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OZET

PAN-AURORA KiNAZ INHIBITORU DANUSERTIB’IN PANKREATIK KARSINOMA
HUCRELERINDE KROMOZOMAL GECIS KOMPLEKS GENLERININ mRNA iFADE
DUZEYLERINE ETKIiLERININ ARASTIRILMASI

Kanser, kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi sonucu olusan kotl tiimoérlerin viicutta meydana
getirdigi bir hastalik durumudur. Pankreas kanseri de bu hastalik grubunda en 6liimctl olanidir.
Pankreas kanserinin en sik goriillen sekli pankreas duktal adenokarsinomu’dur. Pankreas
kanseri tiim kanser tedavi yontemlerine ve erken metastazlara direncg ile karakterize biyolojik
bir fenotipe sahiptir ve genellikle gec teshis edilir. Insan kanser hiicreleri genellikle, mitozdaki
hatalardan kaynaklanan DNA miktarindaki veya organizasyonundaki degisikliklerle karakterize
edilir, bu da kromozom kararsizligi ve anéploidi ile sonuglanir. Kanser hiicrelerinin asiri
cogalmasinda Aurora kinazlar etkin rol oynamaktadir. Bu kinazlardan Aurora -A, -B ve -C olarak
memelilerde ¢ alt tipi tanimlanmistir. Diger bir yandan, bu kinazlarin terapoétik inhibisyonu,
biiytlik bir ihtimalle hiicre boliinmesi sirasindaki temel rollerinden dolay: potansiyel anti-kanser
tedavilerinin gelisimi icin cazip bir hedef haline gelmistir. Aslinda, birkag¢ kiiciik molekiillii
Aurora kinaz inhibitori hali hazirda gelistirilmistir ve bazilar1 Faz-I ve -II klinik deneylerinde
bazi insan tlimorlerinde timit verici klinik etkinlik gostermistir. Yapilan ¢alismalar neticesinde,
aurora kinazlara karsi gli¢lii etkinlik gosteren en gelismis klinik bilesiklerden biri de Danusertib
(eski adi: PHA-739358)’dir. Bu her ii¢ Aurora kinaz lzerinde etkili oldugundan Pan-Aurora
Kinaz inhibitori olarak adlandirilmistir. Bu bilgiler dahilinde, tiiméral MIA PaCa-2, metastatik
CFPAC-1 karsinoma hiicrelerinde ve HEK293t (embriyonik bobrek epiteli) kontrol hiicrelerinde
doz/zaman bagimli olarak Pan-Aurora Kinaz inhibitérii Danusertib’in kromozamal geciste
rolleri olan Kromozomal Geg¢is Kompleksi (CPC) genlerinin ifade diizeylerine etkilerinin mRNA
diizeyinde arastirilmasi bu c¢alisanin kapsamini olusturmaktadir. Bu amac¢ dogrultusunda,
doz/zaman bagimli Danusertib’in, CPC yolagindaki genlerden; AURKB, INCENP, CDCAS8 ve BIRC5
gen ifade diizeyi iizerine inhibisyon etkisi CFPAC-1, MIA PaCa-2 ve HEK293t hiicrelerinde
arastirilmistir. Bu ¢alismada, Pan-Aurora Kinaz inhibitérii Danusertib’in metastatik CFPAC-1
hiicre hatinda AURKB (24h=11,5 kat, 48h=6,8 kat artis), INCENP (6l¢iim sonu¢lanmadi), CDCA8
(24h=6,4 kat, 48h=6,8 kat artis) ve BIRC5 (24h=30,4 kat, 48h=4,4 kat artis) gen ifade diizeyleri
doz/zaman bagimh inhibisyon etkisi 6nemli bir degergdstermedi. Bununla birlikte, CFPAC-1
hiicrelerinin Danusertib’e karsi bir direng gosterdigi sonucuna ulasilmistir. Ancak Danusertib’in
tlimoral MIA PaCa-2 hiicre hattinda ise CPC yolag1 genlerinin ifade diizeyleri doz/zaman bagiml
inhibisyon etkisi 6nemli bir diizeyde oldugunu gostermistir. Sonug olarak Danusertib pankres
kanserinde in vitro ¢calismalarla antitiimoral bir ila¢ oldugunu kanitlamistir.

Anahtar Kelimeler: Pankreas Karsinoma, Aurora Kinaz, Danusertib, CFPAC-1, MIA PaCa-2,
AURKB.

Danisman: Dog. Dr. Ahmet Ata OZCIMEN, Mersin Universitesi, Biyoloji Ana Bilim Dali, Mersin.



ABSTRACT

THE INVESTiGATION OF THE EFFECTS OF PAN-AURORA KiNASE INHiBITOR DANUSERTIB
ON THE mRNA EXPRESSION LEVELS OF CHROMOSOMAL TRANSITiON COMPLEX GENES iN
PANCREATIC CARCINOMA CELLS

Cancer is a disease caused by uncontrolled cell proliferation of bad tumors in the body.
Pancreatic cancer is the most fatal in this disease group. Pancreatic ductal adenocarcinoma is the
most common form of pancreatic cancer. Pancreatic cancer has a biological phenotype
characterized by resistance to all cancer treatment methods and early metastases and is usually
diagnosed late. Human cancer cells are often characterized by changes in the amount or
organization of DNA resulting from errors in mitosis, resulting in chromosome instability and
aneuploidy. Aurora kinases play an important role in the proliferation of cancer cells. Of these
kinases, three subtypes have been identified as Aurora -A, -B and -C in mammals. On the other
hand, the therapeutic inhibition of these kinases has probably become an attractive target for
the development of potential anti-cancer therapies due to their fundamental role during cell
division. In fact, several small molecule Aurora kinase inhibitors have already been developed,
and some have shown promising clinical efficacy in some human tumors in Phase-I and-II
clinical trials. As a result of the studies, one of the most advanced clinical compounds showing
strong activity against aurora kinases is Danusertib (formerly known as PHA-739358). This is
named as Pan-Aurora Kinase inhibitor because it is effective on all three Aurora kinases. Within
this information, the effects of dose/time dependent Danusertib onto the mRNA levels of
chromosomal passenger complex (CPC) genes in pre-cancerous MIAPaCa-2, metastatic CFPAC-1
carcinoma cells and in HEK293t control epitelium cells is the aim of the study. Targeting the aim
of the project, dose/time dependent danusertib was applied to these cells and quantified the
mRNA levels of the CPC pathway (AURKB, INCENP, CDCA8 and BIRC5) genes.In this study,
AURKB (24h=11,5 fold, 48h=6,8 foldincrease), INCENP (The measurement did not result),
CDCA8 (24h=6,4 fold, 48h=6,8 foldincrease)and BIRC5 (24h=30,4 fold, 48h=4,4
foldincrease)gene expression levels in the metastatic CFPAC-1 cell line of Pan-Aurora Kinase
inhibitor Danusertib showed no significant value for dose/time dependent inhibition effect.
However, it was concluded that CFPAC-1 cells showed resistance to Danusertib.Moreover, in
Danusertib’s tumoral MIA PaCa-2 cell line, expression levels of CPC pathway genes have shown a
significant level of dose/time dependent inhibition effect. In conclusion, Danusertib has proved
to be an antitumor drug in pancreatic cancer by in vitro studies.

Keywords:Pancreas Carcinoma, Aurora Kinase, Danusertib, CFPAC-1, MIA PaCa-2, AURKB

Advisor: Assoc. Prof. Ahmet Ata OZCIMEN, Department of Biology, University of Mersin, Mersin.
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1. GIRIS

Pankreas kanseri gastrointestinal kanserler arasinda son yillarda giderek artan sikligi ile
dikkat cekmekte ve gastrointestinal kanser ile iligkili 6liimlerde iilkemizde mide ve kolon
kanserinden sonra gelmektedir. Pankreas kanseri 1 yillik genel sagkalim orani %26 ve 5 yillik
sagkalim orani %5’ten daha az olan son derece malign solid bir timordiir. Pankreas kanseri
insidans1 ve oliim orani, ilerleyen yasla birlikte artmaktadir. Hastalik nadiren 45 yas 6ncesi
rastlanir ve 50 yas Ustiinde goriillme siklig1 cok ytliksektir [1,2]. Pankreas kanseri insidansi yas
farkliliklarinin yan sira cinsiyetler arasinda da farklilik gostermektedir. Bu hastalik erkeklerde
sik rastlandigindan kadinlara oranla %50 daha fazla goriilmektedir. Erkeklerde bu oranin fazla
olmasi nedenleri alkol, sigara kullanimi1 ve kanserojen madde maruziyetinin daha yaygin oldugu
disiinilmektedir. Afrikal1 ve Amerikalilar’da yillik insidans orani 15.3/100.000 iken, beyaz irk
popiilasyonunda bu oran 11.6/100.000’e gerilemistir [1,3]. Pankreas kanserinden, tiim diinyada
her yil 200.000°’den fazla kisinin hayatin1 kaybettigi kayitlara gec¢mistir. Pankreas kanseri
kaynakli 6liimlerin giderek artmakta oldugu ve ABD’de 2030 yilina kadar pankreas kanseri
ikinci 6nde gelen 6liim nedenlerinden biri olacagl tahmin edilmektedir. Avrupa’da, pankreas
kanser vakaoranlarinda da artislar oldugu ve hastaligin diinya genelindekidogal seyrini

vurguladig bildirilmistir [3].

Pankreas kanserlerinin %90’indan fazlasini olusturan pankreas duktal adenokarsinomu,
diinya genelinde kansere bagh oliimler arasinda dérdiincii sirada yer almaktadir [4]. Pankreas
duktal adenokarsinomunda dért ana siirticii gen vardir (bir onkogen ve ¢ tiimoér baskilayici
gen). Biiylime faktorii reseptorlerinden asagi yonlii sinyallemeye aracilik eden kii¢iik bir GTPaz
kodlayan KRAS, en sik mutasyona ugramis onkogendir. KRAS'taki somatik mutasyonlar, spesifik
sicak noktalarda tiimorlerin ve kiimelenmelerin %90’i1nda meydana gelir (en yaygin olarak
kodon 12). Temel bir hiicre dongiisii diizenleyicisini kodlayan CDKN2A, en sik degistirilen tiimoér
baskilayic1 gendir ve %90’'indan duktal adenokarsinomlarda fonksiyon kaybi meydana gelir.
TP53 tiimo6r baskilayici genindeki somatik mutasyonlar da sik goriliir. TP53 tarafindan
kodlanan protein, hiicresel stres yanitinda Kkilit bir role sahiptir ve ¢ok ¢esitli tiimér tiplerinde
mutasyona ugrar. Timor baskilayici gen SMAD4, transforme biiytime faktéri (TGF[()
reseptOriiniin asagl yonli sinyaline aracilik eder ve tiimorlerin yaklasik %50’sinde inaktive

edilir [3].

Bu tez calismasinda kullanilan CPC yolagi gen primerlerinden AURKB, Ser/Thr kinaz
ailesinin Aurora kinazlar alt ailesine ait bir protein olan Aurora kinaz B’yi kodlamaktadir.

Kromozom 17p13.1’de bulunan AURKB geni, tiimoér hiicrelerinde asir1 eksprese edildiginden
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terapdtik hedeftir [5].INCENP geni, kromozom 11q12.3’de bulunan vemitozda CPC yolaginin
diizenlenmesinde onemli bir rol oynayan proteindir [6].CDCA8geni, 1. kromozom iizerinde
bulunan veinsan Borealin proteinini kodlayan CPC yolag1 ana bilesenlerindendir [7].BIRC5, 17.
kromozomun telomerik boélgesinde bulunan ve apoptoz protein ailesinin en kii¢iik iiyesi olan
survivin proteinini kodlayan gendir. BIRC5, 14,5 kb uzunlukta ve AURKB, INCENP ve CDCA8
genleriyle beraber CPC’yi olusturmaktadir [8].

Bu calismada, metastatik ve non-metastatik pankreas karsinoma hiicreleri olan CFPAC-1
ve MIA PaCa-2 hiicre hatlarinda Aurora kinaz B inhibitori olan Danusertib’in Real Time PCR
yontemi ile kromozomal gecis kompleksi(CPC) yolag1 Sybr green gen primerleri (AURKB,
INCENP, CDCAS8 ve BIRC5) kullanilarak gen ifade diizeylerinin belirlenmesi arastirilmistir.
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2. KAYNAK ARASTIRMALARI

2.1. Pankreasin Anatomisi ve Fizyolojisi

Pankreas organi, tarihte ilk kez M.0.300’lerdeanatominin babasi olarak kabul edilen
KalsedonluHerophilus tarindan tanimlanmaya calisilmis; fakat yaklasik 400 yil kadar sonrasinda
ise,taninmis bir hekim veiyi bir anatomist olan Efesli Rufus tarafindan “pankreas” olarak

isimlendirilmistir [9-11].

Eriskin bir insan pankreasi, karin boslugunda, midenin arkasinda ve duodenumun “C”
bicimindeki kivrimindan dalak hilusuna oblik olarak uzanan transvers yerlesimli retroperitoneal
bir organdir (Sekil 2.1) [12,13]. Pankreas, ortalama 85-90gr agirliga, 15-20cm uzunluk ile 3cm
en ve 1-1.5cm kalinliga sahiptir. Erkekte 90gr, kadinda ise 85gr agirliginda sindirim enzimleri ve
hormonlar iireten bir endokrin (i¢) ve ekzokrin (dis) salgi orgamidir. Salgillanan enzimler,
ekzokrin kismin hiicreleri tarafindan depolanir ve salinir. Endokrin salgilar ise Langerhans

adaciklari olarak bilinen endokrin dokuda bulunan hiicre gruplari tarafindan sentezlenir [13,14].

. Portal
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Pankreatik

Mide duktus

Barsak Ortak
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— duktusu
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bobrek
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bobrek terik
ven mezenteri vena kava
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Sekil 2.1. Pankreasin anatomik iliskileri, abdomenin iist lomber vertebra seviyesinden gecen

kesitinden goriilmesi [12].

Pankreas organi, karin arka duvarinda 1. ve 2. lomber vertebra hizasinda,

genelliklehareketsiz, retroperitoneal yerlesim gosteren bir organdir. Lokalizasyonu itibari ile
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bir¢ok organ ve anatomik yapi ile siki bir iligki icerisindedir. Bas (head), govde (body) ve kuyruk

(tail) kisimlarindan olusur. Aralarinda kesin anatomik sinirlar yoktur (Sekil 2.2) [13,14].

| Safra kesesi

Lobiller

Pankreas kanal

! Duodenum

Sekil 2.2. Pankreas’in konumu ve anatomik yapisi [15].

Insan viicudunda salgillanan endokrin, ekzokrin ve karma olarak ii¢ tip bez vardir.
Karacigerden sonra ikinci biiyiik salgli organi olan pankreas bunlardan endokrin ve ekzokrin
salgisini yapmaktadir. Pankreastan salgilanan salgilar, metabolik diizenin devamliliginin
saglanmasinda onemli bir yere sahiptir. Pankreasin sindirim enzimleri lireten ekzokrin kismi
tim pankreasin %@80-85'ini olusturmaktadir. Endokrin kismi yaklasik 1 milyon hiicre
kiimesinden ve Langerhans adaciklarindan olusmakta ve bu tiim pankreasin %?2’sini tegkil
etmektedir. Pankreasin geri kalan kismi da ekstraselliiler matriks ve damarlardan olusmaktadir
[12,13,16].

Pankreas organinin endokrin salgi yapan kismikanin glikoz dengesini saglamak ve viicut
enerji metabolizmasi lizerine etki etmektedir. Ekzokrin salgi yapan kismiise ince bagirsaga
sindirim enzimlerini salgilayarakbesin sindirimi iizerine etki etmektedir. Endokrin kismin en
onemli salgilariviicudun kan sekeri seviyesini kontrol eden “instilin” ve “glukagon” hormonudur
[17,18]. Pankreastan salinan enzimler de protein, karbonhidrat, yag metabolizmasin etkiler ve

sindirim sistemi motilitesini degistirebilirler. Metabolik siire¢ icerisindeekzokrin ve endokrin
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salg1 fonksiyonlarinda meydana gelebilecek dengesizliklerden dolayicesitli hastaliklar ortaya

cikabilmektedir[13,19].

2.2. Pankreas Neoplazmalari ve Olusum Mekanizmalari

Glinlimiizde en yaygin 6lim nedenlerinden biri sayilan kanser neoplazik bir rahatsizliktir.
Patolojik bir kavram olan neoplazinin kelime anlami,“yeni biiylime” ve “yeni olusum”dur.
Neoplazi, ayrica hizlandirilmis ve otonomi kazanmis dokuproliferasyonu anlamina da
gelmektedir. Neoplaziyi tanimlamada kullanilan diger bir ifade de “sislik” anlamina gelen timér
deyiminin kullanilmasi ve anlamini, herhangi bir sinirlama veya sonlanma gostermeyen, konak
canlinin kontrol mekanizmalar1 disinda hareket eden, kontrolsiiz hiicre cogalmasiyla ortaya
c¢ikan anormal bir doku kitlesi olarak aciklayabiliriz [20]. Pankreas organinda genis bir
spektrumda ekzokrin neoplazmlar gelisebilmektedir. Bu neoplazmlar kistik ya da solid olabilir;
bazis1 benign olarak nitelendirilir, digerleri ise tiim maligniteler icerisinde en 6ldiirticii olanlar

arasinda yer alir[12].

Onkolojide, neoplazmlarin “benign” ve “malign” olarak gruplandirilmasinin 6nemli bir yeri
vardir. Ciinkii bu ayirim, neoplazmin potansiyel klinik davranisi ve mikroskobik goriiniimii géz
oniine alinarak yapilmistir. Tibbin babasi sayilan Hippocrates (MO 460-375) tiimorleri, masum
(benign-iyi huylu-selim) tiimorler ve tehlikeli (malign-kotl huylu-habis) hastanin 6liimiine yol

acan tiimorler olarak ikiye ayirmistir [20].

Benign tiimorlerin biiylime hiz1 genellikle yavastir. Hormona bagiml benign tiimorlerin
biiyime hizi hormon diizeyine bagh olarak bir siire sonra durabilmekte ve hatta
kiciilebilmektedir. Bu lezyon, insan viicudundalokalize kalarakdiger bolgelerine
yayllmayipekspansif (kitlesini genisleterek) sekilde biliyiimektedir. Tiibiiler yapilar olusturarak
gelisen epitelyal kokenli benign timorler, adenom olarak adlandirilmaktadir. Lokal cerrahi
operasyon ile bu lezyoninsan viicudundan cikarilabilmekte ve hasta normal yasamina devam
edebilmektedir.Bazi benign tiimoérler iselokalizasyon 6zelligine bagh olarak ciddi problemler

ortaya ¢ikarabilmektedir [20].

Malign tiimorlerin ise tamami “kanser” olarak tanimlanmaktadir. Kanser, Latince’den
koken almis ve “cancrum” sozciigiinden tiiretilmistir. Kelime anlami, yengectir ve tutundugu yeri
birakmayan anlamina gelmektedir. Hippocrates’in bu sekilde tanimlamasi, tiimérleri sekline ve
davranisina gore, yengeci referans alarak benzetmesi diisiiniilmektedir. Hippocrates’in, malign

tlimorleri,iyilesmeyen kabarikliklar: ve iilserleri anlatmak i¢in kullandig1 bilinmektedir. Malign
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timorlerin biiylime hizi genellikle yiiksektir ve hizli invazyon yapabilmektedir.Malign olarak
tanimlanan bir neoplazm, c¢evre dokulara ve organlara invazyon yapabildigi gibi
yikima(destriiksiyona) da ugratabilir. Malignitenin olustugu kisimdan uzak boélgelere viicut
bosluklar,, kan ve lenf yollariyla yayllarak (metastaz) Kisinin Oliimiine sebep
olmaktadir.Epitelyal  kokenli malign  tiimorlerin  tiibiiler  yapilar  olusturarak

gelismesine“adenokarsinom”denir [20].

2.2.1. Kistik Neoplazmlar

Pankreasin kistik neoplazmlari, neoplastik ve non-neoplastik kistler olarak iki grupta
incelenmektedir. Non-neoplastik kistler baslica psédokist ve sinlis mukozasindaki serémiikoz
bezlerin kanallarinin tikanikligina bagh olusan kistik dilatasyonlar1 (retansiyon kisti) icerirken
neoplastik kistler,non-neoplastik kistlere nazaran daha karmasik bir grup olusturmaktadir
[21,22]. Bu grupta gercek kistik neoplazmlar (seréz kistik neoplazm, miisinoz kistik neoplazm,
intraduktal papiller miisinéz neoplazm (IPMN)) ve Kkistik dejenerasyon gosteren solid pankreas
tiimorleri (solid psédopapiller tiimér, kistik néroendokrin tiimor, kistik duktal adenokarsinom) yer
alir. Solid pankreas tiimorleri ile karsilastirildiginda, kistik pankreas tiimorleri ya benigndir ya
da dusiik malignite potansiyeline sahiptir. Misinéz kistik tiimorler ve IPMN malignite
potansiyellerinin varlif1 ve invaziv komponent icerebilmeleri nedeni ile ayricalikli bir yere

sahiptir[17,21,23].

Pankreasin kistik neoplazmlari neoplastik ve neoplastik olmayan (non-neoplastik) olarak
iki kisma ayrilarak incelenir. Neoplastik kistlerde, genellikle cerrahi tedavi uygulanirken, non-
neoplastik kistlerde sadece semptomatik tedavi yeterli goriilmektedir. Pankreas Kkistik
neoplazmlari, tiim pankreas neoplazmlarinin %10-15ini olusturmakta ve benign ya da malign
olabilmektedir[23-25]. Seroz kistadenom (SCA) gibi bazilar1 tamamen benign iken, miisinz
kistik neoplazmlar (MCN) gibi bazilar1 dabenign, borderline malign veya malign olabilirler.
Borderline malign neoplazmlar, tam malign bir neoplazmin tiim 6zellikleri olmasa da bazi

ozelliklerini tasir [12,25,26].

SCA’lar, berrak, saman rengi sivi igeren ve glikojenden zengin, alcak kiiboidal epitelin
cevreledigitek veya birden fazla sayida kiiciik kistlerden olusan iyi huylu kistik neoplazmlardir
(Sekil 2.3). SCA’lar, pankreasin tiim Kkistik neoplazmlarinin %25-30’unu olusturmaktadir.
Asemptomatik olmakla birlikte genellikle tesadiifen saptanirlar. Bu tiimorler ileri yaslarda
(ortalama 66 yaslarda) goriilmekle birlikte, kadinlardaerkeklere kiyasla 2 kat daha fazla

rastlanmaktadir.SCA’lar,cogunlukla benigndir ve hastalarin ¢ok bilyiik kisminda cerrahi
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rezeksiyon tedavi edicidir. Fakat nadiren de olsa bazi serdz kistadenomlar malign dejenerasyon
(kanserlesme, seroz kistadenokarsinom) olabilme ihtimali tagimakta vemalignite gelisme riski

yaklasik %0,1 olarak bildirilmektedir[12,23,25,27].

Sekil 2.3. Seroz kistadenoma. A, Bir seroz kistadenomanin kesiti. B, Kistler atipi géstermeyen

kibik epitel ile doselidir [28].

MCN’ler, pankreasin genellikle kuyrukbazen de gévde kisminda yerlesim gosteren, tek
veya birden fazla genis kistik bosluklardan olusur. Kist icerigi, genellikle mukoid 6zellikte olup
miisin iledolu ve Kkist ici ylizeyi degisik olciilerde atipi gdsterebilen miisindz karaktere sahip
epitel hiicrelerle doseli multi-kistik yapida ve over benzeri stromaya sahip lezyonlardir (Sekil
2.4).MCN’ler, pankreas Kkistlerinin %10’unu olusturmakta vegenellikle kadinlarda goériilmektedir.
Miisinoz kistadenomlarin bazilar1 ser6z kistadenomlar gibi benign ya da tam aksine, borderline
malign veya malign olabilir. Benign miisin6z kistadenomda belirgin sitolojik ve yapisal atipi
olmaz, oysa borderline miisinéz kistik neoplazmlarda belirgin sitolojik ve yapisal atipi vardir

ancak dokuya invazyon gozlenmez [12,23,25,27].
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Sekil 2.4. Pankreatik miisindz kistadenoma. A, Pankreas kuyrugundaki miisin6z multilokiiler

kistten gecen kesit. B, Kistlerin i¢i silindirik miisin6z epitel hiicrelerle kapli [28].

Intraduktal papiller miisinéz neoplazmlarda (IPMN) da miisin iceren kistler goriiliir (Sekil
2.5) ve IPMN, miisindz kistik neoplazmlar gibi benign, borderline-malign veya malign olabilir
[24,29].Diinya Saghk Orgiitii IPMN'leri son siniflandirmasina gére 4 gruba ayirmis ve bunlar;
adenom, borderline, karsinoma in-situ ve karsinomdur. IPMN, pankreasin diger tim kistik
neoplazmlarinin arasinda %?20-25 oraninda gorilmektedir [27].IPMN’ler diger Kkistik
neoplazmlardan farkli olarak kadin ve erkekte esit oranda ve 25 ile 90 yas araliginda
goriilmektedir.IPMN’lerde benign ve malign IPMN'yi birbirinden ayirmak oldukea kolaydirgiinkii
benign [IPMN’lerde dokularda invazyon olmamaktadir [12,30,31].

Sekil 2.5. Intraduktal papiller miisinéz neoplazm. A, Pankreas basindan gecen kesit. B, Kiigiik

kanal ve kanalciklara yayilan papiller miisin6z neoplazm [28].

2.2.2. Pankreatik Karsinoma

Daha siklikla “pankreas Kkanseri” olarak bilinen pankreasin infiltratif duktal
adenokarsinomu, Birlesik Devletler’'de akciger, kolon ve meme kanserinden sonra doérdiincii
siklikta gelen kanserden 6liim nedenidir. Tiim kanserler arasinda pankreas kanseri en yiliksek
mortaliteye sahip olan kanserdir [32]. 2019 yilinda yapilan arastirmaya goére, 2018 yilinda
ABD’de pankreas kanserinden 28.600 kisinin hayatim1 kaybettigi bildirilmis ve 2019'un
sonlarina dogru yaklasik 30.000 civarinda Amerikali’'nin pankreas kanseri tanisi alacagi ve tani

sonrasi takip eden bir yil icerisinde hepsinin bu hastaliktan hayatin1 kaybedecegi tahmin
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edilmektedir. Pankreas kanserinde gz ardi edilmemesi gereken en dnemli husus bes yillik

sagkalimoraninin (%5’ten az) ¢ok diisiik olmasidir [12].

Gunimiizde kanserler arasinda en élimciil olan ve son yillarda artis gosteren pankreas
kanseri, tani zorlugu, hizli metastaz yapma ve hayatta kalim siiresinin kisa olmasi sebebiyle
tedavi yaklasimlarini gili¢lestiren bir hastaliktir [32]. 2010 yilinda ABD’deki hastaliksiz 6liimler
dahil biitiin 6liimlerin %0.014’{i neoplastik pankreas kanseri olusturur. Diinya Saghk Orgiitii
(WHO)'niin GLOBOCAN 2012 verilerine gore Tiirkiye’deki tiim kanserler icinde, pankreas
kanseri gorilme sikligr erkeklerde yaklasik %0,9 iken, kadinlarda bu oran %0,5 olarak
yayinlanmistir. Halk Sagligi Genel Miidiirliigii'niin 2017 yilinda yayinlanan verilere gore 2015
yili Tirkiye’'de, pankreas kanserinsidansi erkeklerde yaklasik (100.000°’de) 5,6 iken, kadinlarda
(100.000’de) 3,3 olarak yayimlanmistir [33-35].

Ingiltere ve ABD’de yillik pankreas kanseri insidansi milyonda yaklasik 100 Kisidir; bu
tilkelerde 6liimle sonuglanan dérdiincii en yaygin kanserdir. Her yil kanser teshisinin %2,4’linli
ve kansere bagl 6liim nedenlerinin %5,8’ini olusturmaktadir [32]. Hastaligin gorilme sikligina
bakildig1 zaman, ¢evresel faktorler ve aile hikayelerine bagli olarak genellikle batili veya
sanayilesmis iilkelerde daha yiiksektir. Hastalik 45 yasindan 6nce nadir goriiliir ve vakalarin
yaklasik %80’'i 60 ile 80 yaslar1 arasindadir. Tum diinyada pankreas kanseri erkeklerde
kadinlara oranla daha yaygindir.Erkek/Kadin orani 1,5 ile 2 arasindadir. Ancak, Ingiltere’den
gelen son rakamlar, bu erkeklerin {stiinliigiinin son 20 yilda 1,25-1e distigiini

gostermektedir [36].

Pankreas kanserlerinde tiimorlerin yerlesim yeri ¢ogunlukla pankreas basinda %60-75
oranlarinda bulunur ve 1,5-5cm ¢apa sahip, sert, sklerotik ve sari-beyaz renktedir. Govde kismi
orani %10-20,kuyruk kismi %5-15 oraninda ve timoér bas kisma gore daha biiylik

caplardadir.Cogu soliterdir ve nadiren de heterotopik pankreas dokusunda gelisebilir [37].

Pankreas kanserlerinin cogu, pankreatik intraepitelyal neoplaziler olarak adlandirilan,
pankreas kanallarindaki mikroskobik  non-invaziv  epitel proliferasyonlarindan
kaynaklanmaktadir. Pankreas kanseri i¢cin dort dnemli yonetici geni vardir: KRAS, CDKN2A,
TP53 ve SMAD4. KRAS mutasyonu ve CDKN2A’daki degisiklikler, pankreas tiimoéri olusumunda

erken donem olaylaridir[3].

Pankreas kanseri, genellikle ¢ok gec teshis edilir. Bu sebeple kemoterapi ve radyasyon

tedavisine ¢ok direnclidir. Pankreas tiimorlerinin %90’indan fazlasi pankreasin ekzokrin
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hiicrelerinden gelisir ve pankreas duktal adenokarsinomu (PDAC) olarak adlandirilirken %5'lik
bir oranda ise endokrin hiicrelerinde gelisir [18,38,39]. Glinlimiizde, ¢ok az sayida tedavi
stratejisivardir, ancak, bunlar ¢ogunlukla bircok yan etkisi olan kombinasyonlardir. Ornegin,
Gemsitabin 1997°deki ilk klinik etkinlik olarak kendini gostermesinden bu yana, on yi1ldan uzun
bir siiredir birinci basamak PDAC tedavisi i¢in referans ilaci olarak gosterilmistir. Gemsitabin’in
kombinasyon terapisi ile etkinligini arttirmaya yonelik tiim girisimler, epidermal biiyiime
faktori reseptori (EGFR) tirozin kinaz inhibitori Erlotinib ile kombinasyonu’'nda oldugu gibi,
hayatta kalmada en iyi marjinal iyilesmelerde bulunmustur. Bununla birlikte, poli-kemoterapi
gibi son zamanlardaki yaklasimlar veya Gemsitabin’in etkinligini artiran stratejiler, bazi 6nemli
iyilestirmeler saglamistir. Yine de bu kombinasyonlar, metastatik hastalik i¢in bakim
standartlar1 olmasina ragmen, cogunlukla etkinlikleri smirlidir ve hastaligin etkili bir

tedavisinden ziyade yasam kalitesinin iyilesmesine olanak saglar [38].

2.2.2.1. Pankreas Kanseri Prekiirsorleri

Pankreatik intraepitelyal neoplazi (PanIN); pankreasin mikroskopik duktus ve
duktullerinde displastik epitelden,non-invaziv ve invaziv karsinomaya ilerlemesiyle olusan

prekiirsor lezyonlardir ve siklikla pankreas basinda gériilmektedir[12,40].

PanIN-invaziv karsinom sekansi asagidaki gézlemler ile desteklenmistir:

% PanIN’in invaziv kanserdagilimi pankreastaki dagilimi ile birbirine benzerlik gosterir.

% PanIN’larin PDA’larin prekiirsor lezyonlari oldugusaptanmistir [41].

% PanlIN pankreas parankiminde siklikla infiltratif karsinom komsulugunda bulunur.

% PanIN’dainvaziv kanserde rastlanan benzer gen mutasyonlari saptanmigtir.

x PanIN’daki epitelyal hiicreler ciddi olciide telomer kisalmasi gosterir. PanIN’datelomer
uzunlugunda kritik kisalma, bu lezyonlarda gelisen kromozomal anomalilerin

birikmesine ve invaziv karsinom gelisimine yol agabilir [12,40].

Bu gozlemlere dayanarak normal bir panreatik dokununpankreatik adenokarsinomaya
dogru ilerlemesi,diger bir ifadeyle PanIN gelisimine dair bir model ileri siiriilmiistir (Sekil
2.6).PanIN’lar degisik olciilerde atipikepitel hiicrelere goére, 3 gruba ayrilmaktadir. Bunlar,
PanIN-1 (PanIN-1A ve PanIN-1B), PanIN-2 ve PanIN-3’diir [12,40,41].

10
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Normal PanIN-1A PanIN-1B PanIN-2 PanIN-3 invaziv
: Karsinom

S

lTelomerktsa!masn‘ I p16'nin inaktivasyonu | p53, SMAD4
inaktivasyonu @

[ KRAS mutasyonlar: ]

Sekil 2.6.PanIN’'nin genetik degisiklikler gostererek ilerleme modeli [12].

2.2.2.2. Molekiiler Karsinogenez

Pankreas kanseri, temelindehiicrenin genetik unsurlarinda meydana gelen degisime bagh
olarak ortaya c¢ikan bir hastaliktir.Genetik hasar (veya mutasyon=baskalasim) meydana
gelmesinin sebepleri, radyasyon, kimyasal madde maruziyeti ve viriisler gibi ¢evresel faktorler
etken olusturabildigi gibi kisinin aile hikayesine bakilarak kalitsal olup olmadig1 goriilebilir.
Diger kanser tiirlerinde oldugu gibi, kromozomal degisikliklerden nokta mutasyonlarina kadar
cok cesitli genetik ve epigenetik degisiklikler saptanmistir.Bu genetik degisikliklerin paterni
pankreas kanserini diger kanserlerden ¢ok farkli tutmaktadir.Asagida Tablo 2.1’de pankreas

karsinogenezindeki molekiiler degisiklikler ve genetik degisiklikler verilmistir [12].

Tablo 2.1. invaziv Pankreatik Adenokarsinomada Molekiiler Degisim

Gen (Kromozom Bélgesi) Gel}?::l(ﬁlz‘lef:?;n;f:;;:;en
K-RAS (12p) %>90
P16CDKN2A (9p) %>95
p53 (17P) %50-70
SMAD4 (18q) %055
AKT2 (19q) % 10-20
MYB(6q) %10
AIB1 (20q) %10
BRCA2 (13q) %7-10
LKB1/STK11 (19p) %<5
MKK4 (17p) %<5
TGFB-R 1 (9q) veya TGFB-R2 (3p) %<5
RB1 (13q) %<5

11
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K-RAS:K-RAS geni (kromozom 12p)hiicre yasami ve hiicre fonksiyonlarin1 olumsuz yénde
etkileyebilmekte ve pankreas kanserinde en sikdegisen onkogendir. Bu onkogen icindeki
mutasyonlar daha ¢ok kodon 12’nin 1 ekzonunda ve bazen de kodon 61 ve 13’te bulunur. Bu
onkogen pankreas kanserlerinin %83-90'inda nokta mutasyonu ile aktive olur. Bu nokta
mutasyonlar1 K-RAS gen iiriiniiniin intrensek GTPaz aktivitesini bozar ve siirekli olarak aktif

olan bir protein ortaya ¢ikar[12,42,43].

CDKN2A (p16): pl16 geni kromozom 9p’da lokalizedir vebir¢cok kanser tiiriinde oldugu gibi
pankreas kanserinde de en sik inaktive olan tiimé6r baskilayici gendir. Genellikle olgularin
%95’inde inaktive olur. pl16 proteini, hiicre siklusu kontroliinde kritik rol oynar ve p16
inaktivasyonu 6nemli bir hiicre siklus kontrol noktasini ortadan kaldirir.p16 proteini,sikline
bagimli kinazlar1 (hiicre dongiisii kontroliinde etkili olan molekiiller) inhibe ederek boéliinme
asamasindaki hiicrenin G: fazindan S fazina gecisini engellemis olur. Ayrica pl6 geni,
karsinomlarda ve yiliksek dereceli premalign lezyonlarda asir1 ekspresyonu oldugu

bilinmektedir [12,44].

SMAD4: SMAD4 timor baskilayici geni kromozom 18q21’de lokalizedir ve pankreas
kanserlerinin %55’inde inaktive olur. DPC4 olarak da bilinen SMAD4, hiicre-ylizey reseptor
ailesinden transforme edici blyiime faktorii-B (TGF-B)'nin sinyal iletiminde 6énemli bir rol
oynadigl diisiiniilmektedir. SMAD4’iin normal fonksiyonu biiylimeyi baskilama ve apoptozu
baslatma gibi goriinmektedir. Bu nedenle, SMAD4 kaybi hiicre populasyonunda iki 6nemli
kontrolii ortadan kaldirir. SMAD4, diger kanser tiplerinde nadiren inaktive olur [12,43].

p53:p53 timor baskilayict genin (kromozom 17p2) inaktivasyonu pankreas Kkanserlerinde
olduk¢a sik rastlanir ve bu oran %50 ile %70 arasinda goriilmektedir. p53, DNA zarar
gordiigliinde belirli kontrol noktalarinda (G1'den S fazina gecis) hiicre dongiisiinii geciktirerek
veya durdurarak genomu korur.Déngiiniin durdurulmasiyla hiicrenin DNA onarimi saglanir ve
yeni hiicre olusumu gerceklesir. Aksi halde hasarli hiicrelerin mitoz (G2/M kontrol noktasi) icine
girmesini 6nler.p53 gen triinii, hem hiicre siklusu kontroliinii ve ekpresyonunu saglayan, hem
de hiicre 6liimiiniin (apoptoz) baslaticisi olan niikleer DNA-baglayan hayati bir éneme sahip

proteindir[43,45].
Diger Genler: Pankreas kanserinde, 6nemli ama daha az siklikta gorilen ve sayilar giderek

artan, zedelenmis genetik lokuslar bildirilmektedir. Bu genler goriilme sikligina gore tablo icinde

belirtilmistir (Tablo 2.1) [12].
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2.2.3. Pankreatoblastom

Pankreatikoblastom veya pankreasin infantil tip karsinomasi olarak da bilinen
pankreatoblastom, eriskinde oldukc¢a nadir rastlanan bir pankreatik tiimor olup 1 ile 15 yas
arasindaki ¢ocuklarda sik goriilen bir neoplazmdir [12,46]. Tiimor ilk olarak 1957’de Becker
tarafindan 15 aylik bir erkek ¢ocukta “pankreasin infantil adenokarsinomasi” olarak tanimlandu.
Daha sonraki takip eden olgu raporlarinda, 1977’de Horie ve arkadaslari, 8 haftalik gebelikte,
diger embriyolara benzer sekilde pankreasin normal embriyonik goriiniimiiyle histolojik
benzerlikleri gozlemledi ve “pankreatoblastom” adimi verdi [46]. Kiiciik ¢ocuklarda en sik
goriilen pankreas tiimori olmasinin yanisira literatiirde yaklasik 100 olgu bildirilmistir [47].
Farklilasmamis hiicrelerle karisik skuamoéz adalar: ile belirgin bir mikroskopik goriinimii
vardir. Sagkalimi pankreasin duktal adenokarsinomundan daha iyi olabilmekle birlikte,

tamamen malign neoplazmlardir.

2.3. Pankreas Kanserlerinin Tedavisi

Malign tiimorlerin sebep oldugu tim pankreas Kkanserleri, tiimorlerinhizli ilerlemesi
sebebiyle yiiksek mortalite oranina sahiptir. Kanserin evresine bagl olarak prognoz belirlenir ve
5 yillik sagkalim oranlar1 %5’in altindadir. Buna ek olarak tani sonrasi hastalarin ¢ogu, genellikle
ilk 1 yil icinde kaybedilir.Pankreas kanseri, pankreasin lokalizasyonuna bagl olarak sinsi
ilerlemesi sebebiyle ge¢ bulgu veren bir hastaliktir ve cogunluklainvazyon ilerlemesi ve
metastatik hastalik evresinde teshis edilmektedir. Pankreas Kkanserlerinde cerrahi
yontemlealinamayacak derecede ileri evrede bulunanve metastaz yapmis tiimorlere genellikle
kemoterapi tedaviyontemi uygulanmaktadir. Fakat pankreas kanserinde kemoterapi
uygulamalarinin yeri simirhdir. Glinlimiiz tedavi yontemlerinin gelismesiyle kemoterapi
uygulamalarinda hem adjuvan hem de neoadjuvan tedavi yontemi tercih edilmektedir
[48,49].Adjuvan tedavi yontemi, ameliyat sonrasi uygulanan kemoterapi tedavi yontemi olarak
adlandirilmakta ve amaci cerrahi operasyon sonrasinda kalan gozle goriinmeyen kanser
hiicrelerini 6ldiirerek kanserin niiks etme olasiligini azaltmaktir. Neoandjuvan tedavi yontemi
ise ameliyat 6ncesi kullanilan kemoterapi yontemi olarak adlandirilmakta ve amaci kanser

hiicrelerini kiiciiltmektir [17,50].

2.4. Aurora Kinaz ve Hiicre Dongiisii

Mitoz diizenleyici(mitozun baslangici ve ilerlemesi) ve hiicre donglsiiniin evrelerini

kontrol eden,yiiksek oranda korunan serin/treonin (Ser/Thr) kinaz ailesinin bir iiyesi olan
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Aurora Kinazlar'in kanser hiicrelerinde siklikla asir1 miktarda ifade edildikleri tespit edilmistir.
Mitotik kromozom ayrismasinin ana diizenleyicileri olarak, metafaz plaginda yogunlasma ve
oryantasyon, ig diizenegi ve sitokinezin tamamlanmasi hiicre boéliinmesinde 6nemli bir rol
oynar. Bunlar, hiicre déngiisiiniin G2/M fazinda regiilasyonu saglarlar [51-53]. Bu ailenin, Aurora
-A, -B ve -C kinazlarini iceren li¢c memeli alt tipi tanimlanmistir. Bu kinazlarin hepsi mitoz
sirasinda farkl lokalizasyon ve fonksiyonlara sahip, korunmus bir C-terminal katalitik domeini

ve degisken uzunluklarda bir N-terminal domeini icermektedir [52,54-56].

“Aurora” kelimesi Latin kokenlidir ve gercek anlami “Safak” demektir. Gilines firtinalarinin
uzaya yaymis oldugu yukli parcaciklarin diinyanin her iki manyetik alan hatlarina
yonlendirilmesi ile ger¢eklesen etkilesim sonucu olusan 1sik yayilimidir. Aurora borealis olarak
adlandirilan kuzey kutbu 1s1masi engok goriilen 151k yayilimidir. Aurora geni ilk olarak 1980’lerin
sonunda Drosophila Melanogaster’de (meyve sinegi) mutant ig-kutup olusumuna neden olan
mutant aleller olarak taranma sirasinda Glover ve arkadaslar tarafindan tespit edildi. Mitotik
iglerin Aurora borealis gibi benzer renk 1simalar1 gostermesi nedeniyle Aurora olarak

adlandirilmistir [54].

Aurora kinaz Akanser hiicre hatlarinda siklikla tespit edilen,AURKA geni tarafindan
kodlanan ve kromozom lokusu 20q13.2 igerisinde lokalize olan proteindir [56]. Aurora kinaz
A,“polar kinaz” olarak adlandirilir ve sentrozom lokalizasyonu, sentrozom ayrilmasi ve bipolar ig
montaji kisaca dogru sentrozom dongiisii icin gereklidir.Hiicredéngiisiiniin S faz1 baslangicinda
sentrozomlardalokalize ve mitozsirasinda bipolar ig mikrotiibiillerine dogru kayar. Aurora kinaz
A mutasyonu anormal i§ morfolojisine ve mitoz icine giriste gecikmelere neden olmaktadir.
Aurora kinaz B, “ekvatoral kinaz” olarak adlandirilir ve ig kontrol noktasinda uygun sitokinez
vekromozom birlesmesi i¢in gereklidir. Ayrica Aurora B mutasyonu kromozomun yanlis
hizalanmasina ve sitokinezin tamamlanmamasina neden olur [55-58]. Aurora C, germ
hiicrelerindeeksprese edilir ve diger somatik hiicrelerde tespit edilmemistir.Aurora-C, ilk 6nce
sentromerlere ve daha sonra da mitotik hiicrelerin orta boélgesine lokalize oldugu, sonraki
evrelerde ve sitokinez sirasinda mayotik ig olusumunda rol oynadigi diisiiniilen proteindir.Buna
ek olarak, son yillarda yapilan bir¢ok calismalarda Aurora B gibi Aurora C'nin de INCENP
tarafindan aktive edildigi gosterilmistir. Aurora C ve INCENP’nin asir1 ekspresyonu, Aurora B'nin
substrat histonu H3’lin fosforilasyonunda bir artisa neden olmustur. Bu, Aurora C'nin ayni
zamanda bir kromozomal gecis proteini oldugunu ve Aurora B’ye benzer sekilde calistigini
gosterir. Aurora kinaz C, germ hiicrelerinde oldugu gibi testis hiicrelerinde de yiiksek oranda

eksprese edilir ve mitozda Aurora kinaz B’'ninkine benzer bir rol oynar [58-61].
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Bu diizenleyici proteinler, 6zellikle kinetokorlar arasindaki hiicre iskeleti ve kromozomal
yapilarda aktive oldugundan, mitoz icine giris, sentrozom fonksiyonu, kromozom diizenegi ve
segregasyonun kontroliinii saglayan islevlerde gorev almaktadir. Bu kinazlarin disfonksiyonu,
tiimorgenezi saglayan kararli bir kromozom iceriginin korunamamasi ile iliskilendirilmistir
[51,59,62]. Ozellikle, insan Aurora Kinazlar’'nin ekspresyon seviyeleri, losemi, lenfoma,
miyeloma, meme, kolon, pankreas, yumurtalik ve mide tiimérleri dahil olmak tizere belirli bir
¢ok kanser tiirlerinde asir1 derecede artmis oldugundan, bu yolaktaki proteinlere hedefli bir ajan

etkin olabilecektir.

@) /N

0C G1
Hiicre
dongiisii

0C
G2 ‘

5000

interfaz1 G1, S ve G2
evreleri olusturur

Sekil 2.7. Hiicre déngiisiiniin mitotik fazinin ilerlemesinde, Aurora kinaz A, B ve C’nin dahil

edilmesi [63].

2.5. Kromozomal Gecis Kompleksi (CPC) Yolag:

Hiicre boliinmesi sirasinda, 6zellikle metafaz plagi olustuktan sonra ve anafaz gecisi
sirasinda etkili olan protein ve enzim grubudur. Hiicre boliinmesi siirecinde, birka¢ adimda ana
diizenleyici olarak ortaya ¢ikmaktadir [64]. Dortlii kompleks olarak hareket eder ve hiicreyi
boliinmeye dogru ilerletir. Bu doértliiniin olusturdugu islevsel birime Kromozomal Gegis

Komplesi (CPC) ad1 verilir [64-66].
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Sekil 2.8.CPC proteinleri: (1)Aurora B kinazi aktive igin INCENP baglanir. (2) INCENPTSS (Thr-
Ser-Ser) motifini fosforile eder. (3) Fosforlanmis INCENP,(4) diger substratlar1 fosforile eden

kinazi tamamen aktiflestirir [67].

CPC,dort 6nemli proteinden olusur. Bunlar,bir enzimatik alt linite olan AURK-Bve ti¢
diizenleyici alt {inite olan INCENP (i¢ Sentromer Proteini), Survivin, Borealin’dir.Survivin,
Borealin ve INCENP, Kromozomal Geg¢is Komplesi'nin enzimatik bileseninin, kinaz Aurora B’nin

aktivitesini ve lokalizasyonunu diizenleyen ii¢ bilesenidir [64-66,68,69].

CPC proteinleri, mitozun baslangicinda, yogunlasan kromozomlarin kollarindan i¢
sentromerlere aktarilir.CPC proteinleri,metafazsirasinda i¢ sentromerde yogunlasir. Metafazin
anafaza gecisi sirasinda ise, kromozomlar kutuplara dogru hareket ederken, sentromerlerden
ayrisir ve sonunda sitokinezde olusan paketlenmis mikrotiibiillerin hiicre i¢i kopriisiiniin
icindeki orta gévdeyle birlesmeden dnce merkezi igin mikrotiibiillerine yerlesir.CPC proteinleri,
anafaz sirasinda ig orta bolgesine ve son olarak sitokinez sirasinda orta govdeye goc¢ eder
[20,21]. CPC, kromozom yogusmasi, ig diizenegi, kromozom hizalamasi icin uygun olmayan
mikrotiibiil-kinetekor etkilesimlerini diizelterek, ig kontrol noktasina sinyal gondererek ve

sitokinezin tamamlanmasinda rol oynar [64,66,70].

Mitoz sirasinda kromozomlarin yanlis ayrilmasindan kaynaklanan kromozomal instabilite,
timor olusumuna neden olarak kanser hiicrelerinin belirleyici 6zelligini tasimaktadir. Genom
biitlinliigiinlin bozulmasiyla gerceklesen bu kromozomal dengesizliklerin ortaya g¢ikmasini
engelleyen ve basaril bir hiicre béliinmesini saglayansofistike bir mekanizma olan CPC ile hiicre

stiklusu garanti altina alinmistir [69].
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2.5.1. AURKB

AURKB geni, Ser/Thr kinaz ailesinin aurora kinazlar alt ailesine ait bir protein olan Aurora
kinaz B’yi kodlamaktadir. Kromozom 17p13.1’de bulunan AURKB geni, AURK-A gibi tiimor
hiicrelerinde asir1 eksprese edildiginden terapotik hedeftir [5]. Aurora kinaz B proteini, insanda
1314 baz cifti uzunlugundaki AURKB transkript varyantindan sentezlenmektedir. Aurora B
mitoz boliinmenin erken evresinde, kromozom kolu boyunca dagitiir ve daha sonra
kromozomun sentromeri iizerinde toplanir ve boéliinmenin orta asamasina kadar burada kalir.
Mitozun ge¢ evresinde ise boliinme sonrasi, Aurora kinaz B sentromerden merkezi igin orta

bolgesine ve bolme olugunun hiicre korteksine go¢ eder [71].

Mitoz ve mayoz boélinmeleri sirasinda Aurora kinazlar kromozom-mikrotiibiil
birlikteligini etkileyerek kromozom ayrismasini diizenlemektedir. Profaz safhasinda
sentromerler lizerinde kromozom kollar1 boyunca lokalizedir. Metafaz safhasi siliresince i¢
sentromer bolgesinde lokalize olur ve kromozom kollariyla etkilesim kurar, anafaz safhasinda
korteks ve ig dlizeneginin merkezine dogru hareket eder ve telofaz evresinde akiimiile olur.
INCENP (i¢ sentromer proteini), borealin (CDCA8), survivin (BIRC5) ve diger non-enzimatik alt
birimlerle birlikte kromozomal ge¢is kompleksini (CPC) olusturmaktadir. Bu kompleksin gorevi,

kinaz lokalizasyonunu ve aktivitesini yonetmektir [68].

CPC mitozun erken asamasinda, mitotik igin kromozomlar ve mikrotiibiiller arasinda
yaptig1 yanlis baglanmalan diizelterek kromozom dizilimini organize eder. Mitoz sirasinda bu
kompleks hiicrede iki sekilde bulunur. Komplekslerden biri dort bileseni de icerirken (AURKB,
INCENP, BIRC5, CDCAS8), digeri INCENP ve AURKB'yi icerir. Dortlii bilesen kromozom dizilimi ve
sitokinez siiresince islevsel iken, INCENP-Aurora kinaz-B kompleksi H3 histonunun modifiye
edilmesinden sorumludur [68,72]. Aurora kinaz B, insan pankreas kanseri hiicre hatlar1 (AsPC-1,
BxPC-3, Capan-1, CFPAC-1, Mutj, HPAFII, MIAPaCa-2, Panc-1 ve Su.86.86)'nda yiiksek diizeyde
eksprese edilmektedir. Ayrica, AURKB'nin gen anlatiminin anti-sense oligoniikleotidler ile
inhibisyonu pankreas kanserlerinde hiicre déngiisiintin tutuklanmasini saglayan c¢alismalar da

mevcuttur [73].

2.5.2. INCENP(Inner Centromere Protein)

INCENP geni, 135kD ile 155kD’luk ve kromozom 11q12.3’de bulunan proteindir. Mitozda
CPC yolaginin diizenlenmesinde, aktivitesinde ve lokalizasyonunda Kkilit rol oynayan proteindir.

Kromozomlarin hizalanmasi ve ayrilmasi i¢in mikrotiibiillerin stabilizasyonu ve ig iplikciklerinin
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toplanmasini saglar [6]. INCENP’in mikrotiibiillerein vitro baglandig1 da gosterilmistir. INCENP
iki fonksiyonel modiilden olusmakta ve bunlardan;C-terminali, AURKB veya AURKC ileN-
terminali ise survivin (BIRC5) ve borealin (CDCA8) ile baglanir. Merkezi SAH domaini
AURKB/C'yi CPC 1i¢ sentromer ve mikrotibil baglanma aktivitesinde gorevlendirir
[64,74].Kromozomal Ge¢is Komplesinden i¢ sentromer proteininden (INCENP) veya Aurora B
kinazdan birinin kaybi, kromozom ayrisma kusurlarina ve sitokinezde basarisizliklara neden
olur. Bunun yani sira, INCENP ve Aurora B, mitoz sirasinda ayni lokalizasyon desenlerine
sahiptir ve birbirlerine dogrudan baglandigi in vitro deneylerle gosterilmistir. INCENP’nin direkt

olarak Aurora B’nin bir substrati oldugu hipotezine yol actig1 sonucuna varilmistir [75].

2.5.3. BOREALIN (CDCAS)

Borealin, survivin,Aurora kinaz B (AURKB)ve INCENP’yi iceren dorli kompleksin,
kromozomal gecis kompleksi (CPC)’'nin en 6nemli ana bilesenlerindendir[65,66,68].Borealin,
Survivin ve INCENP’e dogrudan baglanmakta fakat Aurora B’ye baglanmaz ve in vitro DNA

baglama 6zellikleri gosterir [21].

Insan Borealin proteinini kodlayan CDCA8 geni, 1. kromozom iizerinde bulunan ve 280
amino asitlik bir bazik proteini kodlayan 10 ekzondan olusmustur.Bu genin psddogenleri
kromozom 7, 8 ve 16’da bulunur. Veri tabani aragtirmalari, incelenen tiim omurgalilarda insan
Borealin’e olan yakinliklarini ortaya ¢ikarmustir. Ilginctir ki, Borealin, tavuk, X. laevis ve zebra

balig1 gibi ek bir paraloga sahiptir [7,68].

Borealin, esas olarak mitoz sirasinda organ gelisiminde ifade edilir. Proliferasyon oraninin
ylksek oldugu Borealin’i ifade eden yetiskin dokular testis, kolon ve deridir. Diger yetiskin

dokularda borealin ekspresyonu zayiftir [65].

2.5.4. SURVIVIN(BIRC5)

Survivin, apoptoz ve hiicre bdéliinmesinde anahtar bir rol oynayan, ¢ogu kanserde belirgin
sekilde asir1 eksprese edilen, yeni birprotein ailesi olan apoptoz inhibitér proteini (IAP) ailesinin
en kiiclik liyesidir [76]. Protein yapisinda tek BIRdomaini vardir ve karboksi ucunda RING-finger
domain bulunmamaktadir [76,77]. Embriyonik gelisim sirasinda, dokularda ve pek ¢ok malign
tlimorde yaygin olarak eksprese edilirken, farklilasmis yetiskin doku hiicrelerinde neredeyse hic¢
eksprese edilmez. Survivin, hizli-boéliinmeyi desteklemek amaciyla hiicre siklusunun G;/M

fazinda eksprese edilmektedir [78]. Hiicre boliinmesi sirasinda kromozomlarin diizgiin

18



Cengiz COLAK, Yiiksek Lisans Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisti, Mersin Universitesi, 2019

ayrilmasina yardim etmektedir. Kanserde survivinin asir1 ekspresyonu, hiicre siklusu kontrol

noktalarini hizla gecip hiicrelerin mitoza gitmesine neden olmaktadir [8].

Survivin, 16,3 kD’lik ve 142 aa’lik bir proteindir. Kodlayan gen 17. kromozomun telomerik
boélgesinde bulunur ve 14,5 kb’dir. Bu gen, 4 ekzon ve 3 introna sahiptir. IAP ailesinin en kiiciik
liyesidir. Survivinin pek ¢ok splice varyanti (izoformlar1) mevcuttur. Farkli dokularda ve kanser
tiirlerindeki proapoptotik uyariya yanit olacak survivin izoformlari arasinda karmasik bir denge
mevcuttur. Survivin mitoz sirasinda hiicre siklusu-bagiml bir sekilde eksprese edilir. Survivin
ekspresyonu hiicre siklusunun Gz/M fazinda G; ve S fazlarina gore 10 kat daha fazladir. Cogu
normal diferansiye hiicrede ekspresyonu tespit edilemez seviyelerdedir.Ancak, hizli boliinen
normal hiicrelerde, CD34+ kemik iligi kok hiicreleri, bazal epitelyum hiicreleri, timositler ve
normal uterin serviksin bazal epitelyum hiicreleri gibi, yavas yavas tespit edilebilir ekspresyon
diizeyleri izlenir [8]. Kanserlerin cogunda, 6zellikle kolon, akciger, meme, beyin tiimoérlerinde ve

melanomda, survivin ekspresyonu oldukga yiiksektir [8,78].

2.6. Pan Aurora Kinaz inhibitérii Danusertib (PHA-739358)

Pan-Aurora Kinaz inhibitori Danusertib, ¢esitli malignitelerin patogenezinde rol oynayan
ve giicli antikanser etkilere sahip tirozin kinazlardan BCR-ABL inhibitériidiir [58]. Danusertib’in
insan pankreas kanserinde [79], mide kanserinde[80], bas ve boyun skuamoz hiicreli karsinom,
rahim agz1 kanserinde [81], melanomda [82], insan yumurtalik karsinomunda [83]ve meme
kanserinde [84,85] indiikleyici etkileri oldugu yakin zamanda yapilan g¢alismalarla
kanitlanmistir. Danusertib, pro-apoptotik protein ekspresyonunda bir artis meydana
getirmesinin yani sira anti-apoptotik proteinlerde bir azalmaya neden olmaktadir [80]. Ayrica
Danusertib, doz ve zaman bagimli sekillerde mitokondri aracili apoptozu ve

otofajiyiindiiklemistir [80,82,83].

Danusertib, BCR-ABL tirozin kinazlarin yanisira Aurora kinaz ailesinden Aurora-A, -B ve -C
kinazlarini inhibe eden, 3-aminopirazol tiirevi kii¢iik ve giiclii bir ATPkompetitif inhibitériidiir
(Aurora-A 1Cs0=13nM, Aurora-B 1C50=79nM ve Aurora-C [C50=61nM) [51,60,83,86]. Kimyasal
ismiN-{5-[2R)-2-methoxy-2-phenylacetyl]-1,4,5,6-tetrahydropyrrolo[3,4-c]pyrazol-3-yl}-4-(4-
methylpiperazin-1-yl)benzamide  dir ~ [87].  Molekiiller = formilii  (Cz6H30Ne¢O03)  ve
474.55g/molmolekiiler agirliga sahip gii¢lii bir bilesiktir [63].
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Sekil 2.9.Pan Aurora Kinaz Inhibitérii Danusertib (PHA-739358) kimyasal yapisi [87].
Oldukga ¢i8ir acic1 ve ii¢c aurora kinazi da inhibe eden Danusertib, aslinda insanda test

edilen ilk aurora kinaz inhibitériidiir. Bununyani siraFaz | ve Faz Il denemelerinde de ilk klinik

calismalar yine gliclii bir ila¢ olan aurora kinaz inhibitorii Danusertib ile yapilmistir [87].
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Materyaller

Bu tez calismasi Mersin Universitesi ileri Teknoloji Egitim, Arastirma ve Uygulama
Merkezi (MEITAM)'ndeki MERKOK laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir. Mersin Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeler Birimi'nin TP2-Yiiksek Lisans Tez Projesi kapsaminda, 2019-1-TP2-
3444 proje kodu ile desteklenmistir.
3.1.1. Kullanilan Sarf Malzemeler

Deney asamasinda kullanilan sarf malzemeler asagida tablo halinde verilmistir.

Tablo 3.1. Deney asamasinda kullanilan sarf malzemeler

Deney asamasinda kullanilan sarf malzemeler

2 ml Cryo Tiip,CAPP

5 ml serolojik pipet, LP ITALIANA SPA

10 ml serolojik pipet, LP ITALIANA SPA

25 ml Serolojik Pipet, LP ITALIANA SPA

Pastor Pipeti, Hacim 3 ml, Uzunluk 150 mm, Taksimatli, 26 damla/ml,LP ITALIANA SPA
Tissue culture flask 25 cm? / filter screw cap, SARSTEDT

Tissue culture flask 75 cm? / filter screw cap, SARSTEDT

Santrifiij Tiipt P.P, Vidali Kapakli 15 ml DNA/RNA free gamma steril, LABSOLUTE
Santrifiij Tiipi P.P, Vidali Kapakli 50 ml DNA/RNA free gamma steril, LABSOLUTE
10 ul Pipet ucu; Steril; Rakl, Filtreli, CAPP

200 ul Pipet ucu; Steril; Rakl, Filtreli, CAPP

1000 ul Pipet ucu; Steril; Rakli, Filtreli, CAPP

TC Plate 6 Well, Standard, F, SARSTEDT

3.1.2. Kullanilan Hiicreler

Bu tez calismasinda kullanilan CFPAC-1 duktal pankreatik adenokarsinoma hiicreleri,
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Temel Onkoloji Anabilim Dal’'ndan Prof. Dr. Giines
Esendagl’dan ve MIA PaCa-2 insan pankreatik karsinoma hiicreleri Yeditepe Universitesi, Tip
Fakiiltesi, Tibbi Genetik Anabilim Dal’'ndan Do¢. Dr. Omer Faruk BAYRAK tarafindan

saglanmistir.
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3.1.2.1. CFPAC-1 Hiicreleri

CFPAC-1 hiicre hatti “A Cystic Fibrosis Pancreatic Adenocarcinoma Cell Line” olarak
adlandirilmaktadir. Sebebi Kistik Fibrozis (CF)’li bir hastadan pankreas kanali karsinomundan
elde edilmistir [88]. Kistik Fibrozis, pankreas ve diger organlardaki epitel hiicrelerin elektrolit
tasima Ozelliklerini bozan kronik, kalitsal bir hastaliktir. Bu hastaligin asil kokeni 7.
kromozomun iizerinde bulunan kistik fibrozis (CF) geninin mutasyonu sonucu olusmasidir.
CFPAC-1 karaciger kaynakli metastaz yapmis ve pankreasa niiks etmis epitelyal kokenli hiicre
hattidir [89]. CFPAC-1 (ATCC No: CRL-1918) hiicresi, insan pankreas kanseri epitel kokenli
hiicre soyudur, 26 yasinda beyaz irktan kistik fibrozlu bir erkek hastadan duktal
adenokarsinomdan (karaciger metastazi) elde edilmistir. Adherent (yiizeye tutunan) o6zelligi
tasiyan asir1 malign bir hiicredir. cAMP, adenil siklaz uyaricilari ya da fosfodiesteraz inhibitorleri
ile Cl- kanallarini aktiflestirememektedir. Ayrica, tiimor olusturucu karacigerde kiigiik lezyon
olusturma ozelligi vardir. CFPAC-1 hiicrepopiilasyonunun sayisinin iki katina ¢ikma siiresi

(doubling time) 32 saattir [89,90].

3.1.2.2. MIA PaCa-2 Hiicreleri

MIA PaCa-2 (ATCC® CRL-1420™) hiicresi, insan pankreas kanseri epitel kokenli hiicre
soyudur, 1975 yilinda 65 yasinda beyaz irktan bir erkegin pankreas timor dokusundan izole

edilmistir. Adherent (kiiltlir kabina yapisan) 6zelligi tasimaktadir ve karsinoma hiicresidir [91].

MIA PaCa-2 pankreatik karsinomanin epitelyal kékenli hiicre hattidir. CFPAC-1 hiicreleri
gibi MIA PaCa-2 hiicreleri de adherent (ylizeye tutunan) o6zelligine sahiptir. TP53 ve
p16/CDKN2A geninin mutasyonu sonucu olusmus ve ayrica KRAS mutasyonu da bulundugu i¢in
kemoterapi ve radyoterapi tedavilerine direngli oldugu tespit edilmistir. Hipotriployitdir ve L-
Asparaginaz’a duyarli bir hiicre hattidir. Bazi normal kromozomlardan yoksundur. MIA PaCa-2

hiicre popiilasyonu sayisinin iki katina ¢ikma siiresi (doubling time) 40 saattir [4,92].

3.1.3. Kullanilan Kimyasallar

3.1.3.1. Hiicre Kiiltiirii Kimyasallari

Hiicre kiltliiri deneylerinde kullandigimiz deney kimyasallar1 tablo halinde asagida

verilmistir.
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Tablo 3.2. Hiicre Kiiltiiri Kimyasallari

Hiicre Kiiltiirii Deney Kimyasallar:

Danusertib (PHA-739358) 10mg., Mybiosource

Fetal Bovine Serum-SA-SOURCED 500mL,Hyclone

DMEM with High Glucose, with 4.0mM L-Glutamine, without Sodium Pyruvate
500mL,Hyclone

IMDM without L-glutamine, Lonza

Horse Serum, Biowest

Trypsin-EDTA w/ Phenol Red, Biowest
Penicillin-Streptomycin, Biowest
DPBS-10X w/o Ca*+, Mg**, Biowest
Tripan Blue, BD.

3.1.3.2. Gen Ekspresyonu Deney Kimyasallari

Gen ekspresyonu deneylerimizde kullandigimiz deney kimyasallar1 asagida tablo halinde

verilmistir.

Tablo 3.3. Gen Ekpresyonu Deney Kimyasallari

Gen Ekpresyonu Deney Kimyasallari

High Pure RNA Isolation Kit, Roche, Germany.

High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit 200 rxn., THERMO
GoTaq gPCR Master Mix, 200 x 50ul reactions, PROMEGA
AURKB, INCENP, CDCA8 ve BIRC5 ve ACTB gen primerleri

3.1.4. Kullanilan Cihazlar

3.1.4.1. Hiicre Kiiltiirii Cihazlar:

Hiicre kiltiirtd i¢in kullanilan cihazlar asagida tablo halinde verilmistir.

23



Cengiz COLAK, Yiiksek Lisans Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisti, Mersin Universitesi, 2019

Tablo 3.4. Hiicre Kiiltiri Cihazlar:

Hiicre Kiltiirii Cihazlari

Esco Cell Culture (CCL-170B-8) COzinkiibator
Cedex XS Cell Analyzer

NanoQ mikrovoliim spektrometer

Thermal cycler

3.1.4.2. Real Time RT-PCR reaksiyonunda Kullanilan Cihazlar

x  Bibby Scientific™ Techne™ TC-512 Gradient Thermal Cycler.

Sekil 3.1.Thermal Cycler [93].

x Gen ekspresyonunda kullanilan Applied Biyosistem VIIA ™ 7 Real-Time PCR Sistemi - 96 Well.

Sekil 3.2.VIIA 7 Real-Time PCR cihazi [94].
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3.2. Yontemler

3.2.1. Hiicre Kiiltiiri

3.2.1.1. CFPAC-1Hiicre Kiltiirii

CFPAC-1 hiicrelerinin besi yeri, 50ml’lik falkon tliplerinde hazirlandi. Birkag besleme i¢in

hazirlanan besiyeri miktarlari asagidaki tabloda yer almaktadir.

Tablo 3.5.CFPAC-1hiicreleri i¢in besiyeri miktarlar.

Kullanmilan Kimyasallar Kl;/lllii::jm
%87,5 IMDM (Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium) 43.75mL
%10 FBS (Fetal Bovine Serum) S5mL
%1  L-glutamin 0.5mL
%1  Pen-strep(Penicillin-Streptomycin) 0.5mL
%0.5 Amphotericin-B 0.25mL
Total miktar 50mL

Hiicreler, hiicre kiiltiir kaplar1 (T25 flask) icerisine ekimleri yapilarak, hazirlanan besi yeri

ile 3 giin aralikla diizenli olarak beslenmesi gergeklestirilmistir.

Hiicrelerin inkiibasyon islemi, Esco Cell Culture (CCL-170B-8) cihazinda, 37°C’de, %95

nemli atmoferde ve %5 CO; iceren ortam kosullarinda yiirttiilmiistiir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Hiicre Kdltiirti CO; inkiibatorii [95].

Diizenli bir sekildebeslenen adherent ozellikteki bu hiicrelerin %80-90 oraninda
konfliiens (hiicre kabinin kaplanmasi) oldugu zaman, Tripsin-EDTA ile muamele edilerek kiiltiir
kabindan ayrilmasi saglanmistir. Kaplarin yilizeyinden ayrilan bu hiicreleri, 15mL’lik falcon
tlipler icerisine aktarilarak, tizerlerine DPBS eklenmis ve 1240 rpm’de 5dk. santrifiij edilmistir.
Santrifiij sonunda slipernatant kisim atilmistir ve geriye kalan pellet kisim (hiicreler) ise
hiicreler yeteri miktara ulasana kadar tekrar ekim yapilmistir.Ekimi yapilan hiicrelerde yeterli
miktara ulasildig1 zaman, ayni santrifiij islemi tekrarlanarak hiicre toplama islemi yapilmistir. Bu
sefer pellet kisim, dondurma prosediirti uygulanarak -80°C’de saklama kosularina uygun sekilde
depolanmistir. Hiicreler deney ve dondurma prosediirii éncesinde Cedex XS (ROCHE, Mannheim,

Germany) cihazi ile sayilmaktadir (Sekil 3.4.).
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Sekil 3.4. Hiicre sayiminda kullanilan cihaz ve sarf malzeme. A, Cedex Smart Slide XS hiicre
Olgim cihazi. B, Cedex Smart Slide ve Cedex Smart Slide’a hiicre-tripan mavisi karisimi

uygulamasi [96,97].

Her sayim isleminde,santrifiij sonrasi elde edilen hiicreler (pellet), PBS (dondurma islemi
oncesi) veya katkisiz IMDM (deney dncesi) ile 1ml'ye tamamlanmistir. 1ml PBS (katkisiz IMDM)-
hiicre karisimindan 10pl ve tripan mavisinden 10pl alinarak 20pl’lik karisim olusturulmustur.
Bu karisim Cedex XS Smart Slide kuyucuklarina aktarilarak, Cedex XS cihazindan analiz
edilmistir. Analiz sonucunda 1ml icgerisindeki hiicre sayisi1 ve hiicrelerin canlilik orani elde

edilmistir.

Dondurma prosediirii uygulanmadan 6nceCedex Smart Slide XS hiicre 6lgtim cihaziyla
hiicre sayimi yapilmistir. Sayim sonrasi, 1ml igerisindeki hiicre sayisi yaklasik 2-3 milyon olacak
sekilde FBS ile seyreltilerek 1.5ml’lik cryovial tiip veya tiipler icerisine aktarilmistir. Daha sonra
her tipe %10 oraninda (yaklasik 100pl) DMSO (dimetil stlfoksit, hiicrelerin donarak
patlamasini 6nlemektedir) eklenmistir. Hiicrelerle doldurulan cryovial tiipler kademeli sekilde

sogutularak (+4, -20, -80°C) -196°C s1v1 azot tanki icerisinde depolanmistir.
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3.2.1.2. MIA PaCa-2 Hiicre Kiltiirii

MIA PaCa-2 hiicrelerinin besi yeri, 50ml'lik falkon tiiplerinde hazirlandi. Hazirlanan

besiyeri miktarlari tablo 3.6’de yer almaktadir.

Tablo 3.6. MIA PaCa-2 hiicreleri i¢cin besiyeri miktarlari.

Kullanilan Kimyasallar Kullanilan Miktar
%85 DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) 42.5mL
%10 FBS (Fetal Bovine Serum) S5mL
%2.5 Horse Serum 1.25mL
%1 L-glutamin 0.5mL
%1 Pen-strep 0.5mL
%0.5 Amphotericin-B 0.25mL
Total miktar 50mL

MIA PaCa-2 hiicrelerinin inkiibasyonu, yeniden ekim (pasajlanma), sayim ve dondurulma

islemleri, CFPAC-1 hiicrelerinde uygulanan yontemler ile ayni sekilde yapilmaktadir.

3.2.2. Doz ve Zaman Bagiml ila¢ Uygulama

Pan-Aurora Kinaz inhibitori Danusrteib’in CFPAC-1 ve MIA PaCa-2 hiicrelerine doz ve

zaman bagiml olarak uygulamalari Tablolar 3.7 - 3.10’da ayrintili bir sekilde gosterilmistir.

Tablo 3.7.CFPAC-1 hiicreleri icin deney 6ncesi uygulanan besimiktarlar1 ve hiicre sayilari. 24

saatve 48 saatkontrol gruplari.

24saat

1.000.000 1.000.000 1.000.000
CFPAC-1 CFPAC-1 CFPAC-1
48 saat
I 1.000.000 1.000.000 1.000.000
CFPAC-1 CFPAC-1 CFPAC-1

| 1mL Free IMDM 1mL Free IMDM 1mL Free IMDM
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Tablo 3.8. MIA PaCa-2 hiicreleri i¢in deney dncesi uygulanan besimiktarlari ve hiicre sayilari. 24
saatve 48 saatkontrol gruplari.

1.000.000 ' 1.000.000 ' 1.000.000 l
MIA PaCa- MIA PaCa- MIA PaCa-

48 saat ]

24 saat

1.000.000 1.000.000 1.000.000
MIA PaCa-2 MIA PaCa-2 MIA PaCa-2
’ 1mL Free DMEM 1mL Free DMEM 1mL Free DMEM

Tablo 3.9.CFPAC-1 hiicreleri icin Danusertib miktarlar1 ve hiicre sayilari. 24 saatve 48 saatilac

[~

gruplar.

48 saat
’ 1.000.000 1.000.000 1.000.000
CFPAC-1 CFPAC-1 CFPAC-1

’ 400nM 400nM 400nM

Tablo 3.10.MIA PaCa-2 hiicreleri i¢cin Danusertib miktarlar1 ve hiicre sayilarl. 24 saatve 48

saatilag gruplar.
r 1.000.000 ' 1.000.000 ' 1.000.000 1
MIA PaCa- MIA PaCa- MIA PaCa-

48 saat ]

24 saat

1.000.000 1.000.000 1.000.000
MIA PaCa-2 MIA PaCa-2 MIA PaCa-2
’ 300nM 300nM 300nM

3.2.3. Hiicrelerin Harvesting Yontemi

Inkiibasyonu izleyen siirelerde hiicreler Tripsin/EDTA uygulanarak, plate tabanindan 1X
DPBS ile yikanip 1240 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Ardindan 1mL DPBS ile sulandirilan
hiicrelerin sayimi yapildiktan sonra uygulanacak total-RNA piirifikasyon islemlerine gore 5x10°

hiicre alinip hazir hale getirilmistir.
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3.2.4. Gen ifadesi Yontemi

3.2.4.1. RNA Piirifikasyonu

CFPAC-1 ve MIA PaCa-2 hiicreleri Tablo 3.7-Tablo3.10’deki gibi 8 grup olusturulmus ve

1.000.000hticre/ml olacak sekilde bu iki pankreas karsinoma hiicrelerinden total-RNA’lar High

Pure RNA izolasyon kiti kullanilarak prosediire gore saflastirilmistir. Bunun i¢in hiicreler ilag

uygulamasindan sonra tripsinizasyon ile kaldirilmis, yikama ve santrifiij islemlerinden sonra,

her gruba ayri ayri olacak sekilde 400ul Lysis Binding Buffer eklenmistir. Ornekler RNA

izolasyon kolonuna aktarilmistir. DNaseincubation buffer ve DNase sollisyonu ile 15 dk. inkiibe

edilmistir. Sirasiyla Wash buffer I ve II ile hiicreler yikandiktan sonra son olarak 75ul Elution

buffer ile RNA ¢ozdiiriilmiis ve elde edilen RNA’larin NanoQ cihazinda miktarlar: dl¢iilmiistiir.

Saflastirilan total-RNA’lar -80°C’de muhafaza altina alinmistir.

Tablo 3.11.24 /48 saatkontrol ve ila¢ uygulanmis CFPAC-1 hiicreleri RNA kalite miktarlar.

GRUPLAR
RNA Kontrol ilag
24saat 48saat 24saat 48saat
0OD260/280 NM 2,08 2,06 2,07 1,97
Konsantrasyon ng/ul 112,8 218,8 87,10 67,7
1ug RNA i¢in alinacak voliim (pl) 8,8 6,0 4,5 7,3

Tablo 3.12.24 /48saatkontrol ve ila¢ uygulanmisMIA PaCa-2 hiicreleri RNA kalite miktarlari.

GRUPLAR
RNA Kontrol ilag
24saat 48saat 24saat 48saat
OD260/280 NIM 2,03 2,02 1,98 2,05
Konsantrasyon ng/pl 411,0 641,50 241,40 1004,80
1pg RNA icin alinacak voliim (ul) 2,4 1,5 4,1 1,0
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3.2.4.2. cDNA Sentezi

Harvest yapilan hiicrelerden piirifiye edilen total-RNA’lardan cDNA sentez calismalarina
baslanilmis ve total-RNA’lardan 1ug alinarak, Transcriptor First Strand cDNA sentez Kkiti ile
prosediire uygun olarak termal cycler'da tek dongiide gerceklestirilmistir. Sentezi
gerceklestirilen cDNA'lar -20°C’de muhafaza edilmistir. cDNA sentez protokolii her iki hiicre icin

Tablo 3.13veTablo 3.14 de gosterilmistir.

Tablo 3.13.CFPAC-1 hiicrelerinincDNA sentezi icin NanoQ sonuglarina gore eklenen RNA ve

hazirlanan mix miktarlari.

Kontrol ilag

24saat 48saat 24saat 48saat
e 2u 20 2u 20
dNTP Mix 0,8ul 0,8ul 0,8ul 0,8ul
R e 20 20 2u 20
Tecpiere | 1w 1w 1
e 1w 1w 1w 1w
PCR-Grade Water 4,4 pl 8,7ul 7,2ul 59ul
RNA 8,8ul 4,5ul 6,0ul 7,3ul
Total Miktar 20l 20l 20l 20pl

hazirlanan mix miktarlari.

Kontrol ila¢

24saat 48saat 24saat 48saat
e 2u 2 2 2
dNTP Mix 0,8ul 0,8ul 0,8ul 0,8ul
" 2u 2 2 2
Tmeorierese | 1w 1w 1w
. 1w 1w 1w 1w
PCR-Grade Water 10,8ul 9,1ul 11,7l 12,2pl
RNA 2,4ul 4,1ul 1,5pl 1,0ul
Total Miktar 20l 20pl 20pl 20ul

Tablo 3.14. MIA PaCa-2 hiicrelerinincDNA sentezi icin NanoQ sonuclarina gore eklenen RNA ve
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3.2.4.3. qRT-PCR Teknigi ile Gen ifade Diizeylerinin Belirlenmesi Yéntemi

Uretilen cDNA’lar Sybergreen Gotaq master mix kitine uygun olarak olusturulan gruplar
halinde real time PCR cihazina yiiklenmis ve AURKB, INCENP, BIRC5 ve CDCA8 gen primerleri ile
amplifiye edilmis ve bu genlerin ifade diizeyleri referans gen B-aktin kullanilarak rolatif

kantitasyonu 6l¢lilmustiir.

SYBR Green qRT-PCR i¢in Promega Gotaq master mix, forward-reverse gen primerleri,
enzim ve cDNA’lar 96 well icerisine gruplara gore olusturularak eklenmis ve qRT-PCR cihazina
yliklenmistir. DNA polimerazin aktive olmasi i¢in 95°C’de 2 dakika bekletilmistir. Ardindan
95°C’de 15 saniye DNA'nin cift iplikli yapidan tek iplikli yapiya gecmesi, 60°C’de 60 saniye DNA
zincirinin uzamasi, 60-95°C’de ayrismasi saglanmistir. Bu dongii 40 kez tekrar edilerek gen
amplifikasyonu olusturulmustur. Ardindan tretilen gen miktarlar1 DNA erime egrileri (melting

curve) ile kiyaslanarak ol¢iilmiisttr.
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Tablo 3.15. ACTB, AURKB, INCENP, CDCA8 ve BIRC5gen primerleri.
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3.3. Istatistiksel Analiz
Bu tez calismasinda, CPC yolagindaki AURKB, INCENP, BIRC5 ve CDCA8 gen ifade

diizeyleri anlatimlar1 Pfaffle metoduna gore 2-4ACT formiiliine uygun olarak hesaplanmistir.

Internal kontrol olarak (3-Aktin geni amplifikasyonuna gore normalizasyon yapilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Bulgular

Doz ve zaman bagimli Danusertib uygulanan CFPAC-1 ve MIA PaCa-2 hiicrelerinin harvest
sonucu pirifiye edilen total RNA piirifikasyonlar1 gerceklestirilmis ve kalite-miktar olciim
sonuglar1 tablo 3.11-3.12’de gdsterilmistir. Bu total RNA’lardanprosediire uygun sekilde cDNA
sentezi yapilmistir. Takiben AURKB, INCENP, CDCA8, BIRC5ve ACTB primerleri kullanilarak

gRT-PCR teknigi ile gen ifadelerinin rolatif kantitasyonu gerceklestirilmistir.

4.1.1. CPC Yolag1 Gen ifade Diizeylerinin Analizi

4.1.1.1. CFPAC-1 Hiicrelerinde CPC Yolag Gen ifade Diizeyleri

CFPAC-1  hiicrelerinden elde edilen total-RNA’lardan cDNA’lar  prosediire

goresentezlenmistir. Gen ifade diizeyleri ACTB geni ile normalizasyonu yapilarak él¢iilmiistiir.

Tablo 4.1. CFPAC-1 hiicrelerinde ACTB ve AURKB ekspresyonu.

Gruplar
Kontrol 24 | Kontrol 48 ilag¢ 24 ilac 48
CT-ACTB 26,647 26,576 31,366 29.405
CT-AURKB 32,937 32,948 34,125 33,008
ACT 6,290 6,372 2,759 3,603
AACT 0 0 -3,530 -2,769
2-0ACT 1,00 1,00 11,555 6,815

AURKB ifadelerinin 24. saat ila¢ grubunda 11,5 kat artis, 48. saat ila¢ grubunda 6,8kat

artisgoriilmektedir.
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Sekil 4.1. CFPAC-1 hiicrelerinde AURKB geni amplifikasyon grafigi ve erime pikleri.

Tablo 4.2. CFPAC-1 hiicrelerinde ACTB ve CDCA8 ekspresyonu.

Gruplar
Kontrol 24 | Kontrol 48 ilag 24 ilag 48
CT-ACTB 26,646 26,576 31,366 29.405
CT-CDCAS8 32,440 32,973 34,464 33,026
ACT 5,794 6,397 3,098 3,621
AACT 0 0 -2,696 -2,776
2-0ACT 1,00 1,00 6,479 6,850

CDCA8 ifadelerinin 24. saat ila¢ grubunda 6,4 kat artis, 48. saat ila¢ grubunda 6,8 kat artis

gorilmektedir.
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Sekil 4.2. CFPAC-1 hiicrelerinde CDCA8 geni amplifikasyon grafigi ve erime pikleri.
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Tablo 4.3. CFPAC-1 hiicrelerinde ACTB ve BIRC5 ekspresyonu.

Gruplar
Kontrol 24 | Kontrol 48 ilag¢ 24 ilac 48
CT-ACTB 26,646 26,576 31,366 29.405
CT-BIRC5 35,738 34,224 35,527 34,899
ACT 9,091 7,648 4,162 5,494
AACT 0 0 -4,930 -2,154
2-0ACT 1,00 1,00 30,479 4,450

BIRCS5 ifadelerinin 24. saat ila¢ grubunda 30,4 kat artis, 48. saat ilag grubunda 4,4 kat artis

goriilmektedir.
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Sekil 4.3. CFPAC-1 hiicrelerinde BIRC5 geni amplifikasyon grafigi ve erime pikleri.
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4.1.1.2. MIA PaCa-2 Hiicrelerinde CPC Yolag: Gen ifade Diizeyleri

MIA PaCa-2  hiicrelerinden

goresentezlenmistir. Gen ifade diizeyleri ACTB geni ile normalizasyonu yapilarak 6lciilmiistiir.

elde

edilen

total-RNA’lardan

Tablo 4.4. MIA PaCa-2 hiicrelerinde ACTB ve AURKB ekspresyonu.

cDNA’lar

Gruplar

Kontrol 24 | Kontrol 48 ilag¢ 24 ilac 48

CT-ACTB 29,713 28,181 28,619 28,360
CT-AURKB 31,659 31,948 31,671 32,874
ACT 1,946 3,768 3,051 4,515

AACT 0 0 1,105 0,747
2-4ACT 1,00 1,00 0,465 0,596

Gen ekspresyon diizeyinde degisim katsayilari 2,151 1,678

AURKB ifadelerinin degisimi 24. saat ila¢ grubunda 2,1 kat, 48. saat ila¢ grubunda 1,6

katazalma goriilmektedir.

e e Melt Curve Plot
Amplification Plot

A

= 7
01 008417]

Derivative Peporter (-An’

Cycle
Temoerat tre (0]

W miaPaca-2C24 [l MIA PaCa-2 C48 MIAPaCa-2124 [l MIA PaCa-2 148 W ViAPaca2c2a [l MIA FaCa-2 C48 MIA PaCa-212¢ [l MIAFaCa-2 148

Sekil 4.4.MIA PaCa-2 hiicrelerinde AURKB geni amplifikasyon grafigi ve erime pikleri.
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Tablo 4.5. MIA PaCa-2 hiicrelerinde ACTB ve CDCA8 ekspresyonu.

Gruplar

Kontrol 24 | Kontrol 48 ilagc 24 ilac 48

CT-ACTB 29,713 28,181 28,619 28,360
CT-CDCAS8 32,592 32,663 32,205 33,735
ACT 2,879 4,482 3,586 5,376

AACT 0 0 0,706 0,894
2-4ACT 1,00 1,00 0,613 0,538

Gen ekspresyon diizeyinde degisim katsayilari 1,631 1,857

CDCAS8 ifadelerinin degisimi 24. saat ila¢ grubunda 1,6 kat, 48. saat ila¢ grubunda 1,8 kat

azalma goriilmektedir.
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Sekil 4.5.MIA PaCa-2 hiicrelerinde CDCA8 geni amplifikasyon grafigi ve erime pikleri.

Tablo 4.6. MIA PaCa-2 hiicrelerinde ACTB ve BIRC5 ekspresyonu.

Gruplar

Kontrol 24 | Kontrol 48 ilag 24 ilagc 48

CT-ACTB 29,713 28,181 28,619 28,360
CT-BIRC5 32,323 33,517 33,096 34,249
ACT 2,610 5,337 4,477 5,889
AACT 0 0 1,867 0,552
2-0ACT 1,00 1,00 0,274 0,682

Gen ekspresyon diizeyinde degisim katsayilari 3,647 1,466

BIRCS ifadelerinin degisimi 24. saat ila¢ grubunda 3,6 kat, 48. saat ila¢ grubunda 1,4 kat

azalma goriilmektedir.
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Sekil 4.6.MIA PaCa-2 hiicrelerinde BIRC5 geni amplifikasyon grafigi ve erime pikleri.
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4.2. Tartisma

Mitoz sirasinda farkli rollere sahip olan aurora kinazlarin inhibisyonu, antikanser tedavisi
icin yeni bir strateji olarak ortaya ¢ikmaktadir. Gliniimiz teknolojisiyle daha ¢ok hiz kazanan
tedavi yontemleri sayesinde ¢ok cesitli kanser tiirlerinde ve antikanser tedavisinde biiyiik
terapdtik potansiyele sahip danusertib’inin vivo ve in vitro denemeleri sonucunda bize Aurora
kinaz B’yi inhibe eden kiiglik molekiillii ve giiclii bir ila¢ oldugunu gostermektedir.Buna ek
Danusertib, faz 1 ve faz II'deki klinik ¢alismalarda, pankreas kanseri de dahil bir¢ok cesitli

kanserlerde 6nemli terapo6tik potansiyel géstermistir.

Bu calismada, danusertib ile muamele edilen pankreas kanseri hiicre hatti CFPAC-1 ve MIA
PaCa-2 hiicrelerinde CPC’de 6nemli olan AURKB, INCENP, CDCA8 ve BIRC5 genlerin ekspresyon

diizeyleri incelenmistir.

Bu ¢alismada,CFPAC-1 hiicrelerinde CPC’de 6nemli olan AURKB, CDCA8 ve BIRC5 genlerin
ekspresyon sonuglarina ulasilmistir. AncakINCENP geniekspresyonu primerlerin ¢alismamasi

nedeniyle gosterilememistir.

MIA PaCa-2 hiicrelerinde de CFPAC-1 hiicrelerinde oldugu gibi CPC’de 6nemli olan AURKB,
CDCA8 ve BIRC5 genlerin ekspresyon sonuglarina ulasimistir. Ancak burada da INCENP

genininprimerlerden kaynaklanan hatalar nedeniyle eksprese edilmedigi gozlemlenmistir.

AURKB, onemli bir mitoz diizenleyicidir. Sitokinez kontrolii yoluyla kromozom
ayrismasinda 6nemli bir rol oynar [56]. AURKB, tiimor hiicrelerinde asir1 eksprese edildiginden
terap6tik bir hedef haline gelmistir [5].Bu denli giiclii bir hedef olan AURKB geninin,bu
calismada,ekspresyon sonuclarindaki degisim katsayilar1 géz oniine alinarak diger AURKB

calismalariyla karsilastirilip desteklenmesi amaglanmistir.

He ve arkadaslari, calismalarinda insan l6semi hiicrelerinde AURKB gen ekspresyon
sevilerinde artis meydana geldigini aciklamislardir. Calismalarinda Pan-Aurora kinaz inhibitori
Danusertibin, AURKB gen ekspresyon seviyelerinin lésemi ve lenfoma dahil bir¢ok insan
kanserinde inhibe edildigini ve insan losemi hiicrelerinde apoptoz ve otofaji indiiksiyonu ile
sonuc¢landigini agiklamislardir [98]. Bu ¢alismada, AURKB gen perimeri icin elde edilen veriler
CFPAC-1 hiicrelerinde ACTB geni ile normalizasyonu yapilarak, AURKB ifadelerinin 24. saat ila¢
grubunda 11,5 kat artis goriiliirken 48. saat ila¢ grubunda ise 6,8 kat artis goriilmektedir. Bu
durum MIA PaCa-2 hiicrelerinde ACTB geni ile normalizasyonu yapildiginda AURKB ifadelerinin
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degisimi 24. saat ilag grubunda 2,1 kat, 48. saat ilag grubunda 1,6 kat azalma
gorilmektedir.Ancak bu ¢alismada, doz ve zaman bagimli Danusertib uygulamasinda CFPAC-1
hiicrelerinde bir diren¢ ortaya ¢ikmakta ve istenilen diizeyde bulunmamaktadir.MIA PaCa-2
hiicrelerinde ise doz ve zaman bagimli Danusertib uygulamasinda bir azalis gértilmekte ve bu
istenilen sonucu vermektedir. Pankreas kanserinde AURKB gen ekspresyon diizeylerinde ki
artis, Pan-Aurora kinaz inhibitéori Danusertib kullanilmasiyla He ve arkadaslarinin
calismalarinda oldugu gibi azalis gosterdigi sonucuna varilmistir. Pan-Auraora kinaz inhibitori
Danusertib’in kullanilmasiyla primer tiimoérlerde azalislarinmeydana gelmesi uygun bir anti-

tiimoral ilag oldugunu kanitlamaktadir.

Borealin proteini kodlayan CDCA8 geni, esas olarak mitoz sirasinda organ gelisiminde
ifade edilir. CPC yolag1 gen primerleri arasinda 6nemli bir yeri olan CDCA8 geni yetiskin
dokularda, testis, kolon ve deride eksprese edilmektedir. Diger yetiskin dokularda ekspresyonu
neredeyse yok denecek kadar zayiftir [65]. Bu ¢alismada,CDCA8 gen perimeri icin elde edilen
veriler CFPAC-1 hiicrelerinde ACTB geni ile normalizasyonu yapilarak, CDCA8 ifadelerinin 24.
saat ila¢ grubunda 6,4 kat artis goriiliirken 48. saat ila¢ grubunda ise 6,8 kat artis goriilmektedir.
Bu durum MIA PaCa-2 hiicrelerinde ACTB geni ile normalizasyonu yapildiginda CDCAS8
ifadelerinin degisimi 24. saat ila¢g grubunda 1,6 kat, 48. saat ila¢ grubunda 1,8 kat azalma

goriilmektedir.

BIRCS5 geni, diger CPC yolagi gen primerleri gibi bircok kanser hiicrelerinde asir1 eksprese
edilmektedir. Embriyonik gelisim sirasinda dokularda asir1 miktarda eksprese
edilirken,olgunlasmis yetiskin dokularda ¢ok zayiftir [76,78]. BIRC5, bir¢ok kanser hiicresinde
oldugu gibipankreas kanser hiicresinde de eksprese edilmektedir. Bu calismada, BIRC5 gen
perimeri icin elde edilen verilerCFPAC-1 hiicrelerinde ACTB geni ile normalizasyonu
yapilarak,BIRC5 ifadelerinin 24. saat ila¢ grubunda 30,4 kat artisgdzlemlenirken, 48. saat ilag
grubunda ise 4,4 kat artis ortaya cikmistir. Bu durum MIA PaCa-2 hiicrelerinde ACTB geni ile
normalizasyonu yapildiginda BIRC5 ifadelerinin degisimi 24. saat ilag grubunda 3,6 kat, 48. saat

ilac grubunda ise 1,4 kat azalma goriilmektedir.

Gerceklestirilen bu calismasinda elde edilen veri sonugclarikarsilastirildiginda her iki hiicre
hattinda INCENP geninin eksprese edilmediginin gorilmesi ileakillara bu geninpankreas
kanserinde sonug verip vermedigi sorusunu getirmektedir. Ancak, gen primerlerinin ¢alismamis

olmasi olasilig yiiksektir.
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Honda ve arkadaslarininAurora B, INCENP ve Survivin ekspresyonu ile ilgili yaptigi
calismalar sonucu,rekombinant proteinleri kullanarak, Aurora B kinaz aktivitesinin INCENP
tarafindan uyarildigin1 ve INCENP’nin C-terminal boélgesinin aktivasyon icin yeterli oldugunun
sonucuna ulasmislardi. Aurora B, INCENP ve Survivinin, hiicre déngisiiniin G; fazinin ilk
evrelerinde koordineli bir sekilde eksprese edildigi ve bunun ardindan mitoz baslangicina dogru
stirekli artis gosterdigini belirtmistir [99].Lau ve arkadaslari, pankreas kanserine 06zgl
markirlardan INCENP’in, kanserli olmayan kontrol pankreaslarina kiyasla tiimor tasiyan
pankreaslarda 6nemli 6lciide upregiile edildigi sonucuna ulasmislardir. Ek olarak pankreas
kanserinde INCENP gen ifade diizeyinin 11,5 kat artis gosterdigi sonucunaulasmislardir [100].
Yapilan bu ¢alismalar dogrultusunda kullanmis oldugumuz INCENP gen primerinin calismadigi

sonucuna Var11m1§t1r.

Yuan ve arkadaslari, danusertib’in hiicre biiylimesi, apoptoz, otofaji ve epitelyal-
mezenkimal gecisi ve insan mide kanseri AGS ve NCI-N78 hiicrelerinde etki mekanizmalarini
arastirmislardi. Calismalarinda danusertib’in, hiicre cogalmasini inhibe ettigi, mitokondri
aracilifiyla apoptotik yolagi aktive ettigini, insan AGS ve NCI-N7 hiicrelerinde otofajiyi
indiikledigi ve ayrica danusertib’in, antikanser etkisine katkida bulunarak, epitelyal-mezenkimal

gecisi bastirdig1 sonucunu varmislardir [80].

Kalu ve arkadaslari, insan papilloma virtisii (HPV) ile iliskili bas ve boyun skuamoz hiicreli
karsinom (HNSCC) ve rahim agz1 kanseri icin yaptiklari ila¢ gelistirme arastirmalarinda, Aurora
kinaz inhibisyonunun in vivo etkinligini test etmek i¢cin HPV pozitif HNSCC hastasi tiiretilmis
ksenogreftleri (PDX'ler) tasiyan farelere danusertib uygulanmis ve danusertibin HNSCC'li

hastadan elde edilen ksenograft modellerinde tiimo6r boyutunu azalttigini belirlemislerdi [81].

Shang ve arkadaslari, ¢alismada danusertib’in melanoma karsi antikanser etkilerini in
vitro ve in vivo deneyler ile kanitlamaya ¢alismistir. Danusertib’in melanomda hiicre déngiistini
durdurma ve apoptozu indiikleyerek melanom biiyiimesini 6nemli 6l¢iide inhibe edebildigini ve
buna ek olarak onkojenik Akt/mTOR sinyal yolunu ve melanom hiicrelerinde otofajiyi

indiikledigi sunucuna ulasmislardir [82].

Zi ve arkadaslari, danusertibin kanser hiicresi 6ldiirme etkisini incelemeyi ve insan
yumurtalik karsinomu hiicre hatlar1 C13 ve A2780cp’de proliferasyon, hiicre dongiisii ilerlemesi,
apoptoz, otofaji ve epitelyal-mezenkimal gecis tizerindeki etkilerini arastirdiklar1 calismada

Danusertib’in hiicre proliferasyonunu belirgin sekilde inhibe ettigini, apoptoz ve otofajiyi
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indiikledigini ve hatta her iki hiicre hattinda da PI3K/Akt/mTOR sinyal yolunu iceren epitelyal-
mezenkimal gecisi baskiladigini bulmustur [83].

Li ve arkadaslari, Danusertib’in biiylime, apoptoz, otofaji ve epitelyal-mezenkimal gecis ve
insan meme kanseri MCF7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde etkilerini arastirmistir. Calismalarinda
Danusertib’in hiicre proliferasyonunu belirgin sekilde inhibe ettigini, apoptoz ve otofajiyi
indiikledigini ve her iki meme kanseri hiicre hattinda epitelyal-mezenkimal gecisi baskiladigini

gostermistir [84].

Wang ve arkadaslari, intra iliak arter enjeksiyonu yoluyla meme kanseri hiicreleri ile
onceden yiliklenmis fare kemiklerini parcalayarak, kiiltiir icinde kemik dizisi veya BICA olarak
adlandirilan bir ex vivo kemik metastazi modeli olusturmus ve daha sonra danusertib’in in vivo
etkinligini test etmislerdir. Spesifik olarak, 100nM danusertib, BICA’da tlimér biiylimesinin
%90'1ndan fazlasini inhibe ettigini, MCF-7 hiicrelerinde oldugu gibi benzer inhibitor etkiler

sergiledigi sonucuna varmislardir [85].

Fei ve arkadaslari, danusertib ile muamele edilmis insan Bcr/Abl T3151, Bcr/Abl vahsi tip
ve Bcr/Abl olmayan ALL hicrelerinin duyarhiliklarini  karsilastirmistir. Calismalarinda,
Danusertib’in hiicrelerde proliferasyonu ve apoptozu indiikledigini gdzlemlemistir. Ayrica in
vivo ¢alismalarda, Bcr/Abl tirozin kinaz aktivitesini ve Aurora kinaz B’yi etkili bir sekilde bloke
ettigini ve Danusertib ile muamele edilmis insan Bcr/Abl T3151 ALL hiicreleri ile
transplantasyon yapilan farelerin, 6nemli 6l¢lide daha uzun siire hayatta kaldigi sonucuna

varmislardi [101].

Meulenbeld ve arkadaslari calismalarinda, dosetaksel-refrakter metastatik kastrasyona
direngli prostat kanseri hastalarinda danusertib’in antitlimoér aktivitesini degerlendirmistir.
Danusertib’in prostat kanseri modellerinde in vivo antitimor aktivitesini gdésterdigini ve bu
randomize faz Il ¢alismasinin, danusertib’in, dosetaksel-refrakter kastrasyona direngli prostat

kanserli hastalarda minimal tek ajan aktivitesine sahip oldugunu tespit etmislerdir [102].

Zhu ve arkadaslari, pan-Aurora kinaz inhibitdrii olan Danusertib’in, hepatoseliiler
karsinom HepG2 hiicrelerinin proliferasyonu, hiicre déngiisii, apoptoz ve otofajisi tizerindeki
etkisini arastirmislardir. Kanserli insan karaciger hiicre hattindaki (HepG2) hiicrelerinde in vitro
calismalarinda danusertib uygulanan HepG2 hiicrelerinin ¢ogalmasini  baskiladigi

sonucunavarmislardir. Buna ek olarak Danusertibin, HepG2 hiicrelerinde Gz/M fazinda hiicre
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dongiisiiniin durmasina neden oldugunu, apoptozu ve otofajiyi indiiklediginitespit etmislerdir

[103].

Cilibrasi ve arkadaslar1 yaptiklar1 c¢alismada, Aurora Kkinazlarin inhibisyonunun,
glioblastom (primer malign beyin tiimoérii) hastalarindan izole edilen bes glioma kok hiicre
(GBM2, G144, G179, G166, GliNS2) hattindaki etkisini arastirmistir. Calismalarinda
Danusertibin, Aurora kinazlar1 tiim glioma kok hiicrelerinde benzer olgiide inhibe ettigini

kanitlamiglardir [104].

Vargas ve arkadaslari, HIV-1 latansli 24ST1NLESG hiicre hattinda Aurora kinaz inhibitori
Danusertib’in latent HIV-1 enfeksiyonunun tersine cevrilmesini bloke eden en segici ve etkili

inhibitor oldugunu tespit etmislerdir [105].

Danusertib’in farkli kanser tiirlerinin c¢esitli yolaklarinda yapilan in vivo ve in
vitrogalismalarda hiicre dogiisiinii indtikledigi, apoptozu ve otofajiyi bloke ettigi arastirilmistir
[80,82,83,98,103]. Ayrica Dausertib’ininhibisyon etkisi daha 6nce yapilan ¢alismalari referans
alarak bu calismada yapilan pankreas kanserinde CFPAC-1 ve MIA PaCa-2 hiicre hatlarinda
AURKB, INCENP, BIRC5 ve CDCAB8 genlerinin ekspresyon seviyelerine bakilmistir. Sonug¢ olarak

bu ¢alismada Danusertib’in diger kanser tiirlerinde oldugu gibi inhibisyon etkisi g6zlemlendi.
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5. SONUCLAR ve ONERILER
Bu calismada, CFPAC-1 ve MIA PaCa-2 hiicre hatlarinda Aurora kinaz inhibitéri olan
Danusertib’in,(3-aktin geni referans alinarak,CPC yolagi (AURKB, INCENP, CDCA8 ve BIRC5)Sybr

green gen primerlerininekspresyon diizeyleri,VIIA 7 Real Time PCR cihazindaélciilmiistiir.

CFPAC-1 hiicrelerinde kromozomal geciste dnemli olan genlerin arastirilmasi icin; qRT-

PCR teknigi ile CPC iliskili gen ifade diizeyleri incelenmistir.

x  AURKB ifadeleri,

ilag Gruplar | Artis-Azahs katsayilari

24 saat 11,57
48 saat 6,8T

x INCENPgeni eksprese edilememistir.

x CDCAS8 gen ifadeleri,

ila¢ Gruplar | Artis-Azahs Katsayilari

24 saat 6,471
48 saat 6,8T

x BIRCS5 gen ifadeleri,

ila¢ Gruplar | Artis-Azahs Katsayilari

24 saat 30,47
48 saat 4,471

MIA PaCa-2 hiicrelerinde kromozomal geciste 6nemli olan genlerin arastirilmasi i¢in; qRT-

PCR teknigi ile CPC iliskili gen ifade diizeyleri incelenmistir.

x  AURKB ifadeleri,

ilag Gruplar | Artis-Azahs katsayilari

24 saat 2,14
48 saat 1,64

x INCENPgeni eksprese edilememistir.
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x CDCAS8 gen ifadeleri,

ila¢ Gruplar | Artis-Azahs Katsayilari

24 saat 1,64
48 saat 1,84

x BIRC5 gen ifadeleri,

ila¢ Gruplar | Artis-Azahs katsayilar

24 saat 3,64
48 saat 1,44

Bu ¢alisma sonucunda elde edilen verilere bakildiginda, CFPAC-1 hiicre hattinda24 ve 48
saatlikilacgruplarinda, AURKB, BIRC5 ve CDCAS8 gen ekspresyonlarinin yiiksek, MIA PaCa-2
hiicre hatinda da ¢ok diisiik oldugu gozlenmektedir.

Gergeklestirilen tez c¢alismasi sonucunda, metastatik hiicre hatti olan CFPAC-1
hiicrelerinin Danusertibe diren¢ gosterdigi sonucuna ulasilmaktadir. Daha fazla CPC proteini
tireterek blokasyondan kurtulmaya calistig1 sonucuna varilmaktadir. Ancak, primer tiimér (non-
metastatik) hatt1 olan MIA PaCa-2 hiicreleri bu ajana karsi sensitive 6zellik gésterdiginden, Pan-
Aurora Kinaz inhibitérii Danusertibin Pankreas Duktal Adenokarsinomlarinda etkin bir inhibitor

olabilecegi disiintilmektedir.

Pan-Aurora kinaz inhibitorii olan Danusertib’in, doz ve zaman bagiml etkisinin CFPAC-1
ve MIA PaCa-2 hiicre hatlarinda daha 6nce yapilmis olangalismalarina ek olarak,ilerde pankreas
karsinoma lizerine yapilacak olan calismalara i1sik tutacagi ve literatiire katki saglayacagi
diisiiniilmektedir. Danusertib’in doz ve zamana bagh farkhh bilesiklerle sinerjik
etkileriningalisilip, degisik karakterdeki pankreas karsinoma hiicre dizilerindeki ve sinyal

yolaklarindaki etkilerinin arastirilmasi, gelecek in-vitro ila¢ ¢calismalarina 1s1k tutacaktir.
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EKLER

Ek 1. High Pure RNA izolasyon protokolii

1. Hiicre siispansiyonu santrifiij edildikten sonra siipernatant atilir. Uzerine 400pl Lysis
Binding Buffer eklenir. Restlispanse edilir. Képiirtiiliir.

Ornek RNA izolasyon kolonuna aktarilr.

30sn 13500 rpm’de santrifiij edilir. Toplama tiipiine gegen sivi bosaltilir. Kolona 56ul
DNase+Incubation Buffer (1pul DNase I, Sullncubation Buffer, 50ul Apyrojenik su) eklenir.
4. 15dk 25°C’da inktibe edilir.

5. Kolona 500ul Wash Buffer I eklenir.

6. 30sn 13500 rpm’de santrifiij edilir.
7
8
9

w N

Toplama tiipiline gecen s1vi bosaltilir. Kolona 500ul Wash Buffer II eklenir.
30sn 13500 rpm’de santrifiij edilir.
. Kolona 200ul Wash Buffer II eklenir.

10. 2dk 14500 rpm’de santrifiij edilir. Toplama tiipleri atilir.

11. Kolonlar 1,5ul’'lik eppendorf’a yerlestirilir. 75pul Elution Buffer eklenir.

12. 75 sn 13500 rpm’de santrifiij edilir.

13. Eppendorf tiiplerine gecen RNA’lar NanoQ’da olgiiliir. 260nm/280nm’de 1,7-2,0 kalite
beklenir.

14. RNA’lar -80°C’de saklanir.

EK 2. Transcriptor First Strand cDNA sentez Kiti protokolii

Kullanima baslamadan o6nce bitiin reagent ve RNA Ornekleri erimeye birakilir.
Prosediire baslamadan 6nce erimis 6rnek ve reagentlar kisa bir spin yapilir. Biitiin reagent ve
RNA 6rnekleri buz tizerinde korunmalidir.

MIX:

Total RNA veya poly (A) mRNA (NanoQ 6l¢iimiine gore) xul
10X RT Random primer 2ul

Su, PCR grade (RNA miktarina gore) x pl

10X RT Buffer 2ul

25X dNTP Mix (100mM) 0,8ul
MultiScribe Reverse Transcriptase 1ul
RNase Inhibitor 1ul

Mix tamamlandiktan sonra Termalcycler’a yiiklenir ve tek dongiide cDNA sentezi gerc¢eklestirilir.

Termalcycler protokolii (tek dongii)
25°C de 10 dakika
37°C de 120 dakika
85°C de 5 dakika
4°C de 1 dakika

Uretilen cDNA o6rnekleri -20’de muhafaza edilir.
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Ek 3. Gotaq qPCR Master Mix qRT-PCR protokolii
Gerekli Malzemeler

VIIA 7 Reel Time PCR cihazi (Applied Biosystems)

Master Mix; Gotaq qPCR Master Mix (Promega cat no: A6001)
Lightcycler 480 sealing foil (Roche cat no: 04729757001)
Lightcycler 480 multiwell plate 96 (Roche cat no: 04729692001)
Primer

SNl

Real-Time PCR da kullanilan karisim;
-4.0uL PCR i¢in uygun saflikta su

-10pL Reaksiyon enzimi (Probe master)
-1.0uL Forward Primer

-1.0uL Reverse Primer

-4.0uL c-DNA

Inkiibasyon asamasi
95°C’de 2 dakika DNA polimerazin aktive olmasi i¢in bekletilmistir.

Amplifikasyon asamasi

3 asamada gerceklestirilmistir, asagidaki dongii 40 defa tekrarlanmistir.

1.Basamak; 95°C’de 15 saniye DNA'min c¢ift iplikli yapidan tek iplikli yapiya gec¢mesi
(denatiirasyon).

2.Basamak; 60°C’de 60 saniye primerlerin baglanmasi (annealing).

3.Basamak; 60-95°C’de ayrisma (dissociation).
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