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OZET

YENI SENTEZ PLATIN (IT) SAKKARINAT KOMPLEKSININ
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Pankreas kanseri, agresif ve malign 6zelligi yiiksek olan, erken tanisinin zor olmasi
ve hizli metastaz kabiliyeti ile 6lim orani yiiksek olan bir kanser tiiriidiir. Diger
kanser tiirlerinde oldugu gibi pankreas kanserinde de kemoterapik ve radyoterapik
uygulamalar, kanser hiicrelerinde olusan direng mekanizmasi tedaviyi basarisiz
kilmaktadir. Son yillarda klinik olarak kullanilan platin bazli antikanser ilaclara
alternatif, yeni kemoterapotik metal bazli komplekslerin kesfedilmesine yonelik
arastirmalar, biliyiik ilgi gormektedir. Calismamizda kimyasal arastirma grubu
tarafindan yeni sentez edilen platin (II) sakkarinat kompleksinin (trans-
[Pt(sac)2(pphocy)2])  PANC-1  pankreas  kanseri  hiicreleri  tizerindeki
sitotoksik/apoptotik etkisinin arastirilmasi amaglanmistir. Amacimiz dogrultusunda
yeni sentez platin (I1) sakkarinat kompleksinin (trans-[pt(sac).(pphzcy).]) sitotoksik
etkisini belirlemek igin MTT ve SRB testi yapilmis, 24 ve 48 saatler igin ICso Ve 1Cq
degerleri hesaplanmistir. Ayrica flow sitometrisi yontemi ile 12 ve 24 saatler i¢in
Anneksin V, Kaspaz 3/7, mitokondri membran potansiyeli ve oksidatif stres
parametrelerine bakilarak hiicre 6lim metodu degerlendirilmistir. Calismamiz
sonucunda yeni sentez platin (1) sakkarinat kompleksinin (trans-[Pt(sac).(pph2cy)])
PANC-1 hiicreleri tizerinde gosterdigi apoptotik ve sitotoksik etkileri nedeniyle
pankreas kanseri tedavisinde tUmit vaadedici bir antikanser ajan olarak
degerlendirilebilecegi diistintilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Apoptoz, Sitotoksisite, Platin Kompleks, Sakkarinat,
PANC-1, Pankreas Kanseri
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Pancreatic cancer is a type of cancer that has high aggressive and malignant features,
has a high early mortality rate and rapid metastasis, and a high mortality rate. As
with other types of cancer, chemotherapeutic and radiotherapeutic applications in
pancreatic cancer, the resistance mechanism formed in cancer cells make the
treatment unsuccessful. Researches on the discovery of new chemotherapeutic metal-
based complexes, which are alternative to platinum-based anticancer drugs, which
have been used clinically in recent years, are of great interest. In our study, it was
aimed to investigate the cytotoxic / apoptotic effect of the newly synthesized
platinum (1) saccharinate complex (trans- [Pt (II) 2 (pphcy) 2]) on PANC-1
pancreatic cancer cells. In line with our aim, MTT and SRB tests were performed to
determine the cytotoxic effect of the new synthesis platinum (Il) saccharinate
complex (trans- [Pt (I1) 2 (pphocy) 2]) and ICso and 1Cy values were calculated for 24
and 48 hours. In addition, cell death method was evaluated by looking at Anneksin
V, Caspase 3/7, mitochondrial membrane potential and oxidative stress parameters
for 12 and 24 hours with flow cytometry method. As a result of our study, it was
thought that the new synthesis platinum (I1) saccharinate complex (trans- [Pt (1) »
(pph2cy) 2]) can be evaluated as a promising anticancer agent in the treatment of
pancreatic cancer due to its apoptotic and cytotoxic effects on PANC-1 cells.

Keywords: Apoptosis, Cytotoxicity, Platinum Complex, Saccharinate, PANC-1,
Pancreatic Cancer
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GIRIS

Pankreas kanseri diinyada kansere bagli mortalitede dordiincii ve en yaygin
kanserler siralamasinda besinci sirada yer almaktadir. Son yillarda pankreas kanseri
gastrointestinal kanserler arasinda giderek artan sikligi ile dikkat cekmekte ve
gastrointestinal kanser ile iligkili 6liimlerde {ilkemizde mide ve kolon kanserinden
sonra gelmektedir. Pankreas kanseri 1 yillik genel sagkalim orant % 26 ve 5 yillik
sagkalim oran1 % 5’ten daha az olan son derece malign solid bir tiimordiir (Cetin ve
Dede, 2019). Pankreatik kanserinde 6liim oraninin yiiksek olmasmin nedenleri; erken
tan1 zorlugu, hizli yayilimi (metastaz kabiliyeti), radyoterapi ve kemoterapiye direng
gostermesi  seklinde siralanmaktadir. Pankreatik kanseri erken donemde tani,
pankreasin anatomik konumu, sinsice gelismesi ve tiimor belirteglerinin olmamasi
nedeniyle oldukga giigtiir (Sahin ve ark., 2007). Tan1 aninda genellikle hastaligin ileri
evresi ve uzak organ metastazi ile karsilasilir. En 6nemli etken, hastaligin erken
evresinde belirgin spesifik semptomlarin olmayisidir. Pankreas kanseri insidansi ve
oliim orany, ilerleyen yasla birlikte artmaktadir. Ileri yaslarda goriilmekle birlikte,
nadiren 45 yas Oncesi rastlanir ve 50 yas iistiinde goriilme orani ¢ok yiiksektir (Cetin

ve Dede, 2019).

Son yillarda yapilan galismalarda bir kemoterapétik ajan olan platin kompleksleri;
ilac kesfi icin giderek daha popiiler olmus, bliyiik bir merak ve arastrma konusu
haline gelmistir. Cesitli kanser hiicreleri lizerindeki antikanser etkilerinin incelenmesi
yoniinde calismalar yogunlasmis ve bu maddelerin tamamlayict ya da alternatif

antikanser ajan olarak kullanilabileceklerini dne siirmiistiir.

Bu bilgiler dogrultusunda; bu tez g¢aligmasi kapsaminda yeni sentez platin (l1)
sakkarinat kompleksinin (trans-[Pt(sac)2(PPh,Cy),]) PANC-1 pankreas kanseri hiicre

hatt1 tizerindeki sitotoksik/apoptotik etkisi arastirilmistir.



1. GENEL BIiLGIiLER
1.1. KANSER

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz boliinmesi ve c¢ogalmasi sonucu ortaya ¢ikan,
genetik ve cevresel kosullarm etkisi altinda olusan kompleks bir hastaliktir. Insan
viicudunu etkiledigi bilinen 100°den fazla kanser tiirii bulunmaktadir. Hiicrelerin
boliinmesi ve kontrolii genlerin kontrolii altinda oldugundan kanser temel olarak
genlerle iligkili olan bir hastaliktir. Kromozomlar iizerinde bulunan genlerin fiziksel
veya kimyasal degisimleri dogrudan hiicrenin islevini etkileyebilir. DNA tamir
sistemleri, gende meydana gelen bir hasari, yeniden islev kazandirmaya caligsa da
her zaman basar1 saglanamaz. Bu sonucunda genlerin iiriinii olan proteinlerin eksik
veya hatali iiretilmesi hiicresel islevlerin bozulmasma yol agar. Genin islevini
degistiren bir diger etmen ise genin yapismi degistirmeden islevinin degismesine
neden olan metillenme, asetillenme, fosforillenme, ribozillenme gibi epigenetik
modifikasyonlardir. Bu degisimler sadece 6zel bir bolge iizerinde etki gosterebilecegi
gibi kromozomlarin tamamini veya biiyiik bir bdliinii etkileyen bolgesel delesyonlar,
insersiyonlar veya inversiyonlar seklinde de goriilebilir. Kanserin olusumunda biiyiik
rol oynayan 3 gen grubu vardir. Bunlar tiimor baskilayict genler, onkogenler ve DNA
tamir genleridir. Hiicre biiylimesini ve farklilasmasini saglayan proto-onkogenler,
mutasyonlar, artmus gen ifadesi, gen duplikasyonlar1 ve/veya kromozomal
diizenlemeler ile etkin hale gegip onkogen haline doniisebilirler. RAS, Erk, MYC
gibi genler en ¢ok bilinen onkogenlerdir. Hiicrenin bdliinmesini ve ¢ogalmasini
kontrol eden, hasar durumunda DNA tamirini baslatan, tamir girisiminin basarisiz
olmast durumunda apoptozu tetikleyen gruplarma ise timor baskilayici genler denir.
TP53 geni en bilineni ve en ¢ok ¢alisilanidir. Delesyonlar, nokta mutasyonlari,
epigenetik  susturmalar, kromozomlarin diizgiin ayrilamamasi ve mitotik
rekombinasyonlar gibi durumlar tiimor baskilayici genin islevinin bozulmasmna

neden olarak hiicre dongiisiindeki kontroliin  kaybolmasi ile sonuglanarak



karsinogeneze neden olabilmektedir. Bir diger onemli gen grubu da DNA tamir
genleridir. DNA tamir genlerinin bir diger iglevi ise tamirin basarisiz olmasi halinde

hiicrenin apoptotik veya nekrotik yolak tizerinden yok edilmesini saglamaktir.

Kanserin goriilme sikligi arttikg¢a, sosyal ve ekonomik yiikii de artmaktadir.
Radyoterapi, kemoterapi ve cerrahi yontemler birlikte veya tek bagina kanser
tedavisine kullanilan yontemlerdir. Ancak bu yontemlerin avantajlari oldugu gibi
dezavantajlar1 da bulunmaktadir. Bu nedenle bu konvansiyonel yontemlere ek olarak

cesitli immiinolojik ve biyolojik tedavi yontemleri gelistirilmektedir (Baykara, 2016).
1.2. KANSER HUCRELERININ OZELLIKLERI

Kanser hiicreleri; az oksijen, az yiyecek, zorlu kosullara kars1 gosterdigi direng
ve zaman igerisinde bu kosullar1 kendi lehine ¢evirmesi ile yasama tutunan zeki
hiicrelerdir. Kanser hiicreleri zamanla transforme (sekil degisimi) olabilir. Normal
hiicrelerin belli bir zemine tutunarak biiylimesi ve yasamasi miimkiinken, kanser
hiicreleri herhangi bir yere tutunmadan da yasayabilir ve biiyliyiip c¢ogalabilirler

(proliferasyon).

Kanser hiicrelerinin bazi 6zellikleri;

e Hiicre yiizeyindeki almaglar (reseptorler) daha sik sinyal alir.

e Kontrolsiiz sekilde cogalmay1 saglayan kendi sinyal sistemleri vardir.

e Yandaki hiicreye temas sonrasi bolinmeyi durdurmaz ve biiylimeye Ve
cogalmaya devam eder.

e Saglikli hiicreler her tipteki besini kullanabilirken kanser hiicreleri sadece
glikolizden gelen glukozu kullanabilirler. Sekeri normal hiicreler oranla yaklasik 100
kat fazla olarak kandan alirlar ve laktat iireterek enerji saglarlar (Warburg etkisi).

e Gerekli besin ve oksijeni almak iizere ¢evrelerindeki stromay: etkileyerek yeni
damar sistemleri olusturabilirler (Anjiyogenez).

e Telomerlerini sabitleyerek veya telomeraz aktivitesini koruyarak sonsuz sekilde
replike olup ¢ogalabilirler.

e Baska doku ve organlara go¢ etme (Invazyon veya Metastaz).

e Apoptozdan kagabilirler (Baykara, 2016) (Sekil 1).
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Cell, March 2011, Halkmarks of Cancer: The Next Genesation. Douglas Hanahan

Sekil 1.1: Kanser hiicrelerinin 6zellikleri (Hanahan ve Weinberg, 2011).

1.3. PANKREAS KANSERI

Pankreas kanseri, erkeklerde kadnlara kiyasla biraz daha yiiksek insidansa sahip
olan ve ileri yaslarda (40,85) daha sik goriilen, agresif seyirli, 6liimciill malign
kanserlerden biridir. Tiim kanserlerin % 2’sini ve kansere bagli 6liimlerin %5’ni
olusturmaktadir. Sinsi ilerleyen kanser tiirleri arasinda, ilk siralarda yer almaktadir
(Gtiral, 2014). Pankreas tiimorleri malign-benign ve primer-sekonder (metastatik)
ayrimi disinda; pankreas dokusunun yap1 ve fonksiyon 6zelliklerinden dolay1; kistik-
solid, ekzokrin-endokrin ya da epiteliyal-nonepiteliyal (mezenkimal) tiimérler gibi
baska sekillerde de siiflandirilmaktadir (Cosar, 2018).

Endokrin pankreas tiimorleri yaygin degildir. Endokrin pankreas tiimorleri ayni
zamanda noroendokrin tiimorleri olarak da adlandirilmaktadir. Yaklasik tigte biri
hormon {iretir ve hiicrenin {irettikleri hormon tiiriine gore isimlendirilirler.
Gastrinoma (gastrin {ireten hormonlarda gériiliir), Insiilinoma (insiilin iiretilen
hiicrelerde goriiliir), Somatostatinoma (somatostatin {iireten hiicrelerde goriiliir),
VIPoma (vazoaktif intestinal peptid [VIP] {ireten hiicrelerde goriiliir) ve

Glukagonoma (glukagon tireten hiicrelerde goriiliir).



Pankreatik noroendokrin tiimorlerinin yaklasik {icte ikisi ise hormon iiretmez
(islevsiz tiimorler olarak adlandirilir) (Tiirkiye Kanserle Savas Vakfi, 2019).
Pankreasin malign tiimdrleri i¢inde en yaygin ve siddetli form bir ekzokrin pankreas
kanseri olan duktal adenokarsinomdur (Cosar, 2018). Pankreas duktal
adenokarsinomlarinin % 60-70’1 glandin bas bolgesini, % 10-15’1 kuyruk kismini,
%10-15’1 ise gland1 diffiiz olarak olugmaktadir. Timdriin yerlesim yeri, boyutu,
derecesi, evresi, perindral invazyon ve damar invazyonu, bu tiimorlerde prognozu
belirleyen faktorler arasindadir. Pankreas duktal adenokarsinomunun prognozu
gelismis cerrahi tekniklere ragmen kotiidiir. Cerrahi sonrasi 1 yillik yasam % 20 iken

5 yillik yagsam orani sadece % 5’tir (Warshaw ve Del Castillo C. , 1992).
1.3.1. Pankreas Kanseri Epidemiyolojisi

Pankreas kanseri, diinya genelinde 6liim orani en yiiksek kanser tiirleri arasinda
4.siradadir. Pankreatik kanserin 6liim oranmin yiiksek olmasinin nedenleri; erken
tan1 zorlugu, sinsi ilerlemesi, hizli metastaz kabiliyeti, radyoterapi ve kemoterapiye
cevap vermemesi seklinde siralanabilir. Pankreatik kanseri erken donemde saptamak,
pankreasin anatomik konumu, sinsice gelismesi ve timor belirteglerinin olmamasi
nedeniyle olduk¢a giictiir. Tiirkiye’de, pankreatik kanserin sikli§1 hakkinda net bir
bilgi yoktur.

Amerika’da ise her yil ortalama 30.000 pankreatik kanser tanist kondugu ve
ayni oranda pankreatik kanserden Olim gergeklestigi saptanmustir. Pankreatik
kansere neden olan faktOrler arasinda basta sigara olmak {iizere, folat eksikligi,
obezite, seker hastaligi ve farkli karsinojenler yer almaktadir. Epidemiyolojik
calismalar, pankreatik kanser hastalarinda, kalitsal bir riskin varhigmmmn (%10)
oldugunu gostermistir. Pankreatik kanser tanisinda, hastalarin birinci dereceden
akrabalarinda pankreatik kanser riski artmaktadir. Ayni aile icerisinde iki pankreatik
kanserli hasta varliginda birinci dereceden akrabalarda pankreatik kanser riski 18 kat,

eger 3 birey varsa 57 kat arttig1 tanimlanmaktadir ( Sahin ve ark., 2007).



1.3.2. Pankreas Kanseri Goriilme Siklig1 ve Risk Faktorleri

Diinya Kanser Arastirma Fonu’nun (WCRF) verilerine gore, niifus yogunlugu
dikkate alindiginda kanser goriilme siklig1 gelir seviyesi yiiksek olan iilkelerde, orta
ve disiik gelirli tilkelere gore daha fazladir. Diinya ¢apinda kanser yiikii, 2012
yilinda yaklagik 14 milyon yeni vakaya yiikselirken; bu rakamin 6niimiizdeki 20
yilda 22 milyona yilikselmesi tahmin ediliyor (Diinya Kanser Raporu, 2014).
Pankreas kanseri, erkeklerde kadinlara kiyasla biraz daha yiiksek insidansa sahiptir
ve ileri yaglarda (40,85) daha sik goriilmektedir (Sekil 1.2 ve Sekil 1.3). Diinya
Saglik Orgiitii (WHO)’ niin 2014’te paylastig1 rapora gore, Tiirkiye’de erkeklerde
kansere bagli oliimlerin sayis1 58 bin 400, kadnlarda ise 32 bin 500°diir. Tirkiye
Istatistik Kurumu (TUIK) May1s 2017 verilerine gore ise, Tiirkiye’de her 5 dliimden
1’i kanserden kaynaklanmaktadir. Diinya Saglk Orgiitii'niin (WHO) 2012 yili
verileri, pankreas kanseri, diinya genelinde erkeklerde en yaygin goriilen 12. kanser

oldugunu, kadinlarda ise 11. sirada yer aldigni géstermistir.
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Sekil 1.2: 50-69 Yas Gruplarinda Erkeklerde En Sik Goriilen Baz1 Kanserlerin Grup
I¢indeki Yiizde Dagilimlar: (Tiirkiye Birlesik Veri Tabani, 2013).
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Sekil 1.3: 50-69 Yas Gruplarinda Kadinlarda En Sik Goriilen Bazi
Kanserlerin Grup I¢indeki Yiizde Dagilimlar1 (Tiirkiye Birlesik Veri Tabani, 2013).

Pankreas Kanseri Risk Faktorleri:

Sigara: Pankreas kanseri i¢in en 6nemli risk faktorlerinden biridir. Sigara igenlerin
pankreas kanseri olma riski, hi¢ sigara igmemis olanlara gore yaklasik iki kat daha
fazladir (Yadav ve Lowenfels, 2013).

Obezite: Obezite, insiilin direnci, glukoz intoleransi, dislipidemi ve yiiksek kan
basmci gibi cesitli metabolik bozukluklarla iliskili olan bir hastaliktir. Biitiin bu
hastaliklara toplu olarak metabolik X sendromu ad1 verilir (Reaven, 2002). Obezite,
tip 2 diabetes mellitus (T2DM), kardiyovaskiiler hastaliklar, pankreas, hematolojik,
prostat ve meme kanseri gibi birgok kanser tiirlinde gii¢lii bir risk olusturmaktadir
(Gumbs, 2008). Kasim 2018’de Cancer adli dergide yayimlanan ¢aligmada, ergenlik
caginda obezitenin pankreas kanseri riskini 4 kat artirdigi tespit edildi. Ayrica, obez
olmadig1 halde fazla kiloya sahip ergenlik ¢agindaki kisilerin de belirli oranda artan
pankreas kanseri riskine sahip oldugu belirtildi (Zohar ve ark., 2018).



Diyabet: Diinyada en sik 6liim sebepleri siralamasinda kanser ikinci, diyabet ise
altinct swrada yer almaktadir. Diyabet, birgok malignite gelisimi igin  risk
faktoridir. Tip 1 Insulin Dependent Diabetes Mellitus (IDDM) diyabetli bireyde
servikal ve mide kanseri sik goriiliirken; Tip 2 diyabetli bireyde ise siklik sirasina
gore meme, endometrium ve pankreas kanseri izlenmektedir. A1C (Glikozile
Hemoglobin) artis1 ile, birinci sirada kolorektal, ikinci sirada ise pankreas kanseri en
fazla korelasyon gostermektedir. Pankreas kanseri saptanan bireylerin %50’sinde
tan1 esnasinda diyabet gozlenmistir. Ne yazik ki, diyabet varlig1 pankreas kanserli

hastalarda yasam siiresini % 40-50 azaltmaktadir (Feng ve ark., 2003).

Kronik Pankreatit: Pankreasmn uzun siireli iltihaplanmasi olan kronik pankreatit,
pankreas kanseri riskinin artmasiyla baglantilidir. Kronik pankreatit nedenleri
arasinda en ¢ok alkol ve sigara kullanim1 goriilmektedir (American Cancer Society,
2019). Bir diger nedenler ise metabolik anormallikler, idiyopatik mekanizmalar,
genetik, otoimmiin tepkiler ve obstriiktif mekanizmalar seklinde siralanabilir (Kleeff
ve ark., 2017). Kronik pankreatite, bazen kalitsal bir gen mutasyonu neden
olabilmektedir. Bu kalitsal (ailevi) pankreatit formuna sahip kisilerin yasam boyu

yiiksek pankreas kanseri riski vardir (American Cancer Society, 2019).

Belirli Kimyasallara Maruz Kalma: Isyerinde kuru temizleme ve metal isleme
endiistrisinde kullanilan bazi kimyasallara asir1 derecede maruz kalmak, kisinin

pankreas kanseri riskini artirabilir (American Cancer Society, 2019).

Yas: Yas, pankreas kanseri gelisiminde bir diger risk faktoriidiir. Yasamin ilk 30
yilinda ¢ok nadir goriilmekle birlikte, 30 yasindan sonra pankreas kanserine
yakalanma riski artig gosterir. Hastalarin biiyiik bir cogunlugu 60-80 yaslarindadir ve

ortalama tani1 konma yas1 ise 72 dir (Harnack ve ark., 1997).

Aile Opykiisii: Pankreas kanserlerinin %3-10’u ailesel pankreas kanseri olarak
tanimlayabiliriz. Aile igerisinde etkilenen bireylerin sayisia bagli olarak risk 4,46-
32 kat artmaktadir (Lynch ve ark., 1989). Ailede pankreas kanseri bulunuyor ise
kardeslerde de bulunma olasilig1 2-3 Kat artiyor.

Ailesel pankreas kanseri hastalarininda siklikla tanimlanan mutasyonlar BRCA1 ve

BRCAZ2 gen mutasyonlaridir.



BRCAI1 mutasyonu varligi pankreas kanseri riskini 2,26 kat arttirirken, BRCA2

mutasyonu varliginda risk 3,5-8 kat artmaktadir (Ferrone ve ark., 2009).

Kalitsal Genetik Sendromlar: Kalitsal gen degisiklikleri (mutasyonlar), pankreas
kanserlerinin %10 kadarina neden olabilir. Bazen bu degisiklikler diger kanserlerin

(veya diger saglik sorunlarinin) artmis risklerini igeren sendromlarla sonuglanir.

Pankreas kanserine neden olabilecek genetik sendrom 6rnekleri sunlardir:

. BRCA1 veya BRCA2 genlerindeki mutasyonlarm  neden  oldugu kalitsal
meme ve yumurtalik kanseri sendromu

. PALB2 genindeki mutasyonlarin neden oldugu kalitsal meme kanseri

. P16/ CDKN2A genindeki mutasyonlarin neden oldugu ve cilt ve goz
melanomlari ile iligkili ailesel atipik multipl mol melanom (FAMM) sendromu

. PRSS1 genindeki mutasyonlarin neden oldugu ailesel pankreatit

. En sik olarak MLH1 veya MSH2 genlerindeki bir kusurun

neden oldugu kalitsal polipoz olmayan kolorektal kanser (HNPCC) olarak da

bilinen Lynch sendromu

. STK11 genindeki kusurlarin  neden oldugu Peutz-Jeghers sendromu. Bu
sendrom ayrica sindirim sistemindeki poliplerle ve diger bazi kanserlerle de
baglantilidir. Bu sendromlardan bazilarina neden olan genlerdeki degisiklikler

genetik testlerle bulunabilir (American Cancer Society, 2019).

Alkol: Bazi ¢alismalar agir alkol kullanimi ile pankreas kanseri arasinda bir baglant1
oldugunu gostermistir. Agir alkol kullanimi, pankreas kanseri riskini arttirdigi
bilinen kronik pankreatit gibi durumlara yol acabilir (American Cancer Society,
2019).

Enfeksiyonlar: Bazi calismalar, mide iilserine neden olan bakteri Helicobacter
pylori (H. pylori) enfeksiyonunun veya Hepatit B enfeksiyonunun, pankreas kanseri
riskini artirabilecegini gostermektedir. Daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ var (American
Cancer Society, 2019).


https://www.cancer.org/cancer/cancer-causes/genetics/family-cancer-syndromes.html
https://www.cancer.org/cancer/cancer-causes/diet-physical-activity/alcohol-use-and-cancer.html

1.3.3. Hastalik Semptomlar1

Pankreas kanserinde, erken evrelerde herhangi bir belirti gériilmemesine karsilik
hastalik semptomlar1 ortaya ¢iktiginda tiimor, ileri bir evreye ulasmis ve pankreas
cevresindeki dokulara ulagmis seviyededir. Belirtiler, timoriin  yerine ve

biiyiikliigiine gore degismektedir.

Baslica belirtiler;

— Istahsizlik (%64)

— Nedensiz kilo kaybi (%66-84)

— Ust karinda hissedilen agr1 (%78-82)

— Sirt agrisi (%48)

— Bulant1 (%50-86)

— Erken doyma hissi (%62)

— Depresyon, halsizlik, ¢cabuk yorulma

— Sarilik (%56-80) (Tiimdriin safra yollarmi tikamasi sonucunda ortaya ¢ikar, g6z
aklarinda sararma, idrarda koyulagsma ve digk1 renginde agilma olur)
— Diabet (Seker hastaligr) (%97)

— Uyku bozuklugu (%54)

1.3.4. Teshis

Pankreas kanseri teshisinde, birgok yontem kullanilmaktadir. Kullanilan

yontemlerin 6zellikleri asagidaki gibidir.

Ultrasonografi (US): Ultrasonografinin pankreas kanseri tanisinda ylizde 94
duyarliliga sahip oldugu bildirilmistir. Bununla birlikte, diger calismalar yiizde
70'ten daha iyi olmayan bir duyarlilik gostermektedir. Bu tutarsizligin 6ne stiriilen
nedenleri arasinda sonografi uzmanmin deneyimindeki farkliliklar ve metodolojik

smirlamalar bulunmaktadir.

Bilgisayarh Tomografi (BT): Bilgisayarli tomografi (BT), viicuttaki alanlarin
ayrintili resimlerini veya taramalarini olusturmak i¢in 6zel rontgen cihazi kullanan
bir goriintiileme prosediiriidiir. Bazen bilgisayarli tomografi veya bilgisayarli aksiyal
tomografi (CAT) olarak adlandirilir. Modern CT makineleri, orijinal CT

makinelerinin yaptig1 gibi, viicudun tek tek dilimlerinin bir dizi fotografini ¢ekmek
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yerine siirekli fotograflar sarmal (veya spiral) bir sekilde ¢eker. Sarmal BT (spiral
BT olarak da bilinir), eski BT tekniklerine gore ¢esitli avantajlara sahiptir: daha
hizlidir, viicut i¢indeki alanlarin daha kaliteli 3 boyutlu resimlerini liretir ve kii¢iik

anormallikleri daha iyi tespit edebilir.

Manyetik Rezonans Goriintiilleme (MRI, magnetic resonance imaging):
Manyetik rezonans goriintiileme (MRI), radyolojide anatomi ve viicudun fizyolojik
stireglerinin resimlerini olusturmak i¢in kullanilan tibbi bir goriintiileme teknigidir.
MRI tarayicilari, viicuttaki organlarin goriintiilerini olusturmak i¢in gii¢lii manyetik
alanlar, manyetik alan gradyanlar1 ve radyo dalgalar1 kullanir. MRI, X-1ginlarin1 veya
CT ve PET taramalarindan ayiran iyonlastirici radyasyon kullanimini icermez. MRG,
niikkleer manyetik rezonansmm (NMR) tibbi bir uygulamasidi. NMR, NMR
spektroskopisi gibi diger NMR uygulamalarinda goriintiileme i¢in de kullanilabilir.

EUS (Endoskopik ultrasonografi): Uzun yillar boyunca sadece bir goriintiileme
yontemi olmustur, ancak dogrusal veya sektor tarayicisi ile yeni elektronik cihazlarin
gelistirilmesi, ekoendoskopun c¢alisma kanalindan c¢ikan bir ignenin ekografik
alaninda gorsellestirmeye izin vererek, igneyi hedefe yonlendirir. Boylece teshiste

kullanilmaktadir.

ERCP (Endoscopic retrograde cholangiopancreatography): ERCP teshisten ¢ok
pankreastaki tiimoriin safra yollarina basi yaparak tikamasi sonrasinda olusan

sariligin tedavi edilmesi amaciyla kullanilan bir yontemdir (Tablo 1.1).

Tablo 1.1: Pankreas kanseri tanisinda kullanilan yontemler (Goral, 2014)

TEST SPESIFITE  SENSITIVITE  EVRELEMEDE

FAYDASI
ULTRASON %80 %90 YOK
EUS %90 %90 VAR
CT %90 %95 VAR
ERCP %90 %90 YOK
MR %90 % YOK
INCE IGNE %90 %98 YOK
' ASPIRASYONU
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PET CT (Positron emission tomography): Pozitron Emisyon Tomografisi (PET)
klinik onkolojide ve demans dahil olmak {izere bazi beyin hastaliklarinin teshisinde
kullanilan niikleer tip fonksiyonel goriintileme teknigidir. Pozitron radyoaktif
izotoplarla etiketlenmis ¢Ozeltiyi bir hastanin viicuduna enjekte ettikten sonra,
fotomultiplier tiipleri (PMT'ler) viicutta saliman bir pozitron bir elektronla imha
edildiginde yayilan imha gama i1sinlarini tespit eder. Bilgisayar daha sonra pozitron
radyoaktif izotoplarin dagilimini1 yansitan kesit goriintiiler olusturur. Sintilatorlere
baglanan SiPM (MPPC) veya fotogogaltict tiipler (PMT'ler) bu gama 1simlarini tespit

etmek i¢in kullanilir.

Tiimér Dokusundan Ornek Alinmas:1 (Biyopsi): Biyopsi, bir laboratuvarda analiz
edilebilmesi i¢in viicudunuzdan bir doku parcasini veya hiicre 6rnegini ¢ikarmak i¢in
bir prosediirdiir. X-1sinlar1 gibi goriintiileme testleri, kitleleri veya anormallik
alanlarin1 tespit etmede yardimci olsada, kanserli hiicreleri kanserli olmayan
hiicrelerden ayirt edemezler. Kanserlerin cogunda kesin tan1 koymanin tek yolu, daha

yakindan incelenmek iizere hiicreleri toplamak i¢in biyopsi yapmaktir.

Kan Testleri: Kan testleri. Pankreas kanseri olan kisilerde karsinoembriyonik
antijen (CEA) ve CA 19-9 gibi baz1 maddeler yiikselir (Tablo 1.2). Bununla birlikte,
kan testleri pankreas kanserinin erken saptanmasina izin vermez, ¢iinkii bu seviyeler
pankreas kanseri ilerleyene kadar yiikselmeyebilir. Bu testler ayrica yanlis pozitif

sonug verebilir.

Tablo 1.2: Tim6r markerlarinin, pankreatik kanser evresine gore tanidaki yerleri
(Goral, 2014).

Serum CA-50, CA T2-4, CA 19-9 ve CA 242 dizeylerl (U/m

Ewre CAS0 CATM CA 199 CAR
| 15214112 AT24087 0631265% 15744187
[ 24011907 ARRLY 15457031 T5he369
I B 018 1935541091 123434073 B18773
v 94642491 Te5 176 2181957313 Q334871
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1.3.5. Evreleme

Pankreas kanseri, Amerikan Birlesik Kanser Komitesine (American Joint
Committee on Cancer, AJCC) (2010) gore tiimor boyutu, damar katilimi ve varhigi
veya "lenf nodu metastazi" veya uzak metastazin varligi ya da yoklugunun
degerlendirildigi TNM (T: Tiimor, N: Nod, Metastaz) sistemi ile evrelendirilmistir
(Tablo 1.3).

Tablo 1.3: Pankreas kanseri icin TNM evreleme sistemi ve pankreas kanseri evreleri
(Asik, 2015)

T Primer Tiimor

X Primer tiimor degerlendirilemedi

TO Primer timor yok

Tis Karsinom in situ

T1 Timor pankreasa smirli, < 2 cm ¢apinda

T2 TUmor pankreasa smirli, > 2 cm ¢apinda

T3 Timor pankreas digina yayilmis, ¢Olyak ve/veya superior
mezenterik arter tutulumu yok

T4 Tiumor ¢olyak ve/veya superior mezenterik arteri infiltre etmis
(rezekte edilemez

N Bolgesel Lenf Nodlarn

NX Bolgesel lenf nodu degerlendirilemedi.

NO Bolgesel lenf nodu metastazi yok.

N1 Bolgesel lenf nodu metastazi var.

M Uzak Metastaz

MX Uzak metastaz degerlendirilemedi.

MO Uzak metastaz yok

M1 Uzak metastaz var

Evre TNM

Evre | T1, NO, MO

Evre | B T2, NO, MO

Evre Il A T3, N1, MO

Evre Il B T1-3, N1, MO

Evre I T4, NO-1, MO

Evre IV T1-4, NO-1, M1
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1.3.6. Tedavi

Cerrahi tedavi: Pankreas kanseri olgularmin ancak % 20°si teshis aninda radikal
cerrahi tedavi aday1 olabilmektedir. Pankreasin gévde ve kuyruk kisminda yerlesim
gosteren tlimorler ge¢ belirti verdikleri igin teshis aninda hastalik genellikle ileri
evrededir ve rezektabl degildir. Cerrahi tedavide kanserli tiimor, tiimore komsu
dokular ve yakindaki lenf diigiimleri c¢ikarilir (Pankreatikoduodenektomi, PD).
Whipple ameliyati olarak adlandirilan cerrahi yontemde pankreas bas kisminda
yerlesik tiimorlerde pankreasin biiyiik bir kismi, midenin bir kismi, onikiparmak
barsagi ve etrafindaki dokular alinir. Semptom siiresi (sarilik ve agri) 40 giinden
uzun, CA19-9 seviyesi >200U/ml olan ve histolojik olarak G3-G4 evresi saptanan
hastalarda ameliyat oncesi evrelemede hastalik rezektabl olsada prognoz kotiidiir.
Pankreasin tiimiiyle ¢ikarilmasi (total pankreatektomi) kronik pankreatit, multifokal
adacik hiicre tiimorii veya diffiiz [PMN olan vakalarda uygulanir. Bazen asil timor
kitlesi ¢ikarllamasa da kanserin yol actigi kusma, sarilik vb. durumlarin ortadan
kaldirilmasi i¢in cerrahi tedavi uygulanmasi gerekebilir. Tiimoriin safra yollarmi
tikamasma bagli olarak ileri derecede sariligi olan hastalarda ameliyat dncesinde
endoskopik (ERCP) ve/veya radyolojik (PTK) yontemlerle safra yollar1 drene

edilmelidir (Biliyer dekompresyon).

Radyoterapi: Radyoterapi, radyasyonun kanser hiicrelerini 6ldiirmek igin
kullanildig1 bir tedavidir. Radyoterapiye sahip olmanin bir¢ok farkli yolu vardir,
ancak hepsi benzer bir sekilde calisir. Kanser hiicrelerine zarar verirler ve viicutta

biiyiimelerini veya yayilmalarini durdururlar.
Radyoterapi birkag sekilde verilebilir;

-Bir makine tarafindan verilen radyoterapi (harici radyoterapi)- bir makine

araciligiyla kanser hiicreleri radyasyon 1ginlartyla hedeflenir

-Radyoterapi implantlar1 (brakiterapi)- burada kii¢iik pargalar radyoaktif metal

(genellikle gegici olarak) viicut igerisine kanser hiicrelerinin yakinimna yerlestirilir.

-Radyoterapi enjeksiyonlari, kapsiiller veya icecekler (radyoizotop tedavisi)-

radyoaktif stvinin yutuldugu veya kaniniza enjekte edildigi radyoterapi yontemidir.
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Kemoterapi: Kemoterapi, viicudunuzda hizli biiyiiyen hiicreleri 61diirmek i¢in giiglii
kimyasallar kullanan bir ila¢ tedavisidir. Kemoterapi ¢ogunlukla kanseri tedavi
etmek i¢in kullanilir, ¢linkii kanser hiicreleri viicuttaki ¢ogu hiicreden ¢ok daha hizl
biiyilir ve ¢ogalir. Bircok farkli kemoterapi ilact mevcuttur. Kemoterapi ilaglar1 tek
basma veya kombinasyon halinde c¢ok ¢esitli kanserleri tedavi etmek i¢in
kullanilabilir. Kemoterapi, bir¢ok kanser tiiriinii tedavi etmenin etkili bir yolu
olmasma ragmen, kemoterapi tedavisi de yan etki riski tasir. Bazi kemoterapi yan

etkileri hafif ve tedavi edilebilirken, digerleri ciddi komplikasyonlara neden olabilir.

Biyolojik Tedavi (Biyoterapi — Immunoterapi): Biyolojik terapi veya
immiinoterapi olarak da bilinen biyoterapi, bagisiklik sisteminin kanser,
enfeksiyonlar ve diger hastaliklarla miicadele etme yetenegini artrmak veya geri
yiiklemek i¢in bir tedavidir. Baz1 kanser tedavilerinin neden olabilecegi bazi1 yan
etkileri azaltmak i¢in de kullanmilir. Biyolojik / immiinoterapide kullanilan ajanlar
arasinda monoklonal antikorlar, biiylime faktorleri ve asilar bulunur. Bu ajanlar
ayrica dogrudan bir anti-tiimor etkisine sahip olabilir. Biyolojik tepki modifiye edici

terapi, biyoterapi, BRM terapisi ve immiinoterapi olarak da adlandirilir.
Biyoterapi ile;

— Kanser olusum siireci durdurulur, kontrol edilir ya da bastirilir.

— Kanser hiicreleri bagisiklik sistemimiz tarafindan daha kolay farkedilir hale
getirilir.

— T-hiicreleri, NK-hiicreleri ve makrofajlar1 gibi bagisiklik sistemi hiicrelerinin
oldiirme giicii artirilir

— Normal bir hiicreyi kanser hiicresine doniistiiren siirec durdurulur ya da geri
dondiiriiliir.

— Viicudun, tedavi siireci i¢inde 6len ya da hasarlanan hiicrelerinin yerine yeni hiicre
iiretmesi hizlandirilir.

— Kanser hiicrelerinin viicudun baska yerlerine sigramasi engellenir.
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Biyolojik tedavi yontemleri:

Interferonlar: Interferonlar, birkag viriisiin varligma yanit olarak konake1 hiicreler
tarafindan yapilan ve salinan bir grup sinyal proteinidir. Tipik bir senaryoda, viriis
bulagmig bir hiicre, yakinlardaki hiicrelerin anti-viral savunmasini artirmasina neden
olan interferonlar1 serbest birakacaktir (De Andrea M ve ark, 2002).

Monoklonal Antikorlar: Monoklonal antikorlar (mAb veya moAb), benzersiz bir
ana hiicrenin klonlar1 olan 6zdes bagisiklik hiicreleri tarafindan tiretilen antikorlardir.
Monoklonal antikorlar, ayni epitopa (bir antijenin antikor tarafindan tanman kismai)
baglandiklar1 i¢in tek degerlikli afiniteye sahip olabilirler. Aksine, poliklonal
antikorlar coklu epitoplara baglanir ve genellikle birka¢ farkli plazma hiicresi
(bagisiklik hiicresini salgilayan antikor) soylar1 tarafindan yapilir. Bispesifik
monoklonal antikorlar, tek bir monoklonal antikorun terapdtik hedeflerinin iki
epitopa arttirilmasiyla da tasarlanabilir. Hemen hemen her madde g6z Oniine
almdiginda, o maddeye spesifik olarak baglanan monoklonal antikorlar {iretmek
miimkiindiir; daha sonra bu maddeyi tespit etmeye veya arindirmaya yararlar. Bu
biyokimya, molekiiler biyoloji ve tipta dnemli bir ara¢ haline gelmistir. Ila¢ olarak
kullanildiginda, tescilli olmayan ila¢ isimleri -mab ile biter (bkz. "Monoklonal
antikorlarm isimlendirilmesi") ve bircok immiinoterapi uzmani mab kelimesini
anakronimik olarak kullanir.

Interlokinler: Interlokinler (IL'ler), ilk olarak beyaz kan hiicreleri (l6kositler)
tarafindan eksprese edildigi goriilen bir grup sitokin (salgilanan proteinler ve sinyal
molekiilleri) 'dir. IL'ler yapisal 6zellikleri ayirt etmeye dayali olarak dort ana gruba
ayrilabilir. Bununla birlikte, amino asit dizisi benzerlikleri olduk¢a zayiftir (tipik
olarak %15-25 6zdeslik). Insan genomu 50'den fazla interlokin ve ilgili proteini
kodlar. Interlokinlerin ¢ogunlugu yardimcr CD4 T lenfositleri, ayrica monositler,
makrofajlar ve endotelyal hiicreler yoluyla sentezlenir. T ve B lenfositlerinin ve
hematopoietik hiicrelerin gelisimini ve farklilagmasini tesvik ederler. Hipokampusta
astrositler iizerindeki interlokin reseptorlerinin farelerde uzamsal anilarin gelisiminde

rol oynadig1 bilinmektedir (Brocker C ve ark, 2010).

16



1.4. PANKREAS KANSERI MOLEKULER BIYOLOJIiSI

Pankreas kanserinin erken tespiti ve tedavisine yonelik siirekli arastirma
cabalarma ragmen, hastalar igin goriiniim hala olumsuzdur. Cogu vaka hala
hastaligin ilerleyen evrelerinde teshis edilirken, mevcut tanisal goriintiileme
yaklagimlar1 ile sagkalim prognozunda bir ilerleme saglanamamistir. Deneysel
molekiiler mekanizmalar {izerindeki mevcut ¢aligmalar, pankreas kanseri gelisiminin
molekiiler siire¢lerinin ayrintili olarak anlasilmasmi saglamistir (Zavoral ve ark.,
2011).

Pankreas kanseri ile ilgili molekiiler ¢alismalar, bu kanserin birka¢ genetik
mutasyonla iligkili oldugunu ortaya koymustur. Onkogenlerin, timdr baskilayici
genlerin, biiytime faktorleri ve DNA uyusmazligi onarim genlerinin hepsi pankreatik
timor olusumunda rol oynar (Choudhuri ve Singh, 2005). Son zamanlarda pankreas
kanserine neden olan birgok onkogen tanmimlanmistir. Pankreas kanserinde; genetik
degisiklikler, germline ve somatik mutasyonlar sorumlu tutulmus ve 16 adet
mutasyona ugramig onkogen saptanmistir. Bu onkogenler: KRAS, TPS53,
CDKNAZA, SMAD4, MLL3, TGFBR2, ARID1A, SF3B1, EPC1, ARID2, ATM,
ZIM2, MAP2K4, NALCN, SLC16A4, MAGEA®6 seklinde siralanmaktadir. KRAS
onkogendeki mutasyon, en sik kodon 12’de olup, pankreas kanseri hiicrelerinde % 90
oraninda saptanirken, tiim viicut kanserlerinde % 20 oraninda saptanmistir. KRAS
onkogeni, hiicre yasami, hiicre farklilasmasi, hiicre proliferasyonu gibi hiicre

fonksiyonlarmi olumsuz etkiler (Goral, 2014).
1.5. HUCRE OLUM MODELLERI

1.5.1. Apoptozis

Apoptoz, cok hiicreli organizmalarda meydana gelen bir programli hiicre 6liimii
tiirtidiir. Biyokimyasal olaylar karakteristik hiicre degisikliklerine (morfoloji) ve
Oliime yol acar. Bu degisiklikler arasinda kabarciklanma, hiicre biiziilmesi, niikleer
par¢alanma, kromatin yogunlagmasi, kromozomal DNA parcalanmas1 ve kiiresel
mRNA bozunmasi bulunur. Ortalama yetiskin insan, apoptoz nedeniyle her giin 50
ila 70 milyar hiicre kaybeder. § ila 14 yaslar1 arasindaki ortalama bir insan ¢ocugu
icin giinde yaklasik 20 ila 30 milyar hiicre dliir. Akut hiicre hasarindan kaynaklanan

bir tiir travmatik hiicre 6liimii olan nekrozun aksine, apoptoz, bir organizmanin
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yasam dongilisii boyunca avantajlar saglayan yiiksek diizeyde diizenlenmis ve
kontrollii bir siirectir. Ornegin, gelismekte olan bir insan embriyosunda parmaklarin
ve ayak parmaklarinm ayrilmasi, basamaklar arasindaki hiicreler apoptoza ugradigi
icin meydana gelir. Nekrozdan farkli olarak, apoptoz, fagositik hiicrelerin hiicre
icerigi ¢evreleyen hiicrelere dokiilmeden ve onlara zarar vermeden Once yutup
cikarabildigi apoptotik cisimler adi verilen hiicre pargalar1 Ttretir. Apoptoz
basladiktan sonra duramayacagindan, olduk¢a diizenlenmis bir siirectir. Apoptoz iki
yoldan biriyle baslatilabilir. I¢sel yolda hiicre stresini hissettigi i¢in hiicre kendisini
oldirtir, digsal yolda ise diger hiicrelerden gelen sinyaller nedeniyle hiicre kendini
oldiiriir. Zayif dis sinyaller ayn1 zamanda apoptozun i¢ yolunu da aktive edebilir. Her
iki yol da proteaz olan kaspazlar1 veya proteinleri parcalayan enzimleri aktive ederek
hiicre dliimiine neden olur. Iki yolun her ikisi de baslatic1 kaspazlar1 aktive eder, daha
sonra Yyiiritiicii kaspazlar1 aktive eder, daha sonra proteinleri ayrim goézetmeden
parcalayarak hiicreleri 6ldiiriir. Kusurlu apoptotik siirecler ¢ok cesitli hastaliklarda
rol oynamaktadir. Asir1 apoptoz atrofiye neden olurken, yetersiz miktarda kanser gibi
kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi ile sonuglanir. Fas reseptorleri ve kaspazlar gibi bazi
faktorler apoptozu tesvik ederken, Bcl-2 protein ailesinin bazi iiyeleri apoptozu
inhibe eder. Protoonkojenlerin (c-myc gibi) birgogunun apoptozun regiilasyonunda
yer aldig1 belirlenmistir. Ayrica hipertermi, radyasyon, sitotoksik antikanser ilaglar1
ve hipoksi gibi nekroz olusturabilen etkenler de diisiik dozlarda apoptoz meydana
getirirler. Apoptozda, hiicre 6liimii ¢evreye rahatsizlik vermeksizin gelissede, bazen
apoptoz dolayli olarak ¢evre dokuda nekrozu baslatabilir ya da tam tersi nekroz
apoptoz gelismesine neden olabilir. Apoptoz, DNA hasarina genlerin yaniti, hiicre
membrani tarafindan 6liim sinyallerinin alinmasi (Fas ligandi), hiicreye dogrudan
proteolitik enzim girisi (granzim) olmak tizere tli¢ farkli sekilde ileryebilir. Bu siiregte
Bcl-2 ailesi proteinleri, kaspazlar ve Apaf-1 (Apoptotic protease activating factor-1)
proteini bilesenleri, biyokimyasal aktivasyon, apoptozda gozlenen mitokondriyal
hasar, ¢ekirdek zari kirilmasi, DNA fragmentasyonu, kromatin kondensasyon ve
apoptotik cisimlerin sekillenmesi gibi morfolojik degisikliklerden sorumludur.
Apoptotik hiicre 6liimiindeki morfolojik degisiklikler; tek bir hiicrede, biiziilme
ve ¢evre hiicrelerle olan temasin kaybolmasi ile karakterizedir. Hiicresel biiziilmenin
nedeni, Na, K, Cl tasiyici sisteminin durmasi nedeniyle hiicre i¢i ve dig1 arasindaki
siv1 hareketinin olmamasidir. Apoptotik uyarim alan hiicre, hacminin yarisina diiser,

cevre ile olan baglantilarini keser ve mikrovilluslar1 kaybolur.
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Elektron mikroskobunda goézlenen degisikliklerde, oncelikle plazma membranmnin
sekli bozulur ve kabarciklanmalar olusur; bu yap1 "zeiozis" olarak tanimlanir.
Zardaki tomurcuklanma ve parcalara ayrilma olaymda "transglutaminaz" enzimi
etkili olmaktadir. Hiicre zarmda i¢ ylizeyden disartya fosfatidilserin translokasyonu
olur. Plazma ve cekirdek kondansasyonunu takiben kromatinin kiimelenmesi
sekillenir. Kromatindeki degisikliklerin baslamasinin hemen Oncesinde sitozolik
Catt+ diizeyinde Onemli bir artis olmaktadwr. Kromatin kondansasyonu,
nukleozomlar arasindaki baglanti bolgelerinin ayrilmas ile karakterizedir. 180-200
baz ciftinden olusan parcalar, elektroforezde ip merdiven (ladder) goriintiisii
olusturur. Interniikleozomal DNA parcalanmasmin kalsiyum artisma duyarl
endoniikleazlar ile oldugu ileri siirilmektedir. Hiicrenin parcalanmasiyla niikleer
materyal igeren zarla cevrili "apoptotik cisimcikler" olusur (Sekil 1.4). iki katli lipit
tabakada fosfatidilserin (PS) ve fosfatidiletanolamin (PE) ve dis tabakada bulunan
fosfatidilkolin (PC) fosfolipitleri asimetrik olarak konumlanmistir. Normal
hiicrelerde bu asimetrik yapi1 ATP’ye bagl translokaz ile aktif olarak korunmaktadir.
Apoptoz srrasinda ya ATP translokaz yetmezligi ya da diger enzim sisteminin
aktivasyonu hiicre zarmm i¢ yiizeyinde bulunan PS’nin dis yiizeye transloke
olmasiyla sonuglanabilir. Bu durum, apoptotik cisimcigin fagositozu i¢in bir uyar1
baslatir. Apoptotik cisimcikler, sitokin salgilanmasimni ve inflamasyon olusumunu
uyarmaksizin, makrofajlar ya da komsu hiicreler tarafindan fagosite edilirler

(Tomatir, 2003).
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Sekil 1.4: Apoptotik hiicredeki degisiklikler (Gtiltekin ve ark., 2008).
1.5.2. Apoptozisin Indiiklenmesi

Apoptozis hiicre 6liim reseptorleri olarak bilinen Fas (diger isimleriyle APO-1,
CD95) ve tumor nekroz faktor reseptori—1 (TNFR-1)’in ilgili ligandlar1 ile
uyarilmalar1 sonucu indiiklenir. Bu hiicre yilizey reseptorleri, hiicre membraninda
bulunur ve TNFR ailesinin iiyesidirler (Aksit ve Bildik, 2008). Oliim reseptérlerinin
ligantlari, reseptorlerin oligomerizasyonuna yol acgarak aktiflesmesini saglar.
Reseptorlerin oligomerizasyonu 06zgiin adaptor proteinler (FADD, TRADD)’in
reseptorlere baglanmasi takip eder. Bu durum ise kaspazlarin aktiflesmesine neden

olur (Ulukaya, 2003).
1.5.2.1. Kaspazlarin Apoptozisdeki Rolii

Kaspazlar (Caspases), programlanmis hiicre Oliimiinii, proliferasyonunu ve
iltihaplanmasini ilerleten hiicre i¢i Sistein proteazlardir ve aspartik asitten sonraki
peptid bagmi kirarlar. Inflamatuar cevaplarm aktivasyonunda, hiicresel yapilarin
dogrudan yikiminda, hiicresel metabolizmanin bozulmasinda, hiicre o6lim
proteinlerinin inaktivasyonunda ve yikict enzimlerin aktivasyonunda rol almaktadir.
Kaspazlarin programli hiicre oliimiindeki rolii ilk defa Nematod solucanlarindan
Caenorhabditis elegans iizerinde yapilan ¢aligmalarla gdsterilmistir. Hiicre Olim

defekt geni CED-3 genininin programli hiicre olimi i¢in 6nemli oldugunu
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gostermistir. Daha sonraki ¢alismalarda ICE’nin (kaspaz-1) memeli apoptozunda
anahtar rol oynadigi gosterilmistir. Yapilan ¢aligmalar benzer proteazlarm da
apoptozise yol acan yolaklarda merkezi rol oynadiklarini gostermistir (Yuan ve ark.,
1993). Proteazlar daha sonra kaspaz olarak isimlendirilmis ve 14 memeli kaspazinin
apoptozis ve inflamasyondaki rolleri tanimlanmistir (Thombery ve Lazebnik, 1998).
Kaspaz ailesi 2 gruba ayrilir: apoptozis sirasinda aktive olanlar (kaspaz- 2,- 3,-6,-7,-
8,-9 ve -10) ve inflamatuar cevaplarin aktivasyonunda rol alan ICE/kaspaz-1 ile
yakindan iligkili olan (kaspaz-1,-4,-5 ve -11) kaspazlardir (Tablo 1.4) ( Salvesen ve
Dixit, 1999).

Tablo 1.4: Insanda bulunan kaspazlar (Asik, 2015).

Prodomein Islev
Kaspaz-8 DED, DED Baslatict
Kaspaz-10
DED, DED Baglatici
Kaspaz-9
CARD Baslatici
% Kaspaz-2
= CARD Baslatici
8| Kaspaz-3 )
pL : Oldiiriicii
Kaspaz-6 - Oldiiriicii
Kaspaz-7 - Oldiiriicii
Kaspaz-1
CARD Inflamasyon
=| Kaspaz-4
2| CARD Inflamasyon
§_ Kaspaz-5 CARD Inflamasyon
é Kaspaz-12 CARD Inflamasyon
Kaspaz-14 - Keratinosit farklilagsmasi

Kaspazlar, bir¢ok hiicrede inaktif (zimojen) formda bulunur, kirilarak aktiflesir
ve dimerize olurlar. Kaspaz dimerizasyonu ya hiicre yilizey reseptorlerinin
aktivasyonu seklinde ya da kaspaz -9 baglayici protein olan Apaft-1’in indiiklenmesi
ile gerceklesir. Apaft-1 indiiksiyonu ise sitokrom c’nin mitokondriden saliverilmesi
ile gergeklesir. Bunun sonucunda aktiflesen kaspaz-9, kaspaz-3’t aktiflestirir.
Kaspaz-3 hemen her dokuda gorev alan oldukga {iniversal konumda bir kaspazdir

(Ulukaya, 2003).
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Kaspaz -2, -8, -9 ve -10, kaspaz aktivasyon kaskadinin baglamasida birincil rol
oynarken, kaspaz -8 ve 10, prodomainlerinde adaptér proteinler ile etkilesimi
saglayan bir oldiirticii effektor bolge (DED) tasir. Kaspaz -2 ve kaspaz -9 ise kaspaz
toplayict domain (CARD) bulundurur ve adaptér molekiiliin baglanmasinda ve
efektor kaspazlarin aktivasyonunda dnemlidir ( Salvesen & Dixit, 1999). Kaspaz- 3, -
6 ve -7 efektor kaspazlardir ve apoptozis sirasinda hiicrenin yikimi ve
dokiilmesinden (shedding) sorumludur (Slee ve ark., 1999). Efektor kaspaz 3, CAD
(caspase activated DNAse) endoniikleaz proteininin aktivasyonunu ve bu enzimin
DNA’y1 pargalamasini saglar. DNA fragmentasyonu sonucu hiicre morfolojik

degisikliklere ugrar ve apoptotik cisimcikler olusur (Stennicke ve ark., 2002).
1.5.2.2. Mitokondrinin Apoptozisdeki Rolii

Mitokondri, memeli hiicrelerinde apoptozu aktive etmede anahtar rol oynar. Bcl-2
ailesi tiyeleri, mitokondriyal i¢ ve dig zar arasindaki bosluktan, sitozolde bir kez
hiicreleri pargalayan ve hiicre cesetlerinin etkili fagositozunu isaret eden kaspaz

proteazlarini aktive eden proteinlerin salinimini diizenler (Wang C. ve ark, 2009).

Mitochondrion

Sekil 1.5: Apoptozisi baglatan yollarin kesistigi noktanin mitokondri oldugunun
gosterilmesi (Ulukaya, 2003).

22


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19659442

1.5.2.3. Bcl-2 Ailesinin Apoptozisdeki Rolii

Bcl-2 protein ailesi, apoptotik yanita 6nemli bir kapi bekgisi olarak bilinir.
Yapisal olarak iligkili bu protein grubu, birbirleriyle etkilesime giren pro-apoptotik
ve anti-apoptotik elemanlar1 igerir (Sekil 1.6). Bcl-2 ve bu protein ailesinin diger
tiyeleri igin ortak olan kisa amino asit dizileri, Bcl-2 homolojisi (BH) motifleri olarak
bilinir. Bcl-2 ailesinin her birinde en az 1 BH motifi bulunur. Bu motifler kismen her
tiyenin iglevine katkida bulunur. Bcl-2 ailesi iiyeleri 3 fonksiyonel gruba ayrilabilir:
Bcl-2 gibi anti-apoptotik proteinler, pro-apoptotik efektorler ve pro-apoptotik
aktivatorler (Sekil 1.6). Klinik oncesi veriler, sadece tek bir BH3 motifi igeren
aktivatorlerin, DNA hasar1 gibi streslere hiicresel yanitta 6nemli aracilar oldugunu
gostermektedir. Efektorler, mitokondriyal membran ile yakindan iligkili olan Bcl-2
proteinleridir ve sadece BH3 aktivatorleri tarafindan uyarildiginda, apoptotik
programi baglatan mitokondriyal membranda gozeneklerin olusumunu tesvik eder.
Hem efektorlerden hem de aktivatorlerden apoptoz tesvik edici etkiler, anti-apoptotik
Bcl-2 ailesi tiyeleri ile dogrudan etkilesim yoluyla inhibe edilir.9 Klinik oncesi
modellerde, Bcl-2 sadece BH3 aktivatorlerini baglar ve sekester eder ve gézenek
olusturucu efektorlerle etkilesmelerini 6nler. Benzer sekilde, Bcl-2 mitokondriyal
gbzenek olusumunu 6nlemek igin efektorleri dogrudan etkileyebilir. Bel-2 gibi anti-
apoptotik elemanlar ve pro-apoptotik elemanlar arasinda olusan dinamik denge,

hiicrenin apoptozu baslatip baglatmayacagini belirler.

Antiapoptotik
™
—{IBHE—{aEa—{ 6r —{ Bz {1 ea 2
—{BNa—{aaaT—{ 6r0 M ove {0 eax,
—{IBHET AT 60— 0ve {0 Baw
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Sekil 1.6: Bcl-2 protein ailesinin bazi iiyelerinin sematik siniflandirmasi. TM: Hidrofobik

bolgeyi icerir (Kuwana ve Newmeye, 2003).
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1.5.2.4. P53

Baslica apoptoz sinyal yollarindan biri, p53 timdr baskilayiciyt icerir. Timor
proteini p53, genotoksik veya hiicresel strese tepki olarak apoptoz, bliylime durmast
veya yaslanmaya karisan ¢ok cesitli genlerin ekspresyonunu diizenleyen niikleer bir
transkripsiyon faktoriidiir. P53'te korunmus dort alan vardir: transkripsiyonel
transaktivasyon icin gerekli olan N-terminal alani, sekansa 6zgii bir DNA baglanma
alani, C-terminal ucunun yakininda bir tetramerizasyon alanm1 ve tek sarmal ile
dogrudan etkilesime giren bir C-terminal alani DNA. Kisa bir yarilanma &mriine
sahip olan p53, siirekli ubikitilleme ve daha sonra 26S proteazomu tarafindan
bozunma ile gerilimsiz memeli hiicrelerinde normal olarak diisiik seviyelerde tutulur.
Fosforile edilmemis p53, MDM2 (Fare Cift Dakika-2) ubikitin ligaz1 tarafindan her
yerde bulunur. Hiicre, DNA hasari, hipoksi, sitokinler, metabolik degisiklikler, viral
enfeksiyon veya onkogenler gibi stresle karsi karsiya kaldiginda, p53 ubiquitylation
baskilanir ve p53 stabilize edilir ve c¢ekirdeginde birikir. P53'tin N-ucu, yogun bir
sekilde fosforile edilebilirken C-ucu, fosforile, asetile veya sumoyile olabilir. P53'iin
cesitli  dlizenleyici fonksiyonlar1 ortaya c¢ikarma kabiliyeti, muhtemelen
konformasyona bagli olan fosforilasyon paternine bagl olacaktir. p53
fosforilasyonuna Chks (Kontrol Noktas1 Kinazlar1), CSNK1-Delta (Kazein Kinaz-1-
Delta), CSNK2 (Kazein Kinaz-2), PKA (Protein Kinaz A), CDK7 (Sikline Bagimli
Kinaz- 7), DNA-PK (DNA-Aktiflestirilmis Protein Kinaz), HIPK2 (Homeomain-
Etkilesen Protein Kinaz-2) ve JNK (Jun NH2-terminal kinaz). P53 fosforilasyonunda
yer alan ana kinazlar arasinda Chkl (Hiicre Dongiisti Kontrol Noktas1 Kinaz-1) ve
Chk2 (Hiicre Dongiisii Kontrol Noktast Kinaz-2) bulunur. DNA hasarma yanit
olarak, sirasiyla ATR (Ataxia-Telangiectasia ve Rad3 Related) ve ATM (Ataxia
Telangiectasia Mutasyonlu Gen) tarafindan aktive edilen Chkl ve Chk2, fosforilat
p53. Chk2, MD20min baglanmasmi onleyen ve p53 stabilizasyonuyla sonuglanan
Ser20 iizerinde p53'i fosforile edebilir. ATM ayrica, p53'in bir transkripsiyon
faktorii olarak aktivasyonu igin gerekli olan ve Ser20 fosforilasyonu ile sinerjik
olarak hareket edebilen Serl5 iizerinde p53'ii fosforile edebilir. Aktive edildikten
sonra p53, bir tetramer olarak bir p53-baglanma yerine baglanir. Bunu yaparak,
programlanmis hiicre 6liimii ve / veya hiicre dongiisii durmasina yol acan asag1 akim
genlerinin ekspresyonunu aktive eder, bdylece bir tlimor baskilayici olarak islev

gorur.

24



P53, spesifik hedef genlerin transaktivasyonu, farkli bir gen grubunun asagi
regiilasyonu ve transkripsiyondan bagimsiz mekanizmalar dahil olmak iizere ¢oklu

mekanizmalar yoluyla apoptozu tesvik eder.
1.5.2.5. Fas (APO-1 veya CD95)

24 iiyeli TNF reseptor ailesinin en iyi tanimlanmig {yesidir. Bagisiklik
sisteminde hiicre 6liimiinii kontrol eden FAS hiicre reseptorii sitotoksik T hiicreleri
ve naturel killer hiicreleri lizerinde bulunur. FAS proteini hiicre ylizeyinde kendi
reseptOriine baglanir ve reseptor trimerizasyonunu saglar. Aktive olmus reseptorler
FADD reseptor molekiilii ile birlesir. Bu sekilde; FAS reseptoriiniin karboksil ucuna
(C) yakm 80 aminoasitlik bolgenin uyarilmasiyla prokaspazlar aktive olur ve apoptoz
baglar. FAS ve TNF alfa disinda TRAIL ve TRAIL reseptorleri de benzer yolla
apoptozu uyarabilir (Curtin ve Cotter, 2003; Spierings ve ark., 2004).

1.5.3. Apoptozisin Mekanizmalar1

Apoptozisin indiiklenmesinde sinyal yollari;
1. Hiicre yiizeyindeki reseptorlere baglanan 6liim aktivatorleri ile tetiklenme/
Ekstrinsik (digsal) yolak
2. Mitokondri/Sitokrom-C aracil1 apoptozis olusturulmasi/ Intrinsik (icsel) yolak
3. Endoplazmik retikulum aracili apoptozis olusturulmasi

4. Kaspaz bagimsiz aracili apoptozis olusturulmasi
1.5.3.1. Ekstrinsik (dissal) Yolak

Apoptoz, hiicrenin silinmesinin fizyolojik bir siireci olarak bilinir ve ayni
zamanda programlanmis hiicre 6liimii siirecidir, bu da morfolojik degisiklik ve DNA
parcalanmasi ile sonuglanir. Biri 6liim reseptoriiniin aracilik ettigi digsal yol olan
hiicrelerin dis veya i¢ olaylar1 tarafindan uyarilir. Oliim reseptdrleri arasmda Fas
reseptorleri, timor nekroz faktorii (TNF) reseptorleri ve TNF ile iligkili apoptozu
indiikleyen ligand (TRAIL) reseptdrleri bulunur. Bir yiizey reseptorii, 6rnegin TNF
reseptorii-1 (TNF-R1) olarak, Fas ile iligkili protein gibi adaptor proteinlerinin 6liim
alan1 (FADD) ve Tiimor nekroz faktorii reseptorii tip 1 ile alimini indiiklemek i¢in
TNF ile etkilesime girecektir. Ekstrinsik yolun kritik bir aracis1 olan ve sonugta

hiicre apoptozuna neden olan kaspaz-8 de dahil olmak {izere bir dizi asagi yonlii
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faktorii bir araya getiren DEATH domain proteini (TRADD).Apoptozu baslatan
digsal yol, TNFR1'e TNF-a gibi bir 6liim reseptoriine baglanan bir 6liim ligand: ile
tetiklenir. TNFR ailesi, homotrimerlerde diizenlenen ve ilgili ligand (lar) m
baglanmasiyla aktive edilen 29 transmembran reseptor proteininden olusan biiyiik bir
ailedir. Benzer sistein bakimindan zengin hiicre dis1 alanlar1 paylasirlar ve "6lim
alan1" (DD) ad1 verilen yaklasik 80 amino asitlik sitoplazmik alana sahiptirler. Bu
oliim alani, 6liim sinyalinin hiicre yiizeyinden hiicre i¢i sinyal yollarma iletilmesinde
kritik bir rol oynar. TNF ligand ailesinin 19 iiyesi vardir ve baglanma, aktive edilmis
reseptor ile iliskili adaptor proteinlerine bagh olarak proliferasyon, enflamasyon ve
apoptoz dahil olmak iizere bir dizi yanita neden olabilir. TNFR ayrica RIP alimi
yoluyla NFKB'nin aktivasyonuna yol agan pro-enflamatuar yollar1 da uyarabilir.
Oliim bolgesi kinaz RIP, TRAIL ile indiiklenen IxB kinaz (IKK) aktivasyonu igin
gereklidir. TNF-a ve TNFR1'in baglanmasinin, hiicre tipine ve biyolojik baglama
bagl olarak hem hiicre hayatta kalmasini hem de apoptozu tercih eden NFkB yolunu
aktive ettigi tespit edilmistir. TNFR1'in yan1 sira Fas ve DR4 / DRS de sirasiyla 6liim
reseptorleri ve bag CD95 ve TRAIL olarak yola c¢iktilar. Reseptorlere baglanan
ligandin tamami, adaptor proteinlerin (FADD / TRADD) yardimiyla bir kaspaz
kaskadinin alinmasi, dimerizasyonu ve aktivasyonuna ve sonunda hem sitoplazmik
hem de niikleer substratlarin yarilmasina yol agacaktir. Bugiine kadar en iyi
karakterize edilmis ligandlar ve karsilik gelen 6liim reseptorleri arasinda CD95 / Fas,
TNF-a / TNFR1, Apo2L / DR4 ve Apo2L / DR5 bulunur. Reseptor trimerizasyonu,
birka¢ 6liim alaninin ise alinmasina ve nihayetinde kaspaz-8 ve kaspaz-10'un ise
alinmasima ve aktivasyonuna yol agar. Aktif kaspaz-8 ve kaspaz-10 daha sonra ya
klivaj yapilarak dogrudan apoptozu baslatir ve boylece uygulayici kaspaz-3/6 / 7'yi
aktive eder) ya da etkin hiicre 6liimiinii indiiklemek i¢in BID'nin yarilmasi yoluyla
icsel apoptotik yolu aktive eder. Immiino-leke analizi ayrica kaspaz-6 inhibitdriiniin
lamin A / C'nin yarilmasini bloke ederken kaspaz-3/7 inhibitoriiniin poli (ADP-riboz)
polimerazin (PARP) yarilmasin1 bloke ettigini ortaya c¢ikarmistir. Kaspaz-8'in
aktivasyonu FLICE inhibitor proteini (FLIP) ile onlenebilir. Birlikte ele alindiginda,
bu sonuclar kaspazlarin aktivasyonunun, miiteakip lamin A / C ve PARP
yartlmasinin ve NFkB yolunun hiicre apoptozunun digsal yolunda rol oynadigini

diistindiirmektedir.
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Sekil 1.7: I¢sel ve dissal apoptotik yolak (Asik, 2015).

1.5.3.2. Intrinsik (i¢sel) Yolak

Hiicre i¢i sinyallerle apoptotik uyar1 alimmasindan sonra proapoptotik
proteinlerden Bid; bir antiapoptotik protein olan Bcl-2¢yi inaktive eder, Bax ve Bak’1
aktiflestirir. Aktiflesen Bax ve Bak mitokondriyon membraninda por olusumunu
indiikleyip zar potansiyelini degistirir (Coskun ve Ozgiir, 2011). Boylelikle
mitokondriyon membranindaki porlardan sitokrom-c, SMAC (Second mitochondria-
derived Activator of Caspase), Endo-G (Endonukleaz-G), Ca++ ve AIF (Apoptoz
indiikleyici faktdr) salmimini uyarir. Sitokrom-C, oksidatif fosforilasyon i¢in
elektron tasir. SMAC, IAF (Inhibitér apoptotik faktor)’ii inhibe eder ve apoptozu
hizlandirir. TAF’nin ortamda bulunmasi ise kaspaz-3 ve kaspaz-8 aktivasyonunu
engeller. AIF, cekirdege transloke olur ve pargalara ayirir. ENDO-G de DNA’y1
pargalar. Mitokondriyal porlardan salinan sitokrom-c, Apaf-1 (Apoptotik proteaz
aktive eden faktor) ve ATP’nin katilmasiyla sitozolde Apoptozom denen bir
kompleks olusturur (Strasser ve ark., 2000; Adams ve Cory, 2001; Adrain ve Martin,
2001). Apoptozom kaspaz 9’u keserek aktiflestirir. Kaspaz 9’da prokaspaz-3’i aktif
kaspaz-3 haline getirir. Aktif kaspaz-3 Dendo ge ICAD (Inaktif kaspaz aktive edici
DNaz)‘1 inaktiflestirerek CAD (Kaspaz aktive edici DNaz)’1 serbestlestirir.
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CAD ise g¢ekirdekte kromatin yogunlasmasina ve DNA’nin nukleozomal alt birimler
halinde fragmante olmasina neden olur (Palmer ve ark., 2000; Smaili ve Hsu, 2000;
Adams ve Cory, 2001).

Mitokondriyal yol

; Apoptozom

¥+ Prokaspaz-9
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Sekil 1.8: Hiicrede Apoptoz Olusum Mekanizmalarinin Yollar1 (Gtltekin ve ark.,
2008).

1.5.3.3. Endoplazmik Retikulum (ER) Aracili Apoptozis Olusturulmast

Memeli hiicrelerinde iki 6nemli IRE1(Inositol Requiring Enzyme 1) proteini;
(IREla ve IRE1P) vardir. Bunlar ER stres-sinyal iletim yollarinda rol alirlar. Son
yillardaki ¢aligmalar f hiicrelerindeki ER stresinin hem Tip 1 hem de Tip 2 diyabetin
gelisiminde etkili oldugunu gostermistir. B hiicreleri yogun olarak insiilin
sentezlemesi ve salgilamasi sebebiyle siklikla ER stresiyle kars1 karsiya kalirlar. ER
stresi ile iliskili apoptosisin gelisiminde rol alan {i¢ ayr1 yolak tespit edilmistir.
Bunlar; Transkripsiyonel uyar1 yolagi, c-Jun NH2-terminal kinaz (JNK) yolagi ve
Kaspaz-12 aktiflesmesiyle gerceklesen yolaktir (Celik ve ark., 2015).
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1.5.3.4. Kaspaz Bagimsiz Apoptozis

Kaspaz aktivasyonunun gerceklesmedigi bir mekanizma da kaspaz bagimsiz
yolak olarak bilinir. Bu mekanizmada AIF (Apoptozis Indiikleyici Faktor) rol oynar.
AIF mitokondriden salinir ve nukleusa gecerek bazi niikleazlarin aktiflesmesini

saglar. Bu durum DNA degredasyonuna yol agar (Ulukaya, 2003).
1.5.4. Nekrozis

Nekroz, canli dokudaki hiicrelerin otoliz ile erken Oliimiiyle sonuglanan bir
hiicre hasar tiirtidiir. Nekroza, hiicre bilesenlerinin diizensiz sindirimi ile sonuglanan
enfeksiyon, toksinler veya travma gibi hiicre veya doku disindaki faktorler neden
olur. Bunun aksine, apoptoz, dogal olarak meydana gelen ve hiicresel 6limiin
programlanmis ve hedeflenmis bir nedenidir. Apoptoz genellikle organizmaya

faydali etkiler saglarken, nekroz neredeyse her zaman zararhidir ve 6liimciil olabilir.

Nekroza bagl hiicresel 6liim, apoptotik sinyal iletim yolunu takip etmez, bunun
yerine gesitli reseptorler aktive edilir ve hiicre zar1 biitiinkiigiiniin kaybma ve hiicre
Olimi iirtinlerinin hiicre dis1 bosluga kontrolsiiz bir sekilde salinmasina neden olur.
Bu, c¢evre dokuda 6lii hiicreleri fagositozla ortadan kaldiran 16kositleri ve yakindaki
fagositleri ¢eken inflamatuar bir tepki baslatir. Bununla birlikte, 16kositler tarafindan
salinan mikrobiyal =zarar verici maddeler, ¢evre dokularda kollateral hasar
yaratacaktir, bu asir1 kollateral hasar iyilesme siirecini engeller. Boylece, tedavi
edilmeyen nekroz, hiicre Olimii bolgesinde veya yakminda 6lii doku ve hiicre
dokiintiilerinin ayrigmasina neden olur. Klasik bir 6rnek kangrendir. Bu nedenle,
debridman olarak bilinen bir prosediir olan nekrotik dokunun cerrahi olarak

¢ikarilmasi gerekir ( Proskuryakov. S ve ark, 2003).
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1.5.5. Apoptozis ve Nekrozis Arasindaki Farklar

» Nekrozis fizyolojik bir 6liim sekli degildir. Apoptozis hem fizyolojik hem de
patolojik sartlar altinda meydana gelebilir.

» Nekrozisde hiicre siserken apoptotik hiicre tam tersine kiigiiliir. Nekroziste
kromatin patterni hemen hemen normaldir.

» Apoptotik hiicrenin kromatini niikleus membraninin g¢evresinde toplanir ve
yogunlasir. Apoptozisin en onemli 6zgiin yonii DNA’nin interniikleozomal
bolgelerden parcalanmasidir.

» Nekrotik hiicrenin plazma membrani biitiinliiglinii kaybeder. Apoptotik hiicre
membran1 saglamdir. Nekrotik hiicre sonradan lizise ugrar. Apoptik hiicre
kii¢iik cisimciklere pargalanir.

» Nekroziste inflamasyon uyarilir. Apoptoziste inflamasyon olusmaz (Barisic
ve ark., 2003)
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Sekil 1.9: Apoptozis ve Nekrozis Arasindaki Farklar (Yeni Biyoloji, 2018).
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1.6. METAL BAZLI BILESIKLERIN KANSER TEDAVISINDEKI YERI

Metal iyonlarmmin biyolojideki birgok aktivitesi, metal bazli terapotiklerin
kesfedilmesine yonelik arastirmalar1 tesvik etmistir. Onde gelen metal bazl
ilaglardan biri olan sisplatin, testis, over, mesane, bas-boyun, akciger ve meme gibi
birgok kanser tiiriiniin tedavisinde kullanilan bir ilagtir. Bununla birlikte, 6nemli yan
etkiler ve ila¢ direnci klinik uygulamalarini sinirlandirmigtir. Antikanser ilaglarin
mekanizmasinda ve sitotoksisitesinde, DNA’ya baglanma ozellikleri ve metal
komplekslerinin  DNA oligoniikleotidleri ile yaptiklari capraz baglar Onemli
faktorlerdir (Zhang ve Lippard, 2003). Platin komplekslerin sisplatinden farkli DNA
baglama modlarina sahip olmasi, bir¢cok kanser tiiriine karsi etkili bir sitotoksik ajan
oldugunu gostermistir. Yeni gelistirilen platin veya palladyum tabanli kanser ilaglari,
etkinligi arttirilmis, daha az toksik ve saglikli hiicreye zarar vermeyecek sekilde
tasarlandi. Fakat bunlardan sadece birkac1 faz calismalarinda basarili olup klinikte

tedavi de yerlerini almistir (Wilson ve ark., 2013; Halper ve ark., 2015).

Son zamanlarda yapilan c¢alismalar paladyum ve yeni platin sakkarinat
komplekslerinin sentezine olan ilgiyi attirmaktadir. Bu komplekslerin bazilarmin
In vitro ve in vivo sitotoksik aktiviteleri {lizerinde cesaret verici sonuclar
bulunmustur. Ek olarak, gii¢lii antikanser aktivitesine sahip birkag¢ yeni platin (I1)
sakkarinat kompleksi arastirma gruplari tarafindan da bildirilmistir. Sitotoksisitesi en
yilksek komplekslerin apoptoz indiiksiyon kabiliyeti, ROS iiretimindeki etkileri,
mitokondriyal potansiyel degisikligi; M30, Annexin-V ve kaspaz 3/7 aktivite
analizleri ile belirlendigi ve bu komplekslerin meme ve kolon kanseri hiicrelerinde
apoptozu indiikledigi belirlendi. Mekanik c¢alismalar, giicli komplekslerin asir1
reaktif oksijen tiirlerine (ROS) neden oldugunu ve ayni anda hem mitokondriyi hem
de genomik DNA'y1 hedef alan ¢ift bir etki bulundugunu gésterdi (Yilmaz ve ark.,
2018).

Bu tez kapsaminda anlatilan bilgilerin 15183inda, kanser tedavisinde
kullanilabilecek yeni bir ilag aday1 olabilecegini diisiindiigiimiiz yeni sentez Pt (I1)
sakkarinat kompleksinin (trans-[Pt(sac)2(pph2Ccy)2]), pankreas kanseri ve saglikli

pankreas hiicreleri iizerine olan sitotoksik/ apoptotik etkileri arastirilmistir.
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2. MATERYAL VE METOD
2.1. MATERYAL
2.1.1. Kimyasal Maddeler

-Platin (II) bilesigi, Uludag Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya Boliimii

-SRB (Sulforhodamine B), Santa Cruz, ABD

-Muse® Annexin V & Dead Cell Assay Kit, Merck Millipore

-Muse® Caspase-3/7 Assay Kit, Merck Millipore

-Muse® Mitopotential Assay Kit, Merck Millipore

-Muse® Oxidative Stress Kit, Merck Millipore

-Muse® Cell Cycle Kit, Merck Millipore

-Fetal sigir serumu (FBS), PAA, USA

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

-L-glutamin, Gibco

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

-Roswell Park Memorial Institute Medium (RPMI), Lonza

-0,05% Tripsin-Etilen Diamin Tetraasetik Asit (Tripsin-EDTA) ", Gibco, USA
-Dimetil siilfoksit (DMSO), Sigma, Almanya

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

-Triz baz1 (Tris base), Scharlau, Ispanya

-Sodyum kloriir (NaCl), Merck, Almanya
2.1.2. Sarf Malzemeler

-25cm2 ve 75cm2’lik flask, Corning

-6 kuyulu plate, Corning

-96 kuyulu flat plate", Corning

-5ml ve 10ml hacimlerinde enjektdrler, Set inject

-10ul’lik pipet uglari, Biohit

-100ul’lik pipet uglari, Biohit

-1000ul’lik pipet uglar1 Biohit

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

-Steril santrifiij tlipleri (50ml), Nest

-Thoma lami, Bright —Line, Hausser Scientific Horsham, PA, USA
-Kriyovial, Corning

2.1.3. Cihazlar

-Spektrofotometre, BGM Labtech

-Hassas terazi, SHIMADZU AUW?220D

-CO2 inkibatorii, Panasonic

-Buzdolabi, Panasonic

-Steril kabin, Telstar

-Muse Cell Analyzer, MerckMillipore Sigma, Toronto
-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

-10ml pipet, Eppendorf

-5-50ul Transferpipet, Thermo Scientific

-Pipet boy, I1SO fill

-20-200ul Transferpipet, Brand, Alma

2.2. METOD
2.2.1. Kimyasal Bilesigin Stok Soliisyonunun Hazirlanmasi

Uludag Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya Boliimii tarafindan yeni sentez edilen
Pt (I1) sakkarinat kompleksinin molekiiler agirligi 1096.10 g/mol olup, ana stok
50mM olacak sekilde dimetil siilfoksit (DMSO) igerisinde hazirland1. Hazirlanan bu
stok soliisyon steril ortamda 0,22 pm’ lik steril filtrelerden gecirildi ve -20°C’ de
saklandi. Calismamizda kullanilan farkli konsantrasyondaki soliisyonlar stok

soliisyonda RPMI 1640 besiyerinde ile seyreltilerek hazirlandi.
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2.2.2. Hicre Kiltiiri

2.2.2.1. Hiicre Hatti

Calismamizda kullanilan PANC-1 hiicre hatt1 (Tablo 1.5). ATCC’den (American
Type Culture Collection) temin edildi. PANC-1 hiicreleri % 10 Fetal Bovine Serum
(Capricorn Scientific), ve uygun miktarda antibiyotik (penisilin (100 U/ml),
streptomisin (100 pg/ml) eklenmis RPMI 1640 besiyerinde 37 °C’de % 5°li CO’li
etiivde inkiibasyona birakilarak kiiltiir edildi.

Tablo 1.5: Hiicre soyunun dzellikleri

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)

2.2.2.2. Besiyerinin Hazirlanmasi

PANC-1 hiicre hatti, igerisinde %1 L-glutamin, % 10 FBS ve % 1
penisilin/streptomisin bulunan RPMI 1640 besiyeri ortaminda kiiltiire edildi.

2.2.2.3. Hiicre Soylarinin Stoklanmast

Yapisik haldeki hiicreleri kaldirmak i¢in 1-2 ml % 0,05 Tripsin/EDTA uyguland1.
Hiicrelerin flasktan ayrilmasi i¢in 37 °C’de % 5°1i CO2’li etiivde 1-2 dk inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonrasi flaska bir miktar taze hiicre besiyeri ilave edildi.
Hiicreler bir falkon tiipe alindiktan sonra, 800 rpm’de 5dk santrifiij edildi. Santrifiij

sonrasi siipernatant uzaklastirilarak pellet iizerine 1-2 ml 1/9 oraninda DMSO (dimetil

34



stilfoksit) ve besiyerinden olusan dondurma soliisyonu ilave edildi. Hiicreler

eppendorfa alind1 ve -80°C’ye kaldirilarak muhafaza edildi.
2.2.2.4. Hiicre Soylarinin Stoktan Cikartiimast

Dondurulmus hiicreleri iceren kriyotiipler kapaklarindan tutularak 37°C’deki su
banyosunda eritildi. Coziilen hiicreler, igerisinde Sml taze besiyeri bulunan falkon
tiiplerine aktarildiktan sonra 800 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi
slipernatant uzaklastirildi ve geriye kalan hiicre pelleti, uygun miktarda taze besiyeri
ile ¢ozlindiiriildiikten sonra uygun biiytikliikteki kiiltlir flaskia alindi ve 37 °C’de
% 5 CO,’li etiivde inkiibasyona birakildi. Iki giinde bir flask igerisindeki eski
besiyeri uzaklastirilarak taze besiyeri ilave edildi.

2.2.2.5. Hiicre Soylarmmin Pasajlanmast

Flask igerisindeki hiicre yogunlugu % 80-90’a ulastiktan sonra kiiltiiriin devami
i¢in hiicrelerin pasajlandi. Flask icerisindeki eski besiyeri, uzaklastirilip, flaska ilave
edilen 1-2 ml 1X DPBS ile hiicreler yikandi. Flaska yapisik haldeki hiicrelere 1-2 ml
% 0,05 Tripsin/EDTA uyguland1 ve hiicrelerin flasktan ayrilmasi i¢in 37 °C’de % 5
CO2’li etiivde 3-4 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
almarak 800 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi siiprnatant
uzaklastirildiktan sonra hiicre pelleti yaklagik 10 ml taze besiyeri ile yavasca pipetaj
yapilarak ¢ozdiirtildii. Tripan mavisi boyasi ile hiicre sayim lamm kullanilarak 1s1k
mikroskobu altinda hiicre sayimi1 yapilip, belirlenen hiicre yogunluguna gore hiicreler
flasklara boliindii. Hiicre gelisimi i¢in hiicreler 37 °C’de % 5 CO2’li etiivde

inkiibasyona birakildi.
2.2.2.6. Hemositometre ile Hiicrelerin Sayimi

Hiicre saymmi i¢in; tripsinizasyon islemi sonucunda elde edilen hiicre
slispansiyonundan 20 ul alinarak iizerine esit miktarda % 0,5 tripan mavisi eklendi.

Homojen sekilde karigmalar1 saglandi ve bu karisimdan 10 pl alinarak thoma lami
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iizerinde bes farkli alanda hiicre sayimi yapildi. Bulunan sayi, sulandirma katsayis1

ile carpilarak 1 ml besiyerinde bulunan hiicre sayis1 belirlendi.
2.2.2.7. MTT (Metiltiazotetrazolyum) Canlilik Testi

MTT yontemi, ilk kez Mosmann ve ark. tarafindan 1983 yilinda belirlenen ve
hiicre kiiltiriinde biyiitiilen hiicrelerdeki mitokondriyal dehidrogenaz enzim
aktivitesinin kolorimetrik Olglilmesi esasmna dayanmaktadir (Mossman 1983).
Mitokondriyal dehidrogenaz enzim aktivitesi canli olan hiicrelerde gozlenirken, dlen
hiicrelerde ise gozlenmemektedir. Ortama konulan bilesige yanit olarak enzim
aktivitesinin azaldigi veya kayboldugunun goriilmesi hiicrelerin  61diigiini
gostermektedir. Bundan dolayr hiicreler mitokondriyal dehidrogenaz enziminin
degisime ugrattigt MTT maddesine maruz birakilirlar (Sekil 2.1). MTT, sar1 renkli
suda ¢oziinebilen tetrazolium tuzu olup canli hiicreler tarafindan almir ve
mitokondriyal siiksinat dehidrogenaz enzimleri tarafindan suda ¢6ziinmeyen koyu
mavi-mor renkli formazan kristallerine dontstiriiliir. Sitotoksik bilesiklerin hiicrelere
zarar vermesi MTT tetrazoliumun formazana indirgenmesini azaltmaktadir. Bunun
sonucu; canli ve mitokondri fonksiyonu bozulmamis hiicreler mavi-mor renkte
boyanirken, o6li veya mitokondri fonksiyonu bozulmus hiicreler ise
boyanmamaktadir. Daha sonra olusan bu formazan kristalleri SDS (%10 sodyum
dodesil siilfat+steril distile su + 0,01N HCI) kullanilarak suda ¢oziiniir hale getirilir
ve olusturduklar1 renk siddeti 570 nm dalga boyunda spektrofotometre ile Glgiiliir.
Sonug olarak; baslangigta ayni sayida ekilmis hi¢ ila¢ uygulanmamis kontrol
hiicrelerindeki renk siddeti ile ilaca maruz brrakilmis hiicrelerdeki renk siddeti
oranlanarak ilaca maruz birakilmis hiicrelerdeki canlilik oran1 (yiizdesi) hesaplanmis

olur.

Calisma icin; hiicrelerin hemositometre ile saymmi yapildiktan sonra 100 pl
besiyeri igerisinde PANC-1 hiicre hatti 5-10x10° hiicre olacak sekilde hazirland: ve
96 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarma ekim yapildi. Hiicrelerin adaptasyonunu saglamak
icin 24 saat inkiibe edildikten sonra eski besiyeri uzaklastirildi. Pt (IT) kompleksi
konsantrasyonlar1 0.78, 1.56, 3.13, 6.25, 12.5, 25 ve 50 uM olacak sekilde hazirlanan
soliisyondan kuyucuklara 100 pl ilave edilerek 24 ve 48 saat siireyle muamele edildi.
Inkiibasyon sonras1 etken madde iceren medyum uzaklastirildi. Hiicreler 1X DPBS
ile yikandiktan sonra her kuyucuga 100 pul MTT soliisyonu eklenerek pleyt 37° C,
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% 5 COzli inkiibatorde 4 saat inkiibasyona birakildi Inkiibasyon sonrasi
kuyucuklardan MTT soliisyonu uzaklastirilarak yerine 100 ul DMSO eklenerek ve
oda sicakhiginda 5 dk inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi mor renkli formazan
mikroplate okuyucuda 570 nm dalga boyunda absorbans olgiimii yapildi. Pt (1)
kompleksi uygulanmis gruplarin absorbans degerlerinin kontrol grubu absorbans

degerine boliiniip 100 ile ¢carpilmasi ile yiizde hiicre canlilig1 hesaplandi.

Sekil 2.1: MTT Tepkimesi

2.2.2.8. SRB ((Sulforhodamine B) Canliiik Testi

SRB metodu, Amerika’da bu konularda referans merkez olarak kabul edilen NCI
(National Cancer Institute)’niin de kabul goren hiicre canlilik metodudur. Yontemin
prensibi  Siilforadamin B (SRB) molekiiliiniin asidik ortamda proteinlere

stokiyometrik olarak baglanmasi prensibine dayanmaktadir.

Calismada hiicreler, 3-7x10% arasi degisen yogunlukta, kuyucuk basma 100 pl
olacak sekilde 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarina ekildi. Hiicrelerin adaptasyonunu
saglamak lizere, hiicreler 24 saat boyunca inkiibe edildikten sonra Pt (II) kompleksi
(2ml besiyeri igine/8 ul ilag) konsantrasyonlar1 0.78, 1.56, 3.13, 6.25, 12.5, 25 ve 50
UM olacak sekilde hazirlanan soliisyondan kuyucuklara 100 pl ilave edilerek 24 ve

48 saat silireyle muamele edildi.

Tedavi siiresi sonunda kuyulara 50 pl TCA (Trikloroasetik asit) eklenerek 1 saat
in situ fikse edildi ve ardindan kuyulardaki TCA distile su ile yikanarak ortamdan
uzaklastirildi. Sonra kuyulara 50 pul SRB boyasi ilave edildi. Oda sicakliginda
karanlik bir ortamda 30 dk inkiibasyona birakildi.
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Boyama siiresi sonunda hiicrelere baglanmamig SRB boyasmi uzaklastirmak i¢in
%1°lik Asetik asitle kuyular yikanir. Proteinlere baglanan boyayi uzaklastirmak
amaciyla tamponlanmamis 10 mM Tris bazi (150 pl/ kuyu) eklendi ve mikroplate
okuyucusunda 570 nm dalga boyunda absorbans 6l¢iimii yapilarak degerlendirildi.

% Canlilik hesabai:

I[la¢ uygulanmamis kontrol hiicre canliigi %100 olarak kabul edilerek, ilag
uygulanan hiicrelerin canlilik oranlar1 asagidaki formiil kullanilarak hesapland.
Deney icerisinde her bir konsantrasyon birbirinden bagimsiz li¢ farkli kuyuda
tekrarlandi. % Canliik= [100 x (Bilesik ile muamele edilen hiicre absorbansi
ortalamasi-kor ortalama) / (Kontrol hiicre absorbansi ortalamasi-kor ortalama)]

olarak hesaplandi.
2.2.2.9. Akim Sitometri Analizleri

Akim sitometresindeki analizler i¢in hiicrelerin sivi iginde siispansiyon halinde
bulunmas1 gerekmektedir. Ol¢iim sirasinda hiicreler sivi icerisinde tek tek askida
olmali ve hiicreleri iceren siispansiyon siirekli bir akisla lazer 1smi icinden
gecmelidir. Akim sitometri cihazinda bir saniyede binlerce hiicre, lazer 1smi1 ile
karsilastiklar:’’flow cell’” adi verilen bolimden geger ve hiicreler lazer 15181 ile
uyarilirlar. Her bir hiicre lazer 1s1¢min bir kismini saptirir ve ayni zamanda lazer 15181
tarafindan uyarildiklarindan yani ekstra enerji yiiklenmis oldugundan, floresan 15181
yayarlar. Hiicreler yiizeylerindeki veya hiicre i¢indeki proteinlere 6zgiin antikorlarla
inkiibe edilerek antijenlere baglanmalar1 saglanir. ilgili boya ya da antikor ile
isaretlenen hiicre lazer 1smiyla uyarildiginda floresan 1simasi cihaz tarafindan
belirlenir. Boylece belirli antijene sahip hiicrelerin lazer 1smi ile karsilastiginda
verdigi floresan sinyalleri degerlendirerek o hiicrenin hangi spesifik antijeni tagidigi

belirlenebilir (Karaboz ve ark. 2008).

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

e Erken 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 (+)
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Kazpaz 3/7 Testi

Kaspazlar, programl hiicre 6liimii olan apoptozis slirecinde merkezi bir dneme
sahip sistein proteazlardir (Riedl ve ark. 2004). Apoptotik sinyal boyunca etkili olan
effektor kaspazlardan: kaspaz 3/7 aktivasyonu membran integritesi ve hiicre olimii
hakkinda énemli bilgiler vermektedir. Kaspaz 3/7 testi i¢in, 1x10°/ 1ml PANC-1
hiicreleri sayilarak 6 kuyulu kiiltiir kaplarina ekim yapildi. 24 saat boyunca 37°C,
% 5 COy’li ortamda inkiibe edildi. Sonrasinda, hiicreler Pt (IT) kompleksinin ICgg
dozlar1 ile 1 ml besiyeri igerisinde muamele edilerek 12 ve 24 saat siireyle 37°C, % 5
CO2’li ortamda inkiibasyona birakildi. Negatif kontrol kuyularindan 1 ml besiyeri
uzaklastirildi ve yerine 1 ml taze besiyeri ilave edildi. Tedavi siireleri sonunda
oncelik olarak kitin bilesenlerinin oda sicakligmma gelmesi saglandi. 6 kuyulu hiicre
kiiltiir kaplar1 icerisindeki besiyeri aspire edildi. Hiicreleri serumdan uzaklastirmak
amaciyla kuyular 2 ml 1X PBS (Gibco) ilave edilerek hiicre yiizeyinin yikanmasi
saglandi. PBS ortamdan aspire edilerek uzaklastirildiktan sonra yiizeye yapisan
hiicrelerin yiizeyden ayrilmalar1 igin 0.5 ml % 0.05 Tripsin-EDTA (Gibco) soliisyonu
kullanild1 ve hiicreler 37°C’de, % 5 COy’li ortamda 5 dk inkiibe edildi. inkﬁbasyon
stiresi sonunda mikroskopla incelendiginde yiizeyden ayrildigi gozlenen hiicreler,
tripsinin inhibe olmasi i¢in on kati besiyeri ile muamele edildi. Boylelikle tripsinin
hiicreler yiizeyden ayrildiktan sonra hiicre membranina zarar vermeye basglamasi
engellenmis oldu. 6 kuyulu hiicre kiiltiir kaplar1 i¢erisindeki hiicre siispansiyonu,
icerisinde besiyeri bulunan 15 ml’lik falkon tiip igerisine alindi. 800 rpm’de 5 dk
santrifiij yapildiktan sonra siipernatant kisim aspire edildi ve 1 ml’sinde 2x10*
5x10° hiicre olacak sekilde hiicre peleti sulandirildi. Tedavi gruplarmi igeren etiketli
ependorflara hiicre siispansiyonundan 50 pl eklendi. Daha sonra kaspaz 3/7 ¢alisma
soliisyonundan her bir tedavi grubunu iceren ependorflara 5 pl konuldu. Kisa bir
pipetaj isleminin ardindan ependorflar kapaklar1 a¢ik bir seklide 37°C’de, %5 CO3’li
ortamda 30 dk inkiibe edildi. inkiibasyon siiresi sonunda ependorf igerisinde hiicre
slispansiyonlarma 150 pl DNA’ya baglanabilen 7-AAD eklenerek kisa bir pipetaj
gerceklestirildi. Daha sonra ornekler oda sicakligindan karanlik ortamda 5 dk
inkiibasyona birakildi ve sonrasmda Muse cihazinda kaspaz 3/7 aktivitesi
degerlendirildi (Sekil 2.2).
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Kaspaz 3/7 aktivitesi
S pl kaspaz 3/7 calisma slcimii yapihir
solisyonu eklenir

-l-j_'i 30 dk

Hur:rn_eler_k_a?paz 357 inkiibasyon —
aktivitesi icin hazirlanir c— — ——

Etiketli ependorflara 5 ul ——
7-ADD boyasindan
eklenir

Sekil 2.2: Kaspaz 3/7 Aktivitesinin Olgiilmesi (Anonim, 2013).

Anneksin-V Testi

Hiicre zarinim i¢ ylizeyinde zar lipidlerinden biri olan fosfatidilserin (PS) yer alir.
Hiicre apoptoza gittiginde normalde hiicre zarmin i¢ yiiziinde bulunan PS’nin dis
yiizeye dogru yer degistirir (Sekil 2.3). Bu yer degistirme hiicre zarmm membran
biitlinliigiiniin degisime ugramadigi apoptotik hiicre Oliimiiniin ilk doneminde
meydana gelir. Anneksin-V, hiicrenin dis yiizeyine transloke olan fosfatidilserine
baglanabilen bir protein oldugu igin, floresan bir madde olan FITC
(greenfluorescence) ile isaretlenerek apoptotik hiicreler belirgin hale getirilir ve
floresan mikroskobu ile incelenir. FITC-Anneksin-V komplesinin hiicre zar1
yiizeyindeki PS’ye baglanma orani flow sitometri ile de o6lgiilebilinmektedir.
Nekroza ugramis hiicrelerde de Anneksin-V baglanma bdlgeleri olabildigi i¢in farkl
bir boya olan 7-AAD eklenmektedir. 7-AAD, sadece membrani hasarli hiicrelere
girebilen, dolayisiyla tiim 6lii hiicreleri (primer nekrotik veya ge¢ apoptotik/sekonder
nekrotik) boyayabilen floresan bir boyadir. Bu boya canli hiicreler tarafindan disari
atilmaktadir. Primer nekrozis (hiicre hacminin artmasi fakat fragmente ya da piknotik
nukleuslarin gdzlenmemesi) toksik kosullar (hipoksi, iskemi, hipertermi, vb.) altinda
gerceklesen klasik 6liim seklidir. Sekonder nekrozis ise, piknotik ya da fragmente
niikleus ile karakterize olup, apoptozisin ge¢ sathasidir. Hiicre kiiltiirii ortaminda
apoptozise giden hiicrelerin membranlar1 erken apoptozda (intakt) olmasina ragmen
daha ileri donemlerde ge¢ apoptozis/sekonder nekrozun gelismesi ile hiicrelerin
membran biitiinliikleri bozulmaktadir. Sekonder nekroz asamasina kadar olan siire
icinde hiicreler non-vital boyalar ile boyanacak olurlarsa apoptozis baslamis
olmasmna ragmen membran intakt olmasindan dolay1 bu boyalarla boyanamazlar.

Sekonder nekroz gelistikten sonraki asamalarda hiicreler membran biitiinliiklerinin
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bozulmasi ile non-vital boyalar ile boyanmaya baslarlar. Dolayisiyla canli hiicre
popiilasyonu: Anneksin V (-) ve 7- AAD (-); Erken apoptotik hiicre popiilasyonu:
Anneksin V (+) ve 7- AAD (-), Geg apoptotik hiicre popiilasyonu: Anneksin V (+) ve
7- AAD (+); Nekrotik hiicre popiilasyonu: Anneksin V (-) ve 7- AAD (+) boyanir ve
bu sekilde birbirlerinden ayirt edilirler (Giiles ve Eren 2008, Ulukaya ve ark. 2011).

Anneksin-V
Dis Yiize_\' Anneksin-V
o AL AL ¢ ol :',ql‘ PP ERG EE
1A 0 o S0 X XX > » XXX K - .
L A S S 8 e e e T e 12— Fosfotidil serin

e e e R,
ic Yiizey

Normal bhiicre Apoptotik hiicre

Sekil 2.3: Apoptotik hiicrelerde fosfotidil serin translokasyonu (Van Engeland ve
ark.1998°den degistirilerek alinmistir).

MuseTM Annexin V & Dead Cell Kiti kullanmak icin, 1x10% 1ml PANC-1 hiicre
leri sayilarak 6 kuyulu kiiltiir kaplarma ekim yapildi. 24 saat boyunca 37°C,%5
CO2’li ortamda inkiibe edildi. Sonrasinda, hiicreler Pt (II) kompleksinin ICgp dozlar1
ile 1 ml besiyeri icerisinde muamele edilerek 12 ve 24 saat siireyle 37°C, % 5 CO2’li
ortamda inkiibasyona birakildi. Negatif kontrol kuyularindan 1 ml besiyeri
uzaklastirildi ve yerine 1 ml taze besiyeri ilave edildi. Tedavi siireleri sonunda kit
bilesenleri oda sicakligma getirildi. Inkiibasyon sonunda ila¢ uygulanan kuyularin
siipernatantlari, uzaklastirildiktan sonra hiicreler tripsin ile kaldirildi. Ilgili falkon
tiiplere toplandi ve sonra 800 rpm’de 5 dk santriftij edildi. Santriflij sonrasi
slipernatantlar uzaklastirildi ve 100 pl %1 FBS iceren besiyeri pleyt lizerine eklendi
ve pleyt slispanse edildi. Etiketli ependorflara 100pul hiicre siispansiyonu alindi. Bu
ependorflara 100ul Muse™ Annexin V & Dead Cell soliisyonu eklendi. Orta hizda
yaklasik 5 saniye vorteks yapildi.

Karanlik ortamda 20 dk oda 1sisinda inkiibasyon sonunda Muse™ Cell Analyzer

cihaz1 ile olglim yapildi. 15 ml’lik falkon tiiplere toplandi ve negatif kontrol
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kuyularinin siipernatant1 tedavi siireleri sonunda kit bilesenleri oda sicakligina
getirildi. Inkiibasyon sonunda ila¢ uygulanan kuyularin siipernatantlari, 15 ml’lik
falkonlara toplandi ve negatif kontrol kuyularmin silipernatant1 uzaklastirildi
Hiicreler tripsin ile kaldirildi ve ilgili falkonlara toplandi ve 800 rpm’de 5 dk
santriflij edildi. Santrifiij sonras1 falkonlarin siipernatantlar1 uzaklastirildi ve 100 pl
% 1 FBS igeren besiyeri eklendi ve etiketli ependorflara 100ul hiicre siispansiyonu
alindi. Bu ependorflara 100pul Muse™ Annexin V & Dead Cell soliisyonu eklendi
(Sekil 2.4).

100wl hiicre
ziispansiyonu etiketli

ependorflara konur Anneksin-V boyama

analizi yapilir

Hicreler Anneksin-v

boyasi yapilmak (zere 20 dk
hazirlanir inkiibasyon g
— —_— — e

Etiketli ependorflara 100l
Anneksin-V boyasi eklenir

Sekil 2.4: Anneksin-V Boyama (Anonim, 2013).

Mitokondri Membran Potansiyeli Testi

Mitokondride meydana gelecek degisiklikler, hiicre sagligi ve stresi hakkinda
bilgi veren 6nemli belirteglerdendir. Mitokondri apoptoz siirecinde dnemli bir role
sahip olan regiilatorlerden biridir. Apoptotik yollarin kesistigi bir kavsak noktasi olan
mitokondri aktivasyonu (sitokrom c¢’nin mitokondriden sitoplazmaya salinmasi)
apoptotik siirecte geri doniisiimsiiz noktay1 gosterir (Finkel, 2001). Bu nedenle
apoptotik  uyarty1 takiben, hiicrelerde mitokondriyal biitiinliigiin  kayb1
gozlemlenmektedir. Mitokondri membran potansiyeli testi icin PANC-1 hiicreleri
baslangi¢ hiicre sayist 1 ml igerisinde 1x10° olacak sekilde ayarlanarak, 6 kuyulu
hiicre kiiltiir kaplarina ekim yapildi. 24 saat 37°C, % 5 CO;’li ortamda inkiibasyonu

takiben hiicreler Pt (1) kompleksinin ICq dozlar1 ile 1 ml besiyeri icerisinde
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muamele edilerek 12 ve 24 saat siireyle 37°C, % 5 CO2’li ortamda inkiibasyona
birakildi. Negatif kontrol kuyularindan 1ml besiyeri uzaklastirildi ve yerine 1ml taze
besiyeri ilave edildi. Tedavi siireleri sonunda 6ncelik olarak kitin bilesenlerinin oda
sicakligma gelmesi saglandi. 6 kuyulu hiicre kiiltiir kaplar1 igerisindeki besiyeri
aspire edildi. Hiicreleri serumdan uzaklagtirmak amaciyla kuyular 2 ml 1X PBS
(Gibco) ilave edilerek hiicre yiizeyinin yikanmasi saglandi. PBS ortamdan aspire
edilerek uzaklastirildiktan sonra yiizeye yapisan hiicrelerin yiizeyden ayrilmalari i¢in
0,5 ml % 0,05 Tripsin-EDTA (Gibco) soliisyonu kullanild1 ve hiicreler 37°C’de, %5
COy’li ortamda 5 dk inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonunda ilag uygulanan kuyularm siipernatantlari, 15 ml’lik falkon
tiiplere topland1 800 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 siipernatantlar
uzaklastirildt ve % 1 FBS igeren besiyeri ile hiicre pleytleri siispanse edildi.
Ardindan 95 pl ¢alisma soliisyonu eklendi pipetleme ile kisa siire karistirildiktan
sonra hiicreler 20 dk 37°C’de, % 5 CO2’li inkiibatorde inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon siiresi sonunda hiicrelere 5 pl 7-AAD (7-Aminoaktinomisin) boyasi
eklenerek orta hizda yaklasik 5 saniye vorteks yapildi. Ornekler 5 dk oda
sicakliginda bekletildikten sonra Muse™ Cell Analyzer cihazi ile 6lglim yapildi

(Sekil 2.5).

Mitokondri membran

. 1DDL‘E| hicre polarizasyonu/
SL[:p:nsév'_:'"”nah%“l depolarisayonu akim
mitokandri membran sitometride
pl:rtar|1"5|1,rell u;zll_sma degerlendirilir
salisyonu konur
Hiicreler mitokondri = | l.‘_:ﬂ
poansiyeli analizi igin ] 200k S
inkiibasyon inklibasyon
hazirlarr - = -

Etiketli ependorflara
Sul 7-ADD boyasindan
eklenir

Sekil 2.5: Mitokondri Membran Potansiyelinin Olgiilmesi (Anonim, 2013).
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Oksidatif Stres Belirlenmesi

ROS (Reaktif oksijen tiirleri) normal oksijen metabolizmasi sirasinda az miktarda
olusan siiperoksit radikali (O,¢ ), hidrojen peroksit (H2O;) ve hidroksil radikali
(OHe)'dir. ROS, ¢esitli serbest radikallerin olustugu serbest radikal zincir
reaksiyonlarini baslatabilirler ve hiicrede karbon merkezli ¢esitli serbest radikallerin
olusumuna neden olurlar. Hiicrede normal metabolik yollardaki enzimatik
reaksiyonlarda enzimlerin aktif yerinde ara iiriinler olarak devamli serbest radikaller
olusabilir. ROS olusumu enflamasyon, radyasyon, yaslanma, normalden yiiksek
parsiyel oksijen basinci (pO2), 0zon (O3) ve azot dioksit (NOz¢), kimyasal maddeler
ve ilaglar gibi bazi1 uyarilarin etkisiyle artar ve hiicrelerin lipid, protein, DNA,
karbonhidrat ve enzim gibi tiim onemli bilesiklerine etki ederler. Kanser, alzheimer,
sepsis, diyabet ve kardiyovaskiiler rahatsizliklar gibi c¢esitli patofizyolojik
hastaliklarda 6nemli rol oynamaktadir (Dumont ve Beal, 2011; Pelicano, 2014).

Kullanilan Muse® Oksidatif Stres kiti de hiicre i¢i siiperoksit radikallerini
saptayarak hiicrelerde goriilen oksidatif stres yiizdesi hakkinda bilgi vermektedir. Kit
icerigindeki oksidatif stress solusyonuda hiicrelerdeki ROS seviyesini saptamaktadir.
Oksidatif stres testi i¢gin, PANC-1 hiicreleri baslangi¢ hiicre sayisi 1 ml igerisinde
1x10° olacak sekilde ayarlanarak, 6 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarina ekim yapildi. 24
saat 37°C, %5 CO’li ortamda inkiibasyonu takiben hiicreler Pt (I1) kompleksinin
ICqp dozlar1 ile 1 ml besiyeri i¢erisinde muamele edilerek 12 ve 24 saat siireyle 37°C,
%5 CO>’li ortamda inkiibasyona birakildi. Negatif kontrol kuyularindan 1ml besiyeri
uzaklastirildi ve yerine 1 ml taze besiyeri ilave edildi. Tedavi siireleri sonunda
oncelik olarak kitin bilesenlerinin oda sicakligina gelmesi saglandi. 6 kuyulu hiicre
kiiltiir kaplar1 icerisindeki besiyeri aspire edildi. Hiicreleri serumdan uzaklastirmak
amaciyla kuyular 2 ml 1X PBS (Gibco) ilave edilerek hiicre ylizeyinin yikanmasi
saglandi. PBS ortamdan aspire edilerek uzaklastirildiktan sonra yiizeye yapisan
hiicrelerin yiizeyden ayrilmalari i¢in 0,5 ml % 0,05 Tripsin-EDTA (Gibco) soliisyonu
kullanild1 ve hiicreler 37°C’de, % 5 COy’li ortamda 5 dk inkiibe edildi. inkiibasyon
sonunda ila¢ uygulanan kuyularm siipernatantlari, 15 ml’lik falkon tiiplere topland1
ve 800 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi hiicre pleyt ml’sinde 1x10°-
1x10" hiicre olacak sekilde kit icerigindeki oksidatif stres ¢aligma soliisyonu ile

muamele edilerek kisa pipetleme ile karistirildi ve 30 dk inkiibasyona birakildi
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Inkiibasyon sonunda &rneklerin olgiimii Muse™ Cell Analyzer cihaz1 ile

gerceklestirildi (Sekil 2.6).

Hucreler oksidatif stres
miktarinin belirlenmesi icin
uygun hicre sayisina gore
hazirlanir
l Oksidatif stres miktari akim
sitometride degerlendirilir

Oksidatif stres calisma
solUsyonu eklenir

| | 30dk
l . l inkibasyon

v Ly

Sekil 2.6: Oksidatif Stres Miktarinm (ROS) Olgiilmesi (Anonim, 2014)

2.3. KIMYASAL BILESIGININ SITOTOKSIK ETKiSININ BELIRLENMESI

Pt (1) sakkarinat MP6 kompleksinin PANC-1 hiicreleri iizerindeki sitotoksik
etkisi belirlemek icin, hiicrelerin metabolik aktiviteleri ile formazan tuzlarmin
indirgenmeleri sonucu formazan kristallerinin kolorimetrik yontemle 6lgiilerek hiicre
canliliginin belirlenmesi esasina dayanan MTT (3-(4,5-dimetidiazol-2-yl)-2,5-
difeniltetrazolym bromid) testi uygulandi. 96 kuyucuklu pleyt’e her bir kuyucukta
100 pl besiyeri igerisinde yaklasik 5-10x10° hiicre olacak sekilde ekim yapildi. Pt (11)
bilesigi konsantrasyonlar1 0.78, 1.56, 3.13, 6.25, 12.5, 25 ve 50 uM olacak sekilde
hazirlanan besiyerinden kuyucuklara 100 pl ilave edilerek 24 ve 48 saat inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonrasi etken madde iceren medyum uzaklastirildi. Hiicreler
1X DPBS ile yikandiktan sonra her kuyucuga 20 ul MTT soliisyonu eklendi ve 4 saat
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi kuyucuklardan MTT soliisyonu
uzaklastirilarak yerine 100 ul DMSO eklendi ve oda sicakliginda 5 dk inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasi mor renkli formazan kristallerinin sari renge ddniisiimii
mikroplate okuyucuda 570 nm dalga boyunda absorbans O6lgiimii yapildi. Pt (I1)
bilesigi uygulanmis gruplarin absorbans degerlerinin kontrol grubu absorbans

degerine boliiniip 100 ile ¢carpilmasi ile yiizde hiicre canlilig1 hesaplandi.
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2.4, ISTATISTIKSEL ANALIZ

MTT ve SRB testi canlilik deneyleri sonuglarmin grafikleri "GraphPad Prism"
progrann  kullanilarak ¢izilmistir. Istatistiksel analizler ANOVA testi ile
degerlendirildi. 3 tekrarli yapilan tiim analizlerin sonuglar1 ortalama ve standart
sapma ile verildi. Istatistiksel olarak anlamli veriler p<0,05, p<0,01, p<0,001,
p<0,0001 degerine gore belirlendi.

3. BULGULAR

3.1. MTT VE SRB CANLILIK TESTi BULGULARI

Pt (I1) kompleksinin 0.78, 1.56, 3.13, 6.25, 12.5, 25 ve 50 uM
konsantrasyonlarinin PANC-1 hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkisini belirlemek
amaciyla MTT ve SRB testi uygulanmistir. Hiicre soylarinda 24 ve 48 saat boyunca
farkli konsantrasyonlarda Pt (I1) kompleksi ile muamele edilerek ortaya ¢ikan
sonuglar Sekil 3.1 ve Sekil 3.2°de gosterildi. Bilesigin uygulandigi hiicre soylarinda
konsantrasyon arttik¢a hiicrelerin canlilik yiizdesinde, uygulanan konsantrasyonlarda
hem istatistiksel olarak hem de faz fotograflar1 ile uyumlu bir sekilde anlamli
azalmalar (*: p<0,05 **:p<0,01 ***:p<0,001 ****:p<0,0001) go6zlendi. Faz
fotograflar1 incelendiginde hiicre yogunlugunun, kontrole kiyasla, azaldig1 ve hiicre

baglantilarinin bozuldugu gézlemlendi (Sekil 3.3).
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Sekil 3.1: Pt (1I) kompleksiyle muamele edilen PANC-1 hiicrelerinin canlilik yiizdelerinin
MTT testi grafikleri. 24 ve 48 saatlerde (0.78-50 uM) farkli dozlarinin uygulamasi sonucu
hiicre canliliklar1 dl¢iilmiistiir. Ayn1 zaman periyodu (*: p<0,05 **:p<0,01 ***:p<0,001

**** :0<0,0001) ifade etmektedir

%Canlilik
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SRB Testi
(24 saat)
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Sekil 3.2: Pt (I1) kompleksiyle muamele edilen PANC-1 hiicrelerinin canlilik ytizdelerinin
SRB testi grafikleri. 24 ve 48 saatlerde (0.78-50 uM) farkli dozlarinin uygulamasi sonucu

hiicre canliliklar1 Slgiilmiistiir. Ayn1 zaman periyodu (*: p<0,05 **:p<0,01 ***:p<0,001
**** :p<0,0001) ifade etmektedir.
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Kontrol

0,78 uM 1,56 uM 3,13 uM
6,25 uM 12,5 uM 25 uM
50 uM

Sekil 3.3: Pt (1) kompleksiyle muamele edilen PANC-1 hiicre soyunda 48 saat faz
goriintiileri.

48



MTT verilerine gore; PANC-1 hiicre soylarinda Pt (II) bilesiginin sitotoksik
aktivitesinin gosterilmesinde Oonemli olan ICsy (kontrol hiicrelerine kiyasla Pt (II)
bilesigi ile muamele sonrasi hiicrelerin % 50’sini oldiiren konsantrasyon) ve ICgg
(kontrol hiicrelerine kiyasla Pt (II) bilesigi ile muamele sonrasi hiicrelerin % 90’1n1

oldiiren konsantrasyon) degerleri ise Tablo 3.1° de verilmistir.

Tablo 3.1: Pt (II) bilesigi uygulanan PANC-1 hiicre soylarmim ICsq Ve 1Cq
dozlarinin belirlenmesi

IC5 MTT Testi SRB Testi
24 saat - 35.4 M
48 saat 25 M 41uM

ICq MTT Testi SRB Testi
24 saat =20 1LY srd
48saat =2l 1L S

3.2. AKIM SITOMETRI BULGULARI
3.2.1. Kaspaz 3/7 Testi Degerlendirilmesi

Apoptotik hiicre 6liimiiniin gerceklesmesinde, kaspaz proteazlarin aktiflesmesi
onemli rol oynamaktadir. Apoptotik sinyal boyunca etkili olan efektér kaspazlardan:
kaspaz 3/7 aktivasyonu membran integritesi ve apoptotik hiicre 6liimii hakkinda
bilgiler veren apoptotik belirteglerdendir. Apoptotik hiicre 6lim mekanizmasinin
akim sitometrisinde Kaspaz 3/7 aktivitesi degerlendirilmesi sonucunda; 12 saatlik
tedavi sonrasinda Pt (I1) kompleksi uygulanmig 50 uM (1Cqp) konsantrasyonunun
PANC-1 hiicrelerinde apoptotik oramt % 1,95 (Q2+Q4)’ dir. 24 saatlik tedavi
sonrasinda Pt (IT) kompleksi uygulanmis 50 uM (1Cg) konsantrasyonunun PANC-1
hiicrelerinde apoptotik orani ise % 3,90 (Q2+Q4)’dir (Sekil 3.4). Pt (1) kompleksinin

50 uM (ICgyp) konsantrasyonunun uygulanmasi sonucu PANC-1 hiicre 6liimii orani
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12 ve 24 saatler i¢in, sirasiyla, % 78,55 ve % 81,85 (Q1) olarak belirlendi ve PANC-

1 hiicrelerinde kaspaz 3/7 aktivasyonunun olmadig1 sonucuna varildi (Sekil 3.4).

Kontrol
4 APOPTOSIS PROFILE
2 IDead Apoptotic/Dead
6.95 % 1.05 %
Q2
>
L
-
o 2
=T,
=
L
Q4
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2 Apoptotic

2 3 4

Live CASPASE-3/7 Apoptatic

Tedavi 12 saat Tedavi 24 saat
o APOPTOSIS PROFILE . APOPTOSIS PROFILE
& {Dead Apoptotic/Dead & iDead Apoptotic/Dead
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0.00 % 0.00 %
© i .
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2 3 4 ...£ - .,3 — ,....‘,1.-
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Sekil 3.4: Pt (II) kompleksiyle tedavi sonrasinda 50 uM (IC ¢) konsantrasyonunda PANC-1
insan pancreas kanseri hiicrelerinde kaspaz 3/7 degerlendirmesi ile elde edilen apoptotik
yiizde degerlerinin 12 ve 24 saatlik histogramlart  (Q1(Dead)=Nekroz,
Q2(Apoptotic/Dead)=Ge¢ Apoptoz, Q3(Live)=% Canlilik, Q4(Apoptotic)=Erken Apoptoz)
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3.2.2. Anneksin-V Degerlendirilmesi

Anneksin-V
12 saatlik tedavi sonrasinda Pt (Il) kompleksi

Apoptotik  hiicre 6lim mekanizmasinin akim sitometrisinde
degerlendirilmesi sonucunda;
uygulanmis 50 uM (I1Cqo) konsantrasyonunu PANC-1 hiicrelerinde apoptotik orani
% 93,78 (Q2+Q4)’dir. 24 saatlik tedavi sonrasinda ise Pt (II) kompleksi uygulanmig
50 uM (1C90) konsantrasyonunun PANC-1 hiicrelerinde apoptotik orani ise % 97,94

(Q2+Q4)dir (Sekil 3.5).

Kontrol
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Sekil 3.5: Pt (1) kompleksiyle tedavi sonrasinda 50 uM (IC o) konsantrasyonunun PANC-1
insan pankreas kanseri hiicrelerinde Anneksin-V degerlendirmesi ile elde edilen apoptotik
yiizde degerlerinin 12 ve 24  saatlik  histogramlart  (QIl(Dead)=Nekroz,
Q2(Apoptotic/Dead)=Geg¢ Apoptoz, Q3(Live)=% Canlilik, Q4(Apoptotic)=Erken Apoptoz
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3.2.3. Mitokondri Membran Potansiyel Degisiklikleri

Mitokondriyal membran permeabilitesinin degisimi apoptotik siiregde gozlenen
onemli degisiklikleriden biridir. 12 saatlik tedavi sonrasinda Pt (I1) kompleksi
uygulanmis 50 pM (ICqp) konsantrasyonunun PANC-1 hiicrelerinde mitokondrisi
depolarize olan hiicrelerin total yilizdesi % 2,6 (Q1+Q3)’dir. 24 saatlik tedavi
sonrasinda Pt (II) kompleksi uygulanmis 50 uM (1Cqyp) konsantrasyonunun PANC-1
hiicrelerinde mitokondrisi depolarize olan hiicrelerin total yiizdesi ise %0,84
(Q1+Q3)’diir (Sekil 3.6). Bununla birlikte, 6lii hiicrelerin yiizdesi (mitokondri
membrani intakt; hiicre membrani intakt degil) 12 ve 24 saat i¢in, sirasiyla, % 79.70

ve % 81,32 (Q2) olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.6: Pt (II) kompleksiyle tedavi sonrasinda 50uM (IC 90) konsantrasyonunun
PANC-1 insan pankreas kanseri hiicrelerinde mitokondri membran potansiyel
degisimi yiizde degerlerinin 12 ve 24 saatlik histogramlar1 (Q1=Depolarize/Olii, Q2=
Olii, Q3=Depolarize/Canli, Q4= Canli)
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3.2.4. Oksidatif Stresin (ROS) Belirlenmesi

DNA hasarmin ROS kaynakli m1 yoksa degil mi sorusuna yanit olarak akim
sitometrisinde ROS miktar1 incelendi. 50 uM 1Cqy konsantrasyonunda tedavi
uygulanan PANC-1 hiicrelerindeki ROS miktarlari, Kontrol hiicreleri ROS miktart:
% 11,45 ve 12 saat Pt (1) kompleksiyle tedavi gormiis hiicrelerin ROS miktari:

% 55,43 diir. 24 saatlik tedavi gérmiis hiicrelerin ROS miktari: % 75,13 seklinde
artig gostermistir (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7: Pt (I) kompleksiyle tedavi sonrasinda 50 uM (IC 90) konsantrasyonunun PANC-
1 insan pankreas kanseri hiicrelerinde ROS yiizde degerlerinin 12 ve 24 saatlik histogrami.

M1: ROS negatif hiicreler (-); M2: ROS pozitif hiicreler ROS (+)
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4. TARTISMA ve SONUC

Bu tezde PANC-1 insan pankreas kanseri hiicre hattinda yeni sentezlenen Pt
(1) sakkarinat kompleksinin (trans-[Pt(sac).(PPh,Cy).]), antikanser etkinligi
arastirilmig sitotoksik/ apoptotik etkilerine bakilmistir. Calismanin baslica 6zelligi bu
calismada kullanilan bilesigin yeni ve dolayisiyla daha once iizerinde g¢alisilmamis
olmasidir. Bu agidan ele alinacak olursa, bu ¢alisma Pt (I1) bilesiginin insan pankreas
hiicre hattinda sitotoksik/ apoptotik aktiviteye sahip oldugunu gosteren ilk

calismadir.

Glinlimiiziin en Onemli saghk sorunlarindan biri kanserdir ve her yil
milyonlarca insan kanserden yasammi kaybetmektedir. Giincel olarak kanser
tedavisinde, kemoterapide kullanilan 60’ dan fazla sitotoksik ila¢ bulunmaktadir.
Tedavi siirecinde ve sonrasinda karsilasilan en 6nemli sorun ise kanser hiicresinin bu
ilaglara kars1 gosterdigi direnctir. Bu nedenle, kemoterapi rejimlerinde bu direng
mekanizmalarin1 hedeflemek, arastirmacilar i¢in 6nem tagimaktadir. Metal bilesikler
klinikte anti-kanser ila¢ olarak kullanilmaktadir. Ilaclarm basarili sonuclar vermesine
ragmen yol agtig1 ciddi yan etkiler ve hiicrelerde gelisen platin direnci arastirmacilari
yeni metal bilesiklerin sentezine yoneltmistir (Reedijk 2003, Alderden ve ark., 2006;
Dasari ve ark., 2014). Platin komplekslerin sisplatinden farkli DNA baglama
modlarina sahip olmasi, bircok kanser tiirline kars1 etkili bir sitotoksik ajan oldugunu
gostermistir. DNA ve bu bilesikler arasinda stabil komplekslerin olusumu, DNA
cogalmasini ve transkripsiyonunu bloke ederek kanser hiicrelerinin 6liimiini tetikler.
Yeni gelistirilen platin tabanli kanser ilaglari, etkinligi arttirilmig, daha az toksik ve
saglikli hiicreye zarar vermeyecek sekilde tasarlandi. Fakat bunlardan sadece birkaci
faz ¢aligmalarinda basarili olup klinikte tedavide yerlerini almistir (Wilson ve ark.,

2013; Harper ve ark., 2015).

Tiim bu bilgiler dogrultusunda Uludag Universitesi Kimya Boliimii arastirma grubu

tarafindan, umut vaadeden Pt (II) sakkarinat bilesigi gelistirildi ve bilesigin bu tez
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kapsaminda insan pankreas hiicresi olan PANC-1 iizerindeki sitotoksik/ apoptotik
etkileri arastirildi. MTT ve SRB canlilik testi sonuglarina gére, PANC-1 hiicrelerinde
24 ve 48 saat Pt (11) sakkarinat kompleksinin uygulanmasi sonucu 0.78, 1.56, 3.13,
6.25, 12.5, 25 ve 50 uM dozlarinda kontrole kiyasla hiicre canliliginda istatistiksel

acidan anlamli azalmalar goriildi.

V.T. Yilmaz ve ark. (2018) tarafindan Pt (II) sakkarinat kompleksinin farkli
hiicre hatlarinda sitotoksik etkiye neden oldugu belirlenmistir. Yapilan ¢caligmada Pt
(1) sakkarinat kompleksinin antikanser aktivitesi, insan meme (MCF-7), akciger
(A549), kolon (HCT116) ve prostat (DU145) normal bronsiyal epitel (BEAS-2B)
hiicrelerine kars1 test edilmistir. Ayrica D. Karakas ve ark. (2019) tarafindan yapilan
bir ¢alismada DU145, LNCaP ve PC-3 prostat kanseri hiicre dizilerinde Pt (1)
kompleksinin ER stres aracili apoptotik hiicre 6liimiinde ROS iiretiminin yukari
yonlii bir rol oynadigimi gostermistir. Calismalarda pankreas kanseri hiicre hattina
yer verilmedigi tespit edilerek bu tez calismasinda insan pankreas kanseri hiicre hatti
secildi ve Pt (I1) sakkarinat kompleksi ile bu hiicre hatt1 tizerinde ¢alisildi. MTT ve
SRB canlilik testleri sonuglarina gore kullanilan Pt (I1) sakkarinat kompleksi
tarafindan tetiklenen hiicre 6liim modunu belirlemek amaciyla apoptotik belirtegler
arastirldi. {lk olarak bir apoptozis belirteg olan Anneksin-V-FITC boyamasi
yapilarak, erken donem apoptotik hiicreler belirlenebilmektedir. Buna neden olan
Anneksin-V’nin fosfotidilserine baglanmasi membran hasarlanmadan 6nce niiklear
kondensasyon safhasma denk gelmektedir (Koopman ve ark. 1994, Boersma ve ark.
1996, Zhang ve ark. 1997). Ancak hiicreler membran biitiinliigiinii 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 non-vital boyalar ile birlikte kullanilir
(Hammill ve ark. 1999). PANC-1 hiicrelerinin Pt(Il) sakkarinat kompleksi ile
tedavisi sonucunda Anneksin-V pozitif boyanan bolgelerde 7-ADD’ de pozitif sonug
verdi (ge¢ apoptotik). Pt(ll) sakkarinat kompleksinin uygulanmasi sonucunda
"PANC-1 hiicreleri tizerindeki apoptotik etkisi'* kaspaz 3/7 testi ile akim sitometride
degerlendirildiginde; 12 ve 24 saat tedavilerin sonunda hiicre canlilik yiizdesinde
azalma goriiliirken, nekrotik hiicre oran ylizdesinde artis belirlendi. Annexin-V ve
kaspaz 3/7 testi sonuglarina gore membran asimetrisinin  bozuldugu

fosfotidilserinlerin membran tizerinde translokasyona ugradigi belirlendi.
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Ayrica kaspaz 3/7 aktivasyonunun olmamasi nedeniyle kaspazdan bagimsiz apoptoz
Oliim modunun aktif olabilecegi diisiiniildii. Bu ¢alismalar1 takiben hiicre soyunda
mitokondri membran potansiyelindeki degisimler incelendi. Pt(II) sakkarinat
kompleksinin uygulanmasi sonucunda hiicre soyunda 12 ve 24 saatlik tedavide
mitokondri membran potansiyelinin intakt (bozulmamis) oldugu hiicrelerin 61digi
belirlendi. Calismamizda, PANC-1 hiicrelerinde goriilen DNA hasarinin oksidatif
stres kaynakli m1 sorusuna yanit olarak akim sitometrisinde ROS miktar1 saptandi.
Hiicre soyunda Pt(l1l) sakkarinat kompleksiyle tedavi sonucunda kontrole kiyasla
ROS miktarmin belirgin derecede arttigi goriildii. Bulgularimiz, Pt(ll) sakkarinat
kompleksinin tedavi sonunda hiicre soylarinda olusturdugu yiiksek seviyedeki DNA

hasarini nedeninin ROS kaynakli gerceklestigini dnermektedir.

Bu tez calismasinin sonuglarindan yola ¢ikarak, Pt(II) sakkarinat kompleksinin
insan pankreas hiicre hattt olan PANC-1 hiicre hattinda apoptotik hiicre olimiiniin
kaspaz bagimsiz uyarilmis olabilecegi diisiiniilmektedir. Bir sonraki inceleme
basamagi olarak daha genis kapsamli analizlarin yapilmasi gerektigi ve bu bilesigin
klinige uyarlanabilmesi i¢in in vivo olarak arastirilmasi gerektigi sonucuna

varilmistir.
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