleyen yalnız bir çalışma mevcuttur. Bundan dolayı PF-562271 

bileşiğinin etki mekanizmalarının aydınlatılması pankreas kanserine karşı tedavi 

stratejilerinin geliştirilmesi açısından önem arz etmektedir. PF-562271 bileşiğinin immün 

düzenleyici potansiyelinin değerlendirilmesine yönelik yapılan çalışmalarda bu bileşiğin 

T hücresi aktivasyonu ve proliferasyonu üzerinde inhibitör etkilere sahip olduğu 

gösterilmiştir. Bu bulgular PF-562271'in yalnızca tümör hücrelerine yönelik 
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antiproliferatif etkileriyle değil, aynı zamanda immün sistemi modüle edici özellikleriyle 

de öne çıktığını ortaya koymaktadır (Wiemer ve ark., 2013). Bir başka çalışma ise PF-

562271'in MDA-MB-231 ve MDA-MB-468 meme kanseri hücre hatlarında PF-562271 

bileşiğinin immün checkpoint PD-L1 düzeylerini azaltabileceğini ve böylece tümör 

hücrelerinin immün sistemden kaçış mekanizmalarını zayıflatabileceğini göstermiştir 

(Wu ve ark., 2023). Bu tez çalışmasında PF-562271 bileşiğinin yalnız HVEM 

ekspresyonu üzerindeki etkileri değil, aynı zamanda tümör hücresi sağkalımına katkıda 

bulunan survivin, hipoksiye yanıt oluşturan HIF-1A, apoptoz mekanizmasında görev alan 

p21, hücre döngüsünü düzenleyen siklin D1, WNT/β-katenin yolaklarında yer alan 

transkripsiyon faktörü LEF1 ile metastatik potansiyelde önemli rolü olduğu bilinen 

AGR2 genlerinin mRNA ekspresyon düzeylerine etkisi de değerlendirilmiştir. Hücre 

döngüsü ile ilişkili gen ekspresyonlarının PF-562271 bileşiği tarafından düzenlendiği ve 

survivin, siklin D1 ve p21 gen ekspresyonlarında bir azalma tespit edilmiştir. Buna 

ilaveten HIF-1A gen ekspresyonu da yalnız PANC-1 hücre hattında azalmıştır. 

Literatürde yumurtalık kanserinde ve rhabdomyosarkomada PF-562271 bileşiğinin G1 

fazı hücre döngüsünü durdurmayı indükleyerek hücre ölümüne yol açtığı gösterilmiştir 

(Al-Ghabkari ve ark., 2019; Pan ve ark., 2023). Yaptığımız qRT-PCR sonuçlarına göre 

PF-562271 bileşiğinin özellikle PANC-1 hücre hattında LEF1 gen ekspresyonunu 

anlamlı düzeyde baskıladığı belirlenmiştir. Buna ek olarak, AGR2 gen ekspresyonunun 

BxPC-3, PANC-1 ve AsPC-1 hücre hatlarında PF-562271 uygulamasıyla azaldığı 

gösterilmiştir. HVEM gen ekspresyonu ise özellikle PANC-1 ve BxPC-3 hücre hatlarında 

belirgin şekilde baskılanmıştır. Bu bulgular, PF-562271’in AGR2, LEF1 genleri 

üzerindeki düzenleyici etkilerini hücre hattı özgüllüğünde ortaya koymaktadır. PF-

562271 bileşiğinin HVEM protein seviyesindeki etkilerinin tespit edilmesi için yapılan 

Western blot analizi de qRT-PCR verilerimizi doğrulamıştır. Özellikle PANC-1 ve 

BxPC-3 hücre hattında HVEM proteini güçlü şekilde baskılanmıştır. Sonuçlarımız PF-

562271’in yalnızca tümör hücre proliferasyonu ve göçü üzerinde değil, aynı zamanda 

tümör mikroçevresindeki immün baskılayıcı sinyallerin modülasyonu açısından da 

önemli bir ajan olabileceğini ortaya koymaktadır.  

 

İmportin-β, nükleer transport reseptörü olarak bilinmektedir ve meme, prostat ve akciğer 

kanseri başta olmak üzere birçok kanser türünde yüksek seviyede eksprese edilmektedir 
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(Kuusisto ve Jans., 2015; Lim ve ark., 2018; Wang ve ark., 2018; Verrico ve ark., 2020). 

Yang ve arkadaşlarının yaptığı bir çalışmada İmportin-β’nın susturulması, prostat kanseri 

hücre döngüsünü durdurarak hücre büyümesini engellemiştir (Yang ve ark., 2019). 

İmportazole bileşiği İmportin-β’nın küçük moleküllü inhibitörü olarak keşfedilmiştir ve 

importin-β/RanGTP aracılı nükleer importu bozmaktadır (Soderholm ve ark., 2011). 

Akut miyeloid lösemi hücrelerine importazole uygulanması ise hücrelerin apoptoza 

gitmesine neden olmuştur (Xie ve ark., 2025). Literatürden yola çıkarak importazolenin 

pankreas kanseri hücreleri üzerindeki antiproliferative etkisi, apoptoz sürecindeki rolü ve 

immün modülatör etkisi incelenmiştir. Bu çalışma, importazole bileşiğinin pankreas 

kanseri üzerinde yapılan ilk çalışmasıdır. Çalışma kapsamında importazolenin yalnız 

hücre proliferasyonu üzerindeki etkileri değil, aynı zamanda apoptoz mekanizmaları, 

immün kaçışta rol oynayan immün checkpoint molekülleri (PD-L1, VISTA) ve tümör 

progresyonuyla ilişkilendirilen TRIM15 geni üzerindeki düzenleyici etkileri de 

değerlendirilmiştir. Pankreas kanseri hücre hattı AsPC-1'e 48 saat süreyle farklı 

konsantrasyonlarda importazole uygulanmış ve MTT analizi sonucunda bileşiğin düşük 

dozlarda hücre canlılığını belirgin şekilde azalttığı gözlemlenmiştir. Yapılan 

hesaplamalar sonucunda importazolenin AsPC-1 hücrelerinde IC₅₀ değerinin 14,9 µM 

olduğu belirlenmiş, bu da bileşiğin düşük dozlarda sitotoksik etki gösterdiğini ortaya 

koymuştur. Buna ek olarak importazolenin apoptoz sürecindeki etkisinin incelenmesi için 

Bcl-2 ve BAX genlerine bakılmış olup, 5 ve 10 µM konsantrasyonlarda uygulanan 

importazole, anti apoptotik gen olan Bcl-2 ekspresyonunu yaklaşık 2 kat baskılamıştır. 

Literatürde miyelom hücrelerinde yapılan bir çalışmada ise importazolenin klasik NF-κB 

sinyal yolağını baskılayarak hücrelerin apoptoza gitmesine neden olmuştur (Yan ve ark., 

2015). Bu bulgular, çalışmamızda elde edilen sonuçları desteklemektedir. 

 

E3 ubiqutin ligaz ailesinin bir üyesi olan TRIM15,  çeşitli kanser türlerinde tümör 

progresyonu ile ilişkilendirilmiştir. Cai ve arkadaşlarının yaptığı bir çalışmada, 

TRIM15’in aşırı ekspresyonu pankreas kanseri hücrelerinin metastazını ve ilerlemesini 

indüklediği gösterilmiştir (Cai ve ark., 2024). Bir başka çalışmada ise akciğer kanserinde 

TRIM15’in artan ekspresyonunun zayıf sağkalım ile ilişkili olduğu ve tümör 

proliferasyonunu ve metastazı teşvik ettiği gösterilmiştir (Liang ve ark., 2022). Ayrıca 

TRIM15’in normal dokulara kıyasla mide kanseri dokularında daha yüksek seviyede 
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eksprese olduğu, bu durumun ise invazyonu arttırarak zayıf sağkalıma neden olduğu 

gösterilmiştir (Chen ve ark., 2018). Yüksek dereceli seröz yumurtalık kanserinde yapılan 

bir çalışmada ise TRIM15’in artan ekspresyonunun, malign seyrin ilerlemesini 

desteklediğini gösterilmiştir. İlaveten TRIM15’in aşırı ekspresyonu yüksek dereceli seröz 

yumurtalık kanseri dokularında hipoksik mikroçevre ile ilişkilendirilmiştir (Wei ve ark., 

2025). Bu tez çalışması kapsamında pankreas kanserinde TRIM15’in importazole bileşiği 

tarafından düzenlenip düzenlenmediğinin anlaşılması için 5 ve 10 µM 

konsantrasyonlarda importazole pankreas kanseri hücrelerine uygulanmış ve TRIM15 

gen ekspresyonunu anlamlı düzeyde baskıladığı tespit edilmiştir. Akciğer kanserinde 

yapılan bir çalışmada importazole bileşiğinin radyasyonun neden olduğu immün 

checkpoint PD-L1 ekspresyonunu önemli ölçüde azalttığı belirlenmiştir (Yoshino ve ark., 

2021). Bu bilgi doğrultusunda, importazolenin pankreas kanserinde olası immün 

modülatör etkilerini değerlendirmek amacıyla, immün checkpoint molekülleri VISTA ve 

PD-L1 gen ekspresyonları üzerindeki düzenleyici etkileri araştırılmıştır. İmportazolenin 

5 ve 10 µM konsantrasyonlarda AsPC-1 hücre hattına uygulanması VISTA gen 

ekspresyonunu yaklaşık 2 kat baskılarken, PD-L1 ekspresyonunda anlamlı bir değişiklik 

meydana gelmemiştir. Sonuçlarımız importazolenin yalnız İmportin-β inhibitörü değil, 

aynı zamanda immün checkpoint VISTA’nın da muhtemel inhibitörü olabileceğini in 

vitro analizler ile göstermektedir.  

 

Tüm bu sonuçlar, immün checkpointlerin farklı sinyal yolakları ile düzenlenebileceğini 

ve bu düzenlemenin hedeflenmesinin pankreas kanseri gibi tedaviye dirençli 

malignitelerde terapötik avantaj sağlayabileceğini ortaya koymaktadır. Çalışmada 

kullanılan PF-562271, importazole, navoximod ve sepantronyum bromür gibi bileşiklerin 

uygulanmasıyla immün süpresör moleküllerin ekspresyonu azalabilmektedir. Bu 

bağlamda elde edilen bulgular immünoterapi çalışmalarında duyarlılığı arttırcak 

potansiyel kombinasyon stratejilerinin gelişmesine katkı sağlayabilir. 
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6. SONUÇ 

 

Bu tez çalışması, üç farklı kurum dışı proje kapsamında desteklenmiş olup; her bir proje, 

özgün kimyasal bileşikler ve hedeflenen farklı hücresel sinyal yolakları aracılığıyla, 

pankreas kanseri hücre hatlarında immünomodülatör yanıtların çok boyutlu olarak 

değerlendirilmesine olanak sağlamıştır. Projelerin her biri, spesifik inhibitörler 

aracılığıyla epigenetik modifikasyonlar, apoptotik yanıtlar, metabolik düzenlemeler ve 

tümör mikroçevresiyle ilişkili moleküler mekanizmalar gibi farklı biyolojik süreçleri 

hedef alarak; immünomodülatör etkilerin çok yönlü olarak değerlendirilmesine olanak 

sağlamıştır. 

 

Tez çalışmasının ilk bölümünde HDAC inhibitörü vorinostat ve Twist1’in pankreas 

kanseri hücre hatlarında sinerjistik etkileri hücre canlılığı, hücre migrasyonu, EMT 

biyobelirteçleri ve immün checkpoint VISTA üzerinde incelenmiştir. Tez çalışması 

kapsamında yürütülen deney sonuçlarına göre pankreas kanseri hücre hatlarında 

vorinostat ve Twist1-siRNA düşük konsantrasyonlarda antiproliferatif ve anti-migrasyon 

etki göstermiştir. Vorinostat ve Twist1-siRNA kombinasyon halinde kullanımı pankreas 

kanseri hücre hatlarında EMT biyobelirteçlerinin ekspresyonunu ve VISTA gen 

ekspresyonunu güçlü bir şekilde baskılamıştır. 

 

Tez çalışmasının diğer kısmında, BIRC5 inhibitörü sepantronyum bromür ve immün 

checkpoint IDO1 inhibitörü navoximodun ayrı ayrı ve kombinasyon halindeki 

uygulanması pankreas kanseri hücreleri ve sağlıklı hücrelerdeki antiproliferatif etkisine, 

hücre migrasyonu diğer immün checkpoint moleküller olan PD-L1, CD155 ve VISTA 

üzerindeki immünomodülatör etkilerine bakılmıştır. Navoximod bileşiği sağlıklı ve 

kanser hücrelerinde sitotoksisiteye neden olmazken, sepantronyum bromür yalnız kanser 

hücrelerinin canlılığını düşük dozlarda inhibe etmiştir. Bileşiklerin kombinasyon ve tek 

başına uygulanması sağlıklı hücrelerin migrasyonunu etkilemezken, kanser hücrelerinin 

migrasyon yeteneklerini tek başına kullanıma kıyasla baskılamıştır. İlaveten, her iki 

bileşiğin immün checkpoint molekülleri üzerindeki düzenleyici etkileri değerlendirilmiş 

ve bu moleküllerin VISTA, PD-L1 ve CD155 ekspresyon düzeylerinde çeşitli düzeylerde 

baskılama sağladığı gözlemlenmiştir. 
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Tez çalışmasının üçüncü bölümünde FAK inhibitörü olarak bilinen küçük inhibitör 

molekül PF-562271 bileşiğinin immün checkpoint HVEM üzerindeki düzenleyici etkileri 

belirlenmiştir. PF-562271 bileşiğinin pankreas kanseri hücre hatlarında hücre 

sitotoksisitesi, hücre koloni oluşumu ve hücre migrasyonu üzerindeki etkileri 

değerlendirildi. Ayrıca bu bileşik HVEM, LEF1 ve AGR2 genlerinin ekspresyon 

seviyelerini azaltmış olup, bununla birlikte HVEM protein düzeyinde de baskılamaya yol 

açmaktadır. Elde edilen veriler, PF-562271’in pankreas kanseri biyolojisinde önemli rol 

oynayan bu gen ve proteinler üzerinden tümör progresyonunu baskılayabileceğini ve 

immün checkpointler üzerinde düzenleyici etkilere sahip olabileceğini 

düşündürmektedir.  

 

Tez çalışmasının son bölümünde ise İmportin β1 inhibitörü olan importazole bileşiğinin 

pankreas kanseri hücre hattı AsPC-1’de immün checkpoint molekülleri PD-L1 ve VISTA 

ile birlikte, TRIM15 ve apoptoz genlerinin ekspresyon düzeyleri üzerindeki düzenleyici 

etkileri incelenmiştir. İmportazole, pankreas kanseri hücre canlılığını düşük dozlarda 

azaltırken, TRIM15 ve VISTA gen ekspresyonunu baskılamıştır. Buna rağmen PD-L1 

gen ekspresyonu üzerinde anlamlı bir değişiklik meydana gelmemiştir. Ek olarak 

importazole bileşiği anti apoptotik Bcl-2 gen ekspresyonunu da baskılamıştır. Bu 

bulgular, importazolenin immün yanıt düzenleyicileri ve hücre ölüm yolları üzerinde çok 

yönlü etkiler oluşturabileceğini göstermektedir. 

 

Sonuç olarak bu tez çalışmasında pankreas kanserine karşı potansiyel etkileri olan farklı 

küçük molekül inhibitörleri incelenmiştir. Yapılan deneysel analizler sonucunda 

bileşiklerin yalnızca antiproliferatif etkiler göstermediği, aynı zamanda bağışıklık 

yanıtını da etkileyerek immün düzenleyici özellikler sergileyebileceği ortaya 

konulmuştur. Hücre canlılığının azaltılması, bazı immün checkpoint ve apoptoz 

genlerinin ekspresyonunun baskılanması gibi çok yönlü etkiler, bu bileşiklerin pankreas 

kanseri immünoterapisinde potansiyel ilaç adayları olarak değerlendirilebileceğini 

göstermektedir.  
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7. NOT 

 

Bu tez çalışmasından elde edilen verilerin bir kısmı aşağıda verilen dergide (Topcu ve 

Cacan, 2025) yayınlanmıştır. Elde edilen diğer veriler yakında başka makalelerde 

yayınlanacaktır. 

 

Topcu, K. S. B., & Cacan, E. (2025). Twist1 Regulates the Immune Checkpoint VISTA 

and Promotes the Proliferation, Migration and Progression of Pancreatic Cancer 

Cells. Journal of Cellular and Molecular Medicine, 29(9), e70586. 
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