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OZET

PAN-AURORA KiNAZ INHIBITORU OLAN DANUSERTIB’IN PANKREAS KANSERI
HUCRELERINDE OTOFAJi, METASTAZ VE EPITELYAL MEZENKIMAL GECiS (EMT) UZERINE
ETKILERININ ARASTIRILMASI

Kanser kelime anlami olarak bir organ veya dokudaki hiicrelerin diizensiz olarak
boliinlip ¢ogalmasi ile beliren ve organizmayr 6liime kadar gotiiren kotii tiimorler olarak
tanimlanir. Kanser tek bir organ hastalifi olmadig: icin kanser tiirtinlin belirtileri ve tedavi
yontemleri de birbirinden farklidir. Bu ¢alismada, CFPAC-1 ve MIA PaCa-2 pankreas kanseri
hiicre hatlarinda daha 6nce yapilan sitotoksisite deneyinde belirlenen 1Cso degeri CFPAC-1
hiicreleri i¢cin 399 nM, MIA Paca-2 hiicreleri icin 318 nM saptanmis ve bu dozda ilag
kullanilmistir. xCELLigence CIM-Plate 16 ve yara agma deneyleri sonucu, iki pankreas kanseri
hiicre hattinda Danusertib ilacinin bulundugu gruplarda migrasyonu durdurdugu gorilmiistiir.
Danusertib’in zamana bagh 1Cso degerleri iki hiicre hattinda 24. ve 48. saatlerde akim sitometrik
olarak ol¢iilen DAPI-A otofajik analizi sonucunda; CFPAC-1 hiicrelerinde 24. saatte %6, 48.
saatte %6,6 oraninda MIA PaCa-2 hiicrelerinde ise 24. saatte %4,1, 48. saatte %4,7 oraninda
otofaji gorilmiistiir. Danusertib’in apoptoz iizerine etkilerini géstermek icin, qRT-PCR metodu
ile kaspaz -3, -6, -7, kaspaz -8, -9 ve metastaz lizerine etikilerini géstermek icin, qRT-PCR metodu
ile VEGF, Zeb-1, Slug ve Snail gen ifade diizeyleri arastirilmistir. Doz/Zaman bagimli Danusertib
uygulanmis CFPAC-1 ve MIA PaCa-2 hiicrelerinde kaspaz ifadelerinde artis gézlenmistir ve bu
durum her iki kanser hiicresinde de hem i¢c hem de dis yolaktan apoptozun (programlanmis
hiicre 6liimii) gerceklestigini gostermektedir. Metastatik gen ifade diizeyleri analizi sonucu,
anjiyogenezde rol oynayan VEGF gen ifadesinde CFPAC-1 hiicrelerinde azalma meydana
gelirken, MIA PaCa-2 hiicrelerinde artis meydana gelmektedir. EMT ile iligkili olan Zeb1, Slug ve
Snail gen ifadelerinde ise azalma meydana gelmektedir. Bu genlerin ifadelerinin azalmasi
metastazin engellendigini godstermektedir. Sonu¢ olarak, Pan-Aurora Kinaz inhibitorii
Danusertib, pankreatik kanserlerde anti-timoér ve anti-metastatik etkili potansiyel bir ajan
olabilir. Ancak, ileri in-vivo arastirmalarin gercgeklestirilerek c¢alismanin desteklenmesi
ongoriilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Aurora kinaz, Metastaz, Otofaji, Danusertib, Migrasyon, ZEB

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



ABSTRACT

THE INVESTIGATION OF THE EFFECT OF DANUSERTIB, A PAN-AURORA KINASE
INHIBITOR, ONTO AUTOPHAGY, METASTASIS AND EPITHELIAL MESENCHYMAL
TRANSITION (EMT) IN PANCREATIC CANCER CELLS

The mean of the Cancer is defined as bad tumors, which occur by irregular division and
proliferation of cells in an organ or a tissue and lead the organism to death. Since cancer is not a
single organ disease, the symptoms and treatment methods of the cancer type are different. In
this study, two ICso values (399nM and 318nM) which previosuly measured by xCELLigence
Cytotoxicity test were used in both CFPAC-1 and MIA PaCa-2 pancreatic cancer cells,
respectively. The xCELLigence CIM-Plate 16 Migration and Wound Healing Tests showed no
migration in Danusertib treated pancreatic cancer cells. The time-dependent ICso values of
Danusertib were determined by Flow Cytometric DAPI-A autophagic analysis at 24th and 48th
hours in two cell lines: The Autophagy was observed that in CFPAC-1 cells at 24 and 48 hours as
6% and 6,6%, respectively and in MIA PaCa-2 cells at 24 and 48 hours as 4,1% and 4,7%,
respectively. To demonstrate the effects of Danusertib on apoptosis and on metastasis, caspase -
3, -6, -7, caspase -8, -9 and VEGF, Zeb-1, Slug, Snail gene expression levels were quantified by
using qRT-PCR method, respectively. An increase in the caspase expressions were observed in
both time/dose dependent Danusertib treated CFPAC-1 and MIA PaCa-2 cells that indicates of
apoptosis (programmed cell death) as internally or externally. The result of analyses of
metatstatic VEGF gene expression levels; plays a role in angiogenesis, were increased in MIA
PaCa-2 cells while they were decreased in CFPAC-1 cells. The expression levels of Zeb1, Slug and
Snail genes, associated with EMT, are decreased. Reduction of expression of these genes
indicates that metastasis is inhibited. In conclussion, Danusertib, a Pan-Aurora Kinase Inhibitor,
may be a potential anti-tumor and anti-metastatic potent agent in pancreatic cancers. However,
it is envisaged to support the study by conducting advanced in-vivo studies.

Keywords: Aurora Kinase, Metastasis, Autophagy, Danusertib, Migration, ZEB

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

Pankreatik kanser, pankreasin hem ekzokrin hem de endokrin tiimorlerini
kapsamaktadir. Pankreatik tiimorlerin %90’indan fazlasi duktal epitelyumdan kaynaklanir.
Amerika Birlesik Devletleri'nde, pankreatik kanser erkeklerde teshis edilen ve yaygin olarak
gorilen hastalik olarak st sirada yer alirken kadinlarda dokuzuncu sirada yer almaktadir.
Goreceli olarak diisiik orana sahip olan pankreatik kanseri, hem erkeklerde hem de kadinlarda
kanser oOllimlerinin dérdiincii 6nde gelen nedeni olmakla birlikte, 2020’den sonra ABD’de
kansere baglh 6liimlerin ikinci 6nde gelen hastaligi olarak tahmin edilmektedir. Pankreas kanseri
tlim kanser o6limlerinin yaklasik %7’sini olusturmaktadir. Bes yillik sagkalim orani oldukga
belirsizdir (tiim evreler i¢in yaklasik %6) ve tiim kanserler arasinda en azdir. Diger kanserlerle
kiyaslandiginda, 40 yil 6nce Ulusal Kanser Yasasi'nin gecisinden bu yana pankreas kanseri icin
hayatta kalma orani 6nemli 6l¢lide degisiklik gostermemektedir. Pankreatik kanserin etkisi ve
o0lim oranlan ilerleyen yasla birlikte artmakta ve 50 yasindan sonra daha hizli gelisim

gostermektedir. Erkekler de pankreatik kanser kadinlardan %30 daha yaygindir [1].

Diinya genelinde, pankreas kanseri her y1l 200.000’den fazla 6liimle sonu¢lanmaktadir.
Pankreatik kanser vakalarinin yaklasik %10’unun aileden kaynaklanan genetik temeli vardir ve
bu durum bireyin hastalig1 gelistirme riskini 6nemli 6l¢iide artirmaktadir. Bununla birlikte, cogu
pankreatik kanserin genetik temeli bilinmemektedir. BRCAZ genin mutasyonlari meme,
yumurtalik ve pankreas kanseri riskinde artisa neden olurken, ailesel pankreatik kanserde
BRCA1 mutasyonlarinin roli hala tartisiimaktadir. Pankreatik kanser i¢in bilinen en iyi risk
faktori sigara kullanimidir ve sigara birakma sonrasinda en az 10 y1l devam eden %75’lik bir

riske de yol acabilmektedir [2].

En sik rastlanilan pankreatik kanser tipi olan duktal adenokarsinomanin anlasilmasinda
son 10 yil icerisinde ¢ok 6nemli bilgiler ortaya ¢ikarilmistir. Diger kanserlerde oldugu gibi
pankreatik kanserde de, kromozomal degisikliklerden nokta mutasyonlarina kadar cok cesitli
genetik ve epigenetik degisiklikler saptanmistir. Saptanan bu heterojenik molekiiler degisiklikler
hiicrenin kontrolsiiz ¢ogalmasina yol acarak kanser olgusunu olusturmaktadir. Hiicre
proliferasyonunda rol oynayan bircok genin promotor bdlgesinde ki CpG adaciklarinda meydana
gelen epigenetik degisiklikler (metilasyon), telomer kisalmasi, telomeraz enzim aktivitesinin
artmasi ve mikrosatellit instabilitesi gibi farkli mekanizmalarin, pankreatik kanserlerde 6nemli
rol oynadiklari ortaya konmustur. Pankreas kanserinin 61iim orani oldukea ytiksektir. Bu oranin
yliksek olma sebepleri ise erken teshisin zorlugu, hizli metastaz yapma 6zelligi, radyoterapi ve

kemoterapiye cevap vermemesi seklinde siralanmaktadir. Pankreas kanserinin teshis
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edilmesini, organin anatomik konumu, belli etmeden gelismesi ve tiimore dair belirteclerin
olmamasi bu evreyi zorlastirmaktadir. Pankreatik kanserin erken tani ve tedavisi icin,
pankreatik kanserin baslangicinda ve progresyonunda rol alan molekiiler degisikliklerin ve

fonksiyonlarinin tanimlanmasi 6nemli hedefler arasinda yer almaktadir [3].

Bu calismada, CFPAC-1 duktal pankreatik adenokarsinoma hiicre hatti ve MIA PaCa-2
insan pankreatik karsinoma hiicre hattinda, Aurora kinaz B inhibitérii Danusertib’in 6nceki
sitotoksisite calismalarinda belirlenen ICso degerleri (CFPAC-1 icin 399 nM, MIA Paca-2 i¢in 318
nM konsantrasyonlar1) kullanilarak, 6 well plate’te yapilan yara acma (wound healing) ve
xCELLigence DP RTCA cihazinda CIM-Plate 16 deneyi ile migrasyon iizerindeki sonuglari tespit
edilmistir [4]. Ayrica, belirlenen hiicre 6liim tipinin otofajik olup olmadigi, BD FACS Aria III
cihazinda DAPI-A boyama (niikleus boyama) testi ile tespit edilmistir. DAPk diizenleyicileri olan
kaspaz -3, -6, -7 ve kaspaz -8, -9, metastaz ile iligkili olan VEGF, Zeb-1, Slug ve Snail gen
primerleri kullanilarak qRT-PCR ile gen ifade diizeylerinin belirlenmesi sonucu apoptoz ve EMT

ile iliskileri ortaya konmustur.
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2. KAYNAK ARASTIRMALARI

2.1. Onkogenez

Kanser hiicreleri, sadece bulundugu dokuda biliyiimekle kalmayip aynmi zamanda
metastaz yaparak baska dokularda da ¢ogalir. Invazyon ve metastaz siirecleri, embriyonik hiicre
gbcll ve yara iyilesmesinin normal fizyolojik siirecleri ile iliskilidir. Bu fizyolojik stireclerden
sorumlu molekiiller, invaziv malignitelerde deregiile edilmistir. Kanser hiicre gocii, integrinler
matriks bozucu enzimler ve hiicre-hiicre adhezyonu ve iletisim molekiilleri tarafindan
diizenlenir. Ozellikle, adezyon molekiilii olan E-kadherin, metastaz baslatiimasimin kilit bir
diizenleyicisi olarak ortaya ¢ikmaktadir. Primer timorde E-kadherin ekspresyonunun kaybiy,
epitelyal hiicrelerinin hiicre-hiicre temaslarin zayiflatir ve invazif hiicrelerin salinmasina izin
vermektedir. Metastaz, kanser hastalar1 icin tedavi basarisizliginin temel nedenidir. Kanser
girisiminin farkli modelleri, proliferasyonun, hiicre dliimiiniin ve kanser ilerlemesinin ana
hatlar1 olarak diizensizlestirilmesine odaklanmistir. Bununla birlikte, diferansiyasyon
derecesinde bir azalma, yliksek derecede malign lezyonlarla iliskili oldugu icin farklilasma ¢ogu
kanserin bir 6zelligidir. Hiicrenin kaderini diizenleyen birka¢ onkogenin oldugu gosterilmistir.
Bu nedenle hiicresel duruma bagh olarak, onkojenler sadece proliferasyon ve dliimii degil, ayn
zamanda sirsiz bir biliylimeye karsi emniyetli bir mekanizma olarak hareket edebilen
farklilasmay1 da tesvik edebilir. Kanser hastaligi, karmasik bir yapidadir. Dokulardaki tiimorler,
degisken hareketler sergilemektedir. Ornegin, pankreas tiimérleri yiiksek derecede agresif olma
egilimindedir, buna karsin prostat tiimérlerinde bdyle bir durum nadir olarak goriilmektedir.
Kanser, ayn1 zamanda bir¢ok sinyal iletim yollarinin diizensizligini iceren bir hastaliktir. Ilk
timor destekleyici gen kesfedildikten sonra yilizden fazla genin, tiimoriin baslangicindan

ilerlemesine kadar bir¢ok olayda rol aldig1 gosterilmistir [5].
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Sekil 2.1. Kanser olusum modeli [5].
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Kanser ile ilgili calismalar giin gectikce daha da artarken, kanser daha anlasilir hale
gelmekte ve bu hastaligin karmasikligi da gorintr hale gelmektedir. Kanser, kontrol edilemeyen
hiicre ¢ogalmasi olarak adlandirilmaktadir. Bu hiicre ¢ogalmasi, hiicre 6liimii ve apoptozisten
kurtularak tiimor gelismesine neden olmaktadir. Kontrolsiiz ¢ogalmasinin nedeni hiicrelerin
mutasyona ugramis olmasidir. Bu mutasyonlar genellikle proto-onkogenler olarak bilinen
genlerde olusur. Bu genler, farklilasmay1 ve hiicre biiylimesini kontrol eden proteinleri
kodlayarak hiicre dongiisiinii kontrol etmektedir. Mutasyon sonucunda ise bu genler
onkogenlere doniisiir, bu durumda hiicre ¢ogalmasi kontrol edilemez hale gelir. Boylece, kanser
olmayan bir hiicre onkojene déntismiis olur. Tiimdértin ¢ogalmasi kontrol edilemez ve kiitle artisi
damarlanma ihtiyacini karsilayabildigi siirece biliylimeye devam edebilir. Tiimorler, yeni damar
olusmasini ya da var olan damarlarin diizensiz bir hale gelmesine neden olur. Tiimoériin diger bir
ozelligi ise, hiicre membranimin dizensiz bir sekilde biiyiimesine neden olmasidir. Bu
diizensizlik hiicrenin endoteliyal baglantilar arasinda genislemesine neden olacak sekildedir. Bu
sekilde daha kisa damarlar olusur ve besin alimimi kolaylastiracak sekilde hiicreler daha poréz
yapida konumlanirlar. Her ne kadar antikanser ilaglarinin (metotreksat, paklitaksel vb.), in-vitro
ve In-vivo olarak timor capini Kkiiciilttiigii gosterilmis olsa da ve viicuttan tiimori
uzaklastirabilecegi diisiiniilse de, timorle etkilesiminden dolayr bu ilaglarin yeterliligi
konusunda endiseler vardir. Baz1 antikanser ilaglarinin yarilanma dmri ve spesifik olarak timor

hiicreleri ile etkilesiminin az olmasi bu ilaglarin kontrol altina alinmasini zorlastirmaktadir [6].

2.2. Pankreas

Pankreasi ilk kez tamimlayan kisi M.0. 300’lerde yagsayan Herophilus’tur. Adlandiriimasi
ise bundan yaklasik 400 y1l kadar sonraya dayanmaktadir ve “pankreas” olarak adlandirilan bu

organa bu isim Rufus tarafindan verilmistir [7].

Pankreas, bagirsagin arka kismindan fetal gelisimin birinci ayinda pankreas
tomurcuklanmasi (6n ve arka ¢ikinti seklinde) sonucu ortaya ¢cikmaktadir. Her iki ¢ikinti1 da saga
doner ve ventral pankreasin ¢iktif1 noktanin yaninda birbiriyle birlesir. Daha sonra duodenum
dondiikce pankreas da sola hareket eder [8]. Pankreas insiilin ve glukagon salgis1 yapan bir
organdir. Salgist kan sekerini diizenler ve sindirime yardimci olur. Pankreas, midenin arka
tarafinda bulunur. Uzunlugu 16-21cm olup, erkeklerdeki agirligi 70gr, kadinlarda ise 55gr’dir.
Sag uc¢ kisminda sis olan boliime bas, dar olan kismina gévde, bas kismi ile gévdenin birlestigi
boéliime boyun ve arka son ucuna ise kuyruk denilmektedir. Pankreas, i¢ ve dis olarak iki ayri
salglya sahiptir. Pankreas kanseri, koti huylu tiimorlerin dokuda meydana getirdigi ve

metastaza kadar ilerleyen énemli bir hastaliktir [6].
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Sekil 2.2. Pankreas’in konumu ve anatomisi [6].

2.2.1. Pankreas Kanseri

Pankreas kanserleri, kistik ve solid benign tiimérler disinda tiim maligniteler arasinda en
olimciil olanidir. Son yillarda oldukca artis gdsteren pankreas kanserinde tedavi stiresini
zorlastiran durumlar; tani zorlugu, hayatta kalma siiresinin kisa olmasi ve hizli metastaz yapma
ozelligidir. A.B.D.”de 2010 yilindaki hastaliksiz 6liimler iginde biitiin 6liimlerin %0,014'niin
nedeni pankreatik karsinoma olarak bilinen duktal invaziv adeno-karsinomdur. Diinya Saglik
Orgiiti'niin GLOBOCAN 2012 verilerine gore Tiirkiye’de ki tiim kanserler iginde, pankreas
kanseri kadinlarda % 0,5, erkeklerde % 0,9’dur [9].

Pankreas kanserinin en 6énemli yani kotii prognozlu tlimorlerden biri olmasidir. Kirk bes
yasindan sonra gorilme siklig1 artmaktadir. Kadinlarda goriilme orani erkeklere gore daha
azdir. Bu hastaligin devamlihiginda ise sigara, diabetes mellitus ve genler énemli rol oynar.
Tedavi slirecinde ameliyat ka¢inilmazdir. Ameliyat olan hastalarda ¢ yillik hayatta kalma orani
%30 civarinda oldugu belirtilmistir. Pankreas kanserli hastalarin yaklasik %90'ninda hematojen
veya peritoneal yolla yayilma saptanmaktadir. Timorin cevre dokulara invaze yapmasi
durumunda teknik olarak ameliyat riskli gértiilmektedir. Ameliyat edilemeyen hastalara bolgesel
tedaviler yapilmaktadir. Metastatik hastalardaki hayatta kalim orani 3-6 ay civarindadir. Cerrahi
islem uygulanan hastalarda ise farkli tedaviler yapilmaktadir. Bu tedaviler arasinda ameliyat,
kemoterapi, radyoterapi ve kemoradyoterapi yontemleri vardir. Biitiin yontemlere ragmen

tedavi sonucu hayatta kalim icin tam anlami ile yeterli gelmemektedir [10].

Pankreas kanserinin birincil tipi yiiksek bir orana sahip (%95) olan ve ekzokrin

fonksiyonunu etkileyen pankreatik adenokarsinomadir. Tedavi sonucu tiimériin pankreas

5
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icerisinde nerede olustugunun belirlenmesi ile dogru orantihdir. Evre-0’da kanser
gorilmemistir. Birinci evre, kanserin ortaya ciktigi organda yerini belirlemek icin bulunan
durumdur. ikinci evre, iki durumda meydana gelmektedir. Birincisi kanser yanindaki organlara
metastaz yapmis fakat lenf nodlarina yayillma yapmamistir. ikinci durumda ise kanser yakin
organlara metastaz yapmistir. Uciincii evre de ise kanser lenf nodlarina yayilmis olabilir ancak
biraz daha uzak olan diger organlara (dalak, mide, kolon, komsu damarlar) da ulasmistir.
Dordiincii evrede, timor metastaz yapmis uzak organlara kadar da ilerlemistir. Evre-0, -1 ve -2
tlimorlerine ameliyat uygunabilirken, evre-3 ve evre-4 deki tiimorlere uygulanamamaktadir. Bes
yilik hayatta sagkalim oranlar1 hastaligin evresine bagh olmaktadir. Belirlenen tiimérlerde
sagkalim orani %20 iken, organ yayimasinda %2, bolgesel tiimorlerde ise %8’dir. Pankreas
kanseri hastalarinin %7’sine timor tanisy, %Z26’sina bolgesel tani, %52’sine ise uzak organ

metastaz 6zelligine sahip olan pankreas kanseri tanisi1 konulmaktadir [11].

2.2.2. Pankreas Kanserinde Migrasyon

Pankreas kanseri tedavisinde kullanilan yéntemlerin en biiyiik sorunu metastazdir. Bu
sorun mevcut hastalarin tedavisini kotii yonde etkileyerek 6liime neden olmaktadir. Metastaz,
gelisigiizel bir olay dongiisii olmadigl icin kanser hiicrelerinin birbirlerine olan etkisi tedaviyi
zorlastirmaktadir. Bu etkiler tiimoériin bulundugu yerden ayrilmasi ile baslar. Devaminda ise kan
damarlarina invazyon, hedef organa yerlesme durumu, ¢ogalma ve anjiyogenezin uyarilmasi gibi
birbirleriyle iliskili olan siire¢ gerceklesir. Pankreas kanseri gelisimi sirasinda tiimér, komsu
dokulara hiicum ederek ve organlara yayilarak daha fazla metastatik hiicre olusturmaktadir.
Pankreas kanseri hastalarinda tiimoér, pankreas disina dogru hareket ederek metastaz
yapmaktadir. Yayillmanin en ¢ok goriildiigli organ karacigerdir. Daha sonra ise karin zari,
akciger, kemik ve adrenal bezler gelmektedir. Ayrica; beyin, diyafram, safra kesesi, kalp, ince ve
kalin bagirsak, bobrek yumurtalik, seminal vezikiiller, deri, mide, dalak, testis, tiroit bezi, mesane

ve uterus olmak iizere bircok organda metastatik pankreas kanseri rapor edilmektedir [11].

2.2.3. CFPAC-1 Pankreas Duktal Adenokarsinoma Hiicre Hatt1

Kistik fibrozis (KF), ter bezlerinde, pankreasta ve diger organlarda epitel hiicrelerinin
elektrolit tasima 6zelliklerine zarar veren kronik kalitsal bir hastaliktir. CFPAC-1 hiicreleri, kistik
fibrozisli (KF) bir hastadan elde edilmis pankreatik adenokarsinoma hiicre hattidir. Hiicreler
epitel morfolojisi gosterir ve pankreatik kanal hiicrelerinin sitokeratin ve onkofetal antijen
karakteristiklerini gosterir. cAMP ve cAMP-bagimli protein kinazin bazal ve uyarilmis seviyeleri

ile CFPAC-1’deki tekli Cl- kanallar, Cl- salgilayan epitelyal hiicre hatlarina benzemektedir. Anyon
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aktarimi ve tek Cl-kanali aktivitesi Ca*2 iyonoforlari tarafindan uyarilmis, ancak forskolin, cAMP
analogu veya fosfodiesteraz inhibitorleri, tarafindan uyarilmamistir. Hiicrelerin CF genini
eksprese ettigi en yaygin CF mutasyonu, bir fenilalanin-508 delesyonu ile sonuclanan fig
niikleotidin delesyonudur. Bu 6zellikleri, CFPAC-1’'in 80 pasaja kadar (24 ay) stabil olan CF

eksikligini gésteren hiicre hatt1 oldugunu géstermektedir [12].

2.2.4. MIA Paca-2 insan Pankreatik Karsinoma Hiicre Hatt1

Ameliyata, kemoterapiye ve radyoterapiye direncli bir tiimoér olan pankreas kanseri,
diinya capinda kanser siralamasinda dordiincii siradadir. MIA PaCa-2, tim pankreatik
tiimorlerin yaklasik %90'1n1 temsil eden bir insan metastatik pankreatik adenokarsinoma hiicre
hattidir. Bu hiicre hattinin fenotipik karekteristigi; epitelyal (CK-19), mezensimal (MNF-116),
endokrin (kromoganin A, CD-56, sinaptofizin), SSTR2 ve NT1 belirteclerinden olusmaktadir.
Genotipik 6zellikleri ise, karsinojenik mekanizmalarin anlasilmasinda énemli rolleri olan K-RAS,
pl6, p53 mutasyonlar1 ve mikrosatellit instabilitesi ile karakterizedir. Bu mutasyonlar ve
genomik instabilite, pankreas adenokarsinomunun Epitelyal-Mezenkimal Ge¢is mekanizmasinda

o6nemli rollere sahiptir [13].

2.3. Hiicre Dongiisii

Hiicrelerin boliinmesi ve ¢ogalmasi canlilifin devami icin gerekli olan olaylardir. Bu
olaylar karmasik ve kontrolli bir sekilde gerceklesmektedir. Boliinmenin baslamasindan
bitimine kadar bu karmasik olaylar bir dongii seklinde meydana gelmektedir. Hiicre siklusu
olarak adlandirilan bu olaylar dizini iki ana fazdan olusmaktadir: Bu fazlar interfaz (hazirlik) ve
mitoz (boliinme) seklindedir. Hazirlik evresi olarak adlandirilan interfaz evresi ise kendi
arasinda tice ayrilmaktadir. Bunlar; G1, S, ve G2 fazlar’’dir. G1 evresi biiytime, S evresi DNA'nin
replike olmasi, G2 evresi ise boliinmeye hazirlik olarak ifade edilmektedir. Bu evreler kontrollii
bir sekilde gergeklesir. Bu kontrol 3’e ayrilir. Birinci kontrol noktasi olan G1/S fazi, DNA'nin
kendini eslemek icin hazir oldugunu, ikinci kontrol noktasi olan G2/M fazi, hiicrenin béliinme
icin hazir oldugunu, iiclincli kontrol noktasi olan M ise mitozun tamamen gergeklesmesi icin
uygun oldugunu ifade etmektedir. Bu 3 asamanin gerceklesmesi ile hiicre normal olarak

boéliinmesini tamamlamaktadir [11].
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Sekil 2.3. Hiicre dongiisii ve kontrol noktalar1 [11]. Ug ana kontrol faz1: G1/S fazi, G2/M fazi ve M
noktasl.

G; DNA-hasar
kontrol noktasi

G1/S, G2/M ve M noktalari, hiicre i¢i ya da ¢evresindeki sinyal hareketlerine yanit olarak
gerceklesen déngiiniin ilerlemesini takip eder. interfaz evresinin en uzun ve en degisken faz1 G1
evresidir. G1 evresinde hiicre besinleri toplamakta, DNA sentezi ve kromozom eslenmesi icin
gerekli proteinleri ve RNA’y1 sentezlemektedir. Bu evrede hiicre hareketi iki kontrol noktasi
tarafindan saglanir. Bunlar, kisitlama noktasi ve G1 DNA-hasar kontrol noktasidir. Kisitlama
noktasi hiicre ici hareketlerin fizyolojik siirecini, G1 DNA-hasar kontrol noktasi ise replike olan
DNA’nin biitiinliigiinii kontrol eder. Ornegin, DNA’da biiyiik bir hasar meydana gelmisse, p53
geni devreye girerek G1 DNA hasar kontrol noktasindan hiicrenin S fazina girmesini engeller ve
programlanmis hiicre 6limi (apoptoz) gerceklesir. Kisitlama noktasi en o6nemli kontrol
noktasidir. Hiicre doéngiisiinii gecici olarak durduran p53 geni, sikline bagl kinazlarin
(CDKI=Siklin Bagimh Kinaz Inhibitérii, en énemlisi p21) bazilarim transkripsiyonel diizeyde
artirarak bu islemi gerceklestirir. Ama¢, DNA'nin kendini eslemesini durdurmak ve hasar
diizeltilene kadar gen aktariminda olusabilecek zarar1 ortadan kaldirmaktir. Bu zarar

diizeltilemez ise devreye p21/CDKI girerek hiicreyi 6liime gotiirtr [11].

2.4. Aurora Kinazlar

Aurora kinazlar, hiicre dongtisti diizenleyicileri olan énemli bir protein kinaz ailesidir.
Aurora kinazlar 3 liyeden (Aurora A, Aurora B ve Aurora C) olusmaktadir ve mitotik olaylarda,

kromozom segregasyonunda, sitokinezde ve mayoz gibi hiicresel olaylarda gorev alirlar [14].

Memeli genomlari, Aurora-A, Aurora-B, Aurora-C olarak isimlendirilen Aurora kinazlari
kodlayan li¢c 6nemli geni icerir. Bu Aurora kinazlar, AGC'nin (protein kinaz A / protein kinaz G /
protein kinaz C-ailesi) protein kinazlar ile birlikte filogenetik olarak iliskili kinaz ailesini

olusturan serin-treonin protein kinazlaridir. Aurora kinazlarin belirgin iiyesi, mitotik ig

8
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fonksiyonunda yer alan genleri tanimlamak i¢in bulunan Drosophila Aurora kinazidir. Mantarlar
gibi daha ytliksek organizmalarda islevsel olarak fazla iliskili olan Aurora B kinazi (S. cerevisiae
ve S. Pombe’de Arkl) bulunmaktadir. Memeliler Aurora-C adi verilen {iglincii Aurora genine
sahiptir. Aurora kinaz fonksiyonu c¢esitli mekanizmalarla kontrol edilir. Bunlardan en dnemlisi

de, gen transkripsiyonu diizenlenmis hiicre dongtsiidiir [15].

Aurora Kkinazlar, mitoz ve mayoz sirasinda kromozomlarin mikrotiibiiller ile
beraberligini etkilemesi sonucu kromozom ayrilmasinda rol oynamaktadirlar. Profaz safhasinda
setromerlerde kromozom kollar1 boyunca lokalizedir. Metafaz safhasinda ise i¢ sentromer
bolgesine lokalize olmakta ve kromozom kollari ile bir iliski kurarak, anafaz da merkezi ig ve

kortekse hareket ederek telofaz safhasinda akiimiile olmaktadirlar [16].

Bir hiicrenin béliinmesi, biiylimesi ve gelismesi i¢in bir 6n sarttir ve bu siire¢ siki bir
sekilde diizenlenmektedir. Baz1 organizmalardaki calismalar, mitotik kinazlar olarak bilinen
birka¢ serin-treonin kinazinin, siklin bagimli kinaz 1 [(CDK1) p34cdc2 olarak da bilinir], polo-
benzeri kinazlar, NIMA-iligkili kinazlar, WARTS / LATS1-iligkili kinazlar: icerdigini gostermistir.
Aurora / Ip11 ile ilgili kinazlar ise hiicre béliinmesinin asamalarinda énemli bir rol oynarlar. Bu
enzimlerin yapisi1 evrimle iyi korunmustur. Hiicre biliyiimesini ve apoptozu diizenleyen genetik
yollardaki herhangi bir sapma hiicre transformasyonuna ve timdr olusumuna yol acar. Aurora
kinaz ailesi mitozun kilit diizenleyicileri olan ytliksek derecede iliskili serin-treonin kinazlarin bir
diizenleyecisidir; Genomik materyalin hiicrelere dogru ve esit sekilde ayrilmasi icin gereklidir.
Aurora kinazlar (AURK), dkaryotik organizmalarin her iki yapisinin ve islevinin korunmasini
gosterir. Bu kinazlarin iiyeleri, farkli model organizmalarda kapsaml bir sekilde incelenmistir.
Aurora kinazlarda diizensizlik, tiimér olusumuna baglanmistir. Ug aile iiyesinden AURKA, siirekli
olarak kanserler ile iliskilidir. AURKB'nin son zamanlarda tiimér olusumuna katkida bulundugu

bildirilmistir ancak AURKC'nin rolii hakkinda heniiz net bir bilgi yoktur [17].
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Sekil 2.4. Aurora A, Aurora B ve Aurora C domain organizasyonu [18].

2.4.1. Aurora Kinaz B

Aurora kinaz B (AURKB), insan 17. kromozomun q13 kolunda lokalizedir [17]. Aurora B,
kromozom segregasyonunda ve sitokinezinde 6nemli bir rol oynar. Bipolar kromozom yonelimi,
kromozom yogunlasmasi ve kinaz aktivitesi icin de gereklidir. Aurora B kinazlari, hiicrelerde i¢
sentromer proteini (INCENP) ve survivin iceren bir komplekste bulunan "kromozomal yolcu"
proteinleridir [18]. CPC (chromosomal passenger complex); i¢ sentromer proteini (INCENP),
survivin (BIRC5), borealin (CDCAS8) ve diger enzim olmayan alt kisimlardan meydana gelir. Bu
kompleks, kinaz aktivitesinden sorumludur ve bu kisimlar1 yonetmektedir [19]. Bu kompleks ilk
once profaz sirasinda kromozom boyunca lokalize olur. Prometafaz sirasinda ise i¢c sentromer
bolgesinde yogunlasir, kromozomdan ayrilir ve anafazda merkezi eksen boyunca lokalize olur.
Bir Aurora B kinaz-6lii mutantinin (K-R) asir1 ifadesi mitotik olaylarda, mikrotiibiillere kinetekor
eklenmesi ve kaybi, anafaz veya sitokinez olmaksizin mitozdan cikis da dahil olmak tlizere ¢oklu
kusurlara neden olmaktadir. Aurora B memeli hiicrelerinde kinetekor olusumunda 6nemli bir
rol oynasa da, bugiine kadar sadece bir Aurora B hedefi olan sentromer protein-A

tanimlanmistir [18].
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2.5. flag

2.5.1. Pan Aurora Kinaz inhibitorii Danusertib

Danusertib, Aurora kinaz ve giiclii antikanser etkiye sahip olan {liglincii nesil bir Bcr-Abl
tirozin kinaz inhibitoriidiir. Danusertib yakin zamanda hiicre biiyiimesi, apoptoz, otofaji ve
epitelyal mezenkimal gecis ve insan mide kanseri AGS ve NCI-N78 hiicrelerinde yer alan
molekiiler mekanizmalar ilizerindeki etkileri arastirilmistir. Danusertib'in AGS ve NCI-N78
hiicreleri tlizerinde giiclii biiylime-inhibe edici, apoptoz ve otofajiyi indiikleyici etkilere sahip
oldugunu gostermektedir. Danusertib, pro-apoptotik proteinlerin ekspresyonunda artis
meydana getirmekte fakat anti-apoptotik proteinlerde ise azalma ile birlikte mitokondri aracih
apoptozise neden olmaktadir. Onceden PHA-739358 olarak bilinen Danusertib, tiim Aurora

kinaz ailesi liyelerine karsi aktivitesi giiclii olan bir pan-Aurora kinaz inhibitoriidiir [20].

n —NH
s
Y I'D

(\N Z AN

Sekil 2.5. Danusertib’in kimyasal yapisi [20].

PHA-739358 su anda Aurora Kinase B'nin baskin inhibisyonu ile tiim Aurora kinaz ailesi
tiyelerini (Aurora A, Aurora B ve Aurora C) giicli bir sekilde inhibe eden en ileri klinik bilesiktir.
PHA-739358, faz [ ve faz Il denemelerinde calisilmis, hem solid tiimoérler hem de l6semiler dahil
olmak tlizere ¢ok cesitli kanserlerde antikanser etkisine sahip terapotik potansiyel géstermistir
[21]. PHA-739358, Aurora kinazlara karsi kuvvetli aktiviteye sahip kiiciik molekiillii bir 3-
aminopirazol tiirevidir. Bir biyokimyasal deneyde PHA-739358, Aurora kinaz A, B ve Clyi
sirasiyla 13, 79 ve 61 nmol/L’lik ICs¢'ler ile inhibe eden bir pirollo-pirazoldur. Bu veriler
dogrultusunda PHA-739358, kanserle ilgili kinazlar icin bir spektrum-secici kinaz inhibitorii

olarak tanmimlanabilir [22].
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2.6. Otofaji

Otofaji, hiicre i¢i bozulmasi durumu sonucunda yeterli enerji seviyelerini ve hiicresel
homeostaziyi korumak icin sitoplazmik bilesenlerin lizozomlara dagilmasi olayidir. Bu
kompleks, diistik hiicresel besin seviyeleri, diisitk ATP seviyeleri, hasarli proteinlerin veya
organellerin birikmesi sonucu ve patojen invazyonu gibi diger stres durumlari ile aktive edilir.
Cok asamali bir siire¢ olarak otofaji, intraselliler membran ile otofajik vezikiillerin
baglanmasina ve birlesimine yol acan vezikiiler sekilde tasinma olaylarini igerir. Bu zamana
kadar memeli hiicrelerinde ii¢ ana tip otofaji tanimlanmistir: makrootofaji, mikrootofaji ve
saperon aracili otofaji (CMA). Bu otofajik olaylar sadece mekanizma ve morfolojik 6zellikler
acisindan degil, ayn1 zamanda ilgili faktorlerde de farklilik gostermektedir. Bu tipler arasinda,
makrootofaji (bundan boyle otofaji) en kapsamli calisilmis ve en iyi karakterize edilen stirectir.
Bu evrimsel olarak korunan otosindirim programi, hiicresel beslenme durumuna gore hiicre
metabolizmasinin siirdiiriilmesinde kritik bir role sahiptir. Otofajinin bir diger kritik roli ise
islevsiz organellerin hizli ve etkin bir sekilde uzaklastirilmasi ve ayni zamanda yayilan
patojenlere karsi bir savunma mekanizmas1 olarak aktif sekilde gorev almasidir. Otofaji
indiiksiyonu, proteinler ve sitoplazmik bilesenler, otolizozomlar olusturmak i¢in lizozomlarla
kaynasan otofagozomlar olarak da bilinen ¢ift zar yapilarinda tutulur. Bu bilesenler daha sonra
parcalanir ve iiretilen molekiiller (yani amino asitler, niikleik asitler, serbest yag asitleri,
kolesterol), hiicre tarafindan anabolik reaksiyonlarda kullanilacak sekilde sitoplazmaya geri

dondurilir [23].

Otofaji, hiicre dliimiine kars1 korunmanin yani sira inflamatuar yanitlar1 hafifleterek ek
faydalar saglayabilir. Otofajinin kanserde karmasik bir rolii vardir. Karsinogenezisin
baslangicina karsi koruma saglandiglr gibi, besinlerin sinirli oldugu solid tiimorlerde de
hiicrelerin hayatta kalmasini saglayan bir rolii oldugu diisiiniilmektedir. Bununla birlikte, bu
mekanizmalar bu basit modelden daha karmasik olabilir ve ilgili tiimoériin genetik yapisina bagh
olarak farklilik da gosterebilmektedir. Otofajinin bir¢ok hastalik ve fizyolojik durumun yani sira
metabolik hastaliklarda, kalp hastaliginda, felcte ve hematopoeziste de rol oynadigl
goriilmektedir. Otofajinin olusmasi igin gerekli olan otofaji ile iliskili genlerin (ATG’ler)

tanimlanmasi, mayadaki 6ncti ¢alismalarla saglanmistir [24].

Ozel bir ATG proteinleri grubu, otofajiyi baslatmak icin membranlara aktive edilen
fonksiyonel kompleksleri birlestirir. Kisacas1 bunlar, ULK kompleksi, bir serin treonin kinaz
kompleksi (ULK1, ULK2, ATG13, RBCC1 / FIP200 [RB1-indiiklenebilir sarmal-sarmal protein 1],
ATG101); fosfatidilinositol 3-fosfat (PIK3C3 / VPS34, PIK3R4 / p150, BECN1 / Beclin 1, ATG14)
treten III. sinif lipit kinaz kompleksi; fosfatidilinositoliin efektorii 3-fosfat (PtdIns3P), WIPI

12
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proteinleri; ATG12'nin ATG16L1 (ATG7, ATG10) ile baglantih ATG12 ve ATG7 ailesi liyelerinin
(ATG7, ATG3) lipidizasyonunu uyaran 2 ubiqutin benzeri konjugasyon kompleksleridir.
Memelilerdeki Atg8 ailesi ise en az 6 protein icermektedir (LC3A, B ve C, GABARAP, GABARAPL1
ve GABARAPLZ2/GATE-16). Son olarak, ATG9 ise tek transmembran proteinidir ve fonksiyonu
belirlemektedir [25].
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; l ATG9
ATGO X« L a‘l
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& MG s
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Fagofor ’@ q \
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Fagofor Otofagozom Otolizozom

SeDegacome Olugum Membran Geniglemesi Olgunlagma

Sekil 2.6. Memeli hiicrelerinde otofaji yolu [25].

Otofaji, ULK1 kompleksinin (mayada Atgl kompleksi) aktivasyonu ile baslar. ULK1,
insanlardaki ULK1-4 kinazlar grubunun bir pargasidir. Otofaji de ULK1 ise bunlarin en
onemlisidir. Bazi hiicre hatlarinda, ULK1 ve ULK2'yi bloke etmek, otofajiyi tamamen engellemek
icin gereklidir. Ancak ULK2 daha az karakterize edilir. ULK1/Atg1, otofaji indiiksiyonu tlizerinde
en az lUg yolla aktive edilir. Protein kinaz aktivitesinin a¢ik olmasi icin aktif kinazin PAS'ye
alinmasi gerekir. Sinif 111 fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3KC3), fosfatiyolinositoliin lipit grubunu PI
(3) P iiretmek icin fosforile eder. PI (3) P'nin olusumu, otofajinin baslangicinda ULK1'in altinda
meydana gelen 6nemli bir olaydir. PI3KC3, I ve II olarak bilinen iki farkli kompleks olusturur
(PI3KC3-C1 ve PI3KC3-C2). Her iki kompleks de VPS34/Vps34 Kkatalitik alt {nitesini,
VPS15/Vps15 protein kinazini ve BECN1/Atg6'y1 icerir. PI3KC3-C1 kompleksi fagofor baslatma
bolgelerine yonlendiren ATG14L/Atg1l4 icerir. PI3KC3-C1, uzamay1 kolaylastirirken, PI3KC3-
C2, endozom ve otofagozom olgunlasmasini yonlendiren UVRAG (UV radyasyon direnci ile

iligkili gen) genini icermektedir [26].

Otofaji sadece lizozom organelini kapsayan bir siire¢c olmayip diger organeller ile de
baglantili bir olaylar dizisidir. Ornegin; Mitofaji, mikro veya makrootofaji ile hasarli veya asir1
mitokondrilerin spesifik olarak ¢ikarilmasidir. Pexophagy, peroksizomlari hedef alan
makrootofajik bir yanittir. Niikleofaji, niikleusun kisimlarini secici olarak hedefleyen otofajik bir

strectir. Retikiilofaji, ER'nin kisimlarinin otofajik degradasyonudur. Ribofaji, ribozomlar1 hedef
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alan 6zgii bir otofajidir. Agrefaji, protein agregatlar1 icin spesifik bir otofajik yanit olarak
tanimlanabilir. Lipofaji, notral lipid damlaciklarinin segici otofajik degradasyondur. Proteofaji,
inaktif proteazomlara 06zgii makrootofajik yanitlar1 belirtmek icin kullanilan bir terimdir.

Lizofaji, memeli hiicrelerinde hasarli lizozomlarin makrootofajik olarak dagilmasidir [27].

Otofaji de PI3K/Akt/mTOR yolagi: Kanser hiicrelerinde meydana gelen hiicre sinyal
iletimi cogunlukla sitoplazmik kinazlar1 (serin/tirozin kinazlar gibi) tetikleyen reseptor tirozin
kinazlarin (RTK) aktivasyonunu icermektedir. mTOR, hiicre i¢i sinyal yolaklarinda 6nemli bir
yeri olan bir serin/treonin protein kinazdir. Kanserde 6nemli oldugu bilinen bir¢ok sinyal iletim
yolunda (PI3K)/AKT kinaz zinciri, protein kinaz C ailesi (PKC) ve mitojenle aktive olan protein
kinaz (MAPK)/Ras sinyalizasyon zincirleri yer alir. PI3K/Akt/mTOR yolagi, biiyiik bir éneme
sahip olan sinyal yollarindan birisidir. Bu sinyal iletim yolunun islevi, tirozin kinazlar ile yakin

bir iliski olusturmaktadir [28].

Hiicre ici ve disindaki durumlar etkileyen kosullar (ac¢lik, hipoksi ve stres), hiicrede
meydana gelen bir takim otofajik eylemleri uyarir. Otofaji 6liim yolunun aktivitesinde Tor
proteini 6nemlidir. Sinif I fosfotidilinositol 3-kinaz (PI3K)/ protein kinaz B (Akt/PKB), mitojenik
uyarilara yanit vermesi nedeni ile hiicre biiylimesinin kontroliinde en etkili sinyal yolaklari
arasindadir. Sinif I PI3K, PI (3,4)P fosfat ve PI (3,4,5) P olusumunu saglamaktadir. Bu olusum
Akt/PKB yolaginin aktivasyonuna sebep olmaktadir. Aktif durumdaki Akt, Tor’'un aktive
olmasint  saglayarak otofajiyi  engellemektedir. = Akt/PKB/mTOR yolag;;, otofajinin
diizenlenmesinde 6neme sahip ve bu yolakta 6nemli bir molekiiler sensor olan Tor (memelilerde
mTor), bir “GTP-baglayic1 kiiciik protein” olan Rheb’in GTP bagh sekli tarafindan
diizenlenmektedir. Tuberoz skleroz proteinleri Tscl ve Tsc2 (Tuberous sclerosis complex 1/2,
TSC1/TSC2) Rheb tarafindan GTP hidrolizini kolaylastirir ve boylece Rheb’i inaktive etmektedir.
Rheb; mTor aktivitesini olumlu, Tsc1/Tsc2 aktivitesini ise olumsuz yonde etkiler. Tor yolaginin
aktivasyonu hiicre biiyiimesine ve hayatta kalmasina, baskilanmasi ise otofajiye yol agmaktadir

[29].

Otofaji ve epitelyal mezenkimal gecis (EMT), kanserde iki ana siiregtir. Otofaji
onkobaskilayici fonksiyon lizerinde ¢alismakta ancak stresli durumlarin iistesinden gelmek icin
bir strateji olarak timor hiicrelerine de hizmet etmektedir. EMT, hiicrelerin stresli cevresel ve
icsel kosullardan kurtulmasi i¢in yardimei olan artan otofaji ile iliskilidir. TGFf da dahil olmak
lizere baslica sinyal yollari, otofaji ve EMT'nin diizenlenmesinde rol almaktadir. Sitoskeleton ve
mitokondri arasindaki karsilikli etkilesim, kanserde otofaji ve EMT arasindaki etkilesimde

fonksiyonel bir merkez olarak gorev almaktadir [30].
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2.6.1 Oliim ile iliskili Protein Kinaz (DAPK=Death associated protein kinase)

Oliimle iliskili protein kinaz (DAPK), kalmodulin ile diizenlenmis ve sitoskeleton ile
iligkili serin/treonin kinazdir. Baz1 kanitlar DAPK'nin tiimér baskilanmasinda 6nemli bir rol
tistlendigini gostermektedir. Birincisi, DAPK'nin ifadesi ¢esitli insan kanser hiicre dizileri ve
tiimor dokularinda siklikla kaybolmasi ve birkag cesit kanserin niiksetmesi ve/veya metastaz
insidansi ile giiglii bir sekilde baglantih olmasidir. ikincisi ise DAPK’nin antitiimérijenik etKisi
yani bir nedeni olarak DAPK ifadesinin Lewis akciger karsinomunun farelerde metastazi
baskilamakta rol oynadigi dogrudan gésterilmistir. Uciincii olarak DAPK'nin, bir p53 aracili
apoptotik yolag: aktive ederek c-myc ve E2F (transkripsiyon faktor 1) ile indiiklenen onkojenik

transformasyonunu baskilayabilmesidir.

DAPK'nin tiimor baskilayici fonksiyonu, apoptozu tesvik etme iizerindeki etkisine
baglanmistir. DAPK iyi bilinen bir pro-apoptotik proteindir ve ¢ok c¢esitli apoptotik
paradigmalara katilir. Son zamanlarda, DAPK'nin integrin f1’'in icten disa inaktivasyonu ile
apoptotik bir etki gosterdigi, boylece matriks sagkalim sinyalini baskiladig1 ve p53'e bagh bir
apoptoz yolunu da aktive ettigi bulunmustur. Buna goére, DAPK'nin pro-apoptotik aktivitesi
biiylik o6lciide fonksiyonel olarak p53 proteininin varh@ina baghdir. Eksik hiicre dizisi
durumunda ise p53 geni hiicre 6liimiinden kagar ya da DAPK asir1 ekspresyonuna cevap olarak
otofajik 6liime ugrar. Bununla birlikte, DAPK’nin tiimoériin bastirilmasinda yaygin olarak yer
almasi ve cesitli tiimorlerde p53’tn siklikla kayb1 veya mutasyonu goz oniine alindiginda,
DAPK’nin tiimor ilerlemesini baskilamak i¢in ikinci apoptosis ile ilgisiz bir mekanizmay1 ortaya
¢ikardigr soylenmektedir. DAPK'nin integrin inaktivasyonu ve aktin hiicre iskeletini yeniden
diizenlemesi tizerindeki etkisi, DAPK’nin motilite diizenlemesine katilim olasiligini1 artirmaktadir

[31].

2.7. Epitelyal Mezenkimal Gecis (EMT)

Metastaz sirasinda, epitel kanser hiicreleri temel zar engelinin bozulmasi sonucu
ortamlarindan serbest kalirlar. Bu siire¢ epitelyal mezenkimal gecise (EMT) baghdir. EMT,
polarize epitel hiicrelerinin biyokimyasal degisikliklerden gecerek migrasyon kapasitesi,

invazivlik ve apoptoz direnci gibi mezenkimal bir fenotip olusturdugu biyolojik siirectir.
EMT, gelisme stlrecinde 6nemli bir siirectir ve yetiskinlerde inflamasyon ve yiiksek

derecede karsinomlar da dahil olmak iizere doku onarimi ve patolojik siirecler sirasinda da

tetiklenir. EMT; E-kadherin, B-katenin ve y-katenin de dahil olmak ftlzere cesitli epitelyal
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proteinlerin kaybi ile karakterizedir. Ayrica, N-kadherin, vimentin, fibronektin ve diiz kas aktin
gibi mezenkimal proteinlerin artmis ifadesine de eslik eder. Metastaz’daki E-kadherin kaybinin
onemi, ¢esitli in vitro ve in vivo modellerde gosterilmistir ve E-kadherin kayb1 EMT'nin en 6nemli
ozelligidir. E-kadherin kaybi, E12/E47, Twist ve Zeb ve Snail protein ailelerinin iiyeleri dahil
olmak {lizere E-kadherin’in transkripsiyonel baskilayicilarinin upregiilasyonu yoluyla

basarilabilir.

Growth factors Cytokines

000 EMT r:g‘u lators \\\k..s
0000 l_Jl_Jl_Jum {g;\*‘iﬂ
Epu(holial like Mesenchymal like

> Btastasis

[l Epithelial markers ] [t Mesenchymal marksrs]

E-cadherin N-cadherin
Claudins 51 integrin
Occludins avbé integrin S
Desmoplakiin Vimentin Drug resistance
Type IV coll agen Type | collagen
Laminin 1 Laminin 5

Fibronectin \\(Cancer stem cels )

Sekil 2.7. EMT’ye genel bakis [39].

EMTnin indikleyicisi olan transforme edici biiyime faktéri-f (TGF-B), bu
transkripsiyon faktorlerini upregile eder, boylece EMT’yi ve metastaz1 tesvik eder. EMT,
yalnizca epitel kaynakl hiicrelerin hareketli ve invaziv bir fenotip kazanmasi i¢in 6nemli bir olay
degildir ayn1 zamanda anoikis direnci i¢in de 6nemli bir siirectir [32]. Ayrica, EMT’nin cesitli
kilit diizenleyicileri de niikleer faktor kB (NF-kB), Snail ve Twist gibi hayatta kalma sinyalleri de
anoikis direncine katilir. Epitelyal hiicrelerde baglantilarin ana bileseni, transmembran
glikoprotein E-kadherindir. Diger hiicrelerle homofilik etkilesimler araciligiyla, E-kadherinler
komsu hiicrelerin aktin hiicre iskeletini baglayan bir koprii olusturmaktadir. Bu, hiicreler
arasindaki yapisma noktalarinin ve karakteristik epitelyum hiicre kohezyonunun ve seklinin
diizenlenmesini saglamaktadir. EMT’de erken bir durum olarak, E-kadherin’in asagi regiilasyonu
ve N-kadherin (mezenkimal hiicrelerin karakteristigi olan) ifadesinde eszamanli bir artistan
olusan durum “kadherin degisimi” dir. N-kadherinler hiicre adhezyon komplekslerini destabilize
etme, hiicreler arasi kohezyonu bozma ve mezenkimal fenotipe yol agma egilimindedir.
Morfolojik degisimlere ek olarak, bu kadherin degisimi anoikise karsi direncgle de iliskilidir; E-
kadherin azalmasi, ECM’ye hiicre yapismasinin kaybini takiben sagkalimini arttirmaktadir ve N-
kadherin ekspresyonu, melanom hiicrelerini anoikis’ten korumaktadir. EMT ve anoikise karsi
direng arasindaki iliski, ortak diizenleyicilerin varligina da yansimaktadir; bunlar, hem hiicre

hayatta kalma genlerinin artan ifadesini hem de EMT’nin altinda yatan epitelyal ve mezenkimal
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genlerin koordineli ifade dengesini modiile edebilmektedir [33]. EMT’yi destekleyen proteinler
anoikis direnciyle baglantilidir. E-kadherin kaybi, anoikis direncine neden olur ve metastazi
tesvik eder ve N-kadherin ekspresyonu da anoikis direncini indiikler. Twist, E-kadherin kaynakl
anoikis direncinin kaybedilme aracisidir [32]. Benzer sekilde, gelisimsel morfogenezde rol
oynayan bir transkripsiyon faktérii olan Twist-1'in, EMT diizenlenmesiyle meme kanseri
metastazina karistifl yakin zamanda gosterilmistir. Dahasi, Twist-1'in, ¢esitli karsinomlar da
dahil olmak iizere pek cok insan kanseri tiiriinde bir onkojen gibi islev gordiigii, ayn1 zamanda
ileri derecede noroblastomalar, melanomalar ve sarkomlar oldugu gosterilmistir. In vitro ve in
vivo deneylerden elde edilen veriler, Twist-1’in hem embriyogenezis hem de tiimér progresyonu
sirasinda apoptozun 6nemli bir negatif diizenleyicisi oldugunu géstermistir. Bu nedenle Twist-1,
hiicre hayatta kalimi, farklilasma ve metastaz arasindaki ilging bir baglantiy1 temsil edebilir [34].
Memeli epitelinde E-kadherin ve p53’lin sarth olarak devrilmesi, fare modelinde meme
tliimorini baslatma, metastaz ve anoikis direnci tetiklemektedir. Dahasi, E-kadherin kayb1 Twist
ekspresyonunu aktive eder ve EMT'nin devamlhiligini saglar. Norotrofik tirozin kinaz reseptori B
(TrkB), TrkB kaynakli EMT, anoikis direnci ve tiimor biiylimesi ile birlikte EMT’yi ve Twist’i
indiikler. Ustelik Snail, Twist tarafindan indiiklenir ve Snail'in susturulmasi EMT ve anoikis
direncini bozmaktadir. Zeb1'in indiiklenmesi, E-kadherin ekspresyonunu uyarir ve serbest
kosullardaki hiicre biiylimesini engeller. Zeb1, TrkB’ye bagli EMT, anoikis direnci ve metastaz

icin de gereklidir [32].

EMT inducing factors
(e.g., TGF-B, FGF)

Snail Twist Zebl

Sekil 2.8. EMT ve anoikis direncinin sematik gosterimi. TGF-f3 ve FGF; Snail, Twist ve Zeb1 gibi
transkripsiyon faktorlerini aktive eder. Transkripsiyonel faktorler aktif E-kadherin (kodlanmis
CDH1 geni) ifadesini bastirir ve N-kadherin ekspresyonunu (kadherin anahtari) inditkler.
Kadherin anahtari, timor metastazi ile iliskili olan EMT ve anoikis direncini uyarir [32].
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Epitelyal-Mezenkimal gecis (EMT), epitelyal hiicrelerin polarize olmasi ve hiicre-hiicre
birlesme noktasini kaybetmesi nedeniyle hiicresel bir islemdir. Hiicre sekli ve hiicre iskeletinde
degisiklikler meydana gelir ve fibroblast benzeri hiicre morfolojisi, artmis hiicre gocii ve
yayilmasi gibi mezensimal 6zellikleri kazanir [35]. Epitelyal mezenkimal gecis (EMT), karsinom
ve stromal hiicrelerin etkilesimi ile diizenlenir ve mesane kanseri (UBC) ilerlemesi icin ¢ok
onemlidir [36]. Metastaz, ekstraselliiler matriks (ECM), epitelyal mezenkimal ge¢is (EMT), timor
anjiyogenez ve programlanmis hiicre olimii de dahil olmak ilizere ¢ok sayida faktor iceren
kanser ilerlemesinin dnemli bir 6zelligidir [37]. Kanser hiicreleri diger organlara ulasmak icin
hiicrelerarasi baglantinin kopmasi sonucu ¢éziiniirler ve epitel mezenkim gecisi (EMT)’nin bir

pargasi olarak daha hareketli mezenkimal bir fenotip 6zellik kazanirlar [38].

2.7.1. Epitelyal Mezenkimal Gegis’in (EMT) Kanser ile Iliskisi

Timoér yayillmi karmasik bir siirectir. Kanser metastazinin patogenezi, gog, istila,
adhezyon, proliferasyon ve anjiyogenez gibi siirecleri iceren bir dizi baglantili, ardisik ve segici
adimlardan olusur. Metastatik kaskadin en 6nemli adimi olan invazyon, timoér hiicrelerinin
cevre ile etkilesimini iceren bir dizi biyolojik aktivite icerir. Timorler farkli 6zelliklere sahip
heterojen bir neoplastik hiicre kitlesidir. Kanser ilerlemesi sirasinda, bazi tiimor hiicreleri
mezenkimal belirteclerin bir ifadesi ve epitelyal markerlerin kaybi olarak yeni karakterler edinir
ve toplu olarak epitelyal-mezenkimal gecis (EMT) olarak adlandirilan derin morfogenetik
degisikliklere ugrarlar. EMT, embriyonik gelisim sirasinda gastrulasyon gibi bir fenotipik
doniisiim olarak tarif edilebilir. Ciinkii mezoderm, invazyon ve sinir sistemi gelisimi sirasinda
olusur ve hiicreler noral ¢cikintidan go¢ eder. EMT, ayni zamanda yara iyilesmesinin yeniden
epitelizasyonu ve organ fibrozu siirecinde doku fibroblastinda da tarif edilmistir. EMT
sitoskeletonun yeniden diizenlenmesini ve hiicre dis1 matris ile etkilesimin degismesini de igerir.
EMT, tiimorlerin metastaz ve invazyona dogru ilerlemesinde 6nemli bir adimdir. Dahasi, bir EMT
geciren kanser hiicreleri, apoptoza ve kemoterapotik ilaclara karsi direncini artirir ve kok

hiicreler tarafindan eksprese edilen 6zelliklerini ortaya ¢ikarir [39].
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Sekil 2.9. EMT’nin kanser ilerlemesine katkisi. Normal epitelyumdan invaziv karsinoma
ilerlemesi birka¢ evreden gecer. Invaziv karsinoma evresi, epitel hiicrelerinin polaritelerini
kaybetmesini ve bazal membrandan ayrilmasini igerir. Bazal zarin bilesimi, hiicre-ECM
etkilesimlerini ve sinyalizasyon aglarini degistirir. Bir sonraki adim ise EMT ve anjiyogenik bir
adimdan olusur ve timor bilylimesinin malign fazini kolaylastirir [42].

Epitelyal mezenkimal gecis (EMT), pankreas kanseri de dahil olmak iizere cesitli solid
timorlerde timor ilerlemesi ve metastazinda 6nemli bir rol oynadig1 goriilen gelisimsel bir
strectir. EMT fenotipi, siki, yapisik ve bosluk baglantilarinin pargalanmasiyla hiicre-hiicre
birlesme kaybi ve "epitelyal” morfolojiden hareketli, fibroblast benzeri bir morfolojiye fenotipik
bir degisim ile karakterize edilir. EMT'nin ayirt edici 6zelligi, epitelyal homotipik adezyon
molekiilii E-kadherin kaybini ve vimentin, fibronektin gibi mezenkimal belirte¢lerin kaybin
ifade etmektedir. E-kadherin ekspresyonunun normal hiicrelerde ve kanserlerde baskilanmasi,
CDH1 (cadherin 1)’in mutasyon ve promoter metilasyonu veya Snail, Slug, Twist, Zeb-1 and Sip1
tarafindan aracilik edilen dogrudan promoter baskisi dahil olmak tlizere bir dizi genetik faktore
aracilik eder. E-kaderin promoterinin proksimal bdlgesinde yer alan E-box elemanlar: ile
etkilesime girer. Bir dizi klinik calisma, E-kadherinin artan ekspresyonunun, gesitli timor
tiplerinde gelistirilmis sagkalim ile iliskili oldugunu gostermistir ve bu transkripsiyonel
baskilayicilarin siRNA aracilifiyla susturulmasi, genotoksik strese hiicresel duyarlligl
arttirabilecegine dair bazi kanitlar vardir. Zeb-1'in susturulmasi yoluyla EMT’nin ters ¢evrilmesi,
sadece tipik epitelyal marker genlerin ekspresyonunu degil ayni zamanda terapotik reaktiflere

hiicresel duyarliligini da arttirmaktadir [40].

2.7.2. Epitelyal Mezenkimal Gegis'in (EMT) Metastaz da Rolii

Embriyonik gelisim, biliylime ve farklilagsmay iceren bir stirectir. Bu stirecin 6énemli bir
kismi, hiicresel farklilasma ve doku olusumunu igerir. Tiim ana yapilar olusturuldugunda,
biiylime gerceklesir. Bollinen tek bir hiicrenin stireci, 6zel hiicrelere farklilasan veya 6zdes
hiicrelere ayrilan hiicrelerin Oncelikle epigenetik kontrollerine goére programlanir. Bir
organizma icindeki EMT, normal hiicrelerin poptilasyonunu gelistirmede ve farklilasma siirecini

kontrol eden degisikliklerin diizenlenmesinde rol oynar. Bu diizenleme ile kanser hiicrelerinde
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benzer epigenetik modifikasyonlar meydana geldiginde bu hiicreler metastatik hale gelir. Bu
kanser hiicrelerinin metastaz yapabilmeleri i¢in oncelikle, programlanmis hiicre 6liimii olan
anoikis silirecini asmalar1 gerekir. Bu siire¢ ise hiicre membraninda bulunan integrinlerin
ECM’den ayrilmasi ile baslar. Normal kosullar altinda, epitelyal hiicre ylizeyi Uzerindeki
integrinler ECM ile temas ettiginde, FAK fosforilasyon ile aktive edilir, bu da Akt’in aktivasyonu
ile biten bir fosforilasyon kaskadini tetikler ve bdylece hiicre sagkalimini tesvik eder. Eger
integrinin ECM ile temasi kesilirse, hiicre sagkalim sinyalleri durur, bu durumu ise Bad gibi pro-
apoptotik proteinler engeller ve hiicre 6liimiinii baslatabilir. Kanser hiicreleri anoikisin 6niine
cogu zaman EMT ile gecebilir. Ornegin, E-kadherin ekspresyonunun azalmasi veya N-kadherin
ekspresyonun artmasi, anoikis direnci ve artan invazivlik ile iliskilidir. Basarili metastaz i¢in bir
baska 6nemli 6nkosul mezenkimal-epitelyal gecistir (MET). EMT uygulanan ve viicudun diger
bolgelerine yayilan kanser hiicrelerinin, diger dokulara invaze olmasi ve o dokuda anlamh tiimoér
bolgeleri olusmasini saglayan bir mekanizmaya sahip olmasi gerekir. Bunu yapmak icin, 6nce
dokuyu cevreleyen hiicrelere baglanip epitel 6zelliklerini tekrar kazanmalar gerekir. Ornegin,
uyarilmis pluripotent kok hiicrelerde (iPSC’ler) bu olay goézlemlenir. Son yapilan ¢alismalar,
MET’i indiikleyen faktdrlerin ekspresyonunun artmasi ve iPSC’lerin tiretilmesinin yaninda EMT
aracilarini da baskiladigini gostermektedir. Diger dokularda metastatik ve basarili implantasyon
arasindaki bu iliski metastazin ileri diizeyde organize olmus ve gelistirilmis EMT/MET

hipotezini desteklemektedir [41].

Gortnen bir farkli durum ise EMT den tilireyip go¢ eden kanser hiicrelerinin tipik olarak
histopatolojik diizeyde diger dokularda ortaya cikan primer tiimoére benzeyen ikincil koloniler
kurduklar1 gozlenir. Buna baglh olarak, metastaz yapan karsinom hiicrelerine verilen
mezenkimal fenotipleri artik sergilemezler. Bu davranis kanser hiicrelerini metastaz yapan
ikincil timor olusumu sirasinda bir MET yoluyla mezensimal fenotip kazanilmasinin ancak
metastatik yayilimin kolaylastiricisi olarak bilinen EMT ile saglandiginin miimkiin oldugu fikrini
ortaya koymaktadir. Metastaz yapan kanser hiicrelerinin MET’e donlsiim egilimi, diger
organlarin kanserli dokusu icine gecip ekstravazasyondan sonra Kkarsilastiklar1 lokal
mikrocevrede -bliyiik olasilikla birincil tiimdrde yasadiklart heterotipik sinyallerin yoklugunun
EMT'nin indiiklenmesinden kaynakl bir yerde- oldugu diistintilmektedir. Bu degerlendirmeler,
EMT’nin indiiksiyonunun, karsinomlarin metastatik bir asamaya ilerlemesi i¢cin merkezi olarak
onemli bir mekanizma olabilecegini ve bununla beraber kolonizasyon islemi sirasinda MET’i ima
ettigini gostermektedir. Ancak, bu olayin bir¢cok adimi hala deneysel olarak dogrulanmaya

ihtiya¢c duymaktadir [42].
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2.7.3. ZEB Ailesi

Ik olarak 1990’larin basinda tanimlanan ZEB-1 proteini, embriyogenez ve hiicre
farklilasmasi sirasinda onemli diizenleyici faktorler de dahil olmak tizere birka¢ diizine hedef
genlerin diizenleyici bolgeleri olarak rapor edilmistir. ZEB ailesinde (ZEB1 ve ZEB2, farkl
isimler altinda tanimlanmis olmasina ragmen), Snaill (Snail), Snail2 (Slug) Twistl, Twist2 ve
E12/E47 bulunmaktadir. ZEB proteinlerinin yakin zamanda molekiiler onkoloji alaninda 6zel bir
yer kazanma sebebi; kemoterapi ilaglarina, timoérin invaziv olmasina ve metastaza karsi direng
gostermeleridir. ZEB proteinleri, DNA’ya baglanmalarina aracilik eden bagimsiz bolgelerle
(transkripsiyon faktorleri ve bir dizi kofaktor-aktivator veya represor transkripsiyon aktivitesi
olan proteinler) olduk¢a modiilerdir fakat kendi baslarina bir DNA baglanma alanindan

yoksundurlar [43].

Zeb ailesi (Zeb1 ve Zeb2), omurgali embriyonun normal gelisimi sirasinda noral krest
hiicrelerinin ve tiirev yapilarin olusumunda o©nemli bir rol oynayan bir ¢inko
parmak/homedomain transkripsiyon faktorleri grubudur. Her iki Zeb ailesi iiyeleri, genis ol¢iide
ayrilmis ¢inko parmak kiimeleri (ZFC) icerir. Proteinin N-terminali (Nt-ZFC) ve C-terminali (Ct-
ZFC) uclarina dogru yer alir ve hedef gen promotorlerinde yer alan CACCT (G) E-box benzeri
DNA dizileri ile etkilesime girer. Zeb proteinleri, E-kadherini inhibe ederek EMT’yi indiikler ve
bir¢ok diger mezenkimal markerlari, vimentini, fibronektini, N-kadherini ve MMP'leri asir1
aktive ederek hiicre gociinii, invazyonu ve uzak organlara metastazini kolaylastirir. Zeb
proteinlerinin ekspresyonu, hipoksi kosullarda biiytime ve steroid hormonlari, hipoksi-
indiiklenebilir faktor-1 alfa (HIF-1a), fibroblast bliytime faktori (FGF), insiilin biiytime faktorii-1
(IGF-1), trombosit kaynakli biiyiime faktorii (PDGF) ve reseptorleri gibi ¢esitli sinyal molekilleri
ile diizenlenir ve Ras-ERK2-Fral, NF-kB ve Janus kinaz (JAK)/STAT3 ve TGFB/Smad, Wnt ve
Notch dahil sinyal yollar1 lizerinden aktive edilir. Zeb proteinlerinin yiiksek ekspresyonu,
yumurtalik, meme, endometriyum, akciger, prostat, kolon, safra kesesi, pankreatik ve mesane
kanseri de dahil olmak {izere primer insan karsinomlar1 {lizerinde artan agresif ve yiiksek

metastatik kapasiteden sorumludur [44].

2.8. Apoptoz

Cok hiicreli organizmalarda siirekli olarak gerceklesen hiicre boliinmesi ancak hiicre
oliimleri ile dengelenir. Bir organizmadaki hiicrenin islevi bittikten sonra o hiicreye artik ihtiyac
duyulmuyorsa, hiicre ici haberci sistemleri aktive edilerek o hiicrenin intihar stireci baslatilir. Bu

stire¢ Yunan dilinde yaprak dokiimii anlamina gelir ve bu durum apoptoz (programlanmis hiicre
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6lumi) olarak adlandirilir. Hiicre icinden ve disindan apoptoz icin gerekli olan sinyaller
alindiktan sonra hiicrede bir¢ok degisim gozlenir. Hiicre kiiciilmeye ve kondanse olmaya baslar,

hiicre iskeleti dagilir ve cekirdek zar1 yer yer erir. Cekirdek DNA’s1 pargalara ayrilir [45].

Apoptoz, Kerr ve arkadaslar1 tarafindan 1970lerde adlandirilmistir. Biyolojik
arastirmalarda incelenen apoptoz, 6nemli bir yere sahip olup bu siirecte belirleyici rol
oynamaktadir. Apoptoz siirecinin 6nemi, fizyolojik ve patolojik olaylar ile yakindan iliskili
oldugu icin derinlemesine arastirilan bir konu olmustur. Kaspazlar, hem baslatici hem de
uygulayic1 olduklarn icin apoptoz mekanizmasinin merkezinde yer alirlar. Kaspazlarin aktive
edilebildigi li¢ yol vardir. Yaygin olarak tarif edilen iki baslangi¢ yolu, apoptozun igsel (veya

mitokondriyal) ve dissal (veya 6liim reseptorii) yollaridir [46].

Dissal yol, pro-apoptotik bir molekiil veya bu reseptore 6zgii ligandlar tarafindan aktive
edilen hiicre ylizeyinde pro-apoptotik reseptorler ile baslar. Bu hiicre DR’leri, en yogun olarak
incelenen elemanlar olarak Fas reseptorii ve TNFR1 ile tiimor nekroz faktéri (TNF) reseptor
ailesine aittir. Fas, aktif B hiicreleri ve T hiicreleri dahil gesitli hiicre tipleri lizerinde bulunur.
Pro-apoptotik reseptorleri aktive eden ligandlar, Fas ligandim (FasL) ve TNF-alfa'yi igerir. FasL,
aktive edilmis T hiicreleri ve dogal 6ldiirticii hiicreler dahil gesitli hiicre tipleri tarafindan ifade
edilir. TNF-alfa, baskin olarak aktive edilmis monosit/makrofajlar ve lenfositler tarafindan
tiretilir. DR’nin hiicre i¢i kismi éliim alani (DD) olarak bilinir. U¢ ya da daha fazla DR-ligand
kompleksleri birlestiginde, DD’leri yakin hale getirir ve bir adaptdr protein icin bir baglanma
bolgesi olusur. Adaptor proteini, bu reseptore 6zgiidiir (6rn. Fas iliskili DD [FADD] veya TNF
reseptori ile iliskili DD [TRADD]). Bu ligand-reseptor-adaptor proteini kompleksi, baslatici
kaspazlar -8 ve -10'un aktif olmasina yol acan, hiicre 6limiini indiikleyen sinyallesme
kompleksi (DISC) olarak adlandirilir. Bu kaspazlar aktif kaspaz enzim molekiillerini sitozole

salmaktadirlar. Burada, efektor kaspazlar -3, -6 ve -7’yi aktive ederler [47].

I¢sel yol, adindan da anlasilacag gibi hiicre icinde baslatilir. Onarillamaz genetik hasar,
hipoksi, sitosolik Ca*? ve siddetli oksidatif stresin yiliksek konsantrasyonlar1 gibi i¢ uyaranlar,
icsel mitokondriyal yolun baslatilmasinin bazi tetikleyicileridir. Uyaranlara bakilmaksizin, bu yol
artan mitokondriyal gecirgenligin ve sitokrom-c gibi pro-apoptotik molekiillerin sitoplazmaya
salinmasinin sonucudur. Bu yol, folikiiler non-Hodgkin lenfomada t(14-18) translokasyonunun
kromozomal kirillma noktasinda orijinal olarak gézlenen BCLZ geninden sonra adlandirilan Bcl-2
ailesine ait bir protein grubu tarafindan diizenlenir. Bcl-2 proteinlerinin iki ana grubu vardir,
yani pro-apoptotik proteinler (6rn. Bax, Bak, Bad, Bcl-Xs, Bid, Bik, Bim ve Hrk) ve anti-apoptotik
proteinler (6rn. Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-W, Bfl-1 ve Mcl-1). Anti-apoptotik proteinler, sitokrom-c'nin
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mitokondriyal salinimini bloke ederek apoptosisi diizenlerken, pro-apoptotik proteinler bu tiir
salinimi tesvik ederek etki ederler. Sitokrom c’nin sitoplazmik salimi, sitokrom c, Apaf-1 ve
kaspaz-9’dan olusan apoptozom olarak bilinen bir kompleksin olusumuyla kaspaz-3’ii aktive

eder [46]. Bu olay, hiicrenin 6liimiiyle sonlanan durumu ortaya koyar.
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o $
TNFO “Death signals” FasL.
v (~ DISC

R AT

S QUNGuaa e gomn g i

i¢ Mitokondriyal
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bozar.

awosojdody

Sekil 2.10. Apoptozun i¢sel ve digsal yolu [46].

Programlanmis hiicre o6liimi, iceriden veya disaridan gelen farkli pro-apoptotik
uyaranlar1 aldiktan sonra aktif sistein proteazlar ve kaspaz ailesi tarafindan koordine edilir.
Sonlandirici olan kaspazlar (kaspaz-3, -6, -7) hiicrenin gercek yikimi icin sorumlu oldugu
diigiiniilen etkiye sahip olma egilimindedir. Ozellikle, kaspaz-6 ve -7 sonlandiric1 olarak kabul
edilir. Kaspaz-3'iin DNA bozulmasi, niikleer yogusma, plazma zar bozulmasi ve proteoliz gibi

hiicresel olaylar i¢cin 6nemli oldugu bilinmektedir [48].

I¢sel endoplazmik retikulum (ER) yolu ii¢iincii bir yoldur ve daha az bilinir. Kaspaz 12’ye
bagimli ve mitokondriden bagimsiz olduguna inanilmaktadir. ER, hipoksi, serbest radikaller
veya glukoz aclig1 gibi hiicresel stresler tarafindan zarar goérdiigiinde, proteinlerin acilimi ve
hiicre icinde protein sentezinin azalmasi ve prokaspaz-12’den ayrilan TNF reseptort ile iliskili

faktor 2 (TRAF2) olarak bilinen bir adaptor proteininin aktivasyonu ile sonuglanir [46].
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Bu bilgiler 1s18inda, Danusertib’in asir1 metastatik timor (CFPAC-1) ve primer timor
(MIA PaCa-2) hiicrelerinde belirgin olan EMT ve Otofajik etkileri bilinmemektedir. Bu tez
calismasinda pankreas kanseri hiicre hatlar1 olan CFPAC-1 (Zebl+*) ve MIA PaCa-2 (Zebl")

kullanilarak migrasyon, apoptoz, otofaji ve EMT tizerindeki etkileri ilk kez aragtirilmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyaller

Bu tez ¢alismasi Mersin Universitesi ileri Teknoloji Egitim, Arastirma ve Uygulama

Merkezi (MEITAM)’'ndeki MERKOK laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir.

3.1.1. Hiicre Kiiltiirii ve Deneylerde Kullanilan Materyaller

CFPAC-1 duktal pankreatik adenokarsinoma hiicreleri Hacettepe Universitesi, Tip
Fakiiltesi, Temel Onkoloji Anabilim Dali'ndan, MIA PaCa-2 insan pankreatik karsinoma hiicreleri
Yeditepe Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik Anabilim Dali’'ndan saglanmistir. Hiicrelerin
inklibasyonu ve diger deney asamalarinda kullanilan materyaller asagida tablolar halinde

verilmistir.

Tablo 3.1. Hiicrelerin inkiibasyonunda kullanilan materyaller.

Materyal Kimyasallar

Pipet ucu 10 pl, 200 pl, 1000 pl, Isolab, Tirkiye. Ethanol % 99,8'lik Absolute, Sigma Aldrich, USA.
Serolojik pipet 5 ml, 10 ml, Isolab, Tiirkiye. Trypsin-Edta Solution, Sigma Aldrich, USA.

6 Well plate, Corning, Sigma, Aldrich, USA. IMDM Medium, Biowest, USA.

Tablo 3.2. Deneylerde kullanilan cihaz, materyal ve kimyasallar.

Cihazlar Materyal ve Kimyasallar

ViiA 7 Reel Time PCR cihazi Danusertib (PHA-739358) 10mg., Mybiosource
Cedex XS Analyzer, Roche, Germany. Cedex Smart Slides, Roche, Germany.

Techne TC-512 Thermal Cycler, Bibby Scientific, | BD Facs Flow Sheat Fluid, BD Biosciences, USA.
UK.
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Tablo 3.3. Deneylerde kullanilan deney kitleri

Deney Kitleri

Gotaq PCR Master Mix, Promega, USA.

Kaspaz -3,-6,-7,-8,-9, VEGF, Zeb-1, Slug, Snail, ACTB Gen Primerleri.

Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit, Roche, Germany.

High Pure RNA Isolation Kit, Roche, Germany.

DNA Quality Control Particles, BD Biosciences, USA.

Tablo 3.4. Casp -3, -6, -7, -8, -9, ACTB, VEGF, Zeb-1, Slug ve Snail primer gen dizileri.

Casp3 Forward 5" TCA TCA CCT GTT CAG ATC CAG AG 3’ (23mer)

Casp3 Reverse 5" TCA GCC CTC CAT GTT GTGAA 3’ (20 mer)
Casp6 Forward 5" ATC AGC AGG TACGCT TTC CAA 3’ (21 mer)
Casp6 Reverse 5" GTA ATT GGA CAG GCCGTTTTTGA 3’ (23 mer)
Casp7 Forward 5’ ACA GCT GGA GAG GTG TTT GAT 3’ (21 mer)
Casp7 Reverse 5" TGG CTC TGA CCT TTC ATT GCT 3’ (21 mer)
Casp8 Forward 5’ GAA ATA GAA CTA CAAGCG GAT GGT T 3’ (25 mer)

Casp8 Reverse 5" GGA AAA TGA GGG AAG GACACAAA 3’ (23 mer)
Casp9 Forward 5 CTT TGC TGC TTG CCT GTT AGT T 3’ (22 mer)
Casp9 Reverse 5" ATC CTG CCT TTC TTT CCA AAC AG 3’ (23 mer)
ACTB Forward 5" GAG GTG ATA GCATTG CTT TCG 3’ (21 mer)

ACTB Reverse 5" CAA GTC AGT GTA CAG GTAAGC 3’ (21 mer)

VEGF Forward 5" CTA CCT CCACCATGCCAAGT 3 (20 mer)
VEGF Reverse 5 GCA GTA GCT GCGCTGATAGA 3 (20 mer)

Zeb-1 Forward

5’ CAA GAA ACAATCAATGCTTCACC 3’

Zeb-1 Reverse

5 GGT TGT TCCATC TTG ATCAACCA 3’

(23 mer) [49]
(23 mer) [49]

Slug Forward

5" GGC TTG GCT GCA CTG TCT GACTT 3’

(23 mer) [49]

Slug Reverse

5’ TTC ATT TCC ACC CTG GCA CCT AC 3’

(23 mer) [49]

Snail Forward

5’ CCA GCT CTC TGA GGC CAAGGATC 3

(23 mer) [49]

Snail Reverse

5" TGG CTT CGG ATG TGC ATC TTG AG 3’

(23 mer) [49]
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3.2. Yontemler

3.2.1. CFPAC-1 Pankreas Karsinoma Hiicrelerinin Inkiibasyonu

CFPAC-1 flask kabina yapisan pankreas karsinoma hiicreleri, %10 FBS, %1 L-glutamin,
%1 (100 unit/ml) penicilin + (100 pg/ml) streptomisin, %1 amphoterisin iceren IMDM besiyeri
icinde Kkiltiri yapilmistir. Hiicre kiltiiriinde T25 ve T75 boyutunda flasklar kullanilmistir.
Hiicreler optimum kosullar1 olan 37°C, %95 nem ve %5 CO'li ortam sartlarinda inkiibatérde
cogaltilmistir. Kultiir kabina yapisan hiicreler kiiltiir kabinda konfuluens olduktan sonra Tripsin
ile hiicreler kaldirilmistir. 1M DPBS ile yikanip santrifiij edildikten sonra hiicreler 1ml besiyeri
ile resiispanse edilmistir. Tripan Blue ile 1:1 oraninda 20pul alinmis ve Smart Slides’a alinarak

hiicre sayimi gerceklestirilmistir.

3.2.2. MIA Paca-2 insan Pankreatik Karsinoma Hiicrelerinin inkiibasyonu

MIA Paca-2 flask kabina yapisan pankreas karsinoma hiicreleri, %10 FBS, %2,5 Horse
Serum, %1 L-glutamin, %1 (100 unit/ml) penicilin + (100 pg/ml) streptomisin, %1
amphoterisin iceren DMEM besiyeri icinde kiiltiirii yapilmistir. Hiicre kiiltiriinde T25 ve T75
boyutunda flasklar kullanilmistir. Hiicreler optimum kosullari1 olan 37°C, %95 nem ve %5 CO’li
ortam sartlarinda inkiibatorde cogaltilmistir. Kiiltiir kabina yapisan hiicreler kiiltiir kabinda
konfuluens olduktan sonra Tripsin ile hiicreler kaldirilmistir. 1M DPBS ile yikanip santrifiij
edildikten sonra hiicreler 1ml besiyeri ile restispanse edilmistir. Tripan Blue ile 1:1 oraninda

20ul alinmis ve Smart Slides’a alinarak hiicre sayimi gergeklestirilmistir.

Yara agma (wound healing) ve xCELLigence CIM-Plate 16 migrasyon analizinde
kullanilan hiicre sayist CFPAC-1 i¢in (20.000 hiicre) Celik H. (2015) ytiksek lisans tezi [19], MIA
PaCa-2 icin (5.000 hiicre) Kirbiyik I.A. yiiksek lisans tezi calismalarinda yaptiklar sitotoksisite
deneyinde, ICso belirlemesi icin kullandiklar1 hiicre sayilar1 baz alinmigtir. ila¢ dozajlan ise
Kirbiyik 1.A. yiiksek lisans tezi ¢alismasinda yaptig1 sitotoksisite deneyinde CFPAC-1 hiicreleri
icin 399 nM, MIA PaCa-2 hiicreleri icin 318 nM buldugu ICso’ler kullanilmistir [4].
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Sekil 3.1. (a) Hiicre Kiiltiirti CO; inkiibatort, (b) Hiicre 6l¢tim cihazi (c) Cedex Smart Slide.

3.2.3. CFPAC-1 Hiicrelerinin Yara A¢ma (Wound Healing) Migrasyon Analizi

Yara agma deneyi icin CFPAC-1 hiicreleri 6 well icerisine (her kuyucukta 1x106 hiicre) 2
grup 3 tekrarli sekilde ekilmistir. Yirmidort saat veya daha fazla beklenmis ve tabana yapismis
hiicrelerin yaklasik olarak konfluens oldugu goriilmiistiir. Ardindan 24 saat FBS icermeyen
medium ile inklibasyona birakilmistir. Daha sonra kuyucuklardaki besiyeri alinmis, diiz bir ¢izgi
halinde 10ul pipet ucuyla birbirine paralel yaralar agilmistir. DPBS ile 3 kez yikanip kalkan
hiicreler ortamdan alindiktan sonra %1 FBSli medium ve gruplara gore ilag dozajlari
eklenmistir. ila¢ dozlan uygulanan hiicrelerin belirli zaman araliklarinda (0, 18, 24, 48, 72 ve 96.
saatlerde) fotograflar1 ¢ekilmis, yara kapanmasi olarak gruplar kontrol ve kendi aralarinda

karsilastirilmistir [50].

Kontrol Kontrol

Kontrol 1.000.000 1.000.000

1.000.000

o Hiicre Hiicre
Hiicre

Danu ICsp
399nM
1.000.000
Hiicre

Danu ICsg
399nM
1.000.000
Hiicre

Danu ICsp
399nM
1.000.000
Hiicre

Sekil 3.2. CFPAC-1 Yara agma deneyi icin deney dizayni.
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3.2.4. MIA PaCa-2 Hiicrelerinin Yara A¢cma (Wound Healing) Migrasyon Analizi

Yara agma deneyi icin MIA Paca-2 hiicreleri 6 well igerisine (her kuyucukta 1x106 hiicre)
2 grup 3 tekrarl sekilde ekilmistir. Yirmidort saat veya daha fazla beklenmis ve tabana yapismis
hiicrelerin yaklasik olarak konfluens oldugu gorilmiistiir. Ardindan 24 saat HS icermeyen
medium ile inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra kuyucuklardaki medium alinmais, diiz bir cizgi
halinde 10pl pipet ucuyla birbirine paralel yaralar acilmistir. DPBS ile 3 kez yikanip kalkan
hiicreler ortamdan alindiktan sonra %1 HS'li medium ve gruplara gore ila¢ dozajlar1 eklenmistir.
Ila¢ dozlar1 uygulanan hiicrelerin belirli zaman araliklarinda (0, 18, 24, 48, 72 ve 96. saatlerde)
fotograflar1 ¢ekilmis, yara kapanmasi olarak gruplar kontrol ve Kkendi aralarinda

karsilastirilmistir [50].

Kontrol Kontrol Kontrol

1.000.000
Hiicre

1.000.000
Hiicre

1.000.000
Hiicre

Danu ICsg
318nM
1.000.000
Hiicre

Danu ICsg
318nM
1.000.000
Hiicre

Danu ICsg
318nM
1.000.000
Hiicre

Sekil 3.3. MIA Paca-2 Yara agma deneyi i¢cin deney dizaynu.

3.2.5. xCELLigence Sisteminde CIM-Plate 16 Migrasyon Analizi

Tim zaman araliklarin da 0-99 saate kadar ilactan elde edilerek belirlenmis olan ICsg
dozaj1 ile xCELLigence cihazinda CIM-Plate 16 uygulamasiyla migrasyon deneyi yapilmistir.
CFPAC-1 ve MIA Paca-2 hiicreleri bir gece dnceden serum free mediuma alinmistir. CIM-Plate
16’nin alt kabina 160pl %20 serumlu medium (CFPAC-1 i¢in IMDM, MIA PaCa-2 i¢cin DMEM)
konulmustur. Ust parga alt parcaya, mavi noktalar iist iiste gelecek sekilde oturtulmustur. Ust
parcada her well igcine 90ul Serum free medium konulmus ve 37°C de 60 dk. bekletilmistir. Bir
saat sonra ilk step (1dk, 1. sweep) okutulmustur. Bir saatlik bekleme stliresinde hiicreler DPBS
ile yikanmustir. Tripsinize edilerek hiicreler kaldirilmis, serum free medium eklenip 300xG de 5

dak. santrifiij edilerek hiicreler elde edilmistir. Daha sonra hiicreler serum free medium ile
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seyreltilmis ve CFPAC-1 icin 20.000 hiicre, MIA Paca-2 igin ise 5.000 hiicre 110ul (100ul +10pul
ilac) olacak sekilde CIM-Plate 16'nin iist kismina eklenmistir. CIM-Plate 16, 30 dk. oda
sicakliginda bekletilmis ve hiicrelerin tabana inmesi gozlenmistir. Daha sonra CIM-Plate 16
cihaza yerlestirilmis ve 15dk’lik dongiilerle 99 saate kadar kayit alinmistir. Uygulanan ilag¢
dozajlar Tablo 3.4.’deki gibidir.

Sekil 3.4. xCELLigence sisteminde kullanilan CIM-Plate 16 ii¢ kisimdan olusur. En altta bulunan
alt tabla, ortada hiicrelerin konuldugu plak ve iist kapaktan meydana gelir.

Sekil 3.5. xCELLigence RTCA sistemi.
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Tablo 3.5. xCELLigence CIM-Plate 16 uygulamasi ila¢ dozajlar1 ve kuyucuk plana.

Kontrol CFPAC-1 Kontrol CFPAC-1

C MIA Paca-2 ICso

318nM 5.000 Hiicre + Danu 318nM + %20 HS'lu Medium

MIA Paca-2 ICso MIA Paca-2 ICso
318nM 318nM

--

Bl siororseserum 350 orseserum |

Bos Bos

Bos Bos

3.2.6. AKim Sitometri de DAPI-A ile Otofaji Ol¢iilmesi

CFPAC-1 ve MIA Paca-2 hiicreleri tablo 3.5.de oldugu gibi 6 well plate’e 24 ve 48 saatlik
gruplara ayirarak ekimleri yapilmistir. ila¢ dozajlar1 24 saatin sonunda eklenmis ve %5 CO»,
%95 nem ve 37°C sicakhikta 24-48 saatlik inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonucu
hiicreler tripsinize edilmis ve Cedex XS cihazinda sayim yapilmistir ve 1.000.000 hiicre/mL
olacak sekilde seyreltilip (100.000 hiicre + 5ul DAPI) DAPI-A (dalga boyu 405nm) boyama

prosedirii uygulanmistir.

Bu boyama prosediiriine gore, tek hiicre siispansiyonu elde edilmistir. 1xDPBS (500ul)
icerisinde 5ul DAPI-A ile hiicreler tekrar siispanse edilmistir. Gruplar oda sicakliginda 5 dk
inkiibasyona birakilmistir. Analizden 6nce yikama yapilmamistir. Akim sitometri de o6lciim

yapilmistir. Danusertib’in otofajik hiicre 6liimii iizerine etkisine bakilmistir.
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Tablo 3.6. Akim sitometri icin yapilan deney dizayni. Gruplar; A) CFPAC-1: 24.saat kontrol ve
ilac grubu, B) CFPAC-1: 48.saat kontrol ve ila¢ grubu, C) MIA Paca-2: 24.saat kontrol ve ilag¢
grubu, D) MIA Paca-2: 48.saat kontrol ve ilag¢ grubu.

A)

24.saat Kontrol 1.000.000 hiicre | 1.000.000 hiicre | 1.000.000 hiicre
CFPAC-1 CFPAC-1 CFPAC-1

24.saat Danusertib 1.000.000 hiicre | 1.000.000 hiicre | 1.000.000 hiicre
CFPAC-1 399nM | CFPAC-1 399nM | CFPAC-1 399nM

B)

48.saat Kontrol 1.000.000 hiicre | 1.000.000 hiicre | 1.000.000 hiicre
CFPAC-1 CFPAC-1 CFPAC-1

48.saat Danusertib 1.000.000 hticre | 1.000.000 hiicre | 1.000.000 hiicre
CFPAC-1 399nM | CFPAC-1 399nM | CFPAC-1 399nM

C)

24.saat Kontrol 1.000.000 hiicre MIA | 1.000.000 hiicre MIA | 1.000.000 hiicre MIA
Paca-2 Paca-2 Paca-2

24.saat Danusertib  1.000.000 hiicre MIA  1.000.000 hiicre MIA  1.000.000 hiicre MIA
Paca-2 318nM | Paca-2 318nM  Paca-2 318nM

D)

48.saat Kontrol 1.000.000 hiicre MIA | 1.000.000 hiicre MIA | 1.000.000 hiicre MIA
Paca-2 Paca-2 Paca-2

48.saat Danusertib 1.000.000 hiicre MIA  1.000.000 hticre MIA  1.000.000 hiicre MIA
Paca-2 318nM | Paca-2 318nM | Paca-2 318nM

3.2.7. RNA izolasyonu, cDNA Sentezi ve qRT-PCR teknigi ile Gen ifade Diizeylerinin

Belirlenmesi

CFPAC-1 ve MIA Paca-2 hiicreleri tablo 3.5.deki gibi 8 grup olusturulmus ve ml'de
500.000 hiicre olacak sekilde bu iki pankreas karsinoma hiicrelerinden total RNA’lar High Pure
RNA izolasyon kiti kullanilarak prosediire gore saflastirilmistir. Bunun igin hiicreler ilag
uygulamasindan sonra tripsinizasyon ile kaldirilmis, yikama ve santrifiij islemlerinden sonra,

her gruba ayri ayri olacak sekilde 400pl Lysis Binding Buffer eklenmistir. Ornekler RNA
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izolasyon kolonuna aktarilmistir. DNase incubation buffer ve DNase soliisyonu ile 15 dk. inkiibe
edilmistir. Sirasiyla Wash buffer I ve II ile hiicreler yikandiktan sonra son olarak Elution buffer
ile RNA c¢ozdiirilmiis ve elde edilen RNA’larin NanoQ cihazinda miktarlar1 o6lciilmistiir.
Saflastirilan total-RNA’lar -80°C’de muhafaza altina alinmistir. Daha sonra cDNA sentez
calismalarina baslanilmis ve total-RNA’lardan 1ug alinarak, Transcriptor First Strand cDNA
sentez kiti ile prosediire uygun olarak termal cycler da tek dongiide gerceklestirilmistir. Sentezi

gerceklestirilen cDNA lar -20°C’de muhafaza edilmistir.

Uretilen cDNA’lar Sybergreen Gotaq master mix kitine uygun olarak olusturulan
gruplar halinde real time PCR cihazina yiiklenmis ve kaspaz -3, -6, -7, -8, -9 ve VEGF, Zeb-1, Slug,
Snail gen primerleri ile amplifiye edilmis ve bu genlerin ifade diizeyleri referans gen [-aktin

kullanilarak rolatif kantitasyonu dl¢iilmiistiir.

SYBR Green qRT-PCR i¢in Promega Gotaq master mix, forward-reverse gen primerleri,
enzim ve cDNA’lar 96 well igerisine gruplara gore olusturularak eklenmis ve qRT-PCR cihazina
yuklenmistir. DNA polimerazin aktive olmasi icin 950C’de 2 dakika bekletilmistir. Ardindan
950C’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 iretilen gen miktarlari DNA erime egrileri ile

(melting curve) kiyaslanarak o6l¢iilmiistiir.

3.2.8. istatistiksel Analiz

Bu c¢alismadaki migrasyon, xCELLigence sistemindeki RTCA yazilimi ile cell index analiz
programinda istatistiksel olarak belirtilmistir. Akim sitometri cihazinda DAPI-A ile histogram
analizi yapilmistir. Otofaji yolagindaki DAPk diizenleyicilerinden kaspaz -3, -6, -7, apoptoz ile
iliskili kaspaz -8, -9 ve metastaz ile iliskili olan VEGF, Zeb-1, Slug, Snail gen ifade diizeyleri

anlatimlar1 Pffafle metoduna gore 2-2ACT formiliine uygun olarak hesaplanmistir.

33



Erkan ALABAS, Yiiksek Lisans Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2018

4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Yara A¢ma (Wound healing) Migrasyon Analizi

4.1.1. CFPAC-1 Hiicrelerinin Yara A¢ma (Wound Healing) Migrasyon Analizi

Yara acma deneyinde 3.2.3.’deki deney prosediirii uygulanmistir. ila¢ dozlar1 uygulanan
hiicrelerin belirli zaman araliklarin da (0, 18, 24, 48, 72 ve 96. saatlerde) fotograflan ¢ekilmis,
yara kapanmasi olarak gruplar kontrol ve kendi aralarinda karsilastirilmistir. Uygulanan ilag

dozajlar Sekil 3.2.’de verilmistir.

Kontrol Danu ICsp 399nM

O.saat

18.saat

24.saat
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72.saat

96.saat

Sekil 4.1. Kontrol ve Danusertib ICso 399 nM gruplar1 yara agma migrasyon deneyi mikroskop
goriintiileri. a-b: 0. saat, c-d: 18. saat, e-f: 24. saat, g-h: 48. Saat, i-j: 72. saat, k-l: 96. saat
hiicrelerin goriintiileri (x400 biiytitmede).

CFPAC-1 hiicrelerinin yara agma deneyi mikroskop goriintiilerine bakildiginda kontrol
grubunda 48. saatte tam kapanma gériilmiistiir. Ila¢ grubuna bakildiginda ise 96. saate kadar
yaranin kapanmadigl goriilmistiir. Xie ve Meykens’in yaptiklar1 calismada, Danusertib’in SK
Mel28 melanoma hiicrelerinde migrasyon lizerine etkisinin oldugu gosterilmistir [21]. Bu tez

calismasinda CFPAC-1 hiicrelerinde Danusertib’in etkisinin oldugu gortulmektedir.
4.1.2. MIA Paca-2 Hiicrelerinin Yara A¢ma (Wound Healing) Migrasyon Analizi

Yara agma deneyinde 3.2.4.'deki deney prosediirii uygulanmigtir. Ilag dozlari uygulanan
hiicrelerin belirli zaman araliklarin da (0, 18, 24, 48, 72 ve 96. saatlerde) fotograflar cekilmis,
yara kapanmasi olarak gruplar kontrol ve kendi aralarinda karsilastirilmistir. Uygulanan ilag

dozajlarn Sekil 3.3.’de verilmistir.

Kontrol Danu ICsp 318nM

0.saat

b)
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18.saat

24.saat

48.saat

72.saat

96.saat

K

Sekil 4.2. Kontrol ve Danusertib 1Cso 318 nM gruplar1 yara agma migrasyon deneyi mikroskop
gorlntiileri. a-b: 0. saat, c-d: 18. saat, e-f: 24. saat, g-h: 48. Saat, i-j: 72. saat, k-l: 96. saat
hiicrelerin gortintiileri (x400 biiylitmede).

MIA Paca-2 hiicrelerinin yara acma deneyi mikroskop gorintiileri incelendiginde,
kontrol grubunda 96. saate kadar tam kapanma goriilmemistir. Danusertib dozaji uygulanan
grupta MIA Paca-2 hiicrelerinde migrasyonun az oranda etkili oldugu diisiiniilmektedir. ilag
grubuna bakildiginda ise 96. saate kadar ila¢ etkisi nedeni ile kollegat olusumlari ve yaranin

kapanmadigl goriilmistiir. Xie ve Meykens’'in yaptifi calismada, SK Mel28 melanoma
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hiicrelerinde Danusertib’in kullanilan diisiik konsantrasyon dozajinda (100nM) bu hiicrelerin
migrasyonunu azalttifl gosterilmistir [21]. Bu tez c¢alismasinda Danusertib’in migrasyonun

inhibisyonuna neden oldugu goriilmektedir.

4.2. xCELLigence Sisteminde CIM-Plate 16 Migrasyon Analizi

CIM-Plate 16 migrasyon analizinde 3.2.5.deki prosediir uygulanmistir. XCELLigence
sisteminde RTCA yazilimi ile kontrol grubu ve ila¢g dozajlar1 kendi aralarinda karsilastirilmistir.

Kontrol grubu ve ila¢ dozajlari tablo 3.4.’deki gibidir.

4.2.1. CFPAC-1 Hiicrelerinin xCELLigence Sisteminde CIM-Plate 16 Migrasyon Analizi

Dalta Cell Indax

Time (in Hour)

Sekil 4.3. xCELLigence sisteminde CFPAC-1 hiicrelerinin CIM-Plate 16 migrasyon analiz sonucu.
Kirmizi; Kontrol, yesil; Danu I1Cso 399 nM gruplar ifade etmektedir.

xCELLigence sistemini kontrol eden RTCA yazilimi iizerinde hiicre popiilasyonu grafigi
20.000 hiicre icin incelendi. Siyah dikey cizgi ile gosterilen bolgede hiicre popiilasyonlari icin
yazilimdan delta normalizasyonu yapilarak biliyiime egrilerinin {ist iiste gelmesi saglanmistir.
xCELLigence sisteminde CIM-Plate 16 migrasyon analiz sonucu grafiginden de yara agma
deneyine paralel olarak yapilan Danusertib [Cso dozu uygulanan CFPAC-1 hiicrelerinde

migrasyon gozlenmedigi goriilmektedir.
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4.2.2. MIA PaCa-2 Hiicrelerinin xCELLigence Sisteminde CIM-Plate 16 Migrasyon Analizi

Sekil 4.4. xCELLigence sisteminde MIA PaCa-2 hiicrelerinin CIM-Plate 16 migrasyon analiz
sonucu. Kirmizi; Danu ICso 318 nM, yesil; Kontrol gruplarin ifade etmektedir.

xCELLigence sistemini kontrol eden RTCA yazilimi iizerinde hiicre popiilasyonu grafigi
5.000 hiicre icin incelendi. Siyah dikey cizgi ile gosterilen bolgede hiicre popiilasyonlar: igin
yazilimdan delta normalizasyonu yapilarak biliyiime egrilerinin st iiste gelmesi saglanmistir.
xCELLigence sisteminde CIM-Plate 16 migrasyon analiz sonucu grafiginden de yara agma
deneyine paralel olarak yapilan Danusertib ICso dozu uygulanan MIA PaCa-2 hiicrelerinde

migrasyon gozlenmedigi goriilmektedir.

4.3. Akim Sitometri de DAPI-A ile Otofaji Analizi

CFPAC-1 ve MIA PaCa-2 hiicreleri 3.2.6.’daki gibi DAPI-A boyama prosediiriine gore
boyanmistir. DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol), DNA'nin A-T acisindan zengin sekanslarina
eklenmesiyle bir floresan kompleksi olusturan DNA’ya 6zgii bir probtur [51]. DAPI-A (1mg/ml)
boyasi ile akim sitometri cihazinda 405nM dalga boyunda mor lazer kullanilarak SSC-A ve DAPI-
A histograminda canli hiicrelerin ¢ekirdek boyanmasi ile otofajik hiicrelere bakilmistir. Hiicre

gruplar tablo 3.5.’deki gibidir.
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Sekil 4.5. CFPAC-1 hiicreleri 24. saat kontrol grubu. A) FSC-A ve SSC-A grafiginde P1 kapisi
hiicre yogunlugunu, B) SSC-A ve DAPI-A grafiginde P hiicre popiilasyonlarini, C) Hiicre sayisi ve
DAPI-A histogram grafigini gostermektedir.

Tablo 4.1. CFPAC-1 hiicreleri 24. saat kontrol grubu analiz sonucu.

Hiicre popiilasyonu Popiilasyon yiizdesi
Canli hiicreler % 95,4
Otofajik hiicreler % 6,2
2 24H CFPAC-ILACZ
24H CFPAC-ILAC2 g
gel - - . R 24H CFPAC-ILAC? -1
= g8 3]
& g - -]
- =g 1
B E2
g = Ta 2 | 3
@ 3" g
g P a 3
= .
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A) B) C)

Sekil 4.6. CFPAC-1 hiicreleri 24. saat ICso grubu. A) FSC-A ve SSC-A grafiginde P1 kapisi hiicre
yogunlugunu, B) SSC-A ve DAPI-A grafiginde P hiicre popiilasyonlarini, C) Hiicre sayis1 ve DAPI-A
histogram grafigini gostermektedir.

Tablo 4.2. CFPAC-1 hiicreleri 24. saat ICso grubu analiz sonucu.

Hiicre popiilasyonu Popiilasyon yiizdesi
Canli hiicreler % 95,7
Otofajik hiicreler % 6
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Sekil 4.7. CFPAC-1 hiicreleri 48. saat kontrol grubu. A) FSC-A ve SSC-A grafiginde P1 kapisi
hiicre yogunlugunu, B) SSC-A ve DAPI-A grafiginde P hiicre popiilasyonlarini, C) Hiicre sayis1 ve
DAPI-A histogram grafigini gostermektedir.

Tablo 4.3. CFPAC-1 hiicreleri 48. saat kontrol grubu analiz sonucu.

Hiicre popiilasyonu Popiilasyon yiizdesi
Canli hiicreler % 95,4
Otofajik hiicreler % 7
B 48HH CFPAC_001-ILAC2
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Sekil 4.8. CFPAC-1 hiicreleri 48. saat ICso grubu. A) FSC-A ve SSC-A grafiginde P1 kapisi hiicre
yogunlugunu, B) SSC-A ve DAPI-A grafiginde P hiicre popiilasyonlarini, C) Hiicre sayis1 ve DAPI-A
histogram grafigini gostermektedir.

Tablo 4.4. CFPAC-1 hiicreleri 48. saat ICso grubu analiz sonucu.

Hiicre popiilasyonu Popiilasyon yiizdesi
Canli hiicreler % 95,2
Otofajik hiicreler % 6,6
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Sekil 4.9. MIA PaCa-2 hiicreleri 24. saat kontrol grubu. A) FSC-A ve SSC-A grafiginde P2 kapisi
hiicre yogunlugunu, B) SSC-A ve DAPI-A grafiginde P hiicre popiilasyonlarini, C) Hiicre sayisi ve
DAPI-A histogram grafigini gostermektedir.

Tablo 4.5. MIA PaCa-2 hiicreleri 24. saat kontrol grubu analiz sonucu.

Hiicre popiilasyonu Popiilasyon yiizdesi
Canli hiicreler % 95,8
Otofajik hiicreler % 3,3
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Sekil 4.10. MIA PaCa-2 hiicreleri 24. saat ICso grubu. A) FSC-A ve SSC-A grafiginde P2 kapisi
hiicre yogunlugunu, B) SSC-A ve DAPI-A grafiginde P hiicre popiilasyonlarini, C) Hiicre sayisi ve
DAPI-A histogram grafigini gostermektedir.
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Tablo 4.6. MIA PaCa-2 hiicreleri 24. saat ICso grubu analiz sonucu.

Hiicre popiilasyonu Popiilasyon yiizdesi
Canli hiicreler % 95,9
Otofajik hiicreler % 4,1
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Sekil 4.11. MIA PaCa-2 hiicreleri 48. saat kontrol grubu. A) FSC-A ve SSC-A grafiginde P2 kapisi
hiicre yogunlugunu, B) SSC-A ve DAPI-A grafiginde P hiicre popiilasyonlarini, C) Hiicre sayis1 ve
DAPI-A histogram grafigini gostermektedir.

Tablo 4.7. MIA PaCa-2 hiicreleri 48. saat kontrol grubu analiz sonucu.

Hiicre popiilasyonu Popiilasyon yiizdesi
Canli hiicreler % 95,1
Otofajik hiicreler % 4,7
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Sekil 4.12. MIA PaCa-2 hiicreleri 48. saat ICso grubu. A) FSC-A ve SSC-A grafiginde P2 kapisi
hiicre yogunlugunu, B) SSC-A ve DAPI-A grafiginde P hiicre popiilasyonlarini, C) Hiicre sayis1 ve
DAPI-A histogram grafigini gostermektedir.

Tablo 4.8. MIA PaCa-2 hiicreleri 48. saat 1Cso grubu analiz sonucu.

Hiicre popiilasyonu Popiilasyon yiizdesi
Canli hiicreler % 95,7
Otofajik hiicreler % 4,7

CFPAC-1 hiicrelerinin Danusertib 1Cso dozajlar1 24 ve 48. saatler sonucunda, az miktarda
otofaji gorilmektedir. MIA PaCa-2 hiicrelerinin Danusertib ICso dozajlar1 24. ve 48. saatler
sonucunda ise CFPAC-1 hiicrelerine oranla daha da az miktarda otofaji goriilmektedir. He ve
ark.’nin yaptigi calismada Danusertib’in THP-1, HL-60 ve K562 l6semi hiicrelerinde otofajiyi
onemli 6l¢iide artirmistir [52]. Bu iki hiicre hattinda otofajinin artmasinin beklenmesi icin daha

uzun zamandaki (72, 96 saat) saat gruplarina bakilmasi gerektigi diisiiniilmektedir.

4.4. Hiicrede Oliim Yolaginin ve Metastaz Yolaginin Gen ifade Diizeyleri ile Analizi

CFPAC-1 ve MIA Paca-2 hiicreleri tablo 3.5.’deki gibi 8 grup seklinde olusturulmustur.
Total-RNA’lar, 24. saat ve 48. saat gruplarindan izole edilmistir. NanoQ cihazinda izole edilmis
RNA’lar Olcilmiistiir. Total-RNA’lardan cDNA’lar sentezlenmistir. cDNA’lar daha sonra qRT-
PCR’de Promega Gotaq master mix kiti prosediiriine gore; hiicrede 6liim yolunu baslatan kaspaz
-3, -6, -7, apoptoz ile iliskili kaspaz -8, -9 ve metastaz ile iligkili VEGF, Zeb-1, Slug ve Snail gen

ifade diizeyleri ACTB geni ile normalizasyonu yapilarak él¢iilmiistiir.
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Tablo 4.9. Kontrol ve ila¢g uygulanmis CFPAC-1 hiicreleri total RNA ve miktarlari.

Gruplar Ornek 260/280 nm Konsantrasyon ng/pl
Kontrol 24 RNA 2,09 205,21
ilag 24 RNA 1,98 186,10
Kontrol 48 RNA 2,07 146,58
flag 48 RNA 2,10 168,94

Tablo 4.10. Kontrol ve ilac uygulanmis MIA PaCa-2 hiicreleri total RNA ve miktarlari.

Gruplar Ornek 260/280 nm Konsantrasyon ng/ul
Kontrol 24 RNA 2,03 411,0

ilag 24 RNA 1,98 241,40
Kontrol 48 RNA 2,02 641,50

ilag 48 RNA 2,05 1004,80

Tablo 4.11. CFPAC-1 hiicrelerinin cDNA sentezi icin NanoQ sonuclarina gore eklenen RNA ve

hazirlanan mix miktarlari.

Kontrol 24 ilac 24 Kontrol 48 ilac 48
Transcriptor RT 2ul 2 ul 2ul 2ul
Reactrion Buffer
dNTP Mix 0,8 ul 0,8 ul 0,8 ul 0,8 ul
Random Hexamer Primer 2 lll 2 IJI 2 ul 2 ul
Mix
Transcriptor Reverse 1 lll 1 IJI 1 ul 1 ul
Transcriptase
Protector RNase Inhibitor 1 lll 1 IJI 1 ul 1 ul
PCR-Grade Water 8,3 ul 7,8 ul 6,4 ul 7,2 ul
RNA 4,9 ul 5,4 ul 6,8 ul 6,0 pl

Tablo 4.12. MIA PaCa-2 hiicrelerinin cDNA sentezi icin NanoQ sonuclarina gore eklenen RNA ve

hazirlanan mix miktarlari.

Kontrol 24 ilag 24 Kontrol 48 ilag 48
Transcriptor RT 2ul 2 ul 2 ul 2ul
Reactrion Buffer
dNTP Mix 0,8 ul 0,8 ul 0,8 ul 0,8 ul
Random Hexamer Primer 2 u] 2 p_] 2 ul 2 ul
Mix
Transcriptor Reverse 1ul 1l 1ul 1l
Transcriptase
Protector RNase Inhibitor 1ul 1pl 1l 1l
PCR-Grade Water 10,8 ul 9,1ul 11,7 ul 12,2 ul
RNA 2,4 ul 4,1l 1,5 pl 1,0 ul
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4.4.1. CFPAC-1 Hiicrelerinde Apoptoz Iliskili Gen ifade Diizeyleri Analizi

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

sentezlenmistir. Gen ifade diizeyleri ACTB geni ile normalizasyonu yapilarak ol¢iilmiistiir.

Tablo 4.13. CFPAC-1 hiicrelerinde ACTB ve CASP3 gen ekspresyonu.

Gruplar

ACTB

gore

CASP3 ACT AACT 2-84CT
Kontrol 24 16,064 23,765 7,701 0 1
llag 24 16,818 20,956 4,138 -3,563 11,820
Kontrol 48 15,264 23,881 8,617 0 1
ilag 48 16,073 24,963 8,890 0,272 0,828
Amplification Plot Melt Curve Plot
AIES
M crrac_cz4 [ orpac_cas [l CrrAC_I24 CFPAC 148 Mcroac.coe Wcreaccis M croac 124 S h

Sekil 4.13. CFPAC-1 hiicrelerinde CASP3 geni amplifikasyon grafigi ve erime pikleri.

Tablo 4.14. CFPAC-1 hiicrelerinde ACTB ve CASP6 gen ekspresyonu.

Gruplar

ACTB

CASP6 ACT AACT 2-8ACT
Kontrol 24 16,064 25,460 9,396 0 1
llag 24 16,818 24,166 7,348 -2,048 4,135
Kontrol 48 15,264 24,971 9,708 0 1
llag 48 16,073 25,150 9,077 -0,630 1,548
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Sekil 4.14. CFPAC-1 hiicrelerinde CASP6 geni amplifikasyon grafigi ve erime pikleri.

Tablo 4.15. CFPAC-1 hiicrelerinde ACTB ve CASP7 gen ekspresyonu.

Gruplar ACTB CASP7 ACT AACT 2-8ACT
Kontrol 24 16,064 23,561 7,497 0 1
llag 24 16,818 21,853 5,034 -2,462 5,510
Kontrol 48 15,264 23,719 8,455 0 1
ilag 48 16,073 23,891 7,818 -0,637 1,555

0384972

Amplification Plot
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Sekil 4.15. CFPAC-1 hiicrelerinde CASP7 geni amplifikasyon grafigi ve erime pikleri.

CASP3 ifadelerinin 24. saat ila¢ grubunda 11,8 kat arttig1, 48. saat ila¢ grubunda 0,8 kat,

azaldig: goriilmektedir. CASP6 ifadelerinin 24. saat ila¢ grubunda 4,1 kat, 48. saat ila¢ grubunda

0,5 kat artis gorulmektedir. CASP7 ifadelerinin 24. saat ila¢ grubunda 5,5 kat arttigi, 48. saat ilag

grubunda 0,5 kat artis goriilmektedir.

Tablo 4.16. CFPAC-1 hiicrelerinde ACTB ve CASP8 gen ekspresyonu.

ACTB

Gruplar CASP8 ACT AACT 2-8ACT
Kontrol 24 16,064 24,844 8,780 0 1
llag 24 16,818 23,199 6,381 -2,399 5,273
Kontrol 48 15,264 26,445 11,182 0 1
ilag 48 16,073 25,163 9,090 -2,092 4,263
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Sekil 4.16. CFPAC-1 hiicrelerinde CASP8 geni amplifikasyon grafigi ve erime pikleri.

Tablo 4.17. CFPAC-1 hiicrelerinde ACTB ve CASP9 gen ekspresyonu.

Gruplar ACTB CASP9 ACT AACT 2-0ACT
Kontrol 24 16,064 27,042 10,978 0 1
Ha(,‘ 24 16,818 24,405 7,587 -3,391 10,493
!(ontrol 48 15,264 27,078 11,815 0 1
Ilag 48 16,073 27,011 10,938 -0,877 1,837
Amplification Plot Melt Curve Plot ,
i
£ 1200 0,780308 EEL " j‘
//
::\A ¢ M34{: S ==t
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Sekil 4.17. CFPAC-1 hiicrelerinde CASP9 geni amplifikasyon grafigi ve erime pikleri.

CASP8 ifadelerinin 24. saat ila¢ grubunda 5,2 kat 48. saat ila¢ grubunda 4,2 kat artis

gorilmektedir. CASP9 ifadelerinin 24. saat ila¢ grubunda 10,4 kat artis, 48. saat ila¢g grubunda

0,8 kat artisin meydana geldigi gorilmektedir. Zi ve arkadaslarinin Danu uygulanmis C13 ve

A2780cp yumurtalik karsinoma hiicrelerinde yaptigi calismada kaspaz-3 ve kaspaz-9

seviyesinde artis meydana gelmistir [53]. Bu tez ¢alismasinda, Danusertib 1C5o dozu uygulanan

CFPAC-1 hiicrelerinde kaspaz gen ifadelerinde artisin meydana geldigi goriilmiistiir.

4.4.2. CFPAC-1 Hiicrelerinde Metastaz ile Iliskili Gen Ifade Diizeyleri Analizi

Metastaz ile iliskili VEGF, Zeb-1, Slug ve Snail gen ifade diizeyleri ACTB ile normalize

edilerek ol¢lilmiistiir.
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Tablo 4.18. CFPAC-1 hiicrelerinde ACTB ve VEGF gen ekspresyonu.

Gruplar ACTB VEGF ACT AACT 2-0ACT

Kontrol 24 | 16,064 16,287 0,223 0 1

ila(; 24 | 16,818 17,474 0,656 0,433 0,741

ila(; 48 | 16,073 18,575 2,502 2,279 0,206
Amplification Plot Melt Curve Plot

s
& 1E00
= 0636389

Decivative Reparter (—fn’)

0
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Sekil 4.18. CFPAC-1 hiicrelerinde VEGF geni amplifikasyon grafigi ve erime pikleri.

VEGF (vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii), anjiyogenezde onemli bir yere sahip
biiytime faktoriidiir. VEGF'nin organizmada birgok olay ile iliskisi vardir. Post-natal damarlanma,
yara iyilesmesi, kanser, romatoid artrit, retinada yeni damarlanma, kalp ve damar hastaliklar
dahil baslica 6nemli rolleri arasinda yer alir [54]. VEGF ifadelerinin 24. saat ila¢ grubunda 0,3
kat, 48. saat ila¢ grubunda 0,8 kat azalma goriilmektedir. Danusertib ila¢ dozajinin oldugu
gruplarin yara agma deneyi ve CIM-Plate 16 deney sonuclarina gére CFPAC-1 hiicrelerinde
metastazin engellendigi bu tez calismasinda gosterilmistir (Sekil 4.1. ve Sekil 4.3.). CFPAC-1
hiicrelerinde VEGF gen ifade diizeyinin yiiksek oranda azalmasi, metastaz mekanizmasinda

onemli rol oynayan anjiogenezin baskilanmasini diistindiirmektedir.

Tablo 4.19. CFPAC-1 hiicrelerinde ACTB ve ZEB1 gen ekspresyonu.

Gruplar ACTB ZEB1 ACT AACT 2-8ACT

Kontrol 24 | 16,064 20,940 4,876 0 1 |
ilac 24 | 16,818 21,307 4,488 -0,388 1,308 |
ilac 48 | 16,073 21,052 4,979 0,103 0,931 |
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Sekil 4.19. CFPAC-1 hiicrelerinde ZEB1 geni amplifikasyon grafigi ve erime pikleri.

ZEB-1 ifadelerinin 24. saat ila¢ grubunda 0,3 kat artis, 48. saat ila¢ grubunda ise 0,1 kat
azalma meydana geldigi goriilmektedir. Kurahara ve arkadaslar1 pankreatik kanser hastalarinda
ZEB-1 ekspresyonunun azalmasi durumunda metastazin engellendigini ifade etmistir [55].
Yaptigimiz c¢alismada, CFPAC-1 hiicrelerinde 24. saat ilag dozaji grubunda ¢ok az artis

gorilirken ilerleyen saatlerde ila¢ grubunda ZEB-1 gen ifadesinin azaldig1 belirtilmistir.

Tablo 4.20. CFPAC-1 hiicrelerinde ACTB ve SLUG gen ekspresyonu.

Gruplar ACTB SLUG ACT AACT 2-ACT

Kontrol 24 | 16,064 23,052 6,988 0 1 |
ilac 24 | 16,818 21,177 4,359 -2,630 6,189 |
ilac 48 | 16,073 22,825 6,752 -0,236 1,178 |

Melt Curve Plot

Amplification Plot
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Sekil 4.20. CFPAC-1 hiicrelerinde SLUG geni amplifikasyon grafigi ve erime pikleri.

Tablo 4.21. CFPAC-1 hiicrelerinde ACTB ve SNAIL gen ekspresyonu.

Gruplar ACTB SNAIL ACT AACT 2-8ACT
Kontrol 24 | 16,064 22,976 6,912 0 1 |
llag 24 16,818 22,761 5,943 -0,969 1,958
ilag 48 16,073 23,895 7,822 0,910 0,532
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Sekil 4.21. CFPAC-1 hiicrelerinde SNAIL geni amplifikasyon grafigi ve erime pikleri.

Amplification Plot
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SLUG ifadelerinin 24. saat ilag grubunda 6,1 kat, 48. saat ila¢ grubunda 0,1 kat oraninda

artis goriilmektedir. SNAIL ifadelerinin 24. saat ila¢ grubunda 2 kat artis, 48. saat ilag grubunda

ise 0,5 kat azalis goriilmektedir. Sun ve arkadaslarinin yaptig1 calismada HepG2 hiicrelerinde

Slug ve Snail gen ekspresyonlarinin ilerleyen saatlerde azaldig1 gosterilmistir [56]. CFPAC-1

hiicrelerinde Slug ve Snail gen ekspresyonunun ifadesi kontrole gére zaman bagimh olarak

azalmistir.

4.4.3. MIA PaCa-2 Hiicrelerinde Apoptoz ile iliskili Gen ifade Diizeyleri Analizi

MIA PaCa-2 hiicrelerinden elde edilen total RNA’lardan cDNA’lar prosediire gore

sentezlenmistir. cDNA’lar daha sonra qRT-PCR’de Promega Gotaq master mix kiti prosediiriine

gore gen ifade diizeyleri ACTB geni ile normalizasyonu yapilarak ol¢tilmiistiir.

Tablo 4.22. MIA PaCa-2 hiicrelerinde ACTB ve CASP3 gen ekspresyonu.

Gruplar ACTB CASP3 ACT AACT 2-2ACT
Kontrol 24 14,912 21,582 6,670 0 1
llag 24 15,595 19,937 4,342 -2,329 5,023
Kontrol 48 13,321 19,456 6,135 0 1
llag 48 14,982 20,688 5,706 -0,429 1,346
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Sekil 4.22. MIA PaCa-2 hiicrelerinde CASP3 geni amplifikasyon grafigi ve erime pikleri.
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Tablo 4.23. MIA PaCa-2 hiicrelerinde ACTB ve CASP6 gen ekspresyonu.

Gruplar

ACTB

W miaeac_c2e [ viaeac_cas [ Miapac 124 [l MIARAC 148

CASP6 ACT AACT 2-0ACT
Kontrol 24 14,912 24,687 9,775 0 1
ila(,‘ 24 15,595 23,075 7,480 -2,296 4,910
Kontrol 48 13,321 22,982 9,660 0 1
ilag 48 14,982 23,808 8,825 -0,835 1,784
- Amplification Plot Melt Curve Plot
50 san) S g 1‘-‘

B miapac_c24 [l miapac_cas [ Miapac 124 [l MIAPAC 148
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Sekil 4.23. MIA PaCa-2 hiicrelerinde CASP6 geni amplifikasyon grafigi ve erime pikleri.

Tablo 4.24. MIA PaCa-2 hiicrelerinde ACTB ve CASP7 gen ekspresyonu.

Gruplar

ACTB

CASP7 ACT AACT 2-8ACT
Kontrol 24 14,912 22,267 7,355 0 1
llag 24 15,595 20,834 5,239 -2,115 4,333
Kontrol 48 13,321 20,775 7,454 0 1
ilag 48 14,982 21,418 6,435 -1,018 2,026
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Sekil 4.24. MIA PaCa-2 hiicrelerinde CASP7 geni amplifikasyon grafigi ve erime pikleri.

CASP3 ifadelerinin 24. saat ila¢ grubunda 5 kat, 48. saat ila¢c grubunda 0,3 kat artis
gorilmektedir. CASP6 ifadelerinin 24. saat ila¢ grubunda 4,9 kat arttig), 48. saat ilag grubunda
0,7 kat artis gorilmektedir. CASP7 ifadelerinin 24. saat ila¢ grubunda 4,3 kat, 48. saat ilag
grubunda 2 kat artis gortilmektedir.

Tablo 4.25. MIA PaCa-2 hiicrelerinde ACTB ve CASP8 gen ekspresyonu.

00

Gruplar ACTB CASP8 ACT AACT 2-8ACT
Kontrol 24 14,912 24,768 9,856 0 1
ila(,‘ 24 15,595 21,914 6,319 -3,537 11,606
Kontrol 48 13,321 21,980 8,658 0 1
Ilag 48 14,982 22,876 7,894 -0,765 1,699
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Sekil 4.25. MIA PaCa-2 hiicrelerinde CASP8 geni amplifikasyon grafigi ve erime pikleri.

Tablo 4.26. MIA PaCa-2 hiicrelerinde ACTB ve CASP9 gen ekspresyonu.

Gruplar ACTB CASP9 ACT AACT 2-8ACT
Kontrol 24 14,912 24,651 9,739 0 1
llag 24 15,595 22,616 7,021 -2,718 6,580
Kontrol 48 13,321 24,732 11,411 0 1
ilag 48 14,982 24,580 9,597 -1,813 3,514
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Sekil 4.26. MIA PaCa-2 hiicrelerinde CASP9 geni amplifikasyon grafigi ve erime pikleri.
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CASP8 ifadelerinin 24. saat ila¢ grubunda 11,6 kat, 48. saat ilac grubunda 0,7 kat artis

goriilmektedir. CASP9 ifadelerinin 24. saat ila¢ grubunda 6,5 kat artis, 48. saat ila¢ grubunda ise

3,5 kat oraninda artisin meydana geldigi goriilmektedir. Li ve arkadaslarinin Danusertib

uygulanmis insan meme kanseri hiicrelerinde Bcl-2 seviyesinin azalmasiyla kaspaz-3 ifadesinin

sonuc¢larimizdaki gibi arttigini bildirmistir [57].

4.4.4. MIA PaCa-2 Hiicrelerinde Metastaz ile iliskili Gen ifade Diizeyleri Analizi

Metastaz ile iligkili VEGF, Zeb-1, Slug ve Snail gen ifade diizeyleri ACTB ile normalize

edilerek 6l¢lilmiistiir.

Tablo 4.27. MIA PaCa-2 hiicrelerinde ACTB ve VEGF gen ekspresyonu.

)
Cyele

Gruplar ACTB VEGF ACT AACT 2-0ACT
Kontrol 24 14,912 21,016 6,104 0 1
ila(,‘ 24 15,595 21,059 5,464 -0,640 1,559
ila(; 48 14,982 20,195 5,212 -0,892 1,856
- Amplification Plot Melt Curve Plot .
paE===e : i
V. P &
g“““w A %

W viaeac_c24 [l MiaRaC_C48 MIAPAC_124 [l MIAPAC 148

Sekil 4.27. MIA PaCa-2 hiicrelerinde VEGF geni amplifikasyon grafigi ve erime pikleri.

Temperature (°C)

W muapac_c24 [l Miapac_cas miapac_1za [ MIAPAC_148
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VEGF, gelisimde ve yetiskinlerde anjiogenez icin gerekli bir faktérdir. Bu biiylime
faktori bir¢cok olayda (romatoid artrit, yara iyilesmesi, kanser) Kkrtitik rol alirken endotelyal
hiicrelerinin fonksiyonunda da onemli gorevler istlenir [58]. VEGF ifadelerinin 24. saat ilag
grubunda 0,5 kat artis, 48. saat ila¢ grubunda 0,8 kat artis goriilmektedir. Danusertib ila¢
dozajinin oldugu grupta yara agma deneyi ve CIM-Plate 16 deney sonuclarina gére MIA PaCa-2
hiicrelerinde metastazin engellendigi yukarida goriilmektedir (Sekil 4.2. ve Sekil 4.4.). VEGF gen
ekspresyon diizeyinin MIA PaCa-2 hiicrelerinde CFPAC-1 hiicrelerine gore artisin olmasi

anjiogenezin baskilanamayacagini diistindiirmektedir.

Tablo 4.28. MIA PaCa-2 hiicrelerinde ACTB ve ZEB1 gen ekspresyonu.

Gruplar ACTB ZEB1 ACT AACT 2-AACT
!(OHtI‘Ol 24 14,912 20,244 5,332 0 1
!13(,‘ 24 15,595 20,380 4,784 -0,548 1,462
Ilag 48 14,982 20,631 5,649 0,317 0,803
Amplification Plot Melt Curve 'i{“t
; -'I“‘ \‘I)
o _— — f \

3
& 1E0D
= 1.606775

Derrvative Reporter {~RAn’)

=
Cyce
Temperstire (°C)

B viaeac_cz4 [l MIAPAC_Ca8 MIARAC 124 [ MIAPAC 148 W vonc_c2a [l MIAPAC_Ca8 Miapac_t24 [ MIAPAC_148

Sekil 4.28. MIA PaCa-2 hiicrelerinde ZEB1 geni amplifikasyon grafigi ve erime pikleri.

ZEB-1 ifadelerinin 24. saat ila¢ grubunda 0,5 kat artis, 48. saat ila¢ grubunda ise 0,2 kat
azalma meydana geldigi goriilmektedir. Kurahara ve arkadaslar1 belirli sayidaki pankreatik
kanser hastalarinda E-kaderin seviyesinin yiiksek olmasi nedeni ile ZEB-1 geni ekspresyonunun
azalmasi durumunda metastazin engellendigini ifade etmistir [55]. Bu tez ¢alismasi sonucunda,
MIA PaCa-2 hiicrelerinde 24. saat ila¢ grubunda artis goriiliirken 48. saat ila¢ grubunda ZEB-1
gen ifadesinin azalmasi belirtilmis ve bu durumun metastazda onemli bir faktér oldugu

gozlemlenmistir.

Tablo 4.29. MIA PaCa-2 hiicrelerinde ACTB ve SLUG gen ekspresyonu.

Gruplar ACTB SLUG ACT AACT 2-68CT
Kontrol 24 | 14,912 22,690 7,778 0 1 |
flac 24 15,595 20,911 5,316 -2,462 5,508
flac 48 14,982 22,752 7,770 -0,008 1,006
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Sekil 4.29. MIA PaCa-2 hiicrelerinde SLUG geni amplifikasyon grafigi ve erime pikleri.

Tablo 4.30. MIA PaCa-2 hiicrelerinde ACTB ve SNAIL gen ekspresyonu.

Gruplar ACTB SNAIL ACT AACT 2-0ACT

Kontrol 24 14,912 20,402 5,490 0 1

ila(; 24 15,595 20,027 4,432 -1,058 2,082

Ilag 48 14,982 21,835 6,852 1,363 0,389
Amplification Plot Melt Curve Plot
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Sekil 4.30. MIA PaCa-2 hiicrelerinde SNAIL geni amplifikasyon grafigi ve erime pikleri.

SLUG ifadelerinin 24. saat ila¢ grubunda %5,5 kat artis, 48. saat ila¢ grubunda ise degisim
gozlenmemistir. SNAIL ifadelerinin 24. saat ila¢ grubunda 2 kat artis, 48. saat ila¢ grubunda ise
0,6 kat azalma goriilmektedir. Sun ve arkadaslari HepG2 hiicrelerinde antimigratif ajan
kullanarak Slug ve Snail gen ifadesinde zamana bagl olarak azalma oldugunu belirlemislerdir
[56]. Bu calismaya paralel olarak Danusertib ilaci uygulanan bu tez ¢alismasinda MIA PaCa-2
hiicrelerinde Slug ve Snail gen ifadesinde azalma gozlemlendi. Bu gen ifadelerindeki azalma ise,
Danusertib uygulanan CFPAC-1 ve MIA PaCa-2 hiicrelerinde; VEGF, Zeb1, Slug ve Snail gen

ifadelerindeki azalma metastazda ¢ok 6nemli bir mekanizma olan EMT’nin baskilandigim

gostermektedir.
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5.SONUC ve ONERILER

Bu calismada, CFPAC-1 ve MIA PaCa-2 hiicre hatlarinda Aurora kinaz inhibitérii olan
Danusertib’in xCELLigence DP cihazinda migrasyona etkisi, DAPI-A ile otofajinin akim sitometri

de 6l¢lilmesi ve gen primerleri kullanilarak gen ifade diizeylerinin belirlenmesi arastirilmistir.

Bu arastirmada;

1. Metastazda o6nemli bir migrasyon testi olan yara agma (wound healing) deneyi ile
CFPAC-1 hiicrelerinin kontrol grubunda, agilan yara 48. saatte tamamen kapanmis, Danusertib
ICso ilag dozaji bulunan grupta ise 96. saate kadar kapanma goézlenmemistir. MIA PaCa-2
hiicrelerinde ise hem kontrol grubunda hem de Danusertib ICso ila¢ dozaji grubunda 96. saate
(ileri saatlere) kadar kapanma gozlenmemistir. Sonug olarak; Pan Aurora kinaz inhibitérii olan

Danusertib ilacinin bu iki hiicre hattinda migrasyon lizerine etkisinin oldugu goériilmektedir.

2. xCELLigence sisteminde CIM-Plate 16 migrasyon analizi ile yara agma deneyindeki
bulgulara paralel olarak, CFPAC-1 ve MIA PaCa-2 hiicre hatlarinda ila¢ dozajlarinin bulundugu
gruplarda migrasyon gozlenmedigi, varsa da ¢ok diisiik diizeyde oldugu goriilmektedir. Sonug

olarak Danusertib’in, bu iki hiicre hattinda migrasyonu inhibe ettigi goriilmektedir.

3. Akim sitometri cihazi ile yapilan DAPI-A otofaji analizi 6l¢iim sonucunda, CFPAC-1 ve
MIA PaCa-2 hiicrelerinde Danusertib ICs5o dozajinin uygulanan 24.saat ve 48.saat gruplarinda ¢ok
az miktarda otofajiyi tutukladigi goriilmektedir. Otofaji'nin goriilebilmesi i¢in yliksek oranda ilag

dozaj1 ya da yiiksek saatlerde otofajik dliimiin arastirilmasi diisiiniilmektedir.

4. CFPAC-1 hiicrelerinde apoptozun arastirilmast icin; gRT-PCR teknigi ile DAPk
diizenleyicileri olan kaspaz -3, -6, -7 ve apoptoz ile iliskili kaspaz -8, -9 gen ifade diizeyleri
incelenmistir. Kaspaz -3, -6, -7 ve -8, -9 gen ifadelerinde 24.saat ve 48.saat ila¢ gruplarinda
artisin meydana geldigi goriilmektedir. Bu sonugclar, Danusertib ICsy ila¢ dozunun ilk 24 saat

icinde CFPAC-1 pankreatik kanser hiicrelerinde apoptotik oldugunu géstermektedir.

5. CFPAC-1 hiicrelerinde metastazin arastirilmasi i¢in; qRT-PCR teknigi ile metastaz ile
iligkili gen ifade diizeyleri incelenmistir. VEGF gen ifadelerinde azalis; Zeb-1 gen ifadelerinde
24.saat ila¢ grubunda artis, 48.saat ila¢g grubunda azalis; Slug gen ifadelerinde artis; Snail gen

ifadelerinde 24.saat ila¢ grubunda artis, 48.saat ila¢ grubunda azalis meydana geldigi
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goriilmektedir. Bu gen ifadelerindeki azalma ajan olarak kullanilan Danusertib’in, metastazda

onemli olaylarindan biri olan EMT mekanizmasini inhibe ettigini gdstermektedir.

6. MIA PaCa-2 hiicrelerinde apoptozun arastirilmasi i¢in; qRT-PCR teknigi ile DAPk
diizenleyicileri olan kaspaz -3, -6, -7 ve apoptoz ile iliskili kaspaz -8, -9 gen ifade diizeyleri
incelenmistir. Kaspaz -3, -6, -7 ve -8, -9 gen ifadelerinde 24.saat ve 48.saat ila¢ gruplarinda
artisin meydana geldigi goriilmektedir. Bu sonuglar, Danusertib 1Cso ilag dozunun ilk 24 saat
icinde MIA Paca-2 insan pankreatik kanser hiicrelerinde apoptotik oldugunu géstermektedir.
Danusertib ICso ilag dozunun ilk 24 saat igcinde MIA PaCa-2 pankreatik kanser hiicrelerinde

apoptotik oldugunu gostermektedir.

7. MIA PaCa-2 hiicrelerinde metastazin arastirilmasi i¢in; qRT-PCR teknigi ile metastaz ile
iligkili gen ifade diizeyleri incelenmistir. VEGF gen ifadelerinde artis; Zeb-1 gen ifadelerinde
24.saat ilac grubunda artis, 48.saat ila¢ grubunda azalis; Slug gen ifadelerinde 24.saat ilag
grubunda artis, 48.saat ila¢ grubunda degisim gozlenmemis; Snail gen ifadelerinde 24.saat ilag
grubunda artis, 48.saat ila¢ grubunda azalis meydana gelmektedir. Bu gen ifadelerinde VEGF gen
ifadesinde artisin meydana gelmesi bu hiicrelerde anjiyogenezin baskilanamadigim
diistindiirmekte, Zeb-1, Slug ve Snail gen ifadelerindeki azalma ise bu hiicrelerde metastazda

onemli bir gecis olan EMT’nin baskilanabilecegini gostermektedir.

CFPAC-1 ve MIA PaCa-2 pankreas kanseri hiicre hatlarinda kullanilan pan Aurora kinaz
inhibitori olan Danusertib ilacinin apoptoz, otofaji, metastaz ve EMT iliskileri iizerine yapilan
¢alismalar sonucu elde edilen veriler gelecekte planlanan in-vivo ¢alismalara isik tutacaktir.
Danusertib ilacimin diger ajanlarla birlikte sinerjik etkilerinin doz/zaman bagimli olarak
degiskenleri dikkate alinarak ¢alisilmasi farkli kanser hiicre hatlarinda hiicre 6liimii ve gen ifade

diizeylerindeki ¢alismalarin gerceklestirilmesi diger in-vitro calismalara da katki saglayacaktir.
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EKLER

Ek 1. Yara agma (Wound healing) protokolii

1.
2.

o

Hiicreler 6 well icerisine (her kuyucukta 1x106¢ hiicre) ekilir.

Hiicrelerin tabana yapismasi ve yaklasik olarak konfluens olmasi icin 24 saat veya daha
fazla beklenir.

Hiicreler FBS ve HS icermeyen medium igerisinde 24 saat inkiibe edilir.

Inkiibasyon sonrasi kuyucuklardaki mediumlar alinir. 10 ul pipet ucuyla birbirine paralel
yaralar (¢izgi) agilir.

Soguk DPBS ile 3 defa yikanip kalkan hiicreler ortamdan uzaklastirilir.

Kullanilacak olan ila¢ dozajlar1 %1 FBS’li ve HS’li medium ile kuyucuklara eklenir.
Hiicrenin karakterine, doubling zamanina ve yaranin kapanma durumuna gére 0-96
saatler arasi fotograflar alinir.

Ek 2. CIM-Plate 16 migrasyon protokolii

N

oUW

Hiicreler bir gece dnceden serum free mediuma alinir.

CIM-Plate 16’'nin alt kabina 160ul %20 serumlu medium konulur. Meniskiis olustugu
gozlenir.

Ust parga alt parcaya mavi noktalar iist iiste gelecek sekilde oturtulur.

Ust parcada her well icine 90pl Serum free medium konulur ve 37°C de 60 dk. bekletilir.
Ilk step 1 saat sonra (1dk, 1. sweep) okutulur.

Hiicreler 1 ml’de yaklasik CFPAC-1 hiicre sayis1 20.000, MIA PaCa-2 hiicre sayis1 5.000
olacak sekilde serum free medium ile seyreltilir.

110 pl (100 pl +10 pl ilag) icinde hiicre hattina gore degisiklik gosteren hiicre sayisi
kadar CIM-Plate 16’n1n iist kismina eklenir.

CIM-Plate 16, 30 dk. oda 1s1sinda bekletilir ve hiicrelerin tabana ¢okmesi gozlenir.

Daha sonra CIM-Plate 16 xCELLigence cihazina yerlestirilir ve 15 dk’lik dongiilerle kayit
alinir.

Ek 3. DAPI- A boyama protokolii

DAPI, cift sarmalli DNA'nin A-T bakimindan zengin bdélgelerine baglanan bir niikleik asit

boyasidir. DAPI mor renkli lazer kullanilarak 405nm dalga boyunda uyarim emisyonuna

sahiptir.
1. Tekhiicre slispansiyonu elde edilir.
2. FBS veya 1xDPBS icinde kullanilacak olan DAPI miktar1 kadar hiicreler tekrar slispanse
edilir.
3. Canllik analizi icin DAPI'nin optimum konsantrasyonu hiicre tiiriine gore degisebilir.
4. O0da sicaklhiginda 5dk inkiibe edilir.
5. Analizden dnce yikama gerekmez.
6. Akim sitometri de analizlere devam edilir.
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Ek 4. High Pure RNA izolasyon protokolii

1.

12.

Hiicre siispansiyonu santrifiij edildikten sonra siipernatant atilir. Uzerine 400pl Lysis
Binding Buffer eklenir. Resiispanse edilir. Kopiirtiiliir.

Ornek RNA izolasyon kolonuna aktarilr.

30sn 13500 rpm’de santrifiij edilir. Toplama tiipiine gec¢en sivi bosaltilir. Kolona 90pl
DNase Incubation Buffer ve 10ul DNase eklenir.

15 dk 25°C’da inkiibe edilir.

Kolona 500ul Wash Buffer I eklenir.

30 sn 13500 rpm’de santrifiij edilir.

Toplama tiipiine gegen s1vi bosaltilir. Kolona 200ul Wash Buffer II eklenir.

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

Kolonlar 2 mI'lik eppendorf’a yerlestirilir. 75ul Elution Buffer eklenir.

. 75 sn 13500 rpm’de santrifiij edilir.
. Eppendorf tiiplerine gecen RNA’lar NanoQ'da 6lciiliir. 260 nm/280 nm’de 1,7-2,0 kalite

beklenir.
RNA’lar -80°C’de saklanir.

Ek 5. Transcriptor First Strand cDNA sentez Kiti protokolii

Kullanima baslamadan once biitiin kimyasallar ve RNA ornekleri erimeye birakilir.

Prosediire baslamadan 6nce erimis 6rnek ve kimyasallar ¢oktiiriiliir. Biitiin kimyasallar ve RNA
ornekleri buz tizerinde korunmalidir.

MIX:

Total RNA veya poly (A) mRNA (NanoQ 6l¢timiine gore) (1pg) x pl
10X RT Random primer 2ul
Su, PCR grade (RNA miktarina gore) 3,2 ul
10X RT Buffer 2 ul
25X dNTP Mix (100 mM) 0,8 pl
MultiScribe Reverse Transcriptase 1pl
RNase Inhibitor 1ul

Mix tamamlandiktan sonra Termalcycler’a yiiklenir ve tek dongiide cDNA sentezi gerceklestirilir.

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 6rnekleri -20 de muhafaza edilir.
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Ek 6. 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

i W

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

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

-1.0 pL Reverse Primer

-4.0 pL 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; 952C’de 15 saniye DNA’'nin cift iplikli yapidan tek iplikli yapiya ge¢mesi
(denatiirasyon).

2.Basamak; 602C’de 60 saniye primerlerin baglanmasi (annealing).

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