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OZET

Pankreatik Duktal Adenokarsinoma Hiicrelerinde CD44’iin, Ekstraselliiler

Matriks Yikimina Olan Etkisinin Degerlendirilmesi

Pankreatik duktal adenokarsinoma (PDAC) mortalitesi en yiiksek kanser
tiirleri arasinda yer alir. PDAC’in erken evrede metastaza ugramasi ve erken tani
belirteglerinin olmamasi, bunun yani sira hastaliga kars1 gelistirilen ilag stratejilerin
yogun desmoplastik stroma nedeniyle kanser hiicrelerine ulagamamasi tedaviyi
zorlastirmaktadir. Bu tez ¢alismamizda hiicre yiizey adezyon reseptorii olan CD44
transmembran glikoproteinin  ekstraselliller matriks yikimina olan etkisini
degerlendirmek i¢in Panc-1 ve MiaPaCa-2 hiicre hatlarinda CD44 siRNA
transfeksiyonu sonras1 CD44 ve Integrin B1 mRNA ekspreyonu, kollajen IV ve
fibronektin protein ekspresyonu seviyeleri belirlenmistir. 50 nM CD44 siRNA
uygulamasi sonrast Panc-1 hiicrelerinde hiicre canliligt %55,4, MiaPaCa-2
hiicrelerinde ise %52,5 olarak goriilmiistiir. Uygulanan CD44 siRNA dozajinin
hiicrelerde sitotoksisiteye yol agmadigi tespit edilmistir. CD44 siRNA transfeksiyonu
sonucu CD44 ve integrin f1 mRNA ekspresyonu Panc-1 hiicrelerinde sirasiyla 0,13
ve 0,35 olarak degerlendirilmistir. MiaPaCa-2 hiicrelerinde ise CD44 mRNA
ekspresyon seviyesi 0,08, integrin 1 mRNA ekspresyon seviyesi ise 0,20 diizeyinde
degerlendirilmistir. CD44 siRNA transfeksiyonuna bagli fibronektin ve kollajen IV
protein ekspresyon seviyeleri incelendiginde Panc-1 hiicrelerinde fibronektin protein
ekspresyon seviyesi 0,81, kollajen 1V protein ekspresyon seviyesi ise 0,87 olarak
tespit edilmistir. MiaPaCa-2 hiicrelerinde ise fibronektin protein ekspresyon seviyesi
0,39, kollajen 1V protein ekspresyon seviyesi 0,52 olarak tespit edildi. Calisma
sonuglarina goére CD44 proteinin ekstraselliiler matriks yikiminda MiaPaCa-2
hiicreleri iizerinde Panc-1 hiicrelerine gore daha fazla etkili oldugu degerlendirildi.

Anahtar Kelimeler: CD44, Ekstraselliiler Matriks, siRNA, PDAC



ABSTRACT

The Evaluation of The Effect of CD44 on Extracellular Matrix Destruction in
Pancreatic Ductal Adenocarcinoma Cells

Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) is most lethal cancer in many
cancer types. PDAC's early metastasis and lack of early diagnostic markers, as well
as drug strategies developed against the disease, cannot reach cancer cells due to
intense desmoplastic stroma. In this study, we evaluated CD44 and Integrin B1
MRNA expression, collagen IV and fibronectin protein expression after CD44
SiIRNA transfection in Panc-1 and MiaPaCa-2 cell lines in order to evaluate the effect
of cell surface adhesion receptor CD44 transmembrane glycoprotein on extracellular
matrix destruction. Cell viability was %55,4 in Panc-1 cells and %52,5 in MiaPaCa-2
cells after 50 nM CD44 siRNA application. It was determined that the administered
CD44 siRNA dosage did not cause cytotoxicity in the cells. CD44 and integrin 1
MRNA expression as a result of CD44 siRNA transfection was evaluated as 0,13 and
0,35 in Panc-1 cells, respectively. In MiaPaCa-2 cells, CD44 mRNA expression level
was 0,08 and integrin f1 mRNA expression level was 0,20. When the fibronectin and
collagen IV protein expression levels due to CD44 siRNA transfection were
examined, fibronectin protein expression level was 0,81 and collagen IV protein
expression level was 0,87 in Panc-1 cells. In MiaPaCa-2 cells, fibronectin protein
expression level was 0,39 and collagen IV protein expression level was 0,52.
According to the results of the study, it was evaluated that CD44 protein was more
effective on MiaPaCa-2 cells than Panc-1 cells in extracellular matrix destruction.

Keywords: CD44, Extracellular Matrix, SiRNA, PDAC
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1. GIRIS

Pankreas endodermden koken alan glikoz homeostazisinde, karbonhidratlarin
ve proteinlerin sindiriminde gorev alan enzimlerin salgilandig1 bir organdir. Eksokrin
ve endokrin pankreas olmak iizere iki kisimdan olugmaktadir. Eksokrin pankreas
birbiriyle iligkili dallanmalar gosteren dukt ve asinar hiicrelerden olusur. Dukt ve
asinar hiicrelerin irettigi inaktif durumdaki sindirim enzimleri gastrointestinal
bosluga salgilanir. Endokrin pankreastan ise langerhans adalarinda yer alan dort
farkl ¢esidi bulunan endokrin hiicrelerden glikoz homeostazisini diizenleyen instilin
ve glukagon hormonlar1 salgilanir (1). Pankreasin yapisinda meydana gelen
fizyolojik ve molekiiler degisimler malignansiye yol acarak pankreas kanserlerinin
Olusumunu baglatir. Pankreasin dukt hiicrelerindeki neoplazm, invazyon ve
molekiiler mekanizmalarin  hasarlarindan  kaynaklanan  pankreatik  duktal
adenokarsinoma (PDAC) tiim pankreas kanserlerinin %95’ini olusturmaktadir. Bu
hastaliga yakalananlarin 5 yil igerisinde hayatta kalma orani %2-3 oraninda
degismektedir. Pankreatik duktal adenokarsinomanin bu denli 6liimciil olmasinda
erken evre tani belirteclerinin olmasi, kemoterapi ve apoptozise direng, hastaligin
erken evrede metastaza ugramasi, pankreasin viicuttaki yerleskesinden dolayi cerrahi
operasyon yapmanin zorlugu gosterilebilir (2). Pankreatik duktal adenokarsinoma
cevresel ve genetik faktorlerle yakindan iligkilidir. Obezite, sigara kullanimi, uzun
stireli kronik pankreatitis, diyabet, ilerleyen yas pankreatik duktal adenokarsinoma

i¢in risk faktorleridir.

Kemoterapi, cerrahi operasyon, radyoterapi, nanolipozomal tedavi
yontemleri, CAR-T hiicreleri, kodlama yapmayan oligoniikleotid bazli terapotikler
pankreatik duktal adenokarsinomanin tedavisinde yogun stroma bariyerinden
gecememektedir. Pankreatik duktal adekarsinoma hiicrelerinin yogun stromayla kaph
olmasi, tiimor mikrogevresinin kanser hiicrelerini tarafindan immun baskilanmasi,
apoptozise kars1 hiicrelerin direng gelistirmesi kullanilan tedavi yontemlerinin etkisiz
kalmasiyla iligkilidir (2). Timor mikrogevresinin, ekstraselliiler —matriks
komponentlerinin, hiicreler arasi etkilesimlerin molekiiler mekanizmalarinin
aydinlatilmas1 yeni terapdtik yaklagimlarin gelistirilebilmesi i¢in hayati 6nem

tagimaktadir. PDAC hiicrelerinin ekstraselliiler matriks komponentlerinin yikimi,



yapimi ve bu komponentlerin proteolize ugramasi ile metastatik potansiyeli
artmaktadir. Bu hiicrelerin ekstraselliiler matriks ile etkilesimi ve diger hiicrelerle
kurdugu hiicre-hiicre etkilesimi de hastalifin metastatik indeksini yiikseltmektedir.
Hiicre yiizeyinde yer alan Cluster of Differentation (CD) reseptor familyasinin hiicre-
hiicre ve hiicre- ekstraselliiler matriks etkilesiminde 6nemli bir yeri vardir. CD
reseptor familyasinin  400°den fazla {iiyesi vardir. Gilinimiizde yeni  CD
reseptdrlerinin bulunmastyla bu sayist daha da artmaktadir. CD’ler immiin sistemin
diizenlenmesinde, kok  hiicrelerin  farklilasmasinda, ekstraselliiler —matriksin
stabilizasyonunda, hiicrelerin adezyonunda rol oynamaktadir. CD ekspresyonlarimin
artmast  veya azalmasi  birgok  biyokimyasal  reaksiyon ve  hiicre

immiinofenotiplendirmesi i¢in biyobelirte¢ gorevi goriir.

Yapilan tez calismast icin sectigimiz CD44, pankreatik duktal
adenokarsinoma igin bir biyobelirtectir. CD44 aracili ekstraselliller matriks
komponentlerinin degradasyonuna ait molekiiler mekanizmalarin aydinlatilmasi, yeni

terapotik yaklagimlarin gelistirilmesi i¢in hayati dnem tasimaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Pankreatik Duktal Adenokarsinoma (PDAC)

Pankreas endodermden kokenlenen, endokrin ve ekzokrin olmak iizere iki
kisimdan olusan bir organdir. Pankreasin ekzokrin kisminda iiretilen protein ve
karbonhidrat sindiriminde gorevli enzimler dukt kanali ile duodenuma aktarilir.
Pankreas kanserlerinin %95’ini ekzokrin pankreas kaynakli pankreatik duktal
adenokarsinom (PDAC) olusturur. PDAC dukt yapisinda meydana gelen tiimorlesme
ile baslar. Ilerlemis yas, sigara kullanimi, obezite, uzun siireli kronik pankreatitis,
genetik yapi1 gibi risk faktorleri PDAC olusumunu indiikler (1,3). Asya ve Amerika
kitalarinda 100.000 kisiden 9,8‘si PDAC sebebiyle hayatim1 kaybetmektedir (4).
Hastaligin baslica semptomlari1 olarak sar1 goriintimlii deri, abdominal agr1 ve sirt
agrisi, idrarda siyahlagsma, asir1 kilo kaybi sayilmaktadir. PDAC’nin giiniimiizde
tedavisi i¢in klinikte baslica gemsitabin olmak iizere Nab-Paclitacel, Irinotecan
lipozom enjeksiyonu, oxaliplatin ve 5-florourasil kullanilmaktadir. Sadece
gemsitabin kullanimiyla hastalarda sagkalim siiresi ortalama 6,6 ay wuzarken,
gemsitabinin Nab-Paclitaxel ile kombine edilerek klinikte kullanimi sonucu
hastalarda sagkalim siiresi 8,7 aya ¢ikmistir. Yapilan diger bir klinik ¢alismada 5-
florourasilin oxaplatin ve irinotecan ile kombine edilerek metastatik PDAC
vakalarina uygulanmasi sonucu ortalama sagkalim siiresi 11,1 ay olarak gozlenmistir
(5). PDAC olusmasinda hiicre dongiisiinii saglayan molekiiler mekanizmalarin
bozulmasi, hiicrelerin apoptozise ve kemoterapiye direng gelistirmesi, kanser kok
hiicreleri kaynakli hiicre ylizey adezyon reseptorlerinin artmasi, hiicrelerin timor
mikrogevresiyle etkilesimi sonucu sitoplazmik iskelet yapisinin degismesi,
mitokondriyal oksidasyon yoluyla hiicresel enerji saglayan mekanizmalarin
bozulmasi, hipoksi olusumu, pankreatik dukt epitelinin morfolojik yapisinin

degisimi, stromal yapinin degisimi gosterilebilir (6).



2.2. PDAC’de Molekiiler Mekanizmalar

2.2.1. Hiicre Proliferasyonu

Hiicrelerin ¢ogalmasinda hiicre dongiisii ve Ras/Rat/MEK/ERK ve
Akt/mTOR gibi proliferatif hiicre i¢i sinyal yolaklart etkin rol oynamakla birlikte bu
mekanizmalar fizyolojik sartlarda kontrolii saglayan mediyatdrlerin eksprese olmasi
ile denge icerisindedir. Ancak, hiicre proliferasyonunundaki kontroliin bozulmasi ve
dengenin asir1 c¢ogalma yonline kaymasi nedeniyle kanserlerin gelisimi
gerceklesmektedir. PDAC’nin  ortaya ¢ikmasinda da pankreatik hiicrelerin
proliferasyon dengesinin bozulmasi tiimorlesmeye yol acan etkenler biridir,
Proliferasyonun bozulmasinda DNA onarim mekanizmasin1 saglayan genlerin
mutasyona ugramasi, hiicre dongiisii kontrol noktalarinda gorev alan proteinleri
kodlayan genlerin mutasyona veya delesyona ugramasi, ayrica proliferasyondan
sorumlu hiicre i¢i sinyalizasyonunu artmast sorumlu tutulmaktadir (7). Bu hiicre i¢i
sinyal proteinleri icerisinde en Onemlilerden olan K-Ras proteini, DNA iizerinde
12p12.1 konumunda lokalize olan genden ifade edilmektedir. K-Ras proteini,
icerdigi GTP/GDP baglayan domainler sayesinde GTP bagladigi zaman aktif, GDP
bagladiginda ise inaktif durumdadir. K-Ras’in igerisindeki intrinsik GTPaz aktivitesi
sayesinde GTP, GDP’ye hidroliz edilerek K-Ras inaktif konuma gecer. Ancak bir¢cok
kanser olgusunda oldugu gibi pankreas kanserinde de K-Ras genindeki mutasyonlar
sonucunda genetik veya epigenetik nedenlerden dolayr genin ekspresyonu asiri
derece artmaktadir. PDAC vakalarinda da K-Ras genindeki mutasyon orani %90 gibi
yiksek bir degerdir. PDAC’de K-Ras geninin 12, 13, 60 ve 61. kodonlarinda
mutasyon tespit edilmistir. Bu mutasyonlar sonucunda, biiyiime faktorleri tarafindan
uyarilan Ras/Raf/MEK/ERK sinyal yolag: siirekli aktif kalarak hiicreyi kontrolsiiz
boliinmeye tesvik etmektedir (8). Bunun yani sira G1/S fazinda DNA hasar1 tespit
eden ATM ve ATR genlerinde meydana gelen mutasyonlar da tiimoérlesmeye yol
acmaktadir. ATM, DNA’daki cift iplik kiriklarin1t ATR ise, tek iplik kiriklarini tespit
ederek alt hedefleri olan Chkl ve Chk2 protein kinaz enzimlerini fosforile eder ve
takibinde de bir transkripsiyon faktorii olan p53 proteinini fosforile ederek aktif
konuma geger. Normalde hiicre igerisinde kisa siire i¢inde pargalanacak olan p53

proteini fosforillendikten sonra kararli hale gelir. Aktif olan p53 proteini de p21’°in



transkripsiyonunu arttirarak hiicre diingiistinii G1, G1/S ve S evrelerindeki kontrolii
saglayan Siklin/Cdk komplekslerini inhibe ederek dongiliyli durdurur. Bu nedenle
onemli bir timor baskilayici bir gen olan p53 geninde olusan bir mutasyon
sonucunda ne DNA tamiri gergeklesir, ne hasar algilanip hiicre dongiisii durur ne de
hasar onarilamayacak boyutta ise hiicre apoptoza gider; boylelikle hasarli DNA’lar
kontrolsiiz bir sekilde yavru hiicrelere aktarilarak ileri mutasyonlarin gergeklesmesi
icin yol acilmis olur (9). Bir¢ok kanser tiirlinde oldugu gibi PDAC vakalarininda da
en az %40 oraninda p53 mutasyonu oldugu tespit edilmistir. Tiimor supresor 6zellik
gosteren pS53 geninde meydana gelen mutasyonlarin PDAC’de invazyon ve lenf nodu

metastazini arttirdigi belirlenmistir (10).

2.2.2. Apoptozis

Apoptozis normal dokularda homeostazinin saglanmasi i¢in gerceklesen
programlt hiicre Olimiidiir. Bu mekanizma hasarli, enfekte olmus ve yaslanmig
hiicrelerin eliminasyonu i¢in elzemdir. Ancak hiicrelerin apoptozise direng
gostermesi sonucunda hasarli hiicreler programli hiicre 6liimiine gidemez (11).
Boylelikle tiimorlesme baslar. PDAC’de iki ana apoptozis sinyal yolaginin
kontroliiniin bozuldugu gézlenmistir. Bunlardan ilki mitokondriyal apoptozis ile Bcl-
2, Bcl-xL ve Mcl-1 faktorlerinin hiicresel stres, biiyiime faktorii yoklugu, sitotoksik
ajanlar veya onkogen aktivasyonu etkisiyle etkinlesmesidir. Bel protein ailesi BAX-
like ve BH-3 olmak iizere iki alt gruba sahiptir. Hiicresel stresin artmasiyla BH-3
aktiflesir. Aktiflesen BH-3, BAX-like grubunu uyararak Bcl proteinlerinin
ekspresyonunu arttirir. PDAC vakalarinda Bcel ekspresyonunun azaldigi gozlenmistir.
Ikincil apoptotik sinyal yolagi ise, mitokondriden bagimsiz olup burada 6liim
reseptorleri kilit rol oynar. Bu reseptorler; baslica Tiimor Nekrozis Faktor (TNF),
Fas-L ve TRAIL ligandlarimin baglanmasiyla etkinlesir. Aktif 6liim reseptorleri
tarafindan parcalanarak aktif hale gelen kaspaz-8, kaspaz-3, kaspaz-6 ve kaspaz-7’i
aktiflesirerek hiicrenin apoptoza gitmesini uyarir. PDAC vakalarinda ise trozin
fosfataz aktivitesi olan FAP-1 proteinin artmis ekspresyonu sonucunda, FAS aracili
kaspaz-8 aktivasyonunu inhibe olmaktadir (12). Apoptozise direng gelistiren
Pankreas kanseri hiicrelerinde NF-kB sinyal yolaginin inhibisyonuna bagl anti-

apoptotik proteinlerin ekspresyonun azaldigi gozlenmistir (13).



2.2.3. Otofaji

Otofaji, programl hiicre 6liim yollarindan birisi olup hiicrelerin lizozomal
enzimler varliginda parcalanarak geride kalan organik molekiillerin yeni hiicrelerin
olusumu i¢in harcandigr bir geri donlisim mekanizmasidir. Otofaji, molekiiler
anlamda fagafor, otofagazom ve otofagolizozom olusumu asamalarindan olusan 3
asamal1 bir sitireci icermektedir. Hiicre membrani veya endoplazmik retikulum
membranindan koken alan fagafor, pargalanmak istenen hiicre, organel, protein gibi
birgok farklt komponenti igine alarak parcalanmaya hazir hale getirir. Otofajinin
kontroliinde birgok faktor rol oynamakla birlikte bunlardan en 6nemlileri Atg otofaji
iliskili gen (Atg) tarafindan kontrol edilen en az 18 farkli Atg proteinleridir. Atg
proteinleri, parcalanacak kargoyu tanima, kargonun icine alindigi vezikiil sekli,
kargo paketleme gibi siiregleri yoneterek otofagozom kompleksi olusumunu
saglarlar. Olusan otofagozomlar lizozomlar ile birleserek kargo sindirimini
gerceklestirir. Otofajinin baglangici yani fagafor olusumu otofajinin en Onemli
kontrol asamasi olup bu siireg, ULK kinaz kompleksi ve Bcl-2 aracili Beclin-1
tarafindan kontrol edilir (14). Otofaji ile transkripsiyonel aktivasyon ve post-
translasyonel modifikasyon arasinda siki bir bag bulunur. Ciinkii biiyiime faktori
yetersizligi, ER stresi, hiicresel aglik, hipoksi gibi durumlar otofaji baslangicini

uyarir (15).

Otofaji kanser ile yakindan iligkilidir. Ancak bu iligki kanserin hangi evrede
olduguna gore degisir. Erken evre kanserlerde otofaji inhibe olurken, tersine ileri
evre kanserlerde ise aktive olur. Ciinkii ileri yani metastatik evrede yeni hiicrelerin
olugmasi i¢in gerekli organik molekiiller, otofajik hiicre Oliimiinlin artmasiyla
saglanir. Bu noktada otofaji, bir hayatta kalim mekanizmas1 olarak caligmaktadir.
Otofagozom olusumunda 6nemli rol oynayan mikrotiibiil iligkili LC3 proteinin GFP
ile isaretlenmesi sonucu PDAC hiicrelerinde bazal otofajinin yiiksek oldugu tespit
edilmistir. PDAC’de tiimor gelisiminin saglanmasi igin hiicreler otofajinin artmasina
ihtiya¢ duyar. Otofajinin genetik ve farmakolojik inhibisyonu ROS enzimlerinin
ekspresyonunun artmasina neden olur. Bu durum oksidatif DNA hasarina ve
metabolik  defektlere yol acarak mitokondriyal oksidatif  fosforilasyon

mekanizmlarini bloke eder. Boylelikle tiimor gelisimi engellenir (16).



2.2.4. Epitelyal-Mezenkimal Ge¢is (EMT) ve Mezenkimal-Epitelyal Gegis
(MET)

EMT, dokularin fenotipik yapisini epitelyal formdan mezenkimal forma
gegciren bir hiicresel programdir (Sekil 2.1). Epitelyal-mezenkimal form mozaik bir
yapida goriilebildigi gibi, epitelyal formun tamamen mezenkimal forma gectigi
durumlar goriilmiistiir. Embriyonal gelisim gibi fizyolojik siire¢lerde dnemli olan
EMT’nin kontroliinde meydana gelen bozukluk sonucunda, kanser hiicrelerinin
metastatik potansiyelinin artarak kanserin ilerleyisini uyarmaktadir. Ciinkii
mezenkimal karaktere sahip olan bir kanser hiicresi, kok hiicre 0Ozelliklerini
tasimasindan dolayr hem kanserin metastazini hem de kanser hiicrelerinin
heterojenitesini arttirarak kanserin hem ilerleyisine hem tedavideki etkinligin
giicliigiine hem de yillar sonra kanser niikslerinin gelismesine neden olur. Hiicrelerin
epitelyal karakterinin mezenkimal yone doniismesi PDAC vakalarinda metastatik
etkiyi ¢ok yiikseltmektedir (17). Ciinkii epitelyal form mezenkimal forma gore daha
stabil ve organize bir yapiya sahipti. EMT nin gelisimi sirasinda epigenetik
modifikasyanlarin meydana geldigi, bazi proteinlerde hiicresel lokasyonun degistigi,
alternatif kirpilma ve transkripsiyonal kontrol dengesinin bozuldugu goriilmektedir.
Kanserde bu denge bozularak; E-Kaderin, Klaudin ve Okludin gibi kilit neme sahip
epitelyal belirteglerin ekspresyonu azalirken, Snail, Slug, Zebl ve Twist gibi
mezenkimal belirteglerin ekspresyonu transkripsiyonel diizeyde artmaktadir. (18). Bu
transkripsiyon faktorleri de genellikle helix-loop-helix yapisinda oldugu igin
proteazlar tarafindan degrede edilemezler, ancak ubikitin aracili proteozom ile
degrede edilebilirler (19). Bu sebeple EMT transkripsiyon faktorleri, miRNA’lar
tarafindan regiile edilir. EMT regiilasyonunda miR-200, miR-203 ve miR-34 gibi
miRNA’lar etkilidir. TGF-B/SMAD4, Integrin/ILK ve kanonikal Wnt/B-katenin
sinyali EMT baslangicinda etkilidir. Bu sinyal yolaklariyla Twist, Snail, Zeb ve Slug
transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonu artar (20). Snail ve Zeb proteinleri, E-
kaderin ve Klaudin epitelyal belirteglerin transkripsiyonunu baskilar nitelige sahip
transkripsiyon faktorleridir. miR-200 ailesi tarafindan Snail ve Zeb’in bloklanmasi
mezenkimal forma gecisi arttirir (21). Twist ise mezenkimal forma gegisi indiikler.
Epitelyal formdan mezenkimal forma geciste hiicre-hiicre etkilesimi zayiflarken

hiicre-matriks etkilesimi artar. Bununla birlikte apikal bazal polarite yerini igsi hiicre



yapilaria birakir. Hiicreler igsi sekle doniistiigii icin sitokeratin ekspresyonu azalir.
Bazal membran iizerindeki hiicreler arasindaki baglantiy1 saglayan E-Kaderin
ekspresyonu da epitelyal formdan mezenkimal forma geciste azalir. Mezenkimal
formda ise N-kaderin, vimentin fibronektin ve kollajen I artis1 goriliir. Epitelyal

formdaki kollajen IV ise bazal membran polaritesi saglar (22).
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Sekil 2.1. EMT ve MET gegislerinde protein belirtegleri (23)

2.2.5. Metastaz

PDAC’nin teshisinde erken evre tami belirtecinin bulunmamasi ve hastaligin
erken evrede metastaza ugramasi hastaligin tedavisini olduk¢a gii¢ kilmaktadir.
Pankreasin dukt boliimii, kan damarlar1 ve lenf damarlar1 agisindan zengin oldugu
icin desmoplastik vaskiiler infiltrasyonun artmasiyla PDAC hizli bir sekilde
hematolojik ve lenfojenik yayilma gostermektedir (24). Son yillarda PDAC’nin
timor mikrocevresiyle ve ekstraselliiler matriks bilesenleriyle olan etkilesimi yeni
terapOtik ve klinik yaklagimlarin gelistirilmesinde 6nem kazanmaya baslamistir.

Yogun desmoplastik stroma sirasiyla migrasyon, invazyon ve metastaz



gerceklesmesinde onemli bir etkiye sahiptir (25). Normal epitelyum yapisindaki
hiicreler, yapigsma kusaklar1 iizerinden E-kaderin ile birbirlerine, hemidesmozom
iizerinden de lamina lucidaya ve ekstraselliiler matrikse baglanmis durumdadirlar.
Lamina lucida’nin hiicre membran1 yiizeyinde yer alan integrinler, lamininler
(laminin 1, 5, 6, 10) i¢in reseptor gorevi goriirler. Lamina lucida, lamininlerin
yanisira kollajen XVII ve kollajen IV agisindan zengindir. Lamina lucida’nin hemen
altinda bulunan ve bazal laminanin diger tabakasi olan lamina densa ise, kollajen 1V,
perlekan, heparin siilfat proteoglikan agisindan zengindir. Bazal laminanin son
tabakas1 olan ve stromaya bagli bulunan retikiiler lamina’nin ig¢eriginde ise kollajen I,
kollajen III, kollejan V ve proteoglikanlar bulunmaktadir (26). Fibroblast, stromada
bulunur ve kemik iliginden kdken alan mezenkimal kok hiicrelerin farklilagsmasiyla
Olusur. Bu farklilagma fibroblast biiylime faktorii (FGF), hepatosit biiylime faktorii
(HGF), interlokinler, TGF-B, TNF-a gibi sinyal yolaklarinin aktivasyonu tarafindan
saglanir (27). PDAC kanser hiicrelerinin metastaz ile yayilabilmeleri i¢in, epitelyum-
bazal membran-stromal yapiyr degrade edip kan ve lenf dolasimina ge¢mesi
gerekmektedir. Bunun i¢in kanser hiicreleri tarafindan sitokinler ve peptid, mRNA ve
protein inhibitorleri iceren eksozomlar salgilanarak fibroblastlarin ve kollajenlerin
dogal yapisinin bozulmasi sonucu kanser iliskili fibroblastlar (CAF) ve diizensiz
kollajen orgiisii olusur (28). Dogal fibroblast hiicreleri elastik fiber olusumu i¢in
elastin tiretimine katkida bulunurken, kanser iliskili fibroblastlar elastik fiber yapinin
icinde yer almazlar ve MMP’ler tarafindan degrede edilmekten korunurlar.
PDAC’de, hyaluronan sentaz enziminin aktivitesinin artmasindan dolay1 hyaluronik
asit diizeyleri artmistir (29). Normal sartlarda hyaluronan sentaz geninin promotor
bolgesi DNA metiltransferaz 1 (DNMT1) enzimi tarafindan kontrollii bir epigenetik
diizenlenmeyle metilasyona ugrarken, kanser hiicrelerinin salgiladigi transforme
mRNA igeren eksozomlar ile DNMT1 enzimini kodlayan gen susturularak
hyaluronan/ hyaluronik asit sentezi artmaktadir, kanser kok hiicreleri ve 16kositler
hyaluronandan zengin stromaya hiicre yiizey adezyon reseptorleriyle tutunarak

yerlesmektedir (30).



2.3. Ekstraselliiller Matriks Komponentleri

2.3.1. Integrin

Integrinler, insan genomunda kodlanan en az 18 a ve 8 B alt birime sahip
heterodimer yapida transmembran glikoproteinlerdir. Bu glikoproteinler hiicre
adezyonu, bazal membran yapilanmasi, niikleer zarfta yer alan lamininlerin
sabitlenmesi, hiicrelerin ekstraselliiler matrikse baglanmasi gibi genis Olcekte
biyolojik olaylarda rol oynarlar (31). o ve B alt tinitelerin farkli kombinasyonlariyla
olusan farkli integrin tiplerinin, farkli ligandlara affinitesi oldugu gosterilmistir
(Sekil 2.2). Kollajenler, lamininler, 16kositler, RGD rezidiisii i¢ceren ligandlar (Arg-

Gly-Asp), a ve B alt {inite kombinasyonlarina gére integrinlere baglanirlar (32).
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Integrin 02B1 ve alPl, kollajen I igin reseptér gorevi gorerek retikiiler
laminanin stromaya baglanmasimni saglar. Trombositlerin kollajen I tarafindan
yakalanmasinda yine integrin o2B1 reseptorii aracilik eder. Bu reseptdriin
yoklugunda trombozis ve inflamasyon artar. Fibronektinler ise icerdikleri RGD
rezidiisii sayesinde (Arg-Gly-Asp), integrin B1 ve B3 varyantlar1 tarafindan taninirlar.
Fibronektinler, fibroblastlar tarafindan salgilanir ve kollajenlere baglanarak
ekstraselliiler matriks stabilizasyonunda onemli rol oynarlar (34). Fibronektin
baglanmas! icin birincil integrin reseptorii integrin a5p1°dir. Integrin a5P1 aracili

fibronektin baglanmasi hiicre proliferasyonunun, adezyonun ve migrasyonun
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regiilasyonunda biiyiikk énem tasir. Integrin a5B1’in sitozolik kuyruguna baglanan
talinler, aktin aracili hiicre iskeleti ve integrin 1 arasinda mekanik baglanti
olusumunu saglarlar. Bu durum hiicre i¢i integrin sinyalinin iletilmesi i¢in dnemlidir.
Integrinin sitozolik 1 domaini, ayn1 zamanda fokal adezyon kinaz (FAK) aracili
Integrin/Src/FAK hiicre i¢i sinyal iletiminde de etkilidir (35). PDAC vakalarinda
integrin a5B1’in ekspresyonunun arttig1 ve onkojenik aktivite gosterdigi goriilmiistiir.
Dolayistyla artmig Integrin a5B1 ekspresyonu sonucunda, hiicre icerisinde 6nce ¢ok
giiclii bir onkojenik protein olan Src’i, takibinde ise FAK’yi fosforile ederek bu
proteinleri aktivasyonunu arttirdigi gosterilmistir (36). Normal hiicrelerde hiicre
proliferasyonu ve Rho aracili hiicre iskeletinin dinamik yapisin1 kontrol eden
Src/FAK sinyal yolaginin asir1 aktif olmasi sonucu MMP-2, MMP-9 ve uPA sentezi
artar, bu durum tiimoér mikrogevresinin pargalanarak tiimdr invazyonunu arttmasina

sebep olur (37).

2.3.2. Matriks Metalloproteinaz (MMP)

Ekzopeptidazlar proteinlerin u¢ kisminda yer alan aminoasitler arasindaki
baglar1 yikarak protein degradasyonu saglayan enzim grubudur. Endopeptidazlar ise
proteinlerin i¢ kismindaki peptid baglarin1 yikarak proteinleri degrede eden enzim
grubudur. Tripsin, kimotripsin, pepsin enzimleri endopeptidaz sinifina dahildir.
Matriks metalloproteinazlar (MMP)’da ¢inko ve kalsiyum bagimli bir endopeptidaz
ailesidir (38). Icerdikleri pro-domain, katalik bolge, fibronektin benzeri tekrarlar,
hemopeksin domaini, sinyal dizileri, transmembran domain, GPI ¢apasi bakimindan
20’den fazla MMP kombinasyonu vardir. MMP’ler genel olarak fibroblast,
endotelyal hiicreler, makrofaj ve l0kositlerden {iretilirler. Proenzim olarak iiretilen
MMP’ler proteolitik kirpilma ile aktif forma doniisiir. Pro-MMP’nin aktif formdaki
MMP’ye doniistimii matriks metalloproteinaz doku inhibitérleri (TIMP) tarafindan
diizenlenir. TIMP yapisinda bulunan NHz grubu C=0 grubu ile MMP’lerin ¢inko
domainine baglanarak MMP’leri inhibe ederler. TIMP ve MMP arasindaki
dengesizlik MMP aktivasyonunu arttirir (39). Ekstraselliiller matriksin yapim ve
yikiminda (turnover), kollajenlerin  parcalanmasinda, hiicre ve hiicresel
mikrogevrenin morfolojik sekillenmesinde MMP’ler aktif rol oynar. PDAC’de MMP-
2, MMP-7 ve MMP-9 ekspresyonunda artig gozlenmistir. Sirasiyla jelatinaz A
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ve Jelantinaz B olarak, MMP-2 ve MMP-9, sahip olduklar1 fibronektin benzeri
yapilar1 sayesinde kollajen fibrillerine tutunarak bu fibrilleri pargalarlar MMP-2 ve
MMP-9 tarafindan pargalanan fibriller kollajen yapilanmasini gergeklestiremezler.
Boylelikle ekstraselliiler matriks degredasyonuna bagli migrasyon, invazyon ve

metastaz artar (40).

2.3.3. Kollajen

Ektraselliiler matriksin en 6nemli komponentlerinden biri kollajenlenlerdir.
Insan viicudunda en c¢ok eksprese edilen proteinlerden birisi olan kollojenler, ii¢
polipeptid zincirinin saga doniimlii olarak prolin ve glisin arasinda kurulan baglarla
birlesmesi sonucu kollajen fibrillerinden meydana gelir. Kollajen genlerinden
sentezlenen Onciil kollajen iplikleri prolil 4-hidroksilaz, prolil 3-hidroksilaz, protein
disiilfit izomeraz enzimleri ile prokollajen formuna doniigiir. Burada prolil
hidroksilazlar, polipeptidler arasinda prolin- glisin baglari olusumunu katalizler.
Prokollajen olustuktan sonra N-terminal ve C-terminal proteinazlar prokollajenin
rezidiilerini pargalar. Olusan tclii sarmal yapiya tropokollajen adi verilir.
Tropokollajenlerin N-terminal ve C-terminal telopeptidleri birbirlerine lizil oksidaz
enzimi ile baglanarak kollajen fibrillerini olusturur. Kollajenleri genel olarak fibriler
yapidaki kollajenler ve baglanti formundaki kollajenler olarak ikiye ayirabiliriz (41).
Tez ¢alismamizda incelemis oldugumuz Kollajen I, epitel dokuda yer alan fibriler
kollajenler grubunda yer alir. Kollajen IV ise baglanti formundaki kollajen sinifinda
yer alir. Epitelyal mezenkimal gegiste Kollajen IV’in ekspresyonun azaldigi,
Kollajen 1 ekspresyonunun ise arttigi goriilmiistiir (42). Olivares ve arkadaslari
tarafindan yapilan bir ¢aligmada kollajenden zengin desmoplazmik yapida PDAC’de
diistik besin ve diisiik oksijen kondisyonlarinda PDAC hiicreleri kollajen yapisindaki
prolin ve diger aminoasitleri metabolize ederek hayatta kaldiklar1 goriildii. MMP’ler
tarafindan parcalanan Kollajen I ve Kollajen IV’ lere ait prolinler sitrik asit
dongiisiine (TCA) yonelerek tiimor hiicreleri tarafindan besin kaynagi olarak
kullanilir (43). Kollajen IV’lin bazal membranda olusturdugu epitel hiicreler ve
endotelyal hiicreler arasindaki supramolekiiler baglantilar adezyon, migrasyon ve
metastazi indiikler. PDAC’de farkli kollajen tiplerinin, kanserde énemli molekiiler

mekanizmalar iizerindeki etkileri Tablo 2.1°de gdsterilmistir.
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Tablo 2.1. Kollajen Tiplerinin PDAC hiicrelerine Etkisi

Kollajen Tipi PDAC hiicrelerine etKisi Artis (+)/Azalis (-)

Kollajen 1 Apoptozis

EMT

FAK yolag:

Histon asetiltransferazlar
Migrasyon

MMP

Proliferasyon

Kollajen 1V Migrasyon
Proliferasyon

Kollajen V Adezyon
Migrasyon
Proliferasyon
Canlilik

+ {4+ + + |+ ]+ 4

Kollajen XV Migrasyon

2.3.4. Fibronektin

Fibronektinler ekstraselliiler matrikste yer alan protein gruplarindan biridir.
Hiicre yilizeyinde bulunan integrin a5f1, fibronektin i¢in temel reseptordiir. Bunun
yant sira fibronektinler integrinlerin 1 ve B3 alt {nitelerini igeren integrin
kombinasyonlarina da baglanirlar. Fibronektin protein yapisinda RGD rezidisii,
heparin domaini, fibrin domaini, N-bagli proteoglikan domaini, O-bagli proteoglikan
domaini, peptid zincirleri arasinda c¢apraz baglantilarin olusumunu saglayan
izoglutamil lizin izopeptid dizisi, sekonder protein yapisinin olugmasi i¢in disiilfit
dizileri bulunur. Fibronektinler, genel olarak plazma fibronektinleri ve hiicresel
fibronektinler olarak ikiye ayrilmaktadir. Plazma fibronektinleri hepatositlerden
tarafindan sentezlenirken, hiicresel fibronektinler fibroblast, endotelyal hiicreler,
miyosit ve kondrositler tarafindan sentezlenir (44). Lohr ve arkadaglar tarafindan
yapilan bir ¢alismada Panc-1 hiicrelerinde goriilen fibronektik doku gelisimine bagl
desmoplazinin olusumunda TGF-f aracili fibronektin {iretiminin arttig1 gortilmiistiir

(45).

2.4. Baskalasim Kiimesi (Cluster of Differentiation, CD)

Baskalagim kiimeleri anlamina gelen “Cluster of Differentitation (CD)”
antijenleri, fizyolojik olarak hi¢bir gruba dahil edilemediginden kendilerine ait

gruplar1 vardir. CD’ler, hiicre ylizeyinde yer alan hiicre ylizey reseptorleri olup
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reseptor, ligand, adezyon molekiilii gibi birgok fonksiyona sahiptirler. Molekiiler veri
toplanmast ve hiicre ¢esitlerinin immiinofenotiplendirilmesinde CD’lerin hiicre
spesifik ekspresyonlarindan yararlanilir. Bugiine kadar insan hiicrelerinde 400’den
fazla CD antijeni tanimlanmistir (46). Bazi CD antijenleri lenfosit gocii, T hiicreleri
aktivasyonu, immun hiicrelerinin baskalasimi, sinyal iletimine bagh hiicre
davraniginin diizenlenmesinde gorev alirken hiicre adezyonu, migrasyon, invazyon
ve hiicre inhibisyonunda gorev alan CD antijenleri de bulunur. Sitotoksik T hiicreleri
ve yardimer T hiicreleri olarak iki gruba ayrilan T hiicrelerinin karakterizasyon ve
saflastirllmasinda CD ekspresyon farkindan yararlanilir. Sitotoksik T hiicreleri ve
yardime1r T hiicrelerinin her ikisinde CD2, CD3, HLA-DR (CD45), CD28, TCR
reseptorleri bulunurken; sitotoksik T hiicrelerinde ayrica CD8 reseptorii, yardimci T
hiicrelerinde ise ayrica CD4 reseptorii yer alir. CD8 ve CD4 antikorlar1 kullanilarak
bu iki T hiicresi birbirinden ayirt edilebilir (47). Mezenkimal kok hiicrelerin tespit
edilmesinde ise CDI105 antijeni belirte¢ olarak kullanilir (48). Niikleus iceren
hiicreler viral yolla enfekte olduklarinda yiizeylerinde yer alan MHC I reseptorlerine
patojen viriise ait bir peptid dizisini yiikleyerek patojen viriisii sitotoksik T
hiicrelerine CD reseptéleri ile tanitir, antijen sunan B hiicreleri, makrofajlar ve
dendritik hiicreler ise yiizeylerinde yer alan MHC II reseptorleriyle dolasimda
bulunan ekzojenik patojenleri tespit ederek sitotoksik T hiicrelerine CD reseptorleri
aracihig ile tamitir. Immiin sistem hiicrelerinin birbiriyle haberlesmek igin kullandig
interlokin olarak adlandirilarak sitokinler, hiicrelerin ¢ogalmasini, farklilagmasini, B
hiicrelerinin hafiza regiilasyonu ve gdg¢ etmesini saglarlar (49). Interlokinler igin
reseptor gorevi CD’ler tarafindan gergeklestirilir. Diger taraftan adezyon, migrasyon,
invazyon ve hiicre inhibisyonu diizenlenmesinde gorev alan CD’lerin doku ve organ
diizeylerinde ekspresyonu farklilik gosterebilir. Li ve arkadagslar1 (2007) tarafindan
yapilan bir ¢aligmada pankreatik kanser kok hiicrelerinin kimliginin tanimlanmasi
icin CD44, CD24, Epitelyal Spesifisik Antijen (ESA) antijenlerin kullanildigi
gorilmistir (51). Bu calismada CD44+/CD24-/ESA+ olarak olusturulan insan
PDAC tiimor modellerinin farelere enjekte edilmesiyle xenograft farelerde meme
metastazina sahip PDAC’nin gelistigi gozlenmistir. CD44+/CD24+/ESA+ iclu
pozitif PDAC tiimér modelinin enjekte edildigi xenograft modellerinde ise non-

tiimorojenik xenograft modellerine gore tlimoral potansiyelin 100 kat arttig1
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saptanmigtir (50). Yapilan tez calismamizda, metastatik potansiyeli olan PDAC
karakterindeki Panc-1 ve MiaPaca-2 hiicre hatlarinda, CD44 aracili ekstraselliiler
matriks degrasyonunu integrin a5B1, fibronektin, kollajen parametreleri tizerinden

incelenmesi amag¢lanmustir.

24.1. CD44

CD44 antijeni glikoprotein yapida hiicre-hiicre veya hiicre-matriks
etkilesiminde rol oynayan non-kinaz yapida Tip 1 transmembran proteinidir.
Genomda 11p13 lokusunda yer alan 20 ekson igeren CD44 geninden sentezlenen ¢ok
sayida CD44 izoformu bulunmaktadir. Alternatif kirpilma mekanizmalar1 ve post-
translasyonel modifikasyonlarla CD44 izoformlar1 olusur (Sekil 2.3). CD44 antijeni
ekstraselliiler domain, transmembran domain, sitoplazmik u¢ olmak {izere 3 kisimdan
olusur. CD44 geninin 6. ve 15. eksonlarinin alternatif kirpilmasiyla ekstraselliiler
domain varyantlart olusur. 18, 19 ve 20. eksonlar ise sitoplazmik domaini kodlar
(51). CD44’lin birincil ligand1 hyaluronan/hyaluronik asittir. Bunun yani sira
ekstraselliiler domain varyantlarma gore laminin, osteopontin, kollajen, fibronektin
de CD44 reseptorii igin ligand olabilir. CD44’e ait ekson 3’in kirpilip, Ser-Gly
dipeptid tekrarlariyla modifiye edilmesi sonucu fibroblast biiyiime faktorii (FGF) ve
heparin baglayan epidermal biiyiime faktorii (HB-EGF) de CD44’¢ baglanabilir (52).

Extracellular
Constant 1 TM ICD 3-UTR
exonno. 1 2 3 4 5 6 7.8 9 10

Exon no.

Variable exonno. v1 v2 v3 v4 v5§ v6 v7 v8 9v vi0

cous Al e )

Amino-
terminal
domain

Variant
isoforms

coue 58— el

Tr brane
region

P PP
cDaav Cytoplasmic
CcD44s :I ik

Hyaluronan binding Cytoplasmic
domain domain

Sekil 2.3. Alternatif kirpilma mekanizmasi sonucu olusan CD44 varyantlari (53)

Pankreatik kanser kok hiicre belirteci olarak bilinen CD44’tin PDAC’de
ekspresyonunun artmaktadir (54). CD44 hiicre adezyonu, migrasyon ve metastazi

indikler.
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Xiao-pang Li (2015) ve arkadaglar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada CD44’iin
PI3K/Akt ve MAPK/ERK sinyal yolu araciligiyla PDAC’de metastaz ve
anjiyogenezi indiikledigi goriilmiistiir. Yine aym1 calismada CD44+ hastalarin,
CDA44- hastalara gore 10-12 ay daha kisa siire hayatta kaldig1 verisi yer almaktadir
(55).

Zhao ve arkadaslar1 (2016) tarafindan yapilan BxPc3, Capan-2, MiaPaca-2,
CFPAC-1, Panc-1, AsPc-1 hiicre hatlar1 kullanilarak yapilan farkli bir ¢alismada ise
diisiik CD44 seviyesine sahip PDAC hiicrelerinin gemsitabine duyarli oldugu invaziv
kapasitesinin diisiik oldugu goriilmiistiir. Yiiksek CD44 seviyesine sahip PDAC
hiicrelerinde ise gemsitabin direncinin gelistigi, invaziv kapasitenin arttigi ve
mezenkimal fenotipe gecisin indiiklendigi goriilmiistiir. Yine ayni ¢alismada PDAC
hiicre hatlarinda CD44 izoformlarinin ekspresyonlar1 degerlendirilmis. Major olarak
CD44s izoformunun ekspresyonunun arttigi, mindr olarak da CD44v3 ve CD44v6

izoformlarinkinin arttig1 goriilmiistiir (56).

2.5. Kiiciik interferans RNA (siRNA)

Viral enfeksiyona karsi bitkilerin gelistirdigi defans mekanizmalarinin
aydinlatilmasiyla kesfedilen siRNA’lar, ¢cok kisa bir zamanda gen ekspresyonunun
susturulmasina dair bilimsel ¢alismalarda kendisine genis bir yer buldu. Hedeflenen
MRNA dizisine homoloji gosteren siRNA’lar, baglandiklart mRNA’larin
degradasyonuna neden olarak post-transkripsiyonel diizeyde gen susturulmasini
saglarlar. Hiicre i¢ine giren ¢ift iplikli RNA (dsRNA)’lar, RNaz-III riboniikleaz
enzim grubunda yer alan Dicer II tarafindan 19-25 niikleotidlik siRNA’lara
parcalanir. 19-25 niikleotid uzunlugundaki siRNA’lar, ATP bagimli Dicer enziminin
helikaz aktivitesi sayesinde sense ve anti-sense olmak fiizere iki iplige ayrilirlar.
mRNA’ya komplementer olan anti-sense iplik RNA ile indiiklenen susturucu
kompleks (RISC) tarafindan taniarak endoniikleaz aktivitesi olan Argounat proteini
tarafindan islenir. RISC kompleksiyle beraber, mRNA’ya baglanan anti-sense iplik
gen susturulmasini saglar (Sekil 2.4). Sentetik olarak iiretilen siRNA’larin eksojen
olarak hiicre i¢ine lipozomal transfeksiyon ajani ile verilmesiyle RISC kompleksi
tarafindan taninmasi1 gerekmektedir. Bu sebeple sentetik siRNA’larin 3’OH™ ucuna

eklenen 2 niikleotidlik overhang yapilari, RNaz-I1I Riboniikleaz tarafindan taninir.
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Ideal siRNA uzunlugu 20-25 niikleotid arasinda olmalidir. Ciinkii bu uzunluktan
daha kisa olan siRNA’larin birden fazla mRNA’ya baglanma ihtimali artar. 20-25
niikleotidden daha uzun siRNA’ lar ise hem hiicreye eksojen yolla girmekte
zorlanmakta hem de hiicre i¢i interferonlar tarafindan bir tehdit olarak

algilanmaktadir (57).

Yapilan tez ¢alismamizda; Panc-1 ve MiaPaCa-2 hiicrelerinde CD44’lin
ekstraselliiler matriks yikimi iizerindeki roliiniin molekiiler anlamda aydinlatilmasi
amaciyla CD44 geni, CD44’e spesifik siRNA ile susturularak ekstraselliiler matriks
bilesenlerinden integrin a5B1, fibronektin ve Kollajen IV’iin ekspresyon diizeylerinin

incelenmesi amacglanmistir.

Nucleus

dsRNA

Exportin S Dice.
/' Dicer SiRNA
miRNA I > et
T ERISE - RISC
L =
Host
mRNA
Translational repression mRNA cleavage
or mRNA degradation and degradation

Sekil 2.4. Okaryotlarda siRNA islenme prosediirii (57)

2.6. PDAC Tedavisinde siRNA’nin Yeri

PDAC’de birtakim klinik c¢alismalarda siRNA’lar onkogen inhibisyonu,
anjiyogenez faktorleri, biiytime faktorleri ve tiimor gelisimi esnasinda asir1 eksprese
olan reseptorleri kodlayan genleri susturmak icin kullanilmaktadir. siRNA’larin kan
dolagiminda yikima ugramadan hedeflenen bolgeye ulagabilmesi i¢in PEG, folat
reseptorii, aptamerler, altin kolloidler, siiperparamanyetik boncuklar, tripeptidler ile
kovalent olarak modifiye edilmis nanolipozomlar ve migeller kullanilmaktadir.

siRNA’lar direkt olarak DNA’ya baglanmadigindan dolay1 yeni mutasyon olusturma
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riski olmadigi igin giivenlidir ve yiiksek gen susturma 6zelligine sahiptir.

siRNA’larmn klinikte kullanilabilmesi i¢in faz ¢alismalar1 devam etmektedir (58).

18



3. GEREC ve YONTEM

Bu tez ¢alismasinin deneysel asamalar1 Siileyman Demirel Universitesi Tip
Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dali, Hiicre Kiiltiirii/Western Blot/PCR
laboratuvarinda yapilmistir. Yapilan deneyler ve kullanilan prosediirler ile ilgili

detayl bilgi agsagida agiklanmustir.

3.1. Hiicre Kiiltiiri

Pankreas kanseri hiicre hatlar1 olan Panc-1 ve MiaPaCa-2, Alanya Alaaddin
Keykubat Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyokimya Anabilim Dalinda gorev
yapan Dr. Ogr. Uyesi Ertan Kiigiiksayan tarafindan hediye edilmistir.

Kullanilan Soliisyonlar

- Serum: Fetal Sigir Serumu (FBS) kullanima hazir halde steril sise igerisinde
Invitrogen (Carlsbad, CA, USA) firmasindan temin edildi. Kullanim siiresince -20

0C’de saklandi.

- Antibiyotik: Penisilin/Streptomisin antibiyotik solusyonu kullanima hazir
halde steril sise icerisinde Invitrogen (Carlsbad, CA, USA) firmasindan temin edildi.

Kullanim siiresince -20 °C’de saklandi.

- Besiyeri: Dulbecco’s Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture F-12
(DMEM/F-12) kullanima hazir halde steril sise igerisinde Invitrogen (Carlsbad, CA,

USA) firmasindan temin edildi. Kullanim siiresince +4 °C’de sakland.

- Tripsin Etilen Diamin Asetik asit (Tripsin-EDTA) (%0,25), 1x fosfat
tamponlu tuz (PBS) solusyonlar1 kullanima hazir halde steril sise igerisinde

Invitrogen (Carlsbad, CA, USA) firmasindan temin edildi.

- DimetilSiilfoksit (DMSO) ve Tripan Mavisi (%0,4) solusyonlart kullanima
hazir halde Sigma (St. Louis, MO, USA) firmasindan temin edildi.

Hiicrelerin Uretilmesi:

PDAC  hiicreleri olan Panc-1 ve MiaPaCa-2, %10 FBS ve %l
penisilin/streptomisin varliginda DMEM/F12 besiyerinde 37 °C sicaklik, %95 nem,

%5 CO: igeren standart hiicre kiiltiirii sartlarinda inkiibator igerisine sterilolarak
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kiiltiire edildi. Hiicreler, bulunduklar steril flasklarda %80 yogunluga ulastiklarinda
yeni bir steril flaska aktarilarak pasajlandi. Bu amagcla steril 1xPBS ile yikanan
hiicreler, Tripsin-EDTA yardimiyla bulunduklar1 flasktan kaldirilarak DMEM/F12

besiyeri igerisinde yeni bir flaska esit olarak paylastirildi.
Hiicrelerin Dondurulmasi:

Tripsin-EDTA ¢ozeltisi ile flask ylizeyinden koparilan hiicreler, DMEM/F12
besiyeri icerisinde 15 ml’lik tiiplere aktarildi ve takibinde tripsin-EDTA’nin
uzaklastirilmas1 amaciyla 1500xg hizda, 25 °C’de 5 dakika boyunca santrifiij edildi.
Ustte kalan fazin uzaklastirilmasindan sonra kalan hiicre peletine, hiicre dondurmak
icin Ozel olarak taze hazirlanmis %20 FBS ve %7 DMSO igeren DMEM/F12
besiyeri eklenerek hiicreler 1,5 ml olacak sekilde dondurma tiiplerine aktarilarak

once -20 °C’de, sonra -80 °C’de ve en son da s1v1 nitrojen icerisinde saklandh.

3.2. siRNA Transfeksiyonu

Prensip: 20-21 niikleotid uzunlugundaki siRNA, hiicreye aktarilmasini
takiben komplementeri oldugu ilgili mRNA’ya baglanarak bu mRNA’nin
parcalanmasina neden olur. Boylelikle hedef proteinin translasyonu engellenerek gen
susturulur. Yapilan tez calismamizda, CD44 mRNA’sina komplementer olarak
baglanarak CD44 mRNA’nin par¢alanmasini saglayan 6zel dizilimli CD44 siRNA ve
ayrica kontrol amactyla herhangi bir mRNA’ya komplementer olarak baglanmayan
negatif siRNA kullanildi. Panc-1 ve MiaPaCa-2 hiicreleri, bu siRNA’lar ile hiperfekt

varliginda transfekte edildi.

Kullanilan Solusyonlar:

- CD44 siRNA ve negatif siRNA, Life Technologies (Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA) firmasindan temin edildi.

- Hiicrelerin siRNA ile transfekte edilmesi i¢in kullanilan Hiperfekt

reaktifi,Qiagen (Hilden, Germany) firmasindan temin edildi.

Prosediir: Liyofilize olarak temin edilen 5 nmol konsantrasyonuna sahip
CD44 siRNAve negatif siRNA, yine firma tarafindan siRNA’lar ile beraberce temin

edilen niikleazdan yoksun su igerisinde final konsantrasyonu 50uM olacak sekilde
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reslispanse edildi. Bu stok soliisyon, hiicre canliligi/sitotoksisite, RT-PCR, western

blot ve migrasyon deneylerinde kullanildi.

Panc-1 ve MiaPaCa-2 hiicrelerinin CD44 siRNA veya negatif siRNA ile

transfeksiyonunda asagida belirtilen prosediirler uygulandi.

Sitotoksisite (Hiicre Canhihigl)) Testi icin siRNA Transfeksiyonu

Prosediirii:

- Panc-1 ve MiaPaCa-2 hiicreleri siRNA ile transfekte edilmek iizere ayr1 ayri
96 kuyucuklu kiiltlir kaplaria, kuyucuk bast %30 hiicre yogunlugu olacak sekilde
aktarildi.

- Ependorf tlip icerisinde; serumsuz DMEM/F12 besiyeri, final
konsantrasyonu 50 nM olacak sekilde CD44 siRNA ve negatif siRNA ve son olarak
hiperfekt reaktifi karistirilarak, bu karisim 25 dakika boyunca oda 1sisinda laminar

flow kabin igerisinde inkiibe edildi.

- 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarinda Panc-1 ve MiaPaCa-2 hiicreleri 25 nM, 50
nM, 75 nM, 100 nM CD44 siRNA ve 50 nM negatif siRNA ile transfekte edildi.
Ayrica siRNA igermeyen orneklem de kullanildi. Transfekte edilen hiicreler 8 saat

siireyle %95 nem, %5 CO2, 37 °C sicaklik sartlardaki inkiibatorde bekletildi.

- Siirenin  bitiminde  kuyucuklardaki serum icermeyen  besiyeri
uzaklastirilarak, kuyucuklara 2X serum iceren besiyeri eklendi. Hiicreler toplamda
72 saat stireyle steril ortamda inkiibe edildi. Ayrica hiicrelerin hi¢bir muameleye
ugramadig1 kontrol grubu i¢in hiicreler, sadece besiyeri icerisinde ayni sartlarda

inkiibe edildi.
RT-PCR ve Western Blot Deneyi i¢in siRNA Transfeksiyon Prosediirii:

- Panc-1 ve MiaPaCa-2 hiicreleri siRNA ile transfekte edilmek iizere ayr1 ayri
6 kuyucuklu kiiltiir kaplarina, kuyucuk bast %30 hiicre yogunlugu olacak sekilde
aktarildi.

- Ependorf tip icerisinde; serumsuz DMEM/F12 besiyeri, final
konsantrasyonu 50 nM olacak sekilde CD44 siRNA ve negatif siRNA ve son olarak
hiperfekt reaktifi karigtirilarak, bu karisim 25 dakika boyunca oda isisinda laminar

flow kabin igerisinde inkiibe edildi.

21



- Siire sonunda, 6 kuyucuklu kiiltiir kaplarinda bulunan hiicrelere karigim
eklenerek siRNA ile muamele edilmesi icin hiicreler, 72 saat siiresince inkiibatorde
bekletildi. Ayrica hiicrelerin hi¢gbir muameleye ugramadigi kontrol grubu igin

hiicreler, sadece besiyeri igerisinde ayni1 sartlarda inkiibe edildi.

3.3. Sitotoksisite (Hiicre Canhilhigr) Testi

Prensip: Panc-1 ve MiaPaCa-2 hiicreleri tizerinde CD44 siRNA’nin
sitotoksik etkisini degerlendirmek igin MTS-PMS hiicre canliligi/sitotoksite testi
yapildi. Bu yontemin dayandigi temel prensip; suda ¢Oziinmeyen tetrazolyum
tuzunun [3-(4,5-dimetiltiyazol-2-yl)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-siilfofenil )-2H-
tetrazolyum] (MTS), fenazin metosiilfat (PMS) varliginda elektron tastyiciligi yapan
hiicre i¢i dehidrogenazlar tarafindan suda ¢ozlinebilen formazana doniistiiriilmesidir.
Canli hiicrelerde aktif olan dehidrogenazlar, MTS’yi formazana doniistiiriirler.
Formazan yogunluguna bagl olarak olusan kahverengi rengin absorbans degeri, 490

nm dalga boyunda spektrofotometre aracilig ile 6l¢iiliir.

Deney prosediirii: Steril flasklarda kiiltiire edilen Panc-1 ve MiaPaCa-2
hiicreleri, Tripsin-EDTA yardimiyla flask yiizeyinden kaldirilarak 600xg, 25 °C’de 5
dakika boyunca santrifiij edilerek hiicre peleti elde edildi. Besiyeri ile resiispanse
edilen hiicreler tripan mavisi ile thoma laminda sayilarak her bir kuyucukta 5.000
hiicre olacak sekilde 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarina boliistiiriildii. Hiicrelerin yiizeye
yapismasi i¢in 96 kuyucuklu kiiltlir kaplar1 gece boyunca inkiibatdrde bekletilerek,
final konsantrasyonu 25 nM, 50 nM, 75 nM, 100 nM olan CD44 siRNA’lar ve final
konsantrasyonu 50 nM olan negatif siRNA ile transfekte edilerek 72 saat siire ile
inkiibe edildi (Sekil 3.1). 72 saatlik siirenin bitiminde kiiltiir kaplarinda olusan

kahverengi rengin absorbansi 490 nm dalga boyunda spektrofotometre ile l¢iildii.
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Kontrol Kontrol Kontrol Kontrol Kontrol Kontrol

Negatif  siRNA | Negatif siRNA | Negatif siRNA | | Negatif siRNA 50 | Negatit siRNA 50 | Negatif siRNA 50
50nM 50nM 50nM nM nM nM

25 nM  CD44 25 nM CD44 25 nM CD44 | |25nM CD44siRNA (25 oM CD44|25 oM CD44
sIRNA siIRNA sIRNA $IRNA sIRNA

50 nM  CD44 |50 nM CD44 |50 nM CD44 | |50nM CD44s5iRNA (50 oM CD44|50 nM  CD44
siRNA siIRNA siIRNA SIRNA sIRNA

75 nM  CD44 175 nM CD44]75 nM CD44 T5SnM CD44s1RNA |75 oM CD44|75 oM CD44
sIRNA siIRNA sIRNA sIRNA sIRNA

100 nM  CD44 | 100 nM CD44 | 100 nM CD44 100nM CD44 siIRNA | 100 oM CD44 | 100 nM  CD44
siRNA siIRNA siIRNA SIRNA sIRNA

Sekil 3.1. Hiicrelerin sitotoksisite deneyi i¢in 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarindaki
dagilimi

3.4. RT-PCR ile Gen Ekspresyonu Analizi

Deney Prensibi: Hiicre hatlarindan elde edilen RNA’lardan, retroviriis
kaynakli ters transkriptaz enzimi yardimi ile tamamlayict DNA (cDNA) sentezlenir.
CDA44 ve Integrin beta-1 genlerine 6zgii primerler araciligi ile analiz edilmek istenen
DNA fragmentleri polimeraz zincir reaksiyonunda (PCR) reaksiyonlari ile ¢cogaltilir.
Cogaltilan spesifik gen bolgeleri, Syber green fluoresan boya varliginda agaroz jel

elektroforezinde goriintiilenir.

Kullanilan Kit ve Solusyonlar

- Trizol reaktifi, DNA Ladder ve Platinyum Tag DNA polimeraz kiti (Life
Technologies, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)

- Yiiksek kapasiteli cDNA sentez kiti (Applied Biosystem, Lithuania)
- 1-bromo 3-kloropropan (BCP) (Sigma-St.Louis, MO, USA)
- Izopropanol ve absolut etanol (Sigma-St.Louis, MO, USA)

- Tris-Borat-EDTA (TBE) Tamponu: 54 gr Tris Baz, 27,5 gr Borik asit ve 20
ml 0,5M EDTA kullanilarak 10x’lik 500 ml stok solusyonu hazirlanmistir. Kullanim
icin 1x final konsantrasyonuna dilue edilen TBE tamponu, PCR sonras1 agaroz jel

elektroforezi i¢in Kullanilmistir.

- CD44 ve Integrin Bl genlerine ait spesifik primerler, Dog. Dr. Nilgiin

Giirbiiz tarafindan http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi ve
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http://www.premierbiosoft.com/netprimer/index.html sitesinde bulunan veritabanlari
kullanilarak dizayn edildi. Dizayn edilen primer dizilimleri, dimer ve sa¢ tokasi
(hairpin) olusturma ve capraz baglanma gibi Ozellikleri agisindan kontrol edildi.

CD44 ve Integrin B1 genlerine ait spesifik primerler dizilimleri Tablo 3.1’de verildi.

Tablo 3.1. Primer Dizilimleri

CD44 icin Spesifik Primer Dizilimi:

Forward: 5° GTA CAT CCT CAC ATC CAA CAC CTC¥®
Reverse: 3’ TGCTCCACCTTCTTGACT CCC ¥

Integrin B1 icin Spesifik Primer Dizilimi:

Forward: 5> CCT ACT TCT GCA CGATGTGAT G 3
Reverse: 3 CCTTTG CTACGGTTGGTTACATT 3

Primerlerin Stok Olarak Hazirlanmasi: Belirlenen CD44 ve Integrin Bl
primer dizilimleri, Life Technologies (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) firmasi
tarafindan sentezlenip liyofilize bir sekilde tarafimiza gonderildi. Icerdikleri baz
dizilerinin farkli olmasi sebebi ile farkli nmol degerlerine sahip olarak gelen
primerler, 100 uM ana stok ¢o6zeltisi elde edilecek sekilde DNaz/RNaz igermeyen su
ile reslispanse edildi. Deneylerde kullanilmak tizere 100 uM ana stok ¢ozeltisinden

10 puM ara stok ¢ozeltisi hazirlandi.

3.4.1. Hiicre Gruplarinin Hazirlanmasi ve RNA Izolasyonu

Steril flasklarda kiiltiire edilen Panc-1 ve MiaPaCa-2 hiicreleri, Tripsin-
EDTA kullanilarak flask ytizeyinden kaldirilarak hiicre peleti elde etmek amaciyla
hiicre siispansiyonu 600xg ve 25 °C’de, 8 dakika siiresince santrifiij edildi. Besiyeri
ile resiispanse edilen hiicreler, her bir kuyucukta %30 hiicre yogunlugu bulunacak
sekilde 6 kuyucuklu kiiltiir kaplarina bdliistiirtildii. Yiizeye yapismasi i¢in gece
boyunda inkiibatorde bekletilen hiicreler, final konsantrasyonu 50 nM olacak sekilde
ertesi glin negatif siRNA veya CD44 siRNA ile transfekte edilerek inkiibatorde hiicre

kiiltiiri sartlarinda 72 saat siiresince inkiibe edildi.

- 72 saat sonunda hiicrelerin bulundugu kuyucuklara 1 ml Trizol eklenerek
oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi. Steril ependorflara aktarilan hiicre

stispansiyonuna, 200 pl BCP eklenerek RNA’nin izolasyonu i¢in faz ayirimi
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sagland1. Hiicrelerin, 12000xg’de ve +4 °C’de 15 dakika siiresince santrifiij edilmesi
sonucunda en iistteki RNA’y1 igeren renksiz faz dikkatli bir sekilde alinarak yeni

steril bir ependorf tiipe aktarildi.

- RNA’y1 igeren fazin iizerinde, RNA’nin ¢oktiiriilmesi amaciyla 500 pl
izopropanol eklenerek 12000xg, 4°C’de 8 dakika siiresince santrifiij edildi Santrifiij
sonucunda siipernatant uzaklastirilarak elde edilen RNA peletinin lizerine RNA’nin
safligin1 arttirmak amaciyla 1 ml %75’lik etanol eklendi. 7500xg, 4 °C’de 5 dakika
stiresince santrifiij sonucunda elde edilen RNA, DNaz/RNaz igermeyen su ile

resiispanse edilerek 58 °C’de 10 dakika inkiibe edildi.

- Elde edilen RNA’nin, hem miktarinin hem de safliginin 6l¢iilmesi amaciyla,
1 pl RNA Orneginin 260 nm ve 280 nm dalga boyundaki absorbans degerleri
nanodrop spektrofotometre cihazinda (Thermo, Multiskan) tespit edildi. A260 degeri
konsantrasyonu (ng/ul), A260/A280 oram ise saflig1 ifade etmekte olup 1,7-1,95
oran araligina sahip 6rnekler RT-PCR i¢in kullanildi.

3.4.2. cDNA Sentezi

Bu amagla, yiiksek kapasiteli cDNA ters transkripsiyon sentez kiti (Applied

Biosystem, Lithuania) kullanilmis olup, kitin protokolii uygulanmistir. Bu kapsamda;

- 1 ng RNA 0Ornekleri; total hacim 20 pl olacak sekilde 1x PCR tamponu,
RNaz inhibitorii, 1x dNTP karisimi, ters transkriptaz enzimi, 1x Random primer
DNaz/RNaz igermeyen su varliginda asagida belirtilen cDNA sentez reaksiyonlarina

tabi tutuldu. Elde edilen cDNA {riinleri PCR kullanildi.
- 259C’ de 10 dakika
-37°C’ de 120 dakika

85 %C’de 5 dakika olmak iizere 3 asamal1 program uyguland.

3.4.3. PCR Analizi ve Goriintiileme

Her bir ornek i¢in sentezlenen cDNA’lar, Taqg DNA polimeraz enzimi,
MgClz, 1x PCR buffer, 10uM dNTPmix, forward primer, reverse primer ve
Dnaz/RNaz i¢ermeyen su varliginda final hacim 25 pul olacak sekilde 200 ul santrifiij
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tiiplerinde hazirlandi. Hazirlanan karisim asagida belirtilen PCR reaksiyon sartlarina

tabi tutularak gen amplifikasyonu sagland.
- 94 9C°de 2 dakika
- 94 °C’ de 30 saniye
- 55 %C°de 45 saniye 35 dongii
- 729C’ de 1 dakika

- 72 °C’ de 5 dakika

Elde edilen PCR iiriinleri, final konsantrasyonu Ix olan Ornek ylikleme
tamponu igerisinde hazirlanarak, 1x TBE tamponu varliginda %?2’lik agaroz jelde
goriintliilendi. DNA belirteci olarak Tracklt DNA Ladder 100 bp (Invitrogen,
Carlbad, CA, USA) esliginde, 90 V’luk elektriksel akimda 35-45 dakika yiiriitiilen
PCR oOrnekleri, Sybergreen fliloresan boyanin kullanildigi  Blook LED
Transilliminatoér (Genedirex, MiaoliCounty, Taiwan) cihazinda goriintiilendi. Elde
edilen bantlarin miktari, Image J-Versiyon 1.52 (National Institue of Health,

Maryland, USA) dansitometre programu ile kuantifiye edildi.

3.5. Western Blot Analizi
Kullanilan Soliisyonlar:

- Hiicre lizis tamponu: Kullanima hazir olarak Promega (Madison, WI, USA)

firmasindan temin edildi.

- Proteaz/Fosfataz Inhibitér Kokteyli: 100x stok konsantrasyonuna sahip
proteaz/fosfataz inhibitor kokteyli hiicre lizis tamponuyla diliie edilerek 1x final
konsantrasyonunda kullanildi. Proteaz/fosfataz inhibitér kokteyli Thermofisher

Scientific (Rockford, IL, USA) firmasindan temin edildi.
Deney Prosediirii:

- Steril flasklar i¢inde kiiltiire edilen Panc-1 ve MiaPaCa-2 hiicreleri laminar
flow kabin igerisinde Tripsin-EDTA c¢ozeltisi yardimiyla flask yiizeyinden
kaldirilarak, 15 ml’lik tiipler igerisine konuldu. Elde edilen siispansiyonlar 600xg,
25°C’ de 8 dakika santrifiij edildi. Elde edilen hiicre peletleri besiyeri ile resiispanse
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edilerek her bir kuyucukta %30 yogunluk olacak sekilde 6 kuyucuklu kiiltiir

kaplarina boliistiirtildii.

- Yiizeye yapisabilmesi i¢in bir gece boyunca 37 °C, %95 nem, %5 CO:
sartlarinda inkiibatorde bekletilen hiicreler; serumsuz DMEM/F12 besiyeri ve
hiperfekt reaktifi varliginda final konsantrasyonu 50 nM olacak sekilde CD44 siRNA
veya negatif SIRNA ile 72 saat siiresince transfekte edildi.

-Siire sonunda Tripsin-EDTA yardimiyla kuyucuklardan alinan hiicreler, 1x
PBS ile yikanarak elde edilen hiicre peletlerinin miktarma goére 50-100 pl arasi
hacimlerde protez/fosfataz inhibitér kokteyli iceren hiicre lizis tamponu eklendi.
Hiicrelerin, 10000xg, +4 °C’de 10 dakika santrifiijii sonucunda sitozolik proteinleri

iceren slipernatant alinarak steril yeni ependorf tiiplere aktarildu.

- Immunoblot deneylerinde kullanilacak olan siipernatant érneginde protein

miktar tayini yapildi.

3.5.1. Protein Miktar1 Analizi

Prensip: Hiicrelerdeki proteinlerin miktar tayini, Bradford yontemiyle
Ol¢iildii. Bradford yonteminde kullanilan Coomasie Brillant Blue G-250 boyasi
molekiilleri proteinin var oldugu asidik ortamda kirmizi renkten mavi renge doner.
Boya eslenmemis elektronlarin1 proteinin hidrofobik bdlgelerine verir. Proteinlerin
hidrofobik bolgeleri ile eslesen boyanin apolar kisimlari arasinda van Der Waals
etkilesimleri olusur. Olusan kompleks mavi renkli olup, protein miktar: arttikca mavi
rengin siddeti de artar. Bu mavi renk 595 nm’de maksimum absorbans verirek

protein miktari tayini yapilir (59)
Kullanilan Soliisyonlar
-Bradford Protein analiz kiti (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)
Deney Prosediirii

- Bradford Protein analiz kiti i¢erisinde kullanima hazir olarak bulunan 0,125,
0,25, 0,5, 1,0, 1,5, 2,0 mg/ml konsantrasyonlarinda albumin soliisyonlar1 protein
standartlar1 olarak kullanildi. 5 pl alblimin standartlar1 ve 5 pl hiicre 6rnekleri

(dublik), 250 ul Bradford reaktifi ile 5 dakika siiresince oda 1sisinda muamele
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edilerek olusan mavi rengin siddeti 595 nm dalga boyunda multiplate reader
cihazinda (Thermo, Multiskan) tayin edildi. Albumin standartlarina gore elde edilen
standart grafigi olarak, her bir protein analizi i¢in es zamanli olarak anlik elde edilen
protein standart grafikleri kullanilmis olup R? degeri 0,95 ve fiizeri olan standart

grafikleri 6rneklerdeki proteinlerin hesaplanmasinda kullanildi (Sekil 3.2).

Protein Standart Grafigi

1,2
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Sekil 3.1. Bradford yontemine gore elde edilen standartgrafigi

3.5.2. Immunoblot Analizi

Negatif siRNA veya CD44 siRNA ile transfekte edilmis Panc-1 ve MiaPaCa-
2 hiicrelerinden elde edilen protein 6rnekleri kullanilarak fibronektin ve kollajen IV

protein ekspresyonlardaki degisim immunoblotlama ile gosterilmistir.

Prensip: Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE)
kullanilarak proteinlerin molekiiler agirliklarina gore ayrilmasi saglanir. SDS
kullanim1 sayesinde proteinlerin 3 boyutlu yapis1 bozularak konformasyonel baglar
kirilir ve ayni zamanda proteinler eksi yiik ile yiiklenir. Boylelikle elektriksel
ortamda katottan anota hareket etmeleri saglanmis olur. Poliakrilamid jel, pH’lar1 ve

akrilamid/bisakrilamid yiizdeleri farkli olan toplama jeli ve ayrigsma jelinden olusur.
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Toplama jelinin kullanim amaci, proteinlerin goce esit seviyede ve ayni zamanda
baslamasidir. Ayrigam jelinde ise por ¢ap1 daha kiigiik oldugu icin proteinler belirgin
bantlar olusturacak sekilde molekiiler agirliklarina gore ayrilmasi saglanir. Daha
sonra molekiiler agirliklarina gore ayrilan proteinler, polivinilidin floriir (PVDF)
membrana aktarilarak membran ilk 6nce primer antikorlar ile, sonrasinda ise alkalen
fosfataz (AP) bagl sekonder antikorlar ile muamele edildi. Elde edilen bantlar
BCIP/NBT reaktifi varliginda PVDF membran iizerinde kolorimetrik olarak

gorlntiilendi.
Kullanilan Kit ve Soliisyonlar

- Elektroforez Tamponu: 1L distile su icerisinde 15 gr Tris, 5 gr SDS, 72 gr
glisin ¢oziinerek 5x konsantrasyonunda stok ¢ozelti hazirlandi. Bu stok tamponu

elektroforez Oncesinde taze olarak 1x final konsantrasyonuna diliie edilerek

kullanildi.

- Blotlama Tamponu :1 L distile su igerisinde 30,3 gr Tris, 144 gr glisin ve 10
gr EDTA c¢oziilerek 10x konsantrasyonunda stok ¢ozelti hazirlandi. Kullanima hazir

hale getirmek i¢in solusyon 1x final konsantrasyona diliie edildi.

-Tris Buffered Saline (TBS-T) (%0,1 Tween 20): 1 L distile su icerinde 31,5
gr TrissHCL ve 80 gr NaCl ¢oziilerek 10x konsantrasyonunda stok c¢ozeltisi
hazirland1. Bu stok ¢ozeltiye %0,1 oraninda Tween-20 eklenerek 1x TBS-T final

konsantrasyonunda ¢ozelti elde edildi.

- 20 ml 1x TBS-T igerisinde 1 gr yagsit siit tozu kullanilarak %35 bloklama

soliisyonu elde edildi.

- Santa Cruz Biotechnology (Dallas, CA, USA) firmasindan temin edilen
primer ve antikorlar, %5°lik yagsiz siit tozu igceren 1x TBS-T igerisinde 1:100

oraninda dilie edildi.

- Sekonder antikor (Cell Signaling, Leiden, Netherlands), primer antikorun
orjinine uygun olarak anti-rabbit ve AP ile konjuge edilmis 6zellikte olup 1:2000

oraninda %5 yagsiz siit tozu icerien 1x TBS-T igerisinde hazirlandi.
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- 150 mM Tris-HCL (pH 6,8), 300 mM DTT, %6 SDS, %30 gliserol, %0,3
bromfenol mavisi igeren 3x SDS-PAGE yiikleme tamponu (Biovision, Milpitas, CA,
USA)

-Methanol (Merck, Darmstadt, Germany)
Deney prosediirii

- Elektroforez tankina yerlestirilen %4-15 gradiyentine sahip Tris-HCL
poliakrilamid hazir jel (Bio-Rad, Hercule, CA, USA) elektroforez tankina

yerlestirilerek tank, 1x elektroforez tamponu ¢ozeltisi ile doldurulmustur.

-Her bir kuyucuga yiiklenmek iizere, 3x yiikleme tamponu ile karistirilan 40
ug protein drnekleri kuru 1s1 blogunda 95 °C’ de 5 dakika inkiibe edildi. Jelin ilk
kuyucuguna protein belirteci olarak Kaleidoscope Prestained standarti (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA), diger kuyucuklara ise 40 pgram protein igerecek sekilde 40 pl

hacminde 6rnekler yiiklendi.

- Toplama jelinde Orneklerin yiiriitiilmesi i¢in 80 V’ luk akim uygulandi.
Ayrigsma jelinde ise bu akim 120 V’a arttirillarak proteinlerin elektriksel ortamda

molekiil agirliklarina gmre ayrisamalari saglandi.

- PVDF membran metanol icerisinde 2-3 dakika bekletilerek rehidrate edildi

ve 2-3 dakika distile su igerisinde bekletilerek protein transferine hazir halegetirildi.

- Elektroforez bitiminde plakalar arasinda bulunan jel 1x transfer tamponu

icerisinde sandvig aparat1 yardimiyla sandviglenmeye baglandi.

- Sandvig aparatinin i¢i katottan anota dogru sirastyla siinger, blotlama kagidi,
jel, PVDF membran, blotlama kagidi ve siinger st iste gelecek  sekilde
yerlestirilerek aparat sikica kapatildi. Jeldeki proteinlerin katottan anota dogru PVDF
membrana transfer edilmesi igin transfer tanki metanol igeren 1x transfer tamponu ile
dolduruldu ve igerisine sandvig aparat1 yerlestirildi. 4 °C’de 80 V’luk akimda 4,5 saat

transfer islemi gerceklestirildi.

- Transfer sonrasinda proteinleri ilizerinde bulunduran PVDF membran,
spesifik olmayan antikor baglanmalarinin engellenmesi i¢in oda sicakliginda 1 saat

stireyle %5°lik bloklama soliisyonunda bekletildi.
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- Bloklama isleminin hemen ardindan PVDF membranlar, kollajen IV ve
fibronektin primer antikorlariyla (1:100 diliisyon oraninda) gece boyunca 4 °C’de

inkiibe edildi.

- Primer antikorla inkiibe edilen PVDF membran alkalen fosfataz bagl

sekonder antikor (1:2000 diliisyon oraninda) ile 1 saat oda sicakliginda inkiibeedildi.

- Primer ve sekonder antikor ile isaretlenen PVDF membran iizerindeki
kollajen IV ve fibronektin protein ekspresyon bantlarinin goriintiilenmesi amactyla
AP ile reaksiyon veren BCIP/NBT reaktifi (Sigma, St. Louis, USA) PVDF
membrana eklendi. Kolorimetrik reaksiyon sonucu olusan bantlar goriintiilenerek
dijital ortama aktarildi. Imaje J-Versiyon 1.52 (National Institute of Health,

Maryland, USA) programiyla protein bantlar1 kantitatif olarak degerlendirildi.
3.6. Istatiksel Analiz

Yapilan tez ¢aligmasinin istatistiksel analizlerinde SPSS 20.0 paket programi
kullanildi. Gruplar arasindaki istatistiksel karsilastirmalar non-parametrik Mann-
Whitney U testi ile degerlendirildi. p<<0,05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul

edildi ve * simgesi ile gosterildi.
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4. BULGULAR

4.1. CD44 siRNA’nin PDAC Hiicrelerinin Canhiig1 Uzerine Etkisi

Hiicre canlilig1 analizi, hem CD44 siRNA’nin PDAC hiicreleri iizerindeki
olasi sitotoksik etkisinin incelenmesi hem de ileri analizlerde kullanilacak en uygun
CD44 siRNA dozunun belirlenmesi amaciyla Panc-1 ve MiaPaCa-2 hiicrelerinde
yapildi. Sitotoksisitenin tespit edilmesi i¢in yaygin olarak kullanilan yontemler
enzimatik, liiminesans ve kolorimetrik yontemlerdir. Kolorimetrik yontemlerde temel
prensip, hidrofobik karakterde olan renksiz MTT, XTT, MTS, XTS, WTS-8 gibi
tetrazolyum tuzlarimin hiicre i¢i dehidrogenazlar tarafindan indirgenerek hidrofilik
renkli bir madde olan formazana doniismesi ve olusan formazanin da
spektrofotometrik olarak uygun dalga boyunda oOlgiilmesidir. Artan renk siddetine
bagli olarak formazan miktar1 ve dolayisiyla hiicre canliligi da artmaktadir. Tez
calisgmamizda kullandigimiz MTS hiicre igerisinden gecemez, fakat membrandan
gecebilen fenazin metil siilfat (PMS) veya fenazin etil siilfat (PES) gibi elektron

tastyicilart sayesinde MTS’ler formazana indirgenir.

CD44 siRNA’nin Panc-1 ve MiaPaCa-2 hiicreleri iizerindeki sitotoksik
etkisini belirlemek igin hiicre canliligi analizi, kontrol, negatif SIRNA ve CD44
siRNA gruplar1 olmak {izere temel olarak 3 grupta gerceklestirildi. Bu 6rneklemler
CD44 siRNA ve negatif siRNA ile 72 saat siire ile muamele edilmistir. Panc-1
hiicrelerinde herhangi bir maddeyle muameleye maruz kalmayan kontrol grubundaki
hiicreler igin hiicre canliligi %100 olarak tespit edilirken, 50 nM negatif siRNA ile
muamele edilen grupta hiicre canliligr %96,4 olarak tespit edildi. Negatif siRNA ile
transfekte edilen Panc-1 hiicrelerindeki canlilik orani ile kontrol grubundaki
hiicrelerin canlilik orani arasinda onemli bir farklilik tespit edilmedi. Panc-1
hiicrelerinin canliligi; 25 nM CD44 siRNA ile muamele edildiginde %78,1, 50 nM
siRNA’da %55.,4, 75 nM siRNA’da %40,6 ve 100 nM siRNA’da ise %25,3 oraninda
tespit edildi (Sekil 4.1a). Bu sonug, uygulanan CD44 siRNA dozunun artisina baglh
olarak Panc-1 hiicre canliligmin azaldigin1 gostermektedir. Bu artiglar 25 nM
uygulama dozu hari¢ olmak iizere diger CD44 siRNA dozlarinda kontrol sartlara
kiyasla istatistiksel olarak anlamhidir (p<0,05). CD44 siRNA’nin doza bagl hiicre

canlilig1 yanitlarina
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gore herhangi bir muameleye ugramamis hiicrelerin yaklasik yarisinin canliliini
azaltmakta olan 50 nM CD44 siRNA dozu, ileri deneylerimiz olan RT-PCR ve
western blot analizlerinde kullanilmis olup Panc-1 hiicreleri 50 nM CD44 siRNA ile

gen ve protein ekspresyon analizleri i¢in muamele edilmistir.
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Sekil 4.1a. CD44 siRNA’nin Panc-1 hiicre canlilig1 lizerine etkisi

MiaPaCa-2 hiicrelerinde CD44 siRNA’nin farkli dozlarina bagli hiicre
canlilifi yanitlarimin degerlendirmesi yapildiginda; herhangi bir muameleye
ugramamis olan hiicreler ile kiyaslandiginda 50 nM negatif siRNA ile muamele
edilen hiicrelerin canliligit %94,7 oraninda tespit edilmis olup anlamli bir fark
gozlenmemistir. CD44’tin farkli dozlar1 ile MiaPaCa-2 hiicreleri muamele
edildiginde ise; 25 nM’de hiicre canlilig1 %72,3 oraninda iken, 50 nM’da 52,5, 75
nM’da 35,1, 100 nM’da ise 19,4 oldugu Ol¢iilmistiir (Sekil 4.1b). Panc-1’daki
yanitlara benzer olarak uygulanan CD44 siRNA dozunun artmasina paralel olarak
hiicre canliliginin azaldig1 dolayisiyla gozlenmistir. MiaPaCa- 2’deki bu yanit, 25 nM
uygulama dozu disindaki diger CD44 siRNA dozlarinda kontrol sartlara kiyasla
istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05). Yine Panc- 1’daki sonuca benzer olarak
kontrol grubuna kiyasla hiicrelerin yaklasik yarisinin canliligini azaltan CD44 siRNA
dozu olan 50 nM, ileri deneyler olan RT-PCR ve western blot analizlerinde

kullanilmak i¢in secildi.
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Sekil 4.1b. CD44 siRNA’nin MiaPaca-2 hiicre canlilig1 iizerine etkisi

% Hicre Canlihg

CD44’iin, MiaPaCa-2 ve Panc-1 hiicrelerinde canlilik iizerindeki yanitlari
kiyaslandiginda, daha agresif ve metastatik potansiyeli daha yiiksek olan Panc-1
hiicrelerinin CD44 siRNA muamelesine karsi daha direngli oldugu, metastatik
potansiyeli daha diisiik olan MiaPaCa-2 hiicrelerinin ise tersine daha hassas oldugu
acikca goriilmektedir. Bu oranlar doz bazinda degerlendirildiginde; 25 nM CD44
siRNA dozuna kars1 Panc-1 hiicrelerinin MiaPaca-2’ye gore %5,8, 50 nM’da %2,9,
75 nM’da %S5,5 ve 100 nM’da %5,9 oraninda daha direngli oldugu tespit edildi.
CD44 siRNA doz artist her iki hiicre hattinda hiicre canlilifini olumsuz yo6nde
etkilemektedir. Tez ¢alismamizda kullandigimiz CD44 siRNA dozu olan 50 nM
konsantrasyonu giivenli olarak degerlendirilmis olup, hiicrelerde sitotosik diizeyde

etkiye sebebiyet vermedigi goriildii.

42. PDAC Hiicrelerinde CD44 Gen Susturulmasimin, CD44 mRNA
Ekspresyonu Uzerine EtKisi

Bu analizin yapilmasindaki amag; CD44 siRNA’nin, CD44 mRNA
ekspresyonunu gergekten inhibe ettigini ispatlamak ve bundan sonraki asamalarda
elde edilen sonuglarin giivenilirligini arttirmaktir. Bu amagla; Panc-1 ve MiaPaCa-2
hiicreleri 50 nM negatif siRNA ve 50 nM CD44 siRNA ile 72 saat siiresince
transfekte edilerek, CD44 siRNA transfeksiyonuna bagli CD44 mRNA ekspresyon
diizeylerindeki degisiklik tespit edildi. Panc-1 hiicrelerinde CD44 mRNA
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ekspresyonunu incelemek amaciyla kontrol grubu, negatif siRNA ile transfekte
edilen hiicre grubu ve CD44 siRNA ile transfekte edilen hiicre grubuna ait mRNA
ekspresyon bantlarinin yogunlugun, ilgili grubun GAPDH mRNA ekspresyon bant
yogunluguna oranlanmasiyla elde edilen veriler yar1 kantitatif olarak Sekil 4.2a’da
gorildiigli lizere ifade edildi. Glikoliz metabolik yolunda gorevli olan GAPDH
enzimi, Gliseraldehit 3-fosfatin D-gliserat 1,3 bifosfata doniisiimiinii katalizler. Tim
hiicrelerde GAPDH gen ekspresyonu mevcut oldugu icin bu gen, tiim bantlarda esit
miktarda mRNA oldugunu gostermek amaciyla internal kontrol olarak RT-PCR
analizlerimizde kullanildi. RT-PCR sonuglar;; hem CD44 hem de GAPDH gen
ekspresyon bantlarinin Image J (NIH, Maryland, USA) dansitometre tarama
programinda kuantifiye edilmesiyle elde edilen CD44/GAPDH mRNA ekspresyon
oranlar1 seklinde ve kontrol hiicrelerin bu oran1 1 kabul edildiginde negatif veya
CD44 siRNA grubu icin 1’in katlar1 seklinde verilerek degerlendirildi. Buna gore
Panc-1 hiicrelerinde negatif siRNA ile transfekte edilen hiicre grubuna kiyasla CD44
siRNA, CD44 mRNA ekspresyonunu 0,89 diizeyinde inhibe ederek CD44 geninin
susmasini sagladi. Negatif siRNA ile transfekte edilen Panc-1 hiicrelerinde CD44
mRNA ekspresyonu kontrol hiicre grubuna gore 1,02 olarak degerlendirildi (Sekil
4.2a). Panc-1 hiicrelerinde negatif siRNA ile transfekte edilen grup ile kontrol hiicre

grubu arasindaki CD44 mRNA ekspresyon farki dnemsiz olarak kabul edildi.
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Sekil 4.2a. Panc-1 hiicrelerinde CD44 siRNA’nin, CD44 gen ekspresyonu {izerine

etkisi

Negatif siRNA ile transfekte edilen MiaPaCa-2 hiicrelerinde CD44 mRNA
ekspresyonu kontrol hiicre grubu baz alindiginda 1,05 olarak tespit edildi. CD44
SiIRNA ile transfekte edilen MiaPaCa-2 hiicrelerinde CD44 mRNA ekspresyon
seviyesinin negatif SiIRNA ile transfekte edilen hiicre grubuna kiyasla 0,97 kat
distiigii tespit edildi (Sekil 4.2b). Panc-1 ve MiaPaCa-2 hiicre gruplari
karsilastirildiginda CD44 siRNA’nin Panc-1‘e gore daha az metastatik etkiye sahip

olan MiaPaCa-2 hiicre hatti {izerinde etkisinin biraz daha fazla oldugu goriildii.
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Sekil 4.2b. CD44 siRNA’nin MiaPaCa-2 hiicrelerinde CD44 gen ekspresyonu

uzerine etkisi

43, PDAC Hiicrelerinde CD44 Gen Susturulmasinin, integrin 1 mRNA

Ekspresyonu Uzerine EtKisi

Panc-1 ve MiaPaCa-2 hiicrelerinin herhangi bir muameleye ugramadigi ve
50 nM negatif sSiRNA veya 50 nM CD44 siRNA ile transfekte edildigi durumdaki
Integrin p1 mRNA ekspresyon diizeyleri RT-PCR metodu ile degerlendirildi. CD44
siRNA veya negatif siRNA ile 72 saat siiresince transfekte edilen Panc-1
hiicrelerinde Integrin B1 mRNA ekspresyon sonucu, integrin f1 mRNA ekspresyon
bantlarindaki ~ yogunlugun, internal kontrol amaciyla kullanilan GAPDH
bantlarindaki yogunluga oranlanmasiyla kontrol sartlardaki orana gore kiyaslanarak
yari-kantitatif olarak degerlendirildi (Sekil 4.3a). CD44 siRNA ile transfekte edilen
Panc-1 hiicrelerinde Integrin 1 mRNA ekspresyonunun, negatif siRNA ile
transfekte edilen gruba kiyasla 0,70 kat azaldig1 gozlendi. Bu sonug agresif PDAC
hiicre tipi olan Panc-1’da CD44’{in, PDAC metastazinda énemli rol oynayan Integrin

B1’in gen ekspresyonunu direk uyardigin1 ve bununla baglantili olarak CD44’{in gen
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diizeyinde susturulmasinin da integrin B1 gen ekspresyonunu inhibe ettigini

gostermistir.
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Sekil 4.3a. Panc-1 hiicresinde CD44 gen susturulmasinin, Integrin-31 mRNA

ekspresyonu iizerine etkisi

MiaPaca-2 hiicreleri 72 saat siiresince 50 nM CD44 siRNA ile transfekte
edildiginde Integrin p1 mRNA ekspresyonunun, negatif siRNA ile transfekte edilen
hiicre grubuna kiyasla 0,84 kat azalarak Integrin B1 geninin biiyiik bir oranda inhibe
oldugu gozlendi (Sekil 4.3b). Bu sonu¢ Panc-1’da gbzlenen sonuca paralel olarak
MiaPaCa-2 hiicrelerinde de CD44’iin Integrin p1 gen ekspresyonunu ile direk iliskili
oldugunu ve gen ekspresyonun uyardigin1 gostermistir. Dolayisiyla CD44 siRNA
aracili gen susturma tedavi yaklasimmin da etkili sonuc vererek, integrin Bl gen
ekspresyonunu biiyiik olglide azalttigini agikga gosterdi. MiaPaCa-2‘ye gore daha
agresif olan Panc-1 hiicrelerinde integrin B1 mRNA ekspresyonunun daha az azaldig

goriildii.
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Sekil 4.3b. MiaPaCa-2 hiicresinde CD44 gen susturulmasinin, Integrin B1 mRNA

ekspresyonu iizerine etkisi

44, PDAC Hiicrelerinde CD44 Gen Susturulmasinin, Fibronektin

Protein Ekspresyonu Uzerine EtKisi

Panc-1 ve MiaPaCa-2 hiicrelerinde 50 nM negatif siRNA veya CD44 siRNA
ile transfekte edilen hiicre gruplarinda ekstraselliler matriksin  6nemli
komponentlerinden biri olan Fibronektin proteinin ekspresyon analizi Western Blot
yontemiyle incelendi. Tiim orneklerin esit miktarda protein icerdigini gostermek
amaciyla hiicre iskeletinin olusumunda etkin rolii olan ve tiim hiicrelerde bulunan -
aktin internal kontrol proteini kullanildi. Western blot sonuglari; hem Fibronektin
hem de B-Aktin protein ekspresyon bantlarinin Image J (NIH, Maryland, USA)
densitometre tarama programinda kuantifiye edilmesiyle elde edilen Fibronektin/p-
Aktin protein ekspresyon oranlari seklinde ve kontrol hiicrelerin bu orani 1 kabul
edildiginde negatif veya CD44 siRNA grubu i¢in 1’in katlar1 seklinde verilerek
degerlendirildi.
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Sekil 4.4a. CD44 siRNA’nin Panc-1 hiicrelerinde Fibronektin protein ekspresyonu
iizerine etkisi

Panc-1 hiicrelerinde negatif siRNA ile transfekte edilen sartlarda fibronektin
protein ekspresyon seviyesinin kontrole kiyasla 0,93 oldugu tespit edildi. CD44
SiRNA ile transfekte edilen Panc-1 hiicrelerinde ise bu degerin negatif siRNA’ya
transfekte edilen hiicrelere gore 0,12 kat azaldigi gozlendi. Boylelikle Panc-1
hiicrelerinde CD44 gen susturulmasi, fibronektin protein ekspresyonunun negatif
SIRNA ile transfekte edilen hiicre grubuna gore 0,12 kat azalmasina neden oldu

(Sekil 4.4a).

Negatif siRNA ile transfekte edilen MiaPaCa-2 hiicrelerinde ise fibronektin
protein ekspresyon seviyesinin, kontrol hiicre grubu baz alindiginda 0,89 olarak
gozlenirken, CD44 siRNA ile transfekte edilmesi sonucunda ise bu deger 0,39
seviyesindedir (Sekil 4.4b). Panc-1 ve MiaPaCa-2 hiicrelerindeki CD44 siRNA gen
susturulmasimin fibronektin protein ekspresyonu lizerindeki etkileri kiyaslandiginda
fibronektin proteinin MiaPaCa-2 hiicrelerinde Panc-1 hiicrelerine gore iki kat daha

fazla ekspresyon kaybi1 goriilmiistiir.
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Sekil 4.4b. CD44 siRNA’nmin MiaPaCa-2 hiicrelerinde Fibronektin protein
ekspresyonu tizerine etkisi

45, PDAC Hiicrelerinde CD44 Gen Susturulmasimmin, Kollajen IV

Protein Ekspresyonu Uzerine Etkisi

Pankreatik ekstraselliiller matriksi kusatan bazal membranin en Onemli
yapitaglarindan biri olan Kollajen IV proteininin PDAC olusumunda sentezinin
artarak olusan Kollajen IV’lerin bazal membran yapisina katildig:r bilinmektedir.
Wstern blot analizi sonucu elde edilen Kollajen IV protein ekspresyon bantlarinin
internal kontrol amaciyla kullanilan B-Aktin bantlarina oranlanmasiyla elde edilen
veriler kontrol sartlarina oranla yari-kantitatif olarak degerlendirildi. Panc-1 ve
MiaPaCa-2 hiicrelerinde kollajen IV protein ekspresyonlari sirasiyla Sekil 4.5a ve
Sekil 4.5b’de gosterildi. Panc-1 hiicrelerinde negatif siRNA ile transfekte edilen
hiicre grubunda kollajen IV protein ekspresyon seviyesi 0,98 olarak belirlenmesine
karsilik, CD44 siRNA ile transfekte edilen grupta negatif siRNA ile transfekte edilen
hiicre grubuna kiyasla bu deger 0,85 olarak tespit edildi (Sekil 4.5a).
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Sekil 4.5a. CD44 siRNA’nin Panc-1 hiicrelerinde Kollajen IV protein ekspresyonu

uzerine etkisi

MiaPaCa-2 hiicrelerinde ise negatif siRNA ile transfekte edilen hiicre
grubunda Kollajen IV protein ekspresyon seviyesi kontrol hiicre grubuna kiyasla
0,93 iken, CD44 siRNA ile transfekte edilen hiicre grubunda Kollajen IV protein
ekspresyon seviyesi negatif siRNA ile transfekte edilen hiicre grubuna gore 0,45
olarak belirlendi (Sekil 4.5b.) Panc-1 ve MiaPaCa-2 hiicrelerinin Kollajen IV protein
ekspresyon seviyelerinde, CD44 siRNA geninin susturulmasina bagli olarak
verdikleri cevap karsilastirildiginda MiaPaCa-2 hiicrelerinde Kollajen IV protein
ekspreyon kaybinin Panc-1 hiicrelerindeki Kollajen IV protein ekspresyon kaybina

gore daha fazla oldugu gorildii.
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Sekil 4.5b. CD44 siRNA’nin MiaPaCa-2 hiicrelerinde Kollajen IV protein

ekspresyonu tizerine etkisi



5. TARTISMA

CD44 proteinin insan viicudunda en fazla eksprese edildigi bolgeler deri,
akciger ve apendiks olmakla birlikte, en az eksprese edildigi organlar testis ve
yumurtaliklardir (60). Genomda 20 adet ekson ve 19 adet igeren CD44 geni
tarafindan sentezlenen, CD44 hiicre yiizey reseptdr proteini non-kinaz yapida olup
tip I transmembran glikoproteinidir. CD44 geninin baslica pozitif trankripsiyon
diizenleyicileri Spl, Egrl, TCF4, AP-1, NF-kB, ETS-1 iken, baslica negatif
transkripsiyon diizenleyicileri p53, KLF4, FOXP3’tiir. Bu proteinin N-terminal ucu
ektodomainde C-terminal ucu sitozolde yer alir. ESRP1 proteini araciligiyla
alternatif kirpilan CD44 mRNA’lar1 CD44 izoformlarinin olusumunu saglar. Ilk 5
ekson hyaluronan baglanan domaini kodlarken, son 5 ekson proteinin sitozolik ucunu
kodlar bu proteinin sitozolik ucu ankrin proteinine baglanir ve dolayli yoldan
RhoGTPaz’larn1 aktive ederek hiicre iskeletinin morfolojik yapisini etkiler, geriye
kalan 6-15. eksonlarin alternatif kirpilmasi sonucu proteinin ektodomaininde izoform
olusumunu saglayan degisken bolgeler olusur. Olusan CD44 izoformlarinin
osteopontin, fibrin, serin-glisin dipeptid tekrar1 igeren heparan siilfat, kondroitin
stilfat gibi glikozaminoglikanlar, hematopoetik biiylime faktorii (HGF), fibroblast
biliytime faktorii (FGF) icin de ligand gorevi gordiigli saptanmistir. Bag ve boyun,
gastrik, akciger, meme, prostat, kolorektal, mesane ve over gibi farkli kanser
tirlerinde farkli CD44 izoformlarinin ekspresyonlarinin arttigi, meme kanserinde
CD44s, CD44v6, prostat kanserlerinde CD44s, CD44v2, CD44v6, CD44v9, bas ve
boyun Kkanserlerinde CDA44v3, gastrointestinal kanserlede CD44v6, CD44v9,
CD44v10, PDAC’de ise CD44s, CD44v6 ve CD44v3 izoformlarmin asiri
ekspresyonu gozlenmistir (61). Bu sebeple CD44 baz1 kanser tiirleri ve PDAC i¢in
biyobelirteg olarak kabul edilmektedir.

Yapilan bu tez ¢alismamizda CD44 geninin CD44 siRNA ile susturularak,
CD44 ve Integrin Pl iizerinde gen diizeyinde etkileri, fibronektin ve kollajen 1V
lizerinde ise protein diizeyinde etkileri saptamak amaciyla CD44’lin ekstraselliiler

matriks yikimindaki roliiniin arastirilmasi hedeflenmistir.

Bu calismada kullanilan 50 nM CD44 siRNA dozunun Panc-1 hiicreleri i¢in
hiicre canliligin1 %44,6 diizeyinde, MiaPaCa-2 hiicreleri i¢in ise %47,5 diizeyinde
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baskiladigr goriilmiistiir. Panc-1 ve MiaPaCa-2 hiicrelerindeki bu degisimin
istatistiksel olarak anlamli oldugu (p<0,05) gbéz Oniine alindiginda CD44’iin
ektraselliiler matriks yikimindaki roliiniin aydinlatilmasina katki saglayan bu tez
calismamizda, CD44 siRNA’nin 50 nM dozunda kullanimini1 toksik bir etki

olusturmadigindan giivenligi oldugu goriilmiistiir.

Genel olarak pankreatik ekstraselliler matriks yapisina baktigimizda
desmozom yapilariyla birbirine baglanan epitel hiicreler arasinda e-kaderin, Klaudin,
okludin, ZO-1, JAM, nektin gibi proteinler araciligiyla adezyon kusaklari olusur.
Olusan epitel dokununun hemen altinda lamina lucida ve lamina densadan olusan
bazal lamina yer alir. Non-fibriller yapidaki kollajen IV, kollajen XV, kollajen XVIII
laminin, integrin, nidojen, perlekan bu katmanda bol miktarda bulunur. Epitel doku
hemidesmozomlar ile bazal laminaya baglanir, bu baglanmada integrin a6p4
reseptorleri aktif rol oynar. Bazal laminanin hemen altinda yer alan retikiiler lamina
bazal lamina ve ekstraselliller matriks arasinda bir geg¢is katmani olarak
goriinmektedir. Hiicreleri i¢inde bulunduran ekstraselliiler matriks temel olarak
kollajen, laminin, fibronektin, elastin gibi fibrotik proteinler, glikoproteinler ve
proteoglikanlardan olusur. Ekstraselliiler matrikste agirlikli olarak kollajen 1 yer alir.
Kollajenlerin birbirleriyle olan ¢apraz etkilesimleri ve kollajen orgii figiirleri elastin
proteini ile beraber ekstraselliler matriksin dayanikliligini, yapim-yikimini ve
esnekligini diizenler. Ekstraselliiler matriks-hiicre etkilesimlerde integrin reseptorleri,
fibronektinler ve hiicre yiizey adezyon molekiilleri 6nemli rol oynar. Hiicre
yiizeyinde yer alan integrin a5B1’ler fibronektinler icin reseptdr gorevi goriir.
Integrinler ve fibronektinler aym zamanda migrasyon, invazyon ve timor

metastazinda da etkilidir (62).

Timor gelisimine bagl olarak ektraselliiler yikim i¢in proteolitik kaskad
uyarilir.  Ekstraselliiler —matriks  yikimi  proteazlar  tarafindan  baslatilir,
metalloproteinazlar, serin proteazlar, aspartil proteazlar ve sistein proteazlar olmak
iizere dort adet proteaz tlirii bulunmaktadir. Proteolitik enzimler direkt ekstraselliiler
matriks bilesenlerine baglanabildigi gibi, diger proteazlar1 aktive ederek
ekstraselliiler matriks yikimini baslatabilirler. Ekstraselliiler matriks yikiminin genel
prensibine gore Aspartil proteaz (katepsin D), katepsin B gibi sistein proteazlari

aktive ederek Onciil iirokinaz tip plazminojen aktivator (pro-uPA) i aktiflestirir.
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Urokinaz tip plazminojen aktivatdriiniin (uPA), iirokinaz tip plazminojen aktivator
reseptoriine (uPAR) baglanmast sonucu plazminojen plazmine doniisiir. Aktif
haldeki plazminler inaktif haldeki proMMP’leri aktif hale getirir. Aktiflesen
MMP’ler kollajenleri parcalayalarak ektraselliiler matriksi parcgalar. Ekstraselliiler

matriksin par¢calanmasi migrasyon, invazyon ve metastaz siireglerini hizlandirir (63).

PDAC sahip oldugu yogun desmoplastik stroma nedeniyle immun hiicrelerin
ekstraselliiler matrikse gecisi ve hedef hiicrelere yonelik ilag dagitiminmi ¢ok
zorlastirmaktadir. Aym1 zamanda sitotoksik hiicresel terapinin yapilmasina karsi
direncin gelismesi PDAC’de olusan fibrotik stroma ile iligkilidir. Yogun stromal
yapinin se¢ici olmayan deplesyonuna bagli olarak immiin terapi, lipozomal ilaglarin
tasinimi, gen terapi gibi tekniklerin uygulanmasina yonelik terapdtik hedefler
gelistirilmektedir. Bunun i¢in uygulanan yontemlerden bazilar1 Hedgehog sinyal
yolaginin inhibisyonuna bagli fibrozisin engellenmesi, polietilen glikol (PEG) ile
modifiye edilmis hyaluronidaz enzimi ile stromada bulunan hyaluronanlarin
parcalanmasi, MMP aktivasyonuna veya TIMP inaktivasyonuna bagli matrizomum
parcalanmasi olarak gosterilebilir. Yogun fibrotik stromanin olusumunda, pankreatik
yildizs1 hiicreler tarafindan salgilanan sitokinlerin, FGF ve TGF-B gibi faktorlerin
etkisiyle kollajen I, kollajen III, fibronektin ve kanser iligkili fibroblastlarin (CAF)
protein diizeyinde ekspresyonunun arttigi gozlenmistir (64). Kanser iligkili
fibroblastlarin kokeni olan mezenkimal stromal hiicreler yiizeyinlerinde CD44
artistyla beraber hyaluronan bakimindan zengin stromaya yerlesirler ve burada
farklilasarak ¢ok sayida alt tipe sahip olan CAF’lar1 olusturur. Miyofibroblastik
CAF’lar ve inflamatuvar CAF’lar en 6nemli iki grubu olusturur. CAF’lar tenascin-c,
osteopontin, periostin ve interlokin gibi molekiiller salgiyabilir. Miyofibroblastik
CAF’larin salgiladigl osteopontin integrin aVP3’e baglanarak kanser kok hiicre
ekspresyonunu arttirabilir. Inflamatuvar CAF’lardan salgilanan IL-6 diizenleyici T
hiicreleri ve myeloid kokenli supresor hiicreleri kontrol ederek immun yaniti
baskilarken, IL-33 tiimdr iligkili makrofajlar1 uyararak bu makrofajlarimn MMP-9

sentezlemesini saglar. MMP-9 sentezlenmesiyle tiimor migrasyonu artar (65).

Ozdemir ve arkadaslar1 (2014) tarafindan yapilan bir calismada genetik yapist
maniplile edilmis fareler (KPT ve PKT fare modelleri) de aSMA(+) miyofibrolast
deplesyonuna bagli olarak ortalama 4,5 haftada pankreatik intraepitelyal neoplazi
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gelistigi, 6.haftada invaziv kanserin arttig1 8.haftada ise 6liim gerceklestigi sonug
olarak invazyonun arttig1, yasam siiresinin azaldigi goriilmiistiir. Kontrol fare modeli
gruplarina ait 4.393 farkli gene ait ekspresyon verilerinin miyofibroblast deplesyonu
yapilan gruba kiyasla transkriptomik analizi ile Kollajen I ekspresyonun pankreatik
kanserde azaldigi fakat ilging bir sekilde lizil oksidaz ekspresyonunda degisim
olmadig1 gozlenirken, EMT nin pozitif transkripsiyonel diizenleyicileri Twist, Snail
ve Slug ekspresyonunun pankreas kanserinde arttigi gézlenmistir. CD44+/CD133+
fenotipe sahip PDAC kanser kok hiicrelerinin miyofibroblast deplesyonuna baglh
sayilariin arttig1 da rapor edilmistir. Bu caligmanin 6nemli ¢iktilarindan biri de
miyofibroblast deplesyonuna bagli PDAC fare modellerinde fibrozisin azaldig: fakat
bu farelere uygulanan sitotoksik gemsitabin tedavisinin etkinliginin artmadigi
gozlenirken, anti-CTLA-4 antikor tedavisi uygulanan KPT ve PKT fare modellerinde
yasam siiresinin arttirdigi gozlenmistir. Anti-CTLA-4 ile tedavi edilen kontrol grubu
farelerde yasam siiresi 47 giin iken, anti-CTLA-4 ve miyofibroblast deplesyonu
kombine olarak uygulanmis fare modeli grubunda yasam siiresinin 65 giin oldugu

goriilmiistiir (66).

Hingorani ve arkadaslar1 (2016) tarafindan yapilan Faz 1b calismasinda ise
PEG ile modifiye edilmis rekombinant Human Hyaluronidaz (PEGPH20),
gemsitabin ile kombine edilerek yas ortalamalar1 59 agirlik ortalamalar1 65 kg olan
20 adet seviye IV PDAC hastasina uygulanmis olup, olusan etkiler incelendiginde
doku hyaluronan diizeyleri yiiksek olan hastalarda PEGPH20’nin gemsitabin
etkinligini arttirdig1 gézlenmistir (67).

Hedgehog sinyal yolagi pankreatik fibrozisin olusumuna neden olan 6nemli
sinyal yolaklarindan biridir. Pankreasta yaralanma meydana geldiginde pankreatik
yildizs1 hiicreler morjolojik ve fonksiyonel degisiklige ugrayarak a-SMA ile birlikte
proliferasyon ve migrasyonu indiikleyen ekstraselliller matriks proteinleri de
salgilarlar. Bu durum lezyon olusumuna bagl fibrozisi baslatir. Hedgehog sinyali
asinar hiicrelerin yapilarin1 deforme ederek proliferatif dukt yapisinda fibrozis
olusumunu devam ettirir. Parakrin Hedgehog sinyali miyofibroblastlar1 aktive eder,
aktive olan miyofibroblastlarin Hedgehog sinyaline cevap olarak sentezledigi Ptch,
Smo, Gli 1/2 proteinleri MMP’leri aktive eder. Ptch ve Smo proteinlerinde meydana

gelen fonksiyon kayb1 mutasyonlar1 sonucu pankreatik duktal neoplazinin gelistigi
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goriilmiistiir. Asir1 eksprese olan Sonik Hedgehog sinyal yolagmin sentezini
indiikledigi MMP-2 ve MMP-9 enzimleri pankreatik tiimdr migrasyonunu indiikler.
Hedgehog sinyalinin inhibisyonuna bagli klinik ¢aligmalarda pankreatik duktal
adenokarsinoma ve kronik pankreatitisli hastalarin kan serum diizeylerinde, saglikli
bireylerle kiyaslandiginda Hedgehog proteinlerinin diisiik seviyede oldugu ciinkii
plazma proteinleri tarafindan hedgehog sinyalinin inhibe edildigi goriilmiistiir. Fakat
bu bulgu tek basina erken tan1 konulmasi igin yetersiz kalmaktadir. EMT
programinda hedgedog sinyalinin etkileri incelendiginde bu sinyalin EMT yi kontrol
ettigi, MAPK/PI3K aracili hiicre proliferasyonunu arttirdigi, Bcl-2 ve Bcl-X
proteinleri aracili apoptozisi azalttig1 ve kanser kok hiicre proliferasyonunu arttirdigi
goriilmistir. Hedgehog inhibisyonuna baglh terapotiklerin gelistirilmesi i¢in faz

calismalar1 devam etmektedir (68).

PDAC’de TIMP ve MMP protein ekspresyonlarinin incelendigi bir ¢alismada
PDAC’in karakteristik 6zelligi olan yogun desmoplastik stromanin olusumunda rol
oynayan ve pankreatik yildizs: hiicrelerden salgilanan IL-1a ve TGF-P faktorlerinin
TIMP ve MMP proteinlerinin ekspresyonu iizerine etkisi incelenmistir (69).
Ekstraselliiler matriksin yikilmasinda ©6nemli rol oynayan MMP’lerin kanser
hiicrelerinin  migrasyon ve invazyonunu indiikledigi bilinmektedir. Timor
mikrogevresi incelendiginde malign hiicrelerin bol miktarda IL-la salgiladigt
gorilmistir. TGF-B ¢ok sayida biyolojik fonksiyona sahip sinyallerden biridir.
PDAC’nin erken evrelerinde TGF-B salgilanmasi tiimor supresif bir etki gosterse de
ilerleyen evrelerde kanser progresyonunu hizlandirmaktadir. Bu sinyal EMT, tiimor
ve stroma arasinda hiicre-ekstraselliiler matriks etkilesimlerinin bozulmasi ve tiimor
invazyon mekanizmalarinda kilit rol oynamaktadir. Capan-2, PC013, BxPC3 hiicre
hatlarmin kullanildigr bu caligmada, hasta 6rneklerinden izole pankreatik yildizsi
hiicrelerle PC013 hiicre hatt1 ko-kiiltiire edilmistir. PCO013 ile Kko-kiiltiire edilen
pankreatik yildizs1 hiicrelerde MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-10, MMP-11, TIMP-
1 ve TIMP-2 gen ekspresyonlarinin yalnizca pankreatik yildizsi hiicrelerdeki gen
ekspresyonlarina gore arttigi goriilmiistiir. Capan-2, PC013, BXPC3 PDAC hiicre
hatlarinda yapilan immiinohistokimyasal boyamalar sonucu bu hiicre hatlarinda IL-
la ekspresyonunun arttig1 tespit edilmistir. Calismanin sonucunda stromada bulunan

pankreatik yildizsi hiicrelerin salgiladigi IL-1a tarafindan regiile edilen
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MMP-1, MMP-2, MMP-3, TIMP-1 ve TIMP-2’in TGF-f tarafindan inhibe edildigi
rapor edilmistir. Bu inhibisyon sonucu MMP-1 ve MMP-3 tarafindan pargalanan
Kollajen TI’in stabilizasyonun arttig1 gorilmistir. TGF-f’nin karmasik etkisiyle
olusan yogun desmoplastik stromanin belki de timor yayilimini engelledigi

distintilmiistiir (69).

Yapilan ¢alismalar sonucu MTI1-MMP enziminin CD44 proteinin
ektodomaininde yer alan degisken bolgeleri parcalamasi sonucu hyaluronan baglanan
domainin serbest kaldigi bu durumun hiicre migrasyonunu indiiklendigini ve de diger
taraftan prenisilin ve y-sekretaz enzimleri tarafindan kirpilan sitoplazmik ug ile

beraber anjiyogenez ve invazyonun uyarildigi gosterilmistir (70).

McFarlene ve arkadaglar1 (2015) tarafindan yapilan bir ¢alismada dstrojen ve
progesteron yoniinden negatif bazal benzeri insan meme kanseri (BLBC)’ne ait
MDA-MB-231 ve Hs578T hiicre hatlarinda, CD44 proteinin kanser hiicrelerinin
vaskiiler endotelyal katmanina tutunmasi ve hiicre-ekstraselliiler matriks ile iligkisini
anlamak icin CD44 aktivasyonuna bagli integrin aSB1 proteinin alt {initelerin protein
ekspresyonu, integrin a5p1 ligandi olan fibronektin proteinin ekspresyonu, bunun
yaninda aktin polimerlesmesini saglayan kortaktin proteini ve hiicre-ekstraselliiler
matriks interaksiyonunda rol oynayan fokal adezyon iligkili paksillin proteinin Src ve
FAK aracili etkisi incelenmistir. Hyaluronan stimiilasyonuna baghh CD44
ekspresyonunun artmasi sonucu Integrin Bl heterodimerlerinin ekspresyonlarmin
arttig1 belirtilmistir. Tiim B1 integrin heterodimerlerinin inhibisyonu sonucu MDA -
MB-231 hiicrelerinde adezyon seviyesini %73’ten %61°e indirdigi gorilmiistiir.
Diger taraftan kollajen IV i¢in reseptor gorevi goren integrin a2f31’in inhibisyonu
hiicre adezyonunu etkilememistir. Fosforile edilmis Src (p-Src) ve fosforile edilmis
FAK (p-FAK) protein ekspresyonlari incelendiginde tiimor hiicre hatlarinda p-Src
ekspresyonunun arttig1 ve de otofosforilasyon ve integrin baglanma bdlgeleri igeren
p-FAK proteinin ekspreyonunun da arttigi goriilmiistiir. Bu durum CD44/Integrin
sinyalinin hiicre iskeleti ve adezyon dinamiklerini etkileyebilecegini gostermistir.
(71).

Kollajen IV’iin PDAC iizerine etkilerinin incelendigi Ohlund ve arkadaslari

(2013) tarafindan yapilan bir ¢alismada ise PDAC’ye ait HPAC ve CFPAC-1 hiicre
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hatlarinda Kollajen IV ve Kollajen XVIII, perlikan, laminin, nidojen gibi bazal
membran proteinlerinin normal pankreas ve pankreatik kanser dokularinda
immunofloresan yontemiyle incelenmesi sonucu, normal pankreas dokularinda bu
bazal membran proteinlerinin epitel ve dukt yapisinda ayni protein ekspresyon
paternine sahip oldugu, pankreatik kanser dokularinda ise birbirine yakin hiicrelerde
kollajen IV’iin asir1 derece eksprese oldugu, perlikan ve nidojen ekspresyonunun
yalnizca stromada arttii, laminin ve kollajen XVIII ekspresyonunun ise timor
stromasinda ¢ok az eksprese oldugu goriildii. Kollajen IV baglayan integrin alp1 ve
integrin a2B1’in ise hem normal dokularda hem pankreatik kanser dokularinda
protein ekspresyon paterni tespit edildi. Bu ¢alisma sonucunda pankreatik kanser
hiicrelerinden kollajen IV eksprese edildigi ve eksprese edilen kollajen IV’iin
pankreatik kanser hiicrelerini ¢evreleyen bazal membran yapisina katildigi

gorilmistiir (72).

PDAC hastalarindan elde edilen doku ornekleri iizerinden yapilan bir
incelemede fibronektin antikoru yapilan immunohistokimyasal boyamalarla
hastalarin %15,3’linlin fibronektin yoniinden negatif oldugu %47,8’inin dokularinda
az derece fibronektin ekspresyonu, %31,9’unda orta derece, %5,1’inde asir1 derecede
fibronektin ekspresyonu oldugu goriildii. Hastalar arasinda yas, cinsiyet, timor
lokasyonu gibi parametrelerle fibronektin ekspresyonu arasinda korelasyon olmadigi
gozlenmistir. Fakat tiimor boyutu ile fibronektin protein ekspresyonu arasinda dogru

orant1 saptanmustir (73).

S6z konusu tez ¢alismamizda RT-PCR sonuglarina gore Panc-1 ve MiaPaCa-
2 hiicrelerinde CD44 siRNA transfeksiyonu uygulamasi sonucu Panc-1 hiicrelerinde
CD44 mRNA ekspresyonu negatif sSiRNA ile transfekte edilen hiicre grubuna kiyasla
0,89 kat azalirken MiaPaCa-2 hiicrelerinde ise CD44 mRNA ekspresyon seviyesinin
negatif siRNA ile transfekte edilen hiicre grubuna kiyasla 0,97 kat azaldig1 tespit
edilmistir. CD44 siRNA’nin CD44 genini inhibe ettigini géstermek amaciyla yapilan
bu deneyde Panc-1 ve MiaPaCa-2 hiicrelerinde CD44 mRNA ekspresyon
seviyelerine gore siRNA transfeksiyonu isleminin basariyla gergeklestirildigi

gorilmiistiir.
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Iki hiicre hattinda da CD44 gen inhibisyonuna bagl integrin f1 mRNA
seviyeleri Olclildiigiinde integrin 1 mRNA ekspreyonunun Panc-1 hiicrelerinde
negatif siRNA ile transfekte edilen hiicre grubu baz alindiginda 0,70 kat azaldigi,
MiaPaCa-2 hiicrelerinde 0,84 kat azaldig1 tespit edilmistir. Pankreatik timor
metastazlarinda ekspresyonu artan CD44 glikoproteinin baskilanmasi sonucu, yine
onkojenik etkiye sahip integrin B1’in ekspresyon seviyesinin azalmasi daha Once

yapilan arastirma ¢alismalarinin sonuglari ile de uyumlu bulunmustur.

Western blot deneylerinden elde ettigimiz bulgulara goére Panc-1 ve MiaPaCa-
2 hiicrelerinde CD44 siRNA uygulamasi sonrasi fibronektin ekspresyon seviyeleri
incelendiginde Panc-1 hiicrelerinde fibronektin proteini ekspresyon seviyesi negatif
siRNA ile transfekte edilen hiicre grubuna kiyasla 0,74 diizeyinde bulunurken
MiaPaCa-2 hiicrelerinde fibronektin proteini ekspresyon seviyesi negatif siRNA ile
transfekte edilen hiicre grubuna gore 0,28 olarak bulundu. Integrin a5p1 reseptoriiniin
birincil ligand1 olan fibronektinin CD44 gen inhibisyonuna baghh Panc- 1
hiicrelerinde daha az ekspresyon kaybina ugramasi MiaPaCa-2 hiicrelerine daha
metastatik olan Panc-1 hiicrelerinin metastazla yayilmak igin farkli sinyal yolaklarini

kullanabilecegi diisiincesini olusturdu.

Panc-1 ve MiaPaCa-2 hiicrelerinde CD44 transfeksiyonu sonucu bazal
membranin en 6nemli birlesenlerinden kollajen IV’{in iki hiicre hattinda da protein
ekspresyonu incelendiginde negatif siRNA ile transfekte edilen hiicre grubu baz
alindiginda Panc-1 hiicrelerinde 0,85 seviyesi goriilirken MiaPaCa-2 hiicrelerinde

0,45 seviyesi goriildii.

CD44 glikoproteinin  ekstraselliller matriks yikimma olan etkisini
degerlendirdigimiz bu tez ¢alismamizda invazyon, migrasyon, metastaz gibi timor
gelisiminde ekspresyonu artan CD44 hiicre yiizey adezyon reseptoriiniin
ekstraselliiler matriks yikiminda integrin 31 gibi onkojenik faktorleri indiikledigi igin

dolayl1 olarak ekstraselliiler matriks yikiminda etkili olabilecegi 6ngdriildii.

Sonug¢ olarak; mikroskobik incelemeler sonucu PDAC’1n sinir hiicreleri, lenf
damarlar1 ve kii¢lik ven damarlar ile etkilesim halinde oldugu goriilmekle birlikte bu
durumun PDAC’in metastatik potansiyelini arttirdigi bilinmektedir. immunsupresif

ozellik tasiyan timormikrogevresine sahip PDAC’de tiimor kiitlesinin biiyiik bir
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kismin1 desmoplastik stroma olusturmaktadir. Yogun desmoplastik stromanin
deplesyonuna dayali ilag dagitim stratejileri iki yonli etki yapmaktadir. Hedefe 6zel
ilaclarin  dagitilmast yogun stroma bariyerini asabildigi i¢in ilag dagitimi
kolaylagsmaktadir. Ama diger taraftan tiimor hiicrelerin stromadan disar1 ¢ikarak
diger organlara metaste olma ihtimali artmaktadir. Yogun stromal yapimin timor
hiicrelerine oksijen ve besin ulagsmasini engelledigi diisliniilse de glikoliz ile enerji
ihtiyacin1 karsilayan tiimor hiicreleri kollajenden zengin tiimdr mikrogevresindeki
prolin bakiyelerini prolidaz enzimleriyle parcalayarak TCA siklusunda metabolize
etmektedir. Ayrica stromada yer alan kanser iligkili fibroblastlar salgiladiklar
Hedhehog, SDF-1, TGF-B1, PDGF ve sitokinler gibi faktorlerle timor gelisimini
indiiklemektedir.  Timor  gelisimi  esnasinda  ekpresyonu artan CD44
glikoproteinlerinin hiicrelerde migrasyon, invazyon ve metastazi indiikledigi
bilinmektedir. CD44 proteinin sitozolik domaini ankrin proteinine yiiksek afinite
gostermekle birlikte Src ve FAK proteinlerinin fosforillenmesini saglarak integrin 1
domaini aktivasyonu arttirmaktadir. Calismamizda CD44 siRNA kullanilarak CD44
geninin inhibe edilmesi sonucu integrin 1 mRNA ekspresyonun onemli miktarda
azaldigi, fakat fibronektin protein ekspresyonunun ayni oranda azalmamasi
fibronektin protein ekspresyonunda CD44 proteinin ¢ok kritik bir rol oynamamasina
ragmen fibronektinlerin integrin a5p1’lere baglanmasini engelleyerek migrasyonu
azaltigim1  distindiirmistiir. Panc-1 ve MiaPaCa-2 hiicrelerinde CD44 gen
susturulmasina bagl olarak Kollajen IV protein ekspresyon seviyelerinin ¢ok biiyiik
Olglide azalmamasimin sebebi bazal membran yapitaslarindan olan Kollajen IV
proteinin, hiicre hatlarinda ekstraselliiler matriks yapisinin tam olusmamasindan

dolay1 kaynakli oldugu tahmin edilmistir.

52



6. SONUCLAR ve ONERILER

1. PDAC’e ait Panc-1 ve MiaPaCa-2 hiicreleri 25 nM, 50 nM, 75 nm ve 100
nM CD44 siRNA ve negatif sSiRNA ile 72 saat siireyle transfekte edildi.
Transfeksiyon isleminden sonra uygulanan hiicre canliligi/sitotoksisite deneyinden
elde edilen verilere gore 50 nM, 75 nM ve 100 nM CD44 siRNA dozu hiicre
canliligi/sitotoksisite agisindan istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05). Kontrol
hiicre grubu baz alindiginda Panc-1 hiicrelerinin %44,6’s1n1, MiaPaCa-2 hiicrelerinin
ise %47,5’ini 6ldiiren 50 nM CD44 siRNA dozunun ileri asama RT-PCR ve Western

Blot deneyleri i¢in kullanim1 uygun goriildi.

2. 50 nM CD44 siRNA uygulanmas: sonucu Panc-1 hiicrelerinde hiicre
canliligt %55,4 MiaPaCa-2 hiicrelerinde ise %52,5 olarak goriildi. Bu degerler
herhangi bir maddeyle muamele edilmeyen kontrol grubu ve negatif SiRNA ile
transfekte edilen hiicre grubuna ait MTS degerleri baz alindiginda CD44 siRNA’nin

hiicrelerde canlilig1 azaltic1 etkisi istatistiksel olarak anlamli bulundu.

3. CD44 siRNA uygulamasi sonrasi Panc-1 hiicrelerinde CD44 mRNA
ekspresyonu 0,89 kat azalirken, MiaPaCa-2 hiicrelerinde ise CD44 mRNA
ekspresyonu 0,97 kat azaldi. Bu durum Panc-1 ve MiaPaCa-2 hiicrelerinde CD44
siRNA kullaninmmin CD44 mRNA inhibisyonunu biiylik oranda gerceklestirdigini

gosterdi.

4. CD44 siRNA uygulamas1 sonrasi Panc-1 hiicrelerinde Integrin B1 mRNA
ekspresyonu 0,70 kat azalirken, MiaPaCa-2 hiicrelerinde ise Integrin p1 mRNA
ekspresyonunun 0,84 kat azaldigi tespit edildi.

5. Panc-1 ve MiaPaCa-2 hiicrelerinde CD44 siRNA transfeksiyonu sonrasi
fibronektin protein ekspresyon seviyesi Panc-1 hiicrelerinde 0,74, MiaPaCa-2
hiicrelerinde 0,28 olarak bulundu. Panc-1 ve MiaPaCa-2 hiicreleri arasindaki 0,46

protein ekspresyon farki dikkati ¢ekti.

6. Panc-1 ve MiaPaCa-2 hiicrelerinde CD44 siRNA transfeksiyonu
uygulanmasi Kollajen IV protein ekspresyon seviyesini ¢ok fazla etkilemedi. Panc-1
hiicrelerinde Kollajen IV protein ekspresyon seviyesi 0,85 olarak goriiliirken,

MiaPaCa-2 hiicrelerinde ise 0,45 olarak goriildii.
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Yaptigimiz tez ¢alismasindan elde edilebilecek ¢ikarimlari 6zetlersek;

Son yillarda CD44 hiicre yiizey adezyon reseptorii lizerine yapilan caligmalar
CD44 proteinin PDAC icin kanser kok hiicre biyobelirteci oldugunu gostermistir.
Tiimorlii hiicrelerde CD44 proteinin ekspresyonunun artmasi adezyon, migrasyon,
invazyon ve metastaz1 arttirmaktadir. CD44 proteinin hiicre-hiicre ve hiicre-
ekstraselliiler matriks etkilesimlerinin molekiiler mekanizmalarimin aydinliga
kavusturulmasi, PDAC’ye yonelik yeni terapotik hedeflerin gelistirilebilmesi i¢in

elzemdir.

Tez ¢alismamizda onkojenik etkiye sahip integrin a5B1 reseptdr proteininin
PDAC hiicre hattt modellerinde CD44 geninin CD44 siRNA ile susturulmasi sonucu
gen ekspresyonunun azaldigini gozlemledik. Ekstraselliiler matriksin 6nemli yapitasi
proteinlerinden fibronektin ve Kollajen IV’iin ise kismi olarak protein ekspresyon

seviyesinin azaldigini tespit ettik.

Calismamizin sonucunda elde ettigimiz verilerin ekstraselliiler matriks
yikimina hedefli etkili ila¢ yaklasimlarinin gelistirilmesine ve PDAC’de migrasyon,
invazyon ve metastazin inhibe edilmesine dayali ila¢ hedeflerinin bulunmasina katk1

saglamasini temenni etmekteyiz.
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