SULEYMAN DEMIREL UNiVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
TIBBIi BiYOLOJi ANABILiM DALI

PANKREATIK DUKTAL ADENOKARSINOMA
HUCRELERINDE miRNA’NIN, OTOFAJi UZERINDE
DUZENLEYICI ETKIiSININ DEGERLENDIRILMESI

H. ELiF SONMEZ
YUKSEK LiSANS TEZi
DANISMAN
Doc¢c.Dr. NILGUN GURBUZ

Bu Tez Siileyman Demirel Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinasyon Birimi tarafindan 4792-YL1-16 nolu proje ile desteklenmistir
(Western Blot Analizleri Kapsaminda)

Bu Tez TUBITAK 114S501 nolu proje numarasi ile desteklenmistir
(Hiicre Kiiltiirii, Sitotoksisite Testi ve RT-PCR Analizleri Kapsaminda)

Tez No: 154

ISPARTA-2018



KABUL ve ONAY SAYFASI

Saglik Bilimleri Enstiti Midurligtine;
Siileyman Demirel Universitesi Saglik Bilimleri Enstitisi Tibbi Biyoloji
Anabilim Dal Yiiksek Lisans Program Cergevesinde yiiriitilmis olan bu caligma,

asagidaki jiiri tarafindan Yiiksek Lisans Tezi olarak kabul edilmistir.

Tez Savunma Tarihi: 26/07/2018

Tez Damgmant - Dog.Dr. Nilgiin GURBUZ %—*

SDU, Tip Fakiiltesi
Tibbi Biyoloji AD

Uye - Prof. Dr. Nurten OZCELIK % ﬁ/— £ W J

SDU, Tip Fakiiltesi
Tibbi Biyoloji AD

Uye - Dog. Dr. Aysegiil CORT
Pamukkale Universitesi, Tip Fakiiltesi

Tibbi Biyokimya AD

ONAY: Bu yiiksek lisans tezi, Enstitii Yonetim Kurulu’nca belirlenen yukaridaki jiiri

iiyeleri tarafindan uygun goriilmiis ve kabul edilmistir.

Dog. Dr. Mustafa KAYAN

Enstiti Mudura



BEYAN

Bu tez ¢alismasinin kendi ¢aligmam oldugunu, tezin planlanmasindan yazimina
kadar biitiin safhalarda etik dis1 davranisimin olmadigini, bu tezdeki biitiin bilgileri
akademik ve etik kurallar iginde elde ettigimi, bu tez ¢alismasiyla elde edilmeyen
biitiin bilgi ve yorumlara kaynak gdsterdigimi ve bu kaynaklar1 da kaynaklar listesine
aldigimi, yine bu tezin ¢aligilmasi ve yazimi sirasinda patent ve telif haklarini ihlal

edici bir davranigimin olmadigini beyan ederim.

“Pankreatik Duktal Adenokarsinoma Hiicrelerinde miRNA’nin, Otofaji Uzerinde
Diizenleyici Etkisinin Degerlendirilmesi” adli yiiksek lisans tezi Siileyman Demirel
Universitesi Saglhk Bilimleri Enstitiisii Lisansistii tez Onerisi ve yazma yonergesine

uygun olarak hazirlanmistir.

Tezi Hazirlayan
Hafize Elif SONMEZ

Imza

o1,

Danisman

Dog.Dr. Nilgiin GURBUZ



TESEKKUR

Tez calismamin baglangicindan sonuna degin tiim asamalarinda bilgi ve
deneyimleriyle her zaman destek olan degerli danisman hocam Dog.Dr.Nilgiin
GURBUZ',

Lisaniistii egitimim boyunca her konuda yardimci1 olan degerli hocam Prof.Dr.
Nurten OZCELIK e,

Bu siirecin baglangici ve sonrasindaki yardimlari ve ayirdigi zaman i¢in degerli
hocam Prof.Dr. Niliifer Sahin Calapoglu’na,

Her zaman verdigi destek ve katkilari i¢in degerli hocam Dog¢.Dr. Pinar Aslan
Kosar’a,

Laboratuvar calismalarimda destek olan Dr.Dilek Asc1t CELIK e,

Lisansiistii egitimim boyunca bana destek olan esim Oguzhan Yusuf
SONMEZ’e, aileme ve canim kizim Oykiim’e,

Bu calismay1 4792-YL1-16 nolu proje ile destekleyen Siilleyman Demirel
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimine (BAP) ve 11458501
nolu proje kapsaminda destek saglanan TUBITAK ’a,

sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.



ICINDEKILER

BEY AN uiiiiiiinniinnnsnnicssssnsissssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnans ifi
TESEKKUR ...ouiuiinininincsscsscssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses iv
ICINDEKILER ....ueeeeeeeeeeeeeessessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses v
SIMGELER ve KISALTMALAR DIZINI ..c..covcuiuinincncncancsscisscisssssscsnee vii
CIZELGELER DIZINI c.uuoueeieireeeeeeseseesessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss viii
SEKILLER DIZINI couuvuuininincicincinciscssssscsscsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses ix
Lo GIRISouoiirrrrreresssessssesessesssssssssssssssssssssssssssssssssesesssesssessssesesssessses 1
2. GENEL BILGILER ...uuciininsisncsscssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 3
2.1. Pankreas Kanseri Tanimi, Olusumu, Tiir ve Evreleri..........cccccoooeiinnennn... 3

2.2. Pankreas Kanseri Risk FaktOrleri..........ccoueeevieiiiiiiieniiciieieeieceeeeeee 3
2.2.1. Kanser Oykiisii ve Kalitsal Sendromlar...............cococeeveveveeveveeeeenennne, 4

2.2.2. Peutz-Jeghers Sendromu............cccueeeuierieeieenienieeiiesreeieeseeeieesaeeenns 4

2.2.3. Lynch Sendromu............cceciieeiiieeiiieeieecee et e 4

2.2.4. Ailesel Atipik Cok Amacli Mole Melanom...........c.cccccevvenienienienennnene. 5

2.2.5. Melanoma-Pankreatik Kanser Sendromu ...........cccoceeviiiiiniiinnnicnncnn. 5

2.2.6. Kalitsal Meme ve Yumurtalik Kanseri..........ccoeccvevvierciienieniieniienieeene 5

2.2.7. Kistik LeZYONIar .......ccccueeeiuiieiiiieciieeciee ettt 5

2.2.8. PANKICALIT ....eveeeieiiciieiieeie e e 5

2.2.9. Helicobacter Pylori Enfeksiyonu...........ccccceeeciieiiiieeiiienieecieeeee e, 6
2.2.10. Sigara ve ALKOL ......ccoiiiiiiiiiiieiece et 6
2.2.11. Asir1 Kilo, Obezite ve Diyabet .........cccceecvveeeiieeiiieeieecieceee e, 6
2.2.12. Diger Risk FaKtOrleri .......coeoviriieriieiieciieiiecieeeece e 7

2.3. Pankreas Kanseri Epidemiyolojisi........ccceerviieiiieriiieeiieeeiie e 7

24 MIRNA oo 9
2.4.1. MiRNA- Kanser THSKIST .......c.eueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 10

2.4.2. MIRNA V€ OtOfa]i..ccciieiiiieiieiieeiieeie et 12

243 MIR-T90 ..o 14

3. GEREC Ve YONTEM....cuuuininninncnscsscsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 18
3.1, Hiicre KUIUIT ..o 18

3.2. MIRNA TransfeKSiyOnU........cccuieiiieriiiiiieiieeie ettt 19

3.3. Sitotoksisite (Hiicre Canliligl-MTS) Testi....cccvureeriieiciieeiieeeiieeeiee e 20

3.4. Gen Ekspresyonu Analizi/RT-PCR ........cccooiiiiiiiiiiiieieiececeeeeee 21

3.5. Western BIot ANAlIZ .......oooueeiiiiiiiiiiiiieeee e 24



5.6, TStAtISIKSE] ANALIZ ..o ee e e e e e e e e e e s e s e e eseesensens 28

4. BULGULAR ..cuuieiriieinensenssissanssesssssssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssass 29
4.1. miR-196a’nin PDAC Hiicrelerinin Canlilig1 Uzerine Etkisi....................... 29
4.2. miR196a-nin PDAC Hiicrelerinde Beklin-1 mRNA Ekspresyonu Uzerine
KIS 1ttt et sttt 31
4.3. miR-196a-nin PDAC Hiicrelerinde Atg5 mRNA Ekspresyonu Uzerine
EEKIST ettt ettt 32
4.4. miR-196a’nin PDAC Hiicrelerinde Beklin-1 Protein Ekspresyonu Uzerine
EEKIST ettt ettt 34
4.5. miR-196a’nin PDAC Hiicrelerinde Atg5 Protein Ekspresyonu Uzerine
EKIST 1ttt st 35
4.6. miR-196a’nin PDAC Hiicrelerinde Atg12 Protein Ekspresyonu Uzerine
OO e e S - - U 36
5. TARTISMA ...uuioiiiiuineisinsuissansessanssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssass 38
6. SONUCGLAR......ccoueiiiiuicticeisisssicsensncssesssssssssseessssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssassase 44
OZET....cuuiiiinseincuisssnsanssassssissssssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssssssas 45
ABSTRACT ..uuiiiiciiiinsninsensnissecsssssssssicsssssssssessssssesssessssssssssssssssssssssssassssssssssssssassase 46
| SOLN 0 2N Q7. N 2 47

vi



Annexin 1
AsPC-1
BCIP/NBT
DNA
HNPCC
HOX
HPAF-I11
Huh- 7
ING5
IPMN
MCN
MDA-MB-468
MiaPaCa-2
MiRNA
MRNA
NET
Panc-1
PDAC
RNA
RNAse |11
SDS-PAGE
T98G

SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

. Hiicresel protein

: Pankreas kanseri hiicre hatt1
: 5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate /nitro blue tetrazolium
: Deoksiribo niikleik asit
: Herediter non-polipozis kolorektal kanser
: HOX geni

. Pankreatik hiicre kiiltiirii modeli

. Karaciger hiicre hatti

. ING proteini

: Intraduktal papiller miisindz neoplaziler
: Miisinoz kistik neoplaziler

: Meme kanseri hiicre hatti

: MiaPaCa-2 pankretik kanser hiicre hatt1
: MikroRNA

: Mesajc1 RNA

: Noroendokrin tiimdrler

: Panc-1 pankretik kanser hiicre hatti

: Pankreatik duktal adenokarsinoma

. Ribo niikleik asit

: Riboniikleaz I11

: Sodyum dodesil siilfat polyakilamid jel elektroforezis

: Gliyoblastoma timor hiicre hatti

vii



CIZELGELER DiZiNi

Cizelge 1. GLOBOCAN 2012 tahminlerine gére kanserlerin her 100.000 kisi i¢in
goriilme s1klig1 ve GIm oranlari. ..........ccveveiieriiieiieiieeieeeieeie e 8

Cizelge 2. Pankreatik duktal adenokarsinomada (PDAC) ekspresyonu artan ve azalan
bazt MIRNAIAL. ..o 13

viii



Sekil 2.1.
Sekil 2.2.
Sekil 2.3.
Sekil 3.1.

Sekil 3.2.
Sekil 4.1.
Sekil 4.2.

Sekil 4.3.

Sekil 4.4.

Sekil 4.5.

Sekil 4.6.

SEKILLER DiZiNi

Pankreas Kanseri EVI€lert ........ccccooviiiiiiiiiiiiiieeceeeee e 4
miRNA'nin biyogenezi (Biyolojik Olusumu).........cccceeviiniiiniinicinicnnen. 10
Tiimor olusturucu otofajik yolakKlar...........ccceviiiiiiniiiniiiieeeeen 14
Hiicrelerin sitotoksisite deneyi i¢in 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarindaki
AGIIMT .. 21
Protein standart Grafigi. .......cccoeevvieeiiieiiieeee e 26
miR-196a’nin hiicre canlilig1 izerine etkisi. .......cccceeveeriieiieniiiieeeeen. 31
miR-196a’nin Panc-1 ve MiaPaCa-2 hiicrelerinde Beklin-1 gen
ekspresyonu UZerine €tKiSi. ........ccueevueerieriiienieeiieiie e 32
miR-196a’nin Panc-1 ve MiaPaCa-2 hiicrelerinde Atg5 gen ekspresyonu
UZETINE CLKIST. t.vveviiniiiiiieieete ettt 34
miR-196a’nin Panc-1 ve MiaPaCa-2 hiicrelerinde Beklin-1 protein
ekspresyonu UZerine €tKiSi. .......ocveeveerieriiienieeiierie et 36
miR-196a’nin Panc-1 ve MiaPaCa-2 hiicrelerinde Atg5 protein
ekspresyonu UZerine €tkiSi. .......occveeveerieeiiienieeiieie et 37
miR-196a’nin Panc-1 ve MiaPaCa-2 hiicrelerinde Atgl2 protein
ekspresyonu UZerine €tkiSi. ........ccuevvueerieeiiieniieiiieie ettt 38



1. GIRIS

Pankreas kanseri, metastaza ve niikse sebep olan invaziv kapasitesinin yiiksek
olmasindan dolay1 teshisinden sonraki 5 yil icerisinde % 2- 3 gibi oldukga diisiik bir
hayatta kalma oraninin gozlendigi en dliimciil kanser tiirlerinden biridir. Baglangicta
pek belirti vermemesi ve heniiz etkili bir tedavinin bulunmamasi, pankreas kanserinin
mortalitesinin bu denli yiiksek olmasinda baslica etkenlerdendir. Sigara, alkol,
kimyasal maruziyet, aile anamnezi, diyabet ve kronik pankreatit risk faktorleri olarak
sayilirken istahsizlik, kilo kaybi, dispepsi, bulanti, sarilik, {ist abdominal agri, lomber
bel agrisi, ani ortaya g¢ikan diyabet, steatore ve diyopatik pankreatit ise hastaligin

semptomlar1 arasinda yer almaktadir (1).

Cogu kanser vakalarinda, hiicresel aktivitelerde giiclii diizenleyici olarak rol
oynayan miRNA'larin ekspresyon seviyelerinde diizensizlik ve bazi genetik
degisiklikler gdzlemlenmistir. Okaryotik DNA'larin ¢ok biiyiik bir bdliimiiniin (% 90)
RNA'ya transkripsiyonu gerceklesirken, bunlarin ¢ok az1 (% 1-2) proteine
dontismektedir. Proteine donlisemeyen ve biyolojik siirecler icin gerekli ve
diizenleyici olan RNA'lar kodlanmayan RNA'lar (non-coding RNA) olarak
belirtilmektedir ve bunlar niikleotit sayilarina gore uzun (>200 nt) ve kisa (<200 nt)
olarak siniflandiriimaktadir (2, 3). Iste, birden fazla geni hedefleme ve dolayisiyla
cesitli proteinlerin ekspresyonunu diizenleme yetenegine sahip bir miRNA, olgun
formdaki 18-28 niikleotid uzunlugundaki kodlayict olmayan RNA molekiillerinin
olusturdugu bir yapidir. Kesfedildikleri sirayla rakamsal kodlar tagiyan miRNA'larin
bulundugu farkl yerleri ifade etmek tizere son kisminda harf kullanimi1 s6z konusudur.
miRNA'lar protein kodlayan ve kodlamayan gen dizilerinde genellikle kirilgan
kromozomal bolgelerde yer almalart nedeniyle molekiiler degisime duyarlidirlar.
miRNA dizileri, birer RNaz III endoniikleazlar1 olan Drosha ve DGCRS8 enzimleri
tarafindan daha ileri diizeyde islenebilmesi i¢in RNA polimeraz II tarafindan
transkribe edilir. Eksportin 5 tarafindan sitoplazmaya aktarilan miRNA'nin halkasinin
kaldirilmast sonucu olusan olgun miRNA dizisi ve ters tarafindaki eksik dubleks

olusturulma siireci Dicer (RNAse III endoniikleaz) tarafindan gergeklestirilir.



mirRNA'larin hiicre ¢ogalmasi, farklilasmasi ve dliimiine iliskin biyolojik
olaylardaki etkin rolleri yakin donemde kanser ve diger hastaliklarla miRNA
iliskisinin yogun olarak calisilmaya baslanmasina yol agmistir. Nitekim miRNA’larin
ekspresyonlari kanser vakalarinda (akciger, mide, meme, prostat, kolon ve pankreas)
normal hiicrelerdekine gore farklilik gostermekte ve yine miRNA seviyelerindeki
degismeler gen diizenlemesinde bozulmalara ve dolayisiyla bazi hastaliklara neden
olmaktadir. Dolayisiyla miRNA-kanser iligkisi; insanlarda bugiline degin
belirlenebilmis miRNA'larin birakin tamaminmi1 sadece bir boliimiinii olusturmasi ve
bunlarin islev ve etkinliklerinin farkli kanser tiirlerinde degiskenlik gdstermesi
nedenleriyle bilinmezliklerin olduk¢a fazla ve aragtirma potansiyelinin son derece

yliksek oldugu bir konu olmaya daha uzun siire devam edecek gibi goriinmektedir.

Passadouro ve Faneca (2016) tarafindan yapilan bir derleme ¢alismasinda;
miRNA'larin kanserlere iliskin genleri hedefleyerek, cogalmay1 hizlandirma ve/veya
apoptozu baski altina alma yoluyla onkogen veya tiimor olusumundan sorumlu genleri
baskilayarak timor baskilayict olarak etki yapabildigi belirtilmistir (4). Bu kadar
karmagik etkilesmelerin kisa siirede tiimiiyle aydinlatilmasinin miimkiin olmamasi
gercegi en azindan bazi bilinmeyenlerin aciga kavusturulmasi ¢abalari tizerinde de bir

bask1 olusturmamalidir.

Iste bu ve yukarida belirtilen nedenlerle, calismamizin hipotezi pankreas
kanseri hiicrelerinde otofajinin, miRNA ile gen diizeyinde kontrol edilebilecegi ve
bdylece pankreas kanserinin progresyonunun inhibe olabilecegi lizerine kurulmustur.
Bir ¢ok farklt miRNA nin, pankreas kanserinin olusumundan ve gelisiminden sorumlu
mediyatdrlerin kontroliinii direkt gen diizeyinde sagladigi belirlenmis olmakla birlikte,
bu caligmanin da amacini olusturan, miRNA’nin pankreatik duktal adenokarsinoma
(PDAC) hiicrelerinde otofajiyi ne sekilde kontrol ettigi konusunu igeren detayli
calismalara pek rastlanmamistir. Bu nedenle ¢alismamizin sonuglari, terapotik amagla

degerli olup yeni ¢aligsmalara 151k tutacagina kuvvetle inanmaktayiz.



2. GENEL BiLGILER

2.1. Pankreas Kanseri Tanimi, Olusumu, Tiir ve Evreleri

Pankreas, midenin duodenumla (ince bagirsagin ilk kismi) karsilandig1 karin
sag yaninda bag ve dalagin sol tarafinda kuyruk kisimlar ile yaklasik 12.5 cm uzunluk
ve 5.0 cm genisliginde bir organdir. Pankreasin ekzokrin ve endokrin olmak iizere 2
ana hiicre tiiri bulunur ve s6z konusu hiicrelerin kontroliiniin kaybedilmesi pankreas
kanserini baglatir ve farkli tiirlerde timdrler olusur. Pankreas kanserinin en yaygin
tirii olarak belirtilen ekzokrin pankreas kanseri tiirlerinin yaklasitk % 95'ini
adenokarsinomlar olusturmakta, daha az yaygin olarak adenoskuaméz, skuamoz
hiicreli, isaret halkal1 hiicre, farklilasmamis ve dev hiicreli farklilasmamis karsinomlar

ve ayrica vater ampulla karsinoma bulunmaktadir (5).

Pankreas kanserinin baglangic evresini, hi¢bir belirti vermedigi zar kismindaki
anormal hiicrelerin ortaya ¢ikmasi olusturmaktadir. Bunu tiimor olusum evresi ve doku

ya da lenf diigiimlerine yayilim evreleri izlemektedir (6).

Pankreas kanseri, metastaza ve niikse sebep olan invaziv kapasitesinin yiiksek
olmasindan dolay1 teshisinden sonraki 5 yil igerisinde % 2- 3 gibi oldukga diisiik bir
hayatta kalma oranmin gozlendigi en Oliimciil kanser tiirlerinden biridir. Zira
baslangicta pek belirti vermemesi, teshis edildiginde artik metastazin gerceklesmis ve
hayatta kalis siiresini bir par¢a uzatan cerrahi girisimlerin sinirl olmasi ve dolayisyla

heniiz etkili ve sonug aliabilir bir tedavinin bulunmamasi s6z konusudur.

2.2.Pankreas Kanseri Risk Faktorleri

Pankreas kanseri sebebi hala bilinmemekle birlikte yakalanma olasiligin
artiran bazi risk faktorlerinden siklikla s6z edilmektedir. Aslinda s6z konusu risklerle
ilgili de, gerek tiim risk faktorleri ve gerekse etkilerine iliskin genis bir veri seti
bulunmamaktadir. Bu baglamda siklikla, kanser Oykiisii ve kalitsal sendromlar,
pankreatit, Helicobacter pylori sigara ve alkol, asir1 kilo, obezite ve diyabet, yas,

beslenme aligkanliklar1 ve kan grubu gibi risk faktorleri siralanmaktadir.
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Sekil 2.1. Pankreas Kanseri Evreleri (Anonymous, 2017b’den uyarlanmistir (6)).

2.2.1. Kanser OyKkiisii ve Kalitsal Sendromlar

Sindirim sistemi, meme, rahim, serviks, akciger, testis ve diger bazi kanser

tiirlerinin varli§1 pankreas kanserine yakalanma riskini artirir (7).

Ailesel pankreatik kanser, bir baska kalitsal kanser igin yeterli kriterleri
karsilamayan ve birinci dereceden en az 2 akrabayi etkileyen pankreas duktal
adenokarsinomast olarak tanimlanmaktadir. Pankreas kanseri ile iliskili kalitsal

sendromlar asagida kisaca 6zetlenmistir (8).

2.2.2. Peutz-Jeghers Sendromu

Hiicre proliferasyonunun ve polaritesiyle ilgili STK11/LKB1 geninde bir
germline mutasyonunun neden oldugu bu sendromun, pankreas kanseri riskini 132 kat

artirdig1 belirtilmektedir.

2.2.3. Lynch Sendromu

Bu sendromun (kalitsal nonpolifozisli kolorektal kanser, HNPCC) DNA
uyusmazligi onarma genlerinden birinde neden oldugu mutasyon (MLH1 ve MSH2)

sonucu pankreas kanseri riski yiikselmektedir.



2.2.4. Ailesel Atipik Cok Amach Mole Melanom

Displastik neviis olarak da bilinen bu otozomal sendrom vakalarinin yaklasik
yarisinda, pankreatik kanser gelisiminde gerekli goriilen siklin bagimli kinaz 2A
(CDKN2A) geninde germline mutasyonu soz konusudur ve risk 13.1 kat daha
yiiksektir.

2.2.5. Melanoma-Pankreatik Kanser Sendromu

Displastik neviis sendromunda gozlenen CDKN2A geni ile iligkili ancak bu

sendromun fenotipi olmayan bir pankreas kanseri ve melanomu sendromudur.

2.2.6. Kalitsal Meme ve Yumurtalik Kanseri

BRCA1 veya BRCA2 germline mutasyonlarini tastyanlarda pankreatik kanser
icin BRCA2’de daha yiiksek nispi riskin (5.9 ve 6.6) s6z konusu oldugu bildirilmistir.

2.2.7. Kistik Lezyonlar

Pankreasin yaygin kistik neoplazileri malignant potensiyeli olmayan serdz ve
malignant degisim potansiyeline sahip miisindzdiir. Kadinlarda pankreas govde veya
kuyrugunda goriilen miisindz kistik neoplaziler (MCN) veya erkek ve kadin pankreas

basinda intraduktal papiller miisindz neoplaziler (IPMN) olarak degerlendirilmektedir.

2.2.8. Pankreatit

Kronik pankreatitin taninmis nedenleri arasinda tropikal pankreatit ve
otoimmiin pankreatit sayilmakta ve kalitsal da olabilecegi ve pankreas kanseri riskini
artirdig1 belirtilmektedir. Keza kalitsal pankreatit, genellikle cocukluk cagindan
baslayarak nispeten gen¢ yasta kronik pankreatitin gelistigi bir 6zellik arz eder ve
katyonik tripsinojen geni (PRSS1) ile serin proteaz inhibitorii Kazal tip 1 (SPINK1)

geni mutasyonlariyla iliskilendirilmistir (8). Kronik pankreatitin, artan hiicre dongiisii



ve eksik DNA onarimi nedeni ile pankreatik kansere yol acabilecegi belirtilmektedir.
Bu kapsamda p16 ekspresyon kayb1 ve K-ras mutasyonlarinin bu yaklagimi dogrular

nitelikte oldugu bildirilmektedir (9).

2.2.9. Helicobacter Pylori Enfeksiyonu

Helicobacter pylori mide gastrit ve iilserlerine neden olan bir bakteridir ve
bir mide kanserojeni olarak degerlendirilmektedir. Bu organizmanin mide kanseri ile
olan yakin iligkisi, pankreas kanseri ile iliskisini de destekler niteliktedir (9).
Helicobacter pylori ve pankreatik kanser iliskisine yonelik bir arastirmada
Helicobacter pylori, CagA + suslar1 ve pankreas kanseri arasindaki iligkilerin mide

kanseri i¢in gozlenen derneklere benzerlik gosterdigine deginilmistir (10).

2.2.10. Sigara ve Alkol

Sigara ve puro i¢me ile tiitlin ¢cignemenin pankreas kanserine neden olabilecegi,
birakilmasmin ise riskin azaltilmasinda etkili oldugu degerlendirmesi oldukca
yaygindir. Pankreas kanseri insidansinda 20. yilizyilin ikinci yarisindaki artis, 21.
ylzyil baglarinda ABD ve Avrupa'daki azalis ve Cin gibi diinyanin diger
bolgelerindeki artis sigara kullanim yogunlugu ve siiresine bagli olarak tiitiin duman

kaynakl kanserojenlerle iliskilendirilmistir (9).

Alkoliin, pankreatik duktal adenokarsinoma’da bagisiklik sistemini bastirma
ve timor i¢ine T hiicre alimini engelleme yoluyla kanser ilerlemesini destekleyen M2
makrofaj sayisini artirdigi gozlenmistir (11). Dolayistyla bu durum, bazi ¢caligmalarda
gilinde li¢ bardaktan fazla agir alkollii i¢ki tliketilmesinin pankreas kanseri gelisme

riskini artirabilecegiyle degerlendirmesiyle uyumlu gériinmektedir (7).

2.2.11. Asin Kilo, Obezite ve Diyabet

Asirt kilo ya da obezligin pankreas kanseri riskini arttirdigi, riskin viicut kitle

indeksi 23 kg m?'den kiiciik olanlarla karsilastirildiginda, 30 kg m™ ve iizeri igin % 72



yine 25 kg m?'den kiiciik olanlarla karsilastirildiginda 30.0-34.9 kg m2 i¢in % 41 daha
yiiksek oldugu bildirilmistir (8). Onemli bir 6rneklem biiyiikliigii (9200) i¢in pankreas
kanseri ile 5 yildan uzun ve kisa siireli diyabet arasindaki iligkiler sirasiyla orta

diizeyde ve daha yiiksek olarak kaydedilmistir (9).

Genel olarak, obezite ve tip2 diyabetin sinyallesme ve metabolik yolaklardaki
ve fibro inflamatuar siireglerdeki degisiklikler de dahil olmak iizere pek c¢ok
mekanizma araciligt ile  pankreatik duktal adenokarsinoma gelisimini tesvik
edebilecegine deginilmis ve bu kapsamda otofajik siirecler, gastrointestinal peptit

sekresyonu ve bagirsak mikrobiyotik degisiklikleri de sayilmistir (12).

2.2.12. Diger Risk Faktorleri

Pankreas kanseri riski yasin ilerlemesiyle artar. Yine kan grubu A olan

kisilerde pankreas kanseri riski daha yiiksek, O olanlarda ise daha diisiiktiir.

Dogal kirmiz1 etin ve farkli 6n islemlere tabi tutulmus veya kimyasallar
kullanilarak korumaya alinmis (sosis, jambon, pastirma, salam ve burger) etlerin
pankreas kanseri riskini artirabilecegi belirtilmektedir (7). Siklikla, meyve ve sebze
agirlikli beslenmenin kanser riskini azaltabilecegi one siiriilmekte ise de yiiksek
diizeyde et ve yag agirlikli beslenmeyle karsilastirilmasiin bunu pek dogrulamadigi

bildirilmistir (9).

2.3. Pankreas Kanseri Epidemiyolojisi

Son yillardaki yeni degerlendirmelerde siklikla kullanillan GLOBOCAN 2012
tahminlerine gore kanser tiirlerinin goriilme sikliklar1 ve 6liim oranlari verileri Cizelge
1.’de gosterilmistir (13). Pankreas kanseri meme, prostat, akciger, kolorektum gibi
kanser tiirlerine gore diisiik sayilabilecek bir goriilme siklig1 sergilemekle birlikte 2012

yilt itibariyle yaklasik 338 000 kisinin bu kanser tiirline maruz kaldig1 gézlenmektedir.

Erkeklerde kadinlara gore biraz daha fazla goriilen pankreas kanseri

vakalarinin yaklasik % 85’ini adenokarsinoma olusturmaktadir.



Cizelge 1. GLOBOCAN 2012 tahminlerine gore kanserlerin her 100.000 kisi icin
goriilme siklig1 ve 6liim oranlari (13).

Kanser Tiirii Goriilme Sikhg Oliim
Diinya | Tiirkiye | Diinya | Tiirkiye

Meme 43.1 39.1 12.9 13.4
Prostat 30.6 40.6 7.8 22.8
Akciger 23.1 34.7 19.7 31.1
Kolorektum 17.2 16.6 8.3 10.0
Serviks Uteri 14.0 4.3 6.8 1.7
Dudak- Agiz Boslugu 4.0 2.1 1.9 0.7
Ust yutak 1.2 1.0 0.7 0.5
Diger yutak 1.9 0.6 1.3 0.4
Ozafagus 5.1 3.6 5.0 3.3
Mide 12.1 14.2 8.9 12.2
Karaciger 10.1 3.2 9.5 3.0
Safra Kesesi 2.2 1.8 1.7 1.7
Pankreas 4.2 4.5 4.0 4.4
Girtlak 2.1 4.0 1.1 1.6
Melanoma 3.0 2.1 0.7 0.9
Kaposi sarkomu 0.6 0.3 0.4 0.1
Korpus Uteri 8.2 10.1 1.8 2.6
Yumurtalik 6.1 6.3 3.7 4.2
Testis 1.5 3.2 0.3 1.3
Bobrek 4.4 5.6 1.8 3.8
Mesane 53 15.2 1.9 6.6
Beyin- sinir sistemi 34 6.1 2.5 3.7
Tiroit 4.0 10.9 0.5 1.4
Hodgkin lenfoma 0.9 2.1 0.3 1.1
Non-Hodgkin lenfoma 5.0 6.8 2.5 4.3
Coklu Miyelom 1.5 2.9 1.0 23
Losemi 4.7 5.8 3.4 4.6

Pankreas kanseri goriilme siklig1 kuzey Amerika, Avrupa ve Avustralya/Yeni
Zelanda’da en yiiksek (sirasiyla 7.4, 6.8 ve 6.5 her 100000 kiside) olarak bulurken,
orta Afrika ve giiney-merkez Asya’da en diisiik (1.0 ve 1.2 her 100000 kiside) olarak
belirlenmistir. Yine Afrika’da soz konusu degerlerin Misir ve Giliney Afrika
Cumbhuriyeti’nde (4.7), Asya’da Ermenistan (9.3) ve Japonya (8.5), Amerika’da
Fransiz Guanasi’nda (8.1), Avrupa’da Cek Cumbhuriyeti (9.7), Slovakya (9.4) ve
Macaristan’da (9.3) ve Okyanusya’da Avustralya (6.6) ve Yeni Kaledonya (6.5) i¢in

en yiiksek oldugu gozlenmistir. Diger taraftan, diisiik goriilme siklig1 baglaminda



Afrika ve Asya’da Tanzanya ve Pakistan i¢in 0.2 ve 0.5 oranlart s6z konusu iken
Amerika ve Asya’da Bolivya ve Haiti i¢in 2.4 ve Bosna-Hersek i¢in 3.8 gibi degerlerin
bulunmasi bolgesel farkliliklarin ne denli biiylik oldugunu géstermesi bakimindan
onemlidir. Tiirkiye i¢in 4.5 diizeyinde bulunan bu deger, diinya ortalamasinin (4.2)
hafif iizerindedir. Tiirkiye’de vaka ydniiyle ilk 10 kanser tiirli arasinda yer almayan
pankreas kanseri i¢cin 2010-2014 yillar1 aras1 bildirilen vaka sayisinin 6966 ve 2014

yil1 i¢in goriilme sikhiginin erkekler ve kadinlar i¢in 5.1 ve 3.4 oldugu belirtilmistir
(14).

Tiirkiye’de s6zkonusu kanser tiirii igin GLOBOCAN 2020 tahmini 2625 erkek
ve 1700 kadin olmak tizere toplam 4325 vaka seklindedir (13).

2.4. miRNA

Okaryotik DNA'larmn ¢ok biiyiik bir boliimiiniin (% 90) RNA'ya
transkripsiyonu gerceklesirken, bunlarin ¢ok az1 (% 1-2) proteine doniismektedir.
Proteine doniisemeyen ve biyolojik siirecler i¢in gerekli ve diizenleyici olan RNA'lar
kodlanmayan RNA'lar (non-coding RNA) olarak belirtilmektedir ve bunlar niikleotit
sayilarina gore uzun (>200 nt) ve kisa (<200 nt) olarak siniflandirilmaktadir (2, 3).
Iste, birden fazla geni hedefleme ve dolayisiyla cesitli proteinlerin ekspresyonunu
diizenleme yetenegine sahip bir miRNA, olgun formdaki 18-28 niikleotid
uzunlugundaki kodlayic1 olmayan RNA molekiillerinin olusturdugu bir yapidir.
Kesfedildikleri sirayla rakamsal kodlar tasiyan miRNA'larin bulundugu farkl yerleri

ifade etmek tizere son kisminda harf kullanimi s6z konusudur.

miRNA'lar protein kodlayan ve kodlamayan gen dizilerinde genellikle kirillgan
kromozomal bolgelerde yer almalari nedeniyle molekiiler degisime duyarhdirlar.
miRNA dizileri, Rnase III endoniikleazlar1 Drosha ve DGCRS tarafindan daha ileri
diizeyde islenebilmesi i¢in RNA polimeraz II tarafindan kopyalanir. Eksportin 5
tarafindan stoplazmaya aktarilan miRNA'nin halkasinin kaldirilmasi sonucu olugan
olgun miRNA dizisi ve ters tarafindaki eksik dubleks olusturulma siireci Dicer
(RNAse III endoniikleaz) tarafindan gerceklestirilir. miRNA’nin olusuma iligkin siireg
Sekil 2.’de gosterilmistir.
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Sekil 2.2. miRNA'nin biyogenezi (Biyolojik Olugumu)
2.4.1. miRNA- Kanser iliskisi

Tiimor olusumu ve gelismesinde rol oynayan miRNA'lar bazi proteinleri hedef
alarak yukar1 yonli bir diizenlenme sergilerken, tiimor baskilayict miRNA'larin agagi
yonlii bir diizenlenme igerisinde oldugu ya da baskilandigi (15) ve ayrica bunlarin
sirastyla tiimor gelismesini baskilayan ve ilerleten mRNA'lar1 hedef aldiklar1 (3)
bilinmektedir. Diger bir deyimle onkogen miRNA'larin tiimor baskilayict genler ile
hiicre farklilagmas1 ve apoptozu kontrol eden genler tizerine etkileri nedeniyle timor

olusumunu tesvik ettigi degerlendirilmektedir (16).

miRNA'larin hiicre ¢ogalmasi, farklilagmasi ve Oliimiine iliskin biyolojik
olaylardaki etkin rolleri yakin doénemde kanser ve diger hastaliklarla miRNA
iligkisinin yogun olarak ¢alisilmaya baslanmasina yol agmistir. Keza, miRNA-kanser
iligkisi; insanlarda bugiine degin belirlenebilmis olan miRNA'larin birakin tamamini
sadece bir boliimiinli olusturmasi ve bunlarin islev ve etkinliklerinin farkli kanser
tiirlerinde degiskenlik gosterebilmesi nedenleriyle bilinmezliklerin oldukca fazla ve
arastirma potansiyelinin son derece yiiksek oldugu bir konu olmaya daha uzun siire
devam edecek gibi goriinmektedir. Nitekim ¢ok sayida miRNA varligina ek olarak,

aynt miRNA’nin farkl kanser tiirleriyle iliskisi yonelik, s6zgelimi miRNA-410 ve
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karaciger, kolorektal (17), kemik timori (18), mide (19), ganadotropik (20), akciger
(21) ve pankreas (22) gibi calisma Ornekleri de gostermektedir ki ¢ok genis bir
potansiyel arastirma alani mevcuttur. Konuyla ilgili ¢esitli derleme c¢alismalarinda
kanser tiirleri ile iliskisine deginilen bazt miRNA tiirleri arasinda onkogen olanlardan
miR-21, miR-155 ve miR-17-92 kiimesi (miR-17, miR-18a, miR-19a, miR-19b-1,
miR-20a, miR-92-1) ve timor baskilayici olarak miR-15a ve miR-16-1'e siklikla
rastlanilmaktadir (23, 24, 25, 26, 27, 28).

miRNA'larin diger kanser tiirlerinde oldugu gibi pankreas kanserinde de
normal olmayan silire¢ ve ekspresyon isaretleri vermesinin potansiyel tani veya
prognostik araglar olabilecegi degerlendirmesinin yapilmasmna yol agmis ve
miRNA'larin bolgeye 6zel ve siirekli verilmesi yoluyla hedef gen ekspresyonunun

bastirilabilecegi belirtilmistir (29).

Albulescu ve ark. (2014) tarafindan. miR-155, Panin-2 ve 3'te ve miR-21'in
sadece Panin-3'te asir1 eksprese edildigi, miR-21, -221, 222 ve let-7a'nin lezyonun
derecesi ile arttigr ve lezyonlarin {icte ikisinde maksimum ekspresyon goriildiigii
belirtilmis ve miR-21'in yukari-regiilasyonunun KRAS ve EGFR tarafindan kontrol
edildigine deginilmistir (15). Keza, Jin ve ark. (2015) de, pankreatik tiimor olusumu
ve ilerlemesiyle iligkili molekiiler degisimler arasinda, aktive oldugu zaman hiicre
gelismesi ve canlilifina yol agan ve bir onkogen olan KRAS’a deginmislerdir.
Arastiricilar pankreatik kanserde miR193b’nin G1 fazini durdurma ve S fazinda
hiicrelerin fraksiyonunu azaltmanin tesvik edilmesi yoluyla hiicresel dongiiniin
yikimina yol actigt ve dolayisiyla hiicre ¢ogalmasinin kesintiye ugradigini
belirtmislerdir. Bu siliregte KRAS’1n mekanik olarak AKT ve ERK sinyal yolaklarimni
diizenleme ve pankreatik hiicre gelismesini baskilama yoluyla miR193b’nin direkt bir

etken oldugunu gosterdigini bildirmislerdir (30).

Gen ekspresyonunda son derece onemli diizenleyiciler olarak goérev yapan
mikro RNA'larin, pankreas kanseri gelisiminde de tiimor hiicresi farklilagmasi,
cogalmasi, hiicre dongiisii ilerlemesi, invazyon ve metastaz gibi ¢esitli fonksiyonlara
sahip oldugu bilinmektedir. Onemli goriilen baz1 miRNA’lar ve fonksiyonlarina
iliskin ozet bilgiler Cizelge 2.’de gosterilmistir. Brunetti ve ark. (2015), pankreatik

duktal adenokarsinomada (PDAC) miRNA'larin rolii lizerine ¢ok sayida g¢alisma
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yapildiginin gézlendigini, keza bu tiimoriin erken tespit edilmesinin gii¢liigii ve uygun
biyolojik belirte¢lerin bulunmamasinin miRNA'lara olan ilginin artmasina neden

oldugunu belirtmislerdir (31).

2.4.2. miRNA ve Otofaji

Otofaji, bilindigi lizere hiicrelerin organel, protein agregatlar1 ve diger makro
molekiillerini sindirimi seklinde ger¢eklesen katabolik bir siireg, lizozomal bir yikim
olayidir. Kanser hiicrelerinin aclik, hipoksi ve antikanser uygulamalari gibi stres
kosullar1 altinda kendilerini korumak i¢in otofaji mekanizmasini kullanmakla birlikte;
bazi kemoterapotik uygulamalar sonrasi goriilen asir1 otofaji (Tip II) Onceki
bahsedilenin tersine 6nemli bir hiicre 6liim mekanizmasi olarak degerlendirilmektedir.
Wang ve ark. (2013a), miR-23b'nin ATG12 proteinini hedef alarak otofaji olugumu ile
iliskili oldugunu ve miR-23b ekspresyonunun, radyasyon nedenli otofajiyi durdurarak
pankreatik kanser hiicrelerini radyasyona kars1 duyarli hale getirdigini bildirmektedir
(32). Aymi arastiricinin bir baska c¢aligmasinda miR-23b'nin, pankreatik kanser
dokularinda otofaji'nin potansiyel bir sinirlandiricist oldugu da gosterilmistir (32).
miRNA-216a'nin artan ekspresyonunun Beklin-1'in ekspresyonunu siirladigi ya da
diger bir yaklasimla, otofaji aktivitesi ile miRNA-216a arasinda negatif bir iliskinin

varligini belirten diger arastiricilar da benzer sonuca ulagmislardir (34).

Tiimdr olusturucu otofajik yolaklar farkli donemler itibariyle Sekil 2.3.’de

gosterilmistir (35).

Otofajinin ¢esitli devrelerinde onemli rolleri tanimlanan bazi miRNA'lar;
baslatma: miR-101, vezikiil ¢ekirdeklenmesi: miR-30a, uzama ve tamamlanma: miR-
181a, yerlestirme ve flizyon: miR-34a, yikim ve geri doniisiim: miR-17/20/93/106
kompleksi olarak sayilmakta ve hiicrenin hayatini siirdiirme ve 6liim mekanizmalarini
diizenleyen heniiz tanimlanmamis c¢ok sayida miRNA varligi olasiligindan s6z
edilmektedir. Ozafagus kanser hiicrelerinin kimyasal duyarliliginin belirlenmesinde
onemli oldugu ifade edilen miR-193b'nin asir1 ekspresyonunun 5-FU uygulamasi
sonrasi iyilesme i¢in kanser hiicrelerinin yetenegini énemli 6l¢iide azalttigir ve buna

kismen de olsa mikrotiibiil dinamiklerini diizenleyici yaygin bir sitozolik fosfoprotein
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Cizelge 2. Pankreatik duktal adenokarsinomada (PDAC) ekspresyonu artan ve azalan
bazit miRNA’lar (4, 31).

miRNA EKks. Hedef Genler Karsiyogenesiste Rolii
miRNA-10a /10b ] HOXA1/TIP30 Istila/ Metastatik fenotipte artis
' Bel-2, PDCD4, TIMP3, | . Hiicre ¢ogalmasinda artl.s,
miRNA-21 i invazyon, metastaz, kemodireng
PTEN .
ve apoptozisten kagig
miRNA-23a N APAF-1 Hiicre ¢ogalmasi
miRNA-34 f Notch1/2, Bel-2 Apoptozisten kagis ve hiicre
cogalmasi, invazyonu
. E2F3, Bcl-2, c-MYC, | Gogiin, dongiiniin baskilanmasi,
miRNA-34a U Cyclin D1, Notch-1 apoptozis
Tiimor gelismesinde artis,
miRNA-155 ) TP53INP1, SOCS1 Hiicre ¢ogalmasi, invazyon ve
g6¢
miRNA-100 N IGFR1 Hiicre ¢cogalmasi ve metastaz
Hiicre ¢ogalmasinda artis,
miRNA-106a ] TIMP-2 epitelyal-mezenkimal gecis ve
invazyon
MiRNA-27a 0 Spry-2 PDAC huqre gehsmesmd.f‘: artis,
koloni olugumu ve gb¢
MMP-2, MMP-9, PDGF, .
misazainze | |y T FOAC e mamonnde
p57K1p2’ PUMA, TIMP_2 $3 C{‘ g > g Q’
miRNA-224,-486 | 1 CD40 Yiiksek Glgude invazyon,
metastatik fenotip
miRNA-194,-200b, Yiiksek 6l¢iide metastatik
-200c, -429 f EP300 fenotip
miRNA-196a il NFKBIA, INGS5 Hiicre ¢ogalmasi, invazyon
MiRNA-367 0 Smad7 Eplt'elyal—mezenklmal gecis ,
invazyon ve metastaz
MmiRNA-124 1 Rac-1 Hqcre ¢ogalmasinda artis,
Invazyon ve metastaz
. CDC25B, CCKBR,
miRNA-148a Y Bel-2, DNMTI Metastaz baskisi
miRNA-615-5p U IDF-2, JUNB Hiicre cogalmasinda artis, g
ve invazyon
miRNA-200 U | soxz,zEB1,zEBy | Metastatik fenotipte artis, hicre
kokliiliik
miRNA-217 U KRAS, SIRT1 Hiicre gelisiminin baskilanmasi
. MUCA4, cyclin D1, Hiicre ¢ogalmasinda artis, hiicre
miRNA-219-1-3p U AKT-ERK yolagi gbcii
miRNA-203 Y Survivin Tiimor gelismesinde artig
miRNA-146a Y IRAK-1 [stilada artis
. NODAL/ACTIVIN/ .
miRNA-17-92 Y TGE-B1 Kemodireng
miRNA-375 Uy PDPK1 Glukoz homeostosis
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TUMOR BASKILAYICI OTOFAJIK YOLAKLAR
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TUMOR OLUSTURUCU OTOFAJIK YOLAKLAR

Sekil 2.3. Tiimor olusturucu otofajik yolaklar (Liu ve ark. 2013’den uyarlanmistir
(35))

olan statin 1 ekspresyonunu azaltmak yoluyla aracilik ettigi bildirilmektedir.
Dolayisiyla miR-193b'nin artan ekspresyonunun otofajik hiicre oliimiinii artirdigi
belirtilmekte (36) ve halen kanserin durdurulmasi ve geriletilmesine iligskin otofajik

hiicre liimiinii artirmaya yonelik arastirmalar siirdiiriilmektedir.

2.4.3. miR-196

miR-196'min farkli kanser tiirlerindeki rollerine iliskin yapilmis ¢alismalarin,
istenilen diizeyde detay bilgileri saglamadigi ve bu baglamda arastirmalarin
stirdiiriildiigii gézlenmektedir. miR-196 gen ailesi, embriyonik gelisim i¢in gerekli
homeodomain igeren transkripsiyon faktorlerini kodlayan HOX gen kiimeleri
bolgelerinde bulunur. Evrimsel kaliplari omurgalilardaki HOX genlerine ¢ok
benzeyen miR-196, HOXB9 ve HOXB10 genleri arasinda kromozom 17'de bulunan
miR-196a-1 geni, HOXC10 ve HOXC9 arasinda kromozom 12 {izerinde miR-196a-2
geni ve HOXA9 ve HOXA10 genleri arasinda kromozom 7°de bulunan miR-196b geni
olmak tizere 3 farkli genden kopyalanir. Olgun niikleotid dizisi miR-196a-1 ve miR-
196a-2 i¢in ayni olmasina ragmen, olgun miR-196b miR-196a'dan bir niikleotid ile
farklidir ve miR-196a-1 ve miR196a-2 genlerinin ayni1 islevsel olgunlagmis miRNA
dizisini (3p-GGGUUGUUGUACUUUGAUGGAU-5p) transkribe ettikleri, miR-
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196b geninin ise kiiciik bir RNA (3pGGGUUGUUGUCCUUUGAUGGAU-5p)
tirettigi bilinmektedir (37).

Baz1 kanser tiirleri i¢in gergeklestirilen calismalardan elde edilen sonuglar

asagida kisaca 6zetlenmistir.

Hoffman ve ark. (2009) miR-196a'nin onkojenik 6zelliklere sahip oldugu
belirtilirken (38), Darda ve ark. (2012) tarafindan ger¢eklestirilen bir bagka ¢alismada;
meme kanserinde HOXBO9'un asir1 ekspresyonunun metastazi arttirdigi ve bazi
kanserlerde bu durumun Wnt/Tcf yolaginin kontrolii altinda oldugu belirtilmistir.
miR-196a ifadesi, doku orneklerinde qPCR ile o6l¢iilmiis, HOXB9 ekspresyonu
hiicrelerde western blot (WB) ve doku 6rneklerinde THC ile degerlendirilmistir (39).
miR-196a'nin, Barret’s 6zafagus (BE) gelisiminde giiclii bir biyolojik belirteg olma
potansiyeli oldugunun degerlendirilmesine iliskin bir calismada; 6zofagus dokusunun
neoplastik doniisiimii sirasinda karakteristik olarak azaldigi veya kayboldugu ve
SPRR2C, S100A9 ve KRTS5 genlerinin ekspresyonlarinin azalmasinda rol oynadigina
deginilmistir (40). Kiiciik hiicreli olmayan akciger kanserinde miR-196a'nin
ekspresyon paterninin ve tiimor gelisimindeki biyolojik roliiniin belirlenmesini de
kapsayan bir ¢aligmada; kanserli 6rnek ve hiicre hatlarinda ekspresyon seviyesinin
yiiksek oldugu ve DNA metilasyonundan etkilenebildigi belirtilmistir (41). miR-
196a'nin servikal kanser gelisimindeki rolii kapsaminda yapilan bir ¢calismada s6z konusu
miR'in potansiyel hedefleri olarak FOXO1 ve p27Kipl belirlenmistir (42). Biyomarkir
olarak kullanilabilecegi 6ngoriilerek {izerinde ¢alisilan iki miRNA'nin (miR-196a ve
miRNA-196b) mide kanseri dokularinda seviyelerinin arttig1 bildirilmektedir (43).
miRNA kodlama bolgesi varyantlar1 ile kanser riski arasindaki korelasyon ve
prognoza odaklanan Song ve ark. (2016), miR-196a-2 rs11614913 CC genotipi ile
yumurtalik kanseri riskindeki artis arasinda bir iliski oldugunu ve miR-196a-2

rs11614913 C alelinin miR-196a ekspresyonunu tesvik ettigi belirtilmistir (44).

miRNA'larin anormal ifadelerinin goriildiigli baslangi¢ doneminin erken teshis
i¢cin son derece uygun olabilecegi ve yine tek bir miRNA'nin biyolojik belirte¢ olarak
degerlendirilmesi kapsaminda; yukari1 yada asagiya diizenlenme yoluyla tiimoriin
ilerlemesinin yliksek duyarlilik ve 6zgiilliikle ortaya konulabilecegini belirtmektedir

(45).
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Biyopsi Orneklerinde miRNA diizeylerini belirlemek icin TagMan®
analizlerinin kullanildig1 bir ¢alismada; miR-196a ve miR-217 biyolojik belirte¢lerinin
kombinasyonunun, saglikli doku, pankreatik duktal adenokarcinoma (PDAC) ve
kronik pankreatitin ayriminda etkili oldugu belirtilerek, miR-196a’nin PDAC'nin
ilerlemesiyle paralellik gdsterdigi bildirilmistir (46).

95 miRNA’nin diferansiyel ifadesinin, QuantiMir sistemi kullanilarak gergek
zamanli RT-PCR ile analiz edildigi bir calismada; pankreas kanseri doku ornekleri
ya da kanser hiicre ¢izgilerindeki miRNA ekspresyonunun U6 RNA'ya normalize
edilmesi ve normal pankreas doku veya pankreatik duktal epitel (HPDE)
hiicrelerindeki ile karsilastirilmistir (47).

miR-148 ve miR-217’nin timor baskilayici gibi rol oynadigi ve onlarin asagi
yonlii diizenlenmesinin, ROCK1, WNT10B, Bcl-2, TGIF2, DNMT3B ve KRAS gibi
onkogenik hedeflerin baskilanmamasi yoluyla tiimor olusumunu artirdigina isaret
edilen bir ¢alismada; miR-196a’nin yukari yonli diizenlenmesinin, p27 ve HOXAS
gibi tiimor baskilayict genlerin direkt baskilanmamasi yoluyla timoér olusumunu

ilerlettigine deginilmistir (48).

Pandey ve Bharadwaj (2014), 6ncii lezyonlardan duktal epitelden kaynaklanan
ve baglangicta mutasyon, silme, amplifikasyon, metilasyon gibi bir takim genetik
degisikliklere neden olan pankreatik adenokarsinomda insiilin benzeri, epidermal ve
trombosit kaynakli gibi bazi biiylime faktorlerinin ve bunlarin reseptorlerinin artmasi
nedeniyle MAPK yolu, P13k, NF-xB gibi birtakim mitotik ve anti-apoptotik

kaskadlarin aktivasyonunun séz konusu olduguna deginilmektedir (49).

Pankreatik duktal adenokarsinomamin yaklasik % 3'linli olusturan ailevi
pankreatik kanserin nedeni gen kusurlarinin heniiz tanimlanmamis oldugunu ve risk
altindakiler i¢in miRNA'larin potansiyel biyogostergeler olabilecegine deginen Slater
ve ark. (2014), yiiksek dereceli pankreatik intraepitel neoplazi (PanIN) ve baslangic
pankreatik kanserinin duyarlt bir sekilde belirlenmesini saglayacak miRNA'y1
(miRNA-21, miRNA-155, miRNA-196a, miRNA-196b, miRNA-210) tanimlamaya
odaklanmiglardir (50).

Hernandez ve Lucas (2016), normal pankreas, kronik pankreatit ve pankreatik

duktal adenokarcinoma dokularinda miRNA ekspresyonunu karsilastiran ilk analizi
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Szafranska ve ark.(2008)'nin gergeklestirdigini bildirmislerdir (51). Bir derleme
calismasinda; normal, kronik pankreatit ve pankreatik adenokarsinoma’da (PDAC)
miR-198, miR-217, miR21 ve miR-34a ekspresyonlari incelenmis, miR-198’in normal
dokudan CP ve PDAC'ya dogru artarken, miR217’nin azaldig1 ve sadece miR21 ve
miR-34a’nin  tiimér dokusunda 6zel ekspresyon sergilemesi nedeniyle kronik
pankreatit ve PDAC ayrimi i¢in ¢ok uygun biyolojik belirtecler olabilecegi
degerlendirilmistir (52).

Pankreas kanseri ve farkli miRNA’larla yiiriitilen ve yukarida Ozetlenen
calisma sonuclarmin, miR-196’nin digerlerine gore biyolojik gosterge olma
potansiyelinin yiiksekligine isaret etmesi nedeniyle bu kez de sadece s6z konusu
miRNA ve pankreas kanseri iliskisinin degerlendirilmesine odaklanilmistir.
Bloomston ve ark (2007), sagkalimi1 énemli dlgiide etkileyebilecek bir miRNA’nin
(miR196a-2) belirlendigini; s6zkonusu miRNA’nin yiiksek ekspresyonunun
goriildiigii timorlerde ortalama hayatta kalma siiresinin 14.3 ay, diisiik ekspresyon

kosullarinda ise 26.5 ay oldugunu belirtmislerdir (53).

miR-196a'nin pankreas kanserindeki roliinii aydinlatmak amaciyla, hiicre
dizilerindeki ekspresyon modeli, biyolojik rolii ve hiicre ¢ekirdek faktorii kappa-B-
inhibitdr alfa geniyle etkilesiminin incelendigi bir arastirmada; Mikrodizi ve qRT-PCR
yontemlerinin, hiicre hatlarinda miR-196a'nin yukar1 yonlii bir diizenlenme igerisinde
oldugunu gosterdigi belirtilmistir (54). miR-196anin asir1 ekspresyonunun MG63 ve
U20S hiicrelerinin biiylime ve ¢gogalmasini arttirdigina ve her iki habis kemik tiimorii
hiicresinde de PTEN'in asag1 diizenlenmesi ile miR-196a'nin yukar1 diizenlenmesi
arasindaki korelasyona deginilen bir bagka calismada, miR-196a mimikinin, p21/CIP1
ve p27/KIP1'in asag1 yonlii ve cyclin D1'in yukar1 yonlii diizenlenmeleri ile MG63 ve
U20S hiicrelerinin ¢ogalmasini taklit ettigi belirtilmistir (55).

Yuan ve ark. (2016), ANXAT1'in agir1 ekspresyonunun, pri-miR196a-1 ve pri-
miR196a-2, premiR196a-1, pre-miR196a-2 ve olgun miR-196a'nin ekspresyonunu
onemli diizeyde azalttifi ve siRNA ile susturulmasinin ise artisga neden oldugu
belirtilmistir. miR-196a'nin, ANXA1 ekspresyonunu asagi yonlii diizenleme yoluyla
MCFT7 hiicre ¢ogalmasini tesvik edebildigine deginilmis, miR-196a'nin meme kanseri

hiicrelerinde kanserojen rol oynadigina isaret edilmistir (56).
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3. GEREC ve YONTEM

Bu tez calismasinin deneysel asamalari, Siileyman Demirel Universitesi, Tip
Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dali, Hiicre Kiiltiirii/PCR/Western Blot
Laboratuvarinda yapilmis olup, hazirlanan solusyonlar ve kullanilan yontemler

asagida detayli olarak agiklanmustir.

3.1. Hiicre Kiiltiirii

Hiicre hatt1 Istanbul Kiiltiir Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Molekiiler
Biyoloji ve Genetik Boliimii 6gretim iiyesi Dog.Dr. Elif Damla ARISAN tarafindan
hediye edilmistir.

Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Soliisyonlar

v’ Besiyeri: Orijinal sisesi igerisinde ve s1vi formdaki Dulbecco’s Modified Eagle
Medium/Nutrient Mixture F-12 (DMEMNM/F-12) besiyeri (Invitrogen-
Carlsbad, CA, USA) kullanilmis olup analizler siiresince +4°’de saklandi.

v" Serum: Besiyerini giiclendirmek amaciyla hormon, enzim, bityiime faktorleri
ve matris proteinlerini igeren Fetal Sigir Serumu (FBS) kullanildi. Kullanima
hazir sivi olarak temin edilen FBS (Invitrogen-Carlsbad, CA, USA) analizler
stiresince -20°’de saklandi.

v" Tripsin-Etilen Diamin Tetra Asetik Asit (Tripsin-EDTA, % 0.25), 1X Fosfat
Tamponlu Tuz (PBS) ve Penisilin/Streptomisin Antibiyotik solusyonlari,
kullanima hazir siv1 olarak Invitrogen’den temin edildi (Invitrogen-Carlsbad,
CA, USA).

v Dimetil Siilfoksit (DMSO) ve Tripan Mavi (% 0.4) solusyonlari ise kullanima
hazir siv1 olarak Sigma’dan (Sigma-St. Louis, MO, USA) temin edildi.

Hiicre Kiiltiirii islemi

Panc-1 ve MiaPaCa-2 hiicreleri (Pankreatik duktal adenokarsinoma hiicre

dizileri), laminar akimli kabin igerisinde; steril kosullarda, % 10 FBS, bakteri
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kontaminasyonuna karst % 1 (100 {inite/ml penisilint 100 mg/ml streptomisin)
oraninda antibiyotik solusyonu ilave edilmis DMEMNEF/F-12 besiyeri igerisinde
kiiltire edildi. % 5 COz2 igeren, %95 nemlilik kosullarinda ve 37°C sicakliktaki
inkiibatorde ¢ogaltilan hiicreler, % 80 yogunluga ulastiktan sonra Tripsin-EDTA
kullanilarak yapistiklar: flask yiizeyinden kaldirilarak yine kendi besiyeri igerisinde
yeni bir flaskta ¢cogaltilmaya devam edildi. Kiiltiirleme sirasinda 1X PBS kullanilarak
yikanan hiicreler, “tripan mavi” solusyonu ile toma laminda sayilarak ileriki deneylere

hazir hale getirildi.

Hiicrelerin Dondurulmasi: Tripsin-EDTA kullanilarak flask yiizeyinden
ayrilmasi saglanan hiicrelerin igerisinde bulundugu siispansiyon, 600 x g’de 8 dakika
boyunca 25°C’de santrifiij edildi ve elde edilen hiicre peleti dondurma medyumu (%
20 FBS ve % 10 DMSO igeren DMEMNF/F-12) ile resiispanse edilerek 2 ml’lik
dondurma tiiplerine aktarildi. Kademeli dondurma sonrasinda hiicreler, siv1 nitrojende

saklandi.

3.2. miRNA Transfeksiyonu

Prensip: miRNA’lar, hedef mRNA’nin 3 UTR (untranslated region)
bolgesine baglanarak mRNA’nin yikimma neden olurlar ve boylelikle hedef gen
ekspresyonunu azaltirlar. Bu baglamda, Panc-1 ve MiaPaCa-2 hiicreleri, hem kontrol

amactyla negatif miRNA ile hem de miR-196a inhibitér ile ayr1 ayri transfekte

edildiler.

Kullanilan Kimyasallar

v" miR-196a inhibitér ve Negatif miRNA (Ambion- Austin, TX, USA),
v" miRNA’larin memeli hiicresine aktarilmasinda kullanilan Hiperfect (Qiagen-

Hilden, Germany),

miR-196a ve Negatif miRNA Hazirlanisi: Liyofilize formda temin edilen 20
nmol stok miR-196a ve 5 nmol stok negatif miRNA, Deoksiriboniikleaz ve
Riboniikleaz ~ (DNaz-RNaz) igcermeyen suda resiispanse edilerek  final

konsantrasyonlar1 50 nM olarak hazirlandi.
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Transfeksiyon islemleri

v’ Hiicre Canliligit (MTS) Testi i¢in, RT-PCR analizleri i¢in ve Western Blot
deneyleri i¢in Panc-1 ve MiaPaCa-2 hiicreleri, miR-196a ve Negatif miRNA
ile hiperfekt varliginda transfekte edildiler.

v Her deneye 6zgii olacak sekilde kuyucuk ya da flasklar igerisinde tiretilen
hiicreler, final konsantrasyonu 50 nM olan miR196a/ negatif miRNA ve
hiperfekt ile muamele edilerek laminar kabinde oda sicaklig1 kosullarinda 25
dakika siiresince inkiibe edildiler. Siire sonunda karisimlar, hiicrelerin
bulundugu kuyucuk/flask ortamlarina ilave edildi.

v’ Hiicreler, negatif miRNA/miR196a ile; MTS testi i¢in dnce 8 saatlik ve siire
bitiminde serumsuz besiyerinin uzaklastirilip 2X serum igeren besiyeri
eklenmesi sonrasi toplamda 72 saat siireyle, RT-PCR ve Western Blot

analizleri i¢in de 72’er saat siireyle inkiibe edildiler.

3.3. Sitotoksisite (Hiicre Canlihgi-MTS) Testi

Prensip: Panc-1 ve MiaPaCa-2 hiicreleri ilizerinde miR-196a’nin sitotoksik
etkisini degerlendirmek amaciyla yapilan ve kolorimetrik bir dl¢glim yontemi olan
MTS’ nin dayandig1 temel prensip; suda ¢oziinmeyen [3-(4,5-dimetiltiyazol-2-yl)-5-
(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-siilfofenil)-2H-tetrazolyumun (MTS), fenazin
metosiilfat (PMS) varliginda elektron tasiyiciligini yapan hiicre i¢i dehidrogenazlar
tarafindan suda ¢6ziinebilen formazana doniistiiriilmesi, olusan formazanin canli hiicre
sayis1 ile orantili olmasi ve bununla iligkili olugsan kahverengi renk yogunlugunun 490

nm absorbans degerinde 6l¢iilmesi seklindedir.

Deney Prosediirii

Tripsin-EDTA kullanilarak flask yiizeyinden kaldirilan Panc-1 ve MiaPaCa-2
hiicreleri, yukarida da belirtildigi iizere nce 600 x g’de 8 dakika boyunca 25°C’de
santrifiij edilmelerini takiben, besiyeri ile resiispanse edilerek 10.000 hiicre/kuyu
olacak sekilde 96 kuyucuklu kaplara dagitildi. Yiizeye yapigmalari i¢in gece boyunca

inkiibatorde bekletilen hiicreler, final konsantrasyonu 50 nM olan miR-196a veya
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negatif miRNA ile 72 saat boyunca transfekte edildiler. Canli hiicrelerde formazan

nedeniyle olusan kahverengi rengin absorbans degerleri 490 nm’de Olgiilerek sadece

besiyeri igeren kore karsi degerlendirilmistir. Hiicre sitotoksisite 6l¢iim deneyleri,

birbirinden bagimsiz 3 farkli zamanda 3’er tekrarli olarak gerceklestirildi.

Panc-1 MiaPaCa-2
Kontrol Kontrol Kontrol Kontrol Kontrol Kontrol
Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
miRNA miRNA miRNA miRNA miRNA miRNA
50 nM 50 nM 50 nM 50 nM 50 nM 50 nM
miR196a miR196a miR196a miR196a miR196a miR196a
inhibitor inhibitor inhibitor inhibitor inhibitor inhibitor
50 nM 50 nM 50 nM 50 nM 50 nM 50 nM

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

3.4. Gen Ekspresyonu Analizi/RT-PCR

dagilimi

Prensip: Hedef DNA dizilerinin ¢ogaltilarak analiz edilmesini saglayan RT-

PCR yoOntemi; once hiicrelerden RNA izole edilmesini, arkasindan ters transkriptaz

enzimi ile tamamlayict DNA’nin (complementary DNA: cDNA) sentezlenmezini, son

olarak da gene 0zgii primerler araciligiyla hedef gen bdlgesinin ¢ogaltmatilmasini

kapsamaktadir. Fluoresan boya yardimiyla goriintiilenen spesifik gen bdlgeleri,

kontrol sartlara kiyaslanarak degerlendirildi.

Kullanilan Kit ve Solusyonlar

v' Trizol reaktifi, DNA ladder ve Platinyum Taq DNA polimeraz kiti (Invitrogen-

Carlsbad, CA, USA),

v 1-bromo-3-kloropropan (BCP), izopropanol ve absolut etanol (Sigma- St.
Louis, MO, USA),

v c¢DNA sentezi kiti (Applied- Biosystem, Lithuania),




v’ Tris-Borat-EDTA (TBE) tamponu; 54 g Tris base, 27.5 g borik asit ve 20 ml
EDTA kullanilarak 10X’lik 500 ml stok solusyon ve bundan 1X’lik kullanim

solusyonu PCR sonrasi agaroz jel elektroforezi i¢in hazirlanmistir.

Panc-1 ve MiaPaCa-2 hiicrelerinde yapilan RT-PCR deneyleri ile miRNA nin,
otofaji yolagindaki ana mediyatorlerden olan Beklin-1’in miRNA ekspresyonu
tizerinde regiilator bir etkisinin olup olmadig1 belirlenmeye ¢alisilmistir. Sonuglar
kontrol olarak kullanilan negatif miRNA ile kiyaslanarak degerlendirilmistir. Bu
amagla miRNA ile transfekte edilmis hiicrelerden 6nce RNA izole edilmis ve
sonrasinda saflik orani yiiksek olan RNA’lardan cDNA sentezlenmistir. Bu baglamda
oncelikle NCBI veri tabaninda (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) kayitli Homo
sapiens’de tanimlanan Beklin-1 mRNA gen dizilimleri belirlenmistir. Bu dizilimler
baz alinarak, gene 6zgii primer dizilimleri dizayn edilmistir. S6z konusu primerlerin
herhangi bir dimer olusturup olusturmadigi ve diger gen dizilimleri ile ¢akigma
durumu da ilgili web adresinde http://www.premierbiosoft.com/netprimer/index.html)
degerlendirilmistir. Ayrica, tiim bantlarda esit miktarda RNA miktarinin bulundugunu
kanitlamak amaciyla GAPDH mRNA ekspresyonu diizeylerine bakilmistir. Elde
edilen Beklin-l mRNA ekspresyon bantinin yogunlugu, GAPDH bantinin
yogunluguna oranlanarak elde edilen veriler araciligi ile kalitatif nitelikteki mRNA

ekspresyon bantlarinin, yari-kantitatif olarak ifade edilmesi saglanmstir.

Primer Hazirh@i: Dizayn edilen gen primer dizilimleri sentezlettirilmis
(Invitrogen- Carlsbad, CA, USA) ve geriye liyofilize sekilde gelen stok primerlerin
DNaz ve RNaz igermeyen suda c¢oziilerek 100 uM’lik stok ¢ozeltileri olusturulmustur.

Daha sonra bundan 10 uM’lik ara stok ¢ozeltisi hazirlanmigtir.

Hiicrelerin hazirlanmasi ve RNA izolasyonu

Tripsin-EDTA kullanilarak flask yiizeyinden ayrilmasi saglanan Panc-1 ve
MiaPaCa-2 hiicrelerinin igerisinde bulundugu siispansiyonlar santrifiij (600 x g’de 8
dakika siireli) edilmigler ve daha sonra elde edilen hiicre peletleri besiyeri ile
resiispanse edilerek her bir kuyucukta % 30 yogunlukta bulunacak sekilde 6

kuyucuklu kaplara dagitilmistir. Bunlar hiicrelerin ylizeye yapismalari icin gece
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boyunca inkiibatorde bekletilmis ve final konsantrasyonu 50 nM olan miR-196a ve
negatif miRNA transfeksiyonu sonrasinda tekrar 72 saatlik bir inkiibasyona tabi

tutulmuslardir. RNA izolasyonu ig¢in;

v" Kuyucuklara Iml trizol reaktifi eklenmis ve oda 1sisinda 5 dakikalik
inkiibasyon sonras1 200 pul BCP eklenmistir. Daha sonra slispansiyonlar 12000
x g, 4°C’de 15 dakika siire ile santriflij edilmislerdir.

v' Siispansiyonlarin en {istteki renksiz RNA igeren faz bir tiipe aktarilip lizerine
500 pl izopropanol eklenmistir. 12000 x g, 4°C’de 8 dakika siireli santrifiijle
elde edilen pelete % 75’lik etanol eklenmesi sonrasi ikinci kez 7500 x g, 4°C’de
5 dakikalik bir santrifiij uygulanmistir. Yeni RNA peleti, RNaz icermeyen su
ile resiispanse edilmis ve 58°C’de 10 dakikalik inkiibasyonla ¢oziinmesi
saglanmistir.

v" RNA safliginin belirlenmesi i¢in, nanodrop spektrofotometrede 260 ve 280 nm
absorbans (A) degerleri belirlenmis ve A2e0/A2s0 oran degeri 1.7-2.0 olan

ornekler analizde kullanilmigtir.

cDNA Sentezi

High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystem, Lithuania)

sentez kiti kullanim protokolu kapsaminda;

v' 1ug RNA 6rnekleri; 10X RT buffer, 25X deoksiniikleosid trifosfat (ANTP)
karisimi, 10X RT random primer, RNaz inhibitorii, DNaz ve RNaz’dan yoksun
su ve RT enzim olmak iizere toplam 20 pl’lik karisim igerisinde reaksiyona
maruz birakilmas,

v Termal dongii cihazinda
25°C’de 10 dakika,
37°C’de 120 dakika ve
85°C’de 5 dakika olmak {izere 3 asamali bir program uygulanmas,

v' Elde edilen s6z konusu cDNA iiriinleri hedef genlerimizin ekspresyon

diizeylerinin degerlendirilmesinde kullanilmstir.
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Analiz ve Goriintiilleme

Her bir 6rnek i¢in elde edilen ¢cDNA, Platinyum Taq DNA Polimeraz Kkiti
(Carlsbad, CA, USA) protokolu kapsaminda; 1X’lik TBE tamponu, 0.2
mM’lik ANTP karisimi, 1.5 mMMgClz, 0.2 uM’lik sense ve antisense primer
karisim1 ve DNaz ve RNaz’dan yoksun suyun kullanildig1 toplam 25 pl hacim
igerisine alinmistir.

PCR sartlari olarak;

94°C’de 2 dakika,

94°C’de 30 saniye

55°C’de 45 saniye, P35 dongi yapild.

72°C’de 1 dakika,

72°C’de 5 dakika,

Amplifikasyon triinleri, yiikleme tamponu ile sulandirilmig, % 2°lik agaroz jel
tizerinde 1X TBE tamponu varliginda 30-35 dakika siire ile elektroforeze tabi
tutulmustur. Bu kapsamda marker olarak Tracklt DNA ladder 100 bp
(Invitrogen, Carlbad, CA, USA) kullanilmstir.

S6z konusu ornekler i¢in, % 2’°lik agaroz hazirlanmasi sirasinda ilave edilen
1X SybrGreen Floresan boya yardimiyla bantlar, Blook LED
Transilluminatérde (Genedirex, Miaoli County, Taiwan) goriintiilenmis ve
bilgisayar ortamina aktarilmistir. Bantlarin yogunlugu, Image J-Versiyon 1.36
(National Institute of Health, Maryland, USA) dansitometre programi

kullanilarak kuantifiye edilmistir.

3.5. Western Blot Analizi

Hiicre Lizatlarinin Hazirlanmasi

5X’lik hiicre lizis tamponu (Promega- Madison, WI, USA), 1X’lik elde
edilmek tizere sulandirilmstir,

100X’lik inhibitor (proteaz ve fosfatataz) kokteyli (Thermofisher Scientific-
Rockford, IL, USA) hiicre lizis tamponu kullanilarak 1X olarak seyreltilmistir.
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Islem

v’ Panc-1 ve MiaPaCa-2 hiicreleri, ylizeyinde bulunduklari flasktan Tripsin-
EDTA yardimiyla alinarak elde edilen hiicre siispansiyonu 600 x g, 25°C’de, 8
dakika siiresince santrifiij edilmistir. Daha sonra elde edilen hiicre peletleri,
medyumu ile resiispanse edilerek her bir kiiltiir kabinda % 30 yogunlukta
bulunacak sekilde dagitilmislardir.

v’ Hiicreler, yiizeye yapigsmalari igin gece boyunca inkiibatérde bekletilmisler ve
final konsantrasyonu 50 nM olacak sekilde miR-196a ve negatif miRNA ile
transfekte edilmislerdir. 72 saatlik bir inkiibasyon sonrasi tripsin —-EDTA
araciligi ile kiiltiir kaplar1 yiizeylerinden alinan hiicre siispansiyonlar1 15 m1’lik
tiiplere aktarilmig ve yine ayni sartlarda santrifiij edilerek hiicre peletleri elde
edilmistir.

v" Her bir hiicre peletinin 1X PBS ile yikanmasi sonrasi elde edilen yeni hiicre
peletleri, miktarlaria baglh olarak 60- 120 pl degisen hacimlerdeki lizis
tamponu ile resiispanse edilmisler ve sonrasinda 10000 x g, 4°C’de 10
dakikalik santrifiij sonrasi elde edilen siipernatant bir tiipe aktarilmistir.

v Ornekler arasinda farklilik olusmamasi adina, immunoblot analizi igin

kullanilacak siipernatantlarin protein miktarlar1 kuantifiye edilmistir.

Protein Miktar1 Analizi

Prensip: Bradford yontemiyle protein miktarinin belirlenmesinde yararlanilan
temel prensip, Coomasie brillant blue (parlak mavi) G-250 boyasmin proteinlere
(0zellikle arjinin gibi bazik aminoasitlere ve bazi aromatik aminoasitlere) baglanmasi

ve olugan mavi rengin protein miktarina bagli olarak farklilik géstermesidir.

Islem

v Bradford protein analiz kiti (BioRad- Hercules,CA, USA) protokolu
kapsaminda; farkli konsantrasyonlardaki albumin standartlari (0.125, 0.25, 0.5,
1.0, 1.5, 2.0 mg/ml) kulllanilarak elde edilen standart grafiklerinden R? degeri
0.95 ve yukarisi olanlar deneylere dahil edildi. Her bir western blot 6ncesinde
ayr1 proteinler miktarlar1 tayinleri yapilmis olup ornek bir grafik asagida

gosterilmistir.
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Sekil 3.2. Protein standart grafigi.

v' Ornekler i¢in ayn1 dalga boyunda (595 nm) elde edilen absorbans degerlerinin

karsilig1 protein miktarlari, standart grafikten yararlanilarak bulunmustur.

Immunoblot Analizi

Panc-1 ve MiaPaCa-2 hiicrelerinde miR-196a transfeksiyonu sonrasinda
otofajinin  kilit mediyatorleri olan Beklin-1, Atg5 ve Atgl2 protein

ekspresyonlarindaki degisikler immunoblotlama yontemi ile gdsterilmistir.

Prensip: Sodyum Dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE)
ile molekiiler agirligina gore ayrilan proteinlerin membrana aktarilmasi ve takibinde
proteinlerin dnce spesifik primer antikorlar1 ile sonra da primer antikora uygun
sekonder antikorlar1 ile baglanmalar1 sonrasinda olusan protein bantlarinin
goriintiilenmesi esasma dayanir. Orneklerin esit miktarda protein igerdigini gdstermek

icin ise, B-Aktin protein ekspresyonlari tespit edildi.
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Kullanilan Kit ve Solusyonlar

150 mM Tris-HCL (pH 6.8), 300 mM DTT, % 6 SDS, % 30 Gliserol, % 0.3
bromfenol mavisi iceren 3X SDS-PAGE yiikleme tamponu (Biovision-
Milpitas, CA, USA),

5X’lik stok elektroforez tamponu; 15 g Tris, 72 g Glisin ve 5 g SDS 1 L distile
suda ¢oziilerek 5X’lik stok solusyon ve bundan 1X ‘lik kullanim solusyonu,
10X’lik blotlama tamponu (Blotting Buffer); 30.3 g Tris, 144 g Glisin ve 10 g
EDTA 1 L distile suda ¢oziilerek 10X’lik stok soliisyon ve bundan %20’lik
metanol (Merck-Darmstadt, Germany) varliginda (tranfer sirasinda membranin
sismesi ve yapisan proteinlerin korunmasi i¢in) 1X’lik kullanim soliisyonu,
10X’lik stok Tris Buffered Saline (TBS) solusyonu; 31.5 g Tris-HCL ve 80 g
NaCl 1 L distile suda ¢oziilerek 10X stok soliisyon ve bundan %0,1 oraninda
Tween-20 eklenerek 1X TBS-T kullanim soliisyonu,

20ml TBS-T igerisinde 1g yagsiz siit tozu kullanilarak %5 blotlama soliisyonu,
Primer ve sekonder antikorlar Cell Signaling (Danvers, MA, USA) firmasindan
temin edildi. Tavsan kokenli primer antikorlara uygun olan anti-rabbit

sekonder antikor, alkalen fosfataz (AP) ile konjuge haldedir.

Islem

40 pg protein iceren Ornek kuyucuklarina 4-15% Tris-HCL Precast
Polyacrylamide hazir jel (BioRad- Hercules, CA, USA) kullanilarak SDS-
PAGE elektroforezi uygulanmistir. Jel plakalarinin elektroforez tankina
yerlestirilmesi sonrasi, stok (5X) elektroforez tamponundan hazirlanan 1X’lik
tampon kullanilarak 6nce i¢ hazne kuyucuklar tamamen ortiilecek sekilde
doldurulmus, daha sonra da dis hazne ayn1 tamponla doldurulmustur.

Her bir kuyucuga yerlestirilen ve 3X yiikleme tamponu ile seyreltilerek 40 pg
protein igermesi saglanan drnekler, termoblok igerisinde inkiibasyona (95°C’de
5 dakika) tabi tutulmustur. Jelin ilk kuyucuguna protein marker1 olarak
Kaleidoscope Prestained standartt (BioRad- Hercules, CA, USA), diger
kuyucuklara da ornekler yiiklenmistir. Elektroforez uygulamasi kapsaminda,

1X elektroforez tamponu varliginda orneklerin ayristirma jeline kadar ayni
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anda toplanabilmesi i¢in dnce 80 V’luk bir akim ve sonrasinda tam ayrisma
icin 120 V’luk bir akim uygulanarak elektroforez islemi gerceklestirilmistir.

v' Elektroforez sonunda plaka kaliplar1 arasindan alinan jel, 1X transfer tamponu
igerisinde PVDF (Poliviniliden floriir) membrani (metanol igerisinde 2-3
dakika rehidratasyon ve 2-3 dakika distile suyla yikanarak hazirlanmis) ile
sandviclenmistir.

v’ Sandvig aparati, katottan anota dogru siinger, Whatmann kagidi, jel, PVDF
membran, Whatmann kagid1 ve siinger, iist iiste yerlestirilerek siki bir sekilde
kapatilmigtir. Daha sonra aparat, karsiligi ayni elektriksel kutuplar olacak
sekilde transfer tankina yerlestirilmis ve 1X transfer tamponu igerisinde 4°C ve
80 V’da 4.5 saat siire ile transfer islemi gerceklestirilmistir.

v’ Transfer sonunda sandvi¢ aparatindan alinan membran, ilk olarak non-
spesifik baglanmalarin engellenmesi amaciyla % 5°lik blotlama solusyonu ile
oda 1sisinda 1 saat, daha sonra Beklin-1 Atg5 ve Atgl2 spesifik primer
antikorlar1 ile 4°C’de gece boyunca ve son olarak ise sekonder antikor ile oda
1s1sinda 1 saat siireyle inkiibasyona tabi tutulmustur.

v" Primer ve sekonder antikorlar ile isaretli 6rneklerdeki Beklin-1, Atg5 ve Atgl2
protein ekspresyon bantlarinin, sekonder antikor ile isaretli Alkalen Fosfatazin
BCIP/NBT reaktifi (Sigma, St. Louis, USA) ile verdigi reaksiyon sonucu,
kolorimetrik olarak Kodak Image Station 2000MM (USA) cihazinda goriiniir
hale getirilmis ve bu bantlarin yogunlugu Image J- Versiyon 1.36 (National
Institute of Health Maryland, USA) dansitometre programi ile kuantifiye

edilmistir.

5.6. istatistiksel Analiz

Calismanin istatistiksel analizlerinde SPSS 20.0 paket programi kullanilmigtir.
Gruplar arasindaki istatistiksel karsilastirmalar i¢in non parametrik bir test olan Mann-
Whitney U testi kullanildi. p< 0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edilen

farkliliklar, * simgesi ile gosterildi.
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4. BULGULAR

4.1. miR-196a’nin PDAC Hiicrelerinin Canlihgi Uzerine Etkisi

Herhangi bir maddenin uygulama dozu ve maruziyet siiresine bagli olarak
hiicrelerde neden oldugu zarar, sitotoksisite olarak belirtilmektedir. Bu zarar, genel
olarak hiicrelerin ¢ogalma ozelliklerini ya da apoptoz, otofaji ve nekroz olaylari
sonucu canliliklarini kaybetmesi seklinde goriiliir. Sitotoksisite testleri, bir maddenin
etkileri hakkinda temel bilgiler vermesi ve sonrasinda yapilacak hayvan veya klinik
denemeler icin kaynak olusturmasi yonleriyle son derece degerli veriler sunar. Bu
testler arasinda genel olarak kolorimetrik, liiminesans ve enzimatik yontemler
sayilmakta ve tiimiinde canli/6lii hiicre miktarinin belirlenmesi temel prensip olarak
belirtilmektedir. Dolayisiyla bu c¢alismada kullanilan miR-196a’nin, sitotoksisite
etkisini belirleme ya da diger deyimle hiicre canlilig1 iizerine etkisini ortaya koymak
amaciyla yukarida sayilanlardan kolorimetrik MTS yontemi kullanilmistir. Panc-1 ve
MiaPaCa-2 hiicrelerinin 50 nM miR-196a ile 72 saat siireli muamelesi seklinde
gerceklestirilen MTS deney verileri; herhangi bir muameleye maruz kalmamis

hiicrelerde elde edilen verilere kiyaslanarak % olarak degerlendirilmistir.

Panc-1 hiicrelerinin negatif miRNA ile transfeksiyonu sonrasinda hiicre
canlilig1 i¢in % 93.67 kontrol degeri bulunurken, diger MiaPaCa-2 hiicreleri i¢in s6z
konusu deger % 91.54 kontrol olarak belirlenmistir (Sekil 4.1.). Her iki hiicre grubu

icin elde edilen degerler kontrole gére 6nemli bir farklilik gostermemistir.

Panc-1 hiicreleri i¢cin miR-196a uygulamasinin, hiicre canliligini yaklasik %
38.67 diizeyinde baskiladig1 ve canliliin stirdiiren % 61.33+ 0.56’lik kisim itibariyle
istatistiksel olarak onemli (P< 0.05) bir farklili§in ortaya ¢ikmasina neden oldugu
belirlenmistir. Benzer farklilik MiaPaCa-2 hiicreleri i¢in elde edilen % 52.88+

2.04’liik deger icin de s6z konusudur.

Panc-1 ve MiaPaCa-2 hiicrelerinin miR-196a’ya direncleri bakimindan
aralarinda % 9.5 gibi hi¢ de azimsanmayacak diizeyde bir farklilik vardir. Keza, miR-

196a’nin MiaPaCa-2 hiicrelerinin yaklasik yarisinin canliligina son vermesi; s6z
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Sekil 4.1. miR-196a’nin hiicre canliligi** iizerine etkisi.
** % Hiicre Canliligi, [3-(4,5-dimetiltiyazol-2-yl)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-siilfofenil)-2H-

tetrazolyum’un (MTS), fenazin metosiilfat (PMS) varliginda olusan formazanin 490 nm absorbans
degerinde 6l¢iilmesi ve bununla canli hiicre orani iliskilendirilerek kontroliin %’si olarak hesaplanmast

prensibine dayali olarak belirlenmistir (*, p<0.05).

konusu hiicre grubunun Panc-1’e gore daha duyarli ya da diger deyimle Panc-1
hiicrelerinin daha agresif oldugunun bir géstergesi sayilmistir. Bu calismada kullanilan
miR-196a inhibitdér konsantrasyonu giivenli bulunmus hiicrelerde sitotoksisite

olusturmayacagi belirlenmistir.



4.2. miR196a-nin PDAC Hiicrelerinde Beklin-1 mRNA Ekspresyonu
Uzerine Etkisi.

miRNA’larin, hedef mRNA’nin 3> UTR (untranslated region) bolgesine
baglanarak (baz eslesmesi) yikimina ya da translasyona ugramasini engelleyerek gen
ekspresyonunu azaltmasi i¢in, Panc-1 ve MiaPaCa-2 hiicreleri hem kontrol amaciyla
negatif miRNA ile hem de miR-196a ile transfekte edilmislerdir. Bu kapsamda;
Beklin-1 mRNA ekspresyon bantlarinin yogunlugu GAPDH bantlarinin yogunluguna
oranlanamastyla elde edilen veriler kullanilarak, yari-kantitatif olarak Sekil 4.2.”de

gosterilmistir.
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Sekil 4.2. miR-196a’nin Panc-1 ve MiaPaCa-2 hiicrelerinde Beklin-1 gen
ekspresyonu tizerine etkisi. RT-PCR ile elde edilen Beklin-1 ve GAPDH gen
ekspresyon bantlarinin, Image J (NIH, Maryland, USA) dansitometre programi
tarama verilerinin oranlari, kontrol hiicrelerin orani olarak alinmis ve 1 olarak kabul
edilmistir. Diger gruplarin verileri kontrol grubunun %’sine doniistiiriilerek
degerlendirilmislerdir.



Tim bantlarda esit miktarda RNA miktarinin bulundugunu kanitlamak
amaciyla belirlenen GAPDH mRNA ekspresyon diizeyleri, Sekil 4.2°de de goriildigi
ve beklendigi gibi Panc-1 ve MiaPaCa-2 hiicre gruplari i¢in 6nemli farkliliklar

gostermemistir.

Panc-1 hiicrelerinde, Beklin-1 mRNA ekspresyon bant yogunlugu miR-196a
uygulamasiyla azalmigtir. Nitekim, miR-196a i¢in elde edilen bant kalinligi, negatif
miRNA i¢in elde edilen banta gére daha incedir. MiaPaCa-2 hiicreleri i¢in ise bant
yogunluklar1 yaklagik ayni1 bulunmugstur. Dolayisiyla, Beklin-1 RT-PCR sonuglarina
gore; Panc-1 hiicrelerinde Beklin-1 mRNA ekspresyonu, miR196a ile transfeksiyon
sonrasinda negatif miRNA transfeksiyon sonrasina gore azalmistir (Sekil 4.2). Panc-1
hiicrelerinde Beklin-1 gen ekspresyon seviyesi % 63 olarak belirlenmistir. Asil olarak
s0z konusu ekspresyon seviyesi MiaPaCa-2 hiicresi i¢in belirlenen ekspresyon
seviyesiyle karsilagtirlldiginda 6nemli bir farkliliga isaret eder goriinmektedir.
MiaPaCa-2 hiicrelerinde ise Beklin-1 mRNA ekspresyonu, miR196a ile transfeksiyon
sonrasinda negatif miRNA transfeksiyon sonrasina gore degismeden kalmistir.
Nitekim MiaPaCa-2 hiicrelerinde ekspresyon seviyesi % 105’e yakindir. Ayni
zamanda Beklin-1 ve GAPDH ekspresyon seviyeleri yakinligina isaret eden bu durum
MiaPaCa-2 hiicreleri i¢in miR196a transfeksiyonunun kiiglik bir degisime neden
oldugunu gostermektedir. Elde edilen bulgular; Panc-1 hiicrelerinin miR196a ile

tranfekte edildiginde Beklin-1 gen ekspresyonunun sinirlandigini géstermektedir.

4.3. miR-196a-nin PDAC Hiicrelerinde AtgS mRNA Ekspresyonu Uzerine
Etkisi

Atg5 mRNA ekspresyon bantlarinin yogunlugunun GAPDH bantlarinin
yogunluguna oranlanmasiyla elde edilen verilere iliskin miRNA ekspresyon
bantlarinin yari-kantitatif olarak ifadeleri Sekil 4.3.’de gosterilmistir. GAPDH
miRNA ekspresyon diizeyleri, Sekil 4.3. de de goriildiigii izere Panc-1 ve MiaPaCa-2
hiicre gruplarinda negatif miRNA ve miR-196a i¢in farklilik géstermemistir.

Atg5 mRNA ekspresyon bant yogunlugu, Panc-1 hiicrelerinde miR-196a
uygulamasiyla biiyiik 6l¢lide azalmistir. miR-196a, negatif miRNA’ya kiyasla Atg5
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Sekil 4.3. miR-196a’nin Panc-1 ve MiaPaCa-2 hiicrelerinde Atg5 gen ekspresyonu
tizerine etkisi. RT-PCR ile elde edilen Atg5 ve GAPDH gen ekspresyon bantlarinin,
Image J (NIH, Maryland, USA) dansitometre programi tarama verilerinin oranlari,
kontrol hiicrelerin orani olarak alinmis ve 1 olarak kabul edilmistir. Diger gruplarin
verileri kontrol grubunun %’sine doniistiiriilerek degerlendirilmislerdir.

gen ekspresyonunu neredeyse tamamen silmistir. MiaPaCa-2 hiicreleri i¢in de benzer
bir durum s6z konusu olmakla birlikte AtgS5 mRNA ekspresyonu miR196a
muamelesine cevaben azalmistir. Atg5 RT-PCR sonuglari, Panc-1 hiicrelerinde Atg5
mRNA ekspresyonunun, miR196a ile transfeksiyonu sonrasinda negatif miRNA ile
transfeksiyonu sonrasimna gore biiylik olclide azaldigini gdstermektedir (Sekil 4.3).
Panc-1 hiicrelerinde ekspresyon seviyesi yaklasik % 22 olarak belirlenmistir. Atg5
mRNA ekspresyonu, MiaPaCa-2 hiicrelerinde de miR196a ile transfeksiyon
sonrasinda negatif miRNA transfeksiyon sonrasina gore azalmis ve % 92 olarak

belirlenmistir. Sonug olarak, Panc-1 hiicrelerinin miR196a ile transfeksiyonu, Atg5
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gen ekspresyonunu ¢ok biiyiik bir oranda inhibe olmasina neden olurken, MiaPaCa-2
hiicrelerinde ise Panc-1’daki kadar etkili olmasa da inhibe edici etkisini ortaya

koymustur.

4.4. miR-196a’min PDAC Hiicrelerinde Beklin-1 Protein Ekspresyonu
Uzerine Etkisi

Panc-1 ve MiaPaCa-2 hiicrelerinde yapilan RT-PCR deneyleri ile miR-
196a’nin, otofaji yolagindaki ana mediyatdrlerden olan Beklin-1’in gen ekspresyonu
tizerinde regiilator bir etkisinin olup olmadiginin belirlenmesine ek olarak protein
ekspresyonunu iizerindeki etkisi de western blot analizi ile incelenmistir. Beklin-1
Western Blot bant yogunluklarinin, her 6rnek kuyucugunda esit diizeyde protein
varligin1 dogrulamak i¢in kullanilan B-Aktin bant yogunluguna oranlanmast ve bu
degerin 1 kabul edilerek diger bantlarin da s6zkonusu degere gére bulunmasi sonrasi

elde edilen verilere iligkin grafik Sekil 4.4.’de gdsterilmistir.

miR-196a transfeksiyonu sonucunda Beklin-1 proteint expresyonunun, Panc-1
ve MiaPaCa-2 hiicrelerinde azaldigi belirlenmistir. S6z konusu hiicrelerde belirlenen
ekspresyon azalislarinin birbirine son derece yakin % 11 diizeyinde oldugu
bulunmustur. Panc-1 hiicrelerinde elde edilen ekspresyon seviyesi MiaPaCa-2

hiicreleri i¢in elde edilen seviyeden sadece yaklasik % 0.3 daha biiyiiktiir.
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Sekil 4.4. miR-196a’nin Panc-1 ve MiaPaCa-2 hiicrelerinde Beklin-1 protein
ekspresyonu iizerine etkisi. Western Blot ile elde edilen Beklin-1 ve B-Aktin protein
ekspresyon bantlarinin, Image J (NIH, Maryland, USA) dansitometre programi
tarama verilerinin oranlar1, kontrol hiicrelerin orani olarak alinmis ve 1 olarak kabul
edilmistir. Diger gruplarin verileri kontrol grubunun %°’sine doniistiiriilerek
degerlendirilmislerdir.

4.5. miR-196a’nin PDAC Hiicrelerinde Atg5 Protein Ekspresyonu Uzerine
Etkisi

Negatif miRNA ve miR196a aracili AtgS Western Blot bant yogunluklar1 ve
B-Aktin bant yogunluklarina iliskin goriintiiler Sekil 4.5°de gosterilmistir. miR-196a
transfeksiyonu sonucunda Atg5 proteini expresyonunun, Panc-1 hiicreleri i¢in yapilan
degerlendirmede kiiciik bir artig, MiaPaCa-2 hiicreleri i¢in daha belirgin bir artig

gosterdigi bulunmustur. Bu baglamda, Panc-1 hiicrelerinde miR-196a transfeksiyonu
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Sekil 4.5. miR-196a’nin Panc-1 ve MiaPaCa-2 hiicrelerinde Atg5 protein
ekspresyonu lizerine etkisi. Western Blot ile elde edilen Atg5 ve B-Aktin protein
ekspresyon bantlariin, Image J (NIH, Maryland, USA) dansitometre programi
tarama verilerinin oranlar1, kontrol hiicrelerin orani olarak alinmis ve 1 olarak kabul
edilmistir. Diger gruplarin verileri kontrol grubunun %’sine doniistiiriilerek
degerlendirilmislerdir.

sonrasinda bulunan Atg5 ekspresyon seviyesi % 103 iken MiaPaCa-2 hiicrelerinde %

117 olarak belirlenmistir.

4.6. miR-196a’min PDAC Hiicrelerinde Atgl2 Protein Ekspresyonu
Uzerine Etkisi

Atgl2 Western Blot bant yogunluklar1 ve B-Aktin bant yogunluklarina iliskin
goriintiiler Sekil 4.5°de gosterilmistir. miR-196a transfeksiyonu sonucunda Atgl2
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Sekil 4.6. miR-196a’nin Panc-1 ve MiaPaCa-2 hiicrelerinde Atgl2 protein
ekspresyonu iizerine etkisi. Western Blot ile elde edilen Atgl2 ve B-Aktin protein
ekspresyon bantlarinin, Image J (NIH, Maryland, USA) dansitometre programi
tarama verilerinin oranlari, kontrol hiicrelerin orani olarak alinmis ve 1 olarak kabul
edilmigstir. Diger gruplarin verileri kontrol grubunun %’sine donustiiriilerek
degerlendirilmislerdir.

proteini expresyonunun, Panc-1 hiicreleri ve MiaPaCa-2 hiicreleri i¢in énemli bir
farklilik gosterdigi belirlenmistir. Nitekim Panc-1 hiicrelerinde Atgl2 proteini
expresyonu azalarak % 67 diizeyinde bulunurken, MiaPaCa-2 hiicrelerinde yaklasik

%350’lik bir artis gostermistir.
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5. TARTISMA

Insan hiicrelerinde mevcut miR-196 genlerinden (miR-196a-1, miR-196a-2 ve
miR-196b) yiiksek benzerlik gosteren ikisinin (miR-196a ve miR-196b) farkli kanser
tiirlerinde degisken rollere sahip olduguna isaret edilmis ve miR-196a'nin bas boyun,
oral, gastrik, pankreas, servikal ve akciger kanserlerinde fazla sentezlenirken benzer
sekilde miR-196b'nin de oral, gastrik, kolorektal kanserlerde, ayrica glioblastoma ve
16semi kanserlerinde arttig1 belirtilmistir. Kanserojen etkinin aksine miR-196 ailesinin
tiimor baskilayici olarak rol oynadigina deginilmis ve bu kapsamda; miR-196a’nin
melanoma ve meme kanserlerinde metastazi baskilarken, miR-196b’nin ise farkl
l6semi hiicre tiplerinde ekspresyonlarinin azaldigina isaret edilmistir. Arastiricilar
calismalarinda ayrica; miR-196'nin agiz, yemek borusu, mide, ince bagirsak ve kalin
bagirsaktan olusan sindirim sistemi kanseri dokularinda fazla ifade edildigi ve hem
miR-196a hem de miR-196b’nin agiz kanseri dokularinda belirgin olarak yiikseldigi,
gastrik kanserde ileri patolojik evre, kanser niiksii ve hayatta kalma siiresinin kisalig1
ile iliskili olduklar1 ve miR-196a’nin larinks kanserinde yukari1 diizenlendigi gibi

degerlendirmelere yer vermislerdir (57).

Bu ¢alismada, miR-196a uygulamasinin Panc-1 hiicreleri i¢in, hiicre canliligini
yaklasik % 38.67 diizeyinde MiaPaCa-2 hiicreleri i¢in ise % 47.12 diizeyinde
baskiladig1 ve bu degisimin istatistiksel olarak anlamli (P< 0.05) bulundugu g6z 6niine
alindiginda otofaji ve kanser iliskisinin aydinlatilmasina katki saglayabilecegi

beklentisi gliglenmistir.

HMGA biyolojik olaylarda son derece 6nemli hiicre yap taslaridir. HMGAT1
ve HMGA2 olmak iizere iki tirli HMGA proteini bulunmaktadir. HMGA
proteinlerinin ekspresyonu, normal dokularin ¢ogunda genellikle diisiiktiir, bu
nedenle, asir1 ekspresyonu kanserde metastaz ve kotii prognoz ile iliskilidir.
HMGA1'in belirgin olarak miR-196 ekspresyonunu durumunda, timor progresyonunu
uyaracagi, oysa miR-196’nin HMGA?2 protein sentezini 6nemli diizeyde inhibe etmesi
durumunda ise timdr ilerlemesini inhibe edebilecegi belirtilmistir. miR-196 esas
olarak tiimor baskilayict mRNA’lar1 hedef alirsa, onkojenik etki gosterecektir. Keza,
pankreatik adenokarsinoma hastalarinda miRNA-196a seviyelerinin sagkalimla ters

yonlii bir korelasyon gosterdigi belirtilmektedir. Bu baglamda, meme ve pankreas
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kanserlerinde miR196 ekspresyonunun arttig1 ve farkli 16semi vakalarinda miR-196a-
1 seviyesinin HOX geni ifadesiyle acik bir korelasyon sergiledigine isaret
edilmektedir. Yine, miR-196b'min asir1 expresyonunun gerceklestigi, miyeloid
gelisiminde degisiklikler yarattigt ve miR-21'in ortak ifadesiyle graniilopoileri
tamamen bloke ettigi bildirilmektedir. Oesofageal, meme ve endometrial kdkenli ve
O0zofagus adenokarsinomasi bulunan kanser hiicre dizilerinde miR-196a
diizeylerindeki artisin ise, Annexin A1 mRNA seviyeleri ile ters bir korelasyon

sergiledigine deginilmektedir (37).

Cogu kanser vakasinda, miRNA'larin ekspresyonlarinin artmasindan ziyade
daha c¢ok azaldig1 ancak pankreatik kanserde bu egilimin farklilastigina deginen
Laurilla ve ark. (2012), toplamda 16 pankreas hiicresinden 10’unda (Hs 700T, HupT4,
AsPC-1, HPAF-II, CFPAC-1, Capan-2, HPAC, SW 1990, Panc-1, Hs 766T) miR-
31’in ekspresyonunun arttigin1 ve kalan 6 hiicre hatti (BxPc-3, DanG, Hup T3,
SU.86.86, MiaPaCa-2, Capan-1) ile normal pankreas hiicrelerinde ise ¢ok diisiik
diizeyde bir ekspresyonun oldugunu belirtmislerdir. Calismada, pankreatik
kanserlerde mezotelyomada oldugu gibi 9p21.3 lokusunda bir homozigot silinmenin
gerceklestigi ancak 9p kaybi ve miR-31 ekspresyon seviyesi arasinda direkt bir
korelasyonun bulunamadigi bildirmislerdir. miR-31'in fonksiyonunun ortaya
cikarilmasi amaciyla; yiiksek (AsPC-1 ve HPAF-II) veya ¢ok diisiik (MiaPaCa-2)
endojen seviyelerinde pankreatik kanser hiicrelerinde hem asir1 hem de diisiik
ekspresyon diizeyi kosullar1 dikkate alinmigtir. Artan miR-31 ekspresyonunun, diisiik
endojen seviyeli MiaPaCa-2 hiicrelerinde gocli % 50'den fazla azalttigini belirtmisler,
yiksek endojen seviyeli AsPC-1 hiicrelerinde ise miR-31 ekspresyonunun hem
engellenmesi hem de artmasmin benzer sekilde gé¢ ve invazyonu azalttigini
bildirmiglerdir. Ayrica, inhibisyon ve zorla ekspresyonun, hiicre c¢ogalmasinin

bozulmasina, géce ve invazyona yol agtigini belirtmislerdir (58).

Pankreatik néroendokrin tiimorlerinin teshisinde kullanilabilecek miRNA'lar1
tanimlamak amaciyla yapilan bir caligmada, hem pankreatik tiimor gelisiminde hem
de karaciger metastazinda miRNA-27b, miRNA-122, miRNA-142-5p, miRNA-196a,
miRNA-223, miRNA-590-5p, miRNA-630 ve miRNA-944 ekspresyonlarinin 2 kat ve
daha fazla arttig1 belirtilmistir (59). Bunlar arasinda sadece miRNA-196a'nin yiiksek

ekspresyon diizeyi, pankreas kanserinin patolojik evresi ile anlamli diizeyde iligkilidir.
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Pankreatik kanser ile miR-196a iliskisinin hala net olmadigina isaret eden
Passadouro ve Faneca (2016), NF-xB transkripsiyon faktoriiniin bir inhibitorii olan
hiicre c¢ekirdek faktér kB-inhibitorii a'nin (NFKBIA) miR-196amin bir hedefi
olduguna deginmislerdir. Daha yiiksek miktarda miR-196a eksprese eden pankreatik
kanser hiicrelerinin azaltilmis apoptoz, artmis invazyon ve tiimor biiytimesiyle iliskili
INGS5 (bliylime proteini 5 inhibitorii) ekspresyonunda azalmaya isaret ettigi
belirtmislerdir (4).

miR-196amin INGS5'i diizenleyerek pankreas kanserinde apoptoz ve invazyonu
etkileyebilecegi, p21 proteinleri ile etkileserek apoptozu ve hiicre dongiisiinii
durdurabilecegi ve biiylime inhibitorii p53°le baglantili bir tiimdr baskilayici gen ya da
onkogen olarak islev gorebilecegi ongdriileri kapsaminda yiiriitiilen bir ¢alismada;
hiicrelerin miR-196a Onciisii ile transfeksiyonunu izleyen 48 saatlik siirede Panc-1
hiicrelerinin ¢ogalmasinda artisa karsilik, miR-196a inhibitorii ile transfeksiyonunun
ise cogalmay1 6nemli diizeyde azalttig1 saptanmistir. Dolayisiyla, miR-196a'nin Panc-
1 pankreatik kanser hiicrelerinin proliferasyonunu uyardigi agik¢a anlasilmaktadir.
Pankreas kanserinde miR-196a ile prognoz arasindaki iliskiyi daha net bir sekilde
ortaya koyabilmek adina yapilan Transwell invazyon testi sonrasinda, miR-196a'nin
ekspresyonundaki azalisin Panc-1 hiicrelerinin invazyonunu engelledigi gosterilmistir.
Fareler iizerinde yapilan ¢alisma kapsaminda; in vivo deneylerin, miR-196a inhibit6r
ile transfekte edilmis Panc-1 hiicrelerinin daha kiigiik tiimérler gelistirirken, miR-196a
inhibitdr ile transfekte hiicrelerin daha biiylik tiimorler gelistirdigini gosterdigi
bildirilmistir. Sonu¢ olarak, miR-196a'nin pankreas kanseri hiicrelerinde INGS
ekspresyonunu diizenlediginin ve boylece tliimoriin biiylimesini inhibe ettiginin
gosterilmesi, pankreas kanserinin prognozunun iyilestirilmesi i¢in katki saglayacaktir

(60).

Otofajinin kanserle olan karmasik iligkisinin gizemi halen tam olarak
aydinlatilamamustir. Tiimor olusturan hiicreler kok, progenitdr veya farklilagmis
hiicrelerden kaynaklanabilir. Otofaji, kanser kok hiicrelerinin tiimor olusturma
potansiyelleri, farklilagmalari, kendi kendini besleme ve ila¢ direnci gelisiminde
onemli rollere sahiptir. Hepatoselliiler karsinoma Huh-7 hiicrelerinde, hipoksi ve besin
acliginin neden oldugu daha yiiksek otofaji seviyelerinin, CD133+ karaciger kanser

kok hiicrelerinde ciddi artiglara yol a¢tig1 belirtilmektedir. Yine, protein kinaz C-delta
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uygulanan pankreatik kanser kok hiicrelerinde mikrotiibiil ile iligkili LC3-I proteininin
LC3-II'ye doniigimii yaninda ATG7 ve Beklin-1'in artmig ekspresyonlarinin
gozlendigine deginilmistir. Otofaji modiilatériiniin (DRAMI1) otofagozomda p52
lokalizasyonunu ve otofajinin neden oldugu bozulmay1 azaltabilecegi belirtilmis ve
dolayistyla p52 aracili otofajide DRAMI1’1n 6nemli roliine isaret edilmistir. DRAMI
ekspresyonunun glioblastoma kok hiicrelerindeki mezenkimal bir belirte¢ olan c-MET
ve mitojenle aktive edilen protein kinazlarin aktivasyonu ile iliskili oldugu
belirtilmistir. CD133+ glioma kok hiicrelerinin 1sinlanmasimin hizla otofajiye yol
acacagl ve sonrasinda bunun da hiicrelerin canliligin1 azaltacagi bildirilmistir. Timor
olusturucu otofajik yolaklar; (1) kanser kok hiicresi evresi, (2) kanser baglama ve
ilerleme evreleri, (3) invazyon ve metastaz evreleri, ve (4) kanser dormansi evresi

yolaklari olarak siralanmaktadir (35).

S6z konusu tez calismamizda, kanserin baglamasi ve ilerlemesi asamalarinda
kilit oneme sahip bir otofajik mediyatdr olan Beklin-1’in ekspresyon diizeyleri
calisilmistir. Keza hiicre 6liimii ya da sag kalimi diizenleyici ve otofajiyi uyaran bir
gen olarak tanimlanan Beklin-1'in ekspresyonunun, kanseri de iceren bazi

o i

hastaliklarda degistigi gdzlenmistir.

miRNA’larin, hedef mRNA’nin 3° UTR boélgesine baglanmasi sonucu
mRNA’nin yikimimi saglayarak translasyonu inhibe etmesi temeliyle ¢calismamizda,
Panc-1 ve MiaPaCa-2 hiicrelerinin negatif miRNA ve miR-196a inhibitor ile
transfekte edilmeleri sonras: Beklin-1, Atg5 ve Atgl2 ekspresyon diizeyleri olduk¢a

onemli farkliliklar gostermistir.

Panc-1 hiicrelerinde, Beklin-1 mRNA ekspresyonunun azalmasiyla uyumlu
olarak % 63 seviyesinde bulunan ekspresyon, bu kez MiaPaCa-2 hiicreleri i¢in bant
yogunluklarinda ¢ok smirli bir degisimle uyumlu olarak % 105 seviyesinde
bulunmustur. Dolayisiyla, Beklin-1 gen ekspresyonunda gozledigimiz bu &nemli
azalig, otofajinin diger dnemli bir mediyatorii olan Atg5’de ¢ok daha belirgindir.
Nitekim Atg5 mRNA ekspresyonu, Panc-1 hiicrelerinde miR-196a inhibitor
uygulamasina bagl olarak % 22 oraninda, MiaPaCa-2 hiicrelerinde ise degisim ¢ok
daha kiiciik diizeyde gerceklesmistir. Bu baglamda yiiriitiillen bir baska calismada;

miR-30a'nin potansiyel bir hedefi olan Beklin-1'in ekspresyonunu negatif yonde
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diizenleyebilecegi ve bunun otofajik aktivitenin artmasma yol agabilecegi
belirtilmistir. miR-30a taklidi ve inhibitér kullanilarak, miR-30a’nin Beklin-1
ekspresyonu lizerindeki etkisinin incelenmesi sonucunda; T98G (glioma hiicre hatt1),
MDA-MB-468 (meme kanseri hiicre hatt1) ve H1299 (akcigerkanseri hiicre hatti)
hiicrelerinin miR-30a taklit ile transfeksiyonun Beklin-1 mRNA ekspresyonunda %
25-40 oraninda ve Beklin-1 protein ekspresyonunda ise % 25-60 oraninda azalmaya,
inhibitor ile transfeksiyonunun ise Beklin-1 mRNA ekspresyonunda % 55-85 oraninda

ve Beklin 1 protein ekspresyonunda ise % 10-25 oraninda artisa neden oldugu

bildirilmistir (61).

miR-196a inhibitdr transfeksiyonunu takiben Panc-1 ve MiaPaCa-2
hiicrelerinde Beklin-1 protein ekspresyonlarinda gézledigimiz azalislarinin % 11
diizeyinde ve birbirine son derece yakin bulunmasi, hiicre farkliliginin ekspresyon
seviyesinde bir degisiklige neden olmadigin1 gostermistir. miR-196a inhibitor
transfeksiyonu sonucunda Atg5 proteini expresyonunun, Panc-1 ve MiaPaCa-2
hiicrelerinin her ikisi i¢in de artmasina karsin, artis seviyeleri diistik ve farkliliklari ise
% 14 olarak belirlenmistir. miR-196a inhibitor transfeksiyonunun Panc-1 ve
MiaPaCa-2 hiicreleri icin belirlenen en biiyiik farkliliklar1 Atgl2 proteini
expresyonunda gozlenmistir. Keza, Atgl2 proteini expresyonu Panc-1 hiicrelerinde
azalarak % 67 diizeyine inerken, MiaPaCa-2 hiicrelerinde yaklasik %50’lik bir artis

sergilemistir.

miR-196a inhibitér uygulamasi sonucu; Panc-1 hiicreleri i¢in elde edilen
Beklin-1 mRNA ekspresyonu ve protein ekspresyonu degerleri negatif miRNA’ya
kiyasla %63 ve %89 olarak belirlenirken MiaPaCa-2 hiicrelerinde s6z konusu degerler
%105 ve %89 olarak bulunmustur. Yani miR-196a inhibitor muamelesinin, sadece

Panc-1 hiicreleri i¢in ve gen diizeyinde etkili oldugunu gdstermis bulunmaktay1z.

Bulgularimiza gére miR-196a inhibitor uygulamasi negatif miRNA ’ya kiyasla,
Panc-1 hiicreleri i¢in Atg5 mRNA ekspresyonunda biiyiik bir azalisa (%78), protein
ekspresyonunda ise son derece kii¢iik bir artiga (% 0.03) neden olmustur. MiaPaCa-2
hiicrelerinde ise AtgS mRNA ekspresyonunda kiigiik bir azalis (%8) protein
ekspresyonunda ise (%17°1ik) bir artisa yol agmistir. Dolayisiyla, miR-196a inhibitor
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muamelesinin, yine Panc-1 hiicreleri i¢in gen diizeyinde farkliliga neden olduguna

isaret etmektedir.
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6. SONUCLAR

1. Kullanilan miR-196a inhibitér dozu, PDAC hiicreleri iizerinde herhangi bir
sitotoksik etkiye neden olmadan oldiirlicii etki yaratmistirBu da istatiksel olarak

anlamli bulunmustur

2.50 nM miR-196a inhibitér ile 72 saat siireli uygulama seklinde gerceklestirilen MTS
deney verileri itibariyle, Panc-1 hiicreleri canliligt i¢in % 61.33 + 0.56 ve diger
MiaPaCa-2 hiicreleri i¢in % 52.88 & 2.04 degerleri elde edilmistir. Bu degerler negatif
miRNA grubunda elde edilen MTS verileri ile kiyaslandiginda miR-196a inhibtoriiniin
pankreas kanseri hiicrelerinin iizerinde yaptigi oldiiriicii etkisi istatistiksel olarak

anlamlidir.

3. miR-196a inhibitér uygulamasi, Panc-1 hiicrelerinde, Beklin-1 ve Atg5 gen
ekspresyonunu sinirlandirmistir. Beklin-1 ekspresyonu % 63 ve Atg5 ekspresyonu

% 22 diizeyinde gerceklesmistir.

4. Panc-1 ve MiaPaCa-2 hiicrelerinde miR-196a inhibitér uygulamalar1 Beklin-1
protein ekspresyonlar iizerinde dnemli bir etki yaratmamis ve hiicreler arasinda bir
farkliliga yol agmamistir. Ekpresyon seviyeleri % 89 diizeyindedir. Atg5 protein
ekspresyonu ise MiaPaCa-2 hiicrelerinde daha yiliksek bulunmustur. Panc-1

hiicrelerinde % 105 ve MiaPaCa-2 hiicrelerinde % 117 diizeyindedir.

5. miR-196a inhibitor transfeksiyonunun Panc-1 ve MiaPaCa-2 hiicreleri iizerindeki
etkilerine iliskin en farkli sonuclar Atg12 proteini expresyonu i¢in elde edilmistir. ki
hiicre grubu i¢in Atgl2 proteini expresyonu degerlerinin zit yonlii (Panc-1 i¢in % 67
azalig, MiaPaCa-2 i¢in % 50 arti5) ve kontrole Onemli farkliliklar gdsterdigi

bulunmustur.

6. miR-196a inhibitér uygulamalarinin sadece Panc-1 hiicre grubunda Beklin-1 ve

Atg5 gen diizeylerindeki azaliglar1 nemli ve anlamli bulunmustur.

44



OZET

PANKREATIK DUKTAL ADENOKARSINOMA HUCRELERINDE
miRNA’NIN, OTOFAJi UZERINDE DUZENLEYICI ETKISININ
DEGERLENDIRILMESI

Pankreas kanseri bugiin ve yakin gelecekte en diisiik hayatta kalma oraninin
gozlendigi en Oliimciil kanser tiirlerinden biri olmaya devam edecek gibi
goriinmektedir. mirRNA'larin hiicre ¢ogalmasi, farklilasmasi ve OGliimiine iliskin
biyolojik olaylardaki etkin rolleri, kanserle iliskisine olan ilginin artmasina yol
acmistir. Bu ¢alismanin da amacini, otofajinin miRNA ile gen diizeyinde kontrol
edilerek  pankreas kanseri  gelisiminin  engellenebilirliginin  arastirilmasi
olusturmaktadir. Calisma kapsaminda Panc-1 ve MiaPaCa-2 hiicrelerine miR196a’nin
transfeksiyonu sonrasi Beklin-1 ve Atg5 mRNA ekspresyonu ve Beklin-1, Atg5 ve
Atgl2 protein ekspresyon seviyeleri belirlenmistir. Hiicrelerde sitotoksisite
olusturmayacak bir konsantrasyonda (50 nM) kullanilan miR-196a inhibitorii igin,
Panc-1 hiicreleri canlilig1 % 61.33 £ 0.56 ve diger MiaPaCa-2 hiicreleri ise % 52.88 +
2.04 diizeylerinde bulunmustur. miR-196a inhibitér uygulamasiyla, Panc-1
hiicrelerinde Beklin-1 ve Atg5 gen ekspresyonlari sirasiyla % 63 ve % 22 diizeylerinde
gerceklesmistir. Beklin-1 protein ekspresyonu (% 89), Panc-1 ve MiaPaCa-2 hiicreleri
arasinda farklilik gostermemistir. Panc-1 ve MiaPaCa-2 hiicreleri arasindaki en 6nemli
farklilik Atgl2 proteini expresyonunda (Panc-1 i¢in % 67 azalis, MiaPaCa-2 i¢in %
50 artis) bulunmustur. Calisma sonuglari, 6nceki bazi arastirmalarda Beklin 1
ekspresyonunun azalmasimin otofajik aktivitenin artmasina yol acgabilecegi

degerlendirmeleriyle uyumlu bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: miRNA, miR196a, pankreas kanseri, otofaji.
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ABSTRACT

THE EVALUATION OF REGULATORY EFFECT OF miRNA ON
AUTOPHAGY IN PANCREATIC DUCTAL ADENOCARCINOMA CELLS

Pancreatic cancer appears to continue to be one of the deadliest cancer types in
the world today and in the near future with the lowest survival rate. The active roles
of miRNAs in biological events related to cell proliferation, differentiation and death
have led to an increased interest in cancer. The aim of this study is to investigate the
inhibition of pancreatic cancer development by controlling gene expression of
autophagy with miRNA. In the study, Bekin-1 and Atg5 mRNA expression and
Beklin-1, Atg5 and Atgl2 protein expression levels were determined in Panc-1 and
MiaPaCa-2 cells after transfection of miR196a. For the miR-196a inhibitor, which was
used at a concentration (50 nM) that would not produce cytotoxicity in the cells, the
viability of Panc-1 cells was 61.33 + 0.56 % and the other MiaPaCa-2 cells were found
at 52.88 + 2.04 %. With the miR-196a inhibitor application, the Beklin-1 and Atg5
gene expressions in Panc-1 cells were 63 % and 22 %, respectively. Beklin-1 protein
expression (89 %) did not differ between the Panc-1 and MiaPaCa-2 cells. The most
significant difference between the Panc-1 and MiaPaCa-2 cells was found in Atgl2
protein expression (67 % decrease for Panc-1, 50 % increase for MiaPaCa-2). The
results of the study were consistent with the findings that in some previous studies,

decreased Beklin 1 expression might lead to an increase in autophagic activity.

Key words: miRNA, miR196a, pancreatic cancer, autophagy.
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