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OZET

ATIPIK ASINAR HUCRE FOKUSLU SICAN PANKREASINDA
TIMOKINONUN HISTOLOJIK ETKILERI

Kanser insan yagamini tehdit eden bu ylizyil icindeki onemli bir hastaliktir.
Kanserin baslangict1 ve gelisimi hakkinda Onemli sayida deneysel, klinik ve
epidemiyolojik  arastirmalar  yiiriitiilmiistiir. Onceki calismalarda timokinonun
gastrointestinal sistemdeki neoplastik degisimler iizerinde koruyucu etkisinin
olabilecegi belirtilmistir.

Nigella sativa ‘nin (¢orek otu, bereket tanesi) aktif bilesenlerinden biri olan
timokinon, uzun siiredir geleneksel tipta kullanilmaktadir. Timokinon; hipoglisemik,
antimikrobial, antiparazitik, antioksidant ve antikanser etkilere sahiptir. Onceki
caligmalarda timokinonun cesitli kanser hiicrelerinin gelisimini engelledigi rapor
edilmistir. Bununla birlikte, timokinon ile yapilan arastirmalar sinirli olup bilimsel veri
tabaninda hentiiz yeterli rapor bulunmamaktadir.

Azaserin gii¢lii bir kanserojen olup, sican ekzokrin pankreas hiicrelerinde atipik
asinar hiicre fokuslar1 (AAHF), adenoma ve karsinoma meydana getirir. Azaserin-sican
modeli, ekzokrin pankreasta neoplastik degisim gelistirilen ¢ok kullanigh ve iyi bilinen
bir modeldir. Intraperitonal (i.p. 30mg/kg viicut agirligl) azaserin uygulamasi ile
ekzokrin pankreasta AAHF olusturulabilir.

Kantitatif stereolojik bir metod ile preneoplastik lezyon yiikii hesaplanmis olan bu
calismada, pankreatik fokus olusturulmus Wistar albino siganlarda, timokinonun olasi
neoplastik etkileri arastirilmistir.

Azaserin enjeksiyonundan 6 hafta sonra, deney hayvanlarmin igme sularina
timokinon uygulanmasi sonucunda, ortalama fokus caplar1 (mm), ortalama fokus
hacimleri (mm® ve AAHF biiyikliginin tim pankreas biiyiikligine oranlari
degerlerinde, azaserin grubuna goére Onemli derecede bir azalmanin olustugu
gorilmistiir. Bu verilerden hareketle azaserin uygulamasindan 6 hafta sonra, yani erken
donemde, timokinon kullanimi sonucunda fokus yiikleri iizerinde azaltic1 bir etkisinin
oldugunu s6ylemek miimkiin gériinmektedir.

2019,72 Sayfa
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ABSTRACT

THE HISTOLOGICAL EFFECTS OF THYMOQUINONE ON PANCREATIC
ATYPICAL ACINAR CELL FOCI IN RATS

Cancer is a significant disease which threatens the lives of people in this century.
A significant number of experimental, clinical, and epidemiological investigations were
carried out concerning the initation, and propogation of cancer. In previous studies it
was indicated that there might be a protective effect of thymoquinone on neoplastic
changes in the gastrointestinal systems.

Nigella sativa (Black Seed) has been used for years in traditional medicine and
thymoquinone is one of the active compound of Nigella sativa. Thymoquinone has anti-
inflammation, hypoglycemic, antimicrobial, antiparasitic, antioxidant and anticancer
effects. Former studies report that thymoquinone inhibits the growth of various cancer
cells in animal models. However there have been limeted research done with
thymoquinone and there haven’t been enough reports that exist in the scientific database
yet. Azaserine is a strong carcinogen and it induces pancreatic atypical acinar cell foci
(AACF), adenoma and carcinoma in rat’s exocrine pancreas.

Azaserine-rat model is very useful and well known model to develop neoplastic
change in rat exocrine pancreas. We can develop AACF Dby intraperitoneal
administration (30 mg/kg body weight) of azaserine in exocrine pancreas.

A gquantitative stereological method was also used to asses the burden of putative
preneoplastic lesions. This study performed to investigate the effect of thymoquinone
on histological changes in azaserine induced pancreatic cancer in Wistar rats.

As a result of the application of thymokinone to drinking water of experimental
animals 6 weeks after azaserin injection, a significant decrease in Mean focus diameters
(mm), mean focus volumes (mm3) and AACF size to whole pancreas size was observed
in the values of the azaserin group. Based on these data, it seems possible to say that
azaserin has a reducing effect on focus loads as a result of the use of thymokinone 6
weeks after the application, that is, in the early period.

2019, 72 Pages
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1. GIRIS

Diinyada hizla artan niifus karsisinda ayn1 hizda gergeklesen Gliimlerin %13 tinii
kanser olustururken ,bu oranin gelismis tilkelerde %25°i buldugu goériilmistiir (Jemal ve
ark., 2011). Jemal ve arkadaslarinin yaptiklari arastirmalar neticesinde, her gecen yil
artan kanser vakalar1 sebebiyle sadece 2009 yilinda Amerika’da 1.479.350 yeni kanser
vakasimin goriildiigii ve bu vakalarda toplam 562.340 o6limiin gergeklestigi tahmin
edilmektedir (Jemal ve ark., 2009).

2006 da yapilan bir ¢alismaya gore ise, her yil yaklagik 11 milyon kisi kansere
yakalanirken, bu durum Tirkiye’de yaklasik 150 bini bulmaktadir. Aritmetik artis
gosteren kanser vaka sayisinin 2020 yilinda yiizde 50 oraninda artis gostermesi
beklenmektedir (Anonim, 2006).

Sayica ve tirce her gecen yil artan kanser kaynakli o6limler kalp-damar
hastaliklarmdan sonra iKinci siraya yiikseldigi gdézlemlenmistir (izmirli ve ark., 2007).
Warshaw ¢alismalarinda bize diinyada her y1l yaklasik 44 binin kisiye Pankreas kanseri
tanis1 konuldugunu gostermistir (Warshaw ve Castillo, 1992).

Tiim kanserler igerisinden pankreas kanserinin goriilme siklig1 % 2.2 yi bulurken
Diinya geneli gerceklesen kanserli 6liimlerde dordiincii Sirada yer almaktadir (Ghaneh
ve ark., 1999).

Bu durumun en 6nemli sebebi kanserli hiicrelerin kemoterapi ve radyoterapi
uygulamalarina direng gostermeleri olarak degerlendirilebilir. Bu bakimdan Pankreas
kanseri i¢in yeni tedavi yontemleri ve prosesleri belirlenebilmesi i¢in c¢aligmalarin
gelistirilmesi ve bu kanser gelisiminin kokenlerinin  de incelenmesi gerektigi
diistiniilmektedir (Dizdaroglu ve ark., 2008).

Diinya Saglik Orgiitii’niin 2008 yil1 kanser raporunda; “erkek ve kadilarda 6liim
oranlarinin yiikseliste oldugunu ve en oOldiiriicti kanser tiirlerinden olan karaciger ve
pankreas kanserlerine daha fazla 6nem verilmesi gerektigi’ belirtilmektedir. Kanser
nedenlerinin ¢esitliligi goz Oniinde bulundurularak o6zellikle yasam stillerinin ele
alarak yapildigi calismalarda ortaya ¢ikan sonuglardan birisi de ¢evresel faktorler
oldugu tespit edilmistir. Bu faktérlerden en Onemlileri beslenme aligkanliklart olup,

buna bagl etkilesimlerin oldugu diisiiniilmektedir (Boyle ve Levin, 2008).
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Genel olarak kanser olusum sebepleri incelendiginde bunun Oncelikli olarak
genetiksel kaynakli oldugu, bunu kimyasal etmenler, fiziksel etmenler, mikrobiyolojik
etmenler ve beslenme takip ettigi goriilmektedir (World Cancer Research Fund, 2007).
Kalitsal kaynakli kanser gelisimi mutasyon ya da yatkinliktan kaynaklanan germline
mutasyonlar sonucunda olustugu belirlenmistir (Hodgson., 2008). Morétesi 1sinlar,
radyoaktif dalgalar, aspest tozu vb. sebepler &nemli kanser etmenleri arasinda
sayilirken, yapilan arastirmalar yetersiz fiziksel aktivitelerin, sigara, uyusturucu, alkol
ve kotii beslenme aliskanliklarinin da kanser insidansii etkileyen g¢evresel faktorler
icinde yer aldig1 belirlenmistir. Cevresel etkenlere maruziyet sonucunda olusan kanser
vakalar1 sebebiyle gevresel faktorlerin, kanserogenezdeki dnemi vurgulamistir (World
Cancer Research Fund, 2007). Yapilan ¢alismalar ve istatistiksel verilere dayanarak yas
faktoriiniin de kanser gelisimi lizerinde Onemli rol oynadigi goriilmekte, 70 yas
tizerindeki insanlarda kanser vaka sikliginin arttigi bildirilmektedir (White ve ark.,
2014). Son yillarda yapilan caligmalarda ise; kanser iizerinde etkili olan gevresel
faktorlerden bir digerinin ise cografi yerlesimle ilgili oldugunu belirlenmistir ( Kumar
ve ark., 2015).

Tiim bunlar bize kanser tlizerinde cevresel ve genetik faktorlerin, bu faktorlerin
birbirleri ile etkilesimlerinin ne denli 6nemli ve belirleyici oldugunu gostermekle
beraber kanser riskini ortaya koymasi agisindan 6nemli birer kaynak olusturmaktadirlar
(World Cancer Research Fund, 2007).

Tim bu bilgiler goz onlinde bulundurularak yaptigimiz bu calismada iyi bir
kanserogenez modeli olarak azaserin- sigan modelinin temelini olusturan kimyasal olan
azaserin (O-diazoasetil-L-serin); toksik, mutajenik ve kanserojenik bir bilesik olup, ilk
defa Streptomyces tiirii mantar kiiltiirlerinden izole edilmistir .

Tez calismamizin amaci; azaserin enjeksiyonu ile sigan ekzokrin pankreasinda
deneysel olarak olusturulan atipik asinar hiicre fokuslar1 (AAHF) iizerinde timokinonun
muhtemel antineoplastik etkilerini histolojik olarak incelemektir.

Calismamizda, daha onceki ¢alismalarimizda da basari ile uyguladigimiz ve baska
birgok deneysel kanserogenez ¢alismalarinda kullanilan azaserin-sigan modeli
(Longnecker ve Curphey, 1975) uygulanacaktir. Deneyde kullanilan sigan
pankreaslarinin her bir mm?” sinde ve her bir mm?*” iinde bulunan fokus sayisi ve buna

bagli olarak her bir pankreasta bulunan fokuslarin % hacmi, fokuslarin ortalama ¢aplari
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(mm) ve fokus ortalama biiyiikliiklerini (mm?®) hesaplayabilmek miimkiindiir. Siganlara,
Longnecker ve Curphey’in protokiiliine uygun bir sekilde azaserin (aminoasit tiirevi)
enjekte edilmesi, sonrasinda pankreastaki neoplastik degisimlerin ve gelisimlerin
izlenmesi, asinar hiicre lezyonlarinin belirgin bir sekilde incelenebilecegi andan itibaren
timokinon ekstraktinin siganlarin igme sulariyla karigtirilarak verilmesi sonucunda
herhangi bir antineoplastik etkisinin varliginin arastirilimasi, bu deneyin amaglar
arasindadir.

Bu calisma bize daha Onceden birgok neoplastik lezyonlarda onleyici etkisi
oldugu ileri siiriilen timokinonun, benzer etkiyi ekzokrin pankreasin asinar hiicrelerinde
deney protokiilii geregi meydana getirilen atipik asinar hiicre fokuslar1 (AAHF)
tizerinde de inhibasyon etkisinin olup olmayacagi konusunda bilgi saglayabilir. Bu
bilgilerin yani sira bu deneyde kullanilan azaserin-sican modeli yardimiyla pankreasin
asinar hiicrelerinde azaserinin etkisi ile olusturulacak ve gozlemlenecek olan atipik
asinar hiicre fokuslarmin morfolojik 6zelliklerinin incelenmesi de amaglanmistir.

Corek otunun aktif temel bilesenleri timokinon, ditimokinon, timohidrokinon ve
timol olup bu bilesenler HPLC yardimiyla ayristirilabilmektedir (Khan ve ark., 2011).
Birgok caligmaya konu olan ¢orek otunun, o6zellikle hiicrelerin neoplastik degisimler
tizerindeki etkisi bagta olmak iizere antimetastatik ve antikanserojenik etkisinin var
olabilecegi ileri siirilmiistiir (Stock ve ark., 2014).

Bu etki ve/veya etkilerin temelde {i¢ farkli etki mekanizmasi ile gerceklestigi
varsayllmigtir. Bunlardan ilki ve kuvvetlisi, hiicrelerin programlanmis oliimiinii
tetikledigi ve ¢esitli sebeplerle farklilagsmis tiimor hiicrelerini apoptoza siiriikledigi
yoniinde oldugu diger mekanizmanin ise “anjiogenez inhibisyonu” olabilecegi, timor
olusumuna meyilli hiicreleri destekleyen yeni kan damarlar1 gelisimini engellemeye
dayali oldugu ileri stiriilmustiir. Bir diger etki mekanizmasi ise yine tlimore meyilli ya
da tiimor hiicrelerinin boliinlip ¢ogalmasini engellemeye yonelik hiicre siklusunun
durdurulmasi yoniinde oldugu distiniilmektedir (Banerjee ve ark., 2010).

Ames Salmonella typhimurium testinde, azaserinin mutajenik etkisi oldugu
gozlemlenmistir (Longnecker, 1984). DNA sentezinde rol oynayan enzimleri inhibe
eden azaserinin bu etkisinin, enzimlerin ihtiva ettikleri —SH gruplarina geri doniisiimsiiz
olarak baglanmasindan kaynakli olabilecegi varsayilmustir. Ilk defa azaserin-sigan

modeli iizerinde c¢aligmalar yapilmis olup diger biyolojik etkileri tam olarak
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arastirilmamistir. Bu model bize histolojik teknikler yardimiyla hiicreler iizerinde
neoplastik degisimler meydana getirmek ve bu degisimler lizeride antimutajenik,
antikanserojenik etkikilerin varligini gézlemleyebilme firsati saglamistir (Longnecker
ve Curphey, 1975).

Hiicrelerin programli bir sekilde 6lme durumuna apoptosis denildigi gibi bu
durumun kromozomal DNA’ nin pargalara ayrilmasina, hiicre simetrisinin bozulup
biitlinliigiinii kaybetmesine, cekirdekte pargalanmaya neden oldugu bilinmektedir.
Hiicresel apoptosis hiicre i¢indeki sinyallere bagli olarak, mitokondriyal apoptosis ise
oksijen reaksiyonuna bagli olarak gelisirken timokinonun bu mekanizma sayesinde
neoplastik degisimler iizerinde onemli rol oynadigi gozlemlenmistir (Kraft ve ark.,
2009).

1.1 Kanser ve Tarihcesi

Insanligin, kanser oldugunu diisiindiigii ya da benzettigi ilk bulguyla tanmismas ile
ilgili arastirmalar1 bizi M.O 4500 yillarina kadar gétiirmiistiir (Grmek, 1975; Shimkin,
1977). Kanser kelimesi koken olarak Latince olup kelime anlami itibariyle “yenge¢”
anlamina gelen Carcinos’tur (Holland ve Frei, 2003). Ozellikle Hippocrates anormal
degisimlerin evrelerini tanmimlamak i¢in Carcinos ve Carcinomas terimlerini
kullanmigtir (Ewing, 1940). Mumya ¢alismalarinda rastlanilan kemik kanseri bulgusu
bize bu hastaligin insanlik tarihi kadar eski olduguna dair emareler vermektedir
(Moodie, 1923).

Papiruslarda kanserin, tedavi edilemeyen deri oldugu varsayilmistir (WolIfT,
1907). Ramazzini (1713) ise meme kanseri ile ilgili ¢alismalar yapmis olup goriilme
sikligina deginmistir. Sonu¢ olarak meme kanserinin normale gore daha fazla siklikta
goriildiigii kanisina varmis olup sonraki zamanlarda ise nedenleri ile ilgili arastirmalar
yapilmistir (Ramazzini, 1713). Mikroskobun patolojik c¢alismalarda yer almasiyla
beraber kanser calismalari farkli bir boyut kazanmis olup, kanserin hiicrelerin
farklilagsmasiyla meydana geldigi gozlemlenmistir. Ayrica yapilan 151k mikroskobu
caligmalarinda hiicrelerin birbirinden farkli sekilde biiytidiikleri belirlenmistir (Virchow,
1858). Saptanan bu hiicrelerin birbirinden farkli sekilde biiylime 06zelligi siirekli

meydana getirdikleri kendi genetik materyalinin aynisini tasiyan baska hiicreler
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tiretmesi sebebiyle gerceklesen degisimlerden kaynaklandigi ileri siirtilmistiir (Nowell,
1976).

1992 yilina gelindiginde artik kanserin sebepleri daha nitelikli arastirilmaya
baslanmis olup Germ-line mutasyonlarmin, kanser olusumunu tetikledigi fakat tek
basina yeterli olmadigi bir takim metabolik olaylara gereksinim duydugu sonucuna
ulagilmigtir (Vainio ve ark., 1992).

Holland ve Frei kanseri anormal sekilde hiicre boliinmesi yasayan ve bu anormal
boliinmeyi engelleyen, durduran mekanizmanin hiicrenin kontrolsiiz bir sekilde
cogalmasi olarak tanimlamakla beraber bu olusumun bulunduklari yerlerde tahribata
neden olarak doku ve organlarin ¢alismasimi engelledigini belirtir (Holland ve Frei,
2003). Fakat her hiicre ¢ogalmasi kansere sebep olmayacagi gibi kanser; kotii huylu
timorlere verilen genel bir addir. Atrofi gibi patolojik olarak goriilen hiicre degismesi
ve farklilasmasi bir kanser olusumu degildir. Ciinkii bu patolojik durumun meydana
getirdigi atrofi; hiicre icinde meydana gelen ihtiva kaybi sonucunda hiicrenin kii¢iiliip
farklilasmasi ile olusur. Bu neoplastik olmayan hiicresel bir degisimdir. Bu durum
ortaya neoplastik kavramii ¢ikartiyor. Yani benign ve malign tomorler; iyi ve koti
huylu timor kavramlari tiimoriin metastaz durumuna goére adlandirilmaktadir. Yayilma
yapmadan bir dokuda sinirli bir biiyiime ile gelisen (primer timor) tiimorler iyi huylu,
yayilma gosterip baska doku ve organlarda gelisimlerini (sekonder tiimor) devam ettiren
timorlere de kotii huylu timorler adi verilmektedir (Kumar ve ark., 2003). Malingn
timor dedigimiz kotii huylu timorler kan yolu ile yayilma (metastaz) yetenekleri
nedeniyle de hastaligin seyri bakimindan oldukga kotii bir tablo ¢izdigi gorilmiistiir
(Croce, 2008).

1.2 Pankreas

Insan pankreas anatomisi incelendiginde, insan pankreasmmn ortalama 15 cm
uzunlugunda, 120 gr agirhiginda oldugu, karnin hemen iist kisminda yer alarak oniki
parmak bagirsagi ile dalak arasinda yerleske saglayan, peritonla ortiilii bir organ olarak
tamimlanmistir (Mentes, 1976; Slack, 1995). Dort bolimden olusan pankreas; bas,
boyun, govde ve kuyruktan meydan geldigi tespit edilmistir (Mentes, 1976). Sigan
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pankreasina bakildiginda ise; diger tiirlerde oldugu gibi yine karin bosugunda yer aldig1

ve oniki parmak bagirsagi girintisine dogru uzanmis oldugu goriilmektedir.

PANKREAS

Sekil 1.1. Pankreas ve komsu organlari (Anonim 1)

- Sag ve sol hepatik kanal

Ana hepatik kanal

_~ Koledok

/
Hartmann posu /

Sisitik kanal

Aksesuar pankreas kanali

(Sontorind : Ana pankreas kanali
Aksesvar ampulla (Wirsung)
(Popilla duodeni minor)

Ampulla Vater
(Papilla duodeni major)

- ' Duodenum ;

Sekil 1.2. Insan Pankreasinin Anatomik Yapist (Anonim 2 )

Pankreas, pudra pembesi denilen agik pembe bir renge sahip olup ¢evresindeki
dokunun mat ve biraz daha koyu bir renge sahip olmasi bakimindan ayirt edilebilir
Ozelliktedir. Gorev itibariyle karbonhidrat sindirimini saglayan baslica enzimlerden biri
olan amilazi salgiladig1 gibi bir ¢ok proteolitik enzim sentezinden de sorumlu oldugu
belirlenmistir (Junqueira ve ark., 1998). Islevsel olarak pankreas; ekzokrin bilesenli ve
endokrin Dbilesenli pankreas olarak ikiye ayrilmaktadir. Ekzokrin bilegen olarak
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gastrointestinal sistemde sindirim enzimlerinin sentezinden sorumluyken, endokrin
bilesen olarakta karbonhidrat metabolizmasini diizenleyen hormonlar1 salgilayan
Langerhans adacig islet hiicrelerinin olusumunda gérev aldigi belirlenmistir (Omary ve
ark., 2007). Bilenen 4 tip endokrin hiicreleri ise; Alfa, Beta, Delta ve Pankreatik
polipeptit hiicreleridir. Insiiliin ve Amilin salgilanmasindan sorumlu Beta hiicreleri iken,
Glukagon’dan Alfa hiicreleri, Somatostain’den Delta hiicreleri, Pankreatik polipeptit’ten
PP hiicreleri sorumlu oldugu tespit edilmistir (Slack, 1995). Bilinen 22 ¢esit sindirim
enziminin Uretiminden sorumlu asinar hiicreler {lizim salkimimi  andiran
kiimelesmeleriyle ekzokrin pankreasin enzim saglayicist asinileri meydana getirirken,
ekzokrin kismini olusturan diger bir bilesen olan kanal hiicreleri ise herhangi bir protein
sentez ve salgilamada gorev almayip asil gorevi su ve elektrolit salinimi yapmak oldugu
belirlenmistir (Slack, 1995).

Yapilan tiim c¢aligmalara bakildiginda pankreasin yaklasik olarak %98’ini
olusturan ekzokrin bilesenleri; asinar ve kanal hiicreleri iken, endokrin bilesenleri ise %
2 oraninda langerhans adacik hiicrelerinden meydana geldigi goriilmektedir (Rovasio,
2010). Bu agidan deneysel kanserogenez olusturmak igin azaserin-sigan modelinin

oldukea kullanisli oldugu diisiiniilebilir.

1.2.1 Pankreas Kanseri ve Epidemiyolojisi

Yapilan calismalarda pankreatik kanser olusumlarinin ¢ok az bir kisminin asinar
hiicrelerden kaynaklandigini fikrini desteklemistir. Asinar hiicrelerinin aksine ekzokrin
pankreas kanserinin hemen hemen %90’inin ductual elementlerden meydana gelen
kanserler oldugu ileri siiriilmiistiir (Cubilla ve Fitzgerald, 1975).

Yapilan bir istatistik galigmasinda, 2008 yilinda Amerika‘da 37.000 pankreas
tanis1 konulurken, bunlardan yaklasik 34.000 ‘i hayatin1 kaybetmistir (Jemal ve ark.,
2008). Pankreas kanserinin iilkemizde gastrointestinal sistem kanserlerinin neredeyse
%20’ sini olusturdugu tespit edilmistir. Bu durum pankreas kanserini mide ve kolon
kanserinden sonra en onemli gastrointestinal kanser durumuna getirmistir (Ozkan ve
Oztiirk, 2000).

Hruban ve arkadaglarinin (Hruban ve ark., 2014), 2012 yili WHO raporu baz

alinarak yaptiklari ¢alismada, pankreas kanserinin diinya genelinde goriilen en yaygin
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kanser tiirii oldugu ve bu durumun erkeklerde 12., kadinlarda 11. sirada oldugu
belirtilmektedir. Bu kanser vakalarinin biiyiik ¢ogunlugu avrupa iilkelerinde goriiliirken
Ozellikle Kuzey Amerika, Arjantin ve Uruguay ‘da yiiksek insidans oranlarina sahip
oldugu gozlemlemislerdir (Hruban ve ark., 2014).

Ulkemiz TUIK verilerine gére pankreas kanseri goriilme sikligi erkeklerde 8.
sirada iken kadinlarda ise ilk 10°da yer aldigi belirlenmistir (Basara ve ark., 2013).
Pankreatik karsinomalar endokrin ve ekzokrin hiicrelerde gelisim gosterebilirken,
endokrin hiicrelerde karsinoma gelisimi ekzokrin hiicrelere nazaran daha diisiiktiir.
Endokrin hiicrelerde gelisen tiimorler ise; yaygin olarak adacik hiicre tiimorleri olarak
adlandirilirken, ekzokrin tiimorlerinin  biliylik ¢ogunlugu kanalst elementlerde
gelistiginden adenokarsinom adini alir. Endokrin pankreas tiimorleri pek yaygin
olmamakla beraber gastrinomalar, insiilinomalar, somatostatinomalar vb. seklinde
siiflandirilabilir (Singh ve ark., 2015).

Ekzokrin parankimden kaynaklanan duktual adenokarsinoma ¢ok sik goriilen bir
form olmakla beraber malign pankreatik neoplazilerin % 90’11 olusturmakta ve bunun
% 5-10’u ise adacik hiicrelerinden kaynaklandigi belirlenmistir (Braunwald ve ark.;
2004).

Pankreas kanserinin yerleskesine bakacak oldugumuzda % 20’sinin anatomik yeri
hala saptanmamakla beraber yaklasik %357 ‘si pankreas basinda, % 9’u govde, % 8’i
kuyrukta ve % 6’sinin ise birden fazla yerde meydana geldigi belirlenmistir (Alberts ve
Grothey, 2004).

Pankreatik karsinomada onemli 3 Oncii lezyon rol almaktadir. Bunlarin ilki
pankreatik intraepitelyal neoplasm olarak bilinen (PanIN) , ikincisi intraductual papiller
musindz kistik neoplasm (IPMN) ve bir digeri ise musindz kistik neoplasm olarak
adlandirilan (MCN) oldugu tespit edilmistir (Hruban ve ark., 2004).

Oncii lezyonlardan olan PanIN mikroskobik bir lezyon olmakla beraber capi 5
mm’den kiigiiktiir. IPMN’de ise bu ¢ap 1 cm’ye ¢ikmaktadir. Bu ozellikleri itibariyle
ayirt edilebilir oldugu belirlenmistir (Hruban ve ark., 2004). PanIN kendi igerisinde 3 alt
gruba ayrilmig olup bunlar epitelyal atipiye gére PanIN-1 AIB, PanIN-2 ve PanIN- 3
olarak adlandirilirlar. PanIN-1 AIB; papiller ve diiz tip olarak ikiye ayrilir (Wilde ve
ark., 2012).
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PanIN lezyonuna oranla daha biiyiikk olan IPMN lezyonlari musin iireten epitel
hiicrelerin papiller ¢ogalmasi ile karakterize olan makroskobik lezyonlardir. Pankreatik
neoplazmlardan ekzokrin pankreatik neoplasmlarin % 3’iinii olustururken Kistiklerin
yaklagik % 20’sini olusturmaktadir (Kosmahl ve ark., 2004). Morfolojik yapilarina gore
ve miisin antikoru ile boyamadaki farkliliklarina gore 4 alt gruba ayrilir. Bunlar sirasiyla
sunlardir; gastrik, intestinal, pankreatobiliyer ve orkositik’lerdir (Kloppel ve Kosmahl,
2005). Bunlardan intestinal tip; genelde pankreasin bas kisminda pankreatik kanalin
girisinde, gastrik tip; pankreatik parankimin periferinde olusurken, pankreatobiliyer tip
pankreas basi ana kanalinda olugsmakta oldugu tespit edilmistir (Ban ve ark., 2006).

IPMN”’ lerin bir diger 6zelligi ise yaklasik olarak %50’sinde K-ras onkogenini
aktif hale getiren nokta mutasyonlari gézlemlenmektedir (Schonleben ve ark., 2008).

Bir diger lezyon olan MCN’ler genellikle pankreasin goévde ve kuyruk
kisimlarinda tek, multiokiiler veya uniokiiler lezyonlar olarak bulunurken ortalama
boyutlar1 6-10 cm’dir. Musin iireten, duktal sistem ile baglantis1 olmayan ayirt edici bir
stromaya sahip epitelyan neoplaziler olarak tanimlanmaktadir (Fukushima ve
Fukuyama, 2007). MCN’ler farkli derece displazi gostermelerine bagli olarak 3 gruba
ayrilir. Bunlar yiikksek MCN, orta MCN ve diisiitk MCN’dir (Zamboni ve ark., 1999).

1.2.2. Risk Faktorleri

Pankreas kanseri olusumunda birden fazla faktoér olabilecegi gibi bu risk
faktorlerinin ¢ogu direkt olarak hastaliga sebebiyet vermez. Genellikle maruziyet diizeyi
ve siiresi kanserin gelisiminde onemli rol oynar. Risk faktorleri belirlenirken bu
kanserin tedavi segeneklerinin kisith oldugu goz oniinde bulundurulup en dogru risk
faktorli belirlenmesi ve bu hususta vakanin hikayesinin incelenmesi siire¢ igin biiyiik
onem tagimaktadir (Decker ve ark., 2010).

Risk faktorlerinin bu hastaligin diinya genelindeki gelisimi ile ilgili iliskiler
kurulmus olup bunlar arasinda en yaygini ileri yas, Afro-Amerikan ik, disiik
sosyoekonomik durum oldugu diisiiniilmektedir (Lowenfels ve Maisonneuve., 2006).

Pankreas kanserinde risk faktorii ikiye ayrilmis olup bunlar; degistirilebilir risk
faktorleri ve degistirilemez risk faktorleridir. Degistirilebilir risk faktoriiniin basinda

tiitlin kullanim1 gelirken bunu obezite ve mesleki kimyasal madde maruziyeti izler.
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Degistirilemez risk faktorleri ise, ileri yas durumu, cinsiyet faktorii, irk durumu, aile
vaka Oykiisii/leri, oncii hastaliklar, siroz ve kronik pankreatit’tir (American Cancer
Society, 2014).

Adenokarsinoma gelisiminde en 6nemli etkenlerden baslicas tiitiine maruz kalma
sayilabilir. Hatta sigaranin pankreatik karsinomanin gelisimini % 30 oraninda etkiledigi
belirlenmistir (Lowenfels ve Maisonneuve., 2006). Tiitiiniin bu kanserojenik etkisi;
yapisinda bulunan ve yine kanserojen 6zellikte olan N-nitrozaminlerden kaynaklandigi
ve bu metabolitlerin ise duedonumdan pankreas kanali i¢ine geri ¢ikis yapmasi ile
belirlenmistir (Harnack ve ark., 1997).

Pankreas kanser vakalarinin hemen hemen % 25’1 sigara kullanimina bagli oldugu
gbzlemlenirken pasif i¢iciligin pankreas kanseri i¢in risk faktorii olarak goriilmedigi
belirlenmistir (Iodice ve ark., 2008). Alkol tiiketimi veya bagimliligi ile pankreas
kanseri tizerindeki iliski ise yapilan ¢aligmalarda herhangi bir korelasyon saglamamistir
(Dusek ve ark., 2010).

Beslenmenin pankreas kanseri iizerindeki etkisi son derece Onemliyken bu
durumun yiiksek oranda hayvansal protein ve yag iceren besinlerle beslenen bireylerde
pankreas kanseri riskini yaklasik 2,5 kat arttirdigi gozlemlenmistir. Bitkisel kaynakli
ozellikle de lifli besinlerle beslenen bireylerde pankreas kanseri riskinin diigiik oldugu
gozlemlenmistir (Nkondjock ve ark., 2005). Beslenmeye bagli olarak obezite ve
pankreas kanseri iliskisinin dogru orantili oldugu gozlenlenmis hatta viicut kitle
indeksindeki 5 kg/m? lik bir artisin, pankreas kanseri riskini % 12 arttirdigi tespit
edilmistir (Larsson ve ark., 2007).

Mesleki kimyasal madde maruziyeti riskine baktigimizda klorlu hidrokarbonlar,
formaldehid, pestisid, boya gibi kanserojen maddeler kullanan tekstil, agir metal sanayi,
haddehane vb. gibi sanayi islerinde ¢alisan bireylerde pankreas kanseri goriilme riski bu
maddelerle ¢alismayanlara gore daha fazla oldugu belirlenmistir (Alguacil ve ark.,
2000; Schwartz ve ark., 2000).

Kan gruplar ile pankreas kanseri iliskisi de kurulmus olup A, B, AB kan
gruplarina sahip bireylerde risk artarken, 0 kan grubuna sahip bireylerde ise bu kanserin
daha az gorildiigi saptanmistir (Risch ve ark., 2010).

Pankreas kanser risk faktorii cinsiyete gore de degiskenlik gdsterir. Genel olarak

erkek bireylerde goriilme orani kadin bireylerde goriilme oranindan daha yiiksektir.
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Ayni sekilde 6liim oranit da erkeklerde daha fazladir. Amerika’ da erkeklerde bu
hastaligin goriilme orani kadinlara gére % 40 iken, Japonya’da % 70 daha fazla oldugu
belirlenmektedir (Lowenfels ve ark., 2004).

Risk faktorlerinden biri olan 1rk durumu molekiiler seviyede farklilik
gostermektedir. Afro-Amerikalilarda, Kuzey Avrupa halkinda, Yeni Zellanda
yerlilerinde, Havai Polinezyalilarinda goriillme sikligi fazla olup, Afro-Amerikan
popiilasyonlarinda pankreas kanseri 6liim vakalarinin Kafkas popiilasyonuna gore 1,4
kat daha yiiksek oldugu gézlemlenmistir (Silverman ve ark., 2003). Amerikada K-ras
gen mutasyonunun beyazlara nazaran siyahilerde daha fazla oldugu goriilmiistiir
(Pernick ve ark., 2003). Aym sekilde Cinlilerde pankreas kanseri K-ras ve p-53 gen
mutasyonlar1 Japonlara ve Batililara gore daha fazla oldugu gézlemlenmektedir (Dong
ve ark., 2000). Asya irkina mensup bireylere bakildiginda kanser tutumunun beyaz ve
siyahilere nazaran daha iliman oldugu belirlenmistir. Hatta asyali hastalarin tedavi
sonrasi tutumlarinin diger irklara nazaran daha iyi oldugu ve bunun nedeninin ise erken
tan1 oldugu saptanmistir (Longnecker ve ark., 2000).

Pankreas kanserinin % 20’sinin ailevi baglantisinin oldugu tahmin edilmis olup,
aile bireylerindeki etkilenme oraninin bu riski arttirdigi belirlenmistir (Tersmette ve
ark., 2001). Risk aile igerisindeki bireylerin sayisina bagli olarak degiskenlik
gosterirken ortalama etkilenen sayis1 3 ve iizerindeyse risk 32 kat artmaktadir (Lynch ve
ark., 1989). Ozellikle de BRCA1 ve BRCA2 gen mutasyonlari ailesel pankreas kanseri
tanimlayicis1 olup BRCAL gen mutasyonu, riski ortalama 2,26 kat arttirirken, BRCA2
mutasyonu ise, yaklasik olarak 3,5 ila 8 kat arttirmaktadir (Ferrone ve ark., 2009). Vaka
gecmisi bilinen ailevi pankreas hastalarinin % 20’sinde ve sporadik pankreas kanseri
olan hastalarin ise % 10’unda BRCA2 gen mutasyonu oldugu tespit edilmistir.
(Ghataorhe ve ark., 2007).

Diyabetin, pankreas kanserinin habercisi olabilecegi ve ayrica 6nemli bir risk
faktorii oldugu belirlenmistir. Diyabet hastasi olan bireylerde ileriki yaslarda pankreas
kanseri goriilme siklig1 arttigi saptanmistir (Everhart ve Wright, 1995). Hatta Diabetes
mellitus olan bireylerde pankreas kanseri goriilme riskinin hemen hemen 2 katina ¢iktig1
belirlenmis olip Diabetes mellitus’un pankreas kanserinin ilk uyaricis1 oldugu
vurgulanmistir (Gupta ve ark., 2006; Wang ve ark., 2006). Diyabet gibi safra tasi

hastaligr ve peptik iilser hastaliginin da pankreas kanseri onciisii oldugu belirlenmis
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fakat yeterince aydinlatilamamistir (Chow ve ark.,1999; Tascilar ve ark.; 2002). Bunun
yani sira alerjik reaksiyon gosteren bireylerin alerjisi olmayan bireylere oranla pankreas
kanser riski tasidig1 saptanmistir. immiinal sistemin bu kansere kars1 etki mekanizmasi
tam olarak aydinlatilamamis ise de bireylerin hiperaktif bagisiklik sistemininin bir
sekilde pankreas kanseri gelisimine karsi direngli oldugu diisiiniilmektedir (Olson ve
ark., 2010).

Alkolik, non alkolik, tropikal herediter tipleri mevcut olan kronik pankreatitin
direkt olarak bir risk faktorii oldugu sdylenemesede azda olsa pankreas kanseri gelisme
potansiyeli tasidigi belirlenmistir. Alkolik ve non alkolik pankreatit tiplerinin ise
digerlerine oranla pankreas kanseri riski 10 ila 20 kat daha fazla oldugu tespit edilmistir
(Kauppinen ve ark., 1995; Lowenfels ve ark.,1997). Olusum mekanizmasi tam olarak
aciklanamamuis olup kronik pankreatit ¢esidi olan tropikal pankreatit 7q35 kromozounda
defekti olan otozomal dominant gegis goOsteren bir hastalik oldugu belirlenmistir
(Lowenfels ve ark., 1997; Lowenfels, 2005).

Genetik etkenlere bakildiginda pankreas kanseri hastalarinin hemen hemen % 10’

unda genetik bozukluklarin mevcut oldugu saptanmistir (Rosewicz ve Wiedenmann,

1997).

1.2.3. Pankreas ve Genetik

Son yillarda yapilan aragtirmalarda pankreas kanserinin kanser bagimli genlerde
olusan somatik mutasyonlar sonucunda meydana gelen genetik bir hastalik oldugu
saptanmustir (Koorstra ve ark., 2008).

Pankreas kanseri gelisiminde onkogenler ve tiimor baskici genlerden kaynakli
mutasyonlar énemli rol oynar. Kromozomal degisiklikler, genomik kararsizlik gibi
genetik degisikliklerde pankreas kanseri gelisiminde Onemli etkenlerden oldugu
belirlenmistir (Hansel ve ark., 2003).

Tiimdr supressorlarin etkisi inaktif olduklari zaman tiimor biiylimesini baglatarak
ortaya cikarken, en sik inaktif olan timdr supressor gen pl6 geni olup, 9’uncu
kromozomun kisa kolunda bulundugu tespit edilmistir. Tiim pankreas kanserlerinde p16
geninde fonksiyonel bozukluklar meydana gerlirken bu fonksiyonel bozukluk iiretilen

proteinin uygunsuz fosforilasyonunu ve buna bagli olarakta hiicre sikliisiiniin S evresine
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gecisini hizlandirmaktadir. P53 geni ise 17p kromozomunda yer alir ve bu genin
mutasyonu hiicre sikliisinun durdurulmasit ile programli hiicre oOliimlerinin
aktivitesinden sorumludur. P53 genini fonksiyonel bozuklugu sonucunda anormal hiicre
biiyiimesi, hiicre 6liim siirelerinde degismeler meydana getirmektedir. P21 geni p53
geninin represorliigiinde hiicre biiyiimesini kontrol ederek hiicre sikliisii olayinda hasarl
DNA’nin onarilmasi icin gereken siireyi S fazini duraksatarak kazanirken bu genin
fonksiyonel kaybi neticesinde ise bu durumun tersine dondiigii tespit edilmistir (Van
Heek ve ark., 2002). Bir diger tiimor baskilayici gen olan DPC4 (SMAD4) geni 18p
kromozomunda yerlesik halde yer alip, hiicre sikliisiiniin durdurulmasi gibi 6nemli gen
transkripsiyonunda rol alan sinyallerin diizenleyici gorevinde bulunurken bu gende
meydana gelen mutasyonlar sonucunda kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi gozlemlenmektedir
(Schutte ve ark., 1996). Pankreatik karsinomalarin % 55’ inde ise DPC4 geninin
fonksiyonlarmin yitirildigi tespit edilmistir (Iacobuzio-Donahue ve ark., 2004).
Onkogenler aktif olduklarinda onkogenezi baslatan genler oldugu belirlenmis olup
nokta mutasyonlar: ile aktif olurlar ve genelde tiim kanser tiplerinde % 20 oraninda
goriinen K-ras gen mutasyonu en sik nokta mutasyonuna ugrayan 12p kromozomuna
yerlesmis bir onkogen oldugu belirlenmistir. Pankreas kanserlerinde K- ras gen
mutasyonu goriilme orant % 95 olarak belirlenmistir. Hiicre yasam siiresini uzatma,
programli hiicre 6liimlerini kontrol etme ve hiicre poliferasyonunu baglatma gibi gorevi
olan K-ras geni mutasyona ugradigi zaman bu olaylar kontrolsiiz gergeklesmektedir. K-
ras geninde bu mutasyon genel olarak 12. Kodonda meydana geldigi tespit edilmistir
(Caldas ve ark., 1995; Van Heek ve ark., 2002). K-ras geninde meydana gelen
mutasyonun bir diger 6zelligi mutasyona ugrayan K-ras geni sinyal ge¢it alanlarini aktif
edilmekte ve sinyal gecitlerinde meydana gelen bu mutasyonlar kanser gelisiminde
etkili olabilmektedir. AKT/P13K gegiti ise bunlardan biridir (Carnero ve ark., 2008). K-
ras mutasyonu hiicre c¢ogalmasinin yanmi sira anjiyogenezde de rol oynadigi
belirlenmistir. Bu rolii VEGF (anjiyogenezi uyaran vaskiiler endotelyal biiylime
faktorii) artis1 sebebiyle yaptigi gozlenmektedir. Mutasyonun diger aktif ettigi genler
hiicre ¢ogalmasi, apoptoz, hiicre gocli ve hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde rol
oynayan MEK ve ERK1/2’ dir (McCubrey ve ark., 2007). Pankreas kanserinde rol
oynayan diger faktor ise hiicrenin kendisinin yenilemesi, hiicre yasami, metastazda

etkili olan STAT3’ tiir (Huang ve ark., 2011). DNA hasarinin belirlenmesi ve tamirinde
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etkili olan genler genom koruyucu genler olarak tanimlanmaktadir. Bu genlerde
meydana gelen mutasyonlar DNA hasarint belirleyemeyip tamirini tam olarak
gerceklestirememektedir. Dolayisiyla burada DNA mutasyonlar1 gerceklesmektedir.
Bunun da tiimoérogenezi baslattig1 tespit edilmistir. Pankreas kanserinde onemli oldugu
bilinen genom koruyucu genlerin ise hMLH1, hMSH2, FANCC, FANCG genleri
oldugu tespit edilmistir. BRCA2 geni ise tiimor supressor gen 6zelliginden ¢ok genom
koruyucu ozelligiyle bilinmektedir (Van Heek ve ark., 2002). Pankreas kanserinde
mutasyona ugrayan bir diger gen biiylime faktorii ve biiylime faktorii reseptorleridir.
Hiicre diferansasyonunu ve proliferasyonunu kontrol eden proteinler olarak adlandirilan
bliylime faktorleri pankreas kanserinde yliksek oranda eksprese edilirken burada
meydana gelen fazlalik, aksaklik veya inhibisyon kanser hiicrelerinin smirsiz
biiyiimesine sebep olur. Onemli biiyiime faktdrii reseptorii olarak bilinen epidermal
bliyiime faktorii ise; yine pankreas kanserinde asir1 eksprese oldugu belirlenmistir.
Epidermal biiyiime faktorii (EGF) ve Epidermal biiyiime faktorii reseptorii (EGFR)
ifadelerindeki artig- azalis iliskilendirilmis ve bu faktorlerin yasam siiresi tizerindeki
etkisi incelenmistir. 4 grup altinda toplanan EGF reseptorleri; EGFR1, EGFR2, EGFR3,
EGFR4 olarak belirlenmistir. Tiimorijetine ile iligkisi oldugu bilinen biiylime faktorleri
ve reseptorleri ise, FGF, IGF-1, IGF-1 reseptorii, NGF’ dir (Korc, 1998; Shi ve ark.,
2001; Van Heek ve ark., 2002). Lineer kromozomlarin sonlarinda yerlesik halde
bulunan telomerler pankreas kanserinin gelisim evresinde anormal sekilde kisa oldugu
belirlenmistir. Kromozamal instabiliteye neden olan dedektif telomerler pankreas
kanserinde sik goriilmektedir (Van Heek ve ark., 2002). Cogu zaman p53 gen islevi
sayesinde yok edilen kromozom instabilitesi olan hiicreler p53 gen mutasyonuna
ugradigl zaman varligmi siirdiiriir ve diger gen bozukluklara neden olur. Telomer
fonksiyon bozuklugu ve p53 geninin mutasyona ugramasi kanserogenezin gelisimine

neden oldugu belirlenmistir (Hezel ve ark., 2006).
1.2.4. Pankreas Kanseri Patofizyolojisi
Embriyolojik olarak 3 fazda gelisen normal pankreas dokusunun birinci fazinda

endodermal 6n bagirsaktan pankreasin sirt (dorsal) ve karin (ventral) tomurcuklari

gelisirken ikinci fazinda endokrin ve ekzokrin hiicreler olarak ayrildigi, ii¢lincli ve son
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fazda ise biiylimesini tamamlayarak dallanma yolu ile morfogenizini olusturdugu
belirlenmistir. Bu 3 faz sonucunda endokrin hiicreler, ekzokrin asiner hiicreler ve duktal
hiicreler olmak tizere 3 farkli hiicre tipi meydana gelmekte olup bunlardan endokrin
hiicre Langerhans adaciklarinda meydana gelirken glukoz dengesini sagladigi, ekzokrin
asiner hiicreler ise pankreatik kanallara sindirim proenzimlerini salgilamakla ve duktal
hiicreler ise bu kanallar1 kapatarak alkali siv1 salgilamakla gorevli oldugu belirlenmistir
(Meszoely, 2001; Winter ve ark., 2006). Pankreatik intraepitelyal neoplaziler olarak
adlandirilan PanIN’lerin neoplastik epitelyal proliferasyonlar1 pankreas kanseri
gelisiminin belirleyicisi oldugu tespit edilmistir. Cap1 genellikle 5 mm den kiigiik olan
mikroskobik PanIN’ler pankreas duktuslarindan gelisir ve histolojik olarak 3 sinifa
ayrilirlar. Bunlar diisiik dereceli (PanIN-1), orta dereceli (PanIN-2) ve yiiksek dereceli
(PanIN-3) olup pankreas kanseri gelisimine etki ettigi varsayilmaktadir (Kloppel ve
ark., 2007). Uzun kolumnar hiicrelerden olusan flat, mikropapiller veya papiller
epitelyal minimal atipi lezyonlar, PanIN-1’in histolojik &zellikleri olup; PanIN-1A ve
PanIN-1NB olarak ayrildigi belirlenmistir. Falt epitelyal lezyonlar ve bol miktarda
supraniikleer musin bulunduran lezyonlar PanIN-1A olarak adlandirilirken, papiller,
mikropapiller yapida olanlar ise PanIN-1B olarak adlandirilirlar. PanIN-2 ve PanIN-3
lezyonlarina bakildiginda benzer niikleus anormalliklerine sahip olmalarina ragmen
cogunlukla papiller miisindz epitelyal lezyonlara PanIN-2 lezyonlari, genellikle papiller
veya mikropapiller lezyonlar ise PanIN-3 lezyonlari olarak isimlendirilirler. PanIN’ de
pankreas kanseri gelisimi belirli polikromozomal mutasyonlar sonucu meydana geldigi
belirlenmistir. K-ras aktivasyonu, tiimor baskilayici genin— ozellikle pl6 genin—
inaktivasyonu, TP53 ve SMAD4 timo6r baskilayict genlerin mutasyona ugramalari

sonucu foksiyonlarini1 kaybettikleri tespit edilmistir (Prasad ve ark., 2009).

1.2.5. Pankreas Kanseri Histopatolojisi

Pankreas tiimdrleri malign tiimdrler ve benign tlimorler olarak 2’ye ayrilmaktadir.
Malign ve benign tiimorler endokrin langerhans adacik  hiicrelerinden
kaynaklanabilecegi gibi duktal ve asiner hiicrelerden olusan ekzokrin parankimden de
kaynaklanabilecegi belirlenmistir. Malign tiimorler adenokarsinoma, kist karsinoma,

musindz karsinoma olmak iizere 3’e¢ ayrilirken; ekzokrin parankimden kaynaklanan
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benign timorler kist adenomadir. En sik goriilen formu beyaz-sari renkte, sert ve
diizensiz bir sekle sahip olan pankreas duktal adenokanseri tiim pankreas kanserinin
hemen hemen % 85’ ini olusturmakta oldugu tespit edilmistir. Diizensiz kitle halinde
goriinen pankreas duktal adenokanserin %57’si pankreas basinda, %9’u pankreas
govdesinde, %8’1 kuyrukta, %20’si de tiim beze yerlesmis halde bulunur.

Pankreas duktal adenokarsinomu miisin igeren hiicrelerden olusurken, niikleuslar
pleofizm, hiperkromazi, polarite kayb1 ve niikleollerde belirginleserek ayirt edilebilir
Ozelliktedir. Vaskiiler, lenfotik ve perindral dokulara yayilma Ozelligi gosterebilen
duktal adenokarsinomlar ¢ok sik olarak perindral dokuda invazyonunu gosterir. Nadir
olarak goriilebilen diger pankreas kanseri g¢esitleri ise sunlardir; clear cell, giant cell,
signet ring, adenoskuamoz ve anaplastik kanseromadir (Casciato, 2004; Winter ve ark.;
2006).

Tiimoriin 4 metastazik hali otopsi calismalarinda saptanmis olup; bunlarin
kaynaklari meme, akciger, kutanoz melanom ve non-hodkin lenfoma oldugu
belirlenmistir. Uzak organ metastazi hemen hemen pankreas kanser hastalarinin
%80’inde bulunurken, bunlarin en sik goriildiigii yerler ise; karaciger, periton, akciger

ve plevra ile adrenal bezler oldugu tespit edilmistir (Casciato, 2004).

1.2.6.Pankreas Kanseri Belirtileri

Tanis1 kolay konulamayan kanser grubu i¢inde yer alan pankreas kanserinin erken
evrelerinde genellikle higbir belirtiye rastlanmamaktadir. Pankreasin konumu ve diger
kanser belirtileriyle benzer reaksiyonlar gostermesi bu durumun Dbaslica
nedenlerindendir. Karin boslugunda yer alan pankreas organi bir dizi organlarin
arkasinda bulunmasi nedeniyle de hastalik kendini hemen gosterememektedir. Ileriki
evrelerde belirtileri ortaya ¢ikan bu hastaligin, kanserin yerine ve biiyiikliigline gore de
belirtileri degismektedir. Hastalar genellikle istahsizlik, asir1 kilo kaybi, karin ve buna
bagl olarak sirt agrisi, sarilik, erken doyma gibi nedenlerden sikayet etmekle beraber
hastaligin ilerleyen donemlerinde hastalarin ortalama % 85’e¢ yakim1 agridan
yakinmaktadir. Belirtilerden biri olan sarilik; hastalarin % 50’sinde goriiliirken

genellikle kasinti, koyu renkli idrar ile kendini gostermektedir. Bu durum hastaligin

25



sonraki donemlerinde agrili sarilik olarak cereyan ettigi gdzlemlenmistir (Kalser ve ark.,
1985; John ve ark., 1995; Ozkan, 1999).

Kanserin bulundugu lokasyona gore degisebilen sikayetlerine baktigimizda
pankreasin gévde ve kuyruk kisminda meydana gelen timdr genellikle agri, kilo kaybi
gibi sikayetlerle lanse edilmekte, pankreasin bas kisminda meydana gelen tiimorler ise;
kilo kayb, sarilikla giindeme geldigi tespit edilmistir (Ozkan, 1999; Khorana ve Fine,
2004). Pankreasin kuruk ve govde kistminda goriilen tiimorlii hastalarin %60’1inda sirt

agrisi sikayetine rastlanmaktadir (Pai ve Spalding, 2015).

1.3 Nigella sativa (Corek Otu)

Ranunculaceae (Diigiingigegigiller) familyasina mensup ortalama 20-30 cm
boyunda, az tiiylii, tek yillik otsu bitki olan bereket tanesi olarak da bilinen ve siyah
kimyon, siyah tohum Nigella sativa (Corek Otu), Uzakdogu ve ortadoguda 1500- 2000
yili agkin siiredir hastaliklarin tedavisinde kullanilmakla beraber gida iiretiminde de
kullanildig1 belirlenmistir. Bes pargali bir ¢igege sahip olan Nigella sativa’ nin renkleri
olduk¢a gosterisli olup beyaz, koyu mavi, agik mavi renklerine sahiptirler. Kapsiil
icinde bulunan tohumu; ezildiginde belirgin kokulu, acimsi lezzetli 6zelliklere sahiptir.

Kapsiiliin ac¢ilmasiyla beraber tohumun havaya temasi neticesinde tohumlar

siyahlagmaktadir (Baytop, 1984; Salem, 2005;).

Sekil 1.3. Nigella sativa bitkisi (Anonim 3)
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Ulkemizde Isparta, Antalya, Burdur, Kiitahya ve Konya’ da ekimi yapilan ¢orek
otunun anavatani ise Dogu ve Giiney Avrupa ile Dogu Akdeniz iilkeleridir (Baytop,
1999). Alternatif tipta baharat ve gida olmak iizere bir¢ok alanda kullanilan Nigella
sativa’nin Tirkiye’de 12-14 tiirli yetistirilmesine ragmen Nigella damascena ve Nigella
arvensis tiirleri bu alanlarda daha fazla kullanilmakta oldugu belirlenmistir (Se¢gmen ve
ark., 2004). Alternatif tipta ¢okca kullanilan ¢orek otunun hipertansiyon, romatizma,
yanik, cCilt hastaliklari, karaciger, bobrek hastaliklarinda, diyabet, gastrointestinal
hastaliklar, astim, bronsit, diyare, dispepsi, bas agrisi, sarilik, ates gibi bir¢ok hastalikta
uygulandigr belirlenmistir (Burits ve Bucar, 2000; Randhawa ve Al-Ghamdi, 2002; Ali
ve Blunden, 2003; Salem, 2005; Ramadan, 2007).

Bitkinin kimyasal bilesenlerine baktigimizda yetistigi cografi bolgeye, cesidine,
iklime, hasat mevsimine gore ufak degisiklikler gosterse de ortalama tohumlarda % 36-
38 oraninda doymamis yag asitlerince zengin sabit yag, protein, saporin, alkolit,
karbonhidrat ile % 2,5 civarinda ugucu yag ihtiva etmekte oldugu belirlenmistir (Khan,
1999; Ali ve Blunden, 2003).

Sekil 1.4. Nigella sativa tohumu ve yagi (Anonim 4 )
Sabit yag bilesenleri ise; % 60 oraninda linoleik asit, % 23 oleik asit, % 13

palmitik asit, % 1,2 ministik asit, % 2,9 stearik, % 1,7 eikosodienoik asit ile az miktarda

arasidik asitten meydana geldigi belirlenmistir (Nickavar ve ark., 2003; Kiralan, 2006).
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1.3.1. Timokinon (TQ)

Kimyasal yapis1 C1gH1005; 2- izopropil- 5 metil- 1,4- benzokinon olan Timokinon
Nigella sativa’da bulunan ugucu yagin biyoaktif bilesenini olusturur. Koyu sar1 renkli
kristallere sahip ugucu monoterpen kinon %1 8,4- 24 oraninda 164,2 g/mol molekiil
agirh@indadir (Arslan ve ark., 2005; Pari ve Sankaranarayan, 2009; Cooper, 2010).
1963 yilinda El-Dakkakhny tarafindan izole edildigi bildirilmistir. (Badary ve ark.,
2003; Khader ve ark., 2009).

Yiiksek basingli sivi ve ince tabaka kramatografi yontemleri ile timokinonun
¢orek otunun ana bileseni olmasi ile birlikte timol, ditimokinon, timohidrokimon
bilesiklerinden de meydana geldigi belirlenmistir (Ghosheh ve ark., 1999; Gali-
Mubhtasib ve ark., 2006).

Thymoquinone (I)

CHa CHa
:/)Y'O
o 7 OH
CHy~CH CHy-CH
&H; &HJ

Thymol (II)

Dithymoquinone (I1I)

Sekil 1.5. Nigella sativa’ nin temel bileseni (Raghep ve ark.; 2009).

Timokinonun fayda iliskisine baktigimizda birgok ¢alismanin ve bunlarin olumlu
sonuglarinin oldugunu gorebiliriz. Asagida timokinonun fayda iligkisi yer almaktadir.
o Antioksidan etkisi (Yildiz ve ark., 2008; Bourgou ve ark., 2010)
o Antimikrobiyal etkisi (Aljabre ve ark.; 2005; Halawani, 2009)
o Antikanserojenik, Antitiimoral etkisi ( Kaseb ve ark., 2007; Roepke ve ark.,
2007)
o Aneljezik ve Antiinflamatuar etkisi ( ElI- Dakkakhny ve ark., 2002; Mansour ve
Tornhamre, 2004)
o Antidiyabetik etkisi ( Kanter ve ark., 2009; Pari ve Sankaranarayanan, 2009)
o Antialerjik etkisi ( Ragheb ve ark., 2009)
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o Antihiperlipidemik ve Anti hiperkolesterolemik etkisi (Giillii ve Avci, 2013)
Antikanserojenik etkilerine dair birgok calisma yapilmasi ve bu ¢alismalarin
sonuglar1 timokinonu ilgi odagi yaptigi disiiniilmektedir (Badary ve ark., 1999).
Antikanser ila¢ olarak lanse edilmesinde hiicre sikliis arresti (Gali- Muhtasib ve ark.,
2008) antiproliferatik (Sayed ve Marcas, 2007) apoptotik (Worthen ve ark., 1998)
aktivitesinin olabilecegi diistiniilmektedir (Woo ve ark., 2012). Timokinonun Pankreatik
adenokarsinom (Tan ve ark., 2006), Prostat kanseri (Kaseb ve ark., 2007), Meme
kanseri (Shoieb ve ark., 2003) {izerine ¢aligmalar1 yiiriitiilmiis ve timokinonun kanserli
hiicrelerin inhibisyonuna neden oldugu goézlemlenmis olup saglikli hiicrelerde ise

minimal seviyede toksik etkiye neden oldugu belirlenmistir (Al-Ali ve ark., 2008).

Pro-inflamatuar

Sitokinler/mediatorleri
Kemoterapi flaclarmm Gelistirilme P':.;::::/";z:;’tzr Antioksidan Enzimleri
Enhancement of @
chemo-drugs enzymes

Thisbs Baskilapics Niikleer Faktor Kabba B Inhibisyonu
Tumour @
suppnessors

Sinyal Transdiiktdrii ve Transkripsiyon 3

Hiicre Dongiisii Durdurma STAT3
Cell cycle \t §_:'> '
arrest Thymoquinone Mitojenle Etkilesen Protein Kinaz
Programh Hiicre Oliimii MAPK
Apoptosis C% Tiinokiion Pe: oksxzome Proliferatol Aktive Reseptor

PPAR#y
Anti-proliferasyon
At Protem Kinaz
roliferation
Reaktif Ol\Sl]en l riinleri
Chemo-drugs Kemoterapi

Antl -metastasis and oxicity protectiol laclar Toksisite
anti-angiogenesis

Korumasi

Anti-metastaz ve Anti-antiogenesiz

Sekil 1.6. Timokinon Etki Mekanizmalar1 (Woo ve ark., 2012)
1.3.2Antioksidan Etkisi
Kanser ve kardiyovaskiiler gibi hastaliklarin kokeni oksidatif hasarlara

dayanmakta olup, oksidasyona neden olan serbest radikaller elektronlarinin kararsiz bir

yapiya sahip olmasiyla meydana gelmektedir (Salem, 2005). In vitro ve In vivo olarak
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yiiriitiilen ¢aligmalarda timokinonun serbest radikallere karsi savastigi ve elzem derece
antioksidan 6zellige sahip oldugu belirlenmistir (Burits ve Bucar, 2000; Giindiiz ve ark.,
2002). Ozellikle bu serbest radikallerden hidroksil ve siiperoksit radikallere karsi
gosterdigi tutum ,timokinonun antioksidan etkisini belirginlestirmistir (Badary ve ark.,
2003). Bu etkiyi 5- hidroksieikozotetraeroik asit ve 5- lipoksijeraz iiretimini yok ederek
gerceklestirdigi belirlenmistir (El- Dakkakhny ve ark., 2002). Bunun yan1 sira DOX ile
indiiklenmis nefropatiyi baskiladigi, lipid peroksidasyonuna engel oldugu bir baska
calismada belirlenmistir (Badary ve ark., 2000). Houghton ve ark. tarafindan 1995
yilinda yapilan ¢alismada lizozomlarda bulunan enzimatik olmayan lipid

peroksidasyonunu yok ettigi gézlemlenmistir (Houghton ve ark., 1995).

1.3.3 Antimikrobiyal Etkisi

Timokinonun antibakteriyal etkisi S. Aureus bakterileri iizerinde c¢alisilmas,
timokinonun bu bakteriye karsi yiiksek derecede duyarliligi oldugu gozlemlenerek 3
pg/ml dozun bakteriyostatik, 6 pg/ml dozun bakterisit oldugu belirlenmistir (Halawani,
2009).

E. coli iizerinde yapilan arastirmalarda ise; kloromfenikol kullanilarak
antibakteriyel etki gozlemlenmistir. Arastirma sonucunda Nigella sativa’nin E.coli
tizerinde antibakteriyel etkisinin timokinondan kaynaklandigi belirlenmistir (Bourgou
ve ark., 2010).

Timokinonun antifungal ¢alismalara da konu olmustur. Sonu¢ olarak eter
ekstresinin aktivitesi arastirillmis ve ¢aligmalar yapilmig, deri matar enfeksiyonlarina
kars1 etkili bir bitkisel anti dermatofit bir ila¢ oldugu belirlenmistir (Aljabre ve ark.,
2005). Sistozomiyazis enjekte edilen fareler {izerinde yapilan incelemelerde ise
Timokinonun kromozamal bozukluklara karsi etkili bir koruyucu madde oldugu
belirlenmistir (Aboul-Ela, 2002).

1.3.4 Anti-inflamatuar Etkisi

Yapilan ¢aligmalarda Nigella sativa yaginin antiinflamatuar etkileri gézlemlenmis

olup, dzellikle timokinonun agrili evrelerin erken ve ge¢ safhalarinda etkili olmasi ve
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agriy1 indiikledigi belirlenmistir (Mutabagani ve EI-Mahdi, 1997; Abdel- Fattah ve ark.,
2000). Siklooksijeraz ve lipooksijeraz enzimleri tarafindan diizenlenen inflamasyonun,
siklooksijeraz  yolunda prostoglandinler sentezlenirken, lipooksijenaz yolunda
l6kotrienler sentezlenir. Alerji ve inflamasyonun aracilar1 olarak gdrev yapan bu
maddeler timokinonun bu yollar1 inhibe etmesiyle antiinflamatuar etkisini gostermekte

oldugu tespit edilmistir (Mansour, 2000; EI-Mezayen ve ark., 2006).

1.3.5 Antitiimoral ve Antikanserojenik Etkisi

Nigella sativa ile yapilan In vivo ve In vitro ¢alismalar sonucunda Nigella sativa
tohumlarinin gerek aktif bilesenlerinin gerekse ucucu yaginin antitiimdr etkiye sahip
oldugu belirlenmis fakat ucucu yag lizerindeki caligmalarda bazi sitotoksik etkiler
gozlemlenmistir (Ali ve Blunden, 2003; Salem, 2005). Kanserli hiicredeki hiicresel
dongiide 6nemli olan apoptozisi saglayan maddenin antiproliferatif 6zellige sahip olan
Nigella sativa’ nin en 6nemli biyoreaktif bileseni olan Timokinon oldugu saptanmis ve
potansiyel bir kemoterapdtik oldugu belirlenmistir (E1-Mahdy ve ark., 2005).

Bir bagka ¢aligmada timokinonun hepatoseliiler karsinom tedavisi i¢in olumlu bir
antikanser bilesigi oldugu belirlenmistir. Timor anjiyogenezisini ve tiimor biiyiimesini
yok ederek kanser tedavisi igin umut verici bir ilag olarak kabul edilen timokinon; bunu
hiicre gd¢iinii, invazyonunu, proliferasyonunu ve tiip sekillenmesini yok ederek yaptigi
belirlenmistir (Yi ve ark., 2008). Antiapoptotik genleri azaltarak kanserli pankreas
hiicrelerinin  6liimiinii  saglayan ve antitiimoral ilaglarla Timokinonun birlikte

kullanilmasinin ise biiylime inhibasyonunu sagladigi belirlenmistir (Banerjee, 2009).

1.3.6 In vitro Arastirmalar:

Nigella sativa tohumlarindaki etken maddenin antitiimor etkileri incelenmis
bir¢ok farklr hiicre hattinda antikanser etkisi incelenirken inatg1 hiicrelerde sitotoksisite
gozlemlenmistir (Worthen ve ark., 1997). Sitotoksisite goriilen hiicre hatlar1 ise;
Osteosarkoma (COS31), cisplatine karsi direngli Osteosarkoma (COS31/ rCDDP),
Meme kanseri (MCF-7), Over kanseri (MDCK) olup timokinon uygulanan COS31

hiicreleri 6 saat sonra incelendiginde hiicrelerin apoptoza ugradigi ve bunu timokinonun
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hiicre dongiisiindeki S1 evresini inhibe ederek gergeklestirdigi belirlenmistir (Shoeib ve
ark., 2003). Sitotoksik etki goriilen bir diger hiicrenin ise, HepG2 hiicreleri denilen
karaciger kanseri hiicreleri oldugu tespit edilmistir (Rooney ve Ryan, 2005). Prostat
kanseri tizerinde timokinonun etkisine bakildiginda LNCaP, DU145, PC-3 tip hiicre
hatlarinda yapilan ¢alismalar sonucunda timokinonun DNA sentezini durdurup kanserli
hiicrelerin canliligini azalttig1 ve buna karsin saglikli prostat epitel hiicrelerine herhangi
bir zarar vermedigi belirlenmistir. Hiicre canliligini kontrol eden bir proteinin E2F1
isimli hiicre proliferasyonunu baskilayarak kanserli hiicrelerin canliligini azalttig
mollekiiler anlamda tespit edilmistir (Kaseb ve ark., 2007). Kolon kanseri hiicrelerini
p53’e baglh bir sekilde apoptoza gotiiren timokinonun, CHEK1 denilen DNA’ya zarar
veren bu ajani, p53 ile ters ekspresyonunu saglayarak bu sekilde inaktivite edip
hiicrenin apoptoza ugramasini sagladigi belirlenmistir (Gali- Muhtasib ve ark., 2008).
HUVEC hiicrelerinde hiicre gogiinii inhibe ederek anjiogenez o6zelligi gosteren
timokinonun, ayn1 zamanda AKT yolunu baskilayarak anti- proliferatif etkisi oldugu
belirlenmistir. Fosforilasyonunu inhibe edip mitokondri iizerinde apoptoza gittigi ve
bunun timokinonun anti-proliferatif etkisinden kaynaklandigi tespit edilmistir. Akut
lenfoblastik 16semi ¢alismalarinda da timokinonun anti- proliferatif etkisi gézlemlenmis
olup aynm sekilde mitokondri araciligiyla hiicrelerin apoptoza ugradig: tespit edilmistir
(Yi ve ark., 2008; Salim ve ark.; 2013). Kolon kanserinde ise p53’in varligi oldukca
onemli oldugu goézlemlenmis olup, P21’in aktive olup hiicrelerin proliferasyonunu
durdurup apoptoza ugramasi yalnizca p53°tin varligi ile miimkiin oldugu tespit edimistir
(Wirries ve ark., 2010). MCF7 meme kanseri iizerinde yapilan ¢alisma bize
timokinonun 6strojen metabolik ve interferon aktivitesini arttirip hiicrenin apoptozunu

sagladig1 belirlenmistir (Motaghed ve ark.; 2014).

1.3.7 In vivo Arastirmalari

Benzopiren verilerek 6n midesinde tiimor olusturulan farelere 1 ml’de 100 mg
olacak sekilde timokinon suya katilarak verilmis ve timoriin % 70 oraninda azaldigi
tespit edilmistir. Karaciger enzim aktivitesinin artmasi ise, bir diger olumlu bulgudur.
Bu durum bize timokinonun bazi enzimlerle iligkili oldugunu gostermis olup bir baska

calismada ise farelerde olusturulan fibrosarkomalarin timokinon etkisiyle yaklasik % 34
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oraninda kiiclildiigli ve farelerde  tiimor gorilme oranimi oldukca diistirdigi
belirlenmistir (Badary ve ark., 1998; 2001). Yine baska bir fare deneyinde farelerin
akciger kanseri olmasi saglanmis ve daha sonra timokinon uygulamasi yapilan fareler
incelenmeye alinmis sonu¢ olarak timokinonun kemoterapi ilaci olan cisplatin ile
birlikte uygulandigi zaman % 79’a kadar timdriin biyiikligini azalttigi tespit
edilmistir (Jafri ve ark., 2010).
familyal adenomatdz polipozis olusturulan farelere timokinonun; 12 hafta boyunca
farkli dozlarda uygulanmasi saglanmis, 12 hafta sonunda bagirsak dokusu incelenmeye
alindiginda, poliplerin biiylikliigiinde 6nemli derecede azalma oldugu gozlemlenmis,
saglikli dokulara zarar vermeden hastalikli dokuda apoptozu sagladigi belirlenmistir
(Lang ve ark., 2013).

ROS firetimi ile p538’in fosforile olmas:1 ve bu sekilde p38- MAPK yolaginin
hiicrelerin apoptoza ugramasi yine baska bir ¢aligmada timokinon uygulamasi sonucu
ortaya ¢ikmistir. Bu durum, timokinonun kanser tedavisinde potansiyel bir antikanser

ilact oldugu varsayimi giindeme getirmistir (Woo ve ark., 2013).

1.4 Azaserin

Streomyces spp. mantar kiiltiiriinden izole edilip, anti-metabolik 6zellige sahip
oldugu belirlenmistir. Ames Salmonella thyphimurium testinde mutajenik &zelligi
tespit edilen azaserin (0- diazoasetil- L- serin), bir¢ok tiimoér ve mikroorganizmalari
inhibe edici etkiye sahip mikotik bir toksin oldugu belirlenmistir (Longnecker, 1984).

Azaserin; hiicre 6liimiine neden olan iki mekanizmaya sahip olup, bunlar niikkleik
asit biyosentezi inhibisyonu ile amino asit biyosentezi inhibisyonudur. Organizmadan
organizmaya gore farklilik gdsteren inhibisyon etkisi, daha ¢ok niikleik asit sentez
asamasinda gortldigi belirlenmistir (Gots ve Gollub, 1956). Azaserinin, de nova
plirin sentezinin inhibisyonuna neden olan bir glutamin analogu oldugu belirlenmis
olup, bu inhibisyonun hiicrelerin niikleotid miktarini azalttigi ve buna bagh olarak
DNA onarim mekanizmasini azalttigi belirlenmistir (Lilja ve ark., 1977). Baska bir
calismada glutamin aminotransferazlarin farkli gruplarinin inhibisyonuna neden olan
maddenin azaserin oldugu belirlenmistir (Lyons ve ark., 1990). Azaserin ile

glutaminin yapisal benzerligi belirlenmis olup, azaserinin glutamin gerektiren sentez
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reaksiyonlarinda bu reaksiyonlar1 hizlica inhibe ettigi belirlenmistir. Bu inhibisyon
islemini enzimlerin aktif kisimlarindaki elektronca zengin boliimlerine baglanarak ve
glutamine kovalent olarak baglanarak gercgeklestirdigi tespit edilmistir. Netice olarak
enzimler gorevini yapamaz hale gelmektedir. Azaserinin GGT enzimlerini bloke ettigi
belirlenmis olup azaserinin di azo grubu ile enzimintiol grubu kovalent bag kurarak
inhibisyon etkisi olusturdugu belirlenmistir (Aaronson, 1959).

Azaserin, hiicrelerin DNA’sinda piirin ve piirimidin bazlarmin alkilasyonuna
neden olup hasar verdigi; alkillenen bazlarin ise, endoniikleaz veya glikozidaz
enzimleriyle ortamdan uzaklastirildigi belirlenmistir (Lilja ve ark., 1977). Azaserinin
DNA’ya etki ederek hasar olusturmasinin nedeninin, azaserinin insan eritrositlerinde
sistein transportuna etki edip, azaserin- sistein degisim mekanizmalarini kullanip hiicre
igine girdigi ve burada azaserinin birikmesi ile olustugu belirlenmistir (Y1ldiz ve ark.,
2010).

Pankreasin asinar hiicrelerinin graniilli endoplazmik retikulumuna etki eden
azaserin, endoplazmik retikulum sisternalarinda degisime, deformasyona, fokal
bozulmalara neden oldugu tespit edilmistir. Endoplazmik retikulum sisternasindaki
yapisal degismeler; halka formsyonu, siterna agikliginda meydana gelen genislemeler
ve bu sisternalarin par¢alanmasi sonucu ortaya ¢ikan cok sayidaki yuvarlak vezikiil
olusumu olarak belirlenmistir (Lilja ve ark., 1977). Azaserinin DNA iizerinde biraktig1
hasarlardan biri de DNA sentezinde aktif rol oynayan bazi enzimlerin igerdikleri -SH
gruplarma baglanip aktivitelerini yok etmesi olarak tespit edilmistir (Smith ve ark.,
1983). Roebuck ve ark. 1981’de yaptiklar1 ¢alismada viicut agirliklar1 g6z Oniinde
bulundurularak 7 haftalik siganlara 30 mg/ kg tek doz azaserin verdikten sonra deney
sonucunda asidofilik ve bazofilik odaklarin olusabilecegini gdstermislerdir (Roebuck
ve ark., 1981). Giinlimiizde halen kullanilmakta olan Azaserin- sigan modelini ilk
kullanan Longnecker ve Curphey’e (1975) gore azaserinin etki derecesinin si¢an
omriiyle orantil1 oldugu diisiiniilmektedir. iki (2) haftalik siganlara belirli oranlarda ve
tekrarlanan dozajlarda i.p. enjeksiyonuyla azaserin uygulanmis ve sonug olarak erken
donemde sicanlarin ekzokrin pankreaslarmin asinar hiicrelerinde neoplastik
degisimlerin oldugu goézlemlenmistir (Longnecker ve Curphey, 1975). Bu neoplastik
degisimler farkli histolojik Ozellik gostermekle beraber genellikle yayilmayr da

akciger, karaciger ve lenf nodiillerine dogru yaptiklar1 belirlenmistir (Longnecker ve
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ark., 1981). Azaserinin 60 mg/kg’lik dozajinin deri altina uygulanmasi neticesinde
asinar hiicrelerde atipik asinar hiicre fokuslari, nodiiller, adenomalar1 olusturdugu
belirlenmistir (Longnecker ve ark., 1975; Daly ve ark.; 1991). Azaserinin en ¢ok
etkiledigi organlarin basinda pankreas geldigi bilinmektedir. Buna dair yapilan
deneysel ¢alismada 6 ay boyunca haftada 1- 2 kez 5 mg/kg dozaj azaserin uygulamasi
yapilan sicanlar gézlemlenmis; 2 yil sonunda sicanlarda % 43 oraninda pankreas
kanseri, % 27 oraninda renal timér, % 5 oraninda hepatoma goriildiigii belirlenmistir
(Lilja ve ark., 1977). Yapilan bir diger arastirmada azaserin etkisinin cinsiyete gore de
degisebilecegi belirlenmis erkek sicanlarda, disi siganlara oranla daha fazla tiimor
olustugu tespit edilmigtir. Ayrica pankreas kanseri olusumununda erkek siganlarda
daha fazla goriildiigl tespit edilmistir ( Longnecker ve ark., 1981; Lhoste ve ark.,
1987). Azaserinin ekzokrin pankreas asinar hiicrelerindeki etksi bir¢ok ¢alismaya konu
olmus, benzer atipik asinar hiicre fokuslarinin varlig1 iizerinde ¢alismalar yapilmistir
(Yildiz ve ark., 2012; 2013; 2019).

Azaserin inhibisyon yetenegini engelleyen amino asitlerin varligi belirlenmis
olup, bunlar; arginin, glutamik asit, glutamin aminoasitleridir. Bu aminoasitler i¢cinde
en etkili olani arginin olup bunu glutamin aminoasitinin takip ettigi belirlenmistir
(Aaronson, 1959).
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2. ONCEKI CALISMALAR

Oztiirk ve ark. (2018)’de yaptiklar1 ¢alismada tiroid kanser hiicreleri iizerinde
timokinon tedavisi uygulanarak timokinonun telomeraz aktivitesi, apoptoz, anjiyogenez
tizerindekisi olup olmadigi amaglanmis olup yapilan deneysel faaliyetlede TCC’ lerde
(tiroid kanseri hiicreleri) tizerinde timokinon ve GEN (genistein) birlikte uygulanmistir.
Bu uygulamayla insan telomeraz ters transkriptaz ve vaskiiler endotelyal biiyiime
faktori-A’nin azaldigi gozlemlenerek timokinon ve GEN’in TCC’lere karsi iyi bir
bitkisel kemoterapétik oldugu saptanmustir (Oztiirk ve ark., 2018).

Feng ve ark. (2017)’de yaptiklar1 ¢alismada timokinonun mide kanseri tizerindeki
etkisi incelenmis olup, mide kanseri hiicreleri ( MGC80-3 ve SGC-7901) ve normal
olan (GES-1) hiicrelerinde antikanser etkisi degerlendirmeye alinarak uygulanmustir.
Timokinonun MGC80-3 ve SGC-7901 hiicreleri lizerinde énemli derecede inhibasyon
etkisi goriilmiis bununla birlikte GES-1 hiicrelerine karsi daha diisiik sitotoksisite
gozlemlenmis olup timokinonun mide kanseri tedavisinde iyi bir ajan oldugu kanisina
varilmistir (Feng ve ark., 2017).

Wu ve arkadaslar1 (2011)’de yaptiklar1 ¢alismada timokinonun In vitro ve In vivo
olarak pankreas kanseri iizerindeki anti metastatik etkisini incelemek amaciyla Western
blot analizi yapilarak timokinonun Panc-1 (6zellikle NF-kappaB ve MMP-9 igin)
hiicrelerinin istilasi {izerindeki indiikleyici etkisine bakilmistir. Bunun igin insan
pankreastiimorii dokusu deneysel olarak meydana getirilen pankreas kanserli farelerin
pankreatik duvar igine histolojik olarak ayni bdlgeye yerlestirilmis olup timokinon
uygulamasi kontrol gruplari ile karsilastirilmistir. Yapilan incelemede Panc-1 hiicreleri
tizerinde timokinonun indiikleyici etkisi gozlemlenerek antimetastatik madde olarak
kullanilabilecegi belirlenmistir (Wu ZH ve ark., 2011).

Denghani ve ark., 2015’te yaptiklar1 ¢aligmada insan gogiis adenokarsinomasinda
timokinon ve nanotimokinonun antikanser etkisini incelemislerdir. Bu c¢alismada
Denghani ve ark., timokinonun etki alanin1 gelistirmek amaciyla nanojel, nanopartikiil
yaklasimi gelistirmis olup timokinonlar1 nanojeller icine yiikleyerek hazirlanan bu nano
parcaciklarin yilizey morfolojilerini ise SEM VE TEM kullanarak incelemislerdir.
Incelenen gogiis adenokarsinomasinda o6zellikle MCF7 hiicrelerinin ¢ogalmasinin

durdugu ve inhibe edildigi gozlemlenmistir. Yapilan ¢aligma neticesinde timokinon ve
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nanotimokinonun gogiis adenokarsinomasi lizerinde anlamli etki etkigi belirlenmis olup
timokinon yiiklii nano pargaciklarin ise timokinon ¢ozeltisine gore daha etkili oldugu
saptanmustir (Denghani ve ark., 2015).

Relles ve ark. (2016)’da yaptiklari ¢alismada pnakreatik duktal adenokarsinom
(PDAC) iizerinde tinokinonun antineoplastik etkisi incelenmistir. Insan PDAC‘min
ASPCA-1 ve MiaPaca-2 hiicre ¢izgilerinde timokinonun HDAC ekspresyonunu
indiikleyici etkisi gozlemlenmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda timokinonun iyi bir
antineoplastik ajan oldugu belirlenmistir (Relles ve ark., 2016).

Banerjee ve ark. (2010)’da yaptiklar1 ¢alismada yiiksek molekiil agirlikli musin
glikoproteini 4(MUC4) pankreas kanseri lizerinde dnemli bir islevde oldugunu belirtmis
ve normal pankreasta kanal sayis1 ekspresyonunun bulunmamasi nedeniyle bu durumun
kanser kemoterapdtikleri igin ilgi odagi oldugu vurgulanmistir. Nigella sativa
tohumlarindan elde edilen ve 6nemli bir biyoaktif bilesen olan timokinonun pankreas
kanseri ve ozellikle MUC4 glikoproteini itizerindeki etkisi incelenmek iizere deneysel
caligmalar yapilmistir. Timokinon, MUC4 eksprese eden pankreas kanseri hiicreleri
FG/Colo357 ve CDI8/HPAF {izerinde In vitro olarak deneyler yapilmstir.
Timokinonun MUC4 iizerinde NH(2) terminal kinaz ve p38 mitojen ile aktive edilmis
proteinkinaz yolunun aktivasyonu ile pankreas kanseri hiicrelerinde apoptoza neden
olarak miikemmel bir antineoplastik 6zellik gosterdigi belirlenmistir. Ayn1 zamanda
MUCA4 ifadesindeki azalma pankreas kanser hiicrelerinin go¢iinii azalttigi saptanmistir
(Banerjee ve ark., 2010).

Banerjee ve ark. (2009)’da yaptigi calismada pankreas kanseri iizerinde
ortotopik bir model kullanarak geleneksel kemoterapdtik ajanlara kemo timokinonun
etkisini incelemek istemis ve bunun iginde In vitro ve In vivo g¢alismalar yapilmstir.
Yapilan bu ¢alisma i¢in Gemsitabin ve Oksaliplatin In vitro olarak deneylerde
kullanilarak etkisi incelenmis olup ardindan In vivo olarak timokinon uygulanmistir. 35.
giinde pankreas diizgiince kesilip dokunun bir bolimii formalinle fikse edilip diger
kismu s1v1 azot igerisinde dondurularak daha sonradan tekrardan incelemeye alinmuistir.
Sonug olarak gemsitabin ve/ veya oksaliplatinin tek basina veya birlikte kullanildig:
zaman gostermis oldugu % 15- 20’lik kanser inhibisyon etkisini timokinonun % 60-
80’a ¢ikardigi tespit edilmistir. Elde edilen veriler ayn1 zamanda gemsitabin ve/veya

oksaliplatin uygulamasi hemen ardindan timokinon ile isleme tabi tutulan hayvan
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timorlerinde spesifik bir faktor olan NK- KB’nin inaktif oldugunu gostermistir
(Banerjee ve ark., 2009).

Pandita ve ark. (2014)’te yaptiklar1 ¢alismada kanser tedavisi iizerinde daha
onceden de olumlu etkisi olan Gemsitabinin klinik olarak dogrulanmis bir diyet ilaci
bilesigi ile birlestirilip etkisini arttirmak igin timokinon uygulanarak etkisilerini
incelemistir. Incelemeler sonucunda kanser hiicre metabolizmasinda énemli bir hedef
olan Piruvat kinaz (PK) M2 izoformu’nun GCB ile kombinasyon halinde olan
timokinon varhiginda asagi regiilasyon gosterdigi saptamistir. Bu nedenle hiicre
proliferasyonunu inhibe etmek, apoptozu indikklemek ve PKM2’nin ekspresyonunu
asagl regiile etmek i¢cin GCB ile kombinasyon halinde timokinonun kullanilmasi
gerektigi belirlemiglerdir (Pandita ve ark., 2014).
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu calismanin etik kurallara uygunlugu, Hatay Mustafa Kemal Universitesi,
Deney Hayvanlar1 Yerel Etik Kurulu tarafindan 10.06.2013 tarih ve 01 sayili karar ile
onaylanmastir.

Bu arastirmada ekzokrin pankreastaki, asinar hiicrelerde deneysel olarak meydana
getirilen neoplastik degisimlerin incelenmesi amaciyla Longnecker ve Curphey (1975)
tarafindan gelistirilen ve uygulanan azaserin-sigan modeli kullanmistir.

Arastirmada 2 haftalik 50 adet erkek Wistar Albino siganlar kullanilmigtir. Deney
hayvanlar1 6zel sigan kafesleri igerisinde ortalama 22°C oda sicakligi ve 12 saat 1s1k/
karanlik olmak iizere aydinlatilan ortamda ve standart ticari sigan pelet yemi ile ad
libitum beslenmislerdir. Onlerinde daima yem ve su bulundurulmustur. Tesadiifi
ornekleme ile gruplara ayrilmuslardir. Ug haftalik erkek sicanlarda pankreatik
kanserogenez olusumu i¢in, haftada bir kez olmak iizere toplam ii¢ hafta boyunca karin
boslugundan (intra peritonial) azaserin enjeksiyonu (30 mg/kg viicut agirlig)
yapilmistir.

20 haftalik deney siireleri sonunda ketamin- ksilazin anestezisi altinda
sakrifikasyonu yapilarak histolojik c¢alismalar i¢in siganlarin pankreaslar1 bir biitiin
halinde elde edilmistir. Elde edilen pankreaslar % 10’luk formol ¢6zelti icerisinde alinip
rutin histolojik doku takibinin ardindan Hematoksilen ve Eo0sSin boyama islemleri
uygulandi. Deneyde kullanilan sican pankreaslarinin her bir mm?’sinde ve herbir
mm?*’iinde bulunan fokus veya nodiil sayisi, her bir preparattaki fokus veya tiimor sayisi
ve buna bagli olarak her pankreasta bulunan fokus veya nodiillerin % hacmi, fokuslarin
veya nodiillerin ortalama ¢aplari (mm), fokus veya nodiillerin ortalama biiyiikliiklerini
(mm®) hesaplayabilmek miimkiindiir. Calisma neticesinde her bir hayvanin

pankreasinda bulunan muhtemel tiimor yiikii hesaplanmustir.
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Longnecker (1984) tarafindan belirlenen kriterlere gore biiyiikliikleri ve histolojik
degisimleri esas alinarak pankreas fokuslar1 sirasiyla, atipik asinar hiicre fokusu, atipik
hiicre nodiilii, asinar hiicre adenomasi ve asinar hiicre karsinomasi olarak siniflandirildi.
Her deney grubu verilerinden elde edilecek histolojik preparatlardaki tiimor yikii
degerleri ve bu tiimorlerin histopatolojik 6zellikleri histopatolojik degerlendirmeye tabi
tutuldu. Benzeri bir¢ok ¢alismada kullanilan VOLUGEN paket programi ile 6lgiilen
atipik asinar hiicre fokuslarinin, tiimorlerinin ve adenomalarin ti¢ boyutlu yapilarini esas
alarak bir preparatta bulunan yaklasik toplam tiimor yiikiinliin hesaplanmasit miimkiin
goriinmektedir. Buna gore, deneyde kullanilan sicanlarin sayisina gore ortalama her
pankreasin her bir mm?sinde, her bir mm®iinde bulunan fokus sayisi, her bir
preparattaki fokus sayisit ve buna bagli olarak her pankreasta bulunan fokus % hacmi,
fokuslarin  ortalama c¢aplart (mm), fokus ortalama biiytkliiklerini (mmg)
hesaplayabilmek miimkiindiir. Calisma neticesinde her bir pankreasta bulunan

muhtemel tiimor yiikii bu program kullanilarak hesaplanmaistir.
3.1. Materyal

3.1.1. Deney Hayvanlar

Bu caligmada, agirliklart 12-15 gr arasinda degisen 14 giinliik 50 adet Wistar
Albino erkek sican kullanildi. Siganlar, her grupta 10 adet olmak iizere 5 farkli gruba
ayrildi. Ayn ayn kafeslerde gruplar halinde bulunan hayvanlar, standart pellet sican
yemi ve su ile ad libitum olarak beslendi. Biyolojik ritimlerinin diizenli olabilmesi i¢in

12 saat yapay 151k ve 12 saat karanlik uygulandi.

3.2. Yontem

Deneylerde kullanilan deney hayvanlari asagidaki sekilde gruplara ayrilmistir;

Knt (Grup 1): Sadece standart diyet ile beslenmis kontrol grubu (Grup 1)
(n=10)
Tim (Grup 2): Standart diyet ile beslenmis ve igme sularina 12. haftadan

itibaren timokinon (50 mg/ kg viicut agirligr) ilave edilecek olan grup (Grup 2) (n=10)
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Az (Grup 3): Azaserin enjekte edilip standart yem ile beslenen grup
(Grup 2) (n=10)

AzTiml (Grup 4):  Azaserin enjekte edilip igme sularina 6. haftadan itibaren

timokinon (50 mg/ kg viicut agirligi) ilave edilecek olan grup (Grup 3) (n=10)
AzTim2 (Grup 5):  Azaserin enjekte edilip igme sularina 12. haftadan itibaren

timokinon (50 mg/ kg viicut agirligr) ilave edilecek olan grup (Grup 4) (n=10)

Kontrol grubuna (Knt- Grup 1) intra peritonal (i.p.) olarak sadece % 0,9’luk NaCl
¢ozeltisi verilirken, ti¢lincii (Az- Grup 3) dordiincii (AzTim1- Grup4) ve besinci gruba
(AzTim2— Grup5) % 0,9’luk NaCl ¢ozeltisi igerisinde ¢éziinmiis azaserinin, {i¢ hafta
boyunca haftada tek doz i.p. enjeksiyonlar1 yapilmistir. Enjeksiyonlar 30 mg/kg viicut
agirhigr esas alinarak yapildi. 4. Grubun (AzTim1) siganlarinin i¢gme sularina 6. haftadan
itibaren, 2. ve 5. grup siganlarin (AzTim2 ve Tim) i¢me sularina ise 12. haftadan
itibaren timokinon (50 mg/ kg) karnigtirilarak hayvanlar tarafindan alinmalari
saglanmistir. Deney hayvanlarina verilmek iizere giinliik hazirlanan timokinon miktari
once sicak suda eppandorf tlip icinde iyice calkalandiktan sonra, ilitilmig rat igme
suyuna ilave edilerek timokinonun homojen karigmasi saglanmigtir. Tiim guruplar icin

deney siiresi 20 hafta olarak belirlenmis ve uygulanmastir.

3.2.1. Doku érneklerinin alinmasi ve degerlendirilmesi

Deney siiresince (20 hafta) standart yem ile beslenen siganlar deney sonunda
ketamin-ksilazin anestezisi altinda sakrifiye edildiler. Abdominal diseksiyon ile
pankreaslar1 bir biitiin olarak ¢ikarildi. Emici bir kagit {izerine yayilan pankreasin suyu
alindiktan sonra sicanlarin her birinin ayr1 ayr1 pankreaslar: tartilarak agirliklar
kaydedildi. Pankreaslar %10’luk formol igerisinde 24 saat siireyle tutularak tespit edildi.
Genel doku takibinden sonra dokular yumusak parafinde bloklandilar ve hazirlanan
bloklardan 5 um kalinliginda alinan kesitlere hematoxylin ve eozin boyasi uygulandi.
Hazirlanan preparatlar, Olympus marka BX-51 model arasgtirma mikroskobu ile
incelendi ve Olympus C-7070 model fotograf makinesi ile gerekli goriilen bdlgelerin

fotograflari gekildi.

41



3.2.2. Istatistiksel Degerlendirme

Calismada Student- Newman- Keuls Multiple Comparasion istatistiksel analiz
(ANOVA) yontemi uygulanmistir (ProStat versiyon 5.04 for Windows). Testler,
istatistiksel bilgi yontemine dayali olarak yiriitiilmistiir. Tiim testler onlu 6rneklerle
uygulanmistir. Deney sonuglarinin aritmetik ortalamasi ve + standart sapmasi alinarak
verilmistir ve p< 0,05 degerleri istatistiksel olarak 6nemli kabul edilmistir.

Pankreastaki atipik asinar hiicre fokuslarinin 6zelliklerinin (mm?®’ye diisen AAHF,
mm¥e diisen AAHF, ortalama fokus c¢api, ortalama fokus hacmi ve AAHF
biiyiikliigiiniin tiim pankreas biiytikliigline % oran1 ) saptanmasi amaciyla matematiksel
bir formiil uygulanmis olup (PTSDC; Planar To Spatial Data Converter by Anthony
FLAKS, 1988) elde edilen degerler Cizelge 4.2’ de gosterilmistir.

3.2.3.Kullamlan Kimyasal Maddeler

Azaserin
Sinonimleri: O-Diazoacetyl-L-serine
Kimyasal formiilii: CSH7N304
CAS No.: 115-02-6
Ticari Adi: Azaserine
Acik formiilii:
o Mo
N>=CH-C-O-CH;C—C-0OH

Timokinon (Thymoquinone)
Sinonimleri: 2-1sopropyl-5-methyl-1,4-benzoquinone
Kimyasal formiilii: C10H1202

CAS No. : 490-91-5

Ticari Adi: Timokinon

Acik formiilii:
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CH
H4C

3.2.4. Mikroskop

Calisma sonucunda elde edilen preparatlar, koordinat cetveli ve immersiyon
objektifi olan OLYMPUS marka, BX51 model 151k mikroskobu ile incelenmistir.

Fotograf ¢ekme islemi OLYMPUS marka BX-51 model 151k mikroskobunda,
olympus C-7070 model fotograf makinesi ile yapilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA
4.1. Arastirma Bulgulari
4.1.1. Sican Pankreaslarinin Histopatolojik ve Kantitatif Analizleri

Deney boyunca c¢aligmaya katilan sicanlarin saglikli olduklari gézlenmis olup,
Olim vakalarina rastlanmamustir. 20 haftalik deney siiresi sonunda, histolojik ve
kantitatif olarak yapilan degerlendirilmede, herhangi bir kimyasal muamele
uygulanmayan kontrol grubu (Kontrol, Grupl) ve timokinon grubu (Tim, Grup2) hari¢
diger tim gruplarin (Az, AzTiml ve AzTim2) pankreasinda farkli oranlarda atipik
asinar hiicre fokuslar1 (AAHF ) bulundugu gozlenmistir. Ancak siganlarda atipik asinar
hiicre nodiilii, adenoma ve adenokarsinomaya rastlanmamistir (Cizelge 4.2).

Pankreastaki atipik asinar hiicre fokus yiikleri (mm®*ye diisen AAHF, mm®e
diisen AAHF, ortalama fokus ¢ap1, ortalama fokus hacmi ve AAHF biiyiikliigiiniin tiim
pankreas biyiikligiine % oran1 ve birim hacim basma tahmini fokus sayisi)
hesaplanarak Cizelge 4.2 de gosterilmistir.

AzTiml grubu ortalama fokus ¢ap1 (0.824+ 0.178), Az (Grup3) grubu
ortalamalarina (1.1534+ 0.052) gore istatistiksel anlamda Onemli derecede diisiis
gostermektedir. AzTim2 grubunda ortalama fokus g¢aplarinda (0.9927+ 0.212) azalma
olmasina ragmen bu azalma, Az ve AzTim1 grubu ortalamalarindan istatistiksel olarak
anlamli bulunmamistir (Sekil 4.7).

Aztim1 grubu ortalama fokus hacmi (mm®) (0.2745+ 0.165) ve AzTim2 grubu
ortalama fokus hacmi (mm?®) (0.3933+0.188), Az (Grup 3) grubu ortalamalarina
(0.7568+ 0.220) gore istatiktiksel anlamda 6nemli derecede diisiis gostermektedir (Sekil
4.8).

Tiim organlardaki tahmini fokus sayis1 incelendiginde Aztim2 Grubu
ortalamasinda (610.33+ 291.49), Az (Grup 3) ortalamasina (760.200+ 366.86) gore
azalma olmasina ragmen bu azalma istatistiksel olarak anlamli degildir. AzTim1 grubu
fokus sayist bakimindan (832.50+ 286.35), Az (Grup 3) ve AzTim2 gruplar ile

istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon olusturmamaktadir (Sekil 4.9).

44



AzTiml grubu AAHF biiyiikliigliniin tim pankreas biiytlikliigiine gore % orani
(13.319+ 8.13), Az (Grup 3) oranina (38.686+ 13.67) gore istatistiksel anlamda onemli
derecede diisiis gostermektedir. AzTim2 grubu AAHF biiyiikligii oran1 (14.193+ 8.52),
Az (Grup 3) grubu oranina (38.686+ 13.67) gore istatistiksel anlamda 6nemli derecede
diisiis gostermektedir (Sekil 4.11).

AzTim2 Grubu birim alandaki fokus kesisme sayist (0.3190+ 0.14) ve AzTiml
grubu birim alandaki fokus kesisme sayisit (0.4037+ 0.10) bakimindan, Az (Grup 3)
grubuna (0.5659+ 0.08) gore istatistiksel anlamda diisiis gostermektedir (Sekil 4.12).

AzTim2 grubu birim hacim basina tahmini fokus sayist (0.3404+ 0.16), Az (Grup
3) grubu fokus sayisina (0.5055+ 0.08) gore diisiis saglasa da istatistiksel olarak anlamli
bulunmamustir. AzTim1 grubunun (0.510+ 0.15) ise, Az (Grup 3) (0.5055+ 0.08) ve
AzTim2 (0.3404+0.16) gruplar1 ile anlamli bir Kkorelasyon olusturmadigi
gozlemlenmistir (Sekil 4.10).

20 hafta boyunca beslenen Kontrol (Grup 1), Tim (Grup 2), Az (Grup 3), AzTim
1 (Grup 4) ve AzTim 2 (Grup 5) grubu siganlarin viicut agirliklar arasinda istatistiksel
olarak onemli bir fark bulunamamistir (p< 0,05). AzTiml grubu si¢anlarmin viicut
agirhiklarmin diger iki gruba gore biraz daha fazla oldugu saptanmistir (Cizelge 1.1).
Diger taraftan AzTiml (Grup 4) grubunda karaciger agirligin, kontrol (Grup 1)
gruplarina gore daha yiiksek oldugu gozlenmistir (Cizelge 4.1).

Deney gruplarinin ortalama pankreas agirliklari incelendiginde, Az (Grup 3)
grubunun diger iki gruba gore daha fazla oldugu gozlenmistir (Cizelge 4.1). Ancak
Kontrol (Grup 1), Tim (Grup 2), AzTim 1 (Grup 4) ve AzTim 2 (Grup 5) siganlarinin
arasinda gozlenen fark istatistiksel olarak 6nemli bulunamamistir (p< 0,05). Ortalama
pankreas agirliklarinin, ortalama viicut agirliklarina orami incelendiginde gruplar
arasindaki farkin Onemli olmadigit AzTiml grubunun ortalama degerlerinin,
digerlerinden biraz daha yiiksek oldugu gdzlenmistir. Ancak gruplar arasindaki fark
istatistiksel olarak 6nemli bulunmamistir (p< 0,05) (Cizelge 4.1)

4.1.2. Normal Sican Pankreasi

Isik mikroskobunda normal sigan pankreasinin goriiniisii Sekil 4.1.’de verilmis

olup, salgt bezi 6zelligine sahip pankreasin yer yer loblarla boliinmiis halde bulundugu
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saptanmistir. Ekzokrin pankreasin asinar hiicrelerden meydana geldigi ve bu salgi
hiicrelerinin kanalcik ve kanallarla salgilarin1 bosalttiklar1 bilinmektedir. Asinar
hiicrelerin yapilarinda fazla miktarda zimogen graniilii ihtiva etmeleri nedeniyle
eozinofilik boyanma yetenegi gosterdikleri, buna karsilik hiicrelerin kenar kisimlarinin
cogunlukla bazofilik boyanma o6zelligi gosterdikleri saptanmistir. Genel 6zellik olarak

yuvarlak bir c¢ekirdek, belirgin kromatin ve nukleoluslu asinar hiicrelerin bazal

bolgesinde yerlestikleri goriilmiistiir.

Sekil 4.1. Herhangi bir kimyasal madde ile muamele edilmemis kontrol grubu
siganlarina ait normal pankreasin, yer yer loblara boliinmiis asinar salgi hiicreleri ve bu
hiicrelerin salgilarin1 bosalttigi kanalciklar (x200)

Asinar hiicrelerin kanal sistemi ile salgilarini bosalttiklar1 ve az miktarda

eozinofilik boyanma 6zelligi gosterdikleri gozlenmistir (Sekil 4.2.).
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Sekil 4.2. AzTim2 grubu sigana ait olan ve etrafindaki normal asinar dokudan kolaylikla
ayirt edilebilen anormal doku kayiplart (x100).

4.1.3. Atipik Asinar Hiicre Fokuslar1 (AAHF) ve Bunlarin Kantitatif Analizleri

Isik mikroskobu incelemelerinde atipik asinar hiicre fokuslarinin fenotipik olarak
cevrelerinde bulunan normal asinar hiicrelere gore hipertrofik 6zellige sahip olduklari,
sitoplazmik zimogen igeriklerinin daha az oldugu ve hiicrelerin bazofilik 6zelliklerinin
arttigr gozlenmistir. AAHF larinin diger hiicrelere gore daha genis, bazofilik boyanma
ozellikleri artmis, pleomorfik 0Ozellikteki ¢ekirdeklerle karakterize edildikleri
gozlenmistir (Sekil 4.3).

Kantitatif olarak pankreastaki atipik asinar hiicrelerin 6zelliklerinin saptanmasi
amaciyla matematiksel bir formiil uygulanmis olup (PTSDC; Planar To Spatial Data
Converter by Anthony FLAKS, 1988), atipik asinar hiicre fokuslar1 i¢in elde edilen
ortalama degerler Cizelge 4.1°de gosterilmistir.

Atipik asinar hiicre fokuslar1 (AAHF), herhangi bir kimyasalla muamele
edilmemis kontrol grubu siganlar (Kt, Grup 1) ve yalnizca timokinon ile muamele
edilmis gruplar (Tim, Grup 2) hari¢ diger gruplarda gézlenmis olup, bazofilik bir
gorliniise sahip bu fokuslarin Sekil 4.5.’de goriildiigii gibi ¢cogunlukla normal asinar

hiicrelere gore genislemis bir ¢ekirdek yapisina sahip olduklari, ¢evrelerindeki hiicre
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gruplarindan yogun sekilde bazofilik boyanma ozelligi ile ayrildiklart goriilmektedir
(Sekil 4.5.). Daire seklinde kapsiilsiiz bir goriinime sahip olan atipik asinar hiicre
fokuslar1 (AAHF) Sekil 4.4.°de goriilmekte olup, cogunlukla bazal bolgede yerlesik
halde bulunan c¢ekirdek, normal biiyiiklilkte ya da kismen genislemis 0Ozellikte

gozlenmistir (Sekil 4.4.).

Sekil 4.3. AzTim 2 grubu sigana ait azalan zimogen graniil sayis1 ve solgun goriiniis ile
cevrelerindeki normal asinar hiicrelerden farkli asinar hiicre fokusu (oklar) ve yaninda
azaserin etkisi ile meydana gelen doku kayiplarinin olusturdugu goriintii. (Y1ldiz)
(x100).

20 haftalik deney siiresi sonucunda herhangi bir kimyasalla muamele edilmeyen
kontrol grubu (Kontrol, Grupl) ve yalnizca timokinon ile muamele edilen (Tim, Grup2)
hari¢ diger tiim gruplarin (Az, AzTiml ve AzTim2) pankreaslarinda farkli oranlarda
atipik asinar hiicre fokuslar1 gézlemlenmistir (Cizelge 4.2). AzTim2, AzTiml ile
karsilagtirildiginda, AzTim2 siganlarinin birim alandaki fokus kesisme sayisinda
(0,4037 vs 0,3190), AAHF’in biiyiikligiiniin tiim pankreas biiyiikliigiine oraninda
(13,319 vs 14,193), ortalama fokus ¢aplarinda (0,824 vs 0,992), ortalama fokus hacmi
(0,274 vs 0,393) azalmalarin gorildiigi saptanmistir. AzTiml ile AzTim2 arasindaki
fark, tiim organlardaki tahmini fokus sayisi a¢isindan istatisitiksel anlamda 6nemli

bulunmustur p< 0,05 (Cizelge 4.2).
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Sekil 4.4. AzTim1 grubu si¢ana ait kismen daire seklinde kapsiilsiiz bir goriiniime sahip
atipik asinar hiicre fokusu (AAHF) goriilmekte olup, ¢evresindeki normal parankimi
yukartya dogru hafifce sikistirmaktadir (oklar). Cogunlukla bazal bolgede yerlesik halde
bulunan ¢ekirdek, normal biiyiikliikte yada kismen genislemis 6zelliktedir (x100)

Sekil 4.5. AzZTim2 gurubu si¢ana ait azalan zimogen graniil sayis1 ve solgun goriiniis ile
cevrelerindeki normal asinar hiicrelerden farkli bir goriiniis 6zelligini kazanmig fokus
(AAHF) yapis1 (Yildiz) (x400)
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Sekil 4.6. Az grubu sicana ait kismen daire seklinde kapstilsiiz bir goriiniime sahip
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Sekil 4.7. Herhangi bir kimyasal madde uygulanmamis kontrol grubu (Kt- Grup 1),

sadece timokinon (Tim Grup 2) sadece azaserin ile muamele edilmis Az grubu (Grup 3)
ve azaserin ile muamele edilip timokinon verilen AzTim1 ve AzTim2 (Grup 4 ve Grup
5) grubu sigan pankreaslarindaki ortalama fokus gaplar1 (mm)
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Sekil 4.8. Herhangi bir kimyasal madde uygulanmamis kontrol grubu (Kt- Grup 1),
sadece timokinon (Tim Grup 2) sadece azaserin ile muamele edilmis Az grubu (Grup 3)
ve azaserin ile muamele edilip timokinon verilen AzTim1 ve AzTim2 (Grup 4 ve Grup

5) grubu sican pankreaslarindaki ortalama fokus hacmi (mm®)
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Sekil 4.9. Herhangi bir kimyasal madde uygulanmamis kontrol grubu (Kt- Grup 1),
sadece timokinon (Tim Grup 2) sadece azaserin ile muamele edilmis Az grubu (Grup 3)
ve azaserin ile muamele edilip timokinon verilen AzTim1 ve AzTim2 (Grup 4 ve Grup

5) grubu sigan pankreaslarindaki tiim organdaki tahmini fokus sayisi.
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Sekil 4.10. Herhangi bir kimyasal madde uygulanmamis kontrol grubu (Kt- Grup 1),
sadece timokinon (Tim Grup 2) sadece azaserin ile muamele edilmis Az grubu (Grup 3)
ve azaserin ile muamele edilip timokinon verilen AzTim1 ve AzTim2 (Grup 4 ve Grup

5) grubu sigan pankreaslarinda birim hacim basina tahmini odak sayisi
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*Az grubundan istatistiksel olarak farkli olan grup.
**Kontrol grubundan istatistiksel olarak farkli olmayan grup.

Sekil 4.11. Herhangi bir kimyasal madde uygulanmamis kontrol grubu (Kt- Grup 1),
sadece timokinon (Tim Grup 2) sadece azaserin ile muamele edilmis Az grubu (Grup 3)
ve azaserin ile muamele edilip timokinon verilen AzTim1 ve AzTim2 (Grup 4 ve Grup

5) grubu sican pankreaslarindaki AHHF biiyiikliigiiniin tiim pankreas biiyiikliigline %
orani
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Sekil 4.12. Herhangi bir kimyasal madde uygulanmamis kontrol grubu (Kt- Grup 1),
sadece timokinon (Tim Grup 2) sadece azaserin ile muamele edilmis Az grubu (Grup 3)
ve azaserin ile muamele edilip timokinon verilen AzTim1 ve AzTim2 (Grup 4 ve Grup

5) grubu sigan pankreaslarindaki birim alandaki odak kesisme sayisi
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Cizelge 4.1. Sekiz ay siiresince herhangi bir kimyasal madde ile muamele edilmemis kontrol grubu (Kt) (Grupl) ile yalnizca azaserin
enjekte edilmis (Az) (Grup 3) ve azaserin enjekte edilip timokinon ile muamele edilmis (AzTiml) (Grup 4) ve (AzTim2) (Grup 5)
sicanlarin ortalama viicut, pankreas, karaciger ve bobrek agirliklar: (Ortalama + Standart Sapma) p< 0,05

! Kontrol (Grup 1) Tim (Grup 2) Az (Grup 3) AzTiml (Grup4) AzTim2 (Grupb)
Sican sayisi 10 10 10 10 10
Viicut Agirhiklari (g) 403.41+24.9 405.44 + 16.4 * 445.1+22.3° 483+29.7 *® 418.8+31.5
Pankreas Agirhiklan (g) 1.12+0.4 1.29+0.3 1.75+0.4° 1.57+0.2 152+0.1
Karaciger Agirhklarn

11.31+1.5 12.63+1.5 13.67+1.3 16.00+2.1 % 13.16+1.4
(9)
Bobrek Agirliklari (g) 15+0.1 1.83+0.2 1.93+0.4° 1.95+0.2 ® 1.7+0.2

a Kont (Grupl) grubundan istatistiksel olarak farkli grup
aa Az (Grup 3) grubundan istatistiksel olarak farkli grup
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Cizelge 4.2. Azaserin enjeksiyonu ile meydana getirilmis AAHF’larn iizerinde Timokinon’un inhibisyon etkisinin karsilastirilmasi
amaciyla tlim gruplara ait kantitatif fokus degerleri degerleri (Ortalama deger + standart sapma) p<0,05

[t | || e |
R

1.1534 + 0,052 0.824 + 0.178a 0.9927 + 0.212

‘ 0 0 0.7568 + 0.220 0.2745+ 0.165 2 0.3933+ 0.188 2

‘ 0 0 760.200 + 366.86 832.50 + 286.35 610.33 + 291.49
0 0 38.686 + 13.67 13.319+ 8.132 14.193+ 852 %

‘ 0 0 0.5659 + 0.08 0.4037+0.10" 0.3190+0.14"
0 0 0.5055 + 0.08 0.510+ 0.15 0.3404 + 0.16

d Az grubundan istatistiksel olarak farkli olan grup.
aa Kontrol grubundan istatistiksel olarak farkli olmayan grup.
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4.2. Tartisma

Kanser, 2012'de yaklasik 14 milyon yeni vaka ve 8 milyon kansere bagli 6liimle
birlikte, tim {lkelerdeki ve tiim bolgelerdeki popiilasyonlart etkileyen onemli bir
morbidite ve mortalite nedenidir. Bu tahminler, yasa gore standardize edilmis insidans
ve Olim oranlar1 sirasiyla, 100.000'de 182 ve 102’ye karsilik gelmektedir. Erkeklerde
2012 yilinda en sik goriilen bes kanser bolgesi akciger (toplamin % 16.7'si), prostat (%
15.0), kolorektum (% 10.0), mide (% 8.5) ve karaciger (% 7.5) idi. Kadinlar arasinda en
yaygin bes kanser bolgesi meme (toplamin % 25.2'si), kolorektum (% 9.2), akciger (%
8.7), serviks (% 7.9) ve mide (% 4.8) idi. Pankreas kanseri tiim kanserlere gére garpici
bir isatistige sahiptir. 100.000’de goriilme orani erkeklerde 4.9 kadinlarda 3.6 olmasina
ragmen Olim oranlar1 erkeklerde 4.6, kadinlarda 3.4 ile en yiiksek kanser tipidir
(Hruban ve ark., 2014).

Apoptosis programli hiicre 6liimii olup, ¢ok hiicreli canlilarda goriiliir. Hiicreler
bir kisim biyokimyasal olaylar sonucu degisime ugrayarak oOliir. Hiicresel apoptosis,
hiicre reseptorleri ve hiicre icerisinden gelen sinyallere bagl olarak ortaya ¢ikar (Kraft
ve ark., 2009). Salim ve ark. (2013), tarafindan yapilan ¢alismada timokinonun, dogal
oldiirticti hiicre aktivitelerini arttirdigim1 ve timokinonun erken apoptozis artisiyla
bilinen WEHI-3 hiicre hattina kars1 yiiksek toksisite gosterdigini ileri stirmistiir. Ayni
calismada timokinon etkisi ile, anti-apoptotik proteinin Bcl2 yukari regiilasyonu ve
apoptotik proteinin Bax asagi regiilasyonu izlenmis olup, dalak ve karacigerin
histopatolojisinden elde edilen bulgular sonucu timokinonun BALB/c farelerinde
WEHI-3 biiylimesini inhibe ettigini gostermislerdir. Bu ¢alismadan elde edilen sonuglar,
anti-losemik  bir ajan  olarak  gelistirilebilecek  timokinonun  potansiyelini
vurgulamaktadir. Calismamizin sonuglariyla paralel olarak antikanserojenik etkiye sahip
oldugu diislinlilen timokinonun, apoptosise yol acarak farkli dokularda neoplastik
gelisimi azaltabilecegini sdylemek miimkiindiir.

Daha 6nceki calismalarda timokinonun beyin tiimoérleri i¢inde en sik rastlanan
primer kotii huylu beyin tiimorleri olan gliblastoma hiicrelerinde, kaspaz 3 ve 9

aktivasyonu ile hiicre 6liimiinii gergeklestirdigi belirlenmistir (Hussani ve ark., 2011).
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Benzer bir ¢alismada yine timokinonun kaspaz 3 ve 9 seviyelerini artirarak ve
hiicre siklusundaki G1/S evresindeki hiicreleri durdurarak apoptozisi indiikledigi
gbzlemlenmistir (Hassan ve ark., 2008)

2010 yilinda yapilan caligmada timokinonun ALL hiicreleri lizerindeki etkisi
incelenmis kaspaz-3 aktivitesinin artmasi ROS firiinleri yoluyla apoptozu ve G1 hiicre
arrestini indiikledigi gézlemlenmistir (Alhosin ve ark., 2010)

Kanserli hiicrelerdeki hiicre ¢ogalmasini durdurucu etkisi bir baska ¢aligmanin
konusu olup timokinonun hiicre ¢ogalmasini inhibe ettigi, apoptozu uyardigi,
mitokondiyal membran potansiyelini bozdugu belirlenmis olup myeblastik 16semi hiicre
hatti olan HL-60 hiicreleri iizerinde kaspaz 8, 9 ve 3’iin aktivasyonunu etkiledigi
gozlemlenmistir (Davis ve ark., 1998).

Grund ve ark. (2010), tarafindan yapilan ¢alismada ise; glioblastoma hiicreleri
tizerinde timokinonun etkisini incelemis timokinonun telomerazi inhibe ettigi boylelikle
telemor kisalmasina neden oldugu ve bu durumdan dolayr da DNA hasar1 sonucu
apoptozun gergeklestigi diistiniilmiistiir.

Timokinonun anti-timor etkisinin incelendigi bir bagka c¢aligmada timokinonun
metastazi tetikleyen faktorleri inhibe ettigi ve bu faktdrlerin ise; metalloproteinaz ve
serin roteinaz inhibitorleri, anjiyogenik protein fibroblastik biiylime faktorii, doku tip
plazminojen aktivatorii, tirokinaz tipi plazminojen aktivatorlerinin oldugu tespit
edilmistir (Awad, 2005).

Meme kanseri iizerinde yapilan ¢aligmada doksorubine direngli MSF-7 kanser
hiicrelerinde timokinonun Bax/Bcl- 2 oraninda artisa neden olarak apoptozu indiikledigi
gozlemlenmistir (Arafa ve ark., 2011).

Timokinonun sitotoksik etkisinin incelenmeye alindigi bir ¢alismada p53
ekspresyonlarindaki artis ve anti-apoptotik Bcl-2 protein inhibisyonu ile alakali
hiicrelerin, hiicre siklusundaki G1/S evresini durdurdugu ve apoptoza neden oldugu
distintilmustir (Kuzumaki ve ark., 1998).

Timokinonun kemoterapi ilaglar1 iizerindeki etkisini inceleyen bir baska
caligmada; timokinonun pankreas tedavisinde kullanilan Gemcitbine ve Oxaliplatin
ilaglarinin etkilerini kayda deger sekilde arttirdigi ve bu artig etkisininde hiicre

apoptozunu sagladigi tespit edilmistir ( Benerjee ve ark., 2009).
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Timokinonun antiinflamatuar ve anti-kanser etkisinin incelendigi ¢alismada NF-
kP regiilasyonu ile anti-apoptotik, proliferatik ve anjiyogenik (VEGF) yolaklarinda
etkili birgok genin ekspresyonlarinin arttigi, timokinonun ise bu NF-kf aktivasyonunu
engelleyerek etki mekanizmasini gergeklestirdigi tespit edilmistir (Sethi ve ark., 2008).

Caligsma sonucglarimiz ile benzer sekilde, timokinon ile yapilan diger arastirmalar
gostermektedir ki, timokinonun neoplastik gelisim gosteren hiicreler lizerinde apoptosiz

kaynakl1 inhibisyon etkilerinin var oldugunu ileri siirmek miimkiindiir.
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5. SONUC ve ONERILER

Bu c¢alismadan elde edilen bulgularda, azaserin enjeksiyonundan 6 hafta sonra
deney hayvanlarinin igme sularina timokinon uygulanmasi sonucunda, ortalama fokus
¢aplar1 (mm), ortalama fokus hacimleri (mm®) ve AAHF biiyiikliigiiniin tiim pankreas
biiyiikliigiine oranlar1 degerlerinde, azaserin grubuna gore Onemli derecede bir
azalmanin olustugu goriilmiistiir. Bu verilerden hareketle azaserin uygulamasindan 6
hafta sonra, yani erken donemde, timokinon kullanimi sonucunda fokus yiikleri
tizerinde azaltict bir etkisinin oldugunu sdylemek miimkiin goriinmektedir.
Timokinonun 12. haftadan itibaren kullanimi sonucunda ortalama fokus ¢aplart (mm) ve
ortalama fokus hacimlerinde (mm?®) erken dénemdeki timokinon kullanimima gére bir
artis oldugu goriilmektedir. Boylece belirlenen siirede erken timokinon kullaniminin
neoplastik degisimlerin olusumunda ge¢ timokinon kullanimina goére 6nemli derecede
bir azalmaya neden olabilecegi, erken donemde timokinon aliminin AAHF olusumunu
daha fazla engelledigi veya azalttigini ileri siirmek miimkiin goriinmektedir.

Bu konuda daha detayli ve kapsamli (biyokimyasal ve molekiiler biyolojik
calismalarla desteklenmis) caligmalara ihtiya¢ duyulmakta olup, diger pek c¢ok
arastimacinin da belirttigi iizere timokinonun antineoplastik 6zelliklerinin daha detayh
calisilmas: etkilerinin daha 1yi anlagilmasinda yararl olacagi diistiniilmektedir.

Bu calismanin kontrollii laboratuvar sartlarinda deney hayvanlari iizerinde
deneysel olarak tasarlanmis oldugu, timokinonun direkt olarak veya timokinon igerikli
preparatlarin  doktor tavsiyesi olmadan kesinlikle kullanilmamasi  gerektigi

unutulmamalidir.
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