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OZET

Necmettin Erbakan Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiist
T1bbi Biyoloji Anabilim Dali
Tibbi Biyoloji

Yiksek Lisans Tezi

PANKREAS KANSERI HUCRE HATTINDA OTOFAJI ILISKILi VPS34
INHIBITORUNUN WNT/B-KATENIN SINYAL YOLAGI UZERINDEN
INCELENMESI

Vera AVCI

Konya-2024

Pankreas kanseri (PK) insidansi diinya ¢capinda her yi1l artmaktadir ve erken teshisi olduk¢a zordur. Hastaligin gizli
prognoz gostermesi, ge¢ tani konmasi ve kemoterapi/radyoterapi gibi tedavilere direng olusturmasi, pankreas
kanserinin daha basarili bir sekilde tedavisi ve erken teshisi i¢in yeni stratejilere acilen ihtiyag duyuldugunu
gostermektedir. Kanserli hiicrelerin tedavilere direng gelistirmesinde, agresif form olusturmasinda ve
yayilmasinda etkili oldugu bilinen bir¢ok molekiiler mekanizma vardir ve bunlardan biri de otofajidir. Otofajinin
kanserdeki rolii karmasiktir ve timor tipine veya igerigine bagli olarak degisebilir. Bunun yaninda, pankreas
kanseri de dahil olmak iizere birgok kanser tiiriinde diizensizlik gosteren Wnt/B-katenin sinyal yolu ile otofaji
arasindaki etkilesim farkli kanser tiirlerinde c¢alisilmigtir fakat molekiler mekanizmalari belirsizligini
korumaktadir. Bu ¢alismada, insan pankreatik duktal adenokarsinom (PDAK) hiicre hatlar1 olarak PANC-1 ve
MIA PaCa-2 kullanilmistir. Otofaji diizensizliginin altinda yatan mekanizmalari daha net anlamak amaciyla
otofajinin ana duzenleyicilerinden biri olan VPS34 hedeflenerek autophinib ile inhibe edilmis, hiicre canliligina
WST-8/CCKS testi ile bakilmistir. Otofajik aktivite LC3-11 Kantitasyon ELISA Kiti ile apoptotik aktivite ise
Kaspaz-3 ELISA kiti ile analiz edilmistir. Wnt/B-katenin sinyal yolu arasindaki potansiyel etkilesimi arastirmak
i¢in gRT-PZR kullanilarak hedef genlerinin ekspresyon seviyelerine bakilmistir. Hiicre canliligi analizi ile sonraki
deneylerde kullanilacak autophinib konsantrasyonu 48 saat i¢in 5 ve 10 pM olarak belirlenmigtir. LC3-11 ELISA
kiti testi sonucunda 5 ve 10 UM doz gruplar1 kontrol grubu ile kiyaslandiginda otofajik aktivitede anlamli bir
azalma gézlemlenmistir. Kaspaz-3 ELISA testi sonuglarinda ise doz gruplarinda anlamli bir apoptotik aktivite
artigt goriilmektedir. QRT-PZR sonuglarina bakildiginda otofaji ve Wnt/B-katenin iligkili genlerde anlamli bir
azalis mevcutken apoptoz genlerinde ise anlamli bir artig saptanmistir. Bu sonuglardan yola ¢ikarak, PDAK hiicre
hatlarinda otofajiyi baskilamanin Wnt/B-katenin sinyal yoluyla iliskili genlerin ekspresyon seviyesinde azalmaya
neden oldugu ve apoptozu hem kaspaz-3 testi hem de gen diizeyinde analiz ile arttirdig: saptanarak antikanser
aktiviteye neden olabilecegi gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Otofaji, pankreas kanseri, VPS34, wnt/p-katenin sinyal yolag.
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INVESTIGATION OF AUTOPHAGY-ASSOCIATED VPS34 INHIBITOR VIA
WNT/B-CATENIN SIGNALING PATHWAY IN PANCREATIC CANCER CELL
LINE

Vera AVCI

Konya-2024

The incidence of pancreatic cancer (PC) is increasing annually worldwide and early detection is
challenging. The disease's poor prognosis, late diagnosis and resistance to treatments such as
chemotherapy/radiotherapy suggest that new strategies are urgently needed for more successful treatment and early
detection of pancreatic cancer. There are many molecular mechanisms known to be involved in cancer cells
developing resistance to treatments, forming aggressive forms and spreading, one of which is autophagy. The role
of autophagy in cancer is complex and may vary depending on tumor type or context. In addition, the interaction
between autophagy and the Wnt/B-catenin signaling pathway, which is dysregulated in many cancer types,
including pancreatic cancer, has been studied in different cancer types, but the molecular mechanisms remain
unclear. In this study, PANC-1 and MIA PaCa-2 were used as human pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC)
cell lines. In order to better understand the mechanisms underlying autophagy dysregulation, VPS34, one of the
main regulators of autophagy, was targeted and inhibited with autophinib, and cell viability was examined by
WST-8/CCK8 assay. Autophagic activity was analyzed by LC3-1l Quantitation ELISA kit and apoptotic activity
by Caspase-3 ELISA kit. To investigate the potential interaction between the Wnt/B-catenin signaling pathway,
the expression levels of target genes were analyzed by gRT-PCR. By cell viability analysis, the autophinib
concentration to be used in subsequent experiments was determined as 5 and 10 uM for 48 hours. As a result of
the LC3-1l ELISA test, a significant decrease in autophagic activity was observed in the 5 and 10 uM dose groups
compared to the control group. In the caspase-3 ELISA test results, a significant increase in apoptotic activity was
observed in the dose groups. qRT-PCR results showed a significant decrease in autophagy and Wnt/f-catenin
related genes and a significant increase in apoptosis genes. Based on these results, it has been shown that
suppressing autophagy in PDAC cell lines causes a decrease in the expression level of genes associated with
Wnt/B-catenin signaling pathway and increases apoptosis both by caspase-3 assay and gene level analysis, and
may cause anticancer activity.

Keywords: Autophagy, pancreatic cancer, VPS34, wnt/B-catenin signaling pathway.
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1.GIRIS VE AMAC

Pankreas kanserinin en sik goriilen formu olan pankreatik duktal adenokarsinom (PDAK),
tedavisi ¢ok az olan o6liimciil bir hastaliktir (Sung vd., 2021). Hastalar tipik olarak ge¢ evre
timord, ameliyat edilememe, radyasyon/kemoterapi veya imminoterapiye direncli metastatik
timor ile bagvurur (Whatcott, 2012). PDAK’da en sik goriilen belirleyici mutasyonlardan biri
KRAS onkogeni mutasyonudur ve PDAK'nin %90'indan fazlasinda goértlmektedir (Biankin vd.,
2012). TP53, CDKN2A (P16) ve SMAD4 (DPC4) gibi tiimdr baskilayict genlerde de %50-80
oranlarinda mutasyonlar gortlmektedir (Klein, 2012). PDAK gelisiminde birgok heterojen
mutasyon ortaya ¢ikmakta ya da kalitsal olarak aktarilmaktadir ve bunlara bagli olarak hiicresel
sinyalizasyonda degisiklikler meydana gelmektedir. Degisiklik goriilen bu sinyal yolaklarindan
spesifik hiicresel fonksiyonlarda bulunanlardan bazilari: apoptoz, DNA hasar onarimi, hiicre
dongust, invazyon, hiicre ¢cogalmas: ve farklilasmasi gibi temel sireclerde yer almaktadir
(Jones vd., 2008). Ayrica, PDAK tumdrleri, hucresel homeostazide gérev alan otofajinin
kanserli hiicrelere enerji saglayarak onlarin ¢ogalmasina yardimei oldugu ve tedavi direncini
arttirdigi gosterilen bir tumor mikrogevresi (TME) gelistirir (Murakami vd., 2019). Artmis
otofaji fonksiyonu, tiimdr hiicrelerinin stres kosullarina adaptasyon saglamasiyla sag
kalimlarin1 arttirabilmektedir (S. Yang vd., 2011). PDAK gelisiminde mutasyonlara bagl
degisen sinyal yolanlarindan biri olarak tanimlanan Wnt/B-katenin sinyal yolag: otofaji ile de
etkilesim i¢cindedir (Lorzadeh vd., 2021). Bazi ¢alismalar otofajinin Wnt/f-katenin sinyal yolagi
proteinlerini degrede ederek sinyalizasyonunu azalttigin1 gosterse de diger calismalar Wnt
ligandina bagl aktivasyonun otofajiyi arttigin1 géstermistir (Gao vd., 2010; Rios vd., 2018). Bu
bilgiler dikkate alinarak temelde iki ana amag gercevesinde bu tez ¢alismasi yapilmustir. ilk
ama¢, PDAK’da otofaji ile Wnt/B-katenin sinyal yolagi arasindaki etkilesimin
degerlendirilmesi, ikinci amag ise bu etkilesimin PDAK hiicrelerinde antikanser bir yanit olup
olmadigina bakilmasidir. Bu amagla otofajinin ilk asamasinda yer alan VPS34 hedeflenmis ve
inhibitdrd olan autophinib kullanilarak PDAK hiicre hatti olan PANC-1 ve MIA Paca-2
iizerinden hiicre canlilig1 test edilmistir. VPS34’{in inhibe edilmesinin otofaji lizerindeki etkisi,
LC3-1I otofajik aktivite testi kullanilarak degerlendirmistir. Hlcrelerin apoptoz aktivitesi ise
Kaspaz-3 testi kullanilarak analiz edilmistir. Otofajinin Wnt/B-katenin ile iligkisine gen
dizeyinde gRT-PZR kullanilarak bakilmistir.






2. GENEL BILGILER

2.1. Pankreasin yapisi ve 0zellikleri

Pankreas, yetiskin insanlarda yaklasik 15-18 santimetre uzunlugunda ve 80-100 gram
agirhiginda bir salgr bezi organidir. Temel olarak sindirim ve besin metabolizmasinin
dizenlenmesinde mevcut endokrin ve ekzokrin 6zelligi sayesinde rol oynar (Sarles, 1977).
Pankreasin yapisini bas, govde ve kuyruk olarak ayrilan {i¢ ana kisim olusturur (Sekil 2.1).
Karin boslugunda yer alir, basi duodenumun ilk kisimlar tarafindan ¢evrelenirken, kuyrugu
dalak ile bitisiktir (Talathi vd., 2023). Pankreasta salgilanan molekiillerin trafigi i¢in bosaltim
kanallar1 6nemlidir. Bir kanal ag1 araciligiyla enzim ve hormon salgilar1 hedef kisimlara iletilir.
Bu iletimde ana kanal, pankreas boyunca ilerleyerek hiicrelerden salgilari toplayan ve onu
duodenuma bosaltan pankreatik kanaldir. Pankreatik kanal, karacigerden gelen safra kanali ile
birlesir ve major duodenal papilla yoluyla duodenuma ulasir (Longnecker, 2021). Pankreasta
kan akig1 ise list pankreatikoduodenal arter (¢6lyak arterin dali) ve alt pankreatikoduodenal
arterlerden (sliperior mezenterik arterin dali) saglanir. Venoz drenaj ise dalak veni ve superior
mezenterik ven yoluyla gerceklesir ve bunlar portal vene bosaltilir (Sarles, 1977). Ayrica
pankreas hem parasempatik hem de sempatik sinir sistemleri tarafindan innerve edilir;
parasempatik sistem beyinden, sempatik sistem ise omurilikten kaynaklanir ve her iki sistem

de pankreas igindeki farkli yapilari innerve eder (Hampton vd., 2022).

|/
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Sekil 2.1. Pankreasin anatomik yapis1 (AJCC Kanser Evreleme Atlasi, 2012).



Pankreasin en biiytlik doku kiitlesini yaklagik %85’lik bir oranla ekzokrin kisim olusturur
(Flay & Gorelick, 2004). Ekzokrin aktivitesinde asiner ve kanal (duktal) hiicreler yer alir (Sekil
2.2). Ekzokrin kismin temel alt birimi olan asinus, kanal hiicrelere bagli olan asiner hiicrelerden
olusur. Asinus, sindirim enzimlerinin sentezlenmesi, depolanmasi ve salgilanmasindan sorumlu
asiner hiicreleri igceren, kiime halinde bulunan bir yapidir. Asiner hiicreler apikal bolgede yogun
zimojen granulleri igerirken, bazal bolgede ise g¢ekirdek ve endoplazmik retikulum yer
almaktadir. Bu kisim karboksipeptidazlar, amilazlar, lipazlar ve proteazlar gibi sindirim
(zimojen) enzimlerinin salgilanmasit ve depolanmasindan sorumludur. Enzimler {iretilip
pankreatik kanala salinir ve nihayetinde ince bagirsaga ulasarak besinlerin daha kolay
emilebilmeleri igin temel bilesenlerine ayrilirlar. Kanal hiicreler ise pankreastaki sivi hacmini
ve pankreas suyu pH'sin1 uygun diizeyde tutabilmek i¢in aktif olarak bikarbonat, iyon ve su
salgilar. Pankreasin endokrin kismi ise temelde glukoz homeostazini saglamada bunun yaninda
protein ve yag metabolizmasimi diizenlemede rol alir. Endokrin kisim insiilin {ireten beta
hicreleri; glukagon Ureten alfa hicreleri; somatostatin Ureten delta hucreleri; pankreatik
polipeptit ve adrenomedullin igin PP (pankreatik polipeptit) hucreleri, ve ghrelin treten epsilon
hiicre tiplerinden olusur ve tim bu hicreler adaciklar seklinde goriinen (Langerhans islets)

yapilar i¢inde bulunurlar (Boron & Boulpaep, 2016).

Pankreatik Asiner Hiicre Kanal (Duktal) Hiicre
Kanal .

A. Kanal
Hicreleri

Limen

{ X ) S
Asiner [ X Zimojen
- & = N T .
Hiicre L Grandilleri

Apikal
Bolge i
Endoplazmik
B?zal Retikulum
Bolge

Sekil 2.2. Ekzokrin pankreas hicreleri (A) asiner ve kanal hiicreleri (B).

2.2. Pankreas Kanseri

Pankreastaki DNA mutasyonlar1 onkogenlerin aktivasyonu ve tiimdr baskilayict
genlerin inaktivasyonuna yol agarak hizli ve kontrolsuz blylyen pankreas hucrelerini ve
sonunda da tiimorleri olusturur (Jones vd., 2008). Pankreas tiimorleri biiyiik bir gogunlukla
birincil tiimorlerdir; viicudun bagka yerlerinden pankreasa metastaz yapan tiimorlerin goriilme
siklig1 neredeyse hi¢ yoktur . Pankreas timorleri histolojik farklilasmalarina gore epitelyal veya

epitelyal olmayan olarak kategorize edilebilir. Ayrica, biyolojik davraniglarina gére benign (iyi
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huylu), ve malign (kotii huylu) olarak siniflandirilirlar (Haeberle & Esposito, 2019). Epitelyal
timorler ekzokrin veya endokrin olarak alt kategoride siniflandirilabilirler. Pankreas kanseri
cogunlukla ekzokrin (duktal ve asiner huicrelerden) ve endokrin (adacik) hiicreler dahil olmak
tizere epitelyal hiicrelerden kaynaklanir (Backx vd., 2022). Pankreatik duktal adenokarsinoma
(PDAK), en sik goriilen pankreas kanseri formudur ve pankreas tiimdrlerinin yaklasik %90'1m1
olusturur (Wang vd., 2020). Bu nedenle, pankreas kanseri ve bu c¢alismanin odagi olan
pankreatik duktal adenokarsinoma terimleri siklikla es anlamli olarak kullanilmaktadir.
Endokrin tumorler, pankreas timorlerinin %5'inden daha azini olusturmaktadir. Epitelyal
olmayan pankreatik maligniteler ise son derece nadirdir (Pitman, 2007). Pankreas
adenokarsinomunun {igte ikisi pankreasin bas kisminda, iicte biri ise pankreasin govde ve

kuyrugunda ortaya ¢ikar (Maisonneuve & Lowenfels, 2010).

2.2.1. PDAK’mn epidemiyolojisi ve risk faktorleri

Kiiresel Kanser Gozlemevi (GLOBOCAN) verilerine gore 2020 yilinda diinya ¢apinda
495.773 pankreas tanis1 ve 466.000 6lim sayist onu her iki cinsiyette de kanserden kaynakli
olimlerde, yedinci 6nde gelen neden haline getirmektedir (Sung vd., 2021). Meme kanserinin
azalan oranlar1 goz Oniine alindiginda, pankreas kanserinin 2025 yilina kadar kanser
oliimlerinin ti¢lincti 6nde gelen nedeni olarak meme kanserini gegecegi ongoriilmistiir (Ferlay
vd., 2016). Ayrica baska bir ¢alismaya gore, bu hastaligin 2030 yilinda kanser 6liimlerinin
ikinci 6nde gelen nedeni olmasi beklenmektedir (Rahib vd., 2014). Ozellikle son yillarda
cerrahi rezeksiyonun etkinligi ve adjuvan kemoterapinin eklenmesi konusunda basarilar elde
edilmis olsa da, pankreas kanseri hala tiim kanserler arasinda tiim evreler i¢in en kotii sagkalim

oranina sahiptir (Sung vd., 2021).

Pankreas kanseri genetik, cevresel ve yasam tarzi gibi birgok faktoriin sebep oldugu bir
hastaliktir. Pankreas kanseri ile iliskili risk faktorlerinin anlasilmasi, Onleyici stratejilerin
gelistirilmesi ve uygulanmast icin c¢ok Onemlidir. Bu risk faktorleri degistirilebilen ve
degistirilemeyen olarak iki kategoriye ayrilir. Degistirilemeyen risk faktorlerinde; yas, cinsiyet,
mikrobiyota, diabetes mellitus (DM), genetik yatkinlik ve degistirilebilen risk faktorlerinde;
sigara, alkol kullanimi, diyet faktorleri, pankreatit ve obezite gibi unsurlar yer almaktadir (Luo
vd., 2023). Bu faktorlerin pankreas kanserinin olusumu, ilerlemesi ve yayilmasi tizerindeki

etkileri asagida agiklanmistir.



Yas

Pankreas kanseri yasla beraber 6nemli 6l¢iide artmaktadir. Yapilan ¢aligsmalar, pankreas
kanserinin agirlikli olarak yagh bir popiilasyon hastalig1 oldugunu ve hastalarin cogunun 50
yasin tizerinde oldugunu gostermektedir (Bray vd., 2018). Pankreas kanserine yakalanma
riskinin en yiiksek oldugu aralik 60 ila 80 yas olarak belirlenmistir (Siegel vd., 2022). Nadiren
40 yasindan once ortaya ¢ikar ve pankreas kanseri vakalarinin yarisindan fazlasi i¢in ortalama

yas 71'dir (llic & llic, 2016).

Cinsiyet

Pankreas kanseri erkeklerde kadinlara gore daha yaygindir. Kiiresel olarak, pankreas
kanseri insidanst erkekler i¢in 100.000'de 5,5 ve kadinlar i¢in 100.000'de 4,0'dir (Bray vd.,
2018). Pankreas kanseri, muhtemelen gevresel veya mesleki risk faktorlerinin yani sira agir
sigara aligkanlhig1 ve yiiksek alkol alimi gibi yasam tarzlar1 nedeniyle erkeklerde daha fazla

goraldr.

Mikrobiyota

Bir¢ok epidemiyolojik ¢aligma agiz bakterileri ile pankreas kanseri arasinda dogrudan
bir iliski oldugunu ortaya koymustur. Bu c¢aligmalardan biri pankreas kanserli hastalarda
saglikli kontrollere kiyasla iki bakteri seviyesinin (Neisseria elongate ve Streptococcus mitis)
daha diisiik oldugunu bildirmis ve iki bakteri kombinasyonunun pankreas kanserli hastalari
saglikli bireylerden yiiksek ozgiillikle ayirdigimi bulmustur (Farrell vd., 2012). Bagirsak
mikrobiyotasi, obezite ve tip II diyabet gibi diger pankreas kanseri risk faktorleriyle iliskilidir
(Ping Li vd., 2020). Pankreas kanseri hastalarinda bagirsak mikrobiyal gesitliliginde azalma
gOzlenmektedir (Ren vd., 2017). Pankreas kanseri, belirli patojenlerde ve lipopolisakkarit
(LPS) treten bakterilerde artis, probiyotiklerde ve biitirat iireten bakterilerde ise azalma ile
iliskilidir (Ren vd., 2017). Calismalarda LPS’nin, NF-kB yolunu aktive ederek ve onkojenik
Ras varliginda fibrozis ve pankreas kanseri olusumunu indiikleyerek pro-inflamatuar ve pro-

timor rolii oynadigi diisiiniilmektedir (Darnaud vd., 2013).

Pankreas da ¢esitli bakteri taksonlari igerir (Del Castillo vd., 2019). Yapilan aragtirmalar
Lactobacillus ve periodontal iligkili patojenler gibi baz1 bakterilerin varligin1 ve miktarini,
kanserli ve kanserli olmayan bireylerin pankreas dokularina gore farklilik olusturdugunu
gostermistir (Del Castillo vd., 2019). Ayrica Enterococcus faecalis ve Escherichia coli gibi
bakterilerin pankreasa go¢ edebildigi ve pankreatik onkogenezin ilerlemesini destekleyebildigi

bulunmustur (Pushalkar vd., 2018).



Diabetes mellitus (DM)

Pankreas kanseri olan kisilerin yaklasik %80'i ayn1 zamanda diyabet teshisi konan
hastalardir (Huang vd., 2020). Yakin zamanda diyabet teshisi konan hastalarda pankreas kanseri
gelisme riski yaklasik 7 kat artarken, yeni baslangicli diyabeti olan daha yash hastalarda
pankreas kanseri gelisme riski 8 kat daha fazladir ve bu durum diyabet ile pankreas kanseri
arasinda cift tarafli bir rol oldugunu kanitlamaktadir (Pannala vd., 2009). Pankreas kanseri ve
diabetes mellitus tip 2 (DMT?2) arasindaki iligki, DMT?2 ile karakterize olan hiperinsiilinemi ve
yiksek insulin benzeri buyume faktori-1 (IGF-1) seviyesine baghdir (J. Yang vd., 2016).
Kandaki ytliksek hormon seviyesi dogrudan asiner ve duktal hiicre gruplarina ulasir ve bu
hiicrelerin hayatta kalmasini ve ¢ogalmasini tesvik etmek i¢cin IGF-1 reseptorleri Gizerinde etkili
olur (Andersen vd., 2017). Yapilan bir ¢alismada DMT2'li zayif bireylerde pankreatik kanal
hlicre ¢ogalmasinin diyabetik olmayan zayif kontrollere kiyasla 4 kat arttigi bildirilerek
DMT2'de artan pankreatit ve pankreas kanseri riskinin kronik olarak artan pankreatik kanal

hicre proliferasyonundan kaynaklandig1 6ne siiriilmistiir (Butler vd., 2010).

Aile oykiisii ve genetik yatkinlk

Kalitsal (ailesel) pankreas kanseri, vakalarin yaklasik %10'unu olusturur (Ohmoto vd.,
2019). Yapilan c¢alismalarda, kalitsal pankreas kanseri olan bireylerin birinci derece
akrabalarinda pankreas kanseri riskinin genel popiilasyona gore dokuz kat arttig1 gosterilmistir
(Klein vd., 2004). Kalitsal pankreas kanserli hastalar, kalitsal olmayan pankreas kanserli
hastalara gore daha fazla prekanserdz lezyona sahiptir ve pankreas dis1 kanserler gelistirme

riskleri fazladir (Shi vd., 2009).

Germ hatti mutasyonu olarak bilinen ve germ hiicrelerinde meydana gelen genetik
varyasyon veya mutasyonlar, pankreas kanseri riskinin artmasinda 6nemli bir rol oynar
(Chaffee vd., 2018). Pankreas kanseri riskini artirdig1 bilinen genetik mutasyonlar arasinda;
kalitsal pankreatitle iligkili PRSS1 ve SPINK1 genlerindeki mutasyonlar (LaRusch &
Whitcomb, 2011), DNA onarim geni ATM mutasyonu, kalitsal meme ve yumurtalik kanseri ile
iliskili BRCA1/2'deki mutasyonlar (Moran vd., 2012), ailesel atipik multipl mol melanomu ile
iliskili CDKN2A geni mutasyonu, yanlis eslesme onarim genlerindeki mutasyonlar (De Snoo
vd., 2008) (MLH1/MSH6/MSH2/PMS2), KRAS, P53 ve SMAD4 gen mutasyonlar1 yer
almaktadir (Slebos vd., 2000).



Sigara

Sigara tiiketimi genel olarak kanser olusumunda 6nemli bir ¢evresel risk faktorii olarak
tamimlanmistir. Kanserde en yaygin gen mutasyonlarindan olan KRAS ve TP53 gen
mutasyonlarini indiiklemesi, kronik inflamasyona sebep olmasi gesitli biiyiime faktorlerini
uyararak hiicresel doniisiimii saglamasi nedeniyle PK (Pankreas kanseri) olusum riskini
artirmaktadir (Pandol vd., 2012). Sigara igmek PDAK gelisme riskini sigara igmeyenlere
kiyasla yaklasik 2 kat artirmaktadir (Matsuo vd., 2011). Ayrica, sigara kullanimi diger risk
faktorlerine sahip bireylerde PDAK gelisme riskini sinerjetik olarak artirmaktadir (lodice vd.,
2008).

Alkol Tuketimi

PDAK olusma riskinin, agir alkol tiiketenlerde (>37,5 g/giin etanol esdegeri) 1,22 kat
arttig1 ve orta derecede alkol tiiketenlerde veya orta miktardan daha az i¢enlerde 6nemli dlciide
arttig@1 bildirilmektedir (Tramacere vd., 2010). Alkol ve metabolitleri, kronik inflamasyon ve
hiicresel gen instabilitesi yoluyla pro-karsinojenik bir etki olusturmaktadir (Gupta vd., 2010).
Alkol tiketiminin kronik pankreatitin %60-90'indan sorumlu oldugu bilinmektedir. Bu yuzden
PDAK gelisiminde dogrudan ya da pankreatit olusumuyla dolayli olarak etki ettigi
diistintilmektedir (Setiawan vd., 2017).

Kronik pankreatit

Kronik pankreatitte goriilen hastalik paternleri pankreas kanserinde goriilenlerle ¢ok
benzerdir (Lowenfels vd., 1993). Kronik pankreatit, PDAK gelisimi i¢in 6nemli bir risk
faktoriidiir ve yapilan bir meta-analizde 13,3 kat PDAK gelisimi i¢in daha fazla risk gosterdigi
bildirilmistir (Raimondi vd., 2010).

Obezite

Obezite, pankreas kanseri i¢in 0nemli bir risk faktoriidiir. Yapilan caligmalar, viicut kitle
indeksindeki her 5 kg/m?1ik artis icin 1,12'lik bir risk artis1 oldugunu gostermistir (Larsson vd.,
2007). Obezite, iki biyolojik mekanizma nedeniyle artmis pankreas kanseri riski ile iligkilidir.
Bunlar inflamasyondaki ve hormonal seviyedeki dengesizliklerdir (M. Xu vd., 2018). Obezite,
pro-inflamatuar ve anti-inflamatuar molekiiller arasinda dengesizlige neden olur; bu da
pankreas dokusunda hiicre ¢ogalmasini ve anjiyogenezi tesvik edebilir (Rawla vd., 2019).
Ayrica obezite hormon iiretiminde de diizensiz artisa neden olarak tiimor olusumunu tesvik

edebilir (Chung vd., 2019).



2.2.2. PDAK’nin molekiiler patogenezi

Spontan ve kalitsal mutasyonlar hiicresel yanitin bozulmasina neden olarak PDAK’y1
olusturur. PDAK’larin ¢ogunlugu esas olarak pankreasin duktal epitelinden kaynaklanan
pankreatik intraepitelyal neoplaziden (PanIN) olusur (Hruban vd., 2000). Ayrica intraduktal
papiller misin6z neoplazmlar (IPMN) ve misin6z kistik neoplazmlar (MCN) olarak
adlandirilan 6nciil lezyonlardan da kaynaklanmaktadir (Tanaka vd., 2006). Pankreas
karsinogenezinde temel olarak dort belirleyici mutasyon yer almaktadir. Bunlar; onkogen
olarak bilinen ve tliimoérlerin %90'indan fazlasinda goriilen KRAS genindeki aktive edici
mutasyonlar, timor baskilayici genlerden olan ve timorlerin %50-80'inde goériilen TP53,
CDKN2A (p16) ve SMAD4 (DPC4) inaktive edici mutasyonlaridir (Biankin vd., 2012; Indini
vd.,, 2021; Klein, 2012). Tumor, oncii lezyonlarin morfolojik ve molekiiler olarak
farklilasmasiyla adim adim invaziv tiimor hiicrelerine doniisiir. PanIN'lerin olusumu ve
ilerlemesi de bu genetik mutasyonlarin kademeli olarak ilerlemesiyle gerceklesir. Bu nedenle
PanIN'ler Sekil 3’te gosterildigi gibi hiicresel morfolojiye dayali olarak PanIN-1, PanIN-2 ve
PanIN-3 olarak siniflandirilir (Hruban vd., 2001). Diisiik dereceli PanIN-1 gelisimi K-RAS
onkogeninin aktivasyonu ile iligkilidir (Hingorani vd., 2003). P16'nin inaktivasyonu, daha
yiksek dereceli displaziye ilerleme ile iliskilidir ve ileriki evrelerde bu mutasyonlar
SMAD4'teki mutasyonun ihtimalini artirir. Timor baskilayict gen TP53, KRAS tarafindan
baglatilan PanIN'in ilerlemesini engelleyen kritik bariyerlerden biridir ve ¢ogu pankreatik

adenokarsinomda inaktive olur (Heinméller vd., 2000; Yamano vd., 2000).
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adenokarsinom
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Sekil 2.3. Pankreatik intraepitelyal neoplazi (PanIN) 6ncii lezyonunda olusan mutasyonlar ve pankreas

hicresinin morfolojik olarak degisimi (Hruban vd., 2001).

Pankreasta meydana gelen mutasyonlarin, yapilan ¢alismalarda son derece karmasik ve

heterojen oldugu ortaya konulsa da belirli hiicresel sinyal yolaklarin bu siiregte rol aldigi



gosterilmistir (Jones vd., 2008). Analiz edilen tiimérlerin ¢ogunda 6nemli 6lglide degismis olan

12 ana sinyal yolagi ve bu yolaklarla tanimlanmis genler Tablo 2.1°de verilmistir.

Tablo 2.1. Pankreas kanserinde yaygin olarak yer alan on iki yolak ve mutasyona ugrayan genler (Jones vd.,
2008) .

Duzenleyici yolak Mutasyona ugrayan genler
Apoptoz CASP10, VCP, CAD, HIP1

DNA Hasar Kontrolii TP53

Hucre Donglsu CDKN2A, APC2

Hedgehog signaling GLI1, GLI3, BOC, CREBBP, LRP2
Hiicre Adezyonu CDH1

Integrin sinyali ITGA4, ITGA9, ITGA1l, LAMAL
JNK yolagi TNF

RAS-MAPK Yolagi KRAS

Invazyon yolag ADAM11/12/19, DPP6, MEP1A
Kiigiikk GPTaz yolagi CDC42BPA, AGHGEF7, ARHGEF9
TGF-B yolagi SMAD4, SMAD3, TGFBR2
Whnt/Notch signaling MYC, WNT9A, MAP2, TSC2, GATAG6, TCF4

2.2.3. PDAK’nin Belirtileri, Tanis1 ve Evrelendirmesi

Erken evre pankreas kanseri tipik olarak klinik agidan sessizdir. Pankreas kanserine
bagl semptomlarin goriildiigii hastalarin ¢ogunda hastalik ilerlemistir (Vincent vd., 2011).
Tiimorler en sik olarak pankreasta bulunan kanallarin ¢ikis noktasinda ortaya cikar. Bu
bolgelerde olusan tiimorlerin bliylimesi yakin ¢evrede bulunan diger kanallara 6rnegin ortak
safra kanalina baski olusturur. Bu baski, tikanma sarilig1 olarak bilinen bir durum olan safranin
karacigerde birikmesine yol agar; bu patolojinin en erken belirtilerinden biridir (De La Cruz
vd., 2014). Diger kisimlarda ortaya ¢ikan tiimorler, bir semptoma neden olmadiklari icin ileri
evreye kadar tespit edilememektedir. Karin agrisi, kasinti, koyu renkli idrar ve agrili diski,
safranin tikanikliginin gostergesi olabilecek spesifik olmayan semptomlar arasindadir. Ayrica
anoreksi, erken doyma, bulanti, dispepsi ve kilo kayb1 da goriilebilir (Porta vd., 2005). Cok
cesitli ve spesifik olmayan semptomlar nedeniyle pankreas kanserinin diger hastaliklardan ayirt
edilmesi olduk¢a oOnemlidir. Bu tiimorlerin metastazlar1 karacigere veya cevredeki lenf
diigtimlerine olabilir (Ayres Pereira & Chio, 2019). Tan1 genellikle hastalik ilerledikten sonra
konuldugu i¢in, ameliyat edilebilir vakalarda bile prognoz kotiidiir. Eksik veya gecikmis tani
olasilig1 nedeniyle, pankreas kanseri otopsi ¢alismalarinda en sik bulunan tiimérdiir (Poruk vd.,

2013).

Pankreas kanserleri genellikle vaskiiler tutulum ve uzak metastaz yapmasina gore
rezektabl veya unrezektabl tumorler olarak kategorize edilir (Soloff vd., 2018). Bolge disi lenf

diigiimlerindeki ve dokulardaki metastatik olusum unrezektabl olarak kabul edilir. Vaskiler
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tutulumun 6zellikle superior mezenterik arter (SMA) ve ¢6lyak arterin etrafinda 180 dereceden
fazla olmasi da hastalar1 unrezektabl olarak smiflandirir (Ducreux vd., 2015). Tedavi
edilebilirligine gore ayrica 3 kategoriye ayrilabilir. {1k kategori lokalize cerrahi olarak rezeke
edilebilir timorleri i¢erir. Bunlar, pankreasla siirli olduklar ve diger organlara veya dokulara
yayilmadiklar i¢in ameliyatla ¢ikarilabilen tiimérlerdir. ikinci kategori, unrezektabl olan lokal
olarak ilerlemis timorlerden olusur. Bu tiimoérler pankreas haricinde de biiylimiis ve yakindaki
organlar1 veya kan damarlarini istila ederek cerrahi olarak ¢ikarilmalarini zorlastirmistir.
Ucgiincii kategori metastatik tiimorlerden olusur. Bu tiimorlerin viicuttaki uzak organlara veya
dokulara yayilmalar1 cerrahi olarak ¢ikarilmalarini imkansiz hale getirmistir. Birinci ve ikinci
kategoriler arasinda, sinirda (borderline) rezeke edilebilir tumorler (BRPC) vardir. Bu
timorlerin, ameliyat icin uygun olabilecekleri veya olamayacaklar1 gri bir alandadir. Bu
tiimdrleri ameliyat etme karari, ¢olyak arter, hepatik arter, portal ven, superior mezenterik arter
ve ven gibi komsu organlarin ve kan damarlarinin tutulum derecesine baghdir (Soloff vd.,

2018).

Cok kesitli bilgisayarli tomografi (CKBT) pankreas adenokarsinomunu teshis etmek ve
degerlendirmek i¢in en iyi goriintileme yontemlerinden biridir. Kesinlik orani rezektabl
timorleri dngérmede %77 ve unrezektabl timdrleri dngérmede %93’tiir (Granata vd., 2016).
Abdominal ultrasonografi su anda mevcut olan tani araglarindan biridir . Diger araglar arasinda
manyetik rezonans goriintileme (MRI) ve sitolojik tan1 igin endoskopik ultrason
kilavuzlugunda ince igne aspirasyonu bulunmaktadir (Elbanna vd., 2020). Pankreas kanseri ile
iliskili timor belirteglerinden olan CEA ve CA 19-9 kan seviyelerinin 6lcimu ile de
semptomlart olan hastalarda tani dogrulanabilir ve rezeksiyon sonrasi prognoz ve niiks
ongordlebilmektedir (E Poruk vd., 2013). Ancak, timdre 6zgii olmadigindan, semptomlari

olmayan hastalar i¢in tek basina bir tarama araci olarak kullanilamaz.

Pankreas kanseri igin en sik kullanilan evreleme yaklasimi Amerikan Ortak Kanser
Komitesi (AJCC) tarafindan TNM evreleme sistemi olarak adlandirilan ve temelde {i¢ faktore
dayanan bir siniflandirmadir (Amin vd., 2017). Bu evreleme tiimoériin boyutu ve yayilimi (T),
yakindaki lenf diiglimlerinin tutulumu (N) ve uzak organlarda veya lenf diiglimlerinde metastaz

varligin1 (M) igerir. TNM evrelemesi Tablo 2.2°de gosterilmistir.
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Tablo 2.2 TNM tanimlamalar1 (Amin vd., 2017)

Primer Timor (T)

Tx Primer tiimor degerlendirilemiyor

TO Primer timor bulgusu yok

Tis Karsinoma in situ

T1 En buyiik boyutu 2 cm veya daha kiigiik ve pankreasla smirli timor

T2 En biiyiik boyutu 2 cm’den biiyiik ve pankreasla sinirlt timor

T3 Colyak aks veya siiperior mezenterik artere invaze olmadan pankreas disina uzanim
gosteren tumor

T4 Colyak aks veya siiperior mezenterik artere invaze timor (unrezektabl timor)
Bolgesel Lenf Nodlar1 (N)

NX Bolgesel lenf nodlar1 degerlendirilemiyor

NO Bélgesel lenf nodu metastazi yok

N1 Bélgesel lenf nodu metastazi var

Uzak Metastaz (M)

MO Uzak metastaz yok

M1 Uzak metastaz var

TNM EVRE GRUPLARI

Evre 0 Tis NO MO
Evre IA T1 NO MO
Evre IB T2 NO MO
Evre I1A T3 NO MO
Evre 1IB T1 N1 MO

T2 N1 MO

T3 N1 MO
Evre Il T4 Herhangi N MO
Evre IV Herhangi T Herhangi N M1

2.2.4. PDAK’nin tedavisi

Pankreas kanseri tedavisindeki gelismeler, hastaliin evresine bagli olarak farkl
segeneklerin ortaya ¢ikmasina yol agmistir. Tan1 konuldugunda, hastalarin yaklasik %10-20'si
rezektabl tumor, %30-40'1 Borderline Rezektabl Pankreas Kanseri (BRPC) veya Lokal Olarak
Ilerlemis Pankreas Kanseri (LAPC) ve %50-60"1 metastatik veya sistemik timor gelistirmis olur
(Kleeff vd., 2016). Rezektabl tiimorler igin cerrahi rezeksiyon (Pankreatektomi) ve ardindan
kemoterapi potansiyel olarak en kiratif secenektir ve pankreastaki ylksek hacimli kisim
timorleri pankreatektomi icin daha iyi sonuclar gostermektedir (Ducreux vd., 2015). Cerrahi
rezeksiyondan 6nce uygulanan FOLFIRINOX (folinik asit, 5- fluorourasil, irinotekan ve
oksaliplatin kombinasyonu) veya gemsitabin ile beraber albiimine bagli paklitaksel gibi
neoadjuvan tedavi, borderline rezektabl pankreas kanseri (BRPC) veya lokal olarak ilerlemis
pankreas kanseri (LAPC) olan hastalara fayda saglayabilir (Pappalardo vd., 2021). Neoadjuvan
tedavinin baslangicta rezektabl olmayan tlimorleri rezektabl edilebilir hale getirebilecegi
bildirilmistir (Katz vd., 2009). Bununla birlikte, cerrahi uygulama 6ncesi neoadjuvan tedavi
yaklagimi icin daha fazla ¢aligmaya ihtiyag vardir. Cerrahi ve kemoterapideki gelismeler

sayesinde pankreas kanseri cerrahisi lokal olarak ilerlemis hastalifi da kapsayacak sekilde
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geniglemistir. Arteriyel rezeksiyonlar ve neoadjuvan FOLFIRINOX tedavi yaklagimlari
secilmis hastalarda umut vaat etmektedir (Janssen vd., 2019). LAPC veya metastatik pankreas
kanseri i¢in kemoterapi segenekleri hastanin performans durumuna baghdir. Bu 6lgeklerden
biri olan Dogu Kooperatif Onkoloji Grubu (ECOG) performans durumu iyi olan hastalar i¢in
FOLFIRINOX veya gemsitabin ile beraber albiimine baglh paklitaksel onerilirken, performans
skoru orta ve kotli olan hastalar i¢in gemsitabin monoterapisi veya destekleyici bakim daha

uygun gorilmektedir (Chiorean vd., 2019).

Tiim bu terdpatik uygulamalara ragmen PDAK i¢in 5 yillik sagkalim orani1 %10"dan daha azdir
(Yamamoto vd., 2015). Kotl prognoz gostermesi gesitli faktorlerden kaynaklanmaktadir.
Kemoterapi basta olmak iizere, PDAK hiicrelerinin tedavilere direng gosterdigi bilinmektedir.
PDAK’da kemorezistans olusumuna katkida bulunan iki 6énemli unsur olarak desmoplazi ve
TME sdylenebilir (Whatcott, 2012). Bu unsurlardan desmoplazi, timaorin icinde ve cevresinde
bag dokusunun anormal biiylimesini destekler ve yogun ve fibrdz bir ortam yaratir. Bu yogun
ortam, kemoterapi ilaglarinin tiimore niifuz etmesini ve kanser hiicrelerine ulagmasini
zorlagtirarak etkinliklerini azaltabilir. Bir diger unsur da tiimorii ¢evreleyen, hiicreleri, kan
damarlarini ve tiimdrle etkilesime giren diger bilesenleri i¢eren tiimor mikrogevresidir (TME).
Tumor mikrogevresi, kanser hiicrelerinin biiylimesi ve hayatta kalmasi i¢in destekleyici bir

ortam saglayarak kemorezistansa katkida bulunur (Murakami vd., 2019).

2.3 Otofaji

Kanserli hiicrelerin zayif prognoz gostermesi ve ¢esitli terapilere karst direng
gelistirmesi, hlicrenin homeostazint saglayan molekiiler mekanizmalarin degisiminden
kaynaklanabilmektedir. Bu mekanizmalardan biri olan otofaji, hasarli ya da yasl organellerin
temizlenmesini, makromolekiillerin parcalanarak geri doniistiiriilmesini iceren ve bdylece
hicresel homeostaziyi koruyan bir yolaktir. Yunanca "kendi kendini yeme" anlamina gelen
otofaji, ¢cevresel ve hiicresel stres sinyallerine kargi 6nemli bir rol oynamaktadir (Galluzzi vd.,
2017). Besin eksikligi, mitokondriyal hasar, oksidatif stres, hipoksi, endoplazmik retikulum
(ER) stresi, patojenik enfeksiyonlar ve biiytime faktorlerinin azalmasi gibi gesitli stres tiirleri
otofajiyi tetikleyebilir (Klionsky vd., 2021). Otofaji saperon aracili otofaji (CMA), mikrootofaji
ve makrootofaji olmak izere {i¢ ana mekanizma araciligiyla gerceklesmektedir. Saperon aracili
otofaji (CMA) oldukga spesifik bir siirectir ve hedef substrat iizerindeki tanimli bolgeler,
sitoplazmik hedefin Hsc70 gibi 06zel saperonlar tarafindan algilanip lizozomlara
yonlendirilmesine ve sonug olarak pargalanmasina yol agar. Mikrootofaji, sitoplazmik hedefin
lizozomlar tarafindan dogrudan yutularak pargalanmasini igeren segici olmayan bir suiregtir. Bu
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calismada degerlendirilen ve otofaji olarak adlandirilan makrootofaji ise sitoplazmik hedeflerin
cift zarli ve otofagozom olarak adlandirilan vezikiillerin igine alinarak degredasyonu igin
lizozomlarla kaynasmasini ve hedef molekiillerin pargalanmasini igeren bir mekanizmadir.
Otofajik surecin temel basamaklari; baslatma, uzama, otofagozom olusumu, fiizyon-otolizozom
olusumu ve degredasyondan olusur. Bu siire¢ karmasiktir ve ¢esitli sinyal yollar1 tarafindan
diizenlenen hiicre igindeki birgok protein ve organel tarafindan kontrol edilir. Baslatma, siirecin
tetiklendigi otofajinin ilk asamasidir. Bu asamada iki Onemli baslatma kompleksi yer
almaktadir. Ilk kompleks UNC-51 benzeri kinaz (ULK1), 200 kDa'lik fokal adezyon kinaz
ailesi etkilesimli protein (FIP200), otofaji ile iliskili protein 13 (ATG13) ve ATG101'den olusan
ULK1 kompleksidir. ULK1 aktive edildiginde baslatma kompleksini olusturmak i¢in FIP200,
ATG13 ve ATG101’e baglanabilir (Ganley vd., 2009). ULK1 aktivasyonu sonrasinda
fagoforun 6ncili olarak bilinen izolasyon membrani olusumu baglatilir (Karanasios vd., 2013).
Baglatma asamasinin diger énemli birimi fosfatidilinositol 3-kinaz katalitik alt birim tip 3
(PIBKC3) kompleksidir. PI3KC3 kompleksinin ana bilesenleri, VPS34 proteini, VPS15
(PIK3R4 (Fosfoinositid-3-Kinaz Dizenleyici Alt Birim 4)) proteini ve BECLIN1 proteininden
olusmaktadir. Aktive olan ULK1, PI3KC3 kompleksini de aktive ederek ATG14L'nin de
PISBKC3 kompleksine baglanmasi gergeklesir (Russell vd., 2013). Aktive olan PI3KC3
kompleksi otofagozomun ilk formu olan fagoforu olusturmak tizere fosfatidilinositol 3,4,5-
trifosfat (PI3P) Uretmeye baslar (Whitmarsh-Everiss & Laraia, 2021). Boylece aktive olan
ULK1 ve PI3KC3 kompleksi endoplazmik retikulum (ER)/golgi aparat1 {izerindeki izolasyon
membranina lokalize olarak fonksiyonel hale gelirler (Zhi vd., 2018). Uzama ve otofagozom
olusumu otofajinin ikinci asamasidir. Bu asamada, fagoforun uzamasi gergeklesir ve hedef
makromolekdiller otofagozom adi verilen ¢ift membranli vezikiiller igine almir. Bu
otofagozomlar hiicresel bilesenlerin pargalanmasi igin bir hazne (kap) gorevi gorir.
Otofagozom olusumu ¢esitli ubikitin benzeri sistemlerle karakterize edilir. Baslatma
kompleksi, endoplazmik retikulumdaki fosfoinositidleri PI3P’e (fosfatidilinositol-3-fosfat)
dontistiirerek ubikitin benzeri sistem proteinlerini ve otofaji igin gerekli diger proteinleri
fagofora dogru ¢eker (Whitmarsh-Everiss & Laraia, 2021). Bu proteinler E1 ligaz olarak ATG?7,
E2 ligaz olarak ATG3, ATG16L1 kompleksi ile birlikte E3 ligaz olarak goérev yapan ATG5-
ATGI12 konjugatindan olusan yapilardir (Dooley vd., 2014; Fujita vd., 2008). Sitozolde
bulunan Mikrotiibiille iligkili protein 1A/1B-hafif zinciri 3 (LC3), otofaji sirasinda ATG4
tarafindan kesilerek LC3-I'e doniistiiriiliir ve bu da ATG7'nin baglanmasini uyarir. Bu uyarim,
LC3-11 olarak da bilinen LC3-fosfatidiletanolaminin (PE) konjugatini olusturmak i¢in PE’nin
LC3-I ile ligasyonu ile sonuglanir. Ardindan fagofor, ATG12-ATG5-ATG16 kompleksi
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aracihi@iyla PE ile konjuge olmus LC3'0 (LC3-11) membrana alir ve PE-lipidlenmis LC3
(ATGS), tam bir otofagozom haline gelmek i¢in ATG3, ATG4, ATGS ve ATG7 ile etkilesime
girer (Fujita vd., 2008). Par¢alanmasi istenen biyomolekiile ve otofagozom membranindaki
LC3-PE konjugatina baglanabilen p62/SQSTM1 gibi adaptér proteinlerle hedef kargo
membranin i¢ine yonlendirilir (Lamark vd., 2009). ATG5-ATG12-ATG16 sistemi ve LC3-PE
sisteminin aktivitesi ve koordinasyonu, otofagozomun dogru bir sekilde olusmasi ve kivrilmasi
icin 6nemlidir ayrica LC3-PE'nin lipidasyonunu ve otofagozomal membrana yerlesmesini
kolaylastirir (Kaufmann & Wollert, 2014). Fagoforda ¢coklu LC3-11 ve ATG5-ATG12-ATG16
komplekslerinin varlig1 otofagozom olusumunun basladigini gosterir. Flizyon ve otolizozom
olusumu asamasinda otofagozomlar hiicresel atiklarin parcalanmasindan sorumlu organeller
olan lizozomlarla kaynasir. Bu fiizyon otolizozom olusumuna neden olur. Otolizozomlar,
otofagozomlarin lizozomlarla fiizyonu ile olusur. Bu otolizozomlar, par¢alanmasi hedeflenen
molekdlleri igerir. Otofajinin son asamasi, makromolekiillerin otolizozomlar iginde
pargalanmasidir. Bu siire¢ makromolekiilleri amino asitler, yag asitleri ve niikleotitler gibi daha

kiiciik bilesenlere ayirir (White vd., 2015).
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Sekil 2.4. Otofajinin molekiiler mekanizmasi (White vd., 2015).

Otofajinin diizenlenmesinde rol alan baslica yolaklar arasinda PI3K/AKT/mTORCI,
MAPK, AMPK vyolagi ve Bcl-2 protein ailesi yer almaktadir (Gillson vd., 2022).
PI3K/AKT/mTORCI1 yolaginda mTORCI, otofajiyi negatif olarak diizenleyen bir protein
kompleksidir. Bu nedenle, PI3K/AKT/mTORCI yolagmin aktivasyonu otofajinin
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inhibisyonuna yol acar (C. H. Jung vd., 2010). Mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK)
yolu otofajideki bir diger 6nemli yolaktir. Hiicre dis1 sinyalle diizenlenen kinaz (ERK) gibi
MAPK yolu bilesenlerinin aktivasyonu, i¢erige bagli olarak otofajiyi tesvik veya inhibe edebilir
(Mollinedo & Gajate, 2019). Adenozin monofosfat ile aktive olan protein kinaz (AMPK)
hlicresel enerji dengesini diizenleyen bir proteindir, besin yoksunlugu veya stres kosullarina
yanit olarak aktive olarak hiicresel geri donilislim ve enerji iiretimi ihtiyacina isaret eder.
AMPK'nin aktivasyonu, mTORC1'i inhibe ederek ve otofaji ile ilgili diger proteinleri aktive
ederek otofajiyi uyarir (Dunlop & Tee, 2013). Bcl-2 hiicre oliimiinii ve hayatta kalmay1
diizenleyen bir protein ailesidir. Bcl-2 proteinleri, otofaji ile iliskili diger proteinlerle etkilesime
girebilir ve otofajiden sorumlu yapilar olan otofagozomlarin olusumunu 6nleyebilir (H.-D. Xu

& Qin, 2019).

Otofajik siiregteki regiilasyonun bozulmasi bir¢ok patolojik durumun gelisimine neden
olabilir. Kanser olusumu ve ilerlemesi baglaminda bu durumu inceledigimizde otofajinin
kanserde hem tiimdr baskilayict hem de tiimor biiyiimesinin destekleyicisi olarak gorev yaptigi
ikili bir role sahip oldugu goriilmektedir. Kanser olusumunun ilk basamaklarinda otofajinin
daha ¢ok tiimor olusumunu baskilayici bir etki gosterdigi bilinmektedir (Galluzzi vd., 2015).
Bu fonksiyonunu genomik instabiliteyi ve DNA hasarini artirabilecek hasarli proteinlerin ve
organellerin temizlenmesini saglayarak ve hiicre 6lumuni uyararak gergeklestirebilir (Mathew
vd., 2007; Takamura vd., 2011). Ote yandan otofaji, kanserin ileri evrelerinde geri
doniistlirtilmiis besinler, organeller ve proteinler gibi hiicresel bilesenlerin par¢alanmasindan
enerji saglayarak timor biiyiimesini destekleyebilir (Kimmelman & White, 2017). Otofajik
yolagin PDAK’daki durumuna bakildiginda ilerlemis PDAK'nin normal pankreas veya diisitk
dereceli PDAK'ya kiyasla yiiksek otofajiye sahip oldugu ve otofajideki bu artisin belirleyici
(driver) mutasyonlar ve timor mikrogevresindeki artan stres tarafindan yonlendirildigi
aciklanmaktadir (S. Yang & Kimmelman, 2011). Otofaji, stres altindaki kanser hiicrelerine
makromolekdillerin pargalanmasi yoluyla ATP iiretir ve bdylece alternatif bir enerji kaynagi
saglayarak kanser hiicrelerinin hipoksik kosullara adaptasyonuna ve alternatif yollari
dizenleyerek tiimoriin sag kalimina yardimci olabilir (S. Yang & Kimmelman, 2011).
PDAK'daki otofaji artis1 birgok mekanizma ile iligskilendirilmistir. Otofajinin diizenlenmesinde
yer alan yolaklar, timoér mikrogevresindeki (TME) stres durumu AMPK ve HIF-1/2 gibi stresle

iliskili diger proteinler arasindaki denge tarafindan bu seviye belirlenir (Gillson vd., 2022).
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2.3.1. VPS34

Fosfatidilinositol 3-kinaz katalitik alt birim tip 3 (PI3KC3) olarak da bilinen VPS34,
otofajide kritik bir rol oynayan sinif 111 fosfatidilinositol 3-kinazdir (PI13K). VPS34, otofaji ile
ilgili proteinlerin otofagozomal membrana alinmasi i¢in gerekli olan fosfatidilinositol 3-fosfati
(PI3P) Uretir (Kim vd., 2013). VPS34, hiicrelerdeki aktivitesini ve lokalizasyonunu diizenlemek
icin diger proteinlerle farkli kompleksler olusturur. VPS34/simif III PI3K kompleksi olarak da
bilinen standart VPS34 kompleksi, VPS34, VPS15, Beclin-1 ve ATG14L'den olusur (Zhong
vd., 2009). Bu kompleks, otofajinin baslatilmasi ve diizenlenmesi i¢in kritiktir ve diger otofaji
ile iligkili proteinleri yapiya kazandirmak i¢in PI3P’in {iretildigi fagofor montaj bdlgesine
yerlesir (Hurley & Young, 2017). Calismalar, VPS34'in c¢esitli kanseri hicrelerinde yukari
regiile edildigini ve asir1 ekspresyonunun kétii prognoz ve kemoterapiye karsi artan direng ile
iligkili oldugunu gostermistir (Piffoux vd., 2021). Ayrica aragtirmalar, VPS34'tin meme kanseri
hiicrelerinde otofajinin diizenlenmesinde kritik bir rol oynadigini ve VPS34'{in inhibisyonunun
meme kanseri hucrelerini kombinasyonel tedaviye daha duyarli hale getirebilecegini de

gostermistir (Dyczynski vd., 2018).

2.4. Wnt/p-katenin

Wnt/B-katenin sinyal yolagi, hiicre cogalmasi, farklilagsmasi ve hayatta kalmasi igin ¢ok
onemli bir diizenleyicidir ve diizensizligi, kanser de dahil olmak iizere bir¢ok hastalikta
gorilmektedir (Y. Zhang & Wang, 2020). Wnt/B-katenin sinyalizasyonunu uyaran Wnt
ligandlar bir gesit glikoproteindir ve tam fonksiyon gosterebilmesi igin lipid modifikasyonu
ad1 verilen bir siiregten gegmesi gerekir (Komiya & Habas, 2008). Wnt/B-katenin yolu igin ana
Whnt protein ligandlarindan biri Wnt3a’dir (Liu vd., 2022). Wnt ligand1 modifiye edildikten
sonra, frizzled-iliskili protein ailesi ad1 verilen bir reseptor grubuna baglanir. Wnt ligand: igin
es reseptorler olan LRP5/6 adli diger proteinleri de iceren bir kompleks olusmus olur. Bu
kompleksin olusumu, ¢esitli hiicresel siireglerde yer alan Wnt sinyal yolunun aktivasyonu i¢in
onemlidir. Ligandlar reseptore baglandiginda Dishevelled (Dvl) adi verilen bir proteinin
aktivasyonunu tetikler. DvI'nin aktivasyonu APC, Axin ve GSK-3f proteinlerini igeren f-
katenin degradasyon kompleksinin ayrigmasina yol agar. Degradasyon kompleksinin ayrigmasi,
B-katenin'in niikleer membran boyunca yer degistirmesine ve hiicrenin ¢ekirdegine girmesine
izin verir. Cekirdekte B-katenin, TCF/LEF transkripsiyon faktorleri ailesi olarak adlandirilan
bir grup proteine baglanir ve hedef genlerin transkripsiyonunu aktive eder (Komiya & Habas,
2008). Wnt/B-katenin sinyal yolu, hiicre dongist, EMT, anjiyogenez, apoptoz direnci ve kanser

kok hicrelerinin korunmasi gibi ¢esitli kanser Ozelliklerinin ortaya ¢ikmasindan sorumlu
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genleri diizenleyerek pankreas karsinogenezinde 6nemli bir rol oynar (Ram Makena vd., 2019).
Yapilan bazi pankreas kanseri ¢alismalarinda PDAK ve normal pankreas doku 6rneklerinin
mikroarray analizi ile Wnt sinyal yolaginin PDAK onkogenezinde rol oynadigi belirlenmistir
(Pompella vd., 2020). Ayrica pankreas kanseri dokularinda Wnt ligandlarinin ekspresyonunda
artis oldugu, Wnt/B-katenin yolunun inhibe edilmesinin ise PDAK hicrelerinde timor
proliferasyonunu bloke ettigi ve apoptozu indiikledigi gosterilmistir (Pasca di Magliano vd.,
2007). Yine yapilan bagka ¢aligmalarda, hipoksik kosullardaki pankreas timorlerinde HIF-2a,
B-katenin ile bir kompleks olusturarak timor gelisimini desteklerken B-katenin aktivitesini

artirip stabilize ettigi ortaya konmustur (Tao vd., 2021).
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Sekil 2.5. Wnt/B-katenin sinyal yolunun molekiiler mekanizmasi (Tao vd., 2021).

Wnt/B-katenin yolunun bir¢ok diizenleyicisi bulunmaktadir. Otofaji de bu yolaga etki
eden mekanizmalardan biridir. Ortaya ¢ikan kanitlar, otofaji ve Wnt/pB-katenin sinyal yolu
arasinda ikili bir iliski oldugunu ve herhangi bir yolun diizensizliginin digerini
etkileyebilecegini gOstermektedir (Lorzadeh vd., 2021). Otofajinin, Wnt/p-katenin
sinyalizasyonunda kilit rol oynayan p-katenin ve Dishevelled gibi proteinlerin degrede

olmasina sebep olarak Wnt/B-katenin yolunun aktivitesini modiile ettigi gdsterilmistir
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(Lorzadeh et al., 2021). Bununla birlikte, daha az literatir bilgisi olsa da baz1 durumlarda
Wnt/B-katenin otofajinin birbirini pozitif olarak regiile ettigi de gosterilmistir (Rios vd., 2018;
Ye vd., 2021). Genel olarak bu bulgular, otofajinin hiicresel baglamda Wnt/p-katenin sinyalini
hem yukari hem de asagi yonde diizenleyebilecegini gostermektedir. Bununla birlikte, ilgili
molekiiler mekanizmalar1 ve hastalikta bu etkilesimi hedeflemenin potansiyel terapotik

etkilerini tam olarak anlamak i¢in daha fazla arastirmaya ihtiyag vardir.

Son arastirmalar, otofajinin diizensizliginin kanserin ilerlemesine katkida
bulunabilecegini ve otofajiyi hedeflemenin umut verici bir terapotik yaklagim olabilecegini
diistindiirmektedir. Bununla birlikte, pankreas kanserinde otofaji diizensizliginin altinda yatan
mekanizmalar tam olarak anlagilamamistir. VPS34, otofajinin kilit diizenleyicilerinden biridir
ve diizensizligi, ¢esitli kanserlerle iligkilendirilmistir. Bununla birlikte, otofajinin ve Wnt/p-
katenin sinyal yolaginin birbirleri {izerindeki etkisi heniiz tam olarak tanimlanamamistir. Bu
calismada, VPS34’iin autophinib inhibitorii ile susturulmasi gerceklestirilerek; otofajinin
pankreas kanseri hiicrelerindeki etki mekanizmasi ve Wnt/B-katenin sinyal yolu ile iligkisinin

arastirilmasi amaglanmistir.
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3.GEREC VE YONTEM

3.1. Hicre Kultaru

Calismamiza konu olan PANC-1 (ATCC® CRL-1469 ™) ve MIA PaCa-2 (ATCC®
CRL-1420) insan PDAK hiicre hatlar1 ATCC® (American Type Culture Collection,
Rockville)’den elde edilmistir. PANC-1 ve MIA PaCa-2 duktal adenokarsinom hiicre hatlar
%10 fetal sigir serumu (FBS, Serox, SF101H-500) ve %1 Penisilin-Streptomisin (Capricorn,
PS-B) iceren yiiksek glikoz DMEM besiyeri (Capricorn, DMEM-HA) bulunan flasklarda
37°C’de %95 nem ortaminda, %5 CO2’li etiivde ¢ogaltilmistir.

3.1.1 Hiicre hattinin dondurulmasi

Adherent hiicrelerin flask yiizeyinden kalkmalari igin Tripsin-EDTA (Capricorn, TRY-
3B) uygulanmustir. Flask 37°C’de %95 nem ve %5 CO2"li etlivde yaklasik 5 dakika (dk) inkiibe
edildikten sonra hiicrelerin kalktigi inverted mikroskop ile bakilarak teyit edilmistir. Kalkan
hiicrelerin iizerine taze besiyeri eklenmis, flasktaki hiicreler falkon tiipe toplanmis ve 1500
rpm’de 4 dk boyunca santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi siipernatant kismi uzaklagtirilmistir.
Uygun miktarda taze besiyerinde ¢ozdiiriilen pellete %10 oraninda Dimetil siilfoksit (DMSO)
eklenerek hiicreler kriyotiplere aktarilmistir. Hucreler -20°C’de dondurulduktan sonra -
80°C’de kaldirilmistir.

3.1.2. Dondurulmus hiicre hatlarinin ¢ézdiiriilmesi

Dondurulmus hiicreler 37 °C’de hizli bir sekilde ¢ozdiirtildiikten sonra taze besiyeri
iceren falkon tiipe alinmigtir. 1500 rpm’de 4 dk santrifiij isleminden sonra siipernatant kismi
uzaklastirilmis ve pellet besiyeri ile ¢ozdiriilmiistiir. PANC-1 ve MIA PaCa-2 hiicreleri uygun
miktarlarda flasklara ekilmis 37°C’de %95 nem ortaminda, %5 CO2’li etiivde inkiibe edilmistir.
Hucreler flask ylzeyinin %80-%85’ini doldurana kadar iki giinde bir besiyeri degistirme islemi

gerceklestirilmistir. Flask doldugunda pasajlama islemi yapilmigtir.

3.1.3. Hiicre hattinin pasajlanmasi

Flask yiizeyi %80-85 oraninda doldugunda eski besiyeri uzaklastirilarak PBS ile yikama
yapilmustir. Hiicrelerin flask yiizeyinden kalkmasi i¢in 1-2 ml Tripsin-EDTA eklendikten sonra
hicreler 3-4 dk boyunca 37 °C’de inkiibe edilmistir. Hiicrelerin kalkip kalkmadigi inverted
mikroskopta kontrol edilmistir. Tripsin- EDTA miktarinin iki kati olacak sekilde yeni besiyeri
flaska eklenmis ve hiicre-besiyeri igerigi falkon tiipe aktarilmistir. Santrifiij islemi 1500 rpm’de

4 dk olacak sekilde yapilmis ve siipernatant kismi uzaklastirilmistir. Pellet uygun miktarda
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besiyeri ile ¢ozdurilerek taze besiyeri bulunan flasklara ekilmistir. Hiicreler 37°C*de %95 nem

ortaminda, %5 CO2’li etlivde inkiibe edilmistir.

3.2. Autophinib stok soliisyonun hazirlanmasi

Calismamizda kullandigimiz, VPS34 inhibitori olarak secilen  Autophinib
(MedChemExpres, HY-101920) ticari olarak satin alinmistir. Molekiiler agirligi 346.73 g/mol
olan bu madde protokole uygun olarak DMSO ile ¢ozdiiriilmiistiir. Hazirlanan bu stok ¢ozelti

alikotlanarak -80 °C’de muhafaza edilmistir.

3.3. Sitotoksisite analizi

Autophinib uygulamasinin PANC-1 ve MIA PaCa-2 hcreleri Gzerindeki sitotoksik
etkisinin belirlenmesi igin Gelistirilmis Hiicre Sayim Kiti 8 (WST-8/CCK8) (Elabscience, E-
CK-A362) kullanmilmigtir. Hiicre ¢ogalmasi ve sitotoksisitesinin tespitinde kullanilan
kolorimetrik bir test kitidir. WST-8, elektron baglama reaktifi varliginda dehidrojenazlar
tarafindan turuncu formazana indirgenebilen MTT'ye benzer bir bilesiktir. Uretilen formazan
miktari canlt hiicre sayisi ile dogru orantilidir. Absorbansin 450 nm'de 6l¢iilmesiyle canli hiicre

miktar1 dolayli olarak hesaplanabilmektedir.

Hiicreler 96 kuyucuklu plakalara her bir kuyucukta 2 x 10° hiicre olacak sekilde
ekilmistir. 24 saatlik inkiibasyondan sonra ¢esitli konsantrasyon araliklarinda autophinib
uygulamasi yapilmistir. Hiicreler 24, 48 ve 72 saat siiresince inkiibe edilmis ve inkiibasyonun
sonunda besiyeri aspire edilerek kuyucuklara 100 pl taze besiyeri ve 10 ul CCK-8 Buffer
eklenmistir. 4 saatlik inkiibasyonun ardindan her bir kuyucuktaki absorbans degerleri
mikroplaka okuyucu ELISA cihazinda (BioTek Epoch) 450 nm ve 630 nm dalga boyunda
Olcllerek tiim konsantrasyonlar igin % canlilik-6liim belirlenmistir. GraphPad Prism 8.01

programiyla 1Cso degerleri hesaplanmuistir.

3.4. Koloni formasyon analizi

Koloni formasyon analizi igin sitotoksisite testi ile belirlenmis olan ICso ve 1Czo
degerleri baz alinmistir. Bu analiz i¢in 6 kuyucuklu plakalara kontrol ve doz gruplari 3 tekrarl
olacak sekilde her biri kuyuya 2 x 10° hiicre ekimi yapilmistir. Hiicre ekiminden 24 saat sonra
dozlar 48 saat slireyle uygulanmistir. Secilen dozlarla inkiibasyon sonrasinda 10 giin boyunca
hlcreler kultlre edilmis ve 2 giin arayla besiyerleri degistirilmistir. Koloni olusumlar1 inverted

mikroskop altinda dogrulandiktan sonra besiyeri uzaklastirtlmistir. Soguk metanol uygulamasi
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ile hicreler fikse edilmis ve sonra kristal viyole boyasi ile boyanmistir. Yikama isleminin

ardindan plakalar kurumaya birakilmis ve sonrasinda koloniler sayilmistir.

3.5. Otofaji analizi

Otofaji analizi icin LC3-11 Kantitasyon ELISA kiti (Cell Biolabs, CBA-5116) ilgili
firmadan temin edilmistir. Kit, hiicre lizat 6rneklerinde LC3'Un tespiti ve kantitasyonu icin
gelistirilmis bir enzim immunoassaydir. Test, sitozolik pro-LC3 ve LC3-I'i uzaklastirmak ve
otofagozom membranina bagli LC3-11'yi korumak icin secici bir permeabilizasyon proseduri
kullanir. Lizat 6rneklerindeki bilinmeyen LC3-II miktari, absorbansi bilinen bir LC3 standart
egrisiyle karsilastirilarak belirlenir. Kontrol ve doz gruplar igin 6 kuyucuklu plakalara %80
yogunlukta olacak sekilde hiicre ekimi yapilmis ve sonrasinda hiicreler segilen dozlar ile 48
saat muamele edilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda hticreler 1 mM MgCl, ve 1 mM CaCl,
iceren 2 mL 1X PBS ile yikanmigtir. PBS tamamen aspire edildikten sonra 1 mL 1X Sitozolik
LC3 Uzaklastirma Reaktifi eklenerek, orbital ¢alkalayicida 5 dk boyunca oda sicakliginda
inkiibe edilmistir. Hiicreler yeniden 1 mM MgCl> ve 1 mM CaCl igeren 2 mL 1X PBS ile g
kez yikanmistir. Son PBS yikamasi tamamen aspire edildikten sonra hiicrelere dnceden
sogutulmus 1X RIPA tamponu eklenmistir. Plaka buza yerlestirilerek 10 dk inkiibe edilmistir.
Hiicreler ylizeyden kazinarak santrifiij tiiplerine toplanmis ve 12000 g 4°C’de 10 dk santrifiij
edilmistir. Stipernatant toplanarak protein konsantrasyonunun belirlenmesinin ardindan ELISA
protokoliine gecilmistir. Anti-LC3 Antikor Kapli Plakaya 100 pL hacimde 3 tekrarli olacak
sekilde lizat 6rnekleri, LC3 standardi ve blank ayri ayri kuyulara eklenmistir. Gece boyunca
4°C'de inkiibe edilmis ve ardindan kuyu basina 250 pL 1X Yikama Tamponu ile 3 kez
yikanmigtir. Her bir kuyuya 100 pL seyreltilmis Anti-LC3 antikoru eklenmis ve oda
sicakliginda 2 saat boyunca orbital ¢alkalayicida inkiibe edilmistir. Yeniden yikama islemi
gergeklestirilmistir. Tiim kuyucuklara 100 pL seyreltilmis HRP conjugated sekonder antikor
eklenerek orbital calkalayicida 1 saat boyunca oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Yeniden
yikama islemi gerceklestirilmistir. Her kuyuya 100 pL Substrat Soliisyonu eklenmis ve orbital
calkalayicida oda sicakliginda 10 dk inkiibe edilmistir. Her kuyuya 100 pL Durdurma
Solusyonu eklenerek reaksiyon sonlandirilmig ve mikroplaka okuyucu ELISA cihazinda 450

nm’de Sl¢lim yapilmistir.

3.6. Apoptoz analizi
Apoptoz analizi i¢cin Human CASP3 (Caspase 3) ELISA kiti (Elabscience, E-EL-
H0017) tedarikgi firmadan satin alinmistir. Kontrol ve doz gruplarindan hiicre lizat1 protokole
gore elde edilmistir. Kitte saglanan CASP3'e spesifik antikor ile kaplanan ELISA plakasina,
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100 pL hacimde olacak sekilde ornekler ve standartlar 3 tekrarli eklenmistir. Daha sonra
Human CASP3'e spesifik biyotinlenmis tespit antikoru ve Avidin-Horseradish Peroksidaz
(HRP) konjugati her bir mikro plaka kuyucuguna art arda eklenmis ve inklbe edilmistir. Serbest
bilesenler yikanarak uzaklastirilmistir. Substrat ¢6zeltisi her bir kuyucuga eklenmis ve inkiibe
edilmistir. Ardindan kuyucuklara durdurma ¢ozeltisi eklenerek 450 nm’de mikroplaka okuyucu

ELISA cihazinda okuma gerceklestirilmistir.

3.7. Otofaji, Wnt/p-katenin ve apoptoz ile iligkili genlerin ekspresyon seviyelerinin
belirlenmesi

Kontrol ve doz gruplarinda Otofaji, Wnt/B-katenin ve apoptoz ile iliskili 6nemli genlerin
mRNA diizeyinde ekspresyon seviyeleri kantitatif gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu
(QRT-PZR) kullanilarak belirlenmistir. Bunun igin hiicrelerden RNA izolasyonu

gerceklestirilmis, ardindan cDNA sentezlenmistir.

3.7.1. Hucre hatlarindan total RNA izolasyonunun gerceklestirilmesi

Total RNA izolasyonu ic¢in 6-kuyucuklu plakalara her bir kuyucukta 250.000 hiicre
olacak sekilde ekim yapilmistir. 24 saat boyunca hiicreler 37°C’de %95 nem ortaminda, %5
CO2’li etiivde inkiibe edilmistir. Ardindan hucrelere doz gruplari igin 5 pM ve 10 uM olacak
sekilde uygulama yapilmistir. 48 saatin sonunda besiyerleri uzaklastirilmis ve her kuyucuga
500 pL RiboEx (GeneAll, 301-001) eklenmis ve 5-10 dk inkiibasyona birakilmigtir. Ardindan
hlicreler kazinarak ependorf tiiplere toplanmistir. Her bir ependorf tiipe faz olusturmasi igin 100
uL kloroform eklenmis ve 15 saniye (Sn) boyunca vortekslenmistir. Ependorf tiipleri 15 dk oda
sicakliginda bekletildikten sonra 14000 g’de 15 dk santrifuj edilmistir. SUpernatant yeni bir
ependorf tiipe alinarak iizerine 250 pL izopropanol damla damla eklenmistir. Oda sicakliginda
10 dk inkiibasyonun ardindan 14000 g’de 15 dk santrifiij edilmistir. Daha sonra stipernatant
uzaklastirilmig ve pelletin lizerine 750 pL 6nceden sogutulmus %70’lik etanol ilave edilmistir.
14000 g’de 5 dk santrifiij sonrasinda slpernatant uzaklastirilarak olusan RNA pelletleri
kurumaya birakilmistir. Kurutma isleminin sonunda pellet niikleaz icermeyen su ile

cOzdiiriilmiistiir. Sonrasinda RNA’lar kullanilincaya kadar -80°C’de muhafaza edilmistir.

3.7.2. RNA miktarin ve Kalitesinin belirlenmesi

Izole ettigimiz RNA’larin kalite ve miktarinin belirlenmesi igin RNA drneklerimizden
1 pL alinarak nanodrop cihazinda Olgiimler yapilmistir. A260/A230 nm igin 2,0-2,4 ve
A260/A280 nm i¢in 2+0,1 arasinda olan RNA 6rnekleri analizlerde kullanilmigtir. Olast DNA

kontaminasyonunu uzaklastirmak amaci ile RNA o&rneklerine iiretici firmanin (Thermo
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Scientific, #EN0521) protokolii dogrultusunda DNAse-I enzimi eklenerck DNAse islemi
uygulanmistir. Kullanilacak RNA miktar1 2000 ng’a gore ayarlanmistir. 2 pul 10X buffer ve 2
ul 1U/ul DNAse-I enzimi ilave edilmis ve 20 pl’ye dH20 ile tamamlanmaistir. 37°C’de 30 dk
inkiibasyondan sonra orneklere 2 ul 50 mM EDTA eklenmis ve 65°C’de 10 dk inkiibasyon
gergeklestirilmistir. DNAse uygulanmis RNA 6rneklerinin tekrar 6lgiimleri yapilmis ve aym

gun cDNA sentezi gergeklestirilmistir.

3.7.3. cDNA sentezi

RNA’nin ¢cDNA’ya gevirimi i¢in cDNA sentezi Kiti kullanilmis ve tiretici firmanin
(iScriptTM cDNA sentez Kkiti, Bio-Rad, 170-8891) talimatlarina gore gerceklestirilmistir.
DNase-I uygulamasindan sonra RNA orneklerimiz 1000 ng’ gore hesaplanarak kalip olarak
kullanilmistir. 5X iScript reaksiyon karisimindan 4 pL, Reverse Transkriptaz enziminden ise 1
ML ve niikleaz icermeyen su ile de 20 uL’ye tamamlanarak hazirlanmistir. Ardindan 6rnekler
25°C’de 5 dk, 46°C’de 20 dk ve 95°C’de 1 dk seklinde inkiibe edilerek cDNA sentezi
gerceklestirilmigtir. cDNA 6rnekleri -20°C’de muhafaza edilmistir.

3.7.4. gqRT-PZR

gRT-PZR analizinde kullanilan genlere yonelik primerler, IDT PrimerQuest
(https://eu.idtdna.com/site) programi kullanilarak tasarlanmigtir. gRT-PZR analizi ile
ekspresyon seviyeleri degerlendirilmis genler Tablo 3.1, Tablo 3.2 ve Tablo 3.3’te sunulmustur.
qPZR analizi, ¢ift iplikli DNA’ya baglanabilen BrightGreen boyasini igeren qPZR mastermiks
(BrightGreen 2X @PZR MasterMix — ROX, ABM, MasterMix-R) kullanilarak
gerceklestirilmistir. Analiz i¢in; 2X qPZR MasterMiks’den (ABM, MasterMix-R) 5 pL, ileri
ve geri primerin her birinden 5 pMol, cDNA’dan ise 2 pL ilave edilerek, toplam hacim niikleaz
icermeyen su ile 10 uL.’ye tamamlanmistir. Reaksiyon; enzim aktivasyonu (95°C’de 10 dk),
denatiirasyon (95°C’de 15 sn) ve baglanma/uzama (60°C’de 60 sn) basamaklarindan olusan
PZR protokolii uygulanarak 40 dongii olacak sekilde Gergek zamanli PZR Sistemi (Bio-Rad,
CFX Connect) kullanilarak gergeklestirilmistir. Ayrica 95°C’de 1 dakika sitilip, 65°C’ye
diisiiriilen 151, 0,5°C’lik artislar ile 95°C’ye kademeli olarak ytikseltilmis ve erime egrisi elde
edilmistir. Reaksiyon sonrasi analiz i¢in esik dongii degerleri (Ct) kaydedilmistir. Gruplar
arasinda gen ifadesi diizeyindeki farkliliklar 2 (*2“!) metodu ile web tabanli “RT? Profiler™
PCR Array Data Analysis” programi ile belirlenmistir. Normalizasyon i¢in ACTB ve GAPDH

referans genleri kullanilmustir.
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Tablo 3.1. Otofaji ile iliskili genler

PIK3CA Fosfatidilinositol-4,5-bifosfat 3-kinaz katalitik alt birim alfa izoformu
PRKAA2 Protein kinaz AMP ile aktive olan katalitik alt birim alfa 2
mTORC1 Rapamisin kinazin mekanik hedef proteini 1

ULK1 UNC-51 benzeri kinaz

VPS15 Fosfoinositid-3-Kinaz Diizenleyici Alt Birim 4

ATG14 Otofaji ile iligkili 14

VPS34 Fosfatidilinositol 3-Kinaz Katalitik Alt Birim Tip 3
BECN1 Beclin-1

SQSTM1 Sekestozom-1

LAMP1 Lizozomal iligkili zar proteini 1

ATG5 Otofaji ile iliskili 5

ATG12 Otofaji ile iliskili 12

ATG16 Otofaji ile iliskili 16

ATG7 Otofaji ile iliskili 7

ATG9 Otofaji ile iliskili 9

MAPLC3A Mikrotiibiil iligkili protein 1 hafif zincir 3 alfa

MAPLC3B Mikrotiibiil iliskili protein 1 hafif zincir 3 beta

Tablo 3.2. Wnt/B-katenin ile iligkili genler

CTNN1 Catenin beta 1

GSK3B Glikojen sentaz kinaz-3 beta

APC Whnt Sinyal Yolunun APC Regulatori

DvL1 Dagimik segment polarite proteini 1

DvVL2 Daginik segment polarite proteini 2

LRP5/6 LDL reseptorii iligkili protein 5/6

HIF1A Hipoksi Indiiklenebilir Faktor 1 Alfa Alt Birim
CDH1 Kadherin 1

CDH2 Kadherin 2

FN1 Fibronektin 1

LEF1 Lenfoid arttiric1 baglama faktorii 1

TCF7 Transkripsiyon faktori 7

YWHAZ Tirozin 3-Monooksijenaz/Triptofan 5-Monooksijenaz Aktivasyon Proteini Zeta
ACTN4 Alfa-aktinin-4

SNAI1 Snail ailesi transkripsiyonel baskilayict 1
SNAI2 Snail ailesi transkripsiyonel baskilayici1 2

Tablo 3.3. Apoptoz ve PDAK ile iliskili genler

CAS3 Kaspaz-3

CAS7 Kaspaz-7

CAS8 Kaspaz-8

CAS9 Kaspaz-9

BAX Bcl-2 ile iliskili X proteini

BCL2 BCL2 apoptoz duizenleyici

CYCS Sitokrom C

FADD Fas Oliim Alan1 Yoluyla iliskilendirilmis
TNFA Tumor nekroz faktorl

JAK2 Janus Kinaz 2

KRAS Kirsten rat sarkomu viral onkogen homologu
STAT3 Sinyal doniistiiriicii ve transkripsiyon 3 aktivatorii
SMAD4 SMAD Aile Uyesi 4

CCND1 Siklin D1

CMYC MY C Proto-Onkogen

CDKN1B Siklin Bagimli Kinaz inhibitérii 1B
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3.8. Istatiksel analizler

Gruplar arasi karsilastirma GraphPad Prism yazilimi (Siirtim 8.0.2, San Diego, CA)
kullanilarak tek yonlii varyans analizi (One-way ANOVA) ile yapilmistir. Tiim deneyler ii¢
tekrarli gergeklestirilmis ve sonuclar ortalama + standart sapma olarak sunulmustur. p<0.05

istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4.BULGULAR

4.1. Autophinib’in PANC-1 ve MIA PaCa-2 hiicre hatlarinin canhihig Uzerine etkisi
PANC-1 ve MIA PaCa-2 hiicrelerinde autophinib uygulamasinin hiicre canlilig1 iizerine
etkisi CCKS testi ile degerlendirilmistir. Bu amagcla hiicreler 24, 48 ve 72 saat siiresince 5, 10,
15,20, 25, 50, 75 ve 100 uM konsantrasyonlar1 kullanilarak autophinib uygulamasi yapilmistir.
CCKS8 sonuglar1 degerlendirildiginde autophinib ile muamele edilen MIA PaCa-2 hiicrelerinde
(Sekil 4.1) ve PANC-1 hiicrelerinde (Sekil 4.2), canliligin uygulanan konsantrasyona ve

zamana bagimli sekilde azaldig1 g0zlemlenmistir.
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Sekil 4.1. Autophinib uygulamasinin MIA PaCa-2 hiicre canliligina etkisi.
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Sekil 4.2. Autophinib uygulamasiim PANC-1 hiicre canliligina etkisi.
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Ilerleyen analizler i¢in kullanilacak olan konsantrasyon degerleri 5 UM ve 10 uM olarak
belirlenmis ve 48 saat siiresince muamele edilmistir. Ayrica PANC-1 ve MIA PaCa-2
hiicrelerinde bu dozlarin koloni olusturma kapasitesi koloni formasyon analizi ile de
degerlendirilmistir. 5 pM ve 10 UM doz uygulamalarinin koloni sayis1 kontrol grubu ile

karsilastirildiginda anlamli sekilde azalma gézlemlenmistir. (Sekil 4.3) (*** p<0,001).
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Sekil 4.3. Autophinib uygulamasinin A. MIA PaCa-2 ve B. PANC-1 hiicrelerinin koloni olusturma

kapasiteleri (izerine etkisi.

4.2. Autophinib uygulamasinin otofajik aktivite iizerindeki etkisi

PANC-1 ve MIA PaCa-2 hiicrelerinde autophinib uygulamasinin otofajik aktivite
Uzerine etkisi LC-3 II miktarin1 baz alan kit kullanilarak degerlendirilmistir. Kontrol grubu, 5
ve 10 uM konsantrasyonlarda uygulanan doz grubu hiicreleri 48 saat sonunda protokole gére
toplanmigs ve uygulamasi yapilmigtir. Sonuclara gore 48 saat suresince 5 ve 10 uM
konsantrasyonlarinda autophinib uygulamasinin kontrol grubu hiicrelerine kiyasla MIA PaCa-
2 hucrelerinde p<0,01 anlamlilikta (Sekil 4.4) ve PANC-1 hicrelerinde p<0,0001 anlamlilikta

(Sekil 4.5) otofajik aktivitede azalma meydana getirdigi g6zlemlenmistir.
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Sekil 4.4. Autophinib uygulamasinin MIA PaCa-2 hiicrelerinde otofajik aktivite Uizerine etkisi.
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Sekil 4.5. Autophinib uygulamasinin PANC-1 hiicrelerinde otofajik aktivite izerine etkisi.

4.3. Autophinib uygulamasimin apoptotik aktivite Uzerindeki etkisi

Autophinib uygulamasinin PANC-1 ve MIA PaCa-2 hicreleri Uzerindeki apoptoz
aktivite degisikligi kaspaz-3 kiti kullanilarak degerlendirilmistir. Kontrol, 5 ve 10 pM
gruplarina 48 saat autophinib uygulamasinin ardindan protokole gére devam eden islemler
yapilmuistir. Her iki hiicre hatt1 i¢in de kontrol grubu, 5 ve 10 uM dozlarla kiyaslandiginda
kaspaz-3 aktivitesinde anlamli bir artis gozlemlenmistir (Sekil 4.6, Sekil 4.7) (# p<0,0001).
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Sekil 4.6. Autophinib uygulamasinin MIA PaCa-2 hiicrelerinde apoptoz aktivite tizerindeki etkisi.
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(ng/mL)
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Sekil 4.7. Autophinib uygulamasinin PANC-1 hiicrelerinde apoptoz aktivite Gizerindeki etkisi.

4.4. Autophinib uygulamasimin pankreas kanseri hiicrelerinde otofaji, Wnt/p-katenin ve
apoptoz ile iligkili genlerin ekspresyon seviyeleri Uzerine etkisi

Autophinib uygulamasinin PANC-1 ve MIA PaCa-2 hiicrelerindeki gen analizleri;
otofaji genleri, Wnt/B-katenin yolag1 genleri ve apoptoz genlerini icermektedir. Bu genlerin
MRNA seviyeleri qRT-PZR analizi ile 6l¢iilmiistiir.

PANC-1 hucrelerindeki 5 ve 10 uM doz gruplar1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda
bu hicrelerde otofaji ile iliskili PIK3A, PRKAA2, MTOR, ULK1, VPS15, ATG14, VPS34,
BECN1, SQSTM1, LAMP1, ATGS5, ATG12, ATG16L, ATG7, ATG9, MAPLC3A, MAPLC3B

genlerinin ekspresyon seviyelerinde anlamli bir azalis gézlemlenmistir. (Sekil 4.8) (**p<0,01)
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Sekil 4.8. PANC-1 hiicre hattinda 5 ve 10 pM doz uygulamanin otofaji genleri iizerinde kat degisimi

etkisi.

MIA PaCa-2 hiicrelerinde 5 UM doz grubu kontrol grubu ile karsilastirildiginda bu
hlcrelerde otofaji ile iliskili PIK3A, MTOR, ULK1, VPS15, ATG14, VPS34, BECN1, SQSTM1,
ATG7, MAPLC3A, genlerinin ekspresyon seviyelerinde anlamli bir azalig gézlemlenmis, 10 UM
doz grubu kontrol grubu ile karsilastirildiginda ise PIK3A, VPS34 ve MAPLC3A genlerinde
anlamli bir azalma gozlemlenmistir. (Sekil 4.9) (# p<0,0001, *** p<0,001, **p<0,01, *p<0,05).
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Sekil 4.9. MIA PaCa-2 hiicre hattinda 5 ve 10 UM doz uygulamanin otofaji genleri iizerinde kat degisimi

etkisi.
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Wnt/B-katenin yolagi gen ekspresyon seviyeleri PANC-1 hiicrelerinde 5 uM doz grubu
kontrol grubu ile karsilastirildiginda CTNN1, CSNK1, DVL1, DVL2, LRP5, LRP6, HIF1A,
CDH2, FN1, LEF1, YWHAZ, ACTN4, SNAI1, SNAI2 genlerinde anlamli bir azalig
g6zlemlenirken GSK3B ve APC genlerinde anlamli bir artis gézlemlenmistir (p<0,01). 10 uM
doz grubu kontrol grubu ile karsilastirildiginda ise CTNN1, CSNK1, DVL1, DVL2, LRP5, LRPS6,
HIF1A, CDH2, FN1, LEF1, YWHAZ, ACTN4, SNAI1, SNAI2, TCF7 genlerinin ekspresyon
seviyesinde anlamli bir azalma gézlemlenirken APC geninde anlamli bir artis gozlemlenmistir.

(Sekil 4.10) (# p<0,0001, *** p<0,001, **p<0,01, *p<0,05).
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Sekil 4.10. PANC-1 hiicre hattinda 5 ve 10 UM doz uygulamanin Wnt/B-katenin yolag: genleri (izerinde kat

degisimi etkisi.
MIA PaCa-2 hucrelerinde 5 ve 10 uM doz gruplari kontrol grubu ile karsilastirildiginda
bu hiicrelerde Wnt/p-katenin yolag ile iliskili CTNN1, CSNK1, DVL1, LRP5, LRP6 ve HIF1A

genlerinde anlamli bir azalis gozlemlenirken GSK3B ve APC genlerinde anlamli bir artis

gozlemlenmistir (Sekil 4.11) (# p<0,0001, *** p<0,001, **p<0,01, *p<0,05).
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Sekil 4.11. MIA PaCa-2 hiicre hattinda 5 ve 10 UM doz uygulamanin Wnt/B-katenin yolag: genleri izerinde kat

degisimi etkisi.
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PANC-1 hucrelerindeki 5 ve 10 uM doz gruplari kontrol grubu ile karsilastirildiginda
bu hicrelerde apoptoz iligkili genlerden olan CASP3, CASP7, CASP8, CASP9 genlerinde
anlamli bir artis gdzlemlenmistir. Ayrica PDAK ile iligkili genlerden olan KRAS, CCND1, MYC,

CDKN1B i¢in PANC-1 hicrelerindeki 10 uM doz grubu kontrol grubu ile karsilastirildiginda
bu genlerde anlamli bir azalma oldugu gézlemlenmistir (Sekil 4.12) (# p<0,0001, *** p<0,001,

**p<0,01, *p<0,05).
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Sekil 4.12. PANC-1 hiicre hattinda 5 ve 10 uM doz uygulamanin apoptoz ve pankreas kanseri iligkili genler

Uzerindeki kat degisimi etkisi.

MIA PaCa-2 hicrelerinde 5 ve 10 uM doz gruplari kontrol grubu ile karsilastirildiginda
apoptoz iliskili CASP7, CASP8, CASP9, BAX, BCL2, CYCS, FADD ve TNFA genlerinde
anlamli bir artis gézlemlenmistir (p<0,01). Mia-PaCa-2 hiicrelerinde 5 uM doz gruplar1 kontrol
grubu ile karsilastirildiginda PDAK ile iligkili olan CCND1, MYC, CDKN1B genlerin

ekspresyon seviyesinde anlamli bir azalma gozlemlenmis ayrica 10 UM doz grubu gruplari

kontrol grubu ile karsilastirildiginda da MYC, CDKN1B genlerinde anlamli bir azalma
gozlemlenmistir (Sekil 4.13) (# p<0,0001, *** p<0,001, **p<0,01, *p<0,05).
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Sekil 4.13. MIA PaCa-2 hiicre hattinda 5 ve 10 uM doz uygulamanin apoptoz ve pankreas kanseri iligkili genler

Uzerindeki kat degisimi etkisi.
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5. TARTISMA

Pankreas kanseri birgok unsurun kompleks etkilesimleri sonucunda ortaya ¢ikan bir
hastaliktir. Pankreastaki DNA mutasyonlari, 6zellikle onkogenlerin aktivasyonu ve tiimor
baskilayici genlerin inaktivasyonu, hiicrelerin hizli ve kontrolsiiz béllinmesine yol acarak timér
gelisimine neden olmaktadir (Jones vd., 2008). Bu tiimorlerin gogunlugu pankreasin epitelyal
hicrelerinden kaynaklanmakta olup, 6zellikle pankreatik duktal adenokarsinoma (PDAK) en
stk goriilen formudur. En 6limcul kanser tirlerinden biri olan PDAK’nin etkili tedavilerin
olmamasi nedeniyle, hastalarinin bes yillik genel sagkalimmin %210'dan az oldugu
bilinmektedir (Siegel vd., 2022). Bu malignite igin etkili klinik sonuglarin éniindeki en biiytik
engel, hastaligin hizli ilerlemesi ve gizli prognozuna bagh olarak gecikmis tanist ve mevcut
radyoterapi, kemoterapi gibi tedavilere kars1 gosterdigi direncidir (Murakami vd., 2019). Bu
nedenle, pankreas kanserinin daha basarili bir sekilde tedavisi ve erken teshisi i¢in yeni

stratejilere acilen ihtiya¢ duyulmaktadir.

Kanserli hiicrelerin zayif prognoz gostermesi ve g¢esitli terapilere karsi direng
geligtirmesi hiicrenin homeostozini saglayan molekiiler mekanizmalarin degisiminden
kaynaklanabilmektedir. Bu mekanizmalardan biri olan otofaji, hasarli ya da yash organellerin
temizlenmesini, makromolekiillerin parcalanarak geri doniistiiriilmesini igeren ve bdylece
hiicresel homeostaziyi koruyan bir yolaktir (Galluzzi vd., 2017). Otofaji, kanser gelisimi ve
ilerlemesi baglaminda hem tiimor olusumunu engelleyen hem de destekleyen bir rol oynar.
Erken evrelerde, otofaji timdr baskilayict bir etki gostererek, hasarli proteinleri ve organelleri
temizler, hiicre dliimiinii uyararak tiimor olusumunu engelleyebilir. Ancak ilerlemis pankreas
adenokarsinomlarinda, otofaji artigi, geri doniistiiriilmiis besinlerin ve bunlardan elde edilen
enerjinin  tumor hiicreleri tarafindan kullanilmasiyla tiimér blytmesini  destekleyebilir
(Galluzzi vd., 2015). Ozellikle, PDAK"n yiiksek otofajik aktivite gostermesi, tumor
mikrogevresindeki stres kosullari ve sinyal yollari tarafindan yonlendirilebilmektedir. Bu
durum, kanser hiicrelerine hipoksik kosullara adaptasyon ve alternatif enerji kaynaklari saglama

gibi avantajlar kazandirabilir (S. Yang vd., 2011).

Wnt/B-katenin sinyal yolu hiicre ¢ogalmas: ve farklilagsmasi icin ¢ok 6Gnemli bir
diizenleyicidir ve diizensizligi, kanser de dahil olmak {iizere bir¢ok hastalik tiiriinde
gorilmektedir (Liu vd., 2022). Yapilan baz1 pankreas kanseri ¢aligmalarinda, Wnt/B-katenin
sinyal yolunun, pankreas kanseri hiicrelerinin proliferasyonunu artirdigit ve Wnt/B-katenin

yolunun inhibisyonunun PDAK hiicrelerinde tiimor proliferasyonunu bloke ettigi ve apoptozu
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indiikledigi gosterilmistir (Pasca di Magliano vd., 2007). Wnt/p-katenin yolunun birgok
diizenleyicisi bulunmaktadir, otofaji de bu yolaga etki eden mekanizmalardan biridir (Lorzadeh
vd., 2021). Otofajinin Wnt/p-katenin sinyal yolunu etkiledigi mekanizmalar1 inceledigimizde,
bu iki yol arasinda karmasik bir etkilesim oldugunu gozlemliyoruz. Otofaji, Wnt/B-katenin
sinyal yoluna farkli sekillerde etki edebilir. Otofaji, Wnt/p-katenin sinyal yolu bilesenlerinin
degradasyonunu duzenleyerek etki gosterebildigi gibi bazi durumlarda da Wnt/B-katenin
ligandlar1 otofajinin uyarilma sinyalini de duzenleyebilir (Gao vd., 2010; Rios vd., 2018). Bu
nedenle, pankreas kanseri baglaminda otofaji ve Wnt/B-katenin sinyal yolunun etkilesimini

anlamak, terapdtik miidahaleler i¢in yeni hedeflerin belirlenmesinde 6nemli bir adim olabilir.

PDAK gelisimine etki eden molekiiler mekanizmalar galisilan bir alan olsa da,
otofajinin bu siirecteki ¢ift yonlii rolii ve Wnt/B-katenin sinyal yolu ile olan etkilesiminin daha
ayrintili incelenmesine ihtiya¢ duyulmaktadir. Tiim bu nedenler dogrultusunda, tez
calismasinda, pankreas kanserinde otofaji diizensizliginin altinda yatan mekanizmalar1 daha net
anlamak amaciyla otofajinin ana diizenleyicilerinden biri olan VPS34 hedeflenerek pankreas
kanserinde otofajik seviyeye ve bunun Wnt/B-katenin sinyal yolu ile etkilesimine bakilmistir.
Bu amagla, otofajinin molekiiler mekanizmasi autophinib ile inhibe edilmis, otofaji
mekanizmasi otofaji aktivite testi ile incelenmis ardindan da apoptoz etkinligi kaspaz-3 Kiti ile
degerlendirilmistir. iInsan PDAK hiicre hatlaridan olan PANC-1 ve MIA PaCa-2 hiicrelerinde
bu inhibisyonun etkinligi otofaji, Wnt/B-katenin sinyal yolagi ve apoptoz iligkili genler

uzerinden qRT-PZR kullanilarak degerlendirilmistir.

Pankreas tlimorlerinin, diger epitelyal tiimorlerle karsilagtirildiginda bazal kosullar
altinda daha yiiksek bir otofajik aktivite gosterdikleri bilinmektedir (S. Yang & Kimmelman,
2011). Otofajinin, pankreas tlimorlerinin gelisimiyle es zamanli olarak arttig1 ve bu artan otofaji
aktivesinin PDAK gelisiminde 6nemli bir yere sahip oldugu bir¢ok calismada gdsterilmistir.
PDAK’nin desmoplastik yapisi, tiimor hiicrelerinin besin ve oksijen almasini zorlastirir
(Lyssiotis & Kimmelman, 2017). Bu zorlu kosullarda tiimdriin biiyiimesi i¢in otofajinin gerekli
oldugu gosterilmistir (S. Yang vd., 2011). Ayni ¢alismada PDAK hiicrelerinde RNAi ve
farmakolojik olarak otofaji inhibisyonu gergeklestirilmis ve reaktif oksijen trlerinin artmas,
DNA hasarinin artmasia ve mitokondriyal oksidatif fosforilasyonun azalmasina yol acarak
pankreas kanseri hiicrelerinin biiylimesinin baskilandigi hem in vitro hem de in vivo olarak
gbzlemlenmistir (S. Yang vd., 2011). Yapilan baska bir ¢alismada PDAK hastalarindan alinan
dokular incelenmis ve yiiksek otofajik aktivenin kotii prognoz sonucu ile iliskili oldugu ortaya
konmustur (Fujii vd., 2008). Otofaji PDAK’nin timdr mikrogevresiyle farkli yollardan
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iliskidedir. PDAK TME’si yiiksek hipoksik ortama sahip kanser tiirleri arasindadir
(Hollinshead vd., 2020). Calismalar otofajinin hipoksi ile induklenerek pankreas timor
hiicrelerinin bu ortama direng gelistirmesini saglayarak hayatta kalmasinda rol oynadigini
gostermistir (Tan vd., 2016). Tiim bu bulgular otofajinin PDAK i¢in 6nemli bir hedef oldugunu

gostermektedir.

Klinikte otofaji inhibisyonu i¢in kullanilan CQ ve HCQ tek mevcut ilaglardir. Bu ilaglar
lizozomun asidik yapisin1 bozar ve otofagozomlarin lizozomlarla fiizyonunu bloke ederek
kargo degradasyonunu engellemis olur (Y. Yang vd., 2013). Otofajinin farkli basamaklarindaki
molekdillerin de hedeflenerek etki mekanizmalarinin incelenmesi énem arz etmektedir. Bu
sebeple, bu tez calismasinda otofajinin erken basamaklarinda yer alan VPS34 proteini
hedeflenerek etkinligi ¢esitli yollar iizerinden incelenmistir. VPS34°ii segici olarak hedef alan
autophinib inhibitorii kullanilarak otofaji inhibe edilmistir. Autophinib uygulamas: farkli
kanser hiicrelerinde ¢alisilmistir. insan glioblastoma multiforme (GBM) hiicre hatlarinda 48
saat boyunca 1 uM autophinib uygulamasi yapilarak hiicre canliliginda anlamli bir azalma ve
apoptozda da anlamli bir artis gdzlemlenmistir (S. Xu vd., 2022). insan meme kanseri hiicre
hattt MCF7 hcrelerinde autophinib uygulamasinin doza bagl bir sekilde LC3-Il miktarini
azalttig1 belirtilmistir. Sitotoksisite testi ile 1Cso degeri 48 saat uygulamada 19 nM olarak
belirlenmistir (Robke vd., 2017). Bu tez ¢calismasinda autophinibin pankreas kanseri tGizerindeki
anti-proliferatif etkilerini incelemek igin, PDAK hiicrelerinden olan PANC-1 ve MIA PaCa-
2’ye WST-8/CCK8 sitotoksisite testi uygulanmistir. Artan autophinib dozajiyla, hiicre
canliligimin in vitro olarak PANC-1 ve MIA PaCa-2 hucrelerinde hem zamana hem de
konsantrasyona bagli olarak onemli dlglide azaldigr gozlemlenmistir. 48 saatlik autophinib
uygulamasi baz alinarak ICso degerleri her iki hiicre icin de benzer ¢ikmis ve 10 uM olarak
yuvarlanmistir. 1C20 degerleri de benzerlik gdstermis ve 5 UM’a yuvarlanarak kullanilmistir.
GBM ve MCF-7 hiicre hatlarindan daha yiiksek konsantrasyonlarda ICso degeri vermesi
pankreas kanserinin agresif ve yogun fibroz yapist ile iligkili oldugunu diisiindiirmektedir. 5 ve
10 pM doz konsantrasyonlari ve 48 saatlik inkiibasyon siiresi belirlendikten sonra koloni
olusturma kapasiteleri analiz edilmis, hem PANC-1 hem de MIA PaCa-2 hicrelerinde

otofajinin baskilanmasiyla beraber koloni olusumunda anlamli bir azalma gézlemlenmistir.

Autophinib uygulamasinin otofajik aktivite tizerindeki etkinligi hem LC3-11 ELISA Kiti
ile hem de gen dizeyinde qRT-PZR analizi ile incelenmistir. Otofajinin kanserde ikili bir rolii
olmasina ragmen, yukarida ifade edildigi gibi otofaji PDAK gelisiminde tumor ilerlemesini
destekleyerek kanser htcreleri icin koruyucu bir mekanizma olarak hareket ettigini
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gostermistir. 5 ve 10 uM dozlarda 48 saatlik inkiibasyon ile autophinib uygulamasinin, PANC-
1 ve MIA PaCa-2 hicrelerinde otofajiyi hem LC3-I1 ELISA analizinde hem de gRT-PZR
analizinde anlamli bir sekilde inhibe ettigi gosterilmistir. VPS34’0n inhibisyonundan sonra
otofaji ile ilgili belirleyici genlerin analizleri gergeklestirilmistir. VPS34'Un kanser ile iliskisi
halen ¢alisilmaktadir fakat arastirmalarin ¢ogu otofajinin indiklenmesi yoluyla VPS34’iin
kanser hicrelerinde sag kalimi ve hiicre proliferasyonunu destekledigini gostermistir. Bu
caligmalardan birinde, otofaji igin segici substratlardan birisi olan ve otofagozom olusumunda
yer alan p62’nin VPS34 tarafindan transkripsiyonel ve fosforilasyon yoluyla aktive edilerek
insan meme kanseri htcrelerinin onkojenitesini arttirdigi gosterilmistir (Jiang vd., 2017).
VPS34’lin kolon kanseri, akciger kanseri ve renal hicreleri ile yapilan ¢alismalarda da timor
hiicrelerinin sag kalimini destekledigi gosterilmistir (Dayde vd., 2016; Kobylarz vd., 2020;
Pasquier, 2015). Bu c¢alismalarla benzer olarak VPS34’{in hedeflenmesi PANC-1 ve MIA
PaCa-2 hiicrelerinde sitotoksisiteye yol acarak tiimor hiicrelerinin proliferasyonunu azaltmustir.
Ayrica otofajide kritik rol oynayan PIK3A, PRKAA2, MTOR, ULK1, VPS15, ATG14, VPS34,
BECN1, SQSTM1, LAMP1, ATGS5, ATG12, ATG16L, ATG7, ATGY9, MAPLC3A, MAPLC3B
genlerin mRNA seviyelerinde VPS34 inhibisyonuna bagli olarak anlamli bir azalma
gOzlemlenmistir. Otofaji inhibisyonunun ¢esitli kanser hiicrelerinde apoptozu indiikledigi

gosterilmistir (Tompkins & Thorburn, 2019).

Otofaji ve apoptoz arasinda ¢ok yonlii bir etkilesim vardir (Kang vd., 2011). Yapilan bir
calismada Atg5-null fareler olusturulmus ve otofajinin inhibisyonuna bagl olarak PDAK
hlcrelerinde bozulmus proliferasyon, artmis DNA hasar1 ve artmis apoptoz tespit edilmistir (A.
Yang vd., 2014). Baska bir ¢calismada da otofajinin TNFa ile indiiklenen apoptoz yolunu inhibe
ederek tumor hucrelerini T hiicre aracili sitotoksisiteden korudugu gosterilmistir (YYoung vd.,
2020). Burada da PDAK hiicrelerinde autophinib uygulamasiyla otofaji inhibisyonunun,
apoptozu 6nemli 6l¢iide indiikledigi hem CAS3, CAS7, CAS8, CAS9, FADD, TNFA genlerinin
mRNA seviyeleri degerlendirilerek hem de Kaspaz-3 ELISA kiti kullanilarak gdsterilmistir.

Wnt/B-katenin sinyal yolunun anormal aktivasyonunun pankreas kanserinde tumor
olusumuna katkida bulundugu bilinmektedir (Y.-S. Jung & Park, 2020). Otofaji ve Wnt/f-
katenin arasindaki iliskiye bakildiginda ise ¢caligmalarin biiyiik bir kismi otofaji Wnt/B-katenin
arasinda negatif bir iligskinin oldugunu gostermektedir (Jia vd., 2014; Pengfei Li vd., 2016; Z.
Zhang vd., 2018). Bu ¢alismalardan biri besin yoklugu ile indiiklenen otofaji mekanizmasinin
B-kateninin pargalanmasina neden oldugunu ve Wnt/B-katenin aktivitesinin ise otofajiyi,
otofajik adaptor olan p62'nin ekspresyonunu baskilayarak inhibe ettigini gostermistir (Petherick
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vd., 2013). insan kolorektal kanser hiicrelerinde yapilan bir calismada, Wnt/B-katenin yolaginin
aract molekiillerinde biri olan Dishevelled'in otofaji mekanizmasi tarafindan pargalandigi ve
Wnht sinyalini olumsuz yénde diizenledigi gosterilmistir (Gao vd., 2010). insan glioblastoma
multiforme (GBM) hiicre hatlarinda yapilan bir ¢calismada da benzer sekilde otofajinin Wnt/3-
katenin sinyalizasyonunu negatif olarak diizenledigi bulunmus ayrica p-katenin'in hiicre i¢inde
yeniden konumlanarak N-cadherin ile birlestigi, boylece mezenkimal-epitelyal benzeri gegise
katkida bulundugu gosterilmistir (Colella vd., 2019). Birbirinin negatif regiilatorii oldugunu
gosteren ¢ogu ¢alismanin aksine, otofaji ve Wnt/B-katenin’in pozitif olarak etkilesimde oldugu
calismalar da mevcuttur. Diyabetik farclerle yapilan bir ¢alismada otofajinin Wnt sinyalini
pozitif yonde yonde diizenleyebilecegi gosterilmis, otofajik inhibisyonda ise diyabetik farelerin
retinalarinda B-katenin protein ekspresyonu 6nemli 6lglide azaltarak Wnt sinyalini sinerjetik
olarak azalttig1 gézlemlenmistir (Ye vd., 2021). Insan hepatoseliiler karsinom (HCC) hiicreleri
kullanilarak yapilan bir ¢alismanin western blot sonuglari, a¢ birakilip otofajinin indiiklendigi
hiicrelerde [B-katenin ekspresyonunun arttigini gosterirken, otofaji inhibitorii uygulanan
hiicrelerde B-katenin ekspresyonunda azalma oldugunu gostermistir (Fan vd., 2018). Baska bir
calismada, Wnt3a ligandiyla uyarilan Wnt sinyalizasyonu GSK-3 inhibisyonuna yol acarak
hipokampal noronlarda otofaji baslangicini arttirdigi gosterilmistir (Rios vd., 2018). Bu
calismada, Wnt/B-katenin otofaji iligskisi ¢ogunlukla birbirlerinin negatif regiilatérii oldugu
calismalarin aksine birbirleriyle sinerjetik olarak etkilesimde oldugunu gostermistir. ilgili
genlerin mRNA seviyelerine gRT-PZR ile bakildiginda sinyali aktiflestiren genlerde 6nemli bir
azalma goOzlemlenmistir. Kilit molekullerden biri olan B-katenin’in mRNA seviyesindeki
anlamli azalig1 onun hedef genlerinden olan ve ayn1 zamanda PDAK ’ta da upregiile edilen MYC
ve CCND1 gibi genlerin mRNA seviyesinde de anlamli bir azalma gostermistir.

Sonuglar biitiin olarak degerlendirildiginde otofaji inhibisyonunun insan PDAK
hicrelerinden olan PANC-1 ve MIA PaCa-2’de canliligi azalttig1 belirlenmistir. Bu inhibisyona
bagli olarak otofaji ile iligkili genlerde ve LC3II protein seviyesinde anlamli bir azalma, apoptoz
iliskili genlerde ve Kaspaz-3 protein seviyesinde anlamli bir artis ve Wnt/p-katenin iliskili
genlerin seviyelerinde de anlamli bir azalma gozlemlenmistir. Otofaji inhibisyonu baglaminda
Wnt/B-katenin sinyalinin de negatif etkilendigi ve bu uygulamanin potansiyel bir antikanser
etkisi oldugu gosterilmistir. Iki sinyal yolag: arasindaki iliskiyi net olarak anlamak igin daha

fazla arastirmaya ihtiyag vardir.
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6. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak yapilan bu tez ¢alismasiyla MIA PaCa-2 ve PANC-1 insan PDAK hiicre
hatlar1 tizerinden otofajinin kritik bir elemani olan VPS34 autophinib ile inhibe edilmis ve
otofajinin baskilanmasinin kanser hiicrelerinde canlilig1 azalttigi goriilmistir. 5 ve 10 uM
dozlarinda 48 siiresince devam eden uygulamalar yapilmis ve otofajik aktivitede kontrol
gruplarina kiyasla anlamli azalma, apoptotik aktivitede kontrol gruplarina kiyasla anlamli artig
ve gen analizi sonuglarma gore de Wnt/B-katenin sinyal yolaginda anlamli bir azalma
gbzlemlenmistir. PDAK’nin gelisiminde yer alan otofaji ile Wnt/B-katenin sinyal yolunun
azalarak kanserli hiicreleri Oliime gotiiren apoptozun artmasi autophinib uygulamasinin

antikanser etkinlige sahip oldugunu gostermistir.

Pankreas kanseri gelisiminde otofajinin karmasikligi ¢alisilan bir alan olmakla beraber,
otofaji ile Wnt/B-katenin sinyal yolunun molekiiler etkilesimlerinin aydinlatilmasi PDAK'nin
gelisiminde rol alan unsurlarin ve hastaligin daha iyi anlasilmasina katkida bulunabilir. Bunun
yaninda otofaji ve Wnt/B-katenin sinyal yolu arasindaki etkilesimlerin daha ayrintili
incelenerek, yeni terapotik yaklasimlarin gelistirilmesi saglanabilir. Pankreas kanseri, halen
diisiik sagkalim oranina sahip olsa da bu molekiiler etkilesimlerin daha iyi anlasilmasi1 ve

hedeflenmesiyle gelecekteki tedavi yaklagimlarinda 6nemli bir ilerleme saglayabilir.
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