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OZET

PANKREATIK KANSERDE SUSTURULAN CA9 VE TSPANS
GENLERININ ETKILERININ IN VITRO VE IN VIVO OLARAK
ARASTIRILMASI
DOKTORA TEZi

BALIKESIR UNIiVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BiYOLOJi ANABILIM DALI

(TEZ DANISMANI: DOC.DR. HATICE YILDIRIM)
BALIKESIR, HAZIRAN - 2018

Pankreas kanseri, 6zellikle erken tani eksikligi, agresif davranisi ve mevcut
tedavi seceneklerine diren¢ nedeniyle 6nemli bir saglik problemidir. Hastalarin
%095’inde Olime neden olmaktadir ve son yillarda goriilme sikligr giderek
artmaktadir. Tetraspanin 8 (TSPANS), pankreas kanseri dahil olmak iizere ¢esitli
kanser tiplerinde asir1 eksprese oldugu ve birgok kanser tiirliniin metastazinda ve
invazyonunda rol aldigi bildirilen tetraspanin ailesinin iiyesidir. CO; ile karbonat
arasindaki dengeyi katalize ederek ozellikle kati tiimorlerde asit-baz
homeostazinda énemli bir rol oynayan ve karbonik anhidraz ailesinin iiyesi olan
Karbonik anhidraz 9 (CA9) geninin de bir¢ok kanser tipinde artan ekspresyonu
gosterilmistir. Timorlerde kotii prognozun gostergesi olan hipoksik kosullarda
CAO9 ekspresyonu daha da artis gostermektedir. Bu tezin amaci, CA9 ve TSPANS
genlerinin hiicresel diizeydeki ve timor gelisimindeki etkisini aragtirmaktir.

Tez kapsaminda, pankreatik kanser hiicrelerinde CA9 ve TSPAN8’in endojen
ekspresyonunu gegici olarak susturmak igin siRNA kullanildi. CA9 ve TSPANS
genlerinin siRNA kullanilarak susturulmasi, hipoksik ve normoksik kosullar
altinda biiyliyen Panc-1 ve MiaPaca-2 hiicrelerinin hiicre proliferasyonunu, koloni
olusumunu, migrasyon ve invazyon yeteneklerini azalti. CA9 ve TSPANS
genlerinin susturulmasinin apoptotik ve otofajik hiicresel 6liim yollarina etkileri
belirlendi.

CD-1 nude farelerde Panc-1 hiicreleri ile olusturulan ksenograft timor
modelinde sistemik olarak uygulanan lipozomal TSPANS8 siRNA uygulamasinin
timor hacminin kiigiilmesine neden oldugu belirlendi. Liposomal siRNA
uygulamasinin tiimor dokusundaki etkileri histolojik boyamalarla ve apoptozla
iligkili protein seviyelerindeki degisimlerin belirlenmesi ise ELISA yontemi ile
yapildi. Liposomal TSPAN8 siRNA uygulamasimnin kontrol grubu ile
karsilastirildiginda tiimor dokusunda bag doku olusumunda artiga neden oldugu
gozlendi.

Calismamizin sonuglari, CA9 ve TSPANS8 genlerinin susturulmasimnin
pankreatik  kanserde potansiyel tedavi edici etkisinin  olabilecegini
diistindlirmstiir.

ANAHTAR KELIMELER: Pankreas kanseri, CA9, TSPANS



ABSTRACT

EFFECTS OF CA9 AND TSPAN8 GENE SILENCING IN PANCREATIC
CANCER, AN IN VITRO AND IN VIVO STUDY
PH.D THESIS
MERVE KARAMAN
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

BIOLOGY

(SUPERVISOR: ASSOC. PROF. DR. HATICE YILDIRIM)

BALIKESIR, JUNE 2018

Pancreatic cancer is an important health problem, especially due to lack of
early diagnosis, aggressive behavior and resistance to existing treatment options.
It also causes death in 95% of patients and the incidence is increasing in last
decades. Tetraspanin 8 (TSPANS) is a member of the tetraspanin family that is
overexpressed in a variety of cancer types, including pancreatic cancer, and is
reported to play a role in metastasis and invasion of many cancers. Carbonic
anhydrase 9 (CA9) is expressed in solid tumors in response to hypoxia and plays
an important role in tumor acid-base homeostasis by catalyzing the balance
between CO; and carbonate. Hypoxia is considered a sign of poor prognosis in
tumors. The aim of this thesis is to investigate the effects of CA9 and TSPAN8
genes on cellular and tumor development.

In this study, siRNA was used to temporarily silence the endogenous
expression of CA9 and TSPANS in pancreatic cancer cells. The silencing of CA9
and TSPANS genes using siRNA showed that Panc-1 and MiaPaca-2 cells
growing under hypoxic and normoxic conditions reduced cell proliferation,
colony formation, migration, and invasion ability. The effects of silencing of CA9
and TSPANS8 genes on apoptotic and autophagic cellular death pathways were
determined.

It was determined that the systemic application of liposomal TSPANS8
siRNA in the xenograft tumor model generated by Panc-1 cells in CD-1 nude
mice caused the tumor volume to shrink. The effects of liposomal siRNA in tumor
tissue were determined by histological staining and the changes in apoptosis-
related protein levels were determined by ELISA method. When compared with
the control group of liposomal TSPANS siRNA application, there was an increase
in connective tissue formation in tumor tissue.

The results of the study suggest that silencing CA9 and TSPANS8 genes
may be the potential therapeutic effect of pancreatic cancer.

KEYWORDS: Pancreatic cancer, CA9, TSPANS
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1. GIRIS

Diinya saglik orgiitic (WHO) 2050 yilinda diinya niifusunun %16’simin kansere
yakalanacagini 6n gormektedir [1]. Kanser, giinimiizde diinyadaki kardiyovaskiiler
hastaliklardan sonra ikinci en onemli 6liim nedenidir [2]. Geg¢miste de kanser insanlarin
yasamini etkileyen saglik sorunu olmustur. Kanser kelimesinin kokeni, Yunanca bir kelime
olan Karkinos'dan gelmektedir ve Hipokrat tarafindan (M.O. 460-370) diger dokulardan
farkli yapilar1 (viicut yiizeyinde biiyiiyen, kirmizi, agrili, sicak) tanimlamak igin
kullanilmistir [3]. 1858'de Rudolf Virchow'un insan kanser dokusuyla yaptigi ¢ok sayida
histopatolojik deneylerine dayanarak “Reiztheorie” (tahris kurami) kurmasi Kkanser
arastirmalari i¢in bir déniim noktasi olmustur [4]. 1911'de Peyton Rous, Rous sarcoma
virtisiiniin tavuklarda bir tiir kansere neden oldugunu kesfetti [5]. 1915'te, tavsanlarda deriye
uygulanan komiir katrani ile ilk kez kanserin indiiklenmesi gergeklestirildi [6]. 20. yiizyilin
ortalarina gelindiginde, bilim adamlar1 kanserin arkasindaki sorunlar1 kimya ve biyolojinin
yardimi ile ¢ozmeye basladilar. Watson ve Crick, 1962'de deoksiriboniikleik asit (DNA)
sarmal yapisindaki ¢alismalari ile fizyoloji/tip Nobel 6diiliinii aldilar [7]. Bu kesiften sonra
bilim insanlari, genlerin nasil isledigini ve mutasyonlarla nasil zarar gorebileceklerini
anladilar. Bilim insanlar1 kansere kimyasallarin (kanserojen), radyasyonun, viriislerin neden
olabilecegini ve ayrica kanser genlerinin atalarindan miras kalabilecegini tespit etmislerdir.
Giinimiizde 100'den fazla karsinojen (kimyasal, fiziksel ve biyolojik) tespit edildi. Cogu
karsinojenin DNA'ya zarar verdigi ve anormal hiicre biiyiimesine yol ac¢tigi bilinmektedir
[8]. 1980’lerden giliniimiize kanser siirecinin anlasilmasindaki kritik kavramlarda gelismeler
kaydedilmistir. Ilk ve en yaygm olarak kabul géren gelisme, tiimor siipresér genlerdeki
fonksiyon kaybi mutasyonlarmin kesfidir [9]. Bir¢ok ¢alisma, bu mutasyonlarin,
onkogenlerin fonksiyon kazanimi ve tiimor baskilayici genlerinin en az ikisinin fonksiyon
kaybi ile kanser hiicrelerinin proliferasyonunu ve hayatta kalmasimi arttirdign gostermistir
[10-12]. ikinci kritik gelisme, tiimdriin bilyiimeye devam etmesi i¢in kan damar biiyiimesini
baglatmas1 gerektiginin kesfedilmesi. Bu gelisme, tiimorlerin in vivo olarak onkogen
aktivasyonunun veya tiimor baskilayici gen inaktivasyonunun sonucunda gelisen bir durum
oldugu belirlendi. Bu durum vaskiiler endotelyal biiyiime faktoriiniin (VEGF) kesfiyle ve
daha sonra kanser ilerlemesi ve mortalitesi ile iligkisinin gosterilmesi ile kabul edilmistir.
[13]. Tumorlerdeki anjiyogenez gereksinimi, vaskiiler endotelyal hiicrelerini hedeflemenin
yeni bir terapdtik strateji olusturabilecegini diigiindiirmiistiir. Bir anti-VEGF monoklonal
antikor olan Bevacizumab, daha oOnce tedavi edilmesi tam olarak miimkiin olmayan

metastatik kolorektal kanserli hastalarda, tek basina kemoterapiye gore daha yiiksek



sagkalim sagladigi klinik caligmalarla belirlenmistir [14]. Son yilizyilin igilinci biyiik
kavramsal ilerlemesi kanser hiicrelerinin metabolizmasinin, normal hiicrelerden ¢ok farkli
oldugu kesfidir. Kanser hiicrelerinde metabolik aktivitelerin degisikligi malign 6zelliklerin
edinilmesini  ve korunmasim destekledigi belirlenmistir [15]. Kanserdeki yeniden
programlanmis metabolik yolun klasik 6rnegi, Warburg etkisi veya aerobik glikolizdir [16].
Glikoliz, birgok kanser hiicresi ve tiimor tiiriinde goriilen, normal dokularda ise hipoksiye
verilen fizyolojik bir yanittir [17]. Otto Warburg 1920'lerde kanser hiicrelerinin oksijen
varligindan bagimsiz olarak, temelde glikozu kullandigini ve laktat {irettigini gozlemlemistir.
Ozellikle metastatik kanser hiicreleri ile glukoz aliminda belirgin bir artis s6z konusudur. Bu
degisikliklere bagli olarak, Metastatik kanser i¢in basarili yeni tedavi ve teshisler
bulunmaktadir. Ornegin, **F-fluorodeoxyglucose (FDG) pozitron emisyon tomografisi (PET)
taramasi, gizli metastazlar1 tanimlamak icin % 90'lik bir duyarliliga sahip olan bir teshis
yontemidir. Bu test, kanser hastalarinin erken teshisi tizerinde, biiyiik bir katki saglamistir
[18]. Dordiincii biiyiik kavramsal ilerleme, ¢ok sayida kanser hiicresinin tiimor dokusu
olustugunda tiimoriin merkezinin asir1 derecede diisiikk oksijen konsantrasyonuna sahip
hipoksi bolgeleri icerdigi ve bu tiir intratimoral hipoksinin, hasta mortalitesine yol agan
kanser ilerlemesi i¢in onemli bir giic oldugunun kesfiydi [19]. Bu kesifler karsinojenez

stirecini anlamak i¢in molekiiler temel saglamistir.

1.1 Kanser ve Karsinogenez Siireci

Kanser, kontrollii (bening) veya kontrolsiiz (malign) hiicre proliferasyonu ile
karakterize edilen durumlar1 kapsayan genel bir terimdir [2]. Malign tiimor olusumu; normal
hiicrelerin  kontrollii hiicre béliinmesi mekanizmalarindan kagmasi sonucu, kontrol
edilemeyen sekilde ¢ogalmasi, enerji metabolizmasi farklilasmasi ve komsu dokulara
invazyon, angiogenez gibi karakteristik Ozelliklerin goriildiigli, immiin sistemden kagan,
inflamatuar mikrocevreye sahip, anormal hiicrelere doniismesi seklinde tanimlanabilir [3,

20].

Kanser olusumunda karsinojen miktari, karsinojen etkisinde kalma siiresi, genetik
yatkinlik ve uyaric1 etkenlerin varligi en 6nemli etmenlerdir. Klinik ve deneysel veriler,
boliinme siireci sirasinda hiicrenin, dinlenme (Go) evresine gore karsinojenik faktdrlere daha
duyarli oldugunu kanitlamistir. Bu veriler ayn1 zamanda onkojenik siirecin, artan hiicresel

aktiviteye sahip dokularda daha sik oldugunu gostermektedir [20].



Karsinogenez genellikle tek bir hiicrenin bir dizi tiimdrijenik olay sonucunda malign
transformasyona yol a¢tig1 cok asamali bir siire¢ olarak kabul edilir. Karsinogenez teorileri;
epigenetik ve genetik teoriler (Somatik mutasyon teorisi, doku organizasyonu alan teorisi,
vb.), Kkanser kok hiicre teorisi ve c¢ok asamali kanser gelisimi teorisi olarak
gruplandirilmaktadir. Giiniimiizde kabul edilen teori, ¢gok asamali (multistage) teoridir. Cok
asamali teoriye gore kanser, aymi hiicre popiilasyonunda farkli mutasyonlara sahip farkli
hiicrelerin bir kombinasyonu olarak goriilebilir veya bir hiicrede meydana gelen ardisik ¢ok

asamal1 degisiklikleri igerir [21].

Karsinogenez birgok farkli asamali ve degisik karsinojen faktorlerin (kimyasal,
fiziksel ve viral) etkisiyle uzun bir siirede gerceklesir [22]. Kanser hiicresinin biiyliime ve
cogalma siirecinde meydana gelen genetik (onkogenler, antionkogenler vb) degisiklikler,
konak¢1 doku faktorleri ve tiimor-konakgr dokunun etkilesimi (anjiogenez, invazyon,

metastaz) sonucunda bir tiimér kitlesi ortaya ¢ikar [20].

Timdr biliyiimesi ilerledikge yetersiz oksijen kaynagi nedeniyle vaskiilerizasyon
meydana gelen alanlar ortaya ¢ikar. Tiimor mikrogevresindeki hipoksiya, ¢evre dokularda %
S5'ten az oksijen ile tanimlanan bir durumdur, bu durumda gen ekspresyonu, metabolizma,
genetik stabilite, proliferasyon ve hayatta kalma gibi degisiklikler de dahil olmak flizere
kanser hiicresi davranisinda ciddi degisiklikler goriiliir [23-25].

Timor mikrogevresindeki diisiik pH’a ragmen, kanser hiicreleri biiyiimeye devam
eder. Asidik ortam, normal hiicreler ve timor antijenlerini taniyabilen immiin hiicreler i¢in
elverigsizdir. Hiicre i¢i pH'In azalmasi, ATP sentezinin bozulmasindan, p53 aracili apoptoza
ve ¢esitli proteinlerin alternatif yollardan kaspazlarin aktivasyonunun degismesine kadar
bircok 6nemli sonuca yol agar [26]. Ek olarak, diisiik pH, kanser hiicrelerinde vaskiiler
endotelyal biiylime faktorii (VEGF) ekspresyonunun artmasina neden olur bdylece

anjiyojenezi indiiklenir [27, 28].

Hiicrelerin etrafini saran, viicuda yayilan ve metastaz olusturan hiicrelere neden olan
mutasyonlar ya da bir kanser hiicresinin metastatik olmasi i¢in hangi 6zellikleri elde edilmesi
gerektigi tam olarak anlasilamamustir. Bu konu hakkinda ¢esitli goriisler bulunmaktadir. Bir
goriise gore, viicuttaki kanser hiicrelerinin metastaz yapabilmesinin, hiicre boliinmesi
kontroliiniin yitirilmesi igin gerekli olan mekanizmalardan daha fazla genetik degisiklik
gerektirmedigidir. Daha yaygin olarak kabul edilen bir karsit goriis, metastazin bir hiicre icin

zor ve ¢ok sayida yeni mutasyona ihtiya¢ duyan karmasik bir durum oldugudur [29].



Karsinomlar i¢in tiimor ilerlemesini temsil eden iki agamali metastas s6z konusudur.
[k asamada, tiimér hiicreleri koken aldigi epitelyumlarinin normal sinirlarindan kagar ve
lokal olarak invaziv hale gelir. ikinci asamada, uzak bolgelere go¢ eder ve metastaz olarak
bilinen siirecte koloniler olusturmak i¢in gb¢ ettikleri dokuya yerlesirler [30, 31]. Lokal
invazyon i¢in, normal olarak epitel hiicrelerini bir arada tutan mekanizmalarin bozulmasi
gerekir [30].

Bazi mide ve meme karsinomlarinda, E-kadherin geni bir timé6r baskilayici gen
olarak tanmimlanmistir [32, 33]. E-kadherin proteininin birincil islevi, hiicre-hiicre
adezyonudur, burada, epitel hiicrelerini birbirine baglamak i¢in iki komsu plazma zarina
goémiiliir. Bu adezyon molekiiliinii barindirmayan timor hiicreleri kiiltiire konuldugunda ve
E-kadherin geni overekspre edildigi zaman, invaziv dzelliklerinin bir kismini yitirirler ve
normal hiicreler gibi hareketsiz hale gelmeye baslarlar [34-36]. Kanser, 6zellikle invazyon
icin E-kaderin kaybini tercih edebilir [37].

Metastazin hangi asamalarinda hiicrelerin degisim gecirdigi ve bdylece ek
mutasyonlarin edinildigini kesfetmek icin, bir floresan boya ile kanser hiicrelerini
etiketlenmis ve canli bir hayvanin dolasimina enjekte edilmis ve doku igindeki gocii
izlenmigstir [38]. Bu deney sonucunda, birgok kanser hiicresinin dolasim boyunca hayatta
kaldigi, kiigiik damarlara yerlestigi ve bunlarin metastatik veya metastatik olmayan bir
timorden koken alip almadigina bakilmaksizin, ¢evreleyen dokuda gelistigi bulunmustur.
Baz1 hiicrelerin hemen 61diigii; bazilarinin farkli dokuya girdiklerinde hayatta kaldigi, ancak
bliylimeyi bagaramadigi; bazilarmin ise birka¢ kez boliindiigii ve sonra durdugu
gozlemlenmis. Bu durum metastaz yetenegi olan hiicrelerin, metastatik olmayan akrabalarini
geride birakarak, yabanci dokuda biiyiiyebilmesinin hiicrelerin metastatik hale gelmesi icin

edinmesi gereken bir anahtar 6zellik oldugu disiintilmektedir [38, 39].

Metastatik potansiyel saglayan degisiklikleri kesfetmek i¢in, son derece malign olan
kanser hiicrelerinde ifadesi artan genleri arastirmak i¢cin DNA mikrodizileri kullanilmistir
[40-42]. Bu mikroarrayler, bir seferde binlerce genin ifadesini belirlemeyi saglar. Boyle bir
calismada, yiiksek metastatik potansiyele sahip olan insan ve fare melanoma hiicreleri, zay1f
metastatik ozelliktekilerle karsilastirilmustir [43, 44]. Malign ve metastatik karakterdeki
hiicrelerde RhoC geninin asir1 ekspresyonu oldugu goriilmiis. RhoC, hiicre hareketini
diizenledigi bilinen bir gen ailesinin bir {iyesidir. Hiicrede aktin/miyozin kasilmasinm tesvik
eden bir protein sentezler. [43]. Bu tiir metotlarin biiyiik 6lgiide genisletilmis kullanimi,
insan genom dizisinin mevcudiyeti ile ¢cok daha giiclii bir hale getirilmistir [45, 46].
Gelecekte, timér hiicrelerinin metastaz yapmasina izin veren molekiiler degisiklikler daha

net ortaya ¢ikacaktir [47].



1.2 Hipoksiya

Intratiimaral hipoksi, gen ekspresyonunu etkileyebilecek veya hiicre liimiine neden
olabilecek kadar siddetli olabilir ve ayrica hayatta kalma yollarini aktive eden veya apoptotik
yollar1 inaktive eden mutasyonlari tagiyan tiimor hiicreleri i¢in bir segilim uygulayabilir, bu
da hiicreleri hipoksiyle indiiklenmis Oliimlere karsi direngli hale getirir [19]. Gen
ekspresyonundaki, doku oksijenasyonu {izerine tersine ¢evrilebilir olan hipoksiden
kaynaklanan degisikliklerin aksine, mutasyonlar, baska bir genin yoklugunda bile
korunabilecek olan kalict bir degisim ile sonucglanabilir. Ayrica, hiicrelerin hipoksiye direng
kazanmasini saglayan mutasyonlar, kemoterapi ve radyasyon terapisi de dahil olmak iizere

diger apoptotik uyaranlara da diren¢ kazanmasini saglayabilir [9, 24, 48].

HIF-1'in hipoksiye veya VHL aktivitesinin kaybina yanit olarak glikoz ve enerji
metabolizmasin1 yeniden programladigi mekanizmalar vardir [49]. Ilk olarak, glikoz
tastyicilarinin (hiicre dis1 glikozu hiicrelere tasiyan), glikolitik enzimlerin (glikozu piriivata
doniistiiren) ve laktat dehidrojenaz A'min (piriivati laktat'a doniistiiren) ifadesi artar ve
boylece glukozdan laktat'a kadar geri doniisii arttirilir. ikincisi, hipoksi / HIF-1, sitokrom ¢
oksidaz (elektron transport zinciri kompleksi IV) 'lin alt birim bilesiminde COX4-1 alt
biriminin ekspresyonundan COX4-2 alt biriminin ekspresyonuna gegisi tetikler, bu da
solunum hipoksik kosullarmin etkinligini artirir [50]. Ucgiinciisii, piriivat dehidrogenaz kinaz
I'in (PDK1) ekspresyonu indiiklenir, bu da piriivat dehidrogenaz (PDH)'in fosforilasyonuna
ve inaktivasyonuna yol agar, boylece mitokondriyal trikarboksilik asit dongiisiine girig i¢in
piruvatin asetil koenzim A'ya doniismesini dnler. Dordiincii olarak, RCC4 ve RCC10 insan
renal karsinom hiicre hatlarinda yapilan ¢alismada, VHL aktivitesinin kaybi, O, tiiketimi ve

elektron transport zinciri aktivitesinde bir azalmaya yol agar [19, 51].

HIF-1, hipokside aktif olarak ekspresyonu artan trans etkili bir transkripsiyon
faktoriidiir. HIF-1 transkripsiyon faktorii; oksijene duyarli HIF-1a ve yapisal olarak ifade
edilen HIF-1B olmak iizere iki alt birimden olusmaktadir [52]. HIF-1a geni, genel olarak
normoksik dokularda bile her zaman eksprese edilir, fakat HIF-1a proteinleri, hipoksik
kosullar altinda hiicrelerde birikir. HIF-1a, prolinhidroksilaz proteinleri ile hidroksile edilir,
bu, hizli ubikitinasyon ve proteazomal degradasyon i¢in hedefi HIF-1a olan E3 ligaz, von
Hippel-Lindau proteininin  baglanmas:t igin gereklidir. HIF-lo, post-translasyonel
modifikasyonlar (hidroksilasyon ve ubikitinasyon dahil) ile protein proteazomda hizla
bozunmaktadir. Ote yandan, diisiik oksijen konsantrasyonlar1 HIF-10, proteininin stabilitesini
arttirir. Hipokside, PHD aktivitesi inhibe edilir ve HIF-1a, HIF-1f ile dimer haline gelir,
boylece CA9, GLUTI, 9, 10 gibi hipoksiye yanit olarak yiizlerce genin transkripsiyonunu
aktive eder (Sekil 1.1) [53-56].



Kanserde HIF-1o ekspresyon seviyesi hem radyasyon direnci, hem de hasta
Olimiiyle ilgilidir. Kolon, meme, pankreas, bobrek, akciger ve diger kanserlerde HIF-1a
seviyesi artmaktadir [57, 58]. Ayrica servikal karsinomanin erken evresinde HIF-1o artisi

hasta sagkalimui ile iliskilendirilir [48].

Hipoksiye adaptasyon, sonugta hasta mortalitesine yol agan kanser gelisiminin
birgok 6nemli yoniinii desteklemektedir. Kanser hiicresinin invazyonu ve metastazi i¢in E-
cadherin ekspresyonunun kaybi esastir. Renal hiicre karsinomu hatti RCC4'te, HIF-1,
TCF3'i kodlayan genlerin (E12 / E47 olarak da bilinir), ZFHX1A'min (zinc finger E-box-
binding homeobox 1, SEF1 veya ZEBI olarak da bilinir) ve ZFHX1B'nin (SIP1 veya ZEB2
olarak da bilinir) transkripsiyonunu aktive eder; E-kaderini kodlayan genin
transkripsiyonunu engellemek igin promotere baglandigi bilinmektedir [59]. HIF-1 ayrica
DNA’ya baglanmadan, MYCnin SPI1 ile etkilesimini bloke ederek DNA hasar onarim
proteini MutSa'nin alt birimlerini kodlayan MSH2 ve MSH6 genlerinin transkripsiyonunu

baskilayarak genetik kararsizliga neden olabilmektedir [60].
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Sekil 1.1: Hipoksiya ve normoksiyada HIF-1a geninin regiilasyonu. [49]’dan adapte edildi.

HIF-1’in hedeflenmesi olasi bir terapotik stratejidir. PX-478 ile kanser hiicre
hatlarinda HIF-1'in inhibisyonu sadece HIF-1 protein seviyelerini ve sinyallemeyi

azaltmakla kalmamis, ayn1 zamanda hipoksik kanser hiicrelerinin radyoterapiye hassasiyetini



arttrmis ve dogrudan timor hiicresi Oliimiinii saglamistir [61]. Chen ve arkadaslart
pankreatik kanser hiicrelerde HIF-1 ve VEGF siRNA’s1 kullanarak yaptig1 ¢alismada, HIF-1
ve VEGF ekspresyonunun hipoksik kosullar altinda NF-KB'ya bagimli yada bagimsiz
yollarla inhibe edebildigini ve ayn1 zamanda nude farelede ksenograft modelde mikrodamar

yogunlugunun (MVD) biiyiimesini inhibe edebilecegini gostermistir [62].

1.3 Pankreas Kanseri

Pankreas anatomik olarak ikinci ve tigiincli lomber vertebralar hizasinda midenin
arkasinda ve omurganin Oniinde yer almaktadir, 15 cm uzunlugunda, 60-140 gram
agirliginda sekretuvar bir organdir. Pankreas yapisi bas, boyun, govde ve kuyruk olmak
tizere 4 kisima ayrilir (Sekil 1.2). Pankreas fizyolojik olarak alkali 6zellige sahiptir [63].
Sindirim ve glukoz homeostazinda pankreatik sekresyonlar 6nemli bir rol oynar. Bu
sekresyonlar sadece salgilamay1 degil, ayn1 zamanda salgt bezinin hiicresel biitiinliigiinii de
modiile eden bir dizi néronal ve hormonal sinyal yollartyla kontrol edilir [64, 65]. Ekzokrin
boliim, pankreasin toplam hacminin yaklagik % 85'ini olusturur, buna karsin endokrin
pankreas % 2'den daha azin1 olusturur. Kalan pankreatik kitle ekstraseliiler matriks (% 10) ve
duktal hiicreler ve kan damarlart (% 4) olusturur [66]. Ekzokrin pankreas, asiner hiicrelerden
ve pankreas kanallarin1 (duktal hiicreler) olusturan epitelyal hiicrelerden olusur [67].
Pankreatik asiner hiicreleri, ince bagirsakta sindirim siirecinin ¢ogunlugundan sorumludur ve
safra tuzlariyla birlikte sindirim enzimleri iretir ve onikiparmak barsagina salgilar. Duktal
hiicreler, enzim aktivitesi i¢in optimum pH saglamanin yani sira, pankreatik kanallar
boyunca enzim naklini yonlendiren biiyiik miktarda alkali su ve bikarbonat karigimu iretir ve
onikiparmak barsagina salimir [68]. Endokrin hiicrelerin veya pankreas adaciklarinin
kiimeleri, pankreasin endokrin boliimiinii olusturur. Endokrin pankreas, pankreatik
adaciklarla (Langerhans adaciklar1) iligkili yogun kilcal damar agi yoluyla dogrudan
dolagimda salgilanan hormonlarin (instilin, glukagon, somatostatin) tiretimini saglar [66].
Glukagon, insiilin ve somatostatin gibi hormonlar, Langerhans adaciklarinin a-, - ve 6-
hiicreleri ile kan igine salgilanir ve pankreatik endokrin fonksiyonuna aracilik eder [69]. Bu
hormonlar, glikoz homeostazini kolaylastirmak icin karaciger gibi c¢esitli hedef organlari
etkiler [70]. Ekzokrin ve endokrin pankreas bilesenlerinin ayrimi yoktur; pankreatik
adaciklar pankreatik asinlerin arasinda dagilmistir ve asiner hiicreler bu yapilarm kilcal
damarlari i¢inden damar olusumunu gergeklestirmektedir [68]. Normal fizyolojik kosullar
altinda, ekzokrin pankreas, sirasiyla karbonhidratlarin, proteinlerin ve yaglarin sindirilmesine
yardimei olan amilaz, proteaz ve lipaz olmak {izere 3 ana tip enzim igceren yaklasik 1.5 L

sindirim s1vis1 tiretir [66, 71, 72].



Pankreas kanseri olarak nitelendirdigimiz kanser tiirii aslinda pankreas duktal
adenokarsinomdur. Pankreas duktal adenokarsinomu tiim pankreas karsinomlarinin %90 nin1
olugturmaktadir ve ekzokrin pankreastan koken alir. Ardindan goriilme sirasina gore
ser0z/miisindz kistadenokanserler ve intraduktal miisindz papiller tiimorler gelmektedir.
Pankreas tiimorleri 2 gruba ayrilmaktadir; Non-endokrin pankreas tiimoérleri ve Endokrin
pankreas tiimorleri. Non-endokrin pankreas tiimorlerini de benign ve malign olmak iizere

ikiye ayirabiliriz [64, 73-75].
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Sekil 1.2: Pankreas anatomik yapisi ve hiicre ¢esitleri. [76]’dan adapte edildi.

Pankreatik kanserler 4. dlimciil kanser olarak bilinmektedir. Son yillarda siklig:
giderek artmaktadir. Pankreatik kanser belirti vermeden ilerleyen kanser tiirlerindendir.
Tamsindaki giicliiklerden dolayr tam1 kondugunda hastalarn %90’ninda metastas, %40
olguda lokal yayilim, %50’nin iizerinde uzak yayilim gorilmektedir. Pankreas kanseri,
lenfatik sisteme, karaciger, akcigerler ve periton boslugu gibi uzak organlara hizla yayildig
icin hastalarin %95’inin 6liimiine neden olmaktadir [77]. Pankreas kanserlerinin saldirgan
niteligi ve etkili sistemik tedavilerin yetersizligi nedeniyle pankreas kanserli hastalarin
teshisten sonraki sag kalim siiresi 1 yil olanlar yaklagik %20 iken 5 yillik yasam siiresi

olanlar sadece %3 oranindadir [78-80].



Pankreas kanserinin erken teshis edilememesi, tedavisindeki giicliikler ve
kemoterapétiklere karsi direng gelistirmesi gibi sorunlar ortaya g¢ikmaktadir. Pankreatik
kanser icin k&tii prognozun ana nedenleri arasinda erken ve kayda deger semptomlarin
olmamasi, hizli lokal veya uzak metastaz egilimi ve geleneksel kemoterapdtiklere karsi
direncinin bulunmasidir. Giiniimiizde tedavisinde cerrahi yontemlerin yani sira kemoterapi

ve radyoterapi uygulanmaktadir [76].

Pankreas kanserinin en yaygin karakterisigi basta karaciger olmak {iizere lenf
nodlarina ¢ok hizli metastas yapmalaridir. Pankreatik kanserlerin %65’inin pankreasin bas
kisminda, %16’simin gévdesinde, %14’iniin kuyruk kisminda, %5’inin ise birden fazla
odakli yerlestigi belirlenmigtir. Bu timdrler daha erken zamanda sarilik ve pankreatit ile
kendini belli ederler. Pankreasin gévde kisminda ve kuyruk kisminda ¢ikan tiimorler ¢ok geg

evrede ¢ikip daha kotii bir gidisat gosterirler [81].

Pankreas kanser hiicrelerinin kdkeni teorik olarak zayif diferansiye olmus ductal
hiicrelerden, de-diferansiye olan asinar ya da adacik (islet) hiicrelerinden, progenitor
hiicrelerden ya da kok hiicrelerden koken alabilir. Son yillarda PanIN (Pancreatic
intraepithelial Neoplasia) lerin pre-kanser lezyonlar olusturdugu ve bunlarinda pankreatik
adenokarsinomlara sebep oldugu seklinde bir goriis hakimdir. PanIN’ler anatomik, patalojik
ve molekiiler diizeyde en iyi karakterize preneoplastik lezyonlardir [29]. Morfolojik, klinik
ve genetik gozlemler temelinde, pankreatik duktal adenokarsinom i¢in bir progresyon modeli
Onerilmistir (Sekil 1.3). Hiperplazinin maligniteye ilerlemesinde meydana gelen bir dizi
yapisal ve sitolojik degisikliklere gore, duktal lezyonlarin pankreatik intraductal neoplazi
(PanIN) olarak siniflandirilmas1 yapilmaktadir [73]. Sitolojik ve yapisal degisimin
derecesine gore lezyonlar PanIN-1A, PanIN-1B, PanIN-2 ve PanIN-3 olarak alt siniflara
ayrilmigtir [74]. PanIN-1 lezyonlar1 diiz (1A) veya papiller (1B) olarak derecelendirilir,
hiicre c¢ekirdegindeki anormalliklerin ve hiicre c¢ekirdegindeki polaritenin yokluguyla
karakterize edilir ve ve bu asamada hiicrelerde K-ras mutasyonu goriilmektedir. PanIN-2
evresindeki lezyonlarin olusumu, PanIN-1 lezyonlarindan biraz daha karmasiktir ve hiicre
¢ekirdeginin polaritesinin kaybi, hiicre c¢ekirdeginde yogunluk, hiicre ¢ekirdeginde
varyasyon (pleomorfizm), hiperkromaz ve psodostratifikasyon gibi daha fazla hiicre
¢ekirdeginde meydana gelen degisiklikler goriilmektedir. Ayrica K-ras mutasyonu ve siklin
dependent kinaz 2A (CDK2A ya da pl6) kaybi goriilmektedir. PanIN-3, pankreatik
karsinomlar olarak isimlendirilir ve atipik nukleus, hiicrelerin pankreas kanalina
tomurcuklanmasi seklinde bir goriiniim, hiicresel proliferasyonun artmasi ve nadirende p53

mutasyonlarinin varligi ile karakterize edilmektedir [79, 80, 82-84] (Sekil 1.3).
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Sekil 1.3: Pankreas kanseri evrelerinde molekiiler yolaklar. [76]’dan adapte edildi.

Pankreatik duktal adenokarsinomanin ayirt edici Ozelligi, timdr hiicrelerini
cevreleyen biiylik desmoplastik stromadir. Cogu durumda tiimoér hacminin % 90'imi1 olusturan
stroma, yogun bir sekilde reaktif “kanserle iligkili” fibroblastlar (CAF'ler), aktive edilmis
pankreatik stellat hiicreleri (PSC'ler), daginik haldeki enflamatuar hiicreleri, kismen ¢okmiis
kilcal damarlari, sinir liflerini igerir. Ayrica bag doku, interstisyel sivi ve stromal matriks
icine gdmiilii sayisiz sitokin ve biiylime faktorleri bulunmaktadir [85]. Kanser hiicreleri de
kollajen sentezleme ve salgilama yeteneginde olan hiicrelerdir [86, 87]. Ek olarak matrikste
anormal endotel hiicreleri, kiigiilk embriyonik hiicreleri, kemokin ve sitokin {ireterek
fibroblastlar ve kanser hiicreleri i¢in mitojenik etki gosteren makrofaj hiicreleri de bulunur
[88]. Pankreas kanser hiicrelerinin pankreastaki lokalizasyonlarina bagl olarak yiiksek
oranda insiiline maruz kalmaktadirlar. Sonu¢ olarak pankras kanserinde olusan bu essiz
mikrogevre, pankreas kanser hiicrelerinin ¢ok hizli sekilde gelismelerini ve metastaz
yapmalarin1  kolaylastirmaktadir. Ayrica, kemoterapi tedavisi sirasinda pankreatik
kanserlerde olusan direng mekanizmasi Stromanin bu ilaglara karsi bir bariyer 6zelligi

tasimasi sonucunda olusmaktadir [85].

Yapilan invitro ¢aligmalarda CAF'ler ve PSC'ler veya PSC igeren ortamlarla birlikte
ko-kiiltiire olan tiimor hiicreleri ile arasindaki etkilesimin timor ilerlemesinde bu yapilarin
o6nemli bir rol oynadigini ortaya koymustur [89]. Stroma yeniden modelleme, ¢ogunlukla
onkojenik K-ras sinyalizasyonuna bagli bir siiregtir, ¢linkii yerlesik PDAC tiimdorlerinde akut
mutasyona ugramis K-ras kaybi, stroma hiicrelerinin hizli bir sekilde bastinlmasina ve
yayilmasina neden olur. Yinede stroma ve duktal kanser hiicreleri arasindaki iligki de tam

olarak anlagilamamustir [90].
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1.4  Pankreatik Kanserlerde Molekiiler Diizeydeki Degisimler

Pankreatik kanserlerin genetik ve fenotipik heterojenligi, genel anlamda etkili olacak
tedaviyi belirlemeyi zorlastirmaktadir. Pankreatik kanser gelisimi ve ilerlemesinin altinda
yatan molekiiler mekanizmalarin arasindaki etkilesimleri anlamak, hastaligi tedavi etmek
icin daha segici ve etkili tedavi modellerinin gelistirilmesinde Onemli bir gelisme
saglayacaktir [91, 92].

Ekzon dizileme ¢alismalar1 sonucunda pankreas kanserinde yaygin olarak goriilen
genetik degisiklikler onkojenik KRAS mutasyonu ve tiimor baskilayicilart olan CDKN2A,
TP53 ve SMADA4'in inaktivasyonudur [93]. Bu degisikliklere ek olarak birgok gende, ¢ok
diistik bir frekansta (>% 10) mutasyona ugrar ve bu mutasyonlarin ¢ogu tekrarli degildir. Bu
nadir degisikliklerin daha detayli analiz edildiginde, transformasyon faktori-p (TGF-p),
WNT, NOTCH ve Hedgehog sinyallerinin yani sira hiicre déngiisiinde S-fazina giriste, sinir
hiicrelerindeki iletisimde, kromatin yeniden yapilanmasinda ve DNA onarimi sirasinda

degisimler oldugu goriilmistiir [92, 94].

Pankreatik kanserler, yaygin bir timor baslangici nedeni olan KRAS onkogeninde
aktive edici nokta mutasyonlari barindirirlar [95]. KRAS genindeki nokta mutasyonlarinin
cogunlugu kodon 12, 13 ve 6'da bulunur [96, 97]. KRAS'n yapisal aktivasyonuna neden
olan bu mutasyonlar, ¢ok sayida sinyal yolunun kalict uyarmmna yol agar. Bu sinyal
yollarinin uyarilmasit ile artan proliferasyon, apoptosisin baskilanmasi, metabolizmanin
degistirilmesi, tlimor mikrogevresinin degistirilmesi, bagisiklik yanitinin yok edilmesi ve
metastaz dahil olmak iizere bir¢ok kanser fenotipik 6zelligin ortaya ¢ikmasi ile sonuglanir
[98]. KRAS sinyal iletimi son derece karmasik ve dinamik olup, Raf / Mek / Erk,
fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K) / 3-fosfoinositid bagimli protein kinaz-1 (Pdkl) / Akt,
RalGDS / p38MAPK, Rac ve Rho, Rassfl, NF1, pl20GAP ve PLC-e gibi ¢esitli sinyal
yollarmin farkli seviyelerde birbiri ile baglantilart ile ilgilidir [99].

Insan kanserleri ve transgenik fare modelleri ile yapilan calismalarda, RAS 1n aktive
olmasi sonucunda olusan kanserlerin, organizmay1 koruyan adaptif immiin yanitlari agma
kapasitesine sahip oldugunu gostermektedir [100]. Bu nedenle, mutasyona ugramis RAS
antijenlerine 6zgii T hiicreleri, pankreatik kanserli hastalarda bulunmasina ragmen, bunlar

genellikle anjiyondur ve tiimore karsi aktif degildir [96, 101].

Ras ve src onkogenleri birgok transkripsiyon faktoriinii (AP-1, Rel/NF-B gibi)
aktive etmek suretiyle pankreas kanserindeki tiimor invazyonu, anjiyogenez ve metastazla
iligkili olan genlerin diizenlenmesini artirirlar. p5S3 ve p16 gibi timdr baskilayict genler de

VEGEF ekspresyonunu diizenlemekte rol alirlar [102, 103].
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Invaziv pankreatik kanserli hastalarin gogunda bulunan genetik bir degisiklik olan
mutasyona ugramis K-ras'in tanimlanmas1 papiller ve displastik papiller duktal lezyonlarda
bu hiperproliferatif durumlarin infiltratif duktal karsinomun onciileri olduguna dair daha
fazla kamt saglanmistir. Ornegin, preneoplastik duktal lezyonlarm, tipik olarak P16 ve P53
dahil olmak {izere invaziv pankreatik karsinomda degistirilen genlerdeki mutasyonlari

icermektedir [95, 97, 99, 104].

Memeli Hedgehog ailesinde Sonic (Shh), Indian (Ihh) ve Desert (Dhh) Hedgehog
proteinler yer almaktadir. Bunlar embriyogenez siiresince biiylimeyi ve bir¢ok organin
gelisimini kontrol ederler [105]. Hem pankreatik duktal tiimorlerde hem de ileri kanserlerin
biiylimesinde Hedgehog yolunun kontrol dis1 calistign gosterilmistir [106]. Hedgohog
ligandlarinin ekspresyonu Transkripsiyonel Target Patched (PTC) geni ve Smoothhened
(SMO) gen normal insan pankreatik ductus’da belirlenemezken Pankreatik duktal tiimorlerde
bu proteinlerin asir1 ifade oldugu goézlenmistir [107]. Cesitli pankreatik kanser hiicre
hatlarindaki ¢aligmalar; En az 2 Hh yolu bileseninin yanlis ekspre oldugunu gdstermistir.
Bunlardan da Shh sinyali pankreatik kanserde onemli bir role sahiptir. Hedgoheg sinyal
yolagi metastazda da énemli rol oynamaktadir. Hedgoheg sinyalinin inhibisyonu pankreatik
adenokarsinoma xenografts da sistemik metastasin insidansini kiigiiltebilmektedir [108].
Son zamanlardaki ¢aligmalar K-RAS ile Hedgehog Sinyal yolaklari arasinda cros-talk iliskisi
oldugunu gostermistir. Onkogenik K-RAS, Hedgehog sinyal yolunun aktiflesmesinde énemli
bir rol oynamaktadir [109].

Pankreas kanseri ile ilgili olarak cesitli delesyonlar iizerinde de calismalar
bulunmaktadir. Bunlar DPC (deleted in pancreas cancer) 1/2, 3 ve 4’tiir. DPC4 (SMADA4) bir
timor  baskilayict  gendir, TGF-B (transforming growth factor-beta) sinyalizasyon
yolaklarinda yer alir ve epitelyal hiicre biiyiimesinin diizenlenmesini azaltarak apopitozisi
tetikler [102]. TGF-sinyal yolaginda yer alan TGFBR2, BMPR2, SMAD4, SMAD3 genler
tim pankreatik kanserlerde bulunabilir. TGF-f transdiiksiyon yolagi hemen hemen tiim
pankreatik hiicrelerde mutasyona ugramistir. SMAD4/DPC4 geninin pankreatik kanserlerin

%350’sinde delesyonlu ya da mutasyona ugramis oldugu belirlenmistir [103].

p53 tiimoér baskilayici geni normal hiicresel islevlerde oOnemlidir ve insan
kanserlerinde mutasyonu en ¢ok bildirilen gendir. Pankreas kanserlerinin de %70’inde p53
islev kaybi oldugu gosterilmis ve kotli prognozla iligkilendirilmistir. Benzer yolla pl6
geninin inaktivasyon seklindeki mutasyonu da retinoblastoma (Rb) proteininin hiperfosforile
olmasi ile hiicre dongiisiiniin kontroliiniin kaybolmasina ve regiile edilemeyen hiicre
biiylimesine neden olmaktadir. Siklikla malin melanoma ile iligskilendirilen bu mutasyonun

pankreatik kansere yatkinliga da neden oldugu belirtilmektedir [105].
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1.5  Pankreas Kanserinde Hayvan Modelleri

Klinik caligmalarda, bir ilacin etkinligi ile ilgili faktorleri belirlemeden once
antikanser ilag gelistirmenin ilk basamaklar1 in vitro ve in vivo ‘daki verim oranini
belirlemek gereklidir. Klinik c¢alismalardan once, antikanser ajanlar genellikle, hiicre
kiiltiirlerinde ve ksenogreftlerde test edilir. Sitotoksik ajanlar i¢in, bu ksenogreft
neoplazmlara kars1 aktivite, klinik aktivite ile sadece kiigiik bir Olgiide iligkilidir. Hiicre
kiiltirc modelleri, yapay bir ortamda olmalar1 ve biitiin bir sistem i¢inde olmamalari
nedeniye insan kanserlerini tam olarak yansitamamaktadirlar [110]. Kanserin 6zelliklerini en
iyi sekilde yansitan in vivo modeller, genetik olarak tasarlanmis ya da hastalardan alinan
hiicrelerin veya dokularin fareye direkt implante edildigi (PDX (heterotopik, ortotopik))
modellerdir. Genel olarak, nude ve immiin sisitemleri baskilanmig fareler yabanci dokulari

ve hiicreleri reddetme yetenegine sahip degildir [111].

PDX modellerinin 6nemli bir avantaji, hasta tiimorlerinin temel ozelliklerini
muhafaza etmeleridir. Hasta timoriintin histolojik 6zellikleri, genomik yapist ve kanser
hiicrelerinin heterojenligi, PDX tiimoérlerinde yiliksek oranda korunmustur. PDX tiimorleri
ayrica hastadan kaynaklanan stromal ve immiin hiicreleri i¢erir. PDX modelleri, hasta tiimor
parcalarinin (doku ya da hiicre) immiin sistemleri baskilanmig farelere, deri altindan veya
ortotopik olarak implante edilmesiyle tretilir [92, 111]. Nude farelerde insan pankreatik
kanser hiicrelerinin implantasyonu sonrasinda yapilan tiimdrijenite testi ile yeni antikanser
ilaglarin in vivo etkinliginin degerlendirmesi i¢in faydali oldugu belirlenmistir [112]. Tiimor
ksenograft fare modelleri son birka¢ yildir klinik Oncesi c¢aligmalarda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Insan tiimorii ksenograft modelleri, kiiltiirde biiyiitiilen insan tiimor
hiicrelerinin bir fareye ya da bir insan tiimor kitlesinin bir fareye transplantasyonu ile
olusturulur. Ksenogreft, atimik olarak nude fareler veya ciddi sekilde bozulmus bagisiklik
yetersizligi olan fareler gibi bagisiklik sistemi baskilanmig fareler tarafindan kolaylikla kabul
edilebilir. [113]. Ksenograftlar, tiimorlerde mevcut olan genetik ve epigenetik anormallikleri
taklit ettikleri, bireysellestirilmis molekiiler terapotik yaklagimlarin gelistirilmesinde
kullanilabilecekleri ve organ mikrogevresini veya tiimoriinii yeniden iretmek i¢in ayni

organa implante edilebildiklerinden farkli avantajlar gosterirler [114].

Pankreas kanseri arastirmalarinda kullanilan temel iki yontem vardir. Bunlardan ilki
ortotopik digeri heterotopik modeldir. Ortotopik tiimérler, faredeki uygun organlara
transplante edilir. Ornegin, insan pankreas kanseri hiicreleri, fare pankreasia enjekte edilir.
Ortotopik modellerin avantajlar1 arasinda tiimor-konak doku etkilesimleri igin ilgili alanin
kullanimi, metastazlarin gelisiminin takibi, tedavinin bdlgeye 0zgli calisma yetenegi,

genlerin organ spesifik ekspresyonu ve klinik senaryolarin ¢ogaltilmasi yer alir. Baslica
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dezavantajlar ortotopik tiimor ksenograft jenerasyonunun yogun, teknik olarak zorlu, pahali,
daha uzun iyilesme siiresi gerektirmesi ve tiimoér hacminin izlenmesi i¢in heterotopik
yonteme goére daha iyi goriintiileme yontemleri gerektirir. Bununla birlikte, artan klinik
onemi nedeniyle, kanser arastirmalarinda tercih edilen model olarak ortotopik timdr

modelleri ortaya ¢ikmaktadir [115, 116].

Pankreatik kanserde kullanilan in vivo modellerden biri olan heterotopik modelde
genellikle arka bacaklarin arka ya da iist kismi boyunca deri altina (subcutan) hiicreler
enjekte ederek gerceklestirilir [115]. En ¢ok kullanilan hiicre hatlar1 Panc-1, MiaPaca-2,
AsPC-1, Capan-1, Capan-2 ve BxPC-3’dir [117-119]. Uzun yillardan beri, deri alt1
(subcutan) ksenograft modeli, hizli, ucuz, tekrarlanabilir ve anti-Kanser ilaglarini test etmek
miimkiin oldugu icin kanser arastirinda en yaygin kullanilan preklinik fare modeli olarak
kabul edilmistir. Subkutan model ayrica deneyde kullanilan farelerin, tedaviden once
tiimorlere sahip olduklarmi gosteren gorsel onay saglama avantajlarina da sahiptir; ve
hayvanlarin hayatta kalmasmin tek olglisii oldugu intrakaviter modellere kiyasla, zaman

icinde tiimor cevabini veya biiylimesini degerlendirmeyi miimkiin kilar [116].

Bu nedenle, PDX modelleri bugiine kadar gelistirilmis klinik agidan en etkili kanser
modelidir ve hasta insanlarda terapétik sonucu belirleyen yiiksek diizeyde ongoriilebilir bir
ilag yanit platformunu temsil eder [110, 112, 120].

1.6 Karbonik Anhidraz Gen Ailesi

Karbonik anhidrazlar (CA'lar; EC 4.2.1.1), karbondioksitin bikarbonat ve protona
doniistimiinii katalize eden bir metaloenzimler ailesidir. Karbonik  anhidrazlar  1933’de
kesfettiklerinden beri, enzimatik reaksiyonlardan, yapisal biyolojiye, ila¢ kesfinden klinik
tibbin anlagilmasina kadar bir ¢ok bilimsel kesifte yer almigtir. Karbonik anhidrazlar a, B, v,
9, ¢ olmak tiizere bes sinifa ayrilirlar. Omurgalilarda a sinifi karbonik anhidrazlar bulunur
(memelilerde bulunan tek CA sinifi). Ayrica o Smifi bes sinifin en iyi karakterize edilenidir.
B karbonik anhidraz yiiksek bitkilerde ve bazi prokaryotlarda, y sadece archaebacteria'da, &

ve ( siiflart sadece diatomlarda bulunmaktadir [54, 121].

Memelilerde o sinifi karbonik anhidrazlar karbondioksit ve bikarbonat iyonlarinin
dengesini koruyarak ortamin pH dengesini saglamaktadir. Karbonik anhidrazlarin insanlarda
enzimatik aktivite gosteren 16 izoformu vardir [122, 123]. Genomik veri tabanlarinda
yapilan aramalarin sonucunda bu aileye herhangi bir benzer CA dizisi tanimlanmamasi

nedeniyle saymin artmayacagi diistiniilmekte [124].
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Insanlardaki o-CA’nin 12 katalitik formu vardir, bunun yaninda katalitik bolgelerinde
Zn*? iyonu bulunmayan 3 izoformu vardir (CAVIIL, CAX ve CAXI). islevleri tam olarak
bilinmeyen bu izoformlar CA-iligkili protein (CA-related proteins (CA-RPs)) olarak
adlandirilmaktadirlar [125]. Hiicrede sitozolik formda; CA 1, I1, I11, V111, X111, mitokondride;
CA-VA ile CA-VB ve hiicre membraninda; CA IV, IX, XII, XIV bulunmaktadirlar. Ayrica
hiicre disina salinan izoform CA VI bulunmaktadir [126]. Ozellikle iki yiizey izoformu
CAIX (CA9) ve CAXII tiimor olusumunda dnemli rol oynamaktadir [125].

Memelilerde kirmizi kan hiicrelerinde hem CA II hem de CA T ekspresyonu vardir.
CA 1II aktivitesinin hizli kinetiklerinden dolayr kirmizi kan hiicrelerinde ekspre edildigi
diisiiniilmektedir buna ragmen enzimin ¢alismasinda hiicre i¢i mikrogevre etkilidir [127]. Ote
yandan, omurgalilarda CO, degisiminin kirmizi kan hiicrelerinde meydana gelen CA
aktivitesi ile sinirli olmadigi bilinmektedir [128]. Hemolitik anemi erken dénemde kirmizi
kan hiicrelerinin yok edildigi ve anemiye yol agan bir hastaliktir. Hemolitik anemiye Glukoz-
6 fosfat dehidrojenaz eksikligi neden olur [129]. Hasta insanlarda sagliklilara gore anlamli
derecede diisik CA I ekspresyonu goriilmiistiir. Hastalardan elde edilen verilerden yola
¢ikarak CA T’in hemoglobin orani ile iliskili oldugu kabul edilmektedir. CA 1, fizyolojik
acidan daha uygun izoform olan CA Il'den daha diisiik aktiviteye sahip olmasina ragmen,
CAI ekspresyon seviyesi, hemolitik anemi i¢in bir belirte¢ olarak kullanilabilir [130].

CA III, onu diger izozimlerden ayiran gesitli 6zelliklere sahiptir. CA 111 ekspresyonu,
hem beyaz hem de kahverengi adipoz dokuda ve iskelet kasinda oldukga yiiksektir. Bununla
birlikte, CA 1l aktivitesi, diger dokularda oldukg¢a diistiktiir [131]. CA III, hiicresel
fonksiyonun o6tesinde farkli rolleri vardir. CA III’in, distlfid baglar1 vasitasiyla S-
glutatiyoniyon olarak adlandirilan bir islemde glutatyona baglanabilen iki reaktif siilthidril
grubu vardir. Bu reaksiyon hiicreleri geri doniisiimsiiz protein oksidasyonundan korurur
[132]. CA III’iin overekspresyonu, hiicreleri H,0, kaynakli apoptozdan korur. Ayrica, CA
II'iin hiicreleri oksidatif hasara karsi koruyabilecegini diisiiniilmektedir [133]. Farelerdeki
kas dokusunda CA 111 geni susturuldugunda, hiperoksik zorlamaya veya kas yorgunluguna
yanit olarak yabani tip farelerden farkli bir tepki vermemistir. CA Il ekspresyonunun,
normal biiyiime, gelisme veya yasam siiresi i¢in gerekli degildir [134, 135]. Bununla birlikte,
CA TII eksikliginin mitokondriyal ATP sentezini bozabilecegi bulunmustur [136].

Amino asit dizisine gore, CA VII memelilerde en yiiksek oranda korunan CA izozim
olarak belirlenmistir [137]. CA VII, insan tiikiiriik bezinde ve fare serebrum ve serebellumda
eksprese edilir [138]. CA VII de y-aminobiitirik asit (GABAA) reseptorlerine baglanarak
kanallar araciligiyla noral akima aracilik edebilen HCOj3; saglayarak ndronal uyarimda rol

oynamustir [139]. CA VII’nin néronal uyarma ve nébetlerde rol oynadig: hipotezi, membran
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permeant siilfonamidlerle inhibe edilerek kanitlanmistir [140]. Bu baglamda, CA VII,
noropatik agriy1 engellemek i¢in yeni bir ilag aday1 olabilir [141].

Mitokondriyal karbonik anhidrazlar (CAs, EC 4.2.1.1) piruvat metabolizmasinda,
piruvat karboksilazin piriivat ve bikarbonatin oksaloasetata donlisme hizin1 hizlandirarak
onemli bir rol oynar. Bu metabolik yolda sadece glikoliz yoluyla glikozdan gelen piruvat ile
caligir [121]. Hayvanlarda bulunan a-CA izoformlar1 arasinda, mitokondrilerde VA ve VB
olmak iizere iki adet CA izoenzimi bulunur. Bu izoenzimler, omurgalilarda (6rnegin
kemirgenlerde) ve omurgasizlarda (6rnegin, ¢ekirge) iirejenez, glukoneojenez ve lipogenez
gibi g¢esitli biyosentez islemlerinde yer alir [142]. Lipogenez i¢in ve adipositlerin
mitokondrilerinde CA VA eklenmesi, piruvatin karboksilasyonu igin CA VB gereklidir.
Topiramate, insan mitokondriyal izoenzimleri CA VA ve VB’nin inhibitorii olarak hareket
etmektedir. Lipogenezde rol oynayan hem mitokondriyal hem de sitosolik CA izozimlerinin

inhibisyonu, kilo kaybini kontrol etmek i¢in yeni bir yaklagim saglayabilir [121, 142, 143] .

CA VI, a karbonik anhidraz ailesi arasinda tek hiicre digina salgilanan izoformdur.
Tikiirikte CA aktivitesinin varligi bilinmekteydi, ancak aktivitenin eritrositlerde bulunan
CAlIl'nin aktivitesinden kaynaklandigi diisiiniilityordu. Farkli bir izoenzim oldugu 1979
yilinda CAVT’in kesfiyle anlasildi [144]. Parkkila ve arkadaglari tiikiriikte CA VI
salgilanmasinin sirkadiyen ritmi izledigini uyku sirasinda diisiik seviyede, uyaniklik ve
konsantrasyon halinde yiiksek seviyede ekspresyonu oldugunu gostermiglerdir [145].
Frasseto ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢aligmada, dis ¢iiriigii olan ¢ocuklarin agiz
boslugundaki CA VI aktivitesinin, ¢iiriik olan ¢ocuklarda bulunandan daha yiiksek oldugunu

ortaya koymustur, ancak bu gozlemin istatistiksel anlam sinir degerindedir [146, 147].

Insanlarda hiicre membran ile iliskili CA IV, CAIX (CA9), CA Xl ve CA XIV
olmak tizere 4 farkli karbonik anhidraz izoformu bulunmaktadir. Bu enzimler, ekstraseliiler
alanda CO,'i dengelemek i¢in calisir [148]. Membrana bagli bir karbonik anhidraz formu
olan CA IV ilk olarak sigir akcigerinden saflastirilmustir. Insan CA 1V, kalp, beyin, gdziin
kapilerinde ve eritrositlere lokalize haldedir [149, 150]. CA IV geni susturulan farelerde
normallere kiyasla fonksiyonel veya morfolojik farkliliklar goriillmemistir. Bununla birlikte,
hem CA IV hemde CA XIV geni susturulan farelerin retinanin 1s18a verdigi yanit, CA XIV
susturulan farelerinkiyle karsilastinldiginda daha biiylik bir agiklik goriilmistir. Bu
sonuglardan, CA IV’iin, en azindan CA XIV’iin yoklugunda, pH regiilasyonunda da énemli

bir rol oynadig1 sonucuna varilmistir [151].

CA IX (CA9) ve CA XII izoformlar: tiimor iliskili karbonik anhidrazlardir. CAXII
ekspresyonu, kolorektal kanser, meme kanseri, akciger kanseri, servikal kanser, beyin

tiimorleri, gliomalar, olmak iizere birgok baska tiimor ve kanser tiirlerinde tespit edilmistir
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[152-155]. CA XlI'nin ikincil yapis1 ve oryantasyonu, CAIX (CA9)’unkine benzer, ancak
monomer yapidadir, proteoglikan yapisindan yoksundur ve PKA motifi eksiktir [148].
CAXII’'nin katalitik aktivitesi, CAIX (CA9)’a kiyasla daha disiiktiir ve bu durumun pH
kontroliindeki roliinii etkiledigi diistiniilmektedir. Ayrica, meme kanserinde CA XIlI
ekspresyonunun, Ostrojen reseptdrii I (ERy)’niin pozitif oldugu durum ile iliskili oldugu
bulunmugstur. Bu durumuda meme kanseri hiicrelerinde, Ostrojen response enhancer
bolgesine ERa ile baglanmasiyla gergeklestirdigi gosterilmistir [148, 156, 157]. Insan meme
kanseri hiicre hattt MDA-MB-231'de CA XII'nin geni susturuldugunda, p38 MAPK yolagini
etkileyerek invazyon ve migrasyonun azalmasina neden olmustur. CA XII susturludugunda
matriks metalloproteinaz (MMP) -2, MMP-9 ve iirokinaz tipi plazminojen aktivatori (u-PA)
ekspresyonu azalmistir. Bununla beraber, CA XII'un susturulmasi, metalloproteinazlarin
(TIMP)-2 ve plazminojen aktivator inhibitoriiniin (PAI)-1 doku inhibitoriiniin ekspresyonunu

arttirdig1 gortilmiistiir [158].

1.7  Karbonik Anhidraz 9 (CA9, CAIX)

CA9, karbonik anhidraz ailesine ait kendine 6zgii yapist olan bir transmembran
proteinidir. ik olarak 1990'larin baslarinda kesfedilmis MN proteini olarak adlandirilmis ve
MtTu yari-viral ajaninin endojen bir pargast oldugu 6ne siiriilmiistiir [159, 160]. Pastorek ve
grubu tarafindan ¢cDNA’sin1 klonlamis ve hCA izoformlari arasinda yiiksek bir dizi
homolojisi oldugu ortaya ¢ikmistir. Genin CA ailesi liyesi oldugu anlasilmig ve ailenin 9.

tiyesi oldugu i¢in CA9 olarak isimlendirilmistir [54, 161].

Karbonik anhidraz 9 kromozom 9’un p12-13 lokusunda yer almaktadir. 11 ekzon ve
459 aminoasitlik 56 kDa biiyiikliigiinde protein kodlamaktadir [162]. Bu proteinin 414
amino asitlik kismi ekstraseliiler kismi olan N-terminal ucunu, 20 aminoasitlik kismi
hidrofobik transmembran kismini, 25 amino asitlik kism1 da intraseliiler kuyruk kismi olan
C-terminal ucunu olusturmaktadir. Ekstraseliiler protein kismini; 37 aminoasitlik sinyal
peptit kismi, 59 amino asitlik proteoglikan (PG) domaini ve 257 aminoasitlik CA domaini
olusturmaktadir. (Sekil 1.4). Proteoglikan (PG) domaini CA9 proteinin diger CA ailesi
tiyelerinden ayiran en Onemli Ozelligidir [163]. Zavadova ve arkadaslari CA9’un PG
domaininin, hiicre yapigsmasina aracilik etmede énemli bir role sahip oldugunu diisiinmiisler.
Calismada saflagtirilmig ve immobilize edilmis CA9’un yapisal proteini PG domaine,
epitoplarinin drtiismesi sonucu baglanan monoklonal antikor M75 ile muamelesi sonrasinda

hiicrelerin baglanma kapasitesini ortadan kaldirmistir [164].
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Sekil 1.4: CA9 proteinin 3 boyutlu yapisi. [54]’ten adapte edildi.

CA9 proteininin ekspresyonu ile ilgili yapilan caligmalarda kanserli dokularda
(serviks karsinomu, meme, bas ve boyun, akciger, kolon, 6zofagus, yumurtalik ve beyin
timorleri gibi.) seviyeleri birbirinden farkli olmakla beraber, yiiksek seviyede oldugu buna
karsin, normal fizyolojik kosullar altindaki saglikli dokularda ekspresyonunun olmadigi
ancak sindirim sisiteminde gorevli organlarin epitelinin i¢ yilizeyinde olduk¢a az bir
ekspresyonu oldugu goriilmistiir [54, 165]. Kanserli ve normal hiicrelerden izole edilen CA9
cDNA's1 arasinda hicbir farklilik gozlenmediginden, enzimin normal ve kanser dokularinda
benzer islevlere sahip oldugu one siiriilmiistiir [166]. Baz1 kati malign tiimorlerde sadece
kanser hiicrelerinin degil, ayn1 zamanda tiimor ile iliskili stromal hiicrelerin de CA9’u
eksprese ettigi belirlenmistir [167, 168]. Ayrica, bir¢cok tiimorde yiiksek diizeydeki CA9'un
ileri evre veya yliksek dereceli tiimorle ve kotii prognozla iliskili oldugu belirtilmistir. Buna
karsilik, renal karsinomda yiiksek CA9 ekspresyonunun genel olarak iyi bir prognozla iligkili
oldugu bulunmustur [163, 169, 170].

Normal dokularda CA9’un, CA'larin temel pH diizenleme islevinden baska gorevleri
vardir. Ornegin, CA9’un hiicre adezyon siireclerine katildiklari ileri siiriilmiistiir. CA9'un,
SLC4 ailesi (CI'/ HCOj3™ anyon degisim proteini) iiyeleri AE1, AE2 ve AE3 ile fonksiyonel
ve fiziksel olarak etkilestigi gosterilmistir. CA9, parietal hiicrelerin bazolateral plazma
membraninda AE2 ile birlikte bulunur. Bu nedenle, bu proteinlerin bir bikarbonat transport
yol olusturdugu diistiniilebilir. Hiicresel sinyal iletiminden sonra, mide mukozasinin paryetal
hiicreleri aktif olarak H" 'y1 mide liimenine salgilar ve CI" ayn1 zamanda Cl kanallari

boyunca hareket eder. Asit salgilamasini devam ettirmek igin, parietal hiicreler, iki birlesmis
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reaksiyonu kullanilarak yiizeyde kaybolan HCI'nin yerini almalidir. Parietal hiicreler
bazolateral yilizeyinde, CO, komsu kilcal damarlardan hiicreye yayilir. Ayn1 zamanda CA I,
HCO3 ve H" iireten CO, doniisiimii reaksiyonunu katalize eder ve bdylece parietal
hiicrelerindeki proton sayisimi arttirir. Bazolateral membranda ise CI° / HCO;™ transport
proteinleri, CI"i hiicre disina gonderirken HCOj3™ hiicre i¢ine alir, béylece hiicre i¢i pH"
diizenler. CA9, hiicre disindaki HCO;™ katalize eder, AE2-CAII-CA9 bikarbonat transport
reaksiyonunun bir pargasi olarak gastrik asit sekresyonuna katkida bulunur (Sekil 1.5) [171].

Diisiik oksijen varliginda ortama uyum saglamak icin kanser hiicreleri, enerji
metabolizmalarmi oksidatif fosforilasyondan anaerobik glikolize dogru kaydirirlar [172,
173]. Glikolitik yolda, biiyiik miktarlarda laktik asit ve karbon dioksit iiretir, bu da hiicre dist
pH'in azalmasina katkida bulunur ve bu da tiimér mikrogevresindeki asidik ortamin
gelismesine yol agar [174]. Hiicresel yasam dongiisiinde biyolojik fonksiyonlarmin
korunmasi, hiicre i¢i pH dengesine bagli oldugundan, kanser hiicrelerinin hayatta kalmasi, bu
yasamsal kosullara uyum saglama yeteneklerine baghdir [175]. CA9 timér hiicrelerinin
hipoksik mikrogevrede pH seviyesinin normal sartlarda tutulmasini saglayarak kanser

hiicrelerinin bu ortama adapte olmalarini saglar [176].

Kanser dokularindaki pH regiilasyonunda CA9'un rolii, bikarbonat transport
reaksiyonlarini igeren bir modele dayanmaktadir. Reaksiyonlarin hiicre disi bir bileseni
olarak, CA9 karbondioksiti hidrolize eder, boylece anyon degistirici (AE) protein igin HCO3’
saglar. Daha sonra AE proteinleri, Cl” karsiliginda HCO3; molekiillerini sitoplazmaya tagir.
Sitosolde, CA 1l HCO;3 1, CO,‘ye doniistiirebilir, bu da daha sonra plazma membranindan
difiize olur ve hiicre i¢inde pH'in nétralizasyonuna yol agar. Ayni zamanda, CA9 aktivitesi

tarafindan tiretilen protonlar hiicre digi alanin asitlesmesini saglar [177, 178].
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Sekil 1.5: CA9'un hiicredeki gorevi. [54] ten adapte edildi.

CA9’un transkripsiyonel aktivitesi, ¢esitli etki mekanizmalarini kullanan ¢ok sayida
diizenleyici transkripsiyon faktoriine baglidir. Yildirim ve Kogkar’in ¢alismasinda CA9’un
promoter bdlgesi igin 5 farkli konstrakt olugturulmus. hCA9’un farkli promotor bdlgelerinin
transkripsiyon aktivitesi karsilastirildiginda, -116/+38 boélgesinin Hep3B hiicrelerinde bazal
transkripsiyon aktivitesi i¢in yeterli oldugu bulunmus. -300 bp ve -500 bp hCA9 promoteri
arasinda negatif diizenleyici bolge varhigi gosterilmis [179]. Bir¢cok calismada CA9
ekspresyonunun hipoksik kosullara yanit olarak olusan Hif-1o transkripsiyon faktorii ile
indiiklendigi gosterilmistir [53]. CA9 promotrounda yer alan HRE (hypoxia responce
element) bolgesine Hif-1a transkripsiyon faktorii baglanmasi sonucunda hipoksik kosullarda
daha c¢ok eckspresyonu olmakta, dolayisiyla kanser hiicrelerinin hipoksik kosullara
adaptasyonunu kolaylastirmaktadir [177, 180]. Yildirnm ve arkadaslari’nin ¢alismasinda
HRE bolgesi yonlendirilmis mutagenez teknigi ile mutasyona ugratilmis ve CA9 ekspresyon
seviyesinin azaldigi goriilmiis. Calisma CA9’un HIF-1a transkripsiyon faktorii ile regiile
oldugunu gostermesi agisindan dnemlidir [181]. Hipoksik ortam ve agresif bilyliime, metastaz
ve tedaviye yetersiz yanit ile iliskilendirilmistir ve bundan dolay1 hipoksi ve CA9 ifadesi

arasindaki iligki, dnemli bir olgudur [24, 53, 169].
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CA9 transkripsiyonunun, in vitro kiiltiir hiicrelerinin yiiksek yogunlugu ile
normokside de baslatilabilmektedir. Fazla hiicre yogunlugu, % 5'ten daha az ve % 1'den daha
fazla oksijen ile tamimlanan perikiiler oksijen seviyelerinin azalmasina neden olur; "hafif
hipoksi" olarak adlandirilan bir durum meydana gelir [50, 182]. Bu oksijen seviyeleri, HIF-1
'in proteazom bozulmasini tetiklemek i¢in yeterlidir, ancak yine de CA9 ekspresyonu olur.
Hafif hipokside, CA9 ekspresyonu, PI3K yol mekanizmasi ile uyarihir [183]. CA9
ekspresyonunu baslatmak i¢in sadece HRE elemani ve promotorda baglanma (PR1) bolgesi
gereklidir [180]. Fazla hiicre yogunluguna bagli hafif hipoksinin, CA9 ekspresyon
seviyelerini 6nemli dlciide artirarak, gercek hipoksik kosullar iizerinde etkisi vardir. Ayrica,
CAD9 ifadesi, gergek hipoksik ve hafif hipoksik sartlarda MAPK yolu ile diizenlenir. PI3K ve
MAPK sinyal yollarinin es zamanli inhibisyonu, CA9 transkripsiyon aktivitesinde ciddi bir
diistise yol agar [180, 183].

1.8  Tetraspanin Gen Ailesi

Tetraspanin proteinleri transmembran 4 siiper ailesinin {iyeleridir. Tetraspaninler
(TSPAN ya da TMA4SF) integral membran proteinlerinin biiyiikk bir kismini olusturur.
Insanlarda 33, farelerde 34 kuslarda 35 iiyeye sahip oldugu belirlenmistir [184].
Siingerlerden memelilere kadar birgok tiirde ifade edilen bu kii¢iik membran proteinleri ilk
olarak 1990 yilinda insan beyaz kan hiicrelerinin yiizeyinde kesfedilmis ve kisa siirede farkli

dokulardaki ekspresyonu da gosterilmistir [185-187].

Tetraspaninler dort membran gecisli domain (TM1-4) igermektedirler. Intraselliiler
N- ve terminal-C kisa sitoplazmik kuyruklari ile birgok molekiille iliskilidirler. Kiigiik (SEL)
ve biiyiik (LEL) olmak tizere iki ekstraseliiler domainleri bulunmaktadir (Sekil 1.6) [188].

N-Terminal C-Terminal

. ehstraseliiler domain
B transmembran domain

intraseliiler domain

Sekil 1.6: Tetraspanin proteininin gematik gosterimi [189]’dan adapte edildi.
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Biiytik ekstraseliiler domainde merkezi rol oynayan yaklasik olarak 120 aminoasitten
olugsan protein-protein interaksyonunu saglayan bdlge bulunur ve bu bolge ozellikle
integrinlerle baglanmasini saglar. Ayrica evrimsel olarak korunmus bas domain
bulunmaktadir. LEL domaini yerlesim olarak TM3 ve 4 arasindadir, yapisal olarak 4 sistein
rezidiisli ve iki tane sistein-Sistein-glisin motifine sahip bir domain bulunmaktadir. SEL ise

TM1 ve TM2 domaini arasinda yer almaktadir [190].

Buna ek olarak tiim tetraspaninlerde palmitolasyon (palmitoylation) ile modifiye
edilmis membranin u¢ kisminda tetraspanin—tetraspanin interaksiyonunu saglayan sistein
rezidiileri bulunmaktadir [191]. Palmitolasyon, genel olarak sistein rezidiilerinde meydana
gelen post-traslasyonel asetilasyondur [188]. Palmitolasyon tetraspaninleri degedasyondan
korurken kolestrol ve ganliyositlere baglanmasini saglar [102, 192-194]. Palmitolasyon
eksikliginde, tetraspaninin diger proteinlerle etkilesimlerinde degisimler, hiicre i¢i iletisimde
farklilik, biyosentez sirasinda kararlilik ve hiicre morfolojisinde degisim goriilmektedir [195,
196]. Tetraspaninlerin organize domainleri birbirlerine ve diger yiizey proteinlerine
baglanmalarini saglayan sistem tetraspanin-enriched mikrodomain (TEMs) ya da tetraspanin
ag1 olarak adlandirilmaktadir. Bu yapilar hiicre membranimnin boéliimlere ayrilmasina

(kompartuman) katki saglar [197].

Genel olarak; hiicre aktivasyonu, biiylimesi, farklilagmasi, adezyonu ve hareket
etmesinde gorevli olan tetraspaninlerden bazilarinin fonksiyonlari daha net aydmlatilmstir.
TSPAN7, CD9 ve CD81 sperm-yumurta birlesmesinde CD9 ve CDI151 patojen
enfeksiyonunda, CD9, CD151 ve TM4SF12 vaskiiler fonksiyonlarin organizasyonunda, CD9
ve CD63 immiin yanit olugsmasinda, TSPAN3, TSPAN4 ve TSPANS beynin fizyolojik
islevinde, CD151, CD81, CDS82 ve TSPANS kanserde etkili oldugu gosterilmistir [198-200].
CD91 ve TSPANS'in onkojenik aktiviteyi sergiledikleri varsayilirken, CD9'un pro-veya anti-
kanser ozellikleri hala netlesmemistir. Bu iki genin aksine CD82 metastaz baskilayici olarak
davranmaktadir [201].

1.9  Tetraspanin 8 (TSPANS)

Tetraspanin ailesinin bir {iyesi olan TSPAN8, TMA4SF3 (transmembran 4
superfamily 3), CO-029, ve farelerde D6.1A olarak da isimlendirilirler [202]. TSPANS biitiin
tetraspaninlerde oldugu gibi dort transmembran domain bulunduran hiicre yiizeyi
glikoproteinidir (Sekil 1.7) ve insan genomunda kromozom 12 iizerinde bulunmaktadir.
Kanser hiicrelerinin hayatta kalmasi, migrasyonu, metastazi ve timor anjiyogenezi gibi

stireclerde gorev alan TSPANS ilk olarak mide-bagirsak tiimorlerinde belirlenmis ve yemek
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borusu karsinomu, hepatoseliiler karsinom, pankreas, kolorektal, karaciger ve gastrik

kanserlerinin gesitli tiplerinde yliksek derecede ifade edildigi gosterilmistir [203-206].

Biyiik ekstraseliiler domain

disulfit koprisii

Kiicuik ekstraseluler domain Ekstraseliiler

Transmembrai

\ ) 1\ yA k /‘\‘\ A /\
T v o o NSRS

, N NNN
Palmitolasyon bolgesi —/

intraseliiler

C-terminal N-terminal

Sekil 1.7: TSPANS proteininin hiicredeki konumu. [201]’den adapte edildi.

Deneysel verilerden yola ¢ikilarak, TSPANS'in kanserdeki roliinii agiklamak igin
cesitli mekanizmalar Onerilmistir. TSPANS’in kanser hiicrelerinin migrasyon ve metastas
Ozelliklerinde etkili oldugu bir¢ok arastirmaci tarafindan belirtilmistir [207]. Metastazda
eksozomal tetraspaninlerin merkezi bir rolii olduguna dair giiclii kanitlar sunulmaktadir.
Eksozomlar ekstra seliiler matriksin modiile edilmesiyle invazyon ve hiicrelerin hareketini
(motiliteyi) kolaylastirir. TSPANS ve CD151’in integrinler ve proteazlar ile iliskilerinden
dolayi, dogrudan eksozomal siiregte devreye girmektedirler. Eksozomlar, enflamatuvar bir
yanitta hematopoietik hiicreleri uyarir ve stroma hiicrelerinde proteaz ve kemokin / kemokin
reseptor ekspresyonunu baglatir [187, 191, 208]. En Onemlisi, eksozomlar metastatik
olmayan hiicrelerde epitel-mezensimal gecisi (EMT) uyarir. TSPANS8 eksozom olugumu
baslatilan hedef hiicrede, CIC (cancer-initiating cells) aktivasyonu ve yeniden programlama
icin gereklidir [209].

TSPANS, ADAMI12’nin ekspresyonunu artirarak invazyonda hiicre adezyon
molekiilleri ile etkilesimi nedeniyle hiicre adezyonu ve hareketliliginde rol oynadigi
gosterilmistir [209]. TSPANS8 proteinleri, ADAM10'un endoplazmik retikulumdan (ER)
cikisin1  diizenler. Bir transkripsiyon kofaktorii olan ADAMI10, Notch'in kesilerek
olgunlasmasina aracilik eder ve bdylece sitoplazmik alanda serbest kalmasini saglar [210].
ADAM10'un, Notch'in boliinmesine aracilik etmede ve dolayisiyla bir transkripsiyon

kofaktorii olan sitoplazmik alaninin serbest birakilmasimda kilit roliine bagh olarak, TSPANS8
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proteinlerinin Notch sinyallemesini diizenledigi diigiiniilmiistiir [211]. TSPANS ayrica EGF
sinyallemesine miidahale eder, yaygin koagiilopati indiikler ve ekzosom sekresyonu yoluyla

anjiyogenezini tesvik eder [204, 212].

Nude farelerde TSPANS'e 6zgii antikorlar, uydulandiginda metastaz goriilmesini, hiicre
motilitesini, anjiyogenezini, ksenograft-tiimor biiylimesini azalttigi goriilmistiir [213, 214].
Ayrica, TSPAN8 mRNA da son zamanlarda kolorektal kanser (CRC) tespiti i¢in oldukga
hassas ve spesifik bir kan biyomarkeri olarak tamimlanmigtir [215]. Genel olarak, bu veriler
TSPANS'In insan karsinomlarinda umut verici bir tedavi hedefi olabilecegini

desteklemektedir.
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1.10 Tezin Amaci

Pankreatik kanserler tanisi ve tedavisi zor olan kanser tiirlerindendir. Diinya {izerinde
4. oliimciil kanser olarak bilinmektedir. Teshisin zorlugundan dolayr hastaligin geg
evrelerinde tedaviye baslanir, genellikle uzak doku metastazi goriiliir ve hastalarin sag kalim
orani yaklasik olarak %5’tir. Pankreas kanserinin molekiiler temellerinin aydinlatilmasi,
erken teshis ve etkili tedavi yontemlerinin gelistirilmesi ¢ok 6nemlidir. TSPANS birgok
kanser tiiriinde metastatik karakterden sorumlu bir gendir. Hizla gelisen pankreas kanserinin
merkezinde kotii prognoz ile iligkili hipoksik ortam yer almaktadir. Kati tiimérlerde belirteg
olarak kullanilan CA9 ayni zamanda tiimdriin mikrogevresinde oksijen ve pH degisimine
adapte olmasii saglamaktadir. Literatiirde bircok arastirmaci tarafindan farkli kanser
tiplerinde yiiksek diizeyde ekspre olan genlerin susturulmasi ile tiimor hiicrelerin
karakteristik Ozelliklerinde degisiklik oldugu gosterilmistir. Bu bilgilerden yola g¢ikarak
caligmamizda pankreatik kanserlede yiiksek diizeyde ifade olan CA9 ve TSPANS genlerini
hedef aldik. Genlerin in vitro ve in vivo’da siRNA ile susturulmasi ve pankreas kanseri
tizerindeki etkilerinin belirlenmesi amaglanmigtir. Amacimiz dogrultusunda asagida

belirtilen deney basamaklarinin yapilmasi planlanmistir.

1-) Pankreas kanser hiicre hatlari, Panc-1 ve MiaPaca-2 hiicrelerinde CA9 ve

TSPANS genlerinin ifadesinin hipoksik ve normal oksijen kosullarinda belirlenmesi.

2-) Hipoksik ve normal oksijen kosullarinda biiyiiyen Panc-1 ve MiaPaca-2

hiicrelerinde CA9 ve TSPANS genlerinin susturulmasimin dogrulanmasi.

3-) Hipoksik ve normal oksijen kosullarinda biiyliyen Panc-1 ve MiaPaca-2
hiicrelerinde CA9 ve TSPANS8 genlerin susturulmasinin hiicre proliferasyonu, invazyon

kabiliyeti ve klonojenik 6zelliklerindeki etkilerinin belirlenmesi.

4-) Hipoksik ve normal oksijen kosullarinda bilyilyen Panc-1 ve MiaPaca-2
hiicrelerinde CA9 ve TSPANS genlerinin susturulmasi sonucunda meydana gelebilecek
apoptotik ve otofajik 6lim mekanizmalarinda etkili genlerin ve proteinlerin seviyelerinin

belirlenmesi.

5-) Farelerde xenograft tumor modeli olusturulmasi ve tiimor olusturulmus farelerde
CA9 ve TSPANS genlerinin lipozomal siRNA’larinin uygulamasi ile susturulmasi. Farelerin
sakrifikasyonu ile timor buyiikligiiniin belirlenmesi. Tiimor dokusunun histokimyasal
analizi. Timor Dokularinda CA9 ve TSPANS genlerinin susturulmasinin apoptoz ile iliskili

proteinlere etkisinin belirlenmesi.
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2. MALZEME VE YONTEM

2.1 Kullanilan Malzemeler

2.1.1 Cahsmada kullanilan geregler

Tablo 2.1: Calismada kullanilan laboratuvar geregleri

Kullanilan Gereg

Modeli

-20°C ve +4°C Buzdolab:1

Arcelik, Tiirkiye

-80°C ultralow freezer

Sanyo, Japonya

Buz Makinasi

Fiocchetti Frigoriferi Scientifici, Italya

Calkalamali Inkiibator

Shel-Lab, ABD GFL, Almanya

CO2 i inkiibator

Nuair, ABD

DNA elektroforezi

Minicell Primo

Etiiv

WTB German, Niive Tiirkiye

Hassas Terazi

Sartorius, Almanya

Inverted Mikroskop

Nikon, Japonya

Isitmali Manyetik Karistirict

Velp Scientifica, ispanya

Jel Goruintiileme

UVP, Ingiltere

Laminar Air Flow

Telstar BIOII, Ispanya

Luminometre Thermo, ABD
Mikro santrifiij Thermo, ABD
Otoklav Hirayama, Japonya
Otomatik pipetler Finnpipette

pH Metre WTW, Almanya
PZR cihazi Biolab, Thermo
Qubit Invitrogen

Saf su cihazi

Destilasyon 3.1 (Comecta Sa,)

Santrifiij

Sigma laborzentrifugen, Almanya

Sicak su banyosu

Consort, Ingiltere

Spektrofotometre

Thermo Scientific™ Multiskan GO

Vorteks

Elektromag, Tiirkiye
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2.1.2 Cahsmada kullanilan kimyasallar ve Kitler

Calismada kullanilan kimyasallarin tiimii molekiiler biyoloji i¢in uygun safliktadir.

Tablo 2.2: Hiicre Kiiltiirii ¢alismalarinda kullanilan kimyasal malzemeler ve kitler

Kimyasalin Adi Firma
CA9 siRNA Santa Cruz
CoCl, Sigma
Dimetilsiilfoksit (DMSO) Merck
Dulbecco's Modified Eagle's Medyum (DMEM) Gibco
EDTA Sigma
Fetal S1gir Serumu (FCS) Sigma
Fosfat tamponu tabletleri (PBS) Sigma
Kontrol siRNA Santa Cruz
Opti-MEM Gibco
Sigir Serum Albumini (BSA) Sigma
siLentFect™ Lipid Reagent BioRad
Tripan mavi soliisyonu Sigma
Tripsin Sigma
TSPANS siRNA Santa Cruz
Guava ViaCount Reagent Merck

Tablo 2.3: RNA c¢aligmalarinda kullanilan kimyasal malzemeler ve kitler

Kimyasalin Adi Firma

DEPC Fisher Scientific
Gene]ET™ RNA Purification Kit Fermentas
iTaq™ Universal SYBR® Green Supermix BioRad

B -Merkaptoetanol Sigma
Formaldehid Sigma

oligodT Fermentas
Ribolock Inhibitor Fermentas
Reverse transcriptase enzimi Fermentas
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Tablo 2.4: Protein ¢aligmalarinda kullanilan kimyasal malzemeler

Kimyasalin Ad Firma
Amonyum persiilfat Merck
CA?9 antikoru (monoklonal, anti-rabbit) Sigma, Abcam
Mounting medyum Invitrogen
Page ruler plus prestained protein ladder (26619) Thermo
Pierce ECL (Western Blotting substrat) Thermo
PVDF Membran Millipore
Sekonder antikor (monoklonal goat,anti-rabbit) Abcam
Sekonder Antikor Floresans Dye invitrogen
Tetramethylethylenediamine (TEMED) Sigma
Tris Sigma
B-aktin antikor Sigma
TSPANS antikor (monoklonal anti-goat) Abcam
Alexa flour 488 (anti rabbit ) Invitrogen
Alexa flour 568 (goat anti-mouse) Invitrogen
Tablo 2.5: In vivo ¢alismalarda kullanilan kimyasallar

Kimyasalin Adi Firma

Dublbecco sPhosphate Buffered Saline (DPBS)

Biological Industries (BI)

1,2-dioleoyl- sn-glycero- 3-phosphatidylcholine Sigma
(DOPC)

Tersiyer biitanol Merck
Tween 20 Sigma
%0,9’1uk tuz ¢ozeltisi Sigma
Dietileter Merck
Hematoksilen Merck
Eozin Merck
ELISA (Galaktin 3, Bcl-2, Kaspaz 8 ve Kaspaz 9) Rel-assay

Ol¢iim Kiti

ApopTag© Peroxidase In Situ Apoptosis Detection Kit

Merck Millipore

Ksilen

Sigma
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2.2 Cahismada kullanilan ¢ozeltiler

2.2.1.1 Hiicre kiiltiiriinde kullanilan cozeltiler

Tablo 2.6: Hiicre Pasajlamada kullanilan ¢ozeltiler

%10 FCS iceren DMEM 45ml DMEM icerisine inaktive ve steril edilmis
FCS’den 5ml eklenir.

-20’de saklanan FCS 37 C° su banyosunda alt

FCS fist edilerek eritilir. 56 C° su banyosunda 30 dk

inaktive edilir. 0,22 um filtre ile steril edildi.

PBS 5 adet PBS tablet dH,0 icerisinde ¢oziildii.
Otoklavlanarak steril edildi. +4C°’de sakland:.

0,25gr Tripsin 0,2gr EDTA 100 ml 1xPBS
igerisinde ¢ozildii 0,22 um filtre ile steril

Tripsin EDTA

edildi. Kisa siireli olarak +4C°’de uzun siireli

olarak -20C°’de saklandi.

Tablo 2.7: siRNA transfeksiyonunda kullanilan ¢ozeltiler

Liyofilize haldeki siRNA dH,0 ile

] firmanin tavsiye ettigi sekilde ¢oziiliir.
SiRNA (100 nM)
Cozlinmiis siRNA transfeksiyonda

kullanilam i¢in optiMem ile sulandirilir

) ) _ OptiMem ile 250:1 oraninda
Transfeksiyon ajani (siLentFect)
sulandirilarak kullanilir.

Tablo 2.8: Sitotoksisite deneylerinde kullanilan ¢ozeltiler

Liyofilize haldeki MTT den 0,25gr
tartilir 50 ml PBS igerisinde ¢ozildil.
0,22 pm filtre ile steril edildi. Isik
almayacak sekilde +4C°’de saklandi.

MTT Soliisyonu (5mg/ml)

500 ml izoprapanol igerisinden 210 pl
cekilerek 210 pl saf HCI eklendi. Cam
0,0004M HCl igeren izopropanol )
sisede parafilme sarilarak oda

sicakliginda sakland.
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2.2.1.2 DNA ileilgili tekniklerde kulllanilan ¢ozeltiler

Tablo 2.9: DNA agaroz jel elektroforezinde kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlanist

5X/L Tris-Borik Asit-EDTA
(TBE) tamponu pH:8,00

549 Tris Baz, 27,59 Borik Asit, 20ml 0,5M
EDTA (pH:8,00) tartilir. Balon jojeye alinarak

distile su ile 1 litreye tamamlanir. Otoklavlanir

1kb DNA marker

1 ul (DNA ladder):1 pl (yiikleme boyasi):4 pl

(steril distile su) oranlarinda hazirlanir.

Etidyum Bromiir Stok

Soliisyonu

10mg/mL olacak sekilde steril dH,O ile
hazirlanir. Koyu renkli 151k gegirmeyen bir

sisede muhafaza edildi.

Tablo 2.10: PCR reaksiyonunda kullanilan ¢6zeltiler ve hazirlanig

dNTP karisimi (10mM)

dATP, dTTP, dCTP, dGTP niikleotitlerinden
10 ul ve niikleaz igermeyen sudan 60 ul
eklenerek 100 ul’ye tamamlandi.

Primer (100pmol/pl)

Ticari olarak alinan liyofilize haldeki primerler
steril dH,0 ile ¢oziilerek kullanildi.

2.2.1.3 RNA ile ilgili tekniklerde kulllanilan ¢ozeltiler

Tablo 2.11: RNA agaroz jel elektroforezinde kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlanisi

10XFA jel tamponu pH:8,00

41,9 gr MOPS (asit icermeyen), 6,8 gr Na-
asetat.3H,0, 20 ml 0,5M EDTA 1 It’ye

tamamlandi.
RNA marker 1 ul (DNA ladder):2 pl (yiikleme boyasi):2 pl
(steril distile su) oranlarinda hazirlandi.
Etidyum Bromiir Stok 10mg/mL olacak sekilde steril dH,O ile
Soliisyonu hazirlandi. Koyu renkli 151k gegirmeyen bir

sisede muhafaza edildi.
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2.2.1.4 Protein ile ilgili cahismalarda kullanilan c¢ozeltiler

2.2.1.4.1 Western blot teknigindeki ¢ozeltiler

Tablo 2.12: RIPA buffer hazirlanmasi

Kimyasalin adi Son konsantrasyon
EDTA 1mM

EGTA 1mM

NaCl 140mM

Proteaz inhibitdr kokteyl (Roche) 2 tablet

SDS %0,1
Sodiumdeoksicholade %0,1

TrisHCI (ph:8) 10mM

TritonX100 %1

Son hacim saf su ile 50 ml’ye tamamlandi.

Tablo 2.13: Western Blot tekniginde kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlanigt

10X Tris Buffered Saline

10 mM Tris-HCI, 20 mM NaCl, pH: 7.4

Boyama Cozeltisi

0,25g Coomassie Brillant Mavisi 250,100ml
%95°lik Etanol, %10 Asetik Asit

Renk A¢gma Cozeltisi

%. 7,5 Asetik Asit, % 5 Metanol ve % 87,5
mL distile su hacimce eklendi.

SDS PAGE Ayirma Jeli Tamponu

1.5 M Tris-HCI (pH:8.8), %10 (w/v) SDS

SDS PAGE Yigma Jeli Tamponu

1 M Tris-HCI (pH:6.8), %10 (w/v) SDS

SDS PAGE Yiiriitme Tamponu

25 mM Tris, 250 mM Gilisin, % 0.1 (w/V)
SDS

Temizleme Tamponu

1M Glycine, %1SDS, pH 2.5

Western Blot Transfer Tamponu

25 mM Tris, 192 mM Gilisin, % 20 (v/v)
Metanol
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2.2.1.4.2 immiimofloresans yonteminde kullanilan ¢ozeltiler

Tablo 2.14: immiinofloresan yonteminde kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlams

Triton X 100

PBS ile %0,3 olacak sekilde seyreltilir.

Bovine Serum Albumin
(BSA)

1gr tartilir ve lizerine 10ml PBS eklenerek son

konsantrasyonu %10 olacak sekilde tamamlanir

Paraformaldehid

Stok ¢ozelti %16’lik olacak sekilde hazirlanir. 16 gr
paraformaldehid tartilir {izerine saf su eklenir ve
80°C’de magnetik karistiricida eritilir. Filtreden

gegirilerek steril edilir. Kullanilirken %4’e seyreltilir.

2.2.1.4.3 Flowsitometri yonteminde kullanilan ¢ozeltiler

Tablo 2.15: Flowsitometri yonteminde kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlanisi

Bovine Serum Albumin
(BSA)

1 gr tartilir ve tizerine 10 ml PBS eklenerek son

konsantrasyonu %10 olacak sekilde hazirlanir.

Formaldehid

PBS ile %4’¢ seyreltilerek kullanilir.

2.2.1.5 In vivo ¢cahsmalarda kullanilan ¢ozeltiler

Tablo 2.16: In vivo ¢aligmalarda kullanilan ¢6zeltiler ve hazirlanisi

Notral Tamponlu
Formaldehit (%10’luk)

Hacimce 1: 9 oraninda, Noétralize edilmis formalin : %

95°1ik alkol olacak sekilde hazirlanir.

Hematoksilen Eozin
(HE)

2 gr hematoksilini, 0,2 gr sodyum iyodat1 ve 17,6 gr
aliminyum siilfat1 (x18 H,0), 250 g etilen glikol ve
730 mL distile sudan olusan bir karisimda ¢oziiliir. 20
mL asetik asit eklenir, oda sicakliginda 1 saat inkiibe
edilir. Filtre edilir. Eosin H,0 ile ¢oziiliir. Cozeltiye %
95 oraninda alkol eklenir. Son karisima birka¢ damla

asetik asit eklenerek bulanik bir ¢zelti elde edilir.
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2.3 Kullanilan Yontemler

2.3.1 In Vitro Teknikler

2.3.1.1 Hiicrelerin biiyiitiilmesi ve pasajlanmasi

Panc-1 ve MiaPaca-2 hiicreleri 5 ml medyumda 25 cm? flasklarda, icerisinde % 10
FCS iceren DMEM medyumu igerisinde haftada 2 kez rutin pasaj yapilarak iiretildi.
Pasajlama islemi 75 cm’ flaskta biiyiiyen hiicreler yiizeyi % 80 oraminda kapladiklarinda,
igerisindeki medyum (DMEM, Gibco) uzaklastirildi. Hiicreler 2 kez steril PBS (sigma) ile
yikandi ve 3 ml Tripsin-EDTA eklendi. 3-5 dakika 37 C° olan CO,‘li inkiibatérde Tripsin-
EDTA'nin hiicreleri yiizeyden kaldirabilmeleri igin inkiibe edildi. Inkiibasyonun sonunda
yiizeyden kalkan hiicrelere %10 FCS iceren DMEM eklendi ve falkonlara alinan hiicreler
1000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Siipernatant atildi. Hiicreler taze %10 FCS’li medyum
icinde ¢oziilerek flasklara esit olarak paylastirildi. 75 cm?lik flasklarin son hacmi 15 ml’ye

tamamlanarak %5 CO;‘li inkiibatérde 37 C° de biyiitiildd.

2.3.1.2 Canl hiicrelerin belirlenmesi ve hiicre sayim

Toplam hiicre siispansiyonun mililitresindeki hiicre sayisin1 hesaplamak igin,
hemositometre lami kullanildi. Canli ve O6li hiicreleri ayirt etmek i¢in 10ul hiicre
siispansiyonu esit hacimde trypanblue (1:1dilusyon oraninda) ile 3-5 dakika oda sicakliginda
inkiibe edilir. Olii hiicreler mavi boyanirken canli olanlar boyanmaz ve boyanmamus hiicreler
sayilarak belirtilen formiile [1 ml’deki hiicre sayis1 = sayilan hiicre x sulandirma katsayisi

(trypanblue) x 10* (thoma lamimin hacmi)] gére hesapland.

2.3.1.3 Hipoksik ortam olusturulmasi

Hiicrelerin bulundugu ortama 150 puM son konsantrasyonda CoCl, eklenerek

hiicreler hipoksik kosullar igin uyarildi.
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2.3.1.4 siRNA transfeksiyonu

75 cm® flaskta biiyiimekte olan adherent hiicreler yiizeyi % 80 oraninda
kapladiklarinda, icerisindeki medyum (DMEM, Gibco) uzaklastirildi. Hiicreler 2 kez steril
PBS (sigma) ile yikandi ve 75 cm’® flasklara tripsinizasyonla hiicreleri yiizeyden
kaldirabilmek i¢in 3 ml Tripsin-EDTA eklendi. 3-5 dakika CO,‘li inkiibatorde inkiibe edildi.
Canl1 hiicre sayis1 yukarida belirtildigi gibi hesaplandi. Hiicre sayisi belirlendikten sonra 6
kuyucuklu plaka i¢in hiicre sayis1 2x10° hiicre / kuyu olacak sekilde hiicre ekimi yapilmustir.
Her kuyucugun son hacim 2 ml olacak sekilde %10 FCS i¢ceren DMEM medyum ile
tamamlanmigtir. Hiicre ekiminin ardindan 24 saat adherent hiicrelerin yiizeye yapismasi i¢in
bekletildi. 2. glin medyum uzaklastirildi optimem ile hiicreler yikandi ve siRNA uygulamasi
(Silent-Fect) 100 nM son konsantrasyonda uygulandi. Uygulamadan 48 saat sonra sonuglar

alindi.

2.3.1.5 Sitotoksisite deneyi (MTT testi)

Hiicreler 96 kuyucuklu plakalara ekim yapildiktan sonra siRNA transfeksiyonlari
yapildi ve 24, 48 ve 72 saat sonra MTT soliisyonu eklenerek 4 saat inkiibe edildi. Medyum
ve MTT soliisyonu uzaklastirilarak olusan formazan kristalleri 0,0004 HCI igeren
izoprapanol ile ¢oziildii. Spektrofotometre ile 550nm dalga boyunda absorbanslar 6lgiildii.
Istatistikleri MiniTab14 programi ile yapildi. p<0,05°ten kiiciik degerler anlamli olarak

alindi.

2.3.1.6 Hiicre canhiligimin flow sitometri ile tespit edilmesi

Hiicreler 6 kuyucuklu plakalara ekildi ve ertesi giinii hiicrelere siRNA
transfeksiyonlar1 yapildi. Transfeksiyondan 48 saat sonra hiicreler tripsinizasyon ile
kaldirildi. Pelletler PBS ile yikandi ve 1X10° hiicre/mL olacak sekilde taze PBS ile ¢oziildii.
50ul alinarak 450ul via count solusyonu ile karistirildi. Flow sitometride (Guava) via count

programinda okunarak canli ve 6lii hiicreler tespit edildi.
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2.3.1.7 Klonojenik yontem

Hiicreler %10 FCS igeren medyum igerisinde biyiitildi. Yogunlugu %80-90
oranina gelen hiicreler Tripsin-EDTA ile kaldirildi. Sayilan Panc-1 ve MiaPaca-2 hiicreleri 6
kuyucuklu plakalara 3x10° olacak sekilde ekildi. Bir gece inkiibatorde tutunmalari igin
beklendi. Ertesi giin siRNA transfeksiyonu yapildi. Transfeksiyon 100nM son konsantrasyon
olacak sekilde Kontrol, CA9, TSPANS (Santacruz) siRNA’larindan, optimem (Gibco) ile
diliie edildi ve siLentFect Lipid Reagent kullanilarak (BIORAD) firmanimn &nerdigi sekilde
yapildi. Transfeksiyondan sonra hiicrelerin biiyiimesi mikroskop ile gézlemlendi 10. giiniin
sonunda deney sonucu alindi. Koloniler kristal viyole ile 5 dk boyandi. Saf su ile 5 dakikalik
3 yikama yapildi. Kolonilerin goriintiilenmesi tarayiciyla (HP) 600 dpi’da ve fotograf
makinasi ile yapildi. Kolonilerin sayimi clono counter programu ile yapildi. Her kuyucuk i¢in
biitiin alan secilerek sayim yapildi (kuyucuklarin %100 alani sayildi). Alandaki koloni

sayilarina gore grafikler olusturuldu.

2.3.1.8 Hiicre invazyon yontemi

Matrigel buz lizerinde ¢oziildii. 3 ml soguk serum igcermeyen media ile 200 ul
matrigel 15 ml falkon iginde karistirildi ve buzda tutuldu. 12 kuyucuklu plakadaki her
kuyucuga porlu bir yapiya sahip olan insert yerlestirildi. Insert yerlestirilmis her bir
kuyucuga matrigel-media karisimdan 200 ul ilave edildi. 30-60 dk hi¢ kipirdatmadan
matrigelin polimerlesmesi i¢in inkiibatore birakildi. Uygulama yapilmamis kontrol hiicreleri,
kontrol siRNA ve CA9 siRNA uygulanan hiicrelerin saymm yapildi ve hiicreler ekim igin
hazirlandi. Hiicreler ekim yapilmadan once polimerlesen matrigele dokunmadan tizerindeki
media uzaklastirildi ve hiicreler serum icermeyen media i¢inde ekim yapildi. Serum igeren
media insert ile kuyucuklu plaka arasindaki alana koyuldu ve 3 giin 37 °C de %5 CO;
ortamda inkiibe edildi. Siire sonunda protokole uygun olarak %@4’lik formaldehid ile
fiksasyon yapildi. PBS ile yikamadan sonra metanol ile hiicrelerin permabilizasyonu
sagland1 ve PBS ile yikandi. Giemsa ile 15 dk boyamanin ardindan boya uzaklastirildi ve
PBS ile yikandi. Insertlerin i¢ yiizeyinde kalan hiicreler (diger tarafa invaze olmayan
hiicreler) pamuklu ¢ubuk yardimiyla uzaklastirildi ve insert lam iizerine alinarak 1sik
mikroskobunda sayildi. Fotograflanan alan imageJ programinda analiz edildi. Bunun igin 5

farkli alandaki hiicreler sayilarak alanlarin ortalamalarindan grafik olusturuldu.
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2.3.1.9 Migrasyon yontemi (Scratch deneyi)

Hiicreler 6 kuyucuklu plakalara her kuyuya 500.000 olacak sekilde ekildi, hiicrelerin
tim yilizeye tutunmasi ve kaplanmasi beklendi. siRNA transfeksiyonlari yapildi. Kontrol
hiicreleri ve siRNA transfekte edilmis hiicreler standart olacak sekilde 10 pL beyaz pipet ucu
yardimiyla kuyucugun ortasina art1 seklinde ¢izik atild1 ve inkiibatore geri yerlestirilmeden
0. Saatte fotograflandi. Kuyucuklar 24. saatte ve 48. saatlerde yeniden fotograflandi. Cizik
arasinin ne kadar hizli kapandig: yani hiicre gocii iyi bir sekilde fotograflanip takip edildi.
Fotograflar Image J programu ile analiz edildi (MRI Wound HealingTool). Kontrol gruplari
ile siRNA transfekte edilmis gruplar karsilastirilarak hiicrelerin % go¢ etmeleri hesaplandi.

%alan kapanma orani= [(0.saat hasar alan1 — 24.saat hasar alan1) / 0. saat hasar alan1] X100.

2.3.1.10 RNA izolasyonu

RNA izolasyonu i¢in Fermentas RNAesy kit kullanildi. Kisaca, taze hiicre pelletleri
alind1 ya da pellet haline getirilerek RNA izolasyonlar1 ig¢in -80 C° dondurucuda saklanan
ornekler buz iizerinde dikkatlice ¢oziildii. Kitteki protokole uygun olacak sekilde RNA
izolasyonu yapildi. RNA &rnekleri uzun dénemde -80 C° dondurucuda sakland. Izole edilen

RNA’larin miktarlari ve safliklarinin tayini i¢in Qubit kullanildi.

2.3.1.11 RNA jel elektroforezi ve RNA miktar tayini

Elektroforez tanki ve aparatlar jel dokiilmeden 6nce %0,5’lik SDS ile yikandiktan
sonra DEPC’li sudan gecirildi. Daha sonra etanol ile yikandiktan sonra pecete iizerinde
kurumaya birakildi. 0,5 gr agaroz, 5 ml 10X FA jel tampon ve 45 ml DEPC’li su
mikrodalgada kaynatildi ve buharlagsma bitene kadar sogumaya birakildi. 900 pl %38’lik
formaldehit ve etidyum bromiir eklenerek kasete dokiildi. Jel donduktan sonra kaset 1XFA
jel tamponu ile doldurulan tanka yerlestirildi. 5 ul RNA 6rnegi ve 3 pl 2X yiikleme boyasi
65°C’de 3-5 dakika bekletildi ve buzda 2dk sogutulduktan sonra kuyulara yiiklendi. Daha
sonra RNA’larin miktarlar1 ve safliklarinin tayini igin Qubit ve spektrofotometre kullanildi.
Qubit ile uygun tampon ¢ozelti ile RNA 6rnegi karistrilarak 6l¢iim alindi. Spektrofotometrik

olarak ise 260 nm ve 280 nm’de absorbanslari alindi.
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2.3.1.12 Polimeraz zincir reaksiyonlari ile cDNA sentezi

Ilk olarak Reverse-Transkriptaz (RT) kullanilarak c¢DNA sentezlenmesi
gerceklestirilmis ikinci basamakta ise gene spesifik primerler ile ilk basamakta elde edilen
cDNA kullanilarak ilgili gen bodlgesinin amplifikasyonu, Polimeraz Zincir Reaksiyonlari
(PCR) gerceklestirilmistir. Miktarlar1 belirlenen RNA 6rneklerinden 1000 ng olacak sekilde
RNA kalib1 kullanilarak RT-PCR yapildi. RT-PCR asagidaki tabloya uygun olarak her deney
grubu icin tekrarlandi. ¢cDNA Kkalitesi insan-B-2-mikroglobulin spesifik PCR yapilarak
kontrol edildi.

2.3.1.13 Real Time-PCR analizi

Real Time PCR i¢in Roche Light Cycler 480 kullanildi. Elde edilen cDNA’lar ile
spesifik primerler (Tablo 3.17, Tablo 3.18, Tablo 3.19) kullanilarak syber green (Roche) ile
uygun programlar kullanilarak (Tablo 3.20, Tablo 3.21, Tablo 3.22) Real time PCR
gergeklestirildi. Real time PCR analizlerinde normalizasyon igin insan-f-2-mikroglobulin
kullanildi. Sonuglar Livak metoduna gore degerlendirildi [216]. Sonuglar MiniTabl4

programu ile istatistiki olarak karsilastirildi.

Ctinsan—[i—z _Ctﬁrnek =ACt
Hedef Ct degeri = 2"

Tablo 2.17: Kullanilan primerlerin bilgileri

Primerinadi | Tm | Dizi Uzunluk | Erisim numarasi
CA9F 63 5’-TCTCATCTGCACAAGGAACG-3’
CA9R 63 5’-ACTTCAGCCGCTACTTCCAA-3’ 350 bp NM_001216

TSPAN8F | 63 5’-TCTATGGTCCTGTATTGCCAGAT-3’

TSPAN8R | 65 5’-GACAGCTGCTCCTGACTTATATA-3” | 139 bp XM_006719583

Ins beta-2 F | 55 5-TTTCTGGCCTGGAGGCTATC-3’

Ins beta-2 R | 55 5’-CATGTCTCCATCCCACTTAACT-3’ 313 bp NM_004048
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Tablo 2.18: Apoptotik primerler

Primerin
Tm | Dizi Uzunluk | Erigim numarasi
adi
Bax F 52 5-TTTGCTTCAGGGTTTCATCC-3’
Bax R 52 5’-TCCTCTGCAGCTCCATGTTA-3’ 160bp XM_006723313
Bak F 52 5’-ACCAGCCTGTTTGAGAGTGG-3’
Bak R 52 5’-AGTGATGCAGCATGAAGTCG-3’ 160bp NM_001188
Bel-XL F 52 5’-TCCCCATGGCAGCAGTAAAGCAA-3’
Bel-XLR | 52 5’-CCCCATCCCGGAAGAGTTCATTCA-3" | 354bp Z_23115
Bcl-2 F 61 5’-CTGCACCTGACGCCCTTCACC-3’
Bcl-2 R 61 5’-CACATGACCCCACCGAACTCAAA-3* | 164bp B_C027258
p27 F 62 5’-ATGTCAAACGTGCGAGTGTC-3’
p27 R 62 5’-TCTCTGCAGTGCTTCTCCAA-3’ 146bp NM_004064.3
SiklinD2 F | 62 5’-TGGGGAAGTTGAAGTGGAAC-3’
174bp NM_001759.3
SiklinD2 R | 62 5’-ATCATCGACGGTGGGTACAT-3’
Tablo 2.19: Otofajik primerler
Primerin
Tm | Dizi Uzunluk | Erisim numarasi
adi
Beklin-1F | 58 | 5- TGTCACCATCCAGGAACTCA-3
180 bp XM_005257760.2
Beklin-1R | 58 | 5-CTGTTGGCACTTTCTGTGGA-3
LC3-lII F 61 | 5-GAGAAGCAGCTTCCTGTTCTGG-3
138 bp XM_011538652.1
LC3-IIR 61 | 5-GTGTCCGTTCACCAACAGGAAG-3
ATG3 F 55 | 5-TCACAACACAGGTATTACAGG-3
240 bp XM_011513074.1
ATG3R 55 | 5-TCACCGCCAGCATCAG-3
ATG5 F 57 | 5-GGGAAGCAGAACCATACTATTTG-3
223 bp XM_011536263.1
ATG5R 57 | 5-AAATGTACTGTGATGTTCCAAGG-3
ATG7F 57 - -
5-AGGAGATTCAACCAGAGACC-3 191 bp XM_011533286.1
ATG7R 57 | 5-GCACAAGCC CAAGAGAGG-3
ATG12F |55 | 5-TCTATGAGTGTTTTGGCAGTG-3
171 bp NM_001277783.1
ATG12R |55 | 5-ATCACATCTGTTAAGTCTCTTGC-3
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Tablo 2.20: CA9, TSPANS ve insan-B-2 mikroglobilin primerleri ile yapilan realtime PCR kosullari

Dongii Siire Sicakhik
On-inkiibasyon 1 10° 95 C°
10> 95 C°
Amplifikasyon 40 10> 51C°
10> 72 C°
Erime egrisi 1 10° 72 C°
Soguma 1 307 40 C°
Tablo 2.21: Apoptoz iligkili genler i¢in kullanilan Real time PCR kosullari
Dongii Siire Sicaklik
On-inkiibasyon 1 10° 95 C°
10” 95C°
10” 55¢C°
Amplifikasyon 40
15> 72 C°
57 95C°
Erime egrisi 1
r 65 C°
Soguma 1 30” 40 C°

Tablo 2.22: Hiicre don,

giisii ile iligkili SiklinD ve p27 genleri i¢in kullanilan Real time PCR kosullari

Dongii Siire Sicakhik
On-inkiibasyon 1 10° 95 C°
10” 95 C°
10”7 62 C°
Amplifikasyon 40
15> 72 C°
57 95 C°
Erime egrisi 1
I 65 C°
Soguma 1 30~ 40 C°
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Tablo 2.23: Otofaji iliskili genler i¢in kullanilan Real time PCR kosullari

Dongii Siire Sicaklik
On-inkiibasyon 1 2’ 95 C°
157 95 C°
40> 52 C°
Amplifikasyon 40
15> 72 C°
57 95 C°
Erime egrisi 1
I 65 C°
Soguma 1 30” 40 C°

2.3.1.14 Western Blot

Western blot c¢alismalart i¢in 6 kuyucuklu plakalar kullanilmistir. 6 kuyucuklu
plakalar igin 5x10° hiicre ekilen hiicreler, deney sonunda 100 ul Ripa buffer (Tablo 2.12)
eklenerek kaziyici ile kazindi ve eppendorflara aktarildi. Eppendorf buz iizerinde 45 dk liziz
olmas icin inkiibe edildi. Bekleme siirecinde 10 dk’lik aralarla yavasga pipetaj yapilarak
karigtirildi. 45 dk sonunda 12000 rpm’de +4C° ‘de 10 dk santrifiij yapildi. Siipernatant
almarak yeni eppendorfa aktarildi. Bu basamakta ya direkt SDS PAGE uygulamasi igin
kullanildi ya da daha sonra kullanilmak {izere -80 C° de saklandi. Protein miktar1 Qubit

sistemi kullanilarak belirlendi.

Elektroforez aparatlari ve cam levhalar; su, %70 etanol ve izoprapanol ile
temizlendi. Ilk olarak ayirma jeli (Tablo 2.13) hazirlanarak, iist kissmda 3 cm bosluk kalacak
sekilde dokiildii ve hemen tizerine %90 izopropanol ilave edilerek hava kabarcigi olusumu
engellendi. 30-40 dakika jelin polimerizasyonu i¢in beklendi. Jel polimerize olduktan sonra
izopropanol uzaklastirilarak ddH,O ile yiizey yikandi ve Whatman 3MM kagidi ile yiizey
kurutuldu. Ardindan yigma jeli (Tablo 2.13) dokiilerek yiikleme yapilacak kuyucuklarin
olugmasi i¢in tarak yerlestirildi. Yigma jelinin polimerizasyonundan sonra, tarak ¢ikarildi ve
kuyucuklardaki hava kabarciklarinin uzaklastirilmasi i¢in yine ince seritler halinde kesilmis
Whatman 3MM kéagidi kullanildi. Daha sonra hazirlanan jeller tank igine yerlestirildi.
Orneklerin yiikleme boyast ile karigtirilarak kuyucuklara yiiklendi. Jel, 1X Running Buffer
ile doldurulan tankta 90 volt ve 400 mA akim olan elektroforetik sistemde yaklasik 60-75
dakika yiiritiildii.

Islak sistemle yapilacak proteinlerin transferi i¢in PVDF (Millipore) membranlar

kullanildi. Kisaca, jeller, Whatman 3MM kagit ve PVDF membranlar jel ile ayn1 boyutlarda
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kesilerek sandvi¢ hazirlandi. Bunun igin sirasiyla elektrik akiminin gelecegi yon dikkate
almarak transfer kasedi arasina siinger, Whatman kagidi, jel, membran, Whatman kagidi,
siinger olacak sekilde dizildi. Daha sonra kaset, soguk transfer buffer ile dolu olan blot
tankina yerlestirildi ve bir gece +4°C’de transfer edildi. Trans blot turbo transfer sistemi ile
yapilacak proteinlerin transferleri igin PVDF (Millipore) membranlar ve sistemle beraber
gelen soliisyonlar kullanildi. PVDF membranlar jel ile aym boyutlarda kesilerek hazirlandi.
Sistemin i¢ ylizeyi ve siingerler, 1X transfer buffer ile islatildi. Transfer sirasiyla siinger,
membran, jel, siinger, konuldu ve kaset kapatildi. Jelin kalinlig1 biiytikligii ve yogunluguna

gore akim ve siiresi ayarlanarak yapildu.

Proteinlerin transfer oldugu PVDF membranlar ilk olarak 10 ml bloklama
¢oOzeltisinde 1 saat horizantal ¢alkalayicida oda sicakliginda inkiibe edildi. Siire sonunda
bloklama ¢ozeltisi uzaklastirilarak 5 dakikalik siirelerle 3 kez yikama yapilarak membran
yikandi, bunun i¢in %0.1 (v/v) Tween20 iceren 1X TBS kullanildi. Sonra membran primer
antikor ile 1 saat oda sicakliginda veya O/N 4C° de horizantal calkalayicida inkiibe edildi.
Primer antikorlar (CA9 1: 1000, TSPANS 1:1000, p-aktin 1:5000 LC3 1: 1000, Baclin-1
1:1000) %5 (w/v) BSA ve %0.1(v/v) Tween20 igeren 1X TBS iginde hazirlandi. Siire
sonunda primer antikor ¢ozeltisi uzaklastirilarak 5 dakikalik siirelerle 3 kez yikama yapilarak
membran yikandi, bunun i¢in %0.1(v/v) Tween20 igeren 1X TBS kullanildi. Daha sonra
uygun sekonder antikor kullanilarak [horseradish peroxidase-conjugated, anti-rabbitlgG,
anti-mouselgG ya da anti-goatlgG, 1:2000-1:10,000 oraninda sulandirilmig, %35 (w/v) BSA
ve %0.1(v/v) Tween20 igeren 1X TBS] 1 saat oda sicakliginda horizantal galkalayicida
inkiibe edildi. Son basamakta tekrar yukarida belirtildigi gibi yikama islemleri tekrar
edilerek membran yikandi Membranlar alinarak proteinlerin belirlenmesi i¢in karanlik odaya
transfer edildi. Membrana bagli antikorlarla spesifik olarak isaretlenmis proteinlerin
belirlenmesi i¢in ECL (Enhanced Chemi-Luminescent) kit kullanildi. Membranlar X-Ray
filmi iizerine alinip ve 10 saniye ile 1 saat arasinda degisen siirelerde, sinyal giiciine bagl
olarak, kasetler iginde bekletildi. Daha sonra film banyo edilerek marker isaretlendi. Olusan

bantlar dansitometrik analiz progami image] ile karsilastirildi.

2.3.1.15 imunofloresans yontemi

24 kuyucuklu plakalara lameller yerlestirildikten sonra her kuyuya hiicreler 250.000
olacak sekilde paylastirildi. Bir gece 37°C’de inkiibe edildikten sonra siRNA uygulamalari
yapildi. Inkiibasyondan 48 saat sonra sonuglar alindi. Medyum uzaklastirildi ve kuyucuklar 2
kere PBS ile yikandi. %4’likk formaldehit ile hiicreler fikse edildi. %10 BSA iceren PBS ile
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spesifik olmayan baglanmalar1 engellemek i¢in 60 dakika bloklama islemi gergeklestirildi.
PBS ile yikama islemi yapildiktan sonra primer antikor ile hiicreler nem ¢emberi
(humiditychamber) igerisinde +4°C’de inkiibe edildi. Primer antikor uzaklastirildi ve PBS ile
yikandi. 30 dakika sekonder antikor ile muamele edildi. Akridine orange ile boyamada
hiicrelere 1ug/ml olacak sekilde A.O PBS igerisinde hazirlanarak yaklasik 10dk oda
sicakliginda muamele edildi. PBS ile yikama isleminden sonra yuvarlak lameller lamlar
iizerine damlatilmis olan 4',6-diamidino-2-phenyl-indole (DAPI, 1/10.000, Sigma) ve anti
fade mounting medyum (Invitrogen) iizerine hiicreler arada kalacak sekilde kapatildi.

Gortintiiler florasan mikroskobu (Nikon, Japan) kullanilarak elde edildi (40x biiyiitme).

2.3.1.16 Flow sitometri ile protein analizi

6 kuyucuklu plakalara ekilen hiicrelere ertesi giinii siRNA transfeksiyonlar1 yapildi.
Transfeksiyondan 48 saat sonra hiicrelerin ortaminda bulunan medyum uzaklagtirildi ve
kuyucuklar 2 kere PBS ile yikandi. Hiicreler tutunduklari yiizeyden Tripsin/EDTA ile
kaldirildi. %4’liik formaldehit ile hiicreler fiske edildi. %10 BSA iceren PBS ile spesifik
olmayan baglanmalar1 engellemek igin 60 dakika bloklama islemi gergeklestirildi. PBS ile
yikama iglemi yapildiktan sonra primer antikor ile hiicreler nem gemberi igerisinde +4°C’de
inkiibe edildi. Primer antikor uzaklastirildi ve PBS ile yikandi. Sekonder antikor 30 dakika

uygulandi. PBS ile yikama isleminden sonra PBS ile ¢oziildii ve flow sitometri ile okundu.

2.3.1.17 siRNA ve kemoterapi ajanlarinin beraber uygulanmasi

Hiicreler (5.000 hiicre/kuyucuk), 96 kuyucuklu plakaya ekildi Transfeksiyon 50 nM son
konsantrasyon olacak sekilde Kontrol, CA9, TSPANS (Santacruz) siRNA’larindan, optimem
(Gibco) ile diliie edildi ve siLentFect Lipid Reagent kullamlarak (BIORAD) firmanin
onerdigi sekilde yapildi. Transfeksiyondan 24 saat sonra hiicreler, farkli konsantrasyonlarda
cisplatin (0,5-5-25-50-100 pg/ml) ve epirubisin (0,1-1-10-100-500 pg/ml) eklenerek 24 saat
daha inkiibe edildi. Inkiibasyonun sonunda hiicreler MTT soliisyonu eklenerek 4 saat
muamele edildi. Medyum ve MTT soliisyonu uzaklastirilarak olusan formazan kristalleri
0,0004 HCI iceren izoprapanol ile ¢oziildii. Spektrofotometre ile 550nm dalga boyunda
absorbanslar1 6lgiildii. Istatistikleri MiniTabl4 programm ile yapildi. p<0,05’ten kiigiik

degerler anlamli olarak alindi.
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2.3.2 In Vivo Teknikler

2.3.2.1 Farelerin bakim

Immiin sisitemleri baskilanmis inbread CD-1 tiirii nude fareler Kobay Deney
hayvanlart A.S.’den temin edilmistir. Etik kurul izni kobay deney hayvanlar1 yerel etik
kurulunun 185 protokol numarali izni alinarak islemler gerceklestirilmistir. Hayvanlarin
rutin bakimi ve barinmast da yine Kobay Deney Hayvanlar1 laboratuvari tarafindan
saglanmistir. Hayvanlar DS Diet VRF1(P) Irr. 10 Kgy Irradiated Diet ile adlibitum (yem ve
su stirekli 6niinde) olarak 12 saat gece 12 saat giindiiz 151k periyodunda IVC kafeslerde

barindirilmistir.

2.3.2.2 Pankreas kanser modeli olusturulmasi

Timdr olusturmak i¢in tiim farelere Dublbecco'sPhosphate Buffered Saline (DPBS)
icinde siispanse edilmis 1X10” Panc-1 hiicresi insulin ignesi kullanilarak subcutan olarak
enjekte edildi. Her bir fare i¢in ayr1 bir insiilin enjektorii kullanilmig ve subcutan enjeksiyon

bolgesi olarak karin bolgesinde sag diz hizasi ile median hattin ortasi segilmistir.

Enjeksiyondan dort hafta sonra, bakimina devam edilen farelerde olusan tiimoriin
buyiikliigli fotograflanarak belirlenmistir. Tiimor modeli olusturulan 30 fareden rastgele 6
fare se¢ildi, negatif kontrol i¢in uygulama yapilmayan NT grubu, siRNA uygulamalar
yapilan (siKont, siCA9 ve siTSPANS) gruplar ve pozitif kontrol i¢in pankreas kanseri

tedavisinde kullanilan Gemstabin grubu olacak sekilde 5 gruba ayrilmistir.

2.3.2.3 Lipozomal siRNA’nin hazirlanmasi

siRNA’larin in vivo taginmasi i¢in dogal lipozomlar ile birlestirilmektedir. Bu
amagla, kullanilan siRNA’lar DOPC (1,2-dioleoyl- sn-glycero- 3-phosphatidylcholine,
Sigma) ile organik ¢6ziicli olan ¢ok miktarda tersiyer biitanol (Merck) varliginda eklenerek
1:10 (w/w) siRNA/DOPC oraninda birlestirildi. Daha sonra karigima 1:19 oraninda Tween
20:siRNA/DOPC olacak sekilde ¢ozeltiye Tween 20 (Sigma) eklendi. S6z konusu karigim
vorteks ile karistirildi ve -20°de kisa bir siire inkube edilerek liyofilizatorde liyofilize edildi
(Sekil 7). siRNA &rnekleri her bir uygulama icin ayr1 ayr1 dozlar seklinde hazirlandi. 4 hafta
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boyunca haftada iki kez uygulama yapilacagi i¢in, kontrol siRNA i¢in 8 ayn tiip, CA9
siRNA i¢in 8 ayr1 tiip ve TSPANS siRNA i¢in 8 ayr tiipte liyofilizasyon yapildi. Uygulama
oncesi siRNA’lar %0,9’luk tuz ¢ozeltisinde ¢oziilerek taze olarak hazirlandi. Hazirlanan

lipozomal siRNA’lar +4°C’de saklandi.

SiRNA DOPC

Tertbutanol
Tween20 |:> J

Liyofilizasyon

Sekil 2.1: Liposomal siRNA hazirlanmasi

2.3.2.4 Lipozomal siRNA’larin uygulanmasi

Fareler holder i¢ine alinarak sabitlenmistir ardindan Gemcitabine ve liposomal
siRNA uygulamalar1 farenin kuyruk veninden 26 Gauge insiilin enjektorleri kullanilarak
yapilmugtir. Liyofilize haldeki Tween20/siRNA/DOPC karisimlari (Kontrol siRNA, CA9
siRNA ve TSPANS8 siRNA)  %0.9’luk tuz c¢ozeltisinde ¢ozildii ve 150 pg/ml
konsantrasyonda olacak sekilde kuyruk veninden enjeksiyonlari yapilmistir. Gemcitabine
uygulamas1 50 mg/kg olacak sekilde kuyruk veninden enjeksyonu yapilmistir. Enjeksiyonlar
haftada iki kez olmak iizere 4 hafta boyunca uygulanmistir. Enjeksiyon sonrasi hayvanlarin

rutin bakimlarina devam edilmistir.
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2.3.2.5 Farelerin sakrifikasyonu ve dokularin elde edilmesi

Deney sonunda tiim hayvanlar eterle anestezi altinda iken servikal dislokasyon ile
Otenazi yapildi. Tiimor dokusu alindi ve fotograflandi. Tiimér biiylikliigiiniin belirlenmesinde
timoriin “ boy x en x derinlik “ uzunluklar1 (cm) kullanildi. Sakrifiye edilen farelerin i¢
organlarina olabilecek metastaz varligi kontrol edildi. Farelerin tiimér dokular1 3'e ayrildi;
histolojik olarak analiz etmek igin %4 luk formaldehit igerisine, RNA izolasyonu ve ELISA
analizleri i¢in tiimor dokular1 kuru buza alinip -80C"de saklandi. Daha sonraki ¢alismalarda
kullanilmak {izere farelerin kalplerinden kan oOrnekleri alindi ve kan Orneklerinden serum

kismi ayrilarak -80’de saklandi.

2.3.2.6 Tiimoér dokusunun histolojik olarak incelenmesi, immunohisto

kimyasal analizleri

Histolojik inceleme, deneklerde tiimor olustugunu teyit etmek ve farkli gruplarda
timoriin histolojik yapisindaki farkliliklar bulunup bulunmadigini belirlemek amaciyla
gercgeklestirildi. Farelerden elde edilen tiimor dokulart %10°luk nétral tamponlu formaldehit
(NTF) ile fikse edildi. Fiksasyonun ardindan yikama islemi uygulanan dokular, derecesi
artan alkollerde dehidrate edildi ve ksilen ile seffaflastirildi. Son olarak sivi parafin ile
infiltrasyonun ardindan parafine gémme islemi ile doku takibi tamamlandi. Parafin doku
bloklarindan elde edilen 5 pm kalinligindaki kesitler hematoksilen ve eozin (HE) boyalari ile
boyandi. HE boyali preparatlar Olympus BX53 marka 151k mikroskobunda incelendi ve
Olympus DP73 marka kamera ile fotografland.

2.3.2.7 Tiimér dokulari icin ELISA yéntemi

Tiimor dokularindan Galaktin 3, Bcl-2, Kaspaz 8 ve Kaspaz 9 proteinlerinin ELISA
ile analiz edilmesi i¢in Rel-assay hazir 6l¢iim kiti {iretici firmanin prosediirde belirttigi
sekilde yapildi. -80°de saklanan tiimor 6rnekleri tartildi, 6rnekler PBS tamponu igerisinde
homojenizatorde yaklasik 3 dakika homojenize edildi. Homojenizasyon isleminden sonra
protein miktarlar1 Qubit ile belirlendi. Her bir grup 3 tekrar olacak sekilde calisildi.
Istatistiksel analizleri MiniTab14 progranu ile yapildi.
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2.3.2.8 Tiimor dokulari i¢cin DNA fragmentasyonu

TUNEL boyamas: i¢in Merck Millipore marka ApopTag© Peroxidase In Situ
Apoptosis Detection Kit kullanildi ve boyama islemi {iretici firmanin kit igerisinde yer alan
kilavuzunda onerildigi bicimde gerceklestirildi. Apoptotik hiicreler, parafin bloklardan elde
edilen ve lizin kapli lamlara alinan 5 um kalinligindaki kesitlerde, transferaz-aracili dUTP
kesik ug isaretlemesi (transferase-mediated dUTP nick-end labeling, TUNEL) boyamasi ile
belirlendi. Cekirdek zit boyasi olarak Mayer’in Hematoksileni kullanildi. TUNEL boyali
preparatlar Olympus BX53 marka 1s1k mikroskobunda incelendi ve Olympus DP73 marka

kamera ile fotografland.

2.3.2.9 Tiimér dokularindan RNA izolasyonu, cDNA sentezi ve realtime
PCR analizi

-80’de saklanan timdr Srnekleri tartildi ve esit agilikta tiimor dokusu alinarak sivi
azotta ezilerek toz haline getirildi. Fermentas RNA izolasyon kitinde belirtilen prosediire
uygun olarak RNA izolasyonlar1 yapildi. RNA miktart belirlendikten sonra materyal metot
kisminda RNA iliskili teknikler kisminda 2.3.1.10 ve 2.3.1.11 te verildigi sekilde cDNA
sentezi yapildi ardindan Real time PCR analizleri boliim 2.3.1.13’de belirtildigi gibi tablo
2.16’daki primerler kullanilarak yapilda.
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3. BULGULAR

3.1  Panc-1 ve MiaPaca-2 hiicre hatlarinda CA9 ve TSPANS8 Genlerinin
Ifadesinin MRNA Seviyesinde Belirlenmesi

Panc-1 ve MiaPaca-2 hiicre hatlarinda CA9 ve TSPANS8 genlerinin ifadelerini
belirlemek i¢in 25cm? ‘lik flasklarda biiyiiyen hiicrelerden Fermentas RNA izolasyon Kkiti
kullanilarak tretici firmanin protokoliine uygun olarak RNA izolasyonu yapildi (yontem
2.3.1.10). Elde edilen total RNA jelde yiiriitiilerek kontrol edildi (Sekil 3.1). cDNA sentezi
icin 1 pg RNA kalip olarak kullanildi. Sentezlenen c¢DNA’nin kalitesi insan-B-2-
mikroglobilin primerleri kullanilarak PCR ile kontrol edildi. (Sekil 3.2). CA9 ve TSPANS8
genlerinin mRNA seviyesinde ifadesini belirlemek i¢in genlere 6zgii primerler kullanilarak
tablo 2.19°da belirtilen kosullarda realtime PCR yapildi. Insan-B-2-mikroglobilin primerleri
kullanilarak elde edilen sonuglar ile drneklerin sonuglart normalize edildi (tablo 2.16). Elde
edilen Ct degerleri AACt analiz metoduna gore degerlendirildi. Deney en az 3 tekrarl
yapildi. Sonug¢ olarak hiicrelerde CA9 ve TSPANS genlerin ifadesi mRNA seviyesinde
belirlendi (Sekil 3.3).

Sekil 3.1: Panc-1 ve MiaPaca-2 hiicrelerinden elde edilen RNA jel goriintiisii.
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Sekil 3.2: Panc-1 ve MiaPaca-2 hiicrelerinden elde edilen cDNAnin kalitesinin kontrol edilmesi
amaciyla yapilan insan-f-2-mikroglobilin PCR sonucu jel goriintiisii.

2,5 B Panc-1
O MiaPaca-2

mRNA seviyesi

CA9 TSPANS

Sekil 3.3: Panc-1 ve MiaPaca-2 hiicre hatlarinda CA9 ve TSPAN8 mRNA seviyeleri.

Hipoksik kosullarda Panc-1 ve MiaPaca-2 hiicrelerinde CA9 ve TSPANS genlerinin
ifadesi Realtime PCR analizi ile belirlendi. Hiicreler 25 cm? flasklara ekildi. Ertesi giin
kontrol grubu hiicreleri hari¢ (0 saat) diger hiicrelerin bulundugu ortama 150 pM son
konsantrasyonda CoCl, eklenerek hiicreler hipoksik kosullar igin uyarildi. 8, 16 ve 24 saat
sonra hiicre pelletleri alinarak boliim 2.3.1.10°da belirtildigi gibi RNA izolasyonu yapild.
Elde edilen total RNA jelde yiiriitiillerek kontrol edildi (Sekil 3.4). cDNA sentezi i¢in 1 ug
RNA kalip olarak kullanildi. Sentezlenen c¢cDNA’nin kalitesi insan-B-2-mikroglobilin
primerleri kullanilarak yapilan PCR ile kontrol edildi (Sekil 3.5).
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M Oh 8h 16h 24h Oh 8h 16h 24h

D — — .
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Panc MiaPaca

Sekil 3.4: Oh (kontrol) 8h, 16h ve 24h CoCls, ile indiiklenen Panc-1 ve MiaPaca-2 hiicrelerinden elde
edilen RNA’larin jel goriintiisii.

M 0Oh 8h 16h  24h M 0Oh 8h 16h  24h
s s —
—— -—-I

Pancl Miapaca2

Sekil 3.5: Oh (kontrol) 8h, 16h ve 24h CoCl, ile indiiklenen Panc-1 ve MiaPaca-2 hiicrelerinden elde
edilen cDNA’nin kalitesinin kontrol edilmesi amaciyla yapilan insan-p2-mikroglobilin PCR sonucu
jel goriintiist.

Hipoksik kosullarin olustugunu kanitlayabilmek igin Real-time PCR ile HIF-1o’nin
MRNA seviyesi belirlendi. Ayn1 zamanda hipoksik ortamda CA9 ve TSPAN8 mRNA
seviyesindeki degisiklikler Real time PCR ile belirlendi. Hipoksik kosullardaki artisi
belirleyebilmek igin 8, 16 ve 24 saat zaman araliklar1 kullamldi (Sekil 3.6) Istatistiksel
analizleri ONEWAY Anova testi kullanilarak yapildi. Sonug olarak CoCl, ile uyarilan
hiicrelerde en yiiksek HIF-la seviyesinin 24 saat sonunda olustugunu ayrica mRNA
seviyesinin zamana bagli olarak degistigi gorildii (Sekil 3.6 ve 3.9). CA9 geni
promotorundaki HRE bolgesinin varligi nedeniyle hipoksik kosullarda regiile olmaktadir. 24
saat hipoksik kosullarda biiyiiyen Panc-1 hiicrelerinde CA9 mRNA seviyesi normal
kosullarda biiyliyen hiicreler ile karsilagtirildiginda yaklasik 6 kat artis oldugu goriildii ve
istatistiksel olarak bu artis anlamli bulundu (Sekil 3.7). 8 ve 16 saat hipoksik kosullarda
biiyiiyen Panc-1 hiicrelerinde TSPAN8 mRNA seviyesinde azalma goriildii ve 24 saatte
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TSPAN8 mRNA seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir artig gortldii (Sekil 3.10 ve Sekil
3.11). MiaPaca-2 hiicrelerinde normal oksijen kosullar1 (0 saat) ile 24 saat hipoksik ortam
karsilastirildiginda CA9’un mRNA seviyesinde 5 katlik bir artisin oldugu ve bu artigin
istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi (Sekil 3.10). MiaPaca-2 hiicrelerinde TSPANS
MRNA seviyesi 24 saat CoCl, uygulamasinda yaklagik 1,5 kat artis goriildic ancak bu
degisim istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (Sekil 3.8).

[N
»

Panc-1 Hif-1a

[ay
N

=
o

Kat mRNA

0 saat 8 saat 16 saat 24 saat

Sekil 3.6: 0 saat (kontrol) 8 saat, 16 saat ve 24 saat CoCl, ile indiiklenen Panc-1 hiicrelerinde hipoksik
kosullarda HIF-1ao mRNA seviyesi.

»
o)

Panc-1 CA9

Kat mRNA
PRV POTE Y

o
[

o

0 saat 8 saat 16 saat 24 saat

Sekil 3.7: 0 saat (kontrol) 8 saat, 16 saat ve 24 saat CoCl, ile indiiklenen Panc-1 hiicrelerinde hipoksik
kosullarda CA9 mRNA seviyesi.

1,4
Panc-1 TSPANS

Kat mRNA
g o o =

o
N}

o

0 saat 8 saat 16 saat 24 saat

Sekil 3.8: 0 saat (kontrol) 8 saat, 16 saat ve 24 saat CoCl, ile indiiklenen Panc-1 hiicrelerinde hipoksik
kosullarda TSPAN8 mRNA seviyesi.

50



4 MiaPaca-2 Hif-1a

Kat mRNA

0 saat 8 saat 16 saat 24 saat

Sekil 3.9: 0 saat (kontrol) 8 saat, 16 saat ve 24 saat CoCl, ile indiiklenen MiaPaca-2 hiicrelerinde
hipoksik kosullarda HIF-1ao mRNA seviyesi.

4,5 MiaPaca-2 CA9

3,5

2,5

Kat mRNA

1,5

0,5

0 saat 8 saat 16 saat 24 saat

Sekil 3.10: 0 saat (kontrol) 8 saat, 16 saat ve 24 saat CoCl, ile indiikklenen MiaPaca-2 hiicrelerinde
hipoksik kosullarda CA9 mRNA seviyesi.

MiaPaca-2 TSPANS

16
1,4

0 saat 8 saat 16 saat 24 saat

Sekil 3.11: 0 saat (kontrol) 8 saat, 16 saat ve 24 saat CoCl, ile indiikklenen MiaPaca-2 hiicrelerinde
hipoksik kosullarda TSPANS mRNA seviyesi.
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3.2 Panc-1 ve MiaPaca-2 Hiicre Hatlarinda Hipoksik Kosullarda CA9
Protein Seviyesindeki Degisimin Western Blot Ile Belirlenmesi

Panc-1 ve MiaPaca-2 hiicrelerinde hipoksik ortamda CA9 protein seviyesinin
zamana bagli olarak degisimi western blot analizi ile belirlendi. Bunun icin farkli saat
araliginda hipoksik ortamda biiyiitiilen hiicreler boliim 2.3.1.14’de belirtildigi sekilde RIPA
buffer varliginda liziz edilerek protein izolasyonu yapildi. Protein miktar1 Qubit (Invitrogen)
sistem ile belirlendi. SDS jele 40 pg protein 6rnegi yiiklenerek western blot analizi yapildi
(boliim 2.3.1.14).

Panc-1 ve MiaPaca-2 hiicre hatlarinda farkli zaman araliklarinda hipoksik kosullarin
CA9’a etkisi protein seviyesine belirlendi. CA9 ve B-aktin antikorlar1 ile isaretlenmesi
sonucunda elde edilen bantlar dansitometrik olarak analiz edildi. 8, 16, 24 saat hipoksik
ortamda biiyiitiilen hiicreler hipoksik ortamdaki degisimin belirlenmesi amaciyla O saat olan
normal kosullardaki grup ile oranlanarak kat degerleri hesaplandi. Hipoksik kosullarda
zamana bagli olarak CA9 protein seviyesinde Panc-1 hiicrelerinde 16 saatte 1,4 kat, 24 saatte
1,6 kat artig goriiliirken (Sekil 3.12) MiaPaca-2 hiicrelerinde 16 saatte 2,18 kat, 24 saatte 2,3
kat artig oldugu goriildii (Sekil 3. 13).

0 saat 8 saat 16 saat 24 saat

CA9

B-aktin

Kat 1 0,62 1;46 1167

Sekil 3.12:Panc-1 hiicre hattinda 0 saat (kontrol) 8 saat, 16 saat ve 24 saat CoCl, ile uyarilmig
hipoksik kosullardaki CA9 ifadesinin protein seviyesinde gosterilmesi.

52



0 saat 8 saat 16 saat 24 saat

B-aktin

Kat

Sekil 3.13: Miapaca 2 hiicre hattinda 0 saat (kontrol) 8 saat, 16 saat ve 24 saat CoCl, ile uyarilmis
hipoksik kosullardaki CA9 ifadesinin protein seviyesinde gosterilmesi.

3.1 Panc-1 ve MiaPaca-2 Hiicre Hatlarinda Hipoksik Kosullarda
TSPAN8 Protein  Seviyesindeki Degisimin Western Blot ile

Belirlenmesi

TSPANS&’in protein diizeyinde ifadesi western blot analizi ile Panc-1 ve MiaPaca-2
hiicre hatlarinda belirlendi. Western blot calismalarinda proteinler Ripa buffer kullanilarak
(Bolim 2.3.1.14) elde edildi. Qubit (invitrogen) kullanilarak protein konsantrasyonu
belirlendi. 40pg protein 6rnegi SDS jele yiiklendi.

TSPANS proteini laboratuarimizda ilk kez ¢alistigimiz bir protein oldugu i¢in ilk
olarak optimizasyon ¢alismasi yapildi. Western blot yontemi ile TSPANS8 proteinini
belirlemek i¢in ilk olarak antikor konsantrasyon optimizasyonu denendi. Antikor
optimizasyonunda farkli konsantrasyonlarda primer ve sekonder antikor denendi ancak
basarili bir sonug elde edilemedi. Proteinlerin membrana transferini kontrol edebilmek igin
Panc-1 hiicre hattindan elde edilen protein (40png) 6rnekleriyle ¢alisildi. Membrana transfer
edilen jel coomassie blue ile boyandi ayn1 zamanda transfer yapilan membran da poncau ile
boyandi. Kullanilan SDS jelin yogunlugu ve transfer sistemlerinin optimizasyonu yapildi.
Protein (40png) drnekleri %10’luk SDS jeli kullanilarak 1slak transfer sisteminde +4°C’de bir
gece transfer edildi. Orneklerin yiiriitiildiigii jelde kisa proteinlerin fazla miktarda oldugu
goriildii. Ayni sekilde poncau boyamasinda da kiiciik proteinlerin membrana tam olarak

transfer olmadigi goriildii (Sekil 3.14).
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Sekil 3.14: %10 SDS jel kullanilarak 1slak sistemde +4C’de bir gece transferden sonra jein coomasie
blue boyama goriintiisii ve membranin poncau ile boyanmasi (M. Marker).

Islak transfer sistemiyle transferden sonra yari 1slak sistem olan BioRad Trans Blot
Turbo Transfer sisteminde %12,5 ve %15 jel konsantrasyonu ile transfer denendi. %15’lik
SDS jelde yiiriitiilen protein drnekleri 1slak sistemde +4C’de transfer edildiginde ise poncau
boyamada kisa protein Orneklerinin az miktarda oldugu ayrica TSPANS8 antikoru ile
isaretlemenin 24kDa biiyiikliigiinde beklenirken farkli biiyiikliiklerde ve spesifik olmayan
baglanmalar oldugu goriildii. Elde edilen membranlarin poncau ile boyanmasi ve TSPANS8

antikoru ile igsaretlemenin sonuglari Sekil 3.15 ve 3.16’da goriilmektedir.

Sekil 3.15: %15 jel kullanilmis ve 1slak +4C’de bir gece (O/N) sistemle transfer edilmis 6rneklerin
poncau ile boyanmasi ve membranin TSPANS ile igaretlenmesi.
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Sekil 3.16: %15 jel kullanilmis ve yari 1slak transblot sistemle transfer edilmis érneklerin poncau ile
boyanmasi ve membranin TSPANS ile isaretlenmesi.

TSPANS antikorunun 24 kDa biiyiikliigindeki TSPANS proteinine baglaniyor
olmasi gerekirken farkli biiyiikliiklerdeki proteine baglanmasinin nedeni arastirildiginda,
TSPANS’in protein érneklerinin denatiirasyonunun klasik olarak yapilan 95 °C’de 5 dakika
olarak yapildiginda multipass protein oldugu i¢in farkli biiyiikliikte agregatlar olustugu tespit
edildi. Bunun yerine literatiirde belirtildigi gibi TSPANS protein &mekleri 75°C’de 5
dakikada denatiire edildi. Yapilan bu degisiklik ile 24 kDa‘da dogru yerde bantlar elde
edildi. Ayrica kiiglik proteinlerin transferinin daha iyi yapilmasi igin transfer buffera SDS

eklemeden transfer yapildi.

TSPANS proteinini isaretleyebilmek i¢in yapilan optimizasyon c¢aligmalar
sonucunda, protein orneklerinin denatiirasyon sicakliginin 75°C’de 5 dakika olmasina, jel
konsantrasyonunun %12,5 olmasina, transfer buffera SDS eklenmemesine, islak transfer
sisteminde buz iizerinde 120 V’da 2 saat transfer yapilmasina karar verildi. Bu kosullarda

yapilan ¢aligmalar sonucunda TSPANS proteini igin dogru sonuglar elde edildi.

Panc-1 ve MiaPaca-2 hiicre hatlarinda TSPANS’in protein seviyesinde ifadesi
belirlendi. TSPANS8 ve B-aktin antikorlari ile isaretlenmesi sonucunda elde edilen bantlar
dansitometrik olarak analiz edildi. 8, 16, 24 saat hipoksik ortamda biiyiitiilen hiicreler
hipoksik ortamdaki degisimin belirlenmesi amaciyla 0 saat olan normal kosullardaki grup ile
oranlanarak kat degerleri hesaplandi. Hipoksik ortamda biiyiiyen Panc-1 hiicrelerinde
TSPANS proteininin ifadesinin 8 saatte 1,7 kat, 16 saatte 1,08 kat, 24 saatte 1,1 kat arttig1
belirlendi (Sekil 3.17). MiaPaca-2 hiicre hattinda ise TSPANS protein seviyesi, 8 saatte 1,3
kat, 16 saatte 1,7 kat ve 24 saatte 1,7 kat arttig1 belirlendi (Sekil 3.18).
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0 saat 8 saat 16 saat 24 saat

Kat 1 1,74 1,08 1,10

Sekil 3.17: Panc-1 hiicre hattinda Osaat (kontrol) 8 saat, 16 saat ve 24saat CoCl, ile uyarilmis hipoksik
kosullardeki TSPANS ifadesinin protein seviyesinde gosterilmesi.

0 saat 8 saat 16 saat 24 saat
Kat 1 1,31 1,76 1,74

Sekil 3.18: Miapaca 2 hiicre hattinda Osaat (kontrol) 8 saat, 16 saat ve 24saat CoCl, ile uyarilmig
hipoksik kosullardaki TSPANS ifadesinin protein seviyesinde gosterilmesi.

3.2 Panc-1 ve MiaPaca-2 Hiicrelerinde CA9 ve TSPANS8 Genlerinin

Susturulmasi

Pankreas kanseri hiicre hatlar1 olan Panc-1 ve MiaPaca-2 hiicrelerinde CA9 ve
TSPANS genlerinin spesifik siRNA’lar1 kullanarak hedeflenen genler susturuldu. Genlere
spesifik siRNA’lar Santa Cruz firmasindan temin edildi. Transfeksiyon ajan1 olarak BIO-
RAD Silent-Fect transfeksiyon ajani kullanildi ve transfeksiyonlar iiretici firmanin belirttigi
sekilde yapildi (boliim, 2.3.1.4). Susturulmanin dogrulanmast MRNA diizeyinde Realtime

PCR yontemi, protein seviyesinde ise western blot yontemi ile yapildi.



Normal oksijen kosullarinda biiyliyen MiaPaca-2 hiicrelerinde hedef genlerin
ifadesinin siRNA miktaria bagl degisimi western blot ile protein seviyesinde belirlendi.
Bunun i¢in 50 nM, 10 nM, 5 nM konsantrasyonlarinda siRNA ve iiretici firmanin tavsiye
ettigi miktarda transfeksiyon ajani kullanilarak transfeksiyon yapildi. Transfeksiyondan 48
saat sonra bolim 2.3.1.14’te belirtildigi gibi hiicrelerden protein elde edildi ve membrana
aktarildi. Membranlardaki proteinler CA9, TSPANS ve B-aktin antikorlar: ile isaretlendi ve
dansitometrik analizleri yapildi. Sekil 1.19°da goriildigii gibi kullanilan siRNA miktart
arttikga gen ifadesinde azalma oldu. 50 nM siRNA konsantrasyonu CA9 geninin susmast
icin yeterli olurken (Sekil 3.19) TSPANS geninin susmasi igin yeterli olmadi (Sekil 3.20).
100 nM siRNA kullandigimizda CA9 ve TSPANS genleri basarili bir sekilde susturuldu
(Sekil 3.21).

siCA9
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0,2
0
NT siKont \SOnM siRNA 10nM siRNA 5nM siRNAJ
5
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Sekil 3.19: MiaPaca-2 hiicre hattinda normal oksijen kosullarinda CA9 siRNA optimizasyon
caligmasi.
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Sekil 3.20: MiaPaca-2 hiicre hattinda normal oksijen kosullarinda TSPANS8 siRNA optimizasyon

calismasi.
NT siKont SiCA9 SiTSPANS

Sekil 3.21: MiaPaca-2 hiicre hattinda 100 nM konsantrasyonda siRNA kullanilarak CA9 ve TSPANS
genlerinin susturulmasi sonucu protein analizi.

CA9 geninin susturulmasi protein seviyesinde immunofloresans yontemi ile
dogruland1 (bolim 2.3.1.15). Kontrol, CA9 ve TSPAN8 siRNA transfeksiyonu boliim
2.3.1.4°de belirtildigi gibi yapildi. Transfeksiyondan 48 saat sonra sirasiyla ydntem
2.3.1.15°de belirtildigi gibi. Primer ve sekonder antikorlar ile isaretlenen proteinler floresans
mikroskobunda goriintiilendi. Hipoksik ve normal oksijen kosullarinda biiyiiyen Panc-1 ve
MiaPaca-2 hiicrelerinde uygulama yapilmayan (NT) gruplar ile CA9 geni susturulan gruplar
karsilastinldiginda; CA9 siRNA’s1 transfekte edilen hiicrelerin sayisinin azaldigi aym
zamanda yasayan hiicrelerde CA9 genin ifadesinin azaldig: belirlendi (Sekil 3.22, Sekil 3.23,
Sekil 3.24 ve Sekil 3.25).
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Sekil 3.22: Panc-1 hiicrelerinde normal oksijen kosullarinda CA9 proteininin immunofloresan yontemle goriintiilenmesi.
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Sekil 3.23: Panc-1 hiicrelerinde hipoksiyada CA9 proteininin immunofloresan yontemle goriintiilenmesi.
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Sekil 3.24: MiaPaca-2 hiicrelerinde normal oksijen kosullarinda CA9 proteininin immunofloresan yontemle goriintiilenmesi.
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Sekil 3.25: MiaPaca-2 hiicrelerinde hipoksiyada CA9 proteininin immunofloresan yontemle goriintiilenmesi.



CA9 ve TSPANS genlerinin susturulmast mMRNA seviyesinde Realtime PCR ile
gosterildi. Hiicreler 6 kuyucuklu plakalara ekildi. Boliim 2.2.1.4’de anlatildig1 gibi siRNA
transfeksiyonlart yapildi ve bolim 2.2.1.3’deki gibi hipoksik kosullar igin uyarildi.
Transfeksiyondan 48 saat sonra yontem 2.2.1.10°da belirtildigi gibi RNA izolasyonlar
yapildi. Elde edilen RNA oOrneklerinden 1pg RNA kullanilarak bolim 2.2.1.12°deki gibi
cDNA sentezi yapild.

Elde edilen cDNA’nin kalitesini kontrol etmek amaciyla insan-p-2 mikroglobilin
primerleri (tablo 2.16) kullanilarak yapilan PCR sonucunun jel goriintiisii Sekil 1.25°de
goriilmektedir. Sekil 1.26’da Panc-1 hiicre hattinda ve Sekil 1.27°de MiaPaca-2 hiicre
hattinda, normal oksijen ve hipoksik kosullarda CA9 ve TSPANS siRNA’s1 uygulanan
gruplarda CA9 ve TSPANS8’e 6zgii primerler ile yapilan Realtime PCR sonucunda mRNA
seviyesinin etkin bir sekilde azaldigi goriildii. Yapilan deneylerde 100 nM siRNA kullanildi
ve deneylerin diger asamalarina gegmeden once MRNA seviyesinde susturmanin oldugu

dogrulandi.
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Sekil 3.26: siRNA uygulanmig Panc-1 ve MiaPaca-2 hiicrelerinden elde edilen cDNAnin kalitesinin
kontrol edilmesi amaciyla yapilan insan-p-2 mikroglobilin PCR sonucu jel goriintiisii

Normoksiya Hipoksiya
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NT siKont siCA9  siTSPANS8 NT siKont siCA9  siTSPANS

Sekil 3.27:Panc-1 hiicre hattinda normal ve hipoksik kosullarda, siRNA uygulamasinin ardindan CA9
mRNA seviyesinin gosterilmesi.
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Sekil 3.28: Panc-1 hiicre hattinda normal ve hipoksik kosullarda, siRNA uygulamasinin ardindan
TSPAN8 mRNA seviyesinin gosterilmesi.
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Sekil 3.29: MiaPaca-2 hiicre hattinda normal ve hipoksik kosullarda, siRNA uygulamasinin ardindan
CA9 mRNA seviyesinin gosterilmesi.
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Sekil 3.30: MiaPaca-2 hiicre hattinda normal ve hipoksik kosullarda, siRNA uygulamasinin ardindan
TSPAN8 mRNA seviyesinin gosterilmesi.
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3.3 CA9 ve TSPANS8 Genlerinin Susturulmasimin Pankreas Kanseri
Hiicrelerinin Proliferasyonu ve Canlihg Uzerine Olan Etkisinin

Belirlenmesi

CA9 ve TSPANS genlerinin susturulmasinin pankreas kanseri hiicrelerinin (Panc-1,
MiaPaca-2) proliferasyonu ve canlilig: lizerine olan etkisi MTT ve ViaCount® yontemleri
kullanilarak belirlendi. MTT ydntemi i¢in hiicreler 96 kuyucuklu plakalara ekildi, ertesi giin
bolim 2.2.1.3°de belirtildigi sekilde hipoksik ortam olusturuldu ve bolim 2.3.1.4’de
belirtildigi sekilde transfeksiyonlar en az 4 tekrarli olacak sekilde yapildi. 24, 48 ve 72 saat
sonra hiicrelerin bulundugu ortama Son konsantrasyonu 0,5 mg/ml olacak sekilde stok MTT

soliisyonundan eklendi ve boliim 2.3.1.5°de belirtildigi gibi sonuglar alindi.

Panc-1 hiicrelerinde normal oksijen kosullarinda NT grubu, CA9 ve TSPANS
siRNA’s1 uygulanan gruplarla karsilastirildiginda hiicresel azalmanin en fazla 48. saatte
oldugu goriiliirken 24 saatte etkinin heniiz olugsmadigr ve 72. saatte bu etkinin azaldigi
goriildi (Sekil 1.28). Panc-1 hipoksik gruplari normoksik gruplarla karsilastirildiginda
susturulma sonrasinda hiicre bilyiimesindeki azalmanin daha az oldugu goriildii (Sekil 1.28
ve Sekil 1.29). MiaPaca-2 hiicre hattinda normal kosullarda daha etkin bir hiicresel azalma
oldugu goriiliirken (Sekil 1.30) hipoksik kosullarda bu etkinin daha az oldugu goriildi (Sekil
1.31). Hipoksik kosullarda 48 saat sonunda Panc-1 ve MiaPaca-2 hiicrelerindeki hem CA9
hem de TSPANS siRNA uygulanan gruplardaki hiicre canliligindaki azalma kontrol siRNA
uygulanan gruplar ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (* p< 0,05)
(** p< 0,01). Panc-1 ve MiaPaca-2 hiicrelerinde, 48 ve 72 saat zaman araliginda, hem
hipoksiya hem de normal kosullarda CA9 ve TSPANS genlerinin susturulmasinin hiicre

canliligini azalttig1 belirlenmistir.
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Sekil 3.31: Panc-1 hiicre hattinda normal oksijen kosullarindaki SiRNA uygulamanin hiicre
biiylimesindeki 24, 48 ve 72 saat sonraki etkinin MTT yontemi ile belirlenmesi.
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Sekil 3.32: Panc-1 hiicre hattinda hipoksik kosullarda siRNA uygulamanin hiicre biiylimesindeki 24,
48 ve 72 saat sonraki etkinin MTT ydntemi ile belirlenmesi.
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Sekil 3.33: MiaPaca-2 hiicre hattinda normal oksijen kosullarindaki siRNA uygulamanin hiicre
biiyiimesindeki 24, 48 ve 72 saat sonraki etkinin MTT yontemi ile belirlenmesi.
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Sekil 3.34: MiaPaca-2 hiicre hattinda hipoksik kosullarda siRNA uygulamanin hiicre bilyiimesindeki
24, 48 ve 72 saat sonraki etkinin MTT yontemi ile belirlenmesi.

CA9 ve TSPANS siRNA’s1 kullanarak genlerin susturulmasinin hiicre canliligina
olan etkisi ikinci olarak Guava ViaCount® ile belirlendi. Guava ViaCount® soliisyonu iKi
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boya icermektedir. Biri hiicresel gecirgenliklerine gore canli ve canli olmayan hiicreleri ayirt
eder. Digeri cekirdegi boyar ve apoptoza giden hiicreler ile digerlerini ayirir. Guava

ViaCount testi canli, apoptotik ve 6lii hiicreleri ayirt etmesini saglar.

6 kuyucuklu plakalara ekilen hiicrelere ertesi giin boliim 2.3.1.4°de belirtildigi gibi
transfeksiyon yapildi. Bolim 2.3.1.6’da belirtildigi gibi hiicreler Viacount ile boyanarak
hazirlandi. Flowsitometride 1000 hiicre sayilarak bu hiicrelerin canli ve 6lii olanlart
belirlendi. Canli ve 6lii hiicrelerin yiizdeleri Mansoor ve ark tarafindan belirlenen yontem
kullanilarak hesaplamalart yapildi ve grafikleri ¢izildi [217]. Sonugta Panc-1 ve MiaPaca-2
hiicre hatlarinda NT grubu ile siRNA uygulanan gruptaki hiicreler karsilastirildiginda
hiicrelerin canliliginda azalma oldugu gériildi (Sekil 3.32, Sekil 3.33).
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Sekil 3.35: Panc-1 hiicre hattinda siRNA uygulamanin hiicre biiylimesindeki etkinin Viacount ile
belirlenmesi.
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Sekil 3.36: MiaPaca-2 hiicre hattinda siRNA uygulamanin hiicre biiyiimesindeki etkinin Viacount ile
belirlenmesi.
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3.4 CA9 ve TSPANS8 Genlerinin Susturulmasinin Panc-1 ve
MiaPaca-2 Hiicrelerinin Koloni Olusturma Kapasitesine Olan

Etkisinin Belirlenmesi

CA9 ve TSPANS genlerinin susturulmasmin hiicrelerin koloni olusturma
kapasitesindeki degisimini belirlemek igin koloni formasyon testi bolim 2.3.1.7°de
belirtildigi gibi yapildi. 6 kuyucuklu plakalarda her kuyuya 3000 hiicre ekildikten sonra
boliim 2.3.1.4°de belirtildigi gibi transfeksiyon yapildi. Transfeksiyondan 10 giin sonra
bolim 2.3.1.7°de anlatildigr gibi olusan koloniler belirlendi. Deneyler birbirinden bagimsiz
iki tekrarli yapildi. Koloniler fotograflanarak Sekil 3.34, Sekil 3.35, Sekil 1.37, Sekil 1.38’de
gosterildi. Koloniler Colonocounter programi ile sayilarak her hiicre hattina ait grafikler
yapildi (Sekil 3.36, Sekil 3.39). Genel olarak bakildiginda her iki hiicre hattinda da
normoksik ve hipoksik kosullarda NT grup ile karsilastirildiginda CA9 ve TSPANS
siRNA’lari ile susturulmus gruplarda koloni olusturma kapasitesinin diigtigii goriildii. Panc-
1 hiicrelerinde normoksiya ve hipoksiyada CA9 ve TSPANS siRNA uygulanmis gruplardaki
koloni sayisindaki azalmanin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildi (**p < 0,01).
MiaPaca-2 hiicrelerinde CA9 ve TSPANS8 siRNA’st uygulanmis gruplar NT ile
karsilastirildiginda koloni olusturma kapasitelerinde yaklasik 4 kat azalma oldugu ve bu

azalmanin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildii (*p < 0,05).

siKont

siCA9 SiTSPANS

Sekil 3.37: Panc-1 hiicre hattinda normal oksijen kosullarinda yapilan koloni formasyon testi sonucu.
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Sekil 3.38: Panc-1 hiicre hattinda hipoksik kosullarda yapilan koloni formasyon testi sonucu.
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Sekil 3.39: Panc-1 hiicre hattinda normal ve hipoksik kosullarda olusan koloni sayist.
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Sekil 3.40: MiaPaca-2 hiicre hattinda normal oksijen kosullarinda yapilan koloni formasyon testi
sonucu
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Sekil 3.41: MiaPaca-2 hiicre hattinda hipoksik kosullarda yapilan koloni formasyon testi sonucu
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Sekil 3.42: MiaPaca-2 hiicre hattinda normal ve hipoksik kosullarda olusan koloni sayisi.

35 CA9 ve TSPANS Genlerinin Susturulmasimin Panc-1 ve MiaPaca-

2 Hiicrelerinin invaziv Karakterlerine Etkisinin Belirlenmesi

CA9 ve TSPANS genlerinin susturulmasinin pankreas kanseri hiicrelerinin invazyon
karakterine olan etkileri matrigel invazyon yontemi ile belirlendi. Bolim 2.3.1.8’de
belirtildigi gibi hiicreler 25cm” “lik flasklara ekildi. Ertesi giin boliim 2.3.1.3’de belirtildigi
gibi hiicreler hipoksik ortam i¢in uyarildi ardindan boliim 2.3.1.4’de belirtildigi gibi siRNA
transfeksiyonlar1 yapildi. Boliim 2.3.1.8°de belirtildigi gibi invazyon testi gerceklestirildi. 3
giinlik inkiibasyon sonrasi hiicreler bolim 2.3.1.8°’de belirtildigi gibi boyandi ve
gortintiilendi. Deneyler birbirinden bagimsiz olacak sekilde iki kez tekrarlandi. Her gruptaki
invaziv hiicreler en az 5 farkli alan olusacak sekilde fotograflandi. Hiicreleri sayma islemi
Imagel] programi yardinu ile yapildi. Her grup icin 5 degerin ortalamasi alinarak istatistiksel

hesaplamalar1 Minitab14 programi ile yapildi.

Normal oksijen kosullarinda ve hipoksik kosullarda biiyiiyen Panc-1 hiicrelerinde
CA9 siRNA’s1 uygulanmis grup ile NT grubu karsilastirildiginda siRNA uygulanan gruptaki
hiicre sayisinin yaklagik olarak yari yariya azaldigi goriildi (p<0,05) (Sekil 3.40 ve Sekil
3.42). Normal ve hipoksik kosullarda biiyiiyen MiaPaca-2 hiicre hattinda NT ile CA9 ve
TSPANS siRNA’s1 uygulanmis gruplar karsilastirildiginda invaziv hiicre sayisimin azaldigi
goriilmektedir (p<0,05) (Sekil 3.45, Sekil 3.46, Sekil 3.47). Genel olarak bakildiginda Panc-
1 ve MiaPaca-2 hiicre hatlarinda normal oksijen kosullarinda CA9 siRNA’s1 ile susturulan
hiicrelerin invazyon kapasitesinin énemli derecede azaldigi goriildi (Sekil 3.45, Sekil 3.48).
Normal oksijen kosullarinda ve hipoksik kosullardaki TSPANS8 siRNA’s1 transfekte edilen
MiaPaca-2 hiicrelerinde invazyon kapasitesinin, Panc-1 hiicrelerinden daha az oldugu
gortldi (Sekil 3.43, Sekil 3.44, Sekil 3.46, Sekil 3.47).
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Sekil 3.44: Panc-1 hiicre hattinda hipoksik kosullarda yapilan invazyon testinin goriintisii.
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Sekil 3.45: Panc-1 hiicre hattinda CA9 ve TSPANS siRNA transfeksiyonundan sonra hiicrelerin
invazyon kapasitesi.

NT siKont

siCA9 siTSPANS

Sekil 3.46: MiaPaca-2 hiicre hattinda normal kosullarda yapilan invazyon testinin goriintisii.
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Sekil 3.47: MiaPaca-2 hiicre hattinda hipoksik kosullarda yapilan invazyon testinin goriintiisi.
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Sekil 3.48: MiaPaca-2 hiicre hattinda CA9 ve TSPANS siRNA transfeksiyonundan sonra hiicrelerin
invazyon kapasitesi.
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3.6 CA9 ve TSPANS Genlerinin Susturulmasinin Panc-1 ve MiaPaca-
2 Hiicrelerinin In Vitro Migrasyon Ozelliklerine Etkisinin

Belirlenmesi

CA9 ve TSPANS siRNA’lart ile susturulan Panc-1 ve MiaPaca-2 hiicrelerinde
meydana gelebilecek migrasyon kapasitesindeki degisimi belirlemek i¢in scratch testi bolim
2.3.1.9°da belirtildigi gibi yapildi. Deneyde 6 kuyucuklu plakalara 5x10° hiicre/plaka olacak
sekilde hiicreler ekildi. Ertesi giin bolim 2.3.1.3’de belirtildigi gibi hipoksik ortam
olusturuldu ve bolim 2.2.1.4’de belirtildigi gibi siRNA transfeksiyonu yapildi. Hiicreler
boliim 2.3.1.9°da belirtildigi gibi migrasyon testi yapildiktan sonra analiz edildi.

Normal ve hipoksik kosullarda biiyiiyen Panc-1 hiicrelerinde siRNA uygulamasi
yapilmamis olan kontrol grubu hiicreleri ile kontrol siRNA uygulamasi yapilan hiicre
gruplarinda 24 saat sonunda alanin %70-%80 nin kapandigi belirlendi. Panc-1 hiicrelerinde
normal ve hipoksik kosullarda siRNA transfeksiyonu ile CA9 geni susturulduktan 24 saat
sonra alanin yaklagik %10, TSPANS geni susturulduktan 24 saat sonra ise alanin yaklagik
%20 oraninda kapandigi belirlendi (Sekil 3.49, Sekil 3.50, Sekil 3.51).
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Sekil 3.51: Panc-1 hiicre hattinda CA9 ve TSPANS siRNA transfeksiyonundan sonra hiicrelerin
migrasyon kapasitesi.

Normal oksijen kosullarinda biiyiiyen MiaPaca-2 hiicrelerinde siRNA uygulamasi
yapilmayan hiicrelerde ve kontrol siRNA’s1 uygulanmis gruplarda 24 saat sonra hasar verilen
alanin tamaminin kapandigi goriilmiistir. CA9 siRNA’st uygulanan grupta alan
kapanmasinin yaklasik %35 TSPANS8 siRNA’st uygulanan grupta ise hasarli alan
kapanmasinin yaklagik %40 oldugu tespit edildi (Sekil 3.52, Sekil 3.54)

Hipoksik kosullarda biiyiiyen MiaPaca-2 hiicrelerinde siRNA uygulamasi
yapilmayan NT grubundaki hiicrelerin 24 saat sonunda alanin tamamini kapattig1 goriiliirken
kontrol siRNA’s1 uygulanan gruptaki alan kapanmasinin yaklasik %70 oldugu goriildi. CA9
siRNA’s1 uygulanan grupta 24 saatin sonunda alan kapanmasinin %10 oldugu gorilirken
TSPANS siRNA’s1 uygulanan grupta hasarli alanin kapanmadig1 gibi mevcut hiicrelerinde
yaklagik %10 azaldigi goriilda (Sekil 3.53, Sekil 3.54).

78



siKont

SiCA9

SiTSPANS8

Sekil 3.52: MiaPaca-2 hiicre hattinda normal oksijen kosullarinda yapilan migrasyon testinin
gorlintiisi.
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Sekil 3.54: MiaPaca-2 hiicre hattinda CA9 ve TSPANS siRNA transfeksiyonundan sonra hiicrelerin
migrasyon kapasitesi.

3.7 CA9 ve TSPANS8 Genlerinin Susturulmasi ve Apoptoz ile

iliskisinin Belirlenmesi

CA9 ve TSPAN8 siRNA’lar1 kullanilarak Panc-1 ve MiaPaca-2 hiicrelerinde
susturmanin hiicresel diizeydeki etkileri arastirildiginda hem hiicre sayisinda azalma hem de
kanser hiicrelerinin karakteristik Ozelliklerinde azalma oldugu goriilmektedir. Hiicresel
diizeydeki bu degisimden yola ¢ikarak hangi hiicresel 6liim yolunu kullandigini tespit
etmeye calistik. Apoptotik hiicre 6lim yolu mRNA seviyesinde Bcl-2 gen ailesine ait anti-
apoptotik (Bcl-2 ve Bcl-XL) ve pro-apoptotik (Bax ve Bak) genlerdeki degisikler Realtime
PCR, protein seviyesinde anti-apoptotik Bcl-2 ve pro-apoptotik Bax proteinlerindeki

degisimler flowsitometri yontemi ile incelenmistir.

3.7.1 CA9 ve TSPANS Genlerinin Susturulmasinin Baz1 Apoptoz iliskili
Genlere Etkilerinin mRNA Seviyesinde Belirlenmesi

Normal ve hipoksik kosullarda biiyliyen Panc-1 ve MiaPaca-2 hiicrelerine bolim
2.3.1.4°de belirtildigi gibi CA9 ve TSPANS siRNA transfeksiyonu yapilmis ardindan bliim
2.3.1.10°da belirtildigi gibi RNA izolasyonlari, boliim 2.3.1.12°de belirtildigi gibi cDNA
sentezleri yapilmustir. Tablo 2.17° de yer alan anti-apoptotik Bcl-2, Bcl-XL, proapoptotik
Bax, Bak ve hiicre dongiisiinde gorevli p27, siklin D2 genlerine spesifik primerler ile boliim
2.3.1.13’de belirtildigi realtime PCR yapilarak mRNA seviyesindeki degisimler tespit edildi.

Real time PCR analizleri birbirinden bagimsiz en az 3 deney tekrarl: ve her deneyde en az 3
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tekrarli ¢alisgildi. Normalizasyon icin tablo 2.16’da belirtilen insan-p-2-mikroglobilin
primerleri kullanildi. Bolim 2.3.1.13’de belirtildigi gibi MRNA seviyesi AACt degerleri
Livak metoduna gore hesaplandi. Livak metoduna gore degerlendirilen gruplar NT ile

oranlanarak kat degeri hesaplandi ve grafikler olusturuldu.

Panc-1 hiicre hattinda normal oksijen kosullarinda yapilan siRNA uygulamalarinin
mRNA analiz sonuglar1 degerlendirildiginde, tiim gruplarda uygulama yapilmamis olan NT
ile kontrol siRNA uygulanan siKont arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak anlamli
bulunmadi (p>0,05). Bu durum, kontrol siRNA uygulamasinin hiicrelerde anlamli bir etki
olusturmadigim1 gostermektedir. NT grubu ile karsilastirildiginda, CA9 ve TSPANS
siRNA’s1 ile susturulan hiicrelerde Bax ve Bak mRNA seviyesi artarken Bcl-2 ve Bcl-XL
mRNA seviyesinin arttigr goriildii ve CA9 siRNA’s1 uygulanan gruplardaki degisimin
anlamlt oldugu goriildii (p<0,05). TSPANS siRNA’st uygulandiginda Bcl-XL mRNA
seviyesinde meydana gelen azalma istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05). CA9
siRNA’s1 ile susturulan hiicrelerde hiicre dongiisiinde gorevli p27 mRNA seviyesinin

anlaml1 bir sekilde arttig1, siklinD2 seviyesinin ise azaldig1 gorildii (Sekil3.55).
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Sekil 3.55: Panc-1 hiicre hattinda normal oksijen kosullarinda CA9 ve TSPANS genlerinin
susturulmasinin apoptoz iligkili genlere etkisinin mRNA seviyesinde gosterilmesi.
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Panc-1 hipoksiyada higbir grupta NT grubu ile siKont grubu arasindaki farklilik
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05). NT grubu ile karsilastirildiginda, CA9 ve
TSPANS siRNA’s1 ile susturulan hiicrelerde normal oksijen kosullarinda oldugu gibi Bax ve
Bak mRNA seviyesi artarken Bcl-2 ve Bcl-XL mRNA seviyesinin arttigi goriildii. CA9
siRNA’s1 uygulandiginda Bax ve Bak mRNA’sindaki degisimin anlamli oldugu goriildii
(p<0,05). Bcl-XL mRNA seviyesinde meydana gelen azalmanin hem CA9 hemde TSPANS
siRNA’s1 uygulanan gruplarda istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05). CA9 ve
TSPANS siRNA’s1 ile susturulan hiicrelerde hiicre dongiisiinde gorevli p27 mRNA

seviyesinin arttig1, siklinD2 seviyesinin ise azaldig1 goriildii (Sekil3.56).
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Sekil 3.56: Panc-1 hiicre hattinda hipoksik kosullarda CA9 ve TSPANS genlerinin susturulmasinin
apoptoz iligkili genlere etkisinin mRNA seviyesinde gosterilmesi.
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MiaPaca-2 hiicre hattinda normal oksijen kosullarinda yapilan siRNA
uygulamalarinin mRNA analiz sonuglar1 degerlendirildiginde, tiim gruplarda uygulama
yapilmamis olan NT ile kontrol siRNA uygulanan siKont arasindaki farkliliklar istatistiksel
olarak anlamli bulunmadi (p>0,05). CA9 ve TSPAN8 siRNA uygulanan gruplar kontrol
siRNA uygulanan siKont grubu ile karsilastirildiklarinda Bax, Bak ve p27 mRNA
seviyesinde artis oldugu, Bel-2 ve Bcl-XL mRNA seviyesinde ise azalma oldugu goriildii.
CA9 susturuldugunda Bcl-2, Bcl-XL ve silkin D2 mRNA seviyesinde meydana gelen azalma
ve p27 mRNA seviyesindeki artis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05).
TSPANS sustugunda ise Bak mRNA seviyesindeki artisin ve Bcel-XL seviyesindeki artisin
anlamlt oldugu goriildii (p<0,05) (Sekil 3.57).
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Sekil 3.57: MiaPaca-2 hiicre hattinda normal oksijen kosullarinda CA9 ve TSPANS genlerinin
susturulmasinin bazi apoptoz iligkili genlere etkisinin mRNA seviyesinde gosterilmesi.

MiaPaca-2 hiicre hattinda hipoksiyada yapilan siRNA uygulamalarinin mRNA
analiz sonuglar1 degerlendirildiginde, tim gruplarda uygulama yapilmamis olan NT ile
kontrol siRNA uygulanan siKont arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak anlamli

bulunmadi (p>0,05). CA9 siRNA uygulanan gruplar kontrol siRNA uygulanan sikont grubu
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ile karsilastirildiklarinda Bax, Bak ve p27 mRNA seviyesinde artis oldugu, Bel-2, Bel-XL ve
siklinD2 mRNA seviyesinde ise azalma oldugu goriildii. TSPANS siRNA uygulanan gruplar
kontrol siRNA uygulanan siKont grubu ile karsilastirildiklarinda Bax, Bak, Bcl-2 ve p27
mRNA seviyesinde artis oldugu, Bel-XL ve siklinD2 mRNA seviyesinde ise azalma oldugu
goriildi. CA9 siRNA uygulanan grup kontrol siRNA uygulanan siKont grubu ile
karsilastirildiklarinda Bak mRNA seviyesindeki artis istatistiksel olarak anlamli bulundu
(p<0,05).TSPAN8 siRNA uygulanan gruplar kontrol siRNA uygulanan siKont grubu ile
karsilagtirlldiklarinda siklinD2 mRNA seviyesindeki azalma istatistiksel olarak anlamli
bulundu (p<0,05). Bcl-XL mRNA seviyesindeki artislar, istatistiksel olarak anlamli

bulunmustur (p<0,05).
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Sekil 3.58: MiaPaca-2 hiicre hattinda hipoksik kosullarda CA9 ve TSPANS genlerinin
susturulmasinin bazi apoptoz iligkili genlere etkisinin mRNA seviyesinde gosterilmesi.
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3.7.2 CA9 ve TSPANS Genlerinin Susturulmasinin Baz1 Apoptoz iliskili

Proteinlere Etkilerinin Flow Sitometri ile Belirlenmesi

Normal ve hipoksik kosullarda biiyliyen Panc-1 ve MiaPaca-2 hiicrelerine boliim
2.3.1.4°de belirtildigi gibi CA9 ve TSPANS siRNA transfeksiyonu yapilmis ardindan bsliim
2.3.1.16°da belirtildigi gibi tripsinizasyonla flask yiizeyinden kaldirildi ve PBS ile yikandi.
Fiksasyon isleminden sonra spesifik olmayan baglanmalarin engellemek i¢in %5BSA igeren
PBS ile bloklama iglemi yapildi. Hiicreler primer (anti-apoptotik Bcl-2, proapoptotik Bax) ve
sekonder antikor ile isaretlendikten sonra Flowsitometri ile Ol¢iimleri yapildi. Flow
sitometrinin programindan elde edilen grafikler kullanildi.

Protein ekspresyonnu tespit edebilmek igin farkli grafikler kullanildi. Dogru hiicre
toplulugunu tespit edebilmek i¢in (kap1 alma) ilk sirada goriildiigii gibi hiicre graniilitesi
(side scater) ve biiyiikliigii (Forward scater) grafigi kullanildi. ikinci sirada goriilen
histogram grafiginde ise segilen hiicre popiilasyonunun protein ekspresyonunu
gostermektedir. Ugiincii sirada goriilen quadrant grafikte ise NT grubunda bulunan hiicre
popiilasyonun en yogun oldugu bdlge sol altta kalacak sekilde alan dorte ayrildi ve diger
gruptaki hiicrelerin degisimi alanlara diisen hiicrelerin yiizdeleri olarak belirlendi.

Normal oksijen kosullarinda biiyiiyen Panc-1 hiicre hattina bakildiginda siCA9 ve
siTSPANS uygulanmis hiicreler NT hiicreler ile karsilastirildiginda antiapoptotik Bcl-2
geninin ekspresyonunun arttig1 gorildi (Sekil 3.59). Hipoksik kosullarda biiyliyen Panc-1
hiicrelerinde NT ile karsilagtirilan siCA9 uygulanmis hiicrelerde Bcl-2 ekspresyonunun
degismedigi goriiliirken siTSPANS8 uygulanmis hiicreler NT ile karsilastirildiginda Bcl-2
ekspresyonunun arttigi goriildii (Sekil 3.60). NT ile karsilastirildiginda CA9 ve TSPANS8
genleri susturulan hem normal hemde hipoksik ortamda biiyliyen Panc-1 hiicrelerinde
Proapaoptotik Bax protein seviyesinde etkili bir degisim olmadigr goriildii (Sekil 3.61, Sekil
3.62).

Normal oksijen kosullarinda ve hipoksik kosullarda biiyliyyen MiaPaca-2
hiicrelerinde CA9 ve TSPANS genleri susturuldugunda Bcl-2 proteininin ekspresyonunun
arttig1 tespit edildi (Sekil 3.63, Sekil 3.64). Bax proteinin ekspresyonu hem hipoksik hemde
normal oksijen kosullarinda biiyliyen hiicrelerde CA9 siRNAsi uygulandunda 2 katlik bir
artisa neden oldugu TSPANS siRNA’s1 uygulandiginda ise 3 katik bir artisa neden oldugu
gortildi (Sekil 3.65, Sekil 3.66 ve Tablo 3.1).
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Sekil 3.59: Panc-1 hiicre hattinda normal oksijen kosullarinda CA9 ve TSPANS genlerinin susturulmasinin anti-apoptotik Bcl-2 proteinine etkisinin Flowsitometri ile
gosterilmesi.
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Sekil 3.60: Panc-1 hiicre hattinda hipoksik kosullarda CA9 ve TSPANS genlerinin susturulmasinin anti-apoptotik Bcl-2 proteinine etkisinin Flowsitometri ile gosterilmesi.
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Sekil 3.61: Panc-1 hiicre hattinda normal oksijen kosullarinda CA9 ve TSPANS genlerinin susturulmasinin pro-apoptotik Bax proteinine etkisinin Flowsitometri ile
gosterilmesi.
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Sekil 3.62: Panc-1 hiicre hattinda hipoksik kosullarda CA9 ve TSPANS genlerinin susturulmasinin pro-apoptotik Bax proteinine etkisinin Flowsitometri ile gosterilmesi.
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Sekil 3.63: MiaPaca-2 hiicre hattinda normal oksijen kosullarinda CA9 ve TSPANS genlerinin susturulmasmin anti-apoptotik Bcl-2 proteinine etkisinin Flowsitometri ile
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Sekil 3.64: MiaPaca-2 hiicre hattinda hipoksik kosullarda CA9 ve TSPANS genlerinin susturulmasinin anti-apoptotik Bcl-2 proteinine etkisinin Flowsitometri ile
gosterilmesi.
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Sekil 3.65: MiaPaca-2 hiicre hattinda normal oksijen kosullarinda CA9 ve TSPANS genlerinin susturulmasinin pro-apoptotik Bax proteinine etkisinin Flowsitometri ile

Green Fluorescence (GRN-HLog)

gosterilmesi.
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Sekil 3.66: MiaPaca-2 hiicre hattinda hipoksik kosullarda CA9 ve TSPANS genlerinin susturulmasinin pro-apoptotik Bax proteinine etkisinin Flowsitometri ile gosterilmesi.
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Tablo 3.1: Panc-1 ve MiaPaca-2 hiicrelerinde Bcl-2 ve Bax proteinlerinin floresans 1g1ma degerleri.

Hicre hatlar Gruplar %Bcl-2 floresans % Bax floresans
NT 4,44 6,68
Panc-1 siKont 3,09 6,04
Normoksiya siCA9 36,34 3,77
SiTSPAN8 33,13 6,71
Panc-1 NT 6,61 7,11
Hipoksiya siKont 7,04 6,82
siCA9 7,92 6,91
SiTSPAN8 20,42 7,97
MiaPaca-2 NT 11,84 5,40
Normoksiya siKont 10,09 10,96
siCA9 26,20 11,33
siTSPAN8 21,64 15,61
MiaPaca-2 NT 6,76 9,44
Hipoksiya siKont 5,55 9,67
siCA9 21,01 16,21
siTSPAN8 22,23 21,95

3.8 CA9 ve TSPANS Genlerinin Susturulmasi ve Otofaji ile iliskisinin

Belirlenmesi

CA9 ve TSPANS siRNA’lar1 kullanilarak Panc-1 ve MiaPaca-2 hiicrelerindeki degisimi
apoptotik yol ile iliskisi inceledikten sonra bir diger 6liim yolu olan otofajik yol ile iliskisi
incelendi. Otofajik hiicre 6liimiinii incelemek i¢in LC3-I1, Beklin-1, ATG3, ATG5, ATG7
ve ATG12 genlerindeki degisimi mRNA seviyesinde belirlemek igin spesifik primerleri
kullanilarak Realtime PCR yapildi. Otofajik yolda goérevli LC3 ve Beklin proteinlerinin
seviyeleri western blot analizi ile tespit edildi. Son olarak otofajik yolda olusabilecek asidik
vezikiillerin tespiti i¢in akridine orange boyamasi yapildi ve floresans mikroskobu ile

goriintiilendi.

3.8.1 CA9 ve TSPANS Genlerinin Susturulmasimin Baz1 Otofaji iliskili

Genlere Etkilerinin mRNA Seviyesinde Belirlenmesi
Panc-1 ve MiaPaca-2 hiicrelerinde CA9 ve TSPANS genlerinin susturulmasinin
otofaji ile iliskisi mRNA diizeyinde LC3-Il, Beklin-1, ATG3, ATG5, ATG7 ve ATG12

primerleri (tablo 2.18) ile yapilan Realtime PCR analizi ile belirlendi. Hiicrelerden boliim
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2.3.1.10’da anlatildig1 gibi RNA izolasyonu yapildi. Elde edilen RNA’lar ile bdliim
2.3.1.12°de belirtildigi gibi cDNA sentezi yapildi. cDNA’lar kullanilarak tablo 2.18’de
belirtilen otofajik primerler ile Realtime PCR analizleri yapildi. Bolim 2.3.1.13’de
belirtildigi gibi sonuglar Livak metoduna gore degerlendirildi. Istatistiksel analizleri
Minitab14 programinda (oneway anova) yapildi anlamli deger olarak p<0,05 kabul edildi.
Her primer igin ayri olusturulan kat grafikleri uygulama yapilmayan NT grup ile siKont,
siCA9 ve siTSPANS gruplarinin AACt degerleri oranlanarak olusturuldu.

Panc-1 hiicre hattinda normal oksijen kosullarinda yapilan siRNA uygulamalariin
mRNA analiz sonuglar1 degerlendirildiginde, tiim gruplarda uygulama yapilmamis olan NT
ile kontrol siRNA uygulanan siKont arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak anlamli
bulunmadi (p>0,05). NT grubu ile karsilagtirildiginda, CA9 ve TSPANS8 siRNA’s1 ile
susturulan hiicrelerde Beklin-1, LC3, ATG3, ATG5, ATG7 ve ATG12 mRNA seviyesinin
arttigr gorildi. CA9 sustugunda Beklin-1, LC3, ATG3 ve ATG12 mRNA seviyesinde
meydana gelen artis istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05). TSPANS sustugunda LC3
de meydana gelen azalis, ATG7 ve ATG 12’deki artis istatistiksel olarak anlamli bulundu
(p<0,05).
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Sekil 3.67: Panc-1 hiicre hattinda normal oksijen kosullarinda CA9 ve TSPANS genlerinin
susturulmasinin bazi otofaji iligkili genlere etkisinin mRNA seviyesinde gdsterilmesi.
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Panc-1 hiicre hattinda hipoksiyada tiim gruplarda uygulama yapilmamis olan NT ile
kontrol siRNA uygulanan siKont arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak anlamli
bulunmadi (p>0,05). NT grubu ile karsilastirildiginda, CA9 siRNA’s1 ile susturulan
hiicrelerde Beklin-1, LC3, ATG3, ATGS, ATG7 ve ATG12 mRNA seviyesinin arttigt
goriildii. TSPANS siRNA’s1 ile susturulan hiicrelerde, LC3, ATG3, ATGS, ATG7 ve ATG12
mRNA seviyesinin arttigi, Beklin-1 mRNA seviyesinin azaldig1 goriildii. CA9 sustugunda
LC3, ATG3, ATGS ve ATG7 mRNA seviyesinde meydana gelen artis istatistiksel olarak
anlamli bulundu (p<0,05). TSPANS sustugunda LC3, ATG3 ve ATG 5’te meydana gelen
artis istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05).
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Sekil 3.68: Panc-1 hiicre hattinda hipoksik kosullarda CA9 ve TSPANS genlerinin susturulmasinin
baz1 otofaji iliskili genlere etkisinin MRNA seviyesinde gosterilmesi.
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Normal oksijen kosullarinda biiyiiyen MiaPaca-2 hiicrelerinde otofaji iligkili
genlerdeki (Beklin-1, LC3, ATG3, ATG5, ATG7 ve ATG12) mRNA seviyelerinin
karsilastirldiginda, genel olarak tiim gruplarda kontrol siRNA ile higbirsey uygulanmamis
NT grup arasindaki degisimler istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0,05). MiaPaca-2
hiicrelerinde normal oksijen kosullarinda NT grubu ile karsilagtirildiginda, CA9 ve TSPANS8
siRNA’s1 uygulanan gruplarda Beklin-1, LC3, ATG3, ATG5, ATG7 ve ATG12 mRNA
seviyelerinin arttig1 goriildi. Beklin-1, LC3, ATG3, ATG5 ve ATG12 seviyesinde meydana
gelen azalmanin hem CA9 hemde TSPANS8 siRNA’s1 uygulanan gruplarda istatistiksel
olarak anlamli oldugu goriildii (p<0,05). ATG7 mRNA seviyesindeki artis hem CA9 hemde
TSPANS siRNA’s1 uygulanan gruplarda istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0,05).
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Sekil 3.69: Miapaca-2 hiicre hattinda normal oksijen kosullarinda CA9 ve TSPANS genlerinin
susturulmasinin bazi otofaji iligkili genlere etkisinin mRNA seviyesinde gdsterilmesi.
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Hipoksik kosullarda biiyiiyen MiaPaca-2 hiicrelerinde otofaji iligkili genlerdeki
(Beklin-1, LC3, ATG3, ATG5, ATG7 ve ATG12) mRNA seviyelerinin karsilastirildiginda,
genel olarak tiim gruplarda kontrol siRNA ile higbirsey uygulanmamig NT grup arasindaki
degisimler istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0,05). NT grubu ile karsilastirildiginda,
CA9 siRNA’s1 uygulanan gruplarda Beklin-1, LC3, ATG3 ve ATG7 mRNA seviyelerinin
arttig1 goriildii. TSPANS siRNA’s1 uygulanan gruplarda ise Beklin-1, LC3, ATG3, ATG5 ve
ATGI12 mRNA seviyelerinin artt1g1 goriildii.

CA9 sustugunda Beklin-1 mRNA seviyesinde meydana gelen artig istatistiksel
olarak anlamli bulundu (p<0,05). TSPANS sustugunda LC3, ATG3, ATG5 ve ATG12’de
meydana gelen artis istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05). Diger gruplardan farkli
olarak NT grubu ile karsilastirildiginda kontrol siRNA’s1 uygulanan gruptaki ATGS
mRNA’sinda meydana gelen degisim istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05).
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Sekil 3.70: MiaPaca-2 hiicre hattinda hipoksik kosullarda CA9 ve TSPANS genlerinin
susturulmasinin bazi otofaji iligkili genlere etkisinin mRNA seviyesinde gdsterilmesi.

99



3.8.2 CA9 ve TSPANS Genlerinin Susturulmasinin Baz1 Otofaji Tliskili
Proteinlere Etkilerinin Western Blot ile Belirlenmesi

Normal ve hipoksik kosullarda biiyiiyen Panc-1 ve MiaPaca-2 hiicre hatlarinda CA9
ve TSPANS8 siRNA transfeksiyonu ile susturuldugunda otofajik yolda gorevli LC3 ve
Beklin-1 proteinlerinin ekspresyon seviyeleri western blot analizi ile belirlendi. Panc-1 ve
MiaPaca-2 hiicreleri boliim 2.3.1.14 ‘de belirtildigi sekilde RIPA buffer kullanilarak lizis
edildi ve protein izolasyonu yapildi. 40 ug protein SDS jele yiiklenerek western blot analizi
yapildi. TSPANS8 ve CA9 siRNA transfeksiyonu sonrasinda susturulmanin dogrulanmasi igin
spesifik antikorlar1 ile isaretlendi. Western sonucunda elde edilen bantlar her iki genin etkin
bir sekilde sustugu goriildii. Membranlar temizleme (strip-off) tamponu kullanilarak
antikordan temizlendi ve LC3 ve Beklin-1 antikorlart ile isaretlendi. Normalizasyon yapmak
icin B-aktin ile isaretlendi. Bantlar Image J programu kullanilarak dansitometrik olarak analiz
edildi. LC3-Il/LC3-I orani dansitometrik degerler kullanilarak hesaplandi ve grafikler
olusturuldu. Beklin-1 proteinde meydana gelen degisim Kontrol siRNA grubu ile CA9
siRNA ve TSPANS8 siRNA’s1 uygulanan gruplara oranlanarak kat olarak hesaplandi ve
degerleri seklin altinda belirtildi.

Panc-1 hiicrelerinde normal oksijen kosullarinda, kontrol siRNA uygulanan grup ile
karsilastirlldiginda, TSPAN8 siRNA uygulanan grupta LC3-Il seviyesinin 1,5 kat arttig
gorildi (Sekil 3.72).

NT siKont siCA9 siTSPANS8
LC3 Le3-l 18kDa
LC3 -lI 16kDa
B-aktin 42kDa

Sekil 3.71: Panc-1 hiicre hattinda normal oksijen kosullarinda CA9 ve TSPANS genlerinin
susturulmasinin LC3 ve Beklin | protein seviyesine etkisinin gosterilmesi.
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NT siKont siCA9 siTSPANS

1 1,08 1,2
B-aktin _ 42kDa

Sekil 3.72: Panc-1 hiicre hattinda hipoksiyada CA9 ve TSPANS genlerinin susturulmasinin LC3 ve
Beklin 1 protein seviyesine etkisinin gosterilmesi.

MiaPaca-2 hiicrelerinde normoksiyada elde edilen sonugta aynidir ve TSPANS8 siRNA
uygulanan grupta LC3-II bandinda 1,5 kat bir artig gortldii (Sekil 3.74). Hipoksik kosullarda
NT ve kontrol siRNA uygulanan gruplarda da LC3-II bandinin giiglii oldugu ve TSPANS
veya CA9 siRNA uygulanan gruplar ile karsilastirldiginda belirgin bir artis olmadigt
goriildi (Sekil 3.73 ve Sekil 3.75). Beklin-1 protein seviyesindeki degisimler analiz
edildiginde ise LC3-II’de goriildiigii kadar belirgin bir artis veya azalma olmadi (Sekil 3.72,
Sekil 3.73, Sekil 3.74 ve Sekil3. 75).
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NT siKont siCA9 siTSPANS

LC3 LC3-l 18kDa
LC3-Il 16kDa
1 1,19 1,3

Sekil 3.73: MiaPaca-2 hiicre hattinda normal oksijen kosullarinda CA9 ve TSPANS genlerinin
susturulmasinin LC3 ve Beklin 1 protein seviyesine etkisinin gdsterilmesi.

NT siKont siCA9 siTSPANS
Lc3 & 18kDa
1 1,19 1,27

Sekil 3.74: MiaPaca-2 hiicre hattinda hipoksiyada CA9 ve TSPANS genlerinin susturulmasinin LC3
ve Beklin 1 protein seviyesine etkisinin gosterilmesi.
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Sekil 3.75: Panc-1 hiicre hattinda CA9 ve TSPANS genlerinin susturulmasinin LC3-1l ve LC3-I
protein seviyesinin oranindaki degisimin belirlenmesi.
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Sekil 3.76: MiaPaca-2 hiicre hattinda CA9 ve TSPANS genlerinin susturulmasinin LC3-I1 ve LC3-I
protein seviyesinin oranindaki degisimin belirlenmesi.

3.8.3 CA9 ve TSPANS8 Genlerinin Susturulmasimin Otofajiye Etkisinin

Akridine Orange ile immiinofloresans Olarak Gosterilmesi

Hipoksik ve normal oksijen kosullarinda biiyiiyen Panc-1 ve MiaPaca-2 hiicrelerinde
CA9 ve TSPANS genlerini susturmak igin boliim 2.3.1.4°de belirtildigi gibi transfeksiyon
yapildi. Ardindan bdliim 2.3.1.15°de belirtildigi gibi akridin orange boyasi ile boyanarak
immunofloresans yontemiyle gosterildi. Akridin orange hiicrelerde pH seviyesinin diigiik
oldugu asidik kisimlarin kirmizi olarak nétral pH seviyesinin goriildiigii kisimlarin ise yesil

olarak goriintiilenmesini saglar [218, 219].

Hipoksik ve normal oksijen kosullarinda CA9 ve TSPANS8 siRNA’s1 uygulanan
gruplarda kontrol gruplari ile karsilastirildiginda yesil rengin kirmiziya doniistiigii goriildii.
Bu renk degisimi siRNA uygulanan gruplarda hiicresel yanit sonucu asidik vezikiil artigini
gosterdi (Sekil 3.56, Sekil 3.57, Sekil 3.58, Sekil 3.59). Normal oksijen kosullarinda
biiyliyen Panc-1 ve MiaPaca-2 hiicrelerinde 6zellikle CA9 geni susturuldugunda asidik
vezikiil artisinin daha fazla oldugu goriildi. (Sekil 3.56, Sekil 3.58).
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Sekil 3.77: Panc-1 hiicre hattinda normal oksijen kosullarinda CA9 ve TSPANS genlerinin susturulmasi ve akridine orange ile boyanmasi.
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siKont SiTSPANS

Sekil 3.78: Panc-1 hiicre hattinda hipoksik kosullarinda CA9 ve TSPANS genlerinin susturulmasi ve akridin orange ile boyanmasi.
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siKont SiTSPANS

Sekil 3.79: MiaPaca-2 hiicre hattinda normal oksijen kosullarinda CA9 ve TSPANS genlerinin susturulmasi ve akridin orange ile boyanmasi.
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siKont siTSPANS

Sekil 3.80: MiaPaca-2 hiicre hattinda hipoksik kosullarda CA9 ve TSPANS genlerinin susturulmasi ve akridin orange ile boyanmasi.
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39 CA9 ve TSPAN8 genlerinin siRNA ile Susturulmasinin
Kemoterapi Ajanlariyla Kombinasyonunun Hiicre Proliferasyonuna

Etkisinin Belirlenmesi

Normal ve hipoksik oksijen kosullarinda biiyiiyen Panc-1 ve MiaPaca-2 hiicrelerinde
CA9 ve TSPANS genlerinin siRNA ile susturulmasinin kemoterapi ajanlarina (Cisplatin ve
Epirubicin) bagh proliferatif etkinin belirleyebilmek igin boliim 2.2.1.17’de belirtildigi gibi
50 nM siCA9 veya 50 nM siTSPANS ile beraber kemoterapi ajanlar1 uygulandi. 50 nM
siRNA’nin Panc-1 ve MiaPaca-2 hiicrelerinin proliferasyonuna etkisi MTT yontemi ile
belirlendi. Istatistiksel analizleri MiniTab14 programiyla ONEWAY Anova testi kullanilarak
yapildi (Sekil 3.81-3.84). 24. saatte CA9 ve TSPAN8 siRNA’si uygulanan gruplarda
hiicresel azalmanin bagladigin1 48. saatte azalmanin daha etkili oldugu ve bu etkinin 72.
saatte daha az oldugu goriildii. Kontrol siRNA uygulanmis grup ile NT grup arasinda anlaml
bir fark goriilmedigi i¢in sadece kemoterapi ajanlar1 ile CA9 ve TSPANS siRNA’s1
uygulanmig gruplar karsilastirilmistir (Sekil 3.85-3.92).

Absorbans 550 nm

NT  siKont siCA9siTSPANS NT  siKont siCA9siTSPANS NT  siKont siCA9siTSPANS

€

24 saat 48 saat 72 saat

Sekil 3.81: Panc-1 hiicre hattinda normal oksijen kosullarindaki 50 nM siRNA uygulamanin hiicre
biiylimesindeki 24, 48 ve 72 saat sonraki etkinin MTT yontemi ile belirlenmesi.
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Sekil 3.82: Panc-1 hiicre hattinda hipoksik kosullarda 50 nM siRNA uygulamanin hiicre
biiyiimesindeki 24, 48 ve 72 saat sonraki etkinin MTT yontemi ile belirlenmesi.
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NT _ siKont siCA9 siTSPANS NT  siKont siCA9 siTSPANS NT  siKont siCA9 siTSPAN8
24 saat 48 saat 72 saat

Sekil 3.83: MiaPaca-2 hiicre hattinda normal oksijen kosullarindaki 50 nM siRNA uygulamanin hiicre
biiylimesindeki 24, 48 ve 72 saat sonraki etkinin MTT yontemi ile belirlenmesi.

Absorbans 550 nm

NT _ siKont siCA9 siTSPANS NT  siKont siCA9 siTSPANS NT  siKont siCA9 siTSPANS

24 saat 48 saat 72 saat

Sekil 3.84: MiaPaca-2 hiicre hattinda hipoksik kosullarda 50 nM siRNA uygulamanin hiicre
biiyiimesindeki 24, 48 ve 72 saat sonraki etkinin MTT yontemi ile belirlenmesi.
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Cisplatin  (0,5-5-25-50-100 pg/ml) ve epirubicin (0,1-1-10-100-500 pg/ml)
uygulanan transfekte edilmemis hiicreler, kontrol grubu olarak kabul edidi. MTT hiicre
canlilig1 testine gore, cisplatin ve epirubicin uygulamasiin sitotoksik etkinligi doz bagiml

bir sekilde azaldig1 goriildii (Sekil 3.85 - 3.92).

Cisplatin uygulamasi doza bagli olarak Panc-1 ve MiaPaca-2 hiicre proliferasyonunu
azaltt1 (Sekil 3.85, Sekil 3.88). Normal oksijen kosullarinda CA9 ve TSPANS siRNA’siin
uygulanmasiyla Panc-1 hiicre proliferasyondaki azalmanin daha fazla oldugu goriildii.
Hipoksik kosullarda sadece cisplatin uygulanan grup ile cisplatin ve TSPANS siRNA’s1
uygulanan grup karsilastirildiginda azalmaya neden olmadig1 gortilmistiir (Sekil 3.86).

Sadece epirubicin uygulamasi, siRNA ile kombine uygulamasi ile karsilastirildiginda
Panc-1 normoksiyada (Sekil 3.89) azalma oldugu gorilmiistiir. MiaPaca-2 hiicrelerine
sadece epirubicin uygulamasinin proliferasyonu azaltici etkisi oldugu goriliirken

kombinasyonlarin bir etkisi olmamustir (Sekil 3.90-3.92).
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Sekil 3.85: Panc-1 hiicre hattinda normal oksijen kosullarinda Cispatin, CA9 siRNA's1 ve TSPANS
siRNA's1 uygulamasinin proliferatif etkisinin belirlenmesi.
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Sekil 3.86:Panc-1 hiicre hattinda hipoksiyada Cispatin, CA9 siRNA's1 ve TSPANS siRNA's1
uygulamasinin proliferatif etkisinin belirlenmesi.
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Sekil 3.87: MiaPaca-2 hiicre hattinda normal oksijen kosullarinda Cispatin, CA9 siRNA's1 ve
TSPANS siRNA's1 uygulamasimin proliferatif etkisinin belirlenmesi.
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Sekil 3.88: MiaPaca-2 hiicre hattinda hipoksiyada Cispatin, CA9 siRNA's1 ve TSPANS8 siRNA's1
uygulamasinin proliferatif etkisinin belirlenmesi.
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Sekil 3.89: Panc-1 hiicre hattinda normal oksijen kosullarinda Epirubicin, CA9 siRNA's1 ve TSPANS
siRNA's1 uygulamasinin proliferatif etkisinin belirlenmesi.
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Sekil 3.90: Panc-1 hiicre hattinda hipoksiyada Epirubicin, CA9 siRNA's1 ve TSPANS siRNA's1
uygulamasinin proliferatif etkisinin belirlenmesi.
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Sekil 3.91: MiaPaca-2 hiicre hattinda normal oksijen kosullarinda Epirubicin, CA9 siRNA's1 ve
TSPANS siRNA's1 uygulamasinin proliferatif etkisinin belirlenmesi.
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Sekil 3.92: MiaPaca-2 hiicre hattinda hipoksiyada Epirubicin, CA9 siRNA's1 ve TSPANS siRNA's1
uygulamasinin proliferatif etkisinin belirlenmesi.

3.10 Farelerde Tiimor Olusturulmasi ve Tedavisi

3.10.1 Farelerde Pankreas Kanser Modeli Olusturulmasi

Farelerde ksenograft pankreas kanser modelini olusturmak i¢in daha 6nce yapilan
calismalar incelediginde birgok farkli yontem bulunmaktadir. Kullanilacak hiicre hattinin,
hiicre hattim1 uygulama seklinin ve c¢aligilacak fare soyunun optimizasyonu yapildi.
Kullanilacak hiicre hattini belirlemek igin intraperitoneal (IP) yontemle CD-1 fare soyunda
Panc-1 ve MiaPaca-2 hiicrelerini 10x10° olacak sekilde uygulandi (Sekil 3.93). Panc-1
hiicreleri uygulanan farede sekil 3.93’de goriildiigii gibi diyaframinda timor olustugu

gortliirken MiaPaca-2 hiicreleri uygulanan farede tiimor olusumu goriilmedi.
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Panc-1 MiaPaca-2

Sekil 3.93: Farelerde tiim6r modeli olusturmak i¢in Intraperitonal (IP) yontemle Panc-1 ve MiaPaca-2
hiicrelerinin uygulanmasi.

Panc-1 hiicrelerinin uygulandigi say1 10x10° ve 15x10°, uygulama yontemi subcutan
(SC) ve intraperitonal (IP), fare soyu CD-1 ve Balb/C olarak Sekil 3.95’te gortldigi gibi
yapildi. CD-1 nude fareler ve Balb/C nude farelerde timor olugsma kapasitesi
karsilastirildiginda aralarinda anlamli bir fark goriilmedi. I[P yontem uygulanarak farelere
verilen hiicrelerin tiimor olusmasi asamasinda gozlemlenemedigi i¢in timdr gelisimin takibi
agisindan uygun olmadigi goriildii. SC yontemde ise fare deri altina verilen hiicrelerin timor
olusumunun goriilebilmesi avantaj sagladi. CD-1 nude fareler ve Balb/C nude farelerde
1X10" Panc-1 hiicresi uygulandiginda 4 haftada timériin istenilen biiyiiklige ulastig
goriildii (Sekil 3.94). Bu sonuglardan yola ¢ikarak CA9 ve TSPANS8 siRNA’smin
invivo’daki etkileri CD-1 nude farelere subcutan yontemle 1X10° Panc-1 hiicresi

uygulanarak olusturulan timor modelinde arastirildi.
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Sekil 3.94: Balb/c ve CD-1 nude farelerde IP ve SC yontemi kullanilarak yapilan hiicre sayisi
optimizasyonu.

3.10.2 Pankreatik Tiimér Modelinin Olusturulmas1 ve Gruplarin

Belirlenmesi

In vivo deneylerde. 8 haftalik 18 disi ve 12 erkek fare olmak tizere toplamda 30 fare
kullanildi. Farelerin agiliklar tartilarak belirlendi. Ardindan her grupta 6 fare olacak sekilde
rastgele 5 farkli gruba ayrildi. Boliim 2.3.2.2°de belirtildigi gibi farelere subcutan yontem ile
1X10 Panc-1 hiicre enjekte edildi. 4 hafta boyunca fareler DS Irradiated Diet ile adlibitum
(yem ve su siirekli Oniinde) olarak 12 saat gece 12 saat giindiiz 151k periyodunda IVC
kafeslerde barmdirildi.

Tiimdr olusumu Panc-1 hiicrelerinin enjeksiyonunu takiben ikinci haftadan itibaren
enjeksiyon bolgelerinde goriilmeye basladi ve 4. hafta sonunda % 83 oraninda (30 farenin 25
tanesinde) farkli biiyiikliiklerde timé6r olusumu gozlemlendi (Sekil 3.95). Bu bireylerde
tiimoriin i¢ kisimda olusmus olabilecegi diisliniilerek her deney grubu kafesine esit olarak

paylastirildi, diger fareler rastgele olarak gruplara ayrildi (Tablo 3.2).
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‘ ~
Sekil 3.95: CD-1 fare soyundan deneklere Panc-1 hiicreleri subcutan enjekte edildikten 4 hafta sonra
timor olusumu gozlenen bireylerden bazilarinin fotografi.

Tablo 3.2: Deneysel olarak tiimor modelinin olugturulmasi ve gruplarin belirlenmesi.

Deney 1. Grup 2.Grup 3. Grup 4. Grup 5. Grup
Gruplan

Non-treated KontrolsiRNA CA9-siRNA TSPANS-siRNA Gemcitabine
(NT) (siKONT) (SICA9) (SITSPANS)

1-4. haftalar Farelerin tartilarak agirliklarinin belirlenmesi

1X107 Panc-1 hiicrelerinin subcutan yontemle enjeksiyonu,

4 hafta boyunca farelerin bakimi, timér olusumunun kontrolit

1E =AY Uygulama yok 150pg/kg 150pg/kg siCA9 150pg/kg 50mg/kg
uygulamast SiKONT SITSPANS Gemcitabine
5-8.haftalar - Haftada iki kez ~ Haftada iki kez Haftada iki kez Haftada iki kez

- 8. hafta sonunda farelerin tartilarak agirliklarinin belirlenmesi, sakrifiye edilmesi

3.10.3 CA9 ve TSPANS siRNA’nin invivo transfeksiyonu

Fareler tartilarak agirliklart belirlendi. Ardindan bolim 3.10.2°de belirtildigi gibi
gruplar olusturuldu. Non-Treated (NT) grubu 3 disi 3 erkek fare ile olusturuldu. NT grubu
ilag veya siRNA uygulamasi yapilmamig olan kontrol grubudur. siRNA uygulanan gruplarda
4 disi 2 erkek fare kullanilmigtir. Bolim 2.3.2.4’de belirtildigi gibi liposomal siRNA’lar
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hazirlandi. Liyofilize haldeki siRNA’lar kullanilmadan 6nce %0,9 iyonik tuz igeren ¢ozelti
ile ¢oziiliip son konsantrasyonu 150 pg/kg olacak sekilde sisitemik olarak kuyruk veninden
verildi. Pankreas kanseri tedavisinde rutin olarak kullanilan Gemcitabine grubunda 3 disi 3
erkek fare ile caligildi. Gemstabine grubunda yer alan farelere 4 hafta boyunca haftada iki
kez 50mg/kg olacak sekilde ilag verildi (Tablo 3.2).

3.10.4 Farelerde Olusan Tiimériin Biiyiikliigiiniin Belirlenmesi

Deney siiresince farelerin genel saglik durumlar1 ve agirlik durumlari kontrol edildi.
Deneye baslanan ilk giin ve son giinkii farelerin agirliklar1 kullanilarak grafik olusturuldu
(Sekil 3.97). ilk giin tiim farelerin agirliklarinin ortalama degeri 25,56 + 3,3 oldugu son giin
ise tim farelerin ortalama agirlig1 27,42 + 4,6 oldugu tespit edildi.
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Sekil 3.96: Farelerin ilk ve son giinkii agirliklarinin karsilastiriimast.

Dort hafta boyunca tiimér olusumu goézlendi ve sonraki dort hafta boyunca siRNA
transfeksiyonlar1 ve gemstabine tedavileri yapildi. 8 haftanin sonunda fareler sakrifiye edildi.
Sakrifikasyon sonrasinda tiimorleri makraskobik olarak inceledigimizde diizensiz sekilli ve
nodiiler yapida, kapsiilsiiz, genel olarak tiim alanlarin homojen beyazimtirak-pembe renkte,
sik1 bir doku yapisinda oldugu tespit edildi (Sekil 3.98-3.102). Tiimér yiizeylerinde sekonder
bir olusum, enfeksiyon ya da nekroz gozlenmedi. Farelerin i¢ organlarinda makroskobik
olarak timor varligi arastirildiginda NT grubu, Gemcitabine grubu, kontrol sSiRNA ve CA9
siRNA uygulanan gruplarindaki farelerde tiimoriin diyaframa metastaz yaptigi belirlendi.

TSPANS siRNA uygulanan grupta ise metastaza rastlanmadi.

Timdr biiytikliikkleri kumpas ile 6l¢iildii “en X boy X derinlik” olarak hesaplandi.
NT grubu ile karsilastirildiginda kontrol siRNA grubu, CA9 siRNA grubu ve Gemcitabine
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grubuna ait timor biytiklikleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi.
Ancak TSPANS8 siRNA uygulanan grupta gozlenen tiimor biyiikligindeki azalma
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Sekil 3.103).

Sekil 3.97: NT gruplarda yasayan deneklerin tiimorlerinin sakrifiye edilmeden 6nceki ve sakrifiye
edilip tiimor ¢ikarildiktan sonraki goriintiileri.
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Sekil 3.98: Kontrol siRNA uygulanmis gruplarda yasayan deneklerin tiimorlerinin sakrifiye
edilmeden onceki ve sakrifiye edilip tiimor gikarildiktan sonraki goriintiileri.
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Sekil 3.99: CA9 siRNA uygulanmuis gruplarda yasayan deneklerin tiimorlerinin sakrifiye edilmeden
onceki ve sakrifiye edilip tiimor ¢ikarildiktan sonraki goriintiileri.
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Sekil 3.100: TSPANS siRNA uygulanmis gruplarda yasayan deneklerin tiimdrlerinin sakrifiye
edilmeden onceki ve sakrifiye edilip tiimor ¢gikarildiktan sonraki gorintiileri.
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Sekil 3.101: Gemstabine uygulanmis gruplarda yasayan deneklerin tiimérlerinin sakrifiye edilmeden
onceki ve sakrifiye edilip tiimor ¢ikarildiktan sonraki goriintiileri.
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Sekil 3.102: Farelerden ¢ikarilan tiimérlerin biiytikliiklerinin karsilagtirilmasi.

3.10.5 CA9 ve TSPANS8 invivo susturulmasimin mRNA seviyesinde

belirlenmesi

siRNA uygulanan timor dokularinda mRNA seviyesinde meydana gelebilecek
farkliligr belirlemek igin Realtime PCR yapildi. Sakrifikasyondan sonra RNA izolasyonu
icin -80C°’de saklanan tiimor dokusundan boliim 2.3.2.9°da belirtildigi gibi RNA izolasyonu
yapildi. Ardindan bolim 2.3.2.9’da belirtildigi gibi cDNA elde edildi. Tablo 2.16°daki
genlere 6zgii primerler ile boliim 2.3.2.9°da anlatildig: gibi Realtime PCR yapildi. Real time
PCR analizleri birbirinden bagimsiz en az 3 tekrarli ve her deney grubu en az 3 tekrarh
calisildi. Normalizasyon igin tablo 2.16’de belirtilen insan B-2-mikroglobilin primerleri
kullanildi. Boliim 2.3.1.13’de belirtildigi gibi mRNA seviyesi AACt degerleri Livak
metoduna gore hesaplandi. Livak metoduna gore degerlendirilen gruplarda kullanilan CA9
ve TSPANS genlerine 6zgii primerler ile mRNA seviyesinde ekpresyonu belirten grafikler

olusturuldu.

NT ile karsilastirildiginda CA9 siRNA’s1 uygulanan farelerde CA9 seviyesinin
anlaml olarak azaldig1 goriildii. Aym sekilde TSPANS siRNA’s1 uygulanan fareler ile NT
uygulanan fareler karsilastirildiginda TSPANS mRNA seviyesinde bir azalma oldugu

goriildil.
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Sekil 3.103: CA9 siRNA transfeksyonu sonrasi tiimdr dokusundaki CA9 mRNA seviyesindeki
degisimin Realtime PCR ile belirlenmesi.
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Sekil 3.104: TSPANS siRNA transfeksyonu sonrasi timor dokusundaki TSPAN8 mRNA
seviyesindeki degisimin Realtime PCR ile belirlenmesi.

3.10.6 CA9 ve TSPANS8 Genlerinin Susturulmasmmin Tiimor

Dokularindaki Etkisinin Histolojik Olarak Incelenmesi

Tiimor dokularinin histolojik olarak incelenmesi, farelerde timdr olusumunu
dogrulamak ve gruplar arasinda tiimériin histolojik yapisinda olas1 belirlemek i¢in yapildi.
Farelerden alinan tiimor dokular1 béliim 2.3.2.6°da belirtildigi gibi parafine gémiili Kesitler

hematoksilen ve eozin (HE) boyalar1 ile boyand1 ve mikroskopta goriintiilendi.

Tiimdr dokularmin histolojik yapisi incelendiginde, tiim deneklerde tiimdr olustugu
dogrulanmis oldu (Sekil 3.106 a, c, e, g, i). Yine farkli deney gruplan arasinda tiimoriin
histolojik yapisinda bazi farkliliklar izlendi. Deneklerin herhangi bir tedavi almadigi NT
grubu ve sadece kontrol siRNA’nin uygulandig1 siKont gruplarindan elde edilen kesitlerde
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(Sekil 3.106 a ve c) c¢ok sayida tiimor hiicresinin bulundugu ve tiimor dokusunun daha
invazif oldugu, smirlarinin daha belirsiz oldugu gozlemlendi. SiCA9, SiTSPANS ve
Gemcitabine gruplarinda ise timdr dokusunda ve tiimoriin sinirlarinda belirgin fibrozis ile
beraber tiimor hiicresi sayisinin azalmis oldugu goriildi (Sekil 3.106 e, g, | (oklar ile
gosterilmekte)). Yine, bu gruplarda dokuya g¢ok sayida immiin hiicrenin infiltre oldugu
gozlemlendi (Sekil 3.106 e, g, I (ok baslar ile gosterilmekte)). Tiimdr morfolojisindeki bu
bulgular, siCA9, siTSPANS8 ve Gemcitabine ile tedavi edilen gruplarda tiimor hiicrelerinin

6liimiiniin indiiklendigini desteklemekteydi.

Apoptotik hiicrelerin belirlenmesi icin TUNEL boyamasi yapildi. TUNEL boyamasi
icin Merck Millipore marka ApopTag® Peroxidase In Situ Apoptosis Detection Kit kullanildi
ve boyama iglemi iiretici firmanin kit igerisinde yer alan kilavuzunda onerildigi bigimde
gergeklestirildi. TUNEL boyali preparatlar mikroskopta goriintilendi ve fotograflandi.
Apoptotik indeksin (API) belirlenmesi icin, her denek i¢in, tiimoriin farkli seviyelerinden
alman en az 2 farkli kesitte, en az 4 farkli alanda en az 200 adet tiimdr hiicresi ¢ekirdegi
degerlendirildi ve apoptotik cekirdeklerin sayisi ile normal ¢ekirdeklerin sayisi kaydedildi.
Al, her denek ic¢in, apoptotik cekirdek yiizdesinin hesaplanmasi ile belirlendi. Gruplar
arasindaki farkin karsilastirilmasi, grup icerisinde yer alan deneklerin API’lerinin

ortalamasinin karsilastirilmasi ile gerceklestirildi.

Tiimér Dokusundaki Apoptoz ve Apoptotik indeks (API) bulgular kisaca dzetlersek,
NT grubunda Al %5,01+1,08 (ortalama + standart sapma), siKont grubunda API
9%5,62+2,27, siCA9 grubunda API %12,28+4,19, siTSPANS grubunda API %13,2342,99 ve
Gemcitabine grubunda API %11,91+4,08 olarak bulundu (Tablo 3.3).

Gruplar arasinda farklilik bulunup bulunmadigini belirlemek i¢in Kruskal-Wallis
testi uygulandiginda anlamh farkliligin bulundugu (p=0,11) goriildii. Anlamliligin hangi
gruplar arasindaki farkliliktan kaynaklandigini belirlemek igin gruplar ikiser ikiser Mann
Whitney U testi ile karsilagtirildi. NT grubu ile siKont grubu arasinda anlamli fark
goriilmezken (p=0,773), siCA9 grubunda, siTSPANS8 grubunda ve Gemcitabine grubunda
API hem NT grubuna (sirasiyla p=0,034, p=0,021 ve p=0,021) hem de siKont grubuna
oranla (sirastyla p=0,034, p=0,021 ve p=0,043) anlamli olarak artmisti. siCA9 ve siTSPANS
ile siCA9 ve Gemcitabine arasinda ise anlamli fark goriilmedi (sirasiyla p=0,289 ve
p=0,724). Yine siTSPANS grubundaki API ile Gemcitabine grubundaki API arasindaki fark
da anlamsiz bulundu (p=0,564).
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Sekil 3.105: Fare tiimorlerinden elde edilen drnekler ile HE (@, c, e, g, i) ve TUNEL (b, d, f, h, J)
boyamali preparatlar.

Tablo 3.3: Farkli deney gruplarindan elde edilen preperatlarin TUNEL analizi sonucu elde

edilen Apoptotik indekslerin karsilastiriimasi

GRUP ORTALAMA API1% STANDART HATA
NT 5,01 1,08
siKont 5,62 2,27
SiCA9 12,28 4,19
SiTSPANS 13,23 2,99
Gemcitabine 11,91 4,08
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3.10.7 Tiimor Dokularinda CA9 ve TSPANS Genlerinin Susturulmasinin

Apoptoz ile iliskili Baz1 Proteinlere Etkisinin Belirlenmesi

CA9 ve TSPANS8 susturulmasiyla tiimér dokularindaki apoptotik protein
seviyelerindeki degisiklikler ELISA analizleri ile belirlenmistir. ELISA analizleri i¢cin boliim
2.3.2.7°de belirtildigi gibi RelAssay ELISA kitleri tiretici firmanin tavsiye ettigi sekilde
kullanildi. Istatistiksel analizleri ONEWAY Anova testi ile gergeklerstirildi.

Timoér dokularindaki Bcl-2 proteini, siCA9 ve siTSPANS8 gruplarinin kontrol
gruplari ile karsilastirilmasi sonucunda anlamli bir degisiklik olmadigi goriilmektedir (Sekil
3.107). Tumér dokularmma NT ile karsilastirildiginda siKont, siTSPANS ve Gemstabine
gruplarinda anlamli bir degisim goriilmezken CA9 siRNA’s1 uygulanan grupta Galektin-3
seviyesinin azaldigi goriilmektedir (Sekil 3.108). Kaspaz 9 protein seviyesinin kontrol
gruplan ile karsilastirildiginda ise hem CA9 siRNA uygulanan grupta hem de TSPANS
siRNA uygulanan gruplarda arttig1 belirlenmistir (Sekil 3.109). Kaspaz 8 protein seviyesi ise
bu gruplarda kontrol gruplarina kiyasla anlamli sekilde azalmistir (Sekil 3.110). Istatistiksel
analizleri ONEWAY Anova testi kullanilarak yapilmustir.
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Sekil 3.106: Tiimor dokularinda apoptoz iliskili Bcl-2 protein seviyesinin ELISA analizi ile
belirlenmesi.
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Sekil 3.107: Tiimor dokularinda apoptoz iliskili Galektin 3 protein seviyesinin ELISA analizi ile
belirlenmesi.
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Sekil 3.108: Tiimér dokularinda apoptoz iliskili Kaspaz 8 protein seviyesinin ELISA analizi ile
belirlenmesi.
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Sekil 3.109: Tiimor dokularinda apoptoz iliskili Kaspaz 9 protein seviyesinin ELISA analizi ile
belirlenmesi.
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4. SONUC VE ONERILER

Kanser hiicre biyolojisinin, 6zellikle de degisen kanser hiicresi metabolizmasinin ve
bozulan DNA hasar onarim mekanizmasimin daha agik bir sekilde anlagilmasi, klinik
oncesinde giiglii ve yeni terapotik stratejiler gelistirmeyi miimkiin kilmaktadir [8, 9]. Yakin
gecmige bakildiginda, genomik degisikliklerin kapsamli atlasi, pankreatik kanser dahil olmak
iizere kanser alt tiplerinin molekiiler siniflandirilmasi, klinik 6ncesi model sistemlerin
gelistirilmesi gibi yenilikler klinikte daha basarili sonuglar elde edilmesinde, yeni ilaglarin ve

tedavi yontemlerinin kesfinde yararli olmaktadir [91].

Pankreas kanseri erken tani ve etkili bir tedavi yonteminin olmamasi nedeniyle
mortalite oran1 en yiiksek kanser tiplerindendir. Pankreas duktal adenokarsinomunun 2030
yilina kadar kansere bagli Oliimlerin ikinci en yaygm nedeni haline gelecegi tahmin
edilmektedir. [63, 67, 92]. Glinlimiizde pankreatik kanserin tedavisinde cerrahi yontemlerin
yani sira kemoterapi ve radyoterapi tedavisi uygulanmaktadir. Pankreatik kanserinin geg
teshis edilmesinin yani sira, kemoterapotiklere karsi direng gelistirmesi gibi sorunlar
bulunmaktadir. Pankreatik adenokarsinom (PDAC) genellikle hastaligin son asamalarinda
teshis edildigi i¢in, hastalarin biiyiik bir boliimiinde tan1 aninda karaciger basta olamak iizere

bagka organlarda metastas gorilir [75, 220].

Calismamizda Panc-1 ve MiaPaca-2 hiicreleri hem in vitro deneyler i¢in hem de in vivo
deneyler i¢in kullanilmistir. Bu iki sistemde de iyi ¢alisilabilecek hiicre hatlari literatiirdeki
calismalardan yola ¢ikilarak tespit edilmistir. Panc-1 hiicre hatti epitelyal karakterlidir ve
pankreasin duodenal ¢eperinden koken alir. Panc-1 hiicreleri non-endokrin pankreas kanser
modeli olarak in vitro ¢aligmalarda kullanilan bir hiicre tipidir. Panc-1 hiicreleri HERy/neu
fazla derecede ifade eden ve ER (Ostrojen reseptor) negatif olan hiicrelerdir. Stahle ve
arkadaglar1 yaptiklari matrijel ile migrasyon assay ¢alismasinda Panc-1 hiicre hattinin BxPC-
3 hiicre hattindan 5 kat daha fazla gog¢ yeteneginin oldugunu gostermislerdir [74]. Nude
farelerle yapilan calismalarda farklilik gdstermekle beraber pankreas kanseri hiicrelerinin
subcutan enjeksiyon yontemi ile verilmesi sonucu tiimorin gelistigi anlasilmaktadir.
MiaPaca-2 hiicreleri nude farelerde daha hizli tiimér olusturduklart ve soft agar kiiltiirlerinde
daha iyi koloniler olusturmalar1 ile Panc-1 hiicrelerinden ayrilmaktadir. Diisiik yogunlukta
ekilen MiaPaca-2 hiicreleri bile etkili koloniler olusturmaktadir [74, 79, 80, 95, 99, 220].
MiaPaca-2 hiicreleri hiicre kiltiiriinde hizli biiyiiyen ve agresif yapidaki hiicrelerdir.
MiaPaca-2 hiicreleri K-ras, P16 ve P53 genleri ag¢isindan mutant iken SMAD4 geni agisindan

yabanil tiptedir. Matsuo ve arkadaglarinin pankreas kanserinin anjiyogenez Ozelliklerini
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aragtirdign ¢alismada BxPC-3 hiicrelerinin yiiksek seviyede IL-la ve IL-8 salgiladiklari
goriilirken MiaPaca-2 ve Capan-2 hiicrelerinde bu salgilanmanin ¢ok disiik seviyede
gerceklestigi gorillmistir [63, 84, 97].

Hem MiaPaca-2 hemde Panc-1 hiicrelerinde epitelyal markerler CK5.6 ve AE1 /
AE3 ve mezenkimal isaretleyici vimentinin ifadesi, bu hiicrelerin epitelyal-mezenkimal
hiicreler olarak karakterize edilmesini saglamaktadir [221]. Bir epiteliyal mezenkimal gegis
(EMT) programinin aktivasyonu, epitelyal kanser hiicreleri tarafindan malign bir fenotipin
elde edilmesi i¢in gerekli mekanizmadir ve EMT'nin ayirt edici 6zelligi, epitelyal homotipik
adezyon molekiilii E-kaderin kaybi ve mezenkimal belirte¢ vimentin kazanimidir [222].
Panc-1 hiicrelerinde E-kaderin ifadesi bulunmamaktadir. EMT'nin pankreatik kanserde ilag
direncine neden oldugu ve E-kaderin ekspresyonunun artmasinin birgok tiimor tipinde artmis

sagkalim ile iligkili oldugu gosterilmistir [223].

Pankreas kanserlerinde 6zellikle dikkat ¢ceken hipoksiya, aslinda tiim kat1 timdrlerin
genel bir oOzelligidir ve timdr fenotipi ile timor hiicrelerinin ilerleyisini giiglii sekilde
etkilemektedir. Hipoksiya, ortamdaki oksijenin azalmasidir. Tiimorlerdeki oksijen
yetersizligi yani hipoksik kosullar, timor saldirisini kolaylagtiran hiicre digi ortamin
asidifikasyonu ile baglantilidir. Ayrica hipoksiya, asidik pH ile iliskili olarak timdr
biiyiimesini arttiric1 bir faktordiir. Ozellikle kat1 tiimérlerde tiimdriin merkezinin oldukga
hipoksik olmasi bu ortamdaki hiicrelerin uyum saglayabilmesi i¢in bir takim stratejiler
gelistirmesi gerekir [49, 50]. Hipoksiyanin ya dogrudan kanser hiicrelerindeki pro-invasiv
yolaklarin aktivasyonuna neden oldugu ya da kanser hiicreleri ve stromal hiicreler arasinda
pro-invasiv interaksiyonlar1 etkileyerek dolayli olarak invaziv ozellikleri artirdig ile ilgili

calismalar mevcuttur [69, 182].

Tetraspaninler kendi kendileriyle veya ¢ok cesitli transmembran proteinler ve
sitozolik proteinler ile interaksiyonlari olan transmembran 4 protein ailesidir [31].
Tetraspanin domainleri TEM (tetraspanin enriched membrane microdomain) adi verilen
bolgelerde bulunurlar. Tetraspaninler integrinlerin boliimlendirilmesi (kompartumanlara
ayirma), geri doniistiiriilmesi ve sinyalizasyonlarimi diizenleyerek hiicrelerin yayilmasi ve
migrasyonunda gorev alan dnemli proteinlerdir. Hiicre i¢i protein trafigini diizenleyerek
hiicrelerin adezyonunda gorev alirken, matriks metalo proteinazlar (MMPs) gibi bazi
proteinlerin biyosentezini ve aktivasyonlarini modiile ederek de invazyonda rol
oynamaktadirlar [184, 203]. Bu temel aktiviteler genel olarak tiim tetraspaninler i¢in gegerli
iken ozellikle CD82 gibi baz1 tetraspaninlerin metastazi baskiladiklari, CD151 ve TSPANS
gibi bazilarinin ise metastazi promote ettikleri gosterilmistir [186, 224]. CD151 genel olarak

tim kanser tiplerinde metastazi arttirirken, Ozellikle gastrointestinal tlimorlerde yiiksek
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ekspresyon seviyesi goriilen TSPANS8 spesifik olarak gastrointestinal tiimoérlerin
metastazinda etkilidir. Bu 6zellikleri ile TSPANS ekspresyonu, tiimdriin tanist ve prognozu
hakkinda bilgi vermesi nedeniyle bu kanserlerde biyobelirteg olarak gosterilmektedir [204,
205, 225].

Karbonik anhidraz ailesinin timor iliskili tiyesi CA9 hipoksik kosullarda ekpresyonu
artan Hif-1 transkripsiyon faktorii tarafindan kontrol edildigi belirtilmistir. Ayn1 zamanda
yiiksek hiicre yogunlugunda, ¢evresel hipoksiya meydana gelir ve bu durumda da CA9’un
transkripsiyonunun arttigi belirlenmistir [183]. Hipoksiya ile indiiklenen proteinler 6zellikle
CA9, anti-kanser terapiler i¢in potansiyel bir hedef olarak gosterilmistir [54]. CA9’un
normal dokulardaki siirli ekspresyonu varken kati tiimorlerde overekspresyonu ve hiicre
dis1 katalitik alanin olmasi, bu proteini milkemmel bir terapétik hedef haline getirir. [53,
166]. CA9’un hipoksiya ile regiildsyonu konusunda ¢alismalar bulunmasina ragmen,
TSPANS’in hipoksik kosullardan nasil etkilendigi konusunda bilgi oldukg¢a simirlidir [166,
178, 180].

Calismada, hipoksi ile indiiklenen genlerden bir tanesi olan ve kanser biyomarker1
olarak 6ne ¢ikan CA9, ayrica bir¢ok kanser tiirliniin metastazinda kilit rol tistlenen TSPANS
genlerinin susturulmasinin in vitro hiicre hatlarinda ve in vivo ksenograft tiimorlerde etkileri
incelendi. Calismada kimyasal olarak kobalt kloriir (CoCl,) kullanilarak hipoksik kosullar
olusturuldu, hem CA9’un hemde TSPANS’in ekspresyon seviyelerindeki degisiklikler
belirlendi. Panc-1 ve MiaPaca-2 hiicrelerinde hem hipoksik hem normal oksijen kosullarinda
CA9 ve TSPANS genlerinin susturulmasinin hiicre canliligma ve hiicrelerin invazyon,
migrasyon, klonojenik 6zelliklerine etkileri belirlendi. Bu genlerin susturulmasinin apoptoz
iligkili proteinlerde ve otofaji iliskili proteinlerde meydana getirdigi degisiklerde hipoksik ve
normal oksijen kosullarinda ¢alisildi. Farkli kanser tiplerinde yiiksek diizeyde ekspre olan
CA9 ve TSPANS genlerinin susturulmasinin tiimor {izerinde durdurucu hatta azaltici

etkisinin oldugu gosterilmistir [54, 226, 227].

Caligmanin ilk basamaginda hipoksik ve normoksik kosullarda biiyliyen Panc-1 ve
MiaPaca-2 hiicrelerinde CA9 ve TSPANS genlerinin ekspresyon seviyesi tespit edildi. Gen
ekspresyon seviyeleri her hiicrede farkli olabilmektedir. Normal oksijen kosullarinda
biiyliyen Panc-1 ve MiaPaca-2 hiicrelerinde CA9 ve TSPANS genlerin ekspresyonu mRNA
seviyesinde tespit edebilmek icin RNA izolasyonu yapildi ve RNA kalitesi Oncelikle
spektrofotometre ile absorbanslar dlciilerek daha sonra RNA jelinde yiiriitiilerek kontrol
edildi (Sekil 3.1). Baslangicta ayn1 sayida ekilen hiicrelerden Fermentas RNA izolasyon kiti
ile elde edilen Panc-1 RNA’sinin MiaPaca-2 RNA’sina gére daha az oldugu goriildii. Bolim
2.3.1.12°de belirtildigi gibi cDNA sentezi yapildi. Elde edilen cDNA’nin kalitesini kontrol
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etmek icin referans gen olan insan-p-2-mikroglobulin primerleri kullanilarak yapilan PCR
sonuglart agaroz jelde yiiriitiilerek kontrol edildi (Sekil 3.2). Panc-1 ve MiaPaca-2
hiicrelerinden iyi miktarda cDNA elde edildigi goriildii. CA9 mRNA seviyesinin Panc-1 ve
MiaPaca-2 hiicrelerinde hemen hemen ayni oldugu goriildi. TSPANS mRNA seviyesinin
Panc-1 hiicrelerinde MiaPaca-2 hiicrelerine gore ifadesinin daha az oldugu goriildi. Bu
farkliligin hiicrelerde farkli diizeylerde olan gen ekspresyonuna bagli oldugundan

kaynaklandigi diistindiirmektedir.

Panc-1 ve MiaPaca-2 hiicrelerinde hipoksik ortamda CA9 ve TSPANS genlerin
ekspresyonu  mRNA seviyesinde tespit edebilmek igin hiicrelere 150 uM son
konsantrasyonda CoCl;, eklenerek hipoksik ortam igin uyarildi 8, 16 ve 24 saat zaman

araliklarinda ¢aligildu.

Kong ve arkadaglari, Panc-1 hiicreleri dahil olmak tizere farkli pankreatik kanser
hiicrelerinde Hif-1a protein seviyesindeki artisi 0, 6, 12, 24 ve 48 saatte gostermiglerdir.
Panc-1 hiicrelerinde 0 ve 6 saatte Hif-1a proteininde degisim goriilmezken 12 saatten sonra
artis meydana gelmistir. Ayrica calisgmada, COCl,’lin farkli konsantrasyonlarinda Hif-1la
protein seviyesindeki artig1 rapor etmiglerdir. Bu ¢alismaya gore 150 uM CoCl,’iin hipoksik

kosullar i¢in en uygun konsantrasyon oldugu sdylenebilir [228].

Hipoksik ortamin olustugunu kanitlayabilmek i¢in Hif-1o. mRNA seviyesi belirlendi.
Panc-1 ve MiaPaca-2 hiicrelerinde Hif-lao mRNA seviyesinin zamana bagl olarak arttigi
goriildii. Panc-1 hiicrelerinde TSPAN8 mRNA seviyesinin 0 saate gore 8 ve 16 saatte
azaldigi, 24 saatte ise arttigi ancak bu artigin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 gorildii.
MiaPaca-2 hiicrelerinde TSPAN8 mRNA seviyesinde anlamli bir fark goriilmedi. Panc-1 ve
MiaPaca-2 hiicrelerinde hipoksik ortamin olugsmasi ile hipoksiya marker olan CA9 geninin

mRNA seviyesinde zamana bagli olarak arttigi dogrulandi.

Panc-1 hiicrelerinde TSPANS protein seviyesinde anlamli bir fark goriilmedi (Sekil
3.17). MiaPaca-2 hiicre hattinda TSPANS protein seviyesi 0 saate gére 16 ve 24 saat
sonunda 1,7 kat artmustir (Sekil 3.18). Panc-1 ve MiaPaca-2 hiicrelerinde CA9 protein
seviyesi zamana bagl olarak artmustir. Ozellikle 24 saat sonunda CA9 protein seviyesi 0
saate gore yaklasik 2 katlik bir artis oldugu gorildi (Sekil 3.12 ve Sekil 3.13). Normoksik
kosullarda hiicre yogunlugu artttiginda CA9 ekspresyonu artarken, hipoksik kosullarda hiicre
yogunlugu arttiginda CA9 ekspresyonunun azaldigi belirlenmistir [229]. Li ve arkadaslari
tarafindan pankreatik kanser hiicrelerinde CA9’un ekspresyonu ve lokalizasyonu tespit
edilmis. Yapilan calismada hem mRNA seviyesinde hemde protein seviyesinde CA9’un
ekspresyon seviyesi en yiiksekten en diisiige sirasiyla AsPC-1, MiaPaca-2, BxPC-3, Panc-1
seklindedir [230].
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RNA interferansi (RNAi), hiicre kiiltiirlerinde miRNA yada siRNA'larin transfekte
edilerek aktarilmasi sonucu tamamlayict mRNA'min bozulmasma neden oldugu bir
mekanizmadir [231]. siRNA'lar, hedef genleri susturma kolayligindan dolayr gen
fonksiyonunu incelemek, hedef tanimlamayi, hedef dogrulamay: saglamak ve terapotik

uygulamalar i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir [231-233].

Farkli hiicre hatlarinda hedef genler farkli miktarda SiRNA uygulanarak
susturulabilmektedir. Ornegin, HeLa hiicrelerinde Retinoblastoma geni (Rb) 100 nM siRNA
ile susturulurken, diger hedef genler 20 nM yada 5nM siRNA uygulamasi ile verimli bir
sekilde susturuldugu goésterilmistir [234]. Robertson ve arkadaslarinin meme kanseri hiicre
hatlan ile yaptig1 calismada 200, 100, 50, 10 ve 0,1 nM siRNA kullanilarak hipoksik ve
normoksik sartlarda CA9 susturulmasi optimize edilmis. Buna gére MDA-MB-468
hiicrelerinde CA9’un tamamen sustugu en diisilk siRNA konsantrasyonu 100nM olarak

belirlenmistir [235].

CAQ9 ve TSPANS genleri MiaPaca-2 hiicre hatlarinda 50 nM, 10 nM ve 5 nM siRNA
uygulanarak susturulmustur (Sekil 3.19 ve Sekil 3.20). Farkli miktarda siRNA uygulanmasi
ile genlerin susturma seviyeleri birbirinden farkli olmustur. Bu sekildeki azalma bize hem
uygun dozu gosterirken hemde siRNA’nin hedef gene olan 6zgilinliigiinii gostermektedir.
siRNA'nin hiicrelere yetersiz transfeksiyonu sonucu mRNA seviyelerinin % 70-75'ten daha
az azalmasi ile genin biyolojik islevi ile ilgili yetersiz veya yanlis sonuglar almaya yol
agmaktadir [236]. mMRNA ve protein seviyesinde elde ettigimiz sonuglarda 100 nM siRNA
ile CA9 ve TSPANS genlerinin etkili bir sekilde sustugu belirlendi (Sekil 3.21). Calismada
yapilan deneylerde 100nM siRNA kullanarak gen susturmasi sonucu meydana gelen etkiler

arastirildi.

Hem siRNA’nin etkisini tespit edebilmek hemde SiRNA transfeksiyonu sirasinda
hiicrelerde sitotoksik etki olup olmadigini tespit edebilmek i¢in hiicre canlilik tesleri yapildi.
MTT testi hiicre canliligi ve sitotoksik etkilerin belirlenmesinde uzun yillardir kullanilan
glivenilir bir yontemdir. Kantitatif ve giivenilir bir yontem olan Flow sitometrede yapilan via
count analizi ile dogrudan bir popiilasyondaki hiicre sayisinin canli ve 6lii hiicrelerin ayri

ayr1 sayilar belirlendi.

MTT testinde CA9 ve TSPANS genlerinin siRNA ile susturulmasi hiicrelerde 24
saatte onemli bir degisiklige neden olmazken 48 saat ve 72 saatte hem hipoksik hem de
normal oksijen kosullarinda hiicrelerin 6liimiine sebep oldugu gosterildi. 48 saatteki hiicresel
olimii ViaCount yontemiyle arastirildiginda MTT testine benzer sonuglar elde edildi.
Ozellikle CA9 geninin susturulmasi sonrasi Panc-1 hiicrelerinin proliferasyonunun, normal

kosullardaki hiicrelerde hipoksik kosullardaki hiicrelere gére daha az oldugu goriildii.
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Ayrica, Panc-1 ve MiaPaca-2 hiicrelerinde hipoksik sartlarda CA9 geni
susturuldugunda normal oksijen sartlardaki ile karsilastirildiginda proliferasyonun arttigi
goriildii. Bu da bize birkez daha hipoksik ortamda CA9’un ifadesini arttigini ve hiicrelerdeki
artan CA9 ekspresyonunun meydana gelen o6liimiin azalmasini saglayabilecegini gosterdi.
Her iki yontemde de 48 saat sonrasinda gen susturmanin pankreas kanser hiicrelerinin

proliferasyonunu azalttig1 goriilda (Sekil 3.31-Sekil 3.34)

CA9’un tiimdor hiicrelerinin hayatta kalmasina katkida bulunabilecegini ileri siiren
caligmalar bulunmaktadir [235, 237]. Buna kars1 olarak Lou ve arkadaglarinin fare meme
kanserinin agresif tiirii olan 4T1 hiicreleri ve insan meme kanser hiicre hatlarinda yaptig
calismada, SshRNA ile CA9 susturuldugunda normal ve hipoksik ortamdaki hiicrelerin
proliferasyonunda azalma goriilmiistiir [238]. Benzer sekilde, MDA-MB-231 ve MDA-MB-
468 meme kanseri hiicre hatlarindaki CA9 ekspresyonunun RNAI stratejisi ile susturulmasi
sonucunda, hiicre proliferasyonunu 48 saatte azalttigin1 72 saat ve sonrasinda ise bu etkinin
ortadan kalktigim1 gostermisler [235]. LS174T kolon karsinom hiicre hattinda yapilan
calismada kontrol hiicrelerine kiyasla CA9 susturulmus grupta proliferasyon orani azalmistir
[237].

Kanser hiicrelerinin metastazi, hiicrenin doku iginde hareket etmesine ve sonunda
uzak organlarda ikincil timérlerin gelisimiyle sonuglanan karmasik bir siiregtir [239].
Kanser hiicrelerinin invazyonunda yer alan mekanizmalar olduk¢a karmasiktir ve birgok
genetik ve mikrogevresel faktor tarafindan etkilenir. Kanser hiicrelerindeki hipoksiya, ¢cogu
kat1 timoriin 6nemli bir olgusudur, epitelyal-mezensimal ge¢isi (EMT) ve tiimor hiicresi
invazyonunu destekledigi bilinmektedir [240]. Tiumor invazyonu, timorle iliskili
mortaliteden sorumlu olan metastaz olusumuna onemli 6l¢lide katkida bulunur. Kanser

hiicresi migrasyon i¢in bazal membran ve stromadan ge¢mesi gereklidir [241].

Pankreas kanseri hiicrelerinin CA9 ve TSPANS susturulduktan sonra go¢ ve invaziv
yeteneklerini degerlendirmek i¢in, bazal membrandaki hiicrelerin invazyonunu taklit eden
Matrigel invazyon analizi gergeklestirildi. CA9 ve TSPANS sustugunda hiicrelerin invazyon
kapasitesinin azaldigir goriildii. Hiicrelerin iki boyutlu olarak migrasyon kapasitesini
belirleyen scratch assay sonucunda CA9 ve TSPANS susturulmus hiicrelerde hiicrelerin
migrasyon Ozelliklerinin azaldigimi hatta hipoksik ortamdaki MiaPaca-2 hiicrelerinde
TSPANS geninin susturulmasi sonucu migrasyon alaninin agildigi goriildii. Ayrica kanser
hiicrelerinin metastas yaptigt organdaki gelisme kapasitesini belirlemek i¢in koloni
formasyon testi yapildiginda CA9 ve TSPANS susturulmus hiicrelerde koloni olusturma
kapasitesinin NT ve Kontrol siRNA uygulanmis hiicrelere gore azaldigi belirlendi. Bu

veriler, 6nceki ¢alismalarin sonuglarin1 desteklemekte ve CA9 ekspresyonu ile TSPANS
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ekspresyonunun kanserin artan metastaz oran1 arasinda bir baglanti oldugunu

gostermektedir.

Bazi migrasyon c¢alismalarinda, matrigel® ile MiaPaca-2 ve Panc-1 hiicrelerinin
invaziv Kkarakteri gosterilmistir. Panc-1 hiicrelerinin gociiniin kollajen tip I ile kaplanmis
transwell® plakalarinda MiaPaca-2 hiicrelerinden daha fazla oldugu gosterilmistir. Ayrica
yapilan ¢alismada hem MiaPaca-2’nin hemde Panc-1 'in EMT potansiyeline sahip oldugunu,
ancak bu potonsiyelin Panc-1 'de daha fazla oldugunu gostermektedir [221, 242].

Integrin aktivasyonu aracihigi ile tetraspanin aracili motilitenin artmasina bagh
olarak kanser hiicrelerinde metastaz1 indiikledikleri diisiiniilen CD151 ve TSPANS genleri
ASML (Ascites, Solid, Metastases, Lung) hiicrelerinde knockdown edilerek yapilan
calismada bu genlerin birbirinden farkli mekanizmalarla ¢aligtiklar1 gosterilmistir. Buna gore
bu genlerin knockdown edilmesinin hiicrelerin invazyon ve migrasyon &zelliklerine
etkilerinin incelenmesi sonucunda, CD151 knockdown edilmis hiicrelerde invaze olan hiicre
sayisinda ve migrasyonda artis goriiliirtken, TSPAN8 knockdown edilmis ASML
hiicrelerinde invaze olan hiicre sayisi ve hiicrelerin migrasyonunun azaldigi gosterilmistir

[185].

Melanoma hiicre hatlarinda yapilan c¢aligmada TSPANS8 geninin siRNA ile
susturulmasinin hiicrelerin yagamini, proliferasyonunu yada migrasyonunu degistirmezken,
ozellikle invazyon Ozelliklerinin azalmasina sebep oldugu gosterilmis ve TSPANS geni

invazyon mediatorii olarak 6nerilmistir [243].

Hipoksik kosullarin CD9 (TSPAN29) ekspresyonu ve keratinositlerin migrasyonu
iizerine etkilerinin incelendigi c¢alismada, CD9 ekspresyonunun azaldigi ve migrasyon
ozelliklerinin arttigi belirlenmistir. CD9’un overekspre edilmesi ise bu etkiyi tersine
cevirerek migrasyonu azaltmistir. p38/MAPK yolagimin hipoksiya ile aktive oldugunun da
gosterildigi bu calismada hipoksik kosullarda yolak inhibitérleri kullanildiginda CD9
ekspresyonunun artt1g1 ve keratinosit migrasyonunun inhibe oldugu gosterilmistir. Ozetle bu
calismada tetraspanin 29 (CD9)’un ekspresyonunun hipoksiyadan etkilendigi ve buna bagl
olarak keratinositlerin migrasyonunu degistirdigi belirlenmistir [244]. Hipoksik kosullarda

tetraspaninlerin nasil etkilendigini gostermesi agisindan bu ¢alisma oldukg¢a dnemlidir.

Insan ve fare bobrek kanser hiicre hatlarinda yapilan calismada CA9 geninin
susturulmasi igin iki farkli yontem kullanilmigtir. Buna gore CA9 inhibisyonu hem shRNA
ile. MRNA seviyesinde hem de CA9 spesifik enzim kullanilarak aktivite diizeyinde
yapilmistir. Bu ¢alismada in vitro hiicre hatlarinda CA9 geninin susturulmasinin hiicrelerin

radyasyona hassasiyetini arttirdig1 ve klonojenik 6zelliklerini azalttig1 belirlenmistir [177].
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SCC-9 agiz kanseri hiicre hatti kullanilarak yapilan g¢alismada CA9 geninin
overekspresyonunun hiicrelerin migrasyon Ozelliklerini anlamli sekilde arttirdigi, CA9
geninin siRNA ile susturulmasinin ise migrasyon o6zelliklerini azalttig1 belirlenmistir [245,
246].

HT-1080 fibrosarkom hiicrelerinde CA9 geni shRNA ile susturuldugunda, MMP-3,
MMP-9, integrin-3, tip IV kollajen ve ROCK1 gen ekspresyonunun azalmasi ile beraber
hiicre invazyonu ve gé¢iiniin de azalmasina yol agmistir. CA9 susturulan hiicrelerdeki azalan
invazyon / migrasyon kapasitesinin nedeninin hiicrelerin invadopodia olusumu ve bazal
membranin agilmasi i¢in gerekli olan MMP-9'un seviyesinin azalmasi ile ilgili olabilecegi

diistiniilmis [229].

CA9 inhibitorti U-104 75 nM son konsantrasyonda uygulandiginda 24 saat sonunda
hiicrelerin migrasyonunun %40 oraninda azaldigi gortilmis. U-104 uygulanan 4T1 hiicreleri
ile hem 4T1 hiicrelerinde aktif MMP-2'nin diisiik seviyelerde oldugu belirlenmis, bu da CA9
enzim aktivitesinin MMP-14'iin aktivasyonu i¢in 6nemli oldugunu géstermektedir. MMP-14,
diger MMP!'ler tarafindan da ayrilan tip I kollajen, fibronektin, laminin ve vitronektin gibi
diger substratlar1 parcalayabilmektedir, ancak MMP-14, spesifik olarak MMP-2'yi ayirmak
ve etkinlestirmek icin tarif edilen tek proteazdir [247]. Ozellikle serum ve dokularda bulunan
bir hiicrenin adezyon ve yayilma fakt6rii olan vitronektinin pargalanmasi, integrin ailesinin
belirli tiyeleri tarafindan taninmasi ve bir hiicre-substrat yapisma molekiilii olarak gorevli

oldugu i¢in onemlidir [248, 249].

Fare meme kanseri hiicre hattinda CA9 geni shRNA ile susturuldugunda invazyonda
ve metastasta azalma oldugu goriilmiis. Mekanizmasi arastirildiginda CA9’un MMP14 ile
hiicre i¢i (IC) domenindeki potansiyel fosforilasyon rezidiileri araciligiyla birlestigini ve
CA9’un MMP14 katalitik aktivitesi igin gerekli olan hidrojen iyonlarina dogrudan katkida
bulunarak MMP14 aracili kollajen yikimim arttirdigi gosterilmis. MMP14 ile CA9’un
birlesmesi 6zellikle ilging bir bulgudur ¢iinkii MMP14 matriks degradasyonu, tiimor hiicresi

invazyonu ve metastazinda yer alan bir hiicre yiizeyi metaloproteaz enzimidir [250].

CA9, kanser hiicresi migrasyonu / invazyonunda, Rho / ROCK sinyal yolagi
aracihigiyla f-katenin ile etkilesime girer, bu durum hiicreler arasi adhezyonun
dengesizlesmesine neden olur. CA9, E-cadherin aracili hiicre-hiicre adezyonunu, p-katenine
baglanmasiyla azaltir ve hareket eden hiicrelerin lamellipodisinde bikarbonat tasiyicilari ile
fiziksel etkilesim ve fonksiyonel isbirligi yoluyla hiicre gogiinii arttirir [251]. CA9
susturulmus hiicrelerde MMP9’un azaldig1 belirlenmistir. Ozellikle, CA9 susturulmus
hiicrelerde ROCK1 seviyesinin diigiirilmesi, MMP9 downregiilasyonundan sorumlu

mekanizma olabilir., ROCK1 (Y27632) ve RhoA / ROCK (simvastatin)’in spesifik
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inhibitorlerinin, MMP9 mRNA seviyesini azalttigi goriilmiis [229]. MMP9, invadopodia
olusumunda ve bazal membranin bozulmasinda Onemli bir rol oynadigindan, CA9-
susturulmus hiicrelerde azalmasi, adezyon / invazyon siirecindeki CA9 6nemi belirlenmis
[252]. CA9un hareketli hiicrelerin lamellipodial uzantilarinin pH  diizenleyici

mekanizmalarina katilmasi yoluyla hiicre go¢iinii kolaylagtirdigi gosterilmistir [253].

CA9 tarafindan diizenlenen molekiiler yollar1 agiklamak igin, bir HT-1080 insan
fibrosarkom hiicre hattinda hipoksik ve normoksik ortamda CA9 shRNA ile susturulmus ve
microarray  analizi  yapilmis. CA9  susturulmus hiicreler, kontrol hiicrelerle
karsilastirildiginda, 62 genin downregiile oldugu 47 genin ise upregiile oldugu toplamda 109
gende istatiksel olarak anlamli ve en az 2 katlik bir degisim oldugu tespit edilmis.
Microarray analizi sonucunda Matriks metalloproteinaz familyasinin (MMP3 ve MMP9) iki
tiyesi ve siklikla tiimor fenotipi ile iliskili olan kolajen tip IVa2 genlerindeki artig kantitatif
RT-PCR ile dogrulanmug [229]. Mikroarray analizi, CA9’un susturulmasinin hiicre dis1
matriks ile hiicrelerin etkilesiminde rol oynayan integrin B3, kollajen tip IV a2 ve al,
sitokinesis 9 (DOCKY), fermitin familyasi tiyesi 2 (FERMT2) Rho ile iligkili ve protein
kinaz 1 (ROCK1) gibi ¢esitli molekiillerin downregiilasyonu ile sonuglandigini ortaya
cikarmistir. Aksine, CA9 susturulmus hiicrelerde MMP2 ve MMP3, upregiile edildigi
gosterilmistir.  MMP2 ve MMP3’in protonlanmasi1 aktivitelerini ve proteolizini
etkilemektedir. CA9, hiicre dis1t protonlarin iretilmesiyle asidik hiicre pH'mi
dengelediginden, susturulmasi, MMP2 ve MMP3 aktivitesinin azalmasina ve dolayisiyla
ekspresyonunu artmasina neden oldugu diisiiniilmektedir [254, 255]. Ayrica, MMP2 aracili
kollajen lizisi B3 integrin ile MMP2 etkilesimine baglidir ve bdylece daha diisiik B3 integrin
alt birim ekspresyonu, MMP2 inaktivasyonuna ve CA9 susturulmus hiicrelerin
invazyonunun azalmasina neden olmaktadir [229, 256]. CA9 susturulmus HT-1080
hiicrelerinde adezyon ve invazyonu etkileyecek bir diger molekiill ADAM10’dur. ADAM10,
hiicre-hiicre adezyon anahtar molekiilii E-kadherin dahil olmak iizere birgok hiicre yiizey
molekiiliiniin etkilesmesi ile hareket eder [257]. Bu bulgular CA9’un fokal adezyon da dahil
olmak tizere hiicre gogiinii bir ¢ok yoniiyle etkiledigini gostermektedir. Caligmanin
sonucunda elde ettigimiz veriler, CA9’un kanserinin kotii prognostik gostergesi olarak

gosteren onceki ¢aligmalar1 desteklemektedir.

Calismada CA9 ve TSPANS genlerinin susturulmasinin Panc-1 ve MiaPaca-2 hiicre
hatlarinda hipoksik ve normal oksijen kosullarinda apoptotik genler ve proteinler iizerine

etkileri hem mRNA seviyesinde hem de protein seviyesinde belirlenmistir.

Genel olarak CA9 ve TSPANS genlerinin susturulmasi proapoptotik olan genlerin

(Bcl-2, Bcl-XL) ekspresyonunu azalttigi, apoptotik (Bax, Bak) genlerin ekspresyon
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seviyesini ise arttirdigin1 gézlemlendi. Bu verilerden farkli olarak Panc-1 ve MiaPaca-2
hiicrelerinde normoksik kosullarda TSPANS siRNA’s1 uygulanan grupta NT gruba gore Bcl-
2 mRNA’sinda 5 katlik bir artig goriildii. Panc-1 hipoksiyada ise CA9 siRNA’s1 uygulanan
grupta NT gruba gore Bcl-2 mRNA’sinda 1,5 katlik bir artis gortildd.

CA9 ve TSPANS genleri susturuldugunda meydana gelen hiicre 6liimiiniin apoptotik
yolla iligkisini protein seviyesinde arastirdigimizda, Panc-1 normoksiya ve hipoksiyada
antiapoptotik gen olan Bcl-2’nin normoksiyada 9 kat, hipoksiyada TSPANS8 siRNA’s1
uygulanan grupta ise yaklasik 3,5 kat arttig1, apoptotik Bax geninin ekspresyonunda degisim
olmadig1 goriildii. MiaPaca-2 hiicrelerinde normoksiyada antiapoptotik Bcl-2’nin 2 kat
arttig1 apoptotik gen olan Bax’in da 2 kat arttig1, hipoksiyada ise Bcl-2’nin 3 kat artarken
Bax mRNA’sinin yaklagik 1,5 kat artig1 gortldii.

Vidlickova ve arkadaslari tarafindan PI ve FITC boyamayla yapilan flow sitometri
analizinde CAO9-negatif hiicrelerle CA9-pozitif hiicreler karsilastirdiginda CA9-negatif
hiicrelerde %14 apoptoz goriirken CA9 pozitif hiicrelerde %6 apoptoz goriilmiis. Normoksik
kosullarda disiik, hipoksik kosullarda ise yiiksek CA9 ekspresyonu goriilen CGL3 hiicreleri
kullanilan ¢aligmada Sikloheksimit ile apoptoz uyarilmis. Protein sentezinin inhibitorii olan
sikloheksimit (CHX) etkin ve hizli bir sekilde apoptozu tetikleyebilen sitotoksik
ajanlardandir. CA9-pozitif hiicre alt popiilasyonunda CA9-negatif olandan daha diisiik
apoptoz olusumu bulunmus. Sikloheksimit ile apoptoz uyarildiginda CA9-negatif hiicrelerde
%21 oraninda apoptoz goriiliirken CA9-pozitif hiicrelerde %15 oraninda apoptoz goriilmiis.
Bu etkinin mekanizmasi arastirildiginda hiicre membranindaki CA9 seviyesinin artmis bir
ektodomain degisiminden dolayi, hiicre Oliimiiniin ilerlemesi sirasinda ADAMI17’nin
diistiigli gosterilmis. Metalloproteinaz inhibitorleri, CA9 ektodomainin degisimini azalttig,
ancak apoptozu azaltmadigi goriilmiis. Bu bulgular, hiicre disinda CA9 ektodomaininin artan
seviyesinin, etkili bir antitimor terapisinin bir gostergesi olarak faydali olabilecegini
diistindiirmekle beraber bunun aksine, yiiksek bir CA9 ektodomain, otokrin / parakrin sinyal
potansiyeliyle ilag direnci ve tiimor ilerlemesi gibi istenmeyen etkiler olusturabilecegini de

gostermektedir [258].

Ozellikle CA9 gen ekspresyonunun diger kanser tipleri ile karsilastirldiginda bobrek
kanserlerinde ve gastrointestinal tiimorlerde daha yiiksek olmasi, bu hiicrelerde gen
ekspresyonunun susturulmasinin hiicrelerin yasamini daha ok etkiledigi ve 6liimiine yol
actigint gostermektedir. Sindirim sisteminde sindirim kanalina dahil olmayan ancak
sindirimle iliskili yapilardan bir tanesi olan pankreasin kanseri ile ilgili olarak, Panc-1 ve
MiaPaca-2 pankreas kanser hiicre hatlarinda CA9 geninin susturulmasinin hiicrelerde 6liime

sebep olmas1 bu anlamda beklenilen sonug¢lardandir [177, 180].
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Sun ve arkadaslar tarafindan yapilan caligmada malignant glioma hiicrelerinde
TSPANS’in siRNA ile susturulmasimin hiicrelerin proliferasyonunu, koloni formasyon
Ozelliklerini ve migrasyonunu azalttigi gosterilmistir. Ayn1 calismada TSPANS geninin
susturulmasinin hiicrelerde apoptozu indiikledigi gosterilmistir. Bu calismada TSPANS
geninin susturulmasinin glioma tedavisinde kullanilan temozolomide (TMZ) i¢in hassasiyeti

arttirdig1 gosterilmistir [203].

Tez caligmasinda, genel olarak hiicre siklusu inhibitor proteini olarak da adlandirilan

ve insanlarda CDKNIB geni tarafindan kodlanan p27" "

(Cyclin-dependent kinase inhibitor
1B) mRNA seviyesi de analiz edilmistir. p27 siklin bagimli kinaz inhibitdr proteinlerinden
Cip/Kip ailesine ait bir proteindir. p27 proteini cyclin E-CDK2 veya cyclinD/
CDK4 komplekslerine baglanarak aktivasyonlarini engeller ve G1 safhasinda hiicre
siklusunu kontrol eder. Hiicrelerde p27 protein seviyesinin yiiksek olmasi genellikle
hiicrenin G1 fazinda durdurulmasi anlamina gelir [26, 31]. Siklin D2 (G1/S-specific cyclin-
D2) proteini insanlarda CCND2 geni tarafindan kodlanir, CDK4/6 ile kompleks olusturur ve
hiicrelerin G1/S gegisinde onemlidir. Spesifik olarak, Siklin D2, CDK4 veya CDKG6 ile bir
kompleks olusturur ve aktivitesi G1 / S gecisi i¢in gerekli olan kompleksin bir diizenleyici
alt birimi olarak islev goriir [259]. Siklin D2, insan fibroblastlarinda biiyiimenin durmasini
diizenler ve Siklin D2 hiicre dongiisiinden kagisi tesvik eder ve kanser hiicrelerinde

proliferatif olmayan diizeyde kalmasini saglar [260]. Siklin D2’nin ekspresyonu, p27’nin

ekspresyonunun azalmasiyla birlikte artmaktadir [261].

Dong ve arkadaslari, kiiglik hiicreli olmayan akciger kanseri hiicrelerinde TSPANS
geninin downregiile edilmesinin hiicre dongiisii kontrol noktasi kinazlarmin ve Siklin D1'in
susturuldugunu bildirmislerdir. Sonugta, TSPAN8 susturmanin G2 / M faz hiicre
dongiistinlin - durdurulmasina ve hiicre c¢ogalmasimnin Onlenmesine neden oldugunu

gostermislerdir [206].

Otofaji hiicresel strese (6rnegin besin yoklugu ya da ilag uygulamasi) cevap olarak
enerji kaynaklarini dengelemek (homeostasi korumak) igin hiicrenin kendisini kontrolli
olarak pargalanmasidir [262]. Otofajik yolda anahtar diizenleyici proteinlerden biri olan
Beklin 1, otofajik vakuol olusumunu baslatmak icin gereklidir [263]. Bcl-2 aile proteinleri,
Beklin 1 iizerindeki baglanma bdlgesine (BH3) baglanarak Beklinl’i inhibe eder ve sonugta
otofajinin inhibisyonuna neden olur. Beklin 1 ailesinin proteinlerinin ATG (AuTophaGy-
related) proteinleri ile diizenlenmesi, otofajinin bir baska gostergesidir. ATG proteinleri,
baglangigtan olgunlasma asamasina kadar otofajik yolda gorevli temel proteinlerdir ve
otofagozom formasyonunda 6nemli rol oynarlar. Yapilan arastirmalar iki tiir LC3 proteini,

LC3-1 ve LC3-ll oldugunu gostermektedir. LC3-1 sitoplazmik formdur ve otofagozom
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(autophagsome) yapisi olusurken kesilerek islenir ve LC3-II formu olusur. Dolayisiyla, LC3-

[I'nin miktar1, otofagazom olusumu kapsamu ile iliskilidir [264].

Calisgmamizda CA9 ve TSPANS genlerinin susturulmasinin Panc-1 ve MiaPaca-2
hiicre hatlarinda hipoksik ve normal oksijen kosullarinda otofajik proteinler iizerine etkileri
hem mRNA seviyesinde hem de protein seviyesinde belirlendi, ayrica otofagozom yapisinin

olusumunun gdstergesi olan akridine orange boyamasi ile asidik vesikiiller gériintiilendi.

Genel olarak CA9 ve TSPANS genlerinin susturulmast mRNA seviyesinde otofajik
yolda gorevli olan Beklin-1, LC3, ATG3, ATG5, ATG7, ATG12 genlerinin ekspresyonunu
artttirdigini1 gordiik. Bu verilerden farkli olarak Panc-1 hiicrelerinde normoksik kosullarda
TSPANS siRNA’s1 uygulanan grupta NT gruba gore Beklin-1 ve LC3 mRNA seviyesinin
azaldig1 gorildii. Erken otofajin belirteci olan Beklin-1 ve gec otofajinin belirteci olan LC3
genlerinde istatistiksel olarak anlamli artis goriilmesi nedeniyle, ATG genlerindeki

degisimler sadece mRNA seviyesinde belirlendi.

Panc-1 hiicrelerinde hipoksik kosullarda CA9 ve TSPANS genlerinin susturulmasi
Beklin-1 protein seviyesinde artisa neden oldugu goriildi. LC3 mRNA’s1 hem CA9 hem de
TSPANS susturulan hiicrelerde istatistiksel olarak anlamli sekilde artti. Bu etki protein

diizeyinde western blot analizi ile gosterildi.

MiaPaca-2 hiicrelerinde normal oksijen kosullarinda CA9 ve TSPANS genlerinin
susturuldugu hiicrelerde Beklin-1 mRNA seviyesi kontrol grubundan kiyasla artis
gostermektedir. Ayn1 sekilde western blot analizleri Beklin-1 protein seviyesindeki artist
dogruladi. MiaPaca-2 normoksiyada LC3 mRNA’s1 CA9 geni susturulan hiicrelerde daha
belirgin olmak tizere kontrol grubu ile karsilastirildiginda artis gosterdi. Bu artis yine
western blot analizi ile protein diizeyinde dogrulandi. MiaPaca-2 hiicrelerinde normal
oksijen kosullarinda ATGS5 mRNA diizeyinde hem CA9 hem de TSPANS susturulan
hiicrelerde artti. Bu artis CA9 geni susturulmus olan hiicrelerde ATG3 geni iginde

izlenmektedir.

MiaPaca-2 hiicrelerinde hipoksik kosullar altinda TSPANS8 geni susturulmus olan
hiicrelerde Beklin-1 seviyesi hem mRNA hem de protein diizeyinde kontrol grubuna gore
artti. LC3 mRNA seviyesinde TSPANS geni susturulan hiicrelerde belirlenen artis, protein
diizeyinde hem CA9 hem de TSPANS susturulmus olan hiicrelerde izlenmistir. MiaPaca-2
hiicrelerinde hipoksik kosullarda mRNA diizeyinde analiz edilen ATG3 ve ATGS genlerinin

ekspresyon seviyesinin 6zellikle TSPANS susturulan hiicrelerde artis gosterdigi bulundu.

Sonug olarak, CA9 ve TSPANS genlerinin susturulmasimin Panc-1 ve MiaPaca-2

hiicrelerinde hem normal oksijen kosullarinda hem de hipoksiyada otofaji ile
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iliskilendirilmesi amactyla hem qRT-PCR analizleriyle mRNA seviyesinde, hem de western
blot analizi ile protein seviyesinde incelendi. Buna gore genel anlamda hipoksik kosullarda
hiicre 6limiinde otofajik yolagin devreye girdigi goriilmektedir. MiaPaca-2 hiicrelerinin
Panc-1 hiicrelerine gore otofajik cevabi daha net gosterdigi belirlenmistir. Ozellikle TSPANS

geni susturulan hiicrelerdeki otofajik daha belirgindir.

Hipoksik kosullarda MiaPaca-2 hiicreleri ile yapilan ¢alismada, metastazi baskilayan
genlerden olan ve tetraspanin ailesinin tiyesi KAI1/CD82 (TSPAN 27) ekspresyonunun
arttig1 ve hiicrelerin metastaz yeteneklerinin azalmasima ragmen primer tumor olusturma
yeteneklerinin bu durumdan etkilenmedigi gosterilmistir. Ayni ¢alismada MiaPaca-2

hiicrelerinde hipoksiya ile otofajinin de uyarildigi gésterilmistir [265].

Apoptozun baskilandigi ve hiicrenin apoptotik olarak Olmesi miimkiin olmayan
durumlarda hiicreler otofajik 6liim yolunu tercih edebilirler [266]. Bunun disinda otofaji;
apoptoza paralel olarak hiicre 6liimiine yol agabilir, apoptozu baskilayarak hiicrenin hayatta
kalmasini saglayabilir ya da apoptoz igin bir 6n kosul olabilir [267]. Apoptoz ve otofajinin
birlikte calistigin1 gosteren ¢aligmalar vardir. Bunlardan ilki arsenik tiroksit ile muamele
edilen T-lenfosit 16semisinde hem apoptotik hem de otofajik yolak aktive olarak hiicre
oliimiine sebep oldugu gosterilmistir [268]. Yine Imatinib ile tedavi edilen Kaposi
sarkomasinda ve MG132 adli proteozom inhibitorii ile muamele edilen PC3 prostat kanser

hiicrelerinde 6liimiin apoptoz ve otofaji ile gergeklestigi gosterilmistir [269].

Kanserde bir¢ok farkli mekanizma olmasi nedeniyle, kanserin ilaca direncinin
iistesinden gelmek ve apoptozu arttirmak i¢in kombinasyon terapisi giderek daha 6nemli hale
gelmektedir. siRNA ile antikanser ilaglarin birlikte verilmesi, SIRNA ile antikanser
ilaglariin aymi anda, kanser hiicresi popiilasyonuna aktarilmasini saglar, boylelikle

sinerjistik etkiler olustururlar [270].

CA9 ve TSPANS8 SiRNA’larinin cisplatin ve epirubicin kemoterapi ajanlar ile
beraber etkisini aragtirdigimizda yaptigimiz ¢alismada kemoterapi ajani ile siRNA’nin
etkisini gorebilmek igin 50 nM SiRNA kullanildi. 50 nM siRNA’nin sitotoksisitesi MTT
yontemi ile tespit edildi ve 48 saat sonunda siRNA uygulanan gruplarin proliferasyonunda
azalma meydana geldi. Pankreatik kanser hiicre hatlarinda cisplatin uygulamasinin bazi
ilaglarin inaktivasyonuyla, DNA hasariyla ve apoptoz modiilasyonu ile iliskili oldugu
gosterilmistir [271]. Doksorubisinin analogu olan epirubisin (4'-epidoksorubisin), DNA
topoizomeraz II’nin inhibitoriidiir, tek basina veya gesitli malignitelerin tedavisinde diger

sitotoksik ajanlarla kombinasyon halinde kullanilmaktadir [272].
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Beh ve arkadaslari, Bcl-2 siRNA ve paklitaksel kombinasyonu sonucu, Bcl-2’nin
susturulmasinin HeLa hiicrelerini kemoterapiye duyarli hale getirdigini ve bunun, NT
hiicrelerle karsilastirildiginda bir HeLa hiicresinde hiicre proliferasyonunda 6nemli 6lgiide

azalmaya neden oldugunu bulmustur [273].

TSPAN8 veya CA9un SiRNA ile cisplatinin Panc-1 hiicrelerinde beraber
uygulanmasi sonrast, hiicrelerin sadece cisplatin uygulanan hiicrelere kiyasla % 50'den fazla
oranda proliferasyonu azaldi. Bu etki, MiaPaca-2 hiicrelerinde, cisplatin ile CA9 siRNA's1
uygulandiginda tespit edilememistir. Benzer sekilde, epirubisin ile siRNA'y1 hedefleyen
TSPANS tedavisi de sadece epirubisin ile tedavi edilen hiicrelere kiyasla hiicre canliliginin

azalmasina neden olmada.

Whitehurst ve arkadaslari hedeflenen genin susturulmasinin, akciger kanseri
hiicrelerini paklitaksel konsantrasyonuna duyarli bir yanit i¢in gerekli olan dozdan ¢ok daha
disiik dozlarda duyarli hale getirdigini bulmuslardir. Bu arastirmacilar ayrica hiicre
sayisindaki azalmanin hiicre 6liimiine dayandigini ortaya koymustur [274]. Ayrica, ¢oklu
ilag tasiyiciyr (MDR1) hedefleyen siRNA uygulamalarinin hiicrelerin ilag direncini azaltmak
igin in vitro olarak kullanilmustir [275].

MCF-7 hiicreleri ve SKBR-3 hiicrelerine 50 nM IKKe siRNA transfekte edilmis ve
ardindan farkli konsantrasyonlarda cisplatin veya doksorubisin ile inkiibasyon yapilmus.
IKKe susturulan, MCF-7 ve SKBR-3 hiicrelerinde cisplatin ve doksorubisine karsi
duyarliliginin degismedigi goriilmiis [276]. A2780CP ve C13 hiicrelerinde yapilan caligmada
ise IKKe'nin susturulmasi hiicreleri cisplatine karsi duyarli hale getirirken IKKe'nin

overekspresyonu hiicreleri cisplatin'e direngli hale getirmistir [277].

Kanser tedavisi i¢cin RNAi'nin bir avantaji, potansiyel olarak yabani tip aleli
etkilemeden bir hastalik allelini potansiyel olarak susturmak ve bdylece tiimdre 0zgii
terapiye ulagmaktir. Hastalik gelisiminde yer alan ¢oklu hedefler, hayvan modellerinde
SiRNA ile anti-timor aktivitesi igin test edilmigtir. Raf-1 ve Bcl-2 gibi hiicre
proliferasyonunu ve apoptozunu diizenleyen genler, sentetik siRNA ile susturuldugunda,
timor biliyiimesinin azalmasina yol ac¢tigi goriilmistir [278, 279]. Bununla beraber,
VEGF'nin veya CXCR4'iin RNAI aracili susturulmasi, timor biiylimesini veya metastazini

Onledigi gosterilmistir [280, 281].

Nude fareler in vivo deney modeli olarak kullanilan bagisiklik sistemi baskilanmis
tilysiiz kemirgenlerdir [282]. Nude fareler immiinoloji, patoloji, genetik, viroloji,

parazitoloji, dermatoloji, diabet ve endokrinoloji gibi pek ¢ok alanda kullanilmaktadir.
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Ayrica kanser aragtirmalarinda tiimoriin gelisimi, bilylimesi, metastas 6zelligi ve tedavisi

konusunda nude fareler en iyi model organizmalardir [283].

CD-1 nude farelerde insan Panc-1 hiicreleri kullanilarak olusturulan tiimoriin tedavi
edilmesi amaciyla CA9 ve TSPANS8 siRNAlar1 kullanildi. Panc-1 hiicreleri subcutan
yontemle farelere uygulandiktan 4 hafta sonra timor olusumu goriildi. Liposomal hale
getirilip liyofilize edilen siRNA’lar (kontrol siRNA, CA9 siRNA ve TSPANS siRNA) 4
hafta siiresince haftada iki kez kuyruk veninden 150mg/kg olacak sekilde enjekte edildi. Bu
sirada pozitif kontrol olarak bir grup fareye de gemcitabine verildi. Calismamiz sonucunda
sakrifiye edilen hayvanlardan elde edilen timorler incelendiginde TSPANS siRNA
uygulanan gruptaki hayvanlarda timér biiyiikliiginde anlamli bir kiiglilme oldugu belirlendi.
CA9 ve TSPANS hedef genlerinin tiimor dokusundaki ekspresyonlart mRNA analizleri ile
gosterildi. Buna gore kontrol grubu ve Kontrol siRNA uygulanan gruplar ile
karsilastirildiginda, liposomal CA9 siRNA uygulanan gruplardan elde edilen tiimorlerdeki
CA9 mRNA seviyesi anlamli sekilde az bulundu. Benzer olarak TSPANS siRNA uygulanan
gruptaki TSPAN8 mMRNA seviyesinin de az oldugu gosterildi. Immunohistokimyasal
analizler ile tiimor dokularindaki tiimor hiicrelerinin varligi dogrulanarak, 6zellikle TSPANS
siRNA uygulanan gruptaki deneklerden elde edilen tiimérlerin histolojik incelemesinde bag
dokusunda bir artig gozlemlendi. Ayni sekilde TSPANS8 siRNA uygulanan gruptaki ve CA9
SiRNA uygulanan gruptaki timor dokularindaki apoptotik hiicrelerdeki artis TUNEL
analizleriyle gosterildi. Tiimor dokusunda Kaspaz 8, Kaspaz 9, Galektin3 ve Bcl-2 protein

seviyesindeki degisimler ELISA analizleriyle gosterildi.

Insan bobrek kanser hiicre hatti kullanilarak olusturulan xenograft fare tiiméor
modelinde, kontrol grubunda (kontrol shRNA) meydana gelen tiimor biiyiikliikleri ile
shRNA ile CA9 geni susturulmus hiicrelerin verildigi deneklerde olusan timér biiyiikliikleri
arasinda istatsitiksel olarak anlamli bir farkliligin olmadigi, ancak bu farelere radyasyon
terapisi verildiginde CA9 geni susturulan farelerin tiimdr boyutunun kontrol grubuna goére

%78,7 oraninda kiigtildiigii belirlenmistir [177].

Bir diger calisgmada CA9 knockout farelerle ¢aligilmigtir. Bu arastirmada knockout
olan farelerde ve embriyolarinda normal olmayan bir bilyliime, davranmigsal farklilik,
iiremelerinde azalma ya da yasam siirelerinde bir degisim gézlenmemistir. Bunun yerine
CA9’un normal hiicrelerde fizyolojik olarak gerekli oldugu gastrik epitelyal hiicrelerinde
beklenilecegi gibi hiperplazi gorilmiistir [284]. Bu sonuglar gastrik epitelyumun
morfogenesisi ve dinamik homeostasinin koordinasyonu igin gerekli oldugunu

gostermektedir.
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CA9’un direkt ya da indirekt olarak beyin i¢in yeni bir fonksiyonu olabilecegi one
stiriilmiis olan ¢aligmada yine CA9 knouck-out fareler kullanilmistir. Calismada bir yil
boyunca takip edilen Car9-/- ve yabamil tipteki fareler karsilastirilmistir. Morfolojik
analizlerde Car9-/- olan farelerde vakuoler dejeneratif degisim oldugu goriilmiistiir. Fareler
davranigsal olarak incelendiginde Car9-/- olan farelerde anormal lokomotif aktivitesi ve

hafiza testinde zayif performans gostermislerdir. [285].

Insan karacier kanser hiicreleriyle bagisiklik sistemi baskilanmis farelerde
olusturulan orthotopik tiimér modelinde kanser hiicrelerine kalici olarak TSPANS8 geni
transfekte edilmistir. TSPANS8 over ekspresyonu olan gruplarda tiimoriin karaciger igine
metastas1 tespit edilmistir [193]. Bir diger caligmada HT29 hiicre hatti kullanilarak
olusturulan tiimoriin tedavisinde TSPANS spesifik monoklonal antikor kullanildigi ve

timoriin kiigtildigii gosterilmistir [214].

Gastrointestinal kanserlerde yiiksek ekspresyon seviyesi gosterilen TSPANS,
tiimoriin tanist ve prognozu hakkinda bilgi vermesi nedeniyle bu kanserlerde biyobelirteg
olarak gosterilmektedir. Tiimor iligkili TSPANS geninin ekspresyonunun regiilasyonu ile
ilgili ilk calisma 2016 yilinda Sarkar ve arkadaglar tarafindan yapilmistir. Bu calismada
TSPANS’in metastaz ve invazyona neden oldugu bilinen AEG-1 gen ekspresyonu {izerinde
onemli bir role sahip oldugu savunulmus ve bu mekanizmayi aydinlatmak amaglanmigtir

[226].

CA9 ekspresyonunun tiimor biyiikligi ile iligkili oldugu servikal ve agiz
kanserlerinde gosterilmistir. Hastalardaki timoér biyiikligi arttikca CA9 ekspresyon
seviyesinin arttig1 gériilmustiir [286, 287].

Sonu¢ olarak, pankreas kanseri hiicre hatlarinda CA9 ve TSPANS8 genlerinin
susturulmasinin hiicrelerin yasamsal 6zelliklerinde degisiklige sebep oldugu, 6zellikle hiicre
proliferasyonu, migrasyonu ve invazyonunu azalttigi belirlenmistir. CA9 ve TSPANS
genlerinin susturulmasinin hiicrelerde apoptotik ve otofajik yolaklarda gorevli proteinlerde
degisiklige sebep oldugu gosterilmistir. Panc-1 hiicreleri kullanilarak olusturulan xenograft
timorlerde liposomal olarak verilen TSPANS siRNA uygulamasinin tiimériin kiigiilmesine
sebep oldugu bulunmustur. Bu sonuglardan yola ¢ikarak CA9 ve TSPANS genlerinin

pankreas kanserinin tedavisinde terapotik ajan olarak kullanilabilecegini diisiinmekteyiz.
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Monoamine oxidase A gene (MAOA) has earned the nickname
"warrior gene” because it has been linked to aggression in obser-
vational and survey-based studies. However, no controlled exper-
imental studies have tested whether the warrior gene actually
drives behavioral manifestations of these tendencies. We report an
experiment, synthesizing work in psychology and behavioral eco-
nomics, which demonstrates that aggression occurs with greater
intensity and frequency as provocation is experimentally manip-
ulated upwards, especially among low activity MAOA (MAOA-L)
subjects. In this study, subjects paid to punish those they believed
had taken money from them by administering varying amounts of
unpleasantly hot (spicy) sauce to their opponent. There is some
evidence of a main effect for genotype and some evidence for a
gene by environment interaction, such that MAOA is less associ-
ated with the occurrence of aggression in a low provocation
condition, but significantly predicts such behavior in a high prov-
ocation situation. This new evidence for genetic influences on
aggression and punishment behavior complicates characteriza-
tions of humans as “altruistic’” punishers and supports theories of
cooperation that propose mixed strategies in the population. It
also suggests important implications for the role of individual
variance in genetic factors contributing to everyday behaviors and
decisions.

warrior gene | genetics | punishment | power-to-take game |
hot sauce paradigm

ne of the common assumptions of rational choice theory is

that individuals are purely self-interested utility maximizers.
However, research in economics and other social sciences has found
that individual preferences can also include other-regarding factors,
such as altruism, status, and fairness. In addition, individuals are
often willing to incur nontrivial costs to influence others’ behavior,
even when such behavior can confer no direct or strategic personal
benefit. In particular, humans readily try to harm others who have
hurt them or their group, despite the fact that such behavior may
not generate any future individual benefit (1). Because in many
cases those who punish do not end up better off overall, it remains
a puzzle as to why such behavior survives if it does not improve
prospects for cooperation (2, 3). An additional puzzle arises in the
face of cross-cultural data suggesting that individuals in some
societies do not engage in costly punishment as much as those in
Western industrialized societies (4, 5).

Although it varies somewhat across societies, real life coopera-
tion and punishment behavior does not always follow the predic-
tions of rational choice theory (4, 6). Various models have tried to
address the reasons for this discrepancy (7-11). Here, we suggest a
possible genetic source of individual variation in this behavior. This
is the first study to investigate a genetic basis for punishment and
the first to provide some evidence for a gene-environment inter-
action in the context of a behavioral economics experiment. Our
results support previous work using financial incentives, which
indicates that the experimental punishment literature may in fact
reflect a broad based tendency to punish.

2118-2123 | PNAS | February 17,2009 | vol. 106 | no.7

In this study, we examine conditions under which individuals pay
money to cause physical pain to others who have taken money from
them in a previous interaction. This study not only replicates
previous experimental work demonstrating a willingness to engage
in costly punishment, but also tests the influence of the monoamine
oxidase A (MAOA) gene, which has been linked to aggression.

We draw on two separate but overlapping literatures: One from
behavioral genetics, examining the effect of a genetic polymor-
phism on propensity for aggression; and a second from economics,
addressing an individual’s willingness to pay to punish others. In so
doing, we combine a behavioral measure of aggression from
psychology with a clear and simple economic game to investigate
the conditions under which people will aggress against others
despite incurring a financial cost to themselves. Previous literature
suggests that one of those conditions may be individual variability
in genetic alleles, such that individuals with a low activity form of
the gene that encodes monoamine oxidase A (MAOA-L) will be
more likely to react with aggression to challenge (12). Recent
work in behavioral genetics has stressed the importance of inter-
actions between genetic predispositions and environmental con-
tingencies (13).

We build on an emerging literature examining genetic influences
within experimental economics, including twin studies demonstrat-
ing the influence of heritability in trust game (14) and ultimatum
game play (15) among a sample of both American and Swedish
subjects. Although there is mounting evidence that behavior in
experimental economic games has a heritable component, implying
an influence from some unidentified part of the whole genome,
there have been few studies explicitly testing for a relationship
between economic behavior and a single gene. One recent exper-
imental study suggests a link between a common human polymor-
phism in vasopressin (AVPR1a RS3) and monetary allocations in
a Dictator Game (16), but there have not been any studies of genes
related to aggression in such games, and none of this previous work
has looked for a link between genetic and environmental interac-
tions. Ours is the first study to look at any gene explicitly in
two-player interactions, and the first to examine genetic correlates
of behavioral punishment. We conduct this test examining the role
of MAOA in aggressive behavior toward others in the context of an
economic power-to-take game.

The MAOA gene codes for the enzyme monoamine oxidase A
that plays a key role in the catabolism of neurotransmitters,
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including dopamine, norepinphrine, and serotonin (12, 17). Earlier
studies found that mice with MAOA knockouts were more aggres-
sive than their normal counterparts or mice with MAOB knockouts
(which regulates different neurotransmitters) (17). A Dutch family
with a repeated incidence of violent criminal behavior among males
across several generations was also found to have an abnormality in
MAOA (a missense mutation of a single nucleotide of the gene)
(18). Recent imaging work in a large sample demonstrates that
during emotional arousal, MAOA-L men show greater reactivity in
the amygdala and lower activity in the regulatory prefrontal areas.
Such work suggests the emotional and cognitive channels that link
MAOA-L to impulsive forms of aggression (12, 19).

Among humans, a functional polymorphism in the MAOA gene
can mediate the impact of traumatic early life events on the
propensity to engage in violence as an adult. Specifically, children
who had suffered abuse and who had the low activity form of
MAOA were much more likely to develop antisocial problems as
adults (20, 21). Later studies replicated the risk of low activity
MAOA, in combination with traumatic early life events, for both
psychiatric patients and healthy adults’ predispositions toward
physical aggression (22). A major gap in the literature remains,
however, in that it is unclear whether self-report measures of
aggression actually reflect behavioral aggression (i.e., actions rather
than words).

We combine this work with a second literature drawn from
economics. Our experiment also taps into the growing literature on
punishment behavior, in which subjects voluntarily incur costs to
punish others. A key result from experimental economics is that
even where individuals are not the beneficiary of any postpunish-
ment change in behavior (because partners are anonymous and
never meet again in subsequent rounds), they often pay to punish
those who violate social norms such as cooperation or reciprocity
(23-27). However, the link between punishment and aggression is
not always clear. Fehr and Gachter’s famous experiment included
post game self-reports, which suggested that punishers were moti-
vated by anger at free-riders (1). Later replication demonstrated
this same association between anger and punishment where free-
riding was not allowed. This link was exacerbated with the increas-
ing presence of monetary inequality. These findings indicate that
the motivation to punish others may not derive simply from the
desire to punish free-riders but also (or instead) from egalitarian
motives (26). This literature in economics has not, however, exam-
ined whether individuals would be willing to harm someone phys-
ically in response to economic harm. Therefore, it seems important
to examine the underlying causes of aggression and punishment—in
themselves—given that they appear to be linked even in widely
different social scenarios. Our experiment aims to do this, by
examining a genetic proclivity for engaging in costly aggressive
behavior in the context of environmental provocation. In short, we
deploy hypotheses from behavioral genetics, by using a psycholog-
ical paradigm, to address an economic puzzle. In this way, we seek
to test the extent to which these differences relate to variance in
MAOA allele expression.

Methods Primer. In 2008 we collected genetic samples from 78 male
subjects, who were assigned to 2 groups: those carrying the high
activity (MAOA-H) or low activity (MAOA-L) allele (SI Text
Section S1 and Table S1). Women were excluded because of the
difficulty of assigning levels of MAOA enzymatic activity in het-
erozygous females and to minimize potential confounding factors.

We used the “hot sauce” paradigm (28) from the psychological
literature, in which subjects have the opportunity to administer
unpleasantly hot (spicy) sauce to an opponent who is known to not
like its taste. How much hot sauce the subject administers consti-
tutes the behavioral measure of their aggression (SI Text Section
S2). The punishment elicitation experiment comprised 4 rounds
and had a structure similar to a “power-to-take” game (29, 30) (S
Text Section S3). In each round, subjects had an experimentally

McDermott et al.

manipulated portion of their earnings from a vocabulary task
stripped by an anonymous — and unknown to them, fictional —
person. Subjects then were given the opportunity to punish this
player through the forced administration of hot sauce.

The exact procedure was repeated for 3 subsequent rounds with
a (purportedly) new partner each time. Subjects were told that in
each round they would have a new supply of hot sauce that they
could either administer to their partner or trade in for money. After
the experiment, subjects were fully debriefed.

We focus on an individual’s willingness to pay to harm someone
who had just taken money from them (money that they had worked
to earn). The experiment manipulated the amount taken at two
levels: 80% and 20%. We label the 80% decision a “high take”
outcome and the 20% decision “low take”. We hypothesized that
subjects who had 80% taken from them would be more likely to
administer hot sauce, and administer more of it, than those who had
only 20% taken.

Further, if MAOA has an effect on behavior, we predict that it
will depend on the nature of the stimulus. From previous brain
imaging work demonstrating greater sensitivity to social rejection
among MAOA-L types (31), we hypothesized that MAOA-L
subjects should behave no differently than other subjects with low
takes, because this represents little provocation to the individual
irrespective of genotype. Conversely, MAOA-L subjects are pre-
dicted to respond more aggressively than MAOA-H subjects when
80% is taken. Thus, subjects with MAOA-L were hypothesized to
behave more aggressively, but only when significantly provoked
(i.e., a gene by environment interaction).

Results

Our analysis drops 8 subjects that in a postexperiment survey
expressed disbelief in whether they were actually forcing other
subjects to eat hot sauce [although our results change little whether
we include these subjects or not (SI Text Section S5 and Table S2)].
We find clear support for our initial hypothesis that high take
subjects behave in an aggressive manner toward their opponent
more frequently, and with greater intensity, than low take ones.
Because our design randomized the amount taken in each round,
approximately half the people in each round had 80% of their
earnings taken whereas the other half had 20% taken. Because of
the nonnormal distributions of our data we use Wilcoxon rank-sum
tests. We also report one-tailed test statistics in keeping with our
directional hypotheses. Pooling across all 4 rounds of the experi-
ment, subjects demonstrated higher levels of behavioral aggression
when 80% was taken than when 20% was taken (n = 292, Z =
—6.16, P < 0.001, Fig. 1). A test of proportions also revealed that
subjects were more likely to try to harm their adversary by some
amount (rather than nothing) when 80% was taken than 20% (66%
versus 39%, n = 292, Z = —4.70, P < 0.001). We also observed
highly significant differences in the same direction when analyzing
each of the rounds separately and when we include observations
only of the first time someone experienced 20% or 80% taken from
them (SI Text Section S6).

Furthermore, a battery of emotional surveys administered after
the first round showed that those having 80% taken were more
likely to report being ‘mad’ and ‘angry’ than those who had 20%
taken (SI Text Section S7).

For our subsequent hypotheses we divide subjects by MAOA
genotype. Fig. 2 pools observations across rounds and shows a
significant difference between MAOA types when 80% was taken
(n =139,Z = 2.33, P <0.01) but no difference when 20% was taken
(n = 141, Z = .87, P = 0.19). The proportion of observations in
which subjects meted out any aggression (rather than none) when
80% was taken was also higher among MAOA-L types (75%)
versus MAOA-H types (62%) (n = 139, Z = 1.40, P = 0.08). When
20% was taken there was no difference between MAOA types
(40% versus 34%, n = 141, Z = .71, P = 0.24). Ignoring the amount
taken, MAOA-L types had higher levels of aggression (n = 280,

PNAS | February 17,2009 | vol. 106 | no.7 | 2119

PSYCHOLOGY



http://www.pnas.org/cgi/data/0808376106/DCSupplemental/Supplemental_PDF#nameddest=STXT

http://www.pnas.org/cgi/data/0808376106/DCSupplemental/Supplemental_PDF#nameddest=ST1

http://www.pnas.org/cgi/data/0808376106/DCSupplemental/Supplemental_PDF#nameddest=STXT

http://www.pnas.org/cgi/data/0808376106/DCSupplemental/Supplemental_PDF#nameddest=STXT

http://www.pnas.org/cgi/data/0808376106/DCSupplemental/Supplemental_PDF#nameddest=STXT

http://www.pnas.org/cgi/data/0808376106/DCSupplemental/Supplemental_PDF#nameddest=STXT

http://www.pnas.org/cgi/data/0808376106/DCSupplemental/Supplemental_PDF#nameddest=ST2

http://www.pnas.org/cgi/data/0808376106/DCSupplemental/Supplemental_PDF#nameddest=STXT

http://www.pnas.org/cgi/data/0808376106/DCSupplemental/Supplemental_PDF#nameddest=STXT



Lo L

P

1\

=y

100+ Amount Taken
[20% Taken
= W 80% Taken
80—
g 60
c
]
-]
T
o
e
40—
20—
0
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Amount of Hot Sauce Administered
Fig. 1. Amount of hot sauce subjects chose to administer (our measure of

aggression) after having 20% (gray bars) or 80% (black bars) of their winnings
taken by their (supposed) interaction partner. Wilcoxon ranksum test: n = 292,
Z = —6.16, P < 0.001.

Z < 1.98, P < 0.05). This suggests that the influence of genetic
differences may be moderated by the environmental stimulus, in
this case the amount taken.

Because our subjects participated in the task several times, in the
next part of the analysis we (a) check for interference across rounds
(e.g., did those who received the 80% treatment in round 1 behave
differently in round 2 from those who received the 20% treat-
ment?), and (b) analyze each round separately. First, although we
did not observe any significant interference between rounds (S
Text Section S8), we also compare behavior across MAOA types for
the first time someone had 80% taken and the first time someone
had 20% taken (to eliminate any confound or noise arising from
past experience). MAOA-L subjects were slightly more likely to be
aggressive the first time 20% was taken (n = 67, Z = 1.39, P = 0.08),
but we see a larger, and significant, difference across MAOA types
when 80% was taken (n = 66, Z = 1.85, P = 0.032; see Fig. 3). This
suggests a main effect influence of MAOA but this effect is

Amount Taken

20% Taken

moderated by the environmental stimulus (take amount). Further-
more, if we ignore the amount taken, but directly incorporate the
repeated measure nature of our design (using a repeated measure
ANOVA), we find a main effect for MAOA (SI Text Section S9 and
Fig. S1).

Second, we considered each round separately (Fig. 4). In round
1 there was a significant difference between high and low MAOA
types among those who had 80% taken (n = 33, Z = 3.09, P <
0.001), whereas there was no discernible difference in genetic types
between those who had 20% taken (n = 37, Z = .58, P = 0.28).
Rounds 2 and 3 show no statistical difference and round 4 shows a
slight difference (see Fig. 4 legend for full statistics).

In our experiment we bounded the amount of hot sauce that
someone could use to try to hurt their partner. In reality, subjects
may have wished to give up more points and behave even more
aggressively toward their partner with a larger amount of hot sauce.
Thus, our data are artificially censored from above by our exper-
imental design.

To address this we compare the proportion of observations that
administered the maximal amount by MAOA and experimental
treatment (i.e., subjects that used all possible $3 to punish). When
80% was taken, 44% of observations from MAOA-L administered
the maximal amount of hot sauce, whereas only 19% of observa-
tions from MAOA-H types did (n = 139, Z = 2.95, P <0.01). When
subjects had 20% taken from them, 12% of observations from
MAOA-L types and 6% from MAO-H types administered the
maximal amount (n = 141, Z = 1.31, P = 0.1). We obtain similar
results if we look at the first time someone had 80% or 20% taken.
We also obtain similar results if we examine rates of aggression
depending on whether more or less than half the amount of hot
sauce was assigned. The message from this exercise is that com-
paring those who administered the highest amount of hot sauce to
those who administered less than this amount reveals the same
patterns as our other analyses above.

Finally, Table 1 reports results from a tobit regression model to
account for this censoring. Our dependent variable is the amount
of behavioral aggression. We include a dummy variable for whether
80% was taken (80%Take), a variable equal to one if the subject had
the low activity form of the gene (MAOA-L), and an interaction
between these variables (MAOA-L X 80%Take). In the results that
follow, we estimate models for each round separately, and when
pooling all observations. In the first round the interaction term is
positive and highly significant (¢t = 3.51, P < 0.001). For the second

Frequency
N
T

20

0—

0123456738910 01

round the interaction term is negative (t = —1.39, P = 0.085)
MAOA Type
B MAOA-Low
80% Taken [ MAOA-High

2345678910

Amount of Hot Sauce Administered

Fig.2. Amount of hot sauce administered by high activity MAOA subjects (gray bars) and low activity MAOA subjects (black bars), after having 20% (Left; n =
141,Z = .865, P = 0.19) or 80% (Right; n = 139, Z = 2.33, P < 0.01) of their winnings taken by their (supposed) interaction partner.
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Fig.3. Amountofhotsauce administered by high activity MAOA subjects (gray bars) and low activity MAOA subjects (black bars), the first time they experienced
having 20% (Left; n = 67, Z = 1.39, P = 0.081) or the first time they experienced having 80% (Right; n = 66, Z = 1.85, P = 0.032) of their winnings taken by their

(supposed) interaction partner.

whereas it is positive in the third (r = 1.14, P = 0.12) and fourth
(t = .87, P = 0.19) rounds. Recall that round 1 offers the best test
of these relationships, because the first reactions remain uncon-
taminated by any other possible effects as the experiment proceeds.
When we pool observations the interaction term is positive and
approaches statistical significance at the .05 level (r = 1.37, P =
0.08). Incorporating the censoring created by our design, we see that
aggression is generally increasing in the interaction between
MAOA type and amount taken and this is most apparent in the first
round.

Discussion

In this study, we applied a behavioral measure of aggression—the
willingness of subjects to pay to administer hot sauce to someone
they believed had taken money from them—within the context of
a simple economic power-to-take game. We take their allocation of
hot sauce to their opponent as a behavioral measure of aggression
in reaction to the challenge of having money taken from them.
Because of previous genotyping of subjects, we were able to
investigate the relationship between genetic variance in our subject
population and their willingness to engage in physical aggression
toward another.

Subjects who had 80% of their money taken were more likely to
aggress against the person responsible for their loss, and proved
significantly more likely to administer hot sauce, and more of it, to
their purported opponent than those who had 20% of their money
taken. We also find evidence for a gene by environment interaction,
such that individuals with the low activity form of MAOA proved
more likely to administer hot sauce to their opponent when 80% of
their earnings were taken than those with the more active version
of the gene. There were lower differences between genetic groups
when only 20% of subjects’ money was taken, demonstrating an
interaction between the degree of threat or challenge and aggres-
sive response. We note, however, that overall smaller punishment
rates when 20% was taken and our smaller proportion of MAOA-L
subjects mean that our statistical tests in this treatment have lower
power. For present purposes we felt it better to probe both a main
effect difference and an interactive effect by varying the take
amount. Experimentalists with similar research interests as ours
might consider designs using collected genetic information and
treatment assignment probabilities that optimize efficiency and

McDermott et al.

power, especially in experiments including treatments with low
hypothesized effect sizes. This can be of particular importance for
studies of MAOA given that the low activity form is carried by only
~1/3 of the population in Western societies (32). Future studies that
vary the size of the affront in a more fine grained manner (not just
20% or 80%) might also better calibrate the functional relationship
between provocation and aggression across genetic populations,
and better test hypotheses about the gene-environment interaction
we consider.

This behavioral demonstration of the impact of MAOA-L on
aggression documents its activity beyond previous survey results.
Specifically, it expands on previous work in behavioral genetics
which found a relationship between MAOA-L and self-reported
aggression (20-22) by providing a clear demonstration of the
relationship between MAOA-L and actual behavioral aggression
(and in controlled experimental conditions). In so doing, this
experiment suggests a potential genetic contribution to the findings
from behavioral economics demonstrating individuals’ willingness
to pay to behave aggressively toward their opponent (23, 26, 27).

Although our results suggest MAOA plays a role in aggression,
a major question remains as to how and why individual genetic
differences cause different behavioral outcomes. In other words,
what might be the underlying psychological phenomena at work? In
a previous study, Eisenberger et al. showed how MAOA related to
a negative socio-emotional experience (31). Although MAOA-L
individuals are more aggressive, the psychological mechanisms by
which this occurs have been unclear. They may be more aggressive
because they are hyposensitive, and care less about harming others,
or because they are hypersensitive and overreact. Eisenberger et al.’s
research examined the relationship between MAOA and trait
forms of both aggression and interpersonal hypersensitivity, and
neural responses in brain areas associated with rejection-related
distress. They found that individuals with MAOA-L demonstrated
higher trait aggression and higher trait interpersonal hypersensi-
tivity than those with MAOA-H. In addition, such MAOA-L
individuals showed greater activity in the dorsal anterior cingulate
cortex (dACC), an area that has been associated with distress
related to rejection or status challenges. Because the relationship
between MAOA and aggression was mediated by the dACC
activity, the authors suggest that MAOA might produce aggression
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Fig.4. Amount of hot sauce administered by high activity MAOA subjects (gray bars) and low activity MAOA subjects (black bars) for each of the 4 rounds of

the experiment (A-D). Each round had subjects who faced the 20% take treatment (Left), or faced the 80% take (Right). Wilcoxon tests of aggression by MAOA
type: Round 1: 20% (n = 37,Z = .58, P = 0.28), 80% (n = 33, Z = 3.09, P < 0.001); Round 2: 20% (n = 40, Z = 1.03, P = 0.153), 80% (n = 30, Z = -.35, P = 0.637);
Round 3:20% (n = 32, Z = -.66, P = 0.746), 80% (n = 38, Z = .81, P = 0.2); Round 4: 20% (n = 32,Z = .23, P = 0.41) 80% (n = 38, Z = 1.45, P = 0.073).

through heightened, rather than reduced, sensitivity to social
rejection.

Our findings confirm a role for MAOA genotype in response to
provocation, and in particular extend this link to aggressive behav-
ior in response to financial loss. The demonstration of a gene-
environment interaction also helps establish the importance of
examining genetic variance within particular ecologically valid
contexts. Replication across additional populations and within
diverse environmental contexts now appears warranted.

A final remaining question involves the evolutionary implica-
tions of these results. Subjects proved willing to incur private
financial cost to punish others in an actual physical way, even

Table 1. Effect of MAO-L and take interaction

when such actions did not provide any return on their invest-
ment. This suggests that a primary puzzle of human economic
behavior is “spite” (behavior that is costly to self and others), not
“altruistic punishment” (costly to self but beneficial to others)
(33). Indeed, recent behavioral games suggest that, since spite is
costly, winners do not punish (2). Although spite has been the
“neglected ugly sister of altruism” (34), there is good reason to
expect it may have played a significant role in the evolution of
social behavior.

The influence of genotypic variation among individuals also
complicates the notion that humans are “altruistic” punishers
because it raises questions about whether one behavioral strat-

Rnd1 Rnd2 Rnd3 Rnd4 AlIRnds
80%Take 2.315[1.005] 3.291 [1.177] 3.620 [1.050] 3.151[1.312] 3.101 [0.583]
MAOA-L 0.833[1.231] 2.249 [1.503] —0.746 [1.589] 1.004 [1.773] 0.978 [0.775]
MAOA-L X 80%Take 8.922 [2.544] —3.086 [2.227] 2.372 [2.081] 2.250 [2.585] 1.567 [1.140]
Constant 1.341 [0.729] 1.297 [0.745] 0.889 [0.745] 1.481 [0.985] 1.247 [0.412]
Sigma constant 3.563 [0.340] 4.067 [0.395] 3.716 [0.360] 4.594 [0.462] 4.124 [0.202]
Observations 70 70 70 70 280

Tobit regression for each round of the experiment and pooling across all rounds. Dependent variable: punishment amount (censoring

at 10). SE in brackets.
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egy is really common to a majority of people. Models of the
evolution of cooperation might usefully be revisited with this in
mind, especially because recent game theoretic treatments find
that punishment may evolve in some subsections of the popu-
lation but not others (raising the possibility of frequency depen-
dence or mixed strategies) (8). Our study suggests that there may
be genetic bases for such a hypothesis. Indeed, our results beg the
question of why the MAOA-L allele has been maintained in the
population [typically 1/3 in western populations, although ap-
proaching 2/3 are reported in Maori populations (32)] if it
promotes aggressive behavior. There is some evidence of an
underlying positive selection sweep in human population struc-
tures in some areas (32). One possibility for why MAOA-L has
not become universal lies in frequency dependent selection; if
everyone were MAOA-L, its advantages would disappear. If
everyone were MAOA-H, there may be a niche for more
aggressive individuals to exploit (8). Another possibility is that
genetic variation is preserved because it is linked to other genes
or has a mix of positive and negative characteristics. Finally,
genetic differences in aggression may be an example of the
adaptive logic of “moralistic aggression” in promoting effective
reciprocal bargaining or cooperative relationships (35, 36). All of
these hypotheses are ripe for investigation.

Methods

Genotype frequencies among our group of college subjects (27% MAOA-L)
did not significantly deviate from those reported from other western popu-
lations (20, 22) (S/ Text Section S1). Basic demographic breakdowns are given
in S/ Text Section S10.

We asked subjects whether they wanted to first try the hot sauce them-
selves. We inquired as to whether subjects tasted and liked the hot sauce.
There was no significant difference in behavior based on those who liked and
did not like hot sauce (S/ Text Section S11).

In each round, subjects were told they were being paired up with an
anonymous person in a separate laboratory located across campus but con-
nected through the internet. Then subjects took a quiz where they completed
five multiple choice vocabulary questions. Subjects were told that each vo-
cabulary question they answered correctly was worth 20 points, with an
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exchange rate of 10 points to 1 US dollar. After submitting their answers they
were told how many points they had earned ($10 maximum). In reality, we
fixed the number of points earned in each round (to either 100 or 80) to allow
across subject control in subsequent rounds. Such control is desirable both
because different earnings might have translated into substantial differences
in the amount of money taken, and because people may make their decisions
in response to the amount taken, or the percentages taken. Thus, within any
given round, subjects earned the same amount, but we varied this amount
across rounds to ensure realism. Subjects were then forced to wait a small,
randomly determined period during which their partner “'decided”” whether
they would take 0%, 20%, or 80% of the money earned by the subject. In
reality, each subject was paired up with a computer that randomly chose to
take either 20% or 80%. Although deception is forbidden in many economic
laboratories, it remains a common and effective (often essential) methodol-
ogy in experimental psychology (37). In this case, we had to deceive subjects
because ethical considerations ruled out inflicting potential pain on subjects
by making them actually ingest hot sauce. Because we knew from previous
work that subjects respond differently to people than to computers, we
needed to deceive them about the true nature of their opponent (27). Our
subjects were told that their partners had also completed a similar vocabulary
task for money. Subjects then were shown a screen telling them the percent-
age taken by the other player and given the opportunity to behave aggres-
sively toward the other person who had just taken their earnings.

Subjects were told that they had been given a fixed endowment of 10 1/8
teaspoon doses of hot sauce. They could choose to force the other person to
drink an amount of the hotsauce, or trade the hot sauce in for money, at arate
of 3 points per dose and 10 points to a dollar (i.e., they could keep a total of
$3 or use some or all of it to hurt their partner; they could not use their prior
earnings to buy or administer extra hot sauce). They were told that the other
person would have to drink the hot sauce to keep the money they took.
Otherwise, the stolen points were returned to the experimenters. In either
case, the subject would lose the points taken by their partner. We told subjects
their partner’s supposed rating of how much they liked the hot sauce. This
value was fixed for all subjects within a round to a low level (either 1, 2, or 3
of 10) of enjoyment (varied for realism). We found no difference in behavior
as a function of partner rating across rounds (S/ Text Section S4).
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