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KISALTMALAR

Kisaltma Aciklamasi

PDAC Pankreas duktal adenokarsinom

DNA Deoksiriboniikleik asit

RNA Riboniikleik asit

ROT Reaktif Oksijen tiirleri

NCI National Cancer Institute

PanlINs Pankreatik intraepitelyal neoplaziler
TNM Timor lenf nodu metastaz

8-0x0-G 8-0xo-guanin

TG2 Doku Transglutaminaz

Endoniikleaz III Nth

Endoniikleaz VIII Nei

Fpg Formamidopirimidin glikozilaz
FISH Floresan in situ hibridizasyon
GC-MS/MS Gaz Kromatografisi Kiitle- kiitle spektrometresi
LC-MS/MS S1v1 kromatografisi Kiitle-kiitle spektrometresi
.Oy- Stiperoksit radikali

.OH Hidroksil radikali

H,0, Hidrojen peroksit

8-OH-Gua 8-hidroksiguanin

FapyAde 4,6-diamino-5-formamidopirimidin
FapyGua 2,6-diamino-4-hidroksi-5-formamidopirimidin
5-OH-Cyt 5-hidroksi-sitozin

5-OH-5-MeHyd 5-hidroksi-5-metilhidantoin
ThyGly Timin-Glikol

8-OH-dG 8-hidroksi-2'-deoksiguanozin
R-cdA R-siklodeoksiadenozin

S-cdA S-siklodeoksiadenozin

BER Baz kesme-¢ikarma onarimi

0GG1 8-hidroksiguanin-DNA glikozilaz
NEIL1 Endoniikleaz VIII benzeri proteinl
NTH1 Endoniikleaz III benzeri protein 1
APE1 Apiirinik endontiikleaz 1
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XRCC1

X-ray cross complementing enzyme

EDTA Etilendiamin tetra asetikasit

PBS Izotonik fosfat tamponu

NaCl Sodyum kloriir

SDS Sodyum dodesil siilfat

Sybr Green | N',N'-dimethyl-N-[4-[(E)-(3-methyl-1,3-benzothiazol-2-ylidene)methyl]-1-
phenylquinolin-1-ium-2-yl]-N-propylpropane-1,3-diamine

CDNA Komplementer DNA

PCR Polimeraz Zincir Reaksiyonu

MRNA Haberci riboniikleik asit

BSTFA N,O-bis(trimetilsilil)trifluoroasetamid

IS Internal Standard

bp/bg Base pair/baz cifti

NF«B Nukleer Faktor kappaB
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PANKREAS KANSERINDE DNA HASAR VE ONARIMININ INCELENMESI
Feriha Ozkaya, Dokuz Eyliil Universitesi, Tip Fakiiltesi, Molekiiler Tip Anabilimdal, 35340,
Inciralty, izmir
OZET

Amag: Pankreas adenokarsinomlari tiim kanserler igerisinde en 6liimciil ve agresif olanlardan
biridir. Etkin tedavilerin gelistirilebilmesi igin hastaligin temel biyoloji ve patogenezinin ortaya
cikarilmast ¢ok oOnemlidir. Doku Transglutaminaz (TG2) pankreas kanserinde yiiksek diizeyde
eksprese olan, ilag direnci, metastaz ve diisiik sagkalimiyla iliskilendirilmis bir proteindir. Amacimiz,
pankreas kanserinin olusum ve gelisiminde 6nemli rol oynabilecegini diislindiigiimiiz DNA hasar1
onarim enzimlerinin ekspresyonlarini incelemek, DNA hasar1 ve TG2 diizeyleri arasindaki olasi
iligkiyi arastirmaktir.

Yontem: Pankreas kanserli hasta tiimdr ve normal dokularinda baz ve niikleozid hasar sirastyla
GC-MS/MS ve LC-MS/MS ile 6lgiilmiistiir. DNA onarim enzimlerinin ekspresyonu ger¢ek zamanli
PCR yontemi ile belirlenmistir. MiaPaCa-2 hiicrelerinde TG2 baskilanmasi siRNA teknigiyle
yapilmigtir. OGG1-NFKB-TG2 arasindaki iligkiyi aydinlatmaya yonelik calismalar kapsaminda
OGG1 promotdriiniin bildirici vektdre klonlanarak transfeksiyon sonrasi promotdr aktivitesinin
Olgtimii  gergeklestirilmistir.  Protein  diizeyindeki ekspresyon degisiklikleri western blotla
gosterilmistir.

Bulgular: DNA hasar sonuglarina gore timoér dokularinda 8-OH-Gua baz hasari eslenik
normal dokularina gore istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulunmustur (p<0,05). Benzer sekilde
timor dokularmmda 8-OH-dG hasar1 da eslenik normal dokularina gore istatistiksel olarak anlamli
yiiksektir (p<0,05). Tiimorde, normal dokulara gére OGG1 ve NEIL1 ekspresyonu azalirken, TG2
ekspresyonunu artmaktadir. SIRNA ile TG2 ekspresyonunun baskilandigi MiaPaCa-2 hiicrelerinde
NF«B proteininin aktif formunda da azalma izlenmektedir. Buna ek olarak olarak OGG1 promotor
aktivasyonunda da azalma gozlenmektedir.

Sonu¢: OGG1 ve NEIL1 ekspresyonlar ile TG2 ekspresyonu arasinda ters yonde bir iliski
oldugu belirlenmistir. TG2 baskilanmasi gergeklestirilen MiaPaCa-2 hiicrelerinde NFxB proteininin
aktif formunun da baskilandigi, béylece TG2 ile NFkB arasinda iliski oldugu gosterilmistir. TG2
baskilanmasiyla, NFkB aktivasyonu baskilanmakta ve dolayli yoldan OGG1 promotor aktivasyonu
azalmaktadir. NFkB uyariliginda, NFkB daha aktif forma gegerek, TG2'nin baskilanmasinin
olumsuzlugunu kompanse edebilir olmaktadir. Bu nedenle de OGG1 promotor aktivasyonu
artmaktadir. Hastalarda TG2 ekspresyon yiiksekligine ragmen OGG1 ve NEIL1 ekspresyonlarimidaki

disiikliik, epigenetik sessizlesmeyi diisiindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Pankreas adenokarsinom, DNA hasari, DNA onarimi, OGG1, NEIL1, TG2,
NF«xB, PMA
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INVESTIGATION OF DNA DAMAGE AND REPAIR IN PANCREATIC CANCER

Feriha Ozkaya, Dokuz Eyliil University, School of Medicine, Department of Molecular
Medicine, 35340, inciralti, izmir

ABSTRACT

Pancreatic adenocarcinoma is one of the deadliest and most aggressive human cancers. A
better understanding of pathogenesis and biology of the disease is required to develop efficient
treatments. Tissue transglutaminase (TG2) is a protein overexpressed in pancreas cancer and
associated with drug resistance, metastasis and low survival. In this project we aimed to investigate
DNA base damage, TG2 and DNA repair enzymes expression levels and the possible link between
them, and also to be able to illuminate certain points regarding to the development and treatment of the
disease.

In normal and tumor tissues of patients, DNA base damage was measured by GC-MS/MS and
LC-MS/MS. Expressions of DNA repair genes were determined by real time PCR. TG2 silencing
studies were carried out in MiaPaCa-2 cells by siRNA method. The relationship between OGG1-
NF«kB -TG2 was demonstrated by reporter vector method. The differences in TG2 expression levels
was demonstrated with western blot studies.

8-OH-Gua base damage was found to be significantly higher in tumor tissues when compared
to their normal counterparts (p>0.05). Similarly 8-OH-dG damage was also found to be significantly
higher in tumor tissues when compared to their normal counterparts (p>0.05). Among DNA repair
genes, OGG1 expressions are decreased. On the other hand TG2 expression is increased in tumor
tissues when compared to normal counterparts. A negative association between DNA damage and
repair gene (OGGL1 and NEIL1) expression was determined. Active phosphorylated form of NF«B was
found to be inhibited in TG2-knockdown MiaPaCa-2 cells, showing a relationship between TG2 and
NF«B. Active NFxB form is inhibited in TG2 knockdown cells and this correlates with decrease in
OGG1 promotor activation. When NF«B is activated, the negative effect of TG2-knockdown is
compensated and OGG1 promotor activation is shown to increase by reporter assays. Conflicting
results between in-vitro assays and patient expression analyses may be due to the selective advantage

of epigenetic silencing of DNA repair genes

Keywords: Pancreas adenocarcinoma, DNA damage, DNA repair, OGG1, NEIL1, TG2, NFxB, PMA
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1. GIRIS VE AMAC

Pankreatik duktal adenokarsinom (PDAC), histolojik olarak duktal hiicrelerden koken
alan ve en yaygin olarak izlenen pankreatik neoplazidir. Pankreatik tiimor vakalarinin
%85’den fazlasini olusturur; bu nedenle de siklikla pankreas kanseriyle esanlamli olarak
kullanilir. Pankreatik duktal adenokarsinomlar tiim kanserler icerisinde en agresif kabul
edilenler arasindadir®. Diinyada her yil 44,000 lizerinde kisiye pankreas kanseri tanisi
konulmakta ve kanser 6liimleri igerisinde dérdiincii sirada yer almaktadir®, Pankreas kanserli
hastalarin prognozu son derecede kotiidiir. Pankreas kanser hiicrelerinin standard
kemoterapotikler ve radyasyon tedavisine karsi direng gdstermesi nedeniyle bes yillik yasam
siiresi %6°civarindadir®. Hastaligin agresifligi ve mortalitenin bu kadar yiiksek olusu yeni
tedavi stratejilerinin gerekliligini ortaya koymaktadir. Yeni tedavi stratejileri ise ancak
pankreas kanseri olusum ve gelisim temel biyolojisinin aydinlatiimasiyla olusturulabilir.

Bircok cevresel ve igsel kaynakli mutasyonun yaninda hiicresel metabolizmanin {iriinii
olan serbest radikaller DNA’da oksidatif hasara neden olur. Kanser olusumunun primer
nedenlerinden biri de DNA'da hasarinin olusup tamir edilememesidir. DNA hasarmnin, kanser
olusumunun tiim evrelerinde rol oynayabilecegi savunulmakta ve baz1 kanserlerde oksidatif
DNA hasar1 diizeyinde artis belirtilmektedir®. Bu bilgiler 1s18inda tez ¢alismamizda,
literatiirde detayli ¢alismalarin yer almadigi pankreas kanserinde DNA hasarinin etkisi, bu
hasarin onariminda rol alan enzimlerin ifade diizey degisimleri, yine bu proteinlerin pankreas
kanserinde asir1 ifade edilen doku transglutaminaz gibi proteinler ile etkilesimlerini ortaya
koyabilmek istedik.

Son yillarda yapilan ¢aligmalarda pankreas kanserinde yliksek diizeyde ifade edilen TG2
enzimi dikkat ¢ekmektedir. Pankreas kanseri dahil ¢ogu kanserde TG2 yiiksek diizeyde
eksprese edilmektedir. Pankreas kanserinde, TG2'nin yiiksek diizeyde olmasi ilag direnci,
metastaz ve kisa yasam stiresi ile iligkilidir. Hastaligin kotii prognozu ile paralellik gosterdigi
bilinmektedir.

Tez c¢alismamizin amaci, pankreas kanserinin olusum ve gelisiminde ©onemli rol
oynabilecegini diisiindiiglimiiz  DNA hasar1 ve onarim enzimlerinin ekspresyonlarini
incelemek, bunun yanisira DNA hasari ve TG2 diizeyleri arasindaki olasi iliskiyi
aragtirmaktir. Bu amag¢ cergevesinde arastirmamizin hipotezini "Pankreas kanserinde TG2

ifade diizeyi ile DNA hasar1 arasinda dogru orantili bir iligski vardir" seklinde formiile ettik.
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2.  GENEL BILGILER

2.1 Pankreas Kanseri

Kanser genetik, immiinolojik ve biyokimyasal temelleri olan, ¢ok yonli ve kompleks bir
hastaliktir. Diinya genelinde tiim oliimlerin %13'tinden, gelismis iilkelerde ise %25'inden
sorumlu olan kanser, cagimizin en énemli saglik problemlerinden birisidir’. Normal hiicrenin
kanser hiicresine doniisiim siireci, neoplastik transformasyon, hiicreye proliferatif avantaj
saglayan “siirlicii” mutasyonlarin birikmesi aracilifiyla gergeklesen bir siirectir. Bu klonal
evollisyon siirecinde basta DNA tamir mekanizmalari, hiicre yasam dongiisiiniin kontrol
mekanizmalari, hiicre 6liim ve sag kalim sinyali ile ilgili mekanizmalar olmak iizere pek ¢cok
hiicresel sinyal etkilidir®®. Kanser gelisiminde gergeklesen sayisiz nokta mutasyonu,
translokasyon, amplifikasyon ve delesyon, bu sinyalleri kontrol eden genleri degistirmekte ve

proteinlerin iglevini etkilemektedir'®**

. Kanser hiicrelerinin mutasyon profilleri o kadar ¢esitli
ve farklidir ki, histolojik olarak birbirinden ayrilamayacak kadar benzer kanser dokularinda

carpic1 genotipik ve fenotipik farkliliklar g6zlenmektedir 12

Pankreas kanseri goriilme siklig1 tiim kanserlerin igerisinde %2.2°1lik bir orana sahipken,
kanserle ilgili 6liimlerde dordiincii sirada yer almaktadir®. Globocan 2012 istatistik verilerine
gore her yil diinyada 337.872 yeni pankreas kanseri olgusu goriiliirken, pankreas kanseri ile
iligkili 330.372 6lim meydana gelmektedir. Tiirkiye'de ise yillik 3174 yeni olgu, 3064 6liim
bildirilmistir. Pankreas kanseri hem diinyada hem de Tiirkiye'de mortalite insidans orani en
yitksek kanser tipidir'*. Bu veri var olan tedavi stratejilerinin yeterince etkili olmadigim
gostermektedir. Pankreas kanserindeki yiiksek mortalitenin temel sebebi kotii prognozdur.
Hastalarda bes yillik sag kalim %6 civarindadir™. Bu malign hastaligin temel risk faktorleri
sigara kullanmak ve ailesel hastalik Oykiisiine sahip olmaktir. Diger risk faktorleri ise ileri
yas, cinsiyet (erkek), diyabet, obezite, mesleki maruziyet (6rn. nikel veya klorlu hidrakarbon

solvent), yiiksek yagh diyet, fazla et tiikketimi ve az sebze-folat alimidir 16-18

Pankreas yaklagik 15 cm uzunlugunda, viicut orta hattinda yer alan bir organimizdir.
Mide, ince bagirsak ve karaciger ile komsudur. En genis kism1 bas kismidir ve kuyruk kisma
dogru incelir. Pankreas islevsel olarak ikiye ayrilabilir. ilki, gastrointestinal sistem sindirim
enzimlerini {ireten ekzokrin bileseni, ikincisi karbohidrat metabolizmasini diizenleyen

hormonlar1 salgilayan langerhans islet hiicrelerinden olusan endokrin bilesenidir. Ekzokrin
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bileseni baslica asini diye bilinen asinar hiicre kiimelerinden olusur. Bu hiicreler asini

liimeninde sindirim enzimlerini duodenum vasitasiyla pankreatik kanallara salgilar (Sekil 1)
19

Pankreas

Zymojen PasC Centroacinar Duktal
granul hiicre hicre

islet Acinar
hicre

Sekil 1. Pankreasin Hiicresel Bilesenleri®®.

Pankreas kanseri pankreasin hem ekzokrin hem de endokrin hiicrelerinden kdken alan
farkli kanser tiplerini i¢erir. Pankreas kanserlerinin %90'1m1 ekzokrin hiicrelerden kaynaklanan
pankreas duktal adenokarsinom olusturur ve bu nedenle siklikla pankreas kanseriyle esanlamli
olarak kullanilir. Pankreas kanserinin cerrahi tedavisi, “Whipple” ameliyatidir. Bu ameliyat
metastazi olmayan az sayida hastaya uygulanabilmektedir. Pankreas kanseri tedavi
protokollerinde, 6zellikle ameliyat edilemeyen hastalarda ve ameliyat sonrasi koruma tedavisi
icin kemoterapi ve radyoterapi de tercih edilmektedir. Her ikisinin sag kalim agisindan
etkinligi diisik olmasi nedeniyle bu hastalik icin yeni terapi stratejilerine ihtiyag

duyulmaktadir.

2.1.1 Pankreas Kanserinde Tani, Evrelendirme ve Tedavi

Pankreas kanseri erken evrelerinde genellikle higbir belirti gostermediginden, erken tani
koymak olduk¢a zordur. Bunun sebepleri arasinda pankreas kanserinin belirtilerinin diger
bircok hastalifin belirtileri ile benzerlik gostermesi ve pankreasin yeri sayilabilir. Pankreas
mide, ince bagirsak, karaciger, safra kesesi, dalak, safra kanali gibi organlarin arkasinda

boslukta bulunmaktadir. Bu boélgede kiigiik tiimdrler diger organlara basi yapmadigindan
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hastalik hemen bulgu vermemektedir. Hastaliga ait bulgular ortaya ¢iktiginda ¢ogunlukla

hastalik ileri bir evrededir ve pankreas ¢evresindeki dokulara yayilmigtir. Bulgular, tiimoriin

yerine ve biiyiikliigiine bagli olarak degisir. Pankreas kanserinde en yaygin goriilen bulgular

ve goriilme sikliklar1 Tablo 1'de verilmistir.

Tablo 1. Pankreas Kanseri Bulgular1 ve Goriilme Sikligi

Bulgular Goriilme Siklig
Istahsizlik (%64)
Nedeni agiklanamayan kilo kayb1 (%66-84)
Ust karinda hissedilen ve bazen sirta vurabilen agr1 | (%78-82)
Sirt agrist (%48)
Bulant1 ve kilo kayb1 (%50-86)
Erken doyma (%62)
Sarilik (Tiimoriin safra yollarini tikamasi sonucunda | (%56-80)
ortaya cikar, g6z aklarinda sararma,

idrarda koyulasma ve digki renginde agilma olur)

Diabet (Seker hastaligr) (%97)
Uyku bozuklugu (%54)

Amerika Kanser Komitesi, pankreas kanserini evrelendirilmesi icin TNM simiflandirmasinin

kullaniimasini nermektedir®. Evreleme sistemi tablo 2 ve 3'de verilmistir.

Tablo 2. Pankreas Kanserinde TNM Evreleme Sistemi (T: Tiimér, N:Lenf nodu, M:Metastaz)?°.

TO Gosterilebilen bir timor yok

Tis Karsinom in situ

T1 Tiimor 2 cm den kii¢iik ve pankreasa smirl

T2 Tiimdr >2 cm ve pankreasa sinirl

T3 Timor pankreas disina ¢ikarak pankreas ¢evresindeki yagli dokuya, ana safra
kanalina ve onikiparmak barsagina ulagmis

T4 Timor pankreas gevresindeki mide, dalak, kalin barsak ve biiylik damarlar
gibi komsu organlara yayilim gostermis

NO Lokal lenf bezi tutulumu yok

N1 Lokal lenf bezi tutulumu

MO Uzak organ metastazi yok

M1 Uzak organ metastazi var
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Tablo 3. Pankreas Kanserinde Evrelendirme ve TNM ve Operabilite (Rezektabilite)?*

Evre TNM Operabilite
0 TisNOMO Pankreas siirli, rezektabl
1A TINOMO Pankreas sinirli, rezektabl
1B T2NOMO Pankreas sinirli, rezektabl
2A T3NOMO Lokal invaziv, rezektabl
2B T1, T2 veya T3, NIMO Lokal invaziv, rezektabl
3 T4, NO veya N1, MO Lokal ilerlemis, anrezektabl
4 T1, T2, T3 veya T4, NO veya | Uzak metastaz

N1,M1

Goriintiileme testleri kullanilarak pankreas kanserinin evresini tespit etmek oldukga
zor oldugundan, cerrahi miidahale 6ncesi tiimoriin tamamen alinip alinamayacagi konusunda
iyl diisiinlip karar verilmesi gerekmektedir. Pankreasa sinirlt (T1, T2, T3) evrelerinde olan
ekzokrin pankreas kanserleri cerrahlar tarafindan pankreas disina fazla ilerlememis ve

ameliyat edilebilir diizeyde olarak degerlendirilmektedir.

Evre 0: Yayilma yoktur. Pankreas kanseri sadece tek katman hiicrelerle sinirlidir. Pankreas

kanseri, ne goriintiileme testlerinde ne de ¢iplak gozle goriilebilir.

Evre 1: Bolgesel biiylime gosterir. Pankreas kanseri, pankreasla sinirli ancak,timor 2 (evre

1A) veya 2 cm’den fazla (evre 1B) biiyir.

Evre 2: Bolgesel yayillma gosterir. Lenf nodu metastazi goriilmez (evre 2A) ya da goriiliir

(evre 2B).

Evre 3: Daha genis yayilma gosterir. Tiimor, yakinindaki ana damarlara veya sinirlere yayilir

ancak uzak metastaz géstermez.
Evre 4: Bu evrede karaciger, mide gibi organlara uzak metastaz gérﬁlﬁrzz.

Ameliyatin aslinda tek tedavi opsiyonu olmasi nedeniyle pankreas kanseri tedavisinde
hastaligin prognozu i¢in en énemli kriter, timdriin ¢ikartilmasinin miimkiin olup olmadigidir.
Ameliyat yapilabilmesi i¢in uzak metastaz olmamalidir. Uzak metastaz yok ise tiimdriin
lokalizasyona ve yayilimina bagli olarak operasyon yapilabilir. Operasyon uygulanamiyor ise

radyasyon ya da kemoterapi opsiyonlari tercih edilir. Sonug¢ olarak pankreas kanserinin
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tedavisi hastaligin evresine baghdlrzs. Yalnizca lokalize olan kanserler ameliyata uygun
olarak diisiiniilmekle beraber, tanida vakalarin sadece %?20'si lokalize kanser tanisi alir™®.
Pankreas kanserinde tiimorii rezektabl olarak degerlendirmek zordur, ¢ogu zaman diger
yasamsal organlarda hasar olusturmadan tiimdriin basarili bir sekilde c¢ikarilamayacagi
ameliyat sirasinda ortaya ¢ikar 2°. Whipple operasyonu pankreas basi kanserleri igin en yaygin
kiiratif olabilen cerrahi tedavidir. Bu prosediir pankreas basi, duedonumla birlikte (pankreato-
duodenektomi) ve safra yollariin bu bélgeye yakin boliimlerinin komple alinmasi ile
gerceklestirilmektedir. Major bir operasyon olmasi nedeniyle, hastalar ameliyat sonrasi
hayatta kalabilecek durumda olmalar1 ve kanserin lokalize (metastaz goriilmedigi durumlarda)
olmas1 durumunda uygulanir. Bu nedenlerle az sayida vakada yapilabilmektedir. Ote yandan
pankreasin kuyruk bolimiinde goriilen kanserler distal pankreatektomi olarak bilinen genelde

splenektomiyi (dalagin ¢ikarilmasi) de igeren prosediir kullanilarak rezekte edilir.

Ameliyat sonrasi hastanin durumu uygun ise gemsitabin ya da 5-Florourasil adjuvan
kemoterapi tercih edilir®®. Kemoterapinin yanisira radyoterapi de hastaligin gidisati i¢in
yararli olabilmektedir. Radyoterapi, ozellikle timoriin yerlesimi ve biiylkligl cerrahiyi
zorlagtirtyor ise veya cerrahi uygulanamayan durumlarda cerrahinin yerine tek basina veya

kemoterapi ile kombine kullanilmaktadir 27,

2.1.2 Pankreas Kanserinin Patofizyolojisi

Pankreas kanseri pankreasin hem ekzokrin hem de endokrin hiicrelerinden kdken alan
farkli malignansileri kapsar. NCI''m (National Cancer Institute) verilerine gore tiim pankreas
kanserlerinin  %90"n1 duktal (kanal) epitel hiicrelerinden koken alan pankreas duktal
adenokarsinomlar olusturur. Bunun disinda pankreas kanserinin asinar hiicreli karsinom,
adenoskuaméz karsinom, kistadenokarsinom (ser6z ve miisindz), dev hiicreli karsinom, kistik
musindz neoplazi ya da intraduktal papiller musinéz neoplazi ile iliskili invaziv
adenokarsinom, duktal endokrin veya asinar-endokrin karigik-tipte, musinéz karsinom,
pankreatoblastom, papiller-kistik neoplazi (Frantz tumor) ve papiller miisindz karsinom gibi
farkl tipleri vardir (NCI).

Pankreas duktal adenokarsinomlarin karsinogenezinde, pankreatik intraepitelyal
neoplaziler (PanINs) olarak da adlandirilan neoplastik non-invasiv lezyonlardan, invasiv
karsinomaya gecis goriilmektedir (Sekil 2)%. Bu lezyonlarda neoplastik transformasyona 6zgii
cesitli genetik ve epigenetik degisiklikler meydana gelmesine karsin heniiz invaziv 6zellige

sahip olmadiklarindan duktal adenokarsinom evresi olarak degerlendirilmezler. Pankreatik
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intraepitelyal neoplazilerin erken evrelerinde (PanIN-1A, 1B), telomer kisalmasi ve onkogen
K-RAS’da mutasyonlar izlenir.. Ara evrede (PanIN-2) pl6 timdr baskilayict genin
inaktivasyonu ve gec¢ evrede (PanIN-3) ise p53, SMAD4 (DPC4) ve BRCA2 timér
baskilayict genlerin inaktivasyonu goriiliir (Sekil 2)?%*°, Klonal secilim ile kazanilmis tim

bu 6zellikler invasiv duktal adenokarsinoma doniisiimiin temelini olusturmaktadir.

NORMAL PanIN-1B PanIN-2 PanIN-3

PanIN-1A INVAZIV
KARSINOMA
| Telomer kisalmasi ‘ ’ p16 inaktivasyonu p53
SMAD4
‘ K-RAS mutasyonlari | BRCA2
inaktivasyonu

Sekil 2. Pankreatik Kanser Gelisim Modeli®!,

Pankreas duktal adenokarsinom karsinogenezinde hem intraepitelyal neoplazi hem de
invasiv karsinom siireglerinde meydana gelen molekiiler degisiklikler Tablo 4’de

Ozetlenmistir 28,

Tablo 4. invasiv Pankreas Duktal Adenokarsinomdaki Molekiiler Degisiklikler®2.

Gen ( Kromozomal Bolge) Genetik degisiklige ugrayan tiimor yiizdesi
K-Ras (12p) > %90
P16 (CDKN2A (9p)) > %95
p53 (17p) %50-70
SMAD4 (18q) %55
AKT?2 (19q) % 10-20
MYB (6q) % 10
AIB1 (20q) % 10
BRCA2 (13q) % 7-10
LKB1/STK11 (19p) < %5
MKK4 (17p) < %5
TGFB-R1 (9q) veya TGFp-R2 (3p) < %5
RB1 (13q) < %5
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Rastgele olmayan (nonrandom) coklu genetik degisikliklerin zaman igerisinde
birikimi, pankreas kanserinin en 6nemli belirte¢lerindendir. Gen kopya sayist kromozomal
degisiklikler, mikrosatellit instabilitesi, epigenetik sessizlesme, gen i¢i nokta mutasyonlar ve
asir1 gen ifadeleri pankreas kanserinde go6zlenen genetik anomalilerdir. Bu genetik

degisikliklerden kisaca bahsedecek olursak:

Kromozomal degisimler: Primer pankreatik kanserde 9p,17p 18q, 3p, 8p ve 6¢q kromozomal
kayiplar1 en sik rastlanan anomalilerdir. Bu bdlgelerin bazilar1 bilinen tiimér baskilayic
genleri barindirmaktadir; 9p21°de  CDKN2A/pl6/MTS1, 17pl13’de p53 ve 18q’da
MADH4/SMAD4/DPC4. Ayrica yine pankreatik kanser hiicre hatlar ile yapilan ¢aligmalarda,
sirastyla AKT2, KRAS2, MDM2, ERBB2 ve AIB1 onkogenlerini sirastyla barindiran 19q,
12p, 12q, 17q ve 20q bolgelerinde ¢ogalmis DNA bolgeleri FISH (floresan in situ

hibridizasyon) yontemi ile saptanmustir.

Mikrosatellit kararsizliklar: Opere edilen vakalarin yaklasik %5’in de gozlenen ve
pankreatik adenokarsinomun bir alt tipi olan mediiller karsinomada, siklikla bozulmus DNA
yanlis eslesme tamir mekanizmasi (mismatch repair) bozukluklari gézlenmektedir. Bozulmus
bu tamir mekanizmasi, mikrosatellit kararsizligin artmasina neden olmaktadir. Pankreasin
bircok duktal adenokarsinomundan farkli olarak, mikrosatellit kararsizlik gosteren tiimorler,
daha az sayida heterozigosite kayb1 (LOH) ve aneuploidi gostermektedirler. Ayrica daha az
sayida p53 ve KRAS mutasyonu gostermektedirler. Histolojik olarak mediiller kanserler daha
az diferansiyedirler. Bu tiimorler genel duktal adenokarsinomlara gore daha 1yi bir prognoz

sergilerler.

Epigenetik sessizlesme: Pankreas kanserinde epigenetik olarak sessizlestigi bildirilen genler,
PpENK, RARB, CDKN2A/p16, CACNA1G, TIMP53, CDH1, THBBS1 ve hMLHI dir.
Yaklasik olarak pankreas kanserlerinin %60’1nda bir¢ok genin epigenetik olarak sessizlestigi

bildirilmistir.

Spesifik gen degisimleri ve mutasyonlar: Karsinogenezde rol alan genler
siniflandirildiginda bunlar, onkogenler, timdr baskilayict genler ve genomun korunmasi
yoniinde fonksiyon gdsteren genler olarak gruplandirilabilir. Pankreas kanserinde mutasyona

ugrayan genler ve bunlarin goriilme yiizdeleri Tablo 4’de verilmistir.
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Ozetle, pankreas duktal adenokarsinomu, pankreatik duktal epitelden pre-malign bir
lezyon olarak baslayip basamak basamak degiserek tamamiyla invazif ve agresif bir karakter
kazanir. Pankreas kanseri ¢evresel faktorler ile de iligkilendirilmis ve sigara i¢imin yaklasik 2
kata kadar kanser riskini artirdig1 bildirilmistir. Ailesel pankreas kanseri yaklagik vakalarin
%10’udur. Bu vakalarda BRCA2 ve PALB2 genlerini de iceren birtakim genlerin germline
mutasyonlart ile ilgkilidir. Pankreas kanseri i¢in spesifik bir baslangi¢c genetik lezyon varsa
bile heniiz tanimlanmamistir. Ancak hiicre invasyonu ve adezyonu, apoptoz ve DNA hasar
kontrolii ile iligkili olarak siniflandirilmis sinyal yolaklar1 ile ilgili genetik degisimler,
pankreas kanseri olusumunda 6nemli oldugu literatiirde yer almaktadir®. Mikroarray tabanli
yapilan bir calismada pankreas kanserinde ozellikle DNA tamiri ile genlerin ifadelerinde
onemli bir artis oldugu bildirilmistir34. Bu artis olusan DNA hasarina karsi hiicresel bir tepki

olarak degerlendirilebilir.

2.2 DNA Hasan

DNA her yasayan hiicrenin genetik bilgisini barindirdigi igin, bitiinligini ve
dogrulugunu korumak yasam i¢in sarttir. Bununla beraber DNA inert bir molekiil degildir ve
kimyasal yapisi nedeniyle gevresel faktorlerden etkilenme egilimindedir. DNA statik bir
molekiil olmadigindan diger molekiil gruplar1 ve proteinler ile iliski halindedir. DNA’nin bu
0zelligi, onu hasara acik hale getirmektedir. Hasar olusumunun ardindan hiicre DNA tamir
mekanizmalart ile molekiil onarim siirecine sokulur. Ancak hasarin diizeltilememesi
durumunda degisiklikler kalici hale gelir, mutasyon olusur ve olasi bir hastalik tetiklenebilir.
Bilinen en iyi DNA hasari/ hastalik iliskisi 6rnegi deri kanseridir. Giines 1smlarinin yogun UV
radyasyon etkisi ve deri kanser iligkisi bilinmektedir. Cevresel etkiler ile ortaya ¢ikan DNA
hasarlarina ek olarak, hiicre boliinmesi temel basamagi DNA replikasyonu da DNA’da hata
olusumunun nedenlerinden birisidir. DNA hasar olusumunun nedenleri asagida gosterildigi

bicimde simiflandirabilinir;
I¢sel (Endojen) kaynakli mutasyon etmenleri:

- DNA replikasyon hatalar1
- DNA bazlarmin tautamerik form 6zelliklerinden kaynaklanan mutasyonlar

- Serbest radikallerinin neden oldugu mutasyonlar
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Cevresel kaynakli mutasyon etmenleri:

- Kimyasallar (DNA baz analoglar1 vb.)
- Fiziksel (UV, iyonize radyasyon vb.)

- Biyolojik (viruslar).

Hiicresel metabolizmanin {iriinii olan serbest radikaller DNA’da oksidatif hasarin baglica
nedenleridir. Aerobik organizmalarda oksidatif DNA hasar1 oksijen kullaniminin dogal
sonucu olarak ortaya ¢ikan reaktif oksijen tiirleri tarafindan olusturulmaktadir. Reaktif oksijen
tiirlerine en yiiksek reaktiviteye sahip hidroksil radikali (.OH) basta olmak iizere, superoksid
radikali (O,.-) ve radikal olmayan hidrojen peroksit (H20,) 6rnek verilebilir. Reaktif oksijen
tiirleri karbohidrat, protein ve lipid gibi biyomolekiillerin yani sira hiicre genetik materyali
olan DNA’y1 da kimyasal olarak oksidatif hasara ugratmaktader. Yiiksek reaktiviteye sahip
oldugu bilinen hidroksil radikali (.OH) basta olmak iizere oksijenden tiirev alan serbest
radikaller, DNA’nin bilesenleri ile reaksiyona girerek DNA’min yapisini bozarlar®™. DNA’nin
bu tipteki hasari ‘oksidatif DNA hasar1’ olarak adlandiriimaktadir®. Basta hidroksil radikali
(OH) olmak iizere oksijenden koken alan bu serbest radikaller DNA ve niikleoprotein
tizerinde genis ¢apli modifikasyonlara yol acarlar. Bu degisiklikler modifiye bazlar, okside
sekerler, tek veya cift zincir kiriklar, DNA-protein capraz baglanmalar1 ve abazik bolgeler
seklinde kendini gosterir. Hiicrede olusan bu hasarlar1 onarabilecek ¢esitli tamir
mekanizmalar1 bulunmakla birlikte radikal diizeyinin artis1 ve bu enzimlerin kapasitelerinin

asilmas1 DNA hasarini kaginilmaz hale getirmektedir.

DNA hasarmi olusturan etmenlerin basinda hiicrenin kendi metabolizmasinin {iriinleri
gelmektedir. Bunlarin en basinda serbest oksijen tiirleri (ROT) gelmektedir. Hiicrede en fazla
serbest oksijen radikali, mitokondride gerceklesen elektron transport zinciri reaksiyonlarinda
ortaya ¢ikmaktadir. Oksijen molekiilii (O;) eslenmemis elektrona sahiptir. Elektronun
ortaklanmadig1 veya yoriingesinde tek basina oldugu kimyasal tiirler (atom, molekiil veya
iyon) vardir. Bu reaktif 6zellik tagiyan kimyasal tiirler radikal veya serbest radikaller olarak
adlandirlir®’. Molekiiler oksijen de bu nedenle reaktif oksijen tiirleri olusturma egilimindedir.
Reaktif oksijen tiirleri hidrojen peroksit (H;0,), siiperoksid (O2e-) ve hidroksil radikali
(«OH)'dir. ROT’leri intraseliiler sinyal molekiilleri olarak fonksiyon gésterir?’8 ve

reaktivitelerine gore lipid, protein ve DNA gibi makromolekiilleri modifiye ederler. Serbest

radikaller ve bunlara kars1 viicudun en 6nemli savunma sistemi olan antioksidanlar arasindaki
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dengesizlik sonucu olusan bu protein oksidasyonu, lipid peroksidasyonu ve DNA

oksidasyonlarinin tiimii metabolizmada oksidatif stres olarak adlandirilir.

Oksidatif DNA hasar1 hiicresel metabolizmanin ka¢inilmaz bir sonucudur. Elektron
transport zinciri reaksiyonlarinda, elektronlarin oksijene kacaklar1 sonucunda siiperoksid
formlar ortaya ¢ikar. Bazi enzim aktiviteleri de superoksidleri olusturur. ROT’lar aym
zamanda iyonize/ultraviyole radyasyon sonucunda da olusabilirler. Benzer sekilde redoks
dongiistine giren ekzojen kaynakli kimyasallarin da superoksidleri olusturma potansiyelleri
vardir. Olusum nedenlerinden bagimsiz olarak ROT’leri DNA gibi hiicresel biyomolekiiller

ile iligkiye girebilir ve yapilarinda degisikliklere neden olabilir.

Reaktif oksijen tiirlerinin yiiksek reaktivitedeki hidroksil radikalleri DNA ile etkilesir.

0F 0F 0f 107 0 Gt

S-hydroxy-6-hydro- thymine glycol 5.6-dibydrothymine
thymine

S N4 RGN ¢ Ji B

cylosine S-hydroxycytosine & 6-dihydroxycytosine  S-hydroxy-&-hydro- trans-1-carbamoy-2-0x0-4,5-
" alyeet v cylosine dihydroxyimidazolidine

be: W euC el oclbwilodie:

E-formyluracil S-hydroxy-S-methyl-
hydantoin

uracil glycol S-hydroxyuracil  56-dihydroxyuracii  S-hydroxy6-hydro-  S-hydroxyhydantoin alloxan 5 6-dihydrouracil
Fi

wracil
Ha 2 a Q

= N = NHCHD =3 HN 4 NHCHOD HzM
e DL D L= T 0
B N H S TNH;  HOT Sy el mNJ“\“u NH, =

H H H HH;
B-hydroxyadening 4,6-diamino-5-form- 2-hydroxyadenine 8-hydroxyguanine 2 6-diaminc-4-hydraxy- omgrntone

amidopyrimidine s-formamidopyrimidine

Sekil 3. Reaktif Oksijen Tiirleri ile Etkilesim Sonucu Olusan DNA Bazlari?.

DNA bazlarina ikili baglar ekleyebilir veya timin bazinin metil grubundan H atomunu
ayirarak baz yapisini bozabilir. Reaktif oksijen tiirleri ile etkilesim sonucunda 20’den fazla

DNA baz formu olusabilir (Sekil 3). Bunlardan en yaygin goriilen 8-0xo guanin (8-OGua)’dir.
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DNA guanin bazinin reaktif oksijen tiirleri ile girdigi reaksiyon sonrasinda 8-0x0-guanin
(8-OGua) ya da tautomerik formu 8-hidroksiguaninin(8-OHGua) olusturmasi ve 8-OGua’nin
adenin ya da timin ile hatali eslesme potansiyeli nedeniyle ¢ok calisilmis bir konudur. Hatali
eslesme sonucunda GC->AT, GC>TA ve GC->CG formlar1 olusabilmektedir. Bu
mutasyonlar DNA nin replikasyonunun ardindan kalic1 hale gelebilmekte ve 6liimciil sonuglar
dogurabilmektedir. 8-OGua, normal hiicresel metabolik aktivitelerin yan1 sira degisik tipteki
radyasyonlar ve kimyasallarin etkileri ile de olusabilir. ROT’leri guanine dogrudan saldirir.
Cesitli ROT’leri arasinda hidroksil («OH) radikalleri en reaktif olamidir. Enzimatik olan veya
olmayan reaksiyon sonucunda agiga cikabilir ve hemen hemen biitiin biyomolekiiller ile
reaksiyona girerek, DNA iplik kiriklarina, DNA-protein ¢apraz baglanmalarina, baz eslesme
mutasyonlarina, DNA baz oksidasyonlarina, lipid peroksidasyonuna vb. yol acabilirler.
Hidroksil radikalleri ayni zamanda hidrojen ekleme veya c¢ikarma ve elektron transfer
reaksiyonlarma da katilir. Bu sekilde bircok farkli kimyasal yapimin olusumuna, genom
kararsizligina ve hiicresel hasara yol agabilir. Hidroksil radikali, guanin bazinin C4, C5 ve C8
pozisyonuna saldirmakla birlikte ve C8 en fazla 6ne ¢ikan saldir1 bolgesi olmaktadir. Bu
nedenle DNA'da en yaygm bilinen oksidasyon iiriinlerinden biri 8-0x0-G'dir*®. 8-ox0-G en
yaygin goriilen oksidatif hasarli bazdir. 8-0x0-G gibi hasarli bazlar, baz kesip-¢ikarma tamir
mekanizmasi ile onarilir. Onarimin yetersiz kalmasi durumunda oksidatif stres modifiye DNA
baz diizeyinin artmasia ve 8-0x0-G'nin DNA'da birikimine neden olur*®*!, DNA iizerinde bu
tiir modifiye bazlarin olusturdugu hasar, kalict mutasyonlara yol acar. DNA hasarinin kanser
olusumunun tiim evrelerinde rol oynayabilecegi savunulmakta ve bazi kanserlerde oksidatif

DNA hasar diizeyinde artis belirtilmektedir J

2.2.1 DNA Hasar1 Tamir Mekanizmalari

Kimyasal degisiklikler biitiin hiicresel molekiillerde olusabilir. Protein, RNA, membran
fosfolipidleri gibi bir¢cok biopolimer olusan bu degisikliklerden hiicrenin en az diizeyde
etkilenecek sekilde kisa omiirliidiirler ve yenileri ile yer degistirirler. Ancak DNA metabolik
olarak stabil olmalidir. DNA’nin bu stabilitesinin korunmasinda yiiksek dogruluklu
replikasyon ve DNA tamir mekanizmalar1 6nemli rol oynarlar. DNA tamir mekanizmalari,
alkillenmis guaninin tamirinde oldugu gibi hasar etkeninin (alkil grubu) dogrudan
uzaklastirilmasi seklinde olabilir ya da hasara ugramis baz veya DNA bolgesinin dogrudan

uzaklagtirilmasi ve ¢ikarilan bolgenin yeniden sentezlenmesi seklinde gerceklesebilir. Bu tiir
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¢ok basamakli 6zellesmis tamir mekanizmalar1 da bulunmaktadir. Bunlarin yani sira tek veya
c¢ift iplik DNA kiriklarinin tamirinde rol alan homolog olan veya homolog olmayan
rekombinasyonel tamir mekanizmalar1 da bulunmaktadir. Temel olarak DNA tamir

mekanizmalar1 6 kategoriye ayr1111abilir42:

e Dogrudan tamir

e Baz cikarim tamiri (BCT)

e Niikleotid ¢ikarim tamiri (NCT)
e Yanlis eslesme tamiri

e Tek ve ¢ift-zincir kirik tamiri

e Zincirler aras1 ¢apraz baglarin tamiri

2.2.1.1  DNA hasarimin dogrudan uzaklastirilmast

DNA bazlarmin alkillenmesi DNA’da mutasyon meydana getirebilir. Alkil gruplarinin
uzaklastirilmasindan sonrumlu enzim O°-alkilguanin alkil transferazdir. O%-alkilguanin alkil
transferaz guanindeki etil veya metil gruplarin1 kendi aktif sitesindeki sistein residiisiine

aktarir. Boylece alkil grubunu uzaklastirmis olur (Sekil 4).

06 alkilguanin alkil transferaz

CH3
]
(o]

] .
o M
AN
i el N wl SN
(I: I CH | CcH
HIN— C\ HZN—C C
ASY N Sy Ny

sistein .
£y Metilsistein
HE-CH2—
H3C-8-CHZ—|

06-metilguanin
metil transferaz

Sekil 4. DNA Hasar Etmeninin Dogrudan Uzaklastirilmasi.
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2.2.1.2 Baz ¢ikarim tamir (BCT) mekanizmasi

Baz ¢ikarim tamiri (BCT), tamirden sorumlu asil proteinler olan DNA glikozilazlarin
substrat spesifikliginden dolayi, niikleotid g¢ikarim tamir (NCT) ve yanlis eslesme tamir
mekanizmasindan ayrilmaktadir®®. E. coli'de formamidopirimidin glikozilaz (Fpg veya
MutM), endontikleaz IIT (Nth) ve endoniikleaz VIII (Nei) olmak iizere ii¢ ayr1t DNA glikozilaz
bulunmaktadir. Insanda bu ii¢ genin homologu sirastyla hOGG1, NTH ve NEIL1 olarak

adlandirilan substrat spesifik glikozilazlardir.

Sitozin ile eslesmis modifiye baz 8-OHGua, hOGGL1 proteini tarafindan taninir ve
kesilerek uzaklastirilir. Baz ¢ikarim ilk asamasinda hasara spesifik DNA glikozilazlar,
modifiye baz ve seker arasindaki N-glikozidik bagi hidrolize ederek lezyonu (hasarli bazi)
uzaklastirirlar ve apiirinik/aprimidinik (AP) bir bolge olustururlar. 8-hidroksiguanin glikozilaz
(OGG1), endoniikleaz VIII benzeri protein (NEIL1) gibi iki fonksiyonlu bir glikozilazdir ve
modifiye bazi uzaklastirdiktan sonra AP liyaz aktivitesi gosterir ***°. Bu sekilde B- veya .-
eliminasyon reaksiyonlar1 ile DNA iskeletini 3’ucundan kirarak DNA’da tek zincir kirigmnin
olusmasia yol agarlar. Bu kirik, polimerizasyon ve ligasyon Oncesinde normal bir 3’-
hidroksi grubuna doniistiiriilmesi gereken bir 3’-a,f-doymamis aldehid veya 3’-fosfat

bulundurmaktadir  *3°,

Memelilerde bu asamadan sonra BCT yolaginda apiirinik
endoniikleazl (APE1l), DNA bazi barindirmayan (abazik) bolgeyi 5’ ucundan kirar ve
ozellikle 3’-a,B-doymamis aldehid olmak iizere engelleyici 3’ ucunu uzaklastirr®’. BCT, iki
alt yolak ile devam edebilir. Kisa yolakta polimeraz-p (Pol-B) ile yalniz bir baz yerine koyulur
ve yeni sentezlenen DNA, DNA ligaz III/XRCC1 heterodimer ile kapatilir “4°, Uzun yolakta
ise Pol B, PCNA, Fen 1 ve Ligaz 1’in uyumlu ¢alismasi ile 2-13 arasinda DNA’ya eklenebilir

%051 Baz ¢ikarim mekanizmasi Sekil 5'de verilmistir.

30



Baz Cikarim Tamiri

3 5
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i
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DNA polimeraz l
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5 f 3

Sekil 5. Baz Cikarim Mekanizmasi®2.

2.2.1.3  Nukleotid Cikarim (Excision) Tamir Mekanizmast

Niikleotid c¢ikarim tamir mekanizmasinda insanda ilk olarak xeroderma pigmentosa
(XP)’I1 hastalarda tanimlanmis yedi genden olusan XPA-XPG genlerinin irtinleri rol oynar.
NCT’de ilk basamak hatali baz eslesmesinin XPC ve hHR23B proteinlerinin olusturdugu
kompleks ile taninmasidir. Ardindan XPB, XPD ve XPG proteinleri hasarli bolgeye toplanir.
Hasarli bolgenin her iki tarafindan yaklasik 30 uzunlugunda bir bolge de ikili sarmal agilir.
XPA, XPF ve ERCCI1 proteinleri yine hasarli bolgeye toplanir. XPF/ERCC1 ve XPG DNA’y1
hasarl1 bolgenin sirastyla 5° ve 3’ yanlarindan kesen endoniikleazlardir. Bu sekilde yaklagik
30 niikleotidlik bir bolge cikarilir. Ortaya ¢ikan bosluk DNA polimeraz 6 ve ¢ tarafindan

doldurulur ve DNA ligaz uglar birlestirerek tamir siireci tamamlanir (Sekil 6).
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XPCN Hasanin
hHR23B taninmasi
XPC hHR23B
Kesilme ve oligoniikleotidin
¢ikariimasi
TFIIH
(XPB ve XPD)
XPG

DNA polimeraz
Ligaz

XPA

Sekil 6. Nukleotid Cikarim Tamir Mekanizmas:®®

2.2.1.4  Hatal Eslegsme (Mismatch Repair) Tamir Mekanizmasi

DNA polimeraz replikasyon sirasinda yanlis bazi eklerse, bu hatayr proofreading
mekanizmasi ile diizeltir. Ama hata diizeltilmezse mutasyon meydana gelir. Bu durum
mismatch tamir mekanizmasi ile diizeltilir. E. coli’de bu tamir mekanizmasinda mutH, mut L
ve mutS gen {irlinleri gérev alir. Bunlarin yanisira Mut U gen iiriinii helikaz II gibi is goriir.
Mismatch tamir sistemi yeni sentezlenmis ipligi tarar. Hatali eslesmeleri, baz kayip ve
eklenmelerini tarar. Hatali bazin varlifinda yanlis bazin oldugu yeni replike olmus ipligi
kalip iplikteki GATC dizisindeki metile olmus adeninden tanir. Yeni sentezlenmis iplikte
adenin metile degildir. Bu diziden 1kb veya daha uzak bir bolgeyi tarayabilir. E.coli’de mutS

hatali baz eslesmesine spesifik olarak baglanir. Mut H proteini GATC dizisine baglanir ve
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ipligi unmetile GATC dizisinden kirar. Ug protein {iriinii bir komplex olusturarak calisir.
Olusan bosluk DNA polimeraz tarafindan doldurulur ve DNA ligaz tarafindan seker-fosfat
iskeleti tamamlanir. Memelilerde bu sisteme benzer mekanizmalar vardir. Insanda mut
genlerinin homologlar1 olarak hMSH2, hMLH, hPMS1, hPMS2 gibi genler tanimlanmistir
(Sekil 7).

Kall.li/) iplikteki dogru baz
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Sekil 7. Hatal1 Eslesme Tamir Mekanizmasi

2.2.1.5 Tek ve Cift Iplik Kiriklarimin Tamiri

Tek iplik kiriklarinda, diger iplikteki bilgi dogru okunarak hasarli iplik onarict enzimlerle
onarilabildiginden ¢ift iplik kiriklarindaki hasar daha 6nemlidir . DNA ¢ift iplik kiriklar1 (DCK)
oldukea ciddi ve dliimciil tip DNA hasarlaridir. Tek bir DCK hiicreyi 6ldiirmek veya genomik
biitiinliigi bozmak i¢in yeterlidir. DCK’ler ekzojen veya endojen kaynakli hasarlar ile
olusabilir. Indiiklenmis DCK’lerin yaninda programli DCK’ler de bulunmaktadir (T ve B
hiicre reseptor yeniden diizenlenmesi). Hiicre basina giinde 10 DCK olustugu hesaplanmaistir.
Memeli hiicrelerinde DCK’lerin tamiri i¢in iki major mekanizma bulunmaktadir; homolog
rekombinasyon (HR) ve homolog olmayan ug¢ baglama (non homolog end joining =NHEJ)
(Sekil 8).

33



DNA-PKcs, 1

Niikleolitik @/MRN Ku70/80’in
baglanmasi
RPA

islemleme

Ku70/80
Rad51 I Rad52 @— ‘%
- DNA-PKcs
BRCA1 Sinaptik
|p|lk 3——BRCA2 kompleks
invazyonu Rad52
O._-—Rad54

" A A

islemin
DNA sonlanmasi l

sentezi N

l
l

Coziilme Baglanma

! l Ligase IV

XRCC4
=

Sekil 8. DNA Cift iplik Kiriklarinin Tamiri®*,

HR yolaginda genel olarak hata orani oldukca diisiiktiir ancak biitlinliigii korunmus
homolog kaliplar (kardes kromatidler gibi) ister. NHEJ memelilerde daha ¢ok karsimiza ¢ikan
tamir seklidir. Hata egilimlidir. Uzun homolog diziler gerektirmez. DCK’lerin HR veya NHEJ
icin se¢imi hiicre dongiislinlin fazi 6nemlidir. HR, S ve G2 fazinda gegerli tamir
mekanizmasidir. Homolog olmayan u¢ baglama ise G1 fazinda agirlikli olarak rol almaktadir.
Cok hiicreli Okaryotlarin mitotik hiicrelerinde DCK’lar, omurgali immun sistem
lenfositlerinin olgunlagsma siireci disinda patolojiktir. DCK’lar; S faz boyunca kromatid
kiriklar: en sik gbézlenen durum ve yakinindaki kardes kromatid kullanilarak HR ile tamir
edilir. Kalan biitiin DCK’lar NHEJ ile tamir edilir. Bunlar S faz disinda meydana gelirler ve
HR‘daki gibi kullanilabilecek bir kardes kromatid bulunmamaktadir. Bu tip DCK’lar
ROT’leri, infrared ve niikleer enzimlerin beklenmeyen aktiviteleri sonucu ortaya ¢ikar. Ancak

ROT’leri major DCK nedenidir.
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Fosfo inozitol 3 kinaz iliskili kinaz (PIKK) aile tliyeleri DCK’in tamirinin degisik
basamaklarinda énemli role sahiptir. DCK sinyalinde rol alan hedef proteinleri fosforillerler.
PIKK aile tiyeleri korunmus bir kinaz domaini barindirirlar. Memeli hiicrelerinde DCK uglar
MRE11/Rad50/NBS (MRN) ve KU70/Ku80 komplexleri tarafindan taninir. MRN kompleksi
hasar bolgesine ATM’yi cagirir. Ku70/80 DNA-PKcs’yi lezyon noktasina ¢agirir. MREI1
(mayotik rekombinasyon 11) arkeadan memeli hiicresine kadar korunmustur. Telomerlerin
korunmasinda, HR’da ve NHEJ’de goérev alirlar. Tek iplik endoniikleaz ve 3’25’
eksontikleaz aktivitesine sahiptir. PIKK ailesi iiyesi li¢ protein DCK’e yanitta esastir. ATM,
ATR ve DNA-PKcs. ATR siklikla DNA tek iplik kiriklar ile iligkilendirilirken, ATM ve
DNA-PKCs DCK’lar ile iligkilidir. MRN kompleksinin 3. Partneri NBM ayni zamanda nibrin
ve p95 olakta bilinir. MRE11 ve RAD5S0 interaksiyonu her ikisinin de endo ve ekzoniikleaz
aktivitelerini artirir. DCK’lerin tamir edilemedigi durumda DNA Damage Response (DDR)
yolagi ATM ve ATR gibi kinazlari ile aktive olur.

Pankreas kanserinde DNA tamir mekanizmalar1 ve bu mekanizmalarda rol alan genler
arasindaki iligski calisilmistir. DNA c¢apraz baglanmalarinin (DNA crosslink) tamirinde rol
alan BRCA1/BRCA2 kompleksinde yer alan genler 6zellikle kalitimsal kanserler ile iligkisi
nedeniyle pankreas kanserinde de ¢alisilmistir. Buna ek olarak otozomal dominant kalitsal bir
hastalik olan ve kolon kanseri ile iliskilendirilen Lynch Sendromu, pankreas kanserinin
olusumunda da risk faktoriidiir. Bu sendrom DNA hatal1 baz eslesme tamir mekanizmasi ile
iliskili hMSH2, hMLH1, hPMS1, hPMS2 ve hMSH6/GTBP gibi genlerin germline
mutasyonlart ile iliskilidir?’. Bunlara ek olarak baz ¢ikarim onarim mekanizmasinda yer alan
ve oksidatif DNA hasarlarinin uzaklastirilmasinda rol oynayan 8-oxo-guanin DNA glikozilaz
(OGG1) geninin pankreas kanserinin olusumunda 6nemli bir aday gen oldugu ileri

surulmustur55 %657,

2.2.2 8-Oxo-guanin DNA Glikozilaz 1 (OGG1)

OGG1 geni 8-oxoguaninin ¢ikarilip uzaklastirilmasindan sorumlu enzimi kodlayan
gendir. Kromozom 3p26.2 bolgesinde yerlesim gosterir.  Genin C-terminal bdlgesinin
alternatif splicing’i 2 ana grubun olugmasina neden olur ki bunlar TiplA ve Tip2A olarak
gruplandirilir. Iki grup arasindaki en onemli fark, TiplA grubunun 7. Eksonu, Tip2A
grubununda 8. eksonu barindirmasidir. Biitiin varyantlarda N-terminal bolgesi ortaktir. Bu

bolge mitokondrial hedef sinyali igerir.
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2.2.3 Endoniikleaz VIII-benzeri 1 (NEIL1)

NEIL1 geni DNA glikosilazlar1 kodlayan ve Nei endoniikleaz VII-benzeri gen ailesi
olarak tanimlanan grubun bir iiyesidir. Genin kodladig1 enzim, okside primidinlerin DNA’dan
uzaklagtirllmasi tamirinde rol oynamaktadir. Genin c¢oklu varyant formlari kopyalayan
izoformlar1 bulunmaktadir. NEIL1 geni kromozom 15q24.2 ‘de yerlesiktir ve 14 eksona
sahiptir.

2.2.4 DNA Hasar1 ve Kanser

DNA hasar1 yasam i¢in Onemli bir sorundur ve kanser olusumunun primer
nedenlerindendir. DNA hasar1 mutasyondan farklidir. DNA hasart mutasyonlarin olusumuna
zemin hazirlar. Temel olarak DNA hasari, DNA’nin kimyasal yapisinin degisimidir. Bir
memeli hiicresinde giinde 60000 civarinda DNA hasar1 olusmaktadir. DNA hasar1 genel
olarak, kimyasal bir grubun DNA’ya eklenmesi ya da ¢ikarilmasi, DNA ikili sarmalinda tek
veya iki ipligin kirilmasi olarak tanimlanabilir. Hasarlarin nedeni hiicresel metabolizmadan
kaynaklanan yan {irlinler ya da cevresel faktorler olabilir ve hasarli DNA’ya hiicrenin verdigi

tepkilerde farklilik gosterebilir (Sekil 9).
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Sekil 9. DNA Hasar1 Etmenleri ve Hasara Hiicrenin Verdigi Tepkiler®

Hasarl1 bazi barindiran DNA’nin replike olmasi bu bazin karsisina farkli bir DNA bazinin
yerlestirilmesine ve bir sonraki replikasyon siirecinde mutasyon olusumuna neden olur. DNA
kiriklarinin tamirinde siklikla mutasyonlarin olusmasi s6z konusu iken, kimyasal degisimler
ile meydana gelen DNA hasarlar1 biiylik bir oranda 6zellesmis DNA tamir mekanizmalari ile
diizeltilmektedir. DNA hasar1 meydana geldiginde DNA hasar1 replikasyondan once
diizeltili. DNA hasart prolifere olan hiicrede meydana gelir ve hasar DNA tamir
mekanizmalari tarafindan diizeltilmezse bu durum mutasyon birikimine yol agar ve kanser
riskini dogurabilir. Degisime ugramis DNA dizileri replikasyon ile kopyalanir ve dol
hiicrelere aktarilir. Bir gende meydana gelen mutasyon o gen iiriinliniin fonksiyonunu
degistirmeyebilir (sessiz mutasyon-bir amino asidin birden fazla kodon ile kodlanmasi
nedeniyle) ama genellikle izlenen genin kodladigi proteinin anormal fonksiyon
kazanmasi/kaybt durumudur. Mutasyonlar protoonkogenleri aktive edebilir, timdr baskilayici
genlerin ifadelerini baskilayabilir ya da hiicrede genomik kararsizliga neden olabilir. Bu tip
mutasyonlarin birikimi ile hiicre kanserlesme siirecine girebilir. Kanser genellikle klonal

genisleme i¢in secilim avantaji saglayan mutasyonlarin birikiminin bir sonucudur. Sekil 10
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’da goriildiigii gibi tamir mekanizmasi, kanserlesme ve/veya yaslanma siirecinde normal

hiicresel devamliligin kontroliinde olduk¢a énemli bir mekanizmadir®®,

DNA Hasari

icsel veya cevresel kaynakli

l l

Béllnen hiicrede DNA Béllinmeyen hlicrede DNA
hasari hasari
| DNA TAMIRI |
DNA replikasyon veya Hiicre Transkripsiyon
—> — bloklanmasi

tamir hatalari

l olimu

Klonal genisleme icin secici avantaj
saglayan mutasyonlarin olusmasi

Azalmis gen ifadesi

l

Pre-malign Doku ve organlarda
bozulma fonksiyonel zayiflama
KANSER YASLANMA

Sekil 10. DNA tamirinin hiicrenin normal fonksiyonlarini korumadaki etkisi®®.

Son yillarda c¢ok sayida kanser tipinde dnemli rol oynayan proteinlerden biri de doku
transglutaminaz (TG2/TGM2)'dir. Pankreas kanseri dahil ¢ogu kanserde TG2 yiiksek diizeyde
eksprese edilmektedir. Kanser hiicrelerinde artan TG2 ekspresyonu, ilag direnci, metastaz ve
kisa yasam siiresi ile iligkilidir. TG2 proteini ve kanserdeki onemi sirasiyla bolim 2.3 ve

2.3.1'de verilmistir.
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2.3 Doku Transglutaminaz (TG2)

Transglutaminazlar (TGs;EC2.3.2.13) proteinlerin post-translasyonel modifikasyonlarini
katalizleyen bir enzim ailesidir. Proteinleri e-(g-glutamil)lizin izopeptid baglar1 araciligiyla
capraz baglar * Sekiz TG, memelilerde tanimlanmistir. Tanimlanan tiim transglutaminazlar
katalitik aktivite icin Ca®"a bagimhidir. Bazilar1 propeptid kesimine ihtiyag duyar ve
bunlardan iicii (TG2, TG3 ve TG5) GTP tarafindan inhibe edilir ®°. Doku transglutaminaz
(TG2 ve ya tTG) TG ailesinin her yerde bulunan iyesidir. TG2 geni (TGM2 insan,
kromozom20q11-12) 13 ekzon ve 12 introndan olusur *° ve 687 amino asitlik N- terminal p-
sandivig, katalitik merkez ve 2 C-terminal B-barrel domaini olmak tizere dort farkli domaine

sahip monomerik bir proteini (78 kDa) kodlar (sekil 11).
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Sekil 11. TG2 Proteininin Yapisal ve Fonksiyonel Domainleri®®.

TG2 hem hiicre i¢i hem de hiicre dis1 fonksiyonlari ile yapisal ve fonksiyonel olarak
kompleks bir proteindir. Proteinlerin Ca?*- bagimli post translasyonel modifikasyonlari
katalizlemesine ek olarak, TG2 GTP ve ATP’ye baglanir ve hidrolizleyebilir *2. Bununla
birlikte protein disiilfit izomeraz reaksiyonunu katalizleyebilir ve hatta protein kinaz olarak
fonksiyon gosterebilir ®. GTPaz aktivitesi TG2 fonksiyonu ile iligkilidir. TG2’nin yiiksek
afiniteli fibronektin baglayan bolgesi N-terminalde lokalize olmustur (Sekil 11). Baskin
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olarak intraseliiler protein (sitozol, nukleus, hiicre membraninda lokalize olmus) olmasina
ragmen, heniiz bilinmeyen bir mekanizma ile hiicre digina da salgilanir ve ekstraseliiler
fonksiyon gosterir. Normal kosullar altinda hiicre i¢i ¢evredeki TG2 diisiik Ca* varligina ve
GTP/GDP’nin inhibitor etkisine bagli olarak latent bir protein olarak varligim siirdiiriir (Sekil
12). Bununla birlikte hiicrenin zorlayici kosullari altinda, Ca®* homeostazinnin kaybi veya
bozuklugu sonrasi stres, travma gibi durumlarda, TG2 aktive olabilir ve apoptoz ve nekroz

sirasinda gbézlendigi gibi hiicreigi proteinlerin ¢apraz baglanmalarina neden olur 6485

TG2, hem hiicre i¢cinde hem hiicre diginda matriks stabilizasyonu, hiicre adezyonu ve
go¢ii, hiicre 6limii ve sag kalimi dahil birgok 6nemli fonksiyona sahiptir (Sekil 12) . TG2
cesitli hiicrei¢i veya hiicredis1 proteinlerle onlarin yapisini, fonksiyonunu ya da stabilitesini
degistirerek etkilesime girebilir ®. Ornegin, TG2 NF«B inhibitorii olan IxB-o proteinini
capraz baglayarak, IxB’den ayirarak NFxB’yi aktive eder ®’. Bu NF«kB aktivasyonu, hiicreleri
reaktif oksijen tiirleri, enflamatuvar sitokinler ve kemoterapi ilaglar1 nedeniyle olusan stres

kaynakl1 hiicre hasarina kars1 korur 67,68
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Sekil 12. TG2 ekspresyonu ve hiicre 6liimii arasindaki iligki®®.
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2.3.1 Kanserde TG2

Kanser progresyonu, enflamatuvar yanit, doku hasar1 ve yara iyilesmesi ile iliskilidir 69.70

Artmis TG2 ekspresyonu ve transamidasyon aktivitesi ¢ogu enflamatuvar hastalifin ortak
ozelligidir """ Bu nedenle, doku hasari ve yara iyilesmesi sirasinda salgilanan gesitli sitokin
ve bliylime faktorleri (TNF-o, IL-6, TGF-f1 gibi) TG2 ekspresyonunun en Onemli
indiikleyicileridir 697374 " Enflamatuvar yanitlar timor baslangici, ilerlemesi, invazyon ve
metastazda kritik bir rol oynar. immun hiicreler tiimore infiltre olur, kanser hiicreleri ile
haberlesir ve bilyiimesini, yasamun siirdiirmesini ve gelisimini saglar ">’®. Benzer olarak
primer timoérde TG2’nin ekspresyonunun baskilandigi, sekonder metastazik tiimorde ya da

118 Kanser hiicrelerinde artan TG2

kemoterapiye direncli tiimdrlerde ise arttigr bildirilmistir
ekspresyonu, ila¢ direnci, metastaz ve kisa yasam siiresi ile iligkilidir. Bu bulgular kronik
enflamasyon, TG2, metastaz ve ila¢ direngli kanser arasinda bir baglanti oldugunu

diisiindiirmektedir .

Son yillarda yapilan g¢alismalar, pankreas kanser hiicrelerinde doku transglutaminaz
(TG2)’mn asir1 eksprese oldugu ve otofajik hiicre 6liimiinii inhibe ettigi bildirilmektedir. MD
Anderson Kanser Merkezi degisik pankreas hiicre hatlarinda siRNA kullanarak, o6zellikle
doku transglutaminaz (TG2) enziminin spesifik olarak hedeflenmesi ile otofajik hiicre
Slimiiniin tetiklendigini gdstermislerdir **. Arastiricilar pankreas kanserli hasta biyopsi
orneklerinde ve hiicre hatlarinda yiiksek diizeyde TG2 ekspresyonu saptamiglardir " Yiiksek
metastatik potansiyele sahip hiicre hatlar1 da yiiksek diizeyde TG2 tanimlamaktadir 80 Artmis

TG2 ekspresyonu kemoterapiye direng ve kotili prognoz ile paralellik gostermektedir 7981

Kanserin progresyonunda izlenen TG2 ekspresyon diizeylerindeki artisin NFkB molekiilii
iizerinden gerceklestigini bulgulayan ¢alismalar bulunmaktadir. One siiriilen modellere gére
TG2, NFkB inhibitorii IkB’yi baskilayarak NFxB aktivasyonunu tetiklemekte buna karsin
NF«B de TG2 promotdrii tizerinde transkripsiyonel aktivator islevi tikenmektedir. Bu pozitif

geri beslemeli dongii her iki molekiiliin simiiltane aktivasyonunu saglamaktadir®.

2.4 NFkB ve Pankreas Kanserindeki Onemi

NFkB, transkripsiyon kontroliinde rol oynayan bir protein kompleksidir. Deniz anasindan
insana kadar biitiin canlilarda korunmustur. Sitokinler, serbest radikalleri UV radyasyon gibi

birgok hiicresel stres durumlarinda hiicresel yanit i¢in gereklidir. NFxB ailesinin tiyeleri iki
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alt sinifda ayrilabilir; NFkB proteinleri ve Rel proteinleri. Biitiin bu proteinler rel homoloji
domaini (RHD) olarak adlandirilan  yiiksek diizeyde korunmus bir DNA-
baglanma/dimerizasyon domaini barindirirlar. Rel proteinleri C-terminal transaktivasyon
domaini barindirirlar ve bu domain transkripsiyon aktivasyonu i¢in bir ¢ok tiirde rol oynar.
NFkB siiperaile tiyesi proteinler NFkB1 ve NFkB2 biiyiik onciil proteinler olarak (p105 ve
pl100) iretilirler ve islemlenerek sirasiyla p50 ve p52 NFxB alt birimlerini verirler. Bu
proteinler Ankrin tekrarlarin1 barindiran uzun C-terminal domainleri ile Rel proteinlerinden
ayrilir. Bu domain biiyiik onciillerin islenmesi sirasinda ubiqiitinasyon mekanizmasi ile
uzaklastirlir. p50 ve p52 proteinlerinin kendilerinin tek basma transkripsiyon aktivasyon

kapasiteleri bulunmaz®®.

Aktive olmus NF«kB heterodimer formundadir. Genellikle p65 ve p50 alt {initelerini
barmdirir. NFkB’nin her iki alt iiniteleri NFxB /Rel ailesinin tiyleridir. Bu ailenin c-Rel, RelB
ve p52°dir. NFkB’nin aktivitesi IkBa olarak adlandirilan inhibitor tarafindan diizenlenir.
Inhibitér sitoplazmada NF«B ile kompleks olusturur ve dimerin ¢ekirdege translokasyonunu
engeller. Hiicre NF«kB i¢in uyar sinyali aldiginda, IkBa fosforillenir ve ubiqiitin proteozom
kompleksi tarafindan yikilir.  IkBo’nin  yikilmasi, NFxB  dimerinin  ¢ekirdege
translokasyonunu tetikler ve spesifik hedef genlerin transkripsiyonu uyarilir. NF«xB’nin
aktivasyonunda 6nemli bir mekanizma, hiicrenin reaktif oksijen tiirlerindeki (ROS) artigdir.
Hidrojen peroksit uygulamasi sonrasinda hiicrelerde NFxB’nin hizla aktif hale geldigi,
antioksidan bir madde kullanildiginda ise hizla NFkB aktivasyonunu blokladigi

gésterilmistir84.

NF«B okaryotik hiicrelerde aralarinda proliferasyon ve hiicre sagkalimi ile ilgili olan
birgok genin transkripsiyon faktoriidiir. Bir¢ok farkli kanser tipinde diizensizlesmis/bozulmus
NFkB saptanmustir. Tiimor hiicrelerinde NFkB kodlayan dizilerdeki mutasyonlar, ya da IkBa
gibi aktiviteyi kontrol eden genlerdeki mutasyonlar NFkB’nin siirekli aktivasyonuna neden
olmaktadir. NFkB’nin bloklanmasi tiimor hiicrelerinde proliferasyonu baskilamakta ve anti-
tiimor ajanlara daha duyarli hale gelmelerine neden olmaktadir. Bu nedenle NFkB bircok

arastirmada hedef olarak (;ahsllmaktadlrgs.

Kontrolsuz ve siirekli Kras ve NFkB aktivasyonu, pankreatik  duktal
adenokarsinomlarinda siklikla izlenmektedir. Pankreas kanseri gelisiminin erken evresinde
Kras’in mutasyonal aktivasyonu pankreas kanserlerinin %80-95’inde gézlenmektedir. Bunun

yaninda Ink4a/Arf’nin mutasyonal inaktivasyonuda pankreas kanserinde %50-75
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gozlenmektedir. Deney hayvanlari ile yapilan caligmalarda mutasyona ugramis Kras’in
pankreatik intraepitelyal kanseri indiikledigi gosterilmistir. Bununla beraber, Kras’in
aktivasyonuna ragmen, bu aktivasyonun etkiledigi alt sinyal yolaklar1 heniiz tam olarak
aydinlatilamamistir. Bazi calismalar, NFxB’nin, Ras’in etkin oldugu hayvan kanser
modellerinde &nemli role sahip oldugunu gostermistir. Ornegin NFxB’nin baskilanmasinin
Ras ile uyarilmis invazif epidermal neoplazilerde, Ras’in etkisini azalttig1 gosterilmistir. Ling
ve arkadaslari, RelA/p50 NFxB’nin pankreatik kanser orneklerinin %70’inde siirekli olarak
aktif oldugunu ve NF«B’nin aktivitesinin mutant IkBa ile baskilanmasiyla, pankreas kanser

karsinogenezini baskiladigini gdstemislerdir ®.

Tez ¢alismamizin amaci, pankreas kanserli hastalarda DNA hasar1 ve onarim enzimlerinin
ekspresyonlarini incelemek, DNA hasar1 ve doku transglutaminaz (TG2) diizeyleri arasindaki
olas1 iligkiyi aragtirmaktir. Bu baglamda yaptigimiz calismalar1 iki baslik igerisinde
toparlayabiliriz. Birincisi farkli evrelerde olan pankreas kanserli hastalarin timér ve eslenik
normal dokular1 ile gergeklestirilen ¢alismalar, ikincisi ise hiicre hatti kullanilarak
gerceklestirilen TG2, OGGl ve NFxB arasindaki iliskiyi agiklamaya yonelik yapilan
deneylerdir.

Hasta ornekleri ile yaptigimiz ¢aligmalarda, hastalarin tiimor ve eslenik normal dokularinda
baz hasar1 diizeyleri GC-MS/MS ile niikleozid hasar1 diizeyleri ise LC-MS/MS ile
Ol¢tilmiistiir. Yine hastalarin timo6r ve normal doku orneklerinde DNA onarim enzimleri
OGG1, NEIL1 ve proteinlerin post-translasyonel modifikasyonlarini katalizleyen bir enzim
ailesi iiyesi olan TG2 ekspresyonlarinin belirlenebilmesi i¢in ger¢ek zamanli PCR yontemi
kullanilmistir. Bunun yani sira, hasta 6rneklerinden izole edilen total protein kullanilarak
gerceklestirilen western-blot galigmasi ile TG2 ve OGG1 protein diizeyleri timér ve normal

doku 6rneklerinde incelenmistir.

Hiicre kiiltiirii ile yapilan ¢alismalarda ise; pankreas kanserinde yiiksek diizeyde ifade edilen
TG2 proteininin, DNA tamir enzimi olan OGG1 proteini ifade diizeyine etkisi bildirici vektor
kullanilarak analiz edilmistir. Bu baglamda ayrica TG2 ile NFkB arasinda iligki TG2’nin
baskilandig1 veya NFKB’nin uyarildig1 durumlarda protein diizeylerindeki etkilesim agisindan

western blot yontemi ile incelenmistir.

Tez kapsaminda yapilan ¢alismalarin yontemsel ayrintilari Gereg ve Yontemler boliimiinde

aciklanmistir.

43



3.  GEREC VE YONTEMLER

3.1 Arastirmanin Tipi
Deneysel Arastirma
3.2 Arastirmanin Yeri ve Zamani

Bu caligma, 2010 Ocak-2014 Aralik tarihleri arasinda Dokuz Eyliil Universitesi Tip
Fakiiltesi Tibbi Biyokimya, Tibbi Biyoloji, Genel Cerrahi, Molekiiler Tip ve Patoloji
Anabilim Dallarinin katilimi ile gergeklestirildi. Calisma kapsaminda gergeklestirilen kiitle
spektrometri ¢aligmalari National Institute of Standards and Technology (NIST) kurumunun
Biomolecular Measurement Boliimii“niin DNA Olgiimleri Grubu Laboratuarr'nda (Maryland,
U.S.A), mRNA ve protein diizeyinde yapilan ekspresyon caligmalar1 ve hiicre kiiltiirii
calismalar1 ise Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali

Laboratuarlarinda gergeklestirilmistir.
3.3 Arastirmanin Evreni ve Orneklemi/Cahsma Gruplar

Calismanin orneklemi, proje kapsaminda Genel Cerrahi AD’na pankreas adenokarsinomu
nedeniyle cerrahi rezeksiyon gegiren degisik yas gruplarindaki 45 hastadan toplanan tumor ve
normal dokular olusturdu. Bes hasta patoloji sonucuna gore adenokarsinom  tanisi
almadigindan calisma dis1 birakildi. Bu nedenle proje kapsaminda 40 hasta ile calisildi.
Operasyon sirasinda cerrahin takibinde ve operasyon sonrasi patologun makroskopik analizi
sonucu, bu hastalarin timorli dokularindan ve tiimor dokusundan en az 2-3 c¢cm uzaklikta

olacak sekilde kendi kontrol (normal) dokularindan 6rnek alindi.
Hastalarin arastirmaya dahil olma ve diglama kriterleri asagidaki gibidir;

Calismavya alinma kriterleri:

1. Calismaya katilmay1 kabul etme
2. Pankreas kanseri tanisinin konulmasi
3. Pankreas kanseri nedeniyle yapilacak cerrahi operasyona medikal ve

solunum fonksiyonlar1 agisindan uygunluk
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4. Pankreas kanseri nedeniyle tan1 veya tedavi amaciyla cerrahi operasyon
endikasyonu olmasi
5. 18 yas lizeri olgular

Calismadan dislanma Kriterleri:

1. Calismaya katilmay1 kabul etmeme
2. 18 yas alt1 olgular
3. Medikal inoperabilite

e Hastanin genel anestezi almasina engel olusturan sistemik hastalik

varligi

e Arteria mesenterica superior, truncus ceoliacus ve hepatik arter

invazyonu
e Peritoneal karsinomatoz varlig1

4. Kanser dist nedenlerle yapilmis cerrahi operasyon

3.4 Caliyma Materyali

Pankreas kanserli hastalarin tiimér ve normal dokular ile galisma gergeklestirildi. Bu
dokulardan DNA ve RNA o6rnekleri elde edildi. Etik Kurul onay:r (EK-1) alinarak hasta ve
kontrol gruplarindaki katilimcilarin  kendileri ve/veya yakinlar1 c¢aligma hakkinda
bilgilendirildi ve ¢alismaya katildiklarin1 kabul ettiklerine dair onam formu imzalatildi (EK-
2).

3.5 Arastirmanin Degiskenleri
Bagimsiz degisken; Pankreas kanserinin siireleri

Bagimli degisken; DNA hasar belirtegleri ve DNA onarim enzim ekspresyon diizeyleri (bu
belirtecler evreye bagh olarak degisiyor)
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3.6 Arastirma Plan1 ve Takvimi

Orneklerin toplanmasi Ocak 2010-Agustos 2014
DNA hasari ¢alismalari Ekim 2011-Ekim 2013
DNA onarim enzimlerinin ekspresyon ¢aligsmalari Ekim 2012- Ekim 2014
Western Blot Calismalari Ocak 2012-Kasim 2014
Hiicre kiiltiirii Calismalari Eyliil 2012-Kasim 2014
Analizler-Bulgularin Degerlendirilmesi Kasim 2013-Kasim 2014

3.7 Verilerin Degerlendirilmesi

Elde edilen DNA hasar bulgularinin istatistiksel analizi Graphpad Prism (versiyon 5.03)
programi kullanilarak Wilcoxon isaretli siralar testi ile yapildi. Klinik evreler ile DNA hasari
arasindaki iilskinin arastirilmasi ayni program ile degerlendirildi. Pankreas kanserli hastalarda
DNA tamir enzimleri (OGG1 ve NEIL1) ve TG2 ekspresyon caligmalarinin bulgulart
degerlendirilirken yine Graphpad Prism programi kullanilarak ilgili grafikler elde edildi.

3.8 Arastirmanin Sinirhliklar:

Pankreas kanserli hastalardan yapilan DNA hasar calismalari, tez kapsamindaki tiim
dokularda dl¢lilememistir. Tez kapsaminda 29 hastadaki sonuglar degerlendirilirken, toplanan

diger hastalarda DNA hasar calismalar1 gerceklestirilemedi.

Dokulardan yapilan protein diizeyinde TG2 ve OGG1 ekspresyon c¢alismalarinda ise bazi
pankreas kanserli hastalarin eslenik normal dokularindan protein elde edilememesi nedeniyle

sonuclar degerlendirilememistir.

Hiicre kiiltlirii ¢calismalarinda ise pankreas adenokarsinom hiicre hatti olan MiaPaca-2
hiicre hattinda OGGL1 proteinin ekspresyonu, western blot yontemi ile detekte edilememesi
nedeniyle NFkB-OGG1-TG2 arasindaki olasi iligki bu hiicre hatti tizerinden bu yontem ile

gosterilememistir.
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3.9 Veri Toplama Araclari

3.9.1 Demografik veri toplama

Pankreas kanserli hastalarin demografik verileri Dokuz Eyliil Universitesi Genel Cerrahi

ve Patoloji Anabilim dalindan elde edildi. Hastalara ait demografik veriler Tablo 5'de

verilmigtir.

Tablo 5. Hastalarin Demografik Verileri

Hasta No Yas Cinsiyet Tam Evre
1 54 Kadin Pank.Adenokarsinom 2B
2 60 Erkek Pank.Adenokarsinom 2B
3 53 Erkek Pank.Adenokarsinom 2B
4 87 Erkek Pank.Adenokarsinom 2B
5 - - - -
6 58 Erkek Pank.Adenokarsinom 2B
7 - - - -
8 51 Erkek Pank.Adenokarsinom 2B
9 - - - -
10 62 Erkek Pank.Adenokarsinom 2B
11 31 Erkek Pank.Adenokarsinom 2B
12 62 Erkek - -
13 - Erkek Pank.Adenokarsinom 2B
14 - Erkek Pank.Adenokarsinom 1B
15 - Erkek Pank.Adenokarsinom 2B
16 - Erkek Pank.Adenokarsinom 2B
17 62 Kadm Pank.Adenokarsinom 2B
18 70 Erkek Pank.Adenokarsinom 2A
19 73 Erkek Pank.Adenokarsinom 2A
20 - - - -
21 59 Erkek Pank.Adenokarsinom 2B
22 50 Kadin Pank.Adenokarsinom 1B
23 70 Kadin Pank.Adenokarsinom 2B
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24 67 Erkek Pank.Adenokarsinom 2A
25 43 Erkek Pank.Adenokarsinom 2A
26 70 Kadin Pank.Adenokarsinom 2B
27 60 Erkek Pank.Adenokarsinom 3

28 55 Erkek Pank.Adenokarsinom 2B
29 - Kadin Pank.Adenokarsinom 2A
30 - Erkek Pank.Adenokarsinom 2B
31 64 Erkek Pank.Adenokarsinom 1B
32 - Kadin Pank.Adenokarsinom 2B
33 - Erkek Pank.Adenokarsinom 4

34 69 Kadin Pank.Adenokarsinom 2A
35 55 Kadin Pank.Adenokarsinom 2A
36 65 Erkek Pank.Adenokarsinom 2B
37 - Erkek Pank.Adenokarsinom 4

38 47 Erkek Pank.Adenokarsinom 2B
39 51 Erkek Pank.Adenokarsinom 2B
40 76 Kadm Pank.Adenokarsinom 1A
41 64 Erkek Pank.Adenokarsinom 2B
42 59 Erkek Pank.Adenokarsinom 2B
43 68 Erkek Pank.Adenokarsinom 1B
44 77 Erkek Pank.Adenokarsinom 2B
45 53 Kadm Pank.Adenokarsinom 2B

Proje kapsaminda toplanan hasta dokularindan 5’1 patoloji sonucuna gore adenokarsinom
tanis1 almadigindan ¢alisma dis1 birakildi. Bu dokular 5, 7, 9 ve 12 ve 20 no’lu dokulardir. Bu

dokular ile optimizasyon c¢aligmalar1 gerceklestirildi.

3.9.2 Orneklerin toplanmasi ve saklanmasi

Calisma kapsamindaki pankreas dokularindan DNA izolasyonu, RNA izolasyonu ve
protein ¢aligmalarinin her biri i¢in yaklasik 0.5g doku alindi. Toplam alinacak tiimoér dokusu
ve tiimdr c¢evresinden normal olarak adlandirilan doku miktar1 ise 1,5g diizeyinde alindi.

Caligsma kapsamindaki dokulariin dagilimi asagidaki gibidir:
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1. DNA izolasyonu : 0,59
2. RNA izolasyonu 10,50

3. Protein izolasyonu : 0,59

Hastalarin pankreas Normal dokulart N yanina doku numarasi yazilarak (N1 gibi), tiimor
dokular1 T yanma doku numarasi (T1 gibi) yazilarak adlandirildi. Bu dokular sivi azot

tankinda 15 dakika dondurulduktan sonra -80 °C’de saklandh.

Calismamizin akis semasi asagida verilmistir.

DOKU ORNEGI GALISMALARI HUCRE KULTUR TEMELLI CALISMALAR
Hasta Tumor ve Normal doku 0OGG1 bildirici vektorinin
orneklerinin alinmasi hazirlanmasi

\ 4
DNA TG2 ifadesinin
izolasyonu SiRNA
kullanilarak
l susturulmasi
GC-MS/MS
LC-MS/MS
olgimleri A 4 \ 4
Bildirici  vektdér deney
sistemi ile TG2’nin OGG1
v ifade duzeyine etkisinin
Protein incelenmesi
izolasyonu

: NFKB aktivasyonunun
WB ile TG2 , uyarilmasi

OGG1 protein

dizey analizi

v \4 A 4

Total RNA TG2 ve NFKB protein
izolasyonu dlzeylerindeki degisimin
western blot ile incelenmesi

Gergcek zamanh PCR ile
OGG1, NEIL1 ve TG2
mRNA ifade diizeylerinin
Olgimu
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3.9.3 Kullanilan Cihazlar

Calismada kullanilan cihazlar tablo 6'da verilmistir.

Tablo 6. Kullanilan Cihazlar

Cihaz Ad Marka Model

Saf su cihazi Milipore Mili-Q ZLX55003Y

Santrifii Heraeus Biofuge stratos

Otomatik pipet Eppendorf Eppendorf Research

Derin dondurucu Thermo VLT1740-5-V40
Spektrofotometre PG T80

Freeze-Dryer FTS Flexi-Dry

(Liyofilizator)

GC-MS/MS Agilent Technologies 7000 GC/MS Triple Quad (pozitif

elektron iyonizasyon moduna sahip)

Yiiksek ¢oziintirlikli
erimiG-silika kapiler
kolon

Agilent Technologies

HP-Ultra 12.5 m, 0.2 mm, 0.33pum
film kalinlig1

SpeedVac Savant ISS 110 SC210A SpeedVac Plus ve RVT
4104 sogutulmuG buhar tuzagi

Real-Time PCR Roche Light Cycler 2.0

Cihazi

Jel Elektroforez Thermo EasyCast-B1

Sistemi

Gii¢ Kaynagi Thermo EC 300 XL

Thermal Cycler Ependorf Mastercycler personal

Goriintiileme Cihazi Vilber Lourmat ECX

Buzdolabi Ugur USS 748 DIKL

Derin Dondurucu Ugur UFR 370 GD

Isiticili Manyetik Stuart SB162

KariGtirici

Vortex Labnet -

Isitic1 Blok Daihan Wisd HB-48

ELISA Okuyucu Thermo Varioskan

Su Banyosu Daihan Wisd

pH Metre JP selecta PH-2005

Hassas terazi Precisa XB 220A

HPLC Cihaz1 Shimadzu VP serisi

Spinner Thermo Espresso centrifuge

Laminar flow kabin Niive LN90

Mikroskop Euromex 0X.3125
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3.9.4 DNA Hasar Calismalari

3.9.4.1  Pankreas Normal ve Tiimér Dokularindan DNA Izolasyonu

Pankreas tiimor ve normal dokularindaki DNA hasarinin belirlenebilmesi i¢in 41 hastadan

alan tiimor ve normal dokularindan DNA izolasyonlar1 yapildi. DNA izolasyonu sirasinda

yontemden kaynaklanan oksidasyon reaksiyonlari, sonuglari yanlis pozitif yonde

etkileyebilecegi igin DNA izolasyon yontemi olarak tuzla ¢Oktiirme (salting-out/ NaCl)

yontemi tercih edildi. DNA hasar ol¢timlerinin yapilmasi igin 6rnekler National Institute of
Standards and Technology (NIST)/MD’a gonderildi.

Dokudan Tuzla Coktiirme Yontemi (Salting Out/NACI) ile DNA izolasyonu36:

Tiimér ve normal dokulart -80°Clik dondurucudan c¢ikarilip buz icerisinde

coziinmeleri saglandiktan sonra, 6nce bistiiri yardimiyla kiicilik parcalara ayrildi.

Qiagen Tissue Lyser cihazinda 2 ml homojenizasyon tamponu (0.25M sukroz, ImM

EDTA, 10mM Tris-HCI, pH 7.4) igerisinde 3 dakika 30 Hz/s’de homojenize edildi.
12.000g’de +4°C’de 15 dakika santrifiijlendi.

2 ml liziz tamponu (10 mM Tris pH 8.2, 2 mM EDTA, 0.4M NaCl, 1% SDS)
eklendi.

Uzerine son konsantrasyonu 2 mg/mL olacak sekilde proteinaz K eklendikten sonra

ile 37°C’de gece boyu inkiibasyona birakildi.

Ertesi giin lizatin iizerine hacminin % {i kadar doymus NaCl ¢ozeltisi eklendi ve iyice

karistirildu.
12.000g’de +4°C’de 15 dakika santrifiijlendi.

Supernatana 2,5 ml %96’lik soguk etanol eklendi. -20°C’de gece boyu inkiibasyona
birakildi.

Pelet son konsantrasyonu 0,2 mg/ml olacak sekilde RNase igeren 1 ml TE tamponu

igerisinde siispanse edildi.

37°C’de bir saat inkiibasyona birakildi.
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Son konsantrasyonu 2 mg/ml olacak sekilde proteinaz K igeren 1 ml liziz tamponu
eklendi. 55°C’de 1 saat inkiibasyona birakildi. Hacminin Y ii kadar doymus NaCl

cozeltisi eklendi ve iyice karigtirildi.

12.000g’de +4°C’de 15 dakika santrifiijlendi. DNA’y1 ¢oktiirmek i¢in {izerine soguk
%96’l1k etanol eklendi. -20°C’de gece boyu inkiibasyona birakildi.

DNA peleti %80 etanol ile yikandi ve DNA kurutuldu. Tamamen kurutulduktan
sonra 300 pl distile suda ¢oziildii. 1 giin +4°C’de ¢oziilmesi beklendi.

Cozinen DNA, yaklasik 1/100 oraninda seyreltildikten sonra spektrofotometrik

analizi yapild1 ve 260 nm’deki absorbans kullanilarak kantite edildi. Saflik kriteri
A260nm/ A280nm 1.8-2.0 olarak alindu.

3.9.42  GC-MS/MS ile DNA Baz Hasar1 Olgiimii™®
Izole edilen DNA pelletleri iki kez %70 etanol ile yikandiktan sonra santrifuj edildi.
Etanoliin uzaklastirilmasindan sonra pelletler vakum altinda Speed Vac’da kurutuldu.
Ardindan 48 saat +4°C’de 500 pL distile su i¢inde ¢oziinmeye birakildi.
Her bir DNA 06rneginin absorpsiyon spektrofotometresinde 200 ile 350 nm dalga
boylar1 arasinda, DNA kalitesinden emin olmak ve DNA konsantrasyonunu dogru
olarak belirlemek i¢in UV spektrumu alindu.
DNA orneklerine (50 pg) internal standartlari (stabil izotop isaretli analoglar)
eklendi. Bunlarin konsantrasyonlari su sekildedir:
FapyGua (40x): 1 ul; FapyAde (60x): 1 pl; 50H-5MeHyd(10x):1 ul; 50HUra
(10x);1  ul; 50HCyt(10x):1 ul; 50HMeUra (10x):1 ul; ThyGly(10x):1 ul; 8-
OHGua(20x):1 pl
Bu internal standardlar eklendikten sonra 2 ug Fpg ve 2 ug Nth ilave edilerek 37 °C
de 1 saat hidroliz edildi.
Hidroliz evresinin sonunda alinan 6rneklerin iizerine 150 pl soguk absolute etanol
ilave edildi. Vortekslendikten sonra -20 °C’de 1 saat bekletildi. Daha sonra 6rnekler
+4 °C’de max hizda (~14,000xg) 30 dakika siireyle santrifuj yapildi. Supernatant
cam viallere aktarildi. Speed vac’e konarak etanol ucuruldu (yaklasik 45 dak).
Orneklere 200 ul distile su ilave edilerek iizeri ince kagit mendil ile kapatilarak sivi

nitrojen yada -80°C’de dondurularak gece boyunca ‘freeze dryer’ da kurutuldu.
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. Ertesi giin  kuruyan orneklerin  {izerine 30 ul BSTFA(N,O,-
bis(trimetilsilil)trifluoroasetamid) + 30 pl piridin eklendikten sonra nitrojen gazi
altinda (amag oksijeni uzaklagtirmak) agizlart miihiirlendi. 120 °C’ye 1sitilmig firinda
30 dakika tiirevlendirildi. Soguduktan sonra 6rnekler birer enjeksiyon vialine (kiigiik
sige) aktarildi. Bu sekilde GC-MS/MS’e enjekte edildi. GC-MS/MS ile tanimlandi.
Belirleme ve miktar tayini i¢in secilmis iyon monitorizasyonu, trimetilsilillenmis 8-
OH-Gua, FapyGua ve FapyAde ve diger bazlarin izotop isaretli kararl

analoglarindaki karakteristik iyonlarin taninmasinda kullanildu.

3.94.3 LC-MS/MS ile DNA Niikleozid Hasari Olgciimii

o Izotop diliisyonlu s1ivi kromatografi/ kiitle spektrometrisi ile DNA &rneklerinde, 8-
hidroksi-2'-deoksiguanozin  (8-OH-dG), R-siklodeoksiadenozin (R-cdA), S-
siklodeoksiadenozin (S-cdA) modifiye niikleozidler belirlendi.

. Cambridge Isotope Laboratories (Cambridge, MA)’den niikleozidlerin internal
standartlar1 satin alindi.

o DNA 0Ornegi (50pg) tizerine internal standartlar eklendikten sonra niikleaz P1, yilan
zehiri fosfodiesterazi ve alkalen fosfataz ile 24 saat hidroliz edildikten sonra
LC/MS’de analiz edildi. Belirleme ve miktar tayini i¢in secilmis iyon
Monitorizasyonu, modifiye niikleozidler ve onlarin izotop isaretli kararl

analoglarindaki karakteristik iyonlarin taninmasinda kullanildi.

3.9.5 mMRNA Diizeyinde Ekspresyon Calismalar:

3.9.5.1  Pankreas Normal ve Tiimor Dokularindan Manuel Fenol Kloroform Yontemi
ile RNA fzolasyonu87
e 100 ml liziz soliisyonu hazirland.
e Dokular -80 °C’den alinip hizlica tartim yapildi.
e Doku miktarinin 10 kati kadar olacak sekilde 2-merkaptoetanol i¢ceren PBS solusyonu
icinde Qiagen Tissue Lyser cithazinda 20Hz/s’de 1.5 dakika homojenize edildi.
e Uzerine hazirlanan liziz soliisyonundan 500 pl eklendi ve iyice vorteks ile karistirildi.

e Uzerine 500 pl fenol eklendi ve iyice vorteks ile karistirildi.
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e Karigimin iizerine 24:1 kloroform:izoamilalkol karistmindan 200 pl eklendi ve iyice
vorteks ile karistirildi.

e Karnisim 15 dakika buz iizerinde bekletildi.

e Buz ile bekletmenin ardindan 10000g’de +4 °C’de 15 dakika santrifiij yapildi.

e DNAzIile 1/50 oraninda muamele edildi.

e Yeni tiipe alinan st fazin {lizerine 1 ml isopropanol eklendi. Tiip yavasca alt {ist
edilerek RNA nin ¢okmesi saglandi.

e Tiip 15 dakika oda sicakliginda bekletildi.

e 10000 g’de +4 °C’de 15 dakika santrifiij yapildi.

e Santrifiijleme sonrasinda tiipiin dibinde gozlenen RNA peletinin kaldirilmamasina
dikkat edilerek {ist faz atild1.

e RNA peleti lizerine % 80 etanol eklendi.

e 10000 g’de +4 °C’de 5 dakika santrifiij yapildi.

e Santrifiijleme ardindan dipteki gozlenen RNA peletinin kaldirilmamasma dikkat
edilerek st faz atildi.

e lzolasyon tiipii 37 °C’de 1 saat bekletilerek tiip igerisinde RNA’nin kurumasi saglandu.

e Kurutulan peletin iizerine 50 pul distile su eklendi. Pipet yardimiyla pelet ¢6ziildii.

e RNA’nin tam olarak ¢oziilebilmesi i¢in 55°C’de 10 dakika inkiibe edildi.

e Elde edilen RNA o6rnekleri 1/20 seyreltildikten sonra PG T80 Spektrofotometre cihazi
yardimiyla 260 nm’de absorbanslari dl¢iildii. RNA konsantrasyonu asagidaki formiil
kullanilarak hesaplandi.

o Cgrna= Azsonm X Seyreltme faktorii (20) x 40 pg/ml) RNA’nin safligini ve miktar
tayinini yapmak amaciyla spektrofotometrik ol¢iimii yapildi. Saflik kriteri A260nm/
A280nm 1.8-2.0 olarak alind.

3.952  Izole Edilen RNA Orneklerinin Agaroz Jel Elektroforezi ve Goriintiilenmesi®™

Izole edilen RNA &rneklerinin biitiinliigiinii degerlendirmek amaciyla, RNA 6rnekleri % 1,2
formaldehit agaroz jelde 50V 30 dakika yiritildid. % 1,2 formaldehit agaroz jel yonteminde

kullanilan ¢ozeltiler Tablo 7°de verilmistir.
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Tablo 7. % 1,2 Formaldehit agaroz jel yonteminde kullanilan ¢6zeltiler

10 mM EDTA, pH 7,0
10X Formaldehit (FA) Jel Tamponu 200 mM MOPS

50 mM Sodyum A setat
0,5M EDTA pH 8,0
%37 Formaldehit
%100 Gliserol
Formamid

10X FA Jel Tamponu

5X RNA Ornek Yiikleme Tamponu

40 pg/ml Etidyum Bromiir

50 ml 10X FA Jel Tamponu
1X FA Yiiriitme Tamponu 10 ml % 37 Formaldehit

440 ml RNaz igermeyen dH,0

% 1,2 Formaldehit Agaroz Jel Hazirlanmasi:

25 ml agaroz jel icin bir erlene; 2.5 ml 10X FA jel tamponu, 22.5 ml RNaz icermeyen
dH,0 ve 0.3 g agaroz koyuldu.

Karigim eriyene kadar mikrodalga firinda 1-2 dakika kaynatildi.
Yaklagik 65 °C’ye kadar sogutuldu.

Uzerinde 450 pl %37 Formaldehit ilave edildi. 10 mg/ml lik Etidyum bromiirden 1 ul

eklendi.
Elektroforez tankina karisim dokiildii ve taraklari yerlestirildi.

Jelin polimerlesmesi i¢in beklendi.

RNA Orneklerinin Jele Yiiklenmesi:

2 ul 5X RNA 6rnek yiikleme tamponu ile RNA 6rnekleri karistirilarak her kuyucukta
2 ug RNA olacak sekilde hazirlandi.
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e Hazirlanan Ornekler 65°C’de 5 dakika inkibe edildi ve siire sonunda hizla buz

igerisine alindi.

e Daha 6nce hazirlanan % 1,2 formaldehit agaroz jel, elektroforez sistemine yerlestirildi

ve lizerine 1X FA yiirlitme tamponu eklendi.

e Taraklar jelde dikkatlice ¢ikarildiktan sonra ornekler kuyucuklara yiiklendi. 50 V

sabit, 30dakika elektroforez sisteminde yiiriitiildii ve goriintiileme yapildi.

3.9.53  cDNA Sentezi
Proje kapsaminda alinan pankreas tiimor ve normal dokularindan izole edilen RNA o6rnekleri
kalip olarak kullanilarak cDNA sentezleri, Fermentas RevertAid First strand cDNA Synthesis
Kiti (#K1622) ile yapildi. Kit protokolii asagida belirtildigi gibi kullanildi.

Calisma buz lizerinde gercgeklestirildi.

. Kalip RNA 10 pl
o Primer Oligo (dT)is 1l
o DEPC’li H,O ile 12 pl’ ye tamamlandi.

° Mix yavasca karistirildi, 65 °C’de 5 dakika inkiibe edildi. Bu iizerine alindi. Coklu

reaksiyonlar i¢cin mix hazirlandi.

o 5x Reaction Buffer 4 ul
. Ribolock Rnase Inhibitor (20 U/ pl) 1wl
o 10mM dNTP Mix 2l
o RevertAid M-MulV Reverse Transcriptase (200 U/ pl) 1wl
o Total 20 ul

. Mix yavasea karistirildi ve spin edildi. 42 °C’de 60 dakika inkiibe edildi.
o Reaksiyon 70 °C’de 5 dakika inkiibasyon ile sonlandirildi.

Elde edilen cDNA oOrnekleri gercek zamanli PCR c¢alismalarinda kullanilmak {izere -80
°C’de saklandh.
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3.954 Gergcek Zamanli PCR

Gergek zamanli PCR ¢alismasi OGG1, TG2 ve NEIL1 primerleri ile Light-Cycler Fast
Start DNA Master™ SYBR Green I (roche 03 515 885 001) kiti kullanilarak Light-Cycler 2.0
(Roche) cihazinda gergeklestirildi.

Gercek zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu ve relatif kantitasyon®:

Hasta orneklerinin ¢cDNA’lar1, real time PCR cihazi (Roche — LightCycler 2.0) ile
ilgili gen triiniiniin (OGG1, NEIL1 ve TG2) goreceli kantitasyonlarini belirlemek i¢in kalip
olarak kullanilmistir. Yaptigimiz analiz; pankreas kanserli hastalarin eslenik normal grubuna
gore goreceli degerlendirilmesi temeline dayanmaktadir. Deneyde kullandigimiz hastalarin
normal dokularina ait CDNA'lar kalibrator olarak deney sisteminde kullanilmigtir. Goéreceli
kantitasyonda, muamelelerden bagimsiz ve biitiin dokularda esit eksprese oldugu kabul
edilerek, B-actin gen iriini referans gen olarak kullanilmistir. Real time PCR cihazi ile
goreceli kantitasyon islemi, normal yani kalibrator olarak tanimlanan hedef gen degerleri 1
olarak kabul edilerek, deney gruplarindaki hedef genlerin mRNA diizeylerinin saptanmasi
temeline dayanan bir testtir. Islem cihazda ger¢ek zamanli olarak amplifikasyonun
belirlenmesi noktasinda elde edilen ve crossing point (Cp) degeri olarak tanimlanan degerin
orantilanmas1 seklinde gerceklestirilmektedir. PCR reaksiyonunda kalip miktar1 ne kadar
yiiksek ise o kadar diisiik bir Cp degeri elde edilir. Referans gen degeri deney kosularindan
etkilenmeyecektir. Bu nedenle referans gen degeri kalibrator ve deney gruplarinda normalize

edilerek sonuc elde edilir. Islem;

Deney grubu hedef gen Cp degeri

Hedef gen Deney grubu referans gen Cp degeri

normalizasyon degeri Kalibrator hedef gen Cp degeri

Kalibrator referans gen Cp degeri

bi¢iminde formiilize edilebilir.
Total RNA’lar izole edildikten sonra elde edilen cDNA’lar kalip olarak kullanilmistir.
Onciil primerler araciligi ile PCR reaksiyonu kurulmustur. "Oligos v 9.4" programi yardimi

ile primerler dizayn edilmistir. OGG1, TG2 ve NEIL1 primerleri Tablo 8'de verilmistir.
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Tablo 8. OGG1, TG2 ve NEIL1 Primer Dizileri ve PCR Uriin Biiyiikliigii

Gen ad1 | Primer dizisi PCR Uriin Biiyiikliigii (bp/b¢)
OGG1 F: 5-TCC ACT GCA CTG TGT AAC GAG GA-3' 207
R: 5-AAA GGC ATT CGA TGG GGT CTT-3'
TG2 F: 5>-TATGGCCAGTGCTGGGTCTTCGCC-3’ 211
R: 5’-GGCTCCAGGGTTAGGTTGAGCAGG-3’
NEIL1 F: 5-AGA AGA TAA GGA CCA AGC TGC-3' 213
R: 5'-GAT CCC CCT GGA ACC AGA TG-3'
B-AKTIN | F:5’°CCACACTGTGCCCATCTACG-3’ 99
R: 5’ AGGATCTTCATGAGGTAGTCAGTCAG-3’

Gergek zamanli PCR ¢alismalart Light Cycler ® 2.0 (Roche Diagnostics) cihazi ve
Light Cycler Fast Start DNA Master "““° SYBR Green 1 (Roche Diagnostics) Kkiti
kullanilarak yapildi.

Her bir hastadaki OGG1, TG2 ve NEIL1 ekspresyon diizeyini belirlemek igin
calismalar 3 defa tekrarlandi. Sonuglar her bir hasta ve belirtilen 3 farkli gen i¢in ayr1 ayn
degerlendirildi. Ug tekrarli gercek zamanli PCR ¢alismalar1 sonucunda tiimor dokularmin
normalizasyonu sonrasi elde edilen kat (2744CT degerlerin ortalamasi1 ve standart sapmasi
hesaplanarak degerlendirildi. Tablo 9 ve 10'da sirasiyla OGG1/TG2 ve NEIL1 i¢in kullanilan

gercek zamanli PCR profili verilmistir.
Tablo 9. OGG1/TG2 Ger¢ek Zamanli PCR Profili

Siire

Denatiirasyon 1 dongii S:dk:sn
95°C 00:10:00

Amplifikasyon 40 gongii
95°C 00:00:10
63°C 00:00:10
72°C 00:00:20

Erime egrisi 1 dongii
95°C 00:00:00
65°C 00:00:15
95°C 00:00:00

Sogutma 1 dongii
40 °C 00:00:03
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Tablo 10. NEIL1 Gergek Zamanli PCR Profili

Siire

Denatiirasyon 1 dongii Hh:mm:ss
95°C 00:10:00

Amplifikasyon 40 dongi
95°C 00:00:10
66 °C 00:00:10
72°C 00:00:20

Erime egrisi 1 dongii
95°C 00:00:00
65°C 00:00:15
95°C 00:00:00

Sogutma 1 dongii
40 °C 00:00:03

Kalip: Bu ekspresyon ¢aligmalarinda kalip olarak tiim hasta cDNA’lar1 ve negatif kontrol

olarak da kalip yerine su kullanildi.

Reaksiyon Kosullar1 (OGG1/TG2)

e Primer: OGG1, TG2 ve B-aktin
e Reaksiyon bilesenlerinden agagida verilen miktarlarda kullanilarak reaksiyon

gerceklestirildi. Reaksiyon bilesenlerinden toplam 20 pl’lik olacak sekilde ¢aligilda.

Sybr green PCR Master mix: 4 ul
Primer Mix (Forward+Reverse primer, 10 pmol): 2 ul
Niikleaz icermeyen su: 12 pl
Kalip cDNA 6rnegi: 2 pl
e Reaksiyon sonrasi iiriinler %2’lik agaroz jelde 110 voltta 30 dakika yiirtitiildiikten

sonra goriintii alindi.

Reaksiyon Kosullari (NEIL1)

e Primer: NEIL1 ve B-aktin
e Reaksiyon bilesenlerinden asagida verilen miktarlarda kullanilarak reaksiyon

gergeklestirildi. Reaksiyon bilesenlerinden toplam 20 ul’lik olacak sekilde caligildi.
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Sybr green PCR Master mix: 4 pl
Primer Mix (Forward+Reverse primer, 10 pmol): 1 ul
Niikleaz i¢ermeyen su: 14 pl
Kalip cDNA 6rnegi: 1 ul
e Reaksiyon sonras1 iiriinler %2°lik agaroz jelde 110 voltta 30 dakika yiiriitiildiikten

sonra goriintii alindi.

3.955  OGG1 Promotor Bilgesi Klonlanmas:®
Lusiferaz bildirici vektor sisteminde kullanilmak tizere OGG1 promotor klonlanlamasi
yapildi. OGG1 i¢in referans DNA dizisi NG _012106.1°dir. Klonlanacak promotér bdlgenin
PCR ile ¢ogaltilmasina olanak verecek PCR primerleri manuel olarak dizayn edildi (Tablo
11.) Bidirici (reporter) vektorii olan pGL4.12 plazmidine klonlama amaciyla primerlerin 5’
bolgelerine, forward primer i¢in Hindlll (Fermentas #FD0504), reverse primer i¢in Kpnl
(Fermentas #FD0524) restriksiyon enzim (RE) bolgeleri eklendi. Boylelikle elde edecegimiz
PCR iirliniiniin, restriksiyon enzim kesimi sonrasinda vektdrde olusmus olan yapiskan uglar

arasina yerlestirilebilecegi planlandi.

Tablo 11. OGG1 Geni Promotdr Bolgesi Klonlama Primer Dizileri

Primer Dizi Restriksiyon enzimleri | PCR iiriin
biiyiikliigii

OGG1F 5'- - 3’ tgggacaagcttagcgggc Hindlll

OGGIR 5°- - 3' gcceccgggtacccagaac Kpnl 741 be

Altr ¢izili diziler RE kesim bdlgeleridir.

Hiicre kiiltiiriinden genomik DNA izolasyonu:

Genomik DNA izolasyonu,“DNeasy Tissue Isolation kit” (Qiagen #69508) kullanilarak

yapilmigtir. Yontem iiretici firmanin belirttigi sekilde uygulanmistir.
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Gerecler:

e Standart masa iistii mikrosantriflij (Eppendorf centrifuge,5417 R)

e 1.5 mI’lik DNase ve RNase icermeyen mikrosantrifiij tiipleri

e Fosfat tuz tamponu (PBS) (pH 7.2, 50mM potasyum fosfat;150 mM NaCl) (Biochrom
AG, KatNo0:L1825)

o Etil alkol (%96-100)(Merck, K35815971 610)

e Su banyosu (Pharmacia Biotech, Multi temp 111)

e Karstiric1 (VELP scientifica)

e 7 DNeasy Tissue Isolation” kit (Qiagen #69508)

Kit icerigi:

e Filtre tiipleri

e 2 ml’lik toplama tiipleri
e AL Lizis Tamponu

e AWI Yikama Tamponu
e AW2 YikamaTamponu
e AE Eliisyon Tamponu

e Proteinase K

Yontem:

i- Calisma tamponlarinin hazirlanmasi:

Calismada kullanilacak tamponlar, iiretici firma talimatlar1 dogrultusunda hazirlandi.
Kullanmaya baglamadan énce AW1 yikama tamponuna 25 ml, AW2 yikama tamponuna 30

ml saf etil alkol eklendi.

ii- Genomik DNA izolasyonu:

1) Hiicre kaziyic ile kiiltiir kab1 yiizeyinden kaldirilan hiicreler 1,5 ml’lik eppendorf tiip

igerisinde toplanir.

61



2) Tiip igerisine 20 pl Proteinaz K (20mg/ml) eklendi.

3) Uzerine 200 ul AL lizis tamponu eklendi. Karistiric1 kullanilarak, tiip igeriginin (hiicreler,

proteinaz K ve lizis tamponu) iyice karistirilmasi saglandi.
4) Bu karisim su banyosunda 70 °C’de 10 dakika inkiibe edildi.
5) Uzerine 200 ul saf etil alkol eklendi. Karistiric1 ile homojenize edildi.

6) Filtre kolonu, 2 ml’lik toplama tiipline yerlestirilerek, besinci basamaktaki karisim filtre
tipliniin icerisine eklendi. 6000 x g’ de 1 dakika santrifiij edildi. Toplama tiipi, filtre

tiipiinden alta gegen s1vi ile birlikte atildi.

7) Filtre kolonu, yeni bir 2 ml ’lik toplama tiipiine yerlestirildi. 500 ul AW1 yikama tamponu
eklendi. 6000 x g’ de 1 dakika santrifiij edildi. Toplama tiipt, filtre tliplinden alta gecen sivi
ile birlikte atildu.

8) 500ul AW2 yikama tamponu eklendi. 20000 x g’de 3 dakika santrifiij edildi. Toplama

tiipti, filtre tiipiinden alta gecen karisim ile birlikte atildi.
9) Filtre kolonu, yeni bir 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine yerlestirildi.

10) Filtre kolonu membrant tizerine 200 pl AE eliisyon tamponu eklendi. Oda sicakliginda 1
dakika inkiibe edildi. Ardindan 6000 x g’de 1 dakika santrifiij edildi.

11) Filtrasyon kolonunda membrana baglanmis olan DNA, 1.5 ml’lik yeni mikrosantrifiij

tiipline aktarildi.

Klonlanacak DNA bdélgesinin PCR ile cogaltilmasi:

MiaPACA-2 hiicre hatti OGG1 promotor bolge klonlama i¢in kullanildi. Bu hiicre
hattindan izole edilen genomik DNA PCR igin kalip olarak kullanildi. Hiicreden genomik
DNA izolasyonu, 3.9.5.5 OGG1 klonlama béliimiinde ii-Genomik DNA izolasyonu kisminda
anlatildig1 sekilde gergeklestirildi. PCR i¢in yiiksek dogruluklu bir DNA polimeraz enzim

karigimi kullanildi.
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Yontem:

1. 0.2 ml’ lik tiip icerisinde Tablo 9'da verilen reaksiyon karisimlart hazirlandi.
2. PCR tiipleri “Thermal Cycler” cihazina koyuldu ve Tablo 12'deki PCR igerigi ve tablo
13.'deki 1s1 profili kullanildu.

Tablo 12. OGG1 Geni Promotor Bélgesinin Pgl4.12 Vektoriine Klonlama Amaci Ile Yapilan PCR Icerigi

KIMYASAL EKLENEN MIKTAR
dH,0 10 wl
10XPCR tamponu (500mM Tris/HCI, 100mM KCI, 50mM 2.5 ul
(NH,),SO, 20mM MgCl, )

MgCl, soliisyonu (25mM) 1.5ul
5’1leri Primer 1 pl
3’Ileri Primer 1 pl
dNTP mix (dATP,dGTP,dCTP,dTTP) 2,5ul
Fast Start Taqg DNA Polymerase ( Roche# 12032902001) 0.5ul
MiaPaCa-2 DNA's1 (kalip olarak) 1 ul
GC zengin soliisyon 5X kons. Sul
Toplam hacim 25 ul

Tablo 13. OGG1 Geni Promotor Bolgesinin Pgl4.12 Vektoriine Klonlama Amaci Ile Yapilan PCR Is1 Profili

Denatiirasyon 95°C 5 Dakika 1 dongii
Denatiirasyon 95°C 30 saniye

_ 30 dongii
Baglanma 58 °C 30 saniye
Uzama 72 °C 40 saniye
Son uzama 72 °C 7 Dakika 1 dongii

PCR reaksiyonu sonrasinda iiriin % 1’lik agaroz jelde asagida aciklandigi bicimde

yiiriitiilerek kontrol edildi.
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Agaroz Jel Elektroforezi:

PCR iiriinleri %2’lik agaroz jelde elektroforeze edilerek biiyiikliik ve amplifikasyonlarin

ozgiilliigh agisindan degerlendirildi.

Yontem :

1. %?2 ‘lik agaroz jel, 2 gram agarozun (Sigma A-5093) 100 ml 0,5 X TBE tamponunda
(AppliChem A-4228.5000) ¢oziilmesiyle hazirlandi.

2. (Coziinen agarozun sicakliginin diismesi i¢in kisa siire oda sicakliginda beklendikten
sonra, son konsantrasyonu 0,05ug/ml olacak sekilde etidyum bromid (SIGMA
E7637-1G) eklendi.

3. Hazirlanan jel, jel dokiim aparatina dokiilerek, kuyularin olugmasi igin tarak
yerlestirildi.

4. Soguyan jelden tarak dikkatli bicimde c¢ikarilarak yiiklemenin yapilacagi kuyular
elde edildi.

5. Hazirlanan jel, igerisinde 0,5X TBE bulunduran elektroforez tankina yerlestirildi.

6. Elektroforeze edilecek ornekler, 6X jel yiikleme tamponu (Thermo Scientific 6X
Orange DNA loading dye R0631) ile karistirilarak birbirlerine sizma olmayacak
bigimde kuyulara yiiklendi.

7. 10V/cm gerilim uygulanarak orneklerin elektroforeze olmasi saglandi.

8. Orneklerin biiyiikliiklerinin saptanmasi i¢in jelde ornekler ile es zamanli olarak

molekiiler agirlik belirleyici de (MBI Fermentas SM0313) yiirtitiildii.

9. Elektroforez sonuglari goriintiilendi.

OGG1 PCR iiriiniiniin ve pGL4.12 vektoriiniin restriksiyon enzim kesim reaksiyonlari

Elde edilen OGG1 PCR iiriinii ve pGL4.12 vektorii Kpnl-Hindlll enzimleri ile kesildi.

Kpnl-HindIIl Restriksiyon Enzim Kesimi I¢in Reaksiyon Karisgimin igerigi ve 1s1 profili

sirastyla tablo 14 ve 15'de verilmistir.
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Tablo 14. Kpnl-HindIII Restriksiyon Enzim Kesimi I¢in Reaksiyon Karisimin Igerigi

KIMYASAL EKLENEN MIKTAR
pGL4.12 PCR iiriinii
Kalip 2 ul 15 ul
Hind111 1l i
Kpnl 1ul 1ul
Enzim Tamponu 2 ul 2,5 ul
dH,O 16 pl 5,5ul
Toplam hacim 20 ul 25 ul

Tablo 15. Kpnl-HindIII Restriksiyon Enzim Kesimi I¢in Is1 Profili

SICAKLIK SURE
37°C 10 dak
65°C 5 dak

Restriksiyon enzim kesimi tamamlanan iiriinler, kesim isleminin kontrolii i¢in % 0,8' lik

agaroz jelde yiiriitiildii. pGL4.12 vektorii kendi lizerine yapigsmalari engellemek icin fosfataz

ile muamele edildi.

pGL4.12 lineerize vektorden fosfat gruplarinin uzaklastirilmasi:

Fosfat gruplarinin uzaklastirilmas: icin, Fast AP Thermosensitive Alkaline Phosphotase

(Thermo Scientific # EF0654) kullanildi. Reaksiyon igerigi Tablo 16'da, reaksiyon 1s1 profili

Tablo 17'de verilmistir.

Tablo 16. Pgl4.12 Lineerize Vektdrden Fosfat Gruplarinin Uzaklagtirilmasi Igin Kurulan Reaksiyon Profili

KIMYASAL EKLENEN MIKTAR
Lineer Plazmid 17 ul

10X Fast AP reaksiyon karigimi 2,5 ul

FastAP Thermosensitive Alkaline Phosphotase 1l

dH,0O 1,5u

Toplam hacim 25 ul
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Tablo 17. pGL4.12 lineerize vektorden fosfat gruplarinin uzaklagtirilmasi igin reaksiyon 1s1 profili

SICAKLIK SURE
37°C 10 dak
75°C 15 dak

OGG1 promotor bolgesi PCR fiiriinli ve fosfataz ile muamele edilmis vektor DNA’s1 tekrar
%0,8’lik agaroz jelde yiiriitiilerek, hedef bantlar jelden kazindi ve MN Nucleospin Extract 11
PCR Clean-Up kiti ile saflagtirildi.

PCR iiriinii ve pGL4.12 bildirici vektoriiniin agaroz jelden saflastirilmasi:

Klonlama i¢in kullanilacak vektor ve insert son olarak % 0.8'lik agaroz jelden kazindi ve
saflagtirtlmasi igin MN Nucleospin Extract II PCR Clean-Up ( Kat No:740 609.50) Kkiti
kullanildi.

Yontem:

1. PCR bandini igeren agaroz jel, bantin sinirlarindan kesilerek 1.5 ml’lik tiipe alindu.

2. Agaroz jel parcasinin iizerine 200 pul NT tamponu eklendi. 50°C 'de inkiibasyona konuldu.
Inkiibasyon siiresince her 2 dakikada bir kez vortekslendi.

3. Homojen hale gelen agaroz-tampon karigimi kolona eklendi. 11000 g'de 1 dakika santrifiij
edildi.

4. 600 pl NT 3 tampon eklendi ve 11000 g'de 1 dakika santrifiij edildi.

5. Tekrar 11000 g'de 2 dakika santrifiij edildi.

6. Daha 6nceden 37°C 'de 1sitilan ¢ekitleme ( Elution ) tamponundan 20ul eklendi. 1 dakika
oda sicakliginda bekletildi. 11000 g'de 1 dakika santrifiij edildi.

~

Saflagtirilan tirtinler % 0,8'lik agaroz jele ytliklenerek kontrol edildi.
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OGG1 PCR iiriinii ile pGL4.12 vektoriiniin ligasyonu :

OGG1 opromotor bolge PCR fiiriinii ve pGL4.12 vektorii restriksiyon enzimleri ile kesilip
saflagtirildiktan sonra, Roche Rapid DNA ligation kiti (Roche 11 635 379 001) ile
birlestirildi. Reaksiyon igerigi Tablo 18'de verilmistir.

Yontem:

Tablo 18. OGG1 PCR Uriiniiniin Pgl4.12vektoriine Ligasyonu I¢in Karisim Igerigi
KIMYASAL EKLENEN MIKTAR
1X DNA diliisyon tamponu Sul
Saflastirilmig PCR fiiriinii 4 ul
pGL4.12 lineerize vektor 1 ul
Toplam hacim 10 wl

1. Karigimin tizerine 10 pl 2X DNA ligasyon tamponu eklendi ve karigtirildi.
2. 1pl DNA ligaz enzimi eklendi. Karistirildi.
3.25°C’de 5 dakika inkiibe edildi.

Plazmid vektore baglanan OGGL1 dizileri, kimyasal kompetan hiicreye transformasyonu,
olusan kolonilerin se¢ilimi, miniprep plazmid DNA izolasyonu, ve maxiprep plazmid DNA
izolasyonu asagida anlatildig1 bi¢imde yapildi. Plazmid izolasyonu sonrasinda elde ettigimiz
OGG1/pGL4.12 vektoriiniin dogrulanmast amagli Kpnl-Hindlll restriksiyon enzim kesim
reaksiyon sonucu Ornekler %0,8’lik jelde yiiriitiildii. Segilen koloniler DNA dizi analizi ile
dogrulamasinin  yapilmasi i¢in dizileme islemine gonderildi. Gonderilen dizilerin
dogruluklar,http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi?PAGE_TYPE=BlastSearch&PROG_DEF
=blastn&BLAST PROG_DEF=megaBlast& BLAST SPEC=blast2seq “Web sayfasindan

referans dizi ile karsilastirilarak kontrol edildi. Olusturdugumuz bildirici vektoriinde referans

diziye gore bir farklilik ve/veya mutasyon saptanmadi.
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Plazmid DNA'larin kimyasal kompetan E.coli susuna Transformasyonu87:

Yontem:

1.

9.

-80°C’den alinan kimyasal kompetan E.coli (Invitrogen One shot TOP10 #C4040-03)
buz igerisine alindi ve kendiliginden ¢oziilmesi beklendi.

Ligasyon reaksiyon firiinlinden 2 pl alindi.  Seri pipetleme ya da karistirma
yapilmadan kompetan hiicreye nazikg¢e eklendi.

Karigim 30 dakika buz icerisinde bekletildi.

Ardindan karisim 42 °C 30 saniye inkiibe edildikten sonra yeniden 2 dakika buzda
inkiibe edildi.

Uzerine 250 pl oda sicakligma getirilmis SOC (Super Optimal broth with Catabolite
Repression) medium eklendi.

Transforme bakteri igeren tiip 200 rpm ’de 37° C * de 1 saat sallamali inkiibatorde
inkiibe edildi.

Inkiibasyonun ardindan bakteri kiiltiirii, se¢im i¢in kullanilan vektdrde yer alan
secilim genine gore (6r. Ampisilin direng geni) secici antibiyotik iceren LB agar
bakteri plaklarina ekildi. 10ul ve 100ul olacak sekilde iki farkli hacimde ekim
gerceklestirildi.

Bakteri plaklar1 37 °C ‘de bir gece inkiibasyona birakilarak kolonilerin olusumu
saglandi.

Ertesi giin iireyen kolonilerin diizglin kenarli ve tek tek bagimsiz alanlar

olusturanlarindan bir pipet ucu yardimi ile segilerek 5Sml segici antibiyotikli LB iceren

tiiplere ekildi.

10. Tiipler 37 °C’de 150 rpm’de sallamal1 inkiibatdrde 1 gece inkiibasyona birakildu.

11. Ertesi giin iiremenin oldugu 5ml LB soliisyonundan 2 ml alinarak miniprep DNA

izolasyonu igin kullanildu.

Miniprep plazmid DNA izolasyonu:

Miniprep plazmid DNA izolasyonu i¢in Macherey Nagel Nucleospin Plazmid

(Kat No: 740588.50) kiti kullanildi.
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Yontem:

1. Ureyen bakteri soliisyonundan 2 ml alinarak 11000 g’de 30 saniye sanrifiij edildi

ve siipernatan kismi atildi.

250 pl A1 tampon eklenerek vortekslendi. Oda sicakliginda 5 dakika bekletildi.
300 pl A3 tampon eklenerek tiip 6-8 kez alt iist edildi.

11000 g’de 7 dakika santrifiij edildi.

Stipernatan, kolona aktarildi. 1dakika 11000g’de santrifiij edildi.
Kolona, 50°C’ye 1sitilmis olan AW soliisyonundan 500 pl eklendi.

11000g’de 1 dakika santrifiij edildi.

Membrana 600 pl A4 eklendi. 11000g’de 1 dakika santrifiij edildi.

Tekrar 11000 g’de 2 dakika santrifiij edildi.
10. Membrana 50 pl AE soliisyonundan eklendi. 1 dakika oda sicakliginda

© 0o N o g bk~ wDN

beklendikten sonra toplama tiipii yeni bir tiipe yerlestirildi.
11. 11000 g’de 1 dakika santrifiij edildi. Miniprep plazmid DNA elde edildi.
Plazmid DNA‘lar klonlama i¢in kullanilan restriksiyon enzimler ile kesilerek dogru

koloninin se¢ilimi kontrol edildi.

Maxiprep Plazmid DNA izolasonu:

Maxiprep plazmid izolasyonu i¢in “Qiagen EndoFree Plasmid Maxi Kit (Kat No:12362)
kullanildi.

Yontem:

1. Miniprep plazmid DNA izolasyonu ig¢in iiretilen Sml' lik baslangi¢ LB kiiltiiriinden 1
ml alinip 200 ml ampisilin igeren LB ortamina ekildi. Bir gece 37°C’de ¢alkalayarak
inkiibe edildi.

2. Ertesi giin 6000 g 4 °C’de 15 dakika ¢evrilerek bakteriler ¢oktiirtildii.

3. Bakteri pelleti 10 ml P1 tamponunda homojen olarak restispanse edildi.

4. 10 ml P2 tamponu eklendi ve 4-5 kez alt iist ederek karistirildi. Oda sicakliginda

5 dakika inkiibe edildi.

5. 10 ml 4°C’ye sogutulmus P3 tamponu eklendi ve 4-6 defa alt iist ederek karistirildi.
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Bakteri Lizatinin Temizlenmesi:

1. Lizat filtreye eklendi. Oda sicakliginda (15-25°C’de) 10 dak. inkiibe edildi.
2. Filtrenin dis ucunun kapagi ¢ikarilip siringaya takildi ve hiicre lizat1 filtreden

gecirilerek 50 ml’ lik bir falkon tiipe aktarildi.

3. 2,5 ml ER tamponu filtre edilen lizat iizerine eklendi. Tiip 10 kez asag1 yukari
cevirilerek karistirild1 ve buzda 30 dakika inkiibe edildi.

Plasmid DNA’nin Kolona Baglanmasi, Yikanmasi ve Elde Edilmesi:

1. Kolon 10 ml Buffer QBT ile yikandi.

2. Filtre edilen lizat kolona eklendi.

3. Kolon 2 defa 30 ml Buffer QC ile yikandi.

4. Kolona baglanmisg durumda olan DNA 15 ml QN’de ¢oziilerek elde edildi.

Plasmid DNA’nin Presipitasyonu, Yikanmasi ve Tekrar Coziilmesi:

1. Elde edilen DNA ve QN tamponu karisiminin iizerine 10.5 ml (0.7 kat1 hacimde)
oda sicakliginda isopropanol eklenip karistirilarak DNA ¢oktiiriildii.

5000 g'de 4°C’de 60 dakika santrifiij edildi.
Ust faz1 dikkatlice cekildi.
DNA pelleti 5 ml oda sicakliginda %70’lik etanol ile yikandi.

o B~ D

5000 g' de 60 dakika cevirerek DNA ¢oktiiriildii. Pellete zarar vermeden siipernatan
dokiildii.
6. Pellet oda sicakliginda 20 dakika kurutularak Tris-EDTA’da ¢oziildii.
7. TE’de ¢ozilen DNA solisyonundan 0,2 pl almip 10 kat seyreltilerek
spektrofotometrede miktar analizi yapildi.
Hedef genlerin klonlandig: biitlin plazmidlerin DNA dizileri, DNA dizi analizine gonderilerek
kontrol edildi. Elde edilen DNA dizileri referans mRNA dizileri ile karsilastirilarak,

klonladigimiz genlerde herhangi bir mutasyon olmadig1 dogrulanda.
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3.9.5.6  Dual Luciferaz Reporter Assay

Deney tiretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda gercgeklestirilmistir.

Gerecler:

1) PBS
2) PLB tamponu
3) GloMaxTM 20/20 Luminometre

4) lusiferaz assay ajani

Yontem:

e Hiicrelerin ortamlar1 uzaklastirilarak, PBS ile bir kez yikandi.

e Kit igerisinde bulunan pasif lizis tampon (PLB) hazirlanarak 500ul her kuyuya (6
kuyulu kiiltiir kab1 i¢in Onerilen) eklendi. Hiicreler 15 dakika karistiricida PLB ile
oda sicakliginda muamele edildi.

e Kuyulardaki PLB pipetaj yapilarak 1.5 ml tiiplere aktarildu.

e Tiipler kaba hiicresel partikiilleri uzaklastirmak amaciyla 12000g’de 30 saniye
santrifiijlendi.

e Kit icerisindeki lusiferaz assay reagent hazirlanarak 100 pl bir tiipe alinmigtir.
Uzerine 20 pl hiicre lizat1 eklendi.

e GloMaxTM 20/20 Luminometre kullanilarak fireflay lusiferaz diizeyi (hazirlamis
oldugumuz reporter vektorlerden elde edilen) 6l¢iildii.

e Ayni tiipe 100ul Stop&Glo reagent eklenerek kotransfekte ettigimiz internal kontrol
pGL4.74’den kaynaklanan deger yine GloMaxTM 20/20 Luminometre’de 6l¢iildii.

e Deney ve kontrol gruplari ile hi¢ bir transfeksiyon islemi yapilmamis normal
hiicrelerden de arka plan degerinin belirlenmesi amaciyla yapilan Olgiimler

sonrasinda, normalizasyon islemi yapilarak sonuglar degerlendirildi.

3.9.6 Biyolojik Verilerin Klinik Evre ile Korelatif Caliymalar:

Graphpad Prism 5.03 Versiyonu kullanilarak DNA hasar sonuglari, ekspresyon ¢alismalari ile

hasta evreleri arasindaki iligki arastirildi.

3.9.7 Protein Diizeyinde Ekspresyon Calismalari
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Pankreas tiimor ve normal dokularindan protein izolasyonu yapilarak TG2 ve OGGL1 protein

diizeyleri western blot yontemi ile incelendi.

3.9.7.1 Pankreas Normal ve Tiimor Dokularindan Western Blot

Dokudan Homojenizasyon ve Lizat Hazirlama:

RIPA liziz tamponu:

e 50mM Tris-HCI pH 7.4

e 150mM NaCl

e 1mMEDTA

e %1I1Nonidet P-40

e %0.25 Na-deoksikolat

e 1mM NaF

e 1mM NazVO,

e 1XProteaz Inhibitdr Kokteyli

e (Calisilacak dokular -80°C'den ¢ikartilip, buz {izerine alind.

e Dokular havan icinde sivi azot ile dondurularak nester yardimiyla mekanik olarak
parcalanda.

e Her bir 6rnege hazirlanan RIPA liziz tamponundan 500 pl eklenerek havan eli
yardimiyla iyice homojen hale getirildi.

e Homojenize edilen her bir doku 6rnegi ayr1 bir ependorf tiipiine aktarildi.

e Homejenat pipet yardimiyla iyice karistirild.

e Homojenize edilen dokular buz tizerinde 15dk bekletildi, bu siire¢ i¢cinde her 5dk da
bir vortekslendi.

e Tiipler maksimum hizda (15000rpm) +4°C'de 30 dakika santrifiij edildi.

e Siipernatanlar aliquatlar halinde tiiplere ayrildi ve -80°C'de saklandi.

SDS-PAGE:
Western blot ¢caligsmalari i¢in kullanilan jeller asagidaki miktarlarda hazirlandi.

% 10’ luk SDS PAGE JEL:

o 2.3 ml ¢ift distile su
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o 1,3 ml % 40’lik Akrilamid bis akrilamid (29:1) soliisyonu
e 13ml15M TrispH 8,8

e 50ul% 10 SDS

e 50 pul % 10 Amonyum per stilfat ¢ozeltisi (APS)

e 2 ul TEMED

% 5’ lik YUKLEME JELI

e 1,5 ml ¢ift distile su

o 250 ul % 40’ ik Akrilamit bis akrilamit (29:1) soliisyonu
e 250 ul 1,0 M Tris pH 6,8

e 20 pul % 10 SDS

e 20 ul % 10 Amonyum per siilfat ¢ozeltisi (APS)

e 2 ul TEMED

e %10’ luk SDS PAGE jel dokiildii. Uzerine hava kabarcigi kalmamasi igin
isopropanol eklendi. Polimerlesene kadar beklendi.

e Sonra %S5 lik yilikleme jeli dokiildii.

e Tarak yerlestirildi.

e Yiikleme jeli polimerlestikten sonra tarak cikarildi.

Yiikleme:

Dokulardan elde edilen lizatlar jele yiiklendi. Lizatlardan 30 pl yikleme yapildi. 4x
Laemmli yiikleme tamponu (4x NuPage LDS # NP0008) ile karistirildi. Mikro santrifiij
tiipleri 1s1 blogu iizerinde 95°C’ de 5 dak. inkiibe edilerek proteinler denatiire edildi.
Markerdan (biotechrabbit tricolor protein ladder # BR0900201) 5ul yiiklendi. Orneklerle
birlikte OGG1 pozitif Kontrolii olarak Jurkat hiicrelerinden ayni kosullarda elde edilen lizat
yiiklendi.
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Yiiriitme:

Cell Signalling Tris-Glycine SDS Running Buffer (10X) (cat no:#4050) 70V 30 dakika 110
V’ da 1 saat 20 dakika yiiriitiildii. Jel ¢ikartilarak blotlamaya gecildi.

Transfer:

e Jel biiyiikliigiinde PVDF membran kesildi. Membran metanol ile 1 dakika muamele

edilerek aktive edildi.

e Towbin Transfer tamponu (25 mM Tris, 19,2 mM Glisin %20 metanol) ile membran,

blot kagitlar ve jel 1slatildi.

e “Trans-Blot® SD Semi-Dry Electrophoretic Transfer Cell” (Biorad - Katalog
numarast: 170-3940) cihazina asagida belirtilen sirada kagit, membran ve jel

yerlestirildi:
= En alta ekstra kalin blot kagidi
= Uzerine poliakrilamid jel
= Uzerine membran
» En iiste ekstra kalin blot kagidi
e 15V’ da45 dakika transfer islemi yapildi.

Bloklama: Bloklama, membran yikama ve antikor hazirlanmasinda kullanilan 1xTBST

sollisyonu hazirlandi.
10xTBS:

e 100 mM Tris (pH: 8)
e 140 mM NaCl
e 500 ml hazirland1. pH: 7.4’e ayarlandi. Kullanirken 1xTBS olarak hazirlandu.

1XTBST:

e 90,1 Tween 20 + TBS
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e 1x TBS iizerine tween 20’den %0.1 olacak sekilde eklenerek 1XxXTBST hazirlandi.
Membran % 5 Siit tozu iceren 1XTBST igerisinde oda sicakliginda 1 saat bloklandi.

Membran +4 °C’ de % 5 siit tozu, 1:1000 oraninda primer antikor igeren TBST ile gece

boyunca muamele edildi.
Membran ii¢ kez IxXTBST ile yikandi.

Membran oda sicakliginda %5 oraninda siit tozu ve 1:3000 oraninda sekonder antikor igeren

TBST igerisinde iki saat oda sicakliginda inkiibe edildi.
Membran li¢ kez 1xTBST ile yikand1 ve goriintiilemeye gecildi.

Goriintiileme:

“SuperSignal® West Pico Chemiluminescent Substrate” kitinin peroksit ve enhancer
sollisyonlar1 1:1 oraninda karistirildi. Membran 5 dakika boyunca bu karigim

i¢erisinde inkiibe edildi.
e Bir poset dosya igerisine alinip kaset icerisine yerlestirildi.
e Kaset igerisine karanlik odada film yerlestirildi.

e Kullanilan antikoru gore gerekli goriilen siire kadar film kaset icerisinde tutulup,

gorilntii elde edildi.

NOT: Protein bant1 goriilemedigi durumlarda SuperSignal West Femto Chemiluminescent

Substrate kullanilarak goriintii alindu.

3.9.8 Hiicre Kiiltiirii Caligsmalari

3.9.8.1  Pankreas Hiicre Hattinda (MiaPaca-2) TG2 siRNA Transfeksiyonu
Proje kapsamindaki siRNA c¢aligmalarinin optimizasyonu MiaPaCa-2 (pankreas karsinom)
hiicre hattinda yapildi. TG2 ekspresyon baskilamasi igin 2 adet siRNA kullanildi. ki siRNA
ve kontroller Dharmacon firmasindan alindi. Bunlardan ilki TG2 genine 6zgii 21 niikleotitlik
bir dizidir (custom siRNA, 20 nmol). Digeri ise ilgili genin 4 farkli bolgesine baglanabilen
oligontikleotidlerden olugmaktadir (pool siRNA, 10nmol). TG2 nin baskilanmasina 6zgii
siRNA dizilerinin yani sira negatif ve pozitif kontrol siRNA’lar da kullanildi. Negatif kontrol
olarak insanda bilinen hi¢cbir mRNA sekansina baglanmayan siRNA (20 nmol), pozitif kontrol
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olarak da floresan isaretli RISC-icermeyen siRNA (siGLO red transfection indicator, 5 nmol)
kullanildi.  Floresan mikroskobunda goriintii alinarak transfeksiyonun gergeklesip
gerceklesmedigi kontrol edildi. Bu siRNA’larin transfeksiyonu igin bir lipozom temelli
transfeksiyon ajani olan Dharmafect kullanildi. Calistigimiz MiaPaCa-2 hiicre hattinda en
etkin transfeksiyonu miimkiin kilan Dharmafect 2, transfeksiyon ajan1 olarak tercih edilmistir.
Ug farkl1 optimizasyon ¢aligmasi yapildi:

1. Optimizasyon: Belirli bir siRNA konsantrasyonunda transfeksiyon ajaninin farkli
miktarlar1 uygulanarak etkin transfeksiyonu saglayan ve toksik etki gdstermeyen
optimum transfeksiyon ajani miktar1 flouresan mikroskobu ile belirlendi.

2. Optimizasyon: Optimum miktart belirlenen transfeksiyon ajani ile farkli TG2 siRNA
konsantrasyonlar1 uygulanarak etkin baskilamanin  gerceklestirildigi  siRNA
konsantrasyonu gergek zamanli PCR ile belirlendi.

3. Her iki optimizasyon siirecinde de inhibisyonun etkinligi 48. ve 72. saatlerde western
blot yontemi ile protein diizeyinde kontrol edildi. Optimum baskilanma siiresi western
blot yontemi ile belirlendi.

MiaPaCa-2 hiicre hattinda (pankreas karsinom hiicre hatti) 1. optimizasyon galigmasi,

uygun miktarda hiicre ekimi yapildiktan sonra siGLO red transfeksiyon indikatori
konsantrasyonu 50nM olacak sekilde farkli miktarlarda Dharmafect 2 ile deneme

gergeklestirildi. Yontemin ayrintilar: asagida verilmistir.

3.9.8.1.1 1.Optimizasyon

3.9.8.1.11 Hiicre Ekimi
96-kuyulu plate i¢in 6nerilen 5000 hiicre ekilmesi ve her bir well basina 0,2 pl transfeksiyon

ajan1 (Dharmafect) eklenmesidir. Calismaya gore daha biiylik hacimler icin yiizey alani
hesaplanarak uygun miktar belirlenebilmektedir.

Bu calismada optimum Dharmafect miktarini belirleyebilmek i¢in sabit konsantrasyonda
siRNA kullanilarak ii¢ farkli miktarda Dharmafect ile deneme yapildi. Transfeksiyonun
gerceklesip gergceklesmedigi flouresan mikroskobu altinda 6-well plate kuyucuklarina her bir
ornek i¢in paralel olacak sekilde 80.000 hiicre ekildi. 2, 5, 10 ul olmak {iizere farklh
Dharmafect miktarlar ile ¢alisildi.

1. Hiicreler tripsinize edildi, sayildu.

2. 2 adet 6-well plate kuyucuk basma 70.000 hiicre olacak sekilde DMEM ortami iginde
ekildi. (2’ser adet 3 farkli miktarda transfeksiyon ajani ve 2 adet hi¢cbir muamele gérmemis

hiicre)
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3. 1,8 ml ortam iginde bir gece 37°C’de, %5 CO;’de bekletildi.

3.9.8.1.1.2  Transfeksiyon
Hiicreler plate yiizeyine yapistiktan sonra transfeksiyon islemine gecildi. Pozitif kontrol olan

floresan isaretli RISC-igermeyen siRNA (siGLO red transfection indicator, 5 nmol) kullanildu.
5 nmol siGLO red siRNA Iml RNaz icermeyen su i¢inde ¢oziilerek 5 uM ana stok hazirlandu.
Hazirlanan ana stoktan 2 ml serumsuz ortam iginde 50 nM olacak sekilde siRNA alindi. (20
ul).
5000nM. x =50nM. 2000 pl

x =20 ul
Herbir kuyucuk bagina 20 pl siGLO red siRNA 80 pl serumsuz ortam olacak sekilde karisim
hazirlandi. Ayrica hi¢cbir muamele gérmemis hiicreler disindaki her iki kuyucuk basma 2, 5,
10 pl Dharmafect 2 olacak sekilde transfeksiyon ajani toplam 100 pl serumsuz ortam iginde
hazirlandi. Hazirlanan karisimlar 10 dakika oda sicakliginda bekletildi. siGLO Red siRNA ve
transfeksiyon ajanlar1 karistirildi. 30 dakika oda sicakliginda bekletildi. Ardindan her bir
kuyucuga 200’er pl siRNA+transfeksiyon ajani karisimlarindan damlatarak dagitildi. Boylece
transfeksiyon gergeklestirilmis oldu. Bir gece 37°C’de, %5 CO,’de bekletidi.

24 saat sonra ortam degistirilmeden flouresan mikroskobu altinda inceleme yapildi.

3.9.8.1.2 2.0Optimizasyon

3.9.8.1.21 Hiicre ekimi
Bu calisma optimum siRNA konsantrasyonunu belirlemek i¢in yapildi. 1.optimizasyonda

belirlenen transfeksiyon ajan miktari (2 pl) sabit tutularak 10, 25, 50 ve 100 nM olmak tizere
4 farkli konsantrasyon i¢in deneme yapildi. 1. Optimizasyon ¢aligmasinda oldugu gibi 70.000
hiicre 6 well plate kuyucuklarina 1,8 ml ortam icine ekildi. Bir gece 37°C’de, %5 COy’de
bekletildi.

3.9.8.1.2.2  Transfeksiyon
24 saat sonra hiicreler plate yiizeyine yapisti ve transfeksiyona hazir hale geldi. TG2 geninin

baskilanmasi i¢cin TG2 genini baskilayacak iki farkli siRNA (pool siRNA (10nmol), custom
siRNA (20nmol)) 4:1 oraninda karistirilarak calisildi. Pool siRNA TG2’yi hedef alan 4 farkli
dizi icermektedir. Custom siRNA ise bir diziden olugmaktadir. Her iki siRNA ve Negatif
kontrol siRNA (20 nmol) ana stogu 20 uM olacak sekilde hazirlandi. Pool+custom siRNA 10,
25, 50 ve 100 nM olacak sekilde paralel calisildi. Negatif kontrol siRNA 50 nM olacak
sekilde kullanildi. Hi¢gbir muamele gérmemis hiicreler de ayn1 kosullarda caligildi. Toplam 12
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kuyucukta ¢alisilmis oldu. Her bir kuyucukta transfeksiyon ajani 2 pl olacak sekilde koyuldu.
Transfeksiyon kosullar1 1. Optimizasyon yapildig gibi gergeklestirildi. Bir gece 37°C’de, %5
CO,’de bekletidi.

24 saat sonra her bir kuyudaki hiicreler ayr1 ayri scraper ile kazmnarak alindi. 5 dk 1200
rpm’de santrifiijlendi. PBS ile bir defa yikandi. MN nucleospin RNA izolasyon Kkiti
kullanilarak 12 6rnek i¢in RNA izolasyonu yapildi. Fermentas Revertaid cDNA sentez kiti
kullanilarak da cDNA sentezleri yapildi. Ardindan TG2 primerleri kullanilarak gergek
zamanli PCR yontemi ile ekspresyon diizeyine bakild1.

3.9.8.1.2.3 Gergcek Zamanlhi PCR
Reaksiyon bilesenlerinden asagida verilen miktarlarda kullanilarak reaksiyon gergeklestirildi.

Reaksiyon bilesenlerinden toplam 20 ul’lik olacak sekilde calisildi.

e Sybr green PCR Master mix: 4 ul
e Primer Mix (Forward+Reverse primer, 10 pmol): 1 ul
e Niikleaz icermeyen su: 12 pl

e Kalip cDNA 6rnegi: 3 ul

Reaksiyon sonrasi lriinler %2’lik agaroz jelde 110 voltta 30 dakika yiirtitiildiikten sonra
goriintli alindi. TG2 ekspresyon diizeyini belirlemek i¢in kullanilan ger¢ek zamanli PCR

profili Tablo 19'da verilmistir.

Tablo 19. Ger¢ek Zamanli PCR Profili

Siire

Denatiirasyon 1 siklus Hh:mm:ss

95°C 00:10:00
Amplifikasyon 35 siklus

95°C 00:00:10

63 °C 00:00:10

72°C 00:00:20
Erime egrisi 1 siklus

95°C 00:00:00

65°C 00:00:15

95°C 00:00:00
Soguma 1 siklus

40 °C 00:00:03
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3.9.7.1.3. Optimizasyon
TG2’nin baskilanma etkinligi 48. ve 72. saatlerde western blot yontemi ile protein diizeyinde
kontrol edildi. Bu optimizasyon calismasinda optimum baskilanma siiresi belirlendi. 25
cm?lik flask kullamldi. Her bir kosul i¢in 2 adet 25 em®lik flaska 200.000 hiicre 2,8 ml
ortam igerisinde ekildi. Ger¢ek zamanli PCR c¢alismasinda 100 nM pool TG2 SiRNA
konsantrasyonu optimum olarak segildi. Transfeksiyon 25 cm?lik flask basma 5 ul
transfeksiyon ajani gelecek sekilde yapildi. Daha once 6-well de optimize edilen miktarlar
(hiicre, transfeksiyon ajani) 25 cm®lik flaska gore hesaplanarak yeni miktarlar belirlendi.

Ornekler asagidaki gibidir:

e Hicbir muamele gormemis 2x25 cm?’lik flask 72 saat

e 100 nM negatif kontrol SIRNA 2x25 cm”’lik flask 72 saat
e 100 nM TG2 pool siRNA 2x25 cm?’lik flask 48 saat

e 100 nM TG2 pool siRNA 2x25 cm?lik flask 72 saat

2,8 ml ortam icindeki hiicreler {izerine 200 pl serumsuz ortam ig¢indeki
siRNA+transfeksiyon ajan1 karisimlart eklendi. Pool siRNA ile calisilan flasklardaki hiicreler
48 ve 72. saatlerde toplandi. Negatif kontrol ve hi¢cbir muamele gérmemis hiicre flasklari ise
sadece 72. saatte topland1i. Western blot yontemi ile TG2 geninin baskilanip baskilanmadigini
gostermek icin hiicreler her bir 6rnek icin ¢alisilan 2’ser adet flask birlestirilerek lizat haline

getirildi ve -80 °C’de saklandh.

3.9.82  Western Blot
MiaPaCa-2 hiicrelerinde 100 nM TG2 siRNA baskilanma etkinligi 48. ve 72. saatler icin
western blot yontemi ile gosterildi. TG2'nin baskilandigi 6rneklerde NFxB fosfoprotein

diizeyine bakildi. Ornekler asagidaki gibidir.

e Higbir muamele gérmemis 72 saat hiicreleri (Non-treated)

e 100 nM negatif kontrol siRNA 72 saat hiicreleri (Negatif kontrol)
e 100 nM TG2 pool siRNA 2x25 cm?’lik flask 48 saat (48h siRNA)
e 100 nM TG2 pool siRNA 2x25 cm?’lik flask 72 saat (72h siRNA)
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Lizat Hazirlama:

Ornekler PYLB liziz tamponu ile lize edildi. Ardindan BCA protein tayin ydntemi

kullanilarak protein miktarlar1 belirlendi.

PYLB

Sodyum Pirofosfat (NaPPi)........... 2,239

Sodyum Floriir (NaF).................. 1,05¢

SMNaCl....oooiiiiiii 5ml

0.SMEDTA.....coviiiiiiiiii, 5 ml

IMHepes.....ccoovvvviiiiiiiiiannn. 25 ml

Trton-X. ..o 5 ml

HoOooeo 500 ml’ye tamamlandi. pH=7,5’e ayarlandi. Proteaz ve

fosfataz Inhibitorleri PYLB hazirlandiktan sonra taze eklendi.

1 ml Liziz Tamponu icin:

PYLB.....oooiiiiiiviiiiee. 934
100mMM PMSF......coooiiiiii. 10 pl
2 mg/ml Aprotinin..........cceeeeee.. 7,5 pl
2 mg/ml Leupeptin................... 7,5 ul

25x Complete Mini EDTA-free..... 40 pl

IMNaVO,.o oo, 1 },ll

* Yiizeye bagimli hiicreler hiicre kaziyicis1 kullanilarak kaldirildi.

= Bir kez PBS (phosphate tamponed saline) ile yikandi.

= 400 g’ de, 4 °C’ de 5 dakika santrifiijlenerek ¢oktiiriildii.
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= Ust faz dikkatlice ¢ekildi.

= Pellet lizerine ii¢ kat1 hacminde lizis tamponu eklendi.

= 10 Dakika buz iizerinde inkiibe edildi.

= Her 10 dakika sonras1 kuvvetlice vortekslendi.

= Buisleme 30 dakika devam edildi.

» 20 dakika en yiiksek hizda (20000 g) 4 °C’ de santrifiijlendi.

= Ust faz 6nceden buzda sogutulmus ii¢ adet mikrosantrifiij tiipiine aliquatlands.

» Lizat kullanilana kadar - 80 °C’ ye kaldirild1.

SDS-PAGE:

3.6.7 Protein Diizeyinde Ekspresyon Calismalar1 boliimiinde belirtildigi gibi %10'Tuk SDS-
PAGE ve %5'lik yiikleme jeli ayn1 kosullarda hazirlandi.

Protein Tayini:

Hiicrelerden protein tayini Pierce™ BCA Protein Assay Kit ile yapildi (cat no:23227) 562
nm’de kolorimetrik olarak absorbans 6l¢iildii. Konsantrasyonu bilinen BSA standartlarin 562
nm’ de verdigi absorbanslardan yararlanilarak standart grafigi cizildi. Bdylece
konsantrasyonu bilinmeyen Orneklerin protein konsantrasyonlari, BSA standart grafiginin
egiminden hesaplandi. (y=0,878x+0,098). Belirlenen protein miktarlarina gore hesap
yapilarak 30 pg protein olacak sekilde hazirlanan SDS-PAGE jeline yiikleme yapildi. NEB
marker ColorPlus™ Prestained Protein Ladder, Broad Range (10-230 kDa) kullanildi (cat no.
P7711S).

Yiikleme:

Ornekler 30 ug protein olacak sekilde lizat miktar1 kadar 2x Laemmli yiikleme tamponu (2X
Laemmli Sample Buffer #161-0737) ile karistirildi. Mikro santrifiij tiipleri 1s1 blogu tlizerinde
95°C’ de 5 dak. inkiibe edilerek proteinler denatiire edildi. Jele drnekler ve marker (10 pl)
yiiklendi.
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3.6.7 Protein Diizeyinde Ekspresyon Calismalart bolimiinde belirtildigi gibi Yiirlitme,
Transfer, Bloklama ve Goriintiileme ayni sekilde gergeklestirildi.

3.10 Etik Kurul Onay1

Bu ¢alisma igin, Dokuz Eyliil Universitesi T1p Fakiiltesi Klinik ve Laboratuvar Arastirmalar
Etik Kurulu'ndan 09.02.2012 tarihli ve 2012/04-24 karar no ile alinan ilk etik kurul ile birlikte
05.08.2014 tarihli ve 234/2009-GOA protokol numarali 2014/18-27 karar numarasi ile tez adi

degisikligi nedeniyle alinan son etik kurul onay1r EK-1'de verilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 DNA Hasar Cahismalar1 Bulgular

DNA hasar caligmalar1 i¢in pankreas timor ve normal dokularindan oOncelikle DNA

izolasyonlar1 gerceklestirildi. Izole edilen DNA o6rnekleri hasar Slgiimlerinin yapilabilmesi

icin NIST/MD’de génderildi. Orneklerdeki baz ve niikleozid hasar dlgiimleri yapildi.

4.1.1 Pankreas Tiimor ve Normal Dokularindan DNA izolasyon Bulgulari

Izolasyonu yapilan 29 hastanin DNA hasar dlgiimleri NIST/MD’de gerceklestirilmistir. Tuzla

coktlirme yontemiyle izole edilen DNA 6rneklerinin miktar ve safligi, spektrofotometrede 260

ve 280 nm dalga boylarinda 6l¢iim yapilarak elde edilen degerler ile belirlenmistir. Saflik
kriteri A260nm/ A280nm 1,8-2,0 olarak alind.

250 pl distile suda ¢oziilen DNA 6rnekleri spektrofotometredeki absorbans dl¢iimii i¢in 1/100

oraninda seyreltildi (5 ul DNA/495 pl distile su). Spektral analizi yapilan DNA 6rneklerinin

miktar ve saflig1 Tablo 20’°de verilmistir.

Tablo 20. DNA Orneklerinin Miktar ve Saflig

* *

Oll;ln; k OD260nm OD280nm OD260/280nm ODZ?EE/IE?) 100 Miktgr?laﬁ(pg)
N1 0.008 0.003 2.442 40.176 10
T1 0.282 0.169 1.663 1407.924 415
N2 0.183 0.100 1.829 916.758 224.6
T2 0.060 0.032 1.866 297.512 87.8
N3 0.177 0.102 1.729 884.661 261
T3 0.044 0.024 1.793 218.746 64
N4 0.064 0.038 1.672 320.131 9
T4 0.040 0.022 1.853 199.410 59
N6 0.019 0.012 1.627 97.117 29
T6 0.096 0.052 1.838 481.362 142
N8 0.081 0.047 1.732 404.541 119
T8 0.018 0.013 1.431 90.823 27
N10 0.038 0.025 1.505 190.865 56
T10 0.013 0.007 1.798 62.204 19
N11 0.177 0.094 1.885 885.176 216.9
T11 0.044 0.025 1.784 220.849 65
N12 0.030 0.020 1.489 150.223 42
T12 0.043 0.028 1.526 216.341 64
N13 0.691 0.378 1.830 3455.312 1019
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T13 0.067 0.049 1.361 336.555 99

N14 0.294 0.179 1.643 1417.868 347.4
T14 0.213 0.120 1.775 1066.844 314

N15 0.325 0.187 1.740 1624.855 480

T15 0.119 0.073 1.626 594.224 175

N16 0.246 0.138 1.780 1231.965 363

T16 0.149 0.089 1.680 745.534 220

N17 0.352 0.198 1.774 1760.723 520

T17 0.197 0.110 1.799 986.558 291

N18 0.390 0.225 1.737 1951.029 478.0
T18 0.258 0.146 1.761 1288.550 315.7
N19 0.552 0.305 1.811 2760.750 676.4
T19 0.303 0.177 1.710 1515.034 371.2
N21 0.300 0.156 1.282 999.270 2947
T21 0.634 0.404 1.569 3169.576 935

N22 0.143 0.121 1.186 716.729 2114
T22 0.257 0.188 1.365 1282.932 378,4
N23 0.838 0.513 1.634 4189.723 1235,9
T23 0.337 0.236 1.430 1684.314 496,8
N24 0.666 0.416 1.599 3329.128 982,3
T24 0.495 0.324 1.527 2475.357 730,2
N25 0.342 0.236 1.446 1707.726 503,7
125 0.192 0.146 1.316 961.461 283,6
N26 0.148 0.124 1.187 737.926 2177
T26 0.297 0.215 1.381 1484.284 437,9
T27 0.163 0.133 1.232 816.671 240,9
N28 0.120 0.108 1.110 602.014 177,6
T28 0.248 0.184 1.366 1238.832 365,3
N29 0.422 0.287 1.472 2110.393 622,5
T29 0.227 0.174 1.305 1135.243 334,9
N30 0.272 0.199 1.368 1359.061 400,9
T30 0.470 0.317 1.498 2349.910 693,2
N31 0.188 0.150 1.253 940.990 277,5
T31 0.165 0.134 1.230 823.979 243

N32 1.093 0.663 1.649 5462.607 1611,4
T32 0.365 0.281 1.299 1825.034 538,3
N33 0.150 0.126 1.190 750.884 221,5
T33 0.239 0.186 1.284 1194.524 352,3

4.1.2 DNA Hasar Ol¢iim Bulgular

Doku 6rneklerinin GC-MS/MS ile alinan DNA baz (8-OHGua, FapyGua, FapyAde, ThyGly
ve 5-OH-5-MeHyd,5-OHCyt) hasar olgiim degerleri Tablo 21°de, LC-MS/MS ile alinan

niikleozid (8-OHdG, R-cdA ve S-cdA) hasari 6l¢iim degerleri ise Tablo 22°de verilmistir.
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Tablo 21. Pankreas Tiimér ve Normal Dokularinda GC-MS/MS ile Olgiilen Baz Hasar1 Degerleri

Poncreas tumours SOH5MeHyd Thy&hy FapyAde FapySua 8-0OH5uwa  5-0OHCyr
GE-M5SMS F106 DMA bases | FI06 DA banes | 106 DA bases | S106 DMA bases | F106 DMA bases | 106 bMA bases
T Tumours T

&K68s1 T1 1,88 0.63 0.47 1,28 11,95
GE68s2 T2 227 2,88 1.77 3,44 10,35
&K68s3 T3 3.03 1.68 1,30 2,60 8,31
G684 T4 417 4,33 2,32 5,83 15,23
&K 6855 TG 2,53 3.60 1.18 2,63 6, 62
&K 68s6 T10 2,84 3.60 2.48 5,05 18,02
GK68sT T11 4,06 2,30 1,68 3.20 0,40
&K 68as2 T13 1,00 0.54 0.62 1.17 5,66
&K 68as3 Ti4 2,20 0.13 0.52 0.23 3.41
&K 68054 T15 2,03 0.88 1,00 1.37 5,02
&K 68as5 Ti6 2.18 1,06 1.70 1,74 5,10
&K 68as6 T17 2,22 1,75 1,20 2.80 5,62
&K 84s05 Ti8 4,03 2.14 2,76 3.03 8,00
&K 8407 Ti9 5 .82 2,20 1,05 3.34 4,53
GK128s1 T21 4,36 0.30 0.30 0.26 5,03 35,97
GK128s2 T22 2,06 0.30 0.50 0.47 3,20 43,89
&K128s3 T23 050 0,39 0.83 0.00 2.17 3r. 79
GK128s4 T24 4,73 0.30 0.18 0,74 1,00 33,29
&K128s5 T25 4,49 027 0.48 0.42 1,66 34,59
GK128s6 T26 3.76 0.44 0.42 0.47 1.61 48,39
GK128s8 T28 3,02 0,07 0.58 0,30 1,60 20,88
GK128s0 T29 6,68 0.25 1.11 0.83 1,03 36,98
&K128s10 Tao 3.58 0.60 027 0.44 1.44 32,63
GK128s11 T3l 4,63 0.70 0.63 0.67 1.10 32,26
GK128s12 T2 4,82 0.42 0.63 0,04 1.51 36,05
GK128s13 Ta3 4,74 0.45 0,02 0,60 1,62 47,95
&K200-1s2 T34 2,02 1.40 0.48 0,70 20.4 14,40
GK200-1s4 Taa 8,55 0.44 0.11 0.41 5.0 26,62
&K200-1s6 Tar 2.61 1,33 0.40 1.11 6.1 20,00
M MNormals N
&K68s8 N3 2.18 2,32 1.84 2,12 5,07
GR68s0 M4 3.70 2,06 1.58 3.59 6.85
&K68s10 Ha 3,39 2,06 2. 70 1,39 3.57
GK68s11 N10 6,78 1,00 0.15 1,20 T.76
&K B4z02 Ni1 20,70 4,02 2.19 4,46 5.30
&K 68as8 N13 2,00 0.50 0.85 0.80 4,47
&K 84s03 N14 4,058 4,14 3.08 5.16 11.16
G 68as0 N15 1.66 1.30 0.77 2.28 3.02
EK68as10 H16 2,16 0.69 0.51 0.88 3.83
GK68as11 N1T 2,60 0.62 0,89 1,74 4,31
&K 8404 N18 3,50 1.55 1,01 2,67 5.16
&K B4sa6 N1G 3.03 2,64 1.34 3.89 4. 58
GK128:14 NZ1 2,65 0.50 0.54 0,64 3.38 26,2
GK128:15 NZ2 5,00 0.44 0.52 0,20 1.18 3.8
GK128:16 NZ3 3.63 2.08 1.58 3.73 1.05 6.4
GK128:17 HNZ4 2,84 0,26 0,58 1,15 1,69 315
GK128s18 N25 4,13 0.11 0.53 227 1.58 2.2
GK128:10 HNZ26 4,88 1,01 0. 74 1,04 1.51 43.8
GK128520 HZ8 6.42 0,74 0.44 0.67 1.46 59.1
GK128521 NZg 6,03 1.76 1.21 2,14 2. 70 56,0
GK128522 N30 5,52 0.87 1.50 0,71 1.52 62.3
GK128523 N3l 6.20 0.40 1.40 0.91 2.08 55,6
GK128:24 N3z 6,00 1.26 2.08 6.11 3.51 68,6
GK128:25 N33 5,26 0,91 1.10 1.26 1.40 2.4
&K200-1s3 N34 T.20 18.3 1,11 1.01 5.0 18.3
EK200-1s5 MH36 12,00 21,3 1,29 1.89 4.8 21,3

&K200-1s7 H3T 0.57 47 .6 1,72 6,82 9.0 47 .6



Tablo 22. Pankreas Tiimér ve Normal Dokularinda LC-MS/MS ile Olgiilen Niikleozid Hasar1 Degerleri

R-cdA S5-cdA  3-OH-dG R-cdd Scdd  B-0H-dG

ne et e e e e

tumar bases bases bases normal bases bases bases
GKeEel T1 00,0025 00002 13,3763 GKE2al E] 0,004 0,013 19,568
GKe3e2 Te 00,0025 17,5811 GKESag o 0,001 0,005 9,218
GK200:10 T13 0,451 0,260 5,490 GK62=10 NE 0,007 0,002 17,882
GE&3ed T14 00012 00016 15,9434 geeIell N10 0,003 15,902
GKe3eb T15 o000 00025 11,6803 GKB4s3 N1l 0,000 0,004 12,218

GKeZeb Tie 0,0007 0,0003 22,2143 GKGEel2 M13 0,007 0,009 13,932
GHE3eT T17 0,001  0,0037 18,9020 GKI4s4 N1l4 0,005 0,004 25,310
GKB4s6 Ti8 00009 00042 11,6919 GEEEe1Z N15 0,002 0,007 9,483
GH34s8 T19 0,0016 00041 15,2275 GHEEeld N16 0,008 0,011 16,008
GK128:3 T21 00000 00728 77,6906 GHEEe1S MN17 0,001 0,001 | 15,030
GK128:4 T22 00000 00003 11,0366  GKB4s5 MN18 0,000 0,002 11,880
GK128:55 T23 00000 00002 13,4019  GKBd4sT ] 0,020 0,001 6,179
GK128s6 T24 00010 00017 3,901% GK128s16 M21 0,000 0,000 3,227
GK128s7 T25 0,0004 000183 14,1733 GH128s17 MN23 0,002 0,005 12,402
GK128:8 T26 0,0001 00015 95,1862 GH128s13 MN24 0,001 0,001 9,347
GK128:9 T27 0,0005 O,0000 2,3855 GK128s19 M25 0,000 0,000 7,643
GK128:10 T28 00001 00534 38,5085 GH128s20 N2& 0,000 0,000 6,753
GE128:11 T29 00002 00008 77,0678 GH128s21 N25 0,000 0,000 10,379
GK128:12 T30 0,0005 00003 11,3334 GH128s22 N30 0,001 0,001 6,153
GK128:13 T31 00022 00008 15,3461 GH128s23 MN31 0,001 0,000 12,193
GK128:14 T32 00005 00022 12,7241 GK128s24 MN32 0,009 0,006 @ 11,707
GK128515 T33 0,001 0,000 12,432 GK1238s25 N33 0,001 0,000 12,563
GK200s3 T34 0,015 0,105 9,355 GK200:4 M4 0,100 0,121 | 12,2138
GK200s5 T36 0,000 0,115 6,291 GH200s6 ET 0,030 0,159 | 25,310
GK200s7 T37 0,043 0,089 6,231 GH200:8 MN37 0,169 0,277 | 11,880

Pankreas kanserli hastalardan alinan tiimor ve eslenik normal doku 6rneklerinde, GC-MS/MS
teknigi ile 5-OH-5-MeHyd, FapyAde, FapyGua, ThyGly, 8-OHGua ve 5-OHCyt DNA baz
hasarlar1 incelendi. Pankreas kanseri hastalarindan alinan timér ve eslenik normal doku
orneklerinde LC-MS/MS teknigi ile R-cdA, S-cdA ve 8-OH-dG DNA niikleozid hasarlar
incelendi. DNA hasar Olglimlerinin istatistiksel analiz sonuglart SPSS 15.0 programi
kullanilarak Wilcoxon isaretli siralar testi ile yapildi. DNA baz ve niikleozid hasari

sonuclarina ait grafikler asagida verilmistir (sekil 13. ve sekil 14.).
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Sekil 13. Pankreas Tiimo6r ve Normal Dokularindaki Hasar Diizey Grafikleri. A. §-OHGua Diizeyleri B.FapyGua Diizeyleri
C. FapyAde Diizeyleri D. 5-OH-5-MeHyd Diizeyleri E.ThyGly Diizeyleri F. 5-OHCyt Diizeyleri

DNA baz ve niikleozid hasar1 Wilcoxon isaretli siralar testine gore yapilmis analiz

sonuglarinin p degerleri sirasiyla Tablo 23 ve 24°de verilmistir.

Tablo 23. DNA Baz Hasar1 Sonuglari Igin Wilcoxon Isaretli Siralar Testine Gore p Degerleri

Analiz 5-OH-5-
Sonucu MeHyd ThyGly FapyAde |FapyGua |5-OHCyt |8-OHGua
p degeri 0,70 0,33 0,67 0,32 0,034 0,025
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Sekil 14. Pankreas Tiimor ve Normal Dokularinda Nukleozid Hasar Diizey Grafikleri. A. R-cdA Diizeyleri B.

S-cdA Diizeyleri C. 8-OH-dG Diizeyleri

Tablo 24. DNA Niikleozid Hasar Sonuclar1 i¢in Wilcoxon Isaretli Siralar Testine Gére p Degerleri

Analiz sonucu

R-cdA S-cdA

8-OH-dG

p degeri

0,221 0,717

0,03
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Sonuglar degerlendirildiginde, tiimor dokularinda 8-OH-Gua baz hasari eslenik normal
dokularina gore istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulundu (p=0,025). Tiimoér dokularinda 5-
OH-Cyt DNA baz hasar1 eslenik normal dokularina gore istatistiksel olarak anlamli diistik
bulundu( p=0,034, n=10). Buna karsilik tiimor ve normal eslenik dokularina ait diger DNA

baz hasar1 degerleri arasinda anlamli fark bulunmadi.

DNA niikleozid hasar1 sonuglart degerlendirildiginde, tiimor dokularinda 8-OH-dG
hasar1 eslenik normal dokularina gore istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulundu (p=0,030).
Buna karsilik tiimor ve normal eslenik dokularina ait diger DNA niikleozid hasar degerleri
arasinda anlamli fark bulunmadi. Pankreas tiimor ve normal dokularindaki toplam hasar
diizeyleri ise Sekil 15.'de verilmistir. Pankreas kanserli hastalarda toplam DNA hasar diizeyi
degerlendirildiginde (Graphpad prism ver.5.03) tiimor dokularindaki toplam hasar ile eslenik
normal dokulardaki toplam DNA hasari arasinda anlamli bir fark bulunmadi. Sonug olarak

temel farkliligin 8-OH-Gua ve 8-OH-dG diizeylerinde oldugu izlenmektedir.

N
()]
J

Toplam Hasarli Baz/10° baz

Normal (n=29) Tiiméru(n=29)

Sekil 15. Pankreas Tiim6r ve Normal Dokularindaki Toplam Hasar Diizeyleri

4.2 mRNA diizeyinde Ekspresyon Calisma Bulgular:

Pankreas tiimor ve normal dokularindan DNA onarim enzimleri (OGG1 ve NEIL1) ve TG2
ekspresyonlarinin belirlenebilmesi i¢in gercek zamanli PCR yontemi kullanildi. Bu ¢alisma
icin dokulardan RNA izolasyonu ve cDNA sentezleri yapildi. Her hasta i¢in 3 tekrarli gercek
zamanli PCR calismasi yapildi.

4.2.1 Pankreas Tiimér ve Normal Dokularindan RNA izolasyon Bulgulari

Manuel fenol kloroform ydntemi ile tiimdér ve normal dokularindan izole edilen RNA

orneklerinin miktar ve safligi, spektrofotometrede 260 ve 280 nm dalga boylarinda 6lgiim
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yapilarak elde edilen degerler ile belirlendi. 50 pl distile suda ¢oziilen RNA ornekleri

spektrofotometredeki absorbans 6l¢iimil i¢in 1/20 oraninda seyreltildi (5 ul RNA/95 ul distile

su). Elimizde 45 ul RNA 6rnegi bulunmaktadir. Spektral analizi yapilan RNA o6rneklerinin

miktar ve saflig1 Tablo 25°de verilmistir.

Tablo 25. RNA Orneklerinin Miktar ve Saflig1

Omek No | OD260nm | OD280nm | OD260/280nm 002?327510*50 RNA Miktarlari(ug)
N1 0.1540 0.0767 2.00 308 154
1 0.0167 0.0092 2.00 334 167
N2 0.1373 0.0707 194 2746 1373
7 0.1328 0.0657 2.02 2656 13.28
N3 0.0828 0.0411 201 1656 8.28
T3 0.0967 0.0484 1.99 1934 967
N4 0.0378 0.0195 194 756 378
T2 0.0446 0.0875 196 175 8.75
NG 0.1626 0.0837 194 3252 16.25
T6 0.1045 0.0552 190 209 10.45
N8 0.0186 0.0102 182 372 186
T8 0.0113 0.0056 201 226 113
N10 0.0709 0.0420 170 418 7.09
T10 0.0512 0.0268 o1 1024 512
N1L 0.1116 0.0569 1.96 2232 1116
T 0.0569 0.0288 197 1138 569
N13 0.0404 0.0246 164 80.8 4.05
13 0.0249 0.0159 156 298 25
N1 0.0088 0.0048 183 1756 0.88
T14 0.1766 0.0927 190 3532 17.66
N15 0.1030 0.0558 T8a 206 103
15 0.0440 0.0221 .99 83 44
N16 0.1169 0.0644 181 2338 11,69
16 0.0686 0.0346 198 1372 6.86
N17 0.0489 0.0246 198 978 489
7 0.0217 0.0152 142 434 217
N1S 0.0401 0.0209 o1 80.2 2
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T18 0.0567 0.0308 1.84 113.4 5.7
N19 2.812 2.568 1.095 2249.928 101
T19 2.733 2.051 1.333 2186.207 98
N21 1.277 0.978 1.254 981.314 44
T21 2.830 2.535 1.116 2263.793 102
N22 0.947 0.858 1.104 757.889 34
T22 2.298 1.646 1.396 1838.722 82
N23 2.614 1.858 1.407 2091.550 94
T23 0.949 0.831 1.142 759.066 34
N24 1.119 0.966 1.158 895.285 40
T24 1.518 1.143 1.329 1214.760 54
N25 2.739 2.508 1.091 2188.438 98
T25 1.409 1.073 1.314 1127.504 50

4.2.2 Gercek Zamanh PCR Calismasi Bulgular

Gergek zamanli PCR ¢alismast OGG1, TG2, NEIL1 ve house-keeping gen olarak B-aktin
primerleri ile Light-Cycler Fast Start DNA Master™ SYBR Green | (roche 03 515 885 001)
kiti kullanilarak Light-Cycler 2.0 (Roche) cihazinda gergeklestirildi. N1, T1,,, N6, T6
orneklerinin gergek zamanli PCR’da OGG1, TG2 ve B-aktin egrileri Sekil 16°da verilmistir.

Qualitative Detection

| Channel (530] ~ Color Compensation ~ Program (2] H Advanced

Samples | car |
Include | Color| Pos | Mame Target Amplification Curves
W 1 NT1OGGT
Wz T1O0GGI
W = MNZOGGT 7.8
B 4 T20GGI
¥ W 5 N3IOGET 7.1
¥ MW & T3IOGGI
¥ M 7 N40GE 5.4
] 8 T40GGI
[v] 9 MBOGGT a]
¥/ M 10 TEOGGI ’
¥ MW 11 NITG2 Positive
[v] W 12 T1TG2 Positive . =
¥ W 13 N2TG2 Positive g
2 W 14 T2TG2 Positive T a3
15 M3TG2 Positive H
¥ MW 185 T3TG2 Positive I
¥ H 17 NaTG2 Positive £
¥ W 18 T4TG2 Positive 2 L
# W 19 METG2 Positive :
# ®m 20 TETGZ2 Positive
21 MN1BACTIN Positive 2.2
¥ W 22 T1BACTIM Positive
[v] 23 NZBACTIM Positive 1.5
¥ W 24 TZBACTIN Positive
] W 25 M3BACTIM Positive os]
B 26 T3BACTIM Positive ’
[~] 27 M4 BACTIM Positive
] 28 T4BACTIM Positive o
I 29 NEBALCTIM Positive
¥ H 30 TEBACTIN Positive 07— T
[+ B 3 MEGATIFKOMTROL BACTIN Positive 2 4 B 5 101214 1'(33;? 20 22 24 26 28 30 32 34
es

Sekil 16. N1, T1,,,, N6, T6 Orneklerinin Gercek Zamanli PCR’da OGG1, TG2 ve p-Aktin Egrileri
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N1, T1, N2, T2, N3, T3, N4, T4, N6, T6 orneklerinin OGG1, TG2 ve B-aktin {irliniiniin
%2’lik agaroz jel goriintlisii sirasiyla sekil 17, 18 ve 19°da gosterilmistir. Sekil 14, 15 ve
16’da 1. ve 12. kuyuda kullanilan marker promega Phil174X’dir.

M N1 T1 N2 T2 N3 T3 N4 T4 N6 T6 M

mg.-....-“ﬂg

Sekil 17. N1, T1, N2, T2, N3, T3, N4, T4, N6, T6 Orneklerinin OGG1 Uriiniiniin (207 bp) %2°lik Agaroz Jel

Gortintisi

M N1 T1 N2T2 N3T3 N4 T4 N6 T6 M

m fecvwrwroey ¥

Sekil 18. N1, T1, N2, T2, N3, T3, N4, T4, N6, T6 Orneklerinin TG2 Uriiniiniin (211 bp) %2’lik Agaroz Jel

Gortintiist

M N1 T1 N2 T2 N3 T3 N4 T4 N6 T6 NK M
- —_—

EO) -~ eemmaccaaa -

Sekil 19. N1, T1, N2, T2, N3, T3, N4, T4, N6, T6 Orneklerinin B-Aktin Uriiniiniin (99 Bp) %2’lik Agaroz Jel

Gortintiist
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Qualitative Detection

J Channel (530] ~ Color Compenzation = Program (2] - H Advanced
Samples | Call | Results |
Include | Color| Pas | Name Target P | Scoe | Amplification Curves
] N1 NEILT 2644 5,00
B 2 TIMELT 25390 5,00 o
B 3 NZNEILT 2543 5,00
W ¢ TZNELT 2433 5,00 821
B 5 H3INEIL 2674 5,00
M & T3INELT 2452 5,00 741
W 7 NENEILY 25398 5,00
& TBMELT 2570 5,00 55
9 NBNEILT 2790 5,00
M 10 TBNMEILT 2888 5,00 T
B 11 NIONEILT 3344 5,00 z
W 1z TIOMELT 2361 5,00 % 5
B 13 NI1TNEILT 2694 5,00 g
W14 TTHEL 2618 5,00 E 4.2
15 N1BACTIM 1880 5,00 e
M 16 TIBACTIN 1885 5,00 2 a4
B 17 N2BACTIN 1752 5,00
M 18 T2BACTIN 1513 5,00 2.6
B 15 H3BACTIN 1636 5,00
B 20 T3BACTIN 1614 5,00 1.5
21 NBBACTIN 1800 5,00
M 22 TEBACTIN 1677 5,00 1
[0 23 NaBACTIN 1901 5,00
I 24 TEBACTIM 19,82 5,00 B2
B 25 NIOBACTIN 2625 5,00
B 26 TI0BACTIN 16,00 5,00 S ——
27 N11EBACTIN 20,00 5,00 5 W ® ZE: %W B W
28 T11BACTIM 19,03 5,00 Cycles
29 NEGATIF KOMTROL 1 =]

Sekil 20. N1, T1,,,, N11, T11 Orneklerinin Gergek Zamanli PCR’da NEIL1ve p-Aktin Egrileri

Gergek zamanli PCR sonucunda N1, T1,,,, N11, T11 6rneklerinin ger¢cek zamanli PCR’ da
NEIL1 ve B-aktin egrileri Sekil 20.’de verilmistir.

N1, T1, N2, T2, N6, T6 6rneklerinin NEIL1 ve B-Aktin iiriintintin (213 bp) %?2’lik agaroz jel
goriintlileri Sekil 21. ve 22.’de verilmistir.

M N1 T1 N2 T2 N6 T6

m - —

Sekil 21. N1, T1, N2, T2, N6, T6 Orneklerinin NEIL1 Uriiniiniin (213 bp) %2’lik Agaroz Jel Gériintiisii

—— — — —— — —— —

Sekil 22. N1, T1, N2, T2, N3, T3, N6, T6, N8, T8 Orneklerinin B-Aktin Uriiniiniin (99 Bp) %2’lik Agaroz Jel

Gortintisi
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Ug gen igin de ger¢ek zamanli PCR sonucunda tek pik elde edildi fakat baz1 hastalarda
negatif sonuglar elde edildi. N26, T26,,,,,,N34, T34 orneklerinin ger¢ek zamanli PCR’da
OGG1, TG2 ve B-aktin egrileri ve Cp degerleri Sekil 23., 24. ve 25.de verilmistir.

Qualitative Detection

J Channel (530] = Color Campensation + Program [2] ~ |J Advanced
Samples | Call | Results |
Inchide | Color| Pas | Name Target CP | Score | Amplification Curves

[] N2EOGGT 535,00 500

2 T60GG! 35,00 5,00

B 3 N2BOGGE! 3434 5,00

B 4 T280GG1 2358 5,00

B 5 N290GGI 2628 5,00

B £ T290GG1 3N.07 5,00

B 7 N30OGGE] -5,00

8 T300GG1 -5,00

9 N310GG1 2734 5.00

B 10 T3 0GGT 3020 5.00

B 11 N2ETGZ 3228 5.00

B 12 16762 28,88 500

B 13 N28TG2 2350 5,00 g
W 14 T287G2 2376 5,00 &
15 N29TG2 2694 5,00 2
B 15 T297G2 274 5,00 5
W 17 N30TG2 2499 5,00 E
W 1% T30TG2 2456 5,00 =
B 13 NATG2 2354 5.00 =
B 20 TITG2 2254 5.00

21 MZEBACTIN 2957 5.00

B 22 TZEBACTIN 21.28 5.00

[0 23 M2BBACTIN 2355 5,00

B 24 T28BACTIN 20,01 5,00

B 25 N29BACTIN 1593 5,00

B 25 T29BACTIN 1245 5,00

27 M3I0DBACTIN 2061 5,00

28 T3I0BACTIN 2017 5,00

29 N31 BACTIN 18.49 5.00

30 T31BACTIN 2054 5.00

31 MEGATIF KONTROL 5U 500 s 10 15 20 25 30 35 40

Cycles

Sekil 23. 26, 28, 29, 30, 31 No’lu Orneklerin Gergek Zamanlt PCR’da OGG1, TG2 Ve B-Aktin Egrileri ve Cp

Degerleri
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tive Detection

J Channel [530) = Color Compensation = Program [2] + |J Advanced
Samples Call | Results
Include | Color| Pos |Name T arget CP | Scoe Amplification Curves
| | W26 0GG1 26,13 5.00
2 T2E0GG1 28,77 5.00
W 3 N300GG »35.00 2.58
W 4 T300GG »35.00 2.08
B 5 NIZOGE! 5,00
M & T320GG1 28.98 5.00
W 7 N330GGI 3212 5.00
I 8 T320GG1 1248 5,00
9 N34 0GGT 29.00 5.00
B 10 T340GGI 3134 5,00
B 11 MZETG2 30.83 5.00
M 12 TZETG2 28,60 5.00
B 12 NITG2 28,30 5,00 g
B 14 T3IOTG2 29.51 5.00 E
16 W32TG2 »35.00 482 E
M 16 T32TG2 30.03 5.00
W 17 N33TG2 22.29 5.00 g
W 15 T33TG2 25,59 5,00 g
B 19 NMTGZ 29.76 5,00 “
B 20 T3HTG2 25,63 5.00
21 M2EBACTIM 26,98 5,00
B 22 T2EBACTIN 21.62 5.00
I 23 M30BALTIM 2142 5.00
B 24 T30BACTIN 20,08 5.00
B 25 M3ZBALTIN 19.98 5.00
B 25 T32BACTIN 20,897 5,00
27 MW3IIBACTIN 19.00 5.00
28 T33IBACTIM 21.28 5.00
29 W34 BACTIN 22.78 5.00
B 30 M34BACTIN 20,97 5.00
31 NEGATIF KONTROL 5,00 T S e e e S
Cycles

Sekil 24. 26, 30, 32, 33, 34 No’lu Orneklerin Ger¢ek Zamanli PCR’da OGG1, TG2 ve B-Aktin Egrileri ve Cp

Degerleri

wve Detection

J Channel [530] ~ Color Compenzation ~ Program [2] ~ |J Advanced
Sarples Call Results
Include | Color| Pos | Mame Target CF | Scoe Amplification Curves
W 1 N3EOGGEI 5,00
W 2 T350GGT 34,68 5,00
B 3 N3GOGE! »35,00 500 48
W ¢ T360GGT 31,33 5,00
B 5 N3TOGGI 30,68 500 43]
B & T370GGT 30,9 5,00
B 7 N40OGGI 2363 5,00
&8 T4ooGai 31.85 500 35
9 N41 0GG1 »35,00 5,00
B 10 T410GG1 30,62 5,00 a2l
B 11 N35TG2 -4,70 '
W 12 THIG2 Uncertain [>35,00] -0,04
W 13 N3BTG2 »35,00 154 g 25
B 14 THTG2 31,00 5,00 £
15 N37 TG2 »35,00 5,00 g sl
W 16 TI7TG2 »35,00 5,00 d
W 17 H4OTGZ2 »35,00 5,00 g
W 18 T4TG2 »35,00 1.98 3 g
B 13 N41TG2 »35,00 5,00 -
W 20 T41TG2 »35,00 5,00
21 N35 BACTIN 23,74 5,00 13
B 22 TIEBACTIM 2390 5,00
0 23 M3GBACTIM 23,05 5,00 o8]
W 24 T3EBACTIM 2255 5,00 '
B 25 N37BACTIM 21,18 5,00
B 26 TI7RACTIM 23,09 5,00 0.3
27 N4D BACTIN 23,94 5,00
28 TA0EBACTIM 21,23 5,00 0]
23 N41BACTIN 20,80 5,00 "
30 T4 BACTIM 26,75 5,00
31 NEG 5,00

SEKiL 25. 35, 36, 37, 40, 41 No'lu Orneklerin Ger¢ek Zamanli PCR’da OGG1, TG2 ve B-Aktin Egrileri ve
Cp Degerleri
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N31, T31,,,,, N41, T4l 6rneklerinin OGG1 ve B-aktin {iriiniiniin %2’lik agaroz jel goriintiisi

sirastyla sekil 26., ve 27.’de verilmistir.

N31 T31
300 bpgs N35 T35 N36 T36 N37 T37

200bp B - < 0GG1
100 bp

100 bpﬁ — e G e— — <« Beta-aktin
4 S
Sekil 26. 31, 35, 36 ve 37 No’lu Orneklerin OGG1 Uriinlerinin (207bp) %2’lik Agaroz Jel Goriintiisii

300 bp N31 T31 N40 T40 N41 T41

200 bp «— 0GG1

100bp =

100 b _akti
- b|5)= -— P_ Beta-aktin

Sekil 27. 40 ve 41 No’lu Orneklerin OGG1 Uriinlerinin (207bp) %2’lik Agaroz Jel Gériintiisii

N26, T26,...,N42, T42 6rneklerinin gercek zamanli PCR’da NEIL1 ve B-aktin egrileri
ve Cp degerleri Sekil 28., 29. ve 30.'da verilmistir.
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tive Detection

J Channel [520] ~ Color Compensation > Program (2] = |J Advanced

Samples Call Fesultz
Include | Color| Pas | Name Target B | Scoe
B 1 NZENEIL -5.00
2 T28NEIL »35.00 5.00
B 3 NZINEIL 30,65 5.00
W 4 T23INEIL »35.00 280
B 5 N31TNEIL 31.35 5.00
B £ T3INEIL »35.00 5.00
W 7 N3IZNEIL -5,00
0 8 T3ZNEIL -5.00
9 NZ2aNEIL -5.00
B 10 TZEMEILT »35,00 5.00
B 11 NZINEIL 3214 5.00
B 12 T2IMEILT 161
B 13 N31NEIL 21 5.00
B 14 T3INNEIL »35.00 5.00
15 W32 NEILT -5.00
B 16 T3ZNEIL 3.0
B 17 N28BACTIN 24.73 5.00
B 18 T28BALCTIN 20,78 5.00
B 19 NZIBACTIN 18,73 5.00
B 20 T23BALCTIN 19,82 5.00
21 W31 BACTIM 18,87 5.00
B 22 T31BACTIN 21,22 5.00
[ 23 N3IZBACTIN 2212 5.00
B 24 T32BACTIN 234 5.00
B 25 NEGATIFKONTROL 5,00

Fluorescence (530)

Amplification Curves

Sekil 28. 28, 29, 31, 32 No’lu Orneklerin Gergek Zamanlt PCR’da Neill Ve B-Aktin Egrileri ve Cp Degerleri

Qualitative Detection

J Channel [530) ~ Color Compensation ~ Program [2] - J Advanced
Samples Call | Results

Include | Color| Pos | Name Target CP | Score
v B 1 M2ENEIL »35,00 5,00
2 T2BHMEIL »35,00 5,00
|| 3 MN3DNEILT -3.08
| ] 4 T30 MEILT -5.00
| | 5 M33MEILT »35,00 286
W & T33IMEIL »35,00 137
W 7 N3NEIL »35,00 251
8 T3HMEIL -1.51
3 MNZENEILT »35,00 5.00

B 10 T2EMEIL »35,00 5.00
B 11 M3ONMEIL »35,00 118
B 12 T30MEIL -2.34
B 13 MN33NEILT »35,00 154
B 14 T3IIMEIL »35,00 165
15 M34 MEIL1 »35,00 5.00

B 16 T34 MEIL »35,00 1.50
W 17 M2ZEBACTIN 3328 5.00
B 13 T2ZEBACTIN 23N 5,00
B 139 M30BACTIN 233 5,00
B 20 T30BACTIN 2226 5,00
21 M33BACTIN 20,93 5.00

B 22 T33BACTIM 2203 5.00
I 23 M24BACTIN 24 BB 5.00
B 24 T3BACTIN 2281 5,00
B 25 MN30NEILT -5.00
B 26 T3I0MEIL -5.00
27 M33MEIL1 Uncertain [>35,00] 072

28 T3IINEILT »35,00 5.00

29 M34 MEIL1 »35.00 5.00

B 30 T34HEIL »35,00 219
B 31 MEGATIFKONTROL -5.00

Fluorescence (530}

Amplification Curves

Sekil 29. 26, 30, 33, 34 No’lu Orneklerin Gergek Zamanli PCR’da Ne1ll ve B-Aktin Egrileri ve Cp Degerleri
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p—

Qualitative Detection
J Channel [530) ~ Color Compensation ~ Program [2] - |J Advanced

Samples Call Fesults
Include | Colar| Pos | Mame Target CF | Scoe Amplification Curves
Bl 1 N3ENEIL 5,00
| | 2 T3EMEILT »35,00 3.43
| | 3 N3 MEILT »35,00 5.00
| | 4 T37MEILT »35,00 259
[ | 5 N40MEILT »35,00 5.00
| | E  T40MEILT »35,00 5.00
[ ] 7 MN42MEILT »35,00 2.94
| | 8 T42MEILT »35,00 2,50
9 N3EOGHT »35,00 3.00
B 10 T360GG1 3352 5.00
B 11 N3BTG2 -5.00
B 12 THTIG2 »35,00 5.00
W 13 N3EBACTIN 2362 5.00 §
B 14 T36BACTIM 2389 5.00 %
15 W37 BACTIN 2216 5.00 E
B 16 T37BACTIN 24,87 5.00
W 17 N40BACTIN 25,70 5.00 g
W 15 T40BACTIN 2119 5.00 =
B 19 N4ZBACTIN 25,85 5.00 -
B 20 T42BACTIM 2298 5.00
2 4 6 & 1012 1416 18 20 22 24 25 28 30 32 34 35 38 40
Cycles

Sekil 30. 36, 37, 40, 42 No’lu Orneklerin Gergek Zamanli PCR’da Nei1ll ve B-Aktin Egrileri ve Cp Degerleri

Gergek zamanli PCR sonucunda elde edilen {irlinler %2’lik agaroz jelde yiiriitiilerek
goriintii alindi. OGGL1 ekspresyon diizeyi belirlenen dokulardan N26, T26, N28, T28,,,,,, N34,
T34 OGGL1 dirtinleri %2’lik agaroz jelde goriintiilendi (Sekil 31., 32. ve 33.).

=

Sekil 31. 26, 28, 29, 31 No’lu Orneklerin OGG1 Uriinlerinin %2’lik Agaroz Jel Gériintiisii

Sekil 32. 26, 30, 32, 33 No’lu Orneklerin OGG1 Uriinlerinin (207 bp) %2’lik Agaroz Jel Gériintiisii

98



NEIL1 0GG1
M N34 T34 N31 T31 N26 T26 N34 T34

- L 20700

"m
¥
;

Sekil 33. 26, 31, 34 No’lu Orneklerin OGG1 Uriinlerinin (207 Bp), 34 No’lu Ornegin NEIL1 Uriiniiniin
(213bp) %2’lik Agaroz Jel Goriintiisii

NEIL1 ekspresyon diizeyi belirlenen dokulardan N26, T26, N29, T29,,,,, N34, T34 NEIL1
tiriinleri %2’lik agaroz jelde goriintiilendi (Sekil 34. ve 35.).

SEKIL 35. 26, 30, 31, 33 No’lu Orneklerin Nei1ll Uriiniiniin (213bp) %2’lik Agaroz Jel Goriintiisii

TG2 ekspresyon diizeyi belirlenen dokulardan N26, T26, N28, T28, N29, T29, N30, T30
TG2 iriinleri %2’lik agaroz jelde goriintiilendi (Sekil 36.). Agaroz jellerde kullanilan marker

fermentas SM0613’tiir.
N26 T26 N28 T28 N29 T29 N30 T30

- o o (T

Sekil 36. 26, 28, 29, 30 No’lu Orneklerin TG2 Uriiniiniin (211 Bp) %2’lik Agaroz Jel Goriintiisii
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N42, T42,,,,,,N45, T45 orneklerinin ger¢ek zamanli PCR’da OGG1, TG2 ve B-aktin egrileri
ve Cp degerleri Sekil 37.’de verilmistir.

] Qualitative Detection

J Channel [530) = Color Compensation = Program [2] = |J Advanced
Samples Call Resultz
Include | Color| Pos |Mame T arget CP | Scoe Amplification Curves
B 1 N420GGET 35,00 500
[ 2 T42 OGG1 g7 500 =l
B 2 MN430GGT >36.00 500
W ¢ T430GG1 3025 500 gl
B 5 N440GGT >35.00 5,00 '
B & T440GG1 32,79 5,00 o]
B 7 M450GGT .09 500
[ B T450GG1 2305 500
3 M42TH2 >35.00 388 35
W 10 T42TG2 .93 500 =
B 11 N43TE2 154 2 3
B 12 T43TG2 2786 500 bt
B 13 N44TG2 -2.91 g 25
B 14 T44TG2 >36.00 154 ﬁ
16 M45 TG2 3055 500 5 2
B 15 T45TGE >35,00 5,00 2
W 17 BACTINN42 2454 5,00 1,54
W 18 T42BACTIN 017 500
B 19 M4IBACTIN 2312 500 1]
B 20 T43BACTIN 17.78 500
21 M44BACTIM 21,92 500 0,5
B 22 T#44BACTIN 2005 500
[ 23 M45BACTIM 18.78 5,00 i}
B 24 T4EBACTIN 1819 500
W = su -5.00
2 4 B 8 10121416 15 20 22 24 26 25 30 32 34 36 33 40
Cycles
[T -

Sekil 37. 42, 43, 44 ve 45 No'lu Orneklerin Ger¢cek Zamanli PCR’da OGG1, TG2 ve B-Aktin Egrileri ve Cp

Degerleri

N42, T42,...,N45, T45 orneklerinin gercek zamanli PCR’da NEIL1 ve B-aktin egrileri ve Cp
degerleri Sekil 38.'de verilmistir.
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Qualitative Detection

J Charnel [530] ~ Color Compensation ~ Program [2] - |J Advanced

23 MEG

Samplez Call Resultz

Include | Colar| Pos | Name Target CP | Scoe
[ ] 1 M42HMEILT |32 5.00
[ ] 2 T42MEILT 34,88 5.00
[ ] 3 M43 MEILT 3663 5.00
] 4 T43MEILT 3588 5.00
[ ] 5 M44 MEILT 37.m 5.00
[ ] B T44 MEILT 3538 5.00
[ ] 7 W45 MEILT 3467 5.00
[ ] 8 T45NEILT 35,44 5.00
9 MEMEIL 29,98 5,00
B 10 TEMEIL 3.5 5,00
B 11 HNIOMEILT 3453 5,00
B 12 T10MEIL1 33,30 5,00
B 12 N3 NEILT 3388 5.00
B 14 T3 MEILT 3956 5.00
15 M42BACTIM 2612 5.00
B 15 T42BACTIN 2.3 5.00
W 17 MN4ZBALCTIN 2552 5.00
B 12 T43BACTIN 1894 5.00
B 19 N44BACTIN 2255 5.00
B 20 T44BACTIN 2193 5.00
21 M45BACTIN 1385 5.00
B 22 T45BACTIN 13.44 5.00
[l 23 NBBACTIN 16,85 5.00
B 24 TSBACTIMN 1756 5,00
B 25 MNIOBACTIM 2591 5,00
B 25 TI0DBACTIN 26,45 5,00
27 M3 BACTIN 19,46 5,00
28 T31 BACTIM 2083 5.00
L]

Amplification Curves

&4
58]
5.2

46

Fluorescence (530)
()
+
1

1615202224 2526 303234 3638 404244
Cycles

ra ]
+
@
o
=
pary
)
=

[ Ainalusis Mates

Sekil 38. 42, 43, 44 ve 45 No’lu Orneklerin Gergek Zamanli PCR’da Neill ve B-Aktin Egrileri ve Cp

Degerleri

NEIL1 ekspresyon diizeyi belirlenen dokulardan N35, T35,..., N42, T42 NEIL1 ve B-Aktin

tirtinleri %2°lik agaroz jelde goriintiilendi (Sekil 39.).

200 bp

100 bp

200 bp

100bp -

N35 T35 N36 T36 N37 T37 N40 T40 N41 T4l N42 T42

N35 T35 N36 T36 N37 T37 N40 T40 N41 T41 N42T42

<— Beta-Aktin

Sekil 39. 35, 36, 37, 40, 41 ve 42 Orneklerin NEIL1 ve B-Aktin Uriiniiniin (213bp ve 99bp) %2°lik Agaroz Jel

Gortlintiisi

Hastalardaki OGG1, TG2 ve NEIL1 ekspresyon diizeyleri ti¢ tekrarli gergek zamanli PCR

caligmalar1 sonucunda tiimor dokularinin normalizasyonu sonrasi elde edilen kat (2'AACt )

degerlerin ortalamasi ve standart sapmast hesaplanarak degerlendirildi. hastalardaki OGG1,

NEIL1 ve TG2 kat degisim degerleri sirasiyla tablo 26., 27. ve 28.'da verilmistir.
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Tablo 26. Tiim6r Dokularinda OGG1 Ekspresyon Kat Degisim Degerleri

0OGG1
Ortalama Std

HASTANO |1.SET 2.SET 3.SET 4.set Kat Degisimi sapma
1 2,31 1,14 0,84 - 1,43 0,78
2 0,52 1,81 0,55 - 0,96 0,74
3 0,72 0,6 0,3 - 0,54 0,22
4 0,3 0,99 0,44 - 0,58 0,36
6 0,43 0,46 0,37 - 0,42 0,05
8 0,51 0,66 0,03 0,63 0,61 0,07
11 0,30 0,59 0,63 - 0,51 0,18
14 1,54 1,64 1,76 - 1,65 0,11
15 0,61 0,53 0,55 - 0,56 0,04
16 0,49 0,48 0,51 - 0,49 0,02
18 0,79 0,7 1,02 - 0,84 0,17
19 0,78 0,12 0,12 - 0,34 0,38
21 0,02 7,81E-03 0,02 4,80E-03 0,013153 0,01
22 0,04 0,03 0,02 - 0,03 0,01
23 11,53 11,27 6,39 9,93 9,78 2,37
24 7,81E-03 0,01 0,01 3,44E-03 7,81E-03 0,00
25 0,03 Negatif 2,68 8,78 3,83 4,49
26 Jelde neg. Jelde neg. Jelde neg.
28 Jelde neg. Jelde neg. Jelde neg.
29 0,12 0,14 0,16
30 Jelde neg. Jelde neg. Jelde neg.
31 0,38 0,50 0,57

Negatif Negatif Negatif - - -
32
33 Jelde neg. Jelde neg. Jelde neg.
34 Jelde neg. Jelde neg. Jelde neg.
35 Jelde neg. Jelde neg. Jelde neg.
36 Jelde neg. Jelde neg. Jelde neg.
37 Jelde neg. Jelde neg. Jelde neg.
40 Jelde neg. Jelde neg. Jelde neg.
41 Jelde neg. Jelde neg. Jelde neg.
42 Jelde neg. Jelde neg. Jelde neg.
43 Jelde neg. Jelde neg. Jelde neg.
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44 Jelde neg. Jelde neg. Jelde neg.
45 0,19 0,16 0,17 - 0,17 0,01
Tablo 27. Tiimo6r Dokularinda NEIL1 Ekspresyon Kat Degigsim Degerleri
NEIL1 Ortalama
Kat
HASTA NO 1.SET 2.SET 3.SET 4.SET 5.SET Degisimi | Std Sapma
15 151 2,38 - - 1,796667 0,505206
1
0,41 negatif 0,52 0,52 - 0,465 0,077782
2
0,61 0,49 0,58 - - 0,56 0,06245
3
1,65 2,75 2,75 Negatif - 2,383333 0,635085
4
0,26 0,2 0,22 - - 0,226667 0,030551
6
0,88 0,87 1,06 - - 0,936667 0,106927
8
0,9 0,71 0,66 - - 0,756667 0,756667
11
1,86 1,00 0,91 - 1,256667 1,256667
14
0,14 0,22 0,13 - - 0,163333 0,163333
15
0,24 0,23 0,24 - - 0,236667 0,236667
16
1,07 0,44 0,72 - - 0,743333 0,743333
18
0,19 0,02 0,02 0,13 - 0,09 0,09
19
Negatif 0,07 0,04 Negatif 0,12 0,055 0,021213
21
0,05 0,03 negatif negatif - - -
22
Negatif 0,5 0,61 negatif 0,56 0,555 0,077782
23
0,01 0,64 0,64 0,07 0,01 0,34 0,363731
24
Negatif negatif negatif negatif | Negatif - -
25
Negatif negatif negatif - - - -
26
Negatif negatif negatif - - - -
28
0,10 0,10 0,14 ) i 0,11 0,02
29
Negatif negatif negatif ) . - -
30
0,40 0,69 0,17 ) ) 0,42 0,26
31
Negatif negatif negatif . ) - -
32
Negatif negatif negatif . ) - -
33
Negatif negatif negatif ) ) - -
34
35 Jelde neg. | Jelde neg. | Jelde neg. ) )
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36 Jelde neg. | Jelde neg. | Jelde neg. ) )
37 Jelde neg. | Jelde neg. | Jelde neg. ) )
20 Jelde neg. | Jelde neg. | Jelde neg. ) )
M Jelde neg. | Jelde neg. | Jelde neg. ) ) )
22 Jelde neg. | Jelde neg. | Jelde neg. ) ) )
13 Jelde neg. | Jelde neg. | Jelde neg. ) ) )
24 Jelde neg. | Jelde neg. | Jelde neg. ) ) )
45 Jelde neg. | Jelde neg. | Jelde neg. i ) )

Tablo 28. Tiimo6r Dokularinda TG2 Ekspresyon Kat Degisim Degerleri

Ortalama
TG2 1.set 2.set 3.set 4.set Kat Degisimi std sapma
1 0,88 0,44 0,36 - 0,56 0,28
2 3,55 2,10 6,28 3,02 2,92 0,60
3 2,61 1,65 1,48 - 1,91 0,61
4 0,99 7,04 3,59 - 3,87 3,03
6 13,62 1,17 1,72 1,82 1,63 0,31
8 5,32 5,46 3,78 - 4,85 0,93
11 0,61 0,80 0,36 - 0,59 0,22
14 0,36 0,40 0,14 - 0,30 0,14
15 3,10 0,89 0,90 - 1,63 1,27
16 1,79 2,21 2,19 - 2,06 0,24
18 1,94 2,38 1,78 - 2,03 0,31
19 0,96 0,52 0,01 - 0,50 0,48
21 5,50E-04 6,51E-04 1,73E-03 - 0,00 0,00
22 0,12 0,05 0,06 - 0,08 0,04
23 37,27 42,06 9,87 - 29,73 17,37
24 5,00E-02 0,23 0,06 - 0,11 0,10
25 Neg Neg 24,73 25,34 - -
26 0,02 0,85 0,03 0,03 0,11 0,04
28 0,08 0,13 0,08 - - -
29 79,90 54,20 50,40 - - -
30 0,74 0,41 0,99 0,20 0,26 0,16
31 4,55 6,63 8,32 - - -
32 62,17 96,67 Neg - - -
33 0,17 0,49 0,53 - - -
34 4,03 5,08 6,77 - - -
45 0,87 0,17 0,03 - 0,36 0,45

Hastalardaki OGG1, TG2 ve NEIL1 ekspresyon diizeyleri ortalama kat degisim grafigi sekil

40.'da verilmistir (n degerleri grafikte belirtilmistir).
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Ekspresyon Degisimleri

104

-5

Kat Degisim

-10- - -

T T T
TG2 (n=25) 0GG1(n=21)  NEIL1 (n=17)
Sekil 40. Tiimor Dokularinda Ekspresyon Degisimi (Kat Degisim) Grafigi

Pankreas tiimor dokularinda normale gére OGG1 ve NEIL1 ifadesi sirasiyla 5,55 ve 3,16 kat
azaldigi, TG2 ifadesinin ise 4,62 kat artig1 belirlenmistir (sekil 40).

4.3 DNA Hasar1 -Ekpresyon Calismalari-Evreler Arasindaki iliskinin Bulgular:

Pankreas kanserli hastalarda TG2 diizeyinin DNA hasari iizerine etkileri incelendi (sekil 41 ve
42). “Wilcoxon isaretli siralar testi” ile TG2 diizeyinin DNA hasari {izerine etkisi istatistiksel

olarak degerlendirilmistir (Tablo 29).

TG2 ekspresyon caligmalarinda tiim hasta normal dokularindan elde edilen ortalama TG2
diizeyi, normal TG2 diizeyi olarak belirlendi. Bu degerin iizerinde kalan TG2 diizeyine sahip
hasta dokularinda TG2 artmis olarak kabul edildi. Bu hastalarda TG2 yiiksek olarak
adlandirildi. Bu degerin altinda kalan TG2 diizeyine sahip hasta dokularinda ise TG2 azalmis
olarak kabul edildi. Bu hastalarda TG2 diisiik olarak adlandirildi. Tezde, TG2 diizeyi ve DNA

hasar iligkisi ile ilgili istatistiksel ¢alismalar bu ayrim {izerinden degerlendirildi.

TG2 diizeyi yiiksek ve diisiik olan hastalarda, FapyAde ve ThyGly DNA baz hasar
diizeyi, TG2 diizeyi ile paralel oldugu bulunmustur. TG2 diizeyi yliksek olan hastalarda
FapyAde ve ThyGly baz hasarlarmin artisi, TG2 diizeyi diisiik olan hastalarda azalisi
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istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (sirastyla p=0,03 ve 0,02) Diger baz hasarlarinda ise

istatistiksel bir anlamlilik saptanmamigtir. TG2 diizeyinin toplam DNA hasari iizerine etkisi

degerlendirildiginde ise anlamli1 bir fark bulunmamastir.

TG2 Diizeyinin DNA Hasari Uzerine Etkisi EA Dusik TG2
30- E=A Yiksek TG2

n
o
1

104

Hasarli Baz/10° Baz (Tiimor)

8-0H apyGua Toplam
Sekil 41. TG2 Diizeyinin DNA Hasar1 Uzerine Etkisi

TG2 Diizeyinin DNA Hasari Uzerine Etkisi

H
[]

Yiksek TG2
Dusuk TG2

R
e

=

s
e

Hasarll Baz/10® Baz (Tumor)
i i

FapyAde ThyGly

Sekil 42. TG2 Diizeyinin FapyAde ve ThyGly Hasar1 Uzerine Etkisi

Tablo 29. TG2 Diizeyi ve DNA Hasar iliskisinin Istatistiksel Analizi

8-OHGua | FapyGua | FapyAde | 5-OH-5-MeHyd | ThyGly | TOPLAM

p degeri

0,05 0,57 0,03 0,20 0,02 0,16
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Hastalarin tan1 kondugu evrelerinin birbirlerine gore DNA baz hasar1 acisindan
degerlendirmesi yapildi. Klinik evrelere gore hasar diizeyleri sekil 43°de ve toplam hasar
diizeyi sekil 44’de verilmistir. Bu degerlendirmede evre 4 hasta sayis1 2 oldugu igin
degerlendirmeye katilmadi. 1B-2A, 1B-2B ve 2A-2B evreleri arasinda toplam alt1 hasarin (8-
OHGua, FapyGua, FapyAde, 5-OH-5-MeHyd, 5-OH-Cyt, ThyGly ) diizeyleri degerlendirildi.
“Mann-Whitney U ile evreler arasinda DNA hasar istatistiksel

testi” diizeyleri

degerlendirilmistir (Tablo 30).

Evreler arasinda her bir baz hasar1 igin yapilan degerlendirmede istatistiksel bir
anlamlilik saptanmamistir. Ancak 1B-2B evreleri kiyaslandiginda toplam baz hasar

istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p=0,04).

Tablo 30. Evrelere Gére DNA Hasar Diizeylerinin Istatistiksel Analizi

p-degeri
5-OH-Cyt | 8-OHGua | FapyGua | FapyAde | 5-OH-5-MeHyd | ThyGly | TOPLAM
1B-2A | - 0,54 0,09 0,89 0,38 0,43 0,09
1B-2B | - 0,09 0,15 0,42 0,95 0,07 0,04
2A-2B | 0,64 0,61 0,97 0,71 0,15 0,28 0,81
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Sekil 44. Evrelere Gore Toplam Hasar Diizeyi

4.4 Protein Diizeyinde Ekspresyon Calisma Bulgulari

Tez kapsaminda 3, 4, 16, 18, 19, 21, 30, 31, 33, 37, 38, 40, 41, 42, 43, 44, 45 no'lu pankreas
timor ve eslenik normal dokularindan OGG1-NFkB-TG2 iligkisinin arastirlmast amaciyla

western blot ile ekspresyon caligsmalari gerceklestirildi.

4.4.1 Pankreas Normal ve Tiimér Dokularindan Western Blot

Pankreas kanserli hastalardan protein caligmalar1 yapilmasi i¢in toplanan cogu dokudan
yapilan western blot ¢aligmalar1 protein izolasyonu yapilirken yasanan zorluklar nedeniyle
degerlendirilemedi. TG2 ve OGG1 protein ekspresyon diizeyini belirleyebilmek i¢in sadece
iki dokudan elde edilen western blot bulgular1 sekil 45 ve sekil 46 'da verilmistir.

N30 T30
TG2

0GG1

B-AKTIN

Sekil 45. 30 No'lu Dokudaki TG2 (80kDa) ve OGG1(37kDa) Diizeyi
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N21 T21 P.K

Sekil 46. 21 No'lu Dokudaki OGG1 (37kDa) Diizeyi
4.5 Hiicre Kiiltiirii Calisma Bulgular

Pankreas kanser hiicre hatti Mia-PaCa2 kullanilarak hiicre kiiltlirii  ¢alismalar1
gerceklestrilimistir. TG2-NFKB-OGG1 arasindaki iliskinin arastirilmasina yonelik ¢aligmalar
gerceklestirilerek reporter assay ve western blot yontemleri ile dogrulanmistir.  Hiicre

kiiltiirde yapilan ¢aligmalarin detaylar1 asagida verilmistir.

45.1 Pankreas Hiicre Hattinda (MiaPaca-2) TG2 siRNA Transfeksiyon Bulgulari

1.0Optimizasyon:
Transfeksiyon 50nM siRNA ile 2, 5, 10 ul olmak iizere farkli Dharmafect 2 miktarlari
karistirllarak gerceklestirildi. Sekil 47°de hiicrelerin 50nM siGLO red + 2ul Dharmafect 2

kullanilarak yapilan transfeksiyon sonrari 1s1tk mikroskobunda goriintiisii ve sekil 48°de ise

hiicrelerin floresan mikroskobundaki goriintiisii verilmistir.

AN

o
>

Sekil 47. Hiicrelerin Isik Mikroskobu Goriintiisi
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2. Optimizasyon:

1. Optimizasyonla optimum miktar1 belirlenen transfeksiyon ajani ile farkli TG2
siRNA konsantrasyonlar1 uygulanarak etkin baskilamanin gergeklestirildigi siRNA
konsantrasyonu ger¢ek zamanli PCR ile belirlendi. 10, 25, 50 ve 100 nM olacak sekilde 4
farkli konsantrasyon kullanildi. Cp degerleri sekil 49°da verilmistir. Sonuglar kat degisim
cinsinden Roche Lightcycler 2.0 cihazinda degerlendirildi (Sekil 50). Ayrica Sekil 51 ve
52’de sirasiyla 100nM siRNA uygulamasinin Cp ve kat degisim degerleri verilmistir.

Qualitative Detection
J Channel [530] ~ Color Compensation = Pragram (2] - “ Advanced
Samples | Call ‘ Results |
Include | Color| Pos |Hame Target P | Seoe | Amplification Curves
W 1 NONTTG2 17.75 5,00
[ | 2 NONZ2TG2 18.09 5,00
[ | 3 NCSIRMATTGZ 15,06 5,00
[ | 4 MNCSIRMAZ2TGZ 1959 5,00
W 5 P+L10TG21 1871 500
W & P«C10TGZZ 1847 500
W 7 P«L2TGR21 1832 5,00
W 8 P+«L2BTG22 17.83 5,00
9 P+CE0TGZ1 19.54 5,00
W 10 P+CE0TGZ2 18,15 5,00
B 11 P+C1007G21 19,22 5,00
W 12 P:C100TG22 1979 5,00
[l 13 NONT1BACTIN 11.88 5,00 é
[ 14 NON2BACTIN 11.89 5,00 =3
16 NCSIRMA 1T BACTIN 1227 5,00 E
W 16 MNCSIRMA ZBACTIN 1280 500
W 17 P+CI10BACTING 11.32 500 g
W 18 P+CI10BACTINZ 11.42 5,00 g
B 13 P+C25BACTING 11.78 5,00 -
B 20 P+C25BACTIN 2 11,52 5,00
21 P+CEOBACTIN1 12,30 5,00
B 22 P+CEOBACTIM 2 11.68 5,00
[ 23 P+C100BACTIN1 1210 5,00
[ 24 P+C100BACTIN 2 1275 5,00
M 25 SUBALCTIN >35,00 4,88
S 10 15 20 25 30 3 40
Cycles

Sekil 49. Farkli Konsantrasyonlarda siRNA Uygulamas: Cp Degerleri

Monocolor

Giroup 1 | Summary I

Target I Reference | Pairing :'F'!E's'u\l

J Group = ‘

Set | Sample Type | Pos | Sample Name | Cp Median | Concentration Ratio | MNormalized Ratio | My
Target Calibrator 3 NCSIRNATTGZ 19,05 3.10E-3 1.00
Reference Calibrator 15 NCSIRNATBACTIN 1227

Result Set 1 Target Unknown 1 MON1TG2 17.78 0,0z 188
Reference Unknown 13 NON1BACTIN 11.88

Result Set 3 Target Unknown 5  P+C10TG21 1871 9.07E-3 1.00
Reference Unknown 17 P+C10BACTIMA 1182

Fesult Set 5 T arget Unknown 7 P+C25TG21 1832 o,m 118
Reference Unknown 19 P+C25BACTIMA 178

Result Set 7 Target Unknown 3 P+CHOTG21 19.54 E.E2E-3 0,73
Reference Unknown 21 P+CHOBACTINT 1230

Result Set 3 Target Unknown 11 P+C100TG21 1922 721E3 0,79
Reference Unknown 23 P+C100BACTIMA 1210
Target Calibratar 4 NCSIRNAZTGZ 1959 9,02E-3 1,00
Reference Calibrator 16 NCSIRMA 2 BACTIN 1280

Result Set 2 Target Unknown 2 MNON 2 TG2 18.09 oo 1.49
Reference Unknown 13 NON A BACTIN 11.88

Result Set 4 Target Unknown B P+CI0TGZ22 1847 7.54E-3 0.54
Reference Unknown 18 P+CI0BACTIN Z 1142

Result Set & Target Unknown 8 P+C25TG22 17.83 0.m 1.40
Reference Unknown 20 P+CZ5BACTIN 2 11.52

Result Set 8 Target Unknown 10 P+CEOTGZ22 1815 0.0 125
Reference Unknown 22 P+CEDBACTIM 2 1168

Fesult Set 10 T arget Unknown 12 P+C100TG22 19.79 7.EEE-3 0,84
Reference Unknown 24 P+CI00BACTIN 2 1275

Sekil 50. Farkli Konsantrasyonlarda siRNA Uygulamasi Kat Degisim Degerleri
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Qualitative Detection

J Channel (530) = Color Compensation ~ Program [2] + J Advanced
Samples | Call | Results
Include | Color| Pos | Name Target CP | Scoe Amplification GCurves
[ ] 1 MOMTREATED TGZ2 17.20 5.00
[ ] 2 MEGATIF K. TG2 siRNA 16,63 5,00
B 3 100NMPOOLTGR2 19,57 5,00 487
M 4 MOMTREATED BACTIN 1314 413
B 5 MNEGATIFK BACTIN 1252 433 45
B £ 100NMPOOLBACTIN 12.28 401
B 7 su .00 414
3.7
3.3
g 29]
&
8
§ 25
E 21
=
s
1,74
13]
0a]
05

0,1

S 10 15 20 25 30 35
Curles

Sekil 51. 100nM Konsantrasyonunda siRNA Uygulamasi1 Cp Degerleri

Group 1 |Sunmary|

Terget| Reference | Paiing [Fiesuls |

| Group - |
Set | Sample Type Pos | Sample Name | CpMedian = Concentration Ratio | Nommalized Flatio | My
Target Calibrator 2 NEGATIF K. TG2 siRNA 1663 006 1,00
Reference Calibrator 5 NEGATIF K. BACTIN 1252
Result Set 1 Target Unknown 1 NON TREATED TG2 17.20 0.06 1.04
Reference Unknown 4 NON TREATED BACTIN 1314
Result Set 2 Target Unknown 3 100 NM POOL TG2 1957 BAZE-3 01
Reference Unknown &  100NM POOL BACTIN 1228

Sekil 52. 100nM Konsantrasyonunda siRNA Uygulamasi Kat Degisim Degerleri

MiaPaCa-2 hiicrelerinde 100 nM TG2 transfeksiyonu yapilarak 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon
sonrast ger¢ek zamanli PCR ile TG2, OGG1 VE NEIL1 diizeylerine bakildi. PCR sonrasi elde

-AACT
2

edilen Cp degerlerinden yararlanilarak ( ) kat degisim degerleri hesaplandi. Her bir saat

icin 2’serli ¢alisildi. Kat degisim degerleri Tablo 31°de verilmistir.
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TABLO 31. GERCEK ZAMANLI 24, 48, 72 SAAT 100 NM SIRNA KAT DEGISIM DEGERLERI

Ornek TG2 Kat degisim | TG2 Kat degisim | OGG1 Kat degisim | OGG1 Kat degisim
Degeri (1) Degeri (2) degeri (1) degeri (2)

Negatif  kontrol | 1,00 1,00 1,00 1,00

24 saat

Non-treated 24 | 1,76 0,71 1,25 1,44

saat

Pool siRNA 24 | 0,19 0,31 1,04 1,22

saat

Negatif  kontrol | 1,00 1,00 1,00 1,00

48 saat

Non-treated 48 | 0,22 2,15 0,49 1,27

saat

Pool siRNA 48 | 0,08 0,44 0,94 1,34

saat

Negatif  kontrol | 1,00 1,00 1,00 1,00

72 saat

Non-treated 72 | 0,75 0,66 1,23 1,00

saat

Pool siRNA 72| 0,09 0,63 1,03 1,08

saat

Proje kapsamindaki TG2 siRNA c¢aligmalarinin optimizasyonu MiaPaCa-2 hiicre hattinda
gerceklestirildi. TG2 ekspresyon baskilamasi i¢in 3 farkli optimizasyon ¢aligmasi yapildi.

1. Optimizasyon ¢alismasi sonucunda flouresan mikroskobu ile etkin transfeksiyonu saglayan
ve toksik etki gdstermeyen optimum transfeksiyon ajani miktarinin 2 pl olduguna karar
verildi. ileriki deneylerin de bu miktara uygun olacak sekilde yapilmasina karar verildi.

2. optimizasyon caligmasi ile belirlenen optimum transfeksiyon ajan miktar1 ile SIRNA
custom+pool karistirilarak farkli konsantrasyon uygulamalari sonrasi etkin baskilamanin
gerceklestiren siRNA konsantrasyonu belirlendi. Ayrica etkin transfeksiyonun gergeklestigi
stire de belirlendi. Bu ¢alisma sonucunda TG2 transfeksiyonu i¢in 48 saat 100 nM pool
siRNA uygulamasinin mRNA diizeyinde etkin baskilamay1 gerceklestirdigi gosterildi. 3.
Optimizasyon c¢aligmasi sonucu elde edilen western blot sonuglar1 2.5.2 Western Blot
Bulgulari i¢inde 4.5.2.2 MiaPaCa-2 hiicrelerinde TG2 baskilanmasinin Western Blot yontemi

ile gosterilmesi boliimiinde verilmistir.
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4.5.2 Western Blot Bulgular:

45.2.1  Protein Tayini
BSA standart grafigi: Konsantrasyonu bilinen BSA standartlari ile grafik ¢izildi (sekil 53).

1,6 -
1,4 - 'S
1,2 -

1 - ¢

0,8 - ®

Absorbans

0,6 -
04 -

0,2 -

0 T T T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6

y =0,878x + 0,098

Konsantrasyon (pg/pl)
R?=0,990

Sekil 53. BSA Standart Grafigi

Standart grafiginin egimine goére her bir Ornekteki protein konsantrasyonu hesaplandi.

Orneklerdeki protein ve yiikleme miktarlar1 Tablo 32°de verilmistir.

Tablo 32. Orneklerdeki Protein Konsantrasyonu ve Yiikleme Miktarlari

Ornek Protein 30 pg protein igin | 2x Laemmli (pl) Toplam yiikleme
Konsantrasyonu yiiklenen miktar (pl) miktart (ul)
(ng/ul)

Non-treated (72h) 7,14 4,20 4,20 8,40

Negatif kontrol (72h) 6,50 4,61 4,61 9,22

48h 100 nM siRNA 4,09 7,33 7,33 14,66

72h 100 nM siRNA 5,42 5,53 5,53 11,06
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45.2.2 MiaPaCa-2 hiicrelerinde TG2 baskilanmasinin Western Blot yontemi ile
gosterilmesi
3. optimizasyon ¢alismasinda belirtildigi gibi MiaPaCa-2 hiicrelerinde 100 nM TG2 siRNA

baskilanma etkinligi 48. ve 72. saatler i¢in western blot yontemi ile gosterildi (Sekil 54).

Non-treated N.Control 48h siRNA 72h siRNA

P w— — — -

H) — ——

Sekil 54. MiaPaCa-2 Hiicrelerinde 100 nM TG2 siRNA Baskilanmasi

Yapilan her western blot deneyinde TG2’nin 48 ve 72. saatlerde baskilandigr dogruland:
(Sekil 54). MiaPaCa-2 hiicrelerinde goriilen TG2 baskilanmasinin % cinsinden degeri

VisionWorksLS release 7.0 software programi ile hesaplandi.

4523 MiaPaCa-2 hiicrelerinde TG2 baskilanmasinin DNA onarim enzimi ile
iliskisinin Western Blot yontemi ile gosterilmesi

TG2 ile DNA onarim enzimi OGG1 arasindaki iligkinin arastirilmasi amaciyla yapilmstir.
MiaPaCa-2 hiicrelerinde TG2 baskilanmasinin gosterildigi ayni lizatlar kullanilarak NFKB
ve OGG1 ekspresyonu western blot yontemi ile arastirildi. Sirasiyla sekil 55 ve 56’da
verilmistir. Bu ¢aligmanin tekrarlanmasi gerekmektedir. Negatif kontrolde de OGG1 bantinin
goriilmemesi bu hiicrelerde antikorun tanidii epitop bdlgesinde mutasyon varligini
diistindiirmektedir. TG2 ve DNA onarim (BER) enzimleri arasindaki iliskinin aragtiritlmasini

siirdiirmekteyiz. Bu konu ileri aragtirmalarimiza temel olacaktir.
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Non-treated  N.Control 48h siRNA  72h siRNA
I

NFkB
p105 kDa

NFkB
p50 kDa

B-actin - ' 4 >
42kDa

Sekil 55. MiaPaCa-2 Hiicrelerinde 100 nM TG2 siRNA Baskilanmasinda NFxB (P105 ve P50)

\
b

Non-treated N.Control 48h siRNA 72h siRNA OGG1 P.KONT.

B-actin
42kDa

Sekil 56. MiaPaCa-2 Hiicrelerinde 100 nM TG2 SiRNA Baskilanmasinda OGG1 (47kDa)

MiaPaCa-2 hiicrelerinde 100 nM TG2 siRNA baskilanma etkinligi 48. ve 72. saatler igin
western blot yontemi ile gosterildi. 48. saatte yaklasik %73, 72.saatte ise yaklagik %80
baskilanma oldugu goriildii. TG2 baskilanmasi olan Orneklerde NF«xB proteini fosforile
formuna bakildi. TG2 baskilanmasi goriilen 6rneklerde NFkB p105 kDa’luk fosfo-formunun
da baskilandig1 goriildii. TG2 ile NFkB arasinda iliski oldugu, birbirlerini regiile edebildikleri
diistiniildii. TG2 ile DNA onarim enzimi OGG1 arasindaki iligkisi incelendi. MiaPaCa-2
hiicrelerinde TG2 baskilanmasinin gosterildigi 6rneklerde OGG1 ekspresyonu gozlenmedi.
MiaPaCa-2 hiicrelerinde OGGI1 proteininin western blot ile gosterilememesi nedeniyle

OGGT bildirici vektor deneyi kuruldu.
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45.3 OGGI1 Bildirici Vektor Deney Bulgulari

“Reporter Assay” iIle OGG1 Promotor Bolgesindeki Uyarmin Gésterilmesi
Reporter vektorlerin Hazirlanmasi

Reporter (bildirici) gen deneyi, mRNA artislarinin direk olarak ilgili genlerin promotor
uyarilmalarinin  bir sonucu olarak ortaya c¢iktiginin gosterilmesinde saglam deliller
sunmaktadir. Calismamizda ikili reporter deney sistemini kullanarak, birisi internal kontrol
olan iki vektoriin kotransfeksiyonu ile, transfeksiyon etkinligi vb. gibi degiskenlik
yaratabilecek parametreleri engellemek istedik. Bu amagla “pGL4 Luciferase Reporter
Vektor”’leri pGL4.12 (sekil 57) ve pGL 4.74 (sekil 58) (sirasiyla Promega #E6671 ve
#E6921) kullandik. pGL4.12 sentetik luc2 lusiferaz (Photinus pyralis) genini promotorsiiz
olarak barindirmaktadir. pGL4.74 ise hRluc lusiferaz (Renilla reniformis) genini ve promotor
olarak HSV-TK promotoriinii barindirmakta ve internal kontrol olarak kullanilmaktadir.
Sponaneitnal

pause site

(lor background
rtadl.li:iiorlgimu

Bal sl o
Aeegs | | 15

pGLA.12[Joe2CP)
Veclar

(4421bp)

SV40 late
paly(A) signal

EErs B TY

EcoR 11750
Sekil 57. Pgl4.12[Luc2cp](Reporter Vektor)

Synthetic poly(A) signal/
transcriptional pause site
(for background reduction)

pGLA.74[ hRluc/TK]
Vector
(4237bp)

2020

2014 | BamH |
SV40 late ‘

poly(A) signal
Hpal 1912 hRluc
Xbal 17562

Sekil 58. Pgl4.74[Hrluc/Tk] (internal Kontrol Vektor)

HSV-TK promoter

Hind 111 780

4729MA
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Klonlamak istedigimiz OGG1 promotdr bolgesi i¢in primerlerin dizileri ve klonlama igin
kullanilacak restriksiyon enzimler tablo 33'de belirtilmistir. Kalip olarak MiaPaCa-2 hiicre
hattindan elde edilmis genomik DNA kullanilmistir. PCR reaksiyonlar1 yiliksek dogruluklu
reaksiyon i¢in uygun DNA polimeraz enzim karisimi (Long PCR Enzyme Mix Fermentas

#K0181) ile yapild1 (sekil 59).

Tablo 33. OGG1 Promotdér Bolgesi I¢in Primerlerin Dizileri ve Klonlama I¢in Kullanilacak Restriksiyon

Enzimleri

Gen Primer Restriksiyon Enzimi
OGG1PF TGGGACAAGCTTAGCGGGC HindllI

OGG1PR GCCCCGGGTACCCAGAAC Kpnl

0GG1
10000 —» [
750b¢ —* B e — 741bc
so0be ™ [ —
250b¢ —» | SN

Sekil 59. OGG1 Promotor Bélge Pcr Uriinii Agaroz Jel Goriintiileri[%1°1ik Agaroz Jel. Marker 1kb Generuler
(Fermentas #Sm0311)]

OGG1 promotorii i¢in belirledigimiz restriksiyon enzimler ile PCR iiriinleri muamele edildi.

Kesim isleminin ardindan agaroz jel elektroforezi sonrasinda NucleoSpin® Extract 1l

(mMacHerev-naceL#740609) ile jelden saflastirildi.

Plazmid ve eklenecek promotor dizisi DNA ligasyon kiti (Roche #1635379) ile birbirlerine
eklendi. Ligasyon firiinleri Topl0 kompetan bakterisine transforme edilip, bakteri kiiltiir
plaklarina ekim gergeklestirildi. Koloni se¢imi miniprep plazmid izolasyonu sonrasinda

gerceklestirilen restriksiyon enzim analizleri ile yapildi (sekil 60). Maxiprep ile transfeksiyon
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deneyleri icin kullanilacak OGG1/pGL4.12 reporter vektor elde edildi. Elde edilen vektdriin

haritasi sekil 61'de verilmistir.

0GG1

£
w
£
3 x
£ g
L
= =g
1000 DR _p g S =
-~

Sekil 60. OGG1 Reporter Vektor Restriksiyon Enzim
Analizinin Agaroz Jel Elektroforezi [%0,8’lik Agaroz Jel.
Marker 1kb Generuler (Fermentas #Sm0311)]

Kpnl

OGG1 promotor

Hindlll
Pl
pGL4.12 [luc2CP]Vector+OGG1Promoter
5192 bg
"~ Luc2CP
Reporter Gene

Sekil 61. Pgl4.12/0GG1 Reporter Vektor Haritast
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Reporter Assay (Bildirici Deney)

TG2 proteininin OGG1 promotor bolgesi lizerinde transkripsiyonel olarak aktivasyon

etkisinin olup olmadigin1 belirlemek amaciyla asagidaki kosullarda deney kurgulandi.

Ayni deney sistemi igerisine, NFKB’nin TG2 ve OGG1 arasindaki iliskiye ne sekilde

etkisinin oldugunu belirlemek i¢in NFKB aktivatorii Phorbol 12-myristate 13-acetate
(PMA)’de eklendi. PMA, NFKB’yi Protein kinaz C iizerinden aktive eden bir forbol

esterdir. Spesifik olarak etkisini dogrudan NFKB iizerinden gostermemekle beraber,

NFKB aktivatérii olarak kullanilmaktadir®™. Deneyler sirasinda 50ng/ml olacak sekilde ve

4 saat muamele ederek PMA kullanilmistir. Deney kosullari tablo 34'da verildigi gibidir.

Tablo 34. TG2 OGG1 Iiliskisinin Belirlenmesi i¢in Kurgulanan Deney Plan1 (OGG1= OGG1/Pgl4.12 Bildirici

Vektorii, Neg=Negatif)

TG2_SiRNA

0GG1

TG2_siRNA+OGG1

TG2_neg_siRNA

TG2_neg_siRNA+OGG1

TG2_siRNA+OGG1+PMA

TG2_neg_siRNA+OGGI1+PMA

TG2_siRNA+PMA

TG2_neg_siRNA+PMA

Kontrol

PMA

PMA+OGG1

OGG1 reporter vektor ile kurgulanan deney Orneklerinde yontemler kisminda anlatildig

sekilde ikili lusiferaz deneyi gergeklestirildi (sekil 62). PMA’in NFKB aktivasyonunun

gosterildigi kontrol deneyi sekil 63’de verilmistir. Biitiin deney 6rneklerinde ise western-blot

uygulamasi ile TG2 (sekil 64), NFkB ve fosfo-NF«kB proteinlerine bakildi.
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OGGL1 bildirici deneyi

3,00
2,69

1,00

0,50

Normalize edilmis
bildirici deney sonuglari
[uy [ "] 8]
(=] w1 (=] w
(=] (=] (=] o
__)—i
iR
o~
=
0
[ury

0,00

Sekil 62.0GG1 ikili Lusiferaz Deneyi

Deney sonrasinda TG2 ile sessizlestirme islemi gerceklestirildikten sonra, OGG1 promotor
aktivasyonunun, kontrol grubuna goére (sadece OGG1) yari yariya azaldigi, TG2 siRNA ile
baskilanmasina ragmen PMA varliginda normale gére OGG1 aktivitesinin 1.8 kat ar181, ancak
SiRNA olmaksizin sadece PMA varliginda OGG1 promotor aktivitesinin normale gore 2.69

kat arttigin1 saptadik.

1 23

- Fosfo p65
B R-aktin

Sekil 63. NFkB Aktivatori Olarak Kullanilan PMA’in Fosfo P65 (cell signalling #3033) Artisina zaman

bagiml etkisinin Gosterilmesi. 1-0 saat, 2-4
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8 9 10 11

1 2 3 4 5 6 7
B = e o - TG2
W v [ | v Roaktin

Sekil 64. Bildirici Vektor Deneyinde, TG2 Baskilama Uygulamasi. Numaralandirmalarin agiklamasi asagida
verilmigtir. Jel yliikleme kontrolii olarak B-aktin kullanilmigtir (TG2 siRNA-100nM, negatif SIRNA 100nM,
PMA- 50ng/ml konsantrasyonda kullanilmistir, TG2 antikoru #ab2386).

1-  Kontrol

2- TG2siRNA

3-  Negatif SIRNA

4-  Negatif sSIRNA + OGG1 bildirici vektor

5-  TG2 siRNA + OGGL1 bildirici vektoér + PMA
6- Negatif sSiRNA + OGG1 bildirici vektor +PMA
7- TG2siRNA + PMA

8- OGG1 bildirici vektor

9- TG2 siRNA + OGGL1 bildirici vektor

10- OGG1 bildirici vektor +PMA

11- PMA
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S.TARTISMA

Pankreatik duktal adenokarsinom (PDAC), histolojik olarak duktal hiicrelerden kdken
alan en yaygin pankreatik neoplazidir ve pankreatik tiimor vakalarinin %85’den fazlasini

olusturur3’4.

Pankreatik duktal adenokarsinomlar tiim kanserler igerisinde en agresif
olanlardan biri kabul edilmektedir. Diinyada her yil 44,000 iizerinde kisiye pankreas kanseri
tanist konulmakta ve kanser dliimleri icerisinde dérdiincii sirada yer almaktadir **. Pankreas
kanserinin prognozu son derecede kotidiir. Pankreas kanser hiicrelerinin standart
kemoterapotikler ve radyasyon tedavisine karsi direng gostermesi nedeniyle bes yillik yasam
siiresi, % 6'min altindadir’. Bu durum yeni tedavi stratejilerinin gerekliligini ortaya
koymaktadir. Yeni tedavi stratejileri ise ancak pankreas kanseri olusum ve gelisiminin temel
biyolojisinin aydinlatilmasiyla gelistirilebilir. Pankreas kanserinde DNA hasarmin etkisi, bu
hasarin onariminda rol alan proteinlerin ifade diizey degisimleri, yine bu proteinlerin pankreas
kanserinde asir1 ifade edilen TG2 gibi proteinler ile etkilesimlerini ortaya koyabilmek i¢in bu
tez calismasi gergeklestirilmistir.

Tez c¢aligmasinda Oncelikle, pankreas kanserli hastalarin timoér ve eslenik normal
dokularindaki DNA hasar diizeylerini karsilastirmak, DNA hasarinin pankreas kanseri
olusumundaki etkisini belirlemek amaciyla DNA hasar diizeyleri incelendi. Arastirmamiz
sonucunda ilk defa pankreas kanserli hastalardan alinan tiimér ve eslenik normal doku
ornekleri bu diizeyde genis bir hasar yelpazesinde degerlendirilmistir. Yirmi baz ve niikleozid
hasar tiri ilk kez GC-MS/MS ve LC-MS/MS teknikleri kullanilarak bu dokularda
Olciilmiistiir. Yapilan degerlendirme sonrasinda timér dokularinda 8-OH-Gua hasarinda
eslenik normal dokularina gore artis goriilmektedir. Tez kapsaminda FapyGua, FapyAde,
ThyGly ve 5-OH-5-MeHyd hasarli bazlar degerlendirildiginde, bu baz hasarlariin eslenik
normal dokularina gore istatistiksel olarak anlamli bir degisim gostermedigi saptanmuistir.
Bunun yaninda tiim dokulardaki toplam hasarli baz oran1 normale gore degerlendirildiginde,
tiimorde baz hasarinda artis goriilmekle birlikte bu artig istatistiksel olarak anlamli degildir.
Pankreas kanserli hastalarda niikleozid hasarlar1 degerlendirildiginde ise tiimor dokularinda
sadece 8-OH-dG hasar1 eslenik normal dokularina gore yiiksek oldugu gosterilmistir. Diger
hasar tiirlerinde timor dokularinda eslenik normal dokularina gore istatistiksel olarak anlamli
farklilik gostermedigi bulunmustur.

DNA hasarinin kanser olusumunun tiim evrelerinde rol oynayabilecegi bugiin
bilinmektedir. Baz1 kanser tiirlerinde oksidatif DNA hasarinin diizeyinde artig bildirilmistir.

Literatiirde bircok calismada DNA hasarinin karsinogenez siirecinin gelisiminde etkisi
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oldugunu gostermiglerdir. Diger baz hasar tiirlerinin artmayip sadece oksidatif strese bagh
olusan hasarin tumdr dokularinda artmis olmasi dikkat ¢ekicidir. Bu durum, eslenik normal
dokuda bulunmayan hangi mekanizmalarin tumér dokusunda oksidatif stresi artirdigi
sorusunu giindeme getirmektedir. Akla gelen mekanizmalardan biri tumor dokusunun yiiksek
glukoz kullanimi olabilecegi disiiniilmekle beraber, konunun aydinlanmasi ileri aragtirmalara
baghdir. Oksidatif stresin tumdr dokusunda artmis olmasi bu dokudaki spontan mutasyon
hizinin da artmasina yol agacagindan, ¢evre normal dokudan daha hizli mutasyon biriktiren ve
bunun sonucu olarak degisen ¢evre kosullarina daha hizli ve iyi uyum saglayabilen bir 6zellik
kazanacaktir. Bu da gittikce tedaviye daha direngli ve klinik olarak daha agresif bir kanser
fenotipine katkida bulunulacaktir. Bu konunun aydinlatilmasi i¢in yine ileri arastirmalara
ithtiya¢ bulunmaktadir.

Bu tez kapsaminda pankreas kanserli hastalarda oksidatif DNA hasarinin onariminda
rol alan enzimler olan OGG1 ve NEIL1’in mRNA ifade diizeylerinin incelenerek, kanserli
hastalarin tiimor ve normal dokulari arasinda bu iki enzimin ifade diizeyleri arasinda bir fark
olup olmadig1 incelendi. Insanda oksidatif DNA hasarinin tamirinde sirastyla hOGG1 ve
NEIL1 olarak adlandirilan substrat spesifik glikozilazlar gorev almaktadir. Sitozin ile eslesmis
8-OH-Gua ve FapyGua, hOGGL1 tarafindan taninir ve kesilerek uzaklastirilir.

Gergek zamanli PCR ¢alismalar1 sonucunda, pankreas tiimoér dokularinda, normal
dokularma gore OGG1 ve NEIL1 genlerinin mRNA ifade diizeylerinin diisiik oldugu
saptanmigtir. Tiimor dokularinda, normal dokularina gore OGGL1 ifadesi 5,55 kat ve NEIL1
ifadesi 3,16 kat azalmistir.

Doku Transglutaminaz (TG2) pankreas kanserinde yiiksek diizeyde ifade edilen, ilag
direnci, metastaz ve kisa yasam siiresi ile iligkili bir gendir. Literatiirde yer alan bulgular
kronik enflamasyon, TG2, metastaz ve ilag direngli kanser arasinda bir baglanti oldugunu
diisindiirmektedir®’. Meme ve over kanserinde artmis TG2 ekspresyonu kemoterapiye direng

ve kotii prognoz ile paralellik gostermektedir®®2

. Pankreas kanserinde de asir1 eksprese
olan TG2’nin ilag direncine neden oldugu ve kétii prognoz ile iliskili oldugu gésterilmistirgs.
Son yillarda yapilan caligmalar, pankreas kanser hiicrelerinde doku transglutaminaz
(TG2)’1n asir1 eksprese oldugu ve hiicre 6liimiinii inhibe ettigi bildirilmektedir. Yaymlanmis
verileri gbéz Oniinde tutarak biz de c¢alismamizda timor ve eslenik normal pankreas
dokularinda TG2 mRNA ifade diizeyini arastirdik. Yaptigimiz ¢aligma sonrasinda, pankreas
tiimdr dokularinda normal dokulara gore TG2 ifadesi 4,62 kat artmistir. Bu sonug¢ daha once

literatlirde benzer ¢alismalar tarafindan elde edilen sonuglar ile uyumludur24’78’93‘g4.
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Pankreas tiimor ve normal dokularinda, OGG1 ve TG2 diizeylerini 6zglin antikorlar
kullanarak, western-blot yotemi ile de analiz etmeyi tez ¢alismamizda amagladik. Ancak
yaptigimiz ¢alismalar sonrasinda sadece bir ornekte OGG1 ifadesini protein diizeyinde
saptayabildik. Iki nedenden dolayi, protein diizeyinde OGG1’i belirleyememis olabiliriz.
Bunlardan ilki, ifade edilen protein diizeyinin, western-blot ile saptayabilecegimiz diizeyin
¢ok altinda olmasidir. Bunun disinda, ameliyat sirasinda elde edilen tiimdér ve normal
pankreas dokular1 ¢ok iyi kosullarda elde edilmis ve saklanmis olsa da, protein izolasyonunun
bu dokularda farkli ydntemler uygulamamiza ragmen basarili olamamasidir. Ozellikle
izolasyona konu olan drneklerin ¢alisilma zorluklar1 (dokularin asirt sert olmalar1 ve mekanik
parcalamaya dahi izin vermemeleri) bu tip bir sonug¢ elde etmemizin nedenlerinden birisi
olabilir.

Doku Transglutaminaz (TG2) pankreas kanserinde asir1 ekprese olan, ilag direnci,
metastaz ve diisiik sagkalim ile iligkili bir proteindir. Kanserin progresyonunda izlenen TG2
ekspresyon diizeylerindeki artisin NFkB molekiilii iizerinden gergeklestigini bulgulayan
caligmalar bulunmaktadir. One siiriilen modellere gére TG2, NFxB inhibitorii IkB’yi
baskilayarak NFkB aktivasyonunu tetiklemekte buna karsin NFxB de TG2 promotorii
tizerinde transkripsiyonel aktivator islevi tiiklenmektedir. Bu pozitif geri beslemeli dongii her
iki molekiiliin simiiltane aktivasyonunu saglamaktadir. TG2 baskilanmas1 gerceklestirilen
MIA-PaCa hiicrelerinde NFxB proteininin aktif fosforile formunun da baskilandig1 ve boylece
TG2 ile NFxB arasinda iligki oldugu yaptigimiz c¢alismalarda gosterilmistir. TG2’nin
patofizyolojideki roliinii aragtirma amaciyla siRNA baskilama ¢aligmalar1 planlanmis ve proje
kapsaminda TG2 siRNA baskilamast MiaPaCa-2 pankreas kanseri hiicre hattinda
gerceklestirilmistir. TG2 nin baskilandigi 6rneklerde NFxB p105 kDa’luk fosfo-formunun da
baskilandig1 ve boylece TG2 ile NFkB arasinda iliski oldugu, birbirlerini regiile edebildikleri
calismamizda gosterilmistir. Benzer sekilde literatiirde farkli kanser hatlarinda TG2’nin
NF«kB’yi aktive ettigi ve NFkB’nin de TG2’nin transkripsiyon faktorii oldugu gosterilmis,

aralarinda siki bir iliski oldugu belirtilmigtir®*'98%

TG2 ile NFkB proteinlerinin ilikisini
aydinlatmak ve bu iki proteinin DNA onarim enzimleri {izerindeki etkisini incelemek i¢in
caligmaya, pankreas tiimor orneklerinde mRNA ifadesi azaldigi bilinen OGG1 proteinini de
dahil ettik. Bu proteini segmemizdeki temel neden, yaptigimiz internet veri bankalari temelli
in-siliko ¢aligmada, OGG1 promotor bolgesinde olasi (putatif) bir NFkB baglanma motifi
belirledik. Buna gore NFkB’nin hipotetik olarak OGG1 igin bir transkripsiyon faktor

olabilecegini diisiinerek sonraki deneylerimizi planladik. Genel resim 6zetlenecek oldugunda;
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1) OGG1, 8-OH-Gua hasarli bazinin tamirinde rol alan enzimdir. 2) TG2 ile NFkB arasinda
karsilikl1 birbirini etkilen bir iligki varligi hem ¢alismamizda hem de literatiirde gosterilmistir.
3) NFkB OGGL1 igin olas1 bir transkripsiyon faktorii olabilir. Bu ii¢ protein arasindaki iliskiyi
analiz edebilmek i¢in hiicre kiiltiir modelli bir deney plani ile calistik. Temel amacimiz
pankreas kanserinde asir1 ifade edilen TG2 proteini baskilanirsa, diger iki protein ne sekilde
bu siirece tepki vereceklerini analiz etmekti. TG2 baskilanmasinin OGG1 ifade diizeyine
etkisini analiz etmek amaciyla bildirici vektor sistem temelli bir ¢alisma gergeklestirdik. TG2
proteini baskilandiginda, OGG1 promotor aktivasyon diizeyinin yar1 yariya azaldigini
gozlemledik. Bu TG2 ekpresyon diizeyi ile OGG1l promotor aktivasyonuyla Olgililen
transkripsiyonu arasinda somut bir korelasyon oldugunu; TG2’nin dogrudan/dolayli olarak

regiile edebilme potansiyeline sahip oldugunu diisiindiirmektedir.

TG2 ile iliskili oldugunu gosterdigimiz NF«kB’yi aktive ettigimizde ise, TG2 proteinini
susturmamiza ragmen OGG1 promotor aktivitesinin 1.8 kat arttigini, TG2 sessizlestirmesinin
olmadigi durumlarda ise bu artisin 2.69 kat oldugunu saptadik. TG2, NF«B proteinin
posttranslasyonel modifikasyonunda rol oynayan bir proteindir. Insiliko olarak da NFxB 'nin
OGG1 geni igin transkripsiyon faktdri oldugunu yaptigimiz 6n c¢aligmada saptadik
(http://www.sabiosciences.com/chipgpcrsearch.php?gene=0GG1&species id=0&factor=NF-

kappaB&ninfo=n&ngene=n&nfactor=n). Bulgularimiz TG2 baskilanmasinin NF«xB
aktivasyonunu inhibe ettigi ve dolayli yoldan 0GG1 promotor
aktivasyonu/transkripsiyonunun da azaldigi seklinde yorumlanabilir. NFxB PMA gibi bir
ajan ile wuyariliginda, NFxB daha aktif forma gecerek TG2'nin baskilanmasinin
olumsuzlugunu kompanse edebilmektedir. Bu nedenle de OGG1 promotor aktivasyonu

artmaktadir. Bu da baslangicta ortaya koydugumuz hipotezimizi desteklemektedir.

Her ne kadar TG2/NFxB/OGG1 arasinda bir etkilesimi hiicre hattinda gostermis olsak
da hasta bulgulari, in vitro bulgularimizi desteklememektedir. Hatirlanirsa hastalarin tumor
dokularindaki TG2 mRNA diizeylerinin artmis; ancak in vitro bulgularimizin aksine OGG1
mRNA diizeylerinin tumoér dokularinda diismiis oldugunu gozlemlemistik. Doku yetersizligi
nedeniyle normal ve tumdr dokularinda NFkB diizeylerine bakmak miimkiin olamamuistir.
NF«B sinyal ileti yolaginin aktivasyonu hasta dokularinda dogrulanamamustir. Ancak literatiir
baz alinirsa bu yolagin aktif olmasi beklenir. Bu durumda izlenen -beklenenin aksine- tamir

enzimlerinin ekspresyon digiikliigiinde epigenetik mekanizmalarin  rol oynadigini
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diisiinmekteyiz. Spontan mutasyon hizinin yiiksek olmasi tumér i¢in bir avantajdir. Ortama
adaptasyonunu artirmanin yanisira tedaviye diren¢ mekanizmalarinin gelisimine yol
acmaktadir. Dolayisiyla epigenetik olarak tamir genleri baskilanmis hiicrelerin tumér
icerisinde secilim sansi daha yiiksek olabilir ve zaman igerisinde bu hiicreler tumor
populasyonunun c¢ogunlugunu olusturabilir. Bu hipotezimizin test edilmesi ancak ileride

yapacagimiz arastirmalarda miimkiin olacaktir.
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6. SONUC VE ONERILER

1. Calismalarimiz pankreas kanserli hastalardan elde edilen timor ve eslenik normal
dokularda ve MiaPaCa-2 hucre hattinda gergeklestirildi.

2. Hastalarin tiimor ve normal dokularinda gergeklestirilen DNA baz hasarlar1 GC-
MS/MS incelendiginde, tiimor dokularinda 8-OH-Gua hasarinda eslenik normal
dokularina gore artis goriilmektedir (p=0,025). Tez kapsaminda FapyGua, FapyAde,
ThyGly ve 5-OH-5-MeHyd hasarli bazlar degerlendirildiginde, bu baz hasarlarinin
eslenik normal dokularina gore istatistiksel olarak anlamli bir degisim gostermedigi
saptanmigtir. Yapilan degerlendirme sonrasinda bunun yaninda tiim dokulardaki
toplam hasarli baz oran1 normale goére degerlendirildiginde, tliimoérde baz hasarinda
artig goriilmekle birlikte bu artig istatistiksel olarak anlamli degildir. Pankreas kanserli
hastalarda niikleozid hasarlar1 degerlendirildiginde ise tiimor dokularinda sadece 8-
OH-dG hasar1 eslenik normal dokularina gore yiiksek oldugu gosterilmistir. Diger
hasar tiirlerinde tiimor dokularinda eslenik normal dokularina gore istatistiksel olarak
anlamli farklilik géstermedigi bulunmustur (p=0,03).

3. Hastalarin tiimor ve normal dokularinda oksidatif DNA hasarinin onariminda rol alan
enzimler olan OGG1 ve NEIL1’m mRNA ifade diizeyleri arasinda bir fark olup
olmadig1 incelendi. Yaptigimiz gergek zamanli PCR ¢aligsmalar1 sonucunda, pankreas
tiimor dokularinda, normal dokularina gére OGG1 ve NEIL1 genlerinin mRNA ifade
diizeylerinin diisiik oldugu saptandi. Tiimoér dokularinda, normal dokularina gore
OGGL1 ifadesi 5,55 kat ve NEIL1 ifadesi 3,16 kat azaldig1 belirlendi.

4. Tiumor ve eslenik normal pankreas dokularinda TG2 mRNA ifade diizeyini arastirdik.
Yaptigimiz calisma sonrasinda, pankreas tiimor dokularinda normal dokulara gore
TG2 ifadesi 4,62 kat artig1 belirlendi.

5. Pankreas kanserli hastalarin tiimor ve eslenik normal dokularindan izole edilen total
protein Oziitlinde OGG1 ve TG2 proteinlerinin diizeyleri 6zgiin antikorlar kullanilarak
Western-blot yontemi ile incelendi. Yaptigimiz caligmalar sonrasinda sadece birer
hastada OGG1 ve TG2 proteini saptanabildi. Diger hasta tiimoér ve normal doku
orneklerinde bu proteinler saptanamadi.

6. MiaPaca-2 hiicresinde TG2 ifadesi siRNA ile baskilandi. Bu baskilama sonrasinda
NF«B proteininin aktif fosforile formunun da baskilandigini saptadik.

7. MiaPaca-2 hiicresinde TG2 ifadesi siRNA ile baskilandiginda, OGG1l promotor

aktivitesinin yar1 yartya azaldigi gozlendi.
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8. NFkB aktivasyonu PMA tarafindan uyarildiginda, OGG1 promotor aktivitesinin
yaklasik 2 kat arttigin1 saptadik.

9. TG2 ifadesi siRNA ile baskilandiginda gozlenen OGG1 promotor aktivitesinin, Aktive
edilmis NFxB varliginda yaklasik 1,5 kat arttigin1 gozlemledik.

10. TG2 ve NF«kB arasindaki iliskiyi daha iyi agiklayabilmek i¢in ek deneylerin yapilmasi
gerekmektedir. Hasta tumér ve normal dokularda NFkB, OGGl ve TG2
immunhistokimyasi genel sonuglarin yorumlanmasinda yarar saglayacaktir.

11. OGG1 ile NFxB arasindaki iliskinin gosterilmesi i¢in CHIP (chromatin
immunoprecipitation), EMSA gibi daha detayli inceleme yontemlerinin uygulanmasi

ileriki ¢aligmalarimizda planlanmaktadir.
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EK-2 ONAM FORMU
DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI TIP FAKULTESI

AYDINLATILMIS ONAM FORMU

“Pankreas Kanserinde DNA Hasar ve Onariminin incelenmesi” adli ¢alismamizda, kalitsal
materyal olan DNA’nin kanser dokularindaki hasari, eger varsa bu hasar onariminin nasil
oldugunun incelenmesi ve tiimdr hiicresini 6liime gotiirecek bazi yollarin aranarak ilgili bazi

ilaglarin hiicre kiiltiiri ortaminda denenmesi amaglanmustir.
GENEL BILGILER

Pankreas kanseri, dnemli bir saglik sorunudur. Cerrahi tedavi, en énemli tedavi yontemidir.
Sizin de hastaliginiz nedeniyle ameliyat olmaniz gerekmektedir. Ameliyat, uluslararasi cerrahi
standartlarinda uygulanacaktir. Tiimoriin patolojik incelenmesi sonucunda hastaligin evresi
Ogrenilerek bundan sonra alacaginiz ek tedaviler belirlenecektir. Bunun yanisira arastirmaya
katilmak istemeniz durumunda ameliyat sirasinda tedaviniz i¢in gerekli cerrahi islem sonucu
c¢ikarilan pankreas dokunuzdan 2 adet doku 6rnegi alinacaktir. Bu 6rneklerden birisi ¢ikarilan
tiimoriin kendisinden, digeri ise ¢ikarilan tiimdre 5-6 cm daha uzak bolgeden olacaktir. Bunun
amaci sizin kalitsal materyelinizdeki olas1 hasari saptamak, bu hasarin onarimina yonelik
molekiilleri incelemek, sizin dokunuzdan laboratuvarda firettigimiz hiicre kiiltlirlerinde
diizeyinde bazi ilaclara gelen yanitlar1 degerlendirmek amacglanmaktadir. Bu calismadaki

goniillii olarak 40 kisi yer alacaktir.

CALISMAYA KATILACAK GONULLULERIN KARSILASABILECEGI RIiSK VE
RAHATSIZLIKLAR

Doku 6rnegi alinmasi amaci ile normalde yapilmasi planlanan ameliyattan farkli bir ameliyat
yapilmayacak ya da ¢ikarilmasi planlanan dokudan daha fazla doku ¢ikarilmayacaktir. Alinan
doku ornekleri sizin patolojik inceleme sonuglarinizi etkilemeyecektir; boyle bir kusku olmasi
halinde galisma igin érnek alimmayacaktir. Ornekler ameliyati yapan genel cerrahi uzmani ya
da incelemeyi yapacak patoloji uzmani tarafindan almacaktir. Ornek alimi sirasinda sizin

sagliginizi etkileyebilecek herhangi bir durum olusmayacaktir.
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CALISMADAN BEKLENEN YARAR

Aliman doku Orneklerinde DNA hasari ve onariminin belirlenmesi, gelistirilecek hiicre
kiiltiirlerinde timor hiicresini oliime gotiirecek yollarin ¢alisilmast ve bu ortamlarda bazi
ilaglarin denenmesi hastaligin gidisatt ve ek tedaviler hakkinda ek bilgiler saglanmasi

acgisindan 6nem tagimaktadir.
CALISMAYA KATILANLARIN HAKLARI

Goniilliiler arastirmaya katilmayi reddetmeye, arastirma devam ettii sirada aragtirmadan
ayrilma hakkina sahiptirler. Bu durum hastalarin tedavilerinde olumsuz bir duruma neden

olmayacaktir.
Goniilliiler kendi rizalarina bakilmaksizin arastirmaci tarafindan ¢alisma dis1 birakilabilirler.

Ornek alinmasi ve galismanin sizin igin herhangi bir tibbi yarar1 olmayacaktir. Tibbi yarar
olusturmaya yonelik calismalara destek verecektir. Calismalarin bir kismi yurt disinda

gerceklestirilecektir.

Bu arastirmanin sonuglar1 yalnizca bilimsel amaglarla kullanilacak, veriler ve size ait bilgiler
gizli tutulacaktir. Arastirma sonuglarinin ve alinacak doku drneklerinin bu c¢alisma disinda
baska bir amag veya ¢alisma i¢in kullanilmasi kesinlikle s6z konusu degildir. Bu arastirma ile
ilgili masraflar size veya gilivencesi altinda bulundugunuz resmi ya da 6zel hi¢bir kurum veya

kurulusa 6detilmeyecektir.

Yukarida yazili goniilliiye arastirmadan once verilmesi gereken bilgileri okudum. Bunlar
hakkinda bana yazili ve so6zlii aciklamalar yapildi. Bu kosullarla s6z konusu klinik

arastirmaya kendi rizamla, higbir baski ve zorlama olmaksizin katilmay1 kabul ediyorum.
Goniilliiniin

Adr:

Soyadi:

Telefon numarast:

Tarih:

Imza:
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Velayet vevya vesayet altinda bulunanlar icin veli veya vasinin

Adr:

Soyadi:

Telefon numarast:
Tarih:

Imza:

Riza alma islemine basindan sonuna kadar taniklik eden kurulus gérevlisinin

Adr:

Soyadi:

Telefon numarasi:
Tarih:

Imza:

Aciklamalar: yapan arastirmacinin

Adr:

Soyadi:

Telefon numarast:
Tarih:

Imza:
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TC Kimlik No/ 17089531240
Pasaport No:
Dogum Yili: 1983
.. Mansuroglu mah. 273/1 sok. Cemre apt no:36 3-4 B Blok Daire:11
Yazisma Adresi : .
Bayrakli  Izmir/Tiirkiye
Telefon : 232-3441252
e-posta : ferihatoksoz@hotmail.com
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UZMANLIK ALANLARI

Uzmanhk Alanlan

Diger

molekiiler tip, molekiiler biyoloji, biyokimya

DIiGER AKADEMIiK FAALIYETLER
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Damsmanhk Sayisi
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Yiiksek
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Doktora
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