Suleyman Demirel University
Journal of Health Sciences
Volume 13, Issue 1, 11 - 18, 2022

Siileyman Demirel Universitesi
Saglik Bilimleri Dergisi
Cilt 13, Sayi 1, 11- 18, 2022

—— e’

Katlanmamig Protein Yaniti Sinyal Yolunun IRE1a Kolunun Baskilanmasinin
PANC-1 Pankreatik Duktal Adenokarsinoma Hucrelerinin Tumarijenik
Ozellikleri Uzerindeki Etkilerinin Incelenmesi

Yalgin ERZURUMLU +®

! Siileyman Demirel Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Temel Eczacilik Bilimleri Boliimii, Biyokimya Anabilim Dali, Isparta,
Tarkiye

PUVON VAN
W WP WIS

OZET

Amag: Pankreas kanseri pankreas dokusundaki hucrelerden orijin alan bir grup malignite olarak ifade
edilmektedir. Gelisen bu malignite pankreas duktal adenokarsinomu (PDAC) olarak adlandiriimaktadir.
PDAC gelisen hastalarin sag kalim oranlari oldukc¢a dusuktir ve diinya genelinde kansere bagh 6limlerin
dordincu en sik nedenidir. PDAC timorlerini cevreleyen mikroortamin hipoksik kosullari ve besinden
yoksun sartlarinin hiicrelerde artmis bazal ER stresini uyardigi rapor edilmigtir. Hicrelerde ER stresi
yanitlarini kontrol eden Katlanmamis Protein Yaniti (UPR) adi verilen ve birincil amaci ER homeostazisini
yeniden kurmak olan evrimsel olarak korunmusg bir sinyal iletim yolu gelistirmistir. Son yillardaki ¢alismalar
UPR sinyal yolunun karsinogenez sirecine katkida bulundugunu ortaya koymustur. ER stresi ve UPR
aktivitesindeki degisimlerin ovaryum, prostat, meme ve pankreas kanseri de dahil olmak Uzere birgok
kanser tirunin gelisimi ile dogrudan iligkili oldugu rapor edilmistir. Calismamizda UPR’nin regulasyonunda
gorev alan u¢ 6nemli efektdr proteininden biri olan IRE1a’nin segici bir inhibitoéri olan MKC-3946 ile
inhibisyonunun PANC-1 hiicrelerinin timdrijenik 6zellikleri Gzerindeki etkileri arastinimistir.

Materyal-Metot: MKC-3946'iin biyokimyasal etkinligi immuinoblotlama ile degerlendirilmistir. MKC-3946’Gin
PANC-1 hucrelerinin timorijenik yetenegi Uzerindeki etkileri WST-1 temelli hiicre proliferasyon 6lgim,
koloni olugturma tahlili, yara iyilesme tahlili ile incelenmistir.

Bulgular: MKC-3946 uygulamasi PANC-1 hucrelerinin  timorijenik 6zelliklerini anlamli  dizeyde
baskilamistir.

Sonugc: IRE1a’nin farmakolojik olarak hedeflenmesi, pankreas kanserine ydnelik olarak yeni bir terapotik
bakis agisI saglayabilir.
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ABSTRACT

Objective: Pancreatic cancer is mean as a group of malignancies originating from cells in the pancreatic tissue.
This developing malignancy is named pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC). The survival rate of patients
who develop PDAC is very low and is the fourth most common cause of cancer-related death worldwide.
Hypoxic and nutrient-deprived conditions of the microenvironment surrounding PDAC tumors have been
reported to induce increased basal ER stress in cells. Cells are developed an evolutionarily conserved signal
transduction pathway called the Unfolded Protein Response (UPR) that controls ER stress responses in cells,
which primary purpose is to restore ER homeostasis. Recent studies have revealed that the UPR signaling
pathway contributes to the carcinogenesis process. It has been reported that changes in ER stress and UPR
activity are directly related to the development of many types of cancer, including ovarian, prostate, breast, and
pancreatic cancer. In our study, the effects of inhibition of IRE1a, one of the three important effector proteins
involved in the regulation of the UPR, with a selective inhibitor, MKC-3946, on the tumorigenic properties of
PANC-1 cells were investigated.

Material-Method: The biochemical efficiency of MKC-3946 was evaluated by immunoblotting. The effects of
MKC-3946 on the tumorigenic ability of PANC-1 cells were investigated by WST-1-based cell proliferation
measurement, colony formation assay and wound healing assay.

Results: MKC-3946 treatment significantly suppressed the tumorigenic properties of PANC-1 cells.

Conclusion: Pharmacological targeting of the IRE1a in pancreatic cancer may provide a new therapeutic
perspective.
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1. Giris

Pankreas kanseri pankreas dokusundaki hicrelerden orijin alan bir grup malignite olarak ifade
edilmektedir. Hastalarda go6zlenen malignitelerin buyuk bir bolimi hem duktal hem de asiner
hiicrelerden gelismektedir. Gelisen bu malignite pankreas duktal adenokarsinomu (PDAC) olarak ifade
edilmektedir. PDAC’In hizl ilerlemesi ve metastatik 6zellik kazanmasindan dolayi hastalarin yaklasik
%10'nundan daha azinin bes yillik sag kalim siresine sahip oldugu gorilmektedir [1]. Ozellikle PDAC
tum pankreas kanseri vakalarinin %90'Indan fazlasini olusturmasina karsin pankreatik kanserlerin
insidansinin disik olmasi nedeniyle tim kanser turlerinin %2-3’lUk bir grubunu olugturmaktadir. Ancak
PDAC gelisen hastalarin 6lim oranlari yuksektir ve diinya genelinde kansere bagli élumlerin doérdinci
en sik nedenidir [2]. Bu nedenle pankreas kanserine iliskin molekuler patogenez sirecinin iyi anlagiimasi
ve bu yonde terapdtik yaklasimlarin gelistiriimesi olduk¢a énemlidir.

Kansere karsi yaygin olarak kullanilan radyasyon tedavisi, kemoterapi ve cerrahi girisim gibi geleneksel
tedavilerin PDAC hastalarindaki sagkalim oranlarina buyuk bir etkisi olmadidi belirlenmistir. PDAC
hastalarinin yalnizca %10-20’lik bir bélimunuin rezeksiyona uygun oldugu %80-90 gibi bir bélumunin
ise rezeksiyona uygun olmadigi ve ilerlemis ya da metastatik 6zellikteki pankreatik kansere sahip oldugu
gorulmektedir [3,4]. Metastatik formdaki pankreatik kanser hastalarinin %20’sinin karsinogenez surecini
takiben gecen ilk bir yil igerisinde yasamlarini yitirmektedir [5].

PDAC timorleri ve bu timorleri gevreleyen mikroortamlari olusturan hiicrelerin bulundugu hipoksik

kosullar ve besinden yoksun ortamlarindan dolay!r bu hicrelerde bazal ER stresi goérildugu rapor
edilmistir [6]. Ayrica katlanmamis protein yaniti (UPR, Unfolded Protein Response) uyariminin timor
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olusumuna ve timorin ilerlemesine katkida bulunabilecegi distnilmektedir. Bu nedenle PDAC’ta bazal
diizeyde seyreden hiicresel olarak aktif UPR gbzlenmektedir [6].

Endoplazmik retikulum (ER) protein sentezi, katlanmasi ve trafigi, kalsiyum depolanmasi ve lipogenezin
de dahil oldugu ¢ok sayidaki biyokimyasal fonksiyonun diizenlendigi bir organeldir [7]. Ozellikle
hicrelerde meydana gelen mutasyon, oksidatif stres, is1 soku ve gelisen patofizyolojik kosullar nedeniyle
ER homeostazisi bozulmaktadir. Ayrica hicrelerdeki artan protein sentezi gereksinimi, glikoz
yoksunlugu veya ER’de depolanan kalsiyum dulzeylerindeki dengesizlik; ER’nin islevselliginde
bozulmaya yol acarak ER stresi olarak ifade edilen sureci tetiklemektedir [8].

ER protein sentezi ve transportu icgin bir portal goérevi Ustlenmektedir. Bu nedenle ER’ye bagl
ribozomlarda sentezlenen polipeptit zincirlerinin ER’ye transferini takiben katlanma sureci
gerceklesmektedir. Proteinlerin hlcresel kompartmanlardaki hedeflerine ulasabilmeleri ve biyolojik
fonksiyonlarini yerine getirebilmeleri i¢in nihai formlarina ulagmalari gerekmektedir. Olgun formuna
ulasamayan proteinler ER’de yer alan protein-kalite kontrol mekanizmasi UGyeleri tarafindan belirlenerek
hiicresel duzeydeki olasi bir proteotoksik slrecin 6nline gegmek Uzere proteozomal yikima
yonlendiriimektedir [9]. ER’de araliksiz devam eden protein kalite kontrol stireci hiicrenin artan protein
sentezi ihtiyaci gibi nedenlerden dolayi bozulmaktadir. Hicreler ER’de bozulan bu protein-kalite kontrol
surecini yeniden programlayabilmek icin UPR adi verilen ve birincil amaci ER homeostazisini yeniden
kurmak olan evrimsel olarak korunmus bir sinyal iletim yolu gelistirmistir [7].

UPR; ER membraninda lokalize ER stres sensor proteini olarak da ifade edilen inositol gerektiren kinaz
1 alfa (IRE1a), protein kinaz RNA (PKR) benzeri ER kinaz (PERK) ve aktive edici transkripsiyon faktéri
(ATF6) transmembran proteinleri araciligi ile regule edilmektedir [7]. Fizyolojik kosullar altinda bu sensér
proteinleri ER [Umeninin i¢ ylzinde ER'de yerlesik major saperon proteini olan BiP/GRP78
(immunoglobulin heavy chain binding protein/78-kDa glucose-regulated protein) tarafindan inaktif
formda tutulmaktadir. BiP, katlanmamis proteinler ile ER stres sensor proteinlerinin limen igi alanlan
arasinda dinamik bir denge kurmaktadir. ER igerisindeki serbest BiP’in bazal diizeylerinin ER’de biriken
katlanmamis proteinler nedeniyle dismesi ve ER stres sensoér proteinleri ile etkilesimdeki BiP’in ER
stres sensori Iimen alanlarina kiyasla katlanmamis proteinlere daha yilksek dogal afinitesi nedeniyle
ayrismasi sonrasinda UPR aktivasyonu gerceklesmektedir. Bu sirecte hem IRE1a hem de PERK'in
homodimerize olmasini takiben gergeklesen trans-otofosforilasyon yolu ile IRE1a ve PERK'in
aktivasyonu gerceklesmektedir. Tam uzunluktaki ATF6 proteini (90kDa) ise UPR hedef genlerini aktive
etmek Uzere Golgi'ye transfer olarak burada yer alan S1P (site-1-protease) ve S2P (site-2-protease)
proteazlari tarafindan kesime ugrayarak 50kDa’luk sitozolik aktif fragmenti nlkleusa transloke
olmaktadir [10].

IRE1a’nin aktivasyonu ile endoribonlikleaz aktivitesi uyarilir ve XBP1 mRNA’sInin splicing’e ugrayarak
guclu bir transkripsiyonel aktivator olan XBP-1s olusumu gerceklesir [11]. Bu yol ile protein yikimi ve
tasinmasi ile iligkili Gyelerin ifade diizeyleri ile ER protein katlama kapasitesi ile iliskili komponentlerin
dlzeyleri arttirllir. Ayrica IRE1a’nin endontikleaz aktivitesi ile IRE1 bagiml bozunma olarak ifade edilen
RIDD (IRE1 dependent decay) aracili olarak ER membraninda mRNA yikimi gerceklestirilerek ER'nin
yuki hafifletilir [12].

PERK aktivasyonu UPR’nin translasyonel cevaplarini dizenlemektedir. PERK'in kinaz domainin
aktivasyonu Okaryotik translasyon baglatma faktori 2a (elF2a)'nin fosforilasyonunu tetikleyerek
ribozomal inhibisyona ve global translasyonun zayiflamasina neden olmaktadir. Bu sire¢ hilcreye
adaptasyon icin zaman kazandirmaktadir [13]. Ayrica UPR’nin PERK kolunun bir downstream efektor
proteini olan ATF4 (activating transcription factor 4) ile protein katlama kapasitesinin arttiriimasi ile iligkili
olan UPR hedef genlerinin ifade diizeylerinde artis saglanmaktadir [14].

Son yillardaki galismalar UPR sinyal yolunun karsinogenez surecine katkida bulundugunu ortaya
koymustur [18,19]. ER stresi ve UPR aktivitesindeki degisimlerin ovaryum, prostat, meme ve pankreas
kanseri de dahil olmak Uizere birgok kanser tiriinin gelisimi ile dogrudan iliskili oldugu rapor edilmistir
[19]. TUmor ilerlemesi, sureklilik kazanan hiicre bdlinmesi, anjiyogenez, migrasyon ve invazyon gibi
slreglerin hemen hemen her asamasinda UPR yer almaktadir [18].

Calismalarimizda pankreas kanseri hicrelerinde UPR’nin IRE1a kolunun MKC-3946 ile bloke

edilmesinin timorigenez ile iligkilendirilen proliferasyon, koloni olusturma ve migrasyon gibi yetenekler
Uzerindeki etkinligi cesitli yontemler ile degerlendirilmistir. Bulgularimiz in vitro da pankreatik duktal
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adenokarsinomayi modelize eden PANC-1 hiicrelerinde MKC-3946 ile IRE1a’nin bloke edilmesinin
hicrelerin timdrijenik yeteneklerini blylk oranda baskiladigini géstermistir.

2. Materyal ve Metot

Hucre Kualtard: Calismalarda American Type Culture Collection (ATCC)den temin edilmis insan
pankreatik duktal adenokarsinoma hicreleri %10 FBS iceren DMEM (Dulbecco's Modified Eagle
Medium) besi yeri ile konvansiyonel hicre klltlrt sartlarinda (37 °C’de %5 CO2) kiltlire edildi.

immiinoblotlama: immiinoblotlama calismalari daha énce rapor edildigi sekilde gerceklestirilmistir
(20). PANC-1 htcreleri RIPA tamponu (50 mM Tris-HCI pH 7.5 icinde 150 mM NaCl, %21 Triton X-100,
%0.5 sodyum deoksikolat, %0.1 SDS) ile lizatlandi. Lizatlanan drnekler 4 °C'de 20 dakika boyunca
14.000 r.p.m'de santrif(jj edildi ve hiicre pelleti uzaklastirilarak siipernatant saklandi. Orneklerdeki
toplam protein konsantrasyonunun belirlenmesi icin BCA protein tahlil kiti (Takara) kullanildi. Her bir
o6rnek hazirlanan SDS-PAGE jeline yuklenerek elektroforez iglemi ile protein icerikleri ayristinidi.
Takiben protein Ornekleri PVDF membrana transfer edildi. Transfer islemi sonrasinda sirasiyla
bloklama, birincil antikor uygulanmasi, yikama, HRP konjuge ikincil antikor uygulanmasi, yikama ve
goranttleme islemi gergeklestirildi. Protein bantlarinin gérintilenmesi igin ECL substrat kiti (Bio-Rad)
kullanilarak ChemiDoc XRS+ System (Bio-Rad) sisteminde gerceklestirildi. immiinoblotlamada
poliklonal anti-XBP-1u (Proteintech #25997-1-AP), poliklonal anti-XBP-1s antikorlari (Proteintech
#24868-1-AP) ve yukleme kontroli olarak monoklonal anti-Beta Aktin (Proteintech #66009-1-19)
antikorlari kullanilmistir. ikincil antikor olarak anti-tavsan IgG HRP-konjuge ikincil antikor (Cell Signaling
#7074) ve anti-fare IgG HRP-konjuge ikincil antikor (Cell Signaling #7076) kullaniimistir.

Proliferasyon Tahlili: Hucrelere uygulanan MKC-3946 etanol ile ¢ozllerek 1000 kat konsantre stok
(1000x) olarak hazirlandi. Hicrelere 24 saat sure ile 1, 2.5, 5 yM MKC-3946 uygulamasi yapildi. Kontrol
uygulamasi olarak hiicrelere es hacimde ¢6zgen uygulamasi gergeklestirildi. PANC-1 hticrelerinin hiicre
proliferasyon oralarit WST-1 hicre proliferasyon reaktifi (Takara) kullanilarak dreticinin énerdigi protokol
kullanilarak gercgeklestirildi. Her bir érnek 3 teknik tekrar halinde degerlendirildi. 96 kuyucuklu hicre
kiltar kaplarina 5000 hicre/kuyucuk olacak sekilde ekim islemi gergeklestirildi. Hiicre ekim islemini
takiben gegen 24 saat sonrasinda bilesikler hilicrelere 48 saat sure ile uygulandi. Siire sonunda her bir
ornege 20 plt WST-1 ajani eklendi ve 2 saat sire ile inkiibasyon islemi gerceklestirildi. Takiben
mikroplaka okuyucu (BioTek, Epoch 2)'da 450nm dalga boyunda absorbans okumasi gergeklestirildi.

Koloni olugsum Tahlili: PANC-1 hiicreleri, 6 kuyucuklu bir plakaya (1000 hiicre/ml) ekildi. 24 saat sonra
hicrelere 5 yM MKC-3946 uygulamasi gergeklestirildi ve 72 saat boyunca bir CO: inklibatdriinde 37
°C'de hicreler buyuatildd. Sire sonunda besi ortami uzaklastinlarak hicreler 1xPBS ile yikanarak
gelisen koloniler fikse edildi ve %0.05 kristal viyole solliisyonu (Sigma Aldrich) ile boyanarak faz kontrast
mikroskopta incelendi. Sonuglar kat degisimi seklinde grafikte sunuldu.

Yara lyilesme Tahlili: PANC-1 hiicreleri, 12 kuyucuklu hiicre kiiltiir kabina (3,5x10° hiicre/kuyucuk)
ekildi ve 24 saat sireyle bir CO: inkiibatérinde 37°C'de inkiibe edildi. Hicrelere yara agma aparati
kullanilarak yara olusturuldu. islem sirasinda kiiltiir yiizeyinden ayrilan hiicrelerin uzaklastiriimasi igin
1xPBS ile hiicreler yikandi ve tekrar besi ortami eklenerek 5 yM MKC-3946 uygulamasi gerceklestirildi.
72 saat slre ile yara genisligindeki degisimler faz kontrast mikroskobu kullanilarak izlendi ve
fotograflamalar  gerceklestirildi. Yara kapanma  ylzdesinin  analizi, Imaged yazilimi
(http://imagej.nih.govi/ij/) kullanilarak gerceklestirildi. Her bir 6rnek grubu 3 bagimsiz biyolojik ve iki teknik
tekrar ile tekrarlandi. Sonugclar kat degisimi seklinde grafikte sunuldu.

istatistiksel Degerlendirme: Sonuclar ortalama + standart sapma (SD) olarak sunuldu. Gruplar
arasindaki farkliliklarin istatistiksel anlamhhdr GraphPad Prism 5 yazilimi kullanilarak minimum %95
gliven arahgi ile Student t testi ile belirlendi. p < 0.05 deg@eri anlamli kabul edildi.

3. Bulgular

Calismalarimizda pankreas kanseri hiicresi PANC-1'de UPR’nin IRE1a kolunun MKC-3946 ile bloke
edilmesinin PANC-1 hicrelerinin proliferasyon, koloni olusturma ve migrasyon gibi timoérijenik ozellikleri
Uzerindeki etkileri degerlendirilmistir. Bu amagla 6ncelikli olarak UPR’de yer alan IRE1a endoniikleaz
aktivitesini bloke eden MKC-3946'ln biyokimyasal etkinligi IRE1a’nin efektor yanit elemani olan XBP-
1’in alternatif splicing versiyonu incelenerek gerceklestiriimistir. XBP-1’in unspliced (XBP-1u) ve spliced
(XBP-1s) versiyonlarinin protein diizeylerindeki degisimler immunoblotlama ile incelenmistir. Sekil 1°de
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sunulan imminoblot verilerine gére MKC-3946 uygulamasi PANC-1 hicrelerinde bazal dizeyde
seyreden IRE1a’nin downstream efektori olan XBP-1u/XBP-1s dénisimini basarili bir sekilde inhibe
etmistir (Sekil 1).

MKC-3946
5uM

XBP-1u

XBP-1s

 J AN

. ' l Kontrol

Aktin

Sekil 1: PANC-1 hicre hattinda UPR’nin IRE1a kolunun MKC-3946 aracili olarak baskilanmasi. PANC-1 hiicreleri
6 kuyucuklu hiicre kultir kaplarina ekildikten 24 saat sonra hiicrelere 5 uM MKC-3946 uygulandi. MKC-3946
uygulamasindan 24 saat sonra hcreler lizatlanarak immunoblotlama islem basamaklari uygulandi. XBP-1u ve
XBP-1s dlizeyleri bu proteinlere karsi primer antikorlar kullanilarak tayin edildi. Yikleme kontroll olarak beta-aktin
kullanild.

MKC-3946’Un IRE1a’nin endoribonukleaz aktivitesinden sorumlu domain ile etkileserek IRE1a
sinyalizasyonunu bozmaktadir. MKC-3946'nin biyokimyasal aktivitesi icin efektif doz 5 uM olarak rapor
edilmistir [21,22]. imminoblotlama galismalarimizda da PANC-1 hiicreleri igin MKC-396'nin
biyokimyasal etkinligi icin gerekli olan efektif dozun 5 yM oldugu belirlenmistir (Sekil 1). Bu nedenle
sonraki basamaklarda surdirdtigimz fonksiyonel tahliller bu bilgi kullanilarak strdirdlmagtar.

Sonraki asamada PANC-1 hicrelerine MKC-3946 uygulamasinin hiicre proliferasyonu (izerine olan
etkileri WST-1 temelli hicre proliferasyonunu o6lgmede kullanilan tahlil ile degerlendirilmigtir.
Bulgularimiz IRE1a blokajinin PANC-1 hdicrelerinin proliferasyon dlzeylerini 5 yM MKC-3946
uygulamasi ile istatistiksel olarak anlamli bir diizeyde baskiladidini ortaya koymustur (Sekil 2).

125

100

75
*

50

25

0

Kontrol MKC-3946 1yM  MKC-3946 25 M MKC-3946 5 uM

% Proliferasyon

Sekil 2: 1, 2.5, 5 yM MKC-3946 uygulamasinin PANC-1 hicre proliferasyonu utzerine etkisinin degerlendirilmesi (*
p<0.05).

MKC-3946’Un PANC-1 hucrelerinin koloni olusturma yetenegi Uzerindeki etkileri degerlendirdigimiz
koloni formasyon tahlil sonuglarimizda MKC-3946 aracii UPR’nin IRE1a kolunun blokasyonu
sonrasinda kontrol grubuna oranla MKC-3946 uygulanan gruptaki hicrelerin koloniyel gelisim
oranlarinin istatistiksel olarak anlamli dizeyde baskilandigi belirenmistir (Sekil 3).
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Sekil 3: MKC-3946 uygulamasinin PANC-1 hicrelerinin koloni olusturma yetenegi Uzerine olan etkisinin
degerlendirilmesi (* p<0.05).

Son olarak migrasyon kabiliyetinin élcilmesinde de kullanilan yara iyilesme tahlil sonuglarimizda 5 yM
MKC-3946 uygulamasinin kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamh dizeyde PANC-1
hicrelerinin migratif yetenegini sinirlandirdidi belirlenmigtir (Sekil 4).
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o
b
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Sekil 4: MKC-3946 uygulamasinin PANC-1 hicrelerinin migrasyon yetenegi Gzerine olan etkisinin degerlendirilmesi
(* p<0.05). PANC-1 hiicrelerinde olusturulan yara 0. saat olarak kabul edilmistir. Yara olusumunu takiben gegen
72. Saatin sonunda ayni bolgelerden tekrar fotograflama islemi gerceklestirilerek yara alanlarinda Imaged yazilimi
ile alan hesabi gerceklestirilerek 0. saate oranlanarak kat cinsinden grafikte gosterilmistir.

4. Tartigma ve Sonug

UPR oOkaryotik hcrelerde evrimsel olarak iyi dizeyde korunmus ER membraninda yer alan
transmembran proteinleri araciliiyla koordine edilen sofistike bir mekanizmadir [19]. Hicrelerde olusan
ER stresine karsl ve 6zellikle hiicrelerdeki bozulan ER proteostazisinin yeniden dizenlenmesi igin
vazgecilmez bir mekanizmadir. Bu adaptif yanit araciligiyla ER stres kosullarinin tistesinden gelinemez
ise hiicrelerde apoptotik hiicre 6limi indiiklenebilmektedir. Ozellikle kanser hiicrelerinin hizli bélinme
ve yayilmaci profillerinin dogasi geregi yogun protein sentezi ihtiyaci ortaya ¢ikmaktadir. Bu nedenle
kanser hiicreleri bliyuk oranda aktif bir UPR profili sergilemektedir [18]. Ancak gliniimizde halen daha
UPR’nin timoér blyUmesini inhibe edip etmedigi veya timoér mikrogevresindeki stresli kosullara
adaptasyonlarini kolaylastirarak tumaor hicrelerini koruyup korumadigi bazi kanser gruplari disinda tam
olarak anlagilamamistir.

Kanser progresyonu sirasinda karsinojenik hicrelerin proliferasyonu, farklilasmasi, migrasyon ve
invazyon gibi onkojenik o6zelliklerinin sUrdirilebilmesi igin protein sentez ihtiyacinda artis
gozlenmektedir [17]. Ozellikle timor hiicrelerinin oksijen ve besin gereksinimi gibi ihtiyaglari timér
mikrogevresi tarafindan yeterince karsilanamamaktadir. Bu nedenle timoér hicreleri degisen bu
kosullara fizyolojik olarak uyum saglayabilmek icin UPR’'nin de dahil oldugu ¢ok sayidaki stres yaniti ile
iliskili mekanizma fonksiyon gdOstermektedir [18]. Diger solid timoérlerde oldugu gibi pankreatik
timorlerde de artmis UPR aktivitesi gorildiigiu rapor edilmistir. Ozellikle son yillardaki ¢alismalar
UPR’nin karsinogenez surecine destek verdigini, kanser hiicrelerinin proliferatif, migratif ve invazyon
yeteneklerini dizenledigini ortaya koymustur. Bununla birlikte UPR’nin hiicrelerden salinan énemli
sinyal molekiilleri olan sitokin salinimini da diizenledigini gosterilmistir [15,16].
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In vitro da pankreatik duktal adenokarsinoma galismalarini modelize etmek igin PANC-1 hiicreleri yodun
olarak kullaniimaktadir. Gergeklestirdigimiz ¢calismalarda PANC-1 hiicrelerinde IRE1a sinyal yolunun
inhibe edilmesinin etkilerini arastirmak tizere MKC-3946 ajanindan faydalaniimistir. MKC-3946 hiicre
gecirgen naftaldehit tlrevi bir bilesiktir ve IRE1a’nin endoriboniikleaz aktivitesinden sorumlu olan
domainine baglanarak gergeklestirdigi inhibisyonu yolu ile XBP-1s olusumunu bloke etmektedir [21,22].
MKC-3946’nin etkinligini test ettigimiz ¢calismalarda 24 saat sire ile 200nM MKC-3946 uygulamasinin
XBP-1s dulzeylerini 6nemli o6lglide dusUrdugu belirlenmistir (Sekil 1). Takiben devam eden
¢alismalarimizda MKC-3946’Un PANC-1 hicreleri zerindeki olasi anti-proliferatif, koloniyel gelisim ve
migratif yetenegi geriletici etkileri gesitli tahliller ile dederlendirilmistir.

Kolon kanseri hiicreleri ile yarutilen bir galismada IRE1a sinyal iletim yolunun baskilanmasi sonrasinda
in vitro ve in vivo da hicre proliferasyonunun baskilandigi rapor edilmistir [8]. Benzer sekilde IRE1a’nin
RNaz aktivitesinin bloke edilmesi ile meme kanseri hicrelerinde proliferatif yetenegin azaldig
gOsterilmistir [15]. PANC-1 hcreleri ile surdirdigimiz hicre proliferasyonu g¢alismalarindan elde
ettigimiz sonuglara benzer sekilde meme kanseri hicrelerinde IRE1a blokasyonu sonrasi hiicre élimu
ile iligkili bulguya rastlanmadigi rapor edilmistir (Sekil 2). Meme kanseri hucrelerindeki proliferatif
etkinlikteki duraksamanin hucrelerin G1 fazinda tutuklanmasi nedeniyle gerceklestigi belirlenmistir
[8,15]. Bu sonuglar IRE1a sinyal kolunun hticre dénglist komponentlerini dogrudan ya da dolayl olarak
etkileyerek buradaki dinamikler Gzerinde fonksiyonel bir role sahip olabilecegini dnermektedir.

IRE1a baskilamasinin PANC-1 hcrelerinin diger timdrijenik dzelliklerini inceledigimiz tahlillerde MKC-
3946 aracil olarak IRE1a’nin biyolojik fonksiyonlarinin baskilanmasi; kanser hicreleri igin ayirici bir
Ozellik olan koloniyel gelisim ve migrasyon yeteneklerini anlamli dizeyde inhibe ettigini ortaya
koymustur (Sekil 3,4). Ozellikle karsinogenez siirecinde kanserli hiicre odaklarinin hizli proliferatif
ozellikleri ve bulunduklari mikrogevreden iyi diizeyde faydalanmaya adaptasyon bu hicrelere énemli
avantajlar saglamaktadir [23]. Bu nedenle en belirgin timdrijenik 6zelliklerden olan ilerlemis koloniyel
gelisim yetenegi ve artmis migratif kapasitenin baskilanabilmesi timoér progresyonunun 6niine
gecilebilmesi agisindan 6nemlidir. Sonuglarimiz UPR’nin IRE1a kolunun MKC-3946 aracili olarak
baskilanmasinin pankreatik duktal adenokarsinomu tedavisi igin umut verici bir yaklasim oldugunu
Onermektedir.

Her gegen gin hiicresel proteostazisin detaylarina iliskin artan bilgilerimiz, bu siiregte yer alan protein-
kalite kontrol mekanizmasi Uyelerinin timor progresyonu da dahil olmak tzere ¢ok sayidaki patolojik
sure¢ ile yakin iliskili oldugunu ortaya koymustur. Timoér hiicrelerinin artan metabolik ihtiyaglar ve
Ozellikle artmis protein sentez gereksinimi géz 6niine alindiginda ER’de yer alan protein kalite kontrol
mekanizmasi uyelerinin hedeflenmesinin gug¢lu bir terapoétik odak olacagi 6ngorulebilmektedir. PANC-1
hicreleri Gzerinde surdirdigimuiz in vitro deneysel ¢alisma sonuglarimiz pankreas kanserinde UPR’nin
IRE1a kolunun farmakolojik olarak hedeflenmesinin pankreas kanseri tedavisine yodnelik yeni bir
terapotik perspektif sunmaktadir.
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