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OZET

Doktora Tezi

RAS ONKOGENINI HEDEFLEYEN ILAC ONCULLERININ GELISTIRILMESI
Siikriye Ceren OCAL DIRICAN

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisti
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Emine Siimer ARAS
Es Danisman: Prof. Dr. Gililay BULUT

Bu ¢alismada faj sunumu ile tanimlanan ilag 6nciilii adaylarinin yiizey plazmon rezonans
yontemi kullanilarak Kras dogal tip ve G12D mutant proteinine baglanma afiniteleri
analiz edilmistir. Kras’a yiliksek afinite ile baglandigi gosterilen peptit yapilarinin
onkogenik Ras’in fonksiyonel aktiviteleri tiizerindeki olast inhibe edici etkileri
incelenmistir. Bu asamadaki ¢alismalarda BxPC-3 ve AsPCI1 pankreas kanseri hiicre
hatlart kullanilmistir. Hiicresel ¢alismalar kapsaminda belirlenen peptitlerin hiicre
proliferasyonu-sitotoksisite ve motilite analizi gergeklestirilmistir.

Bu calisma kapsaminda faj sunumu ile dogal tip ve mutant KrasG12D mutantina
baglandig1 belirlenen 12 amino asit uzunlugunda 7 peptit dizisi belirlenmis olup bu
yapilarin 3 tanesinin ilgili hedef proteinlerine yliksek afinite ile baglandig yiizey plazmon
rezonans analizi ile saptanmigtir. Pankreas kanseri hiicre hatlarinda gergeklestirilen yara
lyilesme deneyinde peptit 3’lin yara iyilesmesini anlamli diizeyde inhibe ettigi
gozlenmistir.

Elde edilen verilerin pankreas kanseri basta olmak {izere KrasG12D mutasyonu tasiyan
kanser tiirleri tedavisinde etkili olabilecek yeni ila¢ onciilleri gelistirilmesi, kisiye 6zgii
tedaviye olanak taninmasina katki saglamasi, iliskili yeni bir hiicresel sinyal yolaginin
tanimlanmasi i¢in katki saglayabilecegi 6n goriilmektedir.

Subat 2024, 167 sayfa

Anahtar Kelimeler: Kanser, Kras, la¢ gelistirme, Faj sunumu



ABSTRACT

PhD Thesis

DEVELOPMENT OF DRUG DERIVATES TARGETING ONCOGENIC RAS
PROTEIN

Siikriye Ceren OCAL DIRICAN

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Emine Siimer ARAS
Co-supervisor: Prof. Dr. Gillay BULUT

In this study, the binding affinities of drug precursor candidates identified by phage
display to the Kras wild type and G12D mutant protein were analyzed using the surface
plasmon resonance method. The possible inhibitory effects of peptide structures shown
to bind to Kras with high affinity on the functional activities of oncogenic Ras were
examined. BxPC-3 and AsPC1 pancreatic cancer cell lines were used in studies at this
stage. Cell proliferation-cytotoxicity and motility analysis of the identified peptides
within the scope of cellular studies was performed.

Within the scope of this study, 7 peptide sequences with a length of 12 amino acids that
were found to bind to wild type and mutant KrasG12D mutant by phage display. And 3
of these structures were determined to bind to their respective target proteins with high
affinity by surface plasmon resonance analysis. In the wound healing experiment
performed on pancreatic cancer cell lines, it was observed that peptide 3 significantly
inhibited wound healing.

It is anticipated that the data obtained may contribute to the development of new drug
precursors that may be effective in the treatment of cancer types with KrasG12D
mutation, especially pancreatic cancer, to contribute to the possibility of personalized
treatment, and to the identification of a new related cellular signaling pathway.
February 2024, 167 pages

Key Words: Cancer, Kras, Drug development, Phage display
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1. GIRIS

Kanser, anormal hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde biiyiimesi, normal sinirlarinin 6tesine
gecerek viicudun diger kisimlarini istila etmesi ve/veya diger organlara yayilmasiyla
viicudun hemen hemen her organinda veya dokusunda baslayabilen genis bir hastalik
grubudur. “Asla iyilesmeyen bir yara” olarak degerlendirilen kanser, anormal hiicrelerin
kontrolsiiz ¢ogalmasi ve bagisiklik sisteminin anormal taninmasiyla karakterizedir (Yin
vd, 2021) Kanser genetik bir hastaliktir. En yaygin kanserler somatik hiicrelerdeki
edinilmis mutasyonlardan kaynaklanir. Bunun aksine, spesifik herediter mutasyonlari
nadir goriilen kalitsal kanser sendromlarindan sorumludur. Genel olarak kanserle iliskili
genler iki gruba ayrilabilir: onkogenler ve tiimor baskilayici genler (TSG'ler). Onkogenler
aktivasyona ugrar ve fenotipik olarak baskindir, TSG'ler ise inaktivasyona ugrar ve
fenotipik olarak resesiftir. Onkogenik aktivasyon su yollarla meydana gelebilir: gen dizisi
icindeki belirli nokta mutasyonlar;; genin kopya sayisinin ¢ogaltilmasi; veya
deoksiriboniikleik asitin (DNA), transkripsiyonun daha aktif oldugu veya gelismis
biyolojik aktiviteye sahip bir proteini kodlayan yeni bir fiizyon geninin olusturuldugu
bolgelere translokasyonudur. TSG'ler, gen tarafindan kodlanan proteinin islevini bozan
mutasyonlar veya genin promotdriiniin susturulmasi yoluyla etkisiz hale getirilir. Bu
siireclerin mekanik temellerinin daha iyi anlasilmasi, kanser tibbinda teshis, tedavi ve

prognozda devrim yaratmistir (Nenclares ve Harrington 2023).

Pankreas, midenin arkasinda yer alan ve yaprak seklinde olan bir i¢ organdir.
Yetiskinlerde yaklasik 15 cm uzunlugunda ve 5 cm genisligindedir. Pankreas dort farkl
bolgeye ayrilir: bas, boyun, géovde ve kuyruk. Pankreasin basi, mide ve on iki parmak
bagirsaginin birlestigi yere bitisik olan ve safra kanalinin ya yiizeyindeki bir oluk icinde
yer aldig1 ya da i¢inden gegtigi daha genis kisimdir. Boyun ve gévde bolgeleri biiyiik kan
damarlariyla ¢evrilidir. Pankreasin kuyrugu ise sol bobrek ve dalagin 6niinde yer alir

(Walker 2018).

Pankreas, farkli iglevleri yerine getiren hem endokrin hem de ekzokrin hiicrelerden
olusur. Pankreas hiicrelerinin cogunlugu ekzokrin bezleri ve kanallar1 olusturan ekzokrin

hiicreleridir. Bu hiicreler karbonhidrat sindirimi i¢in amilaz, amino asit sindirimi igin



tripsin, kimotripsin, elastaz ve karboksipeptidazlar gibi proteazlar ve yag asitlerinin
pargalanmasi i¢in lipaz dahil olmak iizere bir dizi enzimin salgilanmasindan sorumludur.
Buna karsilik, endokrin hiicreler organin nispeten kiigiik bir boliimiini olusturur, ancak
dogrudan kan dolasimina salinarak kan glikoz seviyelerini diizenleyen insiilin ve
glukagon gibi hormonlarin salgilanmasinda ¢ok 6nemli bir rol oynar. (Ungkulpasvich vd.
2023). Normal saglikli bir pankreas, sindirim enzimi salgilayan asiner hiicreler,
bikarbonat salgilayan duktal hiicreler, asiner ve duktal hiicreler arasindaki gegis bolgesi
olan sentroasiner hiicreler, hormon salgilayan endokrin adaciklar ve nispeten inaktif

stellat hiicrelerden olusur (Pandol 2011).

Pankreas kanseri (PK), onkolojik mortaliteye sik¢a katkida bulunan bir hastaliktir ve
yiiksek derecede degiskenlik, tiimoral kitle icinde yogun niifuslu bir stromal mikro cevre,
yaygin metastaz egilimi ve hiicresel metabolizmanin 6nemli Ol¢lide yeniden
yapilandirilmasi ile ayirt edilir. PK alaninda, maligniteler ekzokrin veya endokrin
hiicrelerden kaynaklanabilir (Ungkulpasvich vd. 2023). Pankreas kanseri, pankreastaki
anormal DNA mutasyonlarinin pankreas hiicrelerinin kontrolsiiz bir sekilde biiyiimesine
ve boliinmesine neden olarak tiimorleri olusturmasiyla ortaya ¢ikar. Pankreas kanseri
Olimciil bir hastalilk ve en agresif ve Oliimciil malignitelerden biri olarak
nitelendirilmektedir (Hu vd. 2021). Tan1 konuldugunda, pankreas kanseri genellikle ileri

bir asamada ortaya ¢ikar ve genellikle viicudun diger bdlgelerine yayilmistir.

Klinik olarak pankreas kanseri, adenokarsinom olarak adlandirilan pankreatik duktal
hiicrelerdeki glandiiler yapilarin epitel hiicrelerinde olusan malign tiimor i¢in kullanilan
genel terimdir (Aier vd 2019). Pankreatik duktal adenokarsinom (PDAK) pankreas
kanserlerinin  %90'indan fazlasin1 olusturur (Jin ve Bai 2020). Pankreatik duktal
adenokarsinom (PDAK), sindirim sisteminin en malign tiimorlerinden biridir. Derin
anatomik yerlesimi ve kolay saptanamayan klinik bulgular1 nedeniyle, erken tani i¢in
etkili bir yontem yoktur ve bu da yiiksek 6liim orantyla sonuglanir (Eguchi vd. 2020).
Pankreas kanserinin tani ve tedavisindeki ilerlemelere ragmen, 5 yillik sagkalim orani %9
olan PDAK'in 2030 yilina kadar diinya ¢apinda kansere bagl oliimlerin ikinci 6nde
gelen nedeni olacagi tahmin edilmektedir (Moore ve Donahue 2019). PDAK, hem tanida

gec¢ evre olmas1 hem de kemoterapiye direngli olmasi nedeniyle klinik agidan zorlu bir



kanserdir (Shibata vd. 2018).

Kras, Ras ailesine (N-, H- ve Kras) ait bir G proteinidir. Kras mutasyonlarinin PDAK'"t
baslattig1 diisiiniilmektedir ve PDAK'ta Kras mutasyonlarinin sikligr %90-95 arasinda
degigsmektedir (Shibata vd. 2018). Kras mutasyonlarinin baskinligi, Ras sinyal agina kars1
hedefe yonelik tedavinin PDAK icin etkili bir tedavi yontemi olabilecegini
diisiindiirmektedir. Bugiine kadar, PDAK i¢in birkag¢ hedefe yonelik tedavi onaylanmistir
(Luo 2021). ilk onaylanan EGFR inhibitorii erlotinib, gemsitabin ile kombinasyon
halinde tek basina gemsitabine kiyasla sagkalim avantaj1 saglamistir, ancak Kras mutant
kolorektal kanser icin EGFR hedefli tedavi hakkinda olumsuz veriler ortaya ¢iktiktan
sonra tip camiasi hizli bir sekilde farkli arayislara yonelmistir (Moore vd. 2007).
Ardindan, TRK kinaz inhibitorleri larotrectinib ve entrectinib, NTRK fiizyon geni igeren
solid tiimdrler i¢in onaylanmistir. Ancak, NTRK fiizyon geni PDAK'in sadece %0,5'inde
goriillir ve NTRK fiizyon geni igermeyen PDAK'In ¢ogunlugu sistematik olarak
degerlendirilmemistir (Drilon vd. 2018). Son olarak, PARP inhibitérii olaparib, BRCA1
veya BRCA2'de germline mutasyonlar1 olan (~%7,5) son donem PDAK hastalarinda
progresyonsuz sagkalimi uzatabilir ancak genel sagkalimi uzatamaz (Huang vd. 2021).
Sonug olarak, klinik aktiviteleri simdiye kadar hayal kiriklig1 yaratmistir. Bu nedenle,
pankreas kanseri i¢in yeni ilag modellemeleri tanimlanmasina acil ihtiyag vardir. Ras'taki
mutasyonlarin biiyiik ¢ogunlugunun G12, G13 ve Q61 olmak iizere ii¢ sicak nokta
kalintisindaki yanlis anlamli mutasyonlar oldugu iyi bilinmektedir. G12'de gozlenen
siklik siras1 G12D, G12V, G12C, G12A, G12S ve G12R seklindedir ve G12C mutasyonu
akciger kanserinde yaygindir ve G12D, PDAK'de en yaygin olanidir. Aslinda, KrasG12D

en onemli tiimor terapotik hedeflerinden biridir ( Xianhua 2023).

Bu tez ¢alismasinda 6zellikle Ras ailesi iiyelerinden Kras onkogeninin mutasyon goriilme
oraninin %90 civarinda bildirildigi pankreas kanseri modeli lizerinde ve yine bu kanser
tipinde en sik gozlenen mutasyon g¢esidini tasiryan KrasG12D mutant proteinini (Luo,

2021) hedefleyen ilag onciillerinin gelistirilmesi amaglanmuistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Kanser

Kanser, hiicresel DNA'daki bilgi bozuldugunda ortaya ¢ikan ve anormal gen ekspresyon
modellerine yol agan genetik bir hastaliktir. Sonug olarak da biiyiime, hayatta kalma ve
invazyon/motilite gibi normal hiicresel islevleri kontrol eden normal genlerin etkileri
vurgulanirken, bu etkileri baskilayan genlerin etkileri de bastirilmaktadir. DNA
metilasyonu gibi siireglerin neden oldugu mutasyonel olmayan (epigenetik)
degisikliklerin gorildiigii fikri son donemde daha fazla kabul gormesine ragmen,
degisimin ana nedeni mutasyonlarin birikmesidir. Anormal gen ekspresyonu, kanser
hiicrelerinde biyolojik siire¢lerde koklii degisikliklere neden olmaktadir. Bu da kanserin

ayirt edici 6zellikleri olarak adlandirilmaktadir (Hanahan ve Weinberg 2000).

2.1.1 DNA'nin yapisi ve islevi

Genetik kod, hiicresel ¢ekirdekte kromozomlar halinde paketlenmis DNA formunda
bulunmaktadir. DNA molekiilleri, bir seker fosfat omurgasindan olusur; her seker, dort
niikleotit bazindan birini igermektedir: adenin (A) ve guanin (G) piirinleri ve timin (T)
ve sitozin (C) pirimidinleri. Iki DNA ipligi, helezon cizerek bir ¢ift sarmal
olusturmaktadirlar; bazlar, kars1 iplikteki belirli partnerlerle hidrojen baglan
olusturmaktadir: A genellikle yalnizca T ile (iki hidrojen bagi) ve C yalnizca G ile (li¢
hidrojen bagi) eslesmektedir. Heliks, histon proteinlerinden olusan niikleozomlarin
etrafina sarilir ve ayrica yogunlasarak kromatin olusturmaktadir. Kromatin, aktif gen
transkripsiyon bolgelerinde gevsek bir sekilde paketlenir (Okromatin) ve
transkripsiyonel olarak sessiz genom alanlarinda ve sikica paketlenmektedir
(heterokromatin). Genetik kodun tamami yaklasik 3.2 x 109 bazdan olusur ve yaklagik
20.000-25.000 gen icermekte, bu genomun yalnizca % 1'ini olusturmaktadir. Bir gen
icindeki DNA dizisi hem eksonlari hem de intronlar1 icermektedir. Eksonlar, ribozomda
gevrilen protein kodlayan bolgeleri temsil eder; intronlar kodlamaz ve diizenlenir

(Nenclares ve Harrington 2020).



Genlerin gorevi protein iiretmektir; bu da iki asamali bir siirectir. Ilk olarak, DNA kodu,
transkripsiyon yoluyla haberci riboniikleik aside (mRNA) kopyalanmaktadir. RNA,
DNA'dan iki yonden farklidir: (1) seker omurgasi riboz igerir (deoksiriboz degil); ve (2)
timin, urasil (U) ile degistirilir. Bir genin mRNA'ya kopyalanmasi ve ardindan bir
hiicresel proteine c¢evrilmesi siireci karmasiktir ve birden fazla kontrol diizeyine tabi
olmaktadir. Transkripsiyonun diizenlenmesi siireci baslatan adimdir ve DNA'daki
destekleyici elemanlar ile bunlara baglanan spesifik proteinler (> 100 ayr1 alt birim)
arasindaki etkilesimler ile ger¢eklesmektedir. Transkripsiyon basglangi¢ yerinde, DNA-
bagimlt RNA polimeraz II alimir ve DNA'nin kodlama zincirine tamamlayici olan
mRNA sentezlemeye baslar ve ATGC DNA dizisi mRNA'da UACG olana kadar devam
etmektedir. Transkripsiyon sonrast mRNA modifikasyonlari, intronlarin ugbirlestirmeyi
ve mRNA'y1 ¢ekirdekten disa aktarmaya uygun hale getirir. Insan genlerinin yaklasik
%70'inin transkriptlerinin alternatif olarak ugbirlestirilmesi, ayni genden farkli
proteinlerin {retilmesine izin vermektedir. Her gen ortalamada, alternatif olarak
birlestirilmis yaklasik dort mRNA iiretir; bu da insan genomunun yaklasik 100.000 farkl
protein kodladigi anlamina gelmektedir. mRNA, translasyon ger¢eklesmeden once
mikroRNA'lar (miRNA'lar) adi1 verilen kiigiik, protein kodlamayan RNA molekiilleri
tarafindan parcalanabilir; bu da hiicre i¢indeki protein seviyelerini degistirebilmektedir.
Bu kiiciik miRNA'larin deregiilasyonu kansere yol acabilmektedir. En cok deregiile
edilmis miRNA'lardan {i¢ii, bir¢ok farkli kanserde siklikla mutasyona ugrayan miRNA
let-7, miRNA-200 ve miRNA-125 ailelerine aittir (Hanahan ve Weinberg, 2011). Eger
MRNA, ribozoma ulasir ise, onun tiglii (triplet) baz kodu, spesifik protein molekiillerine
cevrilmektedir. Kanser olarak bildigimiz fenotipik degisikliklere aracilik eden bu protein

tirtinleridir ( Hanahan ve Winberg 2000).

2.1.2 Kanser genleri

Kanser, her biri normal hiicrelerde temel bir islev saglayan iki gen sinifi tarafindan
yonlendirilmektedir; onkogenler ve timor baskilayici genlerdir. Onkogenler, hiicre
proliferasyonunu, hayatta kalimi1 ve invasyon/motiliteyi kontrol eden normal hiicresel
genlerin (proto-onkogenler) mutasyona ugramis versiyonlarindan tiiremektedir. Normal

hiicrelerde, proto-onkogenlerin ekspresyonu, kontrolsiiz hiicre biiyiimesini dnlemek i¢in



cok dikkatli bir sekilde diizenlenmektedir. Kanserde, proto-onkogenlerin aktive edici
mutasyonlar1 kontrolsiiz hiicre boliinmesine, hayatta kalmanin artmasina (anti-kanser
tedavisinden sonra bile) ve yayillmaya neden olmaktadir. Onkogenler "fenotipik olarak
baskin" olarak tanimlanmaktadir. Bir proto-onkogenin tek bir mutasyona ugramis
kopyasi kanseri tegvik etmek igin yeterlidir. Genellikle katitsal kanser sendromlari ile

iliskili degildir (Nenclares ve Harrington 2020).

2.1.3 Biiyiime faktorii bagimsizhigi

Hiicrelerde hiicre i¢i sinyal yolaklarinin aktivasyonu ig¢in ligand aracili uyarim
gerekmektedir. Ligandin hiicrenin yiizeyinde bulunan vehiicre dis1 bolgesine sahip
reseptorler ile iletisime girmesi gerekmektedir (Baran, 2018). Hiicre ylizeyindeki ligand
baglanmasi, hiicrenin gen ekspresyon modelini degistirmektedir. Biiylime faktorii
reseptorlerinin aktivasyonu da, reseptorleri uyaran ligandlarin sentezi ve salinimi da
detayli bir sekilde diizenlenmektedir. Kanser hiicreleri normal biiylime faktorii sinyal
yollarim1  deregiile edip, onlar1 kullanarak kontrolsiiz hiicre  bdliinmesini

desteklemektedir (Rogers vd. 2005).

Kanser hiicreleri, li¢ ana mekanizma ile biiylime faktorlerinde kendi kendine yeterlilige
ulasir: (1) kendi (otokrin sinyalleme) ve komsu (parakrin sinyalleme) reseptorleri
uyarmak i¢in biliylime faktorleri olusturma ve serbest birakma; (2) yiizeylerindeki
biiyiime faktorii reseptorlerinin sayisini, yapisini veya islevini degistirerek ¢ekirdege bir
biiylime sinyali iletme olasiliklarin1 artirma (ayni1 kokenli ligand baglanmasa bile); ve
(3) biiyiimeyi kalic1 olarak agmak i¢in reseptoriin downstream sinyal yollarini deregiile

etmedir (Talmadge ve Fidler 2010).

2.1.4 Anti-biiyiime sinyallerine karsi1 duyarsizhik

Bir dizi anti-biiyiime sinyali, yukarida belirtilen pozitif yonde hareket eden biiyiime
sinyallerine kars1 koymakta ve genellikle hiicresel biiylimenin engellenmemesi i¢in
caligmaktadir. Kisaca anti-biiylime sinyalleri, hiicreleri durgunluga zorlayarak (hiicre

dongiisiinlin G0 asamasi) veya terminal farklilagsma indiikleyerek hiicre dongiisiine



yeniden giremez hale getirmektedir. Anti-biiylime sinyalleri, hiicresel reseptorlerini
(6rnegin, TGF-b reseptorlerini) etkileyen ve ikincil haberciler aracilifiyla c¢ekirdege
sinyaller génderen ligandlar (6rnegin, doniistiiriicii biiytime faktorii (TGF-b)) tarafindan
gonderilir, bu da degistirilmis gen ekspresyon modellerine yol agmaktadir. Bu yol esas
olarak hiicre dongiisiiniin ilerlemesinin kontrol edilmesinde rol oynar ve retinoblastoma
proteini, siklinler, siklin-bagimli kinazlar (CDK'ler) ve CDK inhibitérleri gibi proteinler
araciligiyla ¢aligmaktadir. Anti-biiyiime sinyal yollarindaki anormallikler, kanserlerde
son derece yaygindir ve hiicre dongiisii boyunca kanser hiicrelerinin ilerlemesinde rol
oynamaktadir. Bu nedenle, retinoblastoma proteini ve CDK inhibit6r ailesinin iiyelerinin
kayb1 ve siklinlerle CDK'lerin asir1 ekspresyonu bir¢ok tiimor tipinde goriilmektedir

(Nenclares ve Harrington 2020).

2.1.5 Hiicre oliimiinden kacinma

Normal hiicreler, aldiklar1 hayatta kalma yanlisi ve karsiti sinyallerin dengesini
denetleyerek siirekli olarak canliliklarin1 degerlendirmektedir. Normal hiicrelerde,
endojen (replikasyon sirasinda) veya eksojen (genotoksik olaylardan) DNA hasari, DNA
onarimi potansiyeli degerlendirilirken proliferasyonun durdurulmasina (hiicre dongiisii
durmasi) yol agmaktadir. Olusan hasarin kapsami, onarim kapasitesini asarsa, hayatta
kalma yanlis1 ve karsiti sinyallerin dengesinde bozulmalar meydana gelir. Boylece
hiicrenin kendisi bir tiir regiile hiicre 6liimiine (6rnegin apoptoz, nekroptoz, otofaji)
ugramaktadir. Bu durum DNA hasarmin giderilmesini dnler ve mutasyonlarin hiicre
boliinme silsilesine gecme riskini ortadan kaldirmaktadir. Bu mekanizma kanserin
gelismesine karsi giiglii bir engel teskil etmektedir. Normal hiicre 6liimiinii saglayan
sinyal yolaklarinin kaybi, kanserde neredeyse evrensel bir olaydir. Gergekte, kanserle
iligkili en iyi bilinen genlerden ikisi (p53 (TP53 olarak da bilinir) (TSG) ve BCL2
(onkogen)) apoptozla yakindan ilgilidir. Apoptotik sinyallemenin iki ana mekanizmasi
intrinsik ve ekstrinsik yollardir. Kanser hiicreleri, ekstrinsik yoldan gonderilen sinyalleri
gormezden gelme veya hiicre i¢i pro- ve anti-hayatta kalma molekiillerinin dengesini
apoptozun inhibisyonuna yonelik degistirerek apoptozdan kagmaktadir. Kanser
hiicreleri apoptozu atlatarak, hiicre Oliimiine neden olmadan DNA hasarini

stirdlirebilmektedir (hasarli genin hiicre hayatta kalimi i¢in elzem olmadig siirece). Bu



nedenle, normal apoptotik sinyallemeyi baypas eden kanser hiicrelerinin sitotoksik anti-
kanser tedavilerine intrinsik olarak direngli olma olasilig1 daha yiiksek goriilmektedir.
Ote yandan, TSG'lerdeki DNA hasar1 onarim yollarin1 kontrol eden mutasyonlar, kanser
hiicrelerini sentetik oldiirticii denilen olgu yoluyla belirli ilag tedavilerine (6rnegin
BRCA-mutasyona ugramis timdrler durumunda poli (ADP-riboz) polimeraz (PARP)
inhibitorleri) karsi1 savunmasiz hale getirebilmektedir. Ek olarak, degistirilmis DNA
onarim genlerine sahip kanserler, genellikle yiiksek bir tiimor mutasyon yiiki ve
bagisiklik kontrol noktasi inhibitorlerine yaniti iyilestiren yiiksek diizeyde bagisiklik
geni ekspresyon imzalar1 tasimaktadir ( Nenclares ve Harrington 2020, Sharma vd.
2019).

2.1.6 Siirekli anjiyogenez

Saglikli dokularda, yeni kan damarlarinin biiylimesine anjiyogenez denmektedir.
Anjiyogenez, pozitif (pro-anjiyojenik) ve negatif (anti-anjiyojenik) sinyaller arasindaki
dengeyle cok siki bir sekilde kontrol edilmektedir. Kanserin gelisme yetenegi, kan
kaynagini glivence altina alma becerisiyle dogrudan iligkilidir. Kanser hiicresi kiimeleri,
dogrudan difiizyon yoluyla oksijen ve besin elde ederek 60 - 100 mikrometreye kadar
bliyliyebilir, ancak bu boyuttan fazla biliylimesi i¢in bir tiimoriin 6zel bir kan kaynagina
ihtiya¢ vardir. Kanserler bu durumu pro-anjiyojenik ve anti-anjiyojenik faktorler
arasindaki dengeyi bozarak yapmaktadir. Temelde, kanserler, vaskiiler endotelyal
biiylime faktorii gibi pro-anjiyojenik proteinlerin tiretimini artirarak ve/veya anjiyostatin
gibi anti-anjiyojenik proteinlerin liretimini azaltarak "anjiyojenik fenotipe" gegmektedir

(Nenclares ve Harrington 2020, Nishida vd. 2006).

2.1.7 Hiicresel 6liimsiizlestirme

Normal somatik hiicreler, replikatif yaslanma olarak bilinen kalic1 bir biiylime durmasi
durumuna girmeden O©nce smirli sayida hiicre bolinmesine (Hayflick limiti)
ugrayabilmektedir. Bunun nedeni, hiicrelerin her bdliinmede kromozomlarinin
(telomerlerin) uglarini tam olarak kopyalayamamasidir. Bu nedenle telomerleri zamanla

kisalir; bunlar hiicrelerin dmriinii geri sayan molekiiler saatler gibi olmaktadir. Aksine,



kok hiicreler ve kotiictil hiicreler telomerlerinin uzunlugunu koruyabilir ve etkili bir
sekilde oliimstizdiirler. Cogu tiimoérde bu, telomeraz enziminin yukari regiilasyonu
yoluyla meydana gelir, ancak vakalarin %10-15'inde "telomerlerin alternatif uzamasi1"
denen bir mekanizma sorumludur. Telomeraz enzimatik aktivite ¢ok sayida protein
icermektedir; iki ana bilesen bir RNA sablonu (hTR) ve bir ters transkriptaz enzimidir
(hTERT). Ters transkriptaz, telomerik DNA dizisinin (TTAGGG) yeniden sentezini
yonlendirmek i¢in hTR RNA sablonunu kullanilmaktadir. Bu nedenle, telomeraz
ekspresyonu yeniden aktive edilmis tiimdrler, telomerlerinin her bir hiicre boliinmesinde
kaybettikleri kisimlarini yeniden insa edebilir ve boylece replikatif yaglanmaya mahkum
edilmekten kacginabilmektedirler. Telomeraz ekspresyonu, replikatif kinetigi arttirir,
olumsuz kosullar altinda hiicre biiylimesini destekler ve bir anti-apoptotik ajan olarak
hareket edebilmektedir. Yiiksek telomeraz proteini seviyeleri aynt zamanda birkag
antineoplastik ilaca direng saglamaktadir (De Bardet vd. 2023, Nenclares ve Harrington
2020).

2.1.8 invazyon ve metastaz

Uzak organ metastazlar1 kanser oOlimlerinin %90'1nin sebebini olusturmaktadir.
Invazyon ve metastaz olmasi i¢in karmasik biyolojik siirecler art arda gerceklesmelidir:
(1) timor hiicresinin yakin komsularindan ve yerel bolgede stromadan ayrilmast; (2)
hiicre dis1 matriksin enzimatik degradasyonu, ardindan spesifik yonlii motilite (tek
hiicreler, gruplar); (3) kan veya lenfatik damarlarin penetrasyonu (intravazasyonu) ve
tiimor embolizasyonu; (4) uygun biiyiime faktorlerinin uygun bir sekilde bulundugu
metastatik bir bolgeye varana kadar dolasimda hayatta kalma; (5) varig noktasinda kan
damar1 endoteline baglanma ve damardan ekstravazasyon; ve (6) proliferasyon, yeni
yerin invazyonu ve yeni kan tedariginin saglanmasidir. Epitel tiimorlerinin invazyonu
ve metastazinin altinda yatan Kkilit siireglerden biri epitelden mezenkime gegisidir. Bu
cok yonlii siireg, kanser hiicrelerini istila ederek gecici veya kalict olarak devreye
alinabilmektedir. Ek olarak, tiimdr metastatik bir birikinti olusturacagi hedef organa
ulastiginda, genellikle mezenkimalden epiteliye gecis meydana gelmektedir. Farkli
kanserlerin belirli organlara (6rnegin gogiis kanserinden karaciger, kemik ve beyine;

akciger kanserinden beyine ve adrenal bezine) metastaz modelleri rastgele meydana



gelmemektedir. Koloni kurmak i¢in uygun bir ortam aramalarina izin veren timor
hiicrelerin tarafindan, kemokin reseptorlerinin ekspresyonu tarafindan yonlendirildikleri

goriilmektedir (Talmadge ve Fidler 2010).

2.1.9 Yeniden programlanmis enerji metabolizmasi

Saglikli hiicreler ilk 6nce glikozu glikoliz yoluyla pirlivata doniistiiriir; ardindan oksijen
varliginda mitokondriyal oksidatif fosforilasyon gercekleserek karbondioksit ve su
olusturmaktadir. Bu doniisiim ve olusum ¢ok etkilidir. Glikoz molekiilii bagina yaklagik
otuz sekiz adenozin trifosfat (ATP) molekiili tretmektedir. Bu durumun aksine,
oksijenli kosullar altinda bile, kanser hiicreleri laktat olusumuyla birlikte
metabolizmalarin1 degistirerek glikolizi kullanma egiliminde olmaktadir (Warburg
etkisi). Bu, enerji iiretimi agisindan israf edicibir durum olarak goriinse de, hiicre
biiyiimesi ve boliinmesi i¢in 6nemli substratlar saglayarak kanser hiicreleri i¢in avantaj
saglamaktadir. Ayrica, metabolik yeniden programlama, tiimor ve stromal hiicrelerin
plastisitesine yol agan hipoksi-kaynakli fenotipik anahtar ile paralel gelisebilir ve bu da
intratlimoral heterojeniteyi tetikleyebilmektedir (ITH). Tiimor hiicrelerinin bir alt
kiimesinde hipoksik bir mikro-ortam, ndroendokrin farklilagsmasini, epitelden
mezenkime gecisi veya kanser kok hiicrelerinin indiiksiyonunu uyarabilir; bu siiregler
timor hiicresi metastazi icin artan bir egilim ile iligskilendirilebilinir. Bu siirecin
anlagilmast ile, enerji ve substrat ihtiyaglari igin glikolize bagimli olan tiimér hiicrelerini

hedefleyen spesifik tedavi tiirlerini tasarlamak miimkiin olabilmektedir (Waller 2016).

2.1.10 immiin yikimindan ka¢inma

Bagisiklik sistemi, premalign ve malign hiicrelerin ortaya ¢ikmasina karsi stirekli bir
ndbet tutmaktadir. Bu durum immiin siirveyans teorisi olarak aciklanmaktadir. Bunun
icin en sik alintilanan kanit, kronik immiinosupresyonun (6rnegin, organ
transplantasyonundan sonra), 6zellikle viral kaynakli spesifik kanser tiirlerinde belirgin
bir artigla iligkili oldugu gozlemlenmektedir. Bagisiklik sisteminin ayn1 zamanda bagisik
diizeyi yeterli hastalarda viral olmayan kanserlere karsi 6nemli bir engel oldugu ile

iliskili kanitlar mevcuttur. Bu nedenle tiimdrlerin olusumu; bagisiklik sisteminin,
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degistirilmis O6z-antijenleri olan timor hiicrelerini tanima, reddetme ve yok etme
basarisizligi olarak algilanabilmektedir. Bu siirecin bir parcasi olarak, daha az
immiinojenik kanser hiicrelerinin (immiino diizenleme yoluyla) sec¢ilmesinin ve immiin
sistemin immiinosiipresif bilesenlerinin (6rnegin diizenleyici T hiicreleri ve miyeloid
tiirevi baskilayict hiicrelerin) bazi kanserlere aktif olarak dahil edilmesinin sonucta
tiimorlerin bagisiklik denetiminden kagmasina, bagisiklik temizligi i¢in hedef haline

gelmeden biiyiiyiip yayilmasina izin verdigi diisiiniilmektedir (Mahoney vd. 2015).

Son yillarda, normal bagisiklik tepkisinin ayrilmaz bilesenleri olan bir dizi spesifik
bagisiklik kontrol noktasi tanimlanmigtir. Bunlar, T hiicrelerini inhibe etme ve bunlarin
kronik olarak aktive olmalarini veya normal dokulara karsi anormal hedeflenmelerini
onleme islevi goriir. Pek ¢ok kanserin, bagisiklik tespiti veya bagisiklik ile ilgili
saldirilardan kaginmak igin bu engelleyici yollar1 kullandign gériilmektedir. Ozellikle,
sitotoksik T-lenfosit ile iligkili protein 4 (CTLA4) ve programlanmig 6liim 1 (PD-1) gibi
T hiicreleri iizerindeki proteinlerin, bircok kanserin anti-timdr bagisikligindan
ka¢masina neden olan mekanizmalarin merkezinde oldugu goriilmiistiir. Bu proteinleri
hedefleyen monoklonal antikorlarla, melanom, akciger, gégiis, deri, mesane, bobrek ve

bas ve boyun kanserli hastalarda ani anti-timor tepkileri alinmistir (Mahoney vd. 2015).

2.1.11 Kanserin kolaylastirici ozellikleri

Kanser gelisiminin temelini olusturan iki temel kolaylastirict 6zellik tanimlanmistir:

genomik instabilite ve enflamasyon (Yao ve Dai 2014).

Genomik instabilite, kanser hiicrelerinin genetik materyallerinin biitlinligiiniin
kontroliinii kaybetmesi ve biyolojik davraniglarinin asamali olarak degiserek, kanserin
ayirt edici ozelliklerini destekleyen mutasyonel degisiklik repertuarinin artmasiyla
ilgilidir. Bu s6zde "mutator fenotip", ITH'nin arkasindaki itici gii¢ olup tiimorlerin segici
baskilarin etkisi altinda farkli ve yakinsak evrim gosteren bir dizi farkli klonal
popiilasyon olusturabilecegi durumu tanimlamaktadir. Klonlarin se¢imi, tiimor mikro-
ortam1 i¢indeki intrinsik kosullar1 ve radyoterapi, kemoterapi, hedeflenen maddeler ve

immiinoterapiler dahil olmak iizere ekstrinsik anti-kanser tedavilerinin etkileri
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tarafindan yonlendirilmektedir. ITH, timorlerin tedavilere karst direnci gelistirebilecegi
bir mekanizma sagladigindan mevcut kanser tedavilerinin en biiyiik zorluklarindan biri

olmaktadir (Yao ve Dai 2014).

Enflamasyon, premalign ve malign lezyonlarin, timor biiylimesini ve yayilmasini
destekleyen bagisiklik sisteminin bilesenlerini toplayip aktive ederek enflamatuar bir
durumu ortaya ¢ikardigl yaygin durumu tanimlamaktadir. Protein niikleer faktor kB
(NFkB), enflamasyon ve kanseri birbirine baglayan modiiler merkez olarak kabul
edilmistir. NFkB tarafindan diizenlenen bir¢ok sitokin, hem enflamatuar hem de tiimor
hiicrelerinde ¢ok yonlii rol oynar; bunlarin bazilar1 hiicre proliferasyonunun,
anjiyogenezin ve metastazin tesvik edilmesi, epitelden mezenkime gegisin
giiclendirilmesi ve kansere enflamatuar yanitlarin diizenlenmesidir. Sonuncusunda,
NFkB, tiimor-iliskili makrofajlarda ve timor ilerlemesini siirdiiren ve destekleyen
senesent hiicrelerde kilit rol oynamaktadir (Nenclares ve Harrington 2020, Yao ve Dai
2014).

2.2 Pankreas Kanseri

Pankreas kanseri, 21. yiizyilda kansere kars1 verilen miicadelede karsilagilan en biiytlik
engellerden biri olmaya devam etmektedir (Gilingér vd. 2014). Pankreas kanserinin
erken teshisinin zorlugu, kotli prognozun ana nedenlerinden biridir. Pankreas kanseri
erken evrede genellikle az sayida semptomla gelistigi ve sigara kullanimu ile aile dykiisii
disinda ¢ok fazla bilinen ve spesifik risk faktorii bulunmadigi i¢in, uygun taramalar
gerceklestirmek ve hastaliga erken tani koymak olduk¢a zordur (Poruk vd. 2013).
Bundan dolayi, tan1 konan hastalarin yalnizca %10 ile %20’lik bir boliimii basarili
rezeksiyon ve olasi tedavi sansina sahiptir ve hastaligi rezektabl seyreden hastalarda dahi

sagkalim oran1 yalmizca %23 tiir ( Siegel vd. 2013).
Pankreas kanseri, gelismis tilkelerde kanser mortalitesinin 6nde gelen sebeplerinden bir

tanesini olusturmaktadir. Ayn1 zamanda diinyadaki en 6liimciil neoplazmalardan biridir

(Lee vd. 2014).
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Pankreas kanseri en 6liimciil maligniteler arasinda yer almaktadir. Diger baslica kanser
tirlerinin sagkalim oranlarinda kaydedilen Onemli ilerlemelere ragmen, pankreas
kanserinin sagkalim oran1 1960’lardan beri nispeten sabit kalmistir. Pankreas kanseri
genellikle ileri evrelerde tespit edilir ve tedavi tiirlerinin ¢ogu etkisiz kalir, bu durum da

genel prognozu daha da kétiilestirir (Ansari vd. 2016).

Pankreas kanseri en yaygin goriilen kanserler siralamasinda on ikinci Siradadir. Kanser
mortalitesi siralamasinda ise altinci Siradadir. Globocan 2022 verilerinde diinya ¢apinda

pankreas kanserinde 510570 tan1 ve 466983 6liim belirtilmistir (Anonymous 2024).

2.2.1 Ge¢misten giiniimiize pankreas kanseri

Pankreas kanserinin bilinen ilk taniminin 1761 yilinda Giovanni Battista Morgagni
tarafindan ‘de Sedibus Et Causis Morborum Per Anatomen Indagatis Libri Quinque’ adli
kitapta yapildigi diisiiniilmektedir. Bununla birlikte, mikroskobik inceleme olmadigi
icin duktal adenokarsinomun teshisinin dogrulugu belirsizdir. Pankreas kanseri ile ilgili
bir sonraki 6nemli gelisme ise 1858 yilinda gerceklesmistir. Jacob Mendez Da Costa,
Morgagni’nin caligmalarini yeniden degerlendirip adenokarsinomun ilk mikroskobik
teshisini gerceklestirerek pankreas kanserinin varligini ortaya koymustur. Pankreas
cerrahisi oldukga yeni bir uygulamadir ve ortaya ¢ikmasinda cerrahinin cesur onciileri,
cerrahi anestezinin gelisimi ve modern aseptik teknikler rol oynamustir. Pankreas
cerrahisinin tarthindeki bazi doniim noktalarina da deginmek gerekir. Bilinen ilk
pankreatikoduodenektomi denemesi, 1898 yilinda Italyan cerrah Alessandro Codivilla
tarafindan pankreas basindaki bir timori tedavi etmek tizere gergeklestirilmistir.
Bununla birlikte, bu denemenin gerceklestirildigi hasta cerrahi miidahale sonrasi
hayatin1 kaybetmistir. Ayn1 yil igerisinde, Johns Hopkins Tip Okulu cerrahlarindan
William Stewart Halsted, onikiparmak bagirsagi ve pankreasin bazi boliimlerini eksize
ederek ampulla kanserin ilk basarili rezeksiyonunu gerceklestirmistir. Ilk basaril
pankreatikoduodenektomi prosediiriiniin Alman cerrah Walther Carl Eduard Kausch
tarafindan iki agamali bir prosediir kapsaminda gerceklestirildigi diisiiniilmektedir. Tek
asamada gerceklestirilen ilk basarili pankreatikoduodenektomi prosediirii 1914 yilinda

Georg Hirschel tarafindan yapilmis olup, ampulla karsinomu i¢in pankreas basinin ve
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onikiparmak bagirsaginin rezeksiyonunu igeren iki agamali bir prosediiriin sonuglari
Amerikan Cerrahi Birligi’nin 1935 yilinda diizenlenen yillik toplantisinda Allen
Oldfather Whipple tarafindan sunulmustur, bu olay pankreas cerrahisine olan ilgiyi
arttirmistir. Prosediiriin tek asamali hale gelmesiyle birlikte Whipple, kariyeri boyunca
otuz yedi pankreatikoduodenektomi prosediirii gerg¢eklestirmistir ve giiniimiizde hala
adin1 tagiyan bu islemin yayginlasmasini sagladigi disiiniilmektedir. Pankreas
adenokarsinomu i¢in ilk basarili pankreatikoduodenektomi prosediirii 1937 yilinda
Alexander Brunschwig tarafindan gergeklestirilmistir (Ansari vd. 2016). Giiniimiizde
yiiksek kapasiteli hastanelerde yogunlasan tecriibeyle birlikte, pankreas cerrahisi %3’{in
altinda operatif mortalite oranina sahip, glivenli bir prosediir haline gelmistir ( Ansari

vd. 2014, Balzano vd. 2008, Yoshioka vd. 2014).

Diinyanin geri kalaninda oldugu gibi, pankreas kanserinin bes yillik sagkalim oranlari

1960’1ardan beri durgun olarak seyretmektedir (Ansari vd. 2016).

2.2.2 Risk faktorleri

Pankreas kanseri etiyolojisi literatiirde wuzun siiredir kapsamli bir sekilde
incelenmektedir. Literatiirtin konu dahilindeki arastirma stiresince birkag risk faktori
tanimlanmistir. Bu risk faktorlerini degistirilebilir ve degistirilemez risk faktorleri olarak

iki kategoride gruplandirmak miimkiindiir (Ungkulpasvich vd. 2023).

Degistirilebilir risk faktorleri
Degistirilebilir risk faktorleri, sigara, alkol, obezite, beslenme faktorleri, ve zehirli

maddelere maruz kalmadan olugmaktadir (Mcguigan vd. 2018).

Sigara: Diinya ¢apinda bir milyardan fazla insan tiitiin kullanmaktadir ve bu sebeple
sigara kullanim1 diinyadaki pankreas kanserlerinin en énemli ¢evresel etkenlerimdem
biridir. Uluslararas1 Kanser Arastirmalari Kurulusu, sigara kullaniminin pankreas
kanseri iel neden-sonug dlgeginde bir iligkisi oldugunu onaylamistir. Pankreas kanseri
riski, sigaray1 kullanma siiresi ve giinliik tiikketilen sigara miktar1 ile artmaktadir. Sigara

kullananlar i¢in bu risk, kullanmayanlara oranla iki kat daha fazladir; buna ek olarak
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yakin zamanda gergeklestirilen seksen iki adet ¢calisma verilerinin ortak ¢éziimlenmesi;
su an sigara kullanan kisiler ig¢in bagil risk faktoriiniin 1.74 oldugu, sigara kullanip
birakmus kisilerde ise risk faktoriiniin 1.2 oldugu ve de sigara kullanimi birakildiktan en
az 10 y1l sonra da bu risk faktoriiniin korundugu sonucuna varmaktadir (Iodice vd. 2008,

Mcguigan vd. 2018).

AlKol: Literatiirdeki bir ¢ok ¢alisma baz alindiginda, yiiksek alkol tiiketimi ile (giinde
tic kadehten fazla) pankreas kanseri riskinin arttigi siiphesizdir. Bunun yani sira,
caligmalarda, diisiik miktarda alkol alimina dair bir herhangi bir iliskinin varlig1 yer

almamaktadir (Mcguigan vd. 2018).

Obezite: Obezite, pankreas kanseri de dahil olmak {izere birka¢ kanser ¢esidi lizerinde
riski arttirici faktor konumundadir. Bazi g¢alismalarda; obezitenin pankreas kanseri

insidansini ve mortalitesini arttirdig1 da kanitlanmistir ( Liv d. 2018, Xu vd. 2018).

Beslenme faktorleri: Beslenme faktorleri, pankreas kanseri de dahil olmak tizere farkli
kanser tiirleri ve ¢esitli sindirim hastaliklarini etkilemektedir. Mevcut etkinin pankreas
kanser1 lizerindeki yiizdesi %30-50 diizleminde oldugu goriilmektedir. Hatta digerleri
koruyucu olsa bile, belirli spesifik gidalarin tiikketimi ile risk artis1 ile dogrudan iliskili
oldugu ¢alismalarda kanitlanmaktadir (Ungkulpasvich vd. 2023, Mcguigan vd. 2018).

Degistirilemez risk faktorleri
Degistirilemez risk faktorleri arasinda cinsiyet, yas, diabetes mellitus, ailedeki pankreas
kanseri oykiisii, genetik faktorler, kronik enfeksiyonlar, 0 olmayan kan grubu ve kronik

pankreatit bulunmaktadir (Mcguigan vd. 2018).

Cinsiyet: Pankreas kanseri erkeklerde kadinlara kiyas ile daha yaygindir. Kiiresel olarak
pankreas kanseri insidansi erkekler i¢in 100.000'de 5.5 ve kadinlar i¢in 100.000'de
4.0'dir. Bu degiskendeki farkin gelisme ekseninde iist siralarda olan iilkelerde daha fazla
oldugu goriilmektedir (Mcguigan vd. 2018).
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Genetik Faktorler: Genetik varyasyon veya mutasyon (Germ hatti mutasyonu),
pankreas kanseri riskinin artmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Pankreas kanseri olan
hastalarin yaklasik % 10'unda gen varyasyonlar1 veya hastaligin gelisimindeki
degisiklikler gibi baz1 genetik yatkinliklarin varligi s6z konusudur. Pankreas kanseri
riskinde artigta 6zel bir rolii olan kalitsal genetik mutasyonlardaki dort ana gen, Kras,

p53 ve SMADA4' icermektedir (Ungkulpasvich vd. 2023).

Enfeksiyon: Helicobacter pylori (H. pylori) ile gastrik kolonizasyon, ayn1 zamanda,%
4-25'lik tahmini bir popiilasyona bagl fraksiyon ile daha biiyiik pankreas kanseri riski
ile iligkilidir (Mcguigan vd. 2018, El-Serag vd. 2009) .

Yas: Pankreas kanseri ¢cogunlukla yaslilarda goriilmektedir. Hastaliga otuz yasindan
geng bireylerde nadiren rastlanirken, yeni tan1 koyulan hastalarin %90°1 elli bes yas ve
iistiidiir ve bu bireylerin ¢ogu yetmislerinde veya seksenlerindedir. Hastaligin goriilme
oraninin zirve yaptig1 yas iilkeden iilkeye degismektedir. Ornegin, Hindistan’da bu oran
atmish yaslarda zirve yaparken ABD’de ise yetmisli yaslarda zirve yapmaktadir (Midha
vd. 2016, Wood vd. 2006) .

Aile Oykiisii: Pankreas kanseri, eger iki veya daha fazla sayida birinci derece akrabada
tespit edilmisse kalitsal olarak degerlendirilir ve bu durum yeni vakalarin %5-10'luk
oranini olusturmaktadir (Hruban vd. 2010). Kalitsal risk faktorlerine sahip olan
hastalarin pankreas kanserine yakalanma riski aile Oykiisii olmayan hastalara oranla
dokuz kat daha fazla olup, eger ii¢ veya daha fazla sayida birinci derece akrabaya tani
koyulmussa bu risk otuz iki kat daha artmaktadir (Becker vd. 2014). Dokuz ¢alismadan
olusan bir metaanalizde, ailesinde yalnizca tek bir birinci derece akrabada pankreas
kanseri Oykiisii bulunan bireylerin dahi pankreatik adenokarsinoma yakalanma riskinin
aile oykiisii bulunmayan bireylere oranla %80 arttig1 rapor edilmistir. Bu durum, tani
koyulan hastalardan olusan alt grubun kuvvetli bir genetik yatkinliga sahip olduguna

isaret etmektedir (Permuth-Wey ve Egan 2009, Mcguigan vd. 2018).

Diyabet: Diyabet, pankreas kanserinin bilinen bir risk faktoriidiir. Stevens vd. tarafindan

gerceklestirilen metaanalizde, tip 1 diyabet hastalarinin pankreas kanserine yakalanma
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riskinin diyabeti olmayan bireylere kiyasla iki kat daha fazla oldugu gosterilmistir

(Steven vd. 2007).

2.2.3 Pankreas kanseri histopatofizyolojisi

Klinik, anatomik ve molekiiler patoloji, arastirma ve tip arasinda bir koprii gorevi
gormektedir. Pankreastaki tlimorler cogunlukla ekzokrindir ve bunlardan bazilart
adenoskuaméz karsinom, kolloid karsinom, asinar hiicreli karsinom, tasl yiiziik hiicreli
karsinomu, pankreatoblastom, kistadenokarsinom ve hepatoid karsinomdur. Pankreasta
yaygin olarak goriilen malign tiimor duktal adenokarsinomdur; glandiiler bir yapr ile
karakterizedir ve pankreas kanseri olarak da adlandirilir. Klinik olarak, karsinom
pankreasin basinda, nadiren de organin gévde ve kuyruk kisminda ortaya ¢ikmaktadir.
Spesifik olmayan semptomlar1 var olup bdlgeden bolgeye degisiklik gdstermektedir.
Pankreasin bag kisminda (% 75) meydana gelen pankreas kanseri, pankreatit ve ttkanma
sarilig1 olan hastalarda yaygin olarak goriilmektedir. Bu kanser, koledok kanalinda
tikanikliga neden olarak bulanti, kusma, kasinti, koyu idrar ve agik renkli diski gibi
semptomlarla birlikte sarilik ile sonuglanir. Pankreasin govde (% 15) ve kuyruk
kismindaki (% 10) karsinom daha geg teshis edilir. Sirtin yanlarina dogru uzanan karin
agris1 gibi semptomlarla daha kotii bir prognoza sahiptir (Ghaneh vd. 2007, Dariya vd.
2019). Agr1 yogunlugunun, bagisiklik ve enflamatuar hiicreler ile iligkili oldugu ve
periniikleer invazyona yol agtig1 bildirilmektedir. Pankreas kanserinin ilerlemesi, hiicre
dongiisiiniin deregiilasyonu ile sirastyla onkogenlerin, timor baskilayict genlerin
aktivasyonunu ve deaktivasyonunu igeren asamali bir siiregtir. Genetigin ve molekiiler
biyolojinin bilim camiasinda daha iyi anlasilmasi, kanserin prekiirsor lezyonlar1 ve
bunlarin simiflandirilmalart belirlenerek elde edilebilmektedir. Bu, erken teshisi
destekleyecek ileri aragtirma caligmalarinin Oniinli agabilmektedir. 2003 yilinda
gelistirilen ilk transgenik fare modeli, metastatik kanserde diisiik dereceli prekiirsor
lezyonlar1 tanimlanmis ve ilac testi alaninda gerekli olan hiicresel etkilesimler ve
pankreas kanserinin baglatilmasinda ve gelistirilmesinde yer alan molekiiler
mekanizmalar hakkinda daha fazla bilgi elde edilmesini saglamistir ( Hingorani vd.
2003, Dariya vd. 2019).
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Safra kesesi

Enzim
iltihapli pankreasta kanalim takiyarak Pankreasta kanserli bir
enzimler birikmigtir. pankreasin ltihaplanmas timdr bybyor.

neden olur.

(b)

ekil 2.1 Pankreas ¢izimi. a)Pankreasin insan viicudundaki yeri ormal pankreas,
Sekil 2.1 Pankr izimi. a)Pankr i ticudundaki yeri b)N 1 pankr
pankreatit ve pankreas kanserinin karsilastiriimasi (Ungkulpasvich vd. 2023)

Biyoloji, morfoloji ve klinik davranis olarak; pankreas neoplazisi, farkli 6ncii lezyonlara

sahip ii¢ neoplaziye ayrilmaktadir.

Intradiiktal papiller miisinéz neoplazm: Bunlar, kokenlerine ve histolojik alt tiplerine
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gore malignite gelistirme potansiyellerinde farklilik gosteren kistik neoplazmlardir.
Pankreasin bas kisminda ortaya g¢ikmakta olup ana pankreatik kanallarina dogru
ilerlemektedirler. Ana dallar1 miisin (MUC) iireten neoplastik hiicrelerdir. Doku
kesitlerinde dallarin genisledigi ve miisinin koledok i¢ine dogru diizensiz doldugu
gozlenmektedir. Mikroskobik sonuclarindan, biiyiikliiklerinin  papiller olusum
uzunlugunda birka¢ santimetre oldugu gozlenmektedir. IPMN lezyonunda gézlenen
mutasyonlar, erken evrelerde tespit edilen Kras (kodon 12 veya 13'te mutasyon) ve
guanin niikleotit baglayic1 proteinken (GNAS1), Kras mutasyonlari, diisiik dereceli
gastrik tip IPMN ve GNASI olarak, bir kolloid tipinde invaziv karsinoma doniisen
bagirsak tipi yiiksek dereceli lezyonlar olarak ortaya ¢ikmaktadir. Ayrica, TP53'teki
mutasyonlar, IPMN'nin sonraki asamalarinda da tespit edilmekte olup CDMNZ2A ve
SMADA4'e ek olarak invaziv kansere yol agmaktadir (Ideno vd. 2013, Dariya vd. 2019).

Miisinéz kistik neoplazm: Bu tiir kistler, kalin MUC ve hemorajik materyalden olusan,
natif pankreatik duktal sistemle hicbir iletisimi olmayan ayri bir neoplazm olarak
bulunmaktadir. Milimetreden birkag santimetreye kadar degisen boyutlara sahip,
tinilokiiler veya multilokiiler epitel hiicrelerinden olugsmaktadir. Yumurtalik tipi stroma
ile iligkilidir ve sirasiyla diisiik (sitolojik atipi, mitozsuz), orta (papiller projeksiyon) ve
yiiksek dereceli (karmagsik dallanma ve polarite kaybi) displazisi olan i1yi huylu, sinirda
ve malign olarak ayrilabilirler. Kodon 12'deki Kras genindeki nokta mutasyonlari dahil
olmak iizere, genetik degisiklikler erken tespit edilmekte ve SMAD4 dahil timor
baskilayict genlerdeki mutasyonlar daha sonraki asamalarinda da gozlenmektedir.
Ayrica, TP53 ve CDKN2'deki mutasyonlar invaziv hastalik ile iliskili oldugu
gozlenmektedir. IPMN ve MCN lezyonlarinin yiiksek molekiiler agirlikli glikoprotein
MUC?2 ifade ettigi 6ne stiriilmiistiir (Maitra ve Leach 2012, Dariya vd. 2019).

Pankreatik intraepitelyal neoplazi: Longnecker ve Klimstra, pankreatik intraepitelyal
neoplazi (PanIN) lezyonlarinin, noninvaziv lezyonlar olarak tanimlanan pankreas
kanserinin iyi karakterize premalign Onciileri oldugunu ileri siirmiistiir. Boyutlar1 5
mm'den daha ufaktir ve kii¢iik ¢apli pankreatik kanallardan baglarlar; histolojik olarak
PanIN-1 (PanIN-1A / PanIN-1B), PanIN-2 ve PanIN-3 lezyonlarindan yapisal ve

sitoplazmik atipi olarak farklilik gostermektedirler. Bu lezyonlarin erken evrede
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ekspresyonlari ile pankreas kanserini gelistirdikleri bildirilmektedir. Bu lezyonlar i¢in
ekzokrin progenitér hiicreler, insiilin {ireten hiicreler ve yetigkin akiner hiicreleri de
hedeflenebilir (Maitra ve Leach 2012, Dariya vd. 2019). PanIN-1 (PanIN-1A / PanIN-
1B), epitelyumdan kaynaklanan lezyonlardir ve MUC iireten tek tip ¢ekirdeklere sahip
yass1, uzun, kolumnar papiller hiicreler olarak ortaya ¢ikmaktadir. Bunlar diisiik dereceli
lezyonlardir ve Kras mutasyonu buradan baslayarak aktive olmaktadir. Ek olarak, Kras
niikleer atipi, niikleusta polarite kaybi, psodostratifikasyon ve niikleusta hiperkromasi
de dahil olmak iizere, ¢ekirdeginde anormallikleri olan ¢ok sayida papiller hiicreye sahip
PanIN-2 lezyonlarinda bile tespit edilmektedir. Lezyon, genellikle G1 fazinda hiicre
dongiistiniin durdurulmasinda rol oynayan, CDK4 / 6 ve p16 proteinlerini kodlayan
CDKN2A / pl6INK4A dahil tiimér baskilayict genlerin inaktivasyonunu
gostermektedir. Ayrica, bu proteinlerin inaktivasyonu nedeniyle, pankreas kanserinde
apoptoz inhibe edilmektedir (Zamboni vd. 2013, Dariya vd. 2019). Epitelyal hiicreleri
olan "yerinde karsinom" olarak adlandirilan PanIN-3 lezyonlari, yiiksek oranda mitoz
ve niikleer polimorfizme sahip kiimeler olarak goriiniirler. Béylece sonunda invaziv
olmayan liimene ayrilmakta ve girmektedirler. SMAD4, TP53, BRCA2 ve DPC4'teki
¢esitli mutasyonlar, PanIN-3'ten adenokarsinoma ilerlemeyi tesvik etmektedir. PanIN,
IPMN ve MCN'nin, sentro-asiner-asiner kompartmanindan karsinomaya gegise aracilik
ettigi, oradan da metaplaziedisplazi sekansi boyunca tasinmasina neden oldugu
hipotezine ek olarak, alternatif bir model, tiimdriin atipik yassi lezyon/asinar duktal
karsinogenez boyunca ilerlemesini igermektedir. Bu model, pankreas kanseri i¢in dnciil
lezyonlar olarak da kabul edilen PanIN icermemektedir (Aichler vd. 2012, Esposito vd.
2012). Morfolojik olarak, genislemis bir ¢ekirdegi ve yiiksek mitotik orani ile belirgin
niikleolleri olan yass1 veya kiiboidal epitel hiicrelerine benzerler. Hipermetilasyon veya
gen kaybi nedeniyle p16 / CDKN2A'da degistirilmis ekspresyona sahiptirler. Bununla
birlikte, molekiiler goriinimleri ve genetik noktalar1 belirlemek i¢in daha fazla
karakterizasyon gereklidir, c¢ilinkii bu, pankreas kanseri'ni erken asamada tespit
edilebilmesi icin yeni bir biyobelirte¢ olabilir. Amerikan Kanser Tiimori-Digim-
Metastaz Simiflandirmast Ortak Komitesi tarafindan hazirlanan pankreas kanserinin
doku tanmis1 ve patolojik evrelendirilmesi, gelisen tiimoriin rezektabilitesini ¢ok
dedektorlii bilgisayarli tomografi (BT) ile degerlendirilmektedir. Ek olarak, biyopsi

muayenesi i¢in histopatolojik ve sitolojik drneklerine dayanilarak rezektabl olmayan
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pankreas kanseri i¢in siniflandirilan birka¢ vaka daha gereklidir. Ayrica, pankreatik,
biliyer ve retroperitoneal marjlar dahil mikroskopik marjinal rezeksiyon faktorleri
pankreas kanserindeki kotii prognozun tistesinden gelebilmesi i¢in faydalidir. Pankreas
kanseri prognozunu belirlemek icin kullanilan gelismis teknikler arasinda noninvaziv
evreleme i¢in kontrastli ¢ok kesitli BT taramasi, doku tanisi i¢in endoskopik
ultrasonografi kilavuzlugunda ince igne aspirasyonu, endoskopik stentleme sirasinda
yapilan firga sitolojisi i¢in endoskopik retrograd kolanjiyopankreatografi ve metastatik

ve vaskiiler tutulumu belirlemek i¢in laparoskopi yapilmaktadir (Dariya vd. 2019).

2.2.4 Pankreas kanseri biyolojisi

Pankreas kanserinin biyolojisi, genetik ve epigenetik degisiklikler ve molekiiler asiri
ekspresyonu igeren caligmalardan kolayca anlasilabilmektedir. Pankreas kanseri,
cogunlukla pankreatik ekzokrin kanseri veya pankreatik adenokarsinom olarak da
bilinen pankreatik kanallar1 kaplayan epitel hiicrelerinden gelisen genetik bir hastaliktir.
Bu hiicreler sindirim enzimleri tiretmektedir. Nadiren, pankreas kanseri, viicuttaki kan
sekeri seviyelerini kontrol etmede rol oynayan, insiilin ve kan akisina salinan glukagon
gibi hormonlar {ireten Langerhans adaciklari adi verilen pankreasin endokrin
hiicrelerinden de gelisebilmektedir. Bu tip kansere pankreas endokrin kanseri denir.
Alvin ve ark. (Makohon- Moore ve lacobuzio-Donahue 2016) calismalarinda pankreas
kanserini evrimsel terimlerle tarif etmis ve ii¢c asamada siniflandirmustir; (1) gevresel
maruziyet ve klonal genislemeden kaynaklanan gen mutasyonunun neden oldugu
normal hiicrelerin uyarilmasi1 ve mutasyona ugramis hiicrelerin boliinmeye devam
etmesi; (2) klonal bir niifusun olusturulmast; (3) tiimor hiicrelerinin taban zarii kirarak
cevreleyen stromaya gectigi yabanci bir mikro-¢evreye sokulmasi. Cok basamakli
pankreas kanseri, gen mutasyonu kaynakli pankreatik intraepitelyal neoplaziden
(PanIN-IA, IB, II ve III) baglamakta ve nihayetinde invaziv neoplastik lezyonlara
dontismektedir. PanIN’ler pankreas kanserinin histolojik Onciileridir ve c¢ekirdegin
belirginlesmesi, ¢ekirdekte kutuplagsma kaybi, hiperkromatin ve psddostratifikasyon ile
karakterizedir (Hruban vd. 2008). Ilerleme, PanIN-IA ve B dahil displastik epitel
hiicrelerinden kaynaklanmaktadir. PanIN-II ve -III dahil displazi hiicrelerine

doniismektedir. Son olarak da Kras gibi onkogenlerdeki mutasyonlar, CDKN2A, TP53
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ve SMAD4 gibi tiimor baskilayici genler ile karakterize invaziv karsinom olarak
gelismektedir. Bir sekilde, pankreas kanseri epigenetik modiilasyonlardan, ¢ocuklukta
baslayan ve nihayetinde yetiskinlerde kronik hale gelen sindirim enzimlerinin
inhibisyonundan kaynaklanmaktadir. Pankreas kanserinin istatistiksel analizi, hastaligin
baslamasinin hiicre boliinmesi ve zamani ile iligkili oldugunu ortaya koymustur. Bunu,
DNA replikasyonu (ailesel mutasyon) ile iliskili i¢sel faktorlerle karsilastirildiginda,
radyasyon ve kanserojenler dahil digsal faktorlerin kanserden biiyiik 6l¢iide sorumlu
oldugunu dogrulayan bilimsel bir tartisma gostermistir (Tomasetti ve Vogelstein 2015,
Dariya vd. 2019). Wu ve ark. (Wu vd. 2016) mutasyonun pankreas kanserine neden
oldugu ve bunlarin % 50'si i¢ faktorlerden kaynaklandigini kabul etmistir. Ailesinde
Pankreas kanseri hikayesi olan 593 hastanin genom dizilimi, ailesel pankreas kanserinin
polijenik oldugunu ve riskin, bir veya daha fazla varyant germ hatti1 olan bir akraba ile
iligkili oldugu saptanmustir. Genellikle artan pankreas kanseri riski ile iligkili germ hatti
varyantlari, DNA onarim mekanizmalarinda yer alan BRCA1, BRCA2 ve mutasyonlu
ataksi telanjiektazidir (Makohon-Moore vd. 2016, Dariya vd. 2019). DNA onarim
genleri, tiimor bastirma genleri ve bekgi genleri dahil olmak {izere, bakic1 genlerdeki
mutasyonlar hiicre boliinmesini arttirtyor ve gen mutasyonunu hizlandirarak somatik ve
genetik degisikliklere yol acabilmektedir. Bu genlerdeki genetik degisiklikler, hiicre
biiyiimesi, hiicre boliinmesi, apoptoz ve migrasyon dahil molekiiler mekanizmalarin

kararsizligina yol agmaktadir (Dariya vd. 2019).

2.3 Kanserin Genetik Temeli

Kanser hiicreleri, kontrolsiiz proliferasyon, antiproliferatif sinyallere kars1 duyarsizlik,
oliimsiizliik, artmis anjiyogenez, hiicre 6liimii direnci, andploidi, metastatik potansiyel
ve artmig aerobik glikoliz gibi metabolik anormallikler gibi farkli biyolojik ve
biyokimyasal 6zellikleri ile normal hiicrelerden farkli olmaktadir. "Kanserli bliylimenin
baslamasi, siirdiiriilmesi ve ilerlemesinin neoplastik hiicrede genetik degisikliklere
dayanir" kavrami, tiimdrijenezde baskin onkogenik belirleyiciler olarak hareket etme
potansiyeline sahip genlerin (onkogenler) ve bir hiicreyi habis biiyiimeden koruyan
genlerin (timor baskilayici genler) kesfiyle ikna edici bir destek almistir. TUmor

baskilayict genlerin mutant alelleri genellikle resesiftir ve tiimorijenezin baslamasi,

22



ikinci alelin de fonksiyonel etkisizlestirilmesiyle meydana gelen heterozigotluk kaybini
gerektirmektedir. Onkogenler ilk kesfedildiginde, hayvanlarda hizli timér olusumunu
ve doku kiiltiirinde hayvan hiicrelerinin morfolojik doniisiimiinii indiikleyen yiiksek
oranda onkogenik retroviriislerin RNA genomlarinda onkogenik belirleyiciler olarak
bilinmekteydi. Retroviral onkogenler, yliksek oranda metazoan evrim iginde korunan,
hiicre biiylimesi ve gelisiminde temel fizyolojik fonksiyonlar1 yerine getiren normal
hiicresel genlerin (C-onc; protoonkogen) transdiiksiyonlu mutant allellerini (v-onc)
temsil etmektedir. Retroviriislerin hiicre kaynakli onkogenlerinin aksine, DNA tiimor

viriislerinin onkogenleri gercek viral genlerdir (Hartl ve Bister 2001).

2.4 Onkogenler

Normal hiicreler, onkogenik doniisiim olarak bilinen karmasik bir siireg ile kanserli hale
gelmektedir. Bu doniisiim, normal fizyolojik fonksiyonlar1 bozulan onkogenlerin, timor
baskilayicilarin  veya mikroRNA'larin  degistirilmis  ekspresyonu tarafindan
baslatilmaktadir (Macheret ve Halazonetis 2015, Kotsantis vd. 2018). Bir proto-
onkogen, bozulmamis kosullar altinda genellikle hiicre biiylimesi, farklilasmas1 veya
apoptozla ilgili bir proteini kodlayan bir gendir. Nokta mutasyonu, kromozomal
translokasyon veya kopya sayis1 amplifikasyonu yoluyla proto-onkogen ekspresyonu
yanlig olarak diizenlenir ve bu da onkogeni aktive etmektedir. Onkogenler, biiylime
faktorleri, biiylime faktorii reseptorleri, transkripsiyon faktorleri, sinyal donistiiriiciiler,
kromatin remodelleyicileri ve apoptoz diizenleyicileri olarak siniflandirilan
onkoproteinlere doniismektedir. Bu nedenle, onkogen aktivasyonu, sonucgta GIN'i
harekete geciren hiicre dongiisiinli, metabolizmayi, replikasyon zamanlamasini veya
transkripsiyonu diizensizlestirerek genomda biiyiik degisikliklere neden olabilmektedir
(Kotsantis vd. 2018).

Kanserde GIN'in indiiklendigi ana mekanizmalar arasinda DNA onarim kusurlari, artan
replikasyon stresi ve telomerik disfonksiyon bulunmaktadir. Kalitsal kanserlerde, GIN
genellikle DNA hasar onariminda rol oynayan genlerdeki germ hatti mutasyonlaria
atfedilmektedir. Bu mutasyonlar, GIN'e yol agan onarilmamis veya yanlis onarilmis

DNA'ya yol agmaktadir (Negrini vd. 2010). Baz1 onkogenler de benzer bir DNA onarim
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kusuruna neden olabilmektedir. Ozellikle, onkogenik Ras ve BRAF'm asir1 ekspresyonu,
BRCAL'in kromatinden ayrilmasina neden olur, bu da DSB onarimini tehlikeye atarak
DNA hasarina ve senesansa yol agmaktadir. Dahasi, yabani tip Hras ve Nras, onkogenik
Kras'in tiimorijenik aktivitesini desteklemek i¢in DDR'yi modiile etmektedir (Grabocka
vd. 2014, Kotsantis vd. 2018).

Onkogenler ayrica DNA replikasyon kusurlarina ve yetersiz replike DNA'ya neden
olabilir, bu da mutasyon ve GIN birikmesine yol agmaktadir. RS, ¢esitli bigimlerde
kendini gosterir; en bariz olani, genomun tam kopyalanmasini 6nleyebilecek, “bozulmus
catal uzatma oranlar1 ve/veya yiliksek c¢atal durmasidir”. Bu tiir bolgeler 53BP1 ile
isaretlenmistir ve genellikle MUS81-EME1 veya XPF-ERCCI tarafindan kirilmaya
daha duyarli olan CFS'lere karsilik gelir (Lukas vd. 2011, Kotsantis vd. 2018). CFS'ler
yoluyla replikasyon, kismen bu bolgelerdeki dormant orjinlerin yoklugu veya anormal
aktivasyonu nedeniyle hafif RS ile siddetlenir (Ozeri- Galai Vd. 2011, Kotsantis vd.
2018). Mitozda kromozomal ayrigma sirasinda, yetersiz ¢ogaltilmis bolgeler genellikle
ekstremiteleriyle iligkili FANCD2 ile PICH, BLM ve RPA tarafindan baglanan ultra ince
anafaz DNA kopriileri (UFB'ler) olarak bulunur. Coziimlenmemis UFB'ler, kromozom
kirllmasina ve/veya yanlis ayrismaya yol acarak yavru hiicrelerde mikroniiklei

olusumuna neden olabilmektedir (Chan vd. 2009, Kotsantis vd. 2018).

Son olarak, telomerik disfonksiyon da GIN'e yol agabilir. Telomerler, kromozom
uclarint deleteriydz proseslerden ve/veya planlanmamis DNA onarimini siirdiiren ve
koruyan repetetif sekanslardan olusur. Her hiicre dongiisiinde telomer tekrarlari, "son-
replikasyon problemi", oksidatif hasar ve onkogenik aktivasyonla iliskili RS nedeniyle
asamali olarak kisalmaktadir. Telomerik disfonksiyon, kromotripsis ve kataegis olarak
bilinen ve kanserde GIN'i baslatan yavas kromozomal parcalanma ve diizenlestirme ile
baglantilidir (Maciejowski vd. 2015, Kotsantis vd. 2018). Telomerik erozyon,
kromozom uglarinda da novo telomerik tekrarlari sentezleyen telomeraz ekspresyonu ile
dengelenmektedir. HPV 16E6/E7 ile indiiklenen anafaz kopriilerinin (Plug- DeMaggio
vd. 2004, Kotsantis vd. 2018) ve onkogen kaynakli senesansin (Patel vd. 2016, Kotsantis
vd. 2018) telomeraz aktivitesi aktivasyonuyla iyilestirildigi raporlari, telomerik

biitiinlik ve GIN arasindaki baglantiy1 vurgulamaktadir. EK olarak, Hras, telomerik
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catallanmanin durmasina, telomerik kirilganlhiga ve telomer tekrarlarinin durmasina
neden olur (Suram vd. 2012). Bu nedenle, telomerik erozyon, onkogen kaynakli
telomerik replikasyon stresine baglanabilir, ancak ayni zamanda onkogen kaynakli

telomeraz deregiilasyonuna da atfedilebilinir (Kotsantis vd. 2018).

Apoptoz ve senesans, RS ve/veya GIN ile birlikte ortaya ¢ikan hiicreleri ortadan kaldiran
veya durduran koruyucu mekanizmalar olarak islev gérmektedir. Bu kanser koruma
bariyeri, tek basina onkogenlerin ekspresyonunun, genetik olaylarla, ve en 6nemlisi de
diger onkogenlerin ek ekspresyonu veya timor baskilayict genlerin mutasyonuyla
birlestirilmedik¢e onkogenik doniisiime yol agmadigr gercegiyle dogrulandigi {izere
oldukgca gii¢liidiir (Gonzalez vd. 2006, Kotsantis vd. 2018). Onkogen kaynakli senesans,
timor baskilayici p53'tin ve onun pozitif regiilatorii pl4 pl19'un (ARF) etkilerine
atfedilir. ARF, normalde p53 degradasyonundan sorumlu olan ubikitin ligaz MDM2'yi
inhibe eder ve boylece p53 seviyelerini stabilize etmektedir. Diger onkogenler arasinda
p53; RAS, ¢c-MYC, E1A ve STAT5Ain asir1 ekspresyonuna dogrudan ARF veya RS
ile indiiklenen ATM aktivasyonuna yanit olarak aktive edilir. Ek olarak, RAS, MYC,
E2F1, B-CATENIN ve adenoviriis EIA onkogenlerinin ARF'yi yukar1 dogru regiile
ettigi gosterilmistir; c-MYC ise bunun ubiquitlasyonunu ve ardindan ULF ubikuitin
ligaz tarafindan bozunmasini inhibe ederek ARF stabilizasyonuna neden olmaktadir

(Konsantis vd. 2018).

2.4.1 Onkogenlerin kiokeni ve aktivasyonu

[k onkogen, yiiksek oranda onkogenik olan bir tavuk retroviriisii olan Rous sarkoma
viriistiniin (RSV) RNA genomunun biyokimyasal ve genetik analizlerine dnciiliik ederek
1970 yilinda tanimlanmistir. RSV genomunun doniistiiriilmeyen (doniisiim-defektif)
tiirevlerinkiyle karsilagtirilmasi, RSV'nin retroviral replikasyon i¢in gerekli olan genler
ve kontrol elemanlarindan bagka genetik bilgi igerdigini ortaya ¢ikarmistir. SRC
(sarkoma i¢in) olarak adlandirilan bu ek gen, tartismasiz bir sekilde RSV'nin doniistiirme
prensibi olarak tanimlanmistir. Src'nin kdkeninin arastirilmasi ¢igir agan bir kesfe yol
agmustir; viral onkogen (v-src) normal bir hiicresel genden, yani c-src proto-onkogenden,

retroviral yasam dongiisii sirasinda retroviral transdiiksiyonla, yani viriis ve konak hiicre
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arasindaki rekombinasyonuyla tiiretilmektedir. RSV'nin doniistiirme prensibi {izerine
ufuk acic1 bir ¢aligma 15181nda, src ile ilgisi olmayan hiicre kaynakli onkogenler, kuslarin
ve memelilerin diger yiiksek oranda onkogenik retroviriislerinin genomlarinda

tanimlanmistir (Hartl ve Bister 2013, Bister 2015, Simatou vd. 2020).

Her sekilde, hiicresel onkogenlerin retroviral transdiiksiyonu, c-onc genlerinin sadece
kismi tamamlayicilarinin retroviral genom i¢ine dahil edilmesine yol agmaktadir.
Ozellikle, terminal transkripsiyonel kontrol bolgeleri her zaman c¢ikarilir ve yerine
retroviral kontrol elemanlar getirilir. Hiicresel onkogenler, tiimor hiicresi DNA'sindaki
genetik degisiklikler iizerinde yapilan dogrudan deneysel arastirmalar yoluyla retroviral
transdiiksiyondan bagimsiz olarak ayrica kesfedilmistir. Bu genetik degisiklikler
arasinda kodlama bolgesi i¢inde fonksiyonel olarak iliskili mutasyonlar, insersiyonel
mutageneziyle transkripsiyonel aktivasyon, kromozomal translokasyon ve gen
amplifikasyonu bulunmaktadir (Hartl ve Bister 2013, Bister 2015, Simatou vd. 2020).

Tiimor hiicresi DNA'sindaki somatik mutasyonlardan veya yeniden diizenlemelerden
etkilendigi kesfedilen birka¢ genin, bagimsiz olarak izole edilmis retroviral
onkogenlerin c-onc allelleri oldugu kanitlanmigtir. Retroviral transdiiksiyonla veya
hiicresel mutasyon durumlariyla tanimlanan onkogen gruplar1 arasindaki ortiismeler,
onkogenik potansiyele sahip hiicresel genlerin sayisinin smirli oldugu fikrini
desteklemektedir. Normal hiicresel protoonkogenleri aktif onkogenlere doniistiiren tiim
mutasyon durumlari, bu molekiiler etkilerden birine veya daha fazlasina yol agar: (1)
artmis mRNA sentezi veya gen amplifikasyonu nedeniyle protein ekspresyonunda bir
artig, (2) artmig mutasyonlar (enzimatik) aktivite ve/veya negatif regiilasyon kayb1 ve
(3) artmus protein ekspresyonuna ve/veya onkogenik Ozelliklere sahip bir fiizyon
proteininin olusumuna neden olan kromozomal translokasyondur (Hartl ve Bister 2013,
Bister 2015, Simatou vd. 2020).

2.4.2 Onkogen protein iiriinlerinin fonksiyonu

Onkogenlerin protein {riinleri; biiylime faktorleri, biiylime faktorii reseptorleri,

GTPazlar, protein kinazlar veya transkripsiyon faktorleri dahil olmak iizere sinyal iletim
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yollariin bilesenlerini temsil etmektedir. Onkoproteinlerin diizensiz ekspresyonu veya
yapisal modifikasyonlar1 ile gergeklesen onkogenik aktivasyon, mitojenik
sinyallemenin, hiicre transformasyonunun ve tiimorijenezin konstitiitif aktivasyonuna
yol agabilmektedir. Prototip onkogenlerin bazilari, neredeyse tiim ana hiicresel siiregler
lizerinde ¢ok genis pleiotropik etkilere sahiptir. Ornegin, c-myc proto-onkogeninin
protein iirliinii (Myc), transkripsiyonel aktivasyon ya da represyon yoluyla, tiim insan
genlerinin muhtemelen %15'inin ekspresyonunu kontrol eden bir transkripsiyonel
diizenleyici agin merkezini olusturmaktadir. Myc, biiylime kontrolii, metabolizma,
proliferasyon, farklilasma ve apoptoz gibi temel hiicresel siireglerin diizenlenmesinde
rol oynar. Myc proteininin artan seviyelerine yol agan c-myc deregiilasyonu, tiim insan
kanserlerinin yaklasik %30'unda meydana gelen, insan tiimorigenezinde sik goriilen bir
mutasyondur. Son doénemlerde, artan aerobik glikoliz (Warburg etkisi) dahil olmak
tizere, genomik dengesizlik veya enerji metabolizmasinin yeniden programlanmasi gibi
kanser hiicrelerinin karmasik 6zellikleri de onkogenik Myc fonksiyonuna atfedilmistir

(Heart ve Bister, 2013, Ahmadi vd. 2021).

2.4.3 Onkogenler, tiimor baskilayici genler ve insan kanseri

Yirminci yiizyihn ilk yarisinda, kanserin baglica nedenleri olarak tanimlanan genlerin
mutasyonlaria kanit saglamak i¢in iki paralel arastirma yaklasimi ortaya ¢ikmaktadir.
Bunlardan biri, tavuklarda ve kemirgenlerde hizli kanser olusumuna neden olan hayvan
viriislerinin (retroviriisler) tanimlanmasidir, digeri ise kanser olusumunu tesvik edecek
olan inseliiler genlerin mutasyonlarina neden olan kimyasal bilesiklerin (kanserojenler)
kesfidir. 1970'lerde, timdr olusturan retroviriislerin normal hiicresel genlerden (proto-
onkogenler) tiiretilen mutasyona ugramis genler (onkogenler) tasidigi (Bishop 1983,
1985) ve insan kanserlerinin bilinen herhangi bir viral etiyolojinin yoklugunda ortaya
¢ikan mutasyona ugramis proto-onkogenler (Barbacid 1987) igerdigi kesfedildiginde bu
iki arastirma alan1 birlestirilmistir. Bu bulgular, kanserlerin goklu mekanizmalardan ve
bir veya daha fazla hiicresel genin mutasyonundan tiireyebilecegi kavramlarini ortaya
cikarmigtir. Kanser hiicresi biyologlart normal hiicrelerin ve kanser hiicrelerinin
Ozelliklerini kataloglamaya ve karsilastirmaya basladik¢a, kanser hiicrelerinin normal

hiicrelerden farkli (degistirilmis morfoloji, kisitlanmamis hiicre biiylimesi, degismis
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metabolizma ve coklu ve cesitli kromozomal anormallikler gibi) "donistliriilmiis"
fenotip olarak bilinen bir dizi hiicresel ve fiziksel 6zellik sergiledigi ortaya ¢ikmustir.
Ilgingtir ki, normal bir hiicre, kanser hiicresi ile 'kaynastirilirsa', ortaya c¢ikan hibrit
hiicrenin tam bir konak¢1 ve dondr kromozom tamamlayicisi igeren bir 'normal' hiicresel
fenotip sergiledigi gézlemlenmistir. 'Doniistiiriilmiis' fenotipin elde edilmesi, normal
konakgidan belirli hiicre kromozomlarinin kaybin1 gerektirmekte, bu da bazi normal
hiicresel genlerin kanser hiicrelerinin tiimdrijenik 6zelliklerini 'bastirabilecegi' fikrine

yol agmustir (Parsons vd. 2016).

Degisen metabolizma, kanserin ayirt edici bir 6zelligidir. Hemen hemen tiim kat1 ve
hematolojik malignitelerde, enerji iiretimi ya da karbonhidratlarin, lipitlerin, amino
asitlerin veya niikleotitlerin biyosentezinde rol oynayan metabolik yollar, tiimoriin
spesifik beslenme ve biliylime gereksinimlerini karsilamak i¢in gasp edilmektedir. Bu
degisiklikler genellikle hizla boliinen kanser hiicrelerinin biiylimesini destekler ve
tiimoriin indiiklenmesini 6nleyen veya tiimor ilerlemesini ve metastatik yayilmasini
zayiflatan metabolik sinyali inhibe etmektedir. Kanser, bu nedenle metabolik bir hastalik
olarak diistiniilebilinir. Kanserde meydana gelen metabolik degisikliklerinin itici gii¢leri
belirsizligini korumakta olup, farkli modeller ile agiklanmaya calisiimaktadir. Ornegin
Darwinci seleksiyon teorisinden yola ¢ikarak, degisiklikler stokastik olaylara
atfedilebilinirr. Bu modele gore, metabolik degisiklikler kanser hiicrelerinde rastgele
meydana gelir ve gosterdikleri biiylime avantajina gore segilir. Alternatif bir model ise,
metabolik degisikliklerin kanser hiicrelerindeki genetik ve epigenetik degisikliklerin bir
sonucu oldugunu ve onkogenlerin aktivasyonunun en 6nemli 6rnek oldugunu ileri siirer.
Bununla birlikte, her iki model birlikte ¢aligabilir ve bir¢ok metabolik yol, hem stokastik
hem de onkogen kaynakli metabolik degisikliklere maruz kalabilir. Ornegin, hemen
hemen tiim kanser hiicreleri, onkogenik mutasyon ister olsun ister olmasin, hizli bir
sekilde ATP olusturmak icin aerobik glikolizde glikoz kullanir. Aerobik glikoliz hayatta
kalma ve biiyiime avantaji1 saglar, bu da doku veya genetik ge¢cmisten bagimsiz olarak,
ihtiyaca dayali metabolik degisikliklerin se¢imine yoOnelik bir egilimi gosterir. Bu
inceleme, kanser metabolizmasinin yeniden diizenlenmesinde onkogenlerin roliine

odaklanmaktadir (Nagarajan vd. 2016).
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2.5 Ras

2.5.1 Ras'in yapist/yeri/islevi

Ras, GTP'yi GDP'ye hidrolize eden bir enzim olan kiigiik membran-bagl bir GTPazdir.
Ras, molekiiler anahtar islevi goriir ve GDP-bagh ve GTP-bagli olmak tizere iki farkli
konformasyonda bulunmaktadir. GDP-bagli durum, aktif olmayan formuyken, GTP'ye
baglanmasi proteini aktive ederek, asagi yonde efektorlerin Ras'a baglanmasina ve Ras
tarafindan aktive edilmesine izin veren konformasyonel bir degisiklige neden
olmaktadir. Bu, Ras sinyallemesiyle iligkili kaskadlari tetikler. Ras'in intristik GTP
hidroliz aktivitesi, ~ 2x10™ s-1 gibi nispeten yavas dogal kinetiklerle ¢ok verimsizdir
(Stout ve Campbell 2018, Hall vd. 2002).

Bu yavas hidroliz, Ras'in hiicre i¢indeki 6nemli sinyalleme rolii i¢in elverisli degildir,
bu nedenle iki ana Ras-iligkili protein ailesi, GAP'lar ve GEF'ler, Ras fonksiyonunu
modiile etmektedir. GTPaz aktive edici proteinler (GAP'ler), Ras'a, GTP'yi GDP'ye
hidrolizinde yardimci1 olur ve orani bes kat artirir (Stout ve Campbell 2018, Gideon vd.
1992). Guanin niikleotid degisim faktorleri (GEF'ler), GDP'nin Ras'tan ¢ikarilmasina
yardimei olarak yeni bir GTP molekiiliiniin baglanmasina izin verir. Bu nedenle, Ras'in
aktif ve inaktif durumlar arasindaki dongiisii, esas olarak net GAP ve GEF aktivitesi

tarafindan kontrol edilmektedir (Stout ve Campbell 2018).

AKTIF

INAKTIF

Sekil 2.2 Ras Aktivasyonu (O’Bryana 2019)

29



Ras proteinleri yalnizca 188-189 amino asit uzunlugundadir, ancak niikleotid baglanma
bolgesi, anahtar I, anahtar II, GEF baglanma bolgesi, GAP baglanma bolgesi ve efektor
baglanma bolgesi dahil olmak iizere birkag onemli motif igerir. Niikleotid baglanma
bolgesi, GTP'nin Ras proteinine baglandigt ve GTP hidrolizinden sonra GDP'nin
cikarildig1 yerdir. Anahtar I (SI) ve anahtar 1l (SIl) motifleri, Ras proteininin GTP
baglanmas1 ve GTP hidrolizi akabinde konformasyon degistirmesine izin veren 6nemli
bolgelerdir. Bu konformasyonel degisiklikler GAP'ler ve GEF'lerin baglanmas1 ve aktif
Ras'a efektor baglanmasinin diizgiin ger¢eklesmesi i¢in 6nemlidir. Kanser hiicrelerinde
en sik meydana gelen Ras mutasyonlar1 12, 13 ve 61 kodonlarinda meydana gelir (Stout

ve Campbell 2018).

Ras, membran-bagli bir proteindir ve bu nedenle, bir sinyal molekiilii olarak hayati
islevini yerine getirmek i¢in plazma membrani iizerinde bulunmasi gerekir; GAP'lar,
GEF'ler, iskele proteinleri ve downstream efektorleri ile verimli bir sekilde etkilesime
girmek icin buna ihtiya¢ duyar. Bununla birlikte, yeni yapilan arastirmalar, Ras'in
endomembranlar lizerinde de calisabildigini, etkilesimlerini ve dolayisiyla sinyalleme
kademelerini degistirebilecegini gostermektedir. Endoplazmik retikulumda Ras'in post-
translasyonel modifikasyonunda, GTPaz'in uygun membrani hedeflemesi i¢in kritik olan
belirli enzimler kullanilir. Ras, bir lipidasyon bolgesi olarak islev géren C-terminalinde
bir CAAX (C = sistein, A = alifatik amino asit, X = degisken bir amino asit) motifine
sahiptir. Lipid gruplarinin Ras'a baglanmasi, farnesiltransferazin (FTase) CAAX
motifinin sisteinine on bes karbonlu bir farnezil poliizopren lipid eklenmesi ile baslayan
asamal1 bir siiregtir (Cox vd 2015). Daha sonra, Ras donistiiriicii enzim 1 (RCE1),
farnesil sisteinin karboksil grubu daha sonra izoprenilsistein karboksilmetiltransferaz
(ICMT) ile metil esterlenmeden 6nce AAX amino asitlerini ayirir. CAAX motifinin ayni
zamanda terminal sisteine yirmi karbonlu bir prenil lipid ekleyen farkli bir enzim olan
geranilgeraniltransferaz I (GGTase 1) i¢in bir substrat olduguna dikkat etmek dnemlidir.
Bu alternatif prenilasyon, dogru membran lokalizasyonunu kolaylastirmak i¢in bazi Ras
izoformlarimin enzimatik fazlaligin1 ve uygun protein islemenin 6nemini vurgular (Stout

ve Campbell 2018).

Normal fizyolojik kosullar altinda, Ras, gesitli reseptor tiplerinden ¢oklu hiicre disi
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sinyalleri tasityan bir sinyallesme diigiimii olarak islev goriir. Bunlar arasinda EGFR,
FGFR, insiilin reseptorii vb. reseptdr tirozin kinazlari (RTK'lar), cesitli kemokin ve
hormon reseptor ailelerini igeren G-protein bagli reseptorler (GPCR'ler), ve PI3K-
AKTmMTOR, RAF-MEK-ERK ve RALGDS / RAS benzeri protein A (RALA) veya
RALB dahil olmak {izere sadece kiiciik bir kanonik kaskad alt kiimesi olan ¢ok sayida
akigasagisi efektor yolunda integrinler bulunur. Biiyiime faktorleri, EGF, FGF, insiilin,
CXCL'ler, CX3CL1 vb sitokin ve kemokinler dahil ancak bunlarla sinirli olmamak {izere
birgok farkli hiicre dis1 sinyal, Ras't aktive ederek hiicre igi sinyallere entegre edilir.
Ras'in ¢esitli downstream efektdrleri, normal biyoloji i¢in gerekli olan proliferasyon, sag
kalim, metabolizma, motilite ve gen transkripsiyonu dahil olmak iizere normal hiicresel
fonksiyonun bir¢ok yoniinii kontrol eder ve daha sonra bozularak tiimdrijenezi ve timdor

progresyonununa yol agar (Stout ve Campbell 2018).

Ras, bu kii¢iik GTPaz siiper ailesinin sadece bir iiyesi olsa da, ana sinyalleme digimii
olarak hareket etmesi ve boylelikle farkli hiicre dis1 girdileri ¢esitli hiicre ici tepkilere
dontistiirmesi agisindan seminaldir. Sonug olarak, Ras fonksiyonunun kontrolii arzu
edilen bir terapotik hedeftir. GTPaz siiper ailesinin diger iiyelerinden ziyade (6rnegin
Rac, Rho (Ras homolojisi) veya RAL proteinleri) Ras'n kendisini hedeflemenin
avantaji, Ras'in diger tim sinyalleme kaskadlarinin upstream'inde olmasidir.
Dolayisiyla, tiimor baslangicini ve ilerlemesini tetiklemek {izere anormal bir sekilde
diizenlenen bu GTPazlarin kontrol ettigi siirecler (yani hareketlilik, proliferasyon, sag

kalim, vb.), kismen Ras fonksiyonu tarafindan diizenlenir (Stout ve Campbell 2018).

Ras, normal hiicreleri kanser hiicrelerine doniistiirebilen bir onkogen olarak
bilinmektedir (Shih vd. 1980). Neoplastik doniisiim esnasinda morfolojisi ve hiicre
karakteristiklerinde, cogalabilme ve hareketlilik gibi baz1 degisiklikler gbzlenmistir. Bu
da, fonksiyonel proteinleri kodlayan genlerin ekspresyonunun yeniden modellenmesinin
hem hiicre morfolojisi hem de hiicre karakteristiginde dramatik degisikliklere yol

actigini diisiindiirmektedir (Fujii vd. 2012).

Rat sarkomu (Ras) protein siiperailesi, dogal guanozin trifosfataz (GTPaz) aktivitesine

sahip kii¢lik guanozin trifosfat (GTP) baglayici proteinleri igerir, bu da GTP'yi guanozin
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difosfata (GDP) hidrolize eder. Ras ailesi iiyeleri arasinda Harvey-Ras (H-Ras);
noroblastom-Ras (N-Ras); ve Kirsten-Ras (Kras), Kras-4A ve Kras-4B'nin ekleme
varyantlar1 bulunmaktadir. Bu izoformlar, N-terminal G bélgesini kapsayan yiiksek
oranda korunmus (G kutular1 olarak da bilinen) GDP/GTP-bagli motif elemanlari
paylasmaktadir (Quah vd. 2016, Wennerberg vd. 2005). Ras'in C-terminal hiperdegisken
bolgesi (HVR), Ras'in lipit aracilt membran lokalizasyonunu kolaylagtirmak ig¢in
posttranslasyonel degisikliklere tabi tutulmaktadir (Quah vd. 2016, Konstantinopoulos
vd. 2007). G bolgesi iki switch’e (anahtar) sahiptir: switch I (kalint1 25-40) ve switch Il
(kalint1 59-75) (Quah vd. 2016, Kapoor ve Travesset, 2015). Bu switchler, diizenleyici
proteinler ve efektorler tarafindan Ras'in iki niikleotide bagli durumunun taninmasi igin
gereklidir, boylece Ras ve bu Ras-bagl proteinler arasindaki protein-protein
etkilesimleri belirlemektedir (Quah vd. 2016).

Ras proteinleri, sirastyla GTP ve GDP'nin baglanmasi yoluyla switch I ve II'nin yapisal
degisikliklerini gerceklestirerek "agilabilir" ve "kapatilabilir" molekiiler switchlerdir.
Ras, GDP-GTP degisimi ve GTP hidrolizinin yavas igsel aktivitelerini gosterdiginden,
aktif ve inaktif konformasyonlar1 arasindaki karsilikli doniisiim iki diizenleyici protein
tarafindan katalize edilmelidir: Guanin niikleotid degisim faktorii (GEF) ve GTPaz
aktive edici protein (GAP). GEF'ler arasinda Son of Sevenless (SOS) ve Ras guanin
niikleotid salinim faktorii 1 (RasGRF1) bulunur. GEF, GDP-GTP degisimini
kolaylastirarak aktif bir GTP-bagli RAS durumunu tesvik ederken, GAP, Ras'in intrinsik
GTPaz aktivitesini hizlandirarak Ras't inaktif GDP-bagli durumda tutmaktadir (Quah
vd. 2016, Schmidt ve Hall 2002, Bernards ve Settleman, 2004 ).

Ras, sinyalleri hiicre zarindan c¢ekirdege ileten kompleks bir sinyalizasyon aginda
molekiiler bir switch gorevi géren 21 kDa membrana baglhh bir GTPazdir. Ras
sinyalizasyonu, Aktif Ras—GTP ve inaktif Ras-GDP bagli konformasyonel durumlar
arasindaki dongiiden sorumludur. Ras'in GTP'ye bagli konformasyonel durumu, ¢oklu
downstream efektorleriyle etkilesime girmesine izin vermektedir. Bu molekiiler switch
iki karsit bilesen tarafindan siki bir sekilde denetlenir. Guanin niikleotid degisim
faktorleri (GEF'ler), GDP'nin ¢6ziinmesini ve daha fazla GTP'nin sitosolden alinmasin

stimiile ederek aktif konformere yol agmaktadir. Buna karsilik, GTPaz aktive edici
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proteinler (GAP'lar), Ras'in yavas, intristik GTP-hidroliz fonksiyonunu bes kat1 kadar
uyararak inaktif GDP-bagli konformasyonuna yol agmaktadir (Greiss vd. 2010).

Ras, hiicre dis1 uyaranlara yanit olarak ¢esitli hiicre yiizeyi reseptdrleri tarafindan aktive
edilir, bu da protein sentezine, cogalmasina, diferansiyasyona ve hiicre sag kaliminin
diizenlenmesine yol agan downstream (akis asagi) efektorleri ile etkilesimi tesvik
etmektedir. Aktif Ras—GTP oncelikle Raf/MEK (mitojenle aktiflestirilen protein kinaz
kinaz)/ERK (hiicre dis1 sinyal regiile kinaz) efektor yoluyla sinyal gonderir. Ras; Raf,
GAP ve GEF'lere ek olarak fosfatidilinositol-3-kinaz dahil olmak iizere diger efektor
proteinler ile de etkilesime girmektedir (Greiss vd. 2010, Campbell ve Der 2004,
Hancock 2003, Shields vd. 2000).

Ras'in {i¢ ana alt tiiriinde (H-, K- veya N-) goriilen mutasyonlar, insanda goriilen tim
kanser tiirlerinin yaklasik %30'u ile ilgilidir (Bar-Sai 2001). Bazi durumlarda, 6rnegin
kolon ve pankreas kanseri vakalarinda, Ras mutasyonlar tiimérlerin %50 ile 90'inda
goriilmektedir. Ras mutasyonlari, enzimi GTP'yi hidrolize edemez hale getirir ve
sinyalizasyon aktivitesinin deregiilasyonuna neden olarak kontrolsiiz proliferasyon,
apoptoza direng, artan mobilite, metastaz ve sonugta kansere yol agabilmektedir

(Omerovic vd. 2008, Greiss vd. 2010).

Mutasyonu hiicre proliferasyonu anormallikleri, hayatta kalma, yerdegistirme ve
diferansiyasyonda rol oynan Ras, sonugta kanser baslangicina ve ilerlemesine yol agan
bir proto-onkogen tiiriidiir (Quah vd. 2016, Wennerberg vd. 2005). Epidermal biiyiime
faktorii (EGF), sinir biiylime faktorii (NGF), trombosit kaynakli biiylime faktorii
(PDGF), fibroblast biiyiime faktorii (FGF) gibi hiicre dist sinyaller reseptor tirozin
kinazlar1 (RTK'lar) aktive ettiginde Ras, iki kanonik kanser-yapict mitojenaktif protein
kinaz (MAPK) ve fosfoinositid-3-kinaz (PI3K) yollarin1 da aktive etmektedir (Vivanco
ve Sawyers 2002, Sever ve Brugge 2015, Quah vd. 2016). Ras mutasyonlari, insan
kanserlerinin %25 ile %30 arasinda, pankreatik duktal adenokarsinomlarin (PDAK'ler)
ise %90'inda bulunmaktadir ( Prior vd. 2012). Ras izoformlarindan Kras mutasyonlari,
Ras kaynakli kanserlerin %86'sin1 olusturur, ardindan N-Ras (% 11) ve H-Ras' (% 3)
gelmektedir (Forbes vd. 2011). Ras mutasyonlar1 en yaygin olarak kodon glisin-12
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(G12), glisin-13 (G13) ve glutamin-61'de (Q61) goriilmektedir (Prior ve Hancock 2012).
G12 mutasyonlari, Ras-GAP etkilesimini onleyen sterik engele neden olurken, Q61
mutasyonlar1 ise , Ras'in GAP-aktive edici GTPaz aktivitesini zayiflatir, boylece Ras
sinyalizasyonunun uzun siireli aktivasyonuna, bu durumda kanser baslangicina ve

ilerlemesine yol acar (Quah vd. 2016).

Onkogenik Ras'1 inhibe edebilen ilaglarla ilgili uzun yillardir siiren arastirmalar basarisiz
olmustur. Bu nedenle Ras “ilaci yapilamayacak™ olarak tanimlanir. Ras'in ilaci
yapilamayacak olarak tanimlanmasi, bu proteinin yapisinda bir ilaci barindiracak iyi
tanimlanmis bir baglanma cebinin bulunmamasina baglanmaktadir (Ledford 2015).
Ras'm GTP yiiklemesi Ras aktivasyonunun ayirt edici 6zelligi oldugundan, mutant Ras'a
baglanma icin hiicresel GTP ile rekabet ederek onkogenik Ras aktivasyonunu bloke
etmek i¢in bir GTP-rekabet¢i inhibitér kullanilmasi diisiiniilebilmektedir. Adenosin
trifosfat (ATP)-rekabet¢i kinaz inhibitorlerinin basarisindan yola ¢ikarak, Ras
aktivasyonunu inhibe etmek i¢cin GTP'nin seker ve baz kisimlarindaki modifikasyonlari
araciligityla GTP analoglarinin kullanilmasi distiniilebilir. Bununla birlikte, GTP-
rekabet¢i inhibitorlerinin iki nedenden dolay: gilicten yoksun oldugu bulunmustur: GTP
Ras'a son derece yiiksek bir afinite ile baglanir ve GTP hiicre i¢inde bol miktarda

bulunmaktadir (Berndt vd. 2011, Quah vd. 2016).

2.5.2 Ras yolu

Ras yolu, yetiskin organizmalarin ve ayn1 sekilde gelismekte olan embriyolarin normal
ve kanserli hiicrelerinde bulunan en 6nemli bir hiicre i¢i sinyal yoludur (Parson vd.
2016). Kiiciik G proteini Ras iizerinde bulunan guanin niikleotid trifosfat (GTP) i¢in
guanin niikleotid difosfat (GDP) degisimine aracilik eden guanin niikleotid degisim
proteinleri (GEF'ler) tarafindan RTK'lerin downstream'inde aktive edilmektedir (Bos vd.
2007). Ras, GTP tarafindan aktive edildiginde, serin/treonin protein kinaz RAF'in
katalitik aktivitesini uyarmaktadir (Dhillon vd. 2007). GAP'ler (GTPaz aktive edici
proteinler), Ras'in inaktif GDP-bagli duruma doniisiinii destekler. Aktive edilmis RAF,
daha sonra serin/treonin kinaz ERK'y1 fosforile eden ve aktive eden ¢oklu-6zgiillikli

bir kinaz olan MEK'in uyarilmasina yol agmaktadir. Aktive edilmis ERK, transkripsiyon
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faktorleri, transkripsiyonel diizenleyici proteinler, ayrica DNA replikasyonunda ve
hiicre boliinmesinde rol oynayan diger substratlar dahil olmak iizere sayisiz niikleer
substratin fosforilasyonunu katalize ettigi ¢ekirdegi ile yer degistirir. Ras proteinleri,
tamimlanan ilk onkogenler arasindadir ve mutasyona ugramis Ras, insan kanserinin
yaklasik %15'inde bulunmaktadir (Davies vd. 2002, Parson vd. 2016). RAF mutasyonu,
kotiicil melanomlarin %60 ile 70 arasinda ve diger insan kanserlerinde pek cok
cesidinde daha diisiik bir siklikta goriilmektedir. Tlging bir sekilde, insan kanserlerinde
az da olsa MEK veya ERK mutasyonu tespit edilmistir (Parson vd. 2016).

2.5.3 Ras aktivasyonu / inaktivasyonu

Ras kinaz ailesi, neredeyse tiim temel hiicresel proseslerin versatil ve anahtar
regiilatorleri olan kiiciik GTPazlarin yaklasik 150 iiyesinden olugmaktadir. Bu Ras
genleri, mikrozomal veya hiicre plazma membraninda lokalize edilmis homolog 21 kDa
proteinlerini enkode etmektedir. GTP ile baglandiktan sonra etkinlesen ve GTP'nin
GDP'ye hidrolizi nedeniyle etkisiz hale gelen ikili anahtarlar olarak hareket
etmektedirler (Asati vd. 2017, Donovan vd. 2002).

Kras geni P21 Ras proteinini kodlarmaktadir. RASA1 olarak da bilinen bu protein 120
kDa sitozolik bir insan proteinidir ve kii¢iikk bir guanozin trifosfataz (GTPaz) olarak
gorec yapmaktadir. Bu protein, ¢esitli hiicresel siirecleri kontrol etmek i¢in hiicre zari
biiyiime faktorii reseptorlerini hiicre ici sinyal yollarina ve transkripsiyon faktorlerine
baglayarak molekiiler bir anahtar gorevi goriir. P21 Ras, hiicre zarinin i¢ yiizeyinin bir
bilesenidir ve cesitli efektor proteinler ile etkilesime girmektedir. Biyolojik etkiler
tiretmek icin Ras proteininin, bir farnesil izoprenoid tarafindan lipitlerin
degistirilmesinden sorumlu olan hiicre zari ile birlesmesi gerekmektedir. Kras'in nokta
mutasyonu, Ras'in igsel GTPaz aktivitesini bozar ve GTPaz aktive edici proteinlerin
Guanozin trifosfatin (GTP) (aktif) Guanozin difosfata (GDP) (inaktif) doniisiimiinii
tesvik etmesini 6nler. GTP'ye bagli form agik durumundan sorumludur ve GDP'ye bagh
form kapali durumu olarak bilinir (Asati vd. 2017). Bu durumlar arasindaki gegis,
herhangi bir sinyal yoklugunda ¢ok yavas gerceklesmektedir. GDP Ras'tan ayrildiginda,
yerine tipik olarak GDP'den ¢ok daha yiiksek bir konsantrasyonda bulunan GTP ile hizli
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baglanma gergeklesir. Bu nedenle P21 Ras kalic1 olarak GTP'ye baglanir ve fosfoinositid
3-kinaz (P13K)/AKT/rapamisinin memeli hedefi (nTOR) veya RAF/mitojenle aktive
edilmis protein kinaz (MEK)/hiicre dis1 sinyaller ile diizenlenen kinazlar gibi
downstream sinyal yollarin1 etkinlestirir (upstream biiyiime faktorii reseptor
aktivasyonundan bagimsizdir) (Di Magliano ve Logsdon 2013). Bu aktivasyonu takiben,
hiicre proliferasyonu, transformasyon, adezyon ve sag kalimin uyarilmasi ile niikleer
transkripsiyon faktorleri de (ELK/JUN/MYC gibi) aktive edilir (Cox vd. 2015, Di
Magliano ve Logsdon 2013). GTP hidrolizinin aracilik ettigi Ras inaktivasyon prosesi
icin de benzer ilkeler gecgerlidir. Norofibromin, bir¢ok hiicre tipi iginde Ras'im
diizenlenmesinde dnemli bir rol oynayan diger bir GAP formudur. Sinyalleme sirasinda
bu kompleksin diizenlendigi mekanizma heniiz bilinmemektedir. Bununla birlikte, tim
Ras GAP'lerinden norofibromin, insan kanserinde en sik mutasyona ugrayandir; rnegin

akciger adenokarsinomlariin yaklasik % 8'ini ve glioblastomlarin % 25'ini olusturur
(Asati vd. 2017).

2.5.4 Ras ve mutasyonlari

Ras proteinleri, insan kanserlerinin ¢esitli formlarinda siklikla mutasyona ugramis
proto-onkogenlerdir. Ras proteinleri GTPazlar olarak islev gordiigiinden, hiicre
proliferasyonundan ve sag kalimindan sorumlu oldugundan, aberan Ras proteinleri
hiper-proliferatif bozukluklarin ve kanserin gelismesiyle iliskilidir (Asati vd. 2017).
Farkl1 izoform bolgelerindeki mutasyon, GTP baglanmasini destekler ve Ras'in yapisal
aktivasyonunu tetikler. Ras izoformlari, GDP/GTP baglanmasinin, GTPaz aktivitesinin
ve efektor etkilesimlerinin meydana geldigi bolgede sekans kimligi benzerligi gosterdi.
Kanitlar, Ras proteinlerinin, Ras/membran etkilesiminin modiilasyonundan sorumlu
olan 0Ozgiin C-terminal hiperdegisken bolge (HVR) ile izoform spesifik islevler
sergiledigini gostermektedir (Asati vd. 2017, Henis vd. 2009).

Ras siiper ailesi, 150'den fazla guanozin tri-fosfat hidrolaz (GTPaz) igeren kiicik G
protein sinifina aittir (Wennerberg vd. 2005). Biiyiik 6l¢iide korunmus bu protein ailesi,
hiicre icindeki membran reseptdrlerinden sinyal iletilmesinde 6nemli rol oynar (Saad vd.

2014, Joncheere vd. 2017). Aile, bes alt aileye ayrilmistir: Ras, Rho, Rab, ARF ve Ran
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(Saad vd. 2014). Bunlardan Ras proteinleri, esas olarak proliferasyon, diferansiyasyon,
metabolizma ve hayatta kalma genlerinin regiilasyonunda rol oynamaktadir. Bu ailenin
en karakterize liyeleri H-ras, N-ras, ve Kras geni ekson dordiin alternatif birlesmesinden
kaynaklanan Kras4A ve Kras4B izoformlaridir. Cogunlukla, Kras ifadesi her yerde
bulunan Kras4B'yi belirtirken, Kras4A ifadesi farkli dokularda daha degiskendir. (Tsai
vd. 2015). RAS-ailesi proteinleri, ¢ok benzer {i¢ boyutlu bir yapiya sahip olan kiigiik
188-189 aa — 21 kDa GTPazlardir. Bu proteinler iki alan ve bir merkezi bolge barindirir.
N-terminal G alani (aa 1-165) yliksek oranda korunur ve fosfat1 baglayan bir P-dongiisti,
bir efektor baglanma alani (aa 32-40) ve konformasyon degisikliklerinden sorumlu iki
switch bolge (aa 32-38 ve aa 59-76) igermektedir. RAS GTPaz siiper ailesinde merkezi
bolge (aa85-165) %85-90 homologdur. C-terminal hiperdegisken bolge (HVR) (aa 165-
185) membran fiksasyonunu kontrol eder ve bir oto-inhibitér alan olarak islev
gormektedir. CAAX son sekansi sistein kalintis1 tizerinde farnesillenerek membrana
tutunmasina izin verir. EK olarak, Kras4B HVR alan1 da proteini zarda stabilize eden,
lizin agisindan zengin bir sekans igerir. Inaktifken, Kras proteini hiicre membraninin i¢
ylizeyinde bulunur ve bir guanosin-di-fosfata (GDP) baglanir. Membran reseptoriiniin
aktivasyonu, adaptorlerin Ras Guanidin Degisim Faktorii (RASGEF) SOS1 araciligiyla
SH2 ve SH3 alanlarinin gliglenmesine yol agar. Bu, RAS'in SOSI ile etkilesimini saglar
ve GDP ayrismasini indiikler. Serbest Ras proteini daha sonra hizlica guanosin-tri-fosfat
(GTP) molekiiliine baglanir, bu da hiicrede Kras hedef genlerini aktive eden sinyali
yayar (Jonckheere vd. 2017). Bununla birlikte, Ras aktivasyonu gegicidir ¢iinkii GTPaz
aktivitesi GTP'yi GDP'ye hidrolize eder ve inaktive duruma geri doner. GTP hidrolizi,
normal Kras aktivasyon/inaktivasyon dongiisiine izin veren bir GTPaz aktive edici
protein (GAP) tarafindan desteklenmektedir (Wennerberg vd. 2005, Jonckheere vd.
2017). GDP-bagli durumdayken, Kras4B'nin katalitik alant HVR ile etkilesime girerek,
aktivasyon ile geri dondiiriilecek oto-inhibitor durumunu korumaktadir (Chavan vd.
2015). Ras ayrica hiicresel dagilim ve 6zellikle nanokiimeler adi verilen lipit yapilarinda
kiimelenmesi ile regiile edilir (Prior vd. 2003). Lokal fosfo-lipit igeriginin bu
modiilasyonu daha sonra RAS/RAF/MAPK sinyalizasyonunu degistirmektedir.
Aktivasyon durumuna gore, Ras nanokiimeleri olusturur ve efektorlerin etkili bir sekilde
giiclenmesini saglar. Nanokiime sayisi, aktivasyon sinyal yogunlugu ile orantilidir.

GDP/GTP dongiisii sirasinda Ras konformasyonu degisir: GDP-bagli Kras, HVR alani
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yoluyla membranla birlesirken, GTP-bagh kismen ayrilir. Ayrica, GTP veya GDP
baglayict Ras farkli tiir fosfo-lipitlerle birlesir ve bu nedenle nanokiimelerin lipit
icerigini degistirir (Jonckheere vd. 2017). ilging bir sekilde, H- ve N-Ras izoformlar1
ayr1 ayri, cakismayan nanokiimeler olusturur. Bu dagilim, homolojisinin yiiksek
olmasma ragmen sinyalizasyon yollarinin diferansiyel aktivasyonunu agiklayabilir
(Zhou ve Hancock 2015). Kras, daha ¢ok plazma zarinda lokalize olurken, PKC
tarafindan serinel81 (S181) iizerinde de fosforile edilebilir. Bu da mitokondriyal
membran iizerinde delokalizasyonuna, Bcl-XL ile etkilesime girmesine ve apoptoz

indiiklemesine yol agar. Bu S181 fosforilasyonu kalmodulin tarafindan inhibe edilir
(Jonckheere vd. 2017).

Onkojenik mutasyonlar, GTP hidrolizini bozarak Ras ailesi proteinlerinin fonksiyonel
aktivasyonuna neden olur. Yaygin bir onkogenik mutant olan Kras'a (G12C) geri
cevrilemez sekilde baglanan kiiciik molekiil inhibitorlerinin gelisiminin anti-kanser
aktivitesi i¢in 6nemli oldugu gosterilmistir. Bu inhibitdrlerin Kras'a (G12C) baglanmasi,
hem anahtar-1 hem de anahtar-1I'yi bozarak, natif niikleotidin GTP yerine GDP'yi tercih
etmesine neden olur ve Raf'a baglanmasimi engeller. Kras't (G12C) hedeflemek ig¢in,
sistein tiyollerin niikleofilikligi, secicilik agisindan yabani tip Kras'a gore bir avantaj
gosterir. Mutant Cys 12 siteleri, hem niikleotid cebinin hem de anahtar bolgelerinin

katilimiyla efektor etkilesimlerine katilir (Ostrem vd. 2013, Jonckheere vd. 2017).

Hras, Nras, Kras olarak adlandirilan mutasyona ugramis 3 Ras proteininin islevleri,
hiicre ¢cogalmasinin, sag kalimin, farklilasmasinin, aksiyon organizasyonunun, vezikiiler
trafiginin ve gen ekspresyonunun diizenlenmesi i¢in Onemli olan g¢esitli sinyal
zincirlerini kontrol eden GDP/GTP molekiiler anahtarlari tarafindan diizenlenmektedir.
Ras mutasyonu, RaseGTP proteinlerinin aktivitesindeki kusurlarin ekspresyonuna yol
acar (Asati vd. 2017). Ras genlerinin mutasyonel aktivasyonunun insan kanserlerinin %
33'i ile iligkili oldugu ve onu en sik goriilen onkogenik mutasyonlardan biri oldugu
tespit edilmistir (Karnoub ve Weinberg 2008). Ras mutasyonlarinin farkli formlarinda,
Kras tiim insan kanserlerinin en yiiksek yiizde degeri ile (%21,6) iliskilidir, ikincisi N-
Ras'tir (%8,0) ve sonuncusu da en az mutasyona ugramis onkogen olarak bilinen H-

Ras'tir (%3,3). Kras mutasyonlari, tim Ras mutasyonlarinin %86'sin1 olusturur ve
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Amerika Birlesik Devletleri'ndeki en fazla 6liim oranina sahip olan akciger, kolon ve

pankreas kanserinde baskin olarak bulunur (Jemal vd. 2010, Asati vd. 2017).

Mutasyona ugramis Ras genlerinin sikligi, tiirti degisiklik gosterir ve biiyiik Olcilide
tiimdr tiiriine baghdir. Kras mutasyonu en yiiksek insidansla pankreas (%90) ve sporadik
kolorektal karsinomlarda (%50) bulunur. Birgok tirozin kinaz biiylime faktorii
reseptoriiniin (TKGFR'ler) asir1 ekspresyonu, Ras-bagl sinyallemede artisa neden olur.
Molekiiler diizeydeki bilgimiz, onkogenik Ras'in insan kanserindeki roliiniin énemli
olduguna isaret etmekte. Aktive edilmis Ras, insan kolon karsinomunu veya
fibrosarkomu etkileyeren, doniistiiriilmiis fenotipin bozulmasina neden olur ve bu da
aktive edilmis Ras'in hiicre doniisiimiine katkida bulundugunu gosterir. Bu nedenle Ras"
hedefleyebilen bilesikler, anti-tlimor ajan1 adaylar olabilir. Kanser ¢ok adimli bir siire¢
oldugundan ve Kras mutasyonu tipik olarak kanserin ilerlemesinde erken dénem bir olgu
oldugundan, tek basina anormal Ras fonksiyonu veya ilerlemis kanser i¢in terapdtik
anlamda yararli bir yaklasim olabilecek asagi diizenleyici proteinler arasinda kafa

karigiklig1 yaratir (Asati vd. 2017).

12, 13 veya 61 kodonlarindaki tek amino asit yanlis anlam mutasyonlarinin, GTP-bagh
ve aktif formdayken efektor sinyallemenin aktivasyonuna yol agan Ras proteinlerindeki
mutasyondan sorumlu olabilecegi gosterilmistir. Calismalar, ATP-rekabetci protein
kinaz inhibitorlerinin, diisiik mikromolar araliklarda protein kinazlara baglanan ATP'ye
kiyasla protein kinazlara nanomolar afinitelerle baglandigini gostermistir (Asati vd.
2017, Smyth ve Collins 2009). GTP i¢in Ras'a yiiksek bir baglanma afinitesine sahip
olan GTP antagonistleri, bu yonde bir basar1 eksikligi gosterdi. Ras sinyallemesini
inhibe etmeyi hedefleyen ardindan gelen stratejiler, RasGAP" taklit edebilen ve mutant
Ras proteinlerinin GTPaz aktivitesini geri kazanabilen kii¢iik molekiillerin gelistirilmesi
ile ilgilidir (Asati vd. 2017, Baines vd. 2011).

2.6 Kras

H-, N- ve Kras proteinleri, hiicre biiylimesi ve bdliinmesiyle ilgili bir¢ok sinyal yolunu

diizenleyen membran-iligkili molekiiler anahtarlardir. Tipik olarak 12, 13 ve 61
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kodonlarinda gerceklesen aktive edici Ras mutasyonlari, tiim insan kanserlerinin %15
ila 25' ile iligkilidir (Prakash vd. 2016). Kras mutasyonlari, tim onkojenik Ras

mutasyonlariin %85'ini olugturmaktadir (Prior vd. 2012).

Bilinen 3 Ras geni vardir ve bunlar 4 Ras proteini iiretir: HRas, N-Ras, Kras4A ve
Kras4B. Kras4A ve Kras4B splice varyantlaridir. Ras proteinleri yiiksek homolojiye
sahiptir ve esas olarak sadece hiper degisken bolge olarak adlandirilan C-terminal 25
amino asitlerinde farklilik géstermektedir. Ras proteinleri, korunmus anahtar I bolgesi
(32-38 amino asitleri) ve anahtar II bolgesi (59-67 amino asitleri) araciligiyla
efektorleriyle etkilesmektedir. S35, G37 ve C40 gibi anahtar I bolgesi g¢evresinde
mutasyonlara sahip Ras proteinleri, Ras efektorlerinin yalnizca bir alt kiimesine
baglanmaktadir (Rangarajan vd. 2004, Camonis ve White 2005, Matsunaga vd. 2014).
V12 gibi onkojenik mutasyonlar esas olarak Kras geninde gozlemlenmektedir. Ozellikle
pankreas kanserlerinin %60-90'1 Kras mutasyonlarini barindirmaktadir. Bu 6zellik, her
bir Ras proteininin doku tipine bagli olarak farkli bir role sahip oldugunu gostermektedir

(Matsunaga vd. 2014).

Kigiik G-proteinleri Kras, H-Ras ve N-Ras, hiicre biiylimesini ve farklilasmasini
yoneten bir¢ok sinyal iletim yolunda GDP-GTP tarafindan diizenlenen ikili anahtarlar
olarak islev gormektedir. GDP-bagli 'kapali' durum ile GTP-bagh 'a¢ik' durumu
arasindaki degisim, GTP i¢in GDP degisimini katalize eden guanin niikleotid degisim
faktorleri (GEF'ler) SOS1 ve SOS2 ve GTP'nin GDP'ye hidrolizini katalize ederek 'agik’
durumunu sonlandiran GTPaz aktive edici proteinler (GAP'lar) tarafindan kontrol
edilmektedir. Aktif durumda Ras, Raf, PI3K ve Ral-GDS gibi fonksiyonel olarak ¢esitli
downstream efektor proteinlerine sinyal gondermektedir. Ras'in katalitik alani, 3 Ras
izoformu Kras, H-Ras ve N-Ras arasinda olduk¢a homologdur, fakat bu proteinlerin C-
terminal hiperdegisken bolgesinde (HVR) biiytik farkliliklar bulunmaktadir. Bu
proteinlerin ikinci kismi, downstream sinyallemesi igin kritik bir gereksinim olan
membran birlesmesine katilmaktadir. Ras proteinlerinde islev kazanimi mutasyonlari
siklikla insan kanserlerinde bulunur ve hastalar i¢in kotii prognoz belirteglerini temsil
etmektedir. Bu mutasyonlar ¢gogunlukla 12, 13 ve 61 kodonlarinda meydana gelir ve bu
formlar1 GAP katalizli hidrolize direngli ve kronik olarak aktif hale getirmektedir (Wang
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vd. 2012, Baines vd. 2011).

Insan kanserlerinde Ras mutasyonlarmin yaygin prevalanst uzun yillardir kabul
edilmektedir; Kras'daki mutasyonlar basli basina global ¢apta yilda yaklasik bir milyon
6limden sorumludur, bu da neredeyse sitma ve tiiberkiiloz ile esdegerdir. CBioPortal
veritabaninda bulunan mevcut verilerin analizi, Ras izoformlar1 arasinda, yanlig anlam
mutasyonlarinin en yaygin olarak Kras'ta (%85) ve ¢ok daha azinin Nras (%12) ve
Hras'ta (%3) bulundugunu ortaya koymaktadir. Ras mutasyonlarinin ¢ogu 12, 13 veya
61 kodonlarinda meydana gelmektedir. Kodon 12 veya 13'te glisinin prolin disindaki
herhangi bir amino asit tarafindan degistirmesinin, GAP'in arginin parmaginin GTPaz
bolgesine girmesini ve hidrolizi tesvik etmesini Onleyen sterik bir blok olusturdugu
distiniilmektedir.  Glutamin-61, GTP hidroliz mekanizmasinin bir pargasidir, bu
nedenle bu kalintidaki mutasyonlar hem i¢sel hem de GAP aracili GTP hidrolizini yok
etmektedir. A146 mutasyonlart (kolorektal kanserde %4) gibi niikleotid icin afiniteyi
azaltan mutasyonlar da meydana gelmektedir (Edkins vd. 2006, Simanshu vd. 2017).
A146 mutantlar1 ve digerleri (6rnegin, T158A, R164Q ve K176Q), GDPnin hizla
ayrigmasina izin vererek, upstream sinyalleri ve GEF'lerin yardimi olmaksizin Ras'in
GTP-formunda anormal birikimiyle sonug¢lanir. Tiim bu aktive edici mutasyonlarin net
sonucu, upstream girdisi olmadan artan GTP yiiklemesidir. Onkojenik Ras proteinleri
ile iliskili GTP seviyeleri, hiicreleri ekilibriyumya 32-P ile isaretleyerek, ve ardindan
immiinopresipitasyon ve bagh niikleotidin TLC ile analizi ile deneysel olarak 6lgiilebilir
veya RAF'm Ras baglama alanini kullanarak pull-down deneyleri yapilabilir. GTP
durumundaki Ras orani, GDP-kapali oran1 ve GTPaz oranindan da hesaplanabilir.
GTP'nin hiicresel diizeylerinin GDP'yi astigin1 varsayildiginda, Ras.GTP / Ras.GDP =
koff / kecat. Tim G12, G13 ve Q61 mutantlar i¢in kcat, koff'tan ¢ok daha yavastir,
dolayisiyla RAS proteininin ¢cogu GTP durumundadir. Onkojenik bir mutant icin
nispeten yliksek bir intristik GTPaz oranina sahip olan G12C bile kararli durumda 75%
GTP'ye baghidir (Patricelli vd. 2016, Simanshu vd. 2017).

2.6.1 Kanserde kras mutasyonlari

Ras protein ailesinin ii¢ kurucu tiyesi vardir; Kras, Nras ve Hras. Ras genlerindeki
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mutasyonlar, insanlarda goriilen tiim kanser ¢esitlerinin yaklasik dortte birinde bulunur
ve global ¢apta yilda bir milyona kadar 6liime neden olur. Bu yanlis mutasyonlarin gogu
Kras'ta (%85) ve daha az siklikla Nras (%12) ve Hras'da (% 3) ortaya ¢ikar (Simanshu
vd. 2017). Cogu Ras mutasyonu, 12, 13 ve 61 amino asit kodonlarinda meydana gelir.
Bu tii¢ kalintidaki mutasyon siklig1 ve mutasyona ugramis Ras izoformu, farkli kanser
tiirleri arasinda degisiklik gosterir [9]. Cogu Kras mutasyonu, normalde glisin kalintist
tarafindan isgal edilen kalinti 12'de meydana gelir. Kalint1 12'deki glisinin, prolin
disindaki bir seye mutasyonu, GAP proteinlerinin Kras'a baglanmasini onleyen, GTP
hidrolizini azaltan ve bdylece GTP-baglh aktif formun seviyelerini artiran sterik engelle
neden olur. Kiigiik hiicreli olmayan akciger kanserinde (NSCLC) en yaygin mutasyon
KrasG12C'dir (glisinden sisteine) (Simanshu vd. 2017, Christensen vd. 2020).

Bu mutasyon, tiim Kras mutasyonlarinin neredeyse yarisini olusturur; ardindan G12V
(glisinden valine) ve G12D'yi (glisinden aspartik aside) gelir ( Matikas vd. 2017). Daha
once belirtildigi gibi, KrasG12C mutantindaki reaktif sistein, bu varyant1 kiiciik
molekiillii ilaglarla geri dondiirilemez sekilde hedeflemek i¢in bir firsat saglar. Akciger
kanseri ile ilgili genomik caligmalar, G12C dahil Kras mutasyonlariin EGFR, ALK,
ROSI1, RET ve BRAF dahil olmak iizere diger NSCLC onkojenik siiriicii (driver)
mutasyonlar1 ile ayrisik oldugunu gostermistir, bu da Kras mutasyonlariin, hedefe
yonelik tedavi segenekleri olmayan kendine 0Ozgli bir akciger kanseri setini
olusturdugunu gostermektedir (Campbell vd. 2016, Zehir vd. 2017). Endojen fare
modellerinde yapilan Akciger kanseri ¢alismalari, onkojenik Kras'in diger onkojenik
driver mutasyonlariyla birlikte ekspresyonunun onkojen kaynakli senesansa yol agtigini
ortaya koymaktadir, bu da muhtemelen ayni tiimorde neden nadiren tespit edilebildigini
aciklamaktadir (Cisowski vd. 2015, 2017). Bununla birlikte, NSCLC'deki Kras
mutasyonlart siklikla, hiicreleri oldukca kotiicil ve agresif tiimor hiicrelerine
dontistiirmek i¢in mutant RAS ile is birligi yapan STK11, KEAP1 ve TP53'teki
mutasyonlarla birlikte ortaya ¢ikar. Yiizlerce kanser hiicre hattinda binlerce gen
lirlinliniin  ekspresyonunu baskilamak i¢in shRNA teknolojisi ile gerceklestirilen
fonksiyonel genomik calismalar, Kras mutant kanser hiicrelerinin biiyiime ve sag kalim
icin Kras fonksiyonuna bagli oldugunu ortaya koymustur (McDonald vd. 2017,
Tsherniak vd. 2017, Christensen vd. 2020).
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Kras, hiicresel sinyal iletiminde rol oynayan H-Ras ve N-Ras igeren Ras onkogen
ailelerinin en sik mutasyona ugramis izoformlarindan biridir ve bu nedenle bunlarin
aktivasyonu, pankreas kanseri (PK) dahil bir¢ok kanser tiiriinde artmis hiicre biiyiimesi
ve farklilagmasi ile iliskilidir. Kras mutasyonu siklikla kolorektal, akciger, multipl
miyelom ve kronik pankreatit hastalarinda meydana gelir. Daha sonra pankreas kanseri
gelisimine yol acar. Bu nedenle, Kras, kotiiciil fenotipin gelisimi ve siirdiiriilmesinde
kilit rol oynar. En yaygin mutasyonun, Ras GTPaz aktivitesinin aktivasyonu ile ilgili
olan kodon 12'de (KrasG12D) oldugu gorilmiistiir (Ali vd. 2012).

Kras onkogeni, Ras gen ailesinin ii¢ iiyesinden biridir ve Kras geninde dogal olarak
meydana gelen mutasyonlar, kodon 12 ve 13'te lokalize edilmistir. Bu mutasyon
genellikle kodon 12 ile sinirlidir, bu nedenle pankreas kanserinin 'isareti' olarak goriliir

ve muhtemelen irsi pankreas adenokarsinomu ile iliskilidir (Lin vd. 2013).

Kras, aktif olmayan GDP'ye bagli "kapali" durum ile aktif GTP'ye bagl "a¢ik" durum
arasinda gecis yapan bir guanin niikleotit baglayici proteindir; ikincisi, onkogenezi,
metastaz ve timor ilerlemesini yoneten yollara aracilik eden gesitli alt efektor
proteinlerini baglar ve etkinlestirir. Kras'in mutasyonel aktivasyonu (kodon G12, G13
ve Q61'deki nokta mutasyonlar1), insan pankreas kanserlerinin %90'indan fazlasinda
meydana gelir, bu da aktif GTP-bagli durumda Kras birikimi ve downstream sinyalleme
yollarmin kalici aktivasyonu ile sonuglanir. Onkojenik Kras kaynakli pankreas
tiimdrijenezinin fare modellerinden elde edilen veriler, mutasyonla aktive edilen Kras'in
sadece pankreas karsinojenezinin baslamasina neden olmadigini (Chuang vd. 2017),
ayni zamanda timor hiicresi sag kalimi i¢in de gerekli oldugunu ortaya koymustur
(Collins vd. 2012). Terapétik agidan bakildiginda, onkojenik Kras, pankreas kanserinde
klinik agidan iligkili bir hedefi temsil etmektedir (Chuang vd.2017).

Kras, insan adenokarsinomlarinin patogenezinde rol oynayan ana onkojendir. Hatta Kras
genindeki mutasyonlar, insan kanserlerinde en sik goriilen onkojen degisikligidir. Kras
mutasyonlari, ¢esitli lokasyonlardaki tiimorlerin gelisiminde erken donemde goriilen bir

olgudur. Ayrica nokta mutasyonuyla aktivasyonun en iyi drnegidirler (Porta vd. 2009).
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Onkojenik ras aktivasyonu, hiicresel ve molekiiler baglama bagli olarak, senesans
programinin  aktivasyonundan artmis hiicre proliferasyonuna ve apoptozun
inhibisyonuna kadar ¢ok gesitli biyolojik yanitlarla sonuglanabilir (Malumbres ve
Barbacid 2003, Schubbert vd. 2007). Laboratuvar deneyleri, ras genlerinin, tiitiin
dumaninin bilesenleri de dahil olmak tizere pek ¢ok kimyasal kanserojen i¢in kritik DNA
hedefleri oldugunu gdstermistir ve Ras degisiklikleri, laboratuvar caligmalarinda
kapsamli bir sekilde karakterize edilmistir. Bununla birlikte, Ras genleri lizerine yapilan
ilk caligmalardan otuz yil sonra bile, potansiyel yasam tarzi ve g¢evresel faktorlerin
insanlarda Kras mutasyonlarmin olusumu ve kaliciligi tizerindeki etkileri biiyiik dlgiide
bilinmemektedir. Tiimorlerde tiitiin kullanimi ile Kras mutasyonlari arasindaki iligki de
buna dahildir (Porta vd. 2009,2003, Slattery vd. 2009). Pankreas adenokarsinomlarinda
Kras mutasyonlarinin  teshisinde prevalans yaklasitk  %70-90, kolorektal
adenokarsinomlarda %30 ve akciger adenokarsinomlarinda %15-40'dir. Bu
mutasyonlarin sikligi, ayni lokasyonlardaki diger histolojik tiplerde ¢ok daha diistiktiir;
ornegin, akcigerin skuamdéz hiicreli karsinomunda Kras mutasyonlarinin prevalansi
sadece %5 civarindadir ve akcigerin kiigiik hiicreli karsinomasinda %1'den azdir.
Pankreas intraduktal adenokarsinomlarda bulunanlar digindaki Kras mutasyonlar1 diger
pankreas (ekzokrin veya endokrin) neoplazmalarinda ve adenokarsinom dis1 kolon ve
rektum malign tiimorlerinde oldukca nadirdir. Ras mutasyonlari, insanda goriilen safra
yolu, idrar kesesi, serviks, yumurtalik, endometriyum, karaciger, yemek borusu ve tiroid
timorlerinde ve ayrica akut miyeloid l6semi ve melanomda da ortalama %210'un
tizerindeki sikliklarda tespit edilir (Porta vd. 2009).

2.6.2 Pankreas tiimoriinde kras

Kolorektal ve akciger karsinomu yani sira, Ras yolunun diizensizligi ile iliskili vakalarin
yaklasik %385'1 pankreatik duktal adenokarsinomdur (Hruban vd. 2000). Pankreas
kanseri 6ngoriisiiniin zayif prognozu nedeniyle, Kras mutasyonlarinin tespiti, tedavisi
icin yararli bir prognostik faktér olabilir (Tao vd. 2016). Pankreatik duktal
adenokarsinom prekiirsoriinii arama amaciyla Pankreatik intraepitelyal neoplaziyi
(PanIN) tarif eden ¢alismalar, ilerlemede 6nemli bir rolii oldugunu ve sinyal yollarinin

degismesinden sorumlu oldugunu gostermistir. PanIN'den PDAK'ye ilerlemedeki

44



biyolojik davranisi ve molekiiler degisiklikleri anlamak, erken teshis ve teshis igin
noninvazif biyobelirteclerin tanimlanmasi ve pankreas kanseri ilerlemesinin kontroliine
yonelik Onleyici ve terapotik stratejilerin gelistirilmesi i¢in ¢ok 6nemlidir (Guo vd.
2016).

A B
PanIN1 PanIN2 PanIN3 ‘
Normal
e @
—» - - v \.,.
@
KRAS
CDKN2A
TP53, SMAD4
Du$itk Frekansh Mutasyonlar

Sekil 2.3 Pankreas kanserindeki Kras Onkogeni (A) Kras mutasyonlu pankreas
kanseri'nin ¢ok asamali gelistirme modeli. (B) Pankreas kanserindeki en
yaygin Kras mutasyonlar1 (Sahar, Husain ve Asfar 2022)

Yapilan bir deneyde, Kras mutasyonel aktivasyonu, TP53, SMAD4 ve CDKN2A (p16
INK4A ve pl9 ARF'yi kodlar) tiimor baskilayict genlernin mutasyonel kaybinin bir
sonucu olarak pankreatik duktal adenokarsinom (PDAK) tespit edilmistir (Eser vd.
2014, Asati vd. 2017). Yakin tarihli bir ¢alisma, Kras'in sik mutasyona bagl olarak
pankreas kanseri tedavisi i¢in en Onemli terapdtik hedef olmaya devam ettigini
gostermistir. PDAK'nin ekson sekanslamasindan 6nce, bu kanserin ilerlemesi ile iliskili
oldugu bilinen en sik mutasyona ugramis genler, TP53, CDKN2A ve SMAD4 tiimor
baskilayicilar1 olan Kras’dir. Bunlarin tiimii, dizi analizi ¢alismasinda en sik mutasyona
ugramis genler olarak bulundu; en yiiksek kanit ise Kras mutasyonlari ile bulundu. Yirmi
dort pankreas kanseri tiiriinde 20.661 genin dizi analizlerinin sonucu, en sik mutasyona
ugramis dort genin yiiz ondort PDAK tiimoriinden yiiz ondordiinde bulunan Kras
mutasyonlar1 oldugunu gostermistir (Asati vd. 2017). Onkojenik Kras barindiran
farelerde pankreatik duktal adenokarsinomlarin (PDAK!'ler) iiretilmesinden farkli
belirteclerin sorumlu oldugu ve ayrica Kras't dogrudan veya dolayli olarak aktive ettigi
gosterilmistir. Bunun disinda, fare modellerinde PDAK gelistirme siiresini artiran bazi

belirtecler, dogrudan veya dolayli olarak Ras aktivitesini azaltir. Onkojenik Kras
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ekspresyonu arasindaki iliskili onkojenik stres, apoptoz veya senesans ile sonuglanabilir.
Hiicrelerin senesans engelini agmasina izin veren faktorler (6rnegin P16 veya p53 gibi
tiimor baskilayic1 genlerin enflamasyonu veya kaybi) doniisiim siirecine izin verir.
Senesans baglangicini inhibe etmek ve pl16 ekspresyonunu bastirmak i¢in Onkojenik
Kras'in yeterli oldugu gosterilmistir. Bununla birlikte, enflamasyon varligi veya tiimor
baskilayict genlerin kaybi, onkojenik Kras yoklugunda pankreas kanserini baglatmak
icin yeterli degildir (Carriere vd. 2009, Ardito vd. 2012, Navas vd. 2012, Appleman vd.
2012). Pankreas karsinomlarmin %80'inden fazlasinda, Kras genine ait kodon 12'de
mutasyonlar bulunur. Bu mutasyonlar i¢in duodenal sivinin taranmasi, bu kanserlerin
erken teshisini saglayabilir ve pankreas karsinomu tanisinin konulmasina yardimeci
olabilir. Duodenal sivida kansere neden olan genlerdeki genetik degisikliklerin
tanimlanmasi, pankreas karsinomunun saptanmasina yonelik yeni yaklagimlarin

gelistirilmesi i¢in temel olusturabilir (Asati vd. 2017).

Bununla birlikte, yabani tip Kras'in pankreas kanserinin ilerlemesindeki rolii
bilinmemektedir. Duan ve ark., Ras GTPaz aktive edici proteinin (DAB2IP) pankreas
kanserinde ekspresyonunu ve klinik 6nemini gosterdi. DAB2IP ekspresyonu pankreas
kanseri olan hastalarda, kanserli olmayanlara kiyasla azaldi. DAB2IP ekspresyonu Kras
geni, perindral invazyon ve hastaligin klinik evresi ile iliskilendirildi. Bu veriler,
DAP2IP ekspresyonunun, potansiyel bir prognostik gosterge olarak ve pankreas kanseri
olan hastalarda terapotik miidahale i¢in umut verici bir molekiiler hedef olarak
kullanilabilecegini gostermistir (Duan vd. 2013). Alberts, Ras'ta (6zellikle de Kras'ta)
erken asamada gorillen mutasyonlarin pankreas kanserinin gelisiminden sorumlu
oldugunu gostermistir. FTI'ler veya antisens oligoniikleotitler dahil olmak {izere Ras
tizerindeki hedefle ilgili terapotik yaklasimlar, hastalarda onemli bir gelisime yol
acmamistir. Bununla birlikte, diger molekiiler degisikliklerin, Ras'in asir1
ekspresyonunu bloke etmek i¢in gerceklestirilen secici girisimlerden etkilenmemesi
muhtemeldir. Son zamanlarda, anti-kanser ajanlarinin gelistirilmesi i¢in diger hedefe
yonelik tedavilerle kombinasyon halinde gerceklestirilen Ras-hedefli yaklagimlar ¢ok az
ilerleme kaydedilmistir (Asati vd. 2017). Cesitli ¢alismalar, Kras hedef alinarak
pankreas adenokarsinomunun tedavisinin Ras yolunun farkli asamalarinda

gerceklestirildigini  gdstermistir. Ornegin; antisens veya enterferans RNA'nin
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transkripsiyon seviyesinde etki gostermesi; farnesil transferaz inhibitorlerinin ve anti-
Ras asilama peptidlerinin, posttranslasyonel diizeyde etki gostermesi; mitojen ile aktive
olan protein kinaz inhibitorlerinin, fosfoinositid 3-kinazin, AKT'nin, rapamisinin
memeli hedefinin ve RAF"in ¢oklu sinyal yollarina etki gostermesi (Bournet vd. 2016).
Mevcutta, Wong ve ark., Kras'a giden downstream efektor yolunun PDA tiimorleri igin
hedeflenmis bir yaklasim olabilecegini tarif etmektedir. Bu dogrultuda CI-1040A ve
AZD6244 gibi metil etil keton (MEK) sinyal inhibitorleri gelistirilmis fakat hastaliklari
ilerlemis hastalarin tedavisi i¢in yapilan klinik denemede basarisiz olmustur. Bu
bulgular, PDA'da tek bir yolu hedeflemenin zorluklarini ortaya ¢ikarmistir (Wong vd.
2016).

2.7 Pankreas Kanserinde Tedavi ve Ila¢

Kemoterapi ve cerrahi, PDAK i¢in birincil tedavi se¢enekleridir. Ancak hastalarin
yalnizca %15-20'si tan1 aninda cerrahi i¢in uygundur. Cogu PDAK hastas1 tan1 aninda
uzak metastaz ile basvurur ve primer lezyonun biiyiikk bir cerrahi prosediirle
cikarilmasmin  sonucu etkilemesi olas1 degildir. Ikinci olarak, pankreas kritik
vaskiilatiire yakindir. Pankreas dis1 yayilimin klinik kaniti olmayan hastalarda bile, bu
damarlarin primer timor tarafindan énemli dlgiide tutulmasi veya tikanmasi ameliyat
icin uygunlugu engelleyebilir. Son olarak, genellikle duodenumun bir kismiyla birlikte
pankreasin kismen ¢ikarilmasi ve novo anastomozlarin olusturulmasi, sindirim ve
sistemik metabolizma {izerinde kalic1 etkileri olan bilylik bir ameliyattir. Buna gore,
hastalarin operasyona dayanacak ve prosediirden fayda saglayacak sekilde iyilesecek
kadar saglikli olmalar1 gerekir. Cerrahi uygunluga bakilmaksizin ¢ogu hasta i¢in klinik

bakim, sistemik kemoterapiyi igerir (Zhang vd. 2023).

Gegtigimiz on yilda, ilerlemis PDAK hastalarinda ilk basamak tedavi olarak iki yeni
kombinasyon rejimi ortaya ¢ikmistir. Bunlardan ilki kisaltmasi folfirinox olan 5-
florourasil (5-FU), 16kovorin, irinotekan ve oksaliplatin kombinasyonudur. Ikincisi ise
gemsitabin ve paklitakselin albumin nanopartikiil konjugati (nab-paklitaksel)
kombinasyonudur. Birinci basamak rejimlerde ilerleme gosteren hastalara, daha 6nce bu

ajanlardan herhangi birini almamis olmalar1 kosuluyla, diger rejime veya 5-FU ile
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kombinasyon halinde irinotekanin lipo somal formiilasyonunu iceren ikinci basamak bir
rejime gegme imkani sunulabilir. Genel olarak, PDAK'ta ikinci basamak rejimler ve
oOtesi icin evrensel standartlar yoktur. Tedavinin seyri genellikle hastanin performans
durumuna, "uygulanabilir" hedeflerin varligina ve uygun klinik c¢alismalarin

mevcudiyetine gore belirlenir (Zhang vd. 2023, Gurreri vd. 2023).

Lokal olarak ilerlemis veya metastatik PDAK hastalar1 genellikle kiiratif olmayan
hastalar olarak kabul edilir ve palyatif amag ile yonetilir. Birkag ¢alisma, sistemik
kemoterapinin bu durumda genel sag kalimi iyilestirdigini goéstermistir. Folfirinox,
prodige 4-accordll calismasinda degerlendirilmis ve ileri evre PDAK hastalarinda
standart doz gemsitabin ile folfirinox (5-florourasil, folinik asit, irinotekan ve
oksaliplatin) kullanimi1 karsilastirilmistir. Bu ¢ok merkezli faz 3 ¢alismasinda 342 hasta
randomize edilmis ve folfirinox lehine 6,8 aya karsilik 11,1 aylik bir medyan genel
sagkalim (mOS) faydasi1 goriilmiistiir. Bagka bir faz 3 ¢alismada (MPACT), 861 hasta
nab-paklitaksel ve gemsitabin (Gem-nabP) veya tek basina gemsitabine randomize
edilmistir. mOS, Gem-nabP grubunda (8,5 aya karsi 6,7 ay) ve progresyonsuz
sagkalimda (5,5'e kars1 3,7 ay) daha tistiin bulunmustur. Folfirinox ve Gem-nabP'nin
bire bir randomize karsilastirmas1 yoktur, her ikisi de rezeke edilemeyen PDAK i¢in
makul birinci basamak tedaviler olarak kabul edilmektedir. Klinik uygulamada,
folfirinox genellikle uygun hastalar igin ayrilirken, Gem-nabP vasat performans,
komorbiditeler veya ileri yastaki hastalar i¢in korunmaktadir. Retrospektif verilerden
folfirinox 'un OS'yi iyilestirebilecegine, ancak hassas popiilasyonda daha fazla
toksisiteye neden olduguna dair kanitlar vardir. Bu nedenle, performans durumu daha
kotii olan (ECOG >2) PDAK hastalari i¢in gemsitabin monoterapisi veya folfox makul
tedaviler olarak kabul edilmektedir. Birinci basamak gemsitabin bazli tedavide
progresyondan sonra, tek basina SFU'ya kiyasla SFU ile kombinasyon halinde
nanolipozomal irinotekan, Napoli-1 ¢alismasinda PDAK hastalarinda 6,1 aya karsi 4,2
aylik bir mOS sagkalim avantajina sahip oldugu gosterilmistir. Simdi bu kombinasyon
standart ikinci basamak tedavidir. PDAK hastalarinin yaklasik %5'i germline BRCA
mutasyonlart tasimaktadir. DNA hasar yaniti (DDR) yolagi aberasyonlari olan
hastalarda sentetik letalite ve PARP inhibisyonunun rolii goz Oniine alindiginda,

germline BRCA mutasyonlar1 olan PDAK hastalarinda anahtar idame tedavisi olarak
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Olaparib'in (bir PARP Inhibitdrii) etkinligini arastirmak i¢in POLO ¢alismas1 yapilmusti.
Ornemli mPFS avantaji ve QOL sonuglarina dayanarak (7,4 aya kars1 3,8 ay, HR 0,53),
Olaparib idame tedavisi BRCA mutasyonlu PDAK hastalar1 igin onaylanmustir.
Randomize faz 2 galismasinda, 153 metastatik PDAK hastasinda standart gem-nabP
(Giin 1,8 15) ve ardindan mfolfox (6 haftalik dongiilerin 29. giinlinde) karsilagtirilmistir.
Sonuglar mOS 13,7 aya kars1 9,4 ay ile dikkate degerdi, ancak derece 3 sitopeniler
deneysel kolda daha yiiksekti. Nab-P/Gem-mfolfox alan hastalarda 12 aylik (%55,3'e
kars1 %35.,4) ve 24 aylik (%22.,4'e kars1 %7,6) sagkalim anlamli olarak daha ytiksektir.
Bu, metastatik PDAK tedavisinde potansiyel bir ilk basamak segenegi olabilir (Gurreri
vd. 2023).

PDAK rezeksiyonundan sonra Onerilen adjuvan kemoterapi, fonksiyonel durumu
yiiksek olan bireyler i¢in modifiye folfirinox (florourasil, oksaliplatin, irinotekan,
l6kovorin) veya fonksiyonel durumu daha koéti olan bireyler igin gemsitabin ve
kapesitabin veya tek basina gemsitabindir. Adjuvan tedavi i¢in 6neriler son yirmi yilda
yapilan birka¢ onemli calismaya dayanmaktadir. Baslica kemoterapi ajanlari, DNA
sentezini ve onarimini dogrudan etkileyen DNA'ya zarar veren ajanlar (oksaliplatin,
irinotekan) ve gemsitabin ve florourasil gibi antimetabolitlerdir. Rezeke edilen PDAK'ta
adjuvan kemoterapinin etkinligi, PDAK'm cerrahi rezeksiyonu yapilan 368 hastanin 6
aylik adjuvan gemsitabin almak veya gozlem altinda kalmak {izere randomize edildigi
conko-001 galismasinda tanimlanmistir. Gemsitabin ile tedavi edilen hastalarda gézlem
uygulananlara kiyasla daha iistiin medyan genel sagkalim gézlenmistir (22,8 vs 20,2 ay;
hazardratio [HR], 0,76 [%95 CI, 0,61-0,95]), bu da sagkalimda miitevazi bir uzamay1
temsil etmektedir. Sonraki ¢aligmalarda gemsitabin ile tek ajan fluorourasil ve 2 ve 3
ilagli kombinasyon rejimleri karsilagtirilmistir. ESPAC-4 faz 3 galismasi, c¢ift ajan
tedavisinin tek basina gemsitabine gore ek bir sagkalim faydasi oldugunu gostermistir.
Bu calismada, 730 hasta 6 aylik adjuvan gemsitabin art1 oral bir antimetabolit olan
kapesitabin veya tek basina gemsitabin almak iizere randomize edilmistir. Kombinasyon
tedavisi, tek basina gemsitabine kiyas ile medyan genel sagkalimi iyilestirmistir (28,0
vs 25,5 ay; HR, 0,82 [%95 CI, 0,68-0,98]). Son olarak, 2018 ¢ok merkezli PRODIGE-
24 calismasinda, diisiik serum karbonhidrat antijeni 19-9 (< 180 U/mL) ve miikemmel

performans durumu (Dogu Kooperatif Onkoloji Grubu skoru, 0-1) ile birlikte rezeke
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edilmis PDAK'1 493 hasta, 6 aylik adjuvan modifiye folfirinox veya tek basina
gemsitabin almak {izere randomize edilmistir. Bu ¢alismada, adjuvan ortamda
gemsitabin ile yapilan onceki ¢alismalara kiyasla her iki grupta da olumlu sagkalim
meydana gelmistir ve muhtemelen daha yiiksek oranda seg¢ilmis hastalarin dahil
edilmesini yansitmaktadir: modifiye folfirinox ile tedavi edilen hastalarda genel
sagkalim 54,4 ay iken, gemsitabin ile tedavi edilen hastalarda 35 ay olmustur (HR, 0,64
[%095 CI, 0,48-0,86]). Bu nedenle, modifiye folfirinox, PDAK'm cerrahi
rezeksiyonundan sonra miikemmel fonksiyonel duruma sahip bireylerde standart
adjuvan tedavi olarak onerilmektedir. Genel olarak, modifiye folfirinox ile tedavinin
uygun olmadig1r hastalarda gemsitabin/kapesitabin veya tek basina gemsitabin
diisiiniilebilir. Rezeke edilmis PDAK icin adjuvan tedavi olarak radyoterapinin rolii
tartismalidir. Eski calismalar PDAK i¢in, adjuvan radyasyonu desteklememistir ¢ilinkii

genel sagkalim avantaj1 gosterilmemistir (Zhang, 2023).

PDAK'ta kiiratif amagli cerrahi sonrast adjuvan kemoterapi gelismekte olan bir
uygulamadir. 5FU (espac-1) veya Gemsitabin (espac-3, conko 001) ile tek ajan adjuvan
tedavisinin sagkalim faydasina ragmen, mevcut uygulamayi belirleyen en yeni iki
calisma espac-4 ve prodige 24'tiir. Espac-4, 732 hastayr kapsayan calismalarinda
gemsitabin/kapesitabin kombinasyonunun gemsitabin monoterapisine kiyasla daha iyi
Genel Sagkalim (28 vs 25,5 ay) sagladigin1 bulmustur. Prodige 24, adjuvan ortamda
modifiye folfirinox rejimini (azaltilmis irinotekan ve bolus 5-FU olmadan) gemsitabin
ile karsilagtiran ¢ok uluslu biiyiik bir faz 3 ¢aligmaydi. Sonuglar m folfirinox lehine daha
1yl medyan Genel Sagkalim (54,4 aya kars1 35 ay) gostermistir. Beklendigi gibi, m
folfirinox daha fazla toksisite ile iligskilendirilmistir. Modifiye folfirinox 24 hafta
boyunca cerrahi rezeksiyon sonrasi iyi performansl hastalar i¢in standart tedavi olmaya
devam etmektedir. Kapesitabinli veya kapesitabinsiz gemsitabin, m folfirinox 'u tolere

edemeyenler i¢in bir segenektir (Nussinov vd. 2021).

2.7.1 Kras hedefli ilag¢

Ras'ta onkogenik mutasyonun en fazla mutasyon boélgesi P-dongiisiindeki kodon 12 ve

13 ve anahtar Il'deki kodon 61'dir. En stk mutasyona ugrayan Kras, Ras mutasyonunun
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%86's1n1 icermektedir. Kras mutasyonlari pankreas, kolorektal ve akciger kanserlerinde
ortaya cikar. Sicak nokta pozisyonlarmin biiyilk ¢ogunlugu kodon 12'dedir. Nras
mutasyonlart melanom ve miyeloid l6semide meydana gelir; en yaygin mutasyon
bolgesi kodon 61'dir. Hras mutasyonlart mesane kanserinde en yiiksek frekansta
meydana gelir ve hotspot kodonlar olarak bilinen ekzon 12 ve 61°dir. Ars-583, Kras
G12C'nin GDP'ye bagli durumu ile reaksiyona girer. ARS-583, hiicre dizileri grubu
boyunca asagr yonde MAPK/PI3K sinyalini inhibe eder ve akciger kanserlerinin
%20'sini olusturan Kras G12C mutasyonuna sahip hastalarin tedavisini dogrudan inhibe
eder. Ars-1620 segici olarak ve yiiksek potansiyele sahip olarak Kras G12C'deki anahtar
Il cebini hedefler. Ars-1620, Kras G12C mutasyonu tasiyan deri alti ksenograft
modellerinde anti-timor aktiviteye ulagir. Ryan ve ark. Kras G12C giidimlii akciger,
pankreas ve kolon kanseri hiicrelerinde ars-1620 ile tedaviden sonra MAPK
sinyallemesinin hizli adaptif Ras yolu geri besleme reaktivasyonunu gézlemlemistir; bu
durum, yukari regiile edilmis RTK sinyallemesi yoluyla ikincil direnci
diistindiirmektedir. Amg 510 ile tedavi, Kras G12C fare xenogreftlerinde geriler ve
proinflamatuar tiimér mikro ortamini indiikler. Kovalent bir Kras G12C inhibitorii olan
mrtx849, GDP'ye bagli durumda mutant sistein 12'yi segici olarak degistirir. Mrtx849,
Kras G12C pozitif hiicre hatlarinda ve c¢oklu tiimor tiplerinden hastadan tiiretilmis
ksenograft modellerinde timor regresyonuna sahiptir. Kiiciik molekiilli SOSI
inhibitorii BI-3406, SOS'un katalitik alaniyla etkilesime girerek Kras ile etkilesime
miidahale eder ve boylece G12 ve G13 dahil olmak iizere Kras mutant kanserinde tiimér
hiicresi proliferasyonunu kisitlar. Bir BI-3406 analogu olan BI 1701963, su anda Kras
mutant kati tiimorleri olan hastalarda BI 1701963'in tek basma ve trametinib ile
kombinasyon halinde 6n etkinligini test eden bir faz I denemesindedir. Ponatinib ve
amg-47a bilesikleri, Kras G12V proteinlerinin seviyelerini segici olarak azaltir (Kim vd.
2021, Hoffman vd. 2022).

2.8 Faj Goriintiileme Yontemi / Faj Sunum Teknigi

[k 1985 yilinda George P. Smith tarafindan tanimlanan faj sunum teknolojisi, yabanci
(poli)peptitlerin  bakteriyofaj yiizeyindeki kapsid proteinlerine birlesik olarak

tanimlamasina dayanmaktadir (Smith 1985). Yiizey goriintiilenmesi, kapsid yapisindaki
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proteinlerin gen yapisinda peptit kodlayan bir gen yerlestirilerek yapilir. Faj
partikiillerinin iizerinde biriken milyonlarca peptit, bir faj gosterim peptit kiitiiphanesi
olusturur. Normal sentetiklerin olusturdugu molekiil kiitiiphanelerinden farkli olarak
gerektiginde ayni anda 1010 farkli peptit goriintiilenebilir (Smith ve Petrenko, 1997,
Bratkovi¢ 2010). Ayrica faj kiitiiphanelerinden segilen peptitler genellikle hedef
proteinlerin yiizeyindeki ilgili alanlar1 hedefler (6rn. Aktif enzimler veya allosterik
alanlar) ve bu sebeple siklikla hedef proteinin aktivitesini etkiler (Gren ve Hyde-
DeRuyscher, 2000, Ja vd. 2005). Faj goriintileme son yirmi yildir (i) ilag
geligtirme/tasarim  (reseptor agonistlerin ve antagonistlerin goriintiilenmesi, ilag
hedefinin dogrulanmasi, as1 gelistirilmesi, yeni antikorlarin, antikor pargaciklarinin ve
antikor tagiyicilarinin gesitli iskele proteinleri izerindeki radomize pargaciklarin in vitro
secilmesi, odakli ila¢ ve gen terapisine yonelik ajanlarin gelistirilmesi), (ii) proteomiks
(protein-protein etkilesiminin analizi, epitop haritalandirma, (6zgiin) enzim substratlari
ve inhibitorlerinin belirlenmesi, muteinlerin ¢ogalma hizinin ve proteolitiginin
gelismesi) ve (iii) enzimoloji (katalitik antikorlarin (abzimler) ve 6zgiin karakteristige
sahip enzimlerin tasarlanmasi) dahil pek c¢ok bilimsel alami etkilemistir (Molek vd.

2011).

Faj gosterimi peptit kiitiiphaneleri litik veya filamentoz faj, yahut fajmid vektorler
kullanilarak tasarlanir. En sik tercih edilen goriintiileme sistemler filamentéz faj
temellidir. Bu sistemde peptitler ya major (pVIII) ya da mindr (plll) protein kiliflarina
baglanir. Kiitiiphane peptitleri tasiyan protein kilifinin ¢esidi goriintiilemenin valansini
belirler, bu da birden az veya viryon basina binlerce olabilir. Yiiksek sayil1 goriintiilenme
avidite ile ilintilidir ve genellikle diisiik avidite peptitlerin secilmesinden kaynaklanir,

ama bazi durumlarda bu tercih edilebilir (Gram vd. 1992, Nanduri vd. 2007).

Faj gosterim tekniginin merkezinde antikorlar1 géstermek i¢in kullanilan bakteriyofajlar
yer almaktadir. Faj gOsterim yontemi i¢in T4, lambda ya da filamentli M13
bakteriyofajinin da i¢inde bulundugu farkli bakteriyofaj sistemleri kullanilmaktadir. Faj
sunum yonteminin teknolojisi i¢in M13 gibi filament6z bakteriyofajlarin enfekte edici
dogas1 ve dongiisii kullanilmaktadir. M13 bakteriyofaji, faj gosterim yonteminde en

fazla kullanilan filament6z fajdir. Protein p VIII’den olusan silindirik bir kapsiile sahip
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olmasi ile taninan bir bakteriyofajdir. Kapsid bir ucunda bes tane plll ve pVI proteini
kopyasi ve diger ucunda pVII ve pIX proteinlerinin ii¢ ile bes kopyasi1 gibi, farkl
proteinlerin kopyalarimi i¢ermektedir. Viral enfeksiyon doéngiisii, pIIl proteininin
bakteriye baglanmasi ve daha sonra tek sarmalli DNA bakteriyofaj genomunun
bakteriye enjeksiyonu ile baglamaktadir. Bakterinin i¢ine girdikten sonra, tek iplik¢ikli
DNA, konakg¢1 organizmanin replikasyon mekanizmasi tarafindan ¢ift iplikli DNA'ya
(DNA'nin replikatif formu) doniistirmektedir. Daha sonra, DNA, replikasyonu ile
cogaltilir ve elde edilen iiriin, DNA paketleme igin gerekli proteinleri bakteriyofaj
kapsidine kodlayan tek zincirli bir DNA molekiiliidiir. Son olarak, olgun bakteriyofajlar
hiicreyi kaybetmeden bakteriden ¢ikmaktadir. Bu da filamentli fajlarin karakteristik bir
ozelligidir. Faj gosterimi, viral kaplama proteinlerine kaynastirilmis arzu edilen
peptitlerin, M13 faj gibi bir bakteriyofajin yiizeyinde gosterildigi, etkili bir molekiiler
tekniktir. Faj gosterim yontemi siirecinde, yabanci peptitler genellikle pIIl ve pVIII
proteinlerinin N-terminal ucuna birlestirilir. Yabanci peptit fragmanlari 6 ila 43 amino
asit arasinda degisir, ciinkii ¢ok biiylik peptitler viriisiin enfeksiydz aktivitesine veya

kapsid diizenegine potansiyel olarak miidahale edebilir (Ledsgaard vd. 2018).

+ssDNA G'ﬁp

Sekil 2.4 M13 Bakteriyofaj1 (Ledsgaard vd. 2018)

Bu teknoloji, bakteriyofaj protein kilifina birlesik cesitli polipeptitlerden bir kiitliphane
olusturulmasina dayanir; polipeptitin DNA kodu faj parcaciginin i¢inde bulunur. Bu
durum fenotip ve genotip arasinda fiziki bir bag olusturur. Bu bag faj parcaciklarindan
olusan bilesik kiitiiphaneden afinite se¢iminin yapilmasim1 ve istenen hedefe
baglanabilecek peptitlerin gosterilmesini saglarken ayni zamanda genetik kimligin

korunmasini saglamaktadir (Christensen vd. 2001). Afinite se¢iminin bir dongiisiinde
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izole halde bulunan faj, E. coli konak hiicrelerin enjekte edilmesiyle ¢ogaltilabilir ve
birden fazla afinite se¢imi i¢in kullanabilir. Afinite se¢imi i¢in kullanilan tipik protokol
tabakalarin yiizeyinde veya mikrotitre plakalarin girintilerinde bulunan hedeflerin
immobilize hale getirilmesiyle baglar (1. Adim). Daha sonra kiitiiphaneden alinan fajlar
immobilize hedeflerle inkiibe edilir (2. Adim) ve hedef protein i¢in afinite gosteren
peptit ortaya ¢ikaran faj patikiillerinin baglanmasina izin verilir. Plaka yikanarak bagh
olmayan fajlardan arindirilir (3. Adim) ve baglh fazlar hedef proteinin denatiire
edilmesiyle tabakadan ayristirilir (4. Adim). Ayristirilan fajlar E. coli hiicrelerle inkiibe
edilerek hedef protein i¢in afinite gosteren peptit ortaya ¢ikaran fajlarin alt popiilasyonu
enfekte edilir ve g¢ogaltilir (5. Adim). Cogaltilan fajlar, belirli siki bagli peptitler
kalincaya kadar sonraki se¢im dongiilerinde kullanilir (Ehrlich vd. 2000).

= S—
e —)
BN - ~ -
B > (s ﬁH
l \\.-- * "?—
2 ] - 3
Yikama

Faj baglanmasi

1
Hedef baglama ,/

Amplifikasyon

Sekil 2.5 Faj gosterim tekniginin uygulama basamaklar1 (Hamzeh- Mivehroud vd. 2013)

Bu noktada miinferit fajlar izole edilir, goriintiilenen peptiti kodlayan DNS sekansi
belirlenir ve peptit sekansi ortaya c¢ikar. Afinite se¢imi silireci pek ¢ok hedef smmif
tizerinde gerceklestirilmis ve ayrica hedefin immobilize edilmesi i¢in pek ¢ok metot

kullanilmigtir (Sidhu vd. 2000). Faj goriintiileme aslen plIl adli faj protein kilifina ait
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N-terminusa bagli peptitlerle gelistirilmistir. Faj gorlintiileme sistemleri peptit
ligandlarin tanimlanmasi i¢in faydalidir. Faj goriintiileme, ilag gelistirmede kullanilan
geleneksel rastlantisal taramaya nazaran kolaylik, maliyet etkinligi ve hiz bakimindan
avantajhidir. Faj gorintiileme teknolojileri ilag gelistirme, Ozellikle de 6zgiin

fonksiyonlar1 olan ligandlarin belirlenmesi i¢in son derece giiclii bir aractir (Hamzeh-
Mivehroud vd. 2013).

I¢inde biiyiik kiitiiphanelerle birlikte yiiksek hacimli taramalar bulunduran peptit faj
goriintiileme, kliniksel olarak kullanilabilir peptit ve peptidomimetiklerin gelisiminde
onemli rol oynamistir. Yukarida belirtildigi gibi peptit ligandlar secilip faj
kiitiiphanesinde belirlendikten sonra genellikle klinik olarak kullanilabilmeleri i¢in
modifiye edilmeleri gerekir. Bunun nedeni kismen, bozulmamais proteinlerden avantajh
olmalarina ragmen zayif farmakokinetik Ozellikler tagimalaridir. Bunlar genellikle
(6zellikle agizdan alindiginda) yarilanma siiresinin kisa olmasi, hizli enzimatik
degradasyon, bagirsak zar1 emiliminin zayif olmast ve hizla viicuttan atilmasidir. Bu
ozelliklerin hepsi biyoyararlanimin diisiik olmasina neden olur. Buna ragmen peptitler
hormonlar, norotransmitterler, sitokinler, antijenler ve peptit protein non-kovalent
etkilesimle ilgili biiyiime faktorleri dahil biyolojik olarak aktif 6nemli bir molekiil
sinifin1 olusturur ve boylelikle pek ¢ok biyolojik siirecin ve biyokimyasal yolun kontrol
edilmesine yardimci olur. Sonug olarak peptit temelli tedaviler ilag kesfi ve gelisimi
alaninda biiytik ilgi gdrmiistiir. Peptitler giiniimiizde tan1 ve tedavi amach ilaglar olarak
endokrinoloji, onkoloji, iiroloji ve obstetrik alanlarinda siklikla kullanilmaktadir

(Hamzeh- Mivehroud vd. 2013).

Faj goriintiilleme yonteminin avantaji

Faj sunum teknolojisinin, ligandlar1 izole etmek i¢in ilag kesfi, afinite kromatografisi,
protein-protein etkilesimleri, antikorlarin epitop haritalamasi, antikor fragmanlarini
izole etmesi, gorlntiilenen proteinlerin baglanma afinitesinin miihendisligi, organlara
veya dokulara “ev” yapan peptitlerin tanimlanmasi i¢in giicli bir ara¢ oldugu
kanitlanmistir.  Teknolojinin temeli, bir bakteriyofaj kapsid proteinine kaynasmis
polipeptit varyantlarinin bir kiitiiphanesinin insasidir; polipeptidi kodlayan DNA faj

partikiilii icinde bulunur. Bu, ilgilenilen bir hedefe baglanan peptitleri sergileyen faj
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partikiillerinin kombinatoryal kiitiiphanesinden afinite se¢imine izin veren fenotip ve
genotip arasinda, genetik kimligi de koruyarak, fiziksel bir baglanti1 olusturur. Bir afinite
secimi dongiisiinde izole edilen faj, E. coli konakgi hiicrelerinin enfeksiyonu ile

cogaltilabilir ve ek afinite se¢imi dongiileri i¢in kullanilabilir (Christensen vd. 2001).

Tarihsel olarak, hastaliklarin tedavisine yonelik yeni ilaglar tesadiifen veya dogal
ilaglardaki aktif bilesenlerin izolasyonu yoluyla tanimlanmaktadir. Sentetik kimyanin
ilerlemesi ve yapisal biyolojiye iligkin anlayisin artmasiyla birlikte, daha akilci ilag
tasarimi1 yaklagimlari kullanilmaya baslanmistir. Molekiiler biyolojideki modern devrim,
ilag kesfi ve gelistirilmesi i¢in baska bir ara¢ daha eklemistir. Ozellikle faj gosterimi
gibi in vitro rekombinant teknolojiler, ila¢ gelistirmeye uygun adaylarin kesfi i¢in giiclii
platformlar olarak ortaya ¢ikmistir. Faj gdsterimi, biiyiik dl¢lide glinlimiiziin 6nemli ilag
kesif platformlarindan biri haline gelmistir. Basarili ilaglarin pek ¢ok 6zelligini (6rnegin,
etki giicli, o6zgilliik, capraz reaktivite ve kararlilik) tasarlama yetenegi ile birlikte
peptitler, antikorlar ve diger proteinler de dahil olmak iizere biyolojik maddelerin

tanimlanmasina olanak tanimaktadir (Newmann vd. 2018).

Faj gorintiilleme teknolojisi, fajlar iizerinde ¢esitli peptitlerin ve proteinlerin
goriintlilendigi kiitiiphanelerin olusturulmasina ve daha sonra in vitro kaydirma yoluyla
kiitiiphaneden en uygun klonun secilmesine olanak tanir. Bu nedenle, ilgilenilen hedefe
afinitesi olan veya hedef dokuya go¢ etme kabiliyetine sahip olan klonlar kiitiiphaneden
zenginlestirilir. Bu nedenle, faj goriintiilleme teknolojisinin gelisimi, geleneksel alanin
tarama ve diger yontemlerin aksine, hedef peptitler veya proteinler i¢in en uygun dizileri
saglar ve bunlarin molekiiler evriminin anlasilmasina yardimci olur. Ribozom
goriintilleme ve maya goriintiileme teknolojileri gibi ¢esitli molekiiler goriintiileme
teknolojileri Onerilmis olmasina ragmen, goriintiilenebilen molekiillerin yiiksek
cesitliligi ve kullanim kolayligi nedeniyle faj goriintiileme teknolojisi siklikla

kullanilmaktadir (Nagano vd. 2021).
Ozellikle faj goriintiileme teknolojisi, in vitro antikor {iretmenin kolay olmas1 nedeniyle

yasam bilimlerinde ilag kesfi i¢in gii¢lii bir platform haline geldi. Kis ve ark. 1990
yilinda esnek bir peptit baglayiciyla bir araya getirilen degisken agir zincir (VH) ve
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degisken hafif zincirden (VL) olusan tek zincirli degisken fragman (ScFv) antikorunu
gosterdi. Daha sonra scFv, fragman antijen baglama (Fab) ve Camelidae'nin agir zincir
antikorlarindan tiiretilen degisken fragman (VHH) gibi ¢esitli antikor formatlariin
fajlarda goriintiilendigi rapor edilmistir. Bu nedenle faj goriintiileme teknolojisi, saf,
immiinize edilmis ve sentetik faj antikoru gibi ¢esitli faj antikor kiitiiphanelerinin
olusturulmasina olanak tanir ve antikor ilaglarinin mevcut gelisimine katkida

bulunmustur (Nagano vd. 2021).

Bir kesif araci olarak faj goOsteriminin giicli, sistemin iki temel o6zelliginden
kaynaklanmaktadir: (1) genotip ve fenotip baglantisi ve (2) boyutlar1 106 ila 1011, farkl
ila¢ aday1 arasinda degisen goriintiileme kiitliphaneleri olusturma ve hedefe baglananlar
secme. Goriintiilenen protein ile onu kodlayan gen arasindaki fiziksel baglanti, istenen
baglanma 0Ozelligine sahip fajin segilmesinin ardindan goriintiilenen proteinin
karakterizasyonunu kolaylastirir. Bir ana proteinin gdsterimi kanitlandiktan sonra, arzu
edilen baglanma 6zelligine sahip varyantlarin secilebilecegi 106-1011 varyanttan olusan
goriintlileme kiitiiphaneleri olusturmak miimkiindiir. Tersine, kimyasal kiitiiphane veya
hiicre bazli tarama gibi diger tarama yontemleri, yiizlerce veya binlerce sentetik bilesigin

veya on binlerce kaplanmis koloninin test edilmesine olanak tanir (Alfaleh vd. 2020).

Faj goriintiileme kullanilarak gelistirilen birkag¢ peptit ilag klinik kullanim veya klinik
deneylerde kullanilmak iizere onay almistir. Ornegin insan plazma kallikrein’in etkili bir
inhibitérii olan ecallantide ABD Gida ve Ilag Dairesi tarafindan akut herediter
anjioddem (HAE) tedavisinde Kullanilmak {izere onaylanmistir (Williams ve Baird
2003). Kistik fibroz (CF) ve kronik obstriiktif akciger hastaliginin (KOAH) tedavisi i¢in
kullanilmak iizere bagvurusu yapilacak olan Insan neutrophil elastase (HNE) inhibitorii
DX-890 da, faj goriintiileme temelli klinik ¢alismalara dayanan tedavilere bir 6rnektir
(Krumpe vd. 2006, Rothe vd. 2006).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1 Faj Goriintiileme Yontemi / Faj Sunum Teknigi

Faj goriintiilleme yontemi kullanilarak dogal tip ve G12D mutant Kras proteinlerine 6zgiil
olarak baglanan M13 faj partikiillerinin secilimi gergeklestirilmistir. Bu amagla, M13
bakteriyofaji kapsid proteinleri tizerinde 12 peptiplik dizileri sergileyen “Ph.D.™-12 Faj
Sunumu Peptid Kiitiiphanesi (New England Biolab, A.B.D.) kullanilmistir. Hedef olarak
secilen dogal tip (TP301958, Origene, A.B.D.) ve G12D mutant (TP700052, Origene,
A.B.D.) Kras proteinlerininin referans geni NM_004985 olup her iki protein de HEK293

okaryotik ekspresyon konakgisinda iiretilmistir.

Kras proteinlerinin GDP ile Muamelesi:

Dogal tip Kras proteini (1.5ug) 1 mM GDP ile reaksiyon soliisyonu (% 0.5 BSA, 10 mM
MgCl>) igerisinde bir gece boyunca 4°C’de inkiibe edilmistir. Ayn1 islem G12D mutant

Kras proteini ile de esit miktar ve konsantrasyonlarda gergeklestirilmistir.

Birinci Biyopanning Asamasi
Hedef protein (dogal tip ya da G12D mutant Kras) ile yiizeyin kaplanmasi:

1. Hedef protein 0.1 M NaHCO3, pH 8.6 i¢inde 10—100 pg/ml konsantrasyonda olacak

sekilde hazirlanmistir.

2. 96 kuyulu ELIZA petrisinin bir kuyusuna hedef protein soliisyonu 6rneginden 150 pl

eklenmis ve petri yilizeyine esit sekilde dagilmasi saglanmistir.

3. Kuyularin hedef protein ile kaplanmasi amaciyla petri bir gece boyunca 4°C’de

saklanmustir.

Bloklama:

1. Kaplama soliisyonu petriden uzaklastirilmistir.
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2. Hedef protein kapli kuyuya 300 pl bloklama soliisyonu (0.1 M NaHCO3 (pH 8.6), 5
mg/ml BSA) eklenmistir.

3. Bloklama islemi 4°C’de en az 1 saat gergeklestirilmistir.

Yikama:

1. Bloklama soliisyonu uzaklastirilmistir.

2. Her bir kuyu 6 defa TBST (TBS + % 0.1 [v/v] Tween-20) ile yikanmustir.
Faj kiitiiphanesinin eklenmesi:

1. Hedef protein ile kapli kuyuya faj kiitiiphanesinden (New England Biolab, A.B.D.)
1011 pfu olacak sekilde eklenmistir.

2. Petri, ¢alkalayici ylizeyinde 10-60 dk. araliginda oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

Yikama:
1. Bloklama soliisyonu uzaklastirilmistir.

2. Her bir kuyu 10 defa TBST (TBS + % 0.1 [v/v] Tween-20) ile yikanmustir.

Eliisyon:

1. Hedef proteine bagl fajlar 100 pl of eliisyon soliisyonu (0.2 M Glisin-HCI (pH 2.2), 1
mg/ml BSA) icinde toplanmustir.

2. Petri, 15 dk oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

3. Eluat, eppendorf tiipiine aktarildi ve 15 pl of 1 M Tris-HCI, pH 9.1 soliisyonu ile
notralize edilmistir. Bu asamada elde edilen ornek, “amplifiye olmamis faj eliiat
popiilasyonu (A serisi)” olarak tanimlanmistir.

Faj Amplifikasyonu:

1. Eliiatin geri kalan kism1 amplifiye edilmek tizere 20 ml ER2738 kiiltiiriine eklenmistir.

2. Ornekler, 4.5 saat boyunca 37°C’de calkalanmustir.
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Faj 6rneklerinin PEG/NaCl ile Presipitasyonu:

1. Bakteri kiiltiirii santrifiij tiiptine aktarildi ve 12,000 g, 10 dk ve 4°C’de santrifiij

edilmistir.
2. Siipernatan yeni tiipe aktarilmistir.

3. Santriflyj islemi tekrar edilmis ve pelet uzaklagtirilmistir. 4. Siipernatanin yaklagik
%80’1 yeni bir tlipe aktarilmistir.

5. Ornek iizerine 1/6 hacimde %20 PEG/2.5 M NaCl soliisyonu eklenmistir.
6. Fajlarin bu soliisyon i¢inde en az 2 saat boyunca ¢okelmesi saglanmistir.
7. PEG ¢okeltisi 12,000 g, 15 dk ve 4°C’de santrifiij edilmistir.

8. Siipernatan uzaklagtirilmistir.

Bu agamada elde edilen 6rnek, “PEG/NaCl presipitasyonu sonrasi siipernatani (C serisi)”

olarak tanimlanmistir.
9. Ornek yeniden santrifiij edilmis ve siipernatan uzaklastirilmistir.
10. Pelet 1 ml of TBS i¢inde siispanse edilmistir.

11. Siispansiyon, eppendorf tiipiine aktarilmis ve 14,000 rpm, 5 dk ve 4°C’de santrifiij

edilmistir.
12. Siipernatan yeni bir tiipe aktarilmstir.
13. Uzerine yeniden 1/6 hacimde %20 PEG/2.5 M NaCl soliisyonu eklenmistir.

14. Tiip 15-60 dakika buz i¢inde bekletilmis ve sonrasinda 14,000 rpm, 10 dk ve 4°C’de

santrifiij edilmistir.
15. Siipernatan tamamen uzaklastirilmistir.
16. Pelet 200 pl TBS i¢inde ¢oziilmiistiir.

Bu asamada elde edilen 6rnek, “amplifiye olmus faj eliiat popiilasyonu (B serisi)” olarak

tanimlanmaistir.
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Bakteri kalturi:

1. 10 ml of LB+Tetrasiklin kiiltiir ortam1 igerisine petri yiizeyinden bir adet ER2738
kolonisi aktarilmistir ve kiiltiir orta-log fazina (OD600 0.5) gelene kadar 37°C’de inkiibe

edilmistir. Bu 6rnek faj eliiatinin titrasyonu amaciyla kullanilmigtir.

2. 20 ml of LB+Tet kiiltiir ortami igerisine petri yiizeyinden bir adet daha ER2738 kolonisi
aktarilmistir ve kiiltiir erken-log fazina (OD600 0.01-0.05) gelene kadar 37°C’de inkiibe
edilmistir. Bu oOrnek de ileriki asamada faj eliiatinin amplifikasyonu amaciyla

kullanilmistir.

Faj Titrasyonu: Elde edilen faj popiilasyonunun yogunlugunun belirlenmesi igin

asagidaki ornek gruplarinin titrasyon islemi gerceklestirilmistir:
a. amplifiye olmamuis faj eliiat popiilasyonu (A serisi)
b. amplifiye olmus faj eliiat popiilasyonu (B serisi)

c. PEG/NaCl presipitasyonu sonrasi siipernatan ornekleri (C serisi, presipitasyon sonrasi

kaybedilen faj sayisin1 belirlemek amaciyla)
Bu amagla asagidaki protokol takip edilmistir:

1. Onceden tek koloni olusturmak iizere ekilen bakteri petrisinden izole bir koloni

alinarak 5-10 ml LB kiiltiir ortamina aktarilmistir.

2. 4-8 saat boyunca orta-log fazina (OD600 ~ 0.5) gelene kadar inkiibatérde

calkalanmustr.

3. Mikrodalgada ¢oziinmiis olan {ist agar sollisyonu 3’er ml olacak sekilde tiiplere

aktarilmistir.
4. Bu tiipler kullanilacag1 zamana kadar 45°C’de saklanmistir.

5. Amplifiye olmamis biyopanning eliiat 6rnekleri (A serisi) icin 101-10, amplifiye olan
faj popiilasyonu (B serisi) i¢in 10810, ve PEG/NaCl presipitasyonu sonrasi elde edilen

siipernatan 6rnegi (C serisi) i¢in 10>~107® araliklarinda diliisyonlar gerceklestirilmistir.
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6. Bakteri kiiltiirii orta-log fazina ulastiginda her bir faj diliisyonu i¢in 200 pl bakteri

ornegi ependorf tiiplerine aktarilmistir.

7. Bakteri hiicrelerinin enfeksiyonunu gerceklestirmek iizere her bir tiipe ilgili faj

dilisyonundan 10 pl aktarilmistir.

8. Ornekler oda sicakliginda enfeksiyon isleminin gerceklesmesi igin 1-5 dk inkiibe

edilmistir.

9. Enfekte bakteri hiicreleri ist agar igeren kiiltiir tiiplerine aktarilmis ve hemen akabinde

LB/IPTG/Xgal petrilerine dokiilmiistiir.
10. Petriler soguduktan sonra 37°C’de gece boyunca inkiibe edilmistir.

11. Ertesi giin petriler iizerinde olusan “mavi kolonilerin” sayim islemi
gerceklestirilmistir. Sayim agamasinda 6zellikle tizerinde 100 ya da daha az sayida plak

bulunduran petriler kullanilmistir.

12. Elde edilen plak sayisi1 diliisyon orani ile ¢arpilmis ve 10 pl’deki faj titrasyon degeri

pfu cinsinden saptanmugtir.

Ikinci Biyopanning Asamast:

Ikinci kuyu hedef protein ile kaplanmistir. Titrasyon basamagina kadar biitiin asamalar

tekrar edilmistir.

1. Titrasyon petrilerindeki mavi koloniler sayilarak faj yogunlugu belirlenmistir. (1013—

1014 pfu/ml olmas1 beklenmektedir).

2. Buradan elde edilen titrasyon degerine gore ikinci biyopanning asamasinda eklenecek
olan faj oranlar1 belirlenmistir. Birinci biyopanning taramasinda elde edilen faj

popiilasyonu, ikinci biyopanning asamasinda “input” faj olarak kullanilmistir.

3. Bloklama, yikama ve eliisyon basamaklar1 ayn1 sekilde uygulanmigtir. Sadece TBST
yikama soliisyonundaki Tween 20 konsantrasyonu o6zgiil olmayan baglanmalar

engellemek amaciyla %0.1’den %0.5 (v/v)’e ylikseltilmistir.
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4. Eliat, PEG/NaCl siipernatant ve amplifiye edilen fajlarin titrasyonu
gerceklestirilmistir.

Ucgiincii Biyopanning Asamast:

3. kuyu hedef protein ile kaplanmis ve eliiatin titrasyon basamagina kadar biitiin asamalar1

tekrar edilmistir.

1. Ikinci biyopanning asamasinda elde edilen amplifiye eliiat, {iciincii biyopanning

asamasinda “input” faj olarak kullanilmistir.
2. Yikama basamaklarinda yine %0.5 Tween20 i¢eren TBST soliisyonu kullanilmistir.

3. Bu asamada sadece amplifiye olmamuis eliiatin (A serisi) titrasyonu gergeklestirilmistir.

Sekans Analizi i¢in Orneklerin Hazirlanmast:

Uciincii biyopanning asamasinda elde edilen eliiatin titrasyon plaklar;, DNA sekans
analizi yapilacak olan Kras proteinlerine baglanan pozitif klonlarin hazirliginda

kullanilmustr.
Bu amagla:

1. Izole tek bir ER2738 kolonisi 10 ml LB kiiltiiriine aktarilmis ve bir gece boyunca
37°C’de inkiibe edilmistir.

2. Ertesi giin kiltiir, 1/100 oraninda diliie edilmis ve bakteri kiiltiir tiiplerine 1’er ml
olacak sekilde dagitilmistir.

3. Titrasyon petrilerinde bulunan mavi faj plaklar1 6ze ile alinip her bir plak bir tiipe

olacak sekilde aktarilmistir.
4. Ornekler calkalanarak 4.5-5 saat 37°C’de inkiibe edilmistir.

5. Inkiibasyon bitiminde tiipler 14,000 rpm’de 30 saniye santrifiij edilerek bakterilerin

cokelmesi saglanmustir.

6. Stipernatan yeni tliplere aktarilmistir.
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7. Santrifiij basamag tekrar edilmistir.
8. Siipernatanin %80’1 yeni tliplere aktarilmistir.

Elde edilen 6rnekler amplifiye faj stogu olup sekans analizinde kullanilmak iizere 4°C’de

saklanmustir.

ER2738 Bakteri Susunun Idamesi

1. Gliserol stogunda bulunan ER2738 bakteri Orneginden LB+Tet petrisine ekim
yapilmustir.

2. Petri ters ¢evrilip 37°C’de gece boyunca inkiibe edilmistir.

3. Sonrasinda petri parafilm ile sarilarak karanlikta ve 4°C’de maksimum bir ay

saklanmustir.

ER2738 Bakteri Gliserol Stoklarinin Hazirlanmasi

1. LB-Tet tabaklarindan sinirlart iyi tanimlanmis tek bir koloni steril 6ze yardim ile

alinarak 10 ml LB-Tet s1v1 besiyerine ekilmistir.
2. Kiiltiir 16 saat boyunca 37°C’de inkiibasyona birakilmistir.

3. Inkiibasyonun sonucunda 50 pl LB-Gliserol (%30 Gliserol, %70 LB) karisimi ile 750

ul bakteri kiiltiirii karigtirilmis ve dondurma tiiplerine aktarilmistir.

5. Ornekler uzun siireli saklama amaciyla -80°C’ye kaldirilmustir.

Faj sunumunda Kullanilan Soliisyonlarin Hazirlanmasi
LB Sivi Besiyerinin Hazirlanmasi
S1v1 bakteri kiiltiiriiniin olusturulmas1 amaciyla, LB siv1 besiyeri hazirlanmastir.

1. 500 ml LB s1v1 besiyerinin hazirlanmasi i¢in 5 g Tripton, 2.5 g maya ekstrakti ve 2.5 g
sodyum kloriir tartilip 500 ml dH20O igerisinde ¢oziilmiistiir.

2. 1 litrelik otoklavli sise icerisine hazirlanan 500 ml LB besiyeri eklenmistir.

64



3. LB s1v1 besiyeri 20 dakikalik sivi programda otoklavlanmaistir.

4. Otoklavdan ¢ikan LB siv1 besiyeri oda sicakliginda saklanmustir.

IPTG/Xgal Stoklarinin Hazirlanmasi
IPTG/Xgal tabaklariin olusturulmasi i¢cin IPTG/Xgal stoklar1 hazirlanmistir.
1. 0.5 gIPTG ve 0.4 g Xgal tartilip 10 ml DMF igerisinde ¢6ziilmiistiir.

2. Vorteks yardimiyla soliisyon iyice karistiktan sonra 1 ml alikatlar halinde steril

mikrosantrifiij tiiplerine aktarilmistir.

3. IPTG/Xgal alikatlarinin 1siktan zarar gormesini engellemek amaciyla tiipler

aliminyum folyoya saril1 halde -20°C’de muhafaza edilmistir.

LB/IPTG/Xgal Tabaklarinin Hazirlanmasi

“Panning” deneylerinin ardindan titrasyon islemleri sirasinda eliiatin tabaklara ekilip

plaklarin goriintiilenmesi amaciyla LB/IPTG/Xgal tabaklar1 hazirlanmistir.

1. 500 ml LB/IPTG/Xgal agar sollisyonunun hazirlanmasi i¢in 5 g Tripton, 2.5 g maya
ekstrakti ve 2.5 g sodyum kloriir tartilip 500 ml dH20 igerisinde ¢oziilmiistiir.

2.1 litrelik otoklavli sise icerisine 7.5 g agar tartilip eklendikten sonra, hazirlanan 500 ml

LB besiyeri de sisenin icerisine eklenmistir.
3. LB agar soliisyonu 20 dakikalik s1v1 programda otoklavlanmuistir.

4. Otoklavdan ¢ikan LB agar besiyeri manyetik karistiricida karistirilip sicakligr 70°C’nin
altina diistiiglinde, IPTG/Xgal stok alikatlarindan diliisyonu 1/1000 olacak sekilde 500 pl

besiyerine eklenmistir.

5. LB/IPTG/Xgal agar soliisyonu bakteri tabaklaria ekilmis ve katilagtiktan sonra bir

sonraki kullanima kadar 4°C’de muhafaza edilmistir.
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Top Agar Hazirlanmasi

E.coli K12 ER2738 susunun elde edilen fajlarla enfeksiyonu sonrasinda LB/IPTG/Xgal

tabaklarina dokiilmesinde kullanilmak iizere Top Agar hazirlanmistir.

1. 100 ml Top Agar i¢in gerekli olan 1 g Tripton, 0.5 g maya ekstrakti, 0.5 g sodyum
kloriir tartilip 50 ml dH20O igerisinde ¢ozlilmiistiir.

2. 500 mI’lik otoklavl sise icerisine 0.7 g agar tartilip eklendikten sonra, hazirlanan 100

ml Top Agar soliisyonu sisenin icerisine eklenmistir.
3. Top Agar soliisyonu 20 dakikalik sivi programda otoklavlanmustir.

4. Otoklavdan c¢ikan Top Agar oda sicaklifinda saklanmistir. Deneyler sirasinda

mikrodalga firinda 1sitilan Top Agar, donmamasi igin 45°C etiivde muhafaza edilmistir.

Tetrasiklin Stoklarinin Hazirlanmasi

LB+Tet tabaklarinin ve LB+Tet siv1 besi yerlerinin hazirlanmasi amaciyla 13 mg/ml

Tetrasiklin stoklar1 hazirlanmistir.

1. 130 mg Tetrasiklin tartilip, 10 ml %95 etanol ig¢inde vorteks cihazi kullanilarak

¢Ozlilmiistiir.

2. Tetrasiklin soliisyonun i¢inde tamamen ¢oziindiikten sonra 1 ml alikatlar halinde

mikrosantrifiij tiiplerine aktarilmistir.

3. Stoklarin 1s1ktan zarar gérmesini engellemek amaciyla alikatlar aliiminyum folyoya
saril1 halde -20°C’de muhafaza edilmistir. Her bir kullanimda ¢dkelti olusturan alikatlar

kullanmadan 6nce vortekslenmistir.

LB+Tet (Tetrasiklin) Tabaklarinin Hazirlanmast

E.coli K12 ER2738 susunun tabaklara ekilip tekli koloni seg¢iliminin yapilmasi amaciyla
LB+Tet tabaklar1 hazirlanmustir.

1. 500 ml LB+Tet agar soliisyonunun hazirlanmasi i¢in 5 g Tripton, 2.5 g maya ekstrakti

ve 2.5 g sodyum kloriir tartilip 500 ml dH20 igerisinde ¢oziilmiistiir.
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2. 1 litrelik otoklavli sise igerisine 7.5 g agar tartilip eklendikten sonra, hazirlanan 500 ml

LB besiyeri de sisenin i¢erisine eklenmistir.
3. LB agar soliisyonu 20 dakikalik s1v1 programda otoklavlanmistir.

4. Otoklavdan ¢ikan LB agar besiyeri manyetik karistiricida karistirilip sicakligi 70°C’nin
altina diistiigiinde, Tetrasiklin antibiyotigi son konsantrasyonu 20 pg/ml olacak sekilde

besiyerine eklenmistir.

5. LB+Tet agar soliisyonu bakteri tabaklarina ekilmis ve katilagtiktan sonra bir sonraki

kullanima kadar 4°C’de muhafaza edilmistir.

Kaplama Cozeltisinin (0.1 M NaHCO3, pH 8.6) Hazirlanmasi

Rekombinant proteinin sulandirilmast ve 96 kuyulu tabaga eklenmesi isleminde
kullanilacak olan kaplama c¢ozeltisi i¢cin 0.1 M NaHCO3 (pH 8.6) soliisyonu

hazirlanmastir.

1. 0.1 M NaHCOg3 hazirlamak i¢in 0.84 g NaHCO3 tartilmastir.

2. Tartilan kimyasal 80 ml dH2O igerisinde ¢ozlilmiistiir.

3. NaHCOg3’lin tamamen ¢6ziinmesini takiben, pH degeri NaOH ile 8.6’ya getirilmistir.
4. Son hacim 100 mI’ye tamamlanmistir.

5. Hazirlanan ¢6zelti siringa filtresi yardimiyla filtrelenip sterilize edilmistir.

6. Kaplama ¢ozeltisi 4°C’de saklanmistir.

Blok Tampon Cozeltisinin Hazirlanmasi

Rekombinant proteinin kaplanmasindan sonra bloklama iglemi i¢in kullanilmak {izere

100 ml blok tampon ¢6zeltisi hazirlanmustir.
1. 0.1 M NaHCO3 hazirlamak i¢in 0.84 g NaHCOg tartilmistir.
2. Tartilan kimyasal 80 ml dH2O igerisinde ¢ozlilmiistiir.

3. NaHCOg3’lin tamamen ¢6ziinmesini takiben, pH degeri NaOH ile 8.6’ya getirilmistir.
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4. 5 mg/ml BSA Konsantrasyonu geregince, 0.5 g BSA tartildiktan sonra ¢ozeltiye

eklenmistir.
5. Son hacim 100 ml’ye tamamlanmustir.
6. Hazirlanan ¢ozelti siringa filtresi yardimiyla filtrelenip sterilize edilmistir.

7. Blok tampon ¢ozeltisi 4°C’ de saklanmustir.

TBS Soliisyonunun Hazirlanmasi

96 kuyulu tabaklarin yikanmasi ve faj peletinin siispansiyonu amaciyla kullanilmak iizere

TBS soliisyonu hazirlanmistir.

1. 50 mM Tris-HCI (pH 7.5) ve 150 mM NaCl konsantrasyonlarina sahip 500 ml TBS
¢ozeltisini hazirlamak i¢in, 1 M Tris-HCI (pH 7.5) stok ¢6zeltisinden 25 ml ve 5 M NaCl

stok ¢ozeltisinden 15 ml alinarak karistirilmistir.

2. Yeni ¢ozelti dH20 ile 500 ml’ye tamamlandiktan sonra 121°C’de 20 dakikalik sivi

programda otoklavlanmaistir.

3. Otoklavdan ¢ikan TBS soliisyonu oda sicakliginda muhafaza edilmistir.

TBST Yikama Soliisyonunun Hazirlanmasi

Yikama adimlari i¢in kullanilacak olan TBST ¢6zeltisinin hazirlanma agamalar1 asagidaki
gibidir;

1. 50 mM Tris-HCI (pH 7.5) ve 150 mM NaCl konsantrasyonlarina sahip 500 ml TBS

¢ozeltisini hazirlamak i¢in, 1 M Tris-HCI (pH 7.5) stok ¢ozeltisinden 25 ml ve 5 M NaCl

stok ¢ozeltisinden 15 ml alinarak karistirilmagtir.

2. Yeni ¢ozelti dH20 ile 500 ml’ye tamamlandiktan sonra 121°C’de 20 dakikalik sivi

programda otoklavlanmaistir.

3. Otoklavdan ¢ikan TBS soliisyonu oda sicakliginda muhafaza edilmistir.
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4. 9%0.1 TBST (TBS + %0.1 [v/v] Tween-20) yikama soliisyonunun hazirlanmasi i¢in 1

L TBS soliisyona 1 ml Tween-20 eklendikten sonra manyetik karistiricida karigtirilmistir.

5. %0.5 TBST (TBS + %0.5 [v/v] Tween-20) yikama soliisyonunun hazirlanmasi i¢in 1

L TBS soliisyona 5 ml Tween-20 eklendikten sonra manyetik karistiricida karigtirilmistir.

Ellisyon Cozeltisinin Hazirlanmasi

Hedefe baglanmis fajlarin eliisyonu i¢in kullanilmak tizere 100 ml “0.2 M Glisin-HCI
(pH 2.2), 1 mg/ml BSA” eliisyon ¢ozeltisi kullanilmistir.

1. 0.2 M Glisin-HCI hazirlamak tizere 1.5 g Glisin tartilip 60 ml dH20 igerisinde

¢Ozilmiistiir.
2. pH degeri HCI yardimiyla 2.2’ye getirildikten sonra 0.1 g BSA eklenmistir.

3. Hacim dH20 ile 100 ml’ye tamamlandiktan sonra siringa filtresi yardimiyla filtrelenip

sterilize edilmistir.

4. Eliisyon ¢ozeltisi 4°C’ de saklanmustir.

Notralizasyon Tampon Cozeltisinin (1 M Tris-HCI, pH9.1) Hazirlanmasi

1. 1 M konsantrasyonda Tris-HCI hazirlamak igin 12.11 g Trizma bazi tartildiktan sonra

100 ml dH20 igerisinde ¢oziillmiistiir.

2. pH 9.1 ayarlanmasi i¢in HCI ¢o6zeltisi kullanildiktan sonra soliisyon 121°C’de 20

dakikalik s1vi programda otoklavlanmustir.

3. Otoklavdan ¢ikan nétralizasyon tampon ¢6zeltisi oda sicakliginda muhafaza edilmistir.

PEG/NaCl Soliisyonunun Hazirlanmasi
PEG/NaCl ¢oktiirmesi i¢in kullanilacak olan ¢ézeltinin hazirlanist asagidaki gibidir;

1. 20 g polietilen glikol-8000 (PEG), 60 ml dH20 igeren beher iginde manyetik karigtirict

yardimiyla ¢ozdiirtilmiistiir.
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2. PEG kimyasalinin ¢dziinmesini kolaylastirmak i¢in manyetik 1siticinin sicaklig

65°C’ye getirilmistir.

3. PEG kimyasalinin ¢oziinmesi tamamlandiktan sonra 15 g sodyum kloriir (NaCl),

cozeltiye eklenmistir.
4. Hacim 100 ml’ye tamamlanmuistir.
5. Homojen bir ¢ozelti elde edinceye kadar manyetik karistirictyla karistirilmistir.

6. Hazirlanan c¢ozelti temiz bir siseye aktarildiktan sonra 121°C’de 20 dakika

otoklavlanmistir.

7. Otoklavdan ¢ikan PEG/NaCl soliisyonu oda sicakliginda muhafaza edilmistir.

3.2 Biyoinformatik Analizler

Biyoinformatik analiz asamalarinda kisaca su islemler gerceklestirilmistir.

1. DNA analizine gonderilen peptit sekanslarinin kromatogram sonuglar1 FinchTV

programi Kullanilarak analiz edilmistir.

2. Elde edile FASTA sekanslar1 taranarak “insert” sekansin oncesi ve sonrasindaki sabit
diziler tespit edilmistir. Elde edilen 36 niikleotit uzunlugundaki diziler, “ExPasy

translate tool” yardimiyla amino asit dizilerine doniistiirtilmustiir.

3. Farkli sekanslardan elde edilen amino asit dizileri “ESPript 3.0 program ile kendi

aralarinda karsilastirilmastir.

4. Global skor degeri olarak 0.3, 0.5 ve 0.7 parametreleri kullanilarak farkli oranda

konsensus dizileri elde edilmistir.

3.3 Yiizey Plazmonan Rezonans Uygulamasi

KrasG12D proteinine baglanma afinitesi en yiiksek olan inhibitor peptidler ylizey

plazmonan rezonans yontemi kullanilarak belirlenmistir. Faj sunumu neticesinde
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tanimlanan peptitlerin dogal ve mutant tip Kras’a baglanma potansiyelleri yiizey plazmon
rezonans teknigi ile analiz edilmistir. Bu asamada, analizler Georgetown Universitesi,
Lombardi Kanser Merkezi biinyesindeki “Biocore Molecular Interaction” Biriminde
Prof. Dr. Aykut Uren’in destegi ile Biacore T200 cihaz1 (GE Healthcare, A.B.D.)
kullanilarak gerceklestirilmistir. Deneylerde ligand olarak dogal tip Kras, mutant Kras-
G12D ve Avi-Kras-G12D rekombinant proteinleri kullanilmigtir. Bu ligandlar, standart
amin birlestirme kimyast kullanilarak CMS5 ¢ipi lizerine immobilize edilmistir
(sabitlenmistir). Biacore analizinde kullanilan Peptit 1, 2, 3, 4, 5, 6 ve 7 dizileri Genscript
firmas1 tarafindan 12 amino asit uzunlugunda, minimum %85 saflikta ve 10-14 mg
agirlikta olacak sekilde ve herhangi bir ek dizi dahil edilmeden sentezlenmistir. Peptitler
deneylerde analit olarak kullanildi ve son konsantrasyonlar1 20 mM olacak sekilde
DMSO (Sigma, A.B.D.) i¢inde c¢oziilmiistiir. Yiizey plazmon rezonans analizinde

kullanilan ligand ve analitlerin listesi ¢izelge 3.1’de verilmistir.

Cizelge 3.1 Yiizey plazmon rezonans analizinde kullanilan ligand ve analitler

Ligand / Analit Molekiiler Stok
Agirhik Konsantrasyon
Dogal tip Kras 21,2kDa 0,05 mg/ml
Mutant Kras-G12D 21,2kDa 0,24 mg/ml

Avi-Kras-G12D 26 kDa 16 mg/ml
Peptit 1 1340 Da 20 mM
Peptit 2 1570 Da 20 mM
Peptit 3 1600 Da 20 mM
Peptit 4 1470 Da 20 mM
Peptit 5 1610 Da 20 mM
Peptit 6 1500 Da 20 mM
Peptit 7 1580 Da 20 mM

Biitlin analitler i¢cin gece kinetigi, tampon soliisyon 1 ve %1 DMSO varliginda
gerceklestirildi. Analit soliisyonlarinin akis hiz1 50 pL/dk olarak belirlendi. Baglanma ve
disosiyasyon araliklari sirastyla 60 sn ve 600 sn olacak sekilde kullanildi. Enjekte edilen
peptit konsantrasyonlar1 1:2 diliisyon oranlar1 ile 1.25-160 uM araliginda ve her bir
konsantrasyon degeri duplike olacak sekilde uygulandi. Analizlerde, dogal tip Kras 10
mM sodium asetat tampon (pH 4.0) icinde 1:10 diliisyonda ve son konsantrasyonu 5

pg/mL olacak sekilde, mutant Kras G12D ayni tampon soliisyonu igerisinde 1:20
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dilisyonda ve son konsantrasyonu 12 pg/mL olacak sekilde ve son olarak Avi-Kras-
G12D de ayn1 tampon soliisyonu igerisinde 1:100 diliisyonda ve son konsantrasyonu 160
ug/mL olacak sekilde diliie edildi. Bunlarin yaninda tampon soliisyon 1 (20 mM fosfat
tamponu, pH 7.4, 137 mM NaCl, 2.7 mM KClI, %0.05 surfaktan P20, 5 mM MgCl,, 1
mM TCEP, 5 uM GppNHp) immobilizasyon yiiriitme tamponu olarak uygulandi. Elde
edilen verilere gore Rmax degerleri hesaplandi ve ligandlar ile etkillesimde olan peptitler

belirlendi.

3.4 Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

Calisma i¢in American Tissue and Cell Collection (ATCC, A.B.D.)’dan BxPC-3 ve
AsPC-1 pankreas adenokarsinoma hiicreleri temin edilmistir. Bu deneylerde, dogal tip
Kras geni tastyan BxPC-3 hiicre hatt1 negatif kontrol ve pankreaskanserinde en sik
gozlenen Kras mutasyonu olan G12D mutasyonunu tasiyan AsPC-1 hiicre hatt1 (pozitif
kontrol olarak kullanilmistir. Bu hiicreler inhibitér peptidler (ANT’li formda) ile
muamele edilecek ve peptidlerin hiicreler {izerindeki olasi etkileri gozlenmistir. Bu

hiicrelere ait genel bilgiler ve Kras mutasyon 6zellikleri tabloda verilmistir.

Cizelge 3.2 Calismada kullanilan hiicre hatlarina ait bilgiler

Hiicre Hatti BxPC-3 AsPC-1
Firma ATCC ATCC
Katalog No CRL-1687 CRL-1682
Organizma Insan Insan
Doku Pankreas Pankreas, metastatik
Hastahk Adenokarsinoma Adenokarsinoma
Morfoloji Epitelyal Epitelyal
Kiiltiir Ozelligi Adheren Adheren
Kiiltiir Ortamm RPMI-1640* RPMI-1640*
Kras Durumu Dogal Tip G12D Mutanti

! Katalog no: 302001 (ATCC, ABD)
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Hiicreler, %10 fetal bovin serum (FBS, Multicell, Brezilya) iceren RPMI-1640 hiicre
kiiltiiri ortaminda, 37°C ve %5 CO2 kosullarint saglayan hiicre kiiltiirii inkiibatorii
icerisinde idame ettirilmistir. Faz kontrast mikroskobu ile her giin incelenen hiicrelerin
kiltir ortamlart ATCC tarafindan Onerilen protokole uygun zaman araliklarinda
degistirilmistir. Flask yiizeyinde yapigsmis haldeki hiicreler yine ATCC protokoliinde

tanimlanan yogunluk seviyesine geldiklerinde asagidaki protokole gore pasajlanmistir.

3.4.1 Hiicrelerin pasajlanmasi

1. Hiicrelerin bulundugu hiicre kiiltiirii ortami uzaklastirilmistir. Hiicrelerin serumdan
tamamen arindirilmasi amaciyla fosfat tampon soliisyonu (Phosphate Buffered Saline,

PBS, Multicell, Brezilya) ile yikanmistir.

2. Hiicreler, tripsin soliisyonu (%0.5 EDTA 11, Multicell, Brezilya) varliginda 37°C de ve
%5 CO2 varliginda 5 dk inkiibe edilmistir.

3. Hiicrelerin yiizer hale geldigi mikroskop altinda kontrol edildikten sonra tripsin

aktivitesi hiicreler tizerine tam hiicre kiiltiirii ortami eklenerek durdurulmustur.

4. Hiicreler pipet yardimiyla tek hiicre siispansiyonu haline getirilmis ve oOnerilen

oranlarda (1/3-1/6) flasklara ekilmistir.

3.4.2 Hiicrelerin dondurulmasi

Uzun siireli depolama amaciyla hiicrelerinin agagidaki protokole gore -80°C stoklari

hazirlanmstir.

Hiicrelerinin Dondurulmasi:

1. Hiicreler tripsin ile muamele edilerek tek hiicre slispansiyonu haline getirilmistir.

2. Oda sicakliginda, 1000 rpm hizda 5 dakika santrifiij (Eppendorf, A.B.D.) edilmistir.

3. Santrifiij sonunda siipernatan uzaklastirilmistir.
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5. Hiicre peleti kaldirilmis ve iizerine her 1X10° hiicre icin 1 ml olacak sekilde dondurma

ortami1 (%10 serum iceren DMSO) eklenmistir.

6. Hiicreler, uzun siireli saklanmak iizere -80°C’ye kaldirilmistir.

3.4.3 Dondurulmus hiicrelerin canlandirilmasi

1. -80°C’den alinan hiicreler 37°C’deki su banyosunda hizli sekilde ¢oziinmiistir.
2. Hiicreler 9ml kiiltiir ortami iceren 15 ml’lik Falcon tiipline yavasca aktarilmistir.
3. Oda sicakliginda 1000 rpm’de 5 dk santrifiij edilmis ve siipernatan uzaklagtirilmistir.

4. Hiicrelerin tlizerine tam hiicre kiiltiirii ortamu eklenmis ve flaska aktarilmistir.

3.4.4 inhibitér peptidlerin pankreas kanseri hiicrelerinin proliferasyonu iizerindeki
etkileri ve sitotoksisite (IC50) analizi

Pankreas kanseri hiicreleri AsPC1 ve BxPC3’iin her bir peptide ait (Peptid 1, 2 ve 3)
sitotoksiste analizi WST-1 (Sigma, A.B.D.) yontemi ile gergeklestirildi. WST-1

analizlerine ait protokol asagida verilmistir:

1. Hiicreler 96 kuyulu plaka iizerine yaklasik 5,000 -20,000 hiicre/kuyu olacak sekilde
ekildi.

2. Bir gece boyunca plaka tabanina yapigmasi i¢in beklendi.

3. Ekim isleminden yaklasik 20 saat sonra hiicreler son konsantrasyonu 10 nM, 30 nM,
100 nM, 300 nM, 1 uM, 3 uM, 10 uM ve 30 uM (yarim log konsantrasyon) olacak sekilde

Peptid 3, 4 ve 5 ile ayr1 ayr1 muamele edildi. Bu agsamada farkli peptid konsantrasyonlari

seri diliisyonlar seklinde hazirland.

4. Negatif kontrol olarak DMSO % 0.1°1ik konsantrasyonda eklendi. Ayrica biitiin peptid
muamelelerinde her kuyuda standart % 0.1 DMSO kullanildi.

5. Hiicreler 37°C’de ve % 5 CO2 varliginda 48 - 96 saat boyunca inkiibe edildi. Bu siire

zarfinda hiicre canlilig1 mikroskop altinda diizenli araliklar ile takip edildi.
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6. Inkiibasyon siiresinin sonucunda her kuyuya 10 ul WST-1 eklendi.

7. Orneklerin okuma islemi optimize siireler (30 dk - 4 saat aralif1) ve dalga boylarinda
(420-480 nm) MultiScan GO Mikroplaka Spektrofotometresi ile (Thermo Scientific,
A.B.D.) ger¢eklestirildi.

8. Peptidlerin IC50 degerlerinin analizi igin GraphPad Prism programi kullanildu.

Bu deney bagligr altinda her hiicre hatti ve peptid muamelesi i¢in deney sistemi, ti¢lii

tekrar olacak sekilde gergeklestirildi.

3.4.5 Yara iyilesme deneyleri

Pankreas kanseri hiicreleri AsPC1 ve BxPC3’iin motilitesi lizerinde Peptid 3, 4 ve 5’in

etkisinin analizi amaciyla yara iyilesmesi deneyleri gerceklestirildi.

Bu asamada her deney grubuna negatif kontrol (peptid ile muamele edilmeyen) 6rnegi
dahil edildi ve her kosul {glii biyolojik tekrar seklinde gergeklestirildi. Ayrica biitiin
kosullardaki DMSO orani maksimum % 0.1 olacak sekilde sabitlendi.

Yara iyilesmesi deneyleri i¢in agagidaki protokol uygulandi:

1. Hiicreler bir sonraki giin % 100 yogunlukta olacak sekilde 12 kuyulu petrilere ekildi.
2. Ertesi giin petri yiizeyine yara olusturmak tizere 200 ul’lik steril pipet ucu ile diiz ¢izgi
cizildi.

3. Olii hiicrelerin uzaklastirilmasi amaciyla kuyular fosfat tampon (Phosphate Buffered

Saline, PBS, Multicell, Brezilya) soliisyonu ile yikandi.

4. Her bir kuyuya her bir peptidden ilgili konsantrasyonda (1 uM, 3 uM ve 10 uM) igeren

serumlu hiicre kiltird ortami eklendi.

5. Biitiin kosullara ait yara bolgesi her giin Olimpus CRKX41 “inverted” mikroskobu ile
4X ve 10X 1ik biiyiitme altinda goriintiilendi.

6. Ayn1 zamanda yara genisligi her 24 saatte piksel cinsinden Olciildii ve yara alam

fotograflandi.
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7. Bu calismada, olusturulan yara iyilesmesi modelinin gorsellestirilmesi ve
yorumlanmast i¢in Python (Siirtim 3.9.5) programlama dili ile gelistirilmis bir kod parcasi
kullanilmistir. Python, iist diizey nesne yonelimli bir programlama dili olmasi, kolay
okunabilir olmasi, s6zdiziminin kolay hatirlanmasi ve bilimsel kullanim i¢in oldukca
kapsamli kiitiiphane yapilar1 igermesi nedeniyle tercih edilmistir. Veri gorsellestirmesi
icin Python ile tlimlesik olarak ¢alisan bir veri gorsellestirme kiitiiphanesi olan Matplotlib
(Siiriim 3.5.2) kullanilmistir. Istatistiki analizler igin SciPy kiitiiphanesi kullanilmistir.
SciPy kiitiiphanesi, Python programlama dili ve Matplotlib kiitiiphanesi ile tiimlesik

olarak caligmasi ve kolay kullanima sahip olmasi nedeniyle tercih edilmistir.

Yara iyilesmesi modelleri mikroskop ile goriintiillenmis ve goriintiiler TIFF formatinda
kaydedilmistir. Kaydedilen goriintiilerde yara dudaklar1 ImageJ (Siirtim 1.8.0) programi
kullanilarak ol¢lilmiistiir. ImagelJ programu ile dl¢iilmek istenen goriintii agilmistir. Agilan
goriintli lizerinde Ol¢iim, yara dudaklarinin her iki ucunu birlestiren dogru pargasinin
uzunlugunun mikrometre cinsinden Slciilmesi ile gerceklestirilmistir. Olciim vertikal
diizlemde goriintiiniin basindan sonuna dogru yaklasik olarak esit aralikli olacak sekilde
secilen noktalardan tekrarlanmistir. Cekilen her resimden minimum 20 dlgiim yapilmistir.
20 ol¢iim yapilamayan goriintiilerden (yara alaninin kiigiik olmas1 nedeniyle) miimkiin
olan en fazla sayida 6l¢iimiin yapilmas1 amaglanmistir. Yapilan 6l¢timlerin mikrometreye
cevrilmesi, Ol¢lim yapilan goriintiiniin 6zelliklerinden alinan 6lgek orani (um/pixel)

tizerinden gercgeklestirilmistir.

[statistiki analiz i¢in SciPy kiitiiphanesinin stats modiilii kullanilmigtir. Yara iyilesmesi
modelinde Ol¢iilen ve bahsedildigi sekilde mikrometreye ¢evrilen degerler tek bir peptit
i¢in, belirli bir zaman diliminde konsantrasyonlar baz alinarak (NT, 1 uM, 3 uM, 10 uM)
gruplara ayrilmigtir. Bu gruplarin arasinda istatistiki olarak anlamli bir farkin olup
olmadigint test etmek igin dgrenci t-test kullanilmistir. Ogrenci t-test sonucu elde edilen
p degerlerinin 0.05’ten kiiclik oldugu gruplar i¢in aralarinda anlamh fark oldugu, p
degerlerinin 0.05’ten biiyiik oldugu gruplar i¢in aralarinda anlamli farkin olmadigi
yoniinde yorum yapilmis ve p degerleri ¢izilen her bir grafigin altina programatik olarak
yazilmistir. Hazirlanan grafik, Tasinabilir Ag Grafigi (Portable Network Graphics) olarak
kaydedilerek kod sonlandirilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Faj Sunumu fle Dogal Tip Kras Proteinine Baglanan Peptidlerin Eldesi

Dogal tip Kras proteinin hedef olarak kullanildig1 faj sunumu prosediiriinde {i¢ ardisik

“biyopanning” uygulamasi gergeklestirilmistir. Asagida bu ii¢ biyopanning

uygulamasinda elde edilen titrasyon deneylerinin sayisal verileri ve ilgili petrilerin

fotograflar1 bulunmaktadir.

Cizelge 4.1 Dogal tip Kras proteini 1. biyopanning islemi sonrasinda elde edilen M 13 faj1
titrasyon degerleri

Hedef Ornek Diliisyon | Gézlenen Faj Toplam
Protein Cesidi Oram Plak Sayis1 | Titrasyonu | Plak Sayisi
(1.Biyopan (pfu/ml) (pfu)
ning)
Dogal | Eliiat (Al- 10 cok sayida — —
Tip Kras serisi) 1072 36 3,6 x10° 4,14 x 10*
1073 4 4x10° 4,6 x 10*
104 0 0 0
Amplifiye 10° ¢ok sayida — —
eliiat (B1- 10® cok sayida — —
serisi) 107 ¢ok sayida — —
108 333 3,33 x 10*? 6,66 x 10*
107 43 4,3 x 10" 8,6 x 101
10710 3 3 x 10%2 6 x 10!
101 1 1x 108 2 x 10%
PEG 102 cok sayida — —
siipernatan 10 cok sayida — —
1 (C1-serisi) 10® 50 5x 10° 9,25 x 10%°
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10 diliisyon orani 102 dilisyon orani 103 diliisyon orani 10*“diliisyon orani

Sekil 4.1 Dogal tip Kras, 1. biyopanning, amplifiye olmamis eluat (A1l serisi) plak
fotograflar

104 dilisyon orani

10-¢ diliisyon orani 107 dilisyon orani 10® dilisyon orani

10 diliisyon orani

10-1%diliisyon orani 10" dilisyon orani

Sekil 4.2 Dogal tip Kras, 1. biyopanning, amplifiye olmus eluat (Bl serisi) plak
fotograflar

78



105 dilisyon orani

10+ dilisyon orani

102 dilisyon orani

Sekil 4.3 Dogal tip Kras, 1. biyopanning, PEG siipernatani (C1 serisi) plak fotograflar

Cizelge 4.2 Dogal tip Kras proteini 2. biyopanning islemi sonrasinda elde edilen M13 faj1
titrasyon degerleri

Hedef Ornek Cesidi Diliisyon Gozlenen Faj Toplam
Protein (2.Biyopanning) Oram Plak Sayis1 | Titrasyonu Plak
(pfu/ml) Sayisi
(pfu)
Dogal Eliiat 10* 456 4,56 x 10° | 5,24 x 10*
Tip Kras (A2-serisi) 102 68 6,8x10° | 4,14x10*
103 15 15x10% | 1,73x10°
10* 1 1x10° 1,15x 10°
Amplifiye eliiat 10° ¢ok sayida — —
(B2-serisi) 10 ¢ok sayida — —
107 cok sayida — —
108 ¢ok sayida — —
10° 194 1,94 x 10** | 3,88x10"2
10 33 3,3x 108 | 6,6 x10%
10 5 5x 108 1x10%8
PEG 102 cok sayida — —
siipernatam 10+ cok sayida — —
(C2-serisi) 10° 69 6,9x10° | 1,38x10%"




10 dilisyon orani 10-2dilisyon orani 103 dilisyon orani 10+ diliisyon orani

Sekil 4.4 Dogal tip Kras, 2. biyopanning, amplifiye olmamis eluat (A2 serisi) plak
fotograflar

107 dilisyon orani 104 dilisyon orani

10-9diliisyon orani

10-'° dilisyon orani 10" dilisyon orani

Sekil 4.5 Dogal tip Kras, 2. biyopanning, amplifiye olmus eluat (B2 serisi) plak
fotograflar
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10-2diliisyon orani

10+ dillisyon orani

10-6 diliisyon orani

Sekil 4.6 Dogal tip Kras, 2. biyopanning, PEG siipernatan1 (C2 serisi) plak fotograflar

Cizelge 4.3 Dogal tip Kras proteini 3. biyopanning islemi sonrasinda elde edilen M13

faj1 titrasyon degerleri

Hedef Protein Ornek Cesidi Diliisyon Gozlenen Faj Toplam
(3.Biyopanning) Oram Plak Sayis1 | Titrasyon Plak
u (pfu/ml) Sayisi
(pfu)
Dogal Eliiat(A3-serisi) 101 cok sayida — —
Tip Kras 1a* cok sayida — —
1b” 740 3,7 x 108 4,25x10°
102 379 3,79x10% | 4,35x10°
102 384 3,84 x10% | 4,41x10°
103 58 5,8 x 106 6,67 x 10°
10* 8 8 x 106 9,2 x 10°

dilisyon uygulanmustir.

*; lave 1b kodlu diliisyonlarda tabak basina 100 koloniden daha az bir yogunluk elde etmek i¢in1:50
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1/50 dilisyon orani 1/50 dilisyon orami 10-2diliisyon orani

10-2dilisyon orani 10 dilisyon orani 10+ dilisyon orani

Sekil 4.7 Dogal tip Kras, 3. biyopanning, amplifiye olmamis eluat (A3 serisi) plak
fotograflar

4.2 Faj Sunumu ile G12D Mutant Kras Proteine Baglanan Peptidlerin Eldesi

G12D mutant Kras proteinin hedef olarak kullanildigir faj sunumu prosediiriinde ii¢
ardistk  “biyopanning” uygulamasi gerceklestirildi. Asagida 1i¢ biyopanning
uygulamasinda elde edilen titrasyon deneylerinin sayisal verileri ve ilgili petrilerin
fotograflar1 bulunmaktadir. Burada elde edilen titrasyon degerleri faj sunumu

prosediiriiniin basaril1 sekilde gergeklestigini gostermektedir.
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Cizelge 4.4 G12D mutant Kras proteini 1. biyopanning islemi sonrasinda elde edilen M13
faj1 titrasyon degerleri

Hedef Ornek Cesidi Diliisyon Gozlenen Faj Toplam
Protein (1.Biyopanning) Oram Plak Sayisi Titrasyonu Plak
(pfu/ml) Sayis1
(pfu)
G12D Eliiat (Al1-serisi) 101 cok sayida — —
Kras 107 73 7,3x10° 8,395x10*
103 9 9x10° 1,035x10°
10+ 0 0 0
Amplifiye eliiat 10° cok sayida — —
(B1-serisi) 106 cok sayida — —
107 cok sayida — —
108 422 4,22 x 10%2 8,44x 101
10° 54 5,4 x 102 1,08x 10%?
1010 5 5x 102 1x10%
101t 1 1x 101 2 x 10%?
PEG siipernatam 102 cok sayida — —
(C1-serisi) 10* ¢ok sayida — —
106 71 7,1x10° 1,3x 101

10 dilisyon orani

102 dilisyon orani

10-2 dilisyon orani

10 dilGsyon orani

Sekil 4.8 G12D mutant Kras, 1. biyopanning, amplifiye olmamis eluat (A1 serisi) plak
fotograflar
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10 diliisyon orani 107 dilGsyon orani 10 dilisyon orani

109 dilisyon orant

10-°diliisyon orani 10" diliisyon orani

Sekil 4.9 G12D mutant Kras, 1. biyopanning, amplifiye olmus eluat (B1 serisi) plak
fotograflari

102 dilisyon orani 10 dilisyon orani 104 dilisyon orani

Sekil 4.10 G12D mutant Kras, 1. biyopanning, PEG siipernatan1 (C1 serisi) plak
fotograflari
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Cizelge 4.5 G12D mutant Kras proteini 2. biyopanning islemi sonrasinda elde edilen M13
faj1 titrasyon degerleri

Hedef Ornek Cesidi | Diliisyon | Géozlenen Faj Titrasyonu | Toplam Plak
Protein (2.Biyopanning) | Oram Plak Sayisi (pfu/ml) Sayisi
(pfu)
G12D Eliiat 10t 410 4,1x10° 4,72x10*
Kras (A2-serisi) 102 69 6,9 x 10° 7,94x10*
103 5 5x10° 5,75x10%
10+ 1 1x10°8 1,15x104
Amplifiye eliiat 10 cok sayida — —
(B2-serisi) 106 ¢ok sayida — —
107 cok sayida — —
108 cok sayida — —
10° 233 2,33 x 108 4,66x10%
1010 30 3x10% 6 x 1012
101 1 1x10% 2 x 102
PEG 102 cok sayida — —
siipernatani 10+ ¢ok sayida — —
(C2-serisi) 106 79 7,9 x10° 1,58x101

10" dilisyon orani 102 diliisyon orani 10 dilisyon orani 10+ dilisyon orani

Sekil 4.11 G12D mutant Kras, 2. biyopanning, amplifiye olmamis eluat (A2 serisi) plak
fotograflar
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10°" diliisyon orani 102 diliisyon orani 10 dilisyon oram 10+ dilisyon orani

109 dillisyon orani

10-1%dilisyon orani 10" diliisyon orani

Sekil 4.12 G12D mutant Kras, 2. biyopanning, amplifiye olmus eluat (B2 serisi) plak
fotograflar

109 dilisyon orani 10-'° dilisyon orami 10" dilisyon orani

Sekil 4.13 G12D mutant Kras, 2. biyopanning, PEG siipernatan1 (C2 serisi) plak
fotograflar
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Cizelge 4.6 G12D mutant Kras proteini 3. biyopanning islemi sonrasinda elde edilen M13
faj1 titrasyon degerleri

Hedef Ornek Cesidi Diliisyon Gozlenen Faj Toplam Plak
Protein (3.Biyopanning) Orami Plak Sayisi Titrasyonu Sayisi (pfu)
(pfu/ml)
G12D Eliiat(A3-serisi) 10t cok sayida — —
Kras la" 688 3,44 x 10° 3,95 x10°
1b” 524 2,62 x 10° 3,01x10°
102 288 2,88 x 10° 3,31x10°
102 300 3x10° 3,45x10°
103 62 6,2 x 10° 7,13 x 10°
10# 5 5x 10° 5,75 x 10°
*; la ve 1b kodlu diliisyonlarda tabak basina 100 koloniden daha az bir yogunluk elde etmek
i¢inl:50 diliisyon uygulanmistir.

10" dilisyon oram 1/50 dilisyon orani 102 dilisyon orani

1/50 dilisyon orani

102dilisyon orani

103 dilisyon orani 10 dilisyon orani

Sekil 4.14 G12D mutant Kras, 3. biyopanning, amplifiye olmamis eluat (A3 serisi) plak
fotograflar
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4.3 GDP - Dogal Tip Kras Hedef Proteinine Baglanan Faj Partikiilleri DNA
izolasyon Verileri

M13 faj DNA’s1 ¢embersel ve tek iplikli olup yaklasik 7000 bp uzunlugundadir. Faj
sunumu sonucunda elde edilen faj DNA’larinin agaroz jel elektroforezi sonuglarinda da
bu biiytikliikte “intakt” bantlar gdzlenmistir. Bu grup icerisinde, 20 6rnekten 16’sinin
DNA dizi analizi gergeklestirilmistir. Baz1 6rneklerin saflik degeri olmasi gereken deger
araliginin ¢ok iistiinde saptanmistir. DNA safliklar1 beklenen degerlerin ¢ok iizerinde olan
orneklerden de kaliteli DNA dizileme sonuglar elde edilmistir. Orneklerin agaroz jel
elektroforez goriintiileri sekil 4.15°de ve DNA konsantrasyon ve saflik degerleri ¢izelge

4.7°de verilmistir.

i 5§ § 5 §

size (bp)

Sekil 4.15 GDP - dogal tip Kras faj sunumu DNA &rneklerine ait jel goriintiileri
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Cizelge 4.7 GDP - dogal tip Kras faj sunumu DNA 6rneklerine ait konsantrasyon ve saflik

degerleri
Ornek Konsantrasyon Saflik (A260/A280)
(ng/ul)
WT Al 64,90 4,603
WT B1 40,80 5,299
WT C1 53,30 9,034
WT D1 54,20 3,566
WT E1 62,50 5,734
WT F1 39,40 6,567
WT G1 28,30 11,32
WT H1 29,80 2,113
WT A3 38,80 4,619
WT B3 41,10 8,220
WT C3 52,40 8,881
WT D3 35,70 39,67
WT E3 56,80 3,138
WT F3 43,60 2,675
WT G3 43,90 7,839
WT H3 38,60 9,190
WT A5 76,40 17,36
WT B5 38,60 35,09
WT C5 44,30 20,14
WT D5 48,50 35,69

4.4 GDP - Dogal Tip Kras Faj Sunumu Biyoinformatik Analizleri

DNA izolasyonu sonucunda segilen orneklerin Macrogen firmasi tarafindan Sanger
dideoksi sekans analizi yapilmistir. Sekans analizi sonuglart “Finch TV programi”
kullanarak degerlendirilmistir. Elde edilen biitiin FASTA sekanslarinda 36 niikleotid

uzunlugunda insert dizileri tespit edilmistir. Bu 36 niikleotidlik sekanslar, M13 faj kapsid
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proteini gIIl {izerinde bulunan ve hedef Kras proteine baglanmay1 saglayan 12
aminoasitlik peptid sekanslari1 kodlayan gen bolgesidir. DNA dizi analizi sonucu

belirlenen insert dizileri ¢izelge 4.8’de verilmistir.

Cizelge 4.8 GDP - dogal tip Kras faj sunumu niikleotid dizileri

Ornek Niikleotid Dizileri

G8 WTD1 GCTACTATTAATGTTTCTTCGCATACGGGTATGGAT
A9 WTF1 AATCATGCTCATTATCTGGGTGCTTTGTTGTCGACG
A10_ WTE1 CAGGGGGTGCCGGATCATATTAGGATTATGTGGAAT
F7_WTAl AATGCTGCGTATTTTTCTTATGATACGACGGGTGAG
G7_WTB1 GGTAATAATGAGTGGGTGCATGAGTCGCAGAGTCTT
A8 WTB3 AATGCTGCGTATTTTTCTTATGATACGACGGGTGAG
B8_WTB5 CATGTTACGTTTAAGTTTCAGTGGGATCGTGAGAGT
B9 WTF3 GCGCATTGGCATTATATGTTGTCGATGATGTATCCG
C9 WTG1 GCGCATTGGCATTATATGTTGTCGATGATGTATCCG
D8 WTC3 GAGTCTTGGATTCTTCATTTGAATATGACTAGGAAT
D9 WTG3 AGTAGTGAGACGATGTGGCATTTGGGTTATTATCCG
E8 WTC5 TTTGGGCAGACTAGTGTGGCGTATCATAGGCTGTGG
E9 WTHI1 GCGCATTGGCATTATATGTTGTCGATGATGTATCCG

F8_WD3 CATTTTGAGTGGTATGATCTGGAGCATCTTTTTTAT
F9_WTH3 GCGCATTGGCATTATATGTTGTCGATGATGTATCCG
G8 WTD5 AATTTGTGGCGTTGGACGTATGAGTATGAGTATCCT
H7_WTAS5 AGTCATGCTCCGCATTCGGTGACTAATGATGTGTCT

Insert dizilerinin tanimlanmasindan sonraki asamada “ExPASy alignment” araci ile insert
DNA dizileri translasyon mekanizmasi lizerinden aminoasit dizilerine doniistiirilmiistir.
Bu diziler, M13 faj partikiilii pIll kapsid proteini ile iliskili olarak faj ylizeyinde
sergilenen ve hedef GDP — dogal tip Kras proteini ile fiziksel etkilesime girme potansiyeli
olan 12 amino asitlik peptid dizilerdir. Ileriki deneylerde bu diziler arasinda Kras ile

yiiksek afinite ile etkilesenler belirlenecek ve hiicresel fonksiyon analizlerinde test
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edileceklerdir. ExPAsy alignment araci iizerinden tanimlanan peptid dizileri ¢izelge

4.9°da verilmistir.

Cizelge 4.9 GDP - dogal tip Kras faj sunumu peptid dizileri

Ornek Peptid dizileri
G8 WTDI ATINVSSHTGMD
A9 WTF1 NHAHYLGALLST
A10 WTEI1 QGVPDHIRIMWN
F7 WTAl NAAYFSYDTTGE
G7_WTBI GNNEWVHESQSL
A8 WTB3 NAAYFSYDTTGE
B8 WTBS5 HVTFKFQWDRES
B9 WTEF3 AHWHYMLSMMYP
C9_WTGI AHWHYMLSMMYP
D8 WTC3 ESWILHLNMTRN
D9 WTG3 SSETMWHLGYYP
E8 WTCS FGQTSVAYHRLW
E9 WTHI1 AHWHYMLSMMYP
F8 WD3 HFEWYDLEHLFY
F9 WTH3 AHWHYMLSMMYP
G8 WTDS5 NLWRWTYEYEYP
H7 WTAS SHAPHSVTNDVS

GDP - dogal tip Kras proteinine baglanan peptidler arasinda olas1 bir konsensus
(tekrarlayan) dizi varligt “ESPript sekans analiz programi” ile analiz edilmistir. Bu
analizlere ait sonuglar sekil 4.16’da verilmistir. Gergeklestirilen biyoinformatik
calismalarinda “global skor” olarak dncelikle programin varsayilan deger olarak sagladig:
“0.7” kullanilmistir. Etkilesen protein sayisi fazla oldugu i¢in sonrasinda sekans

siralamalart i¢in daha diisiik global skorlar olan 0.5 ve 0.3 degerleri de alinarak tablolar
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olusturulmustur. Konsensus degeri 70 olan sekanslarin global skorlar1 0.7, 50 olan

sekanslarin 0.5 ve 30 olan sekanslarin global skorlar1 0.3 tiir.

G8 WTD1 GB8_WTD1

Al0_WTE1 Al0_WTE1 ﬁfaﬁél
F7_WTAl F7_WTAl F7_WTAl
G7_WTB1 G7_WTB1 G7_WTB1
AS_WTB3 AB_WTB3 AB_WTB3
B8_WTB5 B8_WTB5 B8_WTB5

B9 WTF3 B9_WTF3 B9 WTF3

C9 WTG1 C9_WTG1 C9_WTG1
D8_WTC3 D8_WTC3 D8_WTC3

D9 _WTG3 D9_WTG3 D9_WTG3
E8_WTC5 EB_WTC5 E8_WTCS

E9 WTH1 E9_WTH1 E9 WTH1
F8_WTD3 F8_WTD3 F8_WTD3
F9_WTH3 F9_WTH3 F9 WTH3
G8_WTD5 GB8_WTD5 G8_WTD5
H7_WTAS [SHA H7_WTAS H7_WTAS SH
consensus>30 nhw consensus>50 consensus>70

Sekil 4.16 GDP - dogal tip Kras proteinine baglanan peptidlerin {i¢ farkli konsensus
degerindeki karsilastirmalar

GDP —dogal tip Kras faj sunumu verilerinin biyoinformatik analizleri sonucunda, GDP -
dogal tip Kras’a baglanan “nhw.y.lemmyn” konsensus dizisi tanimlanmistir. Ayrica,
B9 WTF3, C9 WTG1, E9 WTH1 ve F9 WTH3 Orneklerinden  ortak
AHWHYMLSMMYP peptid dizilimi elde edilmistir.

4.5 GDP - Mutant Kras Hedef Proteinine Baglanan Faj Partikiilleri Dna izolasyon
Verileri

GDP - mutant Kras faj sunumundan elde edilen faj partikiillerine ait DNA izolasyon
degerleri GDP - dogal tip Kras verilerine benzer bulunmustur. Orneklerin DNA jel
goriintlileri sekil 4.17°de ve DNA konsantrasyon ve saflik degerleri ¢izelge 4.10°da
verilmistir. Bu grup i¢in 18 DNA 06rneginin tamaminda DNA dizi analizi yapilmasi

kararlastirilmistir.

92



G C10
G D10
GE10
GF10
G G10
G H10
G A12
G B12
G C12
G D12
GE12
GF12
G G12
G H12
G A8

G B8
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g < @
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size (bp)

Sekil 4.17 GDP - mutant Kras faj sunumu DNA &rneklerine ait jel goriintiisii

Cizelge 4.10 GDP - mutant Kras faj sunumu DNA 6rneklerine ait konsantrasyon ve saflik

degerleri
Ornek Konsantrasyon (ng/pl) Saflik (A260/A280)
G Al2 34,00 10,18
G B12 81,90 4,029
G C12 77,70 3,049
G D12 42,20 3,385
G E12 55,70 2,665
G F12 51,20 4,096
G Gl12 64,80 2,966
G H12 34,40 2,567
G Al0 25,40 1,608
G B10 51,40 2,653
G C10 57,90 6,226
G D10 30,80 -61,60
G E10 34,90 3,262
G F10 29,60 4,290
G G10 33,00 33,00
G H10 57,90 7,720
G A8 35,30 6,058
G B8 27,60 2,464
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4.6 GDP - Mutant Kras Faj Sunumu Biyoinformatik Analizleri

GDP - mutant Kras faj sunumu sonucunda elde edilen 18 faj DNA orneginin Sanger
dideoksi sekans analizi yapilmistir. Ilk asamada Finch TV programi ile FASTA dizileri
tizerinden 36 niikleotidlik insert dizileri belirlenmistir (¢izelge 4.11). Sonrasinda bu
niikleotid dizileri ExPASy alignment araci ile peptid dizisine doniistliriilmistiir (¢izelge
4.12). Peptid dizileri arasinda konsensus sekans varliginin analizi i¢in ESPript sekans

analiz programi kullanilmistir. Bu analizlere ait sonuglar sekil 4.18°de verilmistir.

Cizelge 4.11 GDP - mutant Kras faj sunumu niikleotid dizileri

Ornek Niikleotid Dizileri

H8_G10 GGGGGTCAGGAGCGTCATTTTGAGAATAATCATACG
H7_GB10 TGGTGTCCTGATTGTAAGACTGCTACGAATATGTAT
B9 GH12 [TTGATTTTTCTAGTATTATTCAGCATAAGACTCGG
B10_GD12 TCGCATTATCAGGGGAATCATGTTGATAATAAGTTG
E8 GC10 CATTGGTATAGGTTGTGGCCTAATGGTCATTTTTCG

F8_GE10 ACTCTTATGACGGCGGATGCTGCGATGAGGATGCGG
A7_GC12 AGTCTTGAGCTTAAGAGGAGTGATGTGCAGCATGCG

H7_GB10 AATCATGCTCATTATCTGGGTGCTTTGTTGTCGACG
B7_GD10 GCGCATTGGCATTATATGTTGTCGATGATGTATCCG
C7_GE12 CATGCGTGGTATTGGCGGTTGTCTCCTCCTCCTAAG
D6_GA8 CATTGGTATAGGTTGTGGCCTAATGGTCATTTTTCG
D7_GF10 TTTAGTAAGTGTTGTAATACTCTGGAGGTTTCGTAT
E6_GA10 TATGGGATGCATATTAGTGTGCGGTCGGGTTATGCG
F6_GA12 GCGCATTGGCATTATATGTTGTCGATGATGTATCCG
F7_GG12 GGGTCGAATACTTCTTTGGCTTATGGGAGTCTTATG
G6_GBS8 TCGCCTGATAGGGATGTTAATATTGAGATGAATTTG

G7_GH10 ACGGAGTGGATGGTTAGGGCTAGTTCGATTGGGGAG
H6_GB12 ACTGCTTATCCGGATTGGTTTACGATGATTGGGCAG
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Cizelge 4.12 GDP - mutant Kras faj sunumu peptid dizileri

Ornek Peptid dizileri

H8 G10 GGQERHFENNHT
H7_GB10 WCPDCKTATNMY
B9 GH12 FDFSSIIQHKTR
B10 GD12 SHYQGNHVDNKL
E8 GC10 HWYRLWPNGHFS
F8 GE10 TLMTADAAMRMR
A7 _GC12 SLELKRSDVQHA
H7_GB10 NHAHYLGALLST
B7_GD10 AHWHYMLSMMYP
C7_GE12 HAWYWRLSPPPK
D6 _GA8 HWYRLWPNGHFS
D7 _GF10 FSKCCNTLEVSY
E6 GA10 YGMHISVRSGYA
F6_GA12 AHWHYMLSMMYP
F7_GG12 GSNTSLAYGSLM
G6_GBS8 SPDRDVNIEMNL
G7_GH10 TEWMVRASSIGE
H6_GB12 TAYPDWFTMIGQ

HB8_G10
H7_GB10
BY9_GH12
B10_GD12
E8_GC10
F8_GE10
A7_GCl12
H7_GB10
B7_GD10
C7_GE12
D6_GAS
D7_GF10
E6_GA10
F6_GAl2
F7_GG12
G6_GBS8
G7_GH10
H6_GB12 Tl
consensus>30

H8_G10

H7_GB10
B9 GH12
B10_GD12
ES8_GC10
F8_GE10
A7_GC12

H7_GB10
B7_GD10
C7_GE12
D6_GA8

D7_GF10
E6_GA10
F6_GA12
F7_GG12
G6_GB8

G7_GH10
H6_GB12

| o P S e D

| 0
consensus>50 .. .....0000.

1 10
H8_G10 GGQERHFENNHT
H7_GB10 W ¥
B9 _GH12 '
B10_GD12
E8_GC10
F8_GE10
A7_GC12
H7_GB10

B7_GD10
C7_GE12
D6_GA8
D7_GF10
E6_GAl10
F6_GA12
F7_GGl12
G6_GB8
G7_GH10
H6_GB12 T

consensus>70 . ...........

Sekil 4.18 GDP - mutant Kras proteinine baglanan peptidlerin ii¢ farkli konsensus

degerindeki karsilastirmalari
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Gergeklestirilen biyoinformatik analizler kapsaminda, GDP - mutant tip Kras’a baglanan
bir konsensus dizi saptanmamistir. Ancak “HWYRLWPNGHFS” peptid dizisinin
E8 GC10ve D6_GAS orneklerinde, “AHWHYMLSMMYP” peptid dizisinin B7_GD10
ve F6_GA12 orneklerinde temsil edildigi gézlenmistir.

4.7 GTP - Dogal Tip Ve G12d Mutant Kras Proteini Faj Sunum Sonuglari

GTP - dogal tip ve G12D mutant Kras proteinlerinin faj sunumu deneyleri (biyopanning
ve titrasyon basamaklar1) faj sunumu protokoliine paralel gerceklestirilmistir. GTP -
dogal tip Kras proteini faj sunumu kapsaminda dort biyopanning, GTP- mutant Kras
proteini faj sunumunda {i¢ biyopanning dongiisii gerceklestirilmistir. Her biyopanning

uygulamasinda {i¢ farkli asamada elde edilen 6rneklerin titrasyonu yapilmistir:

a. amplifiye olmamis faj eliiat popiilasyonu (A serisi)
b. amplifiye olmus faj eliiat popiilasyonu (B serisi)

c. PEG/NaCl presipitasyonu sonrasi siipernatan ornekleri (C serisi, presipitasyon sonrast

kaybedilen faj sayisin1 belirlemek amaciyla)

GTP - dogal tip Kras proteini faj sunumu sirasinda hem 3. hem de 4. biyopanning
orneklerinden DNA elde edilip biyoinformatik analiz ger¢eklestirilmistir. GTP - mutant
Kras proteini faj sunumu sirasinda 3. biyopanning érneklerinden DNA eldesi ve Sanger

dizi analizi sonrasinda biyoinformatik analiz ger¢eklestirilmistir.

4.7.1 GTP - dogal tip kras proteini faj sunumu

GTP - dogal tip Kras proteinin hedef olarak kullanildig1 faj sunumu prosediiriinde 4
ardistk “biyopanning” uygulamasi gergeklestirilmistir. Asagida bu dort biyopanning
uygulamasinda elde edilen titrasyon deneylerinin sayisal verileri ve ilgili petrilerin
fotograflar1 bulunmaktadir. Burada elde edilen titrasyon degerleri faj sunumu

prosediiriiniin basaril1 sekilde gergeklestigini gostermektedir.
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Cizelge 4.13 GTP — dogal tip Kras proteini 1. biyopanning islemi sonrasinda elde edilen
M13 faji1 titrasyon degerleri

Hedef Ornek Cesidi Diliisyon Gozlenen Faj Toplam
Protein (1.Biyopanning) Oram Plak Sayis1 | Titrasyonu | Plak Sayisi
(pfu/ml) (pfu)
GTP- Dogal Eliiat 10 cok sayida — —
Tip Kras (A-serisi) 102 180 18 x 10° 2x10°
103 31 31x10° 3,56 x 10°
104 4 4x10° 46 x 10*
Amplifiye Eliiat Diliisyon Gozlenen Faj Toplam
(B-serisi) Plak Sayis1 | Titrasyonu | Plak Sayisi
(pfu/ml) (pfu)
Amplifiye eliiat 10° cok sayida — —
(B-serisi) 10 cok sayida — —
107 cok sayida — —
108 cok sayida — —
10° 193 193 x 101 3,8 x 10%
1010 17 17 x 10*2 3,4 x 10%2
10 1 1x108 2 x 10%?
PEG Siipernatani Diliisyon Gozlenen Faj Toplam
(Cserisi) Plak Sayis1 | Titrasyonu | Plak Sayisi
(pfu/ml) (pfu)
PEG siipernatan 10 cok sayida — —
(C-serisi) 10® 35 35x 108 70 x 10°
107 3 3x10° 6 x 101

10" diliisyon orani

102 dilisyon orani

10-3 dilisyon orani

10+ diliisyon orani

Sekil 4.19 GTP — dogal tip Kras, 1. biyopanning, amplifiye olmamis eluat (A1 serisi) plak
fotograflar
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10 dilisyon orani

104 diliisyon orani 107 dilisyon orani 10-8 diliisyon orani

109 diliisyon orani

10-1° diliisyon orani 10" diliisyon orani

Sekil 4.20 GTP — dogal tip Kras, 1. biyopanning, amplifiye olmus eluat (B1 serisi) plak
fotograflar

10 diltisyon orani 10€ dilisyon orani 107 diliisyon orani

Sekil 4.21 GTP — dogal tip Kras, 1. biyopanning, PEG siipernatan1 (C1 serisi) plak
fotograflar
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Cizelge 4.14 GTP — dogal tip Kras proteini 2. biyopanning islemi sonrasinda elde edilen
M13 faj1 titrasyon degerleri

Hedef Ornek Cesidi Diliisyon Gozlenen Faj Toplam
Protein (1.Biyopanning) Oram Plak Titrasyonu | Plak Sayis1
Sayisi (pfu/ml) (pfu)
GTP-Dogal | Eliiat (A2-serisi) 101 456 4,56 x 10° 5,24 x 10*
Tip Kras 102 68 6,8 x 10° 7,82 x 10*
103 15 1,5x 108 1,73 x 10°
10+ 1 1x10°8 1,15 x 10°
Amplifiye eliiat 10° cok sayida — —
(B2-serisi) 10® ¢ok sayida — —
107 cok sayida — —
108 cok sayida — —
10° 194 1,94 x 108 3,88 x 102
1010 33 3,3x10% 6,6 x 10%?
101t 5 5x 108 1x10%
PEG siipernatan 102 cok sayida — —
(C2-serisi) 10* ¢ok sayida — —
106 69 6,9 x 10° 1,38 x 104

10" dilisyon orani 102 diliisyon orani 102 dilisyon orani 10+ dilisyon orani

Sekil 4.22 GTP — dogal tip Kras, 2. biyopanning, amplifiye olmamuis eluat (A2 serisi) plak
fotograflar
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107 dilGisyon orani

10 diliisyon orani

10 diliisyon orani

10 dilisyon orani

109 dilisyon orani 10°1° diliisyon orani 10" dilisyon orani

Sekil 4.23 GTP — dogal tip Kras, 2. biyopanning, amplifiye olmus eluat (B2 serisi) plak
fotograflar

109 diliisyon orani 10-1° dilisyon orani 10-"1 dilisyon orani

Sekil 4.24 GTP — dogal tip Kras, 2. biyopanning, PEG siipernatan1 (C2 serisi) plak
fotograflari
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Cizelge 4.15 GTP — dogal tip Kras proteini 3. biyopanning islemi sonrasinda elde edilen
M13 faj1 titrasyon degerleri

Hedef | Ornek Cesidi | Diliisyon | Gozlenen Faj Toplam
Protein | (3.Biyopanning) | Oram Plak Titrasyonu Plak
Sayisi (pfu/ml) Sayisi
(pfu)
G12D Eliiat 10% | ¢ok sayida — —
Kras (A3-serisi) 1a" ¢ok sayida — —
1b* 740 3,7x10° | 4,25x 10°
10 379 3,79x10° | 4,35x10°
102 384 3,84 x10° | 4,41 x 10°
10°® 58 58x10° | 6,67 x10°
10 8 8x10° | 92x10°

*; lave 1b kodlu diliisyonlarda tabak basina 100 koloniden daha az bir yogunluk

elde etmek i¢in1:50 diliisyon uygulanmustir.

10" dilisyon orani 1/50 diliisyon orani 102 dilisyon orani

1/50 dillisyon orani

10-3 dilisyon orani

10+ dilisyon orani

Sekil 4.25 GTP — dogal tip Kras, 3. biyopanning, amplifiye olmamuis eluat (A3 serisi) plak
fotograflar
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Cizelge 4.16 GTP — dogal tip Kras proteini 4. biyopanning islemi sonrasinda elde edilen
M13 faj1 titrasyon degerleri

Hedef Ornek Cesidi | Diliisyon | Gozlenen Faj Toplam
Protein (4.Biyopanning) | Oram Plak Titrasyonu Plak
Sayisi (pfu/ml) Sayisi
(pfu)
GTP- Eliiat 101 | cok sayida — —
Dogal Tip (A-serisi) 1a" cok sayida — —
Kras 1b* ¢ok sayida — —
102 | cok sayida — —
10 cok sayida — —
103 322 32,2x10° | 3,7x10°
10 47 4,7 x 10° 5,4 x 10°

*; 1a ve 1b kodlu diliisyonlarda tabak basima 100 koloniden daha az bir yogunluk

elde etmek i¢in1:50 diliisyon uygulanmaistir.

10 dilisyon orani 1/50 diliisyon orani 1/50 dilisyon oram 102 dilisyon orani 102 diliisyon orani

102 dilisyon orani 10 dilisyon orani 10 dilisyon orani 10 dilisyon orani

Sekil 4.26 GTP — dogal tip Kras, 4. biyopanning, amplifiye olmamis eluat (A3 serisi) plak
fotograflar
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4.7.2 GTP — dogal tip kras hedef proteinine baglanan faj partikiilleri dna izolasyon
verileri (3. biyopanning)

GTP — dogal tip Kras faj sunumundan (3. biyopanning sonrasi) elde edilen faj
partikiillerine ait DNA izolasyon degerleri 6nceki ¢alismalardan elde edilenler ile benzer
bulunmustur. Orneklerin agaroz jel elektroforez goriintiileri sekil 4.27°de ve DNA
konsantrasyon ve saflik degerleri ¢izelge 4.17°de verilmistir. Cembersel, tek iplikli faj
DNA ornekleri, elektroforez kosullart nedeniyle birden fazla bant goriintiisii vermistir.

Bu grup i¢in 20 DNA o6rneginde DNA dizi analizi gergeklestirilmistir.

T ® 6 8 5 T 6 28 8 8 9 8 g
EFEREZEEREEREEREEEERGR

(®p)
10000

8000

6.000

3 3 3
e & E E
&8 &8 & &

4000

Sekil. 4.27 GTP — dogal tip Kras faj sunumu DNA orneklerine ait jel goriintiileri (3.
biyopanning)
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Cizelge 4.17 GTP - dogal tip Kras faj sunumu DNA orneklerine ait konsantrasyon ve
saflik degerleri (3. biyopanning)

Ornek Konsantrasyon (ng / uL) Saflik (A260/A280)
2WT_A1l 92,90 2,518
2WT_B1 94,10 2,407
2WT_C1 105,6 2,743
2WT_D1 129,9 2,547
2WT_E1 124,3 2,496
2WT_F1 129,1 2,888
2WT_G1 103,9 2,411
2WT_H1 100,8 2,389
2WT A2 89,70 2,318
2WT_B2 95,50 2,567
2WT_C2 131,9 3,575
2WT_D2 88,50 2,690
2WT_E2 132,4 2,248
2WT_F2 1935 3,707
2WT_G2 1415 2,419
2WT_H2 90,2 2,784
2WT_A4 114,8 2,490
2WT_B4 146,4 3,832
2WT_C4 109,4 2,532
2WT_D4 89,90 2,716

4.7.3 GTP - dogal tip kras faj sunumu biyoinformatik analizler (3. biyopanning)

GTP — dogal tip Kras faj sunumu, 3. biyopanning sonucunda elde edilen 20 faj DNA
orneginin Sanger dideoksi sekans analizi yapilmistir. Bu verilerin biyoinformatik
analizleri gergeklestirilmistir. Ik asamada Finch TV programi ile FASTA dizileri
tizerinden 36 niikleotidlik insert dizileri belirlenmistir (¢izelge 4.18). Sonrasinda bu

niikletid dizileri ExPASy alignment aract ile peptid dizisine doniistliriilmiistiir (¢izelge
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4.19). Peptid dizileri arasinda konsensus sekans varliginin analizi i¢in ESPript sekans
analiz programi kullanilmistir. Bu analizlere ait sonuglar sekil 4.28’de verilmistir. Bu
caligmalar kapsaminda GTP — dogal tip Kras’a baglanan “f...w..y..mn” konsensus (30)

dizisi tanimlanmustir.

Cizelge 4.18 GTP — dogal tip Kras faj sunumu niikleotid dizileri (3. biyopanning)

Ornek Niikleotid Dizileri
A9 2WTE2 TTTCATAGTACTTGGCCTACTTATTCTGTTATGAAT
H7_2wWTD1 TCTGTTACTACTAGTACTCAGACGATTAATGTGGA
B8 2WTF1 TTTACGAATTTGCCGGGTATTAGTCTGAATAAGCGT
B9 2WTF2 ATGTCTTATAAGCTTAATAGTCAGCGTATGCCTACG
C8 2WTG1 TATCTGCGTCATCCGAGTGCTGAGTATAGGTTTTTG
C9 2WTG2 TATTCGTTGCATGTGGATTTGAGTAATGCTAATCTT
D8 2WTH1 AAGTGGGTTCAGCTGCGGGATTCGTATAGTACTAAT
D9 2WTH2 TTTCATAGTACTTGGCCTACTTATTCTGTTATGAAT
E8 2WTA2 CAGCAGATGCATGAGTGGTATTTTCAGAGTTTGCC
E9 2WTA4 GTGCCGGTTCCTAAGAAGATGTCGCTGGATCCTAC
H8_2WTD2 TTTCATAGTACTTGGCCTACTTATTCTGTTATGAAT
F7_2WTB1 TTTCATAGTACTTGGCCTACTTATTCTGTTATGAAT
F8 2WTB2 TATACTCCTAATTGGCATTTTAGGTGGATGCCTGCT
F9 2WTB4 [TTGATTTTTCTAGTATTATTCAGCATAAGACTCGG
H9_2WTD4 ATGAAGTTGAATACTGTTCTTTATGATTATATGACT
G7_2WTC1 CAGCAGATGCATGAGTGGTATTTTCAGAGTTTGCCG
G8 2WTC2 TATACTCCTAATTGGCATTTTAGGTGGATGCCTGCT
G9_2WTC4 TCTACTGCTTTGAAGCAGCTTCCTTCGGTTAGTACT
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Cizelge 4.19 GTP — dogal tip Kras faj sunumu peptid dizileri (3. biyopanning)

Ornek Peptid Dizileri
H8 2WTD2 FHSTWPTYSVMN
A9 2WTE?2 FHSTWPTYSVMN
H7 2WTD1 SVTTSTQTINVD
B8 2WTF1 FTNLPGISLNKR
B9 2WTF2 MSYKLNSQRMPT
C8_ 2WTG1 YLRHPSAEYRFL
C9 2WTG2 YSLHVDLSNANL
D8 2WTH1 KWVQLRDSYSTN
D9 2WTH2 FHSTWPTYSVMN
F7 2WTB1 FHSTWPTYSVMN
F8 2WTB2 YTPNWHFRWMPA
F9 2WTB4 FDFSSIIQHKTR
H9 2WTD4 MKLNTVLYDYMT
G7_2WTC1 QQMHEWYFQSLP
G8 2WTC2 YTPNWHFRWMPA
G9 2WTC4 STALKQLPSVST
1 10 1 10 1 10
H8_2WTD2 HSTWE M H8_2WTD2 HSTWP T Y STM H8_2WTD2 HSTWPTYSVMN
A9_2WTE2 HS TWE ‘ A9_2WTE2 1SITIWPTYSVIM A9_2WTE2 FHSTWPTYSVMN
H7_2WTD1 SVTTS INVI H7_2WTD1 VTISTQTINVI H7_2WTD1
B8_2WTF1 LPG NKR B8_2WTF1 INLPGISLNKR BB8_2WTF1
B9_2WTF2 MS YKLNSQRMI B9_2WTF2 MS YIKILN S QRME B9_2WTF2
C8_2WTG1 LRHPSAEYRFI C8_2WTG1 LRHPSAEYRFI C8_2WTG1
C9_2WTG2 HVDIL SNANI C9_2WTG2 C9_2WTG2
D8_2WTH1 KW RDSYST D8_2WTH1 D8_2WTH1
D9_2WTH2 D9_2WTH2 D9_2WTH2
EB_2WTA2 E8_2WTA2 E8_2WTA2
E9_2WTA4 E9_2WTA4 E9_2WTA4
F7_2WTB1 b F7_2WTB1 F7_2WTB1
F8_2WTB2 F8_2WTB2 F8 2WTB2
F9_2WTB4 F9_2WTB4 F9_2WTB4
H9_2WTD4 MKLNTVILYDYM H9_2WTD4 MKL H9 2WTD4
Sawcs  SIALKQLpovSH GeaWre  STALKOLPSVSY  ay-awmed
iy PERRAAR Y aianto L. .oy giwa . ITENNRTRANA

Sekil 4.28 GTP — dogal tip Kras proteinine baglanan peptidlerin ii¢ farkli konsensus
degerindeki karsilastirmalar1 (3. biyopanning)
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4.7.4 GTP — dogal tip kras hedef proteinine baglanan faj partikiilleri dna izolasyon
verileri (4. biyopanning)

GTP — dogal tip Kras faj sunumundan (4. biyopanning sonrasi) elde edilen faj
partikiillerine ait DNA izolasyon degerleri 6nceki ¢alismalardan elde edilenler ile benzer
bulunmustur. Orneklerin agaroz jel elektroforez goriintiileri sekil 4.29°da ve DNA
konsantrasyon ve saflik degerleri gizelge 4.20°de verilmistir. Cembersel, tek iplikli faj
DNA ornekleri, elektroforez kosullart nedeniyle birden fazla bant goriintiisii vermistir.

Bu grup i¢in 20 DNA 6rneginde DNA dizi analizi gergeklestirilmistir.

I3 g8gpO0FrIglan 0022303023
SEESEEESEEE S s5EEssEss
e

Sekil 4.29 GTP — dogal tip Kras faj sunumu DNA orneklerine ait jel goriintiileri (4.
biyopanning)
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Cizelge 4.20 GTP - dogal tip Kras faj sunumu DNA orneklerine ait konsantrasyon ve
saflik degerleri (4. biyopanning)

Ornek Konsantrasyon (ng/ Saflik (A260/A280)
uL)

4E WT Al 94,6 4,462
4E WT B1 71,1 4,709
AEWT C1 94,6 4,57
4EWT D1 61,5 3,75
4EWT E1 88,9 4,805
4E WT F1 94,4 3,726
4EWT G1 60,8 3,494
4E WT H1 63,3 4,032
4E WT A2 64,5 5,039
4E WT B2 47 4,159
4E WT C2 52,5 3,523
4E WT D2 52 4,407
AE WT E2 50,5 5,739
AE WTF2 57,4 3,752
4E WTG2 56,5 3,266
4E WTH2 71,3 2,109
4E WTA3 69,4 7,462
4E WTB3 83,6 8,8

4E WTC3 46,3 3,858
4EWTD3 52,9 2,32
4E WTE3 61,7 2,135
AE WTF3 57,5 4,356
4E WTG3 54,5 2,455
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4.7.5 GTP - dogal tip kras faj sunumu biyoinformatik analizler (4. biyopanning)

GTP — dogal tip Kras faj sunumu, 4. biyopanning sonucunda elde edilen 20 faj DNA
orneginin Sanger dideoksi sekans analizi yapilmistir. Bu verilerin biyoinformatik
analizleri gerceklestirilmistir. ilk asamada Finch TV programi ile FASTA dizileri
tizerinden 36 niikleotidlik insert dizileri belirlenmistir (¢izelge 4.21). Bu niikleotid dizileri
ExPASy alignment araci ile peptid dizisine doniistirilmiistir (¢izelge 4.22). Peptid
dizileri arasinda konsensus sekans varliginin analizi i¢in ESPript sekans analiz programi

kullanilmistir. Bu analizlere ait sonuglar sekil 4.30°da verilmistir.

Bu ¢aligmalar kapsaminda GTP — dogal tip Kras’a baglanan “thstwptysvmn” konsensus
(30) dizisi tanimlanmistir. Bu grup faj sunumunun bir Onceki biyopanning’inde
“f...w..y.mn” konsensus sekansinin elde edilmis olmasi, faj sunumu sirasinda peptid
enrichment’inin basarili sekilde gerceklestigini gdstermektedir. Faj ELIZA deneyleri
optimize olamadiginda New England Biolabs firmasi ile goriismemizde ELIZA’dan her
zaman anlamli veri gelemeyebilecegi ve Kras’a baglanan peptid dizilerinin
tanimlanmasinda ELIZA’ya alternatif olarak 4. biopanning dongiisiiniin uygulanmasi
onerilmisti. Bu sonuglar ELIZA yerine biopanning dongii sayisinin artirtlmasi yoniindeki
optimizasyonun basarili oldugunu; 3. biyopanning’de elde edilen “f...w..y.mn”
konsensus sekansinin, 4.biyopanning sonrasinda “thstwptysvmn” konsensus dizisinin

“enrichment” 11 sagladigin1 géstermektedir.
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Cizelge 4.21 GTP — dogal tip Kras faj sunumu niikleotid dizileri (4. biyopanning)

Ornek Niikleotid Dizileri

A1l 4EWTA2 TTTCATAGTACTTGGCCTACTTATTCTGTTATGAAT
Al12 4EWTA3 TTTCATAGTACTTGGCCTACTTATTCTGTTATGAAT
B11 4EWTB2 TTTCATAGTACTTGGCCTACTTATTCTGTTATGAAT
B12 4EWTB3 GCTCTTGCTCCGCATAATCGGAATGTGATTCTTCGG
Cl11 4EWTC2 TTTCATAGTACTTGGCCTACTTATTCTGTTATGAAT
C12 4EWTC3 TTTCATAGTACTTGGCCTACTTATTCTGTTATGAAT
D11 4EWTD2 ATTTCGACGTCTCATACGGTTGATAGTTTTGATATT
D12 _4EWTD3 TTTCATAGTACTTGGCCTACTTATTCTGTTATGAAT
E11 4EWTE2 TTTCATAGTACTTGGCCTACTTATTCTGTTATGAAT
E12 4EWTE3 TTTCATAGTACTTGGCCTACTTATTCTGTTATGAAT
G10 4EWTG1 TTTATTTCTAAGGTGCCTCAGACGGAGTTTAGTACG
G11 4EWTG?2 TTTCATAGTACTTGGCCTACTTATTCTGTTATGAAT
G12_4EWTG3 TTTCATAGTACTTGGCCTACTTATTCTGTTATGAAT
H10 4EWTH1 TTTCATAGTACTTGGCCTACTTATTCTGTTATGAAT
H11 4EWTH?2 TTTCATAGTACTTGGCCTACTTATTCTGTTATGAAT
A7 4EWTC1 TTTCATAGTACTTGGCCTACTTATTCTGTTATGAAT
C7_4EWTE1 CATATTAGTTATAATGAGTATGGGTTTTGGTTTCAG
E12 4EWTA1 TTTCATAGTACTTGGCCTACTTATTCTGTTATGAAT
F12_4EWTB1 GCGACGTTTTGGAAGGTTGATAGGCTGGGGATTAGG
B7_4EWTD1 AGTTGGAATTTGTATATTGGTCGTCCTTATGATACT
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Cizelge 4.22 GTP — dogal tip Kras faj sunumu peptid dizileri

Ornek Peptid Dizileri
All AEWTAZ2 FHSTWPTYSVMN
Al2 AEWTAS FHSTWPTYSVMN
B11l 4EWTB2 FHSTWPTYSVMN
B12 4AEWTB3 ALAPHNRNVILR
Cl1 4AEWTC2 FHSTWPTYSVMN
Cl12 AEWTC3 FHSTWPTYSVMN
D11 4EWTD2 ISTSHTVDSFDI
D12 AEWTD3 FHSTWPTYSVMN
E1l AEWTEZ2 FHSTWPTYSVMN
E12 AEWTES FHSTWPTYSVMN
G10 AEWTG1 FISKVPQTEFST
G11 AEWTG2 FHSTWPTYSVMN
G12 AEWTG3 FHSTWPTYSVMN
H10 4dEWTH1 FHSTWPTYSVMN
H11 4EWTH2 FHSTWPTYSVMN

B7_ 4AEWTD1 SWNLYIGRPYDT
A7 AEWTC1 FHSTWPTYSVMN
C7_4EWTEL HISYNEYGFWFQ
E12 AEWTA1L FHSTWPTYSVMN
F12 4AEWTB1 ATFWKVDRLGIR
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1
1 10
All_4EWTA2 All_4EWTA2 All_4EWTA2 FHSIWPTIYSVM
Al2 4EWTA3 Al2_4EWTA3 Al2_4EWTA3
Bl1l 4EWTB2 Bll_4EWTB2 B1ll_4EWTB2
B12_4EWTB3 B12_4EWTB3 B12_4EWTB3
Cl1l_4EWTC2 Cl1_4EWTC2 Cl1_4EWTC2
Cl2_4EWTC3 Cl12_4EWTC3 C12_4EWTC3
D11_4EWTD2 D11_4EWTD2 D11_4EWTD2
D12_4EWTD3 D12_4EWTD3 D12 _4EWTD3
Ell_4EWTE2 Ell_4EWTE2 E11_4EWTE2
E12_4EWTE3 El2 4EWTE3 E12_4EWTE3
G10_4EWTG1 G10_4EWTG1 G10_4EWTG1
Gl1l_A4EWTG2 Gll_4EWTG2 G11_4EWTG2
G12_4EWTG3 Gl2_ 4EWTG3 G12_4EWTG3
H10_4EWTH1 H10_4EWTH1 H10_4EWTH1
H11l_ 4EWTH2 { H11 4EWTH2 H11_4EWTH2
B7_4EWTD1 SWNLYIGH B7_4EWTD1 B7_4EWTD1 SW
A7_4EWTC1 d A7_4EWTC1 A7_4EWTC1
C7_4EWTE1 C7_4EWTELl C7_4EWTE1l H
E12_ 4EWTAl i v El12_4EWTAl E12_4EWTAl i VM
F12_ 4EWTB1 AT DRLGIR F12_4EWTB1 F12_4EWTB1l ATEWKVDRLG
consensus>30 fhstwptysvmn consensus>50 consensus>70 fhstwptysvm
|

Sekil 4.30 GTP — dogal tip Kras proteinine baglanan peptidlerin {i¢ farkli konsensus
degerindeki karsilastirmalari (4. biyopanning)

Gergeklestirilen biyoinformatik analizler kapsaminda, GTP - dogal tip Kras’a baglanan
“thstwptysvmn” konsensus dizisi saptanmistir. Bu grup faj sunumunun bir Onceki
biyopanning sonucunda “f...w..y.mn” konsensus sekansinin elde edilmis olmasi, faj

sunumu sirasinda peptid enrichment’min basarili sekilde gergeklestigini gostermektedir.

4.7.6 GTP - Mutant kras proteini faj sunumu

GTP — mutant Kras proteinin hedef olarak kullanildig1 faj sunumu prosediiriinde ii¢
ardisik  “biyopanning” uygulamasi gerceklestirilmistir. Asagida i biyopanning
uygulamasinda elde edilen titrasyon deneylerinin sayisal verileri ve ilgili petrilerin
fotograflar1 bulunmaktadir. Burada elde edilen titrasyon degerleri faj sunumu

prosediiriiniin basarili sekilde gerceklestigini gdstermektedir.
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Cizelge 4.23 GTP — mutant Kras proteini 1. biyopanning islemi sonrasinda elde edilen
M13 faj1 titrasyon degerleri

Hedef Eliiat Diliisyon | Gozlenen Faj Toplam
Protein (A-Serisi) Orani Plak Titrasyonu Plak
Sayis1 (pfu/ml) Sayisi
(pfu)
GTP- Eliiat 101 cok sayida — —
Mutant (A-serisi) 107 108 108 x 10* | 12,4 x 10
Tip Kras 107 14 14 x 10° 16,1 x 10*
104 1 1x10° 11,5 x 10*
Amplifiye | Diliisyon | Gozlenen | Faj Toplam
Eliiat Plak Titrasyonu | Plak Sayisi
(B-serisi) Sayisi (pfu/ml) (pfu)
Amplifiye 10° ¢ok sayida — —
eliiat 10 cok sayida — —
(B-serisi) 10”7 cok sayida — —
108 cok sayida — —
10° 143 143 x 10t | 28,6 x 10!
10710 12 12 x 10*? 2,4 x 102
101t 3 3x10% 6 x 10%2
PEG Diliisyon | Gozlenen | Faj Toplam
Siipernatani Plak Titrasyonu | Plak Sayisi
(Cserisi) Sayisi (pfu/ml) (pfu)
PEG 10° cok sayida — —
siipernatam 10° 70 70 x 108 14 x 10'°
(C-serisi) 10”7 4 4x10° 80 x 10°

10-" diliisyon orani

102 diliisyon orani 102 diliisyon orani 10+ diliisyon orani

Sekil 4.31 GTP — mutant Kras, 1. biyopanning, amplifiye olmamis eluat (A1 serisi) plak
fotograflar
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105 diliisyon orani 10°¢ dilisyon orani

107 diliisyon orani 102 diliisyon orani

10 dilisyon orani 10°'° diliisyon orani 10" dilisyon orani

Sekil 4.32 GTP — mutant Kras, 1. biyopanning, amplifiye olmus eluat (B1 serisi) plak
fotograflar

109 dilisyon orani 10-1° diliisyon orani 10-"" diliisyon orani

Sekil 4.33 GTP — mutant Kras, 1. biyopanning, PEG siipernatan1 (C1 serisi) plak
fotograflari
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Cizelge 4.24 GTP — mutant Kras proteini 2. biyopanning islemi sonrasinda elde edilen
M13 faj1 titrasyon degerleri

Hedef Eliiat Diliisyon Gozlenen Faj Toplam
Protein (A-Serisi) Oram Plak Sayisi Titrasyonu Plak Sayisi
(pfu/ml) (pfu)
GTP- Eliiat 101 cok sayida — —
Mutant Tip (A-serisi) 102 251 25,1 x 10° 28,8 x 10*
Kras 10°® 28 28 x 10° 32,2 x 10*
104 2 2 x108 2,3x10%
Amplifiye Diliisyon Gozlenen Faj Toplam
Eliiat Plak Sayisi Titrasyonu Plak Sayisi
(B-serisi) (pfu/ml) (pfu)
Amplifiye 10° ¢ok sayida — —
eliiat 10¢ ¢ok sayida — -
(B-serisi) 107 ¢ok sayida — —
108 cok sayida — —
10 247 24,7 x 10%2 4,94 x 10*2
1010 17 17 x 102 3,4 x10%2
101 1 1x108 2 x 10%
PEG Diliisyon Gozlenen Faj Toplam
Siipernatani Plak Sayisi Titrasyonu Plak Sayisi
(Cserisi) (pfu/ml) (pfu)
PEG 10° 275 27,5 x 108 5,5 x10%°
siipernatam 106 61 61 x 108 12,2 x 100
(C-serisi) 107 7 7x10° 1x 10%

10! diliisyon orani

102 diliisyon orani

103 diliisyon orani

10+ dillisyon orani

Sekil 4.34 GTP — mutant Kras, 2. biyopanning, amplifiye olmamis eluat (A2 serisi) plak
fotograflar
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10 dilisyon orani 10°€ diliisyon orani 107 dilisyon orani 10 diliisyon orani

109 dillisyon orani 10-1° diliisyon orani 10" dilisyon orani

Sekil 4.35 GTP — mutant Kras, 2. biyopanning, amplifiye olmus eluat (B2 serisi) plak
fotograflar

10-5 diliisyon orani 106 diliisyon orani 107 diliisyon orani

Sekil 4.36 GTP — mutant Kras, 2. biyopanning, PEG siipernatani (C2 serisi) plak
fotograflari
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Cizelge 4.25 GTP — mutant Kras proteini 3. biyopanning islemi sonrasinda elde edilen
M13 faj1 titrasyon degerleri

Hedef Protein Eliiat Diliisyon Gozlenen Faj Toplam
(A-Serisi) Oram Plak Sayisi Titrasyonu Plak Sayisi
(pfu/ml) (pfu)
GTP- Mutant Eliiat 101 cok sayida — —
Tip Kras (A-serisi) 102 ¢ok sayida — —
10® 161 161 x 10° 18,5 x 10°
104 17 17 x 108 19,5 x 10°
Amplifiye Eliiat Diliisyon Gozlenen Faj Toplam
(B-serisi) Plak Sayisi Titrasyonu Plak Sayisi
(pfu/ml) (pfu)
107 250 25 x 1010 50 x 1010
108 31 31x 10 6,2 x 10%°
10 0 — —
1010 0 — —
101 0 — —
PEG Siipernatam | Diliisyon Gozlenen Faj Toplam
(Cserisi) Plak Sayisi Titrasyonu Plak Sayisi
(pfu/ml) (pfu)
PEG siipernatam 10° 138 13,8 x 108 27,6 x 10°
(C-serisi) 106 8 8 x 108 16 x 10°
107 0 — —

10-' dilisyon orani 102 diliisyon orani 10+ dilisyon orani 10+ diliisyon orani

Sekil 4.37 GTP — mutant Kras, 3. biyopanning, amplifiye olmamis eluat (A3 serisi) plak
fotograflar
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4.7.7 GTP — mutant kras hedef proteinine baglanan faj partikiilleri dna izolasyon
verileri

GTP — mutant Kras faj sunumundan elde edilen faj partikiillerine ait DNA izolasyon
degerleri 6nceki ¢alismalardan elde edilenler ile benzer bulunmustur. Orneklerin agaroz
jel elektroforez goriintiileri sekil 4.38 ve DNA konsantrasyon ve saflik degerleri ¢izelge
4.26’da verilmistir. Cembersel, tek iplikli faj DNA o6rnekleri, elektroforez kosullari
nedeniyle birden fazla bant goriintiisii vermistir. Bu grup i¢in 20 DNA 6rneginde DNA

dizi analizi gerceklestirilmistir.
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Sekil 4.38 GTP — mutant Kras faj sunumu DNA 6rneklerine ait jel goriintiiler
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Cizelge 4.26 GTP - mutant Kras faj sunumu DNA 6rneklerine ait konsantrasyon ve saflik

degerleri
Ornek Konsantrasyon (ng / uL) Saflik (A260/A280)
2G_A1 92,00 2,714
2G_B1 119,8 2,958
2G_C1 78,40 2,489
2G_D1 95,10 2,372
2G_E1 96,20 2,448
2G_F1 114,6 2,378
2G_G1 115,4 2,808
2G_H1 104,4 2,610
2G_A2 77,10 2,268
2G_B2 98,00 2,306
2G_C2 104,8 4,062
2G_D2 126,4 2,748
2G_E2 90,10 2,789
2G_F2 127,3 4,514
2G_G2 103,0 2,943
2G_H2 122,8 3,01
2G_A3 122,2 3,070
2G_B3 130,0 2,610
2G_C3 197,5 5,051
2G_Ds3 277,5 4,938

4.7.8 GTP — mutant kras faj sunumu biyoinformatik analizler

GTP — mutant Kras faj sunumu sonucunda elde edilen 20 faj DNA 6rneginin Sanger
dideoksi sekans analizi yapilmistir. Orneklerin 3 tanesinde sekans analiz kalitesi yeterli

olmadigindan dolayr kalan 17 Ornegin biyoinformatik analizi ger¢eklestirilmistir.
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Biyoinformatik analizler, gerceklestirilmistir. Ilk asamada Finch TV programi ile FASTA
dizileri tizerinden 36 niikleotidlik insert dizileri belirlenmistir (¢izelge 4.27 ). Sonrasinda
bu niikleotid dizileri ExPASy alignment araci ile peptid dizisine doniistiiriilmiistiir
(cizelge 4.28) Peptid dizileri arasinda konsensus sekans varliginin analizi i¢in ESPript
sekans analiz programi kullanilmistir. Bu analizlere ait sonuglar sekil 4.39°da verilmistir.
Bu calismalar kapsaminda GDP - mutant tip Kras’a baglanan herhangi bir konsensus dizi
elde edilmemistirc Ancak “FHSTWPTYSVMN” peptid dizisinin Bl1l 2GB2,
C12 2GC3 ve F10 2GF1 orneklerinde, temsil edildigi gézlenmistir.

Cizelge 4.27 GTP — mutant Kras faj sunumu niikleotid dizileri

Ornek Niikleotid Dizileri
H11l 2GH2 TTTCATCTTCCTCCGCCTAAGAGGCTTATTGCTACG
A1l 2GA2 GATCATCTGTCGAATCGTATTCATCATGAGCATGTG
Al12 2GA3 GTTCAGGTTAGGGATAATCTTCCGACTACGACGGGT
B10_2GB1 ATGATTAAGGGTAATATGGCGAATCTGCATACTCAT
B11_2GB2 TTTCATAGTACTTGGCCTACTTATTCTGTTATGAAT
B12_2GB3 TTTGATTTTTCTAGTATTATTCAGCATAAGACTCGG
H10 2GH1 TGGGAGAGTGAGTGGCAGGATTATGGTAGGCCGTAT
C10_2GC1 GAGTTGACTGTGATGGTTGCTTCTACGGATAGGTAT
Cl11_2GC2 ATTGATAGTATGGTGTGGAGTGATCTTGATGAGTAT
C12_2GC3 TTTCATAGTACTTGGCCTACTTATTCTGTTATGAAT
D10_2GD1 GGGAGTTGGTGGGTGAATGGGCTTTCTCAGTTGGCT
D12 2GD3 TGGGATATGTGGCCGTCTATGGATTGGAAGGCGGAG
E10_2GE1 AAGCCGTTGTCGCTGACGGAGGCGCCTGGTACTAGT
E1l_2GE2 TGGTGTATGCTGAATCATTGTATTACGGTTCAGCAT
F10_2GF1 TTTCATAGTACTTGGCCTACTTATTCTGTTATGAAT
F11_2GF2 TGGGATATGTGGCCGTCTATGGATTGGAAGGCGGAG
G11_2GG2 GTGGATTTGCATGATAATTGGTATTCTCATAATGGG
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Cizelge 4.28 GTP — mutant Kras faj sunumu peptid dizileri

Ornek Peptid Dizileri

All 2GA2 DHLSNRIHHEHV

Al2 2GA3 VQVRDNLPTTTG

B10 2GB1 MIKGNMANLHTH

B1l 2GB2 FHSTWPTYSVMN

B12 2GB3 FDFSSIIQHKTR

H10 2GH1 WESEWQDYGRPY

C10_2GC1 ELTVMVASTDRY

Cl1 2GC2 IDSMVWSDLDEY

C12 2GC3 FHSTWPTYSVMN

D10 2GD1 GSWWVNGLSQLA

D12 2GD3 WDMWPSMDWKAE

E10 2GE1l KPLSLTEAPGTS

E1l 2GE2 WCMLNHCITVQH

H11l 2GH2 FHLPPPKRLIAT

F10 2GF1 FHSTWPTYSVMN

F11 2GF2 WDMWPSMDWKAE

G1l1 2GG2 VDLHDNWYSHNG

1 10 1 10

All_2GA2 HHE All 2GA2 All_2GA2 HHE
Al2_2GA3 Al2 2GA3 Al2_2GA3
B10_2GB1 B10_2GB1 B10_2GB1
Bll_2GB2 B11_2GB2 B11l_2GB2
B12_2GB3 B12_2GB3 B12_2GB3
H10_2GH1 H10_2GH1 H10_2GH1
C10_2GC1 C10_26C1 C10_2GC1
Cl1_2Gc2 Cl1_26C2 Cl1_2GC2
C12_26cC3 C12_2Gc3 C12_26C3
D10_2G6D1 D10 _2GD1 D10_2GD1
D12_2GD3 D12_2GD3 D12_2GD3
E10_2GE1l E10_2GE1 E10_2GE1
El1_2GE2 E11_2GE2 El1_2GE2
H11_2GH2 H11_2GH2 H11_2GH2
F10_2GF1 F10_2GF1 F10_2GF1
F11_2GF2 F11_2GF2 F11_2GF2
G11_2662 V G11_2GG2 JDLHDN G11_2662 VDLHDN
consensus>30 . consensus>50 consensus>70

Sekil 4.39 GTP — mutant Kras proteinine baglanan peptidlerin {i¢ farkli konsensus
degerindeki karsilastirmalari
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4.7.8 Yiizey plazmonan rezonans uygulamasi

Faj sunumu deneylerinde Kras dogal tip ve KrasG12D proteinlerine baglanma afinitesi
en yiksek olan inhibitor peptidler yiizey plazmonan rezonans yontemi kullanilarak

belirlenmistir. Buna gore secilen 7 peptid dizisinden:

- Peptid 3’1in, dogal tip Kras proteinine baglanma KD degeri 27.9 uM, mutant Kras’a
baglanma KD degeri 15.7 uM;

- Peptid 4’iin dogal tip Kras proteinine baglanma KD degeri 40.9 uM, mutant Kras’a
baglanma KD degeri 38.2 uM,;

- Peptid 5’in, dogal tip Kras proteinine baglanma KD degeri 52.0 uM, mutant Kras’a
baglanma KD degeri 7.8 uM olarak saptanmuistir.

Diger dort peptid dizileri ile gerceklestirilen ylizey plazmonan rezonans analizlerinde
Kras proteinlerine yonelik ya hi¢ baglanma gozlenmemis ya da elde edilen verilerin
kalitesi yeterli bulunmamistir. Bu deneylerde rekombinant CD99 proteini negatif kontrol
olarak kullanilmistir. Biacore analizlerinden elde edilen bulgular ¢izelge 4.29°da ve sekil

4.40’ta sunulmustur.

Cizelge 4.29 Biacore analizlerinden elde edilen bulgular

Ligand
Analit KRAS-Wt KRAS-G12D Avi-KRAS-G12D
(FC:2-1) (FC:3-1) (FC:4-1)
KD KD KD
Peptid 1 NA NA NA
Peptid 2 NA NA NA
Peptid 3 279 uM 15.7 uM 27.7 uM
REF1-RBD 0.4 uM 0.8 uM 0.8 uM
Ligand
Analit KRAS-Wt KRAS-G12D Avi-KRAS-G12D
(FC:2-1) (FC:3-1) (FC:4-1)
KD KD KD
Peptid 4 40.9 uM 38.2 uM 50.0 uM
Peptid 5 52.0 uM 7.8 uM 54.6 uyM
Peptid 6 NA NB 27.7 uM
Peptid 7 NA NA 0.8 uM
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Peptid 1

KRAS-Wt (FC:2-1) KRAS-G12D (FC:3-1) Avi-KRAS-G12D (FC:4-1)
T s 160 uM T 160 uM ¢ 160 uM
= ]
= g g S E s
84 40 ul 2 4 40 yM R e 40 uM
i, 20 uM S 3 2 20 uM i 20 ph
pot 10 uM €2 RS 10 M 2 10 uM
2 2 : c g e k = :
5 5 uM E ”‘1‘5—«”?;1 5 uM 51 5 uM
0 25 uM ° 25 uM ° 2.5 M
7 iy 125uM ! 060140 300 460 620 125 M ! JDED 140 300 480 €20 1.2 uM
e an [0 baseiine] R Zaman (O=baseline) Zaman (0=baseline) s

Zaman (0=baseline)

Sekil 4.40 Peptid 1’in CMS5 Biacore ¢ipi lizerine immobilize halde bulunan rekombinant
dogal tip, mutant KrasG12D ve avidin takili mutant KrasG12D proteinlerine
baglanma afiniteleri

Peptid 2

KRAS-Wt (FC:2-1) KRAS-G12D (FC:3-1) Avi-KRAS-G12D (FC:4-1)
- 160 pM - 160 uM 160 uM
21 40 g 40 5 i 40 M
§o 20 M -E s 20 M £ 20
= ; 10 uM 25 10 uM S ; 10 uM
s 511 5 uM £ 5 1M g 5 uM
=3 25 iM £ 24 M =2 _g,_c\:

a1 . 125uM 1 125 uM 41 125 M

-20 60 140 300 460 620 -2 o -20 60 140 300 460 620

Zaman (0=baseline] s h Dsuz1a4,?.|an:3[|§=ha:i?inefzu . Zaman [0=baseline) 3

Sekil 4.41 Peptid 2 nin CMS5 Biacore ¢ipi lizerine immobilize halde bulunan rekombinant
dogal tip, mutant KrasG12D ve avidin takili mutant KrasG12D proteinlerine
baglanma afiniteleri
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Peptid 3

KRAS-Wt (FC:2-1) KRAS-G12D (FC:3-1) AVi-KRAS-G12D (FC:4-1)
RU RU
RU
119 20 pM 119 20 uM 119 20 yM
. 10 pM S 10 uM % 10 M
79 5uM 79 5 uM 79 5 uM
o 2_)’pM x B 2.5 uM w 59 25 M
5 19 1.25 M 83 1.25 uM E 19 1.25 M
19 1" 18
2060140 300 460 620 2080120 300 450 620 " 060140 | 300 0 60
Zaman s Zaman s Zaman "
ka Chi? ka kd
(1Ms) {1:5 (1Ms) {1:5 {1m|q (g
1745 0.04366 0343 1877 I 1536 0.04251 7.7
699 160 pM 699 160 pM o 160 pM
< 599 0 "u;.';' 599 0 T 599 -
% 499 40 pM g 49 40 uM % 439 40 uM
= 399 20 pM & 339 20 uM E 399 20 uM
T 200 10 pM & 2 10 pM L 28|/ 10 pM
=19 5 uM £ 199 5 uM E 1994 5 uM
g 2.5 uM £ 9 2.5 uM £ sll 2.5 uM
4 1.25 pM = 125 uM gl L 125uM
2060 220 380 540 700 2080 220 380 540 700 2080 290 380 540 700
Zaman (0=baseline) 5 Zaman (0=baseline) . Zaman (0=baseline)

Sekil 4.42 Peptid 3’tiin CMS5 Biacore ¢ipi iizerine immobilize halde bulunan rekombinant
dogal tip, mutant KrasG12D ve avidin takili mutant KrasG12D proteinlerine
baglanma afiniteleri

Peptid 4
KRAS-Wt (FC:2-1) KRAS-G12D (FC:3-1) Avi-KRAS-G12D (FC:4-1)
40 pM 40 uM w 40 uyM
" 20 pM _" 20 pM s 20 uM
¥ 10 uM g 10 uM Lo 10 uM
T s 5uM FE 5 M g4 5 uM
8z 25 uM £ 2 25 uM g2 2.5 M
o 5 0 - - c
_—:— : 125 uM b 2 125 uM P 1.25 uM
E 1 o
&4 &4 = -4
& = -6
-20 80 220 380 540 TOO 2060 220 380 540 TOOD -20 80 220 380 _540 T0D
Zaman (0=baseline) = Zaman (0=baseline) = -Zaman (0=baseline) =
Al Al
7 . 5
a Pt [
. L - 7
- gl 4
i : . gt
=’ 0.0438 1 0.0404 g° 0.0306
: ¥ f
clleul-ﬁ 1505 2505 3 5eS 15w5 T Sed  1omd Ehed Lhed C I D e ded e
Konsantrasyon M Konsantrasyon I Konsantrasyon M

Sekil 4.43 Peptid 4’iin CM5 Biacore ¢ipi iizerine immobilize halde bulunan rekombinant
dogal tip, mutant KrasG12D ve avidin takili mutant KrasG12D proteinlerine
baglanma afiniteleri
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Peptid 5

KRAS-Wt (FC:2-1) KRAS-G12D (FC:3-1) Avi-KRAS-G12D (FC:4-1)
RU RU RU
15 20 pM 15 20 uM . 20 uM
25 10 uM E 10 uM = 10 uM
5 5uM I 5uM . 5 uM
g5 25 uM £» 25 uM " 2.5 M
g3 125 uM g% 125 uM €35 1.25 uM
15 15 = s
-5 -5 - -
-20 140 30D 450 620 20 140 300 450 620 - n
Zaman . Zaman = 24 Z::anm £20
5
kd Chi2 kd kd
{1rmq (119 {1rmq {11s) {11Mﬂ (11s)
1390 001222 520 1419 0.01102 J 8814 004809 546

*Déngiiniin sonuna dogru aynsma sinyalleri kullamlamad:

Sekil 4.44 Peptid 5’in CMS5 Biacore ¢ipi lizerine immobilize halde bulunan rekombinant
dogal tip, mutant KrasG12D ve avidin takili mutant KrasG12D proteinlerine
baglanma afiniteleri

Peptid 6
KRAS-G12D (FC:3-1) Avi-KRAS-G12D (FC:4-1)

30
160 pM 160 pM 160 pM
20 H - ® EI " P u
i -]
£" 40 pM § 1 opM g 40 pM
E-w 20 pM Bl 20 B- 20 pM
L0 10 uM &= 10 uM e- 10 uM
Ejg 5 uM H 432 5 uM i 5 UM
Z o W 2.5 ’!.l}[ g S 2.5 uM = 25 ’!_13[
2080 20 a0 sen | qogtld MM 80 20 w0 =0 voo 120 MM 2080 220 3w 540 7oo 1.25uM
Zaman (O=baseline) Zaman (0=baseline) Zaman (O=baseline) B

Sekil 4.45 Peptid 6’nin CM5 Biacore ¢ipi lizerine immobilize halde bulunan rekombinant
dogal tip, mutant KrasG12D ve avidin takili mutant KrasG12D proteinlerine
baglanma afiniteleri

Peptid 7

KRAS-Wt (FC:2-1) KRAS-G12D (FC:3-1) Avi-KRAS-G12D (FC:4-1)

100 100 1
80 160 uM - % M = 80 M
7h i 75 160 uM T 160 uM
B E 40 M i b 40 M & 2 40 uM
£ 0 20 uM T 20 uM 1 0 20 uM
2.0 = -0 ) =20 )
¥ 0 10 pM = 0 10 pM - 10 pM
E £ N £ 40
% 80 ) p\l ] 5uM £ 0 ) p\l
= 50 -8 25 uM <0 uM

-20 60 220 380 540 TOO -2060 220 380 540 TOO A 2080 220 380 540 TOD
Zama“n (0=baseline) 1 25 H\I Zaman (0=baseline)  _ 125 uM Zaman [0=baseline) 1 25 M

Sekil 4.46 Peptid 7’ nin CM5 Biacore ¢ipi {izerine immobilize halde bulunan rekombinant
dogal tip, mutant KrasG12D ve avidin takili mutant KrasG12D proteinlerine
baglanma afiniteleri
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4.7.9 Hiicre diizeyinde deneyler

4.7.9.1 Faj sunumu sonrasi secilen peptidlerin pankreas kanseri hiicrelerinin
(AsPC1 ve BxPC3) proliferasyonu iizerindeki etkileri ve sitotoksisite (1C50)
analizleri

Yiizey plazmonan rezonans uygulamasi ile belirlenen Kras’a yiiksek afinite ile baglanan
inhibitdr peptidlerin bu onkoprotein iizerindeki fonksiyonel etkilerinin analiz edilmesi
planlanmistir. Bu deneylerde, dogal tip Kras geni tasiyan BxPC-3 hiicre hatti negatif
kontrol ve pankreas kanserinde en sik gézlenen Kras mutasyonu olan G12D mutasyonunu

tastyan AsPC-1 hiicre hatt1 pozitif kontrol olarak kullanilmistir.

Bu asamada hiicreler, inhibitor peptidler ile belirli konsantrasyon ve zaman araliklarinda
muamele edilmis ve inhibit6r peptidlerin pankreas kanseri hiicrelerinin proliferasyonu

tizerindeki etkileri ve sitotoksisite (IC50) analizi gergeklestirilmistir.

Faj sunumu deneyleri sonucunda 7 peptid tanimlanmistir. Bu peptidlerin dogal tip ve
mutant Kras proteinlerine baglanma o6zellikleri ylizey plazmon rezonans yontemi ile
analiz edildiginde 3 peptidin rekombinant Kras proteinlerine kars1 spesifik baglanma
gosterdigi saptanmistir. Her bir peptid dizisinin -NH2 ucuna, hiicre membranindan
penetrasyonunu  destekleyecek 16 amino asitlik Antenopedia dizisi (Ant;
RQIKIWFQNRRMKWKK) eklenmesi kararlagtirilmistir. Peptidlerin hiicre i¢i
lokasyonunu belireyebilmek amaciyla yine her bir peptid dizisinin -COOH ucuna FITC
floresan isaretinin eklenmesi, FITC isaretinin —-COOH ucuna eklenebilmesi i¢in dizinin
sonuna ilave bir Lizin amino asidi ilave edilmesi ve FITC’nin bu lizinin yan zincirinde

bulunan amino grubuna dahil edilmesi kararlastirilmistir.

Peptid 3, 4 ve 5 ile muamele edilen AsPC1 ve BXPC3 hiicrelerinin wst analizi

Bu analizlerde, 5,000 ve 20,000 hiicre/kuyu olacak sekilde, 48 ve 96 saatlik inkiibasyon
stireleri ve 30 nM, 100 nM, 300 nM, 1 uM, 3 uM, 10 uM ve 30 pM peptid konsantrasyon
araliklar1 denenmistir. Elde edilen sonuglara gére AsPC1 hiicrelerinde Peptid 3’iin IC50
degeri 12 uM, Peptid 4’iin IC50 degeri 3 uM ve Peptid 5’in IC50 degeri 10 uM olarak
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saptanmis olup BxPC3 hiicreleri iizerinde peptidlerin farkli konsantrasyon degerlerinde

sitotoksik etki gdzlenmemistir.

Peptid 3, 4 ve 5 ile muamele edilen AsPC1 hiicrelerinin wst analizi

AsPC1
Peptid 3
100+ L
0. Jr + 30 dk.
80+ 60 dk.
B | 120 dk.
§ oo B i 180 dk.
o 504 ] + 240 dk.
S 404
==
o 301 +
204
104
2 1 0 1 2
Log C (uM)

Sekil 4.47 Peptid 3 Muamele Edilen AsPC1 hiicrelerinin WST analizi

AsPC1
Peptid 4
100+ . —4 "
90— + 30dk.
g0 . 60 dk.
%D 704 T+ 120 dk.
Eu 60— 180 dk.
v 50— + 240 dk.
iS40
T
¥ 304
20 S
10
0 ] ? i 1
) -1 0 1 2
Log C (uM)

Sekil 4.48 Peptid 4 Muamele Edilen AsPCI1 hiicrelerinin WST analizi
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AsPC1

Peptid 5
132: T T ‘} + 30 dk.
5 80- : = 60 dk.
= 70- + 120 dk.
Su 60 % * 180 dk.
3 501 ¢ . + 240 dk.
S 40 |
T 30-
R 204 1
10- 1
0 T T T i |
.2 -1 0 1 2
Log C (uM)

Sekil 4.49 Peptid 5 Muamele Edilen AsPC1 hiicrelerinin WST analizi

Peptid 3, 4 ve 5 ile muamele edilen BxPC3 hiicrelerinin wst analizi

BXPC3 Peptid 3

100~ B
o0 - * 30dk.

80 . ® 60 dk.
70- * 120dk.
60
504
404
304
20+
10+
0 T + T 1

% Hiicre Canhlig

Log C (uM)

Sekil 4.50 Peptid 3 Muamele Edilen BxPC3 hiicrelerinin WST analizi
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BXPC3 Peptid 4

100~ B
90~ I * 30dk.
80 n | .“_‘,.e“‘\‘ ® 60 dk.

2 70- :// * 1204k,
[ — 60-
© ®
“é 50
S 40
I o
= 30
20
10
0 T + T 1
2 R 0 1 2
Log C (uM)

Sekil 4.51 Peptid 4 Muamele Edilen BxPC3 hiicrelerinin WST analizi

BXPC3 Peptid 5

100+
90
80+
70
60
50+
40+
30
20
10

* 30dk.
# 60 dk.
+ 120dk.

% Hiicre Canlihg

-2 -1

Log C (uM)

Sekil 4.52 Peptid 5 Muamele Edilen BxPC3 hiicrelerinin WST analizi

4.7.9.2 Tammmlanan inhibitér peptidlerin BxPC3 ve AsPC1 pankreas Kkanseri
hiicrelerinin motilitesi iizerindeki etkisi yara iyilesme analizi

Tanimlanan inhibitér peptidlerin BxPC3 ve AsPC1 pankreas kanseri hiicrelerinin

motilitesi lizerindeki etkisi yara iyilesme modeli ile analiz edilmistir.
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BxPC3 hiicrelerinin peptidlerin 1uM, 3uM ve 10uM konsantrasyonlarindaki muamelesi
esliginde gerceklesen yara iyilesmesi deneyi sonucunda herhangi bir peptid ile muamele
edilmeyen kontrol kosulunda yaranin 24 saatte kapandigi, peptidler ile muamele edilen
orneklerde ise konsantrasyona bagli olarak yara kapanmasinda anlamli yavaslama oldugu
gozlenmistir. En anlamli fark hiicreler, 10uM Peptid 3 ile muamele edildiginde gozlenmis

olup bu yaranin 168. saatte halen kapanmamis oldugu saptanmistir.

AsPCI1 hiicrelerinin peptidlerin 1uM, 3uM ve 10uM konsantrasyonlarindaki muamelesi
esliginde gerceklesen yara iyilesmesi deneyi sonucunda ise herhangi bir peptid ile
muamele edilmeyen kontrol 6rneginde yaranin 96 saatte halen kapanmadig1 gézlenmistir.
96. saatlik siireyi takiben hiicre sayist yogunluguna bagli olarak hiicre debrisinin ¢ok
arttigit ve yaranin mikroskop altinda takibinin zorlagtigi bulgulanmistir. Ayrica
kontaminasyon riski de g6z oniine alinarak deneyin 96. saatinde hiicreler PBS ile ikiser
defa yikandiktan sonra deney sonlandirilmistir ve yara bolgeleri fotograflanmistir. Bu
analiz sonucunda, peptidler ile muameleye bagli olarak AsPC1 hiicrelerinin motilitesinde

anlamli bir yavaglama gozlenmistir.

BxPC3 - Peptid 3

Kontrol (%0.1 DMSO)

0 saat

24 saat

48 saat

Sekil 4.53 Peptid 3 ile muamele edilen BxPC3 hiicrelerinde yara iyilesme deneyi
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BxPC3 - Peptid 3 - 10uM

24 saat 48 saat 72 saat

120 saat 144 saat 168 saat

Sekil 4.54 Peptid 3 (10 uM) ile muamele edilen BXPC3 hiicrelerinde 0-168 saat araliginda
gerceklesen yara iyilesme deneyi

BXPC3 Peptid 3
(0 saat)

Uzunluk ( mikrometre)

NT 1uM 3uM 10uM
Konsantrasyon ( mikromolar (uM))
P 1M 2 0,05, pVTIM < 0,05, pMT IO < 0,05, pliM MM 5 g 05, plu 1M £ g g5, pRM. 1M < g 05

Sekil 4.55 Peptid 3 ile muamele edilen BXxPC3 hiicrelerinde yara iyilesme deneyine ait
grafik (O saat)
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BXPC3 Peptid 3
(24 Saat)

250 4

200 A

150

Uzunluk ( mikrometre)

uM 3uM 10uM
Konsantrasyon (mikromolar (uM))
pMT 1M > 0,05, pNTIM = 0,05, pVT10WM 5 0,05, plM. MM < 0,05, pluMlWM < g 05, pHM.10M < 0,05

Sekil 4.56 Peptid 3 ile muamele edilen BxPC3 hiicrelerinde yara iyilesme deneyine ait
grafik (24 saat)

BXPC3 Peptid 3
(48 Saat)

200 4

175 4

150 4

125 4

100 +

Uzunluk (mikrometre)

25 4

. + i

NT M ’ 3uM
Konsantrasyon (mikromolar (uM)
piTiuM 5 005, phT.3uM 5 p o5, phT.10uM 5 g o5, pleM.3M 5 g g5, pluMltuM 5 g o5, pRM.i0M 5 g 05

10uM

Sekil 4.57 Peptid 3 ile muamele edilen BXPC3 hiicrelerinde yara iyilesme deneyine ait
grafik (48 saat)
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BXPC3 Peptid 3

(72 Saat)
200
T
@ 150
E
2
£
-
3
= 100
=
o
50
l
/
!

NT

1M 3uM
Konsantarsyon (mikromolar (uM))
pUTIM 5 0,05, pNT3M 5 0,05, P10 5 0,05, plM-AM 5 0,05, plUMIM o 005, pRM.10M 5 g 05

Sekil 4.58 Peptid3 ile muamele edilen BxPC3 hiicrelerinde yara iyilesme deneyine ait

grafik (72 saat)
BXPC3 Peptid 3
(96 Saat)

175

150 4
@ 1254
@
£
o
= 100 4
E
X
=2
E 75 1
=}

50

254

I/
o A
NT

1uM 3um
Konsantrasyon (mikromolar (uM))
pTIM 5 0,05, p¥T3M > .05, pMTI0WM 5 005, plM3M 5 0 05, pluMIouM 5 005, pRM.I0M 5 005

Sekil 4.59 Peptid 3 ile muamele edilen BXPC3 hiicrelerinde yara iyilesme deneyine ait
grafik (96 saat)
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BxPC3 - Peptid 4
3uM 10uM

0 saat

Kontrol (%0.1 DMSO)

- -
Naar 25 S
vy

24 saat

48 saat

Sekil 4.60 Peptid 4 ile muamele edilen BxPC3 hiicrelerinde yara iyilesme deneyi

BXPC3 Peptid 4
(0 Saat)

Uzunluk (mikrometre)

NT

10uM

1uM 3uM
Konsantrasyon (mikromolar (uM))

PN < 0,05, p¥TIM < 0.05, pMT 0 < 0.05, ptM M < 0.05, pluMI%M < 0,05, pHM- 1M < 0,05

Sekil 4.61 Peptid 4 ile muamele edilen BxPC3 hiicrelerinde yara iyilesme deneyine ait
grafik (0 saat)
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Sekil 4.62 Peptid 4 ile muamele edilen BxPC3 hiicrelerinde yara iyilesme deneyine ait

0 saat

24 saat

48 saat

Sekil 4.63 Peptid 5 ile muamele edilen BXPC3 hiicrelerinde yara iyilesme deneyi

BXPC3 Peptid 4
(24 Saat)

175 -

150 4

125 4

Uzunluk (mikrometre)

grafik (24 saat)

Kontrol (%0.1 DMSO)

-H\

WM

UM
Konsantrasyon (mikromolar (uM))
P 5 0,05, pNTIM 5 0,05, V10 5 0,05, plMHM < 0,05, plUMINM 5 g 05, pHM.I0M < 0,05

BxPC3 - Peptid 5

3uM

135

10uM




BXPC3 Peptid 5
(0 Saat)

Uzunluk (mikrometre)

200 1

NT Tui 10uM

l(onsantms"xon (mikromola;[‘:M}

PN < 0,05, pVT MM < 0,05, pVTI0M < 0,05, pluM M < 0,05, pt 1M 5 0,05, pMM I < .05

Sekil 4.64 Peptid 5 ile muamele edilen BxPC3 hiicrelerinde yara iyilesme deneyine ait
grafik (O saat)

BXPC3 Peptid 5
(24 Saat)

Uzunluk (mikrometre)

10uM

1uM 3uM
Konsantrasyon (mikromolar (uM))
PN 1M 5 0,05, pNT3uM 5 g o5, pMT-10M 5 g 05, pluM.3uM < g g5, plud10uM < g g5, p™M. 10 < 0,05

Sekil 4.65 Peptid 5 ile muamele edilen BXxPC3 hiicrelerinde yara iyilesme deneyine ait
grafik (24 saat)
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BXPC3 Peptid 5
(48 Saat)

100

@
-]
-

@
&
~

Uzunluk (mikrometre)
&
Y
~
1
I

20 ’

NT 10uM

1uM M
Konsantrasyon (mikromolar iuuM]]
p¥ M > 0,05, pNTIM = 0,05, pMTIHM > 005, phM-RM s 005, plM 1M > 005, pRMIRM < 0.05

Sekil 4.66 Peptid 5 ile muamele edilen BXxPC3 hiicrelerinde yara iyilesme deneyine ait
grafik (48 saat)

AsPCI hiicrelerinin peptitlerin 1 pM, 3 uM ve 10 uM konsantrasyonlarindaki muamelesi
esliginde gerceklesen yara iyilesmesi deneyi sonucunda ise herhangi bir peptit ile
muamele edilmeyen kontrol érneginde yaranin 96 saatte halen kapanmadig1 gozlenmistir.
96. saatlik siireyi takiben hiicre sayist yogunluguna bagli olarak hiicre debrisinin ¢ok
artt1igt ve yaranin mikroskop altinda takibinin zorlastigi bulgulanmigstir. Ayrica
kontaminasyon riski de g6z Oniine alinarak deneyin 96. saatinde hiicreler PBS ile ikiser
defa yikandiktan sonra deney sonlandirilmistir ve yara bolgeleri fotograflanmistir. Bu
analiz sonucunda, peptitler ile muameleye bagli olarak AsPCI1 hiicrelerinin motilitesinde

anlaml bir yavaslama gozlenmistir.
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AsPC1 - Peplid 3
Kontrol (%0.1 DMSO)

AsPC1 - Peptid 3
Kontrol (%0.1 DMSO) 3uMm

0 saat

24 saat

48 saat

72 saat

96 saat

Sekil 4.67 Peptid 3 ile muamele edilen AsPC1 hiicrelerinde yara iyilesme deneyi
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AsPC1 Peptid 3
(0 Saat)

1400 1

1000 4

Uzunluk (mikrometre)

10uMm

NT WM 3uM
Konsantrasyon (mikromolar (uM))
P LM < 0,05, PN < 0,05, pMTI0U < 0,05, plM M 5 0,05, pluMINM < 0,05, pi. 1M < 0,05

Sekil 4.68 Peptid 3 ile muamele edilen AsPC1 hiicrelerinde yara iyilesme deneyine ait
grafik (O saat)

AsPC1 Peptid 3
(24 Saat)

1200

Uzunluk (mikrometre)

200 1

NT 10uM

1uM 3uM
Konsantrausyon mikromolar (uM))
phT 1M 5 05, pNT.3uM 5 005, pMT.10UM < 05, plud.3uM 5 g 05, plu10uM ¢ 05, pM. 1% < g 05

Sekil 4.69 Peptid3 ile muamele edilen AsPC1 hiicrelerinde yara iyilesme deneyine ait
grafik (24 saat)
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AsPC1 Peptid 3
(48 Saat)

1750

1500

@ & &

Uzunluk (mikrometre)

8

250

10uM

NT M 3uM
Konsantrasyon (mikromolar (uM))
piT M < 0.05, phT M < 0,05, phT10WM < 0,05, plu M 5 0 05, pluM. 1M < 0 05, piM.10WM < 0,05

Sekil 4.70 Peptid 3 ile muamele edilen AsPC1 hiicrelerinde yara iyilesme deneyine ait
grafik (48 saat)

AsPC1 Peptid 3
(72 Saat)

1200 4

Uzunluk (mikrometre)

NT 10uM

Konsantu;:syon [nikromolarTl.':M))
phT M < 0,05, pT M < 0,05, pNT-10uM < 0,05, pluM. MM < 0,05, pluMlluM < g5, plM.10M 5 g 05

Sekil 4.71 Peptid 3 ile muamele edilen AsPC1 hiicrelerinde yara iyilesme deneyine ait
grafik (72 saat)
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0 saat

24 saat

48 saat

72 saat

96 saat

AsPC1 - Peptid 4

Kontrol (%0.1 DMSO)

AsPC1 - Peptid 4
3uM 10uM

Kontrol (%0.1 DMSO)

Sekil 4.72 Peptid 4 ile muamele edilen AsPC1 hiicrelerinde yara iyilesme deneyi
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AsPC1 Peptid 4
(0 Saat)

1400 4

Uzunluk (mikrometre)
g

NT 10uM

1M 3uM
Konsantrasyon (mikromolar (uM))
i 1M < 0,05, pNT.3uM < 0,05, phT.10uM < 0,05, plM.3M < 0,05, pluM 1M < 0,05, pluM. 10 < 0,05

Sekil 4.73 Peptid 4 ile muamele edilen AsPC1 hiicrelerinde yara iyilesme deneyine ait
grafik (O saat)

AsPC1 Peptid 4
(24 Saat)

1600 -

1400 A

g 8 ¢

Uzunluk (mikrometre)
g

NT

10uM

uM 3uM
Konsantrasyon (mikromolar (uM))
P < 0,05, MM < 0,05, P10 < 0,05, plM 3 < 0,05, plUtIM 5 0,05, pHM.10M 5 g 05

Sekil 4.74 Peptid 4 ile muamele edilen AsPC1 hiicrelerinde yara iyilesme deneyine ait
grafik (24 saat)
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AsPC1 Peptid 4
(48 Saat)

1400 4

Uzunluk (mikrometre)
g

200 4

10uM

NT 1M 3uM
Konsantrasyon (mikromolar (uM))

pNT- 1 < 0,05, pNTIM < 0,05, pNTI0UM < 0,05, pluM.3M < g g5, plUMI0M < g g5, pRM. 1M 5 g 05

Sekil 4.75 Peptid 4 ile muamele edilen AsPC1 hiicrelerinde yara iyilesme deneyine ait
grafik (48 saat)

AsPC1 Peptid 4
(72 Saat)

1400

Uzunluk (mikrometre)

NT 10uMm

WM 3uM
Konsantrasyon (mikromolar (uM))
phT 1M < 0,05, phTIM < 0,05, pT-10M < 0,05, pluM. M 5 0,05, pluM itk 5 0,05, pHM.10M 5 0,05

Sekil 4.76 Peptid 4 ile muamele edilen AsPC1 hiicrelerinde yara iyilesme deneyine ait
grafik (72 saat)
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24 saat 0 saat

48 saat

72 saat

96 saat

AsPC1 - Peptid 5

Kontrol (%0.1 DMSO)

AsPC1 - Peptid 5
Kontrol (%0.1 DMSO) 1uM

Sekil 4.77 Peptid 5 ile muamele edilen AsPC1 hiicrelerinde yara iyilesme deneyi
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AsPC1 Peptid 5
(0 Saat)

1000

Uzunluk (mikrometre)

NT 10uMm

uM 3uM
Konsantrasyon (mikromolar (uM))
p¥Tl#M 5 0,05, pNT M 5 0,05, pMT10M < 0,05, ple M < 0,05, pleMItM < 0,05, pM. 1N 5 0,05

Sekil 4.78 Peptid 5 ile muamele edilen AsPC1 hiicrelerinde yara iyilesme deneyine ait
grafik (0 saat)

AsPC1 Peptid 5
(24 Saat)

1200 4

Uzunluk (mikrometre)

200 4

NT

uM M 10uM
Konsantrasyon (mikromolar a‘lM]}
piTIM 5 0,05, PV < 0.05, P10 < 0,05, plM MM < .05, pluMINM < 0,05, pHM10M 5 0,05

Sekil 4.79 Peptid 5 ile muamele edilen AsPC1 hiicrelerinde yara iyilesme deneyine ait
grafik (24 saat)
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AsPC1 Peptid 5
(48 Saat)

Uzunluk (mikrometre)

NT 10uM

luM 3l
Konsantrasyon {mil:romolar"(uM}}
PV 2 005, pVTIM < 005, pMT- 10 < 0,05, pleM MM < 0,05, plWMI0M 2 05, pRM 10 5 g 05

Sekil 4.80 Peptid 5 ile muamele edilen AsPC1 hiicrelerinde yara iyilesme deneyine ait
grafik (48 saat)

AsPC1 Peptid 5
(72 Saat)

Uzunluk (mikrometre)

NT 10uM

I(onsantnrgsyon {mikmmola’r_‘?uM}}

T lM < 0,05, pNTIM < 0.05, pT 10 < 0,05, plM MM > 0,05, plM 1NN < 005, pMM I < 005

Sekil 4.81 Peptid 5 ile muamele edilen AsPC1 hiicrelerinde yara iyilesme deneyine ait
grafik (72 saat)
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5. TARTISMA VE SONUC

Kanser, hiicresel biiylime ve 6liim arasindaki hiicresel homeostaz1 bozan genetik ve
epigenetik modifikasyonlar1 igeren ¢ok adimli bir siiregtir. Kanser, diinya genelinde her
yil milyonlarca bireyi 6ldiiren énemli bir hastaliktir. Uluslararas1 Kanser Arastirmalari
Ajansi'na gore, yilda yaklagik 18.1 milyon kanser vakasi ve 9.6 milyon kanser 6limii
gerceklesmektedir. Kanser, gelismis iilkelerde morbidite ve mortaliteye neden olan en

ciddi kiiresel saglik sorunlari arasinda yer almaktadir (Das vd. 2023).

Pankreas kanseri, diger kanserlere kiyasla kotli prognoza sahip, oldukca agresif ve
olimciil bir malignitedir. Genellikle ileri bir agsamada tespit edilir, bu da sinirh tedavi
seceneklerine ve diisilk genel sagkalim oranina yol acar. Pankreas kanserinin kotii
prognozu, kansere bagli Oliimlerin 6nde gelen nedenlerinden biri olmasiyla
sonuclanmistir. Ayrica, pankreas kanseri ile iligkili ekonomik yiik de son birka¢ on yilda
artmistir. Bu durum, pankreas kanserli hastalar i¢in daha iyi tedavi segeneklerinin

bulunmasina duyulan acil ihtiyaci vurgulamaktadir (Klein 2021).

PDAK'm 2040'tan 6nce kolorektal kanseri gecerek kansere bagl dliimlerin 6nde gelen
nedeni olarak sadece akciger kanserinin gerisinde kalacagi tahmin edilmektedir. PDAK'in
olimciilliigiine yol acan faktorler ¢ok sayidadir ve hastaligin ilerlemesinin sonlarina
kadar, genellikle uzak metastazdan sonra tespit edilememesine odaklanmaktadir. Ayrica,
germ hatt1 mutasyonlarina veya miisindz kistik lezyonlar ve kronik pankreatit gibi bilinen
risk faktorlerine atfedilen vakalarin azinhigt (%10 - %15) disinda, ¢ogu hasta i¢in
atfedilebilir tek bir risk faktorii yoktur. Lokalize hastaligin biiyiik 6l¢iide asemptomatik
olmasi veya kotii tanimlanmig semptomlarin eslik etmesi, erken evre tiimorler i¢in tanisal
biyobelirteglerin azlig1 ve pankreasin ulasilmasi zor anatomik konumu, rutin klinik ici
tarama yapilabilmesini engellemektedir. Obezite salgin1 ve daha uzun yasam beklentisi
gibi faktorlerin bir araya gelmesiyle giderek artan hastalik insidansi, ¢ogu hastaya fayda
saglamak icin yeni terapotik stratejilerin belirlenmesi ve uygulanmasia yonelik acil

ihtiyacin altin1 ¢izmektedir (Chen vd. 2021).
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Ras onkogenleri [Hras, Nras, Kirsten sigan sarkomu viral onkogen homologu (Kras)],
kanserlerin ~%30'unda tanimlanan, kanserde en sik mutasyona ugrayan gen ailesini
olusturur. Ras ailesi, biiyiime ve ¢ogalma gibi énemli hiicresel siire¢lerde Kritik bir rol
oynar; dolayisiyla bu genlerdeki aktive edici bir mutasyon, timdér olusumuna yol agabilir.
Bu grup i¢inde Kras, kanserde en stk mutasyona ugrayan izoformdur ve tiim Ras mutant
kanserlerinin ~%84'linde tanimlanir. Ras proteinlerinin kanser gelisimindeki 6nemi uzun

zamandir bilinmesine ragmen hala bu protein tiyelerini hedef alan ilaglar bulunamamustir

(Zhang 2023).

Mutasyona ugramis Ras't, 6zellikle de mutasyona ugramig Kras onkoproteinini dogrudan
hedef alan bir ilacin gelistirilmesi, kanser tedavilerinde kemoterapi arastirmalarinin
hedeflerinden biridir. KrasG12D mutasyonunun PDAK'de en baskin mutasyon oldugu
(~%41) goz oniine alindiginda, KrasG12D inhibitdrleri PDAK klinik tedavisi i¢in yiiksek
bir terapétik potansiyele sahiptir (Zhang 2023).

Farkli yaklagimlar {izerine kurulu ilag gelistirme stratejilerinin, Ras mutasyonu igeren
kanser olgularina kars1 miicadelede basar1 oranini artirabilecegi ongoriilmektedir. Bu
stratejilerin en yenilik¢i noktasi, Kras(G12D)-eksprese eden hiicre hatti proliferasyonunu
secici olarak baskilayan ve Kras(G12D) fonksiyonlarin1i bloke eden bir peptit
molekiiliiniin iki yaklasim {izerinden etkili olmasidir: RasGDP-SOSI etkilesiminin
inhibisyonu ve RasGTP-BRAF etkilesiminin hedeflenmesidir. Kras’it hedefleyen
inhibitor yapilar ya da peptit uygulamalari yan1 sira bu onkoproteini hedefleyen antisens
molekiiller de Kras’in hedeflenmesinde olasilik dahilinde incelenmistir (Sakamoto vd.
2017). Ornegin 2018 yilinda AstraZeneca giiclii protein knockdown aktivitesi gdsteren
ancak mutasyona ugramis Kras'a karst segici olmayan antisens oligoniikleotidi
AZDA4785’nin kullanimini bildirmistir. AstraZeneca, dogal tip Kras yikiminin fare ve
maymunlarin kullanildig1 hayvan deneylerinde herhangi bir istenmeyen yan etkiye neden
olmadigint bildirmisgtir (Ross vd. 2017). Ancak uzun siireli insan iizerindeki
uygulamalarda bu antisens molekiile bagli hangi yan etkilerin ortaya ¢ikabilecegi belirsiz
oldugundan AZA4785 iizerindeki c¢alismalar 2019 yilinda durdurulmustur. Kras’1
hedefleyen ilag gelistirme yaklasimlarindan en heyecan verici olan1 2021 yilinda Wang

ve ark., tarafindan MRTX1133'lin kovalent olmayan, se¢ici bir KrasG12D inhibitorii
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olarak bildirilmesidir (Wang vd. 2022). Otuz o6rneklik bir ¢alismada, KrasG12D igin
kiiciik molekiillii bir inhibitdr olan MRTX1133, KrasG12D ile mutasyona ugramis 11
PDAK CDX ve PDX'in 8'inde belirgin tiimor gerilemesi (>%30) gostermistir. Son
zamanlarda Kemp ve arkadaglari, immiinokompetan KrasG12D mutant PDAK
modellerinde MRTX1133'lin 06zgiilliigiinii, giliciini ve etkinligini gostermistir. Bu
caligmada MRTX1133, test edilen tim in vivo modellerde belirgin timor gerilemesi

sergilemistir (Kemp vd. 2023).

Dogal ve G12 D mutant Kras proteinlerine baglanan M13 faj partikiillerinin faj
goriintiileme  yontemi kullanilarak segilimi  yapilmistir. Daha sonra yapilan
biyoinformatik analizleri neticesinde cesitli konsensus dizileri elde edilmistir. GDP -
dogal tip Kras’a baglanan “nhw.y.lemmyn” konsensus dizisi ve GTP - dogal tip Kras’a
baglanan “fhstwptysvmn” konsensus dizisi saptanmistir. Biyoinformatik analizler
sonucunda GDP - mutant tip Kras’a baglanan ve GTP - mutant tip Kras’a baglanan

herhangi bir konsensus dizisi elde edilmedigi goriilmiistiir.

GDP —dogal tipinde, B9 WTF3, C9 WTGI1, E9 WTHI1 ve F9 WTH3 o&rneklerinden
ortak AHWHYMLSMMYP peptid dizilimi, GDP — mutant tipinde ise E8_GC10 ve
D6 _GAS8 orneklerinden “HWYRLWPNGHFS” peptid dizisi, B7_GD10 ve F6_GA12
orneklerinden AHWHYMLSMMYP” peptid dizisi elde edilmistir. GTP — mutant tipinde
B11 2GB2,C12 2GC3 ve F10_2GF1 6rneklerinden “FHSTWPTYSVMN” peptid dizisi

elde edilmistir.

Faj goriintiileme sonucunda Kras dogal tip ve KrasG12 D proteinlerine baglan yiizdesi en
yiiksek olan inhibitdr peptidler yiizey plazmonan rezonans yontemiyle belirlenmistir.
Secilen yedi peptid dizisinden iiclinde anlamli bir baglanma gbézlemlenmistir. Diger dort
peptid dizisinde bir baglanma goriilmemil ya da veriler kaliteli bulunmamistir. Yiizey
plazmonan rezonans analizi sonucunda anlamli baglanma gosteren peptid 3,4 ve 5 sonraki

yapilacak analizlere dahil edilmistir.

Secilen iic peptidin ¢alistigimiz onkoprotein iizerindeki fonksiyonel etkilerinin

arasgtirtlmasi i¢in iki tip hiicre hatti kullanilmistir. Bunlar dogal tip Kras geni tasiyan
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BxPC-3 hiicre hatt1 ve Kras mutasyonu olan G12D mutasyonunu tasiyan AsPC-1 hiicre
hattidir.

Intibitdr peptidlerin pankreas kanseri hiicrelerindeki proliferasyonu iizerindeki etkileri ve
sitotoksite (IC50) analizi yapilmigtir. Segilen ii¢ peptidin -NH2 ucuna, hiicre
membranindan baglanmaya destek vermesi i¢in 16 amino asitlik Antenopedia dizisi (Ant;
RQIKIWFQNRRMKWKK) eklenmistir. Peptidlerin hiicre i¢indeki yerini belirlemek

acisindan da her bir peptid dizisine -COOH ucuna FITC floresan isareti eklenmistir.

Cesitli eklemeler yapilarak yeniden tasarlanan peptidler ile WST analizi yapilmistir.
Yapilan analizin sonuglarina gére AsPC1 hiicrelerinde Peptid 3’iin IC50 degeri 12uM,
Peptid 4’tin IC50 degeri 3 uM ve Peptid 5’in IC50 degeri 10 uM olarak saptanmuistir.
BxPC3 hiicreleri tizerinde peptidlerin farkli konsantrasyon degerlerinde sitotoksik etki

gozlenmemistir.

Sonraki asamada daha 6nce belirlenen bu ii¢ inhibitdr peptidlerin BXPC3 ve AsPC1l
pankreas kanseri hiicrelerinin motilitesi lizerindeki etkisi yara iyilesme modeli ile analiz
edilmistir. BxPC3 hiicrelerindeki peptidlerin 1 uM, 3 uM ve 10 uM
konsantrasyonlarindaki muamelesi sonucunda yapilan yara iyilesme deneyi sonucunda
herhangi bir peptidle muamele edilmeyen hiicredeki yaranin 24 saatte kapandigi,
belirlenen peptidlerle muamele edilen hiicrelerde ise yara kapanmasinda yavaslama
oldugu belirlenmistir. Yapilan analizler sonucunda en anlamli verinin 10 uM Peptid 3 ile

muamele edilen hiicredeki yaranin 168. saatte halen kapanmamis oldugu saptanmaistir.

AsPC1 hiicrelerindeki peptidlerin 1 pM, 3 uM ve 10 uM konsantrasyonlarindaki
muamelesi sonucunda yapilan yara iyilesme deneyi sonucunda herhangi bir peptidle
muamele edilmeyen hiicredeki yaranin 96 saatte hala kapanmadigi gézlemlenmistir. 96.
saatlik siireyi takiben hiicre sayis1 yogunluguna bagli olarak hiicre debrisinin ¢ok arttig1
ve yaranin mikroskop altinda takibinin zorlastig1 bulgulanmistir. Deney sonlandirilmistir.
Bu analiz neticesinde de peptidler ile muamele edilen AsPCI1 hiicrelerinin motilitesinde

yavaslama saptanmistir.
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Sonug olarak, elde edilen tiim veriler goz oniine alindiginda, tezde hedeflenen amagclar
dogrultusunda, pankreas kanserinde Ras onkogenini hedefleyen ilag Onciillerinin
bulunmasi hakkinda onemli bilgiler elde edilmistir. Faj sunumu deneyi sonrasinda
tanmimlanan 7 peptidin dogal tip ve mutant Kras proteinlerine baglanma 6zellikleri ylizey
plazmon rezonans yontemi ile analiz edildiginde 3 peptit dizisinin dogal ve mutant tip
Kras proteinlerine yiiksek afinite ile baglanma gosterdigi bulunmustur. Sonrasinda
uygulanan hiicre kiiltiiri deneylerinde 6zellikle peptid 3 ile ilgili anlaml1 veriler ortaya
cikmustir. Bu peptit dizilerinden peptit 3’iin pankreas kanseri hiicrelerinin motilitiesini
anlamli seviyede inhibe ettigi gozlenmistir. Tez ¢alismasinda ortaya ¢ikan veriler, daha
sonra yapilabilecek hayvan denemeleri veya klinik denemelere kaynak olusturmaktadir.
lleride gergeklestirilecek analizler ile dzellikle peptid 3 molekiiliiniin ileri hiicresel ve
hayvan deneylerinin gerceklestirilmesi bu peptitin etki mekanizmasinin daha iyi
anlagilmasin1 ve inhibe ettigi mekanizmalarin tanimlanmasini, ilag Onciilii olarak
potansiyelinin daha iyi degerlendirilmesini miimkiin kilabilecektir. Bununla birlikte,
pankreas kanseri biyolojisini anlamak iizere yapilacak calismalar, pankreas kanserinin

erken teshisi ve hedefe yonelik tedavisi icin yeni firsatlar ortaya ¢ikaracaktir.
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