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KARNOSIK ASIT VE GALLIK ASITIN PANC-1 PANKREAS
HUCRELERINDE HNF1A GENi UZERINE SITOTOKSIK ETKILERININ
KARSILASTIRMALI OLARAK INCELENMESI

OZET

Pankreas hem ekzokrin, hemde endokrin salgi yapan lobiiler yapili karma bir bezdir.
Pankreas kanseri, en agresif kanser tiirlerinden biridir. Diisiik bir insidansi olmasina
ragmen yiiksek bir 6liim oranina sahiptir. Kotii prognozun sebebi sinsi biiylime,
spesifik olmayan semptomlar ve ge¢ tanidir. Pankreas kanseri gelisiminde, pankreatik
intraepitelyal neoplaziler, intraduktal papiller miisindz neoplaziler ve miisindz kistik
neoplaziler olmak {izere 3 6ncii lezyon rol oynamaktadir. Bu lezyonlarin erken tespiti
zordur. Pankreas kanseri diinyasindaki en sik goriilen ikinci gastrointestinal kanserdir.
Pankreas Kanseri 2030'da kansere bagli 6liimiin ikinci nedeni olmasi beklenmektedir.
Pankreas kanserinin tedavi seceneklerinin az olmasi ve yagsam siiresinin kisa olusu yeni
terapotik stratejileri hedeflemektedir. Yapilan ¢alismalarda, fenolik bilesenlerin insan
saghigina yararli biyoaktif fitokimyasallar olduklar1 gosterilmistir. Sebze ve
Meyvelerdeki antioksidan aktivite ile antikanser etkileri bulunmaktadir. Karnosik asit
ve Gallik asit antiproliferatif ajanlar olarak bildirilmistir.Bu sebeple bizde daha dnce
birlikte calisilmamis dogal ajanlar olan Gallik Asit ve Karnosik Asitin kanser
tizerindeki birlesik etkileri hakkinda bilgi edinmek i¢in c¢alismalarimizi
gerceklestirdik.Mezenkimal kok hiicreleri de ¢alismamizda kullandik.Yeni onkogen
oldugu rapor edilen, HNF1A geninin ekspresyon analizini gergeklestirdik. PANC-1 —
MKH — GA — KA kombinasyonunu olusturduk.Akim sitometri analiz , WST-1 ,
Annexin ve PCR analizlerini gergeklestirdik..Sonug¢ olarak yaptigimiz ¢alismada,
Karnosik asit ve Gallik asit, mezenkimal kok hiicrelerle birlikte PANC-1 hiicrelerinde
canli hiicre sayisinda azalmaya, apoptatik hiicre sayisinda ise artisa neden oldugu ve
HNF1A ‘nin ekspresyonunun azalmasi pankreas kanseri bilylimesini ve ilerlemesinin
inhibisyonuna yol actifin1 gostermistir. GA ve KA‘in HNATA geninin ekspresyonunu
diistirmesi bize kanser mekanizmalarinin diizenlenmesinde rol olabilecegi hipotezini
diistindiirmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Gallik Asit, HNF1A, Karnosik Asit, MKH, Pankreas Kanseri.



COMPARATIVE INVESTIGATION OF THE CYTOTOXIC EFFECTS OF
CARNOSIC ACID AND GALLIC ACID ON THE HNF1A GENE IN PANC-1
PANCREATIC CELLS

ABSTRACT

The pancreas is a mixed gland with lobular structure that secretes both exocrine and
endocrine. Pancreatic cancer is one of the most aggressive types of cancer. Although
it has a low incidence, it has a high mortality rate. Poor prognosis is due to insidious
growth, nonspecific symptoms and late diagnosis. Three leading lesions, pancreatic
intraepithelial neoplasms, intraductal papillary mucinous neoplasms and mucinous
cystic neoplasms, play a role in the development of pancreatic cancer. Early detection
of these lesions is difficult. Pancreatic cancer is the second most common
gastrointestinal cancer in the world. Pancreatic Cancer is the second cause of cancer-
related death in 2030. The scarcity of treatment options and the short life expectancy
of pancreatic cancer target new therapeutic strategies. Studies have shown that
phenolic compounds are bioactive phytochemicals beneficial to human health. It has
antioxidant activity and anticancer effects in vegetables and fruits. Carnosic acid and
Gallic acid have been reported as antiproliferative agents. Therefore, we conducted
our studies to obtain information about the combined effects of Gallic Acid and
Carnosic Acid, which are natural agents that have not been studied before, on cancer.
We also used mesenchymal stem cells in our study. HNF1A, which is reported to be a
new oncogene gene. It has been shown that it causes a decrease in the number of viable
cells in cells, an increase in the number of apoptotic cells, and the decrease in the
expression of HNF1A leads to inhibition of pancreatic cancer growth and progression.
The fact that GA and KA reduce the expression of the HNALA gene made us think
about the hypothesis that they may be involved in the regulation of cancer mechanisms.

Keywords: Gallic Acid, HNF1A, Carnosic Acid, MSC, Pancreatic Cancer.



GIRIS

Diinya c¢apimnda milyonlarca insanin Olimiine neden olan kanser, giderek
yayginlasmaktadir. Birgok ¢esidinin olmasi ve farkliliklar igermesi sebebiyle tedavi

giiclesmektedir. Kapsayici bir tedavi i¢in bilim insanlari oldukca ugras vermektedir.

Pankreas kanserien agresif kanser tiirlerindendir ve tedavisi gii¢, teshisi zor olan bir
kanser gesididir. Olduk¢a diisiikk sag kalim siiresi vardir. Yiiksek bir mortaliteye
sahiptir. Pankreas kanserinin tedavi se¢eneklerinin az olmasi ve yasam siiresinin kisa
olusu yeni terapotik stratejileri hedeflemektedir. Yapilan c¢aligmalarda, fenolik
bilesenlerin insan sagligina yararli biyoaktif fitokimyasallar olduklart gosterilmistir.
Sebze ve Meyvelerdeki antioksidan aktivite ile fenolik bilesiklerin iligkili oldugu
bildirilmistir. Birgok fitokimyasalin antikanser etkisi oldugu ispatlanmistir. Biberiye
Ozleri ve bilesenleri olan karnosik asit, kanser hiicrelerine kars1 dogal giiclii
antiproliferatif ajanlar olarak bildirilmistir. Cesitli tiimorlerde anti-kanser rol
oynamistir. Bununla birlikte, biberiyeyi potansiyel olarak kanser tedavisinde
tamamlayici bir yaklagim olarak uygulamak i¢in, en etkili bilesime, in vivo antitimor
etkisine ve ana molekiiler aracilarina iligkin ek bilgilere hala ihtiya¢ vardir. Ayni
sekilde bir bagka fenolik bilesik olan Gallik Asitte, yapilan calismalarda
antiproliferatif ajan olarak rapor edilmistir. Bu sebeple bizde daha once birlikte
calisilmamig dogal ajanlar olan Gallik Asit ve Karnosik Asitin (GA ve KA) kanser
tizerindeki birlesik etkileri hakkinda bilgi edinmek i¢in ¢alismalarimizi yaptik. Bu
nedenle GA ve KA kombinasyonu ile kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini engelleyecegine
inandik. Gallik asit ve Karnosik asit ¢esitli kanser arastirmalarinda kullanilmis basari
saglamistir. Bizde ilk olarak ikisini beraber kullanarak panc-1 de amaca ulasilabilir mi
denemek istedik. Anti-tiimor potansiyeline sahip Mezenkimal kok hiicreleri de
calismamizda kullandik. MKH'ler vaskiilerizasyon olusumu, immiin baskilanmasi,
epitelyal mezenkimal gecis gibi siireclere aracilik ederek pro-timor etkinlik
gosterebilmesine karsin, timor gelisimi i¢in onemli olan Wnt ve Akt yolaklar
tizerinden de anti-tiimdr etkinlik de gosterdigi bilinmektedir. Bu sebeple PANC-1 +

MKH + GA + KA kombinasyonunu olusturduk. Pankreas kanseri i¢in bir diger kilit



nokta ise onkogenlerdir. Daha yeni onkogen kabul edilen HNF1A geni, pankreas
kanserinin gelecegi i¢in onem tasimaktadir. Daha Onceden tiimor baskilayici gen
olarak bilinen fakat son yillardaki ¢alismalarda onkogen oldugu rapor edilen, HNF1A
geninin ekspresyonuna bakmay:1 hedefledik. Immiinomodiilatér ve kanser karsiti
ozellige sahip olan mezenkimal kok hiicrelerin, Karnosik Asit ve Gallik Asitin PANC-
1 Pankreas kanseri hiicreleri nde HNF1A geni iizerine sitotoksik, antikansorejenik ve

apoptik etkilerinin, incelenmesi amag¢lanmaktadir.



1. GENEL BILGILER
1.1. Pankreasin Anatomisi

Pankreasm tantmi M.0.300 yillarda Herophilus tarafindan yapilmistir ve ilk kez
“pankreas isimlendirmesini Rufus yapmistir. Pankreas eski Yunanca ve Latince yassi

et anlamina gelmektedir [1].

Pankreas, fetal hayatin dordiincii haftasinda 6n barsagin kaudal kismindan arka ve 6n
pankreas tomurcuklari olarak ¢ikan, retroperitoneal bir organdir. Midenin arka
tarafinda, on iki parmak bagirsagindan dalaga kadar olan alana yerlesir. Insanlarda 15-
25 cm uzunlugunda 70-150 gr agirhiginda sarimtirak renktedir [2]. Sekil 1.1.’de

goriilmektedir.

Safra kesesi

Asinar hiicreleri

Alfa

hiicreleri
Beta PP
hiicreleri hiicreleri

Sekil 1.1. Pankreasin anatomik yapisi ve pankreatik hiicreler [3]



Pankreas; bas, uncinate process, boyun, govde ve kuyruk olmak iizere 5 kisimdan
olusur. Pankreasin bag kismi; en biiylik bolim olup duedonumun yaptigi yay i¢ine

yerlesim gosterir ve Koledok kanalinin son kismi genellikle pankreas basinin i¢inden

gecer.

Processus Uncinatus: Portal ven ve superior mezenterik damarlarin arkasinda, aort ve
inferior vena kavanin oniinde yer alir. Uncinate process her insanda olmayabilir veya
superior mezenterik damarlari tamamen ¢evreleyebilir. Boyun ise Pankreasin gorece

daralmis bir kismidir. Govdesi ve kuyrugu aorta, superior mezenterik damarlar, sol

bobrek ve borek istii bezi ile komsudur, kuyruk kismi dalak hilusunada kadar
uzanmaktadir. Sekil 1.2.’de goriilmektedir. Dalak damarlari pankreas kuyrugunun iist

kismui i¢inde bulunur [2].

Safrakesesi _ //

Sekil 1.2. Pankreasin anatomisi [3]

Pankreas hem ekzokrin, hemde endokrin salgi yapan lobiiler yapili karma bir bezdir.
Pankreasin %98 ‘ini olusturan ekzokrin kisim asiner ve kanal hiicrelerinden meydana
gelir. Bu kisim karbonhidrat, protein ve yaglarin sindirimi i¢in gerekli pankreatik
stviyt salgilar. Pankreasin %2’lik endokrin kismi ise Langerhans adacik hiicrelerinden
olusmaktadir. Langerhans adacik hiicrelerinin gorevi ise salgiladigt hormonlarla

glukoz metabolizmasini diizenlemektir [4]. (Tablo 1.1.)



Tablo 1.1. Pankreasin ekzokrin ve endokrin kisimlari [2, 5]

Endokrin
Ekzokrin Langerhans adaciklarindan olusur.
Asinar hiicreler, pankreas enzimlerinin Langerhans adaciklari baglica 4 tip hiicreden
salgilamasindan sorumludur . olusmustur;
Duktalhiicreler, esas olarak su ve Beta (B) : Insiilin ve amilin salgilar.
elektrolit salgilanmasindan sorumludur Alfa (c): Glukagon salgilar

Delta (8) : Somatostatin salgilar.

Pankreatik polipeptit (PP) hiicreleri :Pankreatik
polipeptit salgilamaktadir

Insan tibb1 acisindan bakildiginda, pankreas ilgili iki ana hastaliktan muzdariptir. Bu
hastaliklar; Diabetes Mellitus ve Pankreas Kanseridir. Yaygin olarak, pankreasi
etkileyen birka¢ genis hastalik kategorisi vardir. Bunlar; pankreatit, pankreas

yetmezligi, pankreasin kistik lezyonlar1 ve pankreas tiimorleridir [2].
1.2. Pankreas Kanseri

1.2.1. Kanser

Kanser tahmin edilenin aksine saglikli hiicrelerin malignan hiicrelere doniigsmesi degil,
kontrolsiiz ¢ogalan hiicrelerin apoptoza kars1 direng gostermeleri sonucu molekiiler
diizeydeki farkliliklarla beraber hiicresel motilite ve invazivitede degisiklikleri iceren
¢ok asamali bir siirectir. Kanser oOliimlerinin ana nedeni metastazdir. Metastaz,
mikrogevre destegi sayesinde kanser hiicrelerinin dolagim sistemi araciligiyla uzak
organlara kolonizasyonu ve gelisimini igerir. Kanserin, kontrolsiiz proliferasyon ve
metastatik yayilimindaki en Onemli nedeni genomik degisiklikler oldugu
bilinmektedir. Kanser aragtirmalar1 ve gelecekteki potansiyel tedavilerinde, hastaligin
klinik o6zellikleri ile molekiiler yapisi arasindaki iliskilerin agiga ¢ikmasi onem

tasimaktadir.

Kanser her yil diinya capinda milyonlarca insanin hayatin1 kaybetmesine neden
olmaktadir. Yiiksek oOliim oranlari nedeniyle bilim diinyasinda {izerine en c¢ok

arastirma yapilan hastaliklarin icerisinde yer almaktadir. Bir¢ok tipinin olmasi ve



kisiden kisiye olusan farkliliklardan dolay1 kapsayict bir tedavinin gelistirilmesi

giiclesmekdir.
INSIDANS
Akciger
11,60% m Akciger
Diger aM
36,60% Meme eme
11,60%
Kolorektal
m Prostat
m Mide
Kolorektal
Y 10,20% N
Karaciger
Mesane
3.00% m Ozafagus
B Rahim agz1
Tiroid Ozafagus Tiroid
3,10% 3,20% |Karaciger
4,70% Mide
m Mesane
5,70%
Diger

Sekil 1.3. insidans yiizdelikleri [6]

Diinya capinda 6liimlere neden olan ilk 10 kanser tiirii sunlardir; Akciger kanseri en
sik teshis edilen kanserdir (toplam vakalarin% 11,6's1) ve onde gelen kanser 6liim
nedenidir (toplam kanser 6liimlerinin% 18,4'li), hemen ardindan kadin meme kanseri
(% 11,6), kolorektal kanser (% 10,2), prostat kanseri (% 7,1) gelmektedir. Mortalite
grafigine gore Akciger (%18.40) Kolorektal kanseri (% 9,2), Mide kanseri (% 8,2) ve

Karaciger kanseri (% 8,2) gelmektedir [6]. Sekil 1.3.ve Sekil 1.4.’de goriilmektedir.



MORTALITE

Akciger
Diger 18,40%
29,30% B Akciger
\ m Kolorektal
Mide

Kolorektalm Karaciger
9,20% g Meme

Ozafagus
m Pankreas
Losemi m Prostat
520% Mide Rahim Agz1
Rahim Agz1 " 8209%  WLésemi
3,30% Diger

Prostat
3,80%

Pankreas

450% Ozafagus Meme

5,30% 6,60%

Sekil 1.4. Mortalite yiizdelikleri [6]

Pankreas kanseri, en agresif kanser tiirlerinden biridir. Diisiik bir insidansi olmasina
ragmen yiiksek bir mortaliteye sahiptir. Sekil 1.4. Mortalite yiizdelikleri mevcuttur.
Bu durumun sebebi ise gec tanidir. Kanser yonetiminde ilerlemeye ragmen, sagkalim
orani son on yilda degismeden kalmistir [7].Pankreas kanseri hastalarinin bir yillik
sagkalim oran1 % 20 ‘dir ve 5 yillik sagkalim oran1 yaklasik % 7°dir. Diinyada yaygin
kanser gesitleri arasinda 14. sirada, kansere bagli 6liimlerin (kansere bagl mortalite
siralamasinda ) 7. onde gelen nedenidir. Cogunlukla erkeklerde goriiliir, 40-85
araliginda daha fazla ortaya ¢ikar [8]. Kotii prognozun asil sebebi; sinsi biiylime,
spesifik olmayan semptomlar ve erken tani igin hassas ve spesifik yontemlerin
bulunmamasidir [9,10]. Bilim insanlari ilerleyen zamanlarda pankreas kanserinin daha
fazla 6lim getirecegini diistinmektedir. ABD'de kanserden 6liim sebepleri arasinda
liclincli sirada olup her yil diinya ¢apinda yaklagik 227.000 kisi bu hastaliktan
Olmektedir. 2030 yilina gelindiginde kanser 6liim nedenleri arasinda ikinci sirada yer

almasi beklenmektedir [10].

Tiirkiye’de erkeklerde goriilme insidansi 2002 yilinda yiiz binde 3,1 iken, 2016 yilinda
5,7’ye yiikselmistir. Kadimnlar da ise bu oran 2016 yili i¢in 3,6’dwr. Tiirkiye’de



erkeklerde en sik goriilen 10 kanserden biri olup bu cinsiyette tiim kanserler i¢indeki

orant %2,2’dir [11].

PANKREAS
Moldova
Dogu Avrupa |. ........ 7

Bati Avrupa
Kuzey Amerika
Giiney Avrupa
Kuzey Avrupa
Avustralya / Yeni Zelanda
Dogu Asya

Mikronezya / Polinezya

i Birlesik Arap

Bati Asya
Emirlikleri

Giiney Amerika
Giiney Afrika
Karayipler
Orta Amerika
Kuzey Afrika
Melanezya
Orta Afrika
Giineydogu Asya
Bati Afrika
Dogu Afrika

Giiney Orta Asya

12 16

Yasa gére standardize edilmis (W) insidans orani 100.000

evek [ <~

Sekil 1.5. 2018'de pankreas kanseri igin cinsiyete gore bolgeye 6zgii
insidans yasa gore standartlagtirilmis oranlarin gubuk grafigi [6]

Erkeklerde daha fazla goriilen pankreas kanseri; Dogu Avrupa, Bat1 Avrupa ve Kuzey
Amerika da goriilme sikligi daha fazladir. Sekil 1.5.°de goriilmektedir. Semptomlar
(6rn. Sarilik, kilo kayb1 ve epigastrik agr1) hastaligin seyrinin sonlarina kadar ortaya
cikmaz. Hastalig1 iyilestirme potansiyeline sahip tek terapdtik yontem cerrahi
rezeksiyondur. Siklikla karsilasilan durum lezyonlarin yakindaki yapilara yayilmasidir
ve bu nedeniyle ameliyat edilemez. Tiimoérlerin tigte birinden fazlasi, teshis tizerine

dordiincti evredir ve bu kanserlerin% 20'den az1 cerrahi rezeksiyon i¢in adaydir [12].

Pankreas tiimorleri igin morfo-patolojik bir bakis agisina gore pankreas tiimdorlerinin
% 95'inden fazlasi ekzokrin pankreastan ve % 5'ten azi endokrin pankreastan
kaynaklanmaktadir [13,14]. En yaygin malignite, ekzokrin bezleri tutan duktal
adenokarsinomdur; bu tiimorlerin ¢ogu pankreasin basinda kesfedilir. Pankreas

noroendokrin  tiimdrleri  (NET'ler), pankreasin endokrin dokusunda olusan



malignitelerdir. Adacik hiicresi tiimorleri olarak da bilinen bunlar, her 100000 kisiden
yaklasik 1'inde meydana gelen nadir timorlerdir ve tiim pankreas tiimorlerinin
yalmizca% 1't NET'tir. NET'ler, instilin, gastrin, glukagon ve vazoaktif bagirsak peptidi
(VIP) dahil olmak iizere pankreas hormonlarinin asir1 iiretimi ve salgilanmasiyla
spesifik klinik sendromlara neden olabilir [13,15]. Genellikle, pankreas kanseri terimi
pankreas tiimdrlerinin %85-90'in1 temsil eden duktal adenokarsinom i¢in kullanilir
[14]. Pankreas kanserlerinin %57’si pankreas basinda, %9’u govdesinde, %8’1 kuyruk
kisminda, %6’s1 birden fazla yerde meydana gelmektedir ve %20’sinin ise anatomik
yeri saptanamamaktadir. Pankreas kanseri gelisiminde, pankreatik intraepitelyal
neoplaziler (PanIN), intraduktal papiller miisindz neoplaziler (IPMN) ve miisindz
kistik neoplaziler (MCN) olmak iizere 3 oncii lezyon rol oynamaktadir [16,17]. Bu
lezyonlarin erken tespiti oldukca zordur, ancak hastalar1 invazif bir pankreas
karsinomuna yakalanmadan 6nce iyilestirme sansi saglar. Oncii lezyonlarin erken
tespiti ve tedavisi, muhtemelen hastalar1 invazif pankreas kanserine ilerlemekten

kurtarabilir. Sekil 1.6.’da invaziv pankreas karsinomun ti¢ farkli yolu gésterilmektedir.

i
Y Y v

Lonild 2 IPMN MCN
lezyon

IPMN MCN
PanIN-1B Gei =
|:zny°n diisiik dereceli diisiik dereceli

displazi displazi

IPMN MCN
:’anIN-z orta diizey orta diizey
Soyon displazi displazi

IPMN MCN
::azr;l‘l,\lns yiiksek dereceli yiiksek dereceli

displazi displazi

invaziv Pankreatik Karsinom

Sekil 1.6. invaziv pankreas karsinomuna ii¢ farkli
morfolojik yolun modeli [17]



1.2.2. Pankreas intraepitelyal neoplazi (PanIN)

Bir pankreas duktal adenokarsinomunun (PDAC) en 6nemli ve en iyi bilinen 6nciisii,
pankreas epitel i¢i neoplazisidir (PanIN). Hruban ilk olarak 2001 yilinda “PanIN

semasin1” olusturdu. Sema, sekill.7.de mevcuttur.

-—4 Telomer Kisalmasi , KRAS !
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[

Sekil 1.7. PanIN ilerleme modeli sirasinda molekiiler degisikliklerin 6zeti [17]

Pankreas kanserinin en Onemli ve en iyi bilinen oncii lezyonu PanIN, kiiclik
intralobiiler pankreas kanallarinda ortaya c¢ikan, invaziv olmayan diiz ve papiller
yapili, ¢aplart 5 mm’den kiigiik mikroskobik lezyonlardir. Bu lezyonlar karakteristik
olarak asemptomatiktir [16]. Pankreasin bas kisminda yaygin olarak yerlesim gosteren
bu lezyonlarda, normal diiz kiibik epitel yap1 degisime ugramistir. Epitelyal atipiye
gore; PanIN-1A/B, PanIN-2 ve PanIN-3 olmak iizere 3 alt gruba ayrilirlar [18,19].
Silindirik epitel hiicreli PanIN-1 kendi icinde, PanIN-1A (diiz tip) ve PanIN- 1B
(papiller tip) olarak ikiye ayrilir. PanIN-2 lezyonlarinda yalanci ¢ok katli epitelyum
olusumu, ¢ekirdek hiperkromazisi ile birlikte orta dereceli displazi ile uyumlu ¢ekirdek
kutuplasmas1 kayb1 baslamistir. Onemli derecede sitolojik atipi gosteren PanIN-3
lezyonlart ise, ¢ekirdek kutuplasmasinin tamamen kaybi, ¢ekirdek hiperkromazisi,

belirgin ¢ekirdekg¢ik ve atipik mitotik sekiller ile karakterizedir [20]. (sekil 7)

PanIN-1 ve PanIN-2 %60 ya da daha fazla karsinomlu yapilarda bulunmakla birlikte
normal pankreatik yapida da yaygin olarak bulunabildiklerinden klinik olarak 6nemsiz
sayilmakta, PanIN-3 ise karsinomsuz durumlarda ¢ok nadir iken invaziv karsinomlu

durumlarda ¢ok yaygin olarak bulunmaktadir. Bu nedenle klinik 6nemi buyiiktiir.
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Ayrica bu lezyon gruplari, farkli histopatolojik yapiya sahip olduklar1 gibi genetik
degisim derecelerine gore molekiiler patolojilerinde de farklilik bulunmaktadir
[19,21].

PanIN lezyonlarindaki genetik anormaliler de lezyonlarda gézlenen bu histolojik
ilerleyisi yansitmaktadir. K-ras mutasyonu PanIN lezyonlarinin gelisiminde dnemli
role sahiptir. PanIN-1 lezyonlarinin %36’sinda, PanIN-1B lezyonlarmin %44 {inde,
PanIN-2/-3 lezyonlarinin %87’sinde K-ras mutasyonu tespit edilmis, K-ras mutasyon
artisinin  neoplazi gelisimi ile iliskili oldugunu gosterilmistir. CDK2NA/p16
aktivasyon kaybina neden mutasyonlar PanIN-2 lezyonlarinda goriilmeye baslarken,
TP53, SMAD4/DPC4 ve BRCA?2 aktivasyon kaybi genellikle daha ileri evre PanIN
lezyonu olan PanIN-3 ile iliskilendirilmektedir [22,23,24].

1.2.3. Intraduktal papiller miisin6z neoplazm (IPMN)

IPMN'ler, son yillarda artan insidansi ile heterojen kistik pankreas lezyonlar1 grubuna
aittir ve pankreatik kanallarin kistik genislemesi ile karakterizdir. IPMN'ler Invaziv
olmayan yapidaki miisin iireten epitel hiicrelerin papiller gogalmasi sonucu asir1 miisin
tiretimi  gergeklestiren makroskobik lezyonlardir. Bu Kistik lezyonlar ilk olarak
1990'arda farkedilmistir [25]. Pankreas basinda ortaya ¢ikmakla birlikte, boyutu
cogunlukla 1 cm’den biiyiiktiir [19]. Ekzokrin pankreatik neoplazilerin yaklagik

%3 1int, kistik pankreatik neoplazilerin ise %20’sini olustururlar [26].

Cogu IPMN hastalar1 sigara gegmisi bulunmaktadir. Pankreasin ana kanal ya da yan
kanallarindan gelisen bu lezyonlar klinik olarak ana kanal tip IPMN (IPMN-MD) ve
yan kanal tip IPMN (IPMN-BD) olmak iizere 2’ye ayrilirlar. Displazi derecelerine ve
invaziv karsinomla bir iligkisinin olup olmamasina gore diisiik, orta, yliksek dereceli
displazi ve invaziv karsinom displazi olarak smiflandirilir [27]. IPMN-MD’lerin
yaklagik %60°1 yiiksek derece displazi gosterir ve yaklasik %45°1 invaziv karsinom ile
iliskilendirilir [28]. Diisiik derecede displazi gosteren IPMN’lerin yaklasik %50’sinde
K-ras onkogenini aktive eden nokta mutasyonlar1 goriiliir ve displazi derecesi, K-ras
mutasyonu sikligiyla iligkilidir. CDK2NA/p16 ve TP53 aktivasyon kaybi yiiksek
derece displazi gosteren IPMN’lerde tespit edilmistir [29]. PanIN-3 lezyonlarinin
yaklasik %30’unda goriilen SMAD4 ifade kayb1 ise IPMN’lerin yaklasik %3’tinde
gozlenir [30].
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Morfolojik olarak, koken aldiklari bolgelere gore ana duktal tip (MD-IPMN) bransiyal
duktal tip (BD-IPMN) olarak alt gruplara ayrilir; kombine duktal tip denen hem ana
hem de bransiyal kanalin goézlendigi durumlar da vardir. IPMN’ler, gastrik, intestinal,
pankreatobiliyer ve onkositik tip olmak tizere 4 alt gruba ayrilirlar. Bu siniflandirma
histolojik yapilarina, miisin antikoru ile immiinohistokimyasal boyamadaki
farkliliklarina gore yapilmistir. Gastrik tip, brangiyal duktal kokenli iken digerleri ana
duktal kokenlidir [31,32].

1.2.4. Miisinoz kistik neoplazm (MCN)

Pankreasin MCN'leri, pankreas kanserinin en seyrek oncii lezyonlaridir. MCN’ler,
hiicrelerin miisin {lireten epitelyal tabakalarinda ortaya g¢ikan ve septasyonlu kist
olusturan esas olarak kadinlarda goriilen, duktal sistem ile iletisimi bulunmayan,
pankreasin ayirict over-tip stromali musindz kistik tiimorleridir [18]. Bu Kistik
lezyonlar neredeyse soliterdir ve MCN'lerin biiylik ¢ogunlugu asemptomatiktir ve
tesadiifen bulunur [33]. Goriintiilemede kistler boliinmiis goriiniir ve kireglenme
igerebilir. Pankreasin gdvde ve kuyruk kisminda yerlesim gostermektedir. Cok genis
alanlarda biiylime egilimindedir ve biiyiikliikleri 2-35 cm arasindadir ama ortalama

biytikliikleri 6-10 cm’dir [34].

Histolojik yapilar incelendiginde MCN’ler, silindirik hiicrelerden olusan cesitli
derecede displazili epitelyal yap1 goriilmekte ve dispalazi derecelerine gore diisiik, orta
ve ileri MCN olmak iizere 3 gruba ayrilmigtir. MCN lezyonlarinda K-ras ve TP53
mutasyonlart yaygin olarak gozlenmekte, genetik anormalliklerin goriilme siklig1
displazi derecesine bagl olarak artis gostermektedir. SMAD4 ifade kaybi ise invaziv
karsinoma ile iligkilendirilen MCN lezyonlarinda gozlenmistir [30]. MCN’lerin
yaklasik 3’de 1’1 genellikle duktal adenokarsinomlar1 olugturmak {izere invaziv hale
gelebilir; buna ragmen bu lezyonlar non-invaziz (invaziv olmayan)olarak tanimlanirlar
[19]. Noninvaziv MCN'si olan hastalar i¢in bes yillik sagkalim neredeyse % 100 diir.
Ayrica invaziv bir MCN i¢in rezeksiyon uygulanan hastalar icin bes yillik sagkalim

orani yaklasik % 60'tir [16,35].
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1.3. Pankreas Kanseri Epidemiyolojisi ve Risk Faktorleri

Pankreas kanseri diinyasindaki en sik goriilen ikinci gastrointestinal kanser olmakla
birlikte epidemiyoloji, sagkalim, prognostik faktorler ve yiiksek 6liim orani tasiyan
oldukga agresif bir tiimordiir. Pankreas Kanseri 2030'da kansere bagl 6liimiin ikinci
nedeni olmasi beklenmektedir [36]. Diger malignitelere kiyasla pankreas kanserini 6ne
cikartan durum, iyilestirilmis sag kalim agisindan son on yil igerisinde klinik

ilerlemenin eksikligidir ve 5 yillik sag kalim oran1 %5’in altindadir [32,37].

Pankreas kanserinin goriilme siklig1 cografi bolgelere ve popiilasyonlara gore
degisir. 2012 yilina ait vakalarin {igte biri Avrupa iilkelerinde meydana gelmis, en
yiiksek insidans oranlari orta ve dogu Avrupa, Kuzey Amerika, Arjantin ve
Uruguay’da, en diisiik insidans oranlart ise Afrika ve Dogu Asya iilkelerinde
gozlenmistir [38]. Pankreas kanserinin Amerika Birlesik Devletleri’nde 2013 yilinda
en yaygin goriilen 10. kanser oldugu belirtilmis, erkeklerde ve kadinlarda kansere bagl
oliimlerin 4. nedeni olarak gosterilmistir [39]. Ulkemizde ise, T.C. Saglik Bakanlig
tarafindan yayimlanan Saglk Istatistikleri Yilligia gore pankreas kanseri erkeklerde

en sik goriilen 8. kanser iken kadinlarda ilk 10’da yer almamustir [40].

Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi'nin GLOBOCAN 2018 ‘e gore, 2018 yilinda
tiim yeni kanser teshislerinin % 2,5'in1 olusturan 458,918 yeni Pankreas Kanseri vakasi
kaydedildi [41]. Tan1 konulan tim pankreas kanseri neoplazileri arasinda pankreas
duktal adenokarsinomu (PDAC)% 90'dan fazlasini olusturur [42].

Pankreas kanseri 2018 yilina gore, 100.000 kisi basina 4,8'lik kiiresel yasa gore
standartlastirilmis insidans orani ile diinyadaki en yaygin 12. kanser olarak
siralanmustir [41]. Pankreas duktal adenokarsinomu (PDAC), 2020'de tahmini 57.600
kisiye teshis konulan Amerika Birlesik Devletleri'nde kansere bagl 6liimlerin tigiincii

onde gelen nedenidir [43,44].

PDAC teshisi konan hastalar i¢in genel 5 yillik sagkalim oran1% 7 ila% 9 arasinda
durgun kalmaktadir. Cerrahi rezeksiyon iyilesme i¢in tek umut sunarken, kemoterapi,
kemoradyasyon ve potansiyel hedefli tedavileri icerecek sekilde multimodal terapi

baglaminda uygulanmalidir.
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Bir hastanin multimodalite bakiminin tiim yonlerini tamamladigi en iyi senaryoda bile,
sagkalim 30 ila 40 aydir. Tek basina kemoterapi alan metastatik veya rezeke

edilemeyen hastalig1 olan hastalarin yasam stiresi ise 10-13 aydir [45,46,47].

Tan1 aninda ilerlemis hastalik yiizdesinin yiiksek olmas1 ve mevcut ilag ve radyasyon
tedavisi kombinasyonlarinin sinirl etkinligi nedeniyle prognoz zayif kalmaktadir. On
yillar sliren cabalara ragmen, rapor edilen 5 yillik sagkalim 2005 yilinda% 5'in
altindaydi1 ve 6liim oranlar1 6nemli degisiklikler olmaksizin sabit kaliyordu. Bugiine
kadar cerrahi, uzun siireli sagkalim igin tek umut olmaya devam etmektedir, ancak
rezeke edilen hastalar i¢in bile, 5 yillik sagkalim orani yaklagik % 20 olarak
kalmaktadir, c¢linkii % 80't cerrahi rezeksiyondan sonraki 2 yil icinde hatsalig1

tekrarlayacaktir [48,49].

Pankreas Kanserinin goriilme sikligi, son yillarda ¢ogu tilkede her iki cinsiyette de
artmaktadir ve muhtemelen diinya ¢capinda artmaya devam edecektir [50]. Sigara igme
yayginligindaki diisiisiin olumlu etkisinin aksine, en azindan erkeklerde, obezite ve
diyabetli popiilasyonda artis dahil olmak iizere diger yasam tarzi risk faktorlerinin
yayginhiginin degismesi, yetersiz meyve alimi ile kirmizi veya islenmis et aliminda
artis, sebzeler ve fiziksel hareketsizlikteki artisin yani sira gelismis teshis yontemleri,
diinya ¢apinda Pankreas Kanserinin goriillme sikliginin zamansal egilimine paralel

olmasi muhtemeldir [51,52].

Pankreas kanseri olusumunda pek ¢ok faktoriin etkili olabilecegi belirtilmektedir. Risk
faktorlerinin ¢ogu direkt olarak hastaliga sebep olmaz, ancak bu faktdrlere maruz
kalma diizeyi genellikle kanserin gelismesini etkilemektedir. Tedavi se¢eneklerinin
kisitli olmasi nedeniyle pankreas kanseri gelisiminde rol oynayabilecek kontrol
edilebilir risk faktorlerinin belirlenmesi ve bunlardan kaginilmasi, ailesinde pankreas
kanseri dykiisii bulunan, ytiksek risk tasiyan bireyler i¢in 6zellikle nem tasimaktadir
[53].

1.3.1. Sigara

Sigara kullanimmin pankreas dokusunda kansere yol acan nedenlerin sigara

dumanindaki nitrozamin gibi karsinojen bilesiklerinden oldugu belirtilmistir. Pankreas
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kanserlerinin yaklasik %25’inde sorumlu oldugu bilinmekle birlikte, sigara icenlerde

icmeyenlere kiyasla yaklasik 2,2 kat artmis risk bulunmaktadir [54].

N-nitrozaminlerin olusturdugu metabolitlerin DNA kiriklar1 olusturarak K-ras
mutasyonuna neden oldugu, ayrica karsinogenezde rol oynayan siklooksijenaz-2

(COX-2)’nin aktivitesini arttirdig1 bilinmektedir [55].

Pankreas kanseri vakalarmin yaklagik %25’inin sigara kullanimimna bagli oldugu
belirtilmekte ve sigara igmeyi birakmis kisilerde 15-20 y1l igerisinde kanser riski sigara
igcmeyenlerin seviyesine inis gostermektedir. Pasif igicilik ise pankreas kanseri igin bir
risk faktorii olarak kabul edilmemektedir. Nikotin ve Nikotinden tiiretilmis
karsinojenlere maruz birakilan PDAC hiicrelerinde kok hiicre belirteglerinin
ekspresyonu onemli Ol¢lide artmistir. Aragtirmalar, sigara dumani ve bilesenlerinin
pankreas hiicrelerinin kok hiicre ozelliklerini artirabilecegini gosterdi. Kok hiicre
ozellikleri, kanser hiicrelerinin kendi kendini yenilemesini ve diger hiicre tiirlerine

farklilagsmasini saglar [56].
1.3.2. Alkol

Alkol tiiketimi ve pankreas kanseri gelisimi arasindaki iligkiyi ortaya koymaya yonelik
yapilan epidemiyolojik ¢aligmalarda, alkol kullanimi ile pankreas kanseri riski
arasinda herhangi bir iligkinin varligi dogrulanmamistir [57]. Alkol tiiketimi, her ikisi
de artmis pankreas kanseri riski ile iliskilendirilen pankreatit ve tip Il diyabet igin risk
faktoriidiir. Diisiik ve orta seviyede alkol tiiketimi, bir risk artisina neden olmazken,
giinde 30 gr ya da daha fazla olmak iizere agir alkol tiiketimininyaklasik %22oraninda
pankreas kanseri risk artisina yol agabilecegi belirtilmistir. Bir kanserojen olan
asetaldehit, yag asidi etil esterleri ve etanoliin kendisi olmak {izere alkolik
metabolitlerin pankreas inflamasyonuna neden olarak dolayli bir sekilde ya da

dogrudan karsinogeneze katkida bulunabildigi ifade edilmektedir [58].
1.3.3. Yas

Yas pankreas kanseri gelisiminde bir diger risk faktorii olup, insidans ve 6liim orani
yasla birlikte artmaktadir. Yasamin ilk 30-40 yilinda pankreas kanserine yakalanma

riski diigiiktiir ve 30 yasindan sonra insidans artis1 baslar. 70-80 yaslarinda ise pankreas
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kanseri insidansi pik yapmis durumdadir. 50 yasindan once pankreas kanseri teshisi

%10’dur ve ortalama tan1 konma yasi ise 72’dir [59].
1.3.4. Kronik pankreatit

Kronik pankreatit, geriye doniisiimsiiz histolojik degisimlere pankreas fibrozuna ve
adacik hiicrelerinin kaybina neden olan, pankreasin ilerleyici bir inflamatuar
durumudur. Sik stk Kronik pankreatit nobetleri, hastaligin ilerlemesine ve ayrica
pankreas ekzokrin veya endokrin yetmezligine yol agarak sonunda anormal pankreas
enzimlerine yol agabilir. Ayrica pankreas hiicrelerinin endoplazmik retikulum,
mitokondri ve lizozomal otofaji sistemlerini bozabilir ve hiicresel DNA hasarina,
kromozomal mutasyonlara ve onkojen aktivasyonuna yol agabilir [60]. Akut
pankreatit, bir risk faktorii olarak diisiiniilmese de tropik ve herediter kronik
pankreatitin pankreas kanserine yatkinlig1 arttirdigir belirtilmektedir. Yapilan
caligmalarda pankreatit tanisiyla birlikte pankreas kanseri riskinin orantili oldugu
gosterilmistir [61]. 20 yillik bir siiregte kronik pankreatitli hastalarin yaklasik %5’ inde

pankreas kanseri gelisimi gézlendigi belirtilmistir [62].
1.3.5. Obezite

Hizla ¢ogalan kanser hiicreleri i¢in, lipid oksidasyonu ve biyosentez, hiicrenin hayatta
kalmasi igin gereklidir. Epidemiyolojik kanitlar, obezitenin pankreas kanseri igin
onemli bir risk faktorii oldugunu gostermektedir. YAP geni ile obezite arasinda bir
halka agi olan KRAS mutasyonu, pankreas kanseri olusumuna katkida bulunur [63].
Birkag prospektif caligma, kirmizi et ve hayvansal yag ile pankreas kanseri riski
arasinda pozitif bir iliski ve meyveler, sebzeler ve folat ile pankreas kanseri riski
arasinda ters bir iliski oldugunu gostermistir [64]. Yiiksek oranda hayvansal protein ve
yag iceren besinlerle beslenmenin pankreas kanseri riskini 2,5 kat arttirdigi
bildirilmistir. Sebze ve meyve tiikketimi, 6zellikle C vitamini olmak iizere vitamin ve
liflerce zengin bir beslenmenin ise pankreas kanserinden koruyucu 6zelligi
bulunmaktadir [65]. Obezite, hem kadinlar hem de erkekler i¢in kabul gormiis bir risk
faktoriidiir. Obez bireyler, normal viicut agirligindaki bireylere kiyasla %20 daha fazla
pankreas kanseri riski tasimaktadir [62]. Ayni zamanda, Tip 2 diabetes mellitus
(T2DM), insiilin direnci, inflamasyon, intestinal mikroflora ve gastrointestinal

peptidlerdeki degisiklikler asag1 akis sinyallerini ayarlayabilir. Yag dagilimimin
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kanser riskini de etkileyebilecegine dair kanitlar bulunmaktadir. Bel-kal¢a oraninin
veya bel ¢evresinin viicut kitle indeksi (BMI) ile birlikte belirli kanserlerin gelisimini
dlgmek i¢in kullanilmas1 dnerilir [66,67,68]. Viicut kitle indeksine(VKI) bakildiginda
hem erkek hem de kadinlar icin 25 VKI degeri artan pankreas kanseri riski ile iliskili
bulunurken, VKI degeri 35 ya da daha fazla olan insanlarda bu risk artis1 cok daha
belirgindir. Ozellikle abdominal obezite, erken yasta pankreas kanserine yakalanma
riski ile iligkili bulunmus ve ayrica fiziksel aktivitenin pankreas kanseri riskini

azaltabilecegi bildirilmistir [62].
1.3.6. Etnik koken

Etnik koken farkliliklart incelendiginde pankreas kanseri i¢in en yiiksek insidans
sirastyla Afro-Amerikanlarda, Kuzey Avrupa halkinda, Yeni Zenlanda yerlileri ve
Havai Polinezyalilarindadir. Amerika’da Afro-Amerikan popiilasyonunda 6liim orani
Kafkas popiilasyonuna gore 1,4 kat daha yiiksektir [69].2018 itibariyle, diinyadaki
pankreas kanserli insanlar arasinda en yiiksek ASR insidanst Avrupa (7,7 / 10 milyon)
ve Kuzey Amerika'dadir.( 7,6 10 milyon) En diisiik insidans orani ise Afrika'dadir.
(100.000 kisi basina 2,2) [70].

1.3.7. Diyabet

Diabetes mellitus, pankreas kanserinin hem erken bir bulgusu hem de énemli bir risk
faktoriidiir. Uzun siireli diyabet durumu, diyabetik olmayan durumlara gére yaklagik
2 kat risk tagimaktadir [61]. Tip 1 diyabette hastalik siiresi 10 yildan uzun olan
hastalarda pankreas kanseri riski 5-10 kat artmaktadir. 20 yildan uzun siiredir bu
hastaliga yakalanmig diyabetli kisilerde pankreas kanseri riski daha yiiksektir [71].
Yapilan bir caligmada anormal glukoz metabolizmasinin pankreas kanseri riski ile
iligkili oldugu gosterilmistir. Bununla birlikte insiilin direnci ve sekonder
hiperinsiilinizmin pankreatik karsinogenezde rol oynadigi diisiiniilmektedir. Yeni
baslangi¢li diyabet ise, pankreas kanserinin potansiyel erken bulgusudur; dyle ki yeni
baslangicli diyabetik yetiskinlerin yaklasik %1 inde, diyabet teshisi konulduktan sonra
3 yil igerisinde pankreas kanseri teshisi konulmaktadir [54,72]. Diyabet ¢esitlerine
bakildiginda, tip 1 dibetes mellitus ve tip 2 diabetes mellitus’un pankreas kanserinde

sirasiyla 2 ve 1,8 kat risk artisina neden oldugu belirtilmistir [73].
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1.3.8. Kan Grubu

ABO kan grubu antijeni, kirmizi kan hiicrelerinin tiim yiizeyinde bulunur. Yapilan son
caligmalar, kan grubu antijenlerinin pankreas kanseri riskini etkiledigini
vurgulamaktadir [74]. Diyabetli insanlara bakildiginda A, AB veya B tipi kan grubuna
sahip kisiler, O tipi kan grubuna gore daha yiiksek risk altindadir [75]. ABO antijenini
kodlayan gen, ¢oziiniir hiicreler arasi adhezyon molekiilii-1 (SICAM-1) ve timor
nekroz faktorii (TNF) gibi ¢esitli plazma bilesenleriyle iliskilendirilmesiyle kanser
ilerlemesi, metastazinin ilerletilmesi ve enflamatuar siirecini icermektedir. Bu
proteinler, immiin hiicre alimi i¢in gerekli olan adezyon molekiilleridir ve sistemik
inflamasyona aracilik etmektektedir. Yapilan bu calismalar, ABO kan grubunu
kodlayan genin, tiimor olusumunda ve malignitede dogrudan bir rol oynadigini ve
timor hiicresi immiin gozetimi, hiicre adezyonu, timor apoptozu ve anjiyojenezde rol

oynadigini ortaya koymaktadir [76].
1.3.9. insan mikroflorasi

Insan mikrobiyotasi, bakteriler, viriisler, mantarlar ve protozoa dahil olmak iizere
cesitli organizmalardan olugur. Insan sagligi ve hastalik durumlarinda hayati bir rol
oynarlar. Calismalar, pankreas kanserinin ortaya ¢ikisi, gelisimi ve prognozunun insan
mikrobiyotast ile yakindan iligkili oldugunu gostermistir. Spesifik oral,
gastrointestinal ve pankreas mikroplarinin yani sira bazi hepatit virlisleri ve safra,
pankreas kanserinin gelisiminde potansiyel etiyolojik etkilere sahip olabilir.
Mikrobiyota, kanserin gelisiminde esas olarak asagidaki sekillerde rol
oynar. Immiinomodiilatdr aktivite, mikrobiyal metabolitler, mikrobiyota dysbiosis,
mikrobiyal toksinler ve wviriilans iligkisi, oral mikroplar ve agiz hastaliklari,
gastrointestinal  mikrobiyota, intrapankreatik  mikrobiyal sistem = seklinde
gruplandirilabilir [77,78,79,80].

Immiinomodiilatdr aktivite: Bagirsak mikrobiyotas1, timér olusumu siirecine dahil
olan birgok dogal ve uyarlanabilir bagisiklik tepkisini tetikler. Pankreastaki
mikrobiyota, dogustan gelen immiin baskilama ve adaptif immiinosupresyonu

indiikler [81].
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Mikrobiyal metabolitler: Mikrobiyal iriinler ikincil safra asitleri, lipoteikoik asit
(LTA) ve kisa zincirli yag asitleri kanser hiicresi biiyiimesinde Onemli roller
oynar [82]. Bagirsak mikroplar1 tarafindan tretilen metabolit, seyahat ederek ve
pankreas hiicreleri tizerinde etki ederek PDAC'ye neden olur. Spesifik mekanizma
aydinlatilmamistir [83,84].

Mikrobiyota dysbiosis: Insan mikrobiyal sisteminin diizensizligi, bagirsakta ve
viicuttaki diger organlarda mikrobiyal ¢esitliligin azalmasimna neden olur. Siirekli
antibiyotik alimindan sonra, arastirmacilar farelerde mikrobiyal bozukluklara neden
oldular ve pankreas kanseri dahil olmak tiizere gesitli ekstraintestinal tiimdorlerin
goriilme sikliginin 6nemli Olclide arttigini buldular. Artan sayida kanit, mikrobiyal
disbiyozun PDAC'nin yatkinligi, olusumu ve prognozu ile iliskili oldugunu
gostermektedir [85].

Mikrobiyal toksinler ve viriilans iliskisi: Baz1 bakteriyel toksinler kronik inflamasyona
neden olabilir ve ayrica hiicresel DNA'y1 yok edebilir ve ototoksinler yoluyla

kanserojeneze neden olabilir.

Oral mikroplar ve agiz hastaliklari: Agizdan mikroplarin translokasyon yoluyla nasil
yayildig1 veya pankreasa nasil yayildigi, mikrobiyologlar tarafindan dogrulanmustir.
Bir vaka kontrol ¢alismasinda, oral patojenlerin yiiksek pankreas kanseri riski ile
iliskili oldugu bulundu [86].

Gastrointestinal mikrobiyota: Bagirsak mikrobiyotasi, insan viicudundaki en biiyiik
mikrobiyal topluluktan olusan karmasik bir ekosistemdir. Mikrobiyotadaki mikroplar,
viicudu enfeksiyondan korumak i¢in etkilesime girerler ve bu da gastrointestinal
sistemin normal sekilde ¢alismasini saglar. Pankreas tarafindan salgilanan hidrolaz,
bagirsak bakterilerinin pargalanmasini gerektirir ve pankreas suyu antibakteriyel
aktiviteye sahiptir. Pankreas1 retrograd enfeksiyondan korur ve bagirsak florasinin
normal islevini siirdiirmesine yardimci olur. Son yillarda, arastirmalar bagirsak
mikroplarinin pankreas kanserinde potansiyel patojenik roliinii ortaya ¢ikarmistir. Son
calismalar da, Pankreas kanseri i¢in H. Pylorinin iltihaplanma ve bagisikliktan

kaginma yoluyla dolayli yoldan iliskili oldugu gosterilmistir [87].
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Intrapankreatik mikrobiyal sistem: Cogu mikroorganizmanm pankreasta hayatta
kalamayacagina inaniliyor ¢iinkii pankreas biiyiik miktarda gii¢lii alkali pankreas suyu
ve proteazlar igermektedir [88]. Bazi arastirmacilar, PDAC hastalarinin
pankreasindaki mikroorganizma sayisinin, 1000 kati oldugunu bulmuslardir [89].
Karsilagtirmali bir calisma, PDAC'li hastalarin pankreasinda Bifidobacteria, y-Proteus,
H. pylori ve Clostridium bakterilerinin sayisinda Onemli bir artis oldugunu
gostermistir. Proteus vy, antikanser ilag gemsitabinin ilag direnci ile iliskili olabilir [90].
Klinik galismalar, H. pylori'nin pankreas kanserinin malignitesiyle iliskili olabilecek
pankreas PDAC'nin bilylimesini ve ilerlemesini kontrol eden yollar1 aktive ettigini

gostermistir [91].
1.3.10. Kalitsal sendromlar ve genetik risk faktorleri

Pankreas kanseri gelisiminde ¢evresel faktorlerin yani sira genetik faktorler de 6nemli
bir yere sahiptir. Pankreas kanserlerinin %3-10’u ailesel pankreas kanseri olarak
siiflandirilir. Aile igerisinde etkilenen bireylerin sayisina bagl olarak risk 4,46-32 kat
artmaktadir [92]. Son yillarda yapilan arastirmalar, Pankreas kanserinin net bir aile
temeline sahip oldugunu ve aile gecmisinin hastalik riskini biiyiik 6lgiide artirdigini

bulmustur [93,94].

Temelde genetik ve edinilmis gen mutasyonlarindan kaynaklanir, Pankreas

kanserlerinin ¢ogu sporadik olmasina ragmen, %10’u ailesel temellidir [72,73].

Pankreas kanserinde en sik goriilenler; K-RAS, CDKN2A (P16), TP53,
SMAD4, BRCA2, BRCA1l, STK1l, PRSS1 ve MMR nokta mutasyonlaridir
[95,96,97]. Ailesel pankreas kanseri hastalarininda siklikla tanimlanan mutasyonlar
BRCA1 ve BRCA2 gen mutasyonlaridir. BRCA1 mutasyonu varlig1 pankreas kanseri
riskini 2,26 kat arttirirken, BRCA2 mutasyonu varliginda risk 3,5-8 kat artmaktadir
[98]. Bazi kalitsal hastaliklar ve sendromlarda da pankreas kanseri riskinde artig
goriiliir. En yaygin Kalitsal nonpolipozis kolorektal kanser diger adiyla Lynch
sendromu, pankreas kanseri insidansinin gozlendigi, otozomal dominant gegisli bir
hastaliktir. Bu hastalik MSH2, MLH1, MSH6 ve PMS2, DNA tamir genlerindeki
(MMR) mutasyonlardan kaynaklanmaktadir. Bu sendrom normal popiilasyona gore

8,6 kat pankreas kanseri riski olusturmaktadir [73].
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CFTR gen mutasyonlarinin sebep oldugu, otozomal resesif bir hastalik olan kistik
fibrozisde de viskoz mukus iiretimi pankreas kanalinin tikanmasina yol acarak
inflamasyon riskini arttirir. Bu da kistik fiborizis hastalarinda kronik pankreatit ve

pankreas tiimorii olusumu riskini yiikseltmektedir [23].

Peutz-Jeghers sendromu, otozomal dominant gegisli bir kalitsal bir hastalik olup
gastrointestinal kanalda hemartdmato6z polipler, dudaklarda ve mukozalarda melanotik
makiiller ile karakterizedir. Hastalarin yaklasik %80°ni hiicre enerji metabolizmasinin
diizenlenmesinde islev goren STK11/LKB1timér baskilayict geninde mutasyon

tasimaktadir [99].

Bu sendrom normal popiilasyona gore 132 kat pankreas kanseri riski olugturmaktadir
[100]. Etkilenmis bireylerde pankreas kanseri gelisim riski ise %36°dir [101]. Bu
hastaliklarin yani sira pankreas kanseri, Li fraumeni sendromu, ataksitelanjiyektazi
sendromu, multipl endokrin neoplazi tip | sendromu, Von Hippel-Lindau sendromu
gibi hastaliklarla da iligskilendirilmektedir [102].

Aileselatipik multiplemole-melanom (FAMMM),hastalarinin yaklasik %38’i hiicre
dongiisiinliin diizenlenmesinde iglev goren pl6INK4A/CDKN2A tiimor baskilayici
geninde mutasyon tasimaktadir ve otozomal dominant olarak kalitilir [73]. Bu

sendrom normal popiilasyona gore 38 kat pankreas kanseri riski olusturmaktadir [103].

Ailesel adenomat6z polipozis (FAP)sendromu, bazilarinda maligniteye ilerleyerek
40’1 yaslarda kolorektal adenokarsinomlar igin kesin risk faktorii olusturmaktadir.
Kolorektal adenomat6z poliplerin erken gelisimi ile karakterize olan bir sendromdur
[104]. Bu sendroma, Wnt/B-katenin sinyal yolaginda islev gorerek hiicre dongiisii
kontrolii ve mikrotiibiil kararliliginda islevsel olan APC geninde taginan ve otozomal
dominant olarak kalitilan germline mutasyon neden olmaktadir. Pankreas kanseri ile

iliskisine bakildiginda normal popiilasyona gore 4,5-6 kat artmis risk bulunmaktadir
[73].

Pankreas kanseri igin kesin risk faktorii olan kronik pankreatitin nadir bir formu olan
kalitsal pankreatit, otozomal dominant olarak kalitilir ve yiiksek penetrans 6zellige
sahiptir. Ailedeki atasal kokene bagli olmakla birlikte genellikle 30 yasindan once

kendini gosteren bir hastaliktir. Hastalarda, katyonik tripsinojeni kodlayan
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PRSS1geninde otozomal dominant kalitilan ve bir tripsin inhibitérii kodlayan
SPINK1geninde ise otozomal resesif olarak kalitilan germline mutasyonlar
bulunmaktadir [73]. Bu ailelerde pankreatik kanser insidansi, Ozellikle sigara
kullanim1 ve diyabetli durumlarda erken baslangi¢ géstermekle birlikte 20-40 yillik bir
kronik pankreatit sonrasi artmaktadir. Normal popiilasyona gore 53 kat artmis risk

bulunmaktadir [105].

Pankreas kok hiicrelerinde, esas olarak kromatin diizenleyici proteinlerdeki mutasyon
siirecinde ve epitel-mezenkimal gec¢isin (EMT) kontroliinde ortaya cikan bariz
epigenetik degisiklikler vardir, ancak bu degisiklikler genetik dizilimdeki
degisiklikleri igermez. Yalnizca DNA ve kromatin yapisi / kimyasal degisiklikler s6z
konusudur. Bu nedenle, bu degisiklikler sonugta hiicrenin genel fenotipik durumunu
etkiler. Bu fikirlere dayanarak, bazi arastirmacilar epigenetik diizenleme siirecini
engellemenin yeni tedavilerinin gelistirilmesine katkida bulunup bulunmadigini

arastirmaya baglamistirlar [56,106].
1.4. Pankreas Kanseri ve Genetik

Pankreas kanserinin ilerlemesinde, onkogenler ve tiimdr baskilayict genlerde meydana
gelen degisiklikler, kromozom ya da gen kopya sayis1 degisiklikler, mikrosatellit
kararsizlig1, epigenetik gen sessizlestirme gibi ¢cok kapsamli genetik degisimler rol
oynamaktadir [107]. Pankreas kanserinde en fazla mutasyona ugrayanlar arasinda
KRAS, TP53, CDKN2A, SMAD4 genleridir. Bu genler gibi daha bircok gen

mutasyona ugramaktadir.
1.4.1. Onkogenler

Diger kanser tiirlerinde de karsimiza ¢ikan K-ras gen mutasyonu %95°lik oranla
pankreas kanserinde en sik saptanan somatik mutasyondur. Bu mutasyonlar
cogunlukla 12. kodonu nadir olarak da 13 ve 61. kodonu etkileyen nokta
mutasyonlaridir [108]. K-ras mutasyonu, gii¢lii ¢ogalma ozelligene sahip, duktal
prekanser6z lezyon olusumunu uyarir [109]. K-ras hiicre ¢ogalmasi, hiicre
farklililagsmasi, hiicre gelisimi gibi hiicresel siiregle yakindan iligkilidir. Kromozom
12°ninp kolunda yerlesik olan KRAS2geni, ¢esitli hiicresel islevlere aracilik eden RAS
ailesine ait bir guanozin trifosfat(GTP) bagl protein kodlar [108]. Hiicre zarinda
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bulunan RAS proteini, normal fizyolojik sartlarda GDP’ye bagh olarak inaktif halde
bulunur; hiicre dis1 ya da hiicre i¢i uyar1 sonucu araci molekiillerle GDP/GTP degisimi
yaparak aktif haldeki GTP-RAS bilesimi olusur ve bu bilesim sinyallerin
aktiflesmesini baglatir. RAS/RAF/MAPK sinyal yolaginda aktif RAS, mitojen
aktiviteli protein kinazlar1 (MAPK) aktiflestirecek RAF’1n kinaz aktivitesini baslatir;
boylece hiicre biiylimesi, ¢ogalmasi, farklilasmasi, migrasyon, doku tamiri ve
anjiyogenezgibi temel hiicresel yolaklar1 aktive eder [59]. Aktif KRAS gen
mutasyonlar1, KRAS proteinin GTPaz aktivitesinin diizenlenmesini ortadan kaldirarak
stirekli islevsel haldeyani GTP-bagl kalmasina ve akabinde RAF-MAPK, PI3K-Akt
gibi bir¢ok asagi yonlii (downstream)efektor sinyal yolaklarinin kontrolsiiz siirekli
aktivasyonuna yol acar; bdylece kritik karsinojenik siirecler i¢in gerekli transkripsiyon

faktorlerinin uyarilmasi gerceklesir [59].

K-ras geninde meydana gelen mutasyon bir¢cok sinyal yolagini aktive edebilir ve
kanser gelisiminde etkili olabilir. AKT onkogeninin hiicre zarindaki yerlesimi yoluyla
aktivasyonunun diizenlenmesine dayanan Onemli bir sinyal yolagi olan
PTEN/PI3K/AKT yolagi da bunlardan biridir [110]. Bu yolakta, PI3K, onemli
hiicresel siirecleri tetikleyen, serin/treonin protein kinaz ailesinin bir {iyesi olan
AKT’nin hiicre zarina ¢ekilmesine sebep olurken, bir fosfataz olan PTEN PI3K’a kars1
hareket eder, AKT’nin hiicre zarindaki yerlesimini bozarak etkinligini azaltir. Cogu
kanserde PI3K’lar ile AKT nin ifadesi yliksek iken, PTEN genellikle mutasyona
ugrayarak aktivitesini kaybetmis ya da tamamen silinmistir. Pankreatik karsinomlarin
yaklasik %10’unda da apoptozu engelleyen ve anjiyogenezi uyaran AKT’de artis
gozlenmektedir [111]. K-ras mutasyonunun, anjiogenez, hiicre ¢ogalmasi, apoptoz,
hiicre gogli ve hiicre dongiislinlin diizenlenmesinde 6nemli rol oynayan MEK ve
ERK1/2’yi de aktive etmesinin yani sira, solid tiimorlerde anjiyogenezi uyaran
vaskiiler endotelyal biiylime faktoriinde (VEGF) de artisa sebep olabilecegi
gosterilmis, bu nedenle bu mutasyonun sadece hiicre ¢ogalmasi degil dolayli olarak

anjiyogenezde de rol oynadigi belirtilmistir [112,113].

STATS3 transkripsiyon faktorii, JAK/STAT sinyal yolaginda yer alarak, hiicrenin
kendini yenilemesi, hiicre yasami, metastaz ve hiicre apoptozunda etkilidir ve pankreas
kanseri anjiyogenezinde rol oynadigi bilinmektedir [114]. Bu sinyal yolaklarinin yani

sira hiicre sag kalimi, invazyonu, kemoterapi direncini ve anjiyogenez tesvik eden
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genleri diizenleyen transkripsiyon faktori NF-xB’nin(Niikleer Faktor kappa B)
aracilik ettigi sinyallerin, biitlin pankreas kanseri hiicreleri ve dokularinda yapisal
olarak aktif oldugu ve ayrica normalde pankreas organogenezi ve gelisiminde kritik
rol oynadigi bilinen Hedhehog ve Notch sinyallerindeki efektorlerin pankreas

kanserinin baslatilmasinda rol oynadiklart belirtilmistir [115].

Pankreas kanserinde biiylime hormonlari ve onlarin reseptorlerini kodlayan bazi
genlerin ifade seviyeleri artmaktadir. Epidermal Biiyiime Faktorii (EGF) ve Epidermal
Biiylime Faktorii Reseptorii (EGFR) seviyelerindeki artig azalan yasam siiresi ile
iligkilendirilmektedir. Fibroblast Biiyiime Faktorii (FGF), Insiilin benzeri biiyiime
faktorti (IGF-1), IGF-1 reseptord, sinir biiylime faktorii (NGF) genlerindeki ifade artis

ise artan timdrijenite ile iligkilidir [116,117].
1.4.2. Tiimor baskilayici genler

Pankreas kanserinin gelisiminde, genomik kararsizlikla hiicrenin yasamasina izin
veren Onemli olaylardan bir digeri birka¢ tiimor baskilayict genin somatik
mutasyonlarla inaktivasyonudur. En sik mutasyonun gozlendigi tiimor baskilayici
genler TP53, SMAD4/DPC4 ve CDKN2A/p16°dir [118].

Hiicre dongiisiiniin negatif kontroliinde rol oynayan CDKN2A geni, kromozom 9’un
q kolunda yerlesmistir ve P16INK4A, P14ARF tiimor baskilayici proteinleri kodlar.
P16INK4A proteini retinablastoma proteininin fosforilasyonunu engelleyerek G1/S
kontrol noktasinda hiicre dongiisiiniin durmasini saglamaktadir.P14ARF proteini,
MDM2’nin nétralize eder ve boylece p53 tlimor baskilayici proteininin ubikitinasyonu
ve yikimini engelleyerek p53’iin kararliligini saglar [119,120]. Hiicre dongiisiiniin
negatif kontroliinde her iki protein de aktif iken, pankreatik tiimorlerde nokta
mutasyonlari, delesyonlar ve hipermetilasyona bagli olarak G1 kontrol noktasinda
hiicre dongiisiiniin ilerlemesinde rol oynayan anahtar molekiilleri engelleyen
pl6INK4a islevini kaybetmistir. Pankreatik karsinogenezin erken asamasinda pl6
aktivasyon kaybi gozlenir ve erken metastaz, tiimor biiytikligii ve sagkalim orani ile
iligkilidir. Pankreas kanseri olgularinin%95’indeCDNKNZ2A geni en yaygin islev kayb1

gosteren tiimdr baskilayici gendir [120].
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TP53 geni ise Kromozom 17p’de yerlesim gosteren, hiicre dongiisiiniin G1/S kontrol
noktasinin diizenlenmesi, G2/M geg¢is noktasinda tutulmasinin siirdiiriiriilmesi ve
apoptozun uyarilmasi, DNA tamiri gibi mekanizmalarda ¢oklu islevli p53 timor
baskilayici proteinini kodlar. [119] p53 proteininde islev kaybiin olmasi, hasarli
kalmast DNA ya sahip hiicrenin boliinmenin devam etmesine sebep olur ve genetik
anomalilerin hiicre i¢inde birikmesine yol agar [121]. TP53, pankreas kanseri

olgularinin yaklasik %75’ inde mutasyona ugramistir [122].

Pankreas kanserinde inaktive olan bir diger tiimér baskilayici gen 18. kromozomun g
kolunda yerlesik olan SMADA4’tiir ve Pankreas kanserlerinin %55’inde islev kaybi
goriiliir. SMAD4 proteini, hiicre dongiisiiniin durdurulmasi ve hiicre géglinde dnemli
genlerin transkripsiyonunda gorevli TGF-f sinyalinin anahtar diizenleyicisi olarak
gorev yapar. SMAD4 islev kaybi, SMAD4 bagimli ¢ogalma karsiti ve proapoptotik
ozellikteki TGF-B yolagini ortadan kaldirarak diizensiz hiicre ¢ogalmasina yol agar
[120]. Ayrica SMAD4 mutasyonu pankreas kanserinde metastaz gelisimi ile de
iligkilendirilmektedir [123].

Bazi biiylime faktorleri ve onlarin reseptorlerininde normal pankreatik doku ile
karsilastirilidiginda pankreas kanserinde biiylime, invazyon ve anjiyogeneze katki

saglayacak sekilde ¢ok yiiksek bir oranda ifade edildikleri goriilmektedir [124].

Hiicresel ¢ogalma ve yasamsal uyarilara aracilik eden EGFR(epidermal biiyiime
faktorii reseptorleri)ve ligandlarinin asir1 ifadesi pankreas kanserinde kotii seyrin bir
gostergesidir. Ayrica endotelyal hiicre gogalmasini, sagkalimi ve boylece anjiyogenezi
tesvik eden VEGF’nin (vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii) pankreas kanseri
hiicreleri ve dokularinda asir1 ifade edildigi bilinmektedir [115]. Promotor
bolgelerinde anormal CpG hipermetilasyonu ile tiimor baskilayici genlerin aktivasyon
kayb1 ve onkogenik genlerin hipometilasyonla aktivasyonu gibi epigenetik degisimler

de pankreas kanserinde yaygindir [120].
1.4.3. Diger genetik degisiklikler

Pankreas kanserinde, MLH1, MSH2 gibi DNA tamir mekanizmalarinda gorevli olan
genlerde aktivasyon kaybi sonucu, DNA yanlis eslesme tamir mekanizmasinda

meydana gelen bozukluklar mikrosatellit kararsizliga neden olmakta, bu durum
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pankreas kanseri hastalarinin %10’ undan daha azinda rastlanmaktadir [124]. Pankreas
kanserlerinin yaklasik %60’inda birden fazla gen, promotor bolgelerinde bulunan
sitozinlerin hipermetilasyonu ile sessizlesmistir. Pankreas kanserinde epigenetik
mekanizmalar ile sessizlestirilen genler; ppENK (%90), RARB (%20), CDKN2A/P16
(%18), CACNA1G (%16), TIMP3 (%11), CDH1 (%7), THBBS1 (%7) ve hMLH1
(%4) olarak bildirilmistir [125].

1.5. HNF1A Geni

HNF1A geni; Hepatosit niikleer faktor la (HNF1 homeobox A), glukoz
metabolizmast  ve adacik  gelisiminde rolii olan bir transkripsiyon
faktoriidiir. 12.kromozom tlizerinde bulunan bir insan genidir ve 10 ekson igerir. Bir¢ok
doku ve hiicre tipinde eksprese edilir. Bu gen tarafindan kodlanan protein, karacigere
spesifik birkag genin ifadesi ig¢in gereklidir. Pankreas B-hiicresi gelisimi ve
fonksiyonlari icin de onemlidir. Fakat HNF1A pankreas
karsinogenezinde fonksiyonel 6nemi ve molekiiler mekanizmasi tam olarak anlasilmis
degildir [126]. Ayrica artmig koroner arter hastaligi riski ile iligkili 27 SNP'den birini
icerir. HNF1A germline heterozigot mutasyonlarmin tip 3 MODY'den (genglerde
olgunluk baslangi¢li diyabet) sorumlu oldugu bulunmustur. Tip 2 diyabetes mellitus
(T2DM) heterojen poligenetik bir hastaliktir. Tip 2 diyabetes mellitus patogenezinde
HNF1A geninin roli arastirilmaktadir. HNF1A-gendeki sik varyasyonlarin, Tip 2
diyabetes mellitus gelisimine neden olabilecegi diistiniilmektedir. Genome-wide-
association (GWA) galigmalarinda HNF1A genin bulundugu kromozom 12q24 ile Tip
2 diyabetes mellitus arasinda iliski gosterilmis [127].

HNF1A genin klasik Tip 2 diyabetes mellitus gelisimine etkisiyle ilgili geliski veriler
bildirilmistir. Beyaz irkta yapilan GWA ¢aligmasinda sik varyasyonlar ile (p I127L, p
A98V ve p S487N) ile bozulmus glukoz tolerans1 ve Tip 2 diyabetes mellitus arasinda
iliski gosterilememistir [128].

HNF1A geninin polimorfik  varyantlari, inflamasyonun  bir  biyobelirteci olan
dolasimdaki C reaktif protein (CRP) seviyesi ile iliskilendirilmigtir [130,131] ve
HNF1A plazma protein fukosilasyonunun ana diizenleyicisi olarak tanimlanmaktadir

[132]. Bu kanit, HNF1A'nin bagisikligin diizenlenmesi, iltihaplanma tepkisi ve protein
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katlanmasinin yani sira hiicre biiylimesi ve farklilasmasi yoluyla kanser gelisiminde

rol oynayabilecegini gostermektedir.

HNF1A ilk olarak hepatositlerde tanimlanan bir transkripsiyon faktoriidiir ve yumurta
saris1 endoderminde ve gelismekte olan bobrekte, karacigerde ve pankreasta zamansal
bir sekilde ifade edilir [129]. Yetiskin dokularda, HNF-1 bagirsak, akciger, karaciger,

pankreas ve ilirogenital sistemin spesifik gen ekspresyonunu diizenler [133].

HNF1A'nin pankreas duktal adenokarsinomunda (PDAC)bir rolii oldugunu
bildirmistir ancak bu tartismali bir konudur. Daha onceki
caligmalar, HNF1A' nin spesifik SiRNA tarafindan segici olarak bloke ederek,
pankreas kanseri hiicre proliferasyonunu 6nemli 6l¢iide tesvik etmis ve in vitro
apoptozu inhibe etmistir. Ayrica, HNF1A nakavtinin pankreas kanseri hiicre
hatlarinda Akt / mTOR sinyal yolunu aktive ettigini de bildirmistir [126].
HNF1A' nin pankreas kanserinde potansiyel bir timor baskilayict rolii oldugunu
distintilmustir. Fakat 2018 yilinda Abel ve arkadaslarinin yaptigi bir galismada
pankreas kanseri kok hiicre (PCSC) ozelliklerinin merkezi bir transkripsiyonel
diizenleyicisi ve pankreas duktal adenokarsinomda(PDA) yeni onkogen olarak
tamimlanmistir. Bu ¢alisma ile beraber destekleyici birkag ¢calisma daha yapilmis ve
HNF1A geni yeni onkogen olarak kabul edilmistir [134,135].

Abel ve arkadaslari; HNF1A geninin proteinlerinin pankreatik kanser kok hiicrelerinde
zenginlestigini bulmustur. insan pankreatik kanserlerinden alian hiicrelerde HNF1A
seviyelerinin deneysel olarak azaltilmasi, hiicrelerin daha az biiyiimesine ve farelerin
pankreaslarina enjekte edildiginde daha kiiciik tiimorler olusturmasina neden
olmustur. Bu durumda da HNF1A PDA’da yeni onkogen olarak
tanimlanmaktadir [136].

Pankreas duktal adenokarsinomu, pankreas kanserinin en yaygin seklidir. Ayni
zamanda en olimciil kanser tiirlerinden biridir. Pankreas tiimorleri, farkli 6zelliklere
sahip farkli kanser hiicreleri igerir. Bunlar arasinda pankreas kanseri kok hiicreleri
var. Bu agresif hiicreler, timor bilylimesine ve yayilmasina katkida bulunan kendi
kopyalarin1 retir. Ayrica tiimorlerin kemoterapi ve radyoterapiye direnmesine
yardimci olabilirler. Kanser kok hiicrelerini spesifik olarak hedefleyen yeni tedaviler

bu nedenle pankreas kanserinin tedavisinde énemli olabilecegi diistintilmiistiir [136].
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Pankreas kanseri kok hiicrelerinin (PCSC'ler) biyolojik ozellikleri tam olarak
tanimlanmamustir ve merkezi diizenleyiciler bilinmemektedir. Abel ve arkadaslar
Insan PCSC ile zenginlestirilmis gen imzasinin biyoinformatik analizi ile,
transkripsiyon faktériic HNF1A'yr, PCSC fonksiyonunun varsayilan bir merkezi
diizenleyicisi olarak belirlemistir. HNF1A ve hedef genlerinin seviyelerinin
PCSC'lerde ve tiimor kiirelerinde yiikseldigi ve HNF1A'nin inhibisyonunda, biiyiime
inhibisyonu, apoptoz, bozulmus tiimor olusumu, azalmis PCSC belirteg ekspresyonu
ve POU5SF1 / OCT4 asagi regiilasyonu ile sonuglandigi belirtilmistir. HNF1A’Nin
asir1 ekspresyonu, pankreas kanseri hiicrelerinde PCSC markor ekspresyonunu ve
timor olusumunu artirmis ve pankreatik duktal adenokarsinom (PDA) hiicre
biiylimesine neden oldugu gosterilmistir. PDA hiicrelerinde, hastalarda hayatta
kalmanin azalmasiyla 6nemli olgtide iliskili olan HNF1A, Pankreas kanseri kok
hiicrelerinin (PCSC) 6zelliklerinin merkezi bir transkripsiyonel diizenleyicisi ve

PDA'da yeni onkogen olarak tanimlandigi rapor edilmistir [136].
1.6. Pankreas Kanseri Belirtileri, Tanisi, Evrelendirmesi ve Tedavisi
1.6.1. Pankreas kanseri belirtileri

Erken evredeki pankreas kanseri genellikle sessizdir ve tiimoriin ¢evre dokulara
yayllmast ya da metaztazi ile belirgin hale gelir. Genellikle belirtileri gosteren
pankreas kanseri ilerlemis durumdadir ve tiimor safra kanali, mezenterik ve ¢6lyak

sinirler, pankreas kanali ve duedonum gibi yapilara baski uygulamaktadir [137,138].

Semptomlar tlimoriin -~ pankreastaki yerine bagli olarak da degiskenlik
gosterebilmektedir. Pankreatik kanserlerin %60-70’i pankreas basinda %20-25 ise
govde ve kuyruk kisminda yerlesiktir [138]. Genel olarak pankreas kanseri belirtileri;
iist karin agrisi, sarilik, istah kaybi, bulanti ve kusma, ani ortaya ¢ikan diyabet,
hazimsizlik, steatore (yagli diski) ve idiyopatik pankreatit’dir. Hastalarin yaklagik
%50’si diyabetlidir [139].

Pankreas basinda bulunan tiimoérlerin en yaygin belirtisi sariliktir. Agrisizdir ve kasinti
durumu mevcuttur [140]. Cogu hastada, tikanma sarilig1 gelisiminin takip ettigi karin
ve sirt agrist mevcuttur. Bu agrt tiimoriin kesilip ¢ikarilamayacagii (rezekte

edilemeyecegini) isaret eder. Diger belirtiler ise diyabetes mellitus gelisimi ve emilim
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bozuklugudur. Daha nadir belirti ise pankreas kanali tikaniklig1 durumunda pankreatit

gozlenmesidir [141].

Pankreasta sinsice ve usulca gelisen govde ve kuyruk tiimorleri, erken evrede bulgusuz
olmakla birlikte teshis edildiklerinde pankreas basi tiimorlerinden ¢ok daha ilerlemis
haldedir. Hastalarin %60’inda sirt agris1 ile beraber belirgin bir kilo kaybi soz
konusudur. Sarilik nadir olarak goriilmektedir. Agri ise govde ve kuyruk yerlesimli
timorlerde daha sik goriilse de pankreas kanserinin en yaygin belirtisidir [142].
Pankreas basi disinda yerlesim gosteren kanserlerin ¢ogu, ya karaciger metastazi ya da

superior mezenterik damarlarin yerel invazyonu gerceklestirmistir [143].
1.6.2. Pankreas kanserinin tanisi

Timor belirtegleri ve ¢esitli goriintilleme yontemlerinden faydalanilarak pankreas
kanseri tanist yapilmaktadir. Pankreasin anatomik yapisi, erken semptomlarin
bulunmamasi gibi etkenler taniy1 geciktirir veya zorlastirir. Bunun sonucunda teshis
konuldugunda hastalarin %85°inde; proksimal lemfatik nodlarda, karacigerde ya da

akcigerde metastazik infiltrasyon goriilmektedir [140].
1.6.3. Tiimor belirtecleri

Pankreas kanseri tanisinda karsinoembriyonik antijen (CA) 19-9 basta olmak iizere
diger karbonhidrat antijen timor belirtegler CA-50,CA72-4 ve CA-242 ile
karsinoembriyonik antijen iligkili hiicre yapisma (adezyon) molekiilii 1 (CEACAM]1)
ve serum makrofaj inhibitor sitokin 1 gibi asir1 ifade edilen genlerin protein iiriinleri
belirteg olarak kullanilmaktadir [144].

Pankreas kanseri tanisinda en yaygin kullanilan tiimor belirteci CA 19-9 dir ve normal
pankreas ve g¢esitli dokular tarafindan salgilanir . Pankreatit, siroz, kolanjit gibi
hastaliklarda serumdaki miktar1 yiikselir. Bazi timor belirteglerinin serum diizeyleri
teshis icin dnemlidir. Ozellikle Siyalilatli Lewis antijeni olarak da bilinen glikoprotein
karbonhidrat antijen 19-9 (CA 19-9), pankreas kanseri i¢in hassasiyeti %80 ve
Ozginliigi %73 olan bir timor belirtecidir. Popililasyonun  %5-10’unda

tiretilemediginden bir tarama testi olarak Onerilmemektedir [145]. Fakat CA19-9
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seviyesi cerrahi operasyon sonrasinda kullanilmaktadir ve kemoterapiye cevabin

degerlendirilmesinde kullanilabilir.

Pankreas tanisinda bir diger yardimci faktér ise kan testleridir. Tikanma sariligi
durumunda serum bilirubin, alkalin fosfataz ve y-glutamiltransferaz miktarlarinda
onemli bir artig goriiliir. Az miktarda da Serum aspartat aminotransferaz ve serum
alanin aminotransferaz artis gozlenebilir. Tiimoriin karacigere metastaz yapmasi
durumunda da serum alkalin fosfataz ve transaminaz seviyelerinde kiiclik artiglar
gortilebilir. K vitamini emilimi bozuklugu, K vitaminine bagl olarak pihtilasma
faktorlerinin azalmasi, hafif anemi ve pihtilasma bozuklugu gibi durumlar pankreas
kanseri ile iligkili olabilmektedir. Ancak hastalarda, 6zellikle pankreas kuyrugunda

timor bulunanlarda laboratuvar bulgulart normal olabilmektedir [138].
1.6.4. Goriintiilleme yontemleri

Pankreas kanseri i¢in ilk olarak bagvurulan goriintiileme yontemleri ultrasonografi
(USG) ve bilgisayarli tomografi (BT) dir. Diger yontemler ise; magnetik rezonans
goriintiileme teknikleri (MRG), pozitron emisyon tomografisi (PET), endoskopik
retrograd kolanjiopankreatografi (ERCP)dir. Pankreas kanseri i¢in sithpe duyulan
durumlarda ilk kullanilan transabdominal ultrasonografi, pankreatik kitlelerin boyutu
ve bolgesi, safra ve pankreas kanali dilatasyonu, tiimoriin ana damara yakinlhigi,
assit(karinda sivi toplanmasi), lenf nodu tutulumu ve karaciger metastazi hakkinda
bilgi saglayabilir [146]. Dogruluk pay1 ise %50-70°dir ve 3 cm’den kiigiik timorler
icin hassas degildir. Obezite, assit ya da bagirsak gazlarindan dolay1 sonuglar hatali
olabilir [62].

En sik kullanilan bir diger tan1 yontemi BT’dir. Sebebi ise pankreasi net
gostermesidir.3 cm’den biiyiik lezyonlarin tespit edilmesinde tek giivenilir yontem
olabilecegine dair raporlar bulunmaktadir [12]. Pankreas neoplazmlar tespit ve
tiimoriin kesilerek ¢ikarilip ¢ikarilamayacagini (rezektabilite) degerlendirmek i¢in en
iyi tekniktir. Ayrica BT ile karaciger metastazlari, vaskiiler invazyon, lenf nodu
metastazlar1 da degerlendirilir. Bir diger goriintiileme ¢esidi olan abdominal ultrason,
pankreas goriintiilemesinde BT kadar etkin degildir ve 3 cm’den kiiglik tlimorler
siklikla kacirilir. Ileri pankreas kanserinde goriilen karacifer metastazi ve assit

(karinda s1v1 toplanmast) ultrason ile goriintiilenebilir.
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En hassas metot olan endoskobik ultrasonografi (EUS), pankreatik Kkitlelerin
belirlenmesinde ve tiimdr evrelemesinde BT ya da MRG, 2 cm’den kiigiik timdr
kitlelerini teshisinde ¢ok kullanishdir [62]. Ozellikle portal ve mezenter vene
invazyonun tespit edilmesi, pankreas ¢evresindeki lenf ganglionlarinin
degerlendirilmesi ve cerrahi operasyona karar asamasinda onemli bir goriintiileme

yontemidir.

Ince igne aspirasyon biyopsisi (FNA); tanisal belirsizligi bulunan lezyonlarin sitolojik
degerlendirilmesini saglamaktadir. Pankreas parankimasi, pankreas kanali ve
duedonum, mide gibi komsu yapilarin yiiksek ¢oziintirliiklii goriintiisiinii sayesinde,
gercek zamanli goriintii aninda ince igne aspirasyonu gibi tekniklerle biyopsi
yapilmasina imkan sunmaktadir. EUS rehberliginde yapilan ince igne aspirasyon

biyopsisinin duyarliligi ise %85-90"dir [147].

MR yontemi ise pankreasin yiliksek c¢oziiniirliikte goriintiilenmesini saglayan bir
yontemdir. Kiiciik lezyonlarin tespit edilmesi ve ¢ikartilabilirliginin belirlenmesinde
kullanilmaktadir. EUS, BT ve MR’nin tanisal etkinliklerini karsilastiran, pankreas
kanseri sliphesi bulunan hastalar ile yapilan bir c¢alismada, bu goriintiileme

yontemlerinin duyarliliklar: sirasiyla %94, %69 ve %83 olarak belirlenmistir.

Glukoz metabolizmasint gosteren 18-florodeoksiglukoz yaygin olmak iizere
radyoaktif isaretli maddeler kullanilarak morfolojik bilgiden ziyade tiimorlerin
metabolik bilgileri ise pozitron emisyon tomografisi (PET) ile saglanmaktadir
[62,146]. PET yontemi primer tiimdrlerin tespiti ve metastazik hastaliklarin varligini
ortaya koymak i¢in kullanmilir. PET, BT sonrasi yapildigi i¢in 6zgiinliigii ve hassasiyeti
BT sonuglarina gore degismektedir [62]. Pankreas kanalini tikayabilen, ancak BT ile
ayirt edilemeyen tiimdrlerin tanisinda ERCP yontemi kullanilabilir. Bu bolge direkt
olarak goriintiilenebilecegi gibi biyopsi alinmasinda da kullanilabilir. Ayn1 zamanda
hepatobiliyer sistemi gorsellestirerek, biyopsi yapilabilmesine, genetik analizler icin
pankreatik sivi alinmasina olanak saglar [62,148]. Pankreas kanseri nedeniyle safra
kanalinda olugsan tikanikligin giderilmesi icin stent takilmasi gibi tedavisel

miidahalelere izin vermesi bakimindan 6nemlidir [148].
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1.6.5. Pankreas kanserinin evrelendirilmesi

Pankreas kanserlerinin evrelendirilmesinde, Amerikan Birlesik Kanser Komitesi

(AJCC) evrelendirilme sistemi kullanilmaktadir. Tablo 1.2.’de gosterilmektedir.

Tablo 1.2. Pankreas kanserlerinin detayli evrelendirilmesi [103]

Primer Tiimor (T)

TX Primer tiimor degerlendirelemez
T0 Primer tiimor kanit1 yok

Tis Karsinoma in situl (PanINIII)
T1 Timor pankreasla sinirli, >2cm

Tablo 1.2. (Devam) Pankreas kanserlerinin detayli evrelendirilmesi [103]

T2 Tiimdr pankreasla sinirli, <2cm

T3 Timor, ¢olyak ekseni ya da superior mezenterik arteri sarmadan pankreasin
disina uzanir

T4 Tiimdr, ¢olyak ekseni ya da superior mezenterik arteri sarar (primer tiimor cerrahi

olarak cikartilamaz)

Bolgesel Lenf Nodlar (N)

NXx Bolgesel lenf nodlar1 degerlendirelemez
NO Bolgesel lenf nodu metastazi yok

N1 Bolgesel lenf nodu metastazi

Uzak Metastaz (M)
MO Uzak metastaz yok
M1 Uzak metastaz

Anatomik Evre/Prognostik gruplar

Evre 0 Tis, NO, MO

Evre IA_ | T1, NO, MO

Evre IB | T2, NO, MO

Evre IIA | T3, NO, MO

Evre lIB | T1, T2 yadaT3; N1, MO

Evre 11l | T4; NO yada N1; MO

Evre IV | T1, T2, T3 yadaT4; NOyadaN1, M1

Evre I ve Il timorler ameliyatla ¢ikartilabilirken, Evre 111 ve IV’de metastaz sebebiyle
timor ¢ikartilamamaktadir. Pankreas kanseri hastalarinin ortalama sag kalim siireleri
de evrelere gore degismektedir. Evre | ve II tiimorli hastalarda ortalama sag kalim
stiresi 15-22 ay, Evre III tiimorlii hastalarda 8-18 ay, Evre IV tiimorli hastalarda ise 4-
8 aydir [103]. Sekil 1.8.’de gosterilmektedir.
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Sekil 1.8. Pankreas kanseri evreleri [149]
1.6.6. Pankreas kanseri tedavisi

Pankreas kanseri erken evrelerinde genellikle hi¢bir belirti gostermediginden, erken
tan1 zordur. Pankreas kanseri tedavi segenekleri; cerrahi operasyon, kemoterapi ve
radyoterapi olup, malignite asamalarina bagl olarak bu yontemler tek baslarina ya da

birlikte kullanilmaktadir.

Cerrahi, pankreas kanserinde kullanilan en temel tedavi yoOntemidir Pankreas
kanserinin cerrahi tedavisi, “Whipple” ameliyatidir. Bu operasyonunun amaci; Lenf
nodu metastazi olsa bile mikroskobik rezeksiyon sinirt bulunmadan makroskobik
timoriin tamamen temizlendigi RO rezeksiyon (kesip ¢ikarma) yapmaktir [150]. Bu
ameliyat metastazi olmayan az sayida hastaya uygulanabilmektedir. 1935 yilinda ilk
basarili cerrahi operasyon gergeklesmistir. Pankreasin tiimor tasiyan bolgesi ile mide,
duedonum, safra kesesi ve safra kanalinin bir béliimiiniin uzaklagtirildigi, sindirim
mekanizmasini1 destekleyici kisimlarin birakildigi Whipple yontemi kullanilmistir.
Cerrahi operasyon iyi sonuglar saglasa da hastalarin yaklasik %80’inde kanser

niiksetmekte ve 5 yillik sag kalim orani ise %10-24 olabilmektedir [151].

Diger tedavi segenekleri; tek basina uygulanan sistemik kemoterapi ve radyasyon ile
kemoterapinin kombine halde uygulandigi kemoradyoterapi seklindedir [152].

Kemoterapi/radyoterapi uygulamalari adjuvan (cerrahi sonrasi tedavi), neoadjuvan
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(cerrahi Oncesi tedavi) ve palyatif olarak siiflandirilir. Pankreas kanseri tedavisinde
yaygin olarak kullanilan kemoterapi ilaglart gemsitabin, 5-fluourasil, kapesitabin,
sisplatin ve oksaliplatindir [153]. Bu ilaglar, reaktif bolgeleri ile DNA ya da RNA
nukleotitleri arasinda ¢apraz baglanma mekanizmasi ile etkilesime girerek is goriirler;

boylece kanser hiicrelerinde apoptoza neden olurlar [152].

Genellikle kanser, cerrahi olarak tedavi edilmediginde de kemoterapi/radyoterapi
birlikteligi Onerilmektedir.  Pankreas kanserinde kemoradyoterapi etkili tedavi
yaklagimi iken, radyoterapinin yalniz basina bir tedavi segenegi oldugunu destekleyen
veri yoktur [152]. Arastirmacilar; antikanser gen terapi ajanlar1 kombinasyonu
uygulamalari ve tiimorle iliskili genlerlerin diizenlenmesi hedeflenmektedir. Bu
amagla bevasizumab gibi VEGF inhibitorleri ve erlotinib gibi EGFR inhibitorleri
kullanilmaktadir. Bu ajanlarin gemsitabin ile birlikte kullanimmin gemsitabinin tek
bagina kullanildiginda istatistiksel olarak ©nemli yasamsal yarar gosterdigi

belirtilmistir [154].

Pankreas kanserinin tedavi se¢eneklerinin az olmasi ve yasam siiresinin kisa olusu yeni
terapotik stratejileri hedeflemektedir. Yapilan ¢alismalarda, fenolik bilesenlerin insan
sagligina yararli biyoaktif fitokimyasallar olduklari gosterilmistir. Sebze ve
Meyvelerdeki antioksidan aktivite ile fenolik bilesiklerin iligkili oldugu bildirilmistir
[155,156]. Bir¢ok fitokimyasalin antikanser etkisi oldugu ispatlanmistir. Biberiye
Ozleri ve bilesenleri olan Karnosik asit, kanser hiicrelerine karsi dogal giicli
antiproliferatif ajanlar olarak bildirilmistir. Cesitli tiimorlerde anti-kanser rol
oynamistir. Ayni sekilde bir bagka fenolik bilesik olan Gallik Asitte, yapilan
calismalarda antiproliferatif ajan olarak rapor edilmistir. Bununla birlikte, fenolik
bilesikleri potansiyel olarak kanser tedavisinde tamamlayici bir yaklasim olarak
uygulamak igin, en etkili bilesime, in Vvivo antitimor etkisine ve ana molekiiler

aracilarina iliskin ek bilgilere hala ihtiyag¢ vardir [157,158].
1.7. Karnosik Asit

Karnosik asit (KA), biberiye (rosmarinus officinalis) ve salvia (salvia officinalis) gibi
Lamiaceae familyasina ait bitki tiirlerinden elde edilen fenolik bilesiktir. Bu yagda
¢cOziinen bilesik, yiyecek ve igecek, kisisel bakim, beslenme ve saglik alanlarinda

bircok endiistriyel uygulamaya yol agan yiiksek antioksidatif kapasiteleriyle
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taninmaktadir. Antisteatoz , antioksidan, antiapoptoz ve antitiimér anti-inflamasyon,
antiviriis, antiparazitlik de dahil olmak iizere ¢oklu biyolojik fonksiyonlara sahip,
birgok farmakolojik etkinlik gostermektedir [157,159].Sekil 1.9.’da karnosik asitin

etkileri bulunmaktadir.

Karnosik
Asit

Biberiye

Sekil 1.9. Karnosik asitin etkileri [160]

Karnosik Asit; dis macunu, agiz gargarasi ve sakiz gibi gida ve gida disi iiriinlerinde
koruyucu veya antioksidan olarak kullanilir. Glinimiizde KA'min, kanser hiicresi
bliylimesi, apoptoz, reaktif oksijen tiirleri ve Akt aktivasyonunu diizenleyerek, kolon
kanseri, meme tlimorleri ve deri tiimorleri gibi antitiimdrde cesitli 6zelliklere sahip
oldugu bildirilmistir. KA, alkolik ve alkolsiiz yagli karacigeri hafifletebilir. KA'nin
kanser hiicrelerinin proliferasyonunu ve gdociinii inhibe ettigi ve vaskiiler endotelyal
bliyiime faktorii ekspresyonunu da azaltigi gosterilmistir. Karnosik asit, insan
kolorektal kanser hiicrelerinin ¢ogalmasint ve go¢ kapasitesini engelledigi

bilinmektedir [157,161].

Toplu ve emiilsifiye lipit sistemlerinde test edildiginde, karnosik asidin yag asitlerini
ve trigliseritleri oksidasyona karsi korudugu bulunmustur. Karnosik asidin ayrica
insan aortik endotel hiicrelerinde diisiik yogunluklu lipoprotein oksidasyonunu ve

Caco-2  hiicrelerinde lipid hidroperoksit aracili  oksidatif stresi 6nledigi

35


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5780338/#B28
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5664485/#bib53

gbzlenmistir . Yag, ¢ig ve pismis et ve pismis et koftesi gibi gida maddeleri, cogu
durumda sentetik antioksidanlardan daha yiiksek bir verimlilikle karnosik asit
tarafindan oksidasyondan korunmustur. Ozellikle, karnosik asidin farkli reaktif
oksijen tiirleri (ROS) veya lipid radikalleri ile etkilesimleri hakkinda ¢ok az sey
bilinmektedir [157,162]

Yapilan bir calisma da karnosik asitin farelerde lipopolisakkarit kaynakli akciger
hasarma kars1t korudugu rapor edilmistir. Karnosik asit (KA), iltihaplanmaya karsi
sitoprotektif yanitlarda merkezi bir role sahiptir. KA tarafindan lipopolisakkarit ile
indiiklenen akut akciger hasar1 hafifletilmesi, histolojik sonuglar ve akciger
dokularinin 1slak-kuru oraninda bir azalma ile dogrulanmistir. EK olarak, KA'nin,
LPS'nin nétrofil apoptozu lizerindeki inhibitér etkisini ve LPS'nin IL-1p, IL-6, TNF-
a, TLR4 ve NF-kB ekspresyonu ve NF-kB fosforilasyonu iizerindeki tesvik edici

etkilerini 6nemli 6l¢lide baskiladigr gozlenmistir [163].

Sunulan verilere gore; Karnosik Asit’in HCT116 hiicrelerinde apoptoza yol actigi,
ROS olusumu, p53 indiiksiyonu, kaspaz aktivasyonu ve STAT3 sinyal yolunun
inhibisyonu rapor edilmistir [164]. Kombinasyon olarak ise, Curcumin ve Karnosik
Asit Dbirlikteligi, in vitro ve in vivo olarak AML baskilayici etkiler yarattigi
bildirilmistir [165].

Yapilan bagka caligmada ise Karnosik Asit Tekrarlayan Hafif Travmatik Beyin Hasar1
Sonras1 Sonuglar Iyilestirdigi ortaya ¢ikmustir [166]. Ayrica, cogu ¢alismada in vitro
oksidasyon, uzun siireli ve yapay 1sitma islemleriyle {iretilmistir, bu nedenle
sonuglarin bitkilerdeki in vivo duruma ekstrapole edilmesi zordur. Sasirtici bir sekilde,
bitki yapraklarindaki karnosik asidin rolii ¢ok az ilgi gormiistiir ve bu bilesigin

bitkilerdeki biyolojik rolii kesin olarak belirlenmemistir [157].
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1.8. Gallik Asit
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Sekil 1.10. Gallik asitin farmakolojik aktivitelerine genel
bir bakis [158]

"Fitokimyasal" terimi, degerli farmasotik ve besleyici 6zelliklere sahip ¢ok ¢esitli
biyolojik olarak aktif dogal bilesiklere isaret etmektedir. Fenolik bilesikler, en az bir
hidroksile benzen halkasina sahip bir fitokimyasallar grubudur. Bu biiyiik ve ¢esitli
kimyasal bilesik grubunun iiyeleri, genellikle yapilarindaki karbon atomlarinin
sayisina gore smiflandirilir. . Bes ana sinifa ayrilirlar: kumarinler, flavonoidler,
fenolik asitler, stilbenler ve tanenler. Kafeik asit, ferulik asit, P- hidroksibenzoik asit,
protokatekuik asit, vanillik asit, salisilik asit ve gallik asit, fenolik asitlerin en yaygin
tiyeleridir [158,167].

GA; Gida ve ilag¢ endiistrilerinde genis uygulama alanina sahip, renksiz veya hafif sar1
kristalli bir bilesiktir. Mese tiirleri, yabani nar, ¢ay yapraklari, {iziim, bogiirtlen ve
kavun gibi birgok bitki ve iiriinde bulunur. Baslica quercus spp. Ve punicaspp. gibi
bitki tiirlerinden izole edilmistir. Bu bilesigin, anti-enflamatuar, anti-tiimér, anti-
mutajenik, anti-alerjik, antitilser, antioksidan ve anti-mikrobiyal, anti-hiperglisemik
aktiviteleri igeren birgok Onemli farmakolojik Ozelligi vardir [167,168,169].Sekil
1.10.’da gosterilmistir.
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Gliniimiizde fenolik bilesikler igeren gida maddeleri ve bunlarin metabolitleri, insan
sagligr lizerindeki olumlu etkilerinden dolay:r ilgi odagidir. Flavonoidlerin cesitli
kanser tiirlerine ve yasa bagli hastaliklara karst koruyucu rolii 6nemli 6rneklerdir
[170]. Baz1 raporlar, gallik asidin kardiyovaskiiler hastaliklar, vaskiiler kalsifikasyon
ve radyasyona karsi koruyucu etkiye sahip oldugunu gostermistir. En son veriler gallik
asidin metabolik hastaliklar1 diizenledigini gostermistir. Cesitli ¢calismalar MMP-2
aktivitesini inhibe ederek anti-anjiyojenik etkiye katkida bulundugunu igin
gostermistir. Gallik asit ve tiirevleri, serbest radikal siipiiriicli ve antioksidan
dogalarina atfedilen sivi ve kati yaglarin oksidasyonunu ve acilagsmasini
engelleyebilir. Bu nedenle gida endiistrisinde katki maddesi olarak faydali olabilirler
[171].

Gallik asit, sitotoksik ve antitlimor etkisini, antioksidan / pro-oksidan dengesinin
modiilasyonu yoluyla gosterebilir. Kaspaz yolunu ve ROS olusumunu aktive ederek
hiicre dongiisii tutuklamasini, otofajiyi ve apoptozu indiikleyebilir. Buna ek olarak, bu
matriks metalloproteinaz ekspresyonu ve aktivitesi azaltarak istilasin1 ve metastazini
inhibe edebilir [168,169].

Yapilan bir ¢aligmada GA, iki yumurtalik kanseri hiicre dizisi OVCAR-3 ve A2780 /
CP70'in biiylimesini ve in vitro anjiyogenezini se¢ici olarak inhibe etmis, Akt
fosforilasyonunun ve HIF-1a ekspresyonunun baskilanmas ve PTEN ekspresyonunun
desteklenmesi yoluyla VEGF sekresyonunu inhibe ettigi rapor edilmistir. Bagka bir
caligsmada ise kanser secgici ajan olarak gallik asit, pankreas kanseri hiicrelerinde

apoptozu indiikledigi rapor edildi [172].

Gegmiste, gallik asit, 16semi ve akciger kanserinde farklilasma ve apoptozisi
indiiklemeye ve timor anjiyogenezini ve hiicre metastazini baskilayabilecek bir
serbest radikal toplayicist olarak rapor edilmistir [173]. Gallik asitin diger fenolik
bilesiklerle kombinasyonundan da giizel sonuglar alinmistir. Gallik asit ve kurkumin,
apoptoz indiiksiyonu yoluyla anti-kanser etkiler sergiledikleri ayr1 ayr1 gosterilmistir
[174].
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1.9. Kok Hiicre

Kok hiicreler, kendi kendini yenileyebilen ve farkli hiicre tiplerine farklilasabilen,
doku ve organlar1 insa edebilen 6zel hiicrelerdir. Birgok hastaligin tedavisinde kok
hiicreler kullanilir. Hiicre terapisi ve doku jenerasyonu alanlarinda o6nemli
potansiyellere sahiptir. Kok hiicreler somatik hiicrelere benzer olarak simetrik
boliinme yetenegine sahip olmanin yaninda, kok hiicre havuzunu korumayi saglayan
ve ayni zamanda somatik hiicreleri de olusturabildigi asimetrik boliinme yetenegine
de sahiptir. Yapilan arastirmalar sonucunda kok hiicrelerin farkli 6zelliklere sahip
olduklar1 ve farkli kaynaklardan elde edilebildikleri gozlemlenmistir. Bu nedenle kok
hiicreler, farklilagsabilme potansiyellerine gore ve elde edildikleri kaynaga gore

smiflandirilirlar [175].

Farklilagabilme kapasitelerine gore 5 ana grupta smiflandirilirlar. Sekil 1.11.°de

gosterilmistir.
1.9.1. Totipotent kok hiicreler

Yumurtanin sperm ile dollenmesiyle olusan zigot, bir viicudu olusturabilen tim
hiicrelere doniisebilecek kapasiteye sahiptir. Dollenmeden sonraki 3.giiniin sonuna

kadar bu 6zelliklerini korurlar [176].
1.9.2. Pluripotent kok hiicreler

Boliinerek kendi kendine yenileme kapasitesine ve erken embriyonun ii¢ primer germ
hiicre tabakasi olan endoderm, mezoderm ve ektodermden koken alan tiim hiicre
tiplerine farklilagabilme potansiyeline sahip hiicrelerdir. Bu nedenle yetiskin
viicudunun tiim hiicrelerini olusturabilir ancak plasenta gibi ekstra embriyonik
dokulara doniisme kapasitesine sahip degildir. Embriyonik kok hiicreler ve

indiiklenmis pluripotent kdk hiicreler (iPKH) pluripotent kok hiicrelerdir [176,177].
1.9.3. Multipotent kok hiicreler

Boliinerek kendi kendini yenileme kapasitesine sahip hiicrelerdir. Belirli bir doku veya
organda bulunan birgok farkl1 6zel hiicre tiplerine doniisebilen hiicrelerdir. Eriskin kok

hiicrelerin ¢ogu, multipotent kdk hiicrelerdir [176].
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1.9.4. Oligopotent kok hiicreler

Bu kok hiicreler sinirlt bir hiicre soyuna veya dokusuna farklilagabilmektedir. Lenfoid
kok hiicreler ve gozdeki korneal kok hiicreler oligopotent kok hiicrelere 6rnek olarak

verilebilir [176].
1.9.5. Unipotent kok hiicreler

Bu hiicreler tek bir tip hiicreye doniisebilme kapasitesine sahip olan hiicrelerdir. Deri
hiicreleri 6rnek olarak verilebilir. Kok hiicreler farklilasabilme kapasitelerinin

yaninda, elde edildikleri kaynaklara gore de siniflandirilabilirler [176].

Kadavra Kok
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\ Kok Hiicreled
/ Epidermal

Endotelyal

Embriyonik
Kk
Hiicreler

Kalp Kasi

Kil Kékii

Korneal

Meme Bezi

Sekil 1.11. Kok hiicrelerin siniflandirilmasi
1.10. Mezenkimal Kok Hiicreler

Mezenkimal kok hiicreler isimlerini gevsek bag dokusu yapisindaki mezenkimden
almaktadir. Multipotent stromal kok hiicreler olan mezenkimal kok hiicreler,

adipositlere, kondrositlere, osteoblastlara ve miyosit gibi bir¢ok hiicre tipine
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farklilagabilme potansiyeline sahip hiicrelerdir. Mezenkimal kok hiicreler,
farklilagabilme kapasitelerinin yaninda immiinmodiilator etkileri de bulunmaktadir.
Mezenkimak kok hiicrelerle yapilan ¢alismalarda kanser hiicreleri tizerine sitotoksik

etki gosterdikleri rapor edilmistir [178].

Ik olarak 1966 yilinda Friedenstein ve Patrakova tarafindan, sican kemik iliginden
stroma hiicrelerinin izole edilmesi ile tanimlanmistir. MKH'ler ¢ogu kok hiicre gibi
kendini yenileyebilme ve coklu farklilasma yetenegine sahiptir. Kemik, kikirdak,
tendon, kas ve yag doku gibi mezodermal dokulari olusturan osteoblastlar,
kondrositler, miyositler ve adipositlere farklilasabilmektedir. Ayrica noronlar ve
endotel hiicreleri gibi ektoderm ve endoderm doku hiicrelerine de farklilagabildikleri
gosterilmistir. Kemik iligi, yag doku gibi heterojen ortamlardan elde edilen bu hiicreler

ortak belirtecler ile tanimlanmalidir [179].

Bir hiicre tipinden farkli hiicre tiplerine farklilasabildiklerinden multipotent kdk
hiicreler olarak adlandirilmiglardir [180]. Mezenkimal kok hiicreler viicutta bulunan
bircok dokudan elde edilebilmektedir. Ornegin; kemik iligi, adipoz doku, kordon kani,
dis pulpast MKH kaynaklaridir. Ancak MKH’lerin kaynaklarinin farkli olmasi
MKH’ler i¢cinde de farkliliklara neden olmaktadir. Buna neden olarak da kok
hiicrelerin  mikro-gevrelerinden etkilendigi o6ne siirilmektedir. Mikro-cevre
farkliliklar1 mezenkimal kok hiicrelerin fenotiplerinde, farklilagsma kapasitelerinde,
kemokin ve sitokin salgilama 6zelliklerinde farkliliklar dogmasina neden olmaktadir.
Ornegin farklilisma 6zellikleri ele alindiginda, kemik iligi kaynakli mezenkimal kok
hiicrelerin kondrojenik farklilagsma yetenekleri adipoz dokudan elde edilen MKH’lere

gore daha fazladir [181].

Uluslararasi Hiicresel Terapi Dernegi’ne gore, dokulardan elde edilen hiicrelerin MKH

oldugunun kesinlesmesi i¢in 3 ana 6zelligi tasimalar1 beklenir.

1. Adherent hiicreler olmalari. MKH’ler kiiltiire alindiklart kiiltiir kaplarinin
ylizeyine yapisabilen ve ¢ogalabilen hiicrelerdir.

2. Pozitif ve negatif belirtecler. Yiizeylerinde CD105, CD73 ve CD90 gibi
hematopoetik olmayan hiicre yiizey belirteclerini eksprese ederlerken (pozitif) ,

CD45, CD34, CD14 veya CD11b, CD79 veya CD19 ve HLA-DR (insan 16kosit
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antijeni-DR) gibi tipik hematopoetik belirtecleri eksprese etmemeleri (negatif)
[182]
3. Farklilasabilme kapasiteleri. In vitro ortamda kemik, yag ve kikirdak hiicrelerine

(osteojenik, adipojenik ve kondrojenik) farklilasabilmeleri gerekmektedir.

Mezenkimal kok hiicreler sahip olduklar1 bir¢ok 6zellik nedeniyle, temel bilimsel
arastirmalarda ve klinikte yaygin olarak kullanilmaktadirlar. Anti-kanser 6zellikleri en
fazla arastirilmis olan kok hiicre tiirtidiir. MKH’ler viicutta hasarli dokuya gog¢ etme,
hasarin onarilmasinda rol alma ve inflamasyonu 6nleme gibi 6zel yetenekleri vardir
[183]. Bu yetenege “homing” denilmektedir. Bu 6zellikleri nedeniyle rejeneratif tipta
tercih edilmektedir. Farkli kaynaklardan elde edilebiliyor olmalari ve kiiltiirde
kolaylikla ¢ogalmalar1 MKH’lerin tercih edilmesinde bir baska neden olarak
gosterilebilir. Bu 0Ozelliklerinin yani1 sira, bircok hiicre tipine farklilagsabilmeleri
kullanim nedenlerinden biridir. Farklilagsabilme yeteneklerinden dolayi, doku
miithendisliginde ve rejeneratif tipta kullanilmaktadir. En 6nemli 6zelliklerinden biri
allojenik nakil sirasinda ortaya ¢ikan komplikasyonlara karsi bir koruyucu olarak
kullanimlaridir. GVHD (Graft Versus Host Disease) olarak adlandirilan hastaliga kars1
oldukea etkili sonuglar alinmistir ve bu nedenle MKH’ler klinikte nakil durumlarinda

kullanilmaktadir.

MKH’ler ayrica immiinmodiilator 6zellikleri araciligiyla immiin sistem hiicrelerini
kontrol etmekte ve hiicrelerin sayilarini diizenlemektedir. Boylece hiicrelerin olmasi
gereken nicelik ve nitelikte kalmalarini saglayarak oto-immiin reaksiyonlarin
olusmasinin 6niine gecmektedir. MKH nin lenfositleri baskiladigin1 gosteren direkt ve

indirekt ¢aligmalar mevcuttur [184,185,186].

Mezenkimal kok hiicrelerin anti anti-tiimor potansiyeline sahip olduguna da
inanilmaktadir [187]. MKH'ler vaskiilerizasyon olusumu, immiin baskilanmasi,
epitelyal mezenkimal gegis gibi siireclere aracilik ederek pro-timor etkinlik
gosterebilmesine karsin, timor gelisimi i¢in 6nemli olan Wnt ve Akt yolaklar
tizerinden de anti-tiimdr etkinlik de gostermektedir [188]. Mezenkimal kok hiicrelerin
anti-timor etkileri sunlardir; Wnt yolagini baskilar, Akt yolagini baskilar, NF-xB
yolagini baskilar [189]. TRAIL (Tumor necrosis factor related apoptosis inducing

ligand) ifadesini diizenler. Tiimor biiylimesini baskilayici interferon ve interlokinler
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salgilar. Toksik olmayan Oncili antikanser ilacini, toksik (aktif) antikanser ilacina

doniistiiren enzimler salgilar.

MKH'nin bu “farmakolojik pompa 06zelligi”, tiimor hiicrelerinin se¢ilimli olarak
oldiriilmesinde kullanilabilir [190]. MKH'ler bu 6zellikleriyle sebebiyle kanser
hedefli ¢caligmalar igin genis bir terapdtik yelpaze sunar ve aragtirmalarda sik sik tercih

edilmektedir.
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2. MALZEME VE YONTEM

Bu ¢alismada kullanilan PANC-1 hiicreleri, ATCC (Biological Resource Center /
Biyolojik Materyal Kaynak Merkezi) hiicre koleksiyonundan elde edilmistir ve
Mezenkimal kok hiicreler, KOGEM hiicre arsivinde mevcut olan ve daha dnceden
etik kurul onay1 alinmis, insan kemik iligi kaynakli mezenkimal kdk hiicrelerdir. Bu

calismada kullanilmak iizere alinmuis olan etik kurul onayina dair karar numarasi: KU

GOKAEK 2016/21.1°dir.
2.1. PANC-1 Hiicre Kiiltiirii

Calismamizda kullanilan PANC-1 hiicre hatt1 (Tablo 2.1.” belirtilmistir.) ATCC’den
(American Type Culture Collection) temin edildi. PANC-1 hiicreleri %10 fetal sigir
serum (FBS) ve %1 antibiyotik (penisilin/ streptomisin), 200 mM L-glutamin, RPMI
1640 (Roswell Park Memorial Institute medium) besiyer karisimi 37 °C’de %5’1i
CO2’li etlivde inkiibasyona birakilarak kiiltiir edildi. Tablo 2.2.‘de gosterilmistir.

Tablo 2.1. PANC-1 6zellikleri
Calismada kullanilan hiicre hatt1

Hiicre PANC-1

ATCC Kodu CRL- 1469
Organizma Homo sapiens
Doku Pankreas kanali
Hastalik Epiteloid karsinoma
Morfoloji Epitelyal

Cinsiyet Erkek

Yas 56

Biiylime 6zelligi (Aderent)

Tablo 2.2. PANC-1 hiicre besiyeri

PANC-1 Hiicre Hatt1 Besiyeri Oranlar1
RPMI 1640 1x

FBS (serum) %10
penisilin \ streptomisin %1
L-glutamin 200 mM
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2.2. Hiicrelerin Dondurulmasi

Yapisik haldeki hiicreleri kaldirmak igin 1-2 ml %0,05 Tripsin/EDTA uygulandi.
Hiicrelerin flasktan ayrilmasi i¢in 37 °C’de %5°1li CO2’1i etiivde 1-2 dk inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonrasi flaska bir miktar taze hiicre besiyeri ilave edildi.
Hiicreler bir falkon tiipe alindiktan sonra, 1500 rpm’de 4 dk santrifiij edildi. Santrifiij
sonrasi siipernatant uzaklagtirilarak pellet lizerine 1-2 ml 1/9 oraninda DMSO ve
besiyerinden olusan dondurma soliisyonu ilave edildi. Hiicreler kriyotiipe alind1 ve -

20°C’de dondurulduktan sonra, -80°C’ye kaldirilarak muhafaza edildi.
2.3. Hiicrelerin Cozdiiriilmesi

Dondurulmus hiicreleri igeren kriyotiipler kapaklarindan tutularak 37°C’deki su
banyosunda eritildi. Coziilen hiicreler, icerisinde 10 ml taze besiyeri bulunan falkon
tiiplerine yavasca aktarildiktan sonral500 rpm’de 4 dk santrifiij edildi. Santrifiij
sonrast siipernatant uzaklastirildive geriye kalan hiicre pelleti, uygun miktarda taze
besiyeri ile ¢ozlindiiriildiikten sonra uygun biiytkliiktekikiiltiir flaskina alindive 37
°C’de %5 CO2’li etiivdeinkiibasyona birakildi. iki giinde bir flask igerisindeki eski

besiyeri uzaklastirilarak taze besiyeri ilave edildi.
2.4. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Flask icerisindeki hiicre yogunlugu %80-90’a ulastiktan sonra kiiltiiriin devami i¢in
hiicrelerin pasajlandi. Flask igerisindeki eski besiyeri, uzaklastirilip, flaska ilave edilen
1-2ml 1X DPBS ile hiicreler yikandi. Flaska yapisik haldeki hiicrelere 1-2ml %0,05
Tripsin/EDTA uygulandi ve hiicrelerin flasktan ayrilmasi i¢in 37 °C’de %5C0O2’li
etiivde 1-2 dk inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi hiicrelerin kalktigindan emin
olmak i¢in inverted mikroskop altinda inceleme yapildi. Hiicrelerin kalktigindan emin
olduktan sonra, uygun miktarda taze besiyeri ilave edildi. Hiicreler pipetaj yapilarak
homojen hale getirildikten sonra bir falkon tiipe alinarak 1500 rpm’de 4 dk santrifiij
edildi. Santrifiij sonras1 siiprnatant uzaklastirildiktan sonra hiicre pelleti yaklagik 10
ml taze besiyeri ile yavasga pipetaj yapilarak ¢ozdiiriildii. Tripan mavisi boyasi ile
hiicre sayim lamin kullanilarak 151k mikroskobu altinda hiicre sayimi yapilip,
belirlenen hiicre yogunlugunagore hiicreler flasklara boliindii. Hiicre gelisimi igin

hiicreler 37 °C’de %5CO2’li etiivde inkiibasyona birakildi. Kiiltiire devam edilerek
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elde edilen hiicre grubunun, amagladigimiz hiicre grubu olup olmadigini belirlemek
icin yapacagimiz karakterizasyon analizleri i¢in gerekli hiicre sayisini elde edilinceye

kadar hiicreler ¢ogaltildi. Pasaj 3’e geldigimizde karakterizasyon analizleri yapildi.
2.5. PANC-1 Pankreas Kanseri Hiicre Dizisinin Karakterizasyon Calismalari
2.5.1. AkKim sitometri analiz

PANC-1 karakterizasyon analizi i¢in pasaj 3'e gelindiginde hiicreler tripsinizasyon
islemi ile kaldirilip, yaklasik 1x105 PANC-1 i PBS i¢inde homojenize edilip belirlenen
hiicre yiizey isaretleyicilerine 6zel, fluoresan izotiyosiyonat (FITC)- ve fikoeritrin
(PE) konjuge monoklonal antikorlar (CD18, CD24, CD31, CD34, CD38, CD44,
CD133, CD166, CD309, CD324, CD325, CD338, Ki-67, PCNA; Tablo 2.3.’de
mevcutttur) ve uygun izotip kontrollerinden 10ul eklenerek oda 1sisinda, karanlikta 45
dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 yikama soliisyonu eklenip santrifiij edilerek
(5dk. 1800 rpm) 400u1 hiicre yikama soliisyonu ile resiispanse edildi. Hazirlanan hiicre
stispansiyonu BD FACS Calibur cihazinda okutulacak ve analizi BD Cell Quest TM

software programi ile gergeklestirildi.

Tablo 2.3. PANC-1 hiicrelerinin pozitif ve negatif belirtecleri

BELIRTEC POZITIF/NEGATIF
CD18 +
CD24 -
CD31 -
CD34 -
CD38 -
CD44 +
CD133 -
CD166 +
CD309 -
CD324 -
CD325 -
CD338 -
KI-67 +
PCNA +

2.6. Insan Kemik iligi Kaynakhh MKH (iKi-MKH) Hiicre Kiiltiirii

-150 C’de dondurularak saklanan ATCC (Biological Resource Center / Biyolojik

Materyal Kaynak Merkezi) hiicre koleksiyonundan elde edilen insan kemik iligi
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kaynakli Mezenkimal kok hiicreleri 37 C° su banyosunda ¢oziildiikten sonra FBS
%10(Fetal bovine serum), Penisilin-streptomisin %1 igeren RPMI 1640 ( RPMI 1640,
%10 serum, %1 antibiyotik, 10 mM FGF-b, 200 mM L-glutamin) besi ortaminda
cogaltildi. Tablo 2.4.’de belirtilmistir. Hiicreler %5 CO, iceren 37°C’lik ortamda
inkiibe edilerek 3 giinde bir besi ortami degistirildi. Hiicreler %70-80 sikisikliga
ulastiginda alt kiiltiirleme (pasaj) yapmak {izere tripsin-EDTA (%0,25) ile kiiltiir
kabindan kaldirilip yeni kiiltiir kaplarina uygun yogunlukta ekildi. Pasaj 3’e

geldigimizde karakterizasyon analizleri i¢in akim sitometri yapildi.

Hiicre pasajlama ve dondurma islemleri PANC-1 hiicre kiiltiiriinde anlatildig: sekilde
gerceklestirildi.

Tablo 2.4. MKH besiyeri

MKH Besiyeri Oranlar1
RPMI 1640 1x
Serum FBS %10
Antibiyotik (p\s) %1
FGF-b 10 mM
L-glutamin 200 mM

2.7. IKI-MKH Karakterizasyon Calismalari
2.7.1. Akim sitometri analizi

Kiltir ortaminda P3’e kadar ¢ogaltilan MKH’ler tripsin-EDTA (%0,25) ile
kaldirildiktan sonra kok hiicre karakterizasyonunun ilk asamasi olan yiizey
belirteclerinin oranin belirlenmesi akim sitometri ile gergeklestirildi. Uluslararasi
Hiicre Terapileri Dernegi (ISCT) tarafindan belirlenen kriterlere gore elde edilen
MKH’lerin analiz sonucunda CD13, CD29, CD44, CD73 ve CD90 igin pozitifligi ve
CD14, CD34, CD45, CD105, CD117, HLA A,B,C ve HLA-DR i¢in negatifligi
belirlendi. Tablo 3.5.’de gosterilmistir.

Tablo 2.5. MKH hiicrelerinin pozitif ve negatif belirtegleri

BELIRTEC POZITIF/NEGATIF
CD13 +
CD14 -
CD15 -
CD29 +
CD34 -
CD44 +
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Tablo 2.5. (Devam) MKH hiicrelerinin pozitif ve negatif belirtegleri

CD45 -
HLA ABC -
CD73 +
CD90 +
CD105 -
CD117 -
HLA-DR -

Tablo: Insan kemik iligi kokenli Mezenkimal kok hiicrelerin akim sitometride pozitif

/ negatif belirtecleri
2.8. Hiicrelerin Ortak Kiiltiirii ve Etkilesimlerinin Incelenmesi

Toplam 2 kontrol grubu, 8 deney grubu olmak iizere hiicreler 0,1,3,7 giin boyunca
ortak kiiltiire alindi. Tablo 2.6.da mevcuttur.. Hiicreler arasi dogrudan olmayan
(indirekt) ortak kiiltiirler gerceklestirildi. Sekil2.1. goriilmektedir. Ortak kiiltiire
alindiktan sonra hiicre canliligi, ¢ogalimi, apoptozu degisimleri karsilastirildi.
Hiicreler aras1 oranlar PANC-1: iKi-MKH 1:1 ve 1:3, hiicre kiiltiir besiyerine verildi.
Gallik asit ve Karnosik asit maddelerimizin oranlar1 asagidaki gibidir. Bu oranlardan

elde ettigimiz verilere gore en uygun deger ile ¢alismalara devam edildi.

WST-1 testleri sonucu ve literatiirler dogrultusunda mezenkimal kok hiicreyi
oldiirmeyen panc-1°i baskilayan olgiilerle devam edildi [191,192]. Gallik asit oranlar
ise 0, 5, 10, 25, 50, 100, 150 uM olarak belirlenmistir. Karnosik asit oranlari ise 0, 5,
10, 25, 50, 100, 150 puM olarak belirlenmistir. Kiiciik alikotlar halinde ihtiyag
duyuluncaya kadar -20 derecede muhafaza edilecektir.

Tablo 2.6. Calismadaki deney ve kontrol gruplari

KONTROL GRUPLARI DENEY GRUPLARI
iKI-MKH + KARNOSIK ASIT
iKi-MKH iKiI-MKH + GALLIK ASIT

iKi-MKH + KARNOSIK ASIT +GALLIK ASIT
PANC-1+ iKi-MKH

PANC-1+ KARNOSIK ASIT

PANC-1+ GALLIK ASIT

PANC-1 + KARNOSIK ASIT+ GALLIK ASIT
PANC-1+ iKi-MKH + KARNOSIK ASIT +GALLIK
ASIT

PANC-1 : Insan pankreas kanser hiicre hatt1

iKi-MKH: insan kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicre

KARNOSIK ASIT : Biberiye yapragindan elde edilen fenolik bilesik

GALLIK ASIT : Cesitli bitkilerden elde edilen fenolik bilesik

PANC-1
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Sekil 2.1. Panc-1 ve Mezenkimal kok hiicrenin
indirekt co-kiiltiiri

2.9. Gallik Asit ve Karnosik Asitin Konsantrasyonunun Belirlenmesi ve

Soliisyonunun Hazirlanmasi

GA ve KA in Panc-1 hiicreleri tizerinde letal dozunun belirlenmesi ve kanser hiicreleri
tizerinde toksik etki saglayan ama insan kemik iligi kokenli Mezenkimal kok hiicreler
icin de toksik etki gostermeyen dozu belirlemek amaciyla ise 0, 5, 10, 25, 50, 100,
150 uM olarak GA ve KA konsantrasyonlari igin WST-1 analizleri yapildi. 3 defa
tekrarlandi [191,192].

Sirastyla merckco ve sigma —Aldrich firmalarindan ticari olarak satin alinan toz
halindeki GA ve KA oOncelikle 20 mM olacak sekilde DMSO igerisinde
cozdiiriildiikten sonra WST-1 analizi sonucu elde edilen veriler dogrultusunda
alikotlaranak -20 de saklandi. Her 50 ml ortak kiiltiir besiyeri icin GA ve KA

alikotlarindan birer adet alikot kulanildi.
2.10. WST-1 Canlilik Deneyi

WST-1 testinde, WST-1 yapisindaki tetrazolyum tuzlar1i canli hiicrelerdeki
mitokondriyal dehidrogenaz enzimi tarafindan formazon kristallerine doniistiiriiliir.

Canli hiicre artigina paralel olarak hiicrelerde bulunan mitokondriyal dehidrogenaz
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aktivitesinde de artig olur. Bu durum formazon kristallerinin artmasina ve daha koyu
bir renkte ayrag¢ olusturmasina neden olur. Olusan formazon kristallerinin miktarindaki
artig, metabolik olarak aktif hiicre sayisi ile dogru orantilidir. GA ve KA eklentisiyle
kiltiire edilecek olan MKHler i¢in optimum dozun belirlenmesinin yani sira, ayni
dozda GA ve KA ya maruz birakilan MKH ve PANC-1 lerin gosterdikleri canlilik

profillerini karsilagtirmay1 amacladik.

Hiicreler, bir kuyucuga 200ul besiyeri 1x104/kuyucuk hiicre ve her konsantrasyon i¢in
ticer tekrarli olacak sekilde 96-kuyucuklu plakalara ekildi. Tablo 2.7.’deki gruplar
belirlenen giinler boyunca kiiltiire edildi. Belirlenen giinlerde besiyerleri %10 WST-1
reaktifi (Roche Diagnostics, Almanya) igeren besiyeri ile degistirildi ve 37 °C ve %5
CO2 kosullarinda 2 saat inkiibe edildi. Orneklerin absorbans degerleri, mikroplaka
okuyucuda (Versamax, ABD) 450 nm dalga boyunda ol¢iildii.

Tablo 2.7. WST-1 deney ve kontrol gruplari

MKH-GA 1. Giin PANC-1-MKH 1. 3. 7. Giin
MKH-GA 3. Giin PANC-1 - GA 1.Giin
MKH-GA 7. Giin PANC-1 - GA 3.Giin
MKH-KA 1. Giin PANC-1 - GA 7.Giin
MKH-KA 3. Giin PANC-1 - KA 1.Giin
MKH-KA 7. Giin PANC-1-KA 3.Giin
MKH-50 pm GA - 25um KA - 0.1.3.7 Giin PANC-1-KA 7.Giin

PANC-1 - 50 um GA - 25pm KA - 0.1.3.7 Giin

PANC-1-MKH- 50 pm GA - 25um KA - 0.1.3.7
Gilin

2.11. Annexin V-PI Kapasite Tayini

Anneksin V/PI apoptoz tayini, apoptoz siirecine girmis hiicrelerdeki Fosfaditilserin
(PS) in hiicre membran yerlesimindeki degisimin ve membran biitlinliigiindeki
bozulmanin saptanmasini temel alan bir testtir. Fosfaditilserin (PS) molekiilii saglikli
ve canli hiicrelerde hiicre membraninin sitoplazmik yiizeyinde olmasina karsin; erken
apoptotik ve apoptotik hiicrelerde membranin dis yiizeyinde yerlesim gosterir. FITC
florokrom isaretli anneksin V molekiilii; apoptotik siirece girmis hiicrelerin,
membranin ekstraseliiler alanina ge¢mis olan PS“ne baglanmaktadir. Propidyum
tyodiir (PI) canli ve 6lii hiicre tanimlanmasinda kullanilan standart bir akim sitometri

canlilik probudur. Membran biitlinliigline sahip canli hiicreler, PI'1 hiicre igine
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almazken; Oli ve hasarli hiicreler, bozulmus membran biitiinliigiiyle PI'e karsi
gecirgendir.Bu anlamda FITC Annexin V i¢in pozitif, PI i¢in negatif hiicreler erken
apoptotik hiicrelerdir. Hem FITC Annexin V hem de PI i¢in negatif boyanan hiicreler
canlhidir ve Olgiilebilir bir apoptoz siireci gegirmemektedir. FITC Annexin V igin
pozitif, PI i¢in negatif hiicreler erken apoptotik hiicrelerdir. Hem FITC Anneksin V
hem de PI i¢in pozitif boyanan hiicreler ise nekrotik/6li hiicrelerdir. Sekil 2.2.’de

gosterilmektedir.

Canl1 Hiicre Erken Apoptotik Hiicre Gec Apoptotik Hiicre

Annexin V-FITC ﬁI‘:--u- PI
\\ 1 (Propidium iodide)

;,‘,S g

)))
<,(,\\\ 5,«/

Fosfaditilserin

Sekil 2.2. Annexin V/PI apoptoz tayini

Ortak kiiltiir sonras1 0,1,3 ve 7.giiniin sonunda PANC-1 ve MKH hiicrelerinde apoptoz
diizeylerini saptamak amaciyla kullanilan yontem AnnexinV-Pl Kkiti (BD
Biosciences)’dir. Hiicreler enzimatik olarak kaldirilip; 15 ml’lik steril falkon tiipte
toplanip, 2 kez soguk PBS ile yikandiktan sonra 1X binding buffer ile sayis1 1X106
ml olacak sekilde siispanse edildi. Akabinde 5 pl Annexin V, 5 pl PI eklenerek ve oda
1sisinda karanlikta 15 dakika inkiibe edildi. Hazirlanan hiicre silispansiyonu FACS
Calibur akim sitometri cithazinda okutulup BD Cell QuestTM programi kullanilarak
apoptotik hiicre analizi gerceklestirildi. Bu sekilde deney sonrasi canli, apoptotik ve

6li hiicre oranlar1 sayisal olarak belirlendi.
2.12. Gen Ekspresyon Analizleri

WST-1 sonucu elde ettigimiz GA ve KA dozlar ile ortak kiiltiire aldigimiz PANC-1
hiicrelerinde HNF1A geninin ifade diizeyleri {izerine etkilerini belirlemek amaciyla
Roche LightCycler cihazi kullanilarak kantitatif gercek zamanli PCR (qPCR)
caligmasi yapildi.
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2.12.1. Gen ekspresyonlarindaki degisimlerin belirlenmesi — real time PCR

Ortak kiiltiirler sonras1t hiicrelerin gen ekspresyonlarindaki degisimlerinin
saptanabilmesi i¢in kanser hiicrelerine yonelik “Cancer PathwayFinder PCR Array
(SABioscience)” paneli kullanildi. Oncelikle hiicrelerin RNA‘lari, RNA izolasyon kiti
(High Pure RNA Isolation Kit; Roche, Mannheim, Germany) ile saflastirildi.
[zolasyondan sonra RNA konsantrasyonu spektrofotometre ile dlgiilecek ve 1ug total
RNA olacak sekilde cDNA sentez kiti (Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis
Kit; Roche, Mannheim, Germany) ile ¢cDNA ’ya c¢evrildi. Hedef genlerin
amplifikasyonu SYBR green boyasi ile LightCycler 480-11 (Roche Diagnostics,
Rotkreuz, Switzerland) gergek-zamanli kantitatif PCR) cihazinda gerceklestirildi.

Hedef gen ve ona uygun se¢ilmis olan referans genler ayni panelde ¢ogaltildi.

PCR kosullart; 95°C°de 10 dakika inkiibasyon, takibinde 45 dongii 95°C ’de 15 s
denatiirasyon, 60°C’de 1 dak baglanma ve uzama seklinde uygulandi. Sonuclar Light
Cycler yazilimiyla (version 4) Cp degerlerinin hesaplanmasiyla analiz edildi. Kontrol
gruplar1 baz alinarak HNF1A gen ekspresyon analizleri yapildi. Calismada

ekspresyonu arastirilan hedef gen primer dizisi Tablo 3.8.de gosterilmistir.
Tablo 2.8. HNF1A forward/reverse

Forward 5'-AACACCTCAACAAGGGCACTC-3'
HNF1A
Reverse 5'-CCCCACTTGAAACGGTTCCT-3’

2.13. istatiksel Analiz

Sonuglarin istatistiksel analizleri SPSS 10.0 (SPSS, Chicago, ABD) programu ile
yapilmustir. Veriler esli t-testi ve ¢oklu analizler i¢in Newman—Keuls metodu ile test
edilmistir. Her deney en az li¢ kez tekrar edilmistir. Deney ve kontrol gruplar
arasindaki fark p<0,05 oldugunda anlamli ve p<0,01 oldugunda ileri derece anlamli

olarak ifade edilmistir.
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3. BULGULAR
3.1. Panc-1 Hiicre Kiiltiiri

Panc-1 kanser hiicreleri kiiltiir olarak ¢cogaltilmis ve kiiltiir boyunca diizenli olarak faz-
kontrast mikroskop altinda goriintiilenip morfolojileri incelenmistir. Sekil 3.1.’de
gosterilmigtir. Panc-1 ‘lerin kiiltiir siiresince, ileri pasajlarda dahi oldukca hizl

cogaldiklar1 gézlendi. ATCC numarasi: CRL-1469

ZL

Sekil 3.1. PANC-1 hiicrelerinin 151k mikroskop
goriintiileri 6l¢iim ¢ubugu: 100 pm

3 A : o o Syt :
. ? 7 Q5 8 T
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3.2. PANC-1 Pankreas Kanseri Hiicre Dizisinin Karakterizasyon Calismalari
3.2.1. Akim sitometri analizi

Yapilan ¢aligmada kullanilan Panc-1 hiicreleri deneylerde kullanilmadan 6nce akim
sitometri cihazi ile karakterizasyonu gergeklestirildi. Yapilan analiz sonucunda

kullanilan hiicrelerin Panc-1 belirteglerine sahip oldugu Sekil 4.2.”de gésterilmistir.

Hiicrelerinin karakterizasyon analizi i¢in pasaj 3"e gelindiginde tripsinizasyon islemi
ile kaldirdi. Hiicreler tasidiklar yiizey belirteclerine gore karakterize edildi. CD18,
CD24, CD31, CD34, CD38, CD44, CD133, CD166, CD309, CD324, CD325, CD338,
Ki-67, PCNA hiicre yiizey belirtecleri Sirasiyla %99,42, %1,05, %0,44, %1,20, %0,86,
%99,73, %0,73, %99,85, %2,56, %70,57, %6,17, %1,51, %90,73, %99,83 olarak

bulunmustur. Sekil 3.2.’de gosterilmistir.
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Akim sitometri analiz sonrasinda CD18, CD44, CD166, CD324, Ki67 ve PCNA igin
pozitif CD24, CD31, CD34, CD38, CD133, CD309, CD325 ve CD338 i¢in negatifligi

akim sitometri cihazinda saptanarak panc-1 hiicre ylizey belirtecleri gosterildi.
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Sekil 3.2. PANC-1 akim sitometri analiz sonucu
3.3.2. insan kemik iligi kaynaklh MKH (IKi-MKH) hiicre kiiltiirii

KOGEM hiicre arsivinde mevcut olan (KU GOKAEK 2016/21.1) ve daha énceden
etik kurul onay1 alinmis, insan kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicreler yapisan
kiiltiir olarak g¢agaltilmis ve kiiltiir boyunca diizenli olarak faz-kontrast mikroskop
altinda morfolojileri incelenmistir. MKH’ler morfolojik yapi1 ve yiiksek proliferasyon
ozellikleriyle mezenkimal kok hiicre fenotipine uyumlu goriilmiistiir. ileri pasajlara
kadar da yiiksek proliferatif 6zelligini korumustur. Mikroskop altinda yapilan
incelemelerde, fibroblast hiicrelerine benzeyen igsi yapida olduklar1 gézlemlendi.
Sekil 3.3.’de gosterilmistir.

Sekil 3.3. IKI-MKH’lerin 151k mikroskop goriintiileri
(ATCC) olgtim ¢ubugu: 100 um
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3.4. IKi-MKH Karakterizasyon Cahsmalari
3.4.1. Akim sitometri analizi

Hiicrelerinin karakterizasyon analizi i¢in pasaj 3’e gelindiginde tripsinizasyon islemi
ile kaldirdi. Tasidiklar1 yiizen belirteglerine, kok hiicre belirteglerine ve farklilasma
yetenegine gore karakterize edildi. Tasidiklar yiizey belirtegleri CD13, CD15, CD29,
CD44, CD73, CD90, CD105 ve HLA A,B,C, CD14, CD34, CD45, CD117 ve HLA-
DR ekspresyonlarina bakilarak sirasiyla %92,53, %1,03, %92,02, %97,86, %91,48,
%98,65, %37,02, %10,08 , %0,87 ,%0,60, %1,35 %0,59, %1,45 olarak bulunmustur.
Sekil 3.4’de mevcuttur.
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Sekil 3.4. iKI-MKH’lerin akim sitometri analizi sonucu

Akim sitometri analiz sonrasinda CD13, CD29, CD44, CD73 ve CD90 ig¢in pozitif ve
CD14, CD15, CD34, CD45, CD105,CD117, HLA A,B,C ve HLA-DR i¢in negatifligi
akim sitometri cihazinda saptanarak insan kemik iligi kaynakli Mezenkimal kok

hiicrelerin kok hiicre karakterine sahip oldugu gosterildi.

3.5. Gallik Asit ve Karnosik Asitin Konsantrasyonunun Belirlenmesi ve

Soliisyonunun Hazirlanmasi

Yapilan testler sonucunda literatiiriin destekledigi dogrultuda ve konsantrasyon GA,;
50 uM ve KA; 25 puM olarak belirlendi [191,192]. Tez calismast boyunca tiim
deneylerde GA; 50 uM ve KA; 25 uM konsantrasyonu sirastyla olacak sekilde
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kullanild1. Hazirlanan bu stok soliisyon steril ortamda 0,22 um’ lik steril filtrelerden
gecirildi ve -20°C’ de saklandi. Hazirlanan bir adet alikot (50GA, 25KA) 50ml lik
ortak kiiltiir besiyeri i¢in hazirlandi. Calismamizda kullanilan farkli konsantrasyondaki
soliisyonlar stok soliisyondan RPMI 1640 besiyeri ile seyreltilerek hazirlandi.(iki
alikot kullandik bir adet GA ve KA)

3.6. Canhilik Testi (WST-1)

Metabolik olarak aktif hiicre say1sini belirlemek i¢in 1. 3. 7. Giinlerde alinan 6rneklerle

yapilan WST-1 proliferasyon analizi.

3.6.1. IKI-MKH canhhk testi (WST-1)

MKH-GA 1.Gin MKH-GA 3.Giin
05
0,45
06 04
05 \/K 035
03
04 0,25
03 0,2
02 0,15
01
0,1 0,05
0 0
Oum S5um 10um 25um 50um 100um 150um 0pm Spm 10pm 25um 50pum 100pum 150um
MKH-GA 7.Glin

0,45

0.4

0,35

03

0,25

0,2

0,15

0,1

0,05

o}

opMm 5uM 10uM 25uM 50uM 100puM 150puM

Sekil 3.5. MKH-GA ile kiiltiire edildiginde 1.3.ve 7.Giin WST degerlerinin grafik
goruntusu

MKH — GA kombinasyonunun WSst-1 testi sonucunda 1. Ve 3. Giin 50uM GA
konsantrasyon oranina kadar canlilikta artis sonrasinda diisiis tespit edildi. 7. Giin ise
25uM  GA konsantrasyonuna kadar diisiis egiliminde olup, 50uM GA
konsantrasyonunda en yiiksek canlilik tespit edildi. Biitiin grafikler 100 pM GA ve
150 uM GA konsantrasyonlarinda canlilikta diisiis tespit edildi. Sekil 3.5.’de

mevcuttur. Sayisal veriler tablo 3.1. tablo 3.2. tablo 3.3.de mevcuttur.
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Tablo 3.1. MKH-GA ile kiiltiire edildiginde 1. Glin WST degerleri
0 um Sum 10um 25um S50pum 100pm  150um BLANK

0,572 0,553 0,609 0,58 0,535 0,342  -0,003
0,509 0,372 0,568 0,535 0,012
0,564 0,514 0,629 0,408 0,361 0,386  -0,008

0,585 0,579 0,339 0,435 0,583 0,409 0,385  -0,001
0,5575 0,5045 0,53625 0,516667 0,508667 0,385 0,371

Tablo 3.2. MKH-GA ile kiiltiire edildiginde 3. Glin WST degerleri

0 um Sum 10 pm 25um S50um 100um  150um BLANK

0,165 0,285 0,396 0,302 0,353 0,422 0,375 -0,004

0,221 0,303 0,464 0,456 0,254 0,35 0,459 0,003

0,38 0,302 0,532 0,575 0,579 0,321 0,279 -0,000

0,409 0,385 0,348 0,424 0,61 0,388 0,238 0,001
0,29375 0,31875 0,435 0,43925 0,449 0,37025 0,33775

Tablo 3.3. MKH-GA ile kiiltiire edildiginde 7. Glin WST degerleri

OuM SuM 10uM 25uM 50uM  100uM  150uM BLANK
0,261 0,25 0,302 0,351 0,495 0,133 0,106  -0,001
0,288 0,334 0,248 0,457 0,122 0,22 0,001
0,242 0,283 0,314 0,214 0,307 0,055  -0,002
0,378 0,315 0,157 0,405 0,254 0,084 0,003
0,263667 0,31125 0,29475 0,240667 0,416 0,169667 0,11625

MKH-KA 1.Giin MKH-KA 3.Giin

045

07 04

06 035

05 03

Ny 025

" 02

03 0,15

02 01

o1 005
0

0 opM 5uM 10uM 25iM  50uM 100pM 150uM

0um 5uM 10uM 25M 50uM 1000M  150uM

MKH-KA 7.Gun
03
025
02
0,15
0.1

0,05

0uM SuM 10uM 25uM 50uM 100uM 150uM

Sekil 3.6. MKH-KA ile kiiltiire edildiginde 1.3.ve 7. Gliin WST degerlerinin grafik
goruntisu

57



MKH — KA kombinasyonunun Wst-1 testi sonucunda 1. Ve 3. Ve 7.Giin 25uM KA
konsantrasyon oraninda canlilikta artis tespit edildi. 25uM KA konsantrasyonundan
sonra canlilikta azalma tespit edildi. Sekil 3.6.’de mevcuttur. Sayisal veriler tablo 3.4.

tablo 3.5. tablo 3.6.da mevcuttur.

Tablo 3.4. MKH-KA ile kiiltiire edildiginde 1.Giin WST degerleri

OouM SuM 10pM 25uM 50uM 100uM 150uM  BLANK

0,675 0,568 0,468 0,494 0,209 0,274 0,202 -0,008

0,521 0,489 0,495 0,315 0,312 0,299 0,208 0,004

0,656 0,485 0,309 0,499 0,399 0,221 0,292 -0,001

0,661 0,414 0,494 0,403 0,228 0,215 0,242 0,005
0,62825 0,489 0,4415  0,42775 0,287 0,25225 0,236

Tablo 3.5. MKH-KA ile kiiltiire edildiginde 3. Glin WST degerleri

OuM SuM 10uM 25uM 50uM  100uM  150uM  BLANK

0,456 0,461 0,214 0,417 0,311 0,243 0,24 0,002

0,484 0,315 0,365 0,363 0,319 0,269 0,245 0,006

0,323 0,321 0,374 0,346 0,283 0,15 0,159 -0,006

0,306 0,313 0,465 0,477 0,122 0,127 0,104 -0,003
0,39225 0,3525 0,3545 0,40075 0,25875 0,19725 0,187

Tablo 3.6. MKH-KA ile kiiltiire edildiginde 7. Giin WST degerleri

OuM SuM 10uM 25uM 50uM  100uM  150uM  BLANK

0,256 0,061 0,214 0,186 0,11 0,043 0,14 0,002

0,284 0,25 0,065 0,112 0,119 0,069 0,045 0,006

0,223 0,21 0,174 0,154 0,083 0,15 0,059 -0,006

0,26 0,13 0,165 0,187 0,122 0,127 0,004 -0,003
0,25575 0,16275 0,1545 0,15975 0,1085 0,09725 0,062

MKH-GAS0-KA25

09
038
07 —
06
05
04
03
02
0,1

0.Giin 1.Gln 3.Gin 7.Gin

Sekil 3.7. MKH-GA-KA ile kiiltiire edildiginde 0.1.3.7. Gliin WST
degerlerinin grafik goriintiisii
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Tablo 3.7. MKH-GA-KA ile kiiltiire edildiginde 0.1.3.7. Giin WST degerleri

0.Giin 1.Giin 3.Giin 7.Giin BLANK
0,856 0,788 0,714 0,761 0,002

0,784 0,714 0,739 0,715 0,006

0,923 0,882 0,774 0,521 -0,006

0,806 0,747 0,737 0,713 -0,003
0,84225 0,78275 0,741 0,6775

MKH — GA-KA Kombinasyonunun Wst-1 testi sonucunda 1. Ve 3. Ve 7.Giin 50uM
GA ve 25uM KA konsantrasyon oranlart MKH’lere zarar vermedigi tespit edildi. Sekil

3.7.” mevcuttur. Sayisal verile tablo 3.7. de mevcuttur.

3.6.2. PANC-1 canlilik testi (WST-1)

PANC1-MKH

1,2

1 -

0,8

0,6
0,4

0,2

1.Giin 3.Giin 7.Glin

Sekil 3.8. PANC-1 — MKH ile kiiltiire edildiginde 1.3.7 Giin WST degerlerinin grafik
goruntusu

Tablo 3.8. PANC-1 — MKH ile kiiltiire edildiginde 1.3.7 Giin WST degerleri

1.Glin 3.Giin 7.Giin BLANK
0,6 0,726 0,904 0,012
0,855 0,879 1,187 -0,004
0,713 0,781 0,983 -0,001
0,865 0,989 1,165 0,007
0,75825 0,84375 1,05975
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PANC-1 ve MKH kiiltiirii 3. Giinden sonra canlilikta artiga gectigi tespit edildi. Sekil

3.8.” de mevcuttur. Sayisal veriler tablo 3.8. de mevcuttur.

PANC1-GA 1. giin PANC1-GA 3.GUN
1
1 0,9
09 0,8
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0,5
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Sekil 3.9. PANC-1 — GA ile kiiltiire edildiginde 1.3.ve 7. Glin WST degerlerinin grafik
goruntusu

PANC-1 - GA Kombinasyonunun Wst-1 testi sonucunda 1. Ve 3. Giinlerde 25uM GA
konsantrasyonundan sonra canlilikta azalma tespit edildi.7.Giin ise ve 10uM
konsantrasyonundan sonra canlilikta azalma tespit edildi. Sekil 3.9.’da mevcuttur.

Sayisal veriler tablo 3.9. tablo 3.10. tablo 3.11.de mevcuttur.

Tablo 3.9. PANC-1 — GA ile kiiltiire edildiginde 1. Giin WST degerleri

5uM 10uM 25uM 50uM 100pM 150puM BLANK

0,831 0,833 0,821 0,695 0,576 0,533 -0,001

0,973 0,957 0,757 0,659 0,522 0,001

0,956 0,917 0,814 0,607 0,509 -0,002

0,861 0,826 0,857 0,605 0,414 0,554 0,003
0,90525 0,88325 0,830667 0,666 0,5395 0,536333
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Tablo 3.10. PANC-1 — GA ile kiiltiire edildiginde 3. Glin WST degerleri

OuM SuM 10uM 25uM 50uM  100uM  150uM  BLANK

0,975 0,868 0,848 0,794 0,509 0,374 0,202 -0,008

0,921 0,889 0,895 0,825 0,612 0,299 0,308 0,004

0,856 0,885 0,869 0,799 0,499 0,221 0,192 -0,001

0,961 0,814 0,804 0,803 0,428 0,215 0,142 0,005
0,92825 0,864 0,854 0,80525 0,512 0,27725 0,211

Tablo 3.11. PANC-1 — GA ile kiiltiire edildiginde 7. Glin WST degerleri

OuM SuM 10uM 25uM 50uM  100uM  150uM  BLANK

0,856 0,821 0,784 0,586 0,311 0,143 0,14 0,002

0,884 0,815 0,865 0,412 0,319 0,169 0,145 0,006

0,723 0,821 0,774 0,454 0,283 0,15 0,159 -0,006

0,806 0,813 0,765 0,587 0,222 0,127 0,204 -0,003
0,81725 0,8175 0,797 0,50975 0,28375

PANC1-KA 1.GUN PANC1-KA 3.GUN
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Sekil 3.10. PANC-1 — KA ile kiiltiire edildiginde 1. 3. ve 7.Glin WST degerlerinin
grafik gorintiisi
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PANC-1 — KA Kombinasyonunun Wst-1 testi sonucunda 1. Ve 3. Ve 7.Glin 10uM

KA konsantrasyon oraninda canlilikta azalma tespit edildi. Sekil 3.10.’da mevcuttur.

Sayisal veriler tablo 3.12. tablo 3.13. tablo 3.14.de mevcuttur.

Tablo 3.12. PANC-1 — KA ile kiiltiire edildiginde 1. Gliin WST degerleri

0 um Sum 10 pm 25um 50pm 100pm 150um  BLANK
0,872 0,885 0,873 0,653 0,409 0,448 0,435 -0,003

0,909 0,893 0,851 0,672 0,568 0,435 0,012

0,964 0,891 0,845 0,514 0,429 0,408 -0,008
0,885 0,871 0,854 0,579 0,339 0,435 0,383 -0,001

0,9075 0,885  0,85575 0,6045 0,43625 0,439333 0,408667

Tablo 3.13. PANC-1 — KA ile kiiltiire edildiginde 3. Glin WST degerleri

0 pm Spum 10pm 25um 50pm 100pm 150pm BLANK
0,965 0,802 0,853 0,453 0,266 0,222 0,175 -0,004
0,821 0,856 0,754 0,404 0,221 0,135 0,259 0,003
0,738 0,875 0,879 0,431 0,289 0,121 0,279 -0,000
0,809 0,824 0,861 0,352 0,288 0,238 0,001
0,83325 0,83925 0,83675 0,429333 0,282 0,1915 0,23775

Tablo 3.14. PANC-1 — KA ile kiiltiire edildiginde 7. Giin WST degerleri

OouM

SuM

10pM

25uM

50uM

100uM  150uM  BLANK

0,761
0,888
0,842

0,830333 0,77075

0,788
0,734
0,783
0,778

0,702
0,648
0,714
0,715

0,69475

0,151

0,214
0,157
0,174

0,176
0,259
0,209
0,214

0,2145

0,133 0,106 -0,001

0,122 0,22 0,001

0,055 -0,002

0,254 0,084 0,003
0,169667 0,11625

0,9

0,8 =

0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

0

0.Gin

PANC1-GA50-KA25

1.Gln

3.Gin 7.Gln

Sekil 3.11. PANC-1-GA-KA ile kiiltiire edildiginde 0.1.3.7. Giin WST degerlerinin
grafik goriintiisii
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Tablo 3.15. PANC-1-GA-KA ile kiiltiire edildiginde 0.1.3.7. Glin WST degerleri

0.Giin 1.Giin 3.Giin 7.Giin BLANK
0,817 0,611 0,443 0,214 0,002

0,863 0,719 0,369 0,145 0,006

0,746 0,783 0,315 0,159 -0,006

0,777 0,672 0,427 0,204 -0,003
0,80075 0,69625 0,3885 0,1805

PANC-1-GA-KA Kombinasyonunun Wst-1 testi sonucunda 1. ve 3. ve 7.Giinlerde
diizenli diisiis tespit edildi. Sekil 3.11.’da mevcuttur. Sayisal veriler tablo 3.15.de

mevcuttur.

Pancl-MKH - GA - KA

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1
0
0.Giin 1.Giin 3.Giin 7.Giin

Sekil 3.12. PANC-1-MKH- GA- KA ile kiiltiire edildiginde 0.1.3.7. Giin WST
degerlerinin grafik goriintiisii

Tablo 3.16.PANC-1-MKH- GA- KA ile kiiltiire edildiginde 0.1.3.7. Giin WST
degerleri

0.Giin 1.Giin 3.Giin 7.Giin BLANK
0,835 0,634 0,439 0,142 -0,003

0,641 0,339 0,114 0,012
0,808 0,541 0,261 0,186 -0,008
0,883 0,601 0,309 0,285 -0,001
0,842 0,60425 0,337 0,18175

PANC-1-MKH- GA-KA Kombinasyonunun Wst-1 testi sonucunda 0. 1. Ve 3. Ve
7.Giinlerde canlilikta diizenli diisiis tespit edildi. Sekil 3.12.da mevcuttur. Sayisal

veriler tablo 3.16.da mevcuttur.
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3.7. Annexin V-PI Kapasite Tayini

OLU HUCRELER
7
6
5
4
3
2
1
0
O L0 O \6 %6 G \6 ﬂ?@ ,\6 \6 %C) ,\6

@ @ @ AN 5@
FEE FIE T @@@
S I S5

FEE

Sekil 3.13. iKI-MKH hiicrelerin 50uM GA ve 25uM KA konsantrasyonunda ayr1 ayr1
ve birlikte 1.3.7. Giinlerdeki 6lim grafigi

Annexin Pl testi sonucunda IKI-MKH hiicrelerinin 25uM KA konsantrasyonundaki
6liim oraninin IKI-MKH - GA ve IKI-MKH —~GA-KA gruplarindan daha fazla oldugu
gozlemlendi. Sekil 3.13.’de gosterilmistir. Sayisal veriler tablo 3.17.de mevcuttur.

Tablo 3.17. MHK-Annexin Pl testi sonucu-6lii hiicre sayisi

MKH 1G 0,153333
MKH 3G 0,216667
MKH 7G 0,876667
MKH-GA5S0 1.G 0,946667
MKH-GA50 3.G 1,21

MKH-GA50 7.G 3,07

MKH-KA25 1.G 1,322222
MKH-KA25 3.G 3,876667
MKH-KA25 7.G 5,876667
MKH-GA50-KA25 1.G 1,723333
MKH-GA50-KA25 3.G 3,693333
MKH-GA50-KA25 7.G 5,24
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Sekil 3.14. IKi-MKH hiicrelerin 50uM GA ve 25uM KA konsantrasyonunda ayr1 ayr1
ve birlikte 1.3.7. Giinlerdeki canlilik grafigi

Annexin PI testi sonucunda IKI-MKH hiicrelerinin 50uM GA — 25 pM KA
konsantrasyonundaki canlilik oraninin IKI-MKH-GA ve IKI-MKH — KA gruplarina
oranla daha fazla oldugu goézlemlendi. Sekil 3.14.’de gosterilmistir. Sayisal veriler

tablo 3.18.de mevcuttur.

Tablo 3.18. MKH-Annexin PI testi sonucu-canli hiicre sayis1

MKH 1G 98,93333
MKH 3G 95,96667
MKH 7G 92,76667
MKH-GA5S0 1.G 96,2
MKH-GA50 3.G 92,6
MKH-GA5S0 7.G 88,3
MKH-KA25 1.G 95,69667
MKH-KA25 3.G 90,9
MKH-KA25 7.G 85,6
MKH-GA50-KA25 1.G 96,08667
MKH-GA50-KA25 3.G 94,6
MKH-GA50-KA25 7.G 92,2
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APOPTOTIK HUCRELER
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Sekil 3.15. IKi-MKH hiicrelerin 50uM GA ve 25uM KA konsantrasyonunda ayr1 ayr1
ve birlikte 1.3.7. Giinlerdeki apoptoz grafigi

Annexin PI testi sonucunda IKI-MKH hiicrelerinin 50uM GA — 25 uM KA
konsantrasyonundaki apoptoz oraninin IKI-MKH-GA ve IKi-MKH — KA gruplarma
oranla daha fazla oldugu gozlemlendi. Sekil 3.15.’de gosterilmistir. Sayisal veriler

tablo 3.19.da mevcuttur.

Tablo 3.19. MKH-Annexin PI testi sonucu-Apoptik

MKH 1G 1,453333
MKH 3G 1,866667
MKH 7G 2,98
MKH-GA50 1.G 2,2
MKH-GA50 3.G 2,863333
MKH-GA50 7.G 3,366667
MKH-KA25 1.G 1,833333
MKH-KA25 3.G 2,51
MKH-KA25 7.G 4,08
MKH-GA50-KA25 1.G 3,253333
MKH-GA50-KA25 3.G 3,65
MKH-GA50-KA25 7.G 3,995
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Sekil 3.16. PANC-1 hiicrelerin MKH, 50uM GA ve 25uM KA konsantrasyonunda
ayr1 ayri ve birlikte 1.3.7. Giinlerdeki 6liim grafigi

Annexin Pl testi sonucunda PANC-1 hiicrelerinin MKH - 50 uM GA — 25 uM KA
olan kiiltiirde 6liim oraninin diger gruplara oranla daha fazla oldugu saptandi. Sekil

3.16.’de gosterilmistir. Sayisal veriler tablo 3.20.de mevcuttur.

Tablo 3.20. PANC-1-Annexin PI testi sonucu-olii hiicre sayist

PANC1-MKH 1.G 1,74
PANC1-MKH 3.G 1,6
PANC1-MKH 7.G 1,1
PANC1-GA50 1.G 1,056667
PANC1-GA50 3.G 1,45
PANC1-GA50 7.G 3,153333
PANC1-KA251.G 2,723333
PANC1-KA25 3.G 3,733333
PANC1-KA257.G 3,976667
PANC1-MKH-GA-KA 1.G 2,6
PANC1-MKH-GA-KA 3.G 5,3
PANC1-MKH-GA-KA 7.G 6,19
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Sekil 3.17. PANC-1 hiicrelerin MKH, 50uM GA ve 25uM KA konsantrasyonunda
ayr1 ayri1 ve birlikte 1.3.7. Giinlerdeki canlilik grafigi

Annexin Pl testi sonucunda PANC-1 hiicrelerinin 25 pM KA olan kiiltiirde canlilik
oraninin diger gruplara oranla daha az oldugu saptandi. MKH - 50 uM GA — 25 uM
KA grubunda PANC-1 -25 uM KA grubuna benzer canlilik oraninda azalis izlendi.
Sekil 3.17.’de gosterilmistir. Sayisal veriler tablo 3.21.de mevcuttur

Tablo 3.21. PANC-1-Annexin PI testi sonucu-canli hiicre sayisi

PANC1-MKH 1.G 94,06667
PANC1-MKH 3.G 96,03667
PANC1-MKH 7.G 96,67
PANC1-GAS0 1.G 98,63333
PANC1-GA50 3.G 96,9
PANC1-GA50 7.G 90,42333
PANC1-KA25 1.G 97,1
PANC1-KA25 3.G 75,36
PANC1-KA25 7.G 60,35
PANC1-MKH-GA-KA 1.G 91,41333
PANC1-MKH-GA-KA 3.G 81,44
PANC1-MKH-GA-KA 7.G 61,83333
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APOPTOTIK HUCRELER
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Sekil 3.18. PANC-1 hiicrelerin MKH, 50uM GA ve 25uM KA konsantrasyonunda
ayr1 ayri ve birlikte 1.3.7. Giinlerdeki apoptoz grafigi

Annexin PI testi sonucunda PANC-1 hiicrelerinin MKH, 50uM GA ve 25uM KA olan
kiiltiirde apoptoz oraninin daha fazla oldugu goriildii. PANC-1 - 25uM KA grubunda
da benzer artig gozlendi. Sekil 3.18.’de gosterilmistir. Sayisal veriler tablo 3.22.de

mevcuttur.

Tablo 3.22. PANC-1-Annexin PI testi sonucu-apoptik

Apoptotik

PANC1-MKH 1.G 1,26
PANC1-MKH 3.G 1,226667
PANC1-MKH 7.G 1,63
PANC1-GA501.G 2,163333
PANC1-GA50 3.G 1,693333
PANC1-GA50 7.G 4,443333
PANC1-KA251.G 3,073333
PANC1-KA25 3.G 4,966667
PANC1-KA257.G 7,29
PANC1-MKH-GA-KA 1.G 3,333333
PANC1-MKH-GA-KA 3.G 5,97
PANC1-MKH-GA-KA 7.G 7,543333
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3.8. PCRile gen ekspresyon analizi
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Sekil 3.19. HNF1A gen ekspresyonlarindaki degisimlerin belirlenmesi — Real Time
PCR analizi

PANC-1 hiicre hattinda 7. Giin HNF1A gen ekspresyonlarinda artis gozlemlendi.
PANC-1 — MKH - 50 uyM GA ve 25 uM KA kombinasyonu HNFI1A gen
ekspresyonunu azaldigi saptandi. Sekil 3.19.’da gosterilmistir.
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4. TARTISMA

Kanser hastaliginin tedavi segeneklerinin yetersiz olmasi ve 6liim oraninin yiiksek
olmas1 caligmalarin yogunlagmasina yol agmistir. Giintimiizdeki ¢alismalar kanseri
tedavi etmenin yani sira kanserden korunma ve erken taniy1 da kapsamaktadir. Cerrahi
tedaviler radyoterapi, kemoterapi haricinde hedefe yonelik tedavi ve gen tedavileri

calismalar1 artmaktadir.

Pankreas kanseri, gelismis iilkelerde kansere bagli oliimler arasinda 4. sirada yer
almaktadir ve en agresif kanser tiirlerinden biridir. Genellikle belirtisiz seyirli, ileri
evrelerde tanist konabilen kanser tipidir [193]. Erken evrede tespit edilemeyen
pankreas kanserinde, ameliyat kiiratif bir segenektir. Fakat kanserin yerlesimine bagh
olarak hastalarin sadece %15’inde cerrahi rezeksiyon i¢in uygun olmaktadir. Maalesef
ki rezeke edilmis tiimorlerin de %70-80’inde ameliyat sonrasi niiks goriilebilmektedir
[194]. Pankreas kanseri hiicrelerinin gesitli genetik degisiklerle apoptozdan kagmak
icin kemoterapi/radyoterapi gibi sitotoksik geleneksel tedavilere kars1 yiiksek oranda
diren¢ mekanizmasi gelistirmis oldugu bilinmektedir. Pankreas kanseri hiicrelerinin
sitotoksik kemoterapotik ajanlara ve/veya radyoterapiye karsi olusan direng nedeniyle
de tedavide giigliikler ortaya ¢ikmaktadir [195]. Bu nedenle hastaliktan korunmada ve

tedavide yeni terapotik stratejilerin gelistirilmesine ihtiyag duyulmaktadir [196].

Son yillarda dogal tiriinlere olan ilgi artmaktadir. Ciinkii biyoaktif antikanser ajanlari
i¢cin 6nemli kaynak teskil eden dogal iiriinler, kemo-ilaglara kiyasla ¢ok daha diisiik
toksisiteye sahiptir. Ayn1 zamanda ilaglarin toksisitesini azaltic1 ve etkilerini arttirici
ozellikleri nedeniyle de tercih edilmektedirler [197]. Giiniimiizde kemoterapotik
ilaclarin %60’tan fazlasinin dogal iirtinlerden koken aldig1 bilinmekte ve birgok kanser
tipinde oldugu gibi pankreas kanserinde de bitkisel kaynakli dogal iiriinlerin,
kanserden koruyucu ya da terapétik ajan olarak degerlendirilmesi amaciyla antikanser

ozellikleri ¢alisilmaktadir.

Son yillarda yapilan ¢alismalar ile diisiik toksisiteye sahip olan kurkumin, resveratrol,

likopen, folik asit, beta karoten, selenyum, flavonoidler gibi dogal bitkisel tirlinlerin
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apoptozu uyarma ya da karsinogenezi Onleme gibi farkli mekanizmalarla kanser
hiicrelerini etkileyebildikleri gosterilmistir [198]. Bitkisel kaynakli dogal bir bilesik
olan flavonoidlerden genistein, daidzein, resveratrol, baikalein, flavopridol, apigenin
ve katesinlerin pankreas kanseri hiicreleri tizerindeki etkileri gosterilerek pankreas
kanseri tedavisinde ve korunulmasinda onemli terapétik ajan olabilecekleri rapor
edilmistir [199]. Zhang ve arkadaslarinin ¢alismasinda (2020); resveratrol, protein dig1
kodlayan RNA ifadesini antagonize ederek farklilasmay1 engelleyip, insan
0zofaringeal karsinomu hiicre biliylimesini bastirarak anti-kanser etki gdstermistir.
Bizim calismamizda da karnosit asit ve gallik asit anti-kanser etki gostermektedir
[200].

Bu dogal bilesiklerin pankreas kanserindeki antikanserojenik etkilerinin incelenmesi
amactyla PANC-1 hiicrelerinin kullanildig1 ¢aligmalar bulunmaktadir. Calismamizda
ise; Panc-1 hiicre hattinda MKH +GA+KA kombinasyonu sonrasinda HNF1A geninin

ekspresyonunda %50 azalma gozlemlenmistir.

Son zamanlarda kok hiicrenin kesfi ile kanser calismalari hiz kazanmis hiicresel
temelli tedaviler gelistirilmeye ve 6nem kazanmaya baslamigtir. Kok hiicreler hasarl
dokuya migrasyon yetenekleri olan ve bulundugu dokunun yenilenmesinde gorevli
olan &zel hiicrelerdir. Diger yandan kanser hastalarinin kemoterapi ve radyoterapi
sonrasinda yasam kalitesi kotli etkilenmekte ya da diismektedir. Hastanin yasam
kalitesini arttirmak amaciyla da kok hiicreler biiyiik 6nem tagimaktadir. Allojenik
kemik 1iligi nakli ile hastanin yasam Kkalitesinin arttig1 yapilan c¢aligmalarda
goriilmiistiir. Kok hiicrenin klinikte uygulama alaninin genislemesi i¢in molekiiler
mekanizmasinin tam olarak ¢oziilmesi gerekmektedir. Giinlimiizde yapilan ¢alismalar
molekiiler diizeyde hizla artmaktadir. Yolaklarin tam olarak anlagilabilmesi biiyiik
Oonem tagimaktadir. Kanseri olusturan kanser kok hiicrelerinin normal kok hiicreler ile
olan benzerlikleri kendilerini yenilemesi i¢in kullandigi sinyal yolaklar1 ( Notch, SHH,
WNT) , asimetrik hiicre boliinmesi ve tasidiklar1 benzer transkripsiyon faktorleri (
SOX2, Nanog, KIf4, OCT 4 ) kanseri olusturan hiicrelerin normal kok hiicrelerden
kaynaklandigin1 diisiindiirmektedir. Mezenkimal kok hiicreler ¢alismalarda en ¢ok
kullanilan kok hiicredir. Hasarli dokuya olan migrasyon yetenegi ve orada dokunun
onariminit  saglamasi, kanser hiicrelerinin iizerinde anti tiimorojenik etkisi

calismamizda mezenkimal ko&k hiicre grubunu se¢memize neden olmustur.
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Antiinflamatuvar 6zellige sahip olmasi diger kok hiicreler arasinda hiicresel temelli
tedavilerde mezenkimal kok hiicrelerin daha ¢ok calisilan hiicre grubu olmasini
saglamaktadir. Fakat tek Dbasina kanseri eradike edebilecek bir tedavi
olusturulamamaistir. Mezekimal kok hiicrelerin kanserli bir dokuya verildiginde kanser
dokusunun oldugu yere yerlesip savunma sistemi olusturdugu yapilan ¢alismalarda
izlenmistir[201]. Calismamizda mezenkimal kok hiicrelerin PANC-1 hiicreleri
tizerinde etkisinin izlenmesi haricinde, antitimoérojenik ve antikanserojenik olan
kanser hiicresinin biiylimesini engelleyici etkiye sahip olan GA ve KA nin pankreas
kanseri tizerinde hem tek basma hem de Mezenkimal kok hiicre ile birlikte
gosterecekleri etkisi incelenmistir. Mezenkimal kok hiicreler tek basina anti-kanser
etkisi gostermese de Panc-1+MKH+GA+KA birlikteliginde anti-kanser etkinlik
gostermistir. Onkogen olan HNF1A geni iizerinde, Panc-1+MKH birlikteliginde
ekspresyon artisina yol agmustir. Panc-1+MKH+GA+KA birlikteliginde ise
ekspresyon azalmasina yol agmistir. MKH+GA+KA ‘in HNF1A geninin
ekspresyonunu diisiirmesi bize kanser mekanizmalarinin diizenlenmesinde rol
olabilecegi hipotezini diisiindiirmiistiir. Ayn1 zamanda hasarli dokuya olan migrasyon
yetenegi ve orada dokunun onarimini saglamasi yoniinde etkileri olacagi tahmin

edilmektedir. Fakat bunun i¢in in vivo ve in vitro deneylere ihtiya¢ vardir.

Bircok c¢alismada GA ve KA gibi dogal bitkisel iirlinler kanser hiicrelerine karsi
kullanilmistir. Yapilan bir ¢alismada (2012) ; Gallik Asit, iki yumurtalik kanseri hiicre
dizisi OVCAR-3 ve A2780 / CP70'in biiylimesini ve in vitro anjiyogenezini se¢ici
olarak inhibe etmis, Akt fosforilasyonunun ve HIF-1a ekspresyonunun baskilanmasg
ve PTEN ekspresyonunun desteklenmesi yoluyla VEGF sekresyonunu inhibe ettigi
rapor edilmistir. Bagka bir calismada ise kanser segici ajan olarak gallik asit, pankreas

kanseri hiicrelerinde apoptozu indiikledigi rapor edilmistir [172].

Bahri ve ark (2017); rosmarinik asit (KA), akciger fibroblastlarinin ve
miyofibroblastlarin karnosik asit ile indiiklenen apoptozunu artiran bir adjuvan olarak
giiclii bir rol oynadigi bildirilmistir. [202]. Bizim ¢alisamizda ise; Panc-1 + KA
birlikteliginde apoptotik hiicre miktarinda 1. giine kiyaslandiginda 7. giinde 2 kat artig
yakalamistir. Panc-1 + GA birlikteliginde de; apoptotik hiicre miktarinda 1.giine
kiyaslandiginda 7. glinde 2 kat artis yakalamistir. Fakat KA, GA kiyasla apoptoza
etkisi daha fazladir.
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Liu ve ark. (2012): GA'nin insan pankreas kanseri hiicre hatlar1 CFPAC-1 ve
MiaPaCa-2'nin yan1 sira normal hiicreler olarak hepatositler HL-7702 iizerindeki
antiproliferatif etkisi incelenmistir. Ozellikle, MiaPaCa-2 hiicrelerinde GA ile
indiiklenen apoptoz mekanizmasi in vitro olarak daha fazla calisilmistir. Kanserde
secici bir ajan olarak gallik asit pankreas kanseri hiicrelerinde apoptozu indiikledigi
bildirilmistir [203].

Jing ve ark (2020); Gallik asit-altin nanopargaciklari, insan glioma U251 hiicrelerinin
radyasyona bagli hiicre olimiinti arttirdig: bildirilmistir. Ayrica, GA-GNP'ler art1
radyasyon, S ve G2/M fazlarinda U251'in hiicre dongiisiinii durdurdugu ve artan BAX
protein seviyeleri ve azalmig BCL-2 ekspresyonu ile desteklenen apoptotik hiicre
olimiinii tetikledigi rapor edilmistir. Bu nedenle, GBM tedavisi igin gelecekteki
caligmalarda radyasyon tedavisi ile kombinasyon halinde GA-GNP'ler biiyiik
potansiyele sahip olduklar1 diistiniilmektedir [204]. Bizim ¢alismamizda ise; GA 1.
giine kiyasla 7. giin 3 kat hiicre 6liimiine neden olmustur. Panc-1 + MKH + GA+KA

birlikteliginde ise; 2,5 kat hiicre 6liimiinde artis tespit edilmistir.

Pesakhov ve ark (2010); Kurcumin ve Karnosik Asit birlikteligi, in vitro ve in
vivo olarak akut miyeloid 16semiyi baskilayic1 etkiler yarattigi bildirilmistir[205].
Bizim galismamizda ise; PANC-1+MKH+GA+ KA birlikteliginde hiicre canliliginda

4,5 kat azalma tespit edilmistir.

GA ve KA pankreas kanseri hiicrelerinde antikanser etkileri tam bilinmemekle birlikte
sitotoksik etkileri, apoptoz uyarici ve antiinvaziv gibi timor biiylimesini baskilayici

ozellikteki antikanser etkilerini gosteren ¢alismalar mevcuttur.

Kim ve ark (2016); Karnosik Asit’in HCT116 hiicrelerinde apoptoza yol agtigi, ROS
olusumu, p53 indiiksiyonu, kaspaz aktivasyonu ve STAT3 sinyal yolunun inhibisyonu

rapor etmistir [206].

D’Alesio ve ark (2017); ERBB2 + meme kanseri hiicrelerinde karnosik asit ve
Trastuzumab arasindaki isbirligi antitiimor aktivitesi ile kanser hiicrelerini inhibe ettigi

gosterilmigtir [207].
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Zhao ve ark (2019) Karnosik asidin, apoptotik 6limii aktive ederek, hiicre gogiinii ve
istilasin1 inhibe ederek ve PI3K/AKT/m-TOR sinyal yolunu baskilayarak A-549
akciger kanseri hiicrelerinde kanser hiicresi biiylimesini inhibe etme potansiyeline
sahip oldugunu gostermistir [208]. Calismamizda canlilik oranlarina baktigimizda;
Panc-1 +GA birlikteliginde kiigiikk bir diisiis gerceklesirken, Panc-1 +KA
birlikteliginde %50 oraninda diisiis gerceklesmistir.

GA ve KA’ nin ve MKH’lerin PANC-1 hiicrelerindeki etkilerini inceledigimiz bu
calismada apoptotoz tayini Annexsin V/FITC-PI yontemi, canlilik i¢in WST-1 ve akim
sitometri bir analiz yapilmistir. Ve son c¢alismalarda onkogen kabul edilen HNF1A
geninin ekspresyonuna bakilmistir. GA ve KA nin PANC-1 ve IKi-MKH hiicreleri
tizerinde uygun dozu bulmak amacli konsantrasyon deneyi yapilmistir. Kanser
hiicreleri lizerinde uygun GA ve KA konsantrasyonu sirastyla 50 uM ve KA uM olarak
belirtilmistir [191,192]. Yapilan konsantrasyon deneyi sonucunda PANC-1 ve IKi-
MKH hiicreleri i¢in kurulacak olan ortak kiiltiir i¢in IKI-MKH i¢in sitotoksik olmayan
hiicrenin proliferasyonunu azaltic1 olmayan ve en énemlisi kanser hiicreleri lizerinde
gosterecek oldugu gibi apoptotik etkiye sahip olmayan doz WST testi ile

belirlenmistir.

Calismamizda insan kemik iligi kaynakli olan MKH’ler karakterizasyon ic¢in flow
sitometri analizden gecirildi. Analiz sonuglarina gore CD13, CD29, CD44, CD73 ve
CD90 i¢in pozitif ve CD14, CD15, CD34, CD45, CD105,CD117,HLA A,B,C ve
HLA-DR i¢in negatif ¢ikmistir. Bu sonuglar kullandigimiz hiicrelerin mezenkimal kok
hiicre karakterine sahip oldugunu gostermektedir. Mikroskop altindaki morfolojileri
ve kiltiir kabiin yiizeyine yapismalar1 da kullandigimiz hiicrelerin mezenkimal kok
hiicreler oldugunu ispatlamaktadir. Kullandigimiz PANC-1 pankreas kanseri hiicre
hattinin karakterizasyonu i¢in de belirli yiizey belirtegleri flow sitometri cihaziyla
saptanmistir. Bu analiz sonucunda, PANC-1 hiicrelerinin CD18, CD44, CD166,
CD324, KI67 ve PCNA belirtegleri bakimindan pozitif oldugu, CD24, CD31, CD34,
CD38, CD133, CD309, CD325 ve CD338 belirtegleri bakimindan negatif oldugu
gosterilmigtir. Elde ettigimiz verilere gore panc-1 hiicrelerinde bir degisme olmadigi

gozlemlenmistir.
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Mezenkimal kok hiicreler ile kanser hiicreleri arasindaki iliskiyi agiklayabilmek i¢in
bircok c¢alisma yapilmistir. Bazi calismalarda MKH’lerin kanser hiicrelerini
destekledigi bazi ¢alismalarda ise baskiladigi gozlemlenmistir. MKH’lerin kanser
hiicrelerini destekledikleri ¢esitli mekanizmalar vardir. Bu mekanizmalar; tiimorle ile
iligkili fibroblastlara geg¢is, immiin yanitin baskilanmasi, anjiyogenezisin tesvik
edilmesi, epitelyal-mezenkimal gegisin (EMT) uyarilmasi, tiimor mikrogevresine
destek ve kanser hiicrelerinin metastaz yapmalarina destek olarak siralanabilir.
MKH’lerin tiimdr gelisimini baskilama mekanizmalari ise inflamatuar infiltrasyonun
arttirllmasi, anjiyogenezisin inhibe edilmesi ve Wnt yolagmin baskilanmasi
aracili@iyla tlimor gelisiminin inhibe edilmesi olarak gosterilebilir.[209] Bizim
calismamizda tek basina MKH’lerin PANC-1 kanser hiicrelerini destekledigi ya da
baskiladig1 hakkinda netlik yoktur. Bunun i¢in daha fazla in vitro deneylere ihtiyag

vardir. Ayni zamanda in vivo deneylerde gerekmektedir.

PANC-1 pankreas kanseri hiicreleri bitkisel kaynakli dogal bilesik olan GA ve KA ile
kiiltiire edildiginde antiproliferatif etki gosterdigi gézlemlenmistir ve kanser hiicresi
canliliginda anlamli bir azalma tespit edilmistir. PANC-1 hiicrelerinde canli hiicre
sayisinda azalmaya, apoptatik hiicre sayisinda ise artisa neden olmustur. Karnosik

asitin, Gallik asite oranla daha gii¢lii bir bilesik oldugu da gézden kagmamastir.
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5. SONUC VE ONERILER

Yaptigimiz ¢alismada, bitkilerin yapisinda bulunan ve fenolik bilesik olan Karnosik
asit ve Gallik asitin, insan kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicrelerle birlikte
PANC-1 hiicrelerinde sitotoksik ve apoptotik Ozellikleriyle pankreas kanserindeki
antikanser etkisi HNF1A gen ifade analizleri ile arastirllmigtir. Yapilan analizler
neticesinde mezenkimal kok hiicrelerin Panc-1 hiicreleri {lizerine antiproliferatif
etkileri ve sitotoksik etkileri oldugu gozlemlenmistir. PANC-1 hiicrelerinde canli
hiicre sayisinda azalmaya, apoptatik hiicre sayisinda ise artisa neden oldugu anti-

kanser etkisi gézlenmistir.

Bu calisma ile MKH’lerin, gallik asit ve karnosik asitin pankreas kanserinin
tedavisinde kullanilmak tizere gelistirilebilecegi gosterilmistir. Ancak daha etkili ve
verimli sonuglar alinmasi i¢in hem in vitro hem de in vivo galismalarin yapilmasi ve
istatiksel olarak olumlu veya olumsuz anlamli veriler elde edinceye kadar
tekrarlanmas1 gerekmektedir. Ayrica MKH’lerin kanser hiicrelerini dldiirme

mekanizmalariin aydinlatilmasi i¢in molekiiler yolaklar ¢alisiimalidir.

Calismamizin bir sonraki hedefi GA ve KA kombinasyonunun MKH ile birlikte,

deneylerin in-vivo olarak da incelenmesidir.

Bulgularimiza gére MKH’lerin GA + KA birlesimiyle Panc-1 hiicrelerine karst
antiproliferatif etkilerinin daha fazla oldugu gézlemlenmistir. Karnosik Asitin, Gallik
Asite gore daha iyi sonuglar verdigi gézlemlenmistir. Pankreas Kanser hiicrelerine
karst GA +KA kombinasyonu gelecek i¢in umut vaad etmektedir. Calismamizdaki
fenonik bilesikler GA ve KA pankreas kanser hiicreleri lizerindeki sitotoksik ve
apoptotik etkisi ilk kez arastirilmis ve PANC-1hiicreleri tizerindeki sitotoksik ve
apoptotik etkinin belirlenmesiyle GA ve KA’nin pankreas kanseri tedavisi i¢in yeni

bir terap6tik ajan adayi olabilecegi gosterilmistir.

Sonug olarak yaptigimiz ¢alismada, karnosik asit ve gallik asit, mezenkimal kok

hiicrelerle birlikte PANC-1 hiicrelerinde canli hiicre sayisinda azalmaya, apoptatik
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hiicre sayisinda ise artisa neden oldugu ve HNF1A ‘nin ekspresyonunun azalmasi
pankreas kanseri biiylimesini ve ilerlemesinin inhibisyonuna yol agtigin1 géstermistir.
GA ve KA‘in HNAIA geninin ekspresyonunu diisiirmesi bize kanser

mekanizmalarinin diizenlenmesinde rol olabilecegi hipotezini diistindiirmiistiir.
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OZGECMIS

4 ¢ocuklu ailenin en biiyiikk ¢ocugudur. Lise 6grenimini Ozel Ciragan Lisesi’nde
tamamladi. 2012 yilinda girdigi istanbul Universitesi Biyoloji Béliimii’nden 2016
yilinda mezun oldu. Bir y1l sonra Kocaeli Universitesi Biyoloji Anabilim Dali’nda
yiiksek lisans egitimine basladi. Yiiksek lisans egitiminde Karnosik Asit ve Gallik
Asitin PANC-1 Pankreas hiicrelerinde HNF1A geni lizerine sitotoksik etkileri tizerine
caligsmalar1 bulunmaktadir.
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