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ÖZET 

 

Pankreas Kanseri Kemoterapötik Direncinde 5-Florourasil, Leptin ve Leptin 

Ġnhibitörü Kombinasyonunun Rolü 

 

Amaç: PK hedefe odaklı tedavisi bulunmayan en agresif tümörlerden biridir. PK 

tedavisinde kullanılan kemoterapi ajanlarından biri de 5-FU’dur. 5-FU kemoterapi 

sürecinde kemoterapötik direnç sıkça geliĢmektedir. Bu çalıĢmada, PK’de, 5-FU 

kemoterapi direncinin üstesinden gelebilmek için 5-FU tedavisinde leptin ve leptin 

inhibisyonu için antagonist SHLA’nın olası rolünün araĢtırılması amaçlanmıĢtır.  

Materyal ve Metot: ÇalıĢmada AsPC-1, MIA PaCa-2 ve Panc-I PK hücre 

serilerinde 5-FU, leptin ve SHLA’nın sitotoksisitesi MTT yöntemiyle saptanmıĢtır. PK 

hücre serilerinde 5-FU, leptin ve SHLA moleküllerinin kombinasyonlarının 5-FU 

kemoterapi direncinde rol alan genler ile apoptotik kaspaz 3, 8 ve 9 genlerinin 

ekspresyonları üzerindeki etkileri RT-PZR ile belirlenmiĢtir. Moleküllerin genomik 

DNA hasarı ve hücre döngüsü üzerindeki etkileri sırayla COMET ve akım sitometri 

testleri ile tespit edilmiĢtir.  

Bulgular: AsPC-1, MIA PaCa-2 ve Panc-I PK hücre serilerinin 5-FU duyarlılığı 

birbirinden farklı bulunmuĢtur. Leptin ve SHLA tek baĢlarına kullanıldıklarında 

herhangi bir sitotoksik etkisi saptanmamıĢtır. 5-FU (her bir hücre serisi için IC50 

değeri), leptin (0.1µM) ve SHLA (1000 ng)’nın 5-FU direnç genleri DPD, hENT1, TP, 

TS, MDR1 ve MRP5’in ekspresyonlarını değiĢtirdiği, bu moleküllerin PK hücrelerinde 

tek veya kombine kullanımının apoptozu tetikleyebildiği saptanmıĢtır. Ayrıca, 5-FU, 

leptin ve SHLA’nın tek ve kombine uygulanmasında PK hücre serilerinde DNA hasarı 

ve hücre döngüsü açısından gruplar arasında anlamlı bir farklılık saptanmıĢtır 

(p≤0.001). 

Sonuç: PK’da hücrelerin 5-FU duyarlılığı hücre tipine göre farklılık 

göstermektedir. Bu çalıĢmada, PK tedavisinde, 5-FU kemoterapötik direncinin 

üstesinden gelebilmek için leptin ve/veya SHLA’nın 5-FU ile kombine edilerek 

kullanımının yeni bir tedavi yaklaĢımı olabileceği sonucuna varılmıĢtır. Leptin ve 

SHLA’nın 5-FU direnç yolağında yer alan genlerin ekspresyonları üzerindeki etkisi ile 

PK tedavisindeki terapötik etkileri ilk kez bu çalıĢmayla gösterilmiĢtir.  

Anahtar Kelimeler: 5-FU, kemoterapötik direnç, leptin, pankreas kanseri, 

SHLA  
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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-I. 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-I 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 IC50
 
values for each cell lines), leptin (0.1µM) 

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  



 

VI 

 

SĠMGELER VE KISALTMALAR DĠZĠNĠ 

5-FU : 5- Florourasil (5-Fluorouracil) 

ABC : ATP bağlanma kaseti (ATP-binding casette) 

ATP : Adenozin trifosfat 

BER : Baz eksizyon tamir (base-exicision repair) 

BrdU : Bromodeoksiuridin (bromodeoxyuridine) 

BT : Bilgisayarlı tomografi 

CA : Karsinoembriyonik antijen 

CH2 THF : Metiltetrahidrofolat 

DHFU : Dihidrofluorourasil (dihydrofluorouracil) 

DNA : Deoksiribonükleik asit 

dNTP : Deoksinükleotit (deoxynucleotide) 

DPD : Dihidropirimidin dehidrogenaz [dihydropyrimidine dehydrogenase) 

DSÖ : Dünya sağlık örgütü 

dTMP : Deoksitimidin monofosfat (deoxythymidine monophosphate) 

dTTP : Deoksitimidin trifosfat (deoxytimidine triphosphate) 

dTTT : Deoksitimidin trifosfat 

dUMP : Deoksiuridin monofosfat (deoxyuridine monophosphate) 

dUTP : Deoksiuridin trifosfat (deoxyuridine triphosphate) 

dUTPaz : dUTP pirofosfataz (dUTP pyrophosphatase) 

ERCP : Endoskopik retrograd kolanjiyopankreatografi 

EUS : Endoskopik ultrasonografi 

FdUDP : Florodeoksiüridin difosfat 

FdUDP : Fluorodeoksiuridin difosfat (fluorodeoxyuridine diphosphate) 
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FdUMP : Florodeoksiüridin monofosfat 

FdUTP : Florodeoksiüridin trifosfat 

FOLFIRINOX : 5-FU/lökovorin, irinotekan, oksaliplatin 

FUDP : Fluorouridine difosfat (fluorouridine diphosphate) 
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GEP-NET : Gastroenteropankreatik nöroendokrin tümörler 

hENT1 : Dengeleyici nükleozit taĢıyıcı-1 (human equilibrative nucleoside 

transporter-1) 

IARC : Uluslarası kanser ajansı (international agency for research on 

cancer) 

IC50 : The half maximal inhibitory concentration  

JAK : Janus kinaz 

LDFI : Leu-Asp-Phe-Ile 

LEP : Leptin 

LEPR= OBR : Leptin Reseptörü 

LMA : DüĢük erime sıcaklığına sahip agaroz (low melting agarose) 

LPrA : Leptin peptid reseptör antogonisti (leptin peptide receptor 

antagonists) 

MAPK : Mitojenle aktive olan protein kinazlar 

MC4R : Melanokortin 4 reseptör 

MDR : Çoklu ilaç direnci (multidrug resistance), 



 

VIII 

 

MDR-1, ABCB1 : Çoklu ilaç direnç geni-1 [multidrug resistance gene-1 (MDR-1, 

ABCB1)] 

miRNA : Mikro ribonukleik asit 

MR : Magnetik rezonans 

MRCP : Magnetik rezonans kolanjiyopankreatografi 

MRP5, ABCC5 : Çoklu ilaç direnç proteini-5 (multidrug resistance protein) 

OB-Ra : Leptin kısa reseptör 

OB-Rb : Leptin uzun reseptör 
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PC1 : Prohormon konvertaz-1 (prohormone convertase 1) 
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P-gp : P-glikoprotein (P-gp) 
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1. GĠRĠġ 

Pankreas Kanseri (PK), dünyada kanserle ile ilgili ölümlerin en yaygın 

nedenlerinden biridir. 
1
 PK’nın hedefe yönelik tedavisi bulunmamaktadır.

2
 Kemoterapi, 

PK tedavisinde kullanılan en etkin yöntemlerden biridir. PK hastalarının büyük 

çoğunluğunda tedavi öncesi ve/veya tedavi sürecinde kemoterapötik direnç 

geliĢmektedir. Kemoterapötik direncin oluĢum ve geliĢiminde genetik ve/veya 

epigenetik faktörler rol oynamaktadır.
1
 

PK hastalarının tedavisinde kullanılan kemoterapötik ajanlardan biri 5-FU’dur.
3, 

4
 5-FU’ya karĢı geliĢen kemoterapötik dirençte rol oynayan ve tedavi için hedef molekül 

olabilecek birçok biyobelirteç adayı gen bulunmaktadır.
3
 Bu aday genleri, genel olarak, 

5-FU metabolik yolakta yer alanlar, hücre membranında transporttan sorumlu olanlar, 

hücre döngüsünde, DNA tamirinde ve apoptoziste yer alan genler olarak 

özetleyebiliriz.
2, 3

 

PK’nin risk faktörlerinden biri de obezitedir. PK ve obezite arasındaki potansiyel 

iliĢkide bir leptin molekülünün rolü olabileceği bildirilmektedir.
2
 Leptin molekülü 

hücresel etki mekanizmasını hücre membranında bulunan leptin reseptörlerine 

bağlanarak göstermektedir. PK hücre dizilerinin leptin reseptörlerini ifade ettiği 

saptanmıĢtır. Ayrıca, PK hücrelerinin leptin salgılayarak otokrin/parakrin sinyal 

yolağını indüklediği böylece tümör geliĢimini ve hücrelerin yaĢamının tetikleyebileceği 

belirtilmektedir. Ancak leptinin PK’deki etkisine yönelik çok az çalıĢma bulunduğu ve 

bunlar arasında da karĢıt görüĢlerin bulunduğu bildirilmektedir
5, 6

, leptinin hücre 

proliferasyon tetikleyici özelliğinin hücre tipine bağlı olduğu ve PK hücrelerinde 

proliferasyonu inhibe ettiğini bildirmektedir. Ancak, PK hücrelerine leptin 

uygulamasının hücrede NOTCH sinyal yolağını tetiklediği, kök hücre belirteçlerinin 

ekspresyonunu arttırdığı
2,5

, kanser hücrelerinin hücre proliferasyonlarını arttırdığı ve 
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kemoterapötik dirençte rol alan bazı moleküllerin (ABCB1) ekspresyonlarını tetiklediği 

bildirilmektedir.
2
 

Mendonsa ve ark.,
7
 leptinin proliferatif ve invaziv tetikleyici etkisinin hücre 

tipine göre değiĢtiğini, leptinin etki mekanizmasının net olarak açıklanabilmesi için 

daha fazla çalıĢmaya gerek olduğunu belirtmektedir. Harbuzariu ve ark.,
8
 leptin-

NOTCH sinyal yolağının kemoterapötik dirence katkı sunabilme potansiyeli 

taĢımasından dolayı PK tedavisinde yeni bir hedef yolak olabileceği bildirilmektedir.  

Procaccini ve ark.’ları,
9
 tarafından yapılan derlemede, leptinin osteoblastik 

hücrelerde apoptozisi indüklediği timusta ise apoptozisi inhibe ettiği, nötrofillerde 

apoptozisi geciktirdiği, insan periferal mononükleer hücrelerin proliferasyonunu 

tetikleyerek immünmodülatör rolünün olduğu rapor edilmiĢtir. Mantho ve ark’ları,
2
 

leptinin kemoterapötik dirençte önemli bir rol oynayabileceği ve hedefe yönelik tedavisi 

bulunmayan PK’da leptin hedefli tedavi yaklaĢımlarının geliĢtirilebileceğini 

önermektedir. Leptinin pleiotropik özellik gösteren çok fonksiyonlu bir molekül 

olması,
10

 PK kanserinde hücrelere sitotoksik etki göstermesi
6
 ve kolon kanseri 

hücrelerinde 5-FU ajanı ile daha sitotoksik etki göstermesi
11

 ve yukarıda kan ve timüs 

dokularında immünmodülatör özellik göstermesi kanser tedavisinde kullanılabilirliğini 

akla getirmiĢtir. 

Candelaria ve ark.,
12

 PK kemoterapötik direncinde leptin reseptör inhibitörü 

kullanılarak kemoterapötik direncin belirlenmesine iliĢkin hiçbir bilimsel çalıĢmanın 

bulunmadığını, leptinin PK’da ve PK kemoterapötik direncindeki gerçek rolünün açığa 

çıkarılması gerektiğini bildirmektedir.  

Leptinin kanser tipine hatta aynı kanserde bile hücre tipine göre farklı etki 

gösterebileceğine iliĢkin veriler,
6,7

 leptinin etkisinin tam olarak anlaĢılamadığını ve daha 

detaylı araĢtırmalara ihtiyaç duyulduğunu göstermiĢtir.  



 

3 

 

Bu tez çalıĢmasında, PK hücre serilerinde, 5-FU, leptin ve leptin antagonistinin 

(SHLA) 5-FU kemoterapötik direncinde rol alan genlerin ekspresyonu üzerine olası 

etkileri ile apoptoz süreci ve hücre döngüsü üzerine olan etkileri araĢtırılarak leptinin 

PK 5-FU yanıtındaki rolünün direnç mekanizmalarında yer alan genler üzerinden 

açıklanması hedeflenmiĢtir.  

5-FU, Leptin ve leptin inhibitörlerinin kombine kullanımlarının 5-FU yanıtını 

nasıl etkilediklerine iliĢkin veri bulunmamaktadır. Leptin ve leptin inhibitörü SHLA’nın 

5-FU direncindeki etkisinin ortaya çıkarılması; 5-FU tedavisi öncesinde kullanılabilecek 

biyobelirteç/lerin tanımlanmasına, PK tedavisi için yeni hedef yolak/yolakların ortaya 

çıkarılmasına ve tedavi için yeni bir aday yaklaĢımın geliĢtirilmesine katkı sunma 

potansiyeli taĢımaktadır. Bu tez çalıĢmasında, PK’da, 5-FU’e karĢı geliĢen 

kemoterapötik dirençte leptin ve leptin antagosintinin (SHLA) olası rolünün 

araĢtırılması amaçlanmıĢtır.  
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2. GENEL BĠLGĠLER 

Pankreasın Embriyolojik GeliĢimi 2.1. 

Pankreas ilk olarak gebeliğin 5. haftasında ilkel ön bağırsağın (foregut) 

büyümesi olarak ortaya çıkan iki tomurcuktan yani dorsal ve ventral tomurcuklardan 

geliĢir. Ön bağırsağın kaudal parçasından kaynaklanan ve endodermal hücrelerden 

oluĢan bu dorsal ve ventral pankreas tomurcukları mezenter yaprakları arasında geliĢir. 

Dorsal pankreas tomurcuğu daha erken belirir ve ventral tomurcuğun hafif kraniyeline 

doğru geliĢerek dorsal mezenter yaprakları arasında hızla büyür. Ventral pankreas 

tomurcuğu safra kanalının duedonuma girdiği yere yakın geliĢir ve ventral mezenter 

yaprakları arasında hızla büyür. 

Dorsal ve ventral pankreas tomurcukları baĢlangıçta karĢılıklı yönlerde 

uzanırken; gestasyonel 7. hafta itibariyle duodenumun geniĢlemesi, ventral pankreatik 

tomurcuğun duodenumun sağındaki yerleĢiminden dönerek duodenumun sola yanına ve 

arkasına geçmesine ve yer değiĢtirmesine sebep olur. Bu olayla ventral tomurcuk dorsal 

pankreas tomurcuğu ile birleĢir (ġekil 2.1). Böylece ventral tomurcuk, pankreas baĢının 

alt kısmı ve unsinat prosesusu oluĢtururken; dorsal pankreastan, geri kalan pankreas 

kısmı oluĢur (pankreas baĢının üst kısmı, boyun, gövde ve kuyruk).
13, 14

 

 

ġekil 2.1. Pankreasın normal embriyolojik geliĢimini gösterir Ģekil. Ventral pankreas 

tomurcuğu (VP) ve dorsal pankreas tomurcuğu (DP) ile birleĢmesi olayı 
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Fetüslerde organ geliĢimi sırasında, hücrelerin koordineli polarizasyonu ile ilkin 

küçük delikler oluĢur. Bu delikler daha sonra bir ağ örgüsü oluĢturmak üzere birbirine 

bağlanır ve kaynaĢır. Bu sayede kanallar oluĢur. Bu ileri düzey bağlantılı ağ daha sonra 

doğum zamanında ağaçbenzeri bir yapıya dönüĢmüĢ olur.
15

 Pankreasın parankimi, 

pankreas tomurcuklarına ait endodermin oluĢturduğu tübüler bir ağdan geliĢir. Erken 

fetal dönemde, bu tubüllerin (pankreas kanalları taslağı) uçlarının çevresindeki hücre 

kümelerinden pankreatik asinuslar geliĢmeye baĢlar. Pankreas adacıkları, bu tübüllerden 

ayrılan bir grup hücre tarafından oluĢturulur ve asinuslar arasında uzanır. Pankreasın 

bağ dokusu ve interlobüler septası çevre splanik mezenĢiminden geliĢir.
14, 16

 

Pankreas Histolojisi 2.2. 

Pankreas hem hormon hem de sindirim enzimleri salgılayan bir salgı bezidir ve 

gastrointestinal sistemin bir parçasıdır. Pankreasın sindirim enzimleri üreten ve bunu 

bağırsağa kanallar aracılığı ile salgılayan ekzokrin kısmı ile vücutta enerji 

metabolizmasını ve depolanmasını kontrol eden hormonları üreten ve bunu kana 

salgılayan endokrin kısmı bulunmaktadır.
14

 

Ekzokrin bölümü çeĢitli sindirim enzimleri salgılayan, saf seröz bileĢik alveolar 

veya tuboalveolar bir bezdir. Pankreasın ekzokrin iĢlevi, pankreatik asiner hücreler ve 

pankreatik ductal hücreler adlı iki hücre tipi ile yerine getirilir. Pankreas asiner hücresi, 

ekzokrin pankreasın fonksiyonel birimidir. Pankreatik asiner hücreler, günlük gıda 

maddelerinin sindirimi için besinlere cevap olarak enzimlerin sentezlenmesi, 

depolanması ve salgılanmasından sorumludur. Duktal hücreler ise bu enzimleri 

bağırsağa yönlendiren kanalları meydana getirmiĢtir. Aynı zamanda klorür ve 

bikarbonat açısından oldukça zengin bir sıvıyı da kanala salgılar.
17

 

 



 

6 

 

Ekzokrin pankreas, tek tabakalı piramidal asiner hücreler ile kaplı asini adı 

verilen küçük kese benzeri geniĢlemelerden oluĢmuĢtur. Asiner hücreler sitoplazmaları 

granüllü endoplazmik retikulum ve golgi aygıtlarının oluĢturduğu ayrıntılı bir sistemle 

doludur. Az miktarda senroasiner hücreler asinüs lümenini çevreler. Asiner hücrelerden 

farklı olarak, bu hücreler daha zayıf granüllü endoplazmik retikulum ve golgi aygıtı 

sistemleri içerir. Bu hücrelerin en önemli iĢlevi pankreas salgısının elektrolit içeriğini 

değiĢtirmektir. Salgılama ve iyon emilimi süreçleri aktif olduğundan, sentroasiner 

hücreler sitoplazmalarında çok sayıda mitokondri içerir.
18, 19

 Hem duktal hücreler hem 

de asiner hücreler polarize epitel hücrelerdir ve salgılarını kanala apikal membran 

kısmından verirler. Asiner hücrenin komĢu hücrelerle kurduğu sıkı bağlantı ve adherens 

bağlantı türleri vardır. Bunlar sayesinde hem apikal membran bazal membrandan 

ayrılmıĢ olur hem de pankreatik asiner hücre polarize yapısı sağlanmıĢ olur.
20

 

Ekzokrin pankreas üzüm salkımına benzer bir organizasyona sahiptir.  Ekzokrin 

pankreasın iki esas hücre tipi asiner hücre ve duktal hücredir. Asiner hücreler biraraya 

gelip asini adı verilen küçük kese benzeri geniĢlemeleri oluĢturur. Tek bir asini üzüm 

salkımındaki bir üzüm tanesine karĢılık gelir. Bu asiniler bir kanal sistemine bağlanır. 

Bu kanallar duktal hücreler ile döĢelidir. Duktal epitel hücreleri, asinustaki özel bir 

sentroasinar hücre bölgesine uzanır. Pankreatik sıvının enzimatik ve sulu komponenti 

iki ayrı mekanizma ile üretilir. Enzimatik kısmı asiner hücreler tarafından salgılanır, 

sulu komponenti ise sentrosiner hücreler tarafından salgılanır ve devamında duktal 

hücrelerin yüzeyinde bulunan iyon transport sistemleri ile modifiye edilir. 

Asiner hücreler aktif olarak enzim yapımı ile görevli olduğundan dolayı 

oluĢturulan sindirim enzimleri zimojen granüllerde sekresyonun uyarılmasını 

tetikleyecek bir uyarı gelinceye kadar saklanır. Özetle asiner hücreler sindirim enzimleri 

sentezler, depolar ve kanal sistemi ile bağlantılı olan lümene salgılayacak Ģekilde 
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özelleĢmiĢlerdir. Asiner hücreler sindirim enzimlerini kanla salgılanmasını düzenleyen 

hormon reseptörleri ve nörotransmitter reseptörlerine sahiptir.
21

  

Ekzokrin pankreas için öneli olan diğer iki hücre tipi sentroasiner hücre ve stellat 

hücredir. Sentroasiner hücreler salgı yapan asinuslar ile iliĢkili olduğu duktal epitelinin 

birleĢim yerlerinde konumlanmıĢtır. Memeli sistemleri ve zebra balığı üzerinde yapılan 

çalıĢmalar bu hücrelerin diğer sentroasiner hücreler bunun yanı sıra komĢu asiner 

hücrelerle ve adacık hücre tipleriyle belirgin temas sağlayan uzun sitoplazmik 

çıkıntılara sahip olduğunu göstermiĢtir. EĢsiz konumlarına ve morfolojilerine ek olarak, 

birçok çalıĢmada eriĢkin pankreasta sentroasinar hücrelerinin multipotent progenitör 

hücre adayı olabileceğine dikkat çekilmiĢtir.
22, 23

 Sentroasiner hücreler, bikarbonat 

salgılayarak kanalın distal kısmındaki içeriği düzenlemede iĢlev görür ve sıvı akıĢı için 

lümeni açık tutar. Sentroasiner hücrelerin birbirlerine bitiĢik ve hassas yerleĢimi ve 

duktal lümeni oluĢturma yeteneği hala yeterince anlaĢılamamıĢtır. Tüm omurgalılarda 

duktal hücrelerin özelleĢmiĢ bir topluluğu olan bu hücreler hem endokrin hem de 

ekzokrin pankreasın rejenerasyonu için potansiyel hedeftirler. Sentroasiner hücrelerinde 

aktif olan sinyal yolakları, gen ekspresyonları gibi karakteristiklerin zebrabalığı ve 

farede pankreatik rejenerasyona katkı sağladığı gösterilmiĢtir. Fakat memelilerde ise 

pankreasta belirli yaralanma koĢullarında faaliyete geçebilecek benzer karakteristiklerin 

sentroasiner hücrelere progenitör bir kapasite sağlayıp sağlamadığı henüz belli 

değildir.
24, 25

 

Pankreatik stellat hücreler (PaSH), pankreasın kütlesinin yalnızca %4’ünü 

oluĢturmaktadır. Stellat hücreyi ilk kez 1876 yılında Alman asıllı araĢtırmacı Karl 

Wilhelm von Kupffer karaciğer dokusunda tanımlamıĢtır. Kupffer, bu hücreleri 

karaciğerde perisinüzoidal aralıktaki yıldız Ģekilli hücreler (Almanca; Sternzellen) 

olarak tasvir etmiĢtir. Benzer hücreler böbrek ve akciğerde de bulunmuĢtur. 
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Pankreas dokusunda da stellat hücrelerin varlığı ilk kez 1982 yılında Japon asıllı 

bilim adamı Watari tarafından elektron mikroskobu ile gösterilmiĢtir.
26, 27

  

Bu hücrelerin keĢfinden çok sonra, 1998 yılında Pankreatik stellat hücreler 

kemirgen ve insan dokusundan izole edilebilmesi ile kültür ortamında araĢtırmalara 

baĢlanabilmiĢtir. Pankreasın iki önemli hastalığı olan kronik pantreatit ve pankreas 

kanseri ile bağıntılı bir histolojik özellik olan pankreatik fibrozis tablosunun 

oluĢmasında, stellat hücrelerin önemli bir rol oynadığı bugün bilinmektedir. Genel 

olarak fibrozis, ektrasellüler matriks proteinlerinin (özellikle fibrillar kollajenlerin) 

yapım ve yıkımı arasındaki dengenin bozulması ve ortamda birikmesi olarak tanımlanır. 

PaSH de bu ekstrasellüler matriks proteinlerini sentezleme ve salgılama yeteneğine 

ayrıca bunların çoğalmaları ve göçleri üzerinde etkiye sahiptir. Buna ilave olarak, 

PaSH’ler ekstrasellüler proteinler üzerinde etkili yıkım enzimleri de sentezlemektedir. 

Pankreatik hasar sırasında stellat hücreler sessiz olarak tanımlanan durumlarından 

çıkarak aktif hale gelirler. Faaliyetleri belirgin derecede artmıĢ olup yeni durumlarında 

yapım ve yıkım arasındaki denge ciddi derecede bozulur. Yapım lehine artan bu 

değiĢim sonucu aĢırı miktarda ekstrasellüler protein sentezlenir neticede patolojik 

fibrozise neden olur.
27, 28

 

PaSH’ler pankreatik hasar sonrasında aktive olabildikleri gibi bunun yanı sıra 

pankreatik kanser hücreleri tarafından da aktif hale getirilirler. Kanser hücreleri ile 

PaSH’lerin karĢılıklı iletiĢim halinde olmaları sonucunda tümör mikro çevresi Ģekillenir 

ve tümörün büyümesine elveriĢli bir mikro ortam oluĢur. Pankreatik kanserde geliĢen 

kemoresistansta da PaSH’lerin rolü vardır. GeliĢen fibrozis tümör mikro çevresini 

hipoksik hale getirdiği için doğrudan kanser hücresinin kemorezistansını destekler. 

Aynı zamanda fibrozis kanser hücrelerine etkili ilaç perfüzyonunu bozarak dolaylı 

yoldan da kemorezistansı arttırır.
29,30
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Paul Langerhans, 1869 yılında sunduğu ―Pankreasın mikroskobik anatomisine 

katkılar‖ baĢlıklı tezinde, pankreasta çevre dokulardan farklı boyanan hücre 

topluluklarının varlığını keĢfetmiĢtir. Aynı çalıĢmada, adacıklara ek olarak Langerhans, 

ilk kez ekzokrin pankreasın iğ Ģeklindeki sentroasinar hücrelerini de tanımlamıĢtır. 

Langerhans gözleminin insan vücudunun temel iĢlevini ve patolojideki açısından ne 

kadar önemli olacağını bilmiyordu. Sadece bu olağandıĢı yapıların lenf bezleri 

olabileceğini ileri sürmüĢtür.
31

 1893 yılında Fransız patolog GustaveEduard Laguesse 

(1861-1927) pankreastaki bu hücre topluluklarına, Langerhans’ı onurlandırmak için, 

―Langerhans adacıkları‖ adını verdi. Ayrıca, Laguesse bu adacıkların kan glukoz 

seviyelerini kontrol eden maddeler içerebileceğini öne sürmüĢtür. 1909 yılında, 

Belçikalı Doktor Jean de Mayer, Langerhans adacıkları tarafından üretildiği varsayılan 

maddeyi ―insülin‖ olarak adlandırmıĢtır.
32,33

 

Endokrin pankreasındaki hücreler, pankreatik hücre kümeleri halinde 

(Langerhans adaları) organize olmuĢlardır. Langerhans adacıkları pankreas hacminin 

yaklaĢık %1-2’sini oluĢturur. Bu bölüm tipik endokrin sekresyon yapan doku örneği 

gösterir. Hormon sentezleyen hücre grupları ve hormonun direk olarak kan dolaĢımına 

verilmesini sağlayan pencereli kan kapillerlerinden oluĢur. Endokrin hücre adacıkları 

sinüzoid kapillerlerden zengindir. Bu bölümden baĢlıca, kan glikoz seviyesini 

düzenleyen insülin ve glukagon salgılanır.
18

 

Adacıkların çoğu (Langerhans adacıkları) ebat olarak büyük farklılıklar gösterir. 

Ġnsanda ortalama boyutları 100-150 mikrometre arasında olup adacıkların %70’i 50 

mikrometre ile 250 mikrometre arasında ebatlara sahiptir. Daha küçük adacıklar asinar 

lobüller arasına dağılmıĢ ve çok daha geniĢ olanları pankreasın ana ve interlobular 
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kanalları boyunca yerleĢmiĢtir. YetiĢkin bir insanda adacıkların sayısı 500 000- 1 000 

000 arasında değiĢirken daha küçük canlılarda bu sayı çok daha azdır.  

Adacıklara ilave olarak izole adacık hücreleri asinar lobüller arasına dağılmıĢ 

halde veya kanallarla iliĢkili halde bulunabilir.
14

 

Adacıklar içinde, insülini salgılayan β-hücreleri, en yoğun hücre tipidir ve 

adacıklar içindeki hücrelerin yaklaĢık %70'ini oluĢturur. Bu hücrelerin insülin içeriği 

kan glikoz seviyesini düĢürücü etki gösterir. Alfa hücrelerinin adacıkta bulunma oranı 

yaklaĢık %15-20’dir. Alfa hücrelerinden salgılanan glukagon, kan glikoz seviyesini 

düzeltir. %5-10 oranında bulunan D hücrelerinden salınan somatostatin genellikle 

inhibitör etkili bir hormondur.  Bu hücreler dıĢında adacıkta az sayıda PP (F) hücresi, 

D-1 hücresi ve EC hücresi izole edilmiĢtir. PP hücrelerinden salınan pankretik 

polipeptid mide esas hücrelerini uyarır, safra sekresyonu ve bağırsak motilitesini arttırır. 

D-1 hücrelerinden salınan VIP, glukogon etkisine sahiptir. Ayrıca bağırsakların 

sekretuar aktivitesini ve motilitesini artırır. EC hücreleri sekretin, motilin ve subtans P 

salgılarlar. Sekretin pankreastan enzim sekresyonunu uyarır, motilin mide ve bağırsak 

motilitesini arttırır, substans P ise bir nörotransmitterdir.
17

 

Pankreas Anatomisi  2.3. 

Milattan Önce 3. yüzyılda kadavra üzerinde diseksiyon yapılma yasağı 

kaldırılması üzerine Herophilus sistematik olarak kadavra inceleme çalıĢmalarına 

baĢlamıĢ ve 30 yılını bu konu üzerinde çalıĢmaya adamıĢtır. Ġskenderiye tıp okulundaki 

kadavra çalıĢmaları sonucu anatomiye olan büyük katkılarından dolayı ―Anatominin 

Kurucusu‖ olarak kabul edilen Herophilus pankreasın tanımını ilk kez yapmıĢtır. 
34

 

Efesli Rufus’un (MS 100’üncü yıllarda) yazdığı ―Ġnsan Vücut Kısımlarının Adları‖ 

eserinde, Herophilos’ un kadavra incelemelerinde betimlediği organı, kemik ve kıkırdak 
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yapısı bulundurmadığı için ―pankreas‖ (Yunanca; pan (tüm) ve kreas (et)) olarak 

adlandırılmıĢtır.
35, 36

 

Pankreas sekonder retroperitoneal bir organdır. Gri-pembe renkli ve lobuler 

yapıda olup, uzunluğu ortalama 15 cm (12-18 cm), kalınlığı 2-3 cm, ağırlığı 70-110 

g’dır. Pankreas, bursa omentalis, mide ve colon transversumun arkasında yer alır. L1-L2 

vertebralar seviyesindedir. Duodenumun oluĢturduğu kavsin içinden solda dalağa kadar 

transvers olarak uzanır. Regio epigastrica ve regio hypochondriaca sinistra’da yer tutar. 

Caput (baĢ), collum (boyun), corpus (gövde) ve cauda (kuyruk) olmak üzere dört 

kısımdan oluĢan bir organdır. Ayrıca prosessus unsinatus adlı bir de aksesuar lobu da 

bulunmaktadır. Caput pancreatis, duodenumun Ģekil olarak C harfine benzeyen kavsinin 

içinde konumlanmıĢ ve çevresi de duodenum kavsine uyacak Ģekildedir. Caput 

pancreatis, pankreasın en geniĢ bölümüdür. Lumbal ikinci vertebranın hemen sağında 

yer alır.  Collum pancreatis, caput pancreatis ile corpus pancreatis bölümleri arasında 

yer alır. Uzunluğu 2-2.5 cm olup pankreasın en kısa ve en dar bölümünü oluĢturur. 

Corpus pancreatis, L1 ve L2 vertebralar hizasında, vücut orta hattının sol ve yukarısında 

yer alan parça olup, prizmaya benzer yapıdadır. Cauda pancreatis ise Corpus 

pancreatis’in sol tarafa devamı Ģeklindedir. Tamamen periton ile kaplıdır.
37

 

Ana pankeas kanalı (duktus pankreatikus major) ilk olarak Johan Georg Wirsung 

(1589-1643) tarafından 1942 yılında tanımlanmıĢtır. Bu kanal Wirsung kanalı olarak da 

isimlendirilir. Farklı anatomistler aksesuar pankreas kanalından eserlerinde bahsetmiĢ 

fakat bunu anatomik bir varyasyon olarak tanımlamıĢlardır. Giovanni Domestico 

Santorini (1681-1737) aksesuar pankreas kanalını ayrı bir yapı olarak değerlendirmesi 

sebebi ile bu ikinci kanalı tanımlayan kiĢi olarak kabul edilmektedir. Ġkinci bir pankreas 

kanlının yeniden keĢfi nedeniyle bu kanala Santorini kanalı denilmektedir. 
35
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Ana (duktus pankreatikus major, wirsung kanalı) ve aksesuar (duktus 

pankreatikus assesorius, Santorini kanalı) pankreas kanalları genellikle birbiri ile 

bağlantılıdır.  

Bu iki kanalın varlığı embriyolojik olarak pankreasın ventral ve dorsal çıkıntıdan 

meydana geldiğini gösterir.
38

 

Pankreas ekzokrin salgısını duktus pankreatikus major ve duktus pankreatikus 

assesorius kanalları vasıtası ile duodenuma boĢaltır. Duktus pankreatikus, cauda 

pancreatis’den baĢlar ve pankreasın arka yüzüne daha yakın seviyede seyrederek caput 

pankreatis’e kadar gelir. Caput pankreatisin alt parçası ve prosessus unsinatus hariç, 

pankreasın büyük bir bölümünün ekzokrin salgısını taĢır. Karaciğerden çıkan duktus 

hepatikus kommunis aĢağıya doğru inerken safra kesesinden gelen duktus sistikus ile 

birleĢir. Böylece duktus koledokhus [biliaris] oluĢur. Duktus pankreatikus major, safra 

kanalı ile birlikte duodenuma açılır. Duktus panraticus major ve duktus koledokus 

birlikte, duodenumun ikinci parçasının duvarını arka ve içten deler. Ġki kanal birleĢerek 

bir ĢiĢkinlik olan ampulla Vater’i (ampulla hepatopanreatica) meydana getirir. 

ġiĢkinliğin ucu tekrar daralır ve papilla duodeni major’un tepesine açılırak duodenuma 

giriĢ yapar. Ductus pankreatikus son bölümü ile duktus koledokhusun son bölümleri 

çevresinde birer sfinkter bulunur. Ayrıca ampulla hepatopancreaticanın da etrafında bir 

düz kas halkası olan ve m. Sphincter ampullae (Oddi) denilen üçüncü bir sfinkter 

bulunur. Duktus pankreatikus accessorius kanalı tüm pankreas boyunca uzanmaz sadece 

caput pankreatiste bulunur. Prosessus unsinatus ve caput pankreatikusun alt bölümünü 

drene eder ve papilla duodeni minor’un tepesine açılarak duodenum’a giriĢ yapar. 

Papilla duodeni minör, papilla duodeni majordan 2 cm yukarıda bulunur. Pankreasın her 

iki kanalının çeĢitli anatomik varyasyonları olabilir. Bazı kiĢilerde esas drenaj iĢini 

Santorini kanalı üstlenebilir veya ana kanala zarar geldiğinde bu görevi aksesuar kanal 
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üstlenebilir. Santorini kanalının embriyolojik dönemde hiç geliĢmediği ve organda hiç 

mevcut olmadığı durumlar da vardır.
38-40

 

 

2.3.1.  Pankreasın Kan Desteği  

Pankreas kan desteğini çölyak ve süperiyor mezenterik arterden alır. Caput 

pankreatikus ve unsinat prosesus gastroduodenal arterden (hepatic arterin bir dalı) gelen 

süperiyor pankreatikoduodenal dallardan ve süperiyor mezenterik arterden gelen 

inferiyor pankreatikoduodenal dallardan kan desteği alır. Bezin geri kalan kısmı splenik 

arterin dallarıyla beslenir. Pankreasın venöz drenajı portal sisteme geçer. Bezin baĢ 

kısmından gelen superiyor ve inferiyor pankreatikoduodenal venler sırasıyla, portal ven 

ve superiyor mezenterik vene geçer. Bezin geri kalanından gelen venler splenik vende 

sonlanır.
41

 

2.3.2.  Pankreasın Otonomik Ġnervasyonları  

Pankreas ekstrensek ve intrinsik innervasyona sahiptir. Ekstrinik innervasyon, 

dorsal kök gangliyonlarından çıkan duyu siniri liflerini ve sempatik zincirin 

gangliyonlarından çıkan sempatik sinir liflerini taĢıyan vagus siniri ve splenik sinirden 

kaynaklanır. Çölyak turunkusta bir araya geldikten sonra, ekstrinsik lifler pankreasa ana 

pankreas damarları boyunca seyrederek giriĢ yaparlar. Vagus sinirinin lifleri ya 

doğrudan pankreasa girer ya da bir kısmı çölyak trunkustan geçerek son olarak sinaps 

yapacakları organ içindeki intrinsik gangliona giderler. Ġntrinsik inervasyon, sıklıkla 

Langerhans adacıklarında yerleĢik olan intrapankreatik ganglionlarda meydana gelir.
13

 

Parasempatik sinirler n. vagus’tan, sempatik sinirler T9-T10’dan gelir. 

Parasempatik ve sempatik sinir lifleri, pleksus çölyakus (coeliacus) ve pleksus 

mesenterikus superiordan çıkan liflerdir. Damarlarına (vasomotor) da sadece sempatik 

uyartı gider.
39
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Pankreas, plexus coeliacus’tan ayrılan sempatik ve parasempatik sinir lifleri 

tarafından innerve edilir. Sinir lifleri damarlar ile birlikte pankreasa gelir. Parasempatik 

etki pankreas ekzokrin salgısını arttırırken, sempatik etki azaltır.  

Parasempatik etki Langerhans adacıklarında bulunan beta hücreleri uyararak 

insülin salgılatırken, sempatik etki glukagon salgılatır. Pankreas’ın salgı yapmasında 

kısmen hormonların da etkisi vardır. Pankreatik sıvının salgılanmasında sinir olarak n. 

vagus, hormon olarak duodenum’da bulunan sekretin ve kolesistokinin hormonları 

sorumludur.
37

 

Pankreas Fizyolojisi 2.4. 

Pankreas hem ekzokrin hem de endokrin olarak iki ayrı iĢleve sahiptir. Endokrin 

hücreler, duktal sistemin yakınında yerleĢik Langerhans adacıklarında bulunur ve 

ürettiği hormonları kan dolaĢımına salgılayarak glukoz homeostazını düzenler. 

Pankreasın ekzokrin kısmının faaliyeti ise içeriğinde sindirim için önemli olan sindirim 

enzimleri, iyonlar ve su bulunan pankreatik sıvıyı gastrointestinal kanalın ince bağırsak 

kısmına salgılamaktır. 

Ekzokrin pankreasın iĢlevini yerine getiren esas iki hücre asiner hücre ve duktal 

hücrelerdir. Asiner hücreler, sindirim enzimlerini sentezler ve onları kanallara 

salgılayarak duodenuma iletirler. Kanalları oluĢturan küçük duktal kanalları döĢeyen 

duktal epitel hücreler, bikarbonat, su ve kanalları koruyan mukus salgılar. Kanal 

sekresyonlarının temel pH'ı, sindirim enzimlerini duodenuma eriĢinceye kadar inaktif 

halde tutar. Ayrıca, pankreas sıvısının enzimler yanında önemli diğer iki bileĢeni olan 

bikarbonat ve su, mideden duedonuma boĢalan kimustaki asidi nötralize etmektedir. Bu 

mekanizma, pankreas enzimlerinin çalıĢması için duodenumun ortam pH’sının nötral 

pH’ya yakın olması gerektiğinden önemlidir.
15
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Pankreatik sıvı % 99.5 oranında su ve % 0.5 oranında solitler ihtiva eder. Solitler 

organik ve inorganik maddelerden oluĢur. Salgılanan pankreatik sıvı hacmi günlük 

olarak yaklaĢık 1500 ml civarında değiĢirken özgül ağırlığı ise 1.010 ile 1.018’dir. 

Pankreas uyarıldığı zaman bikarbonat iyon konsantrasyonu plazmadaki seviyesinin (24 

mEq/L) yaklaĢık 5 katına ulaĢır ve pankreas sıvısında pH= 8.2, en fazla bikarbonat 

konsantrasyonu ise 140 mEq/L’dir. Bikarbonatın yüksek oluĢu pankreatik sıvıyı alkali 

yapar. Safra ve bağırsak sıvıları da alkalidir ve bu üç salgı mide asidini nötralize ederek 

duodenum içeriğinin pH’sını 6.0’dan 7.0’a yükseltir.
42, 43

 

Su ve Na, K, Cl ve bikarbonat iyonları pankreatik sıvının esas inorganik 

bileĢenleridir. Bir öğün sırasında bu bileĢenler ve bunların akıĢı asiner hücrelerden 

salgılanan pankreatik enzimlerin lümene taĢınması için gereklidir.  Su ve iyon 

sekresyonu sadece kimüs içeriğini nötralize etmek için değil asiner hücrelerden 

salgılanan pankreatik enzimlerin kanal içerinde akıĢı için de gereklidir. Su ve iyon 

sekresyonundaki meydana gelebilecek bozukluklar salgıların daha az alkali, daha 

yapıĢkan ve koyu özellikte olmasına ve pankreas kanallarının yoğun-yapıĢkan salgıyla 

tıkanmasına neden olur.
44, 45

 

Pankreas salgısı bikarbonat ve su içeriğinin yanısıra üç ana tip besinin sindirimi 

için gerekli enzimleri de içerir. Bu besinler, proteinler, karbonhidratlar ve yağlardır. 

Proteinleri sindiren enzimler arasında en önemlileri, tripsin, kimotripsin ve 

karboksipolipeptidazdır.
46

 Bunlar içinde en fazla bulunanı tripsindir. Karbonhidratlara 

etkili pankreas enzimi esas olarak pankreatik amizlazdır. Bu da niĢasta, glikojen ve 

diğer karbonhidratların birçoğunu (selüloz hariç) çoğunlukla disakkaritler ve az 

miktarda trisakkaritler oluĢturmak üzere hidrolize eder. Yağ sindirimin baĢlıca 

enzimleri ise; 1) pankreas lipazı, nötral yağları yağ asitleri ve monogliseritlere parçalar 
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2) kolesterol esteraz, kolesterol esterlerini parçalar ve 3) fosfolipaz, fosfolipitlerden yağ 

asitlerini ayırır.
43, 47

  

Tükrük bezleri, mide ve sindirim kanalının epitel yüzeyinden de salgılanan 

sindirim enzimleri de besinlerin sindirimine katkı sağlar. Bununla birlikte, ekzokrin 

pankreas besinlerin sindirilmesi olayının büyük kısmı için gereklidir ve yokluğunda 

yetersiz beslenmeyle sonuçlanan önemli bir sindirim kaybı vardır.
48

 

 Pancreas sıvısının salgılanmasındaki yetersizlik esas olarak yağ 

malabsorbsiyonuna (steatore), yağda eriyen vitaminlerin malabsorbsiyonuna ve kilo 

kaybına yol açar. Pankreatik lipaz yağ sindirimi için zorunlu olduğundan, yokluğu 

steatoreye (yağlı, hacimli, açık renkli dıĢkı) yol açar. Diğer yandan pankreatik amilaz ve 

tripsin karbonhidrat ve protein sindirimi için önemli olsa da gastrik ve intestinal sıvıdaki 

diğer enzimler bunların yokluğunu genellikle kapatırlar. Bu nedenle pancreas 

yetmezliği olan hastalar nadiren karbonhidrat ve protein (nitrojen kaybı) maldigestionu 

gösterir. Ekzokrin fonksiyonların bozulması kendini pancreas yetmezliği ile gösterir. 

Çocuklarda kistik fibrosiste, akut pankreatitin bazı durumlarında, kronik pankreatitin 

sıklıkla ileryen dönemlerinde, pankreas rezeksiyonu ve pancreas karsinomasının bazı 

olgularında pankreatik ekzokrin yetmezlik geliĢebilir.
49

 

Pankreas Kanseri 2.5. 

Uluslarası Kanser Ajansı [International Agency for Research on Cancer (IARC)] 

tarafından yayınlanan GLOBOCAN 2018 raporunda dünya genelinde 2018 yılında 18.1 

milyon yeni kanser vakası (nonmelanom cilt kanseri hariç tutulduğunda 17 milyon kiĢi) 

ve 9.6 milyon kansere bağlı ölüm (nonmelanom cilt kanseri hariç tutulduğunda 9.5 

milyon kansere bağlı ölüm) olacağı öngörülmektedir. Erkeklerde öngörülen kanser 

vakası (9.5 milyon) kadınlardakine göre (8.6 milyon) daha fazladır. Aynı Ģekilde 

erkeklerde öngörülen kansere bağlı ölüm (5.5 milyon) kadınlardakine göre (4.2 milyon) 
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daha fazladır. Pankreas kanseri için dünya genelinde 2018 yılında 458.918 yeni kanser 

vakası ve 432.242 kansere bağlı ölüm vakası olacağı öngörülmektedir.
50

 

Türkiye Ġstatistik Kurumu (TÜĠK), 2017 yılı ölüm nedeni istatistiklerine göre 

ülkemizde ölüm vakalarının %39.7’sini oluĢturan dolaĢım sistemi hastalıkları ilk 

sıradayken bunu %19.6 ile iyi ve kötü huylu tümörler, %12 ile solunum sistemi 

hastalıkları izlemiĢtir. Kötü huylu tümörlere dayalı gerçekleĢen ölün sayısı 2017 yılında 

31.024 kiĢidir. Ölüm nedeni istatistikleri yaĢ gruplarına göre incelendiğinde; iyi ve kötü 

huylu tümörlerin ise en fazla (22 bin 982 kiĢi) 65-74 yaĢ grubunda olduğu görülmüĢtür. 

Pankreasın kötü huylu tümörü nedeniyle 2017 yılında 4920 ölüm vakası görülmüĢ ve 

kötü huylu tümörler nedeni ile gerçekleĢen tüm ölümler içinde % 6 lık bir oranla yerini 

almıĢtır.
51

 

2015 yılına ait Türkiye BirleĢik Veri tabanına göre yaĢ aralığına ve cinsiyete 

göre ilk ve en sık görülen ilk on kanser türü belirlenmiĢtir. Pankreas kanserinin görülme 

oranları erkeklerde 50-69 yaĢ aralığında % 2.4’lik bir oranla ilk on kanser arasında 

dokuzuncu sırada iken kadınlarda aynı yaĢ aralığında bu oran % 2.0 ile onuncu 

sıradadır. 70 yaĢ ve üzerinde erkeklerde pankreas kanseri % 2.1 oranla ilk on kanser 

arasında sekizinci sırada iken kadınlarda % 3.7 ile beĢinci sırada görülmektedir.
52

 

Pankreas kanserinin görülme sıklığı ve mortalite oranları geliĢmiĢ ülkelerde daha 

fazladır. Pankreas kanseri için tahmini 5 yıllık sağkalım oranı yaklaĢık % 5'tir. Sigara 

içme, pozitif aile öyküsü ve genetik, diabetes mellitus, obezite, diyet faktörleri, alkol 

kullanımı, fiziksel hareketsizlik gibi belirli risk faktörleri tanımlanmıĢ olmasına rağmen, 

pankreas kanserinin nedenleri hala yeterince bilinmemektedir.
53

 

Pankreas kanseri tanısında; karsinoembriyojenik antijen (CA) 19-9, CA 72-4, 

CA 50, CA 242 gibi tümör markırları kullanılmaktadır. Pankreas kanserinin erken 

tanısında, tümör lokalizasyonunda, invazyonu saptamada, taramada ve evrelemede; 
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endoskopik ultrasonografi (EUS), magnetik rezonans kolanjiyopankreatografi (MRCP), 

magnetik rezonans (MR), bilgisayarlı tomografi (BT), pozitron emisyon tomografisi 

(PET), biyopsi (perkütan veya endoskopik), endoskopik yaklaĢımlar (pankreatoskopi, 

endoskopik retrograd kolanjiyopankreatografi (ERCP), optikal endomikroskopi, 

intraduktal ultrasonografi (USG), enhanced USG, elastografi gibi değiĢik yöntemler 

kullanılmaktadır.
54

 

2.5.1. Pankreas Kanserlerinin Terminolojisi ve Sınıflandırılması  

Literatürde pankreasın endokrin neoplazilerinin isimlendirilmesine iliĢkin ciddi 

karıĢıklıklar vardır. 19. yy baĢlarında klinik vakalar ve otopsilerden rapor edilen ve 

dönemin imkânları doğrultusunda yapılan incelermeler sonucu bu lezyonların 

Langerhans adacıklarındaki hücrelerden kaynaklandıkları inancıyla ―basit adacık 

hücresi tümörleri‖ (simple cell adenoma) olarak tanımlanmıĢtır.
36

 

Daha sonra elde edilen bulgular ıĢığında bunların duktal epitelde yer alan 

pluripotent hücrelerden köken alabileceği öne sürüldüğü zaman ―adacık hücre 

tümörleri‖ terimi yerine ―pankreatik endokrin tümörleri’ terimi tercih edilmeye 

baĢlanmıĢtır. 

Bu tümörlerin difüz nöroendokrin sisteminin parçası olan hücrelerden 

kaynaklanabileceği düĢüncesiyle ―pankreas nöroendokrin tümörleri‖ terimi de 

önerilmiĢtir.
58

 

Gastroenteropankreatik nöroendokrin tümörler (GEP-NET) için Dünya Sağlık 

Örgütü (DSÖ) 2010 yılı sınıflandırma sistemi de bu tümörleri tanımlamak için 

―nöroendokrin‖ teriminin kullanılmasını önermiĢtir. 

Pankreasın nöroendokrin neoplazilerinin adlandırılmasındaki karıĢıklık, sadece 

hücrelerin kökenine iliĢkin belirsizlikten değil, aynı zamanda klinik davranıĢlarındaki 

çeĢitlilikten de kaynaklanmaktadır. Yaygın olarak kullanılan ve büyüme anlamında olan 
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―tümör‖ teriminin kullanımı üzerine de bir anlaĢmazlık vardır. Kimileri, bu lezyonların 

aslında doğada neoplastik olduğuna iĢaret ederek ―pankreas endokrin / nöroendokrin 

neoplazileri‖ terimini önermektedir. Bununla birlikte, kimileri de bu tümörlerin 

neredeyse hepsinin uzun yıllar sonra bile metastaz yapma potansiyeline sahip 

olduklarından malign olduğunu iddia edip bu nedenle de pankreasın tüm endokrin 

tümörleri için ―pankreas endokrin/nöroendokrin karsinomları (PEC/PNEC)‖ terimini 

önermektedir. DSÖ 2010’un GEP-NET’lerin sınıflandırma sistemine göre bu lezyonlar 

için ―pankreas nöroendokrin tümörleri‖ (PNET'ler) terimi kullanılmıĢtır. 

Sınıflandırmada PNEC terimi, yüksek proliferatif oranları olan kötü diferansiye 

tümörleri tanımlamak için ayrılmıĢtır.  

Diğer yanlıĢ bir isim ―karsinoid‖ (kanser benzeri) terimidir. Bu terim ilk olarak 

1907'de Oberndorfer tarafından ortaya atılmıĢ ve farklı tanımlamalar için 

kullanılagelmiĢtir. Karsinoidler arasında biyolojik ve morfolojik heterojenitenin çok 

fazla oluĢu DSÖ’nün GI/PNET’in 2000/2004 sınıflandırmasında NET ve NEC 

terimlerinin kullanımını ihityacını doğurmuĢ bununla birlikte karsinoid terimi 

sınıflamada içinde kalarak iyi farklılaĢmıĢ gastroenteric NET’lerin eĢanlamlısı olarak 

kullanılmıĢtır.  DSÖ’nün 2010 GEP-NET sınıflaması, DSÖ 2004 sınıflandırmasındaki 

―iyi farklılaĢtırılmıĢ NET‖ e karĢılık gelen NET'leri (grade 1) tanımlamak için karsinoid 

terimini korumuĢtur. Bununla birlikte, PNET'ler arasında karsinoid teriminin kullanımı, 

serotonin salgılayan (tüm serotonin üreten NET'lerin %1'inden daha azını temsil eden) 

ve ―karsinoid sendromuna‖ neden olan PNET’ler için kullanımı sınırlanmıĢtır.
59, 60
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2.5.2. Pankreasın Ekzokrin Tümörleri 

Pankreasın ekzokrin dokusunda görülen tümörlerin Dünya Sağlık Örgütü 

tarafından yapılan histopatolojik sınıflandırılması Tablo 2.1’de verilmiĢtir.
55

  

Tablo 2.1. Ekzokrin pankreas tümörlerinin histolojik sınıflandırılması 

 

EPĠTELYAL  

Bening  

Seröz kistadenom 

Musinöz kistadenom 

Ġntraduktal papiller-müsinöz 

kistadenom 

Matüre teratom 

Borderline 

(Kesin olmayan malinite potansiyeli) 

Müsinöz kistik neoplazi-orta derece 

displazi 

Ġntraduktal papiller-müsinöz neoplazi-

orta derecede displazi 

Solid-psödopapiller neoplazi 

 

Malign 

Duktal adenokarsinom 

Müsinöz nonkistik karsinom 

TaĢlı yüzük hücreli karsinom 

Adenoskuamöz hücreli karsinom 

Andiferansiye (anaplastik) karsinom 

Osteoklast benzeri dev hücreli 

andiferansiye karsinom 

Mikst duktal-endokrin karsinom 

Seröz kistadenokarsinom 

Müsinöz kistadenokarsinom 

-Non-invaziv 

-Ġnvaziv 

Ġntraduktal papiller-müsinöz karsinom 

-Non-invaziv 

-Ġnvaziv 

Asiner hücreli karsinom 

Asiner hücreli kistadenokarsinom 

Mikst asiner-endokrin karsinom 

Pankreatoblastom 

Solid psödopapiller karsinom 

NON-EPĠTELYAL TÜMÖRLER 

SEKONDER TÜMÖRLER 
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2.5.3. Pankreasın Endokrin Tümörleri 

Nöroendokrin tümör bilindiği üzere nöral ve endokrin yapılarda ortaya çıkan 

geniĢ bir neoplazi ailesinin bütününü ifade eden kapsayıcı bir tanımıdır. Bu 

neoplazilerin yerleĢimleri sinir pleksusları ve ekstraadrenal paraganlglialarını 

(paraganglioma); tiroid, paratroid ve adrenal bezler gibi saf endokrin organları 

(sırasıyla, medüller tiroid karsinomu, paratiroid adenomları veya karsinomlar ve 

feokromositoma); ve çeĢitli organlardaki difüz endokrin sistem diye ifade edilen 

sistemin özelleĢmiĢ yapı ve elemanlarını (adacık hücre tümörleri, karsinoidler, büyük 

hücreli ve küçük hücreli karsinomalar) kapsamaktadır.
56

 

Pankreatik nöroendokrin tümörler (PNET) pankreasta ortaya çıkan bir grup 

endokrin tümördür ve nöroendokrin tümörler içinde en yaygın olanlardır. Fonksiyonel 

PNET grubu insulinoma, gastrinoma, VIPoma, glukanoma gibi hormonal 

hipersekresyon belirtileri gösteren tümörlerdir (Tablo 2.2). Nonfonksiyonel PNET 

grubu pankreatik nöroendokrin tümörler içinde en geniĢ grubu oluĢturur ve hormonal 

aĢırılığın belirtilerini göstermezler; aksine normal dokuları istila ederek ve metastaz 

yaparak morbidite ve mortaliteye neden olurlar.
57

 

Tablo 2.2. Fonksiyonel pankreatik nöroendokrin tumor sendromları 

Tümör  Semptomlar  

Ġnsulinom

a 

Hipoglisemi 

Gastrino

ma 

Ġleri peptic ülserasyon 

VIPoma Sulu diyare, hipokalemi, aklorhidri  

Glukagon

oma 

Glukoz intoleransı, nekrolitik gezici eritem, 

stomatit/glossit, hipoaminoasidemi Somatost

atinoma 

Hiperglisemi, kolelityazis, steatore, aklorhidri 
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2.5.4. Pankreas Kanserinde Kemoterapi 

PK hastalarının tedavisinde cerrahi, radyoterapi ve kemoterapi 

uygulanabilmektedir.
1
 Ancak PK hastalarına PK’nın karakteristik özellikleri nedeniyle 

(yeri, hücresel özellikleri gibi) geç tanı konulmaktadır
61

 PK hastalarında tanı 

konulduğunda ise lokal olarak ilerlemiĢ olması, cerrahiye uygun olmaması
62

 ve genelde 

metastaz baĢladığından dolayı cerrahi operasyonda da sınırlılıkları vardır. Bu nedenle, 

kemoterapi öncesi cerrahi uygulama hastaların yalnızca %20’den daha azına 

yapılabilmektedir
63

. PK’de cerrahi yaklaĢım yaĢam oranını %5’lerden %20-25’lere 

kadar çıkarmasına rağmen
2
 cerrahi yapılanların büyük çoğunluğunda nüks 

geliĢtiğinden,
64

 cerrrahi yapılsın veya yapılmasın PK hastalarının tedavisinde 

kemoradyoterapi (neoadjuvan)
63

 ya da yalnızca kemoterapötik tedavi 

uygulanmaktadır
65

. Tüm kanserlerde olduğu gibi PK tedavisinde de baĢarı oranı 

birbirinden farklılık gösteren birçok kemoterapötik yaklaĢım vardır.
62, 64, 65

 Ayrıca, PK 

kemoterapisinde baĢarı, pankreasın yapısı, kanser dokusunun mikroçevresi
62

 ile PK’nın 

genetik ve epigenetik açıdan yüksek heterojenitesi
63

 nedeniyle zordur. Bugüne kadar ki 

uygulamalar maalesef güvenilir sonuçlar vermemektedir
63

 ve son yıllardaki artan 

araĢtırmalara ve yeni tedavi protokollerine rağmen baĢarı oranının maalesef değiĢmediği 

bildirilmektedir.
62

 En iyi kemoterapi uygulamalarında bile yaĢam oranı 1 yılı 

geçmemektedir.
64

 

PK tedavisinde kullanılan kemoterapötik ajanlar gemsitabin (Gemcitabine), 

kapesitabin (Capecitabine), erlotinib, sisplatin/oksaliplatin (cisplatin/oxaliplatin), 

taksanlar (taxanes) ve 5-FU olarak özetlenebilir.
1, 63

 

PK tedavisinde ilk kullanılan ajan 5-FU’dur ancak gemsitabinin kullanımının 5-

FU’ya göre yaĢam süresini arttırmasından sonra gemsitabinin monoterapisi ilk 

kemoterapötik yaklaĢım olmuĢtur.
66

 Genel olarak gemsitabin 5–FU’ya göre yaĢam 
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süresi açısından üstünlüğü olmasına rağmen son yıllarda hem gemsitabin hem de 5-FU 

temelli kombinasyon tedavilerinin kullanımı artmıĢtır.
62

 Yıllarca Gemsitabin içeren 

kombinasyon yaklaĢımlarının gemsitabinin tek baĢına uygulanmasına herhangi bir 

üstünlük sağlamaması
62

 baĢka kemoterapötik yaklaĢımların doğmasına neden 

olmuĢtur.
64

 Bir çalıĢmada 5-FU/Lökovorin, irinotekan, oksaliplatin (FOLFIRINOX) 

kombinasyonunun tek baĢına gemsitabin kullanımına göre sağ kalımı arttırdığının 

saptanması gemsitabin kullanımı yerine 5-FU içeren FOLFIRINOX gibi yaklaĢımların 

önemini arttırmıĢtır.
63, 64

 Günümüzde gemsitabinin tek veya baĢka ajanlarla 

kombinasyonu yerine 5-FU içeren kombine kemoterapötik yaklaĢım önerilmektedir.
64

 

Bu tez çalıĢmasında da bu nedenle 5-FU kemoterapötik direncinin araĢtırılması 

amaçlanmıĢtır. 

Kemoterapide, tedavi baĢlangıcında veya sonrasında kemoterapiye karĢı direnç 

geliĢebilmektedir.
1
 Tedavinin baĢlangıcında saptanan kemoterapötik dirence kalıtsal 

ve/veya primer direnç tedavi sürecinde geliĢen direnç ise kazanılmıĢ direnç olarak 

tanımlanmaktadır. Tedavide karĢılaĢılan bu dirençler tedavinin baĢarısını azaltmakta ve 

ortadan kaldırmaktadır. Etkili bir kemoterapötik tedavi için PK biyolojisinin altında 

yatan moleküler mekanizmaların ve biyobelirteçlerin tanımlanması ve bu 

biyobelirteçlerin fonksiyonel etkileĢimlerinin belirlenmesi önemlidir.
62

 Ancak PK 

kanser biyolojisi günümüzde tam olarak açıklanamamıĢtır. PK geliĢimine, 

progresyonuna ve kemoterapötik dirence neden olan unsurları onkogenler, tümör 

baskılayıcı genler, DNA tamirinde rol alan genler ve epigenetik faktörler (miRNA, 

histon asetilasyonu, DNA metilasyonu gibi) mikroçevre, apoptoza direnç ve kullanılan 

ajanın hücresel metabolizmasında rol alan faktörler olarak sınıflandırılabilir.
3, 62, 65, 67

 Bu 

faktörler hücresel mekanizmalar üzerinden gösterildiğinde genel olarak ġekil 2.2’deki 

gibi özetlenebilir.
65

 Bu Ģekilde özetlenen mekanizmalarda yer alan genlerde meydana 
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gelen genetik ve epigenetik değiĢimler kanserin oluĢmasına, geliĢmesine ve 

kemoterapötik dirence neden olabilmektedir. Bu genler içerisinde PK için prognostik 

ve/veya prediktif biyobelirteç özelliği bulunan gen bulunmamaktadır.
65

 PK tedavisinde 

kullanılan kemoterapötik ajana göre direnç genleri ve direnç yolakları 

değiĢebilmektedir. Ancak literatürde PK’da 5-FU kemoterapötik direncinde potansiyel 

hücresel mekanizmaları araĢtıran çok az çalıĢma bulunmaktadır. Bu tez çalıĢmasında 5-

FU kemoterapötik direncinin seçilmesinin nedenlerinden biri de son yıllarda 

kemoteraptik önemi tekrar artan
64

 ancak direnç mekanizması hakkında az ve çeliĢkili 

sonuçları bulunan 5-FU’unun kemoterapötik direncine ait potansiyel mekanizmaların 

açıklanmasına katkı sunmaktır. 

 

 

ġekil 2.2. PK kemoterapötik direncine katkı sağlayan hücresel değiĢimler 

Leptin Hormonu 2.6. 

Friedman 1994 yılında fare obez (ob) genini ve onun insan homoloğunu ilk kez 

pozisyonel klonlama tekniği ile izole etmeyi baĢarmıĢtır. Ob geninin mutasyonu sonucu 
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farede kalıtsal obezite ve diyabetus mellitus geliĢmektedir.  Bu çalıĢmada ob geni 

ürününün adipoz dokuda etkili olup vücut yağ depolarının miktarını düzenlemede rol 

oynayabileceği ileri sürülmüĢtür.
68

 

Friedman 1995 yılında ob geninin ürününü saflaĢtırmıĢ ve bu proteine Yunanca 

leptos kökünden gelen ve ince anlamına gelen ―leptin‖ adını vermiĢtir. Farede ob geni 

mutasyonunda dolaĢımda leptin bulunmamakta ve obezite geliĢmektedir. Friedman bu 

çalıĢmasında rekombinant leptin uygulaması ile bu farelerde kilo kaybı sağlamayı 

baĢarmıĢ ve leptinin ob geninin bir ürünü olduğunu, adipoz dokudan salgılandığını ve 

plazmada bulunduğunu göstermiĢtir.
69

 

Monogenik obezitenin ana nedenleri leptin ve melanokortin yollarının enerji 

homeostazisi üzerine etkileridir. Monogenik obezite tek mutasyon ile obezitenin 

meydana gelmesidir ve genellikle nadir gözlenen ve çocukluk çağında baĢlayan obezite 

çeĢididir. Bazı genlerdeki mutasyonların insandaki obezitenin monogenik formlarına 

yol açtığı bilinmektedir. Bunlar, Leptin (LEP) hormonu kodlayan genler, Leptin 

Reseptörü (LEPR= OBR) kodlayan genler, Proopiomelanokortin (POMC) prohormonu 

kodlayan genler, Prohormon konvertaz 1 (PC1) kodlayan genler, Melanokortin 4 

reseptör (MC4R) kodlayan genlerdir.
70

 

Leptin, esasen beyaz adipoz dokudaki olgun adipositler tarafından üretilen ve 

kahverengi adipoz doku, merkezi sinir sistemi
71

, iskelet kası, plasenta, ovaryum, kemik 

iliği ve mide gibi diğer dokularda daha az miktarda üretilen bir hormondur. 

DolaĢımdaki leptin, beyine geçerek temel olarak gıda alımını, iĢtah davranıĢları ve 

enerji harcamasını düzenlemede çalıĢır.
72

 Bununla birlikte, elde edilen bulgular ıĢığında 

beyin geliĢimi, nörogenez, nöronal koruma, ruh hali ve stres düzenlemesi, üreme ve 

üreme davranıĢları dahil olmak üzere diğer bir çok  nörofizyolojik iĢlevler de leptinle 

iliĢkilendirilmiĢtir.
71
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Leptin fizyolojik olarak gıda alımının düzenlenmesinde önemli bir 

düzenleyicidir.
73

 Leptin antiobezite etkisini baĢlıca enerji alımını azaltarak (iĢtahın 

azaltılarak daha az gıda alınması) ve enerji harcanımını artırarak (sempatik sinir sistemi 

aktivasyonu, termogenezis, artmıĢ oksijen tüketimi) göstermektedir.
74

 Ancak mevcut 

veriler, leptinin öncelikle vücut ağırlığındaki artıĢları sınırlamak yerine vücut 

ağırlığındaki azalmaya karĢı koruma amaçlı çalıĢtığını göstermektedir. Adipoz dokudan 

yağ depolarıyla orantılı olarak salgılanan leptin hormonu, enerji homeostazının 

kontrolünde önemli bir rol oynar. Yağ depoları tükendiğinde, leptin düĢer, iĢtah artıĢına 

ve yağ depolarını önceki seviyelerine döndürmek için azalan enerji harcamasına neden 

olur.
75

 Obezitede ise leptin kendisinden beklenen etkileri gösterememiĢtir. Çünkü 

obezite hipotalamik anatomi ve fizyolojide birtakım değiĢiklikler yaratır. Bu 

değiĢiklikler leptin direncinin potansiyel aracılarını ortaya çıkarır. Bunlar, leptin sinyal 

inhibitörlerinin leptin kaynaklı ekspresyonunu, hipotalamik enflamatuar sinyalleri ve 

gliozis ve endoplazmik retikulum stresini içerir.
75

 

Leptin glukoz homeostasisinde de anahtar bir role sahiptir. Leptinin, esasen 

hipotalamus üzerindeki etkileriyle glukoz homeostazını etkilediği bildirilmiĢ olmasının 

yanı sıra, leptinin periferik eylemleri de söz konusudur. Leptin, doğrudan glukoz 

metabolizmasını etkileyebilir veya iskelet kası, karaciğer ve yağ dokusunda insülinin 

etkileriyle etkileĢime girebilir. Ayrıca, bu periferik dokuların yanı sıra, pankreas β 

hücresi leptin için kilit bir hedeftir. Leptin reseptörleri pankreas β hücresinde bulunur ve 

leptin bu endokrin hücrelerden insülin sekresyonunu doğrudan inhibe eder. Leptinin 

insülin üzerindeki etkileri de uzun vade de ortaya çıkar, çünkü bu hormon insülin geni 

ekspresyonunu da inhibe eder. Ġlave olarak, β hücre kütlesi, proliferasyon, apoptoz veya 

hücre büyüklüğündeki değiĢiklikler yoluyla da leptinden etkilenebilir. β-hücresindeki 

bütün bu farklı fonksiyonlar, bu hormonun endokrin pankreasında aktif hale 
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gelebileceği sinyal yollarının çeĢitliliğinin bir sonucu olarak leptin tarafından tetiklenir. 

Bu nedenle, leptin, pankreas β-hücresi popülasyonunun farklı modülasyon seviyeleri 

nedeniyle glikoz homeostazına katılabilir.
76

 

Leptin bir hormon olmasının yanısıra bir sitokin (adipokin) olarak da iĢlev 

görebilen ve birden fazla etkiyi ortaya çıkarabilen pleyiotropik bir moleküldür. 

Nötrofiller, monositler, lenfositler gibi hemen hemen tüm immün hücreler leptin 

reseptörünü eksprese eder ve bu reseptör klas I sitokin reseptörleri ailesine aittir. Leptin, 

anjiyogenezi, hematopoezi, doğuĢtan ve adaptif bağıĢıklığı düzenler ve 

monosit/makrofajların aktivasyonuna yol açar ve çeĢitli immün hücrelerin apoptozunu 

önler.
10

 

Leptin ve leptin reseptörünün ilk safhada enerji dengesi, metabolizma ve yiyecek 

alınıma cevaben nöroendokrin yanıtların düzenlenmesinde yer aldığı yönünde 

tanımlaması yapılmıĢtır. Daha sonra yapılmıĢ çalıĢmalarla leptinin yara iyileĢmesi, 

anjiyogenez ile kemik kütlesi düzenlenmesinde
77

 önemli olduğu gösterilmiĢtir.
78

 

Leptin reseptörü, sitokin ailesine olan aĢırı benzerliği nedeniyle klas 1 sitokin 

reseptör ailesinden sayılmaktadır. Leptin IL-6 ve IL-11 ile yüksek oranda benzerlik 

gösterirken, leptin reseptörleri de IL-6 ile homoloji göstermektedir. Bilinen leptin 

reseptörlerinin tümü aynı genin varyantlarıdır. Buna göre leptin reseptörleri Ob-Rb 

(Leptin uzun reseptörler) ve Ob-Ra (Leptin kısa reseptörler) olmak üzere iki gruba 

ayrılmıĢtır. Leptin etkilerini merkezi sinir sisteminde yer alan kendine özgü 

reseptörlerine bağlanarak gösterir. Uzun form leptin reseptörü yüksek oranda 

hipotalamusta ve diğer beyin bölgelerinde ifade edilir. Burada enerji homeostasisisini ve 

nöroendokrin fonksiyonları düzenler ve kendisi ana leptin reseptörü olarak kabul edilir. 

Ob-Rb reseptörleri sinyal transdüksiyonu kapasitesine sahiptirler ve en çok 

hipotalamusta (nükleus arkuatus) bulunmalarına rağmen vücudun diğer dokularında da 
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(akciğer, böbrek, karaciğer, iskelet kası, kalp, testis, hematopoetik hücreler, yağ dokusu) 

daha az miktarlarda saptanmıĢlardır. Kısa form leptin reseptörleri ise intrasellüler sinyal 

için gerekli olan segmentlerin tümünü taĢımazlar ve bu nedenle sinyal iletiminde rolleri 

çok azdır veya yoktur. Ob-Ra reseptörlerinin bulunduğu baĢlıca dokular ise böbrek, 

akciğer, pleksus koroideus ve beyin kapillerleridir. Beyin kapillerleri ve pleksus 

koroideus’da Ob-Ra reseptörlerinin bol olarak bulunur.
74,79

 Her ne kadar Ob-Ra bir 

miktar sinyal kapasitesine sahip olabilse de, kısa izoformların iĢlevi, plazmadaki leptin 

bağlanması ve taĢınması, kan-beyin bariyeri boyunca leptin taĢınması veya renal leptin 

klirensi ile iliĢkilendirilmiĢtir.
76

 

Leptin reseptörünün altı isoformu (Ob-Ra, Ob-Rb, Ob-Rc, Ob-Rd, Ob-Re and 

OB-Rf) vardır. Leptin reseptörü enzime bağlı reseptörlerdendir. Bu reseptörlerin 

kendileri enzimatik aktivite göstermez ama ilgili enzimler aracılığıyla sinyal iletir. 

Leptin, reseptörüne (Ob-Rb) bağlandığında reseptörle iliĢkisi olan ve kendisi reseptör 

olmayan bir trozin kinaz olan janus kinaz-2’nin (JAK-2) otofosforilasyonunu ortaya 

çıkarır. Ardından, JAK-2 reseptörün (Ob-Rb) intrasellülar domainin trozin rezidülerini 

fosforiller. Fosforillenen tirozin rezidulerinin çeĢidine bağlı olarak farklı tipte 

intrasellüler yanıtlar tetiklenir.
80

 Hücre içi sinyaller, sinyal dönüştürücü ve 

transkripsiyon aktivatörü (STAT) proteinlerin forilasyonunu da kapsar. Bu da leptinin 

hedef genlerinin transkripsiyonunu aktive ederek protein sentezini baĢlatır. JAK2’nin 

fosforilasyonu, mitojenle aktive olan protein kinazlar (MAPK) ve fosfotidilinozitol 3-

kinaz (PI3K) gibi diğer hücre enzim yolaklarının aktivasyonuna da yol açar. Leptinin 

bazı etkileri bu hücre içi enzimlerin aktivasyonu sonucunda hızlı bir Ģekilde 

gerçekleĢirken, diğer etkileri yeni protein sentezini gerektirir ve daha yavaĢ olarak 

gerçekleĢir.
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) ölçülen serum leptin seviyelerine göre yüksek bulunmuĢ ve 

vücut yağ kütlesi arttıkça serum leptin seviyesinin de arttığı gösterilmiĢtir.
82

 

DolaĢımdaki leptin seviyeleri esas olarak adipoz dokuda depolanan enerji miktarını 

göstermesine ve dolayısıyla obeziteyi yansıtmasına rağmen, insülin seviyeleri ve alkol 

alımı da dolaĢımdaki leptin seviyelerinin artması ile iliĢkilendirilmiĢtir.
83

 Leptin 

hormonu sirkadyen bir ritim ile salgılandığı ve geceyarısı ile sabah erken saatleri 

arasında en yüksek seviyede iken öğlen ve öğleden sonrasına kadar en düĢük 

seviyelerde olduğu gösterilmiĢtir.
84

 

2.6.1. Leptin ve Kanserle ĠliĢkisi 

Obezite ve/veya Tip 2 Diyabet, adipokinler, enflamatuar mediatörler ve 

değiĢtirilmiĢ mikrobiyom dahil olmak üzere, çeĢitli biyokimyasal ve fizyolojik faktörler, 

pankreas kanserinin ilerlemesinde ve farklı moleküler mekanizmalar aracılığı ile de 

metastazında rol oynar.
85

 

Enerji fazlalığının vücutta trigliserit olarak depolamasının yanı sıra adipoz doku, 

çeĢitli organlarda enerji metabolizmasını düzenleyen birtakım faktörler salgılar. 

Adiponektin, leptin, resistin ve ghrelini içeren bu adipokinler, glukoz ve lipit 

metabolizmasında önemli bir rol oynar. Bunlar arasında adiponektin ve leptin en 

önemlileridir ve obezite ile iliĢkili pankreas kanserlerinde çalıĢmaların odak 

noktasıdır.
85

  

ArtmıĢ leptin konsantrasyonu ile pankreas kanseri arasında bir iliĢki vardır.86
  

2.6.2. Süperaktif insan leptin antogonisti (SHLA) 

Leptinin protümörijenik olduğunun bildirilmesi, leptin antagonistlerinin 

geliĢtirilmesi ve bunların kanser tedavisininde kullanılarak yeni bir tedavi yaklaĢımının 

ortaya çıkmasına yol açmıĢtır. Laboratuvar ortamında çeĢitli leptin antagonistleri 
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üretilmiĢtir. Leptin reseptör antagonsitlerine Allo-aca, D-ser, LDFI (Leu-Asp-Phe-Ile), 

leptin peptid reseptör antogonisti [leptin peptide receptor antagonists (LPrA)], 

süperaktif fare leptin antogonisti [superactive mouse leptin antagonist (SMLA)] ve 

süperaktif insan leptin antogonisti [superactive human leptin antagonist (SHLA)] örnek 

verilebilir. SMLA ve SHLA, 23. pozisyonda aspartat amino asidi yerine lösin amino 

asidi getirilerek elde edilmektedir. Bu antagonistlerin OB-R’ye normal leptinden 60 kat 

daha afinitesinin olduğu belirtilmektedir.
12

 Bu tez çalıĢmasında insan kökenli PK hücre 

serileri kullanıldığından leptin antagonisti olarak SHLA seçilmiĢtir. Leptin 

antagonistlerin kemoterapötik yanıta olan cevabına iliĢkin hiçbir çalıĢma 

bulunmamaktadır. 

5-Florourasil 2.7. 

5-FU, birçok kanser tedavisinde kullanılan kemoterapötik bir ajandır.
87

 

Heterosiklik aromatik organik bir bileĢik olan 5-FU’nun 5. Sıradaki karbon atomuna 

florür atomu bağlanmıĢtır ve bu yapısı nedeniyle urasil bazının analoğu olarak görev 

yapmaktadır. 5-FU, urasil bazının analoğu olarak RNA ve DNA’nın yapısına katılarak 

hücresel sitotoksisiteye neden olmaktadır.
87

 

5-FU’nun kanser tedavisinde kullanımında ilaç direnci geliĢebilmektedir. 

GeliĢen ilaç direnci tedavi baĢarısını azaltmakta ve uygulamada birtakım sınırlılıkların 

doğmasına neden olmaktadır. Ġlaç direncinin üstesinden gelmek ve tedavi baĢarısını 

arttırmak için bir takım yeni tedavi yaklaĢımları geliĢtirilmeye çalıĢılmaktadır. 5-FU 

temelli tedavinin baĢarısının arttırılması amacıyla 5-FU’nun anti-tümör ajanları ve diğer 

moleküllerle kombine kullanımını içeren kemoterapötik tedavi yaklaĢımları 

geliĢtirilmeye çalıĢılmaktadır. 5-FU kemoterapötik direncine neden olan genetik 

faktörlerin belirlenmesi direncin üstesinden gelebilmeyi ve/veya direncin prediktif 
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olarak kullanımını sağlayacaktır. Bu amaçla öncelikle 5-FU’un metabolik yolağı ve etki 

mekanizmasının ayrıntılı bir biçimde tanımlanması gerekmektedir. 

2.7.1. 5-FU Etki Metabolizması 

5-FU, urasil gibi hücre membranını kolaylıkla geçerek hücre içerisine girer. 5-

FU, hücre içerisinde 3 ana metabolite dönüĢür. Bunlardan biri Florodeoksiüridin 

monofosfat [(Fluorodeoxyuridine monophosphate (FdUMP)], Fluorodeoksiüridin 

triofosfat [Fluorodeoxyuridine triphosphate (FdUTP)] ve Fluorouridine trifosfat 

[Fluorouridine triphosphate (FUTP)]. Bu ana metabolit RNA sentezini ve Timidilat 

sentaz [(Thymidylate synthase (TS)]’ın fonksiyonunu bozar (ġekil 2.3)
88

 5-FU’nun 

Dihidropirimidin dehidrogenaz [Dihydropyrimidine dehydrogenase (DPD)] aracılı 

Dihidrofluorourasil [Dihydrofluorouracil (DHFU)]’e dönüĢmesi hız sınırlayıcı bir 

adımdır. 5-FU’nun %80’ine kadar olan kısmı karaciğerde DPD tarafından yıkılır.
65, 87

 

5-FU’nun FUMP’a dönüĢmesi iki yolla olmaktadır (ġekil 2.3)
88

. Birinci yolakta 

Fosforibozil pirofosfat’ın [Phosphoribosyl pyrophosphate (PRPP)] kofaktör olarak yer 

aldığı Orotat fosforibosiltransferaz [orotate phosphoribosyltransferase (OPRT)] ile olan 

direkt dönüĢüm, ikincisi ise Uridin fosforilaz [Uridine phosphorylase (UP)] ve Uridin 

kinaz [Uridine kinase (UK)] enzimlerinin fonksiyonları ile dolaylı olarak Fluorouridin 

[Fluorouridine (FUR)] üzerinden gerçekleĢen yolaktır. FUMP oluĢtuktan sonra 

Fluorouridine difosfata [Fluorouridine diphosphate (FUDP)] dönüĢür. FUDP, aktif 

metabolit FUTP’ye veya Ribonükleotit redüktaz [ribonucleotide reductase (RR)] 

tarafından Fluorodeoksiuridin difosfat [Fluorodeoxyuridine diphosphate (FdUDP)]’a 

dönüĢür. FdUDP ya fosforlanarak FdUTP veya defosforile edilerek FdUMP’ye dönüĢür. 

Alternatif aktivasyon yolağında, Timidin fosforilaz [Thymidine phosphorylase (TF)] 5-

FU’nun Florodeoksiuridin [Fluorodeoxyuridine (FUDR)]’e dönüĢümünü katalizler ve 

FUDR sonrasında Timidin kinaz [Thymidine kinase (TK)] tarafından fosforlanarak 
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FdUMP’ye dönüĢür. FdUMP, TS ile stabil bir kompleks oluĢturarak Deoksitimidin 

monofosfat [Deoxythymidine monophosphate (dTMP)] üretimini inhibe eder (ġekil 

2.4)
88

 Hücrede, DNA replikasyonu ve tamirinde gerekli olan en önemli temel molekül 

olan dTMP’nin azalması hücre ölümüne neden olmaktadır. 

 

ġekil 2.3. 5-FU moleküler yapısı ve hücre içi etki mekanizması 

TS, Deoksiuridin monofosfat [Deoxyuridine monophosphate, (dUMP)]’in, 

metilen tetrahidrofolattan [(5,10- methylene tetrahydrofolate (CH2–THF)] aldığı metil 

grubu ile dTMP’a dönüĢümünü katalizler. 

5-FU’nun aktif metaboliti olan FdUMP, TS enziminin aktif bölgesine bağlanır ve 

böylece FdUMP, TS ve CH2THF birlikte üçlü bir kombinasyon yapar. Bu stabil yapı 

TS’nin dUMP’den dTMP dönüĢümüünü katalizlemesini önler. Bu durum, deoksiuridin 

trifosfat [deoxyuridine triphosphate (dUTP)]’nin artıĢına ve deoksinükleotit 

[Deoxynucleotide, (dNTP)] havuzunda miktar açısından bir dengesizliğe neden olur. 
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Her iki durumda DNA hasarı ile sonuçlanır. dUTP aracılı DNA hasarının düzeyi 

dUTP’yi dUMP’ye dönüĢtüren dUTP pirofosfataz [(dUTP pyrophosphatase 

(dUTPaz)]’ın ve genomik DNA’dan glikosilaz aktivasyonuyla urasil bazını çıkaran 

Urasil DNA glikozilaz [Uracil-DNA glycosylase (UDG)]’ın düzeyine bağlıdır. dUTPAz 

ile dUTP’nin hücre içerisindeki miktarının artıĢı önlenir ve böylece dUTP aracılı DNA 

hasarı etkisi azaltılır. UDG ise bir baz eksizyon tamir [Base-Exicision Repair, (BER)] 

enzimidir ve yanlıĢ eĢleĢmiĢ urasil bazını DNA’dan çıkarır. Ancak hücre içerisinde 

dUTP/deoksitimidin trifosfat [deoxytimidine triphosphate (dTTP)] oranı yüksek ise 

urasil tekrar DNA yapısına katılır ve tamir süreci tekrar baĢlar. Bu sürec dUTP’nin 

oranının düĢmesine kadar devam eder ancak süreç her defasında baĢarısızlıkla 

sonuçlanın büyük DNA hasarı ve nihayetinde hücre ölümü gerçekleĢir. 

TK, TS inhibisyonu sonucu dTMP’in azalmasını engellemek, nükleotit 

havuzunda miktar açısından denge oluĢturabilmek için bir nüklozit olan deoksitimidinin 

(timidin, deoksinükleozit T) fosforilasyonu dTMP oluĢumunu katalizler. Bu özelliği ile 

TK, pirimidin sentezinin kurtarma (salvage) yolağında yer almaktadır. dTMP sentezi 

DNA oluĢumu için hız kısıtlayıcı bir basamaktır. 
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ġekil 2.4. 5-FU Metabolitlerinin RNA’ya Bağlanması 

5-FU ana metabolitlerinden biri olan FUTP, RNA yapısına girerek RNA aracılı 

toksisiteye neden olur. FUTP bu toksisiteyi ribozomal RNA’ların olgunlaĢmasını 

bozarak, küçük nükleolar RNA [small nucleolar RNA (snRNA)] protein 

komplekslerinin aktivitesini inhibe ederek [U2 snRNA üzerinden splicing (kırpılma) 

mekanizmasının inhibisyonu] ve transfer RNA’nın post-transkripsiyonel 

modifikasyonlarını bozarak gerçekleĢtirebilir. Bu RNA çeĢitleri yalancı uridin bazı 

içerirler ve 5-FU uridinden (urasil nükleoziti) yalancı uridin oluĢmasını inhibe eder. 

5-FU’nun hücre içi metabolizmasında yer alan ve yukarıda belirtilen faktörlerin 

fonksiyonları 5-FU tedavisinde 5-FU’ya karĢı direnç geliĢmesinde önemli rol 

oynamaktadır.
3, 65

 5-FU metabolizmasında önemli rolü olduğu bildirilen genler DPD, 

Dengeleyici nükleozit taĢıyıcı-1[Human equilibrative nucleoside transporter-1 

(hENT1)], TP, TS, çoklu ilaç direnç geni-1 [Multidrug Resistance Gene-1 (MDR-1, 

ABCB1)]’in ve çoklu ilaç direnç proteini-5 [Multidrug Resistance Protein (MRP5, 

ABCC5)] olarak bildirilmektedir.
3, 63, 65, 87

 

Bu tez çalıĢmasında PK tedavisinde 5-FU’nun kemoterapötik direnci ve bu 

dirençte rol alabilecek aday genlerin ekspresyonlarının araĢtırılması hedeflenmiĢtir.  

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

PK tedavisinde 5-FU’nun kemoterapötik direnci ve bu dirençte rol alan genler 

arasında DPD geni, hENT1 geni, TP geni, TS geni ile MDR1 VE MRP5 geni yer 

almaktadır. 

2.8.1. DPD Geni 

Kromozom 1p21.3’te lokalize DPD geni, urasil ve timidin katabolizmasında rol 

oynar.
89

 Kanser hastalarında sistemik olarak alınan 5-FU’in %80’ine adar olan kısmı 

karaciğerde DPD tarafından katabolize olur.
65, 87, 90
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Ayrıca, 5-FU hücre içerisine girdiğinde kısmen 2-foloroalenine parçalanmasını 

katalizler.
91

 PK’daki DPD ekspresyon seviyesinin kolorektal ve gastrik tümörlere göre 

yüksek olduğu
92

 ve DPD genindeki ekspresyon eksikliğinin yüksek 5-FU toksisitesine 

neden olduğu belirtilmektedir
93, 94

 Ancak DPD ekspresyonu ile 5-FU toksisitesi 

arasındaki iliĢkinin araĢtırıldığı kanser çalıĢmalarında çeliĢkili sonuçların var olduğu da 

belirtilmektedir.
94

 Genel olarak yüksek DPD seviyesi 5-FU’nun metabolize olmasını 

hızlandırır ve düĢük DPD seviyesinin daha iyi bir yaĢam süresinin oluĢmasına katkı 

sağlayabileceği beklenmektedir. 

2.8.2. hENT1 Geni  

PK da geliĢen ilaç direncinde en yaygın mekanizma sitotoksik ilacın hücre 

içerisinde birikmesinin önlenmesi veya azalması sonucu geliĢmektedir. Bu mekanizma 

ile ilacın taĢınımı hücre dıĢına doğru artabileceği gibi hücre içerisine alınımı da 

azalabilir. Her iki durumda da kemoterapötik direnç geliĢebilir. Bu yolla geliĢen 

dirençte, ABC ilaç taĢıyıcıları ile Solüt taĢıyıcılar [Solute Carriers (SLC)] olarak 

isimlendirilen membrana bağlı taĢıyıcılar rol almaktadır. ABC taĢıyıcılar, ilacı hücreden 

dıĢarı pompalayarak, SLC’ler ise hücrenin içerisine ilaçların ve diğer moleküllerin 

giriĢini düzenleyerek dirençte primer rol alırlar.
95

 SLC’ler, hücrenin nükleotit ihtiyacını 

karĢılanmasının sağlandığı kurtarma yolağı (salvage pathyay) isimli alternatif yolakta 

nükleozitler ve nükleobazların hücre içerisine alınımı sağlarlar.
95

 SCL, SLC28 ve 

SLC29 olmak üzere iki alt gruba ayrılır. Bunların gemsitabinin ve 5-FU’nun hücre 

içerisine alınımında sorumlu olduğu düĢünülmektedir.
96

 SLC28 alt ailesi SLC28A1 

konsantre nükleozid taĢıyıcılar 1 [concentrative nucleoside transporters 1 , (CNT)], 

CNT2 ve CNT3 olmak üzere 3 üyeden, SCL29 ise SCL29A1 dengeliyici nükleozit 

taĢıyıcılar 1 [equilibrative nucleoside transporters 1 (ENT1)], ENT2, ENT3 ve ENT4 

olmak üzere 4 üyeden oluĢmaktadır.
96

  hCNT (human CNT)’ler nükleozitleri sodyum 



 

36 

 

bağımlı aktif taĢınımla hENT (human ENT)’ler nükleozitleri kolaylaĢtırılmıĢ difüzyonla 

hücre içerisine alırlar.
95

 

Nükleozit taĢıyıclar arasında en iyi tanımlananı hENT1 üyesidir.
95

 hENT1 geni 

6p21.1 bölgesinde lokalize genden eksprese, hücre membranında bulunan bir nükleozit 

taĢıyıcıdır. 5-FU’nun hENT1 substratı olmadığı bildirilse de
97

 hENT1 ile nükleozitlerin 

hücre içerisine alınımı 5-FU direncinde rol alabilir. Çünkü nükleotit sentezinin ―de 

novo‖ yolağı inhibitörü olan 5-FU ve onun metabolitlerinin hücre içi taĢınımına hENT1 

gibi nükleozit taĢıyıcıların katkısı olabileceği bildirilmektedir.
3, 95, 98

 PK’da hENT1 

ekspresyonunun araĢtırıldığı az sayıda çalıĢma bulunmakla beraber.
98-102

 hENT1 

ekspresyonu 5-FU kemoterapötik direnç arasındaki iliĢkinin araĢtırıldığı preklinik ve 

klinik çok daha az çalıĢma bulunmaktadır. 
98, 100, 101, 103

 Ancak bu çalıĢmaların sonuçları 

arasında da çeliĢkili sonuçlar bulunmaktadır.
96

 

2.8.3. TP Geni  

TP geni, platelet derive endoteliyal hücre büyüme faktörü [platelet-derived 

endothelial cell growth factor’’ (PD-ECGF)] olarak bilinen, 22q13’te lokalize bir 

gendir.
104

 Primidin kurtarma yolağında yer alan TP, 5-FU’nun FUDR’e dönüĢümünü 

katalizler ve FUDR’de TK tarafından fosforlanarak FdUMP’ye dönüĢür.
3,87,88

 TP ayrıca, 

DNA veya RNA degradasyonu sırasında oluĢan primidin nükleozidlerinin geri kazanımı 

ile bir pirimidin nükleozidinde yer alan deoksiriboz yapısının bir diğer primidin bazına 

aktararak yeni primidin nükleozidlerinin oluĢmasını ve kapesitabin gibi 5-FU öncülü 

kemoterapötiklerin 5-FU’a dönüĢümünü katalizler.
104, 105

 TP, makrofajlar, stromal 

hücreler, glia hücreleri ve sindirim sistemi yolağında yer alan bir doku ve organda 

eksprese olmaktadır.
105

 TP, hücre içerisinde hem sitoplazma hem de nükleusta 

bulunmaktadır.
104
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Bu genin ekspresyonunun ateroskleroz, romatoit artrit, sedef gibi birçok 

inflamatuar hastalıkta ve özellikle kanserde artığı bildirilmiĢtir. TP ekspresyonunun, 

kanser hücrelerinin anjiyogenez ve metastazının tetiklenmesinde ve anti-apoptotik 

süreçlerini tetiklediği belirtilmektedir. ÇeĢitli kanserlerde taksan, kapesitabin ve 

siklofosfamid gibi kemoterapi ajanlarının kullanımında TP ekspresyonu arttığı ve TP 

artıĢının zayıf prognozla iliĢili olduğu belirtilmektedir. Bu nedenle TP ekspresyonunun 

azaltılması veya TP inhibitörlerinin kullanımı ile TP protein inhibisyonu yaparak kanser 

tedavisinin etkinliğinin arttırılabileceğine yönelik terapötik yaklaĢımlar önerilmesine 

rağmen bu konuda oldukça çeliĢkili sonuçların var olduğu da vurgulanmaktadır.
104

 

Çünkü TP inhibisyonunun tersine TP aktivitesinin artması 5-FU ve benzeri ajanların 

kullanımında daha fazla FDUR’e oluĢmasını ve FdUMP oluĢmasını sağlayacak ve 

böylece 5-FU ve benzeri ajanların etkinliğinin artması sağlanabilecektir. Bu nedenle TP 

aktivitesinin önemi kullanılacak kemoterapötik yaklaĢımın içeriğine bağlı olarak 

değiĢecektir. TP ekspresyonu ve 5-FU duyarlığını araĢtıran çok az sayıda çalıĢma 

bulunmaktadır.
105-107

 

2.8.4. TS Geni 

TS geni 18p11.32’de lokalizedir ve proteini dimerik yapıdaki sitozolik bir 

proteindir. 5-FU terapötik mekanizmasında ana hedef molekül olan TS
87, 95

 kofaktör 

olarak CH2–THF kullanarak dUMP’nin dTMP’ye metilasyonunu katalizler. Bu 

reaksiyon dTMP (timidilat)’nin hücre içi ―de novo‖ kaynağını sağlar ve bu yüzden 

DNA sentezinin hız sınırlayıcı basamaklarından biridir.
87, 108

 5-FU metaboliti FdUMP, 

TS proteini üzerinde dUMP’nin bağlanacağı yere bağlanarak TS-CH2–THF- FdUMP 

üçlü kompleksi oluĢturur ve bu yapı TS’nin dTMP oluĢturmasını engeller. TS geninin 

aĢırı ekspresyonun 5-FU direncine neden olacağı beklenir.
108

 Çünkü 5-FU’nun 

inhibisyonu artan TS miktarına karĢılayamaz ise 5-FU inhibisyonu terapötik etki için 
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yetersiz kalacaktır. Hücre, TS miktarını TS’ye özgü bir feedback (geri bildirim) 

mekanizmasıyla kontrol altına alır. Bu mekanizmada artmıĢ TS proteinleri kendi 

mRNA’larına bağlanarak onların translasyonunu inhibe eder ve böylece hücre içi 

TS’nin aĢırı üretimini de kontrol etmiĢ olur.
88,108

 Eğer TS inhibisyonu yapılırsa, hücre 

içersinde dUMP artar. dUMP pirimidin monofosfat ve difosfat kinazlarca sırayla 

fosforlanarak dUTP’ye dönüĢür ve böylece hücre içerisinde dUTP artar. DNA 

polimerazlar subtrat olarak dUTP ve dTTP’leri eĢit etkinlikle kullanabildiği için hem 

dUTP hem de fdUTP DNA’nın yapısına katılarak DNA hasarına neden olur. Baz 

eksizyon tamir enzimi UDG, DNA hasarını önlemek amacıyla yanlıĢ eĢleĢmiĢ urasil 

bazını ve fdUTP’yi çıkarır ve böylece DNA’da aprimidinik bir bölge oluĢur. Eğer hücre 

içerisinde dTTP oranı halen düĢük orandan kalır ise (yüksek dUTP/dTTP varlığında) 

dUTP tekrardan DNA’nı yapısına katılır ve UDG’nin yaptığı tamir süreci (DNA’nın 

urasilden ve 5-FU metabolitinden tamiri) baĢarıyla gerçekleĢtirilemez. UDG tarafından 

sürdürülen tamir süreci her defasında aynı durum ile sonlanacağından bu sürece futil 

(futile) süreç denmektedir ve sonunda DNA hasarı ve hücre ölümü 

gerçekleĢmektedir.
108

 

TS inhibisyonu, 5-FU temelli kemoterapötik yaklaĢımlarda ana hedeflerden 

biridir. Ancak TS hedefli tedavilerde karĢılaĢılan direnç mekanizmaları a) artmıĢ TS 

ekspresyonu, b) tedavi ajanı ile TS ekspresyonun artması, c) BER tamir 

mekanizmasının aktivitesinin artması, d) dUTPase aktivitesinin artması, e) 5-FU 

anabolize eden UMP kinazın ekspresyonun azalması (fUTP nin RNA’ya katılımı azalır) 

f) folat taĢıyıcılarının ekspresyonunun azalması ile antifolat alınımın azalması, g) 

mitotik hücre döngüsünün ve h) apoptotik sinyallerin bozulması Ģeklinde 

özetleyebiliriz.
108

 

2.8.5. MDR1 ve MRP5 genleri 
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PK’de primer kemoterapötik dirençte rol alan mekanizmalardan biri de ilaç 

taĢınım mekanizmasıdır.
63

 Organizmada moleküllerin vücutta dağılımının 

düzenlenmesinde
109

 ve ilaçların ve onların metabolitlerinin hücre içerisine alınımında 

hücre membranında bulunan ABC pompa proteinleri önemli rol oynar.
62, 63

 Hücrenin 

çoklu ilaç direnci [(Multidrug Resistance, (MDR)] fenotipini kazanmasını sağlayan bu 

pompa proteinleri, fonksiyonlarını, ilaç ve metabolitlerinin hücre içi konsantrasyonu 

azaltma ve dıĢa doğru atma Ģeklinde iki yönlü yapabilmektedir. ABC proteinleri bu 

fonksiyonlarını ATP hidrolizinden elde edilen enerjiyi kullanarak, hücre membranından 

aktif taĢıma ile yapmaktadır. Tanımlanan 49 adet ABC proteini,
62

 ABC, MD/TAP, 

MRP, ALD, OABP, GCN20 ve White olarak 7 alt sınıfta incelenir. Organizmada birçok 

dokuda eksprese olan ABC proteinlerinin özellikle kanser dokusunda aĢırı eksprese 

olduğu ve bu sayede kemoterapötik dirence yol açtığı bildirilmektedir.
63

 PK primer 

kemoterapötik direncinde MDR1ve MRP5’in rol alabilecekleri belirtilmektedir.
3, 62, 63, 65

 

Kromozom 7q21.12’de lokalize olan MDR1 geni ve kodladığı P-glikoprotein (P-gp) 

ABC transport proteinleri ailesi içerisinde en çok çalıĢılan ve en çok tanınan 

proteindir.
62, 109

 P-gp’nin 200’de fazla molekülün hücre içine ve dıĢına taĢınmasından 

sorumlu olduğu belirtilmektedir.
63, 110

  

PK hücre serilerinde yaptıkları çalıĢmada, hücre serisine göre MDR1 

ekspresyonunun değiĢtiği ve MDR1 ekspresyonunun 5-FU direnci ile iliĢkili olmadığını 

bildirmiĢlerdir. MDR1 ile 5-FU iliĢkisini inceleyen çok az çalıĢma bulunmaktadır ve 

MDR1’in kemoterapötik dirençteki rolünün tam olarak açıklanamadığı 

bildirilmektedir.
65

 

PK’de kemoterapötik dirençte rol aldığı bildirilen bir diğer ABC transport 

proteini MRP5’dir.
62

 MRP5 geni kromozom 3q27.1’de lokalizedir ve tıpkı diğer ABC 

transport proteinleri gibi görev yapar. MRP5, siklik nükleotitlerin hücre dıĢarısına 
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çıkarılmasından sorumludur. MRP5 geni 5-FU direnci arasındaki iliĢkiyi de inceleyen 

çok az çalıĢma bulunmaktadır. MRP5 geni aĢırı eksprese olan PK hücre serisinde 5-FU 

direnci geliĢtiği belirtilmektedir.
111-113

 

Literatürde, MDR fenotipi ile 5-FU arasındaki iliĢkiyi ABC proteinleri üzerinden 

araĢtıran çok az çalıĢma bulunmaktadır. Genellikle gemsitabin direncinde ABC 

proteinlerinin rolü araĢtırılmıĢ ve ancak yine de MDR fenotipinin oluĢmasına neden 

olan genlerin PK’daki rolü tam olarak aydınlatılamamıĢtır
63, 67
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3.  MATERYAL VE METOT 

Bu tez çalıĢmasının deneyleri Atatürk Üniversitesi Tıp Fakültesi Fizyoloji 

Anabilim Dalı, Veteriner Fakültesi Fizyoloji Anabilim Dalı, Yüzüncü Yıl Üniversitesi 

Tıp Fakültesi Fizyoloji Anabilim Dalı, Tıbbi Biyoloji Anabilim Dalı ve Veteriner 

Fakültesi Biyokimya Anabilim Dalı Laboratuvarları’nda gerçekleĢtirilmiĢtir. Tez 

çalıĢmamız, Atatürk Üniversitesi Tıp Fakültesi Yerel Etik Kurul BaĢkanlığına sunulan 

ve 28.09.2017 tarihinde onaylanan protokole (Karar No: 25) uygun olarak 

gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Gereçler 3.1. 

3.1.1. Kullanılan Hücre Serileri 

Tez çalıĢmasında 3 adet pankreatik kanser hücre serisi kullanılmıĢtır (Tablo 3.1) 

Tablo 3.1. Tez çalıĢması kapsamında kullanılan hücre serileri 

Özellik AsPC-1  

(ATCC CRL-1682) 

MIA PaCa-2 

(ATCC CRL-1420) 

PANC-1  

(ATCC CRL-1469) 

Organizma Ġnsan Ġnsan Ġnsan 

Cinsiyet, yaĢ Bayan, 62 Erkek, 65 Erkek, 56 

Doku Pankreas*  

(Metastatik bölgeden 

köken almıĢ) 

Pankreas Pankreas/Dukt 

Hastalık Adenokarsinom Karsinom  Epiteloid Kanser 

Yüzey tutunumu YapıĢan Hücreler YapıĢan Hücreler YapıĢan Hücreler 

Besi yeri DMEM,  

%10 FBS,  

%1 Penisilin-

Streptomisin 

DMEM,  

%10 FBS,  

%1 Penisilin-

Streptomisin 

DMEM,  

%10 FBS,  

%1 Penisilin- 

streptomisin 

Besiyeri 

yenileme süresi 

Haftada 2-3 kez Haftada 2-3 kez Haftada 2-3 kez 

Pasaj metodu %0.05 Tripsin +  

%0.1 EDTA 

%0.05 Tripsin +  

%0.1 EDTA 

%0.05 Tripsin +  

%0.1 EDTA 

Ayırma oranı 1:3- 1:6 1:3- 1:8 1:2- 1:4 

Biyogüvenlik 

düzeyi 

1 1 1 

Dondurma 

Solüsyonu 

%50 FBS,  

%45 büyüme 

medyumu  

%5 DMSO 

%50 FBS,  

%45 büyüme 

medyumu  

%5 DMSO 

%95 büyüme 

medyumu, 

%5 DMSO  
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3.1.2. Hücre Kültürü 

Hücre kültürün uygulamalarında kullanılan molekül ve gereçler Tablo 3.2’de 

verilmiĢtir. 

Tablo 3.2. Hücre kültürün uygulamalarında kullanılan molekül ve gereçler 

Ġsim Marka  Özellik/Katalog Numarası 

5-FU Sigma F6627 (5gr), HPLC 

Leptin Sigma Leptin insan, L4146 

SHLA MyBiosource MBS400098, SHLA rekombinant protein, 

super leptin reseptör antogonisti 

Besi yeri Capricorn 

Scientific 

DMEM-HA (DMEM High Glucose (4.5 

g/l), with L-Glutamine) Lot No: CP18-

2472 

Fötal Bovine Serum Biological 

Insdustries 

European grade, 0.1µM filtre edilmiĢ (Lot 

No: 1407738) 

Penisilin-Streptomisin Capricorn 

Scientific 

100X, PS-B, Lot No: CP14-1209 (100 ml) 

L-Glutamine Capricorn 

Scientific 

200 mM, GLN-B (100 ml) 

Trypsin-EDTA Capricorn 

Scientific 

DBPS içinde, Lot No: C17-1635 (100 ml) 

Flask (25cm
2
) Biologix Polystrene, 07-8025 

Flask (75cm
2
) Biologix Polystrene, 07-8075 

15 ve 50 ml Tüp 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 tüpleri Corning 430659 

Transfer pipeti  Biologix 30-135A1 (3ml) 

Hücre sayım lamı Neubauer 

Haemocytometry 

68052-14, 68052-15 

Dimetilsülfoksit (DMSO) Applichem  A3672,0100 

Fosfat Tuz Tamponu (PBS)  

 

Sigma  P4417, Tablet, (pH: 7.4) (Ca
++

 ve Mg
++

 

içermeyen) 

Ethylenediaminetetraacetic acid 

(EDTA):Applichem marka,  

No: 6381-92-6 

Vivantis PC0706 

Serolojik Pipet:  

Greiner bio-one, 5 ve 10 ml’lik, 

Sterilizasyon amaçlı Etil Alkol 

(%75’lik): Riedel-de Haen, No: 

64-17-5, 

Greiner Cellstar  P7615 (5 ml) ve P7740 (10 ml) 

Steril Tüpler Biologix Farklı büyüklüklerde (0.2; 0.5; 1.5; 2 

ml’lik) tüpler, Polietilen mikrosantrifüj 

tüpler 
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[3-(4,5-dimethyldiazol-2-yl)-2,5 diphenyl Tetrazolium Bromid] 

MTT testi için gerekli malzemeler Tablo 3.3’de verilmiĢtir. 

Tablo 3.3. MTT testinde kullanılan gereçler 

Ġsim Marka  Özellik/Katalog Numarası 

Thiazoly Blue 

Tetrazolium 

Bromide (MTT) 

Sigma M5655-1g 

MTT stok 

solüsyonu 

 5 mg toz MTT 1 ml steril PBS 

içerisinde çözüldü ve filtre edilerek 

(0.20 µm’lik) kullanıldı 

MTT çalıĢma 

solüsyonu (96 

kuyucuklu plakta 

bir kuyucuk için) 

 10 µl MTT solüsyonu (5 mg/1 ml)90 µl 

besi yeri karıĢtırılır ve her bir kuyucuğa 

eklenir 

DMSO  Applichem  A3672.0100 

96 kuyuklu plak Costar CLS3599 

MTT lizis 

solüsyonu 

Triton-X (Sigma) 

HCl (0.1 N Fischer 

Scientific) 

Ġsopropanol (Merck) 

Her bir kuyucuğa hazırlanan 

solüsyondan 100 ml eklenir. 100 ml 

lizis solüsyonu hazılranması: 

Triton X (T8787) (1 ml)  

HCl (AC 12420-0010) 0.1 N (10 ml)  

Ġsopropanol (109634) (89 ml)  

Filtre  Sartorius Minisart 16532; 0.22 µm’lik 

Steril Tüpler Biologix Farklı büyüklüklerde (0.2; 0.5; 1.5; 2 

ml’lik), Polietilen mikrosantrifüj tüpler 

Pipet ve pipet 

uçları 

Biologix Farklı büyüklüklerde mikropipet ve 

uçları 
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3.1.4. Total RNA Ġzolasyonu 

Total RNA izolasyonu için gerekli malzemeler Tablo 3.4.’de verilmiĢtir. 

Tablo 3.4. Total RNA izolasyonu için gerekli malzemeler 

Ġsim Marka Özellik/Katalog Numarası 

Trizol Thermo-

Scientific 

1029608 

Kloroform Sigma 24216 

Ġsopropanol (=Propanaol-2) Merck 109634 

Etil Alkol  Sigma 3221 

Steril Su BioShop WAT222.100 

Steril Tüpler Biologix Farklı büyüklüklerde (0.2; 0.5; 1.5; 2 

ml’lik) tüpler, Polietilen santrifüj 

tüpler 

Diethyl pyrocarbonate 

(DEPC) 

Sigma D5758-50 ml 

%0.1 konsantrasyonda 100 ml steril 

distile su (dH2O)’ya 0.1 ml DEPC 

eklendi.  

Bu solüsyon oda sıcaklığında 1 saat 

bekletildi, ardından otoklavlanıp (15 

dakika, 100°C) soğutularak 

kullanıldı 

Pipet ve pipet uçları Biologix Farklı büyüklüklerde mikropipet ve 

uçları 
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3.1.5. cDNA Ġzolasyonu 

cDNA eldesi için gerekli malzemeler Tablo 3.5’de verilmiĢtir. 

Tablo 3.5. cDNA eldesi için gerekli malzemeler 

Ġsim  Marka Özellik/Katalog Numarası 

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

Steril Tüpler Biologix 0.2ml’lik tüpler, Polietilen mikrosantrifüj 

tüpler 

Steril Su BioShop WAT222.100 

PZR makinesi Rotor Gene Gerçek zamanlı PZR aleti cDNA sentezinde 

kullanılmıĢtır. 

Pipet ve pipet uçları Biologix Farklı büyüklüklerde mikropipet ve uçları 

3.1.6. Agaroz Jel Elektroforezi 

Agaroz jel elektroforezi için gerekli malzemeler Tablo 3.6’de verilmiĢtir. 

Tablo 3.6. Agaroz jel elektroforezi için gerekli malzemeler 

Ġsim Marka Özellik/Katalog Numarası 

Tris baz Vivantis PR 0612 

Borik asit Vivantis PR 0607 

EDTA Vivantis PC 0706 

10XTBE 

solüsyon (pH:7.5) 

 Tris baz (54 gr), borik asit (27.5) ve 20 ml 

EDTA (0.5 M) steril distile suda çözülerek 

1 litreye tamamlanmıĢtır. 

Agaroz Vivantis PC 0701 

% 1’lik agaroz  1 g agaroz, 100 ml 1XTBE içerisinde 

mikro dalga fırın yardımıyla eritilerek 

hazırlandı. Ġçerisine 2.5 µl Etidyum 

bromür (10 mg/ml) karıĢtırıldı. 

Etidyum Bromür Vivantis PC 0707 

Brom fenol 

mavisi 

Ambresco 115-39-9 

Pipet ve pipet 

uçları 

Biologix Farklı büyüklüklerde mikropipet ve uçları 
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3.1.7. Gerçek Zamanlı PZR (RT-PZR) 

RT-PZR için gerekli malzemeler Tablo 3.7’de verilmiĢtir. 

Tablo 3.7. RT-PZR için gerekli malzemeler 

Ġsim Marka Özellik/Katalog Numarası 

GeneAll® RealAmp 

SYBR qPCR Master 

mix 

GeneAll 801-020 

Steril Tüpler Biologix 0.2ml’lik tüpler, Polietilen 

mikrosantrifüj tüpler 

Steril Su BioShop WAT222.100 

Pipet ve pipet uçları Biologix 

 

Farklı büyüklüklerde mikropipet ve 

uçları 
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3.1.8. Tek Hücre Elektroforezi (COMET) 

COMET testi için gerekli malzemeler Tablo 3.8.’de verilmiĢtir. 

Tablo 3.8. COMET için gerekli malzemeler. 

Ġsim Marka Özellik/Katalog Numarası 

Lam Isotherm 25.4*76.2 mm (1.0mm-2mm kalınlık) 

Lamel Laborant  24 *60 mm (0.13-0.16 mm kalınlık) 

Normal Melting 

Agaroz (NMA) 

Vivantis PC 0701 

Low Melting 

Agaroz (LMA) 

Sigma A9414 

Tris baz Vivantis PR 0612 

Borik asit Vivantis PR 0607 

EDTA Vivantis PC 0706 

TBE Solüsyonu   

NaCl Merck 106404 

NaOH Sigma 06203 

Triton-X 100 Sigma T8787 

Na Lauril 

Sarkozinat 

Sigma Y0001772 

DL- 

Dithiothreitol 

(DTT) 

Vivantis PC0705 

Cam 

malzemeler 

 100, 200, 500 ve 100 ml’lik erlen ve mezürler 

Dikey Ģaleler 

Pipet uçları Biologix 10, 100, 1000µl büyüklükte 

TBE Solüsyonu  Tris baz            :  54 gr 

Borik asit          :  27.5 

EDTA (0.5M)   :  20ml  

(0.5M EDTA     : 18.61gr EDTA+ 2gr NaOH + 80 

ml dH2O) 

Steril distile suda çözülerek 1 litreye 

tamamlanmıĢtır. 

   

https://www.vivantechnologies.com/index.php?option=com_content&view=article&id=1079:dl-dithiothreitol-dtt&catid=41:biochemicals&Itemid=54
https://www.vivantechnologies.com/index.php?option=com_content&view=article&id=1079:dl-dithiothreitol-dtt&catid=41:biochemicals&Itemid=54
https://www.vivantechnologies.com/index.php?option=com_content&view=article&id=1079:dl-dithiothreitol-dtt&catid=41:biochemicals&Itemid=54
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Lizing stok 

solüsyon 

NaCl    :   146.1 gr 

EDTA :   37.2 gr   

Tris     :   1.2 gr      

Lizing çalıĢma 

solüsyon 

 Lizing stok solüsyon          :   99    ml 

Triton X                     :   1     ml 

Na lauril sarkosinat :   1     gr 

DTT (65 ml için)             :   0.09   gr 

Solüsyon + çalıĢma öncesi taze hazırlanmıĢ ve 

soğuması için 4°C’de saklanıĢtır. 

Lamların 

Hazırlanması  

 Lamlar %1’lik normal erime sıcaklığına sahip 

agaroz ile oda sıcaklığında kaplanmıĢtır. 100 ml 

PBS içerisinde hazırlanmıĢ %1’lik normal erime 

sıcaklığına sahip agaroz bir Ģale içerisine 

aktarılmıĢtır. Temiz lamlar, Ģale içerisinde ortalama 

55-65°de tutulan NMA’ya yaklaĢık 4 saniye 

batırılmıĢ ve 24 saat oda sıcaklığında kurumaya 

bırakılmıĢtır. 

Etidyum bromür  

(8 µg/ml) 

Vivantis Hazırlanan COMET preparatlarının 

görüntülenmesinde 10 mg/ml kosatrasyondan (8 

µg/ml) olarak hazırlanan Etidyum Bromür 

kullanılmıĢtır. 

Soğutucu 

Bloklar (Akü) 

  

Alimünyum 

Folyo 

 Koroplast veya diğer muhtelif markalar 

3.1.9. Akım (Flow) Sitometri  

Akım sitometri için gerekli malzemeler Tablo 3.9’de verilmiĢtir. 

Tablo 3.9. Akım sitometri için gerekli malzemeler 

Ġsim Marka Özellik/Katalog Numarası 

Etil Alkol  Sigma 3221 

RNase Sigma R6513 

Propidium Iodide Sigma 81845 

Pipet ve pipet 

uçları 

Biologix Farklı büyüklüklerde mikropipet ve uçları 
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3.1.10. ÇalıĢmada Kullanılan Alet/Makineler 

Tez kapsamında yapılan deneylerde kullanılan alet/makineler Tablo 3.10’da 

verilmiĢtir  

Tablo 3.9. Tez kapsamında kullanılan alet/makineler 

Ġsim Marka Özellik/Katalog Numarası 

Laminar Kabin Metisafe  Clas II 

CO2’li incubator Memmert  UNB 200 

Ġnverted Mikroskop Olympus  CKX31 

Soğutmalı Santrifüj  Universal 320R (mikro ve 15ml’lik falkon rotorlarıyla) 

Vortex MRC SI-100 

Hassas Terazi Dikoman FGH 

Hassas terazi  Radwag  220.R2 

Isıtmalı plak MRC HSD-135 

Mikrofüj INOVIA MINO-10K 

Translimünatör MRC UV-26 

Elektorforez Tankı SCIE-PLAS SVG-SYS Vari-gel 

Güç Kaynağı Consort EV231 

Mikrodalga Fırın Arçelik MD 574 

Su banyosu MRC WBO-100 

Biodrop   

Distile su cihazı  Merck Millipore Direct-Q 3 UV 

BioDrop   

Spektrofotometre   

RT-PZR Rotor Gene  

Azot tankı International 

Cryogenics 

35 ve20 lt’lik 

Derin dondurucu 

 (-80 °C) 

 

Sanyo Sanyo 

Akım Sitometri Beckman Coulter EPICS XL MCL, 
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METOT 3.2. 

3.2.1. Hücre Kültürü 

AsPC-1, MIA PaCa-2, Panc-1 hücre serileri 37°C’de, CO2’li inkübatörde, steril 

kültür ortamında, standart kültür Ģartlarında çoğaltılmıĢtır. Hücreler, tez çalıĢmaları 

kapsamında yapılan tüm deneylerde düĢük pasaj sayısına sahipken gerçekleĢtirilmiĢtir. 

AsPC-1 için pasaj sayısı 10’un altında iken, MIA PaCa ve Panc-1 için 20’nin altından 

olan hücrelerde çalıĢmalar tamamlanmıĢtır. Standart kültür iĢlemleri için aĢağıda 

belirtilen süreçler takip edilmiĢtir.  

Hücreler yukarıda belirtilen besi yeri kullanılarak kültür flaskları içerisinde 

ekilmiĢ ve çoğaltılmıĢtır. Flask içerisinde hücre yoğunlukları %70-80 oranına 

ulaĢtığında, hücrelerin üzerindeki besi yeri atılarak flasklar 1-2ml PBS (Ca
++

 ve Mg
++

 

içermeyen) ile yıkanmıĢtır. Yıkama iĢlemi sonrasında 25 cm
2
’lik flaska 0.4 ml, 75 

cm’lik flaska 1 ml Tripsin/EDTA eklenmiĢ, böylece yapıĢmıĢ olan hücrelerin 

tripsinasyon iĢlemi ile birbirlerinden ve flask yüzeyinden ayrılmaları sağlanmıĢtır. Bu 

iĢlem sonrasında hücreler steril serolojik pipet yardımıyla 15 ml’lik falkon tüplerine 

toplanmıĢtır. Tüpler 1500 rpm (revolutions per minute, dakikadaki devir sayısı)’de 5 

dakika santrifüj edilmiĢtir. Santrifüj iĢlemi sonrasında tüpün üst kısmı atılmıĢ ve hücre 

peletinin yoğunluğu da dikkate alınarak ortalama 2ml besi yeri eklenmiĢtir. Mikropipet 

yardımıyla (1000µl’lik) hücrelerin besi yeri ile karıĢması sağlanmıĢtır.  Bu iĢlem 

sonrasında hücreler Thoma lamı kullanılarak sayılmıĢ ve ardından pasaj ve diğer test 

süreçlerine geçilmiĢtir. Hücrelerin dondurularak stoklama yapılması sürecinde ise 

uygun sayıdaki hücre populasyonunun üzerine dondurma solüsyonu eklenerek 

karıĢtırılmıĢ ve sonrasında özel dondurma tüplerine (cryovial tüp) aktarılmıĢtır. Bu 

tüpler, buz içerisinde -20°C’de 1 saat ve -80°C’de 24 saat tutulduktan sonra likit 

nitrojen bulunan tanklara aktarılmıĢtır. 
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Sitotoksisite

Tez çalıĢmasında kemoterapötik etkileri araĢtırılan 5-FU, Leptin ve 

SHLA’nın olası sitotoksik etkilerinin belirlenmesinde ve inhibitör dozlarının (IC50) 

saptanmasında MTT yöntemi kullanılmıĢtır. MTT yönteminde aĢağıda yer alan 

protokol izlenmiĢtir.  

MTT yöntemi her bir madde için 3 kez ve her bir deneyde 4 tekrarlı olacak 

biçimde yapılmıĢtır.  

Ġlgili moleküllerin uygun konsantrasyonlarının hazırlanması için öncelikle 

uygun çözücüler kullanılarak ana ve ara stoklar hazırlanmıĢtır.  

5-FU için DMSO kullanılarak 200.000 µM, Leptin için DMSO kullanılarak 

3000 µM ve SHLA için steril dH2O kullanılarak 500.000 ng olacak biçimde ana 

stoklar hazırlanmıĢtır. Çözücü olarak DMSO kullanılan 5-FU ve Leptin’in hücrelere 

uygulanacak en yüksek konsantrasyonun da DMSO oranının ‰5’in altında tutulması 

sağlanmıĢtır. 

Çoğaltılan hücreler tripsinasyon ve sayım iĢlemleri sonucunda 96’lık plağın 

her bir kuyucuğuna 8X10
3
 olacak biçimde ekilmiĢtir. Ekim sonrası hücreleri plak 

tabanına yapıĢması ve uyum süreci için hücreler bir gece 37°C’de CO2’li etüvde 

inkübasyona bırakılmıĢtır.  

Ġnkübasyon sonunda her bir hücre tipinin yer aldığı plaklar hücrelerin hücre 

döngülerinin eĢitlenmesi amacıyla 8 saatlik serum açlığına bırakılmıĢtır. Bu iĢlem 

sayesinde hücreler senesens sürecine girmeden hücre döngülerinin eĢitlenmesi 

sağlanmıĢtır. Serum açlık süresinin 8 saat olarak seçilmesinin nedeni, çalıĢılan 

hücrelerin serum açlık sürelerinin 8 saati aĢtığı durumlarda hücre morfolojilerinin 

değiĢtiğinin ve ölüm süreçlerini baĢlattıklarının tespit edilmesinden dolayıdır. 
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Serum açlığı süreci sonunda, farklı konsantrasyonları hazırlanmıĢ olan 5-FU, 

Leptin ve SHLA molekülleri hücrelere uygulanmıĢtır. Yukarıda belirtilen ana 

stoklardan 5-FU için büyüme besi yeri içerisinde 25, 50, 100, 150, 250, 350, 500 ve 

1000 µM konsantrasyonları; Leptin için, 0.01, 0.1, 0.2 ve 1 µM konsantrasyonları, 

SHLA için 10, 100, 500, 1000 µM konsantrasyonları hazırlanmıĢtır 

Hazırlanan konsantrasyonlar farklı hücre tiplerinin ekildiği 96 kuyucuklu plağın 

her bir kuyucuğuna 100 µl büyüme besi yeri içerisinde olacak biçimde verilmiĢtir. 

Madde uygulanmasından 72 saat sonunda MTT süreci baĢlatılmıĢtır. 24 ve 

48. saat morfolojik değerlendirme sonunda inhibitor konsantrasyonun tespit 

edileceği sürenin 72. saat olduğuna karar verilmiĢtir. Bu nedenle toplam inkübasyon 

süresi 72 saat olarak seçilmiĢtir.  

72 saat sonunda hücrelerin üzerindeki medium atılmıĢ ve her bir kuyucuğa 

MTT çalıĢma solüsyonunda 100µl [10 µl MTT (5 mg/ml) +90 µl besi yeri] 

eklenmiĢtir. 

MTT çalıĢma solüsyonunun eklenmesinden sonra hücreler 37°C’de, CO2 

inkübatörde 3 saat inkübe edilmiĢtir.  

Üç saatlik inkübasyon sonunda hücrelerin üzerindeki besi yeri atılmıĢ ve her 

bir kuyucuğa 100 µl lizing solüsyonu eklenerek yaĢayan hücrelerce oluĢturulan 

formazan kristallerinin çözünmesi sağanmıĢtır.  

Formazan kristallerinin çözünmesinden sonra plak okuyucu 

spektroforometrede plakların her bir kuyucuğunun 570 nm’deki absorbans değerleri 

tespit edilmiĢtir. 

Elde edilen absorbans değerleri excel ve Graphad Prism programları 

kullanılarak IC50 değerleri saptanmıĢtır. 
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Ġzolasyonu

IC50 değerleri saptananan 5-FU, Leptin ve SHLA moleküllerinin, hücrelerde, 5-

FU kemoterapi direncinde rol alan genler ile hücre ölüm yolaklarında rol alan genlerin 

ekspresyonları üzerinde meydan getireceği olası değiĢikliklerinin saptanması amacıyla 

gen ekspsresyon analizi yapılmıĢtır.  

Bu amaçla ilgili moleküller IC50 değerlerinde tek tek, ikili ve üçlü 

kombinasyonları hücrelere uygulanmıĢ ve IC50 değeri saptanan sürede inkübe edildikten 

sonra total RNA izolasyonu yapılmıĢtır.   

Total RNA izolasyonu için izlenilen Trizol temelli izolasyon protokolü aĢağıda 

yer almaktadır. 

Moleküller yukarıda belirtilen IC50 değerlerinde hücrelere uygulanmıĢtır. Bu 

uygulama için oluĢturulan gruplar sırasıyla hiçbir molekül uygulanmayan kontrol 

grubu, 5-FU, Leptin, SHLA, 5-FU+Leptin, 5-FU+SHLA, Leptin+SHLA, 5-

FU+Leptin+SHLA olmak üzere 8 farklı grup oluĢturulmuĢtur. 

25 cm
2
’lik flasklara ortalama 1x10

6
 yoğunlukta ekilen hücreler flask tabanına 

tutunması ve uyum için bir gece (16/24 saat) inkübe edildikten sonra 8 saat serum-

açlığına bırakıldı. Serum açlığı sonrasında IC50 değerlerinde tek ve kombine edilen 

moleküller hücrelere verildi ve 72 saat inkübasyona bırakıldı. 

72. saatin sonunda hücreler tripsine edilerek, toplandı ve hücreler 1500 rpm’de 5 

dakika +4°C’de santrifüj edildi.  

Santrifüj sonrası süpernatant kısmı atılarak üzerine 2 ml steril soğuk PBS (Ca
++

 

ve Mg
++

 içermeyen) eklenerek, 1000µl’lik pipet yardımıyla pipetaj yapılarak karıĢması 

sağlandı. Bu basamaktan sonraki iĢlemler aksi belirtilmedikçe buz üzerinde devam 

edilmiĢtir. 
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PBS içeren 15ml’lik falkon tüpler 1500 rpm’de 5 dakika +4°C’de tekrar santrifüj 

edildi. Santrifüj sonrası üst kısım atılarak tüpün içerisinde bulunan hücrelere 1000 µl 

soğuk Trizol eklendi ve mikropipet yardımıyla homojenize edildi. Bu karıĢım 15 ml’lik 

steril tüpe alındı.  

Trizol ile hücre karıĢımı 5 dk oda sıcaklığında nükleproteinlerin kompleksinin 

tamamen parçalanması için bekletildi. Bekleme sonrası örnekler +4°C’de, 3500 rpm’de, 

10 dk santrifüj edildi. Santrifüj sonrası üstte kalan süpernatant kısım pellet kısma 

yaklaĢmadan yalnızca üst kısım alınarak steril 1.5 ml’lik yeni bir steril tüpe aktarıldı. 

Pelet kısmı ise atıldı.  

Yeni tüpe aktarılmıĢ süpernatant üzerine 200 µl soğuk kloroform ilave edilmiĢ ve 

tüpler 15 saniye (sn) kvvetli bir Ģekilde vortekslenmiĢtir. 

Vorteks sonrası tüpler 2-3 dk oda sıcaklığında inkübe edildi. Ġnkübasyon 

aĢamasından sonra örnekler 12000 x g’de +4°C’de, 15dk. santrifüj edildi. 

Santrifüj aĢaması sonrasında karıĢım üç fazlı bir yapı halini almakta; altta 

kloroformlu faz, ortada hafif beyazımsı interfaz ve en üste RNA’nın bulunduğu Ģeffaf 

faz üstte kalan Ģeffaf faz mikropipet yardımıyla dikkatlice alınarak 1,5 ml’lik temiz 

steril bir ependorf tüpe aktarıldı. 

Yeni steril tüpe aktarılan bu süpernatant kısma 500 µl izopropil alkol eklenmiĢ 

ve pipet yarımdıya iyice karıĢtırılmıĢtır. Bu karıĢım 15-30°C’de 10 dk inkübe edildi ve 

inkübasyonun ardından +4°C’de, 12000 g’de, 10 dk santrifüj edildi.  

Santrifüj sonrası tüpün üstü tamamen atıldıktan sonra tüpün alt kısmında beliren 

beyazımsı jel benzeri pelet üzerine 1 ml %75’lik etil alkol eklendi ve ardından hafif 

vortex yardımı ile vortekslenerek peletin kalkması ve yıkanması sağlandı.  

Pelet kalktıktan sonra tüpler +4°C’de, 7500 X g’de, 5dk santrifüj edilir. Santrifüj 

sonrası bu basamak iki defa tekrarlanır. 
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Ġkinci santrifüj sonrasında tüpün üst kısmı atılarak tüpler hücre kültürü laminer 

kabinde 12- 15 dk tüpün ağzı açık bırakılarak kurumaya alınmıĢtır.  

Tüplerin kurutulması sonrası RNA 30-50 µl DEPC’li su ile çözülmüĢtür. Ayrıca 

elde edilen total RNA’nın görüntülenmesi için 3-5 µl RNA baĢka bir steril tüpe alınmıĢ 

ve tüm RNA’lar cDNA sentezi yapılana kadar -80°C’ye kaldırılmıĢtır.  

RNA’nın kalitatif değerlendirilmesi 

Total RNA’ların kalitatif değerlendirilmesi (parçalanma olup olmadığının 

anlaĢılması gibi) amacıyla total RNA’lardan ortalama 3-5 µl RNA agaroz jel (%1’lik) 

elektroforezinde yürütülmüĢtür. Yürütme sonrası elde edilen görüntülerde 28S, 18S ve 

5S RNA net bir Ģekilde saptanmıĢtır (Resim 3.1). 

 

ġekil 3.1. Total RNA %1’lik agarozdaki görüntüsü 

RNA’nın kantitatif değerlendirilmesi 

Total RNA’nın kantitatif değerlendirilmesinde BioDrop marka cihaz 

kullanılmıĢtır. Ortlama 1.5-2 µl total RNA’nın 260 ve 280 nm’deki absorbans değerleri 

saptanmıĢtır. Bu değerlerle RNA’nın hem miktarı hem de saflığı saptanmıĢtır. 1 optik 

dansite RNA için 40 µg/ml dir. 

28s 

18s 

  5s 
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3.2.4. cDNA (Complementer DNA) Ġzolasyonu 

Hücrelerden elde edilen total RNA’dan ekspresyon analizi yapmak için öncelikle 

bu RNA’lardan cDNA elde edilmesi gerekmektedir. cDNA sentezi için GeneAll 

HyperScriptFirst Strand Synthesis Kit (Katalog: 601-005) kullanılmıĢtır.  Bu kitin 

önerdiği protokol uygulanarak her bir gruba ait örneklerin 1µg RNA’sından cDNA elde 

edilmiĢtir. cDNA sentezi için izlenilen protokol aĢağıda yer almaktadır Tablo (3.11). 

Tablo 3.10. cDNA sentez protokolüne göre reaksiyon içerikleri 

Reaktifler Miktar 

Primer (50 µM) 1 µl 

dNTP (10 mM) 1 µl 

Total RNA (1µg) (Miktar örneğe göre değiĢir) 

dH2O 14 µl’ye tamamlanmıĢtır 

 

0.2ml’lik steril tüp içerisinde hazırlanan reaksiyon içeriği 65
o
C 5 dk ısıtıcı blokta 

inkübe edilmiĢ ve bu sürecin hemen ardından örnekler 1 dakika buz üzerinde 

bekletilmiĢtir. 

Bu tüp içerisine 2 µl 10x revers transkriptaz (RTaz) buffer, 0.1 M, 2 µl DTT, 1 

µl ters transkriptaz enzimi ve 1 µl Rnaz eklenerek 5 sn santrifüj edilmiĢtir. 

Santrifüj sonrası tüpler PZR aletine ait bloklara yerleĢtirilmiĢ ve 55 
0
C 60 dakika 

ve 85°C 5 dk inkübe edilmiĢtir. 

Ġnkübasyon sonunda elde edilen cDNA’lar RT-PZR’da kullanılana kadar -

20°C’de saklanmıĢtır. 

 



 

57 

 

3.2.5. Gerçek Zamanlı Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Real time-PZR; RT-

PZR) 

Elde edilen cDNA’larda tez çalıĢmasında araĢtırılması planlanan genlerin 

ekspresyonlarının saptanması amacıyla RT-PZR yapılmıĢtır. Bu amaçla GeneAll® 

RealAmp SYBR qPCR Master mix kullanılmıĢtır (Tablo 3.12). Hedef genlere karĢı 

kontrol geni olarak ACTB Beta Aktin geni üç hücre serisi için de kullanılmıĢtır. 

Ekspresyonu araĢtırılan genlerin RT-PZR’da kullanılan primer dizileri Tablo 3.13’de 

verilmiĢtir.  

Her örnek için 3 bağımsız tekrar yapılmıĢtır.  

Ekspresyonlar arası rölatif farklılığın saptanmasında 2
-ΔΔCt

 formülasyonu 

kullanılmıĢ buradan ekspresyonlar arası kat değiĢimleri saptanmıĢtır. RT-PZR’ın 

etkinlik değeri genel olarak 0.98-0.99’dur. Reaksiyon içerikleri hem hedef hem de 

kontrol geni (housekeeping) için aynıdır.  

Tablo 3.11. RT-PZR için reaksiyon içeriği 

Reaksiyon içeriği Bir örnek için Reaksiyon Döngüsü 

Tampon (2X) 

SYBR qPCR 

master miks 

10 µl 1-95°C 5' denatürasyon (1 döngü) 

2-95°C 15'' 

3-55°C (54-61°C, gene göre değiĢkenlik 

gösterdi) 50''  

4-72°C 30'' 

40 döngü  

(2’den 4’e) 

Meting Curve (erime eğrisi) Analizi  

Ramp: 50-99 (0.5°C artıĢ, her basamakta 3 

saniye) 

90 ºC 5 saniye 

Primer  

(DPD, hENT1, 

TP, TS MDR1 ve 

MRP5, ACTB) 

Forward: 0.5 µl 

(10pmol/µl) 

Reverse 

 

: 0.5µl 

(10pmol/µl) 

dH2O 7 µl 

cDNA 2 µl 

Toplam 20 µl 
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Tablo 3.12. RT-PZR ile ekpsresyonu araĢtırılan genlerin primer dizileri 

Gen Primer Dizi (5ˈ3ˈ) 
Ürün Büyüklüğü 

(bp) 

DPD-F CAATGAGATGCCTGAAATGTG  
386 

DPD-R GGAAGCACAACTTATACTTGCAG  

hENT1-F AAACCGAGAACACCATCACCA  
440 

hENT1-R AAAGAAGGGCAGAGCATCCAG  

TP-F GCATGGATCTGGAGGAGACC  
368 

TP-R CACATCTCTGGCTGCATATAGGA  

TS-F GAGTTGCTGTGGTTTATCAAGGG 
423 

TS-R GATGTTGAAAGGCACACCGA  

MDR1-F AGTCGGAGTATCTTCTTCCA  
459 

MDR1-R TGAATGTAAGCAGCAACCAG  

MRP5-F TGGGTATAGAAGTGTGAGGGAG  
510 

MRP5-R CACACGATGGACAGGATGAG  

CASP3-F ATGGAAGCGAATCAATGGAC 
177 

CASP3-R AGTTTCTGAATGTTTCCCTGAG 

CASP8-F GATGTTATTCCAGAGACTCCAG 
110 

CASP8-R GGTAGGTAATCAGCAAATCCA 

CASP9-F GGCTCTTCCTTTGTTCATCTCC 
210 

CASP9-R TCACCAAATCCTCCAGAACCA 

ACTB-F CTGTGCTATCCCTGTACGCC 
270 

ACTB-R CCATCTCTTGCTCGAAGTCCA 

 

 

3.2.6.  

Tez çalıĢması sırasında izole edilen total RNA ve elde edilen cDNA’ların 

kalitatif değerlendirilmesinde %1’lik agaroz jel hazırlanarak elektroforetik yürütme 

yapılmıĢtır. 
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3.2.7. Jel  

5-FU, Leptin ve SHLA moleküllerinin hücrelerde meydana getireceği genomik 

DNA hasarının tespitinde tek hücre elektroforezi testi (COMET) gerçekeĢtirilmiĢtir.  Bu 

test için izlenilen protokol aĢağıda yer almaktadır. Bu testin hücre kültürü kısmından 

sonraki aĢamaları ilgili laboratuvar ortamı karartılarak (loĢ sayılan bir görünüm) 

gerçekleĢtirilmiĢtir. COMET tesiti için izlenilen protokol aĢağıda yer almaktadır. 

Hücrelerimiz 25cm
2
’lik flasklara 1X10

6
 konsantrasyonda ekildikten ve yukarıda 

MTT baĢlığı altında belirtilen serum açlığı uygulaması yapıldıktan sonra 5-FU, Leptin 

ve SHLA molekülleri IC50 değerlerinde tek tek ve kombine halinde hücrelere 

verilmiĢtir. Hücreler 37°C’de, CO2’li inkübatörde 72 saat inkübe edilmiĢtir. 

Ġnkübasyon sonunda hücreler tripsine edilip, 15ml’lik tüplere standart hücre 

kültürü teknikleri kullanılarak toplanmıĢtır.  

Bu tüpler 1500 rpm’de 5 dk santrifüj edildikten sonra süpernatant atılmıĢ ve 

hücrelerin üzerine transfer pipeti ile 2 ml PBS eklenmiĢtir. 

PBS ile karıĢan hücrelerin 18 µl’si (ortalama 100.000 hücre) 36 µl %0.75’lik 

düĢük erime sıcaklığına sahip agaroz [Low melting agarose (LMA)] ile karıĢtırılıp oda 

ısısında bekleyen ve normal erime sıcaklığına sahip agaroz ile kaplı lamların üzerine 

yayılarak üzerleri ince lameller (tüm lamı kaplayan) ile kaplanmıĢtır. Bu aĢamadaki 

iĢlemde, hücreler, alındıkları hacmin 2 katı kadar LMA ile karıĢtırılıp lam üzerine 

yayılarak iĢlem yapılmalıdır. Lam üzerine toplamda 100 µl’ hacimden daha fazla bir 

hücre LMA karıĢımın aktarılmamasına dikktat edilmiĢtir. 

Üzeri hücre ve agaroz karĢımıyla kaplanan lamlar buz üzerine alınarak 20 dakika 

donmaları beklenmiĢtir. Agaroz lam üzerinde donduktan lam ve lamel arasında su 

buharı benzeri oluĢumlar meydana gelir ve bu aĢamadan sonra lameller dikkatlice 
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kaldırılmıĢ ve lamlar daha önce hazırlanmıĢ olan ve +4°C’de Ģale içerisinde bekleyen 

soğuk lizing solüsyonunda 1 saat bekletilmiĢtir.  

Bekleme sonunda bu solüsyona 14 µl (20 µg/ml) Proteinaz K eklenerek örnekler 

Ģale içerisinde 37°C’ lik etüve kaldırılmıĢ ve 2 saat inkübe edilmiĢtir. 

Ġki saat sonunda lamlar soğuk Tris Borik Asit EDTA (TBE) nötral solüsyonunda 

20 dakika bekletilir ve ardından 25V’ta 20 dakika yürütülür. Yürütme iĢlemi süresince 

elektoroforez tankının üstüne soğuk aküler ve buz parçaları konularak TBE 

solüsyonunun ısınması engellenmiĢtir. 

Yürütme iĢlemi sonunda elektroforez tankından alınan lamlar karanlıkta, oda 

ısısında kurutulduktan sonra her bir lamel 50 µl etidyum bromid (8µg/ml) ile 

boyanmıĢtır. Boyanan preparatlar floresan mikroskopta (Euromexx, Onion, OX Range, 

AE3199) ilgili filtrede incelenmiĢtir. Her bir hücre DNA görüntüsü kuyruk uzunluğu ve 

kafa bölgesine göre değerlendirilmiĢ ve hasar miktarına göre 0 (hasarsız), 1 (az hasarlı), 

2 (orta hasarlı), 3 (hasarlı), 4 (çok hasarlı) olarak kategorize edilmiĢtir (ġekil 3.2). Her 

bir preparat için 300 hücre sayılmıĢtır. 
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ġekil 3.2. COMET testinde kullanılan skorlama ve skorlamaya ait örnek grüntüler 

3.2.8. Akım (Flow) Sitometri  

5-FU, Leptin ve SHLA moleküllerinin hücrelerin hücre döngüsü üzerindeki 

etkilerinin saptanması amacıyla akım sitometri testi uygulanmıĢtır. Bu amaçla izlenilen 

protokol aĢağıda yer almaktadır. Hücrelerimiz 25cm
2
’lik flasklara 1X10

6
 

konsantrasyonda ekildikten ve yukarıda MTT baĢlığı altında belirtilen serum açlığı 

uygulaması yapıldıktan sonra 5-FU, Leptin ve SHLA molekülleri IC50 değerlerinde tek 

ve kombine halinde hücrelere verilmiĢtir. Hücreler 37°C’de, CO2’li inkübatörde 72 saat 
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inkübe edilmiĢtir. Ġnkübasyon sonunda hücreler tripsine edilip, 15ml’lik tüplere standart 

hücre kültürü teknikleri kullanılarak toplanmıĢtır.  

Bu tüpler 1500 rpm’de 5 dakika santrifüj edildikten sonra süpernatant kısım 

atılmıĢ ve hücrelerin üzerine transfer pipeti ile 3 ml steril PBS (Ca++ ve Mg++ 

içermeyen) eklenerek tekrar 1500 rpm’de 5 dakika santrifüj edilmiĢtir. 

Santrifüj sonrası üst kısım tekrar atılmıĢ ve hücrelerin üzerine bir önceki 

aĢamada olduğu gibi 3 ml PBS (Ca++ ve Mg++ içermeyen) eklenerek pipetle hafifçe 

karıĢtırılarak yıkama iĢlemi yapılmıĢtır. Ardında tekrar 1500 rpm’de 5 dakika santrifüj 

yapılmıĢtır. Santrifüj sonrası üst süpernatant kısım atılmıĢ ve hücrelerin üzerine 2 ml 

steril PBS (Ca++ ve Mg++ içermeyen) eklenmiĢtir. Fiksasyon için vorteks üzerinde 

alınan tüplerin üzerine toplamda 2-3 ml soğuk %99’luk alkol hafif vorteks altında 

damla damla bırakılarak hücrelerin fiksasyonu sağlanmıĢtır. Fiksasyon iĢlemi 

sonrasında hücre akım sitometrisi süreci baĢlatılana kadar +4°C’de saklanmıĢtır. 

Akım sitometrisi ölçüm süreci baĢladığında öncelikle ortamdaki alkolü 

uzaklaĢtırmak için 2 ml daha PBS ilave edilmiĢ ve 1500 rpm’de 5 dk. santrifüj 

edilmiĢtir. 

Santrifüj sonrası süpernatant atıldıktan sonra hücrelerin üzerine 70 µl RNase ve 

50 µl Propidium Iodide (PI) eklenerek mikropipet yardımıyla karıĢması sağlanmıĢtır. 

Bu iĢlem sonunda örnekler 20 dakika oda ısısında karanlıkta inkübe edilmiĢtir. 

Ġnkübasyon sonunda hücreler 37 µm’lik nylon mesh’den süzülmüĢ ve akım 

sitometri cihazında (EPICS XL MCL, Beckman Coulter) 10000 hücre sayılarak hücre 

döngüsü ve DNA analizi yapılmıĢtır. G0/G1, sentez ve G2/M fazındaki hücrelerin oranı 

ile apoptotik hücre oranı iki değiĢkenli DNA histogramları MCYCLE (Phonex Sys) 

programı kullanılarak analiz edilmiĢtir. AsPC-1 hücre serisine ait akım sitometri 

sonuçları örnek olarak aĢağıda verilmiĢtir (ġekil 3.3).  
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ġekil 3.3. AsPC-1 hücre serisine ait akım sitometri sonuçları 
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3.2.9. Ġstatistiksel Analiz  

Tez çalıĢmasında elde edilen verilerin değerlendirilmesinde SPSS 15.0 paket 

programı kullanılmıĢtır. Tanımlayıcı tipte bir araĢtırma olan araĢtırmada değiĢkenlere 

iliĢkin frekanslar ve yüzdelikler verilmiĢ ve bu veriler çeĢitli grafikler yardımıyla görsel 

olarak da özetlenmiĢtir. Kategorik değiĢkenlerin gruplardaki dağılımlarının test 

edilmesinde ki-kare ya da Fisher’in exact testi kullanılmıĢ, sonuçlar frekans dağılımları 

ve yüzdeliklerin tanımlayıcı istatistik olarak kullanıldığı tablolarla ifade edilmiĢtir. 

ÇalıĢmada istatistiksel anlamlılık sınırı olarak p<0.05 alınmıĢtır. 
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4.  BULGULAR 

Tez kapsamında çalıĢılan 5-FU, Leptin ve SHLA moleküllerinin AsPC-1, MIA 

PaCa-2, Panc-1 hücreleri üzerindeki sitotoksik etkileri MTT yöntemi ile saptanmıĢtır. 

5-FU Sitotoksisitesi 4.1. 

Sitotoksisite testi sonucu her 3 hücre serisinde de 72. saatte yalnızca 5-FU’nun 

IC50 değeri saptanmıĢtır (Tablo 4.1). 5-FU’nun dozlarına göre hücre serileri üzerindeki 

sitotoksik etkileri ġekil 4.1, 4.2 ve 4.3’te verilmiĢtir. Aynı inkübasyon süresinde Leptin 

ve SHLA moleküllerinin IC50 değerinin saptanabileceği bir sitotoksisiteleri 

bulunmamaktadır.  

Bu test her bir hücre serisi için 3 kez ve her bir testte 4 tekrarlı olacak biçimde 

yapılmıĢtır. 

Tablo 4.1. 5-FU’un Pankreas kanseri hücre serilerinde IC50 değerleri 

Hücre Serisi IC50 değeri (µM) 

AsPC-1 330.56 

MIA PaCA-2 450.98 

Panc-I 12.50 
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ġekil 4.1. 5-FU’nun AsPC-1 hücre serisindeki sitotoksisitesi 

 

 

 

ġekil 4.2. 5-FU’nun MIA PaCa-2 hücre serisindeki sitotoksisitesi 
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ġekil 4.3. 5-FU’nun Panc-I hücre serisindeki sitotoksisitesi.  
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Leptin Sitotoksisitesi  4.2. 

Leptin molekülünün hücre serileri üzerindeki sitotoksik etkisi ġekil 4.4’de 

verilmiĢtir. Bu sitotoksisite sonucuna göre, tez kapsamında yapılacak diğer testlerde 

Leptin’in uygulama dozu 0.1 µM olarak belirlenmiĢtir.  

 

ġekil 4.4. Leptin molekülünün AsPC-1, MIA PaCa-2 ve Panc-I hücre serilerindeki 

sitotoksik etkisi 
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SHLA Sitotoksisitesi 4.3. 

SHLA molekülünün hücre serileri üzerindeki sitotoksik etkisi ġekil 4.5’de 

verilmiĢtir. Bu sitotoksisite sonucuna göre, tez kapsamında yapılacak diğer testlerde 

SHLA’in uygulama dozu 1000 ng olarak belirlenmiĢtir 

 

 

ġekil 4.5. SHLA molekülünün AsPC-1, MIA PaCa-2 ve Panc-I hücre serilerindeki sitotoksik etkisi 
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kombinasyon 5-FU + Leptin + SHLA (330.56 µM + 0.1 µM + 1000 ng) olarak toplam 8 

grup belirlenmiĢtir.  MIA PaCa-2 ve Panc-I hücre serileri içinde yalnızca 5-FU değerleri 

değiĢkenlik (MIA PaCa IC50 = 450.98 µM ve Panc-I IC50=12.50 µM) gösteren benzer 

gruplar oluĢturulmuĢtur. 

 

4.4.1. DPD Geni Ekspresyon DeğiĢimi 

Pankreas kanseri hücrelerinde oluĢturulan çalıĢma gruplarında, moleküller 

uygulandıktan sonra TS geninde meydana gelen ekspresyon değiĢimi hücre tipine göre 

farklılık gösterdiği için bu değiĢiklikler AsPC-1 için ġekil 4.6’de; MIA PaCa-2 için 

ġekil 4.7 ve Panc-I ġekil 4.8’da verilmiĢtir.  

 

ġekil 4.6. AsPC-1 hücre serisinde DPD geni ekspresyon değiĢimi 
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ġekil 4.7. MIA PaCA-2 hücre serisinde DPD geni ekspresyon değiĢimi 

 

ġekil 4.8. Panc-I hücre serisinde DPD geni ekspresyon değiĢimi 

0

2

4

6

8

10

12

D
eğ

iĢ
im

 O
ra

n
ı 

DPD Geni Ekspresyon DeğiĢimi 

0

5

10

15

20

25

D
eğ

iĢ
im

 O
ra

n
ı 

DPD Geni Ekspresyon DeğiĢimi 



 

72 

 

4.4.2. hENT-1 (human equilibrative nucleoside transporter- 1) Geni 

Ekspresyon DeğiĢimi 

 Pankreas kanseri hücrelerinde oluĢturulan çalıĢma gruplarında, moleküller 

uygulandıktan sonra hENT-1 geninde meydana gelen ekspresyon değiĢimi ġekil 4.9 ve 

ġekil 4.10’de verilmiĢtir. 

 
 

ġekil 4.9. AsPC-1 ve MIA PaCa-2 hücre serilerinde hENT-1 geni ekspresyon değiĢimi 
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ġekil 4.10. Panc-I hücre serilerinde hENT-1 geni ekspresyon değiĢimi 

4.4.3. TP Geni Ekspresyon DeğiĢimi 

Pankreas kanseri hücrelerinde oluĢturulan çalıĢma gruplarında, moleküller 

uygulandıktan sonra TP geninde meydana gelen ekspresyon değiĢimi ġekil 4.11’da 

verilmiĢtir 

 

ġekil 4.11. TP geni ekspresyon değiĢimi 
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4.4.4. TS Geni Ekspresyon DeğiĢimi 

Pankreas kanseri hücrelerinde oluĢturulan çalıĢma gruplarında, moleküller 

uygulandıktan sonra TS geninde meydana gelen ekspresyon değiĢimi ġekil 4.12’de 

verilmiĢtir. 

 

ġekil 4.12. TS geni ekspresyon değiĢimi 

4.4.5. MDR1 Geni Ekspresyon DeğiĢiklikleri 

Pankreas kanseri hücrelerinde oluĢturulan çalıĢma gruplarında, moleküller 

uygulandıktan sonra MDR1 geninde meydana gelen ekspresyon değiĢimi ġekil 4.13 ve 

ġekil 4.14’da verilmiĢtir. 

-1
1
3

5

7
9

11

13

15
17

19

D
eğ

iĢ
im

 O
ra

n
ı 

TS Geni Ekspresyon DeğiĢimi 



 

75 

 

 

ġekil 4.13. AsPC-1 ve MIA PaCa-2 hücre serilerinde MRP1 geni ekspresyon değiĢimi 

 

 

 

ġekil 4.14. Panc-I hücre serilerinde MDR1 geni ekspresyon değiĢimi 
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4.4.6. MRP5 Geni Ekspresyon DeğiĢimi 

Pankreas kanseri hücrelerinde oluĢturulan çalıĢma gruplarında, moleküller 

uygulandıktan sonra MRP5 geninde meydana gelen ekspresyon değiĢimi ġekil 4.15 ve 

ġekil 4.16’de verilmiĢtir. 

 

ġekil 4.15. AsPC-1 ve MIA PaCa-2 hücre serilerinde MRP5 geni ekspresyon değiĢimi 

 

 

ġekil 4.16. Panc-I hücre serilerinde MRP5 geni ekspresyon değiĢimi 
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4.4.7. Kaspaz Genlerinin Ekspresyonu 

Pankreas kanseri hücrelerinde oluĢturulan çalıĢma gruplarında, moleküller 

uygulandıktan sonra Kaspaz 3, 8 ve 9 genlerinin meydana gelen ekspresyon değiĢimi 

ġekil 4.17 ve ġekil 4.18’de verilmiĢtir. 

 

ġekil 4.17. AsPC-1 ve MIA PaCa-2 hücre serilerinde Kaspaz 3, 8 ve 9 genlerinin 

ekspresyon değiĢimi 
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ġekil 4.18. Panc-I hücre serisinde Kaspaz 3, 8 ve 9 genlerinin ekspresyon değiĢimi 

COMET Analizi 4.5. 

Her bir hücre serisinde, 5-FU (IC50 değeri), Leptin (0.1 µM) ve SHLA (1000 ng) 

moleküllerin tek tek ve kendi aralarındaki kombinasyonları hücrelere sunulduktan sonra 

hücrelerdeki olası genomik DNA hasarı COMET yöntemi ile belirlenmiĢtir. Her bir 

grupta saptanan DNA hasarı oranı ve DNA hasarı açısından grupların birbirlerine göre 

karĢılaĢtırmaları sırasıyla Tablo 4.2 ve Tablo 4.3’te verilmiĢtir. Her 3 pankreas kanseri 

hücre serisinde de gruplar arasında DNA hasarı açısından anlamlı bir fark 

bulunmaktadır (p≤ 0.001) 
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Tablo 4.2. AsPC-1, MIA PACA-2 ve Panc-I hücre serilerinde saptanan DNA hasarı 

Hücre serisi AsPC-1 MIA 

PaCA-2 

Panc-I  

Gruplar Hasar oranı (%) Hasar oranı 

(%) 

Hasar oranı 

(%) 

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+ 

SHLA 

13.4 28.7 23.1 ≤0.001 
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Tablo 4.3. AsPC-1, MIA PACA-2 ve Panc-I hücre serilerinde grupların birbirlerine 

göre DNA hasarı açısından karĢılaĢtırmaları 

Grup KarĢılaĢtırma Grubu AsPC-1 

p 

MIA PACA 

p 

Panc-I 

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 
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Akım Sitometri Analizi 4.6. 

Her bir hücre serisinde, 5-FU (IC50 değeri), Leptin (0.1 µM) ve SHLA (1000 ng) 

moleküllerin tek tek ve kendi aralarındaki kombinasyonları hücrelere sunulduktan sonra 

moleküllerin hücre döngüsüne olan etkileri Tablo 4.19 ve Tablo 4.20’te verilmiĢtir. 

Moleküllerin hücre döngülerine etkileri açısından hücre serilerinde ki gruplar arasında 

istatistiksel açıdan anlamlı farklılık saptanmıĢtır (p≤ 0.001) 

 

ġekil 4.19. AsPC-1 Hücrelerinde akım sitometri sonucu hücre döngüsü 
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ġekil 4.20. MIA PaCa-2 Hücrelerinde akım sitometri sonucu hücre döngüsü 

 

 

 

ġekil 4.21. Panc-I Hücrelerinde akım sitometri sonucu hücre döngüsü 
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Tablo 4.4. AsPC-1, MIA PACA-2 ve Panc-I hücre serileride moleküllerin hücre 

döngüsüne olan etkileri 

Hücre 

serisi 

AsPC-1 MIA PACA Panc I  

     

Döngü 

Gruplar 

G0/G1 

(%) 

S G2/M 

(%) 

G0/G1 

(%) 

S G2/M 

(%) 

G0/G1 

(%) 

S G2/M 

(%) 

p 

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 75 0 43 32 25 ≤0.001 

5-FU  

+ 

 Leptin 

67 32 1 29 71 0 67 32 1 ≤0.001 

5-FU 

 +  

SHLA 

45 20 35 55 45 0 52 42 6 ≤0.001 

Leptin  

+  

SHLA 

55 31 14 73 20 7 19 81 0 ≤0.001 

5-FU 

+  

Leptin 

+  

SHLA 

63 19 18 73 26 4 71 19 10 ≤0.001 
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Tablo 4.5. AsPC-1, MIA PACA-2 ve Panc-I hücre serilerinde grupların hücre 

döngüsüne etkileri açısından karĢılaĢtırılmaları 

Grup KarĢılaĢtırma Grubu AsPC-1 

p 

MIA PACA 

p 

Panc-I 

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 + 

SHLA 

5-FU + Leptin + SHLA 0.141 0.459 ≤0.001 
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5.  TARTIġMA 

PK, küratif bir tedavisi bulunmayan mortalite oranı yüksek kanserlerden biridir. 

PK tanısı alan hastalar genellikle derece III/IV olduklarından tedavisi çok zordur
2
; PK 

tedavisinde cerrahi ilk seçenek olmasına rağmen her hastada cerrahi 

uygulanamamaktadır
62

. Bu nedenle kemoterapi en uygun tedavi seçeneğidir. 

Kemoterapide 5-FU, gemsitabin ve bunların diğer toksik ilaçlarla kombinasyonları 

tercih edilmektedir. 

5-FU ilk kez 1957 yılında bulunmuĢ ve yaygın kullanımı kabul görmüĢ 

kemoterapötik bir ilaçtır. Anti-kanser etkisini TS enziminin inhibisyonu ve kendi 

metabolitlerinin genomik DNA ve RNA’ya katılımı yoluyla gerçekleĢtirmektedir.
72

 

1950’li yıllarda kolon kanseri baĢta olmak üzere PK tedavisinde ilk kemoterapi ilacı 

olarak kullanılan 5-FU, gemistabinin üretimi ve gemsitabinin yaĢam süresi konusundaki 

üstünlüğü
62

 nedeniyle PK tedavisindeki kullanımı gemsitabinden sonraya kalmıĢ olsa da 

son yıllarda 5-FU temelli kombinasyon tedavilerinin diğer tedavi modalitelerine göre 

baĢarısının arttığı saptandığından 5-FU temelli tedaviler tekrardan önem kazanmıĢtır.
64, 

101, 114
 Bu tez çalıĢmasında 5-FU kemoterapötik direncinin seçilmesinin nedenlerinden 

biri de son yıllarda kemoteraptik önemi tekrar artan
64

 ancak direnç mekanizması 

hakkında az ve çeliĢkili sonuçları bulunan 5-FU’unun kemoterapötik direncine ait 

potansiyel mekanizmaların açıklanmasına katkı sunmaktır. Ancak her kemoterapide 

olduğu gibi 5-FU temelli tedavi protokollerinde de primer ve kazanılmıĢ direnç ile 

karĢılaĢılmaktadır. Kemoterapötik direnç, ilacın etkinliğini azaltmakta ve tedavi 

baĢarısını düĢürmektedir. Kemoterapötik direncin önlenmesi ve/veya üstesinden 

gelinmesi amacıyla 5-FU baĢka moleküllerle kombine edilerek uygulanmakta ve tedavi 

baĢarısı artırılmaya çalıĢılmaktadır 
64,65

 Ancak bu kombinasyonlarda 5-FU terapötik 

yolağında, 5-FU etkinliğini azaltacak hücresel unsurları (genetik, epigenetik, 
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biyokimyasal) hedef alan molekül ve/veya ilaçların kullanılması hedefe yönelik etkili 

bir tedavi yaklaĢımını barındırabilir. Bu nedenle 5-FU terapötik direnç yolağının 

tanımlanması önemlidir. 5-FU terapötik direncine katkı sunan unsurları PK dokusal 

yapısı (sıkı desmoplastik yapı),
63

 hücre döngüsü genlerinde, onkogenlerde ve tümör 

baskılayıcı genlerdeki mutasyonlar,
62

 mikroRNA ve DNA ve kromatin asetilasyonu gibi 

epigenetik faktörler,
2, 67

 hücre membranındaki taĢıyıcı sistemler,
65

 5-FU 

metabolizmasında yer alan enzimlerin miktarı ve aktivasyonları
65, 88

 Ģeklinde 

özetleyebiliriz. Bu tez çalıĢmasında 5-FU metabolizmasında oluĢan metabololitlerin 

fonskiyonunda yer alan enzimler ile hücre membranında metabolitlerin taĢınımında 

sorumlu ve çoklu ilaç direncine katkı sunan taĢıyıcı protenlerin transkripsiyon 

düzeyinde ekspresyonlarının terapötik kombinasyonu olası 5-FU temelli yeni bir 

molekül kombinasyonu ile araĢtırılması amaçlanmıĢtır. 

Bu yeni kombinasyonda 5-FU ile Leptin ve Leptin reseptör inhibitörü SHLA 

kullanılmıĢtır. Leptin, fizyolojik olarak hücre ve organizmada genel metabolizma, 

nöroendokrin fizyolojisi, infetilite
115

 ve immune sistem cevabının geliĢimi
9, 115

 gibi bir 

çok mekanizmaya doğrudan veya dolaylı katkı sunabilen bir hormondur Leptin, kanser 

oluĢum ve geliĢim basamağında da anjiyogenez, metastaz, tümörigenez ve apoptoza 

karĢı hayatta kalma / direnç gibi iĢlemleri destekleyen pro-inflamatuar, pro-anjiyojenik 

ve pro-tümörijenik bir adipokindir.
9, 12

 Ancak bu özelliklerinin yanında Leptinin PK 

hücre serilerinin spesifik olarak ölümüne neden olduğu
6
 ve MAPK yolağı üzerinden 

apoptozu desteklediği ve hücre tipine göre doğal ve kazanılmıĢ bağıĢıklıkta rolü olduğu 

bilinmektedir.
9, 116

 Kanser olgularında immune sisitem hücrelerinin yetersiz kaldığı 

bilinmektedir. Leptininde periferal mononükleer hücrelerin proliferasyonunu 

tetiklemesi,
116

 apoptozu geciktirmesine iliĢkin veriler
9
 leptinin PK tedavisinde 5-FU 

uygulamasında destekleyici rolü olup olmayacağının sorusunu akla getirmiĢ bu nedenle 
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de 5-FU ile leptin uygulamasının 5-FU direnç yolağındaki etkileri araĢtırılmıĢtır. 

Leptinin bu olası etkilerinin net olarak ortaya konulması amacıyla da leptin inhibitörü 

süperaktif insan leptin antogonisti (SHLA) hem 5-FU hem leptin ile ikili 

kombinasyonda hemde her ikisi ile birlikte üçlü kombinasyon halinde uygulanmıĢtır.  

5-FU, Leptin ve SHLA Sitotoksisitesi 5.1. 

Her bir molekülün sitotoksik IC50 değeri MTT testi ile 3 kez ve her bir testte 4 

tekrarlı olacak biçimde araĢtırılmıĢtır.  

5-FU Sitotoksisitesi 5.2. 

Elde edilen verilere göre 5-FU’ya en duyarlı hücre serisi Panc-I (12.5µM) en 

dirençli olanı ise MIA PaCa-2 (450.98 µM) hücre serisi olarak saptanmıĢtır. Elde 

ettiğimiz IC50 değeri diğer yayınlara
106, 117

 göre oldukça yüksek saptanmıĢtır. Shi ve 

ark.’ları
117

 tarafından Sülforhodamin B testi ile yapılan sitotoksisite çalıĢmasında, 72 

saat 5-FU inkübasyonu sonunda IC50 değerleri, AsPC-1 için 3.08 µM, MIA PaCA-2 

için 4.63 µM olarak saptandığı belirtilirken, Kurata ve ark.
106

 tarafından prodidyum 

iodide ile yapılan sitotoksisite çalıĢmasında 72 saat inkübasyon sonunda IC50 değerleri, 

AsPC-1 için 3.25 µM, MIA PaCA-2 için 9 µM, Panc-I için 3.85 µM olarak saptandığı 

belirtilmiĢtir. 

Yehai Liu ve ark.’ları
118

 MTT ile yaptıkları sitotoksisite testinde Panc-I hücre 

serisinin 7 gün inkübasyon süresi sonunda 5-FU IC50 değerini 576 µM (75µg/ml) 

olarak vermiĢtir. Her üç çalıĢmada da farklı testler, farklı besi yeri ve farklı yaklaĢımlar 

kullanılmıĢtır. Hücre kültürü çalıĢmalarında özellikle IC50 değeri, çalıĢmaya özgü elde 

edilen kantitatif bir değerdir. Bu değeri kullanılan test ve hücre serisinin tipi baĢta 

olmak üzere
119

 kullanılan hücre serisinin pasaj sayısı, beslenme biçimi, besi yeri tipi, 

laboratuvar ortamı,
120

 kullanılan test,
120

 ekim yapılan hücre sayısı ve elde edilen verilen 

kullanıldığı programlar etkilemektedir. Bu nedenle çalıĢmalar arasındaki farklılığın 
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temelinde bu unsurlar yatmaktadır. Meme kanseri hücre serilerinde 5-FU IC50 

değerinin 29.9 µM
121

 ve hepatosellüler kanser serisinde 5-FU IC50 değerinin 68µM 

olarak saptanması bu duruma örnek olarak verilebilir
122

, Web tabanlı veri bankaları 

üzerinden yapılan araĢtırmada ―www.cancerrxgene.org/translation/Drug/179?#t_IC50‖ 

adlı veri bankasından AsPC-1 ve MIA PaCa-2 hücre serileri için IC50 değerlerini 

sırayla 133 ve 314 µM olarak vermektedir. Bu veriler tez çalıĢmamızda elde ettiğimiz 

verilerle uyumludur. Liu S ve ark.’ları 
123

 tarafından PK hücre serilerinde yapılan 

çalıĢmada Panc-I hücre serisinin 72 saat inkübasyon sonunda IC50 değeri 12 µM olarak 

verilmiĢtir. Bu değer bizim Panc-I IC50 değerimiz ile uyumludur.
 

Bu tez çalıĢmasında MTT testi 3 kez bağımsız biçimde ve her bir testte her bir 

doz için 4 tekrarlı olacak biçimde morfolojik izlem yapılarak gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu 

MTT görüntüleri ölçüm öncesi fotoğraflanarak kantitatif veri kalitatif olarak ta 

doğrulanmıĢtır. Ayrıca MTT ve benzeri testlerde kontrol grubu dahil en az 6 doz 

yapılması gereklidir.  Bu tez çalıĢmasında ise kontrol dahil 9 doz uygulaması 

yapılmıĢtır.   

Leptin Sitotoksisitesi 5.3. 

Leptinin hücre sitotoksisitesi ve proliferasyonu üzerine olası etkilerini farklı 

kanser hücreleri üzerinde araĢtıran birçok çalıĢma bulunmaktadır.
6, 7, 124-127

  

Bu çalıĢmalarda genel olarak leptinin proliferasyonu doza ve zamana bağlı 

arttırdığı,
124, 126, 128

 ancak hücre seçiciliğinin bulunduğu
7
 ve hatta PK hücresinde 

proliferasyonu inhibe ettiği bildirilmektedir. Hücrenin proliferasyon sonuçlarının farklı 

çıkmasının nedenlerini ise kullanılan hücre tipi, kullanılan leptin dozunun farklı olması, 

besi yeri farklılığı ve yöntem farklılığı olarak sıralayabiliriz. Bu farklılıklardan en 

önemlisi leptinin in vitro Ģartlar için kullanılması gereken konsantrasyonundaki 

farklılıktır. Yukarıda belirtilen yayınlarda 0,4 ng/ml’den 100 ng/mlye kadar birçok 

https://www.cancerrxgene.org/translation/Drug/179?#t_IC50


 

89 

 

dozda çalıĢma yapılmıĢtır. Bu durum sonuçların farklı çıkmasına neden olduğu 

anlaĢılmaktadır. Normal sağlıklı insandaki leptin düzeyinin in vitro için karĢılığının 10 

ng/ml obezler için ise 100 ng/ml’ye kadar çıktığı bildirilmektedir.
129

 

Alisha M. Mendonsa ve ark.’ları
7
 leptinin sitotokisk etkisini kemirgen (Panc02) 

ve insan MIA PaCA-2 ve Panc-I hücre serilerinde araĢtırmıĢlar. Leptinin 5, 50 ve 250 

ng/ml oranında hücrelere uyguladıklarında Panc02 ve MIA PaCA-2 hücrelerinde 

proliferasyon artarken Panc-I hücrelerinde herhangi bir değiĢikliğe neden olmadığı 

belirtilmiĢtir. Somasundar P ve ark.’ları
6
 tarafından yapıla çalıĢmada 0.4 ng/ml ve 4 

ng/ml oranında leptin uygulamasının 24 ve 48. Saatte MIA PaCa ve Panc-I hücrelerinin 

proliferasyonunu inhibe ettiği bildirilmiĢtir. Yingchao Fan ve ark.’ları
127

 100 ng/ml 

leptin uygulandığında AsPC-1 ve Panc-I hücrelerinin proliferasyonunun değiĢmediği 

anca invazyon ve migrasyon yeteneklerinin arttığı bildirilmiĢtir. James c. H. Hardwick 

ve ark.’ları
124

 HT-29 kolon kanser hücreside 5, 50, 500 ve 5000 ng/ml 

konsantrasyonlarda leptin uygulandığında konsatrasyon arttıkça proliferasyonun 

arttığını beliritlmiĢtir. Neeraj K. Saxena ve ark.’ları
128

 tarafından hepatoselüler 

karsinoma HepG2 ve Huh7 hücrelerine 25,50,100 ve250 ng/ml konsatrasyonda leptin 

uyguladıktan sonra yapılan bromodeoksiuridin proliferasyon testinde, zamana bağlı 

olarak proliferasyonun arttığı rapor edilmiĢtir. Anna Ptak ve ark.’ları
126

, tarafından 

Alamar Blue testi ile yapılan proliferasyon çalıĢmasında, ovcar 3 hücrelerine 2, 20, 40 

ve 100 ng/ml konsantrasyonda leptin uygulamasının hücrelerde proliferasyonu arttırdığı 

bildirilmiĢtir. Ines Borone ve ark.’ları
125

, meme kanser hücrelerinde 10, 100 ve 1000 ng 

konsantrasyonlarda leptin uygulamasının meme kanseri hücrelerinde proliferasyonu 

arttırdığı belirtilmiĢtir.  

Harbuzariu A ve ark.
8
 ve Harbuzariu A and Gonzalez-Perez RR,

130
  

çalıĢmalarında, 1.2nM leptin PK hücre serilerinde proliferasyonun arttığını 
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bildirmiĢlerdir. Her iki çalıĢmada kullanılan lepptin konsantrasyonu literature 

incelemsinde saptanan en küçük leptin konsantrasyonudur. Yazarlar bu çalıĢmalarda 

kullanılan 1.2 nM konsatrasyondaki leptinin fizyolojik Ģartlara uygun olarak belirtse de 

yukarıda yer alan çalıĢmalar ile literatürdeki diğer çalıĢmalar ile çeliĢmektedir.
6, 7, 127, 129

 

Bu tez çalıĢmasında 0.01, 0.1, 0.2 ve 1µM konsantrasyonda leptin molekülü 

hücrelere verilerek sitotoksisite analizi yapılmıĢtır.  AsPC-1 hücre serisinde 72.saate 

0.01 µM konsatrasyonda kontrole göre %10’luk bir inhibisyon saptansa da doz arttıkça 

kontrole yakın bir yaĢam yüzdesi elde edilmiĢtir. MIA PaCa-2 hücre serisinde ise 0.1 

µM konsantrasyonda hücre kontrole göre %12 oranında artsa da doz arttıkça kontrol 

düzeyinde bir yaĢam saptanmıĢtır. Panc-I hücre serisinde ise tüm dozlarda kontrole 

yakın bir yaĢam yüzdesi saptanmıĢtır. MTT sonuçlarından sonra 0.1 µM’lık leptin 

konsantrasyonunun tezde gerçekleĢtirilecek diğer testler için sabit leptin konsantrasyonu 

olarak alınmasına karar verilmiĢtir. Çünkü 0.1 µM’lık doz literatüre göre ortalama 

34ng/ml’lik obez sınırındaki insanlarda saptanan leptin düzeyine eĢit olduğu 

belirtilmiĢtir 
7, 129, 131

 

Amacımız leptin varlığının olası kemoterapötik etkisini araĢtırma olduğundan 

leptin düzeyinin obez insan sınırında seçilmesinin daha uygun olduğuna karar 

verilmiĢtir. 

SHLA Sitotoksisitesi 5.4. 

SHLA taĢıdığı mutasyonlarla (D23L/L39A/D40A/F41A) normal leptin 

molekülünden 60 kat daha fazla afinite ile OB-R’ye bağlanmakta ve ilk üretilen 

antagonistlere (L39A/D40A/F41A) göre 14 kat daha fazla antagonist aktivite gösterdiği 

bildirilmiĢtir.
12

 Bu nedenle tez çalıĢmasında SHLA seçilmiĢtir. 

Tez çalıĢması kapsamında SHLA’nın 10, 100, 500 ve 1000 ng’lık 

konsantrasyonları hazırlanmıĢ ve hücrelere sunulmuĢtur. AsPC-1 ve MIA PaCa-2 hücre 



 

91 

 

serilerinde 1000 ng SHLA uygulamasında sırayla %12 ve %11 oranında bir 

proliferasyon artıĢı saptanmıĢtır. Diğer dozlarda ise herhangi bir proliferasyon artıĢı 

veya azalıĢı saptanmamıĢtır. Panc-I hücre serisinde ise 10, 100, 500 ve 1000 ng SHLA 

uygulamasında genel olarak %10 oranında bir proliferasyon inhibisyonu saptanmıĢtır. 

Ancak genel olarak SHLA her 3 PK hücre serisinde de sitotoksik bir doza 

ulaĢılamamıĢtır. SHLA’nın her bir doz için PK hücrelerindeki etkisi hücre tipine göre 

değiĢiklik göstermiĢtir. 

E. Fiedor · E. L. Gregoraszczuk
131

 tarafından granülosa hücrelerinde yapılan 

çalıĢmada leptin (40ng/ml) verilen graülosa hücrelerinde artan proliferasyonu 

SHLA’nın doza bağlı azalttığı bildirilmiĢtir. Bu çalıĢmada SHLA’nın tek baĢına 

hücrelerin proliferasyonuna olan etkisi araĢtırılmamıĢtır. Bu nedenle tez sonuçlarımız 

ile karĢılaĢtırma yapılamamıĢtır.  

Elz˙bieta Fiedor1 · Ewa Łucja Gregoraszczuk
131

 tarafından, SHLA’nın epiteliyal 

ovaryum kanser hücre serilerinde (HOSEpic, CaOV-3 ve OVCAR-3) proliferatif 

etkisinin araĢtırıldığı çalıĢmada, 10, 100 ve 100 ng SHLA’nın sitotoksik etkisinin 

OVCAR-3 serisinde kontrole göre %20 oranında bir inhibisyonu olduğu diğer hücre 

serilerinde ise belirgin bir proliferasyon inhibisyonu saptanmadığı, SHLA’nın hücresel 

etkilerinin hücre tipine göre değiĢebileceği bildirilmiĢtir. Bu sonuçlar bizim tez 

çalıĢmasında elde ettiğimiz bulgularla uyumludur. 

Yapılan literatür taramasında, SHLA’nın PK dahil diğer kanserler üzerindeki 

etkisine iliĢkin herhangi bir veri ve yayın bulunamamıĢtır. Bu tez çalıĢması SHLA’nın 

PK hücre serileri üzerindeki sitotoksik, genotoksik etkisini araĢtıran ilk çalıĢmadır. 

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

Ekspresyonuna Etkisi  

5.5.1. DPD Gen Ekspresyonu 



 

92 

 

5-FU’nun canlı siteme girdiğinde DPD tarafından DHFU’ya dönüĢtürülür.  5-

FU’nun %80’ine kadar olan kısmı karaciğerde DPD tarafından yıkılır
65, 87

 

DPD ekspresyonu ile 5-FU toksisitesi arasındaki iliĢkinin araĢtırıldığı kanser 

çalıĢmalarında çeliĢkili sonuçların var olduğu belirtilmektedir.
94

 DPD 5-FU’yu 

metabolize ettiğinden genel olarak yüksek DPD seviyesi 5-FU’nun metabolize olmasını 

hızlandıracak ve düĢük DPD seviyesinin daha iyi bir yaĢam süresinin oluĢmasına katkı 

sağlayabileceği beklenir. 

Nakayama ve ark’nın,
93

 68 adet PK dokusunda immünositokimya DPD 

ekspresyonu araĢtırdığı çalıĢmasında, 5-FU karaciğer perfüzyon kemoterapisi alan 

hastalarda DPD ekspresyonu düĢük olanlarda daha iyi yanıt alındığı ve kemoterapi 

alınmadan önce DPD ekspresyonunun belirlenmesinin önemli olacağı belirtmiĢtir. 

Miyake ve ark.
105

 tarafından 28 PK olgusunda RT-PZR ile yapılan DPD ekspresyon 

çalıĢmasında, DPD ekspresyonu ile PK olgularının klinikopatolojik sonuçlarıyla 

iliĢkisinin saptanmadığını ve DPD’nin tek baĢına prediktif bir anlamının bulunmadığını 

bildirmiĢtir.  Fukui ve ark.,
132

  tarafından farklı tiplerdeki 17.613 adet kanser dokusunda 

(gastrik, kolon, meme, akciğer…) ELISA ve RT-PZR ile yöntemleriyle yaptıkları DPD 

ekspresyon çalıĢmasında, DPD ekspresyonunun kanser tipine göre değiĢtiği yüksek 

DPD ekspresyonun zayıf prognozla iliĢkili olduğu bildirmiĢtir. 

Shimoda ve ark.
133

 tarafından 29 PK tanı hastanın dokusunda immünositokimya 

ile yapılan DPD ekspresyon çalıĢmasında, istatistiksel olarak anlamlı olmasa da düĢük 

DPD ekspresyonuna sahip olanlardaki hastalıksız yaĢam oranının yüksek olanlara göre 

daha iyi olma eğiliminde olduğu belirtilmektedir. Krug ve ark.’ları
94

 tarafından, 5-FU 

tedavisi alan 26 pankreatik nöroendokrin tümör tanısı almıĢ hastanın tümör dokusunda 

immünositokimya ile yaptıkları DPD ekspresyon araĢtırmasında, DPD ekspresyonunun 

5-FU tedavisi alan hastalarda prediktif biyobelirteç olabileceğini bildirmiĢtir. Ancak bu 
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çalıĢmada DPD ekspresyon seviyesi yaĢam süresi ile iliĢkisi saptanmamıĢtır bu nedenle 

büyük sayıdaki olgular üzerinde çalıĢma yapılması gerektiği vurgulanmıĢtır. 

Elander ve ark.’ları
89

 tarafından 238 PK olgusunda, 5-FU tedavisinde DPD 

ekspresyonunun biyobelirteç olarak kullanılma potansiyelinin immünositokimya ile 

araĢtırıldığı çalıĢmada, tümör içi düĢük DPD ekspresyonunun 5-FU direnci ve artan 

yaĢam süresiyle iliĢki olduğu, DPD ekspresyonu arttığında yaĢam süresinin azaldığı bu 

nedenle DPD ekspresyonunun negatif biyobelirteç olabileceği belirtilmektedir. Yine bu 

çalıĢmada 5-FU ve gemsitabin tedavilerinde prediktif belirteç olarak DPD ve hENT1 

ekspresyonlarının birlikte değerlendirilmesinin daha anlamlı olacağı vurgulanmaktadır. 

Yukarıda özetlenen çalıĢmalar genelde DPD ekspresyon düĢüklüğünün 5-FU 

yanıtını iyileĢtireceği yönündedir. DPD fonksiyonu nedeniyle de bu beklenti bilimsel 

olarak doğrudur. Özetlenen çalıĢmalarda DPD ekspresyonu dokularda araĢtırılmıĢ ve 5-

FU klinik direnci iliĢkisi bakılmıĢtır. Bu tez çalıĢmasında ise PK hücre serilerinde 5-

FU’nun DPD ekspresyonu üzerine etkisi araĢtırıldığından sonuçların doğrudan 

karĢılaĢtırılmamıĢtır. 

Yukarıda özetlenen literatür bilgisi ıĢığında, DPD ekspresyon düĢüklüğü 5-FU 

uygulanan PK tedavisinde duyarlılığın atmasına neden olabilir. Bu tez çalıĢması 

sonucunda AsPC-1 hücre serilerinde 5-FU uygulaması kontrole göre ekspresyonda 

değiĢikliğe neden olmazken hem leptin hem de SHLA uygulamasında ekspresyon 

kontrole göre ortalama 6 kat düĢmüĢtür. Bu durum 5-FU + leptin ve 5-FU + SHLA, 

leptin + SHLA ve 5-FU + leptin + SHLA kombinasyonunda daha belirgin biçimde 

saptanmıĢtır. 

MIA PaCa hücre serisinde ise 5-FU uygulaması 2.3 kat DPD ekspresyonunda 

artıĢa neden olmuĢtur. Bu artıĢ leptin ve SHLA kombinasyonlarında azaltılmıĢtır. Ancak 

5-FU + leptin + SHLA kombinasyonunda ise ekspresyon kontrol göre 10 kat artıĢ 
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göstermiĢtir. Bu durum SHLA’nın leptin inhibisyonunda yalnızca reseptörü bloke 

etmediği farklı reseptör veya yolaklar üzerinde DPD’nin ekspresyonunda artıĢa neden 

olabileceğini göstermektedir. Ayrıca, Kurata ve ark.’ları
106

 tarafından 15 adet PK hücre 

serileri üzerinde RT-PZR yöntemi kullanılarak yapılan çalıĢmada, DPD gen 

ekspresyonu yüksek olan kanser hücre serilerinin 5-FU’ya daha dirençli olduğu 

belirtilmektedir. Tez çalıĢması kapsamında kullanılan ve en agresif PK hücre 

serilerinden biri olan,
5
 tez çalıĢması kapsamında değerlendirilen hücre serilerinde IC50 

değeri diğer iki hücre tipine göre (330.56 µM ve 12.50 µM) yüksek (450.98 µM) 

saptanan MIA PaCA-2 hücre serisinde de DPD gen ekspresyon değiĢikliği belirtildiği 

üzere diğer hücrelere göre farklılık göstermiĢtir. Bunun nedeni hücre tipinin sahip 

olduğu genetik ve epigenetik karakterlerden kaynaklanabilir. 

Panc-I hücre serisinde ise 5-FU uygulaması sonrası artan DPD ekspresyonu 

leptin ve SHLA kombinasyonu ile azaltılabileceği gösterilmiĢtir.  

Eldeki sonuçlara göre AsPC-1 ve Panc-I hücre serisinde 5-FU leptin ve SHLA 

kombinasyonu DPD ekspresyonunu azaltırken MIA PaCa hücre serisinde yalnızca 5 -

FU + leptin + SHLA kombinasyonunda ekspresyon artıĢı saptanmıĢtır. Bu farklılığın 

nedeni birbirinden farklı yapıdaki PK hücre serilerinin birbirinden farklı genetik ve 

epigenetik özelliklerinden kaynaklanabilir. Genel olarak PK’da leptin ve SHLA 

kullanımı ile dirence neden olduğu bildirilen DPD ekspresyonun azaltılması 5-FU 

duyarlılığını arttırabilir. 

Ayrıca literatür taraması sonucunda leptin ve SHLA molekülünün DPD 

ekspresyonuna olası etkisi üzerine herhangi bir veri bulunamamıĢtır. Bu açıdan da leptin 

ve leptin antogonisti SHLA’nın ve bunların 5-FU ile ikili ve üçlü kombinasyonunun 

DPD ekspresyonu üzerindeki etkisi ilk kez araĢtırılmıĢtır. 

5.5.2. hENT1 Gen Ekspresyonu 
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hENT1 proteinin fonksiyonu gereği, hENT1’in 5-FU kemoterapötik dirence 

katkı sunma potansiyeline sahiptir bu nedenle de genin ekpsresyonu ve fonksiyonel 

yapıya ulaĢması önem arz etmektedir. Çünkü, 5-FU, TS inhibisyonu yoluyla hücre 

içerisinde nükleotit miktarını azaltır ve DNA sentezini bloke eder. Bu durumda hücre 

nükleozitleri ekstraselüler sıvıdan hENT1 yoluyla almak ister. hENT1 ekspresyonu 

yüksek olunca hücre içerisine nükleozitlerin girmesi sonucu 5-FU’ya olan duyarlılık 

azalır ve direnç geliĢmiĢ olur. Ancak yapılan çalıĢmaların sonuçları arasında çeliĢkiler 

saptanmıĢtır.
89, 98, 100-102

 

Bunun temel nedeni örneklerin doku veya hücre serisi olması, araĢtırma yöntemi 

(RT-PZR veya immünositokimya gibi) ve kullanılan 5-FU dozundan kaynaklanabilir.  

Ayrıca çalıĢmalar hENT1 ekspresyonuna etki eden birden fazla faktörün var 

olabileceğini göstermektedir. Bunlar kanser hücrelerinin mikroçevresi, hipoksi, stromal 

yapı, farklılaĢma faktörleri hENT1 ekspresyonunun değiĢmesine ve çalıĢmalar 

arasındaki çeliĢkili sonuçların saptanmasına neden olabilir. Ayrıca, çalıĢmalarda 

belirtilmese de epigenetik değiĢikliklerde hENT1 ekspresyonunun değiĢmesine neden 

olabilecek önemli aktörlerden biridir. 

PK olgularına ait tümör dokularında hENT1 ekspresyonun araĢtırıldığı birçok 

çalıĢma vardır. Michalski ve ark.’ları
99

 PK dokularında hENT1 ekspresyonun normal 

dokulara göre azaldığını belirtmektedir. Mohelnikova-Duchonova, B ve ark.’ları
102

 

tarafından 32 pankreatik duktal adenokarsinom hastasında RT-PZR ile yapılan hENT1 

ekspresyon araĢtırmasında, pankreatik duktal adenokarsinoma dokularında hENT1 

ekspresyonunun normal dokularda göre azaldığı bu durumunda diğer çalıĢmalara göre 

beklentinin dıĢında bir durum olduğu vurgulanmaktadır.  

Farrell ve ark.’larının
100

 107 PK hastada, immünositokimya metodu ile hENT1 

ekspresyonunu araĢtırdığı çalıĢmada, 5-FU direnci ile hENT1 ekspresyonu arasından 
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tüm yaĢam süresi ve hastalıksız yaĢam süresi arasında her hangi bir iliĢki saptanmadığı 

belirtilmektedir. Ayrıca Neoptolemos ve ark.’ları
101

 da 5-FU alan PK hastalarında 

hENT1 ekspresyon seviyesinin yaĢam süresi ile anlamlı bir iliĢkinin saptanmadığını 

bildirmektedir. Elander ve ark.’ları
89

 tarafından 238 PK olgusunda, 5-FU tedavisinde 

hENT1 ekspresyonunun immünositokimya ile araĢtırıldığı çalıĢmada, hENT1 

ekspresyonunun 5-FU yerine gemsitabin tedavisi ile iliĢki olduğu ve gemsitabin tedavisi 

alanlarda artmıĢ hENT1 ekspresyonunun artmıĢ yaĢam süresi ile iliĢki olduğu ancak 

hENT1 ekspresyonunun tek baĢına yaĢam süresine katkısının bulunmadığını 

belirtilmiĢtir.  

Yukarıda özetlenen çalıĢmalarda hENT1 ekspresyonu PK dokularında 

immünositokimya ile incelendiği rapor edilmiĢtir. PK dokusunun heterojenitesi 

nedeniyle sonuçların farklı çıkması bilimsel açıdan beklenen bir durumdur.   

Tsujie ve ark.’ları
98

 tarafından yapılan çalıĢmada, PK hücre serilerinde yüksek 

hENT1 ekspresyonunun 5-FU direncine neden olduğu ve 5-FU direncinin 

belirlenmesinde hENT1 ekspresyonunun kullanılabileceği belirtilmektedir. Ayrıca 

Tsujie ve ark.’ları
98

 hENT1 inhibitörü kullanıldığında PK hücrelerinde 5-FU 

duyarlılığın (IC50 değerinin) %50 oranında düĢtüğünü belirtmektedir. Benzer bir sonuç 

Gao ve ark.’ları
103

 tarafından yapılan çalıĢmada da saptanmıĢtır. Gao ve ark.’ları
103

 

tarafından yapılan çalıĢmada, PK hücre serilerinde hENT1 inhibisyonunun 5-FU 

toksisitesini arttırdığı bildirilmektedir. 

MIAPaCa-2 pankreatik kanser hücrelerinin subkutan olarak enjekte edildiği 

ksenograft modelinde araĢtırıcılar bir 5-FU türevi olan S-1 ajanını 5 gün boyunca 10 

mg/kg/gün ve 50 mg/kg/gün olarak farelere verdiklerinde hENT1 mRNA 

ekspresyonunu, S-1 uygulanan gruplarda kontrol grubuna göre artmıĢ olarak 

bulmuĢlardır.
134
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PK kanseri dıĢındaki kanser olgularında da az sayıda 5-FU hENT1 iliĢkisini 

inceleyen çalıĢma bulunmaktadır. Phua ve ark.’ları
95

 tarafından, kolon kanseri 

dokularında ve kolon kanseri hücre serisinde (Caco-2) yapılan çalıĢmada, hENT1 

ekspresyonunun kolon kanseri dokularında farklı düzeyde saptandığı ve yüksek hENT1 

ekspresyonunun zayıf prognozla iliĢki olduğu ve Caco-2 hücrelerin hENT1 

inhibisyonunun 5-FU duyarlılığını arttırdığı bildirilmiĢtir. 

Kubota
135

 tarafından yapılan çalıĢmada, kolorektal kanserli hastalarda RT-PZR 

ile saptanan hENT1 ekspresyon artıĢının 5-FU direnciyle iliĢkili olduğu belirtilmektedir. 

Yukarıda özetlenen çalıĢmalarda genellikle PK dokusu kullanılması ve 

immnositokimya ile ekspresyon analizi yapıldığından tez sonuçlarımızla uyumluluk 

karĢılaĢtırılması yapılamamıĢtır.  

Hücre serisi kullanılan çalıĢmalarda,
98, 103

 hENT1 ekspresyonu ile 5-FU 

duyarlılığı iliĢkisi araĢtırılmıĢ. Bu tez çalıĢmasında ise 5-FU’uygulanmasının hENT1 

ekspresyonunu nasıl değiĢtirdiği araĢtırılmıĢ ve kullanılan leptin ve SHLA ile bu direnç 

geninin ekpsresyonunun nasıl değiĢtiği incelenmiĢtir. Bu nedenle tez çalıĢması 

kapsamında uygulanan yaklaĢım belirtilen çalıĢmalardan farklılık göstermektedir. 

Bu tez çalıĢması sonuçlarına göre, AsPC-1, MIA PaCa-2 ve Panc-1 pankreatik 

kanser hücre hatlarında 5-FU, leptin ve SHLA’nın tekli ve kombinasyonlarının hENT1 

ekspresyonu üzerine etkileri incelendiğinde; AsPC-1, MIA PaCa-2 hücre hatlarında 5-

FU’nun tekli uygulaması sonucu hENT1 gen ekspresyonunda anlamlı bir değiĢiklik 

gözlenmemiĢtir. Bununla birlikte her üç ajanın kombine uygulaması sonucu AsPC-1 

hücrelerinde hENT1 ekspresyonu kontrol grubuna göre kısmi artıĢ gösterirken, MIA 

PaCa-2 hücre hattında kontrol grubuna göre ekspresyon azalıĢı saptanmıĢtır. Panc-1 

hücre hattında ise kontrol grubuna göre 5-FU tekli uygulaması sonucu hENT1 

ekspresyonu ciddi Ģekilde artmıĢ, kombine uygulama sonucu ise de tekli etkiden daha 
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fazla bir (yaklaĢık 2.3 kat) ekspresyon artıĢı gözlenmiĢtir.  Saptanan bu ekspresyon 

farklılığı PK hücreleri arasında bile genetik ve epigenetik heteroenitenin olduğunu ve bu 

durumun ilaç ve benzeri moleküllere olan yanıtı değiĢtirebileceğini göstermektedir. 

Michalksi CW ve ark.’ları
99

 tarafından yapılan çalıĢmada hENT1 ekspresyonun PK 

hücre serilerinde farklı düzeyde olduğunu bildirmiĢtir. Bu tez çalıĢmasında da hENT1 

ekspresyonu tüm hücre serilerinde birbirlerinden farklı düzeyde saptanmıĢtır. Bu tez 

çalıĢmasının sonuçları Michalksi CW ve ark.’nın
99

 yaptığı çalıĢmayla uyumludur. 

Çünkü kullanılan hücre serilerinin genetik yapısı ve orjinleri birbirlerinden farklılık 

göstermektedir. Bu nedenle ekspresyon farklılığı beklenen bir durumdur. 

Bu tez çalıĢması 5-FU, leptin ve SHLA’nın ikili ve üçlü kombinasyonunun 

hENT1 ekspresyonu üzerindeki etkisini inceleyen ilk çalıĢmadır. 

5.5.3. TP Gen Ekspresyonu 

TP ekspresyonunun, kanser hücrelerinin anjiyogenez ve metastazının 

tetiklenmesinde ve anti-apoptotik süreçlerini tetiklediği belirtilmektedir. ÇeĢitli 

kanserlerde taksan, kapesitabin ve siklofosfamid gibi kemoterapi ajanlarının 

kullanımında TP ekspresyonu arttığı ve TP artıĢının zayıf prognozla iliĢili olduğu 

belirtilmektedir. Bu nedenle TP ekspresyonunun azaltılması veya TP inhibitörlerinin 

kullanımı ile TP protein inhibisyonu yaparak kanser tedavisinin etkinliğinin 

arttırılabileceğine yönelik terapötik yaklaĢımlar önerilmesine rağmen bu konuda 

oldukça çeliĢkili sonuçların var olduğu da vurgulanmaktadır.
104

 Çünkü TP 

inhibisyonunun tersine TP aktivitesinin artması 5-FU ve benzeri ajanların kullanımında 

daha fazla FDUR’e oluĢmasını ve FdUMP oluĢmasını sağlayacak ve böylece 5-FU ve 

benzeri ajanların etkinliğinin artması sağlanabilecektir. Bu nedenle TP aktivitesinin 

önemi kullanılacak kemoterapötik yaklaĢımın içeriğine bağlı olarak değiĢecektir. TP 
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ekspresyonu ve 5-FU duyarlığını araĢtıran çok az sayıda çalıĢma bulunmaktadır.
105, 106

 

107
 

Minari ve ark.’ları
107

 tarafından bening, primer ve metastatik dokulardan oluĢan 

148 adet pankreas invaziv duktal karsinoma hastasından elde edilen dokularda 

immünositokimya yöntemi yapılan TP ekspresyon çalıĢmasında, TP ekspresyonunun 

primer ve metastatik dokular arasında farklılık gösterdiği bu durumun PK olgularında 

farklı kemoterapötik yanıtın oluĢmasına katkı sunabileceği belirtilmiĢtir. 

Miyake ve ark.’ları
105

 tarafından 28 PK olgusunda RT-PZR ve immünositokimya 

ile yapılan TP ekspresyon çalıĢmasında, TP ekspresyonunun tek baĢına prognostik bir 

değerinin olmadığı ve yine ekspresyonun PK olgularının klinikopatolojik sonuçlarıyla 

iliĢkisinin saptanmadığını bildirilmiĢtir. Ancak yine aynı çalıĢmada TP/DPD oranının 

klinik açıdan anlamlı olduğu ve TP/DPD oranı arttıkça prognozun kötü olduğu ve 

ölümün arttığı belirtilmiĢtir. Ancak bu çalıĢma sonucu yalnızca 28 PK olgusunda 

yapıldığından sonuçların genel PK patolojisini ve tedavi yanıtını yansıtma potansiyeli 

düĢüktür. 

Kurata ve ark.’ları
106

 tarafından 15 PK hücre serileri üzerinde yapılan çalıĢmada, 

TP gen ekspresyonu yüksek olan kanser hücre serilerinin 5-FU’ya karĢı geliĢen dirençte 

rol alabileceği ancak verinin doğrulanması gerektiği belirtilmektedir. 

Bu tez çalıĢması sonuçlarına göre, AsPC-1, MIA PaCa-2 ve Panc-1 pankreatik 

kanser hücre hatlarında 5-FU, leptin ve SHLA’nın tekli ve kombinasyonlarının TP 

ekspresyonu üzerine etkileri incelendiğinde, AsPC-1, hücre MIA PaC-2 ve Panc-I hücre 

serilerinin tüm gruplarında ekspresyon miktarının kontrole göre düĢük saptanmıĢtır. 

Sitototoksisitesi farklı olan bu hücre serilerinde TP ekspresyonun kendi kontrol 

gruplarına göre düĢük bulunması değerlendirilen hücre serilerinde TP ekspresyonun 5-

FU yanıtında etkisinin zayıf olabileceğini düĢündürmektedir. Ancak tez çalıĢmasının 



 

100 

 

amacı ilgili moleküllerin bu genlerin ekspresyonuna olan etkisi olduğundan bu 

kapsamda değerlendirildiğinde, tüm hücregruplarında leptin ve SHLA uygulamalarında 

TP ekspresyonunda bir artıĢ saptanmamıĢtıTP artıĢının 5-FU yanıtını güçlendirdiği 

düĢünüldüğünde leptin ve SHLA uygulamasının TP ekspresyonu üzerinden herhangi bir 

katkısının olmayacağı saptanmıĢtır. Literatür araĢtırmasına göre, bu tez çalıĢması 5-FU, 

leptin ve SHLA’nın ikili ve üçlü kombinasyonunun TP ekspresyonu üzerindeki etkisini 

inceleyen ilk çalıĢmadır. 

 

5.5.4. TS  Gen Ekspresyonu 

TS, 5-FU’nun etki mekanizmasında en önemli rolü oynayan proteindir. Çünkü 5-

FU etki mekanizması, DNA ve RNA hasarı etkisi TS üzerinden düzenlenmektedir.
87, 88, 

108
 TS yolağı incelendiğinde, TS geni ve proteini aĢırı eksprese olduğunda 5-FU 

metabolitleri TS inhibisyonunu gerçekleĢtirmede yeterli olamayabilir. Bunun sonucu 

hücre 5-FU’ya yeterli düzeyde yanıt veremeyecektir. Bu nedenle TS inhibisyonu 5-F 

yanıtının geliĢtirilmesinde önemli bir terapötik yaklaĢımdır. 

Formentini ve ark.’ları
136

 tarafından 131 PK dokusunda immünositokimya ile 

yapılan TS ekspresyon çalıĢmasında, dokuların %56’sında düĢük TS ekspresyonu 

saptandığını ve düĢük TS ekspresyonuna sahip kiĢilerin kemoterapiye daha duyarlı 

olduğunu ancak sonuçların daha fazla sayıdaki PK olgularında ve daha homojen 

gruplarda yapılarak doğrulanması gerektiğini bildirilmiĢtir. Ancak, Ceppi ve ark.’ları
137

 

ise 58 nöroendokrin tümördeki TS ekspresyon çalıĢmasında genel olarak nöroendokrin 

tümörlerde TS ekspresyonunun düĢüklüğünün zayıf farklılaĢma paterni ile iliĢkili 

olduğunu bildirmiĢtir.  

Fukui ve ark.’ları 
132

 tarafından farklı tiplerdeki 17.613 adet kanser dokusunda 

(gastrik, kolon, meme, akciğer…) ELISA ve RT-PZR ile yöntemleriyle yaptıkların TS 



 

101 

 

ekspresyon çalıĢmasında, TS ekspresyonunun kanser tipine göre değiĢtiğini ve protein 

ekspresyonu bakılan 62 PK dokusunda düĢük düzeyde TS ekspresyonu saptandığını 

bildirmiĢtir. Bu çalıĢmada PK’da TS ile 5-FU arasında herhangi bir iliĢki 

araĢtırılmamıĢtır. 

Shimoda ve ark.’ları
91

 tarafından 29 PK tanı hastanın dokusunda 

immünositokimya ile yapılan TS ekspresyon çalıĢmasında, düĢük TS ekspresyonunun 

daha uzun hastalıksız yaĢam süresi ile iliĢkili olduğunu ve kanser dokularında TS 

ekspresyonun yüksek olduğunu belirtilmektedir.  

Van der Zee ve ark.’ları
138

 tarafından, 212 PK dokusunda immünositokimya 

yöntemi ile yapılan TS gen ekspresyonu çalıĢmasında, düĢük TS ekspresyonu saptanan 

hastalardaki yaĢam süresinin yüksek TS ekspresyonu saptananlara göre daha fazla 

olduğu ve TS’nin zayıf prognoz için bağımsız bir prediktif faktör olabileceği 

bildirilmektedir.  

Yukarıda özetlenen çalıĢmalarda genel olarak TS ekspresyonun azalmasının 5-

FU yanıtını attıracağı
136, 137

 ve yaĢam süresini arttıracağı
133

 yönündedir. Bu sonuçlar 

bilimsel açıdan TS’nin 5-FU fonksiyonuyla uyumludur. Ancak Krug ve ark.’ları
94

 

tarafından yapılan çalıĢma yukarıda verilen sonuçlarla uyumsuzudur. Krug vea 

ark.’ları
94

 5-FU tedavisi alan 26 pankreatik nöroendokrin tümör tanısı almıĢ hastanın 

tümör dokusunda immünositokimya ile yapılan TS ekspresyon araĢtırmasında, TS 

ekspresyonunun tümörün grade ve proliferasyonuyla iliĢkili olmadığı, TS 

ekspresyonunun varlığında hastaların 5-FU’ya daha iyi yanıt verdiği bu durumun 

pankreatik nöroendokrin tümörlerdeki yüksek DNA sentezinden kaynaklandığını 

bildirmiĢlerdir. Bu nedenle, TS’nin pankreatik nöroendokrin tümörde prediktif 

biyobelirteç olabileğini ancak büyük sayıdaki olgular üzerinde çalıĢma yapılması 

gerektiği vurgulanmıĢtır. Krug vea ark.’ları
94

 çalıĢması yüksek doz 5-FUU uygulanan 
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ve hızlı bölünen PK tümör hücreleri için uyumlu bir sonuç olabilir. Hızlı bölünen ve 

daha fazla TS eksprese eden hücrelerde yüksek doz 5-FU uygulanması tümörü daha 

hızlı bir biçimde küçültebilir. Çünkü, hücre sentez fazında ne kadar çok girerse 5-FU o 

kadar daha etkili olacaktır. 

Yukarıda özetlenen çalıĢmalar dokulardaki TS ekpsresyonunun klinik önemi ile 

ilgilidir. Bu tez çalıĢmasında ise PK hücre serilerinde 5-FU, leptin ve SHLA’nın TS 

ekspresyonu değiĢimi incelenmiĢtir. Bu nedenle doku verileri ile ilgili karĢılaĢtırma 

yapılamamaktadır. 

Kurata ve ark.’ları
106

 tarafından 15 PK hücre serileri üzerinde yapılan çalıĢmada, 

TS gen ekspresyonu yüksek olan kanser hücre serilerinin 5-FU’ya daha dirençli olduğu 

belirtilmektedir. Ayrıca bu çalıĢmada, PK hücre serilerinin 5-FU için IC50 değerlerinin 

farklı olduğu bildirmektedir.
106

 Bu farklılık bizim tez çalıĢmamızda da saptanmıĢtır. PK 

kanser hücre serilerinin IC50 değerlerindeki bu farklılık PK’nin genetik 

heterojenitesinin ne kadar yüksek olduğunu ve her PK olgusunun aynı tedavi biçimiyle 

tedavi edilmeye çalıĢılmasının bilimsel olarak mümkün olmadığının bir kanıtı 

niteliğindedir. 

Bu tez çalıĢması sonuçlarına göre, AsPC-1, MIA PaCa-2 ve Panc-1 pankreatik 

kanser hücre hatlarında 5-FU, leptin ve SHLA’nın tekli ve kombinasyonlarının TS 

ekspresyonu üzerine etkileri incelendiğinde, AsPC-1 hücresinde kontrole göre leptin ve 

SHLA TS ekspresyonunu sırayla 9 ve 3.5 kat artırırken 5-FU azaltmıĢtır. Ġkili 

kombinasyonlarda ise leptin ve SHLA’daki artıĢları 5-FU azaltmıĢtır. 5-FU, leptin ve 

SHLA kombinasyonunda ise ortalama 6.5 kat daha fazla TS ekspresyonu saptanmıĢtır. 

AsPC hücresinde leptin ve SHLA TS ekspresyonunu kontrol ve 5-FU grubuna göre 

arttırmıĢtır. Mia PaCA-2 hücresinde ise 5-FU ve leptin tek baĢına TS ekspresyonunu 

kontrol grubuna göre azaltırken SHLA 1.5 kat arttırmıĢtır. 5-FU ve leptinin olduğu ikili 
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kombinasyonlarda ve üçlü kombinasyonda TS ekspresyonu azalmıĢtır. Bu durum MIA 

PaCa-2 gibi agresif 
5
 tümör hücreleri için bir avantaj olabilir. Panc-I hücre serisinde ise 

5-FU TS ekspresyonunu kontrol grubuna göre yaklaĢık 12 kat arttırırken leptin ve 

SHLA’nın tek baĢına uygulanmasında TS ekspresyonun azaldığı, leptin ve SHLA’nın 5-

FU ile olan ikili kombinasyonlarında 5-FU’nun TS ekspresyonunu arttırıcı etkisinin 

azaltıldığı saptanmıĢtır. Ancak üçlü kombinasyonlarda ise 5-FU’nun TS ekpsresyonunu 

19 kat arttırdığı tespit edilmiĢtir. Bu durum SHLA’nın leptin inhibisyonu yaparken 5-

FU’nun TS ekspresyonunu tetikleyebileceği yolakları aktif hale getirebileceğine iĢaret 

etmektedir. Dolayısıyla SHLA’nın yalnızca leptin reseptörüyle değil baĢka molekül ve 

yapılarla da etkileĢime geçerek hücrenin transkripsiyon paternini değiĢtirebilme 

potansiyeline sahip olduğu anlaĢılmaktadır. 

PK hücre serilerinin TS gen ekspresyonu bir bütün olarak incelendiğinde, PK 

hücre serilerinin genetik ve epigenetik yapılarının farklı olduğu bu nedenle farklı 

yanıtlar alınabileceği ve PK’da tek bir yolak üzerinden geniĢ etkili tedavi yaklaĢımları 

geliĢtirmenin zor olduğu anlaĢılmaktadır.  

Bu tez çalıĢması 5-FU, leptin ve SHLA’nın ikili ve üçlü kombinasyonunun TS 

ekspresyonu üzerindeki etkisini inceleyen ilk çalıĢmadır. 

5.5.5. MDR1 ve MRP5 Gen Ekspresyonu 

MDR1 ve MRP5 transport proteinleri, organizmada moleküllerin vücutta 

dağılımının düzenlenmesinde
109

 ve ilaçların ve onların metabolitlerinin hücre içerisinde 

alınımında  hücre membranında bulunan pompa proteinlerindendir. MDR1 ve MRP5 

transport proteinleri, fonksiyonlarını, sitotoksik ilacın veya metabolitlerin hücre içine 

alınmasını engelleme veya dıĢarı doğru atılmasını sağlama Ģeklinde 

gerçekleĢtirdiğinden kemoterapötik dirençte bu genlerin hücre içi ekspresyon artıĢının 

etkili olabileceği beklenir. 
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Lu ve ark.’ları
139

 tarafından yapılan çalıĢmada 67 PK dokusu 15 adet sağlıklı 

insana ait pankreatik doku üzerinde nothern blot analizi ile yapılan çalıĢmada, sonucu 

MDR1 ekspresyonunun hasta grubunda 1.4 kat daha yüksek olduğu ancak bunun sağ 

kalımı etkilemediği bildirilmiĢtir.  

Guo ve ark.’larının 
110

 SW1990, PCT-2, PCT-3, PCT-4, ASPC, Cap-1, 

MIAPaCa-2 ve Panc-1 olmak üzere 8 PK hücre serileri üzerinde RT-PZR ile yaptıkları 

çalıĢmada, SW1990 hücre serisinde, MDR1 ekspresyonunu yüksek oranda saptandığı 

PCT-2 hücre serisinde ise herhangi bir MDR1 ekspresyonu saptanmadığı ve geriye 

kalan 6 adet PK hücre serilerinde de MDR1 gen ekspresyonunu düĢük seviyede 

saptandığı belirtilmektedir. MDR1 aĢırı eksprese SW1990 hücre hattında bu 

ekspresyonun 5-FU direnciyle iliĢkili olmadığı bildirilmiĢtir.  

Hagmann ve ark.’larının
111

 izole ettikleri normal insan pankreatik kanal epitel 

hücreleri ve PK hücre serileri üzerinde RT-PZR ile yaptıkları çalıĢmada, normal 

pankreatik kanal hücrelerinde MRP3, MRP4 ve MRP5 mRNA ekspresyonlarının arttığı, 

MRP1 geninin ise düĢük oranda eksprese olduğu MRP2, MRP6-9 ekspresyonlarını ise 

bu hücrede saptayamadıklarını rapor etmiĢlerdir. Aynı çalıĢmada, 5-FU’ya dirençli hale 

getirilmiĢ Capan-1 PK hücre serisinde MRP1-5’in 2 kat daha fazla eksprese olduğu ve 

protein düzeyinde yine bu dirençli hücre serisinde MRP3, MRP4 ve MRP5 protein 

düzeylerinin arttığı belirtilmiĢtir. Ayrıca, Capan-1 hücrelerinde MRP-5’i RNA 

interferans aracılı susturduklarında, Capan-1 hücrelerinin 5-florourasile daha duyarlı 

hale geldiğini ve PK’da 5-FUkemoterapötik direncinin MRP5 ile iliĢkili olduğunu rapor 

etmiĢlerdir 
111

 MRP, 5 siklik nükleotitlerin hücre dıĢarısına çıkarılmasından sorumlu 

olduğundan ekspresyon artıĢının 5-FU direnciyle iliĢkisi olması beklenmektedir.  

Nambaru ve ark.’ları
112

 tarafından PK hücrelerinde yapılan çalıĢmada, MRP5 

mRNA ekspresyonu ve 5-FU’ya duyarlılık arasında anlamlı bir korelasyonun olduğu, 
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MRP5’in gen ekspresyonunun susturulması ile birlikte pankreatik kanser hücrelerinin 5-

FU’ya belirgin biçimde tekrar duyarlı hale geldikleri ve bu nedenle MRP5 eksprese 

eden PK hücrelerinde bu genin ekspresyonunun düzenlenmesi 5-FU’ya dirençte 

değiĢiklik yaptığı rapor edilmiĢtir. 

Li ve ark.’larının
113

 Panc-1 ve MIA PaCa-2 PK hücre serilerinde, MRP5 

inhibitörü olarak kullandıkları kurkuminin doza-bağlı olarak bu hücrelerin 5-FU’ya olan 

duyarlılığını arttırdığını belirlemiĢlerdir.  

Bu tez çalıĢması sonuçlarına göre, AsPC-1, MIA PaCa-2 ve Panc-1 pankreatik 

kanser hücre hatlarında 5-FU, leptin ve SHLA’nın tekli ve kombinasyonlarının MDR1 

ekspresyonu üzerine etkileri incelendiğinde, AsPC-1 ve MIA PaCa-2 hücrelerinde 

leptin ve SHLA’nın tekli ve kombine uygulamalarda MDR1 ekspresyonunu azalttığı 

saptanmıĢtır. Panc-I hücre serisinde ise leptin ve SHLA’nın tekli kullanımlarında 

MDR1 ekpsresyonunu azalttığı ancak ikili ve üçlü kombinasyonlarda ise MDR1 gen 

ekspresyonunun arttığı saptanmıĢtır. MRP5 ekspresyonu açısından değerlendirildiğinde, 

MRP5 için, PK hücrelerinde MDR1 ile benzer bir ekspresyon profili saptanmıĢtır. 

Leptin ve SHLA AsPC-1 ve MIA PaCa-2 hücre serilerilerinde tekli ve kombinasyon 

uygulamasında MRP5ekspresyonu düĢürdüğü tespit ediliĢtir. Panc-I hücre serisinde de 

leptin ve SHLA tekli kullanımda MRP5 ekspresyonunu düĢürürken, 5-FU ile kombine 

kullanımlarda MRP5 ekspresyonunun arttığı saptanmıĢtır. 

Bu sonuç, MDR1 ve MRP5 transport genlerinin yine hücre spesifik ekspresyon 

profiline sahip olduğu, leptin ve SHLA’nın hücre tipine göre MDR1 ve MRP5 

ekspresyonu açısında inhibitör etkisinin olabileceği sonucuna ulaĢılmıĢtır. Ancak 

ekspresyon değiĢim oranları diikkate alındığında MDR1 ve MRP5’in 5-FU yanıtını 

etkileyebilecek potansiyelinin eksik olduğu sonucuna varılmıĢtır. Bu tez çalıĢması 5-



 

106 

 

FU, leptin ve SHLA’nın ikili ve üçlü kombinasyonunun MDR1 ve MRP5 genlerinin 

ekspresyonu üzerindeki değiĢimini inceleyen ilk çalıĢmadır. 

Bu tez çalıĢmasında, 5-FU, leptin ve SHLA’nın tekli ve kombine 

uygulamalarının 5-FU direnç yolağında yer alan aday genlerin ekspresyonları üzerine 

olan değiĢimlerinin araĢtırıldığı ekspresyon aĢaması sonuçları, genel olarak 

değerlendirildiğinde, a) leptin ve SHLA’nın direnç genlerinin ekspresyonlarını 

değiĢtirebileceği b) verilerin yeni çalıĢmalar ile doğrulandıktan sonra leptin ve 

SHLA’nın tekli ve kombinasyonlarının 5-FU yanıtında kullanılabileceği b) fenotipik ve 

genotipik heterojenite nedeniyle çalıĢılacak örneklerin yalnız doku veya yalnız hücre 

serilerinden oluĢmaması gerekliliği, c) verilerin anlamlılığı ve bütünlüğü için yeni 

örneklem tiplerinden organoid modellerin geliĢtirilmesi ve bunun kiĢiye özgü yapılması 

gerekliliği d) kemoterapi ajanına özgü kemoterapötik direncin tayininde daha fazla 

sayıda ve farklı genetik ve epigenetik yapıdaki örnekler üzerinde genom ebadında 

çalıĢmalar ile genomiks, epigenomiks, transkriptomiks, proteomiks ve metabolomiks 

çalıĢmalarının bir bütün halinde yapılması ve bunlardan alınan verilerle kemoterapötik 

direnci tayin edebilen yapay zeka tabanlı algoritma geliĢtirilmesi gerekliliği sonucuna 

ulaĢılmıĢtır. 

5.5.6. 5-FU, Leptin ve SHLA’nın Kaspaz 3, 8 ve 9 Genlerinin 

Ekspresyonlarına Etkisi 

ÇalıĢmamızda, AsPC-1, MIA PaCa-2 ve Panc-1 hücre serilerinde, 5-FU, leptin 

ve SHLA ajanlarının tekli, ikili ve üçlü kombine uygulamalarının, apoptotik kaspaz 3, 8 

ve 9 genlerin ekspresyonları üzerine olan etkisi RT-PZR yöntemi ile araĢtırılmıĢtır. 

AsPC-1 hücre serisinde 5-FU uygulamasında kontrol grubuna göre 2.2 kat artıĢ 

gösteren kaspaz 3 gen ekspresyonu 5-FU + leptin kombinasyonunda 4.5 kat, SHLA 

kombinasyonunda ise 5.2 kat artmıĢtır. AsPC-1 hücresinde leptin + SHLA 
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kombinasyonu da kontrole göre 3.7, SHLA tekli uygulamasına göre de 5.1 kat 

arttırmıĢtır. AsPC-1 hücre serisinde, apoptozun intrinsik yolağı yolağın belirleyicisi 

kaspaz 9 ve reseptör aracılı yolağın belirleyicisi kaspaz 8 gen ekspresyonlarında da 

benzer sonuçlar elde edilmiĢtir. 

MIA PaCa-2 ve Panc-I hücre serilerinde de leptinin ve SHLA’nın 5-FU ile 

kombine uygulamalarında, 5-FU tekli uygulamasına göre apoptozu tetiklediği 

saptanmıĢtır. Her iki hücre serisinde de üçlü kombinasyon uygulamasının diğer gruplara 

göre apoptozu arttırdığı tespit edilmiĢtir. 

RT-PZR sonuçlarına göre, leptin ve SHLA’nın PK hücrelerinde 5-FU ile birlikte 

kullanıldığında apoptozu hem intrinsik hem de reseptör araclı yola üzerinden 

tetikleyebildiği, leptinin ve SHLA’nın adjuvan molekül olarak 5-FU ile birlikte PK 

tedavisinde kullanılabileği gösterilmiĢtir. Bu tez çalıĢması, SHLA’nın tekli 

uygulamasıyla 5-FU, leptin ve SHLA’nın ikili ve üçlü kombinasyonlarının, PK 

hücreleri üzerindeki apoptotik etkisini gösteren ilk çalıĢmadır. 

5.5.7. 5-FU, Leptin ve SHLA’nın DNA Hasarına Etkisi 

ÇalıĢmamızda, AsPC-1, MIA PaCa-2 ve Panc-1 hücre serilerinde, 5-FU, leptin 

ve SHLA ajanlarının tekli, ikili ve üçlü kombine uygulamalarının DNA hasarına olan 

etkisi COMET yöntemi ile araĢtırılmıĢtır. Literatürdeki bilgiler göz önüne alındığında, 

5-FU’nun PK üzerinde DNA hasarına olan etkisi ile COMET yöntemine dayalı ilgili 

çalıĢma tespit edilmemiĢtir. Bununla birlikte diğer kanser türleri üzerine birtakım 

çalıĢmalar bulunmaktadır. Bu çalıĢmalarda genel olarak zamana ve doza bağlı olarak 

DNA hasarının arttığı bildirilmektedir. 

Kolerektal kanser hücreleri üzerinde yapılan çalıĢmalarda 5-FU’nun DNA 

hasarını arttırdığı
140-144

 doza ve zamana bağlı olarak 5-FU’nun DNA hasarını arttırdığı 

belirtilmektedir. Hepatoselüler kanser hücreleri üzerinde yapılan çalıĢmalarda da;
145, 146
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5-FU’nun DNA hasarını farklı düzeylerde olsa da arttırdığı bildirilmiĢtir. Bu tez 

çalıĢması kapsamında da 5-FU uygulanan gruplarda DNA hasarı kontrol grubuna göre 

artıĢ göstermiĢtir. Bu veri yukarıda özetlenen kolerektal ve hepatoselüler kanser de 

saptanan DNA hasarı artıĢı ile uyumludur. Çünkü, sitotoksik bir ajan olan 5-FU’nun 

DNA hasarını arttırması beklenir. Ancak tez çalıĢmasında, AsPC-1, MIA PaCA ve 

Panc-I hücre serilerinin 5-FU gruplarında elde edilen DNA hasarı artıĢı istatistiksel 

açıdan anlamlı bulunmamıĢtır (p değerleri sırayla 0.461, p=0.913 ve p=0.090). Bu 

durumun nedeni 5-FU ile inkübasyon süresi ve 5-FU dozu etkili olabileceği gibi PK 

hücre serilerinin 5-FU karĢı daha genotoksisite açısından dirençli olduğunu gösterebilir. 

Tez çalıĢmasında kullanılan üç hücre serisinde de en yüksek DNA hasar 

yüzdeleri, 5-FU, leptin ve SHLA üçlü kombinasyon uygulanan gruplarda gözlenmiĢtir. 

ÇalıĢma grupları içerisinde anlamlı gruplar tek tek incelendiğinde leptin ve SHLA 

varlığının DNA hasarını arttırdığı saptanmıĢtır. 5-FU varlığı tek ve ikili ve üçlü 

kombinasyonlarda DNA hasarını arttırdığı, bu kombinasyonlarda özellikle AsPC-1 

hücresinde leptin varlığının, MIA PaCa-2 hücresinde ise hem leptin hem de SHLA 

varlığının, Panc-I hücresinde ise hem 5-FU, hem leptin hem de SHLA varlığının DNA 

hasarını arttırdığı saptanmıĢtır. Bu nedenle özellikle Panc-I hücresinde üçlü 

kombinasyon varlığında DNA hasarı daha artmıĢ ancak diğer ikili kombinasyonlarda da 

artmıĢ DNA hasarı olduğu için sonuç anlamlı çıkmamıĢtır. Çünkü her bir molekülün 

DNA hasarı arttırıcı etkisi vardır.  

Elde edilen sonuçlar, 5-FU, leptin ve SHLA’nın her birinin birbirlerinden 

bağımsız biçimde kombinasyon durumunda DNA hasarını arttırıcı etkiye sahip olduğu 

anlaĢılmaktadır. Bu sonuçlar, leptinin beklenen leptin reseptörleri dıĢında baĢka reseptör 

ve/veya moleküllere bağlanarak bilinen yolakların dıĢındaki yolakları kullanabileceği ve 

DNA hasarını arttırabileceğini fikrini doğurmuĢtur. SHLA da leptinin bağlanacağı 
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reseptör dıĢındaki resetörlere veya moleküllere bağlanarak DNA hasarını arttırıcı etkiye 

sahip olabileceği ancak bunu 5-FU ve leptin varlığında yaptığı anlaĢılmaktadır. Bu tez 

çalıĢması leptin ve SHLA’nın bu etkileri üzerinde daha detaylı araĢtırmalar yapılması 

gerekliliğini ortaya koymuĢtur. 

Bu tez çalıĢması, PK hücrelerinin 5-FU’nun genotoksik etkisine daha dirençli 

olabileceğini göstermesi yanında bu direncin leptin ve/veya SHLA uygulanarak 

artırılabileceğini gösteren ilk ve tek çalıĢmadır. 

5.5.8. 5-FU, Leptin ve SHLA’nın Hücre Döngüsüne Etkisi 

5-FU, leptin ve SHLA’nın tekli, ikili ve üçlü olarak kombine uygulamalarının 

hücre döngüsü üzerine olan etkileri akım sitometri yöntemi ile PI boyamasına bağlı 

olarak incelenmiĢtir.  

PK’da, 5-FU’nun hücre döngüsü üzerine olan etkisi ile ilgili sınırlı sayıda yayın 

bulunmaktadır. Mirjolet ve ark.’ları
147

 tarafından yapılan çalıĢmada, PANC3, PK hücre 

serisinde PI boyamasına bağlı olarak akım sitometri yöntemi ile yapılan hücre döngüsü 

analizinde, 5-FU uygulanma öncesi ve sonrasında G0/G1, G1/S ve G2/M 

fraksiyonlarında anlamlı bir değiĢiklik olmadığı bildirilmiĢtir. Aynı çalıĢmada, 

bromodeoksiuridin [bromodeoxyuridine (BrdU)] boyaması yoluyla da akım sitometri 

deneyi yaptıklarında, 5-FU uygulanan grupta kontrol gruba göre G1/S fazında 3.5 katlık 

bir artıĢ saptandığı bildirilmiĢtir.
147

 

Urick ve ark.’ları
148

 tarafından yapılan çalıĢmada, MIA PaCa-2 PK hücre 

serisinde, 5-FU uygulanan grup ile kontrol grubu arasında G2 ve M fazında bulunan 

hücreler arasında anlamlı bir fark bulunmadığı bildirilmiĢtir.
148

 BxPC-3 PK hücre 

serisinde ise, 5-FU’nun 24 saatlik uygulanması sonucu artan dozla birlikte S-fazında 

bulunan hücrelerde artıĢ meydana geldiği belirtilmektedir.
149

 5-FU sitotoksik ajanı bir 

antimetabolittir ve en iyi etkiyi S fazında göstermektedir.  
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Genel olarak 5-FU’nun hücreleri S fazına sürüklemeye çalıĢıldığı bilinmektedir. 

Bu nedenle Huang ve ark.’nın
149

 sonucu 5-FU etki mekanizmasıyla uyumludur. Mirjolet 

ve ark.’larının
147

  çalıĢması ile Urick ve ark.’larının
148

 çalıĢması arasındaki etki farkının 

temel nedeni 5-FU’unun uygulama dozu ve inkübasyon zamanı olabilir. 

Leptinin hücre döngüsü üzerine yapılan çalıĢmalarda genel olarak leptinin S 

fazında birikime neden olduğu belirtilmektedir.
8, 128, 150, 151

 

Harbuzariu ve ark.’ları
8
 tarafından yapılan çalıĢmada AsPC-1, MIA PaCa-2 ve 

Panc-I PK hücre serilerinde leptinin S fazında hücre birikimine neden olduğu 

bildirilmektedir.  

Chen ve ark.’ları
151

 tarafından yapılan çalıĢmada da ZR-75-1 insan meme kanseri 

hücre serisinde, 100 ng/ml’lik leptinin 48 saatlik uygulanması sonucu, G0/G1 fazındaki 

hücre sayısının azaldığı, bununla birlikte S ve G2/M fazındaki hücre sayısının arttığı 

belirtilmiĢtir. Saxena ve ark.’ları
152

 tarafından yapılan çalıĢmada 100 ve 200 ng/ml’lik 

leptinin meme kanseri hücrelerinde G0/G1 fazındaki hücre sayısını azalttığı ve S-

fazındaki hücre sayısını arttırdığı ve aynı bulgunun HepG2 ve Huh7 hepatoselüler 

karsinomda da benzer Ģekilde 24 saatlik leptin uygulaması sonucu S-fazındaki hücre 

sayısının arttığı saptanmıĢtır.
128

 

Catalano ve ark.’ları
150

 tarafından yapılan çalıĢmada Ishikawa insan 

endometriyal kanser hücrelerinde, leptinin 24 saat boyunca uygulanan 100 ng/ml ve 

1000 ng/ml’lik dozlarının G0/G1 fazındaki hücre sayısını azalttığı, S-fazındaki hücre 

sayısını anlamlı Ģekilde arttırdığı rapor edilmektedir. Ġnsan gastrik kanseri MGC-803 

hücre hattında, rekombinant Leptinin (rhLep) 24 saatlik saatlik uygulanmasının, doza-

bağımlı olarak G0/G1 hücre popülasyonu arttırdığı belirlenmiĢtir.
153
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OVKAR-3 insan ovaryum epitelyal karsinoma hücrelerinde, 40 ng/ml leptin 

dozunun 48 saatlik uygulamasının da S ve G2 fazındaki hücre sayısını anlamlı Ģekilde 

arttırdığı akım sitometri deneyi ile analiz edilmiĢtir. 
126

 

SHLA’nın tekli ve kombine uygulaması ile ilgili olarak literatür taraması 

yapıldığında gerek pankreatik gerekse de diğer kanser türleri üzerine hücre döngüsü 

analizi yönünden herhangi bir çalıĢmaya rastlanmamıĢtır. 

Bu çalıĢmada, PK hücre serilerinde 5-FU, leptin ve SHLA’nın ikili ve üçlü 

kombinasyonlarının hücre döngüsü etkilerinde, hücre döngülerindeki birikmenin hücre 

tipine göre anlamlı olduğu tespit edilmiĢtir. Ancak her bir molekülün hücre döngüsü 

etkilerinin her hücrede değiĢtiği ve moleküle özgü belirgin bir döngüde yığılma 

olmadığı saptanmıĢtır. ÇalıĢmamızda, 5-FU ve leptinin hücreleri S fazına sürüklediği 

tespit edilmemiĢtir. Bunun temel nedeni moleküllerin uygulama dozu ve inkübasyon 

süreleri olabilir. Çünkü, yukarıda özetlenen çalıĢmalarda leptin 100ng/ml olarak 

uygulanmıĢtır. Ancak bizim çalıĢmamızda ise leptin 35ng/ml (obez sınır leptin değeri) 

olarak kullanılmıĢtır.  

Akım sitometride hücre yığılmaları hücre tipine göre değiĢtiği için moleküllerin 

72.saatten daha fazla inkübe edilmeleri gerekebilir. Çünkü akım sitometride inkübasyon 

süresi hücrelerin ikiye katlanma sürelerini mutlaka aĢmaları gerekmektedir ki bu sayede 

döngüdeki bekleme ve yığılma daha rahat tespit edilebilsin. Ayrıca bu sayede apoptotik 

yüzdeler de daha rahat tespit edilebilir. Ayrıca, akım sitometri analizinden ayrı olarak, 

tez kapsamında çalıĢılan PK hücre serilerinde COMET analizi ile 5-FU, leptin ve SHLA 

kombine uygulamalarında saptanan DNA hasarı artıĢı 5-FU ve leptinin S faz indükleme 

özelliğinden olabilir. COMET yöntemi ile DNA hasarının saptanmasında, moleküllerin 

IC50 değerlerinin tespit edildiği inkübasyon süresi yeterli olabilir.  
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Çünkü COMET’te yalnızca genomik DNA’daki büyük kırılmalar tespit 

edilmektedir. 5-FU antimetabolitleri en iyi S fazında etki göstereceğinden leptin 

tarafından S fazına indüklenen hücrelerde DNA hasarı daha fazla saptanacaktır.  

Bu tez çalıĢmasında leptinin tercih edilmesinin nedenlerinden biri de leptinin 

literatür taramasına göre S faz indüklediğinin tespit edilmesidir. Bu nedenle 5-FU leptin 

kombinasyonun direnç yolağındaki etkileri araĢtırılmak istenmiĢtir. Bu tez 

çalıĢmasında, PK hücre serilerinde 5-FU, leptin ve SHLA’nın ikili ve üçlü 

kombinasyonlarının hücre döngüsü etkileri ilk kez araĢtırılmıĢtır. 
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6.  SONUÇ VE ÖNERĠLER 

Bu çalıĢmada, PK hücre serilerinde, 5-FU, leptin ve SHLA’nın 5-FU 

kemoterapötik direncinde rol alan genlerin ekspresyonu üzerine etkileri ile apoptoz 

süreci ve hücre döngüsü üzerine olan etkileri araĢtırılmıĢ ve aĢağıdaki sonuçlar elde 

edilmiĢtir. 

SHLA’nın kanser hücre serileri üzerindeki sitotoksik etkisi ilk kez araĢtırılmıĢ ve 

SHLA’nın 10,100 ve 1000 ng konsantrasyonda sitotoksik etkisi belirlenmiĢtir. 

PK hücre serilerinde, 5-FU, leptin ve SHLA’nın tekli, ikili ve üçlü 

kombinasyonlarının 5-FU direnç yolağında yer alan DPD, hENT1, TP, TS, MDR1, 

MRP5 genlerin ekspresyonlarını değiĢtirdiği ilk kez gösterilmiĢtir. 

PK hücre serilerinde 5-FU’nun leptin ve SHLA ile birlikte ikili ve üçlü 

kombinasyonlarında kaspaz genlerinin ekspresyonu değiĢtirdiği ve hem intrinsik hem de 

reseptör aracılı yolak üzerinden apoptozu tetikleyebildiği ilk kez saptanmıĢtır.  

PK hücre serilerinde 5-FU, leptin ve SHLA’nın ikili ve üçlü kombinasyonlarında 

DNA hasarını arttırabileceği ve bu DNA hasarının hücre tipine göre değiĢtiği ilk kez 

gösterilmiĢtir. 

SHLA’nın hücre döngüsü üzerine olan etkisi ilk kez gösterilmiĢtir. 

PK hücre serilerinde 5-FU, leptin ve SHLA’nın ikili ve üçlü kombinasyonlarının 

hücre döngüsü üzerine olan etkisi ilk kez gösterilmiĢtir. Kombinasyonlarda hücre 

döngüsü yoğunluğunun hücre tipine göre değiĢtiği ve belirgin bir döngüde yığılma 

olmadığı saptanmıĢtır. 
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Sonuç olarak, 5-FU direncinde rol alan genlerin ekspresyonlarının leptin ve 

SHLA kullanımı ile değiĢtiği, leptin ve/veya SHLA’nın 5-FU direncinde adjuvan 

terapide kullanılabileceği ancak verilerin anlamlılığı, bütünlüğü ve tekrarlanabilir 

olması için organoid modellerde genomiks, epigenomiks, transkriptomiks, proteomiks 

ve metabolomiks yaklaĢımlar kullanılarak doğrulanmasının gerektiği önerilir.  

PK tedavisinde 5-FU kemoterapötik direncinin prediktif olarak saptanabilmesi 

için 5-FU yolağında yer alan tüm metabolik enzimlerin genlerinin genetik ve epigenetik 

yapıları dikkate alınarak genom ebadında array sistemleri ile araĢtırılması ve elde edilen 

sonuçların klinik verilerle birleĢtirilerek algoritma oluĢturulması gerekmektedir. 
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