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Pankreas duktal adenokarsinomu (PDAK); tani aldiginda ileri
evrelere ulasmis olan, agresif seyirli bir malignitedir. 5 yillik genel
sagkalim orani yalnizca %7’dir. Tumor mikrogevresinin spesifik
Ozellikleri ve erken donemde metastaz yapmasi da dahil birgok
Ozelligi nedeniyle mortalite oranini distirebilecek etkin bir tedavi
yontemi  bulunmamaktadir.  Diger solid  timorler ile
karsilastirildiginda, uygulanan terapétik rejimler PDAK’nin tedavi
direnci nedeniyle ¢cok daha etkisiz kalmaktadir. PDAK’nin kompleks
timor mikrogevresinin timor progresyonuna sagladigi katki ve
bunun preklinik modellere yansitilmasi, klinikte kullanilmasi
amaglanan yeni terapétik ajanlarin gelistirilebilmesi igin 6nemlidir.
Bu derlemede, PDAK’nin molekdler 6zellikleri, timor mikrogevresi
ve tedavi direncinin molekiiler temelleri ele alinmis; uygulanmasi
hedeflenen tedavilerin klinikteki uygulamadan onceki siregleri
olan in vitro, ex vivo ve in vivo preklinik modellemelerden
bahsedilmistir.

Anahtar Kelimeler: Pankreas kanseri, inflamasyon, preklinik
modellemeler.

ABSTRACT

Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC); it is a malignancy with
an aggressive course and poor prognosis. The 5-year overall
survival rate is only 7%. Due to the specific characteristics of the
PDAC microenvironment and early metastasis, there is no effective
treatment method that can reduce the mortality rate. Compared
to other solid tumors, the therapeutic regimens applied are much
less effective due to the treatment resistance of PDAC. The
contribution of the complex tumor microenvironment of PDAC to
tumor progression and its reflection on preclinical models are
important for the development of new therapeutic agents
intended for clinical use. In this review, molecular features of
PDAC, tumor microenvironment and molecular basis of treatment
resistance are discussed, in vitro, ex vivo and in vivo preclinical
models, which are the processes before the targeted treatments
are applied to the clinic, are mentioned.
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Giris

Pankreas duktal adenokarsinomu (PDAK); yogun
desmoplastik stroma ile karakterize edilen, agresif
seyirli ve kotl prognoza sahip bir malignitedir. Diinya
capinda kansere bagh o6limlerin yedinci 6nde gelen
nedenidir.! PDAK tedavisi hastaligin evresine gére secilir
ve cerrahi, kemoterapi, radyasyon tedavisi ve palyatif
bakimi icerir. PDAK’ta halen en etkin tedavi yontemi,
rezeke edilebilir hastalar icin cerrahi rezeksiyondur.
Ancak cerrahi rezeksiyon wuygulanmis olsa bile;
hastalarin ~ %90'inda  bir yil  icerisinde  nuks
gorildiginden bazen cerrahi rezeksiyon uygulanabilir
bir yéntem degildir.2 Bu nedenle cerrahi sonrasi
kemoterapi hastalar icin vazgecilmez bir secenek olsa da
cerrahi rezeksiyonun ardindan kisa slire sonra tedavi
baslamadan hasta hayatini kaybeder.? Ayni zamanda
timort  rezeke edilemeyen PDAK hastalari tani
aldiginda, hastalik ya lokal olarak ilerlemis (%30)
haldedir ya da uzak metastaz yapmistir (%50). Pereiro &

Chio tarafindan 2020 vyilinda vyapilan literatir
taramasinda, PDAK’nin  primer timor  kitlesi
olusturmadan oOnce bile metastaz yapabilecegi

gosterilmistir. Metastaz sonucunda farkli organlara
yerlesmis olan kanser hiicreleri, invaze oldugu yerde
klonal cesitlilik gosterir ve uygulanan tedavilere karsi
artan bir direngle dormansi (timorin biylimesini
durdurmasi ve hareketsiz kalmasi) halinde bulunurlar.®
PDAK’nin erken evrelerde asemptomatik olmasi, timor
mikrocevresinin 6zellikleri, erken metastaz yapma
yetenegi ve kemoterapdtik ajanlara karsi direng
gelistirerek standart tedavilere zayif yanit vermesi
sagkalim oraninin diisiik olmasina ve niikse neden olur.®
Bu derlemenin amaci; PDAK'nin karakterize edildigi
spesifik Ozellikler ile birlikte timor mikrogevresinin,
epitelyal mezenkimal déntsim (EMT) slrecinin ve iliskili
sinyal yolaklarinin metastazdaki 6nemini ele almaktir. Ek
olarak tedavi stratejilerinin gelistirilmesinde ilk basamak
olan in vitro, ex vivo ve in vivo modellemelerden s6z
edilecektir.
Pankreas Duktal Adenokarsinomu’nda Genetik
Degisiklikler

Ekzokrin ve endokrin fonksiyonlara sahip olan pankreas
glandiiler bir organdir.” Endokrin pankreasin fonksiyonel
birimi olan Langerhans adaciklari, glikoz
metabolizmasinin kontroliinden sorumlu olan glukagon
ve insilin gibi hormonlar salgilayan a ve B hicreleri
icerir. Asiner hicrelerden ve duktal aglardan olusan
ekzokrin  pankreas lipaz, amilaz gibi sindirim
enzimlerinin salgilanmasinda gérevlidir.?

Pankreasin ekzokrin kismindan tlreyen PDAK c¢ok
basamakli genetik degisikliklerle karakterize edilir.
PDAK'nin 6ncu lezyonu olan Pankreatik intraepitelyal
neoplazi (PanIN), PanIN1a/b, PanIN2 ve PanIN3 olmak
zere ¢ evreden olusur (Sekil 1).° Ras proteininin bir
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izoformu olan KRAS onkogeni, PDAK’ta %90 oraninda
nokta mutasyonuna ugrar. Malign transformasyonun
erken asamalarinda ortaya c¢ikar ve progresyonda
baslatici mutasyon olarak kabul edilir. Mutant KRAS,
PanIN2 evresinde tiimor baskilayici gen olan CDKN2A,
PanIN3 evresinde ise bir diger timor baskilayici gen olan
SMAD4 ve genomun gardiyani olarak adlandirilan
TP53’de olusan mutasyonlar ile birleserek, PDAK’nin
hizla ilerlemesinden sorumlu hale gelir.20?
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Sekil 1. Normal pankreas duktal epitel hiicrelerinin, PanIN
lezyonlarina ilerlemesi ve PDAK olusumundan sonra yaygin
metastaz gelisiminin sematik gésterimi.12

PDAK gelisiminde gordigiimiz bu erken lezyonlarin
(PanIN), tumorogenez sirecinde roli olan sinyal
yolaklarinda bazi spesifik degisikliklere sahip oldugu
bilinmektedir (Sekil 2A).
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Sekil 2. PDAK vakalarinda gorilen genetik degisiklikler
sematize edilmistir. Kanser hiicrelerinin proliferasyonunda
ihtiyac duyulan Ras, PDAK gelisiminde anahtar gorevi gorr.
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Mutant KRAS, CDKN2A mutasyonuna sebep olur ve kontrolsiiz
timor gelisimini baglatir. 1314

Bu yolaklarda meydana gelen degisimler ve mutasyonlar
da halihazirda karmasik olan PDAK’I daha kompleks hale
getirir.>*® PanIN3 evresinde mutasyona ugrayan
SMAD4, TGF-B yolu araciligi ile sinyalizasyonda énemli
rollere sahiptir. Standart TGF- yolagi hiicre bliyimesi
Uzerinde gigli inhibitor etkiye sahiptir. Bu yizden,
PDAK’nin erken asamalarinda hem apoptozu uyararak
hem de epitel hiicrelerde G1 fazinda hiicre déngtsini
durdurarak timor baskilayici islev gorir. Diger taraftan
SMAD4, PDAK vakalarinin  %55’inde delesyona
ugrayarak TGF-B’nin ekspresyonunu ve ekstraseliiler
matrikse (ECM) salinimini arttirarak protiimorojenik bir
ortam olusturur (Sekil 2B).17/8

Normal hiicrelerde hiicre déngilisi kontrollinl saglayan
ve apoptozu indikleyen TP53 ise fonksiyonunu
kaybettiginde p21’i inhibe ederek hicrelerin sirekli
proliferasyonuna sebep olur (Sekil 2C-D).*”

PDAK’ta yaygin olarak goézlenen bu mutasyonlarin
tanimlanmasi, PDAK molekiiler biyolojisini anlamamizin
yani sira, ihtiyac duydugumuz vyeni terapoétik
yaklasimlarin arastiriimasina da imkan saglayacaktir.
Arastirmalar PDAK’nin uzun yillar icinde ortaya ¢ikan,
daha erken tani ve etkili tedaviye ihtiyag duyan bir
hastalik oldugunu gostermektedir. Genetik degisiklikler,
PanIN’lerin ortaya ¢ikmasindan ve PDAK olusumundan
dnce gelmektedir.’® PDAK’nin tiimér heterojenitesine
neden olan Ozelliklerinin  hedeflenmesiyle ilgili
calismalar gelistirildikce, PDAK tedavisindeki ilerlemeler
hizlanacaktir.

Epitelyal mezenkimal donisiim sireci (EMT), epitel
hlcrelerin invazyon ve metastaz yetenegi kazanmak
amaclyla mezenkimal karaktere donisiimiyken,
mezenkimal epitelyal donlisum slireci (MET) ise
mezenkimal hicrelerin epitelyal karaktere doénlisme
surecidir.

PDAK’ta yilksek mortalitenin en 6énemli nedeni olan
metastaz, TGF-f'nin  EMT sirecini baslatmasiyla
indiklenir (Sekil 3).2°

EMT ve MET surecleri, PI3K/AKT, Notch ve WNT
sinyalizasyonu da dahil olmak Uzere bircok koordineli
sinyal tarafindan kontrol edilir ve KRAS, TP53, SMAD4
gibi genlerde meydana gelen mutasyonlar ile
kolaylasir.2!

PDAK’ta metastaz ¢ok basamakli, kompleks ve ¢ok hizl
bir stiregtir. TUmor hiicrelerinin bazal membrana invaze
olarak stromaya gecis yetenegi kazanmasiyla baslar.
Tumor  hilicreleri  metastaz  yapacagl  organin
parankimine invaze olmaya c¢alisirken, immin
sistemden kacarak kan dolasimina gecer, akciger ve
karaciger gibi uzak organlara yayilir.2t3

PDAK’ta mortalitenin yiksek olmasinin diger sebebi,
EMT siirecinin ¢ok erken evrelerde baslamasidir.?* Bu
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sirecin baslamasini epitel belirteclerin (E-kaderin,
sitokeratin) kaybindan sonra mezenkimal belirteglerin
(N-kaderin, fibronektin, vimentin) kazanimi takip eder
ve mezenkimal karaktere sahip hiicrelerin migrasyonu
desteklenir. Bu hicreler yapisi geregi, yliksek invazyon
ve migrasyon yetenegine, apoptoza karsi dirence ve
ECM bilesenlerini normalden daha fazla eksprese etme
kapasitesine sahiptir.?

PDAK icin E-kaderin ekspresyonunun azalmasi ile
fibronektin ve vimentin ekspresyonlarinin artmasi k6t
prognozile iliskilendirilmistir. K6tl prognoz ise mortalite
yiksekliginin bir diger dnemli nedenidir.2®
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Sekil 3. PDAK gelisiminde standart ve standart olmayan TGF-B
sinyal yolagl sematize edilmistir. TGF-B'nin  TGFBR2
reseptorine baglanmasiyla TGFBR1'nin fosforilasyonu uyarilir.
Standart yolakta SMAD2/3 proteinleri fosforile edilir ve
SMADA4 ile kompleks olusturarak; hticre canliligi, proliferasyon
ve EMT siirecine katkida bulunur. Standart olmayan yolakta ise
TGF- B sinyali; RAS-RAF-MEK-ERK ve PI3K-AKT-mTOR araciligi
ile iletilir.

Kanser hicrelerinin invazyon ve metastaz esnasinda
immiin sistemden kacarak ortam kosullarina uyum
saglamasi gerekir. Bu kagisi basarabilmesi ve invaze
oldugu vyerde kolonize olabilmesi icin tUmor
mikrogevresi son derece dnemli bir faktoérdiir. invazyon
ve metastaz slrecini gergeklestirmis olan kanser
hiicrelerinin, ayni zamanda uygulanacak kemoterapotik
ilaglara karsi da diren¢ kazanma ihtimali ylksektir. Bu
basamaklardaki molekiiller hedef alinarak ve timor
mikrocevresi ¢ozlimlenerek sirecin aydinlatiimasi
kemorezistans mekanizmalarinin anlasilmasina fayda
saglayacaktir.
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Sekil 4. Normal pankreas dokusu ile pankras duktal adenokarsinomunun desmoplastik yapisinin karsilastiriimasi (4B,4C) ve immin
sistem hicrelerinin (4A) PDAK’nin yogun stromal timor mikrogevresindeki rolleri (4D) sematize edilmistir.

Pankreas Duktal Adenokarsinomu Timor Mikrogevresi
ve inflamatuar Siireg

PDAK gelisiminde normal hicrelerin morfolojik
degisimiyle erken lezyonlara ve invaziv timorlere dogru
ilerleyen slirecte heterojen stromal bir yapi gézlenir. Bu
yaptya Sekil 4A’da gosterilen hicrelerin katilimiyla
olusan desmoplastik bir mikrogevre eslik eder.?” Normal
dokularda fibroblastlar, inflamatuar hiicreler ve ECM
doku homeostazini korumaktadir (Sekil 4B). Ancak
PDAK’ta tlimor etrafinda bulunan neoplastik hiicreler
stromal yapilyi ve doku homeostazini bozar, kanser

hiicrelerinin  proliferasyonunu ve  migrasyonunu
destekleyen bir ortam olusturur.
Timor hicreleri  oncelikle  kendisini  ¢evreleyen

stromada inflamatuar bir yanit olusumuna neden olur.
Daha sonra stroma kademeli sekilde timér olusumunu
ve progresyonunu destekleyecek bir ortama doniismeye
baslar. Son asamada bu ortam timoriin blylimesini ve
tedavi direncini destekleyen bir ortam haline gelir ve
tiimére agresiflik kazandinir (Sekil 4C).27/28

Timor progresyonu, bazal membran yapisinin
bozulmasi, desmoplastik stroma ve EMT ile yakindan
iliskilidir.2® Tumér mikrocevresinde fibrogenezin
gorilmesiyle  blayime  faktorleri  salgilanir  ve
fibroblastlarin EMT ile miyofibroblastlara doniserek
biriktigi  gozlenir.  Fibroblastlarin  ¢ogalmasi ve
miyofibroblastlara doénlisimi ECM proteinlerinin
(kolajen, hyaluronan, fibronektin) birikimine neden
olarak, kanser hiicrelerinin hayatta kalmasini ve sirekli
prolifere olmasini saglar. Tumor mikrogevresinde
bulunan hyaluronan, reseptor tirozin kinazlar ve kiguk
GTPaz'lar vyoluyla anjiyogenezi, EMT sirecini ve
kemorezistansi indiikler (Sekil 4D).?°-3!

Normalde hareket yetenegi olmayan pankreas stellat
hiicreleri pankreas dokusunun mevcut yapisinin
korunmasinda ve ECM (retiminde gorevlidir.
Timorogenez sirasinda ise timor hicreleri TGF-B gibi
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blylime faktorleri salgilayarak pankreas stellat
hiicrelerini aktive ederler.3? PDAK’ta aktif pankreas
stellat hicreleri, HIFla ekspresyonunu arttirarak
hipoksik bir ortam olustugunu gosterir. Normoksiye
kiyasla daha dusik bir oksijen seviyesini temsil eden
hipoksi, bircok solid tiimérde oldugu gibi PDAK’ta da
yaygin olarak godzlenir.3® Hipoksi; hiicre siklusunu
yavaslatarak, DNA sentezini engeller ve sitotoksik
ilaglara karsi gelisen direnci artirabilir. Ayrica, gesitli
sinyal yolaklari Gizerinden PDAK’ta Gemsitabin direncine
katkida bulunabilir ve ila¢ direncinden sorumlu oldugu
tanimlanmis gen olan MDR1’in (coklu ila¢ direnci 1)
ekspresyonunu uyararak ilag penetrasyonunu
diizenleyebilir (Sekil 4D).34

HIFla  ekspresyonu ile  timor
anjiyogenezi, immin sistemden kagisi ve tedavi
direncini  modile eden hipoksik durum, PDAK
malignitesini yonlendiren 6nemli bir kosuldur. PDAK
hastalarinda ayrica, timoriin interstisyel boslugunda
ECM proteoglikanlari  (kolajen) ve glikozamino-
glikanlarinin (hyaluronan) asiri Gretimi mevcuttur. Bu
molekiller timoér blylmesi ve anjiyogenez sirasinda
salgilanirlar. Blylime, metastaz, anjiyogenez,
diferansiyasyon ve immin yanit gibi slirecleri modiile
ederler.®

Kanser hiicrelerinin lokal timdérden lenf bezlerine ve kan
yoluyla uzak vyerlere yayillmini saglayan lenfatik
invazyon PDAK’ta da yaygin olarak gézlenir. Bu slirecte
lenfanjiyogenez olarak adlandirilan lenfatik damarlarin
genislemesi kritik bir adim olarak kabul edilir.3¥ PDAK’nin
timor mikrogevresinde lenfatik invazyon erken
evrelerde gorulir ve dislik sagkalima neden olan M2
fenotipinde timor iliskili makrofajlarin  birikimi ile
karakterize edilir. Makrofajlarin  birikimi inhibitor
sitokinleri salgilayarak immdin yaniti sinirlar. Ayrica
pankreas adipoz dokusu TGF-B, TNF-a gibi
proinflamatuar sitokinlerin salgilanmasindan

invazyonunu,
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sorumludur. Bu dokudan salgilanan adipositler, endotel
htcreler, fibroblastlar, immin sistem ve kanser kok
hiicreleri PDAK gelisimine neden olur.37:38

Timor mikrogevresinde timoérin ihtiyag duydugu
ortamin saglanmasi igin, dogal 6ldurici hicrelerin (NK)
ve CD+8 lenfositlerin sayisinin da azalmasi gereklidir.
Bunun aksine; diizenleyici T hicreleri (Treg), miyeloid
turevli baskilayici hiicreler (MDSC) ve tumorle iliskili
makrofajlar (TAM) ise 6nemli o6lgide artar, boylece
kanser hicrelerinin immin sistem ile karsilagsmasi
engellenir. Normal durumda Treg hicreleri, CTLA-4
ekspresyonu ve TGF-B ile IL-10 sekresyonu yoluyla
kanser hiicrelerini yok etmeye ¢alisan otoimmuiinitenin
ortaya c¢ikmasini onler. Ancak tlimérogenez sirasinda
Treg hiicreleri, efektor T hiicrelerini etkileyerek tlimore
karsi olusturulacak immiin yaniti engeller.3%40

PDAK timoér mikrogevresinde bulunan diger onemli
hicre grubu kanserle iliskili fibroblastlardir (CAF).
CAF'ler, pankreatik stellat hiicrelerden, fibroblastlardan,
kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicrelerden ve
adipositlerden gelisir (Sekil 5A). Bu hiicreler TGF-$3, TNF-
a, IL-1, 6, 10 ve Hedgehog sinyal yolaklar ile aktive
edilerek sitokinleri ve kemokinleri salgilar.*! IL-6 ayni
zamanda JAK/STAT sinyal yolaginin aktivasyonu yoluyla,
ADM denilen (asiner-duktal metaplazi) slrece katkida
bulunur ve inflamasyonu indiikler (Sekil 5B).%

Kanser lligkili Fibroblastlarin (CAF) Orijini Kanser liskili Fibroblastlarin (CAF) Diferansiyasyonu
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Sekil 5. Kanser iliskili fibroblastlarin (CAF) kéken aldigi hiicreler
sematize edilmistir (5A). CAF’larin sitokin sekresyonu ve sinyal
yolaklari aracigiyla timor hiicresine olan etkileri gésterilmistir
(5B).

PDAK metastazindaki gelismelere ragmen, bu siireci
engellemek adina FDA tarafindan heniliz onaylanmis
ilaglarin  olmamasi  dikkat  cekicidir.  Preklinik
arastirmalardan elde edilen sonuglarin klinige gegmemis

olmasi; bu silrecin son derece karmasik oldugunu,
birden ¢ok sinyalizasyon ile desteklendigini ve
gelistirilen ilaglarin  etkinliginin yetersiz  kaldigini

dogrulamaktadir. Bu basarisizliklarin nedenleri arasinda;
PDAK tiimorlerinin heterojenik ve yogun stromal yapisi,
kanser hicrelerinin EMT sirecinin de etkisi altinda
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gelistirilen ilaglara karsi direng olusturmasi, immin
sistemin etkisizlestirilmesi gosterilebilir. Ayni zamanda
PDAK cesitli sinyal yolaklari ile desteklendiginden tek bir
yolu  hedeflemenin  PDAK  progresyonuna ve
mortalitesine fayda saglayamayacagi bilinmelidir.

Daha Once bahsedilen PDAK stromasi, toplam timor
kiitlesinin %90'in1 olusturur.?? Bu yogun desmoplastik
stroma, giinlimizde kullanilan kemoterapotik ilaglarin
(Gemsitabin ve Folfirinox vb.) penetrasyonunu
engelleyen fiziksel bir bariyer gibi islev gériir.*® Rezeke
edilemeyen (inoperable) PDAK hastalarinda Gemsitabin
ve Folfirinox bazli kemoterapi birinci basamak
yaklasimdir.*#*> Gemsitabin direncinin olusmasindaki
onemli mekanizmalardan bir tanesi; JNK sinyalizasyonu
araciligiyla nikleosid tasiyicilardan olan hENT1 (insan
dengeli niikleozid tasiyicisi 1) ekspresyonunun inhibe
edilmesidir. hENT1 ekspresyonun varliginda, PDAK
hastalarinda genel sagkalim orani artmaktadir.
Hentlmolekiliin varliginin prognostik bir biyobelirteg
olabilecegi dusiinilmektedir.®® Bu mekanizmadan
kaynaklanan ilag¢ direncinin engellenmesinde transportu
saglayacak farkli stratejilerin gelistirilmesine ihtiyag
duyulmaktadir.

Gemsitabin’in ATP’den elde edilen enerji ile hiicre igine
alimindan da sorumlu olan ABC tasiyici proteinleri (Sekil
6A) de kemorezistans ile iliskilendirilmistir. Bu
proteinlerin ekspresyon seviyelerindeki artis PDAK
kemorezistansi ile pozitif korelasyon gosterir.??
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Sekil 6. Gemsitabin hENTs ile hiicre icine alimi ve hiicre
membranina girdikten sonraki biyodonlsiimleri gosterilmistir.
Oklar biyodonidsimi, kit uglart bulunan kirmizi gizgiler ise
inhibisyonu ifade eder (6A). Hipoksinin farkl sinyal yolaklar
lizerinden Gemsitabin direncine olan etkisi, ERK1/2 sinyalizasyonu
ve transkripsiyon faktorleri araciligiyla Gemsitabin’in hiicre igine

almi  gosterilmistir  (6B). dFAC  (Gemsitabin);  2',2'-
diflorodeoksisitidin, dFdU; 2',2'-diflorodeoksitiridin, dFdCMP;
2',2'-diflorodeoksisitidin 5'-monofosfat, dFdCDP;2',2'-

diflorodeoksisitidin 5'-difosfat, dFdCTP; 2',2'-diflorodeoksisitidin
5'-trifosfat, dCK; deoksisitidin kinaz, CDA,; sitidin deaminaz, NMPK;
niikleosit monofosfat kinaz, DCTD;deoksisitidilat deaminaz, NDPK;
nulikleosit difosfat kinaz).
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Gemsitabin direncinde 6nemli olan diger mekanizma ise
daha 6nce bahsedilen EMT sirecidir. Gemsitabin bazli
kemoterapiye olan direng, EMT sirecini yansitan ve
‘tumor budding (TB)’ denilen tiimor hiicrelerinin kiguk
kiimeler olusturmasi ile iliskilidir. EMT siireci epitelyal
belirtecleri baskilayan ve mezenkimal belirtecleri
eksprese eden ZEB, SNAIL ve TWIST transkripsiyon
faktorleri tarafindan vyonetilir. Gemsitabin’e direncg
gelistiren PDAK hiicrelerinde SNAIL ve TWIST
ekspresyonu artar, bu gen ekspresyonunu inhibe olur
hiicre icine Gemsitabin alimini azalir (Sekil 6B).2%4

PDAK kemorezistansi:

e  PDAK’nin yogun stromasi,

e hENTI1 araciligi gergeklesen transportu

e ABC tasiyici proteinlerinin ekspresyonu

e  Zar gegirgenliginin azalmasi

e  Epitel mezenkimal donisiim siireci ve

e ilag metabolizmasini diizenleyen gesitli enzimlerin
seviyelerinin ve aktivitelerinin degismesi gibi
dzellikler nedeniyle indiiklenir.*®

Timor mikrogevresinde agiklanan bu molekiller, timor

bliyimesini, invazyon-metastaz ve tedavi direncini
desteklerler, PDAK agresifligini ve mortalitesini
arttirirlar.

Klinikte fayda saglayacak bu tedavilerin gelistirilmesi icin
olusturulmasi gereken preklinik modellemeler, timor
hlcresinin yalnizca fenotipik 6zelliklerini yansitmakla
kalmamali, mikrogevrenin desmoplastik yapisini da
taklit edebilmelidir. PDAK timorinin bu heterojenik
yapisi, tasarlanan tedavilerin terapotik etkinliklerini
gozlemek ve degerlendirmek amaciyla preklinik
modellemelerin  olusturulmasinda ciddi  gliclikler
olusturmaktadir. Ancak bu modellemeler, hastaligin
genetik, molekiler 6zelliklerinin agiga ¢ikariimasi,
prediktif (6ngoricl) biyobelirteglerin tanimlanmasi,
etkin tedavi yontemlerin gelistirilmesi ve dogrulanmasi
i¢in gereklidir.

Diger solid organ tiimorleri ile kiyaslandiginda PDAK’ta
standart ve hedefe yonelik terapilerde heniiz umut
verici  sonuglar  bulunmamaktadir.  Gelistirilecek
tedavilerin basarili olmasi igin klinikten bir 6nceki
basamak olan preklinik modellemelerin segimi son
derece 6nemlidir. Yazinin bundan sonraki siirecinde in
vitro, ex vivo ve in vivo preklinik modellemelere
deginilecektir.

Pankreas Duktal Adenokarsinomunda Preklinik
Modellemeler
Preklinik modellemelerin her birinin avantaj ve
dezavantajlart  mevcuttur. Bunlar Tablo 1'de
Ozetlenmistir.
In vitro modellemelerin  kullaniimasi, terapotik

etkinliginin denenmesi planlanan potansiyel
degerlendirmek igin ilk adimdir.

ajani
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Kanser arastirmalarinda en sik kullanilan preklinik in
vitro model hiicre hatlari ile  olusturulan
modellemelerdir.** Hiicre hatlar birbirinden farkli
ozelliklere sahiptir. Bu nedenle deneylerin yapilma
amacina bagl olarak hiicreler, genotipleri ve fenotipleri
gdz oniinde bulundurularak secilmelidir. iki boyutlu
hicre kultirlerinde 6zellikle metastazi incelemek
amaclyla cesitli invazyon ve migrasyon deneyleri
yapilmaktadir.*

Kisithihklari nedeniyle 3 boyutlu kiltir modellemelerinin
gelistiriimesine ihtiya¢ duyulmustur.

3 Boyutlu Modellemeler

Bu modellemeler yapisal 6zellikleri nedeniyle tiimor
hiicrelerinin yapi ve davranislari hakkinda fizyolojik
acidan daha gercekgei ve klinige uyarlanabilecek sonuglar
verebilir. Basarili sayilabilecek bir 3 boyutlu modelleme,
PDAK’nin in vivo modellemesinde goézledigimiz timor
olusumundaki yogun stromal yapiyi ve mikrogevreyi
tanimlayabilmelidir.

Sferoid modelleme 3 boyutlu yapilandirmalarda en
yaygin kullanilan tekniktir. Sferoidler 2 boyutlu hiicre
hatlarinin agaroz, kollajen ya da matrijele gomdilmesi ile
olusturulur. Hiicreler yapay matrislerde prolifere olarak
timorlesme egilimi gosterirler. Sferoid model temel
olarak hiicrenin, hiicre-hiicre etkilesimleri ile 3 boyutlu
agregatlar olusturma yetenegine ve ECM'nin varligina
dayanir. PDAK sferoidleri, 2 boyutlu hicre kulturi ile
karsilastirlldiginda daha heterojen bir yapiya sahiptir.
Sferoid modellemede yogun ECM, molekiiler transportu
ve penetrasyonu fiziksel bir bariyer gibi engeller ve 2
boyutlu  kiltirlerde  gérmedigimiz  gradyanlarin
olusmasina olanak saglar.5%>!

Sferoid modellemeler, metastazin incelenmesinde
siklikla tercih edilen yontemlerdir. Hiicre kolonilerinin
ylzeyden bagimsiz olmasi hiicresel transformasyonun
ve kontrolstiz hiicre proliferasyonunun ayirt edici
ozelliklerinden birisidir. Normal epitelyal hiicreler
hayatta kalma ve proliferatif sinyalleri saglayan bazal
membran tarafindan desteklenir. Siispanse kiltlrlere
alindiklari zaman ise apoptoza yonelirler. Bunun aksine
timor hicreleri ise apoptozdan kacarak kontrolsiiz
Sekilde prolifere olurlar.>? Sferoid model olusumu ile
goérme imkani buldugumuz bu kolonilesme metastaza
giden sirecte 6nemli basamaklardan biridir ve bu
modelle deneysel olarak zamana baglh sekilde
gozlemlenir.

Hicre hatlarindan veya hasta kokenli hicrelerden
Uretilen in vitro modeller daha uygulanabilir olsa da,
timor mikrogevresinden ve immin sistemden yoksun
oldugundan, eksplantlar olusturmak {zere hasta
kaynakli dokulardan Uretilen ex vivo modellemeler
glindeme getirilmistir.
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. l Upgun in vitro Modellemeler ex vivo Modellemeler in vivo Modellemeler
2D Hiicre Sferoid Organoid | Organ/Tiimér- | Korioallantoik | Zebra bah@ | Subkutanéz | intraperitoneal | intrapankreatik Kimyasalla Domuz
Kiiltiirii Model Model on-a-chip Membran (s¢c) (ip) indiiklenen fare
Analizi modellemeleri
— ‘:- > =5 ; ;
¢ - - = 7 ! <
Uygun degil | | - % ( ) R S o y . B . ‘ =
. & = / 2 . Z (Y "‘Gicy | y .
Orijin * Hiiere * Hiicre hatlart |+ Primer * Hiicre hatlar1 |+ Hiicre hatlan * Hiicre hatlart |+ Hiicre hatlan |+ Hiiere hatlar + Hiiere hatlar * BOP(N- * Hiicre hatlan
: hatlari * Hasta timdrler * Hasta dokulari nitrosobis(2-
= Primer dokular * Embriyonik oksopropil)-
timorler Kok hiicreler amin)
o MNU (N-mel-
il-N-nitrozoiire)
Besin ve O,
gradyani
Vaskiilarizasyon
Hiicre - hiicre
etkilesimi
Hizli biiylime
Timor
mikrogevresi
Heterojenite

Standart
protokoller
Tekrarlanabilir
sonug
Uygulanabilirlik

Klinik ile uyum

Biyobanka

Literatiir 143,73,74,53,76.81 | (43 44,81) (43,44,48.50) (44,51) (54,55)
B )

(59,60,61)

(58.81) (79) (63,79) (62,63,77.78.81) (69.70.71,72)

Tablo 1. PDAK'de metastazi incelemek igin kullanilan modellemelere genel bakis. Renk skalasindaki renkler her bir model igin, mavi:
uygun, acik mavi: kismen uygun, krem rengi: kismen uygun degil ve turuncu: uygun degil olarak tanimlanmistir.

Ex Vivo Preklinik Modellemeler

insan ya da hayvan kaynakl tiimérlerden hazirlanan ex
vivo model sistemleri; orijinal dokunun yapisini,
heterojenitesini ve mikrogevresini korumayi amaglar.
Ayni zamanda hastaliga 6zgi biyobelirteclerin kesfi ve
kisisellestirilmis tedavi yanitlarinin degerlendirilmesinde
kullanilmaktadir.>3

Onkolojik arastirmalarda siklikla kullanilan organoid
modellemeler; yetigkin kok htcrelerden, insan veya
hayvan  dokularindan elde edilen ex vivo
modellemelerdir. Alndiklari organin temel islevini,
yapisini, biyolojik ézelliklerini taklit edebilirler.>

PDAK karsinogenezinde erken lezyonlarin, normal epitel
hicreler ile neoplastik hiicreler arasindaki etkilesimlerin
ve kanser kok hicrelerinin rolinin incelenmesi igin
uygun bir modellemedir.>®

Bu amagla elde edilecek hiicreler hem operasyonla
cikarilmis hem de operasyon sansi olmayan hastalardan
ince igne aspirasyonu ile alinan tiimorlerden primer
hicre kiltiri yoluyla elde edilebilir. Bu avantaji
sayesinde PDAK’nin tiim evrelerinden organoid model
olusturmak mimkiindiir.>®

Organoidlerde  vaskuler dolagimin  bulunmamasi
modellemenin dezavantajidir. Bu durum timor
heterojenitesi ile hiicreler arasi etkilesim ve timor
mikrogevresini  yansitmakta yetersiz kalabilir. Bu
nedenle, PDAK tUmorlerindeki immin sistemin
mekanizmalari tam olarak yansitilamamaktadir.
Organoid modellerde mevcut olan bu kisithliklarin
asllmasi ve birden fazla organoidin ard arda biyitilmesi
icin gelistirilen modellemelerden birisi de Organ-on-a-
chip (0O0C) sistemleridir. OOC'ler, seffaf polimerlerden
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olusan ex vivo modellemelerdir. Organ 6zelliklerini taklit
eden, timor mikrogevresinin 6zelliklerine sahip olan
OOC sistemleri, uygulanan tedavinin hem timor hiicresi
Gzerindeki hem de diger organlar tzerindeki etkisinin
belirlenmesi icin uygun bir modellemedir.>”>® PDAK’nin
ozelliklerini yansitabilecek bu modellemelerin yaninda,
son zamanlarda timor anjiyogenezini, invazyonunu ve
metastazini  degerlendirmek igin,  korioallantoik
membran  (CAM) modellemesi  yaygin  olarak
kullanilmaktadir. Bu model gelismekte olan civciv
embriyosunun korioallantoik membranina hastadan
alinan tiimor hiicrelerinin implantasyonu ile olusturulur.
Uygulanan tedavi sonucundaki degisiklikler es zamanl
olarak takip edilebilir.5%62

CAM yo6ntemi anjiyojenik siirecin, timor buylmesinin,
invazyon ve metastatik yayilhmin mekanizmalarini
¢alismak igin kullanilan etkin yéntemlerdendir. CAM
modellemesinin dezavantajlarindan birisi kus kokenli
olmasidir. Bu nedenle uyumlu antikorlar veya reaktifler
deneysel fare modellerine kiyasla sinirli sayidadir.®?
PDAK'nin ylksek mortalitesi ve tedavilere karsi zayif
yanit olusturmasi gbéz oOnlne alindiginda, preklinik
modellemelerde terapétik yaklagimlari daha dogru bir
sekilde degerlendirmek i¢in PDAK’nin biyokimyasal ve
patolojik 6zelliklerinin tamamen agikliga kavusturulmasi
gerekmektedir.

In Vivo Preklinik Modellemeler

Zebra Baliginda Kanser Modellemeleri

Zebra baligi (Danio rerio), biyomedikal arastirmalarda en
onemli omurgali model organizmalardan biri haline
gelmistir. Zebra baligi modellemesi genomik instabilite,
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invazyon ve metastaz gibi insanda olusan tiimorlere
benzer ozellikler gdstermektedir.

Zebra baligi modellemesi seffaf olmasindan dolayi,
timor hiicrelerinin enjekte edildigi andan itibaren
proliferasyonlarinin ve invaziv sireglerin
gériintiilenmesine imkan saglar.6%* Ayni zamanda bu
parametrelerin birka¢ glin icinde analiz edilebilmesi,
farkli ila¢ konsantrasyonlarinin ve kombinasyonlarinin
test edilmesine imkan tanir.54-%¢

Zebra baliginin optimum 28 °C’de yasamini siirdiirmesi,
timor hicresinin ¢ogalmasi igin ideal sicaklik olarak
belirlenen insan vicudundan (37°C) farklidir. Balik
larvalarinda terapi yanitlari ancak tim baligin ilag iceren
suya daldirilmasiyla alinabileceginden dolayi larvanin
aldigi ilac miktari belirlenememektedir.¢67

Avantaj ve dezavantajlan ile birlikte timor
progresyonunu erken lezyonlardan invaziv duruma
kadar gosterebilmesi, es zamanlh goriintiler ve veriler
saglamasi ile PDAK’1 hedefleyen farkli metodojileri
degerlendirmek icin umut vaat eden bir modellemedir.

Deneysel Fare Modelleri

PDAK  biyolojisinin  anlasilmasinda ve  c¢esitli
terapotiklerin preklinik degerlendirmesinde 6nemli bir
rol oynamaktadir. ideal bir PDAK hayvan modellemesi
erken lezyonlari yansitabilmeli; kemorezistansi, immin
yanittan kagisi ve timor mikrogevresindeki yogun
stromal yapiyr da saglayabilmelidir. Ayrica uygulanan
tedavi sonucu alinan yaniti da tekrarlanabilir sekilde
gostermelidir.®®

Bu modellemeler timoér enjeksiyon sekline, timor
implantasyonu vyapilan bodlgeye ve histopatolojik
ozelliklere gore siniflandirihir. PDAK hicrelerinin ya da
timor dokularinin  farelere implante edilmesiyle
olusturulanlar Xenograft modellemelerdir. Kanser
hicreleri  direkt pankreas dokusuna (ortotopik
implantasyon) ya da pankreas dokusu disina
(heterotopik implantasyon) enjekte edilebilir. Ortotopik
implantasyon, heterotopik modellemelere gore
biyolojik agidan timoér ile daha iliskili bir yapiya sahiptir
ve invazyon metastaz yetenegi de kazandirir.®

PDAK modellemesi olusturulmasinda fizyolojik acidan
en uygun yontem pankreas icine vyapilan tumor
enjeksiyonudur. Fakat bu enjeksiyon diger yontemlere
ek olarak hassas cerrahi prosediir ve 06zel bakim
gerektirir.7071

PDAK'ta tedavi yaklagsimlarinin incelenmesinde primer
timor kaynagl da o6nemlidir. Eger hasta kokenli
pankreas tlmorleri kullanilacaksa ¢ogunlukla atimik
(timusu alinmis) ve immiin yetmezligi (SCID) olan fareler
tercih edilmektedir.”? Bu tiimérler, kanserin molekiiler
ve genomik cesitliligini de yansittigindan molekdler
mekanizmalarin hedeflenmesi icin daha uygundur.
Ancak kullanilan immiunsupresif fareler PDAK’nin
immuinolojik parametrelerini analiz etmek igin elverisli
degildir. Bu durum, modellemenin ilk dezavantajidir.
immiinkompetan fareleri kullanmak, terapétik ajanin
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immin sistem Uzerindeki etkilerini incelemek ve
immuinolojik parametreleri analiz etmek icin idealdir.
Modellemenin ikinci dezavantaji da deney prosediri
icin gereken hiicre hatlarinin pasajlanma ihtiyacidir.
Hicre hatlari aldigi her bir pasajda fenotipinde minimal
de olsa degisiklikler meydana geldigi ve bu durumun da
timor olusumunu etkiledigi diistinilmelidir.”3

Kimyasal Karsinojenlerle Yapilan in vivo Modellemeler
PDAK gelisiminde kimyasal karsinojenlerin maruziyeti
onemli bir yer tutar. Kimyasal indlksiyon PDAK
modellemesi olusturmak icin ideal yontemlerden
birisidir. Bu modelleme ile organa 6zgi lezyonlar Uretilir.
Bu lezyonlarin fare fenotiplerinde vyiksek oranda
tekrarlanabilir olmasi 6nemli avantajlarindandir. Ayrica
kimyasal ajanlar ile indiklenen modellemeler,
hiperplaziler, displaziler ~ve erken lezyonlari
biyokimyasal ve histopatolojik agidan gok iyi yansitirlar.
Timor gelisiminin hangi asamalarinda hangi terapotik
ajanin daha duyarli oldugunu arastirmak igin ¢ok
degerlidirler. Bu modellemelerin metastaz yapma
egilimleri de yiiksektir.”* Fakat preklinik asamalarda
rutin kullanimda bazi dezavantajlar icerirler. Bunlardan
ilki kimyasal enjeksiyon ile timor olusumu igin uzun
zaman ve tekrarlayan uygulamalar gerekmektedir.
Modellemenin bir diger sinirhihg ise kimyasal ajanin
kullaniminda calisan saghgi icin olusabilecek guvenlik
endiseleridir.”®

Onkolojik arastirmalarda siklikla  kullanilan  fare
modellemeleri timor mikrocevresinde olan hicresel
degisiklikleri yansitamamaktadir.

PDAK’nin fare modellemelerinde etkili olan potansiyel
ajanlar klinikte ayni etkiyi gosteremediginden ilag
gelistirmede kullanilmak Gzere klinik ile daha uyumlu
olacak yeni modellemelerin gelistirilmesi
gerekmektedir.

Domuzlarda Olusturulan Kanser Modellemeleri
Onkolojik  arastirmalarda  kullanilan  domuzlarin
anatomisi, fizyolojisi ve metabolizmasi diger primatlara
kiyasla insanlara daha benzerdir. Bu 6zellikleriile kanser
gelisimini ve progresyonunu yansitmak icin ideal bir
hayvan modelidir.”®

Domuzlar boyutlari nedeniyle daha fazla kan o6rnegi
almaya imkan tanidigindan timor belirteglerinin
incelenmesi icin de uygun hayvanlardir. Benzer Sekilde
blylk timorler olusturmaya da elverisli olduklarindan
timor heterojenitesinin  incelenmesi igin  uygun
modellemelerdir. Ancak domuzlarin yetistirilmesi ve
bakimi, kafeslerde tutulan deney hayvanlarina kiyasla
daha maliyetlidir. Ayrica deney prosedirlerinin
uygulanmasi sirasinda tehlikeli olabileceginden daha
tecribeli  personele ihtiyag  duyulur. Domuz
modellemelerinin bir diger dezavantaji ise deney igin
kullanilacak antijen ve antikorlarin sinirli olmasidir.””
Domuz modellemelerinin dermatalojik, nérodejeneratif
ve kardiyovaskiiler hastaliklar ile kanser dahil olmak
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Uzere farkli alanlarda etkili modellemeler oldugu
gosterilmistir.  Solid timorlerin  %75’inde goriilen
peritoneal metastaz icin domuz kullanimi yaygin bir
model haline gelmektedir. Potansiyel antikanser
ajanlarin degerlendirilmesinde, metastazin
incelenmesinde ve cerrahi tekniklerin gelistirilmesinde
kullanilmaktadir.”®7°

PDAK icin hiicre hatlari kullanilarak olusturulan deneysel
hayvan modellemeleri, potansiyel ajanlarin terapotik
etkinliklerinin belirlenmesinde merkezi rol oynamaya
devam etmektedir. Ancak PDAK progresyonundaki
karmasikligin ve mikrogevrenin rolinin belirlenmesi
konusunda yeni modellemeler gelistiriilmeye devam
edilmektedir.

Geleneksel preklinik modellemeler ve gelismekte
olanlar, su ana kadar PDAK icin blylk ilerlemelere
katkida bulunmustur. Ancak PDAK’nin heterojenitesi,
yiuksek desmoplazi iceren yapisi ve olusan spontan
mutasyonlar elde edilen bulgularin klinikte karsiliksiz
kalmasina sebep olmustur. Bu sebeple PDAK’ta FDA
onayl ilag sinirli sayidadir. Hem bu kisithhgin 6niine
gecmek hem de yiiksek mortalite oranini diisiirmek igin
PDAK’nin bu 6zellikleri gbz 6niine alinarak yeni deneysel
modellemeler olusturulmaldir.

Sonuglar ve Gelecek Perspektifleri

PDAK, etkili tedavi igin sinirh segenekleri olan ve en
olimcdl kanserlerden biri olmaya devam
etmektedir. Cerrahi tekniklerle klinik  sistemik
tedavilerdeki anlamli ilerlemelerin pankreas kanseri
hastalarinin sagkalimini iyilestirecegi kesindir. Pankreas
kanseri cerrahisi, son 20 yilda modern kombinasyon
kemoterapisiyle birlikte 6nemli 6l¢lide daha glivenilir
etkili hale gelse, postoperatif mortalite riski %3'e diigse
de glinimizde rezeksiyon ve kemoterapi sonrasi
ortalama sagkalim siresi yaklagik 30 ay, ameliyat
geciren secilmemis pankreas kanserli hastalarda 5 yillik
sagkalim yaklasik %30’dur. Kisa slirede ortaya cikan
nikslerin de c¢ogu baslangicta asemptomatiktir.
Hastaligin erken tanisi, erken ve daha etkili tedavi
saglayabilir. Tedavi yaniti ve hastaligin prognozunun
tahminiicin daha iyi biyobelirtegler ve araglar, gelecekte
tedavi model ve rejimlerinin 6zel olarak segilmesini ve
siralanmasini saglamak igin gereklidir. Klinisyenler bu
hastalara uygulanan tedavide ortaya c¢ikan yanitlarin
gbzlenmesinin, onceki geleneksel kemoterapi ve/veya
radyasyonun, ilgili tedavi hedefini nasil etkileyecegini
hesaba katip, bunlarin kombinasyonunun nasil
kullanilmasi gerektigini de digtiinmenin gerekliligini
savunurlar. PDAK karsinogenezi, az sayida gende
ongorilebilir basit ve yapisal genetik degisikliklerle,
oncl lezyonlar yoluyla orijin hiicresinden invaziv
hastaliga dogru ilerler. Ancak kalitsal hastaligin
molekiler yapisindaki sorumlu genlerin tamami heniiz
net olarak bilinmemektedir. Gen mutasyonlari, timor
metabolizmasi ve tlimor mikrogevresine iliskin yeni
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bilgiler basta olmak tizere pankreas kanserinin biyolojisi
ve genetigine iliskin daha derin arastirmalarin sonuglari,
tedavide umut verici ve vyenilik¢i yol haritalarini
olusturacaktir. Klinisyenler arasinda tedavide tek bir
molekiil veya yolagl hedeflemenin pankreatik kanser
tedavisi basarisinda yetersiz olacagl o6n gorisi
yaygindir. Hem hastalik alt tipine yodnelik hem de
kombine tedavi, timor ilerlemesini kontrol etmek igin
daha umut verici hedefler sunabilir. Mutasyonlar ve
bunlarin yeniden programlanmis metabolik yollari,

cekici tedavi hedefleri olmustur. Ornegin BRCA
mutasyonlu pankreas kanseri hastalarinin  PARP
inhibitorlerinden fayda gordigini gosteren son

gelismeler, alt tipe 6zgu tedavinin klinik etkinligini daha
da artiracagl umudunu verebilir. PDAK tedavisinde
arastiricilar molekiiler olarak hastaligin genomik ve
transkriptomik Ozelliklerine odaklanmistir. Kalan bilgi
bosluklarini  doldurmak icin, kodlayici olmayan
mutasyonlarin, epigenetik degisikliklerin ve
mitokondriyal genomlarin gorevi basta olmak (zere
diger birgok faktoriin de tam olarak kesfedilmesi gerekir.
Ultrason, bilgisayarli tomografi taramalari, manyetik
rezonans gorintiileme ve pozitron emisyon tomografi
taramalari gibi tani yaklasimlarinin yani sira cerrahi,
radyasyon, kemoterapi ve immiinoterapi gibi tedavi
yaklasimlariyla genel sagkalim son vyillarda az da olsa
artis gostermistir... Teknolojik ilerlemelerle “in vitro
Diyagnostik”  tani  araglarindan  ¢ok  katmanh
gorintileme, immiinofenotipleme ve mutasyonel tani
araglarinin performanslarinin artmasi, PDAK
hastalarinin sagkaliminin uzatilmasi hedefine hizmet
edecektir. PDAK mikrogevresine iliskin bilgilerdeki
ilerlemeler ve ortaya konan hedefler gbéz o6nine
alindiginda, pankreas kanserlerinin gelecekteki basarih
tedavisi  icin  umutlu  olunabilir... Yeni  tedavi
yaklasimlarinin klinik basarisina giden yolun, “daha 6zel,
gelistirilmis hayvan modellemelerinin ve motive olmus
multidisipliner ekiplerin yorulmaz gabalari” sayesinde
gelisecegi aciktir.
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