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OZET
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ARASTIRILMASI

Demet Sevimli
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Damisman: Prof. Dr. Engin Ulukaya

2020

Pankreas kanseri genellikle hastaligin son evrelerinde belirti veren sinsi bir hastaliktir.
Bununla birlikte giiniimiliziin en Olimciil 4. kanser tiirti olarak bilinmektedir.
Kemoterapi tedavisi sonrasinda hiicrelerin kazandig1 direng kanser 6liimlerinin baslica
sebeplerinden biridir. Bu sebeple, bir¢ok kanser tiiriinlin yani sira, pankreas kanseri
tedavisine yonelik yeni ilag ve tedavi stratejileri bulmak amaciyla bircok ¢alisma
yapilmaktadir. Sakkarin tiirevli bilesiklerin kanser tedavisinde umut verici etkilerinden
dolay1 gelistirilerek ilag olarak kullanilabilir olmasi 6n goriilmektedir. Tatlandirici
olarak kullanilmakta olan sakkarin (sacH), yapisindaki birden fazla verici ucuyla ¢ok
yonlii ve ilging bir liganttir. Dolayisiyla bu tez calismasinda, yeni sentezlenen sakkarin
tirevli bir bilesigin (MP2) insan pankreas kanseri hiicre hatt1 (Pancl) iizerine
sitotoksik etkisi arastirilmigtir. Sakkarin tiirevli bilesigin hiicre canliligi {izerine
etkileri SRB canlilik testi ile incelenmistir. MP2 bilesiginin belirlenen dozlarmdaki
hiicre 6liim mekanizmasmin belirlenmesi i¢in akim sitometrisi kullanilmustir.

Sonug olarak, yeni sentezlenen sakkarin tiirevli bilesigin Pancl hiicre hattinda hiicre
Olimiinii tetikledigi bulunmustur. MP2 bilesiginin pankreas kanserinde tedavi
secenegi olabilecegi ongdriisiiyle farkli deneylerin yapilmast ve farkl kanser tiirleri
iizerinde de in vitro deneylerin yapilmasi gerektigi sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Pankreas kanseri, Apoptoz, Nekroz, Sakkarin, Sitotoksisite
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ABSTRACT

PT (11) SACCARINATE NEW IN SYNTHESIS IN PANCREAS CANCER
COMPLEX CHEMICAL COMPOUND, ANTICANCER EFFECTIVENESS
INVESTIGATION

Demet Sevimli
Cancer Biology and Pharmacology
Supervisor: Prof. Dr. Engin Ulukaya

2020

Pancreatic cancer is an insidious disease that usually presents in the late stages of the
disease. However, it is known as the 4th deadliest cancer type today. Cell resistance
gained after chemotherapy treatment is one of the main causes of cancer deaths.
Therefore, many studies have been conducted to find new drugs and treatment
strategies for pancreatic cancer treatment as well as many types of cancer. It is
envisaged that saccharin derived compounds can be developed and used as medicines
due to their promising effects in cancer treatment. Saccharin (sacH), used as a
sweetener, is a versatile and interesting ligand with multiple donor tips in its structure.
Therefore, in this thesis study, the cytotoxic effect of a newly synthesized saccharin
derived compound (MP2) on human pancreatic cancer cell line (Pancl) was
investigated. The effects of saccharin-derived compound on cell viability were
investigated by SRB viability test. Flow cytometry was used to determine the cell death
mechanism at the determined doses of the MP2 compound.

As a result, the newly synthesized saccharin derived compound was found to trigger
cell death in the Pancl cell line. It was concluded that different experiments should be
performed and in vitro experiments should be performed on different types of cancer
with the assumption that MP2 may be a treatment option in pancreatic cancer.

Keywords: Breast cancer, Apoptosis, Palladium, Cytotoxicity
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GIRIS

Kanser, viicudun normal kontrol mekanizmasi ¢aligmay1 biraktiginda gelisir.
Tiim kanser tiirlerinde, viicudun bazi1 hiicreleri durmadan bdliinmeye ve ¢evre dokulara
yayllmaya baslar. Kanser, trilyonlarca hiicreden olusan insan viicudunun hemen
hemen her yerinde baslayabilir. Normalde insan hiicreleri, viicudun ihtiya¢ duydugu
yeni hiicreler olusturmak i¢in biiyiir ve boliiniir. Hiicreler yaslandik¢a veya hasar
gordiigiinde Oliirler ve yeni hiicreler yerlerini alir. Ancak kanser gelistiginde, bu
diizenli siire¢ bozulur. Hiicreler gittikce anormal hale gelir, eski veya hasarli hiicreler
Olmeleri gerektiginde hayatta kalirlar. Bu anormal hiicreler durmadan bolinebilir ve
tiimor adi1 verilen kitleler olusturabilir. Bir¢ok kanser, doku kitleleri olan kat1 tiimorler
olusturur. Kanserli tiimorler habistir, yani yakindaki dokulara yayilabilir veya istila
edebilirler. Ek olarak, bu tiimdrler biiyiidiik¢e, bazi kanser hiicreleri kan veya lenf
sistemi yoluyla viicuttaki uzak yerlere gidebilir ve orijinal tiimorden uzak yeni

tiimorler olusturabilir.

Gilintimiizde, mevcut ilaglar ile kanser tedavisi (kemoterapi) yetersiz kalmakta
ve bir¢cok kanser tiiriinde tedavi saglanamamaktadir. Bu nedenle kanseri dnleyici yeni
ilag gelistirme c¢alismalar1 umut vadetmekte olan bir alan olarak karsimiza
cikmaktadir. Kanserde tedaviyi miimkiin kilmay1 amaglayan kanser arastirmacilari,
anti-kanser etkisi gii¢lii yeni ajan/ilag gelistirme ¢alismalar1 lizerine yogunlasmaktadir.
Son yillarda kanser tedavisinde metal bilesiklerin ¢ok ¢esitli tiimor hiicre hatlarina
kars1 umut verici etkilerinden dolayi ilag olarak kullanimi yayginlagsmistir (Abu-Surrah
ve ark., 2008; Ferraz ve ark., 2009; Ulukaya ve ark., 2011). Metal kompleksi igeren
anti-kanser ajanlarin DNA’ya baglanarak DNA lezyonlarinin olusumuna yol acgarak
sitotoksik etki gosterdigi bildirilmektedir (Zhu ve ark., 2009). Bu metal bilesiklerden
olan Palladyum; anti-fungal, anti-viral, anti-kanser ve anti-bakteriyal etkilere sahiptir.
Sakkarin de negatif yiiklii imino azot atomunun ve karbonil ve siilfonil oksijen
atomlarmin varlig1 sayesinde ¢ok yonlii bir ¢ok fonksiyonlu ligand olarak davranir ve
mononiikleerden koordinasyon polimerlerine metal kompleksleri olusturur.Ayrica
giiclii antikanser aktivitesi olan sac ait birka¢ Pt (II) kompleksi, diger arastirma

gruplar1 tarafindan rapor edilmistir

Bu calisma, pt(II) sakkarinat kompleksinin, Panc1 pankreas kanseri hiicre soylar1
tizerindeki sitotoksik etkisinin belirlenmesi ve bu etkinin molekiiler mekanizmalarmin

arastirilmasi amaciyla yapilmistir.
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1. GENEL BILGILER

1.1. Pankreas Anatomisi

Pankreas genel olarak endokrin ve ekzokrin pankreas seklinde iki baslik altinda
degerlendirilebilir. Ekzokrin pankreas, sindirim enzimlerini {ireten ve onikiparmak
bagirsagina sekrete eden kisimdir. Bu kisim bag doku, kan damarlar1 ve sinirler ile
iligki i¢cinde bulunan asinar ve duktal hiicreleri igerir. Ekzokrin kisim total pankreasin
%095’lik kismint meydana getirir. Endokrin pankreas ise kana insiilin, glukagon,
somatostatin ve pankreatik polipeptidleri salgilayan ve total pankreasin %1-2’lik
kismini olusturan bolimiidiir (Longnecker 2014). Endokrin pankreastaki hiicre
tiplerinin kiimeler seklinde bir araya gelmesiyle olusan yapiya Langerhans Adaciklar1

ad1 verilmistir (Hezel ve ark. 2006). Pankreasin genel yapisi Sekil 1.1°de verilmistir.

Safra kanali (duktus)
N Onikiparmak bagirsag

i~ Ana pankreatik kanal .
g (duktus)

Sekil 1.1. Pankreasin anatomisi. Sag alt kosedeki dairesel kisim; Langerhans
adaciklarini, yildiz; asinar hiicreyi, ok isareti; pankreatik kanali (duktus) goéstermektedir
(Hezel ve ark. 2006’dan Tiirkgelestirilerek alinmistir)

1.2. Pankreas Kanseri

Pankreatik duktal adenokarsinom (PDAC), 2030 yilma kadar kansere bagli
Oliimlerin ikinci 6nde gelen nedeni olmasi beklenen agresif ve tedavi edilemez bir
malignitedir. PDAC'li bircok hastada tani iizerine lenf nodu veya uzak metastaz
goriiliir. PDAC'de biiyiime ve proliferasyona dahil olan birkag sinyal yolu aktive edilir.
Tiimor baskilayict genlerdeki mutasyonlar da PDAC'de saptanmistir. Son on yilda
pankreas kanseri arastirmalarinda kaydedilen ilerlemeye ragmen, etkili tedavi rejimleri
bulunmamaktadir. Kemoterapi ve radyasyon tedavisi ¢cogunlukla etkisiz kalmaktadir.

Kiiratif rezeksiyon i¢in tek girisim cerrahi olmaya devam etmektedir, ancak PDAC

11



hastalarmin sadece %15-20'si bagvuru aninda cerrahi i¢in uygundur. Bu hastalikla
miicadele etmek icin yeni tedavi stratejileri gelistirmek icin PDAC''n molekiiler
patogenezinin daha iyi anlagilmas1 gerekmektedir. (He ve ark. 2012, Ottenhof ve ark.
2011). PDAC’lar pankreatik intraepitelyal neoplazi (PanIN) ve intraduktal papiler
miisindz neoplazm (IPMN) olarak bilinen hiperplastik lezyonlarin gelisimi ile
meydana gelmektedir (Grant ve ark. 2016) (Sekil 2.1). Pankreatik intraepitelyal
neoplazmalar (PanIN) pankreatik duktusta yer alan mikroskobik, non-invazif epitelyal
proliferasyonlar olarak tanimlanmaktadir. PanIN formasyonu ayni zamanda asinar-
duktal metaplazi olarak da bilinmektedir. Pankreatik hasar ya da KRAS aktivasyonunu
takiben asinar hiicreler asamali olarak asinar 6zelliklerini kaybeder ve duktal 6zellik
kazanmaya baslar (Gooiker ve ark. 2014). Bu lezyonlar, mutasyonlarin birikimine
paralel olarak artan displaziye gore 4 grade (smif) altinda incelenmektedir: PanIN-1A,
-1B, -2 ve -3) (Sekil 2.2). Apoptoz genellikle bir sistein proteaz ailesi olan kaspazlar
tarafindan diizenlenir. Cesitli uyaranlar tarafindan tetiklenen baslatici pro-kaspazlarin
aktivasyonu, etkili kaspazlarin spesifik substratlarin bdliinmesini katalize ederek
kromatin yogunlasmasi ve apoptotik cisimlerin olusumu ile niikleer parcalanmaya yol
actig1 uygulayici pro-kaspazlari ayirir. FADD benzeri ICE inhibitor proteinleri (FLIP)
ve clAP, XIAP ve survivin dahil apoptoz (IAP) ailesinin inhibitorii, tiimoér nekroz
faktoriine bagh apoptoz indiikleyici ligand (TRAIL) kars1 kanser direncine yol agan

pro-kaspazlarm aktivasyonunu inhibe eder. (Grant ve ark. 2016)

\
\
.

Ny} o 3
AN S e gl
N-1B PanIN-2

Sekil 1.2. Pankreatik kanserin gelisim modeli (Chang ve ark. 2008’den
Tiirkgelestirilerek alinmigtir)
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1.2.1 Risk Faktorleri

Altta yatan karsinogenezin karmasikligi ile karakterize edilen pankreas
kanserinin nispeten nadir olmasi nedeniyle, bircok faktdriin bir kombinasyonunun
hastaligin baglamasina katkida bulunmas1 muhtemeldir. Sigara veya alkol alim1 gibi
bazi1 faktorler kontrol edilebilir, yas veya aile dykiisii gibi digerleri kontrol edilemez.
Cogu risk faktori dogrudan hastalia neden olmamasina ragmen, maruz kalma
seviyesi genellikle kanser gelisimini etkiler. Tedavi secgenekleri hala smirl
oldugundan ve sagkalim prognozu zayif kaldigindan, kontrol edilebilir risk
faktorlerinin tanimlanmas1 ve kagmasi yliksek risk altindaki bireyler i¢in 6zellikle
onem kazanmaktadir (Zavoral M. ve ark.2011). En belirgin pankreas kanseri risk

faktorleri Tablo 1'de 6zetlenmistir.

FAKTOR TiP GRUP MAKSIMUM RiSK
Sigara Eksojen Davranigsal 3
Alkol Eksojen Davranigsal Anlamli degil
Diyet / Obezite Eksojen Davranigsal 1.72
Mesleki tehlike Eksojen Cevresel -
Radyasyon Eksojen Cevresel Sonugsuz-yetersiz
Yas Endojen Biyolojik -
Aile oykiisii Endojen Genetik 32
Peutz-Jeghers Endojen Genetik 132
sendromu
FAMMM sendromu Endojen Genetik 13.1
Hormonal Endojen Biyolojik Sonugsuz-yetersiz

Tablo 1. Pankreas kanseri risk faktorleri. (Zavoral M.ve ark 2011)

1.2.2. Pankreas Kanseri Molekiiler Biyolojisi

Kati1 kanserin molekiiler mekanizmalari, hastaligin farkli asamalarinda meydana
gelen ve dokuyu etkileyen farkli mekanizmalardan olusan karmasik bir yapidir.
Hastaligin temel prensipleri 1970'lerde ve 1980'lerde ortaya ¢iktig1 icin pankreas
kanserinin baglamasi, gelisimi ve ilerlemesinin detayli molekiiler mekanizmalar1
kapsamli bir sekilde incelenmistir (Pour P ve ark, 1977). Klasik pankreas kanseri
gelisimi modeli prekiirsor lezyonlardan invaziv karsinoma morfolojik ve molekiiler
transformasyonu tarif eder. Kanal lezyonlarmin smiflandirilmast i¢in standart

isimlendirme ve tani1 kriterleri dncelikle pankreatik intraepitelyal neoplazi derecelerine
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dayanmaktadir (Berlin NI ve ark, 1981). 1A, 1B, 2 ve 3 dereceleri, polarite kaybi,
niikkleer kalabaliklasma, genislemis c¢ekirdekler, yalanci tabakalasma ve
hiperkromatizm ile karakterize biiyliyen sitolojik atipi temsil eder. Her PanIN agamasi,
spesifik genleri ve genetik yollar1 etkileyen genetik diizensizlikler ile karakterize

edilen farkl: bir molekiiler stire¢ modeli ile karakterize edilir(Hruban RH ve ark, 2001).

1.2.3.Proto-Onkogenler Ve Tiimor Baskilayicilar

PanIN modelinde, genetik degisiklikler; hiicre biiyltimesi, béliinmesi, apoptoz ve
gb¢ gibi tiim molekiiler sistemlerin kararsizligii indiikleyen hiicresel sinyallemenin
kilit koruyucularini etkileyen temel bir role sahiptir. Proto-onkogenler, biiylime
faktorleri, sinyal transdiiserleri, transkripsiyon faktorleri veya apoptotik inhibitdrler
gibi bu sistemler icin pozitif regiilatorler olarak islev goren proteinleri kodlar (Serra E
ve ark, 1997). Mutasyona ugramig formlari, onkogenleri genellikle kanser
hiicrelerinde bulunur. Mutasyon, onkogenlerin protein iiriinlerinin kalic1 olarak aktive
olmasina neden olur ve bu da kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi ile sonuglanir (Herman JGve
ark, 1996). Onkojenik mutasyonlar baskin bir karaktere sahiptir; bu nedenle 6liimciil
bir sonu¢ icin bir allelin eksikligi (yani heterozigot mutasyon) yeterlidir. KRAS,
CTNNBI1 (B-katenin), PIK3CA veya AKT1 dahil olmak {izere pankreas
kanserojenezinde yer alan birka¢ anahtar proto-onkogen vardir. En yaygin onkojenik
mutasyon tipleri nokta mutasyonu, delesyon, gen amplifikasyonu ve gen yeniden
diizenlemesidir (Jackson MA ve ark, 2006). Tiimor baskilayici genler, sinyal
inhibitorleri, negatif transkripsiyon faktorleri, apoptoz aktivatorleri veya DNA onarim
sistemlerinin iiyeleri gibi hiicre ¢cogalmasina karsi etki eden proteinleri kodlar. Genetik
degisikligin bir sonucu olarak, normal islevleri tamamen azaltilabilir veya ortadan
kaldirilabilir. Timdr baskilayici genlerdeki mutasyonlar ¢ekinik bir karaktere sahiptir;
bu nedenle, hiicre fonksiyonlarini sadece her iki allel de etkilendiginde kaybeder. Cift
vurus modeli olarak tanimlanan en yaygm durumda, bir alel baglangigta mutasyona
ugrar, digeri daha sonra mutasyona ugrar veya tamamen kaybolur. Tiimor baskilayici
deaktivasyonunun ayri bir mekanizmasi hipermetilasyondur. Pankreas kanserinde, sik
etkilenen tiimor baskilayicilar1 arasmmda TP53, APC, SMAD4 ve TP16 bulunur
(Bamford Sve ark, 2004).

1.2.4.Pankreas Kanserinde Sinyal Yolaklar1 C-Met / Hgf Sinyal Yolaklar
C-MET / HGF (hepatosit biiyiime faktorii) sinyal yolu, pankreas kanserinin

erken ilerlemesinde anahtar bir faktordiir. Yol, anahtar onkogenlerin aktivasyonu,
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anjiyogenez ve sac¢ilma (hiicre ayrigmasi ve metastaz) yoluyla invaziv biiyiimeden
sorumludur (Chmielowiec J,ve ark, 2007). C-MET, embriyonik gelisim ve yara
iyilesmesinde birincil islevi olan bir HGF reseptoriinii kodlayan bir proto-onkojendir.
C-MET mRNA normal insan ekzokrin pankreasinda ¢ok diisiik seviyelerde mevcut
olmasina ragmen, pankreatik kanserlerin ¢ogunda ve pankreatitten etkilenen epitel
hiicrelerinde yukari regiile edilir (Yu J. Ve ark, 2006). Akut pankreatitten etkilenen
rejenere dokuda c-MET'in asir1 ekspresyonu da gozlenir ve pankreatik kanserojenezde
erken bir olay olarak goriilir. HGF, c-MET'in birincil ligandidir. C-MET / HGF
etkilesimi {lizerine Ras, fosfoinositid 3-kinaz (PI3K), Janus kinaz (JAK) / sinyal
transdiiseri ve transkripsiyon (STAT) ve enin-katenin (Wnt) yollarinin aktivatorii dahil

olmak tizere birkag farkli sinyalleme yolu aktive edilir (Otte JM ve ark, 2000).

1.2.5.RAS / RAF / MAPK Yolu

Ras / Raf/ mitojenle aktiflestirilen protein kinaz (MAPK) yolu, kanserde en ¢ok
calisilan ve en 1yi tarif edilen sinyal yollarindan biridir. Ras / Raf / MAPK
sinyallemesinin rolii, hiicre biliylimesi ve bdlinmesi, hiicre farklilasmasi ve
migrasyonu, doku iyilesmesi ve onarimi ve anjiyogenez dahil olmak iizere birgok
kanserojen siire¢ i¢cin kritiktir. Hiicre disindan hiicre i¢i ortama sinyal iletiminin
merkezi regiilatorii, hiicresel zarin i¢ duvarinda lokalize olan Ras proteinidir. Normal
fizyolojik kosullar altinda, hidrofobik Ras proteini inaktiftir ve GSYIH'ye baglidur.
Biiylime faktorii transmembran reseptorlerinden (bliyiime faktorii reseptorleri veya
sitokin reseptorleri gibi) gelen hiicre dis1 bir sinyal, GDP'ye baglanmasi ve ardindan
GTP'ye baglanmas iizerine aktive edilmesini baglatan bir guanidin degisim faktorii
SOS'un salimmasimi tesvik eder. Aktive edilmis GTP-Ras kompleksi, raf kinazin bir
kinaz aktivitesini tetikler, bu da sonugta DNA transkripsiyonu ve mRNA ¢evirisinin
onemli bir diizenleyicisi olan bir MAPK'nin aktivasyonuyla sonuclanir. Ras / Raf /
MAPK iiyelerinden herhangi birini etkileyen mutasyonlar tiimor olusumunda bir artiga
neden olur. Raf ve MAPK'nin yani sira PI3K dahil Ras proteininin diger akis asagi
efektorleri vardir, boylece ¢oklu yollar arasinda ¢apraz konusma saglar (Sekil 1.3)(

Molina JR ve ark, 2006).

15



F

7
Eiﬁﬁ Iﬁk 1133343111 iﬁﬁlﬁnﬁﬁﬁﬁﬁ
Ras = 5 rbzsos Ras

Ras
»> —_—

e N

! PI3K RalGDS PLC
MEK1/2
X
< !
ERK1/2
rems Apoptoz |[Here Kalsiyum
inhibi Dénglisii ve . li
o sinyalizasyonu
i {nhiblsvonu Transkripsiyon ¥ Y
Proliferasyon

Sekil 1.3. Ras / Raf/ mitojenle aktiflestirilen protein kinaz yolu

1.2.6.PTEN / PI3K / AKT Yolu

PTEN / PI3K / AKT temel olarak AKT onkogeninin hiicre zarindaki
lokalizasyonu yoluyla diizenlenmis aktivasyonuna dayanan 6nemli bir sinyallesme
yoludur. AKT'nin membran lokalizasyonunda yer alan iki 6nemli protein ailesi, PI3K
ve PTEN fosfatazlardir (Carnero A ve ark, 2008). PI3K, fosfoinositidler olarak bilinen
baz1 membrana bagli lipitleri fosforile edebilir. PI3K aracili fosforilasyon ii¢ asamada
ilerleyebilir, bunlar fosfatidilinositol 3-fosfat (PIP), fosfatidilinositol (3,4) -bisfosfat
(PIP2) ve fosfatidilinositol (3,4,5) -trisfostat (PIP3) iiretir. Fosforile formlar, PIP3 ve
daha az 6l¢iide PIP2, hiicre zarma 6nemli protein kinazlar1 ¢geker (Perugini RA ve ark,
2000). En belirgin olani, glikoz metabolizmasi, hiicre proliferasyonu, apoptoz,
transkripsiyon ve hiicre gociinii igeren bir dizi anahtar hiicresel siireci tetikleyen bir
serin / treonin protein kinaz ailesi AKT'dir (Roy SK ve ark, 2010). AKT aktivitesi,
hiicre zarinda uygun lokalizasyonuna biiyiik 6l¢iide baglidir. AKT'nin membrana
konumlandirilmasi, PIP3'e giiclii baglanmasi ile elde edilir (Yao Z ve ark, 2002).
Pankreatik karsinogenezde AKT1, hiicre dongiisii durmasinin iistesinden , apoptozu

bloke ederek ve anjiyogenezi tesvik ederek hiicre sagkalimmi koruyan bir onkogen
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gorevi goriir. PTEN, PI3K'ye kars1 hareket eden bir fosfatazdir (Ripka S ve ark, 2010).
PIP3'i tekrar PIP2'ye ve PIP'ye doniistiirerek tiimor baskilama yetenegine sahiptir,
boylece membran lokalizasyonunu bozar ve AKT aktivitesini azaltir. Cogu kanserde
PI3K ve AKT'nin ekspresyon seviyeleri yliksektir, PTEN genellikle mutasyonla devre
dis1 brrakilir veya tamamen silinir (Ma J ve ark, 2009). Pankreas karsinogenezindeki
kilit rolii sayesinde PI3K / AKT / PTEN sinyalizasyonu antikanser tedavisi i¢in 6nemli
bir hedeftir (Maitra A. Ve ark, 2005).
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Sekil 1.4. PTEN / PI3K / AKT yolu sematik gdsterimi (Francesca M. ve ark 2003’den
Tiirkgelestirilerek alinmustir.)

1.2.7. Molekiiler Diagnostik

Son yillarda pankreas kanserinde habis doniisiimiin molekiiler biyolojik temeli
ile ilgili bir dizi bulgu yaymlanmis ve lokalize tiimdrlerin tani, evreleme ve tedavisinde
de bazi ilerlemeler kaydedilmistir (Poley JW ve ark, 2009). Yeni teshis edilen
vakalarin ¢ogunu temsil eden gelismis tiimorlerin 6nlenmesi, erken teshisi, taranmasi
ve tedavisi alanlarinda, arastirmalar pankreas kanseri olan hastalarin prognozunu
onemli dl¢giide etkileyecek herhangi bir temel kesif saglayamamistir (Harsha HC,ve

ark, 2009). Pankreas karsinogenezinde yer alan molekiiler genetik mekanizmalarinin
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daha iyi anlasilmasi, probandlarda artan kanser riskini temsil eden bir dizi kalitsal
sendromun tanimlanmasini saglamistir. Karbonhidrat antijeni (Ca) 19-9, timor
belirtecleri arasindaki baskin roliinii korur. Klinikte uygulanmis, tan1 konmus ve tedavi
goren hastalarda erken niiksii saptamak i¢in kullanilan tek belirtegtir. Tarama testi
olarak Ca 19-9'un kullanilmas: tatmin edici olmayan sonuglar verdi. Bu markor
pankreas kanseri igin spesifik degildir ve cesitli kolestatik sendromlarda yiikselebilir
ve mutlaka bir tiimor olmayabilir. Ayrica salgilanan Ca 19-9 seviyeleri, Lewis antijeni
a ve b'nin pozitifliginden etkilenir (Bussom Sve ark, 2010). Umut verici markor PAM4
bile erken evre la karsinomunda %354, evre 1b karsinomunda %75 duyarlilik
gostermistir. Mevcut poplilasyonda genel popiilasyonda erken pankreas kanserinin
saptanmas1 imkansizdir. Bu risk diistik, orta ve yiiksek olarak siiflandirilabilir. Yakin
zamanda yayinlanmis olan bir¢ok ¢alisma, yiliksek riskli gruplarda erken ve rezektabl
karsinomu goriintiileme yOntemleri yardimiyla saptamaya calismistir. Tarama
muayeneleri genellikle endoskopik ultrason, manyetik rezonans goriintiileme,
bilgisayarli tomografi veya genetik testler gibi bazi1 goriintiileme yontemlerini igerir.
Kiiciik ttimorlerin veya prekiirsor lezyonlarin, kistik tiimorlerin ve intradiiktal papiller
miisindz neoplazinin basarili bir sekilde tanimlanmasi artik risk altindaki
popiilasyonda genel popiilasyondan daha yiiksek bir dereceye kadar miimkiindiir. Kat1
duktal adenokarsinomun ortaya ¢iktig1 durumlarda, bu lezyonlar genellikle rezektabl
olur. Bununla birlikte, mevcut literatiire gore, tiim bu hastalarda birkag¢ aylik bir siire
icinde niiks gosterilmistir. Son yillarda, klinik arastirmalar, pankreas kanseri
gelistirme riski yliksek olan kronik pankreatitli hastalar1 belirlemeye odaklanmistir.
Yukarida tartigildigi gibi su risk faktorleri tamimlanmistir: sigara igme, kronik
pankreatit siiresi, semptomatik bireylerde kronik pankreatit i¢in ameliyat sonrasi
durum (tekrarlayan agri, sarilik, kilo kaybu, istah kaybi), ince igne aspirasyon biyopsisi
veya pankreatik kanal fircast sitolojisi, baskilayic1 gen p16 ekspresyonunun kaybi ve
iiridin difosfat glukuroniltransferazin polimorfizmi kullanilarak elde edilen bir 6rnekte
mutasyona ugramis bir K-ras onkogen formunun varhigi ve iiridin difosfat
glukuroniltransferazin polimorfizmi gen (enzimin diisiik detoksifikasyon aktivitesine
neden olan UGT1A7 alelinin varlig1). Akut ve kronik pankreatitin tamamen farkl
patogenezi ve dolayisiyla pankreas kanseri gelisimi ile farkli iligki géz Oniine
alindiginda, akut pankreatit su anda pankreas kanseri gelisimi icin bir risk faktorii
olarak kabul edilmemektedir. Aksine, alkolik, hiperkalsemik, tropikal ve kalitsal
kronik pankreatit ile artmug pankreas kanseri riski arasindaki iligki genellikle
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gecerlidir. Kronik pankreatitli hastalarda pankreas kanseri gelisme riski, saglikli
popiilasyona gore 16 kat daha yiiksektir (Brand RE ve ark, 2007). K-ras mutasyonlar1
karsinomlu hastalarin yaklasik %80'inde tespit edilebilir. Kronik pankreatitli
hastalarda K-ras mutasyonlarinin saptanmasi, bu nedenle erken karsinomun
saptanmasi i¢in bir tarama testi olarak diger yontemlerle birlikte kullanilabilir.
Yukarida tarif edildigi gibi, su anda yeni teshis edilen tip 2 diabetes mellitus ve
pankreas kanseri arasindaki iliskiye de ¢ok dikkat edilmektedir, bu sekilde diyabet, bu
malignitenin olagan klinik belirtilerinden 6nce pankreas kanserinin erken bir tezahiirii
olarak kabul edilir. Yeni tant konmus diyabetli hastalar muhtemelen bugiin
oldugundan daha yiiksek risk altinda olacak ve taranacaktir. Bununla birlikte, tarama
icin uygun diyabetli hastalarin ¢ok diizeyli secime tabi tutulmasi gerekecektir ve
diyabetin teshisi bdyle bir siirecin ilk filtresini temsil edecektir. Ikinci seviye, mevcut
biyobelirteglerden birinin varlig1 veya tercihen daha yiiksek bir tahmin degerine sahip
yeni bir markoriin tanimlanmasi olmahidir. Su anda boyle bir isaretleyici mevcut
degildir, bu nedenle, Ongoriili bilgisayar modelleri de Ongoriilmektedir. Son
calismalar, pankreatojenik diyabet mellitusta kronik pankreatitli hastalarda pankreas
kanseri gelisme riskini azaltmak i¢in metforminin koruyucu bir etkisini gostermistir.
Buna karsilik, insiilin veya sekretagoglari ile tedavi, bu hastalarda karsinom riskini

arttirrr. ( Lockhart AC.ve ark. 2005)
1.2.8. Pankreas Kanseri Ve Tedavisi

Tlim gastrointestinal malignite formlarindan pankreasin adenokarsinomu en kot
sagkalim ile iligkilidir. Cogu hasta, tan1 konulduktan sonraki bir yil i¢inde Oliir.
Hayvan deneyleri ile vurgulanan epidemiyolojik ¢alismalar, sigara igme ve alkol
tiilketiminin sanayilesmis iilkelerde pankreas kanseri insidansinin artmasina katkida
bulundugunu ortaya koymaktadir; kalitsal kanser sendromlari, pankreasin malign
lezyonlarinin%g8'inden azinda goriiliir. Cerrahi tedavideki ilerlemeye ragmen,
rezeksiyon oranlarinin artmasina ve tedaviye baglh morbidite ve mortalitede azalmaya
ragmen, gercek tedavi rakamlar1 bugiin bile%3'lin altindadir. Bu makalede pankreas
kanserinin yayilma kokleri hakkindaki mevcut bilgiler, cerrahi, adjuvan kemoterapi ve
radyoterapi ve neoadjuvan tedavi yontemleri de dahil olmak {izere mevcut tedavi
protokollerinin sonuglar1 15181inda yeniden degerlendirilmektedir. (Lockhart, AC. ve

ark. 2005)
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1.3. Apoptoz

Apoptoz baslangicta hiicre biiziilmesi, membran tasmasi, kromatin yogunlagsmasi
ve niikleer fragmantasyon gibi morfolojik 6zellikleri ile tanimlanmistir (Sekill.3).
Apoptozun gene yonelik bir program oldugunun farkina varilmasi, gelisimsel biyoloji
ve doku homeostazi hakkindaki anlayisimiz iizerinde derin etkilere neden olmustur,
clinkii hiicre sayilarmin hiicre sagkalimini etkileyen faktorlerin yani sira proliferasyon
ve farklilasmay1 kontrol eden faktorler tarafindan diizenlenebilecegini ima eder.
Ayrica, apoptozun genetik temeli, diger herhangi bir metabolik veya gelisimsel

program gibi hiicre 6limiiniin mutasyonla bozulabilecegini ima eder.

Aslinda, apoptotik yollardaki kusurlarin artik nérodejeneratif bozukluklardan
maligniteye kadar ¢esitli insan hastaliklarina katkida bulundugu diistiniilmektedir (4).

( Lowe SW. ve ark 2000)
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Sekil.1.5. Apoptozun mikroskobik goriintiisii (anonim)

Apoptozun malign fenotipi etkileyebilecegi diisiincesi 1970'lerin basmna kadar
gitmektedir. Tiimdr biiylimesinin kinetik ¢aligmalari, tiimorlerden hiicre kaybinin ¢ok
biiyiik olabilecegini; aslinda, gbzlenen tiimor biiylime oranlar1 sadece proliferasyon
Olclimlerinden tahmin edilenden <%5 olabilir. Prensip olarak, bu hiicre kaybi
faktorii'ndeki degisikliklerin tiimor biiylimesi veya gerilemesi lizerinde biiyiik etkisi
olabilir. Her ne kadar bu 6liimiin nekrozdan kaynaklandig1 varsayilsa da- katastrofik
(ve kolayca ayirt edilebilir) bir hiicre dliimii tiiri- Kerr ve ark. tiimorlerden hiicre
kaybmin biiyiik bir ylizdesinin apoptoza bagli olmasi olasiligmi arttrmistir. Daha
sonraki caligmalar kendiliginden gerileyen tiimorlerde ve sitotoksik antikanser

ajanlarla tedavi edilen tiimorlerde yiiksek apoptoz sikligini ortaya koymustur. Bu
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gozlemlerle birlikte, apoptozun malign tiimorlerde yiiksek hiicre kaybina katkida
bulundugunu ve ayrica tiimor ilerlemesini destekleyebilecegini diisiindiirmektedir.
Bununla birlikte, apoptozun kanserdeki 6nemi 15 yildan fazla 6nemsenmedi. (Fadeel

ve ark. 1999, Evan ve Vousden 2001, Gewis 2003).

1.3.1. Apoptoz Ve Nekroz

Cesitli fizyolojik ve farmakolojik ajanlar tarafindan indiiklenebilen kontrollii bir
hiicre 6liimii tipi olarak tanimlanan 'apoptoz' terimi ilk 6nce Kerr ve arkadaglar1 (Kerr
JF ve ark1972) tarafindan asagidaki ana morfolojik kriterlere dayanilarak tiretilmistir:
hiicresel biiziilme, niikleer kromatinin yogunlagmasi1 ve marji, DNA parcalanmasi,

sitoplazmik vakuolizasyon, hiicre lizizi (Sekil.1.4.).

Sekil.1.6. Hiicre apoptozunun morfolojik goriintiisii. A- Normal bir hiicre;
B-Apoptotik hiicre, (apoptotik hiicrede normal hiicreye kiyasla sitoplazmik kiiciilme,
kromatin kondansasyonu ve fragmentasyonu goériilmektedir.) (anonim)

Kapsamli literatiir bir takim yanlis kavramlar siirdiirmiistiir:

a) apoptoz, genetik olarak kontrol edilen, enerjiye bagimli bir inflamasyon
olmaksizin hiicresel silme yontemidir, ancak nekroz geleneksel olarak inflamasyonla

iliskilidir ( Kelly KJve ark 2001);

b) herhangi bir hafif yaralanmaya yanit olarak apoptoz meydana gelirken, ayni
tip yaralanmalarin daha siddetli formlarma yanit olarak nekrozun olustugu sdylenir

(Uezono Tve ark. 2001);
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¢) apoptoz, koordineli, dngoriilebilir ve 6nceden belirlenmis bir yolla meydana
gelirken, nekroz, hiicre enerji depolarinin ciddi sekilde tiikenmesi ile aktive edilen bir

dizi bagimsiz biyokimyasal olaym katki etkisinden kaynaklanir;

d) nekrozun 6nlenmesi zordur, oysa apoptotik yol hiicre canliligin1 korumak i¢in
potansiyel olarak modiile edilebilir. Nekrozun pasif bir siirecin 6zelliklerine sahip
'siradan' hiicre 6limii oldugu varsayilirken, apoptoz aktif bir siirecin Ozelliklerine

sahip '6zel' bir hiicre 6liimii bigimidir. (McLaughlin R ve ark.2001)

Son sentezde, asagidaki gerceklesme ortaya cikar: apoptoz ve nekroz, hiicre
oliimiiniin iki farkli formudur (Renvoize Cve ark 1998). Oncelikle, apoptozu nekroz
ile karsilastirmanin bilimsel olarak haksiz oldugunu Oneriyoruz. Hiicrelerin 6lme
stirecini, yani hiicre 6liimiinii ve hiicreler 6ldiikten sonra hiicre ve dokularm yasadigi
degisiklikleri, yani nekrozu karsilastirmak mantiksizdir. Bu iki siire¢ gegici olarak
yerinden ¢ikar ve bir siirekliligin iki ucunu temsil eder: nekroz islemi sadece ve sadece
hiicre oldiiglinde ve geri doniistimsiiz bir siire¢ oldugunda baslayabilir, hiicre
yasaminda 'geri doniis yok' yoludur. Hiicre 6liimiinii ve lizozomal enzim salinimini
takiben, Olii hiicreler karyorrheksise (1966'da ayrintili olarak tarif edilen niikleer
parcalanma) ve karyolizise (niikleer materyalin asamali kaybi1) gecebilir (Popper H ve
ark, 1998). Bu nedenle, apoptozun karakteristik ve 6zel parametreleri olarak, tutarsiz
niikleozomal ladderleme etkisi de dahil olmak iizere kromatin yogunlagmasini
varsaymak imkansizdir. Ayrica, apoptozun karakteristik morfolojik goriintimii olan
hiicrelere DNA parcalanmasi kanit1 gosterilemeyebilir ve bazen hiicre kiiltiirti
sistemlerinde DNA merdiveni olusumuna mikoplazmal niikleazlar da neden olabilir

(Paddenberg Rve ark, 1996).
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1.4.Sakkarin Tiirevli Ilaglar

Son yirmi yilda, cisplatin, karboplatin ve oksaliplatin gibi klinik olarak
kullanilan platin bazli antikanser ilaglara alternatif yeni kemoterapotik metal bazl
kompleksleri kesfetmek icin yapilan arastirmalar, sinirlamalarinin iistesinden gelmek
ve segiciliklerini arttrmak i¢in biiyiik ilgi gordii. Bu platin bazli ajanlarin DNA'y1
hedefledigi iyi bilinmektedir. Sulu ¢dzeltiyi hidrolize ederek katyonik tiirler verir, bu
da DNA'ya kovalent olarak c¢apraz baglar olusturan baglar olusturur
(F.A.Blommaertve ark.1995). DNA ve bu bilesikler arasinda stabil komplekslerin
olusumu, DNA cogalmasin1 ve transkripsiyonunu bloke ederek kanser hiicrelerinin
olimiinii tetikler. Ote yandan, kovalent olmayan DNA ile etkilesen metal
komplekslerinin de potansiyel olarak kopiiren antikanser ilaglarma sahip oldugu
gosterilmistir. Klinik olarak kullanilan platin ilaglar1 iceren nano dlgekli ilag
formiilasyonlari, umut verici in vitro ve in vivo farmakolojik 6zellikler sergiledi ve bu

formiilasyonlarin bazilar1 klinik ¢calismalarda art arda gergeklesti.

Kullanilan ligandlardan biri, bir yapay tatlandirici, sakarindir (sacH, o-
stilfobenzimid). SacH, ¢6zeltilerdeki imin hidrojeni kolayca yok eder. Karsilik gelen
anyon sac-charinat (sac), negatif yiiklii imino azot atomunun ve karbonil ve siilfonil
oksijen atomlarinin varhigi sayesinde ¢ok yonlii bir¢ok fonksiyonlu ligand olarak
davranir ve mononiikleerden koordinasyon polimerlerine metal kompleksleri
olusturur. Bu komplekslerin bazilarinin in vitro ve in vivo sitotoksik aktiviteleri de

cesaret verici sonuglar ile degerlendirilmistir. (V. T. Yilmaz ve ark.2018)
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2. MATERYAL METOD
2.1. MATERYAL

2.1.1. Kimyasal Maddeler

-Sakkarin (II) bilesigi, Uludag Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya Boliimii
-SRB (Sulforhodamine B), Santa Cruz, ABD

-Muse® Annexin V & Dead Cell Assay Kit, Merck Millipore, ABD
-Muse® Caspase-3/7 Assay Kit, Merck Millipore, ABD

-Muse® Mitopotential Assay Kit, Merck Millipore, ABD

-Muse® Oxidative Stress Kit, Merck Millipore, ABD

-Fetal sigir serumu (FBS), PAA, ABD

-Penisilin-Streptomisin  Soliisyonu (10.000U/ml penisilin, 10mg/ml streptomisin),
Gibco, ABD

-L-glutamin, Gibco

-Fosfat tuz tamponu (PBS), HyClone, Thermo Scientific, ABD

-Roswell Park Memorial Institute Medium (RPMI), Lonza

-0,25% Tripsin-Etilen Diamin Tetraasetik Asit (Tripsin-EDTA), Gibco, ABD
-Dimetil siilfoksit (DMSO), Sigma, Almanya

-Tripan mavisi (%0,5), Biological Industries

-Annexin V-Fluos, Roche, Isvicre

2.1.2. Sarf Malzemeler

-25cm?2 ve 75c¢cm?2’lik flask, Corning, ABD

-6 kuyulu plate, Corning, ABD

-96 kuyulu flat plate, Corning, ABD

-5ml ve 10ml hacimlerinde enjektdrler, Set inject

-10ul’lik pipet uglari, Biohit, Finlandiya

-100ul’lik pipet uglari, Biohit, Finlandiya

-1000ul’1ik pipet uclar1 Biohit, Finlandiya

-Steril tek kullanimlik filtreler (0,2 mikron ¢apinda), Orange Scientific
-Steril santrifiij tlipleri (15ml), Nest, ABD

-Steril santrifiij tlipleri (50ml), Nest, ABD

-Thoma lami, Bright —Line, Hausser Scientific Horsham, PA, ABD
-Kriyovial, Corning, ABD
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2.1.3. Cihazlar

-Spektrofotometre, BGM Labtech

-Hassas terazi, SHIMADZU AUW220D

-CO2 inkiibatorii, Panasonic, Japonya

-Buzdolabi, Panasonic, Japonya

-Steril kabin, Telstar

-Muse Cell Analyzer, MerckMillipore Sigma, Kanada
-Multipipet cihazi, Multipette eppendorf

-Inverted mikroskop, Nikon, Japonya

-Santrifiij, Hitachi, Japonya

-10ul, 100ul ve 1000ul’lik pipet seti, Orange Scientific
-0,5-5ml pipet, Brand, Almanya

-10ml pipet, Eppendorf

-5-50ul Transferpipet, Thermo Scientific, ABD
-Pipet boy, ISO fill

2.2. METOD

2.2.1. Uludag Universitesi Tarafindan Sentezlenen Pt(I1) Sakkarinat Kompleksi

Kimyasal Bilesiginin Sentezlenmesi"

Uludag Universitesi Kimya Boliimii tarafindan sentezlenen yeni sakkarinat

tiirevli bilesigi (MP2) 25 mM stok konsantrasyonda hazirlandi. Bunun i¢in 2,3 mg

MP2 bilesigi 500 ul DMSO igerisinde ¢ozdiiriilmiistiir.

2.2.2. Hicre Kultiura

Universite laboratuvarinda bulunan Pancl (ATCC CRL 1469), pankreas kanseri

hiicre hatt1 kriyovial tiip i¢erisinde -80°C sicaklifinda dolapta saklandu.

Panc1 pankreas kanseri hiicre hattinin 6zellikleri asagidaki gibidir.

Panc 1 Hiicre Hattr:

e Insan pankreas kanseri hiicre soyu
e KRAS mutant
e P53 mutant

e Lenf nodu metastazi
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2.2.3. Hiicrelerin Stoklanmas1

Flasklar mikroskop altinda gézlemlendi ve hiicre yogunlugu arttiginda besiyeri
uzaklastirilip 1X PBS kullanilarak yikama yapildi. Adherent hiicrelerin tutundugu
yiizeyden kalkabilmeleri i¢in %0.25 Tripsin-EDTA ile 5 dakika 37°C’de bekletildi.
Tripsin inhibisyonu i¢in flask icerisine tripsinin on kat1 olacak sekilde besiyeri ilave
edildi. Kalkan hiicreler 15 ml’lik santrifiij tiiplerine aktarildi. Sallanan kovali rotarl
santriflij cihazinda 800 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi siipernatant
aspire edildi ve hiicreler 1 ml dondurucu medium (%5-10 DMSO + %10 FBS + %80
DMEM) igerisinde 1x10° hiicre olacak sekilde kriyoviallere aktarildi. Daha sonra -
80°C’ye kaldirildi.

2.2.4. Kullanilan besiyerinin hazirlanmasi

Pancl1 hiicreleri icin besiyeri asagidaki gibi hazirlandi

RPMI 1640 (Gibco) besiyerine %10 Fetal Bovine Serum (Gibco) ve %1 Penisilin-
Streptomisin Soliisyonu (10.000U/ml penisilin, 10mg/ml streptomisin, Gibco) ilave

edildi.

2.2.5. Hemositometre ile hiicre sayimi

Tripsinle kaldirilan hiicreler siispanse hale getirildikten sonra 1:1 oraninda boya
ile kargtirildi. (10 pl alinarak 96 kuyulu plate icerisinde 10 pl %0,5 tripan mavisi
(Sigma) eklendi). Karisimdan 10 pl alinarak thoma laminin her iki yilizeyine de eklendi
ve mikroskop altinda hemasitometri iizerinde bes alanda hiicre sayimi yapildi. Bulunan
say1 sulandirma katsayis1 ile c¢arpilarak 1 ml besiyerinde bulunan hiicre sayisi

hesaplandu.

2.2.6. Sulforhodamine B (SRB) testi ile canlilik tayini
Bu canlilik tayini yontemi, hafif asidik kosullarda proteinlere baglanan ve daha

sonra bazik kosullarda ¢6ziinen SRB boyasinin 6zelligine dayanir.
Protokol dort basamaktan olusur:

e Tedavinin hazirlanmasi
e Upygulanacak tedaviyle hiicrelerin muamele edilmesi
e Hiicre fiksasyonu ve SRB boyamasi

e  Absorbans ol¢ctimii"
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SRB boyasi, %0.4 (kiitle/hacim) olacak sekilde %1 asetik asit ¢oOzeltisi ile
hazirlandi. Stok boya soliisyonu 4°C’de saklandi. Trikoloroasetik asit (TCA) %50
(kiitle/hacim) olacak sekilde distile su ile hazirlandi ve 4°C’de saklanda.

SRB testi i¢gin MP2 bilesiginin farkli konsantrasyonlar1 (50-0,781 pM)
hazirlanarak 96 kuyulu plate icerisine uygulandi. Farkli konsantrasyonlardaki MP2
kimyasalinin her bir konsantrasyonu i¢in birbirinden bagimsiz ii¢ farkli kuyu olacak

sekilde uygulama yapildi.

Pancl hiicreleri 100 pl besiyeri icerisinde 5x10* hiicre olacak sekilde her bir
kuyuya ekildi. Kontrol i¢in sadece ilag icermeyen besiyeri ortamu icerisine ekilen
hiicreler kullanildi. K6r i¢in kullanilacak kuyulara ise sadece 200 pl besiyeri eklendi.
Ardindan hiicreler 48 saat boyunca 37°C, %5 CO> ‘li ortamda inkiibasyona birakildi. 48
saat inkiibasyon sonunda hiicreleri fikse etmek i¢in her kuyuya 50 ul TCA eklenerek plate
4°C’de 1 saat inkiibe edildi. Siire sonunda TCA kuyulardan uzaklastirilarak kuyular 5 kez
distile su ile yikandi. Yikama sonunda plate havada kurutuldu ve her kuyuya 50 ul SRB
boyast eklendi. SRB boyasi ile hiicreler 30 dakika oda sicakliginda muamele edildi.
Inkiibasyon sonras1 boya kuyulardan uzaklastirilarak kuyular %1 asetik asit ¢ozeltisi ile 5
kez yikandi. Plate yikama sonrasinda havada kurutularak hemen ardindan boyanin
¢oziinmesi i¢in her kuyuya 150 ul (10 mM, pH:10) Tris Bazi eklendi. Calkalayicida
boyanin ¢dziinmesi ve homojen bir karigim igin 10 dakika 100 rpm’de plate birakildi. Siire
sonunda hiicrelerde olusan renk siddeti spektrofotometrede (Plate Reader-
Spektrofotometre, BMG Labtech, Spectrostar) S64nm dalga boyunda 6lgiilerek okunan

absorbanslar ile hiicrelerin canlilik oranlar1 belirlendi.

Kontrol olarak kullanilan hiicre grubunun hiicre canliligi %100 olarak kabul

edildi ve kimyasal uygulanan hiicrelerin canlilig1 asagida verilen formiille hesaplandi.

% Canlilik = [100 x (Kimyasal uygulanan grubun absorbans ortalamasi — Kor
absorbans ortalamasi) / (Kontrol grubunun absorbans ortalamasi — Kor absorbans

ortalamasi)]

3.2.7. Akim sitometrisi ile Anneksin V analizi

Akim sitometresinde analiz yapabilmek icin hiicrelerin siispanse olmasi
gerekmektedir. Olgiim sirasinda hiicreler siv1 igerisinde tek tek askida olmali ve
hiicreleri igeren siispansiyon siirekli bir akisla lazer 1511 icinden ge¢melidir. Cihaz

Ol¢lim yaparken hiicreler birer birer “flow cell” ismi verilen kapiler borudan gecer ve
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bu gecis sirasinda lazer 1sinma maruz kalirlar. Hiicreler lazer 1s1gmin bir kismini
saptirir ve bu saptirma bize hiicre boyutu hakkinda bilgi verir. Ayrica eger hiicreler
floresan igaretli bir boya ile muamele edilmisse ilgili lazer 15181 tarafindan uyarildiklar1
zaman floresan 1sima yaparlar. Bu isaretleme hiicre yiizeyindeki veya igindeki
proteinlere spesifik antikor baglanmasi ya da hiicredeki molekiillere (ROS gibi) veya
organellere spesifik boyalar kullanilarak gerceklestirilir. lgili boya ya da antikor ile
isaretlenen hiicre lazer ismiyla uyarildiginda floresan 1simas1 cihaz tarafindan

belirlenir (Karaboz, Kayar, ve Akar 2008).

e Saglikl hiicre popiilasyonu: Anneksin V (-) ve 7- AAD (-)

e FErken apoptotik hiicre popiilasyonu: Anneksin V (+) ve 7- AAD (-)
e Geg apoptotik hiicre popiilasyonu: Anneksin V (+) ve 7- AAD (+)
e Nekrotik hiicre popiilasyonu: Anneksin V (-) ve 7- AAD (+)

Muse Annexin V & Dead Cell Kiti kullanmak iizere, Pancl hiicreleri 6 kuyulu
platelere 1x10° hiicre olacak sekilde ekildi. Ekim ile es zamanli olarak MP2 bilesigi
50 uM dozu kuyulara uygulandi. Kontrol grubu hiicreler sadece besiyeri ile muamele
edildi. Hiicreler 12 ve 24 saat boyunca inkiibatérde tutuldu ve siire sonunda MP2
uygulanan kuyularin iist besiyeri 15 ml’lik santriflij tiiplerine toplandi. Kontrol
grubunun kuyularindaki iist besiyeri ise uzaklastirildi. Hiicreler tripsin ile kaldirildi ve
ilgili santrifiij tiiplerine toplandiktan sonra 500 g’de 5 dk santrifiij edildi. Santrifiij
sonrast santriflij tiiplerinin siipernatantlar1 uzaklastirildi. Hiicreler 100 pl %1 FBS
iceren PBS igerisinde siispanse hale getirildi ve 1,5 ml’lik santrifiij tiiplerine aktarildi.
Orneklere 100 pl Mus Annexin V & Dead Cell soliisyonu eklendi. Vortekslenen
ornekler karanlikta 20 dk oda 1s1sinda inkiibe edildi. Muse™ Cell Analyzer cihazi ile
Oletim yapildi.

2.3.8. Akim sitometrisi ile kaspaz 3/7 aktivasyon analizi
Apoptoz siirecinde etkili olan efektor kaspazlar grubunda yer alan kaspaz 3 ve 7
aktivasyonu kaspaz bagimli apoptoz ve membran biitiinliigli hakkinda bilgi

vermektedir.

Kaspaz 3/7 testi i¢in Pancl hiicreleri Anneksin V testindeki gibi ayn1 sekilde
ekildi, kimyasal uygulamalar1 yapild1 ve slirenin sonunda 50 pl %1 FBS iceren PBS
ile siispanse hale getirildi. Ornek iceren santrifiij tiiplerine 5 pl “Caspase 3/7 working

reagent” eklenerek, kapaklar1 agik olarak inkiibatorde 30 dk inkiibe edildi. Siirenin
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sonunda Orneklere 150 pl 7-AAD boyasi eklendi ve drnekler 5 dk, oda sicakliginda,
karanlikta bekletildi. Muse™ Cell Analyzer cihazi ile 6l¢iim yapildi.

2.3.9. Akim sitometrisi ile mitokondri membran potansiyeli analizi

Mitokondri membraninda meydana gelen degisimler hiicre saglig1 hakkinda bilgi
veren dnemli parametrelerdendir. Pro-apoptotik proteinlerin artmasi ve anti-apoptotik
proteinlere baskin gelmesi sonucunda mitokondri membran biitlinliigii bozulabilir ve

i¢csel yolak baslayabilir (Finkel 2001).

Mitokondri membran testi i¢in Pancl hiicreleri Anneksin V testinde oldugu
sekilde ekildi, kimyasal uygulamasi yapildi ve siirenin sonunda 100 pl %1 FBS iceren
PBS ile siispanse hale getirildi. Orneklere 95 pl (boya igeren) “working reagent”
eklendi hiicreler 20 dk inkiibatdrde bekletildi. inkiibasyon siiresi sonunda tiiplere 5 ul
7-AAD boyasi1 eklendikten sonra vorteks yapildi ve 6rnekler 5 dk oda sicakliginda
bekletildi. Muse™ Cell Analyzer cihazi ile 6l¢iim yapildi.

2.3.10. Akim sitometrisi ile oksidatif stresin (ROS) analizi

ROS fizyolojik durumda az miktarda olusan siiperoksit radikali (O2-"), hidrojen
peroksit (H202) ve hidroksil radikali (OH )'dir. Metabolik yolaklarda enzimatik
reaksiyonlar sirasinda ara iiriin olarak ROS devamli sekilde olusabilir. ROS olusumu
enflamasyon, radyasyon, yaslanma ve kimyasal maddeler gibi bir¢ok sebepten dolay1
artabilir. Oldukga reaktif olan ROS, hiicrenin lipid, protein, karbonhidrat ve DNA gibi
tiim 6nemli bilesiklerine etki edebilir ve DNA hasarma yol agabilir (Chio ve Tuveson

2017; Prasad, Gupta, ve Tyagi 2017).

ROS testi i¢in Pancl hiicreleri Anneksin V testinde oldugu gibi ekilerek,
kimyasal uygulamasi yapildi. Ardindan siire sonunda kit i¢cindeki oksidatif stres
soliisyonu (200 pl) ile siispanse hale getirildi. Hazirlanan hiicre siispansiyonu 30

dakika inkiibatorde kapaklar agik sekilde inkiibe edilerek siire sonunda Muse™ Cell

Analyzer cihazi ile 6l¢lim yapildi.

2.3.11. Istatistiksel Analiz

SRB testi canlilik deneyleri sonuglarinin grafigi "GraphPad Prism" programi
kullanilarak ¢izilmistir. Deney verileri MP2 uygulanmis pankreas kanseri hiicre
hattinda yapilan SRB testi verilerinin en az li¢ deney tekrarinin ortalamasidir. Veriler

"GraphPad Prism 8.0.1" istatistik programi ile analiz edilmistir (Motulsky 1999).
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"Gruplarin karsilastirilmasinda one way ANOVA testi kullanilmig ve Dunnett

dogrulama yontemiyle anlamli degisimler i¢in p degeri <0,0001 olarak belirlenmistir.
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4. BULGULAR

4.1. SRB Canlilik Testi Sonuglar1

Pancl pankreas kanseri hiicrelerine 48 saat siiresince farkli konsantrasyonlarda
(0,6-50 uM) MP?2 bilesigi uygulandi. MP2 bilesiginin Pancl hiicre soyunun canlilig
iizerindeki etkisini belirleyebilmek icin SRB canlilik testi yapildi. SRB testi
sonuglarina gére MP2 bilesigi Panclhiicre hattinda doza bagl olarak ters orantili bir
sekilde hiicrelerin canlilik yiizdesinde istatistiksel olarak anlamli azalmaya sebep
oldugu belirlendi. (Sekil 4). Bu deneyde Pancl pankreas kanseri hiicre hattinda %10
canlilik gosteren dozun (IC90) belirlenmesi amaglandi. %10 canliliga sebep olan en

yakin dozun ek yiiksek doz olan 50uM oldugu belirlendi.

A
SRB TESTI
PANC-1 24h
140+
O MP-2
120
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Sekil 4.1. Hiicrelere uygulanan MP2 bilesigi sonrasi kimyasalin pankreas kanseri hiicre hatti
canlilig1 izerindeki etkisinin SRB testi ile gosterilmesi. (A) Pancl 24 saat, (B) Pancl 48 saat 0, 0.781,

1.562, 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50 uM dozlarinda MP2 uygulamasi sonucu hiicre canliliklar1 6l¢lilmiistiir
(ns:0,9999 **#*:p<(,0001).
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4.2. Akim Sitometrisi Sonuglar1

4.2.1. Anneksin V Testi
MP2 bilesiginin Pancl pankreas kanseri hiicre hattinda sebep oldugu apoptotik
hiicre oliimii akim sitometrisinde Anneksin-V testi ile arastirildiginda bulunan

sonuglar Sekil 4.2 gosterilmistir.
Anneksin V-FITC ve 7-AAD her ikiside diisiik olan bolge- saglikl hiicreleri
Anneksin V-FITC ytiksek ve 7-AAD diisiik olan bolge- erken apoptotik hiicreleri

Anneksin V-FITC ve 7-AAD her ikiside yiiksek olan bolge ge¢- apoptotik

hiicreleri

Anneksin V-FITC diisiik ve 7-AAD yiiksek olan bolge nekrotik hiicreleri (d)

gostermektedir.

MP2 bilesiginin 1C90 konsantrasyonunun uygulanmasi sonrasinda 12 ve 24.
saatlerde Pancl hiicrelerinde ge¢ apoptoz ve nekrotik 6liimiin zamana ve doza baglh

arttig1 bulunmustur.

MP2 bilesiginin uygulanmasi sonucu Pancl hiicrelerinde 12. saatte erken

apoptotik hiicrelerin yiizdesi %21,40’ 1 bulurken 24. Saatte %8.40 a diismiistiir.

MP2 bilesiginin uygulanmasi sonucu Pancl hiicrelerinde 24. saatte geg

apoptotoik hiicrelerin yiizdesi %39,25 iken 24. Saatte %85,50’ye yiikselmistir.
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KONTROL 12H
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Sekil 4.2. MP2 bilesiginin 50 uM (IC90 degeri) konsantrasyonunda insan pankreas
kanseri hiicre hattinda (Pancl) uygulanmasi ile anneksin V degerlendirmesi ile elde edilen
apoptotik ylizde degerlerinin 12 ve 24 saatlik histogramlar1 (a: saglikli hiicreler; b: Anneksin
V-FITC yiiksek ve 7-AAD diisiik erken apoptotik hiicreler; c: Anneksin V-FITC ve 7-AAD
yiikksek ge¢ apoptotik hiicreler; d: Anneksin V-FITC diisiik ve 7-AAD yiiksek nekrotik
hiicreler
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4.2.2. Kaspaz 3/7 Testi

Yapilan SRB ve Anneksin-V deneyleri sonuglart MP2 bilesiginin Pancl hiicre
hattinda 12 ve 24 saatte apoptoza neden oldugu goriilmiistiir. Bundan dolay1 apoptoz
yolaginin efektor kaspazlarindan olan kaspaz 3/7 aktivasyonunun incelenmesi
diistinilmistiir. Akim sitometrisinde kaspaz 3/7 degerlendirilmesiyle elde edilen
sonuglar Sekil 4.3. gosterilmigtir. MP2 bilesiginin IC90 konsantrasyonunun
uygulanmast sonrasinda 12 ve 24. saatlerde Pancl hiicrelerinde kaspaz 3/7

aktivasyonunun olmadig1 bulunmustur.
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Sekil 4.3. MP2 bilesiginin 50 pM (IC90 degeri) konsantrasyonunda insan pankreas
kanseri hiicre hattinda (Pancl) uygulanmasi ile kaspaz 3/7 degerlendirmesi ile elde edilen
apoptotik yiizde degerlerinin 12 ve 24 saatlik histogramlar1 (a: saglikli hiicreler; b: kaspaz 3/7
aktif erken apoptotik hiicreler; c: kaspaz 3/7 aktif gec apoptotik hiicreler; d: kaspaz 3/7 aktif
olmayan nekrotik hiicreler)
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onemli degisiklikleriden biridir. Akim sitometresi ile mitokondri membran potansiyeli
kayb1 analizleri Sekil 4.4. gosterilmistir. MP2 bilesiginin IC90 konsantrasyonunun
uygulanmasi sonrasinda 12 ve 24. saatlerde Panc1 hiicrelerinde doz ve zamana bagl

olmaksizin MP2’ nin mitokondri membranini depolarize etmeden hiicre 6liimiine yol

4.2.3. Mitopotential Testi

Mitokondriyal membran permeabilitesinin degisimi apoptotik siirecde gdzlenen

actig1 gorilmiistiir.
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Sekil 4.4. MP2 bilesiginin 50 pM konsantrasyonunda Pancl insan pankreas kanseri
hiicre hattinda uygulanmas1 sonucu mitokondri membran1 degerlendirmesi sonucu elde edilen
degerlerin 12 ve 24 saatlik sonuglar1 (a: mitokondri membram depolarize ve canli hiicreler; b:
saglikli hiicreler; c: 6lii hiicreler; d: mitokondri membrani depolarize halde olan 6lii hiicreler

Low MITOPOTENTIAL High
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4.2.4. ROS Testi
DNA hasarinin ROS kaynakli m1 yoksa degil mi sorusuna yanit olarak akim
sitometrisinde ROS miktar1 incelendi. Pancl pankreas kanseri hiicrelerine MP2
bilesigiyle IC90 konsantrasyonunda tedavi uygulamasinin sonucunda ROS miktarlari,

zamana bagl olarak (12-24) artis gostermistir. (Sekill2)
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Sekil 4.5. MP2 bilesiginin 50 pM konsantrasyonunun Pancl insan pankreas kanseri
hiicrelerinde uygulanmasi sonucu elde edilen ROS degerlerinin 12 ve 24 saatlik histogramlar1
M1: ROS negatif hiicreler ROS (-); M2: ROS pozitif hiicreler ROS (+)
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu tezde Pancl insan pankreas kanseri hiicre hattinda yeni sentezlenen pt(1I)
sakkarinat kompleksi kimyasal bilesiginin, antikanser etkinligi arastirilmis sitotoksik
etkilerine bakilmistir. Calismanin dnemli bir 6zelligi bu ¢alismada kullanilan bilesigin
yeni ve dolayisiyla daha once ¢alisiilmamis olmasidir. Bu agidan ele alinacak olursa,
bu ¢alisma MP2 bilesiginin insan pankreas hiicre hattinda sitotoksik aktiviteye sahip

oldugunu gosteren ilk ¢aligmadir.

Glinlimiiziin en 6nemli saglik sorunlarmdan biri kanserdir ve her yil milyonlarca
insan kanserden yasamimi kaybetmektedir. Giincel olarak kanser tedavisinde,
kemoterapide kullanilan 60’dan fazla sitotoksik ila¢ bulunmaktadir. Tedavi siirecinde
ve sonrasinda karsilasilan en onemli sorun ise kanser hiicresinin bu ilaglara karsi
gosterdigi direnctir. Bu nedenle, kemoterapi rejimlerinde bu direng mekanizmalarini
hedeflemek, arastirmacilar i¢in 6nem tasimaktadir. Metal bilesikler klinikte anti-
kanser ilag olarak kullanilmaktadir. Ilaglarin basarili sonuclar vermesine ragmen yol
actig1 ciddi yan etkiler ve hiicrelerde gelisen platin direnci aragtirmacilar1 yeni metal
bilesiklerin sentezine yoneltmistir (Reedijk 2003, Alderden ve ark., 2006; Dasari ve
ark., 2014). Bu platin bazli ajanlarin DNA'y1 hedefledigi iyi bilinmektedir. Sulu
¢Ozeltiyi hidrolize ederek katyonik tiirler verir, bu da DNA'ya kovalent olarak capraz
baglar olusturan baglar olusturur (F.A.Blommaertve ark.1995). DNA ve bu bilesikler
arasinda stabil komplekslerin olusumu, DNA ¢ogalmasini ve transkripsiyonunu bloke

ederek kanser hiicrelerinin 6liimunt tetikler.

Tiim bu bilgiler dogrultusunda Uludag Universitesi Kimya Béliimii arastirma
grubu tarafindan, umut vaadeden Pt (II) sakkarin (MP2) bilesigi gelistirildi ve bilesigin
bu tez kapsaminda insan pankreas hiicresi olan Pancl iizerindeki sitotoksik etkileri
calisildi. SRB ve ATP canlilik testi sonuglarina gére, Pancl hiicrelerinde 24 ve 48 saat
MP2 bilesiginin uygulanmast sonucu 0.781, 1.562, 3.125, 6.25, 12.5, 25 ve 50 uM
dozlarmda kontrole kiyasla hiicre canliliginda istatiksel agidan anlamli azalmalar

goriildil.
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V.T.Yilmaz ve ark. (2018) tarafindan Pt (II) sakkarin bilesiginin farkli hiicre
hatlarinda sitotoksik etkiye neden oldugu belirlenmistir. Yapilan ¢aliyjmada MP2
bilesiginin antikanser aktivitesi, insan meme (MCF-7), akciger (A549), kolon
(HCT116) ve prostat (DU145) normal bronsiyal epitel (BEAS-2B) hiicrelerine kars1
test edilmistir. Caligmalarda pankreas kanseri hiicre hattina yer verilmedigi tespit
edilerek bu tez ¢alismasinda insan pankreas kanseri hiicre hatt1 se¢ildi ve MP2 bilesigi
bu hiicre hatt1 iizerinde ¢alisildi. SRB canlilik testi sonuclarina gore kullanilan MP2
bilesiginin tarafindan tetiklenen hiicre 6liim modunu belirlemek amaciyla apoptotik
belirtegler arastirildi. Ik olarak bir apoptozis belirteci olan Anneksin-V-FITC
boyamasi yapildi ve floresan mikroskobu altinda degerlendirildi. Anneksin-V boyama
yontemi ile erken donem apoptotik hiicreler belirlenebilmektedir. Bunun nedeni
Anneksin-V fosfotidilserine baglanmasi membran hasarlanmadan Once niiklear
kondensasyon safhasma denk gelmektedir (Koopman ve ark. 1994, Boersma ve ark.
1996, Zhang ve ark. 1997). Ancak hiicreler membran biitiinligiinii kaybetmeye
basladiginda (ge¢ apoptosis/sekonder nekrozis veya primer nekrozis) Anneksin-V
intraseliiler fosfotidilserine baglanarak pozitif sonu¢ verir. Bu nedenle membrani
hasarli hiicreleri belirleyebilmek i¢in propidyum iyodiir ile birlikte kullanilir (Hammill
ve ark. 1999). Pancl hiicrelerinin MP2 bilesigiyle tedavisi sonucunda Anneksin-V
pozitif boyanan bolgelerde PI” da pozitif sonug verdi (geg apoptotik). MP2 kompleksi
uygulanmas1 sonucunda Pancl hiicreleri lizerindeki apoptotik etkisi kaspaz 3/7 testi
ile akim sitometride degerlendirildiginde; 12 ve 24 saat tedavilerin sonunda hiicre
canlilik yiizdesinde azalma goriiliirken nekrotik hiicre oran yiizdesinde artis belirlendi.
Annexin-V ve kaspaz 3/7 testi sonuglarma gére membran asimetrisinin bozuldugu
fofotidilserinlerin membran iizerinde translokasyona ugradigi belirlendi. Ayrica
kaspaz 3/7 aktivasyonunun olmamasi nedeniyle kaspaz bagimsiz apoptoz Sliim
modunun aktif olabilecegi diisiiniildii. Bu ¢calismalar1 takiben her iki hiicre soyunda da
mitokondri membran potansiyelindeki degisimler incelendi. MP2 kompleksi
uygulanmast sonucunda her iki hiicre soyunda da 12 ve 24 saatlik tedavide mitokondri
membran potansiyelinin bozulmadan hiicrelerin 61diigii belirlendi.

Oksidatif stresin, farkli mekanizmalar ile DNA {izerinde baz ve seker
modifikasyonlari, tek ve cift zincir kiriklari, abazik bolgeler, DNA-protein ¢apraz
baglanmasi1 gibi birtakim lezyonlara neden olarak hasara yol ac¢tig1 bilinmektedir
(Williams ve Jeffrey 2000, Cooke ve ark. 2003). Bu calismada, Pancl hiicrelerinde

goriilen DNA hasarinin oksidatif stres kaynakli mi sorusuna yanit olarak akim
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sitometrisinde ROS miktar1 saptandi. Her iki hiicre soyunda da MP2 bilesigi
uygulanmast sonucunda kontrole kiyasla ROS miktarinin belirgin derecede arttigi
goriildii. Sonuglar, MP2 bilesigi tedavisinin Pancl hiicre hattinda olusan yiiksek
seviyedeki DNA hasarinin nedeninin ROS kaynakli gerceklestigini gostermektedir.
Bu tez ¢aligmasinin sonucglarindan yola ¢ikarak, MP2 bilesiginin insan pankreas
hiicre hatt1 olan Panc1 hiicre hattinda kaspaz bagimsiz apoptotik 6liimiin oldugu tespit
edilmistir. Bir sonraki inceleme basamagi olarak daha genis kapsamli analizlarin
yapilmas1 gerektigi ve bu bilesigin klinige uyarlanabilmesi i¢in in vivo olarak

arastirilmasi gerektigi sonucuna varilmistir.
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