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OZET

Ekici FY. Valproik asit ile indiiklenen PANC-1 hiicrelerinde Wnt sinyal yolaginin
incelenmesi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Genetik ABD. Yiiksek
Lisans. Istanbul. 2019.

Pankreas duktal adenokarsinoma (PDAK), tiim diinyada 5 yillik sag kalim orani
%8'in altinda gozlemlenen en agresif kanser tiirlerinden biri olarak tanimlanmaktadir.
Hastaligin ¢ogu bireyde sergiledigi agresif timdr davranisi ile konvansiyonel tedaviye
direng gostermesi ve erken taniya uyumlu belirtegclerden yoksun olmasi, giincel etkin
tedavi yaklagimlarini uygun hastalarda cerrahi miidahale ile kisitlamaktadir. Bu nedenle,
hastaligin tedavisinde yeni stratejilerin gelistirilmesine yonelik calismalar, tiim diinyada
onem kazanmistir. Bu dogrultuda yapilan c¢alismalar, duktal pankreas kanser
modellemeleri asamasinda PANC-1 hiicrelerini kullanmistir ve bu hiicrelerde VPA’nin
apoptozu indiikledigini gostermistir.

Calismamizda, = PANC-1  hiicrelerine = uygulanan =~ VPA’nin,  hiicre
proliferasyonunu %350 baskiladigi konsantrasyonu gosteren ICso degerinin CFSE
boyama yontemi ile hesaplanmistir. Bunu takiben Annexin V/PI boyasi ile yapilan
apoptoz Ol¢timii ile bulunan 1Cso degeri desteklenmistir. Daha sonra, 1Cso degeri olarak
tespit edilen VPA dozuna maruz kalmis PANC-1 hiicrelerindeki Wnt/Beta katenin
sinyal yolagi ana komponentlerinden olan LEF1, AXIN1, CCND1 ve CTNNB1
genlerinin anlatim diizeyleri kantitatif ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu
(KRT-PZR) metodu kullanilarak ve 22T analiz yontemi incelenmistir.

48. saatte elde edilen proliferasyon analizleri sonucunda ICso degeri, 2,5 mM
olarak hesaplanmistir. Apoptoz 6l¢limleri sonucunda, 2,5 mM’lik VPA dozuna maruz
kalan hiicrelerde erken apoptozun belirginlestigi tespit edilerek, bulunan ICsp degerinin
etkinligi onaylanmistir. VPA uygulanmasi sonucu AXIN1 ve CTNNB1 genlerinin
anlatim diizeylerinde anlamli bir fark gézlemlenmemistir. CCND1 ve LEF1 genlerinde
ise anlatim diizeylerinin anlamli bir sekilde arttig1 gézlemlenmistir.

Bu bulgular ile ilk kez ICso degerinin, CFSE ve annexin V/PI metotlarinin
birlestirilmesiyle  hesaplanabilecegi  gosterilmistir.  Ayrica  VPA’nin  kanser
hiicrelerindeki boliinmeyi durdurarak apoptozu indiikledigi teyit edilmistir.

Anahtar Kelimeler : PANC-1, apoptoz, Wnt sinyal yolagi, CFSE, kRT-PZR

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: TDP-2019-32763
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ABSTRACT

Ekici FY. Investigation of Wnt signaling pathway in valproic acid-induced PANC-1
cells. Istanbul University, Institute of Health Science, Aziz Sancar Institute of
Experimental Medicine, Department of Genetics, Msc Thesis. Istanbul. 2019.

Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) is defined as one of the most
aggressive cancers worldwide with a 5-year survival rate of less than 8%. The facts that
the disease is resistant to conventional treatment with aggressive tumor behavior in
most individuals and the lack of markers compatible with early diagnosis, limit current
effective treatment approaches to surgical intervention in suitable patients. Therefore,
development of new strategies for the treatment of the disease has gained importance all
over the world. Accordingly, studies have used PANC-1 cells in the ductal pancreatic
cancer modeling stage and have shown that VPA induces apoptosis in these cells.

In our study, ICso value that shows the concentration of VPA that inhibits cell
proliferation by 50%, is calculated using CFSE staining method. This ICso value is
supported by the apoptosis measurement made by Annexin V/PI staining. Afterwards,
PANC-1 cells were exposed to the determined 1Cso dose of VPA, and the expression
levels of LEF1, AXIN1, CCND1 and CTNNB1 genes, as the main components of
Whnt/Beta-catenin signal pathway, were determined by gRT-PCR method, utilizing 2°
AACT analysis.

ICso value is calculated as 2,5 mM after proliferation analyses made in 48" hour.
Determination of early apoptosis in cells exposed to 2,5 mM VPA in the apoptosis
analyses confirmed the calculated ICso value. No significant difference has been
observed in the expression levels of AXIN1 and CTNNBL1 genes after the application of
VPA. A significant increase was observed in the expression levels of CCND1 ve LEF1
genes.

These findings have shown for the first time that 1Cso value can be calculated by
combining the CFSE and annexin V/PI methods. In addition, VPA has been confirmed
to inhibit division of cancer cells and induce apoptosis.

Key Words: PANC-1, apoptosis, Wnt signaling pathway, CFSE, gRT-PCR

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. TDP-2019-32763



1. GIRIS VE AMAC

Pankreatik kanserlerin yaklasik %95’ini ekzokrin timdrler olusturmaktadir [1].
Pankreas duktal adenokarsinoma (PDAK), ekzokrin boélgede ortaya ¢ikan agresif bir
kanser tiirtidiir [1]. Bu kanser tiirline yakalanan hastalar i¢in tiim diinyada 5 yillik sag
kalim oranm1 %@8'in altindadir [2]. Pankreas kanseri tanisi olan hastalar i¢in en etkili
tedavi yontemi cerrahi rejeksiyondur [3]. Ancak erken taniya uygun belirteclerin
olmamasi nedeniyle hastalar ¢ogu zaman lokal olarak ilerlemis olan metastatik
timorlere sahiplerdir [3]. Bu durum tani almis hastalarin yalnizca %20’sine cerrahi
rejeksiyon uygulanabilmesine neden olmaktadir [3]. Bu nedenle, hastaligin tedavisinde

yeni stratejilerin gelistirilmesine yonelik ¢alismalar, tiim diinyada 6nem kazanmustir.

Cesitli in vitro calismalar, bir histon deasetilaz inhibitorii (HDACH) olan valproik
asitin (VPA) c¢esitli timdr tiplerinde; tiimor biiylimesini, anjiyogenezini ve metastazini
baskiladigi, kanser hiicrelerini apoptoza yonlendirdigi bildirilmistir [4-6]. Buna paralel
olarak, VPA’nin Wnt, PI3K/AKT ve Notch sinyal yolag: gibi farkli yolaklar {izerinden
kanser karsiti etki gosterdigi de bilinmektedir; ancak buna ragmen heniiz molekiiler
mekanizmalart aydinlatilamamistir [7-10]. VPA’nin anti-kanser etkisi; rahim agzi,
kolon, meme, tiroid kanseri, losemi gibi pek c¢ok farkli kanser tipinde
arastirilmigtir  [11-15]. Diger ilaglara gore daha az toksik yan etkiye sahip olmasi
nedeniyle bir¢ok kanser onleyici sitotoksik terapodtik ajan ile kombinasyon halinde ideal
bir adjuvan ajan olarak kullanilmaktadir [11, 12, 16, 17]. Ancak VPA’nin tek basina
gosterdigi etki halen bir¢cok kanser tipinde anlasilmis degildir.

Bu nedenle tezimizin amaci, en agresif kanser tiirlerinden biri olan pankreas
kanserine alternatif ya da tamamlayict tedavi gelistirilmesine yonelik VPA
uygulamasinin hiicre proliferasyonuna etkisinin, Wnt sinyal yolagi komponentleri
tizerinde olusturdugu molekiiler yanitin ve apoptozun aydinlatilmasidir. Bu kapsamda,
pankreas kanser modeli olarak insan duktal kokenli pankreatik karsinom hiicre hattina
(PANC-1) VPA uygulamasiyla indiikklenen apoptozun Ol¢iimii, azalan proliferasyon
oranlartyla ile birlikte degerlendirilmis ve bunun Wnt sinyal yolagi ana komponentleri

anlatim diizeyleri iizerine etkisinin tespiti gerceklestirilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Pankreas

Pankreas, karin boslugunda bulunan ve salgi bezi gorevi goren, hem ekzokrin
hem de endokrin bilesenlere sahip bir organdir [18]. Gelisim sirasinda, endokrin
hiicreler kanal sisteminden go¢ eder ve ekzokrin glandiiler dokuya dagilmis Langerhans
adaciklar1 olarak bilinen izole edilmis hiicre kiimelerini olusturmak icin kilcal
damarlarin etrafinda toplanirlar [19]. Adacik hiicrelerinin en bilinenleri alfa, beta ve
delta hiicreleridir ve bu hiicreler sirasiyla glukagon, insiilin ve somatostatin
hormonlarini salgilamaktadir [19]. Insiilin ve glukagon hormonlar1 karbonhidrat
metabolizmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Bunun yani sira, endokrin pankreasin
salgilayici ana tiriinlerinin enerji metabolizmasinda, biiyiime ve gelisme iizerinde de ¢ok

cesitli etkileri vardir [19].

Pankreasin biiylik bir kismin1 ekzokrin hiicreler olusturur. Bu hiicrelerin
yaklagik %90’m1 duktal limen c¢evresinde gruplar halinde kiimelenmis asinar
hiicrelerdir [20]. Asinar hiicrelerden sindirim sisteminde gorevli amilolitik, lipolitik ve
proteolitik enzimler salgilanir [20]. Proteolitik enzimler olan tripsin ve kimotripsin,
inaktif Onciiller (zimojenler) olarak salgilanir. Bu enzimler daha sonra duodenumda
aktif hale getirilir. Ayrica ekzokrin boliimden sindirim sistemine bikarbonat
iyonlarindan zengin bir sivi salgilanir [20]. Bu sivi mide asidinin nétralize edilmesine

yardimci olur ve pankreas enzimlerinin aktivitesi igin uygun pH'1 olusturur [20].

2.2. Pankreas kanseri

Pankreas kanseri, diinyadaki en yaygin 14. kanser tiirli olup 7. en yliksek kanser
olim nedeni olarak gosterilmektedir [21]. Insidans oranlar iilkeler arasinda 6nemli
Olclide degismektedir. Yasa gore standardize edilmis veriler, en yiiksek kanser oraninin
Avrupa ve Kuzey Amerika'da, en diisiik kanser oraninin ise Afrika ve Giliney Orta
Asya'da gorildiiglinii gostermektedir [22]. Geligmis lilkelerde gelismekte olan iilkelere
gore hem erkeklerde hem de kadinlarda daha yiliksek pankreas kanseri insidansi oldugu

goriilmektedir [23].



En biiyiik endise bat1 diinyasinda pankreas kanseri insidansinin artmasidir. Saad
ve arkadaslarinin SEER 9 veritabanimi (United States Surveillance, Epidemiology, and
End Results Program) kullanarak yaptiklari 1973-2014 yillarin1 kapsayan bir ¢alismada,
cinsiyet, irk ve kanser evreleri yasa gore standardize edilmis ve pankreas kanseri
insidansinin her yil %1,03 oraninda arttig1 tespit edilmistir [24]. Bu verilere gore, 2030
yilina kadar Amerika Birlesik Devletleri'nde pankreas kanseri ile iliskili Sliimlerin

sikliginin dérdiincii siradan ikinci siraya ¢ikacagi tahmin edilmektedir [2, 25].

Diinya ¢apinda, tim yas gruplari ve her iki cinsiyet i¢in pankreas kanseri insidansi (2018)

100000 basina oran

27.2
4.4-7.2
2.8-44

1.5-2.8 B vetersiz veri
<15 Veri yok

Diinya ¢apinda, tim yas gruplari ve her iki cinsiyet icin pankreas kanseri nedenli 6lim oranlari (2018)

°

100000 basina oran

z6.6
4.1-6.6
2.8-4.1

1.5-2.8 - Yetersiz veri
<15 Veri yok

Sekil 2-1 - GLOBOCAN 2018 Pankreas kanseri Verileri
Sekilde GLOBOCAN 2018 verilerine gore kadm ve erkekler i¢in tiim diinyadaki pankreas kanseri yeni vaka

(tistte) ve 6liim oranlart (altta) gosterilmektedir.



Bununla birlikte, pankreas kanseri insidansinda iilkeler arasinda gozlemlenen biiyiik
farkliliklar, cevresel faktorlerin de hastalik gelisiminde Onemli bir rol oynadigini

gostermektedir.

Pankreatik kanserlerin yaklasik %95'ini ekzokrin tiimérler olusturmaktadir [1].
Ekzokrin kanserlerin de yaklasik %90’ m1 epitel hiicre kokenli PDAK olusturmaktadir
[1]. Duktal adenokarsinomalar, sindirim enzimlerini ve bikarbonati duodenuma tasiyan

pankretik kanalda (dukt) meydana gelmektedir [1].

2.3. Apoptoz

Apoptoz, cok hiicreli organizmalarda meydana gelen kontrollii hiicre 6liim
sekillerinden biridir [26]. Apoptozun morfolojik &zellikleri, siirecin dogal olarak
programlanmis bir olgu oldugunu gostermekle birlikte, hem fizyolojik hem de patolojik
olarak cesitli ¢evresel uyaricilar tarafindan baslatilabilecegi veya inhibe edilebilecegini

de betimlemektedir [27].

Apoptoz, her ne kadar ¢ok uzun yillar once tarif edilmis olsa da terim olarak ilk
kez 1972'de Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan kullanilmistir [27, 28]. Apoptoz genleri,
bir nematod (yuvarlak solucan) olan Caenorhabditis elegans'in gelisimi incelenerek
tamimlanmistir [29]. Daha sonra bu genlerin memeli homologlar1 tespit edilmis ve
apoptozun insanlar dahil ¢esitli yasam formlarinda benzer yollarla meydana geldigi

gosterilmistir [30].

Apoptoz, normal gelisim ve yaslanma sirasinda dokulardaki hiicre
popiilasyonlarinit korumak i¢in homeostatik bir mekanizma olarak ortaya ¢ikabilecegi
gibi, savunma mekanizmasi olarak ya da hastalik veya toksik ajanlar tarafindan

hiicrelerin zarar gordiigii durumlarda da ortaya ¢ikabilmektedir [28].

Apoptotik hiicre Oliimiiniin alternatifi, hiicrenin pasif bir kurban oldugu,
enerjiden bagimsiz ve toksik bir siire¢ olarak kabul edilen nekrozdur [28]. Apoptoz ve
nekrozun mekanizmalar1 ve morfolojileri farkli olsa da bu iki islem arasinda ortiisme
vardir. Kanitlar, nekroz ve apoptozun “apoptoz-nekroz siirekliligi” olarak tanimlanan
ortak bir biyokimyasal agin morfolojik ifadelerini temsil ettigini gostermektedir [31].
Ornegin kaspazlarm ve hiicre i¢i ATP'nin mevcudiyetinde bir diisiis, devam eden bir

apoptotik siirecin nekrotik bir isleme doniismesine neden olabilmektedir [32]. Bir



hiicrenin nekroz veya apoptozla 6liip 6lmemesi, kismen hiicre 6liim sinyalinin dogasina,

doku tipine, dokunun gelisim asamasina ve fizyolojik ortama baglidir [31, 32].

Geleneksel histolojiyi kullanarak apoptozu nekrozdan ayirt etmek her zaman
kolay degildir; uyaranin yogunlugu ve siiresi, ATP tiikenmesinin derecesi ve
kaspazlarin mevcudiyeti gibi faktorlere bagli olarak es zamanl ortaya c¢ikabilmektedir
[31]. Nekroz, genellikle genis hiicre alanlarini etkileyen kontrolsiiz ve pasif bir
islemdir, oysa ki apoptoz kontrol edilir ve enerjiye baghdir; bireysel veya hiicre
kiimelerini etkileyebilir [28]. Hiicrenin enerji kaynagina miidahale ve hiicre zarlarinda

dogrudan hasar olusturma, nekrotik hiicre hasarinin iki ana mekanizmasidir [28].

Nekrozla birlikte meydana gelen baslica morfolojik degisikliklerin bazilari:
hiicre sismesi; sitoplazmik vakuollerin olusumu; sismis endoplazmik retikulum;
sitoplazmik kabarciklarin olusumu; yogunlagmis, sismis veya yirtilmis mitokondri;
ribozomlarin ayristirilmasi ve ayrilmasi; parcalanmis organel membranlari; sigsmis ve
yirtilmis lizozomlar ve sonunda hiicre zarinin bozulmasidir [27]. Hiicre zari
biitiinliiglinlin kayb1, sitoplazmik icerigin ¢evre dokuya salinmasi ile sonuglanir ve
nihayetinde enflamatuar hiicrelerin alinmasiyla kemotatik sinyaller gonderir [33].
Apoptotik hiicreler, hiicresel bilesenlerini ¢evresindeki interstisyel dokuya salmadiklari
ve makrofajlar veya bitisik normal hiicreler tarafindan hizli bir sekilde fagosite

edildikleri i¢in, esasen enflamatuar reaksiyonu gergeklestirmemektedir [33].

Apoptozun gergeklesmesi, bir grup proteaz olan kaspazlara dayanmaktadir [34].
Kaspazlar, proenzim olarak sentezlenir ve aktive edildikten sonra diger kaspaslarin
aktiflesmesini saglayan bir proteaz kaskadi olusturmaktadir [34]. Bugiine kadar on
biiyiik kaspaz tanimlanmis olup bu kaspazlar, baslaticilar olan kaspaz-2, -8, -9 ve -10;
efektorler veya uygulayicilar olarak tanimlanan kaspaz -3, -6 ve -7; enflamatuar olan
kaspaz -1, -4 ve -5’tir [35, 36].

Memeli sistemlerinde apoptozu baslatmak igin intrinsik ve ekstrinsik iki
alternatif yol vardir ve her ikisi de nihayetinde efektor kaspazlar olan -3, -6 ve -7'yi
aktive etmektedir (Sekil 2-2) [37]. Mitokondriyal yol olarak da adlandirilan intrinsik
yolak, Bcl-2 aile iiyeleri tarafindan diizenlenmektedir [37]. Yolak gelisimsel olarak
kontrol edilmekte ya da genotoksik ajanlar tarafindan tetiklenmektedir [37]. Bcl-2 ailesi
ti¢ alt aileden olusur: sadece tek BH3 alan1 igeren proapoptotik BH3-iiyeleri (Bim, Bid,
Puma, Noxa, Hrk, Bmf ve Bad), proapoptotik efektor molekiilleri (Bax ve Bak) ve



antiapoptotik Bcl-2 ailesi proteinleri (Bcl-2, Bel-xL, Mcll, Al ve Bcl-B) [38]. Saglikli
hiicrelerde, Bax/Bak kompleksi antiapoptotik Bcl-2 aile iiyeleri tarafindan
baskilanmaktadir [38]. Bir apoptotik uyariciya, érnegin gelisimsel bir isaret; biiyiime ya
da sag kalim faktoriiniin eksikligi veya genotoksik ajana cevaben proapoptotik BH3
tiyeleri, transkripsiyonel ya da posttranskripsiyonel olarak aktive edilmektedir [38].
Aktif proapoptotik BH3 {iyeleri, antiapoptotik Bcl-2 ailesi iiyelerini antagonize
etmektedir [38]. Ayrica Bax/Bak kompleksinin oligomerizasyonunu saglamakta ve bu
kompleks daha sonra mitokondriyal dis membran gegirgenligini [MOMP
(mitochondrial outer membrane permeabilization)] arttirarark sitokrom  c'nin
mitokondriden salinimini uyarmaktadir [38]. Sitokrom c, Apaf-1 ile birlikte apoptozom
denilen heptametrik bir kompleks olusturmaktadir [39]. Kompleks daha sonra
monomerik kaspaz-9’a baglanarak bu yapimin dimer olusturmasini saglamakta ve bu

yap1 da kaspaz-3’li pargalayarak aktive etmektedir [38].

Ikinci apoptotik siire¢ ekstrinsik yolaktir ve bu yolagin calismasina tiimér nekroz
faktorii (TNF) reseptor geni siiper ailesinin liyeleri olan oliim reseptorleri aracilik
etmektedir [40]. TNF reseptorii ailesi iiyeleri benzer sistein bakimindan zengin
ekstraseliiler alanlar1 paylasmaktadir ve “0liim alan1” adi verilen yaklasik 80 amino
asitten olusan bu alanlar, 6liim sinyalini hiicre yiizeyinden hiicre i¢i sinyal yollaria

aktarmada kritik bir rol oynamaktadir [41].

Bugiine kadar en iyi karakterize edilmis ligandlar ve karsilik gelen 6lim reseptorleri
FasL/FasR, TNF-o/TNFR1, Apo3L/DR3, Apo2L/DR4 ve Apo2L/DR5’tir (Sekil 2-2)
[41-43]. Bir uyaran ile spesifik ligandlarin hiicre dis1 6liim reseptorlerine baglanmasi ile
reseptorlerin  aktiflestirilmesi, FADD'min [FAS-iligkili 6lim alani proteini (FAS-
associated death domain protein)] uyarilarak, prokaspaz-8 ve prokaspaz-10’u 6liim
alanina ¢ekmesini saglar [43]. Kaspazlarin alana katilmasi ile DISC [6liime neden olan
sinyal kompleksi (death inducing signaling complex)] olusturulur [43]. Bu asamada
DISC'in iki farkli yoldan apoptozu indiikleyebilecegi onerilmektedir [44]. Kaspaz-8'in
DISC'de yeterince aktive oldugu tip I grubunda (6rnegin timositler) kaspaz-8,
prokaspaz-3'i dogrudan aktive etmektedir [44]. Tip Il grubunda (6rnegin hepatositler ve
fibroblastlar) ise kaspaz-8, proapoptotik BH3’lin bir iiyesi olan Bid'i par¢alamaktadir
[44]. Pargalanmis olan Bid (tBid), mitokondriden sitokrom ¢ ve SMAC [ikincil

mitokondri tlirevli aktivator kaspaz (second mitochondria-derived activator of



caspases)] salimmi indiikleyerek intrinsik yolu aktive etmektedir [44]. SMAC'nin
mitokondriden salinmasi, XIAP’yi [X’e bagli apoptoz protein inhibitorii (X-linked
inhibitor of apoptosis protein)] bloke ederek apoptozu kolaylastirmaktadir [42].
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Sekil 2-2 - Apoptoz yolaklar:
Intrinsik yolak (mitokondriyal yolak), hiicresel stresi algilayan ve sagkalim yanlis1 Bcl-2 ailesi iiyelerini inaktive eden
proapoptotik BH3 proteinleri tarafindan aktive edilir. Yolagin aktivasyonu, dig mitokondriyal zarin gegirgenligine ve
siktokrom C, Apaf-1 ve kaspaz-9 salinimia yol agar. Ekstrinsik yolak, TNF ailesi ligandlarin FADD igeren adaptor
proteinleri uyarmasi ile aktive edilir. Aktivasyon sonucunda kaspaz 8 ve 10 uyarilir. Bu durum ya proapoptotik
BH3{in bir iiyesi olan Bid'in pargalanarak intrinsik yolagin uyarilmasina ya da kaspaz 3 ve 7’nin uyarilarak hiicrenin

dogrudan apoptoza gitmesine neden olmaktadir [42].



2.4. Hiicre dongiisii ve Kanser iliskisi

Okaryotik hiicre dongiisii dort ayr1 asamadan olusur: Gi1 faz1 , S faz1 (sentez), G2
faz1 ve M faz1 (mitoz ve sitokinez) (Sekil 2-3). G1 fazinda hiicreler biiyiir ve kontrol
mekanizmasi hiicrenin DNA sentezine hazir olup olmadigini kontrol eder; S fazinda
DNA replikasyonu gergeklesir; G2 fazinda hiicrenin mitoz evresi igin hazir olup
olmadigi kontrol edilir ve bu asamada da hiicre biiylimeye devam eder; M fazinda ise
hiicre iki yavru hiicre olarak boliinmek iizere kontrol noktasindan gecerek boliiniir [45].
Boliinmeden sonra hiicreler Gi'e geri doner ve hiicre dongiisii tamamlanir [45]. Bu
asamada hiicreler her zaman dongii i¢inde kalmayabilirler [45]. Bunun yerine hiicre
dongiistinden c¢ikip, transkripsiyon ve translasyon da dahil olmak iizere hiicresel temel
metabolizmanin baskilandigi asama olan Go fazina girebilirler [45]. Hiicre dongiisiinden

diger sapma durumlari, programlanmis hiicre 6limii (apoptoz) ve farklilasmay1 igerir
[45].
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Sekil 2-3 - Hiicre Dongiisii

M (mitotik) faz, hem mitozu hem de sitokinezi kapsayan hiicre dongiistiniin en kisa boliimiidiir. Hiicre dongiisiiniin
biiyiik bir boliimiinii kapsayan interfazda ise Gi1 fazi, S fazi (sentez), G2 fazi yer almaktadir [49]. Sekil 2-3, 48

numarali referanstan uyarlanmistir.



Okaryotik hiicre dongiisiiniin ilerlemesi ve smirlanmasi birgok diizenleyici
mekanizma tarafindan siki bir sekilde kontrol edilir [46]. Bir hiicrenin hiicre dongiisii
boyunca geg¢isini kontrol eden ana proteinler arasinda retinoblastoma (Rb) gen {iriindi,
siklinler, siklin bagiml kinazlar (CDK), sikline bagimli kinaz inhibitérleri (CKIs) ve
p53 proteini bulunur [45]. Siklin bagimli kinazlar, hiicre dongiisliniin her asamasi
boyunca ilerlemeyi saglayan motorlara benzemektedir [47]. Bu proteinler, aktive olmak
icin siklinlerle kompleksler olusturarak hiicre dongiisii icin majér kontrol anahtarlari
olarak islev goriirler [47]. BOylece hiicrenin Gi'den S fazina veya Go'den M fazina

hareket etmesini saglarlar [47].

Hiicre dongiisii modeline gore, G1 evresinin baglarinda CDK4 ve CDKG6, D tipi
siklinler tarafindan aktive edilir ve Rb ailesinin (Rb, p107 ve p130) fosforilasyonunu
baslatir [49]. Bu, E2F transkripsiyon faktorlerinin salinimina yol agar ve hiicre dongiisii
ilerlemesi i¢in gereken E2F'ye cevap veren genlerin aktivasyonu ve transkripsiyonuyla
sonuglanir [50, 51]. Erken E2F'ye cevap veren genler, E ve A tipi siklinleri icerir [49,
51]. Ge¢ Gi fazinda, CDK2 siklin E'ye baglanarak aktive edilir ve E2F aracili
transkripsiyonun daha fazla aktivasyonuna yol acan Rb'nin fosforilasyonunu tamamlar
[49]. Bu, G1/S faz1 smirindaki kisitlama noktasindan gegise ve S fazi baslatmasina
neden olur [49]. Daha sonra CDK2, siklin A ile kompleksleserek S fazi ilerlemesinde
onemli bir rol oynar [49]. A tipi siklinler, S fazinin baslangicinda sentezlenir [52].
G2/M gegisi sirasinda, fazin baglatilmasi i¢in CDK1/siklin A aktivitesi gereklidir [52].
Son olarak, CDK1/siklin B kompleksleri aktif olarak mitoza katilir [52] (Sekil 2-3).

Kanser, genomik instabilite ve hiicre dongilisii kontrol noktalarinin
diizensizlesmesi ile karakterize edilir [53]. Insan neoplazmalari, onkogenler ve tiimor
baskilayici genlerdeki genetik ve epigenetik degisikliklerin ilerleyici birikimini takiben
gelisir [53]. Hiicrenin biiylimesine ve boliinmesine yardimci olan onkogenlerin
mutasyonu ya da duplikasyonu, kontrolsiiz boliinmelerin olusmasina neden olmaktadir
[54]. Bu durumda onkogenler sikigsmis bir gaz pedalina benzetilmektedir [54]. Timor
baskilayict genler ise tipki bir fren gibi davranarak hiicre boliinmesini yavaslatmaktadir
[54]. Bu sayede DNA replikasyonunda meydana gelen hatalar onarilabilmekte veya
hiicreler apoptoza yonlendirilmektedir [54]. Timoér baskilayici genlerin  diizgilin

caligmadigi durumlarda hiicreler kontrolden ¢ikarak kansere neden olabilmektedir [54].
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2.5. Histon Deasetilazlar (HDACYS)

DNA'nin paketlenmesi, negatif yiiklii DNA ile pozitif yiiklii histonlar arasindaki
etkilesimlere dayanmaktadir [55]. Histon kuyruklari, lizin ve arjinin amino asitlerinde
bulunan amin gruplar1 nedeniyle pozitif olarak yiiklenir. Bu sayede histon kuyruklari,
DNA omurgasinda bulunan negatif yiiklii fosfat gruplarina baglanabilmektedir [56].
Histonlarin asetilasyonu ve deasetilasyonu, oOkaryotik hiicrelerin transkripsiyon
diizenlemesinde ©Onemli bir rol oynamaktadir [55]. Histon ve histon olmayan
proteinlerin asetilasyon durumu, histon deasetilazlar (HDAC) ve histon asetil-
transferazlar (HAT) ile belirlenir [55]. HAT enzimleri, histon kuyruklarindaki lizin
kalintilarina asetil gruplar ekleyerek pozitif yiikii nétralize eder, bdylece kromatin
yapisit gevser [55]. Bu durum, transkripsiyonel aktiviteye izin verir [55]. HDAC
enzimleri ise asetil gruplarini ¢ikararak transkripsiyonun engellenmesini ve kromatin
yapisinin yogunlasarak eski haline donmesini saglar [55]. Ayrica HDAC enzimleri,
hiicre ¢ogalmasini ve hiicre Oliimiinii diizenleyen hormon reseptorleri, saperon
proteinleri ve hiicre iskeleti proteinleri gibi pek c¢ok histon olmayan proteinin

regiilasyonunda rol oynamaktadir [57].

Bugiine kadar insanlara ait on sekiz adet HDAC enzimi tanimlanmis ve maya
HDAC ezimleri ile homolojilerine dayanarak dort gruba ayrilmistir [58]. Bu gruplar
Tablo 2-1°de gosterilmektedir.

Tablo 2-1;: HDAC Enzimleri

Simif Hiicre ici lokalizasyon (Kaynak)

HDAC1

Sinif I HDACZ Niikleus [58]
HDAC3

HDACS8

HDAC4

Sinif Ila HDACS Niikleus ve sitoplazma [59]
HDAC7

HDAC9

HDACS6
Sinif IIb Niikleus ve sitoplazma [59]
HDACI10

Smf IV HDAC11 Niikleus ve sitoplazma [59]
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Histon deasetilaz inhibitorleri (HDACi ya da HDAC inhibitdrleri), histon
deasetilazlar1 inhibe eden kimyasal bilesiklerdir [60]. HDAC inhibitorleri, tiimdr hiicresi
apoptozunu, biiylimeyi durdurmayi, yaslanmayi, farklilasmayr ve immiinojenisiteyi

indiikleyebilmekte ve anjiyogenezi inhibe edebilmektedir [60].

2.6. WNT Sinyal Yolag:

Wnt sinyal yolagi ile ilgili verilere ilk kez Nusse ve arkadaslarinin farelerde
gerceklestirdigi viral karsinojenez deneylerinde ulasilmistir [61]. Bu deneyde fare
meme timord virdsic [mouse mammary tumour virus (MMTV)] kaynakli meme
timorlerinde, Int-1 geninin promotdriiyle ortak bir viral entegrasyon bolgesi
tanimlanmistir [61]. Bu bolge transgenik farelerde indiiklendiginde Int-1 protein
seviyesinin arttigi ve buna bagli olarak da farelerde meme tiimdriinlin gelistigi
gozlemlenmistir [62, 63]. Daha sonra tiimér indiikleyen Int-1’in dizi analizi
gerceklestirildiginde bu genin, Drosophila segment polarite geni Wingless (Wg) ile
ortolog oldugu saptanmis ve bu iki gen isminden memeli Int-1 geni ve paraloglari i¢in
Wnt ismi tiiretilmistir [64]. Wnt sinyal yolagi, embriyonik gelisim sirasinda hiicrenin
akibetinin belirlenmesini (apoptoz ve proliferasyon gibi), hiicre gociinii, hiicre
polaritesini, sinirsel sekillenmeyi ve organogenezin kritik yonlerini diizenleyen evrimsel

olarak korunmus bir yolaktir [65].

Ug farkli Wnt sinyal yolag: vardir: kanonik Wnt/B-katenin yolagi, Wnt/Ca**
yolagi ve Wnt/Planar Hiicre Polaritesi (PCP) yolagi [66, 67]. Kanonik Wnt sinyali, kok
hiicre yenilenmesi ve farklilagmasi gibi hiicre kaderinin belirlenmesine katki
saglamaktadir. Kanonik olmayan PCP ve Wnt/Ca™ yolaklar1 ise genellikle hiicresel
hareket, morfolojik degisiklikler ve doku organizasyonu ile ilgilidir [66, 67]. Ug yolak
da hiicre yiizeyine yerlesmis bir transmembran glikoprotein ailesi olan Frizzled
reseptorler (Fzds) tarafindan aktive edilir. Yolaklara 6zel Wnt ligantlar1 Frizzled
reseptorlerinin  sisteinden zengin bdlgelerine baglanir. Bu etkilesim daha sonra

Disheveled (Dvl) proteinlerini fosforiller ve boylece sitozolik iletisim saglanir [68].
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Kanonik Wnt sinyalinde Wnt ligandlarinin yoklugu, Axin’nin iskele gorevi
gordiigii, APC, GSK3 kinazlar ve kazein kinaz (CKla) igeren yikim kompleksi
tarafindan B-kateninin fosforilasyonuna yol agar [69]. Bu durumda B-katenin, GSK3[
ile fosforile edilir, B-TrCP ile ubikitinlenir ve boylece proteasomal bozulma hedeflenir
[69]. Niikleer B-katenin yoklugunda, TCF/LEF ve TLE/Groucho [transdiiktif benzeri
gelistirici protein (transducing-like enhancer protein)] igeren baskicit bir kompleks,
hedef genleri susturmak icin HDAClIeri uyarir [70] (Sekil 2-4). Kanonik yolak,
salgilanan Wnt ligandlarinin (Wnt3a ve Wntl gibi) Fzd reseptorlerine ve LRP yardimci
reseptorlerine baglanmasi ile aktive edilir [70]. Daha sonra CKlo ve GSK3p ile
fosforile edilen LRP reseptorleri, Dvl proteinlerini plazma membranina alarak aktive
edilmelerini saglarlar [70]. Dvl polimerleri, B-katenin yikim kompleksini multivesikiiler
cisimlerin sekresyonu yolu ile inaktif hale getirir [71]. Bunun sonucunda serbest kalan

B-katenin niikleus i¢inde birikmeye baslar.

Kaderin Inaktif Wnt/B-katenin Yolagi Aktif Wnt/B-katenin Yolagi
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Sekil 2-4 - Wnt/B-katenin sinyal yolag:
Zhan ve arkadaglarinin [74] yaymlamis oldugu ¢alismadan uyarlanan sekle gore: Wnt/B-katenin sinyal yolagi, Wnt

ligandlarinin yoklugunda yikim kompleksi tarafindan B-kateninin yikilmasi nedeniyle inaktif halde bulunur (sol

taraf). Wnt ligandlarinim hiicre yiizey reseptorlerine baglanmast ile yolak aktif hale gelir (sag taraf).
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Burada LEF [lenfoid arttirict faktor (lymphoid enhancer factor)] ve TCF [T
hiicre faktorii (T-cell factor)] proteinleri ile aktif bir kompleks olusturarak
TLE/Groucho’nun yerine gecer ve CBP/p300, BRG1, BCL9 ve Pygo gibi histon
modifiye edici ko-aktivatorlerin ¢alismasini tetikler [71] (Sekil 2-4).

Kanonik olmayan Wnt sinyalleri, p-kateninden bagimsiz sinyal iletim
mekanizmalariyla tanimlanir. Wnt / PCP sinyali sirasinda, Wnt ligandlari, Dvl'yi aktive
etmek i¢in ROR-Frizzled reseptor kompleksine baglanir [72]. Dvl, sitoplazmik protein
DAAML'in [(Dvl ile iliskili morfogenez 1 aktivatorii (Dvl associated activator of
morphogenesis 1)] de-inhibisyonuyla kiigiik GTPase Rho'ya (the small GTPase Rho)
baglanir [73]. Kiigiik GTPase Racl ve Rho birlikte ROCK [Rho kinaz (Rho kinase)] ve
JNK'yi tetikler [74]. Bu durum ATF2 [aktif transkripsiyon faktorii 2 (activating
transcription factor 2)] gibi faktorlerle hiicre iskeleti ve transkripsiyonel cevaplarin

yeniden diizenlenmesine yol agar [74]. Vangl da Dvl gibi Wnt/PCP sinyal yolaginin

onemli bir liyesidir. Vangl, Wnt5a'ya bagimli bir sekilde fosforilasyon ile aktive edilir

[74] (Sekil 2-5).

Wnt/Ca™ sinyali, G-proteini ile tetiklenen fosfolipaz C aktivitesi ile
baslatilmaktadir [75]. Fosfolipaz C aktivasyonu, PIP2’yi [fosfatidil inositol 4,5 bifosfat
(phosphatidyl inositol 4,5 biphosphate)], DAG [diasilgliserol (1,2-diacylglycerol)] ve
IP3'e [inositol 1; 4,5-trifosfat (inositol 1,4,5-triphosphate)] pargalar [75]. Sonug olarak
PKC (protein kinaz C) DAG yoluyla aktive olurken, IP3 ise endoplazmik retikulum’dan
kalsiyum salimini baglatarak PKC’lerin fosforilasyonunu ve aktivasyonunu arttirir [75].
Ek olarak, Ca**-kalmodulin bagimh kalsinérin (CN) ve CAMKII'nin [Ca**-kalmodulin
bagimh kinaz (Ca**-calmodulin dependent kinase I1)] aktivasyonu, NFAT [aktif T-
hiicrelerinin niikleer faktorii (nuclear factor of activated T-cells)] ve NLK [nemo
benzeri kinaz (nemo like kinase)] translokasyonuna neden olur [68]. NFAT, uygun
hedef genler i¢in bir transkripsiyon aktivatorii gorevi goriirken; NLK, TCF/LEF
transkripsiyon koaktivatorlerini parcaladigindan kanonik WNT yolak inhibitérii gorevi

goriir [75] (Sekil 2-5).
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Sekil 2-5 - Wnt/PCP Sinyal Yolagi ve Wnt/Ca** Sinyal Yolagi
g g

Zhan ve arkadaglarinin [74] yaymlamis oldugu ¢alismadan uyarlanan sekle gore: Wnt/PCP Sinyal Yolag: solda,
Whnt/Ca** Sinyal Yolag ise sagda gosterilmektedir
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec¢

3.1.1. Kullanilan hiicre hatti
Tez ¢alismasi, ATCC’den [Amerikan Tipi Kiiltiir Koleksiyonu (The American
Type Culture Collection)] temin edilmis, epiteliyal kokenli bir kanser hiicresi olan
PANC-1 (ATCC® CRL-1469™) kullanilarak gerceklestirilmistir.

PANC-1 hiicreleri ilk kez, 56 yasindaki Kafkasyali bir erkekten alinan
pankreatikoduodenektomi  6rneginden elde edilmistir [76]. Primer kiltlirii
gerceklestirilen tiimor dokusunun; pankreasin endokrin ve ekzokrin salgi {ireten
boliimiinden uzak olan bas kisminda, duodenuma bitisik, sinirlart belirli bir nodiil
halinde yer almakta oldugu bildirilmistir [76]. Timoriin mikroskobik incelemesi,
farklilasmamis bir karsinom oldugunu gdsterse de bazi alanlarin belirgin sekilde
anormal malign tip hiicrelerle kapli oldugu gozlemlenmistir [76]. Tiimoriin anaplastik
bolgelerinde, belirgin bir sekilde atipik ¢ekirdekler, cok sayida ¢ok ¢ekirdekli dev hiicre
ve sayisiz mitotik sekil gorllmiistiir [76]. Ayrica enzim ve kromozom calismalari,

PANC-1 hiicre hattinin insan kdkenli oldugunu gostermistir [76].

3.1.2. Kullanilan kimyasallar

Tablo 3-1: Kullamlan kimyasallar

Kimyasal Adi Markasi Katalog Numarasi
Etanol EMSURE K45722983429
Izopropanol Merck 1096341000
DMEM Biosera LM-D1110
DMSO Biofroxx 1084ML100
2-merkaptoetanol Gibco 21985-023
FBS Gibco 10270
Pen/Strep Lonza DE 17-602E
Tripsin Biosera LM-T1720

VPA Sigma-Aldrich P4543
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PBS

Moleculer Biology Water
RLT buffer

6X Loading Dye

100 bp DNA Ladder
TAE Buffer (50X)

Seakem LE Agarose

Gibco 70011
Lonza BE51200
Qiagen 74104
Bioline BI10-33030
Bioline BI10-33030
Genemark GB01-1
Lonza 50002

3.1.3. Kullanilan kitler

Tablo 3-2: Kullanilan Kitler

Kit Adx

CellTrace™ CFSE Cell Proliferation Kit

Dead Cell Apoptosis Kit with Annexin V FITC and Pl
Quick-DNA/RNA Microprep Plus Kit

SensiFAST™ cDNA Synthesis Kit

SensiFAST™ SYBR® No-ROX Kit

TagMan® Gene Expression Assays

TagManTM Universal Master Mix Il, with UNG
Vi-Cell Single Pak Hiicre Sayim Kiti

Markasi

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
ZYMO Research
Bioline

Bioline

Thermo Fisher

Thermo Fisher

Beckman Coulter Inc.

Katalog
Numarasi

C34554
V13242
D7005
B10-65053
B10-98050
4453320
4440038
383721

3.1.4. Kullanilan cihazlar

Tablo 3-3: Kullanilan Cihazlar

Cihaz

Isik Mikroskobu

Inkiibator

Vi-Cell Hiicre Sayim Cihazi

Laminer Akis Kabini

Markasi
Olympus CKX41
Hibrigene Techne

Beckman Coulter

Thermo Scientific, Hera
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Su Banyosu

Masaiistii Santrifiij
Otomotik Pipetler
Pipetor/Pipetleyici

+4°C Buzdolabi1

-20°C Buzdolab1

-80°C Buzdolab1

Buz Makinasi

Hassas Terazi

Distile Su Cihazi
Mikrosantrifiij
Nanodrop

Vorteks

Elektroforez Tanki

Jel Goriintiileme Sistemi
Lightcycler 480
StepOnePlus Real Time PCR
Plate Santrifijj

Thermal Cycler

BD Facs Calibur

Memmert WNB45

Thermo Scientific

Thermo Scientific

Axygen Motopet

Sanyo Labcool

Panasonic

Heraeus Sepatech

Cornelius

KERN, EMB 200-2

Millipore

Beckman Coulter Microfuge 16
Thermo Scientific (ND-1000)
Kermanlar

Invitrogen

UVP Imaging System

Roche, Light Cycler 480 Il
Applied Biosystems

Beckman Coulter Allegra X-22
T100 Thermal Cycler Bio-Rad

Becton Dickinson

3.1.5. Kullanilan elektronik veritabanlari ve bilgisayar programlar:

Tablo 3-4: Kullanilan elektronik veritabanlari

Adi Web Adresi Kullanim Amaci
Biyolojik  diziler arasindaki
benzerlik  bolgelerini  bulur.

NCBI/BLAST https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi ~ Farkli veritabanlarini1 tarayarak

niikleotit veya protein

sekanslarmi1  karsilagtinir ~ ve



https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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istatistiksel 6nemi hesaplar.

Primer3 and BLAST araglarinmi

kullanarak istenilen  PCR
) https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer- .
Primer-BLAST blast/ kosullart  igin en  uygun
ast

primerlerin dizayn edilmesini

saglar,

Cok sayida canlimin genom

Ensembl http://www.ensembl.org/index.html referans dizilerini ve diziler

hakkinda bilgileri igeriri.

Tablo 3-5: Kullamlan bilgisayar programlari

Ad1 Kullanim Amaci
Akan hiicre Olger cihazi ile yapilan Ol¢lim
NovoExpress o .
goriintiilenmesini ve analizini saglar.
Deneysel  verilerin  istatistiksel  analizlerin
GraphPad Prism 7 yapilmasim1  ve bu veriler ile grafikler

olusturulmasini saglar.

3.2. Yontem
3.2.1. Hiicre Kiiltiirii Asamalari

3.2.1.1. Donmus PANC-1 Hiicre Hattimin Coziindiiriilmesi ve Cogaltilmasi

PANC-1 hiicre kiiltiiriinde kullanilan besi yerinin hazirlanis1 Tablo 3-6’da
gosterildigi sekilde gerceklestirilmistir.

Tablo 3-6: PANC-1 hiicre kiiltiiriinde kullamlan besi yeri

PANC-1 hiicre Kkiiltiiriinde kullanilan besi yerinin hazirlanis

DMEM (4 mM L-glutamin, 4500 mg/L glukoz, 1 mM sodyum piruvat ve 1500 mg/L 45 mL
sodyum bikarbonat)
Heat-inactivated FBS/FCS 5mL

PenStrip (100 units/mL penisilin ve 100 pg/mL streptomisin) 250 pL



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
http://www.ensembl.org/index.html

19

PANC-1 hiicrelerinin ¢oziindiiriilmesi
1. Cryotiipler s1v1 azottan alinir ve 37°C su banyosunda elle tutarak ¢oziindiirtiliir.

2. 9 mL kiltir medyumu, 15 mL’lik falkona eklenir. Coziinen hiicre falkona

aktarilir ve nazik bir sekilde pipetajlanir.
3. 1500 rpm’de, oda sicakliginda 5 dk santrifiij edilir. Siipernatant dokiiliir.
4. Hiicreler 5 mL medyum ile 25T flasklara ekilir.

Hiicrelerin canlilig1 ve flasklara yayilma siireci mikroskop yardimi ile izlenir. 2’ser giin
araliklarla medyum degisikligi gergeklestirilir. Pasajlama islemi, genellikle ekimden 5

giin sonra gergeklestirilir.
PANC-1 hiicrelerinin pasajlanmasi
1. Pasajlanacak flasklarda tist faz dokiiliir.

2. 25T flasklar i¢in 4 mL, 75T flasklar i¢in ise 8 mL 1X PBS (Ca ve Mg yoksunu)

kullanilarak flasklar yikanir ve tekrar dokiiliir.

3. 25T flasklara 4 mL, 75T flasklara ise 9 mL tripsin (%0,05) eklenerek 5 dakika
37°C inkiibatorde bekletilir.

4. 6 mL PANC-1 medyumu tripsinli flaska eklenerek pipetaj yapilir. Daha sonra 50
mL’lik falkona hiicreleri igeren tiim soliisyon alinir. 1500 rpm’de 5 dakika oda

sicakliginda santrifiijlenir.

5. Ust faz atilir. 1:2 ya da 1:4 seklinde pasajlama yapilacak sekilde PANC-1
medyumu eklenir, hiicreler pipetajlanir. Ekilen hiicreler 37°C sicaklikta, %5

CO:z igeren ortamda inkiibe edilir.

3.2.1.2. Uygulanacak Etkin VPA Dozunun Belirlenmesi i¢in Proliferasyon Olgiimii
Hiicre proliferasyonunda %50 azalmaya neden olan inhibe edici konsantrasyona
ICso ad1 verilmektedir [77]. Bu kantitatif 6l¢iim, belirli bir biyolojik siireci yar1 yariya

inhibe etmek i¢in bir kimyasaldan ne 6l¢iide kullanilmasi gerektigini gosterir [77].

PANC-1 hiicrelerine uygulanacak etkin 1Cso dozununun belirlenebilmesi igin
hassas bir proliferasyon ol¢iimii saglayan, “CellTrace™ CFSE Cell Proliferation
Kit’inden (Thermo Fisher Scientific)” yararlanilmistir. CFSE ile proliferasyon

Olctimleri, Akan hiicre 6lger (BD Facs Calibur) cihazinda gergeklestirilmistir.
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Hiicrelerdeki proliferasyon miktarinin belirlenmesinde kullanilacak olan
proliferasyon kitinin temeli, pasif olarak hiicrelere yayilim gosteren karboksifliioresein
stiksinimidil ester (CFSE) molekiiline dayanmaktadir [78]. CFSE, hiicre zarindan
gecebilen bir molekiildiir [78]. Molekiil, stiksinimidil grubu sayesinde hiicre i¢i lizin
kalintilarina ve diger amin kaynaklarna kovalent olarak baglanir [78]. Bu sayede
molekiiliin bitisik hiicrelere aktarilmasi engellenmis olur [78]. Molekiilde yer alan asetat
gruplari, hiicre i¢i esterazlar tarafindan uzaklastirilir ve bdylelikle molekiil 1s1ma
yapabilir duruma gelir [78]. Her boliinme sonrasinda hiicrelerdeki floresan boya miktari
yartya inmektedir [79]. Bu sayede boya-protein birlesimi ile isaretlenen hiicreler,

gelisim ve mayoz bdliinme boyunca in vivo olarak izlenebilmektedir [79].
Proliferasyon ol¢iimii icin hiicrelere CFSE uygulanmasi:

Hiicreler ekimden 6nce CellTrace™ CFSE Cell Proliferation Kit protokolii izlenerek

boyanmustir.
1. Hiicreler boliim 3.2.1.1°de belirtilen sekilde flasktan kaldirilir.
2. Toz halinde bulunan CFSE, 18 uL DMSO (dimetil siilfoksit) ile karistirilir.
3. 1x 10 hiicre, 1 mL medyum ile pipetajlanir. igerisine 1 uL CFSE eklenir.
4. 20 dakika boyunca, 37°C sicaklikta, 151k almayacak sekilde inkiibe edilir.

5. Inkiibasyon sonunda iki kez medyum ile yikanarak, 2000 rpm’de, 3 dakika

santriftijlenir.

PANC-1 hiicrelerinin CFSE ile boyanmasinin ardindan, uygulanacak etkin
dozun belirlenebilmesi amaciyla 24 kuyucuklu plate kullanilarak bes adet proliferasyon
deneyi gergeklestirilmistir. Her bir deneyde ol¢tim yapilacak her saat i¢in 1 kuyucuk
“boyasiz kontrol” (CFSE eklenmemis PANC-1 hiicreleri) kullanilmistir. Bu kontrol,
akan hiicre Olcer cihazinda PANC-1 hiicrelerinin olusturdugu dogal floresan 1s1ma
nedeniyle olusan arka plan hatalarinin elimine edilmesi amaci ile kullanilmigtir. Buna
ek olarak, CFSE ile boyanmis ancak VPA eklenmemis “boyali kontrol” grubu da VPA
dozlarinin proliferasyon miktarinda olusturdugu degisiklikleri karsilastirmak igin
kullanilmistir. Tablo 3-7°de gerceklestirilen proliferasyon deneyleri igin 6rnek sablon
gosterilmektedir. Bu sablon dikkate alinarak gerceklestirilen 5 farkli deneyde oncelikli

amagc hiicre sayisinin optimize edilmesi sonrasinda ise farkli VPA dozlarinin denenmesi
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oldugundan deneyler arasi farkliliklar mevcuttur. Ote yandan kontrol gruplari her

deneyde aynidir.

Tablo 3-7: 1. Proliferasyon Deneyi Diizenegi (24 kuyucuklu plate)

5 hii Boyasiz =~ Boyali 0,25 0,5 1 2
110 hitere kontrol kontrol mM/mL  mM/mL  mM/mL  mM/mL

5 hi Boyasiz | Boyali 0,25 0,5 1 2
> X 10 hiicre kontrol kontrol mM/mL | mM/mL = mM/mL = mM/mL

Tabloda kontrol, VPA dozu uygulanmamis ancak CFSE ile boyanmus hiicreleri belirtmektedir. Boyasiz
kontrol ise VPA ya da CFSE boyasi icermeyen PANC-1 hiicrelerini betimlemektedir.

1. Proliferasyon Deneyi

Bu deney, proliferasyon deneylerinin ilk uygulamasi olmasi nedeniyle
literatiirde yer alan VPA doz araliklari esas alinmigtir [80-83]. 24 kuyucuklu plate’e en
uygun hiicre miktarinin belirlenmesi i¢in hiicre miktarlar1 farkli iki deney diizenegi
kurulmustur. Bunun igin 1 X 10° ve 5 x 10° sayida hiicre (pasaj no: 13) kullanilmistir. Bu
hiicrelere literatiirde belirtilen toksik sinirlar i¢inde kalan 0,25 mM, 0,5 mM, 1 mM ve 2
mM’lik VPA dozlar1 uygulanarak 48. saatin sonunda akan hiicre 6lger cihazinda (BD
Facs Calibur) proliferasyon miktarlar1 6l¢tilmistiir [81] (Tablo 3-7).

2. Proliferasyon Deneyi
[k deneyin degerlendirilmesinin ardindan uygulanan VPA dozlarinin ve 8l¢iim
saatlerinin arttirilmasina karar verilmistir. 1 X 10° ve 5 x 10° sayida ve 6. pasajda olan
PANC-1 hiicrelerine bu sefer 0,25 mM, 0,5 mM, 1 mM, 2,5 mM, 5 mM ve 10 mM
konsantrasyonlarinda VPA uygulanmistir. Daha sonra hiicreler hem 24. hem de 48.
saatlerin sonunda toplanmis ve akan hiicre Olger cihazinda CFSE olgtimleri

gergeklestirilmistir.
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3. Proliferasyon Deneyi

Bu deney diizenegi ilk iki deneyden elde edilen sonuglar gergevesinde 1 x 10°
hiicre sayis1 ile devam edilmesi uygun bulunarak yapilmistir. Proliferatif kapasitenin
yiiksek olmas1 gozetilerek 6. pasajdaki hiicreler bu deney diizeneginde ekilmistir ve 2.
deneyde yer alan tiim dozlar deneye dahil edilmistir. Onceki deneylerden farkl1 olarak
akan hiicre 6lger cihazindaki 6l¢timleri 24. ve 48. saatlere ek olarak, 72. saatte toplanan
hiicrelerde de gergeklestirilmistir. Gruplarin istatistiksel agidan degerlendirilebilmesi

igin tiim kosullar1 duplike olarak ¢alisilmistir.
4. Proliferasyon Deneyi

Bu deney, 1, 2 ve 3. proliferasyon deneylerindeki optimizasyonlar neticesinde
kurgulanmistir. Bu nedenle bu deney kapsaminda 1 x 10° hiicre (pasaj no: 5), 0,5 mM, 1
mM, 2,5 mM, 5 mM ve 10 mM konsantrasyonlarinda VPA uygulanmasinin ardindan
24., 48. ve 72. saatlerde toplanarak CFSE Ol¢timiine tabi tutulmuslardir. Her kosul
duplike olarak calisilmistir. Bu deney diizeneginde diger proliferasyon deneylerine ek
olarak es zamanl apoptoz etkisini 6lgebilmek adina, ayni doz ve saatlerin kullanildig

apoptoz 6l¢iimleri de gerceklestirilmis (Bknz Boliim 3.2.1.3).
5. Proliferasyon Deneyi

Bu deney diizeneginde bir dncekilere kiyasla VPA dozajlarinin uygulanmasi
hiicre ekimini takip eden 24. saatte gerceklestirilmistir. Buradaki hipotezimiz,
hiicrelerin ekim sonrasi plate ylizeyine yapismasi ve proliferatif kapasitelerini
yakalamalari i¢in yeterli zamani taniyip, bu zamanin deney sonuglari iizerindeki etkisini
olgmektir. Onceki dort deneyde ise, hiicre ekimleriyle es zamanli VPA dozlar
uygulanmistur. Bu baglamda, 5. proliferasyon deneyi kapsaminda her doz (0,5 mM, 1
mM, 2,5 mM, 5 mM ve 10 mM ) ve saat (24, 48, 72 ve 96) i¢in VPA igermeyen besi
yerine, 10. pasajdaki hiicreler 1 x 10° miktarda olacak sekilde ekilmis ve dncelikle 24
saat inkiibe edilmistir. 24. saat sonunda hiicreleri kaldirmadan yalnizca besi yerleri
toplanmis ve bahsi gecen VPA dozlarinmi igeren besi yerleri ile degistirilmistir. 4.
deneydeki tiim kosullar bu deneyde de kullanilmis olup, daha iyi bir degerlendirme i¢in
ek olarak VPA eklenmesini takiben 96. saatte de Glglim gergeklestirilmistir. Yine bir
onceki deneyde oldugu gibi es zamanli apoptoz 6l¢limii de yine bu deney kosullarinda

gerceklestirilmistir (Bknz Bo6lim 3.2.1.3).
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3.2.1.3. Proliferasyon Olgiimlerinin Analizleri

Proliferasyon ¢iktilarinin degerlendirilmesi igin literatiide yer alan 2" = Fgontrol /
Fvpa formiiliinden yararlanilmistir [84, 85]. Hesaplamaya gore F degeri, CFSE’nin
floresan yogunlugu; n ise hiicre boliinme sayisindaki farki temsil etmektedir. Bu
formiiliin ¢ikis noktasi temel olarak 1 adet hiicrenin n sayida gegirdigi boliinme
miktarinin 2" olarak hesaplanmasina dayanir. Bu hesaplama sonucunda ham CFSE
verilerinden elde ettigimiz 1s1ma degerlerinin proliferasyon katsayisina dondstiiriillmesi
saglanmaktadir. Bu formiil kullanirak 3, 4 ve 5. deneylerin sonuglar1 ayri1 ayri
degerlendirilmistir. Boylece 5. deneyde yer alan VPA uygulamasindaki saat degisiminin

deney diizenegine olan etkisi karsilastirilabilmistir.

3.2.1.4. Apoptoz Olgiimlerinin Gerceklestirilmesi

Proliferasyondaki degisimin artmis apoptoz ya da nekroz orani ile iligkili olup
olmagin1 gérmek amaciyla apoptoz 6lgtimleri gergeklestirilmistir. Bu islem igin erken
ve gec apoptozun belirlenmesini ve apoptozun nekrozdan ayirt edilebilmesini saglayan
“Dead Cell Apoptosis Kit with Annexin V FITC and PI, for flow cytometry (Thermo
Fisher Scientific)” kitinden yararlanilmistir. Yine 6l¢iimler akan hiicre 6lger (BD Facs

Calibur) cihazinda gergeklestirilmistir.

Olgiim icin kullanilan apoptoz kitinde, hiicrelerdeki endojen Ca?*-bagh
fosfolipid baglayict Annexin V proteininden faydalanilmaktadir [86]. Annexin V, hiicre
zarinin i¢ yiizeyinde yer alan fosfatidilserin (FS) icin yiliksek afiniteye sahip olup,
apoptozun erken evresinde hiicre yiizeyine ge¢mis olan FS 'ye baglanmaktadir [86].
Annexin V, FS'ye olan yiiksek afinitesini korurken bir florokrom olan floresin
izotiyosiyanat [fluorescein isothiocyanate (FITC)] ile konjuge edilebilmekte ve boylece
apoptoz uygulanan hiicrelerin akan hiicre 6lcer analizi i¢in hassas bir prob olarak gorev
yapmaktadir [87]. Apoptozun geg¢ evrelerinin tespitinde propidyum iyodiir [propidium
iodide (P1)] kullanilmaktadir [87]. Geg evrede zar yapisi bozulan hiicrenin sitoplazmasi
PI ile boyanmaktadir [87].

Bu baglamda, 3 farkli apoptoz deneyi gergeklestirilmistir. Bunlardan ilki, deney
kosullarin1 optimize etmek igin yapilmistir. 24 kuyucuklu plate kullanilarak her kuyuya
pasaj numarast 13 olan 1 x 10° adet hiicre ekilmistir. Bu hiicrelere éncelikle 0,25 mM,
0,5 mM, 1 mM, 2,5 mM, 5 mM ve 10 MM Konsantrasyonlarinda VPA uygulanmis ve
bunu takip eden, 24., 48. ve 72. saatlerde hiicreler toplanarak apoptoz olciimleri
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gerceklestirilmistir. Uygulanan VPA dozlar haricinde her saat i¢in, akan hiicre olger
cihazinda PANC-1 hiicrelerinin olusturdugu dogal floresan 1s1ma nedeniyle olusan arka
plan hatalarinin elimine edilmesi amaci ile CFSE ile boyanmamis bir kontrol (“boyasiz
kontrol”) ve buna ek olarak CFSE ile boyanmis ancak VPA eklenmemis “boyali
kontrol” grubu da VPA dozlarinin apoptoz miktarinda olusturdugu degisiklikleri

karsilastirmak icin kullanilmistir.

Bir sonraki apoptoz ol¢timii 4. proliferasyon deneyi ile es zamanli olarak

yapilmis, bu deneyde belirtilen kosullar bire bir uygulanmastir.

Daha sonra, kosullar1 degistirilerek yapilan 5. proliferasyon deneyi ile birlikte
tiglincii bir apoptoz deneyi daha gergeklestirilmis olup, yalnizca bu deney duplike olarak

calisilmistir. 5. proliferasyon deneyindeki tiim kosullar bire bir uygulanmastir.
Apoptoz ol¢iimii icin uygulanan protokol:

“Dead Cell Apoptosis Kit with Annexin V FITC and PI, for flow cytometry” kit
protokolii Tablo 3-8’de belirtilen sekilde uygulanmustir.

Tablo 3-8: Soliisyon Hazirhig

1X annexin-binding buffer PI calisma soliisyonu
1mL 5X annexin-binding buffer 5ulL PI stok soliisyonu
4 mL deiyonize su 45 ul 1X annexin-binding buffer
= 1X annexin-binding buffer = PI ¢aligsma soliisyonu

1. Hiicreler kuyulardan 200’er pL tripsin uygulanarak 4 dakika, 37°C inkiibatorde
bekletilir.

2. Tripsin uygulamis hiicreler iizerine 250 pL kiiltiir besi yeri eklenerek tripsin

aktivitesi durdurulur. Daha sonra akan hiicre 6lger i¢in kullanilan tiiplere alinir.

3. 1500 rpm’de, oda sicakliginda 5 dk santrifiij edilir. Siipernatant mikropipet

yardimu ile dikkatlice alinir.

4. Pelete 150 pL soguk PBS uygunarak 1500 rpm’de, oda sicakliginda 5 dk

santrifiij edilir. Siipernatant mikropipet yardimu ile dikkatlice alinir.
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5. Pelete 100 puL 1X annexin-binding buffer (Tablo 3-8) konularak nazikge

pipetlenir.

6. 100 uL 1X annexin-binding buffer ile pipetlenmis sivi igerisine 5 pL FITC
annexin V ve 1 pL PI galisma soliisyonu (Tablo 3-8) eklenerek oda

sicakliginda, karanlik ortamda 15 dakika inkiibe edilir.

7. Inkiibasyon sonrasinda her tiip tizerine 400 pL daha 1X annexin-binding buffer
cklenerek buz igerisinde Ol¢im igin akan hiicre Olger cihazina gotiiriiliir.

Bekletmeden 6l¢iim gergeklestirilir.

3.2.2. Wnt Sinyal Yolag Genlerinin Anlatim Diizeylerinin Incelenmesi
PANC-1 hiicreleri i¢cin VPA’nin ICso degeri, yukarida 6zetlenen proliferasyon
ve apoptoz analizleri sonucunda tespit edilerek hiicrelere tatbiki gergeklestirilmistir. Bu
deneyde de, proliferasyon deneylerinde oldugu gibi tiim kuyulara 1 x 10° hiicre ekimi
gerceklestirilmistir.  Bu uygulama sonrasi VPA’nin  Wnt sinyal yolagi ana
komponentleri lizerindeki molekiiler etkisinin tespiti i¢in asagidaki basamaklar takip

edilmistir.

3.2.2.1. RNA izolasyonu

Belirlenen doz ve siire boyunca inkiibasyonu gerceklestirilen hiicreler, tim
kuyulara 1’er mL tripsin eklenerek kaldirilmis ve pasaj asamalarindaki gibi
santrifiijlenmigtir. Daha sonra hiicreler 250 plL. PBS ile yikanarak medyumdan
arindirilmistir. Calisma tigerli gruplar halinde gergeklestirilmis ve her bir kuyudaki
hiicre 89 pL RLT+ buffer icerisine alinarak izolasyon yapilana kadar -80°C’de

muhafaza edilmistir.

RNA izolasyonu, ZYMO Quick-DNA/RNA Microprep Plus Kit protokolii takip
edilerek gerceklestirilmistir:
1. RLT+ bufferi ¢inde liziz edilmis hiicreler, Zymo-Spin™ IC-XM kolona
aktarilarak 30 saniye boyunca, 14000 X g’de santrifiijlenir.

2. Kolon atilarak altta kalan siv1 tizerine, daha 6nceki adimda koyulan RLT+ buffer

miktart kadar %70’lik etanol eklenir.

3. lyice karistirilan sivi, ZymoSpin™ IC kolona aktarilarak 30 saniye boyunca

14000 x g’de santrifiijlenir ve kolon altinda toplanan siv1 atilir.
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4. ZymoSpin™ IC kolon 400 pl DNA/RNA Prep Buffer eklenerek 30 saniye

boyunca 14000 x g’de santrifiijlenir ve kolon altinda toplanan siv1 atilir.

5. ZymoSpin™ IC kolona 700 ul DNA/RNA Wash Buffer eklenerek 30 saniye

boyunca 14000 x g’de santrifiijlenir ve kolon altinda toplanan siv1 atilir.

6. ZymoSpin™ IC kolona 400 ul DNA/RNA Wash Buffer eklenerek 2 dakika

boyunca 14000 x g’de santrifiijlenir ve kolon 1,5 ml’lik toplama tiipiine alnir.

7. Kolon membraninin merkezine 15 pl Rnaz’dan yoksun su eklenir. Bu islem
yapilirken kolonun membranina dokunmamaya Ozen gosterilir. 5 dakika

boyunca 14000 x g’de santrifiijlenir ve RNA elde edilir.

3.2.2.2. RNA Konsantrasyonlarmn Olgiilmesi

Izole edilen RNA’larin kalitesini kontrol etmek amaciyla, NanoDrop ND-1000
spektrofotometresinde optik dansite (OD) Olgtimii gergeklestirilmistir. 260/280 nm
oraninda Ornek absorbansinin ~2,0-2,2 arasinda, 260/230 nm oraninda ise Ornek

absorbansinin 1,8-2,2 arasinda olmasina dikkat edilmistir [88].

Ayrica tim RNA’larin safligi %2’lik agaroz jel elektroforezinde de kontrol

edilmistir.

3.2.2.3. Primer Tasarimi

Kantitatif gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonunda (kRT-PZR)
kullanilmas1 amaciyla gene Ozgii primerler internet-tabanli primer-BLAST ta
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) tasarlanmistir. Bu asamada NCBI ve
Ensembl’dan istenen genin transkriptleri incelenmis ve transkript kimligi (transcript 1D)
uygun transkript, NCBI/primer-BLAST sayfasinda yer alan bolgeye yazilmigtir. Daha
sonra primerler igin uygun parametreler se¢ilmistir. Secilen parametreler su sekilde

Ozetlenmektedir:

e PCR iiriin boyu: 70-155 baz ¢ifti (b¢) arasinda olmasina dikkat edilmistir.

e Primer Tm degeri: minimum 57°C, optimum 60°C ve maksimum degeri
63°C’dir.

e Primer giftinin ekzon-ekzon baglantisinin bulundugu boélgelere denk getirilmesi
secenegi secilmistir.

e Maksimum amplikon uzunlugu 200 baz ¢iftidir (bc).

e Primer secilirken primer uzunluklarinin 20 bg civar1 olmasina dikkat edilmistir.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
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Bahsedilen parametrelere 6zgii diizenlenen primerler SYBR Green I kullanilarak kRT-
PZR’da kullanilmistir. Bu primerlere 6zgii diziler Tablo 3-9

Tablo 3-9: Primer Dizileri

GenIsmi Boyut Tm
(be)
59.92 | F
AXIN1 147
59.82 | R
LEF1 59.60 | F
98
59.58 | R
60.54 | F
CCND1 107
60.11 | R
59.94 | F
CTNNB1 106
60.54 | R
5732 | F
ACTB 105
59.81 | R
109 55.00 | F
PPIA
4762 | R

Primer Dizileri

TACCGGGTGCCGAAGGA
CTCACCTTCCTCCTCCATGC
GGGTGGTGTTGGACAGATCA

ACAGTGAGGATGGGTAGGGT
TGGCGTTTCCCAGAGTCATC
AAAGGAAGGGGCAGGGGATA
CGGCGCCATTTTAAGCCTC
TGAAGCTGCTCCTCAGACCT

GTCATTCCAAATATGAGATGCGT
TGTGGACTTGGGAGAGGACT
GCCGAGGAAAACCGTGTACT
TGTCTGCAAACAGCTCAAAGG

Transkript
Kimligi

NM_003502.3

NM_016269.4

NM_053056.2

NM_001904.3

NM_001101

NM_021130

3.2.2.4. cDNA Sentezi, Kontrolii ve Primerlerin Optimizasyonu i¢in Polimeraz

Zincir Reaksiyonu
cDNA

sentezi,

SensiFAST cDNA  Synthesis Kit
gerceklestirilmistir (Tablo 3-10).

protokoliine  gore

Tablo 3-10: SensiFAST ¢cDNA Synthesis Kit protokolii

First strand cDNA Sicakhik Siire
sentezi
RNA 1ug 95°C 10 dk
5x TransAmp Buffer 4 ul 42°C 15 dk
Reverse Transcriptase 1 ul 85°C 5dk
DEPC, H,O RNA miktarina gore son | 4°C o
hacme tamamlanir

Toplam hacim

20 ul
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Sentezlenen ¢cDNA’lar 1:10 sulandirilarak oncelikle kalite kontrolii agisindan
SensiFAST SYBR No-ROX Kit kosullarina uygun olarak (Tablo 3-11), housekeeping
geni ACTB ile polimeraz zincir reaksiyonuna (PZR) tabi tutulmustur. PZR’yi takiben
%2’lik agaroz jel elektroforezinde yiiriitilen Orneklerde beklenilen boyutta bant

goriilmesi durumunda tiim genlerin kRT-PZR islemine gegilmistir.

3.2.2.5. SYBR Green | ile Kantitatif Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu
PANC-1

hiicrelerinden elde edilen cDNA’lar 1:10 oraninda kullanilarak, Tablo 3-11’de yer alan

Tim genlerin anlatim diizeylerinin incelenmesi amaciyla,
protokolle KRT-PZR gergeklestirilmistir. SYBR Green I yontemi sonrasinda floresan
1stmanin istenen hedef bolgenin amplifikasyonuyla gergeklesip gerceklesmediginin

belirlenmesi i¢in erime egrisi (melting curve) analizi yapilmistir.

Tablo 3-11: SensiFAST SYBR No-ROX Kit Protokolii

SensiFAST SYBR ~ mm (ul) Dongii  Sicakhik Siire islem
No-ROX Kit Polimeraz
Bioline 1x L SR 2 dk aktivasyonu
SYBR gPCR Mix 5,00 40 X 95 °C 10 sn Denatiirasyon
Primer
DEPC, H.0O 1,00 65 °C 15 sn baglanmasi ve
Uzama
F primer 1,0
R primer 1,0
Karisim 8,00
cDNA 2,00
Toplam hacim 10 pl

3.2.2.6. Hidroliz Prob Kullanim ile Kantitatif Ger¢cek Zamanh Polimeraz Zincir
Reaksiyonu

Kontrol ve VPA uygulanmis hiicrelerden elde edilen ¢cDNA’larda, Tablo 3-
12°de yer alan protokol takip edilerek, LEF1, AXIN1, CCND1 ve CTNNBL1 genlerinin
anlatim diizeylerinin hesaplanmasi i¢in KRT-PZR gergeklestirilmistir. Her bir gen igin
KRT-PZR’de iiger kopya halinde g¢aligilmistir. Bunun igin “StepOnePlus Real Time
PCR” cihaz1 kullanilmustir.
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Tablo 3-12: TagMan Gene Expression Assays Protokolii

TagMan® Gene mm (ul) Dongii  Sicaklik Siire iSllﬁg
Expression Assays 1x 1x 50 °C 2 dk inkiibasyonu
Master Mix (2X) 5,00 1x 95 °C 10 dk Enzim aktivitesi

TaqMan® Gene
Expression Assay 0,50 95°C 15sn Denatiirasyon
(20X) 40x
Primer
DEPC, H20 2,50 65 °C 1dk baglanmasi ve
Uzama
mix 8,00
cDNA 2,00
Toplam hacim 10 pl

3.2.3. istatistiksel analiz

22ACT metodu kullanilarak hesaplanmistir

Gen anlatim diizeylerinin analizi
(Tablo 3-13). kRT-PZR’den elde edilen ham verilerin ortalamasi alinarak hesaplamaya

dahil edilmislerdir.

Tablo 3-13: 2"2A¢T metodu

ACt (kontrol) = Ct hedef gen - Ct referans gen
ACt (6rnek) = Ct hedef gen - Ct referans gen

AACt = ACt (6rnek) - ACt (kontrol).
R=2" [ACt 6rnek - ACt kontrol]

R = 2—AACt

Elde edilen wverilerin istatistiksel anlamliliklarinin degerlendirilmesi igin
GraphPad Prism 7 programi kullanilmistir. Bu program ile two-way ANOVA analizi
kullanilarak Tukey testi gergeklestirilmis ve gen anlatim diizeyleri karsilastirilmistir
Tukey testi, birbirinden énemli 6l¢giide farkli olan araglar1 bulmak i¢in ham verilerde ya
da varyans analizi (ANOVA) ile birlikte kullanilabilen bir testtir. Adin1 John Tukey'den
alan test, esit 6rnek sayisina sahip gruplar arasinda ¢oklu karsilagtirma yaparak farklilik
yaratan grup ya da gruplarn belirlemek amaciyla kullanilmaktadir [89]. Bu test

sonucunda elde edilen gen anlatim diizeylerinin istatistiksel olarak anlamli olup
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olmadiklari, P degerleri hesaplanarak yorumlanmistir. Ayrica bu testten, proliferasyon
verileri arasindaki anlamlilik diizeylerinin tespiti i¢in de faydalanilmistir. Proliferasyon

deneyleri tek baglarina istatistiksel analizlere tabi tutulmustur.
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4. BULGULAR

4.1. Akan Hiicre Olcer Cihaz ile Ol¢iimleri

4.1.1. Proliferasyon Ol¢iimii ve Analizleri
Optimizasyon deneylerinin analizleri

1. ve 2. Proliferasyon deneylerinde 24 kuyucuklu plate’lere ekilecek optimum
hiicre sayisinin belirlenmesi amaglanmigtir.

1x 105 hiicre

(=]
- [ 48 saat kontrol (0 mM) VPA
= [ 48 saat 0,25 mM VPA
- [ 48 saat0,5 mM VPA
[ 48 saat 1 mM VPA
48 saat 2,5 mM VPA
& 1 [ 48 saat5 mM VPA
[ 48 saat 10 mM VPA
2 gl
~ O
15
3
o
=
<
o
~N
o T T T
1002 101 102 1038 104
cfse-H
5x 105 hucre
=4
- | E3 48 saat kontrol (0 mM) VPA
271 1 48 saat 0,25 mM VPA
[ 48 saat 0,5 mM VPA
[ 48 saat 1 mM VPA
o 48 saat 2,5 mM VPA
2

[ 48 saat 5 mM VPA
[ 48 saat 10 mM VPA

60

Count (%)

40

20

1002 101 102 103 104

cfse-H

Sekil 4-1 - 2. Proliferasyon Deneylerinin Histogram Goriintiisii

2. proliferasyon deneyinde 1 x 10° ve 5 x 10° hiicre kullanilarak gergeklestirilen; 0,25, 0,5 mM, 1 mM, 2,5 mM, 5
mM ve 10 mM konsantrasyonlarinda VPA uygulamasinin Novoexpress ile olusturulmus histogram gériintiileri

karsilastirilmugtir.
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CFSE 1s1masimnin, 1 x 10° hiicrede daha optimal miktarda gériilmesi sebebiyle, bu

hiicre sayisi ile deneylere devam edilmesine karar verilmistir.

3, 4 ve 5. proliferasyon deneylerinin analizi

Bu deneyler, 2" = Fuontrol / Fvpa formiilii kullanilarak boyali kontrole gore

normalize edilmis olup sonuglar Tablo 4-1’de verilmektedir. 3. deney analizleri diger iki

deney analizleriyle kiyaslandiginda 5 ve 10 mM’lik dozajlarda proliferasyonun

beklenenin aksi yoniinde hareket ettigi gozlemlenmistir (Tablo 4-1) (Sekil 4-2). Bunun

deneysel bir hatadan kaynaklandigi diistiniilmektedir. Bu diisiince bagimsiz 4 ve 5.

deneyler tarafindan konfirme edilmistir (Tablo 4-1) (Sekil 4-3) (Sekil 4-4).

Tablo 4-1: Proliferasyon Olgiimlerinin Sonucu Béliinme Oranlar:

Deney | Sire | OmM [025mM 05mM[ 1mM [25mM [ 5mM [ 10mM
| 24saat| 1,00 1,01 094 097 088 083 085
§ 48saat | 1,00 0,81 076 0,61 044 043 047
o | 72saat| 1,00 0,77 058 042 029 044 037
| 24saat| 100 086 084 083 082 074
§ 48saat | 1,00 070 061 057 052 044
<~ | 72saat| 1,00 061 053 049 042 0,33

24saat | 1,00 089 088 079 070 0,64
@ | 48saat| 1,00 070 0,58 057 053 049
S |72sat| 1,00 072 055 043 034 030
© l96saat| 1,00 058 041 026 021 0,16

Tiim analizler biyolojik replikelerin ortalamalari aliarak gosterilmistir.
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a
3. Proliferasyon Deneyi Saatlere Gore Degerlendirme
1.5+ — kontrol (0 mM)
—_ 25 mM
c
'OE 1.0_ T — 0,5 m
g - 1 mM
c — 25mM
=
5 09 — 5mM
24}
— 10 mM
0.0 . T T
24, saat 48. saat 72. saat
b
3. Proliferasyon Deneyi Dozlara Goére Degerlendirme
1.5- — 24, saat
—— 48 saat
E — 72, saat
T 1.0
o
[-4]
£
[=
= 0.5-
Q
m
0'0 \ 1 1 1 1 1 1 1
°» & N o = S
& & N & & &
S RN N g° N

Sekil 4-2 - 3. Proliferasyon Deneyi Sonuglari

3. proliferasyon deneyinin degerlendirilmesi saatlere (a) ve dozlara (b) gore lineer regresyon grafiklerinde

gosterilmistir. Tiim kogullar kontrol grubu referans alinarak karsilastirilmigtir.
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4. Proliferasyon Deneyi Saatlere Gore Degerlendirme

1.5+
= kontrol (0 mM)

- — 0,5 mM
=
© 1.0- _ 1 mM
@)
[+}] — 25 mM
E
S 0.54 — 5mM
2 — 10mM

0.0

| | |
24. saat 48. saat 72. saat

4. Proliferasyon Deneyi Dozlara Gére Degerlendirme

1.5 — 24, saat
—— 48, saat
c
© 1.0- — 72. saat
@)
Q
£
[ =
= 0.5-
0
(11
0-0 \| T T 1 ] 1
o & O O S S S
FS o & & & &
el ¢ N gR ® N

Sekil 4-3 - 4. Proliferasyon Deneyi Sonuclari

4. proliferasyon deneyinin degerlendirilmesi saatlere (a) ve dozlara (b) gore lineer regresyon grafiklerinde

gosterilmistir. Tiim kosullar kontrol grubu referans alinarak karsilastirilmsgtir.
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5. Proliferasyon Deneyi Saatlere Gore Degerlendirme
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5. Proliferasyon Deneyi Dozlara Goére Degerlendirme
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Sekil 4-4 - 5. Proliferasyon Deneyi Sonug¢lari
5. proliferasyon deneyinin degerlendirilmesi saatlere (a) ve dozlara (b) gére lineer regresyon grafiklerinde

gosterilmistir. Tiim kosullar kontrol grubu referans alinarak karsilastirilmistir.
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Bu bulgular dogrultusunda 3, 4 ve 5. Proliferasyon analizlerinden elde edilen
sonuglar ile PANC-1 hiicrelerinde VPA’nin ICso degeri, 48. saatte 2,5 mM olarak tespit
edilmistir. Bununla birlikte, artan saat ile 48. saatte artan VPA dozlarimin proliferasyon
tizerindeki etkisinin histogram goriintiileri gosterilmektedir (Sekil 4-5 ve Sekil 4-6). Bu
goriintliler yalnizca 5. deneye ait olup 3 ve 4. Proliferasyon deneylerinde de benzer

sonuglar tespit edildiginden, tiim deneyleri temsilen paylasilmaktadir.

120 127

[ 48 saat CFSE'siz
[ 24 saat 2,5 mM
[ 48saat 2,5 mM
1 72saat2,5mM
96 saat 2,5 mM

80

Count

40

© T ey T T T
1094 10° 102 103 103
cfse-H

Sekil 4-5 - 2,5 mM’hik VPA Uygulamasinin 24, 48, 72 ve 96. Saatlerdeki Olciimleri

Novoexpress programi kullanilarak elde edilmis histogramda 24, 48, 72 ve 96. saatlerdeki CFSE floresan 1g1ma
degerleri goriilmektedir. Bu degerler CFSE boyasi ile boyanmamis ve VPA ile indiiklenmemis hiicreler referans
alinarak kargilagtirilmistir. Boliinme sayis1 zamanla artan hiicrelerin histogramda sola dogru ilerledigi goriilmektedir.

Akan hiicre dlger cihazindaki dlgiimlerde her bir drnek tiipiinden 1 x 10* hiicre sayilmustir.
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120 127

[ ] 48 saat CFSE'siz
[ 48 saat kontrol (0 mM)
[ 48 saat 0,5 mM
[ 48 saat 1 mM
[ 48 saat 2,5 mM
48 saat 5mM
48 saat 10 mM

80

Count

40

1001 103 1032

cfse-H

Sekil 4-6 - Tiim VPA Dozlarimin 48. Saat él¢iimleri

Novoexpress programi kullanilarak elde edilmis histogramda CFSE boyasi ile boyanmamis ve VPA ile
indiiklenmemis hiicreler referans alinarak 48. saatte akan hiicre Olger cihazi Ol¢limleri gosterilmektedir.
Histograma bakildiginda 1 mM’dan itibaren floresan degerlerinin birbirine yakin bir gorinti sergiledigi

goriilmektedir. Akan hiicre dlger cihazindaki dlgiimlerde her bir érnek tiipiinden 1 x 10 hiicre sayilmistir.

Proliferasyon Deneylerinin istatistiksel Olarak Anlamlandirilmasi

Oncelikle her doz, hiicre toplama saatleri sabit olacak sekilde kendi iginde
karsilastirilmistir. Buna gore, 24. saatte dozlar arasindaki boliinme oranlarinda anlaml
bir fark gézlemlenmemistir (Tablo 4-1). Ancak 48. saatte, 2,5 mM’lik VPA dozundaki
boliinme oraninin yaklasik %50 oraninda diistiigii goriilmektedir. Ayni saatteki 5
mM’lik VPA dozunun béliinme oraninin da 2,5 mM’a yakin oldugu goriilmektedir. 72.
saatte, 2,5 mM’lik dozda 48. saatte oldugu gibi yaklasik %50 oraninda baskilanma
gbzlemlenmistir. 96. saate gelindiginde ise boliinme oran1 oldukga diismiis oldugundan
ICs0 degerinin dozlar arasinda tartisilmasinin uygun olmadigi goriilmiistiir (Tablo 4-1).
Daha sonra aym karsilastirma bu kez dozlar sabitlenerek saatler arasinda yapilmstir.
Tukey testine gore 48. saatte uygulanan 2,5 ile 5 mM VPA dozlar1 arasinda anlamli bir
fark tespit edilememistir (Tablo 4-1). Bu nedenle daha sonraki saatlerde olusacak
toksisite de hesaba katilarak daha diisiik doz olan 2,5 mM VPA igin 48. ve 72.
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saatlerdeki boliinme oranlar istatistiksel olarak karsilagtirilmistir. Tukey testine gore
saatler arasindaki farkin anlamli olmadigi goriildigiinden 48. saat, 2,5 mM’lik VPA

uygulamasi i¢in uygun gorilmistiir.

4.1.2. Apoptoz Ol¢iimii ve Analizleri
Proliferasyon deneyinde, ikilemde kalinan ICsgp degeri i¢in doz ve saat segimine
istatistiksel olarak agiklik getirilmistir. Bu yiizden ICso degerinin se¢imi i¢in istatistiksel

veriler, apoptoz deneyi ile karsilastirilmistir.

Analizler sonucunda, 48. saatte yapilan Ol¢iimlerde, 2,5 mM’lik VPA dozu
uygulanan hiicrelerde belirgin sekilde erken apoptozun basladigi ve nekrozun ¢ok az
oldugu gozlenmistir (Sekil 4-7). 72. saat sonuglarinda ise ge¢ apoptozun daha ¢ok 6ne
ciktig1 gorlilmistiir (Sekil 4-7). Hiicrelerin VPA’ya maruz kalma siiresinin artmasi
nedeniyle bu etkinin olustugu gozlemlenmistir. Amacimiz, proliferasyonu yari yariya
baskilayarak erken apoptozun bagladigi ilk dozu bulmak oldugundan, 48. saatte 2,5
mM’lik VPA dozundaki sonuglarin, proliferasyon dlgiimlerinde hesaplanan ICsp degeri

ile uyumlu oldugu goriinmektedir.
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Sekil 4-7 - 4. Proliferasyon Deneyi ile Es Zamanh Gerceklestirilen Apoptoz Olgiimii
Sekilde 1 mM, 2,5 mM ve S mM’lik VPA uygulanan hiicreler ile kontrol (0 mM) grubunun 48. ve 72. saatteki
ol¢limleri karsilagtirilmaktadir. Sol alt alan (Q3-3) canli hiicreleri, sag alt (Q3-4) erken apoptozu, sag iist (Q3-2)

ge¢ apoptozu, sol tist (Q3-1) nekrotik/6lii hiicreleri gostermektedir.
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4.2. KRT-PZR’de Gen Anlatim Diizeylerinin Hesaplanmasi

Ik etapta LEF1, AXIN1, CCND1 ve CTNNB1 genlerinin anlatim diizeylerinin
Olgtimii icin SYBR Green | metodunun kullanilmasi planlanmistir. Ancak yapilan
optimizasyon c¢alismalarinin kontroliinde, erime egrisi analizi nonspesifik ¢ogalmalar
gostermigtir  (Sekil 4-8). Daha sonra tim PZR driinleri %2’lik agaroz jel
elektroforezinde yiiriitiilmiis ve erime egrisinde goriilen nonspesifik ¢ogalmalar

dogrulanmustir (Sekil 4-9).

Melting Peaks
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n
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Sekil 4-8 - SYBR Green | Erime Egrisi Analizi

LEF1, AXIN1, CCND1 ve CTNNB1 genlerinin erime egrisi analizlerinde nonspesifik gogalmalar ve primer dimerleri
goriilmektedir. Bu kontrol islemi KRT-PZR’nin hemen ardindan gergeklestirilmektedir.

-
Wt

300/311 bp

200 bp
100 bp

Sekil 4-9 - SYBR Green I Agaroz Jel Goriintiisii

Elektroforez sonucu ACTB (housekeeping) hari¢ tim genlerde nonspesifik ¢ogalmalar goriintiilenmistir. Ayrica

CTNNBL1 ve LEF1 genlerinde primer dimer olusumu goriilmektedir.
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Tagman Prob Kullanilarak Gen Anlatim Diizeyinin Hesaplanmasi

SYBR Green | metodu kullanilarak yapilan kRT-PZR ¢alismasindan verimli bir
sonu¢ alinamamasi nedeniyle genlerin anlatim diizeylerinin incelenmesi amaciyla,
hidroliz prob kullanimina karar verilmistir. ACTB, LEF1, AXIN1, CCND1 ve CTNNB1
genlerinin anlatim diizeyleri Tagman hidroliz prob kullanilarak 6l¢iilmiistiir. KRT-PZR
ciktilart  Oncelikle 222°T metodu kullanilarak hesaplanmistir (Tablo 4-3). Bu

hesaplamalar sonucunda elde edilen sonuglara ait grafikler Sekil 4-10’da

gosterilmektedir.

104

6- mmm  kontrol (0 mM)
= 2 5mM

o(-DDCY)

m 5 MM

N N N
S ¢ & &

Sekil 4-10 - Wnt sinyal yolag1 genlerindeki anlatim diizeyi farklihklar:

2,5 ve 5 mM'lik VPA dozlarmin 0 mM’lik kontrole gore normalize edilmis anlatim diizeyleri

gosterilmektedir.



Tablo 4-2: Gen Anlatimlarinin 222" Yéntemi ile Analizi

Gen Deney gruplar1  2*2CT ortalamasi Standart hata

Kontrol (0 mM) 1 0
CCND1 2,5mM 0,599008 0,061591
5 mM 2,568627 0,349356

Kontrol (0 mM) 1 0

CTNNB1 2,5mM 0,31038 0,061485
5 mM 0,869115 0,299896

Kontrol (0 mM) 1 0
AXIN1 2,5mM 0,27329 0,015493
5mM 0,288198 0,038113

Kontrol (0 mM) 1 0
LEF1 2,5 mM 4,139539 0,355197
5 mM 7,702911 0,792704

Kontrol (0 mM), 2,5 mM ve 5 mM konsantrasyonlarinda VPA uygulanan deney gruplarinin 2-22CT yontemi ile

anlatim diizeyleri degerlendirilmistir. Her bir konsatrasyon i¢in {iger biyolojik replike analize dahil edilmistir.

42
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Daha sonra elde edilen verilerin istatistiksel anlamliliklarinin degerlendirilmesi
icin GraphPad Prism 7 programi ile two-way ANOVA analizi kullanilarak Tukey testi
gerceklestirilmistir (Tablo 4-4).

Tablo 4-3: Tukey Testi ile KRT-PZR Sonuclarinin Anlamhilik Degerlerinin Hesaplanmasi

ortalama %95 giiven
farka arahg sonug | P degeri

kontrol — 2,5 mM 0,401 -1,121 > 1,923 ns 0,7662

CCND1 kontrol - 5 mM -1,569 -3,091 > -0,0475 * 0,0432
25mM-5mM -1,97 -3,492 > -0,4485 * 0,0123

kontrol — 2,5 mM 0,69 -0,8315 > 2,212 ns 0,47

CTNNB1  kontrol - 5 mM 0,131 -1,391 > 1,653 ns 0,9714
25mM-5mM -0,559 -2,081 > 0,9625 ns 0,6026

kontrol — 2,5 mM 0,727 -0,7945 > 2,249 ns 0,435

AXIN1  kontrol vs. 5 mM 0,712 -0,8095 = 2,234 ns 0,4491
25 mMvs. 5 mM -0,015 -1,537 > 1,507 ns 0,9996

kontrol vs. 2,5 mM -3,14 -4,661 2> -1,618 *** 0,0004

LEF1 kontrol vs. 5 mM -6,703 -8,225 > -5,181 **** <0,0001
2,5 mM vs. 5 mM -3,564 -5,085 > -2,042 *** 0,0001

P degerlerinin skorlama tablosu:
ns (anlamsiz)
ns - 0,0332 (*); 0,0332- 0,0021 (**); 0,0021-0,0002 (***); <0,0001 (****)
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5. TARTISMA

Giincel verilere gore en agresif kanser tiirlerinden biri olan PDAK olgularinda
bes yillik sagkalim oran1 %8°dir [2]. Bu yiiksek 6liim oraninin sebebi, hastaligin erken
teshisini saglayacak belirteclerden yoksun olmasi, tiimoriin agresif davranis sergilemesi
ve en oOnemlisi konvansiyonel tedavi yontemlerinden kemoterapi ve radyoterapiye
direng gostermesidir [7]. Hastaligin tedavisinde en etkili tedavi metodu pankreatektomi
olsa da hastaligin ileri seviyede olmasi ya da metastaz riski igermesi nedeniyle
hastalarin yalnizca %15-20’sine uygulanabilmektedir [90]. Cerrahi rejeksiyon sonrasi
nikks ihtimali yiiksek oldugundan, bu islemin kemoterapi ve radyoterapi ile
desteklenmesi gerekmektedir [91].

Cerrahi rejeksiyon sonrasi uygulanan kemoterapi ve radyoterapinin ana amaci,
kanser hiicrelerinin proliferasyonunu durdurarak, hiicrelerin apoptoza gitmelerini
saglayacak DNA hasar sinyalini ya da hiicresel stresi olusturmaktir [91]. Antiepileptik
bir ila¢ olarak kullanilan VPA’nin ¢esitli tiimdr tiplerinde apoptozu tetikledigi ve tiimor
biiylimesi, anjiyogenezi ve metastazi baskiladigi bildirilmistir [4-6]. Gerek cerrahi
miidahale sonrast tamamlayict kemoterapi tedavisi esnasinda, gerekse cerrahi
miidahalenin gergeklestirilemedigi durumlarda kemoterapi ve radyoterapi tedavilerine

ek olarak VPA’nin farkli kanser tiplerinde kullanildigi gésterilmistir [92, 93].

Bir ¢alismada, HDAC inhibitorlerinden olan VPA ve trikostatin A (TSA)’nin
pankreas kanseri lizerindeki molekiiler etkisi, PDAK hiicrelerinden PANC-1 ve PaCa44
tizerinde test edilmistir. Bu test sonucunda intrinsik (mitokondriyal) apoptoz yolaginda
rol alan ana genlerdeki anlatim degisikliklerinin tespiti ile apoptozun gergeklestigi
gosterilmistir [7]. Buna paralel olarak, VPA’nin PI3K/AKT, MAPK/ERK, EGFR, TGF-
B ve Notch sinyal yolag: gibi farkli yolaklar iizerinden kanser karsit1 etki gosterdigi de
bilinmektedir [7-10].

Cesitli uyaranlarla muameleden sonra kiiltiirdeki hiicrelerin tepkisini ve sag
kalimmi izlemek icin yaygin olarak hiicre proliferasyonunu, hiicre canliligini ve
sitotoksisiteyi Ol¢en testler kullanilmaktadir. Bu testler, hiicrelerle muamele edilecek
inhibitér maddenin (ilag gibi) I1Cso degerinin belirlenmesi igin biiyiik bir 6neme sahiptir.

ICso degeri, bir maddenin canlhidaki belirli bir biyolojik veya biyokimyasal
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fonksiyonunu in vitro olarak %50 oraninda inhibe etme potansiyeline sahip dozu

belirleyen kantitatif bir 6l¢iimdiir [94].

ICs0 degerinin belirlenmesinde en iyi bilinen ve en yaygin kullanimda olan
metotlardan biri MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide)
testidir. MTT testi, canli hiicrelerde mitokondriyal dehidrojenazin, soluk sart MTT'nin
tetrazolyum halkalarint kirmasi ve hiicre zarlarindan gegemeyen mor formazan
kristalleri olusturmasma dayanmaktadir [95]. Kristaller deterjanlarla ¢oziilebilir
niteliktedir. Canli hiicre sayisi, fotometrik olarak nicelendirilebilen formazanin seviyesi
ile dogru orantilidir. Testin etkinligi dehidrojenaz enzimlerinin miktarina bagh

oldugundan, hiicrelerin fizyolajik durumu test sonuglarini etkileyebilmektedir.

Ozellikle kanser aragtirmalarinda yaygin olarak kullanilan bir diger test ise
timidin analogu olan bromodeoksiiiridin (BrdU) testidir. Bu testte, BrdU DNA
replikasyonu sirasinda timidinin yerini alir. DNA yapisina dahil edilen BrdU daha sonra
spesifik floresan isaretli anti-BrdU antikorlari ile boyanarak proliferasyon takibi igin
replike olan hiicrelerin DNA’larindaki boyanin azalma miktarinin Glgiimiinde
kullanilmaktadir [96]. Sadece sentez fazinda Ol¢iim gergeklestiginden kisa siireli

deneylerde etkin sonug¢ alinamamaktadir.

Her iki metot da yaygin olarak kullanilsa da testlerin etkinlegini sinirlayan bir
cok faktdr bulunmaktadir. Bu yiizden uygun test yonteminin se¢imi, beklenen sonucun
yani sira, kullanilan hiicrelerin sayisina ve tipine de baglidir. Hiicre proliferasyonu igin
deneyler zaman icinde hiicre sayisini, hiicresel boliinme sayisini, metabolik aktiviteyi

veya DNA sentezini izleyebilir.

Tez caligmasinda hiicrelere uygulanan annexin V / Pl ve CFSE boyalarinin
Ol¢timleri birlikte degerlendirilmistir. Boylece hem proliferasyon miktar1 analiz edilmis,
hem de proliferasyonu azalan hiicrelerin sagkalim davraniglar1 hakkinda yorum
yapilabilmistir. Boylece literatiide ilk kez PANC-1 hiicre hattinda CFSE kullanilarak
VPA ICso degerinin hesaplanmasi saglanmistir. Deney baglangicinda referans alinan
literatiir 6rneginde [83], MTT testi gergeklestirilerek etkin dozun 1,5 mM oldugu
bulunmustur. VPA’nin yiliksek dozlarda cesitli yan etkiler olusturmasi sebebiyle
genellikle 10 mM’dan daha yiliksek dozlarin denendigi ¢alismalar az miktarda
bulunmaktadir [7, 97]. Gilardini ve arkadaslarinin yapmis oldugu ¢alismada, PANC-1

hiicrelerine uygulanan ICsp dozunun belirlenmesi igin MTT ve BrdU testlerinden



46

yararlanilmistir [7]. Buna gére VPA’nin ICso degeri, 10 + 1.1 mM olarak bulunmustur.
Bulunan bu ICso degeri, daha onceki literatiir bulgular ile karsilagtirildiginda oldukga
yiiksektir ve tez kapsaminda uygulanan dozlarin st limiti olan (10 mM) degerdir. Bu
tez kapsaminda yapilan annexin V / PI ve CFSE deneyleri sonucunda ise literatiirden
farkli olarak VPA ICsp degeri 2,5 mM olarak bulunmustur. CFSE boyasinin hiicre
bazinda spesifik sonu¢ vermesinin, bu farkin ortaya ¢ikmasmin nedeni oldugu
diistiniilmektedir. Yine de gelecekte yapilacak caligmalarda 10mM’lardan daha yiiksek
dozlarin da hiicrelere uygulanarak sonuglarin degerlendirilmesi planlanmaktadir. Ayrica
calismamizda 2,5 mM olarak belirlenen ICso degeri, yine deney baslangicinda
yararlanilan literatiir 6rnegindeki (ImM VPA, antiepileptik tst limit; 2,7 mM VPA,
diisiik toksisite ve uyku hali gibi zararsiz yan etkiler) doz araligina da uymaktadir [81].

Oldukga spesifik CFSE boyamasinin akan hiicre 6lgerde 6lgiimii ile tespit edilen
bu degerin, yaygin kullanima gectigi takdirde benzer ¢calismalara anlamli sekilde deger
katacag diisiiniilmektedir. Ozellikle insanlarda gerceklestirilecek ilag denemelerine
ge¢meden Once in vitro ve in vivo galismalarda ilaglarin ICso degerlerinin spesifik
Olglimiiniin kanser tedavisine Onemli bir katki saglayacagi disiiniilmektedir. Bu
baglamda gerceklestirdigimiz hesaplamalarin literatiire iletilmesi ile farkli hiicre
hatlarinda farkli ilaglarin ICso degerlerinin tespit edilmesine 151k tutacagini iimit
etmekteyiz. Bu sekilde kanser calismalarina yeni bir bakis agist kazandiracagimizi

diistinmekteyiz.

Whnt sinyal yolagi, hiicre gelisimini diizenleyen kilit basamaklardan biridir ve
ayrica kanserle yakindan iligkilidir. Wnt sinyallemesinin karsinojenezdeki rolii en
belirgin sekilde kolorektal kanser igin tarif edilmistir ancak daha bir¢ok kanser

varhiginda anormal Wnt sinyali gozlenmektedir [98].

Tezin ikinci agamasini, optimize edilen yeni bir yontemsel yaklasimin, Wnt
sinyal yolagindaki etkisinin irdelenmesi olusturmaktadir. Bu kapsamda tespit edilen
ICso (2,5 mM) dozu, PANC-1 hiicrelerine kontrol (0 mM) ve 5 mM VPA dozu ile
birlikte uygulanmistir. Cikan sonuclarin karsilastirilmast gerceklestirildiginde, AXIN1
ve CTNNB1 genlerinin anlatim diizeylerinde anlamli bir fark gézlenmemis oldugundan
kanonik Wnt/Beta-katenin yolaginin aktivitesine dair kesin bir bilgiye ulasilamamuistir.
Burada kisitli sayida genin incelenmis olmasinin etkisi biyiiktiir. CCND1 geninin

yalnizca kanonik yolak iiyesi genlerden biri olmayip ayni zamanda kanser belirteci
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olmasi nedeniyle, gen anlatiminda olusan anlamli degisim hakkinda spesifik bir sonuca
ulagilamamaktadir. Bunun yani sira LEF1 geninin ifadesindeki anlamli artigin sebebinin
kanonik yolaktan bagimsiz oldugu diistiniilmektedir [75]. Ancak bu konuya yeterli
aciklamanin getirilebilmesi i¢in gelecek calismalarda yolakta bulunan genlerin daha
kapsamli arastirilmasi ve protein caligmalar1 ile fonksiyonel olarak desteklenmesi
hedeflenmektedir. Ortaya ¢ikacak verilerin olas1 bir kanonik olmayan yolak aktivitesine

isareti durumunda bu yolaklarin da irdelenmesi hedeflenmektedir.

Tim bu bulgular 1s18inda, bu tez ¢alismasi kapsaminda ICso dozunun
belirlenmesi i¢in ilk kez akan hiicre olger cihazi kullanimi araciligiyla, yiliksek
spesifiteye sahip CFSE ile proliferasyon ve Annexin V / PI ile apoptoz Ol¢iim
yontemlerini birlestirmistir. Elde edilen 1Cso dozunun molekiiler diizeydeki etkisinin
tespitinde, kanser arastirmalarinda yogun olarak ¢alisilmis Wnt sinyal yolagi
komponentlerinin incelenmesi ise tezin ikinci basamagmi olusturmustur. Ikinci
basamagin tamamlanmasi i¢in ongoriilen gelecek calismalarin gergeklestrilmesiyle ilk
kez PANC-1 hiicre hatti 6zelinde spesifik yontemler ile tespit edilen anti-proliferatif
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