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OZET

Pankreas kanseri (PK) cerrahi miidahale ve kemoterapi ilaglarinin kullanimina ragmen
tedavilere kars1 gelistirdigi direng ile bes yillik sagkalim orani oldukca diisiik agresif
yapida olan ve diinyada kanser 6liimlerinde yedinci sirada yer alan bir tiimordiir. Hiicre
dongiisiinde onemli rolii olan CDK4/6’y1 spesifik olarak hedef alan CDK inhibitor
ajan1 Palbosiklib (PD), hiicrenin G1 fazindan S fazina gegisini baskilayarak hiicre
dongiisiiniin devamliligin1 engeller. PK’de ifade seviyesi diisiik olan ve tiimor
baskilayict gorevi géren miR-150 ifade seviyesinin arttirilmasi ile tiimorigenez ile
iliskili siirecler baskilanmaktadir. U¢ boyutlu (3B) hiicre kiiltiirii, timérlere benzer
genetik 0zelliklere sahip olduklarindan tiimoriin ilaca karst olusturdugu cevabi mimik
edebilmektedir. Bu calismanin amaci, artan miR-150 ifadesi ile iliskili olarak PD’nin
3B hiicre kiiltiirii formlarinda hiicre sagkalimi, hiicre ¢ogalmasi ve migrasyona
etkisinin, farkli metastatik karaktere sahip MIAPaCa-2 ve Capan-2 PK hiicrelerinde
transkriptomik ve proteomik g¢aligmalar ile incelenmesidir. Yumusak agar koloni
olusturma deneyi, Matrigel testi ve asili damla modeli ile 3B PK hiicre formlar1 elde
edilmistir. miR-150 ifadesi arttirilan 3B formlarindaki PK hiicrelerinde PD’nin koloni
olusturma potansiyelini inhibe edici etkisinin arttig1 gézlenmistir. Ayni zamanda artan
miR-150 ifadesine bagl olarak PD’nin hiicre migrasyonunu baskiladigi incelenmistir.
Epitel-mezenkimal ge¢is mekanizmasinda gorev alan mRNA ve protein ifadeleri
incelendiginde 2B hiicre formlarina gore 3B formlarinda mezenkimal belirteclerin
ifadesindeki artigin, artan miR-150 ifadesi ile PD uygulamasina bagli olarak azaldig:
gozlenmistir. Sonug¢ olarak, miR-150 ifadesi ile PD sinerjistik etki gostererek
MIAPaCa-2 ve Capan-2 PK 3B hiicre formlarinda mezenkimal karakteri baskilamistir.
miR-150 ifadesinin PK kombine terapilerinde kullanilabilecegi yonelik umut verici

onciil sonuglar elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Pankreas kanseri, {i¢ boyutlu kiiltiir, miRNA, miR-150, CDK4/6

inhibitori
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ABSTRACT

Pancreatic cancer (PC) is an aggressive tumor with a very low five-year survival rate
due to its resistance to treatments, despite the use of surgical intervention and
chemotherapy drugs, and is the seventh in the world in cancer deaths. The CDK
inhibitor agent Palbociclib (PD), which specifically targets CDK4/6, which has an
important role in the cell cycle, suppresses the transition of the cell from the G1 phase
to the S phase, thus preventing the continuity of the cell cycle. Tumorigenesis-related
processes are suppressed by increasing the expression level of miR-150, which has a
low expression level in PC and acts as a tumor suppressor. Three-dimensional (3D)
cell culture can mimic the response of the tumor to the drug, as they have genetic
characteristics similar to tumors. The aim of this study is to investigate the effect of
PD on cell survival, cell proliferation and migration in 3D cell culture forms, in relation
to increased miR-150 expression, by transcriptomic and proteomic studies in
MIAPaCa-2 and Capan-2 PC cells with different metastatic characters. 3D PC cell
forms were obtained by soft agar colony formation assay, Matrigel test and hanging
drop model. It was observed that the inhibitory effect of PD on colony formation
potential increased in PC cells in 3D forms with increased miR-150 expression. At the
same time, it was investigated that PD suppressed cell migration due to increased
miR150 expression. When mRNA and protein expressions involved in the
epithelialmesenchymal transition mechanism were examined, it was observed that the
increase in the expression of mesenchymal markers in 3D forms compared to 2D cell
forms decreased due to increased miR-150 expression and PD application. In
conclusion, miR-150 expression and PD showed synergistic effect and suppressed
mesenchymal character in MIAPaCa-2 and Capan-2 PC 3D cell forms. Promising
preliminary results have been obtained that miR-150 expression can be used in PC

combined therapies.

Keywords: Pancreas cancer, three-dimensional culture, miRNA, miR-150, CDK4/6

inhibitor
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1. GIRIS VE AMAC

Diinya ¢apinda kanser, baslica 6liim nedenlerinden biri olarak insan saglig1 {izerinde
uzun yillardir ciddi bir tehdit olusturmaya ve yayilmaya devam etmektedir. Kisilerin
yasam kalitesine ve aile 0ykiisiine bagli olarak degisiklik gosterebilen bir¢ok etiyolojik
faktoriin hiicrelerde sebep oldugu mutasyonlar sonucu kontrol dis1 ¢ogalan hiicreler
ortaya ¢ikmaktadir [1]. Pankreas hiicrelerinin gerekli durumlarda hiicre Sliimiiniin
gerceklesmesi yerine siirekli olarak boliinmesiyle ortaya ¢ikan pankreas kanseri
agresif kanser olarak tanimlanan ve pankreasin viicutta bulundugu konumdan o&tiirii

kanser tespiti erken evrelerde yapilamayan bir kanser tiirtidiir [2].

Dort evre olarak gdzlemlenen pankreas kanserinin genelde metastatik evre olarak
tanimlanan kanser hiicrelerinin viicuda yayildig1 son evredeki tespiti insan sagligin
biiyiik 6l¢iide etkilemektedir [3]. 2020 yilindaki veriler cinsiyete bagli olmaksizin
kanser 6liimlerindeki 7. siradaki yeri ile pankreas kanserinin [4], ABD’de 2030 yilina
kadar 2. sirada yer alabilecegi ongoriilmektedir [5]. Pankreas kanserinin kotli prognoza
sahip olmasi hastalarin sagkalim oraninin O6nemli derecede diisiik olmasiyla
iliskilendirilmekle birlikte giincel terapi modelleri kanser tedavisinde yeterli
gelmemektedir. Bu durum kanserin molekiiler mekanizmasinin derinligine inildik¢e
terapotik stratejilerin arastirilmasiyla tiimorigenez iligkili sinyal yolaklarinin, spesifik
proteinlerin hedeflenmesi iizerine gelistirilen yeni kimyasal ajanlara yonelinmesi
gerektigini gostermektedir. Ozellikle heterojen molekiiler mekanizmasi pankreas
kanserinin tedavisinde potansiyel hedeflerin kombine ilag kullanimi ile daha etkili

yanit verebilecegi lizerine durmaktadir [6].

Kisa niikleotit uzunluguna sahip kodlama yapmayan RNA sinifi olarak tanimlanan
mikroRNA’larin, hiicresel birgok siirecte gorev alan genlerin %60°1 gibi biiyiik bir
boliimiinii etkileyebildikleri bilinmektedir [7].



Insan hastaliklariyla iliskili olarak literatiirde genis bir calisma alani yaratan
miRNAlar, 6zellikle hiicre proliferasyonu, farklilasmasi ve metastaz gibi tiimorigenez
siireclerinde gorev alarak etkileyici bir sekilde ifade seviyelerindeki degisiklere bagl
olarak onkogen 6zellik gosterebildikleri gibi tiimor baskilayici olarak da rol alabilirler
[8]. miRNA’ lar birden fazla mRNA’nin 3’ ¢evrilmemis baglanma bolgelerini segip
baglanabilir ya da es zamanli olarak hedef mRNA, ¢esitli miRNA’lar tarafindan hedef
olarak alinabilmekte ve bdylelikle post-transkripsiyonel diizenlemelerde gorev

almaktadirlar [9].

Pankreas kanserinde in vivo ve in vitro ¢alismalarla miRNA’larin sagkalimi tizerindeki
arttirici etkilerinin belirlenmesi tedavide umut verici adimlardan biri olmus ve
pankreas kanseri iligskili miRNA’lar iizerine arastirmalar1 arttirmistir [10]. Kanser
tirlerinde miRNA’lar farkli ifade seviyelerine sahip oldugundan biyolojik siireclerde
cesitli rollere sahiptirler. Hiicre gocilinde ve anjiyogenez gibi siireglerde etkili oldugu
bilinen miR-150, pankreas kanserinde diisiik ifade seviyesi olan ve bu kanserde hedef
aldig1 genlerle tiimor baskilayict gérevinde bulunan miRNA’lardan biridir. miR-150
ifade seviyesinin arttirilmasi ile migrasyon, invazyon ve proliferasyon gibi énemli
hiicresel siirecleri baskilandigina dair caligmalar miR-150’nin pankreas kanseri

tedavisine umut verici yeni bir terapotik yaklagim olmaktadir [11].

Kanserin ilerlemesini engellemek amaci ile son yillarda hiicre dongiisiiniin
diizenlenmesinden sorumlu CDK’y1 hedef alan tedavi yontemleri gelistirilmistir.
Hiicrenin kontrolsiiz biiylimesini engelleyen retinoblastoma proteinini fosforile eden
SiklinD-CDK4/6 kompleksi, hiicrenin G1 fazindan S fazina gegerek bdliinmesini
saglar [12]. Kanserde onkogen o&zellikle gosteren bu kompleksin secgici olarak
CDK4/6’nin baskilanmasi i¢in gelistirilen Palbosiklib, FDA onayli ilk CDK
inhibitoriidiir ve kadinlardaki menopoz sonrasi dstrojen reseptorii pozitif ve ilerlemis
HER2-negatif meme kanserinde kullanilmak {izere secilmistir [13]. Kanser
tedavilerinde diisiik dozlarda etkili olabilen ve secici olarak hedef aldigi CDK’y1
inhibe ederek toksik etkiyi azaltan Palbosiklib, pankreas kanserinde de hiicre
proliferasyonu, koloni olusturma kapasitesi gibi 6zelliklerin baskilanmasinda etkili

oldugu bulunmustur [14].



Farkli pankreas kanseri hiicre hatlarinda farkli derecede etkili gosterdigi belirtilmekte
olup kombine tedavi yontemleri ile Palbosiklib uygulamasinin etkisinin arttirilmasi ile
ilgili caligmalara dikkat ¢ekilmelidir [15]. Kanser tedavi arastirmalarinda kullanilan
iki boyutlu hiicre kiiltiiri ve hayvan deneylerinin insan hastaliklarini birebir
yansitamamast kanser tedavilerinde de yeterli olmamaktadir. Bu durum bir
organizmaya ait organlarin fizyolojik 6zelliklerini taklit edebilme potansiyeline sahip
organoidlerin tedavi arastirmalarinda 6n plana g¢ikmasi ile umut verici bir adim
olmustur [16]. Giincel kanser tedavi yontemlerinin hasta sag kalimi tizerindeki etkileri
kanser tiirleri arasinda oldugu gibi hastaya gore de farklilik gostermektedir. Bunun
nedeni kanser tedavilerinde sinirlamalar olusturan kisiye 6zgii olarak tiimor molekiiler
profillerinin olmasidir [17]. Ug boyutlu hiicre gruplar1 olan organoidler, kanserde
timor dokulariyla benzer Ozellikleri gosterebildikleri icin kisiye 06zel tedavi

uygulamalarinin gelistirilmesi i¢in 6ncii olmaktadir [16].

Bu bilgiler kapsaminda bu tez ¢alismasinda, MIAPaCa-2 ve Capan-2 pankreas kanseri
hiicrelerinden elde edilecek sferoid modelleri {izerinde hiicre sagkalimini ve
cogalmasini baskilayan miR-150 ve Palbosiklibin kombine uygulamalarinin tiimérsfer
olusumuna ve metastatik siirece etkisini incelemek amaglanmistir. Kisiye 6zgii terapi
modellerinin gelistirilmesinde 6nem arz eden 3B hiicre formlarinin projemizde
kullanilmas: ile elde edilecek sonucglar pankreas kanseri tedavi siireci konusunda

onemli ipuclar verecektir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Pankreas Kanseri

2.1.1. Pankreas Kanseri Tanimi ve Evreleri

Pankreas kanseri teshisi zor ve tedavisi kisitli olan Oliimciil bir kanser tiiriidiir.
Dokusundaki hiicrelerin kontrol disinda siirekli boliinmesiyle meydana gelen pankreas
kanseri genellikle tiimor biiyiidiigiinde semptomlar tespit edilebildiginden ve erken
metastaz asamasina gegtiginden agresif bir kanser olarak karakterize edilmektedir.
Bir¢ok kanser tiiriiniin teshisinde kullanilan goriintiileme yontemleri, pankreasin insan

viicudundaki konumu itibariyle kolay tespit edilememektedir [2].

Pankreas kanserinin ilerleyisi Evre 0, Evre 1 (1A,1B), Evre 2 (2A,2B), Evre 3 ve Evre
4 olarak gozlemlenmektedir. Yapilan testlerin sonucunda kanser, primer tiimoriin
boyutuna gore ve kanserin kan damarlarina, sinirlere, lenf diigiimlerine veya diger
organlara yayilmasina bagli olarak yaygin olarak kullanilan ve “TNM Evreleme
Sistemi” adi verilen bir derecelendirme sistemi ile belirlenir. Amerikan Kanser
Komitesi’nin (AJCC) hazirladig: bu sisteme dayanarak Tablo 2.1.’deki tanimlamalara
gore pankreas kanserinin ilerleyisi ve evresi tespit edilir [3]. Belirlenen evreye ve
duruma gore cerrahi miidahale ve kemoterapi ile tedavi siireci baslatilir [18]. Tablo

2.2.’de tanimlanan pankreas kanseri evrelerinin karsilastirilmasi verilmektedir.



Tablo 2.1. TNM Evreleme Sisteminin Tanimlamalari1 (AJCC) [3]

TX | Primer tiimdr degerlendirilmesi yapilamaz.
Kategori T TO | Primer tiimdr tespit edilmemistir.
Tiimor Tis | Pankreas digina yayilim gostermemis timor tespit
Tiimdriin biiyiikligii ve edilmistir.
konumu degerlendirilir. T1 | Pankreas i¢inde tespit edilen tiimor <2 cm’dir.
T2 | Pankreas i¢inde tespit edilen tiimor >2 cm ve <4
cm’dir.
T3 | Pankreas sinirlar1 i¢inde tespit edilen timor >4
cm’dir.
T4 | Timoriin pankreas ¢evresindeki ana kan damarlarinin
yakinlarina kadar biiylidiigii tespit edilmistir.
Kategori N Nod NX | Lenf diigimlerinin degerlendirilmesi yapilamaz.
Tiimériin lenf
diigiimlerine NO | Lenf diigiimlerinin ¢evresinde tiimor tespit
yakinligi degerlendirilir. edilmemistir.
N1 | Tiimor en fazla 3 lenf diiglimlerinin ¢evresine
yayilmistir.
N2 | Tiimoriin 4 ya da 4’ten fazla lenf diiglimlerinin
cevresine yayildigi tespit edilmistir.
Kategori M MO | Kanserin diger organlara yayilimi tespit edilmemistir.
Metastaz
M1 | Kanser lenf diiglimlerine, viicuttaki diger organlara

Tlimoriin lenf diiglimlerine,
organlara yayilip
yayilmadig1 degerlendirilir.

yayilmigtir.

Tablo 2.2. Pankreas Kanseri Evrelerinin Karsilastirilmasi [3]

Evre 0 Evre 1A Evre 1B Evre 2A Evre 2B Evre 3 Evre 4

Tis v v
T1 v v v v
T2 v v v v
T3 v v v v
T4 v v
NO v v v v v v
N1 v v v
N2 v v
MO v v v v v v

M1 v




2.1.2. Pankreas Kanseri Epidemiyolojisi ve Olusumundaki Risk Faktorleri

Pankreas kanserinin, Kiiresel Kanser Gozlemevi (Globocan) 2020 istatistiksel
verilerinin diinya genelinde kanser c¢esitleri arasindaki kapsamli karsilastirma
analizlerine dayanarak Oliim oranlarindaki siralamada 7. oldugu belirtilmektedir.
Kadinlarda meme, akciger, kolorektal, rahim agzi, mide, karaciger kanserlerinden
sonra 7. sirada; erkeklerde ise akciger, karaciger, kolorektal, mide, prostat, yemek
borusu kanserlerinden sonra 7. sirada gelmektedir. 2020 yil1 i¢in elde edilen veriler
yeni konan pankreas kanseri teshisindeki vaka sayisinin 495,773 olarak belirlendigini,
bu kanserden Olenlerin sayisinin ise yeni vaka sayisina yakin olarak 466,003 oldugunu
belirtmektedir [4]. ABD’deki kanser vakalarinin ve kansere bagli oliimlerin analiz
edildigi bir calismanin 6ngdrdiigii lizere, kadin ve erkeklerdeki mortalite oraninin
artarak 2030 yilina varmadan kanserden oliimlerde ikinci sirada yer alanin pankreas
kanseri olacagini belirtmektedir [5]. Diinya genelinde sagkalim orani 2009 yilindan
2015 yila karsilagtirildiginda 1tk ayrimi olmadan %9 oran ile pankreas kanseri en
diisiik sagkalim orani ile ciddi bir tehdit olusturmaktadir [19]. Pankreas kanserinin,
Diinya Saglik Orgiitii 2020 yilindaki verileri incelendiginde iilkemizdeki toplam
Olimlere bakildiginda %1.77°lik oranla 14. sirada oldugu ve kanser tiirleri ile

karsilastirildiginda 6. Sirada yer aldig1 gosterilmektedir [20].

Kanser tiirlerinde insidans ve mortalite oranlar1 cografya, yasam kalitesi ve aile
genetigi gibi faktorlere bagli olarak degismektedir. Sigara tiiketicilerinin, sigara
icmeyenlere gore pankreas kanserine yakalanma oranlarinin neredeyse iki kat1 kadar
oldugu ve tiiketicilerin sigaray1 birakmalarina ragmen riskin en az 10 y1l daha devam
ettigi belirtilmektedir. Sigara kullanimi kanser riskinin %25’ini olusturmasiyla
pankreas kanserini 6nemli derecede etkileyen bir faktordiir. Viicut kitle endeksi 30
veya 30°dan fazla olan ve obez olarak tamimlanan kisiler %20 daha fazla risk
altindadir. Ozellikle 30 yasindan sonra obeziteyle birlikte pankreas kanserine
yakalanan kisilerin sagkalim orani oldukg¢a azdir. Yillar icerisinde diizensiz beslenme,
asir1 alkol tiiketimi ve fiziksel hareketsizlik gibi faktorlere bagli olarak genclerde ve
yetiskinlerde obezitenin artmasi 6zellikle tip 2 olmak iizere diyabet hastalik oraninin

artmasina sebep olmaktadir.



Pankreas kanseri i¢in 6nemli bir belirtec olabilecegi gibi diyabet tanis1 konan kisilerde
artan kanser riskinin en az 20 yil boyunca %30 oraninda siirebilecegi belirtilmistir.
Islenmis gidalardan uzak durmak, narenciye, antioksidan tarafindan zenginlestirilmis
gidalar1 tiiketmek, yanlis beslenme ile %30-50 oraninda artan pankreas kanserini
azaltmaktadir [21] [22]. Bununla beraber is hayatinda karsilagilan kanserojen
maddelerinde kansere yakalanma oranint %12 arttirdig1 belirtilmektedir [22]. Aile
Oykiisi igerisindeki genetik faktorler onemlidir. Birinci derece aile bireylerinden bir
kiside pankreas kanseri varsa kisinin pankreas kanserine yakalanma olasilig1 9 kat, en
az iki kiside varsa 32 kat arttig1 belirtilmektedir. Genetik varyasyonlar sonucu
olusabilen pankreas kanseri ile iligkili olan genlerdeki mutasyonlar diger kanser

tiirlerinin ya da bagka hastaliklarin ortaya ¢ikma olasiligini arttirmaktadir.

Pankreas kanserine yakalanma olasiligi yaygin olarak 50 yas {stii insanlarda
goriilmektedir ve 40 yas oncesinde goriilmesi nadirdir. Asir1 alkol tiiketimi gibi yasam
kalitesini etkileyen etkenler ve mesleki maruziyetlerdeki risk olanaklar1 daha yiiksek
oldugu icin pankreas kanserinin kadinlardan daha ¢ok erkeklerde goriildiigii belirtilir.
Yine de tespit edilemeyen baska genetik faktorlerinde olabilecegi diisliniilmektedir.
Etnik koken ile pankreas kanseri arasindaki iligkiye bakildiginda beyaz irkin siyah irka
gore daha az risk tasidig1 bilinmektedir. Bu iligki beslenme, obezite, D vitamini alimi
gibi degisebilen etkenlere baglanabildigi gibi farkli irklara ait farkli molekiiler
varyasyonlardan kaynaklanabildigi tanimlanmaktadir. Bu etkenler ve 1k esitsizlikleri

g0z Oniine alindiginda sagkalim oranlarindaki farkliliklar ortaya ¢ikmaktadir.

Yapilan c¢aligmalar ¢esitli kanserlerde rol oynayan ABO kan gruplarindan 0 kan
grubunun pankreas kanserine yakalanma olasiliginin diger kan gruplarma gore (A, B,
AB) daha az olduguna deginilmistir. Genetik mutasyondan ya da asir1 sigara ve alkol
tilketiminden kaynakli ortaya ¢ikabilecek olan kronik pankreatit, pankreasa hasar
veren bir enfeksiyondur. Uzun siireli etkisinden dolay:r kronik pankreatite sahip
kisilerde erken pankreas kanseri teshisinde 6nemli bir belirteg olarak rol oynamaktadir.
Diinya genelinde pankreas kanserinin goriilme sikligi degisebilen ve degistirilemeyen

bu risk faktorleri nedeniyle 10 y1l igerisinde artmustir [23].



2.1.3. Pankreas Kanseri Hiicre Hatlar1 ve Karakteristik Ozellikleri

Pankreas kanserinin molekiiler mekanizmalarinin arastirilmast ve yeni terapotik
yaklagimlarin bulunmasi amaci ile yapilan in vitro ¢aligmalarda iki boyutlu hiicre
hatlariin kullanilmasi1 arastirmalarda kolaylik saglamaktadir. Hiicre hatlarinin
genomik analizleri sonucunda KRAS, p53, p16 ve SMAD4 mutasyonlarinin yani sira
kanser patogenezi ile iligkili farkli genlerde de mutasyonlar oldugu bilinmektedir [24].
Yapilacak olan c¢alismaya gore hiicre hatlarinin sahip oldugu karakteristik
Ozelliklerinin dikkate alinarak se¢ilmesi 6nemli bir adimdir. Tablo 2.3.’de bazi

pankreas kanseri hiicre hatlarinin dondr bilgisi ve hiicrelerin ¢ogalma siiresi dahil

olmak iizere karakteristik 6zellikleri listelenmistir.

Tablo 2.3. Pankreas Kanseri Hiicre Hatlariin Karakteristik Ozellikleri [25]

Hiicre Hatlar1 Kisisel Bilgi Koken Metastaz Cogalma Siiresi
Colo357 77/Kadin Lenfatik Metastatik 21 saat
metastazi
CFPAC-1 26/Erkek Karaciger Metastatik 31 saat
metastazi
AsPC-1 62/Kadin Karm boslugu Metastatik 38-40 saat
S1V1S1
MIAPaCa-2 65/Erkek Primer tiimor Metastatik 40 saat
HPAF-II 44/Erkek Karm boslugu Metastatik 42 saat
S1V1S1
BxPC-3 61/Kadin Primer timor Metastatik 48-60 saat
degil
PANC-1 56/Kadin Primer timor Metastatik 52 saat
Capan-1 40/Erkek Karaciger Metastatik 60-70 saat
metastazi
SW1990 56/Erkek Dalak metastazi Metastatik 64 saat
SU.86.86 57/Kadin Karaciger Metastatik 77 saat
metastazi
Capan-2 56/Erkek Primer tiimor Metastatik 96 saat
degil
HS 766T 46/Erkek Lenf digiimi Metastatik 6-7 saat
metastazi




2.1.4. Pankreas Kanserine Neden Olan Mutant Genler

Hiicresel iglevlerin kontrollii bir sekilde siirdiiriilmesinde rol oynayan genlerde
meydana gelebilecek mutasyonlar tiimoér olusumuna neden olur. Bu gorevlerin
diizenlenmesinde gorev alan, hiicrelerin anormal bir sekilde ¢ogalmalarim
engelleyerek apoptotik siireclerin kontroliinii saglayan genlere tiimor baskilayici
genler denir. DNA diziliminde olugabilecek hasarlarin tamirini yaparak hiicrelerin
epitelyal mezenkimal gecisini Onlerler. Belirli tiimor baskilayict genlerdeki
mutasyonlar sonucu aile dykiilerinde ¢esitli kanser hastaligi bulunan kisilere kalitsal
olarak gecebildigi gibi bu mutasyonlar cogunlukla kalitsal olmayabilir. Bu genlerin
baskilanmasi ya genlerin kaybolmasi ya da inaktive olmasi ile gergeklesir ve hiicresel

stirecler etkilenir [26].

Sekil 2.1.”de pankreas kanserleri ile iligkisi tespit edilen genler ve farkli mutasyonlara
sahip olan bu genlerden yaygin olarak karsilasilan dort gen oldugu 6ne ¢ikmaktadir
[24].
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Sekil 2. 1. Kanser Genom Atlasi veritabam analizine dayanarak pankreas
karsinogenezinde tanimlanan genler ve mutasyon cesitlerinin gosterimi [24].



Hiicresel siireglerden sorumlu fakat mutasyona ugrayarak tiimdrigenez ile iliskili
anormal proteinleri kodlayan genlere de onkogen denilmektedir [27]. Pankreas
kanserinde genel olarak dort ana gen bulunmaktadir. Hiicrenin mezenkimal karakter
kazanmasinda Onemli rol oynayan bu genler timor baskilayict gorevi olan
CDKN2A/p16, TP53 ve DPC4/SMAD4 ile KRAS onkogenidir. Bagimsiz gerceklesen
ve pankreatik intraepitelyal neoplazilerle (panIN) Oncii lezyonlarn olusumuyla
iliskilendirilen bu genler, pankreas tiimdrigenezinin Sekil 2.2.’de gosterildigi gibi

kademeli olarak kanserin ilerleyisinde gorev almaktadirlar [24].

Normal PanIN1 PanIN2 PanIN3 PDAC

@ oo -:' ‘

| KRAS mutations| | Loss of eakn2z | |Loss of smag4 and p53|

| Genetic alterations

Sekil 2.2. Pankreas kanseri ile iliskili genlerin tiimér lezyonlarinin
ilerlemesindeki iliskisi [24].

* KRAS yolagi

12p kromozomunda bulunan ve G12. kodonda nokta mutasyon sonucu %90’dan fazla
pankreas kanserinde aktive olan onkogen KRAS, hiicrenin farklilagsmasi, mikro
cevrenin degismesi gibi timorigenezin baglangicinda 6nemli rol oynamaktadir. Aktive
olan KRAS pankreas kanseri hiicrelerinin ilaca ve radyasyona karsi direncini arttirarak

hiicrelerin metastazini destekler [28] [29].
* P16(INK4)

9p21 kromozomu iizerinde bulunan CDKN2A geni tarafindan kodlanan p16(INK4A)
proteini hiicre dongiistinde gorevli CDK4 veya CDK6’y1 inaktif ederek hiicrenin
kontrolsiiz ¢ogalmasini engellemektedir. CDKN2A geninin pankreas kanserlerinin
%95’inde goriildiigii ve homozigot olarak iki allelinde silinme durumuna (%40), ayn
gende olusabilen bir allelde intragenik mutasyonla birlikte diger allelin kayip olmasina
(%40) ve gen promotoriiniinde meydana gelen hipermetilasyona bagl olarak olusan

mutasyonlar (%15) sonucu aktivitesini kaybettigi belirtilmektedir [28].

10



* P53 yolagi

17p kromozomu lizerinde bulunan TP53 geninin ise kodladig1 p53 proteini, eksojen
veya endojen etkenler sonucu hiicrede olusan DNA hasarina bagli olarak hiicre
dongiisiiniin devam edip etmeyeceginin belirlenmesinde gorevlidir, bu nedenle ona
“genomun gardiyan1” denilmektedir. Hasarin tamir edilememe durumuna gore
hiicrenin apoptoz siirecini baslatir ve DNA hasarli hiicrelerin boliinmesini dnleyerek
tiimoriin olusmasini engeller. Genin bir allelinde olan intragenik mutasyonla birlikte
oteki alelin kaybolmasi ile p53 proteini aktivitesini kaybeder ve DNA hasarli hiicreler
cogalmaya devam eder. Bu mutasyonda pankreas kanserlerinin %60’ inda

goriilmektedir [28] [30].
* SMAD4 yolagi

18g21.1 kromozomu iizerinde bulunan SMAD4(DPC4), pankreas kanserlerinin
%55’inde yaklasik 9%30’u homozigot silinmeye yaklasik %25’ide heterozigotluk
kaybina (LOH) bagli olusan mutasyonlar sonucu aktivasyonunu kaybeder. Inaktif
SMADA4, hiicrenin farklilasmasini, ¢ogalmasini ve apoptoza gitmesini saglayan
bliytime faktorii beta (TGF-p) ailesinin sinyal iletimini engeller. SMAD4 mutasyonuna
sahip pankreas kanseri hastalarindaki sagkalim oraninin mutasyona sahip olmayan

kisilere gore daha az oldugu belirtilmistir [28] [30] [31].

2.1.5. Pankreas Kanserinde Giincel Terapotik Yontemler

Insanlarin bireysel risk faktorleri, pankreas kanseri tanist konan kisilerin sagkalim
oranlarin1 6nemli 6l¢iide etkilemekle birlikte, yasam sartlari icerisinde ge¢ tanimlanan
belirtiler kanser teshisini zorlagtirarak genellikle metastaz durumunda fark
edilebilmektedir [32]. Tan1 konulmasinin ardindan timdriin evresine ve konumuna

gore tercih edilen tedavi yaklagimlar1 belirlenir.

Muayene sonucu hastanin kiiratif amachi tedaviye uygun olmasi ile cerrahi
operasyonla tiimoriin ortadan kaldirilarak temizlenmesinin hedeflenmesi pankreas
kanseri tedavisinde Oncelikli yaklasimdir. Kanserin niiks etme olasiligini (>%90)
azaltmak nedeniyle adjuvan tedavi yontemlerine dahil olan kemoterapi ve radyoterapi

uygulamalarina bagvurulmasi sagkalim oranimi %30 yapmaktadir [33] .
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Ik tedavide tiimériin alinamadig1 durumlarda, kemoterapi ve radyoterapiyi igeren
destekleyici tedavi planlarini iceren neoadjuvan tedavi segenegi sunulmaktadir. Bu
tedavi hasta tiimorlerinin pankreas simirinda yer aldigi durumda veya lokal olarak
yakin damarlara invazyonu s6z konusu oldugunda uygulanir. Tiimériin rezeksiyon
islemi icin uygun konuma getirilmesi saglanarak ardindan cerrahi islem

uygulanmasiyla sagkalimda artig amaglanir [34].

Adjuvan ve neoadjuvan terapide kullanilan kemoterapi ilaglarinin tedavide tek
baslarma kullanildiklarinda %8-%12 oranlarinda verdikleri yanitlarin yetersiz
kalmalar1 nedeniyle kombine ila¢ uygulamalarma y&nelinmistir. ilaclarin birlikte
kullanildiklarinda daha etkili sonuclarin alinmasi ile, hasta sagkaliminin arttig
belirtilmektedir [35]. Ileri seviye pankreas kanserine sahip hastalara cerrahi miidahale
yapilamamakta ve kombine ila¢ tedavisi iceren kemoterapi yontemleri uygun bir
tedavi stireci olmaktadir. Monoterapi yontemi yerine kombine tedavinin hasta
sagkalimmi 2-6 ay kadar arttirdigi belirtilmektedir [36]. Kombine terapinin
uygulanabilirligi olmayan hastalara Gemsitabin kullanimi ile monoterapi tercih edilir
[37]. En yaygin olarak kullanilan ilaglar Gemsitabin (Gemzar), 5-Florourasil (5-FU),
Kapesitabin (Xeloda), irinotekan (Camptosar), Oksaliplatin (Eloksatin), Albiimine
bagl paklitaksel (Abraxane), Sisplatin olarak listelenebilir ve oral yol ya da damar
yolu ile hastaya verilebilen bu ilaglarin birlikte kullanimi ile olusturulan kombine
ilaglarda mevcuttur [38]. Folinik asit, florourasil, irinotekan ve oksaliplatin
ilaglarindan olusturulan ve gemsitabine oranla ¢ok daha yiiksek toksisiteye sahip
FOLFIRINOX kombine ilaci, icerik oraninin degistirilmesine yonelik arastirmalarla

daha uygun hale getirilmeye ¢alisiimaktadir [37].

Yeni terapotik yaklasimlar tiimorigenezle iliskili hedeflere yonelik kimyasal ajanlarin
gelistirilmesi iizerine ilerlemektedir. Anjiyogenezde rolii olan vaskiiler endotelyal
biliylime faktorlerinin (VEGFR), biliylime faktorii reseptorlerinin (EGFR, IGFR) ve
timorigenezi tesvik eden protein STAT3’lin inhibisyonunu saglayacak ajanlar
gelistirilmistir. Aktif Ras-Raf-Mek-ERK, PI3K-Akt-mTOR ve Hedgehog sinyal
yolaklarinda da gorevli olan, ifade seviyesi artmis onkojenik proteinlerin

hedeflenmesine yonelik ¢alismalar gelistirilmistir [6].
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Gelistirilen kimyasal ajanlar ve hedefleri asagida belirtilmektedir [6].
* EGFR inhibitorleri: Erlotinib, Gefitinib, Cetuximab;

* IGF-1R: AMG-479, CP-751871, NVP-AEWb541;

* VEGF inhibitorleri: Bevacizumab, Sorafenib, Sunitinib;

* MEK inhibitérleri; FT inhibitorleri: CI-1040, PD0325901, AZD6244; Tipifarnib,
Lonafarnib, BMS214662, Salirasib;

* mTOR inhibitorleri: Everolimus, Temsirolimus, Deforolimus;

» Apoptozu tesvik edici ajanlar: Mapatumumab, AMG 655;

* Hedgehog yolagi: GDC-0449, 1P1-269609, LDE-225;

* HSP90 inhibitorleri: Tanespimycin, IPI-504;

* Src inhibitdrleri: Dasatinib, AZD0530;

* STATS3 inhibitorleri;: RTA-402.

2.2. Epitelyal Mezenkimal Gecis ve Kanser Tliskisi

Viicudun her yerinde bulunan epitel hiicreler, kisitli hareket kabiliyetleriyle birlikte,
birbirleriyle kurduklari siki baglant1 ve iletisimle doku biitiinliigliniin korunmasini
saglarlar. Hiicreler arasi etkilesimlerinin az oldugu ve belirli bir diizende
bulunmamalariyla go¢ edebilme kapasitesine sahip mezenkimal hiicreler ise epitel
hiicrelerden farkli morfolojik yapida bulunmaktadirlar [39]. EMT olarak kisaltilan
epitel-mezenkimal gegis, bazal membrana tutunan epitel hiicrelerin mezenkimal hiicre
karakterine sahip olmalarin1 saglayan bir mekanizmadir. EMT nin ger¢eklesmesi,
aktive edilen transkripsiyon faktorleri, hiicre yiizeyinde ve hiicre iskeletinde gorev alan
bazi proteinlerin ifade degisimleri, hiicre dis1 matriksin bozulmasina neden olan
enzimler ve siiregle iligskili miRNA’larin diizenlenmesi gibi birtakim biyolojik
degisimlere baghdir. Bu degisimlerle birlikte epitel hiicreler go¢ etme ve istila
Ozelliklerinin yani sira apoptoz direnci kazanmaktadir [40]. Bu degisim stireci, kanser
malignitesinde Onemli rol oynamanin disinda fibrosizle normal dokulardaki

rejenerasyon ve yara iyilesmesinde gerceklesir.
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Epitel hiicrelerin hareketliligi, sitoplazmada hiicre iskeleti tarafindan saglanan hiicre
sekli ve diizenli yapisal destek aginin bozulmasiyla saglanir. Bu diizensizlik
ekstraseliiler matris (ECM) yapilanmasinda degisime, hiicre polaritesinin kaybina ve

hiicrelerin birbiri olan iletisiminin bozulmasiyla sonuglanmaktadir [41].

Epithelial phanotype Intermediate phenotypes Mesenchymal phenotype
as cells ransition
UNTHN MUARON) (EMIN PN iyl L D _
IS e et Tl I Bt T e _—
Epithelial e — = Mesenchymal
cells ‘ — . - @ ) 7 cells

Progressive loss of epithelial markers
and gain of mesenchymal markers

Sekil 2.3. EMT mekanizmasinda epitelyal ve mezenkimal hiicrelerin
tanimlanmasim saglayan belirteglerin gosterimi [40].

Epitel hiicreler ile mezenkimal hiicrelerin farkli karakterizasyonu, Sekil 2.3.’de yer
alan belirteglerin ifade seviyelerindeki degisiklikler tarafindan tanimlanmaktadir. ki
epitel hiicresinin birbirlerine yapismasi, adheren baglanti, siki baglanti ve
dezmosomlar 1ile saglanir. Adheren baglantinin kurulmasinda transmembran
glikoprotein E-kaderinler, etkilesime girdigi hiicre ile temasi baslatan proteinlerdir. Bu
proteinin B-katenin, p120-katenin ve a-katenin sitoplazmik proteinlerle olusturdugu
kompleks, ¢esitli sinyal yolaklari ile aktin hiicre iskeleti baglanti kurmasini saglar [42].
Hiicre proliferasyonu sinyal yolaklarindan WNT yolaginin aktivasyonu, sitoplazmada
yer alan B-kateninin niikleer translokasyonunun saglanmasiyla tiimorigenez iliski

genleri uyarir [43].

Hiicrelerin invazyonu, basta bazal membranin temel elemanlarindan kollajen IV
olmak tizere hiicre dis1 matriks elemanlarinin parcalanmasi ile devam etmektedir.
Metalloproteinazlar (MMP-2, MMP-9) tarafindan par¢alan ECM bilesenleri,
invazyonla birlikte birincil tiimor biiylimesi ve anjiyogenezle iliskilendirilmektedir

[44].
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2.3. Hiicre Kiiltiiriinde U¢ Boyutlu Hiicre Formlar:

Hiicre biyolojisi tizerine yillardir yapilan aragtirmalar ilk hiicre hatt1 HeLa’nin dahil
olmasindan bu yana iki boyutlu hiicre kiiltiirii (2B) sistemiyle insan hastaliklarinin
molekiiler mekanizmalarmin ¢alisilmasina olanak saglamistir [45]. 2B hiicre
kiiltiiriinde koken, ¢ogalma siiresi ve morfolojik ozellikleri bakimindan farklilik
gosteren hiicre hatlar1 kullanilmakta ve hiicresel siireclerin incelenmesinde etkili
olmaktadir. Laboratuvar ortaminda kullaniminin ve takip edilmesinin kolay olmasina
ragmen diiz alt tabakalara sahip iki boyutlu hiicre biiylitme kaplarinda ve kontrollii bir
ortamda besin eksikligi yasamadan biiytitiildiikleri i¢in belli bir adaptasyon siirecine
maruz kalarak kiiltiirlendikleri siire¢ icerisinde farkli morfolojik ozellikler
gostermektedirler [46]. Bulunduklari hiicre biiylitme kaplarinda hiicreler arasi
etkilesimin sinirlt olmasi, viicut icerisinde dokularin {i¢ boyutlu (3B) mikro ortaminin

mimarisini gosterememektedir [46] [47].

Hastalik durumlarinda hiicresel sinyal yolaklarinin igleyisinin belirlenebilmesiyle
belirlenebilen terapdtik hedeflere yonelik potansiyel ilaclarin kesfedilmesinde farkl
tir hayvanlarin kullanimi olduk¢a avanta; saglamakta ve insanlardaki klinik
arastirmalar Oncesi bulgular test edilebilmektedir [16]. Hiicre kiiltiirtindeki
dezavantajlarin c¢alismalarda elde edilen bulgular etkileyebildikleri gibi deney
hayvanlarin kullanimi da insan fizyolojisine ait hastaliklar1 yansitmada yetersiz
kalmas1 sonucu insan hastaliklarinda tedavi stratejilerin gelistirilmesinde sinirlar

ortaya koymaktadir [46].

Sinirlarin ¢oziilebilmesine yonelik yapilan arastirmalarda hiicrelerin kiiltiir kaplarina
yapigsmadan siispansiyon bir kiiltlir icerisinde ii¢ boyutlu hiicre formu almalarin
saglayacak teknikler gelistirilmistir. Ug boyutlu hiicrelerin olusturulduklar kiiltiir
siispansiyonlar1, in vivo mikro ortaminin taklit edilebilmesinde oldukca basarili
sayllmaktadir [48]. Kok hiicre arastirmalarindaki gelismelerle birlikte iiretilen,
organizmaya ait organlarin fizyolojik 6zelliklerini taklit edebilen {i¢ boyutlu hiicreler
‘organoid’ olarak adlandirilan kendi kendilerini organize etme kapasitesine sahip ¢ok
hiicreli yapilardir. Taklit ettikleri doku ve organlara ait hiicre kiimelerinden olusurlar

[49].
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Hiicrelerin organizasyonunu saglamakla gorevli ekstraselliiler matriksin integrinler
araciligi ile olusan hiicre kiimeleri bir araya gelerek kiire formunu olusturmaktadir
[50]. Tek katmanli hiicre kiiltiirii sistemine gore hiicrelerin 3B form olusturmasi daha
uzun siirmesine ragmen fenotip ve yap1 bakimindan belirtildigi gibi gii¢lii avantajlari
bulunmaktadir [51]. Organoid ve sferoid olarak isimlendirilen 3B hiicre formlar1 farkl
teknik 6zellikleri igeren yontemler ile olusturulabilir [52] [53]. Kanser, beyin gelisimi
gibi hastaliklarin modellemelerinin gelistirilmesinde doku yapilarina benzerligi ile 3B

hiicre kiiltiirtiniin kullanimina ilgi artmaktadir [54] [55] [56].

Sekil 2.4.°te gosterildigi gibi 3B sferoid hiicre formunda yer alan hiicreler kiire
seklindeki yapilar olustururken, zamana bagli olarak hiicre yapilanmasinda degigsimler
meydana gelmektedir. Sferoid formun c¢apmin artmasiyla birlikte merkezdeki
hiicrelere oksijen ve besine ulasimi zorlasmaktadir. Hipoksiye bagli olarak merkezde
nekrotik hiicreler goriilmektedir. Nekrotik hiicrelere yakin hiicrelerde dis katmana
daha yakin olduklar1 i¢in hafif oksidatif stres gegiren hiicre grubunu olusturmaktadir.
Oksijen ile besin ulagimina en yakin olan sferoidin dis katmanindaki kanser hiicreleri
ise canlidir ve uygun kosullarda g¢ogalmaya ve canliliklarini korumaya devam

etmektedirler [57].

Time (a few days)

Live cancer cells

Cells experiencing mild oxidative stress

(@)
‘\!/ )

Necrotic cells

Sekil 2.4. 3B sferoid yapilari olusturan hiicrelerin dagilim [57].
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In vitro hiicre kiiltiiriinde organoidler mide, bagirsak, pankreas dahil olmak iizere
bircok organin gelisimsel siirecinin arastirtlmasi i¢in pluripotent &zellikteki
embriyonik kok hiicrelerinden veya yetiskin kok hiicrelerden olusturulabilirler. Sekil
2.5.’te belirtildigi gibi FGF, WNT, BMP, TGF gibi organlarin ihtiyaci olan spesifik
sinyaller ve biiyime faktorleri olusturulacak organoid kiiltiiriine gore kullanilabilir
[49] [58].
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Sekil 2.5. Pluripotent hiicrelerden olusturulan organoidler ve gelisimlerinde rol
alan sinyallerin gosterimi [S8].

2.3.1. Kanser Tedavisinde U¢ Boyutlu Hiicre Modelleri ve Kisiye Ozel Tedavinin

Gelistirilmesi

Pankreas kanseri, meme kanseri, kolorektal kanser gibi ¢esitli kanser tiirlerinde alinan
tiimor dokularindan gelistirilen organoid modellemeler, in vivo benzerlikleri sayesinde
molekiiler yolaklar1 inceleme ve ila¢ uygulamalarinda toksisite etkisini ongdrme
calismalarinda umut verici yeni terapdtik stratejiler saglamaktadir [59] [60] [61] [62]
[63]. Kansere yonelik ilag caligmalarinin gelistirilmesinde yillardir etkili hiicre kiiltiirii
modelleri olarak 2B kiiltiir sistemi kullanilmaktadir. Ilaca verdikleri yanitlarin giigsiiz
kalmasi, dokuya 6zgii karakteristik bulgular1 yansitamamalarindan kaynakli olarak in

vivo calismalardakilerine benzer sonuclar veremedikleri gézlemlenmistir [50] [52].
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Kanser arastirmalarinda tek tabakali kiiltiirleme sisteminden uzaklasarak 3B kiiltiir
sisteminin kullanilmasiyla hiicresel siireglerde ihtiya¢ duyulan hiicrelerin ekstraseliiler
matriks arasindaki sinyallesmeler saglanabilmekte, tiimér mikro ¢evresinin
heterojenligini temsil edebilmektedirler [64]. 3B kiiltiirleme yontemi ile hiicrelerin
sinyallesme ve c¢ogalma, metastaz, invazyon gibi hiicresel hareketlerinin taklit
edilebildigi bir timdr mikro ¢evresi yaratilabilmekte ve kanser hiicrelerinin hayatta

kalmalarini saglayabilmektedir [65].

Kanser arastirmalarinda tiimor mikro ¢evresinin 3B modellenmesi ilacin etki etme
potansiyelinin arastirilmasinda énemli bir adimdir. 3B hiicre modelleri, kiiltiirlenme
stiresince merkezinde hareketsiz kalan ve nekrotik bir tabaka sergileyebilen hiicreler
ile merkez etrafinda ¢ogalarak biiylimeyi saglayan hiicrelerin bulundugu birden fazla
katmana sahip olarak doku yapisin1 sunmaktadir [50]. Kanser hiicrelerinin
biyiitiildiikleri tek katmanli hiicre kiiltiirii ile karsilastirildiginda, uygulanan potansiyel
ilacin sferoid formlarin merkezine erisiminin yeterli olamamasi ilacin etki kapasitesini
onemli Olclide degistirmektedir [51]. Yapisal ve morfolojik bu farkliliklar antikanser
ilaglarin doz oramiyla toksisite ve ilag direncinin belirlenebilmesinde 3B hiicre
kiltliriiniin etkili terapdtik adaylarin segilmesinde tercih edilmesini saglamaktadir

[66].

Kanser cesitlerine ve hastalarin prognozu goz oniine alindiginda uygulanan terapotik
ilaglar her hasta i¢in olumlu bir sonu¢ vermemektedir. Kanser prognozu, tedavi
yontemlerinin ayni olmasina ragmen her hastanin sahip oldugu kanser genomigindeki
farkliliklardan kaynakli ayni sekilde seyretmemektedir [67]. Tiimdriin molekiiler
profilinin kisiye 6zgii degiskenlik gostermesi her hastanin tedavi edilebilmesinde
sinirlar ortaya koymaktadir. Yeni ve gelisen tedavi yontemlerinin kanser arastirma
merkezleri, vakiflar tarafindan desteklenmesi ile kisiye yonelik terapinin
arastirilmasina ve yayginlasmasina yonelik c¢alismalar artmaktadir [17]. Kanser
cesitlerinde tiimor heterojenligine bagli olarak hastalara uygulanan tedavi
yontemlerinde alinan farkli sonuclar, yeni kisisellestirilmis terapotik stratejilerin

gelistirilmesindeki 6nemi ortaya koymaktadir [68] [69] [70].
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3B hiicre kiiltiir yontemlerinin avantajlar1 géz oniine alindiginda her kanser hastasina
0zgl organoid modelleri ile aday ilaclarin hastalar {izerinde daha verimli sonuglarin

elde edilebilecegi vurgulanmaktadir [71].

Organoidler, pankreas kanseri hastalarindan elde edilen tiimor hiicreleri ile olusturulan
modellemelerle, potansiyel etki gosteren ya da gostermeyen terapotik ilaglarin tespit
edilebilmesine yonelik kullanimindaki basaris1 ile dikkat ¢ekmektedir [72][73][74].
Aragtirmalar, pankreas kanseri hastalarina ait organoid hiicre formlarinin,
olusturulduklari tiimor dokulariin profillerinde genetik farkliliklar bulundurduklarini

gostermektedir [72].

Farkli pankreas kanseri hastalarindan elde edilen organoid modellemeler, cesitli
kemoterapoétik ilaglara maruz birakildiklarinda ilag duyarliliklarinin kisiye 6zgii farkl
yanitlar sunduklar1 ortaya ¢ikmistir. Farkli ilag duyarliliklari géz oniine alindiginda
hastaya uygun tedavi seciminin belirlenebilmesi adina kisiye 6zgii terapinin 6nemi ve

3B kiiltiir sisteminin bu alandaki kullanim1 6nem kazanmaktadir [75].

2.4. Kodlama Yapmayan mikroRNA Sinifi

MikroRNA, organizmalarin evrimi ve gelisimi gibi dnemli biyolojik siireglerde rol
oynayan, farkli niikleotit uzunluklarina ve karakteristik 6zelliklere sahip endojen RNA
siniflarindan biridir. Birgok RNA simifindan farkli olarak ortalama 22 ila 23 niikleotit
dizilimine sahip olan bu grup, protein kodlama sifrelerini icermedikleri i¢in genellikle
kisa kodlama yapmayan RNA’lar olarak tanimlanmaktadirlar. 1993 yilinda Victor
Ambros ve Gary Ruvkun’un C.elegans nematodunun gelisiminin arastirilmasi
sirasinda, lin14’iin dizilimine baglanarak ifade seviyesini baskilayan lin4 ilk miRNA
olarak tanimlanmistir. Bu kesfin ardindan gen ifadelerinin baskilanmasi ya da
arttirilmasina yonelik siireclerin diizenlenmesinde gorev alan miRNA’lar kapsamli bir
sekilde aragtirilmistir [76]. Bir miRNA birden fazla haberci RNA’ya baglanarak farkli
genleri diizenleyebildigi gibi farkli mikroRNA’larda es zamanli olarak aynt mRNA
tizerindeki farkli MRE boélgelerine baglanabildigi bildirilmistir [9].
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Post-transkripsiyonel siireci etkileyerek insan hastaliklarindaki potansiyel iligkileri ile
terapotik siireglerde yeni biyobelirteglerin gelistirilmesine yonelik umut verici

yaklasimlar saglarlar [76][77].

Intragenik ya da introgenik olarak transkripte edilen endojen miRNA’larin yani sira
eksojen kaynakli miRNA’larda bulunabilir. Eksojen kaynakli olanlar, deneysel
caligmalarda miRNA dizilerini taklit eden yapay RNA dizilerinin kullanimini saglayan
mimik transfeksiyonu yolu ile aktarilabilir veya giinliik hayatta aldigimiz bitkisel
besinler ile farkinda olmadan viicudumuza alabiliriz. miRNA’lar etkilesim kurduklari
haberci RNA’larin yan1 sira AGO proteinleri ya da vezikiil gibi tasiyicilar sayesinde
hiicreler arasi kimyasal iletimi saglamak amaci ile hiicre disina salgilanabilirler [76].
mikroRNA’lar insan ve hayvanlarin periferik kan, plazma, serum, idrar, diski, ve
dalak, karaciger, bobrek gibi organlarin dokularinda tespit edilebilmektedir [7][78].
Memelilerdeki %601 mikroRNA’lar tarafindan diizenlendikleri degerlendirilen
kodlama yapan genlerin gelisiminde Onemli bircok hiicresel fonksiyonun

degismesinde gorev alarak farkli hastaliklar1 etkiledikleri bilinmektedir [7].

Kiigiik kodlama yapmayan bu RNA’larin bir¢ok farkli kanser tiirii ile [79][80],
kardiyovaskiiler hastaliklardaki diizensizlikler, romatoid artrit, inflamasyon, sistemik
lupus eritematozus ve sedef hastaligi gibi otoimmiin hastaliklarla, néronal gelisim
Down sendromu gibi genetik bozukluklarla, Alzheimer hastalig1 gibi nérodejeneratif

hastaliklarla, kas ve deri hastaliklari ile iliskilendirilmektedir [81].

2.4.1. Kanonik mikroRNA Olusumu

Hiicre ¢ekirdeginde mikroRNA’lar yer aldiklar1 DNA dizilimdeki konumlarina gore
intragenik veya introgenik olmak {izere RNA polimeraz II ile transkripte
olmaktadirlar. Bagka bir deyis ile DNA {izerinde intergenik bir mikroRNA kendi geni
tizerinden transkripte olabilirken, ayn1 zamanda bir konak¢1 gen iizerinde bulunan
ekzon bolgelerinden ya da kodlama yapmayan intronlardan transkripte olabilen

introgenik miRNA’lar bulunmaktadir [76].
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Sekil 2.6.’da goriildiigii gibi, RNA polimeraz 2 ile transkripsiyon igleminden olusan
pri-mikroRNA, mikroislemci kompleks olarak adlandirilan Drosha ve DGCRS
proteininin olusturdugu yapi tarafindan islenerek pre-miRNA’y1 olusturur. DiGeorge
sendromu kritik bolge 8 olarak adlandirilan DGCRS birimi, secici motif dizilimlerini
tantyarak pri-miRNA’y1 tespit eder, boylelikle hedef pri-miRNA RNA polimeraz 3
enzimi olan DROSHA tarafindan kesilir. Pri-miRNA’nin karakteristik yapisinin
kesiminin ardindan pre-miRNA olugsur. Olusan pre-miRNA, yolcu iplik ve kilavuz
iplik olarak tanimlanan dubleks bir yapiya sahiptir [83]. Niikleustan sitoplazmaya
aktarillacak olan molekiillerin tasinmasinda gorevli olan exportin proteinleridir.
Exportinler arasindan XPO5 RANGTP’nin baglanmasi ile pre-miRNA’larin
niikleustan disar1 ¢ikmasini saglar. GTP hidrolizinin ardindan ayrilan pre-miRNA
sitoplazmada RNaz III enzimi Dicer tarafindan karakteristik sa¢ tokasi olarak
betimlenen yapisinin kesilmesi ile siire¢ devam eder. RNA baglayici proteinlerden
TRBP’nin birlesimi ile Dicer’in etkisi artar ve tek iplikli olgun miRNA olusturulur
[84].
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Bu olgun miRNA, kilavuz olarak tanimlanan ve hedef mRNA’ya baglanacak olan
ipliktir. Kilavuz miRNA’larin olustuktan sonra hedeflerine ulagsmak icin gereken
adimlardan biri de RISC yiiklenmesidir. Kesilen dubleks miRNA’nin daha az kararl
5’ ucunun olgun miRNA olarak se¢ilmesinde Ago proteini gorevlidir. AGO proteini
5’ ucunu baglarken yolcu ipligi olarak tanimlanan 3’ ucunu ise pargalar. Secilen ipligi
baglayan AGO proteini insanlarda AGO1, AGO2, AGO3 ve AGO4 olarak bulunabilir
ve bu ikili RISC kompleksini olusturarak ekspresyon seviyesi degistirilecek olan hedef
mRNA’ya yonelir. Bu kompleksin hangi mRNA’ya baglanacagini segmesi, hedefte
bulunan tamamlayic1 niikleotitlere baglanmasini saglayan ve 3’ c¢evrilmemis
bolgelerinde bulunan MRE sayesinde gerceklesir. Tamamlayict olan bu dizilerin ise,
kilavuz miRNA’larin 5° ¢evrilmemis bolgesindeki evrim boyunca muhafaza edildigi
bilinen “tohum” dizileri sayesinde tespit edilebildigi bilinmektedir [77][85].
miRNA’larin hedef MRE ile kurduklar1 dinamik etkilesimlerinin seviyesine bagl
olarak hedef mRNA’nin hangi post-transkripsiyon modifikasyonuna ugrayacagi
belirlenir ve ona gére mRNA bozunur ya da translasyonu durdurur [76][86]. Bir bagka
yol ise mikroRNA secili 3’ poliadenilason kuyruguna sahip mRNA’larda
deadenilasyona yol agabilir [87].

2.4.2. Kanser Patogenezinde mikroRNA Sinifi

Karsinogenez siirecini etkileyen hiicre proliferasyonu, migrasyon, hiicre farklilagmasi
apoptoz ve metastaz ile iligkilendirilerek kanser hastaliginda diizensiz miRNA
seviyelerinin yillar igerisinde kritik Oneme sahip olduklari belirtilmistir. Hiicre
proliferasyonunda, farklilasmasinda, hiicrelerin programli oliimlerinde ve sinyal
iletimindeki genlerin endojen kaynakli diizenlenmesindeki iligkisi kanser

patogenezinin gelisiminde miRNA sinifinin 6nemini vurgulamaktadir [8] [88].

Timorigenezde onkojen veya timor baskilayict olarak rol {istlenebilen kodlama
yapmayan farkli miRNA’larin hastaliklarla karakterize edilmesi, teshis ve hasta
prognozunda etkili olma potansiyelleri i¢in énemli bir adimdir [80]. Ornegin; meme
kanseri hastalarinin plazma seviyeleri ile yapilan bir ¢calismada asir1 ekspresyonunun
tiimorigenez ile iligkili oldugu belirlenen miR-21 seviyesinin normal hastalarinkine
oranla yiiksek oldugunun tespit edilmesi, meme kanseri teshisinde ve hedef terapi

calismalarinda etkili bir biyobelirte¢ olabilmektedir [89].
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100’den fazla kolon kanseri hastasi ile yapilan bir baska caligmada, kaspazlardan
bagimsiz hiicre 6limiini ifade eden nekroptozis mekanizmasiyla iligkilendirilen 7
miRNA’nin risk belirteci olarak kullanilmasinin kolon adenokarsinoma teshisi i¢in
onemli olabilecegi degerlendirilmektedir [90][1]. Akciger kanseri hiicrelerinde ifade
seviyesinin az oldugu belirtilen miR-1246’nin mimik transfeksiyon yontemi
kullanilarak arttirilmasi ile epitelyal mezenkimal gegis proteinlerinin diizenlenmesi ve

hiicre invazyonunun baskilandig1 bildirilmistir [91].

Kanser tedavilerinde hastalarin kullandigi antikanser ilaclarin yeteri kadar etkili
olamamasmin altinda yatan en Onemli etkenlerden biri kemorezistanstir ve
gelismesinde mikroRNA’lar gorev almaktadir. Akciger kanseri ve meme kanseri dahil
olmak tizere ¢esitli kanser tiirlerinde birden fazla miRNA’nin kemoterapideki farkl
ilaglarla iligkileri bulunmaktadir [92]. Yapilan bazi calismalarda transfekte edilen
eksojen mikroRNA’larin secili ilaglar ile kombine tedavilerinin 6zellikle ilaglara olan
direnci kirmak ve kanserin ilerlemesini durdurduklar1 bildirilmistir. Hasta
prognozunun iyilestirilmesine yonelik in vitro tedavi ¢caligsmalarinda transfekte edilen
sentetik miRNA’larin se¢ili ilaglar ile kombine tedavilerinin 6zellikle hiicrelerin
ilaglara karst duyarhiligi arttirdiklart ve kanserin ilerlemesini durdurduklar
bildirilmistir. Ornegin, miRNA analizleri ile HER2+ meme kanseri tedavisinde kanser
hiicrelerini kullanilan ilaglara duyarli hale getirmeye yonelik belirlenen 8 miRNA,
hiicre canliligin1 azaltmaya destek olarak ilaglarla kombinasyonu ile tedaviyi arttirici

uygunlugu one siiriilmektedir [93].

2.4.3. miRNA ve Pankreas Kanseri Iliskisi

Pankreas kanseri iizerine yapilan in vivo ve in vitro ¢aligmalarda da miRNA’larin
anormal ifade seviyelerindeki incelemeler, kanser prognozuna yonelik sag kalimi
arttirmak icin yeni stratejik tedavi yoOntemlerinin gelistirilmesinde umut vaat
etmektedir. Pankreas kanserinde rol alan mikroRNA’larin spesifik olarak etkilesim
kurduklar1 haberci RNA’larin molekiiler mekanizmasinin net olarak anlasilmasi klinik
tedavi ¢aligmalarindan once gereklidir. Saglikli CD-1 erkek farelere, MIAPaCa-2
hiicre hatlarina transfekte edilmis miR34a ve miR143/145 vektorlerin aktarilmasi ile

tiimor boyutunun kiiciildiigii ve apoptozun arttig1 bildirilmistir [10].
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Pankreatik duktal adenokarsinomuna sahip hastalardan alinan plazma 6rneklerinde iki
mikroRNA’nin (miR21 ve miR483-3p) ifade seviyelerinin kanserin ileri evre prognoz
ile iliskilendirildigi belirtilmistir [78]. Ozellikle pankreas kanseri tedavisinde gelisen
ilag direnci hasta sagkalimdaki etkisi biiyiiktiir. Bu nedenle yeni stratejik gelismeler
icin kombine tedavilerde miRNA’larin kullanimima da yonelenilmistir. Bir baska
calisma, pankreas kanseri tedavisinde kullanilan Gemsitabinin duyarliligini arttirmaya
yonelik yapilan bir g¢alismada ilacin, pankreas kanseri hiicre hatlarinda tiimor
baskilayict etkisi bilinen miR217 ile kombinasyonunun ilacin etkisini arttirdigi

belirtilmistir [94].

2.4.4. miR-150
2.4.4.1. Karakteristik Ozellikleri ve Hastalik iliskisi

Kodlama yapmayan RNA siifindan olan miR-150, genomda 19913.33 kromozom
lokasyonunda bulunmaktadir [95]. Sekil 2.7.de miR-150’nin yer aldig1 kromozomu
ile olgun kilavuz (hsa-miR-150-5p) ve yolcu (hsa-miR-150-3p*) ipliklerinin
karakteristik ozellikleri gosterilmektedir. 22 niikleotit uzunluga sahip oldugu bilinen

bu mikroRNA’nin 3260 yayinda yer aldig1 ve 170 tiirde tespit edildigi bildirilmistir.

Genis bir veri taban1 olan RNA central veri tabaninda miR-150"nin 177 tane spesifik

proteini hedefledigi belirtilmektedir [96].
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Sekil 2.7. mMiR-150 Genomik Lokasyonunun ve Dizisinin Gosterilmesi (miR-150-
5p ve miR-150-3p) [96].
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Sekil 2.8.’de miRBase veritabaninda alinan hsa-miR-150’nin dizilimi verilmektedir.

>hsa-mir-150 MI©©©0479
CUCCCCAUGGCCCUGUCUCCCAACCCUUGUACCAGUGCUGGGCUCAGACCCUGGUACAGGCCUGGGGGACAGGGACCUGGGGAC

Sekil 2.8. hsa-miR-150 diziliminin gosterimi (miRBase) [97].

miR-150-5p, bir mikroRNA olarak post-transkripsiyonel modifikasyonlarda gorev
almanin yani sira, ekstraselliiler boslukta bulunabildigi gibi, endotelyal ve mezodermal
hiicreler ile anjiyogenez siirecinde yer alan hiicre gogiiniin farklilagmalarini
diizenlenmek de gorevleri arasinda bulundugu fakat vaskiiler endotel hiicrelerin
¢ogalmasinda gorev almadigi belirtilmektedir [96]. Tablo 2.4.’de TargetScanHuman
veri tabanindaki verilerden alinan, miR-150’nin hedef aldig1 genlerden bazi 6rnekler

gosterilmektedir [98].

Hiicresel siireclerin etkilenmesini saglayan miR-150-5p’nin degisen ifade seviyesinin
farkli hastaliklardaki islevi birgok yayinda yer almaktadir. Yakin zamanda yayinlanan
bir calismaya gore SARS-CoV-2 ile iligkili nspl0 geninin miR-150-5p’nin hedefi
oldugu ve mimik transfeksiyonunun ardindan genin baskilanmasi sonucu enfeksiyonu

azalttig1 gosterilmistir [99].

Norodejeneratif hastaliklarda da rol alan ve Parkinson hastaliginda ise azaldigi
belirlenen miR-150-5p ifade seviyesinin arttirilmasinin sinir sisteminde aktif halde
bulunan AKT3’ii hedefleyerek noroinflamasyonun baskilanmasini  sagladigi
belirtiliyor [100].
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Tablo 2.4. miR-150-5p Tarafindan Hedef Alinan Protein Ornekleri [98]

Hedef Proteinler
AKT3 BCLIL CBL CDK13
(Protein kinaz B gama) | (B hiicresi lenfoma 9 (Proto-onkogen) (Sikline bagimli kinaz
benzeri) 13)
CDK5R1 COL4A4 CTNNB1 DKK3
(Sikline bagimli kinaz | (Kollajen tip IV alfa 4) (Katenin beta 1) (Dickkopf WNT sinyal
5, aktivatdr 1) yolu inhibitorii 3)
EGR2 FNDC5 FOXO4 GAB1
(Early growth response (Fibronektin tip 111 (Forkhead box 4) (GRB3 ile iliskili
2) domain igeren protein baglayici protein 1)
5)
GSK3B HIF1A IRF2BP2 ITGB3
(Glikojen sentaz kinaz (Hipoksi ile (interferon diizenleyici (integrin beta 3)
3 beta) indiiklenebilir faktor 1 faktor 2 baglayict
alfa) protein 2)
MAP2K6 MAP3K12 MAP3K3 MMP-14
(Mitojenle aktive (Mitojenle aktive (Mitojenle aktive (Matriks
edilen protein kinaz edilen protein kinaz edilen protein kinaz metalloproteinaz 14)
kinaz 6) kinaz kinaz 12) kinaz kinaz 3)
MMP-16 MUC21 MYB NOTCH3
(Matriks (Miisin 21) (Proto-onkogen) (Notch reseptor 3)
metalloproteinaz 16)
PCDH1 RAB9A SRCIN1 STAT1
(Protokadherin 1) (RAS onkogen ailesi (SRC kinaz sinyal (Sinyal doniistiiriicii ve
iyesi) inhibitori 1) transkripsiyon
aktivatorii 1)
TCF23 TP53 WNT2B ZEB1
(Transkripsiyon (Timér proteini p53) (Wnt aile iiyesi 2B) (Zinc finger E-box
faktorii 23) binding homeobox 1)

Farkli kanser tiirlerinin patogenezindeki roliiniin incelenmesine yonelik arastirmalar
miR-150-5p’nin  tiimorigenezi tesvik edebildigini ya da baskilayabildigini
gostermektedir. Ornek olarak kiiciik hiicreli olmayan akciger kanserinde [101] ve
servikal kanserinde [102] onkogen O6zellik gostermesine ragmen pankreas kanseri
[103] prostat kanseri [104] ve {iglii negatif meme kanserinde [105] tiimor baskilayict

ozellik gostererek farkli ifade seviyelerinde tlimorigenez ile iligkilendirilmektedir.

2.5. Hiicre Dongiisii ve Kontrol Mekanizmasi

Hiicre dongiisti, siklin ve iligkili olduklari sikline bagimli kinazlarin (cdk) kontroliinde
gerceklesen ve hareketsiz durumdaki hiicrelerin organizmanin gelisiminde ihtiyac
duyuldugu durumlarda mitoz boliinme gegirerek hiicrelerin ¢ogalmasini saglayan bir
diizendir [106]. Bu siirecte gergeklesen diizensizlikler hiicrenin apoptoza gitmesine

neden olarak saglikli hiicrelerin ¢ogalmasina izin verir.
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Karmasgik hiicre dongiisii elemanlarinda meydana gelen mutasyonlarin diizeltilememe
durumunda ise karsinogenez gelisiminde kritik rol oynamaktadir. G1, S, G2 ve M
asamalarinda kompleks olusturduklari spesifik siklinler tarafindan aktif hale getirilen
serin/treonin kinaz ailesinden sikline bagimli kinazlar, farkli fazlarda gorev alarak

hiicre dongiisiiniin ilerlemesini koordine etmektedirler [107].

2.5.1. Siklin D/CDK4/6 Kompleksi ve Kanser

Hiicre G1 fazinda aldig1 gerekli biiylime sinyalleri aracilifiyla biiyiiyerek, iki es yavru
hiicre olugmasi i¢in kendisini S fazinda gerceklesecek DNA esleme agsamasindan dnce
hazirlamasi gerekir [108]. Bu fazda CDK4 ve CDKS6, siklin D vasitasiyla gorev
almaktadir. Notch sinyal yolagi, PI3K-Akt-mTOR yolag: ile Ras-Raf-MEK-ERK
yolagi tarafindan aktive edilen mitojenler c-Jun, cFos, ATF2, MYC dahil olmak tizere
bir¢ok transkripsiyon faktorii yardimiyla siklin D seviyesinde artis olmaktadir.
Sitokinlerin ve biliylime faktorii reseptorlerindeki artisin da etkisinin yani sira kendini
fosforile ederek stabile olabilen siklin D, kompleks olusturdugu CDK’lar sayesinde
retinoblastoma (Rb) proteinini fosforile edebilmektedir [12] [109]. Boylelikle S fazina
gecisi saglayan E2F transkripsiyon faktoriiniin aktivasyonu saglanir. Siklin D artist
olmadiginda E2F transkripsiyon faktoriiniin aktivasyonunu etkisiz hale getirmesiyle
hiicre dongilisiiniin ilerleyisini diizenleyen Rb, tiimdr baskilayici gérevinde hiicrelerin

kontrolsiiz gogalmasini durdurmaktadir (Sekil 2.9.) [109].

D tipi siklin seviyesindeki artigin birden fazla kanser tiirii ile iligkili olarak onkogen
ozellik gosterdigi ve buna baglh yapilan arastirmalarda kemoterapotik ajanlardaki

direng olusumuna dahil olabildigi belirtilmektedir [110] [111].
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Kontrolsuz Cogalan Hiicre

inaktif p16 % Aktif

veya yok ~ CDK4/6 | protein
kinaz
kompleksi

Fosforillenmis inaktif pRb__g

aktif
G1 fazi

S fazi genlerinin ekspresyonu aktive olur

Sekil 2.9. Siklin D/CDK4/6 kompleksinin G1/S hiicre dongiisii gecis fazindaki
etki mekanizmasinin gosterimi [112]

2.5.2. Sikline Bagimh Kinaz Inhibitorii: Palbosiklib

Hiicre siklusunun, meydana gelebilecek gen mutasyonlari ve proteinlerin islev kaybina
bagli olarak ilerlemesinin durdurulmasimni saglayan endojen sikline bagimli kinaz
inhibitorleri mevcuttur. Bu inhibitorler, Cip/Kip ailesi p21, p27 ile p57 ve 6zellikle
CDK4 ve CDK6’nin negatif diizenlenmesinden sorumlu INK4 ailesi p16, p15, p18 ile
p19 olarak smiflandiriimaktadir [113]. CDK4/6’ya baglanmasiyla hiicrenin S fazina
ilerlemesini durdurarak hiicre ¢gogalmasinin stirekliligine izin vermeyen p16 proteini,
timor baskilayict 6zelliginin mutasyon sonucu kaybina bagli olarak tiimdrigenezle

iliskilendirilmistir [114].

Hiicre dongiisii sirasinda ortaya ¢ikan sorunlar kontrol altina alimamayan hiicre
¢ogalmasindaki rolleri ile kanser tedavisindeki ¢alismalar1  siklin-CDK
komplekslerinin hedef alinmasina yoneltmistir [115]. Belirli bir CDK’nin hedef
alinmamas: durumunda tedavide yiiksek toksisiteye sebep olmasi arastirmalarda
ozellikle hiicre boliinmesini engellemek adina G1/S fazindaki kritik gorevleri ile segili

olarak CDK4/6°y1 hedef alan terapdtik ajanlarin gelistirilmesine odaklanilmistir (Sekil

2.10.) [116].
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Sekil 2.10. Hiicre siklusunda CDK4 ve CDKG®6 inhibitorleri tarafindan hiicrenin
S fazina gecisinin engellenmesi [117].

Sitotoksik etkinin azaltilmasinin yani sira kompleksin aktivasyonunun baskilandigi
durumda bagka CDK’lar CDK4/6 kompleksin gorevini tamamlamamaktadir [116].
Hedefe yonelik yapilan farmakolojik calismalarda gelistirilen Palbosiklib (PD),
Ibrance ya da PD0332991 olarak bilinen CDK inhibitdr ajanidir. CDK4/6’nin spesifik
olarak baskilanmasi tizerine gelistirilmis ve diger CDK4/6 inhibitorleri Abemasiklib
ve Ribosiklib (CDK4/61) arasindan FDA (Food and Drug Administration) tarafindan,
kadinlardaki menopoz sonrasi Ostrojen reseptorii (ER) pozitif ve ilerlemis
HER2negatif meme kanserinde kullanilmak iizere kabul edilen ilk ila¢ olmustur [13]

[118]. Sekil 2.11.’de Palbosiklibin kimyasal yapis1 gosterilmektedir.

O~_ _CH,

Sekil 2.11. CDK:i Ibrance (PD) kimyasal yapisimin gosterimi [119].

Oral yolla alinan PD, ileri meme kanseri tedavisinde kullanilan Letrozol ve Tamoxifen
gibi Ostrojen seviyesini azaltan ve kanserin ilerlemesini engelleyen ilaglarla

kombinasyonunun tedavide daha etkili olabildigi belirtilmektedir [13].
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Meme kanserinin yani sira farkli kanser tiirlerinde de yapilan in vivo ve in vitro
calismalar neticesinde PD’nin CDK4/61 etkisinin hiicreyi apoptoza gotiirmesiyle
tiimorigenezi engelledigi belirtilmistir [120]. Farkli pankreas kanseri hiicre hatlarinda
hiicre proliferasyonu, koloni olusturma kapasitesi, tiimor biiyiikliigii gibi 6zelliklerin
farkli derecede etkili sonuglar elde edilmesine ragmen kombine tedavi yaklagimlar

pankreas kanserinde daha basarili olmaktadir [15].

3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyaller

3.1.1. Kullanilan Cihazlarin Listesi

Calismada kullanilan cihazlarin listesi Ekler boliimiinde EK A’da yer almaktadir.

3.1.2. Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Donanimlarin Listesi

Calismada hiicre kiiltiiriinde kullanilan donanimlarin listesi Ekler boliimiinde EK B’de

yer almaktadir.

3.1.3. Kullanilan Kimyasallar

Calismada kullanilan kimyasallar Ekler boliimiinde EK C’de yer almaktadir.

3.1.4. Kullanilan Tamponlarin I¢erigi

Calismada kullanilan tamponlarin igerigi Ekler boliimiinde EK D’ de yer almaktadir.

3.2. Yontemler

3.2.1. Hiicre Kiiltiiri

MIAPaCa-2 ve Capan-2 hiicre hatlarinin kiiltiiri i¢in, %10 FBS ve %l
penisilin/streptomisin igerigine sahip, 1X Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM) hiicre besiyeri hazirlanmis ve ana stok +4°C’de saklanmistir. Pankreas
kanseri hiicreleri T25 hiicre kiiltiirii kaplarinda DMEM besiyer ile %5 COz igeren
37°C’li inkiibatdrde biiytitiilmuslerdir.
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MIAPaCa-2 ve Capan-2 hiicre hatlarinin ¢ogalma siireleri sirastyla 40 saat ve 96
saattir. Hiicreler, hiicre kiiltiirii kaplarinin ytlizeyinde, %70-80 yogunluga ulastiktan
sonra, pasaj islemi ile yeni hiicre kiiltiirti kaplarina gegirilmis ya da yapilacak deneyler
i¢cin gerekli hiicre tabaklarina ekimleri yapilmistir. Bu hiicreleri yiizeyden kaldirmak

icin, Once eski besiyeri atilmig sonra 1X PBS ile yikama islemi gerceklestirilmistir.

MIAPaCa-2 ve Capan-2 hiicrelerine tripsin-EDTA ¢ozeltisi eklenerek, yapisan
hiicrelerin kalkmasi i¢in inkiibatérde 5 dakika boyunca bekletilmistir. Cozeltiye fazla
maruz kalan hiicrelere, toksik etki yaratacagi i¢in bekleme siiresi kisa tutulmustur.
Hiicreler kalkinca eklenen ¢ozelti miktar1 kadar hiicre besiyeri eklenerek tripsin
aktivitesi engellenen hiicreler, 15 ml’lik falkon tiipe toplanmistir. Falkon tiip 2500 rpm
4 dakika santrifiij edildikten sonra iist faz atilmis ve pellet 1 ml hiicre besiyeri ile
¢Oziilmiistiir. Homojen bir hiicre slispansiyonu elde edildikten sonra siispansiyondan
10 pl alinarak Neubauer hemositometresi ile hiicre sayimi gerceklestirilmistir.
Hemositometre {izerindeki karelerdeki hiicrelerin sayisinin 10 ile carpimi, 1 ml de
¢oziinen pellet igerisindeki toplam hiicre miktarini belirtmektedir. Hiicre sayiminin
hesaplanmasinin ardindan, yapilacak olan deney i¢in gerekli hiicre sayimi ig¢in
hesaplama yapilmis ve MIAPaCa-2 ve Capan-2 hiicre hatlar1 i¢in ayr1 hiicre kiiltiirii
kaplarina belirlenen 4 deney grubu igin ekimleri yapilmigtir. Olusturulan deney

gruplar1 Tablo 3.1.’de gosterilmistir.

Tablo 3.1. Calismaya Yonelik Olusturulan Deney Grubu

Deney Grubu

Kontrol miR-150 Palbosiklib Palbosiklib+miR-150
Kombinasyonu

3.2.2. Hiicrelerin Acilmasi ve Dondurulmasi

Pankreas kanseri hiicrelerinin kiiltiiriinde olusabilecek kontaminasyon durumuna bagl
olarak kii¢iik pasaj numaralarina sahip hiicreler dondurularak hiicreler stoklanmistir.
Hiicre kiiltiirii kabinin yiizeyini kaplayacak yogunluga geldiginde hiicrelere tripsin-

EDTA c¢ozeltisi eklenmis ve hiicreler yiizeyden kaldirilmistir.
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Tripsinin aktivitesinin engellenmesi i¢in eklenen hiicre besiyeri ile santrifiij tlipline
hiicreler toplanmistir. Santrifiij sonrasi {ist faz atilarak 1 ml eritilmis hiicre dondurma
medyasi ile pellet ¢ozdiiriilmiistiir. Homojen hiicre siispansiyonu elde edildikten sonra

1 adet kriyo tiip igerisine konularak -80°C’de saklanmustir.

Ana stoktaki kiiltiirlenen hiicrelerin morfolojilerinin bozuldugu ya da hiicrelerde

kontaminasyon goriildiigii durumlarda kriyoprezerve edilen hiicreler agilmistir.

-80°C’den alinan kriyo tiipiin i¢ine 1 ml hiicre besiyeri (DMEM) eklenmistir. Homojen
siispansiyon elde edildikten sonra yeni T25 hiicre kiiltiirii kabina hiicre ekimi

yapilmistir.

3.2.3. Hiicrelere miR-150 Mimik Transfeksiyonu

MIAPaCa-2 ve Capan-2 hiicreleri, hiicre kiiltlirii kabinin ylizeyini kaplayacak
yogunluga geldiginde, kaldirilarak hiicre sayimi gerceklestirilmistir. Hemositometre
sayiminin ardindan gerceklestirilecek olan deney i¢in uygun hiicre kabina, her bir
deney grubunun kuyucuguna transfeksiyon ekimi hesaplamasi yapilmistir. Her bir
kuyucuga, kullanilan hiicre kabina gore 1X hiicre besiyeri (DMEM) eklendikten sonra
hiicre ekimi yapilmis ve 6 kuyucuklu hiicre kab1 inkiibatére konulmustur. Hiicreler
yeterli yogunluga geldiklerinde transfeksiyon karisimi hazirlanmis ve transfeksiyon
islemi gerceklestirilmistir. Transfer karisimi icin +4°C’de saklanan, FBS ve

antibiyotik icermeyen DMEM hiicre besiyeri kullanilmistir.

Transfer islemi kontrol grubu ve Palbosiklib grubu hari¢ iki gruba (Deney gruplari:
miR-150, miR-150+3PD) gergeklestirilecegi igin her kuyucuk ig¢in 100 pl olacak
sekilde toplam 200 pl FBS ve antibiyotik icermeyen hiicre besiyeri igerisine bir
kuyucuk i¢in eklenecek miRNA oraninin 3 kat1 olacak sekilde 3 pl (3:1) transfeksiyon
ajan1 (IN-fect™ in vitro transfection reagent, Cat No. 15081) eklenmistir. 5 dakika
boyunca laminarda inkiibasyona birakilan karigimin igerisine medya oranina baglh
olacak sekilde toplam miR-150-5p mimik (Qiagen, Ana stok: 20 pM, Istenen miktar:
5nM) eklenmistir ve transfeksiyon karigimi 20 dakika boyunca inkiibasyona

birakilmstir.
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Ardindan hiicre kaplarindaki eski besiyerler atilmis ve yeni besiyer eklendikten sonra
transfeksiyon karisimi, transfeksiyon gerceklestirilecek her kuyucuk bagina 100 pl
eklenmis ve 24 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir. Mimik miRNA -20°C’de,

transfeksiyon ajani ise +4°C’de saklanmustir.

3.2.4. Hiicrelerin Palbosiklib ile Muamele Edilmesi

Seg¢ili hiicre tabakalarina MIAPaCa-2 ve Capan-2 pankreas kanseri hiicrelerinin
ekimlerinin ardindan gergeklestirilen mimik miR-150 transfeksiyonundan 24 saat
sonra hiicrelere belirlenen dozda (3 pM) Palbosiklib ilag uygulamasi yapildi.
Hesaplanan ila¢ miktar1 hiicrelere hiicre besiyeriyle (DMEM) birlikte, Palbosiklib ile

muamele edilecek olan deney gruplarina verilerek inkiibasyona konulmustur.

3.2.5. miRNA izolasyonu ve Ger¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu

MIAPaCa-2 ve Capan-2 pankreas kanseri hiicrelerinde miRNA ve diger kiiciik
RNA’larin da bulundugu total RNA purifikasyonu mirNeasy miRNA isolation kit
(Qiagen, Kat: 217004) ile ticari Kitin 6ngérdiigii protokol ile gerceklestirildi. Izole
edilen total RNA Kkonsantrasyonu Ol¢timleri Implen nanodrop ile olgiildi. Segili
miRNA’larin ifade analizi i¢in ilk basamak cDNA’ya ¢evirme islemidir. Bu islem i¢in
miscript I1 RT Kit (Qiagen, Kat: 218161) kullanilarak ve ticari kitin dnerdigi protokol
basamaklar1 takip edildi. cDNA’ya ¢evrim isleminin ardindan Gergek Zamanl
Polimeraz Zincir Reaksiyonu, CFX Connect (BioRad) cihazinda, kullanilan miRNA
primerleri miR-150 ve endojen kontrol RNUGB primeri ile miScript SYBR Green PCR
kit (Qiagen, Kat No: 218073) kullanilarak, 94°C’de 15 sn denatiirasyon, 55°C’de
baglanma ve 70°C’de 30 sn uzama basamaklarini takiben 40 siklus devam ettirildi.
Veri analizi, her drnege ait miRNA’larin ACT degerleri ile internal kontrol RNU6B’ye

gore normalize edildi ve en az 2 tekrarli olarak gergeklestirildi.

3.2.6. U¢ Boyutlu Hiicre Formunun Olusturulmasi
3.2.6.1. Yumusak Agar Koloni Formasyon Deneyi

Hiicre kiiltiirii tabakalarima deney hiicre gruplarmin ekimi yapildi ve miR-150
transfeksiyonu ve Palbosiklib uygulamalarinin ardindan MIAPaCa-2 ve Capan-2
hiicrelerinden ii¢ boyutlu timoérsfer modellemelerinin olusturulmasi amaciyla, 6
kuyulu hiicre kiiltiirii  kaplarinda yumusak agar koloni formasyon deneyi

gergeklestirildi.
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Distile su ile hazirlanan %0.1°1ik ve %0.6’lik agar (Agarose, Typel, Molecular
Biology Grade, Calbicohem), otoklavlandiktan sonra +4°C’de saklandi ve deney
oncesinde mikrodalgada isitilarak uygun sicaklifa gelince kullanildi. 6 kuyucuklu
hiicre tabaklarinda alt tabakanin olusturulmasi i¢in 1:1 oraninda 2X DMEM (%20
FBS, %1 penisilin/streptomisin) ile iyice karistirilan %0.1°lik agar, her kuyucuga esit
olacak sekilde paylastirildi ve 30 dakika boyunca inkiibasyon i¢in oda sicakliginda
bekletildi.

miR-150 mimik transfeksiyonu gerceklestirilen ve Palbosiklib uygulanan hiicreler
tripsin ile kaldirilarak hiicre sayiminin ardindan her deney grubu i¢in her kuyucukta
5x102 hiicre olacak sekilde hesaplamalar1 yapilarak 2X DMEM ile hiicre siispansiyonu
elde edildi. Her deney grubuna ait hiicre siispansiyonlar1 1:1 oraninda %0.6’lik agar
ile iyice karistirilarak alt agar donduktan sonra fistiine eklenmesinin ardindan
inkiibatore birakildi ve haftada iki kere 1X DMEM hiicre besiyeri (500 pl) eklendi.
Yaklasik ii¢ haftanin ardindan deney gruplarinin olusturdugu {i¢ boyutlu hiicreler 151k
mikroskobu altinda bes giin boyunca goriintiilendi. Ugiincii haftanin sonunda hiicre

canliliklart DAPI ve DiOC6 ile boyanarak floresan mikroskobu ile goriintiilendi.
3.2.6.2. Asili Damla Modeli Deneyi

Mimik miR-150 transfeksiyonu uygulanan pankreas kanseri hiicreleri tripsin ile
enzimatik yolla kaldirildi ve asili damla modeli tayini ile deney gruplarinin
olusturdugu tiimdrsferler incelendi. Hiicre sayim1 her damla igerisinde 2.500 hiicrenin
olmasini saglayacak sekilde yapildi ve PD deney gruplarinin hiicre slispansiyonlarina
3 uM PD eklendi. 10 pl’lik damlalar petri kaplarinin kapaklarina ekilerek, ekildikleri

giin dahil olmak iizere dort giin boyunca inkiibasyona birakildi.

1X PBS, petri kaplariin altina eklenerek damlalarin kurumamalar1 saglandi ve her
giin ekilen damlalar 151k mikroskobu altina goriintiilendi. 4. giiniin sonunda DAPI ve
DiOC6 boyalar eklenen hiicre besiyerinden 10 mikrolitre her bir damlaya verilerek

hiicre canliliklar1 goriintiilendi.
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3.2.6.3. Matrigel Tabanl1 Deney

MIAPaCa-2 ve Capan-2 pankreas kanseri hiicre hatlar1 ile olusturulacak organoid
kiltiirler i¢in 24 kuyucuklu plakalarda 5000 hiicre/kuyu olacak sekilde biiyiime
faktorii azaltilmis Matrigel (Corning) iizerine (kuyu basina 1 ml) ekildi. Kiiltiirler, ek
olarak % 2 (v/v) biiyiime faktorii ile takviye edilen Matrigel ile inkiibe edildi. % 2
Matrigel ile desteklenen kiiltiir ortami her 3-4 giinde bir yenilendi. Matrigel kiiltiiriine
% 0,02 EDTA eklenen 1X PBS ile pipetajlama ile homojen hale getirilen matrigelin
500 g’de 5 dk santrifiijjlenmesi ile hiicreler elde edilebilir. Olasi mikoplazma
kontaminasyonlarina karsi drnekler ayda bir olmak iizere MycoAlert Mycoplasma
Detection Kit (Lonza) ile kontrol edilebilir. 3B tiimdr formlar1t 500 um ¢apina
ulastiklarinda pasajlama iglemi ile homojen edilip, 6 kuyucuklu petri kaplarina ekildi.
3 boyutlu sfer yapilarinin homojenizasyonu ile sfer yapisinin ig, orta ve dis kisminda
bulunan hiicre gruplarinin tiimdr heterojenitesi ile benzer 6zellik gosterdiginde,
hiicreler bu siiregten sonra miR-150 mimik ile transfekte edildi. 24 saat siiren
transfeksiyon islemi sonrasi, 3 pM Palbosiklib uygulamasi 24 saat olarak

gerceklestirildi.

3.2.7. Koloni Olusturma Deneyi
3.2.7.1. Iki Boyutlu Hiicre Kiiltiiriinde Koloni Olusturma Deneyi

6 kuyucuklu hiicre kiiltiirli kaplarina MIAPaCa-2 ve Capan-2 hiicreleri kaldirildiktan
sonra hemositometre sayimu ile her kuyuya 2x10® hiicre ekimi yapildi. miR-150 mimik
transfeksiyon uygulamasi yapilmasindan 24 saat gectikten sonra 3 uM PD belirlenen
deney gruplarina uygulandi. 2B hiicrelerin ekildigi kiiltiir kaplarindaki kontrol
grubundaki hiicreler %80 yogunluga gelene kadar gerektiginde yeni hiicre besiyerleri
ile degistirildi. Yaklasik 14 giin sonra eski medya atilarak 1x PBS ile dikkatlice
yikandi. 1:3 oraninda hazirlanan asetik asit/metanol soliisyonundan her kuyuya
eklendi ve 10 ila 15 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakilarak fiksasyon
gergeklestirildi. Fikse edilen hiicreler eklenen %0,5 kristal viyole ile boyanda.

30 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra fazla boyadan arindirilan hiicreler
kurumaya birakildi ve her bir deney grubundaki koloni olusumlar1 Kemiliiminesans
cihaz1 ve 151k mikroskobu altinda goriintiileri alindiktan sonra koloni sayilar1 Image J
programi kullanilarak analizi yapildi.
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3.2.7.2. Ug Boyutlu Hiicre Kiiltiiriinde Koloni Olusturma Deneyi

Uc boyutlu hiicrelerden koloni olusturma deneyinin yapilmasi amaciyla asili damla
modeli deneyinde olusturulan sferoid hiicre formlar1 kullanildi. Her kondisyon igin
ayr1 medya igeren 1,5 ml’lik mikrofiij tiiplerine iki veya li¢ damlanin alinmasinin
ardindan siispansiyonun ¢o6ziilmesiyle hemositometre sayimi gergeklestirildi. Sayim
sonrast 6 kuyucuklu hiicre kiiltiirii kabina hiicre hatlarinin koloni deneyi i¢in ekimi
yapildi ve kontrol grubu %80 yogunluga ulastiginda kristal viyole ile boyanan

hiicrelerin goriintiisii alindi.

3.2.8. Hiicre Sagkalim Testi

MIAPaCa-2 ve Capan-2 pankreas kanseri hiicreleri tripsinle kaldirildi ve hiicre
saymminin gerceklestirilmesinin ardindan hiicrelerin 6 kuyucuklu petri kaplarina
ekimleri yapildi. Hiicreler transfeksiyon igin yeterli yogunluga ulastiginda miR-150
mimik transfeksiyonu gergeklestirilmesini takiben 3 uM Palbosiklib uygulandi. PD
uygulamasindan 24 saat sonra canli hiicrelerin mitokondrilerini boyayan DiOCE6 ile
floresan boyamasi yapildi. 4 nM DiOC6 uygulamasinin ardindan 15 dk inkiibasyona
birakilan hiicrelerde, artan miR-150 ifadesi ile PD uygulamalarinin hiicre sagkalim
tizerindeki etkilerinin incelenmesi ig¢in mavi filtre ile floresan mikroskobu altinda

goriintiilenmistir.

3.2.9. Yara Kapanma Deneyi Uygulanmasi
3.2.9.1. Iki Boyutlu Hiicre Kiiltiiriinde Yara Kapanma Deneyinin Olusturulmast

MIAPaCa-2 ve Capan-2 hiicrelerinin tripsinle kaldirilmasi ile hemositometre sayimi
gerceklestirildi ve miRNA mimik transfeksiyon islemi i¢in gerekli hiicre ekimi 6
kuyucuklu hiicre kiiltiri kaplarma yapildi. miR-150 mimik transfeksiyonunun
yapilacagl deney gruplarinin (miR-150 ve miR-150+PD) medya degisimleri yapildi.
Transfeksiyon uygulamasinin ardindan hiicreler kiiltiir kabinin yiizeyini kaplayana
kadar inkiibasyona birakildi. Her kuyucugun yiizeyi hiicreler tarafindan kaplandiginda
eski medya atilmadan 10 pl’lik pipet ucu yardimi ile yara acildi. 1x PBS ile
gerceklestirilen yikamadan sonra kuyulara %5 FBS i¢eren medya konuldu, ilagh deney
gruplarina ise ilagh %5 FBS medya eklendi. Yaralarin agildig1 giin 0. saat olmak tizere

24, 48 ve 72. saatlerde 151k mikroskobu altinda yara caplar1 goriintiilendi.
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72. saatin sonunda %5 FBS ve DiOC6 iceren medya ile 6 kuyucuklu hiicre kiiltiir
kabinin medya degisimi yapilmistir. 15 dk inkiibatérde inkiibasyona birakildiktan

sonra yara ¢aplarmin 1s1k ve floresan ¢ekimleri yapilmistir.
3.2.9.2. U¢ Boyutlu Hiicre Kiiltiiriinde Yara Kapanma Deneyinin Olusturulmasi

Asili damla modeli deneyinde olusturulan sferoid hiicre formlari, ii¢ boyutlu hiicre
formlarinin yara kapanma deneyindeki etkisinin incelenmesinde kullanilmigtir. 6
kuyucuklu hiicre kiiltiirii kabina her kondisyon i¢in esit sayida olacak sekilde damlalar
ekilmistir. 1,5 mI’lik mikrofiij tiiplerine dikkatlice petri kapagindan alinan damlalar,
slispansiyonun ¢dzlilmesiyle hemositometre sayimi yapilmadan kiiltiir kabma esit
saylda damlalar alinarak ekimleri yapilmistir. Kiiltiir kabinin yiizeyini kapladiklar
durumda 10 pl’lik pipet ucu yardimi ile yaralar agilmistir. 24 ve 48. saatlerdeki 151k
mikroskobu altindaki goriintiileri ile 72. saatteki 151k mikroskobu ve DiOC6
boyamasinin gergeklestirilmesiyle floresan mikroskobu altinda yara caplarinin

goriintlileri ¢ekilmigtir.

3.2.10. Hiicrelerin Floresan Boyalar Yardim ile Floresan Mikroskobu Altinda

Goriintiilenmesi

Iki boyutlu hiicreler ve ii¢ boyutlu hiicre formlar1 DAPI ve DiOC6 floresan problari

kullanilarak hiicreler floresan mikroskobu altinda ve karanlikta gériintiilenmistir.
3.2.10.1. DAPI (4°,6-diamidino-2-fenilindol) Floresan Boyama

Yumusak agar koloni formasyon deneyi ve Matrigel tabanli deneyler ile 3B sferoid
yapilarin olusturulmasimnin ardindan 151k mikroskobu altindaki g¢ekimlerinin son
giinlinde, hiicre kiiltiirii tabakalarina Smg/ml DAPI igeren hiicre besiyerleri eklenmis
ve 10 dakika inkiibasyonunun ardindan boyanan sferoid yapilar floresan mikroskobu
altinda goriintiilenmistir. DNA’daki adenin ve timin zengini bolgelere baglanan DAPI
floresan probu, floresan mikroskobu altinda aqua filtrenin kullanimi ile hiicrelerin
niikleusunun mavi renkte goriiniimiinii vermektedir. 358 nm eksitasyon, 461 nm

emisyon dalga boylarinda canli hiicreler goriintiilenmistir.
3.2.10.2. DiOC6 (3,3’-Diheksiloksakarbosiyanin Iyodiir)

Matrigel, yumusak agar koloni formasyon deneyi, yara kapanma deneyi ve sagkalim
deneylerine DiOC6 boyamas1 gergeklestirilmistir. Mikrofiij tiiplerine alinan yeni

medya igerisine 4 nM DiOC6 eklenmis ve atilan eski medya ile degistirilmistir.
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Inkiibatérde 15 dakika inkiibasyonun ardindan hiicreler floresan mikroskobu ile
gorlintiilenmigtir. DIOC6 kullanimi1 canli hiicrelerin mitokondrilerinin floresan
mikroskobu altinda mavi filtrenin kullanimi ile 482 nm eksitasyon ve 504 nm emisyon

dalga boylarinda yesil renkteki goriintimlerini vermektedir.
3.2.10.3. Sferoid Formlariin DAPI ve DiOC6 ile Boyanmasi

Asili damla modeli deneyinde olusturulan ii¢ boyutlu sferoid formlarinin floresan
mikroskobu altinda DNA kiriklarinin ve canli hiicre mitokondrilerinin goériintiilenmesi
tizerine DAPI ve DiOC6 ile boyamalar1 yapilmistir. Bir mikrofiij tliptinde 1 ml yeni
medya icerisine 5 mg/ml DAPI ve 4 nM DiOC6 eklenmis ve pipetaj yardimiyla
karigtirildiktan sonra her bir damla igerisine 10 pl eklenmistir. Ardindan petriler
inkiibatorde 15-20 dakika boyunca inkiibasyona birakilmistir. Sferoid formlarinin
bozulmasini dnlemek igin petri kapagi ters ¢evrilmeden kaldirilmis ve boya-medya
karistmindan 10 pl, asili kalan damlalarin kenarindan dikkatlice verilmistir.
Inkiibatordeki 15-20 dk inkiibasyonun ardindan ortalama 5 damla segilerek floresan

mikroskobu altinda goriintiilenmistir.

3.2.11. immunoblotlama
3.2.11.1. Iki Boyutlu Hiicrelerden Protein Izolasyonu

Her bir deney grubu i¢in 60 mm’lik petri kaplarina 3x10° hiicre kuyu basina olacak
sekilde yapildi. Mimik miR-150 transfeksiyonunu takiben 3 pM PD ile muamele
edilen hiicreler 24 saat sonra eski medyalar1 atilarak petri kaplarina eklenen, +4°C’de
saklanan 1X PBS ve kaziyicilar ile hiicreler ylizeyden kaldirilarak mikrofiij tiiplerine
alindi. Protein i¢in ekilen asili damla modeli 6rnekleri de 1X PBS ile petri kapagindan
topland1 ve isimlendirilen mikrofiij tiiplerine kondu. Mikrofijj tliplerine alinan tiim
ornekler +4°C ve 16000 rpm ayarli santrifiije kondu ve elde edilen hiicre pelletlerinin
miktarina bagli olarak hiicre ziitleme tamponu (CLB) ile ¢oziildii. Oda sicakligindaki
bir calkalayiciya 20 dakika boyunca bekletilen mikrofiyj tiipleri, ardindan 20 dakika
+4°C ve 16000 rpm ayarl1 santrifiije konuldu. Steril mikrofiij tiiplerine aktarilan {ist

fazda bulunan proteinler, -20°C’de saklandi.
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3.2.11.2. U¢ Boyutlu Hiicrelerden Protein Izolasyonu

Ug boyutlu hiicre formlarimnimn asili damla deneyi ile olusturulmasinin ardindan ii¢ giin
boyunca inkiibasyona birakildiktan sonra deney gruplarindaki damlalar 1X PBS ile

ayr1 mikrofiij tliplerine toplandi.

Gerekli santrifiij agsamalarindan sonra CLB ile ¢oziilen hiicre pelletleri, 20 dakikalik

calkalayici ve santrifiij cihazlarina konuldu ve iist faz -20°C’de saklandi.
3.2.11.3. Bradford Analizi Kullanilarak Protein Miktarlarinin Belirlenmesi

Yontemde konsantrasyonu bilinen bir protein (BSA) referans alinarak orneklerin
bilinmeyen protein konsantrasyonlarinin belirlenebilmesi amaci ile Bradford yontemi
96 kuyucuklu petri kullanilarak yapildi. Bradford soliisyonu igerisinde bulunan
Coomassie Brillant Blue G-250, mavi rengi proteinlere baglanarak yansitir ve
proteinlerin konsantrasyonlarinin artigina bagl olarak yogun renk degisimi gozlenir.
Standart egrinin cizilebilmesi igin ikiser tekrarli yapilan yontemde BSA proteinin
sirastyla kuyucukla 1,5-3-4,5-6-7,5 plg/ul konulmasinin ardindan deney grubu sirast
dikkate alinarak her bir protein 6rneginden 1 pl konuldu. Kuyularin her birine 200 pl
Bradford soliisyonu eklenerek bes dakika boyunca karanlik bir ortamda inkiibe edilen
hiicre kab1, iMark mikroplaka okuyucuda 595 nm dalga boyu secilerek proteinlerin
absorbans degerleri Olciildii. Elde edilen veriler ile hesaplanan standart egrinin
olusturdugu R? degeri ve denklemi kullanilarak &rneklerin protein konsantrasyonlar

belirlendi.
3.2.11.4. Protein Orneklerinin SDS-PAGE Jel Elektroforezi i¢in Hazirlanmasi

Bradford tayini ile elde edilen veriler dogrultusunda belirlenen protein
konsantrasyonuna bagli olarak ornekler 5:1 oraninda 5x Laemmli ¢ozeltisi ile

karistirildiktan sonra 1sitic1 blokta 5 dakika boyunca 95°C’de inkiibe edildi.
3.2.11.5. Orneklerin SDS-PAGE Jele Yiiklenmesi ve Yiiriitiilmesi

Iki cam arasina %12°lik jel igerigindeki ayirma jeli hazirlanarak dokiildii ardindan jelin
diizgiin polimerlesmesini saglamak amaciyla ilizerine izopropanol eklendi. Oda
sicakliginda alt jel polimerlestikten sonra izopropanol distile su ve filtre kagitlar ile
uzaklastirild ve yiiriitme jeli hazirlandi. Ust jel dokiildiikten hemen sonra 1 mm’lik

taraklar camlarin arasina dikkatlice yerlestirildi.
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Ust jelin polimerlesmesinin ardindan jel kasete takildi ve drneklerin yiiklenmesi igin
ylirlitme tamponu dokiildiikten sonra taraklar ¢ikartildi. Deney grubu sirasina gore jele

yluklenen protein 6rnekleri 70-100 V’de yiiriitiildii.
3.2.11.6. Proteinlerin Membrana Transfer islemi ve Bloklama

Yiriitme isleminin tamamlanmasinin ardindan camlar birbirinden ayrigtirildi.
Yiikleme jelinin kesilerek uzaklastirilmasi ile ayirma jeli once distile suya konuldu.
Ardindan ayirma jeliyle birlikte siingerler, filtre kagitlar1 ve transfer kaseti transfer
tamponu igeren kaba alindi. Ayirma jeline uygun poliviniliden difloriir (PVDF)
membran kesildi ve aktiflestirilmek iizere 30 sn metanolde bekletilmesinin ardindan
transfer tamponu igceren kaba alindi. Akim yonii dogrultusunda transfer kasetinin siyah
tarafindan baglayarak sirasiyla slinger, filtre kagidi, jel, membran, filtre kagidi, siinger
olmak {izere hazirlanan sandvi¢ kapatildi ve transfer kasetine yerlestirildi. Kaset tanka
konulduktan sonra tank transfer tamponu ile dolduruldu ve akim 300 A ayarlanarak
transfer islemi istenilen protein biiyiikligiine gore belirlenen siirede gergeklestirildi.
Transfer asamasinin tamamlanmasindan sonra %35 yagsiz siit tozu igeren bloklama
siitline konulan membran, ¢alkayicida bir saat boyunca oda sicakliginda bekletilerek
blokland1. Transfer sandviginden alinan jel ise Coomassie Brillant Blue R-250 i¢eren

kaba konularak boyanmaistir.
3.2.11.7. Antikorlar ile Proteinlerin Isaretlenmesi

Birincil antikorlar 1:1000, ikincil antikorlar 1:3000 olmak iizere %5 yagsiz siit ile
hazirlanarak -20°C’de saklandi. Membranlarin bloklama isleminin ardindan belirlenen
epitelyal mezenkimal gecis (EMT) birincil antikorlar Vimentin, B-katenin, ZEB-1,
E-Kaderin ile PARP, B-Aktin ve GAPDH antikorlar1 (Cell Signaling Technology)
+4°C’de calkalayic1 lizerinde gece boyunca inkiibasyona birakildi. Birincil antikor ile
inkiibasyon sonrast membran TBS-T ile 3 kere 10 dakika boyunca yikandiktan sonra
kullanilan birincil antikorun kdkenine bagl olarak segilen ikincil antikor (anti-tavsan,
anti-fare, anti-keg¢i) ile gece boyunca +4°C sicaklikta ¢alkalayici iizerinde inkiibasyona
birakildi. Ikincil antikor uygulamasini takiben TBS-T ile 3 kere 10 dakika, 1 kere de 5
dakika boyunca TBS ile yikandi.
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3.2.11.8. Protein Bant Profillerinin Goriintiilenmesi ve Analizi

Membranlarin  birincil ve sekonder antikor uygulamalarinin ardindan protein
bantlarinin goriintiilerinin elde edilebilmesi i¢in Ekler boliimiinde belirtilen igerige
sahip A ve B kemiliiminesans membran goriintiilleme ¢ozeltileri hazirlandi ve karanlik
bir ortamda karistirildi. Membranlar karisima alinarak 3 dakika boyunca bekletildikten
sonra kemiliiminesans cihazi (BioRad) ile protein bant ¢ekimleri yapilarak profil

analizi yapildi.
3.2.11.9. Membranlarin Mild Striplenmesi

Membranlarin kemiliiminesans ¢ekimlerinin ardindan muamele edildigi antikorlarin
uzaklastirilmasi ve aynt membranda farkli bir antikorun bant profilinin incelenmesi
amaci ile mild strip tamponu ile yikama islemi gergeklestirildi. Membran ikiser defa
10’ar dakika mild strip tamponu, ikiser defa 10’ar dakika 1X PBS, ikiser defa 10’ar
dakika 1X TBS ve bir defa 5 dakika 1X TBS-T ile yikama siirecini takiben 1 saat
boyunca %35 yagsiz siit ile bloklama isleminin ardindan belirlenen yeni bir birincil

antikor ile uygulama tekrarlandi.

3.2.12. RNA izolasyonu ve Gercek zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu
3.2.12.1. RNA lzolasyonu

MIAPaCa-2 ve Capan-2 hiicrelerinin - MIRNA transfeksiyonu
gerceklestirilen/gerceklestirilmeyen ve Palbosiklib varliginda/yoklugunda olusturulan
deney gruplarmmin iki boyutlu ve {i¢ boyutlu hiicre kiiltiirii formlarindan RNA
1zolasyonu yapildi. Pankreas kanseri hiicrelerinin 60 mm hiicre kiiltiir kaplarina ekimi
yapildiktan sonra miRNA transfeksiyonu gerceklestirildi ve 24 saat sonrasinda
Palbosiklib uygulandi. ilag ile muamele edilen hiicrelerin 24 saat sonra besiyerleri
uzaklastirilarak 1 ml RNA izolasyon ajant PureZol ile hiicreler hiicre kabindan
kaldirilip toplandi ve 1,5 ml santriflij tiipline alinarak 5 dakika boyunca oda
sicakliginda inkiibasyona birakildi. inkiibasyonun ardindan iizerine kloroform eklenen
lizat 15 sn boyunca calkalandi ve tekrar oda sicakliginda 5 dk inkiibe edildi.
Inkiibasyonun ardindan 15 dk boyunca 12000 x g’de +4°C’de santrifiij yapildiktan
sonra olusan faz ayriminda en iistteki seffaf faz dikkatlice yeni bir 1,5 ml santrifiij tiipe
alindi. Izopropanoliin eklenmesinden sonra calkalanip 5 dakika boyunca oda
sicakliginda inkiibasyona biraktiktan sonra +4°C’de 10 dk 12000 x g’de santrifiij
yapild.
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Ust faz atildiktan sonra pellete DEPC’li su ile hazirlanan %75 etanol eklendi ve 7500
x g’de +4°C’de 5 dk santrifiijlendikten sonra iist faz atildi. Santrifiij tiipiiniin kapagi
acik sekilde 5 dk boyunca pellet kurumaya birakildi ve DEPC’li su ile ¢ozdiiriiliir ve
55°C’ye ayarli 1sitic1 blokta 2 dk inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan -80°C’de

saklandi.

Palbosiklib ile muamele edildikten sonra asili damla deneyi ile olusturulan {i¢ boyutlu
hiicre formlar1 1X PBS ile toplandi ve 16000 x g’de 4°C’de 2 dk santrifiij yapildiktan
sonra st faz atildi. Pellet {izerine eklenen PureZol’iin ardindan 5 dk boyunca oda
sicakliginda inkiibasyona birakildiktan sonraki RNA izolasyon siireci 2B RNA
izolasyon asamalari ile ayn1 adimlarla gerceklestirildi. Nanodrop cihazi ile izole edilen
RNA’larin konsantrasyonlar1 6l¢iildii ve ardindan %1°lik agaroz jel hazirland1 ve

RNA’lar kontrol edilmek amaciyla jelde yuriitildii.
3.2.12.2. RNA’nin cDNA’ya Doniistiiriilmesi ve Ger¢cek Zamanli PZR

RNA orneklerinin ¢cDNA’ya cevirmek icin kullanilan malzemeler ve miktarlari
kullanilan iScript cDNA sentezi ticari kitin 6nerdigi protokole (BioRad) gore 5x
iScript reaksiyon karsimi 4 pl, iScript Reverse Transkriptaz 1 pl olarak alindi. RNA
ornek sayisina gore total olarak hazirlanan karisimi, reaksiyon karisimi ve reverse
transkriptaz icermektedir. Ardindan karisim, tim Ornekler i¢in ayrilan mikrofiij
tiiplerine paylastirildi. RNA’lar konsantrasyonlarina goére 1000 ng olarak hesaplandi
ve son hacim 20 pl olacak sekilde kalan miktar niikleaz icermeyen su ile tamamlandi.
Mikrofijj tiipline alinirken en son RNA eklenmistir. cDNA’ya sentezlenmesi amaciyla
mikroflij tiipleri termal dongiileyici cihazina alinmig, nanodrop cihazi ile
konsantrasyonlarinin 6l¢iilmesinin ardindan -20°C’de saklanmistir. cDNA 6rnekleri,
BioRad SYBR Green Supermix ve E-kaderin, Snail, Twist, MMP2, B-aktin primerleri
PZR striplerine hesaplanarak hazirlanmistir. 95°C’de 10 sn denatiirasyon, 55°C’de 30
sn baglanma ve 72°C’de 30 sn uzama basamaklari ile 40 siklus ile ger¢ek zamanli PZR

gerceklestirilmistir.

3.2.13. istatiksel Analiz

Calismamda elde edilen sonuclarin anlamh olarak farklilik gosterip gostermedigini
belirlemek adina GraphPad Prism (8.0) programi kullanilarak analizi yapildi ve deney
sonuglarinin grafikleri olusturuldu.
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4. SONUCLAR

41. MIAPaCa-2 ve Capan-2 Pankreas Kanseri Hiicrelerine miR-150

Transfeksiyonu ve Palbosiklib (Ibrance) Uygulamasi

MIAPaCa-2 ve Capan-2 pankreas kanseri hiicrelerine Palbosiklib uygulamalar1 ve
sentetik miR-150 transfeksiyonu sonrast miR-150 ifadesi ger¢ek zamanli PZR analizi
ile incelenmistir. MIAPaCa-2 hiicrelerinde 3 uM Palbosiklib uygulamasini takiben
gergeklestirilen miRNA analizinde, ilag uygulanan grupta kontrol grubuna kiyasla
mMiR-150 seviyesinde azalma goriilmistiir. Sentetik miR-150 transfeksiyonu ile
MIAPaCa-2 hiicrelerinde miR-150 ifadesi 3,2 kat artmistir. Kontrol grubuna kiyasla
miR-150 mimik transfekte edilen MIAPaCa-2 hiicrelerine Palbosiklib uygulamasi
miR-150 ifadesini 3,6 kat arttirmistir. NC ise negatif kontrol olarak, bilinen miRNA
islevi lizerinde tanimlanabilir bir etkisi olmayan transfeksiyon kalitesini kontrol etmek
ve hedef gen ekspresyonu iizerinde deneysel miRNA mimik/anti-miR'nin
degerlendirilmesi i¢in kullanildi. Kontrol grubu ile kiyaslandigin NC transfeksiyonunu

ile anlaml1 bir fark gézlenmemistir (Sekil 4.1).

MIAPaCa-2
3.0 _+mimik miR-150 _ NC
2.5 E Hkskk
- - sesfokok -
= = - -
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E = : :
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Sekil 4.1. MIAPaCa-2 hiicrelerinde miR-150 mimik transfeksiyon sonrasi
Palbosiklibin belirtilen miRNA ifadesine etkisi. MIAPaCa-2 hiicreleri sentetik
mMiR-150 ve negatif kontrol (NC) ile 48 saat boyunca transfekte edildi. miRNA

izolasyonu sonras1 miRNA ifadeleri gercek zamanh PZR kullanilarak belirlendi.
Normalizasyon internal endojen kontrol RNUG6 ile gerceklestirildi. Elde edilen
sonuclar iki farkh deneyin 2 tekrarh verilerinin ortalama/St. Sapma
degerleridir (*p<0,05, ****p<0,0001).

43



Capan-2 hiicrelerinde miR-150 ifadesi Palbosiklib uygulamasi ile 3 kat artis
gostermistir. miR-150 mimik transfeksiyonu sonrast miR-150 ifadesi 4,5 katina
¢ikmistir. Bu hiicrelere Palbosiklib uygulandiginda miR-150 ifadesinde 6,5 kat gibi
onemli bir artis gézlenmistir. NC transfeksiyonu sonrasi Palbosiklib varliginda ve

yoklugunda kontrol grubu gibi sonu¢ vermistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Capan-2 hiicrelerinde miR-150 mimik transfeksiyon sonrasi
Palbosiklibin belirtilen miRNA ifadesine etkisi. Capan-2 hiicreleri sentetik miR-
150 ve negatif kontrol (NC) ile 48 saat boyunca transfekte edildi. miRNA
izolasyonu sonras1 miRNA ifadeleri gercek zamanh PZR kullanilarak belirlendi.
Normalizasyon internal endojen kontrol RNUG6 ile gerceklestirildi. Elde edilen
sonuclar iki farkh deneyin 2 tekrarh verilerinin ortalama/St. Sapma
degerleridir (*p<0,05, ****p<0,0001).

4.2. Pankreas Kanseri Hiicrelerine miR-150 Mimik Transfeksiyonunun
Hiicrelerin U¢ Boyutlu (3B) Hiicre Formlarina Etkisinin Yumusak Agar Koloni

Olusturma Deneyi ile Incelenmesi

Calismamizda miR-150 ifadesi arttirilan MIAPaCa-2 hiicrelerinin hiicresel yiizeyden
bagimsiz ortamda olusturduklar1 ii¢c boyutlu formlar1 yumusak agar ydntemi
kullanilarak incelenmistir. Hiicrelerin olusturduklar1 3B formlarin ¢aplar1 3. ve 4.
haftalarda 151k mikroskobu altinda Olgiilmiistiir. Zamana bagli olarak sferoid
caplarinda artis gézlenmistir. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda ise miR-150 ifadesi
arttirtlan hiicrelerde, koloni formlarinin ¢aplarindaki azalmaya baglh olarak 3B hiicre

formu olusumunun 6nemli dl¢lide baskilandig1 gézlenmistir (Sekil 4.3.a.).

Zamana bagli olarak MIAPaCa-2+miR-150 hiicrelerin  kontrol grubu ile
karsilastirilmasinda miR-150 ifadesindeki artisin koloni olusumunu anlamli olarak

engelledigi grafik analizinde gosterilmistir (4.3.b.).
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Sekil 4.3. Yumusak agar deneyi ile miR-150 mimik transfeksiyonunun koloni
olusumundaki etkisinin gosterilmesi. a. MIAPaCa-2 pankreas kanseri
hiicrelerine miR-150 mimik transfeksiyonunun sferoid yapilarina etkisi iiciincii
ve dordiincii haftalarda 151k mikroskobu altinda gézlemlendi. b. iki yonlii
ANOVA testi kullanilarak iiciincii ve dordiincii haftalardaki sferoid caplarinin
coklu karsilastirma analizi ile istatistiksel anlamhilik degerleri bulundu ve
sferoid caplarinin zamana bagh analizi siitun grafigi ile belirtildi (***p=0,0007,
****n<0,0001).

Yumusak agar deneyinde Capan-2 hiicrelerinin hiicresel yiizeyden bagimsiz ortamda
olusturduklar1 {i¢ boyutlu formlarinin 3. ve 4. haftalardaki goriintiileri ve koloni
formlarinin ¢ap dlgiimleri 151k mikroskobu altinda incelenmistir (Sekil 4.4.a.). Zamana
bagli olarak sferoid c¢aplarinda artis gozlenmistir. miR-150 ifadesi arttirilan Capan-2
hiicrelerinde kontrol grubuna kiyasla koloni formlarinin ¢aplarindaki azalmaya bagh
olarak 3B hiicre formu olusumunu 6nemli derecede baskiladig1 gozlenmistir. Zamana
bagli olarak kontrol grubu ile Capan-2+miR-150 hiicrelerinin karsilastirilmasinda
miR-150 ifadesindeki artisin koloni olusumunu anlamli dl¢iide engelledigi grafik

analizinde gosterilmistir (Sekil 4.4.b.).
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Sekil 4.4. Yumusak agar deneyi ile miR-150 mimik transfeksiyonunun koloni
olusumundaki etkisinin gosterilmesi. a. Capan-2 pankreas kanseri hiicrelerine
MiR-150 mimik transfeksiyonunun sferoid yapilarina etkisi iiciincii ve
dérdiincii haftalarda 151k mikroskobu altinda gézlemlendi. b. iki yonlii ANOVA
testi kullanilarak iiciincii ve dordiincii haftalardaki sferoid ¢aplarimin ¢coklu
karsilagtirma analizi ile istatistiksel anlamhlik degerleri bulundu ve sferoid
caplarinin zamana bagh analizi siitun grafigi ile belirtildi (**p=0,0014,
****n<0,0001).

4.3. Palbosiklib (Ibrance) ve Gemsitabin Uygulamalarinin miR-150 Transfekte

Edilen Hiicrelerde Ug Boyutlu Hiicre Formlarma Etkisinin incelenmesi

Calismamizda miR-150 ifadesi arttirilan pankreas kanseri hiicrelerinde, Palbosiklib ve
Gemsitabin uygulamalarinin 3B hiicre formlarina etkisi yumusak agar deneyi ile
incelenmistir (Sekil 4.5.a.). Gemsitabin pankreas kanseri tedavilerinde faz
caligmalarinda kullanilan bir kemoterapétik ajan oldugundan projemizde bir pozitif
kontrol olarak kullanilmistir. Elde edilen sonuglarda Gemsitabin uygulanan hiicrelerde
ylzeyden bagimsiz 3B hiicre kiiltiir formlarinda, koloni ¢aplarinin kontrol grubuna

kiyasla 6nemli 6l¢iide baskilandig gézlenmistir.
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Bununla birlikte projemizin baslica arastirma konusu bir CDK4/6 inhibitorii
Palbosiklibin etkisi incelendiginde, koloni formlarinin ¢aplarinin anlamli 6l¢iide
baskilandig1 gozlenmistir. miR-150 ifadesi arttirilan hiicrelerde, koloni form olusumu
onemli Ol¢iide baskilanmis ve bu hiicre grubuna Palbosiklib uygulandiginda hem
koloni sayilarinin hem de koloni ¢aplarinin azaldigi gozlenmistir. Koloni sayist ve
caplari, MIAPaCa-2+ 3PD grubu ile MIAPaCa-2+miR-150 + 3PD grubu arasinda
kiyaslandiginda miR-150 ifadesindeki artisin koloni olusumuna inhibe edici etkisinin
anlamli oldugu grafik analizinde gosterilmistir (Sekil 4.5.b).
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Sekil 4.5. Yumusak agar koloni formasyon deneyi ile Palbosiklib, Gemsitabin
ve/veya miR-150 transfeksiyonunun koloni olusturma iizerindeki etkisinin
gosterilmesi. a. MIAPaCa-2 pankreas kanseri hiicrelerinde Palbosiklib,
Gemsitabin uygulamalari ve miR-150 transfeksiyonu ile gerceklestirilen
kombine uygulamalarimin 3B formasyon olusumundaki etkisi 3 hafta sonra
gozlemlendi ve sferoid ¢aplan ol¢iildii. DAPI ve DiOC6 boyalarinin
uygulanmasinin ardindan deney gruplariin olusturdugu sferoidler 151k ve
floresan mikroskobu altinda uygun filtreler aracilig: ile goriintiilendi. b. 3.
haftada deney gruplarmin ¢coklu karsilagtirma analizi ile istatistiksel anlamhhik
degerleri bulundu ve siitun grafigi ile belirtildi (****p<0,0001).
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4.4. Asith Damla Deneyi ile Pankreas Kanseri Hiicrelerinde miR-150 Mimik
Transfeksiyonu ile Palbosiklib (Ibrance) Uygulamalarmn Ug¢ Boyutlu Hiicre

Formlarimin Olusturulmasindaki Etkilerinin Gosterilmesi

Projemizde ii¢ boyutlu hiicre kiiltiirli olusturmak tizere kullanilan bir diger yontem ise
asili damla yontemidir. Hiicrelerin yumusak agar koloni olusturma deneyinde agar
icerisinde olusturduklar1 3B hiicre formasyonlarindan farkli olarak, hiicre
siispansiyonu ile olusturulan bir damla igerisindeki ortamda hiicreler arasi etkilesimle

sferoid formlarinin olusturulmasini saglayan asili damla modelidir [121].

Calismada MIAPaCa-2 pankreas kanseri hiicrelerinin asili damla modeli ile
olusturduklar1 3B hiicre formlarinda kontrol grubuna kiyasla miR-150 ifadesi arttirilan
hiicre grubu ile tek basina Palbosiklib uygulamasi gerceklestirilen hiicre grubundaki
sferoid ¢aplarinda anlamli 6lglide azalma goriillmektedir. MIAPaCa-2+miR-150+3PD
grubunda da kontrol grubuna kiyasla sferoid gaplarinda anlamli Glglide azalma
goriilmektedir (Sekil 4.6.a). MIAPaCa-2 hiicrelerinde artan miR-150 ifadesi ve
Palbosiklib uygulamalarinin kontrol grubuna gére anlamli 6lgiide sferoid ¢aplarinin

kiiciilmesine neden oldugu grafik analizi ile gosterilmektedir (Sekil 4.6.b).
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Sekil 4.6. Asih damla yontemi ile MIAPaCa-2 pankreas kanseri hiicrelerine
Palbosiklib uygulamasinin ve/veya miR-150 transfeksiyonunun 3B hiicre
formlarinin olusturulmasindaki etkisinin gosterilmesi. a. MIAPaCa-2
hiicrelerinde deney gruplarinin olusturdugu sferoid formlarin caplari 48 ve 72.
saatlerde olciildii. 72 saat 151k cekiminden once DAPI ve DiOC6 boyamasi
gerceklestirildi ve sferoid formlar floresan mikroskobu altinda uygun filtreler
kullanilarak goriintiillendi. b. 72 saat sonunda deney gruplarinin ¢oklu
karsilagtirma analizi ile istatistiksel anlamhilik degerleri siitun grafigi ile
belirtildi (***p=0,0005, **p=0,0096).

Asili damla modeli ile Capan-2 pankreas kanseri hiicrelerinin deney gruplarinda
olusturdugu 3B hiicre formlarmin karsilastirilmas: sonucunda ilag ve miRNA
uygulamalari yapilan deney gruplarinin kontrol gruplarina gére anlamli 6l¢iide sferoid
caplarmin kiiclildiigii goézlemlenmistir (Sekil 4.7.a). Tek basina Palbosiklib
uygulamas1 gerceklestirilen deney grubundaki sferoid c¢aplarinin  miR-150
transfeksiyonuyla kombinasyonu ile daha anlamli 6l¢iide azaldigi1 grafik analizinde
gosterilmistir (Sekil 4.7.b).
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Sekil 4.7. Asilh damla yontemi ile Capan-2 pankreas kanseri hiicrelerine
Palbosiklib uygulamasinin ve/veya miR-150 transfeksiyonunun 3B hiicre
formlarinin olusturulmasindaki etkisinin gosterilmesi. a. Capan-2 hiicrelerinde
deney gruplarinin olusturdugu sferoid formlarin caplari 151k mikroskobu
altinda olciildii. 72 saat sonunda DAPI ve DiOC6 boyamasi gerceklestirildi ve
sferoid formlar floresan mikroskobu altinda uygun filtreler kullanilarak
goriintiilendi. b. 24, 48 ve 72. saatlerin sonunda deney gruplariin c¢oklu
karsilagtirma analizi ile istatistiksel anlamhilik degerleri siitun grafigi ile
belirlendi (****p<0,0001, ***p=0,0002).
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45. Matrigel Deneyi ile Pankreas Kanseri Hiicrelerin miR-150 Mimik
Transfeksiyonu veya miR-506 Transfeksiyonu ile Palbosiklib (Ibrance) ve
Gemsitabin Uygulamalariiin  Ardindan Ug¢ Boyutlu Hiicre Formlarimin

Olusturulmasindaki Etkilerinin Gosterilmesi

Normal dokudaki ekstraseliiler matriks ortaminda bulunan faktorleri iceren Matrigelin
kullanimi ile pankreas kanseri hiicrelerinin in vivodaki uygun ECM kosullarinda 3B
hiicre formlarini olusturmasi amaglanmistir. Calismada MIAPaCa-2 pankreas kanseri
hiicrelerinin Matrigel karisimi kullanilarak 3B hiicre formlar1 olusturulmalari
incelenmistir. Deney gruplarinda olusan 3B hiicre formlarmin 3. ve 4. haftalardaki
caplart 151k mikroskobu altinda 6l¢iilmiistiir. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda CDK
inhibitorii Palbosiklibin sferoid caplarini énemli dlglide baskiladigi goriilmektedir.
Gemsitabin uygulamasinin ise sferoid form caplarinda zamana bagli olarak 6nemli
derecede artig gosterdigi fakat kontrol grubu ile karsilagtirildiginda sferoid ¢aplarinin
azaldigr gozlemlenmistir. miR-150+ hiicrelere uygulanan PD ve GEM ilag
uygulamalari kontrol grubuna gore kiyaslandiginda sferoid ¢aplarinin olduk¢a anlaml
olarak azaldig1 goriilmektedir. miR-506+ hiicrelerdeki PD ve GEM uygulamalarinda
da kontrol grubuna gore sferoid ¢aplarinda olduk¢a 6nemli derecede kiiglilmenin
goriildiigiic  belirlenmistir  (Sekil 4.8.a). Artan miR-150 ifadesi ile PD
kombinasyonunun anlamli olarak 3B sferoid olusumunu kontrol grubuna kiyasla

onemli derecede engelledigi grafik analizinde gosterilmistir. (Sekil 4.8.b).
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Sekil 4.8. Matrigel deneyi ile MIAPaCa-2 pankreas kanseri hiicrelerinde 3B
hiicre formlarinin olusturulmasi. a. MIAPaCa-2 hiicrelerinde miR-150+ ve
MiR-506+ hiicrelerine PD ve GEM uygulamalari ile olusturulan 3B hiicre
formlarinin 3. ve 4. haftalarda sferoid caplarindaki etkisi gozlemlendi ve sferoid
caplan olciildii. 4. haftada DAPI ve DiOC6 boyamalar: uygulandi ve
sferoidlerin 151k ve floresan mikroskobu altindaki goriintiileri ¢ekildi. b. Mimik
miRNA transfeksiyonu ve ila¢ uygulamalarina gore olusturulan deney gruplari
arasinda yapilan coklu karsilastirma analizi ile istatistiksel anlamhilik degerleri
bulundu.

4.6. miR-150 Mimik Transfeksiyonu ve Palbosiklib (Ibrance) Uygulamasinin 2
Boyutlu ve 3 Boyutlu Pankreas Kanseri Hiicrelerinde Koloni Olusturma

Etkisinin Gosterilmesi

Asilt damla modeli ile MIAPaCa-2 hiicrelerinden olusturulan sferoid formlardan 6
kuyucuklu hiicre kiiltiirii kaplarina ekim yapilmis ve deney gruplarinin ii¢ boyutlu
hiicre formlarindaki koloni olusturabilme potansiyelleri incelenmistir. Ek olarak 2B
hiicrelerine miR-150 transfeksiyonunu takiben PD’nin koloni olusturma potansiyeline
etkisi incelenmistir. Kristal viyole ile boyamanin ardindan 151k mikroskobu altinda
kolonilerin ¢aplar1 6l¢iilmiis ve MIAPaCa-2+miR-150+3PD grubunun koloni
formasyon potansiyelinin kontrol grubuna gore anlaml 6l¢iide azaldig1 goriillmektedir
(Sekil 4.9.a).
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Sekil 4.9. 2B ve 3B MIAPaCa-2 hiicrelerinde koloni olusturma potansiyellerinin
incelenmesi. a. miR-150+ ve/veya PD uygulanan 2B ve 3B MIAPaCa-2
hiicrelerinin koloni deneyi i¢in ekimlerinin yapilmasi ile kristal viyole
boyamasinin ardindan koloni olusturma potansiyelleri tespit edildi. 3B

MIAPaCa-2 hiicrelerinden elde edilen kolonilerin ¢aplari 151k mikroskobu
altinda goriintiilendi ve caplar 6lciildii. b. 3B MIAPaCa-2 hiicrelerinin koloni
olusturma potansiyellerinde deney gruplar1 arasinda ¢oklu karsilastirma analizi
ile anlamh fark bulundu.

53



2B hiicreleri ile kiyaslandiginda ayni sayida ekim yapilan hiicrelerin 3B hiicrelerinden
elde edilen sonuglara gére anlamli 6l¢iide daha koloni olusturdugu gézlenmistir. Ug
boyutlu MIAPaCa-2 hiicre formlarindan yapilan ekim sonucunda deney gruplari
arasinda miR-150 ifadesindeki artis ile Palbosiklib kombine uygulamasinin koloni

caplarinin anlamli l¢tide kiigiilmesine neden oldugu grafik analizi ile gosterilmektedir
(Sekil 4.9.b).

Capan-2 hiicrelerine uygulanan miR-150 transfeksiyonunun ardindan PD ile
kombinasyonunun koloni olusturma potansiyeli {izerindeki etkisi incelenmistir. Fikse
edilen hiicreler kristal viyole ile boyanmis ve koloni olusturma potansiyelleri
incelenmistir. 1ki boyutlu Capan-2 hiicrelerinde Capan-2+miR150+3PD grubunun
kontrol grubuna goére koloni formasyon potansiyelinin onemli Olgiide azaldigi

gbzlemlenmistir (Sekil 4.10).
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3 UM Palbosiklib

Sekil 4.10. 2B Capan-2 hiicrelerinde miR-150 mimik transfeksiyonu ve/veya PD
uygulamasinin koloni olusturma potansiyellerinin kristal viyole ile
boyanmasinin ardindan gosterimi.

54



4.7. Pankreas Kanseri Hiicrelerinin miR-150 ve Palbosiklib (lbrance)

Uygulamalar ile Zamana Bagh Sagkalim Analizi

2B MIAPaCa-2 hiicrelerinde transfeksiyon protokoliinii takiben hiicreler 24 saat
Palbosiklib ile muamele edildi. Ardindan canli hiicrelerin mitokondriyel
membranlarina niifuz eden DiOC6 floresan boyasi ile canli hiicreler floresan
mikroskobu ile incelenmistir (Sekil 4.11). miR-150 ifadesi arttirilan hiicrelerin
mitokondriyel membran potansiyelinde (MMP) kontrol grubuna kiyasla anlamli bir
fark gozlenmemis, hiicre canliliginda bir fark gozlenmemistir. Ancak miR-150+
hiicrelere Palbosiklib uygulandiginda hiicre canliliginda, normal MIAPaCa-2

hiicrelerine kiyasla anlamli bir azalma gozlenmistir.
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Kontrol

3 uM Palbosiklib

Sekil 4.11. 2B MIAPaCa-2 hiicrelerinde miR-150 ifadesi ile iligkili olarak
Palbosiklibin hiicre canhihgina etkisinin incelenmesi. 6 kuyucuklu petri
kaplarina ekilen hiicrelere miR-150 ifadesinin arttirillmasinin ardindan, miR-
150+ ve normal MIAPaCa-2 hiicrelerinde 3 pM Palbosiklib varhginda (24 sa) ve
yoklugunda DiOC6 boyamasi yapilarak hiicre canlihigi analizi
gerceklestirilmistir. Boyanmanin ardindan hiicreler floresan mikroskop altinda
gozlenmistir.
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2B Capan-2 hiicrelerinde Palbosiklib hiicre canliliginda anlamli bir azalmaya sebep
olmustur. Capan-2 hiicreleri morfolojileri geregi kiime halinde ¢ogalan hiicrelerdir ve
Palbosiklib uygulamasi ile miR-150 mimik transfeksiyonu sonrasi kiigiilen hiicre
kiimelerinin oram1 kontrol grubuna gore artmistir. miR-150+ Capan-2 hiicrelerine
Palbosiklib uygulandiginda tek basma Palbosiklib uygulamasi yapilan Capan-2
hiicreleri gibi bir cevap olusturmustur (Sekil 4.12).

Capan-2

Mimik miR-150

Sekil 4.12. 2B Capan-2 hiicrelerinde miR-150 ifadesi ile iliskili olarak
Palbosiklibin hiicre canlih@ina etkisinin incelenmesi. 6 kuyucuklu petri
kaplarina ekilen hiicrelere miR-150 ifadesinin arttirillmasinin ardindan, miR-
150+ ve normal Capan-2 hiicrelerinde 3 pM Palbosiklib varhginda (24 sa) ve
yoklugunda DiOC6 boyamasi yapilarak hiicre canlihigi analizi
ger¢eklestirilmistir. Boyanmanin ardindan hiicreler floresan mikroskop altinda
gozlenmistir.

4.8. Pankreas Kanseri Hiicrelerinde miR-150 Mimik Transfeksiyonu ile
Palbosiklib (Ibrance) Uygulamalarmin Migrasyona Etkisinin incelenmesi

2B MIAPaCa-2 hiicrelerinin miR-150 ifadesi ile iliskili olarak Palbosiklib varliginda
migrasyon yetenekleri yara iyilesme testi ile incelenmistir (Sekil 4.13). Elde edilen

sonuglar, bes farkli bolgeden yapilan dl¢iimlerin ortalamasi alinarak yapilmaistir.
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Palbosiklibin yara iyilesmesini baskilayici etkisi, hiicre i¢i miR-150 seviyesi

arttirildiginda anlamli bir sekilde artmis, ayni1 zamanda hiicre canliliginda da azalma

gbzlenmistir (*p<0,05).
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Sekil 4.13. Palbosiklib ve/veya miR-150 mimik transfeksiyonu yapilmasinin
ardindan 2B MIAPaCa-2 hiicre formlarinda migrasyon etkilerinin gosterilmesi.
2B MIAPaCa-2 hiicre formlarinin 6 kuyucuklu hiicre tabakalarina ekimleri ile

gerceklestirilen yara iyilesme deneyinde 0, 24 ve 48. saatlerde 151k mikroskobu
altinda yara ¢aplariin o6l¢iimii yapildi. 48. saatin sonunda DiOC6 boyamasi
yapilarak uygun filtre yardimiyla hiicreler floresan mikroskobu altinda
goriintiilendi.

miR-150 mimik transfeksiyonu ve/veya Palbosiklib uygulamasi gergeklestirilerek asili
damla modeli ile 3B MIAPaCa-2 hiicre formlarinin elde edilmesinin ardindan yara
kapanma deneyinin gerceklestirilebilmesi i¢in 6 kuyucuklu hiicre tabakalarina sferoid
formlardan ekim yapilmistir. Bu deney ile 3B hiicre formlarinda deney gruplarinin
migrasyonda ne kadar etkili oldugunun belirlenmesi amaclanmistir. Zamana baglh
olarak kontrol grubuna kiyasla diger deney gruplarinin yara iyilesmesinde etkili

olduklar1 belirtilmistir.
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Yara iyilesmesinin 72. saat incelemesi sonucunda MIAPaCa2+miR-150+3PD
grubunun MIAPaCa-2+3PD grubu karsilastirildiginda daha anlamli 6lgiide etkili
oldugu goriilmektedir (Sekil 4.14.a). Ug boyutlu MIAPaCa-2 hiicre ekimi sonucunda
miR-150 ifadesinin arttirtlmasi ile Palbosiklib uygulamasinin kombine edilmesi

durumunda yara iyilesmesini anlamli olarak engelledigi grafik analizi ile
gosterilmektedir (Sekil 4.14.b).
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Sekil 4.14. Palbosiklib ve/veya miR-150 mimik transfeksiyonu yapilmasinin
ardindan olusturulan 3B MIAPaCa-2 hiicre formlarindan yapilan ekimler ile
deney gruplarinin migrasyon iizerindeki etkilerinin gosterilmesi. a. 3B
MIAPaCa-2 hiicre formlarimnin 6 kuyucuklu hiicre tabakalarina ekimleri ile
gerc¢eklestirilen yara iyilesme deneyinde 0, 24 ve 48. saatlerde 151k mikroskobu
altinda yara caplarinin 6l¢iimii yapildi. 48. saattin sonunda DiOC6 boyamasi
yapilarak uygun filtre yardimiyla hiicreler floresan mikroskobu altinda
goriintiilendi. b. Zamana bagh olarak yara caplarinin deney gruplari
arasindaki karsilastirmasi siitun grafigi ile belirtildi.
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Capan-2 2B hiicre formlarinin %80 yogunluga ulagsmalarinin ardindan olusturulan
yaralarin, kontrol grubunda 48 saatte neredeyse kapandigi gozlenmistir. Hiicrelerin
migrasyon yetenegi dikkat ¢ekmistir. Palbosiklib uygulamasi migrasyon potansiyelini
baskilamistir. miR-150 ifadesinin arttirilmasinin ardindan, Capan-2 hiicrelerinin
migrasyon potansiyelinde azalma gozlenmis ve bu hiicrelere Palbosiklib
uygulandiginda normal Capan-2 hiicrelerine kiyasla migrasyon kapasitelerinde
anlamli bir inhibisyon gergeklesmistir (Sekil 4.15). Capan-2 hiicrelerine miR-150
mimik transfeksiyonu ve/veya Palbosiklib uygulamasinin gergeklestirildikten sonra
asili damla modeli ile olusturulan 3B hiicre formlarindan 6 kuyucuklu hiicre
tabakalaria sferoid formlardan ekim yapilmigtir. 24 saatin sonunda 151k mikroskobu

altinda yaralarin tiim deney gruplarinda kapandig1 goriintiilenmistir (Sekil 4.16).

0 sa 24 sa 48 sa 48 sa

Capan-2
Kontrol

3uMPD

Kontrol

Capan-2 + Mimik miR-150

3uMPD

Sekil 4.15. Palbosiklib ve/veya miR-150 mimik transfeksiyonu yapilmasinin
ardindan 2B Capan-2 hiicre formlarinda migrasyon etkilerinin gosterilmesi. 2B
Capan-2 hiicre formlariin 6 kuyucuklu hiicre tabakalarina ekimleri ile
gerceklestirilen yara iyilesme deneyinde 0, 24 ve 48. saatlerde 151k mikroskobu
altinda yara ¢aplarinin o6l¢iimii yapildi. 48. saattin sonunda DiOC6 boyamasi
yapilarak uygun filtre yardimiyla hiicreler floresan mikroskobu altinda
goriintiilendi.

59



Capan-2
Kontrol PD miR-150 miR-150+PD

e
Oh a4

24h

DiOC6

Sekil 4.16. Palbosiklib ve/veya miR-150 mimik transfeksiyonunun ardindan asili
damla yontemi ile olusturulan 3B Capan-2 hiicre formlarindan yapilan ekimle
hiicrelerin migrasyon etkisinin gosterilmesi. Yaranin acilmasindan 24 saat
sonra kapandig: gozlemlenen Capan-2 hiicrelerine DiOC6 boyamasi
gerceklestirildi ve 151k ile floresan mikroskobu altinda yaralar goriintiilendi.

4.9. Pankreas Kanseri Hiicrelerinde miR-150 Mimik Transfeksiyon ile
Palbosiklib (Ibrance) Uygulamalarnmn EMT Mekanizmasinda Gorev Alan
Protein ifadelerine Etkisi

2B ve 3B hiicre formlarinda EMT mekanizmas1 miR-150 transfeksiyonlarini takiben
Palbosiklib varliginda ve yoklugunda immunoblotlama yontemi ile incelenmistir
(Sekil 4.17). Epitel belirte¢ olan E-kaderin, mezenkimal belirte¢ olan vimentin ve
B-katenin seviyeleri incelenmistir. MIAPaCa-2 hiicrelerinde yapilan immunoblotlama
sonuglarina gore 2B hiicre formlarinda Palbosiklib B-katenin seviyesinde anlamli bir
fark yaratmazken, miR-150 ifadesi arttirildiginda MIAPaCa-2 hiicrelerinin
Palbosiklibe duyarliliginin arttigi goézlenmistir. miR-150+ MIAPaCa-2 hiicrelerinde
Palbosiklib varliginda ve yoklugunda B-katenin seviyesinde kontrol grubuna kiyasla
anlamli bir azalma goézlenmistir. Sferoid formlarda yapilan incelemede, B-katenin

seviyesi Palbosiklib uygulamasi ile artis gdstermistir.
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MiR-150 ifadesi arttirilan MIAPaCa-2 hiicrelerinden elde edilen sferoid formlarda, 2B
MIAPaCa-2 miR-150+ hiicrelerine kiyasla B-katenin seviyesi daha yiiksektir. 3B
miR150+ MIAPaCa-2 hiicrelerine Palbosiklib uygulandiginda p-katenin ifadesinde
azalma gozlenmistir. E-kaderin seviyesi 2B hiicrelerinde, Palbosiklib uygulamasina
bagli olarak artis gostermistir. miR-150’nin yiiksek ifadesi, E-kaderin seviyesinde

kontrol grubuna kiyasla artis1 saglamistir.

Bu hiicrelere Palbosiklib uygulandiginda kontrol grubuna kiyasla E-kaderin
seviyesinde bir artis gézlenmistir. miR-150+ hiicrelere PD uygulandiginda E-kaderin
seviyesindeki artig, yalnizca PD uygulanan gruba kiyasla daha yiiksektir. 3B
MIAPaCa-2 formlarinda E-kaderin seviyesi 2B MIAPaCa-2 hiicre formlarina gore
artis gostermistir. miR-150 ifadesi arttirilan MIAPaCa-2 hiicrelerinden elde edilen
sferoid formlardan yapilan total protein izolasyonu sonrasi E-kaderin seviyesindeki
artis dikkat ¢ekmistir. Bu hiicrelere PD uygulandiginda kontrol grubuna kiyasla
E-kaderin seviyesinde artis gozlenmistir. Mezenkimal bir belirte¢ olan vimentin
ifadesi, 2B hiicre formlarinda Palbosiklib uygulamasi ile azalirken, 3B formlarinda
degismemistir. miR-150 ifadesinde artisa bagli olarak vimentin seviyesinde dikkat
ceken bir azalma gozlenmistir. 3B formlarinda bu seviyenin daha yiiksek oldugu
gozlenmistir. Hem 2B hem de 3B formlarinda miR-150+ MIAPaCa-2 hiicrelerine
Palbosiklib uygulandiginda vimentin seviyesinde kontrol grubuna kiyasla azalma
gbzlenmistir. DNA tamir mekanizmasi ve apoptotik mekanizmada énemli rolleri olan
PARP, EMT mekanizmasimin diizenleyicisi olarak birgok kanser tiirevinde
arastiritlmistir.  Calismamizda, Palbosiklib’in  MIAPaCa-2 hiicrelerinde PARP
ifadesine belirli bir etkisi gdzlenmemistir. Inaktif formdaki 116 kDa PARP ifadesinde,
hiicre ici miR150’nin artisina bagh olarak kayda deger bir azalma goézlenmistir.
miR-150+ MIAPaCa-2 hiicrelerine Palbosiklib uygulandiginda, PARP (116 kDa)

ifadesinde kontrol grubuna kiyasla azalma gézlenmistir.
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Sekil 4.17. MIAPaCa-2 2B ve 3B hiicre formlarinda miR-150’nin Palbosiklib
varhginda EMT sinyal yolagina etkisi. miR-150 transfeksiyonlarini takiben 24
sa 3 pM Palbosiklib uygulamasi yapildi. Total protein izolasyonu sonrasi 30 pg

protein %12’lik SDS-PAGE jelde yiiriitiildii. Listelenen antikorlarla problandi.
E-kaderin, B-katenin, Vimentin ve PARP ifadeleri immunoblotlama yontemi ile
incelenmistir. GAPDH yiikleme kontrolii olarak kullanilmistir.

ZEB-1 karsinomalarda tiimor migrasyonunu ve invazyonunu arttiran ve bu sekilde
EMT mekanizmasint indiikleyen bir transkripsiyon faktoriidir. 2B Capan-2
hiicrelerinde ZEB-1 ifadesi, 3B formundaki Capan-2 ye gore daha diisiiktiir.
Palbosiklib ZEB-1 ifadesinde artisa sebep olurken, hiicre iginde miR-150 ifadesi
arttirildiginda Palbosiklibin sebep oldugu bu artis geri ¢ekilmistir.

[-katenin seviyesi Palbosiklib uygulamasi Capan-2 hiicrelerinde artmistir. 3B sferoid
formlarda B-katenin seviyesinin 2B kontrol Capan-2 hiicrelerine kiyasla dnemli oranda
artig gosterdigi belirlenmistir. Palbosiklib B-katenin seviyesinde 3B formlarindaki
Capan-2 hiicrelerinde de artisa sebep olmustur. miR-150+ Capan-2 hiicreleri ile
yapilan 3B formlarinda Palbosiklibin sebep oldugu B-katenin seviyesindeki artis
engellenmistir (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18. Capan-2 2B ve 3B hiicre formlarinda miR-150’nin Palbosiklib
varhginda EMT sinyal yolagina etkisi. miR-150 transfeksiyonlarini takiben 24
sa 3 uM Palbosiklib uygulamasi yapildi. Total protein izolasyonu sonrasi 30 pg
protein %12’lik SDS-PAGE jelde yiiriitiildii. Listelenen antikorlarla problandi.

ZEB-1 ve p-katenin ifadeleri immunoblotlama yontemi ile incelenmistir. p-aktin
yiikleme kontrolii olarak kullanilmistir.

4.10. Pankreas Kanseri Hiicrelerinde miR-150 Mimik Transfeksiyon ile
Palbosiklib (Ibrance) Uygulamalarinin EMT Mekanizmasinda Goérev Alan Gen
ifadeleri Uzerindeki Etkisinin Gercek Zamanh PZR Analizi ile incelenmesi

Iki boyutlu ve ii¢ boyutlu hiicre formlarinda miR-150 ile iliskili olarak Palbosiklibin
EMT mekanizmasinda gorev alan epitel belirteg, E-kaderin, mezenkimal belirtegler,
Snail, Twist, MMP-2, gen ifadelerine etkisi ger¢ek zamanli PZR analizi ile MIAPaCa-
2 ve Capan-2 hiicrelerinde incelenmistir. Iki boyutlu ve ilag uygulanmayan kontrol
grubu ile kiyaslandiginda Palbosiklib uygulanan MIAPaCa-2 hiicrelerinde E-kaderin
ifadesinin arttig1 gézlenmistir. 3B formlarindan elde edilen total RNA izolasyonlarini
takiben incelenen E-kaderin gen ifadesinde 3B kontrol grubunda 2B kontrol grubuna
kiyasla artis gézlenmis ve Palbosiklib uygulamasinin epitel belirteg olan E-kaderin
seviyesinde azalmaya sebep oldugu gozlenmistir. miR-150 ifadesi arttirilmasindan
sonra elde edilen 3B formlarinda E-kaderin seviyesi artmis ve bu hiicreler Palbosiklib

uygulandiginda 2B kontrol grubuna kiyasla anlamli bir artis gozlenmistir.
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2B MIAPaCa-2 hiicrelerinde Palbosiklib uygulamasi ile Snail ifadesi azalmistir. 3B
MIAPaCa-2 hiicrelerinde Snail ifadesinin 2B kontrol grubuna gore arttig1
gozlenmistir. miR-150 ifadesi arttirilan Palbosiklib uygulanan 3B MIAPaCa-2
hiicrelerinde Snail ifadesinin 3B kontrol grubuna gore azaldig1 dikkat ¢ekmistir. Diger
bir mezenkimal belirte¢ olan Twist ifadesi diger gen ifadelerine kiyasla 3B kontrol
formlarinda 3,4 kat artis gostermistir. Palbosiklib varliginda Twist ifadesinde 3B
kontrol grubuna kiyasla yaklasik 6 kat bir azalma gozlenmistir. miR-150 ifadesinin
artist Twist gen ifadesinde anlamli bir fark yaratmamistir. MMP-2 ifadesinin 2B
MIAPaCa-2 hiicrelerine Palbosiklib uygulandiginda 2 kat bir artig gosterdigi
incelenmistir. 3B formlarinda da MMP-2 seviyesi 2B kontrol grubuna kiyasla
yiiksektir. Ancak miR-150 ifadesindeki artig ile birlikte Palbosiklib uygulamasinin
sinerjistik olarak MMP-2 gen ifadesini azalttig1 gozlenmistir (Sekil 4.19).
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Sekil 4.19. MIAPaCa-2 2B ve 3B formlarinda EMT mekanizmasinda gorev alan
gen ifadelerinde Palbosiklib uygulamasinin miR-150 ifadesine bagh olarak
neden oldugu degisimin ger¢cek zamanh PZR analizi ile incelenmesi. E-kaderin,
Snail, Twist ve MMP-2 ifadeleri incelenmistir. Normalizasyon B-aktin ifadesine
gore gerceklestirilmistir. Kiyaslamalar 2B kontrol grubuna gore yapilmistir.
n=-2 2B: 2 boyutlu, 3B: 3 boyutlu.
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Capan-2 hiicrelerinde E-kaderin, Snail, Twist ve MMP-2 gen ifadeleri incelendiginde
ozellikle 2B Capan-2 formlarina Palbosiklib uygulandiginda MMP-2 ifadesinde
yaklasik 5 kat bir artis gozlenmistir. 3B formlarinda kontrol grubunda E-kaderin ve
MMP-2 gen ifadelerinde kayda deger bir azalma goze carpmistir. Ancak bu hiicrelere
Palbosiklib uygulandiginda her iki gen ifadesinde 2B kontrol grubuna kiyasla sirasiyla
5,1 ve 6,8 kat bir artig olmustur. miR-150 varliginda ve Palbosiklib uygulandiginda ise
bu gen ifadelerinin sirasiyla 1,2 ve 0,8 kata azaldig1 gosterilmistir. Snail ve Twist gen
ifadeleri 3B formlarda miR-150 ifadesinin arttirtldig1 ve Palbosiklib uygulanan hiicre

grubunda 2B kontrol grubuna kiyasla azalmistir (Sekil 4.20).
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Sekil 4.20. 2B ve 3B Capan-2 formlarinda EMT mekanizmasinda gorev alan
gen ifadelerinde Palbosiklib uygulamasinin miR-150 ifadesine bagh olarak
neden oldugu degisimin gercek zamanh PZR analizi ile incelenmesi. E-kaderin,
Snail, Twist ve MMP-2 ifadeleri incelenmistir. Normalizasyon p-aktin ifadesine
gore gerceklestirilmistir. Kiyaslamalar 2B kontrol grubuna gore yapilmistir.
n=-2 2B: 2 boyutlu, 3B: 3 boyutlu.
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5. TARTISMA

Kanser, kisisel risk faktorlerine bagli olarak ortaya ¢ikan mutant genlerin yarattigi
hiicresel degisikliklerin sebep oldugu tehlikeli bir hastaliktir. Diinya ¢apinda ¢esitli
kanserler iizerine yillardir yeni terapdtik yaklasimlar gelistirilmekte ve hastalarin
tedavisinde kullanilmak {iizere klinik arastirmalar desteklenmeye devam etmektedir.
Hastalarin neoadjuvan, adjuvan ya da cerrahi operasyondaki giincel terapotik
yontemlere kars1 verdikleri olumsuz yanitlar hedefe yonelik tedavi yaklasimlarina

odaklanilmasina sebep olmaktadir.

2020 yilina dair Diinya Saglik Orgiitii verileri pankreas kanserinin cinsiyete baglh
olmaksizin iilkemizde toplam oliimlerde 14. sirada, kanser gesitleri arasinda ise 6.
sirada yer aldigimi gostermektedir [20]. Siralamanin yani sira pankreasin viicuttaki
konumu ve belirtilerinin tespitindeki zorlukla pankreas kanseri hastalarinin sagkalim
orani oldukga diistik olmakla birlikte agresif yapidaki kanser ciddi tehdit olusturmaya
devam etmektedir. ABD, pankreas kanseri mortalite oraninin 2030 yilina kadar artis
gostermesiyle kanser iligkili 6liimlerin siralamasinda ikinci olarak yer alabilecegini

belirtmistir [5].

mikroRNA’lar ortalama 22 ila 23 niikleotit dizilimindeki endojen kodlama yapmayan
RNA smifi olarak tanimlanmaktadir. Tek bir miRNA’nin hedefinde birden fazla farkli
haberci RNA sinifinin (mRNA) bulunabilmesinin yani sira e zamanli olarak tek bir
mRNA ¢esitli mikroRNA grubu tarafindan segilebilir [9]. Hedeflenen mRNA ile
posttranskripsiyonel diizenlemede gerceklesecek olan degisiklikler dnemli biyolojik
stirecleri etkiledigi gibi cesitli insan hastalarinda rol oynamaktadirlar [76][77].
miR150, gen ifadelerinin diizenlenmesine bagli olarak kanser cesitlerinde tiimor
baskilayici karakter gosterebildigi gibi onkogen olarak da bulunabilir. Kiigiik hiicreli
olmayan akciger kanseri lizerinde miR-150 gérevinin incelendigi bir calisma FOX04
hedeflenmesi ve azalan ifade seviyesine bagl olarak miR-150’nin hiicre metastazini
tesvik ettigi bulunmustur [101]. Servikal kanser hastalarindan alinan kanser doku
orneklerindeki calismada programli hiicre 6limii proteininin (PDC4) miR-150
tarafindan hedef alinmasiyla hiicre proliferasyonu, hiicre gocii ile invazyonunu
destekledigi tespit edilmistir [102].
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Onkogen olarak ifade edildigi baz1 kanser tiirlerinin yani sira pankreas kanserindeki
ifade seviyesinin az olmasi ile 6nemli bir tiimor baskilayici gérevinde olan miR-150,
prostat kanseri [104] ve t¢lii negatif meme kanseri [105] gibi farkli kanserlerde de

onemli bir terapotik hedef olarak ele alinmaktadir.

Pankreas kanseri ¢alismalarinda son yillarda iki boyutlu hiicre kiiltiiriinden farkli
olarak in vivo tiimor dokularinin mimarisi ile benzerlik olusturulmasi amaciyla {i¢
boyutlu hiicre kiiltiirlerinin kullanimi tercih edilmektedir [46]. Insan hastaliklarinin
molekiiler diizeyde incelenmesi ile uygun terapétik ilag dozlarinin belirlenmesinde
daha fazla avantaj saglamaktadir. 2B hiicre kiiltlirii ve hayvan deneylerine kiyasla
insan fizyolojisinin incelenebilmesinde daha etkin yanitlar vermektedir [16].
Tedavideki zorlu miicadeleden biri de kanser heterojenligi nedeniyle kanser ¢esitlerine
gore uygun goriilen tedavi yontemlerinin ila¢ duyarliliklar: da ele alindiginda her hasta
icin uygun olmamasidir. Bu durum dokular1 taklit edebilme 6zellikleri sayesinde 3B
hiicre kiiltiirtiniin kisisellestirilmis yeni tedavi arayislari i¢in kullanilmasinda diger
tedavi yontemlerinden ¢ok daha 6ne cikarmaktadir. Boylelikle hastalara daha etkin

tedavi uygulamalari ile hasta sagkalimini arttirmak en 6nemli amag¢ olmaktadir [75].

Normal hiicrelerde kanser hiicrelerinin aksine hiicre dongiisiinde gerceklesebilecek
problemler hiicrelerin programli 6liimleri ile sonug¢lanmaktadir. Siklinler ve sikline
bagimli kinaz elemanlar1 tarafindan saglanan hiicre dongiisiindeki diizenin
bozulmasiyla kanser hiicrelerinin ¢ogalmasi kontrol altina alinamamaktadir. Yeni
tedavi arayisinda 6zellikle hiicre dongiisiinden sorumlu bu elemanlarin terap6tik hedef
olarak ele alinmas1 dikkat ¢eken bir yaklasim olarak goriilmiistiir. Boylelikle, segili
olarak ele alinacak siklin-CDK kompleksleri hiicre dongiisiiniin siirekliligini
saglayamamakla birlikte hiicre proliferasyonunu engellemektedir [107]. G1 ile S hiicre
dongiisii fazlar arasindaki gegisin ger¢eklesmesinden sorumlu elemanlar siklin D ve
CDK4/6’n1in olusturdugu komplekstir. Hiicre sagkalim1 ve proliferasyon iligkili sinyal
yolaklarimin aktive ettigi mitojenlerle ifade seviyesi artan siklin D, CDK4/6 ile

kompleks aktivasyonunu arttirmakta ve hiicreler cogalmaya devam etmektedir.
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CDK4/6 spesifik inhibitorii olarak gelistirilen Palbosiklib, ilk kullanimi kadinlarda
menopoz sonrasinda Ostrojen reseptorii pozitif ve ilerlemis HER2-negatif meme
kanseri tedavisine yonelik olan bir ilagtir ve tedavi baska ilaclar ile kombinasyonunun
daha etkili sonug verdigi belirtilmektedir [13] [118]. Prostat [122], kolorektal [123],
lenfoma [124], liposarkom [125], kii¢lik hiicreli olmayan akciger kanseri [126],
Hodgkin dis1 lenfoma ve Rb-pozitif kat1 tiimoérlerde [127] de meme kanserinin yani
sira CDKi Palbosiklib uygulamasi ile iligkili klinik aragtirmalarda etkili sonuglar
gosterdigi  bulunmaktadir. Kanser hiicreleri arasindaki genomik ve metabolik
Ozelliklerin ayni olmamasi, kanser tiirleri karsilastirildiginda da ilaca karsi verilen

farkli yanitlarla sonu¢lanmaktadir.

PK hiicrelerine uygulanacak olan CDK4/6 ihbitorii Palbosiklib’in segili dozu, yapilan
bir ¢calismada 3 uM PD’nin PK hiicrelerinde 24 saatte G1 hiicre dongiisiinii durduran
apoptotik bir ajan oldugunun ve epitelyal-mezenkimal gegcis tizerindeki etkilerinin

tespit edilmesi iizerine tez ¢alismasinda 3 pM PD olarak belirlenmistir [14].

Pankreas kanseri patogenezinde miR-150-5p, azalan ifade seviyesiyle karsinogenez ile
negatif iligkili oldugu yapilan arastirmalar literatiirde yer almaktadir. Bir calismada PK
hiicre hatlarinda arttirilan miR-150-5p seviyesinin hedefindeki karsinogenezde gorevli
MUCA4’1 baskilamasiyla hiicre-hiicre yapigmasinda arttirdig: etkiyle birlikte koloni
olusumu ve hiicre gociinlii etkileyerek tlimorigenezin ilerlemesini engelledigi
bulunmustur [103]. Pankreas kanseri hastalarindan alinan doku 0&rneklerinin
incelenmesiyle miR-150 ifade seviyesinin pankreas kanserinde diisiik oldugu ve ifade
seviyesinin arttirtlmasina bagli olarak tiimorigenez iliskili hedefindeki c-Myb ve
MUC4 seviyelerini azaltarak hiicre gogiinii, invazyonunun baskiladigi, koloni
olusturma etkisini azalttigi ve in vivo calismada da tiimor biliylimesini azalttig
belirtilmistir [11]. LINCO0015’in, uzun kodlama yapmayan RNA olarak miR-150-5p’yi
baskilayarak pankreas kanserinde onkogen karakter gosterdigi belirtilmistir [128].
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Bu bilgiler goz oniine alindiginda CDK4/6 inhibitérii Palbosiklibin, epitelyal
mezenkimal gegisin diizenlenmesini anlamli olarak etkilemesi ve pankreas kanserinde
timor baskilayict 6zellikte bulunmasiyla miR-150 kombinasyonu ile genomik
ozelliklerine gore farklilik gosteren KRAS, TP53, CDK2N/p16 mutasyonlarina sahip
metastatik MIAPaCa-2 ile KRAS mutasyonu bulunan metastatik olmayan Capan-2
pankreas kanseri hiicrelerinin iki boyutlu ve ii¢ boyutlu hiicre kiiltiiriindeki etkilerinin

incelenmesi hedeflenmistir.

MIAPaCa-2 ve Capan-2 pankreas kanseri hiicrelerinde sentetik miR-150
transfeksiyonu ile 3 uM Palbosiklib kombinasyonunun hiicrelerdeki miR-150 ifade
seviyelerindeki etkisi gercek zamanli PZR analizi ile belirlenmistir. Kontrol grubu ile
sadece ila¢ uygulanan deney grubu karsilastirildiginda, iki hiicre hattinda analiz edilen
miR-150 seviyesinde farklilik tespit edilmistir. Analiz sonucuna gore hiicrelerin kendi
kontrol gruplarina kiyasla Palbosiklibin, MIAPaCa-2 hiicrelerindeki miR-150 ifade
seviyesini anlaml olarak azalttigi, Capan-2 hiicrelerinin ise miR-150 seviyesinin 3 kat
arttig@1 belirlenmistir. miR-150 mimik transfeksiyonunun ardindan MIAPaCa-2+miR-
150 hiicrelerindeki se¢ili miRNA ifade seviyesi 3,2 kat, Palbosiklib varliginda ise 3,6
kat artmistir. Capan-2 hiicrelerine miRNA transfeksiyon uygulamasi ile Capan-
2+miR-150 hiicrelerinde miR-150 ifadesinin 4,5 kat, Palbosiklib varliginda ise 6,5 kat
arttig1l tespit edilmistir. 1ki hiicre hatti karsilastirildiginda miR-150 mimik
transfeksiyonu ile 3 uM Palbosiklib kombinasyonunun MIAPaCa-2 hiicrelerine
kiyasla Capan-2 hiicrelerinde miR-150 ifade seviyesinin anlamli olarak daha c¢ok
arttig1 belirlenmistir (Sekil 4.1. ve Sekil 4.2.). PZR analizi sonucu, tek basina ilag
uygulamasinin genomik farkliliklara sahip iki hiicre hattinda farkli yanitlar verdigi,
fakat sentetik miR-150 transfeksiyonunun PD ile kombine edilmesiyle pankreas
kanserinde tiimor baskilayici rolii bulunan miR-150 ifade seviyesinin iki hiicre
hattinda da arttig1 tespit edilmistir. Elde edilen bu sonu¢ dogrultusunda, arttirilan miR-
150 ifadesi ile Palbosiklib uygulamasmin 3B PK hiicre formlarinda incelenmesi
tizerine 3B hiicre Kkiiltiirli yontemlerinin kullanimi ile 3B hiicre formlar

olusturulmustur.
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Kanser hiicreleri normal hiicrelerin aksine hiicresel ylizeyden bagimsiz olarak biiyiime
Ozelligine sahiptirler ve yumusak agar deneyinde olusturulan in vitro ortam kanser
hiicrelerinin ~ koloni  olusturma  potansiyellerinin ~ degerlendirilmesi  i¢in
kullanilmaktadir [129]. Bu amagla yumusak agar koloni olusturma deneyinde miR-
150 mimik transfeksiyonunun MIAPaCa-2 ve Capan-2 pankreas kanseri hiicrelerinin
agar ortaminda 3B hiicre formu olusturulmalart saglanmistir. 3. ve 4. haftalarda
zamana bagli olarak MIAPaCa-2 ve Capan-2 hiicrelerinin deney gruplarindaki sferoid
caplarinda artis gézlenmistir. Kontrol gruplar ile sentetik miR-150 ifadesi arttirilan
gruplar karsilastirildiginda her iki hiicre hattinda (Sekil 4.3. ve Sekil 4.4.) miRNA
transfeksiyonu gergeklestirilen gruptaki sferoid ¢aplarinin zamana bagli olarak anlaml
Olglide azaldig1 tespit edilmistir. Bu sonuglar, pankreas kanseri hiicre hatlarinda miR-
150 ifadesinin koloni olusumunu engelleyici etkisi ile 3B form olusturma

potansiyelindeki etkisini gostermektedir.

HPAF, Panc10.05 ve Colo357 pankreas hiicre hatlarmin kullanildigi baska bir
caligmada da yapilan asili damla deneyi arttirilan miR-150 ifadesinin hiicreler arasinda
etkilesimin artis gosterdigi belirlenmistir [103]. MIAPaCa-2 hiicrelerinde miR-150
mimik transfeksiyonu ile PD kombine uygulamasinin, Palbosiklibin etkisini arttirarak,
sferoid ¢apmni anlamli Slgiide azalttigi goriilmektedir. Benzer sekilde, bir pozitif
kontrol olarak kullanilan Gemsitabin uygulamasmimn da sferoid ¢aplarini azalttigi
goriilmistiir (Sekil 4.5). Farkli pankreas kanseri hiicreleri ile yapilan galismalardaki
ayni doz (3 uM) PD uygulamalarinin ve/veya miR-150 transfeksiyonu ile artan miR-
150 ifadesinin yumusak agar deneylerinde incelenmesiyle olusan 3B hiicre
formlarinda da sferoid ¢aplarinin kontrol gruplarina gore azaldigi belirtilmigtir [14]
[130]. miR-150 ile iliskili olarak tiimor baskilayict miR-150’nin ifadesinin arttirilmasi,
CDK inhibitorii Palbosiklib etkinligini ii¢ boyutlu pankreas kanserlerinde onemli

derecede arttirdigini soylemek miimkiin.

Asili damla deneyi, yumusak agar koloni olusturma deneyi gibi 3B hiicre kiiltiirii
tekniklerinden biridir ve ¢ok daha az bir silirede sferoid yapilarinin olusumu
incelenmistir. Hiicre siispansiyonundan olusturulan damla icerisinde hiicreler

yakinlarindaki hiicrelerle kurdugu etkilesimle sferoid form almaktadir [121].
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MIAPaCa-2 hiicrelerinin asili damla deneyinin {igiincii gliniinde olusturduklari sferoid
formlardaki c¢aplart karsilastirildiginda, kontrol grubuna gore diger deney
gruplarindaki sferoid ¢aplarinin azaldig1 goriilebilmektedir. Capan-2 hiicrelerinde de
zamana bagli olarak sferoid ¢aplarinin kontrol grubuna gore ilagli ve miRNA ifadesi
arttirtlan  deney gruplarinda kigiildiigti goriilmiistir. MIAPaCa-2 ve Capan-2
hiicrelerinin olusturdugu 3B formlarda miR-150 + hiicrelerdeki Palbosiklibin birlikte
uygulandigindaki etkisi incelendiginde hiicre toplulugunun azaldigr goriilmektedir

(Sekil 4.6-Sekil 4.7).

Pankreas kanseri hiicrelerinin normal dokudaki bazal membran mikroortamina benzer
bir ortamda 3B hiicre formunun olusturulmasi amaciyla Matrigel yontemi MIAPaCa-
2 hiicrelerinde kullanilmistir. Matrigel, fare tlimor hiicrelerinden elde edilen laminin,
tip IV kollajen, perlekan (heparan siilfat proteoglikan), nidojen, proteaz gibi bazal
membran elemanlarini igeren bir hiicre dist matriks karigimidir [131]. MIAPaCa-2
hiicrelerinin Matrigel ekimi ile olusturulduklar1 3B hiicre formlarinda kontrol grubuna
kiyasla, miR-150 ve miR-506 ifadelerinin arttirilmasi ile PD ve GEM uygulamalarinin
sferoid caplarin1 6nemli Olglide azalttigi goriilmiistiir (Sekil 4.8). Bu sonuglarla
birlikte, MIAPaCa-2 hiicreleri ile ti¢ boyutlu hiicre formunun olusturulmasinda artan
miRNA ifadelerinin ve PD ya da GEM ilag uygulamalarinin kontrol grubuyla
kiyaslandiginda Kkoloni olusumunda 6nemli derecede etkili oldugunu sdylemek
miimkiin. 3B hiicre kiiltlirii yontemlerinde sferoid formlarda DNA kiriklarini
gostermek amaciyla DAPI, mitokondrilerini gostermek icin DiOC6 hiicre canliligi

boyamalar1 yapilmistir.

Palbosiklib ve/veya miR-150 mimik transfeksiyon uygulamalarinin 2B ve 3B
MIAPaCa-2 hiicrelerindeki koloni olusturma potansiyelleri koloni formasyon deneyi
ile incelenmistir. Koloni olusumlari, hiicre kolonilerinin fikse edilip kristal viyole ile
boyanmasiyla birlikte degerlendirilmistir. Ug boyutlu MIAPaCa-2 hiicrelerinde artan
miR-150 ifadesine ve Palbosiklib uygulamasma bagli olarak koloni olusturma
potansiyellerinin incelenmesi amaglanmistir ve deney gruplarinin 3B  hiicre
formlarindaki etkisi 2B MIAPaCa-2 hiicrelerinin koloni olusturma potansiyelleri ile

karsilastirilmistir.
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2B MIAPaCa-2 hiicrelerinin kontrol grubuyla karsilastirildiginda Palbosiklib
uygulamasina kars1 oldukc¢a hassas oldugu ve artan miR-150 ifadesi ile kombine
edildiginde hiicrelerin koloni olusumunu neredeyse tamamen inhibe edebildigi
goriilmektedir. Benzer bir sonug olarak, 2B farkli pankreas kanserleriyle yapilan bir
calismada, miR-150 ifade artiginin koloni olusturma deneyinde incelenmesiyle koloni
sayisini azalttigi belirtilmistir [103]. Bagka bir ¢alismada da iki boyutlu pankreas
kanseri hiicrelerinde ¢alismada kullanilan ayn1 dozdaki 3 uM Palbosiklibin koloni
olusumunu yiiksek oranda kontrol grubuna gore inhibe ettigi tespit edilmistir [14]. 3B
hiicrelerdeki koloni olusturma potansiyelinde, kontrol grubuna kiyasla PD ile artan
miR-150 ifadesinin kombinasyonunda koloni c¢aplarinin grafik analizine goére
kiigiildiigti goriilebilmektedir. Fakat 3B MIAPaCa-2 hiicrelerinin kontrol grubuna gore
ilag ve sentetik miRNA transfeksiyon uygulamalarina karsi 2B hiicrelerdeki koloni
olusumu sonucglara gore daha az etki gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 4.9). Bu
sonuclarla, miR-150+ MIAPaCa-2 hiicrelerinin PD uygulamas: ile koloni olusturma
potansiyelleri iizerindeki etkilerinin 2B ve 3B hiicreler arasinda farklilik gosterdigi
tespit edilmistir. Bununla birlikte 3B hiicre formlarinin daha agresif olduklari ve ilaca
duyarliliklarmin 2B hiicrelere gore daha az olduklari sdylenebilir. 2B Capan-2
pankreas kanseri hiicrelerinin de uygulanan Palbosiklibe karsi hassas oldugu ve miR-
150+ Capan-2 hiicreleriyle birlikte kullanildiginda ise kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda koloni olusumunu 6nemli derecede engelledigi goriilmektedir
(Sekil 4.10). 2B ve 3B iglii negatif meme kanseri hiicrelerinin farkli antikanser
ilaglarina kars1 duyarliliklarinin karsilastirildig: bir ¢alisma da 3B hiicre formlarimin

2B hiicrelere kiyasla daha direngli oldugunu belirtmistir [132].

2B MIAPaCa-2 ve 2B Capan-2 hiicrelerinde miR-150 ifade seviyesinin arttirilmasin
takiben 24 saat Palbosiklib ile muamele edilen pankreas kanseri hiicrelerinde DiOC6
boyama ile hiicre canliligina bakilmistir. miRNA mimik transfeksiyonu ve/veya ilag
uygulamasinin ardindan DiOC6 boyama ile canl hiicrelerin mitokondriyel membran
potansiyelleri karsilastirilmistir. 2B MIAPaCa-2 ve 2B Capan-2 hiicrelerinde miR-150
ifadesinin artig1 ile PD CDK inhibitoriiniin birlikte kullanilmasinin kontrol grubuna
kiyasla hiicre canliliginin anlaml olarak azaldig1 goriilmektedir (Sekil 4.11. ve Sekil

4.12).
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Epitelyal-mezenkimal gegis siirecinde artan miR-150 ifadesi ile iligkili olarak
Palbosiklibin roliiniin incelenmesi amaciyla yara iyilesmesi deneyi yapilmistir. 2B
pankreas kanseri hiicrelerinde migrasyonun Palbosiklib uygulamasi ile baskilanmasi,
arttirtlan miR-150 ifadesi ile anlamli Gl¢iide artmustir (Sekil 4.13 ve Sekil 4.15).
Literatiirdeki bagka bir ¢alisma da pankreas kanseri hiicrelerinde artan miR-150 ifadesi
ve PD ile iligkili kombine uygulamanin migrasyonu baskilayici etkisine benzer
sonuglar elde edilmistir [130]. 3B pankreas kanseri hiicreleri ile yapilan yara iyilesmesi
deneyi, asili damla modelinden elde edilen sferoid formlarin hiicre kiiltiirii kaplarina
ekimleri ile yapilmigtir. 3B MIAPaCa-2 hiicrelerinden yapilan yara iyilesmesi
deneyinde artan miR-150 ifadesiyle birlikte Palbosiklib uygulamasinin migrasyonu
anlamli derecede baskiladig1 tespit edilmis, 3B Capan-2 hiicrelerinden yapilan
deneyde ise tiim deney gruplarinda yaralarin kapanmasinin gézlenmesi oldukga dikkat
cekmistir (Sekil 4.14 ve Sekil 4.16). Bu sonuglar dogrultusunda 2B pankreas kanseri
hiicrelerinde artan miR-150 ifadesiyle iligkili olarak Palbosiklibin etkisini arttirarak
migrasyonu inhibe ettigi, bu durumun 3B hiicre formlarindan yapilan ekimlerdeki
etkisine bakildiginda ise 2B pankreas kanseri hiicrelerine goére 3B pankreas kanseri

hiicrelerinin daha agresif 6zellikte oldugu desteklenmektedir.

2B ve 3B MIAPaCa-2 ve Capan-2 hiicrelerinde tek basina Palbosiklib varliginda ve
yoklugunda artan miR-150 ifadesinin EMT sinyal yolagina etkisi immunoblotlama
analizi ile incelenmistir. 3B hiicrelerde immunoblotlama analizi, asili damla modeli ile
olusturulan 3B hiicre formlarindan elde edilen protein lizatlar ile elde edilmigtir. GSK-
3p fosforilasyonu ile hiicre cogalmasinda gorevli biiyiime faktorii TGB-f, Snail ve
Slug transkripsiyon ifade seviyelerini arttirarak E-kaderin baskilanmasini destekler.
Boylelikle niikleer translokasyon gergeklestiren f-katenin, hiicre dongiisii ve metastaz
iliskili Wnt yolaginin hedef genleri TCF-4 ve LEF-1 transkripsiyon faktorlerini aktive
ederek vimentin gibi mezenkimal belirteclerin aktivasyonuna neden olmaktadir [133].
Bilgiler goz oniine alinarak, 2B ve 3B pankreas kanseri hiicre formlarindaki EMT
iligkili belirteclerin ifade seviyelerinin karsilastirilmasi incelenmistir. Hiicre-hiicre
adezyon molekiillerinden biri olan E-kaderin seviyesi incelendiginde, 3B hiicrelerdeki

ifade seviyesi 2B MIAPaCa-2 hiicrelerine kiyasla artis gosterdigi dikkat ¢ekmektedir.
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Mezenkimal belirteglere bakildiginda, 2B MIAPaCa-2 hiicrelerinde, Palbosiklib
uygulamasinda B-katenin seviyesinde anlamli bir degisiklik gozlemlenmezken, sferoid
formlarindaki incelemede PD ile B-katenin seviyesinde artis gozlenmistir. Vimentin
ifade seviyesinin ise PD uygulamasi ile azaldig1 fakat 3B hiicre formlarinda anlaml
bir degisiklik olmadigi goriilmistiir. PD’nin, apoptotik mekanizmada gorevli PARP
lizerinde etkisi gozlenmemistir. Ozellikle artan miR-150 ifadesi ile PD iliskisi
incelendiginde hem 2B hem de 3B hiicre formlarinda E-kaderin ifadesi artarken
B-katenin, vimentin ifadelerinde ve 2B MIAPaCa-2’de PARP ifadelerinin
seviyelerinde azalma goriilmistiir. MIAPaCa-2 hiicre formlar1 karsilastirildiginda
epitel belirteg E-kaderin ve mezenkimal belirteclerin ifade seviyelerinin sferoid
formlarda 2B hiicrelere gore daha yiiksek oldugu dikkat ¢ekmistir (Sekil 4.17).

Literatiirdeki farkli pankreas kanseri hiicreleri ve prostat kanserleri ile yapilan farkli
calismalarda da E-kaderin protein seviyesinin {i¢ boyutlu hiicre formlarinda iki boyutlu
hiicrelere gore artis gosterdigi belirtilmektedir. E-kaderin seviyesindeki bu artisin 3B
hiicre formunu olusturan hiicreler arasindaki kuvvetli adezyonu belirttigi ve boylelikle

hiicrelerin toplu gog¢ edebilmesini destekledigi one siiriilmektedir [134] [135].

Timor migrasyonunda gorevli ZEB-1, EMT siirecinde E-kaderini baskilamakta ve
B-kateninin niikleer translokasyonunun gerceklesmesi ile invaziv hedeflerin
aktivasyonuna sebep oldugu bilinmektedir [136]. 2B ve 3B Capan-2 hiicrelerinde de
artan miR-150 ifadesi ile Palbosiklib iliskisinin ZEB-1 ve B-katenin protein ifade
seviyelerine etkisi incelenmistir. Farkli 2B PK hiicre hatlar1 ile yapilan baska bir
calisma da Capan-2 hiicrelerinde immunoblotlama analizi sonucu, EMT iliskili olan
transkripsiyon faktorlerinden ZEB-1 ifadesinin tespit edilemedigi belirtilmistir [137].
Bu calismada, ZEB-1 ve [B-katenin ifadeleri, 2B Capan-2 hiicrelerinde 3B hiicre
formundaki Capan-2’ye gore daha diisiik seviyede oldugu dikkat g¢ekmektedir.
Palbosiklibin, p-katenin ve ZEB-1 mezenkimal belirteglerin ifade seviyelerini
Capan-2 hiicrelerinde arttirdig1 goriilmektedir. Artan miR-150 ifadesi, Palbosiklib ile
artan ZEB-1 ve B-katenin ifade seviyelerinin baskilanmasini sagladigi gézlenmistir
(Sekil 4.18).
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Protein ifadeleri incelendiginde, 2B MIAPaCa-2 ve 2B Capan-2 hiicrelerinde
Palbosiklib tarafindan baskilanmayan p-katenin ifadesinin, miR-150 ifadesinin hiicre
icinde artmasi ile engellendigi goriilmektedir. Pankreas kanseri hiicreleri ile yapilan
bagka bir c¢alismada da aymi doz (3 uM) Palbosiklib tarafindan [-kateninin
engellenmedigine dair ¢alismalar yer almaktadir [14] [130]. Elde edilen sonuglara
benzer olarak miR-150 ifade artis1 ve PD kombinasyonu ile 2B pankreas kanseri
hiicrelerinde mezenkimal Dbelirteglerin  seviyelerinin  baskilandigi, E-kaderin
seviyesinin de arttig1 goriilmistiir [130]. 2B Prostat kanseri hiicre hatlari ile yapilan
bir ¢alismada miR-150’nin arttirilan ifade seviyesi ile EMT iliskili TRPM4
hedeflemesine bagli olarak B-katenin sinyal yolunun bloke edilmesinde etkili
olabilecegi ve prostat kanserinde tiimor baskilayici gorevinde yer alabilecegi
belirtilmektedir [104]. Ayrica 2B tiglii negatif meme kanseri ile yapilan baska bir
calisma da EMT ve metastaz iliskili HMGA2 proteininin in vivo ve in vitro
caligmalarda miR-150 tarafindan hedeflenmesi ile migrasyon ile metastazi engelleyici
ozellik gosterdigi de ifade edilmistir [105]. Bu sonuglar dogrultusunda incelenen, 2B
ve 3B MIAPaCa-2 ve Capan-2 pankreas kanseri hiicre formlarinda protein seviyeleri
incelenen mezenkimal karakterlerin baskilanmasinin belirlenmesi, artan miR-150

ifadesi iliskili Palbosiklib uygulamalarinin EMT inhibe etkisini vurgulamaktadir.

MIAPaCa-2 ve Capan-2 pankreas kanseri hiicrelerinden yapilan asili damla deneyi ile
tiretilen sferoidleri daha fazla karakterize etmek ve boylelikle 3B kiiltiir
kosullarindaki miR-150 ifade artis1 ve Palbosiklib uygulamalarinin epitelyal
mezenkimal gecis ile iliskili gen ifadeleri tlizerindeki etkisi degerlendirilmek tizere
gergek zamanli PZR analizi gergeklestirildi. EMT mekanizmasinda gorevli dort gen;
epitel belirte¢ E-kaderin, mezenkimal belirteglerde Snail, Twist, MMP-2 gen ifadeleri
incelendi. Normalizasyon 2B kontrol grubu ile yapildi ve 3B MIAPaCa-2 hiicrelerdeki
gen ifadeleri 2B Palbosiklib uygulamasi yapilan MIAPaCa-2 hiicrelerle
karsilagtirillmistir. E-kaderin gen ifadesi 2B kontrol grubu ile karsilastirildiginda 3B
hiicre formlarindan elde edilen total RNA izolasyonlarindaki ifade seviyesinde de artis
goriilmistiir. Palbosiklib uygulamasi ile azalan bu artis, Palbosiklib ile miR-150

ifadesi arttirilan 3B hiicrelerde anlamli olarak arttig1 gozlemlenmistir (Sekil 4.19.).
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2B ve 3B prostat kanseri hiicrelerindeki gen ifadelerinin karsilastirildig: literatiirdeki
bir ¢alisma da 3B formlardaki E-kaderin mRNA seviyelerinin daha yiiksek ¢ikmasi ve
bunun protein seviyeleri ile desteklenmesinin hiicre yapismasinin kuvvetli olmasi ile
iliskilendirilmistir [135]. Projemizde 2B hiicrelerde Palbosiklib tarafindan gen ifadesi
azaldigr goriilen mezenkimal belirteglerden Snail, 2B kontrol grubuna goére 3B
MIAPaCa-2 tim deney gruplarinda artis gosterdigi belirlenmistir. EMT
mekanizmasinda mezenkimal belirte¢ olarak ele alinan transkripsiyon faktorlerinden
biri olan TWIST [138] ise, ¢alismamizda diger mezenkimal belirte¢lere gore 3B
kontrol grubundaki hiicre formlarinda 3,4 kat kadar arttigi goriiliirken, Palbosiklib
uygulanan gruplarda ise bu gen ifadesinde 6 kat gibi 6nemli bir azalma oldugu dikkat
¢cekmektedir. Ana ECM bilesenlerinden biri olan kollajen 1V’iin, matris
metalloproteinazlardan biri olan MMP-2 tarafindan pargalanmasiyla timor
gelisiminde MMP-2’nin invazyonla iliskisi bilinmektedir [139]. Calismamizda
MMP-2 gen ifadesi incelendiginde, 2B kontrol grubuna kiyasla, 3B hiicre formlarinda
miR-150 ile PD kombine grubu haricinde diger deney gruplarinda, ifadesinin daha
yiiksek oldugu gortlmiistiir. 3B MIAPaCa-2 hiicre formlarinda artan miR-150 ifadesi
ile Palbosiklib uygulamalarinin kombinasyonunun, mezenkimal belirtegler lizerindeki
etkilerine bakildiginda, gen ifadelerinin 3B kontrol grubuna gore anlamli 6lgiide
baskilandigi tespit edilmistir (Sekil 4.19.). EMT iliskili genlerin iki farkli kolorektal
kanser hiicre hattinin 2B ve 3B hiicre formlardaki ifade analizinin gerceklestirildigi bir
calisgmada da 3B hiicrelerde 2B hiicrelere gore mezenkimal belirteglerin (ZEBI,
TWIST1, SNAIL1, Vimentin) artan ifade seviyeleriyle birlikte E-kaderin ifadesinde
de artis oldugu goriilmistiir [140]. Farkli pankreas kanseri hiicre hatlarinin kullanildigi
bir caligmada ise Twist, Snail, ZEB1 ve ZEB2 EMT belirteglerinin, yiiksek ifade
seviyesi tespit edilen E-kaderin ile iliskili olarak ifadelerinin neredeyse

belirlenemedigi belirtilmistir [134].

Capan-2 hiicrelerinde bu dort genin ifade seviyeleri incelendiginde ise, E-kaderin ve
MMP-2 genlerinin 3B hiicre formlarindaki ifadeleri dikkat ¢cekmistir. 2B kontrol grubu
ile karsilastirildiginda 3B kontrol grubunda E-kaderin ile MMP-2 gen ifadelerindeki

dikkat ¢eken azalma, Palbosiklib uygulamasi ile 6nemli derecede arttigi 6ne gikmustir.
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3B Capan-2 hiicre formlarinda miR-150 ifadesinin artisinin PD ile kombinasyonu 3B
kontrol grubu ile karsilastirildiginda E-kaderin ve MMP-2 gen seviyelerinde goriilen
artigla birlikte Snail ve Twist gen ifadelerini baskiladigi gozlemlenmistir (Sekil.4.20.).

Gergek zamanli PZR ile elde edilen bu sonuglar g6z dniine alindiginda, 3B MIAPaCa-
2 ve Capan-2 hiicre formlarinda, miR-150 artis1 ile iliskili olarak PD uygulamalarinin
EMT iliskili genler iizerinde etkili olduklar1 belirlenmistir. Epitel belirte¢ E-kaderin
gen ifadesi kombine uygulama ile iki hiicre hattinda da 3B kontrol grubuna gore artis
gosterirken, mezenkimal belirteglerin gen seviyelerini ise genel olarak baskilanmasini

sagladigi anlasilmigtir.

Literatiirdeki bir ¢alismada matriks metalloproteinaz gen ifadelerinin (MMP-2,
MMP9), 2B ve 3B yapilardaki yumurtalik kanseri hiicresinde incelemesi yapilmistir.
Sonuglarda, kullanilan iki farkli 3B hiicre kiiltliri yontemi ile olusturulan hiicre
formlarinda da MMP ifadelerinin bu ¢alismadakine benzer olarak 2B hiicrelere gére
oldukca yiiksek olmasi dikkat ¢gekmistir. MMP seviyelerinin 6zellikle agaroz hidrojel
ile olusturulan 3B hiicrelerdeki bu artisin, hiicreler arast ve hiicre-matriks iligkili
davraniglarinin tiimor bilylimesini tesvik edebilmesiyle in vivo kosullart daha iyi
yansitabilmesini belirtmistir [141]. Karsinom hiicre hattinda yapilan bagka bir
caligmada da incelenen MMP-2 ifadesinin 3B hiicre formlarinda 2B hiicrelere gére
daha yiiksek oldugu tespit edilmis ve ii¢ boyutlu hiicre formlarindaki yiiksek MMP
seviyelerinin  daha kompleks yapidaki ECM  mimarilerini  parcalama
gereksinimlerinden kaynakli olabilecegi belirtilmistir [142].

Calismada E-kaderin gen ifade seviyesi, 3B MIAPaCa-2 kontrol hiicre formlarinda 2B
MIAPaCa-2 kontrol grubuna gore artis gosterirken, 3B Capan-2 hiicrelerindeki ifade
seviyesi 2B Capan-2 hiicrelere gore ¢ok daha az oldugu sonucu ortaya ¢ikmustir.
Benzer bir sonug, gergek zamanli PZR ile 2B ve 3B hiicre formlarindaki gen
ifadelerinin incelendigi baska bir calismada da farkli pankreas kanseri hiicre hatlarinda
farkli E-kaderin ifadeleri goriilmistiir. Mezenkimal belirteglerinde farkli ifadelerde
goriilmesi, hiicre hatlarimin sahip oldugu farkli davramis profillerinden kaynakl

olabilecegini diisiindiirmektedir [134].
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Tez galismasinda elde edilen bulgular géz oniine alindiginda, MIAPaCa-2 ve Capan-
2 pankreas kanseri hiicrelerinde mimik miR-150 transfeksiyonuyla miR-150 ifadesinin
arttirtlmasi ile 6nemli bir CDK inhibitérii olan PD uygulamalarinin, sferoid ¢aplarini
kontrol gruplarma gore dnemli 6l¢iide azaltmasina neden olarak 3B hiicre formlarini
olusumunda etkili oldugu goézlenmistir. miR-150 ifade seviyesinin arttirilmasi ile
olusturulan 3B PK hiicre formlarinda PD’nin koloni olusturma potansiyelini azaltmis,
PD’nin miR-150 ile iliskili olarak hiicre migrasyonunu baskiladigi sonucuna
varilmistir. 2B ve 3B MIAPaCa-2 ve Capan-2 hiicre formlarindan elde edilen epitel-
mezenkimal gegis siireci iliskii mRNA ve protein ifade analizlerinin
karsilagtirilmasinda 2B ve 3B hiicre formlar1 arasinda dikkat ¢eken farkliliklar tespit

edilmistir.

Bu karsilagtirmalarda 2B hiicrelere gore 3B hiicre formlarinda mezenkimal
belirteglerin arttigi ve artan miR-150 ifadesi ve PD uygulamalari ile bu ifadelerin
azaldig1 tespit edilmistir. Bununla birlikte, 3B hiicre formlarinda 2B hiicrelere goére
daha yiiksek olan E-kaderin seviyesinin gosterdigi tizere korunan kuvvetli hiicre-hiicre
yapismasinin, miR-150 ve PD uygulamalar ile arttigi goézlemlenmistir. Projede
amaglandig1 gibi, sonu¢ olarak 3B MIAPaCa-2 ve Capan-2 pankreas kanseri hiicre
formlarinda, miR-150 ile CDK4/6 inhibitorii Palbosiklib sinerjistik etki gostererek
mezenkimal karakterlerin baskilanmasini saglamistir. Hasta modelleri {izerinde
yapilacak klinik arastirmalarda ve PK kombine terapilerinde miR-150 ifadesinin

kullanilabilecegine yonelik umut verici 6nciil sonuglar elde edilmistir.
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7. EKLER

7.1. EK A: Cihaz Listesi

Tablo 7.1. Kullanilan Cihazlarin Listelenmesi

URUN ADI URUN KODU FIRMANIN ADI
IBuharli Sterilizator OT 90L INiive
Buz Makinesi IAF80 Scotsman
CO; inkiibatorii 50116047 'Thermo Fsiher Scientific
Calkalayici GyroTwister Labnet
Derin Dondurucu Ultra Low Temperature Freezer ARCTIKO
(ULTF)
Dikey Jel Elektroforezi Sistemi  [Mini-PROTEAN Tetra Cell BioRad

Distile Su Cihaz1

Tank 30 Liter PE/Milipore

Labor Teknik

Dondurucu (-80°C)

Ultra Low Temperature Freezer
Innova U725

New Brunswick Scientific

Elektroforez Donanimlari BioRad
Floresan Mikroskop IX71 Olympus
Gergek Zamanli PZR Cihazi CFX Connect BioRad
Gii¢ Kaynagi PowerPac Basic BioRad
Hassas Tart1 LE6202S Sartorius

Hemositometre

Neubauer Improved

Assistent Germany

Isitic1 Blok HB120-S DLAB
invert Mikroskop Model adi: XDS-1B SOIF
Kemiliiminesans Goriintiileme  |[ChemiDoc MP System 1708280  |BioRad
Cihazi

IKuru Hava Sterilizator FN120 Niive

Laminar Flow

HERASAFE KS

Thermo Scientific

Manyetik Karigtirict SB162 Stuart
Mikrodalga Firin MD 595 IArcelik
Mikropipetler CAPP
10 pl, 200 pl, 1000 pl

Mikroplaka Okuyucu iMark BioRad
Mini Santrifiij Cihaz1 CR-1512 CAPP

Mini Spin Cihaz1

Fisherbrand 15358266

ThermoFisher Scientific

Optik Mikroskop TH4-200 Olympus
Otoklav 0T032 Niive
Otomatik Hiicre Sayaci EVE™/EVE-MC NanoEntek

pH Metre

Orion STAR A211

Thermo Scientific
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pH Metre Seven Easy Mettler Toledo
PCR Kapaklari, Stripler AB-0783 'Thermo Scientific
Saf Su Cihazi Direct-Q 5UV Labor Teknik
Santrifiij NF 200 Niive

Silindir Dondiiriicii SRT6D Stuart
Spektrofotometre IMPLEN NanoPhotometer BO-GA

Su Banyosu BM302 INiive

Termal Dongiileyici MyCycler Thermal Cycler BioRad

Ustten Donduruculu Buzdolabr  [KSU40631NE Bosch

'Yiiksek Hizli Santrifiij 5430 R Eppendorf
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7.2. EK B: Hiicre Kiiltiirii Donanim Listesi

Tablo 7.2. Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Donanimlarin Listesi

URUN ADI URUN KODU FIRMANIN ADI
Capan-2 HTB-80 ATCC
MIAPaCa-2 CRL-1420 ATCC

Egimli Boyun 25 cm? Hiicre 707001 NEST

Biiyiitme Kaplari

25 cm? Hiicre Biiyiitme Kaplar1 | 90026 TPP

75 cm? Hiicre Biiyiitme Kaplar1 | 90076 TPP

40 mm Hiicre Biiyiitme Kaplar1 | 93040 TPP

60 mm Hiicre Biiyiitme Kaplar1 | 93060 TPP

100 mm Hiicre Biiyiitme | 704001 NEST

Kaplar1

150 mm Hiicre Biiyiitme | 715001 NEST

Kaplar1

Kriyojenik Sise 607001 NEST

96 Kuyucuklu Hiicre Kabi1 92096 TPP

15 ml Santrifiij Tiipleri 5100015 CAPP

50 ml Santriftij Tiipleri 430828 CORNING
DMEM P04-03590 PAN Biotech
Fetal S1gir Serumu Gelismis FBS-11A Capricorn Scientific
(FBS)

miScript miRNA Mimic Qiagen
Palbosiklib (PD-0332991) HCI | S1116 Selleck Chemicals
Penisilin/Streptomisin P06-07100 PAN Biotech
Serolojik Pipet (10 ml) SP-10-C CAPPHarmony
Transfeksiyon Ajani 15081 INtRON BIOTECHNOLOGY
Tripsin-EDTA (0.25%) (1X) SH40003.01 HyClone

94




7.3. EK C: Kimyasal Listesi

Tablo 7.3.1. Kullanilan Kimyasallarin Listesi

URUN ADI URUN KODU FIRMANIN ADI
Agaroz (Tip 1) 121853 MERCK
Akrilamid/Bis-Akrilamid (%30 ¢ozelti, A0011 BIOBASIC

37.5:1)

APS A2941 AppliChem

Asetik Asit 901.013 ISOLAB
Coomassie Brilliant Blue R-250 Staining 1610436 BioRad

Solution

DEPC A0881 AppliChem

DMSO D1370 Duchefa Biochemie

1 kb DNA Ladder

GeneRuler SM0311

Thermo Scientific

DNA Jel Yiikleme Boyasi (6X) RO611 Thermo Scientific
DPBS (10x) P04-53500 PAN Biotech
Etanol TK.200650 Teksoll

Glisin 1275KG001 BIOFROXX
Hidrojen Peroksit %35 1086001000 MERCK

iScript cDNA Sentez Kit 1708891 BioRad
2-Propanol (izopropanol) 1096342500 MERCK

Metanol 34860 Honeywell
miRNeasy Mini Kit 217004 Qiagen

miScript Il RT Kit 218161 Qiagen

miScript SYBR Green PCR Kit 218073 Qiagen
Kloroform 1024452500 MERCK

Kristal Viyole FN1048735 MERCK

Luminol A2185 AppliChem
M-PER Memeli Protein Ekstraksiyon 78505 ThermoFisher Scientific

Reaktifi
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p-Kumarik Asit C9008-1G Sigma-Aldrich
Ponceau S Soliisyonu A2935 Applichem
Proteaz Inhibitor Kokteyli 87786 ThermoFisher Scientific

Proteaz Inhibitor Tablet (EDTA icermez) A32955

ThermoFisher Scientific

Protein Marker

PageRuler Plus
Prestained Protein

Thermo Scientific

Ladder 26619
PureZOL RNA izolasyon Ajani 7326890 BioRad
Saf Etanol 920.026 ISOLAB
SDS 1177GR100 BIOFROXX
Sybr Safe MG-SSGD-01-1000 | Hibrigen
TEMED 8027ML100 BIOFROXX
Tris Hidrokloriir 648317 CALBIOCHEM
Tween-20 A600560-0500 Sangon Biotech

Yagsiz Siit Tozu

1172KG001

BIOFROXX

Tablo 7.3.2. %12'lik SDS-PAGE Jel Hazirlama (1 Jel i¢erigi)

%12’lik Jel icerigi Ayirma Jeli (Alt jel) Yiiriitme Jeli (Ust Jel)
dH20 1,7 ml 1,5ml

1.5M Tris-HCI (pH 8.8) 1,25 ml -

0,5M Tris-HCI (pH 6.8) - 625 ul

%10 SDS 50 ul 25 ul
Akrilamid/bisakri 2ml 335 ul

Amonyum persiilfat (APS, %10) 40 pl 25 ul

TEMED 5ul 2,5 ul
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Tablo 7.3.3. Kullanilan Primer Dizileri

Gen Ismi | Forward Primer Dizisi Reverse Primer Dizisi

E-Kaderin | 5> ATTTTTCCCTCGACACCCGAT3’ 5’TCCCAGGCGTAGACCAAGA3Z’
MMP-2 5’GATACCCCTTTGACGGTAAGGA3’ | 5’CCTTCTCCCAAGGTCCATAGC3’
Snaill 5’ACTGCAACAAGGAATACCTCAG3’ | 5’GCACTGGTACTTCTTGACATCTG3’
Twistl 5’GTCCGCAGTCTTACGAGGAG3’ 5’GCTTGAGGGTCTGAATCTTGCT3’
B-Aktin 5’TTCCTGGG...GGAGTCCT3’ 5’AGGAGGAG...TCTTGATC3’

Tablo 7.3.4. Kullanilan Antikorlar

Antikor ismi Katalog Numarasi Firmanin Adi

Anti-rabbit HRP-linked 7074 Cell Signaling Technology
E-Kaderin 24E10 Cell Signaling Technology
GAPDH 607904 BiolLegend

PARP 9542 Cell Signaling Technology
Vimentin D21H3 Cell Signaling Technology
ZEB1 D80D3 Cell Signaling Technology
B-Aktin 664804 BioLegend

B-Katenin D10A8 Cell Signaling Technology
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7.4. EK D: Kullamlan Tamponlarin Icerigi

* Amonyum Persilfat (%10)
1 g tartilan APS 10 ml distile su ile ¢ozdiiriiliir. Hazirlanan ¢ozelti -20°C’de saklanir.
* Bloklama siitii (%5)

50 ml olarak hazirlanan bloklama siitli i¢in 2,5 g tartilan yagsiz siit tozu TBS-T

(TBSTween20) ile tamamlanarak karistirict yardimi ile ¢oziiniir.
* Bradford Reaktifi

Ana stok 100 mg Coomassie Brilliant Blue(G-250) boyasi, %95°lik etanolden 50 ml,
%85’lik fosforik asitten 100 ml, 1000 ml distile su icerisinde ¢oziiniir. Tamamen
¢oziinen ana stok 0,22 pm por ¢apina sahip filtreler yardimi ile siiziiliir ve aliiminyum

folyo ile kaplanarak +4°C’de saklanir.
* Etanol (%70)

500 ml olarak hazirlanan ¢6zeltide 350 ml saf etanol 150 distile su ile diliie edilerek

kullanilir.
* Hiicre Besiyeri

DMEM besiyeri (500 ml) igerisine 0,22 pm por ¢apina sahip filtreden gegirilerek
kullanilan %10 fetal sigir serumu (FBS) ve %1 Penisilin/Streptomisin eklenerek

hazirlanir. Kullanima hazir olarak 50 ml santrifiij tiipler icerisinde +4°C’de saklanir.
* Hiicre Dondurma Medyasi

9 ml fetal sigir serumuna (FBS) ve 1 ml dimetil siilfoksit (DMSO) iceren hiicre
dondurma medyasi1 0,22 pm por ¢apina sahip filtre ile siiziilerek hazirlanir ve medya

20°C’de saklanir.
» Kemiliiminesans Membran Goériintiilleme Cozeltisi

Goriintiileme i¢in A ve B olmak iizere iki ¢Ozelti hazirlanir. A ¢ozeltisi, 9 ml distile
suya 1 ml 1M Tris-HCI pH=8,5 ardindan 50 ul Kumarik asit ve 200 pl Luminol
eklenerek hazirlanir. B ¢ozeltisinde ise 9 ml distile suya 1 ml 1M Tris-HCI pH=8,5

ardindan 10 pl Hidrojen Peroksit eklenerek hazirlanir.
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* Kristal Viyole

Kristal viyole 0,05 gr tartilarak 2,5 ml %100 metanol igerisine eklenir ve distile su

eklenerek soliisyon 10 ml’e tamamlanir.

» Kumarik Asit

0,15 g tartilan Kumarik asit 10 ml etanol ile ¢ozdiirtiliir ve +4°C’de saklanir.
* Laemmli (5X) Tamponu

10 ml olarak hazirlanacak Laemmli yiikleme tamponu; 2 ml Tris-Cl ¢ozeltisi (1,5 M,
pH=6,8), 0,5 ml Bromofenol mavisi (%1), 5 ml Gliserol, 2,5 ml 3-merkaptoetanol, 2,0
gr SDS i¢ermektedir. Hazirlandiktan sonra -20°C’de saklanir.

* Luminol

0,44 ¢ tartilan Luminol 10 ml dimetilsiilfoksit (DMSO) ile ¢ozdiiriiliir ve -20°C’de

alliminyum ile sarilarak saklanir.
* Mild Strip Tamponu

11 i¢in tartilan 15 g Glisin ve 1 g SDS ile 10 ml Tween 20, 800 ml distile su igerisinde
manyetik karistirict kullanarak ¢ozdiiriiliir ve pH’1 2,2 olarak ayarlandiktan sonra

distile su ile 1000 ml’e tamamlanarak hazirlanir.
* Memeli Hiicre Lizis Tamponu (CLB)

10 ml M-PER memeli protein ekstraksiyon reaktifi i¢erisine 1X diliie edilerek eklenen

proteaz inhibitdr kokteyli ile hazirlanan hiicre lizis tamponu +4°C’de saklanir.

« Palbosiklib

10 mM ana stok dH2O i¢inde ¢oziilerek hazirlanir. 1:10 diliie edilerek kullanildi.
* SDS (%10)

1 g tartilan SDS 10 ml distile su igerisinde ¢oziinerek hazirlanir.

* 5X TBE

800 ml distile su igerisine alinan 54 g Tris baz, 27,5 Borik asit ve 20 ml 0,5 M EDTA,
pH= 8 olarak ayarlandiktan sonra ¢ozelti 1000 ml’ye tamamlanarak hazirlanir. Ana
stok konsantrasyonu 5X olarak hazirlandiktan sonra kullanilmak iizere 1X TBE’e

cevrilir.
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* 10X TBS

5,6 g Tris-baz, 88 g NaCl ve 24 g Tris-HCI 900 m1’de manyetik karistirict kullanilarak
¢Oziiliir. SM HCI ve 5M NaoH yardimi ile pH=7,6 olarak ayarlanir ve ¢ozelti 1000
ml’ye tamamlanarak hazirlanir. Ana stok olarak hazirlanan 10X TBS, distile su ile 1X

TBS’e gevrilir.

* IXTBS-T

10X TBS’ten ¢evrilen 1X TBS’e Tween 20 eklenerek hazirlanir.
* Transfer Tamponu (10X)

10X ana stok transfer ¢ozeltisinden 11 hazirlamak igin 30,3 g Tris-Baz, 144 g Glisin
tartilir ve dnce 800 ml distile su ile manyetik karigtirici kullanilarak ¢oziiliir. 8 ila 9
pH araliginda ayarlandiktan sonra 1000 ml’ye tamamlanir. 1X’e ¢evirirken 100 ml
transfer tamponuna 700 ml distile eklendikten sonra 200 ml metanol eklenerek 1000

ml’ye tamamlanir.
* Yiiriitme tamponu (10X)

11 10X ana stok hazirlanmasi i¢in 30,3 g Tris Baz, 144 g Glisin ve 10 g Sodyum
Dodesil Siilfat (SDS) tartilir ve 6nce 800 ml distile su ile ¢oziiliir. 8 ila 9 pH araliginda
ayarlandiktan sonra 1000 ml’ye tamamlanarak hazirlanan ana stok, distile su ile 1X’e

cevrilerek kullanilir.
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