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OZET

PANKREAS KANSERINDE IMMUN CHECKPOINTLER ILE HEDEF SINYAL
YOLAKLARI ARASINDAKI ILISKININ INCELENMESI

Bag Topcu, Kiibra Sena
Doktora, Biyoloji Anabilim Dali (Molekiiler Biyoloji Bilim Dali)
Tez Danismani: Prof. Dr. Ercan CACAN
Ekim 2025, xviii + 130 sayfa

Pankreas kanseri agresif klinik seyri, ge¢ evrede tam1 almast ve mevcut tedavi
yaklagimlarina sinirlt yanit vermesi nedeniyle en 6liimciil kanser tiirlerinden biri olarak
kabul edilmektedir. Tiimor mikrogevresinin immiin baskilayict yapist ve genetik
heterojenligi, bu kanser tiiriinde immiinoterapdtik yaklagimlarin etkinligini ciddi sekilde
kisitlamaktadir. Bu baglamda, immiin kacis mekanizmalarinda rol oynayan immiin
checkpoint molekiillerinin molekiiler diizeyde daha iyi anlagilmasi ve bu hedeflerin
diizenleyici sinyal yolaklar1 ile iliskilerinin aydinlatilmasi, yeni tedavi stratejilerinin
gelistirilmesi acisindan kritik 6neme sahiptir. Bu doktora tez calismasinda, pankreas
kanserinde bagisiklik sistemini baskilayan VISTA, PD-L1, CD155, HVEM ve IDO1 gibi
immiin checkpoint molekiillerinin gen ve protein diizeyinde diizenlenmesine
odaklanilmig; bu molekiillerin ekspresyon diizeylerini etkileyen potansiyel sinyal
yolaklar1 ¢esitli kii¢iik molekiil inhibitorleri aracilifiyla deneysel olarak arastirilmistir.
Vorinostat, PF-562271, navoximod, importazole ve sepantronyum bromiir gibi 6zgiin
kimyasal ajanlarin tekli ve kombinasyon halinde pankreas kanseri hiicre hatlarinda (Mia
PaCa-2, BxPC-3, AsPC-1, PANC-1, CAPAN-1) uygulanmasi sonucunda; bu bilesiklerin
antiproliferatif etkileri, hiicre migrasyonu ve koloni olusumu tizerindeki rolleri, apoptoz
mekanizmalar1t ve immiin checkpoint ekspresyonu iizerindeki diizenleyici etkileri
kapsamli olarak incelenmistir. Calisma sonucunda 6zellikle VISTA, PD-L1 ve CD155
molekiillerinin ekspresyon diizeylerinin bazi bilesik kombinasyonlartyla anlamli bigimde
baskilandigi; bunun yaninda TRIMI15, Twistl, AGR2, LEF1 ve BIRC5 gibi tiimor
progresyonunda rol oynayan genlerin de modiile edildigi gosterilmistir. Ayrica BIRCS
inhibitorii sepantronyum bromiiriin tek basina ve navoximod ile kombinasyon halinde
uygulanmasiin saglikli hiicre proliferasyonu ve migrasyonunu etkilemeden yalnizca
timor hiicrelerinde immiin checkpoint baskilamasi sagladigir da tespit edilmistir. Bu
bulgular, tedaviye direncli tlimér mikrogevresinin yeniden programlanmasina katki
sunabilecek immiinoterapoétik stratejiler agisindan 6nemli bir potansiyel tagimaktadir. Bu
tez, pankreas kanseri biyolojisini immiin regiilasyon, epigenetik kontrol, hiicre dongiisii
ve tiimdr mikrogevresi dahil olmak {izere ¢cok yonlii olarak degerlendirmistir. Elde edilen
veriler, immiin checkpoint molekiillerinin farkli sinyal yolaklartyla nasil etkilesim
kurdugunu ortaya koymakta; bu molekiillerin es zamanli hedeflenmesinin, immiin kagis
mekanizmalarinin agilmasi ve immiinoterapiye duyarliligin arttirtlmasi agisindan giiglii
bir strateji sunabilecegini gostermektedir. Sonug olarak, bu tez g¢aligmasi; pankreas
kanserinde immiin kacis mekanizmalarini hedefleyen kiiciik molekiiller araciligiyla,
immiin checkpoint molekiillerinin regiilasyonuna dair 6nemli bulgular ortaya koymus;
boylece immiinoterapiye direngli tiimoér mikrogevresinin yeniden programlanmasina
yonelik yenilik¢i ve hedefe yonelik kombinasyon tedavileri i¢in yeni nesil tedavi
stratejilerinin gelistirilmesine 151k tutmustur.



Anahtar Kelimeler: Pankreas Kanseri, Immiinoterapi, Hedefe Y&nelik Tedavi, immiin
Checkpoint
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE RELATIONSHIP BETWEEN IMMUNE
CHECKPOINTS AND TARGET SIGNALING PATHWAYS IN PANCREATIC
CANCER

Bag Topcu, Kiibra Sena
PhD Dissertation, Department of Biology (Division of Molecular Biology)
Thesis Advisor: Prof. Dr. Ercan Cagan
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,
Twistl, AGR2, LEF1, and BIRCS5, were also modulated. Furthermore, it was determined
that the administration of the BIRCS 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. GIRIS

Kanser, hiicresel kontrollerden kagan ve kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasina neden olan bir
hastaliktir ve diinya ¢apinda ikinci 6nde gelen 6liim nedeni olarak bilinmektedir (Brown
ve ark., 2023; Sareen ve ark., 2025; Elmadani ve ark., 2025). GLOBOCAN 2022
verilerine gore pankreas kanseri 467.409 oliim ile diinya genelinde en dliimciil altinc
kanser tiri olarak rapor edilmistir

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

Agresif biyolojik davranisi ve erken teshis giicliigii nedeniyle pankreas kanseri, en
oliimciil malignitelerden biri olup tedavi segenekleri oldukga sinirlidir (Buchholz ve ark.,
2024). Pankreas kanseri erken evrelerde herhangi bir semptom goéstermediginden dolay1,
hastalik tespit edildiginde hastalarin %80-85’1 rezekte edilemez hale gelmektedir (De
Dosso ve ark., 2021). Kemoterapi, metastatik pankreas kanseri icin standart bir tedavi
olmasina ragmen genetik heterojenlige sahip bir tiimor tiirli olarak bilindiginden dolay1
pankreas kanseri hastalar1 icin tek bir tedavi yonteminin yeterli diizeyde fayda

saglamayacag diistiniilmektedir (Robatel ve Schenk, 2022).

Hedefli tedavi onkogenlerin anormal aktivasyonunu engellemek, tiimor baskilayic
genlerin inaktivasyonunu Onlemek ve cesitli sinyal yolaklarmin bloke edilmesine
dayanan bir tedavi stratejisidir. Immiinoterapi ise pankreas kanseri tedavisi igin umut
vaadedici gibi gorlinse de pankreas kanserinin immiin baskilayic1t timor
mikrogevresinden dolay1 immiinoterapi i¢in yeni yaklasimlar gelistirilmelidir (Wang ve
ark., 2024a). Kombine ilag tedavisi, kanser tedavisinde meydana gelen birden fazla direng
mekanizmalarin1 baskilayarak kanser hiicrelerini hedef aldigindan dolayr kanser
tedavisinde daha etkili ve uzun siireli yanitlar elde edilmesine olanak saglayabilmektedir
(Sareen ve ark., 2025). Fizyolojik kosullarda T hiicrelerinin aktivasyonunu baskilayarak
bagisiklik homeostazini ve doku hasarim1 korumak, otoimmiin reaksiyonu baskilamak
icin immiin checkpoint adi verilen inhibitér molekiillerin ekspresyon seviyeleri
artmaktadir. Ancak kanser hiicreleri bu immiin checkpoint yolaklarini aktif hale getirerek
bagisikliktan kagmaktadirlar. Bagisiklik araciligiyla kanserin taninmasini ve ortadan
kaldirilmasini hedefleyen immiin checkpoint inhibitor terapisi, kanser tedavisinde kalici

bir antitlimor yanit olusturma potansiyeli olarak umut vadetmektedir (Mucciolo ve ark.,
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2020). Fakat immiinoterapiye en direngli kanser tiirlerinden biri olarak bilinen pankreas
kanseri tedavisinde tek bagina immiin checkpoint blokasyonu tedavisi etkili olmadigindan
dolayr immiinoterapiye diren¢ mekanizmalarim1 hedefleyen c¢oklu tedavilerin
gelistirilmesi 6nem arz etmektedir (Zhou ve ark., 2022). Bundan dolay1 timor
progresyonundan sorumlu sinyal yolaklarinin ve timér mikrogevreyi hedefleyen farkl
tedavi stratejilerinin kombinasyon halinde uygulanmasi pankreas kanserinde tedavi

etkinligini arttirmak acgisindan 6nemli bir yaklagim olabilir.

Yeni bir immiin checkpoint olan T hiicre aktivasyonunun V-domain Ig baskilayicisi
(VISTA), prostat kanseri, kolorektal kanser ve kii¢iik olmayan akciger kanseri gibi cesitli
kanser tiirlerinde T hiicresi aktivitesini baskilayarak tiimorlerin bagisiklik sisteminden
kagmasina aracilik etmektedir. VISTA’nin farkli tiimorlerdeki ekspresyon diizeyi ve
bagisiklik sistemi tizerindeki diizenleyici rolii karmasik olup halen tam olarak
aydinlatilamamistir (Huang ve ark., 2020; Gao ve ark., 2024). Benzer sekilde, immiin
checkpoint molekiilii olan CD155, dogal 6ldiiriicii hiicreler (NK) ve T hiicreleriyle
etkileserek immiin yaniti baskilamakta; ayn1 zamanda tiimor hiicresinin proliferasyonunu
ve migrasyon yetenegini destekleyen, tiimdr progresyonu sirasinda ekspresyonu artan bir
adezyon molekiilii olarak gorev yapmaktadir (Molfetta ve ark., 2020; Briukhovetska ve
ark., 2023). Herpes viriisii giris aracist (HVEM) molekiilii birgok tiimorde yiiksek
seviyede eksprese edilmekte olup tiimor gelisimi, lenf nodu metastazi, immiinsiipresif
mikrogevrenin olusumu ve kotii prognoz ile iliskilendirilmistir (Sordo-Bahamonde ve
ark., 2023). Programlanmis hiicre 6liimii 1 ligand1 (PD-L1) PD-1 ile etkilesim kurarak T
hiicresi sinyalini inhibe eden bir immiin checkpoint molekiilidiir ve bagisiklik
homeostazim saglamaktan sorumlu inhibitér sinyaller saglamaktadir. ilaveten akciger
kanseri, melanom, gliom ve meme kanseri gibi ¢esitli kanser hiicreleri tarafindan eksprese
edilerek kanser hiicrelerinin bagisikliktan kagmasina yardimci olmaktadir (Lin ve ark.,
2024). Indoleamin 2,3-dioksijenaz 1 (IDO1) enzimi ise triptofan metabolizmasini
degistirerek T hiicre yanitin1 baskilayan immiinsiipresif bir timdr mikrogevresi olusturan
bir immiin checkpoint molekiil olarak bilinmektedir. Ayrica, IDOI’in diger immiin
checkpoint molekiillerine yonelik uygulanan inhibitorlere karst direng gelisimini tegvik
ettigi de gosterilmistir (Cheong ve Sun, 2018). Pankreas kanserinde VISTA, CD155,
HVEM, PD-L1 ve IDOl'in ekspresyon diizeyleri ve bu molekiillerin hangi sinyal

yolaklar1 araciligiyla diizenlendigi hala tam olarak aydinlatilamamistir. Bu nedenle, s6z



konusu molekiillerin biyolojik rollerinin daha kapsamli bir sekilde arastirilmasi, bu
hedeflere yonelik gelistirilecek tedavi stratejilerinin etkinliginin artirilmasi agisindan
biiyiik dnem tagimaktadir. Bu baglamda, immiin checkpoint molekiillerinin pankreas
kanserindeki ekspresyon profillerinin ve aralarindaki potansiyel etkilesimlerin ortaya
konmasi, hedeflenebilir yeni immiinoterap6tik adaylarin belirlenmesine olanak taniyarak

pankreas kanserine yonelik gelistirilecek tedavi stratejilerine katki saglayacaktir.

Bu doktora tez ¢aligmasinda, pankreas kanseri hiicre hatlarinda (Mia PaCa-2, BxPC-3,
AsPC-1, CAPAN-1, PANC-1) farkli immiin checkpoint molekiillerin (VISTA, IDO1,
PD-L1, CD155 ve HVEM) c¢esitli kimyasal bilesikler ile hedeflenmesinin, pankreas
kanseri tizerinde olusturdugu sitotoksik etki, apoptozun indiiklenmesi tizerindeki rolii ve
hiicre davraniglarindaki degisimler (proliferasyon, migrasyon, koloni olusumu) kapsamli
bir sekilde incelenmistir. Ayrica VISTA, IDO1, PD-L1, CD155 ve HVEM gibi immiin
checkpoint molekiillerin tiimdr progresyonunda kritik rol oynayan sinyal yolaklar
arasindaki potansiyel etkilesimlerin ortaya konmasi ve bu etkilesimlerin terapotik
hedefleme agisindan tasidigt Onemin degerlendirilmesi amaclanmaktadir. Bu tez
kapsaminda elde edilen verilerin, bagisiklik sisteminden kagisi kolaylastiran molekiiler
mekanizmalarin daha iyi anlagilmasina ve bu dogrultuda pankreas kanserine 6zgii yeni

immiinoterap6tik hedeflerin belirlenmesine katki saglamasi amaglanmaktadir.



2. LITERATUR OZETLERI

2.1. Pankreas ve Pankreas Kanseri

Pankreas, iist karin bolgesinde hem ekzokrin hem de endokrin bileseni olan uzun bir
retroperitoneal bezdir (A-Kader ve Ghishan, 2012). Ekzokrin ve endokrin kisimlardan
olusan pankreasin ekzokrin kismi ¢ogunlukla asinar hiicrelerden olusmaktadir ve yaglari,
proteinleri, karbonhidratlar1 sindirmeye yardimci olan proteaz, lipaz ve amilaz gibi
sindirim enzimleri i¢eren pankreas suyu iiretmektedir. Pankreasin endokrin kismi ise
viicudun enerji i¢in glikoz kullanmasina yardimci olan ve kandaki glikoz seviyelerini

diizenleyen glukagon ve insiilin tiretmektedir (Sekil 2.1) (Yuan ve ark., 2021).

J
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Safra kesesi
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Sekil 2. 1. Pankreas anatomisi (Biorender.com araciligiyla ¢izilmistir.)

Pankreas kanseri diinya ¢apinda kanser kaynakli 6liimlerin baslica nedenlerinden olarak
bilinmektedir ve kanser tedavisindeki gelismelere ragmen 5 yillik sagkalim orani yaklasik
%11°dir (Jian ve ark., 2023; Yu ve ark., 2024). GLOBOCAN 2022 verilerine gore tiim
kanser tiirleri arasinda pankreas kanseri diinya ¢apinda 467 409 vaka ile en dliimciil 6.

kanser tiirli olarak belirlenmistir (https://gco.iarc.fr, Erisim tarihi: 03.05.2024) (Sekil 2.2).
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Pankreas kanserinin tiimor mikrogevresinde yer alan ¢ok sayida fibroblast popiilasyonu,
yogun hiicre dig1 matriks ve baskilayict bagisiklik hiicre popiilasyonlari pankreas
kanserinin agresif seyrine, tedaviye direng ve hastaligin heterojenligine neden olmaktadir
(Halbrook ve ark., 2023). Erken teshis ve onkolojik tedavilerdeki ilerlemelerin sagkalimi
uzatmada basarili oldugu diger bir¢ok kanserin aksine pankreas kanserinde erken
evrelerde hastalik herhangi bir semptom gostermemektedir. Hastalik ilerlediginde kilo
kayb1, karin agrist ve yorgunluk gibi spesifik olmayan semptomlar goriilebilmektedir.
Ancak bu durumda hastalik ilerlemis ve hastalarin %80-85’1 rezekte edilemez halde

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

Diinya’da her 100.000 kisiye disen
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Sekil 2. 2. 2022 yilinda tiim yas ve her iki cinsiyet dahil olmak iizere pankreas kanserinin
her 100 000 kisi basina diisen diinya genelindeki ortalama 6liim oran1 (https://gco.iarc.fr/
Erigim tarihi: 03.05.2024)

Onkogenlerde ve timor siipressor genlerde meydana gelen somatik mutasyonlarin
birikimi kansere neden olmaktadir. Pankreas duktal adenokarsinomunda en sik
mutasyona ugramis onkogen Kirsten rat sarkoma viriis (KRAS) olarak bilinmektedir
(Kamisawa ve ark., 2016; Strickler ve ark., 2023). Ilaveten pankreas kanserinde siklin
bagimli kinaz inhibitorii 2A (CDKN2A), tiimdr proteini 53 (TP53) ve SMA, MAD iliskili
4 (SMAD4) ve ANXA2 genleri de yiiksek seviyede eksprese olmaktadir (Duan ve ark.,
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2023; Menadi ve ark., 2024). KRAS mutasyonlar1 ile pankreas kanserinin tiimor
mikrogevresi arasinda mekanik bir baglant1 vardir. Bu sayede mutasyona bagli olarak
miyoloid tiirevli kok hiicreler (MDSC) toplanmaktadir ve antitiimdr T hiicre aktivitesini
sinirlayabilmektedir (Ho ve ark., 2020). Kapsamli ¢alismalara ragmen uzun yillardir
pankreas kanseri tanisi alan hastalarin prognozunda bir iyilesme olmamasinin temel
nedenleri erken tani ic¢in giivenilir tahmin gostergelerinin olmamasi1 ve terapdtik

seceneklerin sinirlt olmasidir (Ku ve ark., 2024).

2.2. Pankreas Kanserinin Risk Faktorleri

Pankreas kanserinin altinda yatan nedenler biiyiik ol¢iide bilinmemesine ile birlikte
yaklasik %10’unun genetik faktorlere bagli oldugu tahmin edilmektedir. Ancak ¢ogu
ailesel pankreas kanseri hastalarinin genetik temeli bilinmemektedir (Kamisawa ve ark.,
2016; Vedie ve ark., 2024). Pankreas kanserinde ozellikle sigara kullanimi, alkol
kullanimi, diyabet, obezite ve kronik pankreatit Onemli risk faktorleri olarak

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

Sigara igmek, pankreas kanseri i¢in en iyi belirlenmis risk faktoriidiir ve sigarayi
biraktiktan sonra en az 10 yil devam eden %75 oraninda bir riske neden olmaktadir
(Kamisawa ve ark., 2016; Klein, 2021). Yapilan ¢aligmalarda sigara igmeyenlerde sigara
icenlere kiyasla daha uzun sagkalim gozlemlenmistir. Bundan dolay1 pankreas kanseri
teshisi konulduktan sonra sigara prognostik bir risk faktorii olarak tanimlanmaktadir

(Neumann ve ark., 2023).

Diyabet viicut tarafindan yetersiz insiilin iiretimi veya iirettigi insiilinin etkili bir sekilde
kullanilamamas1 ile karakterize edilmistir. Pankreas kanseri hastalarmin yaklasik
%350’sinde erken evrelerde tip 2 diyabet veya pankreas kanseri hiicrelerinin insiilin
direnci yoluyla glikoz metabolizmasinin bozdugunu gézlemlenmektedir (Amri ve ark.,
2023; Jacobs ve Stoffel, 2024). Diyabet, hem pankreas kanseri i¢in bir risk faktorii hem
de kanserin bir sonucudur ve yeni teshis edilen pankreas kanseri olan bir¢cok hastada
diyabet baslangici oldugunu veya diyabetliler arasinda hastaligin kotiilestigi
gozlemlenmektedir (Klein, 2021). Yapilan ¢alismalarda pankreas kanseri ve diyabetli



hastalarda miR-21, miR-221 gibi baz1 mikro RNA’larin yiiksek seviyede eksprese oldugu
ve bunlarin diisiik sagkalim ile iliskili oldugu tespit edilmistir (Koztowska ve Sliwinska,
2023). 10 yildan fazla siiredir tip 1 diyabet olan hastalarin pankreas kanserine yakalanma
riski 5-10 kat artmaktadir. Ilaveten pankreas kanseri hastalarmin kan sekeri ve HbAlc
seviyelerinin diyabet tanisindan 1 ay 6nce onemli dl¢lide arttig1 bildirilmistir (Zhao ve

ark., 2020).

Obezite ve pankreas kanseri arasindaki iliskiyi arastiran ¢aligmalarin birgogunda pozitif
bir korelasyon mevcuttur (Preziosi ve ark., 2014). Pankreas kanserinde kritik dneme sahip
KRAS genindeki yliksek ekspresyon obezite hast“alarinda da artmistir ve bu yol ile
pankreas kanseri gelisimini tetikleyebilecegi diistiniilmektedir (Eibl ve Rozengurt, 2021).
Yapilan calismalarda pankreas kanserinde obez kosullar altinda Nod benzeri reseptor
proteini 3 (NLRP3), IL-1B'y1 serbest birakarak pankreas kanseri hiicrelerinin go¢iinii ve

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

Pankreas kanserinin diinya ¢apindaki insidansi ve mortalitesi artan yas ile korelasyon
halindedir ve 6zellikle 55 yas lizerindeki hastalarda tespit edilmektedir (Rawla ve ark.,
2019; Zhao ve Liu, 2020). Pankreas kanserinin yasa bagl telomerlerde gergeklesen
kisalmalara bagli gelisebilecegi de diistiniilmektedir (Cai ve ark., 2021).

Pankreas kanseri hastalarmin yaklagik %5-10’unda ailesel pankreas kanseri Oykiisii
goriilmektedir (Jacobs ve Stoffel, 2024). Yapilan caligsmalar pankreas kanseri birey ile
kan bagi olmasinin pankreas kanseri riskini 1,5 ile 13 kat arasinda artmasina neden
oldugunu gostermektedir (Klein, 2021). Ilaveten ailesel pankreas kanseri dykiisii olan
bireylerin pankreas kanseri tanis1 konuldugundaki ortalama yasi, aile dykiisii olmayan
bireye kiyasla daha erkendir (Goggins ve ark., 2020). Kalitsal pankreas kanseri
gelisiminde meme kanseri 1 (BRCAT1), meme kanseri 2 (BRCA?2), ataksi-telenjektazi
mutantt (ATM), TP53, BRCA2’nin ortagi ve lokalizatorii (PALB2), adenomatdz
polipozis koli, CDKN2A, SMAD4 genleri 6nemli rol oynamaktadir (Abe ve ark., 2021).
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Sekil 2. 3. Pankreas kanserinin risk faktorleri (Biorender.com araciligiyla ¢izilmistir; Luo

ve ark., 2023a)

2.3. Pankreas Kanseri Tam ve Tedavisi

Pankreas kanserinde gelismis cerrahi teknikler, adjuvan kemoterapi, ileri evre metastatik
kanser hastalarina uygulanan hedefli tedavilerin kullanimi ile sagkalim sonuglarinda
ilerleme kat edilmesine ragmen, 5 y1llik sagkalim oran1 hala oldukga diisiiktiir (Springfeld
ve ark., 2023). Ileri pankreas kanseri hastalarindaki tedavinin basarisizlik nedeni baslica
hastalarin %50-70’inde teshis edilen ileri ve uzak metastaz durumu oldugundan dolay1
pankreas kanseri hala kotii prognoza sahiptir (Ettrich ve Seufferlein, 2021; Falco ve ark.,
2023).

Hastalariin yalnizca %10’unda erken baslangicli pankreas kanseri teshisi konmaktadir
ve hastalarin yaklasik %60’ 1nda metastatik timorlesme mevcuttur (Zhao ve Liu, 2020).
Pankreas kanserinin agresif seyrinden dolay1 hastalarin %90’ indan fazlasinda ameliyat
sonrasit hayatin1 kaybetmektedir ve cerrahi igslemler tek basma yeterli olmamaktadir
(Neoptolemos ve ark., 2018). Bundan dolay1 adjuvan kemoterapi ile uygulanan cerrahi

tedaviler daha ¢ok tercih edilmektedir (Springfeld ve ark., 2019).



Radyoterapi, Nobel Odiilii sahibi Marie Curie'nin radyoaktiviteyi kesfetmesinden bu yana
kanser hiicrelerini 6ldiirmek veya kontrol altina almak i¢in 6nemli ve etkili bir yontem
olarak kabul edilmektedir. Radyoterapi temel olarak X 1sinlar1 ve gama (y) 1sinlar gibi
yiiksek enerjili foton radyasyonu kullanarak kanser hiicrelerine uygulanan bir tedavi
yontemi olarak bilinmektedir (Gong ve ark., 2021). Radyoterapi tiimor hiicrelerinde DNA
hasar1 olusturarak hiicrelerin Sliimiine neden olmaktadir (Sun ve ark., 2023). Yiiksek
enerjili iyonlastiric1 radyasyon yolu ile DNA kirilmasi indiiklenerek kanser hiicreleri
etkisiz hale gelmektedir. Ancak radyoterapi dozu arttirildiginda 1sinlama bolgesindeki
saglikli dokuda radyasyon hasar1 meydana gelebilir (Tang ve ark., 2024). Bunun yani sira
radyasyon ile tiimor hiicrelerinin oldiiriilmesi, hasarla iligkili molekiiler patternlerin
(DAMP’larin) salinmasina neden olarak immiinomodiilator sitokinlerin ekspresyonunu
uyarir ve proinflamatuar bir ortam tiretmektedir (Ng ve Dawson, 2022). Ancak pankreas
kanseri hastalarinin bir¢ogu radyasyon tedavisine direng gdstermektedir (Shi ve ark.,
2011). Kemoterapi ile radyoterapi birlikte pankreas kanserli hastalara uygulandiginda ise
uzun sagkalim bildirilmistir. Ilaveten smirda rezeke edilebilir pankreas kanseri olan
hastalarda neoadjuvan kemoradyoterapi kullanim1 rezeksiyonu miimkiin kilarak

sagkalimi1 6nemli dl¢ilide iyilestirebilir (Wang ve Kumar, 2011).

Kemoterapi bircok kati malignitelerin tedavisi i¢in ana yOntemlerden biri olarak
bilinmektedir (Liu ve ark., 2017). Pankreas kanseri olan hastalarin rezeksiyondan sonra
bile yiiksek niiks gosterdigi bilinmektedir. Rezeksiyon sonrasi niiks gelisimini 6nlemek
veya geciktirmek igin rezeksiyon Oncesi ve sonrasinda kemoterapi uygulanmaktadir
(Okusaka ve Furuse, 2020). Yapilan birka¢ ¢alismada adjuvan kemoterapinin pankreas
kanserinin rezeksiyonundan sonra hastalarda sagkalimi iyilestirdigini dogrulamistir (Van
Roessel ve ark., 2020). Pankreas kanseri bir¢ok kanser tiirline gore kemoterapi
tedavilerine karsi olduk¢a direnclidir ve tek basina uygulandiginda yanit oram

kombinasyon tedavilere kiyasla nispeten daha diisiiktiir (Springfeld ve ark., 2023).

Hedefe yonelik tedavi stratejisi, hastalarin siklikla yasadig: yan etkileri en aza indirmeyi
ve tedavi siirecinde gozlemlenebilecek ila¢ direncinin istesinden gelmeyi
amaglamaktadir. Spesifik proteinlerin se¢ici olarak hedeflenmesini saglayan bir tedavi

yontemi olarak bilinmektedir (Victoir ve ark., 2024). Molekiiler hedefli tedavilerin



kullanim1 timér biiylimesini, ilerlemesini, invazyonunu, metastazinit ve kemorezistansi
diizenleyen belirli molekiillerin veya sinyal yolaklarinin bloke edilmesi prensibine
dayanmaktadir. Pankreas kanserinde apoptoz, DNA hasar kontrolii, G1/S hiicre dongiisii
gecisi ve invazyonun diizenlenmesi gibi hiicresel siire¢leri igeren tiimor basina ortalama
63 genetik degisikligi kapsayan sinyal yolagi tanimlanmistir (Ansari ve ark., 2016).
Hedefli molekiiler tedavi i¢in 6zellikle pankreas kanserinde yiiksek seviyede eksprese
edilen veya sik mutasyona ugrayan EGFR, VEGF, KRAS, TP53 ve SMAD4 gibi genler
potansiyel tedavi hedefi olarak 6ne ¢ikmaktadir (Duan ve ark., 2023). Son yillarda
biyoinformatik araglar ile pankreas kanserinde mutasyonlar ve anormal sinyal yolaklari
da kesfedilmeye baslanmistir. Bu yenilik¢i tedavi secenekleri pankreas kanseri
hastalarinin sagkalimimin arttirilmasi i¢in dnem arz etmektedir (Kolbeinsson ve ark.,
2023). Ancak kanserin karmasik yapisini1 hedeflemek i¢in tek basina tedavi segenekleri
yeterli olmayabilir. Bundan dolay1 kombine ve hedefe yonelik tedaviler hakkinda daha

fazla ¢aligma yapilmalidir (Tran ve Tran, 2022).

Geleneksel tedavilerdeki kisitlamalarinin  {istesinden gelmek ic¢in  kullanilan
immiinoterapi, tiimor hiicrelerini spesifik olarak hedeflemek, ortadan kaldirmak ve tiimor
hiicresinin biiylimesini engellemeyi amaglamaktadir (Ma ve ark., 2024). Kanser
hiicrelerinin kendisinden ziyade konak¢1 bagisiklik sistemini hedef alan immiinoterapi,
onkolojide Onemli bir doniim noktasi haline gelmistir (Smyth ve Teng, 2018).
Immiinoterapi immiin checkpoint blokaji, asilar ve kimerik antijen reseptdrii T hiicresi
(CAR-T) gibi tedavileri igermektedir. 2011 yilindaki immiin checkpoint inhibitorii
monoklonal antikor ipilimumab, kullanimindan bu yana melanom, NSCLC ve renal
hiicreli karsinom gibi tiimorlerde 6nemli ilerlemeler kat edilmistir (Zhu ve ark., 2023).
Hedefe yonelik tedavi ve immiinoterapi ile hastalarin hayatta kalma oran1 6nemli dlciide
artmasina ragmen, hastalarin tedaviye yanit vermesini engelleyen ila¢ direnci olugmasi
tedavinin basarisini sinirlamaktadir (Peng ve ark., 2024). Yapilan ¢alismalar pankreas
kanserinde immiinoterapiye kars1 direng gelismesinin ardindaki mekanizmalarin T
hiicreleri ile ilgili oldugunu gostermistir. T hiicrelerinin islev bozuklugu veya
aktivasyonunun engellenmesi ve diisiik diizeyde mutasyon olusumundan dolay1 dolay1
pankreas kanserinde immiinoterapi ile iyi bir sonu¢ almmamistir. Bu nedenle T

hiicrelerinin ~ performansinin  arttirilmasina  yonelik  stratejiler immiinoterapinin
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hedeflerindendir (Lai ve ark., 2019; Luo ve ark.,, 2023b). Pankreas duktal
adenokarsinomada diisiik diizeyde PD-1 + T hiicresi infiltrasyonu oldugundan dolay1
immiin checkpoint blokajina verilen yanit zayif kalmaktadir. Bundan dolay1 pankreas
duktal adenokarsinomada yliksek seviyede eksprese edilen TIM3, TIGIT ve VISTA gibi
immiinosiipresif yollarin hedeflenmesi tedavi etkinligini arttirmak i¢in potansiyel bir
strateji sunabilir (Morrison ve ark., 2018). Bunun yani1 sira pankreas kanserinin tiimor
mikrogevresi de geleneksel immiinoterapilere karsi bir bariyer olusturmaktadir. Timor
mikrogevresini yeniden programlayan ve immiinoterapinin potansiyel faydalarini ortaya
koyan kombinasyon tedavileri yaklagimiyla umut verici sonuglar elde edilmistir (Torphy
ve ark., 2018). Bu nedenle ila¢ direnci mekanizmalarinin anlasilmasini saglayacak yeni
tedavi stratejilerinin gelistirilmesi ve kombinasyon stratejileri ile ¢oklu sinyal

yolaklarinin hedeflenmesi kanser tedavisi i¢in kritik dneme sahiptir.

2.4. Immiin Checkpointler ve Kanser Tedavisindeki Yeri

Immiin checkpoint molekiilleri, bagisiklik tepkileri {izerinde inhibitor veya uyarici etkiler
uygulayan ligand-reseptor ciftleri olarak tanimlanmaktadir (Zhang ve Zheng, 2020).
Fizyolojik kosullar altinda bagisiklik homeostazini ve doku hasarii koruyan, otoimmiin
reaksiyonlar1 sinirlandiran inhibitor uyaranlar: indiikleyen sinyal ve molekiillere immiin
checkpoint adi1 verilmektedir. Bu molekiiller patolojik durumlarda kanser hiicrelerinde
eksprese edilerek bagisiklik hiicrelerinin tanimasindan kagmaktadir. Bu sayede bagisiklik
diizeninin bozulmasina ve tiimdr bilylimesine neden olmaktadir (Mucciolo ve ark., 2020;

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

2018 Nobel Fizyoloji ve Tip Odiilii Prof. James Allison ve Prof. Tasuku Honjo’ya kanser
tedavisinde bagisiklik sistemini aktive etmek i¢in immiin checkpoint blokasyonu iizerine
yaptiklar1 ¢igir agict kesifler nedeni ile verilmistir (Rotte ve ark., 2018). Yaptiklari
caligmalar ile Prof. Honjo PD-1/PD-L1, Prof. Allison ise CTLA-4 molekiiliiniin
immiinosiipresif fonksiyonunu dogrulamislardir (Liu ve Wu, 2018). Caligsmalar PD-1 ve
CTLA-4’lin kanser hastalarinin tedavisinde bir hedef olarak kullanilmasinin 6niinii
acmustir (Ljunggren ve ark., 2018). Immiin checkpoint reseptdrleri CTLA-4 (B7.1 ve
B7.2) ve PD-1 (ligand1 PD-L1 ve PD-L2)’in tanimlanmasindan sonra Lenfosit aktivasyon
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geni-3 (LAG3), TIM3, T-hiicresi immiinoglobulin ve ITIM domaini (TIGIT) (ligand
CD155 ve CD112), indoleamin 2,3-dioksijenaz 1 (IDO1) ve T hiicre aktivasyonunun V-
domain Ig baskilayicist (VISTA) blokasyonlar1 antitiimor bagisikligin geri kazanilmasi
ve tiimor bilylimesinin yavaslamasi i¢in umut verici hedefler arasinda gosterilmektedir
(Xu ve ark., 2018; Chen ve ark., 2024). Immiin checkpoint inhibitorleri, bagisiklik
sisteminin kanser hiicrelerini taniyarak savagsmasini saglayan yeni bir yaklagimdir (Liu ve
Wu, 2018). Amerikan Gida ve Ila¢g Dairesi (FDA) melanom tedavisinde immiin
checkpointlere karsi hedef alan monoklonal antikorlar1 2011 yilinda onaylamistir ve
sonrasinda immiin checkpointlerin inhibisyonu tiizerine yapilan g¢alismalar artmigtir
(Pawtowska ve ark., 2022). Immiin checkpoint inhibitdr ilaclarin1 kullanan hastalarin
tedaviyi biraktiktan sonra devam eden kalici yanitlarindan dolayr calismalar oldukca
heyecan verici olmustur (Mukherji ve ark., 2022). Ancak bununla birlikte tek basina
immiin checkpoint blokasyon tedavisi zay1f hasta yaniti, ilag¢ direnci ve bagisiklikla ilgili
zorluklar (otoimmiinite) immiin checkpoint inhibitorlerinin kullanilmasina simirhilik
getirmektedir. Bundan dolayr immiin checkpoint inhibitorleri ile uygulanacak olan
kombinasyon tedaviler umut verici yaklagimlar olarak gdsterilmektedir (Peng ve Bao,

2022; Zhang ve ark., 2024a).

24.1. VISTA

VISTA (Vsir, cl0orf54, PD-1H, DDla, Gi24, Diesl, SISP1) B7 negatif checkpoint
ailesinin bir lyesidir diizenleyicisidir ve immiinoterapi i¢in yeni bir hedefi temsil
etmektedir. Vsir geni tarafindan kodlanan ve insan kromozomunda 10q22.1°da bulunan
VISTA bir Ig-V domaini, bir transmembran domain ve iyi korunmus bir sitoplazmik
kuyruktan olugan 279 amino asit uzunlugunda 55-65 kDa agirliginda tip I transmembran
proteini olarak bilinmektedir. VISTA molekiiliiniin filogenetik analizi sonucunda PD-1,
CD28 ve CTLA-4 ile benzerlikler gostermistir ancak en yiiksek benzerligin PD-1 ile
oldugu tespit edilmistir. VISTA’ nin sitoplazmik kuyrugu klasik immiinreseptor tirozin
bazli inhibitér motif (ITIM)/ immiinoreseptdr tirozin bazli aktivasyon motifi (ITAM)
motiflerine sahip degildir ve bu nedenle diger B7 ailesi iiyelerinden farklidir (Wang ve
ark., 2019; Kong, 2020; Ziogas ve ark., 2023; Shekari ve ark., 2023). VISTA nin 1gV
domaini 3 ek sistein amino asidi i¢erdiginden dolay1 immiinoglobulin siiper ailesinin

diger iiyelerinden farklidir ve bu nedenle benzerlik eksikligi goz Oniine alindiinda
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VISTA’ya PD-L ad1 verilmemistir (Ceeraz ve ark., 2013). VISTA’nin en temel goérevi T
hiicrelerinin ¢ogalmasini inhibe ederek veya T hiicreleri tarafindan sitokinlerin iiretimini
azaltarak bagisiklik sistemi tepkilerinin diizenlenmesi ve homeostazin korunmasidir (Gao
ve ark., 2024). VISTA ’nin ilk olarak 2014 yilinda hematopoetik dokularda (dalak, lenf
diigtimleri, periferik kan) ve lokosit infiltrasyonu olan dokularda yiiksek seviyede
ekspresyon profili oldugu tespit edilmistir. Ozellikle VISTA’nin T hiicrelerinin
proliferasyonunu baskilarken, B hiicrelerini etkilemedigi ve T hiicresinin sitokin
iiretimini ve aktivasyonunu baskilayabilecegini yapilan ¢aligmada gdsterilmistir (Lines
ve ark., 2014). Makrofajlar, notrofiller ve bazofillerde yiiksek seviyede eksprese olan
VISTA, CD4+ T hiicresi, CD8+ T hiicresi, plazma hiicreleri ve dogal 6ldiiriicii (NK)
hiicrelerde diisiik seviyede eksprese olmaktadir (Shekari ve ark., 2023). T hiicreleri,
antijen sunan hiicreler (APC’ler) ve tiimor hiicreleri iizerindeki VISTA ekspresyonu
bagisiklik diizenleyici islevlerini yerine getirmek i¢in hem reseptor hem de ligand gorevi
gormektedir (Gao ve ark., 2024). VISTA normal pH'de ligandi olan V-set ve
immiinoglobulin domaini igeren 3 (VSIG-3; IGSF11) ile etkilesime girerek bir reseptor
olarak islevi géormesine karsin asidik pH'de tiimor hiicrelerinde ifade edilen bir ligand
olarak islev gorerek olarak bilinen reseptdre baglanmaktadir (Rezouki ve ark., 2023)
(Sekil 2.4). Akut miyeloid 16semi (AML) iizerinde yapilan bir ¢calismada VISTA’nin
AML hiicrelerinde yiiksek seviyede eksprese edildigi ve bu hiicreler tarafindan salinan
Galektin-9’u ligand olarak tamidigi tespit edilmistir. VISTA’nin  Galektin-9’un
imminosiipresif aktivitesini arttirdigit ve bu reseptor-ligand baglantisinin  AML
hiicrelerine granzim B salmmasimi engelledigini gdstermistir. Bu etkilesim Granzim
B’nin T hiicreleri igerisinde kalmasina ve burada aktif hale gelerek T hiicrelerinin
6liimiine neden oldugunu, bu sayede AML hiicrelerinin immiiniteden kagmasina yardimc1

oldugu gosterilmektedir (Yasinska ve ark., 2020).
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Sekil 2. 4. VISTA ve PSGL-1 etkilesimi. Bu ligand-reseptdr baglantisi T hiicre
aktivitesini baskilayarak kanser hiicrelerinin bagisikliktan kagisim1 kolaylastirmaktadir

(Biorender.com araciligtyla ¢izilmistir; Martin ve ark., 2023)

VISTA ilk olarak Wang ve meslektaslari tarafindan fibrosarkom fare modelinde negatif
checkpoint diizenleyicisi olarak tanimlanmistir. Sonraki ¢aligmalarda hem hayvan tlimor
modellerinde hem de insan primer kanserlerindeki tiimor mikrogevresinde VISTA
ekspresyonunun yiiksek seviyede oldugu tespit edilmistir (Mortezaee ve ark., 2022).
Tiimdr hiicrelerinde VISTA'nin yiiksek seviyedeki ekspresyonunun, in vitro ¢aligmalarda
T-hiicresi proliferasyonunu ve sitokin iiretimini baskiladig1 ve in vivo ¢aligmalarda ise
CD8+ T hiicrelerinin tiimor infiltrasyonunu azalttigi belirlenmistir (Guo ve ark., 2023).
Yapilan calismalarda 223 tane pankreas tiimdr dokusunda VISTA proteini timor
hiicrelerinin %25,6’sinda, bagisiklik hiicrelerinin %38,1’inde ve endotel hiicrelerin
%26’sindan yiiksek oranda eksprese edilmistir. Ilaveten VISTA blokasyonu ile karaciger
metastazi olan pankreas kanserli fare modellerinde karacigerdeki metastatik nodiil sayis1
onemli ol¢iide azalmistir (Hou ve ark., 2020). Bir bagka calisma ise endometriyal ve
yumurtalik kanserlerinin yiiksek VISTA seviyelerini eksprese ettigini ve timor
hiicrelerinde VISTA ekspresyonunun artmasinin T hiicre proliferasyonunu baskiladigin
ve bu sayede tliimor hiicrelerinin bagisikliktan kagmasini  kolaylastiridigini

gostermektedir (Mulati ve ark., 2019). VISTA blokaj1 ise T hiicresi aktivasyonunu
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arttirmaktadir ve IFN-y, IL-2, IL-17, CCL-3, CCL-5 ve CXCL-11 gibi bir¢ok inflamatuar
sitokin iiretimini upregiile etmektedir. ilaveten VISTA, miyeloid tiirevli immiin
baskilayici hiicrelerin islevlerini gii¢lendirme, T regiilator hiicrelerin hayatta kalmasini
stirdiirme ve antijen sunan hiicrelerin antijen sunum yetenegini kisitlama potansiyeline de

sahiptir (Meng ve ark., 2024).

Pankreas kanseri dokusunda yapilan c¢alismalar VISTA'nin yiiksek yogunluklu
infiltrasyon yapan bagisiklik hiicrelerinde eksprese oldugunu ve bundan dolay1
VISTA’nin pankreas kanseri immiinoterapisi i¢in kritik bir hedef olabilecegini
gdstermistir. Ilaveten pankreas tiimér hiicrelerinde yiiksek VISTA ekspresyonu diisiik
sagkalim ile iligkilendirilmistir. Ancak yapilan bazi ¢alismalarda pankreas kanserinde
VISTA sinyal kaybinin bagisikliktan kagmaya katki saglayabilecegi 6ne siirtilmiistiir. Bu
nedenle pankreas adenokarsinomunda VISTA’nin immiinoregiilatér mekanizmasi igin

daha fazla calismaya ihtiya¢ vardir (Huang ve ark., 2020; Digomann ve ark., 2023).

24.2. PD-1/PD-L1

PD-1, CD28 ailesinden immiinsiipresif bir checkpointtir ve antijene maruz kalma
durumunda makrofajlarda, B lenfositlerinde, monositlerde, NK hiicrelerinde ve dentritik
hiicrelerde eksprese edilmektedir (Liu ve ark., 2021a; Tang ve ark., 2022a). insanlarda
kromozom 2q37 iizerindeki PDCD1 geni tarafindan kodlanan bir transmembran reseptorii
olarak bilinmektedir (Xu ve Li, 2024). Ilk kesfedildigi yillarda PD-1’in apoptotik siirecte
rol oynayabilecegini diislindiiriilmiis, 6zellikle programlanmis hiicre Oliimii gegiren
hiicrelerde PD-1 ekspresyonunun artmasi bu hipotezi desteklemistir (Ishida ve ark.,
1991). PD-1 reseptoriiniin B7 ailesine ait 2 ligand1 bulunmaktadir: PD-L1 (CD274 veya
B7-H1) ve PD-L2 (CD273 veya B7-DC). PD-L1 proteinleri genellikle fibroblastlar,
perisitler, epitel, endotelyal ve diiz kas hiicreleri gibi birgok stromal hiicrede oldugu gibi
birka¢ antijen sunan ve immiinosiipresif hiicrede de eksprese edilmektedir (Salminen,
2024; Cacan, 2017). 2001°deki kesfinden bu yana bir¢ok laboratuvar ve klinik ¢alismanin
odak noktast haline gelen PD-L1, kromozom 15g24.1°de bulunan gen tarafindan
kodlanmaktadir ve mRNA’s1 normal dokularin ¢ogunda yaygin ifade edilirken, protein
ekspresyonu fizyolojik kosullarda diisiik seviyededir. Bu durum transkripsiyon sonrasi

diizenleyici mekanizmalarin etkisini gostermektedir (Perovic ve ark., 2024).
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PD-1/PD-L1 yolu ozellikle otoimmiin hastaliklarda, virlis enfeksiyonunda,
transplantasyon immiinolojisinde ve tiimdr bagisikliginda énemli bir rol oynamaktadir
(Jiang ve ark., 2019). Normal kosullarda PD-1 ve PD-L1 arasindaki etkilesim immiin
homeostazin korunmasi ve otoimmiinitenin 6nlenmesi i¢in nem arz etmektedir. Bununla
birlikte PD-L1’in tiimér hiicrelerinde yiiksek seviyedeki ekspresyonu, T lenfosit
aktivasyonunu baskilayarak bagisiklik kacisini kolaylastirabilir (Sekil 2.5) (Xu ve Li,
2024; Bullock ve Richmond, 2024; Zhang ve ark., 2024b). PD-1/PD-L1 sinyal yolaginin
blokaji, CD8+ T hiicrelerinin sitokin tiretimi, proliferasyon, enfekte hiicreleri 6ldiirme ve
viral yiikii azaltma gibi iglevlerinin yeniden kazanilmasini saglamistir (Barber ve ark.,

2006).

PD-L1 ekspresyonu, Fosfoinositid-3 Kinaz (PI3K)-Akt kinazin upregiilasyonu veya IFN-
vy salgilanmasi ile artmaktadir (Alsaab ve ark., 2017). IFN-y, PD-L1'in diizenlenmesi igin
onemli olan protein kinaz D izoform 2'yi (PKD2) indiiklemektedir. PKD2 aktivitesinin
inhibisyonu ise, PD-L1 ekspresyonunu inhibe ederek giiclii bir antitiimér bagisiklik
tepkisini desteklemektedir. NK hiicreleri, Janus kinaz (JAK)1, JAK?2 ve sinyal transdiiseri
ve transkripsiyon aktivatorii 1 (STAT 1) yolaklar1 araciligiyla IFN-y salgilayarak tiimor
hiicrelerinin ylizeyindeki PD-L1 ekspresyonunu arttirmaktadir (Han ve ark., 2020).
[laveten PD-L1+ T hiicreleri STAT6'ya bagimli M2 tipi makrofajlarin farklilasmasini
tesvik ederek PD-L1/PD-1 baglantis1 araciligiyla efektdr T hiicrelerinin islevini inhibe
etmektedir. Bu nedenle immiin chheckpoint PD-1/PD-L1'in bloke edilmesi, T hiicresi
apoptozunu azaltarak anti-tiimdr bagisiklig tesvik edebilir (Lin ve ark., 2024).

PD-L1 tiimor mikrogevresinin 6nemli bir gostergesidir ve epitel-mezenkimal transisyon
ve ilag¢ direncine neden olarak tiimdr ilerlemesine katki saglamaktadir (Jia ve ark., 2024).
Akciger kanserinde PD-L1’in TGF-B ile EMT'yi indiikledigini, bu sayede timor
ilerlemesini ve metastazi destekledigi gosterilmistir (Jeong ve ark., 2024). Bir baska
caligmada ise akciger kanserinde PD-L1’in knockdown edilmesi ile EMT siirecinde yer
alan genlerin ekspresyon seviyesinde bir azalma meydana gelmistir. [laveten yiiksek PD-
L1 ekspresyonu ile tiimor biiyiikligii, lenf nodu metastazi ve kotili prognoz ile anlamli bir

korelasyon da tespit edilmistir (Liv d., 2024). Yapilan g¢aligmalarda PD-1/PD-L1
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inhibitori ¢esitli solid tiimdrlerde iyi klinik sonuglar elde etmistir ve umut verici bir timor
tedavisi stratejisi olarak kabul edilmektedir (Guo ve ark., 2024). Ancak pankreas kanseri
tedavisinde tek basina immiin checkpoint inhibitorlerinin  kullanilmas: tiimor
mikrogevresinde yer alan immiinsiipresif hiicreler ve sitokinlerden dolay1 kanserli
hastalarin anti PD-1/PD-L1 immiinoterapisine verdigi yanit yetersiz kalmaktadir. Son
zamanlarda yapilan bir ¢aligmada anti-PD-L1 ve sisplatin tedavi kombinasyonunun ¢ok
iyi sinerjistik etki saglayarak klinik oncesi ve klinik ¢aligmalarinda antitimor etkiyi
arttirdig1 bildirilmistir (Jia ve ark., 2024; Nan ve ark., 2024). Bu immiinosiipresif
faktorlerin immiin checkpoint molekiiller ile birlikte hedef alinmasi1 immiinoterapi i¢in

Onem arzetmektedir.

*Bagigiklik yanitinin baskilanmasi

KANSER HUCRESI

PD-L1

T HUCRESI
£ : E B Created in BioRender.com bio

Sekil 2. 5. PD1 ve PD-L1'in baglanmasi T hiicre yanitin1 baskilamaktadir (Zhang ve ark.,
2020)

24.3. IDO1
Esansiyel amino asit olan L-Triptofan triptamine dekarboksilasyon, protein sentezi,
serotonerjik yol ve kiniirenin (Kyn) yolu olmak iizere dort farkli mekanizma ile

metabolize edilmektedir. Kyn yolu memelilerde diyet ile alinan triptofanin yaklasik

%95’ini metabolize eden bir yol olarak bilinmektedir (Zhai ve ark., 2018). L-triptofanin
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kyn ve metabolitlerine doniistiiren enzim baslica IDO1 enzimi olarak bilinmektedir. Buna
ilaveten kyn yolunda daha diisiik katalitik aktiviteye sahip IDO2 ve triptofan 2,3-
dioksijenaz (TDO) olmak {izere iki dioksijenaz daha bulunmaktadir (Salminen, 2022).

IDO1 insanda kromozom 8p12 tarafindan kodlanan 45 kDa hemoglobin oksidazdir ve L-
triptofan-kiniirenin yolunun metabolizmasinda 6nemli bir enzimi olarak gorev almaktadir
(Zhai ve ark., 2018; Liu ve ark., 2022a). interferon (IFN) ile indiiklenebilen bir gen olarak
bilinen IDOI1, dogustan gelen ve edinsel bagisiklik modiilasyonunda yer almaktadir
(Meireson ve ark., 2020). IDOL1 epitel hiicrelerde, tlimor hiicrelerinde ve ayrica antijen
sunan hiicrelerde gii¢lii bir sekilde eksprese edilmektedir ve T hiicresi proliferasyonunu
inhibe ederek, Treg hiicrelerinin de farklilagmasini indiikleyerek immiinstipresif bir timor
mikrogevresine neden olmaktadir (Anzai ve ark., 2022; Liu ve ark., 2022a). Rahim agzi
kanserinde yapilan bir ¢aligmada IFN-y’nin IDO1 ekspresyonunu destekleyerek kanseri
hiicrelerinde otofaji ve makrofaj fagositozunu indiikledigi tespit edilmistir (Yang ve ark.,
2021). Yapilan diger ¢alismalarda ise tiimor mikrogevresinde azalan triptofan seviyesi,
azalmig CD8+ TIL ve kotii prognoz ile korelasyon gdstermistir. Buna ilaveten IDO1
enziminin inhibisyonu, yan etkileri arttirmadan sitotoksik kemoterapi, radyoterapi ve
immiin checkpoint inhibisyonu tedavilerinin etkisini giliglendirmistir. Yumurtalik
kanserinde ise platin direngli hastalarda IDO1 ekspresyon seviyesinin, duyarli hastalardan
daha yiiksek seviyede eksprese edildigi ve IDOI1'i susturmanin p53-bagimli apoptozu
arttirdig1 tespit edilmistir. Bundan dolayr IDO1 hedeflenmesinin ilag direncinin
iistesinden gelmek icin 6nemli bir mekanizma oldugu diisiiniilmektedir (Prendergast ve

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

Su ana kadar yapilan ¢alismalarda endometrial kanserde IDO1 ekspresyonu ile prognoz
arasinda negatif bir korelasyon tespit edilirken, kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri,
kolorektal kanser, prostat kanseri, hepatoseliiler karsinom, yumurtalik kanseri, pankreas
kanseri ve meme kanserinde IDO1 ekspresyonu ile prognoz arasinda pozitif bir
korelasyon oldugu belirlenmistir (Korac ve ark., 2022; Hoffmann ve ark., 2023). 2024
yilinda Liang ve arkadaslarmin yaptig1 bir calismada pankreas kanserinde IDOI ile
glikolitik enzimlerden olan hekzokinaz 2 (HK2), piruvat kinaz (PK), laktat dehidrojenaz
A (LDHA) ve glukoz tasiyict 1 (GLUT1) genleri arasinda pozitif bir korelasyon
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belirlenmistir. Bu durum pankreas kanseri hiicrelerinde IDO1’in yiiksek seviyedeki
ekspresyonunun ve triptofan eksikliginin glikolizi tesvik ederek apoptozu baskilamigtir

(Liang ve ark., 2024).

JAKI1/STATI1 yolagi, kanser hiicrelerinde yapisal olarak aktif olan sitokin kaynakli
sinyaldir. Bu yolak ayrica IFN-gama’nin reseptoriine baglanmasi ile meydana gelen
sinyal kaskadlarin1 diizenleyerek IDO1’in transkripsiyonel aktivasyonuna da neden
olmaktadir (Korac ve ark., 2022). Bunun yan1 sira PD-L1’in de JAK-STAT yolag ile
ekspresyonunun upregiile oldugu bilinmektedir. Bu durum ile triptofan tiikketimi ve
kynurenin iretimi gergekleserek efektor T hiicrelerinin iglevini bozmaktadir ve Treg'lerin
cogalmasimi ve fonksiyonunu arttirir. Akciger kanserinde yapilan bir calismada ise
yiiksek PD-L1 veya PD-L2 seviyeleri ile IDO-1 veya IDO-2 arasinda pozitif bir iliski de
gozlenmistir (Ludovini ve ark., 2021; Chen ve ark., 2022). Bir baska ¢alismada da akciger
kanseri hastalarinda IDO1 ekspresyonu PD-L1 ekspresyonu ile korelasyon gostermistir
(Sekil 2.6). Bu calismalar IDO1 ve PD-L1 inhibitorlerinin kombinasyon halinde
kullanimmin etkili bir kanser tedavisi olabilecegini gostermektedir (Takada ve ark.,

2019).
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PD-L1/ PD-L2 PD-1
Kanser hiicresi/ APC T hiicresi
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Sekil 2. 6. PD-L1/PD-1 ve CTLA-4/B7-1/B7-2 baglantisi, T hiicre proliferasyonunu
inhibe etmektedir ve Treg hiicre proliferasyonunu tesvik ederken PD-L1, PD-L2 ve IDO1
ekspresyon seviyesini de arttirmaktadir. IDO sinyalizasyonu, T efektor hiicrelerinin
anerjisi ile immiin baskilayict bir fonksiyon gdstermektedir (Biorender.com araciligiyla
cizilmistir; https://www.amsbio.com/ido-immune-pathway/ Erisim tarihi: 11.07.2024;

Ludovini ve ark., 2021)

2.4.4. TIGIT/CDI155

Immiin checkpoint Ig ve immiinoreseptor tirozin bazli bir inhibitor motif (ITIM) etki alanh
T hiicresi immiinoreseptorii (TIGIT; V-set ve immiinoglobulin domain igeren protein
9/VSIGY; V-set ve transmembran domain igeren protein 3/VSTM3), immiinitenin agiri
aktivasyonlarint Onlemek icin efektér immiin hiicreleri tarafindan ifade edilen ko-
inhibitér molekildiir (Assal ve ark., 2024; Erisim tarihi: 11.07.2024). TIGIT NK
hiicreleri, CD8+ T hiicreleri, CD4+ T hiicreleri ve Treg hiicreleri iizerinde eksprese
edilmektedir ve esas olarak dentritik hiicreler, makrofajlar ve lenfositler iizerinde ifade
edilen ligandi olan CD155 (Necl-5) adezyon molekiiline baglanmasi ile T hiicre
aktivasyonunu inhibe etmektedir (Liu ve ark., 2022b; Jin ve ark., 2022; Huang ve ark.,
2024).
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TIGIT, immiinoglobulin siiper ailesinin bir {iyesidir ve ekstraseliiler Ig degisken bolgesi,
tip I transmembran domaini, ITIM ve immiinoglobulin kuyruk tirozin (ITT) benzeri
motiften olusmaktadir (Wang ve ark., 2022b). CD155 ise ¢ocuk felci virlisii reseptorii
(PVR) olarak da bilinmektedir ve nectin ailesine de ait olan immunoglobulin benzeri bir
yapisma molekiiliidiir. CD155'te sirastyla dort ek izoformu a, B, & ve y vardir ve 6zellikle,
a izoformu, CD155 sinyalleme ve islevinde 6nemli bir rol oynayan uzun bir C terminaline

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

CD155 molekiili melanom, pankreas kanseri, akciger adenokarsinoma, 6zofagus
karsinoma, mide kanseri, kii¢iik hiicreli olmayan akciger kanseri, endometrial kanser ve
yumurtalik kanseri dahil olmak tizere cesitli kanser tiirlerinde yiiksek seviyede eksprese
edilmektedir. Tiimdrlerde CD155'in artan ekspresyonu timor hiicrelerinin DNA'sina
zarar vererek DNA polimeraz ekspresyonunu inhibe etmektedir. Boylece yiiksek oranda
cogalan malign hiicrelerin replikasyon kapasitesini etkilemektedir (Liu ve ark., 2021c;
Xin ve ark., 2022). Uglii negatif meme kanserinde CD155’in mezenkimal fenotiple iliskili
oldugu ve CDI155’in knockdown edilmesinin hiicre gogii, invazyon ve metastazi
baskiladig1 gosterilmistir (Zheng ve ark., 2020). Rahim agz1 kanserinde ise CD155’in
AKT ile etkilesime girerek kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini tesvik ettigi ve AKT/mTOR
ve NF-kB yolaklari ile otofajiyi inhibe edebilecegi tespit edilmistir (Liu ve ark., 2021b).
2024 yilinda yapilan bir calismada CD155/TIGIT sinyallemesi ile CD8+ T hiicresi glikoz
metabolizmasinin modiilasyonu arasinda bir baglant1 oldugunu gostermistir. CD155 ile
CD8+ T hiicresi lizerindeki TIGIT arasindaki etkilesim hiicrenin glikoz kullanim
dengesini bozmustur. Bu dengenin bozulmasi ile tlimor mikrogevresinde yer alan CD8+
T hiicresi aktivasyonunun ve efektdr fonksiyonlarmin bozulmasina da katkida
bulunuldugu diisiiniilmektedir (Huang ve ark., 2024). Ilaveten tiimé&rlerdeki yiiksek
oksitatif stres ve nitrik oksit seviyeleri, DNA hasar tepkisi aracili CD155’1 upregiile
ederken radikal oksitatif stres (ROS) temizleyicisi olan N-asetil-L sistein (NAC)
varliginda down regiile olmaktadir (Zhou ve ark., 2023).

Pankreas kanserinde yapilan c¢alismalarda yiiksek CD155 ekspresyonu ile VEGF

ekspresyonu arasinda pozitif bir korelasyon oldugu gosterilmis olup bu durumun

21



CD155’in timor iligkili anjiogenez siiregleri ile rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir
(Nishiwada ve ark., 2015). Pankreas kanseri olan hastalarin yaklagik %80'inde CD155'in
yliksek ekspresyonu bulunmaktadir ve CDI155/TIGIT yoluyla immiin baskilanma
gerceklesmektedir. Son ¢aligmalar TIGIT blokajinin 6zellikle immiin checkpoint PD-
1/PD-L1 blokaj1 ile birlestirildiginde, klinik oncesi modellerde T ve NK hiicresi
fonksiyonunu geri kazandirdigini gostermistir (Sekil 2.7) (Peng ve ark., 2022). Yapilan
caligmalar TIGIT/CD155 sinyal yolaklarinin hedeflenmesinin pankreas kanserinde yeni

bir tedavi stratejisi olabilecegi diistiniilmektedir.

KANSER HUCRESI/ ANTIJEN SUNAN HUCRE
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Sekil 2. 7. T ve NK hiicrelerinde eksprese olan TIGIT, kanser hiicresi veya APC’lerde
eksprese edilen CD155 ligand1 ile yiiksek afinitede baglanarak inhibitér sinyal

saglamaktadir (Biorender.com araciligtyla ¢izilmistir; Jin ve ark., 2022)

24.5. BTLA/HVEM

Insan kromozomunda 3q13.2 yer alan BTLA geni, CD28 gen ailesinin bir iiyesidir ve
protein {iriinii yapisal olarak PD-1 ve CTLA-4'e benzemektedir. BTLA hiicre dis1 domain,
transmembran domain ve sitoplazmik domain olmak iizere li¢ domainden meydana
gelmektedir (Wojciechowicz ve ark., 2024; Hu, 2024; www.ncbi.nlm.nih.gov, Erisim

tarihi: 24.07.2024). BTLA molekiilii esas olarak T ve B lenfositlerinde, makrofajlarda,
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dentritik hiicrelerde ve diislik seviyede NK hiicrelerinde eksprese edilmektedir. BTLA
molekiili Watanabe ve arkadaslari tarafindan 2003 yilinda T yardimer tip 1 (Thl)
hiicrelerinde kesfedilmistir. Inhibitér fonksiyonu olduguna iliskin ilk kanitlar ise
BTLA’dan yoksun farelerde otoimmiin hastaliklarin gelismesi ile tespit edilmistir
(Watanabe ve ark., 2003; Sordo-Bahamonde ve ark., 2023). 2005 yilinda yapilan
caligmalar ile BTLA molekiilinin, HVEM ligandina baglanarak T hiicre
proliferasyonunu baskilayan inhibitor sinyal saglayan bir immiin checkpoint oldugu tespit

edilmistir (Sedy ve ark., 2005).

HVEM (TNFRSF14), timor nekroz faktorii reseptorii siiper ailesine (TNFRSF) ait bir tip
I transmembran proteinidir ve BTLA i¢in tanimlanan ilk liganddir. Ilk olarak 1996 yilinda
herpes simpleks viriisiin (HSV) hiicrelere girisini kolaylastirmadaki rolii nedeniyle
kesfedilmistir (Mohamed ve ark., 2023; Wojciechowicz ve ark., 2024). HVEM molekiilii
BTLA ile baglanmasi sonucunda T hiicrelerine negatif bir sinyal iletilerek immiin
stipresyon gorevi gormektedir (Sekil 2.8) (Aubert ve ark., 2019). HVEM molekiilii bir
sinyal peptidi, hiicre dis1 domain, bir transmembran domaini ve sitoplazmik domainden
meydana gelmektedir (Kuncewicz ve ark., 2023). BTLA’nin sitoplazmik domaini ise
immiinoreseptdr tirozin bazli anahtar motifi (ITSM) ve ITIM olmak {izere iki inhibitor
motiften meydana gelmektedir. HVEM’in BTLA’ya baglanmasi, ITIM ve ITSM
motiflerinde  bulunan tirozin kalintilarinin  fosforilasyonunu  aktive ederek
immiinosiipresif etkilere aracilik eden Src homoloji alan1 2 (SH2) iceren protein tirozin
fosfataz, SHP-1 ve SHP-2' nin alinmasina yol a¢maktadir (Ning ve ark., 2021;
Wojciechowicz ve ark., 2024).

HVEM ve BTLA aym anda reseptor ve ligand olarak gorev alabildiginden, HVEM-
BTLA sinyal yolagi hem ko-stimiilator hem de ko-inhibitdr yollar1 aktiflestirebilen
karmasik bir ¢ift yonlii sinyal sistemi olusturmaktadir. Lenfosit homeostazini korumak ve
otoimmiiniteyi 6nlemeyen HVEM/BTLA yolagi hem dogustan hem de adaptif immiin
yanitlarda kritik bir rol tstlenmektedir (Cheung ve ark.,2023). HVEM, ozellikle T
hiicrelerinde eksprese edilmektedir ve ¢esitli kanser tiirlerinde mutasyona ugradigi,
akciger kanseri, kolorektal kanser, karaciger, meme, 6zofagus gibi farkli kanser

tiirlerindeki yiiksek ekspresyonunun koétii prognoz ile iliskili olabilecegi belirlenmistir
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(Ren ve ark., 2018; Han ve ark., 2019). Anormal BTLA ekspresyonu ise ¢esitli kanser
tirlerinde 6zellikle timoér mikrogevresinde yer alan tiimoér infiltre lenfositlerde (TIL)
gozlenmistir. Artan BTLA ekspresyonunun antikanser ilaglarin  inhibisyonu
gergeklestirdigi  bilinmektedir (Andrzejczak ve ark., 2024). Oral skuamdéz hiicreli
karsinom Orneklerinde yapilmis bir ¢alismada saglikli oral mukozaya kiyasla timorlii
dokularda 6nemli 6l¢iide artmis BTLA ekspresyonu gosterilmistir (Ries ve ark., 2024).
136 mide kanseri biyopsisi lizerinde yliriitiilen bir ¢alisma, HVEM'in yiiksek seviyedeki
ekspresyonu hastaligin ilerlemesi ve genel sag kalim oranimin azalmasi ile baglantili
oldugunu gostermistir (Hu ve ark., 2024). PD-1 ve CTLA-4 immiin checkpointler i¢in
birgok arastirma yapilmis olmasina ragmen BTLA-HVEM baglantisinin T hiicresi
tabanli kanser tedavilerine kars1 direngteki rolii yeterince anlasilmamistir (Guruprasad ve

ark., 2024).

KANSER HUCRESI/ ANTIJEN SUNAN HUCRE
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Sekil 2. 8. HVEM/BTLA sinyalizasyonu. HVEM ile BTLA nin etkilesimi T hiicrelerinde
SHP-1 ve SHP-2 alimina neden olarak TCR sinyalini down regiile eden inhibitor
sinyalleri iletmektedir. APC ve kanser hiicrelerinde ise HVEM aracili NF-«xB aktivasyonu
indiiklenerek proinflamatuar ve prosurvival sinyaller gergeklesir (Biorender.com

araciliiyla ¢izilmistir; Ning ve ark., 2021)
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2.5. Epitel Mezenkimal Transisyon (EMT) ve Kanser Ilerlemesi ile Baglantilar

Epitel mezenkimal transisyon (EMT), epitel hiicrelerinin hiicre-hiicre adezyon ve apikal-
bazal polarizasyon gibi 6zelliklerin bir kismini kaybettigi, hiicre hareketini saglamak igin
mezenkimal 6zellikler kazandig1 hiicresel bir siirectir (Jolly ve ark., 2017; Fontana ve
ark., 2024). EMT ile iligkili transkripsiyon faktorleri mezenkimal farklilagmada yer alan
genleri aktive ederken, epitel bilesenlerin ekspresyonunu inhibe etmektedir. Ozellikle E-
kadherin gibi epitel belirteglerinin ekspresyonunun azalmasi ve N-kadherin, Snail, Slug,
Zebl ve Zeb2, Twist]l ve Vimentin gibi mezenkimal belirte¢ gorevi goren transkripsiyon

faktorlerinin ekspresyonunun arttig1 bilinmektedir (Liang ve ark., 2023).

Embriyogenez 6zelligi olarak epitel hiicrelerinin mezenkimal hiicrelere dontisiimii ilk
olarak 1980'lerde Greenburg ve Hay tarafindan gdzlemlenmistir. Sonrasinda yara
iyilesmesi, doku yenilenmesi, kok hiicre farklilagmasi, organ fibrozu ve kanser ilerlemesi
gibi siireclerde etkili oldugu belirlenmistir (Lamouille ve ark., 2014; Ang ve ark., 2023).
[laveten EMT, apoptozu baskilayarak antikanser ilaglara kars1 direng gelistirmektedir.
EMT ile iliskili transkripsiyon faktorii ZEB1, cesitli tiimor tiplerinde proapoptotik BCL-
2 aile liyesi BIM’i baskilayarak apoptozu down regiile etmektedir (Yoshimori ve ark.,
2024). Yapilan caligmalar EMT’yi indiikleyen sitokinlerin, hiicre-hiicre ve hiicre-
ekstraseliiler matriks arasindaki yapismalarin bozulmasina yol agarak kanser hiicrelerine

metastatik yetenek kazandirdigini géstermistir (Xu ve ark., 2024).

Prostat, akciger, karaciger, pankreas ve meme kanseri dahil bircok kanserin
tiimorojenezinde EMT nin etkili oldugu gdsterilmistir (Ribatti ve ark., 2020). Pankreas
kanserinde yapilan caligmalar, hiicrelerin EMT siirecine girdigini ve mikrogevreyi
yeniden sekillendirmek i¢in tiimor invazyonunu tesvik ettigini gostermektedir (Yang ve
ark., 2023b). EMT nin pankreas kanseri hiicrelerine kemorezistans saglama yetenegi
olmasina ragmen, hiicrelerin tiimor olusumu ve ilerlemesine dair sinirli bir katkisi oldugu
diisiiniilmektedir (Wang ve ark., 2017). Ilaveten pankreas kanserinde EMT’ nin

gemsitabin direnci ile iligkili oldugu da bilinmektedir (Funamizu ve ark., 2023).
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EMT siirecinin Wnt, Transforme Edici Biiyiime Faktorii Beta (TGF-), mitojenle aktive
olan protein kinaz (MAPK), Notch ve PI3K gibi ¢oklu yollar tarafindan diizenlendigi
bildirilmistir. TGF-f proteininin aracilik ettigi TGF-f sinyali, SMAD2/3/4 kompleksi
aracilifiyla Snail, Twist ve ZEB'i kodlayan genlerin transkripsiyonunu aktive etmektedir.
Wnt sinyal yolu ise GSK-3f'yi inhibe ederek B-katenin/LEF/TCF'nin transkripsiyonel
kompleksinin aktivasyonuna yol agmaktadir. Bu durum hiicre proliferasyonu, migrasyon
ve farklilagma ile iliskilendirilmistir. Notch sinyallemesinde ise NF-«xB up regiile edilerek
EMT transkripsiyon faktorlerin gen ekspresyonunu tesvik etmektedir (Ribatti ve ark.,
2020; Yoodee ve Thongboonkerd, 2023; Hu ve ark., 2023). ilaveten yapilan calismalar
PI3K/Akt sinyal yolaginin TGF-B sinyali araciligiyla Twistl fosforilasyonu saglayarak
tiimOr metastazini tegvik ettigini gostermistir (Hao ve ark., 2019). Bir baska caligsmada ise
iiclii negatif meme kanseri hastalarinda TGF-B’nin inhibisyonunun immiin checkpoint

bloke edici antikorlarin etkinligini arttirdig: tespit edilmistir (Wang ve ark., 2023).

Ik olarak EMT ve TGF-p sinyal yolag: baglantisi, TGF-B tedavisi yapilan hiicrelerin
epitel hiicre yapisinin kiiboidalden uzun bir ig sekline doniisii sonucu epitel belirteglerin
ekspresyon seviyesindeki azalma ve mezenkimal belirte¢lerden fibronektin ve vimentin
ekspresyonundaki artis ile tespit edilmistir (Xu ve ark., 2009). Tiimor progresyonu,
metastazi modiile etmede kritik bir 6neme sahip olan TGF-f, karsinomda tanimlanan ilk
EMT indiikleyicilerden biri olarak da bilinmektedir (Wang ve ark., 2023). TGF-f’nin
kanser metastazi, immiinsiipresif etkisi ve bagisikliktan kacistaki roliiniin daha fazla
arastirilmasi kanser tedavisinde hedeflenmis tedavi stratejilerinin gelistirilmesi igin 6nem

arz etmektedir.

Kanonik TGF-B/SMAD yolag: araciligi ile SMAD molekiilii Snail, Twistl ve Zebl’in
ekspresyon seviyesini arttirmaktadir (Hua ve ark., 2020). ERK, p38 MAPK, PI3K/Akt,
Rho benzeri GTPazlar (Rho) ve TNF reseptorii ile iligkili faktor 4/6 (TRAF 4/6) gibi
cesitli proteinler non-kanonik sinyalizasyonlar araciligi ile TGF-B tarafindan aktive
edilmektedir. Aktiflesen sinyal yolaklar1 EMT ile iliskili transkripsiyon faktorlerini
fosforile ederek metataz, anjiogenez ve hiicresel biiyiimeye neden olmaktadir (Costanza
ve ark., 2017; Zhang, 2017) (Sekil 2.9). Pankreas kanseri hiicrelerinde yapilan bir
calismada miisin kisa varyant1 S1 (MUC1)’in asir1 ekspresyonunun TGF-f sinyaline bir
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yanit olarak JNK sinyal yolagini dogrudan aktive ettigi ve c-Myc ekspresyonunu upregiile

ederek bu sayede hiicre canliligini arttirdig1 tespit edilmistir (Bose ve ark., 2022).

Yapilan ¢aligsmalarda immiin checkpoint seviyeleri ile EMT belirtecleri arasinda pozitif
korelasyon ve buna bagli olarak kotii prognistik sonuclar gozlemlenmistir. Akciger
kanseri hastalarin dolasiminda bulunan tiimor hiicrelerinin PD-L1 ile N-kadherin ve
vimentin gibi EMT belirteglerinin birlikte eksprese oldugu tespit edilmistir. ilaveten
Zeb1’in akciger adenokarsinom hiicrelerinde PD-L1°1 indiikledigi belirlenmistir (Cordani
ve ark., 2024). Meme kanserinde yapilan bir ¢alismada immiin checkpoint VISTA nin
Vimentin, Snail, Slug, Zebl ve Zeb2 gibi mezenkimal belirteclerle pozitif olarak
korelasyon gdsterdigi belirlenmistir. Bu sonuglar VISTA ekspresyonunun meme
kanserinde EMT siirecine bagli olarak metastatik potansiyel ile iligkili olabilecegini
diistindiirmektedir (Rezouki ve ark., 2023). Hepatoseliiler karsinomada yapilan bir
calismada ise TGF-BI ile indiiklenen EMT siirecinde PD-L1 ekspresyonu upregiile
olmustur. Tiim bu sonuglar EMT ile immiin checkpoint molekiillerin diizenlenmesi

arasinda yakin bir iliski olabilecegini gostermektedir (Shrestha ve ark., 2021).
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2.6.  Kanser ilerlemesinde Onemli Sinyal Peptitleri ve Yolaklar

Wnt sinyal yolagi, Wnt ailesinin salgilanan lipit modifiye proteinleri tarafindan aktive
edilen hiicreler arasi bir sinyal kaskadidir. Wnt ligandinin alict hiicre yiizeyindeki
reseptore baglanmasi ile sinyal baslamaktadir (Rim ve ark., 2022). Wnt sinyalizasyonu
evrimsel acidan oldukc¢a korunmustur ve embriyogenez, homeostaz, doku yenilenmesi,
hiicre farklilasmasi ve hiicrelerin hareketlerinin belirlenmesine Onemli katk1
saglamaktadir. Anormal seviyedeki Wnt sinyalizasyonu dejeneratif hastaliklar, diyabet,
cesitli kanser tiirleri ve otoimmiin hastaliklar gibi ¢esitli bozukluklarin gelismesi ile
baglantili oldugu bilinmektedir (Hayat ve ark., 2022). En ¢ok calisilan ve kritik Wnt
yolagi, temel gelisimsel gen ekspresyonunu kontrol eden ko-aktivator B-katenin miktarini
diizenleyerek islev goren kanonik Wnt sinyalizasyonudur. Wnt yoklugunda iskele
proteini Axin, tiimor baskilayic1 adenomatoz polipoziskoli gen {irlinii, kazein kinaz 1
(CK1) ve glikojen sentaz kinaz 3'ten (GSK3) olusan yikici kompleksin etkisiyle
sitoplazmik  B-kateninin  ubiquitinasyona ugrayarak proteazomal bozunmaya
ugramaktadir (MacDonald ve ark., 2009). Wnt varliginda ise Wnt molekiili, 7
transmembran proteini Frizzledin (Fz) sistein bakimindan zengin domainine
baglanmaktadir ve ayrica sinyalizasyonun bagslamasi icin LRP ailesinden (LRP5/6
koreseptorleri) bir molekiil de gerekmektedir. Wnt sinyalizasyonu Disheveled (Dsh)’nin
fosforilasyonuna yol agmaktadir. Wnt, LRP’nin fosforilasyonunu indiikleyerek Axin
molekiiliine baglanmasina izin vermektedir ve yikim kompleksin dagilmasi ile -katenin
fosforile olarak parcalanmasi Onlenmektedir (Walczynska ve ark., 2023). B-
katenin birikimi ¢ekirdege tasinmasina neden olur ve burada TCF/lenfosit giiclendirici
baglama faktorii-1 (LEF1) protein ailesine baglanarak ve bu proteinlerin aktivitesini
diizenleyerek transkripsiyonel bir yardimer aktivator gorevi gormektedir (Steinhart ve
ark., 2018). Transkripsiyon aktivatorii LEF 1, Lenfoid arttirict baglayici faktor 1 proteinini
kodlamaktadir ve esas olarak T hiicresi, B hiicresi ve NK hiicre gelisimi siirecinde rol
oynamaktadir ancak hiicre dongiisiinii, EMT ve timor gelisimi ve ilerlemesini
diizenlemekle de iliskilidir. Artan LEF1 ekspresyonu melanom, pankreas, kolorektal,
meme ve mide kanseri olmak {iizere farkli kanser tiirlerinde karsinogenez ile
iligkilendirilmistir (Blazquez ve ark., 2020; Brot ve ark., 2024; Wang ve ark., 2024b).

Kolon kanserinde yapilan calismada LEF1’in upregiilasyonunun ké&tii prognostik sonug
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ile iliskili oldugu ve c-myc ve survivin genleri ile korelasyonu halinde oldugu
gosterilmistir (Gu ve ark., 2023). Pankreas kanserli hastalarda LEF1 ekspresyonunun up
regililasyonunun lokal lenf nodu metastazi ile pozitif korelasyon gosterdigi belirlenmistir
(Li ve ark., 2021a). B-Katenin’nin niikleer birikiminin kanser ilerlemesi, invazyonu,
metastazi ve niiks gibi olumsuz klinik sonuglarla pozitif iligkili oldugu bilinmektedir.
Yapilan calismalarda B-katenin/TCF/LEF kompleksinin CD274 geninin promotdr
bolgesine baglanarak PD-L1 ekspresyonunu indiikleyebilecegini gostermistir (Liu ve
ark., 2024). Ancak pankreas kanserinde LEF’in tiimdr progresyonu, metastaz ve immiin
kacis mekanizmalarindaki potansiyel rolii heniiz tam olarak aydinlatilmamistir. LEF1
ekspresyonunun ve iliskili biyolojik stirecler tizerindeki etkilerinin incelenmesi, pankreas

kanserinde prognostik ve terapdtik oneminin daha iyi anlasilmasina katki saglayabilir.

Survivin olarak da adlandirilan BIRCS, tiimor hiicrelerinin hayatta kalmasi ve ¢cogalmasi
icin gerekli olan hiicre dongiisii diizenlemesi, apoptoz inhibisyonu ve sitokinez dahil
olmak iizere bir¢ok temel biyolojik siirecte ¢ok dnemli bir rol oynayan X'e bagli apoptoz
inhibitoriidiir (Li ve ark., 2024; Carlos ve ark., 2024). BIRCS, meme, kolon, rahim agz
ve prostat kanserleri dahil olmak iizere bir¢ok kanserde asir1 eksprese edilir ve kotii bir
prognozla iliskilidir (Al-Yahya ve ark., 2024). Ilaveten yapilan calismalarda yiiksek
BIRCS5 ekspresyon seviyesinin yumurtalik kanserinde kemorezistansini tesvik ettigi
belirlenmistir (Fan ve ark., 2024). BIRCS ekspresyonunun p38, PI3K/AKT ve
JAK/STAT gibi ¢esitli sinyal yolaklar ile diizenlendigi bilinmektedir (Siragusa ve ark.,
2024). Rapamisinin memeli hedefi (mTOR), BIRCS ekspresyonunu diizenleyerek
hiicrelerin hayatta kalmasini, ¢ogalmasini, anjiyogenezini ve invazyonunu tesvik
etmektedir (Singh vd.i 2015). Ek olarak akciger kanserinde yapilan bir ¢alismada BIRCS
ekspresyonunun mTOR aktivasyonu yoluyla PD-L1 ekspresyonunun pozitif korelasyon
gosterdigi, tiimdr immiin kagigini indiikleyerek kismen akciger kanseri ilerlemesini tegvik
ettigi belirlenmistir (Ma ve ark., 2022). Ancak, BIRC5’in apoptozu inhibe etme yetenegi
iyi bilinse de, bu siirecin altinda yatan mekanizmalarin aydinlatilmasi i¢in ve tiimor

immiin yanitini nasil sekillendirdigi daha fazla aragtirmaya ihtiya¢ duymaktadir.

YMI55 (sepantronium bromide), BIRCS5 geninin promotoriine baglanarak gen

ekspresyonunu dogrudan baskilayan inhibitér molekiil olarak bilinmektedir ve akciger,
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meme ve prostat kanserinde otofajiye bagli DNA hasart ile apoptozu indiiklemektedir. Ek
olarak, hiicre dongiisiinde mitozun ve G2M fazindan Gl'e gecisin ve Gl'den S fazina
gecisin dnemli bir diizenleyicisi olarak rol oynamaktadir (Hong ve ark., 2023; Shojaei
Moghadam ve ark., 2020). Calismalar YM155’in kii¢iik hiicreli olmayan akciger kanseri
ve Ozofagus skuamdz hiicreli karsinomu da dahil olmak iizere cesitli kanserlerde
radyoduyarlilastiric1 bir etkiye sahip oldugunu gostermistir. Bunun yani sira EMT ile
iligkili genlerin ekspresyon seviyesini diistirerek EMT’yi tersine ¢evirdigi gosterilmigtir
(Zhang ve ark., 2018). Anti-kanser aktivitesi iyi ¢alisilmis olsa da, YM155’in kesin etki

mekanizmasi belirsizligini korumaktadir (West ve ark., 2023).

On gradyan 2 (AGR2), endoplazmik retikulumda oksidatif protein katlanmasinda rol
oynayan bir endoplazmik retikulum proteinidir. Protein disiilfid izomeraz (PDI)
aktivitesine de sahip olan AGR2 embriyonik gelisim, mukus olgunlagmasi, doku
rejenerasyonu ve yara iyilesmesinde rol oynamaktadir (Schraps ve ark., 2024). AGR2’nin
timor olusumu ve tiimor hiicrelerinin yayilmasi ile iligkili sinyal yolaklarinda yer aldig:
bilinmektedir (Salu ve ark., 2025). AGR2 prostat, akciger, mide, yumurtalik, pankreas,
0zofagus ve bas ve boyun kanserleri dahil olmak iizere bir¢cok kanser tiiriinde yiiksek
seviyede eksprese edilmektedir ve hiicre ici AGR2 ekspresyonunun apoptoz direncine ve
proliferasyona katki sagladigi bilinmektedir (Martisova ve ark., 2024). Ozellikle
AGR2’nin degisen ekspresyonu TGF-B yolaginin diizenleyicileri ile yakindan
baglantilidir ve bu da AGR2’nin EMT ile iligkili oldugunu gostermektedir (Robinson ve
ark., 2024). Pankreas kanserinde ise AGR2 nin yiiksek seviyedeki ekspresyonunun tiimor
gelisimi, ilerlemesi ve metastazinda kritik bir rol oynadig1 ve zayif hasta sagkalimi ile
pozitif korelasyon gosterdigi bilinmektedir (Salu ve ark., 2025). Teratom hiicre hatlarinda
AGR2’nin glikolizi tesvik ederek hiicre proliferasyonu, migrasyonu ve invazyonu
arttirdig1 gosterilmistir (Zhang ve Zhang 2024). Ancak, pankreas kanserinde AGR2’nin
tam mekanizmas1 ve hangi sinyal yolaklar1 araciligiyla diizenlendigi heniiz tam olarak
aydinlatilamamistir. AGR2’nin tiimdr hiicrelerinde hangi spesifik faktorler tarafindan
modiile edildigi, sinyal yolaklar1 ile olan etkilesimleri ve tiimor mikrogevresine olan

etkileri daha fazla arastirmaya ihtiya¢ duymaktadir.
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Ug pargali motif protein ailesi (TRIM) ubiquitin-proteazom kompleksi igin substrat
ozgiilliigiinii belirleyebilen ve proteazomdan bagimsiz isleve sahip olan yiiksek oranda
korunmus bir E3 ubiquitin ligaz proteini grubu olarak bilinmektedir (Cai ve ark., 2024).
TRIM ailesinden olan TRIM135, hiicrelerdeki substratlarin poliubiquitinasyonuna aracilik
etmek i¢in bir E3 ligaz gorevi gormektedir ve karaciger kanserinde, pankreas kanserinde
timor ilerlemesine katkida bulundugu yapilan ¢alismalarda gosterilmektedir (Yang ve
ark., 2023c). Kiigiik hiicreli olmayan akciger kanserinde TRIM15’in kanser hiicrelerinin
proliferasyona ve metastaza neden oldugu belirlenmistir (Liang ve ark., 2022). Pankreas
kanserinde artan TRIM15 ekspresyonunun lipit anabolizmasini tetikleyerek, pankreas
kanseri hiicrelerinin migrasyon ve invazyonunu gelistirilmesinde énemli rol oynadigi
bilinmektedir (Sun ve ark., 2021). Ozofagus skuaméz hiicreli karsinomda da TRIM15’in
upregiile oldugu, nakavt edilmesinin ise hiicre ¢gogalmasi, migrasyonu ve invazyonunu
engelledigi gozlemlenmistir. ilaveten TRIM15’in nakavt edilmesinin EMT ile iliskili
genler olan N-kadherin ve vimentin proteinlerinin ekspresyonunda da azalma meydana
geldigi bilinmektedir (Zhang ve ark., 2021a). Artan TRIM15 ekspresyonunun mide
kanseri hastalarinda ise daha diisiik sagkalima neden oldugu 2018 yilinda yapilan bir
calismada belirtilmistir (Chen ve ark., 2018). Bununla birlikte, kanser hiicrelerinde ilag
direncine neden olan immiin checkpointler ile TRIM 15 arasindaki potansiyel etkilesimler
heniiz tam olarak aydinlatilamamistir. TRIM15’in, tiimor immiin kagis mekanizmalar1 ve
terapotik direng siireglerinde nasil bir rol oynadigi daha fazla arastirmaya ihtiyag
duymaktadir. Ozellikle pankreas kanserinde TRIM15’in potansiyel bir biyomarker
olabilecegi ve hastaligin ilerleyisi ile tedaviye yanit lizerindeki etkilerinin belirlenmesi
onem tagimaktadir. Bu dogrultuda, TRIM15’in ilgili sinyal yolaklar ile etkilesimlerinin

derinlemesine incelenmesi, hedefe yonelik tedavilerin gelistirilmesine katki saglayabilir.

2.7. Epigenetik ve Kanser

Kanser hem genetik hem de epigenetik modifikasyonlarin neden oldugu kontrolsiiz hiicre
boliinmesi olarak bilinmektedir. Onkogenlerin aktivasyonu ve tiimor siipresor genlerin
baskilanmasi, apoptotik sinyal yolaklarinin inaktivasyonu ile hiicre ¢ogalmasi
gerceklesmektedir (Cacan ve ark., 2014; Cacan ve ark., 2015). Diizensiz epigenetik

mekanizmalar ile tiimér mikrogevresinin etkilenmesi sonucunda kanser hiicreleri
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bagisiklik sisteminin baskilanmasina da neden olmaktadir (Garcia-Martinez ve ark.,
2021; Wawruszak ve ark., 2021; Kumari ve ark., 2013). Epigenetik degisiklikler 6zelikle
histon lizin asetilasyonunu saglayan histon asetiltransferazlar (HAT'lar) ve HAT larin zit
aktivitesine sahip histon deasetilazlar (HDAC'ler) tarafindan diizenlenmektedir. Histon
kuyruklarinda bulunan lizin kalintilarindaki asetilasyon seviyesini degistiren bu enzimler,
kanser tedavisinde terapotik bir hedef haline gelmistir (Ali ve ark., 2013). Genetik
mutasyonlarin aksine epigenetik degisiklikler, potansiyel olarak geri dontisiimliidiir ve
yeniden programlama ile geri doniistiiriilebildiginden {imit verici bir tedavi stratejisi
olarak gosterilmektedir (Miranda Furtado ve ark., 2019). Epigenetik degisiklikler
metastaz olusumunda 6nemli bir role sahip oldugundan epigenetik diizenleyicilerin
hedeflenmesi agresif seyirde olan ve ge¢ evre hastalarinin tedavisi i¢in 6nemli bir rol
oynamaktadir ve bu biyomarkerlarin kombinasyon tedavi ile birlestirilerek hedeflenmesi
yeni bir tedavi stratejisi olabilir (Wang ve ark., 2021). Pankreas kanseri olusumu,
ilerlemesi ve tedaviye diren¢ gelisimi yoniinden ele alindiginda hem genetik hem de
epigenetik yonleri olan bir hastaliktir (Hayashi ve ark., 2021). Bu nedenle epigenetik
biyomarkerlarin hedeflenmesi, pankreas kanserinin ilerlemesini ve tedaviye direng
gelisimini engelleyebilir, 6zellikle ileri evre pankreas kanseri hastalar1 i¢in yeni tedavi

stratejileri sunabilir.

HDAC’ler histon asetilasyonunu tersine g¢evirerek gen ifadesinin azalmasina veya
artmasina neden olan proteinlerdir. Kromatin yapist gevsemis olmasina ragmen HDAC
inhibisyonu gen ifadesini her zaman arttirmamaktadir (San José-Enériz ve ark., 2019).
HDAC lerin yiiksek seviyede ekspresyonu mide, kolon, prostat, over ve meme kanseri
basta olmak {izere ¢esitli kanser tiirlerinde gozlemlenmektedir (Cacan, 2016) Zayif klinik
sonugclar ile iligkili olan HDAC’lerin inhibitoriiniin kullanimi sonucunda 1s1 sok proteini
90 (HSP90) inhibisyonu, apoptoz olusumu ve hiicre dongiisii baskilanmasi meydana
gelmigtir (Rana ve ark., 2020). Vorinostat veya suberoil-anilid hidroksamik asit (SAHA)
kutan6z T hiicreli lenfoma (CTCL) tedavisi i¢in 2006 yilinda FDA tarafindan
onaylanmistir (E1 Omari ve ark., 2024). Birgok malignite i¢in klinik 6ncesi ve klinik
caligmalarda anti-tliimor aktivitesi gosteren en umut verici HDAC inhibitorlerinden biri
olup, kok hiicre benzeri kanser hiicre popiilasyonunda farklilasmay1 indiikleyerek

tiimorojeniteyi ve invazivligi azaltabilir. Ayrica, insan akciger kanseri hiicrelerinde

32



radyoterapinin inhibitor etkisini arttirabilir (Wu ve ark., 2017). Yapilan caligmalar
SAHA’nin meme kanseri hiicre hatlarinda EMT’yi giiclii bir sekilde etkiledigini
gostermistir. E-kadherin ekspresyonunu anlamli sekilde arttirirkeni N-kadherin, vimentin
ve fibronektin belirteglerini anlamli sekilde baskilamistir (Wawruszak ve ark., 2021).
Meme ve akciger kanserine ek olarak yumurtalik ve bas boyun tiimdrlerinde de
SAHA’nin uygulandig1 bilinmektedir (Huang ve ark., 2022). ilaveten glioma kok
hiicrelerinde SAHA kullanimi c-myc yolagini hedefleyerek T regiilator hiicreleri
baskilamaktadir. Bu da immiin checkpoint PD-L1 blokaj tedavisini iyilestirmistir (Sun ve
ark., 2024). Tim bunlar goz Oniine alindiginda pankreas kanserinde etkili tedavi
stratejilerinin gelistirilmesi icin SAHA nin tiimor mikrogevresine ve bagisiklik yanitinin

diizenlenmesine yonelik etkileri daha fazla arastirilmalidir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Biyoinformatik Analizler

3.1.1. Normal ve timorlii pankreas dokularindaki hedef gen ekspresyon

seviyelerinin kiyaslanmasi

Pankreas adenokarsinomu (PAAD) olarak adlandirilan pankreas kanserli hastalar ve
saglikli pankreas dokularinda gen ekspresyon analizleri agik erisimli Gen Ekspresyon
Profilleme Etkilesimli Analizi 2 (GEPIA2) veritabani kullanilarak TCGA ve Genotip-
Doku Ekspresyonu (GTEx) verileri gorsellestirilmistir. Veri setlerinde yer alan
istatistiksel analizler veritabanlarina entegre olarak gergeklestirilmistir. Diferansiyel gen
ekspresyonu analizinde one-way ANOVA kullanilmigtir. Log2FC cutoff 1, p degeri 0,05
olarak kabul edilmistir. log2(TPM + 1) 6lgegi kullanilarak hedef genlerin RNA-Seq
verileri TCGA ve GTEx verileri ile kiyaslanmistir. Veritabani ile Twistl, TGF-B, E-
kadherin, N-kadherin, Snail, Slug, Vimentin, IDO1, IDO2, TDO, BIRCS5, mTOR, PD-
L1, CD155, AGR2, LEF1, HVEM, siklin D1, p21, HIF-la ve VISTA genlerinin
ekspresyon seviyeleri incelenmistir. Gen ekspresyon analizi grafiginde pankreas kanseri
dokular1 (179 numune) kirmizi, saglikli pankreas dokular1 (171 numune) ise gri renk ile

gosterilmektedir (Tang ve ark., 2019).

3.2. Hiicre Kiiltiirii Calismalari

Bu tez calismasi 3 farkli kurum dis1 fonlanan proje tarafindan desteklendiginden dolay1
caligmalar pankreas kanserinde farkli sinyal yolaklarmin farkli kimyasallar/bilesikler ile
baskilanarak ve/veya indiiklenerek analizler gerceklestirilmistir. Bu kapsamda 5 farkli
pankreas kanseri hiicre hatt1 ve 1 tane saglikli epitel hiicre hatti kullanarak gergeklestirilen
deneylerde, ilgili sinyal yolaklarin hiicresel siiregler ve immiin checkpointler tizerindeki

diizenleyici etkileri kapsamli bir sekilde degerlendirilmistir (Sekil 3.1-3.3).
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Vorinostat (SAHA) Non-target siRNA
Twist-siRNA

—
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CAPAN-1 hiicre hatti  Mia PaCa-2 hiicre hatti  AsPC-1 hiicre hatti

—)
332
Hicre canlilik analizi (MTT Analizi) ' Western blot analizi (Protein ekspresyon analizi)
Hicre migrasyon analizi Real time PCR (Gen ekspresyon analizi)

Sekil 3. 1. Vorinostat, Twist-siRNA ve Non target-siRNA (NT-siRNA) bilesiklerinin
pankreas kanseri hiicre hatlarina ayr1 ayr1 ve kombinasyon halinde uygulanmasi ile
yiriitillen calismalarin sematik gosterimi (Biorender.com aracilifiyla ¢izilmistir).

Yiiriitiilen ¢aligmalar TUBITAK 1002-A kapsaminda desteklenmistir

Navoximod

Sepantronyum bromiir

B e .

BEAS-2B hiicre hatti Mia PaCa-2 hiicre hatti  AsPc-1 hiicre hatti
- g7
=Sl (i
Hiicre canlilik analizi (MTT analizi)
. N,
| ‘

| J
Western blot analizi

Hiicre migrasyon analizi Real time PCR (Gen ekspresyon analizi)
Sekil 3. 2. Sepantronyum bromiir ve navoximod bilesiklerinin pankreas kanseri ve
saglikli epitel hiicre hatlarina ayr1 ayr1 ve kombinasyon halinde uygulanmasi ile ytiriitiilen
caligmalarin gematik gosterimi (Biorender.com aracilifiyla ¢izilmistir). Yiriitiilen

calismalar TUSEB A4 kapsaminda desteklenmistir
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PANC-1 hiicre hatti

BxPC-3 hiicre hatti

Western blot analizi

PF-562271 Hiicre canlilik analizi Real time PCR (Protein ekspresyon analizi)

MTT analizi Gen ekspresyon analizi
() T ( ) ( presy )

AsPC-1 hiicre hatti
Sekil 3. 3. PF-562271 bilesiginin pankreas kanseri hiicre hatlarina uygulanmasi ile
ylriitiilen calismalarin sematik gosterimi (Biorender.com aracilifiyla ¢izilmistir).

Yiiriitiilen calismalar TUBITAK 1002-A kapsaminda desteklenmistir

3.2.1. Hiicre hatlar ve ¢cogaltilmasi

Bu tez kapsaminda 5 farkli insan pankreas kanseri hiicre hatti PANC-1, BxPC-3, Mia
PaCa-2, AsPC-1, CAPAN-1 ve saglikl1 akciger epitel hiicresi BEAS-2B kullanilmistir.
Hiicre hatlarindaki farkli genomik ve metabolik farkliliklardan 6tiirii ilag uygulamasinin

hiicrelerdeki yanit1 farkli olabilmektedir.

AsPC-1 hiicre hatt1 (ATCC, CRL-1682) pankreas kanseri olan 62 yasindaki beyaz bir
kadin hastanin pankreasindan alinan hiicrelerle baslatilan ¢iplak fare ksenograftlarindan
tiiretilen hiicre hattidir. Mia PaCA-2 hiicre hatti (ATCC, CRL-1420) 1975'te 65 yasindaki
beyaz bir erkegin pankreas tiimor dokusundan elde edilen insan pankreas karsinom hiicre
hattidir. Dogal tip SMAD4 genine, mutant KRAS’a (12 Cys), mutant TP53’e (248 Trp)
ve CDKN2A/p16’nin homozigot delesyonuna sahip olan Mia PaCa-2 hiicre hatt1 son
derece metastatik 6zellige sahiptir. CAPAN-1 hiicre hatt1 (ATCC, HTB-79) pankreas
adenokarsinomlu 40 yasindaki beyaz bir erkegin pankreasindan izole edilen epitel
morfolojisine sahip bir hiicre hattidir (Sevgin, 2020; https://www.atcc.org/products
Erisim tarihi: 15.02.2024). BEAS-2B hiicre hatt1 (ATCC, CRL-3588) kanserli olmayan
bireylerden tiiretilen normal insan bronsiyal epitelinden izole edilen epitel hiicre hattidir.
PANC-1 hiicre hatt1 (ATCC, CRL-1469) 56 yasinda epiteloid karsinomaya sahip bir
erkegin pankreas kanalindan izole edilmis epitel morfolojiye sahip hiicre hattidir. BxPC-
3 hiicre hatti1 (ATCC, CRL-1687) adenokarsinomlu 61 yasinda kadin bir hastanin
pankreas dokusundan izole edilen epitel morfolojiye sahip hiicre hattidir

(https://www.atcc.org/products Erisim tarihi: 20.02.2025).
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Mia PaCa-2, PANC-1 ve CAPAN-1 hiicreleri %10 fetal sigir serumu (FBS, Gibco, ABD)
ve %1 penisilin-streptomisin (Biowest, Fransa) ilave edilen DMEM (Gibco, ABD)
besiyerinde, AsPC-1, BEAS-2B ve BxPC-3 hiicreleri ise RPMI-1640 (Biowest, Fransa)
besiyeri hazirlanarak 37 °C’de %5 CO2’li etiivde yeterli doluluk oranina ulagincaya kadar
inkiibasyona birakilarak kiiltiire edilmistir. Hiicre hatlari, 151tk mikroskobu altinda
morfolojileri kontrol edildikten sonra, stok almak i¢in her bir hiicre hatti kendi

besiyerinde %10 dimetil siilfoksit (DMSO) ile hazirlanarak dondurulmustur.

Hiicre sayimi i¢in T75 flaskta bulunan hiicreler %0,25 tripsin-EDTA (1X) ¢ozeltisi
kullanilarak flask yiizeyinden kaldirilmistir. 3500 rpm’de 3 dakika santrifiij yapildiktan
sonra pellet 1 mL hiicre besiyerinde ¢ozdiiriilmiistiir. Cozeltiden 10 pL alinmistir ve tripan

blue boyast ile 1:1 oraninda karistirildiktan sonra neubauer laminda sayilmstir.

4 farkl kare igersindeki canli hiicre sayisi
4

mL’deki canli hiicre sayis1 = X Diliisyon faktorii X

10*

3.2.2. siRNA’larin hiicre hatlarina transfeksiyonu

Thermo Fisher Scientific protokoliine gore Twist-siRNA ve NT-siRNA’lar 5000 pmol
toz siRNA olarak satin alinmistir ve lizerine 1,5 mL niikleas free su eklenerek
cozdiiriilmiistiir. Protokole gore 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir
(MTT) analizi i¢in su adimlar uygulanmistir:
¢ Mia PaCa-2, AsPC-1, CAPAN-1 hiicre hatlar1 96 kuyucuklu platelere her
kuyucukta 5000 hiicre olarak sekilde ekilmistir.
¢ 96 kuyucuklu plate i¢in her bir kuyucuk bagina olacak sekilde 5 pL serumsuz
besiyeri + 0,3 pL lipofectamine 3000 (Invitrogen, ABD) 1. tiip i¢in hazirlanmistir.
¢ Her bir kuyucuk basina olacak sekilde 5 pL serumsuz besiyeri + 3pmol siRNA
(0,9 uL) 2. tiip i¢in hazirlanmstur.
¢ Tip 1 ve tiip 2°den 1:1 oraninda karisim elde edilerek oda kosullarinda 10 dakika
bekletilmisgtir.
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Her kuyucuga 200 pL taze serumsuz besiyeri eklenmistir. Uzerine kuyucuk basina
10 pL tiip 1 + tiip 2 karisimindan eklenmistir.
48 saat inkiibasyondan sonra hiicre proliferasyon analizi (MTT analizi)

yapilmugtir.

Uretici firma protokole gore gen ekspresyon analizi (QRT-PCR) &ncesinde su adimlar

uygulanmistir:

¢

¢

6 kuyucuklu plate i¢in her kuyucuk basina 1.tiip 125 pL serumsuz besiyeri + 7,5
uL lipofectamine 3000 olacak sekilde hazirlanmistir.

2.tiip ise her kuyucuk basia 125 pL serumsuz besiyeri + 75 pmol siRNA (22,5
uL) olacak sekilde hazirlanmistir.

Tiip 1 ve tlip 2’den 1:1 oraninda karigim elde edilerek oda kosullarinda 10 dakika
bekletilmisgtir.

Her kuyucuga 1000 pL serumsuz besiyeri eklendikten sonra kuyucuk basma 125
uL 1 ve tiip 2 karisimindan eklenmistir.

48 saat inkiibasyondan sonra RNA izolasyonu gerceklestirilmistir.

(Protein izolasyonu i¢in siRNA transfeksiyon siiresi 72 saat olarak uygulanmistir.)

3.2.3.

Kimyasal bilesiklerin hiicre hatlarina uygulanmasi

Twist-siRNA ve Vorinostat Uygulamasi Calismalar

Mia PaCa-2, AsPC-1, CAPAN-1 hiicrelerine farkli konsantrasyonlarda (0,1-200 pM)

HDAC inhibitorii vorinostat bilesigi uygulanmistir.

¢

¢

Vorinostat (Ambeed, ABD) %2,5 DMSO ile ¢ozdiiriilerek 100.000 uM stok
¢ozelti hazirlanmistir. DMSO’nun nihai konsantrasyonu hiicreler tizerine toksik
olmayacak diizeyde (%0, 1) tutulmustur.

100.000 uM stok ¢ozelti vorinostat bilesiginden 0,1-200 pM konsantrasyonlarda
hazirlanarak 3 tekrarli olacak sekilde Mia PaCa-2, AsPC-1, CAPAN-1 pankreas

kanseri hiicrelerine 48 saat boyunca uygulanmistir (Susanto ve ark., 2015).

Sepantronyum Bromiir ve Navoximod Uygulamasi Calismalari

38



IDO1 inhibitoérii Navoximod (Ambeed, ABD) 0,1-200 uM konsantrasyonlarda ve BIRCS
inhibitorii sepantronyum bromiir (Ambeed, ABD) ise 0,1-200 nM konsantrasyonlarinda
hazirlanmistir (Chen ve ark., 2023; Zhang ve ark., 2015). Her iki bilesik ana stoklarinin
hazirlanmasi i¢in DMSO ile ¢ozdiiriilmiistiir. Nihai DMSO konsantrasyonu hiicrelere
toksik olmayacak diizeyde (%0,1) tutulmustur. 3 tekrarli olacak sekilde Mia PaCa-2,
AsPC-1, BEAS-2B hiicre hatlarina 48 saat boyunca uygulanmaistir.

PF-562271 Uygulamasi

Fokal adezyon kinaz (FAK) inhibitorii PF-562271 bilesigi (Ambeed, ABD) DMSO ile
cozdiiriilerek ana stok ¢ozelti haline getirilmistir. Bilesik hiicrelere uygulanacaginda
DMSO’nun nihai konsantrasyonu hiicreler {izerinde toksik olmayacak diizeyde (%0,1)
tutulmustur. 0,1-100 uM konsantrasyonlarda hazirlanan PF-562271 bilesigi PANC-1,
BxPC-3, AsPC-1 hiicre hatlarina 3 tekrarli olacak sekilde 24 ve 48 saat boyunca
uygulanmigtir (Hu ve ark., 2017).

Importazole Uygulamasi

Importazole bilesigi (MedChemExpress,ABD) ana stok hazirlamak i¢in DMSO ile
cozdiiriilmiis, ardindan bilesigin  1-250 pM konsantrasyonlart nihai DMSO

konsantrasyonu %0,1 olacak sekilde AsPC-1 hiicre hattina 48 saat boyunca uygulanmistir

(Yoshino ve ark., 2021).

3.2.4. Hiicre canhlik analizi (MTT analizi)

Twist-siRNA ve Vorinostat Uygulamasi Calismalan

Vorinostat bilesigi ve Twist-siRNA’nin Mia PaCa-2, CAPAN-1 ve AsPC-1 hiicreleri
iizerine sitotoksik etki yapip yapmadigini ve hiicre proliferasyonu iizerindeki etkisini
anlamak i¢in ayr1 ayr1 ve kombinasyon halinde hiicre hatlarina uygulandiktan sonra MTT
analizi yapilmistir. Analiz i¢in 96 kuyucuklu platelere her birinde ortalama 5000 hiicre
olacak sekilde hiicrelere uygun besiyeri i¢inde ekim yapilmistir ve hiicrelerin plate

ylizeyine tutunmasi i¢in hiicreler gece boyunca %5 CO-’li inkiibatdrde bekletilmistir.
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¢ Siirenin sonunda eski besiyeri ¢ekilerek farkli konsantrasyonlarda (0,1-200 uM)
hazirlanmis olan vorinostat, 3 tekrarli olacak sekilde pankreas kanseri hiicrelerine
48 saat boyunca uygulanarak inkiibe edilmistir.

¢ Pankreas kanseri hiicre hatlarinda Twistl geninin susturulmasinin hiicre
sitotoksisitesi lizerindeki etkilerini degerlendirmek amaciyla Twist-siRNA ve N'T-
siRNA 3 pmol konsantrasyonda hazirlanmigtir. Hiicre hatlarma uygulandiktan
sonra 48 saatlik transfeksiyon siiresi boyunca 37°C’de %5 CO2’li etiivde
inkiibasyona birakilmistir.

¢ Kombinasyon tedavi etkinliginin gozlemlenebilmesi i¢in vorinostat bilesiginin
her hiicre i¢in hesaplanan ICso dozu ve 3 pmol Twist-siRNA pankreas kanseri

hiicre hatlarina uygulanmis ve 48 saatlik inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon siiregleri sonunda MTT analizi gerceklestirilmistir. 0,5 mg/mL MTT (Serva,
Almanya) bilesigi PBS ile ¢ozdiiriilerek hazirlanmistir. Yapilan tiim tedaviler igin
bilesiklerin uygulama siiresi sonunda kuyucuklardan uygulanan bilesikler ve eski besiyeri
cekilip, 20 uLL MTT soliisyonu eklenmistir. Hiicreler 3 saat boyunca 37°C’de %5 CO’li
etlivde inkiibasyona birakilmigstir. Siire sonunda MTT soliisyonu dokiiliip, 100 uL DMSO
eklenerek 30 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Absorbans degeri mikroplate
okuyucuda 570 nm’de okunmustur. ilag uygulanmis gruplardaki absorbans degeri /
kontrol grubunun hiicre canlilik oran1) x 100 islemi yapilarak hiicre 6liimiine etki eden

ilag uygulama siiresi hesaplanmistir (Sentiirk ve ark., 2025).

Vorinostat uygulanmasi sonrasinda ICso degeri belirlenmesi i¢in doz-hiicre canlilig1 (%)

egrisi ¢izilmistir.

¢ Vorinostat ile Twistl-siRNA’nin ayr1 ayr1 ve kombinasyon halinde pankreas
kanseri hiicreleri tizerindeki etkilerinin incelenmesi i¢in vorinostat bilesiginin ICso
dozu ve {retici firmanin 6nerdigi doz olan 3 pmol siRNA kombinasyonu hiicre
proliferasyon analizi (MTT analizi), hiicre migrasyon analizi, gen ekspresyon

seviyesi ve protein seviyesi tespiti i¢in kullanilmigtr.
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Sepantronyum Bromiir ve Navoximod Uygulamasi Calismalari

Sepantronyum bromiir ile navoximodun ayri ayrt ve kombinasyon halinde
uygulanmasinin BEAS-2B, Mia PaCa-2 ve AsPC-1 hiicreleri iizerine sitotoksik etki yapip
yapmadigimi anlamak i¢in MTT analizi gerceklestirilmistir. Analiz i¢in 96 kuyucuklu
platelere her birinde ortalama 5000 hiicre olacak sekilde hiicrelere uygun besiyeri i¢inde
ekim yapilmistir ve gece boyunca hiicreler %5 CO>’li inkiibatérde bekletilmistir. Siire
sonunda eski besiyeri ¢ekilerek farkli konsantrasyonlara sahip sepantronyum bromiir ile
navoximod BEAS-2B, Mia PaCa-2 ve AsPC-1 hiicrelerine ayr1 ayr1 uygulandiktan MTT
analizi ile optimum dozlar tespit edilmistir. Kombinasyon uygulamasi i¢in 1 ve 5 nM
sepantronyum bromdiir, 10 ve 25 uM navoximod konsantrasyonlari se¢ilmis olup tekrar
48 saat boyunca uygulanmistir. Siire sonunda 3.2.4.1.de yer alan MTT protokolii

uygulanmistir.

PF-562271 Uygulamasi

PF-562271 bilesiginin pankreas kanseri hiicre hatlar1 iizerinde sitotoksik etkilerini
degerlendirmek amaciyla MTT analizi yapilmistir. 96 kuyucuklu platelere her birinde
ortalama 5000 hiicre olacak sekilde ekim yapilmistir. Hiicrelerin yiizeye tutunmasi i¢in
gece boyunca inkiibasyona birakilan hiicrelerden siire sonunda eski besiyeri ¢ekilmigtir
ve PF-562271 bilesigi 0,1-100 uM konsantrasyon araliginda taze besiyeri igerisinde
uygulanmigtir. Bilesigin 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda 3.2.4.1.de yer alan

MTT protokolii uygulanmistir.

Importazole Uygulamasi

Importazole bilesiginin AsPC-1 pankreas kanseri hiicre hatt1 {izerindeki sitotoksik
etkilerinin degerlendirilmesi amaciyla MTT analizi yapilmistir. Analiz i¢in 96 kuyucuklu
platelere her birinde ortalama 5000 hiicre olacak sekilde ekim yapilmistir ve gece
boyunca hiicreler %5 CO>’li inkiibatdrde bekletilmistir. importazole bilesigi, hiicrelere
48 saat boyunca 1-250 uM konsantrasyon araliginda uygulanmig ve uygulama siiresinin
sonunda 3.2.4.1 numarali baslikta belirtilen MTT protokolii dogrultusunda hiicre canliligi

analizi gergeklestirilmistir.
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3.2.5. Hiicre migrasyon analizi (Wound healing analizi)

Twist1-siRNA ve Vorinostat Uygulamasi Calismalan

Vorinostat ile Twistl-siRNA’nin ayr1 ayr1 ve kombinasyon halinde hiicre hatlarina
uygulanmasimin hiicrelerinin migrasyon yetenegini hangi seviyede etkiledigini
gbzlemlemek i¢in hiicre migrasyon analizi gergeklestirilmistir. Mia PaCa-2, AsPC-1 ve
CAPAN-1 hiicreleri 6 kuyucuklu platelere her kuyucukta yaklagik 10° hiicre olacak
sekilde ekilmistir ve %80-90 doluluk oranina ulasan hiicre hatlar1 {izerinde eski besiyeri
uzaklastirilmadan 200 pL’lik pipet ucu yardimiyla kuyucugun orta hizasinda manuel
olarak yara alanit olusturulmustur (Li ve ark., 2023b). Daha sonra eski besiyeri
uzaklastirthp hiicreler 2 defa PBS ile yikanarak yilizeyde kalan hiicre parcalar
uzaklastirilmigtir. MTT analizi sonucuna gore her hiicre hatti i¢cin hesaplanan vorinostat
bilesiginin ICso dozu ile 3 pmol Twist-siRNA’nin ayr1 ayr1 ve kombinasyon halinde
uygulandigindaki uygun dozlar1 segilecek olup 6 kuyucuklu platelere eklenmistir.
Ardindan 0, 24 ve 48. saatlerde 5x boyutta hiicre migrasyon alanlarinin fotograflar
cekilmistir (Menevse Cinar, 2022). Goriintiiler image j program ile islenmistir. Hiicre

migrasyon analizi 3 tekrarli olacak sekilde yiiriitiilmiistiir.

Sepantronyum Bromiir ve Navoximod Uygulamasi Calismalari

1 ve 5 nM sepantronyum bromdir ile 10 ve 25 uM navoximodun ayr1 ayr1 ve kombinasyon
halinde hiicre hatlarina uygulanmasinin hiicrelerinin migrasyon yetenegini hangi
seviyede etkiledigini gozlemlemek igin hiicre migrasyon analizi ger¢eklestirilmistir.

Analiz i¢in 3.2.5.1 numarali baglikta belirtilen protokol uygulanmistir.

PF-562271 Bilesigi Uygulamasi Calismalari

PF-562271 bilesiginin 1 ve 5 uM konsantrasyonlarda pankreas kanseri hiicre hatlarina
uygulanmasinin hiicre migrasyon yetenegi iizerindeki etkilerini degerlendirmek amaciyla
hiicre migrasyon analizi gergeklestirilmistir. Analiz i¢in 3.2.5.1 numarali baslikta

belirtilen protokol uygulanmaistir.
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3.2.6. Koloni olusum analizi

PF-562271 kimyasalinin pankreas kanseri hiicrelerinin koloni olusumu iizerindeki
etkilerinin incelenmesi i¢in koloni olusum analizi gergeklestirilmistir. PANC-1, AsPC-1
ve BxPC-3 pankreas kanseri hiicre hatlar1 6 kuyucuklu platelere her kuyuda yaklasik 1500
hiicre olacak sekilde eklenmistir ve bir gece 37°C’de %5 CO2’li etiivde inkiibasyona
birakilmigtir. Inkiibasyon siiresi bittikten sonra eski besiyeri ¢ekilerek taze besiyeri
icerisinde 1 ve 5 uM konsantrasyonlarda PF-562271 bilesigi hiicrelere 48 saat boyunca
uygulanmigtir. Siire sonunda eski besiyeri atilarak taze besiyeri eklenmis ve koloni
olusumu gerceklesene kadar 14 giin boyunca hiicreler beslenmistir. 14 giiniin sonunda
hiicreler 2 kere PBS ile yikanmistir. %4 metanol ile oda kosullarinda 15 dakika fikse
edilmistir. Daha sonra metanol atilip 2 kere PBS ile yikama islemi yapilmistir. Koloniler
iizerine kristal violet eklendikten sonra 15 dakika beklenmistir. Siire sonunda hiicreler
tekrar PBS ile yikanmustir ve koloniler image J program ile sayilmis, % koloni olusumu

hesaplanmistir (Valdez ve ark., 2024).

3.2.7. Hiicrelerden total RNA izolasyonu

Twist-siRNA ve Vorinostat Uygulamasi Calismalar

Pankreas kanseri hiicreleri 6 kuyucuklu platelere her kuyucukta 10° hiicre olacak sekilde
ekilmistir ve bir gece 37°C’de %5 CO2’li etiivde inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon
stiresi bittikten sonra eski besiyeri cekilerek uygulama yapilmamis kontrol grubu,
vorinostat bilesiginin ICso dozu uygulanmis olan grubu, 3pmol Twist-siRNA, 3pmol NT-
siRNA ve vorinostat ICso dozu + 3pmol Twist-siRNA olmak {izere 5 farkli grup
olusturularak 48 saat boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonras1 Hibrizol (HibriGen,
Tiirkiye) reaktifi kullanilarak firmanin 6nerdigi protokol dogrultusunda asagidaki adimlar
strastyla uygulanmaigtir:
¢ Eski besiyeri dokiilmeden tiim hiicreler hiicre kaziyici ile kazinarak bir ependorfa
alinmistir ve 3000 rpm’de 3 dakika santrifiij edilmistir.
¢ Siipernatant atilarak pellet izerine 500 pL Hibrizol reaktifi ilave edilmistir. Pellet
cozlinene kadar pipetaj yapilarak oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edilmistir.
Ardindan 100 pL kloroform eklenerek 7-8 defa karistirilmistir ve 3 dakika oda
sicakliginda inkiibe edilmistir.
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¢ 12.000 rpm’de +4 “C’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra Ust faz dikkatli bir
sekilde Ust sulu faz ayrilarak yeni bir tupe aktarilmistir.

¢ 250 pL soguk izopropil alkol eklenerek tiip birka¢ kez cevrilmistir ve oda
sicakliginda 10 dakika inkiibe edilmistir.

¢ Inkiibasyondan sonra 12.000 rpm’de +4 °C’de 10 dakika santrifiij edilmistir.

¢ Siipernatant dokiilerek pellet tizerine 1 mL %75’lik etanol eklenmistir. Yavas bir
sekilde tilip alt st edildikten sonra 12.000 rpm’de +4 °C’de 2 dakika santrifiij
edilmisgtir.

¢ Santrifiijj sonunda siipernatant atilarak pellet steril kabin igerisinde 30 dakika
kurumaya birakilmistir.

¢ Pellet 30 pL niikleas free su ile ¢ozdiiriilerek saklamak i¢in -80°C’de tutulmustur.

RNA izolasyonu sonrasinda RNA’larin konsantrasyonlarinin  dlgiilmesi  igin

MaestroNano Micro-Volume Spektrofotometre kullanilmigtir.

Sepantronyum Bromiir ve Navoximod Uygulamasi Calismalari

Mia PaCa-2 ve AsPC-1 pankreas kanseri hiicre hatlar1 ve BEAS-2B saglikli epitel hiicre
hattt 6 kuyucuklu platelere her kuyucukta yaklagik 10 hiicre olacak sekilde ekildikten
sonra tam doluluk saglanana kadar inkiibe edilmistir. Sepantronyum bromiir ve
navoximodun MTT analizi sonucunda tespit edilen optimum dozlar1 (sepantronyum
bromiir i¢in 1 nM ve navoximod i¢in 25 pM) ayr1 ayr1 ve kombinasyon halinde BEAS-
2B, Mia PaCa-2 ve AsPC-1 hiicre hatlarina 48 saat boyunca uygulanmistir. Iinkiibasyon

sonrasi 3.2.7.1’de yer alan RNA izolasyon protokolii uygulanmaistir.

PF-562271 Uygulamasi

Mia PaCa-2, PANC-1 ve BxPC-3 pankreas kanseri hiicre hatlar1 6 kuyucuklu platelere
her kuyuda yaklasik 10° hiicre olacak sekilde ekildikten sonra tam doluluk saglanana
kadar inkiibe edilmistir. MTT analizi sonunda 3 hiicre hatt1 i¢in PF-562271 kimyasalinin
optimum dozlar1 48 saat i¢in 1 ve 5 uM olarak olacak sekilde hesaplanmistir. Hiicreler
tam doluluk sagladiktan sonra eski besiyeri atilmis ve 1 ve 5 uM PF-562271 dozlar1 yeni
besiyeri icerisinde hiicrelere uygulanmis ve 48 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon sonras1 3.2.7.1°de yer alan RNA izolasyon protokolii uygulanmustir.

44



Importazole Uygulamasi

AsPC-1 hiicreleri 6 well platelere her kuyucukta yaklagik 10° hiicre olacak sekilde
ekildikten sonra tam doluluk saglanana kadar inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda eski
besiyeri ¢ekilmistir ve importazole bilesigi taze besiyeri ile AsPC-1 hiicre hattina
uygulanmigtir. Uygulanan konsantrasyon MTT analizi sonucunda elde edilen optimum
konsantrasyonlar olan 5 ve 10 uM segilmistir ve hiicrelere 48 saat boyunca uygulanmaistir.

Inkiibasyon sonras1 3.2.7.1°de yer alan RNA izolasyon protokolii uygulanmustir.

3.2.8. Real time PCR’da kullamlan primer dizileri ve reaksiyonun hazirlanmasi

Twistl, TGF-B, E-kadherin, N-kadherin, Snail, Slug, Vimentin, IDO1, IDO2, TDO,
BIRCS, mTOR, PD-L1, CD155, VISTA, AGR2, LEF1, HVEM, siklin D1, p21, HIF-1a
ve GAPDH genlerine spesifik primerler “Macrogen” firmasindan siparis verildi.
Liyofilize halde gelen primerler spin yapildiktan sonra satin alinan firmanin protokoliine
gore 100pmol/pL olacak sekilde 250 pL niikleaz free suda ¢ozdiiriildii. Oda kosullarinda
10 dakika bekledikten sonra -20 °C’de saklandi. Primerler qRT-PCR’da kullanmak i¢in
10pmol/uL konsantrasyon olacak sekilde niikleaz free su ile seyreltildi. Kullanilan primer

sekanslar1 Tablo 3.1°de verilmistir.

Tablo 3. 1. Hedef genlerin ekspresyon analizi i¢in yapilan qRT-PCR’da kullanilan

primerlerin dizileri

Gen Primer Dizisi
Twistl 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 ACCAAGA ‘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 CACTTT CA 3
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Tablo 3. 2. (Devam) Hedef genlerin ekspresyon analizi i¢in yapilan qRT-PCR’da

kullanilan primerlerin dizileri

Gen Primer Dizisi
Snail F: 5> TGC CCT CAA GAT GCA CATCCG A ‘3
R: 5 GGG ACA GGA AGA AGGGCTTCT 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 AGGT ‘3
VISTA F: 5 GAT AGC GGC CTC TACTGC 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
BIRCS F: 5’ACC GCA TCT CTA CAT TCA AG ‘3
R: 5°CAA GTC TGG CTC GTT CTG ‘3
IDO1 F: 5GGC TTC TTC CTC GTC TCTCTATTG ‘3
R: 5TGACGCTCTACTGCACTGGATAC ‘3
IDO2 F: 5GTG GGG CTG GTC TAT GAA GGT G 3
R: 5°TGG TGG CAG CGG AGA TAA TGT A ‘3
TDO F: 5CGG 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 i¢in yapilan qRT-PCR’da

kullanilan primerlerin dizileri

Gen Primer Dizisi
CD155 F: 5GCG TAG AGG ATG AAG GCA ACT ‘3
R: 5°CAA GCA CTC GGA GCC AGA TAT ‘3
AGR2 F: 5CTT GTG GCC CTC TCC TAC AC 3
R: 5°GTC CAG ATG AGT TGGTCACCC ‘3
LEF1 F: 5GAC GAG ATG ATC CCC TTC AA 3
R: 5°CGG GAT GAT TTC AGA CTC GT ‘3
HVEM F: 5GTG CAG TCC AGG TTA TCG TGT ‘3
R: 5’CACTTG CTT AGG CCA TTG AGG ‘3
Siklin D1 F: 5GCT GCG AAG TGG AAACCATC ‘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-1a F: 5°CGC AAG TCC TCA AAG CAC AGT TAC 3

R: 5’GCA GTG GTA GTG GTG GCA TTA GC ‘3
F: 5" AAG GTG AAG GTC GGA GTC AA 3
GAPDH R: 5 AAT GAA GGG GTC ATT GAT GG 3

Kantitatif Real Time PCR

Twist-siRNA ve Vorinostat Uygulamasi Calismalari

Twist-siRNA ve vorinostat bilesiginin ayr1 ayr1 ve kombinasyon halinde uygulanmasinin
pankreas kanseri hiicre hatlari CAPAN-1, Mia PaCa-2 ve AsPC-1’deki hedef gen
ekspresyon profilleri iizerindeki etkilerinin incelenmesi i¢cin qRT-PCR (BioRad)

yapilmustir.
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qRT-PCR deneyleri i¢in tek adimli PCR imkani1 taniyan kit “Luna Universal One-Step
RT-qPCR Kit” ile gen ekspresyon seviyesi tespit edilmistir. Kite ait 6nerilen protokol ve

bilesenlerin konsantrasyonlar1 her bir reaksiyon i¢in Tablo 3.2°de gosterilmistir.

Tablo 3. 4. qRT-PCR analizi i¢in hazirlanan reaksiyon karigimi

Icerikler Hacim

Luna Universal One-Step Reksiyon Mix (2x) SuL

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

Forward primer (10 pM) 0,5 uL

Revers primer (10 pM) 0,5 uL

Template RNA <1 pg (total RNA)
Nuclease-free su 10 pL’ye tamamlanir

qRT-PCR “BioRad CFX Connect Real-Time PCR System” cihazi ile analiz
gerceklestirilmistir ve uygulanan protokol Tablo 3.3 deki gibidir.

Tablo 3. 5. qRT-PCR protokolii

Asamalar Dongii sayisi Sicaklik ve Siire
Revers Transkriptaz 1 55 °C 15 dakika
Baslangi¢c Denatiirasyonu | 1 95°C 3 dakika
Amplifikasyon 40 95°C 10 saniye

Tm-5 °C 30 saniye
72°C 30 saniye
Soguma 1 37°C, 30 saniye

qRT-PCR ile yapilan amplifikasyon sonuglari i¢in bir housekeeping gen olan GAPDH
genine ait transkriptler kontrol ve deney gruplar1 arasindaki normalizasyon igin
kullanilmistir.

Vorinostat uygulanan deney gruplari1 kontrol grubu ile, Twist-siRNA uygulanan deney
gruplar1 ise NT-siRNA uygulanan grubu ile normalize edilmistir. Rolatif gen ekspresyonu
hesabi i¢gin 2 “2A¢T (Livak) yontemi kullanilmigtir (Livak ve ark., 2001; Kucuk ve ark.,

2021).
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Sepantronyum Bromiir ve Navoximod Uygulamasi Calismalari

BEAS-2B, Mia PaCa-2 ve AsPC-1 hiicre hatlarina 1 nM sepantronyum bromdir ve 25 uM
navoximod bilesikleri ayr1 ayri ve kombinasyon halinde uygulanmigtir. Hedef genlerin
ekspresyon seviyelerindeki degisim oraninin tespit edilmesi i¢in “BioRad” qRT-PCR
cihazi ile yapilmistir. Sepantronyum bromiir ve navoximod bilesigi uygulanan deney
gruplar1 uygulama yapilmayan kontrol grubu ile normalize edildi. Rélatif gen
ekspresyonu hesabi i¢in 2 AT (Livak) yontemi kullanilmistir (Livak ve ark., 2001;

Kucuk ve ark., 2021).

Importazole uygulamasi calismalari

Importazole bilesigi AsPC-1 hiicre hattina 5 ve 10 pM konsantrasyonlarinda 48 saat
boyunca uygulanmistir. Hedef genlerin ekspresyon seviyelerindeki degisim oraninin
tespit edilmesi i¢in “BioRad” gqRT-PCR cihazi ile analiz yapilmistir. importazole bilesigi
uygulanan deney gruplar1 uygulama yapilmayan kontrol grubu ile normalize edildi.
Rolatif gen ekspresyonu hesabi igin 2 ~44¢T (Livak) yontemi kullanilmistir (Livak ve ark.,

2001; Kucuk ve ark., 2021).

PF-562271 Uygulamasi Calismalari

BxPC-3, PANC-1 ve AsPC-1 hiicre hatlarina PF-562271 bilesiginin 1 ve 5 pM dozlar1 48
saat boyunca uygulanmistir. Hedef genlerin ekspresyon seviyelerindeki degisim oraninin
tespit edilmesi i¢in “BioRad” qRT-PCR cihazi ile analiz yapilmistir. PF-562271 bilesigi
uygulanan deney gruplar1 uygulama yapilmayan kontrol grubu ile normalize edildi.

Rolatif gen ekspresyonu hesabi igin 2 “4A¢T (Livak) yontemi kullanilmistir (Livak ve ark.,

2001; Kucuk ve ark., 2021).

3.2.9. Hiicrelerden protein izolasyonu

Hiicre hatlar1 protein izolasyonu igin 6 kuyucukli platelere her kuyucukta yaklagik 10°
hiicre olacak sekilde ekilmistir ve %80-90 oraninda konfluent olana kadar 37°C’de %5
CO2’li etlivde inkiibasyona birakilmistir.
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Twist-siRNA ve Vorinostat Uygulamasi Calismalan

Inkiibasyon siiresi bittikten sonra eski besiyeri cekilerek vorinostat ICso dozu ve 3pmol
Twist-siRNA ayr1 ayr1 ve kombinasyon halinde 72 saat boyunca uygulanmistir. Kontrol
grubu, 3 pmol NT-siRNA, vorinostat ICso dozu, 3pmol Twist-siRNA ve kombinasyon
uygulamasi olmak iizere tlizere 5 farkli grup olusturulmustur. Siire sonunda protein

izolasyonu protokolii uygulanmigtir.

Sepantronyum Bromiir ve Navoximod Uygulamasi Calismalari

Inkiibasyon siiresinin ardindan eski besiyeri ¢ekilmistir ve yeni besiyeri icerisinde
sepantronyum bromiir ve navoximodun MTT analizi sonucunda tespit edilen optimum
dozlar1 (sepantronyum bromiir i¢in 1 nM ve navoximod i¢in 25 puM) ayr1 ayri ve
kombinasyon halinde hazirlanarak BEAS-2B, Mia PaCa-2 ve AsPC-1 hiicre hatlarina 48
saat boyunca inkiibe edilmistir. Siire sonunda protein izolasyonu protokolii

uygulanmistir.

PF-562271 Uygulamasi Calismalari

Inkiibasyon siiresinin ardindan eski besiyeri ¢ekilmistir ve yeni besiyeri igerisinde PF-
562271 bilesiginin 1 ve 5 uM dozlar1 48 saat boyunca pankreas kanseri hiicre hatlar
PANC-1, BxPC-3, AsPC-1’e uygulanmistir. Siire sonunda protein izolasyonu protokolii

uygulanmistir.

Tiim protein izolasyonu protokolleri radyoimmiinopresipitasyon assay (RIPA) tamponu
ile yapilmistir. RIPA tamponu 25 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 1 mM
EGTA, %1 Triton-X, %0,1 SDS, %0,5 sodyum deoksilat pH 7,6 olacak sekilde 250
mL’ye distile su ile hazirlanmistir. Igerisine 250 mM sodyum floriir, 50 mM sodyum
ortovanadat, 50 mM fenilmetil siilfonil floriir olmak {izere 3 tane proteaz ve fosfotaz

inhibitori eklenmistir.

Tiim ¢aligmalar i¢in inkiibasyon siiresi sonrasi asagidaki adimlar uygulanmistir:

50



¢ Eski besiyeri dokiilmeden tiim hiicreler hiicre kaziyici ile kazinarak bir ependorfa
alinmistir ve 3500 rpm’de 3 dakika santrifiij edilmistir.

¢ Siipernatant dokiildiikten sonra her bir ependorfa 1000 pL. PBS eklenmistir ve
tekrar 3500 rpm’de 3 dakika santrifiij edilmistir.

¢ Pelletin tizerine her bir kuyucuk i¢in 200 pL RIPA tamponu eklenmistir. Buzun
iizerinde 30 dakika boyunca her 5 dakika da bir vortexlenmistir.

¢ 12.000 rpm’de 20 dakika +4 °C’de santrifiij edilmistir.

¢ Siipernatant alinip yeni bir tlipe aktarilarak -80°C’de saklanmustir.

3.2.10.  Orneklerdeki protein konsantrasyonlarinin belirlenmesi

Orneklerdeki protein konsantrasyonlar: “Pierce BCA Protein Assay Kit” (Thermo
Scientific, ABD) kullanilarak  Ol¢lilmiistiir. BCA  yoOntemine gore c¢esitli
konsantrasyonlarda (25-2000 pg/mL) bovine serum albiimin (BSA) standartlari
olusturulup, BCA ¢alisma soliisyonlari ile inkiibe edilmistir.
Protokole gore su adimlar gergeklestirilmistir:
¢ BSA veya konsantrasyonu bilinmeyen protein Orneklerinden mikroplate
kuyucuklarindan her birine 3 tekrarli olacak sekilde 25 pL eklenmistir.
¢ Her kuyucuk basina 200 pL ¢aligma soliisyonu eklenerek 30 saniye boyunca plaka
calkalayicisinda karistirilmistir.
¢ Plate kapatildiktan sonra 37 °C’de 30 dakika inkiibe edilmistir ve daha sonra oda
sicakligina kadar plate sogutulmustur.

¢ Mikroplate okuyucu ile 562 nm dalga boyunda absorbans dl¢lilmiistiir.

3.2.11. Proteinlerin elektroforezde yiiriitiillmesi, proteinlerin membrana
transferi, membranin bloklanmasi, proteinlerin membran iizerinde

antikorlar ile gosterimi ve protein bantlarinin goriintiilenmesi

BCA kiti ile yapilan analiz sonrasinda konsantrasyonlari hesaplanan proteinler 2x
Laemmli buffer (BioRad, ABD) (62,5 mM Tris-HCI pH 6.8, %25 gliserol, %2 SDS,
%0,01 bromfenol mavi) ve B-merkaptoetanol ile karigtirllmistir. 95 °C 6 dakika boyunca
inkiibe edilmistir ve proteinlerin denatlirasyon olmalar1 saglanmistir. Elde edilen lizatlar

deneyde kullanilmak {iizere -20°C'de saklanmistir. Tablo 3.4’te yer alan
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konsantrasyonlarda sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE)

jeli hazirlanarak proteinler molekiiler agirliklarina gore ayrilmistir.

Tablo 3. 6. Ayirma jeli (%12) ve yiikleme jeli (%5) i¢in hazirlik bilesenleri ve hacimleri

%12 Ayirma Jeli %S Yiikleme Jeli
Distile su 3,8 mL 5,86 mL
%30 Akrilamid 3,4 mL 1,34 mL
1,5 M Tris HCI pH 8.8 2,6 mL -
0,5 M Tris HCI pH 6.8 - 2,6 mL
%10 APS 100 mL 100 pL
TEMED 10 uL 10 uL
%10 SDS 100 pL 100 pL

Calisma tamponu (10x) pH 8.3 250 mM Tris-base, 1,92 M glisin, %1 SDS kullanilarak
hazirlanmistir. Tanklarda kullanilmak tizere ¢aligma tamponu 1x’e seyreltilmistir. 80 volt
10 dakika ilk yiiriitme yapildiktan sonra 175 volt 75 dakika olmak iizere yiiriitme islemi
devam etmistir.
¢ FElektroforez sonrasinda jelin membrana transfer agamasi i¢in jel, filtre kagitlar
ve nitroseliiloz membran (0,45 pm, Bio-Rad) soguk transfer tamponu ile
islatilarak 5 dakika bekletilmistir.
Transfer tamponu (1x) 25 mM Tris-base, 190 mM glisin, 0,4 gram SDS ve %20 metanol
kullanilarak hazirlanmistir.
¢ Proteinin jelden membrana transfer islemi i¢in filtre kagidi-membran-jel-filtre
kagidi olacak sekilde diizenek yerlestirilmistir ve 1,3 amper 25 volt 12 dakika
boyunca transfer gerceklestirilmistir.
¢ 1x %0,1 Tween 20 iceren 1x tris tamponlu salin (TBS) ile hazirlanan %4'liikk
yagsiz siit tozu ¢ozeltisi hazirlanmistir ve 1 saat boyunca 37 °C’de shaker tizerinde
bloklama yapilmistir.
TBS (10x) cozeltisi 20 mM Tris-Base ve 150 mM NaCl pH 7.6 olacak sekilde
hazirlanmistir. 1x TBS-T ise TBS 10x’ten 100 mL, 1 mL Tween 20 ve final hacim 1

litreye distile su ile tamamlanmstir.
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¢ Inkiibasyon siiresi sonrasinda 5 dakika 1x TBS-T ile bekletilerek yikanmustur.

¢ Immun checkpoint VISTA (Rabbit, Cell signaling; 1:1000 diliisyon oraninda),
immiin checkpoint HVEM, CD155 ve PD-L1 (Mouse, Santa Cruz; 1:500 diliisyon
oraninda) ve [-Aktin (Mouse, Genscript, HRP konjuge; 1:5000 diliisyon
oraninda) antikoru %4’liikk yagsiz siit tozu soliisyonunda hazirlanmistir.

¢ Membranin ylizeyi kaplanacak sekilde eklenerek 1 gece +4 °C’de galkalayici
iizerinde inkiibe edilmistir.

¢ Inkiibasyon siiresi sonunda 3 kez 5 dakika boyunca 1x TBS-T ile bekletilerek
calkalayici lizerinde yikama yapilmgtir.

¢ HRP (Horseradish peroksidaz) bagli sekonder antikor 10 mL %4’liik yagsiz siit
tozu soliisyonunda 1:5000 diliisyon oraninda hazirlanmistir ve 1 saat ¢alkalayici
iizerinde inkiibe edilmistir.

¢ Inkiibasyondan sonra 3 kez 5 dakika boyunca 1x TBS/T ile bekletilerek
calkalayici lizerinde yikama yapilmstir.

¢ Goriintiileme i¢cin membran {izerine 2 mL kemiliiminesans reaktifi (Bio-Rad,
Clarity Western ECL Substrate, ABD) eklenerek karanlikta 1 dakika
bekletildikten sonra goriintiilleme cihazi yardimiyla (Fusion FX-7, Vilber,
Almanya) goriintiileme yapilmistir (Erden, 2021).

Goriintiiler Image J programinda analiz edilmistir.

3.3. Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler GraphPad Prism® V.9.5.0 (GraphPad software) programi
kullanilarak gergeklestirilmistir. Veriler normal dagildiginda grup ortalamalarim
karsilastirmak igin student’s t testi (two-tailed distribution) kullanarak analiz
edilmistir. qRT-PCR verileri ortalama +SEM olarak gdsterilmistir. Gruplar arasindaki
farki karsilastirmak i¢in two-way ANOVA kullanilmigtir. Anlamlilik p degeri
hesaplanarak incelenmistir ve p<0,05 istatistiksel fark olarak kabul edilmistir. p >

0,05; *: p <0,05; **: p <0,01; ***: p <0,001;****: p <0,0001
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4. SONUCLAR

Bu tez ¢alismast kapsaminda elde edilen verilerin bir kismi asagida yer alan dergide

yaymlanmustir.

Topcu, K. S. B., & Cacan, E. (2025). Twistl 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 Kanseri ve Saghkli Dokularda Immiin Checkpoint Molekiillerin ve

Cesitli Sinyal Yolaklarindan Sorumlu Hedef Genlerin Ekspresyon Seviyesi

171 normal/saglikli pankreas dokular1 ve 179 pankreas kanseri dokularinda Twistl, TGF-
B, E kadherin, N kadherin, Snail, Slug, Vimentin, IDO1, IDO2, TDO, BIRCS5, mTOR,
PD-L1, CDI155, AGR2, LEF1, HVEM, siklin D1, p21, HIF-la ve VISTA mRNA
ekspresyon seviyeleri incelenmistir. Twistl, TGF-, E kadherin, N kadherin, Snail, Slug,
Vimentin, IDO1, TDO, BIRCS, CD155, AGR2, LEF1, HVEM, siklin D1, p21, HIF-1a
ve VISTA mRNA seviyeleri saglikli dokulara kiyasla pankreas kanseri dokularinda daha
yliksek olarak tespit edilmistir (Sekil 4.1).
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Sekil 4. 1.Hedef genlerin ekspresyon seviyeleri normal pankreas dokularina (gri, 171
numune) kiyasla pankreas kanseri dokularinda (kirmizi, 179 numune) artmistir. p > 0,05;

*: p <0,05; **%: p<0,01; ***: p<0,001;****: p <0,0001
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4.2.  Vorinostat Bilesigi ve Twist-siRNA Transfeksiyonunun Ayr1 Ayr1 ve

Kombinasyon Halinde Uygulanmasinin Pankreas Kanseri Hiicre Canliligina Etkisi

Twist] geninin vorinostat bilesigi ile pankreas kanseri hiicre hatlari {izerinde sinerjik bir
etki olusturarak hiicre canlilig1 lizerindeki etkilerinin gézlemlenmesi i¢in hiicre canlilik
analizi (MTT analizi) yapildi. Hiicrelere 48 saatlik 0,1-200 uM dozlarda vorinostat
uygulamasi1 3 tekrarli olacak sekilde yapilmistir. Vorinostat uygulanmis hiicrelerin
ortalama absorbans degerleri ile kontrol grubu hiicrelerinin ortalama absorbans degerleri
oranlanarak hiicre canlilik ylizdeleri belirlenmistir. 48 saat boyunca vorinostat
uygulanmig CAPAN-1, Mia PaCa-2 ve AsPC-1 hiicre hatlarinda I1Cso degeri sirasiyla
11,2553, 1,15 ve 1,182 uM olarak belirlenmistir (Sekil 4.2). ICso dozlar1 “AAT Bioquest
(https://www.aatbio.com/tools/ic50-calculator)”  tarafindan  saglanan  ¢evrimigi
hesaplayict  kullanilarak hesaplanmistir. Pankreas kanseri hiicre hatlarindaki
kombinasyon tedavi i¢in 3 pmol Twist-siRNA ve her hiicre i¢in ayr1 ayr1 belirlenen 1Cso
dozlarindaki vorinostat bilesigi ile 48 saat muamele edilmistir. Sonuglar hiicrelere 3pmol
NT-siRNA kullanimina kiyasla 3 pmol Twist-siRNA transfeksiyonunun hiicre canliligini
anlaml sekilde azalttigin1 gostermektedir. Ayrica her 3 hiicre hattinda da NT-siRNA
uygulanan gruba kiyasla Twist-siRNA ve vorinostatin kombinasyon halinde kullanimi
sinerjistik bir sekilde hiicre canliligim azaltmistir (Sekil 4.2). Ozellikle CAPAN-1
hiicrelerinde, tekli tedavilere gére kombinasyon tedavisi hiicre canliligin1 daha etkili bir

sekilde azaltmistir.
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Sekil 4. 2. CAPAN-1, Mia PaCa-2, AsPC-1 pankreas kanseri hiicre hatlarina vorinostat

ve Twist-siRNA’nin ayr1 ayr1 ve kombinasyon halinde uygulamasinin hiicre canlilig

uzerindeki etkisi
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4.3. Vorinostat Bilesigi ve Twist-siRNA Transfeksiyonunun Ayr1 Ayr1 ve
Kombinasyon Halinde Uygulanmasinin Pankreas Kanseri Hiicre Migrasyonu

Uzerindeki Etkisi

Hiicre migrasyon analizi, Twist-siRNA transfeksiyonu ve vorinostat tedavisinin hiicre
migrasyonu lizerindeki etkilerini anlamak i¢in gergeklestirildi. Vorinostat ve Twist-
siRNA'nin CAPAN-1 ve AsPC-1 hiicre hatlarinda birlikte kullaniminin, ayri
uygulamalarina kiyasla hiicre gociinii daha etkili bir sekilde engelledigi gosterilmistir
(Sekil 4.3). Bu bulgular, Twist-siRNA ve vorinostat bilesiginin kombinasyon halinde
kullanimmin tek basina kullanilmasina kiyasla pankreas kanserinde hiicre gogiinii

baskilamada daha giiclii bir etkiye sahip oldugunu agikca gostermektedir.
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Sekil 4. 3. Vorinostat ve Twist-siRNA’nin ayr1 ayr1 ve kombinasyon halinde
uygulanmasinin pankreas kanseri hiicre migrasyonu {izerindeki etkisi. Vorinostat
bilesiginin pankreas kanseri hiicreleri lizerindeki IC50 degeri hesaplandiktan sonra,
Twist-siRNA ile kombinasyon tedavisi sirasiyla Mia PaCa-2 (A,D), AsPC-1 (B,E) ve
CAPAN-1 (C,F) hiicrelerine uygulandi ve hiicre migrasyon analizine tabi tutuldu. Hiicre
g6l analizindeki hiicre hatlarinin mikroskobik goriintiisii (5x biiyiitme)
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4.4. Vorinostat Bilesigi ve Twist-siRNA Transfeksiyonunun EMT ile iliskili
Genler ve iImmiin Checkpoint VISTA Gen Ekspresyonu Uzerine Etkisi

Pankreas kanserine vorinostat uygulamasi, EMT ile iliskili genlerin ve VISTA’nin
mRNA seviyesini arttirmaktadir. Sonuglar, CAPAN-1 (11,25 uM vorinostat) ve AsPC-1
(1,182 puM vorinostat) hiicre hatlarinda EMT ile iligkili genlerin ifade seviyelerinde
onemli bir artis oldugunu ortaya koydu. Ozellikle, vorinostat tedavisi ii¢ pankreas kanseri
hiicre hattinda (Mia PaCa-2, AsPC-1, CAPAN-1), Twistl mRNA seviyesinde 6nemli
Olciide up regiilasyona neden olmustur. Ayrica, CAPAN-1 hiicre hattinda vorinostat
tedavisi, kontrol grubuna kiyasla VISTA'nin mRNA seviyesinde 3.5 kat artisa yol
acmustir (Sekil 4.4). Bu bulgular, vorinostatin diisiik dozlarda bile EMT ile iliskili genleri
etkileyebilecegini ve VISTA ifadesini artirabilecegini, potansiyel olarak pankreas kanseri

ilerlemesi ve bagisiklik modiilasyonundaki roliinii gostermektedir.

Twistl'in pankreas kanserinde immiin checkpoint VISTA'y1 modiile etmedeki roliinii
daha da agiklamak icin, Twist-siRNA transfeksiyonu gerceklestirilmistir. Twist-siRNA
transfeksiyonunu takiben, Mia PaCa-2 ve AsPC-1 pankreas kanseri hiicrelerinde EMT ile
iligkili genlerin ifade seviyelerinde belirgin bir azalma gozlemlendi. Ayrica bu
knockdown {ii¢ pankreas kanseri hiicre hattinda (Mia PaCa-2, AsPC-1, CAPAN-1)
VISTA'nin mRNA seviyesini onemli Ol¢lide baskilamistir. Vorinostat ve Twist-
siRNA’nin kombinasyon halinde uygulanmasi yalnizca Twist-siRNA transfeksiyonu ile
karsilagtirildiginda, vorinostat ile kombinasyonun EMT ile iligkili genlerin ve immiin
checkpoint VISTAmin mRNA seviyesini daha etkili bir sekilde bastirdigini
gostermektedir (Sekil 4.4). Bu sonuglar, Twistl susturulmast ve vorinostatin
kombinasyon halinde uygulanmasinin hem EMT ile iligkili genlerin hem de immiin
checkpoint VISTA'nin pankreas kanserinde modiile edilmesinde olas1 bir sinerjik etki

olusturdugunu gdstermektedir.
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Sekil 4. 4. Pankreas kanseri hiicre hatlarina ayr1 ayr1 ve kombinasyon halinde uygulanan

vorinostat ve Twist-siRNA’nin hedef genlerin mRNA seviyelerindeki gen ekspresyon kat
degisimine etkisi
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4.5. Vorinostat Bilesigi ve Twist-siRNA Transfeksiyonunun immiin Checkpoint

VISTA Protein Ekspresyonu Uzerindeki Etkisi

HDAC inhibitérii vorinostat, Twist-siRNA transfeksiyonu ve kombinasyon tedavisinin
pankreas kanseri hiicrelerinde immiin checkpoint VISTA'nin protein seviyesi lizerindeki
etkisini belirlemek i¢in western blot analizi yapildi. Sonuglar pankreas kanseri
hiicrelerinde vorinostat uygulamasini takiben VISTA protein diizeyinde Onemli bir
degisiklik olmadigimi gosterdi. Twist-siRNA transfeksiyonu ile karsilastirildiginda,
Twist-siRNA transfeksiyonu ve vorinostat tedavisinin kombinasyonu VISTA protein
diizeyini 6nemli Ol¢iide azaltmistir. Bulgular, Twistl'in pankreas kanseri hiicrelerinde

VISTA ekspresyonunu diizenleyebilecegini gostermektedir (Sekil 4.5).
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Sekil 4. 5. Twist-siRNA ve vorinostat bilesiginin ayr1 ayr1 ve kombinasyon halinde
uygulamasindan sonra AsPC-1, CAPAN-1, Mia PaCa-2 hiicrelerindeki western blot

goriintiileri ve VISTA protein ekspresyon seviyeleri
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4.6. Sepantronyum Bromiir ve Navoximod Bilesiklerinin Ayr1 Ayr1 ve
Kombinasyon Halinde Uygulanmasinin Pankreas Kanseri ve Saghkh Hiicre

Canlih@ Uzerindeki Etkisi

Pankreas kanseri hiicre hatlar1 Mia PaCa-2 ve AsPC-1, saglikli hiicre hatti BEAS-2B’ye
sepantronyum bromiir ve navoximod bilesiklerinin sitotoksik etki yapip yapmadigini
gozlemlemek icin MTT analizi yapildi. 48 saat boyunca sepantronyum bromiir bilesiginin
pankreas kanseri hiicrelerine uygulanmasi hiicre canliligini anlaml 6lciide azaltmistir
(Sekil 4.6). Buna ragmen navoximod bilesiginin farkli konsantrasyonlarda pankreas
kanseri ve saglikli hiicre hatlarina 48 saat boyunca uygulanmasi hiicre canliligi iizerinde
bir degisiklige neden olmamaistir. Sepantronyum bromiir bilesiginin 48 saatlik uygulama
sonrasi ICso dozu BEAS-2B, Mia PaCa-2 ve AsPC-1 hiicre hatlarinda sirasiyla 27,25 nM,
22,93 nM ve 4,66 nM olarak hesaplanmistir.

BEAS-2B Hiicre Hatu Mia PaCa-2 Hilcro Hatti ASPC-1 Hilcre Hatt
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Sekil 4. 6. Sepantronyum bromiir ve navoximod bilesiklerinin 48 saat boyunca

uygulanmasinin BEAS-2B, Mia PaCa-2 ve AsPC-1 hiicre canlilig1 {izerindeki etkisi
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MTT analizi sonrasinda kombinasyon ¢alismalarinda kullanilmak iizere sepantronyum
bromiir (1 ve 5 nM) ve navoximod (10 ve 25 uM) bilesiklerinin 2 farkli konsantrasyonu
secilerek pankreas kanseri ve saglikli hiicrelere 48 saat boyunca uygulanmistir (Sekil 4.7).
Yapilan kombinasyon analizi sonucunda hiicre migrasyon, mRNA ve protein ekspresyon
analizleri i¢in sepantronyum bromiir i¢in 1 nM ve navoximod bilesigi iginse 25 uM

konsantrasyonlar1 se¢ilmistir.

I 0 M Sepantronium Bromide B 0 M Sspantronium Bromide B 0 nM Sepantronium Bromide
I 1 oM Sepantronium Bromide 1 1 nM Sepantronkum Bromide 1 1 nM Sepantronium Bromide
1 50M Sepantronium Bromide [E3 5nM Sepaniranium Bromide 1 5 nM Sepantronium Bromide
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Navoximod uM Navoximod uM Navoximod uM

Hicre cankids (%)
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Sekil 4. 7. Sepantronyum bromiir ve navoximod bilesiklerinin kombinasyon halinde 48
saat boyunca uygulanmasinin BEAS-2B, Mia PaCa-2 ve AsPC-1 hiicre canliligi

uzerindeki etkisi

4.7. Sepantronyum bromiir ve navoximod bilesiklerinin ayr1 ayr1 ve
kombinasyon halinde uygulanmasinin pankreas kanseri ve saghkh hiicre

migrasyonu iizerindeki etkisi

Hiicre migrasyon analizi icin BEAS 2B, Mia PaCa-2 ve AsPC-1 hiicre hatlarina 1 nM
sepantronyum bromiir ve 25 pM navoximod ayri ayr1 ve kombinasyon halinde 48 saat
boyunca uygulanmistir. BEAS 2B hiicrelerine kimyasallarin ayr1 ayri1 ve kombinasyon
halinde uygulanmasi kontrol grubuna kiyasla hiicre migrasyonunu etkilememistir (Sekil
4.8). Ancak Mia PaCa-2 sepantronyum bromiir ve navoximod kimyasallarinin tek
uygulanmasia kiyasla kombinasyon halinde uygulandigindaki hiicre migrasyonu
anlamli sekilde baskilanmistir (Sekil 4.9). AsPC-1 hiicre hattina 48 saat boyunca ayr1 ayri

sepantronyum bromiir ve navoximod uygulamasi kontrol grubuna kiyasla hiicre gd¢iinii
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azaltmistir. Kombinasyon uygulamasi ise navoximodun tek bagina kullanilmasina kiyasla

hiicre gociinii baskilamamistir (Sekil 4.10).

Kontrol Grubu Sepantronium Bromiir Navoximod bromiir +

Beas-2B Huicre Hatti

Sekil 4. 8. Sepantronyum bromiir ve navoximod bilesiklerinin ayr1 ayr1 ve kombinasyon
halinde BEAS-2B akciger epitel saglikli hiicre hattina uygulanarak gerceklestirilen hiicre

migrasyon analizindeki hiicrelerin mikroskobik goriintiisii (5x biiyiitme)

66



Kontrol Grubu Sepantronium Bromir Navoximod ium bromiir +

Mia PaCa-2 Hiicre Hatti

Sekil 4. 9. Sepantronyum bromiir ve navoximod bilesiklerinin ayr1 ayr1 ve kombinasyon
halinde Mia PaCa-2 pankreas kanseri hiicre hattina uygulanarak gergeklestirilen hiicre

migrasyon analizindeki hiicrelerin mikroskobik goriintiisii (5x biiyiitme)
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Sekil 4. 10. Sepantronyum bromiir ve navoximod bilesiklerinin ayr1 ayr1 ve kombinasyon
halinde AsPC-1 pankreas kanseri hiicre hattina uygulanarak gerceklestirilen hiicre

migrasyon analizindeki hiicrelerin mikroskobik goriintiisii (5x biiyiitme)
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Sekil 4. 11. Sepantronyum bromdir ve navoximod bilesiklerinin ayr1 ayr1 ve kombinasyon
halinde muamelesinin BEAS-2B, Mia PaCa-2 ve AsPC-1 hiicre hatlarindaki hiicre gogii
iizerindeki etkisi. Hiicre go¢ oranlar1 kontrol grubu ile karsilastirilarak yiizde (%) yara

iyilesmesi lizerinden degerlendirilmistir.
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4.8. Sepantronyum Bromiir ve Navoximod Bilesiklerinin Ayr1 Ayr1 ve
Kombinasyon Halinde Uygulanmasinin Hedef Gen Ekspresyonlar1 Uzerindeki

Etkisi

Gen ekspresyon analizi i¢in 1 nM sepantronyum bromiir ve 25 M navoximod bilesikleri
ayr1 ayrt ve kombinasyon halinde 48 saat boyunca hiicre hatlarina uygulanmigtir.
Uygulama sonucunda IDOI1, IDO2, TDO, BIRCS5, mTOR, E-kadherin, N-kadherin,
vimentin, VISTA, CDI155 ve PD-L1 kodlayan genlerin ekspresyon seviyeleri
incelenmistir (Sekil 4.12). Analizde housekeeping gen olarak GAPDH seg¢ilmistir.

-IDO1 gen ekspresyonu 1 nM sepantronyum bromiir ve 25 uM navoximodun ayr1 ayr1
uygulamasi sonucunda tiim hiicre hatlarinda kontrol grubuna kiyasla anlamli sekilde
azalmis oldugu belirlendi. 1 nM sepantronyum bromiir ve 25 uM navoximodun
kombinasyon halinde kullanim1 tek bagina kullanimina kiyasla anlamli sekilde Mia PaCa-
2 ve AsPC-1 hiicre hattinda IDO1 ekspresyonunu baskilamistir. Ancak Beas 2B saglikli

hiicre hattinda kombinasyon uygulamasi IDO1 ekspresyonunu arttirmistir.

-Kontrol grubuna kiyasla IDO2 gen ekspresyonunda sepantronyum bromiir
uygulanmasi yalniz Mia PaCa-2 hiicre hattinda ekspresyonu arttirirken, navoximod
uygulamasi Mia PaCa-2 hiicre hattinda IDO2 ekspresyonunu anlamli sekilde
baskilamistir. Kombinasyon halinde uygulanmast 3 hiicre hattinda da IDO2 ekspresyon

seviyesinde anlamli bir degisiklige neden olmamustir.

-TDO gen ekspresyonu Sepantronyum bromiir uygulamas: sonucunda Mia PaCa-2
hiicre hattinda 1.87 kat baskilanirken AsPC-1 hiicre hattinda 1.38 kat ve Beas 2B hiicre
hattinda 3.24 kat artisa neden olmustur. Navoximod uygulamasi TDO gen ekspresyonunu
Mia PaCa-2 hiicre hattinda 1.45 kat baskilarken kombinasyon halinde uygulanmasi 2.09
kat baskilanmigtir. AsPC-1 hiicre hattinda navoximod uygulamasi 1.49 kat ve
kombinasyon uygulamast 1.23 kat TDO gen ekspresyonunu arttirmistir. BEAS 2B
saglikli hiicre hattinda ise navoximod uygulamasi TDO gen ekspresyonunu 5.42 kat

arttirirken kombinasyon halinde uygulanmasi 3.06 kat arttirmistir.
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-CD155 gen ekspresyonu sepantronyum bromiiriin tek basina kullaniminda Mia PaCa-2
ve BEAS 2B hiicre hattinda anlamli bir degisiklie neden olmazken, navoximod
uygulamasi Mia PaCa-2 hiicre hattinda gen ekspresyonunu 2.58 kat ve kombinasyon
uygulamasi ise 2.71 kat baskilamistir. AsPC-1 hiicre hattinda ise sepantronyum bromiiriin
tek basina uygulanmasi gen ekspresyonunu 1.54 kat arttirirken, navoximod uygulamasi
1.72 kat ve kombinasyon uygulamasi 1.3 kat artisa neden olmustur. BEAS 2B hiicre
hattinda navoximodun tek basina uygulanmasi gen ekspresyonunu 1.3 kat arttirirken

kombinasyon uygulamasi gen ekspresyonunu 1,44 kat baskilamistir.

-VISTA gen ekspresyonu sepantronyum bromdir tek bagina kullanimi sonrasinda AsPC-
1 ve Beas 2B hiicre hattinda anlamli bir degisiklige neden olmazken Mia PaCa-2 hiicre
hattinda 1.52 kat artisa neden olmustur. Navoximodun tek basina ve sepantronyum
bromiir ile kombinasyon halinde uygulanmasi AsPC-1 hiicre hatlarinda anlamli bir
degisiklige neden olmamistir. Ancak navoximodun tek basina uygulanmasi Mia PaCa-2
hiicre hattinda VISTA gen ekspresyonunu 3.23 kat ve kombinasyon halinde uygulanmasi
3.9 kat baskilamistir. BEAS 2B hiicre hattina navoximod uygulamasi VISTA gen
ekspresyonunu 2.14 kat arttirirken, kombinasyon halinde uygulanmasi gen

ekspresyonunu 1.43 kat arttirmigtir.

-PD-L1 gen ekspresyonu Mia PaCa-2 hiicre hattinda sepantronyum bromiir uygulamasi
sonucunda 1.31 kat artarken, navoximod uygulamas: ile 1.36 kat ve kombinasyon
uygulamasi ile 2.39 kat baskilanmistir. AsPC-1 hiicre hattinda ise PD-L1 gen
ekspresyonu sepantronyum bromiir uygulamasi sonrasinda 1.69 kat baskilanmistir ancak
navoximod uygulamasi ile anlamh bir degisiklik olmamistir. sepantronyum bromiir ve
navoximod uygulamasi sonrasinda ise PD-L1 gen ekspresyonu 1.76 kat baskilanmistir.
BEAS 2B hiicre hattinda PD-L1 gen ekspresyonu sepantronyum bromiir uygulamasi
sonrasinda anlamli bir degisiklik olmazken, navoximod uygulamasi ile 1.37 kat artmigtir

ancak kombinasyon uygulamasi sonrasinda gen ekspresyonu 1.36 kat baskilanmistir.
-BIRCS5 gen ekspresyonu sepantronyum bromiir uygulanmasindan sonra Mia PaCa-2 ve

AsPC-1 hiicre hattinda sirasiyla 1.36 kat ve 1.59 kat baskilanirken BEAS 2B hiicre
hattinda 2.12 kat artmistir. Navoximod uygulamasi ise Mia PaCa-2 hiicre hattinda gen
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ekspresyonunu 1.55 kat baskilanirken AsPC-1 hiicre hattinda gen ekspresyonunda
anlamli bir degisiklik olmamistir. BEAS 2B hiicre hattinda ise BIRCS5 gen
ekspresyonunda 3.18 kat artis olmustur. sepantronyum bromiir ve navoximodun
kombinasyon halinde uygulanmas1 BIRC5 gen ekspresyonunun Mia PaCa-2, AsPC-1 ve
BEAS 2B hiicre hatlarinda sirastyla 2.49, 1.53 ve 1.43 kat baskilanmasina neden

olmustur.

-Mia PaCa-2 hiicre hattinda sepantronyum bromiir uygulamasindan sonra E-kadherin
gen ekspresyonu 4.1 kat baskilanirken navoximod uygulamasi sonrasinda 21.85 kat
baskilanmistir. Kombinasyon uygulamasindan sonra ise E-kadherin gen ekspresyonu
7.74 kat baskilanmistir. AsPC-1 hiicre hattina sepantronyum bromiir ve navoximod
uygulamasindan sonra E-kadherin gen ekspresyonunda anlamli bir degisiklik olmamustir.
Ancak sepantronyum bromiir ve navoximod kombinasyon uygulamasi sonrasinda 1.43
kat artisa neden olmustur. BEAS 2B hiicre hattinda ise sepantronyum bromiir uygulamasi
sonrasinda E-kadherin gen ekspresyonu 1.47 kat baskilanirken, navoximod uygulamasi
sonrasinda gen ekspresyonu 1.94 kat artmigtir ancak kombinasyon uygulamasi sonrasinda

anlamli bir degisiklik olmamustir.

-Mia PaCa-2 hiicre hattinda sepantronyum bromiir uygulamasindan sonra N-kadherin
gen ekspresyonu 1.5 kat artarken, navoximod uygulamasi gen ekspresyonunu 3.5 kat
baskilamistir. Kombinasyon uygulamasi ise Mia PaCa-2 hiicre hattinda gen
ekspresyonunu 4.84 kat baskilamistir. AsPC-1 hiicre hattinda sepantronyum bromiir
uygulamasindan sonra gen ekspresyonu 1.61 kat, navoximod uygulamasindan sonra 1.67
kat ve kombinasyon uygulamasindan sonra ise 1.66 kat artis gerceklesmistir. BEAS 2B
hiicre hattinda ise sepantronyum bromiir uygulamasindan sonra gen ekspresyonu 1.33
kat, navoximod uygulamasindan sonra 1.46 kat ve kombinasyon uygulamasindan sonra

ise 1.41 kat baskilanmugtir.

-Vimentin gen ekspresyonu sepantronyum bromiir uygulamasindan sonra Mia PaCa-2
hiicre hattinda 1.85 kat baskilanirken navoximod ve kombinasyon uygulamasindan sonra
anlamli bir degisiklik meydana gelmemistir. AsPC-1 hiicre hattina uygulanan

sepantronyum bromiir sonrasinda 1.95 kat artig olmustur. Ancak navoximod uygulamasi
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sonrasinda ise anlaml bir degisiklik meydana gelmemistir. Kombinasyon uygulamasi
sonrasinda ise gen ekspresyonu 1.85 kat artmistir. BEAS 2B hiicre hattinda ise
sepantronyum bromiir uygulamasi sonrasinda anlamli bir degisiklik meydana gelmezken
navoximod uygulamasi sonrasinda vimentin gen ekspresyonu 1.81 kat ve kombinasyon

uygulamasi sonrasinda 3.81 kat artis meydana gelmistir.

-mTOR gen ekspresyonu sepantronyum bromiir uygulamasindan sonra Mia PaCa-2
hiicre hattinda anlamli bir degisiklik meydana gelmezken, navoximod uygulamasi
sonrasinda 1.92 kat ve kombinasyon uygulamasi sonrasinda 2.81 kat baskilanmigtir.
AsPC-1 hiicre hattina uygulanan sepantronyum bromiir sonrasinda mTOR gen
ekspresyonu 1.37 kat, navoximod uygulamasi sonrasinda 1.68 kat ve kombinasyon
uygulamasi sonrasinda 1.5 kat artmistir. BEAS 2B hiicre hattina sepantronyum bromdir
uygulamasi ile mTOR gen ekspresyonu 1.48 kat baskilanirken, navoximod uygulamasi

sonrasinda 3.7 kat ve kombinasyon uygulamasi sonrasinda 2.39 kat artmigtir.

72



[ Ma PaCa-2 Hicre Hats

[ BEAS 28 Hicre Hato

ﬂi!l

Sekil 4. 12. Sepantronyum bromiir ve navoximod bilesiklerinin ayr1 ayr1 ve kombinasyon
halinde Mia PaCa-2, AsPC-1 ve BEAS-2B hiicre hattina uygulanmasindan sonra hedef

genlerin rolatif ekspresyon seviyesi
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4.9. Sepantronyum Bromiir ve Navoximod Bilesiklerinin Ayr1 Ayr1 ve
Kombinasyon Halinde Uygulanmasinin immiin Checkpoint CD155, VISTA ve PD-
L1 Protein Seviyesi Uzerindeki Etkisi

Sepantronyum bromiir ve navoximod uygulamasi yapilmis Mia PaCa-2, AsPC-1 ve
BEAS-2B hiicre hatlarindaki PD-L1, VISTA ve CDI55 protein seviyelerinin tespit
edilebilmesi i¢in western blot analizi yapilmistir. Kontrol olarak B-Aktin kullanilmigtir.
48 saat boyunca hiicre hatlarina 1 nM sepantronyum bromiir ve 25 pM navoximod
uygulamasi yapilmis, total protein izolasyonu gerceklestirilmistir. Tek basina YM155
uygulamasi VISTA protein seviyesini Mia PaCa-2 hiicre hattinda baskilarken, BEAS 2B
ve AsPC-1 hiicre hatlarinda VISTA proteininde anlamh bir degisiklik olmamistir. Tek
basina navoximod uygulamasi ise Mia PaCa-2 hiicre hattinda VISTA protein seviyesini
baskilarken, BEAS 2B hiicre hattinda protein seviyesini arttirmistir. Kombinasyon
halinde ilaglarin uygulanmasi ise yalniz BEAS 2B hiicre hattinda VISTA protein
seviyesinde anlamli sekilde arttirmigtir. Tek basia sepantronyum bromiir uygulamasi
PD-L1 protein seviyesinde her 3 hiicre hattinda da anlamli bir degisiklige neden
olmazken, navoximod uygulamasi AsPC-1 hiicre hattinda PD-L1 proteininin
baskilanmasina neden olmustur. Kombinasyon halinde ilaglarin uygulanmasi ise Mia
PaCa-2 ve AsPC-1 hiicre hattinda PD-L1 protein seviyesini anlamli sekilde azaltmistir.
CDI155 proteini iginse sepantronyum bromiiriin tek basina uygulanmasi Mia PaCa-2
hiicre hattinda hedef protein seviyesinin azalmasina neden olmustur. Navoximod
uygulamasindan sonra Mia PaCa-2 ve BEAS 2B hiicre hatlarinda CD155 protein seviyesi
azalirken, AsPC-1 hiicre hattinda CD155 protein seviyesi artmistir. Kombinasyon halinde
uygulamadan sonra ise Mia PaCa-2 ve BEAS 2B hiicre hatlarinda CD155 protein seviyesi
azalirken, AsPC-1 hiicre hattinda artmistir (Sekil 4.13).
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Sekil 4. 13. Pankreas kanseri ve saglikli hiicre hatlarina sepantronyum bromiir ve
navoximod bilesiklerinin ayr1 ayr1 ve kombinasyon halinde uygulanmasinin immiin

checkpoint CD155, VISTA ve PD-L1 protein seviyesi iizerindeki etkisi

4.10. PF-562271 Bilesiginin Pankreas Kanseri Hiicre Canhiig1 Uzerindeki Etkisi

PF-562271 bilesiginin pankreas kanseri hiicre hatlarinda sitotoksik etkisinin olup
olmadigin1 gézlemlemek i¢in 24 ve 48 saat boyunca artan konsantrasyonlarinda (0,1-100
uM) PF-562271 uygulamasi yapilmistir ve ardindan MTT analizi gerceklestirilmistir. 24
saatlik uygulamadan sonra BxPC-3, PANC-1 ve AsPC-1 hiicre hatlarinda ICso degerleri
sirastyla 32,58 uM, 68,23 uM ve 84,95 uM olarak hesaplanmistir. Bu sonuglar, PF-
562271’in kisa siireli maruziyette BXxPC-3 hiicrelerinde daha belirgin sitotoksik etki
gosterdigini, ancak PANC-1 ve AsPC-1 hiicrelerinde daha yiiksek dozlarda etki ettigini
gostermektedir. 48 saatlik PF-562271 muamelesinden sonra ise BxPC-3, PANC-1 ve
AsPC-1 hiicre hatlarinda ICso degerleri sirasiyla 6,12 uM, 9,55 uM ve 54,64 uM olarak

hesaplanmistir. Veriler, PF-562271’in maruziyet siiresi uzadik¢a pankreas kanseri hiicre
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hatlarinda sitotoksik etkisinin belirgin sekilde arttigin1 gdstermektedir. Ozellikle BxPC-3
hiicre hattinda ICso degerinin 24 saate kiyasla yaklasik bes kat azaldig1, bu durumun ise
PF-562271’in hiicre proliferasyonunu baskilayici etkisinin zamanla giiclendigine isaret
ettigi disiiniilmektedir. Sonu¢ olarak, PF-562271 bilesiginin pankreas kanseri hiicre

hatlarinda doza bagl olarak hiicreler lizerinde sitotoksisite olusturmustur (Sekil 4.14).

BxPC-3 Hiicre Hatti PANC-1 Hiicre Hatti AsPC-1 Hicre Hatti

T L 43258 1

T T 1C=68.23 M

BxPC-3 Hiicre Hatti PANC-1 Hiicre Hatti AsPC-1 Hiicre Hatti

! 1Co=6.12uM

Sekil 4. 14. PF-562271 bilesiginin 24 saat (A-C) ve 48 saat (D-F) boyunca muamelesinin
BxPC-3, PANC-1 ve AsPC-1 hiicre canlilig1 iizerindeki etkisi

4.11. PF-562271 Bilesiginin Pankreas Kanseri Hiicre Hatlarinda Hiicre Koloni
Olusumu Uzerindeki EtKkisi

PF-562271 bilesiginin pankreas kanseri hiicrelerinin koloni olusumu iizerindeki
etkilerinin gozlemlenebilmesi i¢cin 48 saat boyunca 1 ve 5 puM konsantrasyonlarda
uygulanmis daha sonrasinda hiicreler 14 giin boyunca biiyiitiilmiistiir. Tiim hiicreler

kristal violet ile boyanmistir ve koloniler goriintiilenmistir. 1 ve 5 pM PF-562271
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uygulamasi sonucunda koloni olusturma yetenegi BxPC-3 ve AsPC-1 hiicre hattina

kiyasla PANC-1 hiicre hattinda 6nemli 6l¢iide azaltmistir (Sekil 4.15).

A Kontrol 1 uM PF-562271 5 uM PF-562271 B

3 BxPC-3
3 AsPC-1
=3 Panc-1

Koloni olusturma yetenegi (%)

Panc-1

AsPC-1

Sekil 4. 15. BxPC-3, PANC-1 ve AsPC-1 hiicre hattinda yapilan koloni olusum analizinin
sonugclari. Kristal violet ile boyanmis kolonilerin goriintiilenmesi (A) ve koloni olugturma

yetenekleri ylizdeleri (B)

4.12. PF-562271 Bilesiginin Pankreas Kanseri Hiicre Hatlarinda Hiicre
Migrasyonu Uzerindeki Etkisi

PF-562271 bilesiginin pankreas kanseri hiicrelerinin migrasyon yetenekleri iizerindeki
etkilerinin gozlemlenebilmesi i¢in 24 ve 48 saat boyunca 1 ve 5 uM PF-562271
konsantrasyonlarinda muamele gergeklestirilmistir. 0, 24 ve 48 saatlik hiicrelerin
gorlintiisii mikroskop altinda incelenmis ve fotograflari ¢ekilmigtir. PANC-1, AsPC-1 ve
BxPC-3 hiicre hatlarina 1 ve 5 uM uygulanan PF-562271 24 ve 48 saat sonra kontrol
grubuna kiyasla migrasyonu anlamli sekilde baskilamistir (Sekil 4.16-4.19).
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Sekil 4. 16. PANC-1 hiicre hattina PF-562271’in 1 ve 5 uM uygulanmasi ile yiiriitiilen

hiicre migrasyon analizindeki hiicrelerin mikroskobik goriintiisii (5x biiyiitme)
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Sekil 4. 17. BxPC-3 hiicre hattina PF-562271’in 1 ve 5 uM uygulanmasi ile yiiriitiilen

hiicre migrasyon analizindeki hiicrelerin mikroskobik goriintiisii (5x biiyiitme)
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Sekil 4. 18. AsPC-1 hiicre hattina PF-562271’in 1 ve 5 uM uygulanmas ile yiiriitiilen

hiicre migrasyon analizindeki hiicrelerin mikroskobik goriintiisii (5x biiyiitme)
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Sekil 4. 19. PF-562271 bilesiginin 1 ve 5 uM muamelesinin PANC-1, BxPC-3 ve AsPC-
1 hiicre hatlarindaki hiicre gocii tizerindeki etkisi
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4.13. Pankreas Kanseri Hiicre Hatlarinda PF-562271 Bilesiginin Hedef Gen
Ekspresyonlar1 Uzerindeki Etkisi

PF-562271 bilesiginin pankreas kanseri hiicrelerinde hedef gen ekspresyonu iizerindeki
etkisini incelemek amaciyla BxPC-3, PANC-1 ve AsPC-1 hiicre hatlar1 48 saat boyunca
1 ve 5 uM konsantrasyonlarinda PF-562271 ile muamele edilmistir. Apoptotik bir gen
olan p21 geni her 3 hiicre hattinda da azalma gostermistir. PANC-1 hiicre hattinda 5 yM
PF-562271 uygulamasi kontrol grubuna kiyasla 8.14 kat, BxPC-3 hiicre hattinda 1.37 kat
ve AsPC-1 hiicre hattinda ise 1.36 kat gen ekspresyonu baskilanmistir. PF-562271
uygulamasit PANC-1 ve AsPC-1 hiicre hatlarinda siklin D1 geninin azalmasina neden
olmustur. PANC-1 hiicre hattinda 1 ve 5 uM PF-562271 uygulanmasi siklin D1 geninin
strastyla 1.65 ve 2.49 kat azalmasina neden olmustur. AsPC-1 hiicre hattinda ise 1 ve 5
uM PF-562271 uygulanmasi siklin D1 geninin sirastyla 1.44 ve 1.37 kat azalmasina neden
olmustur. Buna ragmen BxPC-3 hiicre hattinda anlaml1 bir degisiklik gdzlemlenmemistir.
Survivin ekspresyonu 5 uM PF-562271 uygulanmasi sonucunda tiim hiicre hatlarinda
baskilanmistir. PANC-1, AsPC-1 ve BxPC-3 hiicre hatlarinda sirasiyla 1.26, 1.41 ve 1.53
kat survivin gen ekspresyonu baskilanmistir. HIF 1A gen ekspresyonu 5 uM PF-562271
uygulamasi sonrasinda PANC-1 hiicre hattinda azalirken (1.42 kat), BxPC-3 (1.39 kat)
ve AsPC-1 (1.33 kat) hiicre hatlarinda artisa neden olmustur. Yapilan gen ekspresyonu
analizi sonucunda LEF1, 5 uM PF-562271 uygulanmas1 PANC-1 hiicre hattinda 1,56 kat
azalirken, BxPC-3 hiicre hatlarinda 1.44 kat artis meydana gelmistir. AGR2 geni ise 5 uM
doz uygulamasi sonrasinda PANC-1, AsPC-1 ve BxPC-3 hiicre hatlarinda sirastyla 1.73
kat, 1.25 kat ve 3.59 kat anlamli sekilde baskilanmistir. HVEM gen ekspresyonu 5 uM
PF-562271 uygulamasi sonrasinda PANC-1 ve BxPC-3 hiicre hattinda sirasiyla 4.16 kat
ve 1.65 kat baskilanirken, AsPC-1 hiicre hattinda anlamli bir degisiklik meydana
gelmemistir (Sekil 4.20-4.22).
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Sekil 4. 20. PANC-1 hiicre hattina 1 ve 5 pM konsantrasyonlarda 48 saat boyunca
uygulanan PF-562271 bilesiginin p21, siklin D1, survivin, HIF 1A, LEF1, AGR2 ve

HVEM genlerine ait gen ekspresyon analizi
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Sekil 4. 21. AsPC-1 hiicre hattina 1 ve 5 uM konsantrasyonlarda 48 saat boyunca
uygulanan PF-562271 bilesiginin p21, siklin D1, survivin, HIF 1A, LEF1, AGR2 ve

HVEM genlerine ait gen ekspresyon analizi
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Sekil 4. 22. BxPC-3 hiicre hattina 1 ve 5 uM konsantrasyonlarda 48 saat boyunca
uygulanan PF-562271 bilesiginin p21, siklin D1, survivin, HIF 1A, LEF1, AGR2 ve

HVEM genlerine ait gen ekspresyon analizi

4.14. PF-562271 Bilesiginin Pankreas Kanserindeki HVEM Protein Ekspresyonu
Uzerindeki Etkisi

PF-562271 bilesiginin pankreas kanseri hiicrelerinde hedef protein HVEM ekspresyonu
tizerindeki etkisini incelemek amaciyla BxPC-3, PANC-1 ve AsPC-1 hiicre hatlar1 48
saat boyunca 1 ve 5 uM konsantrasyonlarinda PF-562271 ile muamele edilmistir. Kontrol
olarak B-Aktin kullanilmistir. Elde edilen bulgular PF-562271 bilesiginin BxPC-3 ve
PANC-1 hiicre hatlarinda HVEM protein ekspresyonunu doza bagli olarak 6nemli 6l¢iide
azalttigini gostermektedir (Sekil 4.23).
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Sekil 4. 23. PF-562271 bilesiginin 1 ve 5 uM dozlarinda pankreas kanseri hiicre hatlar
BxPC-3, PANC-1 ve AsPC-1’e uygulanmasi sonrasinda HVEM protein ekspresyon

seviyesi

4.15. Importazole’nin Pankreas Kanseri Hiicre Canhihg Uzerindeki Etkisi

Importazol bilesiginin hiicre sitotoksisitesi {izerindeki etkilerini belirlemek i¢in pankreas
kanseri hiicre hatti AsPC-1'e farkli dozlarda 48 saat boyunca uygulandi. MTT analizi
sonucunda, importazol pankreas kanseri hiicrelerinin proliferasyonunu doza bagimli
olarak baskiladi (Sekil 4.24). Importazole bilesiginin AsPC-1 pankreas kanseri
hiicrelerindeki IC50 degeri 14,9 uM olarak hesaplandi.

4.16. Importazole’nin Hedef Gen Ekspresyonlar1 Uzerindeki Etkisi

Importazole bilesiginin pankreas kanserinde TRIM135, apoptoz mekanizmasi ile iligkili
genler ve immiin checkpoint genlerinin (PD-L1, VISTA) ekspresyon seviyeleri {izerine
etkilerini anlamak amaciyla mRNA seviyeleri incelendi. Pankreas kanseri hiicrelerine 5
ve 10 uM importazole bilesiginin uygulanmasi, uygulama yapilmayan kontrol grubuyla
kiyaslandiginda TRIM15 ifadesini 5 uM importazolede yaklasik 2,1 ve 10 uM
importazolede yaklasik 2,3 kat baskiladi. Ayrica, immiin checkpoint VISTA ve anti-
apoptotik BCL-2 gen ifadesi sirasiyla yaklagik 1,6 ve 1,8 kat (5 uM), 2,1 ve 2,3 kat (10
uM) azalirken, importazole tedavisinin immiin checkpoint PD-L1 gen ekspresyonunda
anlamli bir degisiklige neden olmadig1 goriildii (Sekil 4.24). Tlaveten BAX apoptotik gen
ekspresyon seviyesinde importazole uygulamasi sonucunda anlamli bir degisiklik

olmamustir.
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Sekil 4. 24. A. Importazole uygulamasinin pankreas kanseri hiicrelerinde hiicre canlilig

iizerindeki etkisi. Pankreas kanseri hiicrelerine 5 ve 10 pM konsantrasyonlarda

importazole uygulanmasinin B. TRIM15, VISTA, BCL-2, PD-L1 ve BAX genlerine ait

gen ekspresyon analizi
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5. TARTISMA

Pankreas kanseri en kotii prognoza sahip olan malignitelerden biri olup, agresif seyrinden
ve ge¢ evrede tani almasindan dolayr 5 yillik sagkalimi oldukg¢a diisiiktiir. Cerrahi
rezeksiyon ve kemoterapi pankreas kanseri i¢in tedavi stratejilerinin basinda gelmesine
ragmen hastalarin ajanlara verdigi yanit kisithdir ve hastalarin biiylik bir kismi tam
aldiginda cerrahi miidahaleye uygun degildir (Stoop ve ark., 2025). Bagisiklik sistemini
aktive ederek kansere kars1 tedavi imkan1 sunan immiinoterapi, pankreas kanserinde zay1f
antijen sunumu, taninmasi ve iglenmesi gibi nedenlerle sinirli basar1 géstermektedir (Li
ve ark., 2022). Hedefe yonelik tedaviler ise hastalarda sik¢a rastlanan ilag¢ direncini
asmay1 ve yan etkileri azaltmay1 amaglayan spesifik proteinleri se¢ici bir sekilde hedef
alan tedavi yaklasimidir (Victoir ve ark., 2024). Bu nedenle hedefe yonelik tedavi
stratejilerin  gelistirilmesi, immiinoterapi ile kombinasyon tedavi stratejilerinin
uygulanmasi ve bu alanda kapsamli klinik arastirmalarin siirdiiriilmesi pankreas kanseri

tedavisinde kritik bir 6neme sahiptir.

Pankreas kanserinde immiinoterapi ve hedefe yonelik tedaviler kapsaminda son yillarda
odaklanilan immiin checkpoint molekiillerinin birbiri ile olan etkilesimi ve bu
molekiillerin hangi sinyal yolaklar1 araciligiyla diizenlendigi, heniiz yeterince
aydinlatilamamis olup, bu alandaki molekiiler diizeydeki ¢aligmalar sinirl kalmistir. Bu
nedenle tez caligmasinda, pankreas kanserinde immiin checkpoint molekiiller VISTA,
HVEM, CD155, PD-L1 ve IDO1’in ekspresyon profilleri incelenmis ve bu molekiillerin
cesitli hiicresel sinyal yolaklar: ile olasi iliskileri analiz edilmistir. Caligmada HDAC
inhibitorii vorinostat, survivin inhibitdrii sepantronyum bromiir, IDOI1 inhibitori
navoximod, EMT’den sorumlu transkripsiyon faktorii Twistl’in susturulmasi amaciyla
kullanilan Twistl-siRNA, niikleer transport inhibitorii importazole ve FAK inhibitorii
PF-562271 bilesiklerinin apoptoz, hiicre dongiisii, proliferasyon, hipoksi ve EMT gibi
stireclerde rol oynayan farkli sinyal yolaklarint hedefleyerek pankreas kanserinde immiin
checkpointler iizerindeki diizenleyici etkileri ve iliskili olduklar1 sinyal yolaklar
arastirilmistir. Bilesiklerin hiicre canliligi, migrasyonu, koloni olusumu iizerindeki
etkileri, apoptotik siire¢ tlizerindeki diizenleyici etkileri, tiimor mikrogevreyi nasil

sekillendirdigi, 6zellikle pankreas kanserinde VISTA, HVEM, CD155, PD-L1 ve IDO1

87



gibi immiin  checkpoint  molekiillerinin  ekspresyon  diizeylerine etkileri
degerlendirilmistir. Boylece bu ¢alisma, pankreas kanserinde hem hedefe yonelik tedavi
yaklagimlarina hem de immiin regiilasyona dair potansiyel yeni baglantilarin ortaya

konulmasina katki saglamay1 amaglamigtir.

Esas olarak antijen sunan hiicrelerde ve 6zellikle Treg hiicreleri lizerinde eksprese edilen
VISTA, T hiicre aktivasyonunu inhibe ederek immiin siipresdr tiimor mikrogevresi
olusturan immiin checkpoint molekiil olarak bilinmektedir. Ligandi olan VSIG ile
VISTA’nin baglanmasi sitokinlerin ve kemokinlerin {iretimini inhibe ederek T hiicre
proliferasyonunu baskilamaktadir (Mei ve ark.,, 2020). Timodrde ve otoimmiin
hastaliklarda asir1 eksprese olan VISTA, bagisiklik sistemi {izerinde diizenleyici roliinden
dolay1 terapdtik bir ilag hedefi potansiyeli gdstermektedir. VISTA, kanser tedavisi i¢in
umut verici bir hedef olmasinin yani sira hem dogustan gelen hem de edinsel bagisiklik
tepkilerini modiile etmedeki ¢ok yonlii rolii nedeniyle cesitli otoimmiin enflamatuar
hastalik tiirlerinin 6nemli bir diizenleyicisi olarak goérev almaktadir (Li ve ark., 2021b;
Zhang ve Kim, 2024). Pankreas, melanoma, akciger, meme ve kolorektal kanser basta
olmak {iizere birgok kanser tiiriinde yiiksek VISTA ekspresyonu tanimlanmaistir (Zong ve
ark., 2020; Xie ve ark., 2020; Borgeaud ve ark., 2023; Issam Salah ve ark., 2023). Li ve
arkadaglarinin 2023 yilinda yaptig1 bir ¢alismada, kemoterapi tedavisinin melanoma
hiicrelerinde VISTA ekspresyonunu tesvik ettigi ve VISTA’nin asir1 ekspresyonunun
bagisikliktan kagmaya neden oldugu gosterilmistir (Li ve ark., 2023a). Bir bagka
calismada ise pankreas kanserinde yiiksek seviyede ekspresyon olan ve kemoterapi
direncini tesvik eden TLR4 sinyal yolaginin immiin checkpoint molekiilii olan VISTA ile
etkilesim icerisinde oldugu ve bu etkilesimin timor progresyonu ile immiin kagis
mekanizmalarini destekleyebilecegi gosterilmistir (Topcu ve ark., 2022). Ancak bununla
birlikte VISTA nin pankreas kanserindeki ekspresyonu ve klinik 6nemi hakkinda ¢ok az
sey bilinmektedir. Bu nedenle VISTA nin tiim6r mikrogevresindeki roliinlin daha fazla
arastirtlmasi, pankreas kanserinde VISTA’nin hedeflenmesi ve iliskili oldugu sinyal

yolaklarinin belirlenmesi kanser tedavisi i¢in 6nem arz etmektedir.

Tez calismasinda Oncelikle pankreas kanserinde immiin checkpoint VISTA nin EMT ile

iligkili genler ile baglantilarinin anlagilabilmesi i¢in EMT ile iligkili transkripsiyon
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faktorii Twistl geni Twist-siRNA ile susturuldu. VISTA’nmin epigenetik diizeydeki
diizenlenme potansiyelini degerlendirmek amaciyla, HDAC inhibitorlerinden biri olan
vorinostat ile hiicrelere tedavi uygulandi. Hiicre migrasyon analizi, gen ve protein
ekspresyon analizlerinde kullanabilmek i¢in vorinostat bilesiginin ICso dozunun tespit
edilmesi i¢in hiicre canlilik analizi (MTT analizi) yapildi. 3 pmol Twist-siRNA ve farkli
konsantrasyonlardaki vorinostat bilesiginin ayr1 ayri uygulamasi sonrasinda pankreas
kanseri hiicre canliliginda azalma oldugu gosterildi. Vorinostat igin ICso degeri CAPAN-
1 hiicre hattinda 11,2553 pM, Mia PaCa-2 hiicre hattinda 1,15 pM ve AsPC-1 hiicre
hattinda 1,182 uM olarak saptanmistir. Kombinasyon tedavi uygulamasmin pankreas
kanseri hiicre canlilig1 lizerindeki etkilerinin gdzlemlenmesi igin gerceklestirilen analizde
ozellikle CAPAN-1 hiicre hattinda kombinasyon tedavinin tek basina bilesiklerin
uygulanmasina kiyasla daha etkili bir sekilde hiicre canliligin1 baskiladig: tespit edildi.
Mevcut literatiirdeki bulgular, calismamizi destekler nitelikte olup; HDAC inhibitorii
vorinostatin pankreas kanseri hiicrelerinde proliferasyonu inhibe ettigi ve apoptozu
indiikledigi gosterilmistir (Kumagai ve ark., 2007; Chao ve ark., 2019). Sonrasinda Twist-
siRNA ve vorinostat bilesiginin ayr1 ayri ve kombinasyon halinde uygulanmasinin
pankreas kanseri hiicre hatlarinda hiicre gogii tizerindeki etkileri degerlendirmek igin
hiicre migrasyon analizi yapildi ve diisiik dozlarda kombinasyon tedavisinin hiicre
migrasyonunu kontrol grubuna kiyasla engelledigi tespit edildi. Literatlir ile
kiyaslandiginda Twistl-siRNA’nin kolon kanseri hiicrelerinde invazyon ve go¢
yetenegini azalttigr gosterilmistir. Dahas1 Twistl susturulmasi E-kadherin ekspresyon
seviyesini arttirirken, vimentin ekspresyonunu azalttig1 gézlemlenmistir (Shen ve ark.,
2019). Bir baska calismada da Twistl’in EMT’ye neden olarak hepatoseliiler
karsinomada hiicre gociinii arttirdigi gosterilmistir (Matsuo ve ark., 2009). Oral dil
skuamoz hiicreli karsinomada yapilan bir ¢alismada ise Twist] susturulmasi sonrasinda
hiicre ¢ogalmasi, migrasyonu ve invazyonunda baskilanma gozlemlenmistir. Bunun yani
sira EMT belirteci vimentin ekspresyonunda azalma ve E-kadherin ekspresyonunda ise
artis meydana gelmistir (de Morais ve ark., 2022). Qin ve arkadaglarinin gerceklestirdigi
bir ¢calismada, multipl miyeloma hiicrelerinde normal kemik iligi hiicrelerine kiyasla
anlamli diizeyde daha yiiksek Twistl ekspresyonu tespit edilmistir. Ayrica, Twist]l’in
susturulmasinin insan multipl miyeloma hiicrelerinde apoptozu indiikledigi ve hiicre

proliferasyonunu baskiladigi gosterilmistir (Qin ve ark., 2021). Calismamizda Twistl
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susturulmasinin vorinostat ile kombinasyon halinde uygulanmasinin EMT’den sorumlu
genlerin yani sira immiin checkpoint VISTA nin ekspresyon diizeyini diizenledigini de
gosterdik. Vorinostatin tek basma uygulanmasi her 3 hiicre hattinda da Twistl gen
ekspresyonunu arttirirken, CAPAN-1 hiicre hattinda VISTA gen ekspresyonunu
arttirmigtir. Akciger ve kolon kanserinde yeni HDAC inhibitérleri E-Kadherin’i artirirken
Vimentin ve Slug’u azaltarak EMT’yi baskilamis; benzer sekilde Vorinostat da N-
Kadherin ve Vimentin ekspresyonunu diistiriip E-Kadherin’i yiikselterek EMT fenotipini
modiile etmistir (Ozel ve ark., 2021; Lee ve ark., 2024). Kombinasyon halinde bilesiklerin
uygulanmast Mia PaCa-2 hiicre hattinda EMT’den sorumlu biyobelirteclerin
ekspresyonlarmi1 baskilamustir. ilaveten Twist-siRNA ve vorinostatin kombinasyon
halinde uygulanmast VISTA gen ve protein ekspresyonunu oldukca baskilamistir. Bu
durum, her iki ajan arasinda sinerjistik bir etkilesimin mevcut oldugunu ve birlikte
uygulandiklarinda immiin kacis mekanizmalarinin hedeflenmesinde daha etkili
olabileceklerini gostermektedir. Literatirde meme kanserinde Twistl’in immiin
checkpoint molekiil PD-L1 promotdriine baglandigi ve CD8+ T hiicrelerinin tiikenmesini
hizlandirarak meme kanseri hiicrelerinin bagisikliktan kagmasimi saglayan PD-LI
ekspresyonunu tesvik ettigi gosterilmistir (Yu ve Xu, 2024). Bu durum Twistl’in
hedeflenmesinin immiin silipresdr etkiyi azaltacagi ve anti-timdr bagisiklig
giiclendirerek immiinoterapotik stratejileri gelistirebilecegini gostermektedir. Bu tez
caligmasi ile mevcut literatiirii destekler nitelikle olan sonuglar bulunmustur ve pankreas
kanseri hiicrelerinde Twistl ekspresyonunun immiin checkpoint VISTA ile pozitif
korelasyona sahip oldugu belirlenmistir. Ayrica, HDAC inhibit6rii vorinostatin Twist1
inhibisyonu ile sinerjistik etki olusturarak VISTA ekspresyonunu baskilayabilecegi
ortaya konulmustur. Mevcut caligmamiz Twistl’in EMT biyobelirteglerini modiile
etmesinin yani sira pankreas kanseri hiicrelerinin proliferasyon ve migrasyonunu

baskiladigini da gostermistir.

Fetal gelisim sirasinda eksprese edilen, ancak normal yetiskin dokularinda ekspresyonu
bulunmayan BIRCS geninin; literatiirde ¢esitli kanser tiirlerinin progresyonu ve kotii
prognozla iligkili olduguna dair ¢alismalar mevcuttur (Zou ve ark., 2019; Fildt Beding ve
ark., 2022). Artan BIRCS5 ekspresyonunun, cesitli tiimorlerde bagisiklik hiicresi

infiltrasyon seviyesi ile pozitif korelasyon gosterdigi bilinmektedir (Xu ve ark., 2021).
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Apoptoz inhibitorii BIRC5’in immiinoterapide de belirte¢ olarak kullanilabilecegi ve
immiin checkpoint blokaj1 tedavisinin etkinligini arttirabilecegi diistiniilmiistiir. Survivin
inhibitorii sepantronyum bromiiriin, yumurtalik kanseri hiicrelerinde sagkalimi down
regiile ederek hiicre biiylimesini baskiladigi, hiicre dongiisiinde duraksamaya yol actigi
ve apoptozu indiikledigi gosterilmistir (Hou ve ark., 2018). Bir baska caligmada
sepantronyum bromiir prostat kanseri tedavilerde siklikca kullanilan cabazitaxel ile
kombinasyon halinde uygulandiginda cabazitaxelin etkinligini arttirmistir (Miyao ve ark.,
2020). Pankreas kanserinde yapilan bir calismada ise sepantronyum bromiir, survivin
ekspresyonunu baskilayarak pankreas kanseri hiicrelerinde gemsitabine duyarlilig
arttirmistir (Yoon ve ark., 2012). Zhao ve arkadaslarinin 2016’da yaptiklar1 bir ¢caligmada
ise pankreas kanserinde sepantronyum bromiir tek basina apoptozu indiiklemekte yetersiz
kalmigken, gemsitabin ile kombinasyon halinde uygulanmasi apoptozu desteklemistir
(Zhao ve ark., 2016). Ancak BIRCS inhibitorii sepantronyum bromiiriin pankreas
kanserinde antitiimor etkisini hangi sinyal yolaklar ile etkilesime girerek sagladigi ve
immiin checkpoint mediatorler {izerindeki etkisi tam olarak bilinmemektedir. Ilaveten s6z
konusu inhibitériin, immiin checkpoint molekiil olan IDO1 inhibitdrii navoximod ile
kombinasyon halinde uygulanmasinin kanser hiicreleri {izerindeki etkisine dair spesifik
bir ¢alisma yer almamaktadir. Bundan dolay1 bu tez caligmasinda BIRCS5 inhibitorii
sepantronyum bromiir ve IDO1 inhibitorii navoximodun ayri1 ayr1 ve kombinasyon
halinde uygulanmasinin hiicre canliligi, hiicre migrasyonu ve immiin kagigtaki olasi

rolleri in vitro ¢aligmalar ile degerlendirilmistir.

PD-L1, 6zellikle kanser hiicreleri ve makrofajlar olmak {izere ¢esitli hiicrelerde ifade
edilmektedir ve tiimor hiicrelerinin bagisikliktan kacigini tesvik etmektedir (Zhang ve
ark., 2021b). PD-L1 inhibitorleri melanom, kii¢iik hiicreli olmayan akciger kanseri, mide
kanser ve meme kanseri dahil olmak iizere bircok kanser tiiriiniin tedavisi igin
kullanilmasina ragmen belirsiz mekanizmasindan dolay1 hasta yanitlar1 %40’tan azdir
(Gou ve ark., 2020). PD-1/PD-L1 blokasyonu etkili antitiimér immiin yanit1 tegvik etmek
icin yetersiz oldugundan dolay1 kemoterapi, radyoterapi, anjiogenez inhibitorleri ve diger
immiin checkpoint inhibitorleri ile birlikte hedeflenmesi kanser tedavisinde daha ytiksek
yanit oranina sahiptir (Yiv ve ark., 2022). Pankreas kanserinde yapilan bir calismada PD-

L1 ve IL-6’nin kombinasyon halinde blokasyonu tiimor biiylimesini inhibe etmis ve T
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hiicre infiltrasyonunu arttirmistir (Mace ve ark., 2018). Wang ve arkadaglart PD-L1’in
pankreas kanserinde yiiksek seviyede eksprese edilen FOXP3 tarafindan upregiile
edilerek CD8+ T hiicrelerinin aktivitesini etkili bir sekilde inhibe ettigini gostermislerdir
(Wang ve ark., 2020). Meme kanserinde yapilan bir ¢alismada ise PD-L1’in susturulmasi,
meme kanseri hiicre proliferasyonunu, koloni olusumunu, invazyonunu ve in vivo timdor
bliylimesini azaltmigtir (Alkaabi ve ark., 2023). 2018 yilinda Wang ve arkadaslarinin
yaptig1 bir ¢alismada ise PD-L1 ekspresyonunun rahim agzi kanseri hastalarinda lenf
nodu metastaz kapasitesini arttirdig1 ve kotii prognoz ile énemli dl¢lide iligkili oldugu
tespit edilmistir. Bunun yani sira PD-LI1, rahim agzi kanseri hiicrelerinde bir E-
kadherin/SIRT3 sinyal yolu araciligiyla glikoz metabolizmasint da diizenledigi
belirlenmistir (Wang ve ark., 2018).

Fizyolojik olarak ¢ogu saglikli dokuda eksprese olmayan immiin checkpoint CD155’in
kolon kanseri, 6zofagus kanseri, 16semi ve noroblastom gibi c¢esitli kanserlerde
ekspresyonunun arttig1 bilinmektedir. Ozofagus kanserinde yapilan ¢alismada CD155
ekspresyonunun PD-L1 ile pozitif korelasyon gosterdigi, ayrica CD155'n
baskilanmasinin hiicre dongiisiinde bozulmalara yol agarak apoptozu indiikledigi ve
bdylelikle tiimor hiicrelerinin proliferasyonunu engelledigi raporlanmistir. Benzer sekilde
hepatoseliiler karsinomada da PD-L1 ve CD155’in yiiksek oranda eksprese edildigi ve
bagisikliktan kacista etkili olduklart belirtilmistir (Assal ve ark., 2024; Tang ve ark.,
2022b). Bas ve boyun skuamoz hiicreli karsinomada yapilan bir caligsmada ise hastalardan
elde edilen miyeloid tiirevli baskilayict hiicrelerde yiiksek CD155 ve PD-L1 ekspresyonu
gozlemlenmistir (Mao ve ark., 2021). Meme kanserinde ise yiiksek CDI55
ekspresyonunun hiicre yapismasi ve sagkalimla iligkili sinyal yolaklar1 ile baglantili
olabilecegi ve mezenkimal fenotip ile iliskili oldugu bulunmustur. Ozellikle CD155,
EMT ile iligkili transkripsiyon faktorleri olan Vimentin, Zebl ve Slug protein
ekspresyonu ile pozitif bir korelasyon gostermistir (Zheng ve ark., 2020). PD-L1 ve
CD155’1n gesitli kanser tiirlerinde artmis ekspresyonlarin bagisikliktan kagis ve tlimor
progresyonunda 6nemli roller oynadig1 goz oniine alindiginda, bu immiin checkpoint
molekiillerinin hedeflenmesine yonelik c¢alismalarin derinlestirilmesi biiyiikk 6nem
tagimaktadir. Bu baglamda, PD-L1 ve CD155’in diizenlenmesinden sorumlu olabilecek

molekiiler sinyal yolaklarinin detayli bicimde aydinlatilmasi, hem hedefe yonelik yeni
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tedavi stratejilerinin gelistirilmesine hem de kombinasyon tedavilerinin daha etkin
planlanmasina olanak saglayacaktir. Tiim bu bilgilerden yola ¢ikarak bu tez ¢alismasinda
pankreas kanserinde BIRCS ve IDO1 molekiillerinin immiin checkpoint mediatorler
olarak islev goren ve immiin hiicrelerin baskilanmasina neden olan VISTA, PD-L1 ve
CDI155'in tiizerindeki roliinii ve tedaviye yonelik potansiyeli kapsamli sekilde
arastirilmistir. Caligmada immiin checkpoint mediatorler VISTA, CD155 ve PD-L1'in
inhibisyonunu hedefleyen IDO1 inhibitérii navoximod ile BIRCS inhibitorii
sepantronyum bromiiriin ayr1 ayr1 ve kombinasyon halinde uygulanmasinin 6ncelikle
pankreas kanser hiicrelerindeki canlilig1 ve migrasyonu iizerindeki etkileri ele alinmistir.
Sepantronyum bromiiriin 48 saat boyunca tek basina uygulanmasi sonucunda Mia PaCa-
2 ve AsPC-1 hiicre hatlarinda IC50 degeri sirastyla 22,93 ve 4,66 nM olarak hesaplanmis
olup ¢ok diisiikk dozlarda hiicre canliligini baskilamigtir. Navoximod uygulamasi ise
pankreas kanseri hiicre canliligini etkilemezken, kombinasyon halinde kullanimi
sepantronyum bromiiriin  antiproliferatif —etkinligini arttirmistir. Ayrica  yine
sepantronyum bromiiriin navoximod ile kombinasyon halinde kullanimi hem
sepantronyum bromiir hem de navoximodun ayri ayr1 kullanimina kiyasla pankreas
kanseri hiicre gociinii daha fazla baskilamistir. Buna ragmen bilesiklerin ayr1 ayr1 ve
kombinasyon halinde uygulanmasi saglikli hiicre hatti olan BEAS-2B’nin gog¢iinii
etkilememistir. Literatiir ile kiyaslandiginda sepantronyum bromiiriin pankreas kanseri
hiicreleri iizerinde diisiik dozlarda antiproliferatif etkilere sahip oldugu ve 48 saatlik
uygulama sonrasinda pankreas kanseri Mia PaCa-2 hiicre hattinda IC50 degeri 29,36 nM
olarak hesaplandig1r goriilmiistir (Na ve ark.,, 2012). Bir bagka c¢alismada ise
sepantronyum bromiiriin pankreas kanseri hiicre gociinii engelledigi ve tlimor
progresyonunu azalttigir gozlemlenmistir (Brown ve ark., 2020). Ma ve arkadaslarinin
yaptig1 bir ¢aligmada BIRCS’in asir1 ekspresyonu akciger kanseri hiicrelerinde mTOR
sinyal yolu araciligi ile PD-L1 ekspresyonunu onemli dlgiide arttirmustir. Ilaveten
BIRC5’in yiiksek seviyedeki ekspresyonu PD-L1°1 upregule ederek kanser hiicrelerinin
immiin yanittan kagisini desteklemistir (Ma ve ark., 2022). Metastatik kanser hastalarinda
IDO1 inhibitérii navoximod bilesiginin atezolizumab gibi PD-LI1 inhibitorleriyle
kombinasyon halinde uygulanmasinin antitiimor aktivitesi agisindan umut verici sonuglar
elde edilmistir (Jung ve ark.,2019; Naour ve ark., 2020). {laveten navoximod, plazma ve

dokuda kinurenin konsantrasyonlarini yaklasik %50 oraninda azaltmig, IDO1 tarafindan
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indiiklenen T hiicresi baskisini engellemis ve T hiicresi fonksiyonunu yeniden saglamigtir
(Ebata ve ark., 2020). Ancak, navoximodun immiin siipresér molekiiller ve immiin
checkpoint PD-L1 ile ilgili ¢ok az sayida ¢alisma bulunmaktadir. Buna karsin immiin
checkpoint VISTA ve CDI155 ile olan iliskisine dair heniiz bir ¢alisma mevcut degildir.
Bu doktora tez ¢alismasinda, immiinoterapodtik hedefler arasinda yer alan BIRCS ve
IDO1’in kombinasyon halinde baskilanmasi ile, immiin checkpoint molekiilleri VISTA,
PD-L1 ve CD155’in ekspresyon diizeyleri lizerindeki sinerjistik etkileri ilk kez kapsamli
bir sekilde degerlendirilmistir. Bu yaklagim, immiin kag¢is mekanizmalarinin daha
derinlemesine anlagilmasina katki saglarken, kombinasyon tedavilerine yoOnelik
potansiyel yeni stratejilerin gelistirilmesine de zemin hazirlamaktadir. Tez ¢alismasi
kapsaminda elde edilen sonuglar, bilesiklerin tek basma kullanilmasina kiyasla
kombinasyon halinde uygulanmast Mia PaCa-2 ve AsPC-1 hiicre hatlarinda CD155 ve
PD-L1 gen ekspresyonunun baskilanmasma neden olmustur. Ilaveten bilesiklerin
kombinasyon halinde uygulanmasi sadece Mia PaCa-2 hiicre hattinda VISTA gen
ekspresyonunun daha belirgin sekilde baskilanmasina neden olmustur. Buna ek olarak,
kombinasyon tedavisinin EMT siire¢leri tizerindeki etkileri incelenmistir ve Mia PaCa-2
hiicre hattinda EMT sorumlu N-kadherin gen ekspresyonunun down regiile oldugu
gozlemlenmistir. Bu bulgularin ardindan, immiin checkpoint molekiillerinin protein
diizeylerini degerlendirmek amaciyla Western blot analizi gerceklestirilmistir. Yapilan
analizler sonucunda, navoximod ve sepantronyum bromiir bilesiklerinin kombinasyon
halinde uygulanmasinin, ayr1 ayr1 uygulamaya kiyasla, pankreas kanseri hiicre hatlarinda
VISTA ve PD-L1 protein ekspresyon diizeylerini daha belirgin sekilde baskiladig: tespit
edilmistir. Bulgularimiz AsPC-1 pankreas kanseri hiicre hattinda PD-L1 ve VISTA
ekspresyon diizeylerinin, CD155 ile negatif korelasyon gosterdigini ortaya koymustur.
Bu bulgu, farkli immiin kagis yollariin birlikte degerlendirilmesinin, hedefe yonelik
immiinoterapilerde daha etkili stratejilerin gelistirilmesine katki saglayabilecegini
gostermektedir. Yaptigimiz analizler sonrasinda navoximod ve sepantronyum bromiir
bilesiklerinin kombinasyon halinde uygulanmasinin, bazi pankreas kanseri hiicre
hatlarinda immiin kag¢is mekanizmalarin1 hedef alarak CD155, PD-L1 ve VISTA gibi
immiin checkpoint molekiillerinin gen ve protein diizeylerinde anlamli diizeyde
baskilama sagladigim1  ortaya koymustur. Ozellikle VISTA gen ve protein

ekspresyonundaki belirgin azalma, bu molekiiliin hedeflenmesinin pankreas tlimor
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mikrogevresinde immiin yanitin yeniden programlanmasinda kritik bir rol
oynayabilecegini diisiindiirmektedir. Buna ek olarak, kombinasyon tedavisinin EMT
stirecine dair 6nemli bir gosterge olan N-kadherin gen ekspresyonunu da inhibe etmesi,
bu yaklagimin sadece immiin modiilasyonla smirli kalmayip tiimoér progresyonunu
dogrudan etkileyebilecek potansiyele sahip oldugunu gostermektedir. Tiim bu veriler
dogrultusunda, navoximod ve sepantronyum bromiir kombinasyonunun, pankreas
kanserinde immiinoterapétik stratejiler agisindan umut vadeden bir yaklagim sundugu

degerlendirilmektedir.

AGR2 meme, pankreas, prostat ve 6zofagus gibi bir¢ok kanser tiiriinde yiiksek seviyede
eksprese olmaktadir ve tiimor gelisimi, invazyonu ve metastazi gibi siireclerde pozitif
korelasyon gostermektedir (Zhang ve ark., 2023). p53 molekiiliiniin inhibitorii olarak
bilinen AGR2, pankreatik duktal adenokarsinomanin erken evrelerinde tespit
edilmektedir (Zhang ve ark., 2021c¢). Kolon kanserinde yapilan bir ¢alismada AGR2’nin
PD-L1 ile pozitif bir korelasyona sahip oldugu gosterilmis olup, bu durum AGR2’nin
kolon kanseri hiicrelerinin bagisikliktan kagma ile iliskili oldugunu gostermektedir
(Martisova ve ark., 2024). Yapilan bir calismada ise pankreas kanserinden salgilanan
AGR2’nin, Wnt/B-katenin yolagr aracilifiyla kanserle iliskili fibroblastlardan
(CAF’lardan) insiilin benzeri biliylime faktori 1'in (IGF1) dretimini sagladigi
gosterilmistir. IGF1 reseptorii ise AKT yolu araciligiyla tiimor hiicresi proliferasyonunu
ve hayatta kalmasini tesvik ettigi bilinmektedir (Li ve ark., 2025). Wnt/B-katenin sinyal
yolaginda gorevli transkripsiyon faktorii LEF1’in pankreas kanserli hastalarda artan
ekspresyonunun lokal lenf nodu metastaz ile pozitif korelasyon gosterdigi belirlenmistir
(Li ve ark., 2021a). Zhao ve arkadaglarinin yaptig1 caligmada, LEF1'in CD4*, CD8* ve
Treg hiicreleri dahil olmak iizere olgun T hiicrelerinde PD-1 gen ekspresyonunu pozitif
yonde diizenledigi gosterilmistir. Bu bulgu, LEF1’in immiin checkpoint inhibitorlerine
yanit1 artirma potansiyeli tasidigina ve otoimmiin hastaliklarin tedavisinde yeni terapdtik
hedeflerin belirlenmesine katki saglayabilecegine isaret etmektedir (Zhao ve ark., 2023).
AGR2 ve LEFI1 proteinlerinin immiin diizenleyici rolleri dikkate alindiginda, bu
proteinlerin immiin checkpoint molekiilleri lizerindeki potansiyel diizenleyici etkileri bu

tez caligmasinda incelenmistir.
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Immiin checkpoint HVEM, baglandig1 liganda bagl olarak farkli bagisiklik yanitlari
baglatabilen ¢ift yonlii bir immiin diizenleyici molekiil olarak bilinmektedir. BTLA ile
etkilesimi sonucunda efektdr T hiicrelerinde inhibitdr sinyallesme baslatarak immiin
yanit1 baskilarken, LIGHT ile etkilesimi sonrasinda T hiicresi aktivasyonunu destekleyen
uyarici sinyaller iletmektedir (Yao ve ark., 2025). Onceki ¢alismalarda HVEM’in mide,
prostat ve kolon kanseri hastalarinda kotii prognoz belirteci olabilecegi gosterilmistir.
(Inoue ve ark., 2015; Lan ve ark., 2017; Aubert ve ark.,2021). Mide kanserine yonelik
yapilan bir baska calismada ise HVEM protein diizeyinin yalnizca kanserli hasta
grubunda artig gosterdigi ve bu artisin 6zellikle ileri evre vakalarda daha belirgin oldugu
bildirilmigstir (Azarafza ve ark., 2022). Yumurtalik kanserinde ise HVEM ekspresyon
seviyesi HIF-la'nin ekspresyonu ile pozitif korelasyon gdstermistir. Artan HVEM
ekspresyonunun hipoksik kosullar altinda hiicre ¢ogalmasini tesvik ederek hiicre
apoptozunu baskiladig: tespit edilmistir (Duan ve ark., 2020). Akciger kanserinde ise
HVEM’in ileri metastazli hastalarda daha yiiksek seviyede eksprese oldugu ve immiin
checkpoint molekiil PD-L1 ekspresyonu ile negatif bir korelasyona sahip oldugu tespit
edilmistir (Ren ve ark., 2028). Bununla birlikte HVEM’in pankreas kanserindeki
ekspresyon diizeyi ve fonksiyonel roliine iliskin literatiirdeki ¢alismalar oldukg¢a sinirlidir.
Bu baglamda calisgmamizda; c¢esitli kanser tiirlerinde yiiksek diizeyde eksprese oldugu,
timor immiin kacgisina katki sagladigi ve zayif sagkalimla iliskili oldugu bildirilen immiin
checkpoint molekiili HVEM’in, FAK inhibitérii PF-562271 bilesigi ile olan

etkilesiminin pankreas kanseri modelinde arastirilmasi amaglanmistir.

Tiim bu literatiirden yola ¢ikarak TUBITAK 1002-A grubu destegi ile yiiriitiilen
“Pankreas Kanserinde Immiin Checkpoint HVEM'in Diizenleyici Roliiniin Sistem
Biyolojisi Yaklasimiyla Arastirilmast” baglikli projemiz kapsaminda yapilan in siliko 6n
analizlerde, PF-562271’in muhtemel AGR2 ve LEFI inhibitorii olabilecegi ortaya
konmustur (Bu ¢alisma halen yayin agamasindadir.). Bu kapsamda FAK inhibitorii PF-
562271’in, AGR2 ve LEF1 molekiilleri araciligiyla immiin checkpoint HVEM iizerinde
diizenleyici bir etki olusturabilecegi diisiiniilmektedir. FAK, hiicre proliferasyonu ve
gociiniin diizenlenmesinde kritik rol istlenen tirozin kinaz yapisinda bir proteindir.
Melanom ve mide kanseri modellerinde yiiksek FAK ekspresyonunun tiimdr hiicrelerinin

cogalmas1 ve migrasyonunu artirdigi gosterilmistir. PF-562271, FAK a kars1 gelistirilmis
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kiigiik molekiil inhibitorlerden biridir (He ve ark., 2024). Yapilan ¢aligmalar, kolorektal
ve over kanseri hiicrelerinde diisiik dozlarda uygulanan PF-562271’in hiicre gogiinii
baskiladigin1 ve kok hiicre belirtegleri (Nanog, OCT4, CDI133, CD44, c-Myc)
ekspresyonunu azalttigini ortaya koymustur (Xu ve ark., 2023; Pan ve ark., 2023). Tez
calismasinda oncelikle PF-562271 bilesiginin pankreas kanseri BxPC-3, PANC-1 ve
AsPC-1 hiicre hatlar1 iizerindeki antiproliferatif etkileri incelenmistir. 48 saat boyunca
PF-562271 bilesigine maruz kalan BxPC-3, PANC-1 ve AsPC-1 hiicrelerindeki 1Cso
degerleri sirastyla 6,12, 9,55 ve 54,64 uM olarak tespit edilmistir. Hiicre canlilik analizini
takiben hiicre koloni olusum analizi ve hiicre migrasyon analizi de yapilmistir ve PF-
562271 bilesiginin 48 saat boyunca pankreas kanseri hiicre hatlari lizerindeki etkileri
degerlendirilmistir. Koloni olusum analizinde ve hiicre migrasyon analizinde PF-562271
bilesiginin uygulama yapilmasi i¢in 1 ve 5 pM dozlar1 se¢ilmistir. Bulgularimiz 6zellikle
BxPC-3 ve PANC-1 hiicre hatlarinda PF-562271’in diisiik dozlarda hiicre migrasyon ve
koloni olusumunu baskiladigini gostermektedir. Pan ve arkadaglarinin yaptigi bir
calismada yumurtalik kanserinde PF-562271’in hiicre dongiisiinii durdurdugu, hiicre
gbclinil ve proliferasyon siirecini inhibe ettigi gosterilmistir (Pan ve ark., 2023). Prostat
kanseri hiicrelerinde de benzer sekilde PF-562271 bilesiginin hiicre sagkalimini azalttig1,
in vivo ¢alismalarda ise tiimor bilylimesini inhibe ettigi belirlenmistir (Lee ve ark., 2015).
Pankreas kanserinde yapilan bir calismada ise PF-562271 bilesiginin kanserle iliskili
fibroblastlarin ve makrofajlarin gocilinii engelledigi gosterilmistir. Ek olarak, tedaviden
sonra pankreas kanseri invazyon ve metastazinda dnemli bir azalma gozlemlenmistir
(Stokes ve ark., 2011). Bulgularimiz PF-562271 bilesiginin Onceki ¢aligsmalarda rapor
edilen antiproliferatif etkilerini desteklemektedir. PF-562271 bilesiginin antiproliferatif
etkisi, hiicre migrasyonunu ve koloni olusumunu baskilama tizerindeki etkileri goz dniine
alindiginda pankreas kanseri tedavisi igin PF-562271’in daha fazla arastirilmasi
gerekmektedir. Ancak su ana kadar pankreas kanserinde PF-562271 bilesiginin
literatiirde etkilerini inceleyen yalniz bir ¢alisma mevcuttur. Bundan dolay1 PF-562271
bilesiginin etki mekanizmalarinin aydinlatilmas1 pankreas kanserine karsi tedavi
stratejilerinin gelistirilmesi a¢isindan 6nem arz etmektedir. PF-562271 bilesiginin immiin
diizenleyici potansiyelinin degerlendirilmesine yonelik yapilan ¢alismalarda bu bilesigin
T hiicresi aktivasyonu ve proliferasyonu iizerinde inhibitor etkilere sahip oldugu

gosterilmistir. Bu bulgular PF-562271'in yalnizca tiimdr hiicrelerine yonelik
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antiproliferatif etkileriyle degil, ayn1 zamanda immiin sistemi modiile edici dzellikleriyle
de one ¢iktigin1 ortaya koymaktadir (Wiemer ve ark., 2013). Bir baska caligsma ise PF-
562271'in MDA-MB-231 ve MDA-MB-468 meme kanseri hiicre hatlarinda PF-562271
bilesiginin immiin checkpoint PD-L1 diizeylerini azaltabilecegini ve bdylece timor
hiicrelerinin immiin sistemden kacis mekanizmalarim1 zayiflatabilecegini gostermistir
(Wu ve ark., 2023). Bu tez calismasinda PF-562271 bilesiginin yalniz HVEM
ekspresyonu tizerindeki etkileri degil, ayn1 zamanda tiimdr hiicresi sagkalimina katkida
bulunan survivin, hipoksiye yanit olusturan HIF-1A, apoptoz mekanizmasinda gorev alan
p21, hiicre dongiisiinii diizenleyen siklin D1, WNT/B-katenin yolaklarinda yer alan
transkripsiyon faktorii LEF1 ile metastatik potansiyelde 6nemli rolii oldugu bilinen
AGR2 genlerinin mRNA ekspresyon diizeylerine etkisi de degerlendirilmistir. Hiicre
dongiisii ile iliskili gen ekspresyonlarinin PF-562271 bilesigi tarafindan diizenlendigi ve
survivin, siklin D1 ve p21 gen ekspresyonlarinda bir azalma tespit edilmistir. Buna
ilaveten HIF-1A gen ekspresyonu da yalniz PANC-1 hiicre hattinda azalmistir.
Literatiirde yumurtalik kanserinde ve rhabdomyosarkomada PF-562271 bilesiginin G1
faz1 hiicre dongiistinii durdurmay1 indiikleyerek hiicre 6liimiine yol agtig1 gosterilmistir
(Al-Ghabkari ve ark., 2019; Pan ve ark., 2023). Yaptigimiz qRT-PCR sonuglarina gore
PF-562271 bilesiginin ozellikle PANC-1 hiicre hattinda LEF1 gen ekspresyonunu
anlamli diizeyde baskiladig1 belirlenmistir. Buna ek olarak, AGR2 gen ekspresyonunun
BxPC-3, PANC-1 ve AsPC-1 hiicre hatlarinda PF-562271 uygulamasiyla azaldig:
gosterilmistir. HVEM gen ekspresyonu ise 6zellikle PANC-1 ve BxPC-3 hiicre hatlarinda
belirgin sekilde baskilanmigtir. Bu bulgular, PF-562271’in AGR2, LEF1 genleri
tizerindeki diizenleyici etkilerini hiicre hatt1 6zgiilliiglinde ortaya koymaktadir. PF-
562271 bilesiginin HVEM protein seviyesindeki etkilerinin tespit edilmesi igin yapilan
Western blot analizi de qRT-PCR verilerimizi dogrulamustir. Ozellikle PANC-1 ve
BxPC-3 hiicre hattinda HVEM proteini gii¢lii sekilde baskilanmistir. Sonug¢larimiz PF-
562271’in yalnizca tiimor hiicre proliferasyonu ve gogii iizerinde degil, ayn1 zamanda
timor mikrogevresindeki immiin baskilayici sinyallerin modiilasyonu agisindan da

onemli bir ajan olabilecegini ortaya koymaktadir.

Importin-B, niikleer transport reseptorii olarak bilinmektedir ve meme, prostat ve akciger

kanseri basta olmak iizere birgok kanser tiirliinde yiiksek 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 arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada Importin-B’nin susturulmas, prostat kanseri
hiicre dongiisiinii durdurarak hiicre biiylimesini engellemistir (Yang ve ark., 2019).
Importazole bilesigi Importin-B nin kii¢iik molekiillii inhibitdrii olarak kesfedilmistir ve
importin-f/RanGTP aracili niikleer importu bozmaktadir (Soderholm ve ark., 2011).
Akut miyeloid 16semi hiicrelerine importazole uygulanmasi ise hiicrelerin apoptoza
gitmesine neden olmustur (Xie ve ark., 2025). Literatiirden yola ¢ikarak importazolenin
pankreas kanseri hiicreleri tizerindeki antiproliferative etkisi, apoptoz stirecindeki rolii ve
immiin modiilator etkisi incelenmistir. Bu ¢alisma, importazole bilesiginin pankreas
kanseri iizerinde yapilan ilk caligmasidir. Calisma kapsaminda importazolenin yalniz
hiicre proliferasyonu iizerindeki etkileri degil, ayn1 zamanda apoptoz mekanizmalari,
immiin kagista rol oynayan immiin checkpoint molekiilleri (PD-L1, VISTA) ve timor
progresyonuyla iliskilendirilen TRIM15 geni iizerindeki diizenleyici etkileri de
degerlendirilmistir. Pankreas kanseri hiicre hatti AsPC-1'e 48 saat siireyle farkli
konsantrasyonlarda importazole uygulanmis ve MTT analizi sonucunda bilesigin diisiik
dozlarda hiicre canliligim1 belirgin sekilde azalttigi gozlemlenmistir. Yapilan
hesaplamalar sonucunda importazolenin AsPC-1 hiicrelerinde I1Cso degerinin 14,9 uM
oldugu belirlenmis, bu da bilesigin diisiik dozlarda sitotoksik etki gosterdigini ortaya
koymustur. Buna ek olarak importazolenin apoptoz siirecindeki etkisinin incelenmesi igin
Bcl-2 ve BAX genlerine bakilmis olup, 5 ve 10 pM konsantrasyonlarda uygulanan
importazole, anti apoptotik gen olan Bcl-2 ekspresyonunu yaklasik 2 kat baskilamigtir.
Literatiirde miyelom hiicrelerinde yapilan bir ¢alismada ise importazolenin klasik NF-xB
sinyal yolagini baskilayarak hiicrelerin apoptoza gitmesine neden olmustur (Yan ve ark.,

2015). Bu bulgular, calismamizda elde edilen sonuglari desteklemektedir.

E3 ubiqutin ligaz ailesinin bir iiyesi olan TRIM15, c¢esitli kanser tiirlerinde tiimor
progresyonu ile iligkilendirilmistir. Cai ve arkadaslariin yaptigi bir caligmada,
TRIM15’in asir1 ekspresyonu pankreas kanseri hiicrelerinin metastazini ve ilerlemesini
indiikledigi gosterilmistir (Cai ve ark., 2024). Bir baska calismada ise akciger kanserinde
TRIMI15’in artan ekspresyonunun zayif sagkalim ile iligkili oldugu ve tiimor
proliferasyonunu ve metastazi tesvik ettigi gosterilmistir (Liang ve ark., 2022). Ayrica

TRIM15’in normal dokulara kiyasla mide kanseri dokularinda daha yiiksek seviyede
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eksprese oldugu, bu durumun ise invazyonu arttirarak zayif sagkalima neden oldugu
gosterilmistir (Chen ve ark., 2018). Yiiksek dereceli ser6z yumurtalik kanserinde yapilan
bir c¢aligmada ise TRIM15’in artan ekspresyonunun, malign seyrin ilerlemesini
destekledigini gosterilmistir. [laveten TRIM15’in asir1 ekspresyonu yiiksek dereceli serdz
yumurtalik kanseri dokularinda hipoksik mikrocevre ile iligkilendirilmistir (Wei ve ark.,
2025). Bu tez ¢alismas1 kapsaminda pankreas kanserinde TRIM15’in importazole bilesigi
tarafindan  diizenlenip diizenlenmediginin anlagilmast i¢cin 5 ve 10 uM
konsantrasyonlarda importazole pankreas kanseri hiicrelerine uygulanmis ve TRIM15
gen ekspresyonunu anlamli diizeyde baskiladigi tespit edilmistir. Akciger kanserinde
yapilan bir caligmada importazole bilesiginin radyasyonun neden oldugu immiin
checkpoint PD-L1 ekspresyonunu 6nemli dl¢lide azalttigi belirlenmistir (Y oshino ve ark.,
2021). Bu bilgi dogrultusunda, importazolenin pankreas kanserinde olasi immiin
modiilator etkilerini degerlendirmek amaciyla, immiin checkpoint molekiilleri VISTA ve
PD-L1 gen ekspresyonlari iizerindeki diizenleyici etkileri arastirilmistir. Importazolenin
5 ve 10 puM konsantrasyonlarda AsPC-1 hiicre hattina uygulanmast VISTA gen
ekspresyonunu yaklasik 2 kat baskilarken, PD-L1 ekspresyonunda anlamli bir degisiklik
meydana gelmemistir. Sonuglarimiz importazolenin yalniz Importin-f inhibitorii degil,
ayni zamanda immiin checkpoint VISTA’nin da muhtemel inhibitdrii olabilecegini in

vitro analizler ile gostermektedir.

Tiim bu sonuglar, immiin checkpointlerin farkli sinyal yolaklari ile diizenlenebilecegini
ve bu diizenlemenin hedeflenmesinin pankreas kanseri gibi tedaviye direngli
malignitelerde terapdtik avantaj saglayabilecegini ortaya koymaktadir. Calismada
kullanilan PF-562271, importazole, navoximod ve sepantronyum bromiir gibi bilesiklerin
uygulanmasiyla immiin silipresér molekiillerin ekspresyonu azalabilmektedir. Bu
baglamda elde edilen bulgular immiinoterapi ¢alismalarinda duyarliigi arttircak

potansiyel kombinasyon stratejilerinin gelismesine katki saglayabilir.
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6. SONUC

Bu tez ¢alismasi, ti¢ farkli kurum dis1 proje kapsaminda desteklenmis olup; her bir proje,
Ozgiin kimyasal bilesikler ve hedeflenen farkli hiicresel sinyal yolaklar1 araciligiyla,
pankreas kanseri hiicre hatlarinda immiinomodiilatér yanitlarin ¢ok boyutlu olarak
degerlendirilmesine olanak saglamistir. Projelerin her biri, spesifik inhibitorler
aracilifiyla epigenetik modifikasyonlar, apoptotik yanitlar, metabolik diizenlemeler ve
timor mikrogevresiyle iligkili molekiiler mekanizmalar gibi farkli biyolojik siirecleri
hedef alarak; immiinomodiilator etkilerin ¢ok yonlii olarak degerlendirilmesine olanak

saglamistir.

Tez calismasinin ilk boélimiinde HDAC inhibitérii vorinostat ve Twistl’in pankreas
kanseri hiicre hatlarinda sinerjistik etkileri hiicre canliligi, hiicre migrasyonu, EMT
biyobelirtegleri ve immiin checkpoint VISTA {izerinde incelenmistir. Tez ¢alismasi
kapsaminda yiiriitilen deney sonucglarma gore pankreas kanseri hiicre hatlarinda
vorinostat ve Twist1-siRNA diislik konsantrasyonlarda antiproliferatif ve anti-migrasyon
etki gdstermistir. Vorinostat ve Twist1-siRNA kombinasyon halinde kullanimi1 pankreas
kanseri hiicre hatlarinda EMT biyobelirte¢lerinin ekspresyonunu ve VISTA gen

ekspresyonunu gii¢lii bir sekilde baskilamstir.

Tez caligmasinin diger kisminda, BIRCS inhibitorii sepantronyum bromiir ve immiin
checkpoint IDO1 inhibitorii navoximodun ayr1 ayr1 ve kombinasyon halindeki
uygulanmasi pankreas kanseri hiicreleri ve saglikli hiicrelerdeki antiproliferatif etkisine,
hiicre migrasyonu diger immiin checkpoint molekiiller olan PD-L1, CD155 ve VISTA
iizerindeki immiinomodiilatdr etkilerine bakilmistir. Navoximod bilesigi saglikli ve
kanser hiicrelerinde sitotoksisiteye neden olmazken, sepantronyum bromiir yalniz kanser
hiicrelerinin canliligini diislik dozlarda inhibe etmistir. Bilesiklerin kombinasyon ve tek
basina uygulanmasi saglikli hiicrelerin migrasyonunu etkilemezken, kanser hiicrelerinin
migrasyon yeteneklerini tek basina kullanima kiyasla baskilamistir. ilaveten, her iki
bilesigin immiin checkpoint molekiilleri iizerindeki diizenleyici etkileri degerlendirilmis
ve bu molekiillerin VISTA, PD-L1 ve CD155 ekspresyon diizeylerinde ¢esitli diizeylerde

baskilama sagladigi gozlemlenmistir.
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Tez calismasinin {i¢iincii bolimiinde FAK inhibitorii olarak bilinen kii¢iik inhibitor
molekiil PF-562271 bilesiginin immiin checkpoint HVEM {izerindeki diizenleyici etkileri
belirlenmistir. PF-562271 bilesiginin pankreas kanseri hiicre hatlarinda hiicre
sitotoksisitesi, hiicre koloni olusumu ve hiicre migrasyonu iizerindeki -etkileri
degerlendirildi. Ayrica bu bilesik HVEM, LEF1 ve AGR2 genlerinin ekspresyon
seviyelerini azaltmig olup, bununla birlikte HVEM protein diizeyinde de baskilamaya yol
acmaktadir. Elde edilen veriler, PF-562271in pankreas kanseri biyolojisinde énemli rol
oynayan bu gen ve proteinler {lizerinden tiimdr progresyonunu baskilayabilecegini ve
immiin  checkpointler  iizerinde  diizenleyici  etkilere sahip  olabilecegini

diisindiirmektedir.

Tez calismasimin son bdliimiinde ise Importin 1 inhibitdrii olan importazole bilesiginin
pankreas kanseri hiicre hattt AsPC-1’de immiin checkpoint molekiilleri PD-L1 ve VISTA
ile birlikte, TRIM15 ve apoptoz genlerinin ekspresyon diizeyleri lizerindeki diizenleyici
etkileri incelenmistir. Importazole, pankreas kanseri hiicre canlihigimi diisiik dozlarda
azaltirken, TRIM15 ve VISTA gen ekspresyonunu baskilamistir. Buna ragmen PD-L1
gen ekspresyonu iizerinde anlamli bir degisiklik meydana gelmemistir. Ek olarak
importazole bilesigi anti apoptotik Bcl-2 gen ekspresyonunu da baskilamistir. Bu
bulgular, importazolenin immiin yanit diizenleyicileri ve hiicre 6liim yollar1 {izerinde ¢ok

yonlii etkiler olusturabilecegini gostermektedir.

Sonug olarak bu tez ¢aligmasinda pankreas kanserine kars1 potansiyel etkileri olan farkli
kiigiik molekiil inhibitorleri incelenmistir. Yapilan deneysel analizler sonucunda
bilesiklerin yalnizca antiproliferatif etkiler gostermedigi, ayni zamanda bagisiklik
yanitim1 da etkileyerek immiin diizenleyici o6zellikler sergileyebilecegi ortaya
konulmustur. Hiicre canliliginin azaltilmasi, bazi immiin checkpoint ve apoptoz
genlerinin ekspresyonunun baskilanmasi gibi ¢ok yonlii etkiler, bu bilesiklerin pankreas
kanseri immiinoterapisinde potansiyel ila¢ adaylari olarak degerlendirilebilecegini

gostermektedir.
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7. NOT

Bu tez ¢alismasindan elde edilen verilerin bir kismi asagida verilen dergide (Topcu ve
Cacan, 2025) yaymlanmistir. Elde edilen diger veriler yakinda bagka makalelerde

yayinlanacaktir.
Topcu, K. S. B., & Cacan, E. (2025). Twistl 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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