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Sekil 4.10: AsPC-1 pankreas kanseri hiicre hattinda 72 saat dFdC ve (ya) EBR'in

apoptotik proteinler lizerindeki etkisinin doza ve zamana bagli gésterilmesi.
60 ve 100 mm petrilere AsPC-1 hiicreleri ekildikten sonra inkiibatérde 24
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OZET

Pankreas kanseri pankreasta bulunan hiicrelerin kontrolsiiz sekilde c¢ogalmaya
baslamasiyla olusan, kanser 6liimleri igerisinde dordiincii sirada olan agresif bir kanser
tiirtidiir. Gemsitabin (dFdC veya Gem), dioksisitidinin analogu, pankreas kanseri
standart terapisi olarak kabul edilmistir. Gemsitabin pankreas kanseri tedavisinin her
evresinde tercih edilmesine ragmen, kemodiren¢ meydana gelmesi ile ilgili kullanimi
limitli bir ajandir. Antikanser tedavi stratejilerinde gozlemlenen en Onemli
problemlerden biri kanser hiicrelerinde ilaglara kars1 gelistirilen direng
mekanizmasidir. ilaglara kars1 direng mekanizmasinin gelistirilmesinde pek ¢ok etken
bulunmaktadir. Bu etkenlerden biri, ilk olarak bitkilerde biiylime {izerindeki etkisi, son
yillarda ise kanser hiicreleri iizerinde etkisi arastirilan Brassinosteroidler iiyesi olan
Epibrassinolid (EBR)'dir. EBR dogal bir polihidroksi steroiddir. EBR'nin kanser
hiicrelerinde ¢ogalmayi onleyici etkisine ve hiicre dongiisiine etki ederek apoptoz
mekanizmasini baslattigi 6ne stiriilmiistiir.

Bu aragtirma kapsaminda Gem ve (ya) EBR'nin pankreas kanseri hiicre hatti olan
AsPC-1 tizerindeki antikanser ve antiproliferatif etkileri incelemeye alinmistir. AsPC-
1 hiicrelerinde mitokondri ve kaspazlara bagimli apoptozun tetiklendigi, ayrica dFdC
ve EBR' nin kombine uygulanmasi hiicre canliligina sadece gemsitabin uygulamasina
kiyasla daha etkin ket vurdugu belirlenmistir. Ayrica, dFdC ve EBR'nin beraber
uygulamasinin sadece dFdC uygulamasina gore hiicre proliferasyonu, koloni
olusumunu engelledigi gosterilmistir. Daha sonraki agsamalarda dFdC ve (ya) EBR’in
tetikledigi apoptozun ER stress ile iligkisi molekiiler diizeyde incelenmis ve bir¢ok
proteinin anlamh birsekilde degistigi gosterilmistir. Tez ¢aligmasi1 kapsaminda elde
etdigimiz sonuglar dogrultusunda, dFdC ve(ya) EBR' nin AsPC-1 pankreas kanseri
hiicre hattindaki apoptoz ve endoplazmik retikulumla iliskili proteinler lizerinde
sagkalimda tetikleyici etkisi oldugu sonucu elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Pankreas kanseri, Gemsitabin, EBR, Apoptoz, ER stres.

Xiii



ABSTRACT

Pancreatic cancer is an aggressive form of cancer, which is formed by the uncontrolled
proliferation of cells in the pancreas and ranks fourth in cancer deaths. Gemcitabine
(dFdC or Gem), the analogue of dioxycitidine, has been recognized as the standard
therapy for pancreatic cancer. Although gemcitabine is preferred at every stage of
pancreatic cancer treatment, its use in chemo-resistance is a limited agent. One of the
most important problems observed in anticancer treatment strategies is the resistance
mechanism developed against drugs in cancer cells. There are many factors in the
development of the drug resistance mechanism. One of these factors is Epibrassinolide
(EBR), which is a member of Brassinosteroids, whose effects on growth in plants, and
on cancer cells in recent years, has been investigated. EBR is a natural polyhydroxy
steroid. It has been suggested that EBR initiates the mechanism of apoptosis by
affecting the anti-proliferative effect and cell cycle in cancer cells.

In this study, the anticancer and antiproliferative effects of Gem and (or) EBR on
AsPC-1, the pancreatic cancer cell line, were investigated. It was determined that
mitochondria and caspase-dependent apoptosis were triggered in AsPC-1 cells, and
the combined administration of dFdC and EBR affected cell viability more effectively
than just gemcitabine. Also, co-administration of dFdC and EBR has been shown to
inhibit cell proliferation, colony formation only relative to dFdC administration. In the
later stages, the relationship of apoptosis induced by dFdC and (or) EBR with ER stress
was investigated at the molecular level and it was shown that many proteins changed
significantly. In line with the results we obtained within the scope of the thesis study,
it was obtained that dFdC and (or) EBR had a trigger effect on survival on apoptosis
and endoplasmic reticulum related proteins in AsPC-1 pancreatic cancer cell line.

Keywords: Pancreatic cancer, Gem, EBR, Apoptosis, ER stress.
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1. GIRIS VE AMAC

Kanser, viicuttaki hiicrelerin herhangi birinin kontrolsiiz bir sekilde
cogalmasindan kaynakli olarak gitdikce artan bir hastaliktir [1]. Kanser
patolojisinde en Onemli konu iyi huylu ve kotii huylu tiimdérler arasindaki
ayrimdir. Iyi huylu (benign) tiimérlerin mikrogevreye yayilma 6zelligi yoktur.
Kot huylu (malign) tiimorler ise hem normal dokuyu ¢evreleyen hem de lenfatik

sistemler (metastaz) yoluyla viicuda yayilma yetenegine sahiptirler [2].

Pankreas kanseri, gelismis iilkelerde en 6liimciil malign neoplazmlardan biridir.
Pankreas kanseri adenokarsinom vakalarinin yaklasik %85’ini olusturur. Birgok
kanserin aksine, pankreas kanseri hem insidansta hem de mortalitede artmaktadir
ve 2030 yilina kadar kansere bagli dliimiin ikinci dnde gelen nedeni olacagi
tahmin edilmektedir [3]. GLOBOCAN 2012 tahminlerine gore, pankreas kanseri
yilda 331000°den fazla 6liime neden olmaktadir ve buda tiim Sliimlerin %4 linii
olusturur. Risk faktorlerine bakildiginda, fiziksel hareketsizlik, genetik faktorler,
obezite, alkol kullanimi, sigara kullanimi gibi bir¢ok farkli sebeple ortaya
cikabilir. Diinya ¢apinda pankreas kanseri artan yasla iliskilidir ve erkeklerde
kadinlardan biraz daha yaygindir [4]. Amerikan Kanser Toplulugu (American
Cancer Society) 2020 yil1 istatistiklerine 57600 kisiye pankreas kanseri teshisi
koyulmus ve tahminen 47050 kisinin pankreas kanserine bagli hayatlarini
kaybettigi bildirilmigstir [5]. Tiirkiye’de ise Tiirkiye Halk Saglig1 merkezinin 2018
verilerine gore erkeklerde kadinlara kiyas ile daha fazla pankreas kanseri teshisi
mevcuttur. Ulkemizde pankreas kanseri diger kanser tiirlerine kiyasla daha az
goriinsede, yinede yeni terapotik ajanlarin ve de kombin tedavilerin gelistirilmesi

gerektigini geride birakmiyor [6].

Gemsitabin (dFdC) sititoksik aktivitesi DNA sentezinin gesitli aktivitelerine
dayanan, deoksitidin analogu olan antikanser niikleositidir. Gemsitabin (dFdC)
hiicreye tasindiktan sonra dFACMP iiretmek i¢in deoksisitidin kinaz (dCK) ile

aktif bir forma fosforile edilmektedir. Gemsitabin pankreas kanseri tedavisinin



her evresinde tercih edilen bir ila¢ olmasina ragmen, hiicre i¢i alinimi ve direnci

haftalar i¢cinde gelisen kullanimi limitli bir ajandir [7].

Brassinosteroidler (BR'ler), Vicia faba (bakla) tohumu ve polen dahil olmak
lizere g¢esitli sebzelerde bulunan steroidal bitki bliylime hormonudur [8]. Enzim
aktivitesinin ve protein sentezinin diizenlenmesi, hormone dengenin saglanmasi
gibi bir¢ok farkli etkileri bulunmaktadir [9]. Brassinosteroidler bitki hiicrelerin
membranlarinda heteroligomerize reseptor halinde aktif halde bulunur. Reseptor
iligkisinin kurulmasi RLCK, BSK ve CDGI1 aktivasyonu ile sinyal iletimi
saglanmaktadir ve sonu¢ olarak bir¢cok transkripsiyon geni aktiv hale gelir ve

cevap genlerinin ¢alismasi saglanir [10].

Kanser hiicreleri ile yapilan bir¢ok ¢alismalarda BR tiirevi olan 24-epibrassinolid
(EBR)’in endoplazmatik retikulum stresini ve apoptoz sinyal yolagini
calistirarak, kaspaz ailesini, Bcl-2 aile proteinlerini etkiledigi gosterilmigtir [11-

14].

Endoplazmik retikulum (ER) proteinlerin katlanmasini bozan, ¢esitli kosullar
tarafindan tetiklenen hiicresel bir islemdir. Okaryotik hiicrelerin hatali katlanmis
(veya katlanmamis) proteinleri uzaklastirmak ve ER homeostazi ve dengeyi
siirdiire bilmek hedefiyle katlanmamis protein yaniti (UPR) adli evrimlesmis
uyumsal korunma mekanizmasini gelistirdikleri bilinmektedir. UPR sinyal yollar:
arasinda IREla hiicre kaderini diizenleyebilen bir reosta olarak islev gdren
onemli bir molekiildiir. IRE1a ayrica apoptozu destekleyen St-kin terminal kinaz
(JNK) ve p38 MAPK'nin aktivasyonuna neden olan Apoptotik Sinyal Kinaz-1'in
(ASK1) aktivasyonunu uyarir. JNK'nin apoptozu indiikleyen substratlar arasinda,

JNK fosforilasyonu ile inhibe edilen ve aktive edilen Bcl-2 ve Bim bulunur [15].

EBR ile ilgili yapilan ¢alismalarda steroid reseptdrlerinden bagimsiz bir sekilde
apoptozu tetikledigi ve DNA dizilerine aktilim gosteren deoksisitidin analogu
olan dFdC'in etkisi dogrultusunda, bu ¢alismada pankreas kanseri hiicrelerinde
dFdC ve(ya) Epibrassinolid uygulamasinin apoptotik etkilerinin incelenmesi

amaclanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Pankreas Kanseri

Pankreas kanseri, karinda midenin arka alt kisminda yatay olarak uzanan bir
organ olan pankreasin dokularinda baslar. Pankreas yetiskinlerde yaklagik 15cm

uzunlugundadir.

e Pankreasin bagi karnin sag tarafinda, midenin deodenumla bulustugu

yerde.
e Pankreasin viicudu midenin arkasindadir.

e Pankreasin kuyrugu karnin sol tarafinda dalagin yanindadir [5].

pankreas

Sekil 2.1: Pankreas Anatomisi [16].
2.1.1 Pankreas Kanseri Epidemiyolojisi

Pankreas kanseri, diinya ¢apinda kansere bagl 6liimler i¢erisinde yedinci sirada
[17] ABD'de de ise ligiincii sirada yer almaktadir [18]. GLOBOCAN 2018

tahminlerine gore, 2018'de 459 bin yeni pankreas kanseri vakasi bildirilmis (tlim



kanserlerin %2,5) ve 2040'a kadar 355 bin yeni vakanin meydana gelecegi tahmin
edilmektedir. Pankreas kanserinin 5 yillik sagkalim orani %9'dur. Pankreas
kanseri insidans1 ve mortalitesi, diinya c¢apinda artan yasla iliskilidir ve
erkeklerde kadinlarla kiyasla daha yaygindir. Standart Yas Orani (ASR) insidansi1
ortalama 7,7/100 bin kisi ile Avrupa ve Kuzey Amerika' da en diisiik ise 2,2/100

bin kisi orani1 ile Afrika'da goriilmustiir [17].

Pankreas kanseri erkeklerde 243 bin vaka (5,5/100 bin), kadinlarda ise 216 bin
vaka (4/100 bin) goriilmistiir. Erkeklerde pankreas kanseri goriilme frekansi en
fazla Orta ve Dogu Avrupa'da, ozelliklede Letonya ve Moldovada (15.3)
goriilmektedir. Kadinlarda ise pankreas kanserinin insidansinin en yiiksek oldugu
bolgeler Bat1 Avrupadir (7.2). Pankreas kanseri nadiren 55 yas altinda goriildiigi
icin yasli popiilyasyonlarin hastaligi olarak tanimlanir [19-21]. Tiirkiye Istatistik
Kurumu (TUIK) 2015 verilerine gére pankreas kanserine en sik goriilen 10 kanser
tiiriinde 100 bin kisi igerisinde erkeklerde 5.9 goriilmiistiir. Pankreas kanserinin
iilkemizde diger kanserlerle kiyasla az goriinmesi, yeni terapdtik ajanlarin ve
kombin tedavilerin gelistirilmesine engel degil, tam aksine yeni terapdtik ajanlar
ve kombin tedaviler gelistirerek en sik goriilen 10 kanser tiirii igersindende ¢ikara

biliriz [6].

Trakea,Brons,Akciger 53.8
Prostat
Kolorektal
Mesane
Mide
Mon-Hodgkin lenfoma
Larinks
Bibrek
Tiroid

Pankreas

Sekil 2.2: Erkekler igerisinde En Sik Goriilen 10 Kanser Tiiriinlin Yasa Gore
Standardize Edilmis Sekli [6].

2.1.2 Pankreas Kanseri Risk Faktorleri

Simdiye kadar pankreas kanseri icin ¢esitli risk faktorleri tanimlanmis ve iki

kategoriye boliinmiistiir: degistirilebilir ve degistirilmez risk faktorleri [22].



Degistirilebilir risk faktorlerine sigara, alkol, obezite, diyet faktorleri ve toksik

maddelere maruz kalmaktir [21,23-25].

Uluslararas1 Kanser Arastirmalar Ajansi (IARC) sigara kullaniminin pankreas
kanserle iliskili oldugunu dogrulamistir [26-27]. Risk, giinliik i¢ilen sigara sayis1
ve siiresi ile artar [28-30]. Pankreas kanseri ile sigara icme arasindaki baglantiy1
arastiran 82 calismadan elde edilen meta analiz bulgularina gore, sigara i¢enlerin
nispi riski RR=1.74, sigarayr birakmis kisilerin ise RR=1.2 oldugu ve riskin
sigaray1 biraktiktan sonra 10 y1l devam ettigi bildirilmistir [31-33]. 2011 yilinda
Ingiltere'de yapilan bir ¢alismada pankreas kanserinin erkeklerde %26,2'sinin
kadinlarda ise %31,0"in tiitiin kullanimui ile iliskili oldugu tahmin edilmistir [23].
Ayrica Kanser ve Beslenme (EPIC) Avrupa Prospektif incelenmesi ¢alismasinda
pasif sigara i¢ciminin bile pankreas kanseri riskinin %50 artirabildigi fark
edilmistir [33,34]. Yapilan bir ¢alismada alkol-sigara kullaniminin pankreas
kanser riskinde bir artis oldugu (yasa gore oran orani (OR) = 4.04, %95 CI:1.58-
10.37), sigara igenlerde ise (yasa gore ayarlanmigs OR = 2.01, %95 C1:0.50-8.18)
gozlemlenmistir [35]. Amerika Kanser Toplulugu (ACR) g¢alismasinda, obezite
pankreas kanser insidansini ve mortalitesini arttirdig1 bulunmustur. Normal viicut
indeksine sahip erkek ve kadinlar (viicut kitle indeksi BMI<25), obez (viicut kitle
indeksi BMI > 30) erkek ve kadinlar ile karsilastirildiginda pankreas kanseri riski
RR = 2.08 oldugu bildirilmistir [36]. Son zamanlarda yapilan meta-analis hem
genel hem de abdominal sismanligin pankreas kanseri riski ile iligkili oldugu
dogrulanmistir [37]. Pankreas kanseri iizerinde diyetin etkisi %30-50 arasinda
degismektedir. Diyet 6geleri arasinda ise kirmizi ve islenmis et gibi [4] bazi
besinlerin riski arttirdigi, bazi besinlerin ise drnegin meyve ve sebze [4] gibi

besinlerin riski azalttig1 ileri siiriilmiistiir [22, 38,39].

Degistirilemeyen risk faktorlerine cinsiyet, yas, etnik koken, genetik faktorler,

kan grubu aitdir.

Pankreas kanseri erkeklerde yiliksek alkol alimi, sigara kullanimindan dolay1 daha
fazla goriinmektedir. Pankreas kanseri insidansi diinya iizerinde bakildiginda
erkekler i¢in 100.000' de 5.5, kadinlar i¢in 100.000'de 4.0'dir [17]. GOzetim,
Epidemiyoloji ve Sonuglari (SEER) Kanser Istatistikleri incelemesi zamani
pankreas kanserinin agirlikli olarak daha yasli bir popiilasyonun bir hastalig

oldugu ve hastalarin c¢ogunun 50 yasin iizerinde oldugu belirtilmistir



[19]. Pankreas kanseri gelisme riski yasla birlikte artar. En yiiksek 60-80 yas
arasi, nadiren 40 yas altinda ortaya ¢ikar ve ortalama yas 71'dir [17,40,41].
Pankreas kanserinde irklar arasindaki farkliliklar birgok ¢alismada gdsterilmistir
[42,43]. Pankreas kanseri insidans oranlari Afro-Amerikalilar igin yiiksek,
Asyali-Amerikalilar ve Pasifik Adalarinda en diisiiktiir [44]. Genel olarak,
pankreas kanseri, siyahi insanlarda diger 1tk gruplarina kiyasla daha fazladir ve
bu diyet, alkol, sigara gibi risk faktorlerine baglanabilir [45]. Pankreas kanseri
riskinin artmasinda genetik varyasyon veya mutasyon 6nemli bir rol oynar [46].
Pankreas kanseri olan hastalarin %10'da gen varyasyonlart vardir [47]. Meme
kanseri 1 geni (BRCAL), Meme kanseri 2 geni (BRCA2), BRCA2'nin Ortagi ve
Yerellestiricisi (PALB2), Ataksi Telenjicktazi Mutasyona Ugramis Gen (ATM),
Sikline Bagimli Kinaz Inhibitérii 2A (CDKN2A), Adenomatdz Polipozis Gen
(APC), Postmayotik Segradasyon Artis1 2 (PMS2), Katyonik Tripsinojen Gen
(PRSS1) ve Serin / Treonin Kinaz 11 (STK11) gibi kalitsal pankreas kanseri
formlarinda rol oynadigi tespit edilmistir [48,49]. Ayrica, pankreas kanseri
polipoz olmayan kolon kanseri (Lynch sendromu), Peutz-Jeghers sendromu,
kalitsal meme ve yumurtalik kanseri sendromu gibi bazi ailesel kanser
sendromlariyla iliskilidir. BRCA2 gen mutasyonu ailesel pankreas kanseri olan
ailelerin  %5-17'de, PALB2 ailesel pankreas kanseri hastalarin %3'de
tanimlanmigtir. STK11 Jeghers sendromlu hastalarda goriiliir [48, 50-55]. Wolpin
ve ark. [56] ABD Hemsire Saglik Calismasi ve Saglik Uzmanlar1 Takip
calismasindaki verileri birlestirmis ve kan grubu O olan hastalarla, kan grubu A
olan hastalar1 karsilastirdiginda pankreas kanserinin gelisme riski daha yiiksek

oldugu goriilmiistiir [66].

2.1.3 Pankreas Kanseri Molekiiler Mekanizmasi

Genetik analizler, pankreas kanseri olan hastalarin mutasyona ugramis genlerinde
KRAS (%90), TP53, CDKN2A ve SMAD4 (%50-80) olmak tizere dort ana
onkogen oldugunu ortaya koymustur [57,65]. Patolojik sonuglar, en sik goriilen
pankreas kanseri tipinin pankreatik duktal adenokarsinom (PDAC) oldugunu
gostermistir. Pankreatik duktal adenokarsinom pankreatik intraepitelyal yoluyla
gelisir ve yol boyunca genetik ve epigenetik degisiklikler elde edilir. PanIN,

pankreasin invaziv adenokarsinomunun en yaygin neoplazmatik onciisii olarak



bilinmektedir. Diisiik dereceli PanIN 1 artan yasla yaygindir, yliksek dereceli
PanIN 3 ise genellikle invaziv kanserli pankreatada bulunur [67].

PDAC'de KRAS asag1 yonlii regililasyon yolaginda Raf/Mek/Erk, PI3k/Pdk1/Akt
ve Ral guanin niikleotid degisim faktorii gibi baslica 3 Onemli yolak
tanimlanmaktadir, ancak kodon 12'de gelisen ¢ogunlukla nokta mutasyonlar
sonucu KRAS'da meydana gelen doniisiimle birlikte KRAS proteinin kurucu
aktivasyonu ve neticede asagi yonlii yolagin siirekli uyarilmasina yol agmaktadir
[58,59]. Ayrica, KRAS pankreatik intraepitelyal neoplazmlarda (PanIN'ler)
bulunur ve bu, KRAS mutasyonunun pankreatik timoér olusumundaki ilkin
degisikliklerden biri oldugunu gostermektedir [60]. Ug major tiimor baskilayict
gen olan CDKN2A, TP53 ve SMAD4 PDAC'dasiklikla mutasyona ugramis olarak
tanimlanmis ve bunlar timoriin malign davranisi ile giiclii bir sekilde iliskilidir.
CDKN2A'daki degisiklikler diisiik dereceli PanIN'lerin bir alt grubundaki protein
fonksiyon kaybinin erken olaylaridir. TP53ve SMAD4 ekspresyonundaki
degisikliklerse yiiksek dereceli PanIN'lerde meydana gelen ge¢ olaylardir [61].

SMAD4, transforme edici biliyiime faktorii B (TGF- B) akint1 yoniinde bir sinyal
transdiiksiyon proteinini kodlar. TGF- B, Smad 2/3'ten aktive edici sinyale yanit
olarak, TGF- B reseptor substratlari fosforile edilerek, Smad 4 ile iliskilendirilir
ve cekirdege yerlesir ve buda DNA ile etkileserek gen ekspresyonunu diizenler.
PDAC'larda, SMAD4'n inaktivasyonu veya kaybi nedeniyle, SMAD4'ten
bagimsiz TGF-f sinyal yolaklari tetiklenir ve bu da hiicre dongiisiiniin durmasina,
apoptozunun azalmasina, epitelyal-mezenkimal gec¢isin, anjiyogenezin, immiin
supresyonunun indiiklenmesine yol agar ve buda kanser hiicrelerinin ilerlemesine
ve metastazina neden olur. Ek olarak, TGF- B'in asir1 ekspresyonu, PDAC tiimor
olusumunda rol oynayan Ras / Erk, P13K / Akt, p38 MAPK ve NF-kB yollarim
aktive eder [62]. Onkogen ve tiimor baskilayict genlerin yani sira, G proteine
bagli reseptor ailesinin iiyesi olan GPRCS5A, normal dokularla karsilastirildiginda
pankreas kanseri hiicrelerinin biiyimesini destekledigi bir¢cok c¢alismada
gosterilmistir. Yapilan bir calismada, GPRC5A'nin nakledilmesi gemsitabin
kemoterapisine duyarli pankreas kanserinlerini hassaslastirmis ve bu da
GPRCS5A'nin kemoterapi etkinligini artirma potansiyeline sahip

olabilecegini diisiindiirmektedir [63-65].
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Sekil 2.3: Genetik degisiklikler gosteren PanIN ilerleme modeli [72].
2.1.4 Pankreas Kanseri Evreleri

Pankreas kanserinde simdiye kadar erken tanim odagi, preinvaziv lezyonlari
(yaklasik 1 cm) tespit etmek olmustur. Tarama testi olarak, karin ultrasonografisi,
trifazik pankreas protokolii BT, endoskopik ultrason esliginde ince igne
aspirasyonu EUS (duyarliligin yaklasik %80 oldugu bildirilmektedir), manyetik
rezonans goriintiilleme (MRI), kan testi sik kullanilmaktadir. Ayrica, pankreas
kanserinde erken tani i¢in 6nem tagimaktadir. CAPS2 c¢alismasinda (Pankreas
Kanseri Taramasi 2) taranan hastalarin %10unda EUS ile intradiiktal papiller
miisindz neoplazmlar saptanmistir [67,68]. Lakin, pankreas kanseri ¢ogunlukla
ileri bir agamada teshis edilir ve hastalarin %80-90'inda tan1 aninda anlasilmayan
timorler vardir. Bunun sebebi, pankreas kanseri klinik olarak sessizdir,
semptomlar olan ¢ogu insanda ileri bir hastalik (6rnek: kolanjit, gastrit) vardir.
Semptomlar: karin agrisi, sarilik, kasinti, koyu renkli idrar, akik digki, kilo kaybi,

hazimsizlik, bulant1 ve az yaygin olan depresyondur [69].

Pankreas kanseri tanis1 koyulduktan sonraki adim, evrelemedir. Pankreas kanseri
evrelenmesinde en yaygin sistem Amerika Kanser Ortak Komitesidir (AJCC)
[68]. Pankreas kanseri I-1V arasinda evrelendirilir ve tedavi evreye uygun olarak

belirlenir.

Bu evrelerden I. Kanser pankreasin disina yayilmamistir. II. Kanser pankreasin
disina ¢ikarak dokulara, organlara ve lenf diiglimlerine sigramistir. III. Kanser
pankreasin etrafinda yer alan kan damarlarina yayilmistir. IV. Kanser karacigere

ve diger uzak organlara yayilmaya baslamistir [70].
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Sekil 2.4: Pankreas kanseri evreleri [70].
2.1.5 Pankreas Kanseri Tedavi Stratejileri

Pankreas kanseri tedavi yontemleri cerrahi miidahile (rezeksiyon), radioterapi ve
kemoterapi tedavisidir. Cerrahi rezeksiyon adjuvan ortaminda kemoterapi ilavesi
ile sagkalim oraninin arttifi gosterilmistir. Ayrica, neoadjuvan ortamindada,
kemo-radyoterapi uygulamasiylada sagkalimin daha fazla oldugu da
gosterilmistir. Cerrahi rezeksiyon zamani R1 rezeksiyonlarina kiyasla anlamlh
derecede iyilesmis bir sagkalim ile iliskili RO rezeksiyonu elde edilir. Kiiratif
amagli  pankreatik rezeksiyon uygulanan bireylere adjuvan tedavi

onerilmektedir. Genellikle hastalar ameliyattan kurtulduktan sonra verilir (1-2
ay).

Adjuvan tedaviye baslamadan Once taban BT taramalar1 ve CA19-9
konsantrasyonlari elde edilmelidir. Adjuvan kemoterapi, CONKO-001 g¢alismasi

ile desteklenmistir. Bu ¢alisma, bes yillik sagkalim %20,7'ye kars1 %10,4 ve on
yillik sagkalim %12,2'ye kars1 7.7 ve boylelikle sagkalim 20'den 23'e yiikseldi.

Neoadjuvan tedavi ile hastaligi hizla ilerleyen hastalar tespit edebilir ve bu
cerrahi rezeksiyondan yararlanamayanlari segmeye yardimci
olabilir.  Neoadjuvan tedavisi, mikro-metastazlarin ve primer tiimoriin

blizlilmesinin ortadan kaldirir. Radioterapi cerrahi miidahileden dnce veya sonra



uygulananmaktadir. Kemoterapi ve radyoterapi birliktede uygulana bilmektedir
[66,68].

Tedavi yontemi kanserin evresine baglidir. I — Il evrede olan hastalara cerrahi
tedavi, adjuvan tedavi kullanila bilir ve tiimori kiigiiltmek ve olas1 metastazlar
Onlemek amaci ile, kombine tedavilerde kullanila bilir. Pankreas kanseri Il evrede
olan hastalarin bes yillik hayatta kalma orant %30'dur. III evrede rezektabl
kanserli olan hastalara neoadjuvan, kemoterapi ve kemo-radyoterapi tedavi
uygulanmaktadir. Bu hastalarin biiylik ¢ogunlugu sonda metastatik hastalik
gelistirir. Pankreas kanseri III evrede olan hastalarin bes yillik hayatta kalma
oran1  %3-12'dir. IV evrede iyi durumda olan hastalara sistemik tedavi
uygulanabilir ve genel durumu kotii olan hastalara ise destek tedavisi verilmelidir.

Pankreas kanseri IV evrede olan hastalarin bes yillik sagkalim orami %3'diir

[44,66,68,71].

flag tedavileri ve kombine tedaviler iginde ilk siralarda gemsitabin ilaci vardar.
Gemsitabin ilaci ile birgok calisma vardir. Ornegin, 2011 yilinda I-1I faz icin,
gemsitabin metastatik pankreas kanseri olan hastalar i¢in birinci basamak olan
nab-paklitaksel ile birlestirildiginde etkili sonuglar elde edilmistir. III faz igin,
tek gemsitabin ve gemsitabin arti erlotinib kullanmis ve istatistiksel olarak

anlamli bir iylesme gostermigtir [68].

2.2 Gemsitabin

DFdC olarak bilinen Gemsitabin (2',2'-difloro-2'deoksisitidin) pankreas kanseri
tedavisinde kullanilan etkili ilaglardan biridir. Gemsitabin DNA sentezinin

inhibasyona bagimli olan deoksisitinidinin niikleosid analogudur [73].

DFdC proliferasyonu inhibe ederek, hiicre dongiisiinii G1/S fazinda bloke eder.
DFdC alimindan sonra, hiicre i¢i fosforilasyon gerekir ve bu cesitli enzimler
tarafindan yonetilir [74]. Bu hidrofilik molekiil, sodyum bagimli (konsantre
niikleosid tasiyict hCNT'ler) ve sodyumdan bagimsiz (dengeleyici niikleosid
tastyict hENT'ler) tasiyicilar ¢esitli insan niikleosit tasiyicilart (NT'ler) yoluyla
hiicrelere tasinabilir. Niikleositlerin hiicrelere tek yonlii tasinmasina hCNT'ler,

DFdC'nin hiicre i¢i alimina hENT1 aracilik eder [73,75].
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Sekil 2.5: Gemsitabinin molekiiler formiilii ve yapis1 [77].

Niikleosit tastyicilarin hiicre zarlarina kompleks hiicre transformasyonu
(dFdCDP), difosfat (dfdCdto) icin trifosfata (dFdCDP) akmasi sonrasinda,
deoksisitidin kinaz (dCK) ile gemsitabin monofosfatina (dFACMP) fosforile
edildi. DFdC'in sitotiksik aktivitesi, DNA sentezi iizerindeki ¢esitli etkilerin
sonucu olabilir. DFACTP, DNA polimeraz inhibitorii olarak deoksisitidin trifosfat
(dCTP) ile rekabet ederek DNA sentezi i¢in gerekli olan deoksiriboniikleotit
havuzlarin tiikkenmesine yol acar. DFACTP DNA'ya dahil edilir ve baska
niikleotidin daha eklenmesinden sonra, DNA ipligi sonlandirilir. Bu islem,
“maskeli zincir sonlandirma”s1 adlandirilir. Bu islem, dFdCTP'yi DNA onarim
enzimlerinden gizler ve gemsitabini DNA'ya Kilitleyerek DNA onarim
mekanizmasinin basarisizligina yol acar [73]. DFdC, kendi aktivasyonunu
gelistirmek i¢in “kendi kendine giiclendirme” adli mekanizmaya sahiptir ki, bu
mekanizma ¢ok az antikanser ilacinda vardir [74]. Bu mekanizma, gemsitabin
metabolitlerinin bakimin1 uzatir, rekabet¢i dogallig1 azaltir ve boylelikle, DNA'ya
basaril1 bir sekilde dahil olma olasiligini artirir. Gemsitabin metaboliti dFACDP
ribontikleitit rediiktazi (RR) inhibe ederek, DNA sentezi i¢in gerekli rakip

deoksiriboniikleotit havuzlarini azaltir [76-79].
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Sekil 2.6: Gemsitabinin etki mekanizmasi [77].
2.3 Brassinosteroidler

Brassinosteroidler (BR) bitki biiylimesini uyarmada, bitkileri biyotik ve abiyotik
streslere  karst  korumada  yiiksek aktivite gosteren, bitkiye 0zgl
polihidroksillenmis steroid hormonlardir. BR'ler ilkin olarak, Brassica napus
poleninde kok uzamasi ve hiicre boliinmesi islevsel olarak nitelendirilmistir [9].
Yaklasik 60 farkli gesit tanimlanmis olup, bunlardan sadece iigii (-brassinolide,
24-epibrassinolide-28 homobrassinolide) yaygindir [80-82].

’

\

OH

Brassinolide ~,  OH M-Epibrassinolide OH 28-Homobrassinolide

L/
Y, . Y,
" ~ ',.

Sekil 2.7: Ug yaygin brassinosteroidin yapisi [80].
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Brassinosteroid metabolizmas1 steroidal iskelette ki yapisal degisimler ve yan
zincirde ki yapisal degisimler olmak iizere 2 ana kategoride incelenebilmektedir.
Arabidopsis thaliana'da yapilan genetik ¢alismalar, BR biyosentezinin
aydinlatilmasina, sinyal bilesenlerinin tanimlanmasina yol agmistir. BR'lerin
biyosentezinin potansiyel olarak her bitki organinda meydana geldigi ve bitki
hormonlarinin aksine BR'lerin uzun mesafeli nakil yapmadig: bildirilmistir [82-

85].

Arabidopsis thaliana'da 400'den fazla reseptdr kinaz oldugu bildirilmistir. Bunlar
arasinda, BR / BRI sinyal yolu en iyi karakterize edilmistir [9]. BR yoklugunda
BIN2, BZR1 ve BES1 proteinlerini fosforile eder, 14-3-3 proteinlerine
baglanmasini tesvik ederek etkisiz hale getirir ve sistoplazmanin tutulmasina ve
bozulmasmma yol acgar. BRIl BR molekiillerini algiladiginda, BAKI ile
heterodimerize olur ve BZR1, BES1 fosforile olur.

BR sinyal yvolu (A) S8 Wl S8 Wiy
a/-/ (A3 24 %/
= . —
e = S\g ~BR =5 - / >

-t — ==
e >
—
BZRI/BESY @S BZR1/BESY
e - 14-3-3
Sitoplazmilc
= tutulm
- - T 3
= =
A N =
ER hedef genler Bl

Biiyviime ve gelisme

B BRI1 C BRL1

Sekil 2.8: BR sinyal yoluna genel bakis. (A) BRI sinyal yolunun semasi. (B) BRI1
kok boyunca eksprese edilmis hali. BRI1 (C) ve BRI3 (D) kok hiicrenin nis
bolgesinde ekspresyon edilmis hali. Koyu yesil proteinin yiiksek ekspresyonunu, agik
yesil proteinin diisiik ekspresyonunu temsil etmektedir [81].
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2.3.1 Epibrassinolid

Brassinosteroidlerin biyolojik olarak aktif bir bileseni olan Epibrassinolid (EBR)
bitki metabolizmas1 ve biiylimesi lizerinde yiiksek etkiye sahip olduklar1
bilinmektedir [86]. Bir baska c¢alismada, ekzojen EBR uygulamasinin,
antioksidan sistemi giiclendirip, membran stabilitesini arttirarak, ozmolit
metabolizmasini1 diizenleyerek, streslerin zararli etkilerinden kagina bilirligi
gosterilmistir  [87]. 24 EBR tarafindan diizenlenen binlerce gen bitki
proliferasyonu ve gelismesine katilmaktadir. Ekzojen EBR uygulamalar1 ¢esitli
fizyolojik siiregleri etkileyebilir ve diisiik sicakliklar, agir metaller ve kuraklik

stresi gibi farkli stres tiirlerine kars1 bitki toleransini artirabilmektedir.

Bitki stres yanitlarinda EBR'nin fonksiyonel mekanizmalari ¢esitli ¢calismalarda
bildirilmistir. Is1 soku proteini ve soguga duyarli genler de dahil olmak iizere stres
isaretleyici genlerin ekspresyonu ile gézlemlenen korelasyonla gosterildigi gibi,
stres tolerans enzimlerinin aktivitesini arttirip, 1s1, soguk, kuraklik ve tuzluluk

dahil streslere toleransi yiikseltmektedir.

Ekzojen EBR regiilasyonlu endojen absisik asit 6nemli bir bitki hormonudur ve
birikimi, bitkilerin farkl: tiirlerde stresleri uyarlamasi i¢in gerekli olan asagi akim
yanitlarinin kontroliinde anahtar bir faktordiir. Sitokin diizeylerindeki artislar,
hiicre boliinmesi, kloroplast gelisimi, tohum ¢imlenmesi, yaprak yaslanmasi,
besin mobilizasyonu, gen ekspresyon regiilasyonu ve stres kosullar1 altinda etilen
biyosentezi dahil olmak iizere bircok fizyolojik siireci arttirmaktadir.
Fitohormonlarin diizenlenmesi bitki biiylimesi i¢in ¢ok dnemlidir ve her bir
hormon stres toleransinin uyarilmasinda dinamik bir rol oynar. EBR, bitki
antioksidan savunma sistemini gelistirip giiclendirerek bitki toleransini arttirir

[88-90].
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Sekil 2.9: EBR'in uzun 6émiirlii tuz stres tolerans olas1 mekanizmasi. Ekzojen EBR,
hiicre zar1 biitiinliigiinii ve stabilizasyonunu gelistirebilmektedir [90].

2.3.2 Epibrassinolid Kanser Hiicrelerindeki Etkisi

Uzun siiredir bitkilerdeki etkileri arastirilan EBR nin birgok farkli kanser tiirtinde
farkl1 kanser yolaklar1 iizerinde ki etkisi de bilinmektedir. ilk defa 2008 yilinda
Malikova ve arkadaslar1 [91] tarafindan EBR' in farkli kanser hiicre hatlarinda
cogalmay1 dnlemesi ve hiicre dongiisiine etki ederek apoptotik cevap olusturdugu
belirlenmistir. 2010 yilinda Steigerova ve arkadaslarinin yaptiklart bir
arastirmada, EBR' in steroid kdkenli ajan olmasi nedeni ile, EBR' in apoptotik
etkisinin, cogalmalar1 hiicre i¢i steroid reseptorleri ile tetiklenen MCF-7 meme
kanseri hiicrelerinde, ER anlatim1 olmayan MDA-MB-231 hiicrelerine kiyasla
daha fazla oldugu saptanmis ve EBR' in steroid reseptorlerini bloke ederek,
transkripsiyon faktorii gibi davranmalarina ket vura bilecegini ileri siirmiiglerdir

[92].

Bir sonraki ¢alismada, EBR' nin steroid reseptorii AR anlatimi yapan LNCaP
hiicreleri ve AR anlatimi bulunmayan DU145 hiicre hattinda, etkin bir sekilde
apoptotik hiicre 6liimii goriilmiistiir. Sonug olarak, PA katabolizmasinin EBR i¢in
onemli bir molekiiler hedef oldugu gosterilmistir [11]. HCT116 ve HT-29 kolon

kanseri hiicre hatlarinda EBR'in sagkalim sinyal molekiilleri {izerindeki
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potansiyel apoptotik etkisi arastirilmistir ve EBR'nin PI3K ve MAPK yolaklarini
aktiflestirerek, FoxO3a bagimli mitokondriyal strese bagli apoptozu
gerceklestirdigi goriilmistiir [13]. Obakan ve arkadaslari tarafindan EBR'nin
molekiiler hedeflerinin anlasilabilmesi i¢in proteomik analiz SILAC teknigi
belirlenmigstir. Toplamda 964 benzersiz protein tanimlanmis ve bunlardan 160"
12 saatlik EBR tedavisinden sonra fakli sekilde eksprese edilmistir. Farkli
sekillerde eksprese edilen proteinlerin miktar tayininde katlanmamis protein
cevabinin (UPR), saperon proteinin ve kalretikulin (CALR) 6nemli o6lclide
diistiigii ortaya ¢ikmistir [93].

Son Hiicre Kiiltiiriinde Amino-Asitler Tarafindan Kararli izotop Etiketleme
(SILAC) verileri, EBR tedavisinden sonra 6nemli 6l¢lide degistirilmis olan
proteinin kalretikulin (CALR) oldugunu goéstermistir. Endoplazmatik retikulum
(ER) liimeninde yerlesen bir saperon olan CALR, Ca %" iyonlarinin korunmasinda
ve protein katlanmasinda goérev almaktadir. CALR'In degisime ugramasi ER
stresine  ve katlanmamis protein cevabina paralel olarak, apoptozun

indiiklenmesine sebep ola bilir [12].

2.4 Endoplazmik Retikulum Stresi

Endoplazmik retikulum (ER) protein katlanmasi, olgunlagmasi, hiicresel
homeostazin korunmasi dahil, bir¢ok hiicresel fonksiyonlardan sorumlu
organeldir. ER ortaminda biokimyasal, fizyolojik ve patolojik uyaranlar
nedeniyle olusan rahatsizliklar katlanmamis veya yanlis katlanmis protein
birikimi, kalsiyum tiikenmesi, DNA hasarina neden olur. Boylelikle, homeostazi
geri yiikleyen veya hiicre 6liimiinii aktive eden katlanmamis protein tepkisi (UPR)
tetiklenir. UPR hiicreleri stresten korur ve hiicresel homeostazin yeniden
olusmasinda katkida bulunur. Bununla birlikte, UPR aktivasyonu uzun siireli ER

stresi sirasinda hiicre oliimiinii arttirir [94].

Bu yolaklar1 kontrol eden proteinler normalde, ER membraninda Liimene ve
sitoplazmaya bakacak sekilde konumlanmig ER liimenine Bakan bdlgelerinde
Grp78/ baglayict immiinoglobulin proteinine (BiP) bagl sekilde durmaktadirlar
[95].
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Bip tarafindan Liimende katlanamamis veya yanlis katlanmis proteinler
isaretlenir ve UPR islemi aktivlesir. Bu islemde, inositol-gereksinimi duyan
protein la (IREla), protein kinaz RNA (PKR)-benzeri ER kinaz (PERK) ve
aktive edici transkripsiyon faktér 6 (ATF6) olmak tizere li¢ ER stres

transmembran proteinleri rol oynamaktadir [96].
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Sekil 2.10: ER stres ve katlanmamis protein yanitt [97].
2.4.1 PERK

PERK, N-terminali stres algilama alanina ve Ser/ Thr kinaz alanina sahip
translasyonu yavaslatan tip 1 transmembran proteinidir. Baglica Grp78'in
cikarilmasi iizerine PERK, Serine 51'de dkaryotik ¢eviri baslatma faktorii 2'nin
(elF2a) a-alt birimini fosforile ederek, genel translasyon aktivitesinin azalmasina
protein ¢evirisinin genel inhibisyonuna yol agar [97]. ER protein aliminin
azalmas1 ve elF2a fosforilasyonu global protein sentezinin azalmasina ragmen,
UPR'nin spesifik transkripsiyonel programlarint kontrol eden aktive edici
transkripsiyon faktorii 4'lin (ATF4) cevirisini indiikler [98]. ATF4, DNA hasar
ile indiiklenebilir transkript 3'in C / EBP homolog proteinin (CHOP)
biiylimesinin durmasi ve DNA hasariyla indiiklenebilir 34 (GADD34) ile
etkinlestirmektedir [99]. GADD34, protein fosfataz 1 (PP1) ile birleserek, protein
sentezini geri kazanmak ig¢in elF2a'nin fosforilasyonunu tesvik eder. CHOP 6liim

reseptorii 5 (DRS) ER stres ayni kaldig1 zaman apoptozu indiikler [100].
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Ayrica PERK, NRF2-KEAP1 kompleksini bozarak NRF2'yi fosforile ederek
aktiflestirir. NRF2 ve ATF4, UPR ile uyarilan protein katlanmasi sirasinda artan
oksidasyon / indirgeme reaksiyonlari nedeniyle reaktif oksijen tiirlerindeki (ROS)
artis1 Onleyen antioksidan genlerin ekspresyonunu indiiklemektedir. UPR'nin
ticlincii dali olan ATF6 transkripsiyon faktdriiniin aktivasyonuna, Golgi
organelindeki SP1 ve SP2 proteazlar ile iki farkli bolgeden kesilir. Kesilmis
ATF6 saperonlari, ERAD ve XBP1 ile iliskili olan bir¢ok farkli gen bdlgesinin
ekspresyonunu regiile eder. ER strese bagli bu 3 6nemli yolak zamanindan aslh
olmadan stresin boyutuna gore aktiflesmektedir [101]. ER stres kaynakli olusan
UPR iki farkli faza ayrilabilir: ilki hiicre canliliginin korunmasi ve ER
homeostazinin geri getirilmesidir, ikinci fazsa geri doniisiimsiiz ER stres kosullari

ile baslatilarak hiicre 6liimiiyle sonuglanir [96,102-104].
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Sekil 2.11: Katlanmamis protein cevabinin PERK kolu [105].

2.4.2 ATF6

ATF6 ER liimeninde stres algilama alani igeren II transmembran proteinidir
[106]. Hiicre igerisinde ER stresin olmadig1 durumlarda, ATF6 Grp78 ile birlikte

inaktif formda yer almaktadir. Katlanmaya yardimci olmak amaciyla stres
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durumunda Grp78 limene gonderilirken, ATF6 ER stres kosullart altinda Golgi
aparatina tasinir. ATF6(N), burada oncelikle site 1 (S1P) proteaza, daha sonra
site 2 (S2P) protezla kirpilarak nukleusa go¢ eder [97]. ATF6, ERAD ve XBP1
ile ilgili bir¢ok farkli gen bdlgesini aktive etmek i¢in, ER stres yanit elemanina
(ERSE) baglanir [107]. Boylelikle, Grp78, Grp94 gibi saperonlarin ekspresyonu
artar ve sonug olarak, proteinlerin sentezi c¢ogalarak strese karsi korunma

mekanizmasi aktiflesir [101].
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Sekil 2.12: Katlanmamis protein cevabinin ATF6 kolu [105].
243 1IREla

IRE1 iki izoformu (IRE1a, IRE1P) olan, hem endoriboniikleaz (RN Aaz) domaine
hem de serin / treonin (Ser/ Thr) kinaz domainine sahip ¢ift enzimatik aktiviteli
transmembran proteinidir [105]. IREla ¢ogunlugu hiicre ve dokularda, IRE1(
oncelikle gastrointestinal sistemin epitel hiicrelerinde eksprese edilmektedir [97].
ER stresin baslamasi ile IREla, Grp78den ayrilarak, otofosforillenir. IREla
fosforilasyonu RNAaz'in aktivasyonuna yol agar ve XBP'yi (X-box baglayici

19



protein) kirparak olusturan XBPI1'i translasyona ugratarak transkripsiyon
faktoriine dontistiiriir [108]. XBP1 ER protein katlanmasini, ERAD ve lipit
sentezini arttirir [109]. IRE1a selektif olarak mRNA degradasyonuna saglayarak
ER'de biriken protein miktarin1 azaltir. IREla oligomerizasyonu TXNIP
(tioredoksin ile etkilesen protein) pro-oksidan proteinleri dahil olmak iizere, bir
takim proenflamatuar proteinlerin aktivasyonu gosterilmistir [105]. IREla 'nin
siirekli oligomerizasyonu ASK1 (Apoptotik sinyal kinaz) aktivasyonu ile yolagin
devaminda bulunan Jun-N terminal kinaz (JNK) ve p38-MAPK aktivasyonuna
sebep olarak ile apoptozu baglatmak yoniinde etki etmektedir. INK proapoptotik
BIM 'i aktive etdigi ve antiapoptotik BCL-2 'i inhibe etdigi bildirilmistir [110].
P38-MAPK fosforlanmaya bagli aktivasyonu ile CHOP proteini aktive olarak,
Bim ve DRS5 proteinlerinde artisa ve Bcl-2 proteinlerinde ki azalmaya sebep olur
[105].
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Sekil 2.13: Katlanmamis protein cevabinin IRE1a kolu [105].
2.5 Apoptotik Hiicre Oliimii

Apoptoz ilk kez 1972 yilinda Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan nekrozdan farkl
olarak gerceklesen I tip programlanmis hiicre 6limii olarak bilinen ve hiicre
Olimiinii kontrol eden bir islem oldugu tanimlanmistir [111]. A-poe-to-sis
kelimesi yunancada agagtan diisen yaprak veya cicekten ayirlan petal anlamina

gelmektedir. Apoptoz fizyolojik olarak “programli” hiicre 6liimii normal doku
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gelisiminde goriilebildigi gibi, kalsiyum girisi, sitotoksik ajanlar, enfeksiyon gibi
hiicresel stres ve hasara yol aga bilen durumlar tarafindan da tetiklenebilmektedir

[112-115].

Apoptozun memeli hiicrelerde olusan mekanizmalar hakkinda ilk olarak nematod
Caenorhabditis elegans'in  gelisimi ilgili meydana gelen programlanmis hiicre
Oliimii arastirilmasinda gosterilmistir. Bu organizmalarda 1030 somatik hiicreden
131 tanesinde apoptoz gecirdigi goriilmiistiir [116]. Omurgalilarda dogru gelisim
ve kanser olusumunun 6nlenmesinde de apoptoz biliyiik 6nem arz etmektedir. Bu
sistemde 6nemli role sahip bir¢ok protein mevcuttur. Nekrozla kiyasla apoptoz
aktif bir islem oldugu i¢in enerji gerekmektedir. Apoptozun aktivlesmesi iki farkl
yoldan meydana gelir. Bunlardan ilki mitokondri aracili olan i¢ yolaktir. Bu yolak
mitokondri membraninda bulunan porlar genislenerek sitoplazmaya dagilir ve
boylelikle, apoptozom kompleksi olusur. Sistein-aspartik proteaz (kaspaz)
aktivasyonu ile hiicrelerin degrede olunmasi, 6liime hazirlanmasi ve g¢evredeki
dokularda stress ortaminin korunmasi saglanmaktadir. Ikinci yolak, hiicre
membran: aracilifi olan dis yolaktir. I¢sel yolak hem proapoptoz hemde
antiapoptoz proteinlerine sahiptir. Sinyal regiilasyonu Bcl-2 protein ailesi

tarafindan ger¢eklesmektedir [117].
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2.5.1 Kaspazlar

Apoptozun ana efektorleri olan kaspaz ailesi, biiyiik dl¢lide hiicre Sliimiinii ve
enflamasyonun kontrol rollerinden bilinen proteolitik enzimler olup, sistein
bolgelerini katalitik bolge olarak kullanir ve hedef proteinlerin aspartik asit
bolgelerinin yanindan spesifik kesim yaparlar [119]. Hiicre o6liimiindeki
kaspazlarin islevi, ilk olarak Caenorhabditis elegans'in ¢alismasindaki ced-3'iin
kesfi ile tamimlandi [120]. ilk memeli olarak ced-3 homologu olmak iizere,
toplamda 14 kaspaz tanimlanmistir. Kaspazlar, baslatict kaspazlar (kaspaz-
2,8,9,10), etkili kaspazlar (kaspaz-3,6,9) ve inflamatuar kaspazlar olmak tizere ii¢
grupta incelenmistir. Baslatict kaspazlar hiicreye i¢ (mitokondri) ya da dis (hiicre
zar1) yolaktan gelen sinyallerle 6liim sinyallerin baslatilmasindan ve etkili
kaspazlarin aktivasyonunu saglamaktadirlar [121]. i¢sel apoptoz yolagindak: 2 ve
9 ile belirlenen bagslatic1 kaspazlar, hiicre aracili apoptoz yolaginda 8 ve 10'un
etkin oldugu belirlenmistir. Ayn1 zamanda, apoptozom kompleksi kaspaz 9
kesilerek aktivlesmektedir. Apaf-1 (Apoptoz proteaz aktive edici faktor) kaspaz

9’u apoptozom kompleksine N-terminal kaspaz aktivasyon cagirici domen
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(CARD) yardimt ile ¢agirir [122]. Dimer yapida olan Kaspaz 9 igsel apoptoz
yolaginda ¢ok yaygindir. Buna karsilik Kaspaz 2'nin apoptotik cevaba bagli DNA
hasar1 i¢in gerekli oldugu da ispatlanmistir. Kaspaz 2 aktivasyonunun, Apaf-1
proteinlerinden bagimsiz sekilde CARD proteinlerden de daha agir kompleks
yapida olan proteinlerle interaksiyonu sonrasinda olusmustur. Immune sistem,
hiicre aracilt apoptoz yolagindaki Kaspaz 8 ve kaspaz 10'u aktive ederek,
istenmeyen hiicrelerin programlanmis hiicre 6liimiine gitmesini saglamaktadir.
Bu yolagin baslangici FAS (CD95) ligasyonu ile iligkilidir ve bu ligasyonun
olmas1 durumunda Fas reseptorii hiicre yilizeyinde mikroagregatlar olusturur
[123]. Bu durum FADD (Fas ile iligkili 6lim domeinine sahip protein)'in, N-
terminal 6liim efektér domen (DEDs) vasitasiyla Kaspaz 8'i ¢agirmasini ve 6liim
baslatici sinyal kompleks (DISC)’inde aktivlesmesini saglar. Kaspaz 10 kaspaz 8
ile ayn1 gorevi goriir, hatta bazen kaspaz 8'in yerine geger. Kaspaz 3 ve kaspaz 7
sonlandirict kaspazlardan olarak inaktif ve dimer yapidadirlar. Kisitli proteolizis
ile aktiflesen bu proteinler domenler arasi linkler bolgesinden baslatict kaspazlar

vasitastyla kesilirler [124].
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2.5.2 BCL-2 ailesi

Bcl-2 (B-hiicre lenfoma 2) protein ailesi, apoptotik mitokondriyal olaylarin
kontrolii ve diizenlenmesinde 6nemli role sahiptir. Bcl-2 protein ailesi vasitasiyla,
hiicreye dis ya da i¢ kaynakli 6liim sinyallerin var olup olmadig: tespit edilir
[117]. Bcl-2 ailesi, pro-apoptotik ve anti-apoptotik olmak iizere iki birbirine zit
gruba boliinmektedir [126]. Biitiin Bcl-2 proteinleri dis mitokondriyal zar
tizerinde bulunur. Bu proteinler, gozeneklerin olusturulmasi yoluyla membran
gecirgenliginden sorumludurlar. Pro-apoptotik proteinler apoptozu indiiklerken,
anti-apoptotik proteinler apoptozu baskilar. Bcl-2 homolojik bolgeleri (BH)
tarafindan, bu farkl etkilere sahip proteinlerin islevleri diizenlenmektedir. Dort
tane BH bolgesi (BH1, BH2, BH3, BH4) vardir. Bcl-2 ailesi proteinleri BH1,
BH2, BH3 bolgeleri ile diger Bcl-2 ailesi proteinlerinin BH3 bdlgelerine
baglanmasiyla iletisim kurmaktadirlar. Pro-apoptotik protein ailesi BH1, BH2,
BH3 bolgelerini tasiyan (Bak, Bax) ve sadece BH3 bolgesini (Bid, Bad, Bim)
tagiyanlar olmak iizere iki gruba ayrilirlar. Anti-apoptotik Bcl-2 protein ailesi
sadece BH4 bdlgesini tasiyan (Bcl-2, Mcl-1, Bcl-X., Bcl-w) proteinlere sahiptir
[127].

Pro-apoptotik ve anti-apoptotik proteinler vasitasiyla hiicre sagkalimi ve 6limii
arasindaki denge olusmaktadir. BH3 domeini igeren proteinler vasitasiyla
apoptoz baglatilir. Apoptoz indiikleyici faktor (AIF) gibi molekiillerin salinimi ve
mitokondri membran potansiyelinin bozulmasi ile mitokondriyel apoptotik
baslatic1 sinyal sitokrom ¢ gergeklesir [128]. Pro-apoptotik proteinler olan, Bak
ve Bax proteinleri por olusturarak mitokondri membran potansiyelinin
bozulmasina etki ederken, anti-apoptotik proteinler bu porlarin agilmasina engel

olurlar [129].
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Sekil 2.16: Bcl-2 ailesi tiyeleri [130].
2.5.3 i¢sel Apoptoz Yolag

I¢sel apoptoz yolagi, mitokondrinin ¢ift katli membran yapisinin bozulmasi ile
baslatilir. Mitokondri dis zar potansiyelinin bozulmasi pro-apoptotik ve anti-
apoptotik B-hiicre lenfoma 2 (Bcl-2) protein ailesi arasindaki denge ile
saglanmaktadir [128]. Anti-apoptotik proteinler hiicre igine gelen 6liim sinyali ile
inaktif hale gelerek Bax, Bad, Bim proteinlerinin dis zarda meydana getirdikleri
por yapist ile mitokondri membran biitiinliigiinii bozar [131]. Boylelikle, sitokrom
¢, apoptoz indiikleyici faktor (AIF), ikincil mitokondriyel tiirevli kaspaz/direkt
apoptoz inhibitdr baglayic1 protein (Smac/DIABLO) gibi faktdrlerin
sitoplazmaya salinmasini saglar [132]. AIF, sitoplazmadan direk niikleusa girerek
endoniikleaz G'nin aktiv hale getirir ve DNA parcalanmasina ve periferik
niikleotik kromatin yogunlagmasina sebep olur [133]. Apoptoz indiikleyici faktor
(AIF) ve endoniikleaz G kaspazdan bagimsiz bir sekilde calismaktadirlar.
Mitokondriden salinan sitokrom ¢ 6nce inaktif monomer halinde olan apoptotik
proteaz aktive edici faktor-1 (Apaf-1) 'e baglanir ve daha sonra kaspaz 9'a
baglanarak “apoptozom” kompleksini olusturur. Apoptozom igerisinde
prokaspazlarla oligomerik sekilde duran kaspaz 9'un katalitik aktivitesi iki bin
kat artar [134]. Kaspaz 9 ayn1 zamanda diger etkili kaspazlarin (kaspaz 3,7)
proteolitik yikimini saglayarak onlarida aktivlestirir. Sonug¢ olarak, kromatin
kondensasyonu bozulur ve DNA fragmentleri meydana gelerek hiicre apoptoza
gider [135,136].
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Sekil 2.17: I¢sel apoptoz yolagi mekanizmas [128].
2.5.4 Reseptor Aracili Apoptoz Yolag:

Apoptotik hiicre 6liimii, hiicre dis ylizeyinde yer alan 6liim reseptorlerine bir 6liim
ligandinin baglanmasiyla baslatilir [117]. Bu hiicreler tiimor nekroz faktorii
(TNF) reseptor ailesine dahildir. Bu ailenin en iyi karakterize edilmis
reseptorlerinden olan Fas reseptori, tip 1 membran protein olarak 3 sistein zengin
domen igermektedir. Trimerik yapida olan ve sitotoksik T lenfositlerinin
membranlarinda lokalize olan Fas yaklasik 80 6liim domeni barindirir. Reseptor
aracili apoptoz yolagi, Fas ve ligand1 birlestigi andan itibaren aktiv hale gelir
[137]. Aktiv hale gelen Fas, adaptor protein olan FADD'a baglanarak DISC (6liim
tetikleyici sinyal kompleksi)'ni olusturur [128]. DISC pro-kaspaz 8'e 6liim efektor
domeninden baglanarak, monomerik yapidan dimerize hale getirir ve komsu
dimer yapilarini keserek serbestlesmesini saglar. Boylelikle, kaspaz 8 aktiv hale
gelir ve diger efektor kaspazlarida aktivlestirir [138]. Kaspaz 8 aktiv hale
geldiginde, apoptozun vyiiriitme asamasi tetiklenir. Oliim reseptdrii aracili
apoptoz, FADD ve kaspaz 8'e baglanarak, cFLIP adl1 bir proteinle onlar1 etkisiz
hale getirir. cFLIP katalitik aktivitesi olmayan, pro-kaspaz 8 benzeri bir
proteindir [139,140].
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Sekil 2.18: Reseptor Aracili Apoptoz yolagi mekanizmasi [128].

3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 MATERYALLER

3.1.1 Kullanilan Cihazlar

Kullanilan cihazlar Ek-1'de yer almaktadir.

3.1.2 Hiicre Kiiltirii Donanimlar:

Hiicre kiiltiirtinde kullanilan donanimlar Ek-2'de yer almaktadir.

3.1.3 Kullamilan Kimyasallar

Caligma kapsaminda kullandigimiz kimyasallar Ek-3'de yer almaktadir.

3.1.4 Kullamlan Tamponlar

10 X TBS hazirlanmasi

88 gr - NaCl
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12,119r - Tris-Baz ¢oziilerek, pH:8'e ayarlanir ve dH20 ile 1000 ml'e tamamlanir.

1 X TBS hazirlanmasi

500 pl - 10 X TBS
500 ml - dH20

1 X TBS-Tween hazirlanmasi

100 ml - 10 X TBS
500 pl - Tween20
dH20

10 X PBS hazirlanmasi

80gr - NaCl

2 gr - KCI

14.4 gr - Na2HPO4

2.4 gr - KH2PO4

800 ml - dH20 ¢oziilerek pH:7,4'e ayarlanir ve 1000 ml'e tamamlanir.

1 X PBS hazirlanmasi

100 pl - 10X PBS
900 ml - dH.0

Besivyeri hazirlanmasi

450 ml- negatif besiyer

50 ml- FBS

5 ml- Penisilin Streptomisin (10.000 U/ml)

0.22 uM por c¢apindaki filtrelerden gecirilerek falkonlara stiziiliir.

Hiicre Dondurma Medyasinin Hazirlanmasi

9 ml- filtre edilmis Fetal sigir serumu (FBS)
1 ml- dimetilsiilfoksit (DMSO)

0,22 uM por ¢apindaki filtrelerden gecirilir
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-20°C'de saklanir.

Hiicre Lizis Tamponu (CLB)

10ml- M-PERTM Mammalian Protein Extraction Reagent
1 tablet - Roche® PhosSTOP fosfataz inhibitor kokteyli

1 tablet - Roche® proteaz inhibitor kokteyli

+4°C'de saklanir.

5 X Laemmli Tamponu

2,0 ml - 1,5 M Tris-Cl1 ¢ozeltisi (pH 6,8)

0,5 ml - Bromofenol mavisi (%1 (agirlik/hacim))

5,0 ml - Gliserol

2,5 ml - B-merkaptoetanol

2,0 gr - Sodyum dodesil siilfat (SDS, NaC12H25S04)
-20°C'de saklanir.

Bradford Reagent

100 mg- Comassie Brilliant Blue (C47H50N307S2)
50 ml- %95 etanol'le (C2H50H)
100 ml- %85 Fosforik asit; 1 L tamamlanarak filtrekagidi ile siiziiliir.

Coumaric Acid (C.A)

0,15 gr- P-coumaric Acid
10 ml- DMSO
-20°C' de saklanir.

Protein Standardi (Bovine Serum Albumin = BSA)

0,015 gr- Albumin Bavine Serum
10 ml - dH20 ile ¢oziilerek, 0,22 uM por ¢apindaki filtrelerden siiziiliir.

%10 Amonyum persulfat tamponu (APS)

100 mg - Ammoniumpersulfate
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1 ml - dH20

Luminol

0,44 gr - Luminol (C8H7N302)

10 ml - Dimetilsiilfoksit (DMSO, (CH3)2S0)

SDS (100 ml

10,0 gr - Sodyum dodesil siilfat (SDS, NaC12H25S04)
100 ml - Distile su (dH20)

1.5 Molar Tris-Baz Cozeltisinin hazirlanmasi

90,8 gr - Tris-baz (C4H11NO3)
500 ml - Distile su (dH20)
pH 8.8'e ayarlanir ve ¢ozelti 1 L'ye tamamlanir.

0.5 Molar Tris-Baz Cozeltisinin hazirlanmasi

30,25 gr - Tris-baz (C4H11NO3)
500 ml - Distile su (dH20)

pH 6,8'e ayarlanir ve ¢ozelti hacmi 1 L'ye tamamlanir.

Harsh Strip Buffer

200 ml %10’1luk SDS

125 ml Tris-HCI (pH=6,8)
8 ml B-merkapta etanol
675 ml dH20

Mild Strip Buffer

15 gr glisin

1 gr SDS

10 ml Tween-20

800 ml dH20 ¢oziiliir, pH:2,2'ye ayarlanarak ve 1 L'e tamamlanir.

Yiiriitme tamponu
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30,3 gr Tris-Baz
114 gr Glisin

10 gr SDS

1000 ml dH20

Hazirlanan 10X Yiiriitme Tamponu, jel yiiriitme esnasinda kullanilmak tizere

1X'e doniistiiriiliir.

Transfer tamponu

200 ml 10X yiiriitme tampon
100 ml metanol
1000 ml' e dH20 ile tamamlanir.

Yiritme jelinin hazirlanmasi

Proteinler agirliklarina gore ayrilmalart i¢in %12’ lik SDS poliakrilamid jelde

yuritiliir. Jel icerigi Ekler Boliimiinde Tablo 4’ te sunulmustur.

3.2 Yontemler

3.2.1 Hiicre Kiiltiri Hazirlama

AsSPC-1 hiicresi Amerikan Doku ve Hiicre Kiiltiirii Koleksiyonu (ATCC)’den
temin edilmisdir. AsPC-1 pankreas kanseri hiicrelert RPMI besiyerinde %10 s1gir
fetlis serumu (FCS) ve 10U/ml penisilin/streptomisin antibiyotik katkis1 ile %5
COzigeren 37°C etiivde inkiibe edilmistir. Hazirlanmis olan besiyeri 0,22 uM por
capina sahib hiicre kiiltiirii ile uyumlu filtrelerden gecirilerek steril hale getirilip,
50 ml’lik falkon tiplerde +4°C’de saklanmistir. Uygulanacak deneyler
dogrultusunda hiicre ekimleri veya petri kabi1 igerisindeki hiicrelerin
yogunlugunun %90’ na wulagsmasit sonucunda hiicre pasajlama islemi
gerceklestirilir. Pasajlama islemi i¢in ilk 6nce ortamdan besiyeri uzaklastirilir.25
mm?’lik hiicre kiiltiirii petrisi 1 ml fosfat tamponlu tuz ¢dzeltisi (PBS) ile
yikandiktan sonra PBS uzaklastirilir. Petri kabi1 igerisine 1 ml tripsin-EDTA
(etilen diamin tetra asetik asit) eklenerek 37°C CO: igeren etiivde 5 dakika
boyunca bekletilmistir. Inkiibasyon sonunda hiicrelerin zarar gdrmemesi igin petri

kabina 1 ml RPMI besiyeri eklenerek tripsinin aktivitesi durdurulmusdur.
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Hiicreler santrifiij tiipiine alinarak 2000 rpm’de 5 dakikada santrifiij islemi
gerceklestirilmistir. Siipernatant atilmig, hiicrelerin {izerine 1ml taze RPMI
besiyeri eklenmistir. Iyice pipetaj yapilarak hiicre siispansiyonu homojen bir hale
getirilmistir. Boylelikle, hiicre siispansiyonu hiicre sayimina hazirlanmis
bulunmaktadir. Hazirlanan hiicre silispansiyonundan 10 pl alinarak Neubauer
hemositometresinin kanalina aktarilmis ve {izeri lamel ile kapatilmistir.
Hemositometre de 25 karede sayilan hiicre sayisi, 1 ml’deki hiicre sayisinin
bulunabilmesi icin 10* ile ¢arpilmistir. 1x108 hiicre, 25 cm?’lik petri kaplarina

ekilerek hiicrelerin pasajlama islemi gergeklestirilmistir.

3.2.2 Hiicre canliiginin belirlenmesi

AsSPC-1 pankreas kanseri hiicreleri 96 kuyucuklu petrinin her kuyucugunda
1X10* hiicre olacak sekilde ekim yapilmis ve 24 saat boyunca hiicrelerin petriye
yapismasi i¢in beklenmistir. EBR (0-50 uM) ve (ya) dFdC uygulamasi doza baglh
olarak 24,48,72 saat boyunca uygulanmistir. 10 pl MTT her kuyucuga eklenmis
ve 4 saat boyunca etiivde bekletilmistir. MTT tetrazolium tuzu ile 4 saat
bekletilen orneklerimizde olusan kesilmis formazan bilesikler canli hiicrelerin
ylizeyinde birikir. Bu siire sonunda MTT ayiract eklenmis besiyeri hiicrelerden
cekilmis ve her kuyucuga 100 ul DMSO eklenmistir ve karanlikta 5 dakika
bekletilmistir. Mikroplaka okuyucuda, ikili dalga boyunda 570 nm ve 655 nm' de

absorbans Ol¢limii ile okutulmustur.

EBR (Sigma-Aldrich, St. Louis, ABD), firmasindan temin edilmis ve 5mM stok
konsantrasyon olacak sekilde DMSO ile hazirlanmistir. Gemsitabin (Sigma-
Aldrich, Seri/Katalog no: G6423).

3.2.3 Floresans Boyama

3,3’-diheksilkarboksisiyanin iyodiir (DiOCs)

6 kuyucuklu petrinin her kuyucugunda 5x10* hiicre olacak sekilde ekim
yapilmistir. Hiicrelerin yapismasi i¢in 37°C’ de bir gece inkiibe edilmistir.
Yapisan hiicrelere GEM (veya) EBR 48 ve 72 saat boyunca uygulanmistir 1 nM
DiOC6 (ana stok: 4 mM) 15 dakika boyunca uygulanarak floresan mikroskobunda

525’de nm mavi filtre ile mikroskopla ¢ekilerek canli hiicreler belirlenmisgtir.

Propidyum iyodiir (PI) Boyama
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6 kuyucuklu petrinin her kuyucugunda 5x10* hiicre olacak sekilde ekim
yapilmistir. Hiicrelerin yapismasi icin 37°C’ de bir gece inkiibe edilmistir.
Yapisan hiicrelere GEM (veya) EBR 48 ve 72 saat boyunca uygulanmistir. Her
bir kuyucuga 1 pg/ml PI (anastok: 50 mg/ml) uygulanarak 30 dakika etiivde
inkiibe edildikten sonra 536-617nm araliginda yesil filtre ile 6lii hiicrelere

bakilmistir.
4’ 6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) Boyama

6 kuyucuklu petrinin her kuyucugunda 5x10* hiicre olacak sekilde ekim
yapilmistir. Hiicrelerin yapismast i¢in 37°C’ de bir gece inkiibe edilmistir.
Yapisan hiicrelere GEM (veya) EBR 48 ve 72 saat boyunca uygulanmistir. Her
bir kuyucuga 1 pl/ml DAPI uygulanarak 15 dakika etiivde inkiibe edildikten
570nm’de mavi filtrede DNA kiriklarina bakilmistir

3.2.4 Hiicre Sagkalim Tayini

DFdC ve(ya) EBR’nin hiicreler lizerindeki sitostatik etkisi degerlendirilmistir. 12
kuyucuklu petrinin her kuyucugunda 5x10% hiicre olacak sekilde ekim yapilmistir.
Hiicrelerin yapismasi i¢in 37°C’ de bir gece inkiibe edildildikden sonra hiicrelere
100 uM Gem, 30 uM EBR ve 100 puM Gem+30 uM EBR dozlar 24, 48, 72 ve 96
saat boyunca uygulanmistir. Hiicreler 500 uM 1xPBS yikanir ve 250 uM tripsin
ile toplanarak 2000 rpm’ de 5 dakika boyunca santrifiij yardimiyla
coktliriilmiistiir. Hiicre pelleti 100 pl 1xPBS ve 1 pl 0.4 % (w/v) Tripan Mavisi
boyast ile karistirildiktan sonra bu karisimdan 10 pl ¢ekilerek Neubauer

hemositometre ile sayim yapilmistir.

3.2.5 Yara Iylesme Yontemi

AsPC-1 pankreas kanseri hiicresinde yara iyilesme potansiyeli lizerine etkisini
belirlemek amaciyla gergeklestirilmistir. 6 kuyucuklu hiicre kiiltiiri petrilerine
5x10* hiicre olacak sekilde ekim yapilmistir. Bir gece boyunca hiicrelerin
yapismasi beklendikten sonra hiicreler ilaclanir 200 pl’ lik steril pipet ucu ile
petri kabinda bir yara olusturulur. 0, 24, 48, 72 saat boyunca yara uzunlugunun

degisimi dl¢lilmiistiir.
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3.2.6 Koloni Olusum Testi

Gem ve(ya) EBR'nin hiicrelerdeki metastatik etkisini ve hiicreler tek basina
birakildiginda nasil davrandiklarini belirlemek i¢in koloni olusum testi
yapilmistir. 6 kuyucuklu petrinin her kuyucugunda 5x10% hiicre olacak sekilde
ekim yapilmistir ve hiicreler yapigmasi icin 37°C’ de bir gece inkiibe edildikten
sonra hiicrelere 48 ve 72 saatde ilag uygulanmistir, sonra ilaglt medya ¢ekilip
atilarak ilagsiz medya ile degistirildikten sonra hiicrelerin biiylimesi
incelenmistir. 14 giiniin sonunda hiicreler metanol asetik asit (3:1) ile 5 dk
muamele edilerek fikse edilmistir. Hiicreler 0,5 ml %0,5’ lik kristal viyole ile 20
dk muamele edildikten sonra yikanmistir ve morfolojik goriintiiler trans UV ile

¢ekilmistir.

3.2.7 Hiicre Akis Sitometresinde Propidyum iyodiir (PI) analizi

Gem ve(ya) EBR'nin hiicre dongiisii tizerindeki etkisini belirlemek amaciyla PI
boyamasi sonrasinda akis sitometresi gergeklestirilmistir. 6 kuyucuklu hiicre
kiiltiirii petrilerine 1x10° hiicre olacak sekilde ekim yapilmistir. Bir gece boyunca
hiicrelerin yapismast beklendikten sonra, uygun ila¢ dozlarinda ilagclama
yapilmustir. inkiibasyon sonunda hiicreler tripsin yardimiyla kaldirildiktan sonra
%70 soguk etanol ile muamele edilip fiksasyon islemi ger¢eklestirilmistir. Fikse
edilen hiicreler 1-2 hafta boyunca -20°C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonunda etanol uzaklastirilarak 1ml 1X PBS igerisindelpul PI (1 mg/ml) boyas1
olacak sekilde boyama yapilmistir. Hiicreler karanlikta 30 dakika boyunca

bekletildikten sonra akis sitometresi aletinde okutma islemi gergeklestirilmistir.

3.2.8 Total Protein izolasyonu

100 mm’ lik petrilere 1,5x10° hiicre ekilmistir. Hiicrelerin yapigsmast i¢in 37°C’
de bir gece inkiibe edilmistir. Yapisan hiicrelere hiicrelere GEM ve(ya) EBR 48
ve 72 saat hiicrelere uygulanmistir. Ilk olarak, kontrol hiicresi harig, ilach
hiicrelerin medyasi toplanarak 2 dakika 13200 rpm’de ¢Oktiiriilmistiir. Bu islem
petrideki biitlin hiicreler toplanana kadar tekrarlanmigtir. Daha sonra, hiicreler
1 XPBS ile toplanarak 2 dakika 13200 rpm’ de ¢oktiiriilmiistiir. Aymi sekilde, bu
islemde petrideki biitiin hiicreler toplanana kadar tekrarlanmistir. Santrifiijle
¢oktiiriilen hiicrelere lizis tamponu (CLB) eklenmistir. Ornekler 20 dk oda
sicakliginda calkalayicida inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda 20 dk 13200
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rpm de +4 °C’ de santrifiij yapilmistir. Ust faz yeni Ependorf tiipiine alinarak -

20°C veya -80°C'ye saklamak iizere kaldirilmistir.

3.2.9 Bradford Protein Miktar Tayini

Protein miktarinin belirlenmesi i¢cin Bradford yontemi kullanilmistir.
Konsantrasyonu 1,5 pg/ pl olan Bovine Serum Albumin (BSA), artan miktarda
kullanilarak once standart egri olusturulmustur. 96 kuyucuklu petrilere her
ornekten 1 pl konulmus, tizerine 200 pl Bradford soliisyonu ilave edilmis ve 10
dakika karanlikta bekletilmistir. 1,5 pg/ ul, 3 pg/ ul, 4,5 pg/ pl, 6 pg/ ul BSA’
nin 595 nm dalga boyunda absorbanslar1 6l¢lilmiis ve elde edilen proteinlerden
ayn1 dalga boylarinda absorbanslari belirlenmistir. Standartlarin absorbans /
konsantrasyon grafigi elde edildikten sonra, bu grafigin egim esitligi kullanilarak

absorbans degerleri bilinen 6rneklerin konsantrasyonlar1 belirlenmistir.

3.2.10 immunoblotlama Yoéntemi
3.2.10.1 Proteinlerin Hazirlanmasi ve SDS-PAGE’de Yiuriitilmesi

Immunblotlama ydntemi i¢in laemmli tamponu (5x) ve 30 pg protein drnekleri
1:5 oraninda karistirilarak 95°C’ de 5 dakika tutulur. Tablo 4'te verilen miktarlara
gore %4 ylikleme ve %12’ lik ayirma SDS PAGE hazirlanir ve proteinler bu jel
sistemine yiiklenir. Jel sisteminde ilk kuyucuk daima protein belirteg ile birlikte

70-80V/ 3-4 saat araliginda yiiriitme tamponunda yuriitiilir.
3.2.10.2 Membrana Transfer ve Bloklama

SDS-PAGE sonrasi, ilk olarak yilikleme jeli kesilerek ortamdan uzaklastirilir.
Ayirma jeli boyutunda kesilen poliviniliden fluorid (PVDF) membranlar jellerin
altina koyulur. Daha sonra, membran ve jellerin her iki tarafina transfer
tamponunda 1slatilmis filtre kagitlar1 yerlestirilir. Jel, membran ve filtre kagitlar
kasetlere yerlestirilerek 90 dak. 350 miliamperde transfer islemi gergeklestirilir.
Transfer islemi sonrast membranlar, 1 saat oda sicakligina, %5°lik yagsiz siit tozu

(%0,1 Tween 20 igeren 1 X TBS) i¢erisinde bekletilerek bloklama islemi yapailir.
3.2.10.3 Primer ve Seconder Antikor Isaretlemeleri

Siit tozu igerisinden alinan membranlar, primer antikorlarla gece boyu +4°C

sicaklikta bekletilir. Birincil antikorlar %5’ lik yagsiz siit tozu (%0,1 Tween20
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iceren 1xTBS) i¢cinde asagida belirtilen diliisyonlarda uygulanir: PARP, kesilmis
PARP, kaspaz 9, Bak, Bim, Bid, Beta Actin. Her bir antikor super block T-20
cozeltisi ile (Pierce) 1:1000 araliginda c¢alisilmistir. Primer antikorlarin
uygulanmasini takiben membranlar 10-15’er dakika boyunca 3 kez TBS-Tween
ile yikanir. Yikamanin ardindan, membranlar anti-tavsan ve anti-fare ikincil
antikorlar (1:3000) ile gece boyunca +4°C sicaklikta bekletilir. ikincil antikor
uygulamasinin ardindan 10-15 dakika olmak iizere 3 kez TBS-Tween ve 10
dakika TBS yikamasi sonrasinda ornekler kemiluminisans tamponu (A ve B
¢ozeltilerinin 1:1 karisimi) ile 2 dakika muamele edilir. Membranlar
kemiluminisans tamponu ile bekletildikten sonra, transluminator aletinde

goriintiilenir.
3.2.10.4 Blotlarin Goériintillenmesi

Membranlar kemiluminisans tamponu ile bekletildikten sonra, rontgen kasetleri
igerisine stre¢ filmle sarilarak yerlestirilir. Membranlarin tizerine rontgen filmleri
yerlestirilerek elde edilen kemiluminisansin filmi yakmasi saglanir. Gelistirici ve
sabitleyici ¢ozeltileri ile istenilen goriintii elde edilinceye kadar yikanarak, en son

filmler suda yikanarak kurumaya birakilir.

3.2.11 istatiksel analiz

Elde edilen tiim verilerin grafik sunumlar1 “GraphPad-Prism 6” programu ile
hazirlanarak sunulmustur. Gruplarin karsilastirilmasinda istatistiksel analizler
i¢in 2 way ANOVA testi ve Bonferroni dogrulama yontemi seg¢ilmistir. Anlamli

degisimler i¢in p degeri <0,05 olarak belirlenmistir.
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4. SONUCLAR

4.1 AsPC-1 Pankreas Hiicre Hattinda Gemsitabin ve Epibrassinolid’in Hiicre
Canhihgina Etkisi

Pankreas kanseri AsPC-1 hiicresinde artan konsantrasyonlarda 24,48 ve 72 saat
olmak iizere Gemsitabin (dFdC) ve Epibrassinolid (EBR) uygulanmistir. DFdC
ve EBR'in artan dozlarinda AsPC-1 hiicre hattinda canliligin azaldig:
gorillmiistiir. DFAC i¢in 48 ve 72 saat de 10,100 uM uygulamas1 zamani hiicre
Oliimiiniin en fazla oldugu saptanmistir. EBR 'da ise 48 ve 72 saat de 30 uM EBR

uygulamasinin en fazla hiicre canliligini azalttig1 gortiilmiistiir.
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Sekil 4.1: ASPC-1 pankreas kanseri hiicrelerinde doza ve zamana bagli dFdC (A) ve
EBR (B) uygulanmasinin hiicre canlilig: tizerindeki etkisi. ASPC-1 hiicreleri 96
oyuklu plakanin kuyucuklarma 1X10* hiicre olucak sekilde artan konsantrasyonlarda
ekilmis ve hiicre canlilifin1 saptamak amaci ile MTT testi yapilmistir (**** P

<0.0001).

MTT testi sonucunda segilen 10 pM dFdC dozunun 48 saatde %25, 72 saatde %60
etki etdigi, 100 uM dFdC dozunun 48 saatde %30, 72 saatde %65 etki etdigi
arastirtlmistir. Ayni sekilde, MTT testi sonucunda seg¢ilen 30uM EBR dozunun
48 saatde %35, 72 saatde ise %40 etkisi oldugu arastirilmistir.

100 uM dFdC ve 30 uM EBR 48 ve 72 saat olmak iizere birlikte ve ayr1 hiicre
canlilig tizerindeki etkileri de MTT deneyi ile gosterilmistir. 48 saatde 100 uM
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dFdC %25, 30 uM EBR %30 ket vurmugken, 100 uM dFdC ile 30 uM EBR hiicre
canliligina %50 ket vurmustur. 72 saatde ise 100 uM dFdC %40, 30 uM EBR
%38, 100 puM dFdC ile 30 uM EBR hiicre canliligina %60 ket vurdugu

arastirilmistir.
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Sekil 4.2: AsPC-1 pankreas kanseri hiicrelerinde dFdC ve (ya) EBR'nin zamana ve
doza bagli uygulanmasinin hiicre canlilig1 iizerindeki etkisi. 96 kuyucuklu petrinin
her kuyucugunda 1x10* hiicre olacak 2’ser tekrarli olacak sekilde hiicreler ekilmis ve
48 ve 72 saat uygulanan dFdC ve (ya) EBR'nin zamana bagli olarak canliliga olan
etkisi arastirilmistir (¥*** P <0.0001).

4.2 AsPC-1 Pankreas Hiicre Hattinda Gemsitabin ve Epibrassinolid’in Hiicre
Sagkalimina Etkisi

Yapilan MTT deneyleri sonucu segilen 100 pM dFdC ve 30 uM EBR’in zamana
bagli olarak hiicre biiylimesi lizerindeki etkilerini belirleyebilmek amaciyla hiicre
sagkalim analizi uygulanmistir. Hiicreler tripan mavisi boya ile boyanarak 1s1k
mikroskobu yardimiyla sayilmis ve hiicre sayilart karsilastirilmigtir. 100 pM
dFdC ve 30 uM EBR uygulamasinda AsPC-1 hiicrelerinde ilk 24 saatte hiicre

bliylimesinin durdugu 48 saatle beraber hiicre 6liimiiniin bagladig1 belirlenmistir.
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Sekil 4.3: DFdC ve (ya) EBR'nin AsPC-1 pankreas kanseri hiicre hattinda hiicre sag
kalim analizi ile zamana bagl hiicre canlilifina etkisinin gosterilmesi. 5X10* hiicre
olucak sekilde 6 kuyucuklu petrilere ekildi ve dFdC ve (ya) EBR ile 24,48,72 ve 96
saat zamana baglh sekilde muamele edildi. Hiicrelere 1:1 oraninda %0,4 (w/v) tripan
mavisi ve 1x PBS eklenerek Neubauer hemositometre ile sayildi. (**** P <0.0001).

4.3 AsPC-1 Pankreas Hiicre Hattinda Gemsitabin ve Epibrassinolid’in Metastaz
Uzerindeki Etkisi

DFdC ve(ya) EBR'nin AsPC-1 hiicre hattinda metastatik etkisini, hiicreler tek
basina birakildiginda davranislarini belirlemek amaci ile koloni olusum teknigi
yapilmistir. DFAC ve (ya) EBR uygulanmasi zamani pankreas kanseri hiicre hatt1
olan ASPC-1 'de kontrol gruplarina oranla, zamana bagli olarak hiicre
cogalmasinda azalma gézlemlenmistir. Ayn1 zamanda, sadece dFdC ve sadece
EBR'nin ve kombine kullanim1 da, koloni olusumu iizerine ciddi bir baskilayici

etki gosterilerek hiicre canliligini azalttig1 gosterilmistir.
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Sekil 4.4: AsPC-1 pankreas kanseri hiicre hattinda DFdC ve (ya) EBR'in doza bagh
olarak 48 ve 72 saat'de koloni olusumlarinin (A) ve uygulanan dozlarda etkisinin
grafik tizerinde etkisinin (B)gdsterilmesi. 6 kuyucuklu petrinin her kuyucugunda

5x10° olucak sekilde hiicreler ekildi. Hiicreler dFdC ve(ya) EBR ile farkli
konsantrasyonlarda 48 ve 72 saat muamele edildikten sonra hiicrelerin biiylimesi
incelendi. 14 giin sonunda hiicreler 5 dak metanol asetik asit (3:1) ile fikse edilerek
9%0,5'lik kristal viyole ile 20 dak muamele edilmistir. Goriintiiler UV ile ¢ekildikden
sonra ¢aplari 6l¢iilmiisdir (**** P <0.0001).

4.4 AsPC-1 Pankreas Hiicre Hattinda Gemsitabin ve Epibrassinolid’in
Mitokondriden Tiirevlenen Apoptotik Yolak Uzerindeki Etkisi

DFdC ve(ya) EBR'nin AsSPC-1 pankreas kanseri hiicrelerinin 6liimi, hiicre
canlilig1 ve DNA kiriklarinin belirlenmesi maksadiyla doza bagh olarak floresan
boyamalar1 analizi gerceklestirilmistir. DNA kiriklarinin gézlemlenmesi igin
hiicreler ¢ift zincirli DNA'ya baglanarak mavi renk isimaya sebep olan, DAPI
floresan boya ile boyanarak floresan mikroskopunda incelenmistir. Apoptotik
oltim ile karakterize edilen DNA kiriklarin1 gdsteren DAPI boyamasinda 48 ve
72 saatde dFdC ve (ya) EBR uygulanmasinin doza bagli olarak arttigi

gosterilmistir.

DFdC ve (ya) EBR uygulamas1 sonrasi, hiicre oliimii iizerindeki etkiyi gore
bilmek i¢in 61l hiicre membranlarindan girerek DNA baz ciftleri arasina girerek
sadece 0lii hiicreleri boyayan PI boyamasi yapilmistir. AsPC-1 pankreas kanseri

hiicre hattinda kontrol grubuna kiyasla sadece dFdC ve sadece EBR uygulandigin

40



da 6li hiicre sayisinin arttig1 goriilmiistiir. En fazla 6li hiicrenin ise, dFdC ve

EBR'nin kombine halde uygulandigi hiicrelerde goriilmiistiir.
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Sekil 4.5: AsPC-1 pankreas kanseri hiicre hattinda 48 saat'de doza bagl olarak dFdC
ve (ya) EBR uygulanmasinin DAPI boyama ile DNA fragmentasyonuna, DiOC
boyama ile mitokondri membran potansiyeline ve PI boyama ile hiicre 6limii
lizerindeki etkilerinin floresan mikroskopla gosterilmesi. 5x10* AsPC-1 hiicreleri 6
kuyucuklu petrilere ekildi.48 saat sonunda PI i¢in 30 dak, DAPI i¢in 10 dak ve Dioce
i¢cin 15 dak bekletildi.

ASPC-1 hiicrelerine uygulanan dFdC ve (ya) EBR'nin apoptoza bagli olarak
mitokondri transmembran potansiyeline etkisi, mitokondriye 6zgii bir boya olan
DIOCs ile belirlenmistir. DIOCs boyasinin pozitif yiiklii olmasi, negatif yiiklii
mitokondriler tarafindan tutunmasini saglar, fakat mitokondri membran
potansiyeli bozulmus olan apoptotik hiicrelere baglanamaz. DFdC ve (ya) EBR
uygulamasinin doza bagli olarak boyanan hiicre sayisimin kontrole kiyasla

azaldig1 goriilmiistiir.
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Sekil 4.6: AsPC-1 pankreas kanseri hiicre hattinda 72 saat'de doza bagl olarak dFdC
ve (ya) EBR uygulanmasinin DAPI boyama ile DNA fragmentasyonuna, DiOC ¢
boyama ile mitokondri membran potansiyeline ve PI boyama ile hiicre 6limii
iizerindeki etkilerinin floresan mikroskopla gosterilmesi. 5x10* AsPC-1 hiicreleri 6
kuyucuklu petrilere ekildi.72 saat sonunda PI i¢in 30 dak, DAPI i¢in 10 dak ve Diocs
i¢cin 15 dak bekletildi.
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Sekil 4.7: 48 ve 72 saat'de AsPC-1 hiicre hattinda doza bagl olarak dFdC ve (ya)
EBR uygulamasinin PI floresan boyama ile analizinin gosterilmesi. 48 ve 72 saat
dFdC ve(ya) EBR uygulandiktan sonra 1 pg/ml PI 30 dak etiivde inkiibe edilir. 536-
617 nm araliginda yesil filtre ile 6lii hiicrelere bakilmistir (**** P <0.0001).
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4.5 AsPC-1 Pankreas Hiicre Hattinda Gemsitabin ve Epibrassinolid’in Hiicre

Déngiisii Uzerine Etkisinin Gosterilmesi

AsPC-1 pankreas kanseri hiicre hattinda dFdC ve (ya) EBR uygulanarak hiicre
dongiisii tizerindeki etkisi gosterilmistir. AsPC-1 pankreas kanseri hiicre hattinda
sadece dFdC uygulanmasi zamani SubG1 popiilasyonunda kontrole gore 48 ve 72
saat' de anlamli bir artig goriilmiistiir. Ayn1 zamanda, 48 ve 72 saatlerde dFdC ve
EBR uygulanmasi, G2/M popiilasyonunda diisiis, G1 popililasyonun kontrolle
gore anlamli bir artig goriilmiistiir. DFdC ve EBR' in kombine halde uygulanmasi
zamani ise AsPC-1 pankreas kanseri hiicre hattinda 48 saat' de %3,5 SubGl
popilasyonu, %76,0 G1, %11,6 S, %7,8 G2/M popiilasyonu goriiliirken, 72 saat'
de %7,5 SubGl, %78,4 G1, %4,7 S, %9,6 G2/M popiilasyon varligi belirlenmistir.
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EBR - - + +
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Sekil 4.8: AsPC-1 pankreas kanseri hiicre hattinda 48 ve 72 saat'de dFdC ve EBR
uygulanmasinin hiicre dongiisii tizerindeki etkisinin hiicre akis sitometresinde analiz
edilmesi. 1x10° hiicre olucak sekilde 6 kuyucuklu petrilere ekim yapildi. 48 ve 72
saat dFAC ve(ya) EBR isleminden sonra, hiicrelere tripsin yardimiyla kaldiriktan
sonra 1xPBS ile yikandi. %70 etanol ile muamele edilerek fiksasyon iglemi
gergeklestirilmisdir.

4.6 AsPC-1 Pankreas Hiicre Hattinda Gemsitabin ve Epibrassinolid’in Apoptoz

Uzerindeki Etkisinin Belirlenmesi

Gorsel olarak belirlenmis apoptotik 6liim, immunoblotlama yontemi ile apoptotik

hiicre yolagz iligkili proteinler {izerindeki etkisi incelenmistir. DFAC ve (ya) EBR
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uygulamasi zamani AsPC-1 hiicrelerinde kontrol hiicreleriyle karsilastirildiginda
apoptotik hiicre Oliimiiniin gerceklesmesinde bir belirtegc olan PARP kesimi
arastirilmistir. Iki farkli zamanlarda dFdC ve (ya) EBR uygulamasi yapilan
AsSPC-1 hiicrelerinde kontrol ile karsilastirildiginda 72 saat'de PARP kesiminin

48 saate gore artt1ig1 goriilmektedir.

48 s
GEM (uM) 0 10 100 O 10 100
EBR (M) 0 o o0 30 30 30
T = SEm— w—
PARP Gois QD von i 89-116 kDa
Kaspaz 9 --—.--’ 47 kDa
Kaspaz 7 l--.m 20 kDa, 35 kDa
Bcl-2 1!‘““-‘&‘ 26kDa
Bim ‘ s e = | 12.15.23 kDa
Bid ——— — —— 15 kDa
—

-
L

GAPDH ‘-----— 30-40kDa

Sekil 4.9: AsPC-1 pankreas kanseri hiicre hattinda 48 saat dFdC ve (ya) EBR'in
apoptotik proteinler iizerindeki etkisinin doza ve zamana bagli gosterilmesi. 60 ve
100 mm petrilere AsPC-1 hiicreleri ekildikten sonra inkiibatorde 24 saat hiiclererin
yapismasi bekletilir. Hiicrelere 48 saat dFdC ve(ya) EBR uygulamasi yapildi. Daha

sonra protein izolasyonu sonucu elde edilen protein ekstraktlar1 %12'lik SDS-PAGE
jel elektoforez sisteminde yiiriitiildii. PVDF membrana aktarilan proteinler bloklama
soliisyonu igerisinde ¢oziilen (1:1000) birincil antikor igerisinde bir gece bekletildi.
Ikincil antikora alinan membran ikincil antikor igerisinde de bir gece daha
bekletildikten sonra chemidoc goriintiileme cihazi ile goriintiilendi.

Bu verilere ilaven dFdC ve (ya) EBR uygulanmis AsPC-1 pankreas kanseri hiicre
hattinda apoptotik yolaktaki kaspaz ailesi anlatimlar1 arastirilmistir. Kaspaz ailesi
liyesi olan mitokondriyal apoptotik yolagin aktive olmasi i¢in baslatic1 kaspaz 9
ve etkili olan kaspaz 7, hiicre i¢indeki kalsiyum seviyesinin artmasiyla
aktifleserek hiicre iskeletinin yikilmasini saglamaktadir. AsPC-1 pankreas
kanseri hiicre hattinda Kaspaz ailesinin iiyesi olan kaspaz 9 ifadesinin dFdC ve

(ya) EBR uygulanmas1 zamani kesilime yol ac¢tig1 saptanmistir.

ASPC-1 hiicresinde sonlandirict kaspaz olarak bilinen kaspaz 7, zamana baglh

olarak dFdC ve (ya) EBR uygulamasi zamani artmistir.
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DFdC ve (ya) EBR uygulanmasi sonucundaki degisimler, apoptotik hiicre 6liim
yolaginin tetiklenmesinde dnemli bir rolii olan pro- ve anti- apoptotik Bcl-2 ailesi
tiyelerinde de incelenmistir. Bcl-2 ailesine ait olan Bak proteini, AsPC-1 hiicre
hattinda dFdC ve (ya) EBR uygulamasindan sonra 72 saat'de anlatiminin arttigi
goriilmektedir. Pro-apoptotik Bcl-2 ailesi liyesi olan Bid protein ifadesinin AsPC-
1 hiicre hattina dFdC ve (ya) EBR uygulanmasi zamani 48 ve 72 saat' de azaldigi
gorilmiistiir. Pro-apoptotik protein ailesinin bir diger liyesi olan Bim'in {i¢ ana
formunun (BimEL, BimL, BimS) AsPC-1 hiicre hattinda 48 saat dFdC ve (ya)

EBR uygulanmasi zamani arttig1 gézlenmistir.

72s
GEM (uM) 0 10 100 0 10 100

EBR (uM) 0 0 0 30 30 30

PARP - e we wwe w90 116 kDa
— - — —
-

Kaspaz 9 -’-.- 47 kDa
Bcl-2 - - 26kDa
Bid -—— —— e — 15 kDa
Bak . - 25 kDa

GAPDH . e e e | 30-40kDa

Sekil 4.10: AsPC-1 pankreas kanseri hiicre hattinda 72 saat dFdC ve (ya) EBR'in

apoptotik proteinler lizerindeki etkisinin doza ve zamana bagli gosterilmesi. 60 ve
100 mm petrilere AsPC-1 hiicreleri ekildikten sonra inkiibatorde 24 saat hiiclererin
yapismasi bekletilir. Hiicrelere 72 saat dFdC ve(ya) EBR uygulamasi yapildi. Daha
sonra protein izolasyonu sonucu elde edilen protein ekstraktlar1 %12'lik SDS-PAGE
jel elektoforez sisteminde yiiriitiildii. PVDF membrana aktarilan proteinler bloklama
soliisyonu igerisinde ¢6ziilen (1:1000) birincil antikor icerisinde bir gece bekletildi.

Ikincil antikora alinan membran ikincil antikor icerisinde de bir gece daha
bekletildikten sonra chemidoc goriintiileme cihazi ile goriintiilendi.

4.7 AsPC-1 Pankreas Hiicre Hattinda Gemsitabin ve Epibrassinolid’in
Endoplazmatik Retikulum Stresi Uzerindeki Etkisinin Zamana Bagh

Gosterilmesi

Pankreas kanseri AsPC-1 hiicre hattinda dFdC ve (ya) EBR'in ER stres iizerindeki
etkisini belirlemek amaciyla immiinoblotma teknigi kullanilmistir. DFdC AsPC-

1 hiicrelerine 48 saat' de uygulandiginda Calnexin anlatiminin kontrole gore
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azaldig goriiliirken, 72 saat'de arttig1 goriilmektedir. EBR ASPC-1 hiicrelerine 48
ve 72 saat'de uygulandiginda Calnexin anlatiminin kontrole gore arttigi
gorilmektedir. DFdC ve EBR AsPC-1 hiicrelerine kombine halde uygulandiginda
ise hem 48, hem de 72 saat'de Calnexin anlatiminin kontrole goére arttifi

gorilmistir.

Gemsitabin -+ - + -
EBR — — + +
Tunikamisin - - - - +

IRE1

Erol-La

Calnexin

Calreticulin m-- 55 kDa
PDI W | 57 D2

Sekil 4.11: AsPC-1 pankreas kanseri hiicre hattinda 48 saat dFdC ve (ya) EBR 'in
endoplazmatik retikulum stresi tizerindeki etkisinin immunoblotlama yontemi ile
zamana bagl gosterilmesi. 60 ve 100 mm petrilere AsPC-1 hiicreleri ekildikten sonra
inkiibatorde 24 saat hiiclererin yapismasi bekletilir. Hiicrelere 48 saat dFdC ve(ya)
EBR uygulamasi yapildi. Daha sonra protein izolasyonu sonucu elde edilen protein
ekstraktlar1 %12'lik SDS-PAGE jel elektoforez sisteminde ytiriitiildii. PVDF
membrana aktarilan proteinler bloklama soliisyonu igerisinde ¢oziilen (1:1000)
birincil antikor igerisinde bir gece bekletildi. Ikincil antikora alman membran ikincil
antikor igerisinde de bir gece daha bekletildikten sonra chemidoc goriintiileme cihazi
ile goriintiilendi.

Katlanmamis veya yanlis katlanmis protein cevabi (UPR) sirasinda PERK' in
temel bir redoks duyarl aktivatorii olarak gorev alan PDI pankreas kanseri hiicre
hatt1 olan AsPC-1 hiicrelerine dFdC ve (ya) EBR uygulanmasi zaman1 anlatimi
incelenmistir. AsPC-1 hiicrelerine dFdC ve(ya) EBR uygulamasi zamani1 PDI' in

anlatiminin 48 saate gore 72 saat' de daha fazla arttig1 goriilmiistiir.

AsSPC-1 hiicrelerinde dFdC ve (ya) EBR uygulamasi zamani anlatimin
arastirildigr bir diger ER stres iliskili protein Erol-La 'dir. Erol-La AsPC-1
hiicrelerine dFdC uygulanmasi zamani 48 ve 72 saat 'de bir degisiklik
gostermemis, EBR uygulanmasi zamani ise 48 ve 72 saat' de kontrole gore arttig1

goriilmiistiir. DFAC ve EBR' in kombine uygulanmasi zamani AsPC-1 hiicre
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hattinda Erol-Lo anlattminin 72 saat' de kontrole gore daha fazla arttig:

gorillmiistir.

72s
Gemsitabin -+ -+ -
EBR - - + + -
Tunikamisin - - - - +
Bip Wl B B e W 78 KkDa

Erolle | gy g ) W B 0 1D

Calnexin el B B B W 60 KDa

PDI ’----- 57 kDa

Sekil 4.12: AsPC-1 pankreas kanseri hiicre hattinda 72 saat dFdC ve (ya) EBR 'in
endoplazmatik retikulum stresi tizerindeki etkisinin immunoblotlama yontemi ile
zamana bagl gosterilmesi. 60 ve 100 mm petrilere ASPC-1 hiicreleri ekildikten
sonra inkiibatorde 24 saat hiiclererin yapigsmasi bekletilir. Hiicrelere 72 saat dFdC
ve(ya) EBR uygulamasi yapildi. Daha sonra protein izolasyonu sonucu elde edilen
protein ekstraktlar1 %12'lik SDS-PAGE jel elektoforez sisteminde yiiriitiildii. PVDF
membrana aktarilan proteinler bloklama soliisyonu igerisinde ¢dziilen (1:1000)
birincil antikor icerisinde bir gece bekletildi. Ikincil antikora alinan membran ikincil
antikor igerisinde de bir gece daha bekletildikten sonra chemidoc goriintiileme cihazi
ile goriintiilendi.
Bir diger ER stres iligkili protein, yanlis katlanmis proteinlere baglanan ve
endoplazmatik retikulumdan Golgi aparatina verilmesini onleyen Calreticulin
proteinidir. AsSPC-1 hiicrelerine dFdC ve (ya) EBR uygulanmasi zamani

Calreticulin anlatiminin 48 saat' de bir artis gériilmemistir.

IREla, ER'in yeni sentezlenmis ve UPR proteinlerinin pargalama kapatiseni
yiikselterek, proksimal sensor gorevi gormektedir. AsPC-1 pankreas kanseri
hiicrelerinde 48 saat dFdC uygulandiginda IREla anlatiminin kontrole gore
azaldigl, 48 saat EBR uygulandiginda ise kontrole gore arttigi goriilmektedir.
ASPC-1 pankreas kanseri hiicrelerine dFdC ve EBR kombine halde uygulanmasi

zamani 48 saat'de kontrole gére bir artis goriilmiistiir.

Pankreas kanseri hiicre olan ASPC-1 hiicrelerine dFdC ve(ya) EBR uygulanmasi
zaman1 ER stres anahtar1 olan Bip 'in anlatimi da incelenmistir. AsPC-1
hiicrelerine 72 saat dFdC uygulandiginda kontrole gore bir arttigi, EBR
uygulanmasi1 zamani ise daha fazla artis goriilmiistiir. DFAC ve EBR AsPC-1
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hiicrelerine 72 saat birlikte uygulanmasi zamani kontrole gore bir artis

gorillmiistir.
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5. TARTISMA

Bu tez caligmasinin amaci pankreas kanseri agresif AsPC-1 hiicre hattinda
pankreas kanseri tedavisinde kullanilan, fakat bir zamandan sonra hiicrelerde
direng olusturan dFdC ile farkli kanserlerde etkisi arastirilan steroid yapiya sahip,
BR ailesi iiyelerinden EBR''In yalniz ve dFdC ile kombine halde apoptotik
etkilerinin incelenmesidir. DFdC ve (ya) EBR AsPC-1 pankreas kanseri hiicre
hattinda MTT teknigi, koloni olusumu, hiicre sag analizi ve bir¢ok analizlerle
apoptotik mekanizmasiyla iliskili bir sekilde hiicre canlilifin1 azalttigi
bulunmustur. Pankreas kanseri en 6liimciil gastrointestinal malignitelerden biridir
[142]. Pankreas kanseri diinya genelinde yedinci sirada yer almaktadir [17].
Pankreas kanseri histolojisinden en yaygin olant pankreas duktal
adenokarsinomudur [142]. ilk sirada sigara ve alkol kullanimi olmak iizere,
genetik faktorler, yas, cinsiyet, obezite ve s. gibi faktorler pankreas kanseri risk

faktorlerine aittir [22].

Pankreas kanseri tedavisinde en ¢ok kullanilan tedavi yontemlerinden biri cerrahi
miidahiledir [142]. Bunun yani sira, pankreas kanseri tedavisinde kullanilan
bir¢ok ila¢ vardir. Bu ilaclardan biride, pankreas kanseri tedavisinde kullanilan
ilkin ilaclardan olan ve pankreas duktal adenokarsinom (PDA) tedavisinin temel
tas1 olarak bilinen dFdC ilacidir. Gemsitabin dFdC olarak bilinmekte olan, DNA
sentezinin inhibasyona bagimli deoksisitinidinin niikleosid analogudur.1997'den
beri, Burris ve ark. Gemsitabin'in genel sagkalim (OS), performans durumu ve
agr1 kontrolii acisindan florourasil (5-FU) 'dan daha {istiin oldugu, metastatik
pankreas kanseri i¢in standart tedavi segenegi haline geldigi gosterilmistir
[143,144]. Bunlara ragmen, Gemsitabin ilacinin hiicre i¢i alinimi ve direnci
haftalar iginde gelise bilen, kullanimi1 limitli bir ajandir [73]. Mekanik agidan
bakildiginda dFdC direnci, ilag metabolizmasindaki degisikliklerden, sitidin
analogu DNA'ya dahil edilene kadar veya dFdC'e bagli apoptozun
hafifletilmesinden kaynaklana bilirligi birka¢ arastirmada gosterilmistir [7]. Bu

tez calismasinda, pankreas kanseri i¢in standart tedavi yontemlerinden biri olan
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dFdC'in agresif AsPC-1 hiicre hatti lizerindeki etkisi incelenmis ve yapilan bir¢ok

calismada oldugu gibi apoptoz iligkili hiicre 6liimii goriilmiistiir.

Giiniimiizde bir¢cok calisma ile 151k tutulmaya c¢alisilan pankreas kanserinde
gergeklestirilmekte olan tedavi stratejilerinde karsilasilan en biiyiik gii¢liiklerden
biri kanser hiicreleri tarafindan gelistirilen ilaclara diren¢ mekanizmasi ve
ilaglarin bireylerde meydana getirdigi istenmeyen yan etkilerdir. Bu kapsamda,
pankreas  kanserinde  alternatif  tedavilere, kemoterapdtik  ajanlarin
gelistirilmesine ihtiyag duyulmaktadir. BR' ler diisiik molekiiler agirliga sahip
steroid igerikler olarak, bitkilerde biliylimeyi ve gelisimi diizenlerler. Son
zamanlarda yapilan arastirmalarda BR'lerin hayvan steroidal laktonlarla yapisal
benzerlik gdsterdigi géz Oniine alinarak antikanser ve antiproliferatif 6zellikleri
cesitli hayvan sistemlerinde incelenmistir [152]. EBR, bitkilerde biiylime
hormonu gorevi alan BR ailesi iiyesidir. EBR'nin, bitki hiicrelerinde molekiiler
mekanizmasi uzun yillar arastirilmis ve aydinlatilmistir. 2008 yilinda Malikova
ve arkadaslar1 tarafindan ilk defa olarak, memelilerdeki etkisi arastirilmis ve
kanser hiicrelerindeki hiicre canliligina olan etkisi gosterilmistir [91]. Bu
calismay1 takiben, Steigerova ve arkadaslari tarafindan 2010 yilinda EBR'nin
meme kanseri lizerindeki etkileri arastirilmistir [92]. Bunlarin yani sira, yapilan
bir¢ok ¢alisma ile EBR'nin hiicre dongiisiinii, poliamin metabolizmasini ve ER
stres yolagina etki ederek, apoptoz mekanizmasini aktiv hale getirdigi One

stirilmisttr [11,12,93].

2013 yilinda Obakan ve ark. EBR' nin steroid reseptérii AR anlatimi yapan
LNCaP ve steroid reseptorii AR anlatim1 yapmayan DU145 prostat kanseri hiicre
hatlarinda apoptotik etkisini gostermislerdir [11]. Obakan ve ark. tarafindan
gerceklestirilen bir diger calisma, EBR'nin molekiiler hedeflerinin anlasilabilmesi
i¢in proteomik analiz stable-isotope labelled aminoacid in cell culture (SILAC)
tekniginin belirlenmesidir. Bu teknik vasitasiyla, calreticulin proteinin
anlatiminin azalarak, ER stress kaynakli apoptoz gerceklestirildigi gosterilmistir
[12,93]. Bu veriler dogrultusunda, BR iiyesi olan EBR etkisi bu tez calismasinda
pankreas kanseri ilizerinde ki etkisi arastirilmis ve diger kanser tiirlerinde oldugu

gibi pankreas kanseri hiicrelerinde apoptotik 6liim goriilmiistiir.

Bu ¢alismada elde edilen bulgulara gore, dFdC ve(ya) EBR' nin AsPC-1 pankreas

kanseri hiicre hattinda doza ve zamana bagli olarak MTT teknigi ile hiicre
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canliligina etki ederek azalttig1 goriilmiistiir. AsPC-1 hiicrelerinde 48 saat siire ile
10 uM dFdC uygulamasinin ardindan %25 oraninda canlilik goriiliirken 72 saat'
de %60 etki etkili oldugu saptanmistir. AsPC-1 hiicrelerine 100 uM dFdC
uygulamasinin 48 saat' de %30 etki ederken, 72 saat' de hiicre canliliginin
%50'"n1n altina distiigi goriilmistiir (Sekil 4.1). Daha onceler AsPC-1 pankreas
kanser hiicre hattinin diger pankreas kanseri hiicre hatlarina gére dFdC'e daha
direncli oldugu diisiiniilmiistiir [145,146]. EBR' nin pankreas kanseri hiicre hatti
olan AsPC-1 hiicrelerindeki hiicre canliligina olan etkisine bakildiginda 48 saat'
de 30 uM EBR uygulamasi zamani hiicre canliligin1 %35, 72 saat' de ise %40
azalttigr goriilmustiir (Sekil 4.1). DFAC ve EBR' nin AsPC-1 hiicre hattinda
kombinasyon halinde hiicre canlilig1 tizerindeki etkisi 48 saat uygulamasi zamani
%350, 72 saat' de ise %60 ket vurdugu goriilmiistiir (Sekil 4.2). Yapilan bir
caligmada A549 akciger kanseri hiicre hattinda gemsitabin ve sisplatin in vivo ve
in vitro ' da uygulanmis ve gemsitabin' in kontrolle gore hiicre canliliginin
azaldigr gortilmistiir [153]. Bir diger ¢alismada gemsitabin AsPC-1, BxPC-3,
MIA PaCa-2, Panc-1 pankreas kanseri hiicre hatlarina uygulanmis ve diger
caligmalarda oldugu gibi kontrole gore hiicre canliliginin azaldig1 gortilmiistiir
[146]. Sekil 4.3'de gosterildigi gibi, AsPC-1 hiicrelerinde dFdC ve (ya) EBR
hiicre sag kalim analizinde kontrole oranla zamana ve doza bagh sekilde hiicre
cogalmasini azalttigi bulunmustur. 2010 yilinda Steigerova ve ark. tarafindan
yapilan ¢alismada EBR' nin etkisine meme kanseri hiicre hatlarinda bakilmis ve
hiicre canliliginin azaldigir gorilmistiir [92]. Elde edilen veriler literatiirle
uyumlu oldugu, dFdC ve EBR'nin doza ve zamana bagli olarak hiicre canliligini
azalttig1 ve literatiirde olmayan dFdC ve EBR'nin kombine halde uygulanmasi

zamani da hiicre canliliginin azaldig1 goriilmiistiir.

100 uM dFdC, 30 uM EBR ve 100 uM dFdC art1 30 uM EBR'in kombine sekilde
48 ve 72 saat' de AsSPC-1 hiicre hattina uygulanarak koloni olusumu deneyi
gerceklestirilmistir. Hiicreler koloni olusumu gézlemlenene kadar hiicre besiyeri
normal medium ile degistirilmigtir. 48 ve 72 saatlik dFdC (ya) EBR uygulanmasi
zamani koloni olusumunun azaldigi, en fazla azalmanin ise dFdC ve EBR' nin
kombine halde uygulanan hiicrelerde goriilmistir (Sekil 4.4). Yapilan bir
calismada gemsitabin'e bagli uPA, mutant p53-R273H etkilesime bagli pankreas

kanseri hiicre hatti olan Panc-1 CSC'lerde koloni olusumunun azaldig:
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goriilmiistiir [150]. Bir baska ¢alismada EBR'nin meme kanseri hiicre hatlar1 olan
RT-R MDA-MB-231 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde koloni olusumu, kontrollere
kiyasla doza bagimli bir sekilde azaldig1 gosterilmistir [151]. MTT testi, hiicre
sag kalim testi, floresan boyama ve koloni olusum testindeki elde edilen verilere
bakildiginda dFdC ve EBR'in AsPC-1 hiicre hattinda doza ve zamana bagli hiicre

sag kalimini engelledigi ortaya ¢ikmaktadir.

AsPC-1 hiicre hattina dFdC ve (ya) EBR uygulanmas1 sonucu doza ve zamana
bagli hiicre canliligindaki azalmanin apoptotik mekanizmanin aktivasyonu ile
ilgili olup olmadigi da arastirmamizda ele alinmistir. Hiicre canliligindaki
azalmanin apoptotik hiicre oliimiinden dolayr kaynaklanip kaynaklanmadigini
belirlemek amaciyla 48 ve 72 saat'de mitokondri membran potansiyelindeki
(A¥Ym) bozulma floresan mikroskopu ile belirlenmistir. Niikleusu isaretleyen
DAPI boyasi apoptoza bagli DNA kiriklarint agik mavi goriintiler ile
goriintiileyerek, AsPC-1 hiicre hattinda dFdC ve (ya) EBR'nin 48 (Sekil 4.5.) ve
72 saat' deki (Sekil 4.6.) apoptotik etkisini gostermistir. DNA kiriklar1 hiicrelerin
apoptoz sebebi ile onarilamadigin1 gdstermektedir [147]. PI canli hiicrelerin
membranlarindan  gegemeyen  fakat canliligini  kaybetmis  hiicrelerin
membranlarindan gecerek DNA baz ciftleri arasina gire bilmektedir. Bu sebeple,
PI apoptotik hiicre 6liimiiniin dogrulanmasi i¢in kullanilan, 6li hiicreleri kirmizi
renge boyayan boya oldugu bilinmektedir [154]. AsPC-1 hiicrelerine 48 ve 72
saat sadece dFdC ve sadece EBR uygulandiginda hiicre 6liimiiniin, dFdC ve
EBR'nin kombine uygulanmasina oranla daha az oldugu goriilmektedir (Sekil 4.5-
4.6). PI boyama ile elde edilen floresan sonuglarina bakildiginda AsPC-1 hiicre
hattinda en fazla 72 saat 100 uM dFdC ve 30 pM EBR hiicre 6liimiinii uyardig:
saptanmistir (Sekil 4.6., 4.7). DFAC ve (ya) EBR'nin hiicre canliliginda azalmaya
neden oldugu belirlendikten sonra, hiicre canliligindaki azalma ve apoptotik
mekanizmanin aktivasyonu arasindaki iligski arastirilmistir. DiOCe mitokondri
membran potansiyeli (A¥Ym) bozulmamis olan hiicreleri yesil renkle boyayarak
hiicre canliligin1 gostermektedir (Sekil 4.6). Elektron transport zinciri iiyesi olan
sitokrom c'nin mitokondrinin dis zar1 gecirgen hale geldik de sitoplazmaya salinir
[148]. Bu salinimin saglanmasi, kaspaz aktivasyonun tetiklenmesine neden
olmaktadir [149]. DFdC ve (ya) EBR uygulanmis AsPC-1 hiicre hattinda

kaspazlarin aktivasyonu sonrasi PARP kesimi gézlemlenmistir. Sekil 4.9 ve Sekil
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10'da 48 ve 72 saat dFdC ve (ya) EBR' nin AsPC-1 hiicrelerine uygulandiginda
baslatici kaspaz 9 ifadesinin arttig1 goriilmistiir. DFAC ve (ya) EBR'nin apoptozu
uyarmasinda diger efektor kaspazlarin da etkili olabilecegi diisliniilerek, efektor
kaspaz olan kaspaz 7'nin ifadesi incelendiginde, AsPC-1 hiicrelerinde kaspaz 7
ifadesinin zamana bagli olarak anlaminin arttig1 gézlemlenmistir. Yapilan bir
arastirmada, BXPC-3 pankreas kanseri hiicre hattina dFdC uygulanmas1 zamani
Parp ve kaspaz 9 anlatimlarinin arttig1 gosterilmistir [155]. Bu duruma floresan
isaretlerle bakildiginda AsPC-1 hiicrelerine dFdC ve (ya) EBR uygulamasi
sonucu apoptoz sebepli dlimiin gergeklestigi tespit edilmistir (Sekil 4.9., Sekil
4.10). Awasthi ve ark. tarafindan yapilan bir calismada, gemsitabin, dosetaksel
ve nab-paklitaksel tedavisinin intratiimoral proliferatif ve apoptotik etkisine
bakildiginda, AsPC-1 tiimor tasiyan farelere floresan mikroskopu altinda
bakildiginda, en etkili gemsitabin' in oldugu goriilmiistiir [146]. Steigerova ve
arkadaslar tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada ise, EBR'nin meme kanseri
hiicre hatlarinda kaspaz bagimli apoptozu tetikleyici etkisi gdsterilmistir [92].
Benzer sekilde Obakan ve ark. LNCaP ve DU145 prostat kanseri hiicre hatlarinda
EBR' nin apoptozu tetikledigi saptanmistir [11]. 2012 yilinda Bhardwaj ve ark.
yaptigi bir ¢alismada BR'den olan EBR'nin kiiltiire edilmis hibridoma fare
hiicreleri iizerindeki etkileri incelenmis ve EBR'nin mitokondriyal membran
potansiyelini arttirdigr bulunmustur [152]. Ayrica, dFdC ve (ya) EBR
uygulamasinin AsPC-1 hiicre hattinda intrensek ve eksrinsik apoptotik yolagi
aktive ederek, daha fazla apoptotik etki ettigi goriilmektedir (Sekil 4.9., Sekil
4.10).

DFdC ve (ya) EBR'nin apoptotik etkilerin bilinmesi i¢in pro- ve anti-apoptotik
protein diizeylerindeki degisimler incelenmistir. Bcl-2 ailesi iiyesi olan Bak
protein anlattminin 48 ve 72 saatlik dFdC ve (ya) EBR uygulanmasi sonucu
ASPC-1 hiicre hattinda anlatiminin arttig1 gézlemlenmistir. Pro-apoptotik protein
olan Bim anlatimi 48 saat dFdC ve (ya) EBR uygulanmasi sonucu AsPC-1 hiicre
hattinda bir artis goriilmiistiir. Bir diger pro-apoptotik protein olan Bid anlatimi
48 ve 72 saat dFdC ve (ya) EBR uygulamasi sonucu AsPC-1 hiicrelerinde
etkisinin azaldig1 goriilmistiir (Sekil 4.9., Sekil 4.10). Ayn1 sekilde, bu sonuglar
gibi gemsitabin'in pankreas kanseri hiicrelerinde ve EBR'nin farkli kanser

tirlerinde Bcl-2 ailesi iiyelerinin anlatimlari1 lizerine sonuglar saptanmistir.
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Obakan ve ark. [11] ve Steigerova ve ark. [92] tarafindanda yapilan ¢alismalarda
EBR'nin farkli kanser hiicrelerinde farkli Bcl-2 ailesi tiyelerinin rol oynadiklari

gorilmiistiir.

AsPC-1 hiicrelerine 100 uM dFdC, 30 uM EBR ve 100 uM dFdC art1 30 uM EBR'
in kombine halde zamana bagli uygulanarak PI hiicre akis sitometrisi analizindeki
etkileri incelenmistir. 48 ve 72 saat'de AsPC-1 hiicrelerine dFdC uygulandiginda
SubG1 orani en yiiksek, G2/M orani1 en diisiik popiilasyonu, EBR uygulandiginda
ise en ylksek G1, en diisiik SubG1 popiilyasyonu goriilmiistiir. DFdC ve EBR'nin
kombine halde 48 ve 72 saat'de ASPC-1 hiicrelerine uygulanmasi zamani kontrole
gore G1 fazinda en fazla artisin oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.8). Obakan ve ark.
tarafindan yapilan bir ¢alismada, EBR' nin en fazla SubG1 popiilyasyonuna sahip
oldugu bildirirlmistir [12].

Aragtirmanin bir sonraki asamasinda, AsPC-1 hiicrelerine uygulanan dFdC ve
(ya) EBR' nin ER stres yolunun gosterilmesi hedeflenmistir. AsPC-1 pankreas
kanseri hiicrelerinde BiP, IREla gibi ER stress de Onemli rol oynayan
molekiillerin anlatimlar1 immiinoblotlama yontemi ile incelenmistir (Sekil 4.11.,
Sekil 4.12). BiP'in anlatimi 72 saat dFdC ve (ya) EBR uygulanmasiyla kontrole
gore artis gostermistir (Sekil 4.12). Yapilan bir arastirmada, gemsitabin'in
pankreas adenokarsinom hiicrelerinde ER stresinde hayatta kalmasi ve
kemorezistans i¢in hiicre yiizeyi sinyallerinde GRP78 ile CLPTM1L/ CRR9
ektodomain etkilesimi incelenmis ve gemsitabin BiP anlaminda artig gériilmiistiir
[156]. Obakan ve ark. tarafindan kolon kanseri hiicrelerine EBR uygulanmasi
zamani ER stres proteini olan BiP anlatiminda artis gézlemlenmistir [12]. IRE1a,
katlanmamis protein cevabinda 6nemli bir algilayici olarak goriilmektedir [157].
48 saat dFdC uygulanan AsPC-1 hiicrelerinde IRE1a anlatiminin azaldigi, EBR
uygulandiginda ise arttig1 goriilmektedir. DFdC ve EBR'nin 48 saat AsPC-1
hiicrelerine kombine halde uygulanmasi zamani IREla anlatiminin anlamli bir
sekilde arttig1 gosterilmistir (Sekil 4.11). Obakan ve ark. tarafindan
laboratuvaramizda gerceklestirilen bir diger ¢alismada SILAC yontemi ile prostat
kanserinde EBR etkisi incelenmisdir. Elde edilen sonuglara gére EBR'nin IREla
proteininde anlatiminin arttigi gorilmistir [93]. AsPC-1 pankreas kanseri
hiicrelerine 48 saat dFdC uygulanmasi zamani calnexin anlatiminin kontrole

oranla azaldig1 goriilirken (Sekil 4.11), 72 saat ve kombine uygulanmasiyla
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artt1g1 goriillmiistiir (Sekil 4.12). AsPC-1 hiicrelerine 48, 72 saat ve kombine halde
EBR uygulanmasi zamani1 Calnexin anlatiminin arttig1 gorilmustiir (Sekil 4.11.,
sekil 4.12). Pankreas kanseri hiicre hatlarinda gemsitabin'in etkisi lizerinde
yapilan bir ¢alismada, Calnexin anlatiminin kontrole gore arttigi gosterilmistir
[158]. Calreticulin yanlis katlanmis proteinlere baglanir ve bdylelikle, yanlis
katlanmis proteinlerin endoplazmatik retikulumdan Golgi aparatina verilmesini
engeller. AsPC-1 pankreas kanseri hiicrelerinde dFdC ve (ya) EBR uygulanmasi
zamani Calreticulin anlatiminda bir degisiklik goriilmemistir (Sekil 4.11). AsPC-
1 hiicre hattina dFdC ve (ya) EBR uygulandiginda PDI protein anlatiminin 48
saat'e oranla 72 saat'de daha fazla artis oldugu gézlemlenmistir (Sekil 4.11., Sekil
4.12). AsPC-1 hiicrelerinde dFdC ve (ya) EBR uygulamasi zamani anlatimin
incelendigi bir diger ER stres iliskili protein Erol-La 'dir. Erol-La AsPC-1
hiicrelerine dFdC uygulanmasi zamani 48 ve 72 saat'de bir degisiklik
gostermemisken, EBR uygulanmasi zamani ise 48 ve 72 saat'de kontrole gore
arttigr gorilmustir (Sekil 4.11., Sekil 4.12). DFAC ve EBR' in kombine
uygulandiginda AsPC-1 hiicre hattinda Erol-La anlattminin 72 saat'de kontrole
gore daha fazla arttig1 goriilmiistiir (Sekil 4.12). Yapilan bircok calismada farkli
kanser tiirlerindeki EBR' nin etkisi incelenmis olup, EBR' nin ER stres iizerinde

de etkili oldugu bildirilmistir [11,12,93].

Bu arastirmada, AsPC-1 pankreas kanseri hiicrelerinde dFdC ve(ya) EBR
uygulamasinin apoptotik etkilerinin incelenmis ve sonug¢ olarak, dFdC ve
EBR'nin kombine halde uygulanmasi apoptoz iliskili hiicre dliimiini arttirdig

gortilmiistiir.

Bu calismada ulasilan sonuca gore, arastirmanin deney hayvanlar1 seviyesinde
incelenerek ilerletilmesi ve pankreas kanseri tedavisi amagli daha genis kapsamli

calismalar 6nerilmektedir.
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EKLER

Table 1: Kullanilan cihazlar listesi.

CIHAZ TANIMI URUN KODU URETICI FIRMA ve
ULKESI

UV-Transluminator GelDOC BioRad

Santrifiyj 5417R Eppendorf

Spin mini spin plus SNO0708 LabNet

Yatay elektroforez Gel XL ultra V-2 BioRad

sistemi

Hassas Tart1 LE6202S Sartorius

Mikropipet (0,5 pl-10 EH52836 Thermo

pl)

Mikropipet (20 ul-200 | EH46925 Thermo

pul)

Mikropipet (200 pl- T27274 Thermo

1000 pl)

Otoklav 0TO32 Niive

Manyetik Karistirict SB162 Stuart/Prolab

Distile Su Cihazi TANKPEOQ30 Millipore Direct Q-5UV

pH Metre N315 SEM/MettlerToledo

Derin Dondurucu 2041D Argelik

Buzdolabi 4263TMB Arcelik

Vorteks SA8 Stuart/Prolab

Dry Heat Sterilizer FN120 Niive

Spektrofotometre Ultraspec 2100 pro Biosciences

Gli¢ Kaynagi PowerPac/Basic BioRad

Laminar Flow Model: 12469,2000 HeraSafe

Inverted Mikroskop Model: XDS-1B SOIF

Inkiibatdr Heracell Thermo
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Floresan Mikroskopu

Model:1X71

Olympus

-80 °C Dondurucu

Ultra Low Temperature
Freezer U725 innova

New Brunswick
Scientific

Facs Flow Cihazi

AC6531180147

BD ACURI C6

Table 2: Hiicre Kiltiri Donanimlari.

MALZEME TANIMI | URUN KODU URETICI FIRMA ve
ULKESI

12 kuyucuklu petri 92012 TPLP

6 kuyucuklu petri 92006 TPLP

96 kuyucuklu petri 92096 TPLP

75 cm? hiicre bilyiitme 90076 TPLP

kaplar1

25 cm? hiicre biiyiitme 90026 TPLP

kaplar1

100 mm hiicre biiytitme | 93100 TPLP

kaplar

60 mm hiicre biiyiitme 93060 TPLP

kaplar

Steril pipetler (5 ml) 94005 TPLP

Steril pipetler (10 ml) 94010 TPLP

Siringa Filtreleri 99722 TPLP

(0,22um)

Enjektor Seti 21G Yesil ug igneli ASTRAJECT

Tripsin-EDTA 25200-056 Gibco

Penisilin/Streptomisin 15140-122 Gibco

Fetal Bovine Serum 10500-064 Gibco

RPMI 1640 P0O4-18947 PAN BIOTECH

AsPC-1 CRL-1682 ATCC
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Table 3:. Kullanilan Kimyasallarin Listesi.

Phenylindole,
Dihydrochloride

KIMYASAL ADI URUN KODU URETICI FIRMA ve
ULKESI

Etanol CAS 64-17-5 ALKO MED

Saf Etanol 32221 Sigma-Aldrich

Metanol 24229 Sigma-Aldrich

[zopropanol K44518295 321 Merck

2-MerkaptoEtanol S4805940 517 Merck

Akrilamid/Bis- A9099 Sigma-Aldrich

Akrilamid %30 ¢ozelti

Amonyum Persiilfat A2941 Applichem

Coomassie Blue A3480 Applichem

Belirteci

DMSO K46505343 517 Merck

EDTA A2937 Applichem

Dioce Boyasi 2129966 Fluka

DCFH-DA Boyasi C6827 Invitrogen

4'.6-Diamidino-2- D1306 Thermo Scientific

Saline (PBS)

PI Boyasi P4170-100MG Sigma-Aldrich
Fetal Bovine Serum P290310 Pan Biotech
(FBS)

Laemli Tamponu S3401-1V SIGMA
p-Coumaric Acid C9008-1G Sigma-Aldrich
MTT Soliisyonu M2128-5G Sigma-Aldrich
Luminol A2185 Applichem
Phosphate Buffered BE17-51-5F LONZA
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S1g1r Serum Albumin A2153-10G Sigma-Aldrich

(PSA)

SDS (Sodyum Dedosil UN1888 Applichem

Siilfat)

Protein izolasyonu 78501 Thermo

Tamponu

Page Ruller Plus 26619 Fermentas

Prestained Protein

Ladder

Agaroz A9539 Sigma-Aldrich

Tris Baz 648310 CALBIOCHEM

Asetik Acid 27225 Sigma-Aldrich

Ethidium Bromide E1510 Sigma-Aldrich

Tris-HCL 648317 CALBIOCHEM

1 kb Marker SM1163 Fermentas

6 x Yiikkleme Tamponu | R0631 Fermentas

Ammonyum Asetat 1,110115,1000 Merck

Fenol Kloroform A2279,0250 Applichem

Gemsitabin

Sodyum Kloriir A2941 Applichem

Tween 20 S6740684348 Merck

TEMED A1148,0100 Applichem

Yagsiz Sit Tozu SC-2325 Santa Cruz
Biotechnology

Glisin 3570 CALBIOCHEM

H2>O, Hidrojen Peroksi K39218400838 Merck

Super Blocj T20 37536 Thermo

Blocking Buffer

FuGENE® 6 E2692 Promega

Transfection Reagent
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Ponceau Read A1405 Applichem

Hidroklirik Asit K43804717239 MERCK

Kloroform UN1888 Applichem

Kristal Viyole FN1048735 MERCK
Table 4:. %12'lik SDS-PAGE Jel igerigi

Alt Jel Ust Jel

Distille Su 3,4 ml 3,075 ml

Tris-HCL 2,5ml (1,5M, pH:8.8) 1,125 ml (0,5M, pH:6,8)

%10 SDS 0,1 ml 0,05 ml

Akrilamid/Bis- 4 ml 0,67 ml

Akrilamid

Amonyum Persulfat 0,05 ml 0,025 ml

(APS)

TEMED 0,005 ml 0,005 ml

TOPLAM 10,005 ml 5,05 ml
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