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Pankreas duktal adenokarsinom (PDAC), pankreasin maling tiimorlerinden olup en yaygin
goriilen tipidir ve Diinya ¢apinda kansere bagli 6liimlerin yedincisi olarak bilinmektedir. Pankreas kanseri
erken evrelerde herhangi bir semptom gostermediginden dolay1 hizlica yayilim gostermektedir ve bundan
dolay1 teshisi olduk¢a zordur. Cerrahi, kemoterapi ve radyoterapi dahil olmak {izere pankreas kanseri igin
tedavi yontemlerinin basar1 oran1 diisiik ve niiksii kaginilmazdir. immunoterapétik yaklasimlar ilerlemis
malignitelerin tedavisi i¢in ortaya ¢cikmistir. Immun check-point inhibitérleri, kanser tedavisinde timériin
biiylimesini engellerken ayn1 zamanda kemoterapinin etkinligini arttirdig1 i¢in olduk¢a umut vericidir.
Immunoterapide son zamanlarda hedef haline gelmis T hiicre aktivasyonunun V-domain immunoglobin
baskilayicisi (VISTA) esas olarak hematopoietik hiicrelerde ve kanser hiicrelerinde yiiksek seviyede
eksprese olan transmembran proteinidir. Prostat kanseri, kii¢iik hiicreli olmayan akciger kanseri (NSCLC)
ve kolorektal karsinom gibi birgok insan kanserinde bagisikliktan kagimma ve hayatta kalmak igin T
hiicresi ile iligkili yanmiti baskilayan negatif immun check-point olarak bilinmektedir. Kanserle iligkili
VISTA’nin, pankreas kanserinde M2 makrofajlarindan olan CD68+ makrofajlarinda yiiksek seviyede
eksprese oldugu tespit edilmistir. Ancak pankreas kanserinde VISTA’nin baglantilhi oldugu sinyal
yolaklar1 ve klinik 6nemi hakkinda ¢ok az bilgi bulunmaktadir. Toll-like reseptorler (TLR’ler) mikrobik
hiicre duvarinin spesifik bilesenlerini taniyan hem dogustan gelen hem de adaptif immun hiicreleri aktive
eden, evrimsel olarak korunmus patern tanmima reseptérii (PRR) olarak bilinmektedir. Kanserde
immunosupresif faktorlerin salgilanmasina ek olarak apoptoz direncini de arttirmaktadir. Pankreas kanser
hiicrelerinde TLR4 yiiksek seviyede eksprese olmaktadir ve kotii prognozla iliskilidir. immun check-point
VISTA ile TLR4 ekspresyonu arasinda potansiyel baglantilar heniiz kesfedilmemistir. Pankreas
kanserinde VISTA ve TLR4’iin downstream sinyal yolaklarindaki baglantilarin hedeflenmesi, immun
check-point inhibitorleri ve onkogenik yolak inhibitorleri tizerine yapilacak klinik ¢aligmalar i¢in fayda
saglayacaktir.

Bu ¢alismada pankreas kanserinin gelisimi ve proliferasyonunda TLR4 ve down stream
yolaginda yer alan IRAK4 molekiillerinin VISTA ile arasindaki baglantilarinin arastirilmasi
hedeflenmistir. Bu amagla pankreas kanseri hiicre hatt1 olan PANC-1 hiicrelerine TLR4 antagonisti olan
Naloxone ve VISTA-siRNA uygulamasi yapilmigtir. Oncelikle TLR4 geninin PANC-1 hiicreleri iizerinde
proliferasyona olan etkisinin incelenmesi ve Naloxone ilacinin IC50 dozunu bulmak igin MTT analizi
yapilmustir. IC50 dozu tespit edildikten sonra TLR4,IRAK4 ve VISTA’nin gen ekspresyonu seviyesinde
baskilanmasina gRT-PCR ile bakilmistir. Sonraki asamada VISTA blokasyonunun TLR4 gen
ekspresyonundaki etkisine bakmak i¢in VISTA-siRNA uygulanmistir. MTT analizi ile hiicre
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proliferasyonundaki azalma, gQRT-PCR ile hedef genlerin ekspresyonlarindaki azalma anlamli bir gekilde
tespit edilmistir. Bu sonuglardan yola c¢ikarak Naloxone ve VISTA-siRNA’nin PANC-1 hiicrelerine
beraber transfekte edildigindeki sinerjik etkilerini gorebilmek i¢in Naloxone’un etken dozu ile VISTA-
siRNA kombinasyon halinde hiicrelere uygulanmigtir. gRT-PCR ile kontrol grubuna gére uygulama
yapilan grup kiyaslandiginda VISTA ile TLR4 ve onun downstream yolaginda yer alan IRAK4
molekiiliiniin ekspresyon seviyesinde anlamli bir azalma gézlemlenmistir.

Sonug olarak PANC-1 hiicre hattinda TLR4 sinyal yolag: ile VISTA gen ekspresyonu arasinda
anlaml bir iligki ve pankreas kanseri proliferasyonunda ve ilerlemesinde bu hedef genlerin tehlikeli bir
potansiyele sahip oldugu gorilmistiir. Calismamizdan elde edilen bulgular, ileri analizler ile
geligtirilmelidir. Verilerimize gére pankreas kanseri ilerlemesinde TLR4 sinyal yolaginin immun check-
point VISTA’ya aracilik ettigi diistiniildiigiinden ilerki ¢aligmalarda gerekli inhibitérler kullanilarak diger
sinyal yolaklar ile potansiyel baglantilarin tespit edilmesi gerekmektedir. VISTA ve TLR4 sinyal yolagi
arasinda bulunan iligkinin ve baglantili oldugu sinyal yolaklarmin tespit edilmesi durumunda kanser
tedavisinde immun check-point inhibitorlerinin cevap belirlemede 6nemli bir belirteg olabilecegini
diisinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Pankreas duktal adenokarsinom; siRNA; TLR4; VISTA;
Immiinoterapi; Immun-check point
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Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) is one of the most common malignant tumors of the
pancreas, and is known worldwide as the seventh in cancer-related deaths. Since pancreatic cancer does
not show any symptoms in the early stages, it spreads rapidly and is therefore difficult to diagnose.
Treatment methods for pancreatic cancer, including surgery, chemotherapy, and radiotherapy, have a low
success rate and inevitable recurrence. Immunotherapeutic approaches have emerged for the treatment of
advanced malignancies. Immune check-point inhibitors are very promising as they prevent the growth of
the tumor in cancer treatment and at the same time increase the effectiveness of chemotherapy. The V-
domain immunoglobin suppressor of T cell activation (VISTA), which has recently become a target in
immunotherapy, is a highly expressed transmembrane protein primarily in hematopoietic cells and cancer
cells. Prostate cancer is known as a negative immune check-point that suppresses T cell-related response
for immune avoidance and survival in many human cancers such as non-small cell lung cancer (NSCLC)
and colorectal carcinoma. Cancer-associated VISTA has also been found to be highly expressed in CD68
+ macrophages, which are M2 macrophages in pancreatic cancer. However, there is less information
about the signal pathways associated with VISTA in pancreatic cancer and its clinical significance. Toll-
like receptors (TLRs) are known as evolutionarily conserved pattern recognition receptors (PRRs), which
activate both innate and adaptive immune cells that recognize specific components of the microbial cell
wall. In addition to the secretion of immunosuppressive factors in cancer, it also increases apoptosis
resistance TLR4 is highly expressed in pancreatic cancer cells and is associated with a poor prognosis.
Potential links between VISTA and TLR4 expression have not yet been discovered. Targeting the
linkages in the downstream signaling pathways of VISTA and TLR4 in pancreatic cancer would be useful
for clinical studies on immune checkpoint inhibitors and oncogenic pathway inhibitors.

In this study, it was aimed to investigate the connections between TLR4 and IRAK4 molecules
in the down stream pathway with VISTA in the development and proliferation of pancreatic cancer. For
this purpose, TLR4 antagonist Naloxone and VISTA-siRNA were transfected into PANC-1 cells, a
pancreatic cancer cell line. First of all, MTT analysis was performed to examine the effect of TLR4 gene
on proliferation on PANC-1 cells and to find the IC50 dose of the Naloxone drug. After the IC50 dose
was determined, suppression of the level of TLR4, IRAK4 and VISTA gene expression was shown in
gRT-PCR. In the next step, VISTA-siRNA was applied to determine the effect of VISTA blocking on
TLR4 gene expression. The decrease in cell proliferation was detected by MTT analysis, and the decrease
in target genes expressions was determined significantly by gRT-PCR. Based on these results, in order to
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see the synergistic effect of Naloxone and VISTA-siRNA when transfected into PANC-1 cells together,
the active dose of Naloxone and VISTA-siRNA were applied to the cells in combination. When the
treated group was compared with the control group by gRT-PCR, a significant decrease was observed in
the expression level of VISTA and TLR4 molecule in its downstream pathway with IRAKA4.

As a result, a significant relationship between TLR4 signaling pathway and VISTA gene
expression in PANC-1 cell line and these target genes have a dangerous potential in the proliferation and
progression of pancreatic cancer. Findings obtained from our study should be developed with further
analysis. According to our data, since it is thought that the TLR4 signaling pathway mediates the immune
check-point VISTA in the progression of pancreatic cancer, potential connections with other signaling
pathways should be determined by using the necessary inhibitors in future studies. If the findings of the
study are supported by further analysis, it is thought that the relationship between VISTA and TLR4
signaling pathways and their associated signal pathways may be an important marker in determining the
response of immune check-point inhibitors in cancer treatment.

Keywords: Pancreatic ductal adenocarcinoma; siRNA; TLR4; VISTA; Immunotherapy;
Immune-check point

vii



ONSOZ

Yiiksek lisans egitimim boyunca deneyimleri ile bana her zaman yol gosterici
olan, destegini hi¢ esirgemeyen, sonraki ¢alismalarimda bilgisine, destek ve fikirlerine
her zaman ihtiya¢ duyacagim, bana her zaman sabir gosteren ve ailemden bir parca
olarak hissettigim degerli damisman hocam Dr. Ogr. Uyesi Emine Nedime
KORUCU’ya,

tez ¢alismalarim esnasinda deste§ini esirgemeyen saym hocalarim Dog. Dr.
Nadir KOCAK’a ve Dr. Ogr. Uyesi Ismail Hakk1 Korucu’ya,

desteklerini her zaman hissettigim ve tecriibelerinden yararlandigim degerli
arkadaslarim Ars. Gor. Ayse Hale ALKAN ve Ars. Gor. Kevser Betiil CEYLAN a,

hayatimin her aninda bana destek saglayan ve bana sonsuz giivenen, igindeki
bilim aski ile tezimi yazmamda yol gosterici olan ve bu hayattaki en biyiik sansim
sevgili esim Yunus Emre TOPCU’ya,

beni bu giinlere sevgi kelimesinin anlamini bilecek sekilde yetistirerek getiren,
bana her konuda inanan ve giivenen, benden higbir zaman maddi manevi destegini
esirgemeyen, her zaman benim igin ¢abalayan ve kosulsuz her sartta yanimda olan
sevgili annem Nazile BAS’a ve kendi hayallerini gergeklestirmeme firsat veren, bilime
olan ilgisi ve donanimi ile beni destekleyen ve yol gostericilifinden dolay1r canim

babam Serafettin BAS’a,

sonsuz tesekkiir ederim.

Kiibra Sena BAS TOPCU
KONYA-2021

viii



Bu tezi aileme ithaf ediyorum...



ICINDEKILER

OZET ...t \Y
ABSTRACT L.ttt e et reearee s vi
(001510 V/20 RS TORRR viii
ICINDEKILER ...ttt X
SIMGELER VE KISALTMALAR ........c.cccoooviiiiiiieeesee e XX
Lo GIRIS .ottt ettt ettt ere e 1
2. KAYNAK ARASTIRMASI ......ooooiiiiieie et 4
2.1. Pankreas ve Pankreas KanSeri.........ccuerereiiieninieeieieie e 4
2.1.1. Pankreas Kanseri EpidemOolOjiSi .........coovviriiiiiiiineic e, 7
2.1.2. Pankreas Kanserinde Risk Faktorleri.........ccccceviveiviieiiiee e, 8
2.1.3. Pankreas Kanseri EVIEIEME ........cccoovieiiiiiiiinieee e 9
2.1.4. Pankreas Kanserinde Tedavi Yaklasimlart .........cccccccocovveeiiiinneennn, 11
2.1.5. Pankreas Kanserinde Genetik Degisimler ve Yolaklar..................... 12

2.2. TumoOr Mikrogevresi (TIMOC) .....eeiviiiiieiiiiiie e 15
2.3. Toll-like Reseptor (TLR) AQl€Si...ccueivererieiiiiieiieieieieesie e sie e 18
2.3.1. TLR lerin Yapisal Ozellikleri ve Siniflandirilmast .............ccccvvneen, 19
2.3.2. Kanser Ilerlemesinde TLRlerin Molekiiler Mekanizmasi ............... 23
2.3.3. Toll-like Reseptdr 4 (TLR4) ...ccvoiiiiiiiiiieieee e 24
2.3.4. TLR4’lin Endojen Ligandlart............cccoovvviiiiiiiiiiiiiiineccecs 28
2.3.5. TLR4 INhiDIOTIETT . c..vocveceecreieieeeieeeeseiei s 32

2.4. Immun Check-POINIEr..........cccooviviviiiiiiiceeeeee e 33
241 CTLAZ .ottt 33
2.4.2. PD-1/PD L1 oottt e 34
2.4.3. LAG-3 .t 35
244 VISTA oottt 35

2.5. RNA INEEITEIANS ......cvovievveeteece ettt 40
2.5.1. RNA Interferans MeKanizmas! ...........ccovevevvrrevenenneneeennessessennenes 42
2.5.2. siRNA Mekanizmasinda Gorevli Bilesenler...........cccccevieiiieeninnnnn 45
2.5.3. Memeli Hiicrelerinde Cesitli sSiRNA Stratejileri........ccccceviiiieennnens 47



2.5.5. RNA Interferans Kullanim AlAnlari.......coeveeveeceeeeeeeeeeeeeereeeseeeeeeeeeens 48

2.6. Aragtirmanin AMACT........ccoiueeiiuiieiieiesiee et sire e e snneas 48

3. MATERYAL VE YONTEM.........cccccocoisiiiiirieeiireneieeeseses e 50
3.1, Hiicre KUIUIT ....oeeiececeeee e 50
3.1.20 HUCTE SAYIMI...eiiiiiiiiiiic i 51

3.2. Naloxone Uygulamasi.........cccoooueriiiinienininienieeseese e 51
3.2.1. Canlilik ANANZI....oooviiiiiiiic 51
3.2.2. RNA izolasyonu ve Izole Edilen RNA nm Ol¢iimii.........ccccvvvereene.. 52
3.2.3. CDNA SENEZI ...t 53
324 QRT-PCR ...t 55

3.4, SIRNA CalISMaSI.......cvviiiiiiiiie ettt e e s e rre e e e e e e srreee e 57
3.4.1 siRNA’larin Hazirlanmasi ve Saklanmasi .........cc.ccoeeviiiiiiciiennnnnne 58
3.4.2. SIRNA TranstekSIYONU.........cccoviiiiiiiiiiiecee e 58
3.4.3. siRNA Verilen Hiicrelerden RNA Izolasyonu...........cccccocevevennaee, 60
3.4.4. Izole Edilen RNA Miktarinin OlgHImeSi .......ocovvvvrverrcccccnenns 60
3.4.5. CDNA SENEZI ....ocviviiiiiieicee e 61
3.4.6. GAPDH, TLR4, VISTA ve IRAK4 Genlerinin Primerlerinin
Hazirlanmasi ve Dizi Bil@Ileri .......ccoceiiiiiiiiiiiiicicec e 63
3.4.7. Kantitatif Real Time PCR (QRT-PCR) ......ccoceiiiiiiiciececeee e 63
3.4.8. siRNA Susturma Yiizdelerinin Hesaplanmast .............c.ccoovveiiinennns 64
3.4.9. Canlilik ANAIZI....cooviiiiiiiiiiie e 64

3.5. Naloxone ve VISTA-siRNA’nin PANC-1 Hiicre Hatti Uzerindeki
EKISININ ANGIIZI ..o 65
3.5.1. Gen Ekspresyonu Diizeyinde ANaliz ........c.ccooceveveieieneninenieiennnn, 65
3.5.2. Canlilik ANalizi......coooiiiiiiiiiiii e 66

3.6. IstatiStik ANAZIETT......cveveviececececececececece et 66

4. ARASTIRMA SONUCLARI .......ccoooiiiiiiiie e 67
4.1. PANC-1 Hiicre Hattina Naloxone Uygulamasinin Sonuglari.................. 67

4.1.1. PANC-1 Hiicre Canlilig1 Uzerinde Naloxone Uygulamasinin Etkisi67
4.1.2. Naloxone Uygulamast  Sonrast PANC-1  Hiicrelerinin

Morfolojilerinin INCElENMESI ...........cviviveveriieiicie et 68

Xi



4.1.3. PANC-1 Hiicre Hattinda Naloxone Uygulamasinin TLR4, IRAK4 ve

VISTA Gen Ekspresyonu Uzerindeki EtKisi ..........cccooviueriicverieeieiceseceseseeen, 68
4.2. siRNA Uygulamas: Sonrasi RNA Izolasyon Bulgulari...............c........... 69

4.3. siRNA Etkinligini Gosteren qRT-PCR Sonuglart........ccccoccvviivieiiiennnnnn. 70
4.3.1. PANC-1 Hiicre Hattina ~ Uygulanan  VISTA-siRNA
Transfeksiyonunun VISTA Gen Ekspresyonunda Baskilanma Oranlarti ............... 70
43.2. PANC-1 Hiicre Hattina Uygulanan 25nM GAPDH-siRNA
Transfeksiyonunun GAPDH Gen Ekspresyonunda Baskilanma Oranlari ............. 72
4.3.3. PANC-1 Hiicre Hattina ~ Uygulanan = VISTA-siRNA
Transfeksiyonunun IRAK4 Gen Ekspresyonunda Baskilanma Oranlarti ............... 73
4.3.4. PANC-1 Hiicre = Hattina ~ Uygulanan ~ VISTA-SiRNA
Transfeksiyonunun TLR4 Gen Ekspresyonunda Baskilanma Oranlari.................. 75

4.4. PANC-1 Hiicre Hattina Uygulanan siRNA Transfeksiyonunun Hiicre
CanlilIZINa ELKIST ..ocveiiiiiieiiiie i 76
4.5. PANC-1 Hiicre Hattinda Naloxone ve siRNA’nin Kombinasyon Halinde

Uygulanmasinin Hedef Genler Uzerindeki Sinerjik EtKisi..........cocoveverrirereriirerinennn. 77
4.5.1. PANC-1 Hiicre Hattinda Naloxone ve siRNA Uygulamasinin VISTA

Gen Ekspresyonu UzerindeKi EtKiSi..............ccoevveveiiieiniceeieeesece e 78
4.5.2. PANC-1 Hiicre Hattinda Naloxone ve VISTA-siRNA Uygulamasinin

TLR4 Gen Ekspresyonu Uzerindeki BKiSi ...........cevieviicveiiireieiceiseeseeessennns 78
4.5.3. PANC-1 Hiicre Hattinda Naloxone ve VISTA-siRNA Uygulamasinin

IRAK4 Gen Ekspresyonu Uzerindeki BKisi .......cccovvireviveriiieieeieiesiieeeseseseseene, 79

4.6. PANC-1 Hiicre Hattinda Naloxone ve siRNA’nin Kombinasyon Halinde
Uygulamasinin Hiicre Canliligina EtKisi .......cccoooiiiiiiiiieiiiiiccecseeec e 80
4.7. Naloxone ve siRNA Uygulamasi Yapilan PANC-1 Hiicrelerinin

Morfolojilerinin INCEIENMESI ..........cvevvieivirereiiicreie et 81
5. TARTISMA ..ot 82
6. SONUCLAR VE ONERILER ..........c.cocooeoiiiiiiiieeeeeeeeee e 88
T KAYNAKLAR L. 89
[0 Y.Z€3 01 0. 1 157N 109

Xii



TABLOLAR DiZiNi

Tablo

2.1. Pankreas Kanseri TNM Evrelemesi

2.2. Toll-like reseptorlerin mikrobiyal ligandlar

2.3. Toll-like reseptorlerin endojen ligandlart

2.4. TLR4 Ligandlar

3.1. Calismada kullanilan PANC-1 pankreas kanseri hiicre hattinin
ozellikleri

3.2. T-75 flasklarina ekilen hiicreler

3.3. cDNA Sentezinde Kullanilan RNA, Primer ve Su Bilesenlerinin
Miktarlar1

3.4. cDNA Sentezinde Enzim Karisimi i¢in Kullanilan Bilesenlerin
Miktarlar1

3.5. Hedef genlerin ekspresyon analizi i¢in yapilan RT-qPCR’ de
kullanilan primer listesi.

3.6. qRT-PCR analizi i¢in hazirlanan reaksiyon karigimi

3.7. gRT-PCR protokolii

3.8. VISTA siRNA-pool igerisindeki siRNA Dizi Bilgileri

3.9. GAPDH Kontrol siRNA-pool Igerisindeki siRNA Dizi Bilgileri
3.10. Non-Target siRNA-pool Icerisindeki siRNA Dizi Bilgileri
3.11. Transfeksiyon karigiminin hazirlanmasi

3.12. cDNA Sentezinde Kullanilan RNA, Primer ve Su Bilesenlerinin
Miktarlar1

3.13. ¢cDNA Sentezinde Enzim Karisimi Igin Kullanilan Bilesenlerin
Miktarlari.
3.14. Hedef genlerin ekspresyon analizi i¢in yapilan RT-qPCR’ de

kullanilan primer listesi

3.15. gRT-PCR’da kullanilacak reaktifler ve miktarlar

3.16. gRT-PCR Basamaklarinin Sicaklik ve Siireleri

3.17. Naloxone ve VISTA-siRNA’nin PANC-1 hiicre hattindaki sinerjik
etkilerinin arastirilmasi i¢in hazirlanan test gruplari

4.1. 271 uM Naloxone uygulamasi sonrasinda HUVEC ve PANC-1 hiicre
hatlarinda VISTA, TLR4 ve IRAK4 gen ekspresyonlarindaki 2-AACT ve

Xiii

Sayfa No
10
21
22
34
50

52
54

54

55

56
57
57
58
58
59
62

62
63
64
64

65

69



P- degerinin karsilagtirilmasi

Xiv



SEKILLER DIiZiNi
Sekil

2.1. Pankreasin Anatomisi

2.2. Invaziv pankreas karsinomuna ii¢ farkli morfolojik yolak modeli
2.3. Tiim yas ve her iki cinsiyet dahil olmak iizere tahmini olarak diinya
genelinde 2020 yilindaki pankreas kanseri insidansi

2.4. Tim yas ve her iki cinsiyet dahil olmak iizere tahmini olarak diinya
genelinde 2020 yilindaki pankreas kanseri mortalitesi

2.5. PDAC onkogenezinin ilerleme modeli

2.6. Toll-like reseptorlerin genel yapisi

2.7. Bazi1 TLR lerin baz1 ligandlar1 ve aktivasyon iiriinleri

2.8. a. Mikroorganizma veya bakterilerden iiretilen PAMP’larin ve hasar
sonucu salinan DAMP’larin hiicre zarinda bulunan TLR’ler ile
etkilesimi. TIR domainine sahip reseptorlerin TLR1-TLR2, TLR2-
TLR6 heterodimerizasyon veya TLR4 ve TLRS5’in homodimerizasyon
ile aktivasyonu. b. TIR domainine baglanan IRAK1 ve IRAK4’iin
Myd88 tarafindan fosforlanmasi sonucu aktivasyonu c. Aktif IRAK
adaptdr molekiillerinin TRAF6 molekiiliinii fosforlayarak aktif hale
gecmesi d. TRAF6 molekiilinin TAB1 ve TAB2 molekiillerini
fosforlayarak aktivasyonundan sonra TAKI1 molekiiliinii de aktif hale
getirmesi, TRAF6’nin ubikitinasyonlanmas: ve IKK molekiiliiniin
TAK1 tarafindan fosforlanmasi e. Fosforlanan IKK kompleksinin
TAK1’den ayrilmasi, NFKB’yi baskilayan IKB molekiiliiniin
fosforlanarak  ayrilmasi f. Fosforlanan IKB  molekiiliiniin
ubikitinasyonlanmast g. Aktif NF-xB molekiiliiniin c¢ekirdek icine
girerek DNA’ya baglanip proinflamatuar  sitokin  genlerinin
ekspresyonunu saglamasi

2.9. TLR sinyalizasyonunda yer alan Myd88, IRAK-4 ve IRAK-1
molekiillerinin domainleri ve baglanti noktalari

2.10. Myd88 adaptér molekiiliiniin TIR domaini ile TLR’ye, DD
domaini ile IRAK adaptor molekiiliine baglanmasi

2.11. LPS’nin ve endojen ligandlarin TLR4 reseptorii ile MD-2

XV

Sayfa
No

[ep}

13
20
21
22

24

25

26



aracilt baglantisi sonucu MYD88 bagimli ve MYDS88 bagimsiz
yolaklarin uyarilmasiyla proinflamatuar sitokin ve tipl interferon
genlerinin NF-«B araciligiyla aktivasyonu

2.12. Myd88 bagimli TLR sinyal yolagi

2.13: Aktif T hiicrelerinde bulunan CTLA-4 reseptoriiniin antijen
sunan hiicrelerde (APC) eksprese olan CD80 (B7-1) ve CD86 (B7-2)
molekdilleri ile etkilesimi

2.14. Timor hiicresinin yiizeyinde eksprese olan PD-L1 molekiiliiniin
T hiicresindeki PD-1 reseptorii ile etkilesimi sonucu T hiicresinin
baskilanarak tlimor hiicresine kars1 yanitsiz kalmasi

2.15. VISTA’nin yapist ve sitoplazmik kuyrugunda yer alan
korunmus SH2, SH3 ve PKC (protein kinaz C) baglayict motifler
2.16. VISTA molekiiliiniin hiicreler lizerindeki ekspresyonu

2.17. VISTA/VSIG-3 etkilesiminin T hiicreleri tizerinde kKo-inhibitor
gorev gorerek sitokin ve kemokin ekspresyonunu ve saliimini
baskilamas1

2.18. T hiicrelerinde eksprese olan PSGL-1 ligandinin antijen sunan
hiicrelerde eksprese olan VISTA molekiilii ile etkilesimi sonucu T
hiicre yanitinin baskilanmasi

2.19. Kanserli hiicrelere Anti-VISTA Mab verildiginde o6zellikle
APC’lerde eksprese olan VISTA’nin T hiicreleri iizerindeki
baskilayict etkisi kalkar ve bunun sonucunda da tiimor hiicrelerine
kars1 sitokin tiretimi ve salinim1 gergeklesir

2.20. Antisens etki gosteren CHS geninin petunya bitkisinde
gdstermis oldugu fenotip

2.21. RNA interferansin C.elegans’taki Mex-3 gen ekspresyonu
tizerindeki etkileri a.RNA enjekte edilmemis embriyo b.Antisens
RNA enjekte edilmis embriyo c.dsRNA enjekte edilmis embriyo
2.22. miRNA biyogenezi

2.23. siRNA’nin sematik goriintiisii

2.24. siRNA ve miRNA’nin islenmesi sonucu gen susturmalari

2.25. DICER enziminin dsRNA’dan siRNA yapmasini saglayacak

domainleri ve RISC kompleksinin siRNA olusumu i¢in gerekli olan

XVi

27
33

34

35

36

37

37

38

39

40

42
42
43
44



alt birimi TRBP

2.26. RISC kompleksinin bilesenleri

2.27. Uzun dsRNA DICERI1 ve ona baglanan transaktivasyon cevap
elemani RNA baglayict protein (TRBP) araciligiyla kesilerek
3’ucunda 2-3 niikleotit fazlaligina sahip siRNA olmaktadir. AGO-2
enziminin de gelmesiyle olusan RISC kompleksi, rehber ve yolcu
zincirlerin birbirinden ayrilmasini, rehber zincir ile de hedef
mRNA’ya %100 komplementer seklinde baglanmay1 saglamaktadir.
AGO-2 hedef mRNA’y1 keser, post-transkripsiyonel susturma
gerceklesmektedir

2.28. Memeli hiicrelerine verilen farkli siRNA stratejileri

3.1. 1lag etkinliginin belirlenebilmesi icin yapilan MTT
uygulamasinin 96 well plate iizerindeki deney diizenegi

3.2. gRT-PCR i¢in hazirlanan elisa plate deney diizenegi

3.3. siRNA susturma yiizdesi hesaplamasinda kullanilan sablon

4.1. PANC-1 hiicre hattinin Naloxone ile 72 saat inkiibasyonundan
sonraki konsantrasyona bagli % canlilik oranm

4.2. (A) Naloxone uygulanmamig ve (B) 72 saatlik 217,789 uM
Naloxone uygulamasi yapilmig PANC-1 hiicrelerinin mikroskop
goriintiileri (10X biiyiitme)

4.3. PANC-1 ve HUVEC hiicre hatlarna 72 saat Naloxone
uygulamas1  sonucunda TLR4, IRAK4 ve VISTA gen
ekspresyonlarindaki degisim

4.4.%1’lik Agaroz jelde RNA goriintiileme

Sagdan sola dogru Marker, 25nM NT (48h), 25nM VISTA (48h),
25nM GAPDH (48h), 25nM NT (24h), 25nM VISTA (24h), 25nM
GAPDH (24h)

4.5. PANC-1 hiicre hattina 24 saatlik 10 nM VISTA-SiRNA
uygulamasinin qRT-PCR ile gosterimi

4.6. PANC-1 hiicre hattina 24 saatlik 25 nM VISTA-siRNA
uygulamasinin qRT-PCR ile gosterimi

4.7. PANC-1 hiicre hattina 24 saatlik 50 nM VISTA-SiRNA
uygulamasinin qRT-PCR ile gosterimi

Xvii

45
46

47
51

55

64

67

68

69

70

71

71

72



4.8. PANC-1 hiicre hattina 24 saatlik 25 nM GAPDH-siRNA
uygulamas1 sonrasinda GAPDH gen ekspresyonundaki qRT-PCR
sonucu

4.9. PANC-1 hiicre hattina 24 saatlik 10 nM VISTA-SiRNA
uygulamasi sonrasinda IRAK4 gen ekspresyonunun RT-PCR
sonucu

4.10. PANC-1 hiicre hattina 24 saatlik 25 nM VISTA-SiRNA
uygulamasi sonrasinda IRAK4 gen ekspresyonunun RT-PCR
sonucu

4.11. PANC-1 hiicre hattina 24 saatlik 50 nM VISTA-siRNA
uygulamas1 sonrasinda IRAK4 gen ekspresyonunun qRT-PCR
sonucu

4.12. PANC-1 hiicre hattina 24 saatlik 10 nM VISTA-SiRNA
uygulamasi sonrasinda TLR4 gen ekspresyonunun qRT-PCR sonucu
4.13. PANC-1 hiicre hattina 24 saatlik 25 nM VISTA-siRNA
uygulamasi sonrasinda TLR4 gen ekspresyonunun qRT-PCR sonucu
4.14. PANC-1 hiicre hattina 24 saatlik 50 nM VISTA-SiRNA
uygulamasi sonrasinda TLR4 gen ekspresyonunun qRT-PCR sonucu
4.15. PANC-1 hiicrelerine farkli dozlarda uygulanan VISTA-SIRNA
ve NT-siRNA’larin kontrole gdre hiicre canliligina etkisi

4.16. PANC-1 hiicre hattina Naloxone + 25 nM VISTA-siRNA
uygulamas1 sonrasinda VISTA gen ekspresyonunun qRT-PCR
sonucu

4.17. PANC-1 hiicre hattina Naloxone + 25 nM VISTA-SiRNA
uygulamasi sonrasinda TLR4 gen ekspresyonunun qRT-PCR sonucu
4.18. PANC-1 hiicre hattina Naloxone + 25nM VISTA-SiRNA
uygulamas1 sonrasinda IRAK4 gen ekspresyonunun qRT-PCR
sonucu

4.19. PANC-1 hiicre hattina Naloxone ile 25 nM VISTA-siRNA’nin
kombinasyon halinde ve 25 nM NT-siRNA, 25 nM GAPDH-siRNA
ve 25 nM VISTA-siRNA uygulamasinin hiicre canliligina olan
etkisinin MTT analizi grafigi

4.20. (A) Naloxone + VISTA-siRNA ve (B) uygulama yapilmamis

XViil

72

73

74

74

75

76

76

77

78

79

79

80

81



kontrol grubu PANC-1 hiicrelerinin mikroskop goriintiileri (10X
biiylitme)

5.1. Naloxone’un etki mekanizmasi

XiX

85



DAMP
DMEM
DNA
dsRNA
EBV
GLOBOCAN
HBV
HIV-1
HUVEC
IARC
IPMN
KRAS
MCN
miRNA
MMP
MRNA
NT
PAMP
PanIN
PDAK
gRT-PCR

RISC
RNA
RNAI
SiRNA
TLR
VISTA

SIMGELER VE KISALTMALAR

Hasarla iliskili molekiiller patternler
Dulbecco's Modified Eagle's Medium
Deoksiribontikleik Asit

Cift zincirli RNA

Epstein-Barr virtisii

Kiiresel Kanser Gozlemevi

Hepatit B viriisii

HIV tip 1

Insan gébek damar1 endotelyal hiicreleri
Uluslararas1 Kanser Arastirmalar1 Ajansi
Intraduktal papiller neoplazi

Kristen viriisii ras

Miisinoz kistik neoplaziler

Mikro RNA

Matriks Metallo Proteaz

Mesajct RNA

Non Target

Patojenle iliskili molekiiller patternler
Pankreatik intraepitelyal neoplaziler
Pankreas Duktal Adenokarsinoma
Kantitatif ger¢ek zamanli polimeraz zincir
reaksiyonu

RNA indiikleyici kompleksi
Riboniikleik Asit

RNA interferans

Kiigiik interferans RNA

Toll-like reseptor

T hiicre aktivasyonunun V-domain

immunoglobin baskilayicisi

XX



1. GIRIS

Kanser, normal hiicrelerin zaman igerisinde mutasyonlarin etkisiyle maling
doniistime ugrayarak genetik materyalin hasar gormesi tizerine devamli hiicre gogalmasi
sonucunda olusmaktadir (Demirelli, 2003). GLOBOCAN verilerine gére 2020 yilinda
diinya capinda yaklagik 19,3 milyon yeni kanser vakasi ve yaklagik 10 milyon kanser
kaynakl1 6lim tespit edilmistir. Verilere gére Diinya ¢apinda 2040 yilinda 28,4 milyon
yeni kanser vakasinin meydana gelecegi tahmin edilmektedir (Sung ve ark., 2021).

Kanserden oliimlerinin yaklasik %70'1 diisiik ve orta gelirli iilkelerde meydana
gelmektedir. Tiitlin kullanimi, alkol kullanimi, sagliksiz beslenme ve fiziksel
hareketsizligin kanser gelisimi i¢in 6nemli bir risk faktorii oldugu bilinmektedir.
Ozellikle ileri yaslarda daha fazla kanser gelismesinin nedeni, yas ilerledikce hiicresel
tamir mekanizmalarinin daha az etkili olma egilimi ile iliskilendirilmistir

(https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/cancer, Erisim tarihi:17.03.2020).

2012°deki 14 milyon kanser vakasmmin 2,2 milyonu (%15,4) karsinojen
enfeksiyonlarma baglidir. Uluslararasi Kanser Arastirmalari Ajansi1 (IARC) tarafindan
karsinojen ajanlari; Helicobacter pylori, hepatit B virlisii (HBV), hepatit C viriisii
(HCV), HIV tip 1 (HIV-1), insan papilloma viriisii, Epstein-Barr viriisii (EBV) ve insan
herpesviriisii tip 8 (HHV-8) olarak belirlenmistir (Plummer ve ark., 2016).

Pankreas duktal adenokarsinom (PDAK), pankreasin maling tiimérlerinden olup
en yaygin goriilen tipidir ve Diinya capinda kansere bagli o6liimlerin yedincisidir
(Rawla, 2019 ; https://gco.iarc.fr/today/data/factsheets/cancers/13-Pancreas-fact-
sheet.pdf, Erisim tarihi: 14.05.2021). Pankreas kanseri non-invaziv lezyonlardan olan
pankreatik intraepiteliyal neoplazi (PAIN), intraduktal papiller neoplazi (IPMN) ve
miisindz kistik neoplaziden (MCN) koken almaktadir (Goral, 2014). Oldukga yaygin bu
kanser tipinin heniiz nedeni bilinmiyor olup yas, sigara kullanimi, obezite, diyabet,
kimyasal karsinojenler (benzin, bocek ilact), cinsiyet, Helicobacter pylori enfeksiyonu,
kronik pankreatit ve aile anamnezine gore risk faktorleri belirlenmistir. GLOBOCAN
2020 tahminlerine goére pankreas kanseri diinya genelinde 466.003 kisinin Oliimiine,
495.773 yeni vakaya neden olan en yaygin 12. kanserdir (Sung ve ark., 2021).

Pankreas kanseri erken evrelerde herhangi bir semptom gostermediginden dolay1
hizlica yayilma gostermektedir ve bundan dolay1 teshisi olduk¢a zordur. Cerrahi,
kemoterapi ve radyoterapi dahil olmak iizere pankreas kanseri igin tedavi yontemlerinin

basar1 oran1 diisiik ve niiksii kaginilmazdir. Pankreas kanserinin olduk¢a heterojen ve
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karmasik yapisindan dolayr hedefli ve kombine tedavi stratejilerinin gelistirilmesinin
sag kalim oranini arttirabilecegi diisiiniilmektedir (Banerjee ve ark., 2018).

Antikanser immun cevabi arttirmak i¢in immun check-pointler gibi T hiicrelerini
diizenleyici yolaklarin hedeflenmesi ile yapilan tedavilerin birgok kanser tiiriinde basari
ile sonuglandig1 yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir (Cheng, Zhao, & Zhao, 2018).

Kanser hiicreleri otoimmunitenin baskilanmasi i¢in immuniteyi diizenleyen
immun check-pointleri hiicre zarinda eksprese ederek veya uyararak immun sistem
hiicrelerinden kendilerini korumayi1 basarmaktadirlar. T hiicre aktivasyonunun V-
domain immunoglobin baskilayicisi (VISTA), negatif immun check-point molekiilii
olarak islev yapan Tip 1 transmembran proteinidir. Miyeloid hiicrelerde, kanser
hiicrelerinde, Foxp3+ ve CDA4+ regiilator hiicrelerinde yiiksek oranda eksprese
edilmektedir. T hiicre aktivasyonunu ve sitokin iiretimini CD4+ ve CD8+ T yardimci
hiicrelerde bulunan bir inhibitor reseptorii ile kuvvetli bir sekilde baskilamaktadir (Lines
ve ark. 2014). Bu immun check-pointleri bloke eden ajanlarin kullanilmasiyla, kanser
hiicrelerinin sag kaliminda, proliferasyonunda ve migrasyonunda azalma gergeklesmis
ve bOylece immiino terapiye olan ilgi artmustir (Brahmer ve ark. , 2012 ; Gelao,
Criscitiello, Esposito, Goldhirsch, & Curigliano, 2014).

Toll, ilk olarak Droshopilla melanogaster tiiriinde transmembran proteinini
kodlayan gen olarak tespit edilmistir (Hashimoto, Hudson, & Anderson, 1988). Daha
sonra yapilan caligmalarla birlikte toll geninin kodladigi proteinin homologu
memelilerde tespit edilmis ve toll-like reseptor (TLR) olarak adlandirilmistir (Guven &
Can, 2012). TLR’nin memelilerde kesfedilmesinden sonra ise dogal bagisiklik
sisteminde 6zellikle de immun cevapta, inflamasyonda ve patojenin taninmasinda rol
oynadigr tespit edilmistir. Ekzojen enfeksiyon ligandlar1 (PAMP, patojenle iliskili
molekiiller patternler) ve doku yaralanmasi/6liimii sirasinda salinan endojen molekiiller
(DAMP, hasarla iliskili molekiiller patternler) ile uyarildiktan sonra yanit olusturan
TLR’ler, dogal immiin sistem hiicreleri olan makrofaj ve dentrik hiicrelerinin yani sira
epitel ve fibroblast hiicrelerinde de eksprese olmaktadirlar (Turul & Ersoy, 2004 ;
Goulopoulou, McCarthy, & Webb, 2016 ; Ozbek, Hitit, Ergiin, Beyaz, & Ergiin, 2017).

TLR ailesinden olan TLR4 hem LPS hem de DAMP’lar ile aktive olarak
proinflamatuar sitokin sentezine sebep olan hiicre zar1 reseptorii olarak bilinmektedir.
Dogustan gelen immun hiicrelerde ve bir¢ok tiimdr hiicresinde eksprese edilmektedir.
Ozellikle tiimdr olusumunu tetiklemede, tiimor biiyiimesinde, apoptozu indiiklemede ve

kemoterapiye direngte gorev almaktadir (Chen, Kao, & Liu, 2018). Normal pankreas



epitel hiicrelerine gore kanser hiicrelerinde daha yiiksek seviyede gen ekspresyonu olan
TLR4, pankreas duktal adenokarsinom (PDAC) hastalardaki kotii prognoz ile
iliskilendirilmistir (Lanki ve ark., 2018).

RNA interferans (RNAI) gen ekspresyonunu baskilamak veya susturmak igin
kullanilan oldukca spesifik bir yaklasim olarak bilinmektedir. Kardiyovaskiiler
hastaliklar, viral enfeksiyonlar ve kanser gibi ¢esitli patolojik durumlarin tedavisi igin
onemli bir potansiyeldir. Bu yontemde kodlanmayan RNA molekiilleri hedef gen
ekspresyonunu veya translasyonunu sekansa 6zgii bir sekilde inhibe etmektedir (Chen
ve ark., 2018).

RNAi mekanizmasinin bir pargasi olan siRNA (kiiciik interferans RNA),
dsRNA’nin 21-23 niikleotit uzunlugunda islenmesi sonucu olusmaktadir ve memeliler
icin sentetik veya viral kaynaklidirlar. Birgok hastalikta post-transkripsiyonel seviyede
genlerin asir1 ekspresyonunu baskilamak ve molekiiler yolaklari anlamak igin SIRNA
kullanarak sekansa 6zgii gen susturmasi yapilmaktadir (Singh ve ark., 2016 ; Fakhr,
Zare, & Toolabi, 2016)

Bu ¢alismada, PANC-1 insan pankreas kanserinin progresyonu i¢in énemli olan
toll-like reseptér 4 (TLR4) gen ekspresyonu, TLR4 inhibitérii olan Naloxone ile
susturulmaya calisirken ayn1 zamanda bir negatif immun check-point olan VISTA (T
hiicre aktivasyonunun V-domain Ig baskilayicisi) gen ekspresyonunu da spesifik olarak
SiRNA ile susturulmasit ve bunun akabinde TLR4 sinyal yolaginin VISTA ile olan
iliskisinin incelenmesi hedeflenmistir. Literatiirde TLR4 sinyal yolagi ile VISTA
arasinda iliskiyi gosteren ve sinyal yolagi analizi yapmak iizere herhangi bir ¢alisma
bulunmamaktadir.

Calisma sonucunda elde edilen veriler pankreas kanseri gelisimi ve
proliferasyonunda TLR4 ve onun down stream yolaginda yer alan IRAK4 molekiiliiniin
kotl prognozla iliskili oldugunu ve Kanser gelisiminde TLR4 sinyal yolaginin negatif
immun check-point VISTA ile baglantili oldugunu gostermektedir. Caligmamizin
pankreas kanserini tedavi etmeye yonelik yapilan c¢aligmalara yeni yaklasimlarin

gelistirilmesine 151k tutacagini diisiinmekteyiz.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Pankreas ve Pankreas Kanseri

Pankreas, 14-18 cm uzunlugunda ve 2-3 cm kalinliginda 50-100 g agirhiginda 3
ana kisimdan olusan (bas, gévde, kuyruk) periton zar1 ile karin duvarinin arasinda bir
organdir (Dolensek, Rupnik, & Stozer, 2015). Toplam pankreas hacminin %96-99
kadar1 enzim salgilayan ekzokrin pankreas, geri kalan1 da hormon salgilayan endokrin
pankreasin Langerhans adaciklarindan olusmaktadir. Insiilin hormonu langerhans
adaciklarmin 3 hiicrelerinden sentezlenerek salgilanmaktadir (Rahier, Wallon, &
Henquin, 1981). Ekzokrin pankreasta duktal ve asiner hiicreler bulunmaktadir.
Pankreatik kanallar (duktuslar), asiner hiicrelerde iiretilen sindirim enzimlerinin ve
bikarbonat iyonlarinin ince bagirsaga ulasmasinda gérev yapmaktadirlar (Stark & Eibl,

2015) (Sekil 2.1).

PANKREATiK KANAL
PANKREAS (KUYRUK)

/’ DUKTUS HUCRELERI

LANGERHANS ADACIKLARI

PANKREAS (BAS)

ASINAR HUCRELERI

Sekil 2.1. Pankreasin Anatomisi
(https://www.pancreaticcancer.org.uk/information-and-support/facts-about-pancreatic-cancer/types-of-
pancreatic-cancer/ Erisim tarihi: 29.03.2020)

Pankreas duktal adenokarsinomu (PDAK), pankreasin maling tiimorlerinden en
yaygin goriilen tipidir ve Diinya capinda kansere bagli 6liimlerin yedinci sirasinda yer
almaktadir (Rawla ve ark., 2019). Pankreas adenokarsinomlarinin yaklasik % 60-70'i
pankreasin bas kisminda, geri kalan1 gévdede (% 15) ve kuyrukta (% 15) bulunmaktadir
(McGuigan ve ark., 2018). Pankreas kanserlerinin %95’i ekzokrin pankreas
kokenliyken %5°1 endokrin pankreas kokenlidir. Ekzokrin kokenli pankreas kanserinin
en yaygin tipi ise pankreatik duktal epitelyumunu orten hiicrelerden kaynaklanan
pankreas duktal adenokarsinomdur (PDAC) (DiMaio, 2014).
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Pankreas kanseri gelisiminde pankreas intraepitelyal neoplazmi (PanIN),
intraduktal papiller misinéz neoplazmi (IPMN) ve misindz kistik neoplazm: (MNC)
olmak tizere 3 oncii lezyon bulunmaktadir (Sekil 2.2). Saglikli pankreas hiicreleri
genetik degisiklik gecirerek bazal membrani gegemeyen Ve invaziv olmayan lezyonlara
dontismektedirler. Mutasyonlarin birikimiyle diisiik displazilerin yiiksek displaziye ve
bununla Dbirlikte invaziv pankreas kanserinin gelistigi diisliniilmektedir. Ancak
genellikle non-invaziv prekiirsor lezyonlar, malign hale doniismeden tedavi
edilebilmektedir. Bu nedenle, pankreastaki preinvaziv prekiirsor lezyonlarin saptanmasi
ve tedavisi i¢in daha fazla cabanin sarf edilmesi gerekmektedir (Hruban ve ark., 2001 ;
Hruban ve ark., 2004 ; Distler, Aust, Weitz, Pilarsky, & Griitzmann, 2014).

PanIN (pankreas intraepitelyal neoplazmlar) kanserlesmede PanIN-1 (zayif
seviye), PanIN-2 (orta seviye) ve PanIN-3 (yiiksek seviye) olmak {izere 3 siifa
ayrilmistir. Pankreatik duktal sistemin tiim lezyonlarinin neredeyse hepsini kapsayan
PanIN, pankreas kanserine doniisen en yaygin epitelyal neoplazmadir (Hruban ve ark.,
2001 ; Takaori, 2007). IPMN (intraduktal papiller miisin6z neoplazmlar) genelde
pankreasin bas kisminda olusan, bol miktarda miisin ireten ve goézle goriilebilen
lecm’den biiyiik neoplazmlarken, PanIN'ler Smm’den kii¢iik mikroskopik lezyonlardir
(Takaori, 2007). MCN (miisinoz Kistik neoplazmlar) ise miisin iireten epitel tabakalarda
yumurtalik benzeri stromada goériilmektedir. Nadir gortilen malign neoplazmlardan olup
genellikle kadinlarda gelistigi bilinmektedir. Pankreatik duktal sistemle hi¢bir baglanti
gostermeyen MCN, pankreasin govdesinden ziyade kuyruk kisminda olusmaktadir
(Yonezawa, Higashi, Yamada, & Goto, 2008).
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Sekil 2.2. invaziv pankreas karsinomuna ii¢ farkli morfolojik yolak modeli
(Distler ve ark., 2014)

Hanahan ve arkadaslar1 kanserin neoplazmdan metastaza ilerlemesini biiyiime
faktorlerinin otonom olarak {retimi, anti biliylime sinyallerinde yanit eksikligi,
apoptozdan ka¢ma, simirsiz replikasyon yetenegi, devamli anjiogenez ve doku
invazyonu/metastaz1 olarak 6 adimda tamimlamislardir. Bu olaylarin meydana
gelmesinde bir diizen yoktur, kanserin tiirtine bagli olarak tek tek veya kombinasyon
halinde olusabilmektedir (Moniri, Dai, & Warnock, 2014).

Pankreas kanseri, ¢evresel ve genetik faktorlerin etkilesimi ile ortaya
cikmaktadir. Ozellikle hiicre dongiisiindeki kontrol noktalarinda bulunan kinazlarda,
tiimor baskilayict genlerde ve onkogenlerde meydana gelen mutasyonlardan dolay1
kanserlesme ger¢eklesmektedir. Bunun sonucunda hiicrelerde apoptoza karsi direng
gelisir, tiimor baskilayict faktorleri inhibe ederek biiylime faktorlerine ihtiyaglari
olmadan biiylimeye ve ¢ogalmaya baglarlar. Ayrica telomerdeki kisalmalar, andploidi
ve kromozomal bozukluklar, kronik yanginin artisi, otofajinin gergeklesememesi, hiicre
ici yolaklardaki bozukluklar, hiicreler arasi baglantilarin zayiflamasi, anormal DNA
metilasyonu, DNA hasar1 ve tamir mekanizmasindaki bozukluklarin hepsi kanser

olusumunda rol oynayan temel molekiiler faktorler olarak bilinmektedir (Baran, 2018).



2.1.1. Pankreas Kanseri Epidemolojisi

Pankreas kanseri insidansi popiilasyonlara, cinsiyete ve yasa gore farklilik
gostermektedir. 2020 yilinda pankreas kanseri tiim kanserlerin %2,6’sin1 olusturmustur
ve diinya genelinde 495,773 yeni pankreas kanseri vakasi kaydedilmistir (Sekil 2.3 ve
Sekil 2.4). 28 Avrupa lilkesinde yapilan bir ¢calismada, pankreas kanserinin 2025 yilina
kadar ticiincii onde gelen kanser 6liim nedeni olarak meme kanserini gegecegi tahmin
edilmektedir (Sung ve ark., 2021).

GLOBOCAN 2020 verilerine gore Tiirkiye’de her iki yas i¢in pankreas kanseri
tiim kanserler arasinda en 6liimciil 4.kanserdir. Verilere gore pankreas kanseri 100.000
kiside 8392 vaka ve 8214 oliim olarak tespit edilmistir (https://gco.iarc.fr/today/explore
Erisim Tarihi: 12.04.2021).

Pankreas kanseri Kuzey Amerika ve Avrupa’da kolon kanserinden sonra en sik
goriilen gastrointestinal kanser olarak bilinmektedir. Erken evrede fark edilememesi ve
etkili tedavilerin kisitli olmasindan dolay1 pankreas kanserine yeni ve etkili tedavi
stratejileri gelistirilmesi gerektigi diisiiniilmektedir (Rahib ve ark., 2014 ; Korc, Jeon,
Edderkaoui, Pandol, & Petrov, 2017).

Diinya'da her 100.000 kigide bir
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Sekil 2.3. Tiim yas ve her iki cinsiyet dahil olmak {izere tahmini olarak diinya genelinde 2020
yilindaki pankreas kanseri insidansi (https://gco.iarc.fr/today/explore Erigim Tarihi: 14.05.2021)
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Sekil 2.4. Tiim yas ve her iki cinsiyet dahil olmak {izere tahmini olarak diinya genelinde 2020 yilindaki
pankreas kanseri mortalitesi (https://gco.iarc.fr/today/explore Erisim Tarihi: 14.05.2021)

2.1.2. Pankreas Kanserinde Risk Faktorleri

Yagam tarzinin pankreas kanserini etkiledigi bilinmektedir. Saglikli beslenme,
diizenli fiziksel aktivite, sigara ve alkol kullanmamak pankreas kanserini dortte bir
oraninda 6nleyebilmektedir (Korc ve ark., 2017).

En biylik g¢evresel faktor ise sigara igmektir. Sigara igcme siiresi boyunca
pankreas kanserine yakalanma riski her bir sigara yili i¢in % 1, her 10 yillik sigara
kullanim1 i¢in % 16 oraninda artmaktadir (Barone, Corrado, Gemignani, & Landi,
2016). Ailesel yatkinlik veya kalitsal pankreatit olan sigara igenlerde, sigara
icmeyenlere gore 10-20 y1l dnce ortaya ¢ikan PC riskini de arttirmaktadir (Lowenfels ve
ark. 2000; Rulyak ve ark. 2003). Sigara dumaninda bulunan yiiksek miktardaki
kanserojenler DNA’nin yapisina katilarak mutasyonlara sebebiyet verebilmektedir.
Bunun yani sira sigara dumanindaki bilesenlerin kanser hiicrelerinin proliferasyonunu
arttirdigt ve AKT yolagim1 bozarak normal duktal hiicrelerin apoptoza gitmesini
engelledigi tespit edilmistir (Barone ve ark., 2016).

Pankreas kanseri 50 yasindan once hastalarin yalniz %10’ unda goriilmektedir ve
ortalama tani yas1 65°tir (Zavoral, Minarikova, Zavada, Salek, & Minarik, 2011).

Diisiik seviyede Neisseria elongata ve Streptococcus mitis’in ve daha yiiksek
seviyede Porphyromonas gingivalis ve Granulicatella adiacen’in pankreas kanseri riski
ile iligkili oldugu yapilan c¢aligmalarda gosterilmistir. Bagirsak mikrobiyotasinin
dengesizligi immun efektor hiicrelerin diizenlenmesinde ve sitokin salinmasinda sorun
yaratarak inflamatuar aracili hastaliklara sebep olabilmektedir (Memba ve ark., 2017).

Diyabetli bireylere gore diyabet olmayanlarin pankreas kanserine yakalanma
oraninin yaklagik 2 kat daha fazla oldugu bilinmektedir. Ayrica diyabetli pankreas

kanseri hastalarinda diyabet tanisi, hastalarin %74-88’inde pankreas kanserinin



tanisindan 24 aydan daha kisa bir siirede ortaya ¢ikmustir. Tip 2 diyabette pankreas
insiilin {retir ancak Ozellikle insiilin reseptorii yoklugundan veya yapisinin
bozulmasindan kaynakli olarak ligand-reseptér kompleksi olusmaz ve bunun sonucunda
glikoz hiicre i¢ine alinmaz. Pankreas kanseri i¢in 6zellikle tip2 diyabet (T2DM) 6nemli
bir risk faktorii olup T2DM obezite ile iligkilendirilmistir. Bunun sonucunda obezitenin
de pankreas kanserinin ilerlemesine katki sagladigi belirtilmistir (Andersen ve ark.,
2017).

Son 10 yilda toplanan veriler sonucunda kronik pankreatitin pankreas kanseri
icin Oonemli bir risk faktorii oldugu tespit edilmistir. Ancak buna ragmen kronik
pankreatitli hastalarin yalniz %5’ine pankreas kanseri teshisi konulmustur. Pankreas
kanseri teshisinden 1-2 yil dnce ortayan ¢ikan pankreatit aslinda timérden kaynaklanan
duktal tikanmalar sonucunda gergeklesmektedir (Raimondi, Lowenfels, Morselli-
Labate, Maisonneuve, & Pezzilli, 2010).

Diinyanin en yaygin enfeksiyonlarindan olan Helicobacter pylori duodenum ve
midenin cesitli alanlarina yerlesen, buralarda iltithaplanma ve kronik enflamasyona
neden olan gram (-) bakterilerdir. Yapilan istatistiksel ¢alismalar sonucunda
Helicobacter pylori’nin pankreas kanseri ile baglantili oldugu tespit edilmistir (Guo,
Liu, & Wu, 2016).

Pankreatik adenokarsinomun yaklasik %5-10’unun giiglii bir kalitsal temele
sahip oldugu bilinmektedir (Zhen ve ark., 2015). Ailedeki etkilenen kisilerin sayisina
gore risk 4 ila 32 kat artarken eger aile dykiisiinde birinci derece akrabalardan 3 veya
daha fazla kiside pankreas kanseri teshisi konulmussa pankreas kanserine yakalanma
riski 32 kat artmaktadir (Zavoral ve ark., 2011; McGuigan ve ark., 2018).

2.1.3. Pankreas Kanseri Evreleme

Ameliyat 6ncesi cerrahi evreleme, slipheli bir PDAC'nin cerrahi i¢in uygun olup
olmadigmin, kanserin biiyiikligiinii, invazyon ve metastazinin belirlenmesini ifade
etmektedir. Giiniimiizde evrelemede en ¢ok kullanilan AJCC (American Joint Comitee
for Cancer) tarafindan belirlenmis “TNM?” sistemidir (Stark & Eibl, 2015).

TNM sisteminde T primer tiimoriin boyutunu ve kapsamini, N tiimoriin yakin
oldugu lenf nodlarinin sayisini, M ise kanserin metastaz yapip yapmadigini ifade
etmektedir. T1, T2, T3, T4 primer tiimoriin boyutunu veya kapsamini ifade eder. T'den
sonraki say1 ne kadar biiyiik olursa, timor o kadar gelismis olarak ifade edilir. T'ler

ayrica T3a ve T3b gibi daha fazla ayrint1 saglamak igin 6zellestirilebilmektedir. N1, N2,
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N3 kanser iceren lenf diigiimlerinin sayisini ve yerini gosterir (Tablo 2.1). N'den sonraki
sayt ne kadar yiliksek olursa, kanser igeren lenf nodu o kadar fazladir
(https://www.cancer.gov/about-cancer/diagnosis-staging/staging, Erisim tarihi:
04.06.2020)

Tablo 2.1. Pankreas Kanseri TNM Evrelemesi (Vahit, 2005 ; https://www.cancer.gov/about-
cancer/diagnosis-staging/staging, Erisim tarihi: 04.06.2020)

Pri(T)

Tx Primer tiimor Olgiilemez

T0 Primer timdr bulunamiyor

Tis In situ karsinom

T1 Tiimor pankreasta sinirli ve en biiylik cap1 2 cm’ den kiigiik

T2 Tlimor pankreasta sinirlt ve en biiylik capi 2 cm’ den biiytik

T3 Tiimor direkt olarak doudenum, safra kanali veya peripankreatik dokulara
yayilmis

T4 Tiimor direkt olarak mide, dalak, kolon veya komsu kan damarlarina yayilmis

Bolgesel lenf nodlar1 (N)

NX Bolgesel lenf nodlarinda tiimor dlglilemez
NO Bolgesel lenf nodlarina metastaz yok

N1 Bolgesel lenf nodu metastazi

pN1la Tek bir bolgesel lenf noduna metastaz
pN1b Multipl bolgesel lenf noduna metastaz

Uzak metastaz (M)

Mx Metastaz Olcililemiyor

MO Metastaz yok



https://www.cancer.gov/about-cancer/diagnosis-staging/staging
https://www.cancer.gov/about-cancer/diagnosis-staging/staging
https://www.cancer.gov/about-cancer/diagnosis-staging/staging
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M1 Metastaz ile kanser viicudun diger bolgelerine yayildi

2.1.4. Pankreas Kanserinde Tedavi Yaklasimlari

Pankreas kanseri i¢in mevcut tedavi segenekleri cerrahi, radyasyon tedavisi,
kemoterapi, hedefe yonelik tedavi ve immiinoterapidir. Tedavi segenekleri, kanserin
tirli ve evresi, yan etkiler, hastanin tercihleri ve genel saglik durumu gibi ¢esitli
faktorlere baghdir. Erken bir asamada tespit edildiginde, pankreas kanserinin basarili bir
sekilde tedavi edilme ihtimali yiiksektir. Bununla birlikte pankreas kanserinin ileri
evrelerinde hastalarin daha uzun yasamasi igin tiimoriin kontrol altina alindig: tedaviler
de mevcuttur (https://www.cancer.net/cancer-types/pancreatic-cancer/types-treatment,
Erisim tarihi: 26.05.2020).

Pankreas kanseri 4 yillik sag kalim orani %4’ten daha az olan en agresif
timorlerden biridir. Pankreas kanserinde klinik ¢aligmalarda kullanilan birgok yeni
hedefe yonelik ajanin basarisiz olmasi, pankreas kanserlerinde bulunan onkogenlerin up
regiilasyonu ve tiimor Supresor genlerinin down regiilasyonuyla gen fonksiyonunun
kayb1 veya kazanimindan, apoptotik ve sag kalim yolaklarinin diizensizliginden
kaynaklanmaktadir. Cerrahi rezeksiyon kanserin tam olarak iyilesmesi i¢in en 6nemli
tedavilerden biridir ancak genelde tiimér metastaza ugradigi i¢gin PDAC hastalarinin
yalniz %15-20’sinde uygulanabilmektedir (Mahalingam ve ark., 2009 ; Zakharova,
2012).

Kemoterapi tek basina kullanilabilirken radyoterapinin tek basma kullanildig:
goriilmemistir. Kemoterapi, radyoterapiyle kombine olarak kemoradyoterapi olarak da
uygulanabilmektedir. Kemoterapi tedavileri adjuvan (cerrahi islem sonrasi), neoadjuvan
(cerrahi islem oncesi) ve hafifletici olarak kategorize edilebilir. Pankreas kanserini
hiicre dongiisiinii bozarak tedavi etmeyi hedefleyen en yaygin kemoterapi ilaglar
gemsitabin, 5-florourasil (5FU), sisplatin ve oksaliplatin (Eloxatin)’dir. Kemoterapi
ilaclart normal ve kanserli hiicreleri ayirt etmede yetersiz oldugundan dolay: bu ilaglarin
yan etkileri viicudun normal hizda béliinen hiicrelerine de zarar vermektedir. Ilaveten
ilag direnci ve yiiksek toksisitesinden dolayr kemoterapi son se¢im olarak
kullanilmaktadir (Moniri ve ark., 2014).

Cesitli insan kanserleri igin terapétik ajanlar kullanarak, birgok tirozin kinaz
aktivitesine sahip ve kinaz aktivitesi olmayan reseptorlerin inhibisyonu ile malignitenin

onlenmesi hedeflenmektedir (Santoni ve ark., 2015 ; Wu ve ark., 2020). Pankreas
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inflamasyonu, diyabet ve tiimor gelismesinde TLR aracilifiyla proinflamatuar sitokin,
kemokin ve immunosiipresif sitokin iiretimi gergeklestiginden dolay1 TLR
antagonistlerinin ideal terapotik strateji olabilecegi diistiniilmektedir. TLR antagonist ve
agonistlerinin kullanimi pankreas kanseri i¢in fayda saglasa da radyasyon, monoklonal
antikor ve sitotoksik ilaglarla kullaniminin daha yararli olabilecegi diisiiniilmektedir

(Santoni ve ark., 2015).

2.1.5. Pankreas Kanserinde Genetik Degisimler ve Yolaklar

Yapilan ¢aligmalar sonucunda 6zellikle belirli genlerdeki germline mutasyonlari,
pankreas kanseri ile yiiksek seviyede iliskilidir. Bunlar kalitsal meme ve yumurtalik
kanseri ile iliskili BRCA1 ve BRCA2 genleri, kalitsal pankreatit geni olan PRSS1,
ATM geni, Peutz-Jeghers sendromu (PJS) geni STK11 ve ailesel melanomun ana
nedenlerinden biri olarak kabul edilen bir timor baskilayici geni olan CDKN2A’dir.
Hedeflenebilir molekiiler yolaklarin aydinlatilmasi, kisisellestirilmis tedavi ve pankreas
kanseri erken teshisi ile ilgili yapilan ¢alismalarin ilerletilmesi PDAC tedavisi igin kritik
bir 6neme sahiptir (Chen, Roberts, & Klein, 2017, Zhan, Shelton, Greer, Brand, &
Whitcomb, 2018) Sekil 2.5’te pankreas kanserinin gelisme ve ilerlemesinden sorumlu
cevresel ve kalitsal etkenler gosterilmektedir.

Pankreas kanserinde tiimor progresyonunun erken evresinde telomer kisalmast,
KRAS aktivasyonu, siklin bagh kinaz inhibitorii 2A (CDKN2A)/p16 inaktivasyonu yer
alirken, TP53/p53 ve SMAD4/DPC4’lin inaktivasyonu ile ge¢ evrede karsilagilmaktadir
(Hruban ve ark., 2004).
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Tirozin kinaz reseptorii (TKR) hiicre-hiicre iletisiminde, hiicre biiylimesinde,
mortalite ve farklilasma gibi bircok biyolojik fonksiyonlarin kontroliinde gorevli olan
tirozin kinazlarin alt siifindandir ve transmembran reseptoriidiir. Insanda 58 tane
tirozin kinaz reseptorii oldugu bilinmektedir (Manning, Whyte, Martinez, Hunter, &
Sudarsanam, 2002). Ligand ile aktive olmus TKR, RAS/MAPK, PI-3K/AKT ve
JAK2/STAT da dahil bir¢ok sinyal yolagin1 diizenlemektedir. Sinyalizasyonda
olusabilecek bozukluk basta kanser olmak {izere bir¢ok hastaliga neden olmaktadir.
Insan kanser tedavisinde kullanilan TKR inhibitérleri hiicre ici TKR nin ATP baglanma
bolgesini hedef alir (Du & Lovly, 2018).

RAS geni GTPase ailesinin 6nemli bir {iyesidir ve 3 tane H-RAS, N-RAS ve K-
RAS adi verilen insan proteinini kodlarlar. Bu RAS proteinleri hiicre polaritesi,
proliferasyon, farklilasma ve apoptoz gibi temel hiicresel siireglerde, hiicre i¢i sinyal
yolaklarini kontrol ederler (Santarpia, Lippman, & EI-Naggar, 2012).

KRAS (kristen viriisii ras) onkogeninindeki mutasyon PDAC hastalarinda %90
oraninda goriilmektedir. Bu bir kanserde bilinen en yiiksek KRAS nokta mutasyonudur.
Tiimor gelisimi ve ilerlemesi i¢in 6nemli bir yere sahip oldugundan dolayr KRAS
marker olarak kullanilmaktadir (Moniri ve ark., 2014 ; Watanabe ve ark., 2019).
KRAS’m G13C, G61R, G61K, G61L ve GI2V gibi spesifik nokta mutasyonlari

mevcuttur ancak iclerinden en agresif hali G12V’dir. Bu mutasyonlar spesifik aminoasit
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degisimine neden oldugundan dolayr GTPase aktivitesi bozulur. Bunun sonucunda da
RAS proteini GTP’ye baglh olarak kalir ve devamli bir hiicre proliferasyonuna sebep
olur (Di Magliano & Logsdon, 2013).

Wnt / B-katenin sinyal yolagi embriyogenez ve beyin gelisiminde 6nemli bir yol
oynamaktadir. Glikoprotein yapisindaki Wnt’nin, Frizzled (Fz) adi verilen reseptorle
iliskiye girmesiyle yolak aktive hale gecer ve yikici kompleksin baskilanmasiyla
fosforlanamayan B-katenin niikleusa girerek burada bulunan transkripsiyon faktorleriyle
(TCF/LEF-1) gen ekspresyonunu arttirmak i¢in kompleks yapar. Sinyal yolagindaki
diizensizlikler ise pankreas kanseri kemorezistansina neden olur.(Freese, Pino, &
Pleasure, 2010 ; Cui, Jiang, Wang, Wang, & Xie, 2012)

Hiicre dongiisiiniin negatif regiilatorii olarak adlandirilan CDKN2A (Cyclin
Dependent Kinase Inhibitor 2A) 9p21 kromozomunda yer alir ve tiimér stipresor protein
olan p16’y1 kodlar. CDK4’e baglanarak inhibisyonunu saglayan p16 molekiilii, hiicre
dongiisinde G1 fazindan S fazina gegisi etkileyerek hiicre bdliinmesini
yavaglatmaktadir. CDKN2A’da fonksiyon kaybi olmasi ailesel atipik multiple mole
melanom (FAMMM) gelisimine neden olur. Yapilan ¢aligmalar sonucunda FAMMM
hastalarinda pankreas kanseri i¢in artan risk gozlemlenmistir (Zhen ve ark., 2015 ;
Turacli, 2017).

PDAC iginde asir1 eksprese edilen epidermal biiyiime faktorii reseptorii (EGFR)
familyasindan biri olan HER-2/neu 17g21.1 kromozomunda yer alir. HER-2/neu normal
pankreas kanal epitelyumunda eksprese edilmezken, PanIN’de yiiksek seviyede
ekspresyonu tespit edilmistir (PanIN-1A: 82%, PanIN-1B: 86%, PanIN-2 ve daha
yiiksek seviyede: 92%) (Yonezawa ve ark., 2008).

Tiimdr baskilayict bir protein olan p53, DNA hasar1 ve proliferasyon gelisimi
dahil olmak iizere gesitli streslere yanit veren hiicre icinde 6nemli bir sensor olarak
gorev almaktadir. DNA’ya =zarar veren ajanlar ve vy 1simast molekiillerin
fosforilasyonuna, ardindan p53’iin birikmesine ve aktivasyonuna neden olur. Bir stres
aninda p53, E3 benzeri ubikitin ligaz olan MDM2 ile DNA’nin replikasyonunu
durdurarak DNA onarimina izin verir veya hiicreyi apoptoza goétiirerek genomu korur.
Ayrica p53 ile beraber E2F1’in DNA hasarina yanit olarak apoptoza katkida bulundugu
da tespit edilmistir (Rogoff, Pickering, Debatis, Jones, & Kowalik, 2002).

Transforme edici biiyiime faktorii B (TGF P) yolagindaki sinyallesmelerde rol
oynayan SMAD4 proteinini kodlayan ve  timor baskilayici gen olan DPC4,
18.kromozomun g kolunda bulunur (Massagué, Blain, & Lo, 2000). TGF f/ SMAD4
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yolagi hiicre zarindan ¢ekirdege sinyal iletimini kontrol etmektedir ve apoptoz,
proliferasyon, farklilasma, migrasyon gibi bir ¢ok hiicresel siiregten sorumludur (Shi &
Massagué, 2003). SMAD4 geninde meydana gelen homozigot veya heterozigot
delesyonlarin 6zellikle yiiksek dereceli lezyonlara (PanIN-3) neden oldugu tespit
edilmistir (Wilentz et al., 2000).

Toll-like reseptorler (TLR’ler) patojenle iligkili molekiiler paternleri (PAMP'ler)
ve hasarla iliskili molekiiler paternleri (DAMP'ler) taniyarak patojenleri tespit
etmektedir. TLR ailesinin bir tiyesi olan TLR4; lenfositler, notrofiller ve makrofajlar
basta olmak tizere immiin hiicrelerin ylizeyinde yiiksek seviyede eksprese edilmektedir.
TLR4 ozellikle obezite ile iliskili metabolik bozukluklarda, apoptozda ve inflamatuar
hastaliklara kars1 onemli bir rol oynamaktadir (WANG et al., 2020). PDAC’da asiri
eksprese edilen ve dogal immun sistemde yer alarak LPS ile aktif hale gelen Toll-like
Reseptor 4 (TLR4); PI3K-AKT yolu ile VEGF’i diizenleyerek anjiogenez olusumuna,
karsinogenezin hizlanmasina, EMT olusumuna, genomik instabiliteye, tiimor gelismesi,
invazyonun artmasit ve metastaza neden olmaktadir. Lenf noduna metastaz yapan
pankreas tiimoriinlin, metastaz yapmayana gore daha yiiksek seviyede TLR4
ekspresyonu gozlemlenmistir (Vaz & Andersson, 2014 ; Sun ve ark., 2016).

Immun check-pointlerden olan tip 1 transmembran proteini VISTA (T hiicre
aktivasyonunun V-domain Ig baskilayicisi), bagisiklik yanitini diizenlemede hem ligand
hem de reseptor olarak gorev almaktadir. VISTA, T hiicrelerinin aktivasyonunu,
proliferasyonunu ve sitokin iiretimini baskilayan inhibitér immun check-point olarak
bilinmektedir. Pankreas kanseri dokusu iizerinde yapilan ¢alismalar sonucunda, timor
mikrogevresine infiltre olan immun hiicrelerde 6zellikle CD68+ makrofajlarda yiiksek
seviyede eksprese oldugu tespit edilmistir. Ancak VISTA’nin pankreas kanserindeki
biyolojik isleyisi tam olarak bilinmemektedir (Huang ve ark., 2020 ; Hou ve ark., 2021).

2.2. Tiimor Mikrocevresi (TMC)

Tiimoér mikrocevresi (TMC), malignlige geciste normal hiicrelerin tiimor
hiicrelerine doniistiiriildiigii ve tiimor hiicrelerine de destek saglayan karmasik heterojen
bir yapidir (Pollard & W., 2015). Kanser hiicresi, kanser kok hiicresi, saglikli hiicre,
invazyon ve metastaz igin gerekli hiicresel ve molekiiler olaylara katilan genis bir
stromal ve vaskiiler hiicre agindan meydana gelir. Bu heterojen hiicre popiilasyonunda
fibroblastlar, bagisiklik hiicreleri, kemik iligi kaynakli kok hiicreler ve progenitor

hiicreleri, perisitler ve adipositler de mevcuttur. TMC hiicreleri sitokin, kemokin ve
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biliyiime faktorlerinin salinimi ile anjiogenez ve hipoksi olusumu, ekstraseliiler matriks
ve bazal membran yikimini saglayarak invazyon ve metastaza neden olurlar. Ayrica T
lenfositlerini  ve NK hiicrelerini baskilayip T regiilatér hiicreleri arttirarak
immunostipresif etki de yaratmaktadirlar (Wels, Kaplan, Rafii, & Lyden, 2008 ; Zhang,
Garcia-Santos, Peinado, & Lyden, 2013)

T Lenfositleri

TMC’de bulunan CD8+ T hiicreleri, IL-2 ve IFN-y salgilayan Thl hiicreleri
tarafindan desteklenerek iyi bir prognoz gosterirken, IL-4, IL-5 ve IL-13 salgilayan Th2
hiicreleri veya IL-17A, IL-17F, IL-21 ve IL-22 salgilayan Thl7 hiicreleri B hiicre
yanitin1 destekleyerek timor gelisimine katkida bulunur. Immunsiipresor dzellikteki T
regiilator hiicreleriyse (Treg) IL-10 ve TGF-B salgilayip, immun sistem hiicrelerinin
timor hiicrelerini algilayarak yok etmesini onler. Yiiksek sayida Treg, bir¢cok kanser
tiriinde daha kotii prognoz ile iligkilidir ancak bazi kanser modellerinde tiimor hiicre
biiytimesini dogrudan baskilayarak iyi prognoz gosterdigi de bilinmektedir (Balkwill,
Capasso, & Hagemann, 2012).

B Lenfositleri

B10 hiicreleri olarak bilinen B regiilator hiicreleri giiclii bir sitokin olan IL-10
salgilayarak T hiicresine bagli inflamasyonu ve otoimmun hastaliklar1 baskilayan bir
immunsiipresordiir (Horikawa, Minard-Colin, Matsushita, & Tedder, 2011). Ek olarak
timorle indiiklenmis Breg hiicreleri (tBreg) yiiksek seviyede TGF-B3 eksprese ederek de-
novo seklinde Treg olusumunu indiikler ve metastazin gelismesine biiyiik oranda katki

saglar (Obradovic, 2005)

Tiimoér Tliskili Makrofajlar (TAM)

TMC’de en c¢ok bulunan hiicrelerden makrofajlar, hem primer timoriin
gelisiminde hem de metastaz sirasinda 6nemli rol oynamaktadir. Primer tiimorde
anjiogenezi uyarir, invazyonu ve intravazasyonu destekler. T hiicrelerini ve NK
hiicrelerini  baskilayarak metastazik bolgelerde sagkalim, kalici biiyiime ve
ekstravazasyonu destekledigi bilinmektedir. Makrofajlar ayrica kendiliginden kanserle
iligkili mutasyon kazanmig endotel hiicrelerinin gelisimini arttiran sitokin ve anjiogenez
i¢in oldukg¢a 6nemli olan VEGF basta olmak {izere bir ¢cok biiyiime faktorii salgilayarak
kanserin ilerlemesine neden olurlar (Pollard & W., 2015). M2 makrofajlar 6zellikle IL-
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4, IL-5, IL-10 ve IL-1a gibi anti-inflamatuar sitokinleri tiretirler ve anjiogeneze destek
saglayarak tiimor gelisimine neden olurlar. M1 makrofajlart ise IFN-y gibi timor
hiicrelerini ve mikroorganizmalar1 Oldiiren proinflamatuar sitokin {tretmektedir

(Mantovani, Sozzani, Locati, Allavena, & Sica, 2002).

Dentritik Hiicreler

Normal sartlarda viicuda giren antijeni isleyen ve sunumunu yapan dentritik
hiicreler, TME’nin hipoksik ve enflamatuarli yapisi ile fonksiyonu degisir ve timor
bolgesindeki T hiicresi yanitlarini baskilayarak tiimori destekleyici 6zellik kazandigi
bilinmektedir (Gabrilovich ve ark., 2008 ; Balkwill ve ark., 2012).

Kanser Iliskili Fibroblastlar (CAF)

Doku yaralanmasinda stromada yer alan fibroblastlar, parakrin sinyaller
araciligiyla miyofibroblastlara doniisir ve TMC’sinde fazla miktarda bulunan bu
hiicrelere kanser iliskili fibroblastlar (CAF) denir. Timoér bolgesinde azalan oksijen
varhigiyla HIF-1a/HIF-20 molekiillerinin ekspresyonu olduk¢a artar ve bunun
sonucunda VEGF gen ekspresyonu tetiklenerek anjiogenez olusur. Yapilan ¢alismalarda
CAF aktivasyonu ile salgilanan galektin-1, VEGF ekspresyonunu arttirarak timor
anjiogenezini tetiklemekte ve T hiicre aracili sitotoksik immun cevabi baskilamaktadir
(Balkwill ve ark., 2012 ; Dong Tang ve ark., 2016 ; Baran, 2018). Kanser iliskili
fibroblastlardan salgilanan TGF-B, EMT olusumuna katki saglarken HGF, FGF, EGF
gibi biiylime faktorleri de kanser hiicrelerinin proliferasyonu i¢in olduk¢a onemlidir.
(Bhowmick et al., 2004). CAF’lardan salinan bir kemokin olan CXCL12 ise malign

hiicrelerin proliferasyonunu ve biiylimesini saglamaktadir (Orimo et al., 2005).

MDSC

Insan viicudunda hematopoietik hiicreler bakimindan en ¢ok bulunan miyeloid
hiicreler makrofaj, graniilosit ve dentritik hiicrelere farklilagir. Normal sartlar altinda
organizmay1 patojenlerden korur, dokularin yeniden diizenlenmesini saglar ve dlmekte
olan hiicreleri ortadan kaldirir. Ancak tiimoér mikrogevresinde miyeloid hiicreler
immunostipresif hiicrelere doniismektedir. TME’de yiiksek seviyede bulunan bu
hiicrelere miyeloid tiirevli baskilayict hiicreler (MDSC) denir. MDSC’ler ROS
tiretiminin yani sira INOS ekspresyonunu saglayarak L-argininin metabolizasyonuyla

NO olusumunu indiikler. Bu sayede T hiicrelerinin TCR’deki zeta zincirini bozarak T
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hiicre yanitin1 baskiladigi bilinmektedir (Rodriguez ve ark., 2004 ; Gabrilovich ve ark.,
2008). MDSC’ler tarafindan membranda eksprese edilen bir metalloproteaz olan
ADAML17, naif CD4+ ve CD8+ T hiicrelerinin yiizeyindeki L-selektin molekiiliinii
azaltir. Boylece T hiicrelerinin ikincil lenfoid diigimlerine gidip antijenle karsilasarak
aktif hale gegmesi engellenir. Ayrica IL-10 ve TGF- ekspresyonu ile naif CD4+ T
hiicrelerinin Treg hiicrelerine doniisiimiinii indiikledigi ve NK hiicrelerini inhibe ettigi

bilinmektedir (Gabrilovich ve ark., 2008).

2.3. Toll-like Reseptor (TLR) Ailesi

Tim ¢ok hiicreli canlilar mikroorganizmalarin yol agtif1 enfeksiyonlardan
korunmak i¢in savunma sistemine ihtiya¢ duyarlar. Bu savunma sistemi enfeksiyonlara
karsi ilk koruyucu engeli olusturan dogal bagisiklik sistemidir. Epitel bariyer, fagositler
(makrofajlar, notrofiller), komplemanlar ve natural killer (NK) hiicreler sahip olduklar1
0zel reseptorler araciligiyla hem enfeksiyonu engellerler hem de konak dokuya girmis
olan mikroorganizmalarin etkisizlestirilmesini saglamaktadirlar (Abbas ve Lichtman,
2007).

Toll-like reseptorii (TLR) ilk olarak Drosophila Melanogaster‘da embriyonal
dorsoventral polaritesinin gelisiminde esansiyel bir gen olarak kesfedilmistir. 1995
yilinda Edward B. Lewis ve Eric Wieschaus erken embriyonik gelisimin genetik
kontroliinde Toll geninin rolii ile ilgili yapmis olduklari ¢aligmalarindan dolayr 1995
Nobel Fizyoloji veya Tip Odiilii'nii almislardir. Daha sonra yapilan ¢alismalarda TLR
knockdown olan Drosophila Melanogaster, mantar enfeksiyonundan 6lmiis ve bunun
sonucunda TLR’nin antifungal etkisi de tespit edilmistir (Lemaitre ve ark., 1996 ; Eckle
& Eltzschig, 2011).

2011 yilinda Bruce A. Beutler, Jules A. Hoffmann ve Ralph M. Steinman‘a
meyve sinegi ve memelilerde dogustan gelen bagisikligin TLR aktivasyonu ile iligkisine
dair ¢igir acan kesiflerinden dolayr 2011 Nobel Fizyoloji veya Tip Odiilii’ne layik
goriilmuslerdir (Volchenkov, Sprater, Vogelsang, & Appel, 2012).

TLR’ler APC’lerde (makrofajlar, dentritik hiicreler, B hiicreleri), antijene
spesifik T hiicreleri gibi immun hiicrelerde ve fibroblast, epitel hiicreler gibi immun
olmayan hiicrelerde eksprese edilir. APC’lerde eksprese edilen TLR’ler araciligiyla
antijenler yakalanir ve yolaklarin aktivasyonu sonucu salinan sitokinler ve yiizey
proteinleri sayesinde APC’lerin aktivasyonu saglanir. Bunun sonucunda salinan

kemokinler araciligiyla enfeksiyon bolgesine lokositlerin yonlendirilmesi ve T hiicre
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aktivasyonu ile antijenin nétralizasyonu saglanir (Lodish ve ark., 2020). Immun
hiicrelerin yani sira bir¢ok timor hiicresinde de eksprese olan TLR’ler, tiimor
hiicresinin biiylimesini, gelismesini ve immuniteden ka¢masma destek olmaktadir.
Mikroplarin hayatta kalmasi i¢in gerekli molekiiler yapilara ise patojen iliskili
molekiiler kaliplar (PAMP) denir. Dogal bagisiklik hiicrelerindeki pattern taniyan
reseptorler (PRR) sayesinde PAMP’lar taninmaktadir. Bu PRR’lerden biri olan TLR’ler
araciligiyla bakteriler, viriisler, parazitler ve mantarlar gibi ¢ok ¢esitli canlidan tiiretilen
lipit, lipoprotein, protein ve niikleik asit gibi PAMP’lar taninmaktadir (Yamamoto ve
ark., 2003 ; Akira ve ark., 2006 ; Kawai & Akira, 2010 ; Oblak & Jerala, 2011).

Doku yaralanmalarinda hasarli veya nekrotik hiicrelerden hiicre igine salinan
endojen proinflamatuar molekiillere hasara bagli molekiiler kaliplar (DAMP) denir.
DAMP’lar TLR2 ve TLR4 reseptorleri tarafindan taninma 6zelligine sahiptir ve bu
reseptorlerle iligskiye girerek inflamasyona neden olurlar. Bunun sonucunda dogal
bagisiklik hiicrelerini bir araya toplamaktadirlar. Hiyolurunan, heparan siilfat, HMGB-1
proteini, S100 proteinleri, 1s1 soku protein (HSP) , tenascin C, DNA ve hiicre igi
komponentler DAMP’lara 6rnek olarak verilebilir (Rubartelli & Lotze, 2007 ; Korver,
Gibson, Bowen, & Coller, 2019).

2.3.1. TLR’lerin Yapisal Ozellikleri ve Siniflandirilmasi

Tip 1 transmembran glikoproteini olan Toll reseptor, ligand tanimaya yardime1
16sin agisindan zengin tekrar (LRR) motifleri iceren ektraseliiler domain, transmembran
domain ve karboksi terminal ugta hiicre i¢i sinyal iletimini saglayan toll-like/interlokin-
1 reseptor (TIR) domaini igermektedir (Nomura ve ark., 1994 ; Akira, Uematsu, &
Takeuchi, 2006). Toll-like reseptorlerin intraseliiler domaini ile IL-1 reseptdrlerinin
intraseliiler domaini karsilastirildiginda benzer yapiya sahip oldugu goriilmiistiir (Sekil
2.6). Bundan dolay1 TLR nin intraseliiler domainine toll-like/interlokin-1 reseptor (TIR)
denilmistir (Rock, Hardiman, Timans, Kastelein, & Bazan, 1998).
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IL-1R TLR

lg benzeri domain Lésince zengin bolgeler

Sekil 2.6. Toll-like reseptorlerin genel yapist (Thao et al., 2018)

Toll/IL1R (TIR) Domaini

TLR ailesinin memelilerde tanimlanmis 12, farelerde tanimlanmis 10 iiyesi
mevcuttur. Bunlardan TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6 ve TLR11 hiicre yiizeyinde
eksprese olur ve lipit, lipoprotein ve protein gibi mikrobiyal membran bilesenlerini
tanimaktadirlar (Sekil 2.7). TLR 3, 7, 8, 9 ise intraseliiler organeller olan endoplazmik
retikulum, endozomlarda, lizozomlarda, endolizozomlarda eksprese olurlar (Sekil 2.8)
ve mikrobiyal niikleik asitleri tanimaktadirlar (Yamamoto ve ark., 2003 ; Akira ve ark.,
2006 ; Kawai & Akira, 2010).

TLR2, TLR1 veya TLR6 ile heterodimer yap1 olusturarak lipopeptit ve gram-
pozitif bakterilerin diger bilesenleriyle aktive olurken, TLR4 lipopolisakkarit (LPS) ile,
TLRS flagellin adi verilen bakteri flagellerinin bir bolgesiyle, TLR3 ¢ift iplikli RNA
(dsRNA) ile, TLR9 bakterilere 6zgii metillenmemis CpG niikleotitleriyle, TLR7 ve
TLRS tek sarmalli RNA (ssRNA) ile aktive olmaktadir (Tablo 2.2). TLR8 ve TLR10
yalniz insanlarda eksprese olurken, TLR11 ve TLR13 yalniz farelerde tespit edilmistir.
Ligandlar vasitasiyla aktive olan TLR yolaklar1 nihai olarak TNF a -a, IL-1, IL-6 gibi
inflamatuar sitokinlerin {iretilmesini saglamaktadir ve iretilen sitokinler spesifik hiicre
ylizeyi reseptorlerine baglanarak bagisiklik hiicreleri tizerinde etki etmektedirler (Abbas
ve Lichtman, 2007 ; Moresco, LaVine, & Beutler, 2011).
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Tablo 2.2. Toll-like reseptorlerin mikrobiyal ligandlari (Yu, Wang, & Chen, 2012)

TLR1 Triasil lipopeptitler (Bakteriler ve mikobakteriler)
TLR2 Peptidoglikan, lipoteikoik asit  (Gram-pozitif
bakteriler), LPS (Leptospira)
TLR3 dsRNA (viriis)
TLR4 LPS (Gram-negatif bakteriler), Zarf proteinleri
(RSV, MMTV)
TLR5 Flagellin (Bakteriler)
TLR6 Peptidoglikan (Gram-pozitif bakteriler)
TLRY SSRNA
TLR8 sSRNA
TLR9 Metillenmemis CpG DNA
imidazokinolinler Flagelin
Mikoplazma ssRNA
| I S
| 4

L —

g
-
MyD88 MyD88

MyD88

© o =

(3) om
®
~®
—~0

0

\

/ / NF-xB
IRFS
NF-xB
NF-xB IRF3 NF-xB IRF7
IRF5 l
X A # Inflamatuvar sitokinler
Inflamatuvar Inflamatuvar sitokinler Inflamatuvar Tip 1IFN Inflamatuvar
sitokinler Tip 1 IFN sitokinler sitokinler

Sekil 2.7. Baz1 TLR’lerin bazi ligandlar1 ve aktivasyon {iriinleri (Camcioglu, 2013)

Toll-like reseptorler ayrica genellikle doku hasar1 ve hiicre lizis bolgelerinden
salinan endojen ligandlar olan hasara bagli molekiiler kaliplara (DAMP) da yanit
vermektedirler (Sung ve ark., 2021). TLR reseptor siniflarina gére endojen ligandlar
Tablo 2.3.’de gosterilmektedir.
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Tablo 2.3. Toll-like reseptorlerin endojen ligandlar1 (Yu, Wang, & Chen, 2010 ; Duffy &

O’Reilly, 2016)

TLR1 -

TLR2 Serum amiloid A, HMGB-1, endoplazmin,
hiyaliironik asit

TLR3 MRNA

TLR4 Fibrinojen, HSP 20, HSP 60, HSP 70, HSP
96, heparan siilfat, HMGB-1, S100
proteinleri, hiyaliironik asit

TLR5 -

TLR6 HSP 60, HSP 70, HSP 96, ¢oziiniir
tiiberkiiloz faktorii (STF)

TLR7 sSRNA

TLR8 SSRNA

TLR9 DNA, HMGB1
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Sekil 2.8. a. Mikroorganizma veya bakterilerden iiretilen PAMP’larin ve hasar sonucu salinan
DAMP’larin hiicre zarinda bulunan TLR’ler ile etkilesimi. TIR domainine sahip reseptorlerin TLR1-
TLR2, TLR2-TLR6 heterodimerizasyon veya TLR4 ve TLR5’in homodimerizasyon ile aktivasyonu. b.
TIR domainine baglanan IRAK1 ve IRAK4’iin Myd88 tarafindan fosforlanmasi sonucu aktivasyonu c.
Aktif IRAK adaptor molekiillerinin TRAF6 molekiiliinii fosforlayarak aktif hale gegmesi d. TRAF6
molekiiliiniin TAB1 ve TAB2 molekiillerini fosforlayarak aktivasyonundan sonra TAK1 molekiiliinii de
aktif hale getirmesi, TRAF6’nin ubikitinasyonlanmasi ve IKK molekiiliniin TAK1 tarafindan
fosforlanmasi e. Fosforlanan IKK kompleksinin TAK1’den ayrilmasi, NF-xB’yi baskilayan IKB
molekiiliiniin fosforlanarak ayrilmas: f. Fosforlanan IKB molekiiliiniin ubikitinasyonlanmasi g. Aktif NF-
kB molekiiliiniin ¢ekirdek i¢ine girerek DNA’ya baglanip proinflamatuar sitokin genlerinin
ekspresyonunu saglamasi (Korver ve ark., 2019)

TLR1,2,4,5veya 6

2.3.2. Kanser ilerlemesinde TLR’lerin Molekiiler Mekanizmasi
TLR’lerin aktivasyonu hiicre proliferasyonunu, hiicre gogilinii, metastaz ve
anjiyogenezi destekleyebilecegi gibi hiicre biiytimesini inhibe de edebilmektedir. Ancak

asil altta yatan molekiiler mekanizma belirsizligini hala korumaktadir. TLR
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sinyalizasyonu gesitli otoimmiin, kronik enflamasyon ve enflamatuar hastaliklarda da
rol oynamaktadir. Bu durum, ¢esitli kanser tiirlerinin gelismesine yol agan biiyiime ve
hayatta kalma faktorleri agisindan zengin bir mikrogevre ortami saglamaktadir.
Olusturulan TME’de inflamasyonu arttirmak i¢in daha fazla immun hiicre
toplanmaktadir. Bu sekilde hiicre proliferasyonu, apoptoz, invazyon ve hayatta kalma
diizenlenmektedir. Timor hiicreleri ayrica, sitotoksik lenfosit saldirisina karst
direnglerini artiran ve boylelikle bagisikliktan kagmaya yol agan proanjiyojenik
faktorleri ve biiyiime faktorlerini serbest birakmaktadir. Bu bilgilerin 1s1ginda yapilan
calismalar sonucunda yiiksek TLR ekspresyonu bir ¢ok kanser hiicre hattinda kotii
prognoz ile iligkilendirilmistir (Prasad & Kumar, 2020)

NF-«xB, kronik inflamasyon ile tiimor olusumu arasindaki iligkiyi saglayan ana
faktorlerden biridir ve insan tlimorlerinin %90'indan fazlasinda yapisal olarak aktive
edilmektedir. Bununla birlikte NF-kB’yi aktive edebilen ajanlar, timor gelisimi ve
ilerlemesine dogrudan etki edebilmektedir. Patojenlerin hiicre yilizeyindeki TLR'ler ile
etkilesiminin, NF-B'nin aktivasyonu ve NF-kB'ye bagimli genlerin ekspresyonu ile
sonuclandigt ve bodylece TLR'lerin karsinogenezin uyarilmasina katki sagladig
bilinmektedir (Shcheblyakov, Logunov, Tukhvatulin, Shmarov, & Naroditsky, 2010).
2.3.3. Toll-like Reseptor 4 (TLR4)

TLR4; mikrobik hiicre duvarmin spesifik bilesenlerini taniyan, hem dogustan
gelen hem de adaptif immun hiicreleri aktive eden, evrimsel olarak korunmus Patern
tanima reseptorii (PRR) olarak bilinmektedir ve PAMP ve DAMP adi verilen bilesikleri
tanima Ozelligine sahiptir (Lang, Silvis, Deshpande, Nystrom, & Frost, 2003 ; Vogl ve
ark., 2007 ; Firmal ve ark., 2020). Ozellikle tiim gram negatif bakterilerin dis zarmin
yapisal bileseni olan lipopolisakkaritteki (LPS) korunmus lipit A’y1r tamimaktadir
(Medzhitov & Janeway, 1997 ; Kawai & Akira, 2010). TLR4’{in LPS ile indiiklenerek
ve adaptor molekiiller araciligiyla dogal immun yanit sinyal yolaklarini tetikledigi tespit
edilmistir (Yamamoto ve ark., 2003).

Yiizey reseptorii olan ve LPS ile indiikklenen TLR4, lipopolisakkarit baglayan
protein (LBP) ile LPS’yi reseptore getirirken, CD14 adi verilen ko-reseptor yardimiyla
da MD-2 tarafindan LPS taninmaktadir. TLR4’iin ekstraseliiler kisminin aktivasyonu,
TIR dimerizasyonuna neden olmaktadir ve bu sekilde hiicre i¢i sinyallesmeler baslamis
olur (Lu, Yeh, & Ohashi, 2008). DAMP veya PAMP’larin TLR’ye baglanmasiyla
Myd88/TLR4/MD-2 kompleksi olusmaktadir. TIR (Toll-IL1 reseptdr) domaini igeren
Myd88-TIRAP veya TRIF-TRAM adaptor molekiilleri araciligiyla dogal immun yanit
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sinyal yolaklar1 tetiklenmektedir. Myd88 adaptér molekiilii proinflamatuar sitokin
tiretimi icin dnemliyken, TRIF molekiiliiniin Myd88 bagimsiz yolaktan sorumlu oldugu

bilinmektedir (Yamamoto ve ark., 2003 ; Oblak & Jerala, 2011).

IRAK-4

KiNAZ DOMAINi
KiNAZ DOMAINi .

IRAK-1 l

NFxB —) iNFLAMASYON

Sekil 2.9. TLR sinyalizasyonunda yer alan Myd88, IRAK-4 ve IRAK-1 molekiillerinin
domainleri ve baglanti noktalar: (Lasker & Nair, 2006)

Toll-like reseptorler tarafindan taninan patojenler, TIR domaini igeren Myd88,
TIRAP, TRIF adaptoér molekiiller araciligiyla dogal immun yanit sinyal yolaklarini
tetiklemektedirler. TLR’lerin neredeyse hepsi Myd88’1 adaptér molekiil olarak
kullanmaktadir ve bu proinflamatuar sitokin iretimi i¢in olduk¢a 6nemlidir. Myd88
bagimsiz yolaktan sorumlu olan TRIF molekiili NF-kB ve IRF3 transkripsiyon
faktorlerinin aktivasyonunu saglamaktadir. Myd88’de Toll-IL1 Reseptor Domaini
(TIR), IRAK4 ile etkilesime gecen intermadiyet domain (ID) ve Death Domain (DD)
mevcuttur (Sekil 2.9). TIR domaini diger TIR domaini iceren adaptér molekiillerle
baglanti saglarken, DD ise IRAK-1 ve IRAK-4 gibi molekiillerin Death Domain’leri ile
baglant1 kurmaktadir (Sekil 2.10) (Yamamoto ve ark., 2003 ; X. Wang ve ark., 2016).
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TLR

MyD88

Sekil 2.10. Myd88 adaptor molekiiliiniin TIR domaini ile TLR’ye, DD domaini ile IRAK
adaptor molekiiliine baglanmasi (Han, 2006)

Myd88 bagimsiz yolakta gorev alan TRAM molekiilii, TRIF ve TLR4 arasi
baglant1 kurmak i¢in segici olarak TLR4’e baglanmaktadir. TRIF molekiilii de Tip1 IFN
ve inflamatuar sitokin genlerinin indiiksiyonu i¢in NF-kB ve MAPK aktivasyonu
saglamaktadir. Myd88 bagimli yolakta ise TIRAP adaptor molekiiliine Myd88 molekiilii
baglanir ve Myd88 aracilifiyla IRAK molekiillerinin fosforlanmasi saglanir.
Fosforlanarak aktive olan IRAK molekiillerine baglanan TRAF6 molekiilii de IRAK
molekiilleri tarafindan fosforlanir. TRAF6 hem JNK ve p38 gibi MAPK ailesi
tiyelerinin aktivasyonunu hem de TAKI ve onun devaminda IKK proteininin
aktivasyonu ile IxB molekiiliiniin fosforlanarak ayrilmasini, NF-kB'nin serbest kalarak
sitoplazmadan ¢ekirdege gegmesine aracilik etmektedir. Cekirdege gegen NF-«kB
(RelA/p65), p38/MAPK ve proinflamatuar sitokinlerin (TNF-a, IL-1B, IL-12 gibi)
transkripsiyonunu saglamaktadirlar. Myd88 bagimli ve bagimsiz her iki yolakta da NF-
kB aktivasyonu sonucu proinflamatuar sitokin ve Tip 1 IFN salinim1 gergeklesir (Sekil

2.11) (Lu ve ark., 2008 ; Kawasaki & Kawai, 2014).
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Sekil 2.11. LPS’nin ve endojen ligandlarin TLR4 reseptorii ile MD-2 aracili baglantist sonucu
MYD8S8 bagimli ve MYD88 bagimsiz yolaklarin uyarilmasiyla proinflamatuar sitokin ve tipl interferon
genlerinin NF-kB araciligiyla aktivasyonu (Lu ve ark., 2008 ; Pradere, Dapito, & Schwabe, 2014)

NF-xB bagisiklik ve inflamatuar yanitlar i¢in Onemli bir Okaryotik
transkripsiyon faktoriidiir. Kanser, kronik inflamatuar, astim, norodejeneratif
hastaliklarda aktiftir. Sinyal yolaginda ligand-reseptdr baglantis1 olmamasi durumunda
IxkB molekiilii (inhibitdér protein) NF-kB'nin yapisindaki DNA baglanma bdlgesine
baglanarak DNA ile etkilesim kurmasmi ve bunun sonucunda da proinflamatuar
sitokinlerin salinmasin1 engeller. Reseptorlerin TNF-a, 1L-18 veya LPS gibi ligandlar
ile uyarilmasi sonucunda IkB proteinleri, inhibitor kappa B kinaz (IKK) enzimi
araciligryla fosforillenir. NF-xB ile IxkB molekiiliiniin birbirinden ayrilmasi IkB’nin
ubikitinlenerek proteozomlar araciligiyla degregasyonuna neden olur ve serbest NF-kB

molekiilii ¢ekirdege girerek DNA’ya baglanir (Sen ve ark., 2017). TLR ligandlarinin,
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MAPK ve NF-xB yolagiyla dogustan gelen bagisiklik tepkisini aktive ettigi
bilinmektedir (Sekil 2.12) (Iliev, Hansen, Jorgensen, Krasnov & Jergensen, 2013).
Yapilan c¢alismalarda Myd88 ve TIRAP knockdown farelerde LPS ile indiiklenen
sitokin tiretimi tamamen durmustur ve NF-kxB ve MAPK kaskadlariin aktivasyonunun
geg evrede bagladig1 goriilmiistiir (Yamamoto ve ark., 2002).

PAMP / DAMP
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Sekil 2.12. Myd88 bagimli TLR sinyal yolag1 (Lim & Staudt, 2013)

2.3.4. TLR4’iin Endojen Ligandlar

Doku yaralanmalarinda hasarli veya nekrotik hiicrelerden salinan DAMP’lar
TLR4 reseptoriiniin endojen ligandlaridir (Tablo 2.4). DAMP molekiiler ailesinin ilk
taninmus tiyelerinden olan yiiksek mobilite grup-1 proteini (HMGB-1), insanda HMGB-
1 geni tarafindan kodlanir ve 13.kromozomun q kolunda yer alir. (Ferrari, Finelli,
Rocchi, & Bianchi, 1996 ; Yang, Wang, Chavan, & Andersson, 2015). Hiicrede normal
sartlar altinda inflamasyon 6zelligi olmayan HMGB-1 replikasyon, genom stabilitesinin
korunmasi, rekombinasyon, DNA onarimi ve transkripsiyonel aktivasyonu saglayan bir
proteindir (Tang ve ark., 2011). Hasar durumunda ise HMGB-1 nekrotik ve hasarli
hiicrelerden kolayca salinir, inflamasyon i¢in TLR2, TLR4 ve RACE (ileri
glikozillenmis son iirlin reseptorii) gibi reseptorlerle birleserek sinyal gorevi goriir.

Sepsis durumunda inflamasyonun ge¢ mediatoriiyken, lokal organ hasarinda erken
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mediator olarak gorev yapmaktadir. Kendisinin proinflamatuar yetenegi olmamasina
ragmen, HMGB-1"in knockdown yapilmas1 sonucunda nekrotik hiicrelerin inflamasyon
yetenegi olduk¢a azalmistir. Ciinkii HMGB-1 molekiiliiniin nekrotik hiicrelerden
salimimi, komsu hiicrelere 6liim sinyalini gostermekteydi ve gerekli proinflamatuar
sitokinlerin ekspresyonunu ve salimimini tetikliyordu. Anti-HMGBL1 antikoru verilerek
yapilan deney sonucunda da MAP kinaz fosforilasyonunda ve proinflamatuar sitokin
ekspresyonunda azalma olmustur (Scaffidi, Misteli, & Bianchi, 2002 ; Tsung ve ark.,
2005 ; Q. Chen, Guan, Zuo, Wang, & Yin, 2016).

S100 proteini aktif fagositler tarafindan salinan, TLR4’iin endojen bir ligandi
olan DAMP’lardandir. Yapilan ¢alismalar sonucu S100 proteinini kodlayan genlerin
bloke olmas1 LPS’ye yanit1 zayiflatmis ve daha sonra hiicre disindan eklenen S100 ile
de zayif LPS yanit1 telafi edilmistir (Vogl ve ark., 2007). S100 proteinin iiyelerinden
olan S100A9’un knockdown yapilmasi sonucunda NF-«B faktorlerinden olan p50-
p65°in TNF-a promotdriine daha az baglandig1 ve bunun sonucunda da S100 proteininin
transkripsiyonel regiilasyonda olduk¢a Onemli oldugu goriilmiistiir. Daha ileri
calismalar ile de LPS ile S100A8’in MyD88'in sitozolden TLR4 reseptor kompleksine
translokasyonu ve IRAK komplekslerinin yani sira ERK, p38 MAPK ve PKC'nin
aktivasyonu dahil olmak iizere 6zdes sinyal iletim yollarini indiikledigini ortaya koydu.
S100A8'in bir TLR4-MD2 kompleksine dogrudan baglanmasi embriyonik bdbrek
hiicrelerinde NF-KB-bagimli gen ekspresyonunu uyarmustir (Tsan & Gao, 2007).
Yapilan caligmalarda S100A ailesinden olan S100A4 proteininin meme kanseri
hiicrelerinin metastazint uyardig1 ve yiiksek ekspresyonunun kotii prognoz ile iliskili
oldugu tespit edilmistir (Cabezon ve ark., 2007).

TLR4’in endojen ligandlarindan olan 1s1 soku proteinleri (HSP60-HSP70)
saperon olarak gorev goriir ve proteinlerin katlanmasina, yanlis katlanmis proteinlerin
diizenlenmesine yardimci olur. Ayni zamanda 1s1 stresine karsi proteinleri korumakla da
gorevlidir (Reading ve ark., 1989). Bunun yaninda stresli ve hasarli hiicrelerin tehlike
sinyali olarak da tanimlanmistir. Endotel hiicreler, diiz kas hiicreleri ve makrofajlarda
giicli proinflamatuar yanit olusturabilmektedir. Insan HSP60 TNF-a, IL-6 gibi
sitokinlere ek olarak [IL-12 ve IL-15 gen ekspresyonunu indiikleyerek TH1
farklilasmasina bagli doku inflamasyonunun baslatilmasi ve siirdiirtilmesinde rol aldig1
tespit edilmistir. HSP60, hasarli hiicrelerin ve hiicreye giren mikrobiyal patojenlerin
dogal bagisiklik hiicrelerini TLR4 reseptoriine baglanip proinflamatuar sitokin iiretimini

tetikleyerek yaptig1 bilinmektedir. Insan HSP60’1n ayrica makrofajlarda dogrudan NO
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tiretimini tetikledigi yapilan ¢alismalar sonucunda tespit edilmistir (W. Chen, Syldath,
Bellmann, Burkart, & Kolb, 1999 ; Ohashi, Burkart, Flohé, & Kolb, 2000).

Viicudumuzdaki bircok ekstraseliiler matrikste bulunan ve glikoprotein
ailesinden olan Tenascin C, insanda 9.kromozomun g kolundaki TN-C geni tarafindan
kodlanir. Hiicre seklini, go¢iinii ve biliylimesini etkiledigi  bilinmektedir.
Embriyogenezde 6zellikle noral gelisimde yiiksek seviyede, organogenezdeyse daha az
eksprese olur. Gelismis organlarda eksprese olmazlar ancak inflamasyon veya timor
olusumu gibi patolojik kosullar altinda tekrar ortaya ¢ikar (Gulcher ve ark., 1991 ; Jones
& Jones, 2000 ; Chiquet-Ehrismann & Chiquet, 2003). Romatoid artritli bireylerde
yapilan ¢alismaya gore eklemlerde yiiksek seviyede Tenascin C ekspresyonu
gozlemlenmistir. Sinoviyal fibroblastlardaki TLR4 reseptoriine baglanan Tenascin C,
Myd88 bagimli yolak araciligiyla IL-6 ekspresyonu, insan makrofajlarinda da TNF-a,
IL-6 ve IL-8 ekspresyonunu uyarmaktadir. Bununla birlikte LPS’de oldugu gibi TLR4
reseptoriine baglanmak icin MD-2 ve CD-14 gibi ara molekiillere ihtiyaci yoktur
(Midwood ve ark., 2009).

TLR4 reseptoriiniin bir baska endojen ligandi hyaliironik asit (HA), ekstraseliiler
matriksin (ECM) bir bilesenidir ve glikozaminoglikan ailesinin (GAG) bir iiyesidir.
Yara iyilesmesi, inflamasyon, hiicresel gog, hiicre ¢ogalmasi ve farklilasmasi gibi
olaylarda diizenleyici olarak gorev almaktadir. Enflamasyon durumunda HA
hyaliironidaz ve reaktif oksijen tiirleri (ROS) araciligiyla fragmentler halinde hiicre
zarindan disar1 salmir (Eldridge, Moldobaeva, & Wagner, 2011). Inflamatuar yaniti
baslatmak i¢cin Myd88 bagimli TLR4 sinyal yolagmma ve TLR2’ye ihtiyaglar1 vardir.
Reseptor-ligand iligkisi vasitasiyla NF-xB sinyal yolagini da aktiflestiren HA,
makrofajlardan kemokin iiretimini uyarmaktadirlar (Jiang ve ark., 2005). Bir diger ECM
bileseni olan Heparan siilfat (HS) ¢ogu hayvan dokusunun hiicre yiizeyinde de bulunur
ve hiicre gelisiminde, hiicre homeostazinin saglanmasinda ve birgok hastalik siirecinde
rol oynar (Lindahl & Li, 2009). Heparanaz-1 enzimi heparan siilfatin fragmentlere
ayrilmasimna neden olur ve plazmada heparanaz-1 (HPSE1)’in asir1 ekspresyonu
kanserle iliskilendirilmistir (Melo ve ark., 2015). Ayrica HPSE1’in aktivasyonu TLR4’e
bagli endotelyal LPS yanitin1 arttirirken, anti-inflamatuar ozellikteki Heparanaz-2
TLR4 reseptor kompleksine LPS baglanmasini inhibe eder (Kiyan ve ark., 2019).
HPSE’nin artmasiyla proinflamatuar sitokinler olan IL-6, IL-8 ve TNF-a’da artis olur
(Goodall, Poon, Phipps, & Hulett, 2014).
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Tablo 2.4. TLR4 Ligandlar1 (Guven & Can, 2012)
HSP60

HSP70

Hyaltironik Asit

Tenascin C

Heparan Siilfat

ENDOJEN LIGANDLAR B-defensin 2

Fibrinojen

S100 (S100A8/S100A9)

Okside LDL

HMGB-1

Akciger Surfaktan Protein A

Lipopolisakkaritler (LPS) / Lipit A

EKZOJEN LIGANDLAR

Viral Zarf Glikoproteinleri

Tiimor hiicreleri immun yikimindan kagmak i¢in bircok mekanizma ile immun
yanit dzelliklerini kendi lehine gevirecek sekilde islev goriir. Immiinsiipresif sitokin
salgilanmasi, antiapoptotik molekiil ekspresyonu, tiimoér antijeni ve MHCI
ekspresyonunu down regiile etmek gibi 6zellikleri mevcuttur. Yapilan ¢alismalarda
birgok kanser tiiriinde TLR4’{in yiiksek seviyede eksprese oldugu bilinmektedir. Kanser
hiicrelerindeki TLR4 sinyal yolagi bozulmamistir ancak immun ataklara karsi yanit
olusturabilecek NFKB, ERK, JNK, immun siipresor olarak iNOS, IL-6 ve antitiimor
etki yapan IL-12 ekspresyonlarina neden olmaktadirlar. Tiimor hiicrelerinde TLR4
sinyali immunosupresif faktorlerin salgilanmasina ek olarak apoptoz direncini de
arttirmaktadir (Oblak & Jerala, 2011). Insan pankreas kanseri dokusunda ise TLR2,
TLR4, TLR7 ve TLRY yiiksek seviyede eksprese olurken, normal pankreas dokusunda
ekspresyon gozlenmemistir (Rosenberg ve ark., 2011).

Insan MMP-9 geni 20q13.12 kromozomunda bulunur ve ekstraseliiler matriksi
yeniden bi¢imlendirmek igin proteolitik kesim yapar, spesifik olarak plazma
membraninda bulunan yiizey proteinlerini de ekstraseliller domaininden kestigi

bilinmektedir (Fiore, Fusco, Romero, & Stamenkovic, 2002). MMP9’un asir1
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ekspresyonu farkli malign tlimorlerde gozlenmistir. Tiimor invazyonu ve metastazinda
gorev yapan MMP9, NK aracili sitotoksisiteye karsi da direng saglamaktadir (Fiore ve
ark., 2002). PDAC’ta LPS ile indiiklenen TLR4 yolaginda NF-kB’nin aktive olmasi
sonucunda artan MMP ekspresyonunun TAM’larla ilgili oldugu disiiniilmektedir.
Bunun nedeni M2 makrofajlarindan eksprese edilen IL-10’un EMT’ye aracilik
etmesidir (Vaz & Andersson, 2014). IL-16 NF-kxB’nin aktivasyonuyla yiiksek seviyede
eksprese olur ve MMP9 ekspresyonunu tetikleyerek kanser hiicrelerinin invazivligini
arttirtr. RNA interferans yontemiyle MMP9 hedeflenerek LPS kaynakli invaziv
yetenekte azalma gozlenmistir (lkebe ve ark., 2009). 2016 yilinda Sindhu ve
arkadaslarinin monosit hiicrelerde anti-TLR4 antikoru kullanarak yaptiklar1 ¢aligmada,
antikorun MMP9 genini 6nemli Ol¢iide inhibe ettigi goriilmiistiir. Aymi sekilde
Myd88’in eksikligi de MMP9’un {iretimini azaltmigtir (Sindhu, Al-Roub, Koshy,
Thomas, & Ahmad, 2016).

2.3.5. TLR4 Inhibitorleri

TLR4’{in inhibisyonu tiimor olusumu ve gelisimini engellemektedir. Yapilan
calismalarda TLR4 -/- farelerde tiimoriin biiylimesi daha yavas olmustur (Vaz &
Andersson, 2014). Omegin pankreas kanserinde TLR4 yolaginin aktivasyonuyla
NFKB’nin IL-1 ekspresyonunu tetiklemesi, MMP9’un salinmasini bunun sonucunda
da invaziv dzelligin artmasina sebep olmustur. Ozellikle LPS ile aktive olan TLR4’{in
artan invazivligi, siRNA araciligiyla TLR4 veya Myd88 gen iiriinleri hedeflenerek
azalmistir (Ikebe ve ark., 2009).

TAK-242 (Resatorvid) molekiili TLR4’tin hiicre i¢i domainine baglanarak
TLR4 ile adaptor proteinler arasindaki protein-protein etkilesimlerine miidahale eder
(Matsunaga, Tsuchimori, Matsumoto, & li, 2011). TAK-242 tedavisinden sonra hem
p38 MAP kinazin hem de NF-xB'nin p65 alt biriminde fosforilasyon olaylari 6nemli
6l¢iide inhibe edilmistir (Daniel E Shumer, Natalie J Nokoff, 2017).

Paclitaxel antineoplastik bir ajandir ve mikrotiibiil stabilizasyonunu
indiikleyerek hiicre dongiisiinii  durdurur. Timor hiicrelerinin hiicre dongiislini
durdururken zamanda antitimér immuniteyi de arttirmaktadir. Paclitaxel verilen
hiicrelerde M1 belirteglerinde (TNF-o, 1L12, nitrat) artis goriilmiis, yapilan ¢aligmalar
sonucunda da TLR4 yoluyla makrofajlar1 M1 profiline yonlendirdigi ve NF-kB’nin de
aktivasyonunu bloke ettigi tespit edilmistir (Wanderley ve ark., 2018).
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TLR4 sinyallesmesinde LPS, CD14 tarafindan MD2 molekiiliine aktarilir ve bu
sekilde hem MD2-TLR4 heterodimerizasyonu hem de TLR4 ciftleri arasinda
homodimerizasyon ger¢eklesmektedir. Bir opinoid olan naloxone ise LPS ile TLR4’iin
birlesmesini engellemek icin MD2 molekiiliine baglanmaktadir. Bu sekilde TLR4’
diizenleyerek LPS ile aktivasyonu sonucu olusan NF-kB aktivasyonu ve IL-1, IL-6,
TNF-alfa gibi proinflamatuar sitokin ekspresyonunu da baskilamaktadir (Chin ve ark.,
2016 ; Chin ve ark., 2019).

2.4. immun Check-pointler

T lenfositlerine MHC’ler aracilifiyla antijeni sunan APC’ler (antijen sunan
hiicreler) viicuda giren antijeni yakalayarak parcalara ayirirlar. T hiicre reseptorlerinin
(TCR) MHC ile birlesmesiyle antijenlerin T hiicreleri tarafindan tanmmalarini
saglamaktadirlar. Ancak T hiicre yanitinin baslamasi i¢in ayni zamanda es uyaran
denilen B7-1 (CD80) ve B7-2 (CD86) proteinlerinin APC’lerde ekspresyonunun olmasi
sarttir. MHC-TCR birlesmesine ek olarak tiim T hiicrelerinde eksprese olan CD28
reseptoril ile B7 ligand1 da baglandigi zaman T hiicre yaniti baslamis olur (Abbas ve
Lichtman, 2007). Bununla birlikte uyaricit sinyallerin yaninda uygunsuz T hiicre
aktivasyonunu oOnlemek i¢in PD-1, CTLA-4, LAG-3 ve VISTA gibi T hiicre
bagisikliginin negatif diizenleyicilerine ihtiyag vardir. Bu proteinler sayesinde immun
sistem, normal hiicrelere kars1 atak gostermez ve normal hiicreler neoplastik biiylime
gecirmeye basladiginda T hiicreleri bunlar algilayarak kars: atak yaparlar. Ancak timor
hiicreleri de bu immun check-point molekiillerini membranlarinda eksprese ederek
immun sistem hiicrelerinin saldirisindan korunmay1 basarirlar. Pankreas kanserinin ileri
evrelerinde CTLA-4, LAG-3, PD-1, VISTA gibi immun check-point genlerinin yiiksek
seviyede ekspresyon gosterdigi ve bunun da sagkalim ile ters orantili oldugu
bilinmektedir. Negatif diizenleyici inhibitorlerin blokesi veya aktivatorlerin arttirilmasi
ile timore karst yanmit giiclendirilebilir (Brunet ve ark., 1988 ; Gelao, Criscitiello,
Esposito, Goldhirsch, & Curigliano, 2014 ; Baran, 2018 ; Blando ve ark., 2019).

24.1.CTLA4

Immunoglobulin siiper ailesine ait olan CTLA-4 (sitotoksik T lenfosit iliskili
antijen-4) 223 amino asitlik protein kodlayan bir dizidir. Esas olarak efektor T
lenfositlerinde, naif T hiicrelerinde ve Treg yiizeyinde az miktarda eksprese edilir
(Brunet ve ark., 1988 ; Gelao, Criscitiello, Esposito, Goldhirsch, & Curigliano, 2014 ;
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Goodall ve ark., 2014 ; Baran, 2018 ). Normal sartlar altinda B7 molekiilii ile CD28
reseptorli baglanirken, CTLA-4 B7’ye baglanmak i¢cin CD28 ile rekabet haline girer ve
20 kat fazla afiniteyle B7’ye baglanir (Sekil 2.13). Bunun sonucunda ikinci sinyallesme
olan B7/CD28 gergeklesmedigi igin T hiicrelerinde anerjiye sebep olunur. B7 es
uyaranlar ile baglanti sonrasinda TCR sinyallerinin dogrudan inhibisyonu meydana gelir
ve azalan IL-2 ekspresyonu ile T hiicreleri i¢in immunsupressive etki yaratir (Linsley &
Ledbetter, 1993 ; Gelao, Criscitiello, Esposito, Goldhirsch, & Curigliano, 2014).
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Sekil 2.13: Aktif T hiicrelerinde bulunan CTLA-4 reseptoriiniin antijen sunan hiicrelerde (APC)
eksprese olan CD80 (B7-1) ve CD86 (B7-2) molekiilleri ile etkilesimi (Walker & Sansom, 2015)

2.4.2. PD-1/PD-L1

Efektor T hiicresi, B hiicresi ve miyeloid hiicrelerinde eksprese edilen
programlanmig O6liim reseptorii-1 (PD-1), neredeyse tiim insan hiicrelerinin yiizey
membraninda bulunan B7 gen ailesinin bir {iyesi olan PD-L1 (programlanmig 6lim
ligandi-1) ile etkilesim gosterir. T hiicrelerinin aktivasyonu ve inhibisyonu igin oldukga
onemli olan PD-1/PD-L1 yolu periferik T-lenfosit toleransinin korunmasinda ve
inflamasyonun diizenlenmesinde goérev alir (Sekil 2.14). PD-1/PD-L1 etkilesimi
sonucunda TCR aracili T hiicre proliferasyonu zayiflar, IL-2 ekspresyonu azalir, T
hiicrelerinde sitokin salimimi inhibe olur. Bu sinyal yolagi PD-1 hiicre &liimiini
dogrudan indiiklemez, ancak hiicre biiylime faktorlerini ve sagkalim sinyallerini azaltir.
Yapilan galismalarda PD-1 eksik farelerde graft-versus-host hastaligi (GvHD) adi
verilen otoimmun reaksiyonlar gergeklesmistir (Freeman ve ark., 2000 ; Latchman ve

ark., 2001 ; Schiitz ve ark., 2017). Kanser hiicreleri ise hiicre yiizeylerinde PD-L1
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ekspresyonunu arttirarak (sekill0) bagisiklik sistemini baskilamayi basarir. In-vivo
olarak PD-L1 tiimor olusumunu ve invazivligi arttirarak timor hiicrelerini spesifik CD8

+ T hiicrelerine daha az duyarl hale getirdigi gosterilmistir (Schiitz ve ark., 2017).

T Hiicre Reseptoru
Antijen
; |
L

ooy,

T Hiicresi Tumaor Hiicresi

PD-1
PD-L1

Sekil 2.14. Tiim6r hiicresinin yiizeyinde eksprese olan PD-L1 molekiiliiniin T hiicresindeki PD-1
reseptorii ile etkilesimi sonucu T hiicresinin baskilanarak tiimor hiicresine karst yanitsiz kalmasi
(https://www.smartpatients.com/targets/pd-1 ; Erisim tarihi: 06.05.2020)

2.4.3. LAG-3

lg siiper ailesinden olan 489 aminoasitten olusan lenfosit aktivasyon geni-3
(LAG-3) molekiilii, insanda 12.kromozomda CD4 genine yapisik sekilde yer alir ve
CD4 molekiilii ile homoloji gosteren bir immun check-pointtir (Abramo ve ark., 2012).
Efektor T hiicresi, NK hiicresi ve malign B hiicrelerinin bir kisminda eksprese olan
LAG-3 yiiksek afiniteyle MHC II'ye baglanarak immun cevabin diizenlenmesinde rol
oynar. LAG-3 ekspresyonu T hiicresi ve NK hiicresinin yani sira sekonder lenfoid
organlar tarafindan da siki bir sekilde diizenlenir (Bruniquel, Borie, Hannier, & Triebel,
1998). Timor mikrogevresinde bulunan T hiicrelerinde 6zellikle CD8+ T hiicrelerinde
yiiksek seviyede LAG-3 ekspresyonuyla immunosiipresif etki gozlenmektedir. PD-L1’i
yuksek seviyede eksprese eden tiimorlii dokularda LAG-3’iin ekspresyonu ile beraber

tiimoriin daha agresif oldugu tespit edilmistir (Keane ve ark., 2020)

24.4.VISTA

Insanda kromozom 10°da (10q22.12) bulunan gen tarafindan kodlanan ve 7
ekzona sahip olan T hiicre aktivasyonunun V-domain Ig baskilayicist (VISTA / VSIR /
B7H5) toplamda 311 aminoasite sahiptir. Bu tip 1 transmembran proteininin 136 amino
asitlik kismi tek bir ekstraseliiler 1g-V domainine, 97 amino asitlik kismiysa sitoplazmik
kuyruga aittir (Sekil 2.15). B7 ailesi tiyesi olan VISTA (B7H5), B7 proteininin

ektodomainlerinde ikinci bir 1g domainine sahip olmasindan dolayr ayn
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degerlendirilmistir. lg siiper ailesiyle olan homolojisinden dolayr VISTA’nin
ekstraseliiler domaini PD-L1 ile homoloji gosterir. Ancak VISTA’daki 1gV domaini
ilave 3 sistein daha igerir ve bundan dolay1 diger lg siiper ailesi iiyelerinden farklidir.
Baslangigta VISTA nin PD-L1 molekiiliine benzerliginden dolayi reseptdriiniin de PD-1
olabilecegi diislinlilmiistiir. Ancak daha sonradan yapilan c¢aligmalarla birlikte
VISTA’nin reseptoriiniin kendine 6zgii oldugu goriilmiistir (Wang ve ark., 2011,
Ceeraz, Nowak, & Noelle, 2013).

Ekstraseliiler domain Ig-V

Sap boélgesi {
.............}j.'..... @ ........Q..........‘

Transmembran domain
2000000000000 QO0OOROROGOGS

Sitoplazmik domain —-I:

Sekil 2.15. VISTA’ nin yapis1 ve sitoplazmik kuyrugunda yer alan korunmus SH2, SH3 ve PKC
(protein kinaz C) baglayict motifler (Huang ve ark., 2020)

Normal fizyolojide VISTA, efektor immun hiicrelerini negatif olarak
diizenleyerek Ornegin T hiicrelerini baskilayarak bir immun yanit esnasinda kendi
antijenlerine kars1 zararli bir immiin saldirisin1 6nlemektedir (Nowak ve ark., 2017).

Cogu insan kanserinde ve murin modelinde TME’deki bagisiklik hiicrelerinde
eksprese edilen VISTA, 6zellikle CT26 kolon kanserinde, B16 melanomada, kolerektal
kanserde ve pankreas duktal adenokarsinomada (PDAC) kétii prognoz ile iliskilidir
(Yuan, Tatineni, Mahoney, & Freeman, 2021). Yiiksek seviyede antijen sunan
hiicrelerde (APC), 6zellikle kanser ve enfeksiyon durumunda artan ve immunsupresor
olan MDSC’de (miyeloid kokenli baskilayict hiicreler), CD4+ T hiicrelerinde ve Treg
hiicrelerinde eksprese olmaktadir (Sekil 2.16). B hiicrelerinde VISTA ekspresyonuna
rastlanmazken, CD8* T hiicresi ve NK hiicrelerinde daha az seviyede eksprese
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edilmektedir. Farelerde tiimér infiltre eden l6kositler tizerinde yiiksek oranda eksprese
edilen ve hem ligand hem reseptor olan VISTA, tiimor modellerinde anti-timor etkiyi
baskilamaktadir. Erken TCR aktivasyonunu baskilayarak CD4+ T hiicresi yanitin
negatif diizenlerken, apoptoza karsi etkisi minimum seviyededir. APC’lerde eksprese
olan VISTA, CD4+ ve CD8+ T hiicre proliferasyonunu ve sitokin tiretimini dogrudan
baskilayarak immunsupresor gorevi gormektedir. T hiicrelerinin hayatta kalmast,
biiyiimesi i¢in son derece 6nemli olan IL-2 sitokininin ekspresyonunu azalttigi da tespit
edilmistir. VISTA ekspresyonunu korumak veya diizenlemek i¢in lenfoid dokularda
mikrogevrenin rolii biiyiiktiir. Yapilan bir c¢alismayla birlikte VISTA’nin timor
hiicreleri tizerindeki ekspresyonunun MMP yolunu tetikleyerek tiimor biiyiimesine katki
sagladig1 gorilmistir (Price, 2008 ; Wang ve ark., 2011 ; Ceeraz, Nowak, & Noelle,
2013 ; Nowak ve ark., 2017 ; Gabrilovich, 2018).

B7-1 ANTIJEN
MHCII SUNAN
HUCRE

TUMOR
HUCRESI

VISTA

TUMORLE iLiSKiLi
MAKRAFAJ

Sekil 2.16. VISTA molekiiliiniin hiicreler lizerindeki ekspresyonu (Mahoney, 2019)

Son zamanlarda VISTA’nin ligandi oldugu disiiniilen B7 ailesinden VSIG-3
molekiilii kolerektal kanser, hepatoseliiler karsinom ve mide kanserinde yiiksek
seviyede eksprese olmaktadir. VISTA/VSIG-3 etkilesimi aktive olmus T hiicrelerinde
ko-inhibitor fonksiyon gosterir. VSIG-3 T hiicrelerinde ve periferal kan mononiiklear
hiicrelerinde (PBMC) sitokin ve kemokin salimimini baskilayarak, proliferasyonu
engeller (Sekil 2.17). VISTA/VSIG-3 blokasyonu ile yeni bir kanser immunoterapi
stratejisi gelistirilmistir. Ancak yine de VSIG-3’lin tam olarak biyolojik fonksiyonu
bilinmemektedir (J. Wang ve ark., 2019).
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Sekil 2.17. VISTA/VSIG-3 etkilesiminin T hiicreleri tizerinde ko-inhibitor gorev gorerek sitokin
ve kemokin ekspresyonunu ve salinimini baskilamasi (Wang ve ark., 2019).

P-selektin glikoprotein ligandi-1 (PSGL-1) T hiicreleri ve daha birgok
hematopoietik hiicreler tarafindan eksprese olan adezyon molekiiliidiir. Naif T hiicreleri,
bellek T hiicreleri ve efektor T hiicrelerinin inflamasyonlu dokuya gogiinde, endotelyal
hiicreler ve trombositlere tutunmasinda P-selektin gibi molekiiller olduk¢a 6nemlidir
(Tinoco, Otero, Takahashi, & Bradley, 2017 ; Johnston ve ark., 2019). Antijen
stimiilasyonu sirasinda PSGL-1 ekspresyonu sonucu hiicrelere baglanmasiyla, T hiicresi
reseptOr sinyallerini azaltarak hiicre sagligi ve fonksiyonunu bozmaktadir. Ayrica hiicre
yiizeyinde VISTA gibi inhibitér reseptdr ekspresyonunu da arttirmaktadir. Giincel
calismalarla beraber PSGL-1 eksikliginde aktif T hiicrelerinde efektor sitokin iiretiminin
arttigi tespit edilmistir. Viral enfeksiyon ve melonoma tiimér modellerinde de PSGL-1
molekiiliiniin T hiicrelerinin tiikkenmesini destekledigi gozlemlenmistir (Tinoco ve ark.,
2017) (Sekil 2.18). VISTA asidik tiiméorli ve iltihapli boélgelerde immunsupresor
olabilmek i¢in pH segiciligini kullanarak PSGL-1 ile etkilesim kurmaktadir ve T
hiicrelerinin sitokin salinimini engelleyerek T hiicre aktivasyonunu baskilamaktadir.
Yapilan galismalarda PSGL-1 geninin silinmesi T hiicrelerine VISTA baglanmasini

onemli Ol¢iide azaltmistir (Johnston ve ark., 2019)
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Sekil 2.18. T hiicrelerinde eksprese olan PSGL-1 ligandinin antijen sunan hiicrelerde eksprese
olan VISTA molekiilii ile etkilesimi sonucu T hiicre yanitinin baskilanmasi (Wang ve ark., 2020)
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infiltre  olmaktadir. Kanserle iligkili VISTA’nin, pankreas kanserinde M2
makrofajlarindan olan CD68+ makrofajlarinda da yiiksek seviyede eksprese oldugu
tespit edilmistir. TME’de stromal bolgede bulunan CD68+ makrofajlar1 anjiogenez,
timor biiylimesi ve metastazi tetikleyerek sagkalimi azaltici bir etki yapmaktadir
(Blando ve ark., 2019 ; Mohamed ve ark., 2020).

VISTA molekiiliiniin immunosupresor etkisini ortadan kaldirarak, kanserin
gelisimini ve invazyonu engellemek amaciyla anti-VISTA antikor terapisi iizerine
birgok ¢alisma yapilmaktadir (Sekil 2.19). 2014 yilinda LeMercier ve arkadaslarinin
yaptig1 calismaya gore VISTA monoklonal antikorlar kullanilarak tiimoér mikrogevresi
degistirilmigtir. Bunun sonucunda timor igine sizan CD8+ T hiicresinin efektor
fonksiyonu ve proliferasyonu artmistir. IFN-y ve granzim B gibi efektor molekiil
tiretimi de artarak timor gelisimi engellenmis ve sagkalim da artmistir. Ayrica 2019
yilinda Mulati ve arkadaslarinin yumurtalik ve endometriyal kanser tiirlerinde yaptigi
calismalar ile de  VISTA’nin shRNA ile hedeflenmesi sonucunda IFN-y’nin up regiile
oldugu ve T hiicre yanitinin arttigi tespit edilmistir (Le Mercier ve ark., 2014 ; Mulati
ve ark., 2019).

PD-L1 yerine VISTA'min bloke edilmesi, tiimdr infiltran lenfositlerin sitokin
tiretimini inhibe etmektedir. Bu nedenle, PD-L1 ve VISTA, pankreas kanserinde
antitimor T hiicresi yanitlarini baskilayabilen inhibitér yollarini tetiklemektedir (Huang
ve ark., 2020)
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Sekil 2.19. Kanserli hiicrelere Anti-VISTA Mab verildiginde 6zellikle APC’lerde eksprese olan
VISTA’nin T hiicreleri {izerindeki baskilayici etkisi kalkar ve bunun sonucunda da timoér hiicrelerine
kars1 sitokin tiretimi ve salinimu gergeklesir ( https://www.invivogen.com/anti-hvista ; Erisim tarihi:
12.02.2020)
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2.5. RNA Interferans

RNA interferans okaryotlarda korunmus, gen ekspresyonunu baskilamak veya
susturmak igin kullanilan basit ve hizli post transkripsiyonel bir yéntemdir. RNA’nin
komplementer mRNA'ya baglanarak degrege olmasini saglayan 21-24 niikleotit
uzunlugundaki kisa dsRNA’lara denir (Giraud ve ark., 2003). Mantarlar, bitkiler ve
hayvanlar dahil olmak iizere bir ¢ok Okaryotik organizmada transpozon, transgen ve
virlislere karsi olusmus korunmus bir mekanizmadir (Vargason, Szittya, Burgyan, &
Tanaka Hall, 2003). Boceklerde ve bitkilerde viral enfeksiyonu tahrip etmek igin uzun
dsRNA’lar siRNA’ya doniisiirken, memelilerde viral enfeksiyona karsi savasmak icin
RNAi’nin boyle bir mekanizmasinin olup olmadigi bilinmemektedir (Pawlowski,
Grelon, & Armstrong, 2013).

Antosiyaninler, 6zellikle ¢igekli bitkilerde tag yapragin renklenmesinden biiyiik
Olgiide sorumlu fenilpropanoid yolagindan tiiretilen flavonoid bilesikleridir. Kalkon
sentaz (CHS) ise flavonoid biyosentezinde yer alan ¢ok 6nemli bir enzimdir. Napoli ve
arkadaslar1 daha yogun mor renkli petunyalar elde etmek ic¢in giiclii bir promotorla
flavonoid biyosentezinde yer alan kalkon sentaz (CHS) enzimini asir1 eksprese ettirerek
antosiyaninin biyosentezinde simirlayici olup olmadigini tespit etmek igin petunya
bitkisine Agrobacterium Tumefaciens vektorii ile CHS geni eklemislerdir. Deneyin
sonucunda eklenen CHS trans geninin, CHS gen ekspresyonunu inhibe ederek
antosiyanin biyosentezini engelledigi goriilmiistir. Hem vektor araligiyla verilen
transgenin hem de endojen genin ekspresyon seviyesinde anlamli bir diisiis tespit
edilmis ve bu olaya “esbaskinlik (kosupresyon)” ismi verilmistir (Napoli, Lemieux, &
Jorgensen, 1990) (Sekil 2.20).

Sekil 2.20. Antisens etki gosteren CHS geninin petunya bitkisinde gdstermis oldugu fenotip
(Napoli ve ark., 1990)
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1995 yilinda Guo ve Kempheus, Caenorhabditis Elegans’ta PAR-1 geninin
ekspresyonunun antisens RNA tarafindan diisiiriilmesi hedeflenmis ancak sense RNA
kontroliinde de benzer gen ekspresyonlarinda diisiis gézlemlenmistir. Bunun sonucunda
hem sense hem de antisense RNA’nin gen ifadesini baskilamada etkili oldugu tespit
edilmistir. Napoli ve arkadaslar1 1996 yilinda petunya bitkisi tlizerinde yaptiklart
calismalar sonucunda hem transkript seviyesinde promotorde gergeklesecek
metilasyonlar ile hem de transgenlerle post-transkripsiyon seviyesinde gen
susturmasinin olabilecegini 6ngérmiislerdir (Jorgensen, Cluster, English, Que, &
Napoli, 1996 ; Singh ve ark., 2016).

Fire ve Mello 1998 yilinda C.Elegans erken embriyosunda bol miktarda bulunan
kas gelisiminden sorumlu Mex-3 geni icin dsRNA ekleyerek gen ekspresyonunu tespit
etmek istemislerdir. Sense ve antisense RNA’y1 bir karisim halinde dSRNA olarak
C.Elegans’a verilmis ve kontrol olarak kullandiklari tek sarmalli RNA’nin etkisine
kiyasla dsRNA verildiginde daha etkili ve spesifik bir sekilde hedef geni post
transkripsiyonel seviyede susturmayi (PTGS) basarmiglardir (Sekil 2.21). Bunu RNA
interferans veya RNA. olarak adlandirmislardir (Fire, Mello ve ark., 1998).
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Sekil 2.21. RNA interferansin C.elegans’taki Mex-3 gen ekspresyonu tizerindeki etkileri a.RNA
enjekte edilmemis embriyo b.Antisens RNA enjekte edilmis embriyo c.dsRNA enjekte edilmis embriyo

2001 yilinda Elbashir ve arkadaglar1 farkli memeli hiicrelerinde dsRNA’larn bir
RNase III yardimiyla kesilerek 21-23 niikleotit uzunlugunda siRNA ile gen susturmasi
yapabilecegini tespit etmislerdir. RNAi’nin dogal fonksiyonu ve es baskilamasi genomu
virlis ve transpozon gibi genetik elementlerin invazyonundan korumaktir. Ayrica
30nt’lik kisa dsRNA’lar etkin bir sekilde islenerek 21-23nt’lik RNA (siRNA) elde
edilir. Sentetik siRNA’larin 3°OH ucunda 2-3 niikleotitlik fazlalikla, sekansa 6zgii
mRNA bozunmasi i¢in kilavuz olarak da hareket ettikleri gézlenmistir. Ayrica 21-23 nt
uzunlugundaki siRNA’lar hiicrede istenmeyen aktivasyonu da onlemektedir (Elbashir,
Lendeckel, & Tuschl, 2001). siRNA'nin ideal boyutu i¢in gesitli ¢alismalar yapilmis ve
19 niikleotitle de 21-29 niikleotitle de basarili sonuglar elde edilmistir. Ancak kisa

siRNA’lar spesifik olmayan bir baglanmaya neden olabilirken, uzun siRNA’lar
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memelilerde immun yanit1 tetikledigi icin daha kisa siRNA tercih edilmektedir (Fakhr
ve ark., 2016). Kilavuz zincir “antisense zincir” ile, yolcu zincir ise “sense zincir” ile es

anlamidir (Pawlowski ve ark., 2013).

2.5.1. RNA Interferans Mekanizmasi

Gen susturma mekanizmasi transkripsiyonel gen susturmasi (TGS) veya post
transkripsiyonel gen susturmasi (PTGS) olarak gerceklesebilir. TGS genelde promotor
veya enhansir bolgelerinin etkinligini DNA seviyesinde genlerin metilasyon durumunu
degistirerek veya TALEN’leri (transkripsiyon aktivator benzeri efektor niikleaz)
degistirerek genlerin DNA seviyesinde hedeflenmesini saglamaktadir (H. Kim & Kim,
2014).

PTGS mekanizmasi1 olarak bilinen RNAI, hem 21-23 niikleotit uzunlugunda
dsRNA’dan meydana gelen siRNA’y1 hem de 22 niikleotid uzunluga sahip miRNA
(micro RNA)’y1 igermektedir (Zhao & Srivastava, 2007).

mMiRNA ve Biyogenezi

Gen ekspresyonunun diizenlenmesinde yer alan ve yiiksek oranda korunmus
miRNA'lar, Caenorhabditis elegans'ta kesfedilmistir. Insanlar dahil ¢ogu okaryotta
bulunmaktadirlar. Simdiye kadar, sirasiyla insanlarda ve farelerde 1800 ve 1100'den
fazla miRNA geni tespit edilmistir. Sekans tamamlayiciligi yoluyla ¢ok sayida hedef
MRNA'ya baglanarak hedef RNA'lar1 baskilamaktadirlar ve bu sekilde gesitli tiirlerde
gen ekspresyonunun transkripsiyon sonrasi diizenlemesine aracilik etmektedirler
(MacFarlane & R. Murphy, 2010 ; Matsuyama & Suzuki, 2020).

miRNA  biyogenezinde birden ¢ok adim vardir: mMIRNA genlerinin
transkripsiyonu, DROSHA ile niiklear isleme, niikleo-sitoplazmik gec¢is, DICER
tarafindan sitoplazmik islenme ve AGO proteinleri ile RISC kompleksi olusumu (Sekil
2.22).
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Sekil 2.22. miRNA biyogenezi (Matsuyama & Suzuki, 2020)

Kanonikal miRNA biyogenezi, RNA II polimerazin pri-miRNA olusturmasi ile
baslamaktadir. Pri-miRNA’lar c¢ekirdekteki RNase III igeren Drosha kompleksi
tarafindan pre-miRNA’lara islenmektedir. Exportin-5 (XPO5) ile sitoplazmaya aktarilan
pre-miRNA’lar sitoplazmada RNase III iceren DICER tarafindan islenerek 21-24 nt
mMIiRNA dupleksini olusturmaktadir. miRNA dupleksi RISC kompleksini olusturmak
igcin HSP70/HSP90 saperon mekanizmasi ile AGO proteinine yiiklenir. miRNA
dupleksinden yolcu iplik ayrilirken RISC kompleksi kilavuz iplik ile olusturulur. AGO-
miRNA kompleksi genellikle hedef mRNA’larin 3’UTR bolgesine sekansa spesifik bir
sekilde baglanarak translasyonu baskilamaktadir (Matsuyama & Suzuki, 2020) (Sekil
2.24).

siRNA

PTGS mekanizmas1 mayalarda ve bitkilerde heterokromotin olusumunu
diizenleyerek genom stabilitesini korurken mantar, bitki ve hayvanlarda dsRNA’nin
siRNA olarak islenmesini saglamaktadir (Vargason ve ark., 2003).

Kilavuz iplik

Diniikleotit cikint1
5! 3
i il y
L )
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Sekil 2.23. siRNA’nin sematik goriintiisii (Erigim tarihi: 26.04.2021
https://geneticeducation.co.in/sirna-small-interfering-rna-structure-and-function/)
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Memeli hiicrelerinde siRNA’lar, ekzojen kaynakli ¢ift sarmalli RNA nin RNase
I1l enzim ailesinden olan DICER tarafindan endoniikleolitik isleme yoluyla
iretilmektedir. 21-23 niikleotitlik siRNA fragmentlerine kesilmektedirler (Sekil 2.23).
DICER enzimi ile 3°0OH ucunda dintikleotitlik bir ¢ikinti olusturulan siRNA’lar, bu
cikintilar sayesinde RISC ile entegrasyon ve hedef RNA’daki kesim alanlarini
tanimlayabilmektedirler. RISC ‘in bir bileseni olan argonat-2 (AGO-2) proteini SIRNA
dubleksini ¢ozerek kilavuz iplik ile hedef mRNA ile birlesmeye hazir hale getirir.
mRNA’nin kodlanmayan 3°’UTR bdlgesine RISC kompleksi baglandiginda AGO
yardimiyla translasyon baskilanmasi gerceklesirken, RISC kompleksinde yer alan
siRNA hedef mRNA’nin kodlanan sekansiyla (CDS) %100 komplementer olarak
birlestiginde AGO-2 endoniikleaz aktivitesi ile hedef mRNA'min degrege olmasina
neden olarak PTGS saglanir (Elbashir ve ark., 2001 ; Divan ve Royds ,2013 ; Singh ve
ark., 2016 ; Fakhr, Zare, & Teimoori-Toolabi, 2016) (Sekil 2.24).

shRNA pre-miRNA
3 mmmTm 3 T m
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Sekil 2.24. siRNA ve miRNA’nin islenmesi sonucu gen susturmalari
(Seok, Lee, Jang, & Chi, 2018)
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2.5.2. siRNA Mekanizmasinda Gorevli Bilesenler

DICER

DICER Drosophila’da kesfedilmis, ATP bagimli RNase III smifina ait bir
enzimdir ve uzun dsRNA’nin 21-23 niikleotit uzunlugunda 3’ ucunda diniikleotitlik
cikinti kalacak sekilde kesilmesini saglamaktadir. Bu niikleaz evrimsel olarak
solucanlarda, mantarlarda, sineklerde, bitkilerde ve memelilerde korunmustur. Enzim
helikaz, PAZ, RNaselll ve dsRBD domainlerine sahiptir. Helikaz domaini siRNA’nin
zincirinin agilmasimi ve tek zincirin RISC kompleksine aktarimini, PAZ domainiyse
dsRNA’nin DICER enzimine baglanmasini saglamaktadir. Uzun dsRNA’nin kesilmesi
de RNase Il domainiyle gergeklesir (Watson et al., 2001).

HELIKAZ DUF PAZ RNase Il RNase IlI

Sekil 2.25. DICER enziminin dsRNA’dan siRNA yapmasini saglayacak domainleri ve RISC
kompleksinin siRNA olusumu i¢in gerekli olan alt birimi TRBP (Heyam, Lagos, & Plevin, 2015)

RISC (RNA ile indiiklenen susturma kompleksi)

Bir riboniikleoprotein kompleksi olan RISC, hedef mRNA’ya %100
komplementer baglanarak niikleaz aktivitesiyle ATP’den bagimsiz bir sekilde
parcalama islemi yapar. RISC kompleksine girebilmesi i¢in siRNA’nin 5’ucunun
endojen kinazlar tarafindan fosforlanmasi gerekmektedir. Kompleksteki molekiillerle
etkilesim kuran siRNA, kompleksi hedef mRNA’ya yonlendirerek bir sablon gibi
davrandigindan dolay1 RISC’in en 6nemli pargasi olarak kabul edilmistir. Tanimlanan
ilk RISC kompleksi bilesenlerinden Argonat molekiilii (AGO), C.elegans’ki RDE-1"in
memelilerdeki homologu olan AGO-2’dir (Giraud, Le Quéré, & da Cunha, 2003 ;
Pawlowski ve ark., 2013 ; Singh ve ark., 2016).
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ARGONAT

DICER

TRBP

Sekil 2.26. RISC kompleksinin bilesenleri (Heyam et al., 2015)

AGO2 PAZ, MID ve PIWI olmak iizere 3 fonksiyonel domainden olugmaktadir.
PIWI; RNase H aktivitesi ile yolcu ipligin ayrilmasini ve hedef mRNA’y1 kesme
islevine sahiptir. PAZ domaini ise siRNA’nin 3’diniikleotit bolgesini spesifik olarak
taninmaktadir ve siRNA’min 5 ‘fosfat grubu MID ile PIWI domainleri arasina
girmektedir. Aktif hale gelen SIRNA-RISC kompleksi komplementer mRNA ile
birleserek degrege etmektedir. Etkin bir sekilde kapatilan gen sayesinde protein
translasyon seviyesi de onemli 6lgiide azalmaktadir. mMRNA degregasyonundan sonra

RISC geri dontistiiriiliir (Gavrilov & Saltzman, 2012 ; Matsuyama & Suzuki, 2020).
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Sekil 2.27. Uzun dsRNA DICERI ve ona baglanan transaktivasyon cevap elemant RNA
baglayici protein (TRBP) araciligiyla kesilerek 3’ucunda 2-3 niikleotit fazlaligina sahip siRNA
olmaktadir. AGO-2 enziminin de gelmesiyle olusan RISC kompleksi, rehber ve yolcu zincirlerin
birbirinden ayrilmasini, rehber zincir ile de hedef mRNA’ya %100 komplementer seklinde baglanmay1
saglamaktadir. AGO-2 hedef mRNA’y1 keser, post-transkripsiyonel susturma ger¢eklesmektedir (Divan
ve Royds, 2013).

2.5.3. Memeli Hiicrelerinde Cesitli SIRNA Stratejileri

siRNA’lar hedef gen ekspresyonunu susturmak icin hiicredeki dogal olarak
olusan RNAIi yollarin1 kullanmaktadirlar. dsRNA’larin RNase III/DICER kesimi ile
hazirlanmas1 (Sekil. A), siRNA’larin dsRNA’lardan kimyasal olarak sentezlenmesi
(Sekil. B), rekombinant DICER enzimi kullanilarak dSRNA’lardan in vitro sekilde
siRNA sentezlenmesi (Sekil. C), ekspresyon plazmitleri kullanarak ¢ekirdekte shRNA
elde etmeye dayali yontem (Sekil. D) ve adenoviriis, retroviral viriis, lentiviral viriis gibi
viriis temelli vektor kullanarak SIRNA elde edilebilmektedir. Kimyasal olarak
sentezlenmis olan siRNA’lar lipofilik reaktifler kullanilarak hiicreye verimli bir sekilde

aktarilabilmektedir. Rekombinant DICER enzimi kullanarak ise kirpilmis siRNA,
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boyutlarina gore ayrilip, saflastirilip ve hiicrelere transfekte edildigi bilinmektedir (Kim,
2003).

A) Uzun dsRNA D) Plazmit temelli E) Viriis temelli
B) Sentetik siRNA shRNA vektorii shRNA vektorii
0 ) [ 4 7 e N \»‘«"
\ m‘ C) Kesilmis siRNA % . ) {‘-.;.::
/ l 2t

Y Mikroenicksivon / Transfeksivon Transfeksiyon Peiekuyon

pol lll promoter
Dicer P sense wem osuasTTTTT
/ spacer
{ 19-29nt 3-9nt 19-29 nt
siRNA |
|"
Dicer \
) - 3'U(1_5)5'.=_'—_OShRNA

Niikleus :
——— - Sitoplazma

Sekil 2.28. Memeli hiicrelerine verilen farkli SiIRNA stratejileri (Kim, 2003)

2.5.5. RNA Interferans Kullanim Alanlar

RNAI post transkripsiyonel seviyede ¢ok sayida hastaligin ve dogal siirecin
altinda yatan c¢esitli molekiiler yollar1 arastirmak i¢in umut verici bir aragtir. Bir¢ok
tiirde gen susturulmasi i¢in uygulanabilmektedir. Gen ekspresyon seviyesini diisiirmede
mantar, bakteri ve viriis gibi patojenlerin viriilansin1 azaltmak ve kanser gibi birgok
hastalikta farkli mRNA izoformlarini susturarak mevcut proteinlerin canlidaki roliinii
ogrenmek i¢in oldukca O6nemli bir teknik olarak kullanilmaktadir. C.elegans’ta ise
DICER enziminin islevini anlamak i¢in mutasyona ugratilmis ve ¢ok hiicreli
organizmalarda gelisim siirecinde RNAi’nin 6nemli bir rol oynadig: tespit edilmistir
(Singh ve ark., 2016 ; Fakhr ve ark., 2016)

Kanser baslangici, ilerlemesi ve metastazi mutasyona ugramis veya anormal
seviyede eksprese olan genlerle iliskilidir. Gen susturma, tiimor biiyiimesi inhibisyonu
ve onkogenlerin yiiksek seviyede ekspresyonu siRNA ile hedeflenebilmektedir (Wen &
Meng, 2014).

2.6. Arastirmanin Amaci
Timor kaynakli immun baskilanma, kanser immunoterapileri ig¢in biiylik bir

engeldir. Son zamanlarda immun check-point VISTA gibi B7 ailesi diizenleyici
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molekiillerin hedeflenmesi otoimmunite ve kanser gibi hastaliklarin tedavileri i¢in timit
verici bir yaklagim olmustur.

Pankreas kanserinde yiiksek seviyede eksprese olan TLR4, normal pankreas
hiicrelerinde ¢ok az veya hi¢ eksprese olmamaktadir. Yapilan bir¢cok c¢alisma
kemoterapiye direncin ve tiimor progresyonunun inhibisyonu i¢in TLR4’iin potansiyel
bir hedef oldugunu gostermektedir (Vaz & Andersson, 2014 ; C. Chen ve ark., 2018).

VSIR geni tarafindan kodlanan VISTA ve Toll-like reseptor 4 (TLR4) sinyal
yolaklarina bakildiginda her iki proteinin de NF-xB sinyal yolag: ile baglantili oldugu
goriilmiistiir (https://www.genecards.org, Erisim tarihi: 08.05.2021) Ancak pankreas

kanserinde VISTA ile TLR4 ekspresyonu arasindaki potansiyel baglantilar heniiz
kesfedilmemistir.

Literatiir bilgilerinden edinilen verilere dayanarak, insan pankreas kanseri
hastalarinda kotii prognoz, TLR4 ve negatif immun check-point VISTA’nin yiiksek
seviyedeki gen ekspresyonu ile iligkilendirilmistir. Calismamizda PANC-1 hiicre hattina
TLR4 antagonisti olan Naloxone ilacinin uygulanmasinin ve RNA interferans yontemi
ile VISTA nin susturulmasinin hiicre canlilig1 tizerindeki etkileri ve TLR4 sinyal yolagi

ile VISTA arasindaki potansiyel baglantilarin tespit edilmesi hedeflenmistir.


https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=VSIR#pathways_interactions
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Hiicre Kiiltiirii

Pankreas adenoduktal karsinoma kokenli PANC-1 hiicre hatt1 American Type
Culture Collection (ATCC)’ den temin edildi. PANC-1 hiicre hattinda TLR-4 ve VISTA
molekiillerinin yiiksek seviyede eksprese olmalarinin, tiimoriin agresif olmasina katki
sagladig diisiiniildiigiinden dolay1 bu hiicre hatt1 sec¢ilmistir.

PANC-1hiicre hattinin temel 6zellikleri Tablo 3.1°de gosterilmistir.

Tablo 3.1. Caligmada kullanilan PANC-1 pankreas kanseri hiicre hattinin 6zellikleri

PANC-1 Hiicre Hatti (ATCC ®CRL-1469)

Organizma Homo Sapiens

Doku Pankreas Kanali

Hastalik Pankreas Adenoduktal Karsinoma
Morfoloji Epitelyal

Cinsiyet Erkek

Yas 56

Biiyiime Ozelligi Adherent

Dondurulmus stok hiicreler oncelikle 37 °C’ lik su banyosunda hizli bir sekilde
eritildi. 15 ml’ lik falkon tiipe 10 ml medyum ilave edildikten sonra iizerine hiicre
soliisyonundan damla damla eklenerek 200 g’de 5 dakika santrifiij yapildi ve
coktiiriildii. Siipernatant kisim uzaklastirildi ve hiicre pelleti 1x Phosphate Buffered
Saline (PBS; Gibco®-Invitrogen, ABD) ile bir kez yikandi. Tekrar 200 g’de 5 dakika
santrifiij yapilarak ¢oktiiriildii. Pellet kismindaki PANC-1hiicreleri %10 fetal bovine
serum (FBS; Hyclone, US) ve %1 antibiyotikli (Penicillin-Streptomycin 1:1; Gibco®-
Invitrogen, ABD) 5 mI’lik DMEM High Glucose (Biowest, France) medyumunda, T25
kiiltiir flaskinda 37 °C’ de %5 CO2’ li etiivde yeterli doluluk oranina ulasincaya kadar
inkiibasyona birakilarak kiiltiire edildi ve doluluk oranina ulasan hiicreler yeni flasklara
pasajlandi. Hiicreler flaskin %60-80’ini kapladiktan sonra cell scraper ile kaldirildi.
Kaldirilan hiicrelere 200 g 5 dakika santrifiij yapildiktan sonra pellve ark.ndi,
stipernatant kismi atildi. Hiicre pelleti 1 ml medyum iginde ¢6zdiiriildii ve hiicre sayim
laminda (Thermo, ABD) hiicre yogunlugu hesaplandi. Daha sonra ¢alisilmasi i¢in

hiicrelerin bir kismi, 1 ml dondurma medyumu (%210 Dimetil Sulfoksit (DMSO;
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Applich em, Almanya), %70 DMEM, %20 FBS) igeren kriyo tiiplere alinarak -80 °C

dondurucuda stoklandi.

3.1.2. Hiicre Sayimm

I ml homojen hiicre siispansiyonundan 10 pl alinarak 1,5 ml’ lik ependorf tiipe
aktarildi ve tlizerine 10 ul %0,04 trypan blue boya soliisyonu eklenerek (diliisyon
faktorii:2) pipetaj yapildi. Boyanmis hiicre slispansiyonu 5 dakika oda 1sisinda bekletildi
ve hiicre saymm lamma 20 pl hiicre siispansiyonundan yiiklendi. Olii hiicreler mavi
boyayi igine almisken, mavi ile boyanmayan canli hiicreler invert mikroskop (Nikon,
Japan) altinda 100x biiyiitme ile 4 farkli bolgede sayilarak ortalamasi alindi. Canli, 6lii

ve toplam hiicre sayis1 asagidaki formiilde verildigi gibi hesaplandi.

1 ml’ deki hiicre sayis1 = Sayilan bolgelerdeki ortalama hiicre sayis1 x Diliisyon
faktorii x 10*

3.2. Naloxone Uygulamasi
Calismamizda TLR4 antagonisti olarak bilinen Naloxone Hameln Pharma Plus

(GmbH, Almanya) firmasindan satin alindi.

3.2.1. Canhlik Analizi

Naloxone ilacinin PANC-1hiicreleri iizerine sitotoksik etki yapip yapmadigini
anlamak i¢in MTT (Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide) testi yapildi. Bunun igin
24.,48. ve 72. Saatler icin 3 tane 96 well platelere her kuyucukta 5x10* hiicre olacak
sekilde hiicre ekimi yapild1 ve yaklasik 24 saat 37°C, %5 CO2 etlivde inkiibe edildi.
Siirenin sonunda eski medyumlar uzaklastirildi. 7 tekrar ve 2 kontrol grubu olmak iizere
25 uM, 50 uM, 100 uM, 125 uM,150 uM, 175 uM, 200 uM, 250 uM ve 400 uM dozda
200 pul Naloxone ile karistirilmis medyum verildi (Sekil 3.1). ilacin verilmesinden sonra
24., 48. ve 72. saatlerde kuyucuklardan ilaghh medyumlar uzaklastirildi ve her kuyucuk
igcin 20 ul 5 mg/ml Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide (MTT; AppliChem, Almanya,
#5P011404) soliisyonu eklendi. 3 saat 37°C, %5 CO2 etiivde inkiibe edildi. MTT
dokiildii ve 200 ul DMSO eklenerek 15 dakika karanlik bir ortamda inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasinda mikroplate spektrofotometre cihazinda (Thermo Scientific™
Multiskan™ GO, ABD) 575 nm dalga boyunda absorbansit oOlcildi. Farkl
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konsantrasyonlarda verilmis olan Naloxone’nun 24., 48. ve 72. saatlerindeki gruplar

arasi farkliliklar istatistiksel olarak analiz edildi.
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Sekil 3.1. ilag etkinliginin belirlenebilmesi i¢in yapilan MTT uygulamasinin 96 well plate
tizerindeki deney diizenegi

3.2.2. RNA Izolasyonu ve izole Edilen RNA’nin Olgiimii
PANC-1 insan pankreas kanseri hiicreleri ve saglikli hiicre hattt olan HUVEC,

T-75 flasklarina her flaskta 7x10°¢ hiicre olacak sekilde ekildi.

Tablo 3.2. T-75 flasklarina ekilen hiicreler

1 numaral flask HUVEC-Doz
2 numarali flask HUVEC-Kontrol
3 numaral: flask PANC-1-Doz
4 numarali flask PANC-1-Kontrol

1. 24 saat sonra belirlenen dozda 1 ve 3 numaral flasklara 10 ml Naloxone verildi
(Tablo 3.2.).

2. 72 saat inkiibasyondan sonra hiicreler cell scraper ile kazindi.

3. 15’lik falkona alinarak 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij yapildu.

4. Besiyeri dikkatli bir sekilde ayrildi ve pelletin tizerine 500 pl Trizol (Sigma-
Aldrich®, Almanya, #BCBX6548) eklendi ve seffaf bir goriintii elde edene
kadar pipetaj yapilarak pellet ¢ozdiriildi. 5 dakika oda sicakliginda inkiibe

edildi ve ardindan tekrar pipetaj yapildi.
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5. 250 pl kloroform eklendikten sonra 2 ml’lik ependorfa alind1 ve 12.000 g’de 25
dakika +4 °C’de santrifiij edildi.

Dikkatli bir sekilde iist faz ayrildi ve yeni ependorfa alindi.

Uzerine 250 pl izopropanol eklendi ve 15 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.
12.000 g’de 25 dakika +4 °C’de santrifiij yapildu.

Stipernatant kismi atildi, pellet iizerine 1000 pl %75°1ik alkol eklendi ve 7500 g
10 dakika +4 °C’de santrifiij yapildi.

© © N o

10. Siipernatant atild1 ve pellet 1 saat ¢eker ocakta kurumaya birakildi.

11. 70 pl niikleaz free su ile pellet ¢ozdiiriildii.

RNA izolasyonundan sonra Thermoscientific Multiskan Sky cihazi (Thermo
Scientific™ Multiskan™ GO, ABD) Scanlt Software 4.0 programi kullanilarak izole
edilen RNA’larin miktar ve saflik dl¢iimii yapildi. Ik olarak RNA 6l¢iimii i¢in hazir
protokol girildi. Nanodrop Plate’ine (Thermo Scientific™ uDrop™ Plate, #N12391,
ABD) blank i¢in 2 tekrar olacak sekilde 2ul RNA’ nin ¢ozdiiriildiigii Nuclease Free
Water konuldu. Daha sonra RNA’lardan her tiipten yine 2 ul 2 tekrar olacak sekilde
udrop Plate’ine konuldu. RNA’larin konsantrasyonu (ng/ul) ve safligi (OD260/0D280)
Olctldii.

3.2.3. cDNA Sentezi

RNA’lar1 cDNA'ya ¢evirmek icin RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit’i
(Thermo,ABD, #K1622) kullanildi. ¢cDNA sentezine baslamadan 6nce RNA’larin
Ol¢iilen konsantrasyonlar1 kitin protokoliine gore Nuclease Free Water ile 1pg’a
esitlendi.

Kit igerisinden ¢ikan bilesenlerin tiimii buz tizerinde ¢ozdiiriildi. Tablo 3.3’deki

bilesenlerden tiipler hazirlandu.
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Tablo 3.3. cDNA Sentezinde Kullanilan RNA, Primer ve Su Bilesenlerinin Miktarlari

Reaktif Miktar

RNA 1 pg

Oligo (dT)18 primer 1 ul

Random Hekzamer primer Iyl

Nuclease Free Water Toplam  volim 12 ul’ ye

tamamlayacak miktarda degisken

Toplam voliim 12 pl

1. Oligo dT primer ve random hekzamer primerden birer ul alinarak tiipe eklendi
ve mini spin yapildi.

2. Tim RNA ornekleri i¢in ayr1 ayri olacak sekilde her tiipe 2ul primer mix eklendi
ve mini spin yapildi.

3. Tipler Thermal Cycler’da (ProFlex PCR, Thermo, ABD, #4484076) 65°C’de 5
dk 1 dongii olacak sekilde inkiibe edildi.

4. Inkiibasyon sonrasinda tiipler tekrar buz iizerine alind1 ve ayr1 bir ependorf tiipiin

icinde asagidaki oranlarda mix hazirlandi.

Tablo 3.4. cDNA Sentezinde Enzim Karisimi I¢in Kullanilan Bilesenlerin Miktarlar

Reaktif Miktar
5X Reaction Buffer 4 ul
RiboLock RNase Inhibitor 1wl
10mM dNTP Mix 2 ul
RevertAid M-MuLV RT (200 U/uL) 1l
Toplam volum 8l

Tablo 3.4’de verilen bilesenlerden hazirlanan karigim pipetaj yapilarak
karistirlldi. Hazirlanmis olan 12 pl’lik RNA-primer karsimina 3.1°deki tablo ile
hazirlanan mixten 8 pl dagitilir. Bu islem sonunda her bir tiipte 20 pul RNA-enzim
karisimi olugmustur. Tiipler thermal cycler’a (ProFlex PCR, Thermo, ABD, #4484076)
konuldu ve sirasiyla 42°C 60dk, 25°C 5dk, 42°C 60dk ve 70°C 5dkK inkiibe edildi. Islem

sonunda Ornekler cihazdan alind1 ve -20°C derecede muhafaza edildi.
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GAPDH, TLR4, VISTA ve IRAK4 genlerine spesifik primerler Primer-Blast
programi ile dizayn edildi ve “Sentebiolab” firmasindan siparis verildi. Tiim primerlerin
stoklar1 100uM olarak geldi.

Kullanilan primer sekanslari1 ve PCR firiinlerinin uzunluklari Tablo 3.5’de

verilmigtir.
Tablo 3.5. Hedef genlerin ekspresyon analizi i¢in yapilan RT-qPCR’ de kullanilan primer listesi.
Gen Primer Dizisi
IRAK4 F: 5> CGCTTCCTAGTTCGGCTGGTT 3’

R: 5> GTTTTGGGAACAGCATCTGCC 3’

VISTA F: 5 GATAGCGGCCTCTACTGCTG 3’
R: 5> TGGATGGTGCATCTTTGCCT 3’

TLR4 F: 5> AGACCTGTCCCTGAACCCTAT 3’

R: 5" CGATGGACTTCTAAACCAGCCA 3°

GAPDH F: 5> GGAGCGAGATCCCTCCAAAAT 3’
R: 5 GGCTGTTGTCATACTTCTCATGG 3’

3.2.4. qRT-PCR

Insan pankreas kanseri (PANC-1) hiicre hattinda Naloxone uygulamasindan
sonra hedef genlerin mRNA diizeyinde etkinliginin saptanmasi ve baskilanma oraninin
tespit edilmesi i¢in Quant Studio3 cihazi (Thermo, ABD) ile qRT-PCR yapilda.

gRT-PCR c¢alisgmast igin DNA Green Master (Roche, Version 07,
#06402712001) kullanildi. Tiim genlerin ekspresyonu i¢in 3 tekrar olacak sekilde
calisild1 (Sekil 3.2).

Naloxone’un gen ekspresyonu tizerindeki etkisinin incelenmesi igin yapilan

gRT-PCR analizindeki reaksiyon karisimi Tablo 3.6’da verilmistir.
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Tablo 3.6. gRT-PCR analizi i¢in hazirlanan reaksiyon karigimi

Reaksiyon Bileseni Hacim
SYBR Green qPCR Master Mix (2X) Sul
F+R primer Mix (50 pM) 0,2 ul
cDNA 2l
Niikleaz-Free su 2,8 ul
Toplam 10 ul

llag verilmeden yalniz besiyeri
ile muamele edilmis PANC-1

Etken doz verilen HUVEC hicre
ilag verilmeden yalniz besiyeri
ile muamele edilmis HUVEC
hidcre hattina ait cONAlar
hiicre hattina ait cDNA'lar

hattina ait cONA'LAR
Etken doz verilen PANC-1
hiicre hattina ait cDNA'lar

IRAK4 primeri igeren kuyular

TLR4 primeri igeren kuyular

VISTA primeri igeren kuyular

GAPDH primeri igeren kuyular

000000000000

Sekil 3.2. RT-PCR i¢in hazirlanan elisa plate deney diizenegi

F
‘000000000000
H
N

Hedef genlerin ekspresyon seviyelerini incelemek igin yapilan qRT-PCR

analizinin protokoli Tablo 3.7’de verilmistir.



Tablo 3.7. gRT-PCR protokolii
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Denatiirasyon

50 °C’de 2 dk

95°C’de 10 dk

Amplifikasyon (40x) 95°C’de 15 sn

53°C’de 30 sn

72 °C’de 1 dk

Melt Curve

95 °C’de 15 sn

60 "C’de 1 dk

95 °C’de 15 sn

3.4. siRNA Calismasi
Calismada kullanilan VISTA, GAPDH ve negatif kontrol siRNA’larin dizi

bilgileri ve katolog numaralar1 Tablo 3.8, 3.9 ve 3.10’daki gibidir.
VISTA; ON-TARGETplus Human EGFR (1956) siRNA — SMARTpool, 5 nmol

(Dharmacon, GE Healthcare, L-032651-02-005)
Tablo 3.8. VISTA siRNA-pool Igerisindeki siRNA Dizi Bilgileri.

Dizi Dizi Bilgileri
1. ON-TARGETplus SMARTpool siRNA J-032651-21, VISTA
siRNA dizisi GUGAGACAGUGCCGAGAUA
Mol. Wt: 13,445.1 (g/mol) Ext. Coeff: 367,303 (L/mol.cm)
2. ON-TARGETplus SMARTpool siRNA J-032651-22, VISTA
siRNA dizisi CCACAAUGCUUGAUGCCAG
Mol. Wt: 13,445.1 (g/mol) Ext. Coeff: 361,073 (L/mol.cm)
3. ON-TARGETplus SMARTpool siRNA J-032651-23, VISTA
siRNA dizisi GGACAAAGGGCACGAUGUG
Mol. Wt: 13,460.1 (g/mol) Ext. Coeff: 359,738 (L/mol.cm)
4. ON-TARGETplus SMARTpool siRNA J-032651-24, VISTA
SiRNA dizisi CGGUGGAACUACUACGACUAAA

Mol. Wt: 13,430.1 (g/mol) Ext. Coeff: 373,622 (L/mol.cm)
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GAPDH; ON-TARGETplus Human GAPDH Control Pool, 5 nmol (Dharmacon,

GE Healthcare, D-001830-10-05)
Tablo 3.9. GAPDH Kontrol siRNA-pool Igerisindeki siRNA Dizi Bilgileri.

Dizi Dizi Bilgileri
1. siRNA dizisi GUCAACGGAUUUGGUCGUA
2. siRNA dizisi CAACGGAUUUGGUCGUAUU
3. siRNA dizisi GACCUCAACUACAUGGUUU
4. siRNA dizisi UGGUUUACAUGUUCCAAUA

Negatif Kontrol; ON-TARGETplus Human Non-targeting Pool, 5 nmol
(Dharmacon, GE Healthcare, D-001810-10-05)

Tablo 3.10. Non-Target siRNA-pool I¢erisindeki siRNA Dizi Bilgileri.
Dizi Dizi Bilgileri
1. siRNA dizisi UGGUUUACAUGUCGACUAA
2. SiIRNA dizisi UGGUUUACAUGUUGUGUGA
3. siRNA dizisi UGGUUUACAUGUUUUCUGA
4. siRNA dizisi UGGUUUACAUGUUUUCCUA

3.4.1 siRNA’larin Hazirlanmasi ve Saklanmasi

SiRNA’lar firmadan 5SnM konsantrasyonda toz halinde temin edildi. siRNA’ lar
¢ozdiirmek icin aym firmadan alinan 5X siRNA Buffer (B-002000-UB-100,
Dharmacon, GE Healthcare, ABD) Nuclease Free su ile 1X’ e seyreltildi. Toz haldeki
siRNA’lar firma protokoliine gore uygun miktarda 1X siRNA Buffer ile sulandirilarak
20uM konsantrasyonunda stok hazirlandi. siRNA’ lar 20 uM konsantrasyonda -20 °C
derecede muhafaza edildi. Deneylerde 20 uM siRNA’ lar dncelikle 1X siRNA Buffer
ile 5 uM konsantrasyona indirildi ve 5 uM {lizerinden hesaplamalar yapildi. siRNA’ lar
ile birlikte ayn1 firmadan alinan transfeksiyon ajant DharmaFECT ise +4 °C’ de

muhafaza edildi.

3.4.2. siRNA Transfeksiyonu
« PANC-1 insan pankreas kanseri 7x10° hiicre olacak sekilde hiicre ekimi
yapilan T-25 flaskta hiicreler %80-90 konfluent oldugunda cell scraper ile
kaldirildi.
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+ Kaldinlan hiicrelere 200 g 5 dakika santrifiij yapildiktan sonra pellve
ark.ind1 ve %10 FBS’li antibiyotiksiz komplet mediumda ¢6zdirildi.

* 24 ve 48 saatlik siRNA c¢alismasi i¢in 6 well plate’lere 25.000 hiicre ekildi
ve hiicrelerde %60-80 doluluk olmasi1 beklendi.

* 5 uM konsantrasyonda olan stok VISTA siRNA’lar1 optimum susturma
ylizdesinin belirlenmesi i¢in 5nM, 10 nM, 25 nM ve 50 nM olmak {izere
farkli konsantrasyonlarda ayarlanarak hiicrelere transfekte edildi.

* siRNA deneyinde 6 well plate i¢in 5 uM VISTA ve Non-Targeting SiRNA

stoklarindan;

5nM igin 2 pl siRNA,

10nM igin 4 pl siRNA,

25nM i¢in 10 pl siRNA,

50nM igin 20 pl siRNA alinarak iizeri Opti-MEM™ [ Reduced Serum

YV V V VY

Medium (Gibco®-Invitrogen, ABD) ile 200 ul’ ye tamamlanarak birinci
tiipler hazirlandi.

+ Ikinci tiiplere ise 1 well igin 5 pl DharmaFECT ile 195 ul Opti-MEM
karistirildi ve yavasca pipetaj yapip 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi
(Tablo 3.11).

+ Inkiibasyon sonrasi siRNA bulunan tiip igerigi, DharmaFECT bulunan tiipe
aktarildt ve birlestirilen karigim yine pipetaj yapildiktan sonra oda
sicakliginda 25 dk inkiibe edildi.

* Hicreler iizerinde bulunan mediumlar tamamen c¢ekildikten sonra her bir
well i¢in tiip 1 ve tlip 2 karigimidan 400 pl ve istiine 1600 pl %10 FBS
bulunan, antibiyotik igermeyen komplet medium eklendi.

+ Karisimin homojen dagilmasi icin plate’ ler ileri geri hareket ettirildi ve
37°C %5 CO2 igeren inkiibatore kaldirildi. Transfeksiyon sonrasi 24. ve 48.
saatlerde gen ekspresyon analizi gergeklestirildi.

Tablo 3.11. Transfeksiyon karigiminin hazirlanmasi

Karisim GAPDH VISTA Non-Targeting
5 uM siRNA 40 pl 2,4,10,20 ul 2,4,10, 20 pl
DharmaFECT 5ul 5ul 5 ul
Opti-MEM 195 ul 195 ul 195 pl




60

3.4.3. siRNA Verilen Hiicrelerden RNA izolasyonu
Kiiltiire edilmis hiicreler 24 ve 48 saat SIRNA ile inkiibe edildikten sonra
hiicrelerden ilk olarak RNA izolasyonu yapildi. Bu agsamada su basmaklar takip edildi;

1. 6 well plate’de bulunan hiicreler cell scraper ile kazindi ve 15ml’lik falkona
alinarak 1500 rpm de 5 dk santrifiij yapildi.

2. Besiyeri dikkatlice ayrildi ve iizerine 200 pl PBS ekleyip 1500 rpm de 5 dk
santrifiij yapildi.

3. Siipernatant kismui atilarak pelletin dstiine 500 pl Trizol (Sigma-Aldrich®,
Almanya, #BCBX6548) eklendi ve pellet pipetaj yapilarak ¢ozdiiriildii. 5 dk oda
sicakliginda inkiibe edildi.

4. Beklemenin ardindan {izerine 200 pl kloroform eklendi. 2 dk oda sicakliginda
inkiibe ettikten sonra 2 ml’lik ependorfa alind1 ve 120.000 g’de 30 dk santrifijj
yapildi.

5. Ust faz dikkatli bir sekilde ayrilip yeni ependorfa alindi.

6. Uzerine 200 pl izopropanol eklendi ve 15 dk oda sicakliginda inkiibasyondan
sonra +4°C’ ye sogutulmus santrifiijde 12.000 g 30 dk santrifiij yapildi.

7. Stpernatant kismi atildi, pellet kismina 1000 pl alkol eklendi ve +4°C’ ye
sogutulmus santrifiijde 7500 g 10 dk santrifiij yapildi.

8. Siirenin sonunda siipernatant tamamen alind1 ve RNA pelleti kurumaya birakildi.

9. 20 pl niikleaz free su ekleyip RNA ¢ozdiiriildi.

3.4.4. izole Edilen RNA Miktarmin Olciilmesi

RNA izolasyonundan sonra 24 ve 48 saat igin her bir 6rnek mikroplate
spektrofotometre (Thermo Scientific™ Multiskan™ GO, ABD) ile RNA safligi ve
miktar1 8lgiildii. Olgiime kadar RNA’lar buz igerisinde bekletildi. Ol¢iim igin Scanlt
Software 4.0 programi kullanildi ve RNA 6lgiimii i¢in hazir protokol girildi. pdrop
plate’ine (Thermo Scientific™ uDrop™ Plate, #N12391, ABD) blank i¢in 2ul RNA’
nin ¢ozdiriildiigii Nuclease Free Water konuldu. Daha sonra RNA’lardan her tiipten 2
ul 2 tekrar olacak sekilde RNA konsantrasyonu i¢in 260 nm dalga boyu, RNA’ nin
saflig1 ve kalitesi icinse 260 nm ve 280 nm dalga boylarindaki Ol¢limlerin orani
(OD260/0D280) esas alinarak okuma yapildi.

Konsantrasyon ve saflik tayini yapilan RNA’larin kalitelerine bakmak igin
ethidium bromide (EtBr) ile hazirlanan %1’ lik agaroz jelde 24. Ve 48. Saatler igin
25nM Non-Targeting (NT), 25nM VISTA ve 25nM GAPDH yiiriitildi. Yiritmeden
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sonra jel U.V. gériintiileme cihazinda (VILBER Fusion FX, France) gériintiilendi. Izole
edilen RNA’nin bir kismi bekletilmeden ¢cDNA sentezinde kullanildi, bir kismi ise

kullanilana kadar kadar -80°C derin dondurucuda muhafaza edildi.

Agaroz Jel Hazirlanmasi

Agaroz jel elektroforezi i¢in hazirlanan agaroz jel ve jelin yiiriitillecegi tanka
10X TAE (Tris Asetat EDTA)’den distile su ile hazirlanmis 1X TAE tampon ¢ozeltisi
hazirlandi. %1°1lik agaroz jel i¢in 1 gr agaroz tartilip, 100 ml 1X TAE igine eklendi.
Elde edilen karisim mikrodalga firinda 600 W’ da agaroz tamamen eriyene kadar 2-3 dk
isitildi. Ceker ocagin iginde karisima 3 pl Etidium Bromide eklendi ve homojen bir
sekilde dagilmasi icin 8-10 saniye karistirildi. Karisim jel kasetine dokiildiikten sonra

taraklar takilarak 30 dakika jelin donmas1 beklendi.

Orneklerin Jele Yiiklenmesi ve Yiiriitiilmesi

Jel donduktan sonra taraklar ¢ikartildi ve jel kasetlerle birlikte elektroforez
tankina yerlestirildi. Ik kuyucuga 5 pl 100 bp marker yiiklendi. Sonraki kuyucuklara 2
ul jel yiikleme soliisyonu ile karistirilmis olan 5 pl RNA ornekleri yiiklendi.
Elektroforez tanki giic kaynagina baglanarak 150 V 20 dakika yiiritme yapildi.
Yiriitme tamamlandiktan sonra jel tanktan alindi ve UV goriintileme cihazinda

goriintiilendi.

3.4.5. cDNA Sentezi

RNA’lar1 cDNA'ya ¢evirmek igin RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit’i
(Thermo, ABD, #K1622) kullanildi. ¢cDNA sentezine baslamadan once RNA’larin
Olglilen konsantrasyonlari kitin protokoliine gore Nuclease Free Water ile 1lpg’a
esitlendi.

Kit igerisinden ¢ikan bilesenlerin timii buz {lizerinde ¢ozdiriildi. Tablo

3.12.°deki bilesenlerden tiipler hazirlandi.
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Tablo 3.12. cDNA Sentezinde Kullanilan RNA, Primer ve Su Bilesenlerinin Miktarlari

Reaktif Miktar
RNA 1pg
Oligo (dT)18 primer 1 ul
Random Hekzamer primer Iyl

Nuclease Free Water

Toplam  volim 12 ul’ ye

tamamlayacak miktarda degisken

Toplam voliim

12 ul

1. Oligo dT primer ve random hekzamer primerden birer pl alinarak tiipe eklendi

ve mini spin yapildi.

2. Tim RNA o6rnekleri igin ayri ayr1 olacak sekilde her tiipe 2ul primer mix eklendi

ve mini spin yapildi.

3. Tiipler thermal cycler’da (ProFlex PCR, Thermo, ABD, #4484076) 65°C’de 5

dk 1 dongii olacak sekilde inkiibe edildi.

4. Inkiibasyon sonrasinda tiipler tekrar buz iizerine alind1 ve ayr1 bir ependorf tiipiin

icinde asagidaki oranlarda mix hazirlandi.

Tablo 3.13. cDNA Sentezinde Enzim Karisimi I¢in Kullanilan Bilesenlerin Miktarlari.

Reaktif Miktar
5X Reaction Buffer 4 ul
RiboLock RNase Inhibitor 1wl
10mM dNTP Mix 2 ul
RevertAid M-MuLV RT (200 U/uL) 1 ul
Toplam voliim 8l

Tablo 3.13’de verilen bilesenlerden hazirlanan karisim pipetaj yapilarak

karistirildi. Hazirlanmig olan 12 pl’lik RNA-primer karsimina Tablo 3.3’deki gibi

hazirlanan mixten 8 ul dagitilir. Bu islem sonunda her bir tiipte 20 pul RNA-enzim
karisimi olugmustur. Tiipler thermal cycler’a (ProFlex PCR, Thermo, ABD, #4484076)
konuldu ve sirastyla 42°C 60dk, 25°C 5dk, 42°C 60dk ve 70°C 5dK inkiibe edildi. Islem

sonunda Ornekler cihazdan alindi ve -20°C derecede muhafaza edildi.
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3.4.6. GAPDH, TLR4, VISTA ve IRAK4 Genlerinin Primerlerinin Hazirlanmasi
ve Dizi Bilgileri

GAPDH, TLR4, VISTA ve IRAK4 genlerine spesifik primerler Primer-Blast
programi ile tasarland1 ve “Sentebiolab” firmasindan siparis verildi. Tim primerlerin
stoklar1 100 pM olarak geldi.

Kullanilan primer sekanslart ve PCR iiriinlerinin uzunluklar1 Tablo 3.14’de
verilmistir.

Tablo 3.14. Hedef genlerin ekspresyon analizi i¢in yapilan RT-qPCR’ de kullanilan primer
listesi.

Gen Primer Dizisi

IRAK4 F: 5> CGCTTCCTAGTTCGGCTGGTT 3’
R: 5> GTTTTGGGAACAGCATCTGCC 3’

VISTA F: 5> GATAGCGGCCTCTACTGCTG 3’
R: 5> TGGATGGTGCATCTTTGCCT 3’

TLR4 F: 5> AGACCTGTCCCTGAACCCTAT 3’
R: 5" CGATGGACTTCTAAACCAGCCA 3°

GAPDH F: 5> GGAGCGAGATCCCTCCAAAAT 3’
R: 5 GGCTGTTGTCATACTTCTCATGG 3’

3.4.7. Kantitatif Real Time PCR (QRT-PCR)

Insan pankreas kanseri (PANC-1) hiicre hattinda siRNA uygulamasindan sonra
hedef genlerin mRNA diizeyinde etkinliginin saptanmasi ve baskilanma oraninin tespit
edilmesi i¢in Quant Studio3 cihazi (Thermo, ABD) ile kantitatif real time PCR yapildi.

gRT-PCR c¢alismasi i¢in DNA Green Master (Roche, Version 07,
#06402712001) kullanildi. Tiim genlerin ekspresyonu igin 2 tekrar olacak sekilde
caligildi.

Hedef genler i¢in hazirlanan mixten 2 tekrarli olacak sekilde tiim kuyucuklara 8

ul ve tlizerine 2 ul cDNA eklenerek dikkatli bir sekilde pipetaj yapildi (Tablo 3.15).
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Tablo 3.15. gRT-PCR’da kullanilacak reaktifler ve miktarlari

Reaktifler Miktar
Syber Green 5ul
Forward Primer 0,5 ul
Revers Primer 0,5 ul
dH20 2 ul
cDNA 2 ul

Tablo 3.16°da verilen siire ve sicakliklar ayarlanarak QRT-PCR yapilmistir.
Tablo 3.16. gRT-PCR Basamaklarinin Sicaklik ve Siireleri

Reaksiyon Sicakhik Siire Dongii
Denatiirasyon 95°C 15 saniye

Primer baglanmasi 53 °C 30 saniye 40 dongii
Uzama 72 °C 60 saniye

3.4.8. siRNA Susturma Yiizdelerinin Hesaplanmasi

siRNA uygulamasindan sonra hedef genlerin mRNA seviyesinde elde edilen
susturma oranlarinin hesaplanmasi i¢in siRNA satin alinan {iretici firmanin referans
bilgileri ve sablonu baz alinarak qRT-PCR sonuglar1 hesaplandi (Sekil 3.3). NT-siRNA,
GAPDH-sIRNA ve VISTA-SIRNA uygulamasi sonucunda grup i¢i farkliliklar

istatistiksel olarak hesaplandi.

Step 1. Normalize to (REF): MCq=Cqmn - Cqmen
Step 2. Exponential expression transform: NCqExpression = 2-4%
Step 3. Average replicates and calculate standard deviation

Step 4. Normalize to treatment control
Step 5. % KD = (1 - AAC4) X 100

Non-targeting Control

TAR.0. 275 343 6.7 001

Sekil 3.3. siRNA susturma yiizdesi hesaplamasinda kullanilan sablon
3.4.9. Canhilik Analizi

PANC-1 hiicrelerine farkli konsantrasyonlarda verilen VISTA-SIRNA, NT-
SiRNA ve 25 nM GAPDH-siRNA’larimin hiicre hattina sitotoksik etki yapip
yapmadigini anlamak i¢in MTT (Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide) testi yapildi.
Bunun igin 96 well plate’e her kuyucuk icin yaklasik 5x10* hiicre 100 pl komplet
medyumu ile ekildi ve 24 saat 37°C, %5 CO2 etiivde inkiibe edildi. Siirenin sonunda
eski medyum uzaklastirildi. SIRNA susturma yiizdesinin bulunabilmesi igin 5 tekrar
olacak sekilde 5 uM stok VISTA-SIRNA ve NT-siRNA’dan 5 nM, 10 nM, 25 nM ve 50
nM konsantrasyona sahip SIRNA ve 25 nM GAPDH-siRNA hiicrelere verildi.
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Transfeksiyonun 24. saatinde her kuyucuga 20 pl Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide
(MTT; AppliChem, Almanya, #5P011404) soliisyonu eklendi ve 3 saat 37°C, %5 CO2
etiivde inkiibe edildi. MTT dokiildi ve 200 ul DMSO eklenerek 15 dakika karanlik bir
ortamda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda mikroplate spektrofotometre cihazinda
(Thermo Scientific™ Multiskan™ GO, ABD) 570 nm dalga boyunda absorbansi
oOlgiildi. Farkli konsantrasyonlarda verilmis olan SiRNA’larin doz gruplari arasi
farkliliklar istatistiksel olarak analiz edildi.

3.5. Naloxone ve VISTA-siRNA’mn PANC-1 Hiicre Hatti Uzerindeki
Etkisinin Analizi
3.5.1. Gen Ekspresyonu Diizeyinde Analiz

Naloxone ve VISTA-siRNA’nin pankreas kanseri tizerindeki sinerjik etkisinin
arastirilmasi i¢in T-25 flasklarina 3 test grubu olacak sekilde hiicre ekimi yapildi (Tablo
3.17). Hiicreler 24 saat sonra %60-80 konfluent oldugunda daha 6nceden belirlemis
oldugumuz Naloxone’un IC50 dozu test grubundaki hiicrelere verildi. Naloxone
verdikten 48 saat sonra tiim besiyerleri ¢ekildi. Naloxone ve 25 nM siRNA’larin
kombinasyon halinde uygulanacagi gruplara seyrelme orani disiiniilerek komplet

medyum ile hazirlanmig 1,25x Naloxone verildi.

Tablo 3.17. Naloxone ve VISTA-siRNA’nin PANC-1 hiicre hattindaki sinerjik etkilerinin aragtirilmasi
icin hazirlanan test gruplari

1. T-25 flaski Naloxone + 25 nM VISTA-siRNA
2. T-25 flaski 25 nM NT-siRNA
3. T-25 flaski 25 nM GAPDH-siRNA

PANC-1 hiicre hattina 25 nM siRNA verildikten 24 saat sonra 3.4.3 ve 3.4.4
basliklarinda yer alan protokole gore RNA izolasyonu, RNA konsantrasyon ve saflik
tayini yapildu.

siRNA ve Naloxone’un kombinasyon halinde uygulamasindan sonra VISTA,
TLR4, IRAK4 ve GAPDH hedef genlerdeki mRNA seviyesinde etkinligin tespit
edilebilmesi i¢in 3.4.7 bagliginda yer alan protokole gére Quant Studio3 cihazi ile tiim
genler i¢cin 3 tekrar olacak sekilde gRT-PCR vyapildi. SIRNA ve Naloxone’un
kombinasyon halinde hiicrelere verildigindeki susturma yiizdeleri iiretici firmanin

referans bilgileri ve sablonu referans alinarak hesaplanmaistir.
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3.5.2. Canhilik Analizi

siRNA ve Naloxone’un kombinasyon halinde PANC-1 hiicrelerine
uygulanmasinin hiicre canlilig1 tizerindeki etkilerine bakmak i¢cin MTT analizi yapildi. 5
mg/ml olan MTT, 1/10 oraninda FBS igermeyen besiyeri ile dilue edildi. 96 well plate’e
her kuyucukta 3000 hiicre olacak sekilde 100 pl hiicre ekimi yapildi ve 24 saat 37°C,
%35 CO2 etiivde inkiibe edildi.

24 saatin sonunda besiyeri uzaklastirildi ve 3 tekrar olacak sekilde hiicrelere
transfeksiyon reagent, Naloxone + 25 nM VISTA-SIRNA, 25 nM NT-siRNA, 25 nM
GAPDH-siRNA transfekte edildi. Kontrol olarak transfeksiyon yapilmamis hiicreler
kullanildi. SIRNA transfeksiyonunun 24. saatinde besiyeri atilarak her kuyucuga 100 ul
MTT ilave edildi. 3,5 saat 37°C, %5 CO2 etiivde inkiibe edildi. Siirenin sonunda MTT
uzaklastirildt ve 100 pul DMSO eklenerek 30 dakika karanlikta inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasinda mikroplate spektrofotometre cihazi ile (Thermo Scientific™
Multiskan™ GO, ABD) 570 nm dalga boyunda absorbansi 6lgiildii. Naloxone ile
VISTA-siRNA ve NT-siRNA uygulamas: sonucu 24. saatte gruplar arasi farklilik
istatistiksel olarak analiz edildi.

3.6. Istatistik Analizleri

Sonuglar, gruplar i¢i farklilik student’s t testi (two-tailed distribution) ve gruplar
aras1 farklilik varyans analizi (ANOVA) uygulanarak arastirildi. Anlamhilik p degeri
hesaplanarak incelendi. istatistik islemleri GraphPad Prism® V.8.0.1 (GraphPad
software) programi ve SPSS kullanilarak gerceklestirildi. p<0,05 istatistiksel fark olarak
kabul edildi.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI

4.1. PANC-1 Hiicre Hattina Naloxone Uygulamasinin Sonuclar:
4.1.1. PANC-1 Hiicre Canlihg: Uzerinde Naloxone Uygulamasiin Etkisi

PANC-1 hiicre hattinda TLR4 geninin hiicre proliferasyonuna etkisini gérmek
i¢in canlilik analizi olarak MTT testi yapildi. PANC-1 hiicre hattina 72 saatlik 175, 200,
250 ve 400 uM dozlarda Naloxone her grup igin 7 tekrar olacak sekilde uygulandi. 7
kuyucugun 575 nm dalga boyunda Olgiilen absorbanslarinin ortalamalari alindi.
Naloxone uygulanmis hiicrelerin ortalama absorbans degerleri ile Naloxone
uygulanmamis kontrol grubu hiicrelerinin ortalama absorbans degerleri oranlanarak
canlilik yiizdeleri hesaplandi. 72 saat sonunda Naloxone uygulanmamis kontrol hiicre

grubuna gore, farkli konsantrasyonlarda Naloxone verilmis hiicrelerde canliligin anlaml

olglide azaldig: tespit edildi. (p<0,01)

PANC-1 Hiicre Hatti

150 =

100+

% Canlihk

50-

I I
Kontrol 175uM  200pM  250pM  400pM

Naloxone Konsantrasyonu

Sekil 4.1. PANC-1 hiicre hattinin Naloxone ile 72 saat inkiibasyonundan sonraki konsantrasyona
bagli % canlilik orant

Naloxone uygulamasindan sonra kontrol grubuna gore 72. saat sonunda hiicre
canlilik yilizdesi 175 uM %64, 200 uM %57, 250 uM %36 ve 400 uM %19’a diigmiistiir
(Sekil 4.1).

PANC-1 hiicre hattinda Naloxone’in 72 saat inkiibasyonundan sonra 1C50 dozu
GraphPad Prism 8.0 programi kullanilarak 217,789 uM olarak hesaplandi.
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4.1.2. Naloxone Uygulamasi Sonras1 PANC-1 Hiicrelerinin Morfolojilerinin
Incelenmesi

PANC-1 hiicre hattina IC50 dozu olarak belirlenen 217,789 uM Naloxone
uygulamasi yapildiktan 72 saat sonra hiicreler inverted mikroskop altinda 10X optik
biiyiitmede goriintiilenmistir. Incelemeler sonucunda uygulama yapilmamis kontrol
grubuna gore Naloxone uygulanmis hiicre proliferasyonunda azalma goézlemlenmistir
(Sekil 4.2).

Sekil 4.2. (A) Naloxone uygulanmamis ve (B) 72 saatlik 217,789 uM Naloxone uygulamasi
yapilmis PANC-1 hiicrelerinin mikroskop goriintiileri (10X biiyiitme)

4.1.3. PANC-1 Hiicre Hattinda Naloxone Uygulamasimin TLR4, IRAK4 ve VISTA
Gen Ekspresyonu Uzerindeki EtKisi

TLR4 antagonisti Naloxone’un TLR4 ve onun downstream yolaginda yer alan
IRAK4 ve immun check-point VISTA iizerindeki etkilerine gen ekspresyonlari
seviyesindeki kiyaslamaya 2447 ile bakildi.

IC50 dozunu 217,789 uM olarak buldugumuz Naloxone hem pankreas kanseri
hiicre hatt1 olan PANC-1’e hem de saglikli hiicre hatt1 olan HUVEC’e 72 saat boyunca
uygulandi. Calismaya gére HUVEC hiicre hattina kiyasla PANC-1 hiicre hattinda TLR4
gen ekspresyonu anlamli bir sekilde downregiilasyon goézlemlenirken, IRAK4 ve
VISTA gen ekspresyonlarinda istatistiksel olarak anlamli bir sonug elde edilememistir
(Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. PANC-1 ve HUVEC hiicre hatlarina 72 saat Naloxone uygulamasi sonucunda TLR4,
IRAK4 ve VISTA gen ekspresyonlarindaki degigim

69

m HUVEC
= PANC-1

gRT-PCR gen ekspresyonu verileri ve her hiicrenin P-degeri Tablo 4.1°de

Ozetlenmistir.

Tablo 4.1. 271 uM Naloxone uygulamasi sonrasinda HUVEC ve PANC-1 hiicre hatlarinda
VISTA, TLR4 ve IRAK4 gen ekspresyonlarindaki 2"44°T ve P- degerinin kargilastirilmasi

VISTA TLR4 IRAK4
2-AACT P 2-AACT P 2-AACT P
HUVEC 1,82 0,65 0,485 0,001 0,91 0,49
PANC-1 0,56 0,02 0,00585 0,001 0,045 0,001

4.2. siRNA Uygulamasi Sonras1 RNA Izolasyon Bulgulari
PANC-1 hiicre kiiltiiriinden izole edilen RNA’lar her bir 6rnek igin iki tekrar

olacak

sekilde Thermoscientific Multiskan Sky cihazi

(Thermo  Scientific™

Multiskan™ GO, ABD) Scanlt Software 4.0 programinda RNA safligi ve kalitesi

Olctildii. Miktar 6l¢timii yapilan RNA’lar %1°lik agaroz jelde yiiriitiilerek bant profiline
bakild1 (Sekil 4.4).
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- ]8S rRNA

Sekil 4.4. %]1°lik Agaroz jelde RNA goriintiileme
Sagdan sola dogru Marker, 25nM NT (48h), 25nM VISTA (48h), 25nM GAPDH (48h), 25nM
NT (24h), 25nM VISTA (24h), 25nM GAPDH (24h)

4.3. siRNA Etkinligini Gésteren qRT-PCR Sonuglari

PANC-1 hiicre hattina siRNA uygulamasinin gen ekspresyonu seviyesinde
etkinligini saptamak amaciyla Quant Studio3 cihazi (Thermo, ABD) kullanilarak gqRT-
PCR yapildi. siRNA transfeksiyonundan sonra VISTA, GAPDH, TLR4 ve IRAK4
genlerinin ekspresyonlarina bakilarak baskilama oranlar1 hesaplandi.

Tiim genlerin ekspresyonu 3 tekrar ve pozitif kontrol olarak GAPDH-siRNA,
hedef genler iginse VISTA-siRNA kullanarak gen ekspresyonlarindaki baskilanmalar
hesaplandi.

4.3.1. PANC-1 Hiicre Hattina Uygulanan VISTA-siRNA Transfeksiyonunun
VISTA Gen Ekspresyonunda Baskilanma Oranlar

PANC-1 hiicre hattina 5, 10, 25, 50 nM konsantrasyonlarinda verilen VISTA-
SIRNA ve NT-siRNA’lar i¢in VISTA gen ekspresyon sonuglart GAPDH genine gore
normalize edildi. Bu sekilde VISTA gen ekspresyonundaki baskilanma oranlari
hesaplandi. Maksimum baskilama saglayan siRNA dozu tespit edilerek ileri ¢caligmalar
i¢in kullanilmustir.

PANC-1 hiicre hattina 24 saatlik 5 nM VISTA-siRNA uygulanmasi sonucunda
VISTA gen ekspresyonunda kontrole gore anlamli bir baskilanma (knockdown)

gozlemlenmedi.
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PANC-1 hiicre hattina 24 saatlik 10 nM VISTA-siRNA uygulanmasi sonucunda
VISTA gen ekspresyonunda kontrole gore %44 oraninda anlamli bir baskilanma

(knockdown) gozlemlendi (Sekil 4.5). (p<0,01)
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Sekil 4.5. PANC-1 hiicre hattina 24 saatlik 10 nM VISTA-siRNA uygulamasimin qRT-PCR ile
gosterimi

PANC-1 hiicre hattina 24 saatlik 25 nM VISTA-siRNA uygulanmasi sonucunda
VISTA gen ekspresyonunda kontrole gore %83 oraninda anlamli bir baskilanma

(knockdown) gozlemlendi (Sekil 4.6). (p<0,01)
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Sekil 4.6. PANC-1 hiicre hattina 24 saatlik 25 nM VISTA-siRNA uygulamasinin gRT-
PCR ile gosterimi
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PANC-1 hiicre hattina 24 saatlik 50 nM VISTA-siRNA uygulanmasi sonucunda
VISTA gen ekspresyonunda kontrole gore %95 oraninda anlamli bir baskilanma

(knockdown) gozlemlendi (Sekil 4.7). (p<0,01)

50 nM siRNA

150 4

L

—

100

50

Rolatif mRNA duzeyi (%)

0 1
\gs gl
i) i)
A
Sy
Sekil 4.7. PANC-1 hiicre hattina 24 saatlik 50 nM VISTA-siRNA uygulamasinin qRT-
PCR ile gosterimi

4.3.2. PANC-1 Hiicre Hattina Uygulanan 25nM GAPDH-siRNA
Transfeksiyonunun GAPDH Gen Ekspresyonunda Baskilanma Oranlari
PANC-1 hiicre hattina 24 saatlik 25 nM GAPDH-siRNA uygulanmasi

sonucunda GAPDH gen ekspresyonunda kontrole gore %96 oraninda anlamli bir
baskilanma (knockdown) gozlemlendi (Sekil 4.8). (p<0,0001)
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Sekil 4.8. PANC-1 hiicre hattina 24 saatlik 25 nM GAPDH-siRNA uygulamasi sonrasinda
GAPDH gen ekspresyonundaki baskilanmanin qRT-PCR ile gdsterimi
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4.3.3. PANC-1 Hiicre Hattina Uygulanan VISTA-siRNA Transfeksiyonunun
IRAK4 Gen Ekspresyonunda Baskilanma Oranlar
PANC-1 hiicre hattina 24 saatlik 5 nM VISTA-siRNA uygulanmasi sonucunda
IRAK4 gen ekspresyonunda kontrole gore anlamli bir baskilanma gozlemlenmemistir.
PANC-1 hiicre hattina 24 saatlik 10 nM VISTA-siRNA uygulanmasi sonucunda
IRAK4 gen ekspresyonunda kontrole gore %33 oraninda anlamli bir baskilanma

(knockdown) gozlemlendi (Sekil 4.9). (p<0,01)
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Sekil 4.9. PANC-1 hiicre hattina 24 saatlik 10 nM VISTA-siRNA uygulamasi sonrasinda IRAK4
gen ekspresyonunun gRT-PCR sonucu

PANC-1 hiicre hattina 24 saatlik 25 nM VISTA-siRNA uygulanmasi sonucunda
IRAK4 gen ekspresyonunda kontrole gore %60 oraninda anlamli bir baskilanma

(knockdown) gozlemlendi (Sekil 4.10). (p<0,01)



74

25 nM siRNA

150

*k

100

50

0 T

v s
3 .c;@‘\

Rolatif IRAK4 mRNA duzeyi (%)

Sekil 4.10. PANC-1 hiicre hattina 24 saatlik 25 nM VISTA-siRNA uygulamasi sonrasinda
IRAK4 gen ekspresyonunun gRT-PCR sonucu

PANC-1 hiicre hattina 24 saatlik 50 nM VISTA-siRNA uygulanmasi sonucunda
IRAK4 gen ekspresyonunda kontrole gore %76 oraninda anlamli bir baskilanma

(knockdown) gozlemlendi (Sekil 4.11). (p<0,001)
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Sekil 4.11. PANC-1 hiicre hattina 24 saatlik 50 nM VISTA-siRNA uygulamasi sonrasinda
IRAK4 gen ekspresyonunun qRT-PCR sonucu
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4.3.4. PANC-1 Hiicre Hattina Uygulanan VISTA-siRNA Transfeksiyonunun TLR4
Gen Ekspresyonunda Baskilanma Oranlar
PANC-1 hiicre hattina 24 saatlik 5 nM VISTA-siRNA uygulanmasi sonucunda
TLR4 gen ekspresyonunda kontrole gore anlamli bir baskilanma gézlemlenmemistir.
PANC-1 hiicre hattina 24 saatlik 10 nM VISTA-siRNA uygulanmasi sonucunda
TLR4 gen ekspresyonunda kontrole gore %50 oraninda anlamli bir baskilanma

(knockdown) gézlemlendi (Sekil 4.12). (p<0,05)
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Sekil 4.12. PANC-1 hiicre hattina 24 saatlik 10 nM VISTA-siRNA uygulamasi sonrasinda TLR4
gen ekspresyonunun gRT-PCR sonucu

PANC-1 hiicre hattina 24 saatlik 25 nM VISTA-siRNA uygulanmasi sonucunda
TLR4 gen ekspresyonunda kontrole gore %70 oraninda anlamli bir baskilanma

(knockdown) gozlemlendi (Sekil 4.13). (p<0,01)
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Sekil 4.13. PANC-1 hiicre hattina 24 saatlik 25 nM VISTA-siRNA uygulamasi sonrasinda TLR4
gen ekspresyonunun gRT-PCR sonucu

PANC-1 hiicre hattina 24 saatlik 50 nM VISTA-siRNA uygulanmasi sonucunda
TLR4 gen ekspresyonunda kontrole gore %75 oraninda anlamli bir baskilanma

(knockdown) gozlemlendi (Sekil 4.14). (p<0,01)
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Sekil 4.14. PANC-1 hiicre hattina 24 saatlik 50 nM VISTA-siRNA uygulamasi sonrasinda TLR4
gen ekspresyonunun gRT-PCR sonucu

4.4. PANC-1 Hiicre Hattina Uygulanan siRNA Transfeksiyonunun Hiicre
Canhihigina Etkisi

VISTA geninin pankreas kanseri hiicre hatti {izerine proliferasyona olan
etkisinin gozlemlenmesi ve hiicreler {lizerindeki etken dozun tespit edilebilmesi i¢in

canlilik analizi testi olarak MTT metodu kullanildi. Analizlerde VISTA-SiRNA’larin
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farkli dozlart her grup icin 5 tekrarli olarak g¢alisildi. Transfeksiyondan 24 saat sonra
spektrofotometre ile 570 nm’de absorbans degerleri Olgiildii ve ortalama degerleri
alindi. siRNA transfeksiyonu yapilmis hiicrelerin ortalama absorbans degerleri,
transfeksiyon yapilmamis kontrol hiicre grubunun ortalama absorbans degerine
oranlanarak hiicrelerin siRNA dozlarina gore canlilik yiizdeleri hesaplanmistir. Sonug
olarak farkli konsantrasyonlarda VISTA-siRNA transfeksiyonu yapilmis hiicrelerin NT-
SiIRNA transfeksiyonu yapilmis ve transfeksiyon yapilmamis kontrol grubuna gore
canliliginda anlamli bir azalma tespit edilmistir. (p<0,0001)

5 nM VISTA-siRNA uygulanan hiicrelerde canlilik %85’¢, 10 nM VISTA-
siRNA uygulanan hiicrelerde canlilik %81’e, 25 nM VISTA-siRNA uygulanan
hiicrelerde canlilik %79’a ve 50 nM VISTA-siRNA uygulanan hiicrelerde canlilik
%76’ya dismiistiir. 25 GAPDH-siRNA uygulanan hiicrelerde canlilik ise %70’e
dismistiir (Sekil 4.15).

150

100

% Canlilik
N
= =
| |
g I |
- }
g |
)

siRNA Uygulamasi Yapilan Dozlar

Sekil 4.15. PANC-1 hiicrelerine farkli dozlarda uygulanan VISTA-SIRNA ve NT-siRNA’larin
kontrole gore hiicre canliligina etkisi

4.5. PANC-1 Hiicre Hattinda Naloxone ve siRNA’min Kombinasyon Halinde
Uygulanmasinin Hedef Genler Uzerindeki Sinerjik Etkisi

Hiicre hattina 72 saatlik Naloxone ile birlikte 24 saatlik 25 nM VISTA-siRNA,
25 nM GAPDH-siRNA ve 25 nM NT-siRNA uygulamasi yapilmistir. TLR4 antagonisti
olan Naloxone’un siRNA’lar ile kombinasyon halinde uygulanmasinin VISTA, TLR4
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ve IRAK4 gen ekspresyonlari iizerindeki etkileri incelenmistir ve istatistiksel olarak
anlamli sonuglar bulunmustur.
4.5.1. PANC-1 Hiicre Hattinda Naloxone ve siRNA Uygulamasinin VISTA Gen
Ekspresyonu Uzerindeki Etkisi

PANC-1 hiicre hattina 24 saatlik 25 nM VISTA-siRNA ve 72 saatlik
Naloxone’un  kombinasyon halinde uygulanmasi sonucunda VISTA gen

ekspresyonunda kontrole gore %67 oraninda anlamli bir baskilanma (knockdown)

gozlemlendi (Sekil 4.16). (p<0,001)
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Sekil 4.16. PANC-1 hiicre hattina Naloxone + 25 nM VISTA-siRNA uygulamasi sonrasinda
VISTA gen ekspresyonunun qRT-PCR sonucu

4.5.2. PANC-1 Hiicre Hattinda Naloxone ve VISTA-siRNA Uygulamasinin TLR4
Gen Ekspresyonu Uzerindeki Etkisi

PANC-1 hiicre hattina 24 saatlik 25 nM VISTA-SiRNA ve 72 saatlik
Naloxone’un kombinasyon halinde uygulanmasi sonucunda TLR4 gen ekspresyonunda

kontrole gore %75 oraninda anlamli bir baskilanma (knockdown) gézlemlendi (Sekil
4.17). (p<0,001)
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Sekil 4.17. PANC-1 hiicre hattina Naloxone + 25 nM VISTA-siRNA uygulamasi sonrasinda
TLR4 gen ekspresyonunun qRT-PCR sonucu

4.5.3. PANC-1 Hiicre Hattinda Naloxone ve VISTA-SiRNA Uygulamasinin IRAK4
Gen Ekspresyonu Uzerindeki Etkisi

PANC-1 hiicre hattina 24 saatlik 25 nM VISTA-siRNA ve 72 saatlik
Naloxone’un beraber uygulanmasi sonucunda IRAK4 gen ekspresyonunda kontrole

gore %79 oraninda anlamli bir baskilanma (knockdown) gozlemlendi (Sekil 4.18).
(p<0,01)
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Sekil 4.18. PANC-1 hiicre hattina Naloxone + 25nM VISTA-siRNA uygulamasi sonrasinda
IRAK4 gen ekspresyonunun qRT-PCR sonucu
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4.6. PANC-1 Hiicre Hattinda Naloxone ve siRNA’nin Kombinasyon Halinde
Uygulamasinin Hiicre Canhihgna EtkKisi

VISTA geninin TLR4 geni ile PANC-1 hiicre hatti tizerinde sinerjik etki
olusturarak hiicre proliferasyonundaki etkisinin gézlemlenmesi i¢in canlilik analizi i¢in
MTT metodu kullanildi. Analizlerde her grup 3 tekrarli olacak sekilde c¢alisildi. 3
kuyucugun 570 nm dalga boyunda Glgiilen absorbans degerlerinin ortalamalart alindu.
SiRNA ve Naloxone’un PANC-1 hiicrelerine beraber verildigindeki canliligina
bakilmistir. Naloxone ve siRNA muamelesi yapilan hiicrelerin ortalama absorbans
degerleri, transfeksiyon yapilmamis kontrol hiicrelerine oranlanarak canlilik yiizdeleri
hesaplandi. Sonug olarak, VISTA-siRNA uygulanan hiicrelerde, kontrol hiicreleri ve

NT-siRNA uygulanan hiicrelerin canliliginin 24 saat sonunda anlaml 6l¢iide azaldigi

tespit edildi (Sekil 4.19). (p<0,001)
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Sekil 4.19. PANC-1 hiicre hattina Naloxone ile 25 nM VISTA-siRNA’nin kombinasyon halinde
ve 25 nM NT-siRNA, 25 nM GAPDH-siRNA ve 25 nM VISTA-siRNA uygulamasinin hiicre canliligina
olan etkisinin MTT analizi grafigi

72 saatlik Naloxone ve 24 saatlik VISTA-siRNA muamelesi uygulanan
hiicrelerde kontrol hiicrelerine gore hiicre canlilik yiizdesi %77°ye, 24 saatlik VISTA-
siRNA muamelesi uygulanan hiicrelerde kontrol hiicrelerine gore hiicre canlilik ytizdesi
%79’a, 24 saatlik NT-siRNA muamelesi uygulanan hiicrelerde kontrol hiicrelerine gore
hiicre canlilik yilizdesi %98’e, 24 saatlik GAPDH-siRNA muamelesi uygulanan

hiicrelerde kontrol hiicrelerine gore hiicre canlilik yiizdesi %71’ya diismiistiir.
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4.7. Naloxone ve siRNA Uygulamasi Yapilan PANC-1 Hiicrelerinin
Morfolojilerinin Incelenmesi

PANC-1 hiicre hattina IC50 dozu olarak belirlenen 217,789 uM Naloxone
uygulamasi yapildiktan 48 saat sonra VISTA-siRNA Naloxone ile kombinasyon halinde
hiicrelere uygulanmistir. Hiicreler inverted mikroskop altinda 10X optik biiyiitmede
goriintiilenmistir. Uygulama yapilmamis kontrol grubuna gore Naloxone ve SiRNA
kombinasyonu uygulanmis hiicre proliferasyonunda azalma gozlemlenmistir. (Sekil
4.20)

Sekil 4.20. (A) Naloxone + VISTA-siRNA ve (B) uygulama yapilmamis kontrol grubu PANC-1
hiicrelerinin mikroskop goriintiileri (10X biiyiitme)
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5. TARTISMA

Pankreas duktal adenokarsinomu (PDAK), en olimciil solid malignitelerden
biridir ve Diinya ¢apinda kansere bagli oliimlerin yedinci sirasinda yer almaktadir.
Cerrahi tekniklerde ve ameliyat sonrasi sonuglarda 6nemli iyilesmeye ragmen genel
niiks orani yaklasik % 85 ve 5 yillik sagkalimin % 30'dan az oldugu bilinmektedir
(Rawla ve ark., 2019 ; Casolino ve ark., 2021). Pankreas kanseri karmasik timor
mikrogevresi, genetik ve epigenetik degisikliklerden dolay1 kemoterapi, radyoterapi ve
hedefli terapilere karsi direng gelistirmektedir (Sunami & Kileeff, 2019). Bu
nedenlerden dolay1 daha etkili tedavi stratejilerine ihtiyag vardir.

Immunoterapik yaklagimlar ilerlemis malignitelerin tedavisi igin ortaya
ctkmistir. Immun check-point inhibitorleri, kanser tedavisinde tiimériin bilyiimesini
engellerken ayni zamanda kemoterapinin etkinligini arttirdig1 i¢in olduk¢a umut
vericidir (Sunami & Kileeff, 2019). Son zamanlarda pankreas kanseri tiimor hiicreleri
tizerinde yer alan spesifik reseptorleri hedefleyen ilaglarin gelistirilmesi ve bunlarin
kemoterapoétik ajanlarla kombine halde kullanilmasi veya siRNA molekiilleri tarafindan
asirt  eksprese edilen genlerin inhibisyonlarina odaklanilmistir (Aslan, Shahbazi,
Ulubayram, & Ozpolat, 2018).

Dogustan gelen bagisiklik sisteminin bir bileseni olan TLR4, bagisiklik
hiicrelerinde Ve epitel hiicrelerde yiiksek seviyede eksprese olmaktadir. insanda TLR’ler
pankreas kanseri dokusunda ve birgok kanser hiicre hattinda eksprese olmasina ragmen
normal pankreas hiicrelerinde ¢ok az veya hi¢ cksprese olmamaktadir (Vaz &
Andersson, 2014 ; Lanki ve ark., 2018). TLR4 timor hiicreleri, immun hiicreler ve
tiimOr mikro cevresi ile iletisim kurarak tiimor ilerlemesine neden olmaktadir. Yapilan
birgok ¢alismada kemoterapiye direncin ve tiimor olusumunun inhibisyonu i¢in TLR4
onemli bir rol oynamaktadir (C. Chen ve ark., 2018).

Prostat hiicrelerinde upregiile olan TLR4’lin, genetik olarak yatkin bireylerde
karsinogenezi tesvik edebilen ve enflamatuar siirece katki saglayan dogal immun
hiicreler ile sinerji olusturabilecegi diistiniilmektedir (Gatti ve ark., 2009).

Helicobacter Pylori birgok kanser i¢in risk faktorii olarak kabul edilmektedir. Bu
enfeksiyonun pankreas kanserinin gelisme riskini onemli oOlgiide arttirabilecegini
destekleyen ¢aligmalar mevcuttur (Guo, Liu, & Wu, 2016).

TLR’ler mikrobiyal bilesenlerin taninmasiyla ilk konak savunmasinda dnemli
bir rol oynamaktadir. Yapilan c¢alismalarda mide mukozasinda en c¢ok rastlanan

enfeksiyonlardan olan Helicobacter Pylori’nin mide karsinomunda TLR ile etkilesime
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girdigi ve kotii prognoz ile iligkili oldugu goriilmiistiir (Schmaufer, Andrulis, Endrich,
Miiller-Hermelink, & Eck, 2005).

Ikebe ve arkadaslar1 2009 yilinda siRNA ile TLR4 ve Myd88’i hedefleyerek
LPS’nin pankreas kanseri hiicresindeki invaziv yetenegi tizerindeki etkisine
bakmislardir. Calisma sonucunda LPS’nin pankreas kanseri hiicrelerinin invaziv
yetenegini arttirdigi ve NF-xB yolaginin blokajimin LPS'ye bagli artan invazif
yetenegini azalttigi gosterilmistir (Ikebe ve ark., 2009).

Hsiao ve arkadaslarinin hepatoseliiler karsinom (HepG2) hiicreleri iizerinde
yaptiklart bir c¢aligmada IL-6’nin LPS ile indiikklenen TLR4’ii upregiile ettigi
gozlemlenmistir. Ayrica TLR4 aktivasyonunun HepG2 hiicrelerinde proliferasyonu,
nitrik oksit sentaz (NOS) ekspresyonunu ve NO firetimini arttirdigi da tespit edilmistir.
Bunun yanisira TLR4 ekspresyonunun ¢ok yiiksek oldugu HepG2 hiicrelerine
uygulanmis olan antitimor ilaclarina karsi yiliksek kemo direng gelistirildigi
goriilmistiir (Hsiao ve ark., 2015).

Kiigiik hiicreli olmayan akciger kanserinde (NSCLC) bir immun check-point
olan PD-L1 ile TLR4 arasindaki iligki arastirilmistir. Yapilan ¢alismada akciger kanseri
dokularinda TLR4 ile PD-L1 ekspresyonu arasinda pozitif bir korelasyon
gozlemlenmistir. Bu iki proteinin artan ekspresyonunun ERK ve PI3K/AKT sinyal
yollarm1 da aktive ederek kotii prognozla iliskili oldugu bulunmustur. Buradan yola
cikarak ERK ve PI3K inhibitorii kullanarak yapilan caligmanin sonunda LPS ile
indiiklenen PD-L1’in up regiilasyonunun TLR4/ERK yolagma bagli oldugunu ancak
TLR4 / PI3K / AKT sinyal yolagina bagli olmadigini tespit etmislerdir (Kang ve ark.,
2020).

TLR4 ile iliskili yolaklarin bloke edilmesiyle iimit verici sonuclar elde edilmis
olmasma ragmen terapOtik ajan olarak kabul edilebilmesi i¢in daha fazla g¢aligma
yapilmasi gerekmektedir. Cilinkii hem stromal hiicrelerde hem de tiimor hiicrelerinde
TLR4 eksprese edilmektedir. Bundan dolay1 tiimér mikro ¢evresinde bulunan TLR4
ligandlar1 farkli hiicre popiilasyonlar1 arasinda karmagik etkilesime neden
olabilmektedir.

Immun check-pointlerden olan ve hem ligand hem reseptdr olarak gorev alabilen
VISTA’nin T hiicre proliferasyonunu ve sitokin salintmini baskiladigi bilinmektedir.
Prostat kanseri, kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri (NSCLC) ve kolorektal
karsinom gibi bir¢ok insan kanserinde bagisikliktan kacinma ve hayatta kalma icin T

hiicresi ile iligkili yanit1 baskilayan VISTA, pankreas kanserinde de CD68+
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makrofajlarinda yiiksek seviyede eksprese olmaktadir (Blando ve ark., 2019 ; Huang ve
ark., 2020).

Preklinik calismalar VISTA blokajmmin T hiicre efektdr fonksiyonlarini serbest
biraktigin1 ve kolon kanseri modellerinde anti-PD-L1 gibi diger immiin kontrol noktasi
inhibitorleri ile sinerji olusturarak tiimor biiylimesini baskiladigini géstermistir (Zong
ve ark., 2020).

Yumurtalik ve endometriyal kanseri olan hastalara PD-1 blokaji gibi immun
check-point inhibitérleri ile tedavi yapilmistir ancak sonuglar tatmin edici olmamistir
(basar1 oran1 yaklasik %13) (Mulati ve ark., 2019). Bundan dolay1 anti-PD-1 tedavisine
direncli hastalar1 basarili bir sekilde tedavi etmek i¢in kombine terapiler gibi yeni tedavi
stratejilerinin gelistirilmesi 6n goriilmektedir.

Bu ¢alismalarin devaminda insan yumurtalik ve endometrial kanser hiicrelerinde
de yiiksek seviyede eksprese olan VISTA molekiiline karsilik anti-VISTA antikor
tedavisi yapilmigtir. Tedavinin yiiksek seviyede VISTA ekspresyonu tasiyan farelerin
hayatta kalmasini1 6nemli dl¢iide uzattigi gorilmistiir (Mulati ve ark., 2019)

Deng ve arkadaglarinin yaptigi ¢alismaya gore VISTA nin kolon kanserindeki
yiiksek seviyede ekspresyonu, kotii prognoz ile iliskilidir. Ayrica VISTA, HIF-1a sinyal
yolagi araciligiyla  hipoksik  bolgelerde  upregiile olmaktadir. VISTA’nin
hedeflenmesinin  hipoksinin  antitimér bagisiklik  {lizerindeki zararli  etkilerini
azaltabilecegi diisiiniilmektedir (Deng ve ark., 2020).

Immun check-point VISTA ile ilgili yapilmis bu galigmalara dayanarak sSiRNA-
VISTA’nin bloke edilmesinin pankreas kanseri gelisimini ve invazyonunu
baskilayacagini diisiinmekteyiz.

Genecards.org sitesinden VISTA ve TLR4 sinyal yolaklarmin iligkili
olabilecekleri potansiyel sinyal yolaklarina bakilmigtir. Bunun sonucunda her iki
proteinin de NF-kB sinyal yolagi ile baglantili oldugu goriilmiistiir.

Ancak pankreas kanserinde VISTA’nin ekspresyonu ve klinik 6nemi hakkinda
cok az bilgi bulunmaktadir ve VISTA ile TLR4 ekspresyonu arasinda potansiyel
baglantilar heniiz kesfedilmemistir. Pankreas kanserinde VISTA ve TLR4’iin
downstream sinyal yolaklarindaki baglantilarin hedeflenmesi, immun check-point
inhibitorleri ve onkogenik yolak inhibitorleri iizerine yapilacak klinik caligmalar i¢in
fayda saglayacaktir.

TLR4’iin kesfedilmesinden ¢ok oOnce Naloxone’un gram negatif bakterilerin

hiicre duvarmin bir bileseni olan LPS’nin biyolojik aktivitelerini bloke ettigi



85

bulunmustur. Son zamanlarda ise Naloxone’un MD2 proteinin LPS baglanma bdlgesine

baglanarak TLR4 antagonistligi yaptig1 bilinmektedir (Wang ve ark., 2016) (Sekil 5.1).
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Sekil 5.1. Naloxone’nun etki mekanizmasi (https://www.immune-system-
research.com/sepsis/I148h37-a-specific-myeloid-differentiation-protein-2-md2-inhibitor/2020-08-11/
Erisim tarihi: 08.05.2021)

1987 yilinda yumurtalik kanserinde yapilan bir ¢alismada, tiimoriin gelisimini
engellemek icin Naloxone kimyasali farkli dozlarda hiicrelere verilmistir ve bunun
sonucunda tiimor hacminde bir azalma gozlemlenmistir (Kikuchi ve ark., 1987).

Wang ve arkadaglar1 BV-2 fare mikroglial hiicre hattinda yaptig1 bir ¢calismada
Naloxone ilacinin LPS ile indiiklenen TLR downstream sinyallemesini inhibe ettigini,
NO ve TNF-a gibi proinflamatuar sitokinlerinin de gii¢lii bir inhibitorii oldugunu
gostermislerdir. TLR4 sinyal yolaginda TRIF ile aktive olan IRF3 transkripsiyon
faktorii IFN-B transkripsiyonu indiiklemektedir. Bu ¢alismada ayrica Naloxone
konsantrasyona bagli olarak LPS kaynakli IRF3 fosforilasyonu ve IFN-f iiretimi inhibe
edilmistir (X. Wang ve ark., 2016).

MCEF-7 hiicrelerindeki proliferasyonun baskilanmasi ve biiytimenin inhibisyonu
icin yapilan bir calismada ise Naloxone ve morfin beraber verilmistir. ila¢ verilen
hiicrelerdeki apaptotik oran kontrol grubuna gore daha yiiksek ve 6zellikle G1’den S
fazina geciste hiicre dongiisiiniin ilerlemesini onleyerek, proliferasyonu da engelledigi
tespit edilmistir (Y. Chen ve ark., 2017).

Literatiirlerden yola ¢ikarak calismamiz igin ilk asamada pankreas kanserinin
gelismesinde ve invazyonunda bilyiik dneme sahip olan TLR4 sinyal yolagini, TLR4
antagonisti olarak bilinen Naloxone ile sustururarak bunun immun check-pointlerden
olan ve pankreas kanserinde yiiksek seviyede eksprese olan VISTA’nin down

regiilasyonuna sebep olabilecegi diisliniilmiistiir.
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Ik olarak farkli konsantrasyonlarda Naloxone verilen PANC-1 hiicre hattinda
MTT analizi ile hiicre canliligina bakilmistir. 24, 48 ve 72 saat boyunca 175, 200, 250
ve 400 uM dozlarda Naloxone ile hiicreler inkiibe edilmistir ve ilacin 72.saatte etki
ettigine karar verilmistir. Naloxone’un hiicreler tizerindeki canliligina etkisi i¢in 1C50
dozu kontrol hiicreleri ile kiyaslandiginda 217,789 uM olarak hesaplanmistir. Bulunan
IC50 dozu TLR4, IRAK4 ve VISTA gen ekspresyonlarindaki baskilanmanin tespiti i¢in
gRT-PCR ile yapilacak analizde kullanilmistir.

TLR4 antagonisti olarak bilinen Naloxone ilaci, saglikli hiicre hatt1 olan
HUVEC ve insan pankreas kanseri hiicre hattt PANC-1’e 271,789 uM olarak
uygulandiktan sonra qRT-PCR yapildi. iki hiicre hattindaki TLR4, IRAK4 ve VISTA
gen ekspresyonlarindaki kiyaslamaya 222¢T (Livak) metodu ile bakildi. Bunun
sonucunda TLR4 gen eckspresyonunda anlamli bir downregiilasyon gézlemlenirken,
IRAK4 ve VISTA gen ekspresyonlarinda anlamli sonug alinamamustir.

Ikinci asamada ise PANC-1 hiicre hattinda yiiksek seviyede eksprese olan
VISTA’y1 RNA interferans yontemi olan siRNA ile susturmanin TLR4 ve onun down
stream yolagindaki molekiillerden biri olan IRAK4’iin gen ekspresyonu tizerindeki
etkisi incelenmeye ¢alisilmistir.

Gen ekspresyonunu maksimum seviyede susturabilmek ig¢in SIRNA
transfeksiyon etkinliginin optimum kosullarda gerceklesmesi gerekmektedir. Kullanilan
transfeksiyon ajan1 ve maruz kalma siiresi, kullanilan hiicrelerin pasaj durumu ve
hiicrelerin sagligi, deney esnasinda bulunan sartlar, siRNA’larin uygun bir ortamda
saklanmasi, en diisiik ve en etkili siRNA konsantrasyonu bu kosullar arasinda yer
almaktadir.

VISTA genine spesifik olarak tasarlanmigs VISTA-SIRNA ve NT-siRNA 4 farkli
konsantrasyonda hiicrelere lipofeksiyon yontemi ile transfekte edilmistir. siRNA’nin
VISTA fiizerindeki etkisine qRT-PCR ile bakilmigtir. NT-siRNA ile kiyaslandiginda
ideal susturma orani 24 saatlik SIRNA maruziyeti i¢cin 10 nM siRNA’da %44, 25 nM
siRNA’da %83, 50 nM’da ise %95 olarak bulunmustur.

Yapilan optimizasyonlar ve sonraki caligmalarda kombinasyon uygulamasi
yapilacagindan dolayr qRT-PCR sonuglarmma gore PANC-1 insan pankreas kanseri
hiicrelerinde 24 saatlik 24 nM VISTA-siRNA uygulamasinin en ideal baskilamay1
sagladig1 goriilmistiir. Hiicre hattindaki susturma yiizdeleri istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur ve sonug olarak siRNA’lar basarili bir sekilde transfekte olarak susturma

gerceklesmistir.
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VISTA-siRNA  uygulanan  hiicrelerdeki TLR4 ve IRAK4 gen
ekspresyonlarindaki baskilanmay1 gorebilmek i¢in qRT-PCR yapilmistir. 25 nM dozda
24 saatlik siRNA uygulamasindan sonra IRAK4 gen ekspresyon seviyesi kontrol ile
kiyaslanarak %57 oraninda baskilanmistir. 24 saatlik 25 nM dozda VISTA-siRNA
uygulamasindan sonra TLR4 gen ekspresyonu ise %72 oraninda baskilanmaistir.

Hiicreler ile fonksiyonel analizler yapmak i¢in siRNA aracilifiyla mRNA
seviyesinde gereken baskilama oram1 >%30 kabul edilmektedir (Cavdartepe, 2018).
Calismamizda c¢ok diisiik konsantrasyon ile etkili gen ekspresyonu susturulmasi
gbzlemlenmistir.

VISTA regiilasyonunda TLR4’iin sinerjik etki yapabilecegi diisliniildiigiinden
VISTA-siRNA ve Naloxone PANC-1 hiicrelerine beraber verilmistir. Hiicrelere ilk 48
saat 1C50 dozunu buldugumuz Naloxone’dan 217,789 uM uygulandi. 48 saatin sonunda
tiim besiyerleri cekildi. Ikinci asamada Naloxone ile 25 nM VISTA-siRNA ayn1 dozda
verilmis olan NT-SIRNA uygulanan hiicrelere gore qRT-PCR ile VISTA, IRAK4 ve
TLR4 gen ekspresyonlari karsilagtirilmistir.

Yapilan ¢aligmanin sonucunda kontrol grubuna gore kiyaslandiginda VISTA,
TLR4 ve IRAK4 gen ekspresyon seviyeleri sirasiyla %67, %75 ve %79 oranlarnda
anlamli bir baskilanma (knockdown) tespit edilmistir. Bu bulgular iizerine VISTA gen
ekspresyonunda Naloxone ve VISTA-siRNA kombine halinde verilmesine kiyasla
yalmiz 25 nM VISTA-SIRNA uygulandiginda daha fazla bir baskilanma
gbzlemlenmistir. Bunun sebebinin VISTA gen ekspresyonu iizerinde Naloxone ile
VISTA-siRNA’nin  birbirini negatif olarak etkileyerek etkinliklerini = diistirmiis
olabilecegini varsaymaktayiz. Ancak TLR4 inhibisyonunda kullanilan ajanlar ile
VISTA-siRNA’nin PANC-1 hiicrelerine kombinasyon halinde uygulanmasinin yalnizca
VISTA-siRNA uygulamasina kiyasla TLR4 ve onun downstream yolaginda yer alan
IRAK4 gen ekspresyonlarin1 anlamli sekilde downregiile ettigi tespit edilmistir. Bu
sonuglar 151¢1nda pankreas kanseri ilerlemesinden sorumlu VISTA, TLR4 ve onun down
stream yolaginda bulunan IRAK4 molekiilii arasindaki iligki gen ekspresyonu
diizeyinde tespit edilmistir.

Calisma sonuglarina gore immun check-point VISTA ve TLR4 arasindaki
iligkinin varligi, VISTA tarafindan diizenlenen sinyal yolaklarinin ve ligandlarinin daha
iyi anlagilmasi i¢in bu molekiillerin terapdtik bir hedef olarak kabul edilip anti tiimor

caligmalarinin gelismesine katki saglayacag diisliniilmektedir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Calismamizda pankreas kanseri hiicrelerinde kiiltiir, ilag uygulamast ve etken
dozun tespit edilmesi, siRNA transfeksiyonlari, RNA izolasyonu ve qRT-PCR analizleri
basarili bir sekilde yapilmustir.

TLR4 antagonisti olarak bilinen Naloxone ilaci, PANC-1 hiicrelerinde TLR4
gen ekspresyonunu anlamli bir sekilde downregiile etmistir. Ancak TLR4 downstream
yolaginda yer alan IRAK4 ve negatif immun check point lizerinde anlamli bir sonug
gozlemlenmemistir. PANC-1 hiicrelerine ilag muamelesi sonrasinda TLR4 gen
ekspresyonundaki downregiilasyonun, pankreas kanseri hiicrelerindeki proliferasyonu
da baskiladigi tespit edilmistir.

Calismamizin ikinci asamasinda RNA interferans yontemi ile VISTA gen
ekspresyonundaki baskilanmanin TLR4 sinyal yolagi ile baglantisina bakilmistir. Bunun
icin VISTA-siRNA ile VISTA gen ekspresyonunun susturulmasi hedeflenmistir.
Calismanin sonucunda VISTA gen ekspresyonun baskilanmasini TLR4 ve IRAK4 gen
ekspresyonlarinin da anlamli sekilde baskilanmasina ve hedef genlerin baskilanmasinin
hiicre proliferasyonundaki diisiise sebep oldugu goézlemlenmistir.

Son asamada ise PANC-1 hiicrelerine Naloxone ve VISTA-siRNA kombinasyon
halinde verilmistir. Bunun sonucunda tek uygulamaya gore birlikte uygulandiklarinda
sinerjik bir etki ile TLR4 ve IRAK4 hedef gen ekspresyonlarinda daha yiiksek bir
baskilanma tespit edilmistir. Sonu¢ olarak PANC-1 hiicre hattinda TLR4 sinyal yolag:
ile VISTA gen ekspresyonu arasinda anlamli bir iliski goriilmiistiir.

Calismamizda elde edilen bulgular, ileri analizler ile gelistirilmelidir.
Verilerimize gore pankreas kanseri ilerlemesinde TLR4 sinyal yolaginin VISTA immun
ckeck-pointine aracilik ettigi diigiiniildiigiinden ilerki ¢aligmalarda gerekli inhibitorler
kullanilarak diger sinyal yolaklar1 ile potansiyel baglantilarin tespit edilmesi
gerekmektedir.

VISTA ve TLR4 sinyal yolag1 arasinda bulunan iligkinin ve baglantili oldugu
sinyal yolaklarinin tespit edilmesi durumunda kanser tedavisinde immun check-point

inhibitorlerinin cevap belirlemede 6nemli bir belirte¢ olabilecegini diisiinmekteyiz.
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