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OZET

Pankreas kanseri, dinyadaki en olumcil yedinci kanser tiirii olarak smiflandirilmaktadir.
Hastalik son evrelerinde belirti verdigi igin teshis edilmesi zordur. Bununla birlikte, hastaligin
tedavisi i¢in gesitli yaklasimlar mevcuttur. Cerrahi, Neoadjuvan ve Adjuvan terapi, Kemoterapi ve
Radyoterapi geleneksel tedavi yontemleri arasinda yer almaktadir. Tedavi tlr(, kanserin ciddiyetine
/ seviyesine gore degisiklik gostermektedir. Son yillarda yapilan ¢alismalar dogal iirtinlerin birgok
kanserin tedavisine katkida bulundugunu gostermistir. Bu dogal iirlinler arasinda resveratrol,
kurkumin, piperin, dioscin ve bor bulunmaktadir. Bor; suda, toprakta ve gunlik insan diyetinde
bulunan dogal bir iiriindiir. insanlarin ve hayvanlarin yasamlarinda hayati rol oynamaktadir. Bor; yara
lyilesmesini etkinlestirir, bagisiklik sistemini giiglendirir ve kemiklerin olusumuna ve korunmasina
yardimci olur. Ayrica, bir anti-oksidan ve bir anti-mikrobiyal ajan olarak gérev alir. Son arastirmalara
gore, borun anti-kanser 6zelliginin oldugu da kanitlanmistir. Bu nedenle, bu ¢alismanin temel amaci,
MTT tahlili, Apoptoz analizi, Hiicre dongiisu analizi, DIOC6 boyasi, Propidyum ioydiir (Pl) boyasi
ve gercek zaman PZR ile sodyum perborat tetrahidrat (SPT)'nin pankreas kanseri hiicresi MIAPaCa-
2 Uzerindeki sitotoksik etkilerini arastirmaktir. Sonuclara goére 125 pug/ml SPT dozunun hiicre
canliligini azalttigir goriilmiistiir. Ayrica bu doz hucrelerin apoptoza gitmesine neden olmustur.
Apoptoz analizi sonuglarina gore, 125 ug / ml SPT uygulanan grupta apoptotik hicrelerin yiizdesinin
arttig1 goriilmistir. Hicre dongiisu analizine gore ise 125 pg / mL SPT uygulanan grupta sub-GO /
G1 fazinda hiicre yiizdesi artarken, GO / G1 ve G2 / M fazlarindaki hiicre yuzdeleri azalmigtir. Sub-
GO / GI1 fazindaki bu artis apoptoz sonuglarini desteklemektedir. Ek olarak, 125 ug / ml SPT
uygulanan grupta DIOC6 boyamasi sonucunda hiicrelerin mitokondriyal membran potansiyellerini
kaybettigi gozlenmistir. Pl boyamas ile de 125 ug / ml SPT uygulanan grupta hiicrelerin apoptoza
gittigi goriilmiistiir. PI boyamasi ile apoptoz sonuglart desteklenmistir. BAX ve KASPAZ 9
genlerinin ekspresyonu, 125 ug / ml SPT uygulanan grupta 6nemli 6l¢iide artmistir. Bununla birlikte,
P53 tiimor baskilayici geninin gen ekspresyonunda ise 6nemli Ol¢iide degisiklik gérilmemistir. Bu
bulgulara dayanarak SPT, pankreas kanser hiicresi MIAPaCa-2'nin proliferasyonunu azaltmis ve
hlcrelerin apoptoza gitmesine sebep olmustur. Elde edilen sonuglar, SPT’nin pankreas kanseri igin
umut verici bir terap6tik aday olabilecegini gostermektedir. Bununla birlikte, SPT nin etkinligini

kanitlamak i¢in daha fazla ¢caligmaya ihtiyac vardir.

Anahtar Kelimeler: Pankreas kanseri, Sodyum perborate tetrahidrat, Apoptoz



ABSTRACT

Pancreatic cancer is classified as the seventh deadliest type of cancer in the world. It is difficult
to diagnose because the disease has symptoms in its latest stages. However, there are several
approaches to the treatment of disease. The traditional treatment methods are Surgery, Neoadjuvant
and Adjuvant therapy, Chemotherapy, Radiation therapy. Treatment type varies according to the
severity/level of the cancer. Studies in recent years have shown that natural products contribute to the
treatment of many cancers. These natural products include resveratrol, curcumin, piperine, dioscin
and boron. Boron is a natural product found in water, soil, and daily human diet. It plays vital roles
in the life of humans and animals. Boron activates wound healing, boosts the immune system, and it
helps in the formation and maintenance of bones. It also acts as an anti-oxidant and an anti-microbial
agent. Furthermore, according to recent studies, boron has been proven to have an anti-cancer
property. Therefore, the main purpose of this study was to investigate the effects of sodium perborate
tetrahydrate (SPT) on the pancreatic cancer cell line; MIAPaCa-2 by MTT assay, Apoptosis analysis,
Cell cycle analysis, DIOCS staining, Propidium iodide (PI) staining and Real time-PCR. According
to the results, it was observed that 125 pg/ml SPT significantly decreased cell viability. In addition,
125 pg/ml SPT triggers apoptotic cell death. During apoptosis analysis, the percentage of apoptotic
cells rate significantly increased at the dose of 125 g/ ml SPT. During cell cycle analysis, 125 pg/mL
SPT elevated the percentage of cells in sub-GO/G1 phase, while decreased in GO/G1 and G2/M
phases. Therefore, cell cycle results were consistent with apoptosis results. In addition, it was
observed that cells lost their mitochondrial membrane potential as a result of DIOC6 staining at a
dose of 125 pg / ml SPT. According to PI staining, cells treated with 125 pg/ml SPT were shown to
undergo apoptosis. Apoptosis results are supported by PI staining. 125 ug / ml SPT treatment
significantly upregulated BAX and CASPASE 9 genes expression while the tumor suppressor gene
P53 expression level did not significantly change. Based on these findings, SPT reduced the
proliferation of pancreatic cancer cell MIAPaCa-2 and caused cells to trigger apoptosis. Results
showed that SPT can be a promising therapeutic candidate for pancreatic cancer. However, further

studies are needed to prove its effectiveness.

Key Words: Pancreatic cancer, Sodium perborate tetrahydrate, Apoptosis
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1.  GIRIS

1.1. KANSER TARIiHi

Kanser tarih Oncesi ¢aglardan beri insanlig1 etkilemistir ve son yillarda yayginligi
onemli o6lciide artmistir. Kanser ilk olarak MO 1500'e kadar uzanan Misir ve Peru
mumyalarinda bulunmustur (Faguet, 2015). Ayrica, yaklastk 2700 yil 6nce Giiney
Sibirya'nin bozkirlarinda yasayan 40 ila 50 yaslarindaki Kral Mahshush'un (Scythian king)
vakasi, kanserin yayilmasinin belgelenmis en eski bilimsel vakalarindan biridir (Schultz v.d.,
2007). “Kanser” kelmimesi yunanca karkinostan gelmektedir. Kanser terimi tlseri ve tedavi
edilemez kitleleri (karsinom tiimdrleri) tanimlamak igin, tibbin babasi olarak adlandirilan
doktor Hipokrat tarafindan kullanilmistir (Sudhakar, 2009). Ayrica “kanser” kelimesinin
kokeni yengec anlamina gelmektedir. Kelimenin bu anlam degismesinin sebebi, Aetius'un
meme kanseri bulunan sismis kan damarlarinin yenge¢ bigimini tasidigr seklindeki
gozlemidir (Faguet, 2015). Kanser ¢ok faktorlii, cok asamali karmasik bir siire¢ olarak
tanimlanir (Lakshmi ve Janardhanankatab, 2018). Ayni zamanda, onkogenlerin
aktivasyonuna ve timor baskilayicilarin inaktivasyonuna neden olan deoksiribonikleik
asitteki (DNA) bir mutasyonun yani sira normal gen ekspresyonunu diizenleyen epigenomun
diizenlenmesindeki bir kusurun neden oldugu genetik bir hastaliktir (Katti v.d., 2022).
Hiicrelerin kontrolsiiz biiylimesi ve ¢ogalmasi sonucu kitle olusumu ile karakterizedir
(Folkman ve Kalluri, 2004). Kanser, diinyanin tiim iilkelerinde 6nemli bir 6liim nedeni
olarak siiflandirilmakta ve kisinin yasayabilecegi yil sayisinin artmasinin 6niinde bir engel
oldugu disiiniilmektedir (Bray v.d., 2021). Kanser, etkilenen dokuya gore karsinomlar,
sarkomlar, lenfomalar, I6semiler ve adenomlar gibi ¢esitli bigcimlerde; etkilenen organa gore
ise kolorektal kanser, akciger kanseri, mide kanseri, serviks kanseri, mesane kanseri...vb gibi

cesitli bigimlerde siniflandirilabilir (Mathur v.d., 2015).
1.2. TUMOR TIiPLERI

Tumorler iyi huylu ve kétii huylu olmak iizere iki ana kategoriye ayrilmaktadir (Sinha,
2018). Ayrica her iki tip timor de anormal hiicrelerden kaynaklanmaktadir (Boutry v.d.,
2022).



1.2.1. Iyi Huylu Timor

Iyi huylu tiimérler, cevre dokulari istila etme veya viicudun diger bolgelerine yayilma
yeteneklerine sahip degildir. Rahim ve meme fibroidleri, kolon polipleri ve benler baz1 iyi
huylu timaorlere 6rneklerdir. Genellikle iyi huylu tiimorler daha az zararhidir (Sinha, 2018),
ancak iyi huylu timarler, iyi huylu kemik tiimorleri gibi yapilara veya hayati organlara baski
yaparsa (Hakim v.d., 2015), hipofiz timoérleri gibi hormonal dengeyi bozarsa (Ezzat v.d.,
2004) veya bagirsak adenomlar1 gibi zamanla ko6tii huylu hale gelirse (Ismail v.d., 2008)

zararli olabilmektedir.
1.2.2. Kot Huylu Tumor

Koti huylu timorler, yakin dokulari istila etme veya viicudun diger bolgelerine
yayilma yeteneklerine sahip olmalari bakimimndan iyi huylu tiimérlerden farklidir. Ornegin
meme dokusundaki meme kanseri erken tespit edilmezse lenf bezlerine yayilabilmekte ve
yayildiktan sonra viicudun diger bolgelerine kemik veya karaciger gibi hareket
edebilmektedir (Sinha, 2018). Ornegin baz1 tiimérler hicbir zaman metastaz yapmaz ve ¢cogu
zaman saglik sorunlarina neden olmaz. Buna ragmen kotii huylu tiimérler olarak adlandirilir

(Welch ve Black, 2010).
1.3. KANSERIN OZELLIKLERIi

Kanser hcreleri bir dizi 0zellik ile karakterize edilir. 2000 yilinda, Hanahan ve
Weinberg bunlardan bazilarin1 6ne slirmiistiir: istila ve metastazin aktivasyonu,
anjiyojenezin tesvik edilmesi, proliferatif sinyallesmenin sirdirilmesi, buyime
inhibitorlerinden kaginma, hiicre 6liimiine direng ve replikasyon 6liimsiizligi. 2011 yilinda,
enerji metabolizmasinin yeniden programlanmasi, bagisiklik yikimindan kagimilmasi,
genetik dengesizlik ve timorleri tesvik eden iltihaplanma gibi diger yeni ozellikler
eklenmistir (Hanahan ve Weinberg, 2011). 2022 yilinda ise Hanahan (¢ yeni ¢zellik daha
One siirmiistiir: Fenotipik plastisitenin kilidini a¢gmak, polimorfik mikrobiyomlar ve
mutasyona ugramayan epigenetik tekrarlama. Ek olarak, Hanahan, yaslanan hiicrelerin
timor mikro ortamimin 6nemli bilesenleri olarak dahil edilmesi gerektigini belirtmistir

(Hanahan, 2022) (Sekil 1.1).
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Sekil 1.1. Kanserin Ozellikleri (Hanahan, 2022)

1.4. KANSER ISTATISTIiKLERI

Amerika Birlesik Devletleri'nde akciger, meme ve kolorektal kanserlerin kadinlarda
en yiiksek kanser insidans oranlarina sahip oldugu gérilirken; akciger, prostat ve kolorektal
kanserlerin ise erkeklerde en yiiksek kanser insidansina sahip oldugu belirlenmistir (Sekil
1.2.A). Kadinlar arasinda meme kanseri en yiiksek insidansi temsil etmektedir. Bununla
birlikte, erkekler arasinda prostat kanseri en yiiksek insidansi temsil etmektedir. Sekil 1.2.B
'de, 6lum oranlar ile ilgili olarak, akciger, meme ve kolorektal kanserler kadinlarda en
yuksek 6lum oranlarina yol acarken; erkeklerde en yiiksek 61um oranlari akciger, prostat ve

kolorektal kanserlerde goérilmektedir.



Estimated New Cases

Prostate 268,490 2% Breast 287,850 3%
Lung & bronchus 117910 12% Lung & bronchus 118,830 13%
Colon & rectum 80,690 8% Colon & rectum 70,340 8%
Urinary bladder 61,700 6% Uterine corpus 65,950 7%
Melanoma of the skin 57,180 6% Meianoma of the skin 42,600 5%
Kidney & renal peis 50,290 5% Non-Hodgiin lymphoma 36,350 4%
Non-Hodgiin lymphoma 44,120 4% Thyroid 31,940 3%
Oral cavity & pharynx 38,700 4% Pancreas 29,240 3%
Leukemia 35,810 45 Kidney & renal pelvis 28,710 3%
Pancreas 32970 3% Leukemia 24 840 3%
All Sites 983,160 100% Al Sites 934,870 100%
Estimated Deaths

Males Females
Lung & bronchus 68,820 21% Lung & bronchus 61,360 21%
Prostate 34,500 11% Breast 43,250 15%
Colon & rectum 28,400 9% Colon & rectum 24,180 8%
Pancreas 25,970 8% Pancreas 23,860 8%
Liver & intrahepatic bile duct 20,420 6% Ovary 12,810 4%
Loukemia 14,020 4% Uterine corpus 12,550 4%
Esophagus 13,250 4% Liver & intrahepatic bile duct 10,100 4%
Urinary bladder 12,120 4% Leukemia 9,980 3%
Non-Hodghin lymphoma 11,700 4 Non-Hodghkin lymphoma 8,550 3%
Brain & other nervous system 10,710 3% Brain & other nervous system 7,570 3%
All Sites 322,090 100% All Sites 287,270 100%

Sekil 1.2. Amerika Birlesik Devletleri'nde 2022 Yilinda, Cinsiyete Gore On Kanser Turinin
Yeni Vakalar1 Ve Olimleri Tahmin Edilmistir (Siegel v.d., 2022)

1.5. KANSERE NEDEN OLAN FAKTORLER

Kanserli insanlar iki kategoriye ayrilmaktadir, birinci kategori kansere yatkinligi
yiiksek olanlar ve bunun nedeni genlerindeki dogustan gelen bir mutasyondur. Diger
kategori ise genetik yatkinlig1 yiiksek olmamasina ragmen kansere neden olan somatik bir
mutasyon kaynakli olanlardir (Eggert, 2011). Dogal bir hiicrenin kanserli hiicreye
dontismesinde iki temel faktor vardir: Cevresel faktorler ve genetik faktorler. Cevresel
faktorler ti¢ kategoriye ayrilmaktadir: Fiziksel, kimyasal ve biyolojik faktorler. Fiziksel
faktorlere iyonize radyasyon ve ultraviyole 6rnek gosterilirken; kimyasal fakttrlere beno-
pyrene, heterocyclic amine ve ethey alcohol 6rnek olarak gosterilebilir (Saeki ve Sugimachi,
2001).



1.5.1. Cevresel Faktorler
1.5.1.1. Fiziksel faktorler

Ultraviyole (UV) radyasyon kaynaklar1 gilines, giines lambalar1 ve bronzlasma
kabinleridir (Parsa, 2012). UV 1sinlarina maruz kalindiginda, DNA baz ciftleri degistirilir ve
bu da pirimidin dimerlerinin olusumuna yol agar. UV radyasyonuna maruz kalma cilt kanseri
ile yakindan iliskilidir. Cilt kanseri Amerika Birlesik Devletleri'nde en yaygin, Japonya'da

ise en az gorllen kanserdir (Saeki ve Sugimachi, 2001).

Iyonlastiric radyasyonun ana kaynaklari, radyoaktif serpinti, radon gazi ve X-1sinlart
gibi uzaydan kaynaklanir (Parsa, 2012). Gama 1sinlar1 ve X-iginlar1 gibi diisiik dogrusal
enerji transferine (LET) maruz kalinmasi, tek iplikli DNA'nin kirilmasina neden olur
(McGrath ve Williams, 1966). Ayrica iyonlastirict radyasyona maruziyet; akciger,
miyelopoietik doku ve tiroid dahil olmak Gzere bir grup kanserle yakindan iligkilidir (Saeki
ve Sugimachi, 2001).

1.5.1.2. Kimyasal faktorler

Benzopiren, p53 gibi tiimor baskilayici gende nokta mutasyonlarina neden olan
kimyasal bir karsinojendir (Denissenko v.d., 1996). Tutun, bu kanserojenin tabaco'da
bulunmasi akciger, bas ve boyun, mesane ve 6zofagus kanseri ile iliskilendirilmistir. Akciger
kanseri, Japonya'da erkeklerde kansere bagli dliimlerin en yaygin nedenidir (Saeki ve
Sugimachi, 2001). Kanserojen heterosiklik amin, et veya balik yiiksek sicakliklarda
pisirildiginde iretilir ve meme (Zheng v.d., 1998) ve kolon kanserleri (De Verdier v.d.,
1991) ile baglantilidir. Kanserojen etil alkol alkolde bulunur (Saeki ve Sugimachi, 2001).
Bu nedenle alkol tiiketimi, kadinlarda agiz boslugu, yutak, yemek borusu, karaciger, kolon,

rektum ve meme kanseri dahil olmak tzere bir dizi kanserle iliskilidir (Boyle v.d., 2003).
1.5.1.3.Biyolojik faktorler

Viral genlerin konak DNA'ya dahil edilmesiyle olusur ve bdylece viral gen hiicresel
DNA'nin bir pargasi olur. Bunun sonucunda homeostaz bozulmakta ve kontrolsuz hicre
cogalmasi meydana gelmektedir (Lakshmi ve Janardhanankatab, 2018). Bazi viriisler
kansere neden olabilmektedir. Bunun en 6nemli 6rnekleri sunlardir: papilloma viriisii rahim
agz1 kanserine, Hepatit B ve C viriislerinin her ikisi de karaciger kanserine, T-lenfotrofik
viris tip 1 ise lenfoma ve l6semiye sebep olmaktadir (Parsa, 2012). Ayrica bakteriler de
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kansere neden olabilir. Bunlardan en dnemlisi mide kanserine neden olabilen Helicobacter
pylori‘dir (Mager, 2006).

1.5.2. Genetik Faktoérler

Bazen kanser, ailesel neoplastik hastaliklar olarak adlandirilan belirli ailelerde
yogunlagmaktadi. Bu hastaliklarin nedenleri, kalitsal neoplastik sendromun ortaya
¢ikmasindan sorumlu olan belirli genlerdeki (DNA onarim genleri, hiicre dongiisii genleri
gibi) bir kusurdur (Saeki ve Sugimachi, 2001). Bu genetik sendromlarin bazi 6rnekleri
sunlardir: kalitsal polipozis olmayan kolorektal kanser (HNPCC) ve Li-Fraumeni
sendromudur. HNPCC, DNA yanlis eslesme tamir genlerinde anormallikler olan bireylerde
ortaya ¢ikan kalitsal bir neoplastik hastaliktir. Bundan muzdarip hastalarda rahim, bobrekler,
mesane, yumurtaliklar, kolon, beyin ve pankreas kanseri gelisme riski artmaktadir (Parsa,
2012). Li-fraumeni kalitsal kanser sendromuna, p53 genindeki bir germ hatti mutasyonu
neden olmaktadir. Bu nedenle, bu sendrom meme kanseri, cocukluk ¢agi sarkomu ve diger

timor riskinde artisa neden olabilmektedir (Lakshmi ve Janardhanan, 2018).
1.6. KARSINOGENEZ

Karsinogenez, normal bir hiicrenin kanserli bir hiicreye doniistiigli ok adimli bir siireg
olarak tanimlanmaktadir. Bu nedenle, karsinogenezin baslangi¢, gelisme, ilerleme ve
malignite asamalar1 vardir. ilk asama (Baslama), normal bir hiicre hem endojen hem de
eksojen faktorler olabilen kanserojenlere maruz kaldiginda baglar. Kanserojenler dogrudan
veya dolayli olarak DNA hasarina neden olabilir. Ek olarak, DNA hasarinin yaygin bir yolu,
kimyasal kanserojen ile DNA arasinda bir DNA katim seklindedir. Bir DNA katimi taninir
ve yok edilir, ancak kagarsa varliginmi siirdiirebilir ve ¢ogaltabilir. Gelisme, tek baglatici
hiicrelerin say1y1 bolmek ve genigletmek i¢in uyarildigi karsinogenezin ikinci agamasini
temsil eder. Burada, promotorler timér olusumunu baslatmaz, ancak siireci hizlandirmaya
yardimct olur (LiberTexts, 2020). Gelisme sirasinda, baslatici hiicreler pre-neoplastik
hiicreler olusturmak {izere genisler ve tiimorler ortaya c¢ikar (Lakshmi ve Janardhanan,
2018). ilerleme asamasinda, malign transformasyon meydana gelir, yani pre-neoplastik
hicre, malign bir fenotip eksprese eden bir hiicreye doniisiir. Bu doniisiim, proto-
onkogenlerin aktive oldugu ve tiimor baskilayic1 genlerin inaktive oldugu karsinojenlere

stirekli maruz kalma sonucu ortaya ¢ikan ¢oklu genetik hasarlarin ortaya ¢ikmasina neden



olur. Kontrolsiiz buyume ve genetik instabilite, malign hiicrelerin énemli 6zelliklerindendir
(LiberTexts, 2020) (Sekil 1.3).
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Sekil 1.3. Normal Bir Hicrenin Timdre Doniistiiriilmesinde Yer Alan Adimlar (LiberTexts, 2020)

1.7. KANSERIN GENETIGIi

Neoplazinin gelisimi i¢in molekiiler hedeflerle baglantili {ic ana gen sinifi; proto-
onkogenler (Temin, 1974), hiicresel onkogenler (Garrett, 1986) ve tiimor baskilayici

genlerdir (Barrett, 1993).
1.7.1. Hucresel Onkogenler

Proto-onkogenler, hiicreler icin dnemli olan dizenleyici genlerdir ve hicre
proliferasyonunu kontrol eden sinyal iletim yollarinda islev goren proteinleri kodlarlar.
Ancak mutasyon ve/veya artan gen ekspresyonu nedeniyle, onkogene doniisebilirler.

Onkogenler, belirli kosullar altinda malign bir doniisiime neden olma yetenegine sahiptir
(Kontomanolis v.d., 2020).

1.7.1.1. Onkojenik aktivasyon

Onkojenik aktivasyona nokta mutasyon, translokasyon ve amplifikasyon neden olur.
Nokta mutasyonlari ile onkogen aktivasyonu: Kirsten sican sarkoma viral onkogeni (KRAS),
harvey RAS (HRAS) ve noroblastoma RAS (NRAS) olmak iizere ti¢ farkli RAS formu
vardir. RAS geni, hiicre ylizeyi reseptorlerini hiicre i¢i efektor yolaklara baglayan
dontistiiriiciiler olarak hareket eden guanin-niikleotit baglayici proteinleri kodlar. Burada
RAS proteinleri iki bigcimde bulunur: aktif durum formu (guanozin trifosfat'ye(GTP) bagli)
ve inaktif durum formu (guanozin difosfat 'ye(GDP) bagli). RAS proteinlerinin aktivitesi,
bagli GTP’nin normal RAS’a hidrolizi tzerinde hareket eden GTPaz aktive edici proteinler
(GAP) tarafindan kontrol edilir (Kontomanolis v.d., 2020). RAS onkogenleri, Kritik

pozisyonlarda (12, 13 ve 61. kodon) tekli amino asitlerin yer degistirmesine yol agan nokta



mutasyonlart nedeniyle proto-onkogenlerden kaynaklanir (Cooper,2000). Nokta
mutasyonlart meydana geldiginde, hiicre i¢i GTPaz aktivitesi azalir ¢linkii arttk GAP
proteinine yanit vermezler, bu nedenle RAS proteinleri aktif (GTP'ye bagli) bir durumda
kalir (Lakshmi ve Janardhanan,2018). Ornegin, Gesitli RAS izoformlarindaki mutasyonlar,
pankreas (Almoguera v.d., 1988), akciger (Rodenhuis v.d., 1987), tiroid kanseri ve akut
miyeloid [6semi (Bos v.d., 1989) dahil olmak tizere ¢esitli kanser tiirlerinde gorilmektedir.
Kodon 12'deki tek bir nukleotid degisikligi, amino asit GGC'yi (Gly) GTC'ye (Val)
degistirerek, insan mesane kanserinde onkogen HRAS’nin ortaya ¢ikmasina sebep olur
(Sekil 1.4).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 188 189
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Sekil 1.4. RAS Onkogenlerinde Nokta Mutasyonu (Cooper, 2000)

Translokasyon ile onkojenik aktivasyon: Burkitt lenfomalarinda hicresel
myelositomatozis (c-Myc) proto-onkogeni kromozom 8'den kromozom 14 (zerindeki
immiinoglobulin agir zincir lokusuna (IgH) yer degistirir ve boylece anormal c-Myc
ekspresyonuna neden olur (Woroniecka v.d., 2022). Kronik miyeloid I6semide 9. ve 22.
kromozomlarin uglar1 kirilir ve her iki kromozom arasinda degisim olur. 22. kromozom
tizerindeki kirilma noktasi kiime bolgesi (BCR) geni ile 9. kromozom {izerindeki abelson
murin l16semi viral onkojen homologu (ABL) geninin fiizyonu sonucunda 22. kromozom

onkogen gorevi gorir ve anormal bir proteini kodlamaya baslar (Liu v.d., 2022).

Amplifikasyon ile onkogen aktivasyonu: Ayni genin kopyalari olusturulur. Ornegin,
noroblastom Myc'nin (N-Myc) amplifiye kopyalart siklikla agresif, hizli biiyliyen
timorlerde bulunur. Bu da N-Myc amplifikasyonunun artan malignite ile ndroblastom

ilerlemesi arasinda korelasyon oldugunu gosterir (Nenclares ve Harrington, 2020).



1.7.1.2.0nkogenler ve sinyal iletimi

Onkogenler; biyume faktorlerini, biyime faktoru reseptorlerini ve hiicre ici sinyal
molekiillerini igerir. Biiyiime faktorlerinin onkogen gibi davranmasinin nedeni, anormal
ekspresyonlarindan kaynaklanmaktadir. Yani kanser hiicresi kendi basina benzer
reseptorlere yanit veren biiylime faktorleri tiretir ve boylece otokrin proliferasyonunu uyarir.
Cogu bilyiime faktdrii reseptdrii, protein tirozin kinazlardir. Ornegin, platelet kaynakli
blylme faktérii (PDGF) reseptori, PDGF reseptoriiniin normal ekstraseliler baglanma
bolgesi Tel (ETS varyant transkripsiyon faktorl 6)'in amino terminal dizileriyle degistirerek
bir onkogen proteinine donistiiriilebilir. Bu diziler, biliylime faktorii baglanmasinin
yoklugunda kaynasir ve onkogen protein kinazin yapici aktivasyonuna yol acar. Hucre ici
sinyal molekdlleri (RAS, hizlandirilmis fibrosarkoma (RAF)) onkogen proteinleri olarak da
islev gorebilir. Ornegin, RAS geni nokta mutasyonlar1 yoluyla bir onkogene doniistiiriiliir,
bu da RAS proteinlerini GTP'ye bagh aktif durumda kalmalari igin etkiler. Sonug olarak,
mitojenle aktive olan protein (MAP) kinaz yolunun aktivasyonu surekli olarak
gerceklesecektir.  Ayrica RAF geninde, RAF proteininin proto-onkogen proteinlerinin
aktivitesini kontrol eden amino-terminal diizenleyici baglanma bolgesi silinerek ve viral Gag
dizileri ile degistirilerek bir onkogene dontistiiriilebilir. Sonug olarak, MAP kinazin siirekli
aktivasyonuna yol agan RAF protein kinazin diizensiz bir aktivitesi vardir (Cooper, 2000).
V-RAF fare sarkomu viral onkogen homolog B1(B-RAF) proteini bircok kanser tirtinde
aktive olur (Gray-Schopfer v.d., 2007). B-RAF, melanomlarin %50 ila %70'inde mutasyona
ugrar (Davies v.d.,, 2002). MAP kinaz yolu sonunda transkripsiyon faktorlerinin
fosforilasyonuna ve gen ekspresyonundaki degisikliklere yol agar. Ornegin, FOS proto-
onkojenin transkripsiyonu, ETS benzeri protein-1(Elk-1)'in ekstraseliler sinyal dizenleyici
kinaz (ERK)/MAP kinaz tarafindan fosforilasyonunun bir sonucu olarak indiiklenir.
Aktivator proteinl'in ( AP-1) yapict aktivitesine yol agan frukto-oligosakkaritler (FOS)
proteinlerinin  veya Jun onkogenlerinin duzensiz ekspresyonu, anormal hiicre
proliferasyonunu yonlendirmek i¢in yeterlidir, bu da hiicre transformasyonu ile sonuglanir

(Cooper, 2000).



1.7.2. Tiimér Baskilayic1 Genler

Timor baskilayici genler, hiicre cogalmasini ve tiimor ilerlemesini 6nleyen genlerdir.
Fakat ortaya c¢ikan bir mutasyon ile islevini tamamen kaybeder veya islevini degistirir.

Bdylece anormal hiicre buyumesi meydana gelir (Nenclares ve Harrington, 2020).
1.7.2.1. Retinoblastoma tiimor baskilayici/supresor gen

Retinoblastoma (RB) tanimlanan ve klonlanan ilk timor baskilayici gendir.
Retinoblastoma tiimér baskilayici genler, hiicre dongtsiinin ilerlemesinde ve DNA
sentezinde yer alan genlerin transkripsiyon sayisini baskilayarak G1 fazi restriksiyon
noktasimin 6tesinde ilerlemeyi engelleme potansiyeline sahiptir (Cooper, 2000). Bir G1
kontrol noktasi gorevi gormenin yani sira, embriyonik gelisim sirasinda ve yetiskin
dokularda hiicresel farklilasmay1 kontrol eder, apoptozu diizenler ve kromozomal stabiliteyi
korurlar (Dannenberg v.d., 2006). RB kaybi, nadir goriilen ¢ocukluk kanserlerine ve ayrica
yaygin yetiskin tiimorlerine neden olabilir. Kalitsal retinoblastoma, germline kalitsal
mutasyon ve somatik mutasyon yoluyla RB'nin iki alelinin kaybindan kaynaklanirken;
sporadik retinoblastomada, iki alelin kaybi ancak iki somatik mutasyondan kaynaklanir
(Cooper, 2000). Ornegin RB genini iceren kromozomal lokusun (13q14) silinmesi
retinoblastomlara yol acar (Lakshmi ve Janardhanan, 2018). Ayrica RB kaybu, yetiskinlerde
osteosarkom (Deshpande v.d., 2006), akciger, mesane ve meme (Engeland, 2022)

karsinomunu artirabilir.
1.7.2.2. P53

p53, 17. kromozomun kisa kolunda bulunan insan tiimor basilayici proteini p53 (TP53)
geni tarafindan kodlanir (Levine ve Oren, 2009) ve ikinci tiimor baskilayic1 gen olarak
tanimlanmustir. Hiicre dongtisiinlin ilerlemesini ve apoptozu dizenler (Vousden ve Prives,
2009 ). Ornegin; p53, DNA hasarina yanit olarak CD95'in ekspresyonunu yukar1 yonde
reglile ederek dissal yolu diizenleyebilir (Bennett v.d., 1998). Ek olarak, bircok kanser
tirinde (yaklasik %50) p53 geninde mutasyonlar oldugu tespit edilmistir (Lakshmi ve
Janardhanan, 2018).

1.7.2.3. Fosfataz ve tensin homologu tiimor baskilayict gen

PTEN, 1997 yilinda kesfedilmistir (Myers v.d., 1997). Fosfataz ve tensin homologu
(PTEN) tiimor baskilayici gen, 10g23.31 kromozom bélgesinde lokalize olmus, 403 amino
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asitten olusan lipit ve protein fosfataz fonksiyonuna sahip PTEN proteinini kodlamaktadir
(He v.d., 2021). Fosfatidilinositol-3, 4, 5-trifosfat (PIP3), sinif I fosfatidilinositol -3-kinaz
(PI3K) lipid Grunudir (Maehama ve Dixon, 1998). PTEN proteini, PIP3'U defosforile ederek
fosfatidilinositol-4,5-bifosfat (PIP2) iireten bir lipid fosfatazdir.  PTEN, {iriiniini
parcalayarak, onkogenler olarak hareket edebilen PI3K ve AKT'nin aktivitelerine kars1 ¢ikar
ve hiicrenin hayatta kalmasin1 destekler. Bu nedenle, timor baskilayic1 proteinin
etkisizlestirilmesi veya kaybi, artan PIP3 seviyelerine, AKT aktivasyonuna ve apoptozun
inhibisyonuna ve dolayisiyla tiiméoriin gelisminine yol agar (Chai v.d., 2022). Ornegin;
mutasyon, heterozigot kayb1 (LOH) ve epigenetik mekanizmalar dahil olmak iizere genetik
degisikliklerin bir kombinasyonu yoluyla bir tiimor baskilayict genin kaybi, meme kanseri

de dahil olmak Uzere insan kanserlerinin %50'sine yol agmaktadir (Dahia, 2000).
1.8. HUCRE OLUM MEKANIZMALARI

Hiicre o6liimii, dokularin dengesini korumak i¢in 6nemlidir (Edison v.d., 2012). Hiicre
6lumu, otofaji, programlanmis hiicre 6liimii ve nekroz olmak iizere (¢ farkli mekanizma ile

gerceklesir.
1.8.1. Otofaji

Okaryotik hiicrelerde, proteinlerin (ubikuitin-proteazom yolu), lipidlerin, ribontikleik
asitlerin ve sekerlerin 6zel sitoplazmik enzimler tarafindan hidrolize edildigi spesifik
degredasyon meydana gelir (Juhasz ve Neufeld, 2006). Bununla birlikte, spesifik olmayan
maddelerin degradasyonu otofaji ile gerceklesir (De Duve ve wattiaux, 1966). Boylece
hiicresel homeostazi saglanir. Yunanca "kendi kendini yemek" anlamina gelen "otofaji"
terimi, Christian de Duve ve Robert Wattiaux tarafindan 40 yili askin bir siire once
kesfedilmis ve bu blylk Olcude pankreas hormonu (glukagon) enjekte edilen fareler
tizerinden gergeklesen deneylerle tespit edilmistir. Farelerin karacigerinde lizozomlarin
ortaya ¢ikmasi ile temsil edilmistir (Deter ve De Duve, 1967). Otofaji, protein homeostazinin
stirdiiriilmesinden ve hasarli organellerin segici olarak uzaklastirilmasiyla uygun organel
fonksiyonunun sirdarilmesinden sorumlu katabolik bir stregtir. Besin azligi, oksidatif stres,
genotoksik stres ve organik stres gibi gesitli stres ortamlarinda indiklenmektedir (Kroemer
v.d.,2010). Otofaji ile ilgili genler (ATG'ler), otofajinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol
oynamaktadir. Bu genler ilk olarak mayada kesfedilmistir. Bu genlerin gogunun daha ytiksek
Okaryotik canlilarda korundugu bulunmustur (Glick v.d., 2010). Ek olarak, otofajinin
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hiicresel gelisim ve farklilasmada ¢esitli rolleri vardir (levine ve klionsky, 2004). Otofaji
stireci ayrica bagisiklikta ve mikrobiyal invazyona karsi savunmada rol oynar (Deretic ve
Levine, 2009). Tip II programlanmus hiicre 6liimii olarak da bilinen otofaji (Levine ve Yuan,
2005). kanser ve norodejeneratif bozukluklar dahil olmak iizere ¢ok gesitli hastaliklarda rol
oynar (Mizushima v.d., 2008). Otofaji ii¢ farkli yolda ger¢eklesebilir: saperon aracili otofaji
(1s1 soku proteini 70 (HSP70) gibi, ara saperon ligand proteinlerinin katilimiyla)
,;mikrootofaji (lizozomlar tarafindan kiiclik sitoplazmik yapilarin dogrudan yutulmasi) ve
makrootofaji (sitoplazmik bilesenlerin otofagozomda tutulmasi ve daha sonra lizozomlar

tarafindan par¢alanmasi) ( Das v.d., 2020).
1.8.1.1.Makrootofaji Mizushima, 2010.

Bu sirec, protein kiimeleri ve organeller gibi sitoplazmik materyallerin fagofor
tarafindan toplandig1 bir otofaji uyaricisinin varliginda baslar (Levine ve Yuan, 2005). Bu,
hilal sekilde ¢ift katmanli bir zar olarak tanimlanabilecek 6n-otofagozomal zarin yapisidir
(Mizushima v.d., 2011). Ardindan fagofor zar1 genisler ve fagoforun kenarlari otofagozomu
olusturmak iizere birlesir. Otofagozom olustugunda kargo memelilerde lizozoma veya maya
islevsel olarak ilgili vakuole iletmelidir. Otofagozomun dis zari, lizozomal/vakuolar zar ile
kaynasir. Memelilerde bu fuizyon, bir otolizozomun uretilmesine yol acar (Levine ve Yuan,
2005). Ancak mayalarda ve bitkilerde, vakuoliin nispeten buyik boyutu nedeniyle, bu
fiizyon, liimende otofajik bir cisim olusumuna yol agar (Devenish ve Klionsky, 2012).
Ardindan, kapali kargo asit hidrolaz ile ayristirilir. Bilesen parcalar1 daha sonra protein
sentezi veya adenozin trifosfat (ATP) iiretimi i¢in kullanilabilen gecirgen zarlar yoluyla

sitozole geri taginir (Levine ve Yuan, 2005) (Sekil 1.5).
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1.8.1.2.Makrootofaji asamalar:

e Indiksiyon
e Niukleasyon
e Uzama

e  Otofagozom tamamlama ve flizyon (Parzych ve Klionsky, 2014).

indiiksiyon: Besin durumu, rapamisin hedefi (target of rapamycin) (TOR) ailesi
tarafindan diizenlenen otofaji adi verilen hiicresel bir yanitla diizenlenir (jacinto v.d., 2003).
TOR, anabolik strecleri aktive ederek ve otofaji gibi katabolik stiregleri inhibe ederek hiicre
biiyiimesini diizenleyen bir serin/treonin kinazdir (Wullschleger v.d., 2006). TOR geni;

bitkiler, mayalar ve memeliler gibi her 6karyotik genomda bulunmaktadir (Crespo v.d.,
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2005). mTOR, islevsel olarak farkli iki protein kompleksi olusturur. Bunlar; mTOR
kompleksi 1 ve mTOR kompleksi 2°dir (Hsu v.d., 2011). mTORL, otofaji gibi katabolik
streclerin inhibe edilmesinde rol oynar (Rabinowtiz ve white, 2010). Mayada, besin
yoniinden zengin kosullar altinda TORC1 aktiftir ve ATG13, TORCI tarafindan yiiksek
oranda fosforile edilirken bu durum Atgl'nin ATG17, ATG31 ve ATG29'a bagli olan ATG13
ile etkilesime girmesini engeller. Sonug olarak, otofaji siireci engellenir. Ag¢lik kosullar
altinda TORCI inaktive olur ve ATG13 artitk TORCI tarafindan fosforile olmaz. Bununla
birlikte, ATG1 kendini fosforile eder ve ATG17, ATG31 ve ATG29'a baglanan ATG13'e
baglanir ve boylece otofajiyi uyarir (Kamada v.d., 2010).

Nukleasyon: PI3-Kinazlar, katalitik alt birimlerin yapisina gore ii¢ sinifa ayrilir. Hiicre
ici zar trafiginde sadece siif III PI3-Kinaz yer alir (Vanhaesebroeck v.d., 2010). Sinif I11
PI3K kompleksi otofaji sirasinda fagofor (veya bir izolasyon zar1) olusumunda 6nemli bir

rol oynar (Pyo v.d., 2012).

Maya hiicrelerinde (Saccharomyces cerevisiae) sadece sinif 111 PI3-Kinazin vakuoler
protein siralama (VPS)34’#i vardir (Burman ve Ktistakis, 2010). VPS34 iki farkli kompleks
olusturur; Tip 1 kompleksi ve Tip 2 kompleksi. Tip 1 kompleksi, otofajide yer alan VPS34,
VPS15, ATG6/VPS30 ve ATG14'ten olusur (Itakura v.d., 2008). Ayrica memeli sinifi III
PI3K otofaji streci igin onemlidir. Memeli simf III PI3-Kinaz (VPS34) kompleksi,
BECLIN1, ATG14L, UV radyasyon direnci ile iliskili gen (UVRAG) (Simonsen v.d.,2009),
endofilin B1(BiF) (Takahashi d.v.,2007) ve BECLINI tarafindan diizenlenen otofajide
aktive edici molekul 1(AMBRA1)’den olusur (Maria Fimia v.d., 2007). Otofajinin
diizenleyicileri olarak kabul edilen bazi proteinler vardir. Ornegin B-hicre lenfoma 2 (BCL-
2) negatif diizenleyicidir. BCL-2, BECLIN-1'in VPS34 ile etkilesimini bozan BECLIN-1'e
baglanir, bdylece otofajiyi inhibe eder (Maiuri v.d., 2007). Ayrica pozitif olarak da
duizenlenebilir. Ornegin; BECLIN-1 ile dogrudan etkilesime giren AMBRAL (Maria Fimia
v.d., 2007) ve UVRAG (Liang v.d., 2006) proteinleri, otofajinin tegvik edilmesine yol agar.

Uzama: Hem mayalar hem de memeliler, fagoforlarin genislemesine katkida bulunan
ubikuitin benzeri proteinleri (UBL) iceren iki konjugasyon sistemine sahiptir. Ilki ATG12-
ATG5-ATG16 konjugasyon sistemi, ikincisi ise mikrotiibiile bagli protein 1 hafif zincir
3(LC3) konjugasyon sistemidir (Parzych ve Klionsky, 2014).
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ATG5-ATG16 konjugasyon sisteminde; ATG12, ATG5'e kovalent olarak konjuge
edilir. Bu baglanti, ATG7 (bir E1 enzimi) ve ATG10'un (bir E2 enzimi) varligina baglidir.
Konjugasyon olusumundan sonra ATG16, ATGS5 yoluyla konjugasyona baglanir ve daha
biiyiik bir kompleks olusturmak i¢in dimerize olur (Parzych ve Klionsky, 2014). Kompleks,
fagofor zarinin dig yiizeyine yerlesir ve zar uzayabilirligini artirir ancak otofagozom

tamamlandiginda zardan ayrilir (Mizushima v.d., 2003).

LC3 konjugasyon sistemi: Memeli LC3, ubikuitin benzeri bir molekuldir ve LC3'ln
mayada homolojisi ATG8'dir (He v.d, 2003). Baslangi¢ta konjugasyon yolu translasyonla
baslar, ardindan LC3'lin proteaz Atg4 tarafindan bdliinmesi gelir. Sonug olarak, konjiigasyon
igin uygun bir C-terminal glisini agiga ¢ikaran LC3-1 Gretilir. LC3-1'in agiga ¢ikan glisini,
ATG7 (bir E1-Benzeri aktivite), ATG3 (bir E2-Benzeri aktivite) ve ATG12-ATG5-
ATG16L1 (E3-Benzeri ligaz aktivitesi) tarafindan lipid fosfatidiletanolamin (PE)'ye
konjuge edilir ve boylelikle bir LC3-II dretilir (Parzych ve Klionsky, 2014). LC3-1I
olustugunda, fagoforun hem dis hem de i¢ zarinin genislemesine katkida bulunur (Weidberg
v.d., 2011). ATGR&'in PE'ye konjugasyonu geri doniisiimliidiir, ¢iinkii LC3-11 daha sonra
LC3"i serbest birakmak i¢in ATG4 tarafindan pargalanabilir (Kirisako v.d., 2000) .

Otofagozom tamamlama ve fuzyon: Otofagozom form tamamlandiginda, bir
otolizozom olusturmak {izere bir endozom ve/veya lizozom ile kaynasmak iizere transfer
edilir (Monastyrska v.d., 2009). Guanozin trifosfataz (GTPase) RAB7, lizozomlarla

membran flizyonunu diizenleyebilir (Jager v.d., 2004).
1.8.1.3.0tofaji ve kanser iligkisi

Meme, yumurtalik ve prostat kanserlerinin Beclin-1'in monomerik delesyonlarina
sahip oldugu gosterilmistir. Bu da bazi kanser biyologlarinin otofajinin tiimor baskilayici
ozelliklere sahip olduguna inanmalarina yol agmustir (Liang v.d., 1999). Ayrica Hanahan ve
digerleri otofajinin, bagimsiz veya apoptoz ile uyum ig¢inde hareket edebilen timor
olusumuna bir engel olarak 6nemini vurgulanmistir. Buna karsilik, otofaji, besin aghgi,
radyoterapi ve kemoterapinin toksik etkileri dahil olmak tizere gesitli kosullar altinda kanser
hicreleri Gzerinde koruyucu bir etkiye sahiptir (Hanahan ve Weinberg, 2011). Ek olarak,
onkogen K-RAS, ATG7 ve ATG5'in yiiksek haberci ribonikleik asit (MRNA) seviyelerine
sahip oldugu insan meme kanseri hiicresinde tespit edilmis ve bu genler inhibe edildiginde,
hiicre biiyiimesi ve tiimor olusumunun inhibe oldugu gosterilmistir (kKim v.d., 2011). Ayrica
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Tan ve arkadaslari sayesinde ii¢ farkli insan kanser hiicre hattinda hipoksik timor
bolgelerinde otofajinin arttigi gézlenmistir (Tan v.d., 2016). Otofaji genetik veya
farmakolojik olarak engellendiginde hiicre biiyliimesinin durdugu (Yang v.d, 2011) ve
BECLINI'in yikilmasinin kolon kanserinde epitelyal-mezenkimal gegis (EMT)'nin
baskilanmasina yol a¢tig1 gézlemlenmistir (Shen v.d, 2018). Bu nedenle otofaji, kansere
kars1 etkili bir terapotik hedef olan yeni bir kanser belirtecidir (Ravi v.d., 2022).

1.8.2. Nekroz

Nekroz terimi, patolojik bir stire¢ (Ruffolo, 1964), normal gelisimle iliskili olmayan
bir slire¢ olarak tanimlanmaktadir (Khalid ve Azimpouran, 2022). Nekroz terimi, bir
organizmada 6lii doku veya hiicrelerin varligina atifta bulunmak igin kullanilmistir (Levin,
1998). Bu siireg, tesadiifi ve programlanmamis bir hiicre 6liimii tiirii olarak tanimlanmistir
(Wu v.d.,2012). Aym1 zamanda komsu hiicreler de dahil olmak iizere ¢ok sayida hiicreyi
etkileyen kontrolsiiz bir strectir (Elmore, 2007). Nekroza genellikle 1s1, ozmotik sok,
mekanik stres, donma ¢ézme ve yiiksek konsantrasyonlarda hidrojen peroksit gibi siddetli
fizikokimyasal stres neden olur (Escobar v.d., 2015). Hipoksi, biyolojik faktdrler ve immin
reaksiyonlar da nekrozu tetikleyebilmektedir. Nekrotik hicre, sitoplazmik vakuollerin
olusumu (Khalid ve Azimpouran, 2022), sitoplazmanin artan seffafligi ve niikleustaki ince
degisiklikler dahil olmak tizere bir dizi karakteristik morfolojik degisiklikle karakterize
edilir. Bunlarin arasinda kromatin yogunlagmasi, diizensiz DNA pargalanmasi, niikleer
zarin genislemesi ve nekrotik hiicrede organellerin sismesi, hiicrelerin sismesi (onkoz) ve
zar biitliinliigiiniin kayb1 vardir (Vandenabeele v.d., 2010). Hiicre zar1 biitiinliigiiniin kaybs,
nekrotik hiicrenin sitoplazmik igeriginin ¢evre dokulara salinmasina neden olur ve bu da
daha sonra bir enflamatuar yaniti tetikler (EImore, 2007). Fagositik apoptotik hiicrelerin
yoklugundan dolay1 apoptotik hiicrelerin temizlenememesi, birincil nekrozun birgok
0zelligini paylasan ikincil nekrozla sonuglanir (Krysko v.d., 2008). Ayrica birkag otoimmiin
hastalik ile de iligkilidir (Green, 2011).

1.8.2.1.Nekroptoz.

1988'de Luster ve meslektaglari, timor nekrozis faktor (TNF)'nin nekroza neden
olabilecegini gostermistir (Laster v.d.,1988). Toll benzeri reseptdr (TLR3) agonisti (He v.d.,
2011), apoptozun hiicresel inhibitéri (clAP1/2) antagonisti (Feoktistoya v.d., 2011) ve
interferon (Thapa v.d., 2013) dahil olmak tizere 6liim reseptorlerinden bagimsiz olarak
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hareket eden baska nekroptoz indiikleyicileri de bulunmaktadir. Nekroptoz, diizenlenmis bir
nekroz seklidir (programli bir sekilde). Nekroptoz, kaspazin inaktivasyonuyla meydana
gelmekte (kaspazdan bagimsiz bir mekanizmadir) ve bu nedenle de alternatif hiicre 6lim
yolu olarak da adlandirilmaktadir (Wu v.d., 2012). Organizmanin gelisiminin farkli
asamalarinda nekroptoz goriilmiistiir. Ornek olarak gen¢ hayvanlarda kemiklerin uzamasi
sirasinda (Roach ve Clarke, 2000); ve yetiskinlerde bagirsak epitel hiicrelerinde bulunmustur
(Barkla ve Gibson, 1999). Ek olarak, iskemik beyin hasar1 (felg), ekzotoksisite, miyokard
enfarktiisii ve kemoterapinin neden oldugu hiicre 6liimii gibi bir dizi patolojik durumda

nekroptoz gdzlenmistir (Vandenabeel v.d., 2008).
1.8.2.2.Nekroptozisin molekiler mekanizmas:

Reseptor etkilesimli serin/treonin kinaz (RIP) ailesi bir grup ser/Thr kinaz igerir.
Bunlar; RIP1, RIP2, RIP3, RIP4, RIP5, RIP6 ve RIP7’dir(Meylan ve Tschopp, 2005). RIP1,
RIP kinaz ailesinin ilk Gyesidir. RIP1, reseptorlere baglanmaya yardimci olan bir 6lim
domenine sahiptir (Meylan ve Tschopp, 2005). Ayrica, RIP1 kinaz aktivitesinin nekroptoz
icin ¢ok onemli oldugu disiiniilmektedir. Clinkll RIP1 kinaz aktivitesi, nekrostatin 1 adi
verilen kii¢iik bir molekiil tarafindan inhibe edilebilir, bu da nekroptoz mekanizmasinin
inhibisyonuna yol acar (Degterev v.d., 2008). Tumér nekroz faktori reseptori-1 ( TNFR1)
sinyalleri uyarildiginda, RIP1 hiicrenin kaderini belirleme yetenegine sahiptir. Hlcrelerin
kaderi ya nukleer faktor kappa B ( NF-kB ) aktivasyonu yoluyla hayatta kalma ya da apoptoz
veya nekroptoz mekanizmalar1 yoluyla 6limdiir. TNF-alfa, plazma zarinda TNFRI1'e
baglanir. Bu baglanmadan sonra TNF reseptorii ile iligkili 61iim domaini -2 (TRADD), TNF
reseptor iliskili faktor 2 (TRAF2), cIAP1/2 ve RIP1'den olusan kompleks I meydana gelir.
Kompleksl'de, RIP1, sonugta hiicrenin hayatta kalmasini saglayan NF-kB yolunun
aktivasyonuna yol agan ¢oklu ubiktinasyon formlari tarafindan modiile edilir (Christofferson
v.d., 2014). Klindromatosiz lizin 63 deubikitinaz (CYLD), deubikuitinazi bir enzimdir
(Simonson ve miyamoto, 2007) ve bu enzimin substrati, RIP1'dir (Wright v.d., 2007).
RIPI'in deubikitinasyonu, E3 ligazlar1 cIAP1/2'nin ¢ikarilmasiyla veya CYLD enzimiyle
meydana geldiginde, apoptozun baslamasina yol agan ikincil bir RIP1, Fas iliskili 6lim
domeni (FADD) ve kaspaz-8 kompleksi olusur (Wang v.d., 2008). Aktif kaspaz-8, hem
RIP1' (Lin v.d., 1999) hem de RIP3'U (Feng v.d., 2007) degrede etmek ve etkisiz hale

getirmek icin hareket eder. RIP3, nekroptoz i¢in bir araci olarak temsil edilir (Cho v.d.,
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2009). Kaspaz -8, zZVAD tarafindan inhibe edildiginde, RIP1 kinazin aktivasyonu, RIP3'lin
uyarilmasina yol acar ve ardindan RIP1, RIP homotipik etkilesim motifi (RHIM) araciligiyla
RIP3 ile birleserek nekroptotik hiicrelerde bir nekrozomun olusumuna yol agar (Li v.d.,
2012). Bu durum ise RIP1/PIR3'lin oto- ve trans fosforilasyonu karisik soy kinaz domeni
benzeri protein (MLKL)'nin uyarilmasina sebep olur (Liu v.d., 2019). MLKL, RIP3 kinaz1
icin bir substrat olarak temsil edilir (Sun v.d., 2012). RIP3 tarafindan fosforile edilir (Sun
v.d., 2012) ve daha sonra hiicre zarina yer degistirerek hiicre zarmin yirtilmasina neden olur
(Dondelinger v.d., 2014). Ek olarak, MLKL; ER, mitokondriyal ve lizozomun
gecirgenlesmesine yol acan intraselller zarlara hareket edebilir (Wang v.d., 2014). Buna
gore, in vitro nekroptotik hicre oliimili, plazma zarmin yirtilmasi, hem kaspaz
aktivasyonunun hem de kromatin yogunlagmasinin kaybi ile karakterize edilir (Feoktistova

v.d., 2011).
1.8.3. Apoptosis

Kerr ve arkadaslari, hiicre 6liimiiniin bir dizi farklt morfolojik 6zelligini tanimlamak
igin apoptoz adini ileri siirmiislerdir (Kerr v.d., 1972). Memeli hiicrelerinde programlanmis
Olim terimi, Caenorhabditis elegans’in nematodlar1 {izerinde yapilan c¢aligmalarla
anlasilmigtir (Horvitz, 1999). Apoptoz, hiicre hasari veya dis strese maruz kalma sirasinda
ortaya ¢ikan normal gelisim ve morfogenez sirasinda da ortaya ¢ikabilen diizenlenmis bir
hicre 6lim mekanizmasidir (Nikoletopoulou v.d., 2013). Ayrica, apoptoz, sonugta hiicre
6limune yol agan kaspazlar adi verilen bir grup Sistein proteaz aktivasyonuna bagli olan
enerjiye bagimh bir siirectir (Elmore, 2007). Apoptozun sinyallesme siiregleri, diizensiz
veya uygunsuzsa kanser (Vermeulen v.d., 2005), nérodejeneratif hastalik (Ekshyyan v.d.,
2004) ve otoimmiin hastalik (Mahoney ve Rosen, 2005) gibi ¢esitli hastaliklara yol agtigi
bilinmektedir. Apoptoz sirasinda hiicrelerde meydana gelen morfolojik degisiklikler 151k ve
elektron mikroskobu kullanilarak goézlemlenmistir (Hacker, 2000). Bu morfolojik
degisikliklerin en 6nemlileri arasinda hiicrelerin piknozu (htcrelerin kigtilmesi), sitoplazma
yogunlagmasi,organeller daha siki paketlenmesi, karyoreksiz (nukleusun pargalanmasi) ve
kromatin yogunlasmasi yer almaktadir (Kroemer v.d., 2005). Ardindan plazma zarinin
tomurcuklanma baglar ve sonunda tomurcuklanma siirecinin bir sonucu olarak apoptoz
cisimcikleri olusur (Elmore, 2007). Bu apoptotik cisimler, ¢ekirdegin pargalarini veya

bozulmamis sitoplazmik organelleri igerir (galluzzi v.d., 2007). Membranin biitinligiiniin
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bozulmadan kalmasi da onemlidir (Elmore, 2007). Olmekte olan apoptotik hiicre,
makrofajlar tarafindan taninan "beni bul" ve "beni ye" sinyallerini salgilar. Bu tiir sinyallerin
en Unli 6rneklerinden biri fosfatidilserindir (PS). Normal durumda, plazma zarmin ig
tarafinda bulunan (Balasubramanian ve Schroit, 2003), PS’nin ortaya c¢ikmasi ‘erken
apoptoz’u gosterir. Geg apoptozda ise zar biitlinliigli tamamiyla kaybolmustur. Apoptoz
sirasinda PS, hiicre yiizeyine geger (Stepanek .d., 2011). PS'nin memelilerde, Drosophila ve
Caenorhabditis elegans'ta apoptotik hiicrelerin yiizeyinde goriindiigli gosterilmistir. PS,
dogrudan fagosit reseptorlerine baglanir veya PS'yi fagosit reseptorlerine baglayan kopri
molekiilleri araciligiyla dolayli olarak baglanir (Nagata v.d., 2010). Fosfatidilserin in vitro
ve in vivo olarak inhibe edildiginde, apoptotik hiicre yutulmasinin inhibisyonu meydana
geldi (Asano v.d., 2004). Apoptotik hiicreler, hiicresel bilesenlerini serbest birakmazlar.
Fagositoz hizla gergeklesir ve fagositik hiicreler antiinflamatuar sitokinler Gretmez. Sonug
olarak, apoptoz surecinde herhangi bir inflamatuar reaksiyon meydana gelmez (Kurosaka
v.d., 2003).

1.8.3.1.Kaspazlar

Kaspazlar (sistein proteazlar), apoptozu indiikleme islevi goren sistein proteazlar
ailesine aittir. Kaspazlar normalde aktif olmayan oncil enzimler (pro-kaspaz) olarak
bulunurlar, ancak bir aspartik asit kalintisinin otoproteolitik (kendi kendini aktive eden) veya
bagka bir kaspaz tarafindan par¢alanmasiyla aktive edilirler (Khan v.d.,2014). Kaspazlar,
sitoplazmada veya niikleusta bir dizi farkli substrati pargalayarak apoptozun morfolojik
ozelliklerini indukler (Degterev v.d., 2003). Ornegin, DNA Pargalanma Faktorii (DFF-40)
olarak da adlandirilan kaspazla aktive olan deoksiriboniikleaz (CAD) tarafindan apoptoz
sirasinda meydana gelen DNA parcalanmasinin, kaspazla aktiflesen deoksiribonukleaz
inhibitori (ICAD)'1 CAD'ye bolen ve daha sonra nikleusa giren kaspaz-3 yardimiyla
meydana geldigi gosterilmistir. Bu nedenle CAD/DFF-40" aktive eden kaspaz 3 apoptoz
stirecinde 6nemlidir (Liu v.d., 1997). Kaspazlarin islevleri sadece hiicre 6liimii ile simirli
degildir, Ornegin; hiicre farklilasmasi ve iltihaplanmasinda da énemli bir rol oynayabilirler.
Memeli kaspazlari iglevlerine gore iki gruba ayrilir: Bunlar; apoptotik kaspazlar (2,3,6,7,8,9
ve 10) ve inflamatuvar Kaspazlar (1,4,5,11 ve 12). Apoptotik kaspazlar, N-ucuna dogru
belirli protein etkilesimli baglanma boélgesinin varligina veya yokluguna bagli olarak iki

gruba ayrilir: Baglaticilar ve Efektor kaspazlar’dir. Memelilerde baslica baslatici kaspazlar -
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2, -8, -9 ve 10'dur. Bu kaspazlar kaspaz baglayict domen (CARD) veya 6liim etkili domen
(DED) icerir. DED baglanma bolgesini hem kaspaz 8'de hem de kaspaz 10'da bulunurken,
CARD baglanma bolgesini hem kaspaz 2'de hem de kaspaz 9'da bulunur (shalini v.d., 2015).
Bu baglanma bolgesiler, kaspazlar ve adaptor proteinler arasindaki etkilesime aracilik eder
(Kumar v.d., 2007). Ek olarak, efektdr kaspazlar kisa dnciil baglanma bolgesilere sahiptir ve
baslatici kaspazlar tarafindan aktive edilir (Degterev v.d., 2003). Enflamatuar kaspazlar, N-
terminal ucundaki CRAD baglanma bolgesilere sahip olduklari i¢in uzun 6nciil baglanma
bolgesilere sahip olarak smiflandirilir (shalini v.d., 2015). Kaspaz 12, inflamasyondaki
roline ek olarak, endoplazmik retikulumdaki stresten kaynaklanan apoptozda 6nemli bir rol
oynar (Nakagawa v.d., 2000).

1.8.3.2.Apoptotik Yolaklar

Apoptoza giden iki ana yol vardir: Ekstrinsik (dissal) yol ve intrinsik (igsel) yol.
Ekstrinsik yol, hiicre yiizeyi 6liim reseptorleri ligandlara baglandiginda baglatilir, ancak
intrinsik yol, BCL-2 ailesi proteinleri, DNA hasar1 gibi hiicresel streslere yanit olarak dis
mitokondriyal zarin gecirgen hale gelmesine neden oldugunda tetiklenir (Campbell ve
Tait,2018). Her iki yolda da sonucta hiicre 6limune yol acan kaspaz ailesinin aktivasyonu
yer alir (Green ve Llambi, 2015). Hem ekstrinsik hem de intrinsik yollarda ortak olan,
kaspaz-3'ln aktivasyonudur. Kaspaz-3, kinazlar, DNA kontrol proteinleri ve endonikleaz
inhibitorleri gibi ¢esitli proteinleri pargalayarak morfolojik degisikliklere neden olur

(Thornberry ve Lazebnik, 1998) (Sekil 1.6).
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Sekil 1.6. Apoptozun Ana Yollari (Dehkordi v.d., 2022)

1.8.3.3.Ekstrinsik apoptoz yolu.

TNF stiper ailesi, iltithaplanma, apoptoz, proliferasyon ve istila gibi ¢esitli siireclerde
yer alan 19 ligand ve 29 reseptorden olusur (Aggarwal v.d., 2012). TNER'ler, sistein
agisindan zengin alt baglanma bolgelerinden (subdomains) olusan ekstraseliiler baglanma
bolgesine (Naismith ve Sprang, 1998) ve apoptotik sinyal iletimi igin gerekli olan 6lim
baglanma bdlgesi ad1 verilen bir intraseliiler baglanma bolgesine sahiptir (Fulda ve Debatin,
2004). TNF ligandlari, reseptorlere baglanan ¢oziiniir trimerik ligandlara doniismek igin bir
proteolitik surecten gecer (Black v.d., 1997). Apoptozda, 6liim reseptoriine bagl ekstrinsik
yol, TNF ligand proteinleri ve reseptorleri arasindaki etkilesim yoluyla baslatilir. Ornegin,
Fas ligand1 (FASL)/CD95L ve (TNF) alfa, sirasiyla FAS ve TNF-R'yi iceren TNF 6lim
reseptorlerine baglanir (Elkholi v.d., 2011). Olim baglanma bolgesini iceren TNF
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reseptorleri, ayn1 zamanda bir baglanma bdlgesinine sahip olduklari icin FADD ve TRADD
gibi adaptor proteinlerini ¢ceker. Bu proteinler daha sonra baslatici prokaspazlar -8 ve 10 ile
birleserek oliim indikleyici sinyal kompleksinin (DISC) aktivasyonuna neden olur
(Pobezinskaya ve liu, 2012). DISC'de kaspaz -8 ve -10, otokatalitik islemle etkinlestirilir
(Ashkenazi and Salvesen, 2014). Aktif Kaspaz-8 iki sekilde apoptoza neden olur: Tipl-
Kaspazlar-8 ve kaspazlar-10'u aktive ettikten sonra efektor kaspazlar 3,6,7'yi aktive ederek
hlcre 6limdine yol acar. Tip2- kaspaz 8 Bid'i parcalayarak mitokondriden sitokrom C'nin
salinmasin1 uyaran ve daha sonra kaspaz-9'u aktive eden bir kesik BID (tBID) fragmani
uretir (Tait ve Green, 2010). Hucresel FLICE benzeri inhibe edici protein (cFLIP), 6lim
reseptorii (DR)'ler tarafindan meydana gelen hiicre 6liimiinii Onleyen bir anti-apoptotik
duzenleyicidir (Dimberg v.d., 2013). FADD ve kaspaz-8, c-FLIP tarafindan inaktive edilir,
bdylece apoptoza yol acan ekstrinsik yolu inhibe eder (Scaffidi v.d., 1999) Ayrica, T
hicresinde Fas sinyali ile indiklenen apoptoz, kaspaz-8 biyogenezini inhibe eden Toso
proteini tarafindan inhibe edilir (Hitoshi v.d., 1998).

1.8.3.4.Intrinsik apoptoz yolu.

Apoptozun intrinsik yolu, reseptor sinyallesmesinden bagimsiz olarak karakterize
edilir. Apoptoza yol agan mitokondriyal yolu uyaran hiicre i¢i sinyallerin varligina baglidir.
Ornegin: belirli bir biiyiime faktorii, hormon veya cesitli sitokinlerin kayb1 ve ayrica DNA
hasar1, intrinsik mitokondriyal yolun baglatilmasi i¢in katalizérlerdir (Elmore, 2007
;Kiraz,v.d., 2016; Bratton ve Salvesen, 2010; Elkholi v.d., 2011). Saglikli hiicrelerde,
apoptotik proteaz aktive edici faktor 1 (Apaf-1), sitoplazmada inaktif monomerler olarak
kalir (Li v.d., 1997), ancak uygun uyaranlar varliginda Apaf-1 monomerleri, intrinsik yolda
pro-kaspazi aktive eden biiyiik halka benzeri bir platformda toplanir (Bratton ve Salvesen,
2010). Ayrica igsel sinyallere yanit olarak, Bcl-2 ile iliskili X proteini (BAX) ve BCL-2
antagonist 6ldurtcl (BAK) efektdr molekillerini aktive eden ve anti-apoptotik grubu inhibe
eden pro-apoptotik Bcl-2 homoloji 3 (BH3)-only proteinleri aktive edilir. BAK ve BAX
etkinlestirildikten sonra dis mitokondriyal zarin gegirgen hale gelmesine neden olarak
sitokrom C'nin mitokondriden salinmasina sebep olmaktadir (Elkholi v.d., 2011).
Sitoplazmanin i¢ine girdikten sonra, sitoplazmada sitokrom c i¢in bir reseptor olan APaf-1'e
baglanir (Rodriguez ve Lazebnik, 1999). Bununla birlikte, Apaf-1, sitokrom c ve prokaspaz-

9'dan olusan bir apoptozom olusturur ve prokaspaz-9 apoptozomda aktive edilir. Aktive
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edilmis kaspaz-9; kaspaz-3 ve kaspaz-7 gibi efektor kaspazlari igeren bir kaspaz kaskadini
aktive eder ve bu da sonugta apoptozun yiiriitiilmesini saglar (Elkholi v.d., 2011). Apoptoz
inhibitora proteinleri (IAP'ler), bakuloviriislerde gen firiinleri olarak kesfedilmistir. Tim
IAP'ler, bakuloviriis IAP tekrarlarini (BIR'ler) igerir (Crook v.d., 1993). IAP ailesi, hem
baslatict hem de efektor kaspazlarin enzimatik aktivitesini inhibe ederek apoptozu inhibe
etmektedir (Elkholi v.d., 2011). Ornegin; bu ailenin bir iiyesi olan X'e bagli apoptoz
inhibitord (XIAP), prokaspazlari inhibe eden BIR baglanma bolgesini icerir (Shiozaki v.d.,
2003). Apoptoz olustugunda, Kaspazlarin ikinci mitokondri kaynakli aktivatéri (SMAC)/
diisiik pI’ya sahip dogrudan IAP baglama proteini (DIABLO) ve Omi / yiiksek sicaklik
toplama protein A (HtrA2) gibi proapoptotik faktorler sitokrom c ile birlikte mitokondriden
salmir. Bu faktorler daha sonra, bilinen bir kaspaz inhibitorii olan XIAP"1n islevini inhibe
etmek icin BIR baglanma bolgesiyle etkilesime girer (Tait ve Green, 2010). Mitokondriyal
dis zar gegirgenligi (MOMP), sonugta hiicre dliimiine neden olan hem kaspaza bagimli hem
de kaspazdan bagimsiz molekiilleri serbest biraktigi i¢in 6lduructdir (Green ve Kroemer,
2004). Baska bir 6rnek olarak, mitokondriden gekirdege salinan apoptoz indlkleyici faktor
(AIF) ve endoniikleaz G proteinleri, kaspazdan bagimsiz bir sekilde o6liim olaylarim
indiikler. AIF, DNA parcalanmasina ve periferik niikleer kromatin yogunlagsmasina neden
olurken (Joza v.d., 2001), endonukleaz G ise niikleer kromatin bélinmesine neden olarak

oligo niikleozomal DNA pargalar tiretir (Li v.d., 2001).
1.8.3.5.BCL-2 ailesi

Insan genomunda BCL-2 protein ailesinin 25 iiyesi vardir (Reed ve Pellecchia, 2005).
Bu proteinler, mitokondri, endoplazmik retikulum ve sitozolde bulunmaktadir. BCI-2, insan
folikiiler lenfomasinda t (14;18) kromozomal translokasyon bdlgesinde tanimlanan ilk
apoptotik dizenleyicidir (Hall v.d., 2013). Mitokondriyal yol (intrinsik yol), BCL-2 ailesinin
tiyeleri tarafindan diizenlenir. Bu protein ailesi bir anti-apoptotik grup (A1, BCL-2, BCL-w,
BCL-xL, and MCL-1) ve iki pro-apoptotik alt gruptan olugmaktadir. Bu iki pro-apoptotik
gruptan ilki BH3-only proteinleri (BAD, BID, BIK, BIM, BMF, bNIP3, HRK, Noxa, and
PUMA) ve digeri ise pro-apoptotik efektor proteinleri (BAX ve BAK) icerir. Anti-apoptotik
proteinleri, dort BH baglanma bdlgesi igerir (belirlenmis BH1-4). Pro-apoptotik efektor
proteinleri de BH1-4 baglanma bolgelerini icerirken, BH3-only proteinleri, anti-apoptotik

ve efektor ile etkilesim igin gerekli olan bir BH3 baglanma bdlgesini igerir. Ek olarak, tim
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BCL-2 ailesi proteinlerinde bir transmembran (TM) baglanma bdolgesini mevcuttur (sekil
1.7). Homeostaz durumunda, antiapoptotik alt aile, BAX ve BAK gibi hicre 6limi
aracilarinin aktivitesini inhibe ederek hiicrenin hayatta kalmasini saglar. Fakat, hiicrelerde
stres sinyali olustugunda BH3-only proteinleri dogrudan BAK ve BAX’a baglanarak onlari
aktive eder. Ayrica anti-apoptotik alt aileyi inhibe ederek dolayli olarak BAX ve BAK'1
aktive edebilmektedir. Bunun sonucunda BAX ve BAK'in mitokondri dis zarma girmesi
saglanir ve dis mitokondri zar1 gegirgen hale gelir (Czabotar v.d., 2014).

Anti-apoptotic BCL-2 proteins
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Sekil 1.7. BCL-2 Protein Ailesi (Anvekar v.d., 2011)

1.9. PANKREAS KANSERI

Pankreas, anatomik olarak benzer ancak fonksiyonel olarak farkli olan ekzokrin ve
endokrin olmak {izere iki kisimdan olugsmaktadir (Oldfield v.d., 2017; Zhou ve Melton,
2018). Ekzokrin pankreas, pankreas kiitlesinin yaklasik %85'ini olustururken, endokrin
pankreas pankreas kiitlesinin yaklagik %2'sini olusturur. Pankreasin geri kalan kismi1 (%13)
ise bag doku, sinirler ve kan damarlarindan olusur. Ekzokrin pankreas, duktal ve asiner
hiicreler olmak tiizere iki ana hiicre tipinden olusurken, endokrin pankreas, Langerhans
adaciklar1 ad1 verilen kiigiik hiicre gruplarindan meydana gelir (Andersson, 2010). Pankreas
kanseri, kotl prognozu ve agresif dogasi nedeniyle en 6limcul kanser tirlerinden biridir.
GLOBOCAN 2020 verilerine gore, pankreas kanseri her iki cinsiyette de kansere bagh
6limlerin 6nde gelen yedinci nedenidir (Sung v.d., 2021). Ferlay ve arkadaslar1 2025 yilina
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kadar pankreas kanserinin meme kanserinden daha fazla Olume sebep olacagini
ongormektedir (Ferlay v.d., 2016). Ekzokrin hucrelerden kdken alan pankreas duktal
adenokarsinomu, en sik goriilen pankreas kanseri tiiriidiir ve pankreas kanseri vakalarinin
%85'inden fazlasin1 olusturur. Pankreatik duktal adenokarsinom, invaziv duktal
adenokarsinom olarak da bilinir ve genellikle ileri evrede farkedilmektedir. Bu nedenle ¢ogu
tedavi yontemine karsi direnglidir (Ryan v.d., 2014). Pankreatik néroendokrin timaorler
ikinci en yaygin tipi temsil eder (Wolfgang v.d., 2013) ve pankreas tiimorlerinin yaklasik
%10'un olusturur (Mostafa v.d., 2017). Pankreatik duktal adenokarsinomlarin g¢ogu,
pankreatik intraepitelyal neoplazi (PanIN) olarak adlandirilan, pankreas kanallar1 igindeki
mikroskobik proliferatif epitelyal lezyonlardan kaynaklanir (Hruban v.d., 2001). Bu PanIN
lezyonlari, yapisal ve sitolojik atipiye dayali olarak PanIN-1, PanIN-2 ve PanIN-3 olarak
derecelendirilir. Ayrica, az sayida pankreatik duktal adenokarsinom, intraduktal papiller
musindz neoplazmalar (IPMN'ler) veya mdusindz kistik neoplazmalar (MCN'ler) olarak
adlandirilan makroskopik kistikten kaynaklanir (Kamisawa v.d., 2016). Pankreas duktal
adenokarsinomunun teshisindeki 6nemli bir histolojik 6zelligi ise stromal desmoplazi ile
karakterize olmasidir (Jacobetz v.d., 2013). Bundan bagka pankreas adrenokarsinomun
teshisinde yardimci olabilecek histolojik 6zellikler de vardir. Bezlerin rastgele
diizenlenmesi, niikleer pleomorfizm, eksik glanduler lumen ve lenfovaskiler invazyon

bunlardan birkagidir (Kamisawa v.d., 2016).
1.9.1. Insidans Ve Mortalite Istatistikleri

Kiresel olarak, 2020'de her iki cinsiyette pankreas kanserinden kaynaklanan toplam
yeni vaka ve Oliim sayisi sirasiyla 495.773 ve 466.003'tiir. Erkeklerde, Afrika bolgesi en
diisiik yeni pankreas kanseri vakast ve 6liim sayisin1 kaydederken, Dogu Akdeniz bolgesi
kadinlarda en diisiik yeni pankreas kanseri vakasi ve 6liimii rapor edilmistir. Buna zit olarak,
Bat1 Pasifik Bolgesinde ise, her iki cinsiyette de en yiksek yeni vaka sayisi ve pankreas

kanseri 6lumi meydana gelmistir (Sekil 1.8).
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New cases
Males Females

Number % . . Number %
Western Pacific Region 103678 395 Western Pacific Region 87670 376
European Region 77571 29.5 European Region 75755 325
Region of the Americas 51415 19.6 Region of the Americas 48580 209
South-East Asia Region 15855 6.0 South-East Asia Region 10345 44
Eastern Mediterranean Region 8211 3.1 African Region 5464 23
African Region 6062 23 Eastern Mediterranean Region 5048 2.2
Global 262865 100.0 Global 232908 100.0

Deaths
Males Females

Number % . . Number %
Westemn Pacific Region 97911 39.7 Western Pacific Region 84163 384
European Region 73872 299 European Region 71138 325
Region of the Americas 45785 18.6 Region of the Americas 43522 19.9
South-East Asia Region 15411 6.2 South-East Asia Region 10045 4.6
Eastern Mediterranean Region 7874 3.2 African Region 5326 24
African Region 5920 24 Eastern Mediterranean Region 4924 2.2
Global 246840 100.0 Global 219163 100.0

DOI: 10.3748/wjg.v28.i32.4698 Copyright ©The Author(s) 2022.

Sekil 1.8. DSO Bélgelerine Ve Cinsiyete Gére 2020'de Yeni Pankreas Kanseri Vakalarmin Ve
Oluimlerinin Sayisia Iliskin Istatistikler (llic ve llic, 2022)

1.9.2. Risk Faktorleri

Ailesel pankreas kanseri (FPC), pankreas kanserinin goriilme sikliginda yaklasik %10
oraninda rol oynamaktadir (Petersen, 2015). Aile Gykiisiiniin yani sira, ¢ogu pankreas
kanseri vakasi yaklasik olarak sporadiktir (>%80). Ornegin: sigara icmek, obezite, tip 2
diyabet ve kronik pankreatit, pankreas kanseri riskiyle baglantilidir (Yeo, 2015).

1.9.3. Belirtiler

Pankreas kanseri semptomlar1 genellikle hastaligin seyrinde ge¢ ortaya ¢ikar ve bu da
erken teshisi zorlastirir (Kamisawa v.d., 2016). Pankreas kanseri belirtileri buyik 6lcude
tiimdriin yeri ve evresine baghdir. Pankreas bas, gévde ve kuyruk olmak iizere {i¢ bolgeye
ayrilmistir. Pankreasin bas kismi yaklasik 60-70%, govde ve kuyruk kisimlari ise ortalama
20-25% pankreas kanser vakalarini olusturmaktadir. Semptomlarin basglamasinin nedeni
safra kanalinin ve / veya pankreas kanalinin tikanmasidir.Pankreas kanserinin yaygin
semptomlari arasinda sarilik, kilo kaybi, karin agrisi, steatore ve diyabet yer alir (Ducreux

v.d., 2015).
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1.9.4. Pankreas Kanseri flerlemesinin Molekiiler Karakterizasyonu

Bir grup genetik degisikligin varlig1 ile karakterize edilen pankreas intraepitelyal
neoplazisi, pankreas adenokarsinomunun olusumundan sorumludur. Ornegin, erken
pankreatik intraepitelyal neoplazide (derece 1 ve 2) kodon 12'deki KRAS'ta bir nokta
mutasyonu meydana gelir. KRAS mutasyonu, hem RAF/MAPK hem de PISK/AKT
yollarinda stirekli aktiviteyi indiikler. Pankreatik duktal adenokarsinomlarin %90'inda
KRAS mutasyonu bulunur. Ek olarak, erken pankreatik intraepitelyal neoplazide (derece 2)
yer alan CDKN2A/pl6 ve CDKNI1A/p21 gibi sikline bagimli kinaz inhibitorlerinin
degisimleri, nihayetinde G1 fazindan S fazina hiicre dongiisii gegisini arttirir. Bu
degisiklikler, timor baskilayict gen CDKN2A'nin etkisizlestirilmesi ve onkogen
CDKNI1A'nin agir1 ekspresyonuna sebep olur. Ayrica, ge¢ evre (derece 3) pankreas
intraepitelyal neoplazisinde, iki tlimor baskilayici gen olan TP53 ve SMADA4'in
inaktivasyonu sirasiyla pankreas duktal karsinomlarinin %50-70'ine ve %60-90'ima neden
olur (Sekil 1.9). NF-kB'nin, birgok pankreatik duktal adenokarsinom (PDAC) hastasinda
yapisal olarak aktif oldugu bulunmustur (Wang v.d., 1999). Bu aktivite esas olarak kodon
12 igindeki bir KRAS mutasyonu tarafindan yiiritilmektedir. RAS mutanti, AP-1
araciligiyla p62 ifadesini indiikler. Bu doniistiiriilmiis p62, TRAF6'min ifadesini pozitif
olarak diizenler. Sonug olarak, PDAC ilerlemesi ile iliskili olan niikleer faktor kappa-B kinaz
inhibitord (IKK)2/beta ve NF-kB'nin siirekli aktivitesi olusur. Ek olarak KRAS mutasyonu,
AP-1 aktivasyonu yoluyla 1L-1 afa ekspresyonunu indukler. 1L-1alfa asir1 ekspresyonu,
PDAC hastaliginda NF-kB aktivasyonu ile iligkilendirilmistir (Ling v.d., 2012).
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Early pancreatic intraepithelial neoplasia Late pancreatic intraepithelial neoplasia or
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Sekil 1.9. Pankreatik intraepitelyal Neoplazinin Erken Ve Ge¢ Donemlerinde Bozulan
Molekdiler Yol (Mizrahi v., 2020)

1.9.5. Tedavi
1.9.5.1. Cerrahi

Cerrahi tedavi, kanserin teshis, tedavi ve yayilmasinin 6nlenmesi amaciyla tercih
ediliyor olup, kanserin viicudun geri kalanina yayilmamis olmasi halinde cerrahi tedavinin
yiiksek oranda iyilesme sans1 verdigine inanilmaktadir (Mathur v.d., 2015). Ozellikle
rezektab1 veya borderline rezektabi pankreas kanseri olan hastalarda pankreas kanseri
ameliyati en iyi segenektir. (Evans v.d., 2009). Pankreas kanseri icin cerrahi teknikler tg tiire
ayrilir. Bunlar; Pankreatikoduodenektomi, Splenektomi ile Distal Pankreatektomi ve Total
Pankreatektomi’dir (Kamisawa v.d., 2016). Pankreasin kafa bolgesinde bulunan tiimoérler de
cogunlukla pankreatikoduodenektomi kullanilirken pankreasin gévde veya kuyrugundaki
mevcut timorlerde ise splenektomi ile distal pankreatektomi uygulanmaktadir (Mizrahi v.d.,
2020). Ayrica, kanser pankreas organinin tiim bolgelerine yayilmissa, pankreasin tamaminin

¢ikarilmasini igeren total pankreatektomi de yapilmaktadir (Kamisawa v.d., 2016).

28



1.9.5.2. Neoadjuvan ve adjuvan tedavi

Neoadjuvan tedavinin amaci, primer timoriin boyutunu kii¢iiltmek ve cerrahi olarak
¢ikarilmasini daha kolay ve daha etkili hale getirmektir (Herreros-Villanueva v.d., 2012).
Ameliyat sonrasi adjuvan kemoterapinin yapilma amaci ise cerrahi tedavi sonrasi viicutta
kalan kanser hiicrelerini ortadan kaldirmak i¢indir (Sudhakar, 2009). Neoadjuvan tedavi ve
adjuvan kemoterapi, rezektabl ve borderline rezektabl pankreas kanseri hastalarinin
tedavisinde kullanilmaktadir. Bu nedenle, preopratif kemoradyoterapi (radyoterapi ve
kemoterapi kombine ) tedavisi olan hastalarda, cerrahiye kiyasla daha yiiksek bir RO
rezeksiyon oranma ve daha uzun hastaliksiz sag kalima sahip oldugu tespit edilmistir
(Versteijne v.d., 2020). Ek olarak, adjuvan kemoterapinin roliinun, ameliyattan sonra
fluorourasil ve folinik asit birlikte kombine edildiginde, hi¢ kemoterapi olmayan hastalarin

durumuna kiyasla sagkalimi oraninda artis oldugu gosterilmistir (Neoptolemos v.d., 2001).
1.9.5.3. Kemoterapi

Kemoterapi, hem hcre proliferasyonunu hem de tumor biyumesini inhibe etmek icin
kimyasallarin kullanilmasini ifade eder. Ek olarak, bulasici hastaliklar1 tedavi etmek i¢in
kemoterapi de kullanilir. Bu tedavi yontemi kendi icinde iki kategoriye ayrilir. Bunlar
sirasiyla; kanser kemoterapisi ve antimikrobiyal kemoterapi’dir . Kemoterapi ilaglart,
sistemik seviyelere ulagsmak i¢in agizdan, kas i¢ginden veya damardan verilebilir (Amjad v.d.,
2023). Geleneksel kemoterapi kanser hiicrelerini ldiiriir, ancak sorun segici olmamasidir.
Bu da kanser hicrelerini oldugu kadar kemik iligi hiicreleri, kil koki hiicreleri ve
gastrointestinal sistem hiicreleri gibi normal, hizla béliinen hiicreleri de etkiler. Sonug
olarak, kanser tedavisi sirasinda istenmeyen yan etkilere neden olur (Ferrara ve Kerbel,
2005). Bu nedenle kombine kemoterapi kullanmak énemlidir. Bu kemoterapi tlriinde daha
diisiik dozda ila¢ kullanimina odaklanilip ilacin etkinligi arttirilip, yan etkiler ve sistemik
toksisite azaltilmaktadir (Mayer ve Janoff, 2007). Standart kemoterapi kullanilan metastatik
pankreas kanserli hastalarin ortalama sag kalim orani1 5.65 aydir (Burris v.d., 1997). Fakat
kombine tedavisi ile hastalarin genellikle daha iyi bir sagkalim gosterdigi tespit edilmistir.
Ornegin, gemsitabinin nab-paklitaksel ile kombinasyonu, tek basina gemsitabin ile
karsilastirildiginda genel sagkalimi iyilestirmistir (Von Hoff v.d., 2013 ). FOLFIRINOX

(oksaliplatin, folinik asit, irinotekan, fluorourasil bolus, fluorourasil enjeksiyonu ile
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yapilmistir), tek basina gemsitabinden daha iyi yanit ve daha yiiksek genel sagkalim gosteren

metastatik pankreas kanseri icin bir secenek olarak gosterilmektedir (Conroy v.d., 2011).
1.9.5.4. Radyasyon tedavisi

X-1smlar1 Rontgen tarafindan kesfedilmis ve bundan 3 yil sonra kanser tani ve
tedavisinde radyasyon kullanilmaya baslanmistir (Sudhakar, 2009). Radyoterapi tuim kanser
hastalarinin yaklasik %50'sini tedavi etmektedir (Delaney v.d., 2005). Tek basina veya diger
tedavi bigimleriyle kombine halinde kullanilabilir (Mathur v.d., 2015). Bu radyasyon
iyonlastirict radyasyon olarak adlandirilir ¢iinkii iginden gectigi dokularin hiicrelerinde iyon
uretir ve enerji depolar. Sonug olarak, biriken bu enerji kanser hiicrelerini dldurebilir veya
sonunda kanser hiicrelerinin 6liimiine yol agan genetik degisikliklere neden olabilir (Baskar
v.d., 2012). Bu nedenle kanser hiicrelerini yok edebilen yiiksek enerjili pargaciklar veya
dalgalar kullanan bu tedavi yontemine radyoterapi denir (Mathur v.d., 2015). 20. yiizyilin
baslarinda, arastirmacilar iyonlastirict radyasyonun terapdtik bir ajan oldugu kadar
kanserojen olarak da hareket edebilecegini kesfetmislerdir (Sudhakar, 2009).
Radyoterapinin amaci, normal hiicreyi diisiik dozda radyasyona maruz birakirken, kanserli
hiicreyi yiliksek dozda radyasyona maruz birakmaktir. Bu sekilde kanser hiicrelerinin onarim
sistemi bozulur ve kanser hiicreleri ortadan kaldirilir (Begg v.d., 2011). Ornegin, kemoterapi
ve radyoterapi kombinasyonunun lokal olarak ilerlemis pankreas kanseri olan hastalarda
sagkalimi tek basma kemoterapiden daha iyi iyilestirdigini gOsteren bir calisma
bulunmaktadir (Loehrer v.d., 2011). Yine baska bir c¢alismada ise, siirekli sistemik
kemoterapiye kiyasla radyokemoterapi eklenmesi, lokalize olmus ileri pankreas kanseri olan
hastalarda sagkalimi uzatmamistir (Takaori v.d., 2016). Bu nedenle, radyokemoterapinin
hayatta kalmaya katkida bulunup bulunmadigin1 gérmek i¢in daha fazla arastirmaya ihtiyag

duyulmaktadir (Kamisawa v.d., 2016).
1.9.5.5. Hedefe yonelik tedavi

Reseptorler, biiyime faktorleri, kinaz kaskadi, apoptoz ve anjiyogenezde yer alan
molekdller normalde saglikli dokularda bulunur, ancak kanser meydana geldiginde ya
birikime ya da mutasyona ugrarlar. Bu nedenle inhibe edilmeleri gerekmektedir (Hanahan
ve Weinberg, 2011). Spesifik olarak sadece kanser hicrelerini hedefleyen bu tedavi
yontemine hedefli tedavi denir. Hedefe yonelik tedavinin amaci, normal hiicrelere zarar
vermeden timor baydmesini engellemektir (Padma, 2015). Hedefe yoénelik tedavi,
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monoklonal antikorlarin veya kiigiik molekiillii inhibitorlerin kullanilmasiyla gerceklesir
(Gerber, 2008). Ornegin, ilerlemis pankreas kanseri olan hastalarda, tirozin kinaz
reseptOriinli hedef alan erlotinib'in gemsitabine eklenmesiyle, tek basina gemsitabine kiyasla
sagkalimi onemli Olgiide arttirdign gézlemlenmistir (Moore v.d., 2007). Ayrica Salirasib,
gucli bir RAS inhibitorii ve sentetik kiigiik bir molekiildiir. Bunu hiicre zarindan aktif RAS
proteinlerini parcalayarak yapar. Bu nedenle gemsitabine salirasibinin eklenmesi pankreas

kanseri i¢in etkili bir tedavi oldugu diistintilmektedir (Bustinza-Linares v.d., 2010).
1.10. BOR
1.10.1. Borun Kimyasal Yapisi

Bor, metaloid ailesine ait atom numarasi 5 olan ve molekiil agirligi 10.81 g/mol olan
dogal bir tiriindiir (Panza ve Prosperi, 2012). Ayrica, bor bir Lewis asidi gibi davranir. Bos
bir p orbitaline sahiptir ve elektrofiliktir. Bu nedenle biyolojik nikleofillerle koordineli bir
kovalent bag olusturma yetenegine sahiptir (Fernandes v.d., 2019). Ayrica dogada element
halinde bulunmaz, sodyum ve oksijen ile birleserek bilesikler olusturur (Uluisik v.d., 2018).
Bor metali iceren bazi borat 6rnekleri sunlardir; Borik Asit, Bor Oksit, Sodyum Perborat

Monohidrat, Sodyum perborat tetrahidrat, ...vb (Khaliq v.d., 2018).
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Sekil 1.10. Gida Ve Ilag idaresi Tarafindan Onaylanmus Bor igeren ilaclar (Fernandes v.d., 2019)
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1.10.2. Borun Faydalar1 Ve Kaynag

Bor, hayvanlar ve insanlar icin gerekli bir besin maddesidir (Devirian ve Volpe, 2003).
Borun ana kaynaklar1 toprak ve sudur (Samman v.d., 1998). Siklikla cam, deterjan ve
tarimda kullanilmaktadir (Pahl v.d., 2001). Insanlar giinliik yasamlarinda bor iceren bircok
tirtinii sebze, meyve ve kuruyemis yoluyla tiikketmektedir (Khalig v.d., 2018). Ancak yiiksek
dozlarda alindiginda akut ve kronik toksisite semptomlarina neden olmaktadir. Akut
semptomlar olarak en sik kusma, ishal ve mide bulantis1 goriilmektedir. Kronik
semptomlarda ise istah ve kilo kaybi, seminal hacimde azalma ve cinsel aktivitede azalma
gibi durumlar ¢ogunlukla gozlemlenmektedir (Hadrup v.d., 2021). Bor viicutta borik asit
seklinde bulunur (Hunt, 1998). Insan viicudundaki toplam bor icerigi, kemiklerde, sacta ve
tirnaklarda yiiksek konsantrasyonlarda ve viicut sivilarinda (kan, serum ve idrar gibi) diisiik
konsantrasyonlarda bulundugundan 3 ila 20 mg arasinda degismektedir (Devirian ve Volpe,
2003). Bor; bitki, insan ve hayvan sagligi dahil olmak tizere birgok organizmada biyolojik
fonksiyonlarda dnemli bir rol oynamaktadir (Ulu v.d., 2022 ). Ayrica, doku onarimini ve
yenilenmesini uyarir (Benderdour v.d., 2000). Ek olarak, bor embriyogenezde (Eckhert ve
Rowe, 1999), bagisiklik tepkisinde (Hunt, 2003), beyin ve psikolojik fonksiyonda (Penland,
1998) 6nemli bir rol oynamaktadir. Kalsiyum, D vitamini ve fosfor gibi mineral gruplari ile
etkilesime girdigi i¢in kemik olusumunda ve korunmasinda 6nemli bir isleve sahiptir
(Ghanizadeh v.d., 2014). Diger bir goze carpan 6zelligi ise anti-mikrobiyal etkiye sahip
olmasidir (Rezanka ve Sigler, 2008). Bor; toksik, oksidan ve oksidatif stres etkilerine neden
olan hastaliklara karsi koruyucu etkiye sahiptir (Ayhanci v.d., 2020). Ornegin borik asit,
hepatotoksisitede antioksidan ve anti-apoptotik etkilere sahiptir (Sogut v.d., 2018). Sodyum
perborat tetrahidratin (SPT), UV radyasyona maruz kalan insan keratinositleri {izerinde
apoptoza kars1 koruyucu bir etkiye sahip oldugu gosterilmistir (Abdik, 2022). Bor bilesikleri,
antiinflamatuar 6zelliklere sahiptir ve ayrica menopozdan sonra Ostrojen seviyelerindeki
diistisii telafi etmek igin ¢alisirlar (Mahabir v.d., 2008). Yapilan arastirmalarda, borik asidin
agizdan diisiik dozlarda alinmasi viicut agirligint azalttig1 i¢in borik asit ile obezite arasinda
bir iliski olduguna dikkat ¢ekilmistir (Aysan v.d., 2013). Ayrica, bor agisindan zengin bir
diyetin, saglikli yaslanmay1 ve uzun omiirliiliigii destekledigi ongortilmektedir (Nielsen ,
2018). Bor eksikligi canlilararasinda 6nemli saglik sorunlarina yol agmaktadir. Ornegin,

hayvanlar aleminde, hem Afrika penceli kurbagasinda (Fort v.d., 2002) hem de zebra
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baliginda (Rowe ve Eckhert, 1999) bor eksikligi, iremeyi ve embriyonik gelisimi olumsuz

etkiledigi gosterilmistir.
1.10.3. Borun Anti-Kanser Aktivitesi

Bor, prostat, meme, rahim agz1 ve akciger kanseri gibi bir¢ok kanser tiirii i¢in bir
kemoterapi ajani olarak temsil edilmektedir (I Scorei ve Popa, 2010). Borik asit, hiicre
gb¢linii ve invazyonu Onleyebilir ve ayrica insan kanseri prostat hiicre hatlarinin ¢cogalmasini
azaltabilmektedir (Barranco v.d., 2009). Ek olarak, borik asit, prostat kanseri hiicrelerinde
oksidatif strese, artmis apoptoza ve hiicre buyumesinin inhibisyonuna neden olur (Hacioglu
v.d., 2020). Prostat kanseri icin diyette kullanilan bor, steroid hormon seviyelerini
diizenleyebilir, bu nedenle diyette bor aliminin arttirilmasi, prostat kanseri riskinin
azalmasina yol agmaktadir (Cui v.d., 2004). Bor alim1 rahim agzi kanseri ile iliskili hiicresel
patolojik belirtileri azalttig1 i¢in rahim agz1 kanserini etkilemektedir (Korkmaz v.d., 2007).
Bor bilesiklerinin kanser tedavisindeki en dnemli 6zelliklerinden biri programlanmis hiicre
oliimiinii uyarmasi ve hiicre boliinmesini dnlemesidir (I Scorei ve Popa, 2010). Ornegin, bir
bor tiirevi olan SPT'nin, tiimdr baskilayici ve proapoptotik genlerin ekspresyonunu uyararak
ve anti-apoptotik genlerin ekspresyonunu inhibe ederek apoptozu indiikledigi gosterilmistir
(Cebeci v.d., 2022). Ayrica SPT, zoledronik asit (ZOL) ile birlestirilip kanser hiicrelerine
uygulandiginda proliferatif etkiye sahip olan NF-KB ifadesi azalmaktadir (Abdik, 2021).
Proteazom inhibitori PS-341 (Bortezomib) ise, skuamdz hicreli karsinomda NF-kB
yolunun aktivasyonunu inhibe eder (Sunwoo v.d., 2001). Ek olarak, Borik asidin AKT sinyal
yolunu inhibe etme yetenegine sahip oldugu gosterilmistir (Kahraman ve Goker, 2022).
Borun diger bir avantaji ise birkag¢ bor bilesiginin, saglikli hiicre hatlar1 i¢in toksik olmayan
potansiyele sahip olmasidir (Alak v.d., 2019). Ornegin, SPT'nin insan normal akciger
fibroblastt MRC-5 hcreleri (zerinde sitotoksik etkisinin olmadig: gosterilmistir (Cebeci
v.d., 2022).

1.11. AMAC

Pankreas kanserinin siddetli ve agresif bir kanser oldugu bilinmektedir. Bircok tedavi
secenegi vardir, ancak etkili degildir, bu nedenle yeni tedavi yontemlerine ihtiyag vardir.
Bor, insan sagligi i¢in yararli en 6nemli minerallerden birisidir. Borun insan sagliginda
bir¢ok avantaji vardir: doku onarimi ve rejenerasyonunu saglar, kemik sagligini iyilestirir,
bagisiklik tepkisini arttirir, beyin sagligini ve hormon dengesini korur. Ek olarak, birgok

33



kanserin tedavisine katkida bulundugu ve kanserin gelisimini azalttigi gdsterilmistir. Bu
nedenle bu tezin amaci, SPT'nin pankreas kanseri hiicresi MIAPaCa-2 Uzerindeki etkilerini

proliferasyon ve apoptoz agisindan degerlendirmektir.

2. MATERYAL VE YONTEMLER

2.1. Hucre Kulturi

MIAPaCa-2, 65 yasindaki beyaz bir erkekten alinan pankreas neoplastik dokusundan
turetilen bir epitel hiicre hattidir. MIAPaCa-2 hiicre hatt, Kiiltir Universitesi Molekiiler
Biyoloji ve Genetik Bolimi'nden temin  edilmistir. MIAPaCa-2, %1
penisilin/streptomisin/amfoterisin (PSA) ve %10 fetal sigir serumu (FBS) ile desteklenmis
Dulbecco's Modified Eagle's yiksek glikozlu besiyerinde (DMEM,Gibco,UK) kulturlenmis
ve %5 CO2, 37 °C'de inkibe edilmistir. Hiicrelerin pasajt %0.25 Tripsin/EDTA (Gibco,UK)
uygulanarak yapilmistir. SPT, Yeditepe Universitesi Genetik ve Biyomihendislik

Boliimiinden temin edilmistir. SPT odanin sicakliginda saklanir.
2.2. Hucre Acma, Hicre Pasajlama ve Hicre Dondurma Protokol(.

MIAPaCa-2 hiicrelerinin bulundugu kriyovial tlip -80 dereceden ¢ikarilmis ve daha
sonra hizla ¢ozilmiistiir. Ardindan, tiim hiicreler kriyovial tiiplerden almis ve 6nceden 5 ml
besiyeri iceren 15 ml'lik bir falkon icerisine koyularak 1500 rpm 5 dakika santrifij
yapilmistir. Santrif(j tamamlandiktan sonra sipernatat atilmis ve pellet 1 ml DMEM
besiyerinde ¢oziilmiistiir. Ardindan, istenilen miktarda hiicre alinarak besiyeri igeren yeni
bir flaska eklenmis ve inkiibatore birakilmistir. Sonrasinda, hiicre ~%70-80 biiylime oranina
ulagtiginda pasajlanmistir. Bunun icin ilk 6nce hicrelerin (zerindeki besiyeri atilmus,
ardindan 1X fosfat tamponlu tuz (PBS) eklenerek yikanmistir. Yikama sonrasinda, %0.25
Tripsin/ EDTA eklenmis ve uygun kosullart saglayan bir inkiibatore aktarilip 4 dakika
beklendikten sonra mikroskop altinda hiicrelerin kalkip kalkmadigi kontrol edilmistir.
Hiicreler kalktiktan sonra ekledigimiz Tripsin kadar taze besiyeri eklenerek hucreler
serolojik pipet yardimiyla toplanmis ve santrifiij i¢in hazir hale getirilmistir. Santriftijleme
asamasi tamamlandiktan sonra siipernatant atilarak pellet 1 mL DMEM-yiiksek glikozlu

besiyeri i¢inde ¢oziilmiistiir. Daha sonra ihtiyacimiz kadar hiicre yeni bir flaska aktariimis

34



ve mikroskop altinda kontrol edilmistir. Ancak hiicrelerin dondurulmasi gerekiyorsa hicre
pasaji i¢in yapilan adimlar uygulanarak sadece DMEM besiyerinde ¢ozdiirmek yerine
dondurma besiyeri ortaminda ¢oziinmiistiir. Dondurma besiyeri %10 dimetil silfoksit
(DMSO) ve %90 FBS’den olusmustur. Dondurma besiyerinde c¢ozdurulen hcreler,
kriyovial tlipe aktarilarak ardindan -80 °C’de saklanmustir.

2.3. Sodyum Perborat Tetrahidratin (SPT) Hazirlanmasi

1 mg / ml konsantrasyonlu sodyum perborat tetrahidrat stogu tartilir ve ideal bir
konsantrasyonda olacak sekilde uygun miktarda besiyerinde ¢oziiliir. Daha sonra tamamen
¢oziilmesi i¢in vortekslendi ve kullanilmadan 6nce 0.22um filtreden gecirildi. Kullanilacak

SPT her deneyden dnce taze olarak hazirlandi.
2.4. Hiicre Canhlik Analizi (MTT Testi)

MTT reaktifi, canli hiicrelerin mitokondriyal i¢ zarimin yani sira hiicre zarindan
gecebilen bir Tetrazolyum tuzudur (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolyum
bromir)( Ghasemi v.d., 2021). Bu reaktif, canli hiicrelerde 37°C'de dehidrogenaz enzimi
tarafindan ¢oziinmeyen bir formazan boyasina indirgenir. Ayrica ¢dziinmeyen formazan
tuzu, ¢Oziindiiriicii ajanlarin eklenmesiyle ¢6ziilmektedir (Kamiloglu v.d., 2020). MTT
deneyi, 96 kuyucuklu tabaklarin her kuyusuna 5.000 hiicre olacak sekilde ekilerek gece
boyunca 37 °C'de ve %5 karbon dioksitte bir inkiibatore yerlestirilmistir. 24 saat sonra
hicreler farkli dozlarda ilaca (750-500-250-125-62,5 pg/ml) maruz birakilmis ve 24, 48 ve
72 saat strrelerde sonug almak igin inkiibatore yerlestirilmistir. inkiibasyon siiresinden sonra,
96 kuyucuklu bir tabagin her bir kuyucuguna 10 uL/kuyu MTT (5 mg MTT igin 20 mL
1XPBS) reaktifi eklenmis ve 37 °C, %5 CO2'de bir inklbatorde 4 saat inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyon siireleri sona erdikten sonra besiyeri her kuyucuktan gekilmis ve
her kuyucuga 100 uL DMSO eklenerek 5 dakika karanlik ortamda birakilmistir. Ardindan,
570 nm'deki absorbans, iMark tm mikroplaka okuyucusu (Bio-Rad) kullanilarak

degerlendirilmistir.
2.5. Apoptoz Analizi

Annexin V/ Propidyum iyodir (P1) protokoli, apoptotik hiicrelerin ¢alismasinda
yaygindir (Rieger v.d., 2011). Normal hiicrelerin i¢ zarlarinda fosfatidilserin eksprese

ettikleri i¢in dogal olarak hidrofobik olduklari ilkesine dayanmistir. Ancak hiicreler apoptoz
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gecirdiginde, i¢ zar doner ve boylece dis zar yiizeyinde fosfatidilserin gorintilenir, bu da
Annexin V'e baglanmay1 kolaylastirir (Lakshmanan ve Batra , 2013). Annexin V'in
fosfolipid ile iliskili proteinler ailesine ait oldugu ve Kalsiyum (2+) iyonlarinin varliginda
fosfatidilserin'e baglandig: bilinmektedir (Reutelingsperger ve Van Heerde, 1997) . Ayrica
Pl niikleer bir boyadir ve zarin gecirgenligine bagli olarak hiicrelere girme ozelligine
sahiptir. PI, bozulmamis bir plazma zarimin varlig1 nedeniyle canli veya erken apoptotik
hlcreleri boyamamaktadir. Bununla birlikte, ge¢ apoptotik ve nekrotik hiicrelerde, plazma
ve niikleer zarlarin biitlinliigii azalmis ya da direkt bozulmustur. Bu yilizden de PI hiicre
zarindan gecip boyar (Rieger v.d., 2011) . ilk olarak, 6 kuyucuklu tabaklarin her kuyusuna
150.000 hiicre ekilmistir. 24 saatlik bir inkiibasyon siiresinden sonra, hiicreler 62.5 ve 125
pg/ml SPT ile muamele edilmis ve 24 saat boyunca inkiibatorde birakilmistir. Hiicreler
birinci grup negatif kontrol (ilagsiz), ikinci grup 62,5 ug/ml SPT ve Uglncu grup 125 ug/ml
SPT olmak iizere ii¢ gruba ayrilmistir. Inkiibasyon siiresi sona erdiginde hiicreler toplanmis
ve 1 mL 1XPBS ¢ozeltisi ile yikanmistir. Sonrasinda siipernatant uzaklastirilmis ve hicre
peleti elde edilmistir. Her bir hiicre grubuna 200 ul baglama tamponu uygulanarak hiicre
pelleti ¢ozdiiriilmiistiir. Kontrol grubu, biri boyali ve biri boyasiz olmak {iizere ikiye
ayrilmistir. Boyalanmamis kontrol grubu hari¢ her gruba 5ul Annexin V-FITC eklenerek
karanlikta ve oda sicakliginda 15 dakika inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon stiresinden
sonra boyanmamis kontrol grubu hari¢ her gruba 5ul Pl eklenmistir. Ardindan, sonuglar bir

akis sitometre sistemi ( BD Accuri™ C6 ) kullanilarak analiz edilmistir.
2.6. Hucre Dongusu Analizi

Hiicreler farkli dozlarda ilagla muamele edildikten sonra hicrelerin hangi evrede
oldugunu belirlemek igin hiicre déngiisii analizi kullanilmugtir. Ik olarak, 6 kuyucuklu
tabaklarin her kuyusuna 150.000 hiicre ekilmistir. 24 saatlik bir inkiibasyon stresinden
sonra, hiicreler 62.5 ve 125 pg/ml SPT ile muamele edilmis ve 24 saat boyunca inkibatorde
birakilmistir. Hlcreler birinci grup negatif kontrol (ilagsiz), ikinci grup 62,5 ug/ml SPT ve
tiglincti grup 125 ug/ml SPT olmak iizere ii¢ gruba ayrilmustir. Inkiibasyon siiresi sona
erdiginde hiicreler toplanmis ve 1 mL 1XPBS ¢ozeltisi ile yikanmistir. Sonrasinda
stipernatant uzaklastirilmis ve hiicre peleti elde edilmistir. Hucreleri fikse etmek icin her
hiicre grubuna 1 mL %70 etanol eklenmis ve -20°C'de 2 saat birakilmistir. Inkiibasyon

siresinden sonra, etanoliin atilmasi i¢in santrifiij tekrarlanmistir. Daha sonra hiicreler 1 mL

36



1XPBS ile yikanmig ve santrifiijleme islemi bir kez daha tekrarlanarak siipernant atilmigtir.
Her hiicre grubuna 460 uL 1XPBS, 20 uL RNaz (2 mg/ml) ve 20 uL PI'den olusan bir
soliisyon eklenerek pellet ¢ozdiiriilmiis ve hiicreler 30 dakika inkiibatérde birakilmistir.

Sonuglar akis sitometre sistemi (BD Accuri™ C6) kullanilarak analiz edilmistir.
2.7. Mikroskop Aracili Yontemler
2.7.1. Isik Mikroskobu

Ik olarak, 6 kuyucuklu tabaklarm her kuyusuna 150.000 hiicre ekilmistir. 24 saatlik
bir inkiibasyon siiresinden sonra, hiicreler 62.5 ve 125 pg/ml SPT ile muamele edilmis ve 24
saat boyunca inkiibatdrde birakilmistir. Hiicreler birinci grup negatif kontrol (ilagsiz), ikinci
grup 62,5 ug/ml SPT ve lglncl grup 125 ug/ml SPT olmak {izere ii¢ gruba ayrilmistir.
Inkiibasyon bitiminden sonra, meydana gelen morfolojik degisiklikleri tespit etmek icin

hiicreler, 151k mikroskobu altinda incelenmistir.
2.7.2. Floresan Mikroskobu
2.7.2.1.3, 3-Diheksiloksakarbosiyanin iyodur (DIOC6) Boyama

Ilk olarak, 6 kuyucuklu tabaklarm her kuyusuna 150.000 hiicre ekilmistir. 24 saatlik
bir inkiibasyon siiresinden sonra, hiicreler 62.5 ve 125 pg/ml SPT ile muamele edilmis ve 24
saat boyunca inkiibatorde birakilmistir. Hiicreler birinci grup negatif kontrol (ilagsiz), ikinci
grup 62,5 ug/ml SPT ve Uglnci grup 125 ug/ml SPT olmak tizere ii¢ gruba ayrilmistir. 24
saatin sonunda eski besiyeri kaldirilmistir ve her bir kuyuya 1 ml taze besiyeri ve her bir
kuyuya 8 ul seyreltik DIOC6 boyas1 (1 ul boya : 9 ul besiyeri) eklenmistir. Daha sonra
37°C'de 15 dakika sireyle inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra, 482 nm'de
Eksitasyon ve 502 nm'de Emisyon ile mavi bir filtre Gzerinde gorunti elde etmek igin invert
floresan mikroskobu kullanildi.  Yesil renk gostergesi mitokondriyal membran

potansiyelinin varligini gosterdi.
2.7.2.2.Propidyum Iyodiir (PI) Boyama

[k olarak, 6 kuyucuklu tabaklarm her kuyusuna 150.000 hiicre ekilmistir. 24 saatlik
bir inkubasyon suresinden sonra, hiicreler 62.5 ve 125 pg/ml SPT ile muamele edilmis ve 24
saat boyunca inkiibatorde birakilmigtir. Huicreler birinci grup negatif kontrol (ilagsiz), ikinci

grup 62,5 ug/ml SPT ve Uglnci grup 125 ug/ml SPT olmak tizere ii¢ gruba ayrilmistir. 24
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saat sonra eski besiyerini degistirmeye gerek kalmadan her kuyucuga 1 ul Pl boyasi
eklenmistir. Daha sonra 37 ©°C'de 10 dakika siireyle inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyondan sonra, 493 nm'de Eksitasyon ve 636 nm'de Emisyon ile yesil bir filtre
lizerinde gorintii elde etmek icin invert bir floresan mikroskobu kullanildi. Olii hiicrelerin

varlig1 kirmizi renkle gosterildi.
2.8. Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Real Time-PCR) Analizi.

125 pg/ml'de SPT'nin etkisi altinda apoptozla iliskili genlerin (Kaspaz 9, BAX) ve
timor baskilayict genlerin (P53) mRNA ekspresyonunu belirlemek igcin qPZR analizi
kullanilmistir. Baslangigta, hiicreler 6 kuyucuklu tabaklara (100.000 hiicre/kuyu) ekilerek
hiicrelerin tutunmasi igin 24 saat inkiibatorde bekletilmistir. 24 saatin sonunda kultire edilen
hiicrelere 125 pg/ml SPT eklenerek ve 24 saat sireyle inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyonun ardindan, yiiksek saflikta bir RNA izolasyon kiti (Roche, ABD) kullanilarak
total RNA izole edilmistir. Bu kite dayali olarak, belirli bir RNA izolasyon protokoli
izlenmistir. Tlk olarak, her grup icin hiicreler, 1X PBS eklenerek siispanse edilmistir. Daha
sonra lizis/baglama soliisyonu eklenerek birka¢ kez vortekslenmistir. Vortekslendikten
sonra filtreli tipe aktarildi ve santrifiijlendi. Daha sonra bir filtre tlpine DNaz Tamponu
eklenmis ve 15 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra yikama
tamponuyla 3 defa yikanip santrifiijlenmistir. Ardindan Siipernant atilmig ve ellsyon
tamponu eklenip santrifiijlenmistir. Son olarak, RNA iceren kisim Nanodrop 2000 ile
ol¢iilmiistiir. Izole edilen total RNA daha sonra yiiksek dogrulukta bir cDNA sentez kiti
(Roche, ABD) kullanilarak ¢cDNA sentezi i¢in kullanilmistir. Ayrica bu kit, asagidaki
adimlari iceren 6zel bir cDNA sentez protokolii de icermektedir. PZR tupune 11 pl dH20 ve
ornek eklenmistir. Ayrica, bir PZR tipline 2 pL random hegzamer primeri eklenmis,
ardindan 65 °C'de 10 dakika boyunca bir termal cycle cihazina yerlestirilmistir. Daha sonra
4 ul reaksiyon tamponu, 0.5 ul RNAse inhibitord, 2 ul NTP ve 0.5 ul ters transkriptazdan
olusan karigim hazirlanmistir. 10 dakika sonunda karisim soliisyonundan 7 pL alinarak her
ornege eklenmis ve spesifik PZR kosullart altinda termocyclerda dondirilmiistiir.
Reaksiyon bittikten sonra 6rnege 80 pL dH20 eklenmistir. Daha sonra 5 ul SYBR Green
Master Mix (Applied Biosystems TM), 0.5 ul forward dizisi ve 0.5 ul reverse dizi iceren
ilgili genler icin spesifik primerler (Tablo 2.1) ve 2 ul distile sudan olusan bir karistirma

soliisyonu hazirlanarak gPZR gerceklestirilmistir. QPZR plakasina 8 pL karisim ve 2 pL
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ornek (cDNA) eklenmistir. Ardindan plakayr qPZR kosullart altinda iCycler gqPZR
Sistemine (CFX96 RTPCR Sistemi, Bio-Rad, Hercules, CA) yerlestirmistir (Tablo 2.2). 18S

housekeeping gen olarak kullanilmistir.

Tablo 2.1: gPZR Analizinde Kullanilan Primerler

Primer ad1 Primer dizisi

Kaspaz -9 F5S’GTGAACTTCTGCCGTGAGTC3’

R5’CTGACAGCCGTGAGAGAGAA3’

BAX FS’TGCAGAGGATGATTGCCGCCGS’

R5’ACCCAACCACCCTGGTGTTGG3’

P53 F5’GCCCAACAACACCAGCTCCT3’

R5’CCTGGGCATCCTTGAGTTCC3’

18S FS’GTAACCCGTTGAACCCCATT3’

R5’CCATCCAATCGGTAGTAGCG3?

Tablo 2.2: gPZR Kosullar:

Basamak Adi Sicakhik(°C) Sire Tekrar Sayisi
ilk Denatiirasyon | 95°C 5dk 1
Denattrasyon 95°C 0:15sn 36
Baglanma 59°C 0:30 sn
Uzama 72°C 0:30 sn
Son uzama 72°C 10dk 1
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Erime Egrisi -0.5°C/ dongu 12sn 110

2.9. istatistiksel Analiz

Istatistiksel olarak degerlendirmek igin tiim deneysel verilere tek yonlii varyans analizi

ve Tukey post hoc testleri uygulanmistir. ¥P<0.05 degerleri anlamli kabul edilmistir.

3. SONUCLAR

3.1. Huicre Canlilik Analizi

Farkli SPT konsantrasyonlarinin pankreas kanseri hiicrelerinin (MIAPaCa-2 hiicreleri)
canlilig1 tizerindeki etkileri 24, 48 ve 72 saat araliklarla uygulanan MTT testi ile belirlendi.
24 saatlik siire i¢cinde farklt SPT konsantrasyonlar: (750, 500, 250, 125 ve 62.5 pg/ml)
uygulandiginda, hiicre canliliginin sonucu sirasiyla %10, %47, %60, %70 ve %93
seklindedir (sekil 3.1). 48 saatlik siire boyunca SPT konsantrasyonlar1 uygulandiginda ise
hiicre canliliginin sonucu sirastyla %10, %50, %49, %55, %60 seklindedir (sekil 3.2). Son
olarak, 72 saatlik siire boyunca SPT konsantrasyonlar1 uygulandiginda, hiicre canliliginin
sonucu sirastyla %14, %30, %48, %45, %48 seklindedir (sekil 3.3). Bu sonuclara gore 24
saat sonunda SPT 62,5 pg/mL disindaki bltin dozlarda hiicre canliligi 6nemli oranda
azalmigtir. EK olarak, 48 ve 72. saatlerde SPT, tiim dozlarda hiicre canliliginda anlamli bir
azalma gosterdi. Sonug olarak, 750, 500 ve 250 pg/ml gibi ylksek dozlar yerine 62,5 ve
125ug/ml olan diistik dozlar ¢alismanin devaminda kullanilmak {izere tercih edilmistir.
125pg/ml SPT dozunun 24 saatte hiicreler iizerinde etkisi gézlemlendigi i¢in inkiibasyon
sliresi 24 saat olarak secilmistir. Bu dozlarin da 6nemli 6lglide hicreleri dldlrdigi ve

kanserli hiicrelerin bliylmesini inhibe ettigi gézlemlenmistir (sekil 3.4).
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Sekil 3.1. Farkli SPT Konsantrasyonlarinin 24 Saatte MIAPaCa-2 Pankreatik Hiicre Hattinin Hiicre
Canlilig1 Uzerindeki Etkisi.
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Sekil 3.2. Farkli SPT Konsantrasyonlarinin 48 Saatte MIAPaCa-2 Pankreatik Hiicre Hattinin Hiicre
Canlilig: Uzerindeki Etkisi.
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Sekil 3.3. Farkli SPT Konsantrasyonlarinin 72 Saatte MIAPaCa-2 Pankreatik Hiicre Hattinin Hiicre
Canlilig1 Uzerindeki Etkisi.

150-
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24 saat 48 saat 72 saat

Sekil 3.4. Farkli SPT Konsantrasyonlarinin 24, 48 ve 72. Saatlerde MIAPaCa-2 Pankreatik Hiicre
Hattinin Hiicre Canliligr Uzerindeki Etkisi.

3.2. Apoptoz Analizi

SPT'nin pankreas kanseri hiicrelerini apoptoza gotiiriip gotiirmedigini arastirmak igin
Annexin V-PI analizi yapilmistir. MIAPaCa-2 hicrelerine 62,5 ve 125 ug/ml SPT
uygulandiktan 24 saat sonra gruplardaki canli hicre, erken ve ge¢ apoptotik ve nekrotik
hiicre oranlar1 belirlendi. Buna gore kontrol, 62,5 pg/ml ve 125 pg/ml gruplarinda canli
hiicre yiizdesi sirasiyla %93,34, %95,49 ve %69,54 olarak belirlenmistir. Kontrol, 62,5
ug/ml ve 125 pg/ml gruplarinda erken apoptotik hicrelerin yizdesinin sirasiyla %1,3, %0,4

42



ve %5,0 oldugu belirlenmistir. Kontrol, 62,5 ng/ml ve 125 pg/ml gruplarinda ge¢ apoptoz
durumundaki hiicrelerin ytlizdesi sirasiyla %1,4, %0,6 ve %11,7 olarak belirlenmistir.
Ayrica, kontrol, 62,5 pg/ml ve 125 pg/ml gruplarinda nekrotik hiicrelerin ytizdeleri sirasiyla
%4, %3,6 ve %13,8 olarak belirlenmistir. 62,5 pg/ml grubu ile 125 pg/ml grubu, kontrol
grubu ile karsilastirildiginda; 62,5 pg/ml grubunun sonuglart kontrol grubu ile benzer
olurken, 125 pg/ml grubunda apoptotik hiicre yiizdesinde anlamli oranda artis goriilmiistiir.
Yani 125 pg/ml grubunda erken apoptotik, gec apoptotik ve nekrotik hiicre yizdelerinin

anlamli oranda arttigi, canli hiicre yuzdesinin anlamli oranda azaldig1 goriilmiistiir (sekil
3.5).

Kontrol

- 125pg/mL

Q2-UL
13.8%

FL3-A

-
=3
-3

9 e Kontrol 9 @ Kontrol
'z 80 B 62,5u9/mL Z E= 62,5ug/mL
= =
= 0 125ug/mL S 0 125ug/mL
Z e0 g
g 40 g
_§_ 20 o E
g, H g
Canh Hiicre Erken Apoptoz
20 15
E=E Kontrol Ea Kontrol
15 B3 62,5ug/mL B8 62,5ug/mL
[ 125ug/mL 10 m 125pg/mL

Toplam Hiicre Yiizdesi (%)
o 3

Toplam Hiicre Yiizdesi (%)

S

o

7
Geg Apoptoz Nekroz

Sekil 3.5. 24 Saat SPT Tedavisi Uygulanan MIAPaCa-2 Pankreatik Kanser Hiicre Hattindaki Canli
Hicre, Erken Apoptoz, Ge¢ Apoptoz Ve Nektoz Oranlarinin Grafiksel Gésterimi.
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3.3. Hucre Dongusu Analizi

SPT'nin pankreas kanseri hiicrelerini hangi fazda durdurdugunu géstermek igin hiicre
dongiisii analizi yapilmistir. Bu nedenle MIAPaCa-2 pankreas kanseri hicrelerinin hiicre
dongiisii dagilimini belirlemek i¢in 24 saat boyunca iki dozda (62,5 ve 125 pg/ml) SPT
uygulanmistir. Kontrol grubunda, apoptotik hiicre popilasyonunu temsil eden sub-G0/G1
fazindaki hiicrelerin oram1 %1,45, G0/G1 fazindaki hiicrelerin oran1 %42, S fazindaki
hiicrelerin oran1 %19 ve G2/M fazindaki hiicrelerin oran1 %39 olarak belirlenmistir. 62,5
ug/mL dozundaki SPT tedavisinden sonra, sub-G0/G1 fazindaki hiicrelerin oran1 %2,78,
GO0/G1 fazindaki hiicrelerin oran1 %57,99 ve S fazindaki hiicrelerin oran1 %15,08 ve G2/M
fazindaki  hicrelerin - oran1  %27,18 olarak belirlenmistir.  Kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda, 62,5 pg/mL SPT uygulamas: yapilan hiicrelerde, G0/G1 fazindaki hiicre
yuzdesinin arttigit ve G2/M fazindaki hiicre yiizdesinin azaldigi goriilmistiir. Bununla
birlikte, 125 pg/ml SPT tedavisinden sonra subGO0/G1'deki hticrelerin oran1 %19,19, G0/G1
fazindaki hiicrelerin oran1 %34,18, S fazindaki hiicrelerin oran1 %16,95 ve G2/M'deki
hicrelerin oram1 %31,15 olarak belirlenmistir. Kontrol grubuyla karsilastirildiginda, 125
pg/mL SPT uygulamasinin, subG0/G1 fazindaki hiicre yilizdesini 6nemli dlctide arttirdig: ve
G0/G1 ve G2/M fazlarindaki hiicre yilizdesini diiglirdiigii gortilmiistiir. 125 ug/mL SPT
dozunda subGO0/G1 fazindaki hiicre yiizdesinin artmasinin apoptoz sonuglariyla uyumlu

oldugu goriilmiistiir (sekil 3.6).
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Sekil 3.6. 24 Saat SPT Tedavisi Uygulanan MIAPaCa-2 Pankreatik Kanser Hiicre Hattindaki
Hucre Dongust Faz Dagilimi.

3.4. DIOCG6 Boyasi

Onceki bulgulara dayanarak, SPT'nin MIAPaCa-2 pankreatik kanser hiicrelerini
apoptoza gotirdigii gozlenmistir. Buna ek olarak, SPT'nin mitokondriyal membran
potansiyeli zerindeki etkisini incelemek i¢in DIOC6 boyamas: yapilmistir. Kontrol
grubunda DIOC6 boyasinin floresan yogunlugunun yiiksek oldugu goriiliirken, 62.5 pg/mL
SPT'de DIOC6 boyasinin floresan yogunlugunun kontrol grubuna gore biraz daha az oldugu
gosterilmistir. Ek olarak, 125 pg/ml SPT'de, DIOC6 boyasmin floresans yogunlugunda
kontrol grubuna gére 6énemli bir azalma oldugu gézlenmistir. Bu da hiicrelerin apoptoza
gitmesiyle mitokondriyal membran potansiyeli arasinda bir iligkili oldugunu gostermektedir
(sekil 3.7).
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Kontrol 62,5pg/mL 125pg/mL

3

Sekil 3.7. 24 Saat SPT Tedavisi Uygulanan MIAPaCa-2 Pankreatik Kanser Hiicre Hattinda DIOC6
Boyasi Sonucunda Elde Edilen Floresan Mikroskop Sonuglari.

3.5. Propidyum Iyodiir Boyas: Ve Isik Mikroskobu

Onceki bulgulara dayanarak, SPT'nin MIAPaCa-2 pankreatik kanser hiicrelerini
apoptoza gotiirdiigii g0zlenmistir. Bunu dogrulamak i¢in, 151k mikroskobu altinda hiicrelerde
morfolojik degisikliklerin meydana gelip gelmedigini ve ayrica Pl boyamasi yapilarak
floresan mikroskop altinda apoptotik hicrelerin goruliip gorilmedigine bakilmistir. Kontrol
grubundaki huicreler saglikl bir hiicre morfolojisi gésterdi. Ayrica 62,5 ug/ml dozunda SPT
uygulandiginda bu gruptaki hiicreler kontrol grubu hiicrelerine benzer bir morfoloji
gosterirken, 125 pg/ml dozunda SPT uygulandiginda bu gruptaki hiicreler kontrol grubu
hicrelerinden ¢ok farkli bir morfoloji gostermistir. Bu degisikliklerin en 6nemlileri arasinda
hiicrelerin kii¢lilmesi, hiicrelerin yuvarlaklasmasi, DNA fragmantasyonu ve kromatin
yogunlasmasi yer almaktadir. Ustelik kontrol grubundaki MIAPaCa-2 hiicreleri Pl boyamas1
sonucunda 1s1ma gostermemisken ve 62,5 pg/ml SPT ile tedavi edilen hiicreler kontrol
grubuna benzer sonuglar gostermistir. Bununla birlikte, hiicreler 125 pg/ml SPT ile muamele
edildiginde kontrol grubuna gore, apoptotik hticrelerin ¢ekirdekleri PI ile boyanmistir (sekil
3.8).
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Isik Mikroskobu PI Boyama

62,5pg/mL Kontrol

125pg/mL

Sekil 3.8. Isik Mikroskobu Altinda 24 Saatlik SPT Tedavisine Maruz Kaldiktan Sonra MIAPaCa-2
Hucre Hattinin Morfolojik Degisikliklerinin Ve Pl Boyamasi Sonucunda Floresan Mikroskobu

Altinda Apoptotik Hucrelerin Goruntilenmesi.

SPT'nin etkisi MIAPaCa-2 hiicreleri iizerinde incelendi ve ardindan DIOC6/PI
boyalari ile boyanmistir. Kontrol grubundaki hiicreler, DIOC6 boyamasi sonras1 yiksek bir
fliiloresan yogunlugu gosterdi ancak Pl boyamasi sonrasi fllioresans isima goriilmedi.
Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, 62.5 ug/ml SPT dozuna maruz birakilan hiicrelerde
DIOC6 boyamasi sonrasi floresan yogunlugunda hafif bir azalma ve PI boyasindan sonra ise
hafif bir artig gosterdi. Bununla birlikte, 125 pg/ml SPT dozuna maruz birakilan hicrelerde
DIOC6 boyamasi sonrasinda floresan yogunlugunda 6nemli bir azalma ve PI boyamasi
sonrasinda floresan yogunlugunda &nemli bir artig gOriilmiistir. Bu da 125 pg/ml SPT
uygulamasi sonrasinda programlanmis hiicre 6liimii meydana geldigini gostermektedir (sekil

3.9).
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Merge

DIOC6

Sekil 3.9. MIAPaCa-2 Hiicre Hattinda 24 Saat SPT Tedavisine Maruz Kaldiktan Sonra DIOC6 Ve
PI Boyamasi Sonucunda Floresan Mikroskobu Altinda Hicrelerin Goruntilenmesi.

/mL

62,5

125pg/mL

3.6. Kantitatif PZR Analizi

gPZR, 125 pg/ml SPT dozunun etkisi altinda MIAPaCa-2'deki apoptozla iliskili ve
timor baskilayict genlerin ifade diizeylerini saptamak i¢in kullanilmigstir. Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, 125 pg/ml SPT uygulamasi sonrast BAX ve Kaspaz -9 gibi proapoptotik
genlerin ifade seviyeleri 6nemli 6lgiide artarken (sirasiyla 1,9 kat ve 6,9 kat), p53 timor

baskilayici geninin ifade seviyesi 6nemli bir degisiklik géstermemistir (sekil 3.10).
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Sekil 3.10. 24 Saat SPT Tedavisi Uygulanan MIAPaCa-2 Pankreatik Kanser Hiicre Hattindaki
BAX, P53 ve Kaspaz 9 Gen Ekspresyon Seviyeleri Uzerindeki Etkisinin Grafiksel Gosterimi.
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4. TARTISMA

Kanser, hicrelerin kontrolstiz buyumesi ve invazyonu ile karakterize edilen bir
hastaliktir (Mathur v.d., 2015). Kanser olusumu, karsinogenez adi verilen birkag asamada
gerceklesir. Bu nedenle karsinogenez, baslama, gelisme ve ilerlemeyi iceren ¢ok adimli bir
stire¢ olarak tanimlanir. Bu, hiicrenin pre-paraneoplastik bir durumdan neoplastik bir
duruma gecmesine neden olur (Salvadori v.d., 2013). Metastaz, kansere bagl 6liimlerin
birincil nedenidir. Anormal hiicrelerin birincil bolgelerini terk edip kan dolagimina girerek
kan damarlarindaki basinca direnmesi, ikincil alandaki yeni hiicresel ortama uyum saglamasi
ve bagisiklik hiicrelerinin yok edilmesinden sag ¢ikmasiyla olusur (Maitra, 2019). Apoptoz,
hiicre olusumu orani ile hiicre 6liimii arasinda homeostatik bir denge saglamak icin ortaya
cikan olduk¢a diizenlenmis bir hiicre 6liimii seklidir.Apoptoz, dokularin yenilenmesi,
enflamatuar hiicrelerin sonlandirilmasi gibi bir dizi hayati siiregte ve kanser ve norolojik
bozukluklar gibi bir dizi hastaligin 6nlenmesinde 6nemli bir rol oynar(Obeng v.d., 2020).
Apoptoz mekanizmasi iki sekilde tetiklenir: digsal yol ve igsel yol. Digsal yol, hiicre yiizeyi
reseptorleri ligandlarina baglandiginda meydana gelirken, igsel yol, ayni hiicre i¢inde dis
mitokondriyal zarin gecirgenligine neden olan farkli apoptotik uyaranlar tarafindan aktive
edildiginde meydana gelir.Her iki yol da hiicre 6lumiinden nihai olarak sorumlu olan kaspaz

ailesinin aktive olmasina yol agar (Green ve Llambi, 2015).

Pankreas kanseri ileri evrelerde saptanmasi ve yasama sansinin diisiik olmasi
nedeniyle en 6liimciil kanserler arasinda yer almaktadir (Liu v.d., 2023). Cevresel ve genetik
faktorler pankreas kanseri olusumuna katkida bulunur (Hruban v.d., 2010). Pankreas kanseri
olan hastalarda cerrahi tedavi oncelikli olarak tercih edilir (Evans v.d., 2009). Cerrahi
tedavide daha iyi sonuclar elde etmek icin ameliyat dncesi neoadjuvan tedavi (Versteijne
v.d.,, 2020) ve ameliyat sonrasi adjuvan kemoterapi (Neoptolemos v.d., 2001)
kullanilmaktadir. ikincisi, metastatik pankreas kanseri olan hastalarda kemoterapi bir diger
secenektir. Tki kemoterapinin kombinasyonu, tek bir kemoterapiden daha iyi bir sonug verir
(Von Hoff v.d., 2013) . Uclinciisii, radyasyon tedavisi, kemoradyasyon gibi, lokal olarak
ilerlemis pankreas kanseri olan hastalar i¢in bir segenektir ( Loehrer v.d., 2011). Ancak bazi
calismalar bunu kabul etmemistir (Takaori v.d., 2016), bu nedenle daha fazla ¢alisma ve

aragtirmaya ihtiya¢ vardir (Kamisawa v.d., 2016). Doérdincusu, hedefe yonelik tedavi;
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yalnizca tiimdor biiyiimesini hedefler, bu nedenle ilerlemis pankreas kanseri olan hastalar igin

en iyi secenektir (Moore v.d., 2007).

Eser element bor, kimyasal sembol B ile bilinir. 10.81 g/mol atom kitlesine ve atom
numarasi 5'e sahiptir ( Uluisik v.d., 2018). Bor elementi hem hayvanlarda hem de insanlarda
6nemli bir rol oynar (Devirian ve VVolpe, 2003). Bor eksikligi ile hastaliklar arasinda bir iliski
vardir (Beattie ve Peace, 1993). Son on yilda, bor tiirevleri, toksik olmayan yapilari ve kanser
onleyici dzellikleri nedeniyle kanser 6nleyici maddeler olarak kabul edilmistir (Cebeci v.d.,
2022). Giinliik bor alimi kansere karsi koruyucu etki gosterir ve tiimor gelisimini engeller
(Barranco v.d., 2009). Bu ¢alismada, borun sitotoksik etkisi MTT testi ile belirlendi. MTT
testi, temel olarak mitokondriyal enzimlerin aktivitesini 6lgerek hicrelerin mitokondriyal
fonksiyonunun belirlenmesi yoluyla hiicre canlihigmi belirler (Aslantirk, 2018). MTT
sonuglarina gore, SPT’nin hiicre canliliginda bir azalmaya neden olmustur. Bu sonug, bor
tiirevlerinin doza bagli olarak hiicreler Uizerinde sitotoksik etkilere sahip oldugunu kanitlayan
diger caligsmalarla tutarlidir. Mohammed ve arkadaslarimin yaptigi bir ¢alismada, bor
tiirevleri 500 ug / ml sodyum pentaborat pentahidrat (SPP) ve 50 ug / ml SPT birlestirildi,
bu da meme kanseri hiicrelerinin ¢cogalmasinin inhibisyonu ile sonuglandi (Mohammed v.d.,
2023).

Fosfatidilserin, apoptotik hiicrelerin dis tabakasinda bulunan bir proteindir. Annexin-
V'nin hiicre yiizeyinde PS'ye baglanma yetenegi oldugu bilinmektedir (Plesca v.d., 2008).
Apoptozun erken evresindeki hiicreler, plazma zarim biitinliigi ile karakterizedir ve bu
hiicreler fagositler tarafindan fagositlenir. Ancak bu gergeklesmezse, plazma zar1 kaybi ile
karakterize edilen apoptozun gec¢ asamasina girmeye baglarlar. Bu, Pl gibi baz1 kiiciik
molekiillerin gegisine izin verir (Stepanek v.d., 2011). Bu nedenle canli hiicreler, hem
Annexin V hem de Pl yoklugu ile karakterizedir. Erken apoptotik hticreler, Annexin V
varhigi ve PI yoklugu ile karakterize olurken ge¢ apoptotik hicreler, hem Annexin V hem
de PI varligi ile karaterizedir (Plesca v.d., 2008). Bu ¢alismada, 125 ug/ml SPT ile 24 saatlik
muameleden sonra apoptozu belirlemek igin yapilan Annexin V/PI testi, MIAPaCa-2
hlcrelerinde hem erken hem de ge¢ apoptotik hiicre ylzdelerinin 6nemli 6l¢iide arttigini

ortaya koymustur. Sonuglarimizla tutarli olarak, bor tdrevlerinin kanser hicrelerinde
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apoptoza neden oldugunu gosteren daha 6nce yapilmis bazi ¢alismalar vardir ((Mohammed
v.d., 2023); (Cebeci v.d., 2022).

Hicre dongisl, hicre blylmesini ve boliinmesini diizenleyen bir dizi olay1
icerdiginden, bir hiicrenin yasami boyunca temel ve dnemli bir siiregtir. Hiicre dongiisii dort
faza ayrilir: niikleik asit dncesi sentez fazini temsil eden G1 fazi, DNA sentez fazini temsil
eden S fazi, hiicrenin mitoz fazina girmeye hazirlandigi faz1 temsil eden G2 fazi, ve hiicrenin
boliinmesini ve hiicresel bilesenlerin aralarinda esit olarak dagilimini temsil eden M fazi
(Han-Shu v.d.,2019). Hiicre dongiisiiniin diizensizligi, timor olusumunun ayirt edici
oOzelliklerinden biridir (Wang v.d., 2009). Ayrica, sub-GO/G1 fazi, apoptoz sirasinda
meydana gelen DNA kaybi fazini temsil eder (Newbold v.d., 2014). Bu ¢alismada, SPT’nin
hicrelerin hangi fazda durmasina neden olduguna bakilmistir. MIAPaCa-2 hiicrelerine 125
pg/ml SPT muamelesinde, sub-G1 fazindaki hucre yuzdesi 6nemli olgude artmistir. Ek
olarak, dnceki ¢alismalar SPT'nin anti-kanser etkisinin oldugunu ve sub-G0/G1 asamasinda

hiicre durmasina neden oldugunu gostermistir (Cebeci v.d., 2022).

Bunlara ek olarak, mitokondriyal membran potansiyelini 8lgmek igin hiicrelere DIOC6
boyamast yapilmistir (Wahi v.d., 2021). Mitokondriyal membran potansiyeli,
mitokondrilerin  saglik durumunu ortaya koymaktadir. Mitokondriyal membran
biitiinliiglinlin kayb1 anlamina gelen mitokondriyal membran potansiyelinde bir azalma
meydana geldiginde, bu proapoptotik sinyallesmenin basladigini gosterir (Chang v.d.,
2013). Bu galismada da 125 pg/ml SPT’nin, mitokondriyal membran potansiyelinde 6nemli
bir azalmaya neden oldugu goriilmiistiir. SPT’nin etkisine benzer olarak, mitokondriyal
membran potansiyelinde énemli bir azalmaya neden olan bazi antikanser ajan ornekleri
vardir. Skuamdz hiicreli karsinomda mitokondriyal membran potansiyelinde 6énemli bir
azalmaya neden olan Emodin bunlardan birisidir (Wahi v.d., 2021). Bir hiicre apoptoz
gecirdiginde, mikroskop altinda gozlemlenebilen ¢esitli morfolojik degisikliklere ugrar:
hicrelerin bizilmesi, hiicrelerin dairesel bir sekil alir, DNA pargalanmasi, kromatin
yogunlagmasi ve plazma zarinda tomurcuklanma olusmasi ( galluzzi v.d., 2007). MIAPaCa-
2 pankreas kanseri hiicreleri, 125 pg/ml SPT muamelesinin etkisi altinda meydana gelen
apoptoz nedeniyle morfolojik degisikliklere ugradig1 goriilmiistiir. Benzer sekilde, akciger

kanseri hicrelerinin, epidermal biyume faktorl reseptorinin inhibitéri tedavinin etkisi
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altinda meydana gelen apoptoz nedeniyle morfolojik degisikliklere ugradigi gosterilmistir
(galluzzi v.d., 2007). Pl boyasi, DNA'y1 boyayan kirmizi bir floresan boyadir.Saglikli
membranli canli hiicrelerde DNA'y1 boyayamazken, yirtilmis membranli 6lii hiicrelerde
DNA'y1 boyayabilir (Stiefel v.d., 2015). Apoptoz, MIAPaCa-2 tiimér hiicrelerine 125 pg/ml
SPT eklendiginde meydana geldi ve bu 6lii hiicreler ( apoptotik hicreler ) Pl ile tespit edildi
(sekil 3.8). Intrinsik veya mitokondriyal apoptoz yolundaki en 6nemli noktalardan biri,
proapoptotik BAX ve BAK'In aktivasyonu ve bunlarin mitokondri dis zarina
translokasyonudur. Bdylece bu zar gecirgen hale gelir. Sonuc olarak, sitokrom c i¢
mitokondriyal membran boslugundan salinir ve Apaf-1 reseptoriine baglanir. Daha sonra
procaspase 9 ile iliskilendirilir, bdylece proteazom olarak bilinen kompleks bir protein
olusturulur. Bu kompleksin i¢inde, asag1 yonde efektoér kaspazlari aktive eden kaspaz-9
aktive edilir (Dehkordi v.d., 2022). BAX ve Kaspaz-9'un apoptozun icsel siirecine dahil
oldugu aciktir, bu nedenle gercek zamanli PZR ile 125 pg/ml SPT muamelesinin etkisi
altinda MIAPaCa-2 timor hicrelerini incelerken, hem BAX hem de Kaspaz-9'un gen
ifadeleri incelenmis ve 6nemli 6lglide arttiklar tespit edilmistir. p53 tiimor baskilayici gen,
hem igsel hem de dissal apoptoz yollarinin 6nemli bir diizenleyicisidir (Kiraz v.d., 2016).
MIAPaCa-2 hicrelerine 125 pg/ml SPT uygulandiginda p53 gen ifade seviyesi 6nemli bir

degisiklik gostermemistir.

Sonug olarak, SPT'nin MIAPaCa-2 pankreas kanseri htcrelerinin proliferasyonunu
azaltt1g1 ve hiicreleri apoptoza gotiirdiigii gosterilmistir. SPT'nin pankreas kanseri igin umut
verici bir terapdtik aday olabilecegi diisiiniilmektedir, ancak daha detayli calismalara ihtiyag

bulunmaktadir.
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