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ONSOZ

Kanser tedavisinin ge¢misi bin y1l dncesine dayanmaktadir. Tarihsel bulgular, eski
Misir ve Yunan uygarliklarinda bu hastaligin agirlikli olarak radikal cerrahi ve
genellikle oliimciil olmayan koter ile tedavi edildigini ama Oliimlerin
engellenemedigini gostermektedir. Yiizyillar boyunca, 6nemli kesifler, tiimdrlerin
biyolojik ve patolojik 6zelliklerini tanimlamay1 olanakli kilsa da, 1800'lerin sonunda
X-smlarinin kesfedilmesi ve tiimorlerin tedavisinde kullanilmalarina kadar etkili
terapotik yaklagimlar gelistirilememistir. Ardindan gelen sitotoksik anti-tiimor
ilaglarin kesfi ve ¢esitli hematolojik ve kat1 tiimorlerin tedavisi i¢in kemoterapinin
dogmasi ile gergek bir atilim gergeklesmistir. Teknolojik atilimlarin verdigi imkanlarla
viicut bulan Insan Genom Projesi ile insan viicudundaki tiim genlerin haritasmin
cikarilmasi, bilim insanlarina genlerimizin bedeni nasil kontrol ettikleri hakkinda bir

taslak vererek kansere yaklasim seklimiz iizerinde biiytik bir etkisi olmustur.

Kanser karsilastigimiz en biiyiik kiiresel saglik sorunlarindan birisi olsa da kanser
aragtirmalari, bilimin son yillarda miimkiin kildig1 tiim teknolojik gelismelerden
yararlanarak tam hizda ilerlemektedir. Peki bu durum kanser tedavilerinin gelecegi

icin ne anlama gelmektedir?

Kanserin kolayca ortadan kaldirilabilecegini iddia edebilecegimiz bir asamada
olmasak da, bilgi ve teknoloji diizeyimiz bizi oyunda onde tutarak bu hastaliga kars1

miicadelede sansimizi arttirmaktadir.

Bazi yenilgilere ragmen, onkolojik ¢aligmalarin hala ¢ok fazla vaadi var ve aceleyle
terk edilmemesi gerekiyor. Tiimdr heterojenitesiyle savasmanin zorlugu, kanseri

yenmek i¢in gosterilen ¢abalar1 korkutmamali aksine cesaretlendirmelidir.

Ummii Giiven
izmir
31.07.2019



OZET

miRNA Kullanilarak Notch1 Inhibisyonu ile Kanser Kok Hiicreleri ve Tiimor

Mikrocevresinin Hedeflenmesi

Pankreas kanseri, 6 ay ortalama hasta sagkalimi ile son derece zayif sagkalim
oranlarina sahip en agresif kanserlerden biridir ve karsilanamayan bir terapdtik
zorlugu temsil etmektedir. Pankreas kanseri ilerleyisini ve mekanizmalar1 hala tam
olarak anlagilamamistir. Yalnizca tiimor hiicrelerini hedef alan stratejilerin pankreas
kanseri hiicrelerini ortadan kaldirmada basarisiz oldugu ve metastazi, ilaca direnci ve
hasta oliimlerini 6nledigi kanitlanmistir. Kanser kok hiicreleri hiicre gogii / istilasi, ilag
direng ve metastaz Ozellikleri sebebiyle onemli klinik etkilere sahiptir. NOTCH ve
iliskili sinyal yolaklarimin kanser kok hiicrelerinde diizensiz aktivite gosterdikleri
bilinmektedir. NOTCHI1’in pankreas kanseri kok hiicrelerinin regiilasyonundaki
fonksiyonel rolii tamamen agikliga kavusmamistir. Bu verilerden yola ¢ikarak
planlanan caligmayla nanolipozom teknolojisi ile miRNA temelli tedavi modeli
uygulanmigtir. NOTCH1 hedef alinarak pankreas kanserinde kanser kok hiicre
ozelliklerinin baskilandigun durdugu goriilmiistiir. Tedavi yaklagimi olarak etkin bir

sekilde kullanilabilecegi 6ngoriilmektedir .

Anahtar Kelimeler; miRNA, nanolipozom, kanser kok hiicresi, Notchl, pankreas

kanseri



ABSTRACT

Inhibition Of Notch1 Signaling By MicroRNA For Targeting Cancer Stem Cell

And Tumor Microenvironment

Pancreatic cancer is one of the most aggressive cancers with extremely poor survival
rates with an average patient survival of 6 months and represents an unmet therapeutic
challenge. The progress and mechanisms of pancreatic cancer are still not fully
understood. Strategies targeting tumor cells alone have been shown to fail to eliminate
pancreatic cancer cells and prevent metastasis, drug resistance, and patient deaths.
Cancer stem cells have important clinical effects due to cell migration / invasion, drug
resistance and metastasis. NOTCH and related signaling pathways exhibit high /
increased activity in cancer stem cells; it is known to be important for the maintenance
and survival of these cells. The functional role of NOTCHI1 in the regulation of
pancreatic cancer stem cells remains unclear. In the planned study, a miRNA based
treatment model targeting NOTCH1 was applied with non-toxic nanoliposome
technology used in the clinic. By targeting NOTCHI, it was observed that cancer stem
cell properties were suppressed and tumor growth and spread stopped. It can be used

effectively as a treatment approach.

Keywords; miRNA, nanoliposomes, cancer stem cells, Notch1, pancreatic cancer
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1. GIRIS

Pankreas kanseri invaziv bir hastaliktir ve agresif seyretmesi ge¢ belirlenmesine neden
olmaktadir. En iyi tedavi sansin1 kiiratif rezeksiyon (Nalls, Tang, Rodova, Srivastava,
& Shankar, 2011; Schultz et al., 2014). sunsa da erken metastaz egilimi yiiziinden
hastalarin %20’sinden daha az1 ameliyat i¢in uygundur Bunun nedeni vakalarin biiyiik
bir kisminda kanserin lokal bolgeye veya uzak organlara yayilmis durumda olmasidir.
Erken teshis ihtimalinin ¢ok diisiikk olmasi dogru biyolojik belirteclerinin hala
tanimlanamamis olmasina baglanmaktadir. Bu nedenle erken teshis ve tedavi i¢in yeni
tan1 yontemleri ve yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesi acilen gerekmektedir.
Uluslararas1 Diinya Kanser Arastirmalar1 Fonu Istatistikleri’ne gére kiiratif rezeksiyon
uygulansa dahi pankreas kanseri tanisi konmus hastalarin 5 yil yasama oranlari

100.000°de 4.1°dir.

Normal embriyonik gelisimde ve yetiskin kok hiicrelerin siirdiiriilmesinde gorev alan
Notch ve iliskili sinyal yolaklar1 (Wnt/B-Catenin sinyal yolagi), kanser kok
hiicrelerinde diizensizlik gosterirler. Buna ek olarak Notch sinyal yolagi kok hiicrelerin
stirdiiriilmesi dahil karsinogenezle iliskili bir¢cok siirecte de rol oynamaktadir.
Ozellikle NOTCH1’in, kétii diferansiye over kanseri rneklerinde asir1 ifadelendigi ve
timor evresinin yiiksekligiyle iliskili oldugu gosterilmistir (M. Wang, Wang, Wang,
Wu, & Xin, 2010) . Ardindan, 6zellikle pankreas kanserinde NOTCHI1 asir1 ifadesinin
kotii prognoz ve diisiik sagkalim ile iliskili oldugu da bulunmustur (H. Hu, Zhou,
Awadallah, & Xin, 2013; Z. Wang et al., 2006). Bununla birlikte, NOTCHI in
pankreas kanserinde kok hiicre regiilasyonundaki fonksiyonel rolii tamamen agiga
kavugmamistir. Ortaya ¢ikan kanitlar miRNA’larin (mikro RNA) Notch sinyal
yolagini negatif yonde regiile ederek kok hiicrelerin kendi kendini yenilemesinde ve
farklilasmasinda temel bir rol oynadigini desteklemektedir (Brabletz et al., 2011; Ji et
al., 2009). Daha once kanser kok hiicreleriyle yapilan higbir ¢alismada miR-193b-
3p’nin iglevi gosterilmemistir. Pankreas kanserinde miR-193b-3p’nin NOTCHI1

regiilasyonundaki rolii daha dnce arastirilmamustir.

Bu sebeple bu caligmada pankreas kanser kok hiicrelerinde miR-193b-3p’nin,

NOTCHI1 ve downstream molekiilleri tizerindeki regiilatif etkileri aragtirilmastir.



2. GENEL BILGILER
2.1 Pankreas Yapisi ve Biyolojisi

Pankreas, karin boglugunun iist orta bolgesinde, midenin alt yiizeyinin hemen
arkasinda bulunan yumusak bir organdir. Bu ii¢ kisimdan genislemis orta boliim; caput
(bas), merkezi kisim; corpus (viicut) ve daralan yan kisim ise cauda (kuyruk) olarak
isimlendirilir. Pankreas hem ekzokrin bezi hem de endokrin bezidir. Pankreasin
ekzokrin kismi, (pankreastaki tiim salgi hiicrelerinin yaklasik %99'unu olusturur)
asiner hiicrelerden olusur ve bunlar akini ad1 verilen ¢ok sayida kii¢lik kiime halinde
diizenlenmistir. Pankreas salgis1 genellikle duodenuma iki kanal, ana pankreas kanali
ve aksesuar pankreas kanali yoluyla verilir. (Bazi insanlarda, gelisim sirasinda

aksesuar kanali kaybolur.)

2.2 Pankreas Kanseri

Pankreatik adenokarsinom, 2012 yilinda diinyada 330.000'den fazla 6liime sebep olan,
kanser sebepli 6liimlerde yedinci sirada gelen en dliimciil ve agresif kanser tiirlerinden
birisidir (Ilic & Ilic, 2016). 2017 yilinda Amerikan Ulusal Kanser Enstitiisii, pankreas
kanserinin tiim kanserlerin %3,2'sini ve tiim kanser Oliimlerinin %7,2'sini temsil
ettigini agiklamistir. Son birkag yil icerisinde pankreas kanseri insidanst siirekli olarak
artmakta olup, 2030 yilina kadar 6ngoriilen insidans ve 6liim, pankreas kanserinin
2030 yilina kadar ikinci 6liim nedeni olacagini 6ngérmektedir (Rahib et al., 2014). Bu
tiimor, uzak organlara lokal diflizyon ve metastazla erken yayilma ile karakterizedir
ve hastalarin yaklasik %80'1, cerrahi olarak temizlenemeyecek lokal olarak ileri ya da
metastatik hastalik tanisit alir. Tanida lokalize hastalifi olan ve radikal cerrahi
operasyon geciren hastalarda bile, medyan sagkalim 18 ay civarinda smnirh
kalmaktadir (Kleeff et al., 2016; Rebelo, Molpeceres, Rijo, & Pinto Reis, 2017).

Pankreasin neoplazmalari genis bir yelpazede ve genellikle histolojik farklilagmalarina
gore epitelyal veya epitel olmayan olarak ve benign, malign 6ncesi veya malign
neoplazmalardaki  biyolojik davraniglarina  gore smiflandirilirlar.  Epitelyal
neoplazmalar, ekzokrin veya endokrin olabilirken, ekzokrin neoplazmalar1 grubu
ayrica duktal ve asiner neoplazmlarda da siniflandirilir (Haeberle & Esposito, 2019).
Adi duktal hiicrelere histolojik benzerliginden tiiretilen pankreatik duktal
adenokarsinom (PDAC), pankreas neoplazmalarmin yaklasik %901 olusturan en

yaygin pankreas malignitesidir (Seufferlein, Bachet, Van cutsem, & Rougier, 2012).



Bu nedenle “pankreas kanseri” ve “pankreas duktal adenokarsinomu” terimleri siklikla

esanlamli olarak kullanilir.
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Sekil 1. Pankreas Kanserinin Progresyonu. (Batey, M. Challenges and Opportunities
in Pancreatic Cancer Research, 2019. Crown BioSciences Inc. 'ten Tiirk¢elestirilerek

alimmistir.) (PanIN: pankreatik intraepitelyal neoplazma (ekzokrin))

PDAC'lerin ¢ogu, pankreasin bas bolgesinde ortaya cikar ve degisken derecelerde
farklilagma gdsteren duktal epitel hiicrelerine benzeyen bir glandiiler yap1 sergilerler.
Klinik ve histolojik ¢alismalar, PDAC'a yol agan ii¢ farkli prekiirsor lezyon tipini
belirlemistir; pankreatik intraepitelyal neoplazma (PanIN), miisindz kistik neoplazma
(MCN) ve intraduktal papiller miisin neoplazmalar1 (IPMN). PanIN, 1'den 3'e kadar

olan asamalara gore derecelendirilir (Sekil 1).

2.3 Kanser Kok Hiicreleri ve Pankreas Kanseri Kok Hiicreleri

Kanser kok hiicreleri (KKH), benzersiz plastisite ve metabolizma ile birlestiginde
kendi kendini yenileme yetenekleri ile karakterize olan farklilagmamis sessiz
hiicrelerdir. Pankreas kanserinde KKH'nin, timdr olusumunu ve hastaligin
ilerlemesini tetiklemekten sorumlu olan tiimoér igindeki kiigiik bir alt popiilasyon
oldugu diisiiniilmektedir (Abel & Simeone, 2013).

Yetiskin yagaminin gelismesi sirasinda, “fenotipik plastisite” olarak adlandirilan, cok
sayida soyun farklilasma / gegis kapasitesine sahip hiicresel alt popiilasyonlar1 vardir.
Bu 06zellik embriyogenez sirasinda elzem olmakla birlikte, yetiskin kok hiicreleriyle
simirlidir, ancak organi siirdiirmenin veya onarmanin bir yolu olarak karaciger,

pankreas ve kolon gibi spesifik dokularda yeniden etkinlestirilebilir. Benzer sekilde,



kanserde tlimor hiicreleri, plastisiteyi, tiimor ilerlemesini artirmak i¢in bir arag olarak
yeniden etkinlestirir. Kanser baglaminda, kanser kok hiicrelerinin bir tiimoér i¢indeki
fenotipik plastisitenin ana kaynagi olduguna ve KKH fenotipik plastisitesinin, tiimor
icinde bulunan her bir hiicresel fenotip ve alt tipin yenilenmesine izin verdigine
inanilmaktadir. Ornegin, aym genetik klonlar igerisinde fenotipik ve epigenetik
seviyelerde farklilik gosteren ve tek bir timor ig¢inde birden fazla farkli alt
popiilasyona yol agabilen farkli KKH'leri bulabilmekteyiz.

Pankreas kanserinde kanser kok hiicreleri; ampirik olarak genetik soy belirteglerinin
izlenmesi (Driessens, Beck, Caauwe, Simons, & Blanpain, 2012) veya immiin
yetmezlige sahip farelere seri transplantasyon sonrasi tiimorigenezin degerlendirilmesi
seklinde iki ana teknikle tanimlanmistir (Facompre, Nakagawa, Herlyn, & Basu, 2012;
Garcia-Silva, Frias-Aldeguer, & Heeschen, 2013). Kanser kok hiicrelerinin
tanimlanmasi ve incelenmesi i¢in en yaygin kullanilan strateji, CD44, CD90, CD24,
CD133, LGRS, EpCam ve/veya CXCR4 gibi bazi hiicre ylizey antijenlerine kars1
yonlendirilen antikorlarin kullanimina dayanmaktadir (Hermann et al., 2007; C. Li et
al., 2007; Nguyen et al., 2017; Rasheed et al., 2010). Bao ve ark. izole edilen
CD44%/CD133*/EpCAM* hiicrelerin kendi kendini yenilemenin yan1 sira, migrasyon
ve biiylimeye iliskin performanslariin farkliligini ve agresiflik artigini gostermislerdir
(Bao et al., 2014). Bu calismada, MiaPaCa2 ve L3.6pl hiicre hatlarindan izole edilen
CD447/CDI133"/EpCAM"* KKH’lerinde siddetli agresif davranmisin FoxQl ifadesine
bagli oldugunu gostermek i¢in siRNA kullanmislardir. Ek olarak, hayvanlara enjekte
edilen FoxQl geni susturulmus MiaPaCa2 hiicrelerinin timor olusturma
yeteneklerinin gozle goriiliir derecede yavasladigi; tiimor olusumu ve biiyiimesinin
bozuldugu rapor edilmistir (Bao et al., 2014).

Li ve ark. CD44*/CD24*/ESA* yiizey belirteclerine sahip pankreas kanseri kok hiicre
poplilasyonunu tanimlamak i¢in insan primer pankreas tiimorleri ve diisiik pasaj
numarasina sahip hiicre hatlarindan farelerde primer tiimorler ksenograftlariyla
caligmalar yapmistir. Pankreas kanseri kok hiicreleri, bu belirtecler i¢in negatif olan
timor hiicrelerinden 100 kat daha fazla tlimor baglatict potansiyel gdostermistir. On
timorden elde edilen veriler, bu ii¢ yiizey belirtecini ifade eden hiicrelerin tiim
pankreas kanseri hiicrelerinin sadece % 0,2'sini olusturdugunu gostermistir. Bu nadir
poptilasyon, NOD-SCID farelere enjekte edildiginde simdiye kadar goriilen en yiiksek
timorijenik potansiyeli gostermistir. Sadece 100 tane CD44*/CD24*/ESA™ hiicre 12

farenin 6'sinda tiimor olusturmak icin yeterli olmustur. Kanser kok hiicreleri



belirtecleri icin negatif olan hiicreler ise cok daha az tiimdrijenik kapasite gdstermistir.
Bunlardan 12 farenin 1'inde dahi tiimor olusturabilmek i¢in en az 10.000 hiicre
gerekmistir (C. Li et al., 2007).

Ozellikle, iki g¢aliyma FOXO3 transkripsiyon faktdriiniin pankreas kanseri
hiicrelerinde CD44 ekspresyonu i¢in gerekli olduguna dair kanit saglamistir.
FOXO03/c-AMP/PCG-1/piruvat dehidrojenaz-Al igeren metabolik yolun pankreas
kanseri hiicrelerinde CD44 ekspresyonu ve kanser kok hiicresi 6zellikleri i¢in esas
oldugu bulunmustur (Kumazoe et al., 2017).

Hermann ve ark. kok hiicre belirteci CD133 kullanarak insan pankreas timori
orneklerinde bir kanser kok hiicresi popiilasyonu tanimlamislardir. Akis sitometrisi
analizi, timor kitlesinin %1 ila %3,2’sinin CD133* hiicreleri i¢erdigini gostermistir.
500 adet CDI133" hiicrenin ortotopik implantasyonu atimik farelerde tiimor
tiretebilmis, oysa 1x10° CD133- hiicresinin tiimorojenik kapasitesinin olmadig
gozlemlenmistir. Bu KKH niifusunun epitelyal farklilasma belirteci olan sitokeratini
ifade etmedikleri de goriilmiistiir. Bu durum bu hiicrelerin tiimor kitlesi hiicrelerinden
farkl1 bir progenitor popiilasyonu oldugunu diistindiirmektedir. CD133" KKH'lerinin
%0,1'inde CD44 ve CD24' iin birlikte ekspresyonu da gézlenmistir; bu durum ise ¢oklu
ve farkli olmak tizere bir¢ok popiilasyonun mevcut olabilecegi ihtimalini ortaya

koymaktadir.

2.4 Notch Sinyal Yolag:

Doku gelisimi sirasinda belirli hiicresel topluluklarin olusturulmasi, hiicre ¢ogalmast,
farklilagma, iletisim, gé¢ ve Oliim arasindaki karmasik bir etkilesime dayanir. Bu
hiicresel programlar1 koordine eden sinyal isaretleri arasinda, Notch yolagi, tiim
metazoanlar boyunca hiicre kaderinin ana bir belirleyicisi olarak yaygin sekilde kabul
edilen yliksek oranda korunmus bir hiicre sinyal sistemidir. Memeliler NOTCHI,
NOTCH2, NOTCH3 ve NOTCH4 olmak iizere dort farkli Notch reseptoriine sahiptir
(Kumar, Juillerat-Jeanneret, & Golshayan, 2016). Notch, tek gecisli bir transmembran
reseptor proteinidir. Kalsiyuma bagimli, kovalent olmayan bir etkilesimle, kisa bir
hiicre dis1 bolgeden, tek bir transmembran gegisi ve kiigiik bir hiicre i¢i ¢entikten ve
biiyiik bir hiicre dig1 béliimden olugan bir hetero-oligomerdir. Embriyonik gelisimin

diizenlenmesinde biiyiik rol oynar (Brou et al., 2000).



Notch sinyalizasyonu, Notch reseptorleri ve bitisik hiicrelerdeki ligandlar1 arasindaki
etkilesimler tarafindan tetiklenir. Reseptor aktivasyonu, soylara 6zgii belirleyicilerin
baskilayicilart olarak islev géoren HES (Hairy-Enhancer of Split) ailesi genleri dahil
olmak iizere, Notch hedef gen indiiksiyonu ile sonuglanir. Buna karsilik, bu jukstakrin
(dogrudan bitisik hiicreye) sinyal mekanizmasi, bir hiicrenin konumuna ve
komsularinin bilesimine goére soy Ozelliklerini dinamik olarak diizenler. Yolagin
diizeni ve isleyisinde siradis1 bir sadelik — zardan ikinci haberci amplifikasyonu ve
diizenlemesi olmayan ¢ekirdege giden dogrudan bir yol — goze carpmaktadir. Bir
yandan da bu sadelik, Notch aktivasyonun hiicreleri gelisimsel yollara doku ve zamana
bagli bir sekilde yonlendirebiliyor olmasiyla ¢elismektedir. Bu nedenle Notch yolagi,
hiicrelerin komsu hiicrelerden ve fiziksel hiicre dig1 ortamdan gelen ¢ok sayida girdiyi,
doku morfogenezi ile hiicre kaderi belirlenimini koordine etmek igin nasil
birlestirdigini incelemek icin ideal bir paradigma saglar. Notch, baz1 dokularda (6rn.;
deri keratinositlerinde (Blanpain & Fuchs, 2006) ve akcigerde (Lafkas et al., 2015))
hiicresel farklilagsmayi tesvik ederken, genellikle kas, bagirsak, hematopoetik ve sinir
kok hiicrelerinde sinyal aktivasyonu kok hiicre sagkalimi ve ¢ogalmasi ile iliskilidir
(Bjornson et al., 2012; Fre et al., 2005; Pellegrinet et al., 2011; Philippos et al., 2012;
Shen et al., 2004; Varnum-Finney et al., 2000).

Notch sinyal yolagi kok hiicrelerde aktif olan en 6nemli sinyal yolaklarindan birisidir.
Ozellikle kok hiicrelerin gogalmasi ve farklilasmasinda kilit konumdadir. Notch
yolagi, interseliiler iletisimde gdrevli olmasinin yaninda hiicresel kendini yenileme,
apoptozis, farklilasma ve ¢ogalmayi kontrol ederek intestinal, néronal, meme ve over
gibi bir¢ok dokunun homeostazini regiile eder. NOTCH]1, pankreatik embriyogenezde
pankreatik progenitér hiicrenin kendi kendine yenilenmesini ve ekzokrin hiicre
serilerinin gelisimini destekleyerek dnemli bir rol oynamaktadir (Miyamoto et al.,

2003a).

2.4.1 Pankreas Kanseri ve Kanser Kok Hiicrelerinde Notch Yolaginin Rolii

Normal gelisen bir pankreasta, Notch sinyal yolaginin, kendini yenileme ve
farklilagsma arasindaki dengenin onemli bir diizenleyicisi oldugu gdsterilmistir
(Apelqvist et al., 1999; Jensen et al., 2000). Notch sinyal yolunun inhibisyonu,
pankreas progenitor hiicrelerinin tiikenmesine yol acar (Apelqvist et al., 1999; Hald et
al., 2003; Jensen et al., 2000). Tersine, uyarilmis Notch aktivasyonu ise pankreas



epitelyal farklilagmasin1 onler ve farklilasmamis pankreas progenitdr hiicrelerinin
sirkiilasyonunun artmasina neden olur (Hald et al., 2003).

Notch sinyal yolaginin aktivasyonu pankreatik karsinogenezin erken evrelerinde
meydana gelir. Hem insan ¢alismalar1 hem de fare modelinde Notch yolag: bilesenleri
ve NOTCHI1 hedeflerinin pankreas kanseri ve Onciillerinde up-regiile oldugu
gosterilmistir. Bu yolagin kok hiicrelerde aktif ve 6nemli olan WNT/B-catenin sinyal
yolagiyla da yogun bir etkilesim halinde olmasi sebebiyle sinyal yolaklar1 arasindaki
bu etkilesimlerin tlimorlerin  agresifliginde biiyiik etkiye sahip oldugu
diistiniilmektedir. (Bao et al., 2011; Miyamoto et al., 2003a; Vorvis, Koutsioumpa, &
Iliopoulos, 2016). KRAS proto-onkogenindeki aktive edici mutasyonlar, pankreas
kanserinde ve varsayilan onciil lezyonlarinda, pankreas intraepitelyal neoplazisinde
(PanIN) hemen hemen her yerde goriiliir (Jones et al., 2008). Notch-1, Kras'in 6nemli
bir downstream aracisidir ve araliksiz Notchl sinyalinin, Ras mutant hiicrelerinin
transforme fenotipinin korunmasinda gerekli oldugu gosterilmistir. Ayrica, Notch
sinyalizasyonunun Kras ile sinerjize oldugu, PanIN'in baslatilmasini ve ilerlemesini
tesvik ettigi bildirilmistir (J.-P. De La O et al., 2008). Yapilan son ¢alismalar, Kras'in
hiicreleri doniistiirme yeteneginin, Notch sinyal yolu ile igbirligine de baglh oldugunu
gostermistir (Weijzen et al., 2002). Bugiine kadar, Kras hedefli ajanlar1 6zellikle
kanser hiicrelerini 6ldiirmek i¢in gelistirme girisimleri hayal kiriklig1 yaratmistir (Van
Cutsem et al., 2004). Pankreas kanseri tedavisinin belirlenmesinde Notch sinyal
inhibisyonu 06zellikle cazip olacaktir, ¢iinkii bu yol normal yetigkin pankreas
homeostazinda 6nemli bir rol oynamiyor gibi goriinmektedir.

Pankreas kanserinin Notch sinyal yoluna bagli molekiilleri asir1 ifade ettigi
gosterilmigstir. Pankreas kanserinde yiiksek miktarda Notch reseptorleri, Notch
ligandlar1 ve Notch hedef genleri ekspresyonu goézlenmistir (Biichler et al., 2005; J.-P.
De LaOetal., 2008; J. P. De La O & Murtaugh, 2009; Kimura et al., 2007; Miyamoto
et al., 2003b; Mullendore et al., 2009; Sawey, Johnson, & Crawford, 2007). Dahast,
TGF-a-indiiklemeli asiner-duktal gecis i¢in Notch aktivitesi gereklidir. Notch
aktivasyonunun y-sekretaz inhibitorleri (GSI) ile 6nlenmesi, TGF-a ile tedavi edilmis
hiicrelerde asiner-duktal metaplaziyi dnler (Miyamoto et al., 2003a). Spesifik siRNA
kullanilarak Notch-1'in down-regiilasyonu veya GSI ile tedavi, azalmis proliferatif
oranlar, artmis apoptoz, azalmis hiicre gogili ve pankreas kanseri hiicrelerinin invaziv

ozelliklerinin azalmasi ile iliskili oldugu bulunmustur.



Pankreas kanseri fare modellerinde Notch sinyal yolaginin, y-sekretaz inhibitorii (GSI)
tarafindan inhibe edilmesinin tiimdr olusumunu tamamen bloke ettigi gosterilmistir
(Plentz et al., 2009). Notch sinyalizasyonunun diizensiz aktivasyonunun, pankreas
kanserlerinde farklilasmamis Onciil hiicrelerin birikmesine yol agcan ve kanser kok
hiicrelerinin hayatta kalmasini tesvik eden tetikleyici bir olay olabilecegini gosteren
kanitlar da vardir (Lomberk & Urrutia, 2008). Abel ve ark. primer insan pankreas
kanseri hiicreleri kullanilarak olusturulan ksenogreftlerde, kanser kok hiicrelerinde
(CD44*/CD24*/ESA™) Notch 1-3, Hesl, Jag2 ve DDLI1 de dahil olmak {izere Notch
yolag1 bilesenlerinin ifadelerinin arttigim gostermistir. Notch yolagimin bir gama
sekretaz inhibitorii olan R0492907 veya Hesl shRNA ile inhibe edilmesi, kanser kok
hiicresi sayisini ve tiimor sferoidleri olusumunun yilizdesini azaltmistir. Ayrica,
NOD/SCID farelerdeki ortotopik pankreas tlimorlerinin in-vivo olarak gama-sekretaz
inhibitoriit MK-0752 ile tedavisi, timor biiyiimesini bloke etmis ve tiimdrlerde KKH
popiilasyonunun azalmasini saglamistir (Abel et al., 2014). Benzer sekilde, Wang ve
ark. pankreas kanser kok hiicrelerinde KKH-olmayan popiilasyona kiyasla daha
yiiksek Notchl ekspresyonu bulmuslardir (Y. H. Wang et al., 2009). Ji ve ark.,
CDA44%/CD133" pankreas KKH'lerinin yiiksek seviyede Notchl ve Notch2 ifade
ettiklerini ve miR-34 tedavisinin her iki reseptoriin ifadesinin de diisiirdiigiini

bildirmislerdir (Ji et al., 2009).

2.5. MikroRNA’larin (miRNA) Biyogenezi (Olusumu) ve islevleri

[1k mikroRNA’nin (miRNA), lin-4, 1993 yilinda Caenorhabditis elegans'ta (R. C. Lee
& Ambros, 2001; Wightman, Ha, & Ruvkun, 1993) Ambros ve Ruvkun’un gruplari
tarafindan kesfedilmesi molekiiler biyoloji alaninda devrim yaratmistir. O zamandan
beri miRNA'lar tiim hayvan modeli sistemlerinde tespit edilmis ve bazilarinin tiirler
arasinda yliksek oranda korundugu gosterilmistir (Davis-Dusenbery & Hata, 2010;
Friedlander et al., 2014; S. C. Li et al., 2010; Pasquinelli et al., 2000).

miRNA'lar giiglii sekonder yap1 motifleri ile en ¢ok ~ 22 niikleotitten olusan tek iplikli
RNA transkriptleridir. Cogu durumda, miRNA'lar ekspresyonu baskilamak i¢in hedef
mRNA'larin 3'UTR'si ile etkilesime girerler (Ha & Kim, 2014). Bununla birlikte,
miRNA'larin 5'UTR, kodlama dizisi ve gen promotorleri dahil diger bolgelerle
etkilesimi de rapor edilmistir (Broughton, Lovci, Huang, Yeo, & Pasquinelli, 2016).

Ayrica, miRNA'larin belirli kosullar altinda gen ekspresyonunu aktive ettigi



gosterilmistir (Vasudevan, 2012). Son donemlerde yapilan ¢alismalar, miRNA'larin,
translasyon oranmi ve hatta transkripsiyonu kontrol etmek i¢in farkli alt hiicre
kompartmanlar1 arasinda gidip-geldigini gostermistir (Makarova, Zhang, & Koonin,
2017).

miRNA biyogenezi, RNA polimeraz II/IIl transkriptlerinin post- ya da ko-
transkripsiyonel olarak islenmesiyle baglamaktadir (Ha & Kim, 2014). Hali hazirda
tanimlanmis tim miRNA'larin yaklagik yarisi intrageniktir (ayn1 gen iizerinde) ve
cogunlukla intronlardan ve nispeten az sayida protein kodlayan gen ekzonundan
islenirken, digerleri intergeniktir (kromozom iizerinde baska gende), bir host geninden
bagimsiz olarak kopyalanir ve kendi promotdrleri tarafindan diizenlenirler (De Rie et
al., 2017; Kim & Kim, 2007).

Hiicre proliferasyonu, hiicre oliimii, yag metabolizmasi, noronal modelleme,
hematopoetik farklilasma, bagisiklik, yaprak ve ¢igek gelisiminin kontrolii gibi cesitli
islemlerde islevleri olan bir dizi miRNA bilinmektedir (He & Hannon, 2004).
miRNA'lar tarafindan diizenlenen genleri bulmak i¢in hesaplama teknikleri ve
biyoinformatik algoritmalar, bu 6rneklerin toplam miRNA sisteminin ¢ok azin1 temsil
ettigini gostermistir. miRNA'larin, memelilerdeki belirli siireglerin diizenlenmesinde
kilit rolleri bulunmaktadir. Gen regiilasyonunda 6nemli ve gii¢lii bir ara¢ olmalari

onlar1 potansiyel terapdtik hedefler yapmaktadir.

2.5.1. Pankreas Kanserinde MikroRNA’larin (miRNA) Rolii

Pankreas kanseri hiicrelerinde c¢esitli miRNA'lar tiimor baskilayicilarin ifadesini
inhibe eden onkogenik mediatérler olarak gorev yapmakta ve pankreas kanserinin
gelismesine ve ilerlemesine neden olmaktadirlar. Ote yandan, bazi miRNA'lar
onkogenlerin ifadesini downregiile eden ve bdylece kanser biiylimesini ve
saldirganligini inhibe eden tiimor baskilayicilar olarak islev gormektedirler. Pankreas
pre-kanserli ve kanserli hiicrelerde, belirgin sekilde artmis onkojenik miRNA
seviyeleri ve azalmig tiimor baskilayict miRNA seviyeleri bulunmustur (Munding et
al., 2012; Zhang et al., 2015).

Pankreas kanserinde genelde down-regiile durumda olan miR-217, KRAS"
diizenleyebilme ve bir tiimor baskilayici olarak islev gorebilme 6zelliklerine sahiptir
(L. S. Lee et al., 2014). miRNA mikroarray yontemi ile tlimor dokular1 kullanilarak

yapilan ¢aligmalarda miR-34a ve miR30d ekspresyonlar1 azalirken miR-21



ekspresyonunun arttigini  gosterilmistir; bu, kanserli dokunun temizlenerek
cikarilabilecegi (rezektabl) pankreatik duktal adenokarsinomali hastalarda kotii
sagkalim oranlar ile iligkilidir (Jamieson et al., 2012). Hamada ve ark. (S. Hamada et
al., 2012; Shin Hamada et al., 2013) pankreatik duktal adenokarsinomada miR-126 ve
miR-197 ekspresyonunu tanimlayarak miR-126min bir tiimor baskilayici olarak etki
ettigini, miR-197’nin ise p120-katenin’i hedefleyerek pankreas kanseri hiicrelerinde
epitelyal-mezenkimal gecisi indiikledigini gdstererek miR-197/p120-katenin
iliskisinin yeni bir terapotik hedef olabilecegini ileri siirmiislerdir. Diger fonksiyonel
caligmalar, miR-367'nin in-vitro pankreas kanseri yayilimini ve in-vitro olarak

metastazi tesvik ettigini ve Smad7'yi diisiirdiglinii gostermistir (Zhu et al., 2015).

miR-196a'nin ekspresyonu, cerrahi olarak temizlenmesi miimkiin olmayan pankreas
tiimorii olan hastalarda up-regiile olarak bulunmus ve kanser progresyonu ve kotii
prognoz ile korele oldugu goriilmistiir (Kong et al., 2011). Cok sayida caligma,
secilmis mikroRNA'larin (plazma miR-221) yiiksek ekspresyonunun pankreas
kanserinin distal metastazlariyla korele oldugunu veya tiimdr rezeksiyonundan sonra
onemli Ol¢lide azaldigini gdstermistir (plazma miR-221 ve miR-18a) (Bettegowda et
al., 2014; Morimura et al., 2011). 197 pankreas kanseri hastasindan alinan serum
orneklerinde miRNA ekspresyon profili, miR-25’in asir1 ekspresyonunu ortaya
cikarmig ve daha biiyiik bir hasta grubunu igeren sonraki ¢alismalar, serum miR-25'in
pankreas kanserinin erken tespiti i¢in yeni bir biyobelirte¢ olarak gii¢lii bir potansiyele

sahip oldugunu dogrulamistir (Deng et al., 2016).

2.5.2. MikroRNA’larin (miRNA) Kanser Tedavisinde Kullanimi

miRNA’lar insan genomundaki protein kodlayan genlerin yaklasik %30’unu kontrol
eden kodlanmayan-RNA’lara (non-coding RNAs) dahil bir ailedir ve c¢ogalma,
farklilagsma, apoptoz, strese yanit gibi birgok biyolojik siirecte hedef genleri post
transkripsiyonel seviyede regiile ederek kritik rol oynamaktadirlar.

Gilinlimiizde, kanserde miRNA temelli hedefe yonelik terapdtik stratejiler;

1 - Timor baskilayict miRNA mimic (miRNA taklit¢ileri) ve

2 - Anti-miR'ler/antagomiR'ler olarak bilinen ve onko-miR’lerin etkisini engelleyen
miRNA inhibitorlerinin terapotik olarak uygulanmasini igerir (Cheng et al., 2015;

Garzon, Marcucci, & Croce, 2010; Ling, Fabbri, & Calin, 2013).
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Cift sarmal miRNA-mimik’ler, miRNA ekspresyon kaybin1 geri kazanmay1
amaglarken, anti-miR'ler, tek sarmalli (anti-sense) oligoniikleotitler (miRNA
molekiillerini hedeflemek icin tamamlayic1 yapilar), onkojenik Ozellikleri tasiyan
mRNA'lar1 hedeflemek, ilag direncini ve kanser kok hiicresi sagkalimini ve
stirdiiriilmesini etkilemek {izere tasarlanmistir (Cheng et al., 2015; Garzon et al., 2010;
Ling et al.,, 2013). miR mimiklerinin ve antimiRs/antagomiR'lerin kanser klinik
caligmalarinda terapotik kullanimlart i¢in, hedef mRNA'lar igin baglanma
afinitelerinin, kan dolasimindaki stabilitelerinin, farmakokinetiklerinin yani sira
kanser hiicrelerine/dokusuna taginma verimlerinin gelistirilmesini gerekmektedir.
Pankreas kanserinde hedef mRNA ifadesini diizenlemek i¢in terapdtik miRNA'larin
sistemik kan ortami, tiimor dokusu ve timor hiicresi mikrogevresi de dahil olmak tlizere
bir dizi biyolojik engeli degrade olmadan geg¢mesi ve son olarak kanser hiicrelerinin
sitozolline saglam olarak ulagmalar1 gerekmektedir. Yiiksek molekiiler agirlik ve
negatif yiik nedeniyle, miRNA'lar zayif membran penetrasyonunu gostermekte ve
dolayistyla in-vivo kararsizlik, bi¢imsiz biyo-dagilim ve hedef dis1 etkiler
gostermektedirler. miRNA'nin sistemik dagitimindaki ilk zorluk, miRNA'y1 kan
dolasiminda saglam ve stabil tutmaktir. Bu noktada devreye nanolipozomlar
girmektedir. Nanolipozomlarin spesifik olarak tiimor hiicrelerini hedef almamakla
birlikte, timor ile iliskili endotelin gegirgenligi ve retansiyon etkisinin artmasi
nedeniyle, tiimor dokularinda pasif olarak birikmeleri sayesinde miRNA iletimi
gerceklesir.

miRNA bazli terapotiklerin pre-klinik hayvan ¢alismalarinda (Arora et al., 2014; Q.
L. Hu et al., 2013; Janssen et al., 2013; Jopling, Yi, Lancaster, Lemon, & Sarnow,
2005; Y. Li & Sarkar, 2016; Ohno et al., 2013; Pai, Rachagani, Are, & Batra, 2013;
Pramanik et al., 2011; Y. Wu et al., 2013) basarili oldugu, bazilarinin ise kanser ve
diger hastaliklar i¢in insan klinik ¢aligmalarina gittigi gosterilmistir (Bader, 2012;
Janssen et al., 2013; Seto et al., 2018). Ilk miRNA bazli klinik galisma, Hepatit C
viriisli ile enfekte olan karaciger hiicrelerinde miR-122'yi hedef alan LNA bazli bir
miRNA inhibitorii kullanilarak Faz II'ye gecen MIRAVIRSEN olmustur (Janssen et
al., 2013). Bir baska miRNA-mimik ilac1 olan MRX34, Faz I klinik deneyinde lipid
bazli bir nanopargacik olarak, karaciger gibi kati tiimorleri tedavi etmek i¢in, ayni
zamanda hematolojik malignitelerin tedavisi i¢in kullanilmistir (Bader, 2012). Ne
yazik ki, bu caligma yakin zamanda ilacin yan etkileri nedeniyle sonlandirilmistir. Bir

anti-miR-155 (inhibitér) tedavisi olan COBOMARSEN, yetiskin T hiicreli

11



l6semi/lenfoma hastalar1 i¢cin devam etmektedir ve objektif hastalik lgilimlerinde

iyilesme ile bes aydan uzun siiren klinik yanit gostermistir (Seto et al., 2018).

2.5.3. hsa-miR-193 Ailesi

miRBase mikroRNA dizi veritabanindaki bilgiler temel alindiginda, miR-193 ailesi
bunlardan yedisinin giivenirligi yiiksek olan 56 miRNA dizisi icermektedir. Bunlar
arasinda, sirastyla 17 (chrl7: 31559996-151560083) ve 16 (chrl6: 14303967-
14304049) sayili kromozomlarda bulunan miR-193a ve miR-193b vardir. Bu
mikroRNA’lar olgun formda, evrim siirecinde oldukc¢a iyi korunmus, uzunluklari 22
niikleotitten olusan kisa-kodlamayan RNA'lardir .

Yakin zamanda, miR-193’{in normal hiicrelerde ¢ogalma ve hiicre dongiisii
regiilasyonunu kisitlayabilecegi belirtilmistir. Buna karsilik, miR-193’iin hem sivi
hem de kati timorlerde tiimor baskilayicr islevi gordiigii de bulunmustur (Grossi,
Salvi, Abeni, Marchina ve De Petro, 2017). Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada
miR-193b ifadesi insan adipoz kaynakli mezenkimal kok hiicrelerinden (hADSC'ler)
kondrosit gelisiminde belirlenmistir. Ayrica, erken kondrogenezde 6zellikle biiyiime
biliylime faktorii f2 (TGF - B2) ve TGF BR3’1i 3'UTR bolgelerinden hedefleyen miR-
193b-3p'nin inhibe edici aktivitesi de arastirilmistir (Hou ve dig., 2015).

Son calismalar1 takiben miR-193b'nin DNA metilasyonu, ilag duyarliligi ve timor
metastazinda 6nemli bir rol oynadig1 disiiniilmektedir (Gao ve ark. 2011). Ayrica,
epidermis karsinogenezi sirasinda miR-193b-3p/365a kiimesinin, RAS ve Myc
yolaklarinda MAX ve KRAS dahil olmak iizere spesifik hedeflerin baskilanmasiyla
anti-tiimoral etkisi teyit edilmistir (Gastaldi et al., 2014).

miR-193b-3p'nin pankreatik duktal adenokarsinom (PDAC) 6rneklerinde ve hiicre
hatlarinda down-regiile oldugunu ortaya koyan ¢alismalar bulunmaktadir. Ek olarak,
miR-193b'nin G1 fazi durmasinin (arrest) uyarilmasiyla pankreas kanseri hiicrelerinde
bir hiicre dongiisli inhibitdrii olarak etki ettigi ve bununla birlikte hiicre ¢ogalmasini
diizenledigi bulunmustur. miR-193b ayrica KRAS'm AKT ve ERK yolaklar
tizerinden dogrudan hedeflenerek pankreas kanseri hiicrelerindeki malign
transformasyon fenotipini de baskilamaktadir (Jin ve digerleri, 2015). Bunun yani sira,
miR-193b, pankreas kanserinde mitojenle-aktive protein kinaz (MAPK) ile de
baglantilidir (Ikeda, Tanji, Makino, Kawata ve Furukawa, 2011).
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Hiicre Kiiltiirii

Caligmada kullanilan PANC-1 ve MiaPaCa-2 insan pankreas kanseri hiicre hatlari
Texas Universitesi MD Anderson Kanser Merkezi Hiicre Hatti Merkezi’nden temin
edilmigtir. PANC-1 hiicre hatt1 pankreatik duktal adenokarsinoma kaynakli ve kotii
diferansiye hiicrelerdir. MiaPaCa-2 hiicre hatt1 ise pankreatik adenokarsinoma
kaynakli kotii diferansiye hiicrelerdir. Bu hiicre hatlariin sec¢ilme sebebi pankreas
kanseri modelinde genellikle kullanilan, morfolojik ve genetik karakteristikleri iyi

calisilmis hiicreler olmalaridir.

PANC-1 ve MiaPaCa-2 hiicreleri, %10 oraninda Fetal Bovin Serumu (FBS)
(35016CV, Corning, USA) ve Penisilin/Streptomisin (100 unit/ml) (30002CL,
Corning, USA) eklenmis DMEM/F12 (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)
(10090CV, Corning, USA) besiyerinde, 37°C sicaklik ve %5 CO2/ %95 atmosferik
hava barindiran inkiibatér (3010, Thermo Scientific, ABD) kosullarinda
cogaltilmislardir.

3.2. Floresanla Aktive Hiicre Ayirma (FACS) Yontemi ile PANC-1 ve MiaPaCa2

Hiicre Hatlarindan Kanser Kok Hiicrelerinin izole Edilmeleri

PANC-1 ve MiaPaCa-2 hiicreleri 10x10° hiicre elde edilebilecek miktarda
cogaltildiktan sonra floresanla aktive hiicre aymrma (FACS) yontemiyle
/EpCAMkanser kok hiicrelerinin izolasyonu akim sitometri cihazi kullanilarak

yapilmustir.

Bunun i¢in hiicreler flasklar1 %90 kapladiktan sonra, % 0,25 Tyripsin-EDTA (TD-
4049-100, Sigma, ABD) kullanilarak flask ylizeyinden kalkmalar1 saglanmistir.
Ardindan 1000 rpm x 5 dakika siireyle santrifiij edilmislerdir. Hiicre sayimi, Countess
IT otomatik hiicre sayim cihazinda (AMQAX100, Thermo Scientific, ABD) Tripan
mavisi kullanilarak yapilmistir. Hiicre sayisinin belirlenmesinden sonra, hiicreler
uygun boyama tamponu (RUO-554656, Beckton Dickinson, ABD) igerisine alinarak
hiicre konsantrasyonu 5x10%ml hiicre olacak sekilde tekrar siispansiyon haline

getirilmiglerdir. Daha sonra, hiicreler CD133-PE (12-1338-42, ThermoScientific,
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ABD) (10ul/108 hiicre), CD44-APC (17-0441-82, ThermoScientific, ABD) (10ul/10°
hiicre) ve EpCAM-AlexaFluor488 (53-8326-42, ThermoScientific, ABD) (10ul /10°
hiicre) ile floresan bagli antikorlar ile 20 dakika boyunca karanlikta 4°C’de inkiibe
edilmislerdir. Inkiibasyon siiresi sona erdikten sonra, hiicreler 1000 rpm'de 5 dakika
santrifiij edilmis ve %1 BSA ile takviye edilmis fosfat tamponlu (PBS) ile yeniden
siispanse edilmiglerdir. Daha sonra, hiicreler, MD Anderson Kanser Merkezi Akis
Sitometrisi ve Hiicresel Goriintiileme Analizi Merkezi'nde bulunan FACS Aria 11
(Beckton Dickinson, ABD) floresanla aktive edilmis hiicre analiz cihazi kullanilarak
/EpCAMpopiilasyonu (kanser kok hiicreleri) (CSC) ve “/EpCAM- kanser kok hiicresi-

olmayan (non-CSC) hiicre popiilasyonu olarak izole edilmislerdir.

3.3. Tiimor (Sferoid) Olusturma Kabiliyeti Deneyi

Kanser kok hiicre izolasyonundan sonra, tiimorosfer olusturma kabiliyetini 6l¢mek
icin hiicreler, Mammocult proliferasyon takviyesi (05622, StemCell Technologies,
ABD) eklenmis Mammocult Insan Tiimérosfer Besiyeri (37°C) (05620, StemCell
Technologies, ABD) ile siispansiyon haline getirilmistir. 0,48 ug / ml Hidrokortizon
(07925, StemCell Technologies, ABD) ve 4ug/ml Heparin (07980, StemCell
Technologies, ABD) ve hiicrelerin zeminine yapigsmasini engelleyen 6zel 6 kuyucuklu
plakalara (ultra-low adherent) (27145, StemCell Technologies, ABD) kuyucuk basina
1x103 hiicre olacak sekilde ekilmislerdir. Devaminda tiimorosfer olusumu takip
edilmis ve tiimorosferler kristal viyole ile boyanarak en az 50 hiicreden olusan tiimor
kiireleri Image J yazilimi kullanarak sayilmigtir. Birbirinden bagimsiz en az 3 sayim

yapilmustir.
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3.4. Yumusak Agarda Koloni Olusturma Deneyi

Alt agaroz tabakasinin hazirlanmasi;; HBSS (Hank’s Balance Salt Solution)
(14025092, Gibco, ABD) kullanilarak %5 agaroz (05077, Sigma, ABD) ¢ozeltisi
hazirlanmis ve 15 dakika 121°C’de otoklavlanmistir. Daha sonra bu karisimin kiigiik
bir miktarima son agar konsantrasyonu %0,5 olana kadar besiyeri (37°C) ilave
edilmistir. 12 kuyucuklu steril hiicre kiiltiirii plakasinin her kuyucuguna bu karisimdan
0,8 ml eklenmis ve oda sicakliginda 30 dakika boyunca katilagmasi saglanmistir.
Agaroz-hiicre karigimi iist tabakanin hazirlanmasi; /EpCAM kanser kok hiicreleri
santrifiij edilip PBS ile yikandiktan sonra, Mammocult proliferasyon takviyesi (05622,
StemCell Technologies, ABD), 0,48 ug / ml Hidrokortizon (07925, StemCell
Technologies, ABD) ve 4ug/ml Heparin (05622, StemCell Technologies, ABD) ile
tamamlanan besiyeri ile yeniden silispanse edilmiglerdir. Daha sonra %5 agaroz
¢Ozeltisi ve hiicre siispansiyonu, son agaroz konsantrasyonu % 0,3 (1x10°* hiicre /0,8
ml) olacak sekilde homojen olarak karigtiritlmistir. 12 kuyucuklu bir plaka kullanilarak
her bir kuyucuga 0,8 ml hiicre-agaroz karisimi, katilastirilmig alt agaroz tabakasi
iizerine ilave edilmis ve inkiibatérde 30 dakika boyunca katilagsmasi saglanmistir. 30
dakika sonra, agarozun kurumasini 6nlemek i¢in iistiine 800 ul besiyeri eklenerek %95
hava ve %5 CO0; karisimi ile 37 © C ‘deki inkiibatore alinmistir. Koloni olusumu 3 hafta
izlenmis, sonra koloniler %0,1 kristal viyole ile boyanmis ve Image J yazilimi

kullanilarak sayilmustir.
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3.5. siRNA ve miRNA Transfeksiyonlar:

Hiicreler, 6 kuyucuklu steril hiicre kiiltiirii plakalarmma (1x10° hiicre/kuyucuk)
ekildikten 24 saat sonra, 100 uM siRNA ve 100 uM negatif kontrol siRNA, 50 uM
miR-193b-3p-mimik ve 50 uM negatif kontrol miRNA mimik, HiPerfect

transfeksiyon ajani ile karistirilarak hiicreler transfekte edilmistir. siRNA-Hiperfect ve

miRNA-HiPerfect karisimlari, FBS ve penisilin/streptomisin icermeyen DMEM/F12

besiyeri ile siispanse edilmistir. 5 saatlik inkiibasyon siiresinden sonra, transfeksiyon

besiyeri alinarak her kuyucuga %10 FBS ve %] penisilin/streptomisin ile takviye

edilmis 2’ser ml DMEM/F12 besiyeri ilave edilmistir. Hiicreler 72 saat inkiibe edilmis

ve western blot analizi i¢in toplanmuslardir. Ayni1 igslem, PCR analizi i¢in kullanilacak

hiicrelere de yapilmistir.

Tablo 1. Transfeksiyon i¢in kullanilan iiriinler

isim

Katalog No

Firma

Notchl siRNA -1

SASI Hs02 00350287

Sigma-Aldrich, ABD

Notchl siRNA -2

SASI Hs01 00052328

Sigma-Aldrich, ABD

Notch2 siRNA -1

SASI Hs01 00068799

Sigma-Aldrich, ABD

Notch2 siRNA -2

SASI Hs01 00068800

Sigma-Aldrich, ABD

Negatif Kontrol siRNA SIC001 Sigma-Aldrich, ABD
hsa-miR-193b-3p-3p Mimik | 4464067 Ambion, Thermo
(miRBase Accession: Fisher Scientific, ABD
MIMATO0002819)

Negatif Kontrol miRNA | 4464059 Ambion, Thermo
mimik Fisher Scientific, ABD
HiPerfect Transfeksiyon | 301705 Qiagen, ABD

Ajant

16



3.6. Migrasyon Deneyi

Migrasyon kapasitesindeki degisimi Ol¢ebilmek i¢in in-vitro yara iyilesmesi deneyi
kurgulanmistir. Bunun i¢in 6-kuyucuklu steril hiicre kiiltiirii plaklarina ekilen siRNA
ve miRNA’lar ile transfekte edilmis hiicrelerin yapistig1 flask taban1 200 ul’lik steril
pipet ucu ile boydan boya c¢izilmistir (0. saat). Ardindan yiizen hiicreleri ortamdan
uzaklastirmak i¢in besiyeri degisimi yapilmistir. Sonra 0., 24., ve 48. saatlerde faz-
kontrast mikroskobu (Nikon Eclipse TE-200-U, Japonya) kullanilarak ¢iilen alanlarin
fotografi ¢ekilmistir. Migrasyon, belirlenen her bir zaman aninda (0., 24. ve 48.
saatler) hiicre tabakasi ¢izilerek olusturulan kenarlardan hiicrelerin gog¢ ettikleri
mesafeler Olciilerek hesaplanmigtir. Deneyler 3 tekrarli olarak yapilmistir. Migrasyon
0. ile 24. saatler arasinda g¢ekilen fotograflarla 24. ve 48. saatlerde ¢ekilen fotograflar
karsilagtirilarak gdsterilmistir. Her deney i¢in en az 5 rastgele ortiismeyen fotograf,

Image]J yazilimi (NIH, Bethesda, ABD) kullanilarak test edilmis ve dl¢lilmiistiir.

3.7. Invazyon Deneyi

Invazyon testi matrijel (0,7 mg/mL; 356234, BD Biosciences, ABD) ile kaplanmis
gecirgen membranl transwell sistemi (8 pm por boyutlu; 353097, Fisher Scientific,
ABD) kullanilarak yapilmistir. siRNA ve miRNA’lar ile transfekte edilmis hiicreler
bu transfeksiyonlar yapildiktan 72 saat sonra transwell sistemindeki iist kuyucuklara
serumsuz besiyerinde (4x10* hiicre/100ul) alinmislardir. 24 saat bu sekilde inkiibe
edilerek %10 FBS iceren besiyeri bulunan alttaki kuyucuklara invazyonlar
izlenmistir. Siirenin sonunda invaze olan hiicreler fikse edilerek Hema3 Boyama Kiti
(22-122911, Fisher Scientific, ABD) ile boyanmislardir. Altta kalip invaze olmayan
hiicreler pamuklu ¢ubuk yardimiyla silinerek uzaklastirilmislardir. Invaze olan
hiicreler 151k mikroskobu kullanilarak sayilmis ve sayim en az 5 farkli alanda yapilarak
ve 3 tekrarli olacak sekilde kurgulanmistir. Goriintiiler Image) yazilimi (NIH,
Bethesda, ABD) kullanilarak test edilmis ve dl¢lilmiistiir.
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3.8. hsa-miR-193b-3p-3p icin Lusiferaz Raportor Deneyi

96-kuyucuklu hiicre kiiltiirii plaklarma 1x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekilen
hiicreler 24 saat inkiibasyona birakilmislardir. Sonra Notch2'nin 3’UTR'sinde miR-
193b-3p i¢in baglanma yerlerini iceren pEZX-MT06 miRNA raportor vektorleri ve
lusiferaz  geni ile (GeneCopoeia, ABD) transfekte edilmislerdir. Hiicreler
transfeksiyondan 24 saat 6nce 24 kuyucuklu steril hiicre kiiltiirii plakasina (5 x 10*
hiicre/kuyucuk) ekilmislerdir. Hiicreler, pEZX-MTO06 vektori (200 ng) ve 50 nM miR-
193b-3p-mimik veya kontrol-miRNA ile transfekte edilmislerdir. Lusiferaz aktivitesi,
Luc-Pair miR Lusiferaz Assay (GeneCopoeia, ABD) kullanilarak transfeksiyondan 48
saat sonra Ol¢iilmiistiir. Her numune i¢in firefly lusiferaz aktivitesi, Renilla lusiferaz
aktivitesi referans alinarak normallestirilmistir. Deney her grup i¢in 3 tekrarli olarak

yapilmustir.

3.9. Annexin V ile Apoptoz Tayini ve Hiicre Dongiisii Analizi

siRNA ve miRNA’lar ile transfekte edilen hiicreler iireticinin protokoliine gore, bir
FITC apoptoz saptama kiti (BDB556547, BD Biosciences, ABD) kullanilarak
Annexin V/PI boyama ile analiz edilmislerdir. Kit igerisindeki soliisyonlar ile
muamele edilen hiicreler, MD Anderson Kanser Merkezi Akis Sitometrisi ve Hiicresel
Goriintiilleme Analizi Merkezi'nde bulunan FACS Calibur akis sitometresi (BD
Biosciences, ABD) cihazi ile analiz edilmislerdir. Apoptotik hiicrelerin sayisini
saptamak i¢in CellQuest Pro yazilimi (BD Biosciences, ABD) kullanilmistir. Hiicre

siklusu testi Propidium Iodide boyama ile degerlendirilmistir.

3.10. Protein Izolasyonu ve Western Blot

Proteinler %1 proteaz inhibitdr kokteyli (P8340, Sigma Aldrich Biotechnology, ABD),
%1 fosfataz inhibitor kokteyli (P2850, Sigma Aldrich Biotechnology, ABD) ve % 0,4
sodyum floriir eklenen ripa tamponu (89900, Thermo Scientific, ABD) kullanilarak
oziitlenmislerdir. Ornekler, buz iizerinde 30 dakika boyunca ripa tamponu igerisinde
inkiibe edilmis ve bu siire icerisinde her 5 dakikada bir vortekslenerek homojenite

saglanmistir. 30 dakika dolunca, 6rnekler 13500 rpm’de 15 dakika, 4°C sicaklikta
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santrifiij edilmislerdir. Daha sonra protein i¢eren slipernatanlar yeni tiiplere alinmistir.
Protein 6l¢iimii, Pierce BCA protein ol¢lim kiti (23225, Thermo Scientific, ABD)
kullanilarak 570nm dalga boyunda yapilmistir. Daha sonra numuneler, laemmli-SDS
tamponu (BP-111NR, BioPlus, ABD) ile karstirilmis ve 95°C’de 5 dakika
kaynatilmigtir. Ornekler 40ug/30 ul protein miktar1 olacak sekilde %10’luk hazir
poliakrilamid jele (4561033, Bio-Rad, ABD) yiiklenerek 60V ta 30 dk ve 100V ta 60
dk. yiiriitiilmislerdir. Ardindan PVDF (polivinilden florit) (IPVH00010, Merck-
Millipore, Almanya) membranlar metanol ile aktive edilmis ve proteinler 16 saat
stiresince 23V’luk gili¢ kaynagi kullanilarak jellerden membranlara transfer
edilmiglerdir. Membranlar sonra 10 dakika boyunca TBS-T (% 2 Triton X-100 igeren
Tris tampon salin) ile yikanmis ve %5’lik siit tozu (1706404, Bio-Rad Laboratories,
ABD) ile hazirlanan bloklama ¢o6zeltisi ile 1 saat inkiibe edilerek ardindan gece
boyunca primer antikor ile muamele edilmislerdir. Daha sonra membranlar HRP
(horseradish peroksidaz enzimi) bagl ikincil antikorla inkiibe edilmis ve protein
seviyelerini olusturan bantlar kemiliiminesan belirleme kiti kullanilarak Alpha

Innotech Imager HP System’de (ProteinSimple, ABD) goriintiilenmislerdir.

Tablo 2. Western Blot i¢in kullanilan antikorlar

Antikor Katalog No. / Firma Kullanmilan Konsantrasyon
NOTCHI 36088, Cell Signal, ABD 1:500
NOTCH2 45308, Cell Signal, ABD 1:500
NI1ICD AF3647, R&D Systems, ABD 1:500
N2ICD 07-1233, Merck Millipore, ABD 1:1000
OCT4 27508, Cell Signal, ABD 1:200
SOX2 149628, Cell Signal, ABD 1:200
NANOG 88228, Cell Signal, ABD 1:500
B-ACTIN | 581698, Cell Signal, ABD 1:10000
IgG-HRP 70748, Cell Signal, ABD 1:1000
IgG-HRP 70768, Cell Signal, ABD 1:1000
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3.11. RNA izolasyonu ve RT-qPCR Analizi

Orneklere (1000 ul/kuyucuk) TRIzol RNA izolasyon reaktifi (15596026, Thermo
Scientific, ABD) eklenmis, vortekslenmis ve buz lizerinde 10 dakika inkiibe edilmistir.
Daha sonra her 6rnege 200 ul kloroform eklenmis ve 3’er dakika beklenmistir.
Ornekler, 6500 rpm'de, 15 dakika boyunca santrifiij edilmislerdir. Karistm kirmizi
renkli fenol-kloroform, interfaz ve renksiz tist faza ayrilmigtir. Renksiz faz, tiipleri 45°
ac1 ile egerek ve pipetle alinarak yeni tiiplere aktarilmistir. Her tiipe 500 ul 2-
izopropanol ilave edilmis ve 10’ar dakika inkiibe edildikten sonra 6500 rpm 10 dakika
santrifiijlenmiglerdir. Total RNA, tiipiin dibinde beyaz bir topak olarak ¢okelmistir.
Stipernatalar atilmis ve 6rnekleri yikamak i¢in her tiipe 1 ml %75 etanol ilave edilerek
vortekslenmistir. Ornekler 10’ar dakika 6500 rpm'de santrifiijlenmis ve siipernatanlar
atilmistir. Sonra 15 dakika hava ile kurutularak 40’ar ul niikleaz icermeyen su ile
yeniden siispanse edilmiglerdir. Ardindan 55°C’de 15 dak. tutulup Nanodrop cihazi
(ThermoScientific, ABD) kullanilarak kalite ve miktar 6l¢iimleri yapilmistir. Sonra

RT-PCR analizinde kullanilmak tizere -20°C'de saklanmislardir.

miR-193b-3p ekspresyon seviyelerini Ol¢ebilmek icin ilk dnce cDNA, qScript
mikroRNA cDNA Sentez Kiti (Quanta Biosciences, ABD) kullanilarak
sentezlenmistir. Ger¢ek zamanli qPCR yontemi ile miR-193b-3p-3p primeri (Sigma
Aldrich, ABD)ve PerfeCTa Sybr Green SuperMix kullanilarak BX-384 RT-PCR tespit
cihazinda (Bio-Rad, ABD) 6l¢iilmiis ve endojen kontrol olarak da U6 kii¢ilik niikleer
RNA (RNU6) (Qiagen, ABD) kullanilmustir.

Notchl ve Notch2 mRNA seviyeleri kiti iretici firmanin protokoliine gore
olclilmiistiir. Izole edilmis RNA'dan ilk énce ¢cDNA, cDNA Sentez Kiti (Quanta
Biosciences, ABD) kullanilarak sentezlenmistir. qRT-PCR, Sso Advanced Universal
SYBR-Green SuperMix (Bio-Rad, ABD) kullanilarak BX-384 RT-PCR tespit
cihazinda (Bio-Rad, ABD) yapilmistir. Reaksiyonlar {i¢ tekrarli olarak
gerceklestirilmistir. Notchl ve Notch2 mRNA ekspresyon seviyeleri gliseraldehit 3-
fosfat dehidrojenaz (GAPDH) internal kontrol kullanilarak normallestirilmistir. Sens

(Forward) ve anti-sens (Reverse) Notchl primerlerinin sekanslar1  5'-
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CCTGACACCCCTGGACAATG-3" ve  5-GGCACGATTTCCCTGACCA-3',
Notch2 primerleri idi.

Sirastyla 5’-ATGAGTGCCAGAATCAGCCC-3’, 5’-
CTTCACAGAGTAGGCCCCGA-3’ Sens (Forward) ve anti-sens (Reverse) GAPDH
primerlerinin sekanslar1 sirasiyla 5'-CAAGGTCATCCATGACAACTTTG-3 ' ve 5'-
GTCCACCACCCTGTTGCTGTAG-3 ' idi. mRNA ve miRNA ifadelerinin nispi
nicelemesi, karsilagtirmali threshold cycle (2 — AACt) yontemi kullanilarak

hesaplanmugtir.

3.12. immiinopresipitasyon (IP) Deneyi

Immiinopresipitasyon (Immiingkeltme-IP) testi, kiti iiretici firmanin ydnergelerine
gore (Abcam, ABD) yapilmistir. Hiicreler, buz iizerinde soguk PBS ile yikanmis ve
lizis tamponu ilave edilmistir. Siispansiyon bir tiip i¢inde toplanmis ve doner bir
karistiricida 30 dakika boyunca karistirilmis, daha sonra 4°C’de 10000g /10 dk.
santrifiijlenmistir. Daha sonra, gece boyunca anti-Notchl (Cell Signaling, ABD) ve
anti-Notch2 (Cell Signaling, ABD) ve anti-IgG (Abcam, ABD) antikorlari ile inkiibe
edilmistir. Ertesi giin, proteinler A/G Sepharose Beads ile 2’ser saat inkiibe edilmisler
ve 3’er kez yikama tamponu ile yikanmiglardir. Daha sonra proteinler bir SDS-
poliakrilamid jeli lizerinde yiiriitiilmiis ve  PVDF membrana aktarilarak ve western

blot metodu ile analiz edilmistir.

3.13. miR-193b-3p-mimik ve kontrol miRNA-mimik Tasiyan Nanolipozomlarin

Hazirlanmasi

miR-193b-3p-mimik’i ve negatif kontrol miRNA-mimik’i in-vivo olarak tiimorlii
farelere vermek icin yliksiiz olan ve toksisite olusturmayan DOPC (dieoil
fosfatidilkolin) temelli pegile nanolipozomlar kullanilmistir. miR-193b-3p-mimik ve
negatif kontrol miRNA-mimik, nanoipozomlar ile 1:10 oraninda karigtirilarak ytiksek
miktarda tersiyer biitanol varliginda reaksiyona sokulmus ve daha sonra bu karisima
1:19 oraninda Tween-20 eklenmistir. Karigimlar vortekslendikten sonra aseton ve kuru
buzdan olusan buz banyosunda donmaya birakildiktan sonra liyofilize hale
getirilmislerdir. /n-vivo uygulamadan énce oda 1sinda bulunan PBS ile 200 pg

miRNA/enjeksiyon olacak sekilde sulandirilmiglardir.
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3.14. Pankreas Kanseri Tiimor Ksenogreft Modelinin Olusturulmasi

Hayvan deneyleri, MD Anderson Kanser Merkezi Kurumsal Hayvan Bakim ve
Kullanom Kurulu tarafindan onaylanan deneysel protokole gore yiiriitiilmiistiir.
Heterotopik pankreas tiimorleri olusturmak igin MD Anderson Kanser Merkezi
Hayvan Deneyleri Birimi’den (4-5 haftalik) temin edilen atimik nude fareler
kullanilmistir. Hazirlanan kanser kok hiicrelerine (%20 matrigel i¢inde 3x10%) farelere
heterotopik olarak alt kadrana enjekte edilmistir. Enjeksiyondan sonraki 8. giinde, her
farenin tiimoriin biyiikliigii yaklasik 3-5 mm'ye ulastiginda, lipozomal-miRNA
tedavisine baglanmistir. Her fareye, kuyruktan 4 hafta boyunca 100 ul bir hacimde
miR-193b-3p mimik veya kontrol miRNA mimik (haftada bir kez 8 mg / kg'lik 0,3 mg
/kg esdegeri) enjekte edilmistir (toplam bes intravendz enjeksiyon [iv]). Timor
boyutlar1 diizenli olarak bir elektronik kumpas ile Olgiilmiistir. Tedavi
tamamlandiginda, fareler izofluran inhalasyonu saglanarak 6tenazi edilmis ve tiimor
biiytimesini 6l¢gmek i¢in tartilmiglardir. Ardindan tiimor dokular1 yapilacak analizler

icin alinmistir.
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Tedavi Grubu
Kanser kok hiicresi Tedavi Grubu (Negatif kontrol
enjeksiyonu (MiR-193b-mimik) miRNA -mimik)

M '\Qm \Qg%

,. ;4
7. Gun Enjeksiyon 7. Gin
0. Gin 14. Gin Glinleri 14. Giin
21. Gin (Haftada 21. Gin
28. Gln 1 kez / 4 hafta) 28. Giin

Sekil 2. /n-vivo tiimor modeli ve tedavi sekli

3.15. Tiimér Boyutlarimin Olgiilmesi

Tiimdr olusumundan sonra belirginlesmeye baslayan her gruptaki tiimdrlerin boyutlart
3 giinde 1 6l¢iilmiis ve zamana bagli olarak gruplar arasi tiimdr biiyiime farkliliklarina

bakilmistir.

3.16. immiinohistokimyasal Boyamalar

Formalinle fikse edilmis ve parafine gomiilmiis timor dokularindan alman 5 pm’lik
kesitler kit {ireticinin protokoliine gore Ki-67, CD31, Notchl ve Notch2 i¢in immiin
boyamaya tabi tutulmuslardir. Kesitler, 55°C'de 30 dakika isitilarak deparafinize
edilmis, daha sonra ksilene maruz birakilarak parafinin ¢oziilmesi saglanmistir. Sonra
sirastyla %100x2, %95x2 ve %80’lik etil alkol serisinden gegirilerek rehidrasyon
saglanmigtir. Bundan sonra, kesitler 95 dakika siireyle 95°C'de antijen retrieval
cozeltisinde (Dako, ABD) inkiibe edilmislerdir. Endojen peroksidaz aktivitesi, 15
dakika boyunca % 3 hidrojen peroksit i¢geren metanol i¢inde kesitleri bekleterek bloke
edilmigtir. Slaytlar, bir gece boyunca 4°C'de Ki-67 (Abcam, ABD), CD31 (Abcam,
ABD), Notchl (Hiicre Sinyali, ABD) ve Notch2 (Hiicre Sinyali, ABD) primer
antikorlar1 ile inkiibe edilmislerdir. Daha sonra, oda sicakliginda kesitlere 1 saat

sekonder antikorlar uygulanmigtir. Ardindan, kesitler 30 saniye boyunca

23



hematoksilende tutulmus ve ¢cesme suyu kullanilarak yikanmislardir. Gorsel analiz

151k mikroskobu (Nikon Eclipse TE-200-U) kullanilarak yapilmistir.

3.17. istatistiksel Analizler

Istatistiksel agidan anlamli olmasi igin birbirinden bagimsiz 3’er tekrarli (6rnekli)
yapilan deneylerin verileri + SD (Standard Deviation — Standart Sapma) olarak
analiz edilmistir. Farkli gruplar i¢in nicel veriler Student t-testi ile karsilastirilmis ve
p degerleri <0.05 bulunanlar anlamli kabul edilmistir. Dagilimin normalligi Shapiro-
Wilk testi kullanilarak test edilmistir. Tanimlanmig molekiiler ve hiicresel
fonksiyonlarda farkliliklarin  6nemini tanimlamak i¢in Fisher Kesin Testi
kullanilmigtir. Kontrol ve tedavi gruplarimin karsilastirilmasi i¢in varyans analizi
kullanilmigtir. Analizler, GraphPad Prism (slirim 6.02) yazilimi kullanilarak

gerceklestirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. CD133*/CD44*/EpCAM* Pankreas Kanser Kok Hiicrelerinin izolasyonu

Sort (hiicre ayirma) i¢in her islemde 10x10%ar Pancl ve MiaPaCa2 hiicresinden

sirastyla 0,1% ve 0,3% CDI1337/CD44"/EpCAM*

kanser kok hiicresi izole

edilebilmistir. Ug farkli dalgaboyunda 1s1ma veren ii¢ farkli floresan bagl antikorla

ayn1 anda ti¢lii se¢im yapilmasi miimkiin olmadigi i¢in ilk 6nce Epcam™ popiilasyonlar

belirlenmis; ardindan CD133%/CD44" popiilasyonlar belirlenerek bu popiilasyonlar

iclii pozitif ve ticlii negatif olarak iki ayr1 grup seklinde steril tliplere toplanmistir

(Sekil 3 ve Sekil 4).
w—‘?—; = 4 CD133+ CD44¢
< E EpCam+ E
& ]
9o "o
S 3 4 73
= B w B
i a A
I "3 O ~3
£ 3 o 3
8 ] :
uJN.‘:_H! P1 Ne_
°.;c'§llllIllll”llllllllll2 T Il”“[ T TITIII]‘ TT I”I"]S T 'v":? llllllll“lllllllll'2 TTT III"] L FAL ] IIH"’I‘ ! A lll”lls T
X 0 10 10 10 10 0 10 10 1 10
108 CD44 APC-A -108 CD44 APC-A
Tube: Panc 11ul

Population #iEvents %Parent %Total

[C] All Events 22616 ik, 1000

[Jcelis 21.240 939 939

[[] singlet1 20,227 952 894

[0 Singlet2 20.211 999 894

m+ 664 33 29 |
[[]CD133+ CD44+ 30 45 0.1
B TDaa+ 15.496 76.7 685 |
= e 269 1.3 12

Sekil 3. PANCI hiicre hattindan izole edilen CD133*/CD44*/EpCAM "Kanser Kok

Hiicrelerinin dagilimi
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Sekil 4. MiaPaCa2 hiicre hattindan izole edilen CD133*/CD44"/EpCAM" Kanser Kok

Hiicrelerinin dagilimi
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4.2 Tiimor (Sferoid) Olusturma Kabiliyeti

Pancl ve MiaPaCal hiicre hatlarindan izole edilen CD133%/CD44"/EpCAM" (KKH)
hiicrelerin  kok hiicre 06zelliklerinin karakterizasyonu i¢in tiimor olusturma
kapasitelerini analiz ettik. CD133"/CD44"/EpCAM" hiicreler adheziv olmayan
kosullarda tiimor kiireleri olusturmus 4.glinden itibaren giderek bu kiirelerin biiytidiigii
gbdzlemlenmistir. Bunun yaninda bu {i¢ belirteci barindirmayan CD1337/CD44
/EpCAM hiicreler (non-KKH) ise daginik kalarak tiimdr kiireleri olusturamamaislar ve

canliliklarint da devam ettirememislerdir (Sekil 5 ve Sekil 7).

0. giin 4. giin 8. giin 16. giin

.... o

Panc-1

40
30

20

Sferoid Sayisi

10

Sekil 5. PANC-1 kanser kok hiicreleri (CSC) ve kanser kok hiicresi-olmayan
hiicrelerin (non-CSC) tiimoér olusturma kapasiteleri (** p<0,001)
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0. giin 4. giin 8. giin 16. giin

MiaPaCa-2

*k

1 1

40

KKH

Non- KKH

30

20+

Sferoid Sayis1

10

Sekil 6. MiaPaCa-2 kanser kok hiicreleri (KKH) ve kanser kok hiicresi-olmayan
hiicrelerin (non-KK) tiimor olusturma kapasiteleri (** p<0,001)
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4.3. Yumusak Agarda Koloni Olusturma Kabiliyeti

Biryere tutunma gereksinimi duymadan biiylime; transforme hiicrelerin kat1 bir
ylizeyden bagimsiz olarak biiyiime kabiliyetidir ve karsinogenez i¢in ayirici bir
ozelliktir. Panc-1 ve MiaPaca-2 kanser kok hiicreleri, kanser kok hiicresi olmayan grup
ile kargilagtiklarinda belirgin derecede yiiksek koloni olusturma kapasitesine sahip

olduklar1 goriilmiistiir (Sekil 7).
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MIAPACA-2

1501

1007

Koloni Sayist

501

Sekil 7. MiaPaCa-2 ve PANC-1 kanser kok hiicrelerinin koloni olusturma kapasiteleri
(strastyla *** p<0,0009 ve ** p<0,001)
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4.4. Pancl ve MiaPaca2 Kanser Kok Hiicrelerinde Kok Hiicre Belirteclerinin

ifade Diizeyleri

Yumusak agarda koloni olusturma ve tiimor kiiresi olusturma deneylerine ek olarak,
Panc-1 ve MiaPaCa-2 hiicre hatlarindan izole edilen CD133*/CD44*/EpCAM™ kanser
kok hiicreleri ve CD1337/CD44/EpCAM- hiicrelerden (kanser kok hiicresi olmayan

grup) protein izolasyonu yapilarak kok hiicre belirteglerinin protein diizeyinde ifade

olup olmadigina da bakilmistir. Kanser kok hiicrelerinde belirgin drecede yiiksek

Oct4, Sox2 ve Nanog potein ifadeleri tespit edilmistir (Sekil 8).

~ s | OCT4

pas | SOX2

e wes | NANOG

*j B-ACTIN

O op

&F &

e =

OCT4

SOX2

NANOG

B-ACTIN

Sekil 8. Pancl (A) and MiaPaca2 (B) kanser kok hiicreleri Oct4, Sox2 ve Nanog kok

hiicre belirteglerini belirgin derecede ifade etmektedirler.
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4.5. Kanser Kok Hiicrelerindeki Notchl ve Notch2 mRNA ve protein seviyeleri

hiicre hatlarindan belirgin derecede yiiksektir.

qRT-PCR ve western blot analizleri hiicre hatlar ile karsilastirildiginda Notchl ve
Notch2 mRNA ve protein ifadelerinin hem Pancl hem de MiaPaCa2 kanser kok
hiicrelerinde daha yiiksek oldugu gosterilmistir (Sekil 9).

= *k £ x Il Panct
3 20 —_ Il Panct @ 4 C.L
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28 1 cc ZS :
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=} 0.0
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v e

NOTCH1 mRNA ifade Seviyesi

*

3 I

i IS

MiaPaCa2 MiaPaCa2
C.L csc

(Kat Degisimi)
N

Il MiaPaCa2 - & Il MiaPaCa2
C.L E C.L.
MiaPaCa2 & MiaPaCa2
CsC g 4 csc

*p<0.04 § *p<0.01

NOTCH2 mRNA ifade Seviyesi

"*-_ﬂ_'n”

L N

MiaPaCa2 MiaPaCa2
C.L. csc

BT .
‘ ‘ NOTCH 1

B-ACTIN

Sekil 9. Notchl ve Notch2’nin Pancl (A) (**p<0.003, *p<0.02) ve Pancl KKH (A),
MiaPaca2 (B) ve MiaPaCa2 KKH (B) (*p<0.04, **p<0.01) gruplarindaki mRNA ve

protein seviyeleri.
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4.6. Pankreas kanser kok hiicrelerinde miR-193b-3p ifadesindeki artis NOTCH1
ve NOTCH?2 ifadesini onemli olciide diisiirmektedir.

MiR-193b-3p'nin Notchl ifadesini inhibe ettigini gosterdikten sonra, Notch2'nin de
miR-193b-3p tarafindan inhibe edilip edilmedigini kontrol edilmistir. Notch1, miR-
193b-3p tarafindan inhibe edilmesine ragmen, Notchl geni, miR-193b-3p icin
baglayict bir bolgeye sahip degildir. Fakat Notch2 sahiptir. Dolayisiyla ¢alismaya
Notch2 geni de dahil edilerek Notchl-Notch2 iligkisini de arastirmaya karar
verilmigtir. Hem Pancl hem de MiaPaca2 kanser kok hiicrelerinde Notchl ve Notch2

protein ve mRNA diizeyleri analiz edilmistir.
Kontrol miRNA mimik ve miR-193b-3p mimik ile transfekte edilen Pancl ve

MiaPaCa-2 KKH’lerinde Notchl ve Notch2 mRNA seviyeleri ve protein seviyeleri
biiylik bir diisiis gostermektedir (Sekil 10-12).
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Pancl Kanser Kok Hiicreleri
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CTmiRNA  miR-193b

NOTCH1 mRNA ifade Seviyesi

MiaPaCa2 Kanser Kok Hiicreleri
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NOTCH1 mRNA ifade Seviyesi
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Sekil 10. Kontrol miRNA mimik ve miR-193b-3p mimik ile transfekte edilen Pancl
ve MiaPaCa-2 KKH’lerinde Notchl mRNA seviyeleri (***p=0.0003, *p<0.05).
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Sekil 11. Kontrol miRNA mimik ve miR-193b-3p mimik ile transfekte edilen Pancl

ve MiaPaCa-2 KKH’lerinde Notch2 mRNA seviyeleri (***p=0.0008, *p=0.0023).
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Pancl Kanser Kok Hiicreleri

MiaPaCa2 Kanser Kok Hiicreleri

120 kDa ™™ ““  NOTCH1

110kDa ™ ' NOTCH2

42 kDa ek W8  B-actin

Sekil 12. Kontrol miRNA mimik ve miR-193b-3p mimik ile transfekte edilen Pancl
ve MiaPaCa-2 KKH’lerinde Notch1 ve Notch2 protein seviyeleri.
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4.7. hsa-miR-193b-3p-3p, Notch2 mRNA’sina dogrudan baglanmaktadir

Notch2 mRNA'sinin miR-193b-3p'nin 3'UTR ucuna dogrudan baglandigini géstermek
icin lusiferaz raportdr analizi yapilmistir. Notch2’nin 3'UTR ucunda bulunan miR-
193b-3p baglanma bolgesi, lusiferaz geni de (pEZX-MTO06 - 3'UTR) igeren bir pEZX-
MTO06 miRNA raportor vektoriine klonlanmistir. Elde edilen plazmitler, miR-193b-3p
veya kontrol-miRNA ile birlikte PANCI hiicrelerine co-transfekte edilmistir.
Lusiferaz aktivitesi transfeksiyondan 48 saat sonra dl¢iilmiistiir. Lusiferaz ifadesinin,
miR-193b-3p ve Notch2 3'UTR ucu ile birlikte transfekte edilen hiicrelerde
kontrollerle karsilagtirildiginda anlamli derecede azaldigi bulunmustur. Ancak, miR-
193b-3p ve mutant Notch2 3'UTR ile birlikte transfekte edilen hiicrelerde kontrollere

kiyasla herhangi bir azalma g6zlenmemistir.
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CODING REGION

NOTCH23UTR  5'...ocvve UCCUCUUCUCCUUGGGCCAGU .....3

LTI
hsa-miRA930-3p 3'..oovv UCGCCCUGAAACUCCCGGUCAA.......5'
B

E ok

2.5

Normalize Lusiferaz
Aktivitesi

Sekil 13. miR-193b-3p, Notch2 mRNA’sinin 3’UTR ucuna direkt olarak baglanmakta
(A) ve ifadelenmesini baskilamaktadir (B) (****p<0.0001)
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4.8. miR-193b-3p, Pancl ve MiaPaCa2 Kanser kok hiicrelerinde cogalmay ve

koloni olusumunu baskilar

miR-193b-3p'nin Pancl ve MiaPaca2 kanser kok hiicrelerinin ¢ogalma ve sagkalimi
izerindeki etkilerini koloni olusumu deneyi ile de incelenmistir. miR-193b-3p ifadesi
artan hiicrelerin, kontrol miRNA ile transfekte edilmis hiicrelere kiyasla koloni olusum

yetenegi(p <0.05) onemli 6l¢iide azalmistir (Sekil 14).
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604

40 *

1L

T
CT miRNA miR-193b
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Sekil 14. miR-193b-3p, Pancl1(A) ve MiaPaCa2 (B) Kanser kok hiicrelerinde koloni
olusumunu baskilar (*p<0.05, **p=0.0027)

4.9. miR-193b-3p ifadesi apoptozu tetikleyerek hiicre dongiisiinii inhibe eder

miR-193b-3p’nin ifade artisinin apoptozu tetikleyip tetiklemedigini goérmek igin
Annexin V ve propidium iyodiir (PT) boyama kullanilarak apoptoz oran1 flow sitometri
yontemi ile degerlendirilmistir. miR-193b-3p'min transfeksiyonundan 72 saat sonra
hem erken hem de ge¢ apoptotik Pancl ve MiaPaCa-2 kanser kok hiicrelerinin sayisi,
kontrol miRNA ile transfekte edilmis hiicrelerin sayisindan ~4 kat daha fazla

bulunmustur (Sekil 15).
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Sekil 15. Kontrol miRNA mimik ve miR-193b-3p mimik ile transfekte edilen Pancl
(A) ve MiaPaCa-2 (B) KKH’lerinde miR-193b-3p ifadesi apoptozu tetikler
(****p<0.0001, ***p<0.004)
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Sekil 16. Kontrol miRNA mimik ve miR-193b-3p mimik ile transfekte edilen Pancl
(A) ve MiaPaCa-2 (B) KKH’lerinde miR-193b-3p ifadesi hiicre dongiisiinii inhibe
eder (****p<0.0001).

4.10. Pancl ve MiaPaCa2 kanser kok hiicrelerinde miR-193b-3p ifadesi

migrasyon ve invazyonu baskilar

miR-193b-3p'nin migrasyon {izerindeki etkisini incelemek icin yara iyilestme deneyi
yapilmistir. miR-193b-3p transfeksiyonundan sonra hiicrelerin yayildigi alanda
olusturan ¢izigin iki ucu arasindaki mesafe farkli zaman noktalarinda, kontrol
grubundan belirgin sekilde daha fazlaydi; bu sonug, miR-193b-3p ifadesinin, Pancl
kanseri kok hiicrelerinin migrasyonunda azalmaya sebep oldugunu gostermektedir

(Sekil 17).
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Sekil 17. miR193b ifadesi, Pancl kanser kok hiicrelerinde migrasyonu inhibe eder
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Sekil 18. miR-193b ifadesi, Pancl ve MiaPaCa2 kanser kok hiicrelerinde invazyonu

inhibe eder (****p<0.0001)
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miR-193b-3p ifadesinin pankreas kanser kok hiicre invazyonunun regiilasyonundaki
roliinii agiklamak i¢in, miR-193b-3p mimik ve kontrol miRNA ile transfekte
edildikten sonra in-vitro matrigel invazyon deneyi yapilmistir. miR-193b-3p'nin
ektopik ifadesi, invaziv Pancl ve MiaPaCa-2 kanser kok hiicrelerinin sayisini, miR-
kontroliine kiyasla 6nemli dl¢iide azaltmistir. Bu sonuglar, miR-193b-3p ifadesinin,
hem Pancl hem de MiaPaCa-2 kanser kok hiicrelerinde invaziv karakteri baskiladigini

gostermektedir (Sekil 18).

4.11. Notch1 ve Notch2 genlerinin susturulmasi Pancl ve MiaPaCa2 kanser kok

hiicrelerine ¢cogalmayi, migrasyonu ve invazyonu inhibe eder

miR-193b-3p'nin Pancl ve MiaPaCa2 kanser kok hiicrelerinde proliferasyon,
invazyon ve migrasyon iizerindeki diizenleyici etkilerinin Notchl ve Notch2
iizerinden olup olmadigint gostermek igin, siRNA aracili Notchl ve Notch2
inhibisyonu olusturarak miR-193b-3p'nin tiimdr baskilayic1 etkilerini yeniden
olusturduk. Notch1 ve Notch2 genlerinin susturulmasi, hem Pancl hem de MiaPaCa2
kanser kok hiicrelerinde koloni olusumu kabiliyetini, hiicre migrasyonunu ve
invazyonunu baskilamistir. Bu sonuglar ayn1 zamanda western blot analizleri ile de
dogrulanmistir. Elde edilen bu sonuglarin, miR-193b-3p'nin ifade artiginin hiicrelerde

olusturdugu etkiler ile son derece benzer oldugu goriilmiistiir (Sekil 19-22).
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Sekil 19. Notchl ve Notch2 genlerinin susturulmasi Pancl (A) ve MiaPaCa2 (B)
kanser kok hiicrelerinde ¢ogalmay1 inhibe eder (****p<0.0001, ***p=0.0002)

50



CT siRNA Notchl siRNA-1 Notch1l siRNA -2 Notch2 siRNA-1 Notch2 siRNA-1

TO

T24

T48

150

% Acik kalan alan

Il CTsiR

3 Notch1 SiRNA1
2 Notch1 SiRNA2
EZ1 Notch2 SiRNA1
Notch2 SiRNA2

Sekil 20. Notchl ve Notch2 genlerinin susturulmasi Pancl kanser kok hiicrelerinde

migrasyonu inhibe eder (****p<0.0001, **p<0.05, *p<0.04)
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Sekil 21. Notchl ve Notch2 genlerinin susturulmasi Pancl(A) ve MiaPaCa2 (B)
kanser kok hiicrelerinin invazyon kapasitesini Onemli derecede  diisiiriir

($:%%5p<(.0001, **p<0.021)
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Sekil 22. Pancl (A) ve MiaPaCa2 (B) kanser kok hiicrelerinde Notchl geninin

susturulmasi Notch2 protein inhibisyonuna; Notch2 geninin susturulmasi Notchl
protein inhibisyonuna sebep olur.
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Sekil 23. A. Pancl (****p<0.0001, ***p<0.0009) ve MiaPaCa2 (***p<0.0005,
**p=0.001) kanser kok hiicrelerinde Notchl geninin susturulmast Notch2 mRNA
diizeyinin azalmasina neden olur. B. Pancl ve MiaPaCa2 kanser kok hiicrelerinde

Notch2 geninin susturulmast Notchl mRNA diizeyinin azalmasina neden olur

(¥*%%p<0.0001)
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4.12. Notchl and Notch2 genlerinin susturulmasi apoptozisi tetikler ve hiicre

dongiisii inhibisyonunu indiikler

Apoptozun Notchl ve Notch2 generinin susturulmasi araciligiyla biiylime
inhibisyonuna olan etkisi incelenmistir. Annexin V ve propidium iyodiir (PT) boyama
kullanilarak akis sitometrisi yontemi ile hiicresel apoptoz orani degerlendirilmistir.
Hem erken hem de ge¢ apoptotik PANC1 ve MIAPaCa-2 kanserinin kok hiicreleri
sayisinin, Notchl ve Notch2 siRNA'larinin transfeksiyonundan 72 saat sonra, kontrol
siRNA ile transfekte edilmis hiicrelerin sayisindan -25 kat daha fazla oldugu
goriilmiistiir (Sekil 24 ve 25).
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Sekil 24. Notchl ve Notch2 genlerinin susturulmasi Pancl (A) ve MiaPaCa2 (B)
kanser kok hiicrelerinde apoptozu tetikler (****p<0.0001, **p<0.003)
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4.13. Notch1 ve Notch2 immiinopresipitasyonu

Notchl — Notch2 arasindaki baglantiyr dogrulamak i¢in ayrica hiicreleri iizerinde
immiinopresipitasyon deneyi yapilmistir. Western blot sonuglari Notchl ve Notch2

arasindaki iliskiyi dogrulamistir (Sekil 26).

. R | — Notch2

. - | — Notch1

Sekil 26. Pancl hiicrelerinde Notch1 proteini Notch2 proteini ile ve Notch2 proteini
Notchl proteini ile birlikte ¢okelir
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4.14. miR-193b-3p’nin DOPC nanolipozomlar ile birlikte in-vivo tedavi
uygulamasi Pancl kanser kok hiicresi tiimor modelinde tiimor biiyiimesini inhibe

eder

miR-193b-3p ifadesinin pankreas tlimorigenezi tizerindeki in-vivo etkilerinin yan1 sira
bu miRNA'nin terapétik potansiyelini belirlemek i¢in, Pancl kanseri kok hiicre
ortotopik ksenograft fare modellerinde intravendz olarak miR-193b-3p enjeksiyonu
uygulanmigtir. miR-193b-3p ile tedavi edilen fareler, kontrol miRNA ile tedavi edilen

farelere gore anlaml sekilde daha az tiimor biiylimesi gostermislerdir.

Tiimdrli fareler, 5 hafta boyunca haftada 1 kez (5 fare / grup) intravendz kontrol
miRNA (miR-CTR) veya miR-193b-3p mimik (0.3 mg / kg [8 ug/ fare]) iceren DOPC
nanolipozomlari ile tedavi edilmislerdir. Tiimor hacimleri haftada 1 kez 6l¢iilmiis ve
ortalamalar + SE olarak gosterilmistir. miR-193b-3p'nin nanolipozomlar ile iletimi,
tiimorlii farelerde Notch1 ve Notch?2 ifadelerini ve intratumoral proliferasyonu inhibe
etmistir. Proliferasyon belirteci Ki-67, anjiyogenez belirteci CD31 ve ayrica Notch ve
Notch2 ifadelerini degerlendirmek i¢in immiinohistokimyasal boyama yapilmistir

(Sekil 27).
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Sekil 27. Nanolipozomal miR-193b-3p’nin in vivo sistemik enjeksiyonu tiimdr

bliylimesini inhibe ederek Notchl ve Notch2’nin tiimorlerdeki ifadesini azaltir .
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5. TARTISMA

Pankreas kanseri, inat¢i bir malignite olmakla birlikte endiistrilesmis tilkelerde en sik
goriilen ticiincii, diinya kanser 6liimlerinde ise yedinci siradadir (Ferlay et al., 2018).
GLOBOCAN 2018 tahminlerine dayanarak, diinyada her yil 458.918 kisi pankreas
kanseri tanist almakta, 432.224 kisi hayatin1 kaybetmektedir ve 2030 yilina
gelindiginde diinyada kanser sebepli 6liimlerde ikinci sirada olacagi ongoriilmektedir
(F. Bray et al., 2018). Ulkemizde ise Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu’nun 2017 yilinda
yayinlanan verilerinde pankreas kanseri kadinlar arasinda en sik goriilen yedinci,
erkekler arasinda ise besinci kanserdir (Hacikamiloglu et al., 2017). Pankreas kanseri
insidanst ve mortalitesi artan yasla iligkili olmakla birlikte, erkeklerde biraz daha
yaygin goriilmektedir (F. Bray et al., 2018). Genellikle pankreasin bas kismindan
baslayip ¢evresindeki doku boyunca uzanarak karaciger, dalak ve peritona metastaz
yapmaktadir (Ying et al., 2016). Potansiyel risk faktorleri ve erken tani i¢in yeni
kullanilan araglardaki ilerlemeye ragmen, goriilme sikliginin her yil artacagi tahmin
edilmektedir. Tipik olarak tani sonrasi, insanlarin sadece % 24'i 1 yil; %9'u ise 5 yil
yasamaktadir (Stewart & Wild, 2014). Taninin ge¢ konmasi ve tedavi basarisinin
diisiik olmasmin ana nedenleri; erken evrelerde ayirt edici bir belirti vermemesi,
belirtiler olsa bile bir¢ok farkli hastalikla karistirilabilecek yaygin belirtiler olmas1 ve
pankreasin anatomik olarak bir¢ok organin arkasinda yer almasinin tant yontemlerinin

verimli kullanilamamasina sebep olmasidir.

Cerrahi, kemoterapi ve radyoterapi geleneksel olarak hayatta kalma siiresini uzatmak
ve/veya hastalarin semptomlarini azaltmak i¢in kullanilmaktadir. Her ne kadar birinci
nesil ajanlardan gemsitabin agriy1 hafifletme ve kilo artis1 gibi klinik yanitlar saglasa
da (Matano et al., 2000) prognoz 5 yillik sagkalim % 1-4; ve 4-6 aylik bir medyan
sagkalim siiresiyle kisith kalmistir (Hermann et al., 2007). Gemsitabin bazli
kemoterapotik kombinasyonlar ya da Folfirinox rejimi uygulanmasi evre I'V hastalarda
ortalama sagkalimin ancak 6,8-11,1 aya ¢ikmasini saglayabilmistir (Conroy et al.,
2011). Bu 6zellikler, pankreas kanserinin standart kemoterapotik tedavilere nispeten
diisiik duyarlilig1 ile agiklanabilir (Renz, D’Haese, Werner, Westphalen, & Ilmer,
2017). Mevcut tan1 testleri spesifik degildir ve erken evredeki hastalari tespit edememe

riski yiiksektir (De La Cruz, Young, & Ruffin IV, 2014).
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Notch sinyal yolaginin hiicre ¢ogalmasi, farklilagmasi, gelisimi ve homeostazi igin
kritik ve gerekli oldugu bilinmektedir (Zlobin et al., 2018). Tiimor kitlesini olusturan
hiicreler kemoterapiye duyarli olmalarina ragmen, kanser kok hiicreleri kemoterapiye
direnglidirler ve bu durum sitotoksik kemoterapinin basarisizligina sebep olmaktadir
(Hermann et al., 2007). Gemsitabin direngli pankreas kanseri kok hiicrelerinin
epitelya-mezensimal-gecis (EMT) fenotipi edinmelerinin Notch sinyal yolunun
aktivasyonu ile baglantili oldugu; yeni stratejiler ile Notch sinyalinin blokajinin,
kemoterapi direncinin iistesinden gelmek i¢in potansiyel bir hedefli-terapotik yaklagim
olabilecegi gosterilmistir (Z. Wang et al.,, 2009). Ayrica, ortotopik ve genetigi
degistirilmis modeller dahil olmak {izere bir¢ok tiimdér modelinde, Notch inhibisyonu
standart sitotoksik ajanlarla tiimlesik etkinlik gostermektedir (Cook et al., 2012; Plentz
et al., 2009; Z. Wang et al., 2010). Rezektabl tiimorlii hastalara Notch inhibisyonu
yoluyla KKH'lerini hedef alan terapi saglayarak, hastaligin tekrarlamasi engellenebilir

ve tedavi ilerlemesi saglanabilir.

Pankreas kanserli hastalarin %95’inde Kras mutasyonu goriilmesine ragmen, bugiine
dek kanser hiicrelerini 6ldiirmek i¢in Kras hedefli ajanlar gelistirme girisimleri hayal
kirikligr yaratmistir (Van Cutsem et al., 2004). Cilinkii Notchl, Kras'in 6énemli bir
down-stream diizenleyicisi olmakla birlikte, siirekli aktif durumdaki Notchl
sinyalinin, Ras mutant hiicrelerinin transforme fenotipinin korunmasinda kilit rol
oynadig1 ve Kras'in hiicreleri doniistiirme yeteneginin, Notch sinyal yolu ile igbirligine
bagli oldugu gosterilmistir (Weijzen et al., 2002). Dahasi, Notch sinyallerinin Kras ile
sinerjize edildigi, PanIN'in baglamasini ve ilerlemesini tesvik ettigi bildirilmistir (J.-P.
De La O et al., 2008). Notch sinyal yolagi normal yetiskin pankreas homeostazinda
onemli bir role sahip olmadigi1 i¢in Pankreas kanseri tedavisinde molekiiler stratejilerin
belirlenmesinde bu yolagin inhibisyonu 6zellikle 6nem kazanmaktadir (Garcia-Silva

et al., 2013).
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Bu nedenle bu ¢alismada Notch yolagi molekiillerinin pankreas kanser kok hiicreleri
izerindeki islevsel roliiniin in-vitro ve in-vivo olarak belirlenmesi; miR-193b-3p’nin
Notchl ve Notchl iizerindeki etkisinin gosterilerek tedavi yaklagimi olarak kullanilma

potansiyelinin ortaya ¢ikarilmasi amaglanmastir.

Bunun i¢in ilk olarak Panc1 ve MiaPaCa2 hiicre hatlarindan CD133, CD44 ve EpCAM
yiizey belirteglerinin varlig1 temel alinarak KKH ve non-KKH hiicre popiilasyonlari
izole edilmistir (Sekil 5-6). Izole edilen CD133*/CD44"/EpCAM*™ KKH ve CD133-
/CD44"/EpCAM™ non-KKH’lerinin kok hiicre belirteclerini ifadeleri, yumusak agarda
timorosfer olusturma kapasiteleri, koloni olusturma kapasiteleri 6lgiilerek

karakterizasyonlar1 yapilmistir.

Adherent olmayan 6zel hiicre kiiltiirii flasklarinda kiiltiire edilen KKH’leri ¢ok sayida
tiimor kiiresi olusturabilirken; non-KKH’leri olusturamamis ve bir siire sonra 6lmeye
baslamiglardir (Sekil 7-8). Daha once Sai ve ark. Pancl ve Pk45 pankreas kanseri
hiicre hatlarinda izole ettikleri CD44"/EpCAM* ve CD44"/EpCAM- hiicrelerle ayni
sonuglara ulagsmiglardir (Sai et al., 2015). Bunun aksine retinablastoma KKH’lerini
karakterize etmek i¢in yapilan bir ¢alismada ise CD133! ve CDI133" olarak izole
edilen KKH’lerinden CD 133! tiimér kiireleri olustururken CD133% olan hiicreler ¢ok
az miktarda olusturmuslardir (Nair et al., 2017). Bu ilgin¢ ve zit veri, KKH’lerinin
baz1 ozelliklerinin kademeli bir sekilde artip azaldigini ve muhtemelen dokuya 6zgii

oldugunu yansitmaktadir.

Ardindan koloni olusturma kapasiteleri 3 boyutlu olarak yumusak agarda test edilen
hiicrelerden KKH ¢ok sayida koloniyi kisa siirede olusturabilirken; non-KKH’leri
olusturamamustir (Sekil 9). Wu ve ark.’nin nazofarenks kanseri hiicreleri {izerinde
yaptiklar calismalarda yumusak agarda nazofarenks KKH’leri koloni olusturabilirken
non-KKH’lerinin bir siire sonra o6ldiikleri saptanmistir (S. L. Wu et al., 2017). Ek
olarak western blot analizi sonuglarinda KKH’lerinde yiiksek seviyede Oct4, Sox2 ve
Nanog aktivitesi goriiliirken non-KKH’lerinde goriilmemesi izole edilen
CD133*/CD44*/EpCAM* hiicrelerin karakterizasyonunun tamamlar niteliktedir
(Sekil 10).
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Farkli kanser tiplerinde izole edilen kanser kok hiicreleri iizerinde daha dnce yapilan
caligmalarda bu hiicrelerde Notchl ve Notch2 reseptorlerinin anormal artist ve
baglantili olarak artig Notch sinyal yolagi aktivasyonu bildirilmistir (Demitrack et al.,
2019; Vorvis et al., 2016; Jialiang Wang et al., 2010). Bununla baglantili olarak Pancl
ve MiaPaCa2 hiicreleri ve KKH’lerinde Notchl ve Notch2’nin mRNA ve protein
seviyeleri karsilastirildiginda KKH’lerinde Notchl ve Notch2’nin ekspresyonlarinin
daha fazla oldugu goriilmistiir (Sekil 11).

Hiicrelerde miR-193b-3p ifadesinin artisginin Notchl ve Notch2’nin ekspresyon
seviyeleri tizerindeki etkisini incelemek i¢in yapilan qRT-PCR ve western blot
analizlerinde; hem Pancl hem de MiaPaCa2 KKH’lerinde artan miR-193b-3p
ifadesine bagli olarak Notchl ve Notch2 ifadelerinde keskin bir diislis gézlenmistir
(Sekil 12-14). Bu diisiisiin direkt baglanma ile mi yoksa baska molekiiller iizerinden
mi oldugunu incelemek iizere Notch2’nin miR-193b-3p i¢in baglanma bdlgeleri
bulunmustur. Yapilan lusiferaz raportér gen analizi ile miR-193b-3p’nin Notch2
mRNA'sina dogrudan baglandigi ve Notch2 gen ekspresyonunun post-
transkripsiyonel diizenlenmesinde bu direkt baglanma yolu ile gorev aldigi

gosterilmistir (Sekil 15).

Son yillarda yapilan bir¢ok calisma farklilagsmay1 inhibe etmesi, hiicre ¢ogalmasini
arttirmasi1 ve sagkalimi1 desteklemesi ile bilinen Notch reseptdrlerinin inhibe
edilmesiyle tiimorogenezin durdurulabilecgini gostermistir (Pang et al., 2010; Jing
Wang, Fu, Gu, & Ma, 2011; Xiao, Gao, Duan, Yuan, & Ke, 2017). Notch2’nin siklin
D1 ve siklin D3 ifadelerini bloke ederek G1/S kontrol noktasini etkisizlestirip
hiicrelerin kontrolsiiz ve siirekli olarak boliinmeye devam etmelerine sebep oldugunu
bildirilmistir (Dobranowski, Ban, Contreras-Sanz, Cherkasov, & Black, 2018; Pierce,
Pantazis, Caldwell, & Wells, 1982; Tchorz et al., 2012). miR-193b-3p’nin kanser kok
hiicrelerinin koloni olusturma kapasitelerinde de diisiise neden olmasi (Sekil 16) bu

miRNA’nin tiimérogenezde 6nemli bir regiilator olabilecegini dogrulamaktadir.

miR-193b’nin ektopik ekspresyonu saglanan pankreas kanseri hiicrelerinin apoptoza
ugradiklart daha dnce gosterilmistir (Jin et al., 2015). miR-193b’nin apoptozu birkag
farkli sinyal yolag1 tizerinden tetikledigi diistiniilse de, pankreas kanseri hiicrelerinde

yapilan protein analizlerinde c-PARP ve kaspaz proteinleri yiiksek oranda tespit
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edilmistir (Jin et al., 2015). Meme kanseri hiicrelerinde miR-193b ekspresyonunun
arttirtlmasinin - kemosensiviteyi arttirdigit ve daha az miktarda doksuribisin
kullanimiyla yiiksek etki goriildiigii bildirilmistir (Long, Ji, Jiang, Wang, & Meng,
2015). miR-193b'nin bir apoptotik mekanizma iizerinden etki edip etmedigini
belirlemek icin ¢alismamizda Pancl ve MiaPaCa2 kanser kok hiicreleri iizerinde
yaptigimiz flow sitometrik analizlerde miR-193b-3p’nin Pancl kanser kok
hiicrelerinde ge¢ apoptozu tetikledigi; MiaPaCa2 kanser kok hiicrelerinde ise daha ¢ok
erken apoptozu tetikledigi goriilmiistiir (Sekil 17). Bu durum iki farkli hiicre hattinda

farkli apoptotik mekanizmalarin aktif oldugunu isaret etmektedir.

Kanser kok hiicrelerinin canliliklarinin azalmasi ve c¢ogalmalarinin durmasinin
altindaki mekanizmay1 aydinlatabilmek i¢in yaptigimiz hiicre dongiisii analizlerinde
miR-193b ifadesindeki artisin Pancl KKH’lerinde G1 fazinda birikmeye, G2 fazinda
ise anormal bir azalmaya sebep oldugu goriilmiistiir (Sekil 18). Bu sonuglar, pankreas
kanseri hiicrelerinde miR-193b'nin yiiksek ekspresyonunun hiicre biiyiimesini ve
hiicre dongiisii ilerlemesini bir frem gorevi gorerek keskin bir bigimde inhibe ettigini
gostermektedir. Arastirmalar, onkogenlerin ve tiimor baskilayici genlerin roliiniin,
kontrolsiiz biiyiime ve boliinmenin kansere evrilmesine neden olan hiicre dongiisii
mekanizmasi ile dogrudan veya dolayli yollardan iligkili oldugunu gdstermektedir
(Slattery et al., 2017). Xu ve ark., miR-193b ekspresyonundaki artisin siklin D1 ve
ETS1'1 hedef alarak karaciger kanseri hiicrelerinde hiicre dongiisiinii bloke ettigini;
migrasyon ve invazyonu baskiladigini géstermistir (Xu et al., 2010). Chen ve ark. ise
malign melanom hiicrelerindeki miR-193b artiginin proliferasyonunu inhibe ettigini
ve siklin D1 ekspresyonunu baskiladigini 6ne siirmiislerdir (Chen et al., 2010). Baska
bir calismada, siklin D1'in yiiksek ekspresyonunun G1 fazini kisaltarak hiicrelerin S
fazina girmesini tesvik edebilecegini ve boylece kontrolsiiz hiicre proliferasyonuna,
hiperplastik lezyonlara veya kansere neden olabilecegini gosterilmistir (Malumbres &

Barbacid, 2009).

70



Pankreas kanseri kok hiicrelerinin migrasyon ve invazyonun davranislarini incelemek
icin yaptigimiz deneylerde miR-193b-3p'nin  ekspresyonundaki artisin  hem
migrasyonu hem de invazyonu anlamli bir sekilde inhibe ettigi goriilmiistiir (Sekil 19-
20). Bu bulgular miR-193b-3p’nin pankreas kanserinde tiimor baskilayici islevi

gordiigiinii desteklemektedir.

miR-193b-3p'nin pankreas kanseri hiicrelerinin sagkalimi, proliferasyonu, invazyonu
ve migrasyonu iizerindeki diizenleyici etkilerine Notch’un aracilik edip etmedigini
belirlemek i¢in siRNA kullanilarak gen inhibisyonu yapilmigtir. Hem Notchl hem de
Notch2 gen ekspresyonlart 2’ser farkli siRNA kullanilarak baskilanmigtir. siRNA
kullanilan deneylerden elde edilen verilere olan giiveni arttirmanin en iyi yollarindan
biri, tek bir hedef gene iki ya da daha fazla bagimsiz siRNA kullanmaktir. Ayn1 gene
farkli siRNA’larin uygulanmasi gen ekspresyon profillerinde veya fenotiplerinde

benzer degisiklikleri indiiklemelidir.

Pancl ve MiaPaCa2 kanser kok hiicrelerinde Notchl ve Notch2 gen ekspresyonlari
siRNA teknolojisi kullanilarak transfeksiyon yolu ile baskilandiktan sonra qRT-PCR
ve western blot deneyleri ile kullanilan siRNA’larin etkinlikleri dl¢iilmiistiir (Sekil 24-
25). Yapilan koloni olusumu, migrasyon ve invazyon deneylerinde hem Notchl hem
de Notch2 geninin susturulmasinin proliferasyon, invazyon ve migrasyonu dnemli
Ol¢iide inhibe ederek onkojenik kapasiteyi diistirdiigii bulunmustur (Sekil 21-23). Bu
verilerin miR-193b-3p ifadesinin arttirilmasi ile elde ettigimiz verilerle benzer olmast;
miR-193b-3p’nin regiilatif etkinligini Notch yolag: izerinden gosterdigi diisiincemizi

dogrular niteliktedir.

Apoptoz analizinde Notchl ve Notch2 genleri susturulan Pancl kanser kok
hiicrelerinin biiyiik bir kisminin ge¢ apoptotik siirecte olduklar1 goriiliirken; MiaPaCa2
kanser kok hiicrelerinin ¢ogunlukla erken apoptotik siiregte olduklar1 goriilmiistiir
(Sekil 26). Notch1 ve Notch2 molekiilleri, pankreas kanseri timorigenezinde, 6zellikle
hiicre dongiisii diizenlemesi yoluyla major efektor konumundadir. Kanserli hiicrelerde
Notchl ifadesindeki artis Siklin D3’1i uyarir, bu da hiicreleri G1 arrestinden kurtarir.
Notchl molekiiliiniin inhibe edilmesi, siklin D3 {izerinden hiicre dongiisiinii GO/G1
fazinda inhibe etmektedir. Notch2 ifadesinin inhibe edilmesi ise p21’in up-

regiilasyonunun tetikleyerek siklin D1’in down-regiile olmasini saglar ve hiicrelerin
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GO0/G1 arrestine girmesini tetikler. Pancl ve MiaPaCa2 kanser kok hiicrelerinde
Notchl ve Notch2 gen ifadelerinin susturulmasi hiicrelerin G1 fazinda birikmelerine,

S fazinda ise diisiisiie sebep olmustur (Sekil 27).

Notchl geninin miR-193b-3p i¢in bir baglanma bdlgesi olmamasina ragmen mRNA
ve protein ekspresyonlarinda diislis goriilmesi ilgi ¢ekicidir. Notchl ve Notch2
arasindaki etkilesimi aydinlatmak ic¢in yapilan immiinopresipitasyon deneyinde
Notchl proteininin Notch2’ye; Notch2 proteinin de Notch1’e baglandigi bulunmustur
(Sekil 28).

Calismamizdaki bulgular, miR-193b-3p'nin azalmis ifadesinin, pankreas kanseri olan
hastalarda koétii klinik prognoz ve sagkalim ile iliskili oldugunu ve miR-193b-3p’nin
klinik olarak Onemli bir tiimor baskilayict miRNA oldugunu acik bir sekilde
gostermektedir. Pankreas kanserinde miR-193b-3p'nin ifadesi, Notchl ve Notch2
ifadelerini dogrudan ve 6nemli 6l¢iide baskilayarak onlarin down-stream molekdilleri
olan ve niikleusa transloke olarak hedef genlerin ifadelenmelerini tetikleyen N11CD
ve N2ICD'yi de baskilamaktadir (Sekil 24). Calismamiz ayrica miR-193b-3p'nin
sistemik olarak enjekte edilerek nanoiletim mekanizmasi ile terapdtik olarak
kullanilmasimin pankreas kanseri kok hiicre modelinde tiimdr biiyiimesini
engelledigine dair ilk kanitlar1 saglamaktadir (Sekil 29a). Hayvanlarda miR-193b-3p
tedavisi yolu ile Notchl ve Notch2 inhibisyonunun, tiimor biiyiimesini azalttigi
gosterilmistir (Sekil 29b). Notch sinyalinin down-stream molekiillerinin pankreas
kanserinin regiilasyonunda ne derecede etkili olduklar1 heniiz tam olarak

arastirilmamustir.

Yapilan immiinohistokimya c¢alismasinda da miR-193b-3p tedavisi uygulanan
hayvanlarin tiimér dokusunda Notchl ve Notch2 ifadelerinin belirgin derecede
diismiis oldugu goriilmiistiir. Bununla birlikte tiimor hiicrelerinin proliferasyon
kapasitelerini gormek ic¢in immiinohistokimya metodu ile ki67 ekspresyonu; ve
anjiyogenez belirteci olan CD31 ekspresyonlar1 da incelenmistir (Sekil 29¢). miR-
193b-3p tedavisi uygulanan hayvanlarin tiimdrlerinde hem ki67 hemde CD31

ekspresyonlarinda ciddi diislis gézlemlenmistir.
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Bu caligmada miR-193b-3p'min pankreas kanseri hiicrelerinde ¢ok diisiik seviyede
ifade edildigi ve miR-193b-3p'nin pankreas tiimorlerinde ifadesinin diizensiz oldugu
goriilmiistiir. Bugiline kadar, bir¢ok calisma miR-193b-3p'min kolorektal kanser,
liposarkoma, mide kanseri, 6zofagus skuamoz hiicreli karsinom, melanoma ve meme
kanseri gibi farkli kanser tiirlerinde rol oynadigin1 gostermistir (Hatfield et al., 2005;
Jietal., 2009; Kasinski & Slack, 2011; Shi, Xie, Gaod, & Xie, 2014; Xia & H Sarkar,
2012). Daha 6nce miR-193b-3p'nin Morc4, Notch, Wnt, Pdgfr, Rab22a ve Brcal gibi
genlerin ifadesini inhibe ettigi de bildirilmistir. Bununla birlikte, miR-193b-3p' nin
biyolojik rolii ve pankreas kanserindeki dogrudan fonksiyonel hedefleri heniiz tam
olarak aydinlatilmamistir. Calismamizdaki anahtar bulgu, hem in-vitro hem de in-vivo
olarak pankreas kanseri kok hiicrelerinde tiimor baskilayict bir etkiye neden oldugu

gosterilen miR-193b-3p tarafindan Notch1 ve Notch2' nin baskilaniyor olmasidir.

Notch2 ifadesindeki anormal yiikseklik, pankreas kanseri tanisi olan hastalarin %
90'indan fazlasinda tespit edilmistir. Bu gibi anormal onkogenik aktiviteler, bu
kanserdeki potansiyel molekiiler hedefleri temsil etmektedir. Her ne kadar molekiiler
bulgular Notch2'yi hedef alan yeni terapdtik tedaviler gelistirmek igin gii¢lii bir iligki
sunmakta olsalar da, Notch2'min dogrudan inhibisyonunun ¢ok zor oldugu
kanitlanmistir. Bu nedenle, Notch sinyal yolagininin asir1 aktif ve diizensiz seyrettigi
pankreas kanserinde daha etkili tedaviler gelistirilmesi i¢cin Notch2 molekiiliiniin

direkt inhibisyonu iizerinden gelistirilecek tedavi modellerine ihtiyag¢ vardir.

Calismamizda, miR-193b-3p'nin pankreas kanseri kok hiicrelerinde apoptozu 6nemli
ol¢iide indiiklediginin gosterilmesi, pankreas kanseri ksenograft fare modelinde miR-
193b-3p' nin lipid bazli nanolipozomlar yoluyla verilmesi ve tiimér biiylimesinin
inhibisyonu, miR-193b-3p/Notch eksenini hedefleyen stratejilerin, ¢oklu onkojenik
yollarin inhibisyonu {iizerinden genis anti-timor etkileri saglayabilecegini

diisiindiirmektedir.

Biraraya getirilen bu bulgular pankreas kanser kok hiicresi hedeflemede miR-193b-3p
tarafindan Notch sinyal yolaginin post-transkripsiyonel diizenlenmesinde yeni bir
bakis acist sunmaktadir. Ozellikle miR-193b-3p'nin kanser kok hiicrelerinin
hedeflenmesi yoluyla hiicre cogalmasi, apoptoz ve invazyon gibi 6nemli timdrogenez

mekanizmalarini regiile ettigi calismamizda gosterilmistir. Dolayisiyla, bu bulgularin
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klinige uygulanabilir tedavi gelistirme yolunda énemli etkileri olabilir; miR-193b-3p
bazli terapi, kanser kok hiicrelerini elimine etmek icin 6nemli bir terapotik strateji

potansiyeli barindirmaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

K c¢aligmamizda da gosterilmistirsa da, yaptigimiz ¢alismalarla umut vaat edici
gelismeler kaydedilmektedirKanser kok hiicreleri (KKH), normal kok hiicrelerde
bulunan kendi kendini yenileyebilme ve sinirsiz ¢ogalma 6zelliklerini tagtyan ve timor
icinde ¢ok az sayida var olan bir alt popiilasyondur (6). Timor niiksiinden,
metastazdan, ilaca, kemoterapi ve radyoterapiye direngten sorumlu olan bu hiicrelerin
molekiiler mekanizmalar1 hala tam olarak aciga c¢ikarilamamistir (6-8). Yiiksek
dirence sahip pankreas kanser kok hiicrelerinde NOTCHI1 ifadesi hedef alinarak bu
hiicreleri apoptoza gotiirmenin miimkiin oldugu da gosterilmistir. Boylece tlimor
niiksiinden ve tedaviye direngten temel olarak sorumlu olan bu hiicreler elimine
edebilir.

miRNA'lar kok hiicrelerin ¢evresel sinyallere duyarsizlagarak normal G1 / S kontrol
noktasinin iistesinden gelmeleri ve boliinmeyi siirdiirmeleri i¢in de gereklidirler. Bu
nedenle, miRNA, kanser kok hiicre regiilasyonundaki bozukluklari ele alan hayati bir
arag olabilecegi de ¢calismamizda gdsterilmistir.

Bulgularimiz pankreas tiimorgenezinde miR-193b tarafindan Notchl ve Notch2’nin
post-transkripsiyonel diizenlenmesinde yeni bir fikir vermektedir. Ozellikle, miR-
193b'min Notch yolagi kaynakli sinyalleri iceren c¢oklu onkojenik yollarin
hedeflenmesi {izerinden hiicre ¢ogalmasi, apoptoz ve invazyon dahil olmak {izere
onemli kanser 6zelliklerini diizenledigini gdsterdik. Dolayisiyla, bu bulgularin 6nemli
ceviri etkileri olabilir; miR-193b bazli tedavi, pankreas kanserini tedavi etmek i¢in

umut vaadeden bir terapétik strateji olabilir.
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