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Ozet

Pankreas Kanser Hiicrelerinde Epigallokatesin Gallat’in MikroRna Diizeylerine Etkisi

Pankreas kanseri, gelismis iilkelerde kanser 6liimlerinin 6nde gelen nedenlerinden biri olmakla
birlikte, diinyadaki en oliimciil malign neoplazilerden biri olarak bilinmektedir. Pankreas
kanseri i¢in 5 yillik medyan sagkalim orani %5’ten daha az oldugu gosterilmistir. Pankreas
kanseri’nin insidansi her gecen giin artmaktadir. Semptomlar1 oldukg¢a belirsizdir gostermekle
birlikte ve pankreasin bas, govde ya da kuyruk kisminda olugmaktadir Erken belirtiler olarak
kilo kaybi, mide bolgesinde agr1 ve sarilik bildirilmistir. Pankreas kanserinin erken teshisi ve

tedavisini saglayacak yeni yontemler icin her gecen giin yeni ¢aligmalar yapilmaktadir.

Son zamanlarda pankreas kanserinin herhangi bir semptom gostermeden progresyon
gerceklestirmesinin sebeplerinden birinin genetik mutasyonlar sonucunda dinamik miRNA
regiilasyonu olabilecegi diisiiniilmeye baslanarak miRNA ekspresyon degisiklileri iizerinde

calismalar baglamstir.

MikroRNA’lar (miRNA), farklilagsma, ¢ogalma, hipoksi, besin tiikkenmesi ve hiicre
dongiisiiniin gecisi gibi hiicresel stresorlere tepki de dahil olmak iizere onemli biyolojik

stiregleri diizenleyen 18 ila 22 niikleotid uzunlugunda, tek iplikli, kodlamayan RNA’lardir.

Pankreas kanserinde, potansiyel terapotik hedefleri tanimlamak, tiimdrigenezde yer alan
yollar1 anlamak ve tanisal timdr imzalarmi tamimlamak igin kanser dokusu ve serum
miRNA’lar1 tanimlanmistir. Pankreas kanseri’nden doku eldesinin invaziv bir yontem olusu,
pancreas kanseri hastalarinin erken teshis edilmesindeki engel olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Pankreas dokusunda ve periferik kanda bulunan bircok miRNA imzas1 ve pankreas kanseri ile
iligkili yolaklar ile yapilan ¢aligmalarda detayli olarak g6z Oniine alindiginda, hem kanser
dokusunda hem de kanda ii¢ miRNA biyobelirteci (miR21, miR155 ve miR200)
tanimlanmistir. Bu miRNA’lar p53, doniistiiriicti bliyiime faktorii B (TGF- B), pl6INK4A,
BRCA1 / 2 ve KRAS da dahil olmak {izere pankreas kanserinde gézlenen merkezi genetik ve

epigenetik degisiklikler tarafindan diizenlendigi saptanmuistir.

Gemsitabin (GEM), pankreas kanseri tedavisinde siklikla kullanilan pirimidin
antimetabolitidir. GEM’in tiim béliinen hiicreleri hedeflemesi nedeniyle tedavi sirasinda GEM
kullanan pancreas hastalarinin %10’unda ciddi yan etkiler olusmakta ve bunun yaninda
saglikli hiicreleri de etkilenmektedir. Bu nedenle yapilan meta-analizler ile diger aktif
bilesikler ise kombine edilen GEM'in, pankreas kanseri hastalarinin 1 yillik sagkalimini

onemli dlgiide arttirabildigi gosterilmistir.



Flavanollerden katesin, c¢aydaki en &nemli polifenol grubunu olusturmaktadir. Caydaki
polifenollerden katesinler kuru yaprak agirligmin %30’unu olusturmaktadirlar. Bunlarin

arasinda EGCG ana polifenoldur ve toplam katesinlerin %60’ 1n1 olusturmaktadir.

Yesil ¢ayin (Camellia sinensis) etken maddesi, (-)-Epigallocatechin-3-gallate’in (C22H18011)
pankreas kanseri iizerindeki etkisi bir ¢ok ¢alisma ile incelenmis ancak bu etken madde ile
tedavi sonrasinda ekspresyonunda degisiklik gozlemlenen epigenetic modiilatér olan

miRNA’lar ile cok kapsamli ¢calismalar yapilmamuistir.

Bu calismada, Gemsitabin’in terapotik etkinliginin arttirilmasi amaciyla pankreas kanser
modeli olan PANC1 hiicrelerinde Gemisitabin ve EGCG kombinasyonunun sitotoksik ve
apoptotik etkilerini belirlemesi, sonrasinda ise bu kombinasyonun kanser progresyonunda rol
oynayan miRNA ekspresyon seviyelerini iizerindeki etkinliginin  arastirilmasi

amaclanmaktadir.

Pankreas kanseri hiicrelerinde Gemsitabin ve Epigallokatesin Gallat'in tek ve kombinasyon
halinde uygulamasiyla sitotoksiteleri belirlenecek ve sinerjistik etkiye sahip olup olmadiklari
tayin edilecektir. Ayrica bu ajanlarin bireysel ve kombinasyon halinde apoptoz ve kanser ile
iliskili miRNA’larm ekspresyon seviyelerinin degisimlerine etkisinin belirlenmesi sayesinde
hastaligin hedef spesifik tedavi alternatifleri gelistirilebilecek ve elde ettigimiz bulgularla

literatiire dnemli katkilar saglanmis olacaktir.

Anahtar Kelimeler; Epigallokatesin Gallat, miRNA, Gemsitabin, Epigenetik, Apoptoz,

Pankreas Kanseri



Abstract

The Effect of Epigallocatechin Gallate on MicroRna Levels in Pancreatic Cancer Cells

Pancreatic cancer is one of the leading causes of cancer deaths in developed countries, it is
known as one of the deadliest malignant neoplasms in the world. The 5-year median survival
rate for pancreatic cancer has been shown to be less than 5%. The incidence of pancreatic
cancer has been increasing day by day. Although its symptoms are rather vague, involvement
occurs in the head, trunk or tail of the pancreas. Weight loss, pain in the stomach area and
jaundice have been reported as early symptoms.Innovative approaches are being put forward
every day to develop new methods that will provide early diagnosis and treatment of pancreatic

cancer.

Recently, studies related to miRNA expression changes have started after it has been thought
that one of the reasons that pancreatic cancer progresses without showing any symptoms may
be dynamic miRNA regulation as a result of genetic mutations.

MicroRNAs (miRNAS) are 18 to 22 nucleotides in length, single-stranded, non-coding RNAs
that regulate important biological processes including response to cellular stressors such as

differentiation, proliferation, hypoxia, nutrient depletion.

miRNAS in cancer tissue and serum have been defined in pancreatic cancer to identify
potential therapeutic targets, to understand the pathways involved in tumorigenesis, and to
define prognostic tumor signatures. The fact that tissue removal from pancreatic cancer is an
invasive method is an obstacle in early diagnosis of pancreatic cancer patients. Considering in
detail in studies with many miRNA signatures found in pancreatic tissue and peripheral blood
and pathways associated with pancreatic cancer, three miRNA biomarkers (miR21, miR155
and miR200) have been identified in both cancer tissue and blood. These miRNAs have been
found to be regulated by central genetic and epigenetic changes in some genes including p53,
TGF-B, pl6INK4A, BRCA1 /2, and KRAS which has been frequently observed in pancreatic

cancer

Gemcitabine (GEM) is a pyrimidine antimetabolite commonly used in the treatment of
pancreatic cancer. Since GEM targets all dividing cells, serious side effects occur in 10% of
pancreas patients who use GEM during treatment, and healthy cells are also affected.
Therefore, GEM combined with other active compounds has increased the 1-year survival of

patients with pancreatic cancer has been shown in meta-analysises.

Catechin, one of flavanols, constitutes the most important polyphenol group in tea. Catechins,
among the polyphenols in tea, constitute 30% of the dry leaf weight. Among them, EGCG is

the main polyphenol and constitutes 60% of the total catechins. The effect of (-) -
vi
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Epigallocatechin-3-gallate (C22H18011), the active compound of green tea (Camellia
sinensis), on pancreatic cancer has been studied in many studies. But, extensive studies about
the therapeutic potential of EGCG on miRNAs in pancreatic cancer have not been conducted.

In this study, it is aimed to determine the cytotoxic and apoptotic effects of EGCG, Gemcitabin
and their combination in PANCL1 cells, referred as pancreatic cancer model, in order to increase
of therapeutic efficacy of Gemcitabine, and then to investigate the effect of this combination

on miRNA expression levels that play a role in cancer progression.

The cytotoxicity of Gemcitabine and EGCG in pancreatic cancer cells will be determined by
the mono-therapy and combination treatment, and whether they have a synergistic effect will
be determined. In addition, target-specific treatment alternatives for the disease will be
developed by means of determining the effects of these active compound as single- or
combined-treatment on changes in the expression levels of miRNAs associated with apoptosis

and cancer, and our findings will be a significant contribution to the literature.

Keywords; Epigallocatechin gallate, miRNA, Gemcitabine, Epigenetic, Apoptosis, Pancreatic

Cancer
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1 Giris

Pankreas kanseri diger kanserler arasinda en agresif hastalik seyrine sahip olan malign
neoplazmlardan biridir (Qin et al., 2020). Cogu hasta erken evrede semptomlarin olmamasi
nedeniyle cerrahi miidahale yapilamayan bir asamada teshis edildiginden dolayr hastalarin
sadece % 20'sine ilk asamada cerrahi rezeksiyon yapilabilmekte ve siklikla tedavi araci olarak
kemoterapotikler kullanilmaktadir (Kleeff et al., 2007). Fakat cerrahi miidahale yapilan
pankreas kanseri hastalarinin %50’sinde relaps meydana gelmekte, kemoterapdtik ile tedavi
sonrasinda ilag direnci gelisimi gézlemlenmekte olup kemoterapdtiklerin hastanin yagam
kalitesini etkileyen yan etkilerin meydana gelmesi, arastirmacilarin destekleyici yeni yollar
kesfetmeleri gerekliligi ortaya koymustur. Bu nedenle kemoterapétiklerin saglikli hiicrelerde
yikic1 etkisinin azaltilmasinda, ilag direncinin azaltilmasinda ve kanser hiicrelerinin
kemoterapotiklere karsi hassasiyetinin arttirilmasinda siklikla tedavide kemoterapdétikler ile

kombine olarak bitkisel kaynakli aktif bilesikler kullanilmaktadir (Lam, 2010).

Gemsitabin, DNA sentezini engelleyen bir kemoterapi ilacidir. Bir¢ok klinik ¢aligma, farkli
rejimlerde ve dozlarda gemsitabini degerlendirmis ve medyan sagkalim iyilestirmesi ile

ilerlemis pankreas kanseri i¢in standart palyatif kemoterapi olarak benimsenmistir.

Diinyada en ¢ok tiiketilen i¢ceceklerden biri olan ¢ayda bulunan EGCG bilesiginin, pankreatik
kanserlerde EGCG’nin apoptoz, EGCG, MAPK, AP-1, EGFR, ERK, COX-2, VEGF ve c-Jun
ve DNA metiltransferaz aktivitesini diizenleyen gesitli sinyal yollarim regiile ettigi
bilinmektedir (Nagaraju, 2020). Ayrica, EGCG’nin bir¢ok kanserde onkojenik miRNA'larin
aktivitesini inhibe ederek veya tiimor baskilayict miRNA'larin aktivitesini tesvik ederek,
kansere bagli hiicre proliferasyonu, transformasyonu, invazyonu ile 6nemli 6lciide iligkili olan

birgok mRNA genini diizenleyebildigi belirlenmistir (Phuah & Nagoor, 2014).

MikroRNA'lar (miRNA), hiicrenin kaderini belirleyen hiicresel olaylarin kontroliinde anahtar
rol oynayan pankreas kanseri dahil bir¢ok kanserlerde onkojenik ve tiimor baskilayici
fonksiyonlar sergileyen kiigiik, kodlamayan RNA molekiilleridir (Hayes, Peruzzi, & Lawler,
2014). Bu c¢alismada PANCI hiicrelerinde Gemsitabin ve Epigallokatesin Gallat’in
kombinasyonunun hiicrenin kaderini etkileyen araci proteinleri kodlayan genleri
posttranskripsiyonel olarak etkileyen miRNA ekspresyon seviyelerinde neden oldugu
degisikler incelenecek ve Epigallokatesin Gallat’in  pankreas kanseri hiicrelerinin
Gemsitabin’e karsi hassasiyetini arttirip artirmadigi degerlendirilecektir. Ayrica, elde edilen
veriler ile Epigallokatesin Gallat ve Gemsitabin’in ekspresyonunu degistirdigi miRNA’larin

hedef molekiilleri irdelenerek pankreas kanserinde yeni terapotik hedefler elde edilebilecektir.



2 Genel Bilgiler

2.1 Pankreas Kanseri

Pankreas kanseri tiim kanser tiirlerinin yaklasik %.2,3%inii ve Oliimle sonuglanan kanser
tiirlerinin %.4,5’tinli olusturan en Sliimciil malign neoplazilerden biri olarak bilinmektedir.
Pankreas kanseri, ¢evre dokulara ve organlara hizli yayilan ve metastaz yapan duktal adeno
karsinomadir (Snell, 2007; Wolfgang et al., 2013). Pankreas kanseri teshisi ve tedavisi zor bir
kanser olup, diinyada sik goriilen kanser tipleri arasinda ondordiincii sirada yer almakla
birlikte, kansere bagli 6liim siralamasinda yedinci siradadir (A. McGuigan et al., 2018). Erken
belirtiler; kilo kaybi, mide bdlgesinde agr1 ve sarilik olmakla birlikte ¢ogu hasta erken evrede
bu semptomlar1 gostermemektedir. Pankreas kanserinin erken teshis edilmesi, tedavi igin en
Onemli faktorii olusturmaktadir. Ciinkii erken teshis edilen hastalarda kiiratif tedavi sansi

cerrahi rezeksiyon ile saglanabilir (Bowles & Benjamin, 2001).
2.2 Epidemiyoloji

Pankreas kanseri, 2018'de 432.242 yeni Oliime neden olan en oliimciil koti huylu
neoplazlardan biri olarak tanimlanmustir. Kiiresel olarak, 2018 yilinda 458.918 yeni pankreas
kanseri vakasi bildirilmistir ve 2040 yilina kadar 355.317 yeni vaka ortaya ¢ikacagi tahmin
edilmektedir (Bosetti et al., 2012). Yasam boyu pankreas kanserine yakalanma riski yaklagik
%1.6 olarak belirlenmistir. Insidans oranlari her y1l %0.5 ile %1 arasinda artmakla beraber
iilkelere gore degisiklik gostermektedir. Genel olarak insidans gelismis tilkelerde yiiksek
seyrederken, gelisme yolunda olan iilkelerde disiik seyir gostermektedir (llic & llic, 2016).

2.3 Gemsitabin

Gemsitabin  yapay pirimidin  niikleozid 6n ilagi  olup deoksisitidinin 2'karbonu
iizerindeki hidrojen atomlarmin yerini florun aldig: sentetik seklidir. Ik olarak 1980'lerin
basinda Larry Hertel'in Eli Lilly and Company'deki bir anti viral ilag olarak iiretilen ila¢ sonra
losemi kanseri i¢in denenmis, 1990 yilin baslarinda klinik oncesi pankreas kanserinde bir
yillik sagkalim siiresini uzattigi bulunmustur. 1996 yilinda FDA onayini almistir (Gesto,

Cerqueira, Fernandes, & Ramos, 2012).
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Sekil 1. Gemsitabine(Gesto et al., 2012)

2.3.1 Gemsitabin Etki Mekanizmasi

Gemsitabin  (GEM), niikleositler igin molekiiler tasiyicilar (SLC29A1, SLC28A1 ve
SLC28A3) araciliiyla hiicrelere tasinmaktadir ve hidrofilik 6zellik gostermektedir. Hiicre
mebranindan gegtikden sonra GEM’in yapisina bir fosfat eklenmektedir. Boylece GEM,
monofosfat (dFdCMP) halini almaktadir. GEM’in Deoksisitidin
kinaz (DCK) enzimi tarafindan katalize edilen hiz1 belirleyicidir. Kalan enzimler tarafindan
iki fosfat daha eklenmesinden sonra ii¢ fosfatin daha eklenmesi ile GEM trifosfat (dFdCTP)
olarak aktif hale gelir (Alvarellos et al., 2014; Mini, Nobili, Caciagli, Landini, & Mazzei,
2006). Hiicre proliferasyonu sirasinda GEM, sentezlenen yeni DNA zincirlerine dahil edilir.
Gemsitabin DNA'ya dahil edildiginde, yanina dogal veya normal bir niikleosit bazinin
eklenmesine izin verir. Bu, gemsitabin "hatali" bir baz oldugundan "maskeli zincir
sonlandirmasma" yol agar, ancak komsusu dogal niikleozidi nedeniyle hiicrenin normal
onarim sisteminden (baz eksizyon onarimi) kagmaktadir. Bu nedenle, GEM’in hiicre
DNA'sina dahil edilmesi ile daha fazla DNA sentezinin engellenmesine ve dolayisiyla hiicre
oliimiine yol agan ve tamiri miimkiin olmayan hasar olusturmaktadir (Alvarellos et al., 2014;

Mini et al., 2006).
2.4 Yesil Cay Polifenolleri

Flavanollerden katesin ¢aydaki en onemli polifenoller grubudur. Baglica yesil ¢ay
polifenolleri; (-)-epigallocatechin-3-gallate (EGCG), (-)- epicatechin-3-gallate (ECG),
(-)- epigallocatechin (EGC), (-)-epicatechin (EC) (+)- gallocatechin (GC) olarak
adlandirilmaktadir. Yesil ¢ayda biiyiik miktarlarda bulunan epigallokatesin gallat
(EGCG)’1n diger katesinlere kiyasla biyolojik aktivitesi daha fazladir. Ayrica
EGCG’in kanser tizerindeki etkisi yapilan g¢aligmalarda incelenmis, anti-kanser

etkinligi belirlenmistir (Sekil 2) (Fujiki, 2005).
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Sekil 2. Epigallokatesin Gallat

2.4.1 Epigallokatesin Gallat'in Etki Mekanizmasi

Cay ve kanser iligkisinde ¢aym igeriginde bulunan ve bir antioksidan olan EGCG en sik
karsilagilan polifenol olarak karsimiza ¢ikmaktadir. EGCG antioksidan 6zellik sergilemesiyle
kanser hiicrelerinin proliferasyonunu, bityimesini ve sagkalimi ile metastazi 6nlemektedir (Du

etal., 2012).

Ozellikle EGCG bilesiminde bulunan polifenollerin anjiogenezi engelleyebildigi birgok
arastirma ile gosterilmistir (EI Bedoui, Oak, Anglard, & Schini-Kerth, 2005; Oak, El Bedoui,
& Schini-Kerth, 2005). EGCG’nin kanser hiicrelerinde proliferasyonu inhibe ederken, saglikli
hiicrelerde hiicre proliferasyonunu ve bilylimesini etkileyecek herhangi bir aktivite
sergilemedigi gosterilmistir. EGCG’nin kanser hiicrelerinde etkili oldugu yolaklar; mitojen
aktif protein (MAP) kinazlar ve aktivator protein-1 (AP-1), niikleer faktor-kB (NF-kB) sinyal
yolu, epidermal biiyiime faktorii reseptorii (EGFR) aracili yolaklar, insiilin benzeri biiyiime
faktorii (IGF)-1 aracili sinyal transdiiksiyon yollari, proteozom aktiviteleri, matriks
metalloproteinaz (MMP) aktivitesi, lirokinaz-plazminojen aktivator aktiviteleri ve apoptozun
indiiklenerek, hiicre dongiisiiniin durdurulmasi seklinde 6zetlenmektedir (Chowdhury, Sarkar,
Chakraborti, Pramanik, & Chakraborti, 2016). EGCG ve kanser iliskisinin incelendigi
calismalarda, EGCG gibi fenollerin igeren yesil ¢ay tiiketilmesi artikga pancreas, prostat,
meme, bogaz, mide kanseri gibi farkli tipte kanserlerin meydana gelme riskinin azaldig
belirlenmistir (Jian, Xie, Lee, & Binns, 2004; Y. Wang, Duan, & Yang, 2015).

2.5 Kodlamayan RNA'lar

Okaryotik DNA’larmn %90’n1 mRNA’ya transkripsiyonu gerceklesirken, transkribe olan
RNA’nin ise %1-2’sinin translasyonu gergeklesmektedir. Translasyonu gerceklesmeyen
RNA’lara kodlamayan RNA (ncRNA) adi verilmektedir (Sharifi-Rad et al., 2020). Cok
sayida tipi bulunan ncRNA’lar, yasam i¢in gerekli (housekeeping) ncRNA’lar ve
diizenleyici ncRNA olarak iki ana sinifa ayrilmaktadir. Housekeeping RNA’lar canlilarin

biitlin dokularinda bulunarak ¢ok sayida islevleri yerine getirirken, gen ifadesinin
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diizenlenmesinde islevleri olan diizenleyici ncRNA’lar ise niikleotit sayilarina gore uzun
ncRNA (>200nt) ve kisa ncRNA (<200nt) olarak iki alt sinifa ayrilmaktadir (Brosnan &
Voinnet, 2009; Costa, 2005)

2.5.1 MikroRNA (miRNA)'lar ve Genel Ozellikleri

Kodlamayan RNA'lardan gelen miRNA'larin pankreas kanserinde Kilit role sahiptir.
miRNA’lar, genom fizerinde protein kodlayan intron veya ekzon bdlgeleri ve protein
kodlamayan bolgelerdeki RNA genlerinden transkripsiyonu saglanan, fakat proteine
translasyonu ger¢eklesmeyen, fonksiyonel RNA molekiilleridir (Shenouda & Alahari, 2009).
miRNA, fonksiyon olarak gen ekspresyonunun diizenlenmesinde rol oynayan, yaklasik olarak
18-24 niikleotit uzunlugunda tek iplik¢ikli bir RNA molekiil ¢esididir (Macfarlane & Murphy,
2010).

miRNA’lar1 gen ekspresyonunu transkripsiyon sonrasi (post-transkripsiyonal) bir mekanizma
ile regiile edilmektedir. Her bir miRNA kendi molekiiler islevini hedef mesajc1 RNA’lara
(mRNA) ya tam ya da kismi sekilde baglanarak mRNA'nin translasyonunun inhibisyonuna
ve/veya bu mRNA' nin kesilmesine neden olur, bu da protein {iretiminin baskilanmasina yol
acmaktadir. Cogu miRNA’lar organizmanin her yerinde eksprese edilirken, bazilari
embriyonik gelisim siirecinde dokuya spesifik ekspresyon 6zelligi gosterirler. miRNA’larin
yaklasik %60°1 bagimsiz eksprese edilirken, %15°1 kiimeler halinde ve %251 de intronlarda

eksprese edilmektedirler (Costa, 2005; B. Zhang, Pan, Cobb, & Anderson, 2007).

2.5.1.1 MikroRNA Biyogenezi

Mikro RNA'lar (miRNA), kodlamayan 21-24 niikleotid uzunlugunda RNA molekiilleridir.
Genel olarak, mRNA'nin translasyonunun baskilanmasina veya tahrip olmasina neden olurlar.
miRNA biyojenezi, ¢ekirdekte RNA polimeraz II araciligiyla transkripsiyon ile baslar ve
firkete yapisindaki olgun miRNA dizisini i¢eren uzun miRNA'dan (pri-miRNA) olusur.
Firkete yapisi, Drosha (RNAase III enzimi) ve onun kofaktorii DiGeorge kritik sendrom
bolgesi 8 (DGCRS) iceren bir mikroislemci tarafindan kesintiye ugratilir. Ortaya ¢ikan oncii
miRNA (pre-miRNA), Exportin-5 ile ¢ekirdekten sitoplazmaya taginir ve diger RNAaz 111
enzimi Dicer tarafindan uzunluk olarak 21-24 niikleotidlik bir dupleks miRNA'ya kesilir.
Olgun dizide kesilecek iplik¢i miRNA, RNA ile indiiklenen susturma kompleksinde (RISC)
Argonaute'ye yiiklenir (S. Lin & Gregory, 2015).
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Sekil 3. mMiRNA biyogenezi (Macfarlane & Murphy, 2010)

2.5.1.2 MikroRNA'larin islevi

In vivo calismalarda biiylime faktorlerini, sitokinler, sagkalimdan sorumlu transkripsiyon
faktorlerini igeren sinyal molekiillerinin regiilasyonu ile miRNA’larin gelisim, bagisiklik,
proliferasyon, diferansiasyon apoptoz ve metabolizma iligkili aktivitelerde yer aldig

gosterilmistir (LaPierre & Stoffel, 2017).

Bir c¢ok kanser tiiriinde ¢ok sayida onkogen ve tiimor supresorlerin ekspresyonunu
diizenleyerek dnemli yap1 olan miRNA’larin anormal bir ekspresyon seviyesine sahip oldugu
bilinmektedir. Baslangigta bazt miRNA’larin tek bir hedef geni baskilayarak diizenledikleri
diistiniilmiis olsa da ilerleyen zamanda ayni zamanda birgok miRNA’ nin birden fazla geni
hedefleyebildigi bulunmustur (lorio & Croce, 2012).

mRNA molekiiliine bir antisens komplemasyon ile miRNA’lara baglanarak mRNA’ nin
normal olarak bloke edilmesi (negatif regiilasyonu) araciligiyla post-transkripsiyonel
modifikasyonlar hizl bir sekilde gen ekspresyonunu diizenlerler. miRNA’larin en kiigciik RNA
molekiil yapisi oldugu gergegi goz oniine alindiginda bir miRNA’nin 100°den fazla farkli
mRNA’y1 hedefleyebildigi ve regiile edildigi kabul edilmistir (Obernosterer, Leuschner,
Alenius, & Martinez, 2006). Onbesbin’den fazla mRNA’nin bu mekanizma ile dogrudan
diizenlendigi ve regiile edildigine inanilmaktadir (J. Lu & Clark, 2012). Bu nedenle, stres
yanitinda, metabolizmada, hiicre proliferasyonunda ile apoptozunda ve nekrozda yer alan bir
cok hiicresel fonksiyonlarin ve yolaklarin regiilasyonunda miRNA’larin yer almaktadir (Z.
Wang, 2010). miRNA’larin islevsel ve yapisal onemini tam olarak belirlenebilmesi ve tedavi
veya tan1 amagli kullanilabilmeleri i¢in hedeflerine ne sekilde baglandiklarinin ve gen

ifadelerini degisik seviyelerde nasil diizenlediklerinin belirlenmelidir.



2.5.1.3 Pankreas Tiimorleri ve MikroRNA

Diger kanserlerde oldugu gibi pankreas kanseri de kazanilmis mutasyonlarin birikiminden
kaynaklanir. Cogu pankreas kanserinin multigenik dogasi, {i¢ genis gen grubundaki
aberrasyonlardan (onkojenler, tiimor silipressor genler ve genomik bakim genleri)
kaynaklanmaktadir (L. H. Wang, Wu, Rajasekaran, & Shin, 2018). Pankreas kanserinde
KRAS, CDKN2A, TP53 ve SMAD4 olmak iizere 4 farkli mutasyonla siklikla
karsilagilmaktadir.

RAS onkogen ailesinin aktivasyonu, hiicre ic¢indeki efektér yolaklari uyararak hiicre
proliferasyonun ve metastazin desteklenmesine veya apoptozun inhibisyonuna yol agmaktadir.
Bununla birlikte, miRNA'lar, bunu yapmalarina yardimei olan kodlamayan RNA'lar olarak

gorev yapmaktadirlar (Pelosi, Castelli, & Testa, 2017).

miR143 ve miR145 aktivasyonunun azalmasi veya kaybi, Kras mutasyonunu artigina katkida
bulunurken, bu mutasyon zamanla hiicredeki yapiy1 bozmaktadir (Pelosi et al., 2017). miR217
ve miR96, ekspresyonlarindaki diizensizlikler sonucunda pankreas kanser hiicrelerinin

proliferasyon ve metastazini yeniden sekillendirdigi gozlemlenmistir (Karmakar et al., 2019).

Tiimor baskilayici genler, onarilamaz DNA hasar1 meydana geldiginde hiicre dongiisii durmasi
veya apoptozu tetiklemede rol oynamaktadirlar. Fakat pankreas kanserinde INK4A (p16 /
CDKN2A), TP53, SMAD4 ve BRCAZ2 genlerinde ifade kayb1 tanimlanmistir (Karmakar et
al., 2019). Bu etkiyi tetikleyen miRNA'larin ekspresyonundaki degisikliklerden kaynaklanan
mutasyonlar veya timor baskilayici genlerin baskilanmasi metastaz ve proliferasyona neden
olmaktadir. Pankreas kanserinden alinan doku veya pankreas sivisindaki miR200, mirl5,
miR137 gibi kiicik kodlamayan RNA'lar da yukari regiilasyon, miR21, miR221 gibi
miRNA’larin ifadesindeki yukari regiilasyon kanser progresyonu ile iligkilendirilmektedir

(Pelosi et al., 2017).



3 Gere¢ ve Yontem

3.1 Hiicre Kiiltiiri

Hiicre ve doku kiiltlirii molekiiler biyoloji ve genetik alaninda bir¢ok arastirmada en kiigiik
canli biriminin yapilan ¢alismaya verdigi reaksiyonun belirlenmesinde siklikla
kullanilmaktadir. Bir grup klonal hiicre kullanilarak elde edilebilecek sonuglarin tutarliligi ve
tekrarlanabilirligi, ayrica hassas bir sekilde kontrol edilebilen fizikokimyasal ortami ve siirekli
olarak incelenebilen fizyolojik kosullarin kontrolii hiicre kiiltiiriinii preklinik ¢aligmalarda
vazgegilmez kilmaktadir. Sagladigi avantajlar nedeniyle in vitro kanser arastirmalarinda
siklikla tiimor hiicrelerinden elde edilen hiicre hatlari kullanilmaktadir. Uygun olmayan
kosullarda koruduklar limitsiz iireme yetenekleri, kolay uygulanabilir olmalari, ticari olarak
elde edilip etik kurul belgesi gerektirmemeleri, yliksek derecede homojenite gostermeleri ve
donmus stoklardan kolaylikla kullanilir hale gelebilmeleri gibi avantajlar1 hiicre hatlarini
kanser calismalarinda 6nemli bir model haline getirmektedir.

Bu caligmada da kullanilan PANCI hiicre hatt1 kullanilmis ve bu hiicre hattt Tibbi Biyoloji

Anabilim Dali’ndan temin edilmistir.



Tablo 1. PANCI hiicre hatt1 dzellikleri

Doku Pankreas
Morfoloji Epitelyal
Kiiltiir 6zellikleri Adherent
Hastalik Epiteliyoid kasrinoma
Yas 56
Cinsiyet Kadin
Iki katina ¢ikma siiresi 52 saat
Yorumlar Hiicreler yaumusak agarda biiyiir

3.2 Hiicre Uretimi ve Kiiltiir Kosullar

In vitro kosullarda gergeklestirilen hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda kullanilan besi ortamlari,
hiicrelerin in vitro kosullar altinda yasayabilmeleri, biiyiiyebilmeleri ve proliferasyonu i¢in
uygun olmali ve gerekli maddeleri icermelidir. Kullanilan biiyiime ortamlarinin hiicre
¢ogalmasini desteklemesi amaciyla her bir ortamin igerisine %1 oraninda 2 mM L-glutamin,
% 1 penisilin/streptomisin, 100 puL plazmocin ve %10 Fetal Bovine Serum sonradan dahil
edildigi L-glutamin iceren DMEM (Dulbecco's Eagle's Minimum Essential Medium)
kullanilmistir. Hiicreler etken madde ile tedavi edilmeden Gnce yeterli sayiya ulasana kadar
yatay durumda 25 ve 75 cm?’lik flasklarda g¢ogaltilip bakimlart saglanmistir. Hiicrelerin
kiiltiire edildigi flasklar ise % 95 nem, 37°C ve % 5 CO: kosullarina sahip inkiibatorde

muhafaza edilmistir. Kullanim haricinde hiicreler



-86°C sicakligindaki kosullara sahip dolaplarda muhafaza edilmistir. Hiicrelerin diizenli

kontrolii inverted ve 151k mikroskoplar1 yardimiyla yapilmstir.

3.3 Hiicre Hatlarimin Hiicrelerinin Pasajlanmasi

Flask icerisinde hiicreler yiizeyi kapladiktan sonra sayinin fazla olmasi nedeniyle yiizey ve
besinin yetersiz kalmasiyla kontakt inhibisyon meydana gelmektedir. Bu durumun oniine
gecmek icin hiicre pasajlama islemine uygulanir. Flask igerisinde adherent olarak canliligini
stirdiiren hiicreler tripsin-EDTA yardimi ile hiicre-hiicre ve hiicre-matriks glikoprotein
baglantilarindaki peptitlerin kesimi sonucunda birbirlerinden ve hiicre yiizeyinden ayrilirlar.
Tripsin uygulamasindan once hiicrelerin igerisinde yasadiklari ortam dokiiliir ardindan Ca?*
ve Mg? igermeyen PBS ile flaskin i¢ kismi yikanir bdylece hiicreler kiiltiir ortamindaki Ca?*
ve Mg?" ve Fetal Bovine Serum igerisindeki tripsin inhibitorlerinden armdirilir. Flaska tripsin
eklendikten sonra hiicreler inkiibatérde 5 dk bekletilir ve kullanilan tripsinin 2 kat1 ortam
flaska konularak yilizeyden ve birbirlerinden ayrilan hiicreler 1200 rpm’de 5 dk
santrifiijlenmek tizere 15 ml’lik tiiplere alinirlar. Santrifiij sonrasi siipernatant dokiilerek kalan
pellet iizerine bir miktar taze serumlu ortam ilave edilir ardindan pipetaj yapilarak 2 ayri flaska
aktarim yapilir. Flasklarin i¢ine 10-12 ml medyum eklenerek pasajlama islemi gergeklestirilir.
Hiicrelerin flask yiizeye yapismasi ve proliferasyona devam edebilmeleri igin flasklar
inkiibatore konulurlar.

3.4 Hiicre Hatlarimin Dondurulmasi

Flask yiizeyine yapismis olan hiicreler tripsin uygulamasi ile flask ylizeyinden kaldirilir.
Hiicrelerin iizerine uygulanan tripsinin 2 kati olacak sekilde serumlu DMEM konulur.
Hiicreler falkon tiiplerin igerisine almarak 2000 rpm’de 5 dk boyunca santrifiij edilir.
Stipernatant uzaklastirilarak pellet tiip igerisinde homojenize hale getirilir. Sonrasinda 9:1
oraninda Fetal Bovine Serum : DMSO karisimindan olusan ortam buz tizerinde hazirlanarak
hiicrelerin tizerine aktarimlari gergeklesir. Buz igerisinde muhafaza edilen tiipler -86°C’ye
kaldirilir.

3.5 Dondurulmus Hiicre Hatlarimin Coézdiiriilmesi

Dolapta -86°C’de muhafaza edilen tiipler igerisinde bulunan dondurulmus hiicreler oda 1sisina

almir. DMSO’dan etkilenme siirecini azaltmak icin tiip icerisine ivedilikle serumsuz DMEM
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ilave edilir. Pastor pipeti kullanimi ile serumsuz ortama diliie edilen hiicreler 15 ml’lik tiip
icerisine aktarilir ve 2500 rpm’de 10 dk boyunca santrifiij edilir. Santrifiij sonrasi tiip
icerisinde siipernatant dokiiliir ve hiicreler iizerine 15 ml serumlu DMEM eklenerek tiip
icerisinde hiicreler homojenize hale getirilir. Flasklar, 37 °C’ de %95 nem ve % 5CO: iceren
inkiibatdre alinarak inkiibasyona birakildi. Kirk sekiz yada yetmis iki saat igerisinde liremeye
baslayan hiicrelerin ortamlari degistirilir. Yaklasik 5-7 giin igerisinde hiicreler biitiin flask

yiizeyini kapladiginda, hiicrelerin canliligin1 korumak amacrtyla pasaj yapilir.

3.6 Hiicre Hatlarinin Canlihiginin Belirlenmesi

Tripan mavisi, canlt hiicrelerin igine girmezsen 6lii hiicrelerin i¢ine girmekte ve onlart maviye
boyamaktadir. Kiiltiire edilen hiicrelerin canliliklarin1 ve sayilarmi degerlendirebilmek
amaciyla Tripan mavisi boyasi kullanilir. Tripsin ile yilizey ve birbiriyle baglantisi kesilen
hiicrelerden 50 pl ve 50 pl tripan mavisi karigtirilarak Neubauer lamina konulur ve 151k
mikroskobunda sayim yapilir. Neubauer lami 3 x 3 karelerden olusan 2 bolme igerir (Sekil 4).
Bu bolmelerden birindeki dort 4 x 4 alan sayilarak ortalamasi alinir ve bulunan ortalama 2 x
10* ile ¢arpilir boylece ml’deki canli hiicre sayisi belirlenir. Ayni islem 6lii hiicreler i¢in de
gergeklestirildiginde, ml basina diisen 6lii hiicre sayisi belirlenir. Hiicre canliligr ise, toplam

hiicre sayisinin canli hiicrelere % olarak oranlanmasi ile belirlenir.

Sekil 4. Neubauer lami ve sayim alant

3.7 Sitotoksisite Analizi

Sitotoksisite analizleri; hiicre proliferasyonu, canliligi, biiyiimesi ve kemoduyarliliginin
6l¢iilmesinde hiicre biyolojisinde rutin arastirmalarda onemli bir yere sahiptir. Tetrazolyum

tuzlart ise bu tir analizler i¢in siklikla maddelerdir. Caligmamizda Gemsitabin,
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Epigallokatesin Gallat ve kombinasyonunun hatlar1 tizerindeki sitotoksik etkisi “Cell
proliferation reagent” (WST-1)” soliisyonuyla ile belirlenir. Tetrazolyum tuzlarindan biri olan
WST-1'in ¢alisma mekanizmasi, Tetrazolyum tuzunun, mitokondrinin solunum zincirine ait
olan stiksinat tetrazolyum rediiktaz sistemi yoluyla formazana parcalanmasina dayanmakta ve
bu siirecin sadece canli hiicrelerde islevsel oldugu goriilmektedir. Uygulama asamasinda ise
96 kuyucuklu plaklarda ¢ogalan hiicreler 0,54 saat boyunca WST-1 reaktifi ile inkiibe
edilmektedirler. Inkiibasyon periyodundan sonra olusan formazan boyasi ise mikroplak
okuyucu ile 6lciilmektedir. Olgiilen absorbans degeri canli hiicre sayisi ile korelasyon
gostermektedir.

Pankreas kanser modeli olan PANCI hiicreleri 1 ml de 1x10*hiicre /kuyucuk olacak sekilde
96 kuyucuklu plakada her kuyucuga 100 pl dagitilmistir. Hiicrelerin adherent olmasi sebebiyle
24 saat yapigmalar1 beklenmis ve PANCI hiicrelerine 24, 48, 72 saat i¢in 9.37 uM - 300 uM
konsantrasyon araliginda EGCG, 6.25 puM - 200 pM konsantrasyon araliginda GEM
uygulanarak hiicreler inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda WST-1 protokolii
geregi her bir kuyucuga 100 pl ye 10 pl olacak sekilde WST uygulanarak 0,54 saat boyunca
mikroplak okuyucuda (Multiskan FC, Thermo) 30 dakikada bir kez 450 nm—620 nm referans
araliginda 6l¢iim yapilmustir. flag ve etken maddenin hiicre iizerindeki ICso degerleri CalcuSyn

v.2 yaziliminda hesaplanmistir.

3.8 izobologram Analizi

Izobologram analizi iki ilacin kombinasyonunu uygun dozlarini analiz eden yontemdir. Ilag
kombinasyonlarinin kullanimi izobologram kullanimini artirmistir. Hiicreler 96-kuyucuklu
plaklara 1x10*hiicre /kuyucuk olacak sekilde dagitilir. ICso degerleri dogrultusunda, GEM ve
EGCG’nin PANCI hiicreleri igin 2:3 oranlarinda kombine edilir. Bu kombinasyon oranlari
sabit tutulacak sekilde, 2 kat artan ve azalan dozlardaki ilag kombinasyonlar1 hiicrelere 3
tekrarli olarak uygulanir. Madde uygulamasini takiben 24, 48 ve 72. saatlerde WST-1
kullanilarak absorbans degerleri 6l¢iimii ve sitotoksisite yiizdelerinin hesaplanmasini takiben,
Medyan etki denklemine dayanan Chou-Talalay teoreminin kullanildigi CalcuSyn 2.0
(Biosoft) yaziliminda, kombinasyonlarin sinerjistik, antagonistik veya additif etki gosterip
gostermedikleri, sitotoksisite yiizde degerleri kullanilarak otomatik olarak analiz edilir. Doz-
etki egrisi ¢izilir, uygulanan dozlar tarafindan etkilenen fraksiyonlar (Fa), %50’si ve %75’
etkilenen fraksiyonun maruz kaldigi dozlar (EDso, ED7s), bu dozlara ait kombinasyon
indeksleri (CI) ve doz azalma indeksleri (DRI) ve doz-etki egrisinin egimi (m) belirlenir.

Kombinasyon dozlarinin CI degerlerinin etkileri Tablo 2°de gosterilmektedir.
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Tablo 2. Cl indeksi ve etki tablosu

<0,1 Oldukga giiglii sinerjizm

0,11-0,3 Giglii sinerjizm

0,31-0,7 Sinerjizm

0,71-0,9 [liml1 sinerjizm

091-11 Additif etki

1,11-1,45 | Ilimh antogonizm

1,46 - 3,3 Antogonizm

> 3,31 Oldukca giiclii antogonizm

3.9 Apoptoz Analizleri

Normal canli hiicrelerde fosfotidilserin (PS), hiicre membraninin sitoplazmik yiizeyinde
bulunurken apoptozun ara evresinde olan hiicrelerde, PS zarin iginden disina ¢ikmakta ve
hiicre membraninin dis kismina yerlesmektedir. Anneksin V, 35 kDa agirliginda, PS' e
affinitesi olan ve Ca™ bagiml fosfolipid baglayan bir proteindir. Anneksin V ydnteminde
Anneksin'e FITC igeren bir fluorokrom konjuge edilmistir. Apoptoz geciren hiicreler, bu

flourokromun anneksin’e konjuge olmast ve anneksin’ inde PS’e affinitesinin olmasi
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sayesinde akim sitometrisinde analiz yapildiginda 1s1ma vermektedirler. FITC Annexin V ile
boyama, propidyum iyodiir (PI) veya 7-Amino-Actinomycin (7-AAD) gibi bir boya ile
kullanildiginda arastirmacilara hiicrenin erken apoptoz, gec¢ apoptoz ya da nekroz da olduguna
dair ayrintili bilgi vermektedir. Membran biitiinliigii bozulmamis hiicreler PI boyasini
hiicrenin icine almiyorken, membran biitiinliigli bozulmus hiicreler Pl'a gegirgendir.
Dolayisiyla Anneksin V ve PI birlikte kullanildiginda canli hiicreler, FITC Annexin V ve PI
negatif iken, erken apoptozdaki hiicreler FITC Annexin V pozitiftir ve PI negatif, geg
apoptozdaki hiicreler ise FITC Annexin V ve PI pozitiftir. Bu ¢alismada apoptoz, Annexin V-
FITC (BD Pharmingen) kiti ile degerlendirilmistir.

GEM, EGCG ve kombinasyonlarinin pancreas kanseri hiicrelerindeki apoptotik etkisinin
degerlendirilmesi, belirlenen dozlarla muamele edilen hiicrelerin Anneksin V yonteminin
uygulanmasinin ardindan BD ACCURI C6 akim sitometrisinde (BD Biosciences

Pharmingen)’de degerlendirilmistir.

3.9.1 Annexin V Yontem Protokolii ve Kit Reaktiflerinin Hazirlanmasi

10x Annexin V ¢alisma tamponu 1:9 oraninda distile HO ile diliie edilmistir

. PANCI hiicre hatti, GEM ve EGCG’nin ICs degeri ve kombinasyonun EDs degeri
ile 48 saat boyunca tedavi edildikten sonra hiicreler 5 dakika tripsin ile muamele edilerek

kaldirilmistir. Sonrasinda tripsinin etkisini inhibe etmek i¢in serum igeren DMEM eklenmistir.

. Hicreler 5 dakika 400g’de santrifiijlenmistir.
. Santrifiijlenen hiicrelerden siipernatant kismi dikkatlice uzaklastirilmistir.
. Her bir gruptaki hiicrelerin yikanmas1 amactyla 1 mililitre soguk DPBS (Dulbecco's

Phosphate Buffered Saline, Biological industries) eklenerek pipetaj yapilmustir.
. Hiicreler tekrar 5 dakika 400 g’de santrifiijlenmistir.

. Santrifiijlenen hiicrelerden siipernatant kism dikkatlice uzaklastirilarak yikama islemi

gerceklestirilmistir. Bu islem toplam iki defa uygulanmistir.

. Her bir tiipe 200 ul 1x baglanma soliisyonu, 5 mikrolitre FITC ve 5 mikrolitre Pl
eklenerek pipetlenmistir.

. Karigimlar nazikge pipetaj yapilarak karanlikta 26°C’de 20 dakika inkiibasyona
birakilmigtir.

. Her bir tiipe 250 mikrolitre 1x baglanma soliisyonu eklenerek pipetlenmistir.

. Hicrelerin analizi akim sitometrisi ile ger¢eklestirilmistir.
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3.10 miRNA Mikroarray Analizi

EGCG, Gemsitabin ve kombinasyonunun ICsp ve EDsg degeri uygulandiktan 48 saat sonra
kontrol hiicrelerini iceren her bir gruptan total RNA izolasyonu i¢in 18 niikleotidin tizerindeki
biitiin RNA’larin izolasyonunun gerceklestirilebilmesine olanak taniyan miRNeasy Kiti

(Qiagen) ile izolasyon gergeklestirilmistir.

3.10.1 Total RNA izolasyonu

RNA igerigi bilinmeyen hiicrelerde kit ile izolasyon i¢in en fazla 1 x 107, enaz 1 x 10° hiicre
kullanilmaktadir. Bu yiizden hiicreler sayilarak baslangi¢ materyalinin miktar kantitasyonu
gergeklestirildi.

. Flaskta tek bir katman halinde biiyiiyen hiicreler (1 x 10°) tripsinizasyon islemi ile
kaldirildiktan sonra {izerlerine tripsinin iki kat1 kadar serumlu DMEM eklendi ve igerik
15ml’lik falkon tiipe aktarilip 1200 rpm’de 5 dk santrifijlenir.

. Santrifiij sonrast siipernatant dokiiliir. Cokmiis olan hiicreler iizerine 700 pl QIAzol
Lysis Reagent eklendi ve pipetaj ile goriiniir higbir hiicre pellet yigim1 kalmayincaya kadar
karistirildi.

. Hiicrelerin patlatilip RNA eldesinin iyi olmast i¢in homojenlestirilmesi
gerekmektedir. Bu islem icin “Qiashredder” tiip kullanildi. Qiazol ve hiicre karisiminin hepsi
“Qiashredder” tiip igine aktarild1 ve 13000 rpm’de 2 dk santrifiij edildi.

. “Qiashredder” tiip icersindeki homojenatlar 5 dk. oda sicakliginda (15-25°C) inkiibe
edildi.
. Kolon atildi ve karigimin iizerine 140 pl kloroform eklenerek tiipiin kendi kapag:

kapatildi ve bir sonraki asamadaki faz ayrimi i¢in 15 sn. ¢alkalandi.

. Homojenatlarin bulundugu tiipler tekrar oda sicakliginda (15-25°C) 2-3 dk inkiibe
edildi.
. Daha sonra 4°C’de 13000 rpm’de 15 dk santrifiijlenen 6rneklerin 3 faza ayrigmasi

saglandi: En listte RNA igeren renksiz sulu faz (hacmi yaklasik 350 pl), ortada beyaz ara
katman (interfaz) ve en altta kirmizi organik fazdir.
. Renksiz sulu faz yeni bir toplama tiipiine aktarildiktan sonra hacminin 1,5 kati kadar

%100’ liik etanol (~525 pl) eklendi ve pipetaj ile tamamen karistirilda.
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. Ornek karigrmmin 700 ul> si toplama tiipiine yerlestirilmis olan RNeasy Mini spin
kolonlara aktarildi ve oda sicakliginda (15-25°C) 13000 rpm’de 15 sn santrifiijlendi. Eliisyon
dokildiikten sonra filtre tekrardan toplama tiipiine yerlestirildi ve kalan karigim tekrar
filtrelerin iizerine eklenip tekrar oda sicakliginda 13000 rpm’de 15 sn. santrifiijlendi.

. Eliisyon atilarak toplama tiipiine yerlestririlen filtreli kolon tizerine 350 pl Tampon
RWT eklendikten sonra 13000 rpm’de 15 sn. santrifiij edildi.

. Eliisyon atilarak ayni toplama tiipiine yerlestirilen kolon iizerine 500 ul Tampon RPE
tamponu eklendi ve 13000 rpm’de 15 sn santrifiij edilerek yikandu.

. Eliisyon atilarak kolon ayni toplama tiipiine yerlestirildikten sonra yikama iglemi ayn1
sekilde 500 pl Tampon RPE ile 13000 rpm’de 2 dk. santrifiij edilerek tekrarland.

. Eliisyon atilirken kolon eliisyonla temas etmemesi igin dikkat edilerek kolon yeni bir
toplama tiipiine aktarildi. Herhangi bir yikama tampon veya eliisyon artigini1 elimine etmek
icin yeni toplama tiipii i¢ine yerlesik kolon, 13000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi.

. Total RNA’nin (kiigiik RNA’lar1 da igeren) eliisyonu i¢in kolon 1,5 ml’lik bir
eppendorf tiipe yerlestirildikten sonra 30-50 pl RNase igermeyen Su dogrudan membran
tizerine dikatlice eklenerek 13000 rpm’de 2 dk. santrifiij edildi.

. Elde edilen eliisyon miRNA’lar1 da i¢eren total RNA’dan olusmaktadir.

. Izolasyonu yapilan RNA’lar -86°C’da kullanimina kadar muhafaza edildi.

3.10.2 Total RNA’min miktariin ve safliginin belirlenmesi

Elde edilen RNA Orneklerinin yogunlugu ve safliklar1 260/280 nm ve 230/260 nm dalga
boylarinda absorbanslarinin dlgiilmesiyle belirlendi. Olgiimler tedavi edilen ve edilmeyen her
bir hiicre grubundan ayri ayri 1-2 ul alinarak Nanodrop (Thermo Scientific) cihazinda
gerceklestirildi. zole edilen RNA’larin saflig1 230, 260 nm ve 280 nm’deki absorbanslarmin
orani ile kontrol edilerek, ideal saflikta kaliteli RNA’nin 10 mM Tris-Cl (pH 7.5) i¢indeki
A260/ A280 ve A230/ A260 absorbans oraninin 1,9-2,1 olmasi beklenmektedir.

3.10.3 cDNA (Komplementer DNA) sentezi

Izole edilen uygun kalitedeki kiigiik RNA lardan, cDNA sentezi “miScript II Reverse
Transcription Kit” (Qiagen) kullanilarak gerceklestirilmistir.

. RNA kalib1 buz iizerinde ¢ozilmiistiir. RNase-free su, 10x miScript “Nucleics”
Karisim ve 5x miScript “HiSpec” tamponlari oda sicakliginda (15-25°C) ¢oziilmistiir.

. Ters transkriptaz reaksiyonu Tablo 3’e gore hazirlanmustir.
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Tablo 3. Ters transkriptaz reaksiyon karigimi

Icerik Hacim

5x miScript “HiSpec”
Tamponu 4l

10x miScript “Nucleics”

Karisimi 2l
Degise
RNase-free su bilir

miScript Ters transkriptaz

Karisimi 2l
Degise
Kalip RNA bilir
Toplam Hacim 20 pl
. Ters transkripsiyon master karisimini i¢eren her bir tiipe RNA kalibi eklenip ve

nazikge pipetaj yapilmig ve ardindan buz iizerine yerlestirilmistir.
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. 37 °C’de 60 dakika inkiibasyona birakilmustir.

. miScript ters transkriptaz enziminin inaktivasyonu i¢in 5 dakika 95°C’de karigim

inkiibe edilerek cDNA sentezi gerceklestirilmistir.

3.10.4 PCR Array Analizi

Onerilen ¢alismada beyin kanseri patogenezinde rol oynayan 84 adet miRNA gomiilii miRNA
PCR Array (Qiagen) kullanilarak bunlarin pankreas kanserindeki miRNA ekspresyon
degisimleri Roche Light Cycler 480 platformunda analiz edilmistir. Ug biyolojik tekrardan
sonra artan azalan miRNA’lar istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Bunun i¢in elde edilen
kalip cDNA 6rnekleri kullanilarak PCR Array caligmasi “miScript miRNA PCR Array” kiti
(Qiagen) ile gergeklestirilmistir.

Caligsma protokolii:

* 2X QuantiTect SYBR Green PCR Master karisimi, 10x miScript Universal Primer, kalip
cDNA ve RNase-free su oda sicakliginda ¢éziinmeye birakilmustir.

* Real-Time gRT-PCR karisimi Tablo 4’ye gore hazirlanmistir.

18



Tablo 4. Real time gRT-PCR 96 kuyucuk igerigi

Array icerigi 96 kuyucuk formati

2x QuantiTect SYBR | 1375 ul

Green PCR Master

10x miScript 275 ul
Primer

RNase-free su 1075 ul
Kalip cDNA 25 ul
Toplam Hacim 2750 pl

* Hazirlanan karisim 96 kuyucugun her bir bdlmesine aktarilmistir. 96 kuyucuklu plaklar
Roche Light Cycler 480 cihazina konularak reaksiyon baslatilmstir.
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Tablo 5. miRNA'larin plaka igerisindeki yerlesimi

Layout 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12
A hsa-let- hsa-miR- | hsa-miR- [ hsa-miR- |[hsa-miR- [ hsa-miR- | hsa-miR- hsa-miR- |[hsa-miR- [ hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR-
Tb-5p 101-3p 106b-5p | 107 10b-5p 124-3p 125a-5p 1250-5p  |[127-5p 128-3p 129-5p 130a-3p
B hsa-miR- || hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- |[ hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR-
130b3p ||1323p  ||133a3p | 1330 137 138:5p  [|141-3p 1443p  ||14625p | 1a5p.5p 148a-3p || 149-5p
c hsa-miR- || hsamiR- | hsamiR- [ hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- hsa-miR- ||hsa-miR- || hsa-miR- hsa-miR- || hsa miR-
150-5p 153-3p 15a-5p 15h.5p 16-5p 17-5p 17-3p 181a-5p || 181b-5p || 182-5p 183-5p 184
o hsa-miR- || hsamiR- | psa miR- [ hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- hsa-miR- ||hsa-miR- [ hsa-miR- hsa-miR- || hsa-miR-
185-5p 187-3p 18a-5p 190a-5p | 191-5p 19a-3p 19b-3p 200a-3p |[203a-3p [ 20a5p 21-5p 210-3p

hsa-miR- |[hsa-miR- | hsa-miR- || hsa-miR- || hsa-miR- [ hsa-miR- | sz miR- hsa-miR- |[hsa-mir- || "s@mMiR-25- | heamir- || hsa-miR-

E
216a-5p || 217 218-5p 2213p 222.3p 222.5p 23a3p 2303p 243p 3p 26a.5p 27a3p
E hsa-miR- |[hsa-miR- || hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- [ hsa-miR- | hsa-miR- hsa-miR- ||hsa-mip- [ hsa-miR- hsa-miR- || hsa-miR-
296-5p 29a-3p 29b-3p 28c-3p 30b-5p 30c-5p 31-5p 320a 323a-5p | 3249P 326 328-3p
hsa-miR- || hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- [ hsa-miR-7- (| hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR-96-
G
331-5p 335-5p 3da-5p 425-5p 451a 486-5p S5p 9-5p 9.3p 92a-3p 93-5p S5p
J-miR- J-miR-
cel-m celmi SNORDS1 | SNORDSS | SNORD72 || SNORDSS | sNORDSEA || RNUS-6P ||miRTC | miRTC PPC PPC

H 333 39-3p

3.10.5 Data Analizi

Real time PCR verileri “miScript miRNA PCR Array Data Analysis” web yaziliminda analiz
edilmistir. Threshold cycle degerleri (CT) yiiklendikten sonra, yazilim otomatik olarak rolatif
kantifikasyonu ve kag kat degisim oldugunu AACT metodu ile hesaplar ve farkli formatlarda
sonuglar1 gosterir. Veri analizinde ACt= (AVG CTmiRTC — 1.1) — (AVG CTPPC) formiilii
kullanilmistir. Bu formiiliin referans verisi (higbir etken maddesi uygulanmayacak hiicreler)
ile oram 24" formiiliinii vermektedir. 96 kuyucuklu plakada H3, H4, H5, H6, H7, H8
kuyucuklarinda yer alan genler, veri analizinin normalizasyonu igin kontrol genleri olarak
kullanilmigtir. Bunun yaninda 1 tane pozitif PCR kontrolii ¢aligilmigtir. Sonuglara Log2

transformasyonu uygulanacak + 2 kat ve tizeri degisimler istatistiksel analize alinmustir.
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4 Bulgular

4.1 Etken Maddelerin Hiicre Canhlhi@ Uzerine Etkilerinin Degerlendirimesi

Pankreas kanseri modeli olan PANCI hiicre hattinda GEM, EGCG ve kombinasyonlarinin
sitotoksisite analizi WST-1 ile degerlendirilmis ve ila¢ igermeyen hiicreler kontrol grubu
olarak alinmigtir. Tiim sitotoksisite deneyleri {i¢ tekrarli olarak gerceklestirilmistir. Aktif
bilesiklerin hiicre ¢ogalmasinda %50 azalmaya neden olan inhibitor konsantrasyonlari olarak
bilinen I1Csg dozlar1 belirlenmis ve bu dozlar dogrultusunda kombinasyonu kurulan ilaglarin
hiicre proliferasyonunda %50 azalmaya neden olan efektif doz (ED) degerleri belirlenmistir.
PANCI hiicrelerinde 24 saatte GEM ilacinin ICso degeri 72.85 uM (r: 0.94714), 48 saatte
26.55 uM (1: 0.94634), 72 saatte 9.38 uM (r: 0.97372) olarak belirlenmistir. (Sekil 5B). EGCG
etken maddesinin PANCI hiicrelerinde 24 saatte 1Cso degeri, 64.36 uM (r: 0.94290) iken, 48
saatte 48.34 uM (r: 0.985769, 72 saatte ise 19.73 uM (r: 0.99174) olarak saptanmustir (Sekil
5A).

Dose-effect curve Dose-effect curve
1.0 1.00_
08| : - 0.80_
- 06 ? .. 080_|
=
] &£
E 0.4 | W o040 &
02|/ 0.20_|
|
o | £ T T T 1
[ T T ] 50 100 150 200
[] 100 200 300 Dose
Dose
GEM GEM “GEM
EGCG EGCG “EGCG 24h 48 h 72h
24h 48h 72h

Sekil 5. GEM ve EGCG’nin 24, 48 ve 72. saatlerde Doz-Etki grafigi
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4.1.1 Gemsitabin ve Epigallokatesin Gallat Kombinasyonunun PANCI1

Hiicrelerinde Hiicre Canlih@ Uzerine Etkilerinin Degerlendirilmesi

GEM ve EGCG kombinasyonlarinin uygun dozlarinin PANCI hiicrelerindeki etkilerinin
sinerjistik, antagonistik veya additiflik etkilerinin belirlemesi igin izobologram analizi
sonrasinda kombinasyon indeksi (CI) goz 6niine alinmistir. Bu dogrultuda 24, 48 ve 72. saat
sonuglar1 degerlendirilmistir. Buna gore 24. Saatte kombinasyonun Faso’nin CIL, 0.326
(sinerjistik) olarak saptanirken 48. Saatin Faso’nin CI’i 0.216 (giiglii sinerjistik) olarak, 72
saatte 0.5’lik fraksiyonun kombinasyon indeksi 0.311(sinerjistik) olarak bulunmus ve ileri
deneyler giiclii sinerjizm gosteren 48. saatin verileriyle gergeklestirilmistir.(Sekil 6C)
Kirksekizinci saatin doz azaltma indeksine (DRI) bakildiginda EGCG’nin 48.34 uM’den
10.24 uM’a GEM ise 26.55 uM’dan 8.44 uM’a diiserek EGCG 4.77, GEM ise 3.14’liikk DRI
sergilemistir.(Sekil 6A: Sekil 6B)

Dose-effect curve Median-effect plot
105 20 _
0.8 _|
% 10
48 2
g | g
w 04 >
2 g
T T 1
02 | 1.0 2.0 3.0
(o] T . . -1.0_]
100 200 300
Dose log(D)
C GEM EGCG 24 GEM EGCG 48@GBEMEGCG 72 GEM EGCG 24GEM EGCG 48GEMEGCG 72
Fa-Cl plot
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O ]
5 | |
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GEM EGCG 24 GEM EGCG 48GEMIEGCG 72
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Sekil 6. GEM ve EGCG kombinasyonunun 24, 48. ve 72. saatlerdeki Doz-Etki, Medyan-Etki,
Fraksiyon (Fa)-kombinasyon indeksi (CI) grafigi
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4.2 Gemsitabin ve Epigallokatesin Gallat’in PANC1 Hiicreleri Uzerindeki
Apoptotik Etkilerinin Degerlendirimesi

GEM ve EGCG’nin ICso dozlar1 ve kombinasyonun EDsg degerinin hiicre PANCI {izerindeki
apoptotik etkileri 48. saatte tedavi edilmeyen grup ile karsilastirilarak degerlendirildiginde,
EGCG uygulanan hiicrede apoptoz %4.2 olarak belirlenirken, GEM ile tedavi edilen hiicrede
%10.6, kombinasyon grubunda ise %30.1 olarak bulunmustur. (Sekil 7B; Sekil 7C; Sekil 7D)

EGCG, apoptozda 1.68 kat, GEM 4.24 kat, kombinasyon ise 12.04 kat artig gostermistir (Sekil
7).

A B
A07 Kontrol A04 EGCG
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Sekil 7. Kontrol (tedavi edilmeyen), EGCG, GEM ve kombinasyonlarinin PANCI
hiicrelerindeki apoptotik etkisinin goriintiillenmesi, Sol alt: canli, sag alt: erken
apoptotik sag iist: gec apoptotik, sol ist: nekrotik hiicrelerin yilizdesini
gostermektedir
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4.3 Etken Maddelerin Hiicrelerde Olusturdugu miRNA Ekspresyon

Degisimleri

Kontrol grubu baz alinarak GEM ve EGCG’nin 1Cso ve kombinasyonun EDsp degerlerinin
uygulandig hiicrelerde miRNA ekspresyon degisimleri 48, saatlerde incelenmistir.

GEM uygulanan PANCI hiicrelerinde miR137, miR130a-3p, miR141-3p, miR217, miR30b-
5p ekspresyonunun ekspresyonunun arttigi, miR27a-3p, miR130b-3p, miR144-3p, miR30c-
5p, miR182-5p, miR183-5p, miR425-5p, miR187-3p, MiR9-3p, miR222-5p, miR296-5p,
miR324-5p, miR486-5p, miR21-5p’nin ise ekspresyonunun azaldigi saptanmistir (Tablo 6,
Sekil 8).

EGCG’nin ICsp dozu ile tedaviden sonra PANCI hiicrelerinde miR137, miR130a-3p,
miR130b-3p, miR141-3p’nin ekspresyonunun arttigr, miR27a-3p, miR30c-5p, miR144-3p,
miR182-5p, miR425-5p, miR183-5p, miR187-3p, mMIiR9-3p, mMiR222-5p, miR21-5p
ekspresyonlarmin ise ekspresyonunun azaldig belirlenmistir (Tablo 6, Sekil 9).
Kombinasyon uygulamasi ile birlikte miR137, miR130a-3p, miR130b-3p, miR141-3p ve
miR217’nin ekspresyonu artarken, miR27a-3p, miR30c-5p, miR144-3p, miR182-5p, miR425-
5p, miR183-5p, miR187-3p, miR9-3p, MiR21-5p, miR222-5p, miR324-5p, miR486-5p’nin
ekspresyonu azalmistir (Tablo 6, Sekil 10).
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Tablo 6. Gemsitabin, Epigallokatesin Gallat ve kombinasyonunun PANCI hiicrelerinde miRNA
ekspresyonundaki etkisi

GEM EGCG
. . Kat .
mMiRNA Kat degisim = p degeri mMiRNA p degeri miRNA Kat degisim | p degeri
degisim

miR137 9,83 | 0,000026 miR137 12,84 | 0,000024 miR137 19,54 | 0,000033
miR130a-3p 3.32 0 miR130a-3p 3,40 0 ' miR130a-3p 4,40 0

. 0,000000 . 0,000000 . 0,0000000
miR27a-3p -3.5 1 miR27a-3p -3.9 L miR27a-3p -5.2 4
miR130b-3p -4.08 0 miR130b-3p 4,20 0 ' miR130b-3p 5,1 0
miR141-3p 2.09 | 0,000003 miR141-3p 2,16 | 0,000009 | miR141-3p 4,27 |  0,000007

0,000000

miR30c-5p -2.6 | 0,000002 miR30c-5p -2.7 3 miR30c-5p -4.3 | 0,0000021
miR144-3p -4.2 | 0,000001 miR144-3p -5,76 | 0,000001 | miR144-3p -7,20 | 0,000001
miR182-5p -2.18 | 0,000002 miR182-5p -2,67 | 0,000003 = miR182-5p -3,18 | 0,000002
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GEM EGCG

) 0,000000 ) 0,000000 )
miR425-5p -2.9 . miR425-5p -2.9 ) miR425-5p -3.9 | 0,0000002
miR183-5p -3.7 | 0,000002 miR183-5p -4,06 | 0,000002 | miR183-5p -5,63 0,000002
miR187-3p -3.61 0 miR187-3p -4.5 0 | miR187-3p -5,64 0
. . 0,000000 )
miR9-3p -4.6 | 0,000003 miR9-3p -3.5 0 miR9-3p -6.8 0,00001
miR222-5p -5,44 | 0,000003 miR222-5p -4,80 | 0,000003 | miR222-5p -3.5 0,000003
] . 0,000000 -
miR21-5p -1.09 | 0,000001 miR21-5p -3.1 L miR21-5p -3.7 | 0,0000001
miR217 4,96 @ 0,000025 - - 0,000025 miR217 5,44 0,000012
miR324-5p -2,53 | 0,000001 - - - miR324-5p -3.4 | 0,000001
. 0,00000 .
miR486-5p -2,49 . = - = miR486-5p -4.5 | 0,000001
miR30b-5p 2,07 0
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GEM EGCG

MiR296-5p

0,00000
2

Visualization of log2(Fold Change)
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Magnitude of log2{Fold Change)

-25.067 a 25.067

Sekil 8. Gemsitabin uygulanan PANCI hiicrelerinde kanser progresyonu ile iliskili
miRNA'larin ekpresyonundaki degisiklikleri gdsteren 1s1 haritasi
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Visualization of log2(Fold Change)
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Sekil 9. EGCG uygulanan PANCI hiicrelerinde kanser progresyonu ile iligkili miRNA'larin
ekpresyonundaki degisiklikleri gosteren 1s1 haritasi

Visualization of log2(Fold Change)
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Sekil 10. Gemsitabin ve EGCG kombinasyonu ile tedavi sonrasinda PANCI hiicrelerinde
kanser progresyonu ile iligkili miRNA'larin ekpresyonundaki degisiklikleri
gosteren 1s1 haritasi
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Sekil 11. Gemisitabin, Epigallokatesin ve kombinasyonlart ile tedavi edilen PANC1 hiicrelerinde
kanser progresyonuna katkida bulunan miRNA’larin ekspresyonlarindaki degisimi gosteren
clustergram analizi
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5 Tartisma

Pankreas kanseri tiim kanserlerin %3"linii olusturan kiiresel bir saglik sorunu olmakla birlikte,
bati lilkelerinde kanser 6liimlerinin 6nde gelen besinci nedenini olusturmaktadir (Wei, Penso,
Hackman, Wang, & Mackenzie, 2019). Teshis ve prognoz yontemlerinin yetersizligi nedeniyle
teshis edilen hastalarin yaklasik %50 sinde metastaz goriilmektedir ve sagkalimlari ise 6 ay1
gecmemektedir. Lokal progresyon teshisi konan hastalarin yaklasik iicte birinde medyan

hayatta kalma siireleri 6 ile 9 ay arasinda degismektedir (Louvet et al., 2005).

Bu nedenle teshis konulan hastalarin %5-25’lik bir kismina cerrahi miidahale yapilabilmekte
ve metastatik pankreas kanseri hastalarinda hem birinci basamak tedavi olarak hemde
rezeksiyon sonrasi gelisen relaps nedeniyle siklikla bir deoksisitidin analogu olan gemsitabin
ve florotirasil (FU) kullanilmaktadir (de Jesus, Camandaroba, Calsavara, & Riechelmann,
2020)

Fakat Gemsitabin ve 5-FU birlikte ele alan ¢aligmalarda, Gemsitabin’in (20.5 ay; %31
toksisite) 5-FU grubuna (16.9 ay; %22 toksisite, 0.82; P = 0.09) kiyasla daha {istiin medyan ve
3 yillik genel sagkalima sahip oldugu ayrica hastalikla iliskili semptomlarin hafifletilmesinde
Gemsitabin’in 5-FU’dan daha efektif oldugu belirlenmistir. Hiicre icerisinde dFdCDP
ve dFdCTP’ye bagl iki ayr1 mekanizma ile DNA sentezi ve onarimini inhibe ederek aktivite
gOsteren gemsitabin, tek ajan olarak uygulandiginda her ne kadar 5-FU’dan daha yiiksek
aktiviteye sahip olsa da hastalarda 3 ve 4. derece toksisite oranina sahip oldugu da yapilan

caligmalar ile dogrulanmustir (Regine et al., 2008).

Bu nedenle Gemsitabin’in tedavisi ile hem saglikli hiicrelerde olusturabilecegi toksik etkinin
hem de olusabilecek ilag direncinin bertaraf edilmesi i¢in dogal bilesikler ile
kombinasyonunun mevcut tedavi stratejilerini daha da iyilestirebilecek bir yaklagim

olabilecegi vurgulanmaktadir (Hackman et al., 2020).

Ayrica birkag prospektif klinik ¢aligma, gemsitabin bazli kombinasyon tedavinin tek ajan
olarak gemsitabin tedavisine gore daha iistiin oldugunu gdstermistir ve bu da yaymlanmis

verilerin birkag meta-analiziyle dogrulanmistir (J. Jin, Teng, & Li, 2018).

Epigallokatesin gallat (EGCG), yesil g¢ayda bulunan baskin biyoaktif polifenoldiir.
Prooksidan, anti-inflamasyon, hiicre dongiisii ve apoptoz modiilatorii gibi farkli mekanizmalar
sayesinde anti-kanser aktivite sergilemektedir. EGCG’nin hidroksilinin sayist ve spesifik
konumu, kanser tedavilerinde diger katesinlerden daha etkili olmasinin yolunu agmistir (Wei,

Penso, et al., 2019)
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EGCG’nin kolon, bobrek, meme ve beyin kanserleri, 16semi dahil olmak tizere ¢esitli tipinde
anti-kanserojen aktivite sergiledigi belirlenmistir (B. H. Chen, Hsieh, Tsai, Wang, & Wang,
2020).

Ayrica 2009 yilinda Basu ve arkadaslan tarafindan, EGCG’nin pankreas kanserinde hiicre
dongiisii arrestine ve mitokondriyal membran potansiyeli iligkili apoptozu modiile ettigi

saptanmis ve terap6tik potansiyeli agiga ¢ikarilmigstir (Basu & Haldar, 2009).

Vu ve arkadaglar tarafindan 2010 yilinda, EGCG'nin Fokal Adezyon Kinaz ve IGF-1R
sinyalizasyonunu inhibe ederek pankreatik hiicre hatlar1 olan AsPC-1 ve BXPC-3 hiicrelerinin

proliferasyonunu baskiladigi belirtilmistir (Vu et al., 2010).

Akabinde EGCG’nin pankreas kanseri lizerindeki giiclii etkinliginin kanitlanmasindan sonra
Gemsitabin ile kombine halde pankreas kanseri hiicrelerindeki epitelyal ve mezenkimal gegisi
AKT sinyal yolag: iizerinden regiile ederek “Cadherin switch” durumunu tersine ¢evirdigi

vurgulanmustir (Wei, Penso, et al., 2019).

Ayrica bu ikili kombinasyonunun tek uygulanmalarindan ziyade, AsPC-1 ve PANC1
hiicrelerinde kaspaz-3 klivajin1 daha fazla stimiile ettigi gosterilmistir (Tang, Fu, Shankar, &
Srivastava, 2012).

Son olarak 2019 yilinda Wei ve arkadaslart EGCG ve Gemsitabin’in kombinasyonunun kanser
metabolizmasi iizerindeki etkisini degerlendirdiklerinde, bu iki kombinasyonun glikolitik
yolaga ket vurarak pankreatik timor gelisimini engellediklerini belirtmislerdir (Wei,

Hackman, Wang, & Mackenzie, 2019)

Fakat pankreas kanserinde Gemsitabin ve epigallokatesin gallat’in  kombinasyonunun
epigenetik modiilatérii olan ve kanser progresyonuna katkida bulunan miRNA’larin
ekspresyonlar1 lizerindeki degisiklikleri inceleyen bir ¢alisma yer almamaktadir. Oysaki
pankreas kanserinin de i¢inde oldugu insan kanserlerinde miRNA’larin ekspresyonlarindaki

aberrant degisiklikler yaygin olarak goriilmektedir (Y. Zhang et al., 2009).

Baz1 miRNA’lar tiimoriin gelisimini ve ilerlemesini indiiklemesi nedeniyle onkojenik, bazilari
ise timor siiressor Ozellik sergilemektedir. Temel olarak onkojenik 6zellige sahip
olmasinin nedeni miRNA’larin tiimdr suppressor mRNA’lar1 hedef alarak ilgili protein
sentezini inhibe etmesi, tiimor siippressor olarak karakterize edilen miRNA’larm ise
hedeflerinde onkojenik mRNA’larin olmasindan dolay1 onkojenik protein sentezinin inhibe
olmas ile iligkilendirilmektedir. Bu bilgi 1518inda miRNA’ya dayanan kanser tedavilerinde
onkojenik miRNA’lara komplementer olarak baglanarak bu miRNA’lar1 degrade edebilecek

inhibitor oligoniikleotidleri veya tiimor supresdr miRNA’larin etkinligini arttiracak terapotik
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yaklasgimlar yeni tedavi yOntemlerini olusturmasi bakimindan potansiyel olarak

degerlendirilmektedir (Hermeking, 2010).

Bu ¢aligmada Gemsitabin ve Epigallokatesin gallat’in kombinasyonunun pankreas kanser
modeli olan PANCI hiicrelerinde sitotoksik ve apoptotik etkisi ortaya c¢ikarilarak, kanser
progresyonunda etkili miRNA’larin ekspresyonunda neden oldugu degisimlerin saptanmast
amaglanmigtir. Bu baglamda aktif bilesiklerin ICso degeri bulunduktan sonra yapilan
kombinasyon deneyi sonrasinda EGCG’nin Gemsitabinin efektif %50 inhibitor
konsantrasyonunu 3.14’liik DRI sergileyerek diisiirmiistiir. Bu iki bilesigin kombinasyonu
PANCI hiicrelerinde Faio’dan Fags’e kadar sinerjistik/giiclii sinerjistik aktivite gdstermistir.
Bu sonu¢, GEM ve EGCG’nin pankreas kanser modelinde genis terapdtik etkinlige sahip
oldugunu gostermektedir. Ayrica EGCG’nin tek ve GEM ile kombinasyon halinde terapotik

etkinlige sahip olmasinda, dinamik miRNA regiilasyonunun rolii olabilir.

miR137, birden fazla onkojeni hedef alarak kanser hiicrelerinin proliferasyonunu ve
invazyonunu inhibe eden bir tiimoér siipressor olarak gorev yapmaktadir. Hatta metastatik
slirecin baglangicinda yer alan anaokis inhibisyonunda da miR137'nin in vitro ve Vivo
caligmalarda asag regiile edildigi gosterilmistir (J. Xiao et al., 2014). Sonraki ¢aligsmalarda
miR137'in hedefinin paxillin, Akt ve fokal adezyon kinaz (FAK) oldugunu 6ne siiriilmiis ve
sonraki calismalarda paxillin’nin pankreas kanser hiicrelerinin anoikisi inhibe ettigi fakat
miR137'nin fonksiyonel bir hedefi olan paxillin, Akt ve fokal adezyo kinazlarin
baskilanmasinin anoikisin Oniinii agacagi bildirilmistir (Kanteti, Batra, Lennon, & Salgia,
2016).

Ayrica pankreas kanser dokularinda Akt’ nin overeksprese oldugu ve o6zellikle gemsitabin

direncinde Akt’nin major role sahip oldugu gosterilmistir (Kagawa et al., 2012).

Bu ¢alismada da GEM ve EGCG’nin tek uygulanmasinin timdr siipressor olarak karakterize
edilen miR137 ekspresyonunu arttirdigi fakat aktif bilesiklerinin kombinasyonunun tek
uygulamaya gére miR137’nin upregiilasyonunu daha fazla indiikledigi belirlenmistir. Bu
sonu¢, EGCG’nin de GEM’e benzer sekilde miR137 aracili olarak paxillin, Akt ve FAK’1
hedefine aldig1 ve ikili kombinasyonun ise pankreas tiimor dokusunda lamellipod olusumu ile
migrasyonu destekleyen FAK ve paxillin, ayrica malign progresyon ve sagkalimda gorevli
Akt’nin hedeflenmesini miR137 aracili olarak artirabilecegini gostermektedir (Kanteti et al.,
2016).

miR130a, kemorezistans gelisiminde rol oynayan, yiiksek riskli premalignant pankreatik
lezyonlarda ekspresyonu azaldig: belirtilen mikro RNA olarak bilinmektedir (Permuth-Wey
etal., 2015).
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Pankreas kanseri diginda nazofarenks kanser dokularinda upregiile oldugu, GEM direngli
hepatoselliiler karsinomada ise Smad4 ekspresyonunu inhbibe ederek hiicre migrasyon ve

invazyonunu modiile ettigi saptanmustir (X. Chen et al., 2017).

Ayrica 6zafagus kanserinde miR130a-3p’nin ekspresyonunun artiginin kaspaz 9 transkriptom
diizeyinde artig ve anti-apoptotik Bcl-2 ve pro-apoptotik XIAP protein seviyelerinin azalmasi
ile korelasyon gosterdigi dolayisiyla p53 aracili apoptotik yolu etkinlestirdigi ortaya
¢ikarilmustir (X. Chen et al., 2017).

Bu calismada ise GEM ve EGCG ile tedavi edilen pankreas kanser modelinde ekspresyonu
artmis ve ikili uygulanmasi ile upregiilasyonu tek ila¢ uygulamalarina gére daha yiiksek artig
gOstermistir. Literatiir ile uyumlu olarak bizim sonug¢larimizda da PANCI hiicrelerinde GEM
ve EGCG’nin ikili tedavisi ile miR130a-3p’nin posttranskripsiyonel diizenlenmesi sonucunda
apoptozun indiiklenmesinde rol oynayip, tiimdr siipressor olarak aktiviteye sahip olabilecegi
gosterilmistir. Ayrica miR130a-3p’nin ise timor siipressor aktiviteye sahip olup pankreatik
duktal adenokarsinoma’da kotii prognoz ile ilisilendirilen EPS8, ZWINT, SMC4, LDHA,
GJB2, ZCCHC24, TOP2A, ANLN, ADCY3 genlerini hedefledigi kesfedilmistir (Fukuhisa et
al., 2019).

Bu calismada GEM uygulamasi ile birlikte downregiile olmus fakat EGCG’nin GEM’in

terapotik potansiyelini artirmasi ile tiimor stipressor miR 130a-3p ekspresyonu da artmugtir.

miR27a-3p ekspresyonu, pankreas karsinom dokularinda ve hiicre hatlarinda 6nemli dl¢tide
yukari regiile edilmektedir. Overekspresyonu sonucunda pankreas karsinoma hastalarinda lenf
nodu metastazi, mevcut peritoneal metastaz ve kotli prognoz ile iliskilendirilmektedir.
mMiR27a-3p, vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii A ve vaskiiler endotelyal biiytime faktorii
reseptoril 2 ekspresyonunu aktive ederek pankreas karsinom hiicrelerinin migrasyonunu ve

anjiyogenezini destekledigi saptanmustir (Silvestris et al., 2017).

Ayrica pankreas kanser hastalarindan aliman orneklerinde, EMT siirecini ve hiicreleri
birbirinden ayrilarak invaziv davranig kazanmalarini inhibe eden GATA6 mRNA’smin
miR27a-3 hedefinde oldugu ve aralarinda negatif bir korelasyon oldugu gosterilmistir
(Martinelli et al., 2017).

Ek olarak Sun ve arkadaslarinin melanom hiicrelerinde ZBTB10 and Sprouty2 mRNA
transkriptlerinin miR27a-3p hedefi oldugu ve bu hedefler lizerinden miR27a-3p’nin hiicre

sagkalimi ve bitylimesinin kontroliiniin saglandig1 gosterilmistir (Q. Sun et al., 2009).

Yapilan ¢alismalar ile uyumlu olarak PANCI hiicrelerinin GEM ve EGCG’nin tek doz ve
kombinasyonu ile tedavi edilmesi sonucunda miR27a-3p’nin ekspresyonunun azalmas,

miR27a-3p’nin pankreas kanserinde GEM ve EGCG’nin ikili uygulanmasi ile hedeflenmesi
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gereken acik bir onkojenik agik bir hedef oldugunu gostermektedir. , PANCI hiicrelerinde
miR27a-3p’nin asag1 regiilasyonu ile SPRY2 aracili olarak RAF/MEK/ERK1/2, ZBTB10
baglantis1 ile VEGF, COX2, Survivin kontrol altina alinarak tiimor hiicrelerinin kaderi

degistirilebilir (Lai et al., 2013).

miR141-3p, farkli kanserlerde tiimdr siipressor ya da onkogen olarak rol oynayarak pleiotropik
etki gdsteren posttranskripsiyonel bir diizenleyicidir. Ozafagus kanserinde tiimor gelisimini
destekleyen bir faktor olarak rol oynamus, prostat kanserinde KLF9’u hedefleyerek kanser
progresyonuna katkida bulunmustur (Y. Y. Jin et al., 2016).

Bunun aksine glioma ve meme kanserinde transkripsiyon faktorii 5'in aktivitesini diizenleyen
ve p27 / Kipl, CDK6, PR ve Stat5a'y1 regiile eden etki ederek bir tiimdr baskilayici olarak rol
oynamistir (M. Wang et al., 2017).

Pankreas kanserinde ise tiimor dokusunda diisiik ekspresyon profili sergilerken paratiimor
dokusunda ekspresyonu yiikselmistir. Ozellikle miR141-3p’nin pankreas kanserinde Xist ile
negatif korelasyon ile ¢alistigi ve miR141-3p’nin downregiilasyonu ile TGF-2’nin aktive
oldugu saptanmustir (J. Sun & Zhang, 2019).

Bu caligma ile tek ve kombinasyon halinde ilaglarin uygulanmasiyla miR141-3p’nin
ekspresyonunun arttigini saptadik. GEM, EGCG ve kombinasyonlari, pankreas kanser

hiicrelerinde miR141-3p’nin onkojenik roliinii tersine ¢evirmistir.

Tim miRNA'lar arasinda miR30c-5p, kiiciik hiicreli akciger kanseri (NSCLC) , prostat
kanseri ve 6zofagus skuamdz hiicreli karsinom gibi ¢ok sayida malign timér progresyonunun

anahtar diizenleyici geni olarak gorev yapar (Zhou et al., 2019).

Bir¢ok ¢alismada miR30c-5p ekspresyon seviyesinin, eslesen normal dokulara kiyasla PDAC
timor dokularinda 6nemli olglide asag1 regile edildigi gézlemlenmistir (p=0,0045 ).
Ekspresyonlarmin iki PDAC hiicre hattinda (PANC1 ve SW1990) diisik oldugu
dogrulandinmustir.(Zhou et al., 2019)

Ago2, miRNA'lara baglanan RISC'nin 6nemli bir bilesenidir. Tanaka ve arkadaslar1 transfekte
miRNA'larin PDAC hiicrelerinde RISC'ye dahil edilip edilmedigi, bir Ago2 antikoru

kullanilarak immiinopresipitasyon ile analiz etmislerdir (Mori, Tanaka, & Shimokawa, 2018).

Transfekte edilmis miRNA'larin (miR30c-5p ve miR30c-2-3p), PANCI hiicrelerinde islev
gordiigl gosterilmistir. Calismada pre miR30c'nin ( miR30c-5p ve miR30c-2-3p ) her iki
sarmalina odaklamlmis. Ektopik ifade deneylerinde, her iki miRNA ipliginin PDAC
hiicrelerinde kanser hiicresi ¢ogalmasini, gogiinii ve istilasim1 hafiflettigin ortaya

¢ikarilmugtir (J. Fan et al., 2017).
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Onceki ¢aligmalar, cesitli kanser tiirlerinde miR30c-5p'nin asag1 regiilasyonunu gostermistir
ve diizenledigi onkojenler, hiicre proliferasyonu, metastaz ve ilag direnci gibi ¢esitli kanser
yollarinda rol oynamustir. Ornegin, DLEU2'nin (IncRNA) asir1 ifadesi miR30c- 5p'yi
baskilayan adsorbe edilmis bir RNA olarak islev goriir ve daha sonra laringeal skuamoz
hiicreli karsinomlarda Akt sinyal yolunu aktive eder. Mide kanserinde, miR30c-5p
ekspresyonunun kanser dokularinda énemli 6l¢iide azaldigi gosterilmistir ve ayrica MTAT1'
hedefleyerek hem metastazi hem de EMT siirecini baskiladigi kesfedilmistir (J. Fan et al.,
2017).

Bu ¢alismada da GEM ve EGCG’nin tek uygulanmasinin miR30c-5p'nin ekspresyonunu
azalttigi  ayrica aktif Dbilesiklerinin kombinasyonunun tek uygulamaya gore
downregiilasyonunu daha fazla indiikledigi belirlenmistir. Bu sonug¢ dogrultusunda, miR30c-
5p ekspresyon seviyesinin, PANCI hiicrelerinde 6nemli oOl¢iide asagi regiile edildigi
belirlenmistir.  Dolayistyla, miR30c-5p’nin PANC1 hiicrelerinde ekspresyonunun
azalmasinin, GEM ve EGCG kombinasyonunun Akt iizerinden hiicrenin sagkalim ve

metastatik yayilim istegi iizerine sinyal iletiminin 6niine gecebilecegini gostermektedir.

miR 144, memelilerde bulunan bir microRNA 6nciil ailesidir. miR144-3p, bu miRNA ailesine
aittir ve islevi akciger kanseri, hepatoseliiler karsinom, renal hiicre karsinomu ve tiroid kanseri
dahil olmak tlizere gesitli neoplazmalarda arastirilmigtir. MiRNA'larin anormal ekspresyonu
genellikle cok sayida kanserin olusumunu ve ilerlemesini tesvik eder. Birkag arastirma,
miR144-3p'in gesitli kanser tiirlerinde 6nemli ol¢lide asagi regiile edildigini ve bir timor
baskilayict olarak davrandiginmi bildirirken, diger ¢alismalar miR144-3p'nin diger kanser
tiirlerinde bir onkojen olarak iglev gordiigiini gostermistir. miR 144-3p, bir¢ok kanser tiiriiniin
timdr olusumunda rol oynamaktadir. Onceki calismalarda miR144-3p'nin glioblastoma,
mesane kanseri, laringeal skuamdz hiicreli karsinom gibi birgok kanserde azaldigi
bildirilmisti. miR144-3p'min bircok kanser tiirlinde gii¢li bir antitimoér etkisi de
gosterilmektedir (Zheng, Guo, Zheng, Cheng, & Huang, 2018).

B. YOU ve K.-C. ZHANG ‘in MiR144-3p ekspresyonu icin yaptiklar1 ¢caligmada, androjene
bagimli prostat kanseri (ADPC) tiimorlerine kiyasla hem kastrasyona direngli prostat kanseri
(CRPC) dokularinda hem de hiicre hatlarinda ekspresyonun oOnemli 6l¢iide azaldigini

gozlemlemislerdir.

Bu ¢alismada da GEM ve EGCG’nin tek uygulanmasinin miR144-3p ekspresyonunu azalttigs,
aktif bilesiklerinin kombinasyonunun tek uygulamaya goére miR144-3p’nin upregiilasyonunu
daha fazla indiikledigi belirlenmistir. Bu sonuglar dogrultusunda miR144-3p ifadesinin
PANC1 timor hiicrelerinde 6nemli Olglide asagi regiile edilmesi ve miR144-3p'nin asir1

ifadesi hiicrelerin proliferatif ve klonojenik yeteneklerini azaltabilir ve apototik yolagin
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stimiilasyonunu tesvik edebilir. Bu durum kombinasyon ile tedavi edilen pankreas kanser
hiicrelerinde miR144-3p'nin tiimdr siipressor 6zelligini ortaya ¢ikarmaktadir (You & Zhang,
2018).

miR182-5p'nin meme kanseri ve akciger kanserinin ilerlemesindeki iglevleri hakkinda birgok
rapor bulunmaktadir. Onceki birkag calisma da, miR182-5p'nin prostat kanseri ilerlemesi ile
iligkili oldugunu ve yiiksek dereceli kanser igin iyi bir belirte¢ olarak hizmet edebilecegini
bildirilmistir. Bununla birlikte, miR182-5p'nin yukar1 akis regiilatérii bu c¢alismalarda
tanimlanmamustir. Bunun iizerine Jingjing You ve arkadaslari miR182-5p'nin AR-pozitif

hiicrelerde yiiksek oranda eksprese edildigini buldular (Yao et al., 2016).

miR182-5p ekspresyonu AR aktivitesi ile koreledir ve AR, dogrudan promoter bolgesine
baglanir. Bu baglamda, miR182-5p'min prostat karsinojenezindeki anahtar roliinii daha da
destekleyen AR-giidiimlii bir regiilatér olduguna dair kanitlar ortaya ¢ikmistir. Ayrica
mMiR182-5p'nin hiicresel islevlerinin, membran protein igsellestirmesinde rol oynayabilen ve
kanser baskilayici bir gen olarak kabul edilen ARRDC3'e bagli oldugunu gostermigledir. Bu
calismada GEM ve EGCG’nin tek uygulanmasinin miR182-5p ekspresyonunu denk
seviyelerde azalttigi ve aktif bilesiklerinin kombinasyonunda miR182-5p ekspresyonunun
azaltildig1 gézlemlenmistir (Yao et al., 2016).

Sun ve arkadaslari tarafindan miR425-5p'nin farkli insan kanserlerin de anormal olarak ifade
edildigi rapor edilmisti. Ayrica Sun ve arkadaslari Servikal kanser dokularinda yiiksek
miR425-5p ekspresyonunun, timoér asamasi ve lenf diigiimii metastaz ile iliskili oldugunu

bulmusglardir (L. Sun et al., 2017).

Bazi aragtirma raporlarinda miR425-5p'nin timér olusumunu, biiyiimesini ve daha yiiksek bir
asamaya ilerlemesini tesvik etmek i¢in onkojenik gen gorevi gordiigiinii gosterir niteliktedir.
Zhang ve arkadaglarinin ¢aligmasinda, miR425-5p'nin mide kanseri dokularinda komsu
dokulara gore anlamli derecede daha yiiksek oldugu, mide kanseri hiicrelerinin invazyonunu
ve metastazini tegvik ettigi bulunmustur. miR425-5p'nin pankreas kanseri tiimor dokularinda
ifadesi, lenf diiglimii metastazi, klinik asama ve farklilagsma derecesi ile iliskilidir (Y. Lu, Wu,

& Wang, 2019).

Bu ¢alismada PANCI hiicrelerinin GEM ve EGCG’nin tek doz ve kombinasyonu ile miR425-
5p’nin ekspresyonunun azaldigi gozlemlenmistir. Bu durumda miR425-5p'nin PANC1
hiicrelerinde ekspresyonunun azalmasi bu genin bir tiimor siipressor gen oldugu ve apoptozu

indiikledigi sonucuna vardira bilmektedir (Lumayag et al., 2013).

Calismalar da miR 183, ¢esitli hiicresel siireclerin modiilasyonunda rol aldig1 ve habis timdrii

ayriminda énemli oldugunu gostermistir (Leung, He, Chan, Law, & Wong, 2015). Ek olarak

36



miR 183, timdr invazyonu ve metastazinin diizenleyici mekanizmalarinda da rol oynamaktadir

(Kundu et al., 2016).

Calismalar, miR183'in meme kanseri (Ouyang et al., 2014) ve prostat kanseri (Mihelich et al.,
2011) dahil olmak {izere tiimor tirlerinin ¢ogunda asirt eksprese edildigini bildirmistir
(Ventura & Jacks, 2009). Bununla birlikte, miR 183'iin retinoblastoma(J. Wang, Wang, Li, Liu,
& Teng, 2014) ve akciger kanseri (J. Wang et al., 2014) gibi belirli tiimorlerde asagi dogru
diizenlendigini ve bir tiimdr baskilayic1 gorevi gorebilecegini de vurgulamaktadir. Bir dizi
calisma, miR183 kanserojen mekanizmasinin onkojenlerin veya timor baskilayici genlerin
diizenlenmesine bagli oldugunu da gostermistir: Ueno ve arkadagslar: (Ueno et al., 2013),Dkk-
3 ve SMADA4'H miR183'iin potansiyel hedef genleri olarak tanimlarken, Tanaka ve digerleri
(Tanaka et al., 2013) glioblastomlarda miR183"in yukar1 regiilasyonunun hipoksi ile
indiiklenebilir faktér la ekspresyonu ile iliskili oldugunu bildirmislerdir. Malignitede
miR183"in fonksiyonel ¢alismasi daha 6nce ¢ogu tiimorde bildirilmistir (Van Keuren-Jensen
et al., 2016). miR183"iin kanser hiicrelerinde biyolojik fonksiyonlari modiile ettigi ¢ok sayida
hedefi olmasi muhtemeldir (Pak, Lee, Lee, Shin, & Roh, 2015). miR183-5p'nin yiiksek
ekspresyon seviyeleri, bobrek hiicresi kanserli hastalarin daha koétii prognozlarini éngdren
diisiik genel sagkalim oranlar ile korelasyon gostermektedir. Ayrica, miR183-5p'nin ¢esitli
hedef genlerle etkilesimi yoluyla akciger adenokarsinomunda onkojenik bir rol oynadig1 da
gosterilmistir. Dahast miR183-5p'nin yukari regiilasyonu, {iglii negatif meme kanseri (Park et

al., 2011) ve mesane kanseri gibi diger kanser tiirlerinde rol oynamaktadir.

Yiksek miR183 ekspresyon seviyeleri, pankreas kanserinde de bildirilmistir (Park et al.,
2011). miR183-5p ekspresyonunun pankreas kanseri hiicre ¢izgilerinde dnemli 6l¢iide yukari
regiile edildigi, SOCS-6 ekspresyonunun ise Pankreas kanseri dokularinda ve hiicre hatlarinda
belirgin sekilde asagi regiile edildigi bulunmustur (Park et al., 2011) ve bu miRNA'nin
Pankreas kanseri hiicrelerinin ¢ogalmasini, gogiinii ve istilasini artirabildigi gosterilmistir.
miR183-5p'nin asag1 regiilasyonu, onkojenik etkileri kismen zayiflattigi, bu da bu molekiiliin

bir onkojen olarak hareket edebilecegini gostermistir

Bu dogrultuda, PANCI hiicrelerinin GEM ve EGCG’nin tek doz ve kombinasyonu ile
miR183-5p’nin  ekspresyonunun azaldigi gozlemlenmisti. GEM ve EGCG’nin
kombinasyonlarinin, tek dozlarma oranla daha fazla ekspresyonunun azaldigi
gozlemlenmistir. Bu sonuca dayanarak miR183-5p’nin pankreas kanserinde tiimor siipressor
olarak rol oynadigit ve GEM, EGCG ve iki kombinasyonda meydana gelen apoptozun

nedenlerinden biri olabilecegi fikrini bize kazandirmistir.

Son yillarda miR 187, tiimor hiicresi ¢ogalmasi ve apoptoz ile ilgili 6nemli bir miRNA olarak

kabul edilmektedir. miR187 ekspresyonunun farkli tiimor tiplerinde 6nemli 6l¢iide degistigi
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bulunmustur. miR187 ekspresyonu prostat kanserinde benign prostat hiperplazisine (BPH)
kiyasla azaldig1 ve (Casanova-Salas et al., 2015) benzer sekilde miR187 ekspresyonu mesane
kanserinde (BC) azaldig1 yapilan ¢aligmalarla gosterilmistir (Z. Li et al., 2018). Zhao J, vd.
berrak hiicreli renal hiicreli karsinom (ccRCC) dokularinda yiiksek miR187 ekspresyonunu
tespit etmislerdir (Zhao et al., 2013). Kolorektal kanser (CRC) ve hepatoseliiler karsinom
(HCC) gibi sindirim sistemi kanserlerinde miR187'de bir azalma oldugu gézlenmistir (Dou et
al., 2016). miR187, oral skuaméz hiicreli karsinomda (OSCC) kanserojen bir rol oynadigi ve
hastanin plazmasinda anlamli derecede yiiksek miR187 seviyesi tespit edildigi
gosterilmistir(S. C. Lin et al., 2016), miR187 ekspresyonu meme kanseri hiicre dizilerinde,
ozellikle limen B hiicre dizilerinde yukari regiile edilmistir (Matamala et al., 2016).
MikroRNA'larin ¢esitli timorlerde anormal ekspresyonu, kanser hastalarinin prognozu ile
yakindan iligkili olabildigi gosterilmistir. Metastatik meme kanserinde (MBC), bir calisma,
miR187-3p'min yukari regiilasyonunun, sirasiyla artmis progresyonsuz sagkalim (PFS) ve
genel sagkalim (OS) ile iliskili oldugu dogrulandigini bildirilmistir. Calismalarda miR187'nin
asir1 ekspresyonunu takiben TGF-f1, p-Smad4, ERCC3 ve ERCC4'iin protein ekspresyonlari
onemli dlglide distiigl gézlemlenmistir (Zhu, Li, Lv, & Wang, 2019). miR187, osteosarkom
hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe edebilen bir tiimor baskilayicisi olarak gorev aldigi bagka
bir ¢caligmada gosterilmistir (Y. Xiao, Zhao, Du, Chen, & Zhou, 2018). Benzer sekilde, cui ve
ark., miR187'nin isletim sisteminde asagi regiile edildigini ortaya ¢ikarmistir. MAPK12'nin
miR187nin dogrudan hedefi oldugu dogrulanmis ve azaltilmis miR187, MAPKI2
ekspresyonunu artirabildigi ve osteosarkom kanserinin ilerlemesini daha da tesvik edebildigini
gdstermistir. (Cui & Shi, 2017) Ilging bir sekilde, Chao ve ark. over kanserinde (OC)
miR187'min asag1 akis hedefi olan Dab2'nin kanser gelisiminde ikili bir role sahip oldugunu
bulmustur. Pek c¢ok kanit, Dab2'nin bir tiimdr baskilayici oldugunun altin1 ¢izmektedir.
Bununla birlikte, Dab2'nin bir tiimor baskilayic1 olarak rolii, yalmizca OC'nin erken
asamalarinda gosterilmistir. Spesifik olarak, OC'nin ilk asamasinda yukari regiile edilmis

miR 187, hiicre proliferasyonunu inhibe etmistir (Chao et al., 2012).

miR187 ayrica cgesitli tiimdrlerde gé¢ ve invazyonun diizenlenmesinde rol oynar. Cesitli
caligmalar, miR187'nin, reseptor sinyallemesi veya protein kinazlarinin epitel-mezenkimal
transformasyonu (EMT) ile iliskili asag1 akis efektorleri olarak hareket ettigini gdstermistir.
Ornegin, TGF aracili Smad, MAPK ve PI3K / AKT sinyali ve matris metaloproteinaz-2/7/9
(MMP-2/7/9) hepsi EMT siirecine katilir.

Sonug olarak miR187, cesitli kanserlerde farkli ekspresyon ve diizenlemeye sahiptir ve bir
tiimor baskilayici gen veya bir onkojen olarak kullanilabilir. Ayrica miR187, baz1 kanserler

i¢in kemoterapi ve radyoterapiyi duyarli hale getirebilir. miR 187, proliferasyon, apoptoz, gog,
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istila ve hiicre dongiisii regiilasyonu dahil olmak {izere kanserin ¢oklu hiicresel siireclerinde

rol oynar.

Bu sonuglar dogrultusunda bu ¢alismada GEM ve EGCG’nin tek uygulanmasinin miR187-3p
ekspresyonunu azalttig1 ve bilesiklerinin kombinasyonunda miR187-3p ekspresyonunu daha

da azalttarak apoptoza neden oldugu sdylenebilmektedir.

miR9-3p ekspresyonunun, meme kanseri ve hepatoseliiler karsinom dahil olmak iizere birgok
insan kanserinde des-regiile edildigi gosterilmistir (Higashi et al., 2015). Daha diisiik miR9-
3p ekspresyon seviyesine sahip hastalarin 6nemli Sl¢lide daha kotii genel sagkalima sahip
oldugunu ve miR9-3p ekspresyonunun 5 yillik genel sagkalim i¢in bagimsiz bir prognostik
faktor oldugu kanitlanmistir. Ayrica miR9-3p'nin asir1 ekspresyonunun mide kanseri hiicre
istilasin1 6nleyebilecegini, miR9-3p ekspresyonunun mide kanserlerinde 6nemli 6l¢iide asagi
regiile edildigini ve kanser hiicresi istilasi ile siki bir sekilde iliskili oldugunu gosteren

caligmalarda mevcuttur.

Bir bagska c¢alismada, miR-9 seviyelerinin Pankreas duktal adenokarsinomu (PDAC)
hastalarindan alinan tiimér dokularinda 6nemli Olclide azaldigini ve PDAC hiicrelerinin
doksorubisin duyarliligi ile pozitif olarak iligkili oldugunu belirlelemislerdir. PDAC
hiicrelerinde miR-9 ekspresyon seviyelerindeki artislar, otofajiyi baskilayarak timor

hiicrelerini doksorubisine duyarli hale getirmistir.

Anormal miR-9 ekspresyonu, PDAC dahil olmak iizere bir¢ok kanser tiiriinde gézlenmistir ve
farkli genleri hedefleyerek dokulara veya cesitli kanser vakalarma gore timdr gelisimi

tizerinde oldukga farkli etkiler sergilemektedir (Y. Wu et al., 2020).

Ayn1 zamanda miR9-3p, Hepatoseliiler karsinom hiicrelerinde (HCC) iyi karakterize edilmis
bir timor baskilayict miRNA'dir (Higashi et al., 2015). HCC'deki miR9-3p, TAZ ve HBGF-5
gibi birgok onkojenik proteinin iiretimini baskilamaktadir (Higashi et al., 2015). Ayrica miR9-
3p'nin nazofaringeal karsinomda ITGB1, FN1 ve ITGAV"' asag regiile ederek epitel-
mezenkimal gegisi inhibe edebilecegi bildirilmistir (Ding, Pan, Liu, Jiang, & Jiao, 2017).
Asag regiile edilmis miR9-3p'yi ve mi-9-3p asir1 ekspresyonundan sonra tesvik edilen kanser
hiicresi go¢ii ve istilas1 gdzlemlenmistir, bu da bunun HCC'deki tiimor baskilayici roliinii daha

da dogrulamaktadir.

Tiim bu bilgiler dogrultusunda yapilan ¢alismamizda PANCI hiicrelerinin GEM ve EGCG’nin
tek doz ve kombinasyonu ile miR9-3p’nin ekspresyonunun azaldigi gézlemlenmistir. Bu
durum miR9-3p'nin PANCI1 hiicrelerinde ekspresyonunun azalmasinda bu genin tek basina ve

kombinasyonuyla etkili olabildigi gosterilmistir.
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Son zamanlarda, biriken kanitlar, miR-222’nin kanser hiicresi ¢ogalmasinda 6nemli bir rol
oynadigimmi ve miR-222'nin asir1 ekspresyonunun meme kanseri, kolorektal karsinom,
glioblastoma ve mesane kanseri gibi c¢esitli kanser tiirlerinde bulundugunu
gostermistir (Hwang et al., 2013). Yiiksek miR-222 ekspresyonunun, Ki67 ekspresyon
seviyesi ve PDAC'de daha kétii postoperatif sagkalim ile 6nemli dlgiide iliskili oldugunu
gostermektedir. Bu veriler miR-222'min PDAC ilerlemesi ve olusumunda onkojenik gen olarak
islev gordiigiinii diistindiirmektedir. Greither et al.’un yapmis olduklar1 calismada Pankreas
duktal adenokarsinomunda yiikseltilmis miR-222 ekspresyonu ile genel hayatta kalma siiresi
arasindaki onemli korelasyon oldugu ve (Greither et al., 2010) miR-222'nin yukari
regiilasyonu, biiyiime faktorii sinyal yolu ile S-fazina girerek hiicre 6liimiinii tetiklemeden

hiicrenin hayatta kalmasini sagladigin1 gostermistir (Medina et al., 2008).

Bu c¢alismalar dogrultusunda yaptigimiz ¢alismada GEM’in tek uygulanmasinin miR222-

5p’in ekspresyonunu azalttig1 gézlemlenmistir.

mMiR21-5p, pankreas kanseri hastalarinin serumunda ve dokusunda yiiksek ekspresyon profili
sergileyen ve prognostik degere sahip olan umut verici bir marker olarak kullanilmaktadir (Qu

etal., 2017).

Giovannett ve arkadaglari, miR21'in gemsitabine direngli pankreas kanseri hiicrelerinde yukari
regiile edildigini ve direngli hiicrelerin yiiksek ekspresyon seviyesi ile sagkalim ve invazyon
yeteneklerini arttiracak araci genlerin ekspresyonunu modiile ettigini, miR21 susturulmasinin
ise pankreas kanser hiicreni gemsitabine duyarli hale getirdigini gostermistir (Khan, Zubair,

Srivastava, Singh, & Singh, 2015)

Nitekim bu ¢aligmada da GEM uygulanan grupta kayda deger bir degisiklik s6z konusu
degilken, EGCG uygulanan grupta miR21-5p ekspresyonu azalmis ve ilaglarin ikili
uygulamasi tek EGCG uygulamaya nazaran miR21-5p’nin posttranskripsiyonel aktivitesini
daha da azaltmistir. EGCG uygulamas1 hiicreleri gemsitabine daha duyarli hale getirmis
bdylece, miR21-5p, EGCG’nin GEM’in dozunu azaltmasinin nedenlerinden birini olusturmus

olabilir.

Gemsitabin direncinin agiklanmasi i¢in birgok mekanizma Onerilmis ve bunlardan birinin ise
aberrant miRNA ekspresyonu oldugu belirtilmistir. Bunu takiben yapilan g¢aligmalarda
miR217'nin hem direngli hem de parental pankreas kanserli dokularda giiclii bir sekilde asagi
regiile oldugu bulunmustur. miR217 mimic ile gemsitabin direngli pankreas kanser hiicrelerini
transfekte ettiklerinde hiicre canliliginin azaltarak apoptozun artarak ve hiicre dongiisiiniin S
fazinda arreste ugratarak gemsitabin direncinin tersine ¢evrildigi belirlenmistir (Panebianco et

al., 2021)
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GEM ve ikili kombinasyonda miR217’nin ekspresyonunun artisi, EGCG’nin primidin anti-

metabolitine kars1 pankreas kanser hiicrelerinin hassasiyetini arttirdigini géstermektedir

Zhang X ve arkadaglarinin 2020 yili ¢alismalarinda safra kesesi kanseri, mide kanseri, kiigiik
hiicreli olmayan akciger karsinomu (NSCLC) ve mesane kanseri dahil olmak iizere bazi
malignite tiirlerinde asagi regiile edilmis miR324-5p ekspresyonu bulmuslardir (X. Zhang,
Zhang, Chen, & Liu, 2020).

Habis timorlerde bu ekspressyon seviyeleri, miR324-5p farkli genleri hedef alarak, bir timor
stipressor olarak hareket edebildigini gosterir niteliktedir. Ayrica safra kesesi kanserinde
mMiR324-5p ekspresyonunun restorasyonu, dogrudan doniistiiriicii biiyiime faktoriinii (TGF) -
B hedefleyerek in vitro hiicrelerin gogciinii, isgalini ve epitel-mezenkimal gegisini 6nemli
Olciide inhibe edebilircegi kanitlanmistir. Zhichan Ba ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismalarda
NSCLC'de miR-324-5p'nin FBXO11'i hedefleyerek sisplatine karsi direng gelisimini
gliglendirdigini dogrulanmustir (Ba, Zhou, Yang, Xu, & Zhang, 2019).

Meini Wu ve arkadaslar1 kolon kanserinde miR324-5p, FGFR3'i hedefleyerek kolon kanseri
hiicre apoptozunu indiikleyebildigini dogrulamislardir (M. Wu et al., 2019).

Mesane kanserinde ise  miR324-5p'nin  FOS'u  hedefleyerek  kanser hiicrelerinin
proliferasyonunu inhibe ettigi disiiniilmektedir (M. J. Fan et al., 2020).

Bu c¢alisma da PANCI1  hiicrelerine GEM tek doz uygulamasinda miR324-5p
ekspresyonu  anlamli sonuglar vermemistir fakat EGCG’nin tek doz ve kombinasyonunun
uygbulanmasi ile miR324-5p’nin ekspresyonunun azaldigi gozlemlenmistir. Bu durumda
PANCI1 hiicrelerinde miR324-5p'min ekspresyonunun azalmasi, miR324-5p’nin pankreas
kanserinde timor siipressor olarak rol oynayip ve GEM, EGCG ve iki kombinasyonda

meydana gelen apoptozun nedenlerinden biri olabilecegini gostermektedir.

Son yillarda yapilan ¢aligmalar miR486-5p'nin kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri, prostat
kanseri dahil olmak tizere gesitli tiimor tiirlerinde 6nemli bir biyobelirteg olarak hizmet ettigini

gostermektedir (Y. Yang et al., 2017).

Ali ve arkadaslar1, miR486-5p seviyesinin pankreas kanserli hastalarda 6nemli 6l¢iide arttigin

bulmuslardir (Ali, Saleh, Sethi, Sarkar, & Philip, 2012).

Ayrica miR486-5p'in pankreas kanseri hiicrelerindeki rolii heniiz tam olarak bilinmiyorken
2020 yilinda Wei Wang ve arkadaslari, pankreas kanseri olan hastalar i¢in umut verici bir
terapotik yon saglamak amaciyla miR486-5p'nin 5-Fu'nun pankreas kanseri hiicreleri
tizerindeki anti-tiimor etkisini artirip artirmayacagini belirlemeyi amaglamislardi (W. Wang et

al., 2020).
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Calismalarinda miR486-5p'in asag regiilasyonu, in vitro olarak PANC] hiicrelerinde 5-Fu
kaynakli apoptozu arttirmistir. miR486-5p'nin agagi regiilasyonu, in vivo 5-Fu'nun anti-timor
etkisini artirabilir. Bu veriler, miR486-5p'nin asag1 regiilasyonunu in vitro ve in vivo 5-Fu'nun
anti-tiimor etkisini artirabildigini gostermektedir. Bu bilgiler 1s1§inda miR486-5p'in asagi
regiilasyonunn GEM‘inde anti-tiimér etkisini artirabildigini disiindiirmektedir (W. Wang et
al., 2020).

Bu ¢alisma da PANCI hiicrelerine GEM tek doz uygulamasinda miR486-5p ekspresyonunun
azaldigini goézlemliyoruz. Bu durum GEM’in PANCI hiicrelerinde antikanser aktivasyonunun
arttigini disiindiirebilir. EGCG’nin tek doz miR486-5p’nin ekspresyonunun anlamli sonuglar
vermedigi gozlemlenmistir. Kombinasyonunda ise miR486-5p'nin PANCI1 hiicrelerinde
ekspresyonunun azalmasi bu genin apoptozu indikledigini diisiindiirmektedir. Ayrica pankreas

kanserinin erken asamalarinda 6nemli bir biyobelirtec olabilir.

Diisiik miR30 ekspresyonu, cesitli kanserlerin olduk¢a agresif davranislari ile yakindan
iliskilidir (Zhong, Chen, Han, & Li, 2014). Artan kanitlar, miR30 aile tiyelerinin EMT siirecini
(Kao et al.,, 2014) diizenleyerek timor baslangicinda ve ilerlemesinde Onemli roller
oynayabilecegini gostermektedir. Daha da 6nemlisi, diisiik miR30b seviyesi ve yiiksek Snail
ekspresyonu olan hastalarda, diger hastalarla karsilastirildiginda belirgin sekilde olumsuz
sagkalim sergiledigi gosterilmistir (Xiong et al., 2018).

mMiR-30b'nin rolii, pankreas, mide ve akciger kanseri dahil olmak iizere ¢esitli malignitelerde
incelenmistir; hiicre proliferasyonu, farklilagmasi, apoptoz, istila ve metastaz gibi ¢oklu
islemlerin diizenlenmesinde yer aldigi bilinmektedir. Ek olarak miR30Db, karsinojenez
sirasinda kanser kokii benzeri hiicrelerde epitel belirteglerinin azaltilmig ekspresyonu ve
mezenkimal belirteclerin yukari regiilasyonu ile karakterize edilen fenotipik bir doniisiim olan
epitel-mezenkimal geciste (EMT) dnemli bir rol oynadigi gosterilmistir. miR30b, Snail aracili
EMT'yi ve bunun sonucunda pankreas kanseri kok hiicrelerinin ve hepatom hiicrelerinin gog
ve invazif kapasitesini inhibe ettigi gosterilmistir (X. Sun et al., 2017; Xiong et al., 2018).

Caligmalar gosteriyor ki miR30b'nin ekspresyonu meme kanseri dokularinda normal dokulara
gore daha diisiik oldugu (Hafez et al., 2012), kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri primer
tiimdrlerinde asag1 dogru diizenlendigi gosterilmistir (Hu et al., 2016). 2014 yilinda yapilan
bir ¢aligmada, mide kanseri dokusunda ve 4 mide kanseri hiicre hattinda miR30b-5p
ekspresyonunun azaldigi ve lenf nodu metastazi ile iligkili oldugu gosterilmistir (Qiao et al.,
2014). Ayrica Wszolek ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada da (Wszolek et al., 2011), invazif
mesane kanserinde miR30b ekspresyonunun normal dokulara kiyasla yine asagi regiile

edildigini bulmuslardir.

42



Sonug olarak tiim kanser dokularinda gézlemlenen miR30b-5p’nin ekspresyonlarindaki azalig
bizim yaptigimiz ¢alisma ile GEM’in tek dozu miR30b-5p’nin ekspresyonunda artisa sebep

olmustur.

MiR296-5p, prostat kanseri hiicre hatlarinda hiicre proliferasyonu ve ankorajdan bagimsiz
biiyiime kabiliyetini azaltmaktadir. Kuen-Haur Lee ve arkadaslarinin yaptiklar ¢aligmada,
mMiR296-5p'nin restorasyonunun, Pinl proteininin ekspresyonunu sustugu ve prostat kanseri
hiicre proliferasyonunu bastirdigi kanisina vapmiglardir. Bu bulgularin, miR296-5p'nin normal
prostat hiicrelerinde onkojenik Pin1'i dogrudan bastirarak tiimor olusumunun bir baskilayicisi
olduguna dair kanit sagladigr arastirmacilar tarafindan disiintilmektedir. miR296-5p
ekspresyonunun azalmasi, prostat kanseri hastalar1 i¢in anti-kanser tedavilerinin

gelistirilmesinin yeni bir terapotik yol agabilecegini diistindiirmektedir (Lee et al., 2014).

Bu ¢alisma da PANCI hiicrelerine GEM tek doz uygulamasinda miR296-5p ekspresyonunun
azaldigim gozlemliyoruz. Bu durum GEM’in PANCI hiicrelerinde antikanser aktivitesinin
arttdigim  diigiindiirebilir.  EGCG’nin  tek doz ve kombinasyonunda miR486-

5p’nin ekspresyonunun anlamli sonuglar vermedigi gézlemlenmistir.

Kanser hiicrelerinde apoptozu indiikleyen kemoterapdtiklerin sitotoksik etkisi, kanser
hiicrelerinin ilk olarak biiyiimesini inhibe eden ve sonrasinda ise Oliimiinii tesvik eden ana
mekanizmalarindan biri olarak degerlendirilmektedir. Apoptoz, kemoterapotik ilaglarin
malignitelere karsi en 6nemli tepkilerden biri oldugu bilinmektedir. Riboniikleotid rediiktazin
aktivitesini baskilayarak antitimor rolii oynayan, boylece DNA sentezini inhibe eden ve hiicre
¢ogalmasini ve boliinmesini bloke eden ¢dzilinebilir bir deoksisitidinin analogu olan GEM’in
pankreas kanseri hiicrelerinde indiikledigi apoptoz altinda yatan molekiiler mekanizmalar
incelendiginde pro-apoptotik TP53INP1 geninin ve GSK-3f (Ser9) proteininin yukari regiile
edildigi, anti apoptotik PAP, c-IAP2 ve BcL-2'de dramatik bir diisiise yol agtig1 ve bunun
sonucu olarak Kaspaz -3 ve Kaspaz-9 aktivitesi ile sitotoksik etki sergileyerek apoptozu
indiikledigi belirtilmistir (Jiang, Motoo, Sawabu, & Minamoto, 2006).

EGCG’nin pankreas kanserindeki apoptotik etkisi ile ilgili olarak bugiine kadar yapilan
arastirmalara bakildiginda, Bcel-xl, XIAP ve survivin seviyelerini azaltirken, proapoptotik
protein Bad seviyesini arttirdig1 saptanmigtir. Wei ve arkadaslar tarafindan gergeklestirilen
calismada, Bcl-2 modiilasyonunu saglayan ERK1/2 fosforilasyonunu azalttigi belirtilmistir

(Wei et al., 2020).

Tang ve arkadaslar1 EGCG’nin total ve fosforile STAT3 seviyesini azaltarak, STAT3 ile
diizenlenen genlerin ekspresyonunu inhibe ettigini ayrica Kaspaz 3 aktivasyonu ve PARP
klevaji ile pankreas kanser hiicrelerinde hiicre 6liimiinii indiikledigini belirtmislerdir (Tang et
al., 2012).
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Bu ¢alismada ise aktif bilesik uygulanmayan kontrol grubu ile karsilastirildiginda, GEM, 4.24
kat, kombinasyon ise 12.04 kat apoptozu indiikklemistir. GEM ve EGCG’nin kombinasyonu

apoptoz ilizerinde de sinerjistik etki gostermistir.
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6 Sonu¢ ve Oneriler

Bu ¢alismada GEM ve EGCC’nin tek doz ve kombinasyonlarinin PANCI hiicreleri tizerindeki
epigenetik modiilator olan ve kanser progresyonunda rol oynayan miRNA'larin ekspresyonlari
iizerindeki etkilerinin gozlemlenmesi hedeflenmistir. Ayrica literatiirde bugiine kadar yapilan
¢alismalardan farkl: olarak, tiimor siipressor role sahip olan miR137, miR130a-3p, miR130b-
3p, MiR141-3p, miR217’nin yukar1 regiilasyonunun ve onkojenik role sahip olan miR27a-3p,
miR30c-5p, mMiR144-3p, miR182-5p, miR425-5p, miR183-5p, miR187-3p, mMIiR9-3p,
miR222-5p, miR21-5p, miR324-5p, miR486-5p’nin asag regiilasyonunu GEM ve EGCG’nin
kombinasyonu sonucu pankreas kanseri hiicre modelinde sitotoksik ve apoptotik aktiviteyi
destekledigi ilk kez bu calisma ile gosterilmis ve literatiire katki saglamistir. Ileriki
caligmalarimizda, bu ikili kombinasyonun pankreas kanser hiicrelerinde yol actig1 sitotoksik
ve apoptotik etkiye neden olan onkojenik/tiimor siipressor miRNA’larin hedef genlerini
belirleyerek pankreas kanseri tedavisinde yeni hedefler belirlemeyi ve elde edilen sonuglarin

in vivo ¢aligmalar ile desteklenmesini amaglamaktayiz.
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