1



BiDGE Yayinlar

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Biliminde Giincel Tartigmalar

Editor: Assist. Prof. Dr. Metin ERTAS
ISBN: 978-625-6707-30-6

1. Baski

Sayfa Diizeni: Gézde YUCEL
Yayinlama Tarihi: XX.XX.2023
BIDGE Yayinlar1

Bu eserin biitiin haklar1 saklidir. Kaynak gosterilerek tanitim i¢in
yapilacak kisa alintilar diginda yayincinin ve editoriin yazili izni
olmaksizin higbir yolla ¢ogaltilamaz.

Sertifika No: 71374

Yayin haklart © BIDGE Yayinlart

www.bidgeyayinlari.com.tr - bidgeyayinlari@gmail.com

Krc Bilisim Ticaret ve Organizasyon Ltd. Sti.

Gizeltepe Mahallesi Abidin Daver Sokak Sefer Apartmani No: 7/9 Cankaya /
Ankara

I GE

.



ICINDEKILER

ICINDEKILER .........ooocviviiiiieeeeeeeeeee e, 3
DNA Nanoteknoloji Biyosensorleri.........ocooviviiiiniiiiiiiiiciiie, 4
Ayse NUr PEKTAS ..o 4
RNAI Terapdétikleri: Viral Hastaliklar ve Kanser ............cccoceeee. 38
Ayse NUr PEKTAS o 38
Glukoz Metabolizmasi ve Kanser ..........c.ccooveiiiiiiiieeniieneene 64
Seyda BERK.......coiiiiii e 64
Pankreas Kanserinin Progresyonunda Tiim6r Mikrogevrenin Rolii
........................................................................................................ 92
Demet KACAROGLU .....cocoovvieiieeeeeee e, 92
Kolorektal Kanser Metastazinda MikroRNA’lar...........ccccceeeee. 120

Seyda BERK.......cooiiiiiiiiii e 120



BOLUM |

DNA Nanoteknoloji Biyosensorleri

Ayse Nur PEKTAS!

GIRIS

Sensorler, makine imalati, tip, inovasyon ve cevre izleme
gibi farkli alanlardaki genis uygulamalar1 nedeniyle oldukca fazla
ilgi gébrmektedir. Biyosensorler, genellikle protein, peptid, DNA ve
RNA gibi biyomolekiiller olan hedef analitleri tespit etmeye yonelik
kiigiik cihazlarin bir tiirtidiir (Chao ve ark., 2016). Biyosensorlerin
tibbi teshis ve tedavide Onemli bir itici giic olmasinin nedeni
ozellikle cesitli hastaliklar i¢in izlenebilir biyobelirteclerin giderek
artan sekilde tanimlanmasidir (Kelley, 2017; Labib ve ark., 2016;
Lin ve ark., 2016; Ye ve ark., 2018). Bununla birlikte, diyabetin
izlenmesine yonelik glikoz 6l¢iim cihazlar disinda, biyosensorlerin
ticari basaris1 ve gergek diinyadaki uygulamalari ¢ok az olmustur.
Pek c¢ok olasi neden arasinda, biyosensorlerin performansinin, in

1 Ogr. Gér. Dr., Sivas Cumhuriyet Universitesi
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vivo dogal muadilleriyle karsilastirildiginda smirli kalmasi yer
almaktadir. Karmasik bir biyolojik ortam altinda tek molekiil
diizeyindeki biyobelirteclerin dakika Ol¢eginde hizli bir sekilde
yakalanmas1 Ongoriilebilir, ancak bu, mevcut biyosensorlerin
yeteneginden c¢ok uzaktir (Kelley ve ark., 2014). Bu iist diizey
gereksinimleri karsilamak i¢in aragtirmacilar, in vitro biyomolekiiler
etkilesimlerin giiclinii artirmak amaciyla molekiiler biyoteknoloji ve
nanoteknoloji  dahil olmak {izere c¢esitli yaklagimlardan
yararlanmiglardir (Fan ve ark., 2003; Lu ve ark., 2013; Sage ve ark.,
2014; Soleymani ve ark., 2009).

Biyosensorlerin bir alt alan1 olarak DNA bazl1 biyosensorler,
hedefleri algilamak i¢cin DNA seritlerini prob olarak kullanir ve
hedef tanima siirecleri her zaman iki sekilde gerceklesir. Birincisi In
vitro DNA hasari tespitine yonelik problar da dahil olmak iizere ¢ok
cesitli sensorlerin tasarlandigi, DNA veya RNA hedefleri ile
problarin hibridizasyonu, ikincisi ise problarin hedeflerle veya
hedeflerin  belirli  ozelliklerine  iliskin  alt  birimlerle
iliskilendirilmesidir (Teles & Fonseca, 2008; Zhao ve ark., 2014).
Ornegin aptamerlerin proteinler veya kiiciik molekiiller ile
iliskilendirilmesine ve molekiillerin DNA ¢ift sarmalina
eklenmesine dayali olarak cesitli sensorler gelistirilmistir. Enzim
veya antikor bazli yaygin biyosensorlerden farkli olarak duyarliligi
yliksek DNA bazli biyosensorler, diisiik maliyet ve yiiksek montaj
verimliligi ile hazirlanabilmektedir (Chao ve ark., 2016).

Yeni nanomateryallerin kullanimi, hedef analizleri igin
akilli, basit ve ucuz tespit hedefine yonelik DNA biyosensdrlerinin
gelistirilmesini tesvik etmistir. Su anda mevcut olan bu DNA
biyosensorleri biiyiik umut vaat ediyor olsa da, iyilestirilmesi
gereken temel birkag problem vardir (Chao ve ark., 2016);

(1) Hassasiyeti artirmak icin DNA problarinin tanima
katmanlar1 {izerine montaj iiretiminin gelistirilmesi,

(2) En distik seviyelerde bile tespit edebilme icin yeni
biiylitme yontemlerinin kullanilmasi,
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(3) Algilama stilini yerine getirmek icin yeni ¢ikis
sinyallerini olusturabilmek.

DNA nanoteknolojisi bu yonlerde yeni firsatlar saglayabilir.
Cift sarmal yapi, Watson-Crick baz eslesme etkilesimleri ve
programlanabilir diziler dahil olmak {iizere niikleik asitlerin
benzersiz 6zelliklerinden yararlanilarak, nano Glgekte hassasiyetle
iyl tanimlanmig boyut, sekil ve geometriye sahip binlerce DNA
nanoyapisi olusturulmustur (Chao ve ark., 2016).

DNA Nanoteknolojisinin Tlkeleri ve Tarihsel Gelisimi

DNA, iyi bilinen ¢ift sarmal yapiya sahip birincil genetik
materyaldir. 1980'lerin basinda, DNA'nin, tasarlanmis dizilere sahip
tek kaptaki oligoniikleotid karisiminda kendiliginden birleserek iyi
tanimlanmis nanoyapilar olusturmak i¢in bir yapt malzemesi olarak
kullanilabilecegi ilk kez onerildi (Jones ve ark., 2015; Ye ve ark.,
2018).

DNA nanoyapilari, niikleik asitleri asagidan yukariya kendi
kendine birlesme i¢in yapi taslar olarak kullanarak, canli hiicrelerde
genetik bilgi tasiyicilart  olarak goren geleneksel anlayisi
degistirmistir. Egsiz  baz eslesmesi, cap hassasiyeti ve
programlanabilir dizilere sahip ¢ift sarmal, iyi tanimlanmis boyut,
sekil ve geometriye sahip ¢esitli DNA statik nanoyapilar1 ve hassas
sekilde kontrol edilen hareket ve islevlere sahip dinamik cihazlar
dahil olmak tiizere benzersiz DNA o0zelliklerine dayanarak, DNA
nanoteknolojisinin tarihgesi ve giincel durumu su sekilde
verilmektedir:

1983'teki  hareketsiz  dort kollu  baglantinin  dncii
calismasindan bu yana, genetik rekombinasyonu temsil eden
hareketli bir baglant1 noktas1 olan prototip Holliday Baglantis1 (Sekil
la) DNA nanoteknoloji calismalarinda ¢igir acan bir gelisme
olmustur (Kallenbach ve ark., 1983). Daha sonra bu baglanti iig
kollu, bes kollu, altt kollu, sekiz kollu ve hatta on iki kollu
baglantilarla genisletilmistir (Ma ve ark., 1986; Wang & Seeman,
2007; Wang ve ark., 1991). Bu kol baglant1 noktalarina dayanarak
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DNA karolart1 program tarafindan tasarlanmis ve tavlama
(annealing) yoluyla iretilmisti. Bu DNA nanoyapilarinin
topolojisini mikroskop altinda goézlemlemenin zorluguyla ilgili
olarak, DNA vyapilann biiyiik tek boyutlu (1D) nanotiiplerin ve
seritlerin, iki boyutlu (2D) arraylerin ve hatta ti¢ boyutlu (3D) kristal
yapi (Sekil 1b) iiretminde kullanilmistir (Ding ve ark., 2004; Kuzuya
ve ark., 2007; Wang ve ark., 2010; Winfree ve ark., 1998; Zheng ve
ark., 2009; Zheng ve ark., 2006).

DNA origami teknolojisi, iyi tanimlanmis sekillere sahip 2D
ve hatta 3D DNA nanoyapilar1 olusturmak igin yiizlerce zimba teli
iceren, tek sarmalli ve 7249 niikleotid uzunlugunda viriis
DNA'sindan (M13mp18) yararlanarak geleneksel DNA doseme
tasarim konseptini degistirmistir. Zarif 6rnekler kare, ticgen, yunus,
Cin haritas1 ve kutu seklindeki DNA origamisi seklinde (Sekil 1c¢)
goriilebilir (Andersen ve ark., 2008; Andersen ve ark., 2009; Qian
ve ark., 2006; Rothemund, 2006). Daha sonra, 'alt1 sarmalli bal
petegi kafesi', 'esmerkezli halka' ve 'dort kollu' baglanti kosesi
stratejileri kullanilarak monolit ve rayl kopriiler, kiiresel kabuklar
ve nano siseler ile 1zgara benzeri toplar ve tiipler gibi daha karmasik
3 boyutlu yapilar (Sekil 1d) olusturulmustur (Dietz ve ark., 20009;
Douglas ve ark., 2009; Han ve ark., 2011; Han ve ark., 2013; Liedl
ve ark., 2010). Son zamanlarda, karmasik 2D ve 3D nanoyapilar
iireten bir 2D/3D DNA kanvasi iiretmek i¢in, birlestirilmis yapiskan
uclari olan tek iplikli fayanslar ve tuglalar kullanilmaya baglanmistir
(Sekil 1e); bu strateji, karo ve origami montajinin avantajlarini
birlestirmeyi saglamistir. Ayrica daha biiyiikk veya daha kiiclik
boyutlardaki DNA nanoyapilarinin ilag tasiyiciligi ve plazmonikteki
uygulamalari aragtirilmigtir.

Dinamik DNA cihazlari, insanin diinyay1r nano Olgekte
kontrol etme yetenegini sundugu i¢in arastirma alaninda hayati rol
oynar. Dinamik DNA cihazlarini, oncelikle algilama igin hedef
analitler olan ve asagida gosterildigi gibi ii¢ tiire ayrilabilen
"tetikleyiciler" ile gruplandirmak gerekir;



1) DNA veya RNA iplikgikleri:

DNA veya RNA iplik¢iklerinde 6zel olarak tasarlanmis
dizilere sahip ¢ikintilar, cihazlarin dontisiimiinii gergeklestirmek i¢in
dal gociinii baglatabildikleri i¢in "tetikleyiciler" olarak yaygin
sekilde kullanilmaktadir. Zarif 6rnekler DNA cimbizlari, PX-JX2
tabanli cihazlar ve DNA vyiiriitegleridir (Sekil 1f).

2) Enzimler veya deoksiribozimler (DNAzimler):

Enzimler tarafindan tetiklenen ilk yiiriime cihazi, iki DNA
zincirini bir araya getirmek icin DNA ligazin1 ve baglantilarini
kesmek igcin DNA kisitlama enzimlerini kullanan bir DNA
yuriiteciydi (Sekil 1g). Benzer kavramlar daha sonra DNA
centikleme enzimi tarafindan da gosterilmistir. Fofodiester
boliinmesi veya ligasyonu gibi belirli biyokimyasal reaksiyonlari
katalize eden DNAzimler veya ribozimler, ayn1 zamanda DNA
motorlarini ¢ift sarmalli yollar iizerinde yiirlimeye ydnlendirebilir
(Sekil 1h). Bu konsept ayni zamanda “molekiiler oriimceklerin”
origami platformu {izerine kurulmus 100 nm araligindaki raylarda
yiirlimesini tetiklemek i¢in de kullanilmigtir.

3) iyonlar:

Hekzamminkobalt (111) (Co(NH3)63+) gibi belirli katyonlar,
DNA'nin ¢ift sarmalinin B'den (sag elli) Z yapisina (sol elli) gegisini
saglayabilir (Sekil 1i). Bu konsept ilk doner nanomekanik "B-Z
cihazi"nin yapiminda uygulanmustir.

Ayrica, magnezyum iyonlari, DNA siipersarimi etkisi ve
Holliday kavsaginin nano 6lgekli bir "metronom" olarak kompakt
durumdan ters duruma gegisine yonelik bir konformasyon degisimi
yoluyla nano 6lgekli bir hareketin basit bir bi¢gimini indiikleyebilir.
Daha yakin zamanlarda, magnezyum iyon konsantrasyonundaki
degisiklik, bir aktiiator, degistirilebilir bir disli, katlanamayan bir
nanokitap ve bir nanorobot dahil olmak iizere, sekil tamamlayicilig
temelinde ¢6ziim i¢inde Ozel olarak baz eslesmesi olmadan kendi
kendine bir araya getirilen (Sekil 1j) 3 boyutlu DNA
nanocihazlariin doniisiimiinii ince bir sekilde indiikler (Gerling ve
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ark., 2015). Iyonlarin timin-Hg2+-timin kompleksi ve i-motif yapisi
gibi belirli bazlara veya dizilere benzersiz bir afinitesi oldugundan,
Hg2+/sistein ile H+/OH— dort bagl dayanaktan olusan dairesel bir
DNA sablonu lizerinde bir "iki ayakh yiiriite¢" ve bir "iki ayakl
adim"1 tetiklemek i¢in (Sekil 1k) kullanilmistir.

Yukarida bahsedilen dinamik DNA cihazlarinin neredeyse
tamami, algilama i¢in kolayca hazirlanmis olan florofor/sondiiriicti
birimleri ile bilesenlerin uygun sekilde etiketlenmesi yoluyla optik
olarak izlenmektedir (Chao ve ark., 2016).
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Sekil 1 DNA nanoteknolojisinin gelisimi ve DNA cihazlar: (Chao
ve ark., 2016).



DNA Nanoteknolojisi Tabanh Biyosensorler

Biyosensorler, karmasik biyoanalitik 6l¢iimleri dogrudan ve
anlagilir sinyallerle ¢ikarmak i¢in biyolojik bir algilama elemanini
kemofizik doniistiiriiciilerle birlestiren analitik cihazlardir (Turner,
2013). Biyolojik algilama elemani, 6rnegin kiigiilk molekiiller,
proteinler, enzimler, antikorlar, niikleik asitler, hiicre reseptorleri,
dokular, organeller vb., tespit edilen analitle etkilesime giren, ona
baglanan veya onu taniyan biyolojik olarak tiiretilmis bir madde
veya biyomimetik bilesendir (Turner ve ark., 1987). Doniistiiriiciiler,
hedefin miktarlarini analiz etmek i¢in biyolojik tanima aktivitelerini
optik, elektriksel veya kiitleye duyarli sinyale doniistiirebilen ¢ikis
bilesenlerini kullanir (Chao ve ark., 2016). Hedef tespitinin artirilmis
hassasiyeti ve Ozgiilligli, biyosensor gelistirmenin hedefi ve
zorlugudur. DNA nanoteknolojisi, biyoalgilama arayiizlerinin
topolojik yapisini diizenlemek icin yliksek diizeyde programlanabilir
ve biyouyumlu bir platform saglar; bu, yiiksek diizeyde
biyomolekiiler organizasyonla daha iyi tespit performansi saglar
(Huang ve ark., 2018; Ye ve ark., 2018). DNA nanoteknolojisine
dayali biyosensorlerin prensipleri, DNA nanoyapilarinin hedef
analitlere baglanmasina dayanmaktadir; bu, degisikliklerin sinyal
okumalart olarak kullanildigt DNA nano mimarisinde yapisal bir
degisiklige neden olur. Tespit edilebilir uyaranlar arasinda
molekiiller, niikleik asitler, peptidler, proteinler, kanser hiicreleri ve
viriisler bulunur (Zhang ve ark., 2019).

Kiiciik Molekiilleri Algilama

Kiigiik molekiiller bir¢ok biyolojik aktivitede 6nemli rol
oynar (Cho & Juliano, 1996). Bunlar kanserojenler ve toksinler gibi
diisman molekiilleri veya besinler veya ilaglar gibi faydal
molekiilleri i¢erir ve bunlari tespit edip dl¢ecek cihazlar yiiksek talep
gormektedir. Su anda, kiitle spektrometrisi kii¢iik molekiillerin
tespiti i¢in yaygin olarak kullanilan standarttir (Sudsakorn ve ark.,
2011). Ancak gerekli operasyonlarin yani sira pahali ve 6zel aletler
de gerektirir. Kiiclik molekiillerin boyutu géz oniine alindiginda,
birden fazla tanima elemaninin (antikor) hedefe baglanmasini
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gerektiren tipik sandvi¢ analizleri miimkiin degildir (Han ve ark.,
2010). Ornegin, fosfat omurgalarinin negatif yiikii nedeniyle, bazi
pozitif yiiklii molekiiller, G-dortlii kompleksler (Simonsson, 2001),
iyon koprili kompleksler (Tanaka ve ark., 2015) vb. gibi spesifik
etkilesimler i¢in artan sansa sahip olabilir. Ek olarak, islevleri
geleneksel niikleik asitlerin 6zelliklerini asan bazi niikleik asitler,
ribozimler, riboswitchler, aptamerler ve deoksiribozimler
(DNAzimler) gibi hedef molekiillerle etkilesime girecek bir ligand
gorevi gorebilir (Li & Lu, 2009).

DNA nanoyapilarinin, iyonlar (6rn. H+, K+ ve Hg2+),
organik molekiiller de dahil olmak {iizere yiiksek afiniteyle hedef
kiigilk molekiillere spesifik olarak baglanabilen tek sarmalli
oligontikleotidler olan aptamerlerle birlestirilmesiyle yapilan kiiclik
molekiillerin tespiti i¢in bir¢ok biyosensor (0rnegin, adenozin
trifosfat (ATP), amino asitler, kokain, toksinler, antibiyotikler ve
vitaminler, organik boyalar, toksinler ve metabolitler) vardir
(Rothlisberger & Hollenstein, 2018; Shangguan ve ark., 2006).

Iyonlarin, 6zellikle de agir metal iyonlarmin tespiti cevresel
izleme, biyoterorizmle miicadele ve gida analizi i¢in gereklidir
(Falco ve ark., 2006). Qu ve arkadaslar1 (Qu ve ark., 2017), birden
fazla agir metal iyonunu (yani Hg2+, Ag+ ve Pb2+) 5 dakika i¢inde
tespit edebilen DNA nanoyapili bir mikro dizi gelistirdi; tespit limiti
Hg2+, Ag+ ve Pb2+ igin sirasiyla 10, 10 ve 20 nm'ye distiigiini
gostermistir. Arttirilmig hassasiyet, algilama platformu yiizeyinde
DNA nanoyapilarinin olduk¢a diizenli dikey yonelimine katkida
bulunur. Daha sonra kabarcik aracili mekik reaksiyonuyla hizli bir
analiz olusturularak tespit siiresini azaltarak hedef yakalama
verimliligini artirmistir. pH (H+) algilamasi canli hiicreler veya
organizmalar i¢in Onemlidir. [-motifleri, nétr veya yiliksek pH'ta
normal dubleks olarak kalan, diisik pH'ta C—C+ baglanmasi
nedeniyle triplekse doniisen pH'daki degisikliklere yanit olarak yapi
doniigiimiinii tetiklemek i¢in entegre edilebilir (Shen ve ark., 2021).
Krishnan'in Laboratuvari, in vitro ve in vivo floresanlarla pH
degisikliklerini goriintiilemek i¢in bir dizi anahtarsiz DNA
gelistirmistir (Modi ve ark., 2014; Modi ve ark., 2009; Surana ve
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ark., 2011). Ricci'nin Laboratuvari da pH'm neden oldugu cesitli
DNA nanoanahtar problarin1 da gostermistir (Porchetta ve ark.,
2015).

Kokainin tespiti, regeteli ilaglara itaati izlemek veya asiri
dozda ilag veya zehirlenmeyi tespit etmek ve tahmin etmek i¢in ¢ok
onemlidir. Kolorimetri, floresans, elektrokimya, kemiliiminesans,
ylizeyle giiclendirilmis Raman sac¢ilimi (SERS), yiizey plazmon
rezonanst (SPR) ve kuvars kristali mikro denge Olgiimleri dahil
olmak tiizere gesitli tespit yontemleri kullanilarak testler siirekli
olarak gelistirilmektedir (Mokhtarzadeh ve ark., 2015; Warner,
1993).

Wen ve ark. (Wen ve ark., 2011) kokaini son derece hassas
ve spesifik olarak tespit etmek i¢cin DNA tetrahedrona dayali bir
elektrokimyasal aptamer sensorii (Sekil 2A) olusturmustur. Kokain
onleyici aptamer iki alt birime ayrilir. Bir alt birim, elektrot yiizeyleri
iizerindeki sert DNA tetrahedronunu degistirerek yakalama ipligi
gorevi goriir. Diger alt birim, muhabir olarak c¢alisacak sekilde
biyotinlerle degistirilir. Kokain varliginda aptamerin iki yarist bir
sandvi¢ yap1 olusturmak fiizere birlesirken biyotin-avidin-HRP
etkilesimleriyle ¢ikis sinyalleri iiretir. DNA tetrahedronlart sinyal-
arka plan oranin1 dogrudan dort kat artirmistir.

Birgok kiigiik molekiil, ATP 6l¢iimii gibi metabolizmanin
yani sira hiicresel ve hiicre dis1 yollarda da 6nemli bir rol oynar. Bu
metabolitler biyolojiyi, metabolizmay1 ve hastaliklar1 anlamak i¢in
faydalidir (Sigel, 1992). Cesitli ATP biyosensorleri tretilmistir (Li
& Liu, 2020). Walter ve ark. aym anda floresan sinyalleri ve
topolojik goriintiiler elde ederek ATP'yi algilamak i¢in bir DNA
origami platformu (Sekil 2B) gostermistir (Walter ve ark., 2017).
Boliinmiis bir ATP aptameri, enerji transfer ¢ifti olarak ¢alisan farkli
floroforlart tagir. DNA origami aptameri iki ATP molekiiliini
bagladiginda, origami AFM tarafindan goriintiilendiginde yapisal
doniisiim gosterir ve floresans rengi yesilden (acgik) kirmiziya
(kapal1) degisir. Bu nedenle hedef baglama aktivitesi, topolojik
goriintiilerin yani1 sira floresans okumalari ile de saglanabilir. Kiigiik
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molekiil baglanma bolgelerinin DNA origamiye entegre edilmesi,
aptamerlerin 6zgiilliiglinii tek molekiil seviyesinde ileri analizle
birlestiren molekiiler etkilesimleri incelemek i¢in 6zel DNA
cihazlari olusturur (Douglas ve ark., 2012).

Biyolojik ~ numunelerdeki  biyokimyasal  analitlerin
belirlenmesinin, biyomedikal teshis alaninda fizyolojik durumu ve
hastalik siire¢lerini izleyebilecegi iyi bilinmektedir (Fraser & Harris,
1989). Ornegin biyolojik sivilardaki glikoz seviyeleri fiziksel
kosullarla iligkilidir, ¢linkii anormal 6lgiilen seviyeler hipoglisemi
veya diyabet gibi bazi hastaliklarin gostergesi olabilir (Klonoff,
1997). DNA nanoteknolojisinde DNA hidrojeli, 3 boyutlu bir DNA
nanoyapisidir ve birgok alanda yaygin olarak kullanilmaktadir. Ma
ve ark. glikozu tespit etmek i¢cin DNA hidrojel bazli hizli ve
taginabilir bir biyosensor (Sekil 2C) onerilmistir (Ma ve ark., 2018).
Hidrojel, hedef aptamerden olusur ve altin nanoparcaciklarini
(AuNP'ler) kapsiilleyen dogrusal bir poliakrilamid zincirine konjuge
edilir. Glikoz komplekslerinin eklenmesiyle hidrojel ¢okerek
cozeltide kirmizi renk gosteren AuNP'lerin salinmasina neden olur.
Onerilen glikoz dl¢iimleri, UV-vis spektrofotometrisi ile tamponda
tespit sinirmmin (LOD) 0,44 mm oldugu ciplak gozle de
gorsellestirilebilir (Shen ve ark., 2021).

Kiiciik molekiillii toksinlerin tespiti, diizenli analizler, gida
gilivenliginde Kkirleticilerin izlenmesi veya su ve hava kirliliginin
tespiti i¢in gereklidir (Wang & Wang, 2008). Mikotoksinlerin en
onemlilerinden biri, biiyiikk miktarda toksin {ireten ve tarim
iriinlerinde en yaygin kirletici olan Okratoksin A'dir (OTA)
(Amézqueta ve ark., 2012). Wei ve arkadaslari, OTA'y1 tespit etmek
icin DNA yiiriiylis makinelerine dayal1 bir elektrokemiliiminesans
(ECL) biyosensorii (Sekil 2D) gelistirmistir (Wei ve ark., 2019).

DNA yiirtime makinesi, bir DNA yiiriite¢ zinciri ve yiiriitecin
yonsel otonom hareketi yoluyla sinyalleri giiclendirir. En biiyiik
avantaj, hedefler ve yiirliyenler arasindaki etkilesimi tam olarak
kontrol edebilen yeterli kontrol edilebilirlik ve miikemmel
ongoriilebilirliktir (Beissenhirtz & Willner, 2006). Biyosensoriin
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tamami1 CdS QD'ler, aptamerler ve DNA yiiriiteclerden olusur.
Sunulan OTA aptamerlere baglanarak bunlarin ayrilmasina neden
olur, Cy5-DNA ile serbest yiiriite¢ hibridizasyonuna yol acar ve
Cy5-DNA'y1 Nb.BbvClI tarafindan keserek Cy5-DNA'nin elektrot
ylizeyinden ayrilmasina izin verir.
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Sekil 2. DNA nanoteknolojisine dayali molekiil biyosensorleri
(Shen ve ark., 2021).

Niikleik Asitlerin Biyoalgilanmasi

Biyolojide, niikleik asitlerin mutasyonu normal fiziksel
aktivitenin bozulmasina neden olabilir ve hastaliklara, kansere veya
viral enfeksiyonlara yol agabilir (Moreira ve ark., 2008). DNA veya
RNA'nin tespiti ve tanimlanmasi i¢in polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) altin standart olmustur (Bej ve ark., 1991). MikroRNA
(miRNA), bitkilerde, hayvanlarda ve insanlarda RNA susturma ve
gen ifadesinin transkripsiyon sonrasi diizenlenmesinde rol oynayan
kiigciik RNA'lardir (18-24 niikleotid). miRNA'nin ekspresyon
profilleri tanisal ve prognostik biyobelirtegler olarak kabul edilir ve
kanser tedavisi igin terapotik stratejiler olarak hizmet eder (Lu ve
ark., 2005). Su anda, miRNA'nin tespiti temel olarak gergek zamanl
kantitatif polimeraz zincir reaksiyonuna (ger¢cek zamanli-qPCR),
mikrodizi analizine ve Northern blotlamaya dayanmaktadir (Tian ve
ark., 2015). Bununla birlikte, miRNA'nin kisa uzunluklara, yiiksek
dizi benzerliklerine ve diisiik bolluga sahip olmasi zorluklardir.
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Hiicrelerden de ¢ikarilmalar1 zordur (Chen ve ark., 2018; Koshiol ve
ark., 2010). Bu sebeple miRNA analizi i¢in basit ve hassas bir tespit
platformu biiyiik ilgi gormiistiir.

Nie ve arkadaglari, AuNP'lerin katalitik genislemesiyle
birlikte DNA tetrahedron problarin1 (DTP'ler) altin filme entegre
ederek miRNA tespiti i¢in diislik kirlilik yaratan ve hassas bir SPR
sensorii (Sekil 3A) olusturmustur (Nie ve ark., 2018) . Hedef
MIiRNA let-7a ¢ozelti i¢inde goriindiginde, hedef let-7a'nin,
DNA'ya bagli AuNP'lerin ve DTP'ler-Au filminin DNA
hibridizasyonu yoluyla bir sandvi¢ yapt olusur. Sonug¢ olarak,
AuNP'lerin boyutlar1 genisledikge SPR sinyali elektronik baglanti
yoluyla artar. Bu biyosensoriin hassas tespit limiti 0,8 fm'dir ve let-
7a'y1 homolog ailesinden ayirarak iistiin 6zgiilliik gostermistir. DNA
tetrahedronun altin yiizeylerle entegrasyonu, karmasik bir matristeki
spesifik olmayan adsorpsiyonu onemli 6l¢lide zayiflatt1 ve bu da
onun %100 insan serumu ve kanser hiicresi lizatlarinda miRNA'y1
tespit etmesini saglamistir. Ayrica, programlanabilir ve otonom bir
molekiiler hesaplama makinesi tasarlamak, miRNA'nin tespitini
molekiiler seviyeye yiikseltebilir. Ornegin Wang ve ark. miRNA
teshisi icin DNA origami tabanli mantik kapilar1 (YES ve AND
kapis1) kurmustur (Wang ve ark., 2014).

Arastirmacilar, yliksek hassasiyeti gelistirmenin yani sira,
miRNA i¢in kolay, hizl1 tespit yontemini de arastiriyorlar. Zhang ve
arkadaslari, alansiz 3D DNA nanoyapilarina (Sekil 3B) dayali, ultra
duyarli ve hizli, enzim i¢cermeyen bir ECL miRNA biyosensorii
kurmustur (Zhang ve ark., 2018). miRNA bir¢ok biyolojik aktivitede
onemli rol oynadigindan canli hiicrelerde yiiksek dogrulukta hassas
bir miRNA biyosensoriiniin gelistirilmesi O6nemlidir. Liu ve
arjadaglari, mRNA tespiti icin FRET tabanli bir firkete-DNA
basamakli amplifikator (HDCA) (Sekil 3C) gelistirmistir (Liu ve
ark., 2019).

Kiiciik miktardaki DNA hedeflerinin tespiti ve miktarinin
belirlenmesi hala esas olarak PCR'ye dayanmaktadir. Molekiiler
isaretler, mikroakiskan DNA mikrodizisi, nanomateryal bazl
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yontem vb. gibi bircok PCR igcermeyen DNA tespit yontemi
gelistirilmistir. Arun ve arkadaslari, standart jel elektroforezi
kullanarak DNA parcalarin1 tespit etmek igin basit bir DNA
nanoanahtari olusturmustur (Chandrasekaran ve ark., 2016). Hedef
DNA nanoanahtarla hibritlendiginde iskele, elektroforetik
hareketlilik degisimi analizleriyle ayirt edilebilecek bir dongi
olusturur. Hibrit dDNA nanoyapilarma dayanan Jeong ve
arkadaglari, altin nanoteller (AuNW'ler) ve primer DNA'lar (Sekil
3D) arasindaki hedefle tetiklenen jelasyona dayali olarak tek
sarmalli patojen DNA'sini tespit etmek icin etiketsiz bir biyosensor
onermistir (Jeong ve ark., 2015).
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Sekil 3. DNA nanoteknolojisine dayali niikleik asit biyosensorleri
(Shen ve ark., 2021)
Protein Biyoalgilama

Proteinler organizmalarin hayati bilesenleridir ve hiicrelerin
icindeki hemen hemen her siirece katilirlar. Enzimler olarak islev
gorebilir, hiicreyi hiicre iskeleti olarak destekleyebilir, hiicre
sinyalini kolaylastirabilir, bagisiklik tepkilerini tetikleyebilir, hiicre
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yapismasini saglayabilir ve hiicre dongiisiinii yonlendirebilirler.
Belirli olarak eksprese edilen proteinler, organizmalar veya
hiicrelerdeki aktiviteler icin biyobelirte¢ler olarak islev goriir;
biyobelirteglerin anormal ekspresyonu siklikla hastaliklarin
varligiyla ilgilidir. Proteinler bir¢cok hiicresel aktivite i¢in ¢aligma
birimi ve aynmi zamanda gostergeler icin Oonemli biyobelirtecler
olarak hizmet ettiginden, proteinlerin kesin ve dogru bir sekilde
belirlenmesi sadece temel arastirmalar igin degil aynm1 zamanda
klinik teshis i¢in de gereklidir. Simdiye kadar proteinler ¢ogunlukla
enzim baglantili immiinosorbent analizi (ELISA), immiinobead
analizi, western blotlama, mikrodiziler ve SPR, SERS, kolorimetrik,
elektrokimyasal ve floresans biyosensorleri gibi  analitik
formatlardaki antikorlar tarafindan tespit ediliyordu (Shen ve ark.,
2021). Dinamik DNA nanoteknolojisi kullanilarak, glikoz-6-fosfat
dehidrojenaz (G6pDH)/NAD+ enzim/kofaktdr ¢iftinin  enzim
aktivitesini tetiklemek ve karakterize etmek i¢in DNA cimbiz
benzeri bir nano cihaz olusturulmustur (Liu ve ark., 2013). Sert ve
uyarlanabilir DNA tetrahedron, biyoalgilama platformu olarak
yaygin  sekilde  kullanmilmaktadir. Zhou ve  arkadaslan,
metiltransferaz1 floresansla tespit etmek icin bir DNA tetrahedral
probu (Sekil 4A) kurmustur (Zhou ve ark., 2017). DNA tetrahedron,
floresan boyalar ve sondiiriiciilerle etiketlenmis seritlerden olusur.
Substrat hedef metiltransferaza maruz birakildiginda, metillenmis
alanlar DNA tetrahedronunu ¢okertecek sekilde kesilebilir, bu da
floresansin geri kazanilmasina neden olur. DNA tetrahedronun
yardimiyla bu biyosensor, Dam metiltransferazi 0,045 U mL—1
tespit limitiyle tespit edebilir ve ger¢ek bir numunede de iyi bir
performansa sahiptir. Dahasi, DNA nanoteknolojisi araciligryla
enzimleri tek molekiil seviyesinde inceleyebilir ve analiz edebiliriz,
Tintoré ve arkadaslari, insan O6-alkilguanin-DNA alkiltransferazin
enzimatik DNA onarim aktivitesini karakterize etmek i¢cin DNA
origami yoluyla bir protein tanima biyosensorii olusturmustur
(Tintor¢ ve ark., 2013).

Protein biyobelirte¢lerinin tespiti ¢esitli hastaliklarin teshisi
icin ¢cok 6nemlidir. Biyobelirteg tespiti i¢in birgok biyosensor, DNA
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nanoteknolojilerine dayali olarak gelistirilmistir (Shen ve ark.,
2021). Ornegin, prostat spesifik antijen (PSA), prostat kanserinin
teshisi ve izlenmesinde en dikkate deger serum biyobelirtecidir. Yan
ve arkadaslari, yuvarlanan daire amplifikasyonu (RCA) bazli DNA
kemerlerine ve manyetik boncuk bazli ELISA'ya (Sekil 4B) dayali
olarak PSA'y1 tespit etmek i¢in hassas ve secici bir biyosensor
gelistirmistir (Yan ve ark., 2014).

Biyobelirteglerin tespitinin hassasiyetini arttirmak igin RCA,
sa¢ tokasi1 diizenegini katalize etme, hibridizasyon zincir reaksiyonu
(HCR) ve ayak parmagiyla tetiklenen iplik¢ik yer degistirme
reaksiyonu gibi bir¢cok sinyal amplifikasyon stratejisi gelistirilmistir
(Abolhasan ve ark., 2019). Qin ve arkadaslari, sitokin interferon-
gamay1 (IFN-y) yiiksek hassasiyetle tespit etmek i¢in hedefe duyarh
net benzeri HCR (nHCR) tarafindan bir araya getirilen bir DNA
nanoyapisi (Sekil 4C) 6nermistir (Qin ve ark., 2019). Hedef IFN-y
mevcut oldugunda, aptamer tanima sa¢ tokasi problari
konformasyonel degisikliklere sahip olabilir ve nHCR baslatici
seritlerini serbest birakarak nHCR siirecini ag benzeri DNA
nanoyapilar1 olusturmak iizere tetikleyebilir. DNA nanoyapilarinin
yapisi, enzim i¢cermeyen yaklasimlar araciligiyla 1,2 pm tespit
limitiyle IFN-y'yi tespit etmek igin olaganiisti derecede
giiclendirilmis FRET sinyalleri tespit etmistir (Shen ve ark., 2021).
Ayrica Raveendran ve arkadaglari, Kantitatif tek molekiillii
biyoalgilama i¢in nanopore okumasiyla birlestirilmis DNA
origamisini kullanan bir biyosensor platformu (Sekil 4D)
gelistirmistir (Raveendran ve ark., 2020).
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Sekil 4. DNA nanoteknolojisine dayali protein biyosensorleri (Shen
ve ark., 2021).

Tiimor Hiicresi Tespiti

Dolasimdaki tiimor hiicreleri (CTC'ler), primer veya
metastatik tiimorden ¢ikip kan dolasimina giren kanser hiicreleridir
ve tlimoriin ilerlemesi, prognozu, metastazi ve niikksetmesinin 6nemli
biyobelirtegleridir ~ (Plaks ve ark., 2013). Ancak diisiik
konsantrasyonlarindan dolayr CTC'lerin tespiti oldukc¢a zordur
(Shen ve ark., 2017). CTC'lerin tespiti i¢in kolay ve hassas
biyosensorlere olan talep acildir. Diisiikk konsantrasyonlu tiimor
hiicrelerini tespit etmek i¢in HCR gibi enzimsiz DNA amplifikasyon
reaksiyonlart uygulanmistir. Zhou ve arkadaslari, DNA tetrahedral
ylzeylerinde yakalanan ¢ok dalli bir HCR (mHCR) {iriiniinii
kullanarak yiiksek hassasiyet ve Ozgiilliige sahip meme kanseri
hiicrelerinin  (MCF-7) tespiti i¢in bir biyosensor (Sekil 5A)
gelistirmiglerdir (Zhou ve ark., 2014). Zhao ve arkadaslari, DNA
dendrimer-streptavidin (SA) nanokompleks sinyal yiikselticisini
(Sekil 5B) kullanarak insan rahim agzi kanseri hiicreleri (HeLa) i¢in
bir biyoalgilama platformu olusturmustur (Zhao ve ark., 2017).
Hedef hiicre algilamasi i¢in, kuvars cam slayt, HeLa hiicrelerini
yakalamak i¢in ayni hedefleme aptamerleriyle degistirilir; yakalanan
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hiicrelere daha fazla baglanmak i¢in aptamer islevsellestirilmis
nanokompleks eklenir; bu, 4.4x 103 hiicre mL ""lik bir algilama
limitiyle ¢ikis sinyali olarak artan bir floresans iiretir. Dendrimer
DNA nanoyapilar1 géz oniine alindiginda, bu biyosensdriin ayirma
veya amplifikasyon igin ekstra adimlara ihtiyac1 yoktur (Shen ve
ark., 2021). Daha gelismis DNA cihazlari, kanser hiicresi tespiti i¢in
biyosensorlerle birlestirilir. Cai ve arkadaglari, serbest ¢alisan bir
DNA yiiriite¢ araciligryla MCF-7 tespiti i¢in sinyal arttirict bir
elektrokimyasal biyosensor gelistirmistir (Cai ve ark., 2016). Hedef
MCF-7 hiicreleri ortaya ¢iktiginda, DNA yiiriiteg (DNAzyme)
serbest birakilir ve substratlari tekrar tekrar baglar ve ayirir; bu, altin
elektrot lizerine sabitlenen tiim dizilerin kisa seritlere boliinmesine
yol acar ve Onemli Ol¢lide sinyal baskilanmasina neden olur. Bu
DNA yiiriiteginin tanitilmasiyla 47 hiicre/mL™Ylik tahmini tespit
limitine ulagilabilir. CTC'lerin izolasyonu ve tespitine ek olarak,
canli CTC'lerin salinmasi ve sonraki analizi, molekiiler profil ve
fonksiyonel 6zellikler hakkinda ek yararli bilgiler sunabilir. Song ve
arkadaslari, CTC'lerin DNA hidrojelleri tarafindan algilanmasi ve
kaplanmasi/serbest birakilmasi i¢in aptamer kaynakli kenetlenmis
bir HCR yontemi (Sekil 5C) 6nermistir (Song ve ark., 2017).
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Sekil 5. DNA nanoteknolojisine dayali kanser hiicreleri
biyosensorleri (Shen ve ark., 2021).
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Bulasic1 Viriis Tespiti

Viral enfeksiyonlar  viicutta virlis bulunmasindan
kaynaklanir. Konakg¢1 hiicre zarindaki reseptorlere baglanirlar,
sizarlar ve viral niikleik asitleri hiicrelere salarlar, bu da viral protein
bilesenlerinin sentezlenmesine ve yeni viryonlarin bir araya
getirilmesine yol agar. Viriisler niikleik asitlerden (DNA veya RNA)
ve protein kaplamalardan olusur. Son zamanlardaki salginlarin
coguna, siddetli akut solunum sendromu ile iligkili koronaviriis
(SARS-CoV), Orta Dogu solunum sendromu ile iliskili koronaviriis,
Ebola viriisii ve Zika viriisii dahil olmak iizere zarfli viriisler neden
olmustur. Erken teshis i¢in hizli, dogru ve hassas tespit
yaklagimlarina acil ihtiyag vardir. Su anda, saglam viriislerin
dogrudan tespiti, plak ve hemaglutinasyon analizlerinin viriis
miktarinin belirlenmesine izin verdigi elektron mikroskobu veya
viriisle enfekte hiicre kiiltiirleri yoluyla yapilmaktadir (Killian, 2008;
Shenve ark., 2021; Yakimovich ve ark., 2015). Birincil serolojik test
yontemleri arasinda ELISA, immiinfloresan analizleri, western
blotlama, hemaglutinasyon inhibisyonu, partikiil agliitinasyonu,
kompleman fiksasyonu ve plak azaltici nétralizasyon yer alir.[129,
130] Viral proteinlerin (antijenlerin) saptanmasi hald serolojik
tekniklere dayanmaktadir. Viral niikleik asit tespiti ise qPCR ve ters
transkripsiyon-PCR ile gergeklestirilir (Hoffmann ve ark., 2009).
DNA nanoteknolojisi viriisle ilgili niikleik asitleri ve proteinleri
tespit etmek i¢in kullanilabilir. Ochmann ve arkadaslari, DNA
origami tabanli optik antenler kullanarak Zika'ya 6zgii yapay DNA
ve RNA'nin (Sekil 7A) tespit yontemini bildirmistir (Ochmann ve
ark., 2017).

Viral niikleik asitlerin tespitinin yani sira zarf proteinleri de
DNA nanoteknolojileri ile tespit edilebilmektedir. Kwon ve
arkadaglari, Dang hummasi (DENV) viral yilizeyindeki zarf protein
alam1 III (ED3) kiimelerinin uzaysal diizenlemesine uyan, bir
floresan sensor ve giiclii bir viral inhibitor gérevi gorebilen bir DNA
yildiz mimarisi (Sekil 7B) olusturmustur (Kwon ve ark., 2020).
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Coronaviriis hastaligi 2019 (COVID-19) salgini, siddetli
akut solunum sendromu koronaviriis 2 (SARS-CoV-2) viriisiiniin
getirdigi bulasici bir hastaliktir (Weissleder ve ark., 2020). Bu
nedenle, COVID-19'un hizl1 ve kesin tespiti, viriisiin yayilmasinin
azaltilmasi ve test edilmemis vaka sayisinin azaltilmasi acgisindan
onemlidir. Coronaviriislerin ana yapisal bilesenleri niikleokapsid
(N), spike (S), zarf (E) ve membran (M) proteinleridir (Sekil 7C)
(Bhalla ve ark., 2020). Zhang ve arkadaslari, kolloidal altin
immiinokromatografik seritlerle sandviglenmis bir aptamer tahlili
olusturan, COVID-19 niikleokapsid proteinini (Np) hedef alan ilk
DNA aptamerini gelistirmistir (Zhang ve ark., 2020). Se¢imden elde
edilen en iyi DNA dizisi, 0,49 nm ayrisma sabiti ile Np'ye yiiksek
baglanma afinitesi gdostermektedir. Ekip, Aptamerler ve koloidal
altin immiinokromatografik seritler kullanarak bir sandvi¢ analizi
olusturmustur. Np'nin varliginda, insan serumu veya idrarindaki
aptamerlerin 1 ng mL™ hedef proteine baglanmasina bagli olarak test
cizgisi maviye donmektedir. Bildirilen aptamerlere gore Jiao ve
arkadasalar1 da (Sekil 7D) DNA nano yap1 iskelesi HCR'ye
(DNHCR) dayali SARS-CoV-2 RNA'nin hizli tespiti i¢in bir niikleik
asit analizi gelistirmistir (Jiao ve ark., 2020).

Sekil 6. DNA nanoteknoloji tabanli viriis biyosensérii (Shen ve
ark., 2021).
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SONUC

DNA nanoteknolojisinin gelismesiyle birlikte, ¢cok sayida
calisma DNA'nin nanoyapilarin yapi tasi olarak islevselligini ortaya
koymustur. Uyaranlara duyarli dinamik nanoyapilar, belirli kosullar
altinda diger biyomolekiillerle birleserek biyosensorler veya hedef
dagitim araglar1 olarak islev goriir. Esnek programlanabilirlik
avantajindan yararlanilarak DNA nanoyapilar ¢esitli biyomedikal
uygulamalara uygulanabilir. Bu derlemede 06zellikle DNA
nanoteknolojisine dayali biyosensorler ve terapotikler iizerinde
yogunlastik. Kiiclik molekiiller, niikleik asitler, proteinler, kanser
hiicreleri ve viriisler de dahil olmak {izere ¢esitli analitler, DNA
tetrahedron, DNA origami, DNA hidrojel, RCA bazli DNA
diizenekleri, HCR bazli DNA diizenekleri veya DNA ile
kombinasyon halinde tespit edilebilir. diger nanomalzemeler. Dogal
biyouyumluluk ve biyolojik olarak pargalanabilirlik nedeniyle, DNA
nanoyapilar1 ayn1 zamanda kemoterapi, gen terapisi, immiinoterapi
ve fototerapide terapotikler icin oldukca ilgi ¢ekici dagitim
araclaridir. Her ne kadar DNA nanoyapilarina dayanan c¢esitli
biyosensorler ve terapotikler gelistirilmis olsa da, DNA
nanoteknolojisinin pratik hale gelmesinden O6nce hala agilmasi
gereken bazi 6nemli zorluklar bulunmaktadir (Shen ve ark., 2021).

DNA nanoteknoloji sensorlerinin daha da gelistirilmesiyle,
hizli hastalik tespiti ile g¢esitli biyomedikal uygulamalarda ve ileri
saglik hizmetleri uygulamalarinda hizli, pratik ve giivenilir olarak
kullanabilecegi 6ngoriilmektedir.
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BOLUM 11

RNAI Terapotikleri: Viral Hastaliklar ve Kanser

Ayse Nur PEKTAS!

Giris

RNA interferens (RNAI), bir gen dizisini tamamlayici olan
ve hedeflenen dizinin spesifik susturulmasina aracilik eden, tipik
olarak 19-23 niikleotidden olusan kisa RNA dizilerinin temel
prensibine dayanir (Kelleher ve ark., 2020). RNAi molekiilleri kisa
miidahaleci (short/small interfering) (SI)RNA, kisa sag tokasi (short
hairpin) (sh)RNA ve mikro (mi)RNA'y1 igerir. RNAi gen
susturulmasini olusturan mekanizmalar genel olarak iki sekildedir
(Sekil 1). 1998'de Fire ve Mello, RNAi admi verdikleri
Caenorhabiditis elegans adli nematodda bu korunmus biyolojik gen
susturma siirecini kesfettiler ve bu 6zelligiyle 2006'da Nobel 6diili
aldilar (Fire ve ark., 1998).

1 Ogr. Gér. Dr., Sivas Cumhuriyet Universitesi
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Ik gen susturma yolu, sitoplazmik haberci RNA (MRNA)
dizilerinin tamamlayic1 siRNA tarafindan hedeflendigi ve ardindan
RNA kaynakli susturma kompleksindeki (RISC) Argonaute 2
(Ago2) proteininin dilimleme aktivitesi tarafindan gecici olarak
bozundugu klasik RNAi'dir (Wilson & Doudna, 2013). ikinci gen
susturma yolu, ayn1 zamanda transkripsiyonel gen susturma veya
epigenetik susturma olarak da adlandirilan yeni RNAI'dir; burada
Argonaute 1 (Agol) proteini, tamamlayici siRNA'nin gen promotor
bolgesini hedeflemek ve RNA kaynakli transkripsiyonel susturma
(RITS) kompleksini olusturmak i¢in ¢ekirdege girmesini saglar,
asag1 yondeki gen ifadesini susturan kalitsal, baskici epigenetik
modifikasyonlari indiikler (Ahlenstiel ve ark., 2015). Bu korunmus
biyolojik gen susturma yolu, 1989'da Matzke tarafindan bitkilerde
ve daha sonra insanlarda Morris tarafindan 2004'te kesfedildi
(Matzke ve ark., 1989; Morris ve ark., 2004). Klasik RNAI, antiviral
gelisim icin en ¢ok calisilan strateji olmasina ragmen, yeni RNAI
yolu bu alanda, 6zellikle insan immiin yetmezlik viriisi tip 1 (HIV1)
ve insan papilloma viriisiiniin (HPV) kronik enfeksiyonlarinda daha
cok ilgi gormistiir (Kelleher ve ark., 2020).

Non-viral delivery Viral delivery
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“"""' |
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HCMV ™~ o~ =~
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Sekil 7. Viral iligkili RNAi yolagi (Kelleher ve ark., 2020).
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Her iki RNAI yoluna da RNA dizilerinin viral veya viral
olmayan dagitimi aracilik edebilir. Klasik RNA1 veya transkripsiyon
sonrast gen susturma (PTGS), sitoplazmada spesifik mRNA
boliinmesini baglatan RISC makinesi yoluyla gerceklesir. Yeni
RNAI veya transkripsiyonel gen susturma (TGS), ¢ekirdekte RITS
kompleksi baglatarak baskilayic1 epigenetik modifikasyonlar
yoluyla meydana gelir. Agol, Argonaute 1; Ago2, Argonaute 2;
shRNA, kisa sa¢ tokast RNA; RISC, RNA kaynakli susturma
kompleksi; RITS, RNA kaynakli transkripsiyonel susturma
kompleksi; TRBP, islemsel yanit (TAR) RNA baglayici protein;
TNRC6, 6 protein iceren triniikleotid tekrari .

RNAIi Bazh Terapotiklerin Temel Kavramlar:
e RNA interferens (RNAI)

Bu, ¢ift sarmalli RNA'lar (dsRNA'lar) tarafindan tetiklenen
ve tamamlayici bir dizi igeren hedef genlerin (mRNA'lar) ifadesinin
susturulmasia ve ilgili proteinlerin iiretiminin engellenmesine
neden olan, evrimsel olarak korunmus bir hiicresel siiregtir (Chery,
2016; Kara ve ark., 2022; Ozcan ve ark., 2015). 2001 yilinda
Elbashir ve arkadaslari, memeli hiicre hatlarindaki eksojen 21-nt
uzun RNA'larin, RNAi yolunu kullanarak gen ekspresyonunu
susturdugunu ilk kez gdstermistir (Elbashir ve ark., 2001). iki tiir
kiiciik RNA molekiiliinii temsil eden siRNA ve miRNA, en etkili
RNAI efektorleridir. siRNA ve miRNA'nin RNAI araciliiyla gen
susturma mekanizmalar1 Sekil 2'de gdsterilmektedir.
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Sekil 2. siRNA ve miRNA yolaklar: tarafindan indiiklenen RNAi
aracili gen susturma mekanizmalar: (Kara ve ark., 2022).

e Kii¢iik/kisa interferens yapan RNA (siRNA)

Kisa miidahaleci RNA veya susturucu RNA olarak da bilinen
siRNA, RNAI yolu yoluyla etki eden, 20-27 baz ¢ifti uzunlugunda
cift sarmalli ncRNA molekiillerinin bir sinifidir. Genomda kodlanan
uzun dsRNA'lar siRNA onciileridir. Bu uzun dsRNA'lar, Dicer adi
verilen sitozolik dsRNA'ya 6zgii RNaz aktivasyonu ile 3' ucta ve 5'
fosfat gruplarinda iki niikleotid igeren 20-25 niikleotid igeren siRNA
fragmanlarina boliniir (Bernstein ve ark., 2001; Siomi & Siomi,
2009). Daha sonra siRNA, RNA kaynakli susturma kompleksi
(RISC) ve kompleksin katalitik ¢cekirdegi olan Argonaute 2 (AGO2)
proteininden olusan karmasik bir yapiya dahil edilir. Bu etkilesimle,
siRNA'nin antisens ipligi spesifik hedef mRNA iizerindeki
tamamlayici diziye baglanirken, sens ipligi kompleksten salinir ve
parcalanir. siRNA'nin antisens ve mRNA dizisi arasindaki baglanma
milkemmel bir sekilde tamamlayict oldugunda, bélinme yolu
tetiklenir ve AGO2 endoriboniikleaz, hedef mRNA'y1 kiicilik
parcalara bolerek mRNA'nin fonksiyonel proteine c¢evrilmesini
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bloke eder (Kara ve ark., 2022; Martinez ve ark., 2002; Meister &
Tuschl, 2004).

e MikroRNA (MiRNA)

miRNA'lar, RNAi'ye aracilik eden, evrimsel olarak
korunmus baska bir endojen ncRNA'lardir. miRNA biyogenezinde,
cekirdekteki RNA polimeraz II aktivasyonu ile miRNA geninden
birincil miIRNA (pri-miRNA) olarak adlandirilan yaklasik 33
niikleotid igeren bir kok ilmek veya kisa sa¢ tokasi yapisi
olusturulur. DROSHA ve DGCRS8'den olusan bir kompleks, pri-
miRNA'y1 neredeyse 70 niikleotite sahip oncli miRNA'ya (pre-
miRNA) doniistiiriir. Pre-miRNA daha sonra Exportin 5 yoluyla
sitoplazmaya translokasyona tabi tutulur ve Dicer aktivasyonu ile bu
pre-miRNA'lar 22 niikleotidlik olgun miRNA'lara islenir. Olgun
mMIRNA, RISC-AGO?2 tarafindan taninir ve bu komplekse yiiklenir;
burada sens ipligi atilir ve kalan antisens ipligi, hedef mRNA'sin1
bulur ve mRNA'nin 3'-¢evrilmemis bolgesine (3'-UTR) kismen
tamamlayici olarak baglanir. Son olarak, miRISC mRNA'y1 boler ve
mRNA'nin proteine ¢evrilmesini engeller (Kara ve ark., 2022;
Mishra ve ark., 2016; Robb ve ark., 2017; To ve ark., 2020).

Viral Hastaliklar ve RNAI
e Akut viriis enfeksiyonlar1 ve RNAI terapdtikleri

Akut bir viriis enfeksiyonu, viriisiin konakg1 tarafindan hizla
temizlenmesine veya konagin viriis enfeksiyonuna yenik diigmesine
neden olan, konakg¢i ile virlis arasindaki dengesizligin oldugu
nispeten kisa bir enfeksiyon siiresiyle tanimlanir. Kisa, akut
enfeksiyon stiresi nedeniyle, akut enfeksiyonlar i¢in gelistirilen tiim
RNAI terapotikleri, gecici, klasik RNAi susturma mekanizmasini
kullanmigtir (Tablo 1). Bazi viriis enfeksiyonlarinin hem akut hem
de kronik enfeksiyon evresine sahip olabilir (Kelleher ve ark., 2020).

= Solunum sinsityal viriisii (RSV)

Insanlar iistiinde proof-of-concept klinik deneylerine giren
ilk RNAL1 terapotik, Alnylam Pharmaceuticals tarafindan gelistirilen
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ALN-RSVO01'dir. ALN-RSVO01, RSV yapisal olmayan niikleokapsid
(N) proteininin mRNA'sin1 hedefleyen tek bir siRNA'dir. RSV,
bronsgiyolit ve zatilirre gibi komplikasyonlarla birlikte ciddi alt
solunum yolu hastaligina neden olur. ALN-RSVOI, c¢iplak
siRNA'nin verilmesi i¢in bir solunum uygulama yolu kullanilarak
Faz IIb denemelerinde basarili bir sekilde ilerlemistir. Bununla
birlikte, etkinlik u¢ noktalari karsilanmamistir ve potansiyel olarak
kimyasal olarak modifiye edilmis siRNA ve iletimi gelistirmek i¢in
bir nanotasiyict kullanilarak siRNA stabilitesinin daha fazla
optimizasyonuna yonelik gereksinimi gostermektedir (Alvarez ve
ark., 2009; Gottlieb ve ark., 2016; Kelleher ve ark., 2020; Zamora ve
ark., 2011).

= Ebolaviriis (EBOV)

EBOV siddetli, hemorajik bir atestir ve vaka 6liim oranlari
%25-90 arasinda degismektedir. Tekmira Pharmaceuticals (Arbutus
Biopharma), Ebolaviriis Zaire ve Kikwit tiirlerini hedef alan RNAi
terapotikleri gelistirme konusunda bir gecmise sahiptir. 2014-
2016'daki Bat1 Afrika Ebola viriisii salgini sirasinda, L polimerazi
hedef alan siLpol-2 RNA ve Viral Protein 35i hedef alan siVP35-2
RNA yoluyla Ebola-Zaire (Makona) viriisii replikasyonunu inhibe
eden 3. nesil bir RN A1 terapotik kombinasyonu olan TKM-130803'i
gelistirmistir. TKM-130803 formiilasyonu, 0,3 mg/kg/giin dozunda
~80 nm ¢apinda bir lipit nanopargacigr i¢inde intravendz olarak
verilen esit oranda iki siRNA molekiiliinii igerir. Yiiksek dereceli
Ebolaviriis hastaligi olan hastalarda yapilan tek kollu Faz II
denemesi, 2015 yilinda Sierra Leone'deki salgin sirasinda terapotik
fayda olasiliginin diisiik olmasi1 nedeniyle durdurulmustur (Scott ve
ark., 2020; Thi ve ark., 2015).

= Siddetli akut solunum sendromu (SARS)-koronaviriisii
(CoVv)

SARS-CoV ve SARS-CoV-2, viral pndémoni ve akut
solunum sikintist sendromu (ARDS) gibi yasami tehdit eden
komplikasyonlara yol acabilen ciddi solunum yolu hastaliklaridir.
Mevcut SARS-CoV-2 salgini, orijinal SARS-CoV'yi hedef alan
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RNAI terapdtikleriyle ilgili tim patentlerin kapsamli bir 6zetini
sunan Liu ve arkadaslart tarafindan incelenen, koronaviriis
tedavisine yonelik RNAI terapotik gelisimini yeniden ateslemistir.
Daha oOncesinde Li ve arkadaslan tarafindan, in vivo makak
calismalarinda yapilan bu RNAi terapdtiklerinden biri, SARS-
CoV'in sirastyla Spike protein kodlayan ve ORF1b (NSP12)
bolgelerini hedef alan birlesik siRNA dizileri, siSC2 ve siSC5'i
kullanmig ve 6nemli viriis baskilamasi gostermistir (Li ve ark., 2005;
Liu ve ark., 2020).

=  Bornaviris

Bornaviriis enfeksiyonlarinin 6liimciil insan ensefalitine
neden oldugu rapor edilmistir. Su anda bornaviriis i¢in yalnizca iki
antiviral ajan bulunmaktadir: ribavirin ve favipiravir (T-705). Teng
ve arkadaslann tarafindan yapilan bir c¢alismada iki siRNA
tanimlanmistir; biri bornaviriis genomunun kapsiillenmesi i¢in
gerekli olan N mRNA'y1 hedef alir ve digeri viral RNA sentezi i¢in
gerekli olan RNA'ya bagimli bir RNA polimerazi olan L mRNA'y1
hedefler. Bu iki SIRNA, bir TD-Borna kokteylinde birlestirildiginde,
293T hiicrelerinde N ve L mRNA'y1 6nemli Slgiide azaltmistir
(~%70); T-705 ile kombinasyon halinde kullanmildiginda viriis
ekspresyonundaki azalma bir hayli fazla olmustur (Korn ve ark.,
2018; Teng ve ark., 2019).

e Kronik viriis enfeksiyonlari ve RNAI terapoétikleri

Kronik bir virlis enfeksiyonu, insan viicudunda uzun siire
devam eden bir enfeksiyondur. Bazi virlis enfeksiyonlar1 yasam
boyu devam eder. Bu nedenle kronik enfeksiyonlar uzun
vadeli/kalict RNAi'den faydalanabilir. Bu, kalitsal baskilayici
epigenetik modifikasyonlar1 indiiklemek i¢in yeni RNAi veya
transkripsiyonel gen susturma seklinde olabilir veya konake1
genomuna lentiviriis entegrasyonu nedeniyle gen modifikasyonunun
kurucu ifadesini saglamak i¢in klasik veya yeni RNAi'nin lentiviriis
vektorii teslimi seklinde olabilir. DNA herpes viriisleri ve RNA
viriisi HIV-1 gibi baz1 kronik viriis enfeksiyonlari dogal olarak
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latent bir asamaya girer ve yeniden etkinlesme yetenegine sahiptir
(Kelleher ve ark., 2020).

» Insan bagisiklik yetersizligi viriisii tip 1 (HIV-1)

HIV-1 durumunda, gizli viriis rezervuarini kontrol edebilen
oldukca etkili antiretroviral tedavi (ART) gelistirilmistir, ancak bu
giinliik, yasam boyu tedavi gerektirir ve HIV/AIDS'le yasayan
yaklasik 38 milyon insanin yalnizca yaklasik 17 milyonuna
uygulanabilir. Bu nedenle ART tam bir tedavi degildir ve alternatif
yaklasimlar gelistirilmektedir. HIV-1 enfeksiyonunu hedef alan en
gelismis RNAIi terapdtik maddesi, bir shiRNA CCRS ve bir C46
flizyon peptidi inhibitoriinii i¢eren bir lentiviral vektdr olan Cal-1
olarak adlandirilan LVsh5/C46'dir. Cal-1, iki farkli hayvan
modelinde (fare ve makaklar) hem in vitro hem de in vivo olarak
kapsamli bir sekilde karakterize edilmistir ve HIV-1 viris
replikasyonunun giiclii bir sekilde susturulmasini saglar. Cal-1 su
anda yiiksek riskli lenfomali HIV-1 hastalarindaki etkinligini
degerlendirmek i¢in Faz I/11 klinik deneylerindedir (Burke ve ark.,
2015; Delville ve ark., 2019; Peterson ve ark., 2016; Wolstein ve
ark., 2014). Yakin zamanda umut verici in vivo fare modeli verileri
gosterilen bagka bir HIV-1 kombinasyon gen terapisi ise, HIV-1
promotoriinii hedefleyen bir RNAI terapotik, LTR-362, HIV-1 Tat
ve Rev mRNA'y1 hedefleyen RNAi terapotikleri ve anti-HIV- 1
gp120 aptamer, A-1"dir (Kelleher ve ark., 2020; Zhou ve ark., 2018).

» Insan papilloma viriisii (HPV)

HPV servikal, anal ve orofarinks dahil olmak {izere bir dizi
maligniteye neden olur. HPV ile iligkili maligniteleri hedef alan
RNAi  terapétiklerinin = saglanmasindaki  son  gelismeler,
nanopartikiillerin biyomiihendisligini igermektedir (Kelleher ve ark.,
2020). Bir galisma, agiz kanseri hiicrelerinde Bcl2 mRNA'y1 ve
Baculoviral [AP tekrar iceren 5 (BIRCS5) mRNA'y1r hedef alan
terapotik siRNA'lart saglamak i¢in polietilenimin (PEI) ile modifiye
edilmis manyetik Fe304 nanopartikiillerinin gelistirildigini ve her
iki hedefin de Onemli Ol¢lide gen susturulmasimi sagladigim
bildirmistir (Jin ve ark., 2019). Yakin zamanda yapilan bir bagka
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calisma, yenilik¢i bir biyomimetik ikili ila¢ dagitim sisteminin
(Si/PNPs@HeLa) faydalarini ortaya koymustur. Bu dagitim sistemi,
E7'yi hedefleyen siRNA ve kemoterapi ilaci paklitaksel (PTX) ile
birlikte yiiklenen laktik-ko-glikolik asit (PLGA) nanopartikiillerini
kamufle etmek i¢cin HeLa hiicre zarlarini kullanir. HeLa hiicrelerinde
etkili in vitro gen susturmanin yani1 sira in vivo HeLa tiimor tagiyan
farelerde sinerjistik bir anti-timor etkisi, %84'lik bir timoér hacmi
inhibisyon oraniyla rapor edilmistir. Bu ¢alisma, kombine kemo-gen
terapisi yoluyla rahim agzi kanseri tedavisi i¢in yeni bir ikili ilag
dagitim sistemini gostermektedir (Xu ve ark., 2020).

= Hepatit B viriisii (HBV)

HBV diinya capinda yaklasik 300 milyon insani1 enfekte
etmektedir ve karaciger sirozu, karaciger yetmezligi ve hepatoseliiler
karsinomun onde gelen nedenidir (Kelleher ve ark., 2020).
Iyilestirici bir terapi mevcut olmadigindan, RNAi terapotikleri
potansiyel bir fonksiyonel tedavi olarak takip edilmistir. Arrowhead
Pharmaceuticals tarafindan gelistirilen RNAi terapotik ARO-520,
esmolar oranda siHBV-74 ve siHBV-77'nin bir kombinasyonunu
icerir; karaciger tropik kolesteroliine konjuge edilir ve hiicre girisini
takiben endozomal kacgisi miimkiin kilan, hepatosit hedefli, N-
asetilgalaktozamin-konjuge melittin benzeri bir peptid (NAG-MLP)
ile birlikte verilir (Wooddell ve ark., 2013). Alternatif bir RNAI
terapotigi, HBV mRNA'y1 hedefleyen ve hepatositlere hedeflenen
dagitim igin N-asetilgalktozamine (GalNAc) konjuge edilen AB-
729-001'dir. Mart 2020'de erken donemde yapilan insan Faz I klinik
deneyinin olumlu 6n sonuglarini agikladi; tedavi iyi tolere edilmis ve
12 haftada HBsAg seviyelerinde ~1 log azalma goriildiigii rapor
edilmistir (Kelleher ve ark., 2020).
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Tablo 1. Antiviral RNAI terapdtiklerin geligimi

Viriis RNAI terapotik RNAI yolag1 ve Tasima Asama/Sirket
hedef Metodu
RSV ALN-RSVO1 PTGS- N protein gg’,l\j‘}f\ Faz I1b Klinik
deneme(Alnylam)
RSV TRIM25/HRSV-F, PTGS Ciplak In vitro
RIG-1/ HRSV-N SiRNA
TKM-130803: PTGS- L Lipit NP In vi_v<_) makak — Faz
Ebola siLpol-2, siVP35-2 | polimeraz, VP35 Il linik deneme
' ' (Tekmira/Arbutus)
SARS- siSC2, PTGS- Spike In Vivo makak
CoV siSC5 protein, ORF1b
SARS- VIR-2703 (ALN- PTGS In vitro
CoV-2 cov) (Alnylam/Vir)
Bornaviriis | TD-Borna PTGS Ciplak In vitro
SiRNA
In vivo fare
PTGS-HIV CCR5 In vivo makak Faz
HIV-1 LVsh5 (Cal-1) (& C46 fiizyon LV shRNA | I/l
inhibitor) (Calimmune Inc.
ICSL)
TGS-Promotor Ciplak In vitro
HIV-1 PromA, 143 NF-kB & AP- SIRNA, In vivo fare
1/COUP-TF LV shRNA
LTR-362, TGS-Promotor, letrJTs] te:a?ger
HIV-1 Tat/Rev, (& gpl20 | PTGS-Tat,Rev In vivo fare
aptamer A-1) (gp120) gp120
aptamer
HIV-1 HIV-1C TGS- Promotdr gg,l\j‘; In vitro
SIvV SIV2A TGS- Promotdr LV shRNA In vitro
HPV HPV16 TGS- Promotér gg’,ﬁ‘}_‘\ In vitro
. PTGS (& anti- Membran In vitro
HPV SI/PNPs@ Hela timor i(lac;) kamuflaj NP | In vivo fare
Bcl2, Manyetik .
HPV BIRCS PTGS Fe304 NP In vitro
. Kolosterol In vivo fa're_/ NHP
HBV ARC-520, ARO- PTGS-All viral SiRNA & Faz 11b klinik
HBV/ JNJ-3989 RNA NAG-MLP deneme
(Arrowhead/Janssen)
GalNAc .
HBV AB-729 PTGS Konjuge (inb'u't‘l']'s’;'k deneme
SiRNA
siUL54B, Ciplak
HCMV SiUL97A, PTGS siFI{)NA In vitro
siUL122B
EBV E1(T2) PTGS-EBNAL LN In vitro
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Kanser ve RNAI
e siRNA bazh kanser terapotikleri

siRNA'larin, onkogenler gibi hedef gen ekspresyonunu
diziye 6zgii bir sekilde yliksek verimlilikle susturmak i¢in ilag olarak
potansiyel kullanimi, bu stratejinin hassas tipta veya kanser ve diger
hastaliklarin hedefe yonelik terapisinde kullanilmasi i¢in biiytik bir
firsat saglamistir (Ozcan ve ark., 2015; Ozpolat ve ark., 2014). Su
anda siRNA, kanser arastirmalarinda in vitro hiicre kiiltlirii
sistemlerinde veya in vivo preklinik hayvan modellerinde kanserin
hiicresel yollarindaki anahtar molekiilleri etkili bir sekilde
tanimlamak i¢in kullaniliyor ve antikanser etkileri hakkinda dikkate
deger veriler saglamaktadir (Pai ve ark., 2006). Sentetik siRNA
terapotikleri, hiicre proliferasyonunu, hiicre istilasini, hayatta
kalmay1, anjiyogenezi, metastazi, timdr olusumunu ve ilerlemeyi ve
radyoterapi ve kemoterapiye direnci destekleyen Bcl-2, kirsten sigan
sarkomu (KRAS), c-myc, Src gibi onkogenleri hedeflemek igin 6zel
olarak gelistirilmistir (Papke ve ark., 2020; Pecot ve ark., 2014;
Reyes-Gonzalez ve ark., 2015; Tekedereli ve ark., 2013).

siRNA bazli kanser tedavisinde ana strateji, uygun hedef
genlerin se¢imidir. Potansiyel aday genler genellikle tiimorlerde
yaygin olarak ve yiiksek oranda eksprese edilir ve timdor biiylime
yollarinda, metastazda, anjiyogenezde, tiimor olusumunda ve ilag
direncinde kritik roller oynar. Son yillarda hasta genomik
veritabanlarini kullanarak kritik onkogenleri tanimlamak i¢in biiytik
caba sarf edilmistir (Wang ve ark., 2017).

e miRNA bazh kanser terapotikleri

miRNA  mekanizmasindaki  baz1  faktorlerin  hatal
ekspresyonu veya mutasyonu, miRNA'min islenmesinde,
stabilitesinde veya hedeflenmesinde degisikliklere yol acarak kanser
dahil ciddi hastaliklara neden olabilir (Mishra ve ark., 2016). Bugiine
kadar birgok calisma, miRNA genlerinin yarisindan fazlasinin
siklikla genomdaki kanserle iligkili ve/veya hassas bolgelerde
bulundugunu bildirmistir (Garzon ve ark., 2009). Gegtigimiz
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yillarda, genis bir yelpazedeki kanser doku ve hiicrelerinin mikrodizi
ekspresyon verilerinden elde edilen kanitlarin toplanmasi, anormal
miRNA ekspresyonunun kanserin cesitli 6zellikleriyle iligkili
oldugunu gostermistir (Syeda, 2020). Diizensiz miRNA'larin
kanserdeki biyolojik rolii onkojenik veya tiimor baskilayici olarak
siniflandirilabilir. Kanser hiicrelerinde timdr baskilayict genleri
inhibe ederek kanser gelisimine katkida bulunan yukari regiile
edilmis miRNA'lar, onkogenik miRNA'lar (oncomiR) gorevi
goriirken, proto-onkogenleri inhibe ederek karsinogenezi Onleyen
asagl regiile edilmis miRNA'larin asir1 ekspresyonu, timor
baskilayict miRNA'lar olarak islev goriir (Lai ve ark., 2019).

miR-21, miR-155, miR-181 ve miR-484 dahil olmak {lizere
bazi miRNA'lar oncomiR'ler gibi davranirken, miR-873, miR-329-
3p, miR-603, miR-22-3p, miR-34a, miR-220b ve miR-199b-5p gibi
bazit miRNA'lar meme kanserinde tiimor baskilayici olarak gorev
yapar. Sekil 3, meme kanserindeki bu miRNA'lardan bazilarin1 ve
cesitli kanser tiirlerindeki diger bazi tiimor baskilayict miRNA'lar1
ve onkogenik miRNA'lart ve bunlarn ilgili kanser yollar1 ve hedef
genlerle etkilesimlerini gostermektedir. MiRNA'larin ve bunlarin
kanser gelisimi ve ilerlemesindeki hedeflerinin ayrintili olarak
tanimlanmas1 ve incelenmesi, potansiyel olarak yeni miRNA-
(miRNA mimik veya anti-miR) bazli kanser tedavilerinin
gelistirilmesine yol acabilir (Kara ve ark., 2022).
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metastazi aktive etmek ve anjiyogenezi indiiklemek dahil olmak
tizere kanserin ayirt edici ozelliklerini etkileyen tiimor baskilayict
veya onkogenik olarak islev gorebilir(Kara ve ark., 2022).

= Kanser tedavisine yonelik klinik calismalarda siRNA
terapotikleri

» RRM2 hedefli siRNA-siklodekstrin bazh polimerik
nanopartikiiller (CALAA-01)

Ik hedefe yonelik siRNA ilact CALAA-01 (Calando
Pharmaceuticals), 2008 yilinda ilerlemis solid tiimoérlere karsi
gelistirilmistir. CALAA-01, dogrusal, katyonik siklodekstrin bazli
polimerik nanopartikiil, stabilize edici bir madde olarak PEG,
hedefleme ligand1 olarak bir insan transferrin proteini ve RRM?2
ekspresyonunu inhibe eden spesifik siRNA'lar dahil olmak iizere
dort bilesene sahip olacak sekilde tasarlanmistir. Hedeflenen
nanopartikiillerin boyutu yaklasik 70 nm'dir. RRM2 proteini, DNA
replikasyonu ve hiicre boliinmesinin tamamlanmasinda anahtar bir
molekiildiir. RRM2'nin ¢esitli tiimor tiplerinde asir1 eksprese
edildigi ve akciger, bas ve boyun kanserlerinde Bcl-2 genini
diizenleyerek tiimoriin ilerlemesinde 6nemli bir role sahip oldugu
bildirildi. Ayrica, RRM2'nin susturulmasinin hiicre
proliferasyonunu azalttig1 ve hiicre dongiisii durmasini tesvik ettigi
gosterilmistir (Davis, 2009; Davis ve ark., 2010; Heidel ve ark.,
2007; Zuckerman ve ark., 2014).

» KRAS hedefli siRNA-polimerik nanopartikiilleri
(siG12D-LODER)

siG12D-LODER, Silenseed Ltd. tarafindan lokal ileri
pankreas kanseri olan hastalar igin tasarlanmistir. Biyolojik olarak
parcalanabilen polimer matris Lokal Ilag EluteR (LODER),
kontrollii ve uzun siireli dagitim icin bir pankreatik tiimoér mikro
ortaminda lokal olarak G12D mutasyonlu KRAS hedefli siRNA'y1
serbest birakmak i¢in kullanilmistir (Zorde Khvalevsky ve ark.,
2013).
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= PKNS3 hedefli siRNA-katyonik lipopleks nanopartikiilleri
(Atu027)

Atu027, protein kinaz N3'i (PKN3) hedef alan katyonik
LNP'leri ve siRNA'lar1 igeren bir lipopleks sistemidir. PKN3'in
prostat tiimorlerinde kanser ilerlemesini ve lenf nodu metastazi
olusumunu azalttig1 ortaya ¢ikan umut verici bir terapotik hedeftir.
Atu027'nin dort bileseni vardir; katyonik lipit AtuFECTO1, notr
fiizojenik lipit, PEGile edilmis lipit ve PKN3-siRNA. Klinik 6ncesi
caligmalarda  Atu027 farelere, sicanlara ve sinomolgus
maymunlarina intravendz olarak uygulandiginda PKN3'{in spesifik
inhibisyonu gozlemlenmistir. Atu027 tedavisi, prostat ve pankreas
kanserleri i¢in ortotopik fare modellerinde timdr biiylimesini, lenf
nodu metastazi ve lenf damart yogunlugunu Onemli Olgiide
azaltmistir (Aleku ve ark., 2008; Santel ve ark., 2006).

= EphA2 hedefli siRNA-lipozomal nanopartikiiller
(SiIRNA-EphA2-DOPC)

Bir¢ok kanserde yukari regiile edilen ephrin tip-A reseptor 2
(EphA2) genini hedef alan siRNA'lar1 kapsiilleyen notr lipid
(DOPC) bazli lipozomlar, MD Anderson Kanser Merkezi'nde
gelistirildi. Yumurtalik kanserinde bir reseptor tirozin kinaz olan
EphA2'nin asir1 ekspresyonu, daha koétii klinik sonuglarla iligkilidir
ve EphA2 inhibisyonunun meme ve pankreas kanserlerinin
ilerlemesini  azaltti@i rapor edilmistir. siRNA-EphA2-DOPC
kompleksinin antitimdr aktivitesi, yumurtalik kanserinin ortotopik
fare modelinde test edildi. Tek bir siRNA-EphA2-DOPC
enjeksiyonundan 48 saat sonra farelerde etkili bir sekilde azaltilmig
bir EphA2 ekspresyonu elde edildi ve tedavilerin sonunda timor
biiytimesi belirgin sekilde inhibe edilmistir. Ayrica siRNA-EphA2-
DOPC ilac1 paklitaksel ile kombine edildiginde, tek basina
paklitaksel tedavisine kiyasla tiimor biliylimesinin onemli olgiide
azaldig1 da bildirilmistir (Duxbury ve ark., 2004; Landen Jr ve ark.,
2005; Noblitt ve ark., 2004; Thaker ve ark., 2004).
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= MYC hedefli siRNA-lipit bazlhi nanopartikiiller
(DCR-MYC)

Onkogen MY C'yi inhibe eden bir lipit nanopargacik-SiIRNA
sistemi olan DCR-MYC (Dicerna Pharmaceuticals), hepatoseliiler
karsinom (HCC), solid tiimorler, lenfoma veya multipl miyelom
dahil olmak tizere ¢esitli kanser tiirleri i¢in gelistirilmistir. MY C'nin
hiicre sagkalimi, anjiyogenez, metastaz, ila¢ direnci ve kotii hasta
prognozundaki rolii nedeniyle 6énemli bir onkogenik hedef oldugu
one silirilmiistir. DCR-MYC'nin lipozomal dagitim sistemi, 6zel
Zarf ve Cekirdek lipit igerikleri nedeniyle tescilli EnCore Dicerna
teknolojisine dayanmaktadir. MYC'yi hedeflemek igin ilag
formiilasyonunda Dicer-substrat siRNA (DsiRNA) kullanilmistir.
Daha uzun dubleks RNA'lar olan DsiRNA'lar, daha sonra siRNA'ya
islenecek Dicer substratlaridir ve RNAi1 islemede artan giice
sahiptirler (Doré-Savard ve ark., 2008; Ganesh ve ark., 2015; Knies-
Bamforth ve ark., 2004; Ma ve ark., 2010).

» KSP ve VEGF hedefli siRNA'lar-SNALP’ler (ALN-
VSP02)

Solid tiimorlere yonelik klinik deneylerde kullanilan ilk ¢ift
hedefli siRNA terapotik, ALN-VSP02'dir. Alnylam
Pharmaceuticals, SNALP'leri ve KSP ve VEGF'yi hedef alan iki
siRNA'y1 kullanarak ALN-VSPO02 ilacini tiretmistir. KSP ve VEGF
cesitli kanser tiirlerinde yliksek diizeyde eksprese edilir ve sirasiyla
hiicre proliferasyonu ve anjiyogenez siireglerine katkida bulunur.
Iyonlasabilir bir katyonik lipit olan 1,2-dilinoleiloksi-3-
dimetilaminopropan (DLinDMA), SNALP formiilasyonunda Chol,
PEG ve fosfolipid ile birlikte ana lipit bileseni olarak kullanilmustur.
Onceki  calismalar, DLinDMA'dan  salman  siRNA'nin,
kemirgenlerde 0,01 mg/kg ve insan olmayan primatlarda 0,1 mg/kg
kadar diistik siRNA miktarlarinda bile in vivo terapétik etkiye sahip
oldugunu bildirmistir (Mirkin ve ark., 2015; Semple ve ark., 2010).

» PLK1 hedefli siRNA-lipid bazhh nanopartikiiller
(TKM-080301)
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LNP'ler igererek polo benzeri kinaz1 (PLK1) hedefleyen bir
siRNA ilact olan TKM-080301 veya TKM-PLK1, Arbutus
Biopharma  Corporation tarafindan HCC, gastrointestinal
noroendokrin tiimoérler (GI-NET) ve adrenokortikal karsinom
(ACC) hastalarim1 tedavi etmek icin gelistirilmigtir. LNP
formiilasyonu, iyonlasabilen katyonik bir lipit olan DLinDMA'y1
icerir. Bir serin/treonin kinaz olan PLKI1, genis bir timor
yelpazesinde yiiksek diizeyde eksprese edilir ve tiimor hiicresi
cogalmasinda anahtar bir rol oynar (Wan ve ark., 2014).

= Kanser tedavisine yonelik klinik calismalarda
miRNA terapotikleri

Son zamanlarda, insanda ilk kez kullanilan miRNA
terapotikleri, faz [ klinik ¢calismalarda giivenli bulunmus ve iy1 tolere
edilmis ve mezotelyomada TargomiR (miR-16 mimik bazli tedavi),
Cobomarsen (anti- T hiicreli 16semi/lenfomada miR-155) ve hepatit
C enfeksiyonu olan bireylerde Miravirsen (anti-miR-122)
terapotikleridir (Kara ve ark., 2022). Kanser klinik deneylerindeki
miRNA terapoétikleri Tablo 2'de listelenmistir.

Tablo 2. Kanser klinik deneylerinde miRNA terapotikleri (Kara ve

ark., 2022).
Ilac ada Terapoti | Hastahk Dagitim Uygulam | Sirket
k ajan sistemi ayolu
MRX34 miR-34a | Coklu solid LNP'ler- v Mirna
taklitcisi timorler Lipozomla Therapeutics
r , Inc.
TargomiRs | miR-16 Malign plevral | EGFR v EnGenelC
taklitgisi mezotelyoma | antikoru Limited
ve kiigiik hedefli
olmayan mini
hiicreli akciger | hiicreler
kanseri
Cobomarse | Anti- T hiicreli LNA Deri alt1 miRagen
n miR-155 | losemi/lenfom | aracili enjeksiyo | Therapeutics
a nveyalV |, Inc.

MRX34'in Faz I denemeleri, miRNA taklitlerini kullanarak
endojen miR-34'0 geri yiikkleme stratejisiyle, primer karaciger
kanseri, renal hiicreli karsinom, multipl miyelom, lenfoma veya

--53--



kiigiik hiicreli akciger kanseri dahil olmak {izere ¢oklu kati timorleri
olan hastalarda 2013 yilinda baslatilmistir. Dagitim stratejisi olarak
yaklasik 120 nm lipozom boyutuna sahip NOV340 teknolojisi
(SMARTICLES, Marina Biotech, Bothell, WA; Mirna Therapeutics
Inc., 2011) kullanilmistir. Lipozom formiilasyonu, nétr veya daha
yiksek pH degerlerinde anyonik ve daha diisiik pH degerlerinde
katyonik olan amfoterik lipitlerden olusur. NOV340 parcaciklari,
diisiik pH nedeniyle tiimor bolgelerinde pozitif yiikli hale gelir ve
bu onlarin timor hiicrelerine yapigmasini saglar (Bader, 2012).

TargomiR'ler, kanser hastalarinda tasiyict bazli miRNA
terapdtiklerinin faz 1 denemelerini tamamlayan ilk teknolojidir.
MPM'li hastalarda TargomiR'ler iizerinde agik etiketli, doz artiriml
bir faz I ¢alismasi gergeklestirilmistir. Sonuglar, TargomiR'lerin iyi
tolere edildigini ve antitiimor etkinliginin erken belirtileriyle birlikte
hastalarda hayatta kalmay1 tesvik ettigini gostermistir (Hanna ve
ark., 2019).

Cobomarsen veya MRG-106 (miRagen Therapeutics, Inc.),
miR-155"in kilitli bir niikleik asit (LNA) ile modifiye edilmis
oligontikleotid inhibitoriidiir. miR-155 yiiksek seviyelerde bulunur
ve lenfoma ve 16semide kotii prognozla iligkilidir. Kiitan6z T hiicreli
lenfomanin (CTCL) en sik goriilen tiirii olan mikoz fungoidesin
(MF) ilerlemesinde 6nemli bir rol oynar (Seto ve ark., 2018).

SONUC

RNAi bazli gen susturma stratejisinin kesfi, yalnizca
fonksiyonel genomik arastirmalarinda degil, aym1 zamanda viral
hastaliklar ve kanser de dahil olmak iizere cok ¢esitli patolojik
durumlara yonelik hedefli terapotik ilag iiretimi uygulamalarinda da
onemli bir gelisim saglamistir. Bu boliimde RNAI terapotiklerinin
viral hastaliklarda ve kanser tiirlerinde hangi yolaklar {izerinden
kullanildig1 ilaglarin klinik denemeleri hakkinda bilgi verilmistir.
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BOLUM 111

Glukoz Metabolizmasi ve Kanser

Seyda BERK!

Giris

Kanser arastirmalarinda siirekli ilerlemeler kaydedilmesine
ragmen kanser yiikii artmaya devam etmektedir. Diinya Saglik
Orgiitii'niin Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajans1 (IARC) verileri
2020 yilinda diinya capinda 19,2 milyondan fazla yeni kanser
vakalarimin kaydedildigini ve yaklasik 10 milyon 6liimiin kanserden
kaynakli gerceklestigini gOstermistir (Sung & ark., 2021).
Karsinogenez, tiimdr baskilayicilar ve onkogenlerdeki genetik
degisiklikler yoluyla ortaya ¢ikan karmasik, ¢ok adimli bir siiregtir.
Bu degisiklikler apoptoz ve yaglanma gibi hiicrenin neden oldugu
engelleri ortadan kaldirarak kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasina neden
olur (Paul & ark., 2022). Tiim6r mikro ortami, hiicreleri klonal
genislemeleri i¢in segen adaptif bir baski uygulayarak kanser oncesi

1 Dr. Ogretim Uyesi, Sivas Cumhuriyet Universitesi
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lezyonlardan karsinojeneze geciste cok dnemli bir rol oynamaktadir
(Annibaldi & Widmann, 2010; Gatenby & ark., 2007; Liotta &
Kohn, 2001).

Hiicresel enerji metabolizmasi normal hiicreden kanser
hiicresine geciste etkilenen ana siireclerden biridir. Ozellikle tiiméor
hiicrelerinde glukoz metabolizmasi siklikla degismektedir. Glikoliz,
iki ATP ve iki indirgenmis nikotinamid adenin diniikleotid (NADH)
molekiiliiniin lretimiyle bir glukoz molekiiliinii iki piruvata
doniistiiren katabolik bir islemdir. Oksijen varliginda piruvat,
oksidatif fosforilasyon yolunda CO; ve H;O'ya oksidasyona ugrar ve
bunun sonucunda yaklasik 36 ATP molekiili iiretilir (Annibaldi &
Widmann, 2010). Alternatif olarak, oksijenin yoklugunda piruvat,
anaerobik glikoliz yolunda laktik asite dontistiiriiliir. Ancak oksijen
varliginda glukozun laktik asite doniisiimii gerceklesebilir ve bu
Warburg etkisi veya aerobik glikoliz olarak bilinir (Warburg, 1956).
Daha yiiksek hiicre ¢cogalmasinin 6niindeki engellerden biri, hiicresel
siirecler i¢cin gerekli olan makromolekiillerin sentezlenmesi ig¢in
stirekli bir enerji ve hammadde tedarikinin saglanmasidir. Kanser
hiicrelerine yonelik artan enerji ve hammadde ihtiyacini karsilamaya
yonelik metabolik adaptasyonlar uzun zaman Once gosterilmistir.
1920'li yillarda Otto Warburg ve meslektaslari, Warburg etkisi
olarak bilinen kanser hiicrelerinin daha yliksek miktarda glukoz
tikettigini ve oksijen varliginda bile mitokondriyal oksidasyon
yerine glukozu laktata fermente ettigini fark etmislerdir (Warburg,
1925; Warburg & ark., 1926). Warburg i¢in, kanser hiicrelerinin
neden glukozu TCA dongiisii yerine laktat iiretimine verimsiz bir
sekilde yonlendirdigi ve bunun da 6énemli 6l¢iide daha yiiksek ATP
iiretimiyle sonuglandigi da dahil olmak iizere birgok soru cevapsiz
kaldi. Warburg, kanser hiicrelerindeki laktat {iretiminin,
mitokondriyal hasarin neden oldugu oksidatif fosforilasyonun
bozulmasindan kaynaklandigini 6ne stirmistiir (Warburg, 1956).

Bu teoriyi c¢evreleyen tartigmalar ve Ozellikle Warburg'un
meslektaslarindan biri olan Sidney Weinhouse'dan kaynaklanan
celiskiler mevcuttur. Izotop izlemeyi kullanan Weinhouse'un
deneyleri, hem normal hiicrelerde hem de tiimor hiicrelerinde

--65--



oksidatif fosforilasyon oranlarinin benzer oldugunu gosterdi; bu da
timoOr hiicrelerinin mitokondrilerinin saglam oldugunu akla
getirmektedir (Weinhouse, 1951). Aksine, oksijen agisindan zengin
ortamlardaki timor hiicreleri, hizli gogalma hizlarini siirdiirmek i¢in
hem aerobik glikoliz hem de oksidatif fosforilasyonu kullanir.
Yalnizca tiimor c¢ekirdegi gibi hipoksik ortamlarda, anaerobik
glikoliz yoluyla laktik asit tiretim oranlari, birincil enerji kaynagi
olarak oksidatif fosforilasyonu geride birakir (N. Hay, 2016).
Warburg, bu fenomen ile kanser hiicrelerinde islevsiz mitokondriyi
One siirmiis olsa da gectigimiz yillarda yapilan ¢alismalar, akciger
ve beyin kanserlerinin fonksiyonel mitokondriye sahip oldugunu ve
bunun da tiimoriin biiyiimesi ve ilerlemesi i¢in gerekli oldugunu
gostermistir (Hensley & ark., 2016; Ju & ark., 2014; Maher & ark.,
2012; Navarro & ark., 2016; Roth & ark., 2020).

Metabolik Bir Bozukluk Olarak Kanser

Warburg'un gozlemleri, kanserin bir metabolik hastalik
oldugu fikrine yol agti; bu fikir, kanserin genetik bir bozukluk
oldugu kavraminin ortaya ¢iktigi 1970'lere kadar genis capta
desteklenmistir (Liberti & Locasale, 2016). Son zamanlarda
kanserin metabolik bir hastalik oldugu diisiincesi yeniden ortaya
¢ikt1 ve biiyiik ilgi gdrmiistiir. Ironik bir sekilde, bu biiyiime, artan
genetik veriler ve metabolomiklere artan erisilebilirlik ile birlikte
gelismis dizilime teknolojileri ile desteklenmektedir. Bu alanlardaki
ilerleme onkometabolitlerin (timor biiylimesini ve metastazini
stirdiiren tiimorlerde biriken endojen hiicresel metabolitler) kesfine
yol agmistir (Gyamfi & ark., 2022). Onkometabolitlerin kesfi,
kanserin ortaya ¢ikisini enerji tiretimindeki bozukluklara baglayan
metabolik durum hakkinda kanit saglamaktadir.

Daha oOnce, kanserin bir metabolik bozukluk oldugu
yoniindeki destek, kanserin mitokondrideki oksidatif fosforilasyon
(OxPhos) yoluyla enerji tiretimindeki kusurlardan kaynaklandigini
one sirilmistiir (Seyfried & Shelton, 2010). OxPhos, hiicrelerin
ihtiya¢c duydugu enerjinin ¢ogunu karsilamaktadir; dolayisiyla
mitokondrinin sayisi, yapist ve islevindeki herhangi bir kusur,
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hiicrelerdeki enerji iiretimini degistirecektir (Seyfried & Shelton,
2010). Yavas yavas, bu kusurlu enerji iiretimi, yetersiz solunumun
enerji Uretimi i¢in fermantasyonun yerini almasiyla neoplaziyle
sonuglanan yollarin aktivasyonu geceklesecektir (Seyfried, 2015;
Seyfried & Shelton, 2010). Dolayisiyla laktik asidin aerobik
fermantasyonu (Warburg etkisi) kanserlerin en yaygin patolojik
fenotipidir. Son kanitlar ayrica tiimér hiicrelerinin, kusurlu
solunumu telafi etmek i¢in baska bir fermantasyon yolu olarak
mitokondriyal substrat diizeyinde fosforilasyonu kullanabilecegini
gostermektedir (Seyfried, 2015; Seyfried & Shelton, 2010).
Mitokondriyal substrat diizeyinde fosforilasyon, daha once
Warburg'un teorisinde eksik olan kanitlar1 saglar (Gyamfi & ark.,
2022). Enerji i¢in fermantasyona telafi edici bir sekilde bagli olan
kusurlu OxPhos, hem mutajenik hem de kanserojen olan reaktif
oksijen tiirlerini (ROS) iiretir (Gyamfi & ark., 2022). Bu nedenle,
kanserin metabolik teorisine gore, somatik mutasyonlar ve kanserin
diger tiim 6zellikleri, hiicresel enerji metabolizmasinin baglangigtaki
bozukluklarindan kaynaklanan alt epifenomenlerdir (Gyamfi & ark.,
2022).

Hemen hemen tiim kanserlerin iyi bilinen bir 6zelligi, 2-
deoksi-2(18F)-floro-D-glukozun yiiksek alimidir (Bomanji & ark.,
2001; Castell & Cook, 2008). Pozitron emisyon tomografisi (PET)
taramalar1 ile kanser teshisinde kullanilan acik¢a metabolik bir
Ozellik olarak nitelendirilmektedir. Bu teknik, kanser hiicrelerinin
teshis i¢in glukoz ve glutamine artan bagimliligina dayanmaktadir
ve hem erken hem de ge¢ evre kanserlerin bu metabolik 6zellik ile
karakterize edildigini agik¢a gostermektedir. Bu Ozellik sadece
kanserin bir alt grubuyla smirli olmayip, eslik eden genetik
degisikliklere bakilmaksizin hemen hemen tiim kanser tiirlerinde
ortaya ¢ikmaktadir ve farkli metabolik olaylar1 aramanin kanser
teshisinde faydali olabilecegi konusunda kanserlere dair 6nemli bir
fikir vermektedir (Gyamfi & ark., 2022). Kanserlerde tanimlanan
cesitli anahtar metabolitler (6rnegin asetat, laktat, serin, sarkozin,
asparajin veya kolin) kanda, tiikiliriikte, nefeste veya idrarda
taranabilmektedir (Wishart, 2015). Kolon polipleri ve erken evre
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pankreas kanserindeki metabolitler {izerine yapilan son g¢alismalar,
metabolitlerin biyobelirte¢ler olarak potansiyel roliinii ortaya
koymaktadir (Liu & ark., 2023; Perazzoli & ark., 2023; Urayama,
2015). Kanser onlarca yildir genetik bir hastalik olarak kabul
edilmesine ve kanserlerdeki genetik degisiklikler siirekli olarak
vurgulanmasina ragmen kanser i¢in kesin bir genetik tarama mevcut
degildir. Tiim kanser tiirlerinde mutasyona ugramis tek bir genin
bilinmemesi, buna ragmen kanserin genetik bir hastalik olarak kabul
edilmesi sagirticidir; ancak kanserlerin  %90'indan fazlasinda
gozlenen metabolik Ozellikler hala goézden kagirilmaktadir.
Metabolit taramasi, gelecekteki erken teshis ve kanser dncesi tarama
icin biiyiik bir potansiyele sahiptir ve hizli ve uygun maliyetli
olacaktir. Bu, kanserlerin metabolik dogasini acik¢a ortaya koyuyor
ve kanserin metabolik temeline giiven sagliyor. Daha oOnce
belirtildigi gibi, kanser yonetimindeki basarinin biiyiik bir kismi
erken kanser tespitinden kaynaklanmaktadir ve kanser metabolit
taramasi bu agidan degerli olacaktir.

Kanserin metabolik bir bozukluk olduguna dair daha fazla
kanit niikleer sitoplazma transfer ¢alismalarindan gelmektedir. Bu
deneyler, hasarli mitokondrinin normal mitokondri ile
degistirilmesini veya kanserli bir hiicrenin ¢ekirdeginin, hasarli bir
mitokondrinin veya hasarli ¢ekirdegin kanserin kaynagi olarak gorev
yapip yapmadigim1 belirlemek amaciyla normal bir g¢ekirdekle
degistirilmesini icermektedir. Kanser hasarli bir ¢ekirdekten
kaynaklaniyorsa, bunun saglikli bir ¢ekirdekle degistirilmesi, timor
bliylimesini  baskilayacaktir. Bununla birlikte, eger kanser,
mitokondri fonksiyon bozuklugundan kaynaklanan diizensiz
metabolizmadan kaynaklaniyorsa, bunun normal bir mitokondri ile
degistirilmesi kanseri Onleyecektir (Seyfried, 2015; Seyfried &
Shelton, 2010). Bu deneyler, ¢ekirdegi ¢ikarilmis normal hiicrelerin
sitoplazmasinin ¢ekirdekli tiimor hiicreleriyle kaynastirilmasiyla
olusturulan hiicreler olan sibridlerin kullanimini i¢ermektedir.
Uretilen sibridler bu nedenle tek bir ¢ekirdege sahiptir ancak farkli
hiicrelerden olusan harmanlanmis bir sitoplazmaya sahiptir. Koura
ve arkadaslar tarafindan yiiriitiilen sibrid ¢alismalari tiim kanserli
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B16 fare melanom hiicrelerinin ve c¢ekirdegi cikarilmis kanserli
olmayan sigan miyoblastlarinin fiizyonunu igeriyordu (Koura & ark.,
1982). Olusturulan sibridler, normal hiicrelerden gelen saglikli
mitokondriyi, ancak kanser hiicrelerinden gelen hasarli ¢ekirdegi
iceriyordu. Yeniden olusturulan melezler, ebeveyn hiicrelerinkinden
farkli, benzersiz bir morfoloji ve hiicresel dilizenlemeler
sergilemigtir. Sulandirilmis klonlarin ve melezlerin tiimiinde
izolasyonlarindan hemen sonra tiimor olusumu azaldigi
gozlelenmistir, ancak hiicrelerin  in  vitro uzun sireli
kiiltivasyonundan sonra bazi klonlarda tiimdr olusumu yeniden
ortaya ¢ikmistir (Koura & ark., 1982). Bu ¢alismalar, normal
mitokondrinin kanser hiicrelerinin malign fenotipini baskilamadaki
potansiyel roliinii destekleyen somut kanitlar sunmaktadir. Cybrid
deneylerini destekleyen diger kanitlar Israel ve Schaeffer tarafindan
saglandi. Normal hiicreler iceren sitoplastlardan (cekirdek yok)
malign hiicrelerden iiretilen niikleer/sitoplazmik hibritlerin, enjekte
edilen hayvanlarin %97'sinde timor lirettigini gostermislerdir (Israel
&  Schaeffer, 1987). Calismalarinin  6nemli  &zelligi,
dontistiiriilmemis ve doniistiiriilmiis hiicrelerin hepsinin ortak
niikleer ve sitoplazmik arka plana sahip orijinal klonlanmis
progenitor hiicreden tiiretilmis olmasidir (Israel & Schaeffer, 1988;
Seyfried, 2012). Bu bulgular, normal hiicre ¢ekirdeklerinin, timor
hiicresi  sitoplazmasina yerlestirildiginde timér olusumunu
baskilayamadigini gostermistir. Bagka bir deyisle, muhtemelen
tiimor baskilayic1 genleri igeren normal niikleer gen ekspresyonu,
maligniteyi baskilayamamistir. Alternatif bir gorlis ise timor
hiicresinin sitoplazmasinin, g¢ekirdegi tiimor olusturacak sekilde
yeniden programlayabilecegidir. Bu bulgular, hiicrelerin timor
olusumunu belirleyen faktoriin ¢ekirdekten ziyade sitoplazma
oldugunu gosteren Darlington'un goriisiiyle tutarli goériinmektedir
(Darlington, 1948). Israel ve Schaeffer, tiimor olusumunun
sitoplazmik kontroliiniin molekiiler temelini belirlemediler, ancak
niikleer gen ekspresyonundaki epigenetik degisikliklerin bu
fenomenden sorumlu olabilecegini One siirmiislerdir (Seyfried,
2012). Bunun gibi bir¢ok niikleer-sitoplazmik transfer galigmasi,
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kanserin metabolik temeline dair kanit saglamaktadir. Ayn1 zmanda
bu c¢alismalar, mitokondri ve hiicresel metabolizmanin
karsinogenezdeki  roliinii  ve  dilizensiz  metabolizmanin
karsinogenezdeki roliinii kesfetme ihtiyacini vurgulamaktadir.

Kanserde Glukoz Metabolizmasi

Kanser hiicreleri, gelismis ¢ogalma durumlarini siirdiirmek
icin yiiksek bir makromolekiil talebine sahiptir. Bu yiiksek enerji
durumunda kanser hiicreleri, oksijen mevcudiyetine bakilmaksizin
laktat iretimi ile ATP tiretmek i¢in gelismis glikolize giivenmektedir
(Martinez-Outschoorn & ark., 2017; Soga, 2013). Warburg etkisi
hizla biiyiiyen tiimor hiicrelerinin belirgin bir 6zelligi olarak ortaya
konmustur ve koken dokularma bakilmaksizin ¢esitli kanser
tiirlerinde gozlenmistir (Martinez-Outschoorn & ark., 2017; Soga,
2013). Bu ozellik, kanserin kokeni konusundaki, yani kanserin
genetik mi yoksa metabolik bir bozukluk mu oldugu konusundaki
catismalarin ¢ogunu yonlendirmistir. Glikolize artan bagimliligin
mitokondri fonksiyon bozuklugundan mi kaynaklandigi, yoksa
kanser hiicrelerinin proliferatif durumunu saglikli mitokondri ile
siirdliirmek i¢in genetik degisiklikler sonrasinda m1 meydana geldigi
sorusunu giindeme getirmektedir (Gyamfi & ark., 2022).

ATP ihtiyag¢larim1 karsilamak icin glikolize gilivenmek,
glukozun tam oksidasyonu basina 34 molekiil ATP iireten OxPhos'a
kiyasla yalmzca iki molekiil ATP iireten olduk¢a verimsiz bir
stirectir (Soga, 2013). Hizla cogalan hiicreler ¢ok fazla ATP
molekiiliine ihtiya¢ duyar, dolayisiyla kanserde glikolizin enerji
iretimi i¢cin kullanilmasi neden olduk¢a verimsiz goriinmekle
birlikte bunun neden kanser hiicrelerinin temel bir 6zelligi oldugu
sorusunu glindeme getirmektedir. Kanser hiicrelerindeki bu gézlemi
aciklamak i¢in Warburg, glikolize artan bagimliligin kanser
hiicrelerindeki  islevsiz mitokondriden kaynaklandigin1  6ne
stirmiistiir(Seyfried, 2015; Seyfried & Shelton, 2010). Son
arastirmalar, fonksiyonel mitokondriye sahip kanser hiicrelerinde
glikolizin arttigina dair kanitlar sunmaktadir (Kim, 2015; Shiratori
& ark., 2019). Bu bulgular, glikolize artan bagimliligin, 6rnegin
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cesitli anabolik yollar, riboz-6-fosfat ve kanser hiicrelerinin ihtiyag
duydugu biyomolekiiller i¢in temel Onciiller olan glikolitik ara
maddelerin tiretilmesi gibi baska islevlere de hizmet edebilecegini
gostermektedir (Annibaldi & Widmann, 2010). Kanserin bir
metabolik hastalik olarak kabul edilebilmesi i¢in, hasar gérmiis veya
yetersiz solunumdan kaynaklanan diizensiz metabolizmanin mevcut
olmasi1 gerekmektedir. Diizensiz metabolizmanin tiim kanser
tiirlerinin 6nemli bir 6zelligi oldugu agikca ortadadir. Bu nedenle,
cevaplanmast  gereken sey, genetik degisimin  kanserde
metabolizmanin degismesine mi yol agtigi, yoksa diizensiz bir
metabolizmanin kanserde goriilen genetik degisiklige mi yol
actigidir (Seyfried & ark., 2020). Metabolik bir hastalik olarak
kanser daha sonraki asamalar1 destekler; bu nedenle kanser, diizensiz
metabolizmadan kaynaklanir. Teori, kanser hiicrelerinin metabolik
diizensizliginin, canli kalmak ve ¢ogalmak i¢in metabolizmay1
diizenleyen genlerin yukari regiilasyonuna veya baskilanmasina yol
actigini one siirmektedir (Seyfried & ark., 2020).

Glikoliz, tiimor biiylimesinde 6nemli rol oynayan glukoz
metabolizmasinin tek bileseni degildir. Glikojenin glukoz-1-fosfata
(G1IP) ve daha sonra glikolitik yola girmek i¢in glukoz-6-fosfata
(G6P) doniistiiriildiigi stireg olan glikojenoliz, besin stresi karsisinda
timorler icin baska bir enerji kaynagi saglar. Glikojen
metabolizmasi, kanser arastirmacilar1 tarafindan glikolizden ¢ok
daha az ¢alisilmis olmasina ragmen bobrek, meme, mesane, rahim,
yumurtalik, deri ve beyin kanserleri de dahil olmak iizere bir¢ok
kanser tiirlinde yukar1 dogru diizenlenir. Kanser hiicrelerinin
glikojen igeriginin replikasyon hiziyla ters orantili oldugu
gosterilmistir (Rousset & ark., 1981). Klasik olarak histolojide
berrak hiicrelere sahip olan bobrek hiicreli karsinom, yiiksek
glikojen igerigi nedeniyle bu sekilde ortaya ¢ikmaktadir (Bose & Le,
2018).

Timor genetigindeki ilerlemeler, tiimor hiicrelerinde
glikojen metabolizmasindaki bu degisiklikleri yonlendiren timor
baskilayic1 genlerin ve onkogenlerin karakterizasyonuna bir kez
daha izin vermistir. Onkogen Rab25'in asir1 ekspresyonunun, AKT
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yolu yoluyla hiicresel glikojen depolarinin arttirilmasinda bir siiriicii
oldugu gosterilmistir (Cheng & ark., 2012). Mesane kanserinde,
glikojen dallanmay1 gideren enzim Amylo-a-1,6-glukosidazin
(AGL) bir tiimor baskilayict oldugu tespit edilmistir. Ek olarak
AGL'nin devre dis1 birakilmasi, anormal glikojen depolarinin
birikmesine yol acar ve ksenograft modellerinde tiimor olusumunu
tesvik eder (Guin & ark., 2014).

Bunu g6z oOniinde bulundurarak, Guo-Min Shen ve
meslektaglar1 2010  yilinda  hipoksi ortaminda  glikojen
metabolizmas1 lizerinde c¢alistilar. Bir glikojen sentaz olan
PPP1R3C'nin HIF-1a indiiksiyonu nedeniyle hipoksiden 24 ve 48
saat sonra meme kanseri hiicrelerinde glikojenin biriktigi kaydedildi
(Shen & ark., 2010). Daha sonraki ¢alismalar glikojen sentezinin
hipoksik kosullar altinda kanser hiicresinin hayatta kalmasini
destekledigini gosterdi (Pelletier & ark., 2012). Hem glikojenoliz
hem de glikojen sentezi enzimlerinin, UGP2, PGM, GBE, GYS1 ve
PPPIR3C dahil olmak iizere HIF-la bagimliligi olan tiimor
hiicreleri tarafindan yukart dogru diizenlendigi goriilmektedir (Zois
& ark., 2014). Glikojen sentaz kinaz 2 (GSK2) aktivitesinin
baskilanmasina iliskin in vivo c¢alismalar, prostat timori
biiylimesinde bir azalma oldugunu gostermistir (Zhu & ark., 2011).
Glikojen metabolizmasi, kanser hiicrelerinin, zayif anjiyogenez
nedeniyle besin eksikligi sirasinda bile glikojeni bir enerji kaynagi
olarak kullanabildigi g6z Oniine alindiginda, tedavinin énemli bir
hedefidir (Ros & Schulze, 2012).

Kanser Hiicrelerinde Glukoz Metabolik Yeniden
Programlama

Kanserde en diizensiz metabolik yol glukoz metabolizma
yoludur (Sekil 1). Glukozun metabolik yeniden programlanmasi
kanser tiirlerinde meydana gelir; ancak glukoz metabolik yeniden
programlamasinda yer alan spesifik mekanizmalar kanser tiirleri
arasinda ve hatta ayn1 kokene sahip kanserler arasinda farklilik
gostermektedir. Glukoz metabolizmasinin yeniden
programlanmasinin merkezinde, glukoz metabolizmasinda yer alan
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enzimlerin ekspresyonundaki degisiklikler yer almaktadir (Sekil 1)
(Seyfried & ark., 2014). Biiyiiyen bir tiimor i¢in oksijen ve besin
kaynagi, tiimorde olusan kan damarlarmin kivrimli yapisindan
dolay1 zorlu bir siirectir ve siirli oksijen kaynagi hipoksik bir ortam
olusturur. Kanser hiicreleri daha sonra hipoksik kosullar sirasinda
genlerin ekspresyonunu diizenleyen transkripsiyon faktorleri olan
hipoksi ile indiiklenebilir faktér 1 ve 2'min (HIF-1 ve HIF-2)
ekspresyonunu indiikler (Schito & Semenza, 2016; Vaupel, 2004;
Wicks & Semenza, 2022). Normoksi altinda HIF-1a, prolil
hidroksilaz 2 (PHD2) tarafindan oksijene bagimli hidroksilasyonu
ve bunlarin von Hippel-Lindau tiimor baskilayici (VHL) tarafindan
taninmasini takiben pargalanir (Schito & Semenza, 2016; Vaupel,
2004; Wicks & Semenza, 2022). Hipokside, HIF-1a'nin VHL aracili
bozunmasi meydana gelmez, bu da bunlarin HIF-1p ile birikmesine,
dimerlesmesine ve ¢ekirdekte lokalize olmasina olanak
tanimaktadir. Cekirdekte HIF-1 dimerleri, hedef genlerin hipoksi
yanit eleman1 (HRE) dizisine baglanarak hedef genlerin
ekspresyonunu diizenlemektedir (Schito & Semenza, 2016; Vaupel,
2004; Wicks & Semenza, 2022). Birgok kanserdeki kronik hipoksik
ortam, HIF-1'in glikolitik enzimlerin ekspresyonunu diizenlemek
icin yapisal olarak aktive oldugu anlamina gelmektedir. Artan HIF-
1 ekspresyonu, glukoz tasiyicilart GLUT1 ve GLUT3'in
ekspresyonunu arttirir, glukoz alimini artirir, hekzokinaz 2'min
(HK2) fosforile olmasim saglar ve glukozu glikolitik yola aktarir
(Sekil 1) (Schito & Semenza, 2016; Vaupel, 2004; Wicks &
Semenza, 2022). Kanserlerin bu gelismis glikolitik fenotipi, kanser
hiicresi goclinii ve istilasin1 arttirir, anjiyogenezi indiikler ve
terapdtik yanit1 etkilemektedir.
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Sekil 1. Kanserde glukoz metabolik yeniden programlamanin
mekanizmalari. Hipoksi, kanser hiicrelerinde metabolik yeniden
programlamayt yonlendirir. HIF transkripsiyon faktorlerinin artan
ekspresyonu, kanser hiicrelerinin glikolitik fenotipini siirdiirmek igin
onkogenleri (yani Ras, PI3K-Akt ve c-Myc) aktive eder veya tiimér
baskilayicilar (p53 ve PTEN) etkisiz hale getirir. Tiimor baskilayict
gen TP53"in etkisizlestirilmesi kanserlerde yaygin bir ozelliktir ve
glikolize  bagimlhiligin  artmasina  katkida  bulunur.  p53'iin
etkisizlestirilmesi, glukoz taswicilarimin  (6rnegin, GLUTI ve
GLUT4) baskilanmasini serbest birakir ve bir glikolitik inhibitor
olan TIGAR''n  ekspresyonunu  azaltir.  Biiyiime  faktorii
reseptorlerinin aktivasyonu, onkogenik PI3K/Akt yolunu aktive eder
ve kanser hiicrelerinde glukoz metabolik yeniden programlamasina
katkida bulunan asag yondeki hedefleri (FOXO'lar, HIF 1a, c-Myc
ve SREBP) aktive eder (Gyamfi & ark., 2022).

Onkogenik KRAS, onkogenik BRAF ve aktive PI3K/AKT
dahil olmak iizere kanser hiicrelerinde yaygin olarak mutasyona
ugrayan veya genetik olarak degisen onkoproteinlerin, kanser
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hiicrelerinde glukoz metabolik yeniden programlanmasina yol agtig
gosterilmistir (Sekil 1) (Nissim Hay, 2016). PI3K/Akt sinyal yolu,
kanserde aktive olan g¢esitli tirozin kinaz reseptorleri igin bir
yakinsama noktasidir. PI3K/Akt yolu glukoz alimmin ana
diizenleyicisidir. Aktive edilmis PI3K/Akt, GLUT1 ekspresyonunu
ve bunun hiicre yiizeyine translokasyonunu arttirmaktadir (Gyamfi
& ark., 2022; Nissim Hay, 2016; Pavlova & Thompson, 2016). Akt
ayrica glukozu fosforile eden ve hiicrelerden disar1 akisini onleyen
hekzokinazin aktivitesini de giiclendirmektedir. PI3K/Akt yolunun
asag1 akisinda transkripsiyon faktorii c-Myc bulunmaktadir. c-Myc
transkripsiyon  faktorii (metabolizmanin ana transkripsiyon
diizenleyicisi), insan tliimorlerinin ~%70'inde asir1  eksprese
edilmektedir. C-Myc, apoptozu, hiicre biliylimesini ve
metabolizmay1 diizenleyen genlerin aktivitesini transkripsiyonel
olarak diizenleyen bir heterodimer olusturmak {iizere c-Myc ile
iligkili protein X (Max) ile dimerize olur (Gyamfi & ark., 2022;
Soga, 2013). c-Myc ekspresyonunun biiyiime faktorii uyarimi ile
indiiklendigi normal hiicrelerin aksine, c-Myc ekspresyonu kanser
hiicrelerinde yapisal olarak aktive edilmektedir (Gyamfi & ark.,
2022; Soga, 2013). Bu artan c-Myc ekspresyonu, glukoz
tasinmasinda (GLUT1) ve laktat akisinda (MCTT1) yer alan hedef
genleri aktive ederek enerji iiretimini ve biyomolekiil sentezini (hizla
cogalan hiicrelerde temel gereksinimler) desteklemektedir (Sekil 1)
(Schito & Semenza, 2016; Soga, 2013). Gelistirilmis glikolitik yollar
ve Myc ekspresyonu, diger metabolik yollarda kullanilan glikolitik
ara maddeleri iiretmektedir. ilging bir sekilde HIF proteinleri, kanser
hiicrelerinin metabolik avantajlarin1 arttirmak i¢in c-Myc ile de
isbirligi yapabilir. Spesifik olarak HIF-2a, c-Myc-Max kompleksini
stabilize eder ve hedef genlerin transkripsiyonel diizenlemelerini
giiclendirir (Schito & Semenza, 2016; Soga, 2013). Alternatif olarak
normal hiicrelerde HIF-1a, Max'e baglanarak HIF-2a'nin tersi yonde
hareket eder ve HIF-1a, c-Myc'yi etkisiz hale getirir. C-Myc'nin asir1
eksprese edildigi kanserlerde aktivitesi HIF-1a'dan etkilenmez. c-
Myc'nin artan ekspresyonu, c-Myc-Max heterodimerlerini stabilize
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eder ve kanser hiicresi metabolizmasini, protein sentezini ve hiicre
dongiisii ilerlemesini yeniden programlar (Schito & Semenza, 2016).

Transkripsiyon faktorii p53, kanserde anahtar bir molekiil
olarak kabul edilmistir (Lane, 1992; Oren, 1992). Bir timor
baskilayici olarak kabul edilen p53, en ¢ok DNA hasar1 tepkisi ve
apoptozdaki isleviyle bilinmektedir. Son zamanlarda p53'in glikoliz
ve oksidatif fosforilasyonun diizenlenmesinde dnemli rolleri oldugu
rapor edilmistir (Wang & ark., 2023). Fonksiyonel p53, glukoz
tastyicilarinin (yani, GLUT1 ve GLUT4) ekspresyonunu inhibe
ederek  ve  glikolizde  3-fosfogliseratin ~ 2-fofogliserata
doniistiiriilmesinden sorumlu enzim olan fosfogliserat mutaz
seviyelerini azaltarak glikolitik hiz1 azaltmaktadir (Sekil 1) (Itahana
& Itahana, 2018). Yabani tip p53, PI3K yolunu inhibe eden timor
baskilayic1 fosfat ve tensin homologunun (PTEN) ekspresyonunu
diizenler (Kitagishi & ark., 2014). PI3K'nin inhibisyonu, glikolizin
temel itici giigleri olan Aktl ve HIF proteinlerinin aktivasyonunun
azalmasma yol acar (Sekil 1) (Soga, 2013). Kanserlerde p53
mutasyonunun yiiksek sikligi, metabolik diizenlemeyi kontrol ettigi
ve glikolizin kayboldugu anlamina gelmektedir. Mutant p53'e sahip
kanser hiicrelerinde glukoz tastyicilarinin, glikolitik enzimlerin
ekspresyonu ve AKT ve HIF aktivasyonu artmistir (Gomes & ark.,
2018).

Birlikte ele alindiginda, bu bulgular, kanserlerin genetik
calismalar yoluyla tanimlanan ¢oklu biiyiime sinyal diigiimlerinin
ve anahtar  onkogenlerin, kanser hiicrelerinin  glukoz
metabolizmasini diizenlemeye yonelik hiicresel tepkilerini uzaktan
kolaylastirdigin1 ortaya koyuyor. Kanser hiicrelerinde meydana
gelen glukoz metabolik yeniden programlamasi, GLUTI1 ve diger
glukoz tasiyicilarinin plazma zarma artan ekspresyonunu ve
translokasyonunu ve glikolizde yer alan enzimlerin artan
ekspresyonunu igerir (Ediriweera & Jayasena, 2023; Nissim Hay,
2016). Bu metabolik yeniden programlama, onkoproteinleri ve
onkogenik transkripsiyon faktorlerini i¢eren ¢oklu mekanizmalar
tarafindan yonetilmektedir.
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Kanser Tedavi Hedefi: Glukoz Metabolizmasi

Enzimler ilgi ¢ekici molekiiler hedefler oldugundan, kanser
tedavisi i¢cin metabolik yolaklarin hedeflenmesi ilk bakista cazip
goriinmektedir. Bununla birlikte, kanser tedavisine yonelik ¢ekici bir
aday olabilmek igin, belirli bir enzimin aktivitesi a¢isindan kanser
hiicreleri ile normal ¢ogalan hiicreler arasinda 6nemli bir fark olmasi
gerekir. Belirli kanser tiirlerinde asirt eksprese edilen birkag
potansiyel aday arasinda GLUT 1, hekzokinaz-2 (HK2), fosfogliserat
dehidrojenaz (PHGDH), fosfofruktokinaz (PFK) ve laktat
dehidrojenaz A (LDH-A) bulunur.

Daha once belirtildigi gibi, glukoz tastyicilart (GLUT1-4),
timor hiicrelerinde Myc ve HIF-la tarafindan yukari dogru
diizenlenmektedir. GLUT1'in kiiciik molekiillii inhibitorleriyle
yapilan 6nceki denemelerde, renal hiicreli karsinom hiicre dizisinde
(Chan & ark., 2011) ve hepatoseliiler karsinom hiicre dizisinde
(Amann & Hellerbrand, 2009) in vitro timor oldiriici etkiler
gozlemlenmistir. Bununla birlikte, GLUT1 normal hiicrelerde de
yaygin bir glukoz tasiyicisidir ve bu muhtemelen klinik basartyi
engelleyecektir. Homozigot Glutl silinmesi farelerde embriyonik
olarak oldiirliciidiir ve heterozigot silinmesi, motor aktivitede
bozulmaya ve nobetlere neden olmustur (Sborov & ark., 2015).
Silibinin ad1 verilen bir GLUT1 inhibitori, faz I klinik denemesinde
prostata 6zgili antijende herhangi bir azalma gostermede basarisiz
oldu (Sborov & ark., 2015).

Heksokinaz, glikolizin ilk adiminda glukozu glukoz-6-
fosfata fosforile eder. HK2 ¢ogunlukla kanser hiicrelerinde eksprese
edilir ve tiimorlerde islev goren birincil heksokinazdir, dolayisiyla
bir diger potansiyel terapotik hedeftir. HK2'nin sistematik olarak
silindigi deneyler farelerde iyi tolere edildigini gostermistir
(Heikkinen & ark., 1999). Glukozun fosforilasyonunu engellemek
amaciyla G6P izomerazini1 rekabet¢i bir sekilde inhibe eden bir
glukoz analogu olan 2-deoksiglukozun, glioblastoma multiforme'de
iyi toleransla radyasyon tedavisi ile kombinasyon halinde bir faz |
denemesi gerceklestirilmistir. Bununla birlikte, lonidamin adi
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verilen bir HK inhibitdri, iki faz IIT randomize ¢aligmada herhangi
bir fayda gostermede basarisiz olmustur (Sborov & ark., 2015).

PHGDH, 3-fosfogliseratin serine  doniislimiinde hiz
smirlayic1 bir adim olan 3-fosfogliseratt 3-fosfohidroksipiruvata
doniistiiriir. Son zamanlarda yapilan iki ¢aligma, insan melanomu ve
meme kanseri alt gruplarinin yiliksek diizeyde PHGDH'ye sahip
oldugunu ve bu kanser hiicrelerinin biliylime i¢in bu enzimlere
bagimli oldugunu bildirmislerdir (Locasale & ark., 2011; Possemato
& ark., 2011).

Fosfofruktokinaz (PFK), glikolizdeki ikinci adimi, yani
fruktoz-6-fosfatin fruktoz-1,6-bisfosfata (F1,6-BP)
doniistiiriilmesini  katalize eden enzimdir. Normal hiicrelerde
glikoliz i¢in ¢ok 6nemli oldugundan PFK'yi dogrudan inhibe etmek
miimkiin olmasa da dolayli olarak hedeflemek miimkiin olabilir.
PFK, fruktoz-2,6-bisfosfonat (F2,6-BP) tarafindan allosterik olarak
giiclii bir sekilde aktive edilir. F2,6-BP, HIF-la'nin hedefi olan baska
bir protein olan PFKFB3 tarafindan aktive edilir. In vitro ve in vivo
calismalarda, 3PO adi verilen kiigiik bir molekiil PFKFB3 inhibitorii
ile glikolizin zayiflatilmas1 saglanmistir (Clem & ark., 2008).
PFKFB3 inhibitorlerinin ayni zamanda tiimor anjiyogenezini
azalttigi da gosterilmistir (Schoors & ark., 2014).

NAD+ ile laktat ve NADH ile piruvat arasindaki redoks-
bagli dontistime karsilikli olarak aracilik eden laktat dehidrojenaz A
(LDHA) potansiyel terapétik hedef olmustur (Doherty & Cleveland,
2013; Wu & ark., 2017). LDHA'nin yiiksek ekspresyon seviyeleri,
skuamo6z bas ve boyun kanseri, kolorektal kanser ve kiigiik hiicreli
olmayan akciger kanseri dahil olmak iizere bir¢ok tiimor tipinin ayirt
edici 6zelligidir (Doherty & Cleveland, 2013; Koukourakis & ark.,
2005; Koukourakis & ark., 2003; Koukourakis & ark., 2009). FX-11
adi verilen kiiciik bir molekiiler LDHA inhibitoriiniin,
NADH/NAD+ oranimi bozarak, sadece in vitro ¢alismalarda degil
ayn1 zamanda pankreas ve lenfoma ksenograftlarinda da tiimor
hiicrelerinde reaktif oksijen tiirlerini arttirdigi ve ardindan hiicre
olimii sagladigr gosterilmistir (Le & ark., 2010). Gossypol,
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galloflavin ve N-hidroksiindol bazli inhibitorler gibi diger bazi
LDHA inhibitorleri klinik 6ncesi ortamlarda test edilmistir (Granchi
& ark., 2011; Le & ark., 2010; Manerba & ark., 2012; Vander Jagt
& ark., 2000; Yu & ark., 2001). Bunlar arasinda, LDH'nin segici
olmayan bir inhibitorii olan gossipol (AT-101), metastatik kolorektal
kanseri (NCT00540722) hedef alan bir faz I klinik denemesinde test
edilmigtir. LDH inhibitorlerinin  gelistirilmesine yonelik aktif
arastirmalara ragmen, gossipol, NADH'ye bagimli enzimlerin
(GAPDH) inhibisyonu gibi hedef dis1 etkiler gosterdiginden,
oldukca segici ve etkili LDH inhibitorlerine hala klinik bir ihtiyag
vardir (Vander Jagt & ark., 2000). Laktat metabolizmasini hedef alan
bilesikler heniiz onaylanmamis olsa da, LDH'yi hedefleyen
stratejilerin kanser tedavisi i¢in umut verici yaklasimlar oldugu
aciktir.

Pyruvate kinase isozymes M2 (PKM2) ekspresyonunun
kanser hiicreleri i¢in proliferatif bir avantaj sagladiginin bulunmasi,
PKM2'nin kanser tedavisi i¢in ¢ekici bir hedef olabilecegi ihtimalini
artirmistir. Tiimorler normal kontrol dokularindan daha yiiksek
seviyelerde PKM2 eksprese eder (Bluemlein & ark., 2011); ancak
PKM2'nin inhibe edilmesi ayni zamanda glikolitik ara maddelerin
birikmesine ve biyosentetik yollart beslemesine de izin vererek
timoriin ilerlemesine neden olabilir (Hamanaka & Chandel, 2012).
Dikkat c¢ekici bir sekilde, kanser hiicrelerinde PKM2'nin inhibe
edilmesinin veya aktive edilmesinin timor bilylimesini azalttigini
gosteren veriler meveuttur (Anastasiou & ark., 2011; Goldberg &
Sharp, 2012). PKM2 spesifik olarak sistein 358 {izerinde oksitlenir,
aktivitesini inhibe eder ve glikolitik ara maddelerin pentoz fosfat
yoluna (PPP) yonlendirilmesini tesvik eder, NADPH firetir ve
redoks dengesini destekler. Oksitlenemeyen bir PKM2 mutantinin
ekspresyonu, PPP boyunca akis1 azalttigi, oksidatif stresi arttirdigi
ve tiimor bilylimesini inhibe ettigi gosterilmistir (Anastasiou & ark.,
2011). Bu sonuglar, PKM2 aktivatorlerinin, 6zellikle oksidatif stresi
arttirdig1 bilinen radyasyon veya kemoterapdtik ajanlarla birlikte
kullanildiginda  gecerli  kanser terapdtikleri  olabilecegini
gostermektedir. Diger yandan Goldberg ve Sharp, PKM2
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aktivitesinin inhibisyonunun hiicre kiiltiiriinde apoptozu artirdigini
ve ayrica timor hiicresi biiyiimesini de inhibe edebildigini
gostermiglerdir (Goldberg & Sharp, 2012).

Glikojen metabolizmasini veya glukoneogenezi hedef alan
cok daha az sayida tedavi gelistirilmistir. Lee ve meslektaslar1 CP-
320626 adi verilen bir bilesik ile pankreatik hiicre hattinda glikojen
fosforilazi inhibe ederek normal insan fibroblastlari tizerinde higbir
etki olmaksizin tiimor hiicresi 6liimiine yol agtigini rapor etmislerdir
(Lee & ark., 2004). Baska bir glikojen fosforilaz inhibitorii olan
flavopiridol, prostat kanseri, renal hiicreli karsinom ve kolorektal
karsinom ile yapilan klinik caligmalarda giivenli ve orta diizeyde
etkinlige sahip oldugu bildirilmistir (Aklilu & ark., 2003; Liu & ark.,
2004; Van Veldhuizen & ark., 2005). Ancak flavopiridol aym
zamanda sikline bagiml bir kinaz inhibitorii oldugundan anti timér
etkilerinin  tamamen  glikojen  fosforilaz  inhibisyonundan
kaynaklanip kaynaklanmadig1 belirsizdir (Bose & Le, 2018).

Giliniimilizde metabolik kanser tedavilerinde ¢esitli zorluklar
bulunmaktadir. ilk olarak, metabolik fenotipler muhtemelen kéken
dokuya, tiimor mikro ortamina, primer ve metastatik tiimorlere ve
mutasyon farkliliklarma gére degismektedir. Ikinci olarak in vivo
fare galismalariin klinik deneylere doniistiiriillmesinde sinirlamalar
mevcuttur. Son olarak, tiimorlerin yeni enerji kaynaklarina
adaptasyonuyla metabolik inhibitorlerin  iistesinden gelme
potansiyellerinin olmasidir. Kanser metabolizmasina olan ilginin
artmasiyla birlikte, metabolik inhibitorlerin gelisimi de artmaya
devam edecektir ve etkinligi arttirmak i¢in bu tedavileri diger tedavi
yontemleriyle birlestirmek en etkili yontem olabilir.
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BOLUM 1V

Pankreas Kanserinin Progresyonunda Tiimor
Mikrocevrenin Rolii

Demet KACAROGLU!

Giris

Pankreas kanseri, endistriyel iilkelerde kanserle iliskili
Olimlerde yedinci siradadir ve 2030 yilina kadar  akciger
kanserinden sonra diinyada en 6liimciil kanser tiirii olacagi tahmin
edilmektedir (Sunami ve ark., 2020). Klasik olarak uygulanan
kemoterapi, radyoterapi ve cerrahi gibi tedaviler yeterli olmadigi
icin sag kalim orani oldukga diisiiktiir (Carr ve Fernandez-Zapico,
2016). Bu tedavilerin basarisiz olmasinin asil nedeni kullanilan
terapatik ajanin pankreas kanserinde olusan yogun desmoplastik
mikrocevreden dolay1 hedef hiicrelere ulasamamasidir (Feig ve ark.,
2012). Timor  hiicreleriyle  siirekli etkilesim halinde olan
ekstraselliiler matriks ve stromal hiicrelerin olusturdugu timor
mikrogevresinin; timor gelisimi, invazyon, metastaz, kemoresistans,

1 Ars.G6r.Dr., Lokman Hekim Universitesi, Tip Fakultesi,
demet.kacaroglu@lokmanhekim.edu.tr
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apoptozis ve immiin sistemin baskilanmasi siire¢lerini aktif olarak
etkiledigi bilinmektedir (Hanahan ve Weinberg, 2011). Normal
sartlarda stroma antitiimorojenik 6zellige sahiptir fakat stromay1
olusturan hiicreler cesitli uyaranlarla transforme olduklarinda tiimor
gelisimini desteklemeye baslamaktadir. Bu kosullar altinda stromal
hiicreler, tiimor hiicreleriyle birlikte degiserek; cesitli sitokinleri,
kemokinleri, bliylime faktorlerini ve proteazlart anormal diizeyde
sentezleyecek sekilde farklilagirlar (Junttila ve De Sauvage, 2013).

Pankreas kanseri mikrogevresi; kanser hiicreleri, stromal
hiicreler ve hiicre dis1 bilesenlerden olusur. Hiicresel bilesenler;
MKHler, fibroblastlar, pankreatik yildizs1 hiicre(PSC)ler, kanserle
iliskili fibroblast(CAF)’lar, diizenleyici T hiicre(Treg)leri, miyeloid
tiirevli baskilayici hiicre(MDSC)ler ve tiimoérle iligkili makrofajlar
(TAM)dir. CAFlar, endotelyal hiicreler, MKHler , PSCler ve
immiin sistem hiicrelerinin hepsi stromal hiicreleri olusturur
(Bastopcu, 2022). Bu hiicreler ve kanser hiicreleri, mikrogevreyi
korumak icin ekstraselliiler matriks, MMPler, biiytime faktorleri ve
TGF-B gibi hiicre dis1 bilesenleri salgilar. Hiicrelerin etrafinda
yliksek oranda ekstraselliiler matriks proteinleri oldugu icin ytiksek
interstisiyel s1v1 basincina sahip ve fiziksel olarak sert bir tiimdrdiir
(Hessmann ve ark., 2020). Hiicre dis1 bilesenler ise ekstraseliiler
matriks (ECM) ve sitokinler, bliylime faktorleri, DNA ve kiigiik
RNA’lardan olusmaktadir. Bu stroma, timor biiylimesini,
vaskiilarizasyonunu, ila¢ yanitini, bagisiklik yanitlarini ve metastazi
diizenleyen ¢ok 6nemli dinamik bir yapidir. Pankreas kanserinde
olusan yogun desmoplastik mikrogevreyi daha derin anlamak ve
manipiile edebilmek i¢in mikrogevre elemanlari’nin davraniglarinin
aydinlatilmasi ¢ok dnemlidir.

Bu kitap boliimiinde pankreas kanserinin en yaygin tiirli olan
Pankreatik Adenoduktal Karsinoma (PDAC)’nin mikrogevresinde
bulunan hiicresel ve hiicresel olmayan yapilar agiklanmistir. Hedefli
kanser terapilerinde 6nemli bir potansiyel tasiyan mikrogevre hedefli
terapotik  yaklagimlarin  gelistirilebilmesi  i¢in  yiiksek Onem
tasimaktadir. Bu alanda ¢alisan molekiiler ve kanser biyologlarina
arastirma siireclerinde faydali olmasi beklenmektedir.
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Pankreatik Tiimor Mikrocevresi

Pankreatik duktal adenokarsinom stromasi zengin
tiimorlerdendir. Desmoplastik stroma, timor kiitlesinin yaklasik
%50-90 olusturmaktadir. Son zamanlarda yapilan c¢alismalar
mikrogevrenin, malign transformasyon siirecinde ve progresyon
mekanizmasinda biiyiikk rol oynadigr anlasilmistir. Stromadaki
yliksek matriks diizeyi kotii prognozla iligskilendirilmistir.
Protoonkogenlerdeki ve tiimor supresor genlerdeki mutasyonlar da
hem timor epitelinde hem de stromal hiicrelerde gosterilebilmistir.
Normal pankreas stromasi timor gelisimini engeller veya
geciktirirken, anormal stromal komponentler tiimor gelisiminde rol
oynamaktadir (Feig ve ark., 2012).

Pankreatik duktal adenokarsinom stromasi seliiler ve aseliiler
komponentlerden olusan heterojen bir ortamdir. Bu komponentler
fibroblastlar, miyofibroblastlar, PSCler, diiz kas hiicreleri,
adipositler, makrofajlar ve diger inflamatuar hiicreler, kan ve
lenfatik damarlar, ECM, sitokinler ve biiyiime faktorleridir (Sekil 1).
Kanser hiicreleri ve stromal hiicreler arasinda g¢esitli sinyaller
yoluyla birbirlerini aktive eden parakrin etkilesim dongiisii
bulunmaktadir (Kleeff ve ark., 2007).

Aktive pankreatik  miyeloid tiirevii
stellat hiicre baskilayici hiicre
Pankreatik kanser
o 'Ok hilcre

— Kanserle iligkili
fibroblast
v

Endotel
T
- hilcre

Fibronektin 4

Sekil 1. Pankreas tiimérii mikrogevresinin sematik gosterimi (Patil
ve ark., 2021)
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1. Hiicresel Komponentler
a. Kanserle iliskili fibroblastlar

Fibroblastlar bag dokuda en fazla bulunan ve salgiladiklar
ECM proteinleri ile dokularin temel yapisini olusturan hiicrelerdir.
Fibroblastlar sagliklt dokularda ECM’nin yeniden sekillenmesi ve
yara iyilesmesi siirecindeki rolleri ile yapilarin fonksiyonlarinin
devamliligini diizenler. Normal kosullarda duragan halde olan
fibroblastlar yara iyilesmesi ve fibrozis durumlarinda aktifleserek
“miyofibroblast” olarak adlandirilan aktif hiicre grubuna doniisiir.
Miyofibroblastlar kontraktil yetenegi olan stress liflerine sahiptir, o-
diiz kas aktini ve fibronektinin varyant formu olan ED-A
fibronektini eksprese ederler. Cok sayida calisma fibroblastlarin
timorijenezde esansiyel oyuncular olduklarini gostermektedir.
Ozellikle de pankreatik, meme ve prostat kanserlerinde tiimoriin
etrafindaki stromal hiicrelerin biiyiik cogunlugunu olusturduklarinm
ifade etmektedir (Monteran ve Erez, 2019).

Tiimor stromasinda yer alan ve “CAF” olarak adlandirilan bu
aktiflesmis fibroblastlar, yara iyilesmesi ve inflamasyon
siireclerinde rol alan bu miyofibroblastlarla pek ¢cok benzer 6zellik
gostermektedir. Doku hasar1 oldugu zaman o bolgedeki fibroblastlar
parakrin sinyallere yanit olarak miyofibroblastlara doniisiir.
Miyofibroblastlarin indiikklenmesi kanser gelisimini indiikleyen
organ fibrozisine de neden olmaktadir. Endotelyal hiicreler, diiz kas
hiicreleri, miyoepitelyal hiicreler ya da mezenkimal hiicreler gibi
cesitli hiicre gruplart CAF’lar1 olusturan hiicre gruplaridir (Mhaidly
ve Mechta-Grigoriou, 2020). CAFlarin esansiyel fonksiyonlar
arasinda ECM’nin  depozisyonu, epitelyal farklilasmanin
diizenlenmesi, inflamasyonun diizenlenmesi ve yara iyilesmesi yer
almaktadir. Bu hiicreler hepatosit biiyiime faktorii (HGF), epidermal
biiyiime faktorii (EGF), insiilin benzeri biiyiime faktorii-1 (IGF-1),
stromal hiicre kaynakli faktér-1 (SDFI/CXCL12) ve ¢esitli
fibroblast biiytime faktorlerini (FGF) eksprese ve sekrete ederek
kanser hiicrelerinde proliferasyonu indiikleme yetenegindedir.
CAF’lar tiimor hiicrelerinin proliferasyonunu, anjiyogenezini,
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apoptozisten  kagisini, kemorezistansi ve metastazini
desteklemektedir. CAFlar cesitli kemokinler, sitokinler, biiylime
faktorleri, miRNA'lar, eksozomlar tiretir. Ayrica CAFlar salgiladigi
sitokinlerle de immiin sistem hiicrelerinin baskilayarak timor
progresyonunun hizlanmasina neden olur. Bu durumdan anlasildigi
iizere CAFlar tiimor hiicresi ve mikrogevre i¢in Onemli bir
regiilatordiir ve farkli mekanizmalar iizerinden terapiler
arastirilmaktadir  (Pereira ve ark., 2019). CAFlarin timor
mikrogevresinde farkli alt tipleri vardir. Pankreas mikrogevresinde
tiimoriin yerine ve evresine gore ii¢ farkh tip CAF tanimlanmistir.
CAFlarin fonksiyonel rolleri’nin belirlenmesi ve yonetilebilmesi
pankreas kanseri i¢in elzemdir (Geng ve ark., 2021) .

b. Mezenkimal kok hiicreler

MKHler, yiiksek rejeneratif kapasitesi olan, ¢ok yonlii
farklilasabilen, immiinmodiilatuar o6zelliklere sahip fibroblast
benzeri stromal hiicrelerdir. MKHIler kolay izole edilebilmeleri,
viicutta pek c¢ok yerde bulunabilmeleri, immiin yanit
olusturmamalari, antiinflamatuvar, anjiyojenik ve antiapoptotik gibi
ozellikleri olmasi nedeniyle tipta bir¢ok alanda oldukg¢a yaygin
olarak kullanilmaktadir (Pountos ve Giannoudis, 2005). MKHIler
kemik iligi, adipoz doku, umblikal kord, iskelet kas1, plasenta, dental
pulpa ve endometrium gibi ¢ok farkli dokulardan elde edilebilir
(Berebichez-Fridman ve Montero-Olvera, 2018; Ding ve ark., 2011).
Adipoz doku, daha fazla miktarda hiicre elde edilmesi, daha az
invaziv olmas1 ve klinik uygulamadaki yiiksek basarisindan dolay1
son donemlerde izolasyonda daha ¢ok tercih edilmektedir (Strioga
ve ark., 2012). MKHler terapotik olarak Graft Versus Host hastaligi,
otoimmiin hastaliklar, hematolojik maligniteler, kardiyovaskiiler
hastaliklar, norolojik hastaliklar, organ nakilleri, diabet ve rejeneratif
tipta allojenik veya otolog olarak kullanilmaktadir (Squillaro ve ark.,
2016). MKHIler bulundugu cevreden aldig1 sinyallere yanit olarak
sitokinler, kemokinler, bliytime faktorleri, enzimler, ekzozomlar
salgilayarak veya direkt temas ederek mikroortami diizenler.
MKHlIlerin hiicresel biyolojisi arastirmalart arttikca kanserde de
teropatik amacla kulllanilip, kullanilamayacagi arastirilmaktadir
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(Lin ve ark., 2019). Ozellikle naif MKHIerin yani tiimor hiicresiyle
karsikli etkilesime girmemis olan MKHIerin zamanla aldigi sinyaller
dogrultusunda tiimor hiicreleri tarafindan egitilmis hale geldigi ve
timor hiicrelerini  birgok mekanizma T{izerinden destekledigi
diistiniilmektedir (Sun ve ark., 2014). Tiimor mikrogevresinde naif
MKH ortama ilk geldigi zaman proinflamatuvar ve antitiimorojenik
fenotipteyken zamanla ortamdan aldigi sinyaller dogrultusunda
antiinflamatuvar ve protiimorojenik karaktere doniismektedir
(Rivera-Cruz ve ark., 2017). MKHIlerin timdr mikrogevresindeki
etkilerine genel olarak bakilacak olursa; MKH’nin biiyiime
faktorleri salgilamas1 (HGF , Insiilin benzeri biiyiime faktorii-1, FGF
gibi), proanjiyojenik ajanlar salgilamasi (Vaskiiler endotelyal
bliyiime faktorii, TGF-3 gibi), immiin sistem hiicrelerini baskilamasi
(indoleamin 2,3-dioksijenaz, IL-8, IL-10 araciligiyla) ve kendisinin
de CAF’a doniligmesi tiimorii destekleyici Ozellikleri arasinda
gosterilebilir. Antitlimor 6zellikleri olarak ise antianjiyojenik ajanlar
salgilamasi, sitotoksik ajanlar salgilamasi (TRAIL, TNF-a gibi),
antiproliferatif ajanlar salgilamasi ve immiin sistem hiicrelerini
aktive etmesi gosterilebilir (Hmadcha ve ark., 2020).

c. Pankreatik yildizs1 hiicreler

Pankreas stellat hiicreleri (PSCler) pankreasta yerlesik
olarak bulunan hiicrelerdir. Kronik pankreatit ve pankreas kanseri
ile iligkili fibroziste bir arastirma noktasi haline gelmistir .
Normalde, PSCler hareketsizdir ve ECM iiretimini diizenler.
Bununla birlikte, tiimorijenez sirasinda stroma ve pankreas kanseri
hiicreleri, PSCleri aktive etmek i¢in ¢esitli uyarici faktorler (TGF-3
gibi) salgilar. Ardindan, aktif PSCler uygun bir mikro ortam
olusturabilir ve pankreas kanserinde asir1 fibrozis, tiimor metastazini
tesvik etme , kemoterapi ve radyoterapi direncini indiikleme ve
immiinmodiilasyon yaparak kanserin ilerlemesini kolaylastirabilir
(Jin ve ark., 2020). PSClerin PDAC progresyonundaki kritik rolleri
arasinda ECM iiretimi, desmoplastik reaksiyonun diizenlenmesi ve
hiicre proliferasyonu, gocli, invazyonu, anjiyogenez ve ilag
direncinde PDAC malignitesinin modiilasyonu yer alir. Aktive
edilmis PSCler, PCC'lerin ¢ogalmasini, gdcilinii ve invazyonunu
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diizenleyen ¢esitli sitokinler ve biiytime faktorleri salgilar. Ek olarak,
PSCler IL-1, IL-6, koloni stimiile edici faktor 1 ve timor nekroz
faktorii-a (TNF-a) gibi sitokinleri salgilar. PSCler ayrica endotel
hiicreleri, bagisiklik hiicreleri ve ndronal hiicreler gibi diger stroma
hiicreleri ile etkilesime girerek PDAC'in agresif fenotipine daha
fazla katkida bulunur (Wu ve ark., 2021) .

d. Immiin sistem hiicreleri

Memeli immiin sistemi, organizmayi yabanci patojenlere
kars1 korumak i¢in non-immiin hiicreler ile diger hiicreler arasinda
kompleks ve dinamik bir ag ile etkilesim kurmus olan c¢ok ¢esitli
hiicre gruplar1 ve mediatorlerden meydana gelmektedir. Saglikli
organizmada, dogustan gelen immiin sistem ig¢sel veya digsal tehlike
sinyallerine kars1 savunma halindedir. Immiin sistemin esasansiyel
roli “kendiden olmayanlar’” ayirmaktir. Bu 06zellik en kiiciik
virlisten, en biliyiilk c¢ok hiicreli parazite kadar tiim yabanci
organizmalarin  saptanmast ve elimine edilmesine olanak
saglamaktadir. Immiin sistem genel olarak kalitsal ve adaptif olmak
iizere iki ana baglikta incelenmesine ragmen, hiicrelerin doku
hasarina hizlica yanit vermelerine olanak saglayan sofistike bir
iletisim agina sahip immiin sistem hiicreleri, antijen spesifitesi ve
hiicresel kompozisyon bakimindan birbirlerinden  farklilik
gostermektedir (Abbas ve ark., 2016).

Immiin sistem hiicrelerinin ve inflamasyonun timor
ilerlemesini kontrol etmede ve katkida bulunmada 6nemi yillardir
kabul edilmektedir. Hem dogustan gelen hem de adapte bagisiklik
bilesenleri viicudu aktif olarak tarayarak baslangic asamasindaki
tiimor hiicrelerini tanimlar ve yok ederler. Tiimor i¢indeki efektor ve
bellek fonksiyonlarima sahip lenfositlerin tanimlanmasi baglica
tiimorlerde ve metastazlarinda siklikla tarif edilmistir. Bagisiklik
hiicrelerinin varligi genellikle iy1 bir prognoz ile iliskilendirilir;
ancak, bu biiyilik 6l¢iide tlimoriin tiirline, hiicrelerin konumuna ve
aktivasyon durumlarina baghdir(Barnes ve Amir, 2018) . Tiimor
hiicreleri, kanser hiicreleri tarafindan asir1 ifade edilen genler
tarafindan kodlanan mutasyona ugramis neo-antijenler, mutasyona
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ugramamis antijenler veya kanserin koken aldigi dokularla ilgili
farklilasma genleri tarafindan kodlanan antijenleri ifade eder.
Dendritik hiicreler timor antijenlerini isleyerek T hiicrelerine
sunumunu tesvik eder ve anti-tiimor yanit {iretir. T hiicreleri iginde,
CD8+ sitotoksik T hiicreleri, anti-tiimér bagisikligin en etkili
aracilart olarak kalmaktadir ve CD4+ T yardimci 1 hiicreleri veya
Th17 hiicreleri tarafindan yonlendirilen bir yanit, CD8+ efektor T
hiicre yanitlarini tesvik eder. Biiylik oranda CD8+ sitotoksik T hiicre
infiltrasyonu, meme kanseri, yumurtalik kanseri, akciger kanseri ve
kolorektal kanser gibi farkli kanser tiirlerinde olumlu bir prognozla
iligkilendirilmistir (Papait ve ark., 2020).

Epidemiyolojik ¢alismalardan 6nemli kanitlar olsa da, kronik
pankreatit'in PDAC igin bir risk faktorii oldugu, cogu durumda
PDAC'nin klinik olarak belirgin bir inflamasyon olmadan spontan
olarak gelistigi bilinmektedir. Hala oOliimciil bir hastalik olan
sporadik PDAC orneklerinde, kanserden oliimlere neden olan
dordiincii 6nde gelen neden olusturmaktadir, bagisiklik hiicrelerinin
birikimi tarif edilmistir. Simdiye kadar, bu hiicrelerin masum
seyirciler mi yoksa pankreatik kanser gelisiminde énemli oyuncular
mi oldugu hala net degildir. Pankreas kanserinde bagisiklik
etkilesimleri, pankreatik tiimor hiicrelerinin ve adaptif ve dogal
bagisiklik yaniti’nin etkilesimlerini birlestiren dinamik ve karmasik
bir sistemdir. Tiimdr i¢indeki bagisiklik hiicreleri, birbirleriyle ve
tiimor hiicreleriyle karmasik, sinerjik ve karsit bir sekilde etkilesime
girerler ve pankreas tiimoriinii ¢esitli yollarla etkileyebilirler.
Hiicresel bagisiklik sitokinler ve kemokinler tarafindan biiyiik
Olciide etkilenir; bunlar pankreatik tiimor hiicrelerinden (6rnegin, IL-
6, IL-1, IL-10 vb.) veya diger bagisiklik hiicrelerinden (IL-4, IL-5,
IL-13, IFN-y vb.) tiiremis olabilir ve boylece tlimor mikrogevresinin
karmasikligin arttirir (Wormann ve ark., 2013) .

I. Dendritik hiicreler

Dendritik hiicre (DC)ler immiinite ve toleransin 6nemli
aracilaridir ve tam olarak aktive olduklarinda profesyonel antijen
sunucu hiicreleri olarak islev goriirler. Timor hiicreleri,
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immiinosurveillancer atlatma ve DC'lerin olgunlasmasini ve
islevlerini inhibe eden immiinsupresif bir ortam olusturma
yetenegine sahiptir. Bagisiklik sisteminin temel bileseni olan
dendritik hiicreler (DC'ler) temel olarak adaptif bagisiklik
tepkilerine katilir; ancak, TME'de ikili bir islevi vardir. Bir yandan
olgun immiinojenik DC'ler, antijen alimi, islenmesi ve sunulmasi
yoluyla T hiicresi aracil antitiimér tepkilerine katkida bulunur. Ote
yandan, olgunlagsmamis veya kismen farklilasmis miyeloid DCler,
antitimor immiin tepkilerini indiikleyemez; bunun yerine,
diizenleyici DCler olarak, TME'de bagisiklik bastirma ve toleransa
katkida bulunurlar. Immiinojenik DC'lerin islev bozuklugu,
bagisiklik  siirveyansinda ve tiimor  hiicrelerinin  ortadan
kaldirilmasinda basarisizliklara yol acar (Zhu ve ark., 2020).

Pankreas kanseri ile ilgili ¢esitli klinik ¢alismalarda ilk kez
azalmis sayida timodrle iliskili tam olarak aktive olmus DC'ler
gozlemlenmistir. Onemli olan, kanserde DC kusurlarina neden olan
ana mekanizma olarak anormal miyelopoezin onaylandigidir ve bu
da olgunlasmamis DC'lerin artan iiretim ve birikimine neden olur.
Dahasi, periferik kan dolasimindaki DC'ler pankreas kanserli
hastalarda sayica azalmis ve islevleri bozulmustur. Non-rezekte
edilebilir pankreas kanseri hastalarindaki sirkiile olan miyeloid ve
lenfoid DC'leri inceleyerek, yliksek seviyelerde dolasan miyeloid
DC'lerin, non-resekte edilebilir pankreas kanseri hastalarinda
bagimsiz bir olumlu prognostik faktor olarak iligkilendirildigi ve
yasam siiresini artirdi1 &nerilmistir. Insan PDAC dokularinda
immiin modiilatér ve kemotaktik faktorlerin (IL-6, TGF-B,IDO,
COX-2, CCL2 ve CCL20) ve makrofajlardan, miyeloid ve
plazmasitoid DC'lerden gelen immiin hiicre 6zgiil belirteclerinin
onemli Ol¢lide artmis seviyeleri tespit edilmistir. Diisiik DC belirteci
seviyeleri, sagkalim orani ile negatif olarak iliskilendirilmistir. Daha
once PDAC'daki DC infiltresi ile CD4+/CD8+ tiimdr infiltre lenfosit
hiicreleri arasinda pozitif bir korelasyon ve 1yi bir prognoz arasinda
bir iligki oldugunu bildirmislerdir (W6rmann ve ark., 2013).
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Il.  Miyeloid kokenli baskilayici hiicreler

Kagis veya baskilama stroma’nin bagisiklik yaniti, kanser
gelisiminde kritik bir 6zellik olarak tanimlanir. Bu bagisiklik
baskilanmasi veya ka¢inmanin mekanizmalar1 tam olarak agik
degildir. MDSCler, nitrik oksit sentaz ve reaktif oksijen tiirlerinin
yukseltilmesi, neoanjiojenezin tesvik edilmesi ve diizenleyici T
hiicresi’nin ¢ogalmasi da dahil olmak iizere ¢esitli mekanizmalarla
primer timor biiylimesini ve invazyonunu tesvik edebilen bir hiicre
poplilasyonu  olarak  tammlanmistir.  MDSCler  lenfosit
aktivasyonunu inhibe ederek timor kaynakli  bagisiklik
baskilanmasin1  ve  bagisiklik  kagmmasimni  saglayabilirler.
Makrofajlar, graniilositler ve diger hiicreler gibi myeloid hiicrelerin
heterojen bir popiilasyonu olusturan MDSCler hem Gr-1 hem de
CD11b'yi ifade eder. Pankreas kanseri de dahil olmak tizere gesitli
kanser tiplerinde artmis sayida MDSC siklikla bulunur (Greten ve
ark., 2011).

Insan PDAC &rneklerinde, MDSClerin sadece stromada
degil, ayn1 zamanda periferik kanda, kemik iliginde ve dalakta da
tespit edildigi goriilmiistiir. Bu, MDSClerin sistematik olarak
genisletildigini ve tiimoriin  yerine c¢ekildigini gostermektedir.
Bununla birlikte, MDSClerin nasil ¢ekildigi tam olarak agik degildir.
Pankreas tiimorleri tarafindan salgilanan biiyiime faktorii graniilosit
makrofaj koloni uyarict faktér, MDSClerin erken ve Onemli bir
aracist olarak ortaya c¢ikarilmigtir. Tiimdr hiicreleri ve MDSCler
arasindaki parakrin dongiiniin graniilosit makrofaj koloni uyarici
faktore dayali olarak bozulmasi, MDSC birikimini inhibe etmis,
CD8+ sitotoksik T hiicre bagisikligin1 geri kazandirmis ve T
hiicreleri lizerindeki bagisiklik baskisin1 agsmaya yardimer olmustur
(Wormann ve ark., 2013).

I11.  Timorle iliskili makrofajlar

Solid tiimoérlerde inflamatuar hiicrelerin ana popiilasyonu, ya
aliman kan monositlerinden ya da yerel dokuda bulunan dokularin
makrofajlarindan tlireyen TAMlardir. Farkli aktivasyon ve
polarizasyon durumlar1 TAMlar i¢in tanimlanmistir. Bir yandan Toll
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benzeri reseptor ligandlart lipopolisakkarit veya interferon-gamma
(IFN-gamma), anti-tiimoral bir yanit1 tetikleyen ve timor
hiicrelerine kars1 hareket eden klasik/M1-aktive makrofajlari ortaya
c¢ikarir. Ote yandan, IL-4, IL-10, IL-13, FcyR-sinyali veya hipoksi
tarafindan uyarilan "alternatif'/M2-aktive makrofajlar, oncelikle
anjiyogenez ve invazyonu tesvik ederek protumorojenik eylemler
baslatir, doku hasarini onarir ve inflamatuar yanitlar1 ayarlar. Immiin
hiicrelerden (6rnegin, IL-4 iireten Th2 hiicreleri), timor
hiicrelerinden (6rnegin, IL-10) veya diizensizlesmis komsu
dokulardan (6rnegin, hipoksi sinyalleri) elde edilen ¢esitli sinyallerin
entegrasyonu, TAM alt tiplerinin nihai bilesimini belirler ve TAM
polarizasyonunun dinamik yapisin1t vurgular. Sonug¢ olarak,
pankreatik kansere makrofaj infiltrasyonunu degerlendiren son bir
calismanin sonuglari, CD68 (genel makrofaj belirteci) veya CD163
(spesifik M2 makrofaj belirteci) ifadesiyle karakterize edilen zit
fonksiyonlu iki farklit TAM tipinin varligin1 ortaya koydu. CD68
pozitif TAMlarin artan miktarlari, pankreatik tiimor rezeksiyonu
sonrast daha kisa bir sagkalim egilimindeyken, CD163 pozitif
TAM'ar 6nemli bir sagkalim avantaji sagladi. Ancak, baska bir
calismada, M2-polarize TAM'larin pankreatik kanserin invaziv 6n
yliziinde yogun sekilde biriktigi gosterildi. Bunlarin infiltrasyon
derecesi, artmis lenfangiogenez ve koti prognoz ile iligkiliydi.
Ayrica, M1'den pan-makrofajlara oran1 (%M1) son zamanlarda
pankreatik kanserde daha uzun bir sagkalim ile iliskilendirildi. Bu
nedenle, makrofajlarin basit MI1/M2 simiflandirmasi, timor
tesvikindeki etkilerine gore yeterli olmayabilir (Von Itzstein ve ark.,
2020).

Timorde veya mikrocevresinde ifade edilen graniilosit
makrofaj koloni-stimiile edici faktor gibi faktorler, TAMlarin
olgunlagmasini ve farklilasmasini diizenleme kapasitesine sahiptir.
Invaziv karsinomlarda agik olmanin yani sira, TAMlarin en diisiik
dereceli PanIN lezyonlar etrafinda tiimore erken donemde kolonize
olduklar1 gériilmektedir.Dahasi, TAMlar yalnizca masum izleyiciler
degil, ayn1 zamanda PanIN ilerlemesinin 6nemli diizenleyicileridir.
KrasG12D farelerin PanIN lezyonlarinda TAM'larin IL-6'in baskin
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kaynagi oldugu ve STAT3 sinyallemesini baslatarak kanser
gelisimini tesvik ettigi gosterildi. Bunun yani sira, NFkB-aktive
monositlerin sonic hedgehog {iretimi yoluyla pankreatik kanser
hiicrelerinin ~ proliferasyonunu  uyarma  gorevleri  oldugu
belirtilmistir. TAM'larin polarizasyon durumunun 6nemi fare ve
insan  caligmalarinda  vurgulanmistir. CD40  ko-stimiilator
molekiiliine agonist antikor kullanarak M2 benzeri TAM'lar1 anti-
timor M1 benzeri TAM'lar olarak yeniden programlama imkani
saglandi. CD40 aktive edilen makrofajlar hizla pankreatik tiimdre
sizd1, tlimore karsi toksik hale geldi ve insan ve fare modellerinde
timor stromasinin azaltilmasia yardimci olarak timor immiin
gbzetimini yeniden sagladilar (Wérmann ve ark., 2013).

V. Tiimér Infiltre Lenfositler

Timor mikrogevresini istila eden (infiltre eden) gesitli T
hiicre popiilasyonlart mevcuttur. Bu T hiicrelerinin salgiladiklar
sitokin profiline baglh olarak immiin yaniti kontrol ettikleri
bilinmektedir .Bu hiicre gruplari arasinda, tiimor hiicrelerini 6ldiirme
yetenegine sahip olan ve iyi prognoz ile iliskilendirilen sitotoksik
CD8+ hafiza T hiicreleri (memory T cells), interlokin-2 (IL-2) ve
interferon gama (IFN- y) iretimiyle karakterize olan CD4+ T-
yardimci 1 (T-helper 1, Th1) hiicreleri tarafindan desteklenmektedir.
Bu sitokinlerin tiimoér mikrogevresindeki yiiksek ekspresyonu da iyi
prognozla iligkilidir. B hiicresi yanitini indiikleyen IL-4, IL-5 ve IL-
13 gibi interldkinleri iireten Th2 hiicreleri gibi diger CD4+ hiicre
gruplarinin ise genellikle tiimor biiylimesiyle iliskili olduklar
disiiniilmektedir. Timor mikrogevresi’nde bulunan biitin T
hiicreleri’nin tipleri ve fonksiyonlar1 Tablo 1 de ozetlenmistir
(Goulart ve ark., 2021).
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Tablo 1.Tiimér mikrogevresindeki T hiicreleri'nin alt tipleri

T hiicresi fenotipi Yuazey isaretleri Bagisiklik tepkisi Efektor fonksiyonlar:

Sitotoksik T hiicresi
CTLler CD8 Tiimor dldiirme  IFN-y, TNF-a sitokinleri, granzimler, FasL

Yardimar T hiicresi

Thl CD4 STAT4 T-bahsi Tiimér 6ldiirme  [FN-y, IL-2 sitokinleri, CTL aktivitesini artirir

Th2 CD4 STAT6 GATA3 Tumor toleranst  [L-4, IL-5, IL-13 sitokinleri, CTL aktivitesini azaltir
Th17 STAT3 RORyt Tumor toleranst  [L-17 sitokini

y8 T hiicreleri TCRy/8 Tiimor tolerans1  IL-4, IL-10, TGF-$ sitokinleri ve CTL aktivitesi

Duzenleyici T hiicresi

Tregler CD4 CD25 FOXP3  Tumor toleranst  [L-10, TGF-f sitokinleri, CTLA-4

V. CD8+ Sitotoksik T hiicreleri

Sitotoksik CD8+ T lenfositleri, tiimore 6zgii hiicresel adaptif
bagisikligin  6nemli bilesenleridir. Tumorle iliskili antijen
peptitlerini biiyiik histokompatibilite kompleksi sinif I ile yiizeyinde
sunan tlimor hiicrelerini etkili bir sekilde tanirlar ve saldirirlar. CD8+
sitotoksik T hiicreleri, malign hiicrelere IFN-y araciligiyla dogrudan
etki ederek ve makrofaj tlimorisidal aktivitesinin indiiksiyonu
yoluyla tiimor hiicrelerini yok etme kapasitesine sahiptir. Birgok
kanser tiirlinlin Onceki ¢aligmalari, timor-infiltre eden CD8+
hiicrelerin antitimoér aktivitesine ve klinik sonuglara ve hastanin
sagkalimma olumlu bir etkisinin oldugunu kanitlamaktadir.
Ornegin, kolorektal, over, dzofagus, bobrek, akciger ve pankreas
timorlerinde oldugu gibi (Wo6rmann ve ark., 2013). Yeni antijen naif
CD8+ T hiicreleri normal ¢cevresel dokulara etkin bir sekilde sizamaz
ve tiimorgenizasyonun erken asamalarinda tiimor spesifik CD8+ T
hiicreleri, antijen ifade eden kanser hiicrelerinden habersiz
kalabilirler. Tiimor ilerledik¢e ve yeterli miktarda tiimor antijeni,
lenf diiglimlerinde sunuldugunda, timor spesifik T hiicreleri,
cogunlukla inflamasyonlu ve uyaran olmayan bir baglamda, drenaj
lenf nodunda veya tiimor dokusunda aktive edilebilir ve anerjik,
erken islevsiz T hiicre durumunu indiikleyebilir (1. asama). Tiimor
ilerlemeye devam eder ve immiinsupresif bir mikrogevre olusur.
Kalicr tiimor antijeni ve mikrogevresel sinyaller, timor spesifik T
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hiicrelerini ge¢ islevsiz bir duruma siirtikler (2. asama) (Philip ve
Schietinger, 2021) .

Insan pankreas kanserinde, CD8+ T lenfositleri baskin T
lenfosit alt kiimesini olusturur ve olumlu klinik sonuglarla ve 6liim
orani azalmasiyla iligkilendirilir. CD8+ hiicreler daha once bir
xenograft fare modelinde gosterildigi gibi tiimor biiylimesinin
azalmasi ile de iliskilidir. Ancak, pankreas kanserinde sitolitik
immiin kagisa dair kanitlar vardir. CD8+ T hiicrelerinin sayis1 ve
islevi, pankreas kanserli hastalarin kaninda, saglikli bagisiklik
sistemine sahip kisilerle karsilastirildiginda bozulmus olarak
bulunmustur. Ayrica, CD8+ T hiicreleri fibroz stromada (potansiyel
etkileyici bolgesinde olmayan) kanser hiicrelerinden uzakta
bulunmustur. Bu bulgular, daha 6nce bildirilen hiicre i¢i baglanti
noktalarindaki adezyon molekiil ligandi1 E-kadherin'in diizenlenmesi
ve pankreas kanser hiicrelerinde TGF-f'nin asir1 ifadesi ile birlikte,
pankreas kanser hiicrelerinin sitotoksik T hiicrelerinden kaginarak
fibroz doku i¢inde toplanmalarini tesvik ettiklerini gostermektedir.
Ayrica,  sitotoksik  CD8+ T  lenfositlerin  aktivasyon
isaretleyicilerinin diisiik diizeyde ifadesi de pankreas kanserine kars1
sitotoksik aktivitelerini azaltabilir (W6rmann ve ark., 2013).

VI.  CD4+ T hiicreleri ve alt tipleri
-Th1,Th17 ve Th2 hiicreleri

Bir¢ok kanser tiirtinde Th1 hiicreleri ve trettikleri sitokinler
(6rnegin IFN-y), olumlu bir klinik sonug saglamaya gii¢lii bir sekilde
katkida bulunurlar. Thl17 hiicreleri gibi diger T hiicresi
poplilasyonlar1 i¢in ise, pro veya anti-timdr rolii net olarak
tanimalamamustir. Cesitli kanser tiirlerine iliskin 6nceki ¢alismalar,
IL-17A ve Thl7 hiicrelerinin timor olusumunu destekleyici bir
etkisini tanimlamistir. Ancak, Th17 hiicrelerinin timor koruyucu bir
roliinii gosteren bazi calisgmalar da bulunmaktadir. Farelerde
pankreas kanserinde, tlimor mikrocevresindeki Th17 hiicrelerinin
artmasi pankreas tiimor olusumunu yavaslatmis ve hayatta kalimi
iyilestirmisken, son zamanlarda insan pankreas kanserinde, Th17
hiicrelerinin artan seviyeleri ve ilgili sitokinleri, invazyonu ve
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metastazt hastanin prognozunu etkilemigtir. Th2 hiicrelerinin
protiimorojenik etkileri oldugu goriilmektedir; insan kanserlerinde
kotii prognoz ve azalmis hayatta kalim ile iligkilidirler. Th2 yanitlart,
pankreas kanseri ve diger karsinomlarda tiimori destekleyici islev
sergileyerek hastalik ilerlemesini hizlandirmakta ve hayatta kalimi
azaltmaktadir. Bu gozlemlerin arkasindaki tam patomekanizmalar
ve sinyal yollar1 tam olarak anlagilmamaktadir. Cesitli ¢alismalar,
pankreas kanserinde genel bir Th2 ¢ogalmasina dair kanit sundu.
Boylece, pankreas kanserli hastalarin  plazmasinda Th2
sitokinlerinin (IL-5, IL-6 ve IL-10) ve 6zellikle IL-13"tin hakimiyeti
tespit edildi. Ayrica, pankreas kanserli hastalarin periferik kanindaki
Thl bagisiklik yaniti, tiimor hiicre kaynakli TGF-f ve IL-10 ile
dolayli olarak inhibe edilirken, uyarilmis periferik kan mononiikleer
hiicrelerinin IFN-y ve IL-12 iiretimindeki azalma ve IL-4'{in artan
salinimi ile birlikte genel bir Thl yamiti baskilanmisg gibi
goriinmektedir (Wérmann ve ark., 2013).

Pankreas karsinomunda tiimor stromasi Oncelikle Th2
hiicreleri yerine Th1 hiicreleri tarafindan infiltrasyona ugramaktadir
, bu da bagimsiz bir kotli sagkalim 6ngdriicii belirleyicidir. Timor
bagisiklik yaniti infiltrasyonunda Th2/Thl hiicre orani cerrahi
rezeksiyondan sonra azalmis sagkalim ile 6nemli 6l¢iide iliskiliydi,
bu da TME'deki Th2 ve Thl hiicreleri arasindaki denge dneminin
klinik sonuglarda belirleyici oldugunu gostermektedir . Ayrica bu
bulgular, Thl-polarize CD4+ T hiicrelerinin tiimoér korumasini
aracilik edebilecegini ve PC'de uzamis sagkalimla iligkili
olabilecegini One siirmektedir. Pankreas kanseri’nde Thl7
hiicrelerinin rolleri hem protiimoral hem de antitiimoéral etkilerin
gbzlemlenmesi nedeniyle tartismali kalmaktadir, muhtemelen model
olusturulmasindaki farkliliklardan kaynaklanmaktadir. Ancak, Th17
hiicrelerinin fonksiyonlari dncelikle IL-17 araciligiyla iletilir. PanIN
icin fare modeli kullanarak, McAllister ve ark. onkogenik KRAS'!n
Th17 hiicre infiltrasyonunu indiikledigini ve IL-17 asir1 ifadesinin
tiimor baslangicini ve ilerlemesini dramatik bir sekilde arttirdigini
bulmustur. IL-17, mikrogevrede ifade edilir ve vy T hiicreleri,
miyeloid tiirevli baskilayici hiicreler ve tiimor hiicreleri arasindaki
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karmagik mekanizmalarla protiimoral etkilere sahiptir. Dahast,
immiin hiicre kaynakli IL-17, PanIN'in baslatilmasina ve
ilerlemesine katkida bulunarak PC hiicrelerinde kok hiicre
ozelliklerinin indiiksiyonuna yol agabilir. Bir klinik ¢alisma, I1L-17
reseptorl asirt ifadesinin postoperatif metastaz ve PC hastalarinda
koti bir ilerlemeye giiglii bir sekilde bagli oldugunu ve genetik veya
farmakolojik blokajinin antitimor etkilerinin oldugunu ortaya
koymustur. Buna karsilik, subkutan6z fare PC tiimoérlerinde (Pan02)
Th17 hiicre infiltrasyonu, belirli sitokinlerin TME'de tiimor iligkili
immiin baskiy1 tersine ¢evirebilecek olmalari nedeniyle tiimor
biliylimesini ve hayatta kalma siiresini geciktirerek antitiimdral bir
etki gosterir. Ornegin, IL-6, TGF-B varliginda Treg gelisimini
baskilamaya ve Thl7 hiicrelerini indiiklemeye yetenege sahiptir .
Tek hiicre sekanslama gibi yeni teknolojiler, Th17 hiicrelerinin
pankreas kanserindeki tam rollerini yakin zamanda ortaya
cikaracaktir (Zhou ve ark., 2020).

-Diizenleyici T hiicreleri

Diizenleyici T hiicreleri (Treg), bagisiklik homeostazini
siirdiirmek icin gereklidir ve immiinsupresif hiicrelerdir. Ozellikle T
hiicre aktivasyonunu engelleyerek tolere edilmesini saglayarak
mikrocevredeki immiinolojik olaylart modiile eder. Diizenleyici T
hiicreleri, PDACde tiimor bolgesine ¢ekmek icin CCLS iireten
Foxp3 ile bol miktarda ifade edilir. Diizenleyici T hiicreleri, diistik
glukoz konsantrasyonlari gibi zorlu ortamlarda kararlidirlar ve tiim
CD4+ T hiicrelerinin %5-10'unu olustururlar. Diizenleyici T
hiicreleri iizerinde, interleukin-2 reseptorii a zinciri (CD25), TNF
reseptor ailesi ve sitotoksik T hiicreye bagl antijen 4 (CTLA-4)
yuksek diizeyde ifade edilir. Tregs, anatomik konumuna bagli olarak
dogal veya indiiklenmis olarak siniflandirilir. Ilkleri timiisten koken
alir ve perifere go¢ eder; ikinciler ise Foxp3—CD4+ T hiicrelerinden
periferde gelisir. Diizenleyici T hiicreleri’nin adlandirmasi 2012
yilinda  degistirildi.  Farklilagmanin ~ anatomik ~ konumu
gosterildiginde, "Timus-kaynakli Treg hiicreleri" veya "Periferik-
kaynaklt Treg hiicreleri" olarak adlandirilir. Anatomik konumu
belirsiz oldugunda "FoxP3+ Treg hiicreleri" kullanilir. Diizenleyici
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T hiicreleri ¢esitli mekanizmalar aracilifiyla bagisiklik
mikrogevresini yeniden sekillendirir, timor hiicrelerinin immiin
sistemden kagisini saglar ve tiimor invazyonu ve metastazini tesvik
eder (Gao ve ark., 2022).

Cesitli insan kanserlerinde, tiimor-infiltre olan lenfositler
acik bir sekilde hasta sagkalimiyla iliskilidir. Boylece, CD4+ CD25+
FoxP3+ tiimdr infiltre olan lenfositler, uyumlu bagisiklik tepkisini
baskilar ve kanserde kotii prognozla iliskilidir. Pankreas kanserinde,
Treg premalign asamadan ilerlemis kansere kadar antitimor
bagisiklik tepkisini kontrol eder ve kotii prognozun bir belirtecidir.
Fare pankreas kanserinde normal histolojiden PanIN ve PDA'ya
ilerleme, progresif bir sekilde CDA45+ hiicrelerin baskin
infiltrasyonuyla eslik eder. Bununla birlikte, TAMIlar, MDS'ler ve
Tregs gibi immiinsupresif hiicreler, invaziv kanser ve preinvaziv
lezyonlarin her ikisinde de baskindirlar. Ozellikle, FoxP3+ Treg'in
erken invaziv lezyonlara infiltrasyonunda ve PDAC ilerlemesi
sirasinda artisinda CD8+ T hiicre infiltrasyonunda bir azalmaya
karsilik geldigi gosterilmistir, bu da kotii klinik sonug ve genel
sagkalimin katkisina yol agar ve bdylece insan bulgularin1 dogrular.
Mekanistik olarak, Treg'lerin tlimor mikrogevresine yerlesmesi,
onceden inokiile edilmis Panc02 hiicreleri i¢in fare modelinde daha
once gosterildigi gibi tiimor hiicre kaynakli CCLS ve TGF-f ile ilgili
olabilir, boylece Treg'lerin ¢ekilmesini ve CD4+ CD25- naif T
hiicrelerinin Treg'e donligmesini saglar. Ayrica Treg frekansi, insan
PDA hastalarinda tiimor metastazi ve kotli prognoz ile pozitif
korelasyon gosterir. Treg'lerin tiikenmesi, bir CD8 + T hiicresi
aracil1 anti-timor bagisiklik tepkisine yol agtig1, farelerde nakledilen
pankreas kanseri modelinde test edilmistir (Wormann ve ark., 2013).

VII. Notrofiller

Notrofiller, dolasimdaki en yaygin immiin hiicrelerdir ve
enfeksiyon ve inflamatuar hasarlara karst dogal immiin sistemin
onemli bir parcasint olustururlar. Son c¢alismalar, ylizey
isaretleyicileri CD71 ve CDI117 ile tanimlanan erken homojen
noétrofil progenitor alt kiimesinin insan kemik iliginde bulundugunu
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kesfetmistir. Bu CD71+ nétrofiller kanser hastalarinin kanlar1 ve
tiimorlerinde proliferasyon ve genisleme gosterirler. Notrofillerin
birgok kanser tiirinde, PDAC dahil , meme kanseri, kolorektal
kanser , melanom , renal hiicreli karsinoma , hepatoseliiler karsinom
, ve digerlerinde O6nemli bir oranint olusturdugu agiga c¢ikmustir.
Tiimor i¢i notrofiller ve yiiksek IL-8 seviyeleri, ileri evre kanserli
hastalarda immiin kontrol noktas: inhibitorlerine karst koti
sonuglarla ve daha kotii sagkalimla iliskilidir. Bununla birlikte,
notrofillerin  tiimoér gelisimindeki rolii hala belirsizdir. Bazi
calismalar TANlarin tiimor baskilayan N1 noétrofilleri ve tiimor
tesvik eden N2 nétrofilleri olmak iizere iki polarizasyon durumuna
ayirmay1t Onermistir . Akciger kanseri modelinde, TGF-
inhibisyonu N1 tipi nétrofillerin rekriitasyonunu ve aktivasyonunu
saglayarak tiimor hiicrelerini Oldiirebildigi ve tiimor gelisimini
engelledigi goriilmiistiir . N1 fenotipine notrofilleri polarize etmek
icin interferon-f sinyali gosterilmistir. Ayrica, N1 nétrofillerinden
salinan pro-inflamatuar veya immiin uyarict sitokinler, ornegin
interleukin-12 (IL-12), CXCL9, CXCL10 ve CCL3, CD8+ T
hiicrelerinin rekriitasyonunu ve aktivasyonunu kolaylastirir . Ote
yandan, TGF-B'ye maruz kalmak nétrofilleri N2 fenotipine
dontistiiriir. N2 nétrofillerinin giiglii immiinsiipresif ve timor tesvik
eden fonksiyonlari, timor metastazlarini ve anjiyogenezisi tesvik
etmek de dahil olmak iizere rapor edilmistir . NI noétrofiller,
CD101+, CD177+, CD170 disiik, CD54+, HLA-DR+, CD86+ ve
CDI15 yiiksek olarak karakterize edilmistir (Jin ve ark., 2021).
Notrofiller, tiimor tarafindab salgilayan faktorler ile PDAC mikro
ortamina alinabilir. CXCL1, CXCL2, CXCL5 ve CXCLS8 dahil
olmak tizere, birkag CXC kemokin ailesine notrofil aliminda 6nemli
bir rol atfedilmistir. Notrofiller, timorden tiiretilen CXC ailesi
kemokinlerine yanit verebilen CXC reseptorleri CXCR1 ve
CXCR2yi eksprese eder. CXCR1, CXCL6 ve CXCL8
kemokinlerine baglanir ve CXCR2, CXCLI-3 ve CXCL5-8
kemokinlerine baglanir (Jin ve ark., 2021) .

Erken donem c¢alismalart notrofillerin - sitotoksik T
hiicrelerinin ~ tiimor  hiicrelerine  saldirisin1  diizenledigini
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gostermesine ragmen, ge¢mis kanitlar bu hiicrelerin kanser
gelisiminde ve metastazda potansiyel bir rolii oldugunu One
siirmektedir. Aslinda, TANlarin birka¢ kanser tiirli i¢in bildirildigi
goriilmiistiir. iliski calismalart TAN yogunlugunun daha yiiksek
timor derecesi ve kisa siireli sagkalim ile iligkili oldugunu
gostermektedir. Son zamanlarda, pankreas kanseri tiplerinde
notrofillerin kapsamli bir analizi, sadece kiiglik bir pankreatik
neoplazm alt kiimesinde TAN birikimini ortaya koymustur. Bunlarin
pankreatik onkogenezdeki rolii ise hala belirsizdir. PDAC'nin bir
fare modeli kullanilarak yapilan son bir calismada, TANIlarin
matriks metalloproteaz-9 salinimi araciligiyla metastatik nisin
sekillenmesinde yer aldigini 6ne siirmektedir.

VIIl.  Dogal Katil Hiicreler

Dogal katil (NK) hiicreleri, adaptif immiin sistemde yer alan
diger lenfositler (T ve B hiicreleri) ile karsilastirildiginda daha az
anlasilan dogal immiin sistem bilesenleri olan biiylik graniiler
lenfositlerdir. Viral enfekte ve malign hiicrelere kars1 ilk savunma
hatt1 olarak hareket eden NK hiicreleri, CD56+ CD3- hiicreleri
olarak smiflandirilir. Bu smiflandirma daha da iki ana etkici
populasyona ayrilabilir: sitokin salinimi (6zellikle interferon (IFN)-
v) yoluyla fonksiyonlarim1 diizenleyen immiinomodiilator CD56+
CD16- hiicreleri ve sitotoksik CD56+ CD16+ etkici hiicreler. NK
hiicrelerinin aktivasyonu, engelleyici ve aktive edici hiicre ylizey
reseptorlerinden aldigi sinyallerin dengesine baghdir. Oldiiriicii
hiicre immiinoglobulin benzeri reseptorler ve dogal ldiiriicti grup 2
iilye dahil olmak tizere C-tipi lektin benzeri reseptorlerden olusan
inhibe edici reseptorler, Ozellikle major histokompatibilite
kompleksi smif 1 molekiillerini tanirlar. Bu ligandlar, non-
transforme "kendinden" hiicrelerde yiiksek diizeyde ifade edilir ve
sonu¢ olarak NK hiicrelerinin konak hiicrelere kars1 zararl
aktivasyonunu Onlerler. Buna karsilik, malign hiicreler siklikla
ylizey MHC-1 molekiillerinin ifadesini diisiirerek T hiicrelerinin
tespitinden kaginir. Bu "eksik kendilik" sinyali, NK hiicrelerinin
inhibisyonunu 6nleyerek sitotoksik etkililige yol acar. NK hiicreleri,
programlanmis 6liim 1 gibi kontrol noktasi proteinleri tarafindan da
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negatif olarak diizenlenebilir. PD-1, programlanmis 6liim ligandi 1
ve 2 ligandlarina baglanir. Aktive edici reseptorler arasinda, tip 1
transmembran dogal sitotoksisite reseptorleri NKp46 , NKp30 ve
NKp44 | C-tipi lektin benzeri reseptorler NKG2C ve NKG2D, aktive
edici KIR'ler ve DNAX aksesuar molekiilii 1 DNAM1 bulunur (Ann
Fincham ve ark., 2021).

2. Hiicresel Olmayan Komponentler

Desmoplastik stroma, stromal hiicreler ve hiicre disi
matriksten olusur. Fibroblastik popiilasyonun, pankreas kanserinin
tim timor kitlesinin %9011 olusturabilecegini bildiren stroma
boyutunun solid kanserli hastalar i¢in prognostik bir faktor
sunabilecegi bildirilmistir. Hiicre dis1i matriks, kollajen, integrin,
laminin, fibronektin, glikozaminoglikan, matris metalloproteinaz
(MMP) ve sistein agisindan zengin, asidik salgilanan protein SPARC
gibi c¢esitli malzemelerden olusur. Normal kosullar altinda, hiicre
dis1 matris, displaziyi inhibe ederken hiicresel polariteyi,
proliferasyonu ve gocii korur. Buna karsilik, pankreas kanseri
dokusunda bazal membranda goriilen diizensiz integrin alt birimleri,
kanser hiicresinin hayatta kalmasina ve istilasina katkida bulunur.
Bir glikozaminoglikan olan hyaluronan, yiiksek oranda depolanir.
Hyaliironan reseptorii CD44'e baglandiginda, sonraki etkilesimler
kanser hiicresinin hayatta kalmasini uzatir ve kanser hiicresi
bliylimesini destekler (Murakami ve ark., 2019).

Ekstraselliiler matriks, tiim dokularda bulunan ve hiicresel
olmayan bir bilesendir. Su, proteinler ve polisakkaritlerden olusan
ECMnin bilesimi, mikroortamin ihtiyaglarina gore ayarlanir. ECM
yapisindaki  degisiklik, bir¢ok  kanserde malign  hiicre
transformasyonunun bir sonucudur, dolayisiyla ECMden gelen
biyomekanik isaretlerin etkisini gosterir. Tiimor stromas: siklikla
kanserin gelisimine ve tlimoriin ilerlemesine katkida bulunan bir
faktor olarak tasvir edilmistir. Bununla birlikte, son zamanlarda
yapilan birkag preklinik ve klinik ¢caligsma, stroma tiikenmesinin daha
agresif bir hastaliga yol agabilecegini gostermistir. Bu nedenle,
stroma ve ECM, mikrogevrede tiimori tesvik eden ve tiimorii inhibe
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eden bir bilesen olarak ikili bir rol oynar. Bununla birlikte, bunun
basarili olmasi i¢in stroma ve TME'nin daha eksiksiz bir sekilde
anlagilmas1 gereklidir. PDAC, ECM tiimii c¢esitli mekanizmalar
araciligiyla tiimor hiicreleriyle etkilesime giren kolajenlerden,
integrinlerden,  proteoglikanlardan,  glikoproteinlerden  ve
proteazlardan olusur. Bunlar arasinda kolajenler en bol bulunan
bilesendir (Perez ve ark., 2021) .

Saglikh pankreatik PDAC erken ECM
mikrogevre birikimi

3 3 4
2 " — > %
=2 S - ‘N

* Kanserle iliskili fibroblastlar S
Erk en P[?Ac PDAC hiicreleri
hiicreleri

t" Kan damarlan N\~ Daralmis kan damarlan

Fibroblastlar

Pankreatik epitel hiicreler

Sekil 2. Pankreas duktal adenokarsinomunda (PDAC) ECM
degisiklikleri (Ferrara ve ark., 2021)

PDAC, zengin stromal bilesenlerden olusan karmasik bir
tiimor mikrogevresine sahip kanserlerden biridir. PDAC stromasinda
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bulunan bir¢ok 6zellik, bu tiimoériin sitotoksik ve immiinoterapdtik
tedavilere karsi direncine ve metastaz yapma egilimine katkida
bulunur. Hiicresel diizeyde, PDAC hiicreleri fibroblastlar, endotel
hiicreleri ve immiin hiicreler gibi neoplastik olmayan hiicre tipleriyle
karmagik bir etkilesime girer. Bu karmasik etkilesimler bu agresif
kanserin ilerlemesini ve terapotik direncini besler. Calismalar
ozellikle immiin sistem hiicre ve fibroblast popiilasyonlar1 gibi bu
hiicre tiplerinin polarizasyonunun, PDAC tiimdrlerinin nasil
bliylidiigiinii, metastaz yaptigini ve tedaviye nasil yanit verdigini
belirledigini 6ne stirmektedir. Bu nedenle, mevcut arastirmalar, bu
popiilasyonlara nasil en iyi sekilde hedeflenecegine odaklanmaktadir
ve boylece tiimorlerin tedaviye yanit vermesi saglanabilir. Bu kitap
boliimii timoér mikrogevresinin genel bir bakisini sunmakta ve
mikrocevrehedeflenerek hastalarin sonuglarmin iyilestirilebilecegi
konusunda oOngoriilerde bulunmaktadir. Tiim bunlar bir araya
getirildiginde, PDAC tiimdr mikrogevresinin, tiimor gelisiminin tim
asamalarinda yaygin olarak iletisim halinde olan sayisiz ve gesitli
hiicre tiplerinden olustugu artik aciktir. Bu siirekli iletisim, etkili
anti-timor  bagisikligi  igin  olumsuz bir ortamin gelisimini
yonlendirir.
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BOLUM V

Kolorektal Kanser Metastazinda MikroRNA ’lar

Seyda BERK!

Giris

MikroRNA'lar (miRNA'lar), hedef mRNA'larin tamamlayici
3'-¢evrilmemis bolgelerine (UTR'ler) baglanarak transkripsiyon
sonrasi gen diizenleyicileri olarak gorev yapan ~22 niikleotit
uzunluguna sahip, yiiksek oranda korunmus, kiigiik, kodlamayan
RNA'larin bir smifidir (Bartel, 2009). insan protein kodlayan
genlerin %60'Indan fazlasinin miRNA'lar tarafindan diizenlendigi
g6z Oniine alindiginda, miRNA'larin farklilagsma, metabolizma,
cogalma, hayatta kalma ve apoptoz gibi temel hiicresel biyolojik
stireclerde rol aldig1 disiiniilmektedir (Friedman & ark., 2009). Ek
olarak, uzun 3'UTR'ye sahip genler siklikla birden fazla miRNA
baglanma bdlgesine sahiptir, bu da miRNA aginin karmasikligini
gostermektedir (Croce, 2009). Ik miRNA olan lin4, 1993 yilinda
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Caenorhabditis elegans (C.elegans) model organizmasinda
kesfedilmistir (Lee & ark., 1993). 2000 yilinda ilk memeli miRNA's1
olan let-7'nin, mRNA'sinin 3’-UTR'leri ile diziye 6zgii RNA-RNA
etkilesimi yoluyla heterokronik gen lin-41'in ekspresyonunu inhibe
ettigi rapor edilmisir (Pasquinelli & ark., 2000; Reinhart & ark.,
2000). 2002 yilinda Dr. Croce grubu ilk kez miRNA'nin insan
kanseri patogenezinde rol oynadigini bildirmistir (Calin & ark.,
2002). 13q14 kromozom boélgesinde bulunan miR-15a ve miR-16-
1'in, B hiicreli kronik lenfositik 16semide (KLL) siklikla silindigine
dair en eski kanit1 gostermiglerdir (Calin & ark., 2002). Gegtigimiz
on yilda, bir dizi ¢alisma, miRNA'larin, basta kanser olmak iizere
cesitli  hastaliklardaki ~ fonksiyonlarim1  ortaya  ¢ikarmustir
(Rupaimoole & Slack, 2017).

Diinya Saglik Orgiitii'niin Uluslararas1 Kanser Arastirmalari
Ajanst (IARC) 2020 yili verilerine gore diinya genelinde yeni
kolorektal kanser vaka sayisinin yaklasik 2 milyon iken yaklagik
936.000 olimiin kolorektal kanserden kaynakli gerceklesmistir
(Sung & ark., 2021). Kolorektal kanser (KRK), 2020'de 230.000'den
fazla vakanin meydana geldigi tahmin edilen Tiirkiye'deki akciger
ve meme kanserinden sonra en yaygin ii¢iincli malignitedir (Sung &
ark., 2021). KRK'ye bagli dliimlerin yaklasik %901 metastazlardan
kaynaklanmaktadir, ancak bu siirecin altinda yatan mekanizma
belirsizligini korumaktadir (Muhammad & ark., 2014). Metastazin
karmasik ¢cok adimli siireci, ¢evre dokularin invazyonu, damar igine
damar yoluyla gegcis, sistemik dolasim yoluyla translokasyon, uzak
ikincil  bolgelerin  (karaciger ve akcigerler) parankimine
ekstravazasyon, mikrometastazlarin kurulmasi ve son olarak
makroskobik ikincil tiimdrlerin olusumu olusmasi dahil olmak {izere
¢ok sayida asamaya ayrilabilir (Mani & ark., 2007) Son zamanlarda
metastazda rol oynayan genleri ve bunlarin tirlinlerini arastirmak i¢in
cok sayida ¢alisma yiiriitiilmektedir (Gui & Bivona, 2022).

KRK'nin erken teshisi ve dnlenmesi, hastaligin prekanseroz
poliplerden invaziv kansere ve son donem hastaliga kadar sinsi
dogas1 sayesinde miimkiin olmaktadir. Tarama yoluyla kanserin
erken tespiti, kanser dncesi biiylimelerin giderilebilmesi nedeniyle
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tedavinin daha basarili olmasini saglar (Venugopal & Stoffel, 2019).
Farmakolojik ajanlar ve kimyasal bilesiklerden olusan kemoterapi,
ileri kanser evrelerinde temel terapotik yaklasim olarak veya
metastatik hastaliin varliginda cerrahi prosediirlerin ardindan
yardimc1 bir miidahale olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir (Ades,
2009). Bununla birlikte, bu terapotik miidahaleler siklikla 6nemli
advers reaksiyonlarla ve kemoterapilere karsi direng gelisimiyle
iliskili olmustur (Wu & ark., 2013).

RNA'lar, proteinler, epigenetik  degisiklikler  ve
glikoproteinler dahil olmak iizere KRK i¢in birgok potansiyel
biyobelirte¢ arasinda miRNA'lar yeni terapotik, prognostik ve
tanisal biyobelirtegler olarak ortaya ¢ikmistir (Yaghoubi & ark.,
2021). Hiicrenin igerigine bagli olarak miRNA'lar, timor baskilayict
veya onkogen olarak rol oynayabilir (Chen & ark., 2019). Son
yillarda yapilan ¢aligmalar, KRK'nin olusumunda ve ilerlemesinde
mikroRNA'larin (miRNA'lar) roliinii kanitlamistir (X. Huang & ark.,
2021; Muhammad & ark., 2014). MiRNA genlerinin %50'sinden
fazlasinin yer aldigi hassas kromozomal bdlgeler, tlimoriin
ilerlemesi sirasinda degismektedir (Vickers & ark., 2012).
MiRNA'lar, hedef genlerin ekspresyonunu transkripsiyon sonrasi
modiile eden kiiclik, endojen, diizenleyici RNA molekiilleridir.
MiRNAlar, protein kodlayan genler arasindaki aralayict bolgelerde
veya protein kodlayan genlerin intronlarinda bulunur ve ya kendi
promoterlerine sahiptirler ya da protein kodlayan genlerle ayni
promoterleri kullanirlar ve protein kodlayan genlerin mRNA'lariyla
aynt sekilde Dbirincil miRNA'lar (pri-miRNA'lar) olarak
kopyalanirlar. Pri-miRNA'lar ¢ekirdekte islendikten sonra miRNA
onciileri (pre-miRNA'lar) haline gelir ve bunlar daha sonra
sitoplazmaya tasinir ve burada olgun miRNA'lara doniistiiriiliir
(Sekil 1) (Doghish & ark., 2023). Transkripsiyon sonrasi olarak,
miRNA'lar miikkemmel tamamlayicilik durumunda hedef mRNA'y1
bozar ve kusurlu tamamlayicilik durumunda gevirileri engeller,
dolayisiyla gen ekspresyonunu kontrol eder (Doghish & ark., 2022;
Elrebehy & ark., 2022).

~122-



RNA . Mature
T Target miRNA " |
< miRNA | TR
] LLLLESRRRR L)
miRNA cleavage
Transcription ‘ a0
=2 e
AGO
( = o
‘ RV AAAAAAAA ] T W~ pre- RISC
pri-miRNA @ ] f
D — m N
EXPS } ==
.‘_"\ e TRB
‘\_fi'"
L

Sekil 1. miRNA biyogenez yolu. Ago: argonautel;
DGCRS8:DiGeorge Kritik Bolge 8, Dicer: insanlarda DICERI geni
tarafindan kodlanan bir endoriboniikleaz enzimi; Drosha: ¢ift
sarmallt RNA'va 6zgii endoriboniikleaz; Ran: RAS ile iligkili Niikleer
protein; RISC: RNA kaynakli susturma kompleksi; RNA Pol 11: RNA
polimeraz II; TRBP: islem yanit elemani RNA baglayict protein
(Mohammed, 2023).

MiRNA'lar evrimsel olarak korunmus molekiillerdir ve
kanser kok hiicre biyolojisini, anjiyogenezi, epitelyal-mezenkimal
ve mezenkimal-epitelyal gecisi veya ilag¢ direncini etkileyerek KRK
metastazi dahil olmak tizere ¢esitli fizyolojik ve patolojik siireclere
katilabilirler (Ha, 2011). MiRNA'larin ifadesindeki bir sapma,
KRK'nin ilerlemesine yol agar (Schetter & ark., 2008). Bu etki,
miRNA lokuslarinin  silinmesi, amplifikasyonu veya nokta
mutasyonlar1, epigenetik susturma, transkripsiyon faktorlerinin
serbestlestirilmesi (miRNA ifadesinin degistiricileri) veya birincil
miRNA'nin  olgun formuna islenmesinin inhibisyonu ile
olusabilmektedir (Valadi & ark., 2007). Belirli spesifik miRNA'lar,
yukar1 regiile edildiklerinde, biiyiime/¢ogalma inhibisyonundan
sorumlu genleri baskilayabilir ve diger spesifik miRNA'larin asagi
regiilasyonu, biiyiime/¢ogalma tesvikinden sorumlu genlerin
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ekspresyonunu arttirarak kanserin gelismesine veya ilerlemesine
neden olabilir. Ancak insan kanserlerinde miRNA'larin diizensiz
ekspresyon siiregleri hala tam olarak anlagilamamistir (Muhammad
& ark., 2014).

MiRNA'lar: Epitelyal-mezenkimal gecis (EMT)

EMT, tiimoriin ilerlemesinde ve metastazinda temel bir rol
oynamaktadir. SNAIL1/2, ZEB1/2 ve TWIST1 dahil olmak iizere
cesitli transkripsiyon faktorlerinin EMT'nin giiglii siiriiciisii oldugu
rapor edilmistir (Craene & Berx, 2013). miRNA'lar, Kolorektal
kanserde EMT'de rol oynayan genleri inhibe ederek EMT'yi
diizenleyebilmektedir (Sekil 2). miR-200 ailesi, miR-141, miR-
200a, miR-200b, miR-200c ve miR-429'dan olusan iyi bilinen bir
timor baskilayicidir. miR-200 ailesinin, KRK dahil olmak {iizere
cesitli kanserlerde ZEB1 ve ZEB2'yi hedefleyerek EMT'yi
baskilayarak metastatik potansiyeli inhibe ettigi rapor edilmistir
(Chen & ark., 2014; Pecot & ark., 2013; Toiyama & ark., 2014). Hur
ve meslektaglar1 tarafindan gergeklestitlen bir caligmada miR-
200c'nin birincil KRK dokularinin istilac1 6n kisminda asagi regiile
edildigi gosterilmistir (Keun Hur & ark., 2013). miR-200¢, dogrudan
ZEBI, ETS1, fms ile iligkili tirozin kinaz 1'i (FLT1) hedefleyerek ve
dolayl olarak E-kadherin ve vimentin ekspresyonunu diizenleyerek
KRK metastazinda kritik islevlere sahip oldugu gosterilmistir (Keun
Hur & ark., 2013). Ek olarak miR-200c-3p, KRK'de yeni bir
onkojenik kodlamayan RNA olan N-BLR'yi hedefleyerek ve E-
kadherin ve ZEBI ile capraz etkilesim kurarak KRK goclinii ve
istilasin1  baskilamaktadir (Rigoutsos & ark., 2017). MiR-200
ailesinin EMT siirecindeki kritik fonksiyonlar1 g6z Oniine
alindiginda, bu miRNA'larin KRK metastaz1 igin potansiyel
biyobelirtegler olabilecegi diisliniilebilir. Ayrica, yukar1 regiile
edilmis miRNA-155, E-kadherin ve claudin-1 ekspresyonlarini
inhibe ederek KRK gog¢iinii ve istilasimi tesvik etmek i¢in EMT'yi
diizenlemektedir (Zhang & ark., 2013). Cinko parmak proteini 281
(ZNF281), EMTnin bir diizenleyicisidir ve ZNF281'in miR-34
aracili asag1 regiilasyonu mezenkimal-epitelyal gecisi (MET)
indiiklerken, EMT indiikleyen faktor SNAIL dogrudan ZNF281
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transkripsiyonunu indiikleyerek kolorektal kanserde ZNF281
mRNA'nin asag1 regililasyonunu hafifletmek i¢in  miR-34"i
baskilamaktadir (Hahn & ark., 2013).

miR-34

EMT

Sekil 2. miRNA'larin  kolorektal kanserde EMT'yi
diizenlemesi (X. Huang & ark., 2021).

MiRNA'lar: Invazyon

Kanser hiicreleri, agik metastatik lezyonlarin gelismesinden
once ¢evredeki dokulara ve uzak organlara goc¢ etme ve istila etme
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egilimi ile tutarli 6zellikler sergiler (L. F. Lu & A. Liston, 2009).
Timor ilerlemesindeki erken bir adim, kanser hiicresinin timor
kitlesinden komsu dokuya yayilmasidir. Proteolitik enzimlerin
(metaloproteazlar dahil) yonlii aktivasyonu, hiicre disi matrisin
bozulmasi, kanser fenotipinin epitelyalden mezenkimale (EMT)
gecisi ve kanser hiicrelerinin translokasyonu dahil olmak tizere, kotii
huylu hiicrelerin yerel ve uzak bolgelere yayilma potansiyellerinin
artmasi, ¢esitli hiicresel olaylarla baglantili oldugu bilinmektedir
(Muhammad & ark., 2014). Invazyon siirecine katkida bulunan
cesitli miRNA'lar Tablo 1'de listelenmistir.

Tablo 1.  Invazyon,  anjiyogenez,  intravazasyon,
ekstravazasyon ve kolonizasyon siireglerinde rol oynayan
mikroRNA'lar

MicroRNAlar ve invazyon

miRNA Regiilasyonu Etkisi Referans

miR-31 1 KRK hiicrelerinin in | (Arndt &
vitro ve in vivo ark., 2009)
invazyonu

miR-122 1 Neoplastik olmayan | (Fu & ark.,
dokudan displaziye | 2012)
geg:is

l Inflamatuar bagirsak | (Fu & ark.,

hastalig ile iliskili 2012)
KRK'ye displazi

miR-200 1 Agresif bir fenotip (Huang &

ailesi Ozellik sergileme ark., 2010)

miR-328 l Kanser kok (Sundaram
hiicresine benzer & ark.,

ozellikler gbsteren 2011)
yiiksek oranda yan
popiilasyon (SP)
hiicrelerinin artisi ile
iligkili

miR-143 ! Hiicre biiylimesi, (Zhang &
gocii ve invazyonun | ark., 2012)
uyarilmast

miR-145, | 1 Fare modelinde (Pu & ark.,

miR-103, tesvik edilen lokal 2010)

miR-107
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invazyon ve
karaciger metastazi

miR-29a 1 Normal epitel (Nakajima
dokusuyla & ark.,
karsilastirildiginda 2006; Xing
KRKtimor & ark.,
orneklerinde yiiksek | 2012)
ekspresyon;
Karaciger metastazi
olan KRK'yi
metastatik olmayan
KRK'den ayiran
spesifik ve hassas
bir belirte¢
miR-21, 1 Hiicre ¢ogalmasi ve | (Motoyama
miR-17, KRK metastazi & ark.,
miR-19a 2009)
MicroRNAlar ve anjiyogenez
miRNA Hedef genler/aktivatorler | Etkisi Referans
miR-194 | THBS1(thrombospondin 1 (Fish &

1) ark., 2008)
miR-221, | c-Kit, Stat5A(Sinyal l (Ota & ark.,
miR-222 dontstiiriicii ve 2012)

transkripsiyon SA'nin

aktivatorii), eNOS

(Endotelyal nitrik oksit

sentaz), ve ETS1 (v-ets

erythroblastosis virus E26

oncogene homolog 1)
miR-17- TSP-1 (timdr baskilayict | 1 (Wang &
92 bolge 1) ve CTGF (Bag ark., 2012)
(Oncomir- | dokusu biiyiime faktorii)

1)
miR-126 | SPRED1 (Sprouty ile ) (Wang &

Ilgili EVH1 Domaini 1) ark., 2010)

ve PIK3R2 (fosfoinositid-

3-kinaz diizenleyici alt

birim 2 ), p85beta
miR-210 KRAS mutasyonunun 1 (Kanaan &

eslik ettigi hipoksi ark., 2012)

kaynakli miR-210

aktivasyonu
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miR-497 IGF1-R (insiilin benzeri ! (K. Hur &
biiyiime faktorii 1 ark., 2013)
reseptoril)
miR-424 | Anjiyojenik genlerin 1 (K. Xu &
hipoksi kaynakli ark., 2012)
aktivasyonu
MicroRNAlar ve intravazasyon, ekstravazasyon, kolonizasyon
miRNA | Regiilasyonu | Etkisi | Referans
Intravasation, extravasation
miR-21 | Pdcd4 (programlanmis 1 Intravazasyon ve (Li-Fan Lu
hiicre 6liimii 4) metastatik & Adrian
potansiyel Liston,
2009; X.
Xu & ark.,
2012)
miR-126 | VCAM-1 (vaskiiler | Hiicre-hiicre (Ma & ark.,
hiicre adezyon molekiilii adhezyonunun 2011)
1) azalmasi, 10kosit-
epitelyal hiicre
adhezyonu,
inflamasyon
miR-155 Adaptif ve dogustan | (Chen &
gelen bagigiklik i¢in | ark., 2012)
gereklidir
miR-17- B hiicrelerinin ve (Chen &
92 konvansiyonel T ark., 2012)
hiicrelerinin adaptif
farklilagmasi
Kolonizasyon
miR-328 | SP hiicrelerinde Diisiik miR-328 (Sundaram
ifadesi, yliksek SP & ark.,
fraksiyonuyla 2011)
koreledir
miR-26b | HUES-17 (insan | Hiicre biiyiimesi (Zhu &
embriyonik kok hiicre ve apoptozun ark., 2011)
(hESC) hatt1) ve KRK indiiksiyonu
hiicre hatlar1
miR- | DAPK (6liimle iligkili 1 Kolonizasyon (Fish &
103/107 protein kinaz) ve KLF4 ark., 2008)
(Kruppel benzeri
transkripsiyon faktorii 4)
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MiRNA'lar: Anjiyogenez

Anjiyogenez olarak da bilinen yeni kan damarlarinin
olusumu, kanser de dahil olmak iizere cesitli patolojik durumlarda
diizensizlesebilen 6nemli bir fizyolojik siiregtir (Poliseno & ark.,
2006). Herhangi bir bolgedeki hem birincil hem de ikincil
(metastatik) tiimoOr biiylimesi, anjiyogenezin temel bilesenleridir
(Bonauer & ark., 2009). Pro- ve anti-anjiyogenik faktorler tarafindan
diizenlenen, tiimdriin yakiindaki anjiyogenez, biiyiimesi ve kan
dolagimiyla temas: igin gereklidir (Friedl & Alexander, 2011).
Yapilan c¢alismalar, miRNA'larin pro-anjiyogenik veya anti-
anjiyogenik etkiler uygulayarak anjiyogenezi diizenleyebilecegini
gostermektedir (Bierie & Moses, 2006; Bockhorn & ark., 2007).
MiRNA'larin, anjiyogenezin inhibitorlerini veya aktivatorlerini
kodlayan =~ mRNA'larin  seviyelerini  diizenleyerek =~ KRK
anjiyogenezinde ayirt edici roller oynayabilecegi goriilmektedir.
Anjiyogenezde yer alan ¢esitli miRNA'lar Tablo 1'de listelenmistir.

MiRNA'lar: Intravazasyon, ekstravazasyon  ve
kolonizasyon

Bir kanser hiicresinin bazal membrani gecerek kan/lenf
damarlarina nasil girdiginin kesin mekanizmasi hala belirsizdir.
MiRNA'larin tiimo6r biiylimesi, istilast ve intravazasyonu ile
baglantisi, karmasik mekanizmalar hala tam olarak anlagilmamasina
ragmen, yakin zamanda yayinlanan c¢alismalarla gosterilmistir.
Kayma stresi ve bagisiklik sistemi saldirilart nedeniyle kanser
hiicrelerinin kan dolasimina girdiklerinde bozulmasi meydana
gelebilir (Penna & ark., 2011). MiRNA'larin kesin rolii hala
bilinmese de miRNA'lar, kanser hiicrelerinin  kan/lenf
damarlarindaki bagisiklik sistemi tarafindan taninmaktan kagmasina
yardimci oluyor gibi gériinmektedir (Muhammad & ark., 2014).
Kanser hiicrelerinin kilcal damarlardan kagarak parankimi istila
etmesi, birincil timorden wuzakta kanser hiicresi kolonileri
olusturmadan onceki bir adimdir. MiRNA'lar tarafindan diizenlenen
bu siireglere dayanarak, yalnizca birkag¢ ¢alismada gosterildigi gibi
miRNA'larin kanser hiicresi ekstravazasyonunu etkileyebilecegi
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hipotezi one siiriilmektedir (Dieter & ark., 2011; He & ark., 2009).
Kanser metastazindaki son adim wuzak ikincil bolgelere
kolonizasyondur ve yeni organnin mikrogevresi olduk¢a dnemlidir.
Bu mikro c¢evreye metastatik kolonizasyon, kanser hiicrelerinin
cogalma ve yeni kosullara uyum saglama yetenegine bagh
olabilmektedir. Kendini yenileme ve ¢ok potansiyelli olma yetenegi
ile karakterize edilen kanser kok hiicreleri, uzak metastazlarin
olusumuna yardimci olabilecek kanser hiicrelerinin bir alt
popiilasyonudur (Muhammad & ark., 2014). MiRNA'lar kok
hiicrelerin fenotipi i¢in gerekli olan yollar1 kontrol edebilir. Kok
olmayan muadilleriyle karsilastirildiginda kanser kok hiicrelerinde
anormal miRNA seviyeleri gozlemlenmistir (Hwang & ark., 2021).
Bu miRNA'larin kanser hiicrelerinin kok hiicre o6zelliklerini
diizenleyebilecegi g6z Onitine alindiginda, muhtemelen KRK
metastazinda rol oynayabilmektedirler ve KRK hiicrelerinin
metastatik bir bolgede kolonizasyonunu saglayabilmektedirler ancak
bunun kesin mekanizmasi heniiz tam aydinlatilamaistir (Bandres &
ark., 2009). Intravazasyon, ekstravazasyon kolonizasyon siireglerini
diizenleyen MiRNA'lar Tablo 1°de listelenmistir.

KRK'de miRNA'larin klinik uygulamasi

Karsinoembriyonik antijen (CEA) ve karbonhidrat antijeni
19-9 (CA19-9), en sik kullanilan plazma biyobelirtecleridir; CEA,
zayif Ozgiillikleri ve duyarhliklarina ragmen KRK niiksiini
tanimlamak i¢in kullanilmaktadir (Duffy, 2001; Elkady & ark.,
2016). Bu nedenle, KRK'nin en erken asamalarinda son derece
dogru, diisiik ¢aba gerektiren tespitini miimkiin kilmak i¢in teshis ve
prognostik  yaklagimlarin  iyilestirilmesine  ihtiyag  vardir.
miRNA'larin hem stabilite hem de hassasiyet sergiledikleri
bulunmustur, bu da onlar1 ¢esitli numune tiirlerinde giivenilir ve
niceliksel tespit i¢cin uygun hale getirmistir. Bu numuneler plazmayi,
dokular1, serumu, balgamu, idrar1, diskiy1 ve tiikiiriigii kapsamaktadir
(J. Huang & ark., 2021). Ayrica, klinik 6ncesi ortamlarda farkli
miRNA'larin ve arastirma teknolojilerinin degerlendirilmesine
iliskin devam eden c¢alismalar bulunmaktadir (Mitchell & ark.,
2008).
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Bir¢ok aragtirma serum, eksozomal ve diski dahil olmak
iizere ¢esitli viicut sivilarindaki miRNA'larin erken taniya yardimei
olabilecegini gostermistir. Cogu ¢alisma dolasimdaki serum
miRNA'larina odaklanmistir ¢iinkii tek bir miRNA bile KRK'yi
teshis etmek icin kullanilabilmektedir (Kijima & ark., 2017;
Maierthaler & ark., 2017). Ornegin, miR-21 ve miR-210 asir1
ekspresyonu ve miR-126 asag1 regiilasyonu, KRK'nin erken tespiti
icin bliylik potansiyel gostermektedir (Liu & ark., 2021; Sabry &
ark., 2019). KRK hastalar1 iizerinde yapilan ¢ok sayida g¢alisma,
tespit acisindan stabilitesi ve erken evre KRK ile pozitif baglantisi
nedeniyle kan miR-203"t gegerli bir tan1 faktorii olarak tanimlamistir
(Okugawa & ark., 2019; Ye & ark., 2017). Hem erken evre KRK
hastalarin hem de ileri evre KRK hastalarin serumunda eksozomal
miR-126, miR-940, miR-23a ve miR-1290'in 6nemli 6lgiide yukari
regiile edildigi gosterilmistir (Shi & ark., 2021).

KRK teshisi i¢in potansiyel biyobelirteclerin 6rnekleri
arasinda, KRK hastalarda goriilen GPC1 + eksozomlarda miR-96—
5p ve miR-149'un asagi regiilasyonu yer almaktadir (Li & ark., 2017;
Salman & ark., 2014; Zhao & ark., 2021). Benzer sekilde, miR-17—
5p ve miR-92a-3p, erken evre KRK hastalarindan alinan
eksozomlarda daha fazla miktarda bulunmustur (Fu & ark., 2018).
Hem miR-4478 hem de miR-1295b-3p, erken evre KRK'de asagi
regililasyon gosterir, bu da onlarin hastalik igin yararli tanisal
belirtegler olarak hizmet edebileceklerini gostermektedir (Ghanbari
& ark., 2015; Ghanbari & ark., 2017).

KRK'de genel sagkalim ve tedaviye yanit verme yeteneginin
timi, hastalik gelisimiyle baglantili olan miRNA ekspresyon
seviyelerine dayali olarak tahmin edilebilmektedir. KRK
hastalarinda miRNA'larin ~ tanimlanmasi, gelismis  tedavi
stratejilerine bilgi saglama potansiyeline sahiptir. Metastazda yer
alan bircok miRNA'nin, KRK hastalarinda potansiyel prognostik
gostergeler oldugu ileri stiriilmiistiir (Dong & ark., 2011). MiR-106—
5p ve miR-592 dahil olmak iizere baz1t miRNA'lar KRK prognozu
ile iliskilendirilmistir (Drusco & ark., 2014). Ay sekilde, spesifik
bir miRNA profili, yukar regiile edilmis miR-21 (Zedain & ark.,
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2020), miR-103 (Wang & ark., 2018) ve miR-93 (Wei & ark., 2019)
ve asag1 regile edilmis miR-566 dahil olmak iizere, KRK
hastalarinda prognoz ve metastazi dngérmek i¢in faydali olmstur
(Drusco & ark., 2014).

KRK hastalarinin prognozu eksozomal miRNA'lardan da
etkilenebilmektedir (Kosaka & ark., 2010). Daha yiiksek TNM
evreli KRK'li hastalarda ekzozomal miR-21 diizeyleri daha yiiksek
bulunmustur, bu da miR-21'in basli basina KRK riskinin bir
gostergesi olabilecegini diisiindiirmektedir (Tsukamoto & ark.,
2017). Serum eksozomlarindaki diisitk miR-548c-5p seviyeleri ayni
zamanda KRK hastalarinda artan TNM evresi ve daha kotii genel
sagkalim ile iliskilendirilmistir (Peng & ark., 2019). Arastirmacilar
arasinda KRK'li bireylerde prognozu tahmin etmek i¢in diskidaki
miRNA'larin kullanilmasina biiyiik ilgi vardir (Chi & Zhou, 2016).
Yiksek  diizeyde —miR-92a, KRK'de koétii  prognozla
iligkilendirilmistir ve kan Orneklerinde ve diskida prognozun bir
gostergesi olarak bulunmustur (Chen & ark., 2018).

MiRNA, gen ekspresyonunun diizenlenmesinde merkezi bir
role sahiptir ve anormal miRNA ekspresyonu, KRK'nin
patogenezinde ¢ok Onemli bir rol oynamaktadir. Yapilan birgcok
calisma ile miRNA’larin KRK'nin tanisi, prognozu, ilerlemesi,
metastaz1 ve ilag¢ direnci ile iliskili oldugu gosterilmistir. Her ne
kadar miRNA'lar metastatik kaskad boyunca ¢ok 6nemli bir role ve
KRK'nin tan1 ve tedavisinde 6nemli bir role sahip olsa da, gergekei
beklentileri belirlemek i¢in birden fazla bagimsiz kohortta daha
genis Olgekli degerlendirmelerin  gerceklestirilmesinde fayda
olacaktir. Ek olarak, miRNA bazli terapdtiklerde basariya ulasmak
icin belirli bir timor tipinde miRNA sinyallemesinin derinlemesine
anlasilmas1 gerekir. Ayrica, ileriki calismalarin miRNA'larin
istenmeyen hedef dis1 etkilerini en aza indirmeye ve daha verimli ve
spesifik miRNA dagitim yontemleri gelistirmeye odaklanmasi
gerekmektedir.
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