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OZET

Pankreas Kanseri Kemoterapotik Direncinde 5-Florourasil, Leptin ve Leptin

Inhibitérii Kombinasyonunun Rolii

Amag: PK hedefe odakli tedavisi bulunmayan en agresif timdrlerden biridir. PK
tedavisinde kullanilan kemoterapi ajanlarindan biri de 5-FU’dur. 5-FU kemoterapi
siirecinde kemoterapdtik direng sikca gelismektedir. Bu calismada, PK’de, 5-FU
kemoterapi direncinin {iistesinden gelebilmek igin 5-FU tedavisinde leptin ve leptin
inhibisyonu i¢in antagonist SHLA nin olas1 roliiniin arastirilmas1 amaglanmastir.

Materyal ve Metot: Calismada AsPC-1, MIA PaCa-2 ve Panc-I PK hiicre
serilerinde 5-FU, leptin ve SHLA’nin sitotoksisitesi MTT yontemiyle saptanmistir. PK
hiicre serilerinde 5-FU, leptin ve SHLA molekiillerinin kombinasyonlarmin 5-FU
kemoterapi direncinde rol alan genler ile apoptotik kaspaz 3, 8 ve 9 genlerinin
ekspresyonlar1 tizerindeki etkileri RT-PZR ile belirlenmistir. Molekiillerin genomik
DNA hasar1 ve hiicre dongiisti lizerindeki etkileri sirayla COMET ve akim sitometri
testleri ile tespit edilmistir.

Bulgular: AsPC-1, MIA PaCa-2 ve Panc-I PK hiicre serilerinin 5-FU duyarliligi
birbirinden farkli bulunmustur. Leptin ve SHLA tek baslarina kullanildiklarinda
herhangi bir sitotoksik etkisi saptanmamistir. 5-FU (her bir hiicre serisi i¢in ICsg
degeri), leptin (0.1uM) ve SHLA (1000 ng)’nin 5-FU direng genleri DPD, hENTI, TP,
TS, MDR1 ve MRP5’in ekspresyonlarini degistirdigi, bu molekiillerin PK hiicrelerinde
tek veya kombine kullaniminin apoptozu tetikleyebildigi saptanmistir. Ayrica, 5-FU,
leptin ve SHLA’ ’nin tek ve kombine uygulanmasinda PK hiicre serilerinde DNA hasari
ve hiicre dongiisii agisindan gruplar arasinda anlamli bir farklilik saptanmistir
(p<0.001).

Sonu¢: PK’da hiicrelerin 5-FU duyarliligt hiicre tipine goére farklilik
gostermektedir. Bu c¢alismada, PK tedavisinde, 5-FU kemoterapotik direncinin
iistesinden gelebilmek igin leptin ve/veya SHLA’nmin 5-FU ile kombine edilerek
kullanimiin yeni bir tedavi yaklagimi olabilecegi sonucuna varilmistir. Leptin ve
SHLA’nin 5-FU diren¢ yolaginda yer alan genlerin ekspresyonlar: iizerindeki etkisi ile
PK tedavisindeki terapétik etkileri ilk kez bu caligmayla gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: 5-FU, kemoterapétik direng, leptin, pankreas kanseri,
SHLA



ABSTRACT

The Role of Combination of 5-Fluorouracil, Leptin and Leptin Inhibitor in

Chemotherapeutic Resistance of Pancreatic Cancer

Aim: Pancreatic cancer is one of the most aggressive tumors without targeted
therapy. One of the chemotherapy agents used in PC treatment is 5-FU
chemotherapeutic resistance develops frequently in 5-FU chemotherapy process. The
aim of this study was to investigate the possible role of leptin and its antagonist SHLA
for leptin inhibition to overcome chemotherapy resistance in 5-FU treatment treatment
for PC.

Materials and Methods: In this study, the cytotoxicity of 5-FU, leptin and,
SHLA was determined by MTT method in PC cell lines, AsPC-1, MIA PaCa-2 and
Panc-1. The effects of combinations of 5-FU, leptin and SHLA in PC cell lines on
expressions of genes involved in 5-FU chemotherapy resistance and apoptotic caspase
3, 8 and 9 genes were determined by RT-PCR. The impacts of molecules on genomic
DNA damage and cell cycle were detected by COMET and flow cytometry,
respectively.

Results: The sensitivity of 5-FU of PC cell lines, AsPC-1, MIA PaCa-2 and
Panc-1 were different from each other. No cytotoxic effects were detected when leptin
and SHLA were used alone.

It has been found that 5-FU (at ICsg values for each cell lines), leptin (0.1uM)
and SHLA (1000 ng) change the expressions of 5-FU resistance genes DPD, hENT1,
TP, TS, MDR1 and MRP5, and that single or combinational usage of these molecules
can trigger the apoptosis in PC cells. In addition, there was a significant difference
between the groups in PC cell lines in terms of DNA damage and cell cycles in single
and combined administration of 5-FU, leptin and SHLA (p<0.001).

Conclusion: 5-FU sensitivity of the cells in the PC varies according to the cell
type. In this study, it was concluded that the use of leptin and/or SHLA in combination
with 5-FU may be a new therapeutic approach to overcome chemotherapeutic resistance
in the treatment of PC. The effects of leptin and SHLA on the expression of genes in the
5-FU resistance pathway and their therapeutic effects in treatment of PC have been
demonstrated for the first time in this study.

Key words: 5-FU, chemotherapeutic resistance, leptin, pancreatic cancer, SHLA
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1. GIRIS

Pankreas Kanseri (PK), diinyada kanserle ile ilgili olimlerin en yaygin
nedenlerinden biridir. * PK’nin hedefe yonelik tedavisi bulunmamaktadir.? Kemoterapi,
PK tedavisinde kullanilan en etkin yontemlerden biridir. PK hastalarinin biiyiik
cogunlugunda tedavi Oncesi ve/veya tedavi siirecinde kemoterapdtik direng
gelismektedir. Kemoterapotik direncin  olusum ve gelisiminde genetik ve/veya
epigenetik faktorler rol oynamaktadlr.l

PK hastalarinin tedavisinde kullanilan kemoterapétik ajanlardan biri 5-FU’dur.*
4 5-FU’ya kars1 gelisen kemoterapotik direngte rol oynayan ve tedavi icin hedef molekiil
olabilecek bir¢ok biyobelirte¢ aday1 gen bulunmaktadir.® Bu aday genleri, genel olarak,
5-FU metabolik yolakta yer alanlar, hiicre membraninda transporttan sorumlu olanlar,
hiicre dongiisinde, DNA tamirinde ve apoptoziste yer alan genler olarak
ézetleyebiliriz.z’ 3

PK’nin risk faktorlerinden biri de obezitedir. PK ve obezite arasindaki potansiyel
iliskide bir leptin molekiiliiniin rolii olabilecegi bildirilmektedir.? Leptin molekiilii
hiicresel etki mekanizmasini hiicre membraninda bulunan leptin reseptorlerine
baglanarak gostermektedir. PK hiicre dizilerinin leptin reseptorlerini ifade ettigi
saptanmistir. Ayrica, PK hiicrelerinin leptin salgilayarak otokrin/parakrin sinyal
yolagini indiikledigi bdylece tiimor gelisimini ve hiicrelerin yasaminin tetikleyebilecegi
belirtilmektedir. Ancak leptinin PK’deki etkisine yonelik ¢ok az ¢alisma bulundugu ve
bunlar arasinda da karsit gorislerin bulundugu bildirilmektedir™ ° leptinin hiicre
proliferasyon tetikleyici 6zelliginin hiicre tipine bagli oldugu ve PK hiicrelerinde
proliferasyonu inhibe ettigini bildirmektedir. Ancak, PK hiicrelerine leptin
uygulamasinin hiicrede NOTCH sinyal yolagini tetikledigi, kok hiicre belirteglerinin

ekspresyonunu arttlrdlglz’s, kanser hiicrelerinin hiicre proliferasyonlarini arttirdigi ve



kemoterapotik direngte rol alan bazi molekiillerin (ABCB1) ekspresyonlarini tetikledigi
bildirilmektedir.”

Mendonsa ve ark.,” leptinin proliferatif ve invaziv tetikleyici etkisinin hiicre
tipine gore degistigini, leptinin etki mekanizmasinin net olarak agiklanabilmesi igin
daha fazla calismaya gerek oldugunu belirtmektedir. Harbuzariu ve ark.® leptin-
NOTCH sinyal yolagimin kemoterapotik dirence katki sunabilme potansiyeli
tasimasindan dolay1 PK tedavisinde yeni bir hedef yolak olabilecegi bildirilmektedir.

Procaccini ve ark.’lar,’ tarafindan yapilan derlemede, leptinin osteoblastik
hiicrelerde apoptozisi indiikledigi timusta ise apoptozisi inhibe ettigi, notrofillerde
apoptozisi geciktirdigi, insan periferal mononiikleer hiicrelerin proliferasyonunu
tetikleyerek immiinmodiilator roliiniin oldugu rapor edilmistir. Mantho ve ark’lar1,”
leptinin kemoterapdtik direngte dnemli bir rol oynayabilecegi ve hedefe yonelik tedavisi
bulunmayan PK’da leptin hedefli tedavi yaklasimlarinin gelistirilebilecegini
onermektedir. Leptinin pleiotropik o6zellik gosteren ¢ok fonksiyonlu bir molekiil
olmast,’® PK kanserinde hiicrelere sitotoksik etki gostermesi® ve kolon kanseri
hiicrelerinde 5-FU ajami ile daha sitotoksik etki gostermesi™ ve yukarida kan ve timiis
dokularinda immiinmodiilator 6zellik gostermesi kanser tedavisinde kullanilabilirligini
akla getirmistir.

Candelaria ve ark.,”> PK kemoterapotik direncinde leptin reseptdr inhibitdrii
kullanilarak kemoterapdtik direncin belirlenmesine iliskin hi¢bir bilimsel ¢alismanin
bulunmadigini, leptinin PK’da ve PK kemoterapétik direncindeki gergek roliiniin agiga
cikarilmasi gerektigini bildirmektedir.

Leptinin kanser tipine hatta ayni1 kanserde bile hiicre tipine gore farkli etki
gosterebilecegine iliskin veriler,®’ leptinin etkisinin tam olarak anlasilamadigini ve daha

detayl1 arastirmalara ihtiya¢ duyuldugunu gostermistir.



Bu tez calismasinda, PK hiicre serilerinde, 5-FU, leptin ve leptin antagonistinin
(SHLA) 5-FU kemoterapétik direncinde rol alan genlerin ekspresyonu iizerine olasi
etkileri ile apoptoz siireci ve hiicre dongiisii iizerine olan etkileri arastirilarak leptinin
PK 5-FU yanitindaki roliiniin diren¢ mekanizmalarinda yer alan genler {izerinden
acgiklanmasi hedeflenmistir.

5-FU, Leptin ve leptin inhibitorlerinin kombine kullanimlarinin 5-FU yanitini
nasil etkilediklerine iliskin veri bulunmamaktadir. Leptin ve leptin inhibitérii SHLA nin
5-FU direncindeki etkisinin ortaya ¢ikarilmasi; 5-FU tedavisi 6ncesinde kullanilabilecek
biyobelirteg/lerin tanimlanmasina, PK tedavisi i¢in yeni hedef yolak/yolaklarin ortaya
cikarilmasina ve tedavi i¢cin yeni bir aday yaklasimin gelistirilmesine katki sunma
potansiyeli tasimaktadir. Bu tez c¢alismasinda, PK’da, 5-FU’e karsi gelisen
kemoterapotik direncte leptin ve leptin antagosintinin (SHLA) olast roliiniin

arastirilmasi amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Pankreasin Embriyolojik Gelisimi

Pankreas ilk olarak gebeligin 5. haftasinda ilkel 6n bagirsagin (foregut)
bliylimesi olarak ortaya ¢ikan iki tomurcuktan yani dorsal ve ventral tomurcuklardan
gelisir. On bagirsagin kaudal pargasindan kaynaklanan ve endodermal hiicrelerden
olusan bu dorsal ve ventral pankreas tomurcuklari mezenter yapraklar1 arasinda gelisir.
Dorsal pankreas tomurcugu daha erken belirir ve ventral tomurcugun hafif kraniyeline
dogru geliserek dorsal mezenter yapraklar1 arasinda hizla biiylir. Ventral pankreas
tomurcugu safra kanalinin duedonuma girdigi yere yakin gelisir ve ventral mezenter
yapraklar1 arasinda hizla biiyiir.

Dorsal ve ventral pankreas tomurcuklari baslangicta karsilikli yonlerde
uzanirken; gestasyonel 7. hafta itibariyle duodenumun genislemesi, ventral pankreatik
tomurcugun duodenumun sagindaki yerlesiminden donerek duodenumun sola yanina ve
arkasina gegmesine ve yer degistirmesine sebep olur. Bu olayla ventral tomurcuk dorsal
pankreas tomurcugu ile birlesir (Sekil 2.1). Boylece ventral tomurcuk, pankreas basinin
alt kismi ve unsinat prosesusu olustururken; dorsal pankreastan, geri kalan pankreas

kismi olusur (pankreas basinin {ist kismi, boyun, gévde ve kuymk).13’ 14

VP - -

A B C D

Sekil 2.1. Pankreasin normal embriyolojik gelisimini gosterir sekil. Ventral pankreas
tomurcugu (VP) ve dorsal pankreas tomurcugu (DP) ile birlesmesi olay1



Fetiislerde organ gelisimi sirasinda, hiicrelerin koordineli polarizasyonu ile ilkin
kiiciik delikler olusur. Bu delikler daha sonra bir ag orgiisii olusturmak tizere birbirine
baglanir ve kaynasir. Bu sayede kanallar olusur. Bu ileri diizey baglantili a§ daha sonra
dogum zamaninda agacbenzeri bir yapiya donlismiis olur.”® Pankreasin parankimi,
pankreas tomurcuklarina ait endodermin olusturdugu tiibiiler bir agdan gelisir. Erken
fetal donemde, bu tubiillerin (pankreas kanallar1 taslagi) uclarinin ¢evresindeki hiicre
kiimelerinden pankreatik asinuslar gelismeye baslar. Pankreas adaciklari, bu tiibiillerden
ayrilan bir grup hiicre tarafindan olusturulur ve asinuslar arasinda uzanir. Pankreasin
bag dokusu ve interlobiiler septasi ¢cevre splanik mezensiminden gelisir.“’ 16

2.2. Pankreas Histolojisi

Pankreas hem hormon hem de sindirim enzimleri salgilayan bir salgi bezidir ve
gastrointestinal sistemin bir pargasidir. Pankreasin sindirim enzimleri {lireten ve bunu
bagirsaga kanallar aracilign ile salgilayan ekzokrin kismi ile viicutta enerji
metabolizmasint ve depolanmasini kontrol eden hormonlar1 iireten ve bunu kana
salgilayan endokrin kism1 bulunmaktadir.**

Ekzokrin boliimii ¢esitli sindirim enzimleri salgilayan, saf ser6z bilesik alveolar
veya tuboalveolar bir bezdir. Pankreasin ekzokrin islevi, pankreatik asiner hiicreler ve
pankreatik ductal hiicreler adl1 iki hiicre tipi ile yerine getirilir. Pankreas asiner hiicresi,
ekzokrin pankreasin fonksiyonel birimidir. Pankreatik asiner hiicreler, giinlik gida
maddelerinin sindirimi ig¢in besinlere cevap olarak enzimlerin sentezlenmesi,
depolanmast ve salgilanmasindan sorumludur. Duktal hiicreler ise bu enzimleri
bagirsaga yonlendiren kanallart meydana getirmistir. Aym1 zamanda kloriir ve

bikarbonat agisindan oldukga zengin bir siviy1 da kanala salgﬂar.17



Ekzokrin pankreas, tek tabakali piramidal asiner hiicreler ile kapli asini adi
verilen kiiciik kese benzeri genislemelerden olusmustur. Asiner hiicreler sitoplazmalari
graniillii endoplazmik retikulum ve golgi aygitlarinin olusturdugu ayrintili bir sistemle
doludur. Az miktarda senroasiner hiicreler asiniis liimenini ¢evreler. Asiner hiicrelerden
farkli olarak, bu hiicreler daha zayif graniillii endoplazmik retikulum ve golgi aygiti
sistemleri igerir. Bu hiicrelerin en 6nemli islevi pankreas salgisinin elektrolit igerigini
degistirmektir. Salgilama ve iyon emilimi siiregleri aktif oldugundan, sentroasiner

1819 Hem duktal hiicreler hem

hiicreler sitoplazmalarinda ¢ok sayida mitokondri igerir.
de asiner hiicreler polarize epitel hiicrelerdir ve salgilarin1 kanala apikal membran
kismindan verirler. Asiner hiicrenin komsu hiicrelerle kurdugu siki baglant1 ve adherens
baglant1 tiirleri vardir. Bunlar sayesinde hem apikal membran bazal membrandan
ayrilmis olur hem de pankreatik asiner hiicre polarize yapisi saglanmis olur.”

Ekzokrin pankreas {iziim salkimina benzer bir organizasyona sahiptir. Ekzokrin
pankreasin iki esas hiicre tipi asiner hiicre ve duktal hiicredir. Asiner hiicreler biraraya
gelip asini adi verilen kiigiik kese benzeri genislemeleri olusturur. Tek bir asini tiziim
salkimindaki bir {iziim tanesine karsilik gelir. Bu asiniler bir kanal sistemine baglanir.
Bu kanallar duktal hiicreler ile doselidir. Duktal epitel hiicreleri, asinustaki 6zel bir
sentroasinar hiicre bdlgesine uzanir. Pankreatik sivinin enzimatik ve sulu komponenti
iki ayr1 mekanizma ile Uretilir. Enzimatik kismi asiner hiicreler tarafindan salgilanir,
sulu komponenti ise sentrosiner hiicreler tarafindan salgilanir ve devaminda duktal
hiicrelerin yiizeyinde bulunan iyon transport sistemleri ile modifiye edilir.

Asiner hiicreler aktif olarak enzim yapimi ile gorevli oldugundan dolay1
Olusturulan sindirim enzimleri zimojen graniillerde sekresyonun uyarilmasin

tetikleyecek bir uyar1 gelinceye kadar saklanir. Ozetle asiner hiicreler sindirim enzimleri

sentezler, depolar ve kanal sistemi ile baglantili olan liimene salgilayacak sekilde



Ozellesmislerdir. Asiner hiicreler sindirim enzimlerini kanla salgilanmasini diizenleyen
hormon reseptorleri ve norotransmitter reseptorlerine sahiptir.21

Ekzokrin pankreas i¢in 6neli olan diger iki hiicre tipi sentroasiner hiicre ve stellat
hiicredir. Sentroasiner hiicreler salgi yapan asinuslar ile iliskili oldugu duktal epitelinin
birlesim yerlerinde konumlanmistir. Memeli sistemleri ve zebra balig1 iizerinde yapilan
caligmalar bu hiicrelerin diger sentroasiner hiicreler bunun yani sira komsu asiner
hiicrelerle ve adacik hiicre tipleriyle belirgin temas saglayan uzun sitoplazmik
cikintilara sahip oldugunu gostermistir. Egsiz konumlarina ve morfolojilerine ek olarak,
bircok calismada eriskin pankreasta sentroasinar hiicrelerinin multipotent progenitor
hiicre aday1 olabilecegine dikkat ¢ekilmistir.”> % Sentroasiner hiicreler, bikarbonat
salgilayarak kanalin distal kismindaki igerigi diizenlemede islev goriir ve siv1 akisi i¢in
limeni acik tutar. Sentroasiner hiicrelerin birbirlerine bitisik ve hassas yerlesimi ve
duktal liimeni olusturma yetenegi hala yeterince anlasilamamistir. Tiim omurgalilarda
duktal hiicrelerin 6zellesmis bir toplulugu olan bu hiicreler hem endokrin hem de
ekzokrin pankreasin rejenerasyonu i¢in potansiyel hedeftirler. Sentroasiner hiicrelerinde
aktif olan sinyal yolaklari, gen ekspresyonlar1 gibi karakteristiklerin zebrabaligi ve
farede pankreatik rejenerasyona katki sagladigi gosterilmistir. Fakat memelilerde ise
pankreasta belirli yaralanma kosullarinda faaliyete gegebilecek benzer karakteristiklerin
sentroasiner hiicrelere progenitdr bir kapasite saglayip saglamadigr heniiz belli
degildir.?* %

Pankreatik stellat hiicreler (PaSH), pankreasin kiitlesinin yalnizca %4 iini
olusturmaktadir. Stellat hiicreyi ilk kez 1876 yilinda Alman asilli arastirmaci Karl
Wilhelm von Kupffer karaciger dokusunda tanimlamistir. Kupffer, bu hiicreleri
karacigerde perisiniizoidal araliktaki yildiz sekilli hiicreler (Almanca; Sternzellen)

olarak tasvir etmistir. Benzer hiicreler bobrek ve akcigerde de bulunmustur.



Pankreas dokusunda da stellat hiicrelerin varlig ilk kez 1982 yilinda Japon asilli
bilim adam1 Watari tarafindan elektron mikroskobu ile gésterilmistir.26’ 2

Bu hiicrelerin kesfinden c¢ok sonra, 1998 yilinda Pankreatik stellat hiicreler
kemirgen ve insan dokusundan izole edilebilmesi ile kiiltiir ortaminda arastirmalara
baslanabilmistir. Pankreasin iki onemli hastaligi olan kronik pantreatit ve pankreas
kanseri ile bagintili bir histolojik 0©zellik olan pankreatik fibrozis tablosunun
olusmasinda, stellat hiicrelerin 6nemli bir rol oynadigi bugiin bilinmektedir. Genel
olarak fibrozis, ektraselliiler matriks proteinlerinin (6zellikle fibrillar kollajenlerin)
yapim ve yikimi arasindaki dengenin bozulmasi ve ortamda birikmesi olarak tanimlanir.
PaSH de bu ekstraselliiler matriks proteinlerini sentezleme ve salgilama yetenegine
ayrica bunlarin ¢ogalmalart ve gogleri lizerinde etkiye sahiptir. Buna ilave olarak,
PaSH’ler ekstraselliiler proteinler iizerinde etkili yikim enzimleri de sentezlemektedir.
Pankreatik hasar sirasinda stellat hiicreler sessiz olarak tanimlanan durumlarindan
cikarak aktif hale gelirler. Faaliyetleri belirgin derecede artmis olup yeni durumlarinda
yapim ve yikim arasindaki denge ciddi derecede bozulur. Yapim lehine artan bu
degisim sonucu asir1 miktarda ekstraselliller protein sentezlenir neticede patolojik
fibrozise neden olur.?"%

PaSH’ler pankreatik hasar sonrasinda aktive olabildikleri gibi bunun yani sira
pankreatik kanser hiicreleri tarafindan da aktif hale getirilirler. Kanser hiicreleri ile
PaSH’lerin karsilikli iletisim halinde olmalar1 sonucunda tiimor mikro ¢evresi sekillenir
ve tiimoriin biiylimesine elverisli bir mikro ortam olusur. Pankreatik kanserde gelisen
kemoresistansta da PaSH’lerin rolii vardir. Gelisen fibrozis tiimoér mikro g¢evresini
hipoksik hale getirdigi i¢in dogrudan kanser hiicresinin kemorezistansini destekler.
Ayn1 zamanda fibrozis kanser hiicrelerine etkili ilag perflizyonunu bozarak dolaylh

. 2
yoldan da kemorezistansi arttirir. 930



Paul Langerhans, 1869 yilinda sundugu “Pankreasin mikroskobik anatomisine
katkilar” basliklt tezinde, pankreasta ¢evre dokulardan farkli boyanan hiicre
topluluklarinin varligin1 kesfetmistir. Ayn1 ¢alismada, adaciklara ek olarak Langerhans,
ilk kez ekzokrin pankreasin ig seklindeki sentroasinar hiicrelerini de tanimlamustir.
Langerhans g6zleminin insan viicudunun temel islevini ve patolojideki agisindan ne
kadar onemli olacagmni bilmiyordu. Sadece bu olagandisi yapilarin lenf bezleri
olabilecegini ileri siirmiistiir.®! 1893 yilinda Fransiz patolog GustaveEduard Laguesse
(1861-1927) pankreastaki bu hiicre topluluklarina, Langerhans’t onurlandirmak igin,
“Langerhans adaciklar’” admi verdi. Ayrica, Laguesse bu adaciklarin kan glukoz
seviyelerini kontrol eden maddeler igerebilecegini 6ne siirmiistiir. 1909 yilinda,
Belgikali Doktor Jean de Mayer, Langerhans adaciklar tarafindan iiretildigi varsayilan
maddeyi “insiilin” olarak adlandirmistir. 3

Endokrin pankreasindaki hiicreler, pankreatik hiicre kiimeleri halinde
(Langerhans adalar1) organize olmuslardir. Langerhans adaciklari pankreas hacminin
yaklasik %1-2’sini olusturur. Bu boliim tipik endokrin sekresyon yapan doku Ornegi
gosterir. Hormon sentezleyen hiicre gruplar1 ve hormonun direk olarak kan dolagimina
verilmesini saglayan pencereli kan kapillerlerinden olusur. Endokrin hiicre adaciklari
sinlizoid kapillerlerden zengindir. Bu boéliimden baslica, kan glikoz seviyesini
diizenleyen insiilin ve glukagon salgllanlr.18

Adaciklarin cogu (Langerhans adaciklari) ebat olarak biiytlik farkliliklar gosterir.
Insanda ortalama boyutlar1 100-150 mikrometre arasinda olup adaciklarin %70’i 50

mikrometre ile 250 mikrometre arasinda ebatlara sahiptir. Daha kiiglik adaciklar asinar

lobiiller arasina dagilmis ve ¢ok daha genis olanlar1 pankreasin ana ve interlobular



kanallar1 boyunca yerlesmistir. Yetigskin bir insanda adaciklarin sayis1 500 000- 1 000
000 arasinda degisirken daha kiiclik canlilarda bu say1 ¢ok daha azdir.

Adaciklara ilave olarak izole adacik hiicreleri asinar lobiiller arasina dagilmis
halde veya kanallarla iliskili halde bulunabilir.**

Adaciklar i¢inde, insiilini salgilayan [B-hiicreleri, en yogun hiicre tipidir ve
adaciklar igindeki hiicrelerin yaklasik %70'ini olusturur. Bu hiicrelerin insiilin igerigi
kan glikoz seviyesini diisiiriicli etki gosterir. Alfa hiicrelerinin adacikta bulunma orani
yaklasik %15-20’dir. Alfa hiicrelerinden salgilanan glukagon, kan glikoz seviyesini
diizeltir. %5-10 oraninda bulunan D hiicrelerinden salinan somatostatin genellikle
inhibitor etkili bir hormondur. Bu hiicreler disinda adacikta az sayida PP (F) hiicresi,
D-1 hiicresi ve EC hiicresi izole edilmistir. PP hiicrelerinden salinan pankretik
polipeptid mide esas hiicrelerini uyarir, safra sekresyonu ve bagirsak motilitesini arttirir.
D-1 hiicrelerinden salinan VIP, glukogon etkisine sahiptir. Ayrica bagirsaklarin
sekretuar aktivitesini ve motilitesini artirir. EC hiicreleri sekretin, motilin ve subtans P
salgilarlar. Sekretin pankreastan enzim sekresyonunu uyarir, motilin mide ve bagirsak
motilitesini arttirir, substans P ise bir nérotransmitterdir.'’

2.3. Pankreas Anatomisi

Milattan Once 3. vyiizyilda kadavra {izerinde diseksiyon yapilma yasagi
kaldirilmas: {izerine Herophilus sistematik olarak kadavra inceleme caligmalarina
baslamis ve 30 yilin1 bu konu iizerinde ¢alismaya adamstir. Iskenderiye tip okulundaki
kadavra ¢aligmalar1 sonucu anatomiye olan biiylik katkilarindan dolayr “Anatominin
Kurucusu” olarak kabul edilen Herophilus pankreasin tanimimni ilk kez yapmustir. 3
Efesli Rufus’un (MS 100’iincii yillarda) yazdigi “Insan Viicut Kisimlarmin Adlarr”

eserinde, Herophilos’ un kadavra incelemelerinde betimledigi organi, kemik ve kikirdak
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yapist bulundurmadigi igin “pankreas” (Yunanca; pan (tim) ve kreas (et)) olarak
adlandlrllmlstlr.35’ 36

Pankreas sekonder retroperitoneal bir organdir. Gri-pembe renkli ve lobuler
yapida olup, uzunlugu ortalama 15 cm (12-18 cm), kalinligi 2-3 cm, agirhig 70-110
g’dir. Pankreas, bursa omentalis, mide ve colon transversumun arkasinda yer alir. L1-L2
vertebralar seviyesindedir. Duodenumun olusturdugu kavsin i¢inden solda dalaga kadar
transvers olarak uzanir. Regio epigastrica ve regio hypochondriaca sinistra’da yer tutar.
Caput (bas), collum (boyun), corpus (gévde) ve cauda (kuyruk) olmak tizere dort
kisimdan olusan bir organdir. Ayrica prosessus unsinatus adli bir de aksesuar lobu da
bulunmaktadir. Caput pancreatis, duodenumun sekil olarak C harfine benzeyen kavsinin
icinde konumlanmis ve cevresi de duodenum kavsine uyacak sekildedir. Caput
pancreatis, pankreasin en genis bdliimiidiir. Lumbal ikinci vertebranin hemen saginda
yer alir. Collum pancreatis, caput pancreatis ile corpus pancreatis boliimleri arasinda
yer alir. Uzunlugu 2-2.5 cm olup pankreasin en kisa ve en dar boliimiinii olusturur.
Corpus pancreatis, L1 ve L2 vertebralar hizasinda, viicut orta hattinin sol ve yukarisinda
yer alan parca olup, prizmaya benzer yapidadir. Cauda pancreatis ise Corpus
pancreatis’in sol tarafa devami seklindedir. Tamamen periton ile kaphdlr.37

Ana pankeas kanali (duktus pankreatikus major) ilk olarak Johan Georg Wirsung
(1589-1643) tarafindan 1942 yilinda tanimlanmistir. Bu kanal Wirsung kanali olarak da
isimlendirilir. Farkli anatomistler aksesuar pankreas kanalindan eserlerinde bahsetmis
fakat bunu anatomik bir varyasyon olarak tanimlamislardir. Giovanni Domestico
Santorini (1681-1737) aksesuar pankreas kanalini ayri bir yap1 olarak degerlendirmesi
sebebi ile bu ikinci kanal1 tanimlayan kisi olarak kabul edilmektedir. Ikinci bir pankreas

kanlinin yeniden kesfi nedeniyle bu kanala Santorini kanali denilmektedir. *
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Ana (duktus pankreatikus major, wirsung kanali) ve aksesuar (duktus
pankreatikus assesorius, Santorini kanali) pankreas kanallar1 genellikle birbiri ile
baglantilidir.

Bu iki kanalin varlig1 embriyolojik olarak pankreasin ventral ve dorsal ¢ikintidan
meydana geldigini g65terir.38

Pankreas ekzokrin salgisin1 duktus pankreatikus major ve duktus pankreatikus
assesorius kanallar1 vasitasi ile duodenuma bosaltir. Duktus pankreatikus, cauda
pancreatis’den baslar ve pankreasin arka yiiziine daha yakin seviyede seyrederek caput
pankreatis’e kadar gelir. Caput pankreatisin alt pargasi ve proSessus unsinatus harig,
pankreasin biiylik bir boliimiiniin ekzokrin salgisini tagir. Karacigerden ¢ikan duktus
hepatikus kommunis asagiya dogru inerken safra kesesinden gelen duktus sistikus ile
birlesir. Boylece duktus koledokhus [biliaris] olusur. Duktus pankreatikus major, safra
kanali ile birlikte duodenuma agilir. Duktus panraticus major ve duktus koledokus
birlikte, duodenumun ikinci parcasinin duvari arka ve icten deler. iki kanal birleserek
bir siskinlik olan ampulla Vater’i (ampulla hepatopanreatica) meydana getirir.
Siskinligin ucu tekrar daralir ve papilla duodeni major’un tepesine agilirak duodenuma
giris yapar. Ductus pankreatikus son boliimii ile duktus koledokhusun son bdliimleri
cevresinde birer sfinkter bulunur. Ayrica ampulla hepatopancreaticanin da etrafinda bir
diiz kas halkasi olan ve m. Sphincter ampullae (Oddi) denilen {i¢iincii bir sfinkter
bulunur. Duktus pankreatikus accessorius kanali tim pankreas boyunca uzanmaz sadece
caput pankreatiste bulunur. Prosessus unsinatus ve caput pankreatikusun alt boliimiinii
drene eder ve papilla duodeni minor’un tepesine agilarak duodenum’a giris yapar.
Papilla duodeni mindr, papilla duodeni majordan 2 cm yukarida bulunur. Pankreasin her
iki kanalinin c¢esitli anatomik varyasyonlar1 olabilir. Baz1 kisilerde esas drenaj isini

Santorini kanali listlenebilir veya ana kanala zarar geldiginde bu gorevi aksesuar kanal
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iistlenebilir. Santorini kanalinin embriyolojik dénemde hi¢ gelismedigi ve organda hig

mevcut olmadig durumlar da vardir, %

2.3.1. Pankreasin Kan Destegi

Pankreas kan destegini ¢dlyak ve siiperiyor mezenterik arterden alir. Caput
pankreatikus ve unsinat prosesus gastroduodenal arterden (hepatic arterin bir dali) gelen
siiperiyor pankreatikoduodenal dallardan ve siiperiyor mezenterik arterden gelen
inferiyor pankreatikoduodenal dallardan kan destegi alir. Bezin geri kalan kism1 splenik
arterin dallariyla beslenir. Pankreasin vendz drenaji portal sisteme gecer. Bezin bas
kismindan gelen superiyor ve inferiyor pankreatikoduodenal venler sirasiyla, portal ven
ve superiyor mezenterik vene gecer. Bezin geri kalanindan gelen venler splenik vende
sonlanir.*!

2.3.2. Pankreasin Otonomik Inervasyonlari

Pankreas ekstrensek ve intrinsik innervasyona sahiptir. Ekstrinik innervasyon,
dorsal kok gangliyonlarindan c¢ikan duyu siniri liflerini ve sempatik zincirin
gangliyonlarindan ¢ikan sempatik sinir liflerini tasiyan vagus siniri ve splenik sinirden
kaynaklanir. Colyak turunkusta bir araya geldikten sonra, ekstrinsik lifler pankreasa ana
pankreas damarlar1 boyunca seyrederek giris yaparlar. Vagus sinirinin lifleri ya
dogrudan pankreasa girer ya da bir kism1 ¢olyak trunkustan gegerek son olarak sinaps
yapacaklar1 organ icindeki intrinsik gangliona giderler. Intrinsik inervasyon, siklikla
Langerhans adaciklarinda yerlesik olan intrapankreatik ganglionlarda meydana gelir.13

Parasempatik sinirler n. vagus’tan, sempatik sinirler T9-T10’dan gelir.
Parasempatik ve sempatik sinir lifleri, pleksus ¢6lyakus (coeliacus) ve pleksus

mesenterikus superiordan ¢ikan liflerdir. Damarlarina (vasomotor) da sadece sempatik

uyarti gider.39
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Pankreas, plexus coeliacus’tan ayrilan sempatik ve parasempatik sinir lifleri
tarafindan innerve edilir. Sinir lifleri damarlar ile birlikte pankreasa gelir. Parasempatik
etki pankreas ekzokrin salgisini arttirirken, sempatik etki azaltir.

Parasempatik etki Langerhans adaciklarinda bulunan beta hiicreleri uyararak
insiilin salgilatirken, sempatik etki glukagon salgilatir. Pankreas’in salgi yapmasinda
kismen hormonlarin da etkisi vardir. Pankreatik sivinin salgilanmasinda sinir olarak n.
vagus, hormon olarak duodenum’da bulunan sekretin ve kolesistokinin hormonlar1
sorumludur.*’

2.4. Pankreas Fizyolojisi

Pankreas hem ekzokrin hem de endokrin olarak iki ayr1 isleve sahiptir. Endokrin
hiicreler, duktal sistemin yakininda yerlesik Langerhans adaciklarinda bulunur ve
drettigi  hormonlar1 kan dolasimina salgilayarak glukoz homeostazin1 diizenler.
Pankreasin ekzokrin kisminin faaliyeti ise i¢eriginde sindirim i¢in 6nemli olan sindirim
enzimleri, iyonlar ve su bulunan pankreatik siviy1 gastrointestinal kanalin ince bagirsak
kismina salgilamaktir.

Ekzokrin pankreasin islevini yerine getiren esas iki hiicre asiner hiicre ve duktal
hiicrelerdir. Asiner hiicreler, sindirim enzimlerini sentezler ve onlar1 kanallara
salgilayarak duodenuma iletirler. Kanallar1 olusturan kiigiik duktal kanallar1 doseyen
duktal epitel hiicreler, bikarbonat, su ve kanallari koruyan mukus salgilar. Kanal
sekresyonlarinin temel pH", sindirim enzimlerini duodenuma erisinceye kadar inaktif
halde tutar. Ayrica, pankreas sivisinin enzimler yaninda énemli diger iki bileseni olan
bikarbonat ve su, mideden duedonuma bosalan kimustaki asidi nétralize etmektedir. Bu
mekanizma, pankreas enzimlerinin ¢alismasi igin duodenumun ortam pH’siin nétral

pH’ya yakin olmasi gerektiginden 6nemlidir.”
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Pankreatik sivi % 99.5 oraninda su ve % 0.5 oraninda solitler ihtiva eder. Solitler
organik ve inorganik maddelerden olusur. Salgilanan pankreatik sivi hacmi giinliik
olarak yaklasik 1500 ml civarinda degisirken 6zgiil agirhigr ise 1.010 ile 1.018’dir.
Pankreas uyarildigi zaman bikarbonat iyon konsantrasyonu plazmadaki seviyesinin (24
mEq/L) yaklasik 5 katina ulasir ve pankreas sivisinda pH= 8.2, en fazla bikarbonat
konsantrasyonu ise 140 mEq/L’dir. Bikarbonatin yliksek olusu pankreatik siviy1 alkali
yapar. Safra ve bagirsak sivilar1 da alkalidir ve bu {i¢ salg1 mide asidini notralize ederek
duodenum igeriginin pH’sin1 6.0’dan 7.0’a yﬁkseltir.42’ 43

Su ve Na, K, Cl ve bikarbonat iyonlari pankreatik sivinin esas inorganik
bilesenleridir. Bir 6gilin sirasinda bu bilesenler ve bunlarin akisi asiner hiicrelerden
salgilanan pankreatik enzimlerin liimene tasgmmmasi i¢in gereklidir. Su ve iyon
sekresyonu sadece kimiis igerigini notralize etmek i¢in degil asiner hiicrelerden
salgilanan pankreatik enzimlerin kanal igerinde akisi i¢in de gereklidir. Su ve iyon
sekresyonundaki meydana gelebilecek bozukluklar salgilarin daha az alkali, daha
yapiskan ve koyu oOzellikte olmasina ve pankreas kanallarinin yogun-yapiskan salgiyla
tikanmasina neden olur.** *°

Pankreas salgis1 bikarbonat ve su igeriginin yanisira ii¢ ana tip besinin sindirimi
icin gerekli enzimleri de igerir. Bu besinler, proteinler, karbonhidratlar ve yaglardir.
Proteinleri sindiren enzimler arasinda en Onemlileri, tripsin, kimotripsin ve
karboksipolipeptidazdlr.46 Bunlar i¢inde en fazla bulunan tripsindir. Karbonhidratlara
etkili pankreas enzimi esas olarak pankreatik amizlazdir. Bu da nisasta, glikojen ve
diger karbonhidratlarin bircogunu (selilloz hari¢) cogunlukla disakkaritler ve az

miktarda trisakkaritler olusturmak {iizere hidrolize eder. Yag sindirimin baslica

enzimleri ise; 1) pankreas lipazi, ndtral yaglar1 yag asitleri ve monogliseritlere parcalar
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2) kolesterol esteraz, kolesterol esterlerini pargalar ve 3) fosfolipaz, fosfolipitlerden yag
asitlerini ayrir.” #

Tiikrik bezleri, mide ve sindirim kanalinin epitel yiizeyinden de salgilanan
sindirim enzimleri de besinlerin sindirimine katki saglar. Bununla birlikte, ekzokrin
pankreas besinlerin sindirilmesi olayinin biiyiik kismi i¢in gereklidir ve yoklugunda
yetersiz beslenmeyle sonuglanan 6nemli bir sindirim kaybi vardir.*®

Pancreas  sivisinin  salgilanmasindaki  yetersizlik esas olarak  yag
malabsorbsiyonuna (steatore), yagda eriyen vitaminlerin malabsorbsiyonuna ve kilo
kaybina yol acar. Pankreatik lipaz yag sindirimi i¢in zorunlu oldugundan, yoklugu
steatoreye (yagli, hacimli, agik renkli disk1) yol agar. Diger yandan pankreatik amilaz ve
tripsin karbonhidrat ve protein sindirimi i¢in 6nemli olsa da gastrik ve intestinal sividaki
diger enzimler bunlarin yoklugunu genellikle kapatirlar. Bu nedenle pancreas
yetmezligi olan hastalar nadiren karbonhidrat ve protein (nitrojen kaybi) maldigestionu
gosterir. Ekzokrin fonksiyonlarin bozulmasi kendini pancreas yetmezligi ile gosterir.
Cocuklarda kistik fibrosiste, akut pankreatitin bazi durumlarinda, kronik pankreatitin
siklikla ileryen donemlerinde, pankreas rezeksiyonu ve pancreas karsinomasinin bazi
olgularinda pankreatik ekzokrin yetmezlik gelisebilir.“'9

2.5. Pankreas Kanseri

Uluslaras1 Kanser Ajansi [International Agency for Research on Cancer (IARC)]
tarafindan yayinlanan GLOBOCAN 2018 raporunda diinya genelinde 2018 yilinda 18.1
milyon yeni kanser vakas1 (nonmelanom cilt kanseri hari¢ tutuldugunda 17 milyon kisi)
ve 9.6 milyon kansere bagli 6liim (nonmelanom cilt kanseri hari¢ tutuldugunda 9.5
milyon kansere bagli 6liim) olacagi ongoriilmektedir. Erkeklerde ongoriilen kanser
vakast (9.5 milyon) kadinlardakine gore (8.6 milyon) daha fazladir. Aymi sekilde

erkeklerde ongoriilen kansere bagli 6liim (5.5 milyon) kadinlardakine goére (4.2 milyon)
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daha fazladir. Pankreas kanseri i¢in diinya genelinde 2018 yilinda 458.918 yeni kanser
vakas1 ve 432.242 kansere bagli 6liim vakasi olacagi 6ng6rﬁlmektedir.5o

Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK), 2017 yili 6liim nedeni istatistiklerine gore
iilkemizde o©liim vakalarinin %39.7’sini olusturan dolasim sistemi hastaliklar1 ilk
siradayken bunu %19.6 ile iyi ve koti huylu tiimorler, %12 ile solunum sistemi
hastaliklar1 izlemistir. K6tii huylu tiimorlere dayali gergeklesen oliin sayis1 2017 yilinda
31.024 kisidir. Oliim nedeni istatistikleri yas gruplarina gore incelendiginde; iyi ve kotii
huylu tiimorlerin ise en fazla (22 bin 982 kisi) 65-74 yas grubunda oldugu goriilmiistiir.
Pankreasin kotli huylu tiimorii nedeniyle 2017 yilinda 4920 6liim vakasi goriilmiis ve
kotii huylu tiimorler nedeni ile gerceklesen tiim liimler icinde % 6 lik bir oranla yerini
almustir.>

2015 yilina ait Tirkiye Birlesik Veri tabanina gore yas aralifina ve cinsiyete
gore ilk ve en sik goriilen ilk on kanser tiirii belirlenmistir. Pankreas kanserinin goriilme
oranlar1 erkeklerde 50-69 yas araliginda % 2.4’lik bir oranla ilk on kanser arasinda
dokuzuncu sirada iken kadinlarda ayni yas araliginda bu oran % 2.0 ile onuncu
siradadir. 70 yas ve lzerinde erkeklerde pankreas kanseri % 2.1 oranla ilk on kanser
arasinda sekizinci sirada iken kadinlarda % 3.7 ile besinci sirada gé'm'ilmektedir.52

Pankreas kanserinin goriilme siklig1 ve mortalite oranlari geligsmis tilkelerde daha
fazladir. Pankreas kanseri i¢in tahmini 5 yillik sagkalim oranmi yaklasik % 5'tir. Sigara
igme, pozitif aile dykiisii ve genetik, diabetes mellitus, obezite, diyet faktorleri, alkol
kullanim, fiziksel hareketsizlik gibi belirli risk faktorleri tantmlanmis olmasina ragmen,
pankreas kanserinin nedenleri hala yeterince bilinmemektedir.>®

Pankreas kanseri tanisinda; karsinoembriyojenik antijen (CA) 19-9, CA 72-4,
CA 50, CA 242 gibi tiimor markirlar1 kullanilmaktadir. Pankreas kanserinin erken

tanisinda, tiimor lokalizasyonunda, invazyonu saptamada, taramada ve evrelemede;
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endoskopik ultrasonografi (EUS), magnetik rezonans kolanjiyopankreatografi (MRCP),
magnetik rezonans (MR), bilgisayarli tomografi (BT), pozitron emisyon tomografisi
(PET), biyopsi (perkiitan veya endoskopik), endoskopik yaklasimlar (pankreatoskopi,
endoskopik retrograd kolanjiyopankreatografi (ERCP), optikal endomikroskopi,
intraduktal ultrasonografi (USG), enhanced USG, elastografi gibi degisik yontemler
kullanilmaktadir.>*

2.5.1. Pankreas Kanserlerinin Terminolojisi ve Siniflandirilmasi

Literatiirde pankreasin endokrin neoplazilerinin isimlendirilmesine iligkin ciddi
karigikliklar vardir. 19. yy baslarinda klinik vakalar ve otopsilerden rapor edilen ve
donemin imkanlar1 dogrultusunda yapilan incelermeler sonucu bu lezyonlarin
Langerhans adaciklarindaki hiicrelerden kaynaklandiklart inanciyla “basit adacik
hiicresi timorleri” (simple cell adenoma) olarak tanimlanmigtir.*

Daha sonra elde edilen bulgular 1siginda bunlarin duktal epitelde yer alan
pluripotent hiicrelerden koken alabilece§i One siiriildligli zaman “adacik hiicre
timorleri” terimi yerine “pankreatik endokrin tiimorleri’ terimi tercih edilmeye
baslanmistir.

Bu tlimorlerin  difiz ndroendokrin sisteminin pargast olan hiicrelerden
kaynaklanabilecegi diislincesiyle “pankreas ndroendokrin tiimorleri” terimi de
tjnerilmistir.‘r’8

Gastroenteropankreatik noroendokrin tiimorler (GEP-NET) i¢in Diinya Saglik
Orgiitii (DSO) 2010 yili smiflandirma sistemi de bu tiimdrleri tanimlamak igin
“noroendokrin” teriminin kullanilmasini1 6nermistir.

Pankreasin noroendokrin neoplazilerinin adlandirilmasindaki karigiklik, sadece
hiicrelerin kokenine iliskin belirsizlikten degil, ayn1 zamanda klinik davranislarindaki

cesitlilikten de kaynaklanmaktadir. Yaygin olarak kullanilan ve biiylime anlaminda olan
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“tliimor” teriminin kullanimi iizerine de bir anlagmazlik vardir. Kimileri, bu lezyonlarin
aslinda dogada neoplastik olduguna isaret ederek “pankreas endokrin / néroendokrin
neoplazileri” terimini O6nermektedir. Bununla birlikte, kimileri de bu tiimorlerin
neredeyse hepsinin uzun yillar sonra bile metastaz yapma potansiyeline sahip
olduklarindan malign oldugunu iddia edip bu nedenle de pankreasin tiim endokrin
tiimorleri i¢in “pankreas endokrin/néroendokrin karsinomlar1 (PEC/PNEC)” terimini
onermektedir. DSO 2010’un GEP-NET lerin smiflandirma sistemine gore bu lezyonlar
icin  “pankreas noroendokrin  tiimorleri” (PNET'ler) terimi  kullanilmistir.
Siniflandirmada PNEC terimi, yiiksek proliferatif oranlari olan kot diferansiye
tiimdrleri tanimlamak i¢in ayrilmistir.

Diger yanlig bir isim “karsinoid” (kanser benzeri) terimidir. Bu terim ilk olarak
1907'de Oberndorfer tarafindan ortaya atilmis ve farkli tanimlamalar igin
kullanilagelmistir. Karsinoidler arasinda biyolojik ve morfolojik heterojenitenin ¢ok
fazla olusu DSO’niin GI/PNET’in 2000/2004 smiflandirmasinda NET ve NEC
terimlerinin  kullanimini  ihityacin1  dogurmus bununla birlikte karsinoid terimi
siniflamada iginde kalarak iyi farklilasmis gastroenteric NET lerin esanlamlis1 olarak
kullanilmistir. DSO’niin 2010 GEP-NET siniflamasi, DSO 2004 smiflandirmasindaki
“iyi farklilastirilmig NET” e karsilik gelen NET'leri (grade 1) tanimlamak i¢in karsinoid
terimini korumustur. Bununla birlikte, PNET'ler arasinda karsinoid teriminin kullanimai,
serotonin salgilayan (tiim serotonin iireten NET'lerin %1'inden daha azin1 temsil eden)

ve “karsinoid sendromuna” neden olan PNET ler icin kullanimi smirlanmigtir.>* *
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2.5.2. Pankreasin Ekzokrin Tiimorleri

Pankreasin ekzokrin dokusunda goriilen tiimorlerin Diinya Saglk Orgiitii

tarafindan yapilan histopatolojik siniflandirilmasi Tablo 2.1°de verilmistir.”®

Tablo 2.1. Ekzokrin pankreas tiimorlerinin histolojik siniflandirilmasi

EPITELYAL
Bening Malign

Serdz kistadenom
Musin6z kistadenom

Intraduktal papiller-miisinoz

Kistadenom
Matiire teratom

Borderline

(Kesin olmayan malinite potansiyeli)
Miisinoz kistik neoplazi-orta derece
displazi
Intraduktal papiller-miisindz neoplazi-
orta derecede displazi

Solid-psodopapiller neoplazi

NON-EPITELYAL TUMORLER

SEKONDER TUMORLER

Duktal adenokarsinom

Miisinéz nonkistik karsinom
Tasl yiiziik hiicreli karsinom
Adenoskuamdz hiicreli karsinom

Andiferansiye (anaplastik) karsinom

Osteoklast benzeri dev hiicreli

andiferansiye karsinom

Mikst duktal-endokrin karsinom
Seroz kistadenokarsinom
Miisinoz kistadenokarsinom
-Non-invaziv

-Invaziv

Intraduktal papiller-miisindz karsinom
-Non-invaziv

-Invaziv

Asiner hiicreli karsinom

Asiner hiicreli kistadenokarsinom
Mikst asiner-endokrin karsinom
Pankreatoblastom

Solid psddopapiller karsinom
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2.5.3. Pankreasin Endokrin Tiimérleri

Noroendokrin tiimor bilindigi lizere noral ve endokrin yapilarda ortaya cikan
genis bir neoplazi ailesinin biitliniini ifade eden kapsayici bir tanimidir. Bu
neoplazilerin yerlesimleri sinir pleksuslart ve ekstraadrenal paraganlglialarini
(paraganglioma); tiroid, paratroid ve adrenal bezler gibi saf endokrin organlar
(srasiyla, mediiller tiroid karsinomu, paratiroid adenomlar1 veya karsinomlar ve
feokromositoma); ve cesitli organlardaki difiiz endokrin sistem diye ifade edilen
sistemin Ozellesmis yap1 ve elemanlarini (adacik hiicre tiimorleri, karsinoidler, biiyiik
hiicreli ve kiigiik hiicreli karsinomalar) kapsalrnaktadlr.56

Pankreatik noroendokrin timorler (PNET) pankreasta ortaya cikan bir grup
endokrin tiimdrdiir ve néroendokrin tiimdrler i¢inde en yaygin olanlardir. Fonksiyonel
PNET grubu insulinoma, gastrinoma, VIPoma, glukanoma gibi hormonal
hipersekresyon belirtileri gosteren tiimorlerdir (Tablo 2.2). Nonfonksiyonel PNET
grubu pankreatik néroendokrin tiimérler icinde en genis grubu olusturur ve hormonal
asiriligin belirtilerini gdstermezler; aksine normal dokular istila ederek ve metastaz
yaparak morbidite ve mortaliteye neden olurlar.”’

Tablo 2.2. Fonksiyonel pankreatik néroendokrin tumor sendromlari

Tiimor Semptomlar

Insulinom Hipoglisemi

Gastrino [leri peptic iilserasyon

VIPoma Sulu diyare, hipokalemi, aklorhidri

Glukagon Glukoz intoleransi, nekrolitik gezici eritem,
Somatost Hiperglisemi, kolelityazis, steatore, aklorhidri
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2.5.4. Pankreas Kanserinde Kemoterapi

PK  hastalarmin  tedavisinde  cerrahi, radyoterapi ve  kemoterapi
uygulanabilmektedir.* Ancak PK hastalarina PK’nin karakteristik 6zellikleri nedeniyle
(yeri, hiicresel ozellikleri gibi) gec¢ tam konulmaktadir® PK hastalarinda tani
konuldugunda ise lokal olarak ilerlemis olmasi, cerrahiye uygun olmamasi® ve genelde
metastaz basladigindan dolay:1 cerrahi operasyonda da sinirliliklar1 vardir. Bu nedenle,
kemoterapi Oncesi cerrahi uygulama hastalarin yalnizca 9%20’den daha azma
yapllabilmektedirGS. PK’de cerrahi yaklagim yasam oranini %5’lerden %20-25’lere
kadar ¢ikarmasina ralgrnen2 cerrahi yapilanlarin  bliylikk c¢ogunlugunda niiks
gelistiginden,64 cerrrahi yapilsin veya yapilmasin PK hastalarinin tedavisinde
kemoradyoterapi  (neoadjuvan)®® ya da  yalmzca kemoterapitik  tedavi
uygulanmaktad1r65. Tiim kanserlerde oldugu gibi PK tedavisinde de basar1 orani
birbirinden farklilik gdsteren bir¢ok kemoterapétik yaklagim vardir.®? & © Ayrica, PK
kemoterapisinde basari, pankreasin yapisi, kanser dokusunun mikrogevresi® ile PK’nin
genetik ve epigenetik acidan yiiksek heterojenitesi® nedeniyle zordur. Bugiine kadar ki
uygulamalar maalesef giivenilir sonuglar vermemektedir® ve son yillardaki artan
aragtirmalara ve yeni tedavi protokollerine ragmen basar1 oraninin maalesef degismedigi
bildirilmektedir.®? En iyi kemoterapi uygulamalarinda bile yasam orami 1 yili
gec;memektedir.64

PK tedavisinde kullanilan kemoterapotik ajanlar gemsitabin (Gemcitabine),
kapesitabin  (Capecitabine), erlotinib, sisplatin/oksaliplatin (cisplatin/oxaliplatin),
taksanlar (taxanes) ve 5-FU olarak ozetlenebilir." ®

PK tedavisinde ilk kullanilan ajan 5-FU’dur ancak gemsitabinin kullaniminin 5-
FU’ya goOre yasam sliresini arttirmasindan sonra gemsitabinin monoterapisi ilk

kemoterapdtik yaklasim olmustur.®® Genel olarak gemsitabin 5-FU’ya gore yasam
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siiresi acisindan {istiinliigli olmasina ragmen son yillarda hem gemsitabin hem de 5-FU
temelli kombinasyon tedavilerinin kullanimi artmistir.’? Yillarca Gemsitabin iceren
kombinasyon yaklasimlarinin gemsitabinin tek basina uygulanmasina herhangi bir
istiinliik satglamamasl62 baska kemoterapotik yaklagimlarin  dogmasina neden
olmustur.®* Bir calismada 5-FU/Ldkovorin, irinotekan, oksaliplatin (FOLFIRINOX)
kombinasyonunun tek basimna gemsitabin kullanimima gore sag kalimi arttirdiginin
saptanmasi1 gemsitabin kullanimi yerine 5-FU igceren FOLFIRINOX gibi yaklasimlarin
6nemini  arttirmistir.®® *  Giiniimiizde gemsitabinin tek veya bagka ajanlarla
kombinasyonu yerine 5-FU igeren kombine kemoterapétik yaklasim Snerilmektedir.®®
Bu tez calismasinda da bu nedenle 5-FU kemoterapotik direncinin arastirilmasi
amagclanmistir.

Kemoterapide, tedavi baslangicinda veya sonrasinda kemoterapiye karsi direng
gelisebilmektedir." Tedavinin baslangicinda saptanan kemoterapétik dirence kalitsal
ve/veya primer direng tedavi siirecinde gelisen direnc¢ ise kazanilmis diren¢ olarak
tanimlanmaktadir. Tedavide karsilagilan bu direngler tedavinin basarisini1 azaltmakta ve
ortadan kaldirmaktadir. Etkili bir kemoterapétik tedavi i¢in PK biyolojisinin altinda
yatan molekiiler mekanizmalarin ve biyobelirteclerin  tanimlanmasi  ve bu
biyobelirteglerin fonksiyonel etkilesimlerinin belirlenmesi 6nemlidir.®> Ancak PK
kanser biyolojisi giintimiizde tam olarak ag¢iklanamamistir. PK  gelisimine,
progresyonuna ve kemoterapotik dirence neden olan unsurlart onkogenler, tiimor
baskilayict genler, DNA tamirinde rol alan genler ve epigenetik faktorler (miRNA,
histon asetilasyonu, DNA metilasyonu gibi) mikrogevre, apoptoza direng ve kullanilan
ajanin hiicresel metabolizmasinda rol alan faktorler olarak siniflandirilabilir.® 6% % ¢7 By

faktorler hiicresel mekanizmalar {izerinden gosterildiginde genel olarak Sekil 2.2°deki

gibi zetlenebilir.®® Bu sekilde dzetlenen mekanizmalarda yer alan genlerde meydana
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gelen genetik ve epigenetik degisimler kanserin olugmasina, gelismesine ve
kemoterapoétik dirence neden olabilmektedir. Bu genler icerisinde PK icin prognostik
ve/veya prediktif biyobelirte¢ 6zelligi bulunan gen bulunmamaktadir.®® PK tedavisinde
kullanilan = kemoterapdtik ajana  gore direng genleri ve diren¢g yolaklari
degisebilmektedir. Ancak literatiirde PK’da 5-FU kemoterapdtik direncinde potansiyel
hiicresel mekanizmalar1 arastiran ¢ok az ¢alisma bulunmaktadir. Bu tez ¢alismasinda 5-
FU kemoterapdtik direncinin  segilmesinin nedenlerinden biri de son yillarda
kemoteraptik 6nemi tekrar artan® ancak diren¢ mekanizmasi hakkinda az ve geliskili
sonuglart bulunan 5-FU’unun kemoterapdtik direncine ait potansiyel mekanizmalarin

aciklanmasina katki sunmaktir.

Hiicre déngiisiini

degisimi

Membran
transportirlaninin
roli

Mikrovaskiiler
stromanin rolii

Pankreas Kanseri
Direnci

Apoptozis
diizenleyici genlerin
degigimi

flag hedeflerinin
degisimi

Sekil 2.2. PK kemoterapotik direncine katki saglayan hiicresel degisimler

2.6. Leptin Hormonu
Friedman 1994 yilinda fare obez (ob) genini ve onun insan homologunu ilk kez

pozisyonel klonlama teknigi ile izole etmeyi basarmistir. Ob geninin mutasyonu sonucu
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farede kalitsal obezite ve diyabetus mellitus gelismektedir. Bu calismada ob geni
tirlinliniin adipoz dokuda etkili olup viicut yag depolarinin miktarini diizenlemede rol
oynayabilecegi ileri siiriilmiistiir.®®

Friedman 1995 yilinda ob geninin iriiniinii saflastirmis ve bu proteine Yunanca
leptos kokiinden gelen ve ince anlamina gelen “leptin™ adin1 vermistir. Farede ob geni
mutasyonunda dolasimda leptin bulunmamakta ve obezite gelismektedir. Friedman bu
caligmasinda rekombinant leptin uygulamasi ile bu farelerde kilo kaybi saglamayi
basarmis ve leptinin ob geninin bir iirlinii oldugunu, adipoz dokudan salgilandigin1 ve
plazmada bulundugunu gt')stermistir.69

Monogenik obezitenin ana nedenleri leptin ve melanokortin yollarinin enerji
homeostazisi iizerine etkileridir. Monogenik obezite tek mutasyon ile obezitenin
meydana gelmesidir ve genellikle nadir gézlenen ve cocukluk caginda baglayan obezite
cesididir. Baz1 genlerdeki mutasyonlarin insandaki obezitenin monogenik formlarina
yol agtig1 bilinmektedir. Bunlar, Leptin (LEP) hormonu kodlayan genler, Leptin
Reseptorii (LEPR= OBR) kodlayan genler, Proopiomelanokortin (POMC) prohormonu
kodlayan genler, Prohormon konvertaz 1 (PC1) kodlayan genler, Melanokortin 4
reseptor (MC4R) kodlayan genlerdir.70

Leptin, esasen beyaz adipoz dokudaki olgun adipositler tarafindan iretilen ve
kahverengi adipoz doku, merkezi sinir sistemi’®, iskelet kasi, plasenta, ovaryum, kemik
iligi ve mide gibi diger dokularda daha az miktarda iiretilen bir hormondur.
Dolasimdaki leptin, beyine gecerek temel olarak gida alimini, istah davranislar ve
enerji harcamasini diizenlemede ¢alisir.”? Bununla birlikte, elde edilen bulgular 1s13inda
beyin gelisimi, norogenez, ndronal koruma, ruh hali ve stres diizenlemesi, iireme ve
tireme davranislart dahil olmak {izere diger bir ¢cok norofizyolojik islevler de leptinle

iliskilendirilmistir.”*
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Leptin fizyolojik olarak gida aliminin diizenlenmesinde 6nemli bir
diizenleyicidir.73 Leptin antiobezite etkisini baslica enerji alimini azaltarak (istahin
azaltilarak daha az gida alinmasi) ve enerji harcanimini artirarak (sempatik sinir sistemi
aktivasyonu, termogenezis, artmis oksijen tiiketimi) géstermektedir.74 Ancak mevcut
veriler, leptinin Oncelikle viicut agirhigindaki artiglar1 smirlamak yerine viicut
agirh@indaki azalmaya karsi koruma amach ¢alistigini gostermektedir. Adipoz dokudan
yag depolariyla orantili olarak salgilanan leptin hormonu, enerji homeostazinin
kontroliinde 6nemli bir rol oynar. Yag depolar1 tikkendiginde, leptin diiser, istah artisina
ve yag depolarini dnceki seviyelerine dondiirmek i¢in azalan enerji harcamasina neden
olur.”” Obezitede ise leptin kendisinden beklenen etkileri gosterememistir. Ciinkii
obezite hipotalamik anatomi ve fizyolojide birtakim degisiklikler yaratir. Bu
degisiklikler leptin direncinin potansiyel aracilarini ortaya ¢ikarir. Bunlar, leptin sinyal
inhibitorlerinin leptin kaynakli ekspresyonunu, hipotalamik enflamatuar sinyalleri ve
gliozis ve endoplazmik retikulum stresini igerir.”

Leptin glukoz homeostasisinde de anahtar bir role sahiptir. Leptinin, esasen
hipotalamus tizerindeki etkileriyle glukoz homeostazini etkiledigi bildirilmis olmasinin
yani sira, leptinin periferik eylemleri de s6z konusudur. Leptin, dogrudan glukoz
metabolizmasin etkileyebilir veya iskelet kasi, karaciger ve yag dokusunda insiilinin
etkileriyle etkilesime girebilir. Ayrica, bu periferik dokularin yani sira, pankreas [3
hiicresi leptin igin kilit bir hedeftir. Leptin reseptorleri pankreas B hiicresinde bulunur ve
leptin bu endokrin hiicrelerden insiilin sekresyonunu dogrudan inhibe eder. Leptinin
insiilin tizerindeki etkileri de uzun vade de ortaya cikar, ¢linkii bu hormon insiilin geni
ekspresyonunu da inhibe eder. Ilave olarak, B hiicre kiitlesi, proliferasyon, apoptoz veya
hiicre biiyiikliiglindeki degisiklikler yoluyla da leptinden etkilenebilir. B-hiicresindeki

biitiin bu farkli fonksiyonlar, bu hormonun endokrin pankreasinda aktif hale
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gelebilecegi sinyal yollariin gesitliliginin bir sonucu olarak leptin tarafindan tetiklenir.
Bu nedenle, leptin, pankreas B-hiicresi popiilasyonunun farkli modiilasyon seviyeleri
nedeniyle glikoz homeostazina katlabilir.”®

Leptin bir hormon olmasmin yanisira bir sitokin (adipokin) olarak da islev
gorebilen ve birden fazla etkiyi ortaya c¢ikarabilen pleyiotropik bir molekiildiir.
Notrofiller, monositler, lenfositler gibi hemen hemen tiim immiin hiicreler leptin
reseptoriinli eksprese eder ve bu reseptor klas I sitokin reseptorleri ailesine aittir. Leptin,
anjiyogenezi, hematopoezi, dogustan ve adaptif bagisikligi  diizenler ve
monosit/makrofajlarin aktivasyonuna yol agar ve gesitli immiin hiicrelerin apoptozunu
onler.'®

Leptin ve leptin reseptoriiniin ilk safthada enerji dengesi, metabolizma ve yiyecek
almima cevaben nodroendokrin yanitlarin diizenlenmesinde yer aldigi yoniinde
tanimlamas1 yapilmistir. Daha sonra yapilmis caligmalarla leptinin yara iyilesmesi,
anjiyogenez ile kemik kiitlesi diizenlenmesinde’’ énemli oldugu gésterilmistir.78

Leptin reseptord, sitokin ailesine olan asir1 benzerligi nedeniyle klas 1 sitokin
reseptOr ailesinden sayilmaktadir. Leptin IL-6 ve IL-11 ile yiliksek oranda benzerlik
gosterirken, leptin reseptorleri de IL-6 ile homoloji gostermektedir. Bilinen leptin
reseptorlerinin tiimii ayni genin varyantlaridir. Buna gére leptin reseptorleri Ob-Rb
(Leptin uzun reseptorler) ve Ob-Ra (Leptin kisa reseptorler) olmak iizere iki gruba
ayrilmistir.  Leptin etkilerini merkezi sinir sisteminde yer alan kendine 0zgi
reseptorlerine baglanarak gosterir. Uzun form leptin reseptorii yiiksek oranda
hipotalamusta ve diger beyin bolgelerinde ifade edilir. Burada enerji homeostasisisini ve
noroendokrin fonksiyonlar1 diizenler ve kendisi ana leptin reseptorii olarak kabul edilir.
Ob-Rb reseptorleri sinyal transdiiksiyonu kapasitesine sahiptirler ve en ¢ok

hipotalamusta (niikleus arkuatus) bulunmalarina ragmen viicudun diger dokularinda da
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(akciger, bobrek, karaciger, iskelet kasi, kalp, testis, hematopoetik hiicreler, yag dokusu)
daha az miktarlarda saptanmislardir. Kisa form leptin reseptorleri ise intraselliiler sinyal
icin gerekli olan segmentlerin tiimiinii tagimazlar ve bu nedenle sinyal iletiminde rolleri
cok azdir veya yoktur. Ob-Ra reseptorlerinin bulundugu baslica dokular ise bobrek,
akciger, pleksus koroideus ve beyin kapillerleridir. Beyin kapillerleri ve pleksus
koroideus’da Ob-Ra reseptorlerinin bol olarak bulunur.*™® Her ne kadar Ob-Ra bir
miktar sinyal kapasitesine sahip olabilse de, kisa izoformlarin islevi, plazmadaki leptin
baglanmasi ve taginmasi, kan-beyin bariyeri boyunca leptin tasinmasi veya renal leptin
klirensi ile iliskilendirilmistir.76

Leptin reseptoriiniin alt1 isoformu (Ob-Ra, Ob-Rb, Ob-Rc, Ob-Rd, Ob-Re and
OB-Rf) vardir. Leptin reseptorii enzime bagh reseptorlerdendir. Bu reseptorlerin
kendileri enzimatik aktivite gostermez ama ilgili enzimler araciligiyla sinyal iletir.
Leptin, reseptoriine (Ob-Rb) baglandiginda reseptorle iliskisi olan ve Kendisi reseptor
olmayan bir trozin kinaz olan janus kinaz-2’nin (JAK-2) otofosforilasyonunu ortaya
cikarir. Ardindan, JAK-2 reseptoriin (Ob-Rb) intraselliilar domainin trozin rezidiilerini
fosforiller. Fosforillenen tirozin rezidulerinin ¢esidine bagli olarak farkli tipte
intraselliiler yanitlar tetiklenir.** Hiicre igi sinyaller, sinyal déniistiiriicii  ve
transkripsiyon aktivatéorii (STAT) proteinlerin forilasyonunu da kapsar. Bu da leptinin
hedef genlerinin transkripsiyonunu aktive ederek protein sentezini baslatir. JAK2 nin
fosforilasyonu, mitojenle aktive olan protein kinazlar (MAPK) ve fosfotidilinozitol 3-
kinaz (PI3K) gibi diger hiicre enzim yolaklarinin aktivasyonuna da yol acar. Leptinin
bazi etkileri bu hiicre i¢i enzimlerin aktivasyonu sonucunda hizli bir sekilde
gerceklesirken, diger etkileri yeni protein sentezini gerektirir ve daha yavas olarak

gerc;eklesir.81
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Serum leptin konsantrasyonu obez bireylerde (31.3£24.1 ng/ml) normal kilolu
bireylerde (7.5+9.3 ng/ml) 6l¢iilen serum leptin seviyelerine gore yiiksek bulunmus ve
vicut yag kiitlesi arttikga serum leptin seviyesinin de arttigi gijsterilmistir.82
Dolasimdaki leptin seviyeleri esas olarak adipoz dokuda depolanan enerji miktarini
gostermesine ve dolayisiyla obeziteyi yansitmasina ragmen, insiilin seviyeleri ve alkol
alimi da dolasimdaki leptin seviyelerinin artmasi ile iliskilendirilmistir.2® Leptin
hormonu sirkadyen bir ritim ile salgilandig1 ve geceyarisi ile sabah erken saatleri
arasinda en yliksek seviyede iken 6glen ve Ogleden sonrasina kadar en diisiik
seviyelerde oldugu gésterilmistir.84

2.6.1. Leptin ve Kanserle iliskisi

Obezite vel/veya Tip 2 Diyabet, adipokinler, enflamatuar mediatorler ve
degistirilmis mikrobiyom dahil olmak iizere, ¢esitli biyokimyasal ve fizyolojik faktorler,
pankreas kanserinin ilerlemesinde ve farkli molekiiler mekanizmalar araciligi ile de
metastazinda rol oynar.85

Enerji fazlaliginin viicutta trigliserit olarak depolamasinin yan sira adipoz doku,
cesitli organlarda enerji metabolizmasim1 diizenleyen birtakim faktorler salgilar.
Adiponektin, leptin, resistin ve ghrelini iceren bu adipokinler, glukoz ve lipit
metabolizmasinda onemli bir rol oynar. Bunlar arasinda adiponektin ve leptin en
onemlileridir ve obezite ile iliskili pankreas kanserlerinde c¢alismalarin odak
noktasidir.®

Artmis leptin konsantrasyonu ile pankreas kanseri arasinda bir iliski vardir.®

2.6.2. Siiperaktif insan leptin antogonisti (SHLA)

Leptinin  protiimorijenik  oldugunun bildirilmesi, leptin antagonistlerinin
gelistirilmesi ve bunlarin kanser tedavisininde kullanilarak yeni bir tedavi yaklagiminin

ortaya c¢ikmasina yol agmistir. Laboratuvar ortaminda c¢esitli leptin antagonistleri
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tiretilmistir. Leptin reseptor antagonsitlerine Allo-aca, D-ser, LDFI (Leu-Asp-Phe-lle),
leptin peptid reseptdr antogonisti [leptin peptide receptor antagonists (LPrA)],
stiperaktif fare leptin antogonisti [superactive mouse leptin antagonist (SMLA)] ve
stiperaktif insan leptin antogonisti [superactive human leptin antagonist (SHLA)] 6rnek
verilebilir. SMLA ve SHLA, 23. pozisyonda aspartat amino asidi yerine 16sin amino
asidi getirilerek elde edilmektedir. Bu antagonistlerin OB-R’ye normal leptinden 60 kat
daha afinitesinin oldugu belirtilmektedir.'? Bu tez ¢alismasinda insan kokenli PK hiicre
serileri  kullanildigindan leptin antagonisti olarak SHLA secilmistir. Leptin
antagonistlerin  kemoterapotik yanita olan cevabina iligkin  higbir ¢alisma
bulunmamaktadir.

2.7. 5-Florourasil

5-FU, bircok kanser tedavisinde kullanilan kemoterapdtik bir ajandlr.87
Heterosiklik aromatik organik bir bilesik olan 5-FU’nun 5. Siradaki karbon atomuna
floriir atomu baglanmistir ve bu yapisi nedeniyle urasil bazinin analogu olarak gorev
yapmaktadir. 5-FU, urasil bazinin analogu olarak RNA ve DNA’nin yapisina katilarak
hiicresel sitotoksisiteye neden olmaktadir.®’

5-FU’nun kanser tedavisinde kullaniminda ilag direnci gelisebilmektedir.
Gelisen ilag direnci tedavi basarisini azaltmakta ve uygulamada birtakim smirliliklarin
dogmasina neden olmaktadir. Ila¢ direncinin iistesinden gelmek ve tedavi basarisini
arttirmak icin bir takim yeni tedavi yaklasimlar1 gelistirilmeye caligilmaktadir. 5-FU
temelli tedavinin basarisinin arttiritlmasi amaciyla 5-FU’nun anti-tiimor ajanlar1 ve diger
molekiillerle kombine kullanimin1 igeren kemoterapdtik tedavi yaklasimlar
gelistirilmeye ¢alisilmaktadir. 5-FU kemoterapotik direncine neden olan genetik

faktorlerin belirlenmesi direncin iistesinden gelebilmeyi ve/veya direncin prediktif
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olarak kullanimini saglayacaktir. Bu amagla dncelikle 5-FU’un metabolik yolag ve etki
mekanizmasinin ayrintili bir bigimde tanimlanmasi gerekmektedir.

2.7.1. 5-FU Etki Metabolizmasi

5-FU, urasil gibi hiicre membranini kolaylikla gegerek hiicre igerisine girer. 5-
FU, hiicre icerisinde 3 ana metabolite doniisiir. Bunlardan biri Florodeoksiiiridin
monofosfat [(Fluorodeoxyuridine monophosphate (FdUMP)], Fluorodeoksiiiridin
triofosfat [Fluorodeoxyuridine triphosphate (FAUTP)] ve Fluorouridine trifosfat
[Fluorouridine triphosphate (FUTP)]. Bu ana metabolit RNA sentezini ve Timidilat
sentaz [(Thymidylate synthase (TS)]’in fonksiyonunu bozar (Sekil 2.3)88 5-FU’nun
Dihidropirimidin dehidrogenaz [Dihydropyrimidine dehydrogenase (DPD)] aracili
Dihidrofluorourasil [Dihydrofluorouracil (DHFU)]’e doéniismesi hiz sinirlayic1 bir
adimdir. 5-FU’nun %80’ine kadar olan kism1 karacigerde DPD tarafindan y1k111r.65’ 8

5-FU’nun FUMP’a déniismesi iki yolla olmaktadir (Sekil 2.3)%. Birinci yolakta
Fosforibozil pirofosfat’in [Phosphoribosyl pyrophosphate (PRPP)] kofaktor olarak yer
aldig1 Orotat fosforibosiltransferaz [orotate phosphoribosyltransferase (OPRT)] ile olan
direkt dontisiim, ikincisi ise Uridin fosforilaz [Uridine phosphorylase (UP)] ve Uridin
kinaz [Uridine kinase (UK)] enzimlerinin fonksiyonlar1 ile dolayli olarak Fluorouridin
[Fluorouridine (FUR)] iizerinden gergeklesen yolaktir. FUMP olustuktan sonra
Fluorouridine difosfata [Fluorouridine diphosphate (FUDP)] doniisiir. FUDP, aktif
metabolit FUTP’ye veya Riboniikleotit rediiktaz [ribonucleotide reductase (RR)]
tarafindan Fluorodeoksiuridin difosfat [Fluorodeoxyuridine diphosphate (FAUDP)]’a
dontisiir. FAUDP ya fosforlanarak FAUTP veya defosforile edilerek FAUMP’ye doniisiir.
Alternatif aktivasyon yolaginda, Timidin fosforilaz [Thymidine phosphorylase (TF)] 5-
FU’nun Florodeoksiuridin [Fluorodeoxyuridine (FUDR)]’e doniisiimiinii katalizler ve

FUDR sonrasinda Timidin kinaz [Thymidine kinase (TK)] tarafindan fosforlanarak
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FAUMP’ye doniisiir. FAUMP, TS ile stabil bir kompleks olusturarak Deoksitimidin
monofosfat [Deoxythymidine monophosphate (dTMP)] iiretimini inhibe eder (Sekil
2.4)88 Hiicrede, DNA replikasyonu ve tamirinde gerekli olan en 6nemli temel molekiil

olan dTMP’nin azalmasi hiicre 6limine neden olmaktadir.
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Sekil 2.3. 5-FU molekiiler yapisi ve hiicre i¢i etki mekanizmasi

TS, Deoksiuridin monofosfat [Deoxyuridine monophosphate, (dUMP)]’in,
metilen tetrahidrofolattan [(5,10- methylene tetrahydrofolate (CH2-THF)] aldig1 metil
grubu ile dTMP’a doniisiimiinii katalizler.

5-FU’nun aktif metaboliti olan FAUMP, TS enziminin aktif bolgesine baglanir ve
boylece FAUMP, TS ve CH,THF birlikte {i¢lii bir kombinasyon yapar. Bu stabil yap1
TS’ nin dUMP’den dTMP doniisiimiilinii katalizlemesini onler. Bu durum, deoksiuridin
trifosfat [deoxyuridine triphosphate (dUTP)]’nin artisina ve deoksiniikleotit

[Deoxynucleotide, (ANTP)] havuzunda miktar agisindan bir dengesizlige neden olur.
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Her iki durumda DNA hasar1 ile sonuglanir. dUTP aracili DNA hasariin diizeyi
dUTP’yi dUMP’ye doniistirten dUTP pirofosfataz [(dUTP pyrophosphatase
(dUTPaz)]’m ve genomik DNA’dan glikosilaz aktivasyonuyla urasil bazimi ¢ikaran
Urasil DNA glikozilaz [Uracil-DNA glycosylase (UDG)]’1n diizeyine baglidir. dUTPAz
ile dUTP’nin hiicre igerisindeki miktarinin artis1 6nlenir ve boylece dUTP aracili DNA
hasar1 etkisi azaltilir. UDG ise bir baz eksizyon tamir [Base-EXxicision Repair, (BER)]
enzimidir ve yanlis eslesmis urasil bazim1 DNA’dan ¢ikarir. Ancak hiicre igerisinde
dUTP/deoksitimidin trifosfat [deoxytimidine triphosphate (dTTP)] orani yiiksek ise
urasil tekrar DNA yapisina katilir ve tamir siireci tekrar baglar. Bu siirec dUTP’ nin
oraninin diismesine kadar devam eder ancak siire¢ her defasinda basarisizlikla
sonuclanin biiyiik DNA hasar1 ve nihayetinde hiicre 6liimii gerceklesir.

TK, TS inhibisyonu sonucu dTMP’in azalmasimi engellemek, niikleotit
havuzunda miktar agisindan denge olusturabilmek i¢in bir niiklozit olan deoksitimidinin
(timidin, deoksiniikleozit T) fosforilasyonu dTMP olusumunu katalizler. Bu 6zelligi ile
TK, pirimidin sentezinin kurtarma (salvage) yolaginda yer almaktadir. dTMP sentezi

DNA olusumu i¢in hiz kisitlayici bir basamaktir.
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Sekil 2.4. 5-FU Metabolitlerinin RNA’ya Baglanmasi

5-FU ana metabolitlerinden biri olan FUTP, RNA yapisina girerek RNA aracili
toksisiteye neden olur. FUTP bu toksisiteyi ribozomal RNA’larin olgunlagsmasini
bozarak, kiigilk niikleolar RNA [small nucleolar RNA (snRNA)] protein
komplekslerinin aktivitesini inhibe ederek [U2 snRNA iizerinden splicing (kirpilma)
mekanizmasinin  inhibisyonu] ve  transfer RNA’nmin  post-transkripsiyonel
modifikasyonlarin1 bozarak gerceklestirebilir. Bu RNA c¢esitleri yalanci uridin bazi
igerirler ve 5-FU uridinden (urasil niikleoziti) yalanci uridin olugmasini inhibe eder.

5-FU’nun hiicre i¢i metabolizmasinda yer alan ve yukarida belirtilen faktorlerin
fonksiyonlar1 5-FU tedavisinde 5-FU’ya karsi direng gelismesinde Onemli rol
oynamaktadlr.g’ % 5.FU metabolizmasinda 6nemli rolii oldugu bildirilen genler DPD,
Dengeleyici niikleozit tasiyici-1[Human equilibrative nucleoside transporter-1
(hENT1)], TP, TS, ¢oklu ilag direng¢ geni-1 [Multidrug Resistance Gene-1 (MDR-1,
ABCBI1)]’in ve ¢oklu ilag direng proteini-5 [Multidrug Resistance Protein (MRP5,
ABCC5)] olarak bildirilmektedir.> 6% 6% 87

Bu tez calismasinda PK tedavisinde 5-FU’nun kemoterapdtik direnci ve bu
direngte rol alabilecek aday genlerin ekspresyonlarinin arastiriimasi hedeflenmistir.

2.8. 5-FU’nun Kemoterapétik Direncinde Rol Alan Genler

PK tedavisinde 5-FU’nun kemoterapdtik direnci ve bu direngte rol alan genler
arasinda DPD geni, hENT1 geni, TP geni, TS geni ile MDR1 VE MRPS5 geni yer
almaktadir.

2.8.1. DPD Geni

Kromozom 1p21.3’te lokalize DPD geni, urasil ve timidin katabolizmasinda rol
Oynar.89 Kanser hastalarinda sistemik olarak aliman 5-FU’in %80’ine adar olan kismi

karacigerde DPD tarafindan katabolize olur.® 8%
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Ayrica, 5-FU hiicre igerisine girdiginde kismen 2-foloroalenine pargalanmasini
katalizler.”* PK’daki DPD ekspresyon seviyesinin kolorektal ve gastrik tiimérlere gore
yiiksek oldugu®® ve DPD genindeki ekspresyon eksikliginin yiiksek 5-FU toksisitesine
neden oldugu belirtilmektedir®™ ** Ancak DPD ekspresyonu ile 5-FU toksisitesi
arasindaki iligkinin arastirildigi kanser ¢alismalarinda geliskili sonuglarin var oldugu da
belirtilmektedir.** Genel olarak yiiksek DPD seviyesi 5-FU’nun metabolize olmasini
hizlandirir ve diisiik DPD seviyesinin daha iyi bir yasam siiresinin olugsmasina katki
saglayabilecegi beklenmektedir.

2.8.2. hENT1 Geni

PK da gelisen ila¢ direncinde en yaygin mekanizma sitotoksik ilacin hiicre
icerisinde birikmesinin dnlenmesi veya azalmasi sonucu gelismektedir. Bu mekanizma
ile ilacin tagmimi hiicre disina dogru artabilecegi gibi hiicre icerisine alinimi da
azalabilir. Her iki durumda da kemoterapotik direng gelisebilir. Bu yolla gelisen
direncte, ABC ilag¢ tasiyicilart ile Soliit tasiyicilar [Solute Carriers (SLC)] olarak
isimlendirilen membrana bagli tasiyicilar rol almaktadir. ABC tasiyicilar, ilact hiicreden
disar1 pompalayarak, SLC’ler ise hiicrenin igerisine ilaglarin ve diger molekiillerin
girisini diizenleyerek direncte primer rol alirlar.® SLC’ler, hiicrenin niikleotit ithtiyacini
karsilanmasinin saglandig1 kurtarma yolag: (salvage pathyay) isimli alternatif yolakta
niikleozitler ve niikleobazlarin hiicre igerisine alinimi saglarlar.95 SCL, SLC28 ve
SLC29 olmak tizere iki alt gruba ayrilir. Bunlarin gemsitabinin ve 5-FU’nun hiicre
igerisine alimminda sorumlu oldugu disiiniilmektedir.”® SLC28 alt ailesi SLC28A1
konsantre niikleozid tasiyicilar 1 [concentrative nucleoside transporters 1 , (CNT)],
CNT2 ve CNT3 olmak tizere 3 iiyeden, SCL29 ise SCL29A1 dengeliyici niikleozit
tagiyicilar 1 [equilibrative nucleoside transporters 1 (ENT1)], ENT2, ENT3 ve ENT4

olmak iizere 4 liyeden olusmaktadir.”® hCNT (human CNT)’ler niikleozitleri sodyum
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bagimli aktif tasinimla hENT (human ENT)’ler niikleozitleri kolaylastirilmis difiizyonla
hiicre igerisine alirlar.®

Niikleozit tagiyiclar arasinda en iyi tanimlanani hENT1 iiyesidir.95 hENT1 geni
6p21.1 bolgesinde lokalize genden eksprese, hiicre membraninda bulunan bir niikleozit
tagtyicidir. 5-FU’nun hENT]1 substrati olmadig: bildirilse de®” hENTI ile niikleozitlerin
hiicre igerisine almimi 5-FU direncinde rol alabilir. Ciinkii niikleotit sentezinin “de
novo” yolagi inhibitorii olan 5-FU ve onun metabolitlerinin hiicre i¢i tasinimima hENT1
gibi niikleozit tastyicilarin katkisi olabilecegi bildirilmektedir.® * ® PK’da hENTI
ekspresyonunun arastirildigt az sayida c¢alisma bulunmakla beraber.”®'% hENT1
ekspresyonu 5-FU kemoterapotik direng arasindaki iligkinin arastirildigi preklinik ve
klinik ¢ok daha az calisma bulunmaktadir. 9,100, 101,103 Apcak bu calismalarin sonuglari
arasinda da celiskili sonuglar bulunmaktadir.®

2.8.3. TP Geni

TP geni, platelet derive endoteliyal hiicre biiytime faktori [platelet-derived
endothelial cell growth factor’> (PD-ECGF)] olarak bilinen, 22q13’te lokalize bir

gendir.'%

Primidin kurtarma yolaginda yer alan TP, 5-FU’nun FUDR’e doniisiimiinii
katalizler ve FUDR’de TK tarafindan fosforlanarak FAUMP’ye doniisiir.>®"® TP ayrica,
DNA veya RNA degradasyonu sirasinda olusan primidin niikleozidlerinin geri kazanimi
ile bir pirimidin niikleozidinde yer alan deoksiriboz yapisinin bir diger primidin bazina
aktararak yeni primidin niikleozidlerinin olugsmasini ve kapesitabin gibi 5-FU Onciilii
kemoterapotiklerin 5-FU’a doniisiimiinii katalizler.'® ' TP, makrofajlar, stromal
hiicreler, glia hiicreleri ve sindirim sistemi yolaginda yer alan bir doku ve organda

eksprese olmaktadir.’® TP, hiicre igerisinde hem sitoplazma hem de niikleusta

bulunmaktadir.'®
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Bu genin ekspresyonunun ateroskleroz, romatoit artrit, sedef gibi birgok
inflamatuar hastalikta ve Ozellikle kanserde artigi bildirilmistir. TP ekspresyonunun,
kanser hiicrelerinin anjiyogenez ve metastazinin tetiklenmesinde ve anti-apoptotik
siireclerini tetikledigi belirtilmektedir. Cesitli kanserlerde taksan, kapesitabin ve
siklofosfamid gibi kemoterapi ajanlarinin kullaniminda TP ekspresyonu arttigi ve TP
artisinin zayif prognozla ilisili oldugu belirtilmektedir. Bu nedenle TP ekspresyonunun
azaltilmasi veya TP inhibitorlerinin kullanimi ile TP protein inhibisyonu yaparak kanser
tedavisinin etkinliginin arttirilabilecegine yonelik terapotik yaklasimlar Onerilmesine
ragmen bu konuda oldukca ¢eligkili sonuglarin var oldugu da Vurgulanmaktadlr.104
Cunki TP inhibisyonunun tersine TP aktivitesinin artmasi 5-FU ve benzeri ajanlarin
kullaniminda daha fazla FDUR’e olusmasint ve FAUMP olusmasini saglayacak ve
bdylece 5-FU ve benzeri ajanlarin etkinliginin artmasi saglanabilecektir. Bu nedenle TP
aktivitesinin onemi kullanilacak kemoterapotik yaklasimin igerigine bagli olarak
degisecektir. TP ekspresyonu ve 5-FU duyarligin1 aragtiran ¢ok az sayida ¢alisma
bulunmaktadir.'**"’

2.8.4. TS Geni

TS geni 18pl11.32°de lokalizedir ve proteini dimerik yapidaki sitozolik bir
proteindir. 5-FU terapétik mekanizmasinda ana hedef molekiil olan TS®" % kofaktér
olarak CH2-THF kullanarak dUMP’nin dTMP’ye metilasyonunu Kkatalizler. Bu
reaksiyon dTMP (timidilat)’nin hiicre i¢i “de novo” kaynagimi saglar ve bu ylizden
DNA sentezinin hiz sinirlayici basamaklarindan biridir.®” ' 5-FU metaboliti FAUMP,
TS proteini tizerinde dUMP’nin baglanacagi yere baglanarak TS-CH2-THF- FAdUMP
ticlii kompleksi olusturur ve bu yap1 TS nin dTMP olusturmasini engeller. TS geninin
asir1 ekspresyonun 5-FU direncine neden olacagi beklenir.'® Ciinkii 5-FU’nun

inhibisyonu artan TS miktarina karsilayamaz ise 5-FU inhibisyonu terapotik etki i¢in
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yetersiz kalacaktir. Hiicre, TS miktarim1 TS’ye 06zgli bir feedback (geri bildirim)
mekanizmasiyla kontrol altina alir. Bu mekanizmada artmis TS proteinleri kendi
mRNA’larina baglanarak onlarin translasyonunu inhibe eder ve bdylece hiicre igi
TS’nin agir1 iretimini de kontrol etmis olur.%*% Eger TS inhibisyonu yapilirsa, hiicre
icersinde dUMP artar. dUMP pirimidin monofosfat ve difosfat kinazlarca sirayla
fosforlanarak dUTP’ye doniisiir ve bdylece hiicre icerisinde dUTP artar. DNA
polimerazlar subtrat olarak dUTP ve dTTP’leri esit etkinlikle kullanabildigi i¢in hem
dUTP hem de fdUTP DNA’nin yapisina katilarak DNA hasarina neden olur. Baz
eksizyon tamir enzimi UDG, DNA hasarini 6nlemek amaciyla yanlis eslesmis urasil
bazini ve f{dUTP’yi ¢ikarir ve bdylece DNA’da aprimidinik bir bdlge olusur. Eger hiicre
igerisinde dTTP orani halen diisiik orandan kalir ise (yiikksek dUTP/dTTP varliginda)
dUTP tekrardan DNA’n1 yapisina katilir ve UDG’nin yaptig1 tamir siireci (DNA’nin
urasilden ve 5-FU metabolitinden tamiri) basariyla gergeklestirilemez. UDG tarafindan
stirdiiriilen tamir siireci her defasinda ayni durum ile sonlanacagindan bu siirece futil
(futile) siirec denmektedir ve sonunda DNA hasar1 ve hiicre Olimi
gerc;eklesmektedir.108

TS inhibisyonu, 5-FU temelli kemoterapotik yaklagimlarda ana hedeflerden
biridir. Ancak TS hedefli tedavilerde karsilasilan diren¢ mekanizmalar1 a) artmis TS
ekspresyonu, b) tedavi ajam1 ile TS ekspresyonun artmasi, c¢) BER tamir
mekanizmasinin aktivitesinin artmasi, d) dUTPase aktivitesinin artmasi, e) 5-FU
anabolize eden UMP kinazin ekspresyonun azalmasi (fUTP nin RNA’ya katilim1 azalir)
f) folat tasiyicilarimin ekspresyonunun azalmasi ile antifolat alinnmin azalmasi, g)
mitotik hiicre dongiisiinin  ve h) apoptotik sinyallerin bozulmasi seklinde
bzetleyebiliriz.'%®

2.8.5. MDR1 ve MRP5 genleri
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PK’de primer kemoterapotik direngte rol alan mekanizmalardan biri de ilag
tasgmim  mekanizmasidir.%® Organizmada  molekiillerin ~ viicutta  dagiliminin
diizenlenmesinde'® ve ila¢larin ve onlarin metabolitlerinin hiicre igerisine aliniminda
hiicre membraninda bulunan ABC pompa proteinleri énemli rol oynar.ez’ % Hiicrenin
coklu ilag direnci [(Multidrug Resistance, (MDR)] fenotipini kazanmasini saglayan bu
pompa proteinleri, fonksiyonlarini, ila¢ ve metabolitlerinin hiicre i¢i konsantrasyonu
azaltma ve disa dogru atma seklinde iki yonlii yapabilmektedir. ABC proteinleri bu
fonksiyonlarin1 ATP hidrolizinden elde edilen enerjiyi kullanarak, hiicre membranindan
aktif tasima ile yapmaktadir. Tanimlanan 49 adet ABC proteini,62 ABC, MD/TAP,
MRP, ALD, OABP, GCN20 ve White olarak 7 alt sinifta incelenir. Organizmada birgok
dokuda eksprese olan ABC proteinlerinin 6zellikle kanser dokusunda asir1 eksprese
oldugu ve bu sayede kemoterapétik dirence yol agtigi bildirilmektedir.®® PK primer
kemoterapotik direncinde MDR 1ve MRP5’in rol alabilecekleri belirtilmektedir.® 6% 6 €
Kromozom 7q21.12°de lokalize olan MDR1 geni ve kodladigi P-glikoprotein (P-gp)
ABC transport proteinleri ailesi igerisinde en ¢ok calisilan ve en ¢ok taninan
proteindir.®? 1% P-gp’nin 200’de fazla molekiiliin hiicre i¢ine ve disina taginmasindan
sorumlu oldugu belirtilmektedir.® 10

PK hiicre serilerinde yaptiklar1 c¢alismada, hiicre serisine gore MDRI
ekspresyonunun degistigi ve MDR1 ekspresyonunun 5-FU direnci ile iligkili olmadigini
bildirmiglerdir. MDR1 ile 5-FU iliskisini inceleyen ¢ok az ¢alisma bulunmaktadir ve
MDR1’in  kemoterapotik  direngteki  roliinlin  tam  olarak  aciklanamadig:
bildirilmektedir.%®

PK’de kemoterapotik direngte rol aldigi bildirilen bir diger ABC transport

proteini MRP5’dir.® MRP5 geni kromozom 3q27.1°de lokalizedir ve tipki diger ABC

transport proteinleri gibi gorev yapar. MRPS5, siklik niikleotitlerin hiicre disarisina
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¢ikarilmasindan sorumludur. MRP5 geni 5-FU direnci arasindaki iliskiyi de inceleyen
¢ok az calisma bulunmaktadir. MRPS5 geni asir1 eksprese olan PK hiicre serisinde 5-FU
direnci gelistigi belirtilmektedir.*****3

Literatiirde, MDR fenotipi ile 5-FU arasindaki iliskiyi ABC proteinleri iizerinden
arastiran ¢ok az ¢alisma bulunmaktadir. Genellikle gemsitabin direncinde ABC
proteinlerinin rolii arastirilmis ve ancak yine de MDR fenotipinin olusmasina neden

olan genlerin PK’daki rolii tam olarak aydinlatilamamigtir® ©’
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3. MATERYAL VE METOT

Bu tez ¢alismasmin deneyleri Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji
Anabilim Dali, Veteriner Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali, Yiiziincii Y11 Universitesi
Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali, Tibbi Biyoloji Anabilim Dali ve Veteriner
Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali Laboratuvarlari’nda gerceklestirilmistir. Tez
calismamiz, Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Yerel Etik Kurul Baskanligia sunulan
ve 28.09.2017 tarihinde onaylanan protokole (Karar No: 25) uygun olarak
gerceklestirilmistir.

3.1. Gerecler

3.1.1. Kullanilan Hiicre Serileri

Tez calismasinda 3 adet pankreatik kanser hiicre serisi kullanilmistir (Tablo 3.1)

Tablo 3.1. Tez galismasi kapsaminda kullanilan hiicre serileri

Ozellik AsPC-1 MIA PaCa-2 PANC-1
(ATCC CRL-1682) (ATCC CRL-1420) (ATCC CRL-1469)
Organizma Insan Insan Insan
Cinsiyet, yas Bayan, 62 Erkek, 65 Erkek, 56
Doku Pankreas* Pankreas Pankreas/Dukt
(Metastatik bolgeden
koken almais)
Hastahk Adenokarsinom Karsinom Epiteloid Kanser
Yiizey tutunumu Yapisan Hiicreler Yapisan Hiicreler Yapisan Hiicreler
Besi yeri DMEM, DMEM, DMEM,
%10 FBS, %10 FBS, %10 FBS,
%1 Penisilin- %1 Penisilin- %1 Penisilin-
Streptomisin Streptomisin streptomisin
Besiyeri Haftada 2-3 kez Haftada 2-3 kez Haftada 2-3 kez
yenileme siiresi
Pasaj metodu %0.05 Tripsin + %0.05 Tripsin + %0.05 Tripsin +
%0.1 EDTA %0.1 EDTA %0.1 EDTA
Ayirma orani 1:3-1:6 1:3-1:8 1:2-1:4
Biyogiivenlik 1 1 1
diizeyi
Dondurma %50 FBS, %50 FBS, %95 biiylime
Soliisyonu %45 biiylime %45 biliylime medyumu,
medyumu medyumu %5 DMSO
%5 DMSO %5 DMSO
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3.1.2. Hiicre Kiltiiri

Hiicre kiiltiiriin uygulamalarinda kullanilan molekiil ve geregler Tablo 3.2°de

verilmistir.

Tablo 3.2. Hiicre kiiltiiriin uygulamalarinda kullanilan molekiil ve geregler

isim Marka Ozellik/Katalog Numarasi
5-FU Sigma F6627 (5gr), HPLC
Leptin Sigma Leptin insan, L4146
SHLA MyBiosource MBS400098, SHLA rekombinant protein,
super leptin reseptdr antogonisti
Besi yeri Capricorn DMEM-HA (DMEM High Glucose (4.5
Scientific g/l), with L-Glutamine) Lot No: CP18-
2472
Fotal Bovine Serum Biological European grade, 0.1uM filtre edilmis (Lot
Insdustries No: 1407738)
Penisilin-Streptomisin Capricorn 100X, PS-B, Lot No: CP14-1209 (100 ml)
Scientific
L-Glutamine Capricorn 200 mM, GLN-B (100 ml)
Scientific
Trypsin-EDTA Capricorn DBPS iginde, Lot No: C17-1635 (100 ml)
Scientific
Flask (25cm?) Biologix Polystrene, 07-8025
Flask (75cm?) Biologix Polystrene, 07-8075
15 ve 50 ml Tiip Biologix 10-9151 (15 ml), 10-0502 (50 ml)
96 kuyuklu plak Costar CLS3599
12 kuyucuklu plak Sunub TCP-12
6 kuyucuklu plak Sunub TCP-6
Dondurma tiipleri Corning 430659
Transfer pipeti Biologix 30-135A1 (3ml)
Hiicre sayim lami Neubauer 68052-14, 68052-15
Haemocytometry
Dimetilsiilfoksit (DMSO) Applichem A3672,0100
Fosfat Tuz Tamponu (PBS) Sigma P4417, Tablet, (pH: 7.4) (Ca™ ve Mg*™*
icermeyen)
Ethylenediaminetetraacetic acid  Vivantis PC0706

(EDTA):Applichem marka,
No: 6381-92-6

Serolojik Pipet:

Greiner bio-one, 5 ve 10 mI’lik,
Sterilizasyon amagli Etil Alkol
(%75°1ik): Riedel-de Haen, No:
64-17-5,

Steril Tiipler

Greiner Cellstar

Biologix

P7615 (5 ml) ve P7740 (10 ml)

Farkli biiyiikliiklerde (0.2; 0.5; 1.5; 2
ml’lik) tiipler, Polietilen mikrosantrifiij
tiipler
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3.1.3. [3-(4,5-dimethyldiazol-2-yl)-2,5 diphenyl Tetrazolium Bromid]

(MTT) Sitotoksisite Testi

MTT testi i¢in gerekli malzemeler Tablo 3.3’de verilmistir.

Tablo 3.3. MTT testinde kullanilan geregler

Isim Marka Ozellik/Katalog Numarasi

Thiazoly Blue Sigma M5655-1g

Tetrazolium

Bromide (MTT)

MTT stok 5mgtoz MTT 1 ml steril PBS

sollisyonu icerisinde ¢oziildii ve filtre edilerek
(0.20 pm’lik) kullanildi

MTT ¢alisma 10 pl MTT soliisyonu (5 mg/1 m1)90 ul

sollisyonu (96 besi yeri karistirilir ve her bir kuyucuga

kuyucuklu plakta eklenir

bir kuyucuk i¢in)

DMSO Applichem A3672.0100

96 kuyuklu plak Costar CLS3599

MTT lizis Triton-X (Sigma) Her bir kuyucuga hazirlanan

soliisyonu HCI (0.1 N Fischer soliisyondan 100 ml eklenir. 100 ml

Scientific) lizis sollisyonu hazilranmasi:
Isopropanol (Merck)  Triton X (T8787) (1 ml)

HCI (AC 12420-0010) 0.1 N (10 ml)
Isopropanol (109634) (89 ml)

Filtre Sartorius Minisart 16532; 0.22 pm’lik

Steril Tiipler Biologix Farkl1 biiytikliiklerde (0.2; 0.5; 1.5; 2
ml’lik), Polietilen mikrosantrifiij tiipler

Pipet ve pipet Biologix Farkl1 biiytikliiklerde mikropipet ve

uclari

uclar

43



3.1.4. Total RNA Izolasyonu

Total RNA izolasyonu i¢in gerekli malzemeler Tablo 3.4.’de verilmistir.

Tablo 3.4. Total RNA izolasyonu i¢in gerekli malzemeler

Isim Marka Ozellik/Katalog Numarasi
Trizol Thermo- 1029608
Scientific

Kloroform Sigma 24216

Isopropanol (=Propanaol-2)  Merck 109634

Etil Alkol Sigma 3221

Steril Su BioShop WAT222.100

Steril Tiipler Biologix Farkli biiyiikliklerde (0.2; 0.5; 1.5; 2
ml’lik) tiipler, Polietilen santrifiij
tiipler

Diethyl pyrocarbonate Sigma D5758-50 ml

(DEPC) %0.1 konsantrasyonda 100 ml steril
distile su (dH20)’ya 0.1 ml DEPC
eklendi.
Bu soliisyon oda sicakliginda 1 saat
bekletildi, ardindan otoklavlanip (15
dakika, 100°C) sogutularak
kullanildi

Pipet ve pipet uglari Biologix Farkli biiytikliklerde mikropipet ve

uglar
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3.1.5. cDNA izolasyonu
cDNA eldesi i¢in gerekli malzemeler Tablo 3.5°de verilmistir.

Tablo 3.5. cDNA eldesi igin gerekli malzemeler

Isim Marka Ozellik/Katalog Numarasi

cDNA izolasyon kiti ~ GeneAll HyperScriptFirst Strand Sythesis Kit/601-005

Steril Tiipler Biologix 0.2ml’lik tiipler, Polietilen mikrosantrifiij
tiipler

Steril Su BioShop WAT222.100

PZR makinesi Rotor Gene  Gergek zamanli PZR aleti ¢cDNA sentezinde
kullanilmistir.

Pipet ve pipet uglari Biologix Farkl1 biiytikliiklerde mikropipet ve uglari

3.1.6. Agaroz Jel Elektroforezi
Agaroz jel elektroforezi igin gerekli malzemeler Tablo 3.6’de verilmistir.

Tablo 3.6. Agaroz jel elektroforezi igin gerekli malzemeler

Isim Marka Ozellik/Katalog Numarasi

Tris baz Vivantis PR 0612

Borik asit Vivantis PR 0607

EDTA Vivantis PC 0706

10XTBE Tris baz (54 gr), borik asit (27.5) ve 20 ml
soliisyon (pH:7.5) EDTA (0.5 M) steril distile suda c¢oziilerek

1 litreye tamamlanmustir.
Agaroz Vivantis PC 0701
% 1’lik agaroz 1 g agaroz, 100 ml 1XTBE igerisinde

mikro dalga firn yardimiyla eritilerek
hazirland1. Igerisine 2.5 ul Etidyum
bromiir (10 mg/ml) karistirildu.

Etidyum Bromiir  Vivantis PC 0707

Brom fenol Ambresco 115-39-9
mavisi

Pipet ve pipet Biologix Farkl1 biiytikliiklerde mikropipet ve uglari
uclari
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3.1.7. Ger¢ek Zamanh PZR (RT-PZR)
RT-PZR i¢in gerekli malzemeler Tablo 3.7°de verilmistir.

Tablo 3.7. RT-PZR i¢in gerekli malzemeler

Isim Marka Ozellik/Katalog Numarasi

GeneAll® Real Amp GeneAll 801-020

SYBR gPCR Master

mix

Steril Tiipler Biologix 0.2mI’lik tiipler, Polietilen
mikrosantrifiij tiipler

Steril Su BioShop WAT222.100

Pipet ve pipet uglari Biologix Farkli biiytikliiklerde mikropipet ve
uglar
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3.1.8. Tek Hiicre Elektroforezi (COMET)

COMET testi i¢in gerekli malzemeler Tablo 3.8.’de verilmistir.

Tablo 3.8. COMET igin gerekli malzemeler.

Isim Marka Ozellik/Katalog Numarasi

Lam Isotherm 25.4*76.2 mm (1.0mm-2mm kalinlik)
Lamel Laborant 24 *60 mm (0.13-0.16 mm kalinlik)
Normal Melting  Vivantis PC 0701

Agaroz (NMA)

Low Melting Sigma A9414

Agaroz (LMA)

Tris baz Vivantis PR 0612

Borik asit Vivantis PR 0607

EDTA Vivantis PC 0706

TBE Soliisyonu

NaCl Merck 106404

NaOH Sigma 06203

Triton-X 100 Sigma T8787

Na Lauril Sigma Y0001772

Sarkozinat

DL- Vivantis PCO0705

Dithiothreitol

(DTT)

Cam 100, 200, 500 ve 100 mI’lik erlen ve meziirler
malzemeler Dikey saleler

Pipet uglari Biologix 10, 100, 1000u1 biiytkliikte

TBE Soliisyonu

Tris baz : 54 gr

Borik asit 0 275

EDTA (0.5M) : 20ml

(0.5MEDTA :18.61gr EDTA+ 2gr NaOH + 80
ml dH20)

Steril distile suda ¢oziilerek 1 litreye
tamamlanmustir.
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Lizing stok
soliisyon

Lizing ¢alisma
sollisyon

Lamlarin
Hazirlanmasi

Etidyum bromiir Vivantis
(8 ug/ml)

Sogutucu
Bloklar (Akii)
Alimiinyum
Folyo

NaCl : 146.1gr

EDTA: 37.2¢qr

Tris : 1.2gr

Lizing stok soliisyon 99 ml

Triton X 1 mi

Na lauril sarkosinat : 1 gr

DTT (65 ml igin) 0.09 gr

Soliisyon + calisma Oncesi taze hazirlanmis ve

sogumast i¢in 4°C’de saklanistir.

Lamlar %1°lik normal erime sicakligina sahip
agaroz ile oda sicakliginda kaplanmistir. 100 ml
PBS igerisinde hazirlanmis %]1°lik normal erime
sicakligmma sahip agaroz bir sale igerisine
aktarilmistir. Temiz lamlar, sale icerisinde ortalama
55-65°de tutulan NMA’ya yaklasitk 4 saniye
batirilmis ve 24 saat oda sicaklifinda kurumaya

birakilmistir.

Hazirlanan COMET preparatlarinin
goriintiilenmesinde 10 mg/ml kosatrasyondan (8
pg/ml) olarak hazirlanan  Etidyum  Bromiir

kullanilmustir.

Koroplast veya diger muhtelif markalar

3.1.9. Akim (Flow) Sitometri

Akim sitometri i¢in gerekli malzemeler Tablo 3.9°de verilmistir.

Tablo 3.9. Akim sitometri i¢in gerekli malzemeler

Isim Marka Ozellik/Katalog Numarasi
Etil Alkol Sigma 3221
RNase Sigma R6513
Propidium lodide  Sigma 81845
Pipet ve pipet Biologix  Farkl biiyiikliiklerde mikropipet ve uglari

uglari
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3.1.10. Calismada Kullanilan Alet/Makineler
Tez kapsaminda yapilan deneylerde kullanilan alet/makineler Tablo 3.10’da
verilmistir

Tablo 3.9. Tez kapsaminda kullanilan alet/makineler

Isim Marka Ozellik/Katalog Numarasi

Laminar Kabin Metisafe Clas Il

CO2’li incubator Memmert UNB 200

Inverted Mikroskop ~ Olympus CKX31

Sogutmali Santrifiij ~ Universal 320R (mikro ve 15ml’lik falkon rotorlariyla)

Vortex MRC S1-100

Hassas Terazi Dikoman FGH

Hassas terazi Radwag 220.R2

Isitmal1 plak MRC HSD-135

Mikrofiij INOVIA MINO-10K

Translimiinator MRC UV-26

Elektorforez Tanki SCIE-PLAS SVG-SYS Vari-gel

Gii¢ Kaynagi Consort EV231

Mikrodalga Firin Argelik MD 574

Su banyosu MRC WBO-100

Biodrop

Distile su cihazi Merck Millipore Direct-Q 3 UV

BioDrop

Spektrofotometre

RT-PZR Rotor Gene

Azot tanki International 35 ve20 It’lik
Cryogenics

Derin dondurucu Sanyo Sanyo

(-80 °C)

Akim Sitometri Beckman Coulter EPICS XL MCL,
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3.2. METOT

3.2.1. Hiicre Kiiltiirii

AsPC-1, MIA PaCa-2, Panc-1 hiicre serileri 37°C’de, CO»li inkiibatorde, steril
kiltir ortaminda, standart kiiltiir sartlarinda ¢ogaltilmistir. Hiicreler, tez ¢alismalari
kapsaminda yapilan tiim deneylerde diisiik pasaj sayisina sahipken gergeklestirilmistir.
AsPC-1 i¢in pasaj sayist 10’un altinda iken, MIA PaCa ve Panc-1 i¢in 20’nin altindan
olan hiicrelerde calismalar tamamlanmistir. Standart kiiltiir islemleri i¢in asagida
belirtilen siire¢ler takip edilmistir.

Hiicreler yukarida belirtilen besi yeri kullanilarak kiiltiir flasklar1 icerisinde
ekilmis ve cogaltilmistir. Flask icerisinde hiicre yogunluklart %70-80 oranina
ulastiginda, hiicrelerin {izerindeki besi yeri atilarak flasklar 1-2ml PBS (Ca™ ve Mg™*
icermeyen) ile yikanmistir. Yikama islemi sonrasinda 25 cm?’lik flaska 0.4 ml, 75
cm’lik flaska 1 ml Tripsin/EDTA eklenmis, bdylece yapismis olan hiicrelerin
tripsinasyon islemi ile birbirlerinden ve flask yiizeyinden ayrilmalar1 saglanmistir. Bu
islem sonrasinda hiicreler steril serolojik pipet yardimiyla 15 ml’lik falkon tiiplerine
toplanmistir. Tiipler 1500 rpm (revolutions per minute, dakikadaki devir sayisi)’de 5
dakika santrifiij edilmistir. Santriflij islemi sonrasinda tiipiin {ist kismi atilmis ve hiicre
peletinin yogunlugu da dikkate alinarak ortalama 2ml besi yeri eklenmistir. Mikropipet
yardimiyla (1000ul’lik) hiicrelerin besi yeri ile karigsmasi saglanmistir. Bu islem
sonrasinda hiicreler Thoma lami kullanilarak sayilmis ve ardindan pasaj ve diger test
stireclerine gecilmistir. Hiicrelerin dondurularak stoklama yapilmasi siirecinde ise
uygun sayidaki hiicre populasyonunun {izerine dondurma soliisyonu eklenerek
karigtirllmis ve sonrasinda 6zel dondurma tiiplerine (cryovial tiip) aktarilmistir. Bu
tiipler, buz icerisinde -20°C’de 1 saat ve -80°C’de 24 saat tutulduktan sonra likit

nitrojen bulunan tanklara aktarilmistir.
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3.2.2. Sitotoksisite Testi

Tez c¢alismasinda kemoterapotik etkileri arastirilan 5-FU, Leptin  ve
SHLA’nin olasi sitotoksik etkilerinin belirlenmesinde ve inhibitér dozlarinin (ICsp)
saptanmasinda MTT yontemi kullanmilmistir. MTT yonteminde asagida yer alan
protokol izlenmistir.

MTT yo6ntemi her bir madde i¢in 3 kez ve her bir deneyde 4 tekrarli olacak
bi¢cimde yapilmustir.

Ilgili molekiillerin uygun konsantrasyonlarinin hazirlanmasi icin 6ncelikle
uygun ¢oziiciiler kullanilarak ana ve ara stoklar hazirlanmistir.

5-FU i¢in DMSO kullanilarak 200.000 uM, Leptin i¢in DMSO kullanilarak
3000 uM ve SHLA i¢in steril dH,O kullanilarak 500.000 ng olacak bi¢imde ana
stoklar hazirlanmistir. Coziicii olarak DMSO kullanilan 5-FU ve Leptin’in hiicrelere
uygulanacak en yiiksek konsantrasyonun da DMSO oraninin %05’in altinda tutulmasi
saglanmistir.

Cogaltilan hiicreler tripsinasyon ve sayim islemleri sonucunda 96’lik plagin
her bir kuyucuguna 8X10° olacak bicimde ekilmistir. Ekim sonrasi hiicreleri plak
tabanina yapigsmasi ve uyum siireci i¢in hiicreler bir gece 37°C’de CO2’li etiivde
inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon sonunda her bir hiicre tipinin yer aldig1 plaklar hiicrelerin hiicre
dongiilerinin esitlenmesi amaciyla 8 saatlik serum agligina birakilmistir. Bu islem
sayesinde hiicreler senesens siirecine girmeden hiicre dongiilerinin esitlenmesi
saglanmistir. Serum aglik siliresinin 8 saat olarak secilmesinin nedeni, c¢aligilan
hiicrelerin serum aclik siirelerinin 8 saati astigi durumlarda hiicre morfolojilerinin

degistiginin ve 6lim siireclerini baglattiklarinin tespit edilmesinden dolayidir.
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Serum aglig1 siireci sonunda, farkli konsantrasyonlar1 hazirlanmis olan 5-FU,
Leptin ve SHLA molekiilleri hiicrelere uygulanmistir. Yukarida belirtilen ana
stoklardan 5-FU igin biiyiime besi yeri igerisinde 25, 50, 100, 150, 250, 350, 500 ve
1000 uM konsantrasyonlari; Leptin i¢in, 0.01, 0.1, 0.2 ve 1 uM konsantrasyonlari,
SHLA 1igin 10, 100, 500, 1000 uM konsantrasyonlar1 hazirlanmistir

Hazirlanan konsantrasyonlar farkli hiicre tiplerinin ekildigi 96 kuyucuklu plagin
her bir kuyucuguna 100 ul biiylime besi yeri igerisinde olacak bigimde verilmistir.

Madde uygulanmasindan 72 saat sonunda MTT siireci baglatilmistir. 24 ve
48. saat morfolojik degerlendirme sonunda inhibitor konsantrasyonun tespit
edilecegi siirenin 72. saat olduguna karar verilmistir. Bu nedenle toplam inkiibasyon
siiresi 72 saat olarak secilmistir.

72 saat sonunda hiicrelerin lizerindeki medium atilmis ve her bir kuyucuga
MTT c¢alisma soliisyonunda 100ul [10 pul MTT (5 mg/ml) +90 pl besi yeri]
eklenmistir.

MTT c¢alisma sollisyonunun eklenmesinden sonra hiicreler 37°C’de, CO;
inkiibatorde 3 saat inkiibe edilmistir.

Ug saatlik inkiibasyon sonunda hiicrelerin {izerindeki besi yeri atilmis ve her
bir kuyucuga 100 pl lizing soliisyonu eklenerek yasayan hiicrelerce olusturulan
formazan kristallerinin ¢6ziinmesi saganmistir.

Formazan  kristallerinin  ¢dziinmesinden sonra  plak  okuyucu
spektroforometrede plaklarin her bir kuyucugunun 570 nm’deki absorbans degerleri
tespit edilmistir.

Elde edilen absorbans degerleri excel ve Graphad Prism programlari

kullanilarak ICso degerleri saptanmastir.
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3.2.3. RNA lzolasyonu

ICs0 degerleri saptananan 5-FU, Leptin ve SHLA molekiillerinin, hiicrelerde, 5-
FU kemoterapi direncinde rol alan genler ile hiicre 6liim yolaklarinda rol alan genlerin
ekspresyonlari lizerinde meydan getirecegi olas1 degisikliklerinin saptanmasi amaciyla
gen ekspsresyon analizi yapilmuistir.

Bu amagcla 1ilgili molekiiller 1Csy degerlerinde tek tek, ikili ve tgli
kombinasyonlar1 hiicrelere uygulanmis ve ICsp degeri saptanan stirede inkiibe edildikten
sonra total RNA izolasyonu yapilmistir.

Total RNA izolasyonu i¢in izlenilen Trizol temelli izolasyon protokolii asagida
yer almaktadir.

Molekiiller yukarida belirtilen ICsq degerlerinde hiicrelere uygulanmistir. Bu
uygulama i¢in olusturulan gruplar sirastyla higbir molekiil uygulanmayan kontrol
grubu, 5-FU, Leptin, SHLA, 5-FU+Leptin, 5-FU+SHLA, Leptin+SHLA, 5-
FU+Leptin+SHLA olmak {izere 8 farkli grup olusturulmustur.

25 cm?’lik flasklara ortalama 1x10° yogunlukta ekilen hiicreler flask tabanina
tutunmasi ve uyum igin bir gece (16/24 saat) inkiibe edildikten sonra 8 saat serum-
acligma birakildi. Serum agligi sonrasinda 1Cso degerlerinde tek ve kombine edilen
molekiiller hiicrelere verildi ve 72 saat inkiibasyona birakildi.

72. saatin sonunda hiicreler tripsine edilerek, toplandi ve hiicreler 1500 rpm’de 5
dakika +4°C’de santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasi siipernatant kismi atilarak iizerine 2 ml steril soguk PBS (Ca™"
ve Mg™" icermeyen) eklenerek, 1000ul’lik pipet yardimiyla pipetaj yapilarak karismasi
saglandi. Bu basamaktan sonraki islemler aksi belirtilmedik¢e buz {izerinde devam

edilmistir.
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PBS igeren 15ml’lik falkon tiipler 1500 rpm’de 5 dakika +4°C’de tekrar santrifiij
edildi. Santrifiij sonras1 iist kisim atilarak tiiplin icerisinde bulunan hiicrelere 1000 pl
soguk Trizol eklendi ve mikropipet yardimiyla homojenize edildi. Bu karisim 15 ml’lik
steril tiipe alindu.

Trizol ile hiicre karisitmi 5 dk oda sicakliginda niikleproteinlerin kompleksinin
tamamen pargalanmasi i¢in bekletildi. Bekleme sonrasi 6rnekler +4°C’de, 3500 rpm’de,
10 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi {istte kalan siipernatant kisim pellet kisma
yaklagmadan yalnizca iist kisim alinarak steril 1.5 ml’lik yeni bir steril tiipe aktarildi.
Pelet kismi ise atild1.

Yeni tiipe aktarilmis slipernatant iizerine 200 pl soguk kloroform ilave edilmis ve
tiipler 15 saniye (sn) kvvetli bir sekilde vortekslenmistir.

Vorteks sonrast tiipler 2-3 dk oda sicakliginda inkiibe edildi. inkiibasyon
asamasindan sonra drnekler 12000 x g’de +4°C’de, 15dk. santriftij edildi.

Santriflij asamas1 sonrasinda karisim ii¢ fazli bir yapi halini almakta; altta
kloroformlu faz, ortada hafif beyazims: interfaz ve en iiste RNA’nin bulundugu seffaf
faz ustte kalan seffaf faz mikropipet yardimiyla dikkatlice alinarak 1,5 ml’lik temiz
steril bir ependorf tiipe aktarildi.

Yeni steril tlipe aktarilan bu siipernatant kisma 500 pl izopropil alkol eklenmis
ve pipet yarimdiya iyice karistirtlmistir. Bu karisim 15-30°C’de 10 dk inkiibe edildi ve
inkiibasyonun ardindan +4°C’de, 12000 g’de, 10 dk santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasi tiipiin iistii tamamen atildiktan sonra tiipiin alt kisminda beliren
beyazimsi jel benzeri pelet lizerine 1 ml %75’lik etil alkol eklendi ve ardindan hafif
vortex yardimi ile vortekslenerek peletin kalkmasi ve yikanmasi saglandi.

Pelet kalktiktan sonra tiipler +4°C’de, 7500 X g’de, Sdk santrifiij edilir. Santrifiij

sonrasi bu basamak iki defa tekrarlanir.
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Ikinci santrifiij sonrasinda tiipiin {ist kismi atilarak tiipler hiicre kiiltiirii laminer
kabinde 12- 15 dk tiipiin agz1 agik birakilarak kurumaya alinmistir.

Tiplerin kurutulmasi sonrast RNA 30-50 pl DEPC’li su ile ¢6ziilmiistiir. Ayrica
elde edilen total RNA’nin goriintiillenmesi i¢in 3-5 pl RNA baska bir steril tiipe alinmig
ve tiim RNA’lar cDNA sentezi yapilana kadar -80°C’ye kaldirilmistir.

RNA’nin Kkalitatif degerlendirilmesi

Total RNA’larin kalitatif degerlendirilmesi (parcalanma olup olmadiginin
anlasilmasi gibi) amaciyla total RNA’lardan ortalama 3-5 ul RNA agaroz jel (%]1°lik)
elektroforezinde yiiriitilmistiir. Yiiriitme sonrasi elde edilen goriintiilerde 28S, 18S ve

5S RNA net bir sekilde saptanmistir (Resim 3.1).

28s

18s

5s

Sekil 3.1. Total RNA %1 °’lik agarozdaki goriintiisii
RNA’nin kantitatif degerlendirilmesi
Total RNA’nin kantitatif degerlendirilmesinde BioDrop marka cihaz
kullanilmigtir. Ortlama 1.5-2 pl total RNA’nin 260 ve 280 nm’deki absorbans degerleri
saptanmistir. Bu degerlerle RNA’nin hem miktar1 hem de safligi saptanmistir. 1 optik

dansite RNA i¢in 40 pug/ml dir.
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3.2.4. cDNA (Complementer DNA) Izolasyonu

Hiicrelerden elde edilen total RNA’dan ekspresyon analizi yapmak i¢in dncelikle
bu RNA’lardan ¢cDNA elde edilmesi gerekmektedir. cDNA sentezi icin GeneAll
HyperScriptFirst Strand Synthesis Kit (Katalog: 601-005) kullanilmistir. Bu kitin
onerdigi protokol uygulanarak her bir gruba ait 6rneklerin 1pug RNA’sindan cDNA elde
edilmistir. cDNA sentezi i¢in izlenilen protokol asagida yer almaktadir Tablo (3.11).

Tablo 3.10. cDNA sentez protokoliine gore reaksiyon igerikleri

Reaktifler Miktar

Primer (50 uM) 1l

dNTP (10 mM) 1 ul

Total RNA (1pg) (Miktar 6rnege gore degisir)
dH,0 14 ul’ye tamamlanmistir

0.2ml’lik steril tiip igerisinde hazirlanan reaksiyon igerigi 65°C 5 dk 1sitic1 blokta
inkiibe edilmis ve bu silirecin hemen ardindan ornekler 1 dakika buz {izerinde
bekletilmistir.

Bu tiip igerisine 2 pl 10x revers transkriptaz (RTaz) buffer, 0.1 M, 2 ul DTT, 1
ul ters transkriptaz enzimi ve 1 pul Rnaz eklenerek 5 sn santrifiij edilmistir.

Santrifiij sonras tiipler PZR aletine ait bloklara yerlestirilmis ve 55 °C 60 dakika
ve 85°C 5 dk inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonunda elde edilen ¢cDNA’lar RT-PZR’da kullanilana kadar -

20°C’de saklanmustir.
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3.2.5. Ger¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Real time-PZR; RT-
PZR)

Elde edilen cDNA’larda tez calismasinda arastirilmasi planlanan genlerin
ekspresyonlarinin saptanmasi amaciyla RT-PZR yapilmistir. Bu amagla GeneAll®
RealAmp SYBR qPCR Master mix kullanilmistir (Tablo 3.12). Hedef genlere karsi
kontrol geni olarak ACTB Beta Aktin geni {i¢ hiicre serisi i¢in de kullanilmistir.
Ekspresyonu arastirilan genlerin RT-PZR’da kullanilan primer dizileri Tablo 3.13’de
verilmistir.

Her 6rnek i¢in 3 bagimsiz tekrar yapilmaistir.

Ekspresyonlar arasi rolatif farkliligin saptanmasinda 2% formiilasyonu
kullanilmis buradan ekspresyonlar arasi kat degisimleri saptanmistir. RT-PZR’in
etkinlik degeri genel olarak 0.98-0.99’dur. Reaksiyon icerikleri hem hedef hem de
kontrol geni (housekeeping) i¢cin aynidir.

Tablo 3.11. RT-PZR igin reaksiyon igerigi

Reaksiyon icerigi  Bir ornek icin Reaksiyon Dongiisii
Tampon (2X) 10 pl 1-95°C 5' denatiirasyon (1 dongii)
SYBR gPCR 2-95°C 15"
master miks
3-55°C (54-61°C, gene gore degiskenlik
Primer Forward: 0.5 pl gosterdi) 50"
(DPD, hENTZ, (10pmol/ul)
TP, TSMDR1ve Reverse 4-72°C 30
MRP5, ACTB) 40 déngii
. OSHI (2aden 4’6)
(10pmol/ul)
Meting Curve (erime egrisi) Analizi
dH20 7 ul Ramp: 50-99 (0.5°C artis, her basamakta 3
cDNA 2 ul saniye)
90 °C 5 sani
Toplam 20 ul SanLy®
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Tablo 3.12. RT-PZR ile ekpsresyonu arastirilan genlerin primer dizileri

Gen Primer Dizi (5'>3") g:;“ Bilyikligi
DPD-F CAATGAGATGCCTGAAATGTG
DPD-R GGAAGCACAACTTATACTTGCAG 3
hENT1-F  AAACCGAGAACACCATCACCA
hENT1-R  AAAGAAGGGCAGAGCATCCAG 0
TP-F GCATGGATCTGGAGGAGACC
TP-R CACATCTCTGGCTGCATATAGGA 5
TS-F GAGTTGCTGTGGTTTATCAAGGG
TS-R GATGTTGAAAGGCACACCGA s
MDR1-F  AGTCGGAGTATCTTCTTCCA
MDR1-R  TGAATGTAAGCAGCAACCAG 9
MRP5-F  TGGGTATAGAAGTGTGAGGGAG
MRP5-R  CACACGATGGACAGGATGAG >0
CASP3-F  ATGGAAGCGAATCAATGGAC
CASP3-R  AGTTTCTGAATGTTTCCCTGAG H
CASPS-F  GATGTTATTCCAGAGACTCCAG
CASP8-R  GGTAGGTAATCAGCAAATCCA HO
CASP9-F  GGCTCTTCCTTTGTTCATCTCC
CASP9-R  TCACCAAATCCTCCAGAACCA #40
ACTB-F  CTGTGCTATCCCTGTACGCC
ACTB-R  CCATCTCTTGCTCGAAGTCCA 21

3.2.6. Agaroz Jel Elektroforezi

Tez calismasi sirasinda izole edilen total RNA ve elde edilen cDNA’larin

kalitatif degerlendirilmesinde %]1°lik agaroz jel hazirlanarak elektroforetik yiiriitme

yapilmistir.
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3.2.7. Tek Hiicre Jel Elektroforezi (COMET)

5-FU, Leptin ve SHLA molekiillerinin hiicrelerde meydana getirecegi genomik
DNA hasarinin tespitinde tek hiicre elektroforezi testi (COMET) gergekestirilmistir. Bu
test i¢in izlenilen protokol asagida yer almaktadir. Bu testin hiicre kiiltiirii kismindan
sonraki asamalar1 ilgili laboratuvar ortami karartilarak (los sayilan bir goriiniim)
gerceklestirilmistir. COMET tesiti i¢in izlenilen protokol asagida yer almaktadir.

Hiicrelerimiz 25cm®lik flasklara 1X10° konsantrasyonda ekildikten ve yukarida
MTT bagligi altinda belirtilen serum agligr uygulamasi yapildiktan sonra 5-FU, Leptin
ve SHLA molekiilleri ICsy degerlerinde tek tek ve kombine halinde hiicrelere
verilmistir. Hiicreler 37°C’de, CO>’li inkiibatérde 72 saat inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonunda hiicreler tripsine edilip, 15ml’lik tiiplere standart hiicre
kiltiri teknikleri kullanilarak toplanmaistir.

Bu tiipler 1500 rpm’de 5 dk santrifiij edildikten sonra siipernatant atilmig ve
hiicrelerin lizerine transfer pipeti ile 2 ml PBS eklenmistir.

PBS ile karigan hiicrelerin 18 pl’si (ortalama 100.000 hiicre) 36 pl %0.75’lik
diisiik erime sicakligina sahip agaroz [Low melting agarose (LMA)] ile karistirilip oda
1s1sinda bekleyen ve normal erime sicakligina sahip agaroz ile kapli lamlarin {izerine
yayilarak iizerleri ince lameller (tim lami kaplayan) ile kaplanmistir. Bu asamadaki
islemde, hiicreler, alindiklar1 hacmin 2 kati kadar LMA ile karistiritlip lam iizerine
yayilarak islem yapilmalidir. Lam {izerine toplamda 100 ul’ hacimden daha fazla bir
hiicre LMA karisimin aktarilmamasina dikktat edilmistir.

Ugzeri hiicre ve agaroz karsimiyla kaplanan lamlar buz iizerine aliarak 20 dakika
donmalar1 beklenmistir. Agaroz lam iizerinde donduktan lam ve lamel arasinda su

buhar1 benzeri olusumlar meydana gelir ve bu asamadan sonra lameller dikkatlice
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kaldirilmis ve lamlar daha 6nce hazirlanmis olan ve +4°C’de sale igerisinde bekleyen
soguk lizing soliisyonunda 1 saat bekletilmistir.

Bekleme sonunda bu soliisyona 14 pl (20 ug/ml) Proteinaz K eklenerek 6rnekler
sale icerisinde 37°C’ lik etiive kaldirilmis ve 2 saat inkiibe edilmistir.

Iki saat sonunda lamlar soguk Tris Borik Asit EDTA (TBE) nétral soliisyonunda
20 dakika bekletilir ve ardindan 25V’ta 20 dakika yiirttiiliir. Yiiriitme islemi siiresince
elektoroforez tankimin istiine soguk akiiler ve buz parcalari konularak TBE
sollisyonunun 1sinmasi engellenmistir.

Yiiriitme islemi sonunda elektroforez tankindan alinan lamlar karanlikta, oda
1sisinda kurutulduktan sonra her bir lamel 50 pl etidyum bromid (8pg/ml) ile
boyanmistir. Boyanan preparatlar floresan mikroskopta (Euromexx, Onion, OX Range,
AE3199) ilgili filtrede incelenmistir. Her bir hiicre DNA goriintiisii kuyruk uzunlugu ve
kafa bolgesine gore degerlendirilmis ve hasar miktarina gore O (hasarsiz), 1 (az hasarl),
2 (orta hasarl), 3 (hasarli), 4 (¢cok hasarli) olarak kategorize edilmistir (Sekil 3.2). Her

bir preparat i¢in 300 hiicre sayillmigtir.
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Hasarsiz, 0 Az Hasarl, 1

Orta Hasarls, 2 Hasarly, 3

Cok Hasarh, 4

Sekil 3.2. COMET testinde kullanilan skorlama ve skorlamaya ait 6rnek griintiiler

3.2.8. Akim (Flow) Sitometri

5-FU, Leptin ve SHLA molekiillerinin hiicrelerin hiicre dongiisii iizerindeki
etkilerinin saptanmasi amaciyla akim sitometri testi uygulanmistir. Bu amagcla izlenilen
protokol asagida yer almaktadir. Hiicrelerimiz 25cm”lik  flasklara 1X10°
konsantrasyonda ekildikten ve yukarida MTT baslig1 altinda belirtilen serum agligi
uygulamas: yapildiktan sonra 5-FU, Leptin ve SHLA molekiilleri IC50 degerlerinde tek

ve kombine halinde hiicrelere verilmistir. Hiicreler 37°C’de, CO>’li inkiibatorde 72 saat
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inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda hiicreler tripsine edilip, 15ml’lik tiiplere standart
hiicre kiiltiirii teknikleri kullanilarak toplanmistir.

Bu tiipler 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatant kisim
atilmis ve hiicrelerin iizerine transfer pipeti ile 3 ml steril PBS (Cat++ ve Mg++
icermeyen) eklenerek tekrar 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir.

Santrifiij sonrast iist kisim tekrar atilmis ve hiicrelerin iizerine bir Onceki
asamada oldugu gibi 3 ml PBS (Ca++ ve Mg++ icermeyen) eklenerek pipetle hafifce
karistirilarak yikama iglemi yapilmistir. Ardinda tekrar 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij
yapilmustir. Santrifiij sonrasi st siipernatant kisim atilmis ve hiicrelerin {izerine 2 ml
steril PBS (Cat++ ve Mgt++ igermeyen) eklenmistir. Fiksasyon igin vorteks tizerinde
alan tiiplerin iizerine toplamda 2-3 ml soguk %99’luk alkol hafif vorteks altinda
damla damla birakilarak hiicrelerin fiksasyonu saglanmistir. Fiksasyon islemi
sonrasinda hiicre akim sitometrisi siireci baslatilana kadar +4°C’de saklanmustir.

Akim sitometrisi Ol¢lim siireci basladiginda oncelikle ortamdaki alkolii
uzaklagtirmak icin 2 ml daha PBS ilave edilmis ve 1500 rpm’de 5 dk. santrifiij
edilmistir.

Santrifiij sonrasi siipernatant atildiktan sonra hiicrelerin iizerine 70 ul RNase ve
50 pl Propidium Iodide (PI) eklenerek mikropipet yardimiyla karigmasi saglanmistir.
Bu islem sonunda 6rnekler 20 dakika oda 1sisinda karanlikta inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonunda hiicreler 37 pm’lik nylon mesh’den siiziilmiis ve akim
sitometri cihazinda (EPICS XL MCL, Beckman Coulter) 10000 hiicre sayilarak hiicre
dongiisii ve DNA analizi yapilmistir. GO/G1, sentez ve G2/M fazindaki hiicrelerin orani
ile apoptotik hiicre orami iki degiskenli DNA histogramlar1t MCYCLE (Phonex Sys)
programi kullanilarak analiz edilmistir. AsPC-1 hiicre serisine ait akim sitometri

sonuglar1 6rnek olarak asagida verilmistir (Sekil 3.3).

62



Sekil 3.3. AsPC-1 hiicre serisine ait akim sitometri sonuglari
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3.2.9. Istatistiksel Analiz

Tez ¢alismasinda elde edilen verilerin degerlendirilmesinde SPSS 15.0 paket
programi kullanilmistir. Tanimlayici tipte bir arastirma olan arastirmada degiskenlere
iliskin frekanslar ve yiizdelikler verilmis ve bu veriler cesitli grafikler yardimiyla gorsel
olarak da Ozetlenmistir. Kategorik degiskenlerin gruplardaki dagilimlarinin test
edilmesinde ki-kare ya da Fisher’in exact testi kullanilmis, sonuglar frekans dagilimlar
ve yiizdeliklerin tanimlayici istatistik olarak kullanildig1 tablolarla ifade edilmistir.

Calismada istatistiksel anlamlilik sinir1 olarak p<0.05 alinmaistir.
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4. BULGULAR

Tez kapsaminda caligilan 5-FU, Leptin ve SHLA molekiillerinin AsPC-1, MIA
PaCa-2, Panc-1 hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkileri MTT ydntemi ile saptanmistir.

4.1. 5-FU Sitotoksisitesi

Sitotoksisite testi sonucu her 3 hiicre serisinde de 72. saatte yalnizca 5-FU’nun
ICs degeri saptanmustir (Tablo 4.1). 5-FU’nun dozlarina gore hiicre serileri tizerindeki
sitotoksik etkileri Sekil 4.1, 4.2 ve 4.3’te verilmistir. Ayni1 inkiibasyon siiresinde Leptin
ve SHLA molekiillerinin ICsg degerinin saptanabilecegi bir sitotoksisiteleri
bulunmamaktadir.

Bu test her bir hiicre serisi i¢in 3 kez ve her bir testte 4 tekrarli olacak bigimde
yapilmistir.

Tablo 4.1. 5-FU’un Pankreas kanseri hiicre serilerinde IC50 degerleri

Hiicre Serisi ICS0 degeri (uM)
AsPC-1 330.56

MIA PaCA-2 450.98

Panc-I 12.50
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Sekil 4.1. 5-FU’nun AsPC-1 hiicre serisindeki sitotoksisitesi
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Sekil 4.2. 5-FU’nun MIA PaCa-2 hiicre serisindeki sitotoksisitesi
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Sekil 4.3. 5-FU’nun Panc-I hiicre serisindeki sitotoksisitesi.
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4.2. Leptin Sitotoksisitesi

Leptin molekiiliiniin hiicre serileri iizerindeki sitotoksik etkisi Sekil 4.4’de
verilmistir. Bu sitotoksisite sonucuna gore, tez kapsaminda yapilacak diger testlerde

Leptin’in uygulama dozu 0.1 uM olarak belirlenmistir.

Leptin Sitotoksik Etkisi
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Sekil 4.4. Leptin molekiiliiniin AsPC-1, MIA PaCa-2 ve Panc-I hiicre serilerindeki
sitotoksik etkisi
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4.3. SHLA Sitotoksisitesi

SHLA molekiiliiniin hiicre serileri {lizerindeki sitotoksik etkisi Sekil 4.5’de
verilmistir. Bu sitotoksisite sonucuna gore, tez kapsaminda yapilacak diger testlerde

SHLA’in uygulama dozu 1000 ng olarak belirlenmistir

SHLA Sitotoksik Etkisi
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Sekil 4.5. SHLA molekiiliiniin AsPC-1, MIA PaCa-2 ve Panc-I hiicre serilerindeki sitotoksik etkisi

4.4. Gen Ekspresyon Analizi

ICs0 degeri belirlenen 5-FU molekiilii ile sitotoksik etkileri bulunmayan Leptin
(0.1 uM) ve SHLA (1000 ng) molekiillerinin tek tek ve kendi aralarindaki
kombinasyonlar1 hiicrelere sunulduktan sonra hiicrelerdeki 5-FU kemoterapdtik
direncinde rol alan genler ile apoptoz yolaginda rol alan Kaspaz 3,8 ve 9 genlerinin
ekspresyon degisiklikleri RT-PZR ile saptanmistir. AsPC-1 i¢in “Kontrol, 5-FU (330.56
uM), Leptin (0.1 uM), SHLA (1000 ng), 5-FU + Leptin (330.56 uM+0.1 uM), 5-FU +

SHLA (330.56 uM +1000 ng), Leptin + SHLA (0.1 uM + 1000 ng) ve son olarak 3’lii
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kombinasyon 5-FU + Leptin + SHLA (330.56 uM + 0.1 uM + 1000 ng) olarak toplam 8
grup belirlenmigtir. MIA PaCa-2 ve Panc-I hiicre serileri iginde yalnizca 5-FU degerleri
degiskenlik (MIA PaCa ICsg = 450.98 uM ve Panc-l 1C5,=12.50 uM) gosteren benzer

gruplar olusturulmustur.

4.4.1. DPD Geni Ekspresyon Degisimi

Pankreas kanseri hiicrelerinde olusturulan calisma gruplarinda, molekiiller
uygulandiktan sonra TS geninde meydana gelen ekspresyon degisimi hiicre tipine gore
farklilik gosterdigi icin bu degisiklikler AsPC-1 i¢in Sekil 4.6’de; MIA PaCa-2 igin

Sekil 4.7 ve Panc-I Sekil 4.8’da verilmistir.

DPD Geni Ekspresyon Degisimi
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0,8
0,6
04

Degisim Oram

Sekil 4.6. AsPC-1 hiicre serisinde DPD geni ekspresyon degisimi

70



DPD Geni Ekspresyon Degisimi

12
~ 10
=
£ 8
o
g 6
e 4
)
S 2
0
> Q & b & had had had
& & S S
v C;b' Q‘b'r» > QOX Q\)X \'\‘&( \’\'QX
& \Y’Q‘b 3 ] et 5 N S
o Nl o (o4 % O
N D > K
N\ N \% 1
A\ » » quf"
@Y’

Sekil 4.7. MIA PaCA-2 hiicre serisinde DPD geni ekspresyon degisimi

DPD Geni Ekspresyon Degisimi

Degisim Oram

Sekil 4.8. Panc-I hiicre serisinde DPD geni ekspresyon degisimi
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4.4.2. hENT-1 (human equilibrative nucleoside transporter- 1) Geni
Ekspresyon Degisimi

Pankreas kanseri hiicrelerinde olusturulan calisma gruplarinda, molekiiller
uygulandiktan sonra hENT-1 geninde meydana gelen ekspresyon degisimi Sekil 4.9 ve

Sekil 4.10°de verilmistir.

hENT1 Geni Ekspresyonu Degisimi
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Sekil 4.9. AsPC-1 ve MIA PaCa-2 hiicre serilerinde hENT-1 geni ekspresyon degisimi
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hENT1 Geni Ekspresyon Degisimi
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Sekil 4.10. Panc-I hiicre serilerinde hRENT-1 geni ekspresyon degisimi

Degisim Oram

4.4.3. TP Geni Ekspresyon Degisimi
Pankreas kanseri hiicrelerinde olusturulan calisma gruplarinda, molekiiller

uygulandiktan sonra TP geninde meydana gelen ekspresyon degisimi Sekil 4.11°da

verilmistir
TP Geni Ekspresyon Degisimi
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Sekil 4.11. TP geni ekspresyon degisimi
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4.4.4. TS Geni Ekspresyon Degisimi
Pankreas kanseri hiicrelerinde olusturulan ¢alisma gruplarinda, molekiiller

uygulandiktan sonra TS geninde meydana gelen ekspresyon degisimi Sekil 4.12°de

verilmistir.
TS Geni Ekspresyon Degisimi
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Sekil 4.12. TS geni ekspresyon degisimi
4.4.5. MDR1 Geni Ekspresyon Degisiklikleri
Pankreas kanseri hiicrelerinde olusturulan c¢alisma gruplarinda, molekiiller

uygulandiktan sonra MDR1 geninde meydana gelen ekspresyon degisimi Sekil 4.13 ve

Sekil 4.14°da verilmistir.
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Degisim Oram

MDR1 Geni Ekspresyon Degisimi

Sekil 4.13. AsPC-1 ve MIA PaCa-2 hiicre serilerinde MRP1 geni ekspresyon degisimi
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MDR1 Geni Ekspresyon Degisimi

Sekil 4.14. Panc-I hiicre serilerinde MDR1 geni ekspresyon degisimi
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4.4.6. MRP5 Geni Ekspresyon Degisimi
Pankreas kanseri hiicrelerinde olusturulan calisma gruplarinda, molekiiller
uygulandiktan sonra MRP5 geninde meydana gelen ekspresyon degisimi Sekil 4.15 ve

Sekil 4.16°de verilmistir.

MRP5 Geni Ekspresyon Degisimi

Degisim Orami

Sekil 4.15. AsPC-1 ve MIA PaCa-2 hiicre serilerinde MRP5 geni ekspresyon degisimi

MRP5 Geni Ekspresyon Degisimi
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Sekil 4.16. Panc-I hiicre serilerinde MRPS5 geni ekspresyon degisimi

76



4.4.7. Kaspaz Genlerinin Ekspresyonu
Pankreas kanseri hiicrelerinde olusturulan calisma gruplarinda, molekiiller
uygulandiktan sonra Kaspaz 3, 8 ve 9 genlerinin meydana gelen ekspresyon degisimi

Sekil 4.17 ve Sekil 4.18°de verilmistir.

Kaspaz 3, 8 ve 9 Genlerinin Ekspresyon Degisimi
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Sekil 4.17. AsPC-1 ve MIA PaCa-2 hiicre serilerinde Kaspaz 3, 8 ve 9 genlerinin
ekspresyon degisimi
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Kaspaz 3, 8 ve 9 Genlerinin Ekspresyon Degisimi
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Sekil 4.18. Panc-I hiicre serisinde Kaspaz 3, 8 ve 9 genlerinin ekspresyon degisimi

4.5. COMET Analizi

Her bir hiicre serisinde, 5-FU (ICsq degeri), Leptin (0.1 uM) ve SHLA (1000 ng)

molekiillerin tek tek ve kendi aralarindaki kombinasyonlar1 hiicrelere sunulduktan sonra

hiicrelerdeki olast genomik DNA hasarit COMET yontemi ile belirlenmistir. Her bir

grupta saptanan DNA hasar1 oran1 ve DNA hasar1 agisindan gruplarin birbirlerine gore

karsilagtirmalari sirasiyla Tablo 4.2 ve Tablo 4.3’te verilmistir. Her 3 pankreas kanseri

hiicre serisinde de gruplar arasinda DNA hasar1 agisindan anlamli bir fark

bulunmaktadir (p< 0.001)
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Tablo 4.2. AsPC-1, MIA PACA-2 ve Panc-I hiicre serilerinde saptanan DNA hasari

Hiicre serisi AsPC-1 MIA Panc-I

PaCA-2
Gruplar Hasar oran1 (%) Hasar oram1 Hasar orant p

(%) (%)
Kontrol 4.5 4.7 8.8 <0.001
5-FU 5.9 4.9 15.8 <0.001
Leptin 9.6 4.9 8.8 <0.001
SHLA 4.6 5.7 8.1 <0.001
5-FU + Leptin 11 13.7 21.4 <0.001
5-FU + SHLA 6.9 24.5 20.4 <0.001
Leptin + SHLA 7.9 13.7 19.6 <0.001
5-FU + Leptin+ 13.4 28.7 23.1 <0.001

SHLA




Tablo 4.3. AsPC-1, MIA PACA-2 ve Panc-I hiicre serilerinde gruplarin birbirlerine

gore DNA hasar1 agisindan karsilastirmalari

Grup Karsilastirma Grubu AsPC-1 MIA PACA Panc-I1
p p p
Kontrol 5-FU 0.461 0.913 0.090
Leptin 0.023 0.928 0.941
SHLA 0.954 0.545 0.842
5-FU + Leptin 0.005 <0.001 0.005
5-FU + SHLA 0.245 <0.001 0.007
Leptin + SHLA 0.108 0.001 0.012
5-FU + Leptin + SHLA <0.001 <0.001 0.001
5-FU Leptin 0.147 0.983 0.043
SHLA 0.586 0.618 0.026
5-FU + SHLA 0.664 <0.001 0.266
Leptin + SHLA 0.406 0.001 0.368
5-FU + Leptin + SHLA 0.006 <0.001 0.083
Leptin SHLA 0.079 0.597 0.89
5-FU + Leptin 0.653 <0.001 0.001
5-FU + SHLA 0.341 <0.001 0.001
Leptin + SHLA 0.542 0.001 0.003
5-FU + Leptin + SHLA 0.243 <0.001 <0.001
SHLA 5FU + Leptin 0.030 0.001 <0.001
5-FU + SHLA 0.368 <0.001 <0.001
Leptin + SHLA 0.215 0.005 0.001
5-FU + Leptin + SHLA 0.005 <0.001 <0.001
5-FU + Leptin 5-FU + SHLA 0.156 0.018 0.814
Leptin + SHLA 0.279 0.992 0.677
5FU + Leptin + SHLA 0.457 0.001 0.685
5-FU + SHLA Leptin + SHLA 0.715 0.042 0.840
5-FU + Leptin + SHLA 0.034 0.5 0.488
Leptin + SHLA 5-FU + Leptin + SHLA 0.069 0.006 0.385

80



4.6. Akim Sitometri Analizi

Her bir hiicre serisinde, 5-FU (I1Csp degeri), Leptin (0.1 uM) ve SHLA (1000 ng)
molekiillerin tek tek ve kendi aralarindaki kombinasyonlar1 hiicrelere sunulduktan sonra
molekiillerin hiicre dongiisiine olan etkileri Tablo 4.19 ve Tablo 4.20’te verilmistir.
Molekiillerin hiicre dongiilerine etkileri agisindan hiicre serilerinde ki gruplar arasinda

istatistiksel agidan anlamli farklilik saptanmistir (p< 0.001)

AsSPC-1 Hiicrelerinde Hiicre Dongiisii

80
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S mGO/G1 %
é‘é B S%
i 5G2/M %

Sekil 4.19. AsPC-1 Hiicrelerinde akim sitometri sonucu hiicre dongiisii
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MIA PaCa-2 Hiicrelerinde Hiicre Dongiisii
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Sekil 4.20. MIA PaCa-2 Hiicrelerinde akim sitometri sonucu hiicre dongiisii
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Sekil 4.21. Panc-I Hiicrelerinde akim sitometri sonucu hiicre dongiisii

82



Tablo 4.4. AsPC-1, MIA PACA-2 ve Panc-I hiicre

dongiisiine olan etkileri

serileride molekiillerin hiicre

Hiicre AsPC-1 MIA PACA Panc |
serisi

GO0/G1 S G2/M | GO/G1 S G2/M | GO/G1 S G2/M | p
dngii (%) (%) | (%) (%) | (%) (%0)
Grupl
Kontrol 64 18 18 76 18 16 73 20 7 <0.001
5-FU 60 39 1 78 22 0 39 57 4 <0.001
Leptin 49 51 0 37 18 15 100 0 0 <0.001
SHLA 63 18 19 25 7 0 43 32 25 <0.001
5-FU 67 32 1 29 71 0 67 32 1 <0.001
+
Leptin
5-FU 45 20 35 55 45 0 52 42 6 <0.001
+
SHLA
Leptin 55 31 14 73 20 7 19 81 0 <0.001
+
SHLA
5-FU 63 19 18 73 26 4 71 19 10 <0.001
+
Leptin
+
SHLA
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Tablo 4.5. AsPC-1, MIA PACA-2 ve Panc-I hiicre serilerinde gruplarin hiicre

dongiisiine etkileri agisindan karsilastirilmalari

Grup Karsilastirma Grubu AsPC-1 MIA PACA Panc-I
p p p
Kontrol 5-FU <0.001 <0.001 <0.001
Leptin <0.001 0.940 <0.001
SHLA 0.983 <0.001 <0.001
5-FU + Leptin <0.001 <0.001 0.023
5-FU + SHLA 0.012 <0.001 0.003
Leptin + SHLA 0.099 0.200 <0.001
5-FU + Leptin + SHLA 0.983 0.014 0.747
5-FU Leptin 0.156 <0.001 <0.001
SHLA <0.001 <0.001 <0.001
Leptin 0.584 <0.001 <0.001
5-FU + SHLA <0.001 0.001 0.104
Leptin + SHLA 0.002 0.027 0.001
5-FU + Leptin + SHLA <0.001 0.108 <0.001
Leptin SHLA <0.001 <0.001 <0.001
5-FU + Leptin 0.017 <0.001 <0.001
5-FU + SHLA <0.001 <0.001 <0.001
Leptin + SHLA <0.001 0.195 <0.001
5-FU + Leptin + SHLA <0.001 0.018 <0.001
SHLA 5FU + Leptin <0.001 0.524 <0.001
5-FU + SHLA 0.020 <0.001 0.001
Leptin + SHLA 0.093 <0.001 <0.001
5-FU + Leptin + SHLA 0.973 <0.001 <0.001
5-FU + Leptin  5-FU + SHLA <0.001 <0.001 0.033
Leptin + SHLA 0.002 <0.001 <0.001
5FU + Leptin + SHLA <0.001 <0.001 0.005
5-FU + SHLA  Leptin + SHLA 0.002 <0.001 <0.001
5-FU + Leptin + SHLA 0.014 0.003 0.002
Leptin + 5-FU + Leptin + SHLA 0.141 0.459 <0.001
SHLA
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5. TARTISMA

PK, kiiratif bir tedavisi bulunmayan mortalite orani yiiksek kanserlerden biridir.
PK tanis1 alan hastalar genellikle derece III/IV olduklarindan tedavisi ¢ok zordurz; PK
tedavisinde cerrahi ilk secenek olmasina ragmen her hastada cerrahi
uygulanamamaktaderZ. Bu nedenle kemoterapi en uygun tedavi segenegidir.
Kemoterapide 5-FU, gemsitabin ve bunlarin diger toksik ilaglarla kombinasyonlari
tercih edilmektedir.

5-FU ilk kez 1957 yilinda bulunmus ve yaygin kullanimi kabul gormiis
kemoterapétik bir ilagtir. Anti-kanser etkisini TS enziminin inhibisyonu ve kendi
metabolitlerinin genomik DNA ve RNA’ya katilimi yoluyla ger(;eklestirmektedir.72
1950’11 yillarda kolon kanseri basta olmak iizere PK tedavisinde ilk kemoterapi ilaci
olarak kullanilan 5-FU, gemistabinin iiretimi ve gemsitabinin yasam siiresi konusundaki
ﬁstﬁnlﬁgﬁGZ nedeniyle PK tedavisindeki kullanim1 gemsitabinden sonraya kalmis olsa da
son yillarda 5-FU temelli kombinasyon tedavilerinin diger tedavi modalitelerine gore
basarisinin arttig1 saptandigindan 5-FU temelli tedaviler tekrardan 6nem kazanmistir.®
101, 114 By tez calismasinda 5-FU kemoterapdtik direncinin segilmesinin nedenlerinden
biri de son yillarda kemoteraptik O6nemi tekrar artan® ancak direng mekanizmasi
hakkinda az ve c¢eliskili sonucglari bulunan 5-FU’unun kemoterapdtik direncine ait
potansiyel mekanizmalarin agiklanmasina katki sunmaktir. Ancak her kemoterapide
oldugu gibi 5-FU temelli tedavi protokollerinde de primer ve kazanilmis direng ile
karsilagilmaktadir. Kemoterapétik direng, ilacin etkinligini azaltmakta ve tedavi
basarisin1  diisiirmektedir. Kemoterapotik direncin Onlenmesi ve/veya listesinden
gelinmesi amaciyla 5-FU baska molekiillerle kombine edilerek uygulanmakta ve tedavi
basarist artirilmaya calisilmaktadir 6485 Ancak bu kombinasyonlarda 5-FU terapotik

yolaginda, 5-FU etkinligini azaltacak hiicresel unsurlar1 (genetik, epigenetik,
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biyokimyasal) hedef alan molekiil ve/veya ilaglarin kullanilmasi hedefe yonelik etkili
bir tedavi yaklasimini barindirabilir. Bu nedenle 5-FU terapotik direng yolaginin
tanimlanmast 6nemlidir. 5-FU terapdtik direncine katki sunan unsurlar1 PK dokusal
yapist (sik1 desmoplastik yapl),63 hiicre dongilisii genlerinde, onkogenlerde ve timor
baskilayict genlerdeki mutasyonlar,®> mikroRNA ve DNA ve kromatin asetilasyonu gibi

67

epigenetik faktorler,” hiicre membranindaki tasiyici sistemler,®  5-FU

8 seklinde

metabolizmasinda yer alan enzimlerin miktar1 ve aktivasyonlar165’
Ozetleyebiliriz. Bu tez ¢alismasinda 5-FU metabolizmasinda olusan metabololitlerin
fonskiyonunda yer alan enzimler ile hiicre membraninda metabolitlerin tasiniminda
sorumlu ve c¢oklu ilag direncine katki sunan tastyici protenlerin transkripsiyon
diizeyinde ekspresyonlarinin terapétik kombinasyonu olast 5-FU temelli yeni bir
molekiil kombinasyonu ile arastirilmasi amacglanmaistir.

Bu yeni kombinasyonda 5-FU ile Leptin ve Leptin reseptor inhibitoric SHLA
kullanilmistir. Leptin, fizyolojik olarak hiicre ve organizmada genel metabolizma,
néroendokrin fizyolojisi, infetilite’*® ve immune sistem cevabinn gelisimi® ™™ gibi bir
cok mekanizmaya dogrudan veya dolayli katki sunabilen bir hormondur Leptin, kanser
olusum ve gelisim basamaginda da anjiyogenez, metastaz, tiimdrigenez ve apoptoza
kars1 hayatta kalma / direng gibi islemleri destekleyen pro-inflamatuar, pro-anjiyojenik
ve pro-tiimorijenik bir adipokindir.g’ 12 Ancak bu ozelliklerinin yaninda Leptinin PK
hiicre serilerinin spesifik olarak 6liimiine neden oldugu6 ve MAPK yolag: iizerinden
apoptozu destekledigi ve hiicre tipine gore dogal ve kazanilmis bagisiklikta rolii oldugu
bilinmektedir.* *° Kanser olgularinda immune sisitem hiicrelerinin yetersiz kaldigi
bilinmektedir. Leptininde periferal mononiikleer hiicrelerin  proliferasyonunu

tetiklemesi,**® apoptozu geciktirmesine iliskin veriler® leptinin PK tedavisinde 5-FU

uygulamasinda destekleyici rolii olup olmayacaginin sorusunu akla getirmis bu nedenle
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de 5-FU ile leptin uygulamasinin 5-FU direng yolagindaki etkileri arastirilmistir.
Leptinin bu olas1 etkilerinin net olarak ortaya konulmasi amaciyla da leptin inhibitorii
stiperaktif insan leptin antogonisti (SHLA) hem 5-FU hem leptin ile ikili
kombinasyonda hemde her ikisi ile birlikte li¢lii kombinasyon halinde uygulanmustir.

5.1. 5-FU, Leptin ve SHLA Sitotoksisitesi

Her bir molekiiliin sitotoksik IC50 degeri MTT testi ile 3 kez ve her bir testte 4
tekrarli olacak bigimde arastirilmistir.

5.2. 5-FU Sitotoksisitesi

Elde edilen verilere gore 5-FU’ya en duyarli hiicre serisi Panc-1 (12.5uM) en
direngli olani ise MIA PaCa-2 (450.98 uM) hiicre serisi olarak saptanmistir. Elde

106, 117

ettigimiz IC50 degeri diger yaymlara gore oldukea yiiksek saptanmistir. Shi ve

ark.’lan*’

tarafindan Siilforhodamin B testi ile yapilan sitotoksisite ¢alismasinda, 72
saat 5-FU inkiibasyonu sonunda IC50 degerleri, AsPC-1 i¢in 3.08 uM, MIA PaCA-2
icin 4.63 uM olarak saptandigi belirtilirken, Kurata ve ark.'® tarafindan prodidyum
iodide ile yapilan sitotoksisite ¢aligmasinda 72 saat inkiibasyon sonunda IC50 degerleri,
AsPC-1 i¢in 3.25 uM, MIA PaCA-2 i¢in 9 uM, Panc-I i¢in 3.85 uM olarak saptandig
belirtilmistir.

Yehai Liu ve ark.’lan*®

MTT ile yaptiklar sitotoksisite testinde Panc-I hiicre
serisinin 7 giin inkiibasyon siiresi sonunda 5-FU IC50 degerini 576 pM (75ug/ml)
olarak vermistir. Her ii¢ calismada da farkli testler, farkli besi yeri ve farkli yaklasimlar
kullanilmistir. Hiicre kiiltiiri ¢aligmalarinda 6zellikle IC50 degeri, calismaya 6zgii elde
edilen kantitatif bir degerdir. Bu degeri kullanilan test ve hiicre serisinin tipi basta
olmak iizere'® kullamlan hiicre serisinin pasaj sayisi, beslenme bicimi, besi yeri tipi,

laboratuvar ortam1,**° kullamilan test,"®° ekim yapilan hiicre sayis1 ve elde edilen verilen

kullanildig1 programlar etkilemektedir. Bu nedenle c¢alismalar arasindaki farkliligin
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temelinde bu unsurlar yatmaktadir. Meme kanseri hiicre serilerinde 5-FU [C50

degerinin 29.9 pMm ve hepatoselliiler kanser serisinde 5-FU IC50 degerinin 68uM

122

olarak saptanmasi bu duruma ornek olarak verilebilir =, Web tabanli veri bankalar

tizerinden yapilan arastirmada ‘“‘www.cancerrxgene.org/translation/Drug/179?#t 1C50”

adli veri bankasindan AsPC-1 ve MIA PaCa-2 hiicre serileri i¢in IC50 degerlerini
sirayla 133 ve 314 uM olarak vermektedir. Bu veriler tez calismamizda elde ettigimiz
verilerle uyumludur. Liu S ve ark.’lart ** tarafindan PK hiicre serilerinde yapilan
calismada Panc-I hiicre serisinin 72 saat inkiibasyon sonunda IC50 degeri 12 pM olarak
verilmistir. Bu deger bizim Panc-1 IC50 degerimiz ile uyumludur.

Bu tez ¢alismasinda MTT testi 3 kez bagimsiz bigimde ve her bir testte her bir
doz icin 4 tekrarl olacak bicimde morfolojik izlem yapilarak gerceklestirilmistir. Bu
MTT goriintiileri 6lglim oOncesi fotograflanarak kantitatif veri kalitatif olarak ta
dogrulanmistir. Ayrica MTT ve benzeri testlerde kontrol grubu dahil en az 6 doz
yapilmasi gereklidir. Bu tez c¢alismasinda ise kontrol dahil 9 doz uygulamasi
yapilmugtir.

5.3. Leptin Sitotoksisitesi

Leptinin hiicre sitotoksisitesi ve proliferasyonu {izerine olasi etkilerini farklh
kanser hiicreleri lizerinde arastiran bir¢ok ¢alisma bulunmaktadur.® " 124227
Bu calismalarda genel olarak leptinin proliferasyonu doza ve zamana bagl

124,126, 128 ancak hiicre seciciliginin bulundugu7 ve hatta PK hiicresinde

arttirdigy,
proliferasyonu inhibe ettigi bildirilmektedir. Hiicrenin proliferasyon sonuglarinin farkl
ctkmasinin nedenlerini ise kullanilan hiicre tipi, kullanilan leptin dozunun farkli olmasi,
besi yeri farkliligi ve yontem farkliligi olarak siralayabiliriz. Bu farkliliklardan en

onemlisi leptinin in vitro sartlar i¢cin kullanilmasi gereken konsantrasyonundaki

farkliliktir. Yukarida belirtilen yayimnlarda 0,4 ng/ml’den 100 ng/mlye kadar bir¢ok
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dozda calisma yapilmistir. Bu durum sonucglarin farkli ¢ikmasina neden oldugu
anlasilmaktadir. Normal saglikli insandaki leptin diizeyinin in vitro i¢in karsiliginin 10
ng/ml obezler i¢in ise 100 ng/m!’ye kadar ¢iktig1 bildirilmektedir.

Alisha M. Mendonsa ve ark.’lar1’ leptinin sitotokisk etkisini kemirgen (Panc02)
ve insan MIA PaCA-2 ve Panc-I hiicre serilerinde arastirmiglar. Leptinin 5, 50 ve 250
ng/ml oraninda hiicrelere uyguladiklarinda Panc02 ve MIA PaCA-2 hiicrelerinde
proliferasyon artarken Panc-I hiicrelerinde herhangi bir degisiklige neden olmadigi
belirtilmistir. Somasundar P ve ark.’lar® tarafindan yapila ¢alismada 0.4 ng/ml ve 4
ng/ml oraninda leptin uygulamasinin 24 ve 48. Saatte MIA PaCa ve Panc-I hiicrelerinin
proliferasyonunu inhibe ettigi bildirilmistir. Yingchao Fan ve ark.’lari**’ 100 ng/ml
leptin uygulandiginda AsPC-1 ve Panc-I hiicrelerinin proliferasyonunun degismedigi
anca invazyon ve migrasyon yeteneklerinin arttig1 bildirilmistir. James c. H. Hardwick
ve ark.’lari**® HT-29 kolon kanser hiicreside 5, 50, 500 ve 5000 ng/ml
konsantrasyonlarda leptin uygulandiginda konsatrasyon arttikga proliferasyonun

arttigini beliritlmistir. Neeraj K. Saxena ve ark.’lar™?®

tarafindan hepatoseliiler
karsinoma HepG2 ve Huh7 hiicrelerine 25,50,100 ve250 ng/ml konsatrasyonda leptin
uyguladiktan sonra yapilan bromodeoksiuridin proliferasyon testinde, zamana baglh
olarak proliferasyonun arttig1 rapor edilmistir. Anna Ptak ve ark.’lar'®, tarafindan
Alamar Blue testi ile yapilan proliferasyon ¢alismasinda, ovcar 3 hiicrelerine 2, 20, 40
ve 100 ng/ml konsantrasyonda leptin uygulamasinin hiicrelerde proliferasyonu arttirdigi
bildirilmistir. Ines Borone ve ark.’lar1*®, meme kanser hiicrelerinde 10, 100 ve 1000 ng
konsantrasyonlarda leptin uygulamasinin meme kanseri hiicrelerinde proliferasyonu
arttirdig1 belirtilmistir.

Harbuzariu A ve ark® ve Harbuzariu A and Gonzalez-Perez RR,™°

calismalarinda, 1.2nM leptin PK hiicre serilerinde proliferasyonun arttigini
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bildirmislerdir. Her iki ¢alismada kullanilan lepptin konsantrasyonu literature
incelemsinde saptanan en kii¢iik leptin konsantrasyonudur. Yazarlar bu ¢alismalarda
kullanilan 1.2 nM konsatrasyondaki leptinin fizyolojik sartlara uygun olarak belirtse de
yukarida yer alan ¢alismalar ile literatiirdeki diger ¢alismalar ile gelismektedir.e’ 7,127,129

Bu tez c¢alismasinda 0.01, 0.1, 0.2 ve 1uM konsantrasyonda leptin molekiilii
hiicrelere verilerek sitotoksisite analizi yapilmistir. AsPC-1 hiicre serisinde 72.saate
0.01 uM konsatrasyonda kontrole gore %10’luk bir inhibisyon saptansa da doz arttikca
kontrole yakin bir yasam ylizdesi elde edilmistir. MIA PaCa-2 hiicre serisinde ise 0.1
uM konsantrasyonda hiicre kontrole gore %12 oraninda artsa da doz arttik¢a kontrol
diizeyinde bir yasam saptanmistir. Panc-I hiicre serisinde ise tiim dozlarda kontrole
yakin bir yasam ylizdesi saptanmistir. MTT sonuclarindan sonra 0.1 pM’lik leptin
konsantrasyonunun tezde gerceklestirilecek diger testler i¢in sabit leptin konsantrasyonu
olarak alinmasina karar verilmistir. Ciinkii 0.1 uM’lik doz literatiire gore ortalama
34ng/ml’lik obez simirindaki insanlarda saptanan leptin diizeyine esit oldugu
belirtilmigtir " 2% 3¢

Amacimiz leptin varliginin olast kemoterap6tik etkisini arastirma oldugundan
leptin diizeyinin obez insan smirinda secilmesinin daha uygun olduguna karar
verilmistir.

5.4. SHLA Sitotoksisitesi

SHLA tasidigt mutasyonlarla (D23L/L39A/D40A/F41A) normal leptin
molekiilinden 60 kat daha fazla afinite ile OB-R’ye baglanmakta ve ilk {retilen
antagonistlere (L39A/D40A/F41A) gore 14 kat daha fazla antagonist aktivite gosterdigi
bildirilmistir.12 Bu nedenle tez calismasinda SHLA sec¢ilmistir.

Tez c¢alismasi kapsaminda SHLA’nin 10, 100, 500 ve 1000 ng’lik

konsantrasyonlari hazirlanmis ve hiicrelere sunulmustur. AsPC-1 ve MIA PaCa-2 hiicre
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serilerinde 1000 ng SHLA uygulamasinda sirayla %12 ve %11 oraninda bir
proliferasyon artis1 saptanmistir. Diger dozlarda ise herhangi bir proliferasyon artisi
veya azalig1 saptanmamistir. Panc-I hiicre serisinde ise 10, 100, 500 ve 1000 ng SHLA
uygulamasinda genel olarak %10 oraninda bir proliferasyon inhibisyonu saptanmistir.
Ancak genel olarak SHLA her 3 PK hiicre serisinde de sitotoksik bir doza
ulagilamamistir. SHLA nin her bir doz i¢in PK hiicrelerindeki etkisi hiicre tipine gore
degisiklik gostermistir.

E. Fiedor - E. L. Gregoraszczuk131 tarafindan graniilosa hiicrelerinde yapilan
calismada leptin (40ng/ml) verilen graiilosa hiicrelerinde artan proliferasyonu
SHLA’nin doza bagh azalttigi bildirilmistir. Bu calismada SHLA’nin tek basina
hiicrelerin proliferasyonuna olan etkisi aragtirilmamistir. Bu nedenle tez sonuglarimiz
ile karsilasgtirma yapilamamastir.

Elz’bieta Fiedorl - Ewa Lucja Gregoraszczuk131 tarafindan, SHLA nin epiteliyal
ovaryum kanser hiicre serilerinde (HOSEpic, CaOV-3 ve OVCAR-3) proliferatif
etkisinin arastirildigi ¢alismada, 10, 100 ve 100 ng SHLA’nin sitotoksik etkisinin
OVCAR-3 serisinde kontrole gore %20 oraninda bir inhibisyonu oldugu diger hiicre
serilerinde ise belirgin bir proliferasyon inhibisyonu saptanmadigi, SHLA nin hiicresel
etkilerinin hiicre tipine goére degisebilecegi bildirilmistir. Bu sonuglar bizim tez
calismasinda elde ettigimiz bulgularla uyumludur.

Yapilan literatiir taramasinda, SHLA nin PK dahil diger kanserler tizerindeki
etkisine iliskin herhangi bir veri ve yaym bulunamamistir. Bu tez ¢alismas1 SHLA nin
PK hiicre serileri iizerindeki sitotoksik, genotoksik etkisini aragtiran ilk ¢alismadir.

5.5. 5-FU, Leptin ve SHLA’nin 5-FU Direncinde Rol Alan Genlerin

Ekspresyonuna Etkisi

5.5.1. DPD Gen Ekspresyonu
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5-FU’nun canli siteme girdiginde DPD tarafindan DHFU’ya doniistiirtiliir. 5-
FU’nun %80’ine kadar olan kismi karacigerde DPD tarafindan y1k111r65’ 87

DPD ekspresyonu ile 5-FU toksisitesi arasindaki iligskinin arastirildigi kanser
caligmalarinda celigkili sonuglarin var oldugu belirtilmektedir.®* DPD 5-FU’yu
metabolize ettiginden genel olarak yiiksek DPD seviyesi 5-FU’nun metabolize olmasini
hizlandiracak ve diisiik DPD seviyesinin daha iyi bir yasam siliresinin olusmasina katki1
saglayabilecegi beklenir.

Nakayama ve ark’nin,”® 68 adet PK dokusunda immiinositokimya DPD
ekspresyonu arastirdigir caligmasinda, 5-FU karaciger perflizyon kemoterapisi alan
hastalarda DPD ekspresyonu diisiik olanlarda daha iyi yanit alindigi ve kemoterapi
alinmadan 6nce DPD ekspresyonunun belirlenmesinin 6nemli olacagi belirtmistir.
Miyake ve ark.'®® tarafindan 28 PK olgusunda RT-PZR ile yapilan DPD ekspresyon
calismasinda, DPD ekspresyonu ile PK olgularinin klinikopatolojik sonuglariyla
iligkisinin saptanmadigini ve DPD’nin tek basina prediktif bir anlaminin bulunmadigin
bildirmistir. Fukui ve ark.,"* tarafindan farkl tiplerdeki 17.613 adet kanser dokusunda
(gastrik, kolon, meme, akciger...) ELISA ve RT-PZR ile yontemleriyle yaptiklart DPD
ekspresyon c¢aligmasinda, DPD ekspresyonunun kanser tipine gore degistigi yiiksek
DPD ekspresyonun zayif prognozla iligkili oldugu bildirmistir.

Shimoda ve ark.*® tarafindan 29 PK tan1 hastanin dokusunda immiinositokimya
ile yapilan DPD ekspresyon c¢alismasinda, istatistiksel olarak anlamli olmasa da diisiik
DPD ekspresyonuna sahip olanlardaki hastaliksiz yagsam oraninin ytiksek olanlara gore
daha 1yi olma egiliminde oldugu belirtilmektedir. Krug ve ark.’lan® tarafindan, 5-FU
tedavisi alan 26 pankreatik néroendokrin tiimdr tanist almis hastanin tiimoér dokusunda
immiinositokimya ile yaptiklart DPD ekspresyon arastirmasinda, DPD ekspresyonunun

5-FU tedavisi alan hastalarda prediktif biyobelirte¢ olabilecegini bildirmistir. Ancak bu
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calismada DPD ekspresyon seviyesi yasam siiresi ile iliskisi saptanmamistir bu nedenle
bliyiik sayidaki olgular {izerinde ¢alisma yapilmasi gerektigi vurgulanmistir.

Elander ve ark.’lari® tarafindan 238 PK olgusunda, 5-FU tedavisinde DPD
ekspresyonunun biyobelirte¢ olarak kullanilma potansiyelinin immiinositokimya ile
arastirildigr ¢alismada, tiimor i¢i diisik DPD ekspresyonunun 5-FU direnci ve artan
yasam stiresiyle iliski oldugu, DPD ekspresyonu arttifinda yasam siiresinin azaldig1 bu
nedenle DPD ekspresyonunun negatif biyobelirte¢ olabilecegi belirtilmektedir. Yine bu
calismada 5-FU ve gemsitabin tedavilerinde prediktif belirte¢ olarak DPD ve hENT1
ekspresyonlarinin birlikte degerlendirilmesinin daha anlamli olacagi vurgulanmaktadir.

Yukarida 6zetlenen calismalar genelde DPD ekspresyon diisiikliigliniin 5-FU
yanitini iyilestirecegi yoniindedir. DPD fonksiyonu nedeniyle de bu beklenti bilimsel
olarak dogrudur. Ozetlenen galismalarda DPD ekspresyonu dokularda arastirilmis ve 5-
FU Kklinik direnci iliskisi bakilmistir. Bu tez ¢alismasinda ise PK hiicre serilerinde 5-
FU’nun DPD ekspresyonu {iizerine etkisi arastirildigindan sonuglarin  dogrudan
karsilastirilmamustir.

Yukarida 6zetlenen literatiir bilgisi 1518inda, DPD ekspresyon diisiikligi 5-FU
uygulanan PK tedavisinde duyarliligin atmasina neden olabilir. Bu tez calismasi
sonucunda AsPC-1 hiicre serilerinde 5-FU uygulamasi kontrole gore ekspresyonda
degisiklige neden olmazken hem leptin hem de SHLA uygulamasinda ekspresyon
kontrole goére ortalama 6 kat diismiistiir. Bu durum 5-FU + leptin ve 5-FU + SHLA,
leptin + SHLA ve 5-FU + leptin + SHLA kombinasyonunda daha belirgin bigimde
saptanmistir.

MIA PaCa hiicre serisinde ise 5-FU uygulamasi 2.3 kat DPD ekspresyonunda
artisa neden olmustur. Bu artis leptin ve SHLA kombinasyonlarinda azaltilmistir. Ancak

5-FU + leptin + SHLA kombinasyonunda ise ekspresyon kontrol gore 10 kat artis
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gostermistir. Bu durum SHLA’nin leptin inhibisyonunda yalnizca reseptorii bloke
etmedigi farkli reseptdr veya yolaklar {izerinde DPD’nin ekspresyonunda artisa neden
olabilecegini gostermektedir. Ayrica, Kurata ve ark.’lar™® tarafindan 15 adet PK hiicre
serileri iizerinde RT-PZR yontemi kullanilarak yapilan ¢alismada, DPD gen
ekspresyonu yiiksek olan kanser hiicre serilerinin 5-FU’ya daha direncli oldugu
belirtilmektedir. Tez c¢alismasi kapsaminda kullanilan ve en agresif PK hiicre
serilerinden biri olan,” tez calismasi kapsaminda degerlendirilen hiicre serilerinde 1C50
degeri diger iki hiicre tipine gore (330.56 uM ve 12.50 uM) yiiksek (450.98 uM)
saptanan MIA PaCA-2 hiicre serisinde de DPD gen ekspresyon degisikligi belirtildigi
tizere diger hiicrelere gore farklilik gdstermistir. Bunun nedeni hiicre tipinin sahip
oldugu genetik ve epigenetik karakterlerden kaynaklanabilir.

Panc-1 hiicre serisinde ise 5-FU uygulamasi sonrasi artan DPD ekspresyonu
leptin ve SHLA kombinasyonu ile azaltilabilecegi gosterilmistir.

Eldeki sonuglara gore AsPC-1 ve Panc-I hiicre serisinde 5-FU leptin ve SHLA
kombinasyonu DPD ekspresyonunu azaltirken MIA PaCa hiicre serisinde yalnizca 5 -
FU + leptin + SHLA kombinasyonunda ekspresyon artis1 saptanmustir. Bu farkliligin
nedeni birbirinden farkli yapidaki PK hiicre serilerinin birbirinden farkli genetik ve
epigenetik Ozelliklerinden kaynaklanabilir. Genel olarak PK’da leptin ve SHLA
kullanim1 ile dirence neden oldugu bildirilen DPD ekspresyonun azaltilmast 5-FU
duyarliligini arttirabilir.

Ayrica literatiir taramasi sonucunda leptin ve SHLA molekiiliinin DPD
ekspresyonuna olas1 etkisi lizerine herhangi bir veri bulunamamaistir. Bu agidan da leptin
ve leptin antogonisti SHLA nin ve bunlarin 5-FU ile ikili ve ii¢lii kombinasyonunun
DPD ekspresyonu tizerindeki etkisi ilk kez arastirilmistir.

5.5.2. hENT1 Gen Ekspresyonu
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hENT1 proteinin fonksiyonu geregi, hENT1’in 5-FU kemoterapotik dirence
katki sunma potansiyeline sahiptir bu nedenle de genin ekpsresyonu ve fonksiyonel
yaptya ulagsmasi onem arz etmektedir. Ciinkii, 5-FU, TS inhibisyonu yoluyla hiicre
icerisinde niikleotit miktarini azaltir ve DNA sentezini bloke eder. Bu durumda hiicre
niikleozitleri ekstraseliiler sividan hENT1 yoluyla almak ister. hENT1 ekspresyonu
yiiksek olunca hiicre igerisine niikleozitlerin girmesi sonucu 5-FU’ya olan duyarlilik
azalir ve direng gelismis olur. Ancak yapilan ¢alismalarin sonuglar1 arasinda celiskiler
saptanmlstlr.sg’ 98, 100-102

Bunun temel nedeni 6rneklerin doku veya hiicre serisi olmasi, arastirma yontemi
(RT-PZR veya immiinositokimya gibi) ve kullanilan 5-FU dozundan kaynaklanabilir.
Ayrica caligmalar hENT1 ekspresyonuna etki eden birden fazla faktoriin var
olabilecegini gostermektedir. Bunlar kanser hiicrelerinin mikrogevresi, hipoksi, stromal
yapit, farklilagma faktorleri hENTI1 ekspresyonunun degismesine ve c¢aligmalar
arasindaki celiskili sonuclarin saptanmasina neden olabilir. Ayrica, c¢alismalarda
belirtilmese de epigenetik degisikliklerde hENT1 ekspresyonunun degismesine neden
olabilecek dnemli aktdrlerden biridir.

PK olgularina ait tiimor dokularinda hENT1 ekspresyonun arastirildigi bir¢ok
¢alisma vardir. Michalski ve ark.’lar1®® PK dokularinda hENT]1 ekspresyonun normal
dokulara gore azaldigini belirtmektedir. Mohelnikova-Duchonova, B ve ark.’lar'®
tarafindan 32 pankreatik duktal adenokarsinom hastasinda RT-PZR ile yapilan hENT1
ekspresyon arastirmasinda, pankreatik duktal adenokarsinoma dokularinda hENT1
ekspresyonunun normal dokularda gore azaldigi bu durumunda diger ¢alismalara gore
beklentinin diginda bir durum oldugu vurgulanmaktadir.

Farrell ve ark.’larmin™® 107 PK hastada, immiinositokimya metodu ile hRENT1

ekspresyonunu arastirdigi ¢alismada, 5-FU direnci ile hENT1 ekspresyonu arasindan
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tiim yasam sliresi ve hastaliksiz yasam siiresi arasinda her hangi bir iligski saptanmadigi
belirtilmektedir. Ayrica Neoptolemos ve ark.’lar’™™ da 5-FU alan PK hastalarinda
hENTI1 ekspresyon seviyesinin yasam siiresi ile anlamli bir iligkinin saptanmadigini
bildirmektedir. Elander ve ark.’lan®® tarafindan 238 PK olgusunda, 5-FU tedavisinde
hENT1 ekspresyonunun immiinositokimya ile arastirildigi calismada, hENTI1
ekspresyonunun 5-FU yerine gemsitabin tedavisi ile iliski oldugu ve gemsitabin tedavisi
alanlarda artmig hENT1 ekspresyonunun artmis yasam siiresi ile iliski oldugu ancak
hENT1 ekspresyonunun tek basina yasam siiresine katkisinin  bulunmadigini
belirtilmistir.

Yukarida Ozetlenen calismalarda hENT1 ekspresyonu PK dokularinda
immiinositokimya ile incelendigi rapor edilmistir. PK dokusunun heterojenitesi
nedeniyle sonuclarin farkli ¢ikmasi bilimsel agidan beklenen bir durumdur.

Tsujie ve ark.’lar1® tarafindan yapilan calismada, PK hiicre serilerinde yiiksek
hENT1 ekspresyonunun 5-FU direncine neden oldugu ve 5-FU direncinin
belirlenmesinde hENT1 ekspresyonunun kullanilabilecegi belirtilmektedir. Ayrica
Tsujie ve ark.’lan® hENTI1 inhibitori kullamldiginda PK hiicrelerinde 5-FU
duyarliligin (IC50 degerinin) %50 oraninda diistiigiinii belirtmektedir. Benzer bir sonug
Gao ve ark.’lari’®® tarafindan yapilan calismada da saptanmistir. Gao ve ark.’lar™®
tarafindan yapilan calismada, PK hiicre serilerinde hENT1 inhibisyonunun 5-FU
toksisitesini arttirdigi bildirilmektedir.

MIAPaCa-2 pankreatik kanser hiicrelerinin subkutan olarak enjekte edildigi
ksenograft modelinde arastiricilar bir 5-FU tiirevi olan S-1 ajanim1 5 giin boyunca 10
mg/kg/giin  ve 50 mg/kg/gin olarak farelere verdiklerinde hENT1 mRNA
ekspresyonunu, S-1 uygulanan gruplarda kontrol grubuna goére artmis olarak

bulmuslardir.**
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PK kanseri disindaki kanser olgularinda da az sayida 5-FU hENTI iliskisini
inceleyen calisma bulunmaktadir. Phua ve ark.’lar’®® tarafindan, kolon kanseri
dokularinda ve kolon kanseri hiicre serisinde (Caco-2) yapilan g¢alismada, hENT1
ekspresyonunun kolon kanseri dokularinda farkli diizeyde saptandigi ve yliksek hENT1
ekspresyonunun zayif prognozla iliski oldugu ve Caco-2 hiicrelerin hENTI1
inhibisyonunun 5-FU duyarliligini arttirdigr bildirilmistir.

Kubota™ tarafindan yapilan ¢alismada, kolorektal kanserli hastalarda RT-PZR
ile saptanan hENT1 ekspresyon artisinin 5-FU direnciyle iliskili oldugu belirtilmektedir.

Yukarida oOzetlenen calismalarda genellikle PK dokusu kullanilmast ve
immnositokimya ile ekspresyon analizi yapildigindan tez sonuglarimizla uyumluluk
karsilastirilmast yapilamamustir.

Hiicre serisi kullanilan calismalarda,”® % hENT1 ekspresyonu ile 5-FU
duyarliligr iligkisi arastirilmis. Bu tez ¢alismasinda ise 5-FU’uygulanmasinin hENTI1
ekspresyonunu nasil degistirdigi arastirilmis ve kullanilan leptin ve SHLA ile bu direng
geninin ekpsresyonunun nasil degistigi incelenmistir. Bu nedenle tez ¢alismasi
kapsaminda uygulanan yaklasim belirtilen ¢alismalardan farklilik gostermektedir.

Bu tez calismasi sonuglarina gore, AsPC-1, MIA PaCa-2 ve Panc-1 pankreatik
kanser hiicre hatlarinda 5-FU, leptin ve SHLA nin tekli ve kombinasyonlarinin hENT1
ekspresyonu iizerine etkileri incelendiginde; AsPC-1, MIA PaCa-2 hiicre hatlarinda 5-
FU’nun tekli uygulamasi sonucu hENT1 gen ekspresyonunda anlamli bir degisiklik
gbzlenmemistir. Bununla birlikte her {i¢ ajanin kombine uygulamasi sonucu AsPC-1
hiicrelerinde hENT1 ekspresyonu kontrol grubuna gore kismi artis gosterirken, MIA
PaCa-2 hiicre hattinda kontrol grubuna gore ekspresyon azalisi saptanmistir. Panc-1
hiicre hattinda ise kontrol grubuna gore 5-FU tekli uygulamasi sonucu hENTI

ekspresyonu ciddi sekilde artmig, kombine uygulama sonucu ise de tekli etkiden daha
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fazla bir (yaklasik 2.3 kat) ekspresyon artis1 gozlenmistir. Saptanan bu ekspresyon
farklilig1 PK hiicreleri arasinda bile genetik ve epigenetik heteroenitenin oldugunu ve bu
durumun ilag ve benzeri molekiillere olan yaniti degistirebilecegini gostermektedir.
Michalksi CW ve ark.’lan® tarafindan yapilan calismada hENT1 ekspresyonun PK
hiicre serilerinde farkli diizeyde oldugunu bildirmistir. Bu tez calismasinda da hENT1
ekspresyonu tiim hiicre serilerinde birbirlerinden farkli diizeyde saptanmistir. Bu tez
calismasmnin sonuglari Michalksi CW ve ark.’nin® yaptig1 calismayla uyumludur.
Ciinkii kullanilan hiicre serilerinin genetik yapisi ve orjinleri birbirlerinden farklilik
gostermektedir. Bu nedenle ekspresyon farkliligi beklenen bir durumdur.

Bu tez c¢alismasi 5-FU, leptin ve SHLA’nin ikili ve ii¢clii kombinasyonunun
hENT]1 ekspresyonu iizerindeki etkisini inceleyen ilk ¢calismadir.

5.5.3. TP Gen Ekspresyonu

TP ekspresyonunun, kanser hiicrelerinin anjiyogenez ve metastazinin
tetiklenmesinde ve anti-apoptotik siireclerini tetikledigi belirtilmektedir. Cesitli
kanserlerde taksan, kapesitabin ve siklofosfamid gibi kemoterapi ajanlarinmn
kullaniminda TP ekspresyonu arttifi ve TP artisinin zayif prognozla ilisili oldugu
belirtilmektedir. Bu nedenle TP ekspresyonunun azaltilmasi veya TP inhibitorlerinin
kullanim1 ile TP protein inhibisyonu yaparak kanser tedavisinin etkinliinin
arttirilabilecegine yonelik terapotik yaklagimlar Onerilmesine ragmen bu konuda
oldukca celigkili sonuglarim var oldugu da Vurgulanmaktad1r.104 Cinkti TP
inhibisyonunun tersine TP aktivitesinin artmas1 5-FU ve benzeri ajanlarin kullaniminda
daha fazla FDUR’e olusmasin1 ve FAUMP olugsmasini saglayacak ve boylece 5-FU ve
benzeri ajanlarin etkinliginin artmasi saglanabilecektir. Bu nedenle TP aktivitesinin

onemi kullanilacak kemoterapdtik yaklagimin igerigine bagh olarak degisecektir. TP
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ekspresyonu ve 5-FU duyarligini arastiran ¢ok az sayida ¢alisma bulunmaktadir.'® 1%

107

Minari ve ark.’lar™® tarafindan bening, primer ve metastatik dokulardan olusan
148 adet pankreas invaziv duktal karsinoma hastasindan elde edilen dokularda
immiinositokimya yontemi yapilan TP ekspresyon ¢alismasinda, TP ekspresyonunun
primer ve metastatik dokular arasinda farklilik gosterdigi bu durumun PK olgularinda
farkli kemoterap6tik yanitin olusmasina katki sunabilecegi belirtilmistir.

Miyake ve ark.’lari*® tarafindan 28 PK olgusunda RT-PZR ve immiinositokimya
ile yapilan TP ekspresyon calismasinda, TP ekspresyonunun tek basina prognostik bir
degerinin olmadig1 ve yine ekspresyonun PK olgularinin klinikopatolojik sonuglariyla
iligkisinin saptanmadigini bildirilmistir. Ancak yine ayni ¢alismada TP/DPD oraninin
klinik acidan anlamli oldugu ve TP/DPD orani arttikca prognozun koétii oldugu ve
Olimiin arttig1 belirtilmistir. Ancak bu c¢alisma sonucu yalnizca 28 PK olgusunda
yapildigindan sonuglarin genel PK patolojisini ve tedavi yanitin1 yansitma potansiyeli
diistiktiir.

Kurata ve ark.’lar™® tarafindan 15 PK hiicre serileri iizerinde yapilan ¢aligmada,
TP gen ekspresyonu yiiksek olan kanser hiicre serilerinin 5-FU’ya kars1 gelisen direngte
rol alabilecegi ancak verinin dogrulanmasi gerektigi belirtilmektedir.

Bu tez ¢alismasi sonuglaria gore, AsPC-1, MIA PaCa-2 ve Panc-1 pankreatik
kanser hiicre hatlarinda 5-FU, leptin ve SHLA’nin tekli ve kombinasyonlarinin TP
ekspresyonu iizerine etkileri incelendiginde, AsPC-1, hiicre MIA PaC-2 ve Panc-I hiicre
serilerinin tiim gruplarinda ekspresyon miktarinin kontrole gore diisiik saptanmustir.
Sitototoksisitesi farkli olan bu hiicre serilerinde TP ekspresyonun kendi kontrol
gruplarina gore diisiik bulunmasi degerlendirilen hiicre serilerinde TP ekspresyonun 5-

FU yanitinda etkisinin zayif olabilecegini diisiindiirmektedir. Ancak tez ¢alismasinin
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amaci ilgili molekiillerin bu genlerin ekspresyonuna olan etkisi oldugundan bu
kapsamda degerlendirildiginde, tiim hiicregruplarinda leptin ve SHLA uygulamalarinda
TP ekspresyonunda bir artis saptanmamistiTP artisinin 5-FU yamitim giiclendirdigi
diistintildiigiinde leptin ve SHLA uygulamasinin TP ekspresyonu tizerinden herhangi bir
katkisinin olmayacagi saptanmustir. Literatiir arastirmasina gore, bu tez ¢calismas1 5-FU,
leptin ve SHLA nin ikili ve {i¢lii kombinasyonunun TP ekspresyonu iizerindeki etkisini

inceleyen ilk ¢aligmadir.

5.5.4. TS Gen Ekspresyonu
TS, 5-FU’nun etki mekanizmasinda en 6nemli rolii oynayan proteindir. Clinkii 5-

FU etki mekanizmasi, DNA ve RNA hasari etkisi TS iizerinden diizenlenmektedir.®” %

18 g yolagi incelendiginde, TS geni ve proteini asir1 eksprese oldugunda 5-FU
metabolitleri TS inhibisyonunu gergeklestirmede yeterli olamayabilir. Bunun sonucu
hiicre 5-FU’ya yeterli diizeyde yanit veremeyecektir. Bu nedenle TS inhibisyonu 5-F
yanitinin gelistirilmesinde 6nemli bir terapdtik yaklagimdir.

Formentini ve ark.’lar1*® tarafindan 131 PK dokusunda immiinositokimya ile
yapilan TS ekspresyon ¢alismasinda, dokularin %56’sinda diisiik TS ekspresyonu
saptandi@in1 ve diisiik TS ekspresyonuna sahip kisilerin kemoterapiye daha duyarl
oldugunu ancak sonuclarin daha fazla sayidaki PK olgularinda ve daha homojen
gruplarda yapilarak dogrulanmasi gerektigini bildirilmistir. Ancak, Ceppi ve ark.’lar™’
ise 58 noroendokrin tiimdrdeki TS ekspresyon ¢alismasinda genel olarak néroendokrin
timorlerde TS ekspresyonunun distkligiiniin zayif farklilasma paterni ile iliskili
oldugunu bildirmistir.

Fukui ve ark.’lar1 ** tarafindan farkli tiplerdeki 17.613 adet kanser dokusunda

(gastrik, kolon, meme, akciger...) ELISA ve RT-PZR ile yontemleriyle yaptiklarin TS
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ekspresyon calismasinda, TS ekspresyonunun kanser tipine gore degistigini ve protein
ekspresyonu bakilan 62 PK dokusunda diisiik diizeyde TS ekspresyonu saptandigini
bildirmistir. Bu c¢alismada PK’da TS ile 5-FU arasinda herhangi bir iliski
arastirilmamustir.

Shimoda ve ark.’lani® tarafindan 29 PK tam hastamn dokusunda
immiinositokimya ile yapilan TS ekspresyon calismasinda, diisilk TS ekspresyonunun
daha uzun hastaliksiz yasam siiresi ile iliskili oldugunu ve kanser dokularinda TS
ekspresyonun yiiksek oldugunu belirtilmektedir.

Van der Zee ve ark.’lar™® tarafindan, 212 PK dokusunda immiinositokimya
yontemi ile yapilan TS gen ekspresyonu ¢alismasinda, diisiik TS ekspresyonu saptanan
hastalardaki yasam siiresinin yliksek TS ekspresyonu saptananlara gore daha fazla
oldugu ve TS’nin zayif prognoz icin bagimsiz bir prediktif faktdr olabilecegi
bildirilmektedir.

Yukarida o6zetlenen g¢aligmalarda genel olarak TS ekspresyonun azalmasinin 5-

FU yamitini attiracagr™>® =/

ve yasam siiresini arttlracagl133 yoniindedir. Bu sonuclar
bilimsel agidan TS’nin 5-FU fonksiyonuyla uyumludur. Ancak Krug ve ark.’lari®
tarafindan yapilan ¢aligma yukarida verilen sonuclarla uyumsuzudur. Krug vea
ark.’lar1® 5-FU tedavisi alan 26 pankreatik ndroendokrin tliimor tanist almis hastanin
tiimor dokusunda immiinositokimya ile yapilan TS ekspresyon arastirmasinda, TS
ekspresyonunun tiimoriin - grade ve proliferasyonuyla iligkili olmadig, TS
ekspresyonunun varliginda hastalarin 5-FU’ya daha iyi yanit verdigi bu durumun
pankreatik noroendokrin tiimorlerdeki yiiksek DNA sentezinden kaynaklandigini
bildirmislerdir. Bu nedenle, TS’nin pankreatik noéroendokrin tiimorde prediktif

biyobelirteg olabilegini ancak biiylik sayidaki olgular iizerinde ¢alisma yapilmasi

gerektigi vurgulanmistir. Krug vea ark.’lar™ calismasi yiiksek doz 5-FUU uygulanan
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ve hizli boliinen PK tiimor hiicreleri i¢in uyumlu bir sonug¢ olabilir. Hizli bdliinen ve
daha fazla TS eksprese eden hiicrelerde yiiksek doz 5-FU uygulanmasi tiimorii daha
hizl1 bir bi¢imde kiictiltebilir. Ciinkii, hiicre sentez fazinda ne kadar ¢ok girerse 5-FU 0
kadar daha etkili olacaktir.

Yukarida 6zetlenen ¢alismalar dokulardaki TS ekpsresyonunun klinik énemi ile
ilgilidir. Bu tez calismasinda ise PK hiicre serilerinde 5-FU, leptin ve SHLA’nin TS
ekspresyonu degisimi incelenmistir. Bu nedenle doku verileri ile ilgili karsilastirma
yapilamamaktadir.

Kurata ve ark.’lar'® tarafindan 15 PK hiicre serileri iizerinde yapilan caligmada,
TS gen ekspresyonu yliksek olan kanser hiicre serilerinin 5-FU’ya daha direngli oldugu
belirtilmektedir. Ayrica bu ¢alismada, PK hiicre serilerinin 5-FU i¢in IC50 degerlerinin

farkli oldugu bildirmektedir.*®

Bu farklilik bizim tez ¢alismamizda da saptanmistir. PK
kanser hiicre serilerinin IC50 degerlerindeki bu farkliik PK’nin genetik
heterojenitesinin ne kadar yiiksek oldugunu ve her PK olgusunun ayni tedavi bi¢imiyle
tedavi edilmeye c¢alisilmasinin bilimsel olarak miimkiin olmadiginin bir kaniti
niteligindedir.

Bu tez calismasi sonuglarina gore, AsPC-1, MIA PaCa-2 ve Panc-1 pankreatik
kanser hiicre hatlarinda 5-FU, leptin ve SHLA’nin tekli ve kombinasyonlarinin TS
ekspresyonu lizerine etkileri incelendiginde, AsPC-1 hiicresinde kontrole gore leptin ve
SHLA TS ekspresyonunu sirayla 9 ve 3.5 kat artirirken 5-FU azaltmistir. ikili
kombinasyonlarda ise leptin ve SHLA’daki artiglar1 5-FU azaltmistir. 5-FU, leptin ve
SHLA kombinasyonunda ise ortalama 6.5 kat daha fazla TS ekspresyonu saptanmistir.
AsPC hiicresinde leptin ve SHLA TS ekspresyonunu kontrol ve 5-FU grubuna gore

arttirmistir. Mia PaCA-2 hiicresinde ise 5-FU ve leptin tek basma TS ekspresyonunu

kontrol grubuna goére azaltirken SHLA 1.5 kat arttirmistir. 5-FU ve leptinin oldugu ikili
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kombinasyonlarda ve {i¢lii kombinasyonda TS ekspresyonu azalmistir. Bu durum MIA
PaCa-2 gibi agresif ° tiimér hiicreleri i¢in bir avantaj olabilir. Panc-I hiicre serisinde ise
5-FU TS ekspresyonunu kontrol grubuna gore yaklasik 12 kat arttirirken leptin ve
SHLA’nin tek basina uygulanmasinda TS ekspresyonun azaldigi, leptin ve SHLA nin 5-
FU ile olan ikili kombinasyonlarinda 5-FU’nun TS ekspresyonunu arttirici etkisinin
azaltildig1 saptanmistir. Ancak {i¢lii kombinasyonlarda ise 5-FU’nun TS ekpsresyonunu
19 kat arttirdig1 tespit edilmistir. Bu durum SHLA’’nin leptin inhibisyonu yaparken 5-
FU’nun TS ekspresyonunu tetikleyebilecegi yolaklar1 aktif hale getirebilecegine isaret
etmektedir. Dolayisiyla SHLA’ nin yalnizca leptin reseptoriiyle degil bagka molekiil ve
yapilarla da etkilesime gecerek hiicrenin transkripsiyon paternini degistirebilme
potansiyeline sahip oldugu anlasilmaktadir.

PK hiicre serilerinin TS gen ekspresyonu bir biitiin olarak incelendiginde, PK
hiicre serilerinin genetik ve epigenetik yapilarinin farkli oldugu bu nedenle farklhi
yanitlar alinabilecegi ve PK’da tek bir yolak iizerinden genis etkili tedavi yaklasimlari
gelistirmenin zor oldugu anlasilmaktadir.

Bu tez calismasi 5-FU, leptin ve SHLA’ nin ikili ve {i¢lii kombinasyonunun TS
ekspresyonu tizerindeki etkisini inceleyen ilk ¢aligmadir.

5.5.5. MDR1 ve MRP5 Gen Ekspresyonu

MDR1 ve MRP5 transport proteinleri, organizmada molekiillerin viicutta
dagiliminin diizenlenmesinde'® ve ilaglarin ve onlarin metabolitlerinin hiicre igerisinde
almiminda hiicre membraninda bulunan pompa proteinlerindendir. MDR1 ve MRP5
transport proteinleri, fonksiyonlarini, sitotoksik ilacin veya metabolitlerin hiicre igine
alinmasint  engelleme veya disar1 dogru atilmasim1i  saglama  seklinde
gerceklestirdiginden kemoterapotik direngte bu genlerin hiicre i¢i ekspresyon artisinin

etkili olabilecegi beklenir.
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Lu ve ark.’lar1** tarafindan yapilan ¢alismada 67 PK dokusu 15 adet saglikli
insana ait pankreatik doku iizerinde nothern blot analizi ile yapilan ¢alismada, sonucu
MDRI1 ekspresyonunun hasta grubunda 1.4 kat daha yiiksek oldugu ancak bunun sag
kalimi etkilemedigi bildirilmistir.

Guo ve ark.’larmm '° SW1990, PCT-2, PCT-3, PCT-4, ASPC, Cap-1,
MIAPaCa-2 ve Panc-1 olmak {izere 8 PK hiicre serileri {izerinde RT-PZR ile yaptiklari
calismada, SW1990 hiicre serisinde, MDR1 ekspresyonunu yiiksek oranda saptandigi
PCT-2 hiicre serisinde ise herhangi bir MDR1 ekspresyonu saptanmadigi ve geriye
kalan 6 adet PK hiicre serilerinde de MDRI1 gen ekspresyonunu diisiik seviyede
saptandigr belirtilmektedir. MDRI1 asir1 eksprese SW1990 hiicre hattinda bu
ekspresyonun 5-FU direnciyle iliskili olmadig: bildirilmistir.

Hagmann ve ark.’larmmn™" izole ettikleri normal insan pankreatik kanal epitel
hiicreleri ve PK hiicre serileri iizerinde RT-PZR ile yaptiklar1 ¢alismada, normal
pankreatik kanal hiicrelerinde MRP3, MRP4 ve MRP5 mRNA ekspresyonlarinin arttigi,
MRP1 geninin ise diisiik oranda eksprese oldugu MRP2, MRP6-9 ekspresyonlarini ise
bu hiicrede saptayamadiklarini rapor etmislerdir. Ayn1 ¢alismada, 5-FU’ya direngli hale
getirilmis Capan-1 PK hiicre serisinde MRP1-5’in 2 kat daha fazla eksprese oldugu ve
protein diizeyinde yine bu direncli hiicre serisinde MRP3, MRP4 ve MRPS5 protein
diizeylerinin arttig1 belirtilmistir. Ayrica, Capan-1 hiicrelerinde  MRP-5’1 RNA
interferans aracili susturduklarinda, Capan-1 hiicrelerinin 5-florourasile daha duyarli
hale geldigini ve PK’da 5-FUkemoterapotik direncinin MRPS ile iligkili oldugunu rapor

etmislerdir o

MRP, 5 siklik niikleotitlerin hiicre disarisina ¢ikarilmasindan sorumlu
oldugundan ekspresyon artisinin 5-FU direnciyle iligskisi olmas1 beklenmektedir.

Nambaru ve ark.’lari**? tarafindan PK hiicrelerinde yapilan calismada, MRP5

MRNA ekspresyonu ve 5-FU’ya duyarlilik arasinda anlamli bir korelasyonun oldugu,
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MRP5’in gen ekspresyonunun susturulmasi ile birlikte pankreatik kanser hiicrelerinin 5-
FU’ya belirgin bi¢cimde tekrar duyarli hale geldikleri ve bu nedenle MRPS5 eksprese
eden PK hiicrelerinde bu genin ekspresyonunun diizenlenmesi 5-FU’ya direncgte
degisiklik yaptig1 rapor edilmistir.

Li ve ark.’larmin™® Panc-1 ve MIA PaCa-2 PK hiicre serilerinde, MRPS
inhibitorii olarak kullandiklar1 kurkuminin doza-bagli olarak bu hiicrelerin 5-FU’ya olan
duyarliligini arttirdigini belirlemislerdir.

Bu tez calismasi sonuglarina gére, AsPC-1, MIA PaCa-2 ve Panc-1 pankreatik
kanser hiicre hatlarinda 5-FU, leptin ve SHLA nin tekli ve kombinasyonlarinin MDR1
ekspresyonu lizerine etkileri incelendiginde, AsPC-1 ve MIA PaCa-2 hiicrelerinde
leptin ve SHLA’nin tekli ve kombine uygulamalarda MDR1 ekspresyonunu azalttigi
saptanmigtir. Panc-I hiicre serisinde ise leptin ve SHLA’nmin tekli kullanimlarinda
MDRI1 ekpsresyonunu azalttigi ancak ikili ve tiglii kombinasyonlarda ise MDR1 gen
ekspresyonunun arttig1 saptanmistir. MRP5 ekspresyonu agisindan degerlendirildiginde,
MRPS5 i¢in, PK hiicrelerinde MDRI ile benzer bir ekspresyon profili saptanmistir.
Leptin ve SHLA AsPC-1 ve MIA PaCa-2 hiicre serilerilerinde tekli ve kombinasyon
uygulamasinda MRP5ekspresyonu diistirdiigii tespit edilistir. Panc-I hiicre serisinde de
leptin ve SHLA tekli kullanimda MRP5 ekspresyonunu diisiiriirken, 5-FU ile kombine
kullanimlarda MRP5 ekspresyonunun arttig1 saptanmastir.

Bu sonug, MDR1 ve MRPS5 transport genlerinin yine hiicre spesifik ekspresyon
profiline sahip oldugu, leptin ve SHLA’nin hiicre tipine gére MDRI1 ve MRPS
ekspresyonu agisinda inhibitdr etkisinin olabilecegi sonucuna ulasilmistir. Ancak
ekspresyon degisim oranlar1 diikkate alindiginda MDR1 ve MRP5’in 5-FU yanitin

etkileyebilecek potansiyelinin eksik oldugu sonucuna varilmistir. Bu tez calismasi 5-
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FU, leptin ve SHLA nin ikili ve {iclii kombinasyonunun MDR1 ve MRP5 genlerinin
ekspresyonu iizerindeki degisimini inceleyen ilk ¢aligsmadir.

Bu tez c¢alismasinda, 5-FU, leptin ve SHLA’nin tekli ve kombine
uygulamalarinin 5-FU direng yolaginda yer alan aday genlerin ekspresyonlari iizerine
olan degisimlerinin arastirildigi ekspresyon asamasi sonuglari, genel olarak
degerlendirildiginde, a) leptin ve SHLA’nmin diren¢ genlerinin ekspresyonlarini
degistirebilecegi b) verilerin yeni ¢alismalar ile dogrulandiktan sonra leptin ve
SHLA’nn tekli ve kombinasyonlarinin 5-FU yanitinda kullanilabilecegi b) fenotipik ve
genotipik heterojenite nedeniyle calisilacak 6rneklerin yalniz doku veya yalniz hiicre
serilerinden olusmamasi gerekliligi, ¢) verilerin anlamlihigi ve biitinliigi i¢in yeni
orneklem tiplerinden organoid modellerin gelistirilmesi ve bunun kisiye 6zgii yapilmasi
gerekliligi d) kemoterapi ajanina 6zgii kemoterapdtik direncin tayininde daha fazla
sayida ve farkli genetik ve epigenetik yapidaki Ornekler iizerinde genom ebadinda
calismalar ile genomiks, epigenomiks, transkriptomiks, proteomiks ve metabolomiks
caligmalarinin bir biitiin halinde yapilmasi1 ve bunlardan alinan verilerle kemoterap6tik
direnci tayin edebilen yapay zeka tabanli algoritma gelistirilmesi gerekliligi sonucuna
ulasilmustir.

5.5.6. 5-FU, Leptin ve SHLA’min Kaspaz 3, 8 ve 9 Genlerinin
Ekspresyonlaria Etkisi

Calismamizda, AsPC-1, MIA PaCa-2 ve Panc-1 hiicre serilerinde, 5-FU, leptin
ve SHLA ajanlarinin tekli, ikili ve ti¢lii kombine uygulamalarinin, apoptotik kaspaz 3, 8
ve 9 genlerin ekspresyonlari lizerine olan etkisi RT-PZR yontemi ile arastirilmistir.

ASPC-1 hiicre serisinde 5-FU uygulamasinda kontrol grubuna gore 2.2 kat artig
gosteren kaspaz 3 gen ekspresyonu 5-FU + leptin kombinasyonunda 4.5 kat, SHLA

kombinasyonunda ise 5.2 kat artmistir. AsPC-1 hiicresinde leptin + SHLA
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kombinasyonu da kontrole gore 3.7, SHLA tekli uygulamasina gore de 5.1 kat
arttirmistir. AsPC-1 hiicre serisinde, apoptozun intrinsik yolagi yolagin belirleyicisi
kaspaz 9 ve reseptor aracili yolagin belirleyicisi kaspaz 8 gen ekspresyonlarinda da
benzer sonuclar elde edilmistir.

MIA PaCa-2 ve Panc-I hiicre serilerinde de leptinin ve SHLA’nin 5-FU ile
kombine uygulamalarinda, 5-FU tekli uygulamasina gore apoptozu tetikledigi
saptanmustir. Her iki hiicre serisinde de {i¢lii kombinasyon uygulamasinin diger gruplara
gore apoptozu arttirdigi tespit edilmistir.

RT-PZR sonuglarma gore, leptin ve SHLA nin PK hiicrelerinde 5-FU ile birlikte
kullanildiginda apoptozu hem intrinsik hem de reseptdr aracli yola {izerinden
tetikleyebildigi, leptinin ve SHLA’nin adjuvan molekiil olarak 5-FU ile birlikte PK
tedavisinde kullanilabilegi gosterilmistir. Bu tez c¢alismasi, SHLA’nin tekli
uygulamasiyla 5-FU, leptin ve SHLA’nin ikili ve ii¢li kombinasyonlarinin, PK
hiicreleri iizerindeki apoptotik etkisini gosteren ilk ¢aligmadir.

5.5.7. 5-FU, Leptin ve SHLA’nin DNA Hasarma Etkisi

Calismamizda, AsPC-1, MIA PaCa-2 ve Panc-1 hiicre serilerinde, 5-FU, leptin
ve SHLA ajanlarinin tekli, ikili ve ii¢clii kombine uygulamalarinin DNA hasarina olan
etkisi COMET yontemi ile arastirilmigtir. Literatiirdeki bilgiler géz 6niine alindiginda,
5-FU’nun PK iizerinde DNA hasarma olan etkisi ile COMET yontemine dayal ilgili
caligma tespit edilmemistir. Bununla birlikte diger kanser tiirleri iizerine birtakim
caligmalar bulunmaktadir. Bu calismalarda genel olarak zamana ve doza bagli olarak
DNA hasarinin arttig1 bildirilmektedir.

Kolerektal kanser hiicreleri iizerinde yapilan g¢aligmalarda 5-FU’nun DNA
hasarini artt1rd1g1140'144 doza ve zamana bagli olarak 5-FU’nun DNA hasarin1 arttirdigi

belirtilmektedir. Hepatoseliiler kanser hiicreleri {izerinde yapilan ¢aligsmalarda da; 14 146
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5-FU’nun DNA hasarmi farkli diizeylerde olsa da arttirdigi bildirilmistir. Bu tez
calismasi kapsaminda da 5-FU uygulanan gruplarda DNA hasar1 kontrol grubuna gore
artis gOstermistir. Bu veri yukarida 6zetlenen kolerektal ve hepatoseliiler kanser de
saptanan DNA hasar artis1 ile uyumludur. Ciinkii, sitotoksik bir ajan olan 5-FU’nun
DNA hasarmi arttirmasi beklenir. Ancak tez calismasinda, AsPC-1, MIA PaCA ve
Panc-I hiicre serilerinin 5-FU gruplarinda elde edilen DNA hasar1 artis1 istatistiksel
acidan anlamli bulunmamustir (p degerleri sirayla 0.461, p=0.913 ve p=0.090). Bu
durumun nedeni 5-FU ile inkiibasyon siiresi ve 5-FU dozu etkili olabilecegi gibi PK
hiicre serilerinin 5-FU kars1 daha genotoksisite agisindan direncli oldugunu gosterebilir.

Tez c¢alismasinda kullanilan {i¢ hiicre serisinde de en yiiksek DNA hasar
yiizdeleri, 5-FU, leptin ve SHLA ii¢lii kombinasyon uygulanan gruplarda gozlenmistir.
Calisma gruplari igerisinde anlamli gruplar tek tek incelendiginde leptin ve SHLA
varliginin DNA hasarimi arttirdigr saptanmistir. 5-FU varligi tek ve ikili ve tgli
kombinasyonlarda DNA hasarin1 arttirdii, bu kombinasyonlarda o6zellikle AsPC-1
hiicresinde leptin varliginin, MIA PaCa-2 hiicresinde ise hem leptin hem de SHLA
varliginin, Panc-I hiicresinde ise hem 5-FU, hem leptin hem de SHLA varliginin DNA
hasarmi arttirdigi  saptanmistir. Bu nedenle o6zellikle Panc-I hiicresinde {iglii
kombinasyon varliginda DNA hasar1 daha artmig ancak diger ikili kombinasyonlarda da
artmis DNA hasar1 oldugu i¢in sonu¢ anlamli ¢ikmamistir. Ciinkii her bir molekiiliin
DNA hasar arttirict etkisi vardir.

Elde edilen sonuglar, 5-FU, leptin ve SHLA’nin her birinin birbirlerinden
bagimsiz bicimde kombinasyon durumunda DNA hasarini arttirici etkiye sahip oldugu
anlagilmaktadir. Bu sonuglar, leptinin beklenen leptin reseptorleri disinda baska reseptor
ve/veya molekiillere baglanarak bilinen yolaklarin disindaki yolaklar1 kullanabilecegi ve

DNA hasarim1 arttirabilecegini fikrini dogurmustur. SHLA da leptinin baglanacag:
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reseptor disindaki resetorlere veya molekiillere baglanarak DNA hasarini arttirict etkiye
sahip olabilecegi ancak bunu 5-FU ve leptin varliginda yaptig1 anlasilmaktadir. Bu tez
calismasi leptin ve SHLA’nin bu etkileri lizerinde daha detayli arastirmalar yapilmasi
gerekliligini ortaya koymustur.

Bu tez caligmasi, PK hiicrelerinin 5-FU’nun genotoksik etkisine daha direncli
olabilecegini gostermesi yaninda bu direncin leptin ve/veya SHLA uygulanarak
artirilabilecegini gosteren ilk ve tek calismadir.

5.5.8. 5-FU, Leptin ve SHLA’nmin Hiicre Dongiisiine Etkisi

5-FU, leptin ve SHLA’ nin tekli, ikili ve ti¢lii olarak kombine uygulamalarinin
hiicre dongiisii lizerine olan etkileri akim sitometri yontemi ile PI boyamasia bagl
olarak incelenmistir.

PK’da, 5-FU’nun hiicre dongiisii iizerine olan etkisi ile ilgili sinirli sayida yayin

bulunmaktadir. Mirjolet ve ark.’lart*’

tarafindan yapilan ¢alismada, PANC3, PK hiicre
serisinde PI boyamasina bagli olarak akim sitometri yontemi ile yapilan hiicre dongiisii
analizinde, 5-FU uygulanma oncesi ve sonrasinda GO0/Gl, Gl/S ve G2/M
fraksiyonlarinda anlamli bir degisiklik olmadigi bildirilmistir. Ayn1 ¢alismada,
bromodeoksiuridin [bromodeoxyuridine (BrdU)] boyamasi yoluyla da akim sitometri
deneyi yaptiklarinda, 5-FU uygulanan grupta kontrol gruba gore G1/S fazinda 3.5 katlik
bir artig saptandig1 bildirilmistir.**’

Urick ve ark.’lar*®

tarafindan yapilan g¢alismada, MIA PaCa-2 PK hiicre
serisinde, 5-FU uygulanan grup ile kontrol grubu arasinda G2 ve M fazinda bulunan
hiicreler arasinda anlamli bir fark bulunmadigi bildirilmistir.*® BxPC-3 PK hiicre
serisinde ise, 5-FU’nun 24 saatlik uygulanmasi sonucu artan dozla birlikte S-fazinda

bulunan hiicrelerde artis meydana geldigi belirtilmektedir.**® 5-FU sitotoksik ajan1 bir

antimetabolittir ve en 1yi etkiyi S fazinda gostermektedir.
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Genel olarak 5-FU’nun hiicreleri S fazina siiriiklemeye ¢alisildigi bilinmektedir.
Bu nedenle Huang ve ark.’nin**® sonucu 5-FU etki mekanizmasiyla uyumludur. Mirjolet
ve ark.’larinin*’ calismasi ile Urick ve ark.’larinin*® calismasi arasindaki etki farkinin
temel nedeni 5-FU’unun uygulama dozu ve inkiibasyon zamani olabilir.

Leptinin hiicre dongiisii iizerine yapilan calismalarda genel olarak leptinin S
fazinda birikime neden oldugu belirtilmektedir.® 123 150 151

Harbuzariu ve ark.’lari® tarafindan yapilan ¢alismada AsPC-1, MIA PaCa-2 ve
Panc-I PK hiicre serilerinde leptinin S fazinda hiicre birikimine neden oldugu
bildirilmektedir.

Chen ve ark.’lari™** tarafindan yapilan ¢alismada da ZR-75-1 insan meme kanseri
hiicre serisinde, 100 ng/ml’lik leptinin 48 saatlik uygulanmasi sonucu, GO/G1 fazindaki
hiicre sayisinin azaldigi, bununla birlikte S ve G2/M fazindaki hiicre sayisinin arttig
belirtilmistir. Saxena ve ark.’lar1**? tarafindan yapilan ¢alismada 100 ve 200 ng/ml’lik
leptinin meme kanseri hiicrelerinde GO/G1 fazindaki hiicre sayisini azalttigi ve S-
fazindaki hiicre sayisini arttirdigi ve ayni bulgunun HepG2 ve Huh7 hepatoseliiler
karsinomda da benzer sekilde 24 saatlik leptin uygulamasi sonucu S-fazindaki hiicre

sayisinin arttig1 saptanmls‘ur.128

Catalano ve ark.’larn*®

tarafindan yapilan c¢aligmada Ishikawa insan
endometriyal kanser hiicrelerinde, leptinin 24 saat boyunca uygulanan 100 ng/ml ve
1000 ng/ml’lik dozlarmin GO/G1 fazindaki hiicre sayisimi azalttigi, S-fazindaki hiicre
sayistm anlamli sekilde arttirdig1 rapor edilmektedir. Insan gastrik kanseri MGC-803

hiicre hattinda, rekombinant Leptinin (rhLep) 24 saatlik saatlik uygulanmasinin, doza-

bagimli olarak GO/G1 hiicre popiilasyonu arttirdig1 belirlenmistir.*>®
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OVKAR-3 insan ovaryum epitelyal karsinoma hiicrelerinde, 40 ng/ml leptin
dozunun 48 saatlik uygulamasinin da S ve G2 fazindaki hiicre sayisini1 anlamli sekilde
arttirdig1 akim sitometri deneyi ile analiz edilmistir. 126

SHLA’nin tekli ve kombine uygulamasi ile ilgili olarak literatiir taramasi
yapildiginda gerek pankreatik gerekse de diger kanser tiirleri iizerine hiicre dongiisii
analizi yoniinden herhangi bir ¢alismaya rastlanmamuistir.

Bu calismada, PK hiicre serilerinde 5-FU, leptin ve SHLA’nin ikili ve igli
kombinasyonlarinin hiicre dongiisii etkilerinde, hiicre dongiilerindeki birikmenin hiicre
tipine gore anlamli oldugu tespit edilmistir. Ancak her bir molekiiliin hiicre dongiisii
etkilerinin her hiicrede degistigi ve molekiile 6zgli belirgin bir dongiide yigilma
olmadig1 saptanmistir. Calismamizda, 5-FU ve leptinin hiicreleri S fazina stiriikledigi
tespit edilmemistir. Bunun temel nedeni molekiillerin uygulama dozu ve inkiibasyon
siireleri olabilir. Ciinkii, yukarida Ozetlenen caligmalarda leptin 100ng/ml olarak
uygulanmistir. Ancak bizim ¢alismamizda ise leptin 35ng/ml (obez sinir leptin degeri)
olarak kullanilmustir.

Akim sitometride hiicre yigilmalar1 hiicre tipine gore degistigi icin molekiillerin
72.saatten daha fazla inkiibe edilmeleri gerekebilir. Ciinkii akim sitometride inkiibasyon
stiresi hiicrelerin ikiye katlanma siirelerini mutlaka agmalar1 gerekmektedir ki bu sayede
dongiideki bekleme ve y1gilma daha rahat tespit edilebilsin. Ayrica bu sayede apoptotik
yiizdeler de daha rahat tespit edilebilir. Ayrica, akim sitometri analizinden ayr1 olarak,
tez kapsaminda ¢alisilan PK hiicre serilerinde COMET analizi ile 5-FU, leptin ve SHLA
kombine uygulamalarinda saptanan DNA hasar1 artis1 5-FU ve leptinin S faz indiikleme

0zelliginden olabilir. COMET yo6ntemi ile DNA hasarinin saptanmasinda, molekiillerin

IC50 degerlerinin tespit edildigi inkiibasyon stiresi yeterli olabilir.
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Cinkii COMET’te yalmizca genomik DNA’daki biiyiik kirilmalar tespit
edilmektedir. 5-FU antimetabolitleri en iyi S fazinda etki gostereceginden leptin
tarafindan S fazina indiiklenen hiicrelerde DNA hasar1 daha fazla saptanacaktir.

Bu tez calismasinda leptinin tercih edilmesinin nedenlerinden biri de leptinin
literatiir taramasina gore S faz indiiklediginin tespit edilmesidir. Bu nedenle 5-FU leptin
kombinasyonun diren¢ yolagindaki etkileri arastirllmak istenmistir. Bu tez
caligmasinda, PK hiicre serilerinde 5-FU, leptin ve SHLA’nin ikili ve iigli

kombinasyonlarinin hiicre dongiisii etkileri ilk kez aragtirilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu c¢alismada, PK hiicre serilerinde, 5-FU, leptin ve SHLA’nin 5-FU
kemoterapotik direncinde rol alan genlerin ekspresyonu {iizerine etkileri ile apoptoz
siireci ve hiicre dongiisii iizerine olan etkileri arastirilmis ve asagidaki sonuglar elde
edilmistir.

SHLA’nin kanser hiicre serileri lizerindeki sitotoksik etkisi ilk kez arastirilmis ve
SHLA’nin 10,100 ve 1000 ng konsantrasyonda sitotoksik etkisi belirlenmistir.

PK hiicre serilerinde, 5-FU, leptin ve SHLA’nin tekli, ikili ve igli
kombinasyonlarinin 5-FU diren¢ yolaginda yer alan DPD, hENT1, TP, TS, MDRI,
MRPS5 genlerin ekspresyonlarini degistirdigi ilk kez gosterilmistir.

PK hiicre serilerinde 5-FU’nun leptin ve SHLA ile birlikte ikili ve {cli
kombinasyonlarinda kaspaz genlerinin ekspresyonu degistirdigi ve hem intrinsik hem de
reseptor aracili yolak iizerinden apoptozu tetikleyebildigi ilk kez saptanmustir.

PK hiicre serilerinde 5-FU, leptin ve SHLA nin ikili ve {iglii kombinasyonlarinda
DNA hasarin arttirabilecegi ve bu DNA hasarinin hiicre tipine gore degistigi ilk kez
gosterilmistir.

SHLA’nin hiicre dongiisii lizerine olan etkisi ilk kez gosterilmistir.

PK hiicre serilerinde 5-FU, leptin ve SHLA nin ikili ve li¢lii kombinasyonlarinin
hiicre dongiisii ilizerine olan etkisi ilk kez gosterilmigtir. Kombinasyonlarda hiicre
dongiisii yogunlugunun hiicre tipine gore degistigi ve belirgin bir dongiide yigilma

olmadig1 saptanmuistir.
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Sonug olarak, 5-FU direncinde rol alan genlerin ekspresyonlarinin leptin ve
SHLA kullanim1 ile degistigi, leptin ve/veya SHLA’nin 5-FU direncinde adjuvan
terapide kullanilabilecegi ancak verilerin anlamliligi, biitiinliigli ve tekrarlanabilir
olmasi i¢in organoid modellerde genomiks, epigenomiks, transkriptomiks, proteomiks
ve metabolomiks yaklagimlar kullanilarak dogrulanmasinin gerektigi 6nerilir.

PK tedavisinde 5-FU kemoterapotik direncinin prediktif olarak saptanabilmesi
icin 5-FU yolaginda yer alan tiim metabolik enzimlerin genlerinin genetik ve epigenetik
yapilar dikkate alinarak genom ebadinda array sistemleri ile arastirilmasi ve elde edilen

sonuglarin klinik verilerle birlestirilerek algoritma olusturulmasi gerekmektedir.
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Doga ve kiiltiirel geziler, Yiizme, Bisiklet, Masa Tenisi
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EK-2. ETIK BILDIRIiM VE INTIHAL BEYAN FORMU

g i
ATATURK UNIVERSITESI le.l\"l‘.('_')R.l:f?C_l;‘V )
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU MUDURLUGU

ETIiK BIiLDIiRIiM VE INTIHAL BEYAN FORMU

Doktora Tezi olarak danismanlhiginda sunulan
“Pankreas Kanseri Kemoterapitik Direncinde5-Florourasil. Leptin Ve Leptin Inhibitorii
Kombinasyonunun Rolii” baslikli ¢alismanin tarafimizdan bilimsel etik ilkelere uyularak
vazildigini, vararlanilan eserlerin kaynak¢ada gosterildigini, Saghk Bilimleri Enstitiisii
tarafindan belirlenmis olan Turnitin Programi benzerlik oranlarimin asilmacigimi ve
asagidaki oranlarda oldugunu beyan ederiz.

Tez Boliimleri Tezin Benzerlik Oram (%) Maksimum Oran (%)
Giris 0 15
Genel Bilgiler 9 30
Materyal ve Metod 14 35
Bulgular 4 10
Tartisma 0 15

Beyan edilen bilgilerin dogru oldugunu. aksi halde dogacak hukuki
sorumluluklan kabul ve bevan ederiz. 14/06/2019

Ogrenci Adi-Soyadi Danisman Adi-Soyadi
imza imza
' Filiz TASPINAR P%Dursuna LCINAR

/ t
* Tez ile ilgili YOKTEZ de yayinlamasina ilisikin bir engelleme var ise asagidaki alan
doldurunuz.

0 Tezle ilgili patent bagvurusu yapilmasi / patent alma siirecinin devam etmesi sebebiy le
Enstitii Yénetim Kurulunun .../, .. I say1li Karari ile teze erisim 2 (iki) yil

stireyle engellenmistir,

O Enstitii Yonetim Kurulunun ..../.../.... tarih ve ............. saytln karari ile teze erisim 6 (alti)

ay siireyle engellenmistir.
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EK-3. ETIK KURUL ONAY FORMU

ATATURK UNIVERSITESI TIP
FAKULTESI KLINIK ARASTIRMALAR

ETIK KURULU
KARAR
= ETIK KURULUN ADI Atatiirk Universitesi T1p Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu
g E = ACIK ADRESI: Atatiirk Universitesi T1p Fakiiltesi Dekanlig1
=z = TELEFON +90 442 234 65 11
=
= = FAKS +90 442 236 09 68
- E-POSTA atatipetikkurl @ gmail com
SORUMLU ARASTIRMACI . -
et Prof.Dr.Dursun Ali CINAR
. ceri s PR 5 : sil.
STIRMACININ ACIK ADI Pank'l eas Kans'ﬂ! K(?u'lofezapuhk P]l encinde Floiourasﬂ,
Leptin ve Leptin Inhibitorii Kombinasyonunun Rolit
Toplant Sayisi: 5 Karar No: 25 | Tarih: 28.09 2017
E Yukarida l_:il_gilen' verilen ba_‘;vuru dosyasi 1le 1lgili belgeler mwmznmfgah;‘.manm gerekge. amac, yak_la;um ve
% & | yontemlen dikkate almarak incelennmus ve calismamin bitpesimn BAP tarafindan karsilanmasi kosulu ile
~ = yapilmasinda bilimsel ve etik agidan sakinca olmadigma oy birlig; ile karar verildi.
< Q
X £ Klinik Arastirmalar Hakkimda Yonetmelik kapsaminda yer alan arastirmalar/cahsmalar icin Tiirkiye ilac ve
& Tibbi Cihaz Kurumu’ndan izin ahnmasi gerekmektedir.
Arastirmaciya ¢alismalannda basanlar dilenz.

/ £ I
Prof.Dr.Mustafa GUL Prof.Dr. Hém CI\K Dog.Dr.ASma CA

Uyc i Uyc

“).

{ L

Yrd.Dog.Dr.llker INCE Yrd.Dog.Dr.Zahide KOSAN
Uye Uye
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