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ÖZET 

Necmettin Erbakan Üniversitesi, Sağlık Bilimleri Enstitüsü 

Tıbbi Biyoloji Anabilim Dalı 

Tıbbi Biyoloji 

 

Yüksek Lisans Tezi 

 

PANKREAS KANSERİ HÜCRE HATTINDA OTOFAJİ İLİŞKİLİ VPS34 

İNHİBİTÖRÜNÜN WNT/β-KATENİN SİNYAL YOLAĞI ÜZERİNDEN 

İNCELENMESİ 

 

Vera AVCI 

Konya-2024 

Pankreas kanseri (PK) insidansı dünya çapında her yıl artmaktadır ve erken teşhisi oldukça zordur. Hastalığın gizli 

prognoz göstermesi, geç tanı konması ve kemoterapi/radyoterapi gibi tedavilere direnç oluşturması, pankreas 

kanserinin daha başarılı bir şekilde tedavisi ve erken teşhisi için yeni stratejilere acilen ihtiyaç duyulduğunu 

göstermektedir. Kanserli hücrelerin tedavilere direnç geliştirmesinde, agresif form oluşturmasında ve 

yayılmasında etkili olduğu bilinen birçok moleküler mekanizma vardır ve bunlardan biri de otofajidir. Otofajinin 

kanserdeki rolü karmaşıktır ve tümör tipine veya içeriğine bağlı olarak değişebilir. Bunun yanında, pankreas 

kanseri de dahil olmak üzere birçok kanser türünde düzensizlik gösteren Wnt/β-katenin sinyal yolu ile otofaji 

arasındaki etkileşim farklı kanser türlerinde çalışılmıştır fakat moleküler mekanizmaları belirsizliğini 

korumaktadır. Bu çalışmada, insan pankreatik duktal adenokarsinom (PDAK) hücre hatları olarak PANC-1 ve 

MIA PaCa-2 kullanılmıştır. Otofaji düzensizliğinin altında yatan mekanizmaları daha net anlamak amacıyla 

otofajinin ana düzenleyicilerinden biri olan VPS34 hedeflenerek autophinib ile inhibe edilmiş, hücre canlılığına 

WST-8/CCK8 testi ile bakılmıştır. Otofajik aktivite LC3-II Kantitasyon ELISA kiti ile apoptotik aktivite ise 

Kaspaz-3 ELISA kiti ile analiz edilmiştir. Wnt/β-katenin sinyal yolu arasındaki potansiyel etkileşimi araştırmak 

için qRT-PZR kullanılarak hedef genlerinin ekspresyon seviyelerine bakılmıştır. Hücre canlılığı analizi ile sonraki 

deneylerde kullanılacak autophinib konsantrasyonu 48 saat için 5 ve 10 µM olarak belirlenmiştir. LC3-II ELISA 

kiti testi sonucunda 5 ve 10 µM doz grupları kontrol grubu ile kıyaslandığında otofajik aktivitede anlamlı bir 

azalma gözlemlenmiştir. Kaspaz-3 ELISA testi sonuçlarında ise doz gruplarında anlamlı bir apoptotik aktivite 

artışı görülmektedir. qRT-PZR sonuçlarına bakıldığında otofaji ve Wnt/β-katenin ilişkili genlerde anlamlı bir 

azalış mevcutken apoptoz genlerinde ise anlamlı bir artış saptanmıştır. Bu sonuçlardan yola çıkarak, PDAK hücre 

hatlarında otofajiyi baskılamanın Wnt/β-katenin sinyal yoluyla ilişkili genlerin ekspresyon seviyesinde azalmaya 

neden olduğu ve apoptozu hem kaspaz-3 testi hem de gen düzeyinde analiz ile arttırdığı saptanarak antikanser 

aktiviteye neden olabileceği gösterilmiştir. 

Anahtar Kelimeler: Otofaji, pankreas kanseri, VPS34, wnt/β-katenin sinyal yolağı. 
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INVESTIGATION OF AUTOPHAGY-ASSOCIATED VPS34 INHIBITOR VIA 

WNT/-CATENIN SIGNALING PATHWAY IN PANCREATIC CANCER CELL 

LINE  

 

Vera AVCI 
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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/β-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-II Quantitation ELISA kit and apoptotic activity 

by Caspase-3 ELISA kit. To investigate the potential interaction between the Wnt/β-catenin signaling pathway, 

the expression levels of target genes were analyzed by qRT-PCR. By cell viability analysis, the autophinib 

concentration to be used in subsequent experiments was determined as 5 and 10 µM for 48 hours. As a result of 

the LC3-II ELISA test, a significant decrease in autophagic activity was observed in the 5 and 10 µM 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/β-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/β-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/β-catenin signaling pathway. 
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1.GİRİŞ VE AMAÇ 

Pankreas kanserinin en sık görülen formu olan pankreatik duktal adenokarsinom (PDAK), 

tedavisi çok az olan ölümcül bir hastalıktır (Sung vd., 2021). Hastalar tipik olarak geç evre 

tümörü, ameliyat edilememe, radyasyon/kemoterapi veya immünoterapiye dirençli metastatik 

tümör ile başvurur (Whatcott, 2012). PDAK’da en sık görülen belirleyici mutasyonlardan biri 

KRAS onkogeni mutasyonudur ve PDAK'nın %90'ından fazlasında görülmektedir (Biankin vd., 

2012). TP53, CDKN2A (P16) ve SMAD4 (DPC4) gibi tümör baskılayıcı genlerde de %50-80 

oranlarında mutasyonlar görülmektedir (Klein, 2012). PDAK gelişiminde birçok heterojen 

mutasyon ortaya çıkmakta ya da kalıtsal olarak aktarılmaktadır ve bunlara bağlı olarak hücresel 

sinyalizasyonda değişiklikler meydana gelmektedir. Değişiklik görülen bu sinyal yolaklarından 

spesifik hücresel fonksiyonlarda bulunanlardan bazıları: apoptoz, DNA hasar onarımı, hücre 

döngüsü, invazyon, hücre çoğalması ve farklılaşması gibi temel süreçlerde yer almaktadır 

(Jones vd., 2008). Ayrıca, PDAK tümörleri, hücresel homeostazide görev alan otofajinin 

kanserli hücrelere enerji sağlayarak onların çoğalmasına yardımcı olduğu ve tedavi direncini 

arttırdığı gösterilen bir tümör mikroçevresi (TME) geliştirir (Murakami vd., 2019). Artmış 

otofaji fonksiyonu, tümör hücrelerinin stres koşullarına adaptasyon sağlamasıyla sağ 

kalımlarını arttırabilmektedir (S. Yang vd., 2011). PDAK gelişiminde mutasyonlara bağlı 

değişen sinyal yolanlarından biri olarak tanımlanan Wnt/β-katenin sinyal yolağı otofaji ile de 

etkileşim içindedir (Lorzadeh vd., 2021). Bazı çalışmalar otofajinin Wnt/β-katenin sinyal yolağı 

proteinlerini degrede ederek sinyalizasyonunu azalttığını gösterse de diğer çalışmalar Wnt 

ligandına bağlı aktivasyonun otofajiyi arttığını göstermiştir (Gao vd., 2010; Ríos vd., 2018). Bu 

bilgiler dikkate alınarak temelde iki ana amaç çerçevesinde bu tez çalışması yapılmıştır. İlk 

amaç, PDAK’da otofaji ile Wnt/β-katenin sinyal yolağı arasındaki etkileşimin 

değerlendirilmesi, ikinci amaç ise bu etkileşimin PDAK hücrelerinde antikanser bir yanıt olup 

olmadığına bakılmasıdır. Bu amaçla otofajinin ilk aşamasında yer alan VPS34 hedeflenmiş ve 

inhibitörü olan autophinib kullanılarak PDAK hücre hattı olan PANC-1 ve MIA Paca-2 

üzerinden hücre canlılığı test edilmiştir. VPS34’ün inhibe edilmesinin otofaji üzerindeki etkisi, 

LC3-II otofajik aktivite testi kullanılarak değerlendirmiştir. Hücrelerin apoptoz aktivitesi ise 

Kaspaz-3 testi kullanılarak analiz edilmiştir. Otofajinin Wnt/β-katenin ile ilişkisine gen 

düzeyinde qRT-PZR kullanılarak bakılmıştır.  
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Pankreasın yapısı ve özellikleri 

Pankreas, yetişkin insanlarda yaklaşık 15-18 santimetre uzunluğunda ve 80-100 gram 

ağırlığında bir salgı bezi organıdır. Temel olarak sindirim ve besin metabolizmasının 

düzenlenmesinde mevcut endokrin ve ekzokrin özelliği sayesinde rol oynar (Sarles, 1977). 

Pankreasın yapısını baş, gövde ve kuyruk olarak ayrılan üç ana kısım oluşturur (Şekil 2.1). 

Karın boşluğunda yer alır, başı duodenumun ilk kısımları tarafından çevrelenirken, kuyruğu 

dalak ile bitişiktir (Talathi vd., 2023). Pankreasta salgılanan moleküllerin trafiği için boşaltım 

kanalları önemlidir. Bir kanal ağı aracılığıyla enzim ve hormon salgıları hedef kısımlara iletilir. 

Bu iletimde ana kanal, pankreas boyunca ilerleyerek hücrelerden salgıları toplayan ve onu 

duodenuma boşaltan pankreatik kanaldır. Pankreatik kanal, karaciğerden gelen safra kanalı ile 

birleşir ve majör duodenal papilla yoluyla duodenuma ulaşır (Longnecker, 2021). Pankreasta 

kan akışı ise üst pankreatikoduodenal arter (çölyak arterin dalı) ve alt pankreatikoduodenal 

arterlerden (süperior mezenterik arterin dalı) sağlanır. Venöz drenaj ise dalak veni ve superior 

mezenterik ven yoluyla gerçekleşir ve bunlar portal vene boşaltılır (Sarles, 1977). Ayrıca 

pankreas hem parasempatik hem de sempatik sinir sistemleri tarafından innerve edilir; 

parasempatik sistem beyinden, sempatik sistem ise omurilikten kaynaklanır ve her iki sistem 

de pankreas içindeki farklı yapıları innerve eder (Hampton vd., 2022). 

 

Şekil 2.1. Pankreasın anatomik yapısı (AJCC Kanser Evreleme Atlası, 2012). 
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Pankreasın en büyük doku kütlesini yaklaşık %85’lik bir oranla ekzokrin kısım oluşturur 

(Flay & Gorelick, 2004). Ekzokrin aktivitesinde asiner ve kanal (duktal) hücreler yer alır (Şekil 

2.2). Ekzokrin kısmın temel alt birimi olan asinus, kanal hücrelere bağlı olan asiner hücrelerden 

oluşur. Asinus, sindirim enzimlerinin sentezlenmesi, depolanması ve salgılanmasından sorumlu 

asiner hücreleri içeren, küme halinde bulunan bir yapıdır. Asiner hücreler apikal bölgede yoğun 

zimojen granülleri içerirken, bazal bölgede ise çekirdek ve endoplazmik retikulum yer 

almaktadır. Bu kısım karboksipeptidazlar, amilazlar, lipazlar ve proteazlar gibi sindirim 

(zimojen) enzimlerinin salgılanması ve depolanmasından sorumludur. Enzimler üretilip 

pankreatik kanala salınır ve nihayetinde ince bağırsağa ulaşarak besinlerin daha kolay 

emilebilmeleri için temel bileşenlerine ayrılırlar. Kanal hücreler ise pankreastaki sıvı hacmini 

ve pankreas suyu pH'sını uygun düzeyde tutabilmek için aktif olarak bikarbonat, iyon ve su 

salgılar. Pankreasın endokrin kısmı ise temelde glukoz homeostazını sağlamada bunun yanında 

protein ve yağ metabolizmasını düzenlemede rol alır. Endokrin kısım insülin üreten beta 

hücreleri; glukagon üreten alfa hücreleri; somatostatin üreten delta hücreleri; pankreatik 

polipeptit ve adrenomedullin için PP (pankreatik polipeptit) hücreleri, ve ghrelin üreten epsilon 

hücre tiplerinden oluşur ve tüm bu hücreler adacıklar şeklinde görünen (Langerhans islets) 

yapılar içinde bulunurlar (Boron & Boulpaep, 2016). 

Şekil 2.2. Ekzokrin pankreas hücreleri (A) asiner ve kanal hücreleri (B). 

2.2. Pankreas Kanseri 

Pankreastaki DNA mutasyonları onkogenlerin aktivasyonu ve tümör baskılayıcı 

genlerin inaktivasyonuna yol açarak hızlı ve kontrolsüz büyüyen pankreas hücrelerini ve 

sonunda da tümörleri oluşturur (Jones vd., 2008). Pankreas tümörleri büyük bir çoğunlukla 

birincil tümörlerdir; vücudun başka yerlerinden pankreasa metastaz yapan tümörlerin görülme 

sıklığı neredeyse hiç yoktur . Pankreas tümörleri histolojik farklılaşmalarına göre epitelyal veya 

epitelyal olmayan olarak kategorize edilebilir. Ayrıca, biyolojik davranışlarına göre benign (iyi 
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huylu), ve malign (kötü huylu) olarak sınıflandırılırlar (Haeberle & Esposito, 2019). Epitelyal 

tümörler ekzokrin veya endokrin olarak alt kategoride sınıflandırılabilirler. Pankreas kanseri 

çoğunlukla ekzokrin (duktal ve asiner hücrelerden) ve endokrin (adacık) hücreler dahil olmak 

üzere epitelyal hücrelerden kaynaklanır (Backx vd., 2022). Pankreatik duktal adenokarsinoma 

(PDAK), en sık görülen pankreas kanseri formudur ve pankreas tümörlerinin yaklaşık %90'ını 

oluşturur (Wang vd., 2020). Bu nedenle, pankreas kanseri ve bu çalışmanın odağı olan 

pankreatik duktal adenokarsinoma terimleri sıklıkla eş anlamlı olarak kullanılmaktadır. 

Endokrin tümörler, pankreas tümörlerinin %5'inden daha azını oluşturmaktadır. Epitelyal 

olmayan pankreatik maligniteler ise son derece nadirdir (Pitman, 2007). Pankreas 

adenokarsinomunun üçte ikisi pankreasın baş kısmında, üçte biri ise pankreasın gövde ve 

kuyruğunda ortaya çıkar (Maisonneuve & Lowenfels, 2010). 

2.2.1. PDAK’nın epidemiyolojisi ve risk faktörleri 

Küresel Kanser Gözlemevi (GLOBOCAN) verilerine göre 2020 yılında dünya çapında 

495.773 pankreas tanısı ve 466.000 ölüm sayısı onu her iki cinsiyette de kanserden kaynaklı 

ölümlerde, yedinci önde gelen neden haline getirmektedir (Sung vd., 2021). Meme kanserinin 

azalan oranları göz önüne alındığında, pankreas kanserinin 2025 yılına kadar kanser 

ölümlerinin üçüncü önde gelen nedeni olarak meme kanserini geçeceği öngörülmüştür (Ferlay 

vd., 2016). Ayrıca başka bir çalışmaya göre, bu hastalığın 2030 yılında kanser ölümlerinin 

ikinci önde gelen nedeni olması beklenmektedir (Rahib vd., 2014). Özellikle son yıllarda 

cerrahi rezeksiyonun etkinliği ve adjuvan kemoterapinin eklenmesi konusunda başarılar elde 

edilmiş olsa da, pankreas kanseri hala tüm kanserler arasında tüm evreler için en kötü sağkalım 

oranına sahiptir (Sung vd., 2021). 

Pankreas kanseri genetik, çevresel ve yaşam tarzı gibi birçok faktörün sebep olduğu bir 

hastalıktır. Pankreas kanseri ile ilişkili risk faktörlerinin anlaşılması, önleyici stratejilerin 

geliştirilmesi ve uygulanması için çok önemlidir. Bu risk faktörleri değiştirilebilen ve 

değiştirilemeyen olarak iki kategoriye ayrılır. Değiştirilemeyen risk faktörlerinde; yaş, cinsiyet, 

mikrobiyota, diabetes mellitus (DM), genetik yatkınlık ve değiştirilebilen risk faktörlerinde; 

sigara, alkol kullanımı, diyet faktörleri, pankreatit ve obezite gibi unsurlar yer almaktadır (Luo 

vd., 2023). Bu faktörlerin pankreas kanserinin oluşumu, ilerlemesi ve yayılması üzerindeki 

etkileri aşağıda açıklanmıştır. 
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Yaş  

Pankreas kanseri yaşla beraber önemli ölçüde artmaktadır. Yapılan çalışmalar, pankreas 

kanserinin ağırlıklı olarak yaşlı bir popülasyon hastalığı olduğunu ve hastaların çoğunun 50 

yaşın üzerinde olduğunu göstermektedir (Bray vd., 2018). Pankreas kanserine yakalanma 

riskinin en yüksek olduğu aralık 60 ila 80 yaş olarak belirlenmiştir (Siegel vd., 2022). Nadiren 

40 yaşından önce ortaya çıkar ve pankreas kanseri vakalarının yarısından fazlası için ortalama 

yaş 71'dir (Ilic & Ilic, 2016).  

Cinsiyet 

Pankreas kanseri erkeklerde kadınlara göre daha yaygındır. Küresel olarak, pankreas 

kanseri insidansı erkekler için 100.000'de 5,5 ve kadınlar için 100.000'de 4,0'dır (Bray vd., 

2018). Pankreas kanseri, muhtemelen çevresel veya mesleki risk faktörlerinin yanı sıra ağır 

sigara alışkanlığı ve yüksek alkol alımı gibi yaşam tarzları nedeniyle erkeklerde daha fazla 

görülür.  

Mikrobiyota 

Birçok epidemiyolojik çalışma ağız bakterileri ile pankreas kanseri arasında doğrudan 

bir ilişki olduğunu ortaya koymuştur. Bu çalışmalardan biri pankreas kanserli hastalarda 

sağlıklı kontrollere kıyasla iki bakteri seviyesinin (Neisseria elongate ve Streptococcus mitis) 

daha düşük olduğunu bildirmiş ve iki bakteri kombinasyonunun pankreas kanserli hastaları 

sağlıklı bireylerden yüksek özgüllükle ayırdığını bulmuştur (Farrell vd., 2012). Bağırsak 

mikrobiyotası, obezite ve tip II diyabet gibi diğer pankreas kanseri risk faktörleriyle ilişkilidir 

(Ping Li vd., 2020). Pankreas kanseri hastalarında bağırsak mikrobiyal çeşitliliğinde azalma 

gözlenmektedir (Ren vd., 2017). Pankreas kanseri, belirli patojenlerde ve lipopolisakkarit 

(LPS) üreten bakterilerde artış, probiyotiklerde ve bütirat üreten bakterilerde ise azalma ile 

ilişkilidir (Ren vd., 2017). Çalışmalarda LPS’nin, NF-κB yolunu aktive ederek ve onkojenik 

Ras varlığında fibrozis ve pankreas kanseri oluşumunu indükleyerek pro-inflamatuar ve pro-

tümör rolü oynadığı düşünülmektedir (Darnaud vd., 2013). 

Pankreas da çeşitli bakteri taksonları içerir (Del Castillo vd., 2019). Yapılan araştırmalar 

Lactobacillus ve periodontal ilişkili patojenler gibi bazı bakterilerin varlığını ve miktarını, 

kanserli ve kanserli olmayan bireylerin pankreas dokularına göre farklılık oluşturduğunu 

göstermiştir (Del Castillo vd., 2019). Ayrıca Enterococcus faecalis ve Escherichia coli gibi 

bakterilerin pankreasa göç edebildiği ve pankreatik onkogenezin ilerlemesini destekleyebildiği 

bulunmuştur (Pushalkar vd., 2018). 
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Diabetes mellitus (DM) 

Pankreas kanseri olan kişilerin yaklaşık %80'i aynı zamanda diyabet teşhisi konan 

hastalardır (Huang vd., 2020). Yakın zamanda diyabet teşhisi konan hastalarda pankreas kanseri 

gelişme riski yaklaşık 7 kat artarken, yeni başlangıçlı diyabeti olan daha yaşlı hastalarda 

pankreas kanseri gelişme riski 8 kat daha fazladır ve bu durum diyabet ile pankreas kanseri 

arasında çift taraflı bir rol olduğunu kanıtlamaktadır (Pannala vd., 2009). Pankreas kanseri ve 

diabetes mellitus tip 2 (DMT2) arasındaki ilişki, DMT2 ile karakterize olan hiperinsülinemi ve 

yüksek insülin benzeri büyüme faktörü-1 (IGF-1) seviyesine bağlıdır (J. Yang vd., 2016). 

Kandaki yüksek hormon seviyesi doğrudan asiner ve duktal hücre gruplarına ulaşır ve bu 

hücrelerin hayatta kalmasını ve çoğalmasını teşvik etmek için IGF-1 reseptörleri üzerinde etkili 

olur (Andersen vd., 2017). Yapılan bir çalışmada DMT2'li zayıf bireylerde pankreatik kanal 

hücre çoğalmasının diyabetik olmayan zayıf kontrollere kıyasla 4 kat arttığı bildirilerek 

DMT2'de artan pankreatit ve pankreas kanseri riskinin kronik olarak artan pankreatik kanal 

hücre proliferasyonundan kaynaklandığı öne sürülmüştür (Butler vd., 2010). 

Aile öyküsü ve genetik yatkınlık 

Kalıtsal (ailesel) pankreas kanseri, vakaların yaklaşık %10'unu oluşturur (Ohmoto vd., 

2019). Yapılan çalışmalarda, kalıtsal pankreas kanseri olan bireylerin birinci derece 

akrabalarında pankreas kanseri riskinin genel popülasyona göre dokuz kat arttığı gösterilmiştir 

(Klein vd., 2004). Kalıtsal pankreas kanserli hastalar, kalıtsal olmayan pankreas kanserli 

hastalara göre daha fazla prekanseröz lezyona sahiptir ve pankreas dışı kanserler geliştirme 

riskleri fazladır (Shi vd., 2009). 

Germ hattı mutasyonu olarak bilinen ve germ hücrelerinde meydana gelen genetik 

varyasyon veya mutasyonlar, pankreas kanseri riskinin artmasında önemli bir rol oynar 

(Chaffee vd., 2018). Pankreas kanseri riskini artırdığı bilinen genetik mutasyonlar arasında; 

kalıtsal pankreatitle ilişkili PRSS1 ve SPINK1 genlerindeki mutasyonlar (LaRusch & 

Whitcomb, 2011), DNA onarım geni ATM mutasyonu, kalıtsal meme ve yumurtalık kanseri ile 

ilişkili BRCA1/2'deki mutasyonlar (Moran vd., 2012), ailesel atipik multipl mol melanomu ile 

ilişkili CDKN2A geni mutasyonu, yanlış eşleşme onarım genlerindeki mutasyonlar (De Snoo 

vd., 2008) (MLH1/MSH6/MSH2/PMS2), KRAS, P53 ve SMAD4 gen mutasyonları yer 

almaktadır (Slebos vd., 2000).  
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Sigara 

Sigara tüketimi genel olarak kanser oluşumunda önemli bir çevresel risk faktörü olarak 

tanımlanmıştır. Kanserde en yaygın gen mutasyonlarından olan KRAS ve TP53 gen 

mutasyonlarını indüklemesi, kronik inflamasyona sebep olması çeşitli büyüme faktörlerini 

uyararak hücresel dönüşümü sağlaması nedeniyle PK (Pankreas kanseri) oluşum riskini 

artırmaktadır (Pandol vd., 2012). Sigara içmek PDAK gelişme riskini sigara içmeyenlere 

kıyasla yaklaşık 2 kat artırmaktadır (Matsuo vd., 2011). Ayrıca, sigara kullanımı diğer risk 

faktörlerine sahip bireylerde PDAK gelişme riskini sinerjetik olarak artırmaktadır (Iodice vd., 

2008). 

Alkol Tüketimi 

PDAK oluşma riskinin, ağır alkol tüketenlerde (≥37,5 g/gün etanol eşdeğeri) 1,22 kat 

arttığı ve orta derecede alkol tüketenlerde veya orta miktardan daha az içenlerde önemli ölçüde 

arttığı bildirilmektedir (Tramacere vd., 2010). Alkol ve metabolitleri, kronik inflamasyon ve 

hücresel gen instabilitesi yoluyla pro-karsinojenik bir etki oluşturmaktadır (Gupta vd., 2010). 

Alkol tüketiminin kronik pankreatitin %60-90'ından sorumlu olduğu bilinmektedir. Bu yüzden 

PDAK gelişiminde doğrudan ya da pankreatit oluşumuyla dolaylı olarak etki ettiği 

düşünülmektedir (Setiawan vd., 2017).  

Kronik pankreatit 

Kronik pankreatitte görülen hastalık paternleri pankreas kanserinde görülenlerle çok 

benzerdir (Lowenfels vd., 1993). Kronik pankreatit, PDAK gelişimi için önemli bir risk 

faktörüdür ve yapılan bir meta-analizde 13,3 kat PDAK gelişimi için daha fazla risk gösterdiği 

bildirilmiştir (Raimondi vd., 2010).  

Obezite 

Obezite, pankreas kanseri için önemli bir risk faktörüdür. Yapılan çalışmalar, vücut kitle 

indeksindeki her 5 kg/m2'lik artış için 1,12'lik bir risk artışı olduğunu göstermiştir (Larsson vd., 

2007). Obezite, iki biyolojik mekanizma nedeniyle artmış pankreas kanseri riski ile ilişkilidir. 

Bunlar inflamasyondaki ve hormonal seviyedeki dengesizliklerdir (M. Xu vd., 2018). Obezite, 

pro-inflamatuar ve anti-inflamatuar moleküller arasında dengesizliğe neden olur; bu da 

pankreas dokusunda hücre çoğalmasını ve anjiyogenezi teşvik edebilir (Rawla vd., 2019). 

Ayrıca obezite hormon üretiminde de düzensiz artışa neden olarak tümör oluşumunu teşvik 

edebilir (Chung vd., 2019). 
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2.2.2. PDAK’nın moleküler patogenezi  

Spontan ve kalıtsal mutasyonlar hücresel yanıtın bozulmasına neden olarak PDAK’yı 

oluşturur. PDAK’ların çoğunluğu esas olarak pankreasın duktal epitelinden kaynaklanan 

pankreatik intraepitelyal neoplaziden (PanIN) oluşur (Hruban vd., 2000). Ayrıca intraduktal 

papiller müsinöz neoplazmlar (IPMN) ve müsinöz kistik neoplazmlar (MCN) olarak 

adlandırılan öncül lezyonlardan da kaynaklanmaktadır (Tanaka vd., 2006). Pankreas 

karsinogenezinde temel olarak dört belirleyici mutasyon yer almaktadır. Bunlar; onkogen 

olarak bilinen ve tümörlerin %90'ından fazlasında görülen KRAS genindeki aktive edici 

mutasyonlar, tümör baskılayıcı genlerden olan ve tümörlerin %50-80'inde görülen TP53, 

CDKN2A (p16) ve SMAD4 (DPC4) inaktive edici mutasyonlarıdır (Biankin vd., 2012; Indini 

vd., 2021; Klein, 2012). Tümör, öncü lezyonların morfolojik ve moleküler olarak 

farklılaşmasıyla adım adım invaziv tümör hücrelerine dönüşür. PanIN'lerin oluşumu ve 

ilerlemesi de bu genetik mutasyonların kademeli olarak ilerlemesiyle gerçekleşir. Bu nedenle 

PanIN'ler Şekil 3’te gösterildiği gibi hücresel morfolojiye dayalı olarak PanIN-1, PanIN-2 ve 

PanIN-3 olarak sınıflandırılır (Hruban vd., 2001). Düşük dereceli PanIN-1 gelişimi K-RAS 

onkogeninin aktivasyonu ile ilişkilidir (Hingorani vd., 2003). P16'nın inaktivasyonu, daha 

yüksek dereceli displaziye ilerleme ile ilişkilidir ve ileriki evrelerde bu mutasyonlar 

SMAD4'teki mutasyonun ihtimalini artırır. Tümör baskılayıcı gen TP53, KRAS tarafından 

başlatılan PanIN'in ilerlemesini engelleyen kritik bariyerlerden biridir ve çoğu pankreatik 

adenokarsinomda inaktive olur (Heinmöller vd., 2000; Yamano vd., 2000). 

Şekil 2.3. Pankreatik intraepitelyal neoplazi (PanIN) öncü lezyonunda oluşan mutasyonlar ve pankreas 

hücresinin morfolojik olarak değişimi (Hruban vd., 2001).  

Pankreasta meydana gelen mutasyonların, yapılan çalışmalarda son derece karmaşık ve 

heterojen olduğu ortaya konulsa da belirli hücresel sinyal yolakların bu süreçte rol aldığı 
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gösterilmiştir (Jones vd., 2008). Analiz edilen tümörlerin çoğunda önemli ölçüde değişmiş olan 

12 ana sinyal yolağı ve bu yolaklarla tanımlanmış genler Tablo 2.1’de verilmiştir.  

Tablo 2.1. Pankreas kanserinde yaygın olarak yer alan on iki yolak ve mutasyona uğrayan genler (Jones vd., 

2008) . 

 

2.2.3. PDAK’nın Belirtileri, Tanısı ve Evrelendirmesi 

Erken evre pankreas kanseri tipik olarak klinik açıdan sessizdir. Pankreas kanserine 

bağlı semptomların görüldüğü hastaların çoğunda hastalık ilerlemiştir (Vincent vd., 2011). 

Tümörler en sık olarak pankreasta bulunan kanalların çıkış noktasında ortaya çıkar. Bu 

bölgelerde oluşan tümörlerin büyümesi yakın çevrede bulunan diğer kanallara örneğin ortak 

safra kanalına baskı oluşturur. Bu baskı, tıkanma sarılığı olarak bilinen bir durum olan safranın 

karaciğerde birikmesine yol açar; bu patolojinin en erken belirtilerinden biridir (De La Cruz 

vd., 2014). Diğer kısımlarda ortaya çıkan tümörler, bir semptoma neden olmadıkları için ileri 

evreye kadar tespit edilememektedir. Karın ağrısı, kaşıntı, koyu renkli idrar ve ağrılı dışkı, 

safranın tıkanıklığının göstergesi olabilecek spesifik olmayan semptomlar arasındadır. Ayrıca 

anoreksi, erken doyma, bulantı, dispepsi ve kilo kaybı da görülebilir (Porta vd., 2005). Çok 

çeşitli ve spesifik olmayan semptomlar nedeniyle pankreas kanserinin diğer hastalıklardan ayırt 

edilmesi oldukça önemlidir. Bu tümörlerin metastazları karaciğere veya çevredeki lenf 

düğümlerine olabilir (Ayres Pereira & Chio, 2019). Tanı genellikle hastalık ilerledikten sonra 

konulduğu için, ameliyat edilebilir vakalarda bile prognoz kötüdür. Eksik veya gecikmiş tanı 

olasılığı nedeniyle, pankreas kanseri otopsi çalışmalarında en sık bulunan tümördür (Poruk vd., 

2013). 

Pankreas kanserleri genellikle vasküler tutulum ve uzak metastaz yapmasına göre 

rezektabl veya unrezektabl tümörler olarak kategorize edilir (Soloff vd., 2018). Bölge dışı lenf 

düğümlerindeki ve dokulardaki metastatik oluşum unrezektabl olarak kabul edilir. Vasküler 

Düzenleyici yolak    Mutasyona uğrayan genler 

Apoptoz                   CASP10, VCP, CAD, HIP1 

DNA Hasar Kontrolü    TP53 

Hücre Döngüsü                    CDKN2A, APC2 

Hedgehog signaling    GLI1, GLI3, BOC, CREBBP, LRP2 

Hücre Adezyonu                   CDH1 

Integrin sinyali     ITGA4, ITGA9, ITGA11, LAMA1 

JNK yolağı      TNF 

RAS-MAPK Yolağı    KRAS 

İnvazyon yolağı                  ADAM11/12/19, DPP6, MEP1A 

Küçük GPTaz yolağı     CDC42BPA, AGHGEF7, ARHGEF9 

TGF-β yolağı           SMAD4, SMAD3, TGFBR2 

Wnt/Notch signaling     MYC, WNT9A, MAP2, TSC2, GATA6, TCF4 
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tutulumun özellikle superior mezenterik arter (SMA) ve çölyak arterin etrafında 180 dereceden 

fazla olması da hastaları unrezektabl olarak sınıflandırır (Ducreux vd., 2015). Tedavi 

edilebilirliğine göre ayrıca 3 kategoriye ayrılabilir. İlk kategori lokalize cerrahi olarak rezeke 

edilebilir tümörleri içerir. Bunlar, pankreasla sınırlı oldukları ve diğer organlara veya dokulara 

yayılmadıkları için ameliyatla çıkarılabilen tümörlerdir. İkinci kategori, unrezektabl olan lokal 

olarak ilerlemiş tümörlerden oluşur. Bu tümörler pankreas haricinde de büyümüş ve yakındaki 

organları veya kan damarlarını istila ederek cerrahi olarak çıkarılmalarını zorlaştırmıştır. 

Üçüncü kategori metastatik tümörlerden oluşur. Bu tümörlerin vücuttaki uzak organlara veya 

dokulara yayılmaları cerrahi olarak çıkarılmalarını imkansız hale getirmiştir. Birinci ve ikinci 

kategoriler arasında, sınırda (borderline) rezeke edilebilir tümörler (BRPC) vardır. Bu 

tümörlerin, ameliyat için uygun olabilecekleri veya olamayacakları gri bir alandadır. Bu 

tümörleri ameliyat etme kararı, çölyak arter, hepatik arter, portal ven, superior mezenterik arter 

ve ven gibi komşu organların ve kan damarlarının tutulum derecesine bağlıdır (Soloff vd., 

2018). 

Çok kesitli bilgisayarlı tomografi (ÇKBT) pankreas adenokarsinomunu teşhis etmek ve 

değerlendirmek için en iyi görüntüleme yöntemlerinden biridir. Kesinlik oranı rezektabl 

tümörleri öngörmede %77 ve unrezektabl tümörleri öngörmede %93’tür (Granata vd., 2016). 

Abdominal ultrasonografi şu anda mevcut olan tanı araçlarından biridir . Diğer araçlar arasında 

manyetik rezonans görüntüleme (MRI) ve sitolojik tanı için endoskopik ultrason 

kılavuzluğunda ince iğne aspirasyonu bulunmaktadır (Elbanna vd., 2020). Pankreas kanseri ile 

ilişkili tümör belirteçlerinden olan CEA ve CA 19-9 kan seviyelerinin ölçümü ile de 

semptomları olan hastalarda tanı doğrulanabilir ve rezeksiyon sonrası prognoz ve nüks 

öngörülebilmektedir (E Poruk vd., 2013). Ancak, tümöre özgü olmadığından, semptomları 

olmayan hastalar için tek başına bir tarama aracı olarak kullanılamaz. 

Pankreas kanseri için en sık kullanılan evreleme yaklaşımı Amerikan Ortak Kanser 

Komitesi (AJCC) tarafından TNM evreleme sistemi olarak adlandırılan ve temelde üç faktöre 

dayanan bir sınıflandırmadır (Amin vd., 2017). Bu evreleme tümörün boyutu ve yayılımı (T), 

yakındaki lenf düğümlerinin tutulumu (N) ve uzak organlarda veya lenf düğümlerinde metastaz 

varlığını (M) içerir. TNM evrelemesi Tablo 2.2’de gösterilmiştir.  
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Tablo 2.2 TNM tanımlamaları (Amin vd., 2017) 

Primer Tümör (T) 

Tx Primer tümör değerlendirilemiyor 

T0 Primer tümör bulgusu yok 

Tis Karsinoma in situ 

T1 En büyük boyutu 2 cm veya daha küçük ve pankreasla sınırlı tümör  

T2 En büyük boyutu 2 cm’den büyük ve pankreasla sınırlı tümör  

T3 Çölyak aks veya süperior mezenterik artere invaze olmadan pankreas dışına uzanım 

gösteren tümör  

T4 Çölyak aks veya süperior mezenterik artere invaze tümör (unrezektabl tümör) 

Bölgesel Lenf Nodları (N) 

NX Bölgesel lenf nodları değerlendirilemiyor 

N0 Bölgesel lenf nodu metastazı yok 

N1 Bölgesel lenf nodu metastazı var  

Uzak Metastaz (M) 

M0 Uzak metastaz yok 

M1 Uzak metastaz var 

TNM EVRE GRUPLARI 

Evre 0   Tis   N0   M0 

Evre IA   T1   N0   M0 

Evre IB   T2    N0   M0 

Evre IIA              T3    N0  M0 

Evre IIB  T1    N1   M0 

                             T2   N1   M0 

                             T3    N1  M0 

Evre III   T4    Herhangi N  M0 

Evre IV  Herhangi T   Herhangi N  M1 

 

2.2.4. PDAK’nın tedavisi 

Pankreas kanseri tedavisindeki gelişmeler, hastalığın evresine bağlı olarak farklı 

seçeneklerin ortaya çıkmasına yol açmıştır. Tanı konulduğunda, hastaların yaklaşık %10-20'si 

rezektabl tümör, %30-40'ı Borderline Rezektabl Pankreas Kanseri (BRPC) veya Lokal Olarak 

İlerlemiş Pankreas Kanseri (LAPC) ve %50-60'ı metastatik veya sistemik tümör geliştirmiş olur 

(Kleeff vd., 2016). Rezektabl tümörler için cerrahi rezeksiyon (Pankreatektomi) ve ardından 

kemoterapi potansiyel olarak en küratif seçenektir ve pankreastaki yüksek hacimli kısım 

tümörleri pankreatektomi için daha iyi sonuçlar göstermektedir (Ducreux vd., 2015). Cerrahi 

rezeksiyondan önce uygulanan FOLFIRINOX (folinik asit, 5- fluorourasil, irinotekan ve 

oksaliplatin kombinasyonu) veya gemsitabin ile beraber albümine bağlı paklitaksel gibi 

neoadjuvan tedavi, borderline rezektabl pankreas kanseri (BRPC) veya lokal olarak ilerlemiş 

pankreas kanseri (LAPC) olan hastalara fayda sağlayabilir (Pappalardo vd., 2021). Neoadjuvan 

tedavinin başlangıçta rezektabl olmayan tümörleri rezektabl edilebilir hale getirebileceği 

bildirilmiştir (Katz vd., 2009). Bununla birlikte, cerrahi uygulama öncesi neoadjuvan tedavi 

yaklaşımı için daha fazla çalışmaya ihtiyaç vardır. Cerrahi ve kemoterapideki gelişmeler 

sayesinde pankreas kanseri cerrahisi lokal olarak ilerlemiş hastalığı da kapsayacak şekilde 
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genişlemiştir. Arteriyel rezeksiyonlar ve neoadjuvan FOLFIRINOX tedavi yaklaşımları 

seçilmiş hastalarda umut vaat etmektedir (Janssen vd., 2019). LAPC veya metastatik pankreas 

kanseri için kemoterapi seçenekleri hastanın performans durumuna bağlıdır. Bu ölçeklerden 

biri olan Doğu Kooperatif Onkoloji Grubu (ECOG) performans durumu iyi olan hastalar için 

FOLFIRINOX veya gemsitabin ile beraber albümine bağlı paklitaksel önerilirken, performans 

skoru orta ve kötü olan hastalar için gemsitabin monoterapisi veya destekleyici bakım daha 

uygun görülmektedir (Chiorean vd., 2019). 

Tüm bu teröpatik uygulamalara rağmen PDAK için 5 yıllık sağkalım oranı %10''dan daha azdır 

(Yamamoto vd., 2015). Kötü prognoz göstermesi çeşitli faktörlerden kaynaklanmaktadır. 

Kemoterapi başta olmak üzere, PDAK hücrelerinin tedavilere direnç gösterdiği bilinmektedir. 

PDAK’da kemorezistans oluşumuna katkıda bulunan iki önemli unsur olarak desmoplazi ve 

TME söylenebilir (Whatcott, 2012). Bu unsurlardan desmoplazi, tümörün içinde ve çevresinde 

bağ dokusunun anormal büyümesini destekler ve yoğun ve fibröz bir ortam yaratır. Bu yoğun 

ortam, kemoterapi ilaçlarının tümöre nüfuz etmesini ve kanser hücrelerine ulaşmasını 

zorlaştırarak etkinliklerini azaltabilir. Bir diğer unsur da tümörü çevreleyen, hücreleri, kan 

damarlarını ve tümörle etkileşime giren diğer bileşenleri içeren tümör mikroçevresidir (TME). 

Tümör mikroçevresi, kanser hücrelerinin büyümesi ve hayatta kalması için destekleyici bir 

ortam sağlayarak kemorezistansa katkıda bulunur (Murakami vd., 2019). 

2.3 Otofaji  

Kanserli hücrelerin zayıf prognoz göstermesi ve çeşitli terapilere karşı direnç 

geliştirmesi, hücrenin homeostazını sağlayan moleküler mekanizmaların değişiminden 

kaynaklanabilmektedir. Bu mekanizmalardan biri olan otofaji, hasarlı ya da yaşlı organellerin 

temizlenmesini, makromoleküllerin parçalanarak geri dönüştürülmesini içeren ve böylece 

hücresel homeostaziyi koruyan bir yolaktır. Yunanca "kendi kendini yeme" anlamına gelen 

otofaji, çevresel ve hücresel stres sinyallerine karşı önemli bir rol oynamaktadır (Galluzzi vd., 

2017). Besin eksikliği, mitokondriyal hasar, oksidatif stres, hipoksi, endoplazmik retikulum 

(ER) stresi, patojenik enfeksiyonlar ve büyüme faktörlerinin azalması gibi çeşitli stres türleri 

otofajiyi tetikleyebilir (Klionsky vd., 2021). Otofaji şaperon aracılı otofaji (CMA), mikrootofaji 

ve makrootofaji olmak üzere üç ana mekanizma aracılığıyla gerçekleşmektedir. Şaperon aracılı 

otofaji (CMA) oldukça spesifik bir süreçtir ve hedef substrat üzerindeki tanımlı bölgeler, 

sitoplazmik hedefin Hsc70 gibi özel şaperonlar tarafından algılanıp lizozomlara 

yönlendirilmesine ve sonuç olarak parçalanmasına yol açar. Mikrootofaji, sitoplazmik hedefin 

lizozomlar tarafından doğrudan yutularak parçalanmasını içeren seçici olmayan bir süreçtir.  Bu 
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çalışmada değerlendirilen ve otofaji olarak adlandırılan makrootofaji ise sitoplazmik hedeflerin 

çift zarlı ve otofagozom olarak adlandırılan veziküllerin içine alınarak degredasyonu için 

lizozomlarla kaynaşmasını ve hedef moleküllerin parçalanmasını içeren bir mekanizmadır. 

Otofajik sürecin temel basamakları; başlatma, uzama, otofagozom oluşumu, füzyon-otolizozom 

oluşumu ve degredasyondan oluşur. Bu süreç karmaşıktır ve çeşitli sinyal yolları tarafından 

düzenlenen hücre içindeki birçok protein ve organel tarafından kontrol edilir. Başlatma, sürecin 

tetiklendiği otofajinin ilk aşamasıdır. Bu aşamada iki önemli başlatma kompleksi yer 

almaktadır. İlk kompleks UNC-51 benzeri kinaz (ULK1), 200 kDa'lık fokal adezyon kinaz 

ailesi etkileşimli protein (FIP200), otofaji ile ilişkili protein 13 (ATG13) ve ATG101'den oluşan 

ULK1 kompleksidir. ULK1 aktive edildiğinde başlatma kompleksini oluşturmak için FIP200, 

ATG13 ve ATG101’e bağlanabilir (Ganley vd., 2009). ULK1 aktivasyonu sonrasında 

fagoforun öncülü olarak bilinen izolasyon membranı oluşumu başlatılır (Karanasios vd., 2013). 

Başlatma aşamasının diğer önemli birimi fosfatidilinositol 3-kinaz katalitik alt birim tip 3 

(PI3KC3) kompleksidir. PI3KC3 kompleksinin ana bileşenleri, VPS34 proteini, VPS15 

(PIK3R4 (Fosfoinositid-3-Kinaz Düzenleyici Alt Birim 4)) proteini ve BECLIN1 proteininden 

oluşmaktadır. Aktive olan ULK1, PI3KC3 kompleksini de aktive ederek ATG14L'nin de 

PI3KC3 kompleksine bağlanması gerçekleşir (Russell vd., 2013). Aktive olan PI3KC3 

kompleksi otofagozomun ilk formu olan fagoforu oluşturmak üzere fosfatidilinositol 3,4,5-

trifosfat (PI3P) üretmeye başlar (Whitmarsh-Everiss & Laraia, 2021). Böylece aktive olan 

ULK1 ve PI3KC3 kompleksi endoplazmik retikulum (ER)/golgi aparatı üzerindeki izolasyon 

membranına lokalize olarak fonksiyonel hale gelirler (Zhi vd., 2018). Uzama ve otofagozom 

oluşumu otofajinin ikinci aşamasıdır. Bu aşamada, fagoforun uzaması gerçekleşir ve hedef 

makromoleküller otofagozom adı verilen çift membranlı veziküller içine alınır. Bu 

otofagozomlar hücresel bileşenlerin parçalanması için bir hazne (kap) görevi görür. 

Otofagozom oluşumu çeşitli ubikitin benzeri sistemlerle karakterize edilir. Başlatma 

kompleksi, endoplazmik retikulumdaki fosfoinositidleri PI3P’e (fosfatidilinositol-3-fosfat) 

dönüştürerek ubikitin benzeri sistem proteinlerini ve otofaji için gerekli diğer proteinleri 

fagofora doğru çeker (Whitmarsh-Everiss & Laraia, 2021). Bu proteinler E1 ligaz olarak ATG7, 

E2 ligaz olarak ATG3, ATG16L1 kompleksi ile birlikte E3 ligaz olarak görev yapan ATG5-

ATG12 konjugatından oluşan yapılardır (Dooley vd., 2014; Fujita vd., 2008). Sitozolde 

bulunan Mikrotübülle ilişkili protein 1A/1B-hafif zinciri 3 (LC3), otofaji sırasında ATG4 

tarafından kesilerek LC3-I'e dönüştürülür ve bu da ATG7'nin bağlanmasını uyarır. Bu uyarım, 

LC3-II olarak da bilinen LC3-fosfatidiletanolaminin (PE) konjugatını oluşturmak için PE’nin 

LC3-I ile ligasyonu ile sonuçlanır. Ardından fagofor, ATG12-ATG5-ATG16 kompleksi 
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aracılığıyla PE ile konjuge olmuş LC3'ü (LC3-II) membrana alır ve PE-lipidlenmiş LC3 

(ATG8), tam bir otofagozom haline gelmek için ATG3, ATG4, ATG5 ve ATG7 ile etkileşime 

girer (Fujita vd., 2008). Parçalanması istenen biyomoleküle ve otofagozom membranındaki  

LC3-PE konjugatına bağlanabilen p62/SQSTM1 gibi adaptör proteinlerle hedef kargo 

membranın içine yönlendirilir (Lamark vd., 2009). ATG5-ATG12-ATG16 sistemi ve LC3-PE 

sisteminin aktivitesi ve koordinasyonu, otofagozomun doğru bir şekilde oluşması ve kıvrılması 

için önemlidir ayrıca LC3-PE'nin lipidasyonunu ve otofagozomal membrana yerleşmesini 

kolaylaştırır (Kaufmann & Wollert, 2014). Fagoforda çoklu LC3-II ve ATG5-ATG12-ATG16 

komplekslerinin varlığı otofagozom oluşumunun başladığını gösterir. Füzyon ve otolizozom 

oluşumu aşamasında otofagozomlar hücresel atıkların parçalanmasından sorumlu organeller 

olan lizozomlarla kaynaşır. Bu füzyon otolizozom oluşumuna neden olur. Otolizozomlar, 

otofagozomların lizozomlarla füzyonu ile oluşur. Bu otolizozomlar, parçalanması hedeflenen 

molekülleri içerir. Otofajinin son aşaması, makromoleküllerin otolizozomlar içinde 

parçalanmasıdır. Bu süreç makromolekülleri amino asitler, yağ asitleri ve nükleotitler gibi daha 

küçük bileşenlere ayırır (White vd., 2015). 

Şekil 2.4. Otofajinin moleküler mekanizması (White vd., 2015). 

Otofajinin düzenlenmesinde rol alan başlıca yolaklar arasında PI3K/AKT/mTORC1, 

MAPK, AMPK yolağı ve Bcl-2 protein ailesi yer almaktadır (Gillson vd., 2022). 

PI3K/AKT/mTORC1 yolağında mTORC1, otofajiyi negatif olarak düzenleyen bir protein 

kompleksidir. Bu nedenle, PI3K/AKT/mTORC1 yolağının aktivasyonu otofajinin 
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inhibisyonuna yol açar (C. H. Jung vd., 2010). Mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK) 

yolu otofajideki bir diğer önemli yolaktır. Hücre dışı sinyalle düzenlenen kinaz (ERK) gibi 

MAPK yolu bileşenlerinin aktivasyonu, içeriğe bağlı olarak otofajiyi teşvik veya inhibe edebilir 

(Mollinedo & Gajate, 2019). Adenozin monofosfat ile aktive olan protein kinaz (AMPK) 

hücresel enerji dengesini düzenleyen bir proteindir, besin yoksunluğu veya stres koşullarına 

yanıt olarak aktive olarak hücresel geri dönüşüm ve enerji üretimi ihtiyacına işaret eder. 

AMPK'nın aktivasyonu, mTORC1'i inhibe ederek ve otofaji ile ilgili diğer proteinleri aktive 

ederek otofajiyi uyarır (Dunlop & Tee, 2013). Bcl-2 hücre ölümünü ve hayatta kalmayı 

düzenleyen bir protein ailesidir. Bcl-2 proteinleri, otofaji ile ilişkili diğer proteinlerle etkileşime 

girebilir ve otofajiden sorumlu yapılar olan otofagozomların oluşumunu önleyebilir (H.-D. Xu 

& Qin, 2019).  

Otofajik süreçteki regülasyonun bozulması birçok patolojik durumun gelişimine neden 

olabilir. Kanser oluşumu ve ilerlemesi bağlamında bu durumu incelediğimizde otofajinin 

kanserde hem tümör baskılayıcı hem de tümör büyümesinin destekleyicisi olarak görev yaptığı 

ikili bir role sahip olduğu görülmektedir. Kanser oluşumunun ilk basamaklarında otofajinin 

daha çok tümör oluşumunu baskılayıcı bir etki gösterdiği bilinmektedir (Galluzzi vd., 2015). 

Bu fonksiyonunu genomik instabiliteyi ve DNA hasarını artırabilecek hasarlı proteinlerin ve 

organellerin temizlenmesini sağlayarak ve hücre ölümünü uyararak gerçekleştirebilir (Mathew 

vd., 2007; Takamura vd., 2011). Öte yandan otofaji, kanserin ileri evrelerinde geri 

dönüştürülmüş besinler, organeller ve proteinler gibi hücresel bileşenlerin parçalanmasından 

enerji sağlayarak tümör büyümesini destekleyebilir (Kimmelman & White, 2017). Otofajik 

yolağın PDAK’daki durumuna bakıldığında ilerlemiş PDAK'nın normal pankreas veya düşük 

dereceli PDAK'ya kıyasla yüksek otofajiye sahip olduğu ve otofajideki bu artışın belirleyici 

(driver) mutasyonlar ve tümör mikroçevresindeki artan stres tarafından yönlendirildiği 

açıklanmaktadır (S. Yang & Kimmelman, 2011). Otofaji, stres altındaki kanser hücrelerine 

makromoleküllerin parçalanması yoluyla ATP üretir ve böylece alternatif bir enerji kaynağı 

sağlayarak kanser hücrelerinin hipoksik koşullara adaptasyonuna ve alternatif yolları 

düzenleyerek tümörün sağ kalımına yardımcı olabilir (S. Yang & Kimmelman, 2011). 

PDAK'daki otofaji artışı birçok mekanizma ile ilişkilendirilmiştir. Otofajinin düzenlenmesinde 

yer alan yolaklar, tümör mikroçevresindeki (TME) stres durumu AMPK ve HIF-1/2 gibi stresle 

ilişkili diğer proteinler arasındaki denge tarafından 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 sınıf III fosfatidilinositol 3-kinazdır (PI3K). VPS34, otofaji ile 

ilgili proteinlerin otofagozomal membrana alınması için gerekli olan fosfatidilinositol 3-fosfatı 

(PI3P) üretir (Kim vd., 2013). VPS34, hücrelerdeki aktivitesini ve lokalizasyonunu düzenlemek 

için diğer proteinlerle farklı kompleksler oluşturur. VPS34/sınıf III PI3K kompleksi olarak da 

bilinen standart VPS34 kompleksi, VPS34, VPS15, Beclin-1 ve ATG14L'den oluşur (Zhong 

vd., 2009). Bu kompleks, otofajinin başlatılması ve düzenlenmesi için kritiktir ve diğer otofaji 

ile ilişkili proteinleri yapıya kazandırmak için PI3P’in üretildiği fagofor montaj bölgesine 

yerleşir (Hurley & Young, 2017). Çalışmalar, VPS34'ün çeşitli kanseri hücrelerinde yukarı 

regüle edildiğini ve aşırı ekspresyonunun kötü prognoz ve kemoterapiye karşı artan direnç ile 

ilişkili olduğunu göstermiştir (Piffoux vd., 2021). Ayrıca araştırmalar, VPS34'ün meme kanseri 

hücrelerinde otofajinin düzenlenmesinde kritik bir rol oynadığını ve VPS34'ün inhibisyonunun 

meme kanseri hücrelerini kombinasyonel tedaviye daha duyarlı hale getirebileceğini de 

göstermiştir (Dyczynski vd., 2018).  

2.4. Wnt/β-katenin 

Wnt/β-katenin sinyal yolağı, hücre çoğalması, farklılaşması ve hayatta kalması için çok 

önemli bir düzenleyicidir ve düzensizliği, kanser de dahil olmak üzere birçok hastalıkta 

görülmektedir (Y. Zhang & Wang, 2020). Wnt/β-katenin sinyalizasyonunu uyaran Wnt 

ligandları bir çeşit glikoproteindir ve tam fonksiyon gösterebilmesi için lipid modifikasyonu 

adı verilen bir süreçten geçmesi gerekir (Komiya & Habas, 2008). Wnt/β-katenin yolu için ana 

Wnt protein ligandlarından biri Wnt3a’dır (Liu vd., 2022). Wnt ligandı modifiye edildikten 

sonra, frizzled-ilişkili protein ailesi adı verilen bir reseptör grubuna bağlanır. Wnt ligandı için 

eş reseptörler olan LRP5/6 adlı diğer proteinleri de içeren bir kompleks oluşmuş olur. Bu 

kompleksin oluşumu, çeşitli hücresel süreçlerde yer alan Wnt sinyal yolunun aktivasyonu için 

önemlidir. Ligandlar reseptöre bağlandığında Dishevelled (Dvl) adı verilen bir proteinin 

aktivasyonunu tetikler. Dvl'nin aktivasyonu APC, Axin ve GSK-3β proteinlerini içeren β-

katenin degradasyon kompleksinin ayrışmasına yol açar. Degradasyon kompleksinin ayrışması, 

β-katenin'in nükleer membran boyunca yer değiştirmesine ve hücrenin çekirdeğine girmesine 

izin verir. Çekirdekte β-katenin, TCF/LEF transkripsiyon faktörleri ailesi olarak adlandırılan 

bir grup proteine bağlanır ve hedef genlerin transkripsiyonunu aktive eder (Komiya & Habas, 

2008). Wnt/β-katenin sinyal yolu, hücre döngüsü, EMT, anjiyogenez, apoptoz direnci ve kanser 

kök hücrelerinin korunması gibi çeşitli kanser özelliklerinin ortaya çıkmasından sorumlu 
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genleri düzenleyerek pankreas karsinogenezinde önemli bir rol oynar (Ram Makena vd., 2019). 

Yapılan bazı pankreas kanseri çalışmalarında PDAK ve normal pankreas doku örneklerinin 

mikroarray analizi ile Wnt sinyal yolağının PDAK onkogenezinde rol oynadığı belirlenmiştir 

(Pompella vd., 2020). Ayrıca pankreas kanseri dokularında Wnt ligandlarının ekspresyonunda 

artış olduğu, Wnt/β-katenin yolunun inhibe edilmesinin ise PDAK hücrelerinde tümör 

proliferasyonunu bloke ettiği ve apoptozu indüklediği gösterilmiştir (Pasca di Magliano vd., 

2007). Yine yapılan başka çalışmalarda, hipoksik koşullardaki pankreas tümörlerinde HIF-2α, 

β-katenin ile bir kompleks oluşturarak tümör gelişimini desteklerken β-katenin aktivitesini 

artırıp stabilize ettiği ortaya konmuştur (Tao vd., 2021). 

Şekil 2.5. Wnt/β-katenin sinyal yolunun moleküler mekanizması (Tao vd., 2021). 

Wnt/β-katenin yolunun birçok düzenleyicisi bulunmaktadır. Otofaji de bu yolağa etki 

eden mekanizmalardan biridir. Ortaya çıkan kanıtlar, otofaji ve Wnt/β-katenin sinyal yolu 

arasında ikili bir ilişki olduğunu ve herhangi bir yolun düzensizliğinin diğerini 

etkileyebileceğini göstermektedir (Lorzadeh vd., 2021). Otofajinin, Wnt/β-katenin 

sinyalizasyonunda kilit rol oynayan β-katenin ve Dishevelled gibi proteinlerin degrede 

olmasına sebep olarak Wnt/β-katenin yolunun aktivitesini modüle ettiği gösterilmiştir 
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(Lorzadeh et al., 2021). Bununla birlikte, daha az literatür bilgisi olsa da bazı durumlarda 

Wnt/β-katenin otofajinin birbirini pozitif olarak regüle ettiği de gösterilmiştir (Ríos vd., 2018; 

Ye vd., 2021). Genel olarak bu bulgular, otofajinin hücresel bağlamda Wnt/β-katenin sinyalini 

hem yukarı hem de aşağı yönde düzenleyebileceğini göstermektedir. Bununla birlikte, ilgili 

moleküler mekanizmaları ve hastalıkta bu etkileşimi hedeflemenin potansiyel terapötik 

etkilerini tam olarak anlamak için daha fazla araştırmaya ihtiyaç vardır. 

Son araştırmalar, otofajinin düzensizliğinin kanserin ilerlemesine katkıda 

bulunabileceğini ve otofajiyi hedeflemenin umut verici bir terapötik yaklaşım olabileceğini 

düşündürmektedir. Bununla birlikte, pankreas kanserinde otofaji düzensizliğinin altında yatan 

mekanizmalar tam olarak anlaşılamamıştır. VPS34, otofajinin kilit düzenleyicilerinden biridir 

ve düzensizliği, çeşitli kanserlerle ilişkilendirilmiştir. Bununla birlikte, otofajinin ve Wnt/β-

katenin sinyal yolağının birbirleri üzerindeki etkisi henüz tam olarak tanımlanamamıştır. Bu 

çalışmada, VPS34’ün autophinib inhibitörü ile susturulması gerçekleştirilerek; otofajinin 

pankreas kanseri hücrelerindeki etki mekanizması ve Wnt/β-katenin sinyal yolu ile ilişkisinin 

araştırılması amaçlanmıştır.  
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3.GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. Hücre Kültürü 

Çalışmamıza konu olan PANC-1 (ATCC® CRL-1469 ™) ve MIA PaCa-2 (ATCC® 

CRL-1420) insan PDAK hücre hatları ATCC® (American Type Culture Collection, 

Rockville)’den elde edilmiştir. PANC-1 ve MIA PaCa-2 duktal adenokarsinom hücre hatları 

%10 fetal sığır serumu (FBS, Serox, SF101H-500) ve %1 Penisilin-Streptomisin (Capricorn, 

PS-B) içeren yüksek glikoz DMEM besiyeri (Capricorn, DMEM-HA) bulunan flasklarda 

37ºC’de %95 nem ortamında, %5 CO2’li etüvde çoğaltılmıştır. 

3.1.1 Hücre hattının dondurulması 

Adherent hücrelerin flask yüzeyinden kalkmaları için Tripsin-EDTA (Capricorn, TRY-

3B) uygulanmıştır. Flask 37ºC’de %95 nem ve %5 CO2‟li etüvde yaklaşık 5 dakika (dk) inkübe 

edildikten sonra hücrelerin kalktığı inverted mikroskop ile bakılarak teyit edilmiştir. Kalkan 

hücrelerin üzerine taze besiyeri eklenmiş, flasktaki hücreler falkon tüpe toplanmış ve 1500 

rpm’de 4 dk boyunca santrifüj edilmiştir. Santrifüj sonrası süpernatant kısmı uzaklaştırılmıştır. 

Uygun miktarda taze besiyerinde çözdürülen pellete %10 oranında Dimetil sülfoksit (DMSO) 

eklenerek hücreler kriyotüplere aktarılmıştır. Hücreler -20ºC’de dondurulduktan sonra -

80ºC’de kaldırılmıştır.  

3.1.2. Dondurulmuş hücre hatlarının çözdürülmesi 

Dondurulmuş hücreler 37 ºC’de hızlı bir şekilde çözdürüldükten sonra taze besiyeri 

içeren falkon tüpe alınmıştır. 1500 rpm’de 4 dk santrifüj işleminden sonra süpernatant kısmı 

uzaklaştırılmış ve pellet besiyeri ile çözdürülmüştür. PANC-1 ve MIA PaCa-2 hücreleri uygun 

miktarlarda flasklara ekilmiş 37ºC’de %95 nem ortamında, %5 CO2’li etüvde inkübe edilmiştir. 

Hücreler flask yüzeyinin %80-%85’ini doldurana kadar iki günde bir besiyeri değiştirme işlemi 

gerçekleştirilmiştir. Flask dolduğunda pasajlama işlemi yapılmıştır. 

3.1.3. Hücre hattının pasajlanması 

Flask yüzeyi %80-85 oranında dolduğunda eski besiyeri uzaklaştırılarak PBS ile yıkama 

yapılmıştır. Hücrelerin flask yüzeyinden kalkması için 1-2 ml Tripsin-EDTA eklendikten sonra 

hücreler 3-4 dk boyunca 37 ºC’de inkübe edilmiştir. Hücrelerin kalkıp kalkmadığı inverted 

mikroskopta kontrol edilmiştir. Tripsin- EDTA miktarının iki katı olacak şekilde yeni besiyeri 

flaska eklenmiş ve hücre-besiyeri içeriği falkon tüpe aktarılmıştır. Santrifüj işlemi 1500 rpm’de 

4 dk olacak şekilde yapılmış ve süpernatant kısmı uzaklaştırılmıştır. Pellet uygun miktarda 
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besiyeri ile çözdürülerek taze besiyeri bulunan flasklara ekilmiştir. Hücreler 37ºC’de %95 nem 

ortamında, %5 CO2’li etüvde inkübe edilmiştir.  

3.2. Autophinib stok solüsyonun hazırlanması 

Çalışmamızda kullandığımız, VPS34 inhibitörü olarak seçilen Autophinib 

(MedChemExpres, HY-101920) ticari olarak satın alınmıştır. Moleküler ağırlığı 346.73 g/mol 

olan bu madde protokole uygun olarak DMSO ile çözdürülmüştür. Hazırlanan bu stok çözelti 

alikotlanarak -80 ºC’de muhafaza edilmiştir.  

3.3. Sitotoksisite analizi 

Autophinib uygulamasının PANC-1 ve MIA PaCa-2 hücreleri üzerindeki sitotoksik 

etkisinin belirlenmesi için Geliştirilmiş Hücre Sayım Kiti 8 (WST-8/CCK8) (Elabscience, E-

CK-A362) kullanılmıştır. Hücre çoğalması ve sitotoksisitesinin tespitinde kullanılan 

kolorimetrik bir test kitidir. WST-8, elektron bağlama reaktifi varlığında dehidrojenazlar 

tarafından turuncu formazana indirgenebilen MTT'ye benzer bir bileşiktir. Üretilen formazan 

miktarı canlı hücre sayısı ile doğru orantılıdır. Absorbansın 450 nm'de ölçülmesiyle canlı hücre 

miktarı dolaylı olarak hesaplanabilmektedir.  

Hücreler 96 kuyucuklu plakalara her bir kuyucukta 2 x 103 hücre olacak şekilde 

ekilmiştir. 24 saatlik inkübasyondan sonra çeşitli konsantrasyon aralıklarında autophinib 

uygulaması yapılmıştır. Hücreler 24, 48 ve 72 saat süresince inkübe edilmiş ve inkübasyonun 

sonunda besiyeri aspire edilerek kuyucuklara 100 μl taze besiyeri ve 10 μl CCK-8 Buffer 

eklenmiştir. 4 saatlik inkübasyonun ardından her bir kuyucuktaki absorbans değerleri 

mikroplaka okuyucu ELISA cihazında (BioTek Epoch) 450 nm ve 630 nm dalga boyunda 

ölçülerek tüm konsantrasyonlar için % canlılık-ölüm belirlenmiştir. GraphPad Prism 8.01 

programıyla IC50 değerleri hesaplanmıştır.  

3.4. Koloni formasyon analizi 

Koloni formasyon analizi için sitotoksisite testi ile belirlenmiş olan IC50 ve IC20 

değerleri baz alınmıştır. Bu analiz için 6 kuyucuklu plakalara kontrol ve doz grupları 3 tekrarlı 

olacak şekilde her biri kuyuya 2 x 103 hücre ekimi yapılmıştır. Hücre ekiminden 24 saat sonra 

dozlar 48 saat süreyle uygulanmıştır. Seçilen dozlarla inkübasyon sonrasında 10 gün boyunca 

hücreler kültüre edilmiş ve 2 gün arayla besiyerleri değiştirilmiştir. Koloni oluşumları inverted 

mikroskop altında doğrulandıktan sonra besiyeri uzaklaştırılmıştır. Soğuk metanol uygulaması 
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ile hücreler fikse edilmiş ve sonra kristal viyole boyası ile boyanmıştır. Yıkama işleminin 

ardından plakalar kurumaya bırakılmış ve sonrasında koloniler sayılmıştır. 

3.5. Otofaji analizi 

Otofaji analizi için LC3-II Kantitasyon ELISA kiti (Cell Biolabs, CBA-5116) ilgili 

firmadan temin edilmiştir. Kit, hücre lizat örneklerinde LC3'ün tespiti ve kantitasyonu için 

geliştirilmiş bir enzim immunoassaydir. Test, sitozolik pro-LC3 ve LC3-I'i uzaklaştırmak ve 

otofagozom membranına bağlı LC3-II'yi korumak için seçici bir permeabilizasyon prosedürü 

kullanır. Lizat örneklerindeki bilinmeyen LC3-II miktarı, absorbansı bilinen bir LC3 standart 

eğrisiyle karşılaştırılarak belirlenir. Kontrol ve doz grupları için 6 kuyucuklu plakalara %80 

yoğunlukta olacak şekilde hücre ekimi yapılmış ve sonrasında hücreler seçilen dozlar ile 48 

saat muamele edilmiştir. İnkübasyon süresinin sonunda  hücreler 1 mM MgCl2 ve 1 mM CaCl2 

içeren 2 mL 1X PBS ile yıkanmıştır. PBS tamamen aspire edildikten sonra 1 mL 1X Sitozolik 

LC3 Uzaklaştırma Reaktifi eklenerek, orbital çalkalayıcıda 5 dk boyunca oda sıcaklığında 

inkübe edilmiştir. Hücreler yeniden 1 mM MgCl2 ve 1 mM CaCl2 içeren 2 mL 1X PBS ile üç 

kez yıkanmıştır. Son PBS yıkaması tamamen aspire edildikten sonra hücrelere önceden 

soğutulmuş 1X RIPA tamponu eklenmiştir. Plaka buza yerleştirilerek 10 dk inkübe edilmiştir. 

Hücreler yüzeyden kazınarak santrifüj tüplerine toplanmış ve 12000 g 4ºC’de 10 dk santrifüj 

edilmiştir. Süpernatant toplanarak protein konsantrasyonunun belirlenmesinin ardından ELISA 

protokolüne geçilmiştir. Anti-LC3 Antikor Kaplı Plakaya 100 µL hacimde 3 tekrarlı olacak 

şekilde lizat örnekleri, LC3 standardı ve blank ayrı ayrı kuyulara eklenmiştir. Gece boyunca 

4ºC'de inkübe edilmiş ve ardından kuyu başına 250 µL 1X Yıkama Tamponu ile 3 kez 

yıkanmıştır. Her bir kuyuya 100 µL seyreltilmiş Anti-LC3 antikoru eklenmiş ve oda 

sıcaklığında 2 saat boyunca orbital çalkalayıcıda inkübe edilmiştir. Yeniden yıkama işlemi 

gerçekleştirilmiştir. Tüm kuyucuklara 100 µL seyreltilmiş HRP conjugated sekonder antikor 

eklenerek orbital çalkalayıcıda 1 saat boyunca oda sıcaklığında inkübe edilmiştir. Yeniden 

yıkama işlemi gerçekleştirilmiştir. Her kuyuya 100 µL Substrat Solüsyonu eklenmiş ve orbital 

çalkalayıcıda oda sıcaklığında 10 dk inkübe edilmiştir. Her kuyuya 100 µL Durdurma 

Solüsyonu eklenerek reaksiyon sonlandırılmış ve mikroplaka okuyucu ELISA cihazında 450 

nm’de ölçüm yapılmıştır.  

3.6. Apoptoz analizi 

Apoptoz analizi için Human CASP3 (Caspase 3) ELISA kiti (Elabscience, E-EL-

H0017) tedarikçi firmadan satın alınmıştır. Kontrol ve doz gruplarından hücre lizatı protokole 

göre elde edilmiştir. Kitte sağlanan CASP3'e spesifik antikor ile kaplanan ELISA plakasına, 
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100 µL hacimde olacak şekilde örnekler ve standartlar 3 tekrarlı eklenmiştir. Daha sonra 

Human CASP3'e spesifik biyotinlenmiş tespit antikoru ve Avidin-Horseradish Peroksidaz 

(HRP) konjugatı her bir mikro plaka kuyucuğuna art arda eklenmiş ve inkübe edilmiştir. Serbest 

bileşenler yıkanarak uzaklaştırılmıştır. Substrat çözeltisi her bir kuyucuğa eklenmiş ve inkübe 

edilmiştir. Ardından kuyucuklara durdurma çözeltisi eklenerek 450 nm’de mikroplaka okuyucu 

ELISA cihazında okuma gerçekleştirilmiştir.  

3.7. Otofaji, Wnt/β-katenin ve apoptoz ile ilişkili genlerin ekspresyon seviyelerinin 

belirlenmesi 

Kontrol ve doz gruplarında Otofaji, Wnt/β-katenin ve apoptoz ile ilişkili önemli genlerin 

mRNA düzeyinde ekspresyon seviyeleri kantitatif gerçek zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu 

(qRT-PZR) kullanılarak belirlenmiştir. Bunun için hücrelerden RNA izolasyonu 

gerçekleştirilmiş, ardından cDNA sentezlenmiştir. 

3.7.1. Hücre hatlarından total RNA izolasyonunun gerçekleştirilmesi 

Total RNA izolasyonu için 6-kuyucuklu plakalara her bir kuyucukta 250.000 hücre 

olacak şekilde ekim yapılmıştır. 24 saat boyunca hücreler 37ºC’de %95 nem ortamında, %5 

CO2’li etüvde inkübe edilmiştir. Ardından hücrelere doz grupları için 5 µM ve 10 µM olacak 

şekilde uygulama yapılmıştır. 48 saatin sonunda besiyerleri uzaklaştırılmış ve her kuyucuğa 

500 µL RiboEx (GeneAll, 301-001) eklenmiş ve 5-10 dk inkübasyona bırakılmıştır. Ardından 

hücreler kazınarak ependorf tüplere toplanmıştır. Her bir ependorf tüpe faz oluşturması için 100 

μL kloroform eklenmiş ve 15 saniye (sn) boyunca vortekslenmiştir. Ependorf tüpleri 15 dk oda 

sıcaklığında bekletildikten sonra 14000 g’de 15 dk santrifüj edilmiştir. Süpernatant yeni bir 

ependorf tüpe alınarak üzerine 250 μL izopropanol damla damla eklenmiştir. Oda sıcaklığında 

10 dk inkübasyonun ardından 14000 g’de 15 dk santrifüj edilmiştir. Daha sonra süpernatant 

uzaklaştırılmış ve pelletin üzerine 750 μL önceden soğutulmuş %70’lik etanol ilave edilmiştir. 

14000 g’de 5 dk santrifüj sonrasında süpernatant uzaklaştırılarak oluşan RNA pelletleri 

kurumaya bırakılmıştır. Kurutma işleminin sonunda pellet nükleaz içermeyen su ile 

çözdürülmüştür. Sonrasında RNA’lar kullanılıncaya kadar -80˚C’de muhafaza edilmiştir. 

3.7.2. RNA miktarının ve kalitesinin belirlenmesi 

İzole ettiğimiz RNA’ların kalite ve miktarının belirlenmesi için RNA örneklerimizden 

1 µL alınarak nanodrop cihazında ölçümler yapılmıştır. A260/A230 nm için 2,0-2,4 ve 

A260/A280 nm için 2±0,1 arasında olan RNA örnekleri analizlerde kullanılmıştır. Olası DNA 

kontaminasyonunu uzaklaştırmak amacı ile RNA örneklerine üretici firmanın (Thermo 
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Scientific, #EN0521) protokolü doğrultusunda DNAse-I enzimi eklenerek DNAse işlemi 

uygulanmıştır. Kullanılacak RNA miktarı 2000 ng’a göre ayarlanmıştır. 2 μl 10X buffer ve 2 

μl 1U/μl DNAse-I enzimi ilave edilmiş ve 20 µl’ye dH2O ile tamamlanmıştır. 37˚C’de 30 dk 

inkübasyondan sonra örneklere 2 μl 50 mM EDTA eklenmiş ve 65˚C’de 10 dk inkübasyon 

gerçekleştirilmiştir. DNAse uygulanmış RNA örneklerinin tekrar ölçümleri yapılmış ve aynı 

gün cDNA sentezi gerçekleştirilmiştir. 

3.7.3. cDNA sentezi 

RNA’nın cDNA’ya çevirimi için cDNA sentezi kiti kullanılmış ve üretici firmanın 

(iScriptTM cDNA sentez kiti, Bio-Rad, 170-8891) talimatlarına göre gerçekleştirilmiştir. 

DNase-I uygulamasından sonra RNA örneklerimiz 1000 ng’ göre hesaplanarak kalıp olarak 

kullanılmıştır. 5X iScript reaksiyon karışımından 4 µL, Reverse Transkriptaz enziminden ise 1 

µL ve nükleaz içermeyen su ile de 20 μL’ye tamamlanarak hazırlanmıştır. Ardından örnekler 

25˚C’de 5 dk, 46˚C’de 20 dk ve 95˚C’de 1 dk şeklinde inkübe edilerek cDNA sentezi 

gerçekleştirilmiştir.  cDNA örnekleri -20℃’de muhafaza edilmiştir. 

3.7.4. qRT-PZR  

qRT-PZR analizinde kullanılan genlere yönelik primerler, IDT PrimerQuest 

(https://eu.idtdna.com/site) programı kullanılarak tasarlanmıştır. qRT-PZR analizi ile 

ekspresyon seviyeleri değerlendirilmiş genler Tablo 3.1, Tablo 3.2 ve Tablo 3.3’te sunulmuştur. 

qPZR analizi, çift iplikli DNA’ya bağlanabilen BrightGreen boyasını içeren qPZR mastermiks 

(BrightGreen 2X qPZR MasterMix – ROX, ABM, MasterMix-R) kullanılarak 

gerçekleştirilmiştir. Analiz için; 2X qPZR MasterMiks’den (ABM, MasterMix-R) 5 μL, ileri 

ve geri primerin her birinden 5 pMol, cDNA’dan ise 2 μL ilave edilerek, toplam hacim nükleaz 

içermeyen su ile 10 μL’ye tamamlanmıştır. Reaksiyon; enzim aktivasyonu (95˚C’de 10 dk), 

denatürasyon (95˚C’de 15 sn) ve bağlanma/uzama (60˚C’de 60 sn) basamaklarından oluşan 

PZR protokolü uygulanarak 40 döngü olacak şekilde Gerçek zamanlı PZR Sistemi (Bio-Rad, 

CFX Connect) kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Ayrıca 95˚C’de 1 dakika ısıtılıp, 65˚C’ye 

düşürülen ısı, 0,5˚C’lik artışlar ile 95˚C’ye kademeli olarak yükseltilmiş ve erime eğrisi elde 

edilmiştir. Reaksiyon sonrası analiz için eşik döngü değerleri (Ct) kaydedilmiştir. Gruplar 

arasında gen ifadesi düzeyindeki farklılıklar 2 (-ΔΔCt) metodu ile web tabanlı “RT² Profiler™ 

PCR Array Data Analysis” programı ile belirlenmiştir. Normalizasyon için ACTB ve GAPDH 

referans genleri kullanılmıştır.   
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Tablo 3.1. Otofaji ile ilişkili genler 

PIK3CA 

PRKAA2  

mTORC1 

ULK1 

VPS15 

ATG14 

VPS34 

BECN1 

SQSTM1 

LAMP1 

ATG5 

ATG12 

ATG16 

ATG7 

ATG9 

MAPLC3A 

MAPLC3B 

Fosfatidilinositol-4,5-bifosfat 3-kinaz katalitik alt birim alfa izoformu 

Protein kinaz AMP ile aktive olan katalitik alt birim alfa 2 

Rapamisin kinazın mekanik hedef proteini 1 

UNC-51 benzeri kinaz 

Fosfoinositid-3-Kinaz Düzenleyici Alt Birim 4 

Otofaji ile ilişkili 14 

Fosfatidilinositol 3-Kinaz Katalitik Alt Birim Tip 3 

Beclin-1 

Sekestozom-1 

Lizozomal ilişkili zar proteini 1 

Otofaji ile ilişkili 5 

Otofaji ile ilişkili 12 

Otofaji ile ilişkili 16 

Otofaji ile ilişkili 7 

Otofaji ile ilişkili 9 

Mikrotübül ilişkili protein 1 hafif zincir 3 alfa 

Mikrotübül ilişkili protein 1 hafif zincir 3 beta 

 

Tablo 3.2. Wnt/β-katenin ile ilişkili genler 

CTNN1 

GSK3B 

APC 

DVL1 

DVL2 

LRP5/6 

HIF1A 

CDH1 

CDH2 

FN1 

LEF1 

TCF7 

YWHAZ 

ACTN4 

SNAI1 

SNAI2 

Catenin beta 1 

Glikojen sentaz kinaz-3 beta  

Wnt Sinyal Yolunun APC Regülatörü 

Dağınık segment polarite proteini 1 

Dağınık segment polarite proteini 2 

LDL reseptörü ilişkili protein 5/6 

Hipoksi İndüklenebilir Faktör 1 Alfa Alt Birim 

Kadherin 1 

Kadherin 2 

Fibronektin 1 

Lenfoid arttırıcı bağlama faktörü 1 

Transkripsiyon faktörü 7 

Tirozin 3-Monooksijenaz/Triptofan 5-Monooksijenaz Aktivasyon Proteini Zeta 

Alfa-aktinin-4 

Snail ailesi transkripsiyonel baskılayıcı 1 

Snail ailesi transkripsiyonel baskılayıcı 2 

 

Tablo 3.3. Apoptoz ve PDAK ile ilişkili genler 

CAS3 

CAS7 

CAS8 

CAS9 

BAX 

BCL2 

CYCS 

FADD 

TNFA 

JAK2 

KRAS 

STAT3 

SMAD4 

CCND1 

CMYC 

CDKN1B 

Kaspaz-3 

Kaspaz-7 

Kaspaz-8 

Kaspaz-9 

Bcl-2 ile ilişkili X proteini 

BCL2 apoptoz düzenleyici 

Sitokrom C 

Fas Ölüm Alanı Yoluyla İlişkilendirilmiş 

Tümör nekroz faktörü 

Janus Kinaz 2 

Kirsten rat sarkomu viral onkogen homoloğu 

Sinyal dönüştürücü ve transkripsiyon 3 aktivatörü 

SMAD Aile Üyesi 4 

Siklin D1 

MYC Proto-Onkogen 

Siklin Bağımlı Kinaz İnhibitörü 1B 
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3.8. İstatiksel analizler 

Gruplar arası karşılaştırma GraphPad Prism yazılımı (Sürüm 8.0.2, San Diego, CA) 

kullanılarak tek yönlü varyans analizi (One-way ANOVA) ile yapılmıştır. Tüm deneyler üç 

tekrarlı gerçekleştirilmiş ve sonuçlar ortalama ± standart sapma olarak sunulmuştur. p<0.05 

istatistiksel olarak anlamlı kabul edilmiştir. 
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4.BULGULAR 

4.1. Autophinib’in PANC-1 ve MIA PaCa-2 hücre hatlarının canlılığı üzerine etkisi 

PANC-1 ve MIA PaCa-2 hücrelerinde autophinib uygulamasının hücre canlılığı üzerine 

etkisi CCK8 testi ile değerlendirilmiştir. Bu amaçla hücreler 24, 48 ve 72 saat süresince 5, 10, 

15, 20, 25, 50, 75 ve 100 μM konsantrasyonları kullanılarak autophinib uygulaması yapılmıştır. 

CCK8 sonuçları değerlendirildiğinde autophinib ile muamele edilen MIA PaCa-2 hücrelerinde 

(Şekil 4.1) ve PANC-1 hücrelerinde (Şekil 4.2), canlılığın uygulanan konsantrasyona ve 

zamana bağımlı şekilde azaldığı gözlemlenmiştir.  

Şekil 4.1. Autophinib uygulamasının MIA PaCa-2 hücre canlılığına etkisi. 

Şekil 4.2. Autophinib uygulamasının PANC-1 hücre canlılığına etkisi. 
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İlerleyen analizler için kullanılacak olan konsantrasyon değerleri 5 µM ve 10 µM olarak 

belirlenmiş ve 48 saat süresince muamele edilmiştir. Ayrıca PANC-1 ve MIA PaCa-2 

hücrelerinde bu dozların koloni oluşturma kapasitesi koloni formasyon analizi ile de 

değerlendirilmiştir. 5 µM ve 10 µM doz uygulamalarının koloni sayısı kontrol grubu ile 

karşılaştırıldığında anlamlı şekilde azalma gözlemlenmiştir. (Şekil 4.3) (*** p˂0,001). 

 

Şekil 4.3. Autophinib uygulamasının A. MIA PaCa-2 ve B. PANC-1 hücrelerinin koloni oluşturma 

kapasiteleri üzerine etkisi. 

4.2. Autophinib uygulamasının otofajik aktivite üzerindeki etkisi  

PANC-1 ve MIA PaCa-2 hücrelerinde autophinib uygulamasının otofajik aktivite 

üzerine etkisi LC-3 II miktarını baz alan kit kullanılarak değerlendirilmiştir. Kontrol grubu, 5 

ve 10 µM konsantrasyonlarda uygulanan doz grubu hücreleri 48 saat sonunda protokole göre 

toplanmış ve uygulaması yapılmıştır. Sonuçlara göre 48 saat süresince 5 ve 10 μM 

konsantrasyonlarında autophinib uygulamasının kontrol grubu hücrelerine kıyasla MIA PaCa-

2 hücrelerinde p˂0,01 anlamlılıkta (Şekil 4.4) ve PANC-1 hücrelerinde p˂0,0001 anlamlılıkta 

(Şekil  4.5) otofajik aktivitede azalma meydana getirdiği gözlemlenmiştir. 
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Şekil 4.4. Autophinib uygulamasının MIA PaCa-2 hücrelerinde otofajik aktivite üzerine etkisi. 

Şekil 4.5. Autophinib uygulamasının PANC-1 hücrelerinde otofajik aktivite üzerine etkisi. 

4.3. Autophinib uygulamasının apoptotik aktivite üzerindeki etkisi 

Autophinib uygulamasının PANC-1 ve MIA PaCa-2 hücreleri üzerindeki apoptoz 

aktivite değişikliği kaspaz-3 kiti kullanılarak değerlendirilmiştir. Kontrol, 5 ve 10 µM 

gruplarına 48 saat autophinib uygulamasının ardından protokole göre devam eden işlemler 

yapılmıştır. Her iki hücre hattı için de kontrol grubu, 5 ve 10 µM dozlarla kıyaslandığında 

kaspaz-3 aktivitesinde anlamlı bir artış gözlemlenmiştir (Şekil 4.6, Şekil 4.7) (# p˂0,0001). 
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Şekil 4.6. Autophinib uygulamasının MIA PaCa-2 hücrelerinde apoptoz aktivite üzerindeki etkisi.            

 

Şekil 4.7. Autophinib uygulamasının PANC-1 hücrelerinde apoptoz aktivite üzerindeki etkisi.                

4.4. Autophinib uygulamasının pankreas kanseri hücrelerinde otofaji, Wnt/β-katenin ve 

apoptoz ile ilişkili genlerin ekspresyon seviyeleri üzerine etkisi 

Autophinib uygulamasının PANC-1 ve MIA PaCa-2 hücrelerindeki gen analizleri; 

otofaji genleri, Wnt/β-katenin yolağı genleri ve apoptoz genlerini içermektedir. Bu genlerin  

mRNA seviyeleri qRT-PZR analizi ile ölçülmüştür.  

PANC-1 hücrelerindeki 5 ve 10 µM doz grupları kontrol grubu ile karşılaştırıldığında 

bu  hücrelerde otofaji ile ilişkili PIK3A, PRKAA2, MTOR, ULK1, VPS15, ATG14, VPS34, 

BECN1, SQSTM1, LAMP1, ATG5, ATG12, ATG16L, ATG7, ATG9, MAPLC3A, MAPLC3B 

genlerinin ekspresyon seviyelerinde anlamlı bir azalış gözlemlenmiştir. (Şekil 4.8) (**p<0,01)  
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Şekil 4.8. PANC-1 hücre hattında 5 ve 10 µM doz uygulamanın otofaji genleri üzerinde kat değişimi 

etkisi. 

MIA PaCa-2 hücrelerinde 5 µM doz grubu kontrol grubu ile karşılaştırıldığında bu  

hücrelerde otofaji ile ilişkili PIK3A, MTOR, ULK1, VPS15, ATG14, VPS34, BECN1, SQSTM1, 

ATG7, MAPLC3A, genlerinin ekspresyon seviyelerinde anlamlı bir azalış gözlemlenmiş, 10 µM 

doz grubu kontrol grubu ile karşılaştırıldığında ise PIK3A, VPS34 ve MAPLC3A genlerinde 

anlamlı bir azalma gözlemlenmiştir. (Şekil 4.9) (# p<0,0001, *** p<0,001, **p<0,01, *p<0,05). 

Şekil 4.9. MIA PaCa-2 hücre hattında 5 ve 10 µM doz uygulamanın otofaji genleri üzerinde kat değişimi 

etkisi. 
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Wnt/β-katenin yolağı gen ekspresyon seviyeleri PANC-1 hücrelerinde 5 µM doz grubu 

kontrol grubu ile karşılaştırıldığında CTNN1, CSNK1, DVL1, DVL2, LRP5, LRP6, HIF1A, 

CDH2, FN1, LEF1, YWHAZ, ACTN4, SNAI1, SNAI2 genlerinde anlamlı bir azalış 

gözlemlenirken GSK3B ve APC genlerinde anlamlı bir artış gözlemlenmiştir (p<0,01). 10 µM 

doz grubu kontrol grubu ile karşılaştırıldığında ise CTNN1, CSNK1, DVL1, DVL2, LRP5, LRP6, 

HIF1A, CDH2, FN1, LEF1, YWHAZ, ACTN4, SNAI1, SNAI2, TCF7 genlerinin ekspresyon 

seviyesinde anlamlı bir azalma gözlemlenirken APC geninde anlamlı bır artış gözlemlenmiştir. 

(Şekil 4.10) (# p<0,0001, *** p<0,001, **p<0,01, *p<0,05). 

Şekil 4.10. PANC-1 hücre hattında 5 ve 10 µM doz uygulamanın Wnt/β-katenin yolağı genleri üzerinde kat 

değişimi etkisi. 

MIA PaCa-2 hücrelerinde 5 ve 10 µM doz grupları kontrol grubu ile karşılaştırıldığında 

bu hücrelerde Wnt/β-katenin yolağı ile ilişkili CTNN1, CSNK1, DVL1, LRP5, LRP6 ve HIF1A 

genlerinde anlamlı bir azalış gözlemlenirken GSK3B ve APC genlerinde anlamlı bir artış 

gözlemlenmiştir (Şekil 4.11) (# p<0,0001, *** p<0,001, **p<0,01, *p<0,05). 

Şekil 4.11. MIA PaCa-2 hücre hattında 5 ve 10 µM doz uygulamanın Wnt/β-katenin yolağı genleri üzerinde kat 

değişimi etkisi. 
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PANC-1 hücrelerindeki 5 ve 10 µM doz grupları kontrol grubu ile karşılaştırıldığında 

bu hücrelerde apoptoz ilişkili genlerden olan CASP3, CASP7, CASP8, CASP9 genlerinde 

anlamlı bir artış gözlemlenmiştir.Ayrıca PDAK ile ilişkili genlerden olan KRAS, CCND1, MYC, 

CDKN1B için PANC-1 hücrelerindeki 10 µM doz grubu kontrol grubu ile karşılaştırıldığında 

bu genlerde anlamlı bir azalma olduğu gözlemlenmiştir (Şekil 4.12) (# p<0,0001, *** p<0,001, 

**p<0,01, *p<0,05). 

Şekil 4.12. PANC-1 hücre hattında 5 ve 10 µM doz uygulamanın apoptoz ve pankreas kanseri ilişkili genler 

üzerindeki kat değişimi etkisi. 

MIA PaCa-2 hücrelerinde 5 ve 10 µM doz grupları kontrol grubu ile karşılaştırıldığında 

apoptoz ilişkili CASP7, CASP8, CASP9, BAX, BCL2, CYCS, FADD ve TNFA genlerinde 

anlamlı bir artış gözlemlenmiştir (p<0,01). Mia-PaCa-2 hücrelerinde 5 µM doz grupları kontrol 

grubu ile karşılaştırıldığında PDAK ile ilişkili olan CCND1, MYC, CDKN1B genlerin 

ekspresyon seviyesinde anlamlı bir azalma gözlemlenmiş ayrıca 10 µM doz grubu grupları 

kontrol grubu ile karşılaştırıldığında da MYC, CDKN1B genlerinde anlamlı bir azalma 

gözlemlenmiştir (Şekil 4.13) (# p<0,0001, *** p<0,001, **p<0,01, *p<0,05). 

Şekil 4.13. MIA PaCa-2 hücre hattında 5 ve 10 µM doz uygulamanın apoptoz ve pankreas kanseri ilişkili genler 

üzerindeki kat değişimi etkisi. 
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5.TARTIŞMA 

Pankreas kanseri birçok unsurun kompleks etkileşimleri sonucunda ortaya çıkan bir 

hastalıktır. Pankreastaki DNA mutasyonları, özellikle onkogenlerin aktivasyonu ve tümör 

baskılayıcı genlerin inaktivasyonu, hücrelerin hızlı ve kontrolsüz bölünmesine yol açarak tümör 

gelişimine neden olmaktadır (Jones vd., 2008). Bu tümörlerin çoğunluğu pankreasın epitelyal 

hücrelerinden kaynaklanmakta olup, özellikle pankreatik duktal adenokarsinoma (PDAK) en 

sık görülen formudur. En ölümcül kanser türlerinden biri olan PDAK’nın etkili tedavilerin 

olmaması nedeniyle, hastalarının beş yıllık genel sağkalımının %10'dan az olduğu 

bilinmektedir (Siegel vd., 2022). Bu malignite için etkili klinik sonuçların önündeki en büyük 

engel, hastalığın hızlı ilerlemesi ve gizli prognozuna bağlı olarak gecikmiş tanısı ve mevcut 

radyoterapi, kemoterapi gibi tedavilere karşı gösterdiği direncidir (Murakami vd., 2019). Bu 

nedenle, pankreas kanserinin daha başarılı bir şekilde tedavisi ve erken teşhisi için yeni 

stratejilere acilen ihtiyaç duyulmaktadır. 

Kanserli hücrelerin zayıf prognoz göstermesi ve çeşitli terapilere karşı direnç 

geliştirmesi hücrenin homeostozini sağlayan moleküler mekanizmaların değişiminden 

kaynaklanabilmektedir. Bu mekanizmalardan biri olan otofaji, hasarlı ya da yaşlı organellerin 

temizlenmesini, makromoleküllerin parçalanarak geri dönüştürülmesini içeren ve böylece 

hücresel homeostaziyi koruyan bir yolaktır (Galluzzi vd., 2017). Otofaji, kanser gelişimi ve 

ilerlemesi bağlamında hem tümör oluşumunu engelleyen hem de destekleyen bir rol oynar. 

Erken evrelerde, otofaji tümör baskılayıcı bir etki göstererek, hasarlı proteinleri ve organelleri 

temizler, hücre ölümünü uyararak tümör oluşumunu engelleyebilir. Ancak ilerlemiş pankreas 

adenokarsinomlarında, otofaji artışı, geri dönüştürülmüş besinlerin ve bunlardan elde edilen 

enerjinin tümör hücreleri tarafından kullanılmasıyla tümör büyümesini destekleyebilir 

(Galluzzi vd., 2015). Özellikle, PDAK'ın yüksek otofajik aktivite göstermesi, tümör 

mikroçevresindeki stres koşulları ve sinyal yolları tarafından yönlendirilebilmektedir. Bu 

durum, kanser hücrelerine hipoksik koşullara adaptasyon ve alternatif enerji kaynakları sağlama 

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

Wnt/β-katenin sinyal yolu hücre çoğalması ve farklılaşması için çok önemli bir 

düzenleyicidir ve düzensizliği, kanser de dahil olmak üzere birçok hastalık türünde 

görülmektedir (Liu vd., 2022). Yapılan bazı pankreas kanseri çalışmalarında, Wnt/β-katenin 

sinyal yolunun, pankreas kanseri hücrelerinin proliferasyonunu artırdığı ve Wnt/β-katenin 

yolunun inhibisyonunun PDAK hücrelerinde tümör proliferasyonunu bloke ettiği ve apoptozu 
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indüklediği gösterilmiştir (Pasca di Magliano vd., 2007). Wnt/β-katenin yolunun birçok 

düzenleyicisi bulunmaktadır, otofaji de bu yolağa etki eden mekanizmalardan biridir (Lorzadeh 

vd., 2021). Otofajinin Wnt/β-katenin sinyal yolunu etkilediği mekanizmaları incelediğimizde, 

bu iki yol arasında karmaşık bir etkileşim olduğunu gözlemliyoruz. Otofaji, Wnt/β-katenin 

sinyal yoluna farklı şekillerde etki edebilir. Otofaji, Wnt/β-katenin sinyal yolu bileşenlerinin 

degradasyonunu düzenleyerek etki gösterebildiği gibi bazı durumlarda da Wnt/β-katenin 

ligandları otofajinin uyarılma sinyalini de düzenleyebilir (Gao vd., 2010; Ríos vd., 2018). Bu 

nedenle, pankreas kanseri bağlamında otofaji ve Wnt/β-katenin sinyal yolunun etkileşimini 

anlamak, terapötik müdahaleler için yeni hedeflerin belirlenmesinde önemli bir adım olabilir. 

PDAK gelişimine etki eden moleküler mekanizmalar çalışılan bir alan olsa da, 

otofajinin bu süreçteki çift yönlü rolü ve Wnt/β-katenin sinyal yolu ile olan etkileşiminin daha 

ayrıntılı incelenmesine ihtiyaç duyulmaktadır. Tüm bu nedenler doğrultusunda, tez 

çalışmasında, pankreas kanserinde otofaji düzensizliğinin altında yatan mekanizmaları daha net 

anlamak amacıyla otofajinin ana düzenleyicilerinden biri olan VPS34 hedeflenerek pankreas 

kanserinde otofajik seviyeye ve bunun Wnt/β-katenin sinyal yolu ile etkileşimine bakılmıştır. 

Bu amaçla, otofajinin moleküler mekanizması autophinib ile inhibe edilmiş, otofaji 

mekanizması otofaji aktivite testi ile incelenmiş ardından da apoptoz etkinliği kaspaz-3 kiti ile 

değerlendirilmiştir. İnsan PDAK hücre hatlarından olan PANC-1 ve MIA PaCa-2 hücrelerinde 

bu inhibisyonun etkinliği otofaji, Wnt/β-katenin sinyal yolağı ve apoptoz ilişkili genler 

üzerinden qRT-PZR kullanılarak değerlendirilmiştir.   

Pankreas tümörlerinin, diğer epitelyal tümörlerle karşılaştırıldığında bazal koşullar 

altında daha yüksek bir otofajik aktivite gösterdikleri bilinmektedir (S. Yang & Kimmelman, 

2011). Otofajinin, pankreas tümörlerinin gelişimiyle eş zamanlı olarak arttığı ve bu artan otofaji 

aktivesinin PDAK gelişiminde önemli bir yere sahip olduğu birçok çalışmada gösterilmiştir. 

PDAK’nın desmoplastik yapısı, tümör hücrelerinin besin ve oksijen almasını zorlaştırır 

(Lyssiotis & Kimmelman, 2017). Bu zorlu koşullarda tümörün büyümesi için otofajinin gerekli 

olduğu gösterilmiştir (S. Yang vd., 2011). Aynı çalışmada PDAK hücrelerinde RNAi ve 

farmakolojik olarak otofaji inhibisyonu gerçekleştirilmiş ve reaktif oksijen türlerinin artması, 

DNA hasarının artmasına ve mitokondriyal oksidatif fosforilasyonun azalmasına yol açarak 

pankreas kanseri hücrelerinin büyümesinin baskılandığı hem in vitro hem de in vivo olarak 

gözlemlenmiştir (S. Yang vd., 2011). Yapılan başka bir çalışmada PDAK hastalarından alınan 

dokular incelenmiş ve yüksek otofajik aktivenin kötü prognoz sonucu ile ilişkili olduğu ortaya 

konmuştur (Fujii vd., 2008). Otofaji PDAK’nın tümör mikroçevresiyle farklı yollardan 
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ilişkidedir. PDAK TME’si yüksek hipoksik ortama sahip kanser türleri arasındadır 

(Hollinshead vd., 2020). Çalışmalar otofajinin hipoksi ile indüklenerek pankreas tümör 

hücrelerinin bu ortama direnç geliştirmesini sağlayarak hayatta kalmasında rol oynadığını 

göstermiştir (Tan vd., 2016). Tüm bu bulgular otofajinin PDAK için önemli bir hedef olduğunu 

göstermektedir.  

Klinikte otofaji inhibisyonu için kullanılan CQ ve HCQ tek mevcut ilaçlardır. Bu ilaçlar 

lizozomun asidik yapısını bozar ve otofagozomların lizozomlarla füzyonunu bloke ederek 

kargo degradasyonunu engellemiş olur (Y. Yang vd., 2013). Otofajinin farklı basamaklarındaki 

moleküllerin de hedeflenerek etki mekanizmalarının incelenmesi önem arz etmektedir. Bu 

sebeple, bu tez çalışmasında otofajinin erken basamaklarında yer alan VPS34 proteini 

hedeflenerek etkinliği çeşitli yollar üzerinden incelenmiştir. VPS34’ü seçici olarak hedef alan 

autophinib inhibitörü kullanılarak otofaji inhibe edilmiştir. Autophinib uygulaması farklı 

kanser hücrelerinde çalışılmıştır. İnsan glioblastoma multiforme (GBM) hücre hatlarında 48 

saat boyunca 1 μM autophinib uygulaması yapılarak hücre canlılığında anlamlı bir azalma ve 

apoptozda da anlamlı bir artış gözlemlenmiştir (S. Xu vd., 2022). İnsan meme kanseri hücre 

hattı MCF7 hücrelerinde autophinib uygulamasının doza bağlı bir şekilde LC3-II miktarını 

azalttığı belirtilmiştir. Sitotoksisite testi ile IC50 değeri 48 saat uygulamada 19 nM olarak 

belirlenmiştir (Robke vd., 2017). Bu tez çalışmasında autophinibin pankreas kanseri üzerindeki 

anti-proliferatif etkilerini incelemek için, PDAK hücrelerinden olan PANC-1 ve MIA PaCa-

2’ye WST-8/CCK8 sitotoksisite testi uygulanmıştır. Artan autophinib dozajıyla, hücre 

canlılığının in vitro olarak PANC-1 ve MIA PaCa-2 hücrelerinde hem zamana hem de 

konsantrasyona bağlı olarak önemli ölçüde azaldığı gözlemlenmiştir. 48 saatlik autophinib 

uygulaması baz alınarak IC50 değerleri her iki hücre için de benzer çıkmış ve 10 µM olarak 

yuvarlanmıştır. IC20 değerleri de benzerlik göstermiş ve 5 µM’a yuvarlanarak kullanılmıştır. 

GBM ve MCF-7 hücre hatlarından daha yüksek konsantrasyonlarda IC50 değeri vermesi 

pankreas kanserinin agresif ve yoğun fibröz yapısı ile ilişkili olduğunu düşündürmektedir. 5 ve 

10 µM doz konsantrasyonları ve 48 saatlik inkübasyon süresi belirlendikten sonra koloni 

oluşturma kapasiteleri analiz edilmiş, hem PANC-1 hem de MIA PaCa-2 hücrelerinde 

otofajinin baskılanmasıyla beraber koloni oluşumunda anlamlı bir azalma gözlemlenmiştir.  

Autophinib uygulamasının otofajik aktivite üzerindeki etkinliği hem LC3-II ELISA kiti 

ile hem de gen düzeyinde qRT-PZR analizi ile incelenmiştir. Otofajinin kanserde ikili bir rolü 

olmasına rağmen, yukarıda ifade edildiği gibi otofaji PDAK gelişiminde tümör ilerlemesini 

destekleyerek kanser hücreleri için koruyucu bir mekanizma olarak hareket ettiğini 
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göstermiştir. 5 ve 10 µM dozlarda 48 saatlik inkübasyon ile autophinib uygulamasının, PANC-

1 ve MIA PaCa-2 hücrelerinde otofajiyi hem LC3-II ELISA analizinde hem de qRT-PZR 

analizinde anlamlı bir şekilde inhibe ettiği gösterilmiştir. VPS34’ün inhibisyonundan sonra 

otofaji ile ilgili belirleyici genlerin analizleri gerçekleştirilmiştir.  VPS34'ün kanser ile ilişkisi 

halen çalışılmaktadır fakat araştırmaların çoğu otofajinin indüklenmesi yoluyla VPS34’ün 

kanser hücrelerinde sağ kalımı ve hücre proliferasyonunu desteklediğini göstermiştir. Bu 

çalışmalardan birinde, otofaji için seçici substratlardan birisi olan ve otofagozom oluşumunda 

yer alan p62’nin VPS34 tarafından transkripsiyonel ve fosforilasyon yoluyla aktive edilerek 

insan meme kanseri hücrelerinin onkojenitesini arttırdığı gösterilmiştir (Jiang vd., 2017). 

VPS34’ün kolon kanseri, akciğer kanseri ve renal hücreleri ile yapılan çalışmalarda da tümör 

hücrelerinin sağ kalımını desteklediği gösterilmiştir (Dayde vd., 2016; Kobylarz vd., 2020; 

Pasquier, 2015). Bu çalışmalarla benzer olarak VPS34’ün hedeflenmesi PANC-1 ve MIA 

PaCa-2 hücrelerinde sitotoksisiteye yol açarak tümör hücrelerinin proliferasyonunu azaltmıştır. 

Ayrıca otofajide kritik rol oynayan PIK3A, PRKAA2, MTOR, ULK1, VPS15, ATG14, VPS34, 

BECN1, SQSTM1, LAMP1, ATG5, ATG12, ATG16L, ATG7, ATG9, MAPLC3A, MAPLC3B 

genlerin mRNA seviyelerinde VPS34 inhibisyonuna bağlı olarak anlamlı bir azalma 

gözlemlenmiştir. Otofaji inhibisyonunun çeşitli kanser hücrelerinde apoptozu indüklediği 

gösterilmiştir (Tompkins & Thorburn, 2019).  

Otofaji ve apoptoz arasında çok yönlü bir etkileşim vardır (Kang vd., 2011). Yapılan bir 

çalışmada Atg5-null fareler oluşturulmuş ve otofajinin inhibisyonuna bağlı olarak PDAK 

hücrelerinde bozulmuş proliferasyon, artmış DNA hasarı ve artmış apoptoz tespit edilmiştir (A. 

Yang vd., 2014). Başka bir çalışmada da otofajinin TNFα ile indüklenen apoptoz yolunu inhibe 

ederek tümör hücrelerini T hücre aracılı sitotoksisiteden koruduğu gösterilmiştir (Young vd., 

2020). Burada da PDAK hücrelerinde autophinib uygulamasıyla otofaji inhibisyonunun, 

apoptozu önemli ölçüde indüklediği hem CAS3, CAS7, CAS8, CAS9, FADD, TNFA genlerinin 

mRNA seviyeleri değerlendirilerek hem de Kaspaz-3 ELISA kiti kullanılarak gösterilmiştir.  

Wnt/β-katenin sinyal yolunun anormal aktivasyonunun pankreas kanserinde tümör 

oluşumuna katkıda bulunduğu bilinmektedir (Y.-S. Jung & Park, 2020). Otofaji ve Wnt/β-

katenin arasındaki ilişkiye bakıldığında ise çalışmaların büyük bir kısmı otofaji Wnt/β-katenin 

arasında negatif bir ilişkinin olduğunu göstermektedir (Jia vd., 2014; Pengfei Li vd., 2016; Z. 

Zhang vd., 2018). Bu çalışmalardan biri besin yokluğu ile indüklenen otofaji mekanizmasının 

β-kateninin parçalanmasına neden olduğunu ve Wnt/β-katenin aktivitesinin ise otofajiyi, 

otofajik adaptör olan p62'nin ekspresyonunu baskılayarak inhibe ettiğini göstermiştir (Petherick 
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vd., 2013). İnsan kolorektal kanser hücrelerinde yapılan bir çalışmada, Wnt/β-katenin yolağının 

aracı moleküllerinde biri olan Dishevelled'in otofaji mekanizması tarafından parçalandığı ve 

Wnt sinyalini olumsuz yönde düzenlediği gösterilmiştir (Gao vd., 2010). İnsan glioblastoma 

multiforme (GBM) hücre hatlarında yapılan bir çalışmada da benzer şekilde otofajinin Wnt/β-

katenin sinyalizasyonunu negatif olarak düzenlediği bulunmuş ayrıca β-katenin'in hücre içinde 

yeniden konumlanarak N-cadherin ile birleştiği, böylece mezenkimal-epitelyal benzeri geçişe 

katkıda bulunduğu gösterilmiştir (Colella vd., 2019). Birbirinin negatif regülatörü olduğunu 

gösteren çoğu çalışmanın aksine, otofaji ve Wnt/β-katenin’in pozitif olarak etkileşimde olduğu 

çalışmalar da mevcuttur. Diyabetik farelerle yapılan bir çalışmada otofajinin Wnt sinyalini 

pozitif yönde yönde düzenleyebileceği gösterilmiş, otofajik inhibisyonda ise diyabetik farelerin 

retinalarında β-katenin protein ekspresyonu önemli ölçüde azaltarak Wnt sinyalini sinerjetik 

olarak azalttığı gözlemlenmiştir (Ye vd., 2021). İnsan hepatoselüler karsinom (HCC) hücreleri 

kullanılarak yapılan bir çalışmanın western blot sonuçları, aç bırakılıp otofajinin indüklendiği 

hücrelerde β-katenin ekspresyonunun arttığını gösterirken, otofaji inhibitörü uygulanan 

hücrelerde β-katenin ekspresyonunda azalma olduğunu göstermiştir (Fan vd., 2018). Başka bir 

çalışmada, Wnt3a ligandıyla uyarılan Wnt sinyalizasyonu GSK-3β inhibisyonuna yol açarak 

hipokampal nöronlarda otofaji başlangıcını arttırdığı gösterilmiştir (Ríos vd., 2018). Bu 

çalışmada, Wnt/β-katenin otofaji ilişkisi çoğunlukla birbirlerinin negatif regülatörü olduğu 

çalışmaların aksine birbirleriyle sinerjetik olarak etkileşimde olduğunu göstermiştir. İlgili 

genlerin mRNA seviyelerine qRT-PZR ile bakıldığında sinyali aktifleştiren genlerde önemli bir 

azalma gözlemlenmiştir. Kilit moleküllerden biri olan β-katenin’in mRNA seviyesindeki 

anlamlı azalışı onun hedef genlerinden olan ve aynı zamanda PDAK’ta da upregüle edilen MYC 

ve CCND1 gibi genlerin mRNA seviyesinde de anlamlı bir azalma göstermiştir.  

Sonuçlar bütün olarak değerlendirildiğinde otofaji inhibisyonunun insan PDAK 

hücrelerinden olan PANC-1 ve MIA PaCa-2’de canlılığı azalttığı belirlenmiştir. Bu inhibisyona 

bağlı olarak otofaji ile ilişkili genlerde ve LC3II protein seviyesinde anlamlı bir azalma, apoptoz 

ilişkili genlerde ve Kaspaz-3 protein seviyesinde anlamlı bir artış ve Wnt/β-katenin ilişkili 

genlerin seviyelerinde de anlamlı bir azalma gözlemlenmiştir. Otofaji inhibisyonu bağlamında 

Wnt/β-katenin sinyalinin de negatif etkilendiği ve bu uygulamanın potansiyel bir antikanser 

etkisi olduğu gösterilmiştir. İki sinyal yolağı arasındaki ilişkiyi net olarak anlamak için daha 

fazla araştırmaya ihtiyaç vardır.  
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

Sonuç olarak yapılan bu tez çalışmasıyla MIA PaCa-2 ve PANC-1 insan PDAK hücre 

hatları üzerinden otofajinin kritik bir elemanı olan VPS34 autophinib ile inhibe edilmiş ve 

otofajinin baskılanmasının kanser hücrelerinde canlılığı azalttığı görülmüştür. 5 ve 10 µM 

dozlarında 48 süresince devam eden uygulamalar yapılmış ve otofajik aktivitede kontrol 

gruplarına kıyasla anlamlı azalma, apoptotik aktivitede kontrol gruplarına kıyasla anlamlı artış 

ve gen analizi sonuçlarına göre de Wnt/β-katenin sinyal yolağında anlamlı bir azalma 

gözlemlenmiştir. PDAK’nın gelişiminde yer alan otofaji ile Wnt/β-katenin sinyal yolunun 

azalarak kanserli hücreleri ölüme götüren apoptozun artması autophinib uygulamasının 

antikanser etkinliğe sahip olduğunu göstermiştir.  

Pankreas kanseri gelişiminde otofajinin karmaşıklığı çalışılan bir alan olmakla beraber, 

otofaji ile Wnt/β-katenin sinyal yolunun moleküler etkileşimlerinin aydınlatılması PDAK'nın 

gelişiminde rol alan unsurların ve hastalığın daha iyi anlaşılmasına katkıda bulunabilir. Bunun 

yanında otofaji ve Wnt/β-katenin sinyal yolu arasındaki etkileşimlerin daha ayrıntılı 

incelenerek, yeni terapötik yaklaşımların geliştirilmesi sağlanabilir. Pankreas kanseri, halen 

düşük sağkalım oranına sahip olsa da bu moleküler etkileşimlerin daha iyi anlaşılması ve 

hedeflenmesiyle gelecekteki tedavi yaklaşımlarında önemli bir ilerleme sağlayabilir. 
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