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Ozet

Amag: Pankreas kanseri, ge¢c dénemde tani konulmasi ve yiiksek metastatik potansiyele sahip olmasi nedeniyle
en agrasif ve en 6liimcil kanserlerin basinda yer almaktadir. Fizyolojik sartlarda bir hiicre 6liim mekanizmasi
olarak tanimlanan otofaji, aslinda tersine kanserde canlihgin devamu i¢in gerekli major mekanizmadir. Bu
nedenle, metastatik asamadaki kanserin tedavisi i¢cin otofaji inhibe edilmelidir. Bu da ancak otofajinin
kontroliinde rol oynayan iist mediyatorlerin tanimlanmasi ile saglanabilecektir. Calismamizda, onkojenik etkiye
sahip olan miR-196a’'nin roliinlin ve takibinde baskilanmasinin, otofajinin inhibisyonu iizerinden pankreas
kanseri hiicrelerinde olas1 terapotik etkilerinin incelenmesi ama¢lanmistir. Materyal-Metot: Pankreatik duktal
adenokarsinoma (PDAC) hiicreleri olan Panc-1 ve MiaPaCa-2'nin negatif-miR veya miR-196a inhibitér ile
transfeksiyonu sonrasinda; hiicre canliligl ve otofajinin 6énemli mediyatorlerinden olan Beklin-1, Atg5 ve
Atgl12’nin mRNA ve protein ekspresyonlari sirasiyla MTS, RT-PCR ve western blot yontemleri ile
degerlendirilmistir. Bulgular: Sonuclarimiz; miR-196a’nin, PDAC hiicrelerinin canlhilig ile iliskili oldugunu ve
miR-196a inhibisyonunun herhangi bir hiicresel toksik etki olusturmadan PDAC hiicrelerinin canliligini anlamh
diizeyde azalttigin1 gdstermistir. Ayrica miR-196a inhibitdr uygulamasinin, 6zellikle Panc-1’da Beklin-1 ve Atg5
gen ekspresyonunu onemli diizeyde inhibe ettigini, ayrica tersine MiaPaCa-2’'de Atg5 ve Atgl2 protein
ekspresyonunu arttirdigini gostermistir. Panc-1 ve MiaPaCa-2 hiicrelerinde miR-196a uygulamalar1 Beklin-1
protein ekspresyonlari iizerinde 6nemli bir etki yaratmamis ve hiicreler arasinda bir farkhliga yol agmamistir.
Atg5 protein ekspresyonu ise MiaPaCa-2 hiicrelerinde daha yiiksek bulunmustur. Sonu¢: miR-196
inhibisyonunun, ileri evre Panc-1 hiicresinde otofajiyi inhibe, metastatik 6zellikleri tanimlanmamis olan
MiaPaCa-2’de ise otofajiyi uyardigini saptamis bulunuyoruz. Dolayisiyla miR-196a inhibitér tedavisi yaklasimi,
kanserde kontrolii bozulan otofajiyi diizenleyerek PDAC hiicrelerinin proliferasyonu azaltmaktadir.

Anahtar Kelimeler: miRNA, miR196a, pankreas kanseri, otofaji

Abstract

Objective: Pancreatic cancer is one of the most aggressive and lethal cancers due to its late diagnosis and high
metastatic potential. Although autophagy is defined as a cell death mechanism under physiological conditions, it
is a required survival mechanism to continue cancer proliferation. Therefore, autophagy must be inhibited for
the treatment of cancer in the metastatic stage. This can only be achieved by defining top mediators that play a
role in the control of autophagy. In our study, it was aimed to investigate the role of miR-196a, which has an
oncogenic effect, and its suppression in its follow-up, the possible therapeutic effects on pancreatic cancer cells
through inhibition of autophagy. Material-Method: Followed by transfection of Panc-1 and MiaPaCa-2 cells with
control-miR or miR-196a inhibitor, the cell viability and mRNA / protein expressions of Beclin-1, Atg5 and Atg12,
which are important mediators of cell viability and autophagy, were evaluated by MTS, RT-PCR and western blot
methods, respetively. Results: We showed that miR-196a is related to the viability of PDAC cells and also miR-
196a inhibition significantly reduced PDAC cells proliferation without any cellular toxic effects. It was also
shown that miR-196a inhibitor transfection significantly inhibited Beclin-1 and Atg5 gene expressions, especially
in Panc-1, whereas increased Atg5 and Atg12 protein expressions in MiaPaCa-2. In Panc-1 and MiaPaCa-2 cells,
miR-196a treatment did not have a significant effect on Beclin-1 protein expression and did not cause a
difference between cells. Atg5 protein expression was higher in MiaPaCa-2 cells. Conclusion: miR-196 inhibition
was shown to decrease autophagy in metastatic Panc-1 cells and induce autophagy in MiaPaCa-2, whose
metastatic properties are not defined. Therefore, miR-196a inhibitor therapeutic approach decreases the
proliferation of PDAC cells through regulating the autophagy that is impaired in cancer.
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Giris

Pankreas kanseri, metastaza ve niikse sebep olan invaziv kapasitesinin yiiksek olmasindan dolay1
teshisinden sonraki 5 yil igerisinde %2-3 gibi oldukg¢a diisiik bir hayatta kalma oraninin gozlendigi en
olimcil kanser tiirlerinden biridir [1]. Pankreas kanserinin etiyolojisi tam olarak bilinmemekle
birlikte risk faktorleri icerisinde; kanser oykiisii ve kalitsal sendromlar (Peutz-Jeghers sendromu,
Lynch sndromu, ailesel atipik ¢ok amacgli mole melanom, melanoma-pankreatik kanser sendromu,
kalitsal gogiis ve yumurtalik kanseri, kistik lezyonlar) [2], pankreatit [3], Helicobacter pylori [4],
sigara, alkol [5], asirn Kkilo, obezite ve diyabet, yas, beslenme aliskanliklar1 ve kan grubu [6]
bulunmaktadir. Pankreas kanseleri olgular1 arasinda %85 ile en yliksek oranda pankreatik duktal
adenokarsinoma (PDAC) gelmektedir. PDAC'nin transformasyonunun, proliferasyonunun ve daha da
ileri olarak metastazinin gelismesinin altinda; hiicre ¢ogalmasi ve farklilagsmasi, kanser kok hiicre
gelisimi, anjiyogenez, invazyon, metastaz, apoptozis, otofaji, hiicre dongiisii gibi énemli hiicresel
mekanizmalarinin kontroliiniin es zamanli bozulmasi yatmaktadir. Otofaji aslinda programl bir
hiicresel 6liim mekanizmasi olarak tanimlansa da aslinda tersine hiicre icin bir sag kalim
mekanizmasidir. Kanser hiicreleri, hizli ¢ogalmalarina karsilik temel makro- ve mikromolekiillere olan
gereksinimlerini karsilamak amaciyla saglikli hiicrelerin 6limiinii uyararak kendilerine gerekli besin
destegini saglamaktadirlar. Ancak otofajinin kanserdeki paterni iki farkl sekildedir. Kanserin erken
evre donemlerinde otofaji baskilanirken, ileri evrede ise tersine uyarilir [7]. O nedenle PDAC gibi
metastatik potansiyeli yliksek agrasif tipteki kanser hiicreleri icin otofajinin inhibisyonu olduk¢a
onemlidir. Bu noktada PDAC’de, otofajinin kontroliinii saglayan iist mediyatorlerin tanimlanmasi ve
bunlarin inhibe edilmesi PDAC tedavisi icin etkili hedefsel bir tedavi yaklagimi olacaktir.

miRNA’lar; birden fazla mRNA’lar1 hedefleyerek degrade etme ve dolayisiyla cesitli proteinlerin
ekspresyonunu inhibe ederek diizenleme yetenegine sahip, olgun formda 18-28 niikleotid
uzunlugundaki kodlayici olmayan kiiglik RNA’lardir. Kanserin gelisiminde, onkojenik ve tiimor
supressif karakterde olmak iizere iki farkli etkiye sahip olan miRNA’lar bulunur. Kanserde
ekspresyonu artan onkojenik miR’ler, timor supressor mRNA’lara spesifik olarak baglanarak bu
mRNA’larin degrade olmasina dolayisiyla protein sentezinin inhibe olmasina neden olurken [8];
tersine kanserde ekspresyonu azalan timoér supressor karakterdeki miRNA’lar ise onkojenik
mRNA’lara yeterli diizeyde baglanamayarak onkojenik genlerin susmasina aracilik edemezler [9].
PDAC’de ekspresyonu degiserek one cikan miRNA’lar icerisinde; miR-10b, miR-21, miR-23a, miR-31,
miR-100miR-143, miR-145, miR-146a, miR-150, miR-155, miR-181a/b/c, miR-196a/b, miR-21, miR-
210, miR-221, miR-222, miR-223, miR-376a ve miR-301 ekpresyonlarinin asir1 derecede arttigi, diger
taraftan miR-148a, miR-217, miR-375 ve miR-34a ekspresyonlarinin da azaldig1 belirtilmistir [10].

miR-196 gen ailesi, embriyonik gelisim icin gerekli homeodomain iceren transkripsiyon faktorlerini
kodlayan HOX gen kiimeleri bolgelerinde bulunur. miR-196, HOXB9 ve HOXB10 genleri arasinda
kromozom 17'de bulunan miR-196a-1 geni, HOXC10 ve HOXC9 arasinda kromozom 12 iizerinde miR-
196a-2 geni ve HOXA9 ve HOXA10 genleri arasinda kromozom 7’de bulunan miR-196b geni olmak
tizere 3 farkli genden kopyalanir [11]. Klinik olarak miRNA'larin tanisal potansiyelininin
degerlendirdigi ve bu baglamda biyopsi 6rneklerinde TagMan analizleri ile miRNA diizeylerinin
incelendigi bir calismada, miR-196a ve miR-217'nin saglikli doku, pankreatik duktal adenokarcinoma
(PDAC) ve kronik pankreatitin ayriminda etkili oldugu ve hatta miR-196a’nin, PDAC'nin
derecelendirilmesiyle de paralellik gosterdigi gosterilmistir [12]. Ancak miR-196a’nin PDAC’de hangi
hiicresel mekanizmalar tUzerinden kanserin gelisimine aracilik ettigi heniiz tam olarak
bilinmemektedir. Bu noktadan hareketle calismamizda; PDAC’de miR-196a’nin, dncelikle kanserde
onemli bir hayatta kalim mekanizmasi olan otofajinin kontrolii izerinde iist regiilator olarak herhangi
bir rolii olup olmadigi, takibinde ise miR-196a inhibisyonunun otofaji iizerinden olasi terapotik
potansiyelinin arastirilmasi amaglanmistir. Bu amacla PDAC hiicreleri olan Panc-1 ve MiaPaCa-2 hiicre
dizilerinde miR-196a inhibitoriiniin, otofajinin kontroliinde rol oynayan kilit mediyatorlerin
ekspresyonlari iizerine olan etkiler incelenmistir.
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Materyal ve Metot

Calismamizin deneysel asamalari, Silleyman Demirel Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji
Anabilim Daly, Hiicre Kiiltiirti/PCR/Western Blot Laboratuvarlarinda gerceklestirildi.

Hiicre Kiiltirii

Tim deneyler; PDAC hiicreleri olan Panc-1 (yliksek metastatik potansiyele sahip) ve MiaPaCa-2
(metastaz mevcut degil) hiicre dizilerinde (i) herhangi bir muamaleye tabi tutulmamis kontrol, (ii)
negatif miRNA ile muamele edilmis ve (iii) miR-196a inhibitor ile muamele edilmis sartlar olmak iizere
toplamda 3 grupta gergeklestirildi. Hiicreler, laminar akiml kabin igerisinde steril kosullarda, %10
FBS (Invitrogen-Carlsbad, CA, USA) ve %1 penisilin/streptomisin antibiyotik karisimi iceren
DMEM/F12 besiyeri (Invitrogen-Carlsbad, CA, USA) icerisinde, 37 °C sicaklik, %95 nem ve %5 CO;
varliginda steril olarak inkiibator icerisinde kiiltiire edildi. kiiltiire edildiler. Hiicreler, “tripan mavi”
solusyonu (Sigma-St. Louis, MO, USA) ile toma laminda sayilarak deneylere hazir hale getirildi.

miR-196a inhibitér Transfeksiyonu

Panc-1 ve MiaPaCa-2 hiicreleri, 50 nM miR-196a inhibitoér veya kontrol amaciyla 50 nM negatif miRNA
(Ambion- Austin, TX, USA) ile katyonik bir reaktif olan hiperfekt (Qiagen-Hilden, Germany) varlifinda
72 saat siiresince hiicre kiiltiirti sartlarindan transfekte edildiler.

Hiicre Proliferasyonu/Canlilig1 Analizi

miR-196a inhibitoriiniin PDAC hiicrelerinin proliferasyonu tzerindeki etkisini incelemek amaciyla
yapilan hiicre proliferasyonu testi icin, Promega firmasina ait kit kullanildi (Promega, Madison, WI,
USA). Bu testin prensibi, hidrofobik karakterde renksiz tetrazolyum tuzu olan [3-(4,5-dimetiltiyazol-2-
yl)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-stlfofenil)-2H-tetrazolyum’un (MTS), elektron tasiyicis1 olan
fenazin metosiilfat (PMS) varliginda hiicre i¢i dehidrogenazlar araciligiyla hidrofilik karakterde renkli
formazana doéniismesi ve olusan formazanin da 490 nm dalga boyunda o6l¢lilmesine dayanamaktadir.
Dogrusal olarak formazan miktari ile artan hiicre canliliginin sonuglari, kontrol sartlar baz alinarak %
hiicre canlihig1 seklinde verildi. Hiicre canlilig1 testi icin Panc-1 ve MiaPaCa-2 hiicreleri, 50 nM negatif
miRNA veya 50 nM miR-196a inhibitor ile 72 saat siiresince 96 kuyucuklu kiiltiir kaplar1 icerisinde
transfekte edildiler. Hiicre canliligi deneyleri birbirinden bagimsiz 3 farkli zamanda 3’er tekrarh
olarak gerceklestirildi.

RT-PCR

RNA Izolasyonu

Panc-1 ve MiaPaCa-2 hiicrelerinin, 6 kuyucuklu kiiltiir kaplarinda 50nM miR-196a inhibitor ve negatif
miRNA ile 72 saat siiresince transfeksiyonu sonrasinda, trizol reaktifi (Invitrogen- Carlsbad, CA, USA),
hiicrelerden RNA’lar izole edildi. RT-PCR o6ncesinde RNA safliginin ve miktar tayinin tespiti icin
Thermo Nanodrop cihazi kullanilarak; A260/A280 saflik orani 1,7’nin lizerinde olan RNA o6rneKleri,
RT-PCR analizlerinde kullanildi.

cDNA Sentezi

1 pg RNA ornekleri kullanilarak yapilan cDNA sentezi icin, yiiksek kapasiteli cDNA sentez Kkiti
kullanild1 (Applied Biosystem, MA, USA). Buna gore RNA oOrnekleri; RT tamponu, dNTP karisimi,
Random primer, RNaz inhibitérii ve RT enzimi varhiginda 25 9C 10 dakika, 37 9C 120 dakika ve 85 °C 5
dakika reaksiyon sartlarinda tabi tutularak cDNA sentezi gerceklestirildi.

PCR

Panc-1 ve MiaPaCa-2 hiicrelerinde miR-196a’nin, otofajinin kontroliinde iist regiilator olarak olasi
roliinlin degerlendirilmesi amaciyla otofajinin énemli mediyatorleri olan Beklin-1 ve Atg mRNA
ekspresyon diizeyleri incelendi. Bu amacla human Beklin-1 ve Atg5 genine 6zgl primerler, ayrica
internal kontrol amaciyla GAPDH genine 6zgii primer, NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)
ve netprimer (http://www.premierbiosoft.com/ netprimer/index.html) veri tabanlar1 kullanilarak
dizayn edildi. Platinyum Taq DNA Polimeraz kiti (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) kullanilarak
gerceklesen PCR reaksiyonu icin cDNA 6rnekleri; PCR reaksiyon tamponu, MgCl;, dNTP karisimi, gene
0zgii sense ve antisense primerler ve Tag DNA polimeraz enziminin varliginda 94 9C’de 2 dakika siireli
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dentatilirasyon basamagini takiben 35 dongii olacak sekilde 94 oC 30 saniye, 55 °C 45 saniye, 72 °C 1
dakika reaksiyonlarindan sonra son olarak da 72 9C’de 5 dakika siireli zincir uzama reaksiyonuna tabi
tutularak PCR {triinleri elde edildi. Elde edilen PCR iirtinleri ise, SyberGreen fluoresan boya varliginda
%?2’lik agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek elde edilen mRNA gen ekspresyon bantlar1 Blook LED
Transluminator (Genedirex, Miaoli County, Taiwan) cihazinda goriintiilendi. Bantlarin yogunlugu,
Image ] 1.36 (National Institute of Health, Maryland, USA) dansitometre programi kullanilarak
kuantifiye edildi. RT-PCR ile elde edilen gen ekspresyon sonuglari, Beklin-1 veya Atg5 gen
ekspresyonu/GAPDH gen ekspresyonu seklinde oranlanarak, kontrol hiicrelerin orani 1 kabul edilerek
1’in katlar1 olarak verildi.

Western Blot

PDAC hiicrelerinde miR-196a’nin, otofajinin kontroliinde iist regiilator olarak olasi rolintn
degerlendirilmesi amaciyla Atg5 ve Atgl2 protein ekspresyon diizeyleri western blot yontemiyle
incelendi. Bu amagla; Panc-1 ve MiaPaCa-2 hiicrelerinin 50 nM negatif miRNA veya miR-196a inhibitor
ile 72 saat stiresince transfekte edilmesi sonrasinda toplanan, santfifiij edilen ve soguk PBS ile iki kez
yikanan hiicre siispansiyonlari, proteaz/fosfataz inhibitorii varliginda hiicre lizis tamponu icerisinde
homojenize edilerek 4 °C’de ve 13.000 g’de 10 dakika siiresince santrifiij edilmesi sonucunda hiicre
lizatlar1 elde edildi. Supernatant 6rneklerinde Bradford yontemine gore protein miktarlar: tespit edildi
[13] ve (BioRad- Hercules, CA, USA) her bir kuyucukta 40 pg protein olacak sekilde 6rnekler yiikleme
tamponu karistirilarak %4-15 Tris-HCI jelde (BioRad- Hercules, CA, USA) SDS-PAGE elektroforezine
tabi tutuldu. Elektroforez sonucunda proteinler PVDF membrana aktarilarak, once Atg5 veya Atgl2’e
spesifik rabbit primer antikor (Cell Signaling Technology, Danvers, MA) ile 4 °C’de gece boyunca,
takibinde ise anti-rabbit AP-bagli sekonder antikor (Cell Signaling Technology, Danvers, MA) ile oda
1sisinda 1 saat stiresince inkiibe edildiler. BCIP/NBT reaktifi varliginda bantlarin varligi kolorimetrik
olarak goriintiilendi. Image ] 1.36 (National Institute of Health, Maryland, USA) dansitometre programi
kullanilarak kuantifiye edilen protein bant sonuglari; Atg5 veya Atgl2 protein ekspresyonu/p-Aktin
protein ekspresyonu seklinde oranlanarak, kontrol hiicrelerin orani 1 olarak kabul edilerek 1’in katlari
olarak verildi.

istatistiksel Analiz

SPSS 20.0 istatistik programi kullanilarak yapilan istatistiksel analizlerde, gruplar arasindaki
istatistiksel karsilastirmalar i¢cin non parametrik Mann-Whitney U testi kullanildi. p<0,05 degeri
istatistiksel olarak anlaml kabul edilerek farkliliklar, * simgesi ile gosterildi.

Bulgular

miR-196a, PDAC Hiicrelerinin Canliliginmi Indiikler

miR-196a’nin Panc-1 ve MiaPaCa-2 hiicrelerinin canlili1 iizerine etkisinin degerlendirilmesi amaciyla
yapilan MTS deneyleri sonucunda; Panc-1 ve MiaPaCa-2 hiicrelerinin 50 nM negatif miRNA ile 72 saat
stiresince muamele edildiginde hiicre proliferasyonu kontrol sartlara kiyasla sirasiyla %93,67 ve
%91,54 olarak saptanmisken, miR-196a inhibitor ile muamele edildiginde bu degerler %61,33 ve
%52,88 olarak gozlenmistir (Sekil 1). Her iki hiicre grubu i¢cin negatif miRNA, hiicre canliligin1 anlaml
diizeyde etkilemezken miR-196a inhibitor, PDAC hiicrelerinin canliligini/proliferasyonunu istatistiksel
olarak anlaml diizeyde azaltmistir (p<0,05). Bu sonu¢ da miR-196a’nin, PDAC hiicrelerinin sag
kalimini uyararak pankreas kanser hiicrelerinin canliligini indiikledigini a¢ikca gostermektedir.

*Corresponding author: nilgungurbuz@sdu.edu.tr 453 DOI: 10.22312/sdusbed.809466
ARASTIRMA MAKALESI (RESEARCH ARTICLE)



mailto:nilgungurbuz@sdu.edu.tr

120

Panc-1
100 -

80
*
60 -
40 -
20 -
0 ‘ ‘

% Hiicre Canhhgy

Kontrol Negatif miRNA miR-196a
120
MiaPaCa-2
100 -
B
E 80
S
o 60 -
I
2
=
o 40
B
20 A
0
Kontrol Negatif miRNA miR-196a

Sekil 1. Panc-1 (A) ve MiaPaCa-2 (B) hiicrelerinde 50 nM miR-196a inhibitdriiniin hiicre canlilig izerine etkisi
(*kontrole kiyasla p<0,05)

miR-196a, PDAC Hiicrelerinde Beklin-1 ve Atg5 Gen Ekspresyonlarini Diizenler

miR-196a'nin otofajinin kontroliindeki olasi roliinii incelemek amaciyla, otofajinin Onemli
mediyatorleri olan Atg5 ve Beklin-1'in mRNA ekspresyonlar1 RT-PCR analizleri ile incelendi. Bu amagla
PDAC hiicreleri 50 nM miR-196a inhibitér ile 72 saat siiresince muamele edildiginde; negatif
miRNA’ya kiyasla Beklin-1 gen ekspresyonu Panc-1'da 0,37 kat azalirken (Sekil 2A), MiaPaCa-2'de ise
degi§medigi (Sekil 2B) gozlendi.

Panc-1 B MiaPaCa-2

egatif miRNA miR-196a inh Negatif miRNA miR-196a inh
ekt 1_ 0 g ——
aron [l =5 caror [ — s

1.2 1.2

0.8 0.8 4

0,6 0.6 4

0.4 0,4 4

0,2 4

Beklin-1/GAPDH mENA Ekspresyonu.
Beklin-1/GAPDH mBRMNA Ekspresyonu

[

Negatif miRN. -1 miR-196a inh Tegatif miRNA wik-196a inh.

Sekil 2. Panc-1 (A) ve MiaPaCa-2 (B) hiicrelerinde miR-196a inhibitoriiniin Beklin-1 mRNA ekspresyonu lizerine
etkisi

Atg5 mRNA ekspresyonu ise, Panc-1 hiicrelerinde miR-196a inhibitér uygulamasina cevaben negatif
miRNA’ya kiyasla biiytik dl¢iide azalmis olup bu oran 0,8 kat seviyelerindedir (Sekil 3A). Buna karsilik
MiaPaCa-2 hiicrelerinde de bir azalis gozlenmesine karsilik bu oran 0,1 kat gibi ¢ok diisiik bir degerdir
(Sekil 3B).
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Sekil 3. Panc-1 (A) ve MiaPaCa-2 (B) hiicrelerinde miR-196a inhibitoriiniin Atg5 mRNA ekspresyonu lizerine
etkisi

miR-196a’'min  inhibisyonu, PDAC Hiicrelerinde Beklin-1, Atg5 ve Atgl2 Protein
Ekspresyonlarini Kontrol Eder

Panc-1 ve MiaPaCa-2 hiicrelerinde yapilan RT-PCR deneyleri ile saptadigimiz miR-196a’nin, otofaji
yolagindaki ana mediyatorlerden olan Beklin-1 ve Atg5’in gen ekspresyonlar tlizerindeki regiilator
etkisine ek olarak, protein ekspresyonu tizerine olan etkisi de western blot analizi ile incelenmistir.
miR-196a inhibitori ile transfeksiyonu sonucunda Panc-1 ve MiaPaCa-2 hiicrelerinde, Beklin-1
protein expresyonunun negatif miRNA’ya kiyasla eser diizeyde azaldig1 gézlenmistir. Bu azalis her iki
hiicre icin de yaklasik 0,1 kat seviyesindedir (Sekil 4A ve 4B). Beklin-1'in aksine Atg5 protein
expresyonunun ise her iki hiicrede arttig1 gozlendi. Panc-1'da 0,03 kat olarak az bir artis oram
saptanirken (Sekil 5A) MiaPaCa-2’da bu oran 0,17 kat diizeyindedir (Sekil 5B). Onkojenijk
karakterdeki miR-196a’nin, spesifik inhibitérii ile gen diizeyinde inhibisyonunun Atgl2 protein
expresyonunu, Panc-1 ve MiaPaCa-2 hiicrelerinde farkli sekilde etkiledigi gozlenerek 6nemli sonuclara
ulasilmasina neden oldu. Nitekim Panc-1 hiicrelerinde Atgl2 proteini expresyonu 0,33 kat olarak
belirgin azalmasina karsilik (Sekil 6A), MiaPaCa-2 hiicrelerinde yaklasik 0,5 kathik bir artis (Sekil 6B)
gostermistir. PDAC hiicrelerinde miR-196a hedefli tedavi yaklasiminin; metastatik potansiyeli yiiksek
olan Panc-1 hiicrelerinde Atgl2 azalisi lizerinden otofajiyi inhibe ederek ve tersine daha erken evre
olan MiaPaCa-2 hiicrelerinde Atgl2 artisini uyararak otofajiyi diizenlemesi PDAC'nin etkin tedavisi
icin 6nemli bir bulgudur.

A Panc-1 B MiaPaCa-2
Negatif miRNA miR-196a inh. Negatif miRNA miR-196a inh.
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Sekil 4. Panc-1 (A) ve MiaPaCa-2 (B) hiicrelerinde miR-196a inhibitoriiniin Beklin-1 protein ekspresyonu
tizerine etkisi
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Sekil 6. Panc-1 (A) ve MiaPaCa-2 (B) hiicrelerinde miR-196a inhibitdriiniin Atg12 protein ekspresyonu iizerine
etkisi

Tartisma

Insan miR-196 genlerinden miR-196a ve miR-196b’nin farkh kanser tiirlerinde degisken rollere sahip
olduguna isaret eden Lu ve ark. (2016); miR-196a'nin bas boyun, oral, gastrik, pankreas, meme,
servikal ve akciger kanserlerinde fazla diizeyde eksprese oldugunu, benzer sekilde miR-196b'nin de
oral, gastrik, kolorektal kanserlerde, ayrica glioblastoma ve 16semi kanserlerinde arttigini géstermistir
[14]. Pankreatik adenokarsinoma hastalarinda miRNA-196a seviyelerinin sagkalimla ters yonli bir
korelasyon gosterdigi, farkli 16semi vakalarinda miR-196a-1 seviyesinin HOX geni ifadesiyle acik bir
korelasyon sergiledigi ve yine miR-196b'nin asir1 expresyonunun gerceklestigi, miyeloid gelisiminde
degisiklikler yarattigi oesofageal, meme ve endometrial kokenli ve 6zofagus adenokarsinomasi
bulunan kanser hiicre dizilerinde miR-196a diizeylerinde artisin, Annexin A1 mRNA seviyeleri ile ters
bir korelasyona sahip olduguna deginilmektedir [15].

Laurilla ve ark. (2012), ¢ogu kanser vakalarinda miRNA diizeylerinin artisindan ziyede daha gok
azalma olduguna, ancak pankreatik kanserinde bu durumun farkh olduguna deginmistir [16]. Lee ve
ark. (2015) tarafindan pankreatik ndroendokrin tiimérlerin tanisinda biyobelirte¢c olabilecek
miRNA'lar1 tanimlamak amaciyla yapilan bir calismada; miRNA-27b, miRNA-122, miRNA-142-5p,
miRNA-196a, miRNA-223, miRNA-590-5p, miRNA-630 ve miRNA-944'nin ekspresyon diizeylerinin
karaciger metastazinda 2 kat ve daha fazlasi arttig1 tespit edilmistir. Bunlar arasinda sadece miRNA-
196a'nin yiiksek ekspresyon diizeyinin, patolojik evrelerle 6nemli iliskisi oldugu belirtilmistir [17]. Bu
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raporlara paralel olarak; kronik pankreatite, PDAC’a ve benign pankreatik parankime sahip olan
hastalarin pankreas doku ornekleri ile normal pankreatik parankimli saghkl kisilerin pankreas
dokularindaki miRNA ekspresyon degisimleri kiyaslandiginda, yine miR-196a’nin digerlerinden farkl
olarak ozellikle PDAC’lu hastalarda anlamli derecede fazla eksprese edildigi saptanmistir [18].

miR-196a'nin ING5'i (gelisme inhibitorii 5) dilizenleyerek pankreas kanserinde apoptozu
etkileyebilecegi yoniinde yapilan bir ¢alismada; pankreas kanseri hiicrelerinin miR-196a mimik ile
transfeksiyonu sonrasindaki 48 saatlik siirede proliferasyonun artmasina karsilik, miR-196a
inhibitori ile transfeksiyonunda tersine proliferasyonun onemli diizeyde azaldig1 gozlenmistir. Bu
sonug¢, miR-196a'nin pankreas kanserinin gelisimini uyardigini agikca gostermektedir. Pankreas
kanserinde miR-196a ile prognoz arasindaki iliskiyi daha net bir sekilde ortaya koyabilmek adina
yapilan Transwell invazyon testi sonrasinda, miR-196a inhibe edildiginde Panc-1 hiicrelerinin
invazyonu da inhibe olmustur. Sonug¢ olarak, miR-196a'nin pankreas hiicreli karsinomadaki ING5
ekspresyonunu diizenledigi ve boylece tiimoriin biliyiimesini inhibe edecek olasi mekanizmanin
anlasilmasina katki sagladigi belirtilmistir [19].

Pankreas kanseri hiicrelerinde miR-196a’nin mekanistik etkilerinin incelendigi bir baska calismada
ise; miR-196a’nin, NfKB inhibitorii olan NFKBIA mRNA’sina direkt olarak baglanabildigi bu nedenle
NFkB aktivasyonuna neden oldugu, bunun sonucunda da pankreas kanseri hiicrelerinin
proliferasyonunu ve migrasyonunu indiikledigi gosterilmistir [20].

Calismamizda miR-196a inhibitdr uygulamasinin; Panc-1 hiicreleri i¢in hiicre canhhigimi yaklasik
%38,67 diizeyinde, MiaPaCa-2 hiicreleri i¢in ise %47,12 diizeyinde baskiladig1 gbzlenmistir. Buna gore
miR-196a inhibitoriiniin, MiaPaCa-2 hiicrelerinin yaklasik yarisinin canliligina son vermesi nedeniyle
MiaPaCa-2’'nin, Panc-1'e gore miR-196a hedefli tedavi yaklasimi icin daha duyarh oldugunun ya da
diger ifadeyle Panc-1 hiicrelerinin daha direngli oldugunun goéstermis bulunuyoruz. Ayrica, kullanilan
50 nM miR-196a inhibitor dozu hiicrelerde sitotoksik bir etki olusturmamaktadir.

Otofajinin kanserle olan karmasik iliskisinin gizemi halen tam olarak aydinlatilamamistir. Timor
olusturan hticreler kok, progenitor veya farklilasmis hiicrelerden kaynaklanabilir. Otofaji, kanser kok
hiicrelerinin timor olusturma potansiyelleri, farklilasmalari, kendi kendini besleme ve ila¢ direnci
gelisiminde onemli rollere sahiptir [21]. Hepatoselliiler karsinoma hiicreleri olan Huh-7 hiicrelerinin
CD133+ ekspresyonuna sahip olan kok hiicrelerinde, hipoksi ve aglik ile iliskili olarak otofajinin
indiiksiyonu s6z konusudur. Ayrica, protein kinaz C-delta (PKCS) uygulanan pankreatik kanser kok
hiicrelerinde LC3-I'in LC3-II'ye dontsiumiintin, ATG7 ve Beklin-1'in ekspresyonlarinin arttigi
gozlenmistir [22].

Pankreas kanserinde miR-196a'nin otofaji lizerindeki etkilerinin incelendigi literatiirde bir yayin
olmamasi nedeniyle ¢alismamizin sonuglar1 tamamen 6zgun niteliktedir. Ancak PDAC’de miR-30a’nin
otofajinin kontrolii iizerindeki etkisinin incelendigi bir ¢alismada; miR-30a'nin potansiyel bir hedefi
olan Beklin-1'in ekspresyonunu negatif yonde diizenleyebilecegi ve bunun otofajik aktivitenin
artmasina yol acabilecegi belirtilmistir. miR-30a mimik ve inhibitériiniin Beklin 1 ekspresyonu
tizerindeki etkileri incelendiginde; T98G (glioblastoma), MDA-MB-468 (metastatik meme kanseri) ve
H1299 (kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri) hiicrelerinin mimik ile transfeksiyonu sonucunda Beklin-1
mRNA'da %25-40 ve Beklin-1 proteininde %25-60 oraninda bir azalma, inhibitor ile transfekte
edildiginde ise Beklin-1 mRNA'da %55-85 ve Beklin-1 proteininde %10-25 oraninda bir artig
gozlendigi bildirilmistir [23].

Kanserin baslangicinda ve progresyonunda rol oynayan 6nemli otofajik mediyatorlerden Beklin-1,
Atg5 ve Atg12’'nin miR-196a tarafindan regiilasyonu calismamizda irdelenmistir. Otofajiyi indiikleyici
yonde role sahip olan Beklin-1'in ekspresyonunun, kanseri de iceren bazi hastaliklarda farklilastig:
gozlemlenmistir. miRNA'larin, hedef mRNA'min 3° UTR bolgesine baglanarak yikimina ya da
translasyona ugramasini engelleyerek ekspresyonunu azaltabilecegi temeline dayali olarak mevcut
¢alismamizda; Panc-1 ve MiaPaCa-2 hiicrelerinin negatif miRNA ve miR-196a inhibitor ile transfekte
edilmeleri sonrasi1 Beklin-1, Atg5 ve Atg12 ekspresyon diizeyleri 6nemli farkliliklar géstermistir. miR-
196a inhibitor, Beklin-1 miRNA ekspresyonunu negatif miRNA’ya kiyasla Panc-1 hiicrelerinde 0,37 kat
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azaltirken, MiaPaCa-2 hiicrelerinde ise herhangi bir degisime ugratmamistir. Dolayisiyla, Beklin-1 gen
ekspresyonunun siirlandigini gosteren bu durum, diger otofajik yolak Atg5 icin daha cok daha
belirgindir. Nitekim Atg5 miRNA ekspresyon bant yogunlugu, Panc-1 hiicrelerinde miR-196a inhibitor
uygulamasiyla 0,8 kat oraninda biiyiik 6l¢lide azalmasina karsilik, MiaPaCa-2 hiicrelerindeki azalma
ise 0,1 kat gibi ¢ok kiiciik bir diizeyde gerceklesmistir. Protein ekspresyonu diizeyinde otofaji
mediyatorleri incelendiginde ise, her iki PDAC hiicresinde Beklin-1 protein ekspresyonunun negatif
miRNA’ya kiyasla 0,1 katlik bir artisin saptanmasiyla miR-196a’nin, Beklin-1 protein ekspreyonu
tizerinde herhangi bir regiile edici etkisinin olmadigini gézlemis bulunuyoruz. miR-196a inhibitér
transfeksiyonu sonucunda Atg5 proteini expresyonunun, Panc-1 ve MiaPaCa-2 hiicrelerinin her ikisi
icin de artmasina karsin, artis seviyeleri farkliliklari ise %14 olarak belirlenmistir. miR-196a inhibitér
transfeksiyonunun Panc-1 ve MiaPaCa-2 hiicreleri i¢in belirlenen en biiyiik farkliligin, Atg12 proteini
expresyonunda oldugu gozlenmistir. miR-196a inhibitér, Panc-1 hiicrelerinde Atgl2 proteini
expresyonunu belirgin olarak 0,33 kat azaltirken, MiaPaCa-2’de ise yaklasik 0,5 kat arttrimistir. Tim
bu sonuglar 1s18inda miR-196a’nin, PDAC hiicrelerinde otofajinin regiilasyonu ile iliskili oldugunu
gostermis olup terapotik amagla miR-196a inhibitér muamelesinin, gen diizeyinde sadece Panc-1
hiicrelerinde hem Beklin-1 hem de Atg5 mRNA ekspresyonlarinda, protein diizeyinde ise sadece Panc-
1 hiicresinde Atgl2’nin protein ekspresyonunda etkili bir sekilde inhibisyon sagladigini ortaya
koymaktayiz. Sonuglarimiz oldukea carpici niteliktedir. Ciinki kanserde ileri metastatik evrede artarak
ve metastatik olmayan erken evrede azalarak cift yonlii bir etkiye sahip olan otofaji mekanizmasi
tizerinde miR-196 inhibisyonunun, PDAC'nin en agrasif hiicrelerinden olan Panc-1 hiicrelerinde
otofajiyi inhibe ettigini, tersine MiaPaCa-2'de bu yonde etki gostermedigini saptamamiz, miR-196a
temelli terapotik yaklasimlarin gelistirilebilmesi i¢in olduk¢a 6nemlidir.

Sonuglar

Calismamiz sonucunda; miR-196a’nin, PDAC hiicrelerinin proliferasyonunu indiikleyen onkojenik
aktiviteye sahip bir iist mediyator oldugunu gostermis bulunuyoruz. Ayrica ileri evrede bir sag kalim
mekanizmasi gorevi gorerek kanserin gelisimini indiikleyen, tersine erken evrede ise bir hiicre 6liim
mekanizmasi rollinii iistlenerek kanserin baslamasini inhibe eden merkezi bir molekiiler mekanizma
olan otofajinin, PDAC hiicrelerinde miR-196a tarafindan kontrol edildigini gozlemledik. Bu
sonuclarimizdan hareketle terapotik anlamda miR-196 inhibitéri kullandigimizda; PDAC hiicre
proliferasyonunun inhibe oldugu ve takibinde ileri evre PDAC hiicresi olan Panc-1'da otofajik
mediyatorlerin inhibe oldugu, metastatik o6zellikleri tanimlanmamis olan MiaPaCa-2’de ise bu
mediyatorlerin arttifl saptanmistir. miR-196a inhibitér tedavisi yaklasiminin, kanserde kontrolii
bozulan otofajiyi diizenleyerek PDAC hiicrelerinin proliferasyonu azaltmaktadir. Bu sonuclarimizin,
ileriki calismalara 151k tutmasi agisindan miR-196a hedefli bir terapétik ajanin gelistirilmesine 6nemli
bir adim diisiinmekteyiz.
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