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YAYIMLAMA VE FiKRi MULKIiYET HAKLARI BEYANI

Enstitii tarafindan onaylanan lisansiistii tezimin/raporumun tamamini veya herhangi bir kismini, basili
(kag1t) ve elektronik formatta arsivleme ve asagida verilen kosullarla kullanima agma iznini Hacettepe
Universitesine verdigimi bildiririm. Bu izinle Universiteye verilen kullanim haklar1 disindaki tiim fikri
miilkiyet haklarim bende kalacak, tezimin tamaminin ya da bir boliimiiniin gelecekteki ¢aligmalarda
(makale, kitap, lisans ve patent vb.) kullanim haklar1 bana ait olacaktir.

Tezin kendi orijinal ¢alismam oldugunu, baskalarinin haklarini ihlal etmedigimi ve tezimin tek yetkili
sahibi oldugumu beyan ve taahhiit ederim. Tezimde yer alan telif hakki bulunan ve sahiplerinden yazili
izin alinarak kullanilmasi zorunlu metinlerin yazili izin alinarak kullandigimi ve istenildiginde
suretlerini Universiteye teslim etmeyi taahhiit ederim.

Yiiksekogretim Kurulu tarafindan yayimnlanan “Lisansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanmast,
Diizenlenmesi ve Erisime A¢ilmasina Iliskin Yonerge” kapsaminda tezim asagida belirtilen kosullar
haricince YOK Ulusal Tez Merkezi / H.U. Kiitiiphaneleri A¢ik Erigim Sisteminde erigime agilir.

o Enstitii / Fakiilte yonetim kurulu karari ile tezimin erisime acilmasi mezuniyet
tarihimden itibaren 2 yil ertelenmistir.

o Enstitii / Fakiilte yonetim kurulunun gerekgeli karari ile tezimin erisime agilmasi
mezuniyet tarihimden itibaren ... ay ertelenmistir.

o Tezimle ilgili gizlilik karar1 verilmistir. ©
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“Lisansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Erisime Acilmaswna Iliskin Yonerge”

(1) Madde 6. 1. Lisansiistii tezle ilgili patent bagvurusu yapilmasi veya patent alma siirecinin devam etmesi durumunda,
tez danismaninin Onerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun goriisii iizerine enstitll veya fakilte yonetim kurulu iki
yil siire ile tezin erigime agilmasinin ertelenmesine karar verebilir.

(2) Madde 6. 2. Yeni teknik, materyal ve metotlarin kullanildigi, heniiz makaleye doniismemis veya patent gibi yontemlerle
korunmamus ve internetten paylasiimas: durumunda 3. sahislara veya kurumlara haksiz kazang imkani olusturabilecek
bilgi ve bulgulari iceren tezler hakkinda tez danigmaninin Onerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun goriisii iizerine
enstitli veya fakilte yonetim kurulunun gerekgeli karari ile alti ayr asmamak iizere tezin erisime agilmasi
engellenebilir.

(3) Madde 7. 1. Ulusal ¢ikarlari veya giivenligi ilgilendiren, emniyet, istihbarat, savunma ve giivenlik, saglik vb. konulara
iliskin lisansiistii tezlerle ilgili gizlilik karart, tezin yapuldigi kurum tarafindan verilir *. Kurum ve kuruluslaria yapilan
isbirligi protokolii ¢ercevesinde hazirlanan lisansiistii tezlere iliskin gizlilik karar ise, ilgili kurum ve kurulusun
Onerisi ile enstitl veya fakiltenin uygun goriisii tizerine Universite yonetim kurulu tarafindan verilir. Gizlilik karar:
verilen tezler Yiksekogretim Kuruluna bildirilir.

Madde 7.2. Gizlilik karari verilen tezler gizlilik siiresince enstitii veya fakiilte tarafindan gizlilik kurallar: cer¢evesinde
muhafaza edilir, gizlilik kararmmin kaldirilmas: halinde Tez Otomasyon Sistemine yiiklenir

* Tez danismaninin Onerisi ve enstitii anabilim dalimin uygun goriisii iizerine enstitli veya fakulte yonetim
kurulu tarafindan karar verilir.
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OZET

Pisiren G., Bortezomib ve Imatinib’in Pankreas Kanserinde Olas1 Sinerjistik
Etkisinin Incelenmesi. Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Tiimor
Biyolojisi ve Immiinolojisi Yiiksek Lisans Tezi, Ankara 2023. Pankreas kanseri
hastalar1 arasindaki yiiksek 6liim orani, uygun tedavinin 6nemine dikkat ¢cekmektedir.
Ancak geleneksel tedavi stratejilerinin yetersiz kalmasi, alternatif yontemlerin
arastirilmasi gerektigini gostermektedir. Proteozom inhibitori olan bortezomib, hiicre
icerisinde anormal proteinlerin uzaklastirilmasini engellemektedir ve bu proteinlerin
endoplazmik retikulumda (ER) birikmelerine neden olarak organel icerisinde stres
olusumunu tetiklemektedir. Pankreas organinda var olan aktif protein sentezi, bu
organin ¢ok iyi bir sekilde kontrol edilen protein homeostaz merkezi ihtiyacini
vurgulamaktadir. Bu durum bortezomib ilacinin pankreas kanseri tedavisinde iyi bir
aday olabilecegini gostermektedir. Fakat tedavi etkinliginin arttirilmasi amaciyla stres
esiginin asilmasi biiyiik 6nem arz ettigi i¢in bu ilag ile birlikte diger ER stres aktive
edici ilaglarin birlikte uygulanmasi gerekmektedir. Bu dogrultuda kombine tedavi
amaciyla ER stresi aktive edebildigi bilinen tirozin kinaz inhibitort olan imatinib ilaci
kullandi. Bu tez ¢aligmasinda, bortezomib ve imatinib kombinasyonunun pankreas
kanseri hicreleri Gzerindeki olas1 sinerjistik etkisinin arastirilmasi amaglandi. BXPC-3
ve MIA PaCa-2 pankreas kanseri huicrelerinde sXBP1 transkript seviyesi qRT-PCR ile
incelenerek hem bortezomib hem de imatinibin ER stresi aktive edebildigi gosterildi.
Elde edilen bulgular dogrultusunda, ilag kombinasyonunun kanser hiicresinin 6limu
Uzerinde sinerjistik bir etkiye yol actig1r gozlendi. Ayrica imatinib ve bortezomibin
RIDD mekanizmasi tizerinde aktive edici etkiye de sahip olduklar1 anlasildi. Yapilan
in silico analizler sonucunda ER stres ile iligkili oldugu bilinen genlerden DERL2,
DNAJB11, EDEM1, EIF2AK3, HSPA5 ve CEBPB’in pankreas kanserlerinde
bortezomibe kars1 gosterilen direngte rol oynayabildigi ortaya koyuldu. Sonug olarak,
bortezomib ve imatinibin pankreas kanseri hiicrelerinde daha dnce bilinmeyen etkileri
kesfedildi ve ER strese bagli hiicre 6liim aktivasyonunun pankreas kanseri tedavisinde

bir tedavi segenegi olarak kullanilabilecegi gésterildi.

Anahtar Kelimeler: Pankreas kanseri, Bortezomib, imatinib, ER stres, Sinerji
Destekleyen kurumlar: TUBITAK 2210-A Yurt igi Genel Yiiksek Lisans Burs programi
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ABSTRACT

Pisiren G., Investigation of the Possible Synergistic Effect of Bortezomib and
Imatinib in Pancreatic Cancer. Hacettepe University Graduate School of Health
Sciences, Tumor Biology and Immunology Program Master of Science Thesis,
Ankara 2023. The high mortality rate among pancreatic cancer patients underlines the
importance of proper treatment. However, the traditional treatment strategies remain
inadequate indicating that alternative therapy options need to be explored. Bortezomib
is a proteasome inhibitor which blocks the removal of aberrant proteins and causes
their accumulation in endoplasmic reticulum (ER) which in turn triggers stress in this
organelle. The active protein synthesis in pancreas emphasizes the need for a stringent
central of protein homeostasis thus bortezomib might be a good candidate for
pancreatic cancer treatment. However, it is important to note that exceeding the stress
threshold is crucial, indicating that combination of bortezomib with other ER stress
activating drugs might increase the effectiveness of therapy. Imatinib is a tyrosine
kinase inhibitor that is used for the purpose of combination with bortezomib due to its
known effect on ER stress activation. In this thesis, we aimed to understand if
combination of bortezomib and imatinib shows a synergistic effect on pancreatic
cancer cells. We showed that both bortezomib and imatinib activates ER stress in
BxPC-3 and MIA PaCa-2 pancreatic cancer cells via analysing sXBP1 levels by qRT-
PCR. Our findings revealed that the combination of these drugs resulted in a
synergistic effect in the cancer cell death. It is also discovered that both imatinib and
bortezomib have an activator impact on the RIDD mechanism. In silico analysis further
unveiled that ER stress-related genes DERL2, DNAJB11l, EDEM1, EIF2AKS3,
HSPA5, CEBPB may be involved in bortezomib resistance in pancreatic cancers.
Overall, our study discovered the previously unknown effects of imatinib and
bortezomib in pancreatic cancer cells and indicated that activation of ER stress induced

death might be used as a therapy option for pancreatic cancer treatment.

Keywords: Pancreatic cancer, Bortezomib, Imatinib, ER stress, Synergy
Supported by: TUBITAK 2210-A scholarship for domestic MSc study
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SEKIiLLER

Endoplazmik retikulum ile iligkili yikim reaksiyonunun
sitoplazmada  ger¢eklesme asamalar1  (BioRender.com ile
hazirlanmigstir).

26S proteozom A) 19S ve 20S proteozom alt birimleri B) 20S
proteozom alt biriminde bulunan Kkatalitik beta halkasi
(BioRender.com ile hazirlanmistir).

Endoplazmik retikulum ile iliskili hiicre oliimiinde stresin
siddetinin ve siiresinin rolii (BioRender.com ile hazirlanmistir).

ER stres varliginda katlanmamig protein yanitinin aktivasyonu
(BioRender.com ile hazirlanmistir).

ER stres aracili indiiklenen hiicresel 6liim yollar1 (BioRender.com
ile hazirlanmustir).

Bortezomib ilacinin hedef genlerinin ekspresyon seviyesinin
normal ve tiimor pankreatik doku orneklerinde karsilastiriimasi
(GEPIA). Kirmizi kutu tiimoér, gri kutu normal pankreatik doku
orneklerini gostermektedir. Kutu grafikleri 25 persentilden 75
persentile  kadar  uzanmaktadir, yatay c¢izgi medyan
gOstermektedir.

Proteoliz mekanizmasinda yer alan genlerin imzasinin normal ve
tiimor pankreatik 6rnekler kullanilarak karsilastirilmasi (GEPIA2).
Kirmizi kutu tiimor, gri kutu normal pankreatik Orneklerini
gostermektedir. Kutu grafikleri 25 persentilden 75 persentile kadar
uzanmaktadir, yatay ¢izgi medyani gostermektedir.

Imatinib ilacinin hedef genlerinin ekspresyon seviyesinin normal
ve timor pankreatik doku orneklerinde karsilagtirilmasi (GEPIA).
Kirmizi kutu tiimor, gri kutu normal pankreatik doku 6rneklerini
gostermektedir. Kutu grafikleri 25 persentilden 75 persentile kadar
uzanmaktadir, yatay ¢izgi medyan1 gostermektedir.

Bortezomib ve imatinib ilaglarinin hedef genlerinin ekspresyon
duizeyinin GSE28735 veri seti ile incelenmesi.

Farkli veritabanlarinin kullanimi ile pankreas kanseri hiicre
hatlarinin ~ bortezomib ilacina kars1 gosterdikleri hassasiyet
bilgisinin AUC parametresi ile belirlenmesi: A) GDSC veritabani
B) CTRP veritabani.
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Bortezomib ilacina ait 72 saatlik inkiibasyon sonunda A) BxPC-3
B) MIA PaCa-2 hiicre hatlarinda belirlenen ICso doz miktarlari.
Grafikler ortalama + standart sapma degerleri temel alinarak
olusturuldu (n=3).

Bortezomib ilacina ait 72 saatlik inkiibasyon sonunda A) CFPAC-
1 B) SU.86.86 C) AsPC-1 D) Capan-1 E) PANC-1 hiicre hatlarinda
belirlenen ICso doz miktarlari. Grafikler ortalama + standart sapma
degerleri temel alinarak olusturuldu (n=3).

BXPC-3 hiicre hattinda bortezomib ilacina ait ICso doz miktar1 A)
24 saatlik inklbasyon (n=3) B) 48 saatlik inkibasyon (n=3) C) 48
saatlik inkubasyon slresi sonunda kristal viyole boyama
gorintdsu.

MIA PaCa-2 hiicre hattinda bortezomib ilacina ait ICsp doz miktari
A) 24 saatlik inkibasyon (n=3) B) 48 saatlik inkiibasyon (n=3) C)
48 saatlik inkubasyon siresi sonunda kristal viyole boyama
gorintisa.

BXPC-3 hiicre hattinda imatinib ilacina ait 1Csp doz miktar1 A) 24
saatlik inklbasyon (n=3) B) 48 saatlik inkiibasyon (n=3) C) 72
saatlik inkiibasyon (n=3) D) 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda
kristal viyole boyama goruntisd.

MIA PaCa-2 hiicre hattinda imatinib ilacina ait 1Cso doz miktar1 A)
24 saatlik inktbasyon (n=3) B) 48 saatlik inkiibasyon (n=3) C) 72
saatlik inkiibasyon (n=3) D) 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda
kristal viyole boyama gorintis.

Bortezomib ve imatinib ilag kombinasyonunun BxPC-3 hiicre hatti
uzerindeki etkisinin CompuSyn yazilimi kullanilarak incelenmesi:
A) ilaglarin birlikte uygulandigr durumda 48 saatlik inkiibasyon
siiresi sonunda olusan etkinin grafigi (n=3) B) Bortezomib ve
imatinib ilaglar1 arasinda olusan etkinin kombinasyon index (Fa-
CI) grafigi. CI: kombinasyon indeks degeri, Fa: inhibitor etki, CI<1
sinerjistik etki, CI=1 aditif etki, CI>1 antagonistik etki. Fa=0.5
hiicrenin %50’sini1 6ldiiren inhibitor etki noktast.

Bortezomib ve imatinib ilag kombinasyonunun BxPC-3 hiicre hatti
tizerindeki etkisinin Combenefit yazilimi kullanilarak incelenmesi.
Kombinasyon doz-yanit ve referans doz yanit kullanilarak sinerji
dagilimi olusturulmustur ve sinerji seviyeleri matrix formatinda
verilmigtir. Standart sapma “+/-” ile belirtilmistir (*p<0.05
*%p<0.001 ***p<10 ).

Bortezomib ve imatinib ilag kombinasyonunun MIA PaCa-2 hiicre
hatti iizerindeki etkisinin CompuSyn yazilimi kullanilarak
incelenmesi: A) Ilaglarin birlikte uygulandigi durumda 48 saatlik
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4.15.

4.16.

4.17.

4.18.

4.19.

4.20.

4.21.

inkilbasyon siiresi sonunda olusan etkinin grafigi (n=3). B)
Kombinasyon index (Fa-CI) grafigi. CI: kombinasyon indeks
degeri, Fa: inhibitor etki, CI<I sinerjistik etki, CI=1 aditif etki,
CI>1 antagonistik etki. Fa=0.5 hiicrenin %50’sini 6ldiiren inhibitor
etki noktasi.

Bortezomib ve imatinib ilag kombinasyonunun MIA PaCa-2 hiicre
hatt1 tizerindeki etkisinin Combenefit yazilimi kullanilarak
incelenmesi. Kombinasyon doz-yanit ve referans doz yanit
kullanilarak sinerji dagilimi olusturulmustur ve sinerji seviyeleri
matrix formatinda verilmistir. Standart sapma “+/-” ile
belirtilmistir (*p<0.05 **p<0.001 ***p<10 ).

Combenefit yazilimina gore belirlenen bortezomib ve imatinib ilag
kombinasyonlarinin 48 saatlik inkiibasyon sonucunda BxPC-3
hicre hatt1 Gizerindeki etkisinin CompuSyn yazilimi kullanilarak
incelenmesi: A) Bortezomibin 1.92 nM doz konsantrasyonunda
sabit tutulurken imatinib konsantrasyonunun degistigi kosul B)
Imatinibin 6.15 uM doz konsantrasyonunda sabit tutulurken
bortezomib konsantrasyonunun degistigi kosul. CI<I sinerjistik
etki, Cl=1 aditif etki, CI>1 antagonistik etki.

Combenefit yazilimina gore belirlenen bortezomib ve imatinib ilag
kombinasyonlarinin 48 saatlik inkiibasyon sonucunda MIA PaCa-
2 hiicre hatt1 tizerindeki etkisinin CompuSyn yazilim1 kullanilarak
incelenmesi: A) Bortezomibin 1.18 nM doz konsantrasyonunda
sabit tutulurken imatinib konsantrasyonunun degistigi kosul B)
Imatinibin 6.85 uM doz konsantrasyonunda sabit tutulurken
bortezomib konsantrasyonunun degistigi kosul. CI<1 sinerjistik
etki, Cl=1 aditif etki, CI>1 antagonistik etki.

Imatinib ilacimin 48 saatlik inkiibasyon sonucunda pankreas
kanseri hiicre hatlarinda bortezomib ilacina karsi hassasiyet
olusturup olusturmadiginin incelenmesi: A) BxPC-3 hicre hatt1 B)
MIA PaCa-2 hiicre hatt.

BxPC-3 hiicre hattinda bortezomib ve imatinib ilaglarinin 24
saatlik uygulanmasi sonrasinda sXBP1 geninin ekspresyon
seviyesinde meydana gelen degisimin qRT-PCR temelli
incelenmesi. A) 1Cso doz miktarinda B) ICs0/2 doz miktarinda ilag
uygulamasina ait sonuglar.

MIA PaCa-2 hiicre hattinda bortezomib ve imatinib ilaglarinin 24
saatlik uygulanmasi sonrasinda sXBP1 geninin ekspresyon
seviyesinde meydana gelen degisimin qRT-PCR temelli
incelenmesi. A) 1Cso doz miktarinda B) ICs0/2 doz miktarinda ilag
uygulamasina ait sonuglar.

BXPC-3 hiicre hattinda bortezomib ve imatinib ilag¢larmin 24
saatlik uygulanmasi sonrasinda RIDD hedef genlerinin ekspresyon
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4.22.

4.23.

4.24.

seviyesinde meydana gelen degisimin qRT-PCR temelli
incelenmesi. Scara3 genine ait A) ICso doz miktarinda B) 1Cso/2
doz miktarinda ilag uygulamasi sonuglari. Bloclsl genine ait C)
ICs0 doz miktarinda D) ICso/2 doz miktarinda ilag uygulamasi
sonugclart.

MIA PaCa-2 hiicre hattinda bortezomib ve imatinib ilaglarinin 24
saatlik uygulanmasi sonrasinda RIDD hedef genlerinin ekspresyon
seviyesinde meydana gelen degisimin qRT-PCR temelli
incelenmesi. Scara3 genine ait A) ICso doz miktarinda B) ICso/2
doz miktarinda ila¢ uygulamasi sonuglari. Bloc1s1 genine ait C)
ICs0 doz miktarinda D) ICso/2 doz miktarinda ilag uygulamasi
sonugclari.

ER stres ile iligkili genlerin pankreas kanseri hiicre hatlarindaki
ekspresyon seviyesi ile bu hiicrelerin bortezomib ilacina karsi
gosterdikleri hassasiyetin korelasyonu.  CGP-GDSC (n=29)
platformunda A) DNAJB11 B) EIF2AK3 C) EDEM1 D) ATF3
genlerine ait korelasyon grafikleri. CCLE-CTRP (n=27)
platformunda E) DERL2 genine ait korelasyon grafigi.

ER stres ile iligkili genlerin pankreas kanseri hiicre hatlarindaki
protein diizeyinde ekspresyon seviyesi ile hiicrelerin bortezomib
ilacina kars1 gosterdikleri hassasiyetin korelasyonu. A) HSPAS
(n=13) B) CEBPB (n=14) C) WFS1 (n=14) genlerine ait
korelasyon grafikleri.
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1.GIRIS

Kanser, en yiiksek oOliim oranma sahip hastaliklardan olup tedavisinde
kullanilan kemoterapi, hedeflenmis terapi, radyoterapi, cerrahi miidahale ve
immiinoterapi hem yan etkiler dogurmakta hem de tedaviye gelisen diren¢ sonrasi
yetersiz kalmaktadir. Tedavinin basariya ulasmasinda erken teshis onemli bir rol
oynamaktadir, fakat her kanser erken evrede teshis edilememektedir. Bu kanserlerin
basinda agresif ve 6liimciil yapist ile bilinen pankreas kanseri gelmektedir. Bu hastalik
ileri evreye gelene dek belirti gostermemektedir ve dolayisiyla hastalik ancak ileri
evrelerde yakalanabilmektedir. Bir¢ok kanser hastaliginda bireylerin 6liim orani
tiptaki gelismeler dogrultusunda diisiis gOstermesine ragmen pankreas kanseri
hastalarinda bu oranda ciddi bir azalma gézlenmemektedir. Pankreas kanserine ait 5
yillik sag kalim orani incelendiginde de bu oranin %5-%7’ye kadar diisiik oranlarda
seyrettigi bilinmektedir (1, 2). Buna ek olarak, pankreas kanserinin 2030 yilina kadar
kanser sebepli Olimler arasinda ikinci siraya yilikselmesi de beklenmektedir (3).
Hastaligin tedavisinde kullanilan klasik yOntemler hastalarin yasamini uzatma
konusunda da vyetersiz kalmaktadir (4-7). Tim bu veriler g6z 06ninde
bulunduruldugunda bu hastaligin tedavisine yonelik ¢aligmalarin ve alternatif tedavi

yontemlerinin arastirilmasinin 6nemi ortaya ¢ikmaktadir.

Hicrelerde bulunan endoplazmik retikulum (ER) organeli ribozomlar
aracilifryla viicudumuzda 6nemli role sahip proteinlerin sentezinden ve sonrasinda da
dogru sekilde katlanmalarindan sorumludur (8). Fakat karsinogenez sonrasi olusan
hipoksi, glikoz mahrumiyeti, hizli biiyiime sonucu artan protein sentezi, oksidatif stres
ve pH degisimi gibi sebeplerden dolay1r ER organelinin homeostazi bozulmaktadir. Bu
durum sonucunda da yanlis katlanmis ve/veya katlanmamis proteinlerin ER icerisinde
birikimi gergeklesmektedir (9, 10). Bu yanlis katlanmis ve/veya katlanmamis
proteinlerin ER’da birikimi sonrasinda gerekli diizenleme saglanamazsa organelde
stres meydana gelmektedir ve katlanmamis protein yaniti (KPY) adi verilen
mekanizma devreye girmektedir. Bu mekanizma agildiginda ER membrani tizerinde
bulunan ve KPY mekanizmasinda gorevli olan ii¢ protein BiP saperon proteininin
yapilarindan ayrilmasinin akabinde aktif hale gelmektedir. Bu proteinlerden biri hem

kinaz hem de RNaz aktivitesine sahip olan inositol gerektiren enzim 1 (IRE1)’dir. Bu



protein kinaz aktivitesini kullanarak otofosforilasyon yaptiktan sonra RNaz
aktivitesini ile RIDD (IRElo Bagimli Bozunma) mekanizmasini tetikleyerek
hiicredeki belirli mRNA’larin kesimine neden olur (11). Bu mekanizma homeostaza
giden ayakta 6nemli bir rol oynamaktadir. Ciinkii bu mekanizma sayesinde hedef
mRNA’larin kesimi saglanarak hiicrede zaten birikmis durumda bulunan protein
havuzuna yeni proteinlerin eklenmesi engellenerek organelde meydana gelen stres
kismen azaltilmaktadir. IRE1’in RNaz aktivitesinin bir baska hedef mRNA’s1 ise
XBP1’dir. IRE1 araciligiyla XBP1’e ait mRNA alternatif kesip ¢ikarma yolu ile
kesilerek aktif bir transkripsiyon faktorii haline dontismektedir. Bunun sonunda XBP1
hiicre ¢ekirdegine giderek hiicredeki problemin c¢oziilmesine yardimei olabilecek

saperon gibi proteinlerin yapimini saglamaktadir (12, 13).

KPY mekanizmasinin devreye girmesinin akabinde aktive olan bir diger
protein ise Protein Kinaz R Benzeri ER Kinaz (PERK)’dir. Kinaz aktivitesi ile dnce
kendini fosforile eden PERK, bu reaksiyon sonucunda aktif hale gelerek translasyonun
baslamasi i¢in gerekli olan oncii tRNA’y1 tasiyan 6karyotik baglatma faktorii 2 alpha
(eiF20)’y1 da fosforile etmektedir (14). eiF2a’nin fosforilasyonu sonucunda hiicrede
meydana gelen global translasyon durmaktadir ve bdylece daha fazla yeni protein
sentezinin gergeklesmesi engellenerek yine ER organeli igerisindeki protein yiikii
azaltilmaktadir. {lgingtir ki, ATF4 transkripsiyon faktorii ile GADD34 translasyondaki
bu inhibisyondan kurtulmaktadir ve yine homeostazi saglayacak genlerin yapiminda

rol oynamaktadir (15, 16).

KPY mekanizmasinda yer alan son protein aktive edici transkripsiyon faktori
6 (ATF6) ise saperon proteinin yapisindan ayrilmasinin akabinde golgi cisimcigine
gidip bu organelde kesilerek aktif bir transkripsiyon faktorii haline doniismektedir ve
hiicresel homeostazin saglanmasinda oOnemli role sahip genlerin yapimini
saglamaktadir (17). KPY mekanizmasi her ne kadar ilk asamada hiicreyi yasatmak i¢in
gerekli sinyalleri devreye gecirsede olusan stres siddetinin ve siiresinin arttig1 durumda

hiicrelerde 6lum meydana getirmektedir (18).

Kanser hiicreleri hiicre canliliklarinin devamliligini saglamak amaciyla ER
organelinde biriken yanlis katlanmis ve/veya katlanmamais proteinlerin birikimi sonrasi

olast stresin meydan gelmesini engellemek icin Endoplazmik retikulum ile iliskili



yikim (ERAD) ve otofaji mekanizmalarini kullanirlar. Bu mekanizmalarin yetersiz
kaldig1 noktada ise KPY mekanizmasinin agilis1 ile homeostaz saglanmaya calisilir.
Tiim bu bilgiler dogrultusunda kurtarict ERAD ile otofaji yolaklarinin bloklanisi ve
stresin derecesinin yiikseltilmesi ile KPY mekanizmasi tarafindan yonetilen 6lim
ayaklarinin hedeflenmesi iyi bir tedavi yontemi olmaktadir (19, 20). Su an klinikte
multipl miyelom ve mantle hiicreli lenfoma hastaliklarinin tedavisinde kullanilan
bortezomib ilact ERAD mekanizmasinda goérevli proteozom kompleksini bloklayan
bir proteozom inhibitorudir. Bortezomib araciligiyla ERAD mekanizmasinin
engellenmesi sonucunda hiicrede artan protein yiki ile KPY mekanizmasinin
tetiklendigi ve apoptoz ayaklarmin agildigi gézlenmistir (21). Bortezomib ile elde
edilen bu basar1 multiple miyelomda plazma hiicrelerinden yiiksek dozda
immunoglobulin salinimi sonucunda artan protein yiikii ile iliskilendirilirken, mantle
hicreli lenfomada agir1 ROS iiretimi araciligiyla kaynaklandigi bilinmektedir (22-25).
Fakat bortezomib ile yapilan ¢aligmalar incelendiginde bu ilacin her kanser tiiriinde

istenilen etkiyi olusturamadig1 da anlasilmaktadir (26).

Tirozin Kkinaz inhibitorleri (TKI) ile yapilan ilk c¢alismalar bu ilaglarin
neoplastik hastaliklarin tedavisi i¢in umut vaat ettiklerini gdstermekle beraber hedef
dis1 etkilerinden dolay:r klinikte hastaliklarin tedavisinde kullanimlarinin uygun
goriilmedikleri bilinmektedir. Fakat son yillarda gelistirilen inhibitorlerle hedefler
daha spesifik hale getirilmektedir. Bu TKI’lardan biri de imatinib’tir ve bu ilacin Abl,
c-Kit ve PDGF tirozin kinazlar iizerinde etkili oldugu bilinmektedir (27-30). imatinib,
klinikte kronik miyeloid 16semi ve gastrointestinal stromal tlimorlerin tedavisinde
FDA tarafindan onayli bir sekilde kullanilmaktadir (31). Imatinib’in pankreas kanseri
hiicreleri tizerindeki etkisinin arastirildigi bir ¢alismada bu ilacin kanser hiicrelerinin
blyumelerini engellendigi goézlenmistir (32). Fakat imatinibin pankreas kanser
hiicrelerinin proliferasyonundaki bu gerilemeye sebep olusunun altinda yatan
mekanizma incelendiginde bu ilacin etkisini TKI’larin ¢alismasini engellemesinden
bagimsiz bir sekilde gergeklestirdigi anlasilmaktadir ve bu mekanizmanin
anlagilabilmesi i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ duyuldugu belirtilmektedir (33).
Imatinib’in gastrik kanser ve kardiyomiyositler (zerindeki etkisinin incelendigi

caligmalarda ise bu ilacin hiicrelerde KPY mekanizmasi aracilifiyla hiicre 6liimiine



yol agtig1 da gbzlenmektedir (34, 35). Ayrica yapilan bir baska ¢alismada imatinib

ilacinin RIDD mekanizmasini engelledigi de gosterilmektedir (36).

Bu tez calismasinda, pankreas kanseri hiicre hatlarinda bortezomib ve imatinib
ilagc kombinasyonunun hiicre 61um Gzerindeki olasi sinerjistik etkisi, imatinib ilacinin
bortezomib ilacina karsi direncli profil sergileyen pankreatik kanser hcreleri
Uzerindeki etkisi ve imatinib ilacinin RIDD mekanizmasindaki olasi etkilerinin

incelenmesi amac¢lanmaktadir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Pankreas Kanseri

Pankreas, yaklasik 15 c¢cm uzunlugunda karin boélgesinde mide ile omurga
arasinda bulunan bir organdir (37). Pankreas organi, duedonum kivrimina yerlesik
olarak bulunan ve organin en genis kismini olusturan bas, bu bdlgenin uzantist olan
boyun, govde ve kuyruk olmak iizere dort ana bolimden olusmaktadir. Pankreas
organi endokrin ve ekzokrin fonksiyonlara sahiptir. Endokrin pankreasta, Langerhans
adaciklarinda bulunan Ozellesmis fonksiyonlara sahip endokrin hiicreler
bulunmaktadir ve bu hiicreler tarafindan viicut metabolizmasinin diizenlenmesinde
onemli role sahip gesitli hormonlarin yapimi gergeklesmektedir. Langerhans
adaciginda dort tane 6nemli endokrin hiicre bulunmaktadir. Bu hiicreler; insilin Greten
beta hiicreleri, glukagon Ureten alfa hiicreleri, somatostatin tireten gamma hicreleri ve
pankreatik polipeptit hicreleridir (38, 39) . Tim pankreasin %85’ini olusturan
ekzokrin pankreasta ise asinar hicreler ve duktus (epitel) hiicreler tarafindan sindirim
sisteminde gorevli ¢ok cesitli proteinlerin yapimi gergeklesmektedir. Ayrica yuksek
plastisiteye sahip oldugu bilinen asinar hiicreler araciligiyla da pankreas homeostazisi
ve rejenerasyonu dizenlenmektedir (40).

Pankreas kanseri, makrogevre ve mikrogevreden kaynaklanan doku hasari,
enflamasyon ve/veya stres gibi ¢esitli uyaranlar araciligiyla asinar hiicrelerin duktal
benzeri epitel karakter (ADM) kazanmasi ile baslamaktadir (41, 42). ADM sirasinda
asinar hucreler progenitdr hiicre benzeri bir karakter kazanmaktadir ve bu durum
hiicreleri onkojenik faktorlere karsi daha hassas bir hale getirmektedir. Olusan
hassasiyet ile birlikte asinar hiicreler siklikla pankreatik intraepitelyal neoplazma
(PanINs) haline doniismektedir (43, 44). Pankreas kanseri gelisiminin ilk basamagi
olarak bilinen bu doniisiim sonrasinda KRAS, CDKNZ2A, TP53, SMAD3 ve BRCA2
genlerinde gerceklesen mutasyonlar ile birlikte pankreatik hticreler kontrolsuz biyime

ve boliinme 6zelligi kazanmaktadir (45, 46).

Pankreas kanseri, teshisin genellikle ileri evrelerde koyulmasindan dolay1 en
agresif ve 6lumcil kanser tirlerinden biri olarak bilinmektedir (47). Kanserin endokrin
veya ekzokrin pankreastan koken almasina bagli olarak ¢esitli pankreas kanseri tiirleri

bulunmaktadir. Ekzokrin kokenli tiimorlerden en sik goriilen kanser tiirli pankreatik



duktal adenokarsinom (PDAC) iken adenoskuaméz karsinom, skuamdéz hicreli
karsinom, blytik hiicreli karsinom, asinar hiicreli karsinom ve kigcuk htcreli karsinom
daha az siklikta karsilasilan ekzokrin timor ¢esitleridir (48). Pankreatik néroendokrin
timorler ise ekzokrin tiimorlere kiyasla ¢ok daha az siklikta goriilen endokrin timor
tiradir (49). Pankreas kanserinin goériilme sikligi anatomik olarak incelendiginde,
kanserin yaklasik olarak %60-%70’inin organin bas kisminda olustugu, %15’inin
govde ve de kuyruk kisminda meydana geldigi bilinmektedir (50).

2.1.1 Pankreas Kanserinin Epidemiyolojisi

2020 yili Kiiresel Kanser Istatistik (GLOBOCAN) verilerine gére, 36 kanser
tiirii incelendiginde yaklasik 19.3 milyon yeni kanser vakasi ve yaklasik 10 milyon
kanser ile iliskili 6liim saptanmistir. Pankreas kanseri bu 36 kanser tiirii arasinda
yaklasik 496 bin yeni vaka sayisi (%2.6) ile on dordiincii, kanser ile iliskili 6limlerde
yaklasik 466 bin vefat sayisi (%4.7) ile yedinci sirada yer almaktadir (51). 28 Avrupa
iilkesinde yapilan arastirma sonucuna gore pankreas kanserinin 2025 yilina kadar
kanser ile iliskili 6liimlerde meme kanserini geride birakarak tiglincii sirada yer alacagi
ongorilmektedir (52). Bu durumun hastaligin tedavisinde kullanilan kemoterapi,
radyoterapi, ameliyat ve palyatif bakim gibi geleneksel yontemler ile birlikte hedefsel
tedavi, imminoterapi ve mikrobiyal terapi gibi yeni yontemlerin de var olmasina
ragmen bireylerin ¢ogunda semptomlarin ileri evreye kadar saptanamamasindan
dolay1 kaynaklandigi bilinmektedir (53, 54). Hastaligin teshisinde karsilagilan bu
zorluktan dolay1 pankreas kanserine ait 5 yillik sagkalim orani kanserin erken evrede
teshis edildigi durumda %39 iken, kanserin ileri evrede teshis edildigi durumda %3 -
%5’¢e kadar diismektedir (1).

2.1.1.1 Risk Faktorleri

Pankreas kanserinin tedavisi i¢in hastaligin erken evrede teshisi ve dolayisiyla
hastaliga neden olan faktorlerin neler oldugunun anlasilmasi biiylik 6nem tasimaktadir.
Pankreas kanserine neden olan faktorler kesin olarak bilinmemesine karsin hastalik ile
iliskili birgok dnlenebilen ve dnlenemeyen risk faktorleri belirlenmistir (37). Ornegin;
pankreas kanserine yas, aile 0yklsu ve genetik mutasyonlar gibi 6nlenemez faktorler
ile sigara kullanimi, alkol tiiketimi, bagirsak mikroflorasi, kronik pankreatit ve obezite

gibi miidahale edilebilir faktorlerin neden oldugu bilinmektedir (54). Pankreas kanseri



yas faktorii agisindan incelendiginde, hastaliga yakalanma riskinin yas ile iliskili bir
sekilde arttig1 ve 6zellikle 60 ile 80 yaslar1 arasindaki bireylerde bu riskin ¢ok daha
fazla oldugu bilinmektedir. Hastalik cinsiyet faktorii agisindan incelendiginde ise
hastaliga yakalanma siklig1 erkek bireylerde kadinlara kiyasla daha fazladir (51, 55).
En 6nemli miidahale edilebilir risk faktorlerinden biri sigara kullanimidir. Yapilan bir
vaka-kontrol ¢alismasinda sigara kullaniminin bireylerde pankreas kanseri riskini %74
oraninda artirdig1r gozlenmistir (56, 57). Ayrica sigara kullaniminin ve sigarada
bulunan bilesenlerin pankreatik hiicrelerin kdk hiicre karakteristigini de artirabildigi
yapilan birgok c¢alisma dogrultusunda ortaya konulmustur (58). Epidemiyolojik
kanitlara gore obezitenin de pankreas kanserinde Onemli role sahip oldugu
bilinmektedir. Ornegin, yapilan bir in vivo ¢alisma sonucunda normal besinler ile
beslenen farelerin sadece %10’unda pankreatik neoplazi gelisimi olurken, yiiksek
yagli diyet ile beslenen hayvanlarin obez hale geldigi ve bu hayvanlarin yaklasik olarak
%A45’inin pankreatik duktal hiicrelerinde neoplastik degisim meydana geldigi
gozlenmistir (59).

Bu faktorler disinda, son yillarda yapilan g¢alismalar dogrultusunda pankreas
kanserli ve pankreas kanseri ile iliskili hastalik iceren aile dykiisiine sahip bireylerde
de hastaliga yakalanma riskinin arttigi anlasilmistir. Bu durum pankreas kanseri
gelisiminde rol oynayan genetik mutasyonlar ile agiklanabilmektedir (60, 61). Genetik
mutasyon kaynakli olusan pankreas kanseri kalitsal ve sporadik olmak tizere iki sekilde
gelismektedir. Pankreas kanserinin gelisimi kalitsal olarak incelendiginde; Lynch
sendromu (DNA yanlis eslesme tamir mekanizmasinda gorevli hMSH2, hMLH1,
hPMS1, hPMS2 ve hMSH6/GTBP genlerinde mutasyon), Peutz-Jeghers sendromu
(timor baskilayict STK11 geninde mutasyon), Ailesel atipik ben sendromu (FAMM),
kalitsal meme ve yumurtalik kanseri sendromu (BRCA1l ve BRCA2 genlerinde
mutasyon) gibi kalitsal genetik hastaliklar da pankreas kanseri riskini artirmaktadir
(62). Ayrica, PRSS1, KRAS, pl16 ve p53 genlerinde gergeklesen mutasyonlarinda

pankreas kanseri riskini artirdigr bilinmektedir (63).
2.1.2. Tedavi Yaklasimlari

Pankreas kanserinden geleneksel tedavi yontemi olarak ameliyat, kemoterapi,

radyoterapi ve palyatif bakim uygulanmaktadir (54). Uygulanacak tedavinin tar



belirlenirken 6ncelikle kanserin tlirQi ve evresi ile hastanin yasi, genel saglik durumu
ve organ fonksiyon testleri dikkate alinmaktadir. Ornegin; evre 1 ve evre 2’de bulunan
pankreas kanseri hastalarinda oncelikle ameliyat tercih edilirken, evre 4’te bulunan
hastalarda 6ncelikle neoadjuvan tedavi olarak uzun sireli kemoterapi uygulanarak
timor boyutunun kii¢iilmesi saglandiktan sonrasinda ameliyat tercih edilmektedir (64).
Ayrica ameliyat 6ncesi uzun siireli kemoterapi uygulamasinin daha iyi bir timor
kontrolii ve dolayisiyla hastanin yagsam siiresi ile yagam kalitesinde de artis sagladigi
bilinmektedir (65). Ameliyat sonrasinda hastanin genel saglik durumu ve organ
fonksiyonlar1 degerlendirildikten sonra adjuvan kemoterapi de uygulanmaktadir.
Genel saglik durumu ve organ fonksiyonu daha iyi olan hastalara genellikle dort ilacin
kombinasyonundan olusan FOLFIRINOX (florourasil, oksaliplatin, irinotekan,
16kovorin) tedavisi uygulanirken, durumu daha kétii olan hastalara gemsitabin veya bu

ilacin bazi ilaglar ile birlikte kombinasyonu tercih edilmektedir (66).

Adjuvan ve neoadjuvan tedaviler her ne kadar ¢ogu hastada olumlu yonde
etkilere sahip olsa da, bu tedavi yontemlerinin de kisitlamalari bulunmaktadir. Ornegin
ameliyat sonrasinda hastalarin yaklasik %40°inda gelisen komplikasyonlardan dolay1
bu bireyler adjuvan tedavi alamamaktadir (67). Neoadjuvan tedavi alan hastalarda ise
ameliyat oncesinde aldiklar1 tedavi kaynakli gelisen komplikasyonlar sonucunda
bireyler ameliyat edilememektedir. Bunlarin yani sira bireylere uygulanan kemoterapi
ve radyoterapi gibi tedavi yontemleri sonucunda pankreasta fibrozisin tetiklendigi ve

dolayisiyla ameliyat ile iligkili gelisebilecek komplikasyon oranmin da arttig
bilinmektedir (68).

Pankreas kanseri tedavisinde tercih edilen bu geleneksel tedavi yontemlerinin
kisitlamalarinin iistesinden gelmek i¢in hedefe yonelik tedavi, imminoterapi ve
mikrobiyal tedavi gibi ¢ok ¢esitli yeni yaklasimlar da gelistirilmektedir (54, 69). Fakat
her ne kadar pankreas kanseri hiicrelerinde gergeklesen genetik alterasyonlarin
heterojenitesi ve immiin tolerans mekanizmalar1 temel alinarak yeni yaklasgimlar

gelistirilsede, bunlar da hastaligin tedavisi i¢in yetersiz kalmaktadir (54).



2.2. Endoplazmik Retikulum Organeli ve Endoplazmik Retikulum Stres

Yanitlan

Endoplazmik retikulum (ER), hiicre sitoplazmasinda bulunan, zarli tabaka ile
tiibiillerin siirekli agindan olusan ve ER liimeninin sitozolden ayrimini saglayan gift
zarli lipit tabakasina sahip en biiyiik intraselliiler organeldir (70). ER, protein sentezi
ve transportu, protein katlanmasi, lipit ve steroid sentezi, karbonhidrat metabolizmasi
ve kalsiyum depolanmasi gibi ¢ok ¢esitli fonksiyonlara sahiptir (71-77). ER organeli
ribozom iceren grandlli kompartman ile ribozom igcermeyen granilsiiz
kompartmandan olusmaktadir. TUm Okaryotik htcreler ER bulundururken, baz
ozellesmis hiicreler yapilarinda ¢cok daha fazla sayida ER bulundurmaktadir. Ornegin,
lipit sentezinden sorumlu major hicrelerden hepatositler ¢ok sayida graniilsiiz ER’a
sahipken, efektér B hicreler gibi plazma hicreleri ve ekzokrin hicrelere sahip

pankreas hiicreleri yapilarinda bol miktarda graniillii ER i¢ermektedir (78).

Granllsuz ER, lipitler ile steroid hormonlarin biyosentezinden sorumludur ve
ayrica organlardaki detoksifikasyon reaksiyonlari da burada gergeklesmektedir (79).
Kaslarda bolca bulunan graniilsiiz ER’1n 6zel bir tiirii olan sarkoplazmik retikulum ise
kas kasilmasi sirasinda gerekli olan kalsiyumun temininden sorumludur. Granilli
ER’lar yapilarinda bol miktarda integral hiicre zar1 proteininin ve/veya salgi
proteinlerinin sentezinden sorumlu olan ribozomlar1 bulundurmaktadir. Ribozomlar
aracilifiyla transkripsiyon reaksiyonu sonucunda olusan mRNA’larin polipeptit zinciri
haline gelmesi i¢in Once sitozolde daha sonra ER’da translasyon reaksiyonu
gerceklesmektedir (80, 81). Translasyon reaksiyonu sonucu olusan kiigiik peptit
zincirleri de peptidaz enzimleri tarafindan kesilerek serbest protein halinde ER
lumenine girerler (82). ER lumenine giren serbest proteinlerin dncelikle integral
membran proteini mi yoksa salgi proteini mi oldugu belirlenmektedir. Yapisinda
hidrofobik rezidiiler bulunduran veya transferi engelleyecek 6zellesmis sekanslar
iceren proteinin integral membran proteini oldugunun anlasilmasindan sonra proteinin
sitoplazmaya translokasyonu engellenerek fosfolipit tabakasina yerlesmesi

saglanmaktadir (83).

Hiicre zarina katilmayan salgi proteinlerinin ilgili bolgeye transportu

saglanmadan Once proteinin fonksiyonunun ve/veya transportunun gerceklesecegi
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bolgeyi belirlemek amaciyla saperon proteinler araciligiyla katlama islemi
ger¢eklesmektedir. Dogru katlanma sonrasinda ise ilgili enzimler yardimiyla N-
glikolizasyon, disiilfit bag olusumu ve oligomerizasyon gibi posttranslasyonel
modifikasyonlar meydana gelmektedir (75). Posttranslasyonel modifikasyonlar
sonucunda dogru bir sekilde katlanan bir¢ok proteinin ilgili bdlgeye transportu
saglanmaktadir. Fakat mutasyonlar, saperon protein yetersizligi veya kanser
hiicrelerinde karsinogenez kaynakli olugan hipoksi, glukoz yetersizligi, kontrolsiiz
hiicre biiylimesinden dolay1 artan protein sentezi, oksidatif stres ve pH degisimi gibi
sebeplerden dolay1r bazi proteinlerin katlanmalar1 saglanamamakta veya yanlis
katlanabilmektedir (84). Hem protein homeostazinin saglanabilmesi hem de ER’da
olast stres olusumunun engellenebilmesi igin katlanamayan ve/veya yanlis katlanmis
proteinler ¢esitli kalite kontrol sistemleri ile ER’dan elimine edilirler. Bu kalite kontrol
sistemleri; ER ile iligkili yikim (ERAD), otofaji ve Katlanmamis Protein Yaniti
(KPY)’dir (85).

2.2.1. Endoplazmik Retikulum ile Tliskili Yikim (ERAD)

ER ile iligkili yikim yolaginin varligi, heptamerik T hiicre reseptorii (TCR)
kompleksinde yer alan alt birimlerin dongiisii lizerine ¢alismalar yapan Klausner ve
ark. tarafindan saptanmistir. TCR kompleksinin transferi i¢in oncelikle TCR alt
birimlerinin T hiicre ER’inda heterooligomerik kompleks halini almalar
gerekmektedir. Klausner ve ark. heterooligomerik kompleks hali alamayan TCR alt
birimlerinin lizozomal proteazlardan bagimsiz bir sekilde yikildiklarini fark
etmislerdir ve bu durum ER’1n kendisinin yanlis katlanmis proteinlere karsi proteolitik
aktivitesinin olabilecegini diisiindiirmiistiir (86). Daha sonra mayalarda yapilan 6nemli
bir ¢alisma sonucunda ise ubikitin konjugasyon mekanizmasinin bilesenlerinden olan
Ubc6’y1 bulundurmayan hiicrelerde, kisa oOmiirlii yanhis katlanmis membran
proteinlerinin yitkimmin gergeklesmedigi anlasilmistir (87). ER protein kalite
kontrolundeki bu ubikitin-proteozom sisteminin varligr ayrica kistik fibroz
transmembran iletkenlik regiilatoriiniin (CFTR) mutant ve dogal susunda yapilan
calismalarda da dogrulanmistir. CFTR’ler ile yapilan calismada, proteozom fonksiyon
inhibisyonu ile CFTR molekiillerinin birikiminin gergeklestigi gosterilmistir (88).
Tum bu bilgiler 15181inda ER liimeninde ve membraninda bulunan aberant proteinlerin

ubikitin-proteozom sistemi tarafindan sitoplazmada yikima ugradiklar1 anlagilmistir.
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ERAD reaksiyonunda gorevli c¢ok sayida bilesen bulunmaktadir ve bu
bilesenler araciligiyla da sirasiyla substrat molekiiliin taninmasi, retrotranslokasyonu,

poliubikitinasyonu ve 26S proteozom tarafindan yikimi gergeklesmektedir.

Substrat Molekiiliiniin Tammnmasi: Posttranslasyonel modifikasyonu
basarisiz olan veya yanlig katlanmis polipeptit molekiilleri ile bir araya gelememis
yapidaki coklu protein kompleksleri ERAD mekanizmasinin substrati olarak
bilinmektedir (89). Bu substrat molekiillerinin taninmasi molekiiler saperonlar ve
saperon benzeri lektinler aracilifiyla saglanmaktadir. Ornegin; hidrofobik yapilar
iceren katlanamamis veya yanlis katlanmis proteinler saperonlar tarafindan taninirken,
kotranslasyonel modifikasyon sonucunda yapisinda N-bagli oligosakkaritler
bulunduran glikoproteinler saperon benzeri lektinler tarafindan taninmaktadir. Fakat
yapilan ¢alismalar dogrultusunda, saperon benzeri lektin eksikliginin oldugu

kosullarda devreye saperonlarin da girebildigi anlagilmistir (90).

Substrat Molekilinin Retrotranslokasyonu: Tanimnan substrat molekili ER
limeninden sitoplazmaya transfer edilir. Retrotranslokasyon reaksiyonu sirasinda
cesitli kanallarin gérev aldign bilinmektedir (90). Ornegin; elde edilen ilk veriler
dogrultusunda translokasyondan sorumlu Sec61 kanalinin retrotranslokasyonda da
gorev aldigi anlagilmigtir (91, 92). Sec61’e ek olarak yapilan bazi ¢aligmalar
sonucunda ubikitin proteinin ligasyonundan sorumlu proteinlerin de bu mekanizmada
bir kanal gorevi gordiikleri fark edilmistir (93, 94). Retrotranslokasyon reaksiyonun
ayrica kanal kullanilmadan da gergeklestigi bilinmektedir. Ornegin; integral membran
proteinleri direkt olarak hiicre zarinin lipid tabakasindan gecebilmekte veya bir sekilde
lipid tabakasinda ¢o6ziiniir hale gelerek sitoplazmaya transferlerinin gergeklestigi
diistiniilmektedir (95).

Substrat  Molekdlinin  Poliubikitinasyonu: Retrotranslokasyonu
gerceklesen substrat molekiilii oncelikle ubikitinlenir. 76 amino asitlik bir protein olan
ubikitin, substratin ERAD sirasinda proteozomlar araciligiyla yikilmasi i¢in bir sinyal
gorevi gormektedir (96). Ubikitinin substrat molekiiliine baglanmasi enzimatik kaskat
araciligryla saglanmaktadir. Bu kaskat, ubikitin aktive edici enzimin (E1) aktivitesi ile
baglamaktadir. E1, Once adenilasyon reaksiyonu daha sonra nukleofilik atak

aracilifiyla ubikitine baglanmaktadir. E1’e baglanan ubikitin, ubikitin konjuge edici
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enzim olarak bilinen E2’ye aktarilmaktadir. E2’ye aktarilan ubikitin ise bu molekiiliin
substrata baglanmasindan sorumlu enzim olan ubikitin ligaz (E3)’a aktarilmaktadir.
E1-E2-E3 enzim kaskadi araciligiyla gerceklesen bu islem substrat molekiiliiniin
yikima ugrayabilmesi i¢in gerekli uzunlukta ubikitin molekiilleri elde edilene kadar
devam etmektedir (Sekil 2.1.) (97).
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Sekil 2.1. Endoplazmik retikulum ile iligkili yikim reaksiyonunun
sitoplazmada ger¢eklesme asamalar1 (BioRender.com ile hazirlanmustir).

Ubikitin-Proteozom  Sistemi:  Sitoplazmaya transferinin  akabinde
poliubikitinlenen substrat molekuluniin yikimi 26S proteozom tarafindan gergeklesir.
26S proteozom, katalitik fonksiyona sahip 20S proteozom alt birimi ile molekdlin
taninmasindan ve yapinin ig¢ine alinmasindan sorumlu olan iki tane 19S duzenleyici
birimden olusmaktadir (21, 98). 20S birimi, yapisinda toplam 28 tane alt birim i¢eren
dort heptamerik halka bulundurmaktadir (22). Bu dort heptamerik halkayi iki tane
birbirinin aynisi olan katalitik beta halkalar1 (14 beta alt birim) ile bunlarin disinda
kalan katalitik olmayan alfa halkalar1 (14 alfa alt birim) olusturmaktadir (99) (Sekil
2.2).
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Sekil 2.2. 26S proteozom A) 19S ve 20S proteozom alt birimleri B) 20S
protecozom alt biriminde bulunan Kkatalitik beta halkasi (BioRender.com ile
hazirlanmaistir).

Alfa halkasinda yer alan alt birimler, sadece yanlis katlanmig veya katlanmamis
proteinlerin yapinin aktif bolgesine girisini kontrol etmektedir. Beta halkasinda yer
alan B1, B2 ve B5 alt birimleri ise proteozom kompleksinin proteolitik aktivitesinden
sorumludur (99). B1 alt birimi kaspaz benzeri (asidik rezidii sonrasi kesim), 2 alt
birimi tripsin benzeri (bazik rezidii sonrasi kesim) ve 5 alt birimi kimotripsin benzeri
(hidrofobik rezidii sonrasi kesim) proteolitik aktiviteye sahiptir (99, 100) ve tim beta
alt birimler amino ugta bulunan treonin 1°den kesim yaparlar (101). 19S birimi ise
proteozom komplesinde diizenleyici géreve sahip alt birimlerden olugmaktadir. Alt
birimleri, alt1 tane ATPaz ve en az sekiz tane ATPaz olmayan enzim olusturmaktadir.
Bu alt birimler yikilacak olan substrat molekiiliiniin taninmasi, deubikitinasyonu,
yapisinda bulunan posttranslasyonel modifikasyonunun kesimi ve translokasyonundan
sorumludur (102, 103). Dolayisiyla yikima ugrayacak olan poliubikitinlenmis protein
molekili, 6nce 19S proteozom birimi tarafindan taninarak yikimi gergeklestirecek alt
birimlere sahip 20S proteozoma aktarilir ve sonug¢ olarak proteinin yikimi

gergeklestirilir (22).

2.2.2. Otofaji

Otofaji, hticresel molekillerin ve hasar gérmiis organellerin lizozomlar
yardimiyla yikimlarmin gergeklestigi programli katabolik bir mekanizmadir (104).
Gunumuzde memeli hicrelerde bulundugu bilinen otofaji turleri; makrootofaji,

mikrootofaji ve saperon aracili otofajidir. Bunlar kendi arasinda fizyolojik
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fonksiyonlar ve yikim i¢in izlenen tagima mekanizmalar1 agisindan farkliliklar
gostermektedir (105, 106). Makrootofajide sitoplazmada bulunan taginacak bilesenler
oncelikle otofagozom olarak bilinen ¢ift hiicre zarli vezikiillere alinirlar. Daha sonra
otofagozomun lizozom ile birlesmesi sonucunda olusan otolizozom yapist sayesinde
de tasinan bilesenlerin yikim1 meydana gelmektedir. Mikrootofajide sitoplazmada
bulunan bilesenlerin direkt olarak lizozomun membranindan hiicre i¢ine alimlar1 ve
akabinde yikimlart gergeklesmektedir. Biiyiik yapili bilesenlerin yikimi hem
makrootofaji hem de mikrootofaji araciligiyla diizenlenebilmektedir. Saperon aracili
otofaji mekanizmasinda ise, saperon proteinler ile kompleks olusturan yikim igin
hedeflenmis proteinler lizozom membraninda bulunan reseptorler tarafindan taninir ve
hiicre i¢ine alinarak yikimlari gergeklestirilir (105). Otofajinin hastaliklarda var olan
etkileri ile ilgili yapilan ¢aligmalar incelendiginde makrootofajinin biiyiik bir nem

sahip oldugu anlagilmaktadir.

Aglik veya diger bazi stres kaynakli olaylar sonucunda hiicrede meydana gelen
hasar sonucunda agiga ¢ikan hiicresel bilesenlerin, katlanmamis veya yanlis katlanmig
proteinlerin, patojene ait irlinler gibi bilesenlerin ortamda var olmasi ile birlikte
hiicresel homeostazisin devamliliginin saglanabilmesi amaciyla otofaji devreye
girmektedir. Ayrica yapilan g¢alismalar dogrultusunda otofajinin hiicre buyimesi,
hiicre dongiisii, farklilasma, programli hiicre 6liimii, hiicresel yaslanma ve timor
olusumu tizerinde de 6nemli rollere sahip oldugu bilinmektedir (107). Otofaji, hiicresel
homeostazisin devamliligi agisindan incelendiginde bu mekanizmani hem ER stresi
diizenleyebildigi hem de ER stres tarafindan diizenlenebildigi anlasilmaktadir. ER
stres varliginda yanlis katlanmis veya katlanmamis proteinlerin otofaji tarafindan
yikiminin altinda yatan mekanizma tam olarak bilinmemektedir. Fakat yapilan
caligmalar sonucunda var olan ER stres aracilifiyla otofajinin diizenlendigi
bilinmektedir. Ornegin meme kanseri hiicreleri ile yapilan bir ¢calisma dogrultusunda
KPY’de gorev alan IRE1a proteininin aktivasyonu sonrasinda aktive olan apoptozis

ile iligkili INK/ASK1/TRAF2 yolaginin otofajiyi aktive ettigi gozlenmistir (108).
2.2.3. Katlanmams Protein Yamt1 (KPY)

Katlanmamis veya yanlis katlanmis protein miktarinin artis1 ve ER limeninde

birikimi ile birlikte yetersiz kalan ERAD mekanizmasi ile otofajiye ek olarak KPY
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sistemi devreye girmektedir. Aktive olan KPY; global protein Uretim hizin azaltip,
ER’1n protein katlama ve posttranslasyonel modifikasyon kapasitesini artirip, saperon
proteinler ile ERAD mekanizmasinda gorev alan bilesenlerinin iiretimini indiikler ve
ERAD mekanizmasi araciligiyla katlanmamis ve/veya yanlis katlanmig proteinlerin
yikimini saglayarak ER stresin siddetinin artmasini engellemektedir (109-111). Fakat
ER stresin siddetinin ve suresinin arttig1 durumda aktif hale gelen KPY mekanizmasi
da ER homeostazisini saglamada yetersiz kalmaktadir ve sonug olarak hicre 6limd
indiklenmektedir (110) (Sekil 2.3.).
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Sekil 2.3. Endoplazmik retikulum ile iligkili hiicre 6liimiinde stresin siddetinin
ve suresinin rolu (BioRender.com ile hazirlanmistir).

KPY’de gorev alan li¢ 6nemli protein bulunmaktadir. Bu proteinler; inositol
gerektiren enzim-1 (IRE1), protein kinaz R benzeri ER kinaz (PERK) ve aktive edici
transkripsiyon faktorii 6 (ATF6)’dir. Bu ii¢ protein ER luminal ve sitozolik kisimlar
icermektedir. ER luminal kisim katlanmamis veya yanhlis katlanmis proteinleri
algilarken, sitozolik kisim araciligiyla translasyonel, transkripsiyonel veya direkt
olarak sinyal molekill ile interaksiyon saglanarak sinyal iletimi gergeklesmektedir
(112) (Sekil 2.4.).



16

% % ER lGmen
PERK&I , ! i i
IRE1 3 ATF6 — X COPII
ef2a_ * efa XBleRNA RIDD TRAF2 N4
— — N )
TN Lo 2
//]/l| Golg
/ \ i\’ - mRNA N
degradasyonu
GADD34:PP1 N p— i oo
ATF4 l \
Apoptozis t_ ATF6p50
Protein katlanmasi
,—’ nslokas
Sitozol annoasltmehbollzmas ?a‘lmlm L
Redox homeostazisi ERAD ATF6p50 Protein katlanmasi
[—> Otofaji Lipid metabolizmast [ Salim
ATF4 CHOP, GADD34 Heksozamin biyosentezi N ERAD
MIVON DA, i
ER/Golgi biyogenezi

Gekirdek

Sekil 2.4. ER stres varliginda katlanmamis protein yanitinin aktivasyonu
(BioRender.com ile hazirlanmustir).

Inositol gerektiren enzim-1 (IRE1): IRE1, sitozolik serin/treonin kinaz ve
endoriboniikleaz (RNaz) aktivitelerine sahip tip 1 ER transmembran proteinidir (113,
114). Memelilerde IREla ve IREIPB olmak iizere iki tane IREl izoformu
bulunmaktadir. IREla stirekli olarak eksprese edilirken, IRE1B’nin ekspresyonu
siirhidir (115). Homeostazis kosulu altinda, BiP/GRP78 saperon protein ile asosiye
olarak bulunan IRE1 inaktif haldedir. ER stres durumunda ise, saperon proteinin
IREla’dan ayrilmasi sonrasinda aktif hale gelen proteinin trans-otofosforilasyonu ve
aynt zamanda oligomerizasyonu gergekleserek kinaz aktivitesi de aktif hale
gelmektedir (116, 117). IREla’nin major RNA substratt X-box baglanma protein 1
(XBP1)’dir (118). IREla, XBP1 mRNA’ sinda bulunan kiigiik 26 niikleotitlik intron
kismini kesip geriye kalanlari birlestirerek XBP1’i aktif bir transkripsiyon faktori
(sXBP1) haline getirmektedir (112). Aktif hale gelen sXBP1’in hiicre ¢ekirdegine
translokasyonu  gerceklesir ve ¢ekirdekte proteinlerin  translokasyonunda,
katlanmasinda ve saliniminda yer alan genler ile ERAD mekanizmasinda, lipid
metabolizmasinda ve proteinlerin glikolizasyonu i¢in gerekli {irlinlerin sentezlendigi

heksozamin biyosentezinde gorevli genlerin ekspresyonunu diizenleyerek olusan ER
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stresin azaltilmasi1 saglanmaktadir (112, 116). Ayrica IREla endoribonikleaz
aktivitesini kullanarak da, IRE1 bagimli mRNA bozunmas: olarak bilinen RIDD
(IREla bagimli bozunma) kolunu aktive edip bazi ribozomal RNA’lari, Oncdl
mikroRNA’lar1 ve ER’da lokalize halde bulunan RNA’lar1 kesip yikima ugratmaktadir
ve boylece daha fazla protein yapimi engellenerek var olan protein yiki
azaltilmaktadir (15, 119).

Protein Kinaz R Benzeri ER Kinaz (PERK): Serin/treonin kinaz aktivitesine
sahip tip 1 ER membran proteini olan PERK, ayni IRE1 proteininde oldugu gibi ER
stres varliginda saperon proteinin yapisindan ayrilmasi sonrasinda aktif hale
gelmektedir. Aktif hale gelen PERK, trans-otofosforilasyonunu gergeklestirirken ayni
zamanda oligomerize olarak da kinaz aktivitesini aktive etmektedir (120). PERK kinaz
aktivitesini kullanarak Okaryotik translasyon baslatict faktor alt birim 2a (elF2a)
molekUlind serin 51°den tersinir bir sekilde fosforillemektedir. Fosforilasyon
reaksiyonu sonrasinda ise elF2a araciligiyla global translasyon inhibe olmaktadir ve
boylece daha fazla yeni protein sentezinin ger¢eklesmesi engellenerek ER’daki protein
yiikii azaltilmaktadir (121, 122). Fakat diger bir taraftan bazi genlerin ekspresyonu
segici bir sekilde devam etmektedir. Ornegin elF2a’nin fosforilasyonu sonrasinda
aktive edici transkripsiyon faktorii 4 (ATF4)’iin ekspresyonu gergeklesmektedir.
ATF4’Un daha sonra hiicre ¢ekirdegine translokasyonu meydana gelmektedir ve
burada protein sentezi, amino asit metabolizmasi, redox homeostazisi, apoptozis ve
otofaji reaksiyonlarinda gOrev alan genlerin ekspresyonunu aktive etmektedir.
Transkripsiyon faktori C/EBP homolog protein (CHOP), ATF4 tarafindan
ekspresyonu indiiklenen ve pro-apoptotik fonksiyona sahip genlerden biridir (117).
Ayrica ATF4, Growth arrest and DNA damage-inducible protein (GADD34) geninin
ekspresyonunu da indiklemektedir. GADD34, protein fosfotaz 1 (PP1) ile kompleks
olusturarak elF2a’nin defosforilasyonuna ve dolayisiyla protein sentezinin devam

etmesine yol agmaktadir (112) (Sekil 2.4.).

Aktive Edici Transkripsiyon Faktori 6 (ATF6): Tip 2 transmembran
proteini olan ATF6, DNA baglanma motifi iceren N uglu sitoplazmik kisim ile
BiP/GRP78 saperonuna baglanabilen C uglu ER luminal kisma sahiptir. Memelilerde
ATF6’nin ATFa (90 kDa) ve ATFf (110 kDa) olmak iizere iki tane homologunun var
oldugu bilinmektedir (123). Hem ATFa hem de ATFP ER’da sirekli olarak
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sentezlenmektedir ve KPY mekanizmasinin devreye girmesinin akabinde
aktivasyonlar1 ger¢eklesmektedir (124). ER stres durumunda, ATF6 proteini saperon
proteininin yapisindan ayrilmasi sonrasinda COPII vezikiilleri araciligiyla ER’dan
golgi organeline tasinmaktadir ve burada site-1 protease (S1P) ve site-2 protease (S2P)
enzimleri tarafindan kesimi gergeklesmektedir (125, 126). Kesim sonucunda DNA’ya
baglanabilen N uglu sitozolik kisim igeren ve transkripsiyonel olarak aktif olan
ATF6p50 fragmenti olusmaktadir (116). ATF6p50 daha sonra hiicre g¢ekirdegine
transloke olur ve burada protein katlanmasi, protein transportu ve ERAD
mekanizmasinda gorevli genlerin ekspresyonunu indiikleyerek ER’da protein
homeostazisinin saglanmasi i¢in yardimda bulunmaktadir. Yapilan calismalar
dogrultusunda, ATF6p50°nin sXBP1 ile birlikte ayni1 yolaklar (izerinde etkili olarak
protein homeostazisini sagladiklari ve ayrica ER organeli ile golgi organelinin
biyogenezini duzenleyerek ER stres varliginda hiicrelerin salinim kapasitesinin artigini
da sagladiklari anlagilmistir (112) (Sekil 2.4.).

KPY sinyal yolaginda yer alan tiim bu bilesenler ER stres kosulu altinda hiicre
fonksiyonlar1 ve ER homeostazinin devamliligin1 saglamaya calismaktadir. Fakat
KPY nin yetersiz kaldig1 veya ¢alisamadigi durumlarda ¢ok ¢esitli yollar araciligiyla
hiicrelerde hem intrinsik hem de ekstrinsik apoptotik yolaklar aktive edilmektedir
(104) (Sekil 2.5.).

Aktive olan apoptotik yolaklarda BCL-2 ailesine ait pro-apoptotik
proteinlerden BAX ve BAK’mn mitokondri organelinde konformasyonel aktivasyonu
ger¢eklesmektedir. Bu aktivasyonun devaminda ise apoptozom kompleksi olugsmakta
ve programli hiicre 6liimiinde gorevli olan kaspaz 3 aktive olmaktadir (112). BCL-2
ailesinin BH3-only grubunda yer alan BIM, PUMA, NOXA ve BID proteinlerinin de
ER stres ile indiiklenen apoptoziste dnemli role sahip olduklart bilinmektedir (127,
128). KPY sinyal yolaginin aktivasyonu sonucunda olusan PERK-ATF4-CHOP-
GADD34 yolag1 araciligiyla gerceklesen elF2a defosforilasyonunun devaminda
translasyonel inhibisyon ortadan kalkmaktadir. Dolayisiyla hem hiicrede var olan
protein yuki artarak hem de apoptoziste gorev alan pro-apoptotik proteinlerin yapimi
saglanarak apoptozis indiiklenmektedir (104). ER stres aracili indiiklenen apoptoziste
KPY’de yer alan IRE1 ayaginin rolii de iyi bilinmektedir. Ornegin; IRE1 araciligiyla
aktive olan timaor nekrozis faktor reseptor ile iliskili faktor 2 (TRAF2)’nin ASK1/INK
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kinaz kaskadini devreye gegirerek direkt olarak hiicrede apoptozisin indiiklendigi
bilinmektedir. Ayrica apoptoziste gorev alan kaspaz 2’nin diizeyini negatif yonde
kontrol eden mikroRNA’lar ile inflamazom aktivasyonu sonucunda indiklenen
apoptozisi inhibe etme 6zelligine sahip miRNA’larin da RIDD araciligiyla yikildigi
bilinmektedir (Sekil 2.5.).
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Sekil 2.5. ER stres aracili indiiklenen hiicresel 6liim yollar1 (BioRender.com ile
hazirlanmastir).

Bunlarin yani sira uzun siireli ER stres kosulu altinda IRE1 ile PERK ayaklar1
doniisiimlii olarak calisarak hiicrelerde 6liim indiiklenmektedir. Ornegin; ER stresin
olustugu ilk zamanda aktif olan RIDD mekanizmasi, CHOP proteini araciligiyla
ekspresyonu indiiklenen 6lim reseptori 5 (DRS5)’i kodlayan mRNA’nin yikimini
gerceklestirmektedir. TUmMOr nekrozis faktor ailesine ait olan kaspaz aktive edici hiicre
ylzey Olum reseptori olan DRS5 ise apoptoziste gorevli olan kaspaz 8’in
aktivasyonundan sorumludur. Dolayisiyla DRS, RIDD tarafindan yikildigi durumda
hiicrede 6lim inhibe edilmektedir. Fakat uzun siireli ER stres kosulu altinda RIDD
mekanizmasinin aktivasyonu baskilanarak DRS5 ekspresyonu artmaktadir ve hiicrede
apoptozis induiklenmektedir. Ayrica apoptozisin KPY’de gérevli ayaklar haricinde, ER

organelinden mitokondri organeline dogru inositol trifosfat reseptori (IPsR)
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araciligyla gerceklesen asirt Ca™? salmimu ile de indiiklenebildigi bilinmektedir.
Ciinkii mitokondri organeline Ca*? alimi ile hiicrelerden apoptozom olusumu igin
gerekli olan sitokrom ¢ saliniminda artis gergeklesmektedir. ER membraninda yer alan
hlcre 6lum duzenleyicilerinden TMBIM ve BAX inhibitori 1 ise IPsR araciligiyla
gerceklesen Ca*? salinimii engelleyerek ER stres aracili indiiklenen apoptozisi inhibe

etmektedir (104, 112) (Sekil 2.5.).

2.3. Endoplazmik Retikulum Stresi ve Kanser

Tiimo6r mikrogevresinde var olan zayif vaskiilarizasyon, oksijen azligi, besin
yetersizligi veya fazlaligi, intraselliler reaktif oksijen tlrlerinin (ROS) birikimi ve
diistik pH gibi ¢ok ¢esitli faktorler ER’1n protein katlama kapasitesini bozarak kanser
hicrelerinde ER stres olusumuna yol agmaktadir (104, 129). Protein sentezi sirasinda
disiilfit bag olusum reaksiyonu oksijenden bagimsiz bir sekilde gerceklesirken,
posttranslasyonel katlanma sirasinda bu reaksiyonun gerceklesebilmesi icin oksijene
ihtiya¢ duyulmaktadir. Dolayisiyla oksijenden yoksun olan kanser hiicrelerinde
posttranslasyonel disiilfit bag olusumunun gerceklesememesi sonucunda katlanmamis
proteinler ER limeninde birikerek hipoksi kaynakli ER stres indiiklenmektedir (130).
Ayrica oksijen lipid desatiirasyon reaksiyonu sirasinda da oldukg¢a biiylik 6neme
sahiptir. Kanser hiicrelerinde var olan bu hipoksik kosul ile birlikte lipid
desatirasyonunda azalma meydana gelmektedir. Bu azalma sonrasinda ise hiicrede
olusan stresin yiikiinii azaltmak icin gerekli olan ER organelinin genisleme
reaksiyonunda bir sinirlama gergekleserek kanser hiicresinde yine hipoksi kaynakli ER
stres indiklenmektedir (131).

Besin kaynaginda meydana gelen azlik veya asirilik kaynakli olarak meydana
gelen metabolik stres, kanser hiicrelerinde ER homeostazisinin bozulmasma yol
acmaktadir. Ornegin; glukoz ve glutamin varliginin birgok acidan ER stres ile iliskili
oldugu bilinmektedir. Glukoz veya glutamin eksikligini sonucunda ER’da proteinlerin
katlanmas1 ve glukozilasyonu igin gerekli olan iiridin difosfat N-asetilglukozamin
sentezinin gerceklestigi heksozamin biyosentetik yolaginin inhibisyonunun meydana
geldigi bilinmektedir (132, 133). Ayrica glukoz azligi protein katlanmasi sirasinda
enerji ve fosfat kaynagi olarak gerekli olan ATP Uretimini de etkilemektedir (134).

Besin azliginin yani sira drnegin yiiksek kanser riski ile iliskili oldugu bilinen obezite
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durumunda palmitat ve stearat gibi doymus uzun zincirli yag asitlerinin fazlalig ile
ER membran boyutunda, bilesenlerinde ve akiskanliginda bozulma gerg¢eklesmektedir.
Bu bozulmalar sonucunda ise ER’mn protein glikolizasyon fonksiyonunda bozulma

meydana gelerek hiicrelerde ER stres induklenmektedir (135, 136).

Proteinlerin ER’da dogru bir sekilde katlanabilmeleri icin organelin redox
durumu da oldukga etkili bir faktdrdiir. Ornegin; glutamin azliginda ortamda olusan
ROS’larin eliminasyonunda gorevli olan glutatyon iiretimi gergeklesememektedir ve
ROS’larin ER limeninde birikimi sonucunda da hicrelerde ER stres meydana
gelmektedir (137). Ayrica elektron transport zincir reaksiyonunun yan Griint olarak
da mitokondri i¢ membraninda yiiksek miktarda ROS birikimi gergeklesmektedir
(138). Bu yuksek miktar intraselliler ROS birikimi ER’da var olan kalsiyum
kanallarinin bozulmasinda yol acarak protein katlanmasini engelleyebilecegi gibi
ER’da bulunan saperon proteinlere baglanabilen lipid peroksidasyon yan {iriinlerinin
olusumuna neden olarak ER stresi indlklemektedir (139-141). Kanser hiicreleri major
metabolik yolak olarak aerobik glikolizi kullanmaktadir ve dolayisiyla bu glikoliz
reaksiyonu sonucunda olusan laktik asit timodr mikrogevrenin pH’ i1 digiirmektedir.
Olusan bu asidik ortamin ise intrasellller kalsiyum homeostazisini bozarak ve/veya

asirt ROS iiretimine yol agarak ER strese yol actig1 bilinmektedir (129).

Kanser hiicreleri bu ¢ok cesitli faktorler araciligiyla olusan katlanmamis veya
yanlis katlanmis proteinlerin ER liimeninde birikmesi sonucunda olugan stres ile bag
edebilmek ve kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalabilmeleri i¢in bu var olan mikrogevreye
adaptasyon amaciyla ERAD mekanizmasi ile KPY sinyal yolagini siirekli olarak
aktive ederken apoptozu inhibe etmektedir (142). KPY’de yer alan proteinlerden
IREla ile PERK’iin hipoksik kosullar altinda kanser hiicrelerinin sag kalimi ve
biiylimesi lizerinde 6nemli etkilere sahip oldugu bilinmektedir. Yapilan bir ¢aligmada,
PERK ekspresyonunun olmadigi transforme edilmis fare embriyonik fibroblastlardan
(MEF) elde edilen tiimorlerde, hiicre 6liim hizinda artis gozlenirken anjiyogenez
yapiminda bozukluk fark edilmistir. PERK/elF2a araciligiyla diizenlenen KPY sinyal
yolaginin 6nemi fosforile olmamis elF20 eksprese eden MEF’lerde yapilan bir baska
calisma sonucunda asir1 hipoksik kosul altinda hiicre sag kalimindaki bozuklugun
gdzlenmesi ile daha iyi anlagilmistir (143). Insan tiimér ksenograft modelinde yapilan

bir ¢alismada ise dominant negatif IREla’in ekspresyonu veya XBP1’in kesiminin
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inhibisyonu sonucunda damar olusumunda azalma goézlenmesi dogrultusunda da
IRE1a/XBP1 yolaginin tiimoér gelisiminin erken evresinde anjiyogenezdeki roli
anlasiimistir (144). Yapilan bir baska calismada ise kanser hiicrelerinin P58"nin
ekspresyonunu indiikledigi ve bdylece PERK yolaginin aktivasyonu sonucunda
eksprese edilen ve apoptozda gorevli oldugu bilinen CHOP proteinini ekspresyonunu
baskilayarak apoptozdan kactigi anlasilmistir (145). ATF6’nin ise memeli/rapamisin
molekuler hedefi (mTOR) sinyal yolag: araciligiyla kanser hiicrelerine sag kalim ve
dormansi halinde direnglilik kazandirdigi bilinmektedir (123). Tiim bu bilgiler 1s18inda
kanser hiicrelerinin ERAD mekanizmasi ile KPY sinyal yolagini kendi yararina
kullandig1 anlasilmaktadir. Bu durum ERAD mekanizmasi ile KPY sinyal yolagininin
kanser tedavisinde hedefe yonelik gelistirilen yeni yaklasimlar agisindan etkili bir alan

olabilecegini gostermektedir.
2.4. Endoplazmik Retikulum Stresi ve Pankreas Kanseri

Pankreas organinda ekzokrin pankreasi olusturan duktal hiicreler ile asinar
hiicreler tarafindan c¢ok miktarda protein sentezi gergeklesmektedir. Dolayisiyla
pankreas organinda gelismis bir ER sistemine ve bu sistemin iyi bir sekilde
diizenlenmesine ihtiyag duyulmaktadir. Pankreas htcreleri, var olan yuksek miktar
protein sentezi kaynakli olarak katlanmamig veya yanlis katlanmig proteinlerin ER
liimeninde birikimi sonucunda olusabilecek olast ER stresin engellenebilmesi i¢in

ERAD ve bazal diizeyde KPY mekanizmasini aktive etmektedir(146).

Pankreas kanserinde ise hem tiimor mikrogevresinde bulunan ¢esitli
faktorlerden dolayr hem de kontrolstiz biylime kaynakli olarak hiicreler tarafindan ¢ok
miktarda protein sentezi ger¢eklesmektedir. Bu asir1 protein sentezi sonucunda olusan
katlanmamis ve/veya yanlis katlanmis proteinlerin ER liimeninde birikimini
engellemek, protein ve hiicre homeostazisini saglamak, hiicre 6liimiinden kagmak ve
canlilikligin devamliligin1 saglamak amaciyla pankreas kanseri hicreleri ¢ok daha
yogun bir sekilde ERAD ve KPY mekanizmasini kullanmaktadirlar. Dolayisiyla
saglikli pankreas hiicrelerine kiyasla pankreas kanseri hiicrelerinin ERAD ve KPY
mekanizmasina daha fazla bagli olduklar bilinmektedir. Ayrica yapilan birgok caligma

sonucunda pankreas kanserinde cesitli stres faktorleri araciligiyla ER liimeninde
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katlanmamis ve/veya yanlis katlanmis proteinlerin birikimi sonrasinda indiiklenen

ERAD ile KPY mekanizmasinin kanserin seyrini etkiledigi de anlasilmistir (147).

Ornegin; PERK inhibitdrii kullanilarak yapilan bir ¢alisma sonucunda PERK
inhibisyonu ile PDAC hiicrelerinde apoptozun indiiklendigi ve pankreas kanseri
ksenograft modellerinde timor boyutunun azaldigi goézlenmistir. Yapilan bir bagka
calisma sonucunda PERK aktivitesinin PDAC tumorlerinin karacigere metastazi ile
iligkili oldugu da anlasilmistir (148). IRE1 ile ilgili yapilan ¢alismalar dogrultusunda,
IRE1 araciligiyla indiiklenen sinyal yolaginin PDAC hiicrelerinin proliferasyon
kapasitesini diizenledigi anlagilmistir. Ornegin, 14 tane PDAC hiicre hatti paneli ile
yapilan bir calismada IRE1’in RNaz aktivitesinin bir inhibitér molekiil araciligiyla
baskilanmasi  dogrultusunda hiicrelerin  proliferasyon kapasitesinin  azaldigi
gozlenmistir. Bir bagka calismada ise IRE1 inhibitér molekiiliiniin otofaji inhibitorii
olarak bilinen klorokin molekili ile kombinasyonu sonucunda PDAC hicrelerinin
blyumesi tzerinde aditif bir etkinin meydana geldigi tespit edilmistir (146). ATF6 ile
ilgili ¢alismalar genellikle ARG2 {izerinden ilerlemektedir. ARG2, ER’da bulunan
proteinlerden protein disilfit izomeraz aile Uyelerinden biridir ve birgok proteinin
mattrasyonu ile sekresyonunun diizenlenmesinden sorumludur. Saglikli dokularda
ARG?2 ekspresyon diizeyi diisiik seyirde ilerlerken, bu proteinin ekspresyon diizeyinin
ER stres dogrultusunda aktif hale gelen ATF6 ve IRE1 sinyal yolaklar araciligiyla
indiiklendigi de bilinmektedir (146, 148).

ER stresin ayrica pankreatik asinar hiicreli karsinomda da 6nemli role sahip
oldugu bilinmektedir. Yogun bir protein sentezinden ve sentezlenen proteinlerin
islenmesinden sorumlu olduklar1 bilinen asinar hiicreler ER bakimindan oldukga
zengindir. Dolayisiyla bu durum asinar hiicreleri ER stres ve KPY mekanizmasinin
aktivasyonu acisindan oldukca hassas kilmaktadir. Ornegin; asinar hiicrelerde KPY
mekanizmasinda gorev alan bilesenlerin genetik ablasyonu sonucunda KPY’nin hiicre
olima ve hucresel fonksiyon uzerindeki etkisi gosterilmistir. Ayn1 sekilde XBP1 gen
ekspresyonunun inhibe edildigi hayvan modelinde yapilan ¢alisma sonucunda asinar
hiicrelerde apoptozun indiiklendigi gozlenmistir. Fare asinar hiicreleri ile yapilan bir
calisma dogrultusunda PERK’lin de asinar hiicre sagkalimi iizerinde etkili oldugu

anlagilmistir (148).
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ERAD mekanizmasinin pankreas kanserindeki rolii ¢ok iyi bilinmemektedir.
Fakat Lin-12 homolog 1 benzeri baskilayici/hizlandirict (SEL1L) protein ile yapilan
calismalar ERAD’1n pankreas kanserinde dnemli role sahip olabilecegi yoniinde bilgi
vermektedir. SEL1L, E3 ubikitin ligazlardan biri olan HRD1’in stabilizasyonu ve
HRD1 e substrat molekiillerinin transferinden sorumludur. Dolayisiyla SEL1L, ERAD
substrat molekiillerinin ortama ¢agirilmasi, retrotranslokasyonu ve ubikitinasyonunda
onemli role sahip bir proteindir (149). Pankreas kanseri hiicreleri ile yapilan bir
caligmada, yliksek miktarda SEL1L ekspresyonunun KPY mekanizmasinda yer alan
proteinlerin aksine, PTEN’i indukleyerek hem hiicre dongisunin Gl fazinda
durmasma hem de hicre-matriks etkilesimlerinde gorevli genlerin ekspresyonunu
diizenleyerek hiicre invasyonunun azalmasina yol agtigi gézlenmistir (150, 151). Tim
bu bilgiler dogrultusunda ERAD ve KPY mekanizmasinin pankreas kanserinde 6nemli
role sahip oldugu anlasilmaktadir ve bu mekanizmalarin pankreas kanseri tedavisinde

hedef alinabilecek etkili noktalar olabilecegi anlasilmaktadir.
2.5. Inhibitér Molekiil Kullanim

KPY ve ERAD’1n kanser Uzerindeki anti-apoptotik rollerini ortadan kaldirmak
amaciyla inhibitér molekiiller kullanilmaktadir ve boylece ER stresin derecesi ile
sliresi artirilarak hiicrelerin apoptozdan kagmasi engellenebilmektedir. Bu amag
dogrultusunda kullanilan PERK, IRE1a ve saperon inhibitdr molekiillerinin yani sira
ERAD mekanizmasinin son agsamasinda bulunan ubikitin-proteozom yolagini hedef
alan proteozom inhibitorleri de kanser hiicrelerinde ER stres aracili apoptozun

indiiklenmesi amaciyla kullanilmaktadir.
2.5.1. Kanser Tedavisinde Proteozom Inhibitorlerinin Rolii

Intraselliiler proteinlerin stabilitesinin ve dogru bir sekilde yikimlarmin
gerceklesmesi saglikli bir hiicrenin fonksiyonlarinin devamliligi i¢in biiyilk dnem
tasimaktadir. Coklu proteazlarin bir arada bulundugu proteozom, hem katlanmamais ve
yanlis katlanmis proteinlerin hem de segici bir sekilde 6nemli diizenleyici proteinlerin
yikimini gergeklestirmektedir (152, 153). Proteozom tarafindan secici olarak yikimi
gerceklesen proteinlerin biiyiik bir ¢ogunlugunu siklinler, siklin bagimli kinaz
inhibitorler (6r; p27), timo6r baskilayicilar (6r; p53), pro-apoptotik proteinler (6r; Bax)
ve transkripsiyon faktorleri (6r; NF-kB inhibitori IkB) olusturmaktadir (22).
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Bir transkripsiyon faktéri olan NF-kB, hucre proliferasyonu, apoptoz ve
anjiyogenez gibi énemli hicresel fonksiyonlarda gorev alan genlerin ekspresyonunu
indliklemektedir ve genellikle tumor tetikleyici etkisinin oldugu bilinmektedir. NF-kB
normal kosullar altinda sitoplazmada IkB kinaz tarafindan stabilizasyonu saglanarak
inaktif halde bulunmaktadir. Cesitli uyaranlar sonucunda IkB kinaz tarafindan yapisina
fosfat grubunun eklenmesi ile aktif hale gelen IkB ubikitin-proteozom sistemi
tarafindan yikima ugramaktadir. 1kB’nin yikimi ile aktif hale gelen NF-kB
transkripsiyon faktorii ise ¢ekirdege gecerek burada ilgili genlerin ekspresyonunu
induklemektedir (154). Proteozom sisteminin inhibe edildigi durumda ise NF-kB
tarafindan Ozellikle hiicre canliliginin devamliligi ve progresyonunda rolii olan
genlerin ekspresyonu indiklenememektedir ve bdylece anti-timdorojenik bir etki
olusmaktadir. Bunlara ek olarak, normal sartlarda proteozom tarafindan eliminasyonu
gergeklesen pro-apoptotik Bim, Bid ve Bik proteinleri proteozom kompleksinin inhibe
edilmesi sonucunda stabilize olmaktadir. Bu stabilizasyonun akabinde ©nce pro-
apoptotik efektor proteinlerden Bax ve Bak’in daha sonra apoptozda gorevli
kaspazlarin aktivasyonu gergekleserek hiicre 6liimii indiikklenmektedir (155). Normal
sartlarda proteozom tarafindan tiimdr baskilayic1 p53°Un de yikimi gerceklesmektedir.
Proteozom mekanizmasinin inhibe edilmesinin akabinde bu proteinin fosforilasyonu
ve hucre iginde birikimi meydana gelirken, siklin bagimli kinaz inhibitorlerinden p21
ile p27°’nin stabilizasyonu sonucunda da hicre dongusinin durmast ve hiicre

proliferasyonunun inhibisyonu gergeklesmektedir (156).

Proteozomun hiicre déngisu, apoptoz, hiicresel olaylarin devamliligi igin
gerekli olan protein homeoztazisi ve timoérogenezde var olan bu 6nemli rollerinden
dolayi, proteozomun aktivitesini hedef almak amaciyla gesitli proteozom inhibitorleri
gelistirilmistir ve gelistirilmeye devam edilmektedir. Proteozom inhibitorlerinin
kullanilmaya bagslanildig1 ilk zamanlarda arastirmacilar proteozomun sadece kanser
hiicreleri tizerinde degil ayn1 zamanda normal hiicreler Uzerinde de var olan 6nemli
rollerini ve ayrica proteozomun tamamen inhibe edilmesinin de toksik bir etki
yaratacagini bildikleri igin proteozom inhibitorlerinin kullaniminin ne kadar dogru
veya faydali olacagi yoniinde siipheye diismiislerdir. Fakat yapilan c¢aligmalar
sonucunda proteozom inhibisyonu ile elde edilen anti-proliferatif etkinin kanser

hiicrelerinde normal hiicrelere kiyasla daha fazla oldugu anlasilmistir. Bu durumun
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sebebi tam olarak bilinmemekle birlikte kanser hicrelerinin kontrolsiiz biyimeleri
icin saglikli hiicrelere kiyasla ¢ok daha fazla miktarda protein sentezine ve bu
sentezlenen proteinlerin dizenlenmesine ihtiyag duyduklari bilinmektedir. Buna ek
olarak, kanser hiicrelerinde diizenleyici mekanizmalar dogru bir sekilde ¢alisamadigi
icin ¢ok miktarda katlanmamis ve/veya yanhis katlanmis protein birikimi
gerceklesmektedir ve bu durum saglikli hiicrelere kiyasla, kanser hiicrelerini
proteozom mekanizmasina karst olduk¢a hassas kilmaktadir (153). Ayrica iiretilen
proteozom inhibitorleri olduk¢a hedefe yonelik gelistirilerek olast hedef dist

inhibisyonun da oniine ge¢ilmeye calisiimaktadir.

Proteozomlar yapilarinda proteolitik enzim smifindan treonin proteazlari
bulundurmaktadir. Proteozomlarda bulunan tim proteolitik bolgeler diger proteaz
enzimlerin aksine aktif bolge nukleofilleri olarak B alt birimlerin N ucunda bulunan
treonin hidroksil grubunu kullanmaktadir. 26S proteozomun yapisinda ¢esitli
enzimatik aktiviteye sahip bolgeler olmasina ragmen, gelistirilen kiiciik molekiil
inhibitorler proteozomun proteolitik aktiviteye sahip 20S proteozomunu hedef alacak
sekilde gelistirilmistir (157). Enzim spesifik proteaz inhibitorler, genellikle az
miktarda peptidin bir araya geldigi ve bu peptitlerin C ugtan farmakofor ile
baglandiklar1 bir yapiya sahiptir. Inhibitdr molekiiller yapilarinda bulundurduklar
farmakofor ile proteozomlarin Kkatalitik rezidiisunin N ucunda bulunan treonin
hidroksil grubu ile tersinir veya tersinmez bir sekilde kovalent bag olustururken,
inhibitér molekiill yapisindaki peptit kismi kullanarak enzimin aktif bolgesinde
bulunan substrat baglanma bolgesine yerlesir ve bag olusturarak enzimin
inhibisyonuna yol agmaktadir. Proteozomun B alt birimde yer alan her bir enzimin
polipeptit zincirinde kesim yaptiklar1 kisim farklilik gostermekle birlikte bu kisimlar
diger proteazlar ile benzerlik gdsterebilmektedir. Dolayisiyla arastirmacilar yiiksek
spesifisiteye sahip proteozom inhibitér molekiil gelistirilmesi sirasinda [ alt birimin
kesim yaptigi peptit bolgesini géz niinde bulundurmak yerine proteozomun N ucunda
bulunan treonin hidroksil grubunu hedef alabilen farmakofor yap1 bulundurmasina
dikkat etmektedirler (152).

Proteozom inhibitorleri, kimyasal yapilarina bagl olarak sentetik analoglar ve
dogal bilesikler olarak smiflandirilmaktadir. Sentetik inhibitorler, bilesigin peptit

kismma bagli olan farmakofor gruba bagli olarak farklilik gostermektedir. Bu
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farmakofor grup; aldehit, boronat, vinilsiilfon, epoksiketon, benzamid, a-ketoamid
veya a-ketoaldehit olabilmektedir. Arastirmacilar tarafindan gelistirilen ilk proteozom
inhibitorleri, sentez ve optimizasyon sirasindaki kolaylik dolayisiyla peptit aldehit
inhibitorleri olmustur. Zaman icerisinde ¢ok ¢esitli peptit aldehitler gelistirilmesine
ragmen (0r; CEP1612, MG115, MG132) bu inhibitorlerin gosterdikleri etkinin azlig
ve 20S proteozomun B5 alt birimi haricinde serin ve sistein proteazlara karsi var olan

aktivitelerinden dolay1 diger inhibitor siniflar gelistirilmistir (158).

Peptit aldehitlere kiyasla, peptit boronat inhibitorlerin sadece serin proteazlara
kars1 daha etkili ve secici bir sekilde aktivitelerini gerceklestirdikleri bilinmektedir
(158). Boronat inhibitorler de peptit aldehitler gibi enzimin aktif bélgesinin N ucunda
bulunan treoninin hidroksil grubu ile tersinir kovalent bir bag olusturmaktadir. Boron
atomu ile treonin hidroksil grubu arasinda olusan etkilesim sonucunda duragan yapida
tetrahedral boron kompleksi olugsmaktadir ve bu kompleks peptit aldehitlere kiyasla
¢ok daha uzun sire sabit kalmaktadir. Bu olusan duragan yapili tetrahedral boron
kompleksi Oncelikle inhibitériin yapisinda bulunan boronik asidin peptit zincir
uzunlugunu keserek kisaltmaktadir ve bdylece hiicre membranindan daha kolay
gecebilen ve tersinir olarak enzime baglanmasina ragmen daha yavas bir sekilde
ayrilabilen dipeptidil veya tripeptidil boronik asit yapilari olusmaktadir. Tim bu
ozelliklerden dolayr peptit boronatlar peptit aldehitlere kiyasla tedavi amach
gelistirilen proteozom inhibitori olarak daha iyi aday olmaktadir (152, 159).

Ulusal Kanser Enstitiisii (NCI)’nde altmis insan kanser hiicre hatti iizerinde on
iic adet boron igeren bilesigin antikanser etkisi incelenmistir. Yapilan inceleme
sonucunda bu bilesiklerden kiigiik molekiiler agirliga sahip, suda ¢oziinebilen, oldukca
etkili ve bircok kanser hiicre hattina kars1 aktiviteye sahip bilesigin dipeptit boronik
asit olan bortezomib oldugu anlasilmistir. Bortezomib (Velcade, PS341)’in yapilan in
vitro ve in vivo galismalar sonucunda birgok solid ve hematolojik tiimér tiirlerine karsi
guclu aktivite gosterdiginin anlagilmasindan sonra bu bilesik faz 1 ¢aligsmalarinda tek
basina veya kemoterapoétikler ile birlikte kullanilmaya baslanmistir (153). Faz 1
caligmalarindan elde edilen iyi sonuglardan sonra faz 2 ¢alismalari sirasinda multiple
miyelom (MM) hastalarindan elde edilen hizli cevap sonrasinda bu bilesik Amerika
Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan 2003 yilinda MM hastalarmin, 2006 yilinda ise

mantle hiicreli lenfoma (MCL) hastalarinin tedavisi igin onay alarak klinikte kullanimi1
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onaylanan ilk proteozom inhibitdrii olmustur. Bu bilesik 2004 yilinda da Avrupa Ilag
Ajansi (EMA) tarafindan tek basina veya diger kemoterapétik ajanlar ile birlikte MM

ve MCL hastalarinin tedavisinde kullanim i¢in onay almigtir (158).

Intravenéz enjeksiyon yolu ile uygulanabilen bortezomibin on dakika
icerisinde hizlica plazmadan dokulara dogru ilerleyebildigi, yarilanma 6mriiniin kirk
saatten fazla oldugu ve adipoz doku ile beyin haricinde neredeyse tum dokulara
ulagabildigi bilinmektedir. Bortezomib, birgok sitokrom P450 enzimi tarafindan
intraselliiler oksidatif deboronasyon reaksiyonu araciligiyla metabolize edilmektedir.
Yapilan ¢alismalar dogrultusunda bortezomibin aktivitesini en fazla 20S proteozomun
B5 alt birimine kars1 gosterdigi ve daha az aktivite ile B1 alt birimi tzerinde de etkili
oldugu anlasilmistir. Farmakodinamik ¢alismalar sonucunda ise bortezomibin B5 ve
B1 alt birimlerine kars1 gosterdigi inhibitor etkinin doz ile dogru orantili bir sekilde
arttigi gézlenmistir. Ayrica bu olusan inhibitdr etkinin ilacin uygulanmasinin ardindan
bir saat icerisinde yaklasik olarak %75’ten fazla oldugu da gozlenmistir. Elde edilen
bu etkinin ilacin uygulanmasindan yaklasik yetmis iki saat sonra ise ortadan kalktig1

ve proteozomal aktivitenin geri kazanildig anlagilmistir (22).

Bortezomibin klinikte gosterdigi olumlu etkiler sonrasinda yeni peptit boronat
proteozom inhibitorleri de gelistirilmistir. Bu inhibitér molekillerden iksazomib, 2015
yilinda FDA ve 2016 yilinda EMA tarafindan klinikte MM hastalariin tedavisi i¢in
lenalidomid ve deksametazon ile birlikte kullanimi igin onay almistir. Fakat yapilan
calismalar dogrultusunda her ne kadar iksazomib inhibitér molekiluniin bortezomibe
benzer bir sekilde B5 alt birimine kars1 Segicilik ve etkiye sahip oldugu gozlense de,

bu inhibitér molekilin yarilanma émriiniin ¢ok daha kisa oldugu anlasilmigtir (158).

Boronik asitler diginda gelistirilen ve hem FDA hem de EMA tarafinda klinikte
kullanim igin onay alan bir diger bilesik ise dogal proteozom inhibitérleri sinifina ait
olan karfilzomibtir. B16 fare melanom tedavisi gelistirmek amaciyla anti-timoral
etkiye sahip bir ajan izerinde ¢alisan arastirmacilar, galismalari sirasinda Streptomyces
hygroscopicus bakterisinden epoksiketon ve aktinomiset soyundan gelen Q996-17
bakterisinden epoksimisin dogal bilesiklerini elde etmislerdir. Daha sonra yapilan
aragtirmalar sonucunda ise bu elde edilen dogal bilesiklerin 20S proteozomu inhibe

ederek anti-timoral bir etki yarattiklari anlagilmistir (160). Yapisinda farmakofor
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grubu olarak epoksiketon bulunduran karfilzomib, 2012 yilinda FDA, 2015 yilinda ise
EMA tarafindan tek basina veya deksametazon, deksametazon ile lenalidomid veya
daratumumab ilaci ile birlikte MM hastalarinin tedavisinde kullanim i¢in onay almistir.
Karfilzomib de ayn1 bortezomib gibi proteozomun kimotripsin benzeri aktiviteye sahip
5 alt biriminin N ucunda bulunan treonin hidroksil grubuna baglanarak proteozomu
inhibe etmektedir. Fakat bu baglanma bortezomibin aksine tersinmez bir sekilde
gerceklesmektedir (158). Bu durum karfilzomib ile bortezomib ilaglari arasinda
hidrolitik stabilite acisindan farklilik yaratmasina ragmen yapilan ¢alismalar
dogrultusunda hiicrelerde proteozomal aktivitenin geri kazanimi agisindan bu iki ilag
arasinda anlamli bir farklilik goézlenmemistir (161). Bu iki ilag yarilanma omrii
acisindan incelendiginde, karfilzomib yaklasik bir saatlik yarilanma 6mrii ile hizlica
viicuttan atilirken bortezomibin kirk saatten fazla yarilanma Omriine sahip oldugu
bilinmektedir. Yan etki bakimindan yapilan inceleme sonucunda ise karfilzomibin
norotoksisite agisindan her ne kadar bortezomibe kiyasla daha az risk teskil ettigi
gozlense de, kardiyovaskiiler ve renal toksisite agisindan oldukea yiiksek risk ortaya
koydugu yapilan ¢alismalar dogrultusunda anlasilmaktadir (162-165). Bu durum MM
hastalarinin tedavisinde karfilzomibin kullanimin1 sinirlandirmaktadir ve bu ilacin
klinikte kullanimi agisindan daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ duyuldugunu da ortaya
koymaktadir.

2.5.2. Pankreas Kanserinde Proteozom inhibitérlerinin Rol{i

Proteozom inhibitorlerinin 6zellikle yiiksek salinim kapasitesine sahip olan ve
dolayisiyla proteostatik mekanizmaya oldukg¢a bagl bir sekilde ¢alisan hematolojik
kanserlerin tedavisinde etkili olduklari iyi bilinmekle birlikte solid timdrler Gzerindeki

etkileri arastirilmaya devam edilmektedir.

Pankreas kanseri hastalarinin yaklasik olarak ylizde doksaninda kétii prognoz
ile iligkili oldugu bilinen KRAS mutasyonu bulunmaktadir. KRAS mutasyonunun
pankreas kanserinde hiicre canliliginin devamliliginda rolii olan TNF reseptor aile
iiyesi TRAF6 ekspresyon diizeyinde artisa yol agtig1 bilinmektedir. Yapilan bir ¢galisma
sonucunda, pankreas kanseri hicrelerinin proteozom inhibitérleri ve radyasyon ile
muamelesi sonrasinda TRAF6 ekspresyon diizeyinde azalma gozlenirken, otofaji ve

sitotoksisite diizeyinde artis gézlenmistir. Proteozom inhibitérlerinden bortezomib ile
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yapilan bir ¢alismada, otofaji inhibitdrlerinin kullanildig: kosulda bortezomibin otofaji
yerine apoptotik hiicre 6liimii araciligiyla pankreas kanseri hicrelerinde 6lime yol
actig1 gozlenmistir (166). Bir baska arastirmada ise proteozom inhibitorlerinden MG-
132’nin tek basina ve bazi kemoterapdtik ajanlar ile kombine bir sekilde pankreas
kanseri hiicre hatlar1 tizerindeki etkisi incelendiginde bu inhibitér molekilin
kamptotesin ilact ile kombinasyonunun hiicrelerde apoptotik bir etki yarattigi
gozlenmistir. Bu etkinin nedeni arastirildiginda ise kombine muamele sonrasinda
hlicrelerde anti-apoptotik proteinlerden Mcl-1’in ekspresyon diizeyinde azalma ve pro-
apoptotik proteinlerden NOXA’nin ekspresyon diizeyinde de artma meydana geldigi
anlasilmistir (167).

Proteozom inhibitorlerinin sitotoksik etkilerini ayrica ER stres aracili apoptoz
ile de gergeklestirebildikleri bilinmektedir. Proteozom inhibitorlerinin radyasyon
tedavisi ile kombine bir sekilde uygulandigi bir ¢alismada, artan IRE1a ve JNK protein
diizeyleri sonucunda pankreas kanserinde ER stres aracili sitotoksik etki gézlenmistir
(168). Yapilan bir baska galismada ise bortezomibin bir taraftan ER stres ile iligkili
proteinlerden PERK’{in aktivasyonunu inhibe ettigi ve bu inhibisyona bagli olarak
elF2a fosforilasyonunu bloke ettigi gdzlenirken diger bir taraftan IRE1 iizerinden JNK
aktivasyonunu saglayarak L3.6pl pankreas kanser hiicrelerinde hiicre 6liimiinii hem in
vitro hem de in vivo kosullarda indiikledigi ortaya konulmustur (169). Fakat yapilan
laboratuvar ve klinik ¢aligsmalar sonucunda, kanser hiicrelerinin zaman igerisinde bu
inhibitér molekiillere kars1 direng gelistirdikleri ve ayrica bir¢ok ¢alismada inhibitor
molekiillerin tek basina kullanimi ile istenilen ER stres aracili anti-apoptotik etkinin
solid tumorlerde olusturulamadigi anlasilmaktadir. Dolayisiyla arastirmacilar
pankreas kanserinde de zaman igerisinde inhibitor molekiile karsi gelisen direnci
kirabilmek ve etkili bir hiicre 6liimii elde edebilmek igin proteozom inhibitorlerinin

cesitli ajanlar ile kombine tedavileri iizerinde ¢alismalarini siirdiirmektedirler.
2.6. Tirozin Kinazlar

Kinaz ailesinde yer alan enzimler, ATP molekiiliinden kopartilan fosfat
grubunun proteine transferini gergeklestirirler. Kinazlar tarafindan gergeklesen bu
transfer araciligiyla, gen ekspresyonu, membran transportu, hiicre biiyiimesi,

metabolik yolaklar, farklilasma ve hiicre oliimii gibi biiyiik 6neme sahip birgok
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hiicresel olaym diizenlendigi bilinmektedir (170, 171). Insan genom sekanslamas ile
elde edilen bilgiler dogrultusunda protein kinazlarin insan genomunun yaklasik olarak
%?2’si tarafindan kodlandigi da bilinmektedir (172). Kinazlar tamidiklari ve
fonksiyonlarini gergeklestirdikleri substrat molekiiline bagli olarak iki sinifa
ayrilmaktadir. Bu siniflardan ilkini substrat molekiiliinde yer alan serin ve/veya treonin
rezidusiine fosfat grubunu transfer eden serin-treonin kinazlar olustururken, substrat
molekulinun tirozin reziduslne fosfat grubunu transfer eden protein tirozin kinazlar
(PTK) da ikinci sinifi olusturmaktadir (171).

PTK’lar da kendi icinde iki aileye ayrilmaktadir. Bunlar reseptdr tirozin
kinazlar (RTK) ve reseptor olmayan tirozin kinazlar (nRTK)’dir. RTK’ler yapisal
olarak ti¢ bolimden olusmaktadirlar. Bu boliimleri, extraselliiler substrat baglanma
bolgesi, hiicre membranina gomuli bolge ve yapisinda ATP baglanma bolgesi igeren
intraselliiler katalitik kisim olugturmaktadir (173). Substratin heniiz taninmadigi kosul
altinda RTK’ler monomerik ve inaktif bir sekilde bulunurlar. Substratin extrasellller
ligand baglanma bolgesine baglanmasinin akabinde reseptor homo/heterodimerik
yapiya gegerek konformasyonel degisime ugramaktadir ve bu degisim sonucunda
substratta yer alan tirozin rezidiisine fosfat grubunun transferi gergeklesmektedir.
Fosfat grubunun transferi sonrasinda ise hucresel olaylarin diizenlenmesinde rol
oynayan ilgili sinyal yolaklarinin aktivasyonu ger¢eklesmektedir (174). RTK’lerin
aksine nRTK’ler, sitoplazmik enzimler olduklari i¢in yapilarinda ekstraselliiler
substrat baglanma bolgesi ile hiicre membranina gémiilii kistm bulundurmamaktadir.
Fonksiyonel agidan ise RTK’ler gibi substrat molekiiline fosfat grubunun
transferinden sorumludurlar (173). Gunimuzde insanlarda 58 tane RTK ve 30 tane
NRTK bulundugu bilinmektedir. Ornegin epidermal biiyiime faktorli reseptori
(EGFR), trombosit kokenli buyume faktort reseptori (PDGFR), vaskiler endotel
blytme faktori reseptori (VEGFR), fibroblast blytme faktori reseptori (FGFR) ve
c-Kit gibi ¢ok ¢esitli reseptorler RTK ailesinin tiyeleridir. nRTK aile tiyelerine ise c-
SRC, fokal adezyon kinaz (FAK), kirilma noktast kiime geni ile Abelson geninin
fizyonu sonucunda olusan Bcr-Abl proteini ve Janus kinaz (JAK) Ornek
verilebilmektedir (170).

PTK’lerde meydana gelen hasarlar sonucunda ise bu 6nemli hicresel

mekanizmalarin diizenlenmesinde rol alan sinyal yolaklarinin kontrolsiiz bir sekilde
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calismasindan dolay1 kanser de dahil olmak iizere ¢esitli hastaliklarin gelisimine yol
acildig1 yapilan birgcok ¢alisma dogrultusunda bilinmektedir. Bu durum kinazlart

kanser tedavisinde hedef noktasi haline getirmistir (175).
2.6.1 Tirozin Kinaz ve Tirozin Kinaz inhibitdrlerinin Kanserdeki Rol{i

Aragtirmacilar tarafinda protein tirozin kinazlarin hiicresel mekanizmalarini
anlamaya yonelik yapilan bir¢ok ¢alisma sonucunda elde edilen bulgular, tirozin
kinazlarin kanser gelisimi iizerindeki roliiniin bu enzimlerde meydana gelen ¢esitli
mutasyonlar kaynakli oldugunu ortaya koymaktadir (176). Ornegin tirozin kinazlarda
meydana gelen gen amplifikasyonu ve/veya asir1 ekspresyonlari sonucunda artan kinaz
aktivitesi sonucunda ilgili sinyal yolaginin normalden daha fazla ¢alismasina yol
acildigr bilinmektedir. Fuzyon proteinlerinde meydana gelen kromozomal
translokasyonlardan, kinazlarin ekstraselliiler kisminda meydana gelen fonksiyon
kazanim mutasyonlarindan veya delesyonlardan kaynakli olarak da kinaz aktivitesinin
stirekli olarak devam etmesinin tetiklendigi anlasilmistir. Bunlarin yani sira reseptor
tarafindan tanman substrat molekiillerinin ortamda asir1 miktarda bulunmalari
sonucunda reseptortin surekli olarak aktif kalmasina ve dolayisiyla ilgili sinyal
yolaklarinin normalden daha fazla caligmasina yol a¢ildigr da yapilan c¢alismalar

sonucunda gozlenmistir (177).

ErbB protein ailesinin Uyesi olan EGFR, tirozin kinaz aktiviteye sahip bir
transmembran glikoproteindir ve bu enzimin aktivasyonu ile birlikte RAS, RAF,
MEK, ERK, PI3K, AKT, mTOR ve STAT sinyal yolaklarinin diizenlendigi
bilinmektedir. Yapilan ¢aligmalar sonucunda, akciger kanserli hastalarda EGFR’da
hassasiyet olugmasina neden olan mutasyonlardan exon 19 delesyonu ve exon 21
substitiisyonunun meydana geldigi anlasilmistir (178). Ayrica EGFR’in  asir
ekspresyonunun yumurtalik, bag ve boyun, meme, kolorektal ve mide kanseri gibi ¢ok
cesitli kanser turtinde hastaligin kotii seyri ile iligkili oldugu da iyi bilinmektedir.
Tumor anjiyogenezinde 6nemli role sahip olan VEGF 1n ilgili reseptoriine baglanmasi
sonucunda da cesitli kanserlerin olusumu tetiklenmektedir. Ornegin VEGFR-1’in
baglanmasi ile aktive olan reseptoriin ekspresyonu meme kanserinde kotl prognoz ile
iliskilendirilirken, VEGFR-3’ln ekspresyonunun akciger ve kolorektal kanserde koti

prognoza yol agtigi bilinmektedir (177). Coklu fonksiyonlara sahip polipeptitlerin
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olusturdugu PDGF ailesi hiicre biiylimesi, ¢cogalmasi, farklilasmasi ve anjiyogenezde
onemli etkilere sahiptir. PDFGR da yeni kan damarlarinin olgunlagsmasina ve VEGF
ekspresyonunda artisa yol acarak anjiyogenezde Onemli role sahiptir. Yapilan
caligmalar dogrultusunda gastrointestinal stromal tumorlerde (GIST), PDGFR
ekspresyon diizeyinde artis gozlenmistir (178). Bir proto-onkogen olan c-Kit tirozin
kinazinda meydana gelen mutasyonun ise GIST hastalarinin hayatta kalma stresinde
azalmaya yol acarken, akut miyeloid 16semi de hastaligin tekrar etme hizinda artisa ve
kiiciik hiicreli akciger kanserinde hastaligin kotii bir sekilde ilerlemesine neden oldugu
da bilinmektedir. Kronik miyeloid 16semi (KML) ve akut lenfoblastik 16semide ise
Ber-Abl flizyon proteininin ekspresyonu hastaligin teshisinde dnemli role sahiptir
a77).

Tirozin kinazlarin, tiimor olusumunda 6nemli rollere sahip olan sinyal yolaklari
tizerindeki etkilerinden dolay1 anti-tiimorojenik etkinin yakalanabilmesi amaciyla gok
cesitli tirozin kinaz inhibitdr (TKI) molekilleri gelistirilmis ve gelistirilmeye devam
edilmektedir. Ayrica TKI’lar hedefe yonelik olarak gelistirildikleri igin kanser
tedavisinde kullanilan geleneksel tedavi yontemlerinin aksine daha spesifik bir etkiye
sahip olduklari da bilinmektedir (179). Gelistirilen TKI molekiillerinin birgogu tirozin
kinazlarin intraselliiler katalitik bolgesine baglanmaktadir ve bdylece normal sartlarda
bu bolgeye ATP’nin baglanmasinin akabinde gergeklesen fosforilasyon reaksiyonu ile
ilgili sinyal yolaklarinin aktivasyonunun inhibisyonu saglanmaktadir. Hedeflenen
inhibisyon aracilifiyla da hiicresel fonksiyonlarda bozulma saglanarak tUmor
gelisiminin Oniine gecgilmektedir (177). Bunlarin yani sira yapilan g¢alismalar
dogrultusunda, TKI’larin kanser hiicrelerinin anti-kanser ilaglara kars1 gelistirdigi ilag
direncini de kirabildigi anlagilmaktadir. TKI’larin bu etkisinin altinda yatan
mekanizma tam olarak bilinmemekle birlikte elde edilen bulgular sonucunda olasi bazi
yollar bulunmaktadir. Ornegin TKI’larin tirozin kinazlar haricinde hiicre membraninda
kii¢iik molekiillerin transportundan sorumlu olan ABC tastyicilarinin da yapisinda var
olan ATP baglanma bolgesine baglanarak anti-kanser ilaglarin hiicre iginden
transferini engelleyebildigi ve hiicre icinde birikimlerini saglayarak hiicreleri bu
ilaglara kars1 daha hassas bir hale getirdikleri bilinmektedir. Bununla birlikte TKI’larin
PI3K/Akt velveya Raf/MEK/ERK sinyal yolaklarini inhibe ederek ABC tasiyicilarin

hiicre membranindaki tekrar eden lokalizasyon ve ekspresyonunu etkileyebilecekleri
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de diisiiniilmektedir (173). Ornegin, mide kanseri hiicre hattt SGC7901/DDP ile
yapilan calisma sonucunda bir TKI olan sorafenib uygulamasi sonrasinda ABC
tastyicilarin kodlanmasindan sorumlu olan ABCB1 geni ile p-Akt ve p-ERK genlerinin

ekspresyonunda anlamli bir sekilde azalma gozlenmistir (180).

Gelistirilen TKI’lar temel olarak iki baslik altinda toplanabilmektedir. Bunlar,
monoklonal antikorlar (mADb) ve kiicuik molekdl inhibitorlerdir (SMI). Yapisinda suda
¢ozunebilen molekiller bulunduran mAb’ler substrat ve/veya hiicre membraninda
eksprese olan reseptorlere baglanmaktadir (171). mAb’ler genellikle blyiime faktori
reseptdrlerine baglanarak anti-timorojenik etkilerini ortaya koyarlar. Ornegin bir
antiEGFR mAb olan cetuximab, EGFR’a substratin baglanmasini ve dolayisiyla
reseptoriin dimerizasyonunu engelleyerek timor hiicrelerinin 6liimiine yol agmaktadir.
Bir tirozin kinaz reseptori olan insan epidermal buyiime faktorii reseptorii 2 (HER2)’yi
hedef alan mAb transtuzumab da klinikte meme kanserli hastalarin tedavisinde
kullanilmaktadir (181). VEGFR’a y0nelik gelistirilen bevacizumab ise reseptore
substratin baglanmasini engelleyerek anjiyogenez ve vaskiilarizasyon i¢in gerekli olan
sinyal yolaginin inhibisyonuna yol acarak anti-tiimoérojenik bir etki yaratmaktadir
(171). Antikor tedavisinden elde edilen sonuclar her ne kadar umut vaad etsede kanser
hiicrelerinin mAb’lere kars1 gelistirdikleri direngten dolayr mAb’lerin ¢alisma
mekanizmasi ile bu inhibitdr molekiillere kars1 gelisen direng mekanizmasinin altinda

yatan sebeplerin bulunmasi i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

mAb’lere kiyasla daha biiyilk molekiiler agirliga sahip olan SMI’lar
hastaliklarin tedavisi igin bircok yonden daha avantajli durumdadir. Ornegin daha
kiigiik yapilar1 sayesinde SMI’lar hiicre membranindan kolaylikla gecip hedeflenen
molekiile ulagabilmektedir. Ayrica genellikle intravendz yol ile uygulanabilen
mADb’lere kiyasla SMI’lar oral olarak uygulanabildikleri icin bu molekdllerin hasta
tarafindan kullanimlar1 da daha kolay olmaktadir (182, 183). Imatinib, klinikte kanser
hastaliginin tedavisinde kullanilmak tizere FDA tarafinda onay alan ilk tirozin kinaz
hedefli SMI’dir. Bir ilag sirketi olan Ciba-Geigy tarafindan PDGFR’lara yonelik
gelistirilen TKI molekiilinin PDGFR’lardan ziyade aktivitesini ¢ok daha gugcli bir
sekilde NnRTK olan Bcr-Abl’e yonelik ortaya koydugu gozlenmistir ve bu gozlem
imatinibin kesfi ile sonu¢lanmigtir (172). Bilindigi iizere KML’de 9. kromozom ile 22.

kromozomun uzun kollar1 arasinda gerceklesen yer degistirme sonucunda normalde
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var olmayan “Philadelphia kromozomu” (Ph) bulunmaktadir. Ph kromozomunda, 22.
kromozomun uzun kolunda bulunan Bcr geni ile 9. kromozomun uzun kolunda
bulunan Abl genleri arasinda bir baglantt meydana gelmektedir ve sonug olarak siirekli
olarak aktif halde bulunan flizyon proteini olarak bilinen Bcr-Abl tirozin kinazini
kodlayan gen Uriinii olusmaktadir. Bu bilgi dogrultusunda yapilan in vitro, in vivo ve
faz ¢alismalar1 sonucunda, imatinib 2001 yilinda FDA tarafindan Ph pozitif KML
hastalarin tedavisinde kullanilmak tizere onay almistir. GUnlimuizde imatinib halen Ph
pozitif KML hastalarinin tedavisinde birinci basamak olarak kullanilmaktadir (172,
177). Imatinib ile ilgili devam eden calismalarin sonucunda bu molekiiliin c-Kit ve
PDGFR tirozin kinazlarini1 da hedef alabildigi anlagilmistir. Bu bilgiler dogrultusunda
imatinib, c-Kit ve PDGFR mutasyonlarinin siklikla gozlendigi GIST hastalarinin
tedavisinde kullanilmistir ve elde edilen basarili sonuglar ile de klinikte kullanim igin
onay almustir (177, 178). imatinib ile yapilan in vitro ¢alisma dogrultusunda, bu
molekilin ayrica bir baska ilag ile kombinasyonu sayesinde kanser hiicrelerinin ilaca
kars1 gelistirdikleri direncin kirilabildigi ve hiicre Olimiiniin saglanabildigi ortaya
koyulmustur (173). Ayrica melanom tiimor hiicreleri ile yapilan bir calismada matriks
aracili gelisen ilag¢ direncinde gorevli tirozin kinaz kolajen reseptérlerden DDRI1 ve
DDR2’nin imatinib tarafindan hedef alinarak bloke edildikleri ve bunun akabinde
kanser hiicrelerinin kullanilan ilaca karsi gelistirdikleri direncin kirilabildigi de
gosterilmistir (184). Imatinib ile elde edilen sonuglarin akabinde ¢ok cesitli tirozin
kinaz hedefli SMI’lar gelistirilmistir ve gelistirilmeye devam edilmektedir. Ornegin,
gefitinib ile erlotinib ilaglar sirasiyla 2002 ve 2004 yilinda FDA tarafindan EGFR
mutasyonu saptanan kicuk htcreli akciger kanserli bireylerin tedavisinde birinci
basamakta kullanilmak {izere onay almistir. VEGFR, PDGFR ve EGFR gibi ¢esitli
tirozin kinazlar1 hedef alabilen sorafenib ise klinikte metastatik renal karsinom ve

hepatosellller kanser tedavisinde kullanilmaktadir (178).
2.6.2. Tirozin Kinaz Inhibitorlerinin Pankreas Kanserindeki Rolii

Giintimiize kadar her ne kadar pankreas kanserine yonelik cesitli tedavi
yontemleri gelistirilmis olsa da, pankreas kanseri hicrelerinin oldukca heterojenik
yapist ve hiicrelerin uygulanan tedavi yontemlerine karsi kisa siirede gelistirdikleri
diren¢ kaynakli olarak bu kanser hastaligina yonelik kesin bir tedavi yontemi

bulunmamaktadir. Fakat yillar i¢inde yapilan ¢aligmalar sonucunda pankreas kanseri
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hicrelerinin canliliklarin1 devam ettirmek icin kullandiklar1 bazi mekanizmalar
belirlenmistir. Yapilan ¢aligmalar incelendiginde ise bu kanser tiiriine kars1 etkili bir
tedavi yontemi gelistirilirken daha spesifik ve hedefe yonelik molekiillerin kullanimi
ile pankreas kanseri hucrelerinin olimden kagmasimin Oniine gegilebilecegi
anlasilmistir. Ayrica bu tiir hedefe yonelik tedavi yaklasimlar1 sayesinde geleneksel
kanser tedavisi uygulamalarinda karsilasilan bireyler arasi tedaviye verilen yanit
farkliligimin da Oniine gegilebilecegi diistiniilmektedir. Bu bilgiler dogrultusunda,
hedefe yonelik gelistirilen TKI’larin pankreas kanseri tedavisinde kullanim igin

oldukc¢a uygun birer aday oldugu anlagilmaktadir.

Tirozin kinazlari hedef alan mAb’lerin pankreas kanserinde tedavi amagl
kullanihp  kullanilamayacagi yoniinde baz1 c¢alismalar yapilmistir.  Ornegin
mAb’lerden bevacizumab ve cetuximab ile yapilan bir ¢alisma sonucunda bu
molekiillerin pankreas kanseri hastalarinin tedavisinde kullanilan gemsitabin ve
radyasyon ile birlikte verildiginde her ne kadar hastalarda kotii bir yan etki profili
olugmasa da bu kombinasyonlar ile birlikte sagkalim agisindan anlamli bir sonug elde
edilememistir (171). Gunlimiizde pankreas kanseri hastaliginin tedavisinde kullanim
icin FDA tarafindan onay almig bir tirozin kinaz hedefli mAb bulunmamaktadir.
Imatinibin kesfinden sonra hizla gelistirilen ve giiniimiizde de birgok kanser
hastaliginin tedavisi amaciyla kullanilan tirozin kinaz hedefli SMI’lar pankreas
kanserinde de ¢alisilmigtir. Bu tirozin kinaz hedefli SMTI’lardan bazilar1 gemsitabin ile
birlikte hastaligin ilk asamasindan verilirken bazilari kanser hiicreleri tarafindan
gelistirilen direng sonrasinda ikinci adimda uygulanmistir. Ornegin yapilan randomize
faz 3 calismasinda, bir anti-EGFR SMI olan erlotinib tedavinin ilk asamasinda tek
basina ve gemsitabin ile birlikte hastalara verilerek bu molekiiliin etkisi incelenmistir.
Calisma sonucunda erlotinib ve gemsitabin kombinasyonunun hastalarin hayatta
kalma suresinde ciddi bir artisa yol agmasa da anlamli bir degisim yarattiginin
gOzlenmesinin akabinde bu kombinasyon 2005 yilinda FDA tarafinda pankreas
kanserli hastalarin tedavisinde kullanilmak {izere onay almistir (171, 185). Fakat
erlotinibin ikinci asama tedavi olarak gemsitabine diren¢ gelistiren hastalara
uygulandigt durumda ilk asama uygulama sonucunda elde edilen etki
yakalanamamistir (171). Ayrica erlotinib ve gemsitabin kombinasyonu her ne kadar

pankreas kanseri tedavisinde olumlu etkilere sahip olsa da, erlotinibin hastalarin
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yaklasik %55’inde diyareye yol actigi da gozlenmistir. Bu ilacin antitiimoérojenik

calisma mekanizmasini anlamaya yonelik ¢alismalar devam etmektedir (186).

Pankreas kanseri tedavisine yonelik imatinib ile yapilan c¢alismalarda
bulunmaktadir. Fakat bu molekiile ait bilgiler net degildir. Ornegin, imatinibin anti-
proliferatif etkisini anlamaya yonelik yapilan in vitro g¢alismalar sonucunda bu
molekdlin pankreas kanseri hiicreleri iizerinde anlamli bir etki yaratmadigi
gozlenirken, bir bagka c¢alismada yiiksek doz imatinibin uygulamasi ile kanser
hiicrelerinin  proliferasyonu {izerinde inhibitér etkinin yakalanabildigi ortaya
koyulmustur (35, 187). Fakat bu ¢alismada imatinibin hedef aldigi PDGFR, c-Kit veya
Bcr-Abl  tirozin  kinazlarin  ekspresyonu incelendiginde, imatinib uygulamasi
sonrasinda bu proteinlerin ekspresyon diizeyinde bir farklilik gozlenmemistir ve sonug
olarak imatinibin yarattigi anti-proliferatif etkinin altinda baska mekanizmalarinda
bulundugu anlagilmistir (35). Ayrica imatinibin gemsitabin tedavisi ile karsilastirildigi
klinik bir ¢alisma sonucunda da imatinib ile tedavi edilen grubun verdigi cevabin yine
tirozin kinazlardan bagimsiz bir sekilde gergeklestigi gozlenmistir (185). KPY’de yer
alan proteinlerden IREla’nin DNA hasar1 varliginda kanser hiicrelerinin canliligi
iizerine etkisinin arastirildigt bir ¢alisma sonucunda, IREla’nin endoriboniikleaz
aktivitesi araciligiyla RIDD’i aktive ettigi ve bu aktivasyon ile birlikte pro-apoptotik
mRNA’larin yikiminin inhibe edilerek kanser hiicrelerinin o6liimden kacabildigi
anlasilmistir. IRE1a’nin aktivasyonu igin gerekli olan fosforilasyon reaksiyonunun ise
Abl tirozin kinazi aracilifiyla gergeklestiginin anlasilmasinin ardindan hiicreler
imatinib ile muamele edilmistir. Imatinib uygulamas: sonrasinda ise IRE1a-RIDD
araciligiyla gergeklesen anti-apoptotik etkinin inhibe edildigi gozlenmistir. Bu ¢calisma
dogrultusunda da imatinibin bilinen tirozin kinaz hedeflerine ek olarak ER stres

araciligiyla da anti-tiimorojenik bir etki ortaya koyabilecegi anlagilmaktadir (36).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu tez ¢alismasinda kullanilan tiim malzemeler ve cihazlar, in vitro deneylerin

yiiriitiildiigii Hacettepe Universitesi Kanser Enstitiisii Temel Onkoloji Anabilim Dali

aragtirma laboratuvarinda bulunmaktadir.

3.1. Calismada Kullanilan Malzemeler

Bu tez calismasinda kullanilan kimyasal maddelerin, sarf malzemelerin,

kitlerin ve ¢ozeltilerin adlar1 asagida siralanmaktadir (Tablo 3.1.).

Tablo 3.1. Kimyasal maddeler, sarf malzemeler, kitler ve ¢ozeltiler.

URUN ADI

URETICi ADI ve URETILDIGI ULKE

Roswell Park Memorial Institute 1640

besiyeri (RPMI-1640)

Biowest - Fransa

Iscove's Modified Dulbecco's

(IMDM)

besiyeri

Biological Industries — Israil

Sodyum Pir(ivat

Biological Industries — Israil

L-glutamin

Biological Industries — Israil

Penisilin - Streptomisin

Biological Industries — Israil

HEPES Tampon Soliisyonu, 1M

Biological Industries — Israil

Fetal Sigir Serumu (FBS)

Biological Industries — Israil

Tripsin EDTA Solusyonu A (%0.25), EDTA
(%0.02)

Biological Industries — Israil; Biowest -
Fransa

Dulbecco’s Fosfat Tamponlu Tuz ¢ozeltisi
(D-PBS)

Biological Industries — Israil

Tripan mavisi, %0.4

Canvax - Ispanya

Agaroz

BIOSHOP - Kanada

Trizma bazi

Sigma-Aldrich - ABD

Etilen Diamin Tetra Asetik asit (EDTA)

BIOSHOP - Kanada

Etidyum Bromdr

SNP Biyoteknoloji - TURKIYE

3-(4,5-dimetiltiyazol-2-yl)-2,5-
difeniltetrazolyum bromir (MTT)

SERVA - Almanya

RPMI-1640,
glutaminsiz

Fenol Kirmizisiz ve L-

Biowest - Fransa

N,N- Dimetil Formamid (DMF)

ISOLAB - Almanya

Sodyum Dodesil Siilfat (SDS)

Sigma-Aldrich - ABD

Bortezomib (PS-341)

Selleckchem — ABD
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Tablo 3.1. Kimyasal maddeler, sarf malzemeler, kitler ve ¢ozeltiler (Devam).

Imatinib (STI571)

Selleckchem — ABD

Dimetil stlfoksit (DMSO)

SERVA - Almanya

Kristal Viyole SERVA - Almanya
Metanol Sigma-Aldrich - ABD
TRIZOL Zymo Research-ABD
Kloroform Sigma-Aldrich - ABD
Izopropanol ISOLAB - Almanya
Etanol Sigma-Aldrich - ABD

Nikleaz icermeyen su

BIOSHOP - Kanada

cDNA sentez Kiti

Thermoscientific-ABD

SYBR green | Master

Roche-Isvigre

Hiicre kiiltiirii flaski, 24 kuyucuklu plaka, 96 kuyucuklu
plaka, serolojik pipet ve diger sarf malzemeler

Sarstedt — Almanya; NEST - Cin

3.2. Cahismada Kullanmilan Soliisyonlarin ve Ilaclarin Hazirlanmasi

Fetal Sigir Serum (FBS) 1s1 inaktivasyonu: Ticari olarak temin edilen FBS
oda sicakliginda ¢oziildiikten sonra 56°C’ye ayarlanmis olan su banyosunda 30 dakika
boyunca bekletilerek 1s1 ile inaktive edildi. inaktivasyon islemi sonrasinda FBS

alikotlanarak -20°C’de muhafaza edildi.

Tam RPMI-1640 besiyeri hazirhgi: Ticari olarak elde edilen RPMI-1640
besiyeri deneylerde kullanilmadan 6nce 50 ml 1s1 ile inaktive edilmis FBS (%10), 5 ml
penisilin-streptomisin (%1), 5 ml L-glutamin (%1), 5 ml HEPES tampon sollsyonu
(%1) ve 5 ml sodyum piriivat (%1) eklenerek hazirlandi. Hazirlanan tam besiyeri

+4°C’de muhafaza edildi.

Tam IMDM besiyeri hazirhgi: Ticari olarak elde edilen IMDM besiyeri
deneylerde kullanilmadan 6nce 50 ml 1s1 ile inaktive edilmis FBS (%10), 5 ml
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penisilin-streptomisin (%1) ve 5 ml L-glutamin (%1) eklenerek hazirlandi. Hazirlanan

tam besiyeri +4°C’de muhafaza edildi.

3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT)
soliisyon hazirh@:: Ticari olarak elde edilen toz haldeki MTT, 200 ml D-PBS ile siv1
hale (bmg/mL MTT) getirildikten sonra filtrelenerek sterilize edildi. Sterilizasyonu

tamamlanan MTT alikotlanarak -20°C’de muhafaza edildi.

Bortezomib ilacinin hazirhgi: Ticari olarak elde edilen ilag tavsiye edildigi
iizere final konsantrasyonu 190 uM olacak sekilde yeterli miktarda DMSO ile ¢oziildii.

Coziinen ilag alikotlanarak -80°C’de muhafaza edildi.

Imatinib ilacinin hazirh@: Ticari olarak elde edilen ilag tavsiye edildigi iizere
final konsantrasyonu 100 uM olacak sekilde yeterli miktar DMSO ile ¢oziildii.

Coziinen ilag alikotlanarak -80°C’de muhafaza edildi.

Dimetil formamid (DMF) ve Sodyum dodesil siilfath (SDS) coziicii
hazirhigr: Hiicre canlilik tayin deneylerinde olusan formazan kristallerinin ¢ozUlmesi
icin DMF/SDS (pH: 4.7) ¢oziicii sollisyonu hazirlandi. Coziiciiniin hazirligi sirasinda
son hacim distile su ile tamamlanacak sekilde, %50 oraninda DMF (%v/v) ve %10
oraninda SDS (%w/v) cam siseye aktarildi. Coziicli, manyetik karistirict yardimiyla
karistirilip berrak hale getirildikten sonra pH’1 4.7’ ye ayarlandi. pH’1ayarlanan ¢oziicii

oda sicakliginda muhataza edildi.

Kristal viyole boya hazirhgr: Ticari olarak elde edilen toz haldeki kristal
viyole, %0.5 yogunluga sahip olacak sekilde hazirlandi. 50 mL’lik boya sollsyonu igin
0.25 g kristal viyole boyas tartildiktan sonra bir falkonun icine aktarildi ve daha sonra
40 mL distile su eklenerek ¢ozdiiriildii. Coziinen boyanin toplam hacmi metanol (%20)
ile tamamlandi. Hazirlanan boyanin bulundugu falkon aliiminyum folyo ile

kaplandiktan sonra oda sicakliginda muhafaza edildi.
3.3. In silico Analizler

Bu tez ¢alismasinda kullanilacak bortezomib ilacina kars1 hassasiyet gosteren
pankreas kanseri hiicre hatlarinin belirlenmesi ve ER stres ile RIDD mekanizmasiyla

iliskili genlerin ifadelerinin incelenmesi amaciyla herkes tarafindan ulasilabilir veri
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tabanlar1 kullanildi. Analizlerde incelenen genlerin listesi literatiirde var olan bilgi

dogrultusunda olusturuldu (188).

Pankreas kanseri hiicre hatlarina ait RNA ve protein diizeyindeki gen ifade
bilgileri Cancer Cell Line Encylopedia (CCLE) platformundan elde edildi
(https://portals.broadinstitute.org/ccle/data). Platformdan elde edilen RNA gen ifade
bilgisinin log2(TPM+1) transformasyonu gergeklestirildi. Protein seviyesindeki
expresyon bilgisi i¢in platform tarafindan hazir olarak sunulan log, transformasyonu
gerceklestirilmis olan veri kullanildi. CCLE platformunda yer alan pankreas kanseri
hiicre hatlarinin bortezomib ilacina karsi gosterdikleri hassasiyet bilgisi Kanser
Terapotik Yanit Portalindan elde edildi (https://portals.broadinstitute.org/ctrp.v2.1/)
(CTRP). Pankreas kanseri hiicre hatlarina ait ilag hassasiyet bilgisi analizi i¢in egri
altinda kalan alan (AUC) parametresi kullanildi. AUC degerlerinin kiyaslanabilir

olmasi i¢in 16 adet konsantrasyonda test edilmis hiicreler ile analiz gergeklestirildi.

Pankreas kanseri hiicre hatlara ait mikrodizi verileri Kanser Genom Projesi
(CGP)’nden elde edildi. Mikrodizi verileri Array Express (E-MTAB-3610) platformu
uzerinden indirildi  (https://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/experiments/E-MTAB-
3610/?query=GDSC).

Ham mikrodizi verileri “Dr. Richard Simon ve BRB-ArrayTools Development
grubu” tarafindan gelistirilen BRB-ArrayTools yazilimi kullanilarak RMA normalize
edildi. CGP’de yer alan pankreas kanseri hiicre hatlarinin bortezomib ilacina karsi
gosterdikleri hassasiyet bilgisi Kanserde Ilag Hassasiyet Genomigi (GDSC)
platformundan elde edildi (https://www.cancerrxgene.org/). Pankreas kanseri hiicre

hatlarina ait ilag¢ hassasiyet bilgisi analizi icin AUC parametresi kullanildi.

Bortezomib ve imatinib ilaglarinin hedef genlerinin ekspresyon dizeylerinin
normal ve tumor pankreatik doku érneklerindeki analizi icin The Gene Expression
Profiling Interactive Analysis (GEPIA) Platformu kullanildi (http://gepia.cancer-
pku.cn/) (189). Ekspresyon diuizeyine ait veri tumor doku 6rnekleri i¢in Kanser genom
Atlas1 (TCGA)’ndan elde edilirken, normal doku ornekleri TCGA ve Genotip doku
ekspresyon (GTEx) platformlarindan elde edildi. Normal ve timor pankreatik
orneklerin grafiksel olarak incelenmesi icin GEPIA platformu (zerinden kutu

grafikleri olusturuldu. Ekspresyon diizeyine ait veri logaritmik olarak secildi. Kat farki
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siir degeri 1 olarak belirledi ve p degerinin 0.01’den kii¢iik oldugu durumda gruplar

arasi fark istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Bortezomib ve imatinib ilaclariin hedef genlerinin ekspresyon diizeylerinin
hasta Orneklerinde karsilastirilmasi amaciyla Gen ekspresyon Omnibus (GEO)
veritabanindan pankreatik duktal adenokarsinom hastalarina ait esli 45 adet timor ve
45 adet komsu normal doku oOrneklerinden elde edilen mikrodizi verisi iceren
GSE28735 veri seti indirildi (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) (190). Ham
mikrodizi ¢iktist RMA metodu ile normalize edildi. Her bir gene ait ekspresyon
degerleri timor ve normal Ornekler icin ortalama cinsinden hesaplama yapilarak
incelendi. p degerinin 0.05’ten kii¢iik oldugu durumda gruplar arasi fark istatistiksel

olarak anlamli kabul edildi.

ER stres ile iligkili gen imzasmin normal ve tiimdr pankreatik doku
orneklerindeki analizi i¢in GEPIA2 platformunda ¢oklu gen karsilasgtirmasi yapildi
(http://gepia2.cancer-pku.cn/#index). Ekspresyon diizeyine ait veri pankreatik timaor
ornekleri igin TCGA (n=179)’dan elde edilirken, normal pankreas 6rnekleri TCGA
(n=4) ve GTEX (n=167) platformlarindan elde edildi. ER stres ile iligkili gen listesi
olarak Gen Seti Zenginlestirme Analiz Molekiiler Imza Veritaban1 (GSEA
MSigDB)’nda bulunan KEGG_UBIQUITIN_MEDIATED_PROTEOLYSIS gen seti
(n=135) kullanild1 (https://www.gsea-msigdb.org/gsea/msigdb/index.jsp) (191, 192).
Gen listesinde yer alan SKP1P2 geni GEPIA2 platformunda bulunmadigi igin geriye
kalan 134 gen ile analiz gergeklestirildi. Gruplar aras1 gen imzasindaki farkliliklarin
hesab1 i¢in gen setinde yer alan her bir genin log2(TPM + 1) ortalama degerleri
hesaplandi. Normal ve timor pankreatik drneklerin grafiksel olarak incelenmesi igin
GEPIA platformu tlizerinden kutu grafikleri olusturuldu. Kat fark: sinir degeri 1 olarak
belirlendi ve p degerinin 0.01°den kiigiik oldugu durumda gruplar arasi fark istatistiksel

olarak anlamli kabul edildi.

3.4. Hiicre Hatlarimin Coziilmesi

Bu tez calismasinda, BxPC-3, MIA PaCa-2, CFPAC-1, AsPC-1, Panc-1,
SU.86.86. ve Capan-1 pankreas kanseri hiicre hatlar1 kullanildi. Hiicre hatlart
Hacettepe Universitesi Temel Onkoloji Anabilim dali gretim {iyesi Prof. Dr. Giines

Esendagli, Thsan Dogramaci Bilkent Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik
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Boliimii 6gretim iiyesi Prof. Dr. Ali Osmay Giire ve Leiden Universitesi’nden Henri

Versteeg tarafindan temin edildi.

S1v1 nitrojende 6zel dondurma tiipleri icerisinde muhafaza edilen hiicre hatlari
oncelikle 37°C sicakliga sahip su banyosunda tiip igerisinde kiigiik bir buz kiitlesi
kalana kadar hizlica ¢ozdiiriildii. C6zdiirme islemi sonrasinda BXPC-3, MIA PaCa-2,
CFPAC-1, AsPC-1, SU.86.86. ve Panc-1 hiicre hatlar1 tam RPMI-1640 besiyeri iceren
falkona aktarilirken, Capan-1 hiicre hatt1 tam IMDM besiyeri igeren falkona
aktarilarak 1200 rpm’de 7 dakika boyunca santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda olugan
stipernatant atilarak pellet ilgili tam besiyeri ile tekrar sivi hale getirilerek hicre
kiiltiirinde kullanilan 25cm?lik kiiltiir kabma aktarildi. Kiiltiir kabina aktarilan
hiicreler 37°C ve %5 CO: kosulunda bulunan inkiibatore kaldirilarak Kultirleri

saglandi.
3.5. Hiicre Hatlarinin Pasajlanmasi

BxPC-3, CFPAC-1, AsPC-1, Panc-1, SU.86.86. ve Capan-1 aderan karaktere
sahip pankreatik adenokarsinom hiicre hatlaridir. Hiicreler bulundugu hiicre kiiltiirii
kabinin yiizeyini yaklasik olarak %85-90 oraninda kapladig1 zaman pasajlandi. Yeterli
doluluk oranina ulasan hiicrelerin pasajlanmasi i¢in oncelikle hiicre kiiltiiri kabinin
icerisinde bulunan eski besiyeri atilarak D-PBS (T25 hiicre kab1 i¢in 1ml; T75 hiicre
kab1 i¢in 2 ml) ile yikama yapildi. Yikama sonrasinda ise tripsin-EDTA (T25 hiicre
kab1 i¢in 1ml; T75 hiicre kab1 i¢in 2 ml) eklendi. Hiicre kiiltiirii kab1 37°C ve %5 CO;
kosulunda bulunan inkiibatore kaldirilarak hiicrelerin kabin yiizeyinden kalkmasi
saglandi. Yiizeyden kalkan hiicreler yeterli miktarda taze tam besiyeri ile toplanarak

yeni bir hlcre kltiirii kabinin igerisine aktarildiktan sonra inkiibatore kaldirildi.

MIA PaCa-2, hem yuvarlak yapida ylzen hem de aderan karaktere sahip
hiicrelerden olusan pankreatik karsinom hiicre hattidir. MIA PaCa-2 hiicre hatti
bulundugu hiicre kiiltiirii kabinin yiizeyini yaklasik olarak %85-90 oraninda kapladig:
zaman pasajlandi. Yeterli doluluk oranma ulasan hiicrelerin pasajlanmasi ig¢in
oncelikle ytzen hiicreleri igeren eski besiyeri bir falkonun i¢ine aktarilip 1200 rpm’de
7 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sirasinda aderan hiicrelerin hiicre kiiltiirii kabinin
yuzeyinden kaldirilmasi i¢in D-PBS (T25 hiicre kabi igin 1ml; T75 hiicre kabi igin 2
ml) ile yikama yapildi. Yikama sonrasinda tripsin-EDTA (T25 hiicre kabr i¢in 1ml;
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T75 hiicre kab1 i¢in 2 ml) eklenerek hiicre kiiltiirii kabi inkiibatére kaldirildi.
Yizeyden kalkan hiicreler yeterli miktarda taze tam besiyeri ile toplandiktan sonra
yeni bir hiicre kiiltiirii kabina aktarildi. Santrifiij sonrasinda olusan siipernatant atildi
ve pelet yeterli miktarda taze tam besiyeri ile tekrar sivi hale getirilerek aderan
hiicrelerin bulundugu yeni hiicre kiiltiirii kabina aktarildi. Hiicre kiiltiirii kab1 37°C ve

%5 CO2 kosuluna sahip inkiibatore kaldirilarak hiicrelerin kiiltiirii saglandi.
3.6. Hiicre Sayimmi ve Hiicre Ekimi

Hiicreler ilag uygulamasi dncesinde 24 kuyucuklu plakalara kuyucuk basina
27.500 hiicre (BxPC-3), 32.500 hiicre (MIA PaCa-2), 40.000 hucre (CFPAC-1),
37.500 hiicre (AsPC-1), 30.000 hcre (Panc-1), 27.500 hticre (SU.86.86.) ve 100.000
hiicre (Capan-1) olacak sekilde laminar kabin igerisinde ekildi. Her bir kuyuya esit
saylida hiicre ekiminin saglanabilmesi amaciyla Neubauer Improved sayim lami
kullanilarak hiicre sayimi yapildi. Hiicre sayimi sirasinda canli ile 6lii hiicreleri
birbirinden ayirt edebilmek i¢in hiicreler %0.4 yogunluguna sahip tripan mavisi ile

boyanarak sayildi.

Sayim i¢in lamin kdsesinde bulunan her biri esit 16 kiiclik kareye boliinmiis
dort biiyiik karenin igindeki hiicreler 151k mikroskobu altinda sayildi. Her bir biiyiik
karenin alani (Imm x 1mm) ile lam ve lamel arasindaki mesafe (0.1 mm) ¢arpilarak
hacim hesabi yapildi. Elde edilen hacmi 1 ml’e ¢evirmek icin bu deger 10* ile
carpilarak toplam hiicre sayis1 hesaplandi. Yapilan hesaplama sonrasinda hiicreler 24
kuyucuklu plakalara ekilip yiizeye yapismalari icin 37°C ve %5 CO; kosuluna sahip
inkiibatore kaldirilarak bir gece bekletildi.

3.7. Ila¢ Uygulamasi

Plaka ylizeyine yapisan hiicrelerin ilag uygulamasi i¢in seri diliisyon ile farkli
konsantrasyonlara sahip ilacli besiyerleri hazirlandi. Her bir konsantrasyon {i¢ tekrarli
olacak sekilde hazirlandi. Ilagh besiyerlerindeki DMSO oranmin %1°i gegmemesine
dikkat edildi. Ilagh besiyerleri 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon kosullar1 i¢in es zamanl

olarak hazirlandi.

Bortezomib ilacinin uygulamasi i¢in BXPC-3, MIA PaCa-2, CFPAC-1, AsPC-
1, Panc-1, SU.86.86. ve Capan-1 hiicre hatlarinda kontrol ve 0.25-0.5-1-2-4-5-6-8-9-
10-12-24-48-96-192 nM’lik 15 farkli doz aralig1 kullanildi. Bu dozlarin seri diliisyon
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ile hazirlanmasi i¢in 6ncelikle 190 uM konsantrasyona sahip stok bortezomib ilac1 1:10
oraninda besiyeri ile seyreltildi. Seyreltme sonucunda elde edilen 19.000 nM’lik ilaglt
besiyeri kullanilarak yiiksek dozdan diisiik doza dogru yeterli miktarda aktarim
yapilarak tiim dozlar i¢in ilagh besiyerleri hazirlandi. En yiiksek DMSO orani
belirlenerek kontrol grubuna ait besiyeri hazirlandi. Tiim besiyerlerinin hazirlig
bittikten sonra 24 kuyucuklu plakalara ekilen hicreler inkibatérden laminar kabin
icine alindi. Kuyucuklarda bulunan besiyerleri atildi ve yerlerine hazirlanan ilach

besiyerleri eklendi. Plakalar inkiibatore kaldirilarak inkiibasyona birakildu.

Imatinib ilacinin uygulamasi i¢in BxPC-3 hiicre hattinda kontrol ve 0.25-0.5-
1-2-4-5-6-8-9-10-12-24-48-96-192 uM’lik 15 farkli doz aralii kullanildi. MIA PaCa-
2 hicre hattinda, kontrol ve 1-2-4-6-8-20-25-28-30-35-45-60-80-100 uM’lik olmak
iizere 15 farkli doz aralig: kullanildi. flagh besiyerleri 100 uM konsantrasyona sahip
stok imatinib ilacindan yeterli miktarda alindiktan sonra yliksek dozdan diisiik doza
dogru aktarim sonucunda seri diliisyon ile hazirlandi. Belirlenen en yliksek DMSO
oranina gore de kontrol grubuna ait besiyeri hazirlandi. Inkiibatorde bulunan plakalar
laminar kabin i¢ine alindi. Kuyucuklarda bulunan besiyerleri atilip yerlerine

hazirlanan ilagl besiyerleri eklendi. Plakalar inkiibatdre kaldirilarak inkiibasyona

birakildi.
3.8. Hiicre Canhilik Tayini

Ink{ibasyon sonrasinda, hiicrelerde bortezomib ve imatinib ilaglarina ait ICso
degerlerinin belirlenmesi amaciyla ve ayrica ilag kombinasyon deneylerinin analizi

icin MTT tayin yontemi kullanilda.

MTT testi, hiicre canliligi, hiicre ¢ogalmasi ve sitotoksisite belirteci olarak
hiicresel metabolik aktivitenin dl¢limiinde kullanilan kolorimetrik bir tayin yontemidir
(193). Sari renkli tetrazolyum tuzu olarak da bilinen MTT, lipofilik grup igeren net
pozitif ylike sahip yapist ile canli hiicrelerin membranindan kolaylikla gegmektedir.
Canli hiicrelerin membranindan gegcen MTT, elektron dondrii olarak NAD(P)H,
stiksinat veya pirtivat kullanan oxidorediiktaz, dehidrogenaz, oksidaz ve peroksidaz
enzimleri tarafindan koyu mavi/mor renkli suda ¢dziinmeyen formazan kristallerine
indirgenmektedir (194). Olusan kristaller uygun ¢oziicii yardimiyla ¢ozdiiriildiikten

sonra olugan rengin absorbans degerleri spektrofotometre yardimiyla olgiilerek hiicre
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canlili@ina, hiicre ¢ogalmasina ve/veya hiicrelerde olusan sitotoksisiteye dair bilgi elde

edilmektedir.

MTT tayin yontemi igin oncelikle L-glutamin ve fenol kirmizisi icermeyen
RPMI-1640 besiyeri 37°C’ye ayarli su banyosunda 1sitildi. Isman besiyeri ile MTT
1:10 (MTT:besiyeri) oraninda olacak sekilde hazirlandi. Hazirlik sonrasinda
inkiibasyon zamanini tamamlayan plakalar laminar kabin i¢ine alindi. Kuyucuklardan
ilach besiyerleri atilarak yerlerine MTT ile hazirlanan besiyeri eklendi. Plakalar
inkiibatore kaldirilarak 3 saatlik inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda
kuyucuklarindan MTT’li besiyeri atilarak yilizeyde olusan koyu mavi/mor renkli
formazan kristallerinin ¢6zinmesi icin yeterli miktarda DMF/SDS solusyonu eklendi
ve kristallerin orbital karistirict yardimiyla tamamen ¢o6ziinmesi saglandi. Kristaller
tamamen ¢ozindukten sonra drnekler 96 kuyucuklu plakaya aktarildi. Kérleme olarak
DMF/SDS soliisyonu kullanildi. Absorbans degerleri 570 nm’de 6lgtldi. Olgtim
sonrasinda Microsoft Office Excel programi kullanilarak korleme grubuna ait
absorbans degerlerinin ortalamasi tiim Orneklerin absorbans degerinden ¢ikartildi ve
kontrol grubuna ait absorbans degerlerinin ortalamasi %100 olarak degerlendirildi.
Orneklere ait absorbans degerleri kontrol grubuna gore normalize edildikten sonra
ylizde cinsinden hiicre canlilik miktari hesaplandi. GraphPad Prism 9.0 yazilim

programi kullanilarak ilaglara ait 1Cso degerleri belirlendi.
3.9. Kristal Viyole Boyamasi

[lag uygulamasimin hiicre canlilig1 iizerine etkisinin gorsel olarak gdsterimi igin
kristal viyole boyamas: yapildi. Boyama i¢in oncelikle BXPC-3 ve MIA PaCa-2
hiicreleri 24 kuyucuklu plakalara ekildi ve plakalar inkiibatore kaldirildi. Bir giin sonra
BxPC-3 ve MIA PaCa-2 hicreleri igin ICso doz belirlemesi sirasinda hazirlanan
konsantrasyonlar ile ayni olacak sekilde ilaglt besiyerleri hazirlandi. Plakalara ekilen
hiicreler inkiibatdrden laminar kabin igerisine alindi ve plakalarin kuyucuklarinda
bulunan besiyerleri atilarak yerlerine hazirlanan ilagh besiyerleri koyuldu. Hiicreler
inkiibatore kaldirilarak 48 saat boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyon siresinin
dolmasinin akabinde plakalar inkiibatorden alinarak buz istiine aktarildi. Plaka
kuyucuklarinda bulunan besiyerleri atild1 ve 500 mL soguk D-PBS ile yikama yapildi.
Yikama sonrasinda D-PBS ortamdan uzaklastirilarak her bir kuyucuga 500 mL
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%100’liik soguk metanol eklenerek oda sicakliginda 10 dakika inkiibasyon baslatildi.
Inkiibasyon sorasinda metanol kuyucuklardan uzaklastirildi ve yerine %0.5
yogunluguna sahip kristal viyole boyasindan 500 mL eklendi. Oda sicakliginda 10
dakika boyunca inkiibasyon saglandi. inkiibasyon sonrasinda boya kuyucuklardan
uzaklastirildi ve yeterli miktarda distile su ile yikama yapildi. Yikama sonrasinda

plakalar oda sicakliginda muhafaza edildi.
3.10. Kombinasyon indeks Analizi

BxPC-3 ve MIA PaCa-2 hiicre hatlarinda uygulanan ilag kombinasyonlari
sonucunda elde edilen etkinin analizi i¢cin CompuSyn (Paramus, NJ, USA) ve

Combenefit yazilimlar1 kullanildi.

CompuSyn yaziliminda ilaglar arasinda olusan etkinin incelenmesi igin kiitle
etki yasasi prensibi temel alinarak gelistirilen medyan-etki esitlik denklemi
kullanilmaktadir. Bu denklem sayesinde, ilag kombinasyonu sonucunda elde edilen
hiicre biiylimesindeki inhibisyon orani (Fa) kullanilarak ilaglar arasi olusan etki
matematiksel olarak kombinasyon indeksi (CI) degerine donistiiriimektedir.
Hesaplanan CI degerine gore de olusan etkinin sinerjistik, aditif veya antagonistik olup
olmadig1 anlagilmaktadir. CI degeri 1°den kiglk ise bu etki sinerjistik olarak kabul
edilirken, 1’e esitse aditif ve 1°den blyuk ise antagonistik olarak kabul edilmektedir.
Ayrica bu analiz yontemi sonucunda bir Fa-CI grafigi de olusturulmaktadir. Fa-Cl
grafiginde y ekseninde CI degerleri, x eksenini ise Fa degerleri yer almaktadir. Bu
cizilen grafikte, y eksenindeki 1 degerinden x eksenine paralel olacak sekilde bir dogru
bulunmaktadir. Elde edilen CI degerleri eger 1’den kiigiik ise bu dogrunun altinda
kalacak sekilde dagilirken, 1’den biiyiik CI degerlerine sahip noktalar dogrunun
istiinde yer alacak sekilde dagilmaktadir. Bu grafik sayesinde de ilag kombinasyonlari

sonucunda olusan etkiye dair inceleme yapilmaktadir (195).

Combenefit yaziliminda ise ilaglar arasinda olusan etkinin analizi i¢i doz-yanit
yiizeyi olarak adlandirilan bir konsantrasyon uzay1 kullanilmaktadir. Burada yazilima
kontrol grubu ve ilaclara ait hem tek baslarina kullanildiklarinda elde edilen hem de
kombinasyonlarindan elde edilen yiizde hiicre canlilik degerleri tanitilmaktadir.
Yazilim tarafindan kontrol grubuna ait hiicre canlilik degeri ilaglarin tek baglarina

kullanildiklart1 durumda elde edilen degerden c¢ikartilarak bir doz-yanit egrisi
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olusturulmaktadir. ilaglarin tek baslarina kullanildiklar1 kosulda elde edilen doz-yanit
grafigi temel alinarak bir ila¢ kombinasyon doz-yanit yiizeyi modellenmektedir. Bu
yuzey aditif-bagimsiz bir kombinasyon doz-yanit yiizeyi i¢in referans olusturmaktadir.
Deneysel olarak elde edilen kombinasyon doz-yanit degerleri bu model ile
kiyaslanarak konsantrasyon uzayinda bir sinerji dagilim tahmini gerc¢eklestirilmektedir
(196).

BxPC-3 ve MIA PaCa-2 hiicre hatlarinda bortezomib ve imatinib ilaglarinin
kombinasyonu sonucunda sinerjistik bir etkinin olusup olusmadiginin incelenmesi igin
hiicre hatlarina ait belirlenen ICso dozlar1 dikkate alind1 (Tablo 3.2.). Oncelikle ilaglar
ICs0 dozun belirlenmesi sirasinda izlendigi sekilde seri diliisyon yontemi ile hazirlandi
(Bkz. Boliim 3.7.). Ilag kombinasyonlarmin hazirlig: icin de ilaglarin tek baslarina
hazirlandiklar1 en yiiksek dozlardan belirli miktarda alinip karistirildiktan sonra yine
seri diliisyon yapildi. Tiim ilagh besiyerlerinin hazirligi tamamlandiktan sonra bir giin
once 24 kuyucuklu plakalara ekilen hiicreler inkiibatorden laminar kabin igine alindu.
Kuyucuklarda bulunan besiyerleri atildi ve yerlerine hazirlanan ilagli besiyerleri

eklendi. Plakalar inkiibatore kaldirilarak 48 saatlik inkiibasyona birakildi.

Tablo 3.2. Bortezomib ve imatinib ilag¢ kombinasyonu deney dizayni.

Imatinib (ilac 2)

0 0.25X|C50 0.5X|C50 0.75X|C50 |C50 1.5X|C50 2X|C50
= 0 Kontrol | Faz Faz Faz Faz Faz Faz
&g 0.25xICso | Faz Fai2
_"g 0.5xICso | Faz Fai2
€ 0.75xICso | Faz Fai2
g 1Cs0o Fai Fai2
"g 1.5xI1Cs | Faz Fai2
m 2XI1Cxp Fa:1 Fai»

48 saatlik inkiibasyon sonrasinda MTT tayin yontemi ile Orneklere ait
absorbans degerleri elde edildi ve sonra yiizde cinsinden hiicre canlilik hesaplamasi
yapild1 (Bkz. Boliim 3.8.). Hesaplanan hiicre canlilik miktarlar1 O ile 1 arasinda olacak
sekilde diizenlendikten sonra bu degerler ile uygulanan dozlar CompuSyn yazilimina
tanitilarak kombinasyon indeks analizi yapildi. ilaglar arasinda meydana gelen etkinin
Combenefit yazilimi ile incelenmesi i¢in ylizde cinsinden hesaplanan hiicre canlilik

miktarlari ile uygulanan dozlar yazilima tanitildi.
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3.11.Total RNA Izolasyonu

Ila¢g uygulamasi sonrasinda BxPC-3 ve MIA PaCa-2 hiicre hatlarindan total
RNA izolasyonu yapildi. Oncelikle BxPC-3 ve MIA PaCa-2 hiicre hatalar1 her bir
kuyuda sirastyla 145.000 hiicre ve 171.000 hiicre olacak sekilde 6 kuyucuklu plakalara
ekildi ve inkiibatore kaldirildi. ilaglarin tek baslarma ve kombinasyonlarindan olusan
ilagh besiyerleri seri diliisyon yontemiyle en yiiksek dozdan en diisiik doza dogru
olacak sekilde besiyeri aktarimi sonucunda hazirlandi (Tablo 3.3.). Ilacli besiyerlerinin
hazirlig1 tamamlandiktan sonra bir giin 6nce plakalara ekilen hiicreler inkiibatérden
laminar kabin igine alindi. Plaka kuyucuklarinda bulunan besiyerleri atilarak yerlerine

ilacli besiyerleri koyuldu ve plakalar 24 saatlik inkiibasyon i¢in inkiibatore kaldirildi.

Tablo 3.3. Total RNA izolasyonu i¢in hazirlanan ilag kombinasyonu deney dizayni.

Imatinib
0 1Cs0/2 1Csx0
o 0 Kontrol
e
Q 1Cs0/2
S
3 1Cs0o

24 saatlik inkiibasyon sonrasinda plakalar buz istiine alindi ve plaka
kuyucuklarinda bulunan ilagh besiyerleri atilarak 1 mL soguk D-PBS ile yikama
yapildi. Yikama sonrasinda her bir kuyuya 1 mL TRIZOL eklenerek hiicreler kuyucuk
yiizeyinden kazindi. Kazima sonras1 6rnekler ependorflara aktarilarak 15 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda ependorflara 250 uL kloroform
eklendi ve kisa bir siire vorteks yardimiyla karistirildi. Ornekler oda sicakliginda 5
dakika inkube edildi ve inkiibasyon sonrasinda 4°C’ye ayarli santrifiij cihazinda
10.000 rpm’de 5 dakika boyunca santrifiij edildi. Santrifiigasyon islemi sonrasinda en
tistte olusan faz yeni bir ependorfa aktarildi ve 550 uL izopropanol eklenerek oda
sicakliginda 5 dakika boyunca inkiibe edildi. Ornekler inkiibasyon sonrasinda 4°C’ye
ayarli santrifiij cihazinda 14.000 rpm’de 30 dakika boyunca santriftj edildi.
Santrifiigasyon sonrasinda olusan siipernatant atildi ve pelet ImL %75’lik etanol ile
tekrar s1vi hale getirildi. Ornekler 4°C’ye ayarh santrifiij cihazinda 9.500 rpm’de 10

dakika boyunca santrifiij edildi. Santrifiigasyon islemi sonrasinda olusan siipernatant
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atild1 ve etanoliin u¢gmasi beklendikten sonra pelet 15 ul niikleaz igermeyen su ile

tekrar s1v1 hale getirildi.

3.12. RNA Kalite ve Konsantrasyon Tayini

Total RNA izolasyonu sonrasinda elde edilen drneklerin kalitesi ve miktar1 UV
spektrofotometre (NanoDrop ND-1000, USA) kullanilarak belirlendi. izole edilen
RNA’nin kalitesi A260/A280 ve A260/A230 oranlar1 dikkate alinarak incelendi.
A260/A280 orani 1.8-2.0 araliginda olan ve A260/A230 oran1 2.0’den buyuk olan
ornekler yiiksek kaliteye sahip olarak degerlendirildi.

3.13. cDNA sentezi

cDNA sentezi icin RevertAid RT kit (katalog no: 01186461, Thermoscientific,
ABD ) kullanildi. Her bir 6rnege ait son RNA konsantrasyonu 1000 ng/uL olacak
sekilde gerekli olan RNA miktart hesaplandi. Hesaplanan miktarda RNA’dan alinarak
her bir 6rnege 1 uL random primer eklendi ve son hacim niikleaz igermeyen su ile
birlikte 6 uL’ye tamamlandi. Hazirlanan &rnekler PCR cihazinda 65°C’de 5 dakika
boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda 6rnek basina toplam 4 uL eklenecek
sekilde 2 ulL tampon ¢ozeltisi, 0.5 uL RNaz inhibitorii, 1 uLL ANTP ve 0.5 uL ters
transkriptaz enziminden olusan karisim hazirlandi. Inkiibasyon siiresi bittikten sonra
her bir tlpln icerisine hazirlanan karigimdan eklendi ve PCR cihazinda sirasiyla
25°C’de 5 dakika, 42°C’de 60 dakika, 70°C’de 5 dakika ve 4°C’de bitis dongiisiinde
reaksiyon baslatildi. Reaksiyon sonunda 6rnekler niikleaz igermeyen su ile birlikte 10

kat seyreltildikten sonra -20°C’de muhafaza edildi.
3.14. Kantitatif Ger¢cek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-PCR)

sXBP1, Scara3 ve Bloclsl genleri ile normalizasyon amaciyla kullanilan
GAPDH geninin ekspresyon seviyesi gRT-PCR reaksiyonu ile incelendi. qRT-PCR
reaksiyonunda her bir 6rnek igin 6ncelikle 1 uL ileri primer, 1 uL geri primer ve 1 uL
niikleaz igermeyen su kullanilarak primer karigimi hazirlandi. Daha sonra drneklere ait
10 kat seyreltilen cDNA’dan 2 uL ve sybergreenden 5 uL kullanilarak 6rnek karigimi
hazirlandi. Hazirlanan primer karisimindan toplam 3 uL ve 6rnek karisimindan 7 ulL
alinarak 96 kuyucuklu okuma plakasinin her bir kuyusuna aktarildi ve qRT-PCR cihaz1
(BIO-RAD CFX Connect RT system) kullanilarak reaksiyon baslatildi. Reaksiyon
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sonunda erime egrisi grafikleri kontrol edildi ve Cycle threshold (Ct) degerleri

Microsoft Office Excel programi kullanilarak degerlendirildi.

Gen ekspresyon seviyesinin analizi igin oncelikle GAPDH genine ait Ct
degerleri her bir 6rnegin degerinden ¢ikartilarak ilk normalizasyon islemi olan delta
normalizasyon (ACt) gergeklestirildi. Daha sonra kontrol grubuna ait ACt degerlerinin
ortalamasi1 hem kontrol grubunun hem de ila¢ uygulanan grubun ACt degerinden

cikartilarak AACt degeri ve daha sonra 222 degeri hesaplandi.
3.15. Istatistiksel Analizler

Hicre hatlarinda ilaglara ait ICso dozlarimin belirlenmesi amaciyla GraphPad
Prism 9.0 (GraphPad Prism 9 Software, San Diego, CA, USA) yazilim programi
kullanilds. flaglara ait konsantrasyon degerleri logaritmik olarak transforme edildikten
sonra lineer olmayan regresyon analizi yapildi. qPCR temelli gen ekspresyon
farklarimin analizi i¢in tek yonli ANOVA testi kullanildi ve gruplar arasi
karsilagtirmalar TUKEY testi ile yapildi. Normal ve tumor 6rnekler arasinda gen
ifadesi farkliliklarinin analizi icin Student’s t test kullanildi. Ila¢ uygulamasi
sonrasinda biliylime egrilerinin karsilastirilmast amaciyla kareler toplami-F test
kullanildi (197). Korelasyon analizleri Spearman’s rank korelasyonu ile yapildi.
GSE28735 verisetinde tumor ve normal dokular aras1 gen ifadesi farkliliklari esli t-test

ile analiz edildi. 0.05’ten kiiciik p degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Bortezomib ve Imatinib Ilaglarinin Hedef Aldiklar1 Genlerin mRNA

Diizeyindeki ifadelerinin Pankreas Kanserinde in silico Yontemlerle Incelenmesi

Tez calismasinda yer alan hipotezlerden biri, pankreas kanseri hicrelerinin
kontrolsiiz biiylime 0&zelliklerinden dolay1 artan protein sentezinin bu htcreleri
proteozomal sisteme daha bagimli bir hale getirdigi yonindedir. Bu dogrultuda kanser
hlcrelerinin proteozom sistemine bagliliklar1 hedef alinarak hucrelerde 6limun
tetiklenip tetiklenemeyeceginin incelemesi amaciyla ¢alismamizda bir proteozom
inhibitorl olarak bilinen bortezomib ilact kullanildi. Bu ilacin pankreas kanseri
hlcrelerinde kullanim uygunlugunun incelenmesi amaciyla ilacin hedef aldig1 genlerin
ekspresyon diizeyleri GEPIA platformu tizerinden tiimor ve normal dokular arasinda

karsilastirildi (22) (Sekil 4.1.).
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Sekil 4.1. Bortezomib ilacinin hedef genlerinin ekspresyon seviyesinin normal
ve tiimor pankreatik doku 6rneklerinde karsilastirilmasi (GEPIA). Kirmizi kutu tiimdr,
gri kutu normal pankreatik doku o6rneklerini gostermektedir. Kutu grafikleri 25
persentilden 75 persentile kadar uzanmaktadir, yatay ¢izgi medyani gostermektedir.

Analiz sonucunda bortezomib hedef genlerinin ekspresyon seviyesinin
pankreatik tiimor dokularinda normal dokulara kiyasla istatistiksel olarak anlaml1 bir

sekilde daha fazla oldugu goézlendi (*p<0.01).
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Tez calismasinda yer alan hipotez dogrultusunda, hedef alinan proteozom
sisteminin normal pankreatik dokulara kiyasla pankreatik tiimor dokularinda daha aktif
bir sekilde c¢alisip ¢alismadiginin in silico olarak incelenmesi amaciyla proteoliz
mekanizmasinda gorev alan genlerin imzasi1 normal ile timor pankreatik ornekler
arasinda incelendi. Ilgili incelemenin yapilmas igin GSEA veritabanindan bulunan ve
proteoliz mekanizmasi ile iliskili oldugu belirlenen gen seti kullanildi (n=134)
(KEGG_UBIQUITIN_MEDIATED_PROTEOLYSIS). Pankreas kanseri timor
ornekleri ile normal pankreas 0rnekleri arasindaki gen imzasi agisindan farkliliklarin
incelenmesi icin GEPIA2 platformunda ¢oklu gen karsilastirmasi yapildi (Sekil 4.2.).
Yapilan analiz sonucunda, proteoliz mekanizmasi gen imzasinin pankreatik timOr
orneklerinde normal pankreatik Orneklere kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir

sekilde daha fazla oldugu gozlendi (*p<0.01).
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Sekil 4.2. Proteoliz mekanizmasinda yer alan genlerin imzasinin normal ve
timor pankreatik ornekler kullanilarak karsilastirilmasi (GEPIA2). Kirmizi kutu
timor, gri kutu normal pankreatik orneklerini gostermektedir. Kutu grafikleri 25
persentilden 75 persentile kadar uzanmaktadir, yatay ¢izgi medyani gostermektedir.

Bu tez kapsaminda kullanilan bir diger ilag tirozin kinaz inhibitorii olarak
bilinen imatinibtir. Imatinib ilacinin kullanimi ile hem kanser hiicrelerinin bortezomib
ilacina kars1 gelistirdikleri direnci kirmadaki roliiniin hem de imatinib ilacinin ER
stresin varliginda devreye giren RIDD mekanizmasi {izerindeki olasi etkilerinin
arastirtlmas1 amacglanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda ilacin hedef genleri olan c-Kit,

PDFGRA, PDGFRB, Abll, Abl2, DDR1 ve DDR2’nin pankreas tiimérleri ve normal
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pankreas dokularindaki ifadeleri GEPIA platformu kullanilarak incelendi (184, 198)

(Sekil 4.3.).
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Sekil 4.3. Imatinib ilacinin hedef genlerinin ekspresyon seviyesinin normal ve
tiimor pankreatik doku 6rneklerinde karsilastirilmasi1 (GEPIA). Kirmizi kutu tiimér, gri
kutu normal pankreatik doku oOrneklerini gostermektedir. Kutu grafikleri 25

persentilden 75 persentile kadar uzanmaktadir, yatay ¢izgi medyan1 gostermektedir.

Yapilan analiz sonucunda imatinib ilacinin hedef genlerinin ekspresyon

diizeyinin pankreatik tiimor dokularinda normal dokulara kiyasla istatistiksel olarak

anlamli bir sekilde daha yiksek oldugu gézlendi (*p<0.01).

Bortezomib ve imatinib ila¢larinin hedef genleri olan PSMB5, PSMB1, Abl1,
Abl2, c-Kit, PDGFRA, PDGFRB, DDR1 ve DDR2’nin ifade farkliliklar1 pankreatik

duktal adenokarsinomlu bireylerden elde edilen esli tim&r ve komsu normal hiicrelere
ait bagimsiz bir veri seti (GSE28735) kullanilarak karsilastirildi (Sekil 4.4.). Analiz

sonucunda bortezomibin hedef genlerinden PSMBS5’in ekspresyon diizeyinin timor
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orneklerinde normal orneklere kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir sekilde daha
yiiksek oldugu gozlendi (p<0.001). Imatinibin hedef genlerinden ise PDGFRB
(probeset 1D:8115099), DDR1 (probeset 1D:8179184), DDR2 (probeset
numarasi: 7906878 ve probeset 1D:7906900)’nin ekspresyon seviyesinin normal
orneklere kiyasla timor Orneklerinde istatistiksel olarak anlamli bir sekilde daha
yiiksek oldugu anlasildi (sirasiyla p<0.005, p<0.05, p<0.005, p<0.05). Elde edilen in
silico bulgular bortezomib ve imatinib ilaglarinin pankreas kanserinde hiicre 6luminin
hedeflenmesi amaciyla kullanima uygun olabilecegini diisiindiirmektedir.

DDR2

10 (probeset TD:7906878)
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Sekil 4.4. Bortezomib ve imatinib ilaglarinin hedef genlerinin ekspresyon diizeyinin
GSE28735 veri seti ile incelenmesi.

4.2. Bortezomib Ilacina Karsi Hassas ve Direncli Profil Sergileyen

Pankreatik Kanser Hiicre Hatlarmin in silico Yontemlerle Belirlenmesi

Bu tez kapsaminda kullanilacak olan bortezomib ilacina karsi hassasiyet ve
direng gdsteren pankreatik kanser hiicre hatlarinin belirlenmesi amaciyla hem literatiir
taramasi hem de in silico analizler yapildi. Literatiirde var olan bilgiler dogrultusunda
MIA PaCa-2 hiicre hattinin bortezomib ilacina karst direngli oldugu gosterilirken,

BXPC-3 hiicre hattinin ise bu ilaca kars1 hassasiyet gosterdigi belirtilmektedir (169,
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199). Literatiirden elde edilen bilgiyi desteklemek amaciyla hiicre hatlarinin ilaca kars1
gosterdikleri hassasiyetin bilgisini igeren CTRP ve GDSC veri tabanlar1 kullanilarak
in silico analizler yapildi. Pankreatik kanser hiicre hatlarinin bortezomib ilacina karsi
sergiledikleri yanit AUC parametresi temel alinarak incelendi. GDSC ve CTRP veri
tabanlarindan sirasiyla 29 adet ve 37 adet pankreas kanseri hiicre hattina ait bilgi
bulundu (Sekil 4.5.). Hiicre hatlarina ait AUC degerleri kiicikten biiyiige olacak
sekilde siralandiginda AUC degeri diger hiicre hatlarina kiyasla buylk olanlar ilaca
kars1 daha direngli olarak degerlendirildi. Analiz sonucunda literattr ile uyumlu bir
sekilde MIA PaCa-2 hiicre hattinin BXPC-3 hiicre hattina kiyasla bortezomib ilacina
kars1 daha direngli bir profil sergiledigi anlasildu.

2z

GDSC veritabam

1.0

Bortezomib (AUC)
o
o
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Sekil 4.5. Farkli veritabanlarinin kullanimi ile pankreas kanseri hiicre hatlarinin
bortezomib ilacina kars1 gosterdikleri hassasiyet bilgisinin AUC parametresi ile
belirlenmesi: A) GDSC veritaban1 B) CTRP veritabani.
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4.3. Pankreatik Kanser Hiicre Hatlarinin Bortezomib Hassasiyetlerinin
in vitro Kosulda Belirlenmesi

BxPC-3 ve MIA PaCa-2 hiicre hatlarinin bortezomib ilacina gosterdikleri
hassasiyet 1Cso doz miktar1 temelinde hiicre canlilik grafigi ¢izilerek belirlendi. BxPC-
3 ve MIA PaCa-2 hiicre hatlar1 0.25-192 nM doz araliginda bortezomib ilaci ile 72 saat
boyunca inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasinda yapilan hiicre canlilik tayini sonucunda
bortezomib ilacina ait ICsg doz miktarinin, BxPC-3 hiicre hattinda 6.616 nM ve MIA
PaCa-2 hiicre hattinda 4.696 nM oldugu belirlendi (Sekil 4.6.).
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Sekil 4.6. Bortezomib ilacina ait 72 saatlik inkiibasyon sonunda A) BxPC-3 B)
MIA PaCa-2 hiicre hatlarinda belirlenen ICso doz miktarlari. Grafikler ortalama =+
standart sapma degerleri temel alinarak olusturuldu (n=3).

Yapilan in vitro ¢aligma sonucuna gore MIA PaCa-2 hiicre hattinin BXPC-3
hiicre hattina kiyasla bortezomib ilacina karst daha hassas bir profil sergiledigi
gozlendi. Fakat BxPC-3 ve MIA PaCa-2 hiicre hatlarina ait ICso doz miktarlar
arasindaki farkin 2 nM’dan az olmasindan dolay1 bu iki hiicre hattinin bortezomib

ilacina kars1 sergiledikleri hassasiyetin benzer seviyede oldugu anlasildi.

Bortezomib ilacina kars1 direngli hiicre hattinin belirlenebilmesi i¢in daha sonra
laboratuvarimizda bulunan diger tiim pankreatik kanser hiicre hatlarina ait ICso doz
tayini yapildi. Bu hiicre hatlarindan CFPAC-1, SU.86.86, AsPC-1, Capan-1 ve PANC-
1 aymi sekilde 0.25-192 nM doz aralifinda bortezomib ilact ile 72 saat boyunca
muamele edildi (Sekil 4.7.). Deney sonucunda elde edilen ICsp dozlart incelendiginde
3.298 nM ile bortezomibe kars1 en hassas yanit veren hiicre hattinin CFPAC-1 oldugu
anlagilirken (Sekil 4.7.A), en direncli profil sergileyen hiicre hattinin 6.671 nM ile
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PANC-1 hicre hatt1 oldugu gozlendi (Sekil 4.7.E). Fakat taranan toplam yedi hiicre
hatt1 incelendiginde en yiiksek ve en diistik ICso degerleri arasindaki farkin 3.5 nM’dan
az ve birbirine yakin degerler olduklari anlasildi. Hiicre hatlari arasindaki ICso doz
farklarinin azlig1 sebebi ile in vitro bulgularimiz temelinde bortezomibe hassas ve
direngli olarak siniflandirilabilecek hiicre hatlar1 belirlenemedi. Bu nedenle ¢alismaya
in vitro kosullarda elde edilen ortalama ICso degerine sahip hiicre hatlarindan BxPC-3

ve MIA PaCa-2 segilerek caligmalar tek hiicre hatti ile sinirlandirilmayip bu iki hiicre

hatt1 tizerinden ilerletildi.
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Sekil 4.7. Bortezomib ilacina ait 72 saatlik inkiibasyon sonunda A) CFPAC-1
B) SU.86.86 C) AsPC-1 D) Capan-1 E) PANC-1 hiicre hatlarinda belirlenen ICsg doz
miktarlar1. Grafikler ortalama + standart sapma degerleri temel alinarak olusturuldu

(n=3).
4.4, BXPC-3 ve MIA PaCa-2 Hiicre Hattinda Bortezomib ve Imatinib

flaglarma Ait 1Cso Doz Miktarlarimn Farkh Inkiibasyon Sirelerinde
Belirlenmesi

Bu iki ilag kombinasyonunun hiicreler tizerindeki farkl etkilerinin incelenmesi
amaciyla 6ncelikle farkli inkiibasyon siirelerinde 1Cso doz miktarlar1 belirlendi. BxPC-
3 ve MIA PaCa-2 hiicre hatlar1 bortezomib ilaci ile 0.25-192 nM’lik doz araliginda 24,
48 saat boyunca inkiibe edildi. Imatinib ilac1 i¢in BXPC-3 hiicre hatt1 0.25-192 uM’lik
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doz araliginda ve MIA PaCa-2 hiicre hatt1 1-100 uM doz araliginda 24, 48 ve 72 saat
boyunca inkiibe edildi. Inklibasyon strelerinin sonunda hiicre canlilik tayin ydntemi
ile 1Cs0 doz miktarlari belirlendi. Ayrica 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda hiicreler

kristal viyole ile boyanarak uygulanan dozlarin hiicre canlilig1 lizerine etkileri gorsel
olarak gosterildi.

Yapilan deneyler sonucunda BXPC-3 hiicre hattinda bortezomibe ait I1Cso doz

miktariin 24 ve 48 saatlik inkubasyon surelerinde sirasiyla 7.837 nM ve 7.684 nM
oldugu gozlendi (Sekil 4.8.).
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Sekil 4.8. BXPC-3 hiicre hattinda bortezomib ilacina ait ICsp doz miktar1 A) 24
saatlik inkibasyon (n=3) B) 48 saatlik inkiibasyon (n=3) C) 48 saatlik inkibasyon
stresi sonunda kristal viyole boyama goruntusu.

MIA PaCa-2 hiicre hattinda bortezomibe ait ICso doz miktarinin 24 ve 48

saatlik inkiibasyon siireleri sonunda sirasiyla 8.296 nM ve 4.716 nM oldugu tespit
edildi (Sekil.4.9.).
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Sekil 4.9. MIA PaCa-2 hiicre hattinda bortezomib ilacina ait 1Cso doz miktar1

A) 24 saatlik inklbasyon (n=3) B) 48 saatlik inkiubasyon (n=3) C) 48 saatlik
inkiibasyon suresi sonunda kristal viyole boyama goérintisd.
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BXPC-3 hiicre hattinda imatinib ilacina ait ICso doz miktarinin 24, 48 ve 72

saatlik inkiibasyon siireleri sonunda sirasiyla 44.153 uM, 24.604 uM ve 21.178 uM

oldugu belirlendi (Sekil 4.10.).
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Sekil 4.10. BxPC-3 hucre hattinda imatinib ilacina ait 1Cso doz miktart A) 24
saatlik inkibasyon (n=3) B) 48 saatlik inkiibasyon (n=3) C) 48 saatlik inkiibasyon

stiresi sonunda kristal viyole boyama goriintusu.
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MIA PaCa-2 hiicre hattinda imatinib ilacina ait ICsp doz miktarinin 24, 48 ve

72 saatlik inkiibasyon siireleri sonunda sirasiyla 44.27 uM, 27.41 uM ve 27.74 uM
oldugu gozlendi (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. MIA PaCa-2 hiicre hattinda imatinib ilacina ait 1Cso doz miktar1 A)
24 saatlik inklibasyon (n=3) B) 48 saatlik inkiibasyon (n=3) C) 48 saatlik inklibasyon
stresi sonunda kristal viyole boyama goruntdsu.
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4.5. Bortezomib ve Imatinib Ila¢ Kombinasyonunun BxPC-3 ve MIA

PaCa-2 Hiicre Hatlar1 Uzerindeki Olas1 Sinerjistik Etkisinin incelenmesi

Bortezomib ve imatinib ilag kombinasyonlarinin hiicre canliligi iizerindeki
etkisinin degerlendirilmesi i¢in kombinasyon deneyleri diizenlendi. Bu etkinin
incelenmesi amaciyla BXPC-3 ve MIA PaCa-2 hiicre hatlarina ait 48 saatlik
inkiibasyon suiresi sonucunda belirlenen 1Cso doz miktarlar1 kullanildi. Ilk olarak
deney sonucunda elde edilen verinin analizi i¢in kullanilan CompuSyn yaziliminin
kullanict yonergesinde belirtildigi sekilde her iki ilag i¢in ICsp dozu temel alinarak altt
farkli ilag konsantrasyonu belirlendi. Bu ilag konsantrasyonlari hem tek baslarina hem
de birlikte olacak sekilde 48 saatlik inkiibasyon siiresinde hiicrelere uygulandiktan
sonra ilaclar arasinda olusan etki incelendi. BxPC-3 hiicre hattinda elde edilen sonuglar
incelendiginde bu iki ilag kombinasyonunun sinerjistik bir etki (Cl<1l) meydana
getirmedikleri tespit edildi (Sekil 4.12.).

Ilaglar arasinda olusan etki ayrica Combenefit yazilimi kullanilarak da
incelendiginde diger yazilim ile elde edilen sonug ile uyumlu bir sekilde herhangi bir

sinerjistik etkinin olusmadig1 gozlendi (Sekil 4.13.).
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Sekil 4.12. Bortezomib ve imatinib ilag kombinasyonunun BxPC-3 hiicre hatt1
uzerindeki etkisinin CompuSyn yazilimi kullanilarak incelenmesi: A) ilaglarin birlikte
uygulandigi durumda 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda olusan etkinin grafigi
(n=3) B) Bortezomib ve imatinib ilaglari arasinda olusan etkinin kombinasyon index
(Fa-CiI) grafigi. CI: kombinasyon indeks degeri, Fa: inhibitor etki, CI<I sinerjistik etki,
CI=1 aditif etki, CI>1 antagonistik etki. Fa=0.5 hiicrenin %50°sini 6ldiren inhibitor
etki noktas.

BxPC-3

BORTEZOMIB [nM]
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Sekil 4.13. Bortezomib ve imatinib ilag kombinasyonunun BxPC-3 hiicre hatti
iizerindeki etkisinin Combenefit yazilimi kullanilarak incelenmesi. Kombinasyon doz-
yanit ve referans doz yanit kullanilarak sinerji dagilimi olusturulmustur ve sinerji
seviyeleri matrix formatinda verilmistir. Standart sapma “+/-” ile belirtilmistir
(*p<0.05 **p<0.001 ***p<10 *).

Yapilan ayni deneyler MIA PaCa-2 hiicre hattinda incelendiginde 48 saatlik

inkiibasyon siiresi sonunda bortezomib ve imatinib ilaglarmin “1.5xICso” doz
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konsantrasyonunda kombine edildigi noktada sinerjistik bir etkinin (CI<1) meydana
geldigi gozlendi (Sekil 4.14.). Fakat bu etki her ne kadar birden kiigiik olsa da bir
degerine ¢ok yakin oldugu i¢in program tarafindan da belirtildigi {izere kismen aditif

olarak degerlendirildi (Bkz EK-1).

Combenefit yazilimdan elde edilen sonuglar incelendiginde de diger yazilimda
gozlenen sonu¢ ile uyumlu olarak ilaglarin “1.5xICso” doz konsantrasyonunda

kombine edildigi noktada kismen aditif etki olustugu gozlendi (Sekil 4.15.).

MIA PaCa-2
A)
|0,25x1C50| |0.5xIC50|
1004 - Bortezomib
-=- Imatinib
N -4 Bortezomib + Imatinib
—
= 50-
=
=]
@]
0
BZ (nM) : 0 1.18 2.36 3.53 4.71 7.07 9.43
IM (uM) : 0 6.85 13.7 20.56 27.41 41.11 54.82
CI : 0 1.16 1.45 1.68 1.34 0.93 1.17
B)
.
@
| Antagonistik
o
&S
cl @ "
Aditif
[0
Sinerjistik
1]
0 05 1

Fa

Sekil 4.14. Bortezomib ve imatinib ilag kombinasyonunun MIA PaCa-2 hiicre
hatt1 iizerindeki etkisinin CompuSyn yazilimi kullanilarak incelenmesi: A) ilaglarin
birlikte uygulandigi durumda 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda olusan etkinin
grafigi (n=3). B) Kombinasyon index (Fa-CI) grafigi. CI: kombinasyon indeks degeri,
Fa: inhibitor etki, CI<1 sinerjistik etki, Cl=1 aditif etki, CI>1 antagonistik etki. Fa=0.5
hiicrenin %50°sini 6ldlren inhibitor etki noktasi.
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Sekil 4.15. Bortezomib ve imatinib ilag kombinasyonunun MIA PaCa-2 hiicre
hatt1 tizerindeki etkisinin Combenefit yazilimi kullanilarak incelenmesi. Kombinasyon
doz-yanit ve referans doz yanit kullanilarak sinerji dagilimi olusturulmustur ve sinerji
seviyeleri matrix formatinda verilmistir. Standart sapma “+/-” ile belirtilmistir
(*Pp<0.05 **p<0.001 ***p<10 ~*).

Combenefit yaziliminda deneysel olarak test edilmis ilag kombinasyonlarina
ek olarak algoritma tarafindan deneysel olarak test edilmemis kombinasyonlar igin de
olas1 etkilerin tahmini gerceklestirilmektedir. Dizayn edilen deney sonucunda hem
BxPC-3 hem de MIA PaCa-2 hiicre hattinda herhangi bir sinerjistik etki olusturan ilag
kombinasyonu bulunamadigi i¢in yazilim tarafindan Onerilen sinerjistik etki
olusturabilecek olas1 doz kombinasyonlar1 secilerek deneylere devam edildi. Bu
durumda sinerji matriks grafigi incelendiginde yazilim tarafindan ilaglardan birinin en

kiiciik dozu ile diger ilaca ait tiim dozlar kombine edildiginde bazi noktalarda

sinerjistik etkinin meydana gelebilecegi gozlenmektedir (Sekil 4.13 ve 4.15).

BXPC-3 hiicre hatt1 i¢in en yiiksek sinerji seviyelerinin tahmin edildigi dozlar
kapsayacak sekilde bortezomib ilacinin 1.92 nM’da sabit tutulup imatinib ilacinin
6.15-49.2 uM doz araliginda kombine edilecegi (Sekil 4.13, birinci sttun) ve
imatinibin 6.15 uM’da sabit tutulup bortezomibin 1.92-15.37 nM doz araliginda
kombine edilecegi (Sekil 4.13, birinci satir) deneyler hazirlandi. Deney sonucunda ii¢
farkl1 ilag kombinasyonunda sinerjistik etkinin (Cl<1) meydana geldigi gozlendi. Bu
kombinasyonlar; 1.92 nM bortezomib+36.9 uM imatinib (C1=0.92) (Sekil 4.16.A),
1.92 nM bortezomib+49.2 uM imatinib (C1=0.86) (Sekil 4.16.A) ve 6.15 uM
imatinib+15.37 nM bortezomib (C1=0.98) seklindedir (Sekil 4.16.B). Fakat bu
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kombinasyonlara ait CI degerleri her ne kadar birden kiigiik olsa da bu ii¢ noktadan

ikisinde yine kismen aditif etki, birinde ise zayif sinerjik etkinin meydana geldigi

anlagildi.
A)
10074
-e- Bortezomib
- [matinib
-+ Bortezomib (1.92 nM) + imatinib
S
= 50
=
IS
O
0 T T T T T T
BZ (nM) : 1.92 3.84 5.76 7.68 11.52 15.37
IM (UM) : 6.15 123 18.45 24.6 36.9 49.2
Kombinasyon
Hiicre Bortezomib (nM) + imatinib (uM) Kombinasyon index (Cl)
hatti
1.92 +6.15
1.92+123
1.92 + 18.45
BxPC-3

1.96

1.72

1.48

192+246 1.46
I

192 +492
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B)
100+
-o- Bortezomib
-# [matinib
;\5 - imatinib (6.15 uM) + Bortezomib
X
= 501
=
]
@]
0
BZ (nM) : 1.92 3.84 5.76 7.68 11.52 15.37
IM (uM) : 6.15 123 18.45 24.6 36.9 49.2
Kombinasyon
Hiicre imatinib (uM) + Bortezomib (nM) Kombinasyon index (CI)
hatti
6.15+1.92 1.96
6.15+ 3.94 3.93
6.15+5.76 2.3
BxPC-3
6.15+7.56 1.84
6.15+11.52 1.39

Sekil 4.16. Combenefit yazilimina gore belirlenen bortezomib ve imatinib ilag
kombinasyonlarinin 48 saatlik inkiibasyon sonucunda BxPC-3 hiicre hatti tizerindeki
etkisinin CompuSyn yazilimi kullanilarak incelenmesi: A) Bortezomibin 1.92 nM doz
konsantrasyonunda sabit tutulurken imatinib konsantrasyonunun degistigi kosul B)
Imatinibin  6.15 uM doz konsantrasyonunda sabit tutulurken bortezomib
konsantrasyonunun degistigi kosul. CI<I sinerjistik etki, CI=1 aditif etki, CI>1
antagonistik etki.

MIA PaCa-2 hiicre hatt1 i¢in en yiiksek sinerji seviyelerinin tahmin edildigi
dozlar1 kapsayacak sekilde bortezomib ilacinin 1.18 nM’da sabit tutulup imatinib
ilacinin 6.85-54.82 uM doz araliginda kombine edilecegi (Sekil 4.15, birinci siitun) ve
imatinibin 6.85 uM’de sabit tutulup bortezomibin 1.18-9.43 nM doz araliginda
kombine edilecegi (Sekil 4.15, birinci satir) deneyler hazirlandi. Deney sonucunda (¢
farkli ila¢ kombinasyon noktasinda sinerjistik etkinin (Cl<l) meydana geldigi

gozlendi. Bu kombinasyonlar; 1.18 nM bortezomib+41.11 uM imatinib (CI=0.78)
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(Sekil 4.17.A), 1.18 nM bortezomib+54.82 uM imatinib (CI=0.67) (Sekil 4.17.A) ve
6.85 uM imatinib+9.43 nM bortezomib (CI=0.86) seklindedir (Sekil 4.17.B).

A)
1004
-~ Bortezomib
-# Imatinib
. -+ Bortezomib (1.18 nM) + Imatinib
X
S
X~
= 507
c
IS
O
0 T T T T T
BZ (M) : 1.18 2.36 3.53 471 7.07 9.43
IM (UM) : 6.85 13.7 20.56 27.41 41.11 54.82
Kombinasyon
Hiicre Bortezomib (nM) + imatinib (uM) Kombinasyon index (Cl)
hatti
1.18 + 6.85 1.21
1.18 + 13.7 1.39
1.18 + 20.56 1.61
MIA
PaCa-2 1.18+27.41 1.22
1.18+41.11 0.78

1.18 + 54.82 0.67
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B)
1001
-o- Bortezomib
-# imatinib
;\5 =¥ Imatinib (6.85 uM) + Bortezomib
ve
_:' 504
c
[
O]
0 T T T T T T
BZ (nM) : 1.18 2.36 3.53 4.71 7.07 9.43
IM (uM) : 6.85 13.7 20.56 27.41 41.11 54.82
Kombinasyon
Hiicre imatinib (uM) + Bortezomib (nM) Kombinasyon index (CI)
hatti
6.85+1.18 1.21
6.85+2.36 131
6.85+3.53 1.5
MIA
6.85+4.71 1.42
PaCa-2
6.85+7.07 1.1
6.85+9.43 0.86

Sekil 4.17. Combenefit yazilimina gore belirlenen bortezomib ve imatinib ilag
kombinasyonlarmin 48 saatlik inktbasyon sonucunda MIA PaCa-2 hicre hatti
uzerindeki etkisinin CompuSyn yazilimi kullanilarak incelenmesi: A) Bortezomibin
1.18 nM doz konsantrasyonunda sabit tutulurken imatinib konsantrasyonunun
degistigi kosul B) Imatinibin 6.85 uM doz konsantrasyonunda sabit tutulurken
bortezomib konsantrasyonunun degistigi kosul. CI<1 sinerjistik etki, CI=1 aditif etki,
CI>1 antagonistik etki.

[lag kombinasyonlarinmn olusturduklar etkinin incelenmesine yonelik yapilan
deneylere ek olarak imatinib ilacinin hiicrelerin bortezomib ilacina verdikleri yanitta
bir hassasiyete yol a¢ip agmadiginin incelenmesi igin de BxPC-3 ve MIA PaCa-2 hiicre
hatlarima hem tek basma bortezomib ilact uygulandi hem de bu kosula 10 uM
konsantrasyonunda imatinib eklendi. Deney ortamina imatinib ilacinin ekledigi kosul
ile bortezomib ilacinin tek basina uygulandigi kosula ait hiicre canlilik grafikleri
cizilerek bu iki grafik arasindaki fark incelendi. Yapilan analiz sonucunda hem BxPC-

3 hem de MIA PaCa-2 hiicre hattinda yalniz bortezomib ilacinin uygulandigi kosul ile

ilaglarin kombine edildigi kosula ait biiyiime egrileri arasinda istatistiksel olarak
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anlamli fark oldugu belirlendi ve imatinib ilacinin varliginda hiicre canliliginda azalma
meydana geldigi gézlendi (p<0.001) (Sekil 4.18.A-B). Fakat BXPC-3 hiicre hattina ait
egriler incelendiginde, egrilerin yonii a¢isindan anlamli bir degisim gozlenmedigi i¢in
bu hiicre hattinda bortezomibe kars1 verilen yanitta imatinib ilacinin hassasiyete yol

a¢madig1 sonucuna varildi (Sekil 4.18.A).

BxPC-3 MIA PaCa-2
A) B) @ BZ
1101 100+ - BZ+10uMIM
i 55+ f: 50+
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
05 1 2 4 6 8 9 10 12 24 o5 1 2 4 5 6 8 9 10 12 24
Bortezomib (nM) Bortezomib (nM)

Sekil 4.18. imatinib ilacinin 48 saatlik inkiibasyon sonucunda pankreas kanseri
hiicre hatlarinda bortezomib ilacina kars1 hassasiyet olusturup olusturmadiginin
incelenmesi: A) BXPC-3 hiicre hatt1 B) MIA PaCa-2 hiicre hatti.

4.6. Bortezomib ve imatinib flaclarinin ER Stres Aktivasyonu Uzerindeki

Etkilerinin Pankreas Kanseri Hiicre Hatlarinda Arastirilmasi

Tez calismasi kapsaminda kullanilan bortezomib ve imatinib ilaglarinin
pankreas kanseri hucreleri Gzerindeki etkilerinin ER stres aktivasyonu Uzerinden
gerceklesip gerceklesmedigi ve bu iki ilacin kombine edildigi durumda ER stres
siddetinde bir artisa yol acilip agilmadig: arastirildi. Bunun i¢in ER stres varliginda
devreye giren KPY mekanizmasinda gorevli proteinlerden IREla tarafindan kesilip
aktive olan sXBP1‘in transkript seviyesi incelendi. ilgili incelemenin yapilmasi igin
bortezomib ve imatinib ilaglarina ait BxPC-3 ve MIA PaCa-2 hiicre hatlarinda 24
saatlik inklibasyon sonucunda hesaplanan ICso doz konsantrasyonlari temel alindi.
Calismada ilaglarin ICsp dozlar1 ve bu dozun yarisi olacak sekilde hem tek baslarina

hem de kombinasyonlar1 kullanildi.

BXPC-3 hiicre hattinda ilaclarin ICsp doz miktarinda uygulandigi kosullarda
sXBP1 geninin ekspresyon seviyesinde;
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e kontrol grubuna kiyasla imatinib varliginda istatistiksel olarak anlamli artig
bulundu (***p<0.001) (Sekil 4.19.A).

e kontrol grubuna kiyasla bortezomib ve imatinib ila¢ kombinasyonunun
uygulandig1 kosulda istatistiksel olarak anlamli artis gozlendi (***p<0.001)
(Sekil 4.19.A).

e bortezomibin tek basina uygulandigi kosula kiyasla bortezomib ve imatinib ilag
kombinasyonunun uygulandigi kosulda istatistiksel olarak anlamli artis
bulundu (***p<0.001) (Sekil 4.19.A).

e imatinibin tek basma uygulandig1 kosula kiyasla bortezomib ve imatinib ilag
kombinasyonunun uygulandig1 kosulda istatistiksel olarak anlamli artis tespit

edildi (***p<0.001) (Sekil 4.19.A).

sXBP1
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Sekil 4.19. BXPC-3 hiicre hattinda bortezomib ve imatinib ilaglarinin 24 saatlik
uygulanmasi sonrasinda SXBP1 geninin ekspresyon seviyesinde meydana gelen
degisimin qRT-PCR temelli incelenmesi. A) ICso doz miktarinda B) ICso/2 doz
miktarinda ila¢ uygulamasina ait sonuglar.

BXPC-3 hiicre hattinda ilaglarin 1Cso/2 doz miktarinda uygulandigi kosullarda
sXBP1 geninin ekspresyon seviyesinde gruplar arasi istatistiksel olarak anlamli

farkliliklar gozlenmedi (Sekil 4.19.B).

MIA PaCa-2 hiicre hattina bakildiginda ilaglarin ICsp doz miktarinda
uygulandigi kosullarda SXBP1 geninin ekspresyon seviyesinde;
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e kontrol grubuna kiyasla bortezomib varliginda istatistiksel olarak anlamli artig
gozlendi (**p<0.01) (Sekil 4.20.A).

e Kontrol grubuna kiyasla imatinib varliginda istatistiksel olarak anlamli artig
tespit edildi (***p<0.001) (Sekil 4.20.A).

e kontrol grubuna kiyasla bortezomib ve imatinib ila¢ kombinasyonunun
uygulandig1 kosulda istatistiksel olarak anlamli artis gozlendi (***p<0.001)
(Sekil 4.20.A).

e bortezomibin tek basina uygulandigi kosula kiyasla bortezomib ve imatinib ilag
kombinasyonunun uygulandigt kosulda istatistiksel olarak anlamli artig

bulundu (*p<0.05) (Sekil 4.20.A).

MIA PaCa-2 hiicre hattinda ilaglarin ICso/2 doz miktarinda uygulandig

kosullarda sXBP1 geninin ekspresyon seviyesinde;

e kontrol grubuna kiyasla bortezomib varliginda istatistiksel olarak anlamli artig
oldugu goézlendi (*p<0.05) (Sekil 4.20.B).

e kontrol grubuna kiyasla imatinib varliginda istatistiksel olarak anlamli artig
tespit edildi (*p<0.05) (Sekil 4.20.B).

e kontrol grubuna kiyasla bortezomib ve imatinib ilag kombinasyonunun
uygulandigi kosulda istatistiksel olarak anlamli artis gozlendi (***p<0.001)
(Sekil 4.20.B).

e bortezomibin tek basina uygulandigi kosula kiyasla bortezomib ve imatinib ilag
kombinasyonunun uygulandigi kosulda istatistiksel olarak anlamli artig
bulundu (***p<0.001) (Sekil 4.20.B).

e imatinibin tek basina uygulandigi kosula kiyasla bortezomib ve imatinib ilag
kombinasyonunun uygulandigi kosulda istatistiksel olarak anlamli artis

bulundu (***p<0.001) (Sekil 4.20.B).
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Sekil 4.20. MIA PaCa-2 hiicre hattinda bortezomib ve imatinib ilag¢larinin 24
saatlik uygulanmasi sonrasinda sXBP1 geninin ekspresyon seviyesinde meydana gelen
degisimin qRT-PCR temelli incelenmesi. A) ICso doz miktarinda B) ICso/2 doz
miktarinda ila¢ uygulamasina ait sonuglar.

Literatiirde var olan bilgi dogrultusunda imatinib ilacinin yine IRE1a tizerinden
diizenlenen RIDD mekanizmasin1 engelleyerek belirli mRNA’larin  kesimini
engelledigi ve boylece ER strese yol agabildigi gdsterilmistir (36). imatinibin RIDD
mekanizmasi lizerindeki olasi etkisinin arastirilmast amaciyla RIDD mekanizmasinin
hedef mRNA’larindan Scara3 ve Bloc1sl genlerinin ekspresyon diizeyleri incelendi
(200). Ayrica imatinib ilacina ek olarak, literatiirde bortezomibin RIDD mekanizmasi
Uzerinde bir etkisinin olup olmadigina dair bir bilgi bulunmadig1 igin de ¢aligmalara
hem bortezomib hem de imatinib ilaglar1 kullanilarak devam edildi. Gerekli ¢alismanin
yapilmasi i¢in bortezomib ve imatinib ilaglarina ait BxPC-3 ve MIA PaCa-2 hiicre
hatlarinda 24 saatlik inkiibasyon sonucunda hesaplanan ICsg doz konsantrasyonlari
temel alindi. Calismada ilaclarin ICso dozlar1 ve bu dozun yaris1 olacak sekilde hem

tek baslarina hem de kombinasyonlar1 kullanildi.

BXPC-3 hiicre hattinda ilaglarin ICsp doz miktarinda uygulandigi kosullarda

Scara3 geninin ekspresyon seviyesinde;

e kontrol grubuna kiyasla bortezomib varliginda istatistiksel olarak anlamli
azalma oldugu gozlendi (*p<0.05) (Sekil 4.21.A).
e kontrol grubuna kiyasla imatinib varliginda istatistiksel olarak anlamli azalma

tespit edildi (**p<0.01) (Sekil 4.21.A).
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e kontrol grubuna kiyasla bortezomib ve imatinib ila¢ kombinasyonunun
uygulandigi kosulda istatistiksel olarak anlamli azalma gézlendi (**p<0.01)
(Sekil 4.21.A).
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Sekil 4.21. BXPC-3 hiicre hattinda bortezomib ve imatinib ilaglarinin 24 saatlik
uygulanmasi sonrasinda RIDD hedef genlerinin ekspresyon seviyesinde meydana
gelen degisimin qRT-PCR temelli incelenmesi. Scara3 genine ait A) ICso doz
miktarinda B) ICso/2 doz miktarinda ilag uygulamasi sonuglari. Bloc1s1 genine ait C)
ICs0 doz miktarinda D) ICso/2 doz miktarinda ilag uygulamasi sonuglari.

BXPC-3 hiicre hattinda ilaglarin ICsp doz miktarinda uygulandigi kosullarda

Bloc1sl geninin ekspresyon seviyesinde;

e kontrol grubuna kiyasla bortezomib varliginda istatistiksel olarak anlamli

azalma oldugu gozlendi (*p<0.05) (Sekil 4.21.C).
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e kontrol grubuna kiyasla imatinib varliginda istatistiksel olarak anlamli azalma
tespit edildi (**p<0.01) (Sekil 4.21.C).

e kontrol grubuna kiyasla bortezomib ve imatinib ila¢ kombinasyonunun
uygulandigi kosulda istatistiksel olarak anlamli azalma bulundu (***p<0.001)
(Sekil 4.21.C).

BXPC-3 hiicre hattinda ilaglarin 1Cs0/2 doz miktarinda uygulandiklar
kosullarda Scara3 ve Bloclsl genlerinin ekspresyon dizeylerinde gruplar arasi
istatistiksel olarak anlamli farkliliklar gozlenmedi (Sekil 4.21.B ve Sekil 4.21.D).

MIA PaCa-2 hiicre hattina bakildiginda ilaglarin ICsp doz miktarinda

uygulandigi kosullarda Scara3 geninin ekspresyon seviyesinde;

e kontrol grubuna kiyasla bortezomib varliginda istatistiksel olarak anlamli
azalma oldugu gozlendi (***p<0.001) (Sekil 4.22.A).

e kontrol grubuna kiyasla imatinib varliginda istatistiksel olarak anlamli azalma
tespit edildi (***p<0.001) (Sekil 4.22.A).

e kontrol grubuna kiyasla bortezomib ve imatinib ila¢ kombinasyonunun
uygulandigi kosulda istatistiksel olarak anlamli azalma gdzlendi (*p<0.05)
(Sekil 4.22.A).

e Dbortezomibin tek bagina uygulandigi kosula kiyasla bortezomib ve imatinib ilag
kombinasyonunun uygulandigr kosulda istatistiksel olarak anlamli artig
bulundu (*p<0.05) (Sekil 4.22.A).

e imatinibin tek basina uygulandigi kosula kiyasla bortezomib ve imatinib ilag
kombinasyonunun uygulandigr kosulda istatistiksel olarak anlamli artig

bulundu (*p<0.05) (Sekil 4.22.A).
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Sekil 4.22. MIA PaCa-2 hicre hattinda bortezomib ve imatinib ilaglarinin 24
saatlik uygulanmasi sonrasinda RIDD hedef genlerinin ekspresyon seviyesinde
meydana gelen degisimin qRT-PCR temelli incelenmesi. Scara3 genine ait A) I1Cso doz
miktarinda B) ICso/2 doz miktarinda ilag uygulamasi sonuglari. BlocIsl genine ait C)
ICs0 doz miktarinda D) ICso/2 doz miktarinda ilag uygulamasi sonuglari.

MIA PaCa-2 hiicre hattinda ilaglarin ICso doz miktarinda uygulandig

kosullarda Bloc1s1 geninin ekspresyon seviyesinde;

tespit edildi (**p<0.01) (Sekil 4.22.C).

kontrol grubuna kiyasla imatinib varliginda istatistiksel olarak anlamli azalma

kontrol grubuna kiyasla bortezomib ve imatinib ilag kombinasyonunun

uygulandigi kosulda istatistiksel olarak anlamli azalma go6zlendi (**p<0.01)

(Sekil 4.22.C).
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MIA PaCa-2 hiicre hattinda ilaglarin ICs0/2 doz miktarinda uygulandigi
kosullarda Scara3 geninin ekspresyon seviyesinde imatinibin tek basina uygulandigi
kosula kiyasla ilag kombinasyonunun uygulandigi kosulda istatistiksel olarak anlamli
azalma gozlenirken (*p<0.05) (Sekil 4.22.B), Bloc1sl geninin ekspresyon diizeyinde
kontrol grubuna kiyasla ilag kombinasyonunun uygulandigi kosulda istatistiksel olarak

anlamli azalma tespit edildi (*p<0.05) (Sekil 4.22.D).

Elde edilen tim gRT-PCR sonuglari degerlendirildiginde, ilaglarin doz bagiml
bir sekilde genlerin ekspresyon diizeylerinde degisim meydana getirdikleri ve bu
degisim dogrultusunda bortezomib ile imatinib ilaglarinin ER stres aktivasyonuna yol
actiklar1 g6zlendi. Ayrica bu iki ilacin RIDD mekanizmasi tizerinde aktive edici yonde

etki olusturduklari anlasildu.

4.7. Pankreas Kanseri Hiicre Hatlarmn Bortezomib Ilacina Kars
Olusturduklar1 Yamitin ve ER Stres ile iliskili Genlerin Ekspresyon Diizeyi

Arasindaki Iliskinin in silico incelenmesi

Pankreatik kanser hiicre hatlarindan BxPC-3 ve MIA PaCa-2’da bortezomib
ilacina karst verilen yanit ile ER stres mekanizmasinda yer alan genlerden sXBP1,
Scara3 ve Bloclsl genlerinin ekspresyon seviyesindeki iliskinin in vitro kosulda
incelenmesine ek olarak in silico yontemler ile hem bu genlerin hem de ER stres ile
iligkili diger bilinen genlerin ekspresyon seviyesi ile bortezomib hassasiyeti arasindaki
iliskiler pankreas kanseri hiicre hatlarinda incelendi. Bu analizde kullanilan ER stres

ile iligkili genlerin listesi literatiirde var olan bilgiler dogrultusunda belirlendi (Bkz.

EK-2) (188).

Kanser hiicre hatlarina ait mikrodizi verisi igeren CGP platformundan ER stres
ile iligkili genlerin pankreas kanseri hiicre hatlarindaki ekspresyon verisi ile bu hiicre
hatlarinin bortezomib ilacina kars1 verdikleri yanitin bilgisi GDSC platformundan elde
edildi. Korelasyon analizi sonucunda toplam 39 genden 4 tanesinde genin ekspresyon
seviyesi ile ilaca verilen yanit (AUC) arasinda istatistiksel olarak anlamli korelasyon
tespit edildi (p<0.05, rho<-0.30 veya >0.30). Bu genlerden DNAJB11 (probeset
ID:11723655), EIF2AK3 (probeset 1D:11722150) ve EDEM1 (probeset
ID:11722261)’de istatistiksel olarak anlamli bir sekilde negatif yonde korelasyon
goOzlenirken (sirastyla Sekil 4.23.A-C), ATF3 (probeset numarasi:11719342) geninde
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istatistiksel olarak anlamli bir sekilde pozitif yonde bir korelasyon oldugu bulundu
(Sekil 4.23.D).

Bagimsiz bir kanser hiicre hatt1 veritabani olan CCLE’de mevcut RNA
sekanslama temelli gen expresyon seviyeleri ve CTRP platformundan elde edilen ilag
hassasiyet bilgileri kullanilarak yapilan inceleme sonucunda ise sadece DERL2
geninin ekspresyon seviyesi ile bortezomib ilacin karsi verilen yanit arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde pozitif yonde korelasyon oldugu belirlendi
(p<0.05, rho >0.30) (Sekil 4.23.E).
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Sekil 4.23. ER stres ile iligkili genlerin pankreas kanseri hiicre hatlarindaki
ekspresyon seviyesi ile bu hiicrelerin bortezomib ilacina karsi gosterdikleri
hassasiyetin korelasyonu. CGP-GDSC (n=29) platformunda A) DNAJB11l B)
EIF2AK3 C) EDEM1 D) ATF3 genlerine ait korelasyon grafikleri. CCLE-CTRP
(n=27) platformunda E) DERLZ2 genine ait korelasyon grafigi.
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Bu analize ek olarak CCLE platformunda yer alan pankreas kanseri hiicre
hatlarina ait proteomik veri elde edilerek ER stres ile iliskili genlerin protein diizeyinde
ifadelerinin ilag hassasiyeti ile iliskisi degerlendirildi. Bu platformda incelenen toplam
29 genden 3 tanesinde proteomik diizeyde genin ekspresyon seviyesi ile ila¢ yaniti
arasinda istatistiksel olarak anlamli korelasyon bulundu. Bu genlerden HSPAS ve
CEBPB’de istatistiksel olarak anlamli bir sekilde negatif yonde korelasyon
gozlenirken (sirastyla Sekil 4.24.A-B), WFS1 geninde pozitif yonde istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde bir korelasyon oldugu belirlendi (p<0.05, rho<-0.30 veya >0.30)
(Sekil 4.24.C).
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Sekil 4.24. ER stres ile iligkili genlerin pankreas kanseri hiicre hatlarindaki
protein duzeyinde ekspresyon seviyesi ile hiicrelerin bortezomib ilacina karsi
gosterdikleri hassasiyetin korelasyonu. A) HSPA5 (n=13) B) CEBPB (n=14) C) WFS1
(n=14) genlerine ait korelasyon grafikleri.

Sonug olarak, AUC degeri biiyiik olan hiicre hatlar1 bortezomibe karsit daha
direngli profil sergileyen hiicre hatlar1 olarak kabul gordiigii i¢cin negatif yonde
korelasyon gozlenen genler (AUC degeri arttikga genin ekspresyon seviyesinde
azalma gozlenen genler) hiicrelerin bu ilaca kars1 sergiledikleri direngli profil ile

iliskilendirildi.
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5. TARTISMA

Glinlimiizde pankreas kanseri en agresif sekilde ilerleyen kanser tiirlerinden
biri olarak bilinmektedir. Bu kanser hastaliginin hizli bir sekilde ilerlemesinden dolay1
var olan ameliyat ve geleneksel tedavi yontemleri hastaligin tedavisinde yetersiz
kalmaktadir. Ayrica hem bireyler arasinda tedaviye karsi verilen yanitin farkliligindan
dolayr hem de kanser hiicreleri tarafindan geleneksel tedavi yontemlerine karsi
gelistirilen diren¢ nedeniyle bu kanser hastaligina karst miicadele igin yeni tedavi

yontemlerinin kesfi biiyiik 6nem tagimaktadir.

Bu tez caligmasinda kanser hiicrelerinin kontrolsiiz biiylimelerinden dolay:1 protein
sentezinde meydana gelen artis ile pankreas organinin yiiksek protein salinim
kapasitesi temel alinarak hastaligin tedavisinde yeni bir yaklasim hedeflenmistir. Var
olan bu yiiksek protein yapim kapasitesinden dolay1 kanser hiicrelerinin proteozom
mekanizmasina normal hiicrelere kiyasla daha bagimli hale geldikleri bilinmektedir.
Omegin, yiiksek immunglobulin saliniminin gergeklestigi bilinen MM hastaliginda
maling plazma hiicrelerinin proteozom sistemine kars1 var olan hassasiyetleri hedef
alinmis ve proteozom inhibitorlerinin kullanima ile hiicrelerde proteinlerin birikimi ile
yikim kapasitesi arasinda meydana gelen bozulma sayesinde de hastalikla miicadelede
istenilen basar1 elde edilmistir (159). Bu tez ¢alismas1 kapsaminda pankreas kanserli
timor ve normal doku drneklerine ait verileri kullanarak yaptigimiz in silico analizler
sonucunda da proteozom mekanizmasinda gorev alan genlerin ekspresyon seviyesinin
tiimor dokularinda normal dokulara kiyasla istatistiksel olarak daha fazla oldugu

anlasilmstir.

Bu tez ¢alismasinda bir proteozom inhibitorii olarak bilinen bortezomib ilaci
kullanilarak ER organeli icerisinde katlanmamis ve/veya yanlis katlanmis proteinlerin
birikimi saglanarak pankreas kanseri hiicrelerinde ER stres aracili 6lim
hedeflenmistir. Literatiire bakildiginda, bortezomibin pankreas kanseri hiicrelerinde
ER stres aracili apoptoza yol agabildigi gosterilmistir (201, 202). Bu tez ¢alismasi
kapsaminda da kullanilan bortezomib ilacinin hedef genlerinin ekspresyon seviyesi
pankreatik timor ve normal doku 6rnekleri arasinda in silico yontemlerle arastirildi.
Elde edilen bulgular sonucunda bu ilacin hedef genleri olarak bilinen PSMB5 ve

PSMB1’in ekspresyon seviyesinin tiimor dokularinda normal doku 6rneklerine kiyasla
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istatistiksel olarak daha fazla oldugu gozlendi. Tim bu bilgiler dogrultusunda
literatlirde de var olan bilgiler ile uyumlu bir sekilde, bortezomib ilacinin pankreas

kanserinde proteozom sistem iizerinden kullaniminin uygun olabilecegi dngiiriildii.

Bortezomib ilacinin kanser hiicrelerinde ER stres aracili 6liime yol actigi
yapilan g¢alismalar dogrultusunda da bilinmektedir. Fakat bortezomibin tek basina
kullanimu ile solid tiimorlerde aranilan yiiksek etki yakalanamamakla beraber zaman
icerisinde kanser htcrelerinin bu ilaca karsi direng gelistirebildikleri de gézlenmistir
(166). Ornegin, bortezomib ilact klinikte MM hastalarinin tedavisinde kullamildiginda
da hastalarin yaklasik olarak %35’inin ilaca yanit verirken geriye kalan bireylerde bu
ilaca kars1 direng gelistigi bilinmektedir. Ilaca kars1 gelisen bu direngten sorumlu
mekanizmalar incelendiginde ise bortezomib ilacinin proteozom kompleksinde hedef
aldig1 PS5 alt biriminde meydana gelen mutasyon ve asir1 ekspresyon, stres yaniti ile
iliskili oldugu bilinen genlerde olusan mutasyonlar ve/veya hiicre canliliginin
devamliliginda gorevli yolaklarin asir1 aktivasyonu gibi ¢esitli mekanizmalarin rol
aldig1 anlagilmistir (158). Bortezomib ilacinin solid timdrlerde etkisinin artirilmasi ve
bu ilaca karsi gelisen direncin kirilabilmesi igin uygulanan kombine tedavinin etkili
yontemlerden biri oldugu bilinmektedir. Ornegin, servikal kanser hiicreleri ile yapilan
caligmada bortezomib ilacinin hiicrelerde apoptozu indiikleyebildigi tespit edilirken,
bu sitotoksik etkinin ER stres aktivatorii olan tunikamisin ile birlikte uygulanmasi
sonucunda artig gosterdigi anlagilmistir ve bortezomibin ER stres aktive edici ajanlar
ile kombine bir sekilde kullanimmin yeni bir basarili tedavi yontemi olabilecegi
vurgulanmigtir (203). Bortezomibe kars1 gelisen direnci kirmaya yonelik hematopoetik
hiicreler ve lenfoma hiicreleri ile yapilan ¢alismalar dogrultusunda da bu ilaca karsi
gelisen direncte role sahip oldugu anlasilan protein agregasyonunun azaltilmasina
yonelik diizenlemenin yapildigi mekanizmalarin hedef alinarak direncin kirilabilecegi
ortaya koyulmustur (204, 205). Tiim bu bilgiler 1s181nda, bortezomib ilacinin ER stres
tetikleyici ajanlar ile birlikte uygulanmasinin hem bu ilacin etkinligini artirma hem de

ilaca kars1 gelisen direncin kirilmasi yoniinde 6neme sahip oldugu anlasilmaktadir.

Pankreas kanseri hiicrelerinde bortezomibe karsi verilen yanitta hassasiyete yol
acmak ve bu iki ilag arasindaki olas1 sinerjistik etkinin incelenmesi amaciyla tez
calismasinda bir tirozin kinaz inhibitorii olarak bilinen imatinib ilaci kullanildi.

Literatiire bakildiginda, Li ve ark.’larinin pankreas kanseri hiicreleri ile yaptiklari
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calisma sonucunda imatinibin hiicre biiylimesi tzerinde inhibe edici bir etkiye sahip
oldugu ortaya koyulmustur (35). Ayrica gastrik kanser hilicreleri ile yapilan ¢alisma
dogrultusunda, imatinibin ER stres araciligiyla hiicre 6limiine yol acabildigi de
gosterilmistir (206). Bu tez calismasi kapsaminda da kullanilan imatinib ilacinin hedef
genlerinin ekspresyon seviyesi pankreatik tliimor ve normal doku 6rnekleri arasinda in
silico yontemlerle arastirildi. Elde edilen bulgular sonucunda bu ilacin hedef genleri
olarak bilinen PDGFRA, PDGFRB, DDR1, DDR2, Abl1, Abl2 ve c-Kit’in ekspresyon
seviyesinin pankreatik timor dokularinda normal doku 6rneklerine kiyasla istatistiksel
olarak daha fazla oldugunu goézlendi. Elde edilen bulgular literatiirde de var olan
bilgiler ile birlikte degerlendirildiginde, imatinib ilacinin pankreas kanseri hiicreleri ile

yapilacak deneylerde kullaniminin uygun olabilecegi 6ngoriildii.

Bagimsiz bir kohortta ise (GSE28735) PDAC’11 hasta bireylerden elde edilen
esli tiimor ve normal pankreas orneklerinde bu iki ilacin hedef genlerinin ekspresyon
seviyesindeki degisim gruplar arasinda karsilastirildi. Yapilan analiz sonucunda
bortezomibin hedef genlerinden PSMBS5’te genin ekspresyon diizeyinin normal
orneklere kiyasla tiimor Orneklerinde istatistiksel olarak daha fazla oldugu
g0zlenirken, imatinib ilacinin hedef genlerinden ise PDGFRB (probeset ID: 8115099),
DDR1 (probeset ID: 8179184) ve DDR2 (probeset ID: 7906878 ve probeset
ID:7906900) nin ekspresyon seviyesinin normal drneklere kiyasla tiimor 6rneklerinde
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde daha fazla oldugu gozlendi. Inceledigimiz gen
seti gergevesinde veri setleri arasinda anlamli fark gosteren genlerdeki bu
degiskenligin kohortlar arasinda var olan biyolojik ve/veya Kklinik parametrelerin

heterojenitesinden kaynakli olabilecegi diisiiniilmektedir.

Pankreas kanseri hiicrelerinin bortezomibe kars1 verdigi yanitta imatinib ilaci
ile bir hassasiyete yol agilip agilamayacaginin arastiritlmas1 amaciyla bortezomibe kargi
daha direncli profil sergileyen hiicre hattinin incelemesi hem literatiir taramast hem de
in silico yontemler ile yapildi. Pankreas kanseri hiicre hatlarinda bortezomib ile yapilan
caligmalar incelendiginde MIA PaCa-2 hiicre hattinin BxPC-3 hiicre hattina kiyasla
daha direngli bir profil sergiledigi gozlendi (169, 199). Pankreas kanseri hcre
hatlarina ait gen ekspresyon seviyesinin ve bu hiicrelere ait ila¢ hassasiyet bilgilerini
iceren CCLE-CTRP ve CGP-GDSC platformlar1 kullanilarak in silico yontemlerle
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bortezomib ilacina karsi hassasiyet ve direng sergileyen hiicre hatlar1 incelendiginde

ise literatiirde var olan bilgi ile uyumlu sonug elde edildi.

BxPC-3 ve MIA PaCa-2 hiicre hatlarmin bortezomib ilaca kars1 sergiledikleri
profilin in vitro kosullarda tespiti i¢in 6ncelikle bu hiicre hatlarinda ilaca ait ICso doz
miktar1 belirlendi. Yapilan deney sonucunda 72 saatlik inkiibasyon siresinde, BxPC-
3 hiicre hattina ait ICso dozun 6.616 nM ve MIA PaCa-2 hiicre hattina ait 1Cso dozun
4.696 nM oldugu belirlendi. Fakat bu iki hiicre hattina ait ICsp dozlar1 arasinda var olan
bu fark hiicre hatlar1 arasinda ilaca kars1 verilen yanitta farklilik oldugunu sdylemeye
yetmemektedir. Bu nedenle laboratuvarimizda bulunan diger pankreas kanseri hiicre
hatlarinda da bortezomib ilacina ait ICso doz miktar1 belirlendi. Caligilan toplam yedi
hiicre hatt1 arasinda en hassas hiicre hattinin 3.298 nM’lik ICso dozu ile CFPAC-1
hiicre hatt1 oldugu ve en direngli hiicre hattinin ise 6.671 nM’lik ICso dozu ile PANC-
1 oldugu anlasildi. Ancak var olan bu yaklasik 2 katlik fark PANC-1 hiicre hattinin
CFPAC-1 hiicre hattina gore daha direngli olarak kabul edilebilmesi icin yeterli
olmamaktadir. Ayrica bortezomibe kars1 daha hassas bir yanit veren hiicre hatt1 olarak
CFPAC-1’1 se¢mek de dogru olmamaktadir. Ciinkii bortezomib ilacina kars1 hassasiyet
gosteren hiicrenin kullanim amaci imatinib varhiginda bu kanser hucresinde
bortezomib ile olusturulan etkinin incelenmesi yoniindedir. Bu amag¢ dogrultusunda
bortezomibe karsi bu kadar hassasiyet gosteren bir hiicre hatt1 ile ilgili arastirmanin
yapilmast dogru bir yol olmayacagi i¢in ¢alismalara bortezomib ilacina karsi ortalama

ICs0 degerinde yanit veren BXPC-3 ve MIA PaCa-2 hiicre hatlari ile devam edildi.

Hiicre canlilik tayin testi sonucunda BxPC-3 ve MIA PaCa-2 hiicre hatlarinda
bortezomib ve imatinib ilaclarina ait ICsp doz miktarlar1 24, 48 ve 72 saatlik
inklibasyon siirelerinde belirlendi. Belirlenen dozlar incelendiginde beklenilen yonde
hiicrelerin %50’sini 6ldiiren doz miktarinda inkiibasyon siiresi ile iligkili bir sekilde

azalma meydana geldigi gozlendi.

Doz miktarlarinin belirlenmesinin akabinde, pankreas kanseri hiicre hatlarinin
bortezomib ve imatinib ilaclarinin kombinasyonu ile muamele edilmesi sonucunda
hiicreler lizerinde olusabilecek olast sinerjistik etki incelendi. Literatiire bakildiginda
Yu ve ark.’larmin yaptig1 bir ¢alismada, bortezomib ilacinin ¢oklu Kinaz inhibitoru

olarak bilinen sorafenib ile kombine edilmesinin sonucunda sinerjistik etkinin
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meydana geldigi ve incelenen ¢oklu kanser hiicre hatlarinda apoptozun indiiklendigi
tespit edilmistir (207). Bu calismaya ek olarak, imatinib yerine alternatif olarak
kullanim1 6nerilen Ber-Abl tirozin kinaz inhibitorii olan dasatinib ilacinin Bcr-Abl
pozitif akut lenfoblastik 16semide bortezomib ile kombine olarak uygulandigi bir
caligmada da sinerjistik etkinin meydan geldigi ve hiicreler lizerinde apoptotik etkinin
olustugu gosterilmistir (208). Bu tez ¢alismasinda bortezomib ve imatinib ilaglarinin
kombine edilmesi ile elde edilen sonuglar incelendiginde ise, BXPC-3 hiicre hattinda
hicbir doz kombinasyonunda sinerjistik etki gdzlenmezken, MIA PaCa-2 hicre
hattinda sadece her iki ilacin “1.5xICso” doz miktarinda kombine edildigi durumda

sinerjiye yakin olan kismen aditif bir etkinin (C1=0.93) meydana geldigi gozlendi.

Incelenen ilag kombinasyon noktalarinda aranilan kuvvetli sinerjistik etkinin
bulunamamasindan dolay1 calismamiza literatlirde de savunulan bir yol dikkate
alinarak devam edildi. Ilag kombinasyonlar1 ile calisildiginda gdz oniinde
bulundurulmasi gereken uygulanan doz kombinasyonunun sinerjistik bir etki yaratip
yaratmadigindan ziyade ilaglar arasindaki hangi doz oraninda sinerjistik etkinin
meydana geldiginin belirlenmesidir. Bu sorunun cevabina ulagmak i¢in ise sabit bir
oran ile calismak yerine bir ilacin doz miktar1 sabit tutulurken diger ilacin doz
miktarinda degisiklik saglanarak deney tasarlanmasi gerektigi g6z Oniinde
bulundurulmalidir (209). Bu dogrultuda tez ¢alismasinda kullandigimiz Combenefit
yazilimini referans alinarak yeni ila¢ kombinasyonlar1 uygulandi ve olasi etkiler
incelendi. Bu dogrultuda yapilan deneyler incelendiginde, BXPC-3 hiicre hattinda
bortezomib ilacinin sabit tutulup imatinib ilacinin artan konsantrasyonlari ile kombine
edildigi kosullarda kismen aditif ve zayif sinerjistik etkilerin olustugu goézlendi. Ayni
hiicre hattinda 1imatinib ilacinin sabit tutulup bortezomib ilacinin artan
konsantrasyonlari ile kombine edildigi kosulda ise kismen aditif etkinin meydana
geldigi belirlendi. Elde edilen sonuglara gore sadece bir kombinasyon noktasinda zayif
sinerjistik etki tespit edildigi icin BXPC-3 hiicre hattinda bu ilaglarin hangi doz
oraninda kombine edilmesi gerektigine dair bilgiye ulasabilmek i¢in daha fazla

caligmanin yapilmasi gerektigi sonucuna varilmistir.

MIA PaCa-2 hiicre hattinda yapilan ¢aligmalar incelendiginde ise bortezomib
ilacinin sabit tutulup tutulup imatinib ilacinin artan konsantrasyonlar: ile kombine

edildigi kosullarda zayif ve orta derecede sinerjinin meydana geldigi belirlendi. Ayni
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hiicre hattinda imatinib ilacinin sabit tutulup bortezomib ilacinin artan
konsantrasyonlari ile kombine edildigi durumda ise zayif sinerjistik etkinin olustugu
goOzlendi. Elde edilen sonuglara gore MIA PaCa-2 hiicre hattinda bu ilaglarin hangi doz
oraninda kombine edilmesi gerektigine dair bilgiye ulasabilmek igin ¢aligmalara
sinerjistik etkinin yakalandigi oran dikkate alinarak devam edildiginde aranilan

kuvvetli sinerjistik etkinin bu hiicre hattinda bulunabilecegi 6ngoriilmektedir.

Ilag kombinasyonlar1 arasinda gelisen olas1 sinerjistik etkinin incelenmesine ek
olarak imatinib ilacinin hiicre hatlar1 iizerinde bortezomib ilacina kars1 verilen yanitta
bir hassasiyet olusturup olusturmayacagi incelendi. Literatiire bakildiginda, pankreas
kanseri tedavisine yonelik klinikte kullanilan gemsitabin ilacinin imatinib ile kombine
olarak uygulandigi calismada, bu kombinasyon araciligiyla pankreas kanseri
hiicrelerinin gemsitabine kars1 verdikleri yanitta hassasiyetin olusturulabilecegi ortaya
koyulmustur (210). Bizim ¢alismamiza bakildiginda, BXPC-3 ve MIA PaCa-2 hiicre
hatlarinda bortezomib ilacinin tek basina uygulandigi kosul ile ilaclarin kombine
edilerek uygulandig1 kosul kiyaslandiginda, bortezomibin diisiik dozlarda tutulurken
imatinibin spesifik dozlarda uygulandigi noktalarda hiicre canliligi bakimindan azalma
meydana geldigi gozlendi. Ayrica her iki hiicre hattinda, bortezomib ilacinin tek bagina
uygulandig1 kosul ile ilag kombinasyonuna ait egriler arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark oldugu da belirlendi. Fakat BXPC-3 hiicre hattinda egriler arasinda bir
uyum olmadigindan 6tiirii bu hiicre hatt1 i¢in imatinib ilacinin hiicreler iizerinde

bortezomib ilacina kars1 bir hassasiyet meydana getirmedigi sonucuna varildi.

Uygulanan ilag kombinasyonunun hiicreler (zerinde hem ER strese yol agip
acmadiginin incelenmesi hem de ilaglarin RIDD mekanizmasi iizerindeki olasi
etkilerinin arastirilmas1 amaciyla yapilan qRT-PCR ile ER stres belirteci olarak bilinen
sXBP1 ve RIDD mekanizmasinin hedef mRNA’s1 olarak bilinen Scara3 ile Bloc1s1’in
ekspresyon seviyeleri incelendi. Literatiirde bortezomib ilaci kullanilarak multipl
miyelomda yapilan bazi ¢alismalar dogrultusunda bu ilacin SXBP1 geninin ekspresyon
seviyesinde artisa yol agtigi bilinmektedir (211, 212). Bortezomib ilacinin RIDD
mekanizmas: {izerindeki etkisi ise heniiz bilinmemektedir. Imatinib ile yapilan
caligmalar incelendiginde, ilacin direkt olarak SXBP1 geninin ekspresyon seviyesi
uzerindeki etkisi bilinmemekle beraber gastrik kanserli hicreler ile yapilan ¢alisma

sonucunda bu ilacin ER stresi indiikleyebildigi ortaya koyulmustur (206). Bu bilgilere
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ek olarak embriyonik fibroblastlar ile yapilan bir ¢alismada, genotoksik bir stres
varliginda c-Abl tirozin kinaz enziminin IREla ile etkilesim halinde bulundugu ve bu
etkilesim ile de RIDD mekanizmasinin aktive oldugu ortaya koyulmustur. Ayni
calismada bu durumun engellenmesi amaciyla hiicreler imatinib ilaci ile muamele
edildiginde ise RIDD mekanizmasinin bloke oldugu ve bdylece bu mekanizmanin
hedef mRNA’larinin ekspresyon seviyesinde artisin meydana geldigi gosterilmistir
(36). Tiim bu bilgiler 1s181nda bizim ¢alismamiza ait sonuglar incelendiginde, BxPC-3
hiicre hattinda bortezomibin 1Cso doz konsantrasyonunda tek basina uygulandig
kosulda sXBP1 geninin ekspresyon seviyesinde artis olmazken, ilaglarin kombine
olarak uygulandig1 kosulda imatinibin tek basina uygulandigi kosula kiyasla bu genin
ekspresyon duizeyinde artisin meydana gelmesi dikkat ¢ekti. MIA PaCa-2 hiicre hattina
ait sonuglara bakildiginda; imatinib ve bortezomibin 1Cso/2 doz konsantrasyonunda
kombine olarak uygulandigi kosulda ilaglarin tek basina uygulandigi kosula kiyasla
sXBP1 geninin ekspresyon seviyesinde artisin meydana geldigi tespit edildi. Ilaglarin
ICs0 doz miktarinda kombine olarak uygulandigi kosulda ise imatinibin tek bagina
uygulandigi kosula kiyasla genin ekspresyon diizeyinde degisim meydana gelmemesi
dikkat cekti. Sonug olarak; bortezomibin literattirde de var olan bilgiler ile uyumlu bir
sekilde pankreas kanseri hiicre hatlarinda potent bir ER stres aktivatori oldugu
anlasilirken, imatinib ilacinin pankreas kanseri hiicre hatlarinda potent bir ER stres
aktivatori olabilecegi disiiniildi. Bunlara ek olarak, bortezomib ve imatinib ilag
kombinasyonundan elde edilen bulgular dogrultusunda bu ila¢ kombinasyonunun

potent bir ER stres aktivatori olabilecegi 6ngoriildii.

Bortezomib ve imatinib ilaglarinin RIDD mekanizmasi {izerindeki etkileri
incelendiginde ise, imatinibin uygulandigi kosullarda literatiirde var olan bilginin
aksine RIDD mekanizmasini bloke olmadigi gozlendi. Ayrica ilgi ¢ekici bir sekilde
RIDD hedef genlerinin ekspresyon seviyesinde azalma meydana geldigi tespit edildi.
Bortezomibin uygulandigi kosullarda da RIDD mekanizmasinin hedef mRNA’larinin
ekspresyon diizeyinde azalma meydana geldigi gozlendi ve sonug olarak bu ilacin
RIDD mekanizmasini aktive edici etkiye sahip olabilecegi ongoriildii. Ilaglarin
kombine olarak kullanildig1 kosullarda da RIDD mekanizmasinin hedef mRNA’larinin
ekspresyon seviyesinde ilaglarin tek baslarina uygulandiklar kosullara kiyasla artigin

meydana gelmedigi tespit edildi ve sonug olarak bu ilag kombinasyonunun muamelesi
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sonrasinda ER stresin tetiklendigi ve IRE1’in endoribonikleaz aktivitesinin devreye
girmesi ile RIDD mekanizmasinin hedef genlerinin ekspresyon seviyesinde azalma

meydana geldigine dair yorum yapildi.

Pankreas kanseri hiicre hatlarinin bortezomibe verdikleri yanit ve ER stress ile
iliskili genlerin ekspresyon diizeyleri arasindaki olast iliskinin incelenmesi amaciyla
in silico analizler gergeklestirildi. Bu amagla pankreas kanseri hiicre hatlarinda
bortezomib ilacina kars1 gelisen yanit ile mikrodizi, RNAseq ve proteomik diizeydeki
gen ekspresyon seviyeleri arasindaki iliski incelendi. Tez g¢alismasinda var olan
hipotez kapsaminda beklenilen sonu¢lar AUC parametresi fazla olan yani bortezomib
ilacina kars1 direngli profil sergileyen hiicre hatlarinda ER stres ile iliskili genlerin
ekspresyon diizeyi ile ilaca karst verilen yanit arasinda negatif yonde bir korelasyon
olmasi1 yoniindedir. Cilinkii ER stress ile iliskili genlerin ekspresyon seviyesi bu stres
mekanizmasinin belirteci oldugundan, bortezomibe direncli profil sergileyen pankreas
kanseri hiicre hatlarinda ER stres devreye giremediginden bu genlerin ekspresyon
diizeylerinin de az olmasi beklenmektedir. Yapilan analiz sonucunda bortezomib
ilacina direngli bir profil sergileyen pankreas kanseri hiicre hatlarinda DNAJBI11,
EDEML1 ve EIF2AK3 genlerinin ekspresyon duzeyi ile ilaca karsi verilen yanit
arasinda beklenildigi sekilde istatistiksel olarak anlamli bir sekilde negatif yonde
korelasyon oldugu belirlenirken, ATF3 geninde beklenilenin aksine istatistiksel olarak

anlamli bir sekilde pozitif yonde korelasyonun varligi saptandi.

Proteomik diizeyde yapilan analiz sonuglart incelendiginde de HSPAS ve
CEBPB genlerinde bortezomib ilacina direngli olan pankreatik hiicre hatlarinda ilaca
kars1 verilen yanit ile gen ekspresyon seviyesi arasinda beklenildigi sekilde negatif
yonde iliskinin var oldugu gozlenirken, WFS1 geninde bu parametreler arasinda
beklenilenin aksine pozitif yonde iliskinin var oldugu belirlendi. Bortezomib ilacina
kars1 direncli profil sergileyen hiicre hatlarinda ER stres ile iligkili genlerin ekspresyon
seviyesinin azlig1 bizlere bu stress mekanizmas ile iliskili gen ifadesi ve bortezomib
hassasiyeti arasinda olasi iligkiyi isaret etmektedir. Fakat bu genlerin bortezomib
ilacina kars1 gelisen direncte var olan rollerinin net olarak anlasilabilmesi i¢in daha

fazla galismaya ihtiyag duyulmaktadir.
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Sonug olarak, bu tez caligmasinda pankreatik kanser hiicre hatlar1 olan BxPC-
3 ve MIA PaCa-2 kullanilarak bortezomib ve imatinib ilag¢larinin kombine bir sekilde
uygulanmasi sonucunda olasi sinerjsitik etkiler incelenmistir. Ayrica imatinib ilacinin
kullanilan pankreas kanseri hiicre hatlarinda bortezomib ilacina kars1 verilen yanitta
hassasiyet olusturup olusturmadigi da incelenmistir. Yapilan in silico analizler
sonucunda bu iki ilacin pankreas kanserinde kullanima uygun oldugu anlasildi ve in
vitro kosullarda yapilan c¢alismalar ile de bu iki ilag kombinasyonunun belirli doz
kombinasyon noktalarinda farkli siddetlerde sinerjistik etki ortaya koyduklar
belirlendi. ER stres ile iligkili oldugu bilinen gen ile RIDD mekanizmasinda yer alan
hedef genlerin ekspresyon diizeylerinde meydana gelen degisimler incelendiginde de
ilk defa bortezomib ve imatinib ilaglarinin pankreas kanseri hiicre hatlarinda RIDD
mekanizmasini aktive ettikleri ortaya koyuldu. I silico analizler dogrultusunda da
pankreas kanseri hiicrelerinin bortezomib ilacina kars1 gosterdikleri direngli profilde
role sahip olabilecek genler tespit edildi. Tiim bu bilgiler dogrultusunda bortezomib ve
imatinib ilag kombinasyonlar1 farkli doz noktalarinda da denenerck daha gucli
sinerjistik etkini yakalanabilecegi ve ayrica bu doz miktarlar1 kullanilarak ilaglarin
RIDD mekanizmas: iizerindeki etkileri ortaya koyularak pankreas kanserinde aranilan

yeni tedavi yontemine 151k tutulabilecegi diistiniilmektedir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

1. In silico analiz sonucunda pankreatik timor 6rneklerinde normal
dokulara kiyasla proteozomal sistemde gorev alan genlerin ekspresyon diizeyinin
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde daha fazla oldugu ve pankreatik kanser
hucrelerinin bu sisteme daha hassas olduklar: sonucuna varild.

2. Bortezomib ve imatinib ilaglarmin hedef genlerinin in silico analizler
ile incelenmesi sonucunda bu genlerin ekspresyon seviyelerinin pankreatik timaor
orneklerinde normal dokulara kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir sekilde daha
fazla oldugu belirlendi.

3. In vitro deneyler sonucunda bortezomib ilacina karsi direngli profil
sergileyen pankreas kanseri hiicre hattt bulunamadi. Calismalarda bortezomib
ilacina kars1 orta derecede hassasiyet gosteren BxPC-3 ve MIA PaCa-2 hiicre
hatlar1 kullanildi.

4, BXPC-3 hiicre hattinda bortezomib ilacina ait 24, 48 ve 72 saatlik
inkiibasyon surelerinde hticrelerin yuzde ellisini 6ldiiren dozlar tespit edildi. Bu
dozlarin sirasiyla 7.837 nM, 7.684 nM ve 6.616 nM oldugu belirlendi. Ayni1 hticre
hattinda imatinib ilacina ait ICso dozlarin ise 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon stresi
sonucunda sirastyla 44.153 uM, 24.604 uM ve 21.178 uM oldugu bulundu.

5. MIA PaCa-2 hiicre hattinda imatinib ilacina ait hiicrelerin ytizde ellisini
oldiiren dozlarin 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon surelerinde sirasiyla 44.27 uM,
27.41 uM ve 27.74 uM oldugu tespit edildi. Ayni hiicre hattinda bortezomib ilacina
ait 1Cso dozlarin ise 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda sirasiyla 8.296
nM, 4.716 nM ve 4.696 nM oldugu belirlendi.

6. Bortezomib ve imatinib ilaglarinin 0.25xICs ile 2x1Cso doz araliginda
kombine edilerek uygulandiklar1 kosullarda;

- BXPC-3 hiicre hattinda sinerjistik etkinin meydan gelmedigi gozlendi.

- MIA PaCa-2 hiicre hattinda ilaglarin 1.5xICso doz konsantrasyonunda

kombinasyonu sonucunda sinerjistik etkinin olustugu tespit edildi

(C1=0.93).

7. llaglardan birinin konsantrasyonunun sabit tutulurken digerinin

degistigi deney tasarimi sonucuna gore;
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BXPC-3 hiicre hattinda bortezomib ilacinin 1.92 nM’da sabit tutulup
36.9 uM imatinib ve 49.2 uM imatinib ile kombine edildigi kosullarda
sinerjistik etkinin olustugu go6zlendi (sirasiyla CI=0.92, CI=0.86).
Imatinib ilacinin 6.15 uM’da sabit tutulup 15.37 nM bortezomib ilac1
ile kombine uygulandigi kosulda sinerjistik etki meydana geldigi tespit
edildi (C1=0.98).

MIA PaCa-2 hiicre hattinda bortezomib ilacinin 1.18 nM’da sabit
tutulup 41.11 uM imatinib ve 54.82 uM imatinib ile kombine edildigi
kosullarda sinerjistik etki meydana geldigi g6zlendi (sirasiyla CI=0.78,
Cl1=0.67). Imatinib ilacinin 6.85 uM’da sabit tutulup 9.43 nM
bortezomib ilac1 ile kombine uygulandigi kosulda sinerjistik etki
meydana geldigi belirlendi (C1=0.86).

Imatinib ilacinin BxPC-3 ve MIA PaCa-2 hiicre hattinda bortezomib

ilacina kars1 verilen yanitta hassasiyete yol acip agmadigi incelendiginde her iki

hiicre hattinda bortezomibin tek basina uygulandigi kosul ile ilaglarin kombine

edildigi kosula ait grafikler arasinda anlamli bir fark oldugu belirlendi ve imatinib

ilacinin varliginda hiicre canliliginda azalma meydana geldigi gézlendi. Fakat

BXPC-3 hiicre hattinda egriler arasinda bir uyum olmamasindan 6tiirii imatinib

ilacinin bu hiicre hattinda bortezomibe kars1 bir hassasiyete yol agmadigi anlasildi.

9.

Bortezomib ilacinin imatinib ile kombine edildigi durumda ER stres

siddetindeki olas1 artigin arastirilmasi i¢in sXBP1 geninin ekspresyon seviyesi

incelendiginde;

Mlaglarin ICs0/2 doz miktarinda uygulandiklar1 kosulda BxPC-3 hiicre
hattinda genin ekspresyon seviyesinde farklilik bulunmadi. MIA PaCa-
2 hiicre hattinda ise genin ekspresyon seviyesinde tiim gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlaml artis meydana geldigi tespit edildi.

Ilaglarin ICso doz miktarinda uygulandiklar1 kosulda BxPC-3 hiicre
hattinda imatinib ilacinin tek basma uygulandigi grupta genin
ekspresyon seviyesinde istatistiksel olarak anlamli artig gozlenirken,
bortezomib ilacinin tek basma kullanildigi kosulda ekpsresyon

seviyesinde bir degisim gozlenmedi. Kontrol grubuna kiyasla ilaglarin
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kombine halde uygulandigi kosulda genin ekspresyon diizeyinde
istatistiksel olarak anlamli artig tespit edildi. Ek olarak, ayni hiicre
hattinda ilaglarin kombine edildigi kosulda ilaglarin tek baslarina
uygulandiklart  gruplara kiyasla genin ekspresyon diizeyinde

istatistiksel olarak anlamli artis bulundu.

MIA PaCa-2 hiicre hattinda ilaglarin ICsp doz miktarinda
uygulandiklari kosulda kontrol grubuna kiyasla bortezomibin tek bagina
uygulandigi, imatinibin  tek  basma uygulandigt ve ilag
kombinasyonunun kullanildig1 gruplarda genin ekspresyon seviyesinde
istatistiksel olarak anlamli artig g6zlendi. Ek olarak, ayni hiicre hattinda
ilaglarin kombine edildigi kosulda sadece bortezomib ilacinin tek
basma uygulandigi gruba kiyasla genin ekspresyon diizeyinde

istatistiksel olarak anlamli artis bulundu.

10. Bortezomib ve imatinib ilaglarinin RIDD mekanizmasi tizerindeki olasi

etkisinin arastirtlmasi i¢in bu mekanizmanin hedef genlerinden Scara3 ve

Bloc1s1’in ekspresyon diizeyleri incelendiginde;

BXPC-3 hiicre hattinda ilaglarin 1Cs0/2 doz miktarinda uygulandiklari

kosulda genlerin ekspresyon seviyelerinde degisim gézlenmedi.

MIA PaCa-2 hiicre hattinda ilaglarin ICso/2 doz miktarinda
uygulandiklar1 kosulda Scara3 geninin ekspresyon seviyesinde
imatinibin tek basina uygulandig: kosula kiyasla ilag kombinasyonunun
uygulandig1 kosulda istatistiksel olarak anlamli azalma gozlenirken,
Bloclsl geninin ekspresyon diizeyinde kontrol grubuna kiyasla ilag
kombinasyonunun uygulandigi kosulda istatistiksel olarak anlamli

azalma tespit edildi.

BXPC-3 hiicre hattinda ilaglarin ICsp doz miktarinda uygulandiklar
kosulda Scara3 ve Bloc1s1 genlerinin ekspresyon seviyelerinde kontrol
grubuna kiyasla bortezomibin tek basina uygulandigi, imatinibin tek
basina uygulandig1 ve ilag kombinasyonunun uygulandigi kosullarda

istatistiksel olarak anlamli azalma bulundu.
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- MIA PaCa-2 hiicre hattinda Scara3 geninin ekspresyon diizeyinde
kontrol grubuna kiyasla bortezomibin tek basina uygulandigi,
imatinibin tek bagina uygulandigi ve ilag kombinasyonunun
uygulandigi kosullarda istatistiksel olarak anlamli azalma bulundu.
Ayni1 genin ekspresyon seviyesinde bortezomibin tek basina ve
imatinibin tek basmma uygulandigi gruplara kiyasla ilag
kombinasyonunun uygulandigi kosulda istatistiksel olarak anlamli

artma tespit edildi.

- MIA PaCa-2 hiicre hattinda Bloclsl geninin ekspresyon diizeyinde
kontrol grubuna kiyasla imatinibin tek basina kullanildigr ve ilag
kombinasyonunun uygulandigi kosullarda istatistiksel olarak anlaml

azalma bulundu.

11. Bortezomib ve imatinib ilaclarinin pankreas kanseri hiicre hattlarinda

RIDD mekanizmasini aktive edebildigi ortaya konuldu.

12. Imatinib ilacinin pankreas kanseri hiicre hattlarinda ER strese yol actig

gosterildi.

13. Bortezomib ilacina kars1 direngli profil sergileyen pankreas kanseri
hiicre hatlarinda ilaca kars1 gelisen yanitta rolii olabilecek ER stres ile iliskili
genlerin ekspresyon duzeyleri in silico yontemlerle incelendiginde DERLZ2,
DNAJB11, EDEM1, ATF3, EIF2AK3, HSPA5, CEBPB ve WFS1 genlerinin
ekspresyon seviyelerinin bortezomibe karsi hassasiyetle lineer iligki gosterdigi

belirlendi.

14. Bortezomib ve imatinibin farkli doz konsantrasyonlarinda kombine

edilecegi deneyler tasarlanarak olasi daha guicli sinerjistik etkiler arastirilabilir.

15. Bortezomib ve imatinib ilaglarinin uygulandig1 kosullarda hiicrelerde
ER stresin indiiklendiginin arastirilmasi amaciyla western blot yontemi ile fosforile

IRE1a ve fosforile eIF2a’nin ekspresyon seviyesi protein diizeyinde incelenebilir.

16. Bortezomib ve imatinib ilaglarinin uygulandigi kosullarda hiicrelerde

meydana gelen ER stress aracili hiicre 6liimiiniin aragtirilmasi amaciyla western
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blot yontemi ile proapoptotik protein olan CHOP’un ekspresyon seviyesi protein

diizeyinde incelenebilir.
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8. EKLER

EK-1: CompuSyn Yazilimi Tarafindan Belirtilen Sinerjistik ve Antagonistik Araliklar.
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ETKIi Kombinasyon Indeks degeri (CT)

Cok kuvvetli sinerji <0.1
Kuvvetli sinerji 0.1-0.3
Sinerji 0.3-0.7
Orta sinerji 0.7-0.85
Zayf sinerji 0.85-0.90
Kismen aditif 0.90-1.10
Zayif antagonizm 1.10-1.20
Orta antagonizm 1.20-1.45
Antagonizm 1.45-3.3
Kuvvetli Antagonizm 3.3-10
Cok kuvvetli antagonizm >10
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EK-2: in silico analizlerde kullanilan Endoplazmik retikulum ile iliskili gen listesi.

Gen Sembolleri
(mikrodizi ve RNAseq)

Gen Sembolleri
(proteomik veri)

DNAJB11 PDIAG
DNAJC3 SOD2
EDEM1 SSR1
EDEM2 WIPI1
EIF2A WEFS1
ERN1 XBP1
ERP29 ATF4
ERP44 ATF6
HSPAS CEBPB
PDIA3 DDIT3
PDIA4 EIF2AK2
TRIB3 EIF2AKS
0S9 S100P
RTN3 TRIB1
SEL1L

HSPA5 EIF2A
ATF6 EIF2AK2
EIF2AK3 SSR1
ERN1 S100P
XBP1 WIPI1
EDEM1 DNAJB9
TRAF2 DNAJC10
HYOU1 EDEM?2
DNAJC3 EDEM3
CALR ERO1A
STC2 HERPUD1
ATF4 PDIA3
PPP1R15A PDIAG
DERL1 SEC61A1
DERL2 SERP1
DNAJB11 SYVN1
RTN3 CEBPB
SOD2 ERP29
ERP44 TRIB3

0S9
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