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KISALTMA LiSTESI

5-FU 5-florotirasil

AFAP Zayiflatilmig Ailesel Adenomatdz Polipoz
AMD Neovaskiiler Yasa Bagimli Makiiler Dejenerasyonu
APC Adenomat6z Polipoz Koli
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OZET

Biiyiime hormonu salgilatict hormon (GHRH) ve biiyiime hormonu salgilatict hormon
reseptoriiniin (GHRH-R) bir¢ok kanser tipinde anlatiminin belirlenmis olmasi, GHRH
kars1 antagonistlerinin anti karsinojenik etki gostermesi GHRH sinyalinin bloke
edilmesinin 6nemini ortaya koymustur. Aptamerler hedef molekiiliie yiiksek baglanma
affinitesi gosteren tek zincirli DNA veya RNA molekiilleridir. Bu tez ile amacimiz
GHRH 0zgii aptamerlerin anti-karsionojenik etkisinin MiaPaca Pankreas Kanseri ve
HT29 Kolon Kanserinde gosterilmesidir. GHRH (1-29) peptidine 6zgii TKY.T2.08 ve
TKY.T2.09 aptamerlerinin doza ve zamana bagli olarak Mia Paca-2 ve HT29
hiicrelerinde hiicre canliligina ket vurdugu belirlenmistir. Ayrica 500 nM
konsantrasyonda 72 saat boyunca TKY.T2.08 ve TKY.T2.09 aptamer uygulamasinin
yara kapanmasini engelledigi, koloni ¢apini diislirdiigii, hiicre dliimiinii tetikleyip,
Reaktif Oksijen Tiirevleri (ROS) olusumunu indiikledigi ve mitokondriyal membran
potansiyeline ket vurdugu tespit edilmistir. Ayrica Mia Paca-2 pankreas kanseri
hiicrelerinde her iki aptamerin etkin bir sekilde GHRH sinyali asag1 yolak elemanlari
olan GH ve GHRHR anlatimmni engelleyerek GHRH sinyalini bloke ettigi tespit
edilmistir. Ayrica hem MiaPaca pankreas kanseri hem HT29 kolon kanseri hiicre
hatlarinda TKY.T2.08 ve TKY.T2.09 aptamerlerinin hiicre koloni ¢aplarim
kiigiilttiigii, TKY.T2.09 aptamerinin etkisinin daha yiiksek oldugu sonucuna
varilmigtir. Hem TKY.T2.08 hem de TKY.T2.09 aptamerlerinin hiicre dongiisiinii
G2/M fazinda tuttugu hem de subG1 populasyonunu indiikleyerek apoptotik dliime
neden oldugu hiicre akis sitometresi analizleri ile gosterilmistir. Hem HT29 hem
MiaPaca hiicre hatlarindan TKY.T2.08 uygulamasinin EMT sinyali iizerinde ket
vurucu etkisi E-kaderin anlatimin1 arttirdigi, N-Kaderin anlatimini ise baskilamasi ile
gosterilmistir. Ayrica TKY.T2.08 aptamerinin MiaPaca hiicre hattinda Bip, PERK,
ATF-6 anlatimlarinmi arttirarak, TKY.T2.09 aptamerinin ise HT29 hiicre hattinda
Calnexin- CHOP, ATF-6 anlatimlarimi arttirarak, MiaPaca hiicre hattinda IREla,
PERK, ATF-6 anlatimlarini arttirarak ER stresi indiikledigi belirlenmistir. Ayrica her
iki aptamerin Atg5, Atgl2 anlatimimi indiikleyip, LC3 kesilimini arttarak otofajiyi
uyardigi gosterilmistir. TKY.T2.08 ve TKY.T2.09 aptamerlerinin apoptotik 6lim
iizerinde indiikleyici etkisi PARP kesilimi, PUMA anlatiminin arttirilmasi, BelxL
anlatimimin baskilanmasi ile MiaPaca ve HT29 hiicre hatlarinda gosterilmistir. Sonug

olarak GHRH 6zgii TKY.T2.08 ve TKY.T2.09 aptamerlerinin MiaPaca-2 ve HT29
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hiicrelerinde EMT sinyalini baskilayarak hiicre proliferasyonuna ket vurdugu, hiicre
canlilifint mitokondri membran potansiyelini diisiirerek engelledigi tespit edilmistir.
Bunlara ilaveten, her iki aptamerin otofaji ve ER stresi indiikleyerek apoptotik liime

yol agtiklar1 belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: GHRH 1-29, X-Aptamer, Kolon Kanseri, Pankreas Kanseri,
Apoptoz
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ABSTRACT

The expression of growth hormone-releasing hormone (GHRH) and growth hormone-
releasing hormone receptor (GHRH-R) in many cancer types, and the anti-
carcinogenic effect of GHRH antagonists have revealed the importance of blocking
the GHRH signal. Aptamers are single-stranded DNA or RNA molecules that show
high binding affinity to the target molecule. With this thesis, our aim is to demonstrate
the anti-carcionogenic effect of GHRH-specific aptamers in MiaPaca Pancreatic
Cancer and HT29 Colon Cancer. It has been determined that TKY.T2.08 and
TKY.T2.09 aptamers specific to the GHRH (1-29) peptide inhibit cell viability in Mia
Paca-2 and HT29 cells depending on the dose and time-dependent manner. In addition,
it was determined that aptamer application of TKY.T2.08 and TKY.T2.09 for 72 hours
at 500 nM concentration prevented wound healing, decreased colony diameter,
triggered cell death, induced Reactive Oxygen Derivatives (ROS) formation, and
impeded mitochondrial membrane potential. In addition, it has been determined that
in Mia Paca-2 pancreatic cancer cells, both aptamers effectively block the GHRH
signal by inhibiting GHRH signal downstream elements GH and GHRHR expression.
In addition, it was concluded that TKY.T2.08 and TKY.T2.09 aptamers decreased the
cell colony diameters and the effect of TKY.T2.09 aptamer was higher in both
MiaPaca pancreatic cancer and HT29 colon cancer cell lines. It has been shown by cell
flow cytometry analysis that both TKY.T2.08 and TKY.T2.09 aptamers keep the cell
cycle in the G2/M phase and induce apoptotic death by inducing the subG1 population.
The inhibitory effect of TKY.T2.08 application on the EMT signal from both HT29
and MiaPaca cell lines was shown to increase the expression of E-cadherin and
suppress the expression of N-cadherin. In addition, TKY.T2.08 aptamer increased the
expression of Bip, PERK, ATF-6 in the MiaPaca cell line and the TKY.T2.09 aptamer
increased Calnexin-CHOP, ATF-6 expressions in the HT29 cell line, and IREla,
PERK, ATF-6 in the MiaPaca cell line. It was determined that by increasing their
expressions, they induced ER stress. In addition, both aptamers have been shown to
induce autophagy by inducing Atg5, Atgl2 expression and increasing LC3 cleavage.
Inductive effect of TKY.T2.08 and TKY.T2.09 aptamers on apoptotic death has been
demonstrated in MiaPaca and HT29 cell lines by PARP cleavage, enhancement of
PUMA expression, and suppression of BclxL expression. As a result, it was

determined that GHRH-specific aptamers TKY.T2.08 and TKY.T2.09 inhibit cell
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proliferation by suppressing EMT signal in MiaPaca-2 and HT29 cells and inhibit cell
viability by preventing mitochondrial membrane potential. In addition, both aptamers

were determined to cause apoptotic cell death via inducing autophagy and ER stress.

Keywords: GHRH 1-29, X-Aptamer, Colon Cancer, Pancreatic Cancer, Apoptosis
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BOLUM 1. GIRIS VE AMAC

1.1 GIRIS

Amerikan Kanser Dernegi, kanseri; kontrol edilemeyen biiylime ve anormal biiyiime
gosteren hiicrelerin yayilmasiyla karakterize edilen bir grup hastalik olarak
tanimlamistir. Kanser, tek bir hastalig1 ifade etmemektedir, kanser 100°den farkli
hastalik ile iliskilendirilmistir(SEER). Kolon Kanseri Diinya genelinde yaklagik
900.000 6lim ile kanserden 6liim siralamasinda dordiincii sirada bulunmaktadir[1].
Kiiresel olarak erkeklerde en sik goriilen f{giincili, kadinlarda ise ikinci kanser
tipidir[2]. Amerika Birlesik Devletleri Ulusal Kanser Enstitiisii verilerine gore
koloraktal kanser tedavisi goren hastalarin %61’inin 5 yil siireyle hayatta kaldigi
kaydedilmistir[3]. Kolon Kanseri risk faktorleri, ailesel faktorler ve sporadik faktorler
olarak siniflandirilmaktadir. Pankreas kanseri ise kanser oliimleri siralamasinda
yedinci sirada yer almaktadir. Wong ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alisma sonucunda
pankreas kanseri insidansinin kadinlarda erkeklere oranla daha fazla oldugu
goriilmistiir. Pankreas Kanseri risk faktorleri degistirilebir ve degistirilemez faktorler

olarak iki baslik altinda siniflandirilmistir[4].

Hipotalamik bir hormon olan, biiyiime hormonu salgilatict hormon(GHRH); biiylime
hormonu(GH) sentezi ve sekresyonunun temel uyaricisidir[5]. GHRH, merkezi sinir
sisteminde, Ozellikle hipotalamusun arkuat ve ventromedial c¢ekirdeklerinde
sentezlenmekte ve daha sonrasinda noronel projeksiyonlardan hipofiz vaskiiler
sistemine salinmaktadir[6]. GHRH, reseptorine(GHRHR-R) baglanarak biiylime
hormununun(GH) sentezini ve salinimini uyarmaktadir[7]. GHRH eksikligi hipofiz

hipoplazisine ve ciicelesmeye yol acabilmektedir[8].

GHRH ve reseptorlerinin varligi gesitli tiimorlerde gosterilmistir ve otokrin/parakrin
bliyime  faktorii  olarak  neoplazmalarin  patogenezinde rolii  oldugu
diistiniilmektedir[9]. Kapsamli yapilmis c¢aligmalar, lenfoma, glioblastoma, kiigiik
hiicreli akciger kanseri ve kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri gibi bazi kanser
tiplerinde diisiik hipofiz tipi GHRH-R ekspresyonu oldugunu gostermistir[ 10]. GHRH

reseptorili antikanser tedavisi i¢in potansiyel bir hedef olarak goriilmektedir[11].



Biiyiime hormonu salgilatici hormonun(GHRH) antagonistleri baslangicta,
GHRH’nin ve biiyliime hormonunun(GH) asir1 sentezinin neden oldugu bozukluklarin
tedavisi amaciyla gelistirilmistir. Robberecht ve arkadaslarinin 1985 yilinda yaptiklar
caligmada; Ala aminoasidinin GHRH (1-29) NH2’nin 2. Konumundaki D-arginin ile
degistirilmesiyle ilk GHRH antagonisti {retilmistir. Bu ilk standart antagonistin,
sicanlarda GH salinimi baskiladign gériilmiistiir[12]. ilk gii¢lii antagonistler (MZ
serisi), N ucunda hidrofobik pargalari, C ucunda enzime direncli olan agmantini ve 4-
kloro fenilalanin, 2-aminobiitirik asit, norldsin gibi molekiiler yapilar icermektedir ve
bu yapilarin  reseptdr baglanma  affinitesini ve stabiliteyi  arttirdigi
gbzlemlenmistir[13][14]. Hem in vitro hem in vivo olarak bu serideki en giicli

antagonistler MZ-4-71 ve MZ-5-156 olarak bilinmektedir [14].

Aptamerler, antikorlara benzer yapilar1 bulunan ve {i¢ boyutlu bir yapiya katlanarak
protein hedeflerine baglanan tek sarmalli deoksiriboniikleik asit (DNA) ya da
riboniikleik asit (RNA) molekiilleridir. Aptamerler ¢ogunlukla ilk olarak 25 yil 6nce
calisilmis tistel zenginlestirme ile ligandlarin sistematik evrimi (SELEX) ad1 verilen
bir yontem ile izole edilmektedir. G6ziin makiiler dejenerasyonunu tedavi etmek igin
tasarlanan bir aptamer (Macugen), ABD Gida ve Ila¢ Dairesinden (FDA) onay almistir
ve diger aptamerle i¢in preklinik veya klinik asamalarda arastirmalar devam

etmektedir [15].

RNA ve DNA aptamerlerinin konformasyonel c¢esitliligi ve hedefleme 06zgiilliigi,
protein-protein etkilesimlerinin inhibitorleri olarak terapotik alanda umut verici
gozilkmektedir. Bu potansiyelin saglanabilmesi amaciyla, tasarlanan aptamerlerin
cesitli Ozellikleri saglamasi gerekmektedir. Bu 6zelliklere bakildiginda; ilk olarak
terapotik aptamerlerin viicutta stabil halde olmalar1 gerekmektedir. Dogal RNA ve
DNA, endojen niikleazlara duyarli oldugundan seker ve/veya fosfodiester
omurgasinda meydana gelen kimyasal modifikasyonlara dikkat edilmelidir. ikincisi,
niikleotid dizisinin uzunlugu olabildigince kisa olmalidir ¢linkii aptamer dizisinin kisa
olmasi tiretimde maliyeti diigiirerek malzeme kalite giivencesini kolaylastiracak ve
toksisiteyi dnleyecektir. Ugiincii olarak ise terapétik aptamerlerin diger ilaglarda da

oldugu gibi iyi farmakokinetikleri olmalidir [16].



1.2 AMAC

Bu tez ile litaratiirde anti-karsinojenik etkileri ¢alisilmis GHRH peptit antagonistlerine
alternatif olarak GHRH sinyalini bloke edecek aptamerlerin kolon kanseri ve pankreas
kanseri hiicreleri lizerindeki etkisinin EMT, Endoplasmic Reticulum stress ve otofaji

yolaklar1 iizerinden apoptotik 6liim iizerine etkisinin iredelenmesi amaglanmaktadir.



BOLUM 2. GENEL BILGILER
2.1 Kanser

Kanser kendiliginden, diizensiz olarak bdliinerek ve ¢ogalarak bulunduklar1 bolge
disina yayilabilen ve dogal gelisimi 6liime yol agan tiim doku bozukluklarini kapsayan
ortak bir ifadedir. Tiim kanser tiirlerinde, viicudun baz1 hiicreleri dokulara yayilmadan
boliinmeye baglar. Kanser, trilyonlarca hiicreden olusan insan viicudun herhangi bir
yerinde baglayabilmektedir. Normal sartlarda insan hiicreleri biiyiir ve viicudun ihtiyag
durumlarina gore yeni hiicreler meydana getirmek i¢in boliiniir. Hiicreler yaslandik¢a
ya da hasar gorme durumunda Oliirler ve bu yeni hiicreler yerlerini alir. Kanser
gelistiginde ise bu diizenli siire¢ bozulur. Yaslanmis ya da hasar gérmiis hiicreler
Olmeleri gerektiginde hayatta kalmaya devam eder ve ihtiya¢ duyulmadigi halde yeni
hiicreler meydana gelir. Bu hiicreler kontrolsiiz boliinebilir ve tiimor adi verilen

biiytimeleri meydana getirebilir(Verywell., 2017).

2.2 Kolon Kanseri

Kolorektal kanser, giiniimiizde yilda yaklasik 900.000 dliimle diinya siralamasinda
dordiincii en oliimciil kanser tipidir. Yiksek gelirli {ilkelerin yaslanan niifusu ve
beslenme aliskanliklarina ek olarak obezite, fiziksel egzersiz eksiklikleri ve sigara
kullanim1 gibi faktorler kolorektal kanser riskini arttirmaktadir[17]. Son yillarda,
tedaviye yonelik ilginin biiylik ¢cogunlugu kolon kanserinden ¢ok rektum kanserine
odaklanmistir[18]. Kolon kanseri en sik bagirsagin sol tarafinda inen kolonda ve kalin

bagirsagin son boliimii olan rektum kisminda goriilmektedir (Sekil 1).
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Sekil 1. Kolon kanserinin bolgelere gore goriilme sikhigi(Dekker ve ark., 2013).

2.2.1 Kolon Anatomisi

Kalin bagirsak sindirim sisteminin biiytlik bir kismini olusturur. Kalin bagirsak cesitli
bolgelerden olusur. Ince bagirsak ile kalin bagirsagim birlestigi bolgeye cekum adi
verilir. Cekumdan sonra kalin bagirsak yukartya dogru ¢ikar, bu kisma ¢ikan kolon
denir. Daha sonra karin igerisinde sagdan sola dogru uzanir ve bu bdliime
transvers(enine) kolon denir. Karnin sol tarafina ulaginca agagiya dogru yon degistirir
ve bu boliim inen kolon adin1 alir. inen kolonun devami “S” seklindedir ve Sigmoid

kolon adini alir. Son kisim ise rektumdur [17](Sekil 2).
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Sekil 2. Kalin bagirsagin bolgeleri. Kalin bagirsagin bolimlerinin ayrintili bir sekilde

gosterilmesi (Cummings ve ark., 2015).



2.2.2 Kolon Kanseri Epidemiyolojisi(kolon kanseri risk faktorleri)

Kolon kanserinin insidans ve mortalite oranlar1 diinya ¢apinda Onemli Olciide
degisiklik gostermektedir. Diinya Saghk Orgiiti GLOBOCAN veri tabanma gére,
CRC 2018 yilinda 1.8 milyon yeni vaka ve yaklagik 861.000 oliimle kiiresel olarak
erkeklerde en sik goriilen {i¢iincii kadinlarda ise ikinci kanser tipidir[19]. Yilda
yaklasik olarak 147.950 yeni CRC hastasi teshis edilmektedir. Bunlarin 104.610’u

kolon kanseri ve kalani rektal kanseri hastalaridir[1].

2.2.2.1 insidans

Kiiresel olarak, CRC insidans1 bolgesel olarak degismektedir. En yiiksek insidans
oranlar1 Avustralya, Yeni Zelanda, Avrupa ve Kuzey Amerika’dadir. En disiik
insidans oranlar1 ise Afrika ve Giiney-Orta Asya’da goriilmektedir[2]. Bu cografi
farkliliklarin genetik, beslenme ve c¢evresel maruziyet gibi faktorlere bagli oldugu
bilinmektedir. Kolorektal kanser i¢in yas dnemli bir risk faktoriidiir. Kalin bagirsak
kanseri 40 yasindan once nadir goriilmektedir, 40 ve 50 yaslar arasinda insidans
onemli olgiide artmaktadir (Sekil 3). Yasa 6zgii insidans oranlart her on yilda artis
gostermektedir. 50 yasin altinda kolorektal kanser teshisi konanlarin %86’sindan
fazlas1 semptomik olmaktadir ve hastalik daha sonraki asamalarda tespit
edilebilmektedir[20][21]. Bu oran artan insidansin gercek oldugunu gostermektedir.
Artan insidans egiliminin altinda yatan nedenler halen belirsizdir. Elde edilen bazi
veriler uzun siireli hareketsizligin(egzersiz ve obeziteden bagimsiz olarak) 6zellikle
rektumda meydana gelen gen¢ baslangichi kolorektal kanser riskindeki artisla
iliskilendirilmistir. Su an ¢cogu kilavuz, pozitif bir aile dykiisii veya yatkin bir kalitsal
sendrom olmadig1 siirece 50 yasin altindaki asemptomatik bireylerin taranmasini

onermemektedir[22][3].



Increasing incidence of colorectal cancer in the United States with age, SEER 2004 to 2013
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Sekil 3. Yasa ozgii kolorektal kanser insidansi, tiim irklardan kadin ve erkeklerde 2004 ile 2013
yillart arasinda 6l¢iilmiistiir(Macrae ve ark., 2020).
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Sekil 4. WHO Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansinin rakamlarina gore bes
kitadaki iilkeler icin yasa gore simiflandirilmis (A) Kanser insidansi ve (B) Oliim
oranlari Bu oranlar yasa gore standardize edilmis verilerdir. Yasa gore farklilik gésteren birden
popiilasyon karsilastirilirken standardizasyon gereklidir ¢iinkii yas, kanserde teshisin koyulmasi
veya kanserden 6lme riski iizerinde giiglii bir etkiye sahiptir. Haritadaki noktali ve kesikli ¢izgiler,

iizerinde tam bir anlagsma saglanamamis yaklasik sinir ¢izgilerini temsil etmektedir(Dekker ve ark.,

2018).
2.2.2.2 Mortalite

Kolorektal kanser kaynakli 6liim oranlari, 1980 yillarindan bu yana Amerika Birlesik
Devletleri ve birgok bat1 iilkesinde giderek azalmistir[19][1]. Bu gelisme, kismen de
olsa kolon poliplerinin saptanabilmesi, ¢ikarilabilmesi ve CRC’lerin daha erken bir
evrede saptanarak etkili birincil ve adjuvan tedavilerin uygulanabilmesine
atfedilmektedir[23]. Ulusal Kanser Enstitiisii Veritabanindan elde edilen verilerde, 20
ila 54 yaslar1 arasindaki bireyler arasinda 100.000 niifus bagina CRC 6liim oranlar1
1970°de 6.3’ten 2004°te 3.9’a diismiis ve ardindan yillik %1 artigsla 2014’te 4.3%e
ylikselmistir[24]. Global olarak, Birlesik Devletler CRC’den en yiiksek hayatta kalma
oranlarindan birine sahiptir. Amerika Birlesik Devletleri Ulusal Kanser Enstitiisii
Programi tarafindan toplanan veriler, CRC tedavisi goren hastalarin %61’ inin(tliim

asamalar ve goriilen bolgeler dahil) 5 yil siireyle hayatta kaldigini1 gostermektedir[25].



2.2.3 Kolon Kanseri Risk Faktorleri

Cevresel ve genetik faktorler, CRC gelisme olasiligini arttirabilmektedir[26]. Kalitsal
duyarlilik riskte en ¢arpici artiglarla sonuglansa da, CRC’lerin ¢ogu ailesel olmaktan
cok sporadiktir. Bu risk faktorleri , CRC taranmasina yonelik Onerileri degistirmek
icin yeterince yiiksek risk saglayanlar, tarama Onerilerini degistirebilen faktorler ve
kiigiik ya da belirsiz bir risk boyutu sayladigi diistiniildiigiinden tarama Onerilerini
degistirmeyen risk faktorleri olarak ayrilabilmektedir[27].

Su anda tarama onerilerini etkileyen faktorler - CRC tarama Onerileri, enflamatuar
bagirsak hastalifi olan hastalarda kisisel veya ailede CRC veya adenom Oykiisii
temelinde kalitsal kolon kanseri sendromlari olan ailelerin iiyeleri i¢in ve abdominal

hastaliga maruz kalanlarla siniflandirtlmistir[27].

2.2.3.1 Kalitsal CRC sendromlari

Cogu otozomal dominant bir sekilde alinan birkag¢ spesifik genetik bozukluk, kolon
kanseri geligsme riskinin ¢ok yiiksek olmasiyla iliskilidir. Ailesel adenomatdz polipozis
(FAP) ve Lynch sendromu (kalitsal polipozis olmayan kolorektal kanser [HNPCC)),
ailesel kolon kanseri sendromlarinin en yaygin olanlaridir, ancak bu iki durum birlikte,
CRC vakalarinin yalnizca %5'ini olusturmaktadir ve bunlarin ¢ogu Lynch sendromu

olarak goriilmektedir[28][29][30][31].



2.2.3.1.1 FAP

Ailesel adenomatdz polipoz (FAP) ve varyantlar1 (Gardner sendromu, Turcot
sendromu ve zayiflatilmis ailesel adenomatdz polipoz [AFAP]), CRC'lerin yiizde
I'inden azin1 olusturmaktadir. FAP'ta, cocukluk doneminde ¢ok sayida kolon adenomu
goriilmektedir. Belirtiler ortalama 16 yasinda ortaya ¢ikar ve 45 yasina kadar tedavi
edilmeyen bireylerin ylizde 90'inda kolon kanseri meydana gelmektedir. AFAP, kolon
kanseri i¢in yiiksek risk tagimaktadir, ancak daha az adenom ve daha yaslh teshis yasi
ile karakterizedir. FAP, kromozom 5'te yer alan adenomatdz polipoz koli (APC)
genindeki germ hattt mutasyonlarindan kaynaklanmaktadir. Ayn1 gen, zayiflatilmig
FAP formunda da yer alir, ancak APC gen mutasyonlarinin yerleri farklidir. Askenaz
Y ahudi niifusunun yaklasik %6 ila %8'inde ortaya ¢ikan bir APC gen varyanti, iligkili
bir polipoz olmaksizin 1,5 ila 2 kat artmis kolon kanseri riski ile iliskilendirilmistir.
Bununla birlikte, kendi basina, birinci derece akrabalarda aile 6ykiisii disinda bir risk

meydana getirmemektedir ve bu nedenle sinirli klinik faydaya sahiptir[32].

2.2.3.1.2 MUTYH ile iliskili Polipoz (MAP)

MAP, baz eksizyon onarim geni mutY homologundaki (MUTYH) bialelik germ hatt1
mutasyonlarina bagli otozomal resesif bir sendromdur. MAP fenotipi degiskendir,
ancak tipik olarak 500’den az adenom ile bir polipoz fenotipi ile ortaya ¢ikabilir. Baz
eksizyon onarim sistemi, oksidatif DNA hasarindan kaynaklanan mutasyonlar1 onarir
ve APC geni bu tiir hasara ozellikle duyarli goériinmektedir. Bu nedenle, temel
eksizyon onarim sisteminin basarisizligi, APC'de, Ozellikle G: C'den T: Al'ya
transversiyonlarda, bir polipoz fenotipine yol agabilen somatik mutasyonlara yol
acmaktadir. Artan sayida rapor, bu MUTYH genlerindeki germ hattt mutasyonlarinin,
baskin olarak kalitsal bir ailesel sendromun yoklugunda ortaya ¢ikan ailesel CRC'lerin
onemli bir boliimiinii agiklayabilecegini ve dnemli sayida bialelik tastyicinin, iligkili
polipoz olmaksizin kanserle birlikte mevcut oldugunu ileri siirmektedir. Yeni polipoz
genleri (POLE ve POLD1, MSH3 ve NTHL ile iligkili polipoz [NAP]) artik fenotipleri

gelistiren yeni nesil ¢calismalarin konusu olarak goriilmektedir[27].
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2.2.3.1.3 Lynch Sendromu

Lynch sendromu veya HNPCC, FAP'tan daha yaygin olan ve tiim kolonik
adenokarsinomlarin yaklagik yiizde 3'Yinli olusturan, otozomal dominant bir
sendromdur. Lynch sendromu adi, Dr. Henry Lynch'in sendroma dikkat cekmedeki
oncii caligmasindan alinmistir. Lynch sendromu terimi, genetik olarak DNA
uyusmazligi onarim (MMR) genlerinden birinde, en yaygin olarak hMLH1, hMSH2,
hMSH6 veya hPMS2 genlerinde hastalia neden olan mutasyona sahip aileler igin
kullanilmaktadir. Genel bir kural olarak, Lynch sendromlu hastalarda bir MMR
geninin bir allelinde bir germ hattt mutasyonu vardir ve ikinci alel, CRC'lerde
mutasyon, heterozigotluk kaybi veya promoter hipermetilasyon yoluyla epigenetik
susturma yoluyla somatik olarak inaktive edilir. Sonu¢ olarak, Lynch sendromu
CRC'leri bozulmus DNA MMR'ye sahiptir, hiper degiskendir ve mikrosatellit stabil
degildir[33].

Lynch sendromlu hastalarda gelisen kolorektal tiimdrler, erken yasta goriilmesi ve sag
taraftaki lezyonlarm baskinlig: ile karakterizedir. Ik lezyonlarin yaklasik yiizde 70'i
dalak biikiilmesinin proksimalinde ortaya ¢ikar ve yaklagik yiizde 10'unda eszamanli
metakron kanserler goriilmektedir. Segmental rezeksiyonu olanlarda metakron CRC
gelistirme sans1 daha yiiksektir: 382 gen tasiyicisi lizerinde yapilan bir ¢calismada, 10
yilda %16 olan oran, primer rezeksiyondan 30 y1l sonra %62'ye ylikselmistir[34].

2.2.3.2 Sporadik CRC'lerin veya Adenomatoz Poliplerin Kisisel veya
Ailesel OyKkiisii

Kisisel CRC oykiisii veya kolonun adenomatdz polipleri olan hastalar, kolon
kanserinin gelecekteki gelisimi i¢in risk altindadir. Tek bir CRC rezeksiyonu yapilan
hastalarda, metakron primer kanserler, postoperatif ilk bes y1l i¢inde hastalarin %1.5
ila 3'linde gozlemlenir. Aile dykiisii, tanimlanmis genetik yatkinligi olan sendromlarin
disinda bile 6nemli bir risk faktoriidiir. CRC ile etkilenen tek bir birinci derece
akrabaya (ebeveyn, kardes veya ¢ocuk) sahip olmak, riski genel popiilasyona gore

yaklasik iki kat arttirmaktadir[35].
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Aetiological factors Level of Unit increase Colorectal cancer Colon cancer RR Rectal cancer Refs

evidence® RR (95% ClI) (95% CI) RR (95% CI)
Obesity ™ 5 kg/m?in BMI 1.05(1.03-1.07) 1.07 (1.05-1.09) 1.01(1.01-1.04) 128

™ 10 cmin WC 1.02 (1.01-1.03) 1.04 (1.02-1.06) 1.02 (1.00-1.03)
Total physical activity U 5 MET-hours per week 0.97 (0.94-0.99) 0.92 (0.86-0.99) 1.02(0.95-1.10) L2
Western dietary pattern ™" Highest versus lowest 1.12(1.01-1.24) 1.30(1.04-1.63) 1.09(0.91-1.29) HEE
Prudent dietary pattern 1 Highest versus lowest 0.89 (0.84-0.95) 0.89 (0.80-0.99) 0.96 (0.83-1.10) L
Processed meat ™ 50 g per day 1.16 (1.08-1.26) 1.23(1.11-1.35) 1.08 (1.00-1.18) 20
Red meat T 100 g per day 1.12(1.00-1.25) 1.22 (1.06-1.39) 1.13(0.96-1.34) L2
Total fibre 1 10 g per day 0.93 (0.87-1.00) 0.91 (0.84-1.00) 0.93(0.85-1.01) L2
Whole grain 1 90 g per day 0.83(0.79-0.89) 0.82 (0.73-0.92) 0.82(0.57-1.16) L2
Alcohol (as ethanol) ™" 10 g per day 1.07 (1.05-1.09) 1.07 (1.05-1.09) 1.08 (1.07-1.10) i
Smoking® 1 Current versus never smokers 1.15(1.00-1.32) 1.10(0.89-1.36) 1.19(0.94-1.54) 102
Aspirin® 1" 75-1200 mg per day versus control  0.76 (0.63-0.94) 0.76 (0.60-0.96) 0.90(0.63-1.30) 1
Total calcium® 1 300 mg per day 0.92 (0.89-0.95) 0.91 (0.87-0.96) 0.95 (0.83-1.08) o)

Sekil 5. Anatomik alt gruplara gore risk veya koruyucu faktorler ile kolorektal
kanser riski arasindaki iliskilerin 6zeti. 11, ikna edici risk faktorii; 1, olasi risk faktorii;

11, ikna edici koruyucu faktdr; |, olast koruyucu faktor; BMI, viicut kitle indeksi; CI, giiven araligy;
CRC, kolorektal kanser; MET, gorevin metabolik esdegeri; RR, goreceli risk; WC, bel ¢evresi[36].

2.2.5 Kolon Kanserinin Molekiiler Patolojisi

Cogu kanser polipten kaynaklanmaktadir. Bu siire¢, neoplastik 6ncii bir lezyona(polip)
doniisen ve sonunda tahmini 10-15 yillik bir stire i¢inde kolorektal kansere ilerleyen
bir anomali ile baglar. Kolorektal kanserlerin ¢ogunun baslangi¢ hiicresinin kdk
hiicreler veya kok hiicre benzeri bir hiicre oldugu varsayilmaktadir[37]. Bu kanser kok
hiicreleri, timor baskilayici genleri inaktive eden ve onkojenleri aktive eden genetik
ve epigenetik degisiklikleri sonucu meydana gelmektedir. Kanser kok hiicreleri,
kolonik kriptlerin tabanonda bulunur ve bir tiimdriin baslatilmasi ve siirdiiriilmesi i¢in
gerekli oldugu goriilmektedir. Kanser kok hiicrelerinin biiylimesini kontrol eden
diizenleyici mekanizmalarin arastirilmasi, olasi terapétik ajanlar ve onleyici tedaviler

icin umut verici bir arastirma alanidir[1].

Kiiresel olarak, iki ana farkli 6ncii lezyon yolu bulunmaktadir (Sekil 4)[38]. Kolorektal
kanserin %70-90’1na yol agan adenom-karsinom (kromozomal instabilite dizisi olarak
da adlandirilmaktadir) yolu ve neoplazi yolu (Kolorektal kanser vakalarmin %10-
10’sini meydana getirmektedir.). Bu yollar ¢oklu genetik ve epigenetik olaylar1 temsil
etmektedir. Kromozomal kararsizlik fenotipleri tipik olarak bir APC mutasyonu ile
baslatilan genomik olaylar1 takiben gelisir, ardindan RAS aktivasyonu veya TP53
fonksiyon kayb1 gelir[38].
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A B
Adenoma-carcinoma pathway Serrated neoplasia pathway Microsatellite instability
(70-90%) (10-20%) (2-7%)
FAP Sporadic Traditional Sessile Lynch syndrome
serrated serrated
Germline APC KRAS and BRAF Germline mutation in MMR
APC mutation BRAF mutation genes
mutation mutation
KRAS and MGMT MSH2,6
BRAF
SMAD4 MLH1 MLH1,3
TP53 CImp PMS2,6
A A A 4 \ 4 Y

cancer

Microsatellite stable colorectal

Microsatellite stable and
instable colorectal cancer

Microsatellite instable
colorectal cancer

Sekil 6. Kolorektal Kanserin gelisim yollar.
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COLORECTAL CANCERS

/\

Chromosomal Instability pathway Microsatellite Unstable
(CIN) — No Microsateliite Instability sranllas)
85% /\‘
MLH1 Germline Mutation in
HYPERMETHYLATION Mismatch repair genes
Familial
SPORADIC Adenomatous
Polyposis
<0.5%
0 Sporadic / CpG Island Lynch Syndrome
Methylator Phenotype o,
(12%) (3-5%) l
Second Hit
MSI
- Frameshift mutations in
BRAF mutation genes with coding
“microsatellite repeats” +
TUMORIGENESIS

Sekil 7. Kolorektal kanserin sematik smiflandirilmasi ve tiimor gelisim

mekanizmasinin gosterilmesi(Gupta ve ark., 2018).
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2.3 Pankreas Kanseri

Diinyada her yil teshis edilen 277.00 pankreas kanseri hastasi bulunmaktadir[39].
ABD en 6n sirada gelmektedir. Avrupa da vaka sayisi ise yaklasik olarak 49.000
dir[40]. Erken teshise katkida bulunabilecek yeni gelismelere ragmen yillik genel
sagkalim(OS) orani son 30 yilda yalnizda %35 oranindan %6’ya yiikselmistir. Pankreas
kanseri, ABD’de kanser 6liimleri siralamasinda dordiincii sirada yer almaktadir ve
yilda yaklasik olarak 40.000 6liim raporlanmaktadir. Oniimiizdeki 10 yilda ise
pankreas kanserinin ABD’de kansere bagli oliimlerin ikinci nedeni olacagi
ongoriilmektedir[41][40]. Pankreas duktal adenokarsinomu, pankreas kanserinin en
yaygin histolojik tipi olarak goriilmektedir. Pankreas kanseri risk faktorleri arasinda
baglica tiitiin kullanimi ve asir1 kilo/obezite gdzlemlenmektedir. 1990°lardan beri tiitiin
kullanim1 prevalansindaki 6nemli diisiisiin, pankreas kanseri insidansini1 azaltmasi
beklenmistir ancak pankreas kanserinde risk ve mortalite iizerinde bireylerin asiri
kilolu olmasi/obezite ve tip 2 diyabetteki artan prevalansla iliskili oldugu
belirlenmistir. Pankreas kanserinde goriilen yiiksek 6liim orani, kanser dncesi neoplazi
ve erken evre invazif pankreas kanserlerinin erken teshisi icin giivenilir tarama
metodolojilerinin olmamasina ve sistemik kemoterapi tedavilerinin zayif etkinligiyle
bagdastirilmistir[41][42].

Pankreas kanserlerinin %50’den fazlasinda sag kalim oranlarinin 7-11 ay arasinda
degistigi biinmektedir[43][44]. %30-40’1inda hastaligin lokalize oldugu bolgede
cerrahi miidahalenin yapilamadig1 hastalarda sagkalim oranmin 11-18 ay oldugu,
rezeke edilmis pankreas kanseri hastalarinda ise solid tiimoérlere kiyasla daha kotii
sonuglar goriilmektedir ve cerrahi-adjuvan tedaviden sonra ortalama sagkalim 24
aydir[45][46]. Gemsitabin, pankreas kanseri i¢in tercih edilen adjuvan tedavi olarak
halen kullanilirken, 2011°den beri metastatik hastalar i¢in iki farkli ikili kombine
terapisi altin standart haline gelmistir; 5-florourasil (5-FU) / irinotekan ve oksaliplatin
(FOLFIRINOX) ile lokovorin ve gemsitabin ile nab-paklitaksel[43]. Bu tedavi
tiplerine yanit oranlar1 %23 ile %31 arasinda fark gostermektedir[44]. Metastatik
hastalarda FOLFIRINOX ve gemsitabin / nab-paklitaksel ile elde edilmis basarilar goz
online alindiginda, lokal olarak ilerlemis ancak ameliyat edilemeyen pankreas
kanserlerinin tedavileri i¢in Onciil goriilmektedir. Kombinasyon kemoterapi
tedavisiyle elde edilmis 6n veriler, tek basina gemsitabin ile ge¢mis raporlara gore

daha timit verici sonuglar gostermektedir[46].
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Pankreas adenokarsinomunda en yaygin genetik mutasyonlar KRAS(%90),
CDK2NA(%90), TP53(%75-%90), SMAD4/DPC4(%50) genlerinde goriilmektedir
ve pankreas kanseri hastalarinda epigenetik degisiklikler de sik olarak
gozlemlenmektedir. Tiimor mikrogevresi, kemoterapiye direncli kanser kok hiicreleri

ve desmoplastik stroma son klinik aragtirmalarin hedefidir[47].

2.3.1 Pankreas Kanseri Epidemiyolojisi

Pankreas kanseri epidemiyolojisinin analiz edilmesi, pankreas kanseri etiyolojisini
yorumlamanin anahtart ve buna bagl olarak etkili bir 6nleme stratejisi gelistirmenin

temel tas1 olarak ongoriilmektedir[48].

2.3.1.1 insidans

Pankreas kanseri goriilme sikligi bdolgelere ve popiilasyonlara gore degisiklik
gostermektedir (Sekil 5). 2018’de diinya genelinde 458.918 yeni pankreas kanseri
vakas1 kaydedilmistir ve bu saymin tim kanser yiizdesinin %2.5’ini temsil ettigi
raporlanmistir. Yasa gore standardize edilmis oran(ASR) insidansi en yiiksek
Avrupa’da(100.000 kiside 7.7), Kuzey Amerika’da(100.000 kiside 7.6) ardindan
Okyanusya’da(100.000 kiside 6.4) goriilmektedir. En diisiik oran ise 100.000 kiside
2.2 tahmini insidans ile Afrika’da gdzlenmistir. insidan oranlarindaki farkliliklar, en
yiiksek popiilasyonlar(Macaristan:10.8) ile en diisiik orana sahip popiilasyonlar(Gine:

0.35) arasinda 30 kat olmustur[49].
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Cinsiyetler arasinda pankreas kanseri insidansinda hafif bir farklilik ve 6nemli farkli
cografi dagilim goézlenmistir(1). Pankreas kanseri erkeklerde(100.000 basma 5.5,
243.033 vaka) kadinlardan(100.000 basma 4.0, 215.885 vaka) daha yaygindir.
Erkeklerde pankreas kanseri goriilme riski Orta ve Dogu Avrupa’da yiiksektir.
Ozellikle Letonya ve Moldova Cumhuriyeti(15.3), Estonya(14.2) ve Macaristan(12.9)
ardindan Uruguay(12.0) ve Japonya(11.7) da goriilme siklig1 yiiksektir. En diisiik
oranlar ise Gine(0.23) ve Malavi(0.30)’de kaydedilmistir. Kadinlarda pankreas kanseri
insidansinin en yiiksek oldugu bolgeler Bat1 Avrupa(7.2), Kuzey Amerika(6.5), Kuzey
Avrupa ve Avustralya/Yeni Zelanda(6.4) seklindedir. Yakalanma riskinin en diisiik
oldugu bolgeler ise(100.000’de 1.0’dan daha az) Dogu Afrika ve Giineydogu
Asya’dir. Komorlar ve Sao Tome, Afrika bolgelerinde her iki cinsiyet i¢in kaydedilmis

bir pankreas kanseri vakasi yoktur[49].

Pankreas kanserinde insidans her iki cinsiyet i¢in yagla birlikte artmaktadir(1-10-11).
Pankreas kanseri nadiren 55 yasindan Once teshis edilebilmektedir ve yaslh niifusun
hastalig1 olarak tanimlanabilmektedir ¢linkii en yiiksek insidans orani 70 yasin

iizerindeki kisilerden raporlanmigtir[5S0][41].

Ulkeler arasinda bu insidans oranlarindaki farkliliklarin nedeni halen tam olarak
bilinmemektedir. Bununla birlikte, ¢evrenin ve/veya belirli risk faktorlerine maruz
kalmanin pankreas kanseri insidansinda gozlenen cografi varyasyonla iliskili
olabilecegi diisiiniilmiistiir. Baz1 elde edilmis veriler, tiitiin kullaniminin tartigilan
farkliliklar iizerinde bazi etkileri olabilecegini gosterirken[51], diger veriler diyet
tarzin1 ve obeziteyi isaret etmektedir[52][53]. Dikkate alinmasi gereken 6nemli bir
nokta da teshis araclarinin ve ¢esitli teshis yontemlerinin kullanimindaki
degisikliklerin gelismis ve gelismemis cografi alanlar arasinda farklilik
gostermesidir[54]. Erkeklerde pankreas kanserinin daha fazla goriilmesinin altinda
yatan nedenler halen tam olarak aydinlatilamamistir[55]. Bazi1 calismalara gore
kadmlar olusumlarindan sorumlu ¢evreden gelen risk faktorlerine daha az maruz

kalmaktadir ve bu tiir malign tiimorlere daha az egilimlidirler[56][57].
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ASR(World) per 100 000

278

6.7-7.8
46-6.7
3.6-46

B 2736
20-27
1.0-2.0 I Not applicable
<1.0 No data

Sekil 8. Harita, hem cinsiyetler hem de tiim yaglar dahil olmak tizere 2018 yilinda diinya ¢apinda

pankreas kanseri i¢in tahmini yasa gore standardize edilmis insidans oranlarini (ASR)

gostermektedir(GLOBACAN).

2.3.1.2 Mortalite

Diinyada pankreas kanseri i¢in 6liim oranlar1 6nemli 6l¢iide degisiklik gostermektedir
(Sekil 9). 2018 yilinda en yiiksek 6liim oranlar1 Bati Avrupa’da(100.000’de 7.6), Orta
ve Dogu Avrupa’da(7.3), ardindan Kuzey Avrupa ve Kuzey Amerika’da(6.5)
kaydedilmistir(Sekil 7-sekil 3). En diisiik oranlar ise Dogu Afrika(1.4), Giineydogu
Asya ve Bat1 Afrika(2.1) iilkelerinde rapor edilmistir. Oliim oranlarindaki farkliliklar,
en yiiksek ve en diisiik orana sahip popiilasyonlar arasinda 30 kat olmustur(Uruguay’a
kars1 Gine: 9.9’a kars1 0.32). Pankreatik kanser nedeniyle 6liimlerin %46.4’1 Asya’da,
%29.6’s1 Avrupa’da, %52.3’i en gelismis iilkelerde meydana gelmistir. Hem
erkeklerde hem de kadinlarda pankreas kanseri 6liim orani yasla birlikte artmaktadir

ve tiim Oliimlerin neredeyse %90°1 55 yasindan sonra goriilmektedir[49].

2018 yilinda erkeklerde en yiiksek 6liim oranlarit Moldova Cumbhuriyeti (12,3) ve
Uruguay'da (12,1) kaydedilirken, kadinlarda 6liim oranlar1 en yiiksek Birlesik Arap
Emirlikleri (10,0) ve Uruguay'da (8,1) kaydedilmistir. Erkeklerde en az 6liim oranlari
ise Tanzanya (0,3) ve Malavi'de (0,32) kaydedilirken, kadinlarda Gine (0,2) ve
Pakistan'da (0,3) raporlanmistir. Pankreas kanserinde insidans ve mortalite oranlar
arasindaki benzerlik, bu hastaligin 6limciil dogasin1 gostermektedir[58](Sekil 6).
Erken semptomlarin goriilmemesi nedeniyle pankreas kanserini teshis etmek zor

oldugundan, otopsi ¢alismalarinda pankreas kanseri en sik saptanan kanser tipidir[59].
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ASR(World) per 100 000

272

6.1-7.2
44-6.1
33-44
26-33
19-26

11-1.9 I ot applicable
<11 No data

Sekil 9. Harita, hem cinsiyetler hem de tiim yaglar dahil olmak tizere 2018 yilinda diinya ¢apinda

pankreas kanseri i¢in tahmini yasa gore standartlastirilmig Oliim oranlarint  (ASR)

gostermektedir(GLOBACAN).

Estimated age-standardized incidence and mortality rates (World) in 2018, pancreas, both sexes, all ages
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Sekil 10. Cubuk grafik, hem cinsiyetler hem de tiim yaglar dahil olmak tizere 2018 yilinda diinya

genelinde pankreas kanseri i¢in tahmini yasa standardize edilmis insidans ve Sliim oranlarini
(ASR) gostermektedir(GLOBACAN).
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2.3.2 Pankreas Kanseri Risk Faktorleri

Pankreas kanserine yol acan risk faktorleri degistirilebilir ve degistirilemez risk

faktorleri olarak 2’ye ayrilmaktadir.

2.3.2.1 Degistirilebilir Risk Faktorleri

Degistirilebilir risk faktorleri arasinda sigara, alkol, obezite, glinliik faktorler ve toksik

maddeye maruziyet yer almaktadir.

2.3.2.1.1 Tiitiin Uriinii Kullanim

Diinya ¢apinda bir milyondan fazla insan tiitiin kullanmaktadir ve bu durum pankreas
kanseri i¢in en 6nemli ¢evresel faktorii temsil etmektedir. Ulusal Kanser Arastirma
Ajansi, tiitiin kullaniminin nedensel olarak pankreas kanseri ile iligkili oldugunu
dogrulamistir. Sigara igcme siiresi ve giinliik i¢ilen sigara miktar1 arttikga pankreas
kanseri riski artmaktadir[51]. Bu risk sigara icenlerde sigara i¢meyenlere gore
neredeyse iki kat daha fazladir. 82 ¢calismanin yakin tarihli bir meta analizi, pankreas
kanserinin goreceli riskinin(RR) sigara kullanimi sirasinda RR=1.74 oldugunu, daha
once tiitlin kullananlar icin RR=1.2 oldugunu ve riskin stiitiin kullanimin1 biraktiktan
sonra en az 10 yil daha devam ettigini gostermektedir[60]. 2012'de, Avrupa Kanser
Arastirmast (EPIC) ¢alismasi, giinde icilen her bes sigarada pankreas kanseri riskinin
arttigin1 ve ayrica pasif igiciligin pankreas kanseri riskini % 50 artirabilecegini
gostermistir[61]. Bircok gelismis iilkede sigara igme prevalansi diiserken, digerlerinde
yiiksek olmaya devam etmekte ve kadinlar arasinda ve gelismekte olan iilkelerde

artmaktadir.
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2.3.2.1.2 Alkol Kullanimi

Yapilmig birgok calisma gbéz Oniine alindiginda, pankreas kanseri yiiksek alkol
alimiyla(giinde iicten fazla ickiyle) artarken, diisiik ve orta diizeyde alkol alimi ile
hi¢bir iligkisi bulunmamaktadir[62]. 2010 yilinda yapilmis bir vaka-kontrol ¢aligmast,
60 g/giin veya daha fazla alkollii icki tiikketiminde pankreas kanseri riskinde artis
gbzlendi ancak bira veya sarapla herhangi bir iliski bulunmamistir[63]. Yakin
zamanda yapilan bir aragtirma, agir alkol tiiketiminin, halen sigara i¢enler arasinda
pankreas kanseri riskinde 6nemli bir artisla iliskili oldugunu bulmustur ancak bu risk
sigara igmeyenler arasinda gozlenmemistir. Ek olarak diislik ila orta diizeyde alkol
alimi, sigara i¢enler arasinda artmis pankreas kanseri riski ile iligskilendirilmistir. Bu
durum sigaranin alkol-kanser iligkisini degistirebilecegini diisiindiirmektedir. Bu
nedenle, alkolii pankreas kanseri i¢in bagimsiz bir risk faktorii olarak degerlendirmek

zordur[64].

2.3.2.1.3 Obezite

Obezite, pankreas kanseri dahil olmak {izere ¢esitli kanser tiirleri i¢in de artmus risk ile
iligkili bulunmustur. Bazi ¢alismalar obezitenin pankreas kanseri insidansini ve
mortalitesini arttirdigint bulmustur[65]. Li ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir
caligmada, erken yetigkinlik doneminde asir1 kilolu (viicut kitle indeksi (BMI): 25.0 -
29.9 kg / m2) veya obez (BMI > 30 kg / m2) olmanin daha yiiksek pankreas kanseri
riski ile iliskili oldugu bulunmustur. Ayrica, daha biiyiik yastaki (30-79 yas) obezite,
daha diistik sagkalim ile iliskilendirilmistir[66]. Bir Amerikan Kanser Dernegi (ACR)
caligmasinda, her iki cinste de obezler arasinda pankreas kanseri riski, saglikli viicut
kitle indeksi (18.5 - 249 kg / m2) olanlara kiyasla daha yiiksek oldugu
bulunmustur(RR = 2.08). Yakin tarihli bir meta-analiz, hem genel hem de abdominal
sismanligin artmis pankreas kanseri riski ile iligkili oldugu hipotezini dogrulamistir.
Ayrica, fiziksel hareketsizligin (yag birikimine ve asir1 kiloya katkida bulunabilir),

pankreas kanseri riskinin artmastyla iligkili oldugu bilinmektedir[67].
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2.3.2.1.4 Diyet Faktorleri

Diyetin, pankreas dahil olmak tiizere farkli sindirim sistemi hastaliklar1 ve kanser
riskini etkileyebilecegi diisiiniilmektedir. Diyet faktorleri, pankreas kanseri lizerinde
% 30-50 oraninda etkiye sahiptir ve bazi yiyeceklerin daha yiiksek riskle
iligkilendirildigine dair kanitlar bulunmaktadir[68][69][70]. Kirmiz1 et (6zellikle
yiiksek sicaklikta pisirildiginde), islenmis et, kolesterol, kizarmis yiyecekler ve
nitrozamin igeren diger yiyeceklerin tiiketimi pankreas kanseri riskini
arttirmaktadir[71][72]. Et veya islenmis etleri korumak i¢in kullanilan nitrit veya N-
nitroso bilesiklerindeki kanserojenlerin pankreas kanserinde rol oynamasi miimkiin
goriilmektedir. 11 vaka-kontrol calismasini iceren bir meta-analiz sonuglarinda,
kirmizi et aliminin pankreatik kanser riskini yaklasik %48 arttirdigi bulunmustur.
Diger yandan 6zellikle narenciye ve antioksidan yoniinden zenginlestirilmis sebze ve
meyvelerin yliksek aliniminin koruyucu bir etkiye sahip oldugu goriilmiistiir[73]. 11
prospektif ¢alismanin baska bir meta-analizi, pankreas kanseri insidansi ile yiiksek
kirmiz1 (120 g / gilin) veya islenmis et (50 g / giin) tiiketimi arasinda pozitif bir iliski
bulmustur(sirasiyla RR = 1.13 ve RR = 1.19) [74]. Ancak bazi ¢caligsmalar bu bulgularu
desteklememis ya da sadece erkekler arasindaki iliski i¢in dogrulugunu desteklemistir.
2016 yilinda Ingiltere'deki biiyiik bir kohort calismasinda, pankreas kanserindeki liim
oraninin normal et tiikketenlere kiyasla diisiik miktarda et tiiketenlerde yaklasik %30-

45 daha az oldugu goriilmiistiir[75].

2.3.2.1.5 Mesleki Maruziyetler

Bir popiilasyondaki mesleki maruziyetlere (metal isleme ve pestisitlere maruz kalma
dahil) bagli pankreas kanserinin etiyolojik fraksiyonunun yaklagik %12 oldugu tahmin
edilmektedir. Mesleki maruziyetler ve pankreas kanserinin iligkisini gostermek
amaciyla yapilan bir bir meta-analiz, nikel maruziyetinde artmis bir risk
gostermistir[76]. Bununla birlikte, mesleki ortamlarda nikel’in, yiiksek
konsantrasyonlarda poliklorlu bifenil ile iligkili olabilecegi ve ikinci bilesiklerin,
gozlenen artan riskten sorumlu olabilecegi bildirilmistir. Nikelin kanserojen
mekanizmalari, artan DNA metilasyonunu, DNA onarimini inhibe etmeyi ve reaktif

oksijen tiirlerinin olusumu yoluyla apoptozu indiiklemeyi icermektedir[77][78].
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2.3.2.2 Degistirilemez Risk Faktorleri

Degistirilemeyen risk faktorleri arasinda cinsiyet, yas, etnisite, diabetes mellitus,
ailede pankreas kanseri Oykiisii, genetik faktorler, kronik enfeksiyonlar, non-O kan

grubu ve kronik pankreatit yer almaktadir.

2.3.2.2.1 Cinsiyet

Pankreas kanseri erkeklerde kadinlardan daha yaygin gézlenmektedir. Kiiresel olarak,
pankreas kanseri insidansi erkekler i¢in 100.000'de 5.5 ve kadinlar i¢in 100.000'de
4.0'dir[49]. Pankreas kanseri, muhtemelen cevresel veya mesleki risk faktorlerinin
yan1 sira erkeklerde asir1 sigara icme aligkanligi ve yiiksek alkol alimi gibi yasam
tarzlarina bagli olarak daha fazla goriilmektedir, ancak erkeklerde ve kadinlarda kanser
insidansin1 ve 6liim oranini etkileyen heniiz kesfedilmemis bircok genetik faktoriin

oldugu ongoriilmektedir[48].

2.3.2.2.2 Yas

SEER Kanser Istatistikleri verilerinde, pankreas kanserinin agirhikli olarak yash
niifusun bir hastaligi oldugunu ve hastalarin ¢ogunun 50 yasin iizerinde oldugu
bildirilmektedir. Pankreas kanserinin gelisme riski yasla birlikte artmaktadir ve en sik
oranla 60 ila 80 yaslar1 arasinda rastlanmaktadir. Nadiren 40 yasindan 6nce goriiliir ve
pankreas adenokarsinomu vakalarmin yarisindan fazlasinin yas ortalamasi
71'dir[49][1]. En c¢ok yash nufiista goriilmesinin nedenleri heniiz tam olarak
bilinmemektedir. Bir pankreas lezyonu veya enflamatuar durum meydana geldigi
zaman sonunda kotii huylu bir neoplazmaya doniismesi birkac yil alabilmektedir.

Ancak bu konunun aydinlatilabilmesi i¢in daha ileri caligmalara ihtiya¢ vardir[48].
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2.3.2.2.3. Etnik Koken

Birgok caligma farkli irklarin pankreas kanseri insidansinda 6nemli farkliliklara yol
actigini gostermektedir. Afrikali-Amerikalilar i¢in pankreas kanseri insidans oranlari
Kafkasyalilardan daha yiiksek iken, insidans Asyali-Amerikalilar ve Pasifik
Adalilarda en diisiik goriilmektedir[79][80]. Genel olarak, siyah insanlarda pankreas
kanseri riski diger irksal gruplara gore oldukca yiiksek goriilmektedir. Irklar arasinda
pankreas kanseri insidansindaki farkliliklar, diyet, alkol, sigara ve vitamin D
yetersizligi gibi degistirilebilir risk faktdrlerine baglanmaktadir. Cinli, Japon ve Batili
hastalar arasinda onkojen mutasyonlarini ve biyobelirteg immiin ekspresyonunu
karsilastiran ¢alismalar, pankreas kanseri olan Asyali hastalarin Batili hastalardan
farkli KRAS ve p53 ekspresyonlarina sahip oldugunu gostermistir[81] ve her irkin
genetik ve molekiiler pankreas kanseri insidansini etkileyebilen ve ayn1 zamanda 1rksal
farkliliklarda pankreas kanseri tedavisi sonrasi sagkalim oranlarindaki farklilig
aciklayabilmektedir. Genel olarak, Asyali hastalarin Asyali olmayan hastalara gore

daha iyi bir sagkalim oranina sahip olduklar1 gériilmektedir[82].

2.3.2.2.4 Diyabet

Hem tip I hem de II diyabet ile pankreas kanseri riski arasindaki pozitif iliski ¢cok
sayida calismada bildirilmistir[70]. Italyan popiilasyonunda yapilan pankreas kanseri
caligmasi, diyabetin pankreas kanserlerinin % 9,7'sine atfedilebilecegini tahmin
etmigtir. Diyabet 0zellikle Asyalilar ve Hispanik erkeklerde Beyazlar ve Siyahlara
kiyasla pankreas kanseri gelisme riskinde 1,8 kat artisla iligskilendirilmistir[83]. Oral
anti-diyabetik ilaglar veya insiilin kullanimi, azalmis pankreas kanseri riski ile
iligkilendirilmistir. Diyabet ve pankreas kanseri riski arasindaki iligkinin
derinlemesine incelenmesi, iki ana nedenden 6tiirii temel dneme sahiptir; hastaligin bir
belirteci olarak ve ozellikle pankreas kanserinin spesifik bir belirteci olarak yeni
baslayan diyabetin olast kullanimi ve pankreas kanseri riski tastyan bir popiilasyonun
secilmesi. Ornegin Gullo ve arkadaslari, tip II diyabette pankreas kanseri riskinin 1,5
ila 2 kat daha yiiksek oldugu gosterilmis olmasina ragmen, insiilin direnci ve diyabetin
kanser oOncesi kosullar veya tani konulmamis pankreas kanseri tarafindan
indiiklenebilecegini 6ne siirmiistiir[84]. Bu nedenle, diyabetin pankreas kanserinin
baglangicini tahmin edip edemeyecegini veya bir belirte¢ olup olmadigint anlamak igin

daha fazla calismaya ihtiya¢ vardir[48].
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2.3.2.2.5 Aile Oykiisii

Pankreas kanseri olan bireylerin yaklagik %5-10"unun ailede pankreas kanseri oykiisii
bildirdigi tahmin edilmektedir[85][86][87]. Ailevi pankreas kanseri, cogu ¢alismada,
bir ¢ift birinci derece akrabaya (ebeveyn, kardes veya ¢ocuk) pankreas kanseri teshisi
konulan aileler olarak tanimlanmaktadir. Bu malign hastalig1 olan ailelerin ileriye
doniik analizi, ailesel pankreas kanseri olan bireylerin birinci derece akrabalarinin
genel popiilasyona gore dokuz kat artmis pankreas kanseri riskine sahip oldugunu
gostermektedir[88]. Bu risk, ailedeki en az iki birinci derece akrabada pankreas kanseri
oldugunda ikiye katlanir ve pankreas kanseri olan ii¢ veya daha fazla birinci derece
akrabasi olan kisilerde 32 kat artmaktadir. Ailesel pankreas kanseri olan hastalarda,
sporadik pankreas kanserli hastalara gore daha prekanserdz lezyonlar vardir ve ekstra

pankreas kanseri gelisme riski artmistir[89].

2.3.3. Pankreas Kanseri Tedavisi

ABD'de 2019 yilinda 56.770 tani konuldugu ve 45.750 o6lim oldugu tahmin
edilmektedir[90]. Bir analiz, 2030 yilina kadar ABD'de kansere bagli 6liimlerin 6nde
gelen nedeni olarak pankreas kanserinin meme, prostat ve kolorektal kanserleri geride
birakacagini dngérmektedir[91]. Bu tahminler, bu Sliimciil hastaliga sahip hastalar

icin yeni ve yenilik¢i tedavi segeneklerine acil ihtiyacinu vurgulamaktadir.

2.3.3.1 Kemoterapi

Kemoterapi hastaligin tiim asamalarinda PDAC i¢in tedavilerin temel tasi olmaya
devam etmektedir. Son veriler ABD Gida ve ilag Dairesi (FDA) onaylar1 ii¢ ana tedavi
kategorisine  ayrilmistir: adjuvan, rezeke edilemeyen/metastatik ~ ve

neoadjuvan/indiiksiyon tedavileri[92].
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2.3.3.1.1 Adjuvan Ayari

2018'de yayimnlanan GI PRODIGE 24, adjuvan modifiye FOLFIRINOX — inflizyon
S-florotirasil (5-FU), folinik asit, irinotekan ve oksaliplatin - gemsitabin6 ile
karsilagtirmistir. "Degistirilmis" terimi, irinotekan dozlamasinin 180'den 150 mg /
m2'ye diisiliriilmesi ve 5-FU bolusun ihmal edilmesi anlamma gelmektedir. Bu
degisiklikler, protokole 6zgii bir glivenlik analizi sirasinda tiglii rejimle ilgili endiseler
ortaya ¢iktiktan sonra yapilmistir. MOS oranlari, modifiye edilmis FOLFIRINOX i¢in
benzeri goriilmemis bir 54.4 ay ve gemsitabin kolunda 35.0 aydi[93]. Modifiye edilmis
FOLFIRINOX i¢in uygun olanlarin, ameliyattan tamamen iyilesmis ve performans
durumu 0 ila 1 olan ve yeterli hematolojik ve hepatolojik islevi olan hastalar
icerdigine dikkat etmek 6nemlidir, bu da adjuvan tedavi adaylarinin uygunlugunun
degerlendirilmesini onemli hale getirir. Gemsitabin / kapesitabin ve modifiye
FOLFIRINOX, rezeke edilmis PDAC'li uygun hastalar i¢in adjuvan ortaminda giincel
bakim standartlaridir[94].

2.3.3.1.2 Cikarilamayan / Metastatik Hastalhik

Daha o6nce tartisilan sitotoksik rejimlerin ¢ogu ilk olarak metastatik hastaligi olan
hastalarda ¢alisilmistir. 2011'de yayinlanan ACCORD c¢aligmasi, FOLFIRINOX'u
metastatik PDAC'de (mPDAC) gemsitabin ile karsilagtirarak ticlii kolda 11.1 aylik ve

monoterapi ile 6.8 aylik mOS oranlart ile sonuglanmistir[43].

2.3.3.4 immiinoterapi

PDAC, diger bir¢ok maligniteye kiyasla immiinoterapiye(1O) biiyiik dl¢lide yanit
vermemektedir. Tek ajan IO ve ¢ift ajan IO uygulamasinin yani sira sitotoksik
kemoterapi ve radyasyon ile kombine ¢aligmalarda yapilmis fakat anlamli bir klinik
sonu¢ almamamistir[95]. PDAC’de 10’ya kars1 direncin altinda yatan mekanizmalar
icin bir ¢ok hipotez iiretilmistir. Bunlar; timoér mikro ortaminda bir immiinosupresif
infiltrat olmasi, efektdr hiicrelerin gogiinii bozan yogun stromanin olusu ve immiin

kontrol noktas1 sinyaliyle birlestirilmis efektor hiicre eksikligini icermektedir[96].

Bu durumlarin {stesinden gelebilmek amaciyla bir¢ok calisma devam etmektedir.
Diger bir¢ok malignitede efektif rol oynamasina ragmen IO’nun klinik deneyler

disinda PDAC tedavisinde kullanilamamaktadir[92].
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2.3.4 Pankreas Kanserinin Molekiiler Patolojisi

Pankreas kanseri, endokrin ya da ekzokrin hiicrelerden kaynaklanabilmektedir.
Endokrin ve ekzokrin tiimoérler histolojik goriintimleriyle ayirt edilebilmektedir.
Endokrin tiimdrler pankreas kanserinin yaklasik %35’ini olusturmakta ve nadir
goriilmektedir[97]. Endokrin tiimorler yaygin olarak pankreas adacik hiicrelerinde
retilir. Salgiladiklara hormonlara bagl olarak insiilinomalar, glukagonomalar ve
gastrinomalar olarak kategorize edilmektedirler. Pankreas endokrin tiimdrleri
hipoglisemi gibi semptomlara yol agan asirt hormon {iiretimi yoluyla teshis

edilebilmektedir[98].

Ekzokrin hiicrelerden tiiretilen pankreas kanseri, endokrin tiimorlerden daha yaygin
goriilmektedir ve tipik olarak iki histolojik alt tipe ayrilmistir. Pankreas duktal
adinokarsinom(PDAC) alt tipi ekzokrin tiimdrlerin ¢ogunu olusturmaktadir ve tiim
pankreas malignitelerinin %90’dan fazlasini olusturmaktadir. PDAC’ler, pankreas
kanal1 hizasinda ve bez benzeri olan epitel hiicrelerinden {iretilmektedir[97]. Bu tipi
siklikla karacigere ya da lenf diiglimlerine metastaz yapmaktadir[99]. Kanser
gelisiminin erken agamalarinda semptomlarla karsilasilmamasindan dolayr PDAC’ler
genellikle gec bir asamada, potansiyel olarak kanser metastaz yaptiktan sonra teshis

edilebilmektedir.

PDAC’lardan 6nce pankreatik intraepitelyal neoplaziler(PanIN’ler) ve prekanseriz
olan ve kansere donlisme egilimi gosteren intraduktal papiller miisindz
neoplazmalar(IPMN’ler) olarak bilinen hiperplastik lezyonlarin gelisimi gelmektedir
(Sekil 11). IPMN’ler pankreas kanalina ¢ikint1 yapan papilla benzeri yapilardir[89].
Miisindz tiimorler ise pankreas kanserinin %10’dan azin1 olusturan en yaygin ikinci
histolojik alt tipidir. Bu tlimorler tan1 aninda genellikle adenokarsinomlardan daha az

invazivdir ve karsilastirildiginda 0,88 kat daha diisiik mortalite gostermektedir[97].
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Sekil 10. Pankreas Kanserinin Gelisim Yolu. Pankreas kanseri, iki histolojik alt tip olan
PanIN ve IPMN’lerin gelismesiyle meydana gelir. Patogenezin ilerleyen asamalarinda molekiiler
degisiklikler meydana gelir. Bu lezyonlarda meydana gelen genetik degisiklikler, en stk meydana

geldikleri agsamalarde gosterilmistir(Grant ve ark., 2018).

Diger bir yandan sindirim zimojenlerinin erken aktivasyonu ve enflamatuar aracilar
meydana gelmesi, pankreatitte anahtar baslatici roldedir. Bu olaylar akuttan SP’ye ve

hatta pankreas kanserine ilerlemenin temelini olusturabilmektedir (Sekil 12)[100].
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Sekil 11.Akuttan kronik pankreatite ve pankreas kanserine hastaligin ilerlemesi
ile iliskili yaygin yolaklar. Pankreatit, hiicresel ortamdaki degisiklikler ve erken sindirim
enzimi aktivasyonu ile baslar. Tripsinojen aktivasyonu / inaktivasyonu ile iliskili gen mutasyonlari,
pankreasi hastalik gelisimine yatkin hale getirir. Hastalik ilerledik¢e otofaji, artan iltihaplanma,
pankreas hiicre aktivasyonu ve fibroz meydana gelir. Pankreas kanseri ve metastaza dogru ilerleme

aynt zamanda otofajinin yani sira hiicre dist matriks degradasyonu, hiicre proliferasyonu,
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onkojenik Kras ekspresyonu ve timor baskilayicilarin (6rnegin, P16 ve P53) kaybi ile

iligkilidir(Kolodecik ve ark., 2014).

2.4 GHRH

Biiytime hormonu salgilayici faktoriin varligi ilk kez 1961'de Reichlin tarafindan
kesfedilmistir ve siganlarda ventromedial hipotalamusun bilateral lezyonlarinin
bliyliyen bireylerde dogrusal biiyiimenin bozulmasina neden oldugunu
gostermistir[101]. Bircok cabaya ragmen, biiylime hormonu salgilayan faktor 20
yildan daha uzun bir silire sonrasina kadar belirlenememistir. 1982'de iki grup
arastirmaci, hipofiz tiimorii yoklugunda akromegaliye neden olan pankreas
timorlerinden 40- ve 44- amino asit peptitlerini izole etmis ve karakterize
etmistir[102][103]. Daha sonra kesfedilen hipotalamik biiylime hormonu salgilayan
hormonun (GHRH) sonunda tiimorlerden bir yil dnce izole edilenle ayni oldugu
gosterilmistir[ 104][105]. 44 amino asit peptidin yapist su sekilde tanimlanmastir:
Tyr-Ala-Asp-Ala-Ile-Phe-Thr-Asn-Ser-Tyr-Arg-Lys-Val-Leu-Gly-Gln-Leu-Ser-Ala-
Arg-Lys-Leu-Leu-Gln-Asp-lle-Met-Ser-Arg-Gln-Gln-Gly-Glu-Ser-Asn-GIn-Gly-
Arg-Gly-Ala-Arg-Ala-Arg-Leu-NH2[9].

2.4.1 GHRH Proteini

Insan GHRH geni kromozom 20'de lokalize haldedir[106]. Bes ekson icerir ve
yaklasik 10-18 kilobazlik genomik DNA'y1 kapsamaktadir. Insan GHRH igin 6ncii
protein, 40- veya 44-amino asit GHRH peptidine islenebilen 108 amino asit
icermektedir[107]. Tam biyolojik aktivite, N-terminal 29 amino asit fragmani
tarafindan korunmaktadir. Insan pankreas tiimoriinden ve hipotalamustan izole edilen

GHRH'lerin, hipofiz hiicrelerinden biiylime hormonu salgilanmasini uyardigi

gosterilmistir[ 108][ 109].

GHRH, hipofiz adenilat siklaz aktive edici polipeptid (PACAP) / glukagon siiper
ailesine aittir. Bu aile dokuz hormon igerir: GHRH, glukagon, glukagon benzeri peptit-
1 (GLP-1), GLP-2, glikoza bagiml insiilinotropik polipeptit (GIP), peptit his-tidin-
metiyonin (PHM), PACAP, sekretin ve vazoaktif bagirsak polipeptidi (VIP)[110].
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2.4.2 GHRH Reseptorii

GHRH reseptorii(GHRHR); sekretin, VIP, glukagon, GLP-1, PACAP ve GIP
reseptorlerini de igeren Gs-protein-bagli reseptorler ailesinin bir tiyesidir. GHRHR,
423 aminoasitli bir proteindir ve yedi hidrofobik transmembran alan1 bulunmaktadir.
Insan GHRHR geni kromozon 7 ile eslestirilmistir. 10°dan fazla ekson igermektedir
ve kromozomda 8 kilobazdan fazla alan1 kapsar. GHRHR geninin 5-baglanma bdlgesi,
CREB(cAMP yanit elementi), Pit-1(hipofize 0zgli transkripsiyon faktorii),
Ostrojenler(Ostrojene yanit veren faktorler), glukokortikoidler(glukokortikoide yanit

veren faktorler) gibi faktorler i¢in baglanma bolgeleri icermektedir[111][112].

GHRHR, plasenta ve bobrek gibi birka¢ dokuda diisiik ekpresyon gostermektedir.
Baskin olarak 6n hipofiz bezinde eksprese edilmektedir. GHRHR i¢in diisiik mRNA
seviyeleri, mide mukozasi, kolon mukozasindaki néroendokrin hiicreler, pankreas,
bobrek, akciger, karaciger ve prostat gibi dokularda da  tespit
edilebilmektedir[113][10].

Yapilan caligmalarda, lenfomalar, glioblastoma ve SCLC hiicre hatlar1 da dahil olmak

iizere insan kanserlerinin bazilarinda hipofiz tipi GHRHR’lerin diisiik oldugu

bilinmektedir[9][10].

2.4.3 GHRH ve Kanser Iliskisi

GHRH ve reseptorlerinin varligit ve GHRH geninin plasenta, yumurtalik, testis,
sinidirim sistemi ve tiimdrlerde dahil olmak iizere ¢esitli ekstrahipotalamik dokularda
ekspresyonu; GHRH’nin bu dokularda GH sekresyonunun diizenlenmesinden
bagimsiz bir rolii daha olabilecegini diisiindiirmektedir[114]. GHRH’nin ve
reseptorlerinin karsinogenezdeki roliine iliskin bir¢ok kanit bulunmaktadir. GHRH
icin mRNA’nin varligi; insan prostati, meme, yumurtalik, endometriyal, adrenal ve
pankreatik kanser dokularinin cerrahi Orneklerinde gdosterilmistir[115][116]. Ek
olarak, bircok insan kanseri hiicre hatlarinda GHRH peptidi icin mRNA ifade
edilmektedir. Bu hiicre hatlari; endometriyal, yumurtalik, prostat, pankreas, mide,
kolorektal, akciger(hem kiiciik hiicreli akciger karsinomlari(SCLC) hem de SCLC
olmayan) ve beyin dokusu, kemik sarkomlari, lenfomalar, bobrek karsinomlarinda

tiiretilenleri igermektedir[13][117].
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Ik olarak pankreas ve karsinoid tiimorlerde gorillen GHRH peptidi daha sonrasinda
meme, yumurtalik, kolorektal, mide, pankreas ve akciger kanserlerinde (hem SCLC
hem de SCLC olmayan) ve lenfomalarda da tespit edilmistir[115][118][119]. GHRH
peptidi iireten insan kanser hatlar1 arasinda gogiis, endometriyal, SCLC, SCLC
olmayan ve prostat kanserleri, osteosarkomlar ve lenfomalar

bulunmaktadir[118][119][116].

In vitro testlerde, GHRH agonisti MR-409’un, NCI-H446 kiiciik hiicreli akciger
kanseri(SCLC) ve HCC827, NCI-H460 kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri
hiicrelerinin yani sira PANC-1 pankreas kanseri, HCT-116 ve HCT-15 kolorektal
kanseri, J-82 mesane kanseri de dahil olmak iizere bircok kanser hattinda hiicre
canliligini destekledigi bilinmektedir[120]. MR-409 agonistinin ayni1 zamanda G1’den
S fazma gecisini tetikledigi ve siklin D1-D2 ekspresyonunu uyararak hiicrede
apoptozu azalttig1, bunun yani sira GHRH antagonisti olan MIA-602’nin ise hiicre
canliligini baskilayarak apoptozu uyardigi gézlenmistir. Akciger kanseri hiicrelerinin
agonist MR-4009 ile inkiibasyonu hiicresel cAMP iiretimini uyarirken, antagonist MIA-
602 ile inkiibasyon bu uyariy1 azaltmistir[120].

2.4.4 GHRH Ozgii Peptit Antagonistleri

Biiyiime hormonu salgilatict hormonun(GHRH) antagonistleri baglangigta GHRH nin
veya biiylime hormonunun(GH) asir1 sentezinin neden oldugu bozukluklarin tedavisi
icin gelistirilmistir. Robberecht ve arkadaslari, Ala’nin GHRH(1-29) NH2’nin 2.
Pozisyonunda D-Arginin ile degistirilmesinin GHRH antagonistlerini iirettigini
gostermistir[12]. Bulunan ilk standart antagonistin, siganlarda GH salinimi
baskilayabildigi ve ektopik GHRH senteziyle akromegali hastalarinda GH
seviyelerinde %30-40 oraninda inhibisyon olusturdugu gézlenmistir[121].

Ik antagonist (Ac- [Tyrl, D-Arg2] GHRH (1- 29) NH2), cesitli kanserlerin tedavileri
icin gelistirilen GHRH nin daha gii¢lii antagonistik analoglarinin gelistirilmesi i¢in bir

standart olarak kullanilmistir[122].
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GHRH antagonistlerinin antikanser uygulamalar1 i¢in klinik durum, neoplazmali
hastalarda somatostayin analoglarmin GH ve IGF-1 diizeylerini yeterince
baskilayamadig1 gerekgesiyle potansiyel olarak IGF-1’e bagli oldugu 6ne siiriilmiistiir.
Bu GHRH antagonistlerinin inhibe edici etkiler, ¢esitli insan kanser modellerinde

deneysel olarak degerlendirilmistir[123][124].

I1k giiclii antagonistler(MZ serisi), -N ucunda hidrofobik bolgeler, -C ucunda bulunan
enzime direngli agmatin ve 4-kloro-fenilalanin,2-aminobiitirik asit ve norldsin
reseptore baglanma afinitesini ve stabiliteyi arttirmaktadir. MZ-4-71 ve MZ-5-156

hem in vitro hem de in vivo olarak bu analog serisindeki en giiglii antagonistlerdir[14].

Pozitif yiiklii aminoasitlerin erken antagonistlere dahil edilmesi, biyoaktiviteyi daha
da arttiran JV serisi analoglarina yol agmistir[125][126]. Serin aminoasidinin arginin
veya homoarginin ile degistirilmesi, hipofiz GHRH reseptorlerine artan aktivite ve
baglanma afinitesi olan antagonistlerin gelisime yol agmistir. Analog JV-1-36, en az
30 dakika boyunca in vivo GH saliniminin inhibisyonunu gii¢lii ve uzun siireli olarak
indiiklemistir[125]. In vivo GH salgilanmasi i¢in JV 1-38’in antagonistik seviyesi
zayiftir ancak Onceki antagonistlere kiyasla daha giicli anti-tiimor etkileri

gostermistir[126].

JV peptidlerinin N-terminalinin yag asitleri tarafindan asilasyonuyla MZ-J serisi
antagonistleri gelistirilmistir. Bu lipopeptid antagonistlerinin GHRH reseptoriine
baglanma afinitesinin standart antagonistin afinitesinden 100 kat fazla oldugu
goriilmiistliir. Bu antagonistlerin, prostat ve pankreas dahil ¢esitli kanser tiplerinde
timoriin - bliylimesi {izerine inhibitér etkisi ve kan-beyin bariyerini gectigi
gosterilmistir[127]. En sik incenlenmis olan GHRH antagonistleri Sekil 12°de

verilmistir.
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Standard antagonist [Ac-Tyr', D-Arg’] hGHRH(1-29)NH,
MZ-4-71 [Tbu-Tyr', D-Arg?, Phe(4-C1)%, Abu'*, Nle*’] hGHRH(1-28)Agm
MZ-5-156 ' [PhAc-Tyr', D-Arg?, Phe(4-Cl)°, Abu'®, Nle*’] hGHRH(1-28)Agm
MZ-4-243 [Nac0-Tyr', D-Arg?, Phe(4-Cl)°, Abu'’, Nle”’] hGHRH(1-28)Agm
JV-1-10 ' [PhAc-Tyr', D-Arg?, Phe(4-C1)°, Arg’, Abu", Nle”’, D-Arg?’] hGHRH(1-29)NH,
JV-1-36 [PhAc-Tyr', D-Arg?, Phe(4-C1)°, Arg’, Abu'’, Nle*’, D-Arg®, Har**) hGHRH(1-29)NH,
JV-1-38 [PhAc-Tyr', D-Arg?, Phe(4-Cl)°, Har’, Tyr(Me)'’, Abu'’, Nle”’, D-Arg”’] hGHRH(1-29)NH,
MZ-J-7-30 [HOOC-(CH2)12-CO-Tyr', D-Arg’, Phe(4-C1)°, Arg’, Abu'’, Nle”’, D-Arg™®, Har”’] hGHRH(1-29)NH,
MZ-J-7-46 ‘ [CH3-(CH2)4-CO-Tyr', D-Arg?, Phe(4-Cl)°, Arg®, Abu'®, Nle”’, D-Arg®*, Har*] hGHRH(1-29)NH,
MZ-J-7-110 ' [HOOC~(CH2)12-CO-Tyr', D-Arg?, Phe(4-Cl)*, Amp’, Tyr(Me)'’, Abu'*, Nle*’, D-Arg®, Har*’] hGHRH(1-29)NH,
MZ-J-7-114 [CH3-(CH2)6-CO-Tyr', D-Arg?, Phe(4-Cl)’, Amp’, Tyr(Me)'’, Abu'*, Nle”’, D-Arg®, Har*’] hGHRH(1-29)NH,
JMR-132 [PhAc-Tyr', D-Arg?, Phe(4-Cl)°, Ala®, Har’, Tyr(Me)'’, His'', Abu"’, His®, Nle”’, D-Arg™, Har”’] hGHRH(1-29)NH,
MIA602 [(PhAc-Ada)0-Tyr', D-Arg’, Fpa5®, Ala*, Har’, Tyr(Me)'’, His'', Om'?, Abu", His*, Om®', Nle?’, D-Arg®, Har”’] hGHRH(1-
29)NH,
MIA-610 ‘ [PhAcO-Tyr', D-Arg’, Cpa’, Ala®, Har’, Fpa5'’, His'', Omn'?, Abu", His”, Om*, Nle”’, D-Arg®, Har”’, Ada*"] hGHRH(1-30)NH,

Ibu, Isobutyryl; Nac, 1-Naphthylacetyl; PhAc, Phenylacetyl; Cpa, 4- chlom Phe; Agm, Agmatine, Dccdrboxy Arg Amp, para-Amidino-Phe; Har, Homo-Arg; Abu, 2-Aminobutyric
acid; Tyr(Me), O-Methyl-Tyrosine; Orn, Ornithine; Fpa, Pentafluoro-P! lalanine; Ada, 12-Aminod

Sekil 12. Akuttan kronik pankreatite ve pankreas kanserine hastaligin

ilerlemesi ile iliskili yaygin yolaklar(Siejka ve ark., 2012).

2.4.5 GHRH Ozgii Peptit Antagonistlerinin In Vitro ve In Vivo
Mekanizmalari

GHRH antagonistleri tarafindan tiimdr biiytimesinin dolayli inhibisyon mekanizmasi,
GH-IGF 1 etkilesimini igermektedir ve IGF-1"e bagimli kanser tipleri(prostat, meme
ve kolorektal kanser gibi) i¢cin 6nemli bir yaklasim olarak goriilmektedir. GHRH
antagonistleri, hipofiz somatotroflarinda bulunan GHRH reseptorlerine baglanir ve
hiicre ici cAMP sinyal iletim yolunun hipotalamik GHRH aracili aktivasyonunu
bloke etmektedir. Bu durum, GH sentez ve saliniminin inhibisyonuna yol agar ve
karacigerden IGF-1 iiretiminin azalmasina neden olur[128]. Sentezlenen ilk
antagonist dizileri, gii¢lii endokrin aktivitesine sahiptir ver IGF-1 konsantrasyonunda
onemli diislis saglamistir. Bununla birlikte IGF’ler(IGF-1 ve IGF-2) ¢esitli kanser
tiplerinde tiimdr biliylimesini sadece endokrin yolla degil ayn1 zamanda otokrin
ve/veya parakrin mekanizmalariyla da etkileyebilmektedir[ 128][123]. Bir¢ok
neoplazm, IGF ve ilgili ligandlar i¢in reseptorleri ifade etmektedir ve in vitro olarak
eksojen IGF’lere yanit seklinde cogalmaktadir. Bu neoplazmlar; prostat, bobrek,
pankreas gibi doku tiplerinde goriilmektedir[123].
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H-69 SCLC ve MDA-MB-435 meme kanseri, LNCap prostat kanseri ve HEC-1A
endometriyal kanseri hiicre hatlarinda GHRH antagonistlerinden sonra gozlemlenen
timor inhibisyonu, IGF-1 ve IGF-2 araciligiyla otokrin GHRH’nin uyarici etkisinin
blokajiyla saglanmaktadir[ 129][130].

MXT fare meme kanserinde, tiimoral GH ve GH reseptor seviyeleri, GHRH
antagonistleriyle tedavi sonrasinda azalmistir[131]. GHRH antagonistleri, in vitro
kiiltirlenmis  fare  endotel  hiicrelerinde  vaskiiler  endotelyal  biiyiime
faktoriiniin(VEGF) proliferasyonunu ve sekresyonunu inhibe ettigi goriilmiistiir[132].
Yumurtalik kanseri modelinde, GHRH antagonistlerinden biri olan JMR-132,
epidermal biiyiime faktorii reseptoriinin(EGFR) seviyesinin 6nemli oranda
diistirmiistiir ve siRNA ile EGFR ekspresyonunun azaltilmasiyla JMR-132’nin
antiproliferatif etkisinin SKOV3 ve CaOV3 hiicre hatlarinda ortadan kalktig1
gbzlemlenmistir[133]. Son sentezlenen GHRH antagonistlerinden olan MIA-313 ve
MIA-602 ile yapilan bir Matrigel Plug testinde OVCAR-3 hiicre hatlarinda VEGF

sekresyonunun azaldigi ve tiimor vaskiilarizasyonunun diistiigii gozlenmistir[134].

GHRH antagonistleri i¢in baglanma bdlgelerinin belirlenebilmesi bu peptid
gruplarinin  timor biliylimesini  dogrudan inhibe edebilecegi gdzlemlerini
dogrulamistir[135][136]. Yakin zamanda yapilan ¢aligmalar SV1 reseptorii
aracilifiyla etki edebilen eksojen olarak desteklenen GHRH’nin hiicresel
proliferasyonun uyarilmasiyla iligkili gériillen MAPK yolunu giiglii bir sekilde aktive
ettigini  gOstermistir[11]. Bu caligmalara dayanarak, GHRH reseptoriiniin
ekspresyonunun tiimor hiicrelerinde tek basmna pro-biiyiime ve antiapoptotik
yolaklarin aktivasyonunu iceren dnemli hiicre i¢i degisikliklere yol acabilecegi ileri
stiriilmiistlir ve ayrica tiimor hiicrelerini dogrudan hedef alabilen yeni antagonistlerin

gelistirilmesini desteklemistir[6].
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GHRH antagonistlerinin; ¢esitli kanser hiicre hatlarinin biiyiimesi, SV’lerin
belirlenmesi ve yeni daha gii¢lii analoglarin sentezi {izerindeki dogrudan inhibe edici
etkisinin kaniti, onkogenezde yer alan hiicre i¢i yollarin tanimlanmasini amaclayan
caligmalar tetiklemistir. GHRH antagonistlerinin, PKC-MAPK(protein kinaz C-
mitojen ile aktive olan protein kinaz)[137] ve PI3K-AKT (fosfatidilinositol 3-kinaz-
protein kinaz B)[138] sinyal yolaklarini inhibe edebilmekte ve ekspresyon seviyelerini
azaltabilmektedir. GHRH antagonistleriyle yapilan bir ¢alismada antiapoptotik bir
protein olan Bcl-2’nin ekspresyonunun diistiigii ve proapoptotik bir protein olan
BAX’in ve kaspazlarin ekspresyonlarmin arttigr goriilmistiir[131]. LNCaP prostat

kanseri hiicre hattinda ise kalsiyuma bagimli bir apoptotik mekanizmay1 tetikledigi

bilinmektedir[139].

Proliferation: Invasion:
. « | PCNA * | MMP-2
Apoptosis: . 1 Ki67 « | MMP-9 Protooncogenes:
. ~].2
} Bel-2 * | K-Ras
+ 1 Bax « | c-fos
« 1FAS
Transcription factors:
Cell cycle:
4———— GHRH antagonists —————yp | * | PNFkB
« tp21 * | p-STAT3
* 1 wild-type 53
* | mutant 53 Kinases:
Enzymes: « | ERK1/2
« | Akt
« LINOS « | JAK2
« |COX-2 « | PKCalpha, eta, zeta
« | COX-1V . “delt
S, Growth factors' receptors: Growth factors: tERCdel

* | EGFR * LIGF-1
* | HER-2 « |IGF-Il
* | HER-3 * |GH

« | VEGF-R1 * | VEGF
* | VEGF-R2 « | bFGF

Fig. (1). Mechanism of Action of GHRH Antagonists.

Sekil 13. GHRH Antagonistlerinin calisma mekanizmalari(Siejka ve ark., 2012).
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2.5.Aptamer

Aptamerler, antikorlara benzer sekilde iic boyutlu bir yapiya katlanarak protein
hedeflerine baglanan tek sarmall deoksiriboniikleik asit(DNA) veya riboniikleik
asit(RNA) molekiilleridir. Aptamer kelimesi, fit anlamina gelen Latince aptus’tan ve
kistm veya bolge anlamima gelen Yunanca meros’tan gelmektedir. Aptamerler
cogunluklu, ilk olarak 25 y1l 6nce agiklanmis olan; {istel zenginlestirme ile ligandlarin
sistematik evrimi(SELEX) ad1 verilen yontemle izole edilmektedir.

Ister DNA ister RNA olsun niikleik asitlerin ligand olarak islev gérebiledeigi ve hedef
alinan proteinlerin aktivitesini modiile edebilecegi fikri, viriisler iizerinde yapilan bir
caligmanin sonucu olarak elde edilmistir. Spesifik olarak, insan immiin yetmezIligi
viriistiniin(HIV) ve adenoviriisiin molekiiler biyolojisi tizerine yapilmis ¢aligmalar, bu
viriislerin endojen proteinlere baglanan kiigiik, yapilandirigmis RNA’y1 kodladiginm
gostermistir. Bu RNA ligandlarinin viral replikasyonu kolaylastirdig: ya da konake1
tarafindan antiviral aktiviteyi digiirdiigli gézlemlenmistir. Spesifik bir 6rnekte, HIV’in
trans-aktivasyon yanit1 ya da TAR adi verilen kisa ve yapilandirilmis bir RNA dizisi
gelistirmistir. TAR RNA, her ikisi de gen ekspresyonunun ve viral replikasyonun
kontrolinde bulunan hiicresel ve viral proteinler olan siklin T1 ve Tat’a
baglanmaktadir (Sekil 14). Tiim bu bulgular; virologlara, protein baglayan niikleik asit
molekiillerinin  terapdtik ilag  ajanlart  olma potansiteline sahip oldugunu

kanitlamigtir[ 15].

Viral RNA 5' Viral RNA

TARRNA

Tat protein

@ TAR decoy RNA

Sekil 14. TAR RNA’nin Tat proteinine baglanmasi. TAR aptameri bir tuzak gorevi
gormektedir ve Tat proteininin endojen TAR RNA’ya baglanmasini engeller. Boylece
HIV gen ekspresyonunu ve replikasyonunu inhibe etmektedir(Nimjee ve ark., 2018).
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2.5.1 Aptamer Sentezi

Aptamerler,  Eksponansiyel  Zenginlestirme ile  Ligandlarin  Sistematik
Evrimi(SELEX) ad1 verilen in vitro bir siireg ile sentezlenmektedirler. Bu molekiiller,
proteinler, peptidler, niikleotidler, antibiyotikler, tonsinler ve kii¢iik molekiiller[140]
gibi genig bir hedef molekiil yelpazesine yiiksek afinite ve Ozgiilliikle
baglanabilmektedir. SELEX siireci ilk olarak 1990 yilinda ii¢ bagimsiz grup
tarafindan hedef molekiillere spesifik olarak baglanabilen RNA dizilerini izole etmek

icin gelistirilmistir[ 141].

Geleneksel SELEX; inkiibasyon, baglanma, boliimlenme ve amplifikasyon adimlarini
iceren dongiilerin tekrarlarindan meydana gelmektedir. 1014 ila 1015 farkli sekans
iceren rastgele bir oligoniikleotid sekans havuzu(baslangi¢ kiitiiphanesi), hedef
molekiiller ile inkiibe edilir. Bu inkiibasyon sirasinda, baz1 diziler hedef molekiillere
baglanirken, diger diziler zay1f bir sekilde baglanir ya da hi¢ baglanmaz. Bolimleme
asamasi, bagli sekanslarin, zayif bir sekilde bagli ya da bagh olmayanlardan izole
edildigi asamadir. Ayristirilmis oligoniikleotidler, kiitiiphaneyi zenginlestirmek
amaciyla polimeraz zincir reaksiyonu(PCR) veya ters transkripsiyon PCR(RT-PCR)
ile amplifiye edilmektedir[142][143](Sekil 15). Cift sarmalli DNA’dan(dsDNA)
ssDNA olusturmak i¢in ¢esitli SELEX yontemleri vardir(Tablo 1). Elde edilen
ssDNA’lar dahar sonrasinda bir sonraki se¢im turunda kullanilmaktadir[144]. Cogu
durumda, SELEX araciligiyla izole edilmis aptamerler, mikromolardan nanomolara’a

kadar degisen yiiksek afinite ve diisiik ayrisma sabitine(kD) sahiptir[ 145].
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Sekil 15. Temel SELEX'in sematik gosterimi (Klug & Famulok, 1994).
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Tablo 1. SELEX yontemi tiplerinin gosterilmesi, SELEX tiplerinin
avantajlari1 ve dezavantajlarinin aciklanmasi (Zhang ve ark., 2019).

Metod Anahtar Avantajlar Dezavantajlar
Hususlar
' Proteinlere kars1
Immiin aptamerleri normal | Standart SELEX’ten
IP-SELEX cokeltmeyi fizyolojik kosullar | daha fazla zaman
icermektedir. altinda secer. Artan | alir.
afinite ve 0zgiilliik.
Oligoniikleotid Kiiciik molekiillere
k'l.ta.}')h.gl, kiigiik kgrsl aptamer sec¢imi Kiitiphanedeki
Capture- ¢cozliniir i¢in pygundurg Yapi serbest
molekiillere kars1 | degistirme . :
SELEX . .. oligoniikleotidler
aptamerleri aptamerlerinin lemevebilir
tanimlamak bulunmasi icin SCCHIEMEy COTIL.
iizerine hedeflidir. | kullanilir.
Aptamerler, dogal
hallerinde molekiillere
Aptamer segilimi | karst secilirler. Hiicre | ;.. ..
icin hedef olarak | yiizeyinde birgok Hiicre : yuzeyl
Cell-SELEX . . hedefleri i¢in
tim canli | potansiyel hedef ndur
hiicreleri kullanir. | mevcuttur ve protein uygunaut.
saflastirmasi gerekli
degildir.
i}llgliltlrf;gre ik Hizlidur. Yalnizca
harekelilizine birka¢ (1-4) se¢im turu | Yiiksek diizeyde
CE-SELEX & gereklidir. Hedef | teknik uzmanlik
dayal olarak . . .
sabitleme gerekli | gerektirir. Pahalidir.
ayrilmasina w1 g
degildir.
dayanir.
Hizli ve cok | Hedefin
SELEX yontemini | verimlidir(sadece az | hareketsizlestirilmesi
M-SELEX mikroakigkan bir | miktarda reaktif | gerekmektedir.
sistem ile | gereklidir.). Kiiciik | Saflik ve aptamer
birlestirir. molekiillere geri kazanimi
uygulanabilir. diistiktiir.
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Yiizeyin

¢

bovuilu Hedef ve
61}'Iiint1'isiim'i Yiiksek afiniteli | aptamerlerin

AFM-SELEX | % aptamerleri izole | hareketsizlestirilmesi
olusturmak o . )

edebilir. gereklidir.  Gerekli

amactyla  AFM kipmanlar pahalidir
kullanir. exip P )
Yapay olarak Dogal olmayan
genisletilmis Secilen aptamerler | bazlar doga DNA

AEGIS- . . . NS .

SELEX genetik kod ile | yiiksek ozgiilliige | polimerazlar
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2.5.2 X-Aptamer

X-aptamerleri, aminoasit benzeri yaz zincirleri, foforoditiyoatlar1 ve ¢ok cesitli
kimyasal modifikasyonlar1 kullanarak kimyasal olarak modifiye edilmis, afinite
gosteren DNA ajanlaridir. X-aptamerler hedef proteinlere yliksek 6zgiilliik ve afinite
ile baglanmaktadir. Molekiiler tanima i¢in yeni potansiyel gdsteren X-aptamerleri,
diistik molekiiler agirlikli substratlar veya makromolekiiller i¢in spesifik tanima

ozelliklerine sahiptir[146].

SELEX teknigi kullanilarak gelistirilen birgok aptamer, terapdtik etkinlik i¢in gerekli
baglanma affinitesine ve 6zgiilliige sahip degildir[147][148]. X-aptamer(XA) teknigi
ile sentezlenen aptamerler SELEX aptamerlerine kars1 benzersiz alternatifler olarak
goriilmektedir. XA teknigi ile sentezlenen aptamerler, hedeflenen proteinlerle daha
saglam bir sekilde etkilesime girer, daha islevseldir ve geleneksel aptamerlerin

performanslarini iyilestirmek i¢cin umut vaat etmektedir[148][149].

XA’lar, boncuk bazli secilimlerin kiitiiphanesinden, kat1 faz senteziyle tek bir turla
secilmektedir[150][151]. Bu kiitiiphanelerde, modifikasyonlarin ¢esitliligi  ve
kombinasyonu, enzimatik yontemlerle gerceklestirilen kiitliphanelere kiyasla daha

basarili ve 6zgiin goriilmektedir[152].

2.5.3 Aptamer Modifikasyonlar1 ve Tipleri

Aptamerlerin konformasyonel g¢esitliligi ve hedefleme 6zgiilliigli, protein-protein
etkilesimlerinin inhibitorleri olarak terapotik uygulamalar igin umut verici bir
potansiyel saglamaktadir. Bu amagla, aptamerlerin ¢esitli 6zellikleri ve tipleri vardir.
Ik olarak, terapdtik aptamerler viicutta oldukga stabil bulunmalidir. Dogal RNA ve
DNAI endojen niikleazlara duyarl oldugundan, seker ve/veya fosfodiester omurgasi
iizerindeki kimyasal modifikasyonlara yeterince dikkat edilmelidir (Sekil 16). Ikincisi,
niikleotid uzunlugu yeterince kisa tutulmalidir. Aptamerin kisa olmasi ilag iiretiminde
maliyeti diisiirecek ve beklenmedik toksisiteyi dnlemeyecektir. Ugiinciisii, terap&tik
aptamerler, diger ilaclarda da oldugu gibi iyi farmakokinetiklere sahip olmalidir.
Asagidaki boliimlerde, terapotik aptamer tiplerindeki farkliliklar hakkinda detayl
bahsedilmektedir.
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R,:OMe, NH,, F, LNA, etc.

R,:S, S,, CH;, etc.

R;:a variety of functional side chains

R4: 5’-end modification, PEG, Cholesterol, etc.

Rs: 3’-end modification, PEG, Cholesterol, inverted dT, etc.

Sekil 16. Bir poliniikleotid elementinin kimyasal yapisi. Belirtilen konumlardaki
degisiklikler gosterilmektedir. OMe: O-metilasyon, LNA: kilitli niikleik asit, PEG: polietilen
glikol.
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Cesitli niikleik asitler hemen hemen her hedef i¢in bir aptemerin se¢ilimini miimkiin
kilmaktadir. Yapilan hesaplamalar, test edilen farkli dizilerin optimal baz sayilarinin
1013 ila 1015 arasinda degistigini gostermistir. Hem RNA hem de DNA aptamer
olarak kullanilabilmektedir; RNA hiicre i¢i ekspresyonu miimkiin kilarken, DNA daha
fazla stabilite gostermektedir(Random ve ark., 2013). DNA ve RNA kiitiiphaneleri,
belirli bir ikincil yap1 olusturmak i¢in hedeflenen aptamerleri ¢evreleyen dizileri veya
olas1 dizilerin araliklarin1 biiylik 6l¢iide genisletebilecek oligoniikleotid dizilerini
icermektedir. Bu durum, in vivo stabilite veya RNaz ve DNaz’a direng goOsteren

aptamerler 6zelliklerini de etkileyebilmektedir.

Oligoniikleotidler, riboz hidroksil gruplarindan birinin bir metil veya bir alkil grubuyla
ikame edilmesiyle kolaylikla modifiye edilebilmektedir(Cummins ve ark., 1995).
Niikleik asitlerin alkilasyonunun, 20-0-metilpirimidin iceren aptamerleri meydana
getirdigi bilinmektedir, bu tiir modifiye edilmis aptamerler daha kararlidir ve
eksoniikleaz enzimlerinin saldirilarima karst daha direnglidir. Secili aptamerin
dimerizasyonunun, ligandin molekiile karsi afinitesinin artmasina ve artan sayida
baglanmay1r miimkiin kilan kompleksin dayanikliligini arttirdigi goriilmiistiir. Buna
bagli olarak birden fazla molekiil ile etkilesim kurmanin miimkiin oldugu
bilinmektedir(Hasegawa ve ark., 2008). Ek olarak aptamerler, aptamerin afinitesini
kaybetmeden etiketlenmesini saglayan ve boyanin flouresan 6zelliklerini koruyan
“koprii” molekiilleri olarak adlandirilan flouresan boyalar ile birlestirilebilmektedir.
Molekiiller arasi tanima bdlgesindeki bu etiketleme, c¢alismalarda aptamerlerin
konformasyonel degisikliklerinin takip edilmesini saglar ve hedef molekiile
baglandiktan sonra aptamerin kendisi bir biyosensor gorevi gormektedir(Babendure

ve ark., 2003).
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2.5.4 Aptamerlerin Kullanim Alanlar:

Aptamerler, tanisal ve tedavi edici bir ara¢ olarak yeni ilaclarin ve ilag dagitim
sistemlerinin gelistirilmesi amaciyla bircok calismada biyo materyal olarak
incelenmistir (Sekil 17). Kanser ve viral enfeksiyon gibi ¢esitli hastaliklarda yer alan
hedeflere 6zgii aptamer arama caligmalar1 halen devam etmektedir. Gelistirilmis
aptamerlerin teshis ve tedavi araglari olarak uygulama alanlari incelenmistir. 2004
yilinda, neovaskiiler yasa bagimli makiiler dejenerasyonun(AMD) tedavisi igin
endotelyal biiylime faktoriinii( VEGF) hedef alan spesifik bir aptamer olan Macugen’in
Gida ve Ilag Dairesi(FDA) tarafindan onaylanmasi aptamer calismalarinda ve

uygulamalarinda bir doniim noktas1 olmustur.

]

o ()

= .

APTAMER

Sekil 17. Aptamerlerin cesitli uygulama alanlar1 (Song ve ark., 2011).
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2.5.6 Tedavide Aptamerlerin Rolii

Aptamerler terapotik olarak gelistirilmistir. Bu tlir terapotik aptamerler, kanser,
bulasic1 hastaliklar ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi bir¢ok hastalik tiirliniin
miidahalesi icin biyolojik yolaklar1 modiile edebilmektedir. Bu alanda en iyi 6rnek
AMD'yi tedavi etmek amaciyla FDA tarafindan onaylanan Pegaptanib
(Macugen®)’dir. Pegaptanib sodyum ¢o6zeltisi, VEGF’yi bloke ederek AMD’yi tedavi

etmek icin intravitreal olarak enjekte edilmektedir[153].

Antikanser terapdtikleri olarak aptamerlerin gelistirilmesi i¢in ise drnek AML dahil
bircok kanser tedavisi icin klinik test altinda olan AS1411°dir[154]. Diger bir¢ok
aptamerin aksine AS1411, SELEX yontemiyle degil, antisens oligoniikleotidlerinin
antiproliferasyon etkisi i¢in taranirken tesadiifen elde edilmistir[155]. 26 niikleotidli
AS1411 yalnizca guanin ve timin bazlarina sahiptir ve ¢ozelti i¢erisinde guanin aracili
kuadrapleks yapilari olusturmaktadir[156]. AS1411 aracili antiproliferasyon etkisinin
altinda yatan mekanizmalar halen tam olarak anlagilamamistir ancak Bcl-2 mRNA
destabilizasyonu ve NF-kB inhibisyonunu iceren sinyal yolaklar1 yolula hiicre

proliferasyonunun inhibisyonu aracili oldugu gosterilmistir[157].

Kanser tedavisinde kanser hiicreleriyle dogrudan etkilesimde bulunan aptamerlerin
gelistirilmesine ek olarak, bagisiklik sistemini modiile etmek ve kanser tedavisinde
kanser hiicre biiylimesini dolayli yolla engellemek i¢inde gelistirilebilmektedir. Bu
aptamer smifinin drnekleri arasinda CD137’ye baglanan multimerik aptamerler yer
almaktadir. Bu aptamerler; aktif T hiicrelerinde eksprese edilebilen ve T hiicrelerinin
proliferasyonunu, interlokin-2(IL-2) salgilanmasini ve hiicrenin sitolitik aktivitesini

arttirabilen bir kostimiilator faktordir[158].

Aptamer terapdtikleri ayrica enflamasyon ve bagisiklik sistemi ile ilgili proteinleri
hedef alarak bulasic hastaliklarin inhibisyonu igin gelistirilmektedir. Ornegin; HIV-1
viral enfeksiyonu, aslinda aptamer olan bir trans-aktivasyon yaniti(TAR) niikleik asit
tuzagi kullanilarak ya da TAR elementine kars1 secilen spesifik bir aptamer tarafindan
inhibe edilmistir[159]. Ek olarak HIV-1 Gag proteini, niikleokapsid proteini, Tat
proteini ve gpl20’yi[160][161] hedef alan spesifik aptamerler vardir ve tiim bu

molekiiler hedefler viral enfeksiyon ile yakindan iligkilendirilmistir.
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Aptamerler, kardiyovaskiiler hastaliklarin genis alaninda da yaygin olarak
arastirilmaktadir. Ornegin bir aptamer, pihtilasmada rol oynayan bir molekiiler hedef
icin gelistirilmistir. Bu aptamer, Faktor [Xa(FIXa)’ya baglanarak ve FIXa’y1 inhibe
ederek caligan antikoagiilan olarak gelistirilmistir (Sekil 18)[162].

Initiation

Vlla\" Xa lla .
rr _‘ Amplification

/’
' &
I’
»
IXa )
" Xla /
\‘ y

X /

\\‘ \’ »’,I II
Xa Xa K’
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Anti-FIXa
aptamer

Propagation

Sekil 18 FIXa'yr hedef alarak antikoagiilan olarak aptamerlerin gelistirilme
mekanizmasi. [Xa'nin anti-FIXa aptamerleri tarafindan inhibe edilebildigi ve boylece kan

pihtilagmasini 6nledigi kan pihtilasma kademelerinin kisa bir agitklamasi gosterilmektedir[162].
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2.6 EMT

Viicut, farkli tip ve islevlerdeki hiicrelerden olusmaktadir. Bu boliimde, iki spesifik tip
olan epitel ve mezenkimal arasinda meydana gelen iliski aciklanacaktir. Epitel
hiicreleri, polar olmayan ve hiicreler arasinda hareketlilige izin veren baglantilara
sahip mezenkimal olanlardan farkli olarak adhezyon kompleksleri tarafindan oldukg¢a
yapigskandir[163]. Bu iki hiicre tipi, esas olarak embriyonik asamada meydana gelen
epitel-mezenkimal gegis (EMT) olarak bilinen siirece dahil olmaktadir[ 164]. Elizabeth
Hay(1985) bu siiregle ilgili agciklamalar1 40 yildan daha uzun bir siire 6nce tavuklarda
yapilan in vivo ¢aligmalarla yapmis ve epitelin mezenkimal hiicrelere doniistimiinii

gozlemlemistir.

Daha sonra bu siirecin daha fazla hiicresel hareketlilik gerektiren ve dolayisiyla
iyilesme siireci ve hatta kanserin ilerlemesi gibi artan go¢ kapasitesi gerektiren diger
yollarda da gozlemlenmesiyle, yalnizca embriyonik olarak degerlendirilmesine son
verilmigstir[165]. Siirecin tersine cevrilebilirligi nedeniyle gecis terimi kullanilmaya
baslanmistir(EMT-MET). EMT, ilgili siirece gore 3 tipte siniflandirilabilmektedir;
gastrulasyon ve embriyojenez icin tipl, rejenerasyon ve yara iyilesmesi i¢in tip2,

karsinojenez i¢in tip3(Metastaz, malignite ve invazyon)[166].

Tiimo6r mikro ortami, enflamatuar ve bagisiklik hiicreleri, hiicre dis1 matriks bilesenleri
(ECM), kanserle iligkili fibroblastlar (CAF’ler), endotelyal ve epitel hiicreleri,
perisitler, mezenkimal kok hiicreler gibi ¢esitli hiicre tipleri igermektedir. Timor
ilerlemesinde, EMT indiiksiyonu ve kanserin metaztazi 6nemli bir rol oynamaktadir.
Tiimdr hiicrelerinde EMT’de meydana gelen siireclerin degismesi, TGF-3, NF-kB ve
Whnt gibi birkag hiicre dis1 sinyallesmeye bagli olarak ger¢eklesmektedir[167].
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2.7 ENDOPLASMIK RETiKULUM STRES

Endoplazmik Retikulum (ER), hiicrenin hayatta kalmas1 ve normal hiicresel aktiviteler
icin gerekli olan ¢oklu hiicresel siireclerde 6nemli rolleri olan bir organeldir. Bu
stirecler, hiicre ici kalsiyum homeostazi, protein sekresyonu ve lipit biyosentezini
icermektedir[168][169][170]. ER’nin liimeni benzersiz bir hiicresel ortam
olusturmaktadir. Ornegin, hiicre i¢indeki en yiiksek kalsiyum konsantrasyonu, Ca2 +
-ATPases tarafindan aktif taginmayla ER’de bulunmaktadir. Ek olarak, protein
katlanmas1 ve ve salgilama yolunda tasinmasindaki rolii nedeniyle ER, glikozla
diizenlenmis protein(GRP78) gibi kalsiyuma bagimli molekiiler saperonlar agisindan
da zengindir ve igerdigi kalretikiilin, protein katlanmasinda ara maddelerin stabilize

edilmesinde gorev yapar.

Ek olarak, ER’de glikosilasyon ve lipidasyon dahil olmak {izere proteinlerin ¢esitli
post-translasyonel =~ modifikasyonlarit ~ meydana  gelmektedir[170][171][172].
Biyosentetik kapasitesine ek olarak ER, protein kinazlar ve diger modiilatorlerin yani
sira ikincil habercilere (6rn. Inositol trifostat; IP) yanit veren iyon kanallari araciligiyla
sekestre edilmis kalsiyumu salma kabiliyeti nedeniyle bir sinyallesme

organelidir[172].

Coklu rahatsizliklar, ER’de katlanmamis proteinlerin birikmesine neden olarak
katlanmamuis protein yanitini evrimsel olarak korunmus bir yanit: tetikleyebilmektedir.
Hipoksinin, oksidanlarin veya indirgeyici ajanlarin neden oldugu hiicresel redoks
regililasyonundaki bozukluklar, ER’nin limenindeki disiilfit baglanmasina mgdahale
ederek proteinin agilmasina ve yanlis katlanmasina neden olmaktadir[173]. Glikoz
yoksunlugu, ER’deki N-baglantili protein glikosilasyonuna miidahale ederek ER
stresine yol agmaktadir. ER’deki kalsiyum regiilasyonundaki anormallikler; GRP7S,
DRP94 ve kalretikiilin gibi kalsiyuma bagimli saperolarin protein agilmasindaki

sorunlara katkida bulunmaktadir.
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Memeli hiicrelerinde ER stres nedeniyle UPR’nin tektiklenmesinin sonuglar1 3 tip
efektor fonksiyona ayrilabilmektedir: adaptasyon, alarm durumu ve apoptoz . UPR ’nin
amaci, homeostazi ve normal ER fonksiyonunu saglamaktir. UPR tarafindan harekete
gecirilen mekanizmalar telafi edilemediginde (6rn. ER’de protein agilmasina neden
olan birincil uyaran uzun stire tetiklediginde ya da asir1 miktarda oldugunda) apoptoz
ile hiicre 6limi indiiklenmektedir. Bununla birlikte, ER stresin neden oldugu hiicre
oliimii kaspaz aktivitesi olmadan da ilerleyebiir ve ER stresin bir sonucu olarak
teiklenen hiicre O0lim mekanizmalerinin, hem kaspaz bagimli apoptozu hem de
kaspazdan bagimsiz nekrozu igeren cesitleri oldugu goriilmiistiir[174]. ER stresin
birgok baglamda hiicrenin hayatta kalmasini destekleyen katabolik bir hiicresel
program olan otofajiyi indiikledigi de giderek daha agiklanabilir hale gelmeye
baslamistir[175].
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2.8 OTOFAJI

Otofaji, lizozoma iletilmek {izere hiicresel proteinleri ve organeller yutan
otofagozomlar olarak adlandirilan ¢ift membranl vezikiillerin olusumu igeren
evrimsel olarak eski ve olduk¢a korunmus bir katabolik siiregtir[176][177]. Otofaji,
olduk¢a diizenlenmis bir dizi sinyal olayiyla kontrol edilmektedir, tiim hiicrelerde
bazal seviyede meydana gelir ve ¢esitli sinyaller ve hiicresel stresler tarafindan
indiiklenir[178]. Uyaric1 kaynakli otofaji ve bazal otofaji arasinda onemli farklar

goriilebilmektedir.

Otofagozumun olusumu ve doniigiimii, otofaji ile ilgili (ATG) genler adi verilen
evrimsel olarak korunmus genleri igerir ve tipik olarak farkli asamalara ayrilir;
otofagozomun baslamasi, cekirdeklenmesi, otofagozom zarmin genislemesi ve

uzamasl, lizozomla kapanma ve flizyon.

Baglatma, sinif 3 PI3K kompleksini aktiflestiren ATG1 kompleksinin ve ATG101’in
aktivasyonu ile baglar. ATG14, Beclin-1, UV rasyasyon direnci ile iligkili gen proteini
(UVRAG) ve BECNI tarafindan diizenlenen otofaji ve protein 1’deki (AMBRALI)
aktive edici molekiil, bunlarin hepsinin iskelet yapis1 bir tiimor baskilayict oldugu
varsayillan Beclin-110 tarafindan olusturulmustur. ATGS5-ATG12 kompleksi,
otofagozom membranini genisletmek icin ATG16 ve konjugatlartyla birlikte LC3 ve
GABARAP protein ailesinin {iyeleriyle konjuge edilerek membrana alinir. ATG4B,
ATG7 ile birlikte LC3-1 ve PE konjiigeleri olan LC3-2’yi olusturur. LC3’{in bu lipid-
konjuge formu genellikle bir otofagozom markir: olarak islev gérmektedir. Sonug
olarak, otofagozom lizozom ile birleserek igerigi bozulur ve metabolik yollar

beslemek amaciyla makromolekiil dnciileri geri doniistiiriiliir[179].

Otofaji yolagindaki bu adimlarin ¢ogu, otofajiyi hem pozitif hem de negatif olarak
etkilemek icin potansiye hedefleri temsil etmektedir. Klinikte otofajiyi inhibe etmeye
yonelik mevcut ¢abalar, klorokin (CQ) veya ilgili hidroksiklorokin (HCQ) kullanarak
lizozomu inhibe etmeye odanlanmis olsa da, VPS3412—14, ULK115,16 ve ATG4B17

gibi diger otofaji diizenleyicilere kars1 inhibitorler gdsterilmis ve rapor edilmistir[180].
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2.9 APOPTOZ

Apoptoz, normal gelisim ve yaslanma sirasinda, dokulardaki hiicre popiilasyonlarini
korumak i¢in homeostatik bir mekanizma olarak ortaya ¢ikmistir. Apoptoz ayrica
bagisiklik reaksiyonlarinda oldugu gibi bir savunma mekanizmasi olarak hiicrelerde
hasar meydana geldiginde ortaya ¢ikar. Apoptozu tetikleyebilen hem fizyolojik hem
de patolojil ¢ok cesitli uyaranlarin ve kosullarin olmasma ragmen, her hiicre ayni

uyarana kars1 6liim cevab1 vermemektedir.

Radyasyon veya kanser kemoterapisi i¢in kullanilan ilaglar, bazi hiicrelerde DNA
hasarina neden olmaktadir ve bu durum da p53°e bagimli yolla apoptotik 6liime yol
acabilmektedir. Kortikosteroidler gibi bazi hormonlar, bazi hiicrelerde(6rn.
Timositler) apoptotik 6liime yol acabilmektedir ancak diger hiicreler bu etkilesime
girmemektedir. Baz1 hiicreler, ligand baglanma ve proteinleri ¢apraz baglama yolouyla
apoptoza yol acabilen Fas veye TNF reseptorlerini eksprese etmektedir. Diger
hiicrelerin hormonlar ya da biiylime faktorleri gibi hayatta kalma faktorleri taradindan
bloke edilmesiyle meydana gelen bir 6liim yolu da vardir, bu iki siire¢ birbirinden

bagimsiz, sirayla ya da ayni anda ortaya ¢ikabilmektedir.

Bazi durumlarda hiicrelerin apoptoz veya nekroz nedeniyle 6liip 6lmedigini belirleyen,
uyaranin tiirii ve/veya uyaranin derecesidir. Diisiik dozlarda 1s1, radyasyon, hipoksi ve
sitotoksiz antikanser ilaglar1 gibi ¢esitli zararli uyaranlar apoptozu indiikleyebilir anca
ayni uyaranlar daha yiiksek dozlarda nekroza neden olabilmektedir. Apoptoz temel
anlamda “Kaspazlar” adi verilen bir grup sistein proteazinin aktivasyonunu baslatan
ve uyarani hiicrenin 6liimiine baglayan karmasik olaylar dizisini i¢eren koordineli ve

genellikle enerjiye bagimli bir stirectir[181].
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BOLUM 3. MATERYAL VE METOD
3.1 KULLANILAN MATERYALLER
3.1.1 Kullanilan Cihazlar

Kullanilan cihazlar Ekler boliimiinde Tablo 1°de gosterilmistir.
2.1.2 Kullamilan Kimyasallar

Kullanilan kimyasallar Ekler boliimiinde Tablo 2’de gosterilmistir.
2.1.3 Hiicre Kiiltiirii Aparatlar:

Kullanilan hiicre kiiltiirli aparatlar1 Ekler boliimiinde Tablo 3’de gosterilmistir.

2.2 KULLANILAN YONTEMLER
2.2.1 Hiicre Kiiltiiri

MiaPaca-2 pankreas kanseri hiicre hatt1 ve HT29 kolon kanseri hiicre hatlari(Sekil 15)
kullanilmistir. MiaPaca hiicre hatt1 i¢in biiylime ortami medyast DMEM’dir. HT29

hiicre hatt1 i¢in biiyiime ortami medyast McCoy’s’tur.

2.2.1.1 MiaPaca-1 Pankreas Kanseri Hiicre Hatti
Bu hiicre hatt1 bir hipotriploid insan hiicre hattidir. Modal kromozom sayis1 61'dir. Bir

hiicrede yaygin olarak on alt1 ila 20 isaretleyici kromozom bulunur. Birka¢ normal
kromozom eksiktir. MIA PaCa-2 hiicre hatti(Sekil 19), A. Yunis ve digerleri
tarafindan 1975'te 65 yasindaki bir Kafkas erkekten elde edilen pankreasin tiimor
dokusundan ortaya ¢ikmustir.

ATCC Number: CRL-1420 ™
Designation: MIA PaCa-2

: .
Low Density Scale Bar = 100pm High Density Scale Bar = 100pm

Sekil 19. MiaPaca Pankreas Kanseri hiicre hattinin morfolojisinin

gosterilmesi(ATCC).
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2.2.1.2 HT29 Kolon Kanseri Hiicre Hatt1
Kok hatti kromozom sayist hipertriploiddir ve 2S bileseni% 2,4'te meydana gelir.

Cogu metafazda, genellikle kromozom basina tek kopya halinde on yedi isaretleyici
kromozom bulunur. QM bant analizi ile Y kromozomu tespit edilememigtir. HT-29
hiicre hatti(Sekil 20), 1964'te J. Fogh tarafindan eksplant kiiltiir yontemi kullanilarak

bir birincil tiimorden izole edilmistir.

ATCC Number: HTB-38
Designation: HT-29

c - 7 . W
Scale Bar=100um  High Density Scale Bar = 100pm

Low Density

Sekil 20.HT29 Kolon Kanseri hiicre hattinin morfolojisinin gosterilmesi(ATCC).

2.2.2 Hiicre Hatlarinin Dondurulmasi

Kullanilan petrilerin yiizeylerine yapisik olan hiicreler 1 ml Tripsin- EDTA(etilen
diamin tetra astetik asit) kullanilarak yapisik bulunduklari yiizeyden enzimatik aktivite
ile kaldirilmigtir. Kullanilan Tripsin-EDTA aktivitesi kullanilan Tripsin-EDTA
miktart kadar 1:1 oranda 1 ml medyanin igerisine eklenerek Tripsin-EDTA aktivitesi
inhibe edilmistir. Petrilerden toplanan hiicreler 2000 rpm de 5 dakika santrifiij edilerek
coktiliriilmiistiir. Elde edilmis hiicre siispansiyonundan 10 pl alinmig ve Neubauer
hemositometresine koyulmusr ve iizeri lamel ile kapatilarak 25 karede sayilan hiicre
sayis1 104 ile carpilarak 1 ml’deki hiicre sayis1 hesaplanmistir. Sayilan hiicreler 9:1
oraninda hazirlanmis olan 1 ml FBS- DMSO ile karistirilmig ve krio tiiplere
aktartlmistir. Dondurma yontemi diisiik pasaj numarasina sahip hiicrelerin saklanmast
icin gerceklestirilen bir yontemdir. Dondurulan hiicreler 6énce -80C buzdolabinda

sonrasinda daha uzun siire saklamak i¢in -196C s1v1 azot tankinda saklanmustir.
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2.2.3 Hiicre Hatlarimin Ac¢ilmasi

-80C krio tiiplerden dondurulmus bir halde bulunan hiicreler hizli bir sekilde
cozdiiriilmiistiir ve besiyeri eklenerek santrifiij tiiplerine alinmigtir. Hiicreler 2000 rpm
de 5 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda siipernatant
uzaklastirilmig ve pellet besiyeri ile ¢oziilmiistiir. Kullanilacak olan 25 cm?2 ‘lik
petrilere 3 ml besiyeri eklenmis ve hiicre sayimindan sonra gerekli hiicre sayisi
hesaplanarak hiicre ekimi islemi gercekleslestirilmistir. Petriler, 37C de %95 nem ve
%35 CO2 igeren etiive konulmustur. Hiicreler biitiin yiizeyi kaplayana kadar 2 giinde
bir besiyeri degistirilmis ve petri yiizeyi hiicre ile kaplandiginda canliligin1 korumak

ve devamliligini saglamak amaciyla pasaj yapilmigstir.

2.2.4 Hiicre Hatlarinin Pasajlanmasi

Hiicrelerin yogunlagmasi sonucunda petri kabinda bulunan besiyeri uzaklagtirilmistir.
25 cm?2 ‘lik petri kaplarina izotonik ortam saglayan, 6lii hiicre ve bu hiicre atiklarinin
uzaklastirllmasinda aracit olan 1 mL 1 X PBS(fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi) ile
yikanmis ve hiicrelerin yiizeyden kaldirilmasi 1 mL Tripsin-EDTA uygulanmasiyla 5
dakika etlivde bekleterek gerceklestirilmistir. Hiicrelerin petriye yapisiklik orani ters
bakisl mikroskop ile kontrol edilmistir ve ardindan tripsinin inhibe edilmesi amaciyla
I mL besiyeri eklenmistir. Petri kabinda kalkmig durumda bulunan hiicreler yikama
yontemiyle 15 mL’lik falkon tiiplere alinmig ve 2000 rpm de 5 dakika santrifiij
yapilmustir. Santrifiij islemi sonrasinda siipernatant atilmis ve pellete 1 mL besiyeri
eklenerek iyice pipetaj yapilarak homojen bir hiicre silispansiyonu elde edilmistir.
Hiicre siispansiyonundan 10 pl alinarak Neubauer hemositometresinin kanalina
koyulmus ve iizeri lamel ile kapatilarak hiicre sayimmi gerceklestirilmistir. Ekim
yapilacak petrilere besiyeri eklenmesinin ardindan istenilen sayida hiicre ekimi

gerceklestirilerek inkiibatore kaldirilmistir.
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2.2.5 Hiicre Canlih@inin Belirlenmesi (MTT Testi)

MiaPaca-2 pankreas kanseri hiicreleri ve HT29 kolon kanseri hiicreleri 96 kuyucukli
petrilerin her kuyusuna esit sekilde dagilacak ve 1x104 hiicre olacak sekilde ekilmistir.
Hiicrelerin yapigmasi ve morfoloji almasi i¢in ekimi yapilmis hiicreler %5 CO2 igeren
37°C’lik etiivde 24 saat inkiibe edilmistir. Daha sonra morfoloji almis hiicreler 95
0C’de 10 dakika inkiibe edilmis ve daha sonra oda 1sisina getirilmis aptamerlerle 0,1
uM, 0,25 uM, 0,5 uM dozlarinda 24, 48 ve 72 saat muamele edilmistir. 24 saat
sonrasinda ekim yapilmis her kuyucuga 10 pl 3-(4,5- dimetiltriazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolium bromid (MTT) ayiraci uygulanmistir. 4 saat sonrasinda MTT ayiract
eklenmis besiyeri hiicreler iizerinden atililmis ve her bir kuyucuga 100 pl DMSO
eklenerek karanlikta 5 dakika boyunca inkiibe edilmesi sonrasinda Bio Rad
mikroplaka okuyucusunda, 570 ve 655 nm dalga boylarinda absorbans degerlerinin
Olciimii gerceklestirilmistir. Hiicre canliliginin yiizdesi her kuyucukta 6l¢iilmiis olan
optik dansite degerlerinin kontrol optik dansite degerlerine boliinmesi ve yiiz ile

carpilmasiyla birlikte Excel {izerinde grafik olusturarak belirlenmistir.

2.2.6 Hiicre Hatlarinin Sagkalim Kapasitelerinin Belirlenmesi

MiaPaca-2 pankreas kanseri hiicreleri ve HT29 kolon kanseri hiicreleri 6 kuyucuklu
petrilere her kuyuda 10x 104 hiicre sayis1 olacak sekilde ekimi gerceklestirilir. 24 saat
sonrasinda yapigsmis olan hiicrelere belirlenmis olan dozlarda TKY.T2.08 ve
TKY.T2.09 aptamerleri uygulanmistir. 24 saat sonrasinda hiicreler 500 pul 1 X PBS ile
yikandiktan sonra 500 pl Tripsin-EDTA uygulamasiyla 5 dakika hiicrelerin kalkmasi
icin inkiibatorde bekletilmistir. 5 dakika sonrasinda Tripsin-EDTA etkisi 500 pl
besiyeri ile inhibe edilmis ve yikama islemiyle hiicreler 1,5 mL’lik santrifiij tiiplerine
toplanmistir. 2000 rpm de 5 dakika santrifiij yapilmasinin ardindan siipernatant kismi
atilmis ve pellet 100 pl besiyeri ile ¢oziilmiistiir. . Olii hiicrelerin boyanmasi amaciyla
50 pl %0.4 (w/v) konsantrasyona sahip tripan mavisi ile hiicreler muamele edilmistir.
Pipetaj ile homojenizasyon saglandiktan sonra 10 pl alinan hiicreler Neubauer lamina
aktarilmig ve lamel ile kapatilarak ters bakisli mikroskop ile sayimi
gerceklestirilmistir. Ayni islemler 24, 48, 72 ve 96 saat i¢in gerceklestirilmistir. Bu
sayimlarin sonucunda Excel de zaman ve doza bagimli olarak sagkalim kapasitelerini

gosteren grafikler ¢izilmistir.
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2.2.7 Hiirelerin Koloni Olusturma Kapasitelerinin incelenmesi

MiaPaca-2 pankreas kanseri hiicreleri ve HT29 kolon kanseri hiicreleri 6 kuyucuklu
petrilere her kuyuda 10.000 hiicre olacak sekilde ekimleri gerceklestirilmistir. 24 saat
sonrasinda yapigsmis olan hiicrelere belirlenmis olan dozlarda TKY.T2.08 ve
TKY.T2.09 aptamerleri uygulanmis ve aptamerlerle 72 saat inkiibe edilmistir. 72 saat
sonrasinda besiyeri degistirilmis ve ayn1 sekilde besiyeri degisimi 3 giinde bir tekrar
edilmistir. 10 giin sonrasinda koloni olusumu gézlenmistir. Olusmus koloniler boyama
yontemi ile gosterilmistir. 10 glin sonrasinda besiyeri petrilerden uzaklastirilmis ve
petriler 2 kez 1 X PBS ile yikanmistir. Hiicrelerin fiksasyonu i¢in metanol:asetik asit
(3:1 oraninda) soliisyonundan her kuyuya 1 mL uygulanmis ve 5 dakika inkiibe
edilmigtir. 5 dakika sonrasinda metanol:asetik asit soliisyonu atilmis ve hiicreler 30
dakika 500 pl kristal viyole boyasi ile muamele edilmistir. 30 dakika sonrasinda boya
kuyucuklardan uzaklastirilmis ve fazla boya kalintilar1 2 kez 1 X PBS yikamasi ile
ortamdan kaldirilmigtir. Bu islem sonucunda boyayi alan koloniler goriiniir hale

gelmistir ve Bio-rad Chemidoc cihazinda goriintiileri alinmastir.

2.2.8 Yara Kapanma Deneyi

MiaPaca-2 pankreas kanseri hiicreleri ve HT29 kolon kanseri hiicreleri hatlar1 6
kuyucuklu petride her kuyuda 1x104 hiicre olacak sekilde ekimi gerceklestirilmistir.
24 saat sonrasinda petri ylizeyine yapismis olan hiicreler {izerinde 200 pl’lik pipet
ucuyla yariklar olusturulmustur. 1xPBS ile kalkmis olan hiicreler ortamdan
uzaklastirllmig ve tekrar temiz besiyeri eklenmistir. Yara olusturulmus hiicreler
belirlenmis olan dozlarda TKY.T2.08 ve TKY.T2.09 aptamerleri uygulanmis ve
aptamerlerle 24, 48 ve 72 saat inkiibe edilmistir. 0, 24, 48 ve 72. saatlerin sonlarinda

mikroskop yardimu ile yariklarin boyutu 6l¢iilmiistiir.
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2.2.9 Asili Damla Hiicre Modeli

MiaPaca-2 pankreas kanseri hiicreleri ve HT29 kolon kanseri hiicreleri hatlar
60mm?2°lik petri kapaklarma her bir damla 20 ul besiyeri icerisinde 1x10*

hiicre olacak sekilde damla damla ekilmistir. Belirlenmis olan dozlarda TKY.T2.08 ve
TKY.T2.09 aptamerleri 20 ul besiyeri igerisinde hazirlanmis ve 60mm2’lik petri
kapaklarina damla damla ekimi gergeklestirilmistir. Ekim yapilmig petrilere 1 mL
1XPBS koyulmus ve kapaklar1 dikkatlice kapatilmistir. Petriler hareket ettirilmeden
24, 48 ve 72 saat 37C 5% CO2 igeren inkiibatorde bekletilmistir. Her kondiisyon i¢in
belirtilen saatlerde en az 20 tekrar igerecek sekilde ters bakisli mikroskop altinda

kapak ¢evrilmeden ve damlalar dagitilmadan asili damla modelleri goriintiilenmistir.

2.2.10 Mikroskop Aracili Yontemler
2.2.10.1 Isik Mikroskobu Aracili Yontemler

Ekimi gerceklestirilmis tiim hiicrelerin kontrolleri ve ilag muamelesinden sonraki

morfolojik degisimleri SOIF XDS-1B ters bakisli 151k mikroskobu ile incelenmistir.
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2.2.10.2 Floresan Mikroskobu Aracili Yontemler
2.2.10.2.1 3,3’ Diheksiloksakarbosiyanin Iyodiir (DiOC6) Boyama

MiaPaca-2 pankreas kanseri hiicreleri ve HT29 kolon kanseri hiicreleri 6 kuyucuklu
petrinin her bir kuyusuna 1x105 hiicre olacak sekilde ekilmistir. 24 saat sonrasinda
hiicreler petri yiizeyine yapistiginda hiicreler belirlenmis olan dozlarda TKY.T2.08 ve
TKY.T2.09 aptamerleri uygulanmis ve aptamerlerle 72 saat inkiibe edilmistir. 72 saat
sonunda medya 4 nm DiOC6 igeren medya ile degistirilmis ve 15 dakika etiivde inkiibe
edilmistir. Floresan mikroskobunda saglikli mitokondri potansiyeline sahip olan

hiicreler; eksitasyon 488 nm, emisyon 525 nm de yesil olarak gézlemlenmistir.

2.2.10.2.2 4°,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) Boyama

MiaPaca-2 pankreas kanseri hiicreleri ve HT29 kolon kanseri hiicreleri 6 kuyucuklu
petrinin her bir kuyusuna 1x105 hiicre olacak sekilde ekilmistir. 24 saat sonrasinda
hiicreler petri yiizeyine yapistiginda hiicreler belirlenmis olan dozlarda TKY.T2.08 ve
TKY.T2.09 aptamerleri uygulanmis ve aptamerlerle 72 saat inkiibe edilmistir. 72 saat
sonunda medya Smg/ml DAPI iceren medya ile degistirilmis ve 10 dakika boyunda
etlivde inkiibe edilmistir. Floresan mikroskobunda; DNA kondensasyonuna bagli
olarak DNA kiriklarinin eksitasyon 350 nm, emisyon 470 nm de mavi renk olarak

gozlenmistir.
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2.2.10.2.3 Propidyum Iyodiir (PI) Boyama

MiaPaca-2 pankreas kanseri hiicreleri ve HT29 kolon kanseri hiicreleri 6 kuyucuklu
petrinin her bir kuyusuna 1x105 hiicre olacak sekilde ekilmistir. 24 saat sonrasinda
hiicreler petri yiizeyine yapistiginda hiicreler belirlenmis olan dozlarda TKY.T2.08 ve
TKY.T2.09 aptamerleri uygulanmis ve aptamerlerle 72 saat inkiibe edilmistir. 72 saat
sonunda her bir kuyucuga 2 pg/ml PI uygulanarak 30 dakika etiivde bekletilmistir. Olii
ve canli hiicrelerin ayirt edilebilmesi amaciyla fluoresan mikroskobunda yesil filtrede

olii hiicreler kirmizi renk olarak gozlenmistir.

2.2.10.2.4 DCFDA Boyama

Hiicreler 12 kuyucuklu petrilere 2x10* hiicre olacak sekilde ekilmistir. Hiicreler
yapismast i¢in 24 saat 37°C’de %5 CO; etiivde inkiibe edilmistir. 24 saat sonrasinda
hiicreler belirlenmis olan dozlarda TKY.T2.08 ve TKY.T2.09 aptamerleri uygulanmis
ve aptamerlerle 72 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda her kuyuya 5 pM
DCFDA eklenerck 30 dakika 37°C inkiibe edilmis ve 30 dakika sonrasinda reaktif
oksijen tiirevlerine baglanan boya eksitasyon 495 nm ve emisyon 529 nm’de yesil

olarak gozlemlenmistir.

2.2.10.2.5 Fura2 Boyama

Hiicreler 6 kuyucuklu petrilere 2x10* hiicre olacak sekilde ekilmistir. Hiicreler

yapismast i¢in 24 saat 37°C’de %5 CO; etiivde inkiibe edilmistir. 24 saat sonrasinda
hiicrelere belirlenmis olan dozlarda TKY.T2.08 ve TKY.T2.09 aptamerleri

uygulanmis ve aptamerlerle 72 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasinda her

kuyuya 2 uM Fura2 eklenerek 30 dakika 37°C inkiibe edilmis ve floresan mikroskobu
altinda serbest Ca’larin goriintiilenmesi amactyla mavi filtrede hiicreler

gozlemlenmistir.
2.2.10.3 immiinofloresan

Hiicrelerdeki GHRH ve GH anlatimmi gostermek amactyla immiinofléresan (IF)
yontemi kullanilmustir. Hiicreler coversliplerin iizerine 2x10* hiicre olacak sekilde
ekilmis ve 24 saat 37 °C’de %5 COz ile etiivde inkiibe edilmistir. 24 saat sonrasinda
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medya uzaklastirilmis ve 3 defa 1X PBS ile yikama islemi gerceklestirilmistir.
Coversliplerin iistiine -80°C’de sogutulmus %100 methanol yavas bir sekilde eklenmis
ve 10 dakika inkiibe edilmistir. Ardindan methanol ortamdan uzaklastirilmis ve
coverslipler kurumaya birakilmistir. Kuruma sonras1 3 kere 1X PBS ile yikama
gerceklestirilmistir. 1X PBS iginde 1 ml %0,1 Triton X-100 eklenmis ve 15 dakika
inkiibasyon gerceklestirilmistir. 3 kere 1X PBS ile, 3 kere 500 pl PBB soliisyonu ile
yikama islemi gerceklestirilmistir. 1 ml bloklama soliisyonu ile oda sicakliginda
orbital karistiricida 60 dakika inkiibe edilmistir. 3 kere 500 pul PBB soliisyonu ile
yikama yapilmistir. Hazirlanan primer coverslipin iizerini kaplayacak sekilde
uygulanmistir. Kuyularin {izeri gergin bir sekilde 1slak filtre kagidi ile kapatilmustir,
iizeri folyo ile sarilmistir ve +4°C’de orbital calkalayicida 24 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrasi 3 kere 500 pul PBB soliisyonu ile yikama gerceklestirilmistir.
Hazirlanan sekonder coverslipin iizerine koyulmustur ve kuyularin iizerine gergin bir
sekilde 1slak filtre kagidi yerlestirilmis ve +4°C calkalayicida 60 dakika inkiibe
edilmistir. 3 kere 500ul PBB soliisyonu ile yikanmustir. Ikili boyama islemi
durumunda tekrar bloklama soliisyonu eklenmistir ve 1 saat oda sicakliginda inkiibe
edilme asamasindan sonrasinda protokol diger boyama iglemi i¢in ayni sekilde
tekrarlanmigtir. Son iglem yapildiktan sonra 1 pul DAPI (ana stok: 1 mM) boyas1 (1X
PBS ile 1:1000 diliisyon) coverslipin iizerine koyulmustur ve 10 dakika orbital
calkalayicida karanlikta inkiibe edilmistir. Lam tlizerine 1 damla 1X PBS
damlatilmistir ve coverslip hiicreler altta kalacak sekilde lam iizerine kapatilmistir ve
floresan mikroskobu ile ¢ekim alinmistir. Cekim sonrasi coverslip tekrar petrilere

alinmistir iizerine Iml 1X PBS i¢inde +4°C’de saklanmistir.
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2.2.11 Hiicre Akis Sitometrisi
2.2.11.1 PI Analizi

Aptamer uygulamasina bagli olarak hiicre popiilasyonunun hiicre devri fazlarindaki
dagilimimi DNA icerigine gore analiz etmek icin PI boyas1 kullanilmaktadir. MiaPaca-
2 pankreas kanseri hiicreleri ve HT29 kolon kanseri hiicreleri 6 kuyucuklu petrinin her
bir kuyusuna 1x105 hiicre olacak sekilde ekilmistir. 24 saat sonrasinda hiicreler petri
yiizeyine yapistiginda hiicreler belirlenmis olan dozlarda TKY.T2.08 ve TKY.T2.09
aptamerleri uygulanmis ve aptamerlerle 72 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonrasinda hiicreler Tripsin-EDTA ile kaldirilmistir. +4°C’de 2000 g’de 5 dakika
santrifiij edilmistir. Elde edilen hiicre pelletleri 1X PBS ile 2 defa yikanmis ve
ardindan 500 pl %70’lik soguk etanol ile fikse edilmistir. 1 hafta boyunca -20°C’de
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda hiicreler +4°C’de 2000 g’de 5 dakika
santrifiij edilerek etanol uzaklastirilmistir. Ardindan 1X PBS ile yikanan hiicre
pelletine santrifiijleme islemi yapilmistir ve 1X PBS uzaklastirilmistir. Daha sonra
pelletler 6nce 245 ul 1X PBS’de ¢oziiliip sonrasinda ise 25 pg RNaz (10 mg/ml) ve 25
ug PI boyasi (10 mg/ml) ile muamele edilmistir. 370C’de karanlikta 30 dakika inkiibe
edilerek hiicreler FL-2A filtresi (585/400 nm) kullanilarak 103 hiicrenin hiicre akis

sitometresi cihazinda analizi yapilmistir.
2.2.11.2 Annexin V/PI Analizi

MiaPaca-2 pankreas kanseri hiicreleri ve HT29 kolon kanseri hiicreleri 6 kuyucuklu
petrinin her bir kuyusuna 1x105 hiicre olacak sekilde ekilmistir. 24 saat sonrasinda
hiicreler petri yiizeyine yapistiginda hiicreler belirlenmis olan dozlarda TKY.T2.08 ve
TKY.T2.09 aptamerleri uygulanmis ve aptamerlerle 72 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrasi Tripsin-EDTA ile kaldirilarak 2 defa soguk PBS ile yikanmistir.
Yikama isleminden sonra BD biosciences FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit
(Katalog Numarast: 556547) i¢inde bulunan 10X baglanma tamponu 1X baglanma
tamponuna c¢evrilmistir ve 100ul eklenerek pellet reslispanse hale getirilmistir.
Annexin V ve PI boyasindan 3pl eklenerek 15 dakika oda sicakliginda ve karanlikta
inkiibe edildikten sonra hiicre akis sitometresi cihazinda FL-3A ve FL-2A filtrelerinde

1x103 hiicre okutularak analizi yapilmistir.
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2.2.12 Protein ifadesinin Belirlenmesi
2.2.12.1 Toplam Protein izolasyonu

Toplam protein izalasyonu i¢in pasaj sonrasi hiicre yogunluguna bagl olarak 60 cm’

veya 100cm™ lik petrilere ekim yapilmistir. 24 saat sonrasinda yapismis olan hiicrelere
belirlenmis olan dozlarda TKY.T2.08 ve TKY.T2.09 aptamerleri uygulanmis ve
aptamerlerle 72 saat inkiibe edilmistir. 72 saat sonrasinda hiicreler kaziyicilar ve 1X
PBS yardimiyla petri ylizeyinden kaldirilmistir. Soguk santifiijleme ile hiicre pelleti
elde edilmistir. Protein igerigi eldesi i¢in hiicre lizis tamponu ile muamele edilmis

hiicreler 20 dakika oda sicakliginda c¢alkaliyicida inkiibe edilmistir. 20 dakika 13200

rpm’de +4 °C’de santifiijlenen orneklerinin iist sivisi yeni tiipe alinarak -80 °C’de

saklanmistir.
2.2.12.2 Bradford Yontemiyle Protein Miktar Tayini

Izole edilen toplam protein miktar1 Bradford ydntemiyle tayin edilmistir. Bradford
soliisyonu olarak kullandigimiz Coomassie Brillant Blue G-250 soliisyonu protone
haldeyken kirmizi/kahverengi renktedir; ortamda protein varlifinda proteine
baglanarak mavi renkte goriilir. Bu degisiklik mikroplaka okuyucusu veya
spektrofotometre ile 595 nm de absorbans dlgerek belirlenir. Standartlar BSA (Bovine
Serum Albumin) ile 1,5 pg — 7,5 pg araliginda olusturulmus, protein drneklerden ise
ul olacak sekilde kuyucuklara eklenmistir. Son olarak her kuyucuga 200 pl Bradford
sollisyonu eklenip karanlikta 5 dakika beklendikten sonra belirlenen absorbans

araliginda 6l¢iim yapilmustir.

2.2.13 immiinoblotlama

2.2.13.1 SDS-PAGE Jel Hazirlanmasi

%12’lik yiiriitme jeli igerigi beherde hazirlanmistir, 1 mm bosluk bulunan camlar
arasina dokiilmiis ve iizerine izopropanol eklenmistir. Jel dokiildiikten sonra
polimerlesme reaksiyonunun gerceklesmesi icin bir siire beklenmistir. izopropanol
distile su yardimiyla uzaklastirilmis ve fazla izopropanol filtre kagidi ile alinmigtir.
Daha sonra %#4’liik st jel beherde hazirlanmigtir ve yiiriitme jelinin {izerine iki camin
arast tamamen dolana kadar dokiilmiistiir. Camlara uygun tarak camlar arasina
yerlestirilerek iist jelin polimerlesme reaksiyonu i¢in belli bir siire oda sicakliginda

bekletilmistir.
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2.2.13.2 Protein Orneklerinin Hazirlanmasi

Immiinoblotlama y&éntemi igin her bir 6rnek yiikleme tamponu ile muamele
edilmelidir. Yiikleme tamponu igerisinde bulunan beta merkapta etanol proteinlerin {i¢
boyutlu yapisini bozarak denatiire eder, gliserol ortamin vizkozitesini arttirarak
proteinlerin jelde kuyu boyunca yiirlimesini saglar, SDS proteinlerin eksi yiikle
yiikleyerek elektroforetik ortamda molekiil agirliklarina bagl olarak ayrigmalarim
saglar, Tris-HCI ortamin pH’sin1 tamponlar, bromofenol mavisi proteinleri boyayarak

goriiniir kilar. Bradford sonuglartyla olusturulan standart egriye gore protein drnekleri

yiikleme tamponu ile 5:1 oraninda karistirilmis ve 95 °C’de 5 dakika tutulmus ve buza

alinmustir.
2.2.13.3 Transfer ve Bloklama

Yiiriitme isleminden sonra kalin cam ve ince cam spatula yardimiyla birbirinden
ayrilarak yiiriitme tamponunun igeriginde bulanan SDS’i uzaklastirmak icin distile
suyla yikanmigtir. Yiikleme jeli spatulayla kesilerek uzaklastirilmistir ve transfer
tamponu i¢ine alinmistir. Poliviniliden fluorid (PVDF) membran methanol i¢inde aktif
hale getirilerek Once methanoldan uzaklastirmak icin distile suya daha sonra da
transfer tamponu i¢ine alinmustir. Filtre kagid1 ve siingerler transfer tamponu ile
islatilmigtir. Kasetin seffaf yiizeyinden baslayarak dnce stinger-filtre kagidi-membran-
SDS-Poliakrilamid jel-filtre kagidi-siinger seklinde sandvi¢ olusturulmustur ve kaset
kapatilmistir. Tankin i¢ine transfer tampon eklenmistir ve hazirlanan kaset siyah taraf
siyah yoOne bakacak sekilde yerlestirilerek 220 mA transferi gerceklestirilecek
proteinin biiyiikliigiine gore dakikasi ayarlanarak transfer islemi gerceklestirilmistir.
Transfer isleminden sonra %5’lik yagsiz siit tozu (%0,1 Tween-20 igeren 1X TBS) ile

hazirlanan bloklama soliisyonunda 1 saat oda sicakliginda inkiibe edilmistir.
2.2.13.4 Primer ve Sekonder Antikor isaretlemesi

Primer ve sekonder antikor %5°’lik yagsiz siit tozu (%0,1 Tween-20 iceren 1X TBS)
icinde hazirlanmigtir. Primer antikor 1:1000 diliisyon ile, Sekonder antikor ise 1:3000
diliisyon ile hazirlanmustir. Inkiibasyon sonrasi, primer antikor ile 2 giin boyunca +4°C
sicaklikta rollerda inkiibe edilmistir. Primer antikorun inkiibasyon siiresi dolduktan
sonra membran 10 dakika 3 kez TBS-Tween-20 ile yikanmistir ve yikama isleminden
sonra, membranlar sekonder antikora alinmigtir ve 2 giin boyunca +4°C sicaklikta

rollerda inkiibe edilmistir.
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2.2.13.5 Goriintii Alinmasi

Sekonder antikor uygulamasi sonrast membranlar 2 defa 10 dakika TBS-Tween-20 ve
1 defa 5 dakika TBS ile yikanmistir. Goriintiilerin ¢ekilebilmesi i¢in kemiluminesans
tamponlar1 hazirlanmasi gerekmektedir. Hazirlanan kemiluminesans tamponlar1 Ekler
boliimiinde Tablo 5.6 verilmistir. A ve B tamponu olarak isimlendirilen bu ¢ozeltiler
1:1 oraninda karistirilip 5 dakika karanlikta reaksiyonlarin gergeklesmesi i¢in inkiibe
edilmistir. Inkiibe edildikten sonra membranlar bu ¢dzeltiye aktarilir ve 2-3 dakika
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon isleminden sonra kemiluminesans goriintiileme
sisteminde Bio-rad ChemiDocTM MP cihaz1 kullanilarak CCD kamera ile ¢ekim

alinmustir.
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BOLUM 4. SONUCLAR

4.1 TKY.T2.08 ve TKY.T2.09 X-Aptamerlerinin Doza ve Zamana
Bagimh Olarak HT29 Kolon Kanseri ve MiaPaca-2 Pankreas
Kanseri Hiicre Canlhiligina Etkisinin Gosterilmesi

MTT deneyi, hiicre canliligini degerlendirmek amaciyla siklikla kullanilan bir
tekniktir. MTT nin MTT-formazan’a enzimatik olarak indirgenmesiyle a¢iga ¢ikan bir
reaksiyondur. Bu indirgenmenin mitokondriyal siiksinat dehidrojenaz ile katalize
edildigi bilinmektedir. Bu nedenle MTT tahlili mitokondriyal solunuma baghdir ve
dolayl1 olarak bir hiicrenin hiicresel enerji kapasitesinin degerlendirilmesini saglar.
MiaPaca-2 Pankreas ve HT29 Kolon Kanseri hiicre hatlarina 24, 48 ve 72 saat olacak
sekilde 0-500 nM arasindaki aptamer konsantrasyonlar1 uygulanmis ve hiicre canliligi

iizerindeki etkileri incelenmistir.

Mia Paca-2 hiicrelerine 24 saat boyunca TKY.T2.08 X-aptamerin 100 nM olarak
uygulamasi hiicre canliligini %83 diisiirmiisken, 250 nM aptamer uygulamasit %71,
500 nM aptamer uygulamasi ise %81 oranida hiicre canliligini1 diislirmiistiir. 48 saat
boyunca 100 nM aptamer uygulamasinin hiicre canliligin1 MiaPaca-2 pankreas kanseri
hiicrelerinde %84, 250 nM aptamer uygulamasi %81 ve 500 nM aptamer uygulamasi
ise %77 oraninda hiicre canliligin1 diislirmiistiir. 72 saat aptamer uygulamasi ise doza
bagl olarak hiicre canliligini sirasi ile %87, %82 Ve %77 olarak diigiirmiistiir (Sekil
20). Ayrica TKY.T2.09 X-aptamerin 24 saat boyunca 100 nM olarak uygulamasi
hiicre canliligini %82, 250 nM uygulamast %80 Ve 500 nM aptamer uygulamasi ise
%88 oranlarma disiirdiigii tespit edilmistir (Sekil 20). 48 saat boyunca 100 nM
aptamer uygulamasiin hiicre canlilifint MiaPaca-2 pankreas kanseri hiicrelerinde
%82, 250 nM aptamer uygulamasi %88 ve 500 nM aptamer uygulamasi ise %89
oraninda hiicre canliligini diislirmiistiir. 72 saat aptamer uygulamasi ise doza bagl
olarak hiicre canliligini siras1 ile %78, %75 Ve %69 oraninda diisiirmiistiir (p: ns >

0,05, * p < 0,05, ** p < 0,01)(Sekil 20)
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Sekil 21.MiaPaca-2 Pankreas Kanseri Hiicre Hattinda TKY.T2.08 ve TKY.T2.09
GHRH 1-29 Ozgii X-Aptamerlerinin Hiicre Canhligi Uzerine Etkisinin
Gosterilmesi.

MiaPaca-2 pankreas kanseri hiicreleri 24, 48 ve 72 saat boyunca artan dozlarda (0-500 nM) TKY.T2.08
ve TKY.T2.09 X-aptamerleriyle muamele edilmis ve daha sonra MTT yontemiyle hiicre canlilig
iizerine olan etkileri analiz edilmistir. Deney sonuglart 3 tekrarli uygulamanin ortalamasi olarak

verilmisgtir.

HT-29 hiicrelerine 24 saat boyunca TKY.T2.08 X-aptamerin 100 nM olarak
uygulamasi hiicre canliligimi %72 diisiirmiisken, 250 nM aptamer uygulamast %66,
500 nM aptamer uygulamasi ise %62 hiicre canliligini diisltirmiistiir. 48 saat boyunca
100 nM aptamer uygulamasinin hiicre canliliginit HT29 kolon kanseri hiicrelerinde
%75, 250 nM aptamer uygulamasi %60 ve 500 nM aptamer uygulamasi ise %56 hiicre
canliligint digiirmiistlir. 72 saat aptamer uygulamasi ise doza bagli olarak hiicre
canliligini sirasi1 ile %59, %57 ve %60 olarak diistirmistir (Sekil 21). Ayrica
TKY.T2.09 X-aptamerin 24 saat boyunca 100 nM olarak uygulamasi hiicre canliligini
%82, 250 nM uygulamast %80 ve 500 nM aptamer uygulamasi ise %76 oraninda
diistirdiigii tespit edilmistir (Sekil 21). 48 saat boyunca 100 nM aptamer uygulamasinin
hiicre canliligin1 HT-29 kolon kanseri hiicrelerinde %76, 250 nM aptamer uygulamasi
%74 ve 500 nM aptamer uygulamasi ise %72 oraninda hiicre canliligini diisiirmiistiir.
72 saat aptamer uygulamasi ise doza bagl olarak hiicre canliligini sirasi ile %72, %70

ve %73 olarak diislirmiistiir (p: ns > 0,05, * p < 0,05, ** p < 0,01 )(Sekil 21).
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Sekil 22. HT29 Kolon Kanseri Hiicre Hattinda TKY.T2.08 ve TKY.T2.09 GHRH
1-29 Ozgii X-Aptamerlerinin Hiicre Canlihg Uzerine Etkisinin Gosterilmesi.

HT?29 kolon kanseri hiicreleri 24, 48 ve 72 saat boyunca artan dozlarda (0-500 nM) TKY.T2.08 ve
TKY.T2.09 X-aptamerleriyle muamele edilmis ve daha sonra MTT yontemiyle hiicre canlilig1 lizerine

olan etkileri analiz edilmistir. Deney sonuglari 3 tekrarli uygulamanin ortalamasi olarak verilmistir.

MiaPaca-2 Pankreas Kanseri ve HT29 Kolon Kanseri hiicre hatlarinda MTT testi ile
100, 250 ve 500 nM artan dozlarda ve zamana bagimli olarak 24, 48 ve 72 saat olarak
gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuclarin baz alinmasi sonucunda her iki hiicre hatti
ve secili olan iki X-Aptamer i¢in en anlamli sonuglar 500 nM dozunda 72.saatte

gorilmiistiir.

4.2 TKY.T2.08 ve TKY.T2.09 uygulamasinin MIA Paca-2 ve HT-29
hiicreleri uizerine etkisinin Yara Kapanma Deneyi ile gosterilmesi

MiaPaca-2 hiicrelerine mikropipet aracili yara olusturulmasini takiben 72 saat sonunda
yara mesafesinin 33,5 um olarak tespit edilmistir. Ayn1 yara kapanma siirecini takiben
hiicrelere TKY.T2.08 X-aptamer uygulamasi 72 saat boyunca yapilinca hiicrelerde
yara mesafesinin 47,7 um oldugu belirlenmistir. Ayrica Mia Paca-2 hiicrelerine 72 saat
boyunca TKY.T2.09 uygulamasini takiben yara mesafesinin 58,1 um oldugu
Olglilmiistiir. Sonug¢ olarak TKY.T2.09 aptamerin yara kapanmasini MiaPaca-2

hiicrelerinde daha etkin engelledigi gosterilmistir (Sekil 23).
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Sekil 23. MiaPaca-2 Pankreas Kanseri Hiicre Hattinda TKY.T2.08 ve TKY.T2.09
GHRH 1-20 Ozgii X-Aptamerlerinin Yara Kapanmasi Uzerine Etkilerinin
Gosterilmesi.

MiaPaca-2 pankreas kanseri hiicrelerinin petriye yapismasinin ardindan 200°’likk mikropipet ucu ile yara
acilmis ve ardindan O.saat ¢ekiminin almmasindan sonra 24, 48 ve 72 saat boyunca 500 nM
konsantrasyonunda TKY.T2.08 ve TKY.T2.09 X-aptamerleriyle muamele edilmis ve her 24 saatlik
dilimde mikroskop altinda yara boylari 6lgtilerek grafik olusturulmustur.
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HT-29 hiicrelerine mikropipet aracili yara olusturulmasini takiben 72 saat sonunda

yara mesafesinin 30,3 um olarak tespit edilmistir. Ayn1 yara kapanma siirecini takiben

hiicrelere TKY.T2.08 X-aptamer uygulamasi 72 saat boyunca yapilinca hiicrelerde

yara mesafesinin 71,6 um oldugu belirlenmistir. Ayrica HT-29 hiicrelerine 72 saat

boyunca TKY.T2.09 uygulamasmi takiben yara mesafesinin 125 um oldugu

Olglilmiistiir. Sonu¢ olarak TKY.T2.09 aptamerin yara kapanmasin

hiicrelerinde daha etkin engelledigi gosterilmistir (Sekil 24).
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Sekil 24.HT29 Kolon Kanseri Hiicre Hattinda TKY.T2.08 ve TKY.T2.09 GHRH

1-20 Ozgii X-Aptamerlerinin Yara Kapanmasi Uzerine Etkilerinin Gosterilmesi.

HT29 kolon kanseri hiicrelerinin petriye yapismasinin ardindan 200’ liik mikropipet ucu ile yara agilmis

ve ardindan 0.saat ¢ekiminin alinmasindan sonra 24, 48 ve 72 saat boyunca 500 nM konsantrasyonunda

TKY.T2.08 ve TKY.T2.09 X-aptamerleriyle muamele edilmis ve her 24 saatlik dilimde mikroskop

altinda yara boylar1 dlgiilerek grafik olusturulmustur.
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4.3 TKY.T2.08 ve TKY.T2.09 X-Aptamerlerinin HT-29 Kolon
Kanseri ve MiaPaca-2 Pankreas Kanseri Hiicre Hatlarinda hiicre
oliimii ve Mitokondri Membran Potansiyeli Uzerine Etkisinin
gosterilmesi

DiOC6 canli hiicrelerin mitokondrileri i¢in segici olan lipofilik bir floresan boyadir.
Mitokondriyal membran potansiyeli hiicre sagligi hakkinda bilgi sahibi olabilmek i¢in
kullanilan belirteglerden biridir. DAPI hiicrede DNA’ya baglanan bir floresan boyadir.
Apoptozun belirlenebilmesi amaciyla nuklesta DNA’ya baglanarak DNA
fragmentasyonunu floresan mavi 1gima ile gostermektedir. PI boyamasi hiicre
oliimiinii gdstermektedir. Olii hiicrenin membran potansiyeli bozulur ve PI boyasi

hiicrenin i¢ine girerek kirmizi 1g1ma vermektedir.

MiaPaca-2 pankreas kanseri hiicre hattinda TKY.T2.08 ve TKY.T2.09
aptamerlerinin uygulamasi sonucunda iki aptamer i¢in de DAPI boyamasi ile
kontrol grubuna kiyasla DNA fragmentasyonunda artis gozlenmistir. PI
boyamast  sonucunda TKY.T2.08 ve TKY.T2.09 aptamerlerinin
uygulanmasinin  kontrol grubuna kiyasla hiicre Olimiini arttirdig:
gdzlenmektedir. Mitokondri membran potansiyelini gdsteren DioC6 boyamasi
sonucunda aptamer uygulanmis gruplar ve kontrol grubu arasinda mitokondri

membran potansiyelinde herhangi bir artis ya da azalis saptanamamistir (Sekil

25).
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Sekil 25. MiaPaca-2 Pankreas Kanseri hiicre hattinda TKY.T2.08 ve TKY.T2.09
GHRH 1-29 X-Aptamerlerinin DCFDA ile Reaktif Oksijen Tiirevlerinin floresan
boyama teknigiyle gosterilmesi.

MiaPaca Pankreas Kanseri hiicreleri 24 kuyucuklu petrilere 5x10% hiicre olacak sekilde ekilmistir. Yapisan
hiicrelere 72 saat 0,5 pM TKY.T2.08 ve TKY.T2.09 aptamerleri uygulanmistir. 72 saat sonunda 1 nM DIOC6, 2
pg/ml PL, 1 pg/ml DAPI boyasi uygulanmis ve floresan mikroskobu altinda belirli filtrelerle ¢ekim alinmugtir.

Hiicredeki reaktif oksijen tiirevlerinin gosterilmesini saglayan DCFDA
boyamasi sonuglar1 ele alindiginda, kontrol grubuna kiyasla TKY.T2.08
aptameri uygulanmis grupta reaktif oksijen tiirevlerinin arttig1 gortilmistiir.
TKY.T2.09 aptamerinin uygulamasi son ucunda hem kontrol grubuna kiyasla
hem de TKY.T2.08 aptameri uygulanmis gruba kiyasla reaktif oksijen

tiirevleri miktarinda artis oldugu sonucuna vartlmistir (Sekil 26).
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Sekil 26. MiaPaca-2 Pankreas Kanseri hiicre hattinda TKY.T2.08 ve TKY.T2.09
GHRH 1-29 X-Aptamerlerinin DCFDA ile Reaktif Oksijen Tiirevlerinin floresan

boyama teknigiyle gosterilmesi.

MiaPaca Pankreas Kanseri hiicreleri 24 kuyucuklu petrilere 5x10% hiicre olacak sekilde ekilmistir. Yapisan
hiicrelere 72 saat 0,5 uM TKY.T2.08 ve TKY.T2.09 aptamerleri uygulanmistir. 72 saat sonunda 5 uM DCFDA

boyasi uygulanmis ve floresan mikroskubu altinda belirli filtreyle ¢ekim alinmuistir.

HT29 kolon kanseri hiicre hattinda DAPI boyamasiyla elde edilen sonuglar
incelendiginde hem TKY.T2.08 hem de TKY.T2.09 aptamerlerinin uygulandigi
gruplarda kontrol grubuna kiyasla DNA fragmentasyonunda artis veya azalis
gozlemlenmemistir. Hiicre 6liimiinii gosteren PI boyama sonuglar1 kontrol grubuna
kiyasla hem TKY.T2.08 uygulanmis grupta hem de TKY.T2.09 aptameri uygulanmis
grupta hiicre 6liimiiniin artmis oldugunu gostermistir. DioC6 boyamasi ile elde edilen
sonuglar ise kontrol grubuna kiyasla TKY.T2.08 aptamerinin mitokondriyal membran
potansiyelini arttirdig1 fakat TK'Y.T2.09 aptamerinin kontrol grubuna kiyasla farkli bir

sonu¢ meydana getirmedigi gdzlemlenmistir (Sekil 27).
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Sekil 27. HT29 Kolon Kanseri hiicre hattinda TKY.T2.08 ve TKY.T2.09 GHRH
1-29 X-Aptamerlerinin DAPI ile DNA Kondenzasyonun, DioC6 ile Mitokondri
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Gosterilmesi.

HT29 kolon kanseri hiicreleri 24 kuyucuklu petrilere 5x10% hiicre olacak sekilde ekilmistir. Yapisan hiicrelere 72
saat 0,5 uM TKY.T2.08 ve TKY.T2.09 aptamerleri uygulanmistir. 72 saat sonunda 1 nM DIOC6, 2 pg/ml PI, 1

pg/ml DAPI boyasi uygulanmis ve floresan mikroskobu altinda belirli filtrelerle ¢ekim alinmistir.

DCFDA boyamasi sonucunda TKY.T2.08 aptamer uygulamasinin kontrol grubuyla
kiyaslandiginda hiicre igerisinde reaktif oksijen tiirevlerini arttirdigr goriilmiistiir.
TKY.T2.09 aptamer uygulamasinin da kontrol grubuna kiyasla reaktif oksijen
tirevlerini arttirdig1 gézlenmistir fakat pozitif etki TKY.T2.08 aptamerinde oldugu
kadar efektif gozlenmemistir (Sekil 28).
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Sekil 28. HT29 Kolon Kanseri hiicre hattinda TKY.T2.08 ve TKY.T2.09 GHRH
1-29 X-Aptamerlerinin DCFDA ile Reaktif Oksijen Tiirevlerinin floresan

boyama teknigiyle gosterilmesi.

HT29 kolon kanseri hiicreleri 24 kuyucuklu petrilere 5x10% hiicre olacak sekilde ekilmistir. Yapisan hiicrelere 72
saat 0,5 uM TKY.T2.08 ve TKY.T2.09 aptamerleri uygulanmistir. 72 saat sonunda 5 pM DCFDA boyasi

uygulanmig ve floresan mikroskubu altinda belirli filtreyle ¢ekim alinmustir.

4.4 TKY.T2.08 ve TKY.T2.09 X-Aptamerlerinin MiaPaca-2
Pankreas Kanseri ve HT29 Kolon Kanseri Hiicre Hatlarinda Koloni
olusumu Uzerine etkisinin Asili Damla Modeli ile Belirlenmesi

Mia Paca-2 pankreas kanseri hiicrelerinden elde edilen sonuglara bakildiginda, kontrol
grubunda koloni ¢apinin 24 saatte 42,6 um iken, 48 saatte 38,1 um ve 72 saatte ise
36,1 um capa doniistligli tespit edilmistir. TKY.T2.08 uygulamasinin 24 saat i¢cinde
hiicre koloni ¢ap1 46,4 um Ol¢iilmiis iken, 48 saatte koloni ¢cap1 49 um ve 72 saatte ise
41,3 um olarak tespit edilmistir. Ayrica TKY.T2.09 aptamer uygulamasinin 24 saatte
koloni ¢ap1 53,5 um iken, 48 saatte 49 um, 72 saatte ise 45,8 um koloni ¢ap1 oldugu
Ol¢iilmiistiir. Koloni ¢aplarinda gbzlemlenen kiigiilmenin her iki aptamer uygulamasi
ile gézlemlense de bu etkinin TKY.T2.09 aptamerinde daha fazla oldugu belirlenmistir
(Sekil 29).
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Sekil 29. MiaPaca-2 Pankreas Kanseri hiicre hattinda TKY.T2.08 ve TKY.T2.09
GHRH 1-29 X-Aptamerlerinin asili damla modellerinde hiicre ¢aplari iizerindeki
etkilerinin gosterilmesi.

Miapaca-2 pankreas kanseri hiicreleri 60 mm’lik petrilere 5x10% hiicre olacak sekilde ekilmistir.
Yapisan hiicrelere 0,5 uM TKY.T2.08 ve TKY.T2.09 aptamerleri uygulanmistir. Aptamer uygulamasi

sonrasinda 24, 48 ve 72 saat boyunca petriler gozlemlenerek asilt damla modellerinde koloni ¢aplari

oOlgiilerek kaydedilmistir.
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HT29 kolon kanseri hiicrelerinden elde edilen sonuglara bakildiginda, kontrol
grubunda koloni ¢apinin 24 saatte 41,9 um iken, 48 saatte 77,4 um ve 72 saatte ise
51,6 um ¢apa doniistiigli tespit edilmistir. TKY.T2.08 uygulamasinin 24 saat i¢inde
hiicre koloni ¢ap1 83,2 um 6Sl¢iilmiis iken, 48 saatte koloni ¢ap1 61,9 um ve 72 saatte
ise 58,1 um olarak tespit edilmistir. Ayrica TKY.T2.09 aptamer uygulamasinin 24
saatte koloni cap1 91,6 um iken, 48 saatte 69 um, 72 saatte ise 52,2 um koloni ¢ap1
oldugu ol¢iilmiistiir. Koloni caplarinda gozlemlenen kiigiilmenin her iki aptamer
uygulamasi ile gézlemlense de bu etkinin TKY.T2.09 aptamerinde daha fazla oldugu
belirlenmistir (Sekil 30).
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Sekil 30. MiaPaca-2 Pankreas Kanseri hiicre hattinda TKY.T2.08 ve TKY.T2.09
GHRH 1-29 X-Aptamerlerinin asili damla modellerinde hiicre ¢aplari iizerindeki
etkilerinin gosterilmesi.

HT?29 kolon kanseri hiicreleri 60 mm’lik petrilere 5x10% hiicre olacak sekilde ekilmistir. Yapisan hiicrelere 0,5 uM
TKY.T2.08 ve TKY.T2.09 aptamerleri uygulanmistir. Aptamer uygulamas: sonrasinda 24, 48 ve 72 saat boyunca

petriler gdzlemlenerek asili damla modellerinde koloni ¢aplar dl¢iilerek kaydedilmistir.

77



4.5 TKY.T2.08 ve TKY.T2.09 uygulamasinin GHRH sinyalini bloke
etmesinin GH ve GHRHR anlatimi iizerinden immunofloresan
boyama ile Mia Paca-2 hiicrelerinde gosterilmesi

TKY.T2.08 ve TKY.T2.09 uygulamasmnin GHRH sinyaline bloke edip etmedigini
kontrol edebilmek icin GHRH asag1 sinyal yolak elemanlar1 olan GH ve GHRHR
anlatimmin kontrol edilmesi i¢in immunofloresan boyamasi gerceklestirilmistir.
Immunofloresan boyamasi sonucuna gore kontrol hiicrelerde ve pozitif kontrol olan
GHRH peptit uygulanmis olan hiicrelerde GH ve GHRHR anlatiminin yiiksek oldugu
gozlemlenmistir. Ayrica 72 saat boyunca 500 nM TKY.T2.08 ve TKY. T2.09
uygulamasinin hem GH hem de GHRHR anlatimi {izerinde baskilayici etkisi
gozlemlenmistir (Sekil 31).

Kontrol

GHRH (+)

TKY.T2.08

TKY.T2.09

Sekil 31. TKY.T2.08 ve TKY.T2.09 uygulamasimin GHRH sinyalini bloke
etmesinin GH ve GHRHR anlatimi iizerinden immunofloresan boyama ile Mia

Paca-2 hiicrelerinde gosterilmesi.
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4.6 MiaPaca-2 Pankreas Kanseri ve HT29 Kolon Kanseri Hiicre
Hatlarinda TKY.T2.08 ve TKY.T2.09 aptamer uygulamasinin
hiicre dongiisii iizerine etkisinin Hiicre Akis Sitometrisi aracih
gosterilmesi

MiaPaca-2 pankreas kanseri hiicre hattinda yapilan ¢aligma sonucu kontrol grubunda
elde edilen verilerde SubG1 fazinin yiizdesinin %1.6, G1 fazinin yiizdesinin %73.5, S
fazinin yiizdesinin %12.4, G2/M fazmin yiizdesinin ise %12.4 oldugu goriilmustiir.
TKY.T2.08 aptamerinin uygulanmasi sonucunda elde edilen ylizdeler ise SubGl
fazinin ytlizdesinin %24.0, G1 fazinin yiizdesinin %50.8, S fazinin yiizdesinin %9.2,
G2/M fazinin yiizdesinin ise %4.5 seklinde degismistir. TKY.T2.09 aptamer
uygulanmasiyla elde edilen sonuglarda ise SubGl fazinin yilizdesinin %14.7, Gl
fazinin ytlizdesinin %63.9, S fazinin yiizdesinin %11.1, G2/M fazinin yiizdesinin ise
%6.7 olarak degistigi gozlemlenmistir. Tiim bu sonuglar ele alindiginda 2 aptamer
uygulamasininda kontrol grubuna kiyasla SubG1 popiilasyonunu arttirdigi, MiaPaca-

2 pankreas kanseri hiicre hattinda SubG1 popiilasyonunu en efektif sekilde arttiran
aptamerin TKY.T2.08 oldugu gozlemlenmistir (Sekil 32).
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Count

Sekil 32. TKY.T2.08 ve TKY.T2.09 GHRH
MiaPaca-2 Pankreas Kanseri Hiicre Hattinda Anti-Proliteratif Etkisinin PI

2000 2.400

Kontrol TKY.T2.08 TKY.T2.09
BO5 mia kontrol 230120
Gate: (P1 in all) 8 8
Te% g [2i0% 3 |17
61 161 8161
73.5% 50.8% 639%
?awx 9.2 119

03

G2

12,4%

1000

MiaPaca-2

150

100

Hiicre Dagihimi (%)

Count

1-29 ozgi X-Aptamerlerinin

Boyama ile Hiicre Akis Sitometrisinde Gosterilmesi.

MiaPaca-2 Pankreas kanseri hiicreleri 6 kuyucuklu petriye ekilmistir. 72 saat 500 nM TKY.T2.08 ve
TKY.T2.09 aptamerleriyle muamele edilmistir. 72 saat sonrasinda hiicreler fikse edilmis ve -200C’de
1 hafta inkiibasyonu yapilmistir. 2,5 pug RNaz (10 mg/ml) ve 2,5 pg PI boyas1 (10 mg/ml) uygulanmis
ve FL-2A filtresi (585/400 nm) kullanilarak hiicre akis sitometresi cihazinda okutularak analizi

yapilmustir.
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HT29 kolon kanseri hiicre hattinda yapilan ¢alisma sonucu kontrol grubunda elde
edilen verilerde SubG1 fazinin yiizdesinin %3.7, G1 fazinin yiizdesinin %68.4, S
fazinin yiizdesinin %13.2, G2/M fazmin yiizdesinin ise %13.0 oldugu goriilmustiir.
TKY.T2.08 aptamerinin uygulanmasi sonucunda elde edilen ylizdeler ise SubGl
fazinin ytlizdesinin %9.9, G1 fazmin yilizdesinin %54.7, S fazinin yiizdesinin %13.6,
G2/M fazmin ylizdesinin ise %16.7 seklinde degismistir. TKY.T2.09 aptamer
uygulanmasiyla elde edilen sonucglarda ise SubGl fazmin yilizdesinin %10.8, Gl
fazinin ytlizdesinin %44.7, S fazinin yiizdesinin %13.8, G2/M fazinin yiizdesinin ise
%11.6 olarak degistigi gézlemlenmistir. 2 aptamer uygulamasida kontrol grubunun
verileriyle kiyaslandiginda SubG1 popiilasyonunu arttirmistir. 2 aptamer arasinda
MiaPaca-2 pankreas kanserinde goriildiigii gibi SubG1 ylizdesini arttirma da anlamh

bir fark goriilmemistir (Sekil 33).
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Sekil 33. TKY.T2.08 ve TKY.T2.09 GHRH 1-29 6zgii X-Aptamerlerinin HT29
KolonKanseri Hiicre Hattinda Anti-Proliteratif Etkisinin PI Boyama ile Hiicre

Akis Sitometrisinde Gosterilmesi.
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HT29 Kolon kanseri hiicreleri 6 kuyucuklu petriye ekilmistir. 72 saat 500 nM TKY.T2.08 ve
TKY.T2.09 aptamerleriyle muamele edilmistir. 72 saat sonrasinda hiicreler fikse edilmis ve -200C’de
1 hafta inkiibasyonu yapilmistir. 25 pg RNaz (10 mg/ml) ve 25 pg PI boyas1 (10 mg/ml) uygulanmis ve
FL-2A filtresi (585/400 nm) kullanilarak hiicre akis sitometresi cihazinda okutularak analizi yapilmustir.

4.7 MiaPaca-2 Pankreas Kanseri ve HT29 Kolon Kanseri Hiicre
Hatlarinda TKY.T2.08 ve TKY.T2.09 aptamer uygulamasinin
apoptotik hiicre oliimii iizerine etkisinin Hiicre Akis Sitometrisi
aracih gosterilmesi

MiaPaca-2 pankreas kanseri hiicre hattinda kontrol grubunda %0.7 oraninda erken
apoptoz, %0.6 oraninda ge¢ apoptoz ve %0.6 oraninda nekroz goézlemlenmistir.
TKY.T2.08 X-aptameri uygulanmis grupta elde edilen sonuglarda 9%0.8 oraninda
erken apoptoz, %0.5 oraninda ge¢ apoptoz ve %0.7 oraninda nekroz goriilmustiir.
TKY.T2.09 X-aptameri uygulanmis grupta elde edilen sonuglarda ise %0.3 oraninda
erken apoptoz, %0.4 oraninda ge¢ apoptoz ve %0.5 oraninda nekroz goriilmustiir.
Kontrol grubuna kiyasla TKY.T2.08 aptameri uygulanmis grupta nekrozun %0.01

oraninda arttig1 gézlemlenmistir (Sekil 34).
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Sekil 34. TKY.T2.08 ve TKY.T2.09 GHRH 1-29 ozgii X-Aptamerlerinin

MiaPaca-2 Pankreas Kanseri Hiicre Hattinda Apoptotik Hiicre Oliimii Uzerine
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Etkilerinin Annexin V/PI Boyama ile Hiicre Akis Sitometrisinde Gosterilmesi.

MiaPaca-2 pankreas kanseri hiicreleri 6 kuyucuklu petrinin her bir kuyusuna 1x105 hiicre olacak sekilde
ekilmistir. 72 saat 500 nM TKY.T2.08 ve TKY.T2.09 X-aptamerleriyle muamele edilmistir. 72 saat
sonrasinda BD biosciences FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit kullanilarak o6rnekler

hazirlanmistir ve hiicre akis sitometresi cihazinda FL-3A ve FL-2A filtrelerinde 1x103 hiicre okutularak

analizi yapilmistir.

83



HT29 kolon kanseri hiicre hattinda kontrol grubunda %0.2 oraninda erken apoptoz,
%1.0 oraninda ge¢ apoptoz ve %0.5 oraninda nekroz gozlemlenmistir. TKY.T2.08 X-
aptameri uygulanmig grupta elde edilen sonuglarda %0.2 oraninda erken apoptoz,
%?3.0 oraninda ge¢ apoptoz ve %2.7 oraninda nekroz goriilmiistiir. TKY.T2.09 X-
aptameri uygulanmis grupta elde edilen sonuglarda ise %0.1 oraninda erken apoptoz,
%1.9 oraninda ge¢ apoptoz ve %3.4 oraninda nekroz goriilmiistiir. Kontrol grubuna
kiyasla TKY.T2.08 aptameri uygulanmis grupta ge¢ apoptoz tetiklenirken,
TKY.T2.08 aptameri uygulanmis grupta nekrozun tetiklendigi sonucuna varilmistir
(Sekil 35).
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Sekil 35. TKY.T2.08 ve TKY.T2.09 GHRH 1-29 6zgii X-Aptamerlerinin HT29
Kolon Kanseri Hiicre Hattinda Apoptotik Hiicre Oliimii Uzerine Etkilerinin

Annexin V/PI Boyama ile Hiicre Akis Sitometrisinde Gosterilmesi.
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HT29 kolon kanseri hiicreleri 6 kuyucuklu petrinin her bir kuyusuna 1x105 hiicre olacak sekilde
ekilmistir. 72 saat 500 nM TKY.T2.08 ve TKY.T2.09 X-aptamerleriyle muamele edilmistir. 72 saat
sonrasinda BD biosciences FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit kullanilarak o6rnekler
hazirlanmistir ve hiicre akis sitometresi cihazinda FL-3A ve FL-2A filtrelerinde 1x103 hiicre okutularak

analizi yapilmistir.

4.8 MiaPaca-2 Pankreas Kanseri ve HT29 Kolon Kanseri Hiicre
Hatlarinda TKY.T2.08 ve TKY.T2.09 Aptamer Uygulamasiin ER
Stres — EMT - Otofaji - Apoptotik Oliim Uzerine Etkisinin
Immunoblotlama ile Gosterilmesi

HT-29 kolon kanseri hiicrelerine TKY.T2.08 aptamer uygulamasinin E-kadherin
anlatimini arttirdig1 tespit edilmisken, N-kaderin, Slug, Snail, FAK, vinkulin ile tensin
anlatimlarimi aptamer uygulanmayan kontrollere kiyasla azalttigi tespit edilmistir.
Benzer sekilde HT-29 hiicrelerine TKY.T2.09 aptamer uygulamasinin E-kaderin
anlatimini arttirirken, N-kaderin, Slug, Snail, FAK, vinkulin anlatimlarini azalttig1
belirlenmistir (Sekil 35). Mia Paca-2 hiicrelerine TKY.T2.08 ve TKY.T2.09 aptamer
uygulamalarinin E-kadherin anlatimin arttirdigr ve N-kaderin anlatimini baskiladigi
tespit edilmistir. Ozellikle bu etkinin TKY.T2.09 uygulamasi ile daha belirgin oldugu
belirlenmistir. Ayrica HT-29 hiicrelerine hem TKY.T2.08 hem de TKY.T209
uygulamalarinin Snail anlatimini baskiladigi ama vinculin anlatimini arttirdig: tespit
edilmistir. Ayrica her iki aptamer uygulamasinin Slug ve FAK anlatimlar: iizerinde

anlamli bir anlatim degisikligi olmadigi belirlenmistir (Sekil 36).
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HT29 MIA PaCa-2

Kontrol TKY. TKY. Kontrol TKY. TKY.
T2.08 T2.09 T2.08 T2.09
N-cadherin 140 kDa .

Slug

Snail

FAK

Vinculin
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B-actin

Sekil 36. TKY.T2.08 ve TKY.T2.09 X-Aptamerlerinin Epitel-Mezenkimal Gegis

Yolagindaki Etkilerinin Immiinoblotlama ile Gosterilmesi.

Izole edilmis HT29 ve MiaPaca-2 total proteinleri 40 ug konsantrasyonda hazirlanmis, 5Xlaemmli ile
igaretlenmis ve %12’lik SDS Page’de 80 V 140 dakika yiiriitilmiistiir. Yiiritme sonrasinda 70 kDa alt1
antikorlar 30 dakika-300A, 70 kDa iistii antikorlar 45 dakika-300A 1slak transfer ile jelden membrana
aktarilmistir. Membranlar gerekli primer ve sekonder antikorlarla muamele edildikten sonra Chemidoc

cihazi ile ¢gekimleri alinmustir.

HT-29 hiicrelerine TKY.T2.08 uygulamasimin BiP, calretikulin ve ATF-6
anlatimlarin arttirdigi, PERK anlatimini baskiladig tespit edilmistir. Ayrica 72 saat
boyunca TKY.T2.08 aptamer uygulamasinin CHOP, IREla ve calnexin anlatimi
tizerinde belirgin bir etkisinin olmadig1 belirlenmistir. 72 saat boyunca TKY.T2.09
uygulamasinin kontrol hiicrelere kiyasla Calnexin, CHOP, ATF-6 anlatimlarim
arttirdigi, IREla, BiP, calretikulin anlatimlar1 {izerinde TKY.T2.09 anlatiminin
belirgin etkisinin olmadig: tespit edilmistir. Mia Paca-2 hiicrelerine TKY.T2.08
aptamer uygulamasinin BiP, PERK, ATF-6 anlatimlarini kontrole kiyasla arttirdigi,
Calnexin, CHOP, IRE1a iizerinde belirgin bir etkisinin olmadig1 belirlenmistir. Ayrica

Mia Paca-2 hiicrelerine TKY.T2.09 aptamer uygulamasinin IREla, PERK, ATF-6
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anlatimlarini arttirdigli Calnexin, CHOP, BiP, Calretikulin anlatimlar1 {izerinde

belirgin bir fark yaratmadigi tespit edilmistir (Sekil 37).

HT29 MIA PaCa-2
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Sekil 37. TKY.T2.08 ve TKY.T2.09 X-Aptamerlerinin Endoplazmik Retikuliim
Stres Yolagindaki Etkilerinin Immiinoblotlama ile Gosterilmesi.

Izole edilmis HT29 ve MiaPaca-2 total proteinleri 40 ug konsantrasyonda hazirlanmis, 5Xlaemmli ile
igaretlenmis ve %12’lik SDS Page’de 80 V 140 dakika yiiriitilmiistiir. Yiiritme sonrasinda 70 kDa alt1
antikorlar 30 dakika-300A, 70 kDa iistii antikorlar 45 dakika-300A 1slak transfer ile jelden membrana
aktarilmistir. Membranlar gerekli primer ve sekonder antikorlarla muamele edildikten sonra Chemidoc

cihazi ile ¢gekimleri alinmustir.

HT-29 kolon kanseri hiicrelerine TKY.T2.08 aptamer uygulamasinin Atg5, Atgl2,
Atg3, Beclin-1, Atg7 anlatimini arttirdigi LC3 kesilimine neden oldugu belirlenmistir.
Ayrica TKY.T2.09 uygulamasinin Atg3, Beclin-1, Atg-7 anlatimlarmini indiikledigi,
LC3 kesilimine yol actig1 gdsterilmistir. Mia Paca-2 hiicrelerine TKY.T2.08 aptamer
uygulamasinin Atg-5, Atg-12, Atgl6, Beclin-1, Atg7 anlatimlarini indiikledigi LC3
kesilimini arttirdig tespit edilmistir. TKY.T2.09 aptamer uygulamasinin ise Mia Paca-
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2 hiicreleri lizerinde Atgl2, Atgl6, Atg3, Beclin-1, Atg-7 anlatimlarim arttirdig: ve
LC3 kesilimini indiikledigi belirlenmistir (Sekil 38).
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Sekil 38. TKY.T2.08 ve TKY.T2.09 X-Aptamerlerinin Otofaji Yolagindaki

Etkilerinin Immiinoblotlama ile Gosterilmesi.

Izole edilmis HT29 ve MiaPaca-2 total proteinleri 40 ug konsantrasyonda hazirlanmis, 5Xlaemmli ile
igaretlenmis ve %12’lik SDS Page’de 80 V 140 dakika yiiriitiilmiistiir. Yiriitme sonrasinda 70 kDa alt1
antikorlar 30 dakika-300A, 70 kDa iistii antikorlar 45 dakika-300A 1slak transfer ile jelden membrana
aktarilmistir. Membranlar gerekli primer ve sekonder antikorlarla muamele edildikten sonra Chemidoc

cihazi ile ¢gekimleri alinmustir.

HT-29 hiicrelerine 500 nM 72 saat boyunca TKY.T2.08 uygulamasinin PARP
kesilimini ve Puma anlatimini arttirdigi, Pro-caspase-7, BelxL, Bid, Bim anlatimini
azalttig1 tespit edilmistir. TKY.T2.09 uygulamasinin ise PARP kesilimini ve Puma
anlatimini arttirdig, pro-kapsaz-7, Bid, Bim anlatimini baskiladig1 belirlenmistir. Mia

Paca-2 hiicrelerine 500 nM 72 saat boyunca TKY.T2.08 aptamer uygulamasinin PARP
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kesilimini ve Puma anlatimimi arttirdigl tespit edilmistir. TKY.T2.08 aptamer
uygulamasinin Bcel-2, Bax, Bid anlatimlar1 {izerinde belirgin etkisinin olmadig1 ama
BcelxL, Bim anlatimini baskiladigi tespit edilmistir (Sekil 38). TKY.T2.09 aptamer
uygulamasinin ise Mia Paca-2 hiicreleri lizerinde 72 saat zaman zarfinda PARP
kesilimini ve Puma anlatimini indiikledigi, BelxL anlatimii baskiladigi tespit
edilirken, Bid, Bcl2, pro-caspase-3 lizerinde belirgin etkisinin olmadigi belirlenmistir

(Sekil 39).
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Sekil 39. TKY.T2.08 ve TKY.T2.09 X-Aptamerlerinin Apoptotik Oliim

Yolagindaki Etkilerinin Immiinoblotlama ile Gosterilmesi.

Izole edilmis HT29 ve MiaPaca-2 total proteinleri 40 ug konsantrasyonda hazirlanmis, 5Xlaemmli ile
igaretlenmis ve %12’lik SDS Page’de 80 V 140 dakika yiiriitiilmiistiir. Yiirlitme sonrasinda 70 kDa alt1
antikorlar 30 dakika-300A, 70 kDa iistii antikorlar 45 dakika-300A 1slak transfer ile jelden membrana
aktarilmistir. Membranlar gerekli primer ve sekonder antikorlarla muamele edildikten sonra Chemidoc

cihazi ile ¢gekimleri alinmustir.
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BOLUM 5. TARTISMA

Amerikan Kanser Dernegi, kanseri; kontrol edilemeyen biiylime ve anormal biiyiime
gosteren hiicrelerin yayilmasiyla karakterize edilen bir grup hastalik olarak
tamimlamigtir. Kanser, 2019 verilerine gore diinya genelinde o6liim nedenleri

siralamasinda ikinci sirada goriilmektedir (Verywell., 2017).

Kolorektal kanser, glinlimiizde yilda yaklagik 900.000 6liimle diinya siralamasinda
dordiincii 6limciil kanser tipi olarak goriilmektedir. Obezite, fiziksel egzersiz
eksiklikleri ve sigara kullanimi1 gibi faktorler kolorektal kanser riskini arttirmaktadir
[2]. Kolon kanseri en sik bagirsagin sol tarafinda inen kolonda ve kalin bagirsagin son
boliimii olan rektum kisminda goriilmektedir[182]. Kolorektal kanser, GLOBOCAN
verilerine bakildiginda 2018 yilinda kiiresel olarak erkeklerde en sik goriilen {igiincii,
kadinlarda ise en sik goriilen ikinci kanser tipidir[49]. Kolorektal kanserde tarama
Onerilerini etkileyen faktorler; kalitsal CRC sendromlari, FAP, MAP ve Lynch
sendromu olarak siniflandirilmistir. Kiiresel olarak kolon kanserine yol agan iki farkl
oncli lezyon yolaklar1 bulunmaktadir. Kolorektal kanserin %70-90’ina yol acan
adenom-karsinom yolag1 ve vakalarin %10’unu meydana getiren neoplazi yolagi. Bu

yolaklar ¢oklu genetik ve epigenetik farkliliklar1 gostermektedir.

Pankreas kanseri kiiresel olarak kanser Oliimleri siralamasinda dordiincii sirada yer
almaktadir. Ongoriilere gore ise pankreas kanserinin oniimiizdeki yillarda kansere
bagiml 6liimlerde ikinci siraya yiikselecegi sOylenmektedir. Pankreas kanseri risk
faktorleri arasinda en basta obezite ve tiitliin iirtinleri kullanimi goriilmektedir.
Pankreas kanserinde goriilen yliksek 6liim orani, kanser dncesi neoplazilerin erken
teshisi i¢in gilivenilir metodolojilerin olmamasi ile iliskili bulunmustur. Pankreas
kanserleri hastalarinin %50’den fazlasinda sag kalim oram1 7-11 ay arasinda
degismektedir. Pankreas adenokarsinomunda en yaygin tespit edilen genetik
mutasyonlar KRAS, CDK2NA, TP53 ve SMAD4/DPC4 genlerinde
gerceklesmektedir[ 100].
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Tez ¢aligmasinin en temel hedefi olan biiyiime hormonu salgilatici hormon (GHRH)
PACAP/glukagon siiper ailesinin bir iiyesidir. 44 amino asitten olusan GHRH
peptidinin  biyolojik aktivitesi, N-terminal 29 amino asit fragmani ile
korunmaktadir[139]. GHRH’lerin, hipofiz hiicrelerinden biiylime hormonu
salgilanmasini uyardig1 bilinmektedir[131]. GHRH reseptorii olan GHRH-R baskin
olarak on hipofiz bezinde ekspre edilmektedir. GHRH-R geninin 5-baglanma bdlgesi,
CREB, Pit-1, ostrojenler ve glukokortikoidler gibi faktorler i¢in baglanma bolgeleri
icermekedir[14].

GHRH ve GHRH reseptoriiniin karsinogenezdeki rolii ile iliskili bircok kanit
bulunmaktadir[130]. GHRH ilk olarak pankreas ve karsinoid tiimorlerde goriilmiistiir.
GHRH’nin ya da GH’1n as1r1 sentezinin neden oldugu bozukluklarin tedavisi amaciyla
GHRH antagonistleri gelistirilmistir[12]. Gelistirilen ilk standart antagonistin ((Ac-
[Tyrl, D-Arg2] GHRH (1- 29) NH2)), sicanlarda GH salinimin1 baskiladig1 ve ektopik
GHRH sentezitle akromegali hastarinda GH seviyelerini %30-40 oraninda inhibe
ettigi gosterilmistir[121]. GHRH antagonitlerinin antikanser uygulamasindaki klinik
durumu neoplazmali hastalarda GH ve IGF-1 diizeylerini yeterince baskilayamadigi

iizerinde olmustur ve bu durum IGF-1 seviyeleriyle iligkilendirilmistir[ 123].

Bu tezde efektif olarak kullanilan ve GHRH antagonistlerine alternatif olarak goriilen
aptamerler ise antikorlara benzer sekilde i boyutlu olarak katlanarak protein
hedeflerine baglanan tek sarmalli DNA veya RNA molekiilleridir. Yapilan ¢alismalar
sonrasi elde edilen bulgulara dayanarak virologlar protein baglayan bu niikleik asit
molekiillerin terapétik ilag ajanlari olma potansiyeline sahip oldugunu kanitlamistir.
Terapotik olarak gelistirilen aptamerler bulasici hastaliklar ve kardiyovaskiiler
hastaliklar gibi bir¢cok tipin baskilanmasinda biyolojik yollar1 modiile edebildigi
goriilmiistiir. Bu alanda verilebilecek en iyi rnek AMD'yi tedavi etmek amaciyla FDA
tarafindan onaylanan Pegaptanib (Macugen®)’dir. Pegaptanib sodyum ¢ozeltisi,
VEGF’yi bloke ederek AMD’yi tedavi etmek icin intravitreal olarak enjekte
edilmektedir[183]. Kanser tedavisinde kanser hiicreleriyle dogrudan etkilesimde
bulunan aptamerlerin gelistirilmesine ek olarak, bagisiklik sistemini modiile etmek ve
kanser tedavisinde kanser hiicre biiylimesini dolayli yolla engellemek iginde

gelistirilebilmektedir.

91



Tiim bu litaratiir bilgilerinin 15131nda bu tezde TUBITAK 1001 projesi (Proje no:
1172254) kapsaminda sentezlenmis olan GHRH 1-29 06zgili aptamerleri olan
TKY.T2.08 ve TKY.T2.09 X-aptamerleriyle ¢alisilmistir. Litaratiirdeki bilgilere gore
2012 yilinda yapilan bir ¢aligmaya gore MiaPaca-2 pankreas kanseri ve HT29 kolon
kanseri hiicre hattinda SV1 ve SV2 reseptor alternatifleri oldugu ve GHRH i¢in mRNA
anlatimi oldugu bildirilmistir. Aptamerlerin, GHRH antagonistlerine kars1 alternatif
ve daha efektif olarak kullanilabilecegini gostermek amaciyla GHRH sentezinin ve
GHRH’ye kars1 cevabin en fazla oldugu litaratiirce bilenen MiaPaca-2 pankreas
kanseri ve HT29 kolon kanseri iizerinde antikarsinojenik etkilerinin epitel-
mezenkimal gegis (EMT), endoplazmik retikulum ve otofaji lizerinden apoptoz ile

gosterilmesi hedeflenmistir.

Bu dogrultuda hiicre canliligimin dlgiilmesi amaciyla MTT testi gerceklestirilmistir.
MTT Testi, MTT nin MTT-formazan’a enzimatik olarak indirgenmesiyle a¢iga ¢ikan
bir reaksiyondur. Bu indirgenmenin mitokondriyal siiksinat dehidrojenaz ile katalize
edildigi bilinmektedir. Bu nedenle MTT tahlili mitokondriyal solunuma baglidir ve
dolaylt olarak bir hiicrenin hiicresel enerji kapasitesinin degerlendirilmesini
saglamaktadir. Bu baglamda MiaPaca-2 pankreas kanseri ve HT29 kolon kanseri hiicre
hatlarina 24, 48 ve 72 saat olacak sekilde 100, 250 ve 500 nm dozlarinda TKY.T2.08
ve TKY.T2.09 aptamerleri uygulanmistir. Sonuglar ele alindiginda, MiaPaca-2
pankreas kanseri hattinda TKY.T2.08 aptamerinin 24 saatte sirasiyla artan dozlarda
(100 nm-250 nm-500 nm) hiicre canliligin1 %83, %71 ve %81 oranlarda, 48 saat
aptamer uygulamasinda sirasiyla; %84, %81 ve %77 oranlarinda ve son olarak 72
saatte 100 nm’da %87, 250 nm’da %82 ve 500 nm’da %77 oraninda diistirdigi
bulunmustur. HT29 kolon kanseri hiicre hattinda ise TKY.T2.08 aptamerinin 24 saatte
strastyla artan dozlarda (100 nm-250 nm-500 nm) hiicre canliligini %72, %66 ve %62
oranlarinda, 48 saat aptamer uygulamasinin sirasiyla; %75, %60 ve %56 oranlarinda
diistirtirken 72 saat TKY.T2.08 aptameri uygulamasi sonucunda 100 nm’da %59, 250
nm’da %57 ve 500 nm’da %60 oranina disiirdiigii goriilmiistiir. Elde edilen bu
sonuclarin 1s183inda TKY.T2.08 aptameri i¢in hem MiaPaca-2 hem de HT29 hiicre

hattinda en efektif olarak 72 saat uygulamada 500 nm dozu segilmistir.
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TKY.T2.09 aptameri i¢in MiaPaca-2 pankreas kanseri hiicre hattinda en etkili sonuglar
72 saat uygulamasinda goriilmiistiir. 72 saat TKY.T2.09 aptamer uygulamasinin 100
nm’da %78, 250 nm’da %75 ve 500 nm’da %69 oranina canliligl azalttig
goriilmiistiir. HT29 kolon kanserinde ise 72 saat TK'Y.T2.09 aptamer uygulamasi; 100
nm’da %72, 250 nm’da %70 ve 500 nm’da %73 oranina azaltti§1 sonucuna varilmstir.
Bu baglamda TKY.T2.09 aptameri icin 72 saat uygulamada 500 nm dozunun

kullanilmasina karar verilmistir.

Tez kapsaminda yapilacak tiim deneyler i¢cin hem MiaPaca-2 pankreas kanseri hem de
HT29 kolon kanseri hiicre hatti i¢in her iki TKY.T2.08 ve TKYT2.09 X-Aptameri i¢in

72 saat — 500 nm dozu se¢ilmistir.
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Hiicre gdciinii ve hiicre-hiicre etkilesimlerinin incelenmesi amaciyla yara kapanma
deneyi gerceklestirilmistir. GHRH’nin yara iyilesmesindeki rolii litaratiirce
bilinmektedir[184][185]. GHRH’nin ayni zamanda pankreas adacik hiicrelerinde
hiicre proliferasyonunu indiikleyerek apoptozu azalttigi bilinmektedir[186].
GHRH’nin kanser hiicrelerinde telomerazin aktivitesini modiile etme yetenegi oldugu
bilinmektedir. Buna bagli olarak dokunun rejenerasyonu ve onarimi durumlarinda
GHRH’nin genis bir rolii oldugu diistintilmektedir[136]. Calisilan aptamerlerin 24, 48
ve 72 saat araliklarinda yara kapanma {iizerine etkileri incelenmistir. TKY.T2.08
aptameri uygulanmis grupta MiaPaca-2 pankreas kanseri hiicre hattinda 0. Saatte 61.3
um olan yara boyutunun 24. Saatte 53.5, 48.saate 50.3 um ve 72. saatte 47.7 um oldugu
gbzlemlenmistir (Sekil 23). HT29 kolon kanseri hiicre hattinda 0. saatte 105 um olan
yara boyutunun 24. Saatte 84.5, 48. Saatte 76,1 um ve 72. Saatte 81.9 um oldugu
gozlemlenmistir (Sekil 24). TKY.T2.09 aptamerinin uygulanmis oldugu grupta
MiaPaca-2 pankreas kanseri hiicre hattinda 0. Saatte 82.6 um olan yara boyutunun 24.
Saatte 78 um, 48. Saatte 74.2 um ve 72. Saatte 58.1 um oldugu gézlemlenmistir (Sekil
23). HT29 kolon kanseri hiicre hattinda 0. Saatte 96,1 um olan yara boyutunun 24.
Saatte 72.9 um, 48. Saatte 82.6 um, 72. Saatte 72.2 um oldugu goriilmiistiir (Sekil 24).
Elde edilen bu sonuglarin 151831nda GHRH’yi baskilayan TKY.T2.08 ve TKY.T2.09
aptamerlerinin hem kolon kanseri hiicre hattinda hem de pankreas kanseri hiicre
hattinda hiicre gogiinii baskiladigi goriilmiistiir. Hem MiaPaca-2 hem de HT29 hiicre
hatlar1 tizerinde TKY.T2.09 aptamerinin yara kapanmasini daha etkin olarak

engelledigi gdzlemlenmistir.
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GHRH 1-29 6zgii TKY.T2.08 ve TKY.T2.09 X-aptamerlerinin mitokondri membran
potansiyeli lizerine ve hiicre 6liimii iizerine etkilerinin gdsterilmesi amaciyla belirli
boyalarla floresan boyama islemi gerceklestirilmistir. 2009 yilinda yapilan bir
calismada GHRH antagonisti olan JMR-132’nin doza bagimli olarak HCT-116 kolon
kanseri hiicre hattinda mitokondriyal membran potansiyelini azalttigt ve DNA
fragmentasyonunu ise arttirdigi sonucuna vartlmistir[ 187]. Litaratiirdeki bu bilgiler
1s181nda yapilan deneysel siire¢ sonunda, MiaPaca-2 pankreas kanseri hiicre hattinda
TKY.T2.08 ve TKY.T2.09 aptamerlerinin mitokondriyal membran potansiyeli
iizerinde bir etkisinin olmadig1 (Sekil 25) fakat HT29 kolon kanseri hiicre hattinda
TKY.T2.08 aptamerinin mitokondriyal membran potansiyelini  arttirdigi
gozlemlenmistir (Sekil 27). MiaPaca-2 hiicre hattinda hem TKY.T2.08 hem de
TKY.T2.09 aptameri DNA fragmentasyonunu arttirirken, HT29 hiicre hattinda DNA
fragmentasyonunda anlamli bir farklihik goézlemlenmemistir. MiaPaca-2 ve HT29
hiicre hatlarinda uygulanmig TKY.T2.08 ve TKY.T2.09 aptamerlerinin her iki kanser
tipinde hiicre 6liimiinii arttirdig: tespit edilmistir (Sekil 25-Sekil 27). Reaktif oksijen
tirevlerinin gosterilmesi amaciyla yapilan DCFDA boyamas1 sonucunda hem
MiaPaca-2 hem de HT29 hiicre hattinda TKY.T2.08 aptamerinin efektif bir sekilde
kontrol grubuna kiyasla reaktif oksijen tlirevlerini arttirdigi gézlemlenmistir (Sekil 26-
Sekil 28). Elde edilen sonuglar degerlendirdiginde her iki aptamerinde MiaPaca-2
pankreas kanseri ve HT29 kolon kanseri hiicre hatlarinda PI boyama ile anti
proliferatif etkisi gosterilerek hiicre Oliimiinii tetikledigi, tiim floresan boyama
sonuglar1 baz alindiginda TKY.T2.08 aptamerinin TKY.T2.09 aptamerine gore daha
efektif sonuclar gosterdigi ve her iki aptamerle muamele sonucunda HT29 kolon

kanseri hiicre hattinin daha fazla yanit verdigi sonucuna ulagilmistir.
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Klonojenik tahliller, kanser arastirmalarinda siklikla kullanilmaktadir ¢iinkii koloni
olusumunun tiimor olusturma yetenegine sahip kanser hiicrelerinin belirgin bir
yetenegi oldugu literatlirce bilinmektedir. Bu uygulama ilaglarin sitotoksik ve
genotoksik etkilerinin arastirilmast igin hiicresel biiylime iizerindeki etkilerinin
arastirilmasi icin standart bir deney adimi olarak kullanilmaktadir[188]. Bu tezde
TKY.T2.08 ve TKY.T2.09 GHRH 1-29 6zgii X-aptamerlerinin hiicre hatlarinda
koloni olusumu {izerine etkisinin gosterilmesi amaciyla asili damla modeli deneyi
gerceklestirilmistir. MiaPaca-2 pankreas kanserinde TKY.T2.08 aptamerinin 24.
Saatte 46.4 um olan koloni ¢apinin 72. Saatte 41,3 um oldugu tespit edilmistir.
TKY.T2.09 aptamerinin ise 24. Saatte 53.5 olan koloni ¢apinin 72. Saatte 45.8 um
oldugu tespit edilmistir (Sekil 29). HT29 kolon kanserinde TKY.T2.08 aptamerinin
24. Saatte 83.2 um olan koloni ¢apinin 72. Saatte 58.1 um oldugu tespit edilmistir.
TKY.T2.09 aptamerinin 24. Saatte 91.6 um olan koloni ¢apinin 72. Saatte 52.2 um
oldugu goriilmiistiir (Sekil 30). Tiim sonuglar ele alindiginda hem MiaPaca-2 pankreas
kanseri hem de HT29 kolon kanseri hiicre hattinda hem TKY.T2.08 hem de
TKY.T2.09 aptamerlerinin koloni ¢apin1 kiigiilttiigi, TKY.T2.09 aptamerinin

etkinliginin her iki hiicre hattinda da daha fazla oldugu goriilmiistiir.

Secili GHRH 1-29 6zgii X-Aptamerlerinin tezin amacinda belirtildigi gibi GHRH’yi
baskiladigini gosterebilmek amaciyla GHRH ekspresyonunun en fazla oldugu bilinen
MiaPaca-2 pankreas kanseri hiicre hattinda immiinofloresan teknigi kullanilarak
GHRH’nin asag1 sinyal yolaginda onemli markirlart olan GH ve GHRH-R
seviyelerinin gosterilmesi hedeflenmistir. Bu hedef dogrultusunda MiaPaca-2 hiicre
hattinin 72 saat boyunca 500 nM TKY.T2.08 ve TKY.T2.09 aptameriyle muamelesi
sonrasinda kontrol grubuna ve pozitif kontrol olarak uygulanmis GHRH grubuna
kiyasla her iki X-aptamerinin de hem GH hem de GHRH-R seviyelerini 6nemli 6l¢iide

azalttig1 gosterilmistir.
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GHRH antagonistlerinin, tiiméral GHRH reseptorlerinin araci oldugu kanser hiicreleri
iizerinde dogrudan cogalmayi1 Onleyici etkisi oldugu bilinmekte, bununla birlikte
GHRH antagonistlerinin antiproliferatif etkisinde iglevsel olan sinyal iletim yolaklar1
heniiz tam olarak bilinmemektedir[139]. Bu verilere bagli olarak GHRH
antagonistlerine yeni bir alternatif olarak ¢alistigimiz X-Aptamerler ile Flow Sitometri
teknigi kullanilarak PI ve Annexin V/PI uygulamasi gergeklestirilmis, bu teknik ile
hiicresel apoptozun hangi evrede gerceklestigi ve hiicre tutulumunun hangi fazlarda
meydana geldigini gosterebilmek hedeflenmistir. Ardindan X-Aptamerlerin
antiproliteratif ~ etkisinin hangi sinyal yolaklar1 {izerinden gerceklestigini
aydinlatabilmek amaciyla immiinoblotlama teknigi ile EMT, ER Stress, Otofaji ve

Apoptoz yolaklarinda 6nemli islev gosteren markirlara bakilmistir.

Hiicre akis sitometrisi teknigi araciligi ile yapilan PI boyama sonuglari ele alindiginda;
MiaPaca-2 pankreas kanseri hiicre hattinda  TKY.T2.08 ve TKY.T2.09 X-
Aptamerlerinin kontrol grubuna kiyasla SubG1 popiilasyonunu sirastyla %1.6’lik bir
orandan %24 ve %14.7 oranlarina ¢ikardig1 gézlemlenmistir. Bu sonu¢ dogrultusunda
MiaPaca pankreas kanseri hiicre hattinda uygulanan X-Aptamerlerin tutulumu SubGl1
evresinde yaparak apoptozu tetikledigi sonucuna varimistir. TKY.T2.08 X-
Aptamerinin etkisinin daha efektif oldugu gozlemlenmistir. HT29 kolon kanseri hiicre
hattinda TKY.T2.08 ve TKY.T2.09 X-Aptamerlerinin kontrol grubuna kiyasla SubG1
poplilasyonunu sirastyla %3.7’lik bir orandan %9.9 ve %10.8 oranlarina ¢ikararak
apoptozun tetiklendigi gosterilmistir. Deney sonuglar1 kiyaslandiginda her iki X-
Aptamerin de MiaPaca-2 pankreas kanserinde daha anlamli sonuglara yol agtigi

sonucuna varilmistir.
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Annexin V/PI boyamasi plazma membran biitiinliigii ve gecirgenligindeki farkliliklar
yoluyla ¢alisilan hiicrelerin canli, apoptotik ya da nekrotik olup olmadigini belirlemek
amaciyla yaygin olarak kullanilan bir tekniktir[189]. Elde edilen sonuglar bazinda,
MiaPaca-2 pankreas kanseri hiicre hattinda kontrol grubuna kiyasla TKY.T2.08 X-
Aptamerinin erken apoptozu %0.6 oranindan %0.7 oranina, nekrozu ise %0.6
oranindan %0.7 oranina ¢ikardigr goézlemlenmistir. Bu durumda TKY.T2.08
aptamerinin hep erken apoptozu hem de nekrozu %0.1 oraninda tetikledigi sonucuna
varilmigtir. MiaPaca-2 pankreas kanseri hiicre hattinda uygulanan TKY.T2.09 X-
Aptamerinde ise apoptotik hiicre Oliimii {lizerinde anlamli bir artis veya azalis
gozlemlenmemistir. HT29 kolon kanseri hiicre hattinda kontrol grubuna kiyasla
TKY.T2.08 X-Aptamerinin kontrol grubunda %1 olan ge¢ apoptoz oranini %3 oranina
tetikledigi sonucuna vartlmigtir. TKY.T2.08 aptameri ge¢ apoptozu indiiklerken,
TKY.T2.09 X-Aptameri kontrol grubunda %0.5 olan nekroz oranini %3.4 oraninda
indiikledigi gozlemlenmistir. Bu veriler 1s18inda kolon kanseri hiicre hattinda
TKY.T2.08’in geg¢ apoptozu tetikledigi goriiliirken, TKY.T2.09’un nekrozu tetikledigi

sonucuna varilmistir.

GHRH antagonistlerinin antiproliferatif etkilerinin hangi sinyal iletim yolaklar
izerinden gergeklestigi heniiz literatiirce bilinmemektedir. Caligilan X-Aptamerlerinin
MiaPaca-2 pankreas kanseri ve HT29 kolon kanseri iizerinde meydana getirdigi
antiproliferatif etki bu tez kapsaminda 6nceki deneylerle gosterilmistir. Bu etkinin
hangi yolaklar tizerinde gergeklestigini gosterebilmek amaciyla EMT-ER Stres-
Otofaji ve Apoptoz gibi Onemli hiicresel aktivitelerde ©nemli markirlarin

immiinoblotlama ile gosterilmesi hedeflenmistir.
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Litaratirde Meme, kolon ve pankreas kanseri dahil olmak iizere ¢esitli kanser
tiplerinde timor biiylimesi biiyiime hormonu(GH) ile iligkilendirilmistir. EMT, epitel
hiicreleri tanimlayici fenotiplerin kaybolarak hiicresel adezyon kaybuna ve artan hiicre
gdcline neden olan bir yolaktir. GH’1n kanserdeki rolii epitelden mezenkimale gegigin
(EMT) bir indiiksiyonu olarak goriilmektedir. EMT, sinirlar1 tanimlanmis bir
tiimorden invazif, metastatik bir tiimore gegisinde itici gii¢ olarak kanserde biiyiik rol
oynadig bilinmektedir. Bu baglamda GHRH’yi baskilayan X-Aptamerler ile EMT
yolaginda 6nemli olan markirlara immiinoblotlama ile bakilmistir[190]. Bu dogrultuda
ilk once Epitel-Mezenkimal Geg¢is yolaginda E-cadherin, N-cadherin, Slug, Snail,
FAK, Vinculin ve Tensin markirlarina bakilmistir. HT29 kolon kanseri hiicre hattinda
TKY.T2.08 X-Aptamer uygulamasinin E-cadherin anlatimini arttirdigi, N-cadherin,
Slug, Snail, FAK ve Vinculin anlatimin1 kontrol grubuna kiyasla azalttig
gozlemlenmistir. MiaPaca-2 pankreas kanseri hiicre hattinda hem TKY.T2.08 hem de
TKY.T2.09 X-Aptamerinin benzer sekilde N-cadherin anlatimimi arttirirken, E-
cadherin anlatimim azalttifi gozlemlenmistir. Bu etki TKY.T2.09 X-Aptamerinde
daha spesifik olarak goriilmiistiir. Bu sonuglar 1s1¢inda her iki hiicre hattinda da
TKY.T2.08 X-aptamerinin EMT iizerine ket vurucu etkisi oldugu sonucu elde
edilmigtir. HT29 kolon kanseri hiicre hattinda her iki aptamer uygulamasininda Slug

ve FAK anlatimlar iizerinde anlamli bir degisiklige yol agmadig1 gdzlemlenmistir.
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Endoplazmik Retikulum’un normal islevlerindeki bozukluklar evrimsel olarak
korunan bir hiicre stres tepkisine ve ag¢ilmis protein tepkisine yol agmaktadir, bu
durumda baslangictaki hasarin telafi edilmesi amaglanir fakat ER islev bozuklugunun
uzun siirmesi durumda bu stres durumu hiicre Sliimiinii tetikleyebilmektedir. Bu
sistematikte kritik ER sinyallesme proteinlerinin arasinda PERK, Irea ve ATF6
bulunmaktadir[191]. Literatiirdeki bu bilgiler dogrultusunda bu tez ¢alismasinda ER
Stres yolagindan Calnexin, CHOP, Ire-la, BiP, Calreticulin, PERK ve ATF-6
anlatimlarma bakilmigtir. HT29 kolon kanseri hiicre hattinda TKY.T2.08 X-Aptameri
uygulamasinin kontrol grubuna kiyasla BiP, Calreticulin ve ATF-6 anlatimlarini
arttirdigi, PERK anlatimi ise baskiladigi gosterilmistir. TKY.T2.08 aptamerinin
CHOP, Ire-la ve Calnexin anlatimlarmin tizerinde ise bir farklilifa yol agmadigi
gorlilmiistiir. TKY.T2.09 X-Aptamerinin ise Calnexin, CHOP ve ATF-6 anlatimlarini
arttirdigr gozlemlenmistir. MiaPaca-2 pankreas kanseri sonuglarina bakildiginda
TKY.T2.08 X-Aptamerinin BiP, PERK ve ATF-6 anlatimlarini arttii, TKY.T2.09
aptamerinin ise kontrol grubuna kiyasla Ire-la, PERK ve ATF-6 anlatimlarini
arttirdig1 belirlenmistir. Bu sonuglar dogrultusunda, MiaPaca-2 pankreas kanseri hiicre
hattinda her iki aptamerin, HT29 kolon kanseri hiicre hattinda ise sadece TKY.T2.09

X-Aptamerinin ER Stresi indiikledigi sonucuna varilmistir.
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Otofajik programin yiiriiltiilmesi ve diizenlenmesi, otofajiye 6zgii genler(Atg) ile
saglanmaktadir. Baz1 Atg proteinleri otofagozom olusumunda direkt rol oynamaktadir
(AtgS, Atgl2, Atg7 ve AtglO0 gibi). Otofoji kontroliinde en major markir olan LC3 ise
LC3-1 ve LC3-2 olarak iki formda bulunmaktadir[192]. Literatiirden elde edilen bu
bilgiler ile otofaji yolagi icin Atg5, Atgl2, Atgl6-L1, Atg3, Beclin-1, Atg7 ve
LC3A/B markirlart ¢alisilmistir. Elde edilen sonuglarda TKY.T2.08 aptamerinin
HT29 kolon kanseri hiicre hattinda Atg5, Atgl2, Atg3, Beclin-1 ve Atg7 anlatimlarim
indiikledigi ve LC3 kesilimine yol actig1, MiaPaca-2 pankreas kanseri hiicre hattinda
ise ayni sekilde Atg-5, Atg-12, Atgl6, Beclin-1, Atg7 anlatimlarini indiikledigi ve LC3
kesilimini indiikledigi gosterilmistir. TKY.T2.09 X-aptamerinin HT29 kolon
kanserinde Atg3, Beclin-1, Atg-7 anlatimlarini arttirdign ve LC3 kesilimini
indiikledigi, MiaPaca-2 pankreas kanserinde ise Atgl2, Atgl6, Atg3, Beclin-1, Atg-7
anlatimlarimi arttirdigi ve aymi sekilde LC3 kesilimini indiikledigi sonucuna
varilmigstir. Literatiirdeki bilgiler ve tez kapsaminda ortaya ¢ikan sonuglar birlikte ele
alindiginda MiaPaca-2 pankreas kanseri ve HT29 kolon kanseri hiicre hatlarinda
calisilan her iki X-Aptamerinde LC3 kesilimini indiikleyerek oyofajiyi tetikledigi

sonucuna varilmistir.
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GHRH antagonistleri olan JMR-132 ve JV-1-38 antagonistlerinin PC3 prostat kanseri
iizerinde apoptotik 6lim iizerine etkileri Bx, Bcl-2, Siklin-D1 ve kaspaz 3 ile
literatlirce daha once gosterilmistir[193]. GHRH Antagonistlerine alternatif olarak
Calisilan X-aptamerlerin MiaPaca-2 pankreas kanseri ve HT29 kolon kanseri hiicre
hatlarinda apoptotik hiicre 6limii yolaginda hangi markirlar ile iligkili oldugunu
aydinlatmak amaciyla her iki hiicre tipinde de; PARP, Pro-kaspaz3, Pro-kaspaz7, Bcl-
2, Bcl-xL, Bax, Bid, Bim ve Puma markirlar1 tizerine etkileri incelenmistir.
TKY.T2.08 X-Aptamerinin HT29 kolon kanseri hiicre hattinda PARP kesilimini
indiikledigi, Puma anlatimmi arttirdigt ve Pro-kaspaz7, Bcl-xL, Bid ve Bim
markirlarinin anlatimini azalttigr goriilmiistiir. Miapaca-2 pankreas kanseri hiicre
hattinda ise ayni1 sekilde PARP kesilimini indiikledigi, Puma anlatimin1 arttirdigi ve
Bcl-xL, Bim anlatimini baskiladigi sonucu elde edilmistir. TKY.T2.09 X-Aptamerinin
HT29 kolon kanseri hiicre hattinda PARP kesilimini indiikledigi, Puma anlatimim
arttirdig1 ve Pro-kaspaz-7, Bid, Bim anlatimini baskiladig1 goriilmiistiir. MiaPaca-2
pankreas kanseri hiicre hattinda ise PARP kesiliminin indiiklendigi, Puma anlatiminin
artttigi ve Bcl-xL anlatimimin baskilandigi sonucuna varilmistir. Tim bu verilere
bakildiginda TKY.T2.08 ve TKY.T2.09 X-Aptamerlerinin PARP kesilimin
indiikleyerek, Puma anlatimini arttirarak ve Bel-xL anlatimini baskilayarak apoptotik

hiicre 6liimii lizerindeki indiikleyici etkisi gosterilmistir.

Tiim sonuglar ele alindiginda tezde amaglandig1 tizere GHRH anlatimini baskiladigi
bilinen TKY.T2.08 ve TKY.T2.09 X-Aptamerlerinin GHRH anlatiminin yiiksek
oldugu bilinen MiaPaca-2 pankreas kanseri hiicre hattinda MTT deneyi ile se¢ilmis 72
saat — 500 nm doz uygulamasi sonucunda GH ve GHRH-R anlatimlari ile baskilandig1
gosterilmistir. Bunu takiben TKY.T2.08 ve TKY.T2.09 X-Aptamerlerinin her iki
hiicre hattinda da nekrozu tetikledigi, TKY.T2.08 X-Aptamerinin ayn1 zamanda geg
apoptozu da indiikledigi gosterilmistir. Apoptotik hiicre o6liimiinde molekiiler
yolaklarin aydinlatilmas1 amaciyla TKY.T2.08 aptamerinin iki hiicre hattinda da E-
kaderin anlatimini arttirirken N-Kaderin anlatimini baskilayarak EMT yolagi tizerine
inhibe edici etkisi ve hem TKY.T2.08 hem de TKY.T2.09 aptamerlerinin her iki
kanser tipinde de LC3 kesilimini arttirarak otofojiyi tetikledigi ve ayn1 zamanda PARP
kesilimini arttirarak ve Bcl-xL anlatimim1 baskilayarak apoptozu indiikledigi

gosterilmistir.
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EKLER

Tablo 2. Kullanilan Cihazlar

Uriin Ad1 Uriin Kodu Firma

Akis Sitometrisi Cihazi ¢C653118014 BD Biosciences
Buzdolabi1 4263TMB Argelik

Derin Dondurucu 2041D Arcgelik

Distile Su Cihazi TANKPEO30 | Millipore Direct q-5UV
Dondurucu (-80°C) | U725 IS\IceiVeVnti e Brunswick
Elektroforez 1658004 Bio-Rad

Floresan Mikroskobu 1X71 Olympus

Gii¢ Kaynag 1645050 Bio-Rad

Hassas Tart1 LE6202S Sartorius
Inkiibator 51026280 Thermo Scientific
Inverted Mikroskop XDS-1B SOIF

Kuru Isitict Blok FN120 Niive

Laminar Flow 12469 2000 Thermo Scientific
Laminar Flow LNO090 Niive

Manyetik Karistirict SB162 Stuart Equipment
Mikropipet (0,5-10 pl) | EH52836 Thermo Scientific
Mikropipet (20-200 ul) | EH46925 Thermo Scientific
l:L/Ili)kropipet (100-1000 T27274 Thermo Scientific
Optik Mikroskop 701 Ivymen

Otoklav 0T401 Niive

pH Metre N315 SEM BIO
Santrifiij Cihaz1 5417R Eppendorf
Santrifiij Cihaz1 5810R Eppendorf
Santrifiij Cihaz1 22331 Eppendorf
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Sogutmalr Etiiv ES120 Niive

S1vi Azot Tanki Arpege 40 Air Liquide

Spektrofotometre 2100 Amershan

Tablo 3. Kullamilan Kimyasallar

Uriin Ad1 Uriin Kodu Firma
2-merkaptoetanol S4805940 517 Merck
2-merkaptoetanol M7522 Sigma-Aldrich
Akrilamid/Bis- A9099 Sigma-Aldrich
akrilamid %30 ¢ozelti
Amonyum persiilfat A2941 Applichem
Ampisilin P06-07100 PAN-Biotech
Asetik asit 27225 Sigma-Aldrich
Bakir siilfat 02791 Merck
Commasie mavisi A3480 Applichem
Disodyum EDTA 2937 Applichem
Disodyum fosfat A4229 Applichem
DMSO K46505343 517 Merck
DMSO D2650 Sigma-Aldrich
Etanol CAS 64-17-5 AlkoMed
Floksuridin F0503 Sigma-Aldrich
Glisin 3570 Calbiochem
Hidrojen peroksit K39218400838 Merck
Hidroklorik asit K43804717239 Merck
[zopropanol K44518295321 Merck
Kalsiyum kloriir 02382 Merck
Luminol A2185 Applichem
Magnezyum siilfat 05886 Merck
Metanol 24229 Sigma-Aldrich
MTT ayiraci M2128-5G Sigma-Aldrich
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p-Kumarik asit C9008-1G Sigma-Aldrich
Ponceau kirmizisi A1405 Applichem
Saf etanol 32221 Sigma-Aldrich
Sodyum dodesil siilfat | UN1888 Applichem
S1gir serum albiimin A2153 Sigma-Aldrich
Sodyum kloriir A2941 Applichem
TEMED A1148 0100 Applichem
Tris-baz 648310 Calbiochem
Tris-hidroklorik asit 648317 Calbiochem
Tween20 S6740684 348 Merck
Yagsiz siit tozu SC-2325 Santa-Cruz
Biotechnology
Tablo 4. Kullanilan Hiicre Kiiltiirii Aparatlar

Uriin Ad1 Uriin Kodu Firma

100 mm petri 93100 TPP

12 kuyucuklu petri 92012 TPP

6 kuyucuklu petri 92006 TPP

60 mm petri 93060 TPP

96 kuyucuklu petri 92096 TPP

25 c¢m? hiicre biiylitme | 90026 TPP

kab1

75 c¢m? hiicre biiylitme | 90076 TPP

kab1

Fetal si1gir serumu 10500-064 Gibco

Hemositometre 640110 Marienfeld-Superior

Penisilin/streptomisin 15140-122 Gibco

RPMI 1640 09521 ScienCell

Tripsin-EDTA 25200-056 Gibco
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Tablo 5. Kullanilan Tamponlarin icerigi

10X TBS

87,6 gr NaCl 12,11 gr Tris-Baz 500 ml distile su ile manyetik
karigtirict ile ¢ozdiiriiliir. pH 8’e yapildiktan sonra distile su ile
toplam hacim 1000 ml yapilir. Hazirlanan 10X TBS kullanilmak
iizere 1X TBS’e cevrilir. Cevirmek i¢in; 100 ml 10X TBS mexziir|
ile oOlgiiliir, {lizerine 900 ml distile su eklenerek 1X TBS’e

dontstiriiliir.

1X TBS-Tween-20

1X TBS-Tween-20 i¢in; ilk olarak 10X TBS yukarida anlatildig1
sekilde 1X TBS’e doniistiiriiliir. 1X TBS’e %10 olacak sekilde

Tween-20 eklenir ve distile su ile toplam hacim ayarlanir.

10X PBS

80 gr NaCl, 2 gr KCl, 14.4 gr NaoHPOs, 2.4 gr KH2PO4 hassas
terazi ile tartilir. 500 ml distile su ile manyetik karistiricida
restispanse edilir. pH metre yardimiyla pH 7,4 e ayarlandiktan
sonra toplam hacim distile su ile 1000 ml ‘e tamamlanir.
Hazirlanan 10X PBS kullanilmak i¢in 1X PBS’e doniistiiriiliir.
Bunun i¢inde 100 ml 10X PBS alinarak 900 ml distile su 1000

ml’e tamamlanarak 1X PBS’e doniistiiriliir.

Protein Standardi
(Bovine  Serum

Albumin = BSA)

0,015 gr Albumin hassas terazi ile tartilir. 10 ml distile su ile
reslispanse edilerek. 0,22 pM por c¢apindaki filtrelerden

gegirilerek kullanim i¢in hazirlanir.

Bradford Reagent

100 mg Comassie Brillant Blue (6-250) terazi yardimiyla tartilir.
50 ml %95 etanol de ¢ozdiiriiliir. 100 ml %85 Fosforik asit eklenir.
(Cozelti 1 litreye tamamlanarak 0,22 pM por ¢apindaki filtrelerden

gegirilerek kullanima hazirlanir.

1 adet tablet Proteinaz inhibitérii 10 ml memeli protein
ekstraksiyon reaktifi (M-PER) ile resiispanse hale getirilerek

hazirlanir.

Hiicre Lizis
Tamponu (CLB)
Mild Strip
Tamponu

15 gr glisin, 1 gr SDS terazi ile tartilir 500 ml distile su ile
manyetik karistirict yardimiyla resiispanse hale getirilerek 10 ml

Tween-20 eklenir. pH metre yardimiyla pH 2,2°e ayarlanir ve

toplam hacim 1000 ml tamamlanir.
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%10 Ammonium

Persulphate
Solution (APS

100 mg Ammonium persulfate 1 ml distile suda mikro pipet

yardimiyla resiispanse hale getirilerek hazirlanir.

)

10X Yiiriitme

Tamponu

30,3 gr Tris-baz, 114 gr Glisin ve 1 gr Sodyum Dodesil Siilfat (SDS)
terazide tartilarak 500 ml distile su i¢inde ¢ozdiiriiliir. pH metre ile pH:
8.3 e ayarlanir ve toplam hacim 1000ml’e tamamlanir. Hazirlanan 10X
yiritme tamponu kullanilmak i¢in 1X yiiriitme tamponuna

dontistiirtiliir. 100 ml 10X yiiriitme tamponu ve 900 ml

10X Transfer|

33,3 gr Tris-baz ve 144 gr Glisin terazi ile tartilarak 500 ml distile su
icinde manyetik karigtirict yardimiyla resiispanse hale getirilir. pH

metre ile pH: 8.3 e ayarlanir. 10X transfer tamponu 1X transfer

Tamponu  |tamponuna donistiiriilerek kullanilir. 100 ml 10X transfer tamponu,
150 ml metanol ve 750 ml distile suyla toplam hacim 1000 ml e
tamamlanarak 1X’e doniistiirtiliir.

Hiicre
45 ml FBS ve 5 ml dimetilsiilfoksit (DMSO) karistirilir. 0,22 pM por

Dondurma
capindaki filtrelerden gegirilerek kullanima hazir hale getirilir.

Medyasi

Tablo 6. Kemiluminesans Goriintiileme Tamponlar: I¢erigi

A Tamponu B Tamponu
Distile Su 9 ml 9 ml
Tris-Baz pH:8,5 1 ml 1 ml
Coumaric Asit 75 ul -
Luminol 150 ul -
H202 - 15ul

Tablo 7. %12 (v/v) Poliakrilamid Jel icerigi
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Ust Jel (%4) Alt Jel (%12)

Distile Su 1,5 ml 3,4ml
1,5 M Tris-HCIl, pH: 8,8 - 2.5 ml
0,5 M Tris-HCL, pH: 6,8 0,625 ml -

%10 SDS 0,025 ml 0.1 ml

Akrilamid/Bis- 0.335 ml 4 ml
Akrilamid (%30, %0,8
w/v)
Amonyum Persulfat 50 ul 80 ul
(APS) (%10)
TEMED 5ul 10 ul

108




REFERANSLAR

[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

[9]

[10]

[11]

M. B. Yurgelun ef al., “Cancer susceptibility gene mutations in individuals
with colorectal cancer,” J. Clin. Oncol., 2017, doi:
10.1200/JC0O.2016.71.0012.

D. V. Avgerinos and J. Bjornsson, “Malignant neoplasms: Discordance
between clinical diagnoses and autopsy findings in 3,118 cases,” APMIS,
2001, doi: 10.1034/5.1600-0463.2001.d01-145.x.

P. A. Wingo, L. A. G. Ries, H. M. Rosenberg, D. S. Miller, and B. K.
Edwards, “Cancer incidence and mortality, 1973-1995: A report card for the
U. S.,” Cancer, 1998, doi: 10.1002/(SICI)1097-
0142(19980315)82:6<1197::AID-CNCR26>3.0.CO;2-0.

P. Robberecht et al., “Structural requirements for the activation of rat anterior
pituitary adenylate cyclase by growth hormone—releasing factor (grf):
Discovery of (n—ac—tyrl, d—arg2)—grf(1-29)-nh2 as a grf antagonist on
membranes,” Endocrinology, 1985, doi: 10.1210/endo-117-5-1759.

S. M. Nimjee, R. R. White, R. C. Becker, and B. A. Sullenger, “Aptamers as
Therapeutics,” Annual Review of Pharmacology and Toxicology. 2017, doi:
10.1146/annurev-pharmtox-010716-104558.

K. E. Mayo et al., “Regulation of the pituitary somatotroph cell by GHRH and
its receptor,” 2000.

F. Bray, J. Ferlay, I. Soerjomataram, R. L. Siegel, L. A. Torre, and A. Jemal,
“Global cancer statistics 2018: GLOBOCAN estimates of incidence and
mortality worldwide for 36 cancers in 185 countries,” CA. Cancer J. Clin.,
2018, doi: 10.3322/caac.21492.

C. Bosetti, P. Bertuccio, E. Negri, C. La Vecchia, M. P. Zeegers, and P.
Boffetta, “Pancreatic cancer: Overview of descriptive epidemiology,” Mol.
Carcinog., 2012, doi: 10.1002/mc.20785.

M. Finlay A Macrae, “Colorectal cancer: Epidemiology, risk factors, and
protective factors,” UptoDate. 2018.

R. W. Burt, J. A. DiSario, and L. Cannon-Albright, “Genetics of colon cancer:
Impact of inheritance on colon cancer risk,” Annual Review of Medicine.
1995, doi: 10.1146/annurev.med.46.1.371.

M. Ezzati, S. J. Henley, A. D. Lopez, and M. J. Thun, “Role of smoking in

global and regional cancer epidemiology: Current patterns and data needs,”
Int. J. Cancer, 2005, doi: 10.1002/ijc.21100.

109



[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

S. Parry et al., “Metachronous colorectal cancer risk for mismatch repair gene
mutation carriers: The advantage of more extensive colon surgery,” Gut, 2011,
doi: 10.1136/gut.2010.228056.

M. Jarosz, W. Sekuta, and E. Rychlik, “Influence of diet and tobacco smoking
on pancreatic cancer incidence in Poland in 1960-2008,” Gastroenterol. Res.
Pract., 2012, doi: 10.1155/2012/682156.

M. Lambe, S. Eloranta, A. Wigertz, and P. Blomgvist, “Pancreatic cancer;
reporting and long-term survival in Sweden,” Acta Oncol. (Madr)., 2011, doi:
10.3109/0284186X.2011.599338.

L. A. Frohman and R. D. Kineman, “Growth hormone-releasing hormone and
pituitary development, hyperplasia and tumorigenesis,” Trends in
Endocrinology and Metabolism. 2002, doi: 10.1016/S1043-2760(02)00613-6.

S. C. Lin, C. R. Lin, I. Gukovsky, A. J. Lusis, P. E. Sawchenko, and M. G.
Rosenfeld, “Molecular basis of the little mouse phenotype and Implications
for cell type-specific growth,” Nature, 1993, doi: 10.1038/364208a0.

P. Brazeau, N. Ling, P. Bohlen, F. Esch, S. Y. Ying, and R. Guillemin,
“Growth hormone releasing factor, somatocrinin, releases pituitary growth
hormone in vitro,” Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A., 1982, doi:
10.1073/pnas.79.24.7909.

M. Zarandi et al., “Synthesis and in vitro evaluation of new potent antagonists
of growth hormone-releasing hormone (GH-RH),” Peptides, 1997, doi:
10.1016/S0196-9781(96)00344-0.

A. McGuigan, P. Kelly, R. C. Turkington, C. Jones, H. G. Coleman, and R. S.
McCain, “Pancreatic cancer: A review of clinical diagnosis, epidemiology,
treatment and outcomes,” World Journal of Gastroenterology. 2018, doi:
10.3748/wjg.v24.143.4846.

N. N. Keum and E. Giovannucci, “Global burden of colorectal cancer:
emerging trends, risk factors and prevention strategies,” Nature Reviews
Gastroenterology and Hepatology. 2019, doi: 10.1038/s41575-019-0189-8.

M. P. De Leon, R. Sassatelli, P. Benatti, and L. Roncucci, “Identification of
hereditary nonpolyposis colorectal cancer in the general population. The 6-
year experience of a population-based registry,” Cancer, 1993, doi:
10.1002/1097-0142(19930601)71:11<3493::AID-
CNCR2820711106>3.0.CO;2-H.

F. Levi, F. Lucchini, E. Negri, and C. La Vecchia, “Pancreatic cancer
mortality in Europe: The leveling of an epidemic,” Pancreas, 2003, doi:

10.1097/00006676-200308000-00006.

G. Halmos, A. V. Schally, T. Czompoly, M. Krupa, J. L. Varga, and Z.
Rekasi, “Expression of growth hormone-releasing hormone and its receptor

110



[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

splice variants in human prostate cancer,” J. Clin. Endocrinol. Metab., 2002,
doi: 10.1210/j¢.2002-020347.

R. L. Siegel, K. D. Miller, and A. Jemal, “Cancer statistics, 2020,” CA.
Cancer J. Clin., 2020, doi: 10.3322/caac.21590.

M. A. Mattos et al., “Current problems in surgery.,” Current problems in
surgery. 1999, doi: 10.1016/s0011-3840(99)80806-5.

R. L. Siegel, K. D. Miller, and A. Jemal, “Colorectal cancer mortality rates in
adults aged 20 to 54 years in the United States, 1970-2014,” JAMA - J. Am.
Med. Assoc., 2017, doi: 10.1001/jama.2017.7630.

N. Barabutis, A. Siejka, A. V. Schally, N. L. Block, R. Cai, and J. L. Varga,
“Activation of mitogen-activated protein kinases by a splice variant of GHRH
receptor,” J. Mol. Endocrinol., 2010, doi: 10.1677/JME-09-0121.

A. T. Chan and E. L. Giovannucci, “Primary Prevention of Colorectal
Cancer,” Gastroenterology, 2010, doi: 10.1053/j.gastro.2010.01.057.

M. O. Thorner e al., “HUMAN PANCREATIC GROWTH-HORMONE-
RELEASING FACTOR SELECTIVELY STIMULATES GROWTH-
HORMONE SECRETION IN MAN,” Lancet, 1983, doi: 10.1016/S0140-
6736(83)91563-5.

R. Busto et al., “The expression of growth hormone-releasing hormone
(GHRH) and splice variants of its receptor in human gastroenteropancreatic
carcinomas,” Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A., 2002, doi:
10.1073/pnas.182433099.

O. Khorram, M. Garthwaite, E. Grosen, and T. Golos, “Human uterine and
ovarian expression of growth hormone-releasing hormone messenger RNA in
benign and malignant gynecologic conditions,” Fertil. Steril., 2001, doi:
10.1016/S0015-0282(00)01658-7.

A. Havt et al., “The expression of the pituitary growth hormone-releasing
hormone receptor and its splice variants in normal and neoplastic human
tissues,” Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A., 2005, doi: 10.1073/pnas.0506844102.

K. E. Mayo, R. E. Hammer, L. W. Swansont, R. L. Brinster, M. G. Rosenfeld,
and R. M. Evans, “Dramatic pituitary hyperplasia in transgenic mice
expressing a human growth hormone-releasing factor gene,” Mol. Endocrinol.,
1988, doi: 10.1210/mend-2-7-606.

D. M. Parkin, F. Bray, J. Ferlay, and P. Pisani, “Global Cancer Statistics,
2002,” CA. Cancer J. Clin., 2005, doi: 10.3322/canjclin.55.2.74.

S. J. Henley et al., “Annual report to the nation on the status of cancer, part I:
National cancer statistics,” Cancer, 2020, doi: 10.1002/cncr.32802.

111



[36]

[37]

[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

[47]

T. Adachi and Y. Nakamura, “Aptamers: A review of their chemical
properties and modifications for therapeutic application,” Molecules. 2019,
doi: 10.3390/molecules24234229.

P. Rawla, T. Sunkara, and V. Gaduputi, “Epidemiology of Pancreatic Cancer:
Global Trends, Etiology and Risk Factors,” World J. Oncol., 2019, doi:
10.14740/wjon1166.

A. Bagnato, C. Moretti, J. Ohnishi, G. Frajese, and K. J. Catt, “Expression of
the growth hormone-releasing hormone gene and its peptide product in the rat
ovary,” Endocrinology, 1992, doi: 10.1210/endo.130.3.1537276.

C. Fitzmaurice et al., “Global, regional, and national cancer incidence,
mortality, years of life lost, years lived with disability, and disability-Adjusted
life-years for 29 cancer groups, 1990 to 2017: A systematic analysis for the
global burden of disease study,” JAMA Oncol., 2019, doi:
10.1001/jamaoncol.2019.2996.

M. Malvezzi et al., “European cancer mortality predictions for the year 2016
with focus on leukaemias,” Ann. Oncol., 2016, doi: 10.1093/annonc/mdw022.

A. Jemal et al., “Annual Report to the Nation on the Status of Cancer, 1975-
2014, Featuring Survival,” Journal of the National Cancer Institute. 2017, doi:
10.1093/jnci/djx030.

R. L. Siegel et al., “Colorectal Cancer Incidence Patterns in the United States,
1974-2013,” Journal of the National Cancer Institute. 2017, doi:
10.1093/jnci/djw322.

A. Siejka, H. Lawnicka, G. Melen-Mucha, E. Motylewska, J. Komorowski,
and H. Stepien, “Antineoplastic Action of Growth Hormone-Releasing
Hormone (GHRH) Antagonists,” Recent Pat. Anticancer. Drug Discov., 2011,
doi: 10.2174/157489212798358010.

Y. Gershon and H. Lynch, “Genetic factors and colorectal cancer in
Ashkenazi Jews,” Fam. Cancer, 2004, doi: 10.1007/s10689-004-9547-x.

K. E. Mayo, G. M. Cerelli, R. V. Lebo, B. D. Bruce, M. G. Rosenfeld, and R.
M. Evans, “Gene encoding human growth hormone-releasing factor precursor:
Structure, sequence, and chromosomal assignment,” Proc. Natl. Acad. Sci. U.
S. 4., 1985, doi: 10.1073/pnas.82.1.63.

Z. Kahan et al., “Expression of growth hormone-releasing hormone (GHRH)
messenger ribonucleic acid and the presence of biologically active GHRH in
human breast, endometrial, and ovarian cancers,” J. Clin. Endocrinol. Metab.,
1999, doi: 10.1210/jc.84.2.582.

E. Dekker, P. J. Tanis, J. L. A. Vleugels, P. M. Kasi, and M. B. Wallace,
“Colorectal cancer,” The Lancet. 2019, doi: 10.1016/S0140-6736(19)32319-0.

112



[48]

[49]

[50]

[51]

[52]

[53]

[54]

[55]

[56]

[57]

[58]

M. Zarandi et al., “Synthesis and biological activities of highly potent
antagonists of growth hormone-releasing hormone,” Proc. Natl. Acad. Sci. U.
S. A., 1994, doi: 10.1073/pnas.91.25.12298.

J. Ferlay et al., “Cancer incidence and mortality patterns in Europe: Estimates
for 40 countries in 2012,” Eur. J. Cancer, 2013, doi:
10.1016/j.ejca.2012.12.027.

E. E. Connor, M. S. Ashwell, and G. E. Dahl, “Characterization and
expression of the bovine growth hormone-releasing hormone (GHRH)
receptor,” Domest. Anim. Endocrinol., 2002, doi: 10.1016/S0739-
7240(02)00129-7.

I. Chatzistamou et al., “Immunohistochemical detection of GHRH and its
receptor splice variant 1 in primary human breast cancers,” Eur. J.
Endocrinol., 2004, doi: 10.1530/eje.0.1510391.

K. Lin-Su and M. P. Wajnrajch, “Growth hormone releasing hormone
(GHRH) and the GHRH receptor,” Reviews in Endocrine and Metabolic
Disorders. 2002, doi: 10.1023/A:1020949507265.

D. M. Davis, J. E. Marcet, J. C. Frattini, A. D. Prather, J. J. L. Mateka, and V.
N. Nfonsam, “Is it time to lower the recommended screening age for

colorectal cancer?,” J. Am. Coll. Surg., 2011, doi:
10.1016/j.jamcollsurg.2011.04.033.

A. V. Schally, J. L. Varga, and J. B. Engel, “Antagonists of growth-hormone-
releasing hormone: An emerging new therapy for cancer,” Nature Clinical
Practice Endocrinology and Metabolism. 2008, doi: 10.1038/ncpendmet0677.

H. T. Lynch et al., “Genetics, natural history, tumor spectrum, and pathology
of hereditary nonpolyposis colorectal cancer: An updated review,”
Gastroenterology. 1993, doi: 10.1016/0016-5085(93)90368-M.

C. D. Mathers, D. M. Fat, M. Inoue, C. Rao, and A. D. Lopez, “Counting the
dead and what they died from: An assessment of the global status of cause of
death data,” Bull. World Health Organ., 2005, doi: /S0042-
96862005000300009.

F. Hohla et al., “Differential expression of GHRH receptor and its splice
variant 1 in human normal and malignant mucosa of the oesophagus and
colon,” Int. J. Oncol., 2008, doi: 10.3892/ijo.33.1.137.

T. M. F. Tuohy, K. G. Rowe, G. P. Mineau, R. Pimentel, R. W. Burt, and N. J.
Samadder, “Risk of colorectal cancer and adenomas in the families of patients
with adenomas: A population-based study in Utah,” Cancer, 2014, doi:
10.1002/cncr.28227.

113



[59]

[60]

[61]

[62]

[63]

[64]

[65]

[66]

[67]

[68]

[69]

[70]

[71]

B. Y. Lee and A. Sonnenberg, “Time trends of mortality from colorectal
cancer in the United States: A birth-cohort analysis,” JAMA Intern. Med.,
2013, doi: 10.1001/jamainternmed.2013.656.

K. E. Singh, T. H. Taylor, C.-J. G. Pan, M. J. Stamos, and J. A. Zell,
“Colorectal Cancer Incidence Among Young Adults in California,” J.
Adolesc. Young Adult Oncol., 2014, doi: 10.1089/jayao.2014.0006.

E. G. Chiorean and A. L. Coveler, “Pancreatic cancer: Optimizing treatment
options, new, and emerging targeted therapies,” Drug Design, Development
and Therapy. 2015, doi: 10.2147/DDDT.S60328.

M. A. Jenkins et al., “Short-term risk of colorectal cancer in individuals with
lynch syndrome: A meta-analysis,” J. Clin. Oncol., 2015, doi:
10.1200/JC0O.2014.55.8536.

W. C. Willett, “Diet, nutrition, and avoidable cancer,” 1995, doi:
10.1289/ehp.95103s8165.

S. D. Markowitz and M. M. Bertagnolli, “Molecular origins of cancer:
Molecular basis of colorectal cancer.,” N. Engl. J. Med., 2009, doi:
10.1056/NEJMra0804588.

R. Siegel, J. Ma, Z. Zou, and A. Jemal, “Cancer statistics, 2014 - Siegel - 2014
- CA: A Cancer Journal for Clinicians - Wiley Online Library,” ... : a Cancer
Journal for Clinicians. 2014.

R. Gupta, S. Sinha, and R. N. Paul, “The impact of microsatellite stability
status in colorectal cancer,” Current Problems in Cancer. 2018, doi:
10.1016/j.currproblcancer.2018.06.010.

M. M. Finucane et al., “Re: National, regional, and global trends in body-mass
index since 1980: Systematic analysis of health examination surveys and
epidemiological studies with 960 country-years and 9.1 million participants,”
Journal of Urology. 2011, doi: 10.1016/j.juro.2011.07.061.

T. Conroy et al., “FOLFIRINOX versus Gemcitabine for Metastatic
Pancreatic Cancer,” N. Engl. J. Med., 2011, doi: 10.1056/nejmoal011923.

D. D. Von Hoff et al., “Increased Survival in Pancreatic Cancer with nab-
Paclitaxel plus Gemcitabine,” N. Engl. J. Med., 2013, doi:
10.1056/nejmoal304369.

P.J. Loehrer et al., “Gemcitabine alone versus gemcitabine plus radiotherapy
in patients with locally advanced pancreatic cancer: An Eastern Cooperative
Oncology Group trial,” J. Clin. Oncol., 2011, doi: 10.1200/JC0O.2011.34.8904.

S. Y. Moorcraft et al., “FOLFIRINOX for locally advanced or metastatic
pancreatic ductal adenocarcinoma: The royal marsden experience,” Clin.

Colorectal Cancer, 2014, doi: 10.1016/j.clcc.2014.09.005.

114



[72]

[73]

[74]

[75]

[76]

[77]

[78]

[79]

[80]

[81]

[82]

[83]

J. Ma, R. Siegel, and A. Jemal, “Pancreatic cancer death rates by race among
us men and women, 1970-2009,” Journal of the National Cancer Institute.
2013, doi: 10.1093/jnci/djt292.

American Cancer Society, “American Cancer Society: Cancer Facts & Figures
2014,” Cancer Facts Fig., 2014.

M. Dong et al., “Ki-ras point mutation and p53 expression in human
pancreatic cancer: A comparative study among Chinese, Japanese, and
Western patients,” Cancer Epidemiol. Biomarkers Prev., 2000.

M. M. Song et al., “Comparison of K-ras point mutations at codon 12 and p21
expression in pancreatic cancer between Japanese and Chinese patients,” J.
Surg. Oncol., 2000, doi: 10.1002/1096-9098(200011)75:3<176::AID-
JS05>3.0.CO;2-W.

P. Maisonneuve and A. B. Lowenfels, “Risk factors for pancreatic cancer: A
summary review of meta-analytical studies,” Int. J. Epidemiol., 2015, doi:
10.1093/ije/dyu240.

R.J. Stevens, A. W. Roddam, and V. Beral, “Pancreatic cancer in type 1 and
young-onset diabetes: Systematic review and meta-analysis,” British Journal
of Cancer. 2007, doi: 10.1038/sj.bjc.6603571.

L. Gullo, R. Pezzilli, and A. M. Morselli-Labate, “Diabetes and the Risk of
Pancreatic Cancer,” N. Engl. J. Med., 1994, doi:
10.1056/nejm199407143310203.

P. Anand et al., “Cancer is a preventable disease that requires major lifestyle
changes,” Pharmaceutical Research. 2008, doi: 10.1007/s11095-008-9661-9.

E. J. Jacobs et al., “Family history of cancer and risk of pancreatic cancer: A
pooled analysis from the Pancreatic Cancer Cohort Consortium (PanScan),”
Int. J. Cancer, 2010, doi: 10.1002/ijc.25148.

J. Permuth-Wey and K. M. Egan, “Family history is a significant risk factor
for pancreatic cancer: Results from a systematic review and meta-analysis,”
Fam. Cancer, 2009, doi: 10.1007/s10689-008-9214-8.

J. B. Greer, D. C. Whitcomb, and R. E. Brand, “Genetic predisposition to
pancreatic cancer: A brief review,” American Journal of Gastroenterology.
2007, doi: 10.1111/j.1572-0241.2007.01475.x.

International Agency for Research on Cancer (IARC), “IARC Working Group
on the Evaluation of Carcinogenic Risks to Humans. Tobacco smoke and
involuntary smoking,” IARC Work. Gr. Eval. Carcinog. Risks to Humans.,
2004.

115



[84]

[85]

[86]

[87]

[88]

[89]

[90]

[91]

[92]

[93]

[94]

[95]

T. Rastogi et al., “Cancer incidence rates among South Asians in four
geographic regions: India, Singapore, UK and US,” Int. J. Epidemiol., 2008,
doi: 10.1093/ije/dym219.

Y. T. Wang, Y. W. Gou, W. W. Jin, M. Xiao, and H. Y. Fang, “Association
between alcohol intake and the risk of pancreatic cancer: A dose-response
meta-analysis of cohort studies,” BMC Cancer, 2016, doi: 10.1186/s12885-
016-2241-1.

D. S. Michaud et al., “Alcohol intake and pancreatic cancer: A pooled analysis
from the pancreatic cancer cohort consortium (PanScan),” Cancer Causes
Control, 2010, doi: 10.1007/s10552-010-9548-z.

F. Rahman, M. Cotterchio, S. P. Cleary, and S. Gallinger, “Association
between alcohol consumption and pancreatic cancer risk: A case-control
study,” PLoS One, 2015, doi: 10.1371/journal.pone.0124489.

E. E. Calle, C. Rodriguez, K. Walker-Thurmond, and M. J. Thun,
“Overweight, Obesity, and Mortality from Cancer in a Prospectively Studied
Cohort of U.S. Adults,” N. Engl. J. Med., 2003, doi: 10.1056/nejmoa021423.

D. Li et al., “Body mass index and risk, age of onset, and survival in patients
with pancreatic cancer,” JAMA - J. Am. Med. Assoc., 2009, doi:
10.1001/jama.2009.886.

D. Aune et al., “Body mass index, abdominal fatness and pancreatic cancer
risk: A systematic review and non-linear dose-response meta-analysis of
prospective studies,” Annals of Oncology. 2012, doi: 10.1093/annonc/mdr398.

S. Midha, S. Chawla, and P. K. Garg, “Modifiable and non-modifiable risk
factors for pancreatic cancer: A review,” Cancer Letters. 2016, doi:
10.1016/j.canlet.2016.07.022.

D. S. Michaud et al., “Dietary patterns and pancreatic cancer risk in men and
women,” J. Natl. Cancer Inst., 2005, doi: 10.1093/jnci/dji094.

S. C. Larsson and A. Wolk, “Red and processed meat consumption and risk of
pancreatic cancer: Meta-analysis of prospective studies,” Br. J. Cancer, 2012,
doi: 10.1038/bjc.2011.585.

R. Z. Stolzenberg-Solomon ef al., “Meat and meat-mutagen intake and
pancreatic cancer risk in the NIH-AARP cohort,” Cancer Epidemiol.
Biomarkers Prev., 2007, doi: 10.1158/1055-9965.EP1-07-0378.

B. Aschebrook-Kilfoy et al., “Pancreatic cancer and exposure to dietary

nitrate and nitrite in the NIH-AARP diet and health study,” Am. J. Epidemiol.,
2011, doi: 10.1093/aje/kwr092.

116



[96]

[97]

[98]

[99]

[100]

[101]

[102]

[103]

[104]

[105]

[106]

[107]

[108]

P. N. Appleby, F. L. Crowe, K. E. Bradbury, R. C. Travis, and T. J. Key,
“Mortality in vegetarians and comparable nonvegetarians in the United
Kingdom,” Am. J. Clin. Nutr., 2016, doi: 10.3945/ajcn.115.119461.

A. Ojajirvi et al., “Occupational exposures and pancreatic cancer: A meta-
analysis,” Occup. Environ. Med., 2000, doi: 10.1136/0em.57.5.316.

A. Hartwig, I. Kriiger, and D. Beyersmann, “Mechanisms in nickel
genotoxicity: the significance of interactions with DNA repair,” Toxicol. Lett.,
1994, doi: 10.1016/0378-4274(94)90048-5.

A. Hartwig, L. H. F. Mullenders, R. Schlepegrell, U. Kasten, and D.
Beyersmann, “Nickel(II) Interferes with the Incision Step in Nucleotide
Excision Repair in Mammalian Cells,” Cancer Res., 1994.

M. T. Roth, D. B. Cardin, and J. D. Berlin, “Recent advances in the treatment
of pancreatic cancer,” F1000Research. 2020, doi:
10.12688/f1000research.21981.1.

R. L. Siegel, K. D. Miller, and A. Jemal, “Cancer statistics, 2019,” CA.
Cancer J. Clin., 2019, doi: 10.3322/caac.21551.

L. Rahib, B. D. Smith, R. Aizenberg, A. B. Rosenzweig, J. M. Fleshman, and
L. M. Matrisian, “Projecting cancer incidence and deaths to 2030: The
unexpected burden of thyroid, liver, and pancreas cancers in the united states,”
Cancer Research. 2014, doi: 10.1158/0008-5472.CAN-14-0155.

T. Conroy et al., “FOLFIRINOX or Gemcitabine as Adjuvant Therapy for
Pancreatic Cancer,” N. Engl. J. Med., 2018, doi: 10.1056/nejmoal809775.

M. A. Tempero et al., “ APACT: phase III, multicenter, international, open-
label, randomized trial of adjuvant nab -paclitaxel plus gemcitabine ( nab -
P/G) vs gemcitabine (G) for surgically resected pancreatic adenocarcinoma. ,”
J. Clin. Oncol., 2019, doi: 10.1200/jc0.2019.37.15_suppl.4000.

A. Henriksen, A. Dyhl-Polk, I. Chen, and D. Nielsen, “Checkpoint inhibitors
in pancreatic cancer,” Cancer Treatment Reviews. 2019, doi:
10.1016/j.ctrv.2019.06.005.

S. Upadhrasta and L. Zheng, “Strategies in Developing Immunotherapy for
Pancreatic Cancer: Recognizing and Correcting Multiple Immune ‘Defects’ in
the Tumor Microenvironment,” J. Clin. Med., 2019, doi:
10.3390/jcm8091472.

M. D. Fesinmeyer, M. A. Austin, C. L. Li, A. J. De Roos, and D. J. Bowen,
“Differences in survival by histologic type of pancreatic cancer,” Cancer

Epidemiol. Biomarkers Prev., 2005, doi: 10.1158/1055-9965.EP1-05-0120.

G. Q. Phan, C. J. Yeo, R. H. Hruban, K. D. Lillemoe, H. A. Pitt, and J. L.
Cameron, “Surgical Experience with Pancreatic and Peripancreatic

117



[109]

[110]

[111]

[112]

[113]

[114]

[115]

[116]

[117]

[118]

[119]

Neuroendocrine Tumors: Review of 125 Patients,” J. Gastrointest. Surg.,
1998, doi: 10.1016/S1091-255X(98)80039-5.

S. E. Kern, R. H. Hruban, M. Hidalgo, and C. J. Yeo, “An introduction to
pancreatic adenocarcinoma genetics, pathology and therapy,” Cancer Biology
and Therapy. 2002, doi: 10.4161/cbt.307.

R. H. Hruban et al., “Pancreatic intraepithelial neoplasia: A new nomenclature
and classification system for pancreatic duct lesions,” Am. J. Surg. Pathol.,
2001, doi: 10.1097/00000478-200105000-00003.

T. Kolodecik, C. Shugrue, M. Ashat, and E. C. Thrower, “Risk factors for
pancreatic cancer: Underlying mechanisms and potential targets,” Front.
Physiol., 2014, doi: 10.3389/fphys.2013.00415.

S. REICHLIN, “Growth hormone content of pituitaries from rats with
hypothalamic lesions.,” Endocrinology, 1961, doi: 10.1210/endo-69-2-225.

J. Rivier, J. Spiess, M. Thorner, and W. Vale, “Characterization of a growth
hormone-releasing factor from a human pancreatic islet tumour,” Nature,
1982, doi: 10.1038/300276a0.

R. Guillemin, P. Brazeau, P. Bohlen, F. Esch, N. Ling, and W. B.
Wehrenberg, “Growth hormone-releasing factor from a human pancreatic
tumor that caused acromegaly,” Science (80-. )., 1982, doi:
10.1126/science.6812220.

P. Bohlen, P. Brazeau, B. Bloch, N. Ling, R. Gaillard, and R. Guillemin,
“Human hypothalamic growth hormone releasing factor (GRF): Evidence for
two forms identical to tumor derived GRF-44-NH?2 and GRF-40,” Biochem.
Biophys. Res. Commun., 1983, doi: 10.1016/0006-291X(83)90649-6.

J. Spiess, J. Rivier, and W. Vale, “Characterization of rat hypothalamic
growth hormone-releasing factor,” Nature, 1983, doi: 10.1038/303532a0.

N. M. Sherwood, S. L. Krueckl, and J. E. McRory, “The Origin and Function
of the Pituitary Adenylate Cyclase-Activating Polypeptide
(PACAP)/Glucagon Superfamily*,” Endocr. Rev., 2000, doi:
10.1210/edrv.21.6.0414.

A. V. Schally, S. L. Steelman, and C. Y. Bowers, “Effect of Hypothalamic
Extracts on Release of Growth Hormone in vitro,” Proc. Soc. Exp. Biol. Med.,
1965, doi: 10.3181/00379727-119-30138.

C. A. Jaffe, R. DeMott-Friberg, L. A. Frohman, and A. L. Barkan,
“Suppression of growth hormone (GH) hypersecretion due to ectopic GH-
releasing hormone (GHRH) by a selective GHRH antagonist,” J. Clin.
Endocrinol. Metab., 1997, doi: 10.1210/jc.82.2.634.

118



[120] M. Kovacs, A. Schally, J. Varga, and M. Zarandi, “Endocrine and
Antineoplastic Actions of Growth Hormone-Releasing Hormone
Antagonists,” Curr. Med. Chem., 2008, doi: 10.2174/092986708783497355.

[121] M. Pollak, “The insulin and insulin-like growth factor receptor family in
neoplasia: An update,” Nature Reviews Cancer. 2012, doi: 10.1038/nrc3215.

[122] M. Pollak, A. W. Sem, M. Richard, E. Tetenes, and R. Bell, “Inhibition of
metastatic behavior of murine osteosarcoma by hypophysectomy,” J. Natl.
Cancer Inst., 1992, doi: 10.1093/jnci/84.12.966.

[123] J. L. Varga et al., “Increased activity of antagonists of growth hormone-
releasing hormone substituted at positions 8, 9, and 10,” Proc. Natl. Acad. Sci.
U. S. A., 2004, doi: 10.1073/pnas.0307288101.

[124] L. B. Jaeger, W. A. Banks, J. L. Varga, and A. V. Schally, “Antagonists of
growth hormone-releasing hormone cross the blood-brain barrier: A potential
applicability to treatment of brain tumors,” Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A.,
2005, doi: 10.1073/pnas.0504163102.

[125] R. D. Kineman, “Antitumorigenic actions of growth hormone-releasing
hormone antagonists,” Proceedings of the National Academy of Sciences of
the United States of America. 2000, doi: 10.1073/pnas.97.2.532.

[126] J. B. Engel et al., “Inhibition of growth of experimental human endometrial
cancer by an antagonist of growth hormone-releasing hormone,” J. Clin.
Endocrinol. Metab., 2005, doi: 10.1210/jc.2004-2179.

[127] L. Chatzistamou et al., “Inhibition of growth and metastases of MDA-MB-435
human estrogen-independent breast cancers by an antagonist of growth
hormone-releasing hormone,” Anticancer. Drugs, 2001, doi:
10.1097/00001813-200110000-00008.

[128] K. Szepeshazi et al., “Antagonists of GHRH decrease production of GH and
IGF-I in MXT mouse mammary cancers and inhibit tumor growth,”
Endocrinology, 2001, doi: 10.1210/endo.142.10.8426.

[129] A. Siejka et al., “GH-RH antagonist (MZ-4-71) inhibits VEGF secretion and
proliferation of murine endothelial cells,” Life Sci., 2003, doi: 10.1016/S0024-
3205(03)00164-4.

[130] J. Guo, A. V. Schally, M. Zarandi, J. Varga, and P. C. K. Leung,
“Antiproliferative effect of growth hormone-releasing hormone (GHRH)
antagonist on ovarian cancer cells through the EGFR-Akt pathway,” Reprod.
Biol. Endocrinol., 2010, doi: 10.1186/1477-7827-8-54.

[131] A. Klukovits et al., “Novel antagonists of growth hormone-releasing hormone
inhibit growth and vascularization of human experimental ovarian cancers,”
Cancer, 2012, doi: 10.1002/cncr.26291.

119



[132] N. Barabutis, E. Tsellou, A. V. Schally, S. Kouloheri, A. Kalofoutis, and H.
Kiaris, “Stimulation of proliferation of MCF-7 breast cancer cells by a
transfected splice variant of growth hormone-releasing hormone receptor,”
Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A., 2007, doi: 10.1073/pnas.0700407104.

[133] H. Kiaris ef al., “Ligand-dependent and -independent effects of splice variant
1 of growth hormone-releasing hormone receptor,” Proc. Natl. Acad. Sci. U.
S. 4.,2003, doi: 10.1073/pnas.1533185100.

[134] V.J. Csernus, A. V. Schally, H. Kiaris, and P. Armatis, “Inhibition of growth,
production of insulin-like growth factor-11 (IGF-II), and expression of IGF-II
mRNA of human cancer cell lines by antagonistic analogs of growth
hormone-releasing hormone in vitro,” Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A., 1999,
doi: 10.1073/pnas.96.6.3098.

[135] E. Pozsgai, A. V. Schally, M. Zarandi, J. L. Varga, 1. Vidaurre, and S. Bellyei,
“The effect of GHRH antagonists on human glioblastomas and their
mechanism of action,” Int. J. Cancer, 2010, doi: 10.1002/ijc.25259.

[136] Z. Rekasi et al., “Antagonist of growth hormone-releasing hormone induces
apoptosis in LNCaP human prostate cancer cells through a Ca2+-dependent
pathway,” Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A., 2005, doi:
10.1073/pnas.0410006102.

[137] S. Shrivastava, I. Y. Sohn, Y. M. Son, W. Il Lee, and N. E. Lee, “Real-time
label-free quantitative fluorescence microscopy-based detection of ATP using
a tunable fluorescent nano-aptasensor platform,” Nanoscale, 2015, doi:
10.1039/c5nr05839b.

[138] A. D. Ellington and J. W. Szostak, “In vitro selection of RNA molecules that
bind specific ligands,” Nature, 1990, doi: 10.1038/346818a0.

[139] S. C. B. Gopinath, “Methods developed for SELEX,” Anal. Bioanal. Chem.,
2007, doi: 10.1007/s00216-006-0826-2.

[140] J.Qu, S. Yu, Y. Zheng, Y. Zheng, H. Yang, and J. Zhang, “Aptamer and its
applications in neurodegenerative diseases,” Cellular and Molecular Life
Sciences. 2017, doi: 10.1007/s00018-016-2345-4.

[141] C. Tuerk and L. Gold, “Systematic evolution of ligands by exponential
enrichment: RNA ligands to bacteriophage T4 DNA polymerase,” Science
(80-. )., 1990, doi: 10.1126/science.2200121.

[142] D. L. Robertson and G. F. Joyce, “Selection in vitro of an RNA enzyme that
specifically cleaves single-stranded DNA,” Nature, 1990, doi:
10.1038/344467a0.

[143] C. Walss-Bass et al., “X-Aptamer Technology Identifies C4A and ApoB in

Blood as Potential Markers for Schizophrenia,” Mol. Neuropsychiatry, 2019,
doi: 10.1159/000492331.

120



[144] X. Yang and D. Gorenstein, “Progress in Thioaptamer Development,” Curr.
Drug Targets, 2005, doi: 10.2174/1389450043345074.

[145] B. N. Gawande et al., “Selection of DNA aptamers with two modified bases,”
Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A., 2017, doi: 10.1073/pnas.1615475114.

[146] A. D. Gelinas ef al., “Crystal structure of interleukin-6 in complex with a
modified nucleic acid ligand,” J. Biol. Chem., 2014, doi:
10.1074/jbc.M113.532697.

[147] G. L. Lokesh et al., “X-Aptamer selection and validation,” in Methods in
Molecular Biology, 2017.

[148] X. Yang et al., “Immunofluorescence assay and flow-cytometry selection of
bead-bound aptamers.,” Nucleic Acids Res., 2003, doi: 10.1093/nar/gng054.

[149] N. D. Abeydeera et al., “Evoking picomolar binding in RNA by a single
phosphorodithioate linkage,” Nucleic Acids Res., 2016, doi:
10.1093/nar/gkw725.

[150] G. Zhu and X. Chen, “Aptamer-based targeted therapy,” Advanced Drug
Delivery Reviews. 2018, doi: 10.1016/j.addr.2018.08.005.

[151] C.R.Ireson and L. R. Kelland, “Discovery and development of anticancer
aptamers,” Molecular Cancer Therapeutics. 2006, doi: 10.1158/1535-
7163.MCT-06-0172.

[152] P.J. Bates, J. B. Kahlon, S. D. Thomas, J. O. Trent, and D. M. Miller,
“Antiproliferative activity of G-rich oligonucleotides correlates with protein
binding,” J. Biol. Chem., 1999, doi: 10.1074/jbc.274.37.263609.

[153] S. Soundararajan et al., “Plasma membrane nucleolin is a receptor for the
anticancer aptamer AS1411 in MV4-11 leukemia cells,” Mol. Pharmacol.,
2009, doi: 10.1124/mol.109.055947.

[154] S. Soundararajan, W. Chen, E. K. Spicer, N. Courtenay-Luck, and D. J.
Fernandes, “The nucleolin targeting aptamer AS1411 destabilizes Bcl-2
messenger RNA in human breast cancer cells,” Cancer Res., 2008, doi:
10.1158/0008-5472.CAN-07-5723.

[155] J. O. McNamara et al., “Multivalent 4-1BB binding aptamers costimulate
CD8+ T cells and inhibit tumor growth in mice,” J. Clin. Invest., 2008, doi:
10.1172/JCI33365.

[156] G. Kolb et al., “Endogenous expression of an anti-TAR aptamer reduces HIV-
1 replication,” RNA Biol., 2006, doi: 10.4161/ra.3.4.3811.

[157] D. Shangguan ef al., “Cell-specific aptamer probes for membrane protein
elucidation in cancer cells,” J. Proteome Res., 2008, doi: 10.1021/pr700894d.

121



[158]

[159]

[160]

[161]

[162]

[163]

[164]

[165]

[166]

[167]

[168]

[169]

[170]

C. P. Rusconi et al., “RNA aptamers as reversible antagonists of coagulation
factor IXa,” Nature, 2002, doi: 10.1038/naturc00963.

H. Acloque, M. S. Adams, K. Fishwick, M. Bronner-Fraser, and M. A. Nieto,
“Epithelial-mesenchymal transitions: The importance of changing cell state in
development and disease,” Journal of Clinical Investigation. 2009, doi:
10.1172/JCI38019.

F. Guo et al., “Post-transcriptional regulatory network of epithelial-to-
mesenchymal and mesenchymal-to-epithelial transitions,” Journal of
Hematology and Oncology. 2014, doi: 10.1186/1756-8722-7-19.

K. Steinestel, S. Eder, A. J. Schrader, and J. Steinestel, “Clinical significance
of epithelial-mesenchymal transition,” Clin. Transl. Med., 2014, doi:
10.1186/2001-1326-3-17.

A. Prat and C. M. Perou, “Deconstructing the molecular portraits of breast
cancer,” Molecular Oncology. 2011, doi: 10.1016/j.molonc.2010.11.003.

J. C. Tse and R. Kalluri, “Mechanisms of metastasis: Epithelial-to-
mesenchymal transition and contribution of tumor microenvironment,”
Journal of Cellular Biochemistry. 2007, doi: 10.1002/jcb.21215.

T. Anelli and R. Sitia, “Protein quality control in the early secretory pathway,”
EMBO Journal. 2008, doi: 10.1038/sj.emboj.7601974.

P. Pizzo and T. Pozzan, “Mitochondria-endoplasmic reticulum choreography:
structure and signaling dynamics,” Trends in Cell Biology. 2007, doi:
10.1016/5.tcb.2007.07.011.

Y. Ma and L. M. Hendershot, “ER chaperone functions during normal and
stress conditions,” Journal of Chemical Neuroanatomy. 2004, doi:
10.1016/j.jchemneu.2003.08.007.

R. Rizzuto, M. R. Duchen, and T. Pozzan, “Flirting in little space: the
ER/mitochondria Ca2+ liaison.,” Science’s STKE : signal transduction
knowledge environment. 2004, doi: 10.1126/stke.2152004rel.

A. R. Frand, J. W. Cuozzo, and C. A. Kaiser, “Pathways for protein disulphide
bond formation,” Trends in Cell Biology. 2000, doi: 10.1016/S0962-
8924(00)01745-1.

L. Egger, J. Schneider, C. Rhéme, M. Tapernoux, J. Héacki, and C. Borner,
“Serine proteases mediate apoptosis-like cell death and phagocytosis under
caspase-inhibiting conditions,” Cell Death Differ., 2003, doi:
10.1038/sj.cdd.4401288.

B. Levine and G. Kroemer, “Autophagy in the Pathogenesis of Disease,” Cell.
2008, doi: 10.1016/j.cell.2007.12.018.

122



[171] N. Mizushima, “Autophagy: Process and function,” Genes and Development.
2007, doi: 10.1101/gad.1599207.

[172] N. Mizushima, T. Yoshimori, and Y. Ohsumi, “The role of atg proteins in
autophagosome formation,” Annu. Rev. Cell Dev. Biol., 2011, doi:
10.1146/annurev-cellbio-092910-154005.

[173] C. G. Towers and A. Thorburn, “Therapeutic Targeting of Autophagy,”
EBioMedicine. 2016, doi: 10.1016/j.ebiom.2016.10.034.

[174] D.J. Klionsky et al., “Guidelines for the use and interpretation of assays for
monitoring autophagy,” Autophagy. 2012, doi: 10.4161/auto.19496.

[175] D.F. Egan et al., “Small Molecule Inhibition of the Autophagy Kinase ULK
and Identification of ULK 1 Substrates,” Mol. Cell, 2015, doi:
10.1016/j.molcel.2015.05.031.

[176] S. Elmore, “Apoptosis: A Review of Programmed Cell Death,” Toxicologic
Pathology. 2007, doi: 10.1080/01926230701320337.

[177] P.S. Tawadros, I. M. Paquette, A. M. Hanly, A. F. Mellgren, D. A.
Rothenberger, and R. D. Madoff, “Adenocarcinoma of the rectum in patients
under age 40 is increasing: Impact of signet-ring cell histology,” Dis. Colon
Rectum, 2015, doi: 10.1097/DCR.0000000000000318.

[178] X. Luo et al., “Computational approaches toward the design of pools for the in
vitro selection of complex aptamers,” RNA, 2010, doi: 10.1261/rna.2102210.

[179] R. Granata et al., “Growth hormone-releasing hormone promotes survival of
cardiac myocytes in vitro and protects against ischaemia-reperfusion injury in
rat heart,” Cardiovasc. Res., 2009, doi: 10.1093/cvr/cvp090.

[180] R. M. Kanashiro-Takeuchi et al., “Cardioprotective effects of growth
hormone-releasing hormone agonist after myocardial infarction,” Proc. Natl.
Acad. Sci. U. S. 4., 2010, doi: 10.1073/pnas.0914138107.

[181] B. Ludwig ef al., “Agonist of growth hormone-releasing hormone as a
potential effector for survival and proliferation of pancreatic islets,” Proc.
Natl. Acad. Sci. U. S. 4., 2010, doi: 10.1073/pnas.1005098107.

[182] H. Kiaris and A. V. Schally, “Decrease in telomerase activity in U-87MG
human glioblastomas after treatment with an antagonist of growth hormone-
releasing hormone,” Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A., 1999, doi:
10.1073/pnas.96.1.226.

[183] F. Hohla et al., “GHRH antagonist causes DNA damage leading to p21

mediated cell cycle arrest and apoptosis in human colon cancer cells,” Cell
Cycle, 2009, doi: 10.4161/cc.8.19.9698.

123



[184]

[185]

[186]

[187]

[188]

[189]

[190]

[191]

[192]

[193]

[194]

[195]

[196]

A. Munshi, M. Hobbs, and R. E. Meyn, “Clonogenic cell survival assay.,”
Methods Mol. Med., 2005, doi: 10.1385/1-59259-869-2:021.

A. M. Rieger, K. L. Nelson, J. D. Konowalchuk, and D. R. Barreda,
“Modified annexin V/propidium iodide apoptosis assay for accurate
assessment of cell death,” J. Vis. Exp., 2011, doi: 10.3791/2597.

A. L. Brittain, R. Basu, Y. Qian, and J. J. Kopchick, “Growth hormone and the
epithelial-To-mesenchymal transition,” Journal of Clinical Endocrinology and
Metabolism. 2017, doi: 10.1210/j¢.2017-01000.

C. Xu, B. Bailly-Maitre, and J. C. Reed, “Endoplasmic reticulum stress: Cell
life and death decisions,” Journal of Clinical Investigation. 2005, doi:
10.1172/JCI26373.

E. Tasdemir ef al., “Methods for assessing autophagy and autophagic cell
death,” Methods Mol. Biol., 2008, doi: 10.1007/978-1-59745-157-4 3.

L. Munoz-Moreno et al., “Anti-proliferative and pro-apoptotic effects of
GHRH antagonists in prostate cancer,” Oncotarget, 2016, doi:
10.18632/oncotarget.10710.

J. Ferlay et al., “Cancer incidence and mortality worldwide: Sources, methods
and major patterns in GLOBOCAN 2012,” Int. J. Cancer, 2015, doi:
10.1002/ijc.29210.

C. Bosetti et al., “Cancer mortality in Europe, 2005-2009, and an overview of
trends since 1980,” Ann. Oncol., 2013, doi: 10.1093/annonc/mdt301.

D. Lightsey, “Comment on Red and processed meat consumption and risk of
pancreatic cancer: Meta-analysis of prospective studies,” British Journal of
Cancer. 2012, doi: 10.1038/bjc.2012.111.

S. D. Solomon, K. Lindsley, S. S. Vedula, M. G. Krzystolik, and B. S.
Hawkins, “Anti-vascular endothelial growth factor for neovascular agerelated
macular degeneration,” Cochrane Database of Systematic Reviews. 2019, doi:
10.1002/14651858.CD005139.pub4.

A. Vincent, J. Herman, R. Schulick, R. H. Hruban, and M. Goggins,
“Pancreatic cancer,” 2011, doi: 10.1016/S0140-6736(10)62307-0.

M. Schroder and R. J. Kaufman, “ER stress and the unfolded protein
response,” Mutation Research - Fundamental and Molecular Mechanisms of
Mutagenesis. 2005, doi: 10.1016/j.mrfmmm.2004.06.056.

J. L. Varga et al., “Synthesis and biological evaluation of antagonists of
growth hormone-releasing hormone with high and protracted in vivo
activities,” Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A., 1999, doi: 10.1073/pnas.96.2.692.

124






