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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

PANKREATIK DUKTAL ADENOKARSINOM GELiSiMiNDE iNSULIN ve
TNFa’NIN ROLU

Sinem KARAKUS

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dal

Damisman: Prof. Dr. Selda OKTAYOGLU

Tip 2 diyabet (T2D)’in insidanst ve kanser gibi potansiyel komplikasyonlar1 diinya ¢apinda
sasirtict bir hizla artmaktadir. Mevcut bilgilere gore, pankreas kanserinin gelisimi ve
ilerlemesinde diyabet, obezite ve beslenme alisgkanliklari arasinda onemli bir baglanti
bulunmaktadir. Bu etkenlerin pankreas kanseri ile iliskisine dair Onerilen teoriler arasindan
kronik inflamasyon, insiilin direnci, hiperglisemi, insiilin/insiilin benzeri biliylime faktorii
eksenindeki anormallikler 6ne ¢ikmaktadir. Kapsamli ¢aligmalara ragmen, T2D ve pankreas
kanseri arasindaki kesin etkilesim belirsizligini korumakta ve daha fazla arastirmaya ihtiyag
duyulmaktadir.

Mevcut yiiksek lisans tez calismast kapsaminda saglikli insan pankreasi tiirevli kanal
hiicrelerine insiilin sinyalini uyaracak seviyede insiilin tek basina ve ayrica proinflamatuvar bir
sitokin olan Tiimor Nekroz Faktor o (TNFa) ile birlikte uygulanarak bu hiicrelerin malign
transformasyonunun epiteliyal karakterden mezenkimal karaktere gegis (EMT), sfer olusturma
kabiliyeti, kanser kok hiicre (CSC) belirteclerini ifade etme seviyeleri ve karsinogenez ile
iligkili molekiiler mekanizmalarin arastirilmasi ile gosterilmesi amaglanmistir. Boylelikle
instilin ve TNFa sinyalinin pankreatik duktal hiicreleri pankreatik adenokarsinom (PDA)
hiicrelerine dontiistiirme olasilig1 ve ilaveten ilgili molekiiler mekanizma arastirilmistir. Tez
kapsaminda hiicre kiiltiirii, western emdirimi, ELISA, akim sitometri ve qRT-PCR yo6ntemleri
kullanilmistir.

Sonu¢ olarak, normal insan pankreatik kanal hiicrelerinde diisiik seviyeli kronik insiilin
uyarisinin IRS1 araciligiyla sirasiyla JAK2 ve STAT3 aktivasyonunu saglayarak CSC, EMT ve
karsinogenez ile ilgili hedef genlerin ifadelenmesini saglayabilecegi ilk defa bu ¢alisma ile
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gosterilmistir. Normal insan pankreatik kanal hiicrelerinde diisiik seviyeli kronik TNFa
uyarisinin IRS1’1 serin 307 bakiyesinden fosforlayarak insiilin direncine neden olabilecegi
gosterilmistir. Normal insan pankreatik kanal hiicrelerinde diisiik seviyeli kronik insiilin ile
uyarilan CSC olusumu, EMT ve karsinogenez gelisiminin TNFa uyarisinin etkisiyle p-IRS
(Ser307)’un niikleusa gegisi ile birlikte ileri seviyeye tastyabilecegi ilk defa bu g¢alisma ile
gosterilmistir.

Bu calisma, PDA seviyelerinin klinik takibi i¢in niiklear STAT3 ve IRS1’in kullaniminin
biyobelirteg olarak oOnerilebilecegi ve ayrica p-IRS1 (Ser307)’'un PDA tedavisi ig¢in
hedeflenebilecek potansiyel bir molekiil olarak tanitilmasi yonleriyle 6zgiin bir ¢alismadir. |

Haziran 2025, 92. sayfa.

Anahtar kelimeler: Epiteliyal mezenkimal gecis, insiilin, JAK/STAT yolagi, kanser kok
hiicresi, karsinogenez, p-IRS1 (Ser307), pankreatik kanal hiicresi, TNFa.
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The incidence of type 2 diabetes (T2D) and its potential complications such as cancer are
increasing at an astonishing rate worldwide. According to current knowledge, there is an
important link between diabetes, obesity and dietary habits in the development and progression
of pancreatic cancer. Some of the proposed theories regarding the relationship of these factors
with pancreatic cancer include chronic inflammation, insulin resistance, hyperinsulinemia,
hyperglycemia and abnormalities in the insulin and insulin-like growth factor axis. Despite
extensive studies, the exact interaction between T2D and pancreatic cancer remains unclear and
further research is needed.

Within the scope of the current master's thesis project, it is aimed to demonstrate the malignant
transformation of these cells by investigating the transition from epithelial to mesenchymal
(EMT) character, the ability to form sphere, the expression levels of cancer stem cell (CSC)
markers, and the molecular mechanisms associated with carcinogenesis by administiring insulin
to the duct cells of human pancreas at the level that would stimulate insulin signaling alone and
in combination with a proinflammatory cytokin Tumor Necrosis Factor- a (TNFa). Thus, the
possibility of insulin and TNFa signaling to transform pancreatic ductal cells into pancreatic
adenocarcinoma cells and in addition, the relevant molecular mechanism will be investigated.
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Cell culture, western blotting, ELISA, flow cytometry and qRT-PCR methods were within the
scope of the thesis.

In conclusion, this study has shown for the first time that chronic low-level insulin stimulation
in normal human pancreatic duct cells can activate JAK2 and STAT3 via IRS1, respectively,
and thus enable the expression of target genes related to CSC, EMT and carcinogenesis. It has
been shown for the first time that chronic low-level TNFa stimulation in normal human
pancreatic duct cells can phosphorylate IRS1 from the serine 307 residue, causing insulin
resistance. This study has shown for the first time that chronic low-level insulin-induced CSC
formation, EMT and carcinogenesis in normal human pancreatic duct cells can be carried to an
advanced level together with the transfer of p-IRS (Ser307) to the nucleus under the effect of
TNFa stimulation.

This study is an original study in that the use of nuclear STAT3 and IRS1 can be suggested as
biomarkers for clinical monitoring of PDA levels and also introduces p-IRS1 (Ser307) as a
potential molecule that can be targeted for PDA treatment.
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1. GIRIS

Pankreatik duktal adenokarsinom (PDA), insidanst her y1l yaklasik %1 oraninda artan ve 2030
yilina kadar kanserden kaynaklanan 6liim oranlar1 arasinda ikinci siraya yiikselecegi 6n goriilen
bir kanser ¢esididir. Cogu hastada, PDA olusumu ve ilerlemesi sirasinda belirgin semptomlar
gozlenmedigi i¢in hastalik tespit edilememektedir ve pankreas tiimor hiicrelerinin ileri invaziv
karakterleri dolayisiyla oldukca hizli ilerler. Tan1 koyulabilen hastalarin %50’sinde hastaligin
ilerledigi tespit edilmistir fakat bu seviyede mevcut sitotoksik tedavilerin orta diizeyde etkili

oldugu bilinmektedir (Park ve dig., 2021).

Pankreatik duktal adenokarsinom risk faktorleri arasinda yas, cinsiyet ve genetik faktorlerin
yani sira diyabet One g¢ikmaktadir. Pankreas kanseri hastalarinda siddetli periferik insiilin
direnci ile karakterize edilen tip 2 diyabet (T2D) siklikla birlikte goriiliir. Hiperinsiilinemi ya
da artmis insiilin seviyesi PDA hastalarinda sik gozlenen bir durum olup PDA hastalarinin

%80’inde diyabet ve bozulmus insiilin tolerans1 goriilmektedir (Pannala ve dig., 2009).

Insiilin direncinin hiicre i¢i mekanizmasi, diyabetik veya diyabetik olmayan pankreas kanseri
hastalarindan ve kontrol deneklerinden alinan iskelet kas1 biyopsilerinde aragtirtlmistir (Liu ve
dig., 2000). Ancak, pankreatik kanal hiicrelerinde periferik insiilin direnci sebebiyle olusan
insiilin sinyali ve iligkili molekiiler mekanizmalarin hedeflenmesine ya da agiklanmasina
yonelik yapilan calismalar olduk¢a smirlidir. Bu konu ile ilgili olarak ulasilan net bilgi,
pankreas kanseri hiicrelerinin periferal insiilin seviyesini ve dolayisiyla hiperinsiilinemiyi
artirabilecek molekiiller sentezledigi, insiilinin ise tiimdrijenik inflamasyon, lipid ve glukoz
metabolizmasin1 yeniden programlama, insiilin benzeri biiylime faktori-1 (IGF-1) ile
apoptozdan kagma, kanser metastazini aktive etme ve tiimor mikro g¢evre olusumu gibi
durumlarda etkili olarak pankreas kanseri baglangicina ve PDA gelisiminin devam etmesine yol
acabilecegidir (Deng ve dig., 2022). Periferik insiilin direnci ve pankreas kanseri vakalari
arasindaki korelasyon g6z onilinde bulunduruldugunda pankreatik kanal hiicrelerinde gelisen
insiilin ve inflamatuvar sinyaller ile iliskili molekiiler mekanizmalarin aydinlatilmasi, erken tant

ve tedavi i¢in hedeflenebilecek yeni aday molekiillerin belirlenmesi i¢in 6nemli ve gereklidir.

Literatiirdeki mevcut bilgilerden ve eksikliklerden yola c¢ikilarak bu tez ¢aligmasinda saglikli

insan pankreasina ait kanal hiicrelerine insiilin sinyalini uyaracak seviyede insiilin tek basina



ve ayrica proinflamatuvar bir sitokin olan TNFa ile birlikte uygulanarak bu hiicrelerin malign

transformasyonu ve iligkili molekiiler mekanizmalar arastirilmistir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. PANKREAS KANSERI

Pankreas, ekzokrin ve endokrin fonksiyonlara sahip karma bir salgi organidir. Pankreasin
biiylik bir boliimiinii ekzokrin salgi yapan asiner hiicreler ile kanal hiicreleri olustururken kiigiik
bir kismini glukoz homeostazinin saglanmasinda gorev alan hormonlarin salgilandig:
“Langerhans Adaciklar1” adli endokrin bolgeler olusturmaktadir (Da Silva Xavier, 2018).
Pankreatik adenokarsinom ¢ogunlukla duktal karakteristik gosterse de kiiclik bir kismi1 asiner

kaynakli adenokarsinom olarak ortaya ¢ikabilmektedir (Cherri ve dig., 2021).

Diinya Saglik Orgiitii’niin 2021 yilinda yayinladig1 verilere gore goriilme siklig1 siralamasinda
12. sirada bulunan pankreas kanseri, kanser sebepli 6liim siralamasinda 6. sirada yer alir (Sung
ve dig., 2021). Pankreas kanserinin, kanser kaynakli 6liim siralamasinda her yil oranini
arttirdigr bilinmektedir ve 2030 yilina kadar ikinci siraya yiikselecegi tahmin edilmektedir.
Pankreas kanseri hastalarinda en sik goriilen ¢esidi ise PDA’dir (Grigorescu ve dig., 2024)

Pankreatik duktal adenokarsinomun risk faktorleri arasinda yasam tarzi, alkol, tiitiin ve
tiirevlerinin kullanimi, kronik pankreatit, obezite ve diyabet yer almaktadir. Bireysel olarak bu
risk faktorlerinin etkisi farklilik gosterse de PDA etiyolojisinde diyabet ve obezite ¢cogunlukla
on plandadir. PDA, belirgin semptomlara sahip degildir ve hiicreler oldukca invazivdir. Bu
sebeple hastaligin tanisin1 koymak zor olmakla birlikte tan1 koyulabildiginde ise hastaligin
oldukga ileri sathalarda oldugu ve ¢cogu zaman da metastaz yaptig1 gézlenmektedir. Tedavilerin
ileri safhalarda ¢ok etkili olmamasi hastaligin 6liimciilliigiiniin yiiksek, bes yillik sag kalim
oraninin diger solid tlimorlere nazaran daha diisiik olmasina yol agmaktadir (Tonini ve dig.,
2021; Halbrook ve dig., 2023) PDA’nin etiyolojisi, etkili oldugu hiicresel siirecler ve molekiiler
mekanizmalar hakkinda yeterli bilgiye sahip olunmadigi i¢in sag kalim yilizdesi ve yasam
kalitesini artiran etkili bir tedavi yontemi heniiz bulunmamistir. PDA tedavilerinin etkinligi
hastaligin hangi seviyede teshis edildigi ile dogru orantilidir. Ameliyatla tiimoriin alinmasi
sonras1 kemoterapi ile tedaviye devam edilmesi giiniimiizde tedaviye yardimci oldugu bilinen
mevcut terapi yontemi olarak yer alsa da hastalarin sadece %10 ila 20’sinde ameliyatla tiimor
alinabilir durumdadir, geriye kalan kisimda kanser ya ¢ok ileri sathalarda ya da metastaz yapmis

haldedir. Radyoterapi ve sistemik kemoterapi gibi tedavi yoOntemlerinin yam sira, bazi



kemoterapi ilaglarinin kombine kullanimi ile yapilan tedaviler de sag kalimi artirmaya yonelik

gozle goriiliir katk1 saglayamamustir (Orth ve dig., 2019; Cherri ve dig., 2021).

2.1.1.Pankreas Kanserinde insiilin Direncinin EtKisi

Tip 2 diyabetin pankreas kanseri i¢in risk faktorii oldugu bilinse de bu iki patoloji arasindaki
iliski heniiz tamamen aydinlatilmamistir. T2D hastalarinda goriilen metabolik bozukluklar
sadece hiperglisemiyi degil ayn1 zamanda obezite, insiilin direnci veya hiperinsiilinemiyi
icermektedir ve bu bozukluklarin sadece biri bile pankreas kanseri riskini artirmaya yeterlidir

(Toledo ve dig., 2022).

Insiilin ve PDA iliskisi {izerine yapilan ¢alismalarda inflamatuar bir ¢evrede hiperinsiilinemi ve
pankreas kanseri arasinda nedensel bir iliski oldugu gosterilmistir (Gao ve dig., 2015).
Hiperinsiilineminin PDA’ya neden olabilecegi gibi PDA’nin da periferal insiilin direncini
indiikleyerek hiperinsiilinemi, hatta diyabete sebep olabilecegi bilinmektedir (Deng ve dig.,
2022). Pankreas kanseri hastalarinin dokularinda yapilan bazi ¢alismalar, dokularda meydana
gelen insiilin direncinin varligini ortaya koymustur. Ornegin; Wang ve ekibi (2017) PDA’dan
salgilanan mikro-RNA’larin PI3K/Akt/FOXO1 sinyal yolagini aktive ederek normal kosullarda

insiilin tarafindan kandaki glukozun kas hiicrelerine tasinmasini engelledigini bildirmistir.

Hiperinsiilinemi, T2D kosullarinda pankreasa yag depolanmasini ve pankreatik yag dokuyu
inflamatuar faktorlerin salgilanmasi1 yoniinde aktive ederek pankreatik duktal hiicrelerin
mikrocevresinde kronik inflamasyonu indiikler. Hiperinsiilineminin bu inflamasyon
indiikleyici 6zelliginin diyabet ve pankreatit durumlarinda daha da arttig1 ve etkili oldugu
bildirilmistir (Deng ve dig., 2022; Zhang ve dig., 2021). Insiilin uyarisini takiben pankreatik
yag dokusu siirekli bir sekilde pankreastaki inflamasyonu artirip onkogenik mutasyon ve PDA
baslangicina sebep olabilecek IL-6, IL-1B ve TNFa gibi inflamatuar sitokinlerin salinmasini

saglar (Brocco ve dig., 2020; Russo ve dig., 2018).

Insiilinin yan1 sira IGF-1 de pankreatik kanser gelisiminde rol alir. Normal kosullarda
karacigerde sentezlenen IGF-1’1n hiicre biiytimesi ile iliskili oldugu, apoptozu inhibe etmek ve
proliferasyonu artirmakla gorevli oldugu bilinmektedir (Yu ve Rohan, 2020; Pollak, 2008).
IGF-1 ile birlikte reseptorleri de pankreas kanseri ¢aligmalarinda oldukga sik hedeflenir. IGF-1



reseptorlerinin hedeflenmesiyle yapilan ¢alismalara ek olarak insiilin reseptorleri (IR) de PDA
icin hedeflenen proteinler olmustur ve bu iki reseptér grubunun en ¢ok etki ettigi iki yolak

PI3K/AKT ile MEK/ERK sinyal yollaridir (Sekil 2.1) (Trajkovic-Arsic ve dig., 2013).
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Sekil 2.1. insiilin ve IGF’nin yénlendirdigi pankreas kanseri gelisimiyle ilgili hiicresel yolaklar sematize
edilmistir (Trajkovic-Arsic ve dig., 2013).

2.1.2.Pankreas Kanseri ve inflamasyonun Tliskisi

Kanser tlizerine yapilan ¢aligmalarda inflamasyonun pankreas kanseri de dahil olmak {iizere
bir¢ok kanser tiiriiniin gelisimi, ilerlemesinde ve metastazinda etkili oldugunu ortaya konmustur
(Padoan ve dig., 2019; Shi ve Xue, 2019). Pankreas kanseri i¢in risk faktorii olan alkol veya
sigara tiiketimi, diyabet ve dolayli olarak obezite ya da pankreatit, inflamasyonun ortaya
cikmasima sebep olmaktadir (Shi ve Xue, 2019). inflamasyon, dolayli ya da direkt olarak
pankreas kanseri gelisimine yol acabilir. Obezite ve diyabetle iligkili olan kronik inflamasyon,

meta-inflamasyon olarak da tanimlanir ve kanserle inflamasyon arasindaki iliskiyi anlatir



(Hotamisligil, 2017). Ornegin; obez hastalarin ¢ogunda anti-inflamatuar bir adipokin olan
adiponektinin salgisinda azalma goézlenirken pro-inflamatuar adipokin olan leptinin iiretimi
artar. Hatta M2 anti-inflamatuar makrofajlarin M1 pro-inflamatuar makrofajlara degiserek yag
dokuya gecmesi, TNFa ve IL-6 gibi pro-inflamatuar sitokinlerin salinimini tetiklemektedir. Bu
gibi degisimlerin DNA hasar1 olusturarak kronik inflamasyonda etkili oldugu ve kanser

gelisimine yardimci oldugu bilinmektedir (Porta ve dig., 2018).

Hiicre biiyiimesi ve farklilagmasi, metabolizma, inflamasyon ve bagisiklik dahil olmak iizere
bircok biyolojik siiregte yer alan sitokinler, tiimér mikro c¢evresini diizenlerken kanser
hiicrelerini direkt olarak etkiler (Roshani ve dig., 2014). Ornegin; pro-inflamatuar sitokinlerden
olan IL-6, ayn1 zamanda pro-tiimorijenik bir etkiye de sahiptir. PDA hastalarinda yapilan
calismalarda serumdaki IL-6 seviyesinin tiimoriin hangi asamada oldugu ve sag kalim siiresi
hakkinda bilgi vererek bu sitokinin hastalik belirteci olarak kullanilabilecegi belirtilirken
pankreas kanseri ve kanser iligkili fibroblastlar iizerinde yapilan calismalarda ise IL-6’nin
tiimdr migrasyonu ve invazyonunu artirmasinin yani sira epiteliyal-mezenkimal geg¢is (EMT)’1

indiikledigi gosterilmistir (Yako ve dig., 2016; Feng ve dig., 2018).

Pro-inflamatuar bir sitokin olarak tanimlanan bir baska protein olan TNFa, inflamasyon ile
iligkili hastaliklarda 6nemli bir role sahipken ayn1 zamanda pankreas kanseri patogenezinde de
etkilidir. TNFo; TNF-R1 (p55) ve TNF-R2 (p75) adl1 iki farkl hiicre ylizey reseptorii tizerinden
hiicre i¢i sinyalini iletir. TNF-R1 ve TNFa baglandiktan sonra NF-xB ve c-JUN
(Transkripsiyon faktorii Jun) sinyal yolaklarinin aktiflesmesine yol agan bir takim hiicre i¢i
olay1 tetikler (Chen, 2002). TNF-R2 ise cogunlukla bagisiklik hiicrelerinde bulunur ve kanonik
olmayan NF-kB sinyal yolagini indiikler (Moatti ve Cohen, 2021). Pankreas kanserinde
TNFa’nin karsinogenezi nasil regiile ettigi lizerine yapilan bir ¢calismada TNFa tarafindan
uyarilan TNF-R2 seviyelerinin pankreas kanseri hiicrelerinde yiiksek oldugu ve TNF-R2’nin
de NF-xB sinyal yolag1 araciligiyla kanser hiicrelerinde metastaz ve proliferasyonda etkili
oldugu gosterilmistir (Gao ve dig., 2023) Ek olarak Chen ve ekibi (2022) VRk2’nin de TNFa/
NF-«B sinyal yolu iizerinden pankreas kanserinin gelisimini arttirdig1 ortaya koymustur (Sekil

2.2).
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Sekil 2.2. Pankreas kanserinde TNFa NF-«B sinyal yolagi izerinden etki gosterir (Chen ve dig., 2022).

2.2. KANSER KOK HUCRELERI

Normal kok hiicreler veya progenitor hiicrelere benzerlik gosteren kanser kok hiicreleri (CSC),
timor olusumu ve biiylimesine yol acan kendini yenileme yetileri ve farklilasma 6zellikleriyle
karakterize edilirler (Yu ve dig., 2012). CSC’ler kanser baslangici, ilerlemesi, metastaz ve ilag
direncine yol agmaktadir (Safa, 2020). Radyoterapi, kemoterapi ya da kemoterapik ilaglarin
birlikte kullanilmasiyla kanser gerilese de CSC’ler ilaglara direng gelistirip kanserin tekrar
niiksetmesine neden olabilirler. Kanser hiicreleri arasinda kiigiik bir popiilasyonu olusturan
CSC’ler, kendini yenileme ve heterojen kanser hiicrelerine farklilagabilme o6zelliklerinden

dolay1 kanserin tekrar ortaya ¢ikmasina sebep olmaktadir (Phi ve dig., 2018)

Kanser kok hiicrelerinin tiimor gelisimi, metastaz, hiicre proliferasyonu ve ilag direncliligi gibi
kanser hiicreleri i¢in olduk¢a &nemli siireglerde etkili oldugu bilinmektedir (Chang, 2016). Tk
kez 1994 yilinda insan akut myeloid 16semi ile ilgili yapilan bir ¢calismada kok hiicrelerin
kanserdeki roliiniin kesfedilmesinin ardindan meme, beyin, akciger, pankreas, karaciger, mide
ve kolon kanseri gibi bir¢ok kanser tiiriinde kok hiicre popiilasyonlarinin varlig: gosterilmistir
(Lapidot ve dig.,1994; Chang, 2016). Timor icerisinde oldukga kiigiik bir popiilasyonu
olusturan bu hiicreler, bazi1 hiicre ylizey belirtecleri ile tespit edilebilir. PDA’da kok hiicre



Ozelligi gosteren hiicre popiilasyonlart ilk kez CD24, CD44 ve ESA belirtegleri ile
tanimlanmistir (Bubin ve dig., 2023).

2.2.1.Pankreatik Duktal Adenokarsinom ile Iliskili Kanser Kok Hiicre Belirtecleri

Kanser tedavilerinde yer alan kemoterapi veya radyoterapinin CSC’leri hedeflemede yeterince
etkili olmamasi sebebiyle bu hiicreleri bagka belirtecler yardimiyla hedeflemek olasi1 terapotik
tedaviler i¢in olanak saglayabilir (Talukdar ve dig., 2023). Ayrica, bu yolla kanserin erken
safhalarda tanisinin yapilmasi, yeni ilaglarin kesfi ve kanser hastalarinin yasam kalitesinin

artirilmast da mumkiin olabilir.

2.2.1.1.CD24

[k defa B lenfosit belirteci olarak tanimlanan CD24 proteini, CD24 geni tarafindan kodlanir
(Lim ve dig., 2005). Tiimor hiicrelerinde oldukga fazla ifadelenen CD24, tlimor hiicrelerinin
makrofajlar tarafindan fagositozunun yapilmasini engeller. Ayrica, tiimor hiicrelerinin
metastazinda etkili oldugu da bilinir. Diisiik CD24 seviyesi, tiimor hiicrelerinin
proliferasyonunu azaltip apoptozu aktiflestirirken yliksek CD24 seviyesinde ise timor

hiicrelerinin biiyiimesi ve metastazi tetiklenmektedir (Zhuo ve Wang., 2019).

Pankreas kanserinde CD24’{in etkili oldugu, PDA kokliiliigli iizerinde yapilan bir ¢alismada
kesfedilmistir (L1 ve dig., 2007). Ek olarak CD24’iin fazla ifadelenmesi sonucu N-kaderin
seviyelerinin azalarak E-kaderin seviyelerinin arttig1 bilinmektedir. Daha invaziv bir karakter
gosteren CD24" tiimér hiicrelerinin EMT yi tetikledigi ve PI3K/Akt ve MAPK hiicre sinyal
yolaklarini etkileyerek hiicre biiylimesi ile ilgili sinyalleri artirdig1 bilinmektedir (Nakamura ve

dig., 2017).

2.2.1.2. CD44

CD44, normal kosullarda hiicre-hiicre etkilesimleri, hiicre migrasyonu, hiicre iskeletinin dig

matrikse baglanmasi gibi hiicresel siireclerde yer alan bir transmembran glikoproteindir (Briede



ve dig., 2021). Birgok liganda baglansa da hyaluronik asit CD44{in ana ligandidir ve bu sayede

hiicrenin ekstraselliiler matriks tizerinde hareketini saglar (Bubin ve dig., 2023).

Ekstraselliiler matriks adezyon molekiilii olan CD44, tiimor hiicreleri tarafindan fazla eksprese
edilir ve bu ylizden CSC’ler i¢in dnemli bir belirteg olarak kabul goriir. Tiimdr migrasyonu,
invazyon ve metastaz gibi siireclerde etkili olsa da tek basina CD44 ifadelenmesi, CSC belirteci
olarak kabul edilmemektedir (Yaghobi ve dig., 2021; Bubin ve dig., 2023). CD24 veya CD133
gibi diger CSC belirtegleri ile birlikte degerlendirilerek analiz edilmelidir (Bubin ve dig., 2023).

2.2.1.3. CDI133

Kanser kok hiicre belirtegleri arasinda en 6ne ¢ikan belirte¢ olan CD133, normal hiicrelerde
membran organizasyonunda gorev alir. Wnt/B-katenin sinyal yolag: ile iliskili olmasinin yan
sira bir¢cok kanser ¢esidinde varligi tespit edilmistir (Bubin ve dig., 2023). Pankreatik duktal
adenokarsinomda CD133’lin yiiksek seviyelerde tiimér olusumunu indiikledigi ve CSC
belirteci olarak kullanilabilecegi fareler ilizerinde yapilan bir calismada tespit edilmistir
(Hermann ve dig., 2007). Bu g¢alismaya gore, CD133™ hiicrelerin gok kiigiik bir popiilasyon

olmasina ragmen oldukga tiimorijenik 6zelliklere sahip oldugu gdsterilmistir.

2.2.1.4 ALDH1

Asetaldehit dehidrogenaz ailesinin bir liyesi olan ALDH1, normal durumlarda retinalin retinoik
aside dontistliriilmesinde gorev alir. Karaciger hiicrelerinin sitoplazmasinda yer alir ve hiicresel
bir lipaz olarak bir¢ok doku icin doku farklilagsmasi ve gen seviyelerinin degisiminde dnemli
bir rol oynar. Normal dokularda diisiik miktarda bulunurken 6nciil kanser hiicrelerinde ALDH1
ifadesinin artig gostermesi ve CSC 6zelliklerinin korunup kanseri uyarmasi sebebiyle CSC’leri

normal hiicrelerden ayiran bir belirteg olarak kabul edilir (Wei ve dig., 2022).
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2.2.1.5 --MET

Hepatosit biiytime faktorii (HGF)’ niin reseptorii olan c-MET, tirozin kinaz aktivitesine sahiptir.
HGF ve reseptorii c-MET’in baglanmasi sonucu, c¢c-MET’in yapisinda meydana gelen
degisimler bir¢ok sinyal yolagiin efektdr molekiillerini etkiler (Sekil 2.3.). Bu molekiillerden
bilinenler Src, mitojen iliskili kinaz, PI3K, AKT, STAT ve NF kB’dir (Delitto ve dig.,2014).
HGF/c-MET iligkisi embriyonik gelisim, yara iyilesmesi ve organ gelisimi gibi 6nemli

fizyolojik siireglerde yer almaktadir (Bubin ve dig., 2023).

HGF-MET Sinvyali
HGF HGF
© G

Hiicre Sag Kalimi, Hareketliligi ve Proliferasyonu

Sekil 2.3. HGF/c-MET sinyalinin etkiledigi sinyal yolaklar1 (Delitto ve dig., 2014).

Bircok kanser tiirii icin CSC belirteci olarak kabul goéren c-MET, PDA icin de 6nemli bir
belirtectir. c-MET ifadelenmesi ve aktivitesi metastaz ve timor biiyiimesi igin gerekli oldugu
gibi ayn1 zamanda koétii prognozla iliskilidir (Li ve dig., 2011). Ek olarak, c-Met ifadesinin
pankreatik tiimorler iizerindeki etkileri hastalardan alinan pankreatik kanser hiicrelerinin
farelere ksenograf transplantasyonu yoluyla yapilan bir ¢alismada gosterilmistir. c-MET" hiicre
popiilasyonunun aym1 zamanda CD44, CD24, CD133 ve ALDHI gibi pankreatik CSC
belirteglerini de bulundurdugu fakat c-MET" hiicre grubunun, CD133+ ya da CD44+ CSC’lere
nazaran daha fazla timoér olusumuna sebep oldugu ve c-MET seviyesi diisiik hiicre

popiilasyonla karsilastirildiginda sfer olusumu gozlendigi i¢cin c-MET ifadelenmesi ve
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aktivitesinin CSC popiilasyonunu korumak i¢in gerekli oldugu sonucuna varilmistir (Herreros-

Villanueva ve dig., 2012).

2.3. JAK/STAT SINYAL YOLAGI

JAK/STAT sinyal yolag: interlokinler, hormonlar, iliskili reseptorleri ve interferonlar olmak
lizere bir¢cok uyaran tarafindan diizenlenir. Ligandin reseptore baglanmasiyla JAK proteinleri
fosforilasyon ile aktif formlarina dontiserek sitoplazmada yer alan STAT proteinlerinin
fosforlanip aktiflesmesini saglar. STAT proteinlerinin sitoplazmada dimerlesip niikleusa

gecerek hedef genlerinin ifadelenmesini etkiledigi bilinmektedir (Manni ve Min, 2022).

IR-A -insiilin IR-B-insiilin
- (Pipjes
\ R R~
l b
s e P110 /
— I SCKY +— GTORD +— DY
L : l o
LERK) e SC1/2 @\' @
®heb) Bad)
€IF4E) l %4 @ \{ Bal2
_—
Myt wee (D N
/ l l Apoptotik
“——— Lipin1 PPAR a/B Hiicre Sag inflamatuvar Proteinler
Biiylime & \ ) Kalimi Sinyal Yolag:
Proliferasyon Lipid

Metabolizmasi

Sekil 2.4. Insiilinin IR-A ve IR-B aracihigiyla aktiflestirdigi sinyal yolaklar1 (Ramasubbu ve Devi
Rajeswari, 2023).

Normal kosullarda JAK/STAT sinyal yolagi embriyonik hiicre gelisimi, kok hiicre devamliligi,
hiicre i¢i denge ve inflamasyon kaynakli cevabin olusturulmasinda goérev alir. Kanser gibi
anomaliler sebebiyle JAK/STAT sinyal yolaginda meydana gelen degisimler, bu yolagin hiicre
6liimii, hiicre proliferasyonu, hiicre farklilagmas1 ve immiin regiilasyonda etkili olmasini saglar
(Bubin ve dig., 2023). PDA’ da STATS3 proteini rol alir ve JAK proteinlerinin STAT3 i Tyr705
bakiyesinden fosforile etmesi yoluyla aktif hale gelir (Bubin ve dig.,2023). CSC’lerin olusumu
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ve kansere ilag direncinin saglanmasi i¢in JAK/STAT sinyal yolunun ya da JAK/STAT yolagi
ile etkilesime giren sinyal yolaklarinin aktiflesmesinde hiicre dis1 uyaranlar1 ve bazi hiicre i¢i
sinyalleri rol oynar. CSC’ler kanser gelisimi ve tedavilere dirence sebep oldugu icin bu

yolaklarin aydinlatilmas1 6nem tagimaktadir.

IL-6 sitokin ailesinin STAT3 aktivasyonunu ve CSC’lerin metastazi, devamliligi, kendini
yenilemesi ve sag kalimi i¢in ana sinyal yolaklarindan biri olan JAK/STAT yolagi, sitokinler
ve biiyiime faktorleri gibi birgok molekiil tarafindan uyarilabilir (Yang ve dig., 2020). Ornegin;
JAK/STAT sinyal yolunun aktiflesmesine sebep olan IL-6 sitokin ailesinin STAT3
aktivasyonunu ve kanser kok hiicre popiilasyonunu belirgin bir sekilde arttirdig: bilinir (Jin,
2020). Aynm1 zamanda JAK1/STAT3 yolu iizerinden meme ve kolorektal kanser kok hiicre
popiilasyonunu artirarak EMT’yi uyardigina dair bulgular da vardir (Zhang ve dig., 2018).

Bu sinyal yolu CSC’lerin kokliiliik 6zelliklerinin artmasini saglar. Ornegin, kk hiicre belirteci
olan Oct4’iin M2 makrofaj polarizasyonu ile JAK/STAT yolagiyla iliskili sitokinlerin
salinmasina yol agarak yumurtalik kanseri ve akciger kanserinde CSC’lerin artisin1 sagladigi
ortaya konmustur (Lu ve dig., 2020). Th17 hiicrelerinin STAT3 bagimli bir sinyal yolu ile IL-
17°nin sekresyonunu saglayarak yumurtalik, kolorektal ve mide kanserinde, ayrica MAPK
sinyal yolu ile de pankreas kanserinde etkili oldugu tespit edilmistir (Chen ve dig., 2021).
JAK/STAT sinyali, STAT3’lin bagisiklik baskilayici 6zelligi ve tiimor mikro gevresinde fazla
bulunmasina ragmen, STAT1/2’nin interferonlar yardimiyla bagisiklig: tetikleyip anti-kanser
bir cevap olusturulmasini saglamasi sebebiyle iki tarafli bir etkiye sahiptir (Borlongan ve Wang,
2023). Bu sebeple JAK/STAT yolag: iizerine yapilan ¢aligmalarda bu 6zellik de gbz Oniine

alinmalidir.

STAT proteinleri kanser patogeneziyle farkli sekillerde iliskilendirilmektedir. Bunun sebebi
STAT1 ve STAT3 proteinlerinin gorevlerindeki farkliliktan kaynaklanir. Kanser
arastirmalarinda en sik calisilan STAT proteini olan STAT3, EMT ve kanser gelisimiyle birlikte
amlir (Yu, 2009). Ornegin, IL-6/JAK2/STAT3 yolag: aktiflestiginde fokal adezyon kinaz
aktivasyonu ile hiicre mobilitesi artarken EMT indiikleyici faktorlerin yukar1 yonli
diizenlenmesi ile de EMT uyarilarak metastaz artar (Sullivan ve dig., 2009). Yapilan bir bagka
calismada ise prostat kanserinde IL-6/JAK2/STAT3 yolagi ¢alisilmis, IL-6 ve IGF ile IGF-IR
aktivasyonu sonucu STAT3/NANOG/Slug ekseni iizerinden EMT’nin siddetlendigi
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gosterilmistir (Yao ve dig., 2016). Sekil 2.5°de JAK/STAT aktivasyonunda yer alan molekiiller

ve bu aktivasyonun EMT {izerindeki etkisi 6zetlenmistir.

l IGF/IGF-IR EGF/EGFR

oy | A

e — i, |
RTVP-1 AKTIVASYONU LIV-1
UHRF1 / ! E

AUF-1 [ iVT 77 | NANOG GSK3p
Snail
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a-SMA p21 Twistd U9  Snall
TGF-B1 p53
IL-6

> ”’ Tumor Baglatict
Hiicreler

Epiteliyal Hicre

Normal: Epiteliyal

CD24 yiiksek/ CD44 diisik Mezenkimal Hilcre

Tumor: Mezenkimal
Normal: Luminal CD24 dusiik/ CD44 yiiksek

CDA49 yiiksek/ CD44 dusiik/ EpCAM yiiksek
Tumor: Bazal/Klaudin-digik
CD49 dustik/ CD44 yiiksek/ EpCAM dusiik

Sekil 2.5. JAK/STAT aktivasyonunda yer alan molekiiller ve bu aktivasyonun EMT {izerindeki etkisi
(Jin, 2020).
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. HUCRE KULTURU

Bu c¢alismada insan normal pankreas kanal epitel hiicre soyu hTERT-HPNE hiicreleri (ATCC,
CRL-4023, pasaj 3-10) 2 mM L-glutamin, 5.5 mM D-glikoz ve 1.5 g/L sodyum bikarbonat,
%25 Medyum M3 Bazi, %5 FBS, 10 ng/ml insan rekombinant EGF ve 750 ng/ml puromisin
iceren DMEM medyum i¢inde %5 CO; igeren 37°C sicakligindaki inkiibatérde tutularak
cogaltilmistir. Medyum degisimleri ii¢ giinde bir gerceklestirilmistir. Zeminin doluluk orani
%80’e ulastiginda hiicreler %0,25 Tripsin-EDTA kullanilarak kaldirilmig ve pasajlanmistir.
Pasajlama islemlerinde ilk olarak medyum ortamdan uzaklastiritlmis, h\TERT-HPNE hiicreleri
kalsiyum ve magnezyum bulundurmayan fosfat tamponlu salin (PBS) ile yikanmistir. Ardindan
hiicreler, %0,25 Tripsin-EDTA ile 37°C’de ii¢ dakika inkiibe edilip siire sonunda tam medyum
eklenerek Tripsin-EDTA ’nin etkisi durdurulmustur (Ligr ve dig., 2014).

Calismada kapsaminda dort farkli deney grubu olusturulmustur:
1. Tam medyum uygulanan kontrol grubu (K),

2. Insiilin sinyalinin uyarilmasini saglamak icin diisiik konsantrasyonda insiilin (I; 20 nM,

Wang ve dig., 2019) uygulanan grup,
3. TNFa (T; 0.5 ng/ml, 6n denemelerin sonuglarina gore belirlenmistir) uygulanan grup,
4. Diisiik konsantrasyonda insiilin + TNFa (20 nM I + 0.5 ng/ml TNFa) uygulanan grup.

Insiilin ve TNFa tam medyum icerisinde ¢oziilerek hiicrelere uygulanmis ve 48 saat standart

kiltlir sartlarinda inkiibe edilmistir.

3.2. HUCRE CANLILIK OLCUMU

Hiicre canliligini etkilemeyen insiilin ve TNFa konsantrasyonlarinin belirlenebilmesi icin MTT
canlilik testi uygulandi. Bu test, hiicrelerin metabolik aktivitesine bagli olarak hiicrelerin
canliligy, sitotoksisite ve proliferasyon hakkinda fikir veren kolorimetrik bir testtir. MTT ya da
diger adiyla 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir reaktifi, sar1 renkli bir
tetrazolyum tuzudur ve metabolik olarak aktif olan hiicreler tarafindan formazan olarak

adlandirilan mor-mavi kristallere doniistiiriiliir. Suda ¢6ziinmeyen bu formazan kristalleri
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dimetil siilfoksit (DMSO) igerisinde ¢oziindiiriildiikten sonra 570 nanometre dalga boyunda
absorbans 0lciiliir (Ghasemi ve dig., 2021).

Kisaca, 1x10* hiicre 96 kuyulu plakalara ekildi. Zemin %80 konfluensiye ulastiginda hiicrelere
200 pl hacimde ilgili madde uygulamalar1 yapildi. 48 saat inkiibe edildikten sonra hiicre
medyumuna 5 mg/ml konsantrasyondaki stok MTT’den 60 ul eklenip 4 saat boyunca 1s1k
almayacak sekilde inkiibe edildi. Ardindan kuyudaki medyum uzaklastirilip 100 ul DMSO
eklendi. Olusan kristallerin ¢oziindiiriilmesi i¢in 5 dakika 250 rpm’de orbital karistiricida

karigtirildi. Cozlinen kristallerin absorbansi 570 nm dalga boyunda 6l¢iildii.

3.3. KANSER KOK HUCRE BELIRTEC GENLERIN IFADELENME
SEVIYELERININ OLCULMESI

Deney sartlart h\TERT-HPNE hiicrelerine 48 saat siireyle uygulandiktan sonra CSC belirte¢ gen
ifadelenme seviyelerinin deney gruplarindaki degisiminin belirlenebilmesi i¢in Oct4, Nanog,
CD133, CD24, CD44, CK19 ve c-myc genlerinin ifadelenme seviyeleri ger¢ek zamanli geri
¢evrim polimeraz zincir reaksiyonu (QRT-PCR) teknigi kullanilarak 6lgiildii. Teknik asagidaki
adimlar takip edilerek uygulandi (Gezginci-Oktayoglu ve dig., 2021).

3.3.1. RNA izolasyonu ve Miktar Tayini

hTERT-HPNE hiicrelerine 48 saat boyunca deney sartlarinin uygulanmasini takiben medyum
uzaklastirildi. Kuyular kalsiyum ve magnezyum bulundurmayan soguk PBS ile yikandiktan
sonra her kuyuya 1 ml One Step RNA Reagent (Biobasic Canada) eklendi. Buz iizerinde pipetaj

ve kazima yapilarak hiicre i¢eriginin agiga ¢ikmasi saglandi.

Hiicre bileseni karisimi steril mikrosantrifiij tiiplerine toplandiktan sonra 15 saniye yliksek
hizda vortekslendi ve tiipler 5 dakika boyunca buzda bekletildi. Mikrosantrifiij tiiplerine 200 pl
kloroform ilave edilip tekrar 15 saniye yiiksek hizda vortekslendi ve 5 dakika buzda
bekletildikten sonra +4°C’de 15 dakika boyunca 12.000 rpm hizda santrifiyj edildi. Santrifiij
islemi sonrasinda mikrosantrifiij tiiplerindeki siv1 iki faza ayrilmis durumdadir. Ust fazda

kloroformla birlikte niikleik asitler yer alir. DNA, beyaz bir tortu halinde mikrosantrifiij
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duvarlarina yapismis haldeyken alt fazda ise Trizol, proteinler ve diger hiicre bilesenleri
bulunur. RNA igeren iist fazdaki kisim, tortu haldeki DNA’ya dokunulmadan ayri
mikrosantrifiij tliplerinde toplandi. Toplanan miktara esit hacimde izopropanol eklenip elde
yavase¢a karistirildi ve buzda 10 dakika bekletilmesinin ardindan 10 dakika boyunca +4°C,
12.000 rpm hizda santrifiijlendi ve siipernatant ortamdan uzaklastirilip dietil pirokarbonat
(DEPC) bulunduran su ile hazirlanmis soguk %78’lik etanolden 1 ml eklenerek ornekler 15
saniye boyunca yiiksek hizda vortekslendi. Daha sonra +4°C, 7600 rpm’de 5 dakika santrifiij
edildi. Siipernatant uzaklastirildiktan sonra kalan etanoliin 6rneklerden uzaklasmasi i¢in 30
dakika boyunca mikrosantrifiij tiipleri kapaklari1 a¢ik olacak sekilde havalandirmast agik olan
laminar hava akis kabininde kurumaya birakildi. Pelet, DEPC’li su ile ¢oziildii. DNA’nin
denatiirasyonu i¢in DNaz I (Thermo) eklendikten sonra 30 dakika boyunca 37°C kuru blok
1siticida inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi DNaz aktivitesinin durdurulabilmesi igin 15 mM
EDTA kullanildi. Ornekler 5 dakika boyunca buzda bekletildikten sonra EDTA eklendi ve 75°C
kuru blok 1siticida 5 dakika inkiibasyona birakildi. RNA drnekleri 5 dakika buzda bekletildikten
sonra Nanodrop cihazi (Shimadzu Biotech, BioSpec-nano) kullanilarak miktar tayini ve

safliklarinin 6l¢iimii yapildi.

3.3.2. Komplementer DNA Eldesi

RNA orneklerinden komplementer DNA (cDNA) elde etmek i¢in High-Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit (Thermo) kullanildi ve kullanim talimatlarina gore ilerlendi. 10 pl
mastermix ile 1 pg RNA iceren 10 pl hacimli tiip icerigi karistirilip vortekslendi. cDNA eldesi
icin uygulanan termal dongiileyici (Qiagen) uygulama basamaklar1 Tablo 3.1’de yer
almaktadir. cDNA ¢evrimi sonrasi elde edilen cDNA’larin miktar tayini Nanodrop cihazi

(Shimadzu Biotech, BioSpec-nano) kullanilarak belirlendi.

Tablo 3.1. cDNA eldesi igin yiiriitiilen programin basamaklari.

Ayarlar 1.Basamak 2.Basamak 3.Basamak 4.Basamak
Sicakhk | 25°C 37°C 85°C 4°C
Zaman 10 dakika 120 dakika 5 dakika Bekleme
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3.3.3. qPCR Teknigi ile Gen Ifadelenme Seviye Analizi

Kanser kok hiicrelere 6zgiin genlerin analizi i¢in 300 ng cDNA, primer karigimi ve SYBR

Green (AbmGood) PCR tiiplerine DEPC’li su ile son hacim 10 pl olacak sekilde eklendi.

Internal kontrol gen olarak 18s rRNA, kontrol grup olarak ise tam medyum uygulanan hTERT-
HPNE hiicreleri kullanildi. Primer dizileri Tablo 3.2’de yer almaktadir.

Tablo 3.2. qPCR analizleri i¢in kullanilan primerler dizileri (5'—3")

Gen Forward Primer Reverse Primer Kaynak
CD24 GGTTGGCCCCAAATCCAACT GACCACGAAGAGACTGGCTG Sun ve dig,
2019
CD44 TGAATATAACCTGCCGCTTTG | GCTTTCTCCATCTGGGCCAT Zhou ve dig,
2016
CDI133 CAACGAGTCCTTCCTATA CTCTCCAACAATCCATTC Sun ve dig,
2019
Nanog | GTCTTCTGCTGAGATGCCTCA | CTTCTGCGTCACACCATTGCTAT | Page ve  dig,
CA 2009
Gholizadeh-
Octd CCATGCATTCAAACTGAGGT CCTTTGTGTTCCCAATTCCT Ghaleh Aziz ve
dig., 2019
CK19 CATGAAAGCTGCCTTGGAAGA | CATGAAAGCTGCCTTGGAAGA Stachelscheid ve
(KRTI9) dig., 2009
c- myc CGAGGAGAATGTCAAGAGGC | GCTTGGACGGACAGGATGTATGC | Song ve dig.,
GAAC 2019
185 rRNA | GTGGAGCGATTTGTCTGGTT CGCTGAGCCAGTCAGTGTAG Ricci ve dig,
2009

Gergek zamanlt polimeraz zincir reaksiyonu Biorad CFX96 kullanilarak yapilmistir.

Uygulanan qPCR programi Tablo 3.3’te yer almaktadir.
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Tablo 3.3. qPCR programi.

qPCR Basamaklari Sicaklik Siire

On Denatiirasyon 94 C 10 dk

Denatiirasyon 95C 15 sn. 39 dongii
Primerlerin Baglanmasi 55C 30 sn. tekrarlanir.

Uzama 72C 30 sn.

Final Uzama 72 C 5 dk.

3.4. HEDEF PROTEIN SEVIYELERININ BELIRLENMESI

Sitoplazmik, niiklear ve membran fraksiyonlarinda belirlenen hedef proteinlerin miktarlarinda
meydana gelen degisimlerin tespit edilebilmesi i¢in Western emdirme veya ELISA yontemi

kullanildi. Yontem agagidaki adimlar takip edilerek gerceklestirildi (Celik ve dig., 2022).

3.4.1. Hiicre Fraksiyonlarinin izolasyonu ve Fraksiyonlarin Total Protein Miktarinin

Tayini

3.4.1.1. Sitoplazmik Fraksiyon Eldesi

6 kuyulu plakalara ekilen hTERT-HPNE hiicreleri deney sartlarimin 48 saat uygulanmasi
sonrasinda %0.25 Tripsin-EDTA ile kaldirilip 15 ml’lik falkon tiiplerinde toplandi. Hiicre
medyumlar1 daha sonra kullanilmak iizere ayr1 tiiplerde toplanip -20°C’ye kaldirildi. Toplanan
hiicreler, 1500 rpm’de 5 dakika boyunca santrifiij edildikten sonra PBS ile yikanip 1.5 mI’lik
mikrosantrifiij tliplerine aktarildi. 3000 rpm hizda 5 dakika boyunca santrifiij edilmelerini
takiben silipernatant ortamdan uzaklastirildi. Pelet miktarina gore uygun hacimde proteaz ve
fosfataz iceren Lizis Buffer (Thermo) eklendi. Hiicrelerin lizis buffer icerisine dagilmasini
saglamak i¢in pelet dagilana dek tiipler vortekslendi. Ardindan 30 dakika siireyle buzda
bekletildi. Bu siire icerisinde 10 dakikada bir defa olmak iizere toplam 3 kez vortekslendi ve 5

kez 10 saniye boyunca ultrasonikasyon uygulandi. Son olarak +4°C, 13.000 rpm hizda 10
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dakika siireyle santrifiijlenip siipernatanta ge¢cmis olan sitozolik fraksiyon mikrosantrifiij

tiiplerine aktarilip daha sonra kullanilmak iizere -20°C’de saklandi.

3.4.1.2. Niiklear Fraksiyon Eldesi

Niiklear fraksiyon izolasyonu i¢in sitoplazmik fraksiyon eldesinden sonraki hiicre peletleri
kullanilarak Abcam Niiklear Fraksiyon izolasyon Protokol adimlar1 takip edildi. Pelet miktarina
gore mikrosantrifiij tiiplerine B tamponu ve 4.6 M NaCl karisimi uygulandi. B tamponunun
icerigi Tablo 3.4’te verilmistir. Bu karisim 374 pl B tamponu iizerine 26 pl 4.6 M NaCl
eklenerek hazirlandi. Tiplerdeki pelet dagilana dek pipetaj yapilip vortekslendi. Ardindan
orneklere 5 saniye boyunca 10 kez ultrasonikasasyon uygulamasi yapildi. Buz iizerinde 30

dakika inkiibasyon siirecinde 10 dakikada bir kez vorteks yapildi.

Tiipler 24.000 g hizda +4°C’de 20 dakika boyunca santrifiij edildikten sonra slipernatanta gegen
niiklear fraksiyon ayr1 mikrosantrifiij tliplerine alinarak daha sonra kullanilmak tizere -20°C’de

muhafaza edildi.

Tablo 3.4. Niiklear fraksiyon izolasyonu protokoliindeki B tamponunun igerigi.

B Buffer icerigi Konsantrasyon
HEPES SmM

MgCl12 1.5 mM

EDTA 0.2 mM

DTT 0.5 mM

%26 Gliserol %26

3.4.1.3. Membran Fraksiyon Eldesi

Membran fraksiyon eldesi i¢cin Membran, Niiklear & Sitoplazmik Protein Ekstraksiyon Kit
(Biobasic Canada) kullanildi. Kit protokoliine gére dnce hiicreler %0.25 Tripsin- EDTA ile
kaldirilip 15 ml’lik tiiplerde toplandi. Ardindan hiicreler ii¢ kez 500 pl soguk PBS ile

yikandiktan sonra 1.5 ml’lik tiiplere alindi, hiicre peleti miktarina gore kit igerigindeki proteaz-
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fosfataz inhibitorii, DTT ve PMSF eklenmis A soliisyonundan eklendi. Soliisyonun hiicrelere
niifuz etmesi i¢in 6rnekler vortekslendi. Peletin iyice dagilmasi saglandiktan sonra 20 dakika
boyunca +4°C’de roller lizerinde inkiibe edildi. Peletin ¢okmemesi i¢in inkiibasyonun 10.
dakikasinda ornekler tekrar vortekslendi. Daha sonra tiipler 12.000 rpm, +4°C’de 10 dakika
boyunca santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 sitoplazmik fraksiyon olarak elde edilen siipernatant
toplandi. Ayni1 islem yapilarak B soliisyonu ile niiklear fraksiyonu elde edilirken C soliisyonu

ile de membran fraksiyonu elde edildi. Ornekler -20 °C’de saklandu.

3.4.1.4. Bradford Yontemi ile Total Protein Miktarimin Olgiilmesi
Izole edilen sitoplazmik, niiklear ve membran proteinlerinin miktar tayini Bradford ydntemi
kullanilarak yapildi. Bu yontem Coomassie parlak mavi boyasi ile proteinler arasindaki

etkilesimi yansitan kolorimetrik bir testtir (Kielkopf ve dig., 2020).

Bu yontem i¢in Oncelikle Bradford reaktifi hazirlandi. Coomassie parlak mavisi G-250
boyasindan 25 mg tartilip 12,5 ml %95 etanol ve 25 ml %85 fosforik asit (H3PO4) eklendikten
sonra reaktif karigim igerisinde ¢oziindiiriildii ve son olarak filtre kagidi ile siiziildii. Standard
grafik olusturmak icin 1,46 mg/ml konsantrasyondaki BSA’dan 55 pl alinip 945 pl ultra saf su
ile karistirildi. Bu islem ile 80 pg/ml’lik BSA elde edilmis oldu. Daha sonra seri diliisyon ile
40, 20, 10 ve 8 ng/ml’lik standartlar hazirlandi. 1 pl alinip tizerine 159 pl ultra saf su eklenerek
sulandirilan 6rnekler ile 160 ul hacimli standartlar 96 kuyulu plakalara koyulduktan sonra 40
ul Bradford reaktifi ile karistirildi. Pipetaj yapilarak boya ile orneklerin/standartlarin iyice
karigmasi saglandi. 595 nm dalga boyunda optik yogunluklar1 alindiktan sonra standartlarin
absorbanslart ile bir “Standart Grafigi” olusturulup 6rneklerin absorbans degerleri bu grafige

gore hesaplamaya alindi1 ve 6rneklerin protein miktarlari tayin edildi.

3.4.2. Western Emdirimi Yontemi

Bu yontem i¢in sodyum dodesil siilfat (SDS) iceren poliakrilamid jeller, hedef proteinlerin
molekiil agirliklarina bagl olarak farkli konsantrasyonlarda hazirlandi. Jeller, Tablo 3.5’te

belirtilen igerikler ve oranlarina gére hazirlanmistir.



Tablo 3.5. SDS-PAGE jellerinin igerikleri.
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Kullamilan Malzemeler %3  Ust | %7,5 Alt| %10 Alt Jel | %12 Alt Jel
Jel Jel (Yiiriitme
(Yiikleme | (Yiiriitme | Jeli) (Yiiriitme Jeli)
Ultra Saf Su 3,262 ml 5,425 ml 4,81 ml 3,545 ml
Akrilamid/Bis-akrilamid | 412,5 pl 1,875 ml 2,49 ml 2,997 ml
(37,5:1) %40 (w/v)
Tris HCI pH:8.8 - 2,5 ml 2,5 ml 2,5 ml
Tris HCI pH:6.8 980 pul - - -
%10 SDS 50 ul 100 pl 100 pl 100 pl
APS 50 ul 66 ul 66 ul 66 ul
TEMED 8 ul 8 ul 8 ul 8 ul

Yiiritme tamponu 10X stok Tank Tamponu’nun 1X’e diliie edilmesi ile elde edildi. 10X tank

tamponu igerigi Tablo 3.6’da belirtilmistir.

Tablo 3.6. 10X tank tamponu igerigi.

Malzemeler 10X Tank Tamponu
Trizma Baz 60 gr

SDS 10 gr

Glisin 144 gr

1 L ultra saf su ile karigtirthip pH 8.0’e ayarlanmustir.

48 saat siireyle deney sartlar1 uygulandiktan sonra izole edilen hiicre fraksiyonlari, %5 Laemli-
B-merkaptoetanol ile karigtirilarak 95°C’de 5 dakika denatiire edildi. Yiiriitme tamponu ile dolu
tank i¢ine yerlestirilmis jellerin kuyularina 6rnekler yiiklendikten sonra elektroforez islemi ii¢
asamada gerceklestirildi. Ilk adimda 70V’de 30 dakika, ardindan 100V’de 45 dakika ve son

olarak 120V’de yiiriitme devam ettirildi.

Jellerin membranlara aktarilmasinda hedef proteinlerin molekiiler agirlig1 baz alinarak yari-
1slak veya 1slak aktarim gerceklestirildi. Islak aktarim tamponu olarak %20 metanol iceren
yiiriitme tamponu kullanilirken yar1 1slak aktarimda Towbin tamponu (Tablo 3.7) kullanildi.

Kullanilan membranlar da proteinlerin molekiil agirligina gore secildi. 20 kDa’dan biiyiik
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proteinler i¢in 0.45 um por ¢apli PVDF membran tercih edilirken daha kii¢iik proteinler i¢in
0.22 um por ¢apli PVDF membran kullanildi. Yar1 1slak aktarim, Transblot Turbo cihazinda
(Biorad) 8 dakika boyunca 25 V, 2,5 A’da gerceklestirilirken 1slak aktarim i¢in 720 dakika
boyunca 4°C’de 80 A, 100V’de aktarim yapildi.

Tablo 3.7. Towbin Tamponu igerigi.

Malzemeler Towbin Tamponu (1 L)
Trizma Bazi 36,3 gr

Glisin 22,5 gr

EDTA 730,5 mg

Etanol 200 ml

%10 SDS 5ml

Ultra saf su ile 1 L’ye tamamlanmistir. pH: 8.3

3.4.2.1. Hedef Proteinlerin Isaretlenmesi

Aktarimi yapilan membranlar aktarim tamponunun uzaklastirilmasi icin birka¢ kez ultra saf
suda yikandiktan sonra 1X TBS bulunan falkon tiiplerinin i¢ine alinarak kurumasi engellendi.
Membranlar isaretleme i¢in kullanilan antikora uygun %5 BSA veya %5 yagsiz siit tozunun
%10 Tween 20 ve TBS ile hazirlanmis TBS-T i¢inde ¢dzilindiiriilmesiyle hazirlanan bloklama
soliisyonu ile 1 saat oda 1sisinda inkiibe edildi. Primer antikorlar 1,5 ml bloklama soliisyonu ve
3,5 ml TBS igeren 5 mI’lik soliisyon igerisinde uygun konsantrasyonlarda sulandirildi. Primer
antikorlar, membranlarin bulundugu falkon tiiplerine aktarildiktan sonra 1 gece boyunca
+4°C’de inkiibe edildikten sonra membranlar 1 saat oda 1sisinda tutuldu. Ardindan primer
antikor ortamdan uzaklastirildi ve membranlarin 3 kez TBS-T ile yikanmasini takiben primer
antikora baglanan HRP isaretli sekonder antikorlar membranlara uygulandi. Sekonder
antikorun 1 saat oda 1sisinda inkiibe edilmesinden sonra 3 kez TBS-T ve 2 kez TBS ile yikama
yapildi. Membranlar Luminol (Thermo) ile isaretlenerek Biorad ChemiDoc cihazinda
goriintiilendi. Normalizasyon i¢in sitoplazmik fraksiyonlarda -aktin, niiklear fraksiyonlarda
TFIIB, membran fraksiyonunda ise sodyum potasyum ATPaz bantlarin yogunlugu analizde

kullanildi. Caligmada kullanilan antikorlar ve konsantrasyonlar1 Tablo 3.8’de yer almaktadir.
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3.4.3. ELISA

Western emdirimi yontemi ile membranlarda ¢ok diisiik seviyelerde ¢ikan veya hi¢ goriintli

alimamayan hedef proteinler i¢in ELISA yontemi uygulandi.

Baglanma tamponu olarak kullanilan karbonat tamponunun hazirlanmasi i¢in 0,105 gr sodyum
bikarbonat ile 0, 9274 gr sodyum karbonat 100 ml ultra saf suda ¢6ziindiiriildii ve pH 9.4’¢
ayarlandi. Ornekler hazirlanan karbonat tamponunda 2 pg protein icerecek sekilde
sulandirildiktan sonra 96 kuyulu ELISA plakalarina 100 pl hacimle eklendi ve bir gece +4°C’de
bekletilen proteinlerin kuyu zeminine baglanmasi saglandi. Ertesi giin 1 saat oda 1sisinda
bekletildikten sonra 6rnekler uzaklastirilip kuyular yikama tamponu (PBS-T) ile yikand1. %3
BSA igeren PBS’ten olusan blok soliisyonundan her kuyuya 100 pl eklendikten sonra tekrar bir
saat oda 1s1sinda inkiibasyona birakildi. Blok soliisyonu igerisinde hazirlanan primer antikorlar,
bir saat slirenin sonunda blok soliisyonu uzaklagtirildiktan sonra kuyulara uygulandi. Primer
antikor iki saat oda 1sisinda inkiibasyondan sonra kuyulardan uzaklastirilip sekonder antikor
uygulamas1 yapildi. Iki saat inkiibasyonun ardindan kuyular yikanip 90 ul TMB substrati
(Elabscience) uygulandi. Renk degisimi gozlenene kadar inkiibasyon gerceklestirildi.

Tepkimenin durdurulmasi i¢in 50 pl 0.1 M HCl kullanildi.

Tablo 3.8. Caligmada kullanilan antikorlar ve uygulama konsantrasyonlari. WB: Western Emdirimi;

E:ELISA
Antikor Adi Konak Diliisyon Oran: Marka

Vimentin Tavsan 1:1000 (WB) St. Johns
Laboratory

E-kaderin Tavsan 1:400 (WB) Santa Cruz

N-kaderin Tavsan 1:400 (WB) Santa Cruz

SNAIL(SNAI1) Tavsan 1:1000 (WB) St. Johns
Laboratory

SLUG(SNAI2) Tavsan 1:1000 (WB) St. Johns
Laboratory
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Tablo 3.8 (DEVAM) Calismada kullanilan antikorlar ve uygulama konsantrasyonlari. WB: Western
Emdirimi; E:ELISA

Antikor Ad1 Konak Diliisyon Oram Marka
p-STAT3 (Tyr705) Tavsan 1:2500 (E) Affinity
STAT3 Tavsan 1:500 (E) Affinity
SMAD4 Tavsan 1:1000 (E) Affinity
p-JAK2 (Tyr1007/1008) | Tavsan 1:1000 (E) Affinity
JAK2 Tavsan 1:1000 (E) Affinity
CK19 Tavsan 1:1000 Affinity
IRS1 Tavsan 1:1000 (E) Santa Cruz
p-IRS1 (Ser307) Tavsan 1:2000 (E) St. Johns Laboratory
p-Aktin Tavsan 1:1500 (WB), | Elabscience
1:1250 (E)
TFIIp Fare 1:10000 (E) Biolegend
Na */K*-ATPaz Fare 1:1000 (WB) Novus
Anti-Tavsan Sekonder | Kegi (IgG) 1:5000 (WB) Invitrogen
Antikor (HRP Konjuge)
Anti-Tavsan Sekonder | Keg¢i (IgG) 1:1000 (E) Genetex
Antikor (HRP Konjuge)
Anti-Fare Sekonder | Kegi (IgG) 1:1000 (E) Genetex
Antikor (HRP Konjuge)
Anti-Fare Sekonder | Kegi (IgG) 1:10000 (WB) Invitrogen
Antikor (HRP Konjuge)

3.5. AKIM SITOMETRIK ANALIiZLER
3.5.1. Hiicre Dongiisii Analizi

Hiicre dongiistliniin farkli asamalarinda bulunan hiicrelerin orani PI, 7-AAD, Hoechst 33342 ve
DAPI gibi DNA baglayici boyalar kullanilarak belirlenebilir. Gi'deki hiicrelerden iki kat daha
fazla DNA'ya sahip olan G2'deki hiicreler iki kat daha parlak floresan verir. Hiicre dongiisii,

floresans yogunlugundaki farkliliklar genellikle daha kiigiik oldugundan, logaritmik bir dl¢ek
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kullanan ¢ogu akis sitometrisinin aksine genellikle dogrusal bir olgekte Olciiliir. Birgok akis
sitometrisi yazilim programi hiicre dongiisii fazlarimi dogru bir sekilde tespit etmek ic¢in

algoritmalar sunmaktadir (Kim ve Sederstrom, 2015).

Kisaca, 6 kuyulu plakalara ekimi yapilmis olan hiicrelerin doluluk orant %80’e yaklasinca
deney sartlar1 48 saat boyunca uygulandi ve deney bitiminde hiicreler Tripsin-EDTA ile
kaldirilip falkon tiiplerine toplandi. Hiicre sayiminin ardindan hiicreler 70 um c¢apl
stizgeglerden gegirildi. PBS ile tekrar yikama yapildiktan sonra akim sitometri tiiplerine her bir
kuyudan 5x10° hiicre alinip %70 etanol igerisinde fikse edilmek {izere bir gece +4°C’de inkiibe
edildi. Fiksasyonu takiben hiicreler PBS ile yikanip Spg/ml RNase A (New England Biolabs)
uygulanmasinin ardindan 37°C’de 15 dakika boyunca inkiibasyona birakildi. Tiipler 3000 rpm
hizda 5 dakika siireyle santrifiijlenip siipernatant uzaklastirildi ve PI (Cayman) uygulandi.
+4°C’de 15 dakika inkiibe edildikten sonra analiz i¢in akim sitometri cihazi (BD FACS
Callibur) kullanildi. Analiz FL2 kanalinda yapild1 (Gezginci-Oktayoglu ve dig. 2021).

3.5.2. Apoptotik ve Nekrotik Hiicre Popiilasyonlarin Belirlenmesi

Hiicrelerin apoptotik veya nekrotik 6liim oranlarinin belirlenebilmesi icin hiicreler Annexin, 7-
AAD, PI gibi boyalar tarafindan isaretlenmektedir. Annexin, erken apoptoz evresinde
hiicrelerin plazma zarmin dis tarafindaki kisimlara baglanarak hiicrelerin isaretlenmesini
saglarken 7-AAD ise membran biitiinl{igiiniin bozulmus hiicrelerin boyanmasini saglamaktadir

(Zimmerman ve Meyer, 2011)

Bu caligmada %80 konfluensiye ulasan ve 48 saat boyunca deney sartlar1 uygulanmis hiicreler
Tripsin-EDTA ile kaldirilarak 3x10° hiicre, 70 um capl siizgeglerden gegirildi. Ardindan
Annexin V/7-AAD Apoptoz Tespit Kiti (Elabscience) kullanildi. Kitte yer alan yonergeler takip
edildi. Hiicrelerin yikama isleminin 10X konsantrasyonda olan Annexin V Baglama Soliisyonu
1X konsantrasyonda kullanildi. 100 pl’de 2,5 pul Annexin ve 2,5 pl 7-AAD boyast yer alacak
sekilde uygulama soliisyonu hazirlanip hiicrelere uyguland: ve 15 dakika boyunca karanlikta
ve oda 1s1sinda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi hiicreler 1x Baglama Soliisyonu ile yikandi.
Yikamanin ardindan hiicrelere 250 pl baglama soliisyonu 250 pl ise PBS igerisinde %2

formaldehit fiksatifi eklenerek 10 dakika boyunca +4°C’de fikse edildi.
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Fiksasyon islemi sonrasinda hiicreler PBS ile yikandi ve analize alinmadan 6nce 50 pg/ml
konsantrasyonda RNase A uygulandi ve 15 dakika boyunca 37 °C’de inkiibe edildi. Analizler
dot plotta quadrant kap1 kullanilarak gergeklestirildi ve hiicre popiilasyonlar1 yiizde olarak
hesaplandi.

3.5.3. c-Met Isaretlemesi ile Kanser Kok Hiicre Popiilasyonunun Belirlenmesi

Kanser kok hiicre belirteci olarak bilinen c-Met’i bulunduran hiicre popiilasyonu oraninin
belirlenebilmesi i¢in akim sitometrik analiz yapildi. 6 kuyulu plakalara ekilmis hTERT-HPNE
hiicreleri %80 yogunluga ulastiklarinda deney sartlar1 48 saat boyunca uygulandi. Deney
bitiminde her kuyudan 5x10° hiicre alinarak isaretlendi. Santrifiij sonras1 siipernatant dokiiliip
%?2 FBS igeren PBS’ten olusan isaretleme tamponu eklendi. Hiicreler 70 um capl siizgeclerden
gecirildi. FITC isaretli c-Met (Invitrogen, 11-8858-42) antikoru 5 pl/test olacak sekilde
hazirland1. Izotip kontrol olarak kullanilan FITC isaretli sian IgG1 kappa izotip kontrol
antikoru (Invitrogen, 11-4301-81) 1 pl/test olacak sekilde kullanildi. Antikorlar isaretleme
tamponu i¢erisinde hazirlandi. Her 6rnege 100 pl antikor uygulamasi yapildiktan sonra tiipler,
20 dakika boyunca oda 1sisinda 151k gérmeyecek bir ortamda inkiibe edildi. PBS ile yikanan
ornekler isaretleme tamponu icerisinde analize alindi. Analiz akim sitometri cihaz1 (BD, FACS,

Callibur)’nin FL1 kanal1 kullanilarak yapild1 (Wang ve dig. 2018).

3.6. SFER OLUSTURMA TESTI

Bu test i¢in hiicreler 6 kuyulu plakalara ekilip 48 boyunca deney sartlar1 uygulandi ve hiicreler
%0.25 Tripsin-EDTA ile kaldirilarak sayildi. Sfer olusumunun gergeklesmesi icin hiicrelerin
diisiik tutunma yiizeyine sahip kuyulara ekilmesi gerekmektedir. Bu sebeple 96 kuyulu bir plaka
Anti-Adherence Rinsing Solution (Stem Cell Technologies) kullanilarak kaplandi. Her kuyu
icine 100 pl soliisyon koyulduktan sonra kuyularda olusan hava kabarciklarinin yok edilmesi
icin 2500 rpm hizda 10 dakika santrifiij edildi. Ardindan plaka 2 saat oda 1sisinda bekletildi.
Kuyular PBS ile yikand: ve hiicreler 20 ng/ml epidermal biiylime faktorii (EGF), 20 ng/ml temel
fibroblast biiylime faktorii (bFGF), %4 BSA, 1X B27 ve 1X N2 igeren diisiik glukozlu
DMEM’de hazirlanmis 200 pl medyum igerisinde kuyu basina 100 hiicre gelecek sekilde ekildi.
Ekimden sonraki ikinci giin kuyu kenarlarina veya dibine dokunmadan 100 pl medyum c¢ekilip

100 pl taze medyum eklendi. Bu islem 14 giin boyunca devam ettirildikten sonra mikroskobik
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gozlem yapilip olusan sferler goriintiilendi. Mikroskobik analizlerde her kuyu mikroskobun
(Nikon, Eclipse Ti—U) 20X objektif ve X10 okiiler sistemi ile goriintiilenerek kamera (Nikon,
Digital Sight) ile fotograflandi. NIS-Elements BR 3.1 programinda sferlerin boyutu 6l¢iildii 50

um ve tizeri olanlar koloniler sfer olarak kabul edilip analize alind1 (Zhao ve dig., 2019).

3.7. INVAZYON TESTIi

Invazyon deneyi i¢in Corning Biocoat Tumor Invasion System kullanildi. Bunun igin kitin
uygulama talimatlar1 takip edildi. Kisaca, 8.0 um por biiyiikliigline sahip PET membran tasiyan
insertler bulunduran 24 kuyulu plakalar -20°C’den oda 1s1sina alindi. Ardindan steril ortamda
insertlerin i¢ kismima 500 pl 1lik PBS eklendi. 2 saat boyunca CO2’li etiive inkiibasyon

isleminden sonra insertler ekim i¢in kullanima hazir hale geldi.

Hiicreler, 6 kuyulu plakalara ekilip %80 konfluensiye ulastiklarinda 48 saat boyunca deney
sartlar1 uygulandi. Ardindan hiicreler %0,25 Tripsin-EDTA ile kaldirilip sayildi. Transwell
sistemin alt kismina her kuyuya 750 pl %10 FBS igeren diisiik glukoz icerikli DMEM eklendi.
Insertlerin icindeki PBS ortamdan uzaklastirildiktan sonra insertlerin i¢ kismina 500 ul
serumsuz diisiik glukoz igerikli DMEM eklenip her insert igine 2x10* hiicre ekildi. 24 saat
standart kiiltiir kosullarinda inkiibe edildikten sonra plakanin i¢indeki medyumlar ortamdan
uzaklastirildi. Kuyularin ve insertlerin PBS ile yikanmasinin ardindan insertlerin i¢ kisimlari
kulak ¢ubugu yardimiyla kazinarak kaplama soliisyonunun uzaklastirilmas1 saglandi. Son
olarak insertler, DAPI igceren kapatma ortami (Thermo) i¢inde lamlar iizerine kapatildi ve
floresan mikroskopta (Nikon, Eclipse Ti—U) gériintiilendi. Invaziv 6zellik gdsteren hiicreler
mikroskopta parlak mavi goziikmektedir. 10X objektif, X10 okiiler ve Nikon Digital Sight

kamera kullanilarak fotograflar kaydedildikten sonra mavi 1s1ma yapan hiicreler sayildi.
3.8. ISTATISTIKSEL ANALIZLER

Tiim deneyler, ii¢ kez tekrarlandi. Analizler Graphpad programinda yapildi. One Way ANOVA
testi sonras1 Bonferonni testi ile goklu kiyaslamalar yapildi. Analizlerden elde edilen sonuglar

ortalama + SEM olarak hesaplanarak p<0.05 istatistiksel anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. HUCRE CANLILIGI BULGULARI

Proje kapsaminda yapilan calismalar boyunca hTERT-HPNE hiicrelerinin canliliginin
etkilenmeyecegi insiilin ve TNFa konsantrasyonlarinin belirlenebilmesi i¢in MTT canlilik testi
uygulandi. Bu kapsamda 1,10,20,100,200,500 ve 1000 nM insiilin konsantrasyonlari ile 0.1,
0.2, 0.5, 1, 2, 5 ve 10 ng/ml konsantrasyonlarda TNFa hiicrelere uygulandiktan 48 saat sonra
hiicre canliligt MTT testi ile ol¢iildii.

1, 10, 20 ve 100 nM insiilin uygulamasinin hiicre canliliginda anlamli bir degisiklige sebep
olmadig fakat 500 ve 1000 nM insiilin uygulamalarinin hiicre canliliginda anlamli azalmalara
yol actig1 tespit edildi (Sekil 4.1: A). Insiilin uygulamalarinin yapildig1 plakalarmn hiicre
canlilig1 6l¢iimiinde 20 Nm [; TNFa uygulamalariin yapildigi plakalarin MTT 6l¢timlerinde
ise 0.5 ng/ml’nin tizerindeki konsantrasyonlarda hiicre canliliginda meydana gelen diisme meyli
dikkat ¢cekmektedir (Sekil 4.2: B). Bu verilerden yola ¢ikarak mevcut ¢aligmadaki deney
sartlarinda insiilin sinyalini uyarabilecek, hiicre canliligina zarar vermeyen konsantrasyon olan

20 nM, TNFa uygulamasi i¢in ise 0.5 ng/ml konsantrasyonun kullanilmas1 uygun goriildii.
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Sekil 4. 1. A.48 saat siire ile 1-1000 nM insiilinin ve B. 0.1-10 ng/ml TNFa’nin hTERT-HPNE
hiicrelerinin canlihig1 iizerindeki etkileri. “p<0.001 K’ye gore, 'p<0.05 ve “p<0.001 1 nM I’ye
gore, " p<0.001 10 nM I’ye gore, *p<0.05 ve **p<0.001 20 nM I"ye gére, *p<0.05 ve “*p<0.001
100 nM I’ye gore, PPPp<0.001 200 nM I’ye gore. K: Kontrol, I: insiilin.
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4.2. PANKREATIK KANSER KOK HUCRE OLUSUMU IiLE ILISKILi
BULGULAR

4.2.1. Kanser Kok Hiicre Belirte¢c Genlerin ifadelenme Diizeyleri

Pankreatik duktal adenokarsinom ile iligkisi daha Once yapilan calismalarda ortaya konan
belirteclerden CSC ile iliskilendirilen CK19, CD133, c-Myc, CD24, Nanog, OCT4, CD44 ve
genlerinin mRNA diizeyinde ifadelenme seviyelerindeki degisimler Olgiildii. Elde edilen
bulgulara gore mRNA diizeyinde CK19, CD133, c-Myc, CD24 ve Nanog, sadece 20 nM 1 +
TNFa grubunda kontrol grubuna gore anlamli artig gostermistir. OCT4 gen ifadelenme
seviyesinde 20 nM I ve TNFa grubunda kontrol grubuna gore anlamli bir azalma ortaya
cikarken, 20 nM I + TNFa grubu ise insiilin ve TNFa gruplarina kiyasla artis gostermistir.
CD44 ve genleri tim gruplarda kontrol grubuna gore anlamli bir azalma gostermistir (Sekil

4.2).
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Sekil 4.2. Pankreatik kanser ve CSC belirteglerinin mRNA ifadelenme seviyeleri (2724€T). *p<0.05,
*kn<0.01 ve ***p<0.001 K’ye gore; ##p<0.01 ve ###p<0.001 20 nM I’ye gore; Pp<0.05 ve
PPp<0.01 0.5 ng/ml TNFa’ya gore. K: Kontrol I: Insiilin.

4.2.2. Hiicre Dongiisii Bulgular

Hiicre dongiisii analizi PI ile igaretlenen hiicrelerin akim sitometri teknigi belirlenmesi yoluyla

yapildi. Elde edilen bulgulara gore S fazindaki hiicreler TNFa grubunda K grubuna gore
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anlamli bir azalma) 20 nM [ + TNFa grubu ise K ve 20 nM I grubuna gore azalma gostermistir.

G2/M fazinda ise biitlin gruplar kontrole gore anlamli artis sergilemistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Deney gruplarinda hiicre dongiisiiniin farkli asamalarindaki hiicre popiilasyonlarmdaki
degisimler. *p<0.05 ve ***p<0.001 K’ye gére; *p<0.001 20 nM I'ye gore, K: Kontrol, I: Insiilin.

4.2.3. Apoptotik, Nekrotik ve Canl Hiicre Popiilasyonlarindaki Degisimler

Apoptoz hiicre membraninda bozulmaya neden olmadan apoptotik cisimcikler halinde
hiicrelerin programli 6liimii olarak karakterize olurken nekrotik 6liimde ise hiicrelerin membran
yapist bozulur, hiicre igerigi ekstraseliiler matrikse salinarak cevre hiicreler ve dokular i¢in
inflamatuar bir etkiye sebep olabilir (Su ve dig, 2015). Bu sebeple calismamizdaki deney

gruplart hiicrelerin 6liim oranlariin ne derecede degisim gosterdigi onem arz etmektedir.

Elde edilen bulgular, canli hiicre popiilasyonunda insiilin ve TNFao’'nin es uygulandigi grupta
diger gruplara gore anlamli bir azalma gosterdigini ortaya koymustur. Ek olarak nekrotik
hiicrelerin isaretlenmesiyle elde edilen verilerde ise yine insiilin ve TNFo’nin birlikte
uygulanmasiyla nekrotik hiicre popiilasyonunda diger gruplara gore anlamli artis gozlenmistir.
Erken apoptoza yonelik veriler ise sadece 20 nM I uygulanan grupta kontrol grubuna gore
belirgin bir artis oldugunu gostermis fakat 0.5 ng/ml TNFa ile insiilinin es olarak uygulandigi

grupta biitiin gruplara gére anlamli bir azalma oldugu belirlenmistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Apoptotik ve nekrotik hiicrelerin deney gruplarina gore degisimi. **p<0.01 ve ***p<0.001
K’ye gore; 7p<0.01 ve “p<0.001 20 nM I’ye gore; “p<0.001 0.5 ng/ml TNFa’ya gore. K:
Kontrol, I: Insiilin.

4.2.4. Pankreas Kanseri Belirte¢ Proteinlerinin Seviyelerindeki Degisimler

Pankreatik duktal adenokarsinomun tanisinda CK19 ve niiklear SMAD4 seviyelerindeki
degisimler onem tasir (Zapata ve dig, 2007). Pankreatik kanser belirteci olan niiklear ve
sitoplazmik SMAD4 seviyeleri ELISA yontemi ile sitoplazmik CK19 seviyesindeki degisimler
ise western emdirimi yontemi ile belirlendi. Elde edilen bulgular 20 nM insiilin uygulanan
hTERT-HPNE hiicrelerinde CK19 seviyesinin belirgin olarak yiikseldigini 20 nM I + TNFa
grubunda ise 20 nM 1 grubuna gore azaldigin1 gostermektedir. Ayrica, sitoplazmik SMAD4
protein seviyesinin 20 nM I deney grubunda arttig1 tespit edildi. Niiklear SMAD4 seviyesi ise
20 nM I grubunda belirgin sekilde artarken 20 nM I + TNFa grubu, 20 nM I grubuna goére
azalma; TNFo grubuna gore ise artig gostermistir. CK19 ve niiklear SMAD4 degisiminin
korelasyonu dikkat cekmektedir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Sitoplazmik CK19 ile sitoplazmik ve niiklear SMAD4 protein seviyelerinin deney gruplarina
gore degisimleri. A. Ust panelde CK19 ve yiikleme kontrolii olarak kullanilan B-aktin protein
bantlar1 ve alt panelde bu bantlarin optik yogunlugunu yansitan grafik yer almaktadir. B.
Sitoplazmik ve niiklear SMAD4 seviyelerinin ELISA bulgularin1 igermektedir. *p<0.05,

*kp<0.01 ve ***p<0.001 K’ye gore; “p<0.01 ve “p<0.001 20 nM I'ye gore; Pp<0.05 0.5 ng/ml
TNFa’ya gore. K: Kontrol, I: Insiilin.

4.2.5. Kendini Yenileme Yetenegindeki Degisimler

Kanser kok hiicreleri, tabana yapisik olmayan bir ortamda biiylime faktorleri ve diger gerekli
besinlerle desteklenmis serum igermeyen bir medyum uygulandiginda ii¢ boyutlu kiiresel bir
yap1 olusturma kapasitelerine sahiptir (Zhou ve dig., 2015). Sfer olusturma testi, CSC’lerin
kendini yenileme 6zelligi hakkinda bilgi verdigi i¢in kanser iligkili ¢aligmalarda oldukea sik
kullanilir ve bu yolla kok hiicre 6zelligi gosteren hiicre popiilasyonlarinin tanimlanmasi
saglanir. Bu hiicreler, kok hiicre 6zelligine sahip kiiclik bir grup olarak tiimor baslangicini,

ilerleyisi ve cevre organlara metastazina sebep olmaktadir (Cao ve dig., 2011).

Bu bilgi 15181nda deney gruplarinda kok hiicre 6zelligindeki hiicre popiilasyonunun fazla oldugu
deney gruplarinin belirlenebilmesi icin sfer olusum testi yapildi. Elde edilen bulgulara gére
insiilin ve TNFo uygulamalarinin olusan sfer biiytiikliigii iizerinde anlamli bir degisiklige sebep

olmadig tespit edilirken sfer sayilar tizerinde anlamli degisiklikler gozlenmistir. Deney sartlari
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uygulanan hiicrelerden gelistirilen sferlerin tiim gruplarda kontrol grubuna gore sayica artig
gosterdigi, 20 nM 1 + TNFa grubunda sfer sayisinin 20 nM I grubuna goére anlamli olarak
arttig1), 20 nM I + TNFa grubunun ek olarak TNFa grubuna gore de daha fazla sfer olusturdugu
belirlenmistir (Sekil 4.6 (B)). Pankreas kanseri hiicre hatlar1 olan BxPC-3 ve PANC-1’in
kontrol orneklerinde gozlenen sferlerle karsilastirildiginda hTERT-HPNE hiicrelerinin
olusturdugu sferlerin ve sadece insiilin veya sadece TNFo uygulanan gruplarin morfolojik
olarak kanser hiicre hatti sferlerine benzemedigi fakat 20 nM I + TNFa grubundaki sfer
morfolojisinin kanser hiicrelerinin olusturdugu sferlere benzerlik gosterdigi belirlenmistir.
Ayrica kanser hiicrelerinin olusturdugu sfer boyutlarimin daha biiyiik oldugu goézlenmistir
(Sekil. 4.6). Gruplarda gozlenen bu degisiklikler sonucu, CSC benzeri popiilasyonun 20 nM I
+ TNFa grubunda en yiiksek oldugu degerlendirilmistir.

A. B.
- - 100
BxPC-3 K PANC-1K T
= 80
i
= 60
=3
3w
in 20
5
0
* ~ & &
& & &
»° (f;@‘ 6\5“
& pboé
&\
..El

Sfer Sayisi

Sekil 4.6. A. Kanser hiicre hatlar1 BXPC-3 ve PANC-1 kontrol 6rnekleri ve hTERT-HPNE hiicrelerinde
yapilan deney gruplaria gore sfer fotograflar. B. insiilin ve TNFo konsantrasyonlarinin sfer
biiyiikligii ve sfer sayisi iizerindki etkileri. ***p<0.001 K’ye gore; *#p<0.001 20 nM I’ye gore,
90h<().001 0.5 ng/ml TNFo’ya gére. K: Kontrol, I: Insiilin
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4.2.6. invazyon Yetenegindeki Degisimler

Kanser hastalarinda 6liime sebep olan ve kanserin 6nemli 6zelliklerinden biri olan metastazin
ilk adimi, timor invazyonu olarak da adlandirilan kanser hiicrelerinin primer tiimorden
uzaklasarak go¢ etmesiyle karakterize edilir (Clark ve Vignjevic, 2015). invazyon analizinin
yapilmasit CSC’lerin tanimlanmasinda kullanilmaktadir. Boylece metastaz yapabilecek mobil

hiicre popiilasyonu belirlenebilir.

Metastatik Ozellik gosterebilecek mobil hiicre popiilasyonu oraninin bulunabilmesi icin
invazyon testi yapildi. Elde edilen bulgular, invaziv hiicre sayisinin TNFa ve 20 nM I + TNFa
gruplariin kontrol grubuna gore anlamli olarak arttig1, 20 nM [ + TNFa grubunun ise kontrol

grubuna gore ve 20 nM I grubuna goére anlamli olarak arttigin1 géstermektedir (Sekil 4.7)
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Sekil 4.7. Insiilin ve TNFo’nin invaziv hiicre sayilari {izerine etkisi. **p<0.01 ve ***p<0.001 K’ye gore,
#5<0.001 20 nM I’ye gére. K: Kontrol, I: Insiilin.

4.2.7. c-Met* Hiicre Popiilasyonundaki Degisimler

Reseptdr tirozin kinaz ailesinin bir iiyesi olan c-Met hem normal hem de malignant hiicrelerde
bulunan bir proto-onkogen olarak kabul goriir ve ligandi olan hepatosit biiylime faktorii ile
gerceklesen c-Met stimiilasyonunun hiicre hareketi, invaziv 6zellikleri ve metastaz da dahil
olmak iizere kanser hiicreleri i¢in dnemli birgok biyolojik aktivitenin gerceklesmesinde etkisi
vardir (Li ve dig., 2011). Pankreas tiimor hiicrelerinde c-Met’in CSC popiilasyonunda
bulundugu bilinmektedir (Suzuki ve dig., 2004).
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c-Met bulunduran popiilasyonun belirlenmesinin deney gruplarindaki CSC popiilasyonu
hakkinda bilgi verecegi ongoriilerek c-Met" hiicre popiilasyonu, membrana yerlesik c-Met’in
isaretlenmesi ve akim sitometri yontemiyle analiz edilmesiyle belirlendi. Buna gore, sadece 20
nM I + TNFa grubunda kontrol grubuna gore anlamli bir artig) tespit edildi (Sekil 4.8.) Bu
bulgu CSC karakterli hiicrelerin 20 nM I + TNFa grubunda artis gosterdigini ve tiimorigenezi

baslatabilecegini isaret etmektedir.
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Sekil 4.8. c-Met" hiicre popiilasyonun gruplara gore degisimini gosteren grafik. *p<0.05 K’ye gore. K:
Kontrol, I: Insiilin.

4.3. IRS1/JAK/STAT SINYAL YOLAGINDAKI DEGiSiMLER

Bu yolagin insiilin ve/veya TNFa ile uyarilan tiimorigenez ile iliskisini arastirabilmek i¢in
IRS1/JAK/STAT sinyal yolaginda aktif rol alan proteinlerin seviyeleri belirlendi. Elde edilen
bulgular JAK2 nin aktif formu p-JAK2 (Tyr1007/1008) seviyesinin TNFo uygulanan gruplarda
anlamli bir azalma gosterdigine isaret etmektedir. STAT3’lin aktif formu p-STAT3
(Tyr705)’iin sitoplazmik seviyelerinin ise biitiin gruplarda kontrole gore azalma gozlenirken
insiilin ve TNFa’nin birlikte uygulandigi grupta p-STAT3 seviyesinin tekli uygulamalara
kiyasla daha fazla oldugu gozlendi. STAT3 aktif formuna ge¢tigi zaman dimerleserek niikleusa
ge¢mektedir. Bu bilgiden yola ¢ikarak p-STAT3 (Tyr705) seviyesi niiklear fraksiyonda da
Olctildii. Niiklear p-STAT3 (Tyr705) seviyesinin 20 nM I grubunda belirgin bir sekilde artarken
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TNFa ile birlikte uygulandig1 grupta bu seviyenin azaldigi gozlendi (Sekil 4.9). Ek olarak
sitoplazmik ve niiklear fraksiyonda p-IRS-1(Ser307) seviyeleri ol¢iildii. Bulgular, p-IRS-
1(Ser307) seviyesinin sitoplazmik fraksiyonda TNFa uygulanan grupta arttigini insiilin ile
birlikte TNFa uygulanan grupta hem kontrol hem de sadece insiilin uygulanan gruba gore
anlamli bir artis olsa da sadece TNFa grubuna gore azaldigimi gostermektedir. Niiklear
fraksiyonda ise sadece insiilin ve sadece TNFa uygulanan gruplar, kontrole gore anlamli azalma
gosterirken es uygulandiklart grupta p-IRS1 (Ser307) seviyesinin biitiin gruplara gére anlaml

olarak arttig1 gézlendi (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. p-JAK2 (Tyr1007/1008), p-STAT3 (Tyr705) ve p-IRS1 (Ser307) seviyelerinin deney
gruplarina gore degisimi. A. Sol list panelde p-JAK2 (Tyr1007/1008) ile yiikleme kontrolii olarak
kullanilan JAK2 protein bantlari1 gosteren western emdirim membrani ve sol alt panelde bu
batlarin optik yogunluklari ile hesaplanan p-JAK2 (Tyr1007/1008) seviyelerini gdsteren grafik
yer almaktadir. B. Sitoplazmik ve niiklear p-STAT3 (Tyr705) ile p-IRS-1 (Ser307) seviyelerini
gosteren ELISA bulgulari verilmistir. *p<0.05, **p<0.01 ve ***p<0.001 K’ye gore; “p<0.01 ve
#p<0.001 20 nM I’ye gore; p<0.05 ve “p<0.001 0.5 ng/ml TNFa’ya gore. K: Kontrol, tam
medyum uygulanmis hiicreler. I: Insiilin.

4.4. EPITELIYAL MEZENKIMAL GECIS iLE ILGILI BULGULAR

Epiteliyal-mezenkimal gecis, kanser hiicrelerinin metastazi ile iligkilendirilen hiicresel bir
siirectir. Bu asamada hiicrelerde N-kaderinde artis, E-kaderin seviyesinde azalma ve EMT

iliskili transkripsiyon faktorlerinde degisimler meydana gelmektedir. Deney gruplarinda
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EMT’yi belirlemek amaciyla Vimentin, Slug, Snail, E-kaderin ve N-kaderin seviyelerindeki
degisimler Olciildii. Elde edilen bulgular Vimentin seviyesinin tiim gruplarda kontrol grubuna
oranla anlamli bir artis gosterdigine isaret etmektedir (Sekil 4.10). Bir EMT transkripsiyon
faktorii olan Snail ise en fazla 20 nM I grubunda gézlenmistir, TNFa grubunda da yine kontrol
grubuna gore anlamli bir artig belirlenmis olsa da 20 nM I grubundan daha az bir artis oldugu
tespit edilmistir. 20 nM I + TNFa deney grubunda ise sadece 20 nM I grubuna goére Snai
seviyesinin azaldig1 belirlenmistir. EMT’yi yonlendiren diger transkripsiyon faktorii olan Slug
proteininde ise 20 nM I grubu kontrol grubuna goére, 20 nM I + TNFa grubu ise hem kontrol
grubu hem de TNFa grubuna gore anlamli artis gostermistir (Sekil 4.10).

llaveten, EMT’ nin degerlendirilebilmesi igin sik¢a kullanilan N-kaderin ve E kaderin
seviyelerindeki degisimler de 6l¢iildii. N-kaderin seviyelerinin biitiin gruplarda kontrol grubuna
gore arttig1, E-kaderin seviyelerinin ise 20 nM I ve TNFa gruplarinda kontrole gore artarken 20

nM + TNFa grubunda ise sadece TNFa uygulanan gruba gore azaldigi belirlendi (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. Epiteliyal-mezenkimal gecis proteinlerinin deney gruplarina gore degisimi. *p<0.05,
*#p<0.01 ve ***p<0.001 K’ye gore; “p<0.01 20 nM Iye gére, Pp<0.05 ve Pp<0.001 0.5 ng/ml
TNFa’ya gore. K: Kontrol, I: Insiilin.
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5. TARTISMA VE SONUC

Tip 2 diyabet insidans1 ve kanser gibi potansiyel komplikasyonlar1 diinya ¢apinda sasirtici bir
hizla artmaktadir. Mevcut bilgilere gore, pankreas kanserinin gelisimi ve ilerlemesiyle diyabet,
obezite ve beslenme aligkanliklar1 arasinda 6nemli bir baglant1 vardir. Bu etkenlerin pankreas
kanseri ile iligkisine dair Onerilen teoriler arasindan kronik inflamasyon, insiilin direnci,
hiperglisemi ve insiilin/IGF-1 sinyalindeki anormallikler one ¢ikmaktadir. Insiilin ve
inflamasyon ile korale olarak gelisen PDA patogenezini agikliga kavusturmak i¢in daha fazla
calismaya ihtiya¢ vardir. Bu ¢aligmada literatiirde ilk kez insiilin ve TNFa’ nin sinerjistik
etkisiyle uyarilmasi muhtemel olan PDA’nin molekiiler sinyal yolaginda insiilin direncine bagli

olarak farkli yonlenebilecek olan IRS1/JAK2/STAT3 yolagina odaklanilmistir.

Pankreatik duktal adenokarsinom hiicreleri mikroskop altinda pankreas kanal benzeri yapilar
olusturduklari i¢in bu ismi almistir ve insanlarda en 6liimciil maligniteler arasindadir (Siegel ve
dig., 2021). PDA'nin, K-RAS'taki ilk aktive edici gen mutasyonundan sonra pankreas
intraepitelyal neoplazileri (PanIN)’nin gelisimi yoluyla pankreas kanal hiicrelerinden
kaynaklanabilecegine dair bazi kanitlar vardir (Ray ve dig., 2011). Pankreas kanal hiicrelerine
ek olarak, pankreas asiner hiicreleri asiner-duktal metaplazi yoluyla PDA gelisimine katkida
bulunur (Zhu ve dig., 2007). Asiner-duktal metaplazide pankreas asiner hiicreleri, kanal
belirteclerini ifade eden bir embriyonik progenitor fenotipe dediferansiye olabilirler (Storz,
2017). Asiner hiicre plastisitesinin PDA olusumunda énemli bir rol oynadig: kavrami iizerinde
durulmaktadir (Shi ve dig., 2013; Kopp ve dig., 2016). Asiner hiicreler pankreas hasari
sirasinda, Ornegin pankreatit sirasinda inflamatuar sinyaller aldiginda, asiner-duktal metaplazi
meydana gelebilir. Fare modelleri lizerinde yapilan arastirmalar, PDA’nin koken aldig:
hiicrenin olgun asiner hiicre oldugunu ve pankreatit kaynakli asiner-duktal metaplazinin PDA
baslangicinin olas1 bir mekanizmasi olarak onermektedir (Shi ve dig., 2013). Gergekten de
pankreatit, insanlarda PDA i¢in en 6nemli risk faktoriidiir (Gukovsky ve dig., 2009; Becker ve
dig., 2014). Ancak, pankreatitin PDA gelisimini nasil hizlandirdig1 iyi anlagilmamistir. Asiner-
duktal metaplazide K-RAS hiperaktivitesi ve artmis inflamatuar sinyalleme (Hezel ve dig.,
2008; Liou ve dig., 2013; Liou ve dig., 2016) onkojenik K-RAS'in i¢ veya dis stres
sinyallemesinin, inflamatuar sitokinlerin veya epidermal biiylime faktorii reseptorii (EGFR) nii
aktive eden biiylime faktorlerinin varliginda, asiner hiicreler kendiliginden kanal benzeri

yapilara doniisebilir. Ornegin, Sox9 normalde asiner hiicrelerde ifade edilmez (Seymour ve
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dig., 2007), ancak hiperaktif K-RAS varliginda, asiner-duktal metaplazi sirasinda kanal ve
sentro-asiner hiicrelerde Sox9'un daha yiiksek ifadesi indiiklenir ve Sox9 PanIN'lerde yiiksek

seviyelerde ifade edilir (Kopp ve dig., 2012; Morris ve dig., 2010; Prévot ve dig., 2012).

Bu ¢aligmada pankreatik duktal adenokarsinomun primer olarak pankreatik duktal hiicrelerden
koken alabilecegi diisiiniilerek saglikli insan pankreas duktal hiicre hattt hTERT-HPNE
hiicreleri kullanildi. \TERT-HPNE hiicre hatti, " TERT genini igeren bir retroviral ifade vektori
(pBABEpuro) ile transdiiksiyon yoluyla insan pankreas kanal hiicrelerinden gelistirilmistir.
Transfekte hiicreler telomeraz i¢in pozitif hale gelmis, kiiltiir ortaminda yaglanmaksizin 150'den
fazla kez cogalmaya devam edebilmistir (Lee ve dig., 2003). hTERT-HPNE hiicrelerinin,
asiner-duktal metaplazi sirasinda olusan aracit hiicrelerin 6zelliklerine sahip oldugu
bilinmektedir; bunlar arasinda farklilasmamis fenotipleri, Nestin ifadesi ve aktif Notch
sinyallemesi one ¢ikmaktadir (Lee ve dig., 2005). Bu ozellikleri hTERT-HPNE hiicrelerini

PDA patogenezinin arastirilmasi i¢in ideal kilmaktadir.

Obezite ve T2D nedeniyle artan pankreas kanseri insidansi, bagimsiz bir kanser risk faktorii
olan hiperinsiilinemi ile yakindan iliskilidir. Onceki ¢alismalar, insiilin iiretiminin
azaltilmasmin K-RAS mutant farelerde pankreas PanIN prekanserdz lezyonlarini baskiladigini
gostermistir. Ancak, patofizyolojik ve molekiiler mekanizmalar bilinmemektedir ve 6zellikle
hiperinsiilineminin PanIN 6ncii hiicrelerini dogrudan m1 yoksa dolayli mu etkiledigi belirsizdir.
K-RAS GI12D ifadelenmesi gosteren pankreas asiner hiicrelerindeki insiilin reseptorleri
(IR)’nin glikoz homeostaz1 i¢in vazgegilmez oldugu, ilaveten diyet kaynakli hiperinsiilinemi ve
obezite baglaminda hiperinsiilinemi kaynakli PanIN olusumu i¢in gerekli oldugu gosterilmistir.
Patogenez mekanizmasi; gili¢lendirilmis sindirim enzimi protein translasyonu, lokal
inflamasyonun tetiklenmesi ve in vivo PanIN metaplazisine atfedilmistir. In vitro insiilin
uygulamasi1 doz bagimli olarak tripsin ve IR'ye bagh bir sekilde asiner-duktal metaplazi
olusumunu artirmistir (Zhang ve dig., 2023). Bu bilgiler 1s181inda pankreatik kanal hiicrelerinde
karsinogenezi in vitro taklit edebilmek amaciyla ¢aligmamizda insiilin sinyalini uyarabilecek
diisiik konsantrasyonda insiilin (20 nM; Wang ve dig., 2019) ve inflamatuar yanit1 baslatan,
ayni zamanda insiilin direnci gelisimine katkida bulunan merkezi sitokin TNFa (de Luca ve
Olefsky, 2008) hiicre canliligini etkilemeyen 0.5 ng/mL konsantrasyonda tek basina ve
kombinasyon halinde hTERT-HPNE hiicrelerine 48 saat siireyle uygulandi.
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Tiumor heterojenligi; farkli hastalarin tiimorlerinde, ayni timdrde ya da birincil ve ikincil timdr
arasinda gozlenen hiicre tipi farkliliklar1 olarak tanimlanir ve intra-tiimoral ya da inter-tiimoral
olarak iki sekilde ortaya g¢ikar (Proietto ve dig., 2023). Ayni tiimor igerisindeki farkliliklar
olarak ortaya c¢ikan intra-tiimdral heterojenite, kanserin ilerlemesi ve tedavinin ¢ogunlukla
basarisiz olmasinin temel sebebidir (Proietto ve dig., 2023). Tiimoér dokusu, tek tip hiicre
formunda yer almaktan ziyade farkli hiicre alt tipleri, bliyiime hizi ve orani, hiicre yiizey
belirteci, terapiye direng, genetik ve epigenetik degisimler gibi onemli karakteristik 6zelliklerde
degisiklige ve farklilara sahip hiicre popiilasyonlarina sahiptir (Plaks ve dig., 2015). Timor
heterojenitesinin anlasilmasi i¢in kullanilan modellerden biri olan CSC modeli ise bir tiimor
icerisinde CSC popiilasyonu olarak adlandirilan oldukc¢a kiigiik fakat kendini yenileme ve
farklilagsma 6zelligi gosteren bir hiicre grubunun bulundugunu anlatmaktadir (Kapoor-Narula
ve Lenka, 2022). CSC’ler, normal kok hiicrelere benzer hiicrelerle ortak 6zelliklerinin yani sira
onlardan farkli 6zelliklere de sahiptir. Ornegin; saglikli dokulardaki kok hiicreler rejenerasyon
ve tamir ile ilgili durumlarda gorev alirken CSC’ler ilaveten yiiksek seviyede ilaca direng
gostermek ve tiimor olusumunu baslatmak veya durdurmak gibi 6zelliklere sahiptir (Reya ve
dig., 2007). CSC’lerin kesfedilmelerinin ardindan meme, prostat, pankreas ve yumurtalik
kanseri gibi solid tiimdrlerde CSC’lerin varlig1 bildirilmistir (Al-Hajj ve dig., 2003; Maitland
ve dig., 2007; Zhang ve dig., 2008; Li ve dig., 2007). CSC’ler, kendini yenileme 6zelligi ile
timor igerisindeki popiilasyonlarin1 koruyabilmektedir. Bu hiicreler, simetrik boliinme ile ya
iki adet CSC ya da asimetrik boliinmeyle bir adet CSC ve bir de normal kanser hiicresi
olusturabilirler (Matsui, 2016). Bdylece hiicre ¢cogalmasi, timoér olusumu ve gelisimine yol
acarlar. Bir hastanin primer tiimdr kitlesinden izole edilen kanser kok hiicrelerinin, bagisiklik
yetmezliginden kaynaklanan hastaliklar1 olan farelere enjekte edildiginde bu farelerde yeni
tiimorlerin olustugu goézlenmistir (Huntly ve Gilliland, 2005). Ayni zamanda CSC’lerin
metastazdaki rolii de yapilan ¢aligmalarda ortaya konmustur. Metastaz temelde tiimor
hiicrelerinin birincil timorden farkli bir noktaya go¢ etmesi olarak bilinir ve bu migrasyon
cogunlukla CSC’lerin birincil tiimoérden ayrilmasi, kan akisiyla baska bir organa go¢ etmesi ve
orada tekrar kolonize olarak daha agresif karakterize edilen ikincil tiimorii olusturmasiyla
gerceklesir (Shiozawa ve dig., 2013). Kanser kok hiicrelerinin kesfiyle birlikte kemoterapi ya
daradyoterapi gibi geleneksel kanser tedavi sorunlaria CSC temelli bir yaklagim gelistirilmeye
odaklanilmistir. Tedavi sonrast tiimoriin tekrar ortaya c¢ikmasi bu sorunlarin baginda

gelmektedir (Alison ve dig., 2011). CSC’lerin hedeflenmesiyle iiretilecek yeni tedavilerin
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kullanimi bu sorunlarin ¢oziimii olabilir. Bu hedeflenmenin saglanabilmesi ve daha etkili
tedavilerin tasarlanmasi i¢cin CSC’lerin tanimlanmasi, 6zel belirteclerinin ve iligkili sinyal
yolaklarinin belirlenmesi olduk¢a 6nemlidir (Lee ve dig., 2021) CSC’lerin tanimlanmas1 ve
izolasyonu igin 6zellikle kullanilan belirteglerden pankreas kanseri i¢in tercih edilenler CD24,
CD44 ve ESA olsa da yeni belirteclerin kesfi i¢in arastirmalar devam etmektedir (Bubin ve dig.,
2023).

Literatiirdeki bu bilgiler dogrultusunda, calismamizda yer alan deney gruplarindaki CSC
popiilasyonlarini tespit edebilmek amaciyla Oct4, Nanog, CD133, CD24, CD44, CK19 ve c-
myc genlerinin ifadelenme seviyelerindeki degisimler 6l¢iildii. Kandaki seviyelerinin yani sira
hiicre ici mRNA seviyelerinin de kanser belirteci olarak kullanildigi CK7/9 meme, karaciger ve
pankreas gibi bir¢ok tiimor i¢in ayn1 zamanda CSC belirteci olarak da ele alinmaktadir (Zhuo
ve dig., 2021; Abdelaziz ve dig., 2022; Haeberle ve Esposito, 2019). Calismamizda CK79 gen
ifadelenme seviyesinin 20 nM insiilin ve TNFa’nin kombine uygulandigi grupta belirgin bir
artis gosterdigi tespit edildi. PDA belirteci olarak kullanilan bir diger gen CD/33’tiir. Bu
belirtecin pankreatik duktal adenokarsinomda asir1 eksprese edildigi, primer tiimoriin boyutuna
(T), bolgesel lenf nodu tutulumuna (N) ve uzak metastazin (M) olup olmamasina gore
belirlenen klinik TNM evresi, timor farklilasmasi ve zayif prognozla iliskili oldugu
belirtilmistir (Kim ve dig., 2012; Li ve dig., 2015). Bulgularimiz CD/33 gen ifadelenme
diizeyinin de CK1/9 ile benzer sekilde 20 nM insiilin ve TNFa’nin birlikte uygulandigi deney
grubunda oldukg¢a belirgin bir artis gosterdigine dikkat ¢ekmektedir. Bir onkogen olarak
tanimlanan c-myc ifadesi, normal hiicrelerde kontrol altinda tutulurken kanser hiicrelerinde bu
ifadelenmenin kontrol edilemedigi ve asir1 ifade edildigi bilinir (Sorolla ve dig., 2020). K-
RAS’1n agag1 akis molekiilii olan bu onkogenin asir1 ifadelenmesi pankreas kanserinde oldukga
sik karsilasilan bir olgu oldugu ve bu kanser hiicrelerinin daha agresif bir karakter gosterdigi
yapilan ¢aligmalarla ortaya konmustur (Schleger ve dig., 2002). Bu baglamda, bulgularimizda
c-myc gen ifadesinin de 20 nM insiilin ve TNFa’nin birlikte uygulandig1 grupta artis gdstermesi
CK19 ve CDI133 ile birlikte ele alindiginda karsinogenezin bu grupta olabilecegine isaret
etmektedir. Cogu kanser hiicresinde bulunan hiicre ylizey proteini CD24 ise hiicre adezyonu ve
metastazla iligkili olup tiimdr prognozu ve tanisinda kullanilabilecek bir belirtec olabilir (Lee
ve dig., 2010). Calismamizda yine 20 nM insiilin ve TNFa grubunda CD24 gen ifadelenmesinin

artis gosterdigi belirlenmistir. Diger genlerdeki degisikliklerle olan uyumu, diisiik insiilin ve
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kuvvetlendirmektedir.

Normal kanser hiicrelerine nazaran CSC’lerde belirgin bir sekilde ifade edildigi bilinen Nanog
normal kosullarda Sox-2 ve Oct4 gibi transkripsiyon faktorleri ile etkilesime girerek kendini
yenileme ve embriyonik kok hiicre pluripotensisini diizenlerken kanser kok hiicreleri i¢in hiicre
proliferasyonu, tiimdriin yeniden ortaya ¢ikmasi, invaziv 6zellik ve tedavi direnci ile iliskilidir
(Vasefifar ve dig., 2022). He ve ekibin (2012) yaptig1 ¢alismaya gére CD133™ hiicrelerin ayni
zamanda yiiksek seviyede Nanog ifade ettigi ve metastatik Ozellik gosterdikleri ortaya
konmustur. Calismamizda da benzer olarak yiiksek CD133 seviyesiyle uyumlu olarak 20 nM I
ve TNFa’ nin birlikte uygulandigi grupta Nanog gen ifadelenme seviyesi yiiksektir. Biitiin kok
hiicrelerde ortak bulunan ve normal kosullarda embriyonik kok hiicre belirteci olarak kullanilan
Nanog, Oct4 ve Sox-2’nin timor farklilagsmasi ve kendini yenilemesinde etkili oldugu
diisiiniilmektedir (Herreros-Villanueva ve dig., 2014). Yapilan calismalara gére bu genlerin
tiimdr farklilagma asamasi tizerinde etkisi oldugu ve tiimor olusumu, metastazi, tedavi direnci
ve tekrardan ortaya ¢ikmasini tetikledigi gosterilmis, ileri evrelerdeki kanser vakalarinda daha
fazla eksprese edilirken erken evrelerde bu ifadelenme seviyelerinin diisiik oldugu belirtilmistir
(Ben-Porath ve dig., 2008; Bernhardt ve dig., 2012). Calismamizda ise Nanog ifadesi insiilin
ve TNFo’'nin birlikte uygulandigi grupta artarken Sox-2’nin kontrol grubuna gore biitiin
gruplarda azaldigi, Oct4’iin ise sadece insiilin ve sadece TNFa uygulanmis gruplarda azalirken
birlikte uygulandig1 grupta artis gosterdigi tespit edilmistir. Kok hiicrelerin pluripotensitesinin
korunmasi Sox2, Oct4 ve Nanog'un ifade seviyesine baglidir. Organogenez sirasinda, bu
transkripsiyon faktorlerinin degisen ifadesi bu kok hiicrelerin pluripotensisini kaybetmesini ve
soy secimine yonelmesini etkiler. Sox2, Oct4 ve Nanog'un pluripotent kok hiicrelerin soy
secimindeki etkisi bilinmektedir. Soy se¢ciminde, embriyonik kok hiicreler Sox2, Oct4 ve
Nanog'un etkisi altinda noroektodermal veya mezoendodermal soylara farklilagmak igin
pluripotensilerini kaybederler. Wnt-3a, aktin, fibroblast biiyiime faktorii ve retinoik asit gibi
diger faktorler bu sec¢im siirecinde pozitif ve negatif kontrole sahiptir (Swain ve dig., 2020). Fu
ve ekibi (2016) Oct4, Sox2 ve Nanog ifadelenme seviyelerinin yalnizca oral skuamdéz hiicreli
karsinom gelisimiyle degil ayn1 zamanda prognozuyla da olasi iliskisini incelemek amaciyla
kapsamli bir gozlemsel bir ¢aligma yapmustir. Elde edilen bulgulara gére Oct4 ile Sox-2 normal
dokuda ve tiimore bitisik normal dokuda eksprese edilmektedir. Ancak, Oct4 ifadesinin normal

dokuda daha yiiksek oldugu, Sox2'min ise tiimore bitisik normal dokuda asir1 ifadelenme
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gosterdigi bildirilmistir. Bu sonuglar, yiiksek Sox2 ifadesine sahip hiicrelerin erken molekiiler
degisikliklere ev sahipligi yapabilecegi ve sonunda preinvaziv lezyonlar gelistirmek i¢in alan
karsinogenezine katkida bulunabilecegi hipotezini desteklemektedir. Her iki ¢aligma da Oct4
ifadelenmesinde farklilik gozlemlese de Nanog, bu transkripsiyon faktorlerinin sinerjik
katkisinin tartismali bir yoniinii gosteren tutarli, daha zayif bir ifadelenme gostermistir. Benzer
bir gézlem, yalnizca Sox-2'nin oral karsinogenezdeki potansiyel roliinii savunmakla kalmayan
(de Vicente ve dig., 2019a), ayn1 zamanda displazik lezyonlarda kok hiicre popiilasyonunun
bazal hiicre katmanindan suprabazal katmana geniglemesindeki katkisina dair hipotez saglayan,
oral potansiyel olarak kotli huylu bir bozukluk olan 16koplaki ile ilgili birkag¢ klinik ¢aligmada
bildirilmistir. Ancak, diger bir c¢alisma, oral potansiyel olarak koétli huylu bozukluklardaki
Nanog ifadesinin kotli huylu doniistim riskinin erken bir 6ngdriiciisii olarak kullanilabilecegini
one stirmektedir (de Vicente ve dig., 2019b). Hem sitoplazmik hem de niiklear Nanog, normal
bitisik epitelin bundan mahrum birakildig1 oral epitel displazik lezyonlarda gézlemlenmistir.
Ek olarak, oral displazilerde Nanog'un pozitif immiinoreaktivitesi, oral kansere ilerleme
riskinin artmasiyla da iliskilidir. Benzer sekilde, oral kanser oncesi lezyonlarda, oral kansere
bitisik epitel kanser dis1 dokularda ve oral karsinom 6rneklerinde Oct4 ve Sox2'nin tutarli bir
sekilde birlikte ifadelenmesi go6zlemlenmis ve bu transkripsiyon faktorlerinin tiimor
baslangicinda muhtemelen ikamet eden kok hiicrelerde pluripotensinin restorasyonu ve
nihayetinde CSC'lere doniistimleri yoluyla sinerjistik katkisi oldugu diistiniilmiistiir (Bissels ve
dig., 2016; Qiao ve dig., 2014). Calismamizda elde edilen bulgular, diislik insiilin ile birlikte
TNFa uygulanan hTERT-HPNE hiicrelerinde artis gosteren Nanog ve Oct4 ifadesinin bu grupta

karsinogenezi ilerletme potansiyeli tasiyan CSC popiilasyonunun varligina isaret etmektedir.

CD44 hiicre-hiicre etkilesimlerine, hiicre iskeletinin hiicre dis1 matrikse yapismasina ve hiicre
gocline katilan kinaz olmayan bir transmembran glikoproteindir (Briede ve dig., 2021). CD44
kolajen, kondroitin, osteopontin ve fibronektin dahil olmak {izere ¢esitli ligandlara baglanir
(Chen ve dig., 2018), ancak ana ligand1 hiicre dis1 matriksin bol miktarda bulunan bir bileseni
olan hiyaluronik asittir. CD44 ve hiyaluronik asit arasindaki etkilesim, transmembran
molekiilinde konformasyonel degisikliklere neden olur ve bunu nihayetinde hiicresel
cogalmayi, yapigsmayi, gogii ve kotii huylu hiicreler i¢in invazyonu artiran ¢oklu hiicre i¢i
molekiiler sinyal yollarinin (Ras, MAPK, PI3K) aktivasyonu izler. Hou ve ekibi (2014) ile
Askan ve ekibi (2021) PDA vakalarinin %37-42,7'sinde yiiksek bir CD44 ifadelenmesi oldugu

bildirmistir. Her iki calismada da CD44 tasiyan hiicre sayilari, daha once karsinom hiicreleri
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icin %0,2-0,8 seviyesinde oldugu belirlenen (Li ve dig., 2007) degeri 6nemli 6lclide agsmistir.
Bu nedenle, yalnmizca CD44ln varligimin CSC’leri tespit etmek i¢in yeterli olmadigi
belirtilmektedir. CD44’lin baska bir CSC belirteci, 6érnegin CD24 veya CD133, ile birlikte
tespiti gereklidir. Ozellikle CD133, ilk ¢alismalardan bu yana PDA igin belirgin bir CSC
belirteci olarak degerlendirilmektedir (Hermann ve dig., 2007). Calismamizda kurdugumuz
deney gruplarinda CD44’lin diger CSC belirte¢ genlerinden farkli olarak diislik insiilin ile
birlikte TNFa uygulanan hTERT-HPNE hiicrelerinde diisiik seviyelerde eksprese edildigi
ortaya konmustur. Tiim bulgular bir arada degerlendirildiginde diisiik insiilin ile birlikte TNFa
uygulanan hTERT-HPNE hiicrelerinde karsinogenezin CD133, CD24, Nanog, CK19 ve Oct-4

etkisiyle gerceklestigi one siiriilebilir.

Kanser, kontrol edilemeyen bir hiicre biiyiimesi ve boliinmesi ile karakterize edilir. Bu durum,
normal hiicre dongiisii kontrol mekanizmalarinin kanser hiicrelerinde dogru ¢alismamasindan
kaynaklanmaktadir. Bir onkogenin aktivasyonu ya da belli tiimor baskilayicilarin kaybu,
hiicreyi ve metabolizmay siirekli cogalacak sekilde yeniden programlamaya gotiiriir (Regle ve
dig., 2012). Kanser hiicreleri i¢in karakteristik oOzellikler igerisinde yer alan asir1 hiicre
boliinmesi ve ¢cogalmasi, genellikle kanser hiicrelerinde meydana gelen genetik degisimlerden
kaynaklanir (Lewis, 2010). Gi, S, G2 ve M faz1 olarak dort asamada gerceklesen hiicre
dongiisiinde bir de Go faz1 olarak adlandirilan bir asama vardir. Go fazinda yer alan hiicreler
boliinme hazirliginda olmayan hiicrelerdir. Hiicre dongiisii, olduk¢a karmasik bir sistem
tarafindan kontrol edilmekte olup hiicrenin béliinmeye hazir olup olmamasina gére boliinme
stirecine girer. Bu kontrol sisteminde yer alan proteinler ve genler 6nem tagimaktadir. Kanser
hiicrelerinde ise bu kontrol sisteminde gorevli proteinler ve genler mutasyona ugradiklari igin
boliinme kontrol edilemez. Bu bilgiden yola ¢ikarak calismamizda kurdugumuz deney
gruplarinda hiicrelerin hiicre dongiisiiniin hangi fazinda oldugu akim sitometrik yontemle
gosterildi. Bulgular dogrultusunda sadece TNFa ile insiilin ve TNFo’'nin es uygulandig:
gruplarda S fazindaki hiicre popiilasyonlarinda anlamli azalma goézlenirken yine bu iki grupta
G2/M fazindaki hiicre popiilasyonlarinda artis oldugu goriildii. Insiilin uygulanan grup ise S
fazinda bir degisiklik gostermezken G2/M fazinda bir miktar artig géstermistir. Gao ve ekibinin
yaptig1 bir caligmada (2023) TNF-R2 ifadelenme seviyesinin artmasinin NF-kB sinyal yolu ile
hiicre proliferasyonunu arttirdigi belirtilmigtir. Bu bulgu ile benzer olarak c¢alismamizdaki
deney gruplarinda da TNFo uygulamasi ile hiicrelerin M fazina gegisi gézlenmistir. Yapilan bir

baska calismada, insiilinin PDA metastazi1 ve hiicre proliferasyonunda PI3K/AKT sinyal yolag:
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aracihigiyla etki gosterdigi ortaya konmustur (Wu ve dig., 2023). Insiilin uygulanan grupta da
G2/M gecis fazindaki hiicre popiilasyonunun artmis olmasi insiilinin de PDA hiicre
proliferasyonunda etkili oldugunu gostermektedir. Bu bulgular, karsinogenez belirteci olarak
da yorumlanabilen hiicre proliferasyonunun insiilin ve TNFa’nin sinerjistik etkisi ile sentez
fazindan G2/M fazina gegisi indiikledigi sdylenebilir. CSC belirteglerinden biri olan CD133’{in
hiicre proliferasyonu {izerine etkisinin gozlendigi bir calismada, en fazla artisin TNFa
tarafindan indiiklenen NF-«xB sinyal yolagi iligkili genlerde oldugu gozlenmis ve CD133’iin bu
yol tizerinden etki ettigini gosterilmistir (Simbulan-Rosenthal ve dig., 2024). Literatiirdeki
bilgiler ve c¢aligmamizdaki bulgular uyumlu olarak hiicre dongiisinde TNFo’nin hiicre
siklusunun G2/M fazina gecisi lizerindeki etkisini gostermektedir. G2/M’deki artis sadece hiicre
proliferasyonunun arttigini gostermemektedir. Go/M fazi, hiicrelerin boliinme evresine
geemeden hemen once kontrol edildigi hiicre dongiisii kontrol noktalarindan biridir. Hiicreler,
boliinme evrelerinin belirli asamalarinda hiicre kontrol noktalar1 olarak adlandirilan evrelerde
belirli proteinler ve reseptorler yardimiyla dikkatlice regiile edilirler (Dipaola, 2002). Bu
sebeple ¢alismamizdaki G>/M fazindaki artisin ayn1 zamanda bu kontrol noktasinda kalmis
hiicre popiilasyonu olabilme ihtimalini da ortaya ¢ikardi. Bu duruma bir agiklama getirmek igin
ek olarak Annexin/7-AAD isaretlemesi yapilarak nekrotik ve apoptotik hiicreler isaretlendi.
Bulgular, sadece insiilinin uygulandigi deney grubunda apoptozun kontrol grubuna gore
belirgin sekilde arttigi fakat TNFa ile es uygulandigi apoptotik hiicre popiilasyonunda bir
azalma gostermistir. Bununla birlikte insiilin ve TNFo’nin es uygulamasinin nekrotik hiicre
poplilasyonunun artmasina sebep oldugu goriilmiistiir. Bu durumda G2/M gegisindeki artigla
birlikte nekrotik popiilasyondaki artig bu hiicrelerin G2/M kontrol noktasindan sonra oliime
gittigi yoniinde bir bilgi vermektedir. Sadece TNFa uygulanan grupta sentez fazindan G2/M’e
gecis gerceklesirken bu grupta 6lim gozlenmemesi sadece TNFo’'nin hiicre boliinmesini
indiikledigini gosterir. Yapilan caligmalara gére G2/M kontrol noktasinda gorevli gen
ifadelenme seviyelerindeki artisin siddetli pankreas kanseri ile iligkili oldugunu, G2/M kontrol
noktasinda hiicrelerin tutuklanmasinin pankreas kanseri sagkalimini da azalttigin1 ve kanserin
patolojisinin belirlenmesinde de etkilidir (Oshi ve dig., 2020). Ek olarak insiilin ve TNFo’nin
es uygulanmasi ile hiicrelerin 6lmesi, hiicre igeriginin ¢cevredeki hiicreler lizerinde inflamatuvar
etkiye sebep olmaktadir. Bu durum da karsinogenezine bu grupta daha siddetli bir fenotipe

degismesine yol acabilecegi yoniinde yorumlanabilir.
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Calismamizda PDA belirte¢ genlerinin yani sira klinikte yaygin olarak kullanilan proteinler
arasindan sitoplazmik CK19 ile sitoplazmik ve niiklear SMAD4 seviyelerindeki degisimler
belirlendi. Normal pankreatik hiicrelere nazaran PDA hiicrelerinde CK 19 proteinin asir1 yiiksek
seviyelerde oldugu yapilan calismalarda belirtilmistir (de Albuquerque ve dig., 2012).
Calismamizda CK19’un kontrol grubuna goére 20 nM I grubunda belirgin olarak yiikseldigi
TNFa varliginda ise bu artisin baskilandigi tespit edilmistir. CK19 PDA seviyesinden bagimsiz
olan bir biyobelirtegtir. Bu sebeple calismamizda tespit edilen CK 19 gen ifadelenme seviyeleri
ile zit olan protein seviyelerindeki degisimler karsinogenez seviyesi ile ilgili bir bilgi
saglamamaktadir. Ancak, insiilinin tek bagina PDA gelisimini baglatabilecegi agiktir. SMADA4,
kolorektal kanser orneklerinin {icte birinde ve pankreas tiimorlerinin yarisinda mutasyona
ugramis bulunan gastrointestinal maligniteye 6zgii bir timor baskilayici gendir. SMAD4'lin
allelik delesyon veya intragenik mutasyonla inaktivasyonu esas olarak insanlarda PDA’nin ileri
evresinde meydana gelir. Karsinogenez sirasinda TGF-B1 kanser ilerlemesi tlizerinde iki fazli
bir etki gostermek i¢in otokrin ve/veya parakrin bir sekilde hareket edebilir. Tiimor olusumunun
erken donemlerinde, TGF-B1 hiicre dongiisii ilerlemesini baskilamak ve tlimor biiyltimesini
engellemek icin islev goriir. Bunun aksine, kanser hiicreleri daha sonra TGF-f1 antagonistinin
ifadesini artirarak, TGF-B1 reseptoriinii mutasyona ugratarak veya SMAD4 genini inaktive
ederek TGF-B1 aracili biiylime inhibisyonuna kars1 direng gelistirmeye adapte olurlar. Daha
sonra, TGF-B1 tiimor baskilamada islevini durdurur ve tiimor hiicrelerinde EMT’yi tesvik
ederek veya anjiyojenik fenotipi indiikleyerek tiimor metastazin1 artirma roliine geger
(Muraoka-Cook ve dig., 2004). TGF-B1'in SMAD'ye bagimli ve SMAD'den bagimsiz, kanonik
olmayan yollar araciligiyla sinyalleme kaskadlarini ilettigi bilinmektedir. Bir dizi ¢alisma,
TGF-B1'in Ras/Erk (p44/42), PI3K/Akt ve JNK araciligiyla kanonik olmayan SMAD bagimsiz
yollarin1 aktive edebilecegini bildirmistir (Xie ve dig., 2004). Ancak, TGF-f tarafindan Erk,
Akt veya p38 MAPK aktivasyonunun genel etkisi ve biyolojik sonuclart yetersiz bir sekilde
karakterize edilmistir. SMAD4 inaktivasyonu veya delesyonu iizerine TGF-B1, kanonik
SMAD'ye bagimli yol yerine, SMAD'den bagimsiz bir yol araciligiyla sinyal verebilir ve bu da
timor hiicrelerinde goriilen fenotipik degisikliklere yol acabilir. SMAD4 yabanil tip PDA
hiicreleri p38 MAPK ve TGFf1 sinyallemesinin aktivasyonunun artmasi ve c-Jun, c-Fos, Hes1
NF-«B transkripsiyon faktorii genleri i¢in daha yiiksek ifade seviyelerinin edinilmesiyle Nestin,
SMA, CD44 genlerini yiiksek ifade eden daha ¢ok fibroblast benzeri morfoloji sergiler. Buna
karsilik, PDA hiicrelerinde SMAD4 inaktivasyonu daha iyi farklilasmis epitel benzeri morfoloji
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sergiler ve yiiksek aktivasyon p-44/42 ve PI3K/Akt sinyalleme yollariyla E-kaderin, CD133,
VEGF, EGFR ve Sp-1 ifadelerinde genel bir artisa yol acar (Chen ve dig., 2014). SMAD4
baskilanan PDA hastalarinda diisiik sag kalim oranlarinin yani sira metastaz ile ilag¢ direncinin
arttig1 gosterilmistir (Racu ve dig., 2022). Calismamizda elde edilen veriler diisiik seviyeli
insiilin uygulanan grupta SMAD4 seviyesinin anlamli bir artig gosterdigini, insiilin ile birlikte
TNFa uygulanmasinin ise bu artis1 baskiladigini ortaya koymaktadir. Yukarida detaylandirilan
bulgularla birlikte degerlendirildiginde insiilinin erken seviyedeki PDA fenotipini uyarirken,
insiilin ile birlikte TNFa uygulamasinin karsinogenezi daha ileriye tasiyor oldugu fikri 6ne

¢cikmaktadir.

Kanser kok hiicreleri kendini yenileme yetileri sayesinde kanseri baslatma ve ilerletme
potansiyeli olan hiicrelerdir (Safa, 2020). CSC’lerin bu yetilerini gostermek amaciyla en sik
tercih edilen testlerden biri sfer olusturma testidir (Bahmad ve dig., 2018). Calismamiz
kapsaminda CSC’lerin hangi deney grubunda daha yogun oldugunun gosterilmesi ve
karsinogenezin hangi grupta baglayabileceginin desteklenmesi amaciyla sfer olusturma testi
yapildi. Sfer boyutlar1 gruplar arasinda degisiklik gostermese de sfer sayilari arasinda belirgin
farklar gozlendi. Diisiik seviyeli insiilin veya TNFa uygulamasinin sfer sayisini artirdigi
belirlenmis olsa da bu iki uyaranin birlikte uygulanmasinin daha fazla sfer olusumuna neden
oldugu belirlendi. Bu artigy CSC popiilasyonunun 20 nM I + TNFa grubunda daha yiiksek
oldugu diisiincesini desteklemektedir. Ilging bir yaklasim olarak TNFa, PDA hastalarinim
kemoterapotik tedavisini iyilestirmek ic¢in potansiyel olarak yararli bir terapotik yaklasim
olarak Onerilmistir. Al-Zoubi ve ekibinin yaptigi calismada (2014), TNFa'nin PDA
lipogenezine, inflamasyonuna ve metastazina ¢ok hedefli bir katilim sagladigi ve TNFa'nin
timor i¢ine uygulanmasinin insan PDA'sinda yeni bir tedavi yaklasimi olarak potansiyeli
olabilecegi Onerilmistir. Bu calisma dogrudan PDA dokusunda yapildigindan saglikli
pankreatik duktal hiicreler iizerindeki etkileri g6z ardi edilmistir. Ancak, ¢alismamizdan elde
ettigimiz bulgular s6zii gecen ¢alismanin aksine TNFa'nin yeni CSC olusumuna sebep olarak
PDA patogenezini ilerletebilecegine isaret etmektedir. Pankreatik duktal adenokarsinom
metastatik potansiyeli yliksek olan agresif bir kanser ¢esididir (Ayres Pereira ve Chio, 2019).
Yapilan ¢alismalar, PDA’da birincil timdr kiitle olusumu tamamlanmadan 6nce hiicrelerin
erken asamalarda yayilarak metastaza yol actigin1 gostermistir (Paez ve dig., 2012). Ayrica

erken asamalarda metastaz yapan bu hiicrelerin kullanilan terapilere karsi olduk¢a direngli
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oldugu, metastaz yaptiklar1 bolgeye gore klonal bir farklilik gosterdikleri belirtilmistir (Sosa ve
dig., 2014; Maddipati ve dig., 2015).

Bir kanser hiicresi metastatik hiicre olarak tanimlanmasi ve birincil tiimdorii terk edebilmesi igin
pro-metastatik 6zellikler olarak tanimlanan bazi 6zelliklere sahip olmalidir (Ayres Pereira ve
Chio, 2019). Pro-metastatik 6zelliklerden en ¢ok calisilmis olan1t EMT dir. Kanser invazyonu
ve metastazinda ana rollii iistlenen bu siireg, epitel hiicrelerin 6zellesmis hiicre-hiicre
baglantilari, polarite ve go¢ yetenegi gibi mezenkimal hiicre 6zellikleri kazanarak ana timor
kiitlesinden uzaklagmasi ve baska dokulara yerlesimi ile tanimlanir (Thiery, 2002). EMT nin
PDA i¢in tiimdr olusumunda ve ilag¢ direncindeki etkisi gdsterilmistir (Rasheed ve dig., 2010;
Zhou ve dig., 2017). Bunun yani sira yapilan calismalarda tamamen mezenkimal &zellik
gostermeden metastaz ve invazyona yol acgtig1 belirtilen bir hiicre fenotipi de tanimlanmistir
(Jolly ve dig., 2015). Bu hiicresel durum yart EMT olarak da tanimlanir ve bu fenotipteki
hiicrelerin epitel hiicre 6zelliklerini protein seviyesinde tamamen kaybetmeden migrasyon
gosterdikleri belirtilmistir. Kanda tek hiicre yerine kiimeler halinde go¢ edilmesini saglayan bu
yart EMT durumu, toplam kanda kiimelenmis hiicre oraninda ¢ok kiigiik bir kism1 kapsasa da
metastaz tizerindeki etkisi oldukca fazladir (Aceto ve dig., 2014). Caligmamiz kapsaminda
hiicrelerin hem migrasyon hem de invazyon kapasitelerini gdzlemek amaciyla transwell
invazyon testi yapildi. Bulgular, TNFo’nin invaziv hiicre sayisini artirdigini, ancak en fazla
invazyonun 20 nM I + TNFa grubunda meydana geldigini gostermektedir. Daha 6nce yapilan
calismalarda CD133 ifadesinin metastaz ile iligkili oldugu gosterilmistir (Maeda ve dig., 2008).
Ayrica CD24’lin de metastazi 6nemli derecede etkiledigi belirtilmistir. Bu agidan invazyon
testinden elde edilen bulgular CSC belirteg genlerinden CD133 ve CD24 gen ifadeleri ile
uyumlu bir degisim gdstermistir. Hem CSC popiilasyonu acisindan hem de invaziv hiicre sayisi
acisindan 20 nM I + TNFa grubunun 6ne ¢iktig1 goriilmektedir. Diger bir ifadeyle gen, protein
ve fonksiyon diizeyinde bu grupta gbzlenen uyumlu degisimler karsinogenezin bu grupta ortaya

ciktigina 151k tutmaktadir.

C-mezenkimal-epitelyal gecis faktori, HGF reseptorii olarak da bilinen proto-onkogen met
tarafindan kodlanan bir reseptor tirozin kinazdir. Bu reseptdr ¢ogalma, apoptoz, hareketlilik ve
morfogenez dahil olmak lizere cesitli dnemli hiicresel tepkileri diizenler (Gherardi ve dig.,
2012; Trusolino ve dig., 2010). Normal kosullar altinda, c-Met yolunun aktivasyonu

homeostazi korumak i¢in diizenlenir, ancak timoér olusumu sirasinda c-Met sinyallemesi
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diizensiz hale gelir. Bu yolun diizensizligi, c-Met asir1 ifadesi, genomik amplifikasyon,
mutasyon veya alternatif ekleme dahil olmak {izere farkli mekanizmalar yoluyla meydana
gelebilir (Cipriani ve dig., 2009). Pankreas kanserinde artan transkripsiyon, konstitiitif c-Met
aktivasyonunun en yaygin nedenlerinden biri olan c-Met'in asir1 ifadelenmesine yol agar ve bu
artan c-Met, birden fazla mekanizma araciligiyla tiimor olusumunu ve gelisimini tesvik eder
(Comoglio ve dig., 2008). Pankreas tiimor dokularindaki c-Met ifadesi, bitisik dokulara goére 5-
7 kat daha yliksektir (Yu ve dig., 2006). c-Met'in pankreatik CSC'leri tanimlamak i¢in bir
belirteg oldugu ve daha yiiksek timor olusturma potansiyeline sahip kanser hiicre
poplilasyonunda c-Met'in yiiksek oldugu bildirilmistir. XL184 ile c-Met'in inhibisyonu,
pankreatik CSC'lerin kendini yenileme kapasitesini engellemistir. Obez olmayan diyabetik
siddetli kombine immiin yetmezligi olan (NOD SCID) farelerde olusturulan pankreas
tiimorlerinde, c-Met inhibisyonu tiimdr biiylimesini yavaslatmis, CSC popiilasyonunu azaltmis
ve metastaz gelisimini engellemistir (Herreros-Villanueva ve dig., 2012). Calismamizda elde
edilen bulgular insiilin ve TNFa’nin birlikte uygulandigi normal insan pankreatik kanal hiicre
popiilasyonunda c-Met+ hiicre popiilasyonunda istatistiksel olarak anlaml1 bir artis oldugunu
gostermektedir. Bu bulgu, digerleriyle birlikte degerlendirildiginde insiilin ve TNFo’nin
birlikte normal insan pankreatik kanal hiicrelerinde kanserlesmeye yol acabilecegi hipotezini

desteklemektedir.

Kanser hiicrelerinde EMT, metastaza ve terapotiklere dirence katkida bulunan artan invazivlik
ve timor baglatma kapasitesi saglar. Bununla birlikte, epitel ve mezenkimal durumlar arasinda
gezinen hiicresel plastisite ve hibrit veya kismi bir E/M fenotipinin siirdiiriilmesi, kanser
ilerlemesi i¢in daha da 6dnemli goriinmektedir. Diger temel EMT transkripsiyon faktdrlerinin
yani sira, 1y1 karakterize edilmis Snail ailesi proteinleri Snail (SNAI1) ve Slug (SNAI2), hem
fizyolojik hem de patolojik EMT'de 6nemli roller oynar. Genellikle birlikte anilmalarina
ragmen, birgok senaryoda islevlerinde farklilik gosterirler. Slug ifadesi her zaman tam EMT
veya E-kaderin kaybiyla iliskili degildir. Ornegin, Slug meme epitel hiicresi progenitér hiicre
soyunun farklilasmasinda, DNA hasar tepkilerinde, hematopoetik kok hiicrelerinin kendini
yenilemesinde ve pulmoner fibroz ve ateroskleroz gibi patolojilerde 6nemli roller oynar. Bu
perspektifte, Slug'un meme epitel hiicrelerinde ve meme kanserinde bazal epitel hiicreleri ve
kok hiicrelerde "EMT olmayan faktdr" olarak islevlerini de vurgulayan Slug ve E-kaderin’in
birlikte ifade edildigini gdsteren raporlar sunulmustur. Slug ve E-kaderin’in normal meme

bezinde ve meme kanseri/kdk hiicrelerinde is birligi yapabilecegi one siiriilmekte ve bu tiir
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Slug®/ E-kaderin®%" "bazal benzeri epitel" hiicrelerinin islevsel olarak degerlendirilmesi
onerilmektedir. Bu nedenle, Slug bir EMT faktorii olmaktan ¢ok bazal epitel hiicre fenotipi
stiriiclisii olarak kabul edilebilir (Sterneck ve dig., 2020). Calismamizda, diisiik seviyeli insiilin
uygulanan normal insan hTERT-HPNE hiicrelerinde Vimentin, Snail, Slug ve N-kaderin’e
ilaveten E-kaderin seviyesinde de artis belirlenmis ve bu grupta epitel ve mezenkimal durumlar
arasinda gezinen ara form hiicrelerin oldugu degerlendirilmistir. TNFa uygulanan hiicrelerde
ise Vimentin, Snail, N-kaderin’e ilaveten E-kaderin seviyesinde de artis belirlenmis ve bu
grupta epiteliyal ve mezenkimal hiicrelerin bulundugu degerlendirilmistir. Insiilin ile birlikte
TNFa uygulanan hiicrelerde ise Vimentin, Slug ve N-kaderin seviyelerinde artis belirlenmis ve
bu grupta baskin fenotipi mezenkimal hiicrelerin olusturdugu degerlendirilmistir. insiilin veya
TNFa tek bagina EMT’yi uyarsa da ikisinin sinerjistik etkisi mezenkimal fenotipe gegisi

ilerletmektedir.

Obezite, makrofajlarin ve yag hiicrelerinin islev bozukluklarini ve uygunsuz sitokin iiretimini
belirleyen sistemik bir inflamatuar duruma neden olur (Wang ve Trayhurn, 2006). Sonug
olarak, daha yiiksek TNFa seviyeleri gesitli mekanizmalar araciligiyla insiilin direncini belirler.
Calismalar, TNFa'nin neden oldugu insiilin direncinin anormal insiilin sinyallemesine, insiilin
direnci olan kisilerde doku ve plazma TNFa seviyelerinin agir1 artisina dayandigini1 ve TNFa
notralizasyonunun insiilin direncini iyilestirdigini vurgulamaktadir (Hossain ve dig., 2010;
Swaroop ve dig., 2012). Kronik inflamasyon, insiilin direncinin gelisimine énemli bir katkida
bulunur (Nandipati ve dig., 2017; Xu ve dig., 2003). Iki ana inflamasyon yolu olan mitojenle
aktive olan protein kinaz (MAPK) ve niiklear faktor-kappa B (NF-«xB), insiilin direncinin
ilerlemesinde 6nemli roller oynar. MAPK'ler, c-Jun NH2-terminal kinaz (JNK), p38 ve hiicre
dist sinyalle iligkili kinaz (ERK) olarak adlandirilan ii¢ ayr1 memeli protein kinaz ailesidir.
MAPK!'lerin aktivasyonu, IRS-1'in serin fosforilasyonunu indiikler, bu da asag1 akis PI3K-AKT
yolunun bozulmasina ve insiilin sinyal iletimi transdiiksiyonunda bir azalmaya yol agar
(Fujishiro ve dig., 2003). IkB kinaz inhibitorii (IKK)-B'nin aktivasyonunda proinflamatuar
sitokinlerin araciligi, metabolik inflamasyon ve insiilin direncini birbirine baglayan temel bir
mekanizma olarak kabul edilmistir (Arkan ve dig., 2005). Calismalar, TNFo'nin IKK-f
aktivasyonunu indiikledigini, bunun da dogrudan IRS-1'in serin kalintisin1 hedef aldigini1 veya
NF-kB'ye bagli bir sekilde IRS-1'den tirozin fosfat gruplarini hizla uzaklastirdigini ve sonugta
insiilin direncine yol agtigin1 gostermistir (Ferndndez-Veledo ve dig., 2006; Zabolotny ve dig.,

2008). Calismamizda insiilin ile birlikte TNFa varliginda uyarilan karsinogenezin molekiiler
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mekanizmasinda p-IRS1 (Ser307) ile JAK2 ve STAT3 aktivasyonundaki degisimler arastirildi.
Elde edilen bulgular, TNFa uygulanan gruplarin sitoplazmik fraksiyonunda insiilin direnci
belirteci olan p-IRS1 (Ser307)’un arttigin1 gostermektedir. Bu bulgu yukarida bahsedilen
bulgular ile uyumludur. Ayrica, bu ¢alisma ile ilk kez p-IRS1 (Ser307)’un instilin ile birlikte
TNFo uygulanan grupta pankreatik kanal hiicrelerinde niikleusa gectigi gosterilmistir. Insiilin
sinyal yollarinin bir adaptér proteini olan IRSI, bircok inflamasyonla iliskili kanserin
ilerlemesiyle iligkilidir. Oksidatif stresin IRS1 ifadesini diizenledigi ve IRS1'in yukari
regiilasyonunun kolanjiyokarsinomun ilerlemesini indiikledigi gosterilmistir. Iki farklik hiicre
hattinda siRNA uygulamasiyla IRS1'in devre dis1 birakilmas: proliferasyon, hiicre dongiisii
ilerlemesi, go¢, invazyon, kok hiicre karakteri ve oksidatif strese diren¢ oOzelliklerinin
inhibisyonuna yol agmistir. Dahasi bir transkriptomik ¢aligma, KKU-213B kolanjiyokarsinom
hiicre hattinda IRS1'in baskilanmasinin hiicresel iglevlerde yer alan ¢esitli genlerin ve yollarin
ifadelenme seviyelerini azalttigin1 gostermistir. Bu bulgular, IRS1'in oksidatif stres ve
kolanjiyokarsinom ilerlemesi arasindaki baglantida anahtar bir molekiil oldugunu
gostermektedir. Bu nedenle, IRS1 ve ilgili genlerin kolanjiyokarsinom terapisi i¢in prognostik

belirtegler ve terapotik hedefler olarak kullanilabilecegi onerilmistir (Kaewlert vd., 2024).

[laveten bulgularimiz, insiilin ile uyarilan STAT3 aktivasyonunun TNFa varhiginda
baskilandigin1 géstermektedir. STAT3'lin anormal aktivasyonu, hiicre ¢ogalmasi, anjiyogenez,
metastaz, bagisiklik baskilanmasi ve kok hiicre karakterinin tesviki dahil olmak iizere ¢ok
sayida siire¢ yoluyla tiimor biiyltimesini ve gelisimini tesvik eder. Bu siiregler yoluyla STATS3,
PDA tiimér olusumunda ve ilerlemesinde énemli bir itici gii¢ gorevi goriir. Ornegin, interldkin
6 (IL-6) ve STAT3, metastazin tesvikinde kritik roller oynar (Huang ve dig., 2011; Nagathihalli
ve dig., 2016). Prolaktin (PRL) hormonunun Panc-1 ve MiaPaca2 PDA hiicre gog¢iinii ve timor
bliylimesini artirmak i¢in STAT3 aktivasyonunu indiikledigi bildirilmistir (Dandawate ve dig.,
2020). STAT3, kanser hiicrelerinde programlanmig 6liim ligandi-1 (PD-L1) gen ifadesini
dogrudan diizenleyerek, bagisiklik gozetiminden kagan pankreas tiimorlerinin olusumunda
hayati bir rol oynar (Bu ve dig., 2017; Lefler ve dig., 2022). Dahasi STAT3, timor
metabolizmasini ve kanserle iligkili fibroblastlar1 (CAF'ler) diizenleyerek, tiimor biiylimesini,
gelisimini ve ilerlemesini destekleyen bir mikro ortami tesvik edebilir. Bu, STAT3'lin pankreas
kanseri lizerindeki genis etkisini kisaca gdstermektedir. Ancak, bu verilerin hepsi mevcut PDA
hiicreleriyle yapilan ¢alismalardan saglanmistir. Saglikli insan pankreatik kanal hiicrelerinde

STAT3 aktivitesinin karsinogenezi baglatabilme potansiyeli bilinmemektedir. Calismamizda
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elde edilen bulgular, instilin ile uyarilan STAT3 aktivasyonunun TNFo varliginda
baskilanmasinin  karsinogenezi ilerlettigini diisiindiirmektedir. Bu durumda, STATS3
aktivasyonunun karsinogenezin onciil adimlarinda rol almasi sonraki adimlarda ise STAT3
aktivitesinin baskilaniyor olma olasilig1 ortaya ¢ikmaktadir. Bu noktada TNFa aracili instilin
sinyal blokasyonunun s6z konusu karsinogenezin ilerlemesinde etkin bir rol oynadigi
diisiiniilebilir. Insiilin ve TNFa ile birlikte uyarilan karsinogenezin ortak hiicre ici

sinyalizasyonun IRS1, JAK2 ve STAT3ii kapsadig1 tespit edilmistir.
Sonug olarak,

+ Normal insan pankreatik kanal hiicrelerinde diisiik seviyeli kronik insiilin uyarisinin IRS1
aracilifiyla swrasiyla IRS1, JAK2 ve STAT3 aktivasyonunu saglayarak CSC, EMT ve
karsinogenez ile ilgili hedef genlerin ifadelenmesini saglayabilecegi ilk defa bu calisma ile

gosterilmistir.

* Normal insan pankreatik kanal hiicrelerinde diisiik seviyeli kronik TNFa uyarisinin IRS1°1
Ser307 bakiyesinden fosforlayarak insiilin direncine neden olabilecegi ilk defa bu ¢alisma ile

gosterilmistir.

* Normal insan pankreatik kanal hiicrelerinde diisiik seviyeli kronik insiilin ile birlikte TNFa
uyarisinin p-IRS1 (Ser307)’un niikleusa gecerek CSC, EMT ve karsinogenez ile ilgili hedef
genlerin ifadelenmesini tesvik edebilecegi ve ileri seviyeli PDA benzeri bir fenotip olusumunu

saglayabilecegi ilk defa bu ¢alisma ile gosterilmistir. (Sekil 5.1).
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TNF-a

( STAT3 )
IRS1
CK19, Kendini Yenileme

| iliskili Genler, Vimentin, Snail, CK19,CD133,CD24, c-myc,
Slug, N-kaderin, E-kaderin Nanog, Oct-4, Kendini Yenileme [P
iliskili Genler, c-Met

Sekil 5.1. Mevcut yiiksek lisans tez projesinden elde edilen bulgular sematize edilmistir. Sekil,
BioRender.com sayfasi kullanilarak hazirlanmastir.

Bu calisma, PDA seviyelerinin klinik takibi i¢in niiklear STAT3 ve IRS1 seviyelerindeki
degisimlerin belirlenmesinin biyobelirte¢ olarak dnerilebilecegi ve ayrica p-IRS1 (Ser307)’nin
PDA tedavisi i¢in hedeflenebilecek potansiyel bir molekiil olarak tanitilmasi yonleriyle 6zgiin
ve kuvvetli bir ¢alismadir. Diger taraftan, caligmanin saglikli kanal hiicreleriyle yapildig1 goz
oniinde bulunduruldugunda, s6z konusu hedeflerin netlestirilebilmesi i¢in insan timor

dokusunda validasyon yapilmasi gerekliligi calismanin kisitl yoniinii temsil etmektedir.
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