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KISALTMALAR 

 
Kısaltma Açıklaması 

PDAC Pankreas duktal adenokarsinom 

DNA Deoksiribonükleik asit 

RNA Ribonükleik asit 

ROT Reaktif Oksijen türleri 

NCI National  Cancer Institute 

PanINs Pankreatik intraepitelyal neoplaziler 

TNM Tümör lenf nodu metastaz 

8-oxo-G 8-oxo-guanin 

TG2 Doku Transglutaminaz 

Endonükleaz III  Nth 

Endonükleaz VIII  Nei 

Fpg Formamidopirimidin glikozilaz  

FISH  Floresan in situ hibridizasyon 

GC-MS/MS Gaz Kromatografisi Kütle- kütle spektrometresi 

LC-MS/MS Sıvı kromatografisi Kütle-kütle spektrometresi 

.O2- Süperoksit radikali  

.OH Hidroksil radikali  

H2O2 Hidrojen peroksit  

8-OH-Gua 8-hidroksiguanin  

FapyAde 4,6-diamino-5-formamidopirimidin  

FapyGua 2,6-diamino-4-hidroksi-5-formamidopirimidin  

5-OH-Cyt 5-hidroksi-sitozin  

5-OH-5-MeHyd 5-hidroksi-5-metilhidantoin 

ThyGly Timin-Glikol 

8-OH-dG 8-hidroksi-2'-deoksiguanozin 

R-cdA R-siklodeoksiadenozin 

S-cdA S-siklodeoksiadenozin 

BER Baz kesme-çıkarma onarımı  

OGG1 8-hidroksiguanin-DNA glikozilaz  

NEIL1 Endonükleaz VIII benzeri protein1  

NTH1 Endonükleaz III benzeri protein 1 

APE1 Apürinik endonükleaz 1  
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XRCC1 X-ray cross complementing enzyme  

EDTA Etilendiamin tetra asetikasit  

PBS Ġzotonik fosfat tamponu  

NaCl Sodyum klorür  

SDS Sodyum dodesil sülfat  

Sybr Green I N',N'-dimethyl-N-[4-[(E)-(3-methyl-1,3-benzothiazol-2-ylidene)methyl]-1-

phenylquinolin-1-ium-2-yl]-N-propylpropane-1,3-diamine  
CDNA Komplementer DNA  

PCR Polimeraz Zincir Reaksiyonu 

MRNA Haberci ribonükleik asit  

BSTFA N,O-bis(trimetilsilil)trifluoroasetamid  

IS Internal Standard 

bp/bç Base pair/baz çifti  

NFκB Nukleer Faktör kappaB 
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PANKREAS KANSERĠNDE DNA HASAR VE ONARIMININ ĠNCELENMESĠ 

Feriha Özkaya, Dokuz Eylül Üniversitesi, Tıp Fakültesi,  Moleküler Tıp Anabilimdalı, 35340, 

Ġnciraltı, Ġzmir 

ÖZET 

Amaç: Pankreas adenokarsinomları tüm kanserler içerisinde en ölümcül ve agresif olanlardan 

biridir. Etkin tedavilerin geliĢtirilebilmesi için hastalığın temel biyoloji ve patogenezinin ortaya 

çıkarılması çok önemlidir. Doku Transglutaminaz (TG2) pankreas kanserinde yüksek düzeyde 

eksprese olan, ilaç direnci, metastaz ve düĢük sağkalımıyla iliĢkilendirilmiĢ bir proteindir. Amacımız, 

pankreas kanserinin oluĢum ve geliĢiminde önemli rol oynabileceğini düĢündüğümüz DNA hasarı 

onarım enzimlerinin ekspresyonlarını incelemek, DNA hasarı ve TG2 düzeyleri arasındaki olası 

iliĢkiyi araĢtırmaktır. 

Yöntem: Pankreas kanserli hasta tümör ve normal dokularında baz ve nükleozid hasar sırasıyla 

GC-MS/MS ve LC-MS/MS ile ölçülmüĢtür. DNA onarım enzimlerinin ekspresyonu gerçek zamanlı 

PCR yöntemi ile belirlenmiĢtir. MiaPaCa-2 hücrelerinde TG2 baskılanması siRNA tekniğiyle 

yapılmıĢtır. OGG1-NFΚB-TG2 arasındaki iliĢkiyi aydınlatmaya yönelik çalıĢmalar kapsamında 

OGG1 promotörünün bildirici vektöre klonlanarak transfeksiyon sonrası promotör aktivitesinin 

ölçümü gerçekleĢtirilmiĢtir. Protein düzeyindeki ekspresyon değiĢiklikleri western blotla 

gösterilmiĢtir.  

Bulgular: DNA hasar sonuçlarına göre tümör dokularında 8-OH-Gua baz hasarı eĢlenik 

normal dokularına göre istatistiksel olarak anlamlı yüksek bulunmuĢtur (p<0,05). Benzer Ģekilde 

tümör dokularında 8-OH-dG hasarı da eĢlenik normal dokularına göre istatistiksel olarak anlamlı 

yüksektir (p<0,05). Tümörde, normal dokulara göre OGG1 ve NEIL1 ekspresyonu azalırken, TG2 

ekspresyonunu artmaktadır. siRNA ile TG2 ekspresyonunun baskılandığı MiaPaCa-2 hücrelerinde 

NFκB proteininin aktif formunda da azalma izlenmektedir. Buna ek olarak olarak OGG1 promotör 

aktivasyonunda da azalma gözlenmektedir. 

Sonuç: OGG1 ve NEIL1 ekspresyonları ile TG2 ekspresyonu arasında ters yönde bir iliĢki 

olduğu belirlenmiĢtir. TG2 baskılanması gerçekleĢtirilen MiaPaCa-2 hücrelerinde NFκB proteininin 

aktif formunun da baskılandığı, böylece TG2 ile NFκB arasında iliĢki olduğu gösterilmiĢtir. TG2 

baskılanmasıyla, NFκB aktivasyonu baskılanmakta ve dolaylı yoldan OGG1 promotor aktivasyonu 

azalmaktadır. NFκB uyarılığında, NFκB daha aktif forma geçerek, TG2'nin baskılanmasının 

olumsuzluğunu kompanse edebilir olmaktadır. Bu nedenle de OGG1 promotor aktivasyonu 

artmaktadır. Hastalarda  TG2 ekspresyon yüksekliğine rağmen OGG1 ve NEIL1 ekspresyonlarınıdaki 

düĢüklük, epigenetik sessizleĢmeyi düĢündürmektedir.  

 

Anahtar Kelimeler:  Pankreas adenokarsinom, DNA hasarı, DNA onarımı, OGG1, NEIL1, TG2, 

NFκB, PMA 
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INVESTIGATION OF DNA DAMAGE AND REPAIR IN PANCREATIC CANCER 

Feriha Özkaya, Dokuz Eylül University, School of Medicine, Department of Molecular 

Medicine, 35340, Ġnciraltı, Ġzmir 

ABSTRACT 

Pancreatic adenocarcinoma is one of the deadliest and most aggressive human cancers. A 

better understanding of pathogenesis and biology of the disease is required to develop efficient 

treatments. Tissue transglutaminase (TG2) is a protein overexpressed in pancreas cancer and 

associated with drug resistance, metastasis and low survival. In this project we aimed to investigate 

DNA base damage, TG2 and DNA repair enzymes expression levels and the possible link between 

them, and also to be able to illuminate certain points regarding to the development and treatment of the 

disease. 

In normal and tumor tissues of patients, DNA base damage was measured by GC-MS/MS and 

LC-MS/MS. Expressions of DNA repair genes were determined by real time PCR. TG2 silencing 

studies were carried out in MiaPaCa-2 cells by siRNA method. The relationship between OGG1- 

NFκB -TG2 was demonstrated by reporter vector method. The differences in TG2 expression levels 

was demonstrated with western blot studies. 

8-OH-Gua base damage was found to be significantly higher in tumor tissues when compared 

to their normal counterparts (p>0.05). Similarly 8-OH-dG damage was also found to be significantly 

higher in tumor tissues when compared to their normal counterparts (p>0.05). Among DNA repair 

genes, OGG1 expressions are decreased. On the other hand TG2 expression is increased in tumor 

tissues when compared to normal counterparts. A negative association between DNA damage and 

repair gene (OGG1 and NEIL1) expression was determined. Active phosphorylated form of NFκB was 

found to be inhibited in TG2-knockdown MiaPaCa-2 cells, showing a relationship between TG2 and 

NFκB. Active NFκB form is inhibited in TG2 knockdown cells and this correlates with decrease in 

OGG1 promotor activation. When NFκB is activated, the negative effect of TG2-knockdown is 

compensated and OGG1 promotor activation is shown to increase by reporter assays.  Conflicting 

results between in-vitro assays and patient expression analyses may be due to the selective advantage 

of epigenetic silencing of DNA repair genes 

 

Keywords:  Pancreas adenocarcinoma, DNA damage, DNA repair, OGG1, NEIL1, TG2, NFκB, PMA 
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1. GĠRĠġ VE AMAÇ 

Pankreatik duktal adenokarsinom (PDAC), histolojik olarak duktal hücrelerden köken 

alan ve en yaygın olarak izlenen pankreatik neoplazidir. Pankreatik tümör vakalarının 

%85‟den fazlasını oluĢturur; bu nedenle de sıklıkla pankreas kanseriyle eĢanlamlı olarak 

kullanılır. Pankreatik duktal adenokarsinomlar tüm kanserler içerisinde en agresif kabul 

edilenler arasındadır
3
. Dünyada her yıl 44,000 üzerinde kiĢiye pankreas kanseri tanısı 

konulmakta ve kanser ölümleri içerisinde dördüncü sırada yer almaktadır
4
. Pankreas kanserli 

hastaların prognozu son derecede kötüdür. Pankreas kanser hücrelerinin standard 

kemoterapötikler ve radyasyon tedavisine karĢı direnç göstermesi nedeniyle beĢ yıllık yaĢam 

süresi %6‟civarındadır
5
. Hastalığın agresifliği ve mortalitenin bu kadar yüksek oluĢu yeni 

tedavi stratejilerinin gerekliliğini ortaya koymaktadır. Yeni tedavi stratejileri ise ancak 

pankreas kanseri oluĢum ve geliĢim temel biyolojisinin aydınlatılmasıyla oluĢturulabilir.  

Birçok çevresel ve içsel kaynaklı mutasyonun yanında hücresel metabolizmanın ürünü 

olan serbest radikaller DNA‟da oksidatif hasara neden olur. Kanser oluĢumunun primer 

nedenlerinden biri de DNA'da hasarının oluĢup tamir edilememesidir. DNA hasarının, kanser 

oluĢumunun tüm evrelerinde rol oynayabileceği savunulmakta ve bazı kanserlerde oksidatif 

DNA hasarı düzeyinde artıĢ belirtilmektedir
6
. Bu bilgiler ıĢığında tez çalıĢmamızda, 

literatürde detaylı çalıĢmaların yer almadığı pankreas kanserinde DNA hasarının etkisi, bu 

hasarın onarımında rol alan enzimlerin ifade düzey değiĢimleri, yine bu proteinlerin pankreas 

kanserinde aĢırı ifade edilen doku transglutaminaz gibi proteinler ile etkileĢimlerini ortaya 

koyabilmek istedik. 

Son yıllarda yapılan çalıĢmalarda pankreas kanserinde yüksek düzeyde ifade edilen TG2 

enzimi dikkat çekmektedir. Pankreas kanseri dahil çoğu kanserde TG2 yüksek düzeyde 

eksprese edilmektedir. Pankreas kanserinde, TG2'nin yüksek düzeyde olması ilaç direnci, 

metastaz ve kısa yaĢam süresi ile iliĢkilidir. Hastalığın kötü prognozu ile paralellik gösterdiği 

bilinmektedir. 

Tez çalıĢmamızın amacı, pankreas kanserinin oluĢum ve geliĢiminde önemli rol 

oynabileceğini düĢündüğümüz DNA hasarı ve onarım enzimlerinin ekspresyonlarını 

incelemek, bunun yanısıra DNA hasarı ve TG2 düzeyleri arasındaki olası iliĢkiyi 

araĢtırmaktır. Bu amaç çerçevesinde araĢtırmamızın hipotezini "Pankreas kanserinde TG2 

ifade düzeyi ile DNA hasarı arasında doğru orantılı bir iliĢki vardır" Ģeklinde formüle ettik. 
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2. GENEL BĠLGĠLER 

 

2.1 Pankreas Kanseri 

Kanser genetik, immünolojik ve biyokimyasal temelleri olan, çok yönlü ve kompleks bir 

hastalıktır. Dünya genelinde tüm ölümlerin %13'ünden, geliĢmiĢ ülkelerde ise %25'inden 

sorumlu olan kanser, çağımızın en önemli sağlık problemlerinden birisidir
7
. Normal hücrenin 

kanser hücresine dönüĢüm süreci, neoplastik transformasyon, hücreye proliferatif avantaj 

sağlayan “sürücü” mutasyonların birikmesi aracılığıyla gerçekleĢen bir süreçtir. Bu klonal 

evolüsyon sürecinde baĢta DNA tamir mekanizmaları, hücre yaĢam döngüsünün kontrol 

mekanizmaları, hücre ölüm ve sağ kalım sinyali ile ilgili mekanizmalar olmak üzere pek çok 

hücresel sinyal etkilidir
8,9

. Kanser geliĢiminde gerçekleĢen sayısız nokta mutasyonu, 

translokasyon, amplifikasyon ve delesyon, bu sinyalleri kontrol eden genleri değiĢtirmekte ve 

proteinlerin iĢlevini etkilemektedir
10,11

. Kanser hücrelerinin mutasyon profilleri o kadar çeĢitli 

ve farklıdır ki, histolojik olarak birbirinden ayrılamayacak kadar benzer kanser dokularında 

çarpıcı genotipik ve fenotipik farklılıklar gözlenmektedir 
12

.  

Pankreas kanseri görülme sıklığı tüm kanserlerin içerisinde %2.2‟lik bir orana sahipken, 

kanserle ilgili ölümlerde dördüncü sırada yer almaktadır
13

. Globocan 2012 istatistik verilerine 

göre her yıl dünyada 337.872 yeni pankreas kanseri olgusu görülürken, pankreas kanseri ile 

iliĢkili 330.372 ölüm meydana gelmektedir. Türkiye'de ise yıllık 3174 yeni olgu, 3064 ölüm 

bildirilmiĢtir. Pankreas kanseri hem dünyada hem de Türkiye'de mortalite insidans oranı en 

yüksek kanser tipidir
14

. Bu veri var olan tedavi stratejilerinin yeterince etkili olmadığını 

göstermektedir. Pankreas kanserindeki yüksek mortalitenin temel sebebi kötü prognozdur. 

Hastalarda beĢ yıllık sağ kalım %6 civarındadır
15

. Bu malign hastalığın temel risk faktörleri 

sigara kullanmak ve ailesel hastalık öyküsüne sahip olmaktır. Diğer risk faktörleri ise ileri 

yaĢ, cinsiyet (erkek), diyabet, obezite, mesleki maruziyet (örn. nikel veya klorlu hidrakarbon 

solvent), yüksek yağlı diyet, fazla et tüketimi ve az sebze-folat alımıdır 
16-18

.  

Pankreas yaklaĢık 15 cm uzunluğunda, vücut orta hattında yer alan bir organımızdır. 

Mide, ince bağırsak ve karaciğer ile komĢudur. En geniĢ kısmı baĢ kısmıdır ve kuyruk kısma 

doğru incelir. Pankreas iĢlevsel olarak ikiye ayrılabilir. Ġlki, gastrointestinal sistem sindirim 

enzimlerini üreten ekzokrin bileĢeni, ikincisi karbohidrat metabolizmasını düzenleyen 

hormonları salgılayan langerhans islet hücrelerinden oluĢan endokrin bileĢenidir. Ekzokrin 
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bileĢeni baĢlıca asini diye bilinen asinar hücre kümelerinden oluĢur. Bu hücreler asini 

lümeninde sindirim enzimlerini duodenum vasıtasıyla pankreatik kanallara salgılar (ġekil 1) 

19
.  

 

ġekil 1. Pankreasın Hücresel BileĢenleri19. 

 

Pankreas kanseri pankreasın hem ekzokrin hem de endokrin hücrelerinden köken alan 

farklı kanser tiplerini içerir. Pankreas kanserlerinin %90'ını ekzokrin hücrelerden kaynaklanan 

pankreas duktal adenokarsinom oluĢturur ve bu nedenle sıklıkla pankreas kanseriyle eĢanlamlı 

olarak kullanılır. Pankreas kanserinin cerrahi tedavisi, “Whipple” ameliyatıdır. Bu ameliyat 

metastazı olmayan az sayıda hastaya uygulanabilmektedir. Pankreas kanseri tedavi 

protokollerinde, özellikle ameliyat edilemeyen hastalarda ve ameliyat sonrası koruma tedavisi 

için kemoterapi ve radyoterapi de tercih edilmektedir. Her ikisinin sağ kalım açısından 

etkinliği düĢük olması nedeniyle bu hastalık için yeni terapi stratejilerine ihtiyaç 

duyulmaktadır. 

 

2.1.1 Pankreas Kanserinde Tanı, Evrelendirme ve Tedavi 

Pankreas kanseri erken evrelerinde genellikle hiçbir belirti göstermediğinden, erken tanı 

koymak oldukça zordur. Bunun sebepleri arasında pankreas kanserinin belirtilerinin diğer 

birçok hastalığın belirtileri ile benzerlik göstermesi ve pankreasın yeri sayılabilir. Pankreas 

mide, ince bağırsak, karaciğer, safra kesesi, dalak, safra kanalı gibi organların arkasında 

boĢlukta bulunmaktadır. Bu bölgede küçük tümörler diğer organlara bası yapmadığından 
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hastalık hemen bulgu vermemektedir. Hastalığa ait bulgular ortaya çıktığında çoğunlukla 

hastalık ileri bir evrededir ve pankreas çevresindeki dokulara yayılmıĢtır. Bulgular, tümörün 

yerine ve büyüklüğüne bağlı olarak değiĢir. Pankreas kanserinde en yaygın görülen bulgular 

ve görülme sıklıkları Tablo 1'de verilmiĢtir. 

Tablo 1. Pankreas Kanseri Bulguları ve Görülme Sıklığı  

Bulgular Görülme Sıklığı 

ĠĢtahsızlık   (%64) 

Nedeni açıklanamayan kilo kaybı   (%66-84) 

Üst karında hissedilen ve bazen sırta vurabilen ağrı   (%78-82) 

Sırt ağrısı   (%48) 

Bulantı ve kilo kaybı   (%50-86) 

Erken doyma   (%62) 

Sarılık  (Tümörün safra yollarını tıkaması sonucunda 

ortaya çıkar, göz aklarında sararma, 

idrarda koyulaĢma ve dıĢkı renginde açılma olur) 

(%56-80) 

Diabet (ġeker hastalığı)   (%97) 

Uyku bozukluğu   (%54) 

 Amerika Kanser Komitesi, pankreas kanserini evrelendirilmesi için TNM sınıflandırmasının 

kullanılmasını önermektedir
20

.  Evreleme sistemi tablo 2 ve 3'de verilmiĢtir. 

Tablo 2. Pankreas Kanserinde TNM Evreleme Sistemi (T: Tümör, N:Lenf nodu, M:Metastaz) 20. 

T0 Gösterilebilen bir tümör yok 

Tis Karsinom in situ 

T1 Tümör 2 cm den küçük ve pankreasa sınırlı 

T2 Tümör ≥2 cm ve pankreasa sınırlı 

T3 Tümör pankreas dıĢına çıkarak pankreas çevresindeki yağlı dokuya, ana safra 

kanalına ve onikiparmak barsağına ulaĢmıĢ 

T4 Tümör pankreas çevresindeki mide, dalak, kalın barsak ve büyük damarlar 

gibi komĢu organlara yayılım göstermiĢ 

N0 

N1 

Lokal lenf bezi tutulumu yok 

Lokal lenf bezi tutulumu 

M0 

M1 

Uzak organ metastazı yok 

Uzak organ metastazı var 
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Tablo 3. Pankreas Kanserinde Evrelendirme ve TNM ve Operabilite (Rezektabilite) 21  

 

Görüntüleme testleri kullanılarak pankreas kanserinin evresini tespit etmek oldukça 

zor olduğundan, cerrahi müdahale öncesi tümörün tamamen alınıp alınamayacağı konusunda 

iyi düĢünüp karar verilmesi gerekmektedir. Pankreasa sınırlı (T1, T2, T3) evrelerinde olan 

ekzokrin pankreas kanserleri cerrahlar tarafından pankreas dıĢına fazla ilerlememiĢ ve 

ameliyat edilebilir düzeyde olarak değerlendirilmektedir. 

Evre 0: Yayılma yoktur. Pankreas kanseri sadece tek katman hücrelerle sınırlıdır. Pankreas 

kanseri, ne görüntüleme testlerinde ne de çıplak gözle görülebilir. 

Evre 1: Bölgesel büyüme gösterir. Pankreas kanseri, pankreasla sınırlı ancak,tümör  2 (evre 

1A) veya 2 cm‟den fazla (evre 1B) büyür. 

Evre 2: Bölgesel yayılma gösterir. Lenf nodu metastazı görülmez (evre 2A) ya da görülür 

(evre 2B). 

Evre 3: Daha geniĢ yayılma gösterir. Tümör, yakınındaki ana damarlara veya sinirlere yayılır 

ancak uzak metastaz göstermez. 

Evre 4: Bu evrede karaciğer, mide gibi organlara uzak metastaz görülür
22

. 

Ameliyatın aslında tek tedavi opsiyonu olması nedeniyle pankreas kanseri tedavisinde 

hastalığın prognozu için en önemli kriter, tümörün çıkartılmasının mümkün olup olmadığıdır. 

Ameliyat yapılabilmesi için uzak metastaz olmamalıdır. Uzak metastaz yok ise tümörün 

lokalizasyona ve yayılımına bağlı olarak operasyon yapılabilir. Operasyon uygulanamıyor ise 

radyasyon ya da kemoterapi opsiyonları tercih edilir. Sonuç olarak pankreas kanserinin 

Evre TNM Operabilite 

0 TisN0M0 Pankreas sınırlı, rezektabl 

1A T1N0M0 Pankreas sınırlı, rezektabl 

1B T2N0M0 Pankreas sınırlı, rezektabl 

2A T3N0M0 Lokal invaziv, rezektabl 

2B T1, T2 veya T3, N1M0 Lokal invaziv, rezektabl 

3 T4, N0 veya N1, M0 Lokal ilerlemiĢ, anrezektabl 

4 T1, T2, T3 veya T4,        N0 veya 

N1,M1 

Uzak metastaz 
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tedavisi hastalığın evresine bağlıdır
23

. Yalnızca lokalize olan kanserler ameliyata uygun 

olarak düĢünülmekle beraber, tanıda vakaların sadece %20'si lokalize kanser tanısı alır
24

. 

Pankreas kanserinde tümörü rezektabl olarak değerlendirmek zordur, çoğu zaman diğer 

yaĢamsal organlarda hasar oluĢturmadan tümörün baĢarılı bir Ģekilde çıkarılamayacağı 

ameliyat sırasında ortaya çıkar 
25

. Whipple operasyonu pankreas baĢı kanserleri için en yaygın 

küratif olabilen cerrahi tedavidir. Bu prosedür pankreas baĢı, duedonumla birlikte (pankreato-

duodenektomi) ve safra yollarının bu bölgeye yakın bölümlerinin komple alınması ile 

gerçekleĢtirilmektedir. Majör bir operasyon olması nedeniyle, hastalar ameliyat sonrası 

hayatta kalabilecek durumda olmaları ve kanserin lokalize (metastaz görülmediği durumlarda) 

olması durumunda uygulanır. Bu nedenlerle az sayıda vakada yapılabilmektedir. Öte yandan 

pankreasın kuyruk bölümünde görülen kanserler distal pankreatektomi olarak bilinen genelde 

splenektomiyi (dalağın çıkarılması) de içeren prosedür kullanılarak rezekte edilir. 

Ameliyat sonrası hastanın durumu uygun ise gemsitabin ya da 5-Florourasil adjuvan 

kemoterapi tercih edilir
26

. Kemoterapinin yanısıra radyoterapi de hastalığın gidiĢatı için 

yararlı olabilmektedir. Radyoterapi, özellikle tümörün yerleĢimi ve büyüklüğü cerrahiyi 

zorlaĢtırıyor ise veya cerrahi uygulanamayan durumlarda cerrahinin yerine tek baĢına veya 

kemoterapi ile kombine kullanılmaktadır 
27

.  

2.1.2 Pankreas Kanserinin Patofizyolojisi  

 Pankreas kanseri pankreasın hem ekzokrin hem de endokrin hücrelerinden köken alan 

farklı malignansileri kapsar. NCI'ın (National Cancer Institute) verilerine göre tüm pankreas 

kanserlerinin %90'ını duktal (kanal) epitel hücrelerinden köken alan pankreas duktal 

adenokarsinomlar oluĢturur. Bunun dıĢında pankreas kanserinin asinar hücreli karsinom, 

adenoskuamöz karsinom, kistadenokarsinom (seröz ve müsinöz), dev hücreli karsinom, kistik 

musinöz neoplazi ya da intraduktal papiller musinöz neoplazi ile iliĢkili invaziv 

adenokarsinom, duktal endokrin veya asinar-endokrin karıĢık-tipte, musinöz karsinom, 

pankreatoblastom, papiller-kistik neoplazi (Frantz tumor) ve papiller müsinöz karsinom gibi 

farklı tipleri vardır (NCI). 

 Pankreas duktal adenokarsinomların karsinogenezinde, pankreatik intraepitelyal 

neoplaziler (PanINs) olarak da adlandırılan neoplastik non-invasiv lezyonlardan, invasiv 

karsinomaya geçiĢ görülmektedir (ġekil 2)
28

. Bu lezyonlarda neoplastik transformasyona özgü 

çeĢitli genetik ve epigenetik değiĢiklikler meydana gelmesine karĢın henüz invaziv özelliğe 

sahip olmadıklarından duktal adenokarsinom evresi olarak değerlendirilmezler. Pankreatik 
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intraepitelyal neoplazilerin erken evrelerinde (PanIN-1A, 1B), telomer kısalması ve onkogen 

K-RAS‟da mutasyonlar izlenir.. Ara evrede (PanIN-2) p16 tümör baskılayıcı genin 

inaktivasyonu ve geç evrede (PanIN-3) ise p53, SMAD4 (DPC4) ve BRCA2 tümör 

baskılayıcı genlerin inaktivasyonu görülür (ġekil 2)
21,29,30

. Klonal seçilim ile kazanılmıĢ tüm 

bu özellikler invasiv duktal adenokarsinoma dönüĢümün temelini oluĢturmaktadır. 

 

 

ġekil 2. Pankreatik Kanser GeliĢim Modeli31. 

Pankreas duktal adenokarsinom karsinogenezinde hem intraepitelyal neoplazi hem de 

invasiv karsinom süreçlerinde meydana gelen moleküler değiĢiklikler Tablo 4‟de 

özetlenmiĢtir 
28

. 

Tablo 4. Ġnvasiv Pankreas Duktal Adenokarsinomdaki Moleküler DeğiĢiklikler32. 

Gen ( Kromozomal Bölge) Genetik değiĢikliğe uğrayan tümor yüzdesi 

K-Ras (12p) > %90 

P16 (CDKN2A (9p)) > %95 

p53 (17p) %50-70 

SMAD4 (18q) %55 

AKT2 (19q) % 10-20 

MYB (6q) % 10 

AIB1 (20q) % 10 

BRCA2 (13q) % 7-10 

LKB1/STK11 (19p) < %5 

MKK4 (17p) < %5 

TGFβ-R1 (9q) veya TGFβ-R2 (3p) < %5 

RB1 (13q) < %5 
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Rastgele olmayan (nonrandom) çoklu genetik değiĢikliklerin zaman içerisinde 

birikimi, pankreas kanserinin en önemli belirteçlerindendir. Gen kopya sayısı kromozomal 

değiĢiklikler, mikrosatellit instabilitesi, epigenetik sessizleĢme, gen içi nokta mutasyonlar ve 

aĢırı gen ifadeleri pankreas kanserinde gözlenen genetik anomalilerdir. Bu genetik 

değiĢikliklerden kısaca bahsedecek olursak: 

Kromozomal değiĢimler: Primer pankreatik kanserde 9p,17p 18q, 3p, 8p ve 6q kromozomal 

kayıpları en sık rastlanan anomalilerdir. Bu bölgelerin bazıları bilinen tümör baskılayıc 

genleri barındırmaktadır; 9p21‟de CDKN2A/p16/MTS1, 17p13‟de p53 ve 18q‟da 

MADH4/SMAD4/DPC4. Ayrıca yine pankreatik kanser hücre hatları ile yapılan çalıĢmalarda, 

sırasıyla AKT2, KRAS2, MDM2, ERBB2 ve AIB1 onkogenlerini sırasıyla barındıran 19q, 

12p, 12q, 17q ve 20q bölgelerinde çoğalmıĢ DNA bölgeleri FISH (floresan in situ 

hibridizasyon) yöntemi ile saptanmıĢtır. 

Mikrosatellit kararsızlıklar: Opere edilen vakaların yaklaĢık %5‟in de gözlenen ve 

pankreatik adenokarsinomun bir alt tipi olan medüller karsinomada, sıklıkla bozulmuĢ DNA 

yanlıĢ eĢleĢme tamir mekanizması (mismatch repair) bozuklukları gözlenmektedir. BozulmuĢ 

bu tamir mekanizması, mikrosatellit kararsızlığın artmasına neden olmaktadır. Pankreasın 

birçok duktal adenokarsinomundan farklı olarak, mikrosatellit kararsızlık gösteren tümörler, 

daha az sayıda heterozigosite kaybı (LOH) ve aneuploidi göstermektedirler. Ayrıca daha az 

sayıda p53 ve KRAS mutasyonu göstermektedirler.  Histolojik olarak medüller kanserler daha 

az  diferansiyedirler. Bu tümörler genel duktal adenokarsinomlara göre daha iyi bir prognoz 

sergilerler. 

Epigenetik sessizleĢme: Pankreas kanserinde epigenetik olarak sessizleĢtiği bildirilen genler, 

ppENK, RARB, CDKN2A/p16, CACNA1G, TIMP53, CDH1, THBBS1 ve hMLH1‟dir. 

YaklaĢık olarak pankreas kanserlerinin %60‟ında birçok genin epigenetik olarak sessizleĢtiği 

bildirilmiĢtir. 

Spesifik gen değiĢimleri ve mutasyonlar: Karsinogenezde rol alan genler 

sınıflandırıldığında bunlar, onkogenler, tümör baskılayıcı genler ve genomun korunması 

yönünde fonksiyon gösteren genler olarak gruplandırılabilir. Pankreas kanserinde mutasyona 

uğrayan genler ve bunların görülme yüzdeleri Tablo 4‟de verilmiĢtir. 
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Özetle, pankreas duktal adenokarsinomu, pankreatik duktal epitelden pre-malign bir 

lezyon olarak baĢlayıp basamak basamak değiĢerek tamamıyla invazif ve agresif bir karakter 

kazanır. Pankreas kanseri çevresel faktörler ile de iliĢkilendirilmiĢ ve sigara içimin yaklaĢık 2 

kata kadar kanser riskini artırdığı bildirilmiĢtir. Ailesel pankreas kanseri yaklaĢık vakaların 

%10‟udur. Bu vakalarda BRCA2 ve PALB2 genlerini de içeren birtakım genlerin germline 

mutasyonları ile ilĢkilidir. Pankreas kanseri için spesifik bir baĢlangıç genetik lezyon varsa 

bile henüz tanımlanmamıĢtır. Ancak hücre invasyonu ve adezyonu, apoptoz ve DNA hasar 

kontrolü ile iliĢkili olarak sınıflandırılmıĢ sinyal yolakları ile ilgili genetik değiĢimler, 

pankreas kanseri oluĢumunda önemli olduğu literatürde yer almaktadır
33

. Mikroarray tabanlı 

yapılan bir çalıĢmada pankreas kanserinde özellikle DNA tamiri ile genlerin ifadelerinde 

önemli bir artıĢ olduğu bildirilmiĢtir
34

. Bu artıĢ oluĢan DNA hasarına karĢı hücresel bir tepki 

olarak değerlendirilebilir. 

 

2.2 DNA Hasarı   

DNA her yaĢayan hücrenin genetik bilgisini barındırdığı için, bütünlüğünü ve 

doğruluğunu korumak yaĢam için Ģarttır. Bununla beraber DNA inert bir molekül değildir ve 

kimyasal yapısı nedeniyle çevresel faktörlerden etkilenme eğilimindedir. DNA statik bir 

molekül olmadığından diğer molekül grupları ve proteinler ile iliĢki halindedir. DNA‟nın bu 

özelliği, onu hasara açık hale getirmektedir. Hasar oluĢumunun ardından hücre DNA tamir 

mekanizmaları ile molekül onarım sürecine sokulur. Ancak hasarın düzeltilememesi 

durumunda değiĢiklikler kalıcı hale gelir, mutasyon oluĢur ve olası bir hastalık tetiklenebilir. 

Bilinen en iyi DNA hasarı/ hastalık iliĢkisi örneği deri kanseridir. GüneĢ ıĢınlarının yoğun UV 

radyasyon etkisi ve deri kanser iliĢkisi bilinmektedir. Çevresel etkiler ile ortaya çıkan DNA 

hasarlarına ek olarak, hücre bölünmesi temel basamağı DNA replikasyonu da DNA‟da hata 

oluĢumunun nedenlerinden birisidir. DNA hasar oluĢumunun nedenleri aĢağıda gösterildiği 

biçimde sınıflandırabilinir; 

Ġçsel (Endojen) kaynaklı mutasyon etmenleri: 

- DNA replikasyon hataları 

- DNA bazlarının tautamerik form özelliklerinden kaynaklanan mutasyonlar 

- Serbest radikallerinin neden olduğu mutasyonlar 
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Çevresel kaynaklı mutasyon etmenleri: 

- Kimyasallar (DNA baz analogları vb.) 

- Fiziksel (UV, iyonize radyasyon vb.) 

- Biyolojik (viruslar). 

Hücresel metabolizmanın ürünü olan serbest radikaller DNA‟da oksidatif hasarın baĢlıca 

nedenleridir. Aerobik organizmalarda oksidatif DNA hasarı oksijen kullanımının doğal 

sonucu olarak ortaya çıkan reaktif oksijen türleri tarafından oluĢturulmaktadır. Reaktif oksijen 

türlerine en yüksek reaktiviteye sahip hidroksil radikali (.OH) baĢta olmak üzere, superoksid 

radikali (O2.-) ve radikal olmayan hidrojen peroksit (H2O2) örnek verilebilir. Reaktif oksijen 

türleri karbohidrat, protein ve lipid gibi biyomoleküllerin yanı sıra hücre genetik materyali 

olan DNA‟yı da kimyasal olarak oksidatif hasara uğratmaktadır
6
. Yüksek reaktiviteye sahip 

olduğu bilinen hidroksil radikali (.OH) baĢta olmak üzere oksijenden türev alan serbest 

radikaller, DNA‟nın bileĢenleri ile reaksiyona girerek DNA‟nın yapısını bozarlar
35

. DNA‟nın 

bu tipteki hasarı „oksidatif DNA hasarı‟ olarak adlandırılmaktadır
36

. BaĢta hidroksil radikali 

(
.
OH) olmak üzere oksijenden köken alan bu serbest radikaller DNA ve nükleoprotein 

üzerinde geniĢ çaplı modifikasyonlara yol açarlar. Bu değiĢiklikler modifiye bazlar, okside 

Ģekerler, tek veya çift zincir kırıkları, DNA-protein çapraz bağlanmaları ve abazik bölgeler 

Ģeklinde kendini gösterir. Hücrede oluĢan bu hasarları onarabilecek çeĢitli tamir 

mekanizmaları bulunmakla birlikte radikal düzeyinin artıĢı ve bu enzimlerin kapasitelerinin 

aĢılması DNA hasarını kaçınılmaz hale getirmektedir. 

DNA hasarını oluĢturan etmenlerin baĢında hücrenin kendi metabolizmasının ürünleri 

gelmektedir. Bunların en baĢında serbest oksijen türleri (ROT) gelmektedir. Hücrede en fazla 

serbest oksijen radikali, mitokondride gerçekleĢen elektron transport zinciri reaksiyonlarında 

ortaya çıkmaktadır. Oksijen molekülü (O2) eĢlenmemiĢ elektrona sahiptir. Elektronun 

ortaklanmadığı veya yörüngesinde tek baĢına olduğu kimyasal türler (atom, molekül veya 

iyon) vardır. Bu reaktif özellik taĢıyan kimyasal türler radikal veya serbest radikaller olarak 

adlandırılır
37

. Moleküler oksijen de bu nedenle reaktif oksijen türleri oluĢturma eğilimindedir. 

Reaktif oksijen türleri hidrojen peroksit (H2O2), süperoksid (O2•-) ve hidroksil radikali 

(●OH)'dir. ROT‟leri intraselüler sinyal molekülleri olarak fonksiyon gösterir
38

 ve 

reaktivitelerine göre lipid, protein ve DNA gibi makromolekülleri modifiye ederler. Serbest 

radikaller ve bunlara karĢı vücudun en önemli savunma sistemi olan antioksidanlar arasındaki 
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dengesizlik sonucu oluĢan bu protein oksidasyonu, lipid peroksidasyonu ve DNA 

oksidasyonlarının tümü metabolizmada oksidatif stres olarak adlandırılır. 

Oksidatif DNA hasarı hücresel metabolizmanın kaçınılmaz bir sonucudur. Elektron 

transport zinciri reaksiyonlarında, elektronların oksijene kaçakları sonucunda süperoksid 

formlar ortaya çıkar. Bazı enzim aktiviteleri de superoksidleri oluĢturur. ROT‟lar aynı 

zamanda iyonize/ultraviyole radyasyon sonucunda da oluĢabilirler. Benzer Ģekilde redoks 

döngüsüne giren ekzojen kaynaklı kimyasalların da superoksidleri oluĢturma potansiyelleri 

vardır. OluĢum nedenlerinden bağımsız olarak ROT‟leri DNA gibi hücresel biyomoleküller 

ile iliĢkiye girebilir ve yapılarında değiĢikliklere neden olabilir.  

Reaktif oksijen türlerinin yüksek reaktivitedeki hidroksil radikalleri DNA ile etkileĢir. 

DNA bazlarına ikili bağlar ekleyebilir veya timin bazının metil grubundan H atomunu 

ayırarak baz yapısını bozabilir.  Reaktif oksijen türleri ile etkileĢim sonucunda 20‟den fazla 

DNA baz formu oluĢabilir (ġekil 3). Bunlardan en yaygın görülen 8-oxo guanin (8-OGua)‟dir. 

 

ġekil 3. Reaktif Oksijen Türleri Ġle EtkileĢim Sonucu OluĢan DNA Bazları 2. 
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DNA guanin bazının reaktif oksijen türleri ile girdiği reaksiyon sonrasında 8-oxo-guanin 

(8-OGua) ya da tautomerik formu 8-hidroksiguaninin(8-OHGua) oluĢturması ve 8-OGua‟nin 

adenin ya da timin ile hatalı eĢleĢme potansiyeli nedeniyle çok çalıĢılmıĢ bir konudur. Hatalı 

eĢleĢme sonucunda GCAT, GCTA ve GCCG formları oluĢabilmektedir. Bu 

mutasyonlar DNA‟nın replikasyonunun ardından kalıcı hale gelebilmekte ve ölümcül sonuçlar 

doğurabilmektedir. 8-OGua, normal hücresel metabolik aktivitelerin yanı sıra değiĢik tipteki 

radyasyonlar ve kimyasalların etkileri ile de oluĢabilir. ROT‟leri guanine doğrudan saldırır. 

ÇeĢitli ROT‟leri arasında hidroksil (●OH) radikalleri en reaktif olanıdır. Enzimatik olan veya 

olmayan reaksiyon sonucunda açığa çıkabilir ve hemen hemen bütün biyomoleküller ile 

reaksiyona girerek, DNA iplik kırıklarına, DNA-protein çapraz bağlanmalarına, baz eĢleĢme 

mutasyonlarına, DNA baz oksidasyonlarına, lipid peroksidasyonuna vb. yol açabilirler. 

Hidroksil radikalleri aynı zamanda hidrojen ekleme veya çıkarma ve elektron transfer 

reaksiyonlarına da katılır. Bu Ģekilde birçok farklı kimyasal yapının oluĢumuna, genom 

kararsızlığına ve hücresel hasara yol açabilir. Hidroksil radikali, guanin bazının C4, C5 ve C8 

pozisyonuna saldırmakla birlikte ve C8 en fazla öne çıkan saldırı bölgesi olmaktadır. Bu 

nedenle DNA'da en yaygın bilinen oksidasyon ürünlerinden biri 8-oxo-G'dir
339

. 8-oxo-G en 

yaygın görülen oksidatif hasarlı bazdır. 8-oxo-G gibi hasarlı bazlar, baz kesip-çıkarma tamir 

mekanizması ile onarılır. Onarımın yetersiz kalması durumunda oksidatif stres modifiye DNA 

baz düzeyinin artmasına ve 8-oxo-G'nin DNA'da birikimine neden olur
40,41

. DNA üzerinde bu 

tür modifiye bazların oluĢturduğu hasar, kalıcı mutasyonlara yol açar. DNA hasarının kanser 

oluĢumunun tüm evrelerinde rol oynayabileceği savunulmakta ve bazı kanserlerde oksidatif 

DNA hasarı düzeyinde artıĢ belirtilmektedir 
6
. 

 

2.2.1 DNA Hasarı Tamir Mekanizmaları 

Kimyasal değiĢiklikler bütün hücresel moleküllerde oluĢabilir. Protein, RNA, membran 

fosfolipidleri gibi birçok biopolimer oluĢan bu değiĢikliklerden hücrenin en az düzeyde 

etkilenecek Ģekilde kısa ömürlüdürler ve yenileri ile yer değiĢtirirler. Ancak DNA metabolik 

olarak stabil olmalıdır. DNA‟nın bu stabilitesinin korunmasında yüksek doğruluklu 

replikasyon ve DNA tamir mekanizmaları önemli rol oynarlar. DNA tamir mekanizmaları, 

alkillenmiĢ guaninin tamirinde olduğu gibi hasar etkeninin (alkil grubu) doğrudan 

uzaklaĢtırılması Ģeklinde olabilir ya da hasara uğramıĢ baz veya DNA bölgesinin doğrudan 

uzaklaĢtırılması ve çıkarılan bölgenin yeniden sentezlenmesi Ģeklinde gerçekleĢebilir. Bu tür 
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çok basamaklı özelleĢmiĢ tamir mekanizmaları da bulunmaktadır. Bunların yanı sıra tek veya 

çift iplik DNA kırıklarının tamirinde rol alan homolog olan veya homolog olmayan 

rekombinasyonel tamir mekanizmaları da bulunmaktadır. Temel olarak DNA tamir 

mekanizmaları 6 kategoriye ayrılılabilir
42

: 

 

 Doğrudan tamir 

 Baz çıkarım tamiri (BÇT) 

 Nükleotid çıkarım tamiri (NÇT) 

 YanlıĢ eĢleĢme tamiri 

 Tek ve çift-zincir kırık tamiri 

 Zincirler arası çapraz bağların tamiri 

 

 

2.2.1.1 DNA hasarının doğrudan uzaklaştırılması 

 

DNA bazlarının alkillenmesi DNA‟da mutasyon meydana getirebilir. Alkil gruplarının 

uzaklaĢtırılmasından sonrumlu enzim O
6
-alkilguanin alkil transferazdır. O

6
-alkilguanin alkil 

transferaz guanindeki etil veya metil gruplarını kendi aktif sitesindeki sistein residüsüne 

aktarır. Böylece alkil grubunu uzaklaĢtırmıĢ olur (ġekil 4).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 4. DNA Hasar Etmeninin Doğrudan UzaklaĢtırılması . 
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2.2.1.2 Baz çıkarım tamir (BÇT) mekanizması 

 

Baz çıkarım tamiri (BÇT), tamirden sorumlu asıl proteinler olan DNA glikozilazların 

substrat spesifikliğinden dolayı, nükleotid çıkarım tamir (NÇT) ve yanlıĢ eĢleĢme tamir 

mekanizmasından ayrılmaktadır
43

. E. coli'de formamidopirimidin glikozilaz (Fpg veya 

MutM), endonükleaz III (Nth) ve endonükleaz VIII (Nei) olmak üzere üç ayrı DNA glikozilaz 

bulunmaktadır. Ġnsanda bu üç genin homoloğu sırasıyla hOGG1, NTH ve NEIL1 olarak 

adlandırılan substrat spesifik glikozilazlardır.  

Sitozin ile eĢleĢmiĢ modifiye baz 8-OHGua, hOGG1 proteini tarafından tanınır ve 

kesilerek uzaklaĢtırılır. Baz çıkarım ilk aĢamasında hasara spesifik DNA glikozilazlar, 

modifiye baz ve Ģeker arasındaki N-glikozidik bağı hidrolize ederek lezyonu (hasarlı bazı) 

uzaklaĢtırırlar ve apürinik/aprimidinik (AP) bir bölge oluĢtururlar. 8-hidroksiguanin glikozilaz 

(OGG1), endonükleaz VIII benzeri protein (NEIL1) gibi iki fonksiyonlu bir glikozilazdır ve  

modifiye bazı uzaklaĢtırdıktan sonra AP liyaz aktivitesi gösterir 
44,45

. Bu Ģekilde β- veya β,δ-

eliminasyon reaksiyonları ile DNA iskeletini 3‟ucundan kırarak DNA‟da tek zincir kırığının 

oluĢmasına yol açarlar. Bu kırık, polimerizasyon ve ligasyon öncesinde normal bir 3‟- 

hidroksi grubuna dönüĢtürülmesi gereken bir 3‟-α,β-doymamıĢ aldehid veya 3‟-fosfat 

bulundurmaktadır 
43,46

. Memelilerde bu aĢamadan sonra BÇT yolağında apürinik 

endonükleaz1 (APE1), DNA bazı barındırmayan (abazik) bölgeyi 5‟ ucundan kırar ve 

özellikle 3‟-α,β-doymamıĢ aldehid olmak üzere engelleyici 3‟ ucunu uzaklaĢtırır
47

. BÇT,  iki 

alt yolak ile devam edebilir. Kısa yolakta polimeraz-β (Pol-ß) ile yalnız bir baz yerine koyulur 

ve yeni sentezlenen DNA, DNA ligaz III/XRCC1 heterodimer ile kapatılır 
48,49

. Uzun yolakta 

ise Pol β, PCNA, Fen 1 ve Ligaz 1‟in uyumlu çalıĢması ile 2-13 arasında  DNA‟ya eklenebilir 

50,51
. Baz çıkarım mekanizması ġekil 5'de verilmiĢtir. 
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ġekil 5. Baz Çıkarım Mekanizması52. 

 

2.2.1.3 Nukleotid Çıkarım (Excision) Tamir Mekanizması 

 

Nükleotid çıkarım tamir mekanizmasında insanda ilk olarak xeroderma pigmentosa 

(XP)‟lı hastalarda tanımlanmıĢ yedi genden oluĢan XPA-XPG genlerinin ürünleri rol oynar. 

NÇT‟de ilk basamak hatalı baz eĢleĢmesinin XPC ve hHR23B proteinlerinin oluĢturduğu 

kompleks ile tanınmasıdır. Ardından XPB, XPD ve XPG proteinleri hasarlı bölgeye toplanır. 

Hasarlı bölgenin her iki tarafından yaklaĢık 30 uzunluğunda bir bölge de ikili sarmal açılır. 

XPA, XPF ve ERCC1 proteinleri yine hasarlı bölgeye toplanır. XPF/ERCC1 ve XPG DNA‟yı 

hasarlı bölgenin sırasıyla 5‟ ve 3‟ yanlarından kesen endonükleazlardır. Bu Ģekilde yaklaĢık 

30 nükleotidlik bir bölge çıkarılır. Ortaya çıkan boĢluk DNA polimeraz  ve  tarafından 

doldurulur ve DNA ligaz uçları birleĢtirerek tamir süreci tamamlanır (ġekil 6). 
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ġekil 6. Nukleotid Çıkarım Tamir Mekanizması53 

 

 

2.2.1.4 Hatalı Eşleşme (Mismatch Repair) Tamir Mekanizması 

 

DNA polimeraz replikasyon sırasında yanlıĢ bazı eklerse, bu hatayı proofreading 

mekanizması ile düzeltir. Ama hata düzeltilmezse mutasyon meydana gelir. Bu durum 

mismatch tamir mekanizması ile düzeltilir. E. coli‟de bu tamir mekanizmasında mutH, mut L 

ve mutS gen ürünleri görev alır. Bunların yanısıra Mut U gen ürünü helikaz II gibi iĢ görür. 

Mismatch tamir sistemi yeni sentezlenmiĢ ipliği tarar. Hatalı eĢleĢmeleri, baz kayıp ve 

eklenmelerini tarar.  Hatalı bazın varlığında yanlıĢ bazın olduğu yeni replike olmuĢ ipliği 

kalıp iplikteki GATC dizisindeki metile olmuĢ adeninden tanır. Yeni sentezlenmiĢ iplikte 

adenin metile değildir. Bu diziden 1kb veya daha uzak bir bölgeyi tarayabilir. E.coli‟de mutS 

hatalı baz eĢleĢmesine spesifik olarak bağlanır. Mut H proteini GATC dizisine bağlanır ve 
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ipliği unmetile GATC dizisinden kırar. Üç protein ürünü bir komplex oluĢturarak çalıĢır. 

OluĢan boĢluk DNA polimeraz tarafından doldurulur ve DNA ligaz tarafından Ģeker-fosfat 

iskeleti tamamlanır. Memelilerde bu sisteme benzer mekanizmalar vardır. Ġnsanda mut 

genlerinin homologları olarak hMSH2, hMLH, hPMS1, hPMS2 gibi genler tanımlanmıĢtır 

(ġekil 7). 

 

 

ġekil 7. Hatalı EĢleĢme Tamir Mekanizması  

 

2.2.1.5 Tek ve Çift İplik Kırıklarının Tamiri  

 

Tek iplik kırıklarında, diğer iplikteki bilgi doğru okunarak hasarlı iplik onarıcı enzimlerle 

onarılabildiğinden çift iplik kırıklarındaki hasar daha önemlidir . DNA çift iplik kırıkları (DÇK) 

oldukça ciddi ve ölümcül tip DNA hasarlarıdır. Tek bir DÇK hücreyi öldürmek veya genomik 

bütünlüğü bozmak için yeterlidir. DÇK‟ler ekzojen veya endojen kaynaklı hasarlar ile 

oluĢabilir. ĠndüklenmiĢ DÇK‟lerin yanında programlı DÇK‟ler de bulunmaktadır (T ve B 

hücre reseptör yeniden düzenlenmesi). Hücre baĢına günde 10 DÇK oluĢtuğu hesaplanmıĢtır. 

Memeli hücrelerinde DÇK‟lerin tamiri için iki major mekanizma bulunmaktadır; homolog 

rekombinasyon (HR) ve homolog olmayan uç bağlama (non homolog end joining =NHEJ) 

(ġekil 8).  
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ġekil 8. DNA Çift Ġplik Kırıklarının Tamiri54. 

 

HR yolağında genel olarak hata oranı oldukça düĢüktür ancak bütünlüğü korunmuĢ 

homolog kalıplar (kardeĢ kromatidler gibi) ister. NHEJ memelilerde daha çok karĢımıza çıkan 

tamir Ģeklidir. Hata eğilimlidir. Uzun homolog diziler gerektirmez. DÇK‟lerin HR veya NHEJ 

için seçimi hücre döngüsünün fazı önemlidir. HR, S ve G2 fazında geçerli tamir 

mekanizmasıdır. Homolog olmayan uç bağlama ise G1 fazında ağırlıklı olarak rol almaktadır. 

Çok hücreli ökaryotların mitotik hücrelerinde DÇK‟lar, omurgalı immun sistem 

lenfositlerinin olgunlaĢma süreci dıĢında patolojiktir. DÇK‟lar; S faz boyunca kromatid 

kırıkları en sık gözlenen durum ve yakınındaki kardeĢ kromatid kullanılarak HR ile tamir 

edilir. Kalan bütün DÇK‟lar NHEJ ile tamir edilir. Bunlar S faz dıĢında meydana gelirler ve 

HR„daki gibi kullanılabilecek bir kardeĢ kromatid bulunmamaktadır. Bu tip DÇK‟lar 

ROT‟leri, infrared ve nükleer enzimlerin beklenmeyen aktiviteleri sonucu ortaya çıkar. Ancak 

ROT‟leri major DÇK nedenidir.  
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Fosfo inozitol 3 kinaz iliĢkili kinaz (PIKK) aile üyeleri DÇK‟ın tamirinin değiĢik 

basamaklarında önemli role sahiptir. DÇK sinyalinde rol alan hedef proteinleri fosforillerler. 

PIKK aile üyeleri korunmuĢ bir kinaz domaini barındırırlar. Memeli hücrelerinde DÇK uçlar 

MRE11/Rad50/NBS (MRN) ve KU70/Ku80 komplexleri tarafından tanınır. MRN kompleksi 

hasar bölgesine ATM‟yi çağırır. Ku70/80 DNA-PKcs‟yi lezyon noktasına çağırır. MRE11 

(mayotik rekombinasyon 11) arkeadan memeli hücresine kadar korunmuĢtur. Telomerlerin 

korunmasında, HR‟da ve NHEJ‟de görev alırlar. Tek iplik endonükleaz ve 3‟5‟ 

eksonükleaz aktivitesine sahiptir. PIKK ailesi üyesi üç protein DÇK‟e yanıtta esastır. ATM, 

ATR ve DNA-PKcs. ATR sıklıkla DNA tek iplik kırıkları ile iliĢkilendirilirken, ATM ve 

DNA-PKCs DÇK‟lar ile iliĢkilidir. MRN kompleksinin 3. Partneri NBM aynı zamanda nibrin 

ve p95 olakta bilinir. MRE11 ve RAD50 interaksiyonu her ikisinin de endo ve ekzonükleaz 

aktivitelerini artırır. DÇK‟lerin tamir edilemediği durumda DNA Damage Response (DDR) 

yolağı ATM ve ATR gibi kinazları ile aktive olur. 

Pankreas kanserinde DNA tamir mekanizmaları ve bu mekanizmalarda rol alan genler 

arasındaki iliĢki çalıĢılmıĢtır. DNA çapraz bağlanmalarının (DNA crosslink) tamirinde rol 

alan BRCA1/BRCA2 kompleksinde yer alan genler özellikle kalıtımsal kanserler ile iliĢkisi 

nedeniyle pankreas kanserinde de çalıĢılmıĢtır. Buna ek olarak otozomal dominant kalıtsal bir 

hastalık olan ve kolon kanseri ile iliĢkilendirilen Lynch Sendromu, pankreas kanserinin 

oluĢumunda da risk faktörüdür. Bu sendrom DNA hatalı baz eĢleĢme tamir mekanizması ile 

iliĢkili hMSH2, hMLH1, hPMS1, hPMS2 ve hMSH6/GTBP gibi genlerin germline 

mutasyonları ile iliĢkilidir
27

. Bunlara ek olarak baz çıkarım onarım mekanizmasında yer alan 

ve oksidatif DNA hasarlarının uzaklaĢtırılmasında rol oynayan 8-oxo-guanin DNA glikozilaz 

(OGG1) geninin pankreas kanserinin oluĢumunda önemli bir aday gen olduğu ileri 

sürülmüĢtür
55

 
56

 
57

.  

 

2.2.2 8-Oxo-guanin DNA Glikozilaz 1 (OGG1) 

OGG1 geni 8-oxoguaninin çıkarılıp uzaklaĢtırılmasından sorumlu enzimi kodlayan 

gendir. Kromozom 3p26.2 bölgesinde yerleĢim gösterir.  Genin C-terminal bölgesinin 

alternatif splicing‟i 2 ana grubun oluĢmasına neden olur ki bunlar Tip1A ve Tip2A olarak 

gruplandırılır. Ġki grup arasındaki en önemli fark, Tip1A grubunun 7. Eksonu, Tip2A 

grubununda 8. eksonu barındırmasıdır. Bütün varyantlarda N-terminal bölgesi ortaktır. Bu 

bölge mitokondrial hedef sinyali içerir.  
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2.2.3 Endonükleaz VIII-benzeri 1 (NEIL1) 

NEIL1 geni DNA glikosilazları kodlayan ve Nei endonükleaz VII-benzeri gen ailesi 

olarak tanımlanan grubun bir üyesidir. Genin kodladığı enzim, okside primidinlerin DNA‟dan 

uzaklaĢtırılması tamirinde rol oynamaktadır. Genin çoklu varyant formları kopyalayan 

izoformları bulunmaktadır. NEIL1 geni kromozom 15q24.2 „de yerleĢiktir ve 14 eksona 

sahiptir. 

2.2.4 DNA Hasarı ve Kanser  

DNA hasarı yaĢam için önemli bir sorundur ve kanser oluĢumunun primer 

nedenlerindendir. DNA hasarı mutasyondan farklıdır. DNA hasarı mutasyonların oluĢumuna 

zemin hazırlar. Temel olarak DNA hasarı, DNA‟nın kimyasal yapısının değiĢimidir. Bir 

memeli hücresinde günde 60000 civarında DNA hasarı oluĢmaktadır. DNA hasarı genel 

olarak, kimyasal bir grubun DNA‟ya eklenmesi ya da çıkarılması, DNA ikili sarmalında tek 

veya iki ipliğin kırılması olarak tanımlanabilir.  Hasarların nedeni hücresel metabolizmadan 

kaynaklanan yan ürünler ya da çevresel faktörler olabilir ve hasarlı DNA‟ya hücrenin verdiği 

tepkilerde farklılık gösterebilir (ġekil 9). 
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Hasarlı bazı barındıran DNA‟nın replike olması bu bazın karĢısına farklı bir DNA bazının 

yerleĢtirilmesine ve bir sonraki replikasyon sürecinde mutasyon oluĢumuna neden olur. DNA 

kırıklarının tamirinde sıklıkla mutasyonların oluĢması söz konusu iken, kimyasal değiĢimler 

ile meydana gelen DNA hasarları büyük bir oranda özelleĢmiĢ DNA tamir mekanizmaları ile 

düzeltilmektedir. DNA hasarı meydana geldiğinde DNA hasarı replikasyondan önce 

düzeltilir. DNA hasarı prolifere olan hücrede meydana gelir ve hasar DNA tamir 

mekanizmaları tarafından düzeltilmezse bu durum mutasyon birikimine yol açar ve kanser 

riskini doğurabilir. DeğiĢime uğramıĢ DNA dizileri replikasyon ile kopyalanır ve döl 

hücrelere aktarılır. Bir gende meydana gelen mutasyon o gen ürününün fonksiyonunu 

değiĢtirmeyebilir (sessiz mutasyon-bir amino asidin birden fazla kodon ile kodlanması 

nedeniyle)  ama genellikle izlenen genin kodladığı proteinin anormal fonksiyon 

kazanması/kaybı durumudur. Mutasyonlar protoonkogenleri aktive edebilir, tümör baskılayıcı 

genlerin ifadelerini baskılayabilir ya da hücrede genomik kararsızlığa neden olabilir. Bu tip 

mutasyonların birikimi ile hücre kanserleĢme sürecine girebilir. Kanser genellikle klonal 

geniĢleme için seçilim avantajı sağlayan mutasyonların birikiminin bir sonucudur. ġekil 10 

ġekil 9. DNA Hasarı Etmenleri ve Hasara Hücrenin Verdiği Tepkiler 1 
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‟da görüldüğü gibi tamir mekanizması, kanserleĢme ve/veya yaĢlanma sürecinde normal 

hücresel devamlılığın kontrolünde oldukça önemli bir mekanizmadır
58

. 

 

 

 

ġekil 10. DNA tamirinin hücrenin normal fonksiyonlarını korumadaki etkisi58. 

 

Son yıllarda çok sayıda kanser tipinde önemli rol oynayan proteinlerden biri de doku 

transglutaminaz (TG2/TGM2)'dir. Pankreas kanseri dahil çoğu kanserde TG2 yüksek düzeyde 

eksprese edilmektedir. Kanser hücrelerinde artan TG2 ekspresyonu, ilaç direnci, metastaz ve 

kısa yaĢam süresi ile iliĢkilidir. TG2 proteini ve kanserdeki önemi sırasıyla bölüm 2.3 ve 

2.3.1'de verilmiĢtir. 
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2.3 Doku Transglutaminaz (TG2)  

Transglutaminazlar (TGs;EC2.3.2.13) proteinlerin post-translasyonel modifikasyonlarını 

katalizleyen bir enzim ailesidir. Proteinleri ε-(g-glutamil)lizin izopeptid bağları aracılığıyla 

çapraz bağlar 
59

. Sekiz TG, memelilerde tanımlanmıĢtır. Tanımlanan tüm transglutaminazlar 

katalitik aktivite için Ca
2+

‟a bağımlıdır. Bazıları propeptid kesimine ihtiyaç duyar ve 

bunlardan üçü (TG2, TG3 ve TG5) GTP tarafından inhibe edilir 
60

. Doku transglutaminaz 

(TG2 ve ya tTG) TG ailesinin her yerde bulunan üyesidir. TG2 geni (TGM2 insan, 

kromozom20q11-12) 13 ekzon ve 12 introndan oluĢur 
60

 ve 687 amino asitlik N- terminal β-

sandiviç, katalitik merkez ve 2 C-terminal β-barrel domaini olmak üzere dört farklı domaine 

sahip monomerik bir proteini (78 kDa) kodlar (Ģekil 11). 

 

 

ġekil 11. TG2 Proteininin Yapısal ve Fonksiyonel Domainleri 61. 

 

TG2 hem hücre içi hem de hücre dıĢı fonksiyonları ile yapısal ve fonksiyonel olarak 

kompleks bir proteindir.  Proteinlerin Ca
2+

- bağımlı post translasyonel modifikasyonları 

katalizlemesine ek olarak, TG2 GTP ve ATP‟ye bağlanır ve hidrolizleyebilir 
62

. Bununla 

birlikte protein disülfit izomeraz reaksiyonunu katalizleyebilir ve hatta protein kinaz olarak 

fonksiyon gösterebilir 
63

. GTPaz aktivitesi TG2 fonksiyonu ile iliĢkilidir. TG2‟nin yüksek 

afiniteli fibronektin bağlayan bölgesi N-terminalde lokalize olmuĢtur (ġekil 11). Baskın 
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olarak intraselüler protein (sitozol, nukleus, hücre membranında lokalize olmuĢ) olmasına 

rağmen, henüz bilinmeyen bir mekanızma ile hücre dıĢına da salgılanır ve ekstraselüler 

fonksiyon gösterir. Normal koĢullar altında hücre içi çevredeki TG2 düĢük Ca
2+

 varlığına ve 

GTP/GDP‟nin inhibitör etkisine bağlı olarak latent bir protein olarak varlığını sürdürür (ġekil 

12). Bununla birlikte hücrenin zorlayıcı koĢulları altında, Ca
2+

 homeostazınnın kaybı veya 

bozukluğu sonrası stres, travma gibi durumlarda, TG2 aktive olabilir ve apoptoz ve nekroz 

sırasında gözlendiği gibi hücreiçi proteinlerin çapraz bağlanmalarına neden olur 
64,65

. 

TG2, hem hücre içinde hem hücre dıĢında matriks stabilizasyonu, hücre adezyonu ve 

göçü, hücre ölümü ve sağ kalımı dahil birçok önemli fonksiyona sahiptir (ġekil 12) 
61

. TG2 

çeĢitli hücreiçi veya hücredıĢı proteinlerle onların yapısını, fonksiyonunu ya da stabilitesini 

değiĢtirerek etkileĢime girebilir 
66

. Örneğin, TG2 NFκB inhibitörü olan IκB-α proteinini 

çapraz bağlayarak, IκB‟den ayırarak NFκB‟yi aktive eder 
67

. Bu NFκB aktivasyonu, hücreleri 

reaktif oksijen türleri, enflamatuvar sitokinler ve kemoterapi ilaçları nedeniyle oluĢan stres 

kaynaklı hücre hasarına karĢı korur 
67,68

.  

 

 

ġekil 12. TG2 ekspresyonu ve hücre ölümü arasindaki ilişki 61. 
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2.3.1 Kanserde TG2 

Kanser progresyonu, enflamatuvar yanıt, doku hasarı ve yara iyileĢmesi ile iliĢkilidir 
69,70

. 

ArtmıĢ TG2 ekspresyonu ve transamidasyon aktivitesi çoğu enflamatuvar hastalığın ortak 

özelliğidir 
71,72

. Bu nedenle, doku hasarı ve yara iyileĢmesi sırasında salgılanan çeĢitli sitokin 

ve büyüme faktörleri (TNF-α, IL-6, TGF-β1 gibi) TG2 ekspresyonunun en önemli 

indükleyicileridir 
69,73,74

. Enflamatuvar yanıtlar tümör baĢlangıcı, ilerlemesi, invazyon ve 

metastazda kritik bir rol oynar. Ġmmun hücreler tümöre infiltre olur, kanser hücreleri ile 

haberleĢir ve büyümesini, yaĢamını sürdürmesini ve geliĢimini sağlar 
75,76

. Benzer olarak 

primer tümörde TG2‟nin ekspresyonunun baskılandığı, sekonder metastazik tümörde ya da 

kemoterapiye dirençli tümörlerde ise arttığı bildirilmiĢtir 
77,78

. Kanser hücrelerinde artan TG2 

ekspresyonu, ilaç direnci, metastaz ve kısa yaĢam süresi ile iliĢkilidir. Bu bulgular kronik 

enflamasyon, TG2, metastaz ve ilaç dirençli kanser arasında bir bağlantı olduğunu 

düĢündürmektedir 
61

. 

Son yıllarda yapılan çalıĢmalar, pankreas kanser hücrelerinde doku transglutaminaz 

(TG2)‟ın aĢırı eksprese olduğu ve otofajik hücre ölümünü inhibe ettiği bildirilmektedir. MD 

Anderson Kanser Merkezi değiĢik pankreas hücre hatlarında siRNA kullanarak, özellikle 

doku transglutaminaz (TG2) enziminin spesifik olarak hedeflenmesi ile otofajik hücre 

ölümünün tetiklendiğini göstermiĢlerdir 
24

. AraĢtırıcılar pankreas kanserli hasta biyopsi 

örneklerinde ve hücre hatlarında yüksek düzeyde TG2 ekspresyonu saptamıĢlardır  
79

. Yüksek 

metastatik potansiyele sahip hücre hatları da yüksek düzeyde TG2 tanımlamaktadır 
80

. ArtmıĢ 

TG2 ekspresyonu kemoterapiye direnç ve kötü prognoz ile paralellik göstermektedir 
79,81

.  

Kanserin progresyonunda izlenen TG2 ekspresyon düzeylerindeki artıĢın NFκB molekülü 

üzerinden gerçekleĢtiğini bulgulayan çalıĢmalar bulunmaktadır. Öne sürülen modellere göre 

TG2, NFκB inhibitörü IκB‟yi baskılayarak NFκB aktivasyonunu tetiklemekte buna karĢın 

NFκB de TG2 promotörü üzerinde transkripsiyonel aktivatör iĢlevi tükenmektedir. Bu pozitif 

geri beslemeli döngü her iki molekülün simültane aktivasyonunu sağlamaktadır
82

. 

 

2.4 NFκB ve Pankreas Kanserindeki Önemi 

NFκB, transkripsiyon kontrolünde rol oynayan bir protein kompleksidir. Deniz anasından 

insana kadar bütün canlılarda korunmuĢtur. Sitokinler, serbest radikalleri UV radyasyon gibi 

birçok hücresel stres durumlarında hücresel yanıt için gereklidir. NFκB ailesinin üyeleri  iki 
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alt sınıfda ayrılabilir; NFκB proteinleri ve Rel proteinleri. Bütün bu proteinler rel homoloji 

domaini (RHD) olarak adlandırılan yüksek düzeyde korunmuĢ bir DNA-

bağlanma/dimerizasyon domaini barındırırlar. Rel proteinleri C-terminal transaktivasyon 

domaini barındırırlar ve bu domain transkripsiyon aktivasyonu için bir çok türde rol oynar. 

NFκB süperaile üyesi proteinler NFκB1 ve NFκB2 büyük öncül proteinler olarak (p105 ve 

p100) üretilirler ve iĢlemlenerek sırasıyla p50 ve p52 NFκB alt birimlerini verirler. Bu 

proteinler  Ankrin tekrarlarını barındıran uzun C-terminal domainleri ile Rel proteinlerinden 

ayrılır. Bu domain büyük öncüllerin iĢlenmesi sırasında ubiqütinasyon mekanizması ile 

uzaklaĢtırlır. p50 ve p52 proteinlerinin kendilerinin tek baĢına transkripsiyon aktivasyon 

kapasiteleri bulunmaz
83

.   

Aktive olmuĢ NFκB heterodimer formundadır. Genellikle p65 ve p50 alt ünitelerini 

barındırır. NFκB‟nin her iki alt üniteleri NFκB /Rel ailesinin üyleridir. Bu ailenin c-Rel, RelB 

ve p52‟dir. NFκB‟nin aktivitesi IκB olarak adlandırılan inhibitör tarafından düzenlenir. 

Ġnhibitör sitoplazmada NFκB ile kompleks oluĢturur ve dimerin çekirdeğe translokasyonunu 

engeller. Hücre NFκB için uyarı sinyali aldığında, IκB fosforillenir ve ubiqütin proteozom 

kompleksi tarafından yıkılır. IκB‟nin yıkılması, NFκB dimerinin çekirdeğe 

translokasyonunu tetikler ve spesifik hedef genlerin transkripsiyonu uyarılır. NFκB‟nin 

aktivasyonunda önemli bir mekanizma, hücrenin reaktif oksijen türlerindeki (ROS) artıĢdır. 

Hidrojen peroksit uygulaması sonrasında hücrelerde NFκB‟nin hızla aktif hale geldiği, 

antioksidan bir madde kullanıldığında ise hızla NFκB aktivasyonunu blokladığı 

gösterilmiĢtir
84

. 

NFκB ökaryotik hücrelerde aralarında proliferasyon ve hücre sağkalımı ile ilgili olan 

birçok genin transkripsiyon faktörüdür. Birçok farklı kanser tipinde düzensizleĢmiĢ/bozulmuĢ 

NFκB saptanmıĢtır. Tümör hücrelerinde NFκB kodlayan dizilerdeki mutasyonlar, ya da IκB 

gibi aktiviteyi kontrol eden genlerdeki mutasyonlar NFκB‟nin sürekli aktivasyonuna neden 

olmaktadır. NFκB‟nin bloklanması tümör hücrelerinde proliferasyonu baskılamakta ve anti-

tümör ajanlara daha duyarlı hale gelmelerine neden olmaktadır. Bu nedenle NFκB birçok 

araĢtırmada hedef olarak çalıĢılmaktadır
85

. 

Kontrolsuz ve sürekli Kras ve NFκB aktivasyonu, pankreatik duktal 

adenokarsinomlarında sıklıkla izlenmektedir. Pankreas kanseri geliĢiminin erken evresinde 

Kras‟ın mutasyonal aktivasyonu  pankreas kanserlerinin %80-95‟inde gözlenmektedir. Bunun 

yanında Ink4a/Arf‟nin mutasyonal inaktivasyonuda pankreas kanserinde %50-75 
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gözlenmektedir. Deney hayvanları ile yapılan çalıĢmalarda mutasyona uğramıĢ Kras‟ın 

pankreatik intraepitelyal kanseri indüklediği gösterilmiĢtir. Bununla beraber, Kras‟ın 

aktivasyonuna rağmen, bu aktivasyonun etkilediği alt sinyal yolakları henüz tam olarak 

aydınlatılamamıĢtır. Bazı çalıĢmalar, NFκB‟nin, Ras‟ın etkin olduğu hayvan kanser 

modellerinde önemli role sahip olduğunu göstermiĢtir. Örneğin NFκB‟nin baskılanmasının 

Ras ile uyarılmıĢ invazif epidermal neoplazilerde, Ras‟ın etkisini azalttığı gösterilmiĢtir. Ling 

ve arkadaĢları, RelA/p50 NFκB‟nin pankreatik kanser örneklerinin %70‟inde sürekli olarak 

aktif olduğunu ve NFκB‟nin aktivitesinin mutant IκBα ile baskılanmasıyla, pankreas kanser 

karsinogenezini baskıladığını göstemiĢlerdir 
86

.  

Tez çalıĢmamızın amacı, pankreas kanserli hastalarda DNA hasarı ve onarım enzimlerinin 

ekspresyonlarını incelemek, DNA hasarı ve doku transglutaminaz (TG2) düzeyleri arasındaki 

olası iliĢkiyi araĢtırmaktır. Bu bağlamda yaptığımız çalıĢmaları iki baĢlık içerisinde 

toparlayabiliriz. Birincisi farklı evrelerde olan pankreas kanserli hastaların tümör ve eĢlenik 

normal dokuları ile gerçekleĢtirilen çalıĢmalar, ikincisi ise hücre hattı kullanılarak 

gerçekleĢtirilen TG2, OGG1 ve NFκB arasındaki iliĢkiyi açıklamaya yönelik yapılan 

deneylerdir. 

Hasta örnekleri ile yaptığımız çalıĢmalarda, hastaların tümör ve eĢlenik normal dokularında 

baz hasarı düzeyleri GC-MS/MS ile nükleozid hasarı düzeyleri ise LC-MS/MS ile 

ölçülmüĢtür. Yine hastaların tümör ve normal doku örneklerinde DNA onarım enzimleri 

OGG1, NEIL1  ve  proteinlerin post-translasyonel modifikasyonlarını katalizleyen bir enzim 

ailesi üyesi olan TG2 ekspresyonlarının belirlenebilmesi için gerçek zamanlı PCR yöntemi 

kullanılmıĢtır.  Bunun yanı sıra, hasta örneklerinden izole edilen total protein kullanılarak 

gerçekleĢtirilen western-blot çalıĢması ile TG2 ve OGG1 protein düzeyleri tümör ve normal 

doku örneklerinde incelenmiĢtir. 

Hücre kültürü ile yapılan çalıĢmalarda ise; pankreas kanserinde yüksek düzeyde ifade edilen 

TG2 proteininin, DNA tamir enzimi olan OGG1 proteini ifade düzeyine etkisi bildirici vektör 

kullanılarak analiz edilmiĢtir. Bu bağlamda ayrıca TG2 ile NFκB arasında iliĢki TG2‟nin 

baskılandığı veya NFΚB‟nin uyarıldığı durumlarda protein düzeylerindeki etkileĢim açısından 

western blot yöntemi ile incelenmiĢtir. 

 

Tez kapsamında yapılan çalıĢmaların yöntemsel ayrıntıları Gereç ve Yöntemler bölümünde 

açıklanmıĢtır. 
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3. GEREÇ VE YÖNTEMLER 

 

3.1 AraĢtırmanın Tipi 

Deneysel AraĢtırma 

3.2 AraĢtırmanın Yeri ve Zamanı 

Bu çalıĢma, 2010 Ocak-2014 Aralık tarihleri arasında Dokuz Eylül Üniversitesi Tıp 

Fakültesi Tıbbi Biyokimya, Tıbbi Biyoloji, Genel Cerrahi, Moleküler Tıp ve Patoloji 

Anabilim Dallarının katılımı ile gerçekleĢtirildi. ÇalıĢma kapsamında gerçekleĢtirilen kütle 

spektrometri çalıĢmaları National Institute of Standards and Technology (NIST) kurumunun 

Biomolecular Measurement Bölümü‟nün DNA Ölçümleri Grubu Laboratuarı'nda (Maryland, 

U.S.A), mRNA ve protein düzeyinde yapılan ekspresyon çalıĢmaları ve hücre kültürü 

çalıĢmaları ise Dokuz Eylül Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi Biyoloji Anabilim Dalı 

Laboratuarlarında gerçekleĢtirilmiĢtir. 

3.3 AraĢtırmanın Evreni ve Örneklemi/ÇalıĢma Grupları  

ÇalıĢmanın örneklemi, proje kapsamında Genel Cerrahi AD‟na pankreas adenokarsinomu 

nedeniyle cerrahi rezeksiyon geçiren değiĢik yaĢ gruplarındaki 45 hastadan toplanan tumör ve 

normal dokular oluĢturdu. BeĢ hasta patoloji sonucuna göre adenokarsinom tanısı 

almadığından çalıĢma dıĢı bırakıldı. Bu nedenle proje kapsamında 40 hasta ile çalıĢıldı. 

Operasyon sırasında cerrahın takibinde ve operasyon sonrası patoloğun makroskopik analizi 

sonucu, bu hastaların tümörlü dokularından ve tümör dokusundan en az 2-3 cm uzaklıkta 

olacak Ģekilde kendi kontrol (normal) dokularından örnek alındı. 

Hastaların araĢtırmaya dâhil olma ve dıĢlama kriterleri aĢağıdaki gibidir; 

ÇalıĢmaya alınma kriterleri: 

1. ÇalıĢmaya katılmayı kabul etme 

2. Pankreas kanseri tanısının konulması 

3. Pankreas kanseri nedeniyle yapılacak cerrahi operasyona medikal ve 

solunum fonksiyonları açısından uygunluk  
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4. Pankreas kanseri nedeniyle tanı veya tedavi amacıyla cerrahi operasyon 

endikasyonu olması 

5. 18 yaĢ üzeri olgular 

ÇalıĢmadan dıĢlanma kriterleri: 

1. ÇalıĢmaya katılmayı kabul etmeme 

2. 18 yaĢ altı olgular 

3. Medikal inoperabilite  

 Hastanın genel anestezi almasına engel oluĢturan sistemik hastalık 

varlığı 

 Arteria mesenterica superior, truncus ceoliacus ve hepatik arter 

invazyonu 

 Peritoneal karsinomatoz varlığı 

4. Kanser dıĢı nedenlerle yapılmıĢ cerrahi operasyon 

 

3.4 ÇalıĢma Materyali 

Pankreas kanserli hastaların tümör ve normal dokuları ile çalıĢma gerçekleĢtirildi. Bu 

dokulardan DNA ve RNA örnekleri elde edildi. Etik Kurul onayı (EK-1) alınarak hasta ve 

kontrol gruplarındaki katılımcıların kendileri ve/veya yakınları çalıĢma hakkında 

bilgilendirildi ve çalıĢmaya katıldıklarını kabul ettiklerine dair onam formu imzalatıldı (EK-

2). 

3.5 AraĢtırmanın DeğiĢkenleri 

Bağımsız değiĢken; Pankreas kanserinin süreleri 

Bağımlı değiĢken; DNA hasar belirteçleri ve DNA onarım enzim ekspresyon düzeyleri (bu 

belirteçler evreye bağlı olarak değiĢiyor) 
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3.6 AraĢtırma Planı ve Takvimi 

Örneklerin toplanması                Ocak 2010-Ağustos 2014 

DNA hasarı çalıĢmaları          Ekim 2011-Ekim 2013 

DNA onarım enzimlerinin ekspresyon çalıĢmaları  Ekim 2012- Ekim 2014 

Western Blot ÇalıĢmaları     Ocak 2012-Kasım 2014 

Hücre kültürü ÇalıĢmaları     Eylül 2012-Kasım 2014 

Analizler-Bulguların Değerlendirilmesi   Kasım 2013-Kasım 2014 

 

3.7 Verilerin Değerlendirilmesi 

Elde edilen DNA hasar bulgularının istatistiksel analizi Graphpad Prism (versiyon 5.03) 

programı kullanılarak Wilcoxon iĢaretli sıralar testi ile yapıldı. Klinik evreler ile DNA hasarı 

arasındaki iilĢkinin araĢtırılması aynı program ile değerlendirildi. Pankreas kanserli hastalarda 

DNA tamir enzimleri (OGG1 ve NEIL1) ve TG2 ekspresyon çalıĢmalarının bulguları 

değerlendirilirken yine Graphpad Prism programı kullanılarak ilgili grafikler elde edildi. 

3.8 AraĢtırmanın Sınırlılıkları 

Pankreas kanserli hastalardan yapılan DNA hasar çalıĢmaları, tez kapsamındaki tüm 

dokularda ölçülememiĢtir. Tez kapsamında 29 hastadaki sonuçlar değerlendirilirken, toplanan 

diğer hastalarda DNA hasar çalıĢmaları gerçekleĢtirilemedi. 

Dokulardan yapılan protein düzeyinde TG2 ve OGG1 ekspresyon çalıĢmalarında ise bazı 

pankreas kanserli hastaların eĢlenik normal dokularından protein elde edilememesi nedeniyle 

sonuçlar değerlendirilememiĢtir.  

Hücre kültürü çalıĢmalarında ise pankreas adenokarsinom hücre hattı olan MiaPaca-2 

hücre hattında OGG1 proteinin ekspresyonu, western blot yöntemi ile detekte edilememesi 

nedeniyle NFκB-OGG1-TG2 arasındaki olası iliĢki bu hücre hattı üzerinden bu yöntem ile 

gösterilememiĢtir. 
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3.9 Veri Toplama Araçları 

3.9.1 Demografik veri toplama 

Pankreas kanserli hastaların demografik verileri Dokuz Eylül Üniversitesi Genel Cerrahi 

ve Patoloji Anabilim dalından elde edildi. Hastalara ait demografik veriler Tablo 5'de 

verilmiĢtir. 

 

Tablo 5. Hastaların Demografik Verileri  

Hasta No YaĢ Cinsiyet Tanı Evre 

1 54 Kadın Pank.Adenokarsinom 2B 

2 60 Erkek  Pank.Adenokarsinom 2B 

3 53 Erkek Pank.Adenokarsinom 2B 

4 87 Erkek Pank.Adenokarsinom 2B 

5 - - - - 

6 58 Erkek Pank.Adenokarsinom 2B 

7 - - - - 

8 51 Erkek Pank.Adenokarsinom 2B 

9 - - - - 

10 62 Erkek Pank.Adenokarsinom 2B 

11 31 Erkek Pank.Adenokarsinom 2B 

12 62 Erkek - - 

13 - Erkek Pank.Adenokarsinom 2B 

14 - Erkek Pank.Adenokarsinom 1B 

15 - Erkek Pank.Adenokarsinom 2B 

16 - Erkek Pank.Adenokarsinom 2B 

17 62 Kadın Pank.Adenokarsinom 2B 

18 70 Erkek Pank.Adenokarsinom 2A 

19 73 Erkek Pank.Adenokarsinom 2A 

20 - - - - 

21 59 Erkek Pank.Adenokarsinom 2B 

22 50 Kadın Pank.Adenokarsinom 1B 

23 70 Kadın Pank.Adenokarsinom 2B 
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24 67 Erkek Pank.Adenokarsinom 2A 

25 43 Erkek Pank.Adenokarsinom 2A 

26 70 Kadın Pank.Adenokarsinom 2B 

27 60 Erkek Pank.Adenokarsinom 3 

28 55 Erkek Pank.Adenokarsinom 2B 

29 - Kadın Pank.Adenokarsinom 2A 

30 - Erkek Pank.Adenokarsinom 2B 

31 64 Erkek Pank.Adenokarsinom 1B 

32 - Kadın Pank.Adenokarsinom 2B 

33 - Erkek Pank.Adenokarsinom 4 

34 69 Kadın Pank.Adenokarsinom 2A 

35 55 Kadın Pank.Adenokarsinom 2A 

36 65 Erkek Pank.Adenokarsinom 2B 

37 - Erkek Pank.Adenokarsinom 4 

38 47 Erkek Pank.Adenokarsinom 2B 

39 51 Erkek Pank.Adenokarsinom 2B 

40 76 Kadın Pank.Adenokarsinom 1A 

41 64 Erkek Pank.Adenokarsinom 2B 

42 59 Erkek Pank.Adenokarsinom 2B 

43 68 Erkek Pank.Adenokarsinom 1B 

44 77 Erkek Pank.Adenokarsinom 2B 

45 53 Kadın Pank.Adenokarsinom 2B 

 

Proje kapsamında toplanan hasta dokularından 5‟i patoloji sonucuna göre adenokarsinom 

tanısı almadığından çalıĢma dıĢı bırakıldı. Bu dokular 5, 7, 9 ve 12 ve 20 no‟lu dokulardır. Bu 

dokular ile optimizasyon çalıĢmaları gerçekleĢtirildi. 

 

3.9.2 Örneklerin toplanması ve saklanması 

ÇalıĢma kapsamındaki pankreas dokularından DNA izolasyonu, RNA izolasyonu ve 

protein çalıĢmalarının her biri için yaklaĢık 0.5g doku alındı. Toplam alınacak tümör dokusu 

ve tümör çevresinden normal olarak adlandırılan doku miktarı ise 1,5g düzeyinde alındı. 

ÇalıĢma kapsamındaki dokularının dağılımı aĢağıdaki gibidir: 
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1. DNA izolasyonu : 0,5g  

2. RNA izolasyonu : 0,5g 

3. Protein izolasyonu : 0,5g 

 

Hastaların pankreas Normal dokuları N yanına doku numarası yazılarak (N1 gibi), tümör 

dokuları T yanına doku numarası (T1 gibi) yazılarak adlandırıldı. Bu dokular sıvı azot 

tankında 15 dakika dondurulduktan sonra -80 ˚C‟de saklandı. 

ÇalıĢmamızın akıĢ Ģeması aĢağıda verilmiĢtir. 

Hasta Tümör ve Normal doku 

örneklerinin alınması 

GC-MS/MS  
LC-MS/MS  
ölçümleri 

DNA 
izolasyonu 

WB ile TG2 , 
OGG1 protein 
düzey analizi 

Protein 
izolasyonu 

Gerçek zamanlı PCR ile 
OGG1, NEIL1 ve TG2 
mRNA  ifade düzeylerinin 
ölçümü 

Total RNA 
izolasyonu 

OGG1 bildirici vektörünün 

hazırlanması 

TG2 ifadesinin 
siRNA 
kullanılarak 
susturulması 

Bildirici vektör deney 
sistemi ile TG2’nin OGG1  
ifade düzeyine etkisinin 
incelenmesi 

NFKB aktivasyonunun 
uyarılması  

TG2 ve NFKB protein 
düzeylerindeki değişimin 
western blot ile incelenmesi 

 DOKU ÖRNEĞĠ ÇALIġMALARI HÜCRE KÜLTÜR TEMELLĠ ÇALIġMALAR 
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3.9.3 Kullanılan Cihazlar 

 ÇalıĢmada kullanılan cihazlar tablo 6'da verilmiĢtir. 

 

Tablo 6. Kullanılan Cihazlar 

Cihaz Adı Marka Model 

Saf su cihazı  Milipore Mili-Q  ZLX55003Y  

Santrifüj  Heraeus  Biofuge stratos  

Otomatik pipet  Eppendorf  Eppendorf Research  

Derin dondurucu  Thermo  VLT1740-5-V40  

Spektrofotometre  PG  T80  

Freeze-Dryer 

(Liyofilizatör)  

FTS  Flexi-Dry  

GC-MS/MS  Agilent Technologies  7000 GC/MS Triple Quad (pozitif 

elektron iyonizasyon moduna sahip)  

Yüksek çözünürlüklü 

erimiĢ-silika kapiler 

kolon  

Agilent Technologies  HP-Ultra 12.5 m, 0.2 mm, 0.33μm 

film kalınlığı  

SpeedVac  Savant ISS 110  SC210A SpeedVac Plus ve RVT 

4104 soğutulmuĢ buhar tuzağı  

Real-Time PCR 

Cihazı  

Roche  Light Cycler 2.0  

Jel Elektroforez 

Sistemi  

Thermo  EasyCast-B1  

Güç Kaynağı  Thermo  EC 300 XL  

Thermal Cycler  Ependorf Mastercycler personal 

Görüntüleme Cihazı  Vilber Lourmat  ECX  

Buzdolabı  Uğur  USS 748 DIKL  

Derin Dondurucu  Uğur  UFR 370 GD  

Isıtıcılı Manyetik 

KarıĢtırıcı  

Stuart  SB162  

Vortex  Labnet - 

Isıtıcı Blok  Daihan Wisd  HB-48  

ELISA Okuyucu  Thermo  Varioskan 

Su Banyosu  Daihan  Wisd 

pH Metre  JP selecta  PH-2005  

Hassas terazi  Precisa  XB 220A  

HPLC Cihazı  Shimadzu  VP serisi  

Spinner Thermo Espresso centrifuge 

Laminar flow kabin Nüve LN90 

Mikroskop Euromex OX.3125 
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3.9.4 DNA Hasar ÇalıĢmaları 

3.9.4.1 Pankreas Normal ve Tümör Dokularından DNA İzolasyonu 

Pankreas tümör ve normal dokularındaki DNA hasarının belirlenebilmesi için 41 hastadan 

alınan tümör ve normal dokularından DNA izolasyonları yapıldı. DNA izolasyonu sırasında 

yöntemden kaynaklanan oksidasyon reaksiyonları, sonuçları yanlıĢ pozitif yönde 

etkileyebileceği için DNA izolasyon yöntemi olarak tuzla çöktürme (salting-out/ NaCl) 

yöntemi tercih edildi. DNA hasar ölçümlerinin yapılması için örnekler National Institute of 

Standards and Technology (NIST)/MD‟a gönderildi. 

Dokudan Tuzla Çöktürme Yöntemi (Salting Out/NACl) ile DNA İzolasyonu
36

:   

 Tümör ve normal dokuları -80
o
Clik dondurucudan çıkarılıp buz içerisinde 

çözünmeleri sağlandıktan sonra, önce bistüri yardımıyla küçük parçalara ayrıldı. 

 Qiagen Tissue Lyser cihazında 2 ml homojenizasyon tamponu (0.25M sukroz, 1mM 

EDTA, 10mM Tris-HCl, pH 7.4) içerisinde 3 dakika 30 Hz/s‟de homojenize edildi. 

 12.000g‟de +4°C‟de 15 dakika santrifüjlendi. 

 2 ml liziz tamponu (10 mM Tris pH 8.2, 2 mM EDTA, 0.4M NaCl, 1% SDS) 

eklendi. 

 Üzerine son konsantrasyonu 2 mg/mL olacak Ģekilde proteinaz K eklendikten sonra 

ile 37
o
C‟de gece boyu inkübasyona bırakıldı. 

 Ertesi gün lizatın üzerine hacminin ¼ ü kadar doymuĢ NaCl çözeltisi eklendi ve iyice 

karıĢtırıldı. 

 12.000g‟de +4°C‟de 15 dakika santrifüjlendi. 

 Supernatana 2,5 ml %96‟lık soğuk etanol eklendi. -20°C‟de gece boyu inkübasyona 

bırakıldı. 

 Pelet son konsantrasyonu 0,2 mg/ml olacak Ģekilde RNase içeren 1 ml TE tamponu 

içerisinde süspanse edildi. 

 37
o
C‟de bir saat inkübasyona bırakıldı. 
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 Son konsantrasyonu 2 mg/ml olacak Ģekilde proteinaz K içeren 1 ml liziz tamponu 

eklendi. 55
o
C‟de 1 saat inkübasyona bırakıldı. Hacminin ¼ ü kadar doymuĢ NaCl 

çözeltisi eklendi ve iyice karıĢtırıldı. 

 12.000g‟de +4°C‟de 15 dakika santrifüjlendi. DNA‟yı çöktürmek için üzerine soğuk 

%96‟lık etanol eklendi. -20°C‟de gece boyu inkübasyona bırakıldı. 

 DNA peleti %80 etanol ile yıkandı ve DNA kurutuldu. Tamamen kurutulduktan 

sonra 300 μl distile suda çözüldü. 1 gün +4°C‟de çözülmesi beklendi. 

 Çözünen DNA, yaklaĢık 1/100 oranında seyreltildikten sonra spektrofotometrik 

analizi yapıldı ve 260 nm‟deki absorbans kullanılarak kantite edildi. Saflık kriteri 

A260nm/ A280nm 1.8-2.0 olarak alındı. 

 

3.9.4.2 GC-MS/MS ile DNA Baz Hasarı Ölçümü
36

 

 Ġzole edilen DNA pelletleri iki kez %70 etanol ile yıkandıktan sonra santrifuj edildi. 

 Etanolün uzaklaĢtırılmasından sonra pelletler vakum altında Speed Vac‟da kurutuldu. 

Ardından 48 saat +4°C‟de 500 µL distile su içinde çözünmeye bırakıldı.  

 Her bir DNA örneğinin absorpsiyon spektrofotometresinde 200 ile 350 nm dalga 

boyları arasında, DNA kalitesinden emin olmak ve DNA konsantrasyonunu doğru 

olarak belirlemek için UV spektrumu alındı.  

 DNA örneklerine (50 μg) internal standartları (stabil izotop isaretli analoglar) 

eklendi. Bunların konsantrasyonları Ģu Ģekildedir: 

FapyGua (40x): 1 μl; FapyAde (60x): 1 μl; 5OH-5MeHyd(10x):1 μl; 5OHUra 

(10x);1  μl; 5OHCyt(10x):1 μl; 5OHMeUra (10x):1 μl; ThyGly(10x):1 μl; 8-

OHGua(20x):1 μl 

 Bu internal standardlar eklendikten sonra 2 μg Fpg ve 2 μg Nth ilave edilerek 37 ºC 

de 1 saat hidroliz edildi. 

 Hidroliz evresinin sonunda alınan örneklerin üzerine 150 μl soğuk absolute etanol 

ilave edildi. Vortekslendikten sonra -20 ºC‟de 1 saat bekletildi. Daha sonra örnekler 

+4 ºC‟de max hızda (~14,000xg) 30 dakika süreyle santrifuj yapıldı. Supernatant 

cam viallere aktarıldı. Speed vac‟e konarak etanol uçuruldu (yaklaĢık 45 dak). 

Örneklere 200 μl distile su ilave edilerek üzeri ince kağıt mendil ile kapatılarak sıvı 

nitrojen yada -80◦C‟de dondurularak gece boyunca „freeze dryer‟ da kurutuldu. 
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 Ertesi gün kuruyan örneklerin üzerine 30 μl BSTFA(N,O,-

bis(trimetilsilil)trifluoroasetamid) + 30 μl piridin eklendikten sonra nitrojen gazı 

altında (amaç oksijeni uzaklaĢtırmak) ağızları mühürlendi. 120 ºC‟ye ısıtılmıĢ fırında 

30 dakika türevlendirildi. Soğuduktan sonra örnekler birer enjeksiyon vialine (küçük 

ĢiĢe) aktarıldı. Bu Ģekilde GC-MS/MS‟e enjekte edildi. GC-MS/MS ile tanımlandı. 

Belirleme ve miktar tayini için seçilmiĢ iyon monitorizasyonu, trimetilsilillenmiĢ 8-

OH-Gua, FapyGua ve FapyAde ve diğer bazların izotop iĢaretli kararlı 

analoglarındaki karakteristik iyonların tanınmasında kullanıldı. 

 

3.9.4.3 LC-MS/MS ile DNA Nükleozid Hasarı Ölçümü 

 Ġzotop dilüsyonlu sıvı kromatografi/ kütle spektrometrisi ile DNA örneklerinde,  8-

hidroksi-2'-deoksiguanozin (8-OH-dG), R-siklodeoksiadenozin (R-cdA), S-

siklodeoksiadenozin (S-cdA) modifiye nükleozidler belirlendi. 

 Cambridge Isotope Laboratories (Cambridge, MA)‟den nükleozidlerin internal 

standartları satın alındı. 

 DNA örneği (50µg) üzerine internal standartlar eklendikten sonra nükleaz P1, yılan 

zehiri fosfodiesterazı ve alkalen fosfataz ile 24 saat hidroliz edildikten sonra 

LC/MS‟de analiz edildi. Belirleme ve miktar tayini için seçilmiĢ iyon 

monitorizasyonu, modifiye nükleozidler ve onların izotop iĢaretli kararlı 

analoglarındaki karakteristik iyonların tanınmasında kullanıldı. 

 

3.9.5 mRNA Düzeyinde Ekspresyon ÇalıĢmaları 

 

3.9.5.1 Pankreas Normal ve Tümör Dokularından Manuel Fenol Kloroform Yöntemi 

ile RNA İzolasyonu
87

 

 100 ml liziz solüsyonu hazırlandı. 

 Dokular -80 °C‟den alınıp hızlıca tartım yapıldı. 

 Doku miktarının 10 katı kadar olacak Ģekilde 2-merkaptoetanol içeren PBS solusyonu 

içinde Qiagen Tissue Lyser cihazında 20Hz/s‟de 1.5 dakika homojenize edildi. 

 Üzerine hazırlanan liziz solüsyonundan 500 µl eklendi ve iyice vorteks ile karıĢtırıldı. 

 Üzerine 500 µl fenol eklendi ve iyice vorteks ile karıĢtırıldı. 
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 KarıĢımın üzerine 24:1 kloroform:izoamilalkol karıĢımından 200 µl eklendi ve iyice 

vorteks ile karıĢtırıldı. 

 KarıĢım 15 dakika buz üzerinde bekletildi. 

 Buz ile bekletmenin ardından 10000g‟de +4 °C‟de 15 dakika santrifüj yapıldı. 

 DNAz I ile 1/50 oranında muamele edildi. 

 Yeni tüpe alınan üst fazın üzerine 1 ml isopropanol eklendi. Tüp yavaĢça alt üst 

edilerek RNA‟nın çökmesi sağlandı. 

 Tüp 15 dakika oda sıcaklığında bekletildi. 

 10000 g‟de +4 °C‟de 15 dakika santrifüj yapıldı. 

 Santrifüjleme sonrasında tüpün dibinde gözlenen RNA peletinin kaldırılmamasına 

dikkat edilerek üst faz atıldı. 

 RNA peleti üzerine % 80 etanol eklendi. 

 10000 g‟de +4 °C‟de 5 dakika santrifüj yapıldı. 

 Santrifüjleme ardından dipteki gözlenen RNA peletinin kaldırılmamasına dikkat 

edilerek üst faz atıldı. 

 Ġzolasyon tüpü 37 °C‟de 1 saat bekletilerek tüp içerisinde RNA‟nın kuruması sağlandı. 

 Kurutulan peletin üzerine 50 µl distile su eklendi. Pipet yardımıyla pelet çözüldü. 

 RNA‟nın tam olarak çözülebilmesi için 55°C‟de 10 dakika inkübe edildi. 

 Elde edilen RNA örnekleri 1/20 seyreltildikten sonra PG T80 Spektrofotometre cihazı 

yardımıyla 260 nm‟de absorbansları ölçüldü. RNA konsantrasyonu aĢağıdaki formül 

kullanılarak hesaplandı.  

 CRNA= A260nm x Seyreltme faktörü (20) x 40 µg/ml) RNA‟nın saflığını ve miktar 

tayinini yapmak amacıyla spektrofotometrik ölçümü yapıldı. Saflık kriteri A260nm/ 

A280nm 1.8-2.0 olarak alındı. 

 

3.9.5.2 İzole Edilen RNA Örneklerinin Agaroz Jel Elektroforezi ve Görüntülenmesi
88

 

 Ġzole edilen RNA örneklerinin bütünlüğünü değerlendirmek amacıyla, RNA örnekleri  % 1,2 

formaldehit agaroz jelde 50V 30 dakika yürütüldü. % 1,2 formaldehit agaroz jel yönteminde 

kullanılan çözeltiler Tablo 7‟de verilmiĢtir.  
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Tablo 7. % 1,2 Formaldehit agaroz jel yönteminde kullanılan çözeltiler 

10X Formaldehit (FA) Jel Tamponu 

10 mM EDTA, pH 7,0 

200 mM MOPS 

50 mM Sodyum A setat 

5X RNA Örnek Yükleme Tamponu 

0,5 M EDTA pH 8,0 

%37 Formaldehit 

%100 Gliserol 

Formamid 

10X FA Jel Tamponu 

40 µg/ml Etidyum Bromür 

     1X FA Yürütme Tamponu 

50 ml 10X FA Jel Tamponu 

10 ml % 37 Formaldehit 

440 ml RNaz içermeyen dH2O 

 

% 1,2 Formaldehit Agaroz Jel Hazırlanması: 

 25 ml agaroz jel için bir erlene; 2.5 ml 10X FA jel tamponu, 22.5 ml RNaz içermeyen 

dH2O ve 0.3 g agaroz koyuldu. 

 KarıĢım eriyene kadar mikrodalga fırında 1-2 dakika kaynatıldı. 

 YaklaĢık 65 °C‟ye kadar soğutuldu. 

 Üzerinde 450 µl %37 Formaldehit ilave edildi. 10 mg/ml lik Etidyum bromürden 1 μl 

eklendi. 

 Elektroforez tankına karıĢım döküldü ve tarakları yerleĢtirildi. 

 Jelin polimerleĢmesi için beklendi.  

 

RNA Örneklerinin Jele Yüklenmesi: 

 2 µl 5X RNA örnek yükleme tamponu ile RNA örnekleri karıĢtırılarak her kuyucukta 

2 µg RNA olacak Ģekilde hazırlandı.  
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 Hazırlanan örnekler 65°C‟de 5 dakika inkübe edildi ve süre sonunda hızla buz 

içerisine alındı. 

 Daha önce hazırlanan % 1,2 formaldehit agaroz jel, elektroforez sistemine yerleĢtirildi 

ve üzerine 1X FA yürütme tamponu eklendi. 

 Taraklar jelde dikkatlice çıkarıldıktan sonra örnekler kuyucuklara yüklendi. 50 V 

sabit, 30dakika elektroforez sisteminde yürütüldü ve görüntüleme yapıldı. 

  

3.9.5.3 cDNA Sentezi  

Proje kapsamında alınan pankreas tümör ve normal dokularından izole edilen RNA örnekleri 

kalıp olarak kullanılarak cDNA sentezleri, Fermentas RevertAid First strand cDNA Synthesis 

kiti (#K1622)  ile yapıldı. Kit protokolü aĢağıda belirtildiği gibi kullanıldı. 

 

ÇalıĢma buz üzerinde gerçekleĢtirildi.  

 

 Kalıp RNA   10 μl 

 Primer  Oligo (dT)18  1 μl 

 DEPC‟li H2O ile  12 μl‟ ye tamamlandı. 

 Mix yavaĢça karıĢtırıldı, 65 ºC‟de 5 dakika inkübe edildi. Bu üzerine alındı. Çoklu 

reaksiyonlar için mix hazırlandı. 

 5x Reaction Buffer      4 μl 

 Ribolock Rnase Ġnhibitor (20 U/ μl)   1 μl 

 10mM dNTP Mix       2 μl 

 RevertAid M-MulV Reverse Transcriptase (200 U/ μl)    1 μl 

 Total         20 μl 

 Mix yavaĢça karıĢtırıldı ve spin edildi. 42 ºC‟de 60 dakika inkübe edildi. 

 Reaksiyon 70 ºC‟de 5 dakika inkübasyon ile sonlandırıldı. 

 

Elde edilen cDNA örnekleri gerçek zamanlı PCR çalıĢmalarında kullanılmak üzere     -80 

o
C‟de saklandı. 
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3.9.5.4 Gerçek Zamanlı PCR 

Gerçek zamanlı PCR çalıĢması OGG1, TG2 ve NEIL1 primerleri ile Light-Cycler Fast 

Start DNA Master
Plus

 SYBR Green I (roche 03 515 885 001) kiti kullanılarak Light-Cycler 2.0 

(Roche) cihazında gerçekleĢtirildi.  

 

Gerçek zamanlı Polimeraz Zincir Reaksiyonu ve relatif kantitasyon
89

: 

Hasta örneklerinin cDNA‟ları, real time PCR cihazı (Roche – LightCycler 2.0) ile 

ilgili gen ürününün (OGG1, NEIL1 ve TG2) göreceli kantitasyonlarını belirlemek için kalıp 

olarak kullanılmıĢtır. Yaptığımız analiz; pankreas kanserli hastaların eĢlenik normal  grubuna 

göre göreceli değerlendirilmesi temeline dayanmaktadır. Deneyde kullandığımız hastaların 

normal dokularına ait cDNA'lar kalibratör olarak deney sisteminde kullanılmıĢtır. Göreceli 

kantitasyonda, muamelelerden bağımsız ve bütün dokularda eĢit eksprese olduğu kabul 

edilerek, ß-actin gen ürünü referans gen olarak kullanılmıĢtır. Real time PCR cihazı ile 

göreceli kantitasyon iĢlemi, normal yani kalibratör olarak tanımlanan hedef gen değerleri 1 

olarak kabul edilerek, deney gruplarındaki hedef genlerin mRNA düzeylerinin saptanması 

temeline dayanan bir testtir. ĠĢlem cihazda gerçek zamanlı olarak amplifikasyonun 

belirlenmesi noktasında elde edilen ve crossing point (Cp) değeri olarak tanımlanan değerin 

orantılanması Ģeklinde gerçekleĢtirilmektedir.  PCR reaksiyonunda kalıp miktarı ne kadar 

yüksek ise o kadar düĢük bir Cp değeri elde edilir. Referans gen değeri deney koĢularından 

etkilenmeyecektir. Bu nedenle referans gen değeri kalibratör ve deney gruplarında normalize 

edilerek sonuç elde edilir. ĠĢlem; 

 

 

 

 

 

 

 

 

biçiminde formülize edilebilir. 

Total RNA‟lar izole edildikten sonra elde edilen cDNA‟lar kalıp olarak kullanılmıĢtır. 

Öncül primerler aracılığı ile PCR reaksiyonu kurulmuĢtur. "Oligos v 9.4" programı yardımı 

ile primerler dizayn edilmiĢtir. OGG1, TG2 ve NEIL1 primerleri Tablo 8'de verilmiĢtir. 

Deney grubu referans gen Cp değeri 
Hedef gen 

normalizasyon değeri 

Deney grubu hedef gen Cp değeri 

Kalibratör hedef gen Cp değeri 

Kalibratör referans gen Cp değeri 

= 
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Tablo 8. OGG1, TG2 ve NEIL1 Primer Dizileri ve PCR Ürün Büyüklüğü  

Gen adı Primer dizisi PCR Ürün Büyüklüğü (bp/bç) 

OGG1 F: 5'-TCC ACT GCA CTG TGT AAC GAG GA-3' 

R: 5'-AAA GGC ATT CGA TGG GGT CTT-3' 

207 

TG2 F: 5‟-TATGGCCAGTGCTGGGTCTTCGCC-3‟ 

R: 5‟-GGCTCCAGGGTTAGGTTGAGCAGG-3‟ 

211 

NEIL1 F: 5'-AGA AGA TAA GGA CCA AGC TGC-3' 

R: 5'-GAT CCC CCT GGA ACC AGA TG-3' 

213 

Β-AKTĠN F:5‟CCACACTGTGCCCATCTACG-3‟  

R: 5‟AGGATCTTCATGAGGTAGTCAGTCAG-3‟ 

99 

 

Gerçek zamanlı PCR çalıĢmaları Light Cycler ® 2.0 (Roche Diagnostics) cihazı ve 

Light Cycler Fast Start DNA Master 
PLUS

 SYBR Green 1 (Roche Diagnostics) kiti 

kullanılarak yapıldı. 

Her bir hastadaki OGG1, TG2 ve NEIL1 ekspresyon düzeyini belirlemek için 

çalıĢmalar 3 defa tekrarlandı. Sonuçlar her bir hasta ve belirtilen 3 farklı gen için ayrı ayrı 

değerlendirildi. Üç tekrarlı gerçek zamanlı PCR çalıĢmaları sonucunda tümor dokularının 

normalizasyonu sonrası elde edilen kat (2
-∆∆CT 

) değerlerin ortalaması ve standart sapması 

hesaplanarak değerlendirildi. Tablo 9 ve 10'da sırasıyla OGG1/TG2 ve NEIL1 için kullanılan 

gerçek zamanlı PCR profili verilmiĢtir. 

Tablo 9. OGG1/TG2 Gerçek Zamanlı PCR Profili 

 

 

 

 

 

 

 

 

  Süre 

Denatürasyon 1 döngü S:dk:sn 

 95 ˚C 00:10:00 

Amplifikasyon 40 göngü  

 95 ˚C 00:00:10 

 63 ˚C 00:00:10 

 72 ˚C 00:00:20 

Erime eğrisi 1 döngü  

 95 ˚C 00:00:00 

 65 ˚C 00:00:15 

 95 ˚C 00:00:00 

Soğutma 1 döngü  

 40 ˚C 00:00:03 
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Tablo 10. NEIL1 Gerçek Zamanlı PCR Profili  

 

 

 

 

 

 

 

Kalıp: Bu ekspresyon çalıĢmalarında kalıp olarak tüm hasta cDNA‟ları ve negatif kontrol 

olarak da kalıp yerine su kullanıldı.  

Reaksiyon Koşulları (OGG1/TG2) 

 Primer: OGG1, TG2 ve β-aktin 

 Reaksiyon bileĢenlerinden aĢağıda verilen miktarlarda kullanılarak reaksiyon 

gerçekleĢtirildi. Reaksiyon bileĢenlerinden toplam 20 µl‟lik olacak Ģekilde çalıĢıldı.  

 

Sybr green PCR Master mix: 4 μl  

Primer Mix (Forward+Reverse primer, 10 pmol): 2 μl 

Nükleaz içermeyen su: 12 μl  

Kalıp cDNA örneği: 2 μl 

 Reaksiyon sonrası ürünler %2‟lik agaroz jelde 110 voltta 30 dakika yürütüldükten 

sonra görüntü alındı. 

 

Reaksiyon Koşulları (NEIL1) 

 Primer: NEIL1 ve β-aktin 

 Reaksiyon bileĢenlerinden aĢağıda verilen miktarlarda kullanılarak reaksiyon 

gerçekleĢtirildi. Reaksiyon bileĢenlerinden toplam 20 µl‟lik olacak Ģekilde çalıĢıldı.  

  Süre 

Denatürasyon 1 döngü Hh:mm:ss 

 95 ˚C 00:10:00 

Amplifikasyon 40 döngü  

 95 ˚C 00:00:10 

 66 ˚C 00:00:10 

 72 ˚C 00:00:20 

Erime eğrisi 1 döngü  

 95 ˚C 00:00:00 

 65 ˚C 00:00:15 

 95 ˚C 00:00:00 

Soğutma 1 döngü  

 40 ˚C 00:00:03 
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Sybr green PCR Master mix: 4 μl  

Primer Mix (Forward+Reverse primer, 10 pmol): 1 μl 

Nükleaz içermeyen su: 14 μl  

Kalıp cDNA örneği: 1 μl 

 Reaksiyon sonrası ürünler %2‟lik agaroz jelde 110 voltta 30 dakika yürütüldükten 

sonra görüntü alındı. 

 

3.9.5.5 OGG1 Promotor Bölgesi Klonlanması
87

 

Lusiferaz bildirici vektör sisteminde kullanılmak üzere OGG1 promotor klonlanlaması 

yapıldı. OGG1 için referans DNA dizisi NG_012106.1‟dir. Klonlanacak promotör bölgenin 

PCR ile çoğaltılmasına olanak verecek PCR primerleri manuel olarak dizayn edildi (Tablo 

11.) Bidirici (reporter) vektörü olan pGL4.12 plazmidine klonlama amacıyla primerlerin 5‟ 

bölgelerine, forward primer için HindIII (Fermentas #FD0504), reverse primer için KpnI 

(Fermentas #FD0524) restriksiyon enzim (RE) bölgeleri eklendi. Böylelikle elde edeceğimiz 

PCR ürününün, restriksiyon enzim kesimi sonrasında vektörde oluĢmuĢ olan yapıĢkan uçlar 

arasına yerleĢtirilebileceği planlandı.  

 

Tablo 11. OGG1 Geni Promotör Bölgesi Klonlama Primer Dizileri  

Primer Dizi Restriksiyon enzimleri PCR ürün 

büyüklüğü 

OGG1F 5'- - 3‟ tgggacaagcttagcgggc  HindIII  

741 bç OGG1R 5‟- - 3' gccccgggtacccagaac        Kpn1 

 Altı çizili diziler RE kesim bölgeleridir.  

 

Hücre kültüründen genomik DNA izolasyonu: 

Genomik DNA izolasyonu,“DNeasy Tissue Isolation kit” (Qiagen #69508)  kullanılarak 

yapılmıĢtır. Yöntem üretici firmanın belirttiği Ģekilde uygulanmıĢtır.  
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Gereçler: 

 Standart masa üstü mikrosantrifüj (Eppendorf centrifuge,5417 R) 

 1.5 ml‟lik DNase ve RNase içermeyen mikrosantrifüj tüpleri  

 Fosfat tuz tamponu (PBS) (pH 7.2, 50mM potasyum fosfat;150 mM NaCl) (Biochrom 

AG,    Kat No:L1825) 

 Etil alkol (%96-100)(Merck, K35815971 610) 

 Su banyosu (Pharmacia Biotech, Multi temp III) 

 KarıĢtırıcı (VELP scientifica) 

 ” DNeasy Tissue Isolation” kit (Qiagen #69508)   

Kit içeriği: 

 Filtre tüpleri 

 2 ml‟lik toplama tüpleri 

 AL Lizis Tamponu  

 AW1 Yıkama Tamponu  

 AW2 YıkamaTamponu  

 AE Elüsyon Tamponu  

 Proteinase K  

 

Yöntem: 

i- ÇalıĢma tamponlarının hazırlanması: 

         ÇalıĢmada kullanılacak tamponlar, üretici firma talimatları doğrultusunda hazırlandı. 

Kullanmaya baĢlamadan önce AW1 yıkama tamponuna 25 ml, AW2 yıkama tamponuna 30 

ml saf etil alkol eklendi. 

 

ii- Genomik DNA izolasyonu: 

1)  Hücre kazıyıcı ile kültür kabı yüzeyinden kaldırılan hücreler 1,5 ml‟lik eppendorf tüp 

içerisinde toplanır. 
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2) Tüp içerisine 20 μl Proteinaz K (20mg/ml) eklendi. 

 3) Üzerine 200 μl AL lizis tamponu eklendi. KarıĢtırıcı kullanılarak, tüp içeriğinin (hücreler, 

proteinaz K ve lizis tamponu) iyice karıĢtırılması sağlandı. 

 4) Bu karıĢım su banyosunda 70 ºC‟de 10 dakika inkübe edildi. 

 5) Üzerine 200 μl saf etil alkol eklendi. KarıĢtırıcı ile homojenize edildi. 

 6) Filtre kolonu, 2 ml‟lik toplama tüpüne yerleĢtirilerek, beĢinci basamaktaki karıĢım filtre 

tüpünün içerisine eklendi. 6000 x g‟ de 1 dakika santrifüj edildi. Toplama tüpü, filtre 

tüpünden alta geçen sıvı ile birlikte atıldı. 

 7) Filtre kolonu, yeni bir 2 ml ‟lik toplama tüpüne yerleĢtirildi. 500 μl AW1 yıkama tamponu 

eklendi. 6000 x g‟ de 1 dakika santrifüj edildi. Toplama tüpü, filtre tüpünden alta geçen sıvı 

ile birlikte atıldı. 

 8) 500μl AW2 yıkama tamponu eklendi. 20000 x g‟de 3 dakika santrifüj edildi. Toplama 

tüpü, filtre tüpünden alta geçen karıĢım ile birlikte atıldı. 

 9) Filtre kolonu, yeni bir 1.5 ml‟lik mikrosantrifüj tüpüne yerleĢtirildi.  

10) Filtre kolonu membranı üzerine 200 μl AE elüsyon tamponu eklendi. Oda sıcaklığında 1 

dakika inkübe edildi. Ardından 6000 x g‟de 1 dakika santrifüj edildi. 

11) Filtrasyon kolonunda membrana bağlanmıĢ olan DNA, 1.5 ml‟lik yeni mikrosantrifüj 

tüpüne aktarıldı.  

 

Klonlanacak DNA bölgesinin PCR ile çoğaltılması: 

MiaPACA-2 hücre hattı OGG1 promotor bölge klonlama için kullanıldı. Bu hücre 

hattından izole edilen genomik DNA PCR için kalıp olarak kullanıldı. Hücreden genomik 

DNA izolasyonu, 3.9.5.5 OGG1 klonlama bölümünde ii-Genomik DNA izolasyonu kısmında 

anlatıldığı Ģekilde gerçekleĢtirildi. PCR için yüksek doğruluklu bir DNA polimeraz enzim 

karıĢımı kullanıldı. 
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Yöntem:  

1. 0.2 ml‟ lik tüp içerisinde Tablo 9'da verilen reaksiyon karıĢımları hazırlandı. 

2. PCR tüpleri “Thermal Cycler” cihazına koyuldu ve Tablo 12'deki PCR içeriği ve tablo 

13.'deki ısı profili kullanıldı. 

 

Tablo 12. OGG1 Geni Promotor Bölgesinin Pgl4.12 Vektörüne Klonlama Amacı Ġle Yapılan PCR Ġçeriği  

 

Tablo 13. OGG1 Geni Promotor Bölgesinin Pgl4.12 Vektörüne Klonlama Amacı Ġle Yapılan PCR Isı Profili  

Denatürasyon  95 ºC 5 Dakika 1 döngü 

Denatürasyon 95 ºC 30 saniye  

30 döngü 

 

 

Bağlanma   58 ºC 30 saniye 

Uzama 72 ºC 40 saniye 

Son uzama  72 ºC 7 Dakika 1 döngü 

 

 PCR reaksiyonu sonrasında ürün % 1‟lik agaroz jelde aĢağıda açıklandığı biçimde 

yürütülerek kontrol edildi. 

 

 

KĠMYASAL EKLENEN MĠKTAR 

dH2O 10 μl 

10XPCR tamponu (500mM Tris/HCl, 100mM KCl, 50mM 

(NH4)2SO4, 20mM MgCl2 ) 

2.5 μl 

MgCl2  solüsyonu (25mM) 1.5 μl 

5‟Ġleri Primer 1  μl 

3‟Ġleri Primer 1  μl 

dNTP mix (dATP,dGTP,dCTP,dTTP)   2,5 μl 

 Fast Start Taq DNA Polymerase ( Roche# 12032902001) 0.5 μl 

MiaPaCa-2 DNA'sı (kalıp olarak) 1 μl 

GC zengin solüsyon 5X kons. 5 μl 

Toplam  hacim 25 μl 
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Agaroz Jel Elektroforezi:  

PCR ürünleri %2‟lik agaroz jelde elektroforeze edilerek büyüklük ve amplifikasyonların 

özgüllüğü açısından değerlendirildi.  

Yöntem : 

1. %2 „lik agaroz jel, 2 gram agarozun (Sigma A-5093) 100 ml 0,5 X TBE tamponunda 

(AppliChem A-4228.5000)  çözülmesiyle hazırlandı. 

2. Çözünen agarozun sıcaklığının düĢmesi için kısa süre oda sıcaklığında beklendikten 

sonra, son konsantrasyonu 0,05µg/ml olacak Ģekilde etidyum bromid (SIGMA 

E7637-1G) eklendi.  

3. Hazırlanan jel, jel döküm aparatına dökülerek, kuyuların oluĢması için tarak 

yerleĢtirildi.  

4. Soğuyan jelden tarak dikkatli biçimde çıkarılarak yüklemenin yapılacağı kuyular 

elde edildi. 

5. Hazırlanan jel, içerisinde 0,5X TBE bulunduran elektroforez tankına yerleĢtirildi.  

6. Elektroforeze edilecek örnekler, 6X jel yükleme tamponu (Thermo Scientific 6X 

Orange DNA loading dye R0631) ile karıĢtırılarak birbirlerine sızma olmayacak 

biçimde kuyulara yüklendi. 

        7.  10V/cm gerilim uygulanarak örneklerin elektroforeze olması sağlandı. 

        8.  Örneklerin büyüklüklerinin saptanması için jelde örnekler ile eĢ zamanlı olarak  

moleküler ağırlık belirleyici de (MBI Fermentas SM0313) yürütüldü.  

        9.  Elektroforez sonuçları görüntülendi. 

 

OGG1 PCR ürününün ve pGL4.12 vektörünün restriksiyon enzim kesim reaksiyonları

 Elde edilen OGG1 PCR ürünü ve pGL4.12 vektörü KpnI-HindIII enzimleri ile kesildi. 

KpnI-HindIII Restriksiyon Enzim Kesimi Ġçin Reaksiyon KarıĢımın Ġçeriği ve ısı profili 

sırasıyla tablo 14 ve 15'de verilmiĢtir. 
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Tablo 14. KpnI-HindIII Restriksiyon Enzim Kesimi Ġçin Reaksiyon KarıĢımın Ġçeriği  

 

 

 

 

 

 

Tablo 15. KpnI-HindIII Restriksiyon Enzim Kesimi Ġçin Isı Profili  

SICAKLIK SÜRE 

37°C 10 dak 

65°C 5 dak 

 

Restriksiyon enzim kesimi tamamlanan ürünler, kesim iĢleminin kontrolü için % 0,8' lik 

agaroz jelde yürütüldü. pGL4.12 vektörü kendi üzerine yapıĢmaları engellemek için fosfataz 

ile muamele edildi. 

 

pGL4.12 lineerize vektörden fosfat gruplarının uzaklaĢtırılması: 

Fosfat gruplarının uzaklaĢtırılması için, Fast AP Thermosensitive Alkaline Phosphotase 

(Thermo Scientific # EF0654) kullanıldı. Reaksiyon içeriği Tablo 16'da, reaksiyon ısı profili 

Tablo 17'de verilmiĢtir. 

Tablo 16. Pgl4.12 Lineerize Vektörden Fosfat Gruplarının UzaklaĢtırılması Ġçin Kurulan Reaksiyon Profili  

 

 

 

 

KĠMYASAL EKLENEN MĠKTAR 

pGL4.12 PCR ürünü 

Kalıp 2 μl 15 μl 

HindIII 1 μl 1 μl 

KpnI 1 μl 1 μl 

Enzim Tamponu 2 μl 2,5 μl 

dH2O 16 μl 5,5 μl 

Toplam hacim 20 μl 25 μl 

KĠMYASAL EKLENEN MĠKTAR 

Lineer Plazmid 17 μl 

10X Fast AP reaksiyon karıĢımı 2,5 μl 

FastAP Thermosensitive Alkaline Phosphotase 1 μl 

dH2O 1,5 μl 

Toplam  hacim 25 μl 



66 
 

Tablo 17. pGL4.12  lineerize vektörden fosfat gruplarının uzaklaĢtırılması için reaksiyon ısı profili 

SICAKLIK SÜRE 

37 °C 10 dak 

75°C 15 dak 

 

OGG1 promotor bölgesi PCR ürünü ve fosfataz ile muamele edilmiĢ vektör DNA‟sı tekrar 

%0,8‟lik agaroz jelde yürütülerek, hedef bantlar jelden kazındı ve MN Nucleospin Extract II 

PCR Clean-Up kiti ile saflaĢtırıldı. 

 

PCR ürünü ve pGL4.12 bildirici vektörünün agaroz jelden saflaĢtırılması: 

Klonlama için kullanılacak vektör ve insert son olarak % 0.8'lik agaroz jelden kazındı ve 

saflaĢtırılması için MN Nucleospin Extract II PCR Clean-Up ( Kat No:740 609.50) kiti 

kullanıldı. 

Yöntem: 

1. PCR bandını içeren agaroz jel, bantın sınırlarından kesilerek 1.5 ml‟lik tüpe alındı. 

2. Agaroz jel parçasının üzerine 200 µl NT tamponu eklendi. 50°C 'de inkübasyona konuldu. 

Ġnkübasyon süresince her 2 dakikada bir kez vortekslendi. 

3. Homojen hale gelen agaroz-tampon karıĢımı kolona eklendi. 11000 g'de 1 dakika santrifüj 

edildi. 

4.  600 µl NT 3 tampon eklendi ve 11000 g'de 1 dakika santrifüj edildi. 

5. Tekrar 11000 g'de 2 dakika santrifüj edildi. 

6. Daha önceden 37°C 'de ısıtılan çekitleme ( Elution ) tamponundan 20µl eklendi. 1 dakika 

oda sıcaklığında bekletildi. 11000 g'de 1 dakika santrifüj edildi. 

7.  SaflaĢtırılan ürünler  % 0,8'lik agaroz jele yüklenerek kontrol edildi. 
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OGG1 PCR ürünü ile pGL4.12 vektörünün  ligasyonu :  

OGG1 opromotor bölge PCR ürünü ve pGL4.12 vektörü restriksiyon enzimleri ile kesilip 

saflaĢtırıldıktan sonra, Roche Rapid DNA ligation kiti (Roche 11 635 379 001)  ile 

birleĢtirildi. Reaksiyon içeriği Tablo 18'de verilmiĢtir. 

 

Yöntem:  

Tablo 18.  OGG1 PCR Ürününün Pgl4.12vektörüne Ligasyonu Ġçin KarıĢım Ġçeriği  

 

 

 

 

 

1. KarıĢımın üzerine 10 l 2X DNA ligasyon tamponu eklendi ve karıĢtırıldı. 

2. 1l DNA ligaz enzimi eklendi. KarıĢtırıldı. 

3. 25 ºC‟de 5 dakika inkübe edildi. 

Plazmid vektöre bağlanan OGG1 dizileri, kimyasal kompetan hücreye transformasyonu, 

oluĢan kolonilerin seçilimi, miniprep plazmid DNA izolasyonu, ve maxiprep plazmid DNA 

izolasyonu aĢağıda anlatıldığı biçimde yapıldı. Plazmid izolasyonu sonrasında elde ettiğimiz 

OGG1/pGL4.12 vektörünün doğrulanması amaçlı KpnI-HindIII restriksiyon enzim kesim 

reaksiyon sonucu örnekler %0,8‟lik jelde yürütüldü. Seçilen koloniler DNA dizi analizi ile 

doğrulamasının yapılması için dizileme iĢlemine gönderildi. Gönderilen dizilerin 

doğrulukları,http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE_TYPE=BlastSearch&PROG_DEF

=blastn&BLAST_PROG_DEF=megaBlast&BLAST_SPEC=blast2seq “Web sayfasından 

referans dizi ile karĢılaĢtırılarak kontrol edildi. OluĢturduğumuz bildirici vektöründe referans 

diziye göre bir farklılık ve/veya mutasyon saptanmadı. 

 

 

KĠMYASAL EKLENEN MĠKTAR 

1X DNA dilüsyon tamponu 5 μl 

SaflaĢtırılmıĢ PCR ürünü 4 μl 

pGL4.12 lineerize vektör 1 μl 

Toplam hacim 10 μl 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE_TYPE=BlastSearch&PROG_DEF=blastn&BLAST_PROG_DEF=megaBlast&BLAST_SPEC=blast2seq
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE_TYPE=BlastSearch&PROG_DEF=blastn&BLAST_PROG_DEF=megaBlast&BLAST_SPEC=blast2seq
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE_TYPE=BlastSearch&PROG_DEF=blastn&BLAST_PROG_DEF=megaBlast&BLAST_SPEC=blast2seq
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Plazmid DNA'ların kimyasal kompetan E.coli suĢuna Transformasyonu
87

:  

Yöntem: 

1. -80°C‟den alınan kimyasal kompetan E.coli (Invitrogen One shot TOP10 #C4040-03) 

buz içerisine alındı ve kendiliğinden çözülmesi beklendi. 

2. Ligasyon reaksiyon ürününden 2 µl alındı.  Seri pipetleme ya da karıĢtırma 

yapılmadan kompetan hücreye nazikçe eklendi.  

3. KarıĢım 30 dakika buz içerisinde bekletildi.  

4. Ardından karıĢım 42 ºC 30 saniye inkübe edildikten sonra yeniden 2 dakika buzda 

inkübe edildi.   

5. Üzerine 250 µl oda sıcaklığına getirilmiĢ SOC (Super Optimal broth with Catabolite 

Repression) medium eklendi.  

6. Transforme bakteri içeren tüp 200 rpm ‟de 37° C „ de 1 saat sallamalı inkübatörde 

inkübe edildi.  

7. Ġnkübasyonun ardından bakteri kültürü, seçim için kullanılan vektörde yer alan 

seçilim genine göre (ör. Ampisilin direnç geni) seçici antibiyotik içeren LB agar 

bakteri plaklarına ekildi. 10µl ve 100µl olacak Ģekilde iki farklı hacimde ekim 

gerçekleĢtirildi. 

8. Bakteri plakları 37 ºC „de bir gece inkübasyona bırakılarak kolonilerin oluĢumu 

sağlandı.  

9.   Ertesi gün üreyen kolonilerin düzgün kenarlı ve tek tek bağımsız alanlar  

oluĢturanlarından bir pipet ucu yardımı ile seçilerek 5ml seçici antibiyotikli LB içeren 

tüplere ekildi. 

10.  Tüpler 37 ºC‟de 150 rpm‟de sallamalı inkübatörde 1 gece inkübasyona bırakıldı.  

      11.  Ertesi gün üremenin olduğu 5ml LB solüsyonundan 2 ml alınarak miniprep DNA 

izolasyonu  için kullanıldı. 

 

Miniprep plazmid DNA izolasyonu: 

Miniprep plazmid DNA izolasyonu için Macherey Nagel Nucleospin Plazmid  

(Kat No: 740588.50) kiti kullanıldı. 
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Yöntem:  

1. Üreyen bakteri solüsyonundan 2 ml alınarak 11000 g‟de 30 saniye sanrifüj edildi 

              ve süpernatan kısmı atıldı. 

2. 250 μl A1 tampon eklenerek vortekslendi. Oda sıcaklığında 5 dakika bekletildi.  

3. 300 μl A3 tampon eklenerek tüp 6-8 kez alt üst edildi.  

4. 11000 g‟de 7 dakika santrifüj edildi.  

5. Süpernatan, kolona aktarıldı. 1dakika 11000g‟de santrifüj edildi.  

6. Kolona, 50°C‟ye ısıtılmıĢ olan AW solüsyonundan 500 µl eklendi. 

7.  11000g‟de 1 dakika santrifüj edildi. 

8.  Membrana 600 µl A4 eklendi. 11000g‟de 1 dakika santrifüj edildi.  

9.  Tekrar 11000 g‟de 2 dakika santrifüj edildi. 

10.   Membrana 50 µl AE solüsyonundan eklendi. 1 dakika oda sıcaklığında   

  beklendikten sonra toplama tüpü yeni bir tüpe yerleĢtirildi. 

11.  11000 g‟de 1 dakika  santrifüj edildi. Miniprep plazmid DNA elde edildi. 

Plazmid DNA„lar klonlama için kullanılan restriksiyon enzimler ile kesilerek doğru 

koloninin seçilimi kontrol edildi.  

 

Maxiprep Plazmid DNA Ġzolasonu:  

Maxiprep plazmid izolasyonu için “Qiagen EndoFree Plasmid Maxi Kit (Kat No:12362)  

kullanıldı. 

Yöntem:  

1. Miniprep plazmid DNA izolasyonu için üretilen 5ml' lik baĢlangıç LB kültüründen 1 

ml alınıp 200 ml ampisilin içeren LB ortamına ekildi. Bir gece 37°C‟de çalkalayarak 

inkübe edildi.  

2.  Ertesi gün 6000 g 4 °C‟de 15 dakika çevrilerek bakteriler çöktürüldü.  

3.  Bakteri pelleti 10 ml P1 tamponunda homojen olarak resüspanse edildi. 

4. 10 ml P2 tamponu eklendi ve 4–5 kez alt üst ederek karıĢtırıldı. Oda sıcaklığında   

5 dakika inkübe edildi. 

5. 10 ml 4°C‟ye soğutulmuĢ P3 tamponu eklendi ve 4–6 defa alt üst ederek karıĢtırıldı.  

 



70 
 

 Bakteri Lizatının Temizlenmesi: 

1. Lizat filtreye eklendi. Oda sıcaklığında (15–25°C‟de) 10 dak. inkübe edildi. 

2. Filtrenin dıĢ ucunun kapağı çıkarılıp Ģırıngaya takıldı ve hücre lizatı filtreden  

        geçirilerek 50 ml‟ lik bir falkon tüpe aktarıldı. 

3. 2,5 ml ER tamponu filtre edilen lizat üzerine eklendi. Tüp 10 kez aĢağı yukarı 

        çevirilerek karıĢtırıldı ve buzda 30 dakika inkübe edildi.  

 

Plasmid DNA’nın Kolona Bağlanması, Yıkanması ve Elde Edilmesi: 

1. Kolon 10 ml Buffer QBT ile yıkandı. 

2. Filtre edilen lizat kolona eklendi.  

3. Kolon 2 defa 30 ml Buffer QC ile yıkandı.  

4. Kolona bağlanmıĢ durumda olan DNA 15 ml QN‟de çözülerek elde edildi.  

 

Plasmid DNA’nın Presipitasyonu, Yıkanması ve Tekrar Çözülmesi:  

1. Elde edilen DNA ve QN tamponu karıĢımının üzerine 10.5 ml (0.7 katı hacimde)  

          oda sıcaklığında isopropanol eklenip karıĢtırılarak DNA çöktürüldü.  

2. 5000 g'de 4°C‟de 60 dakika santrifüj edildi.  

3. Üst fazı dikkatlice çekildi.  

4. DNA pelleti 5 ml oda sıcaklığında  %70‟lik etanol ile yıkandı. 

5. 5000 g' de 60 dakika çevirerek DNA çöktürüldü.  Pellete zarar vermeden süpernatan 

döküldü. 

6. Pellet oda sıcaklığında 20 dakika kurutularak Tris-EDTA‟da çözüldü.  

7. TE‟de çözülen DNA solüsyonundan 0,2 μl alınıp 10 kat seyreltilerek 

spektrofotometrede miktar analizi yapıldı. 

Hedef genlerin klonlandığı bütün plazmidlerin DNA dizileri, DNA dizi analizine gönderilerek 

kontrol edildi. Elde edilen DNA dizileri referans mRNA dizileri ile karĢılaĢtırılarak, 

klonladığımız genlerde herhangi bir mutasyon olmadığı doğrulandı. 
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3.9.5.6 Dual Luciferaz Reporter Assay 

Deney üretici firmanın talimatları doğrultusunda gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Gereçler: 

1) PBS 

2) PLB tamponu 

3) GloMaxTM 20/20 Luminometre 

4) lusiferaz assay ajanı 

 

Yöntem: 

 Hücrelerin ortamları uzaklaĢtırılarak, PBS ile bir kez yıkandı. 

 Kit içerisinde bulunan pasif lizis tampon (PLB) hazırlanarak 500µl her kuyuya (6 

kuyulu kültür kabı için önerilen) eklendi. Hücreler 15 dakika karıĢtırıcıda PLB ile 

oda sıcaklığında muamele edildi. 

 Kuyulardaki PLB pipetaj yapılarak 1.5 ml tüplere aktarıldı. 

 Tüpler kaba hücresel partikülleri uzaklaĢtırmak amacıyla 12000g‟de 30 saniye 

santrifüjlendi. 

 Kit içerisindeki lusiferaz assay reagent hazırlanarak 100 µl bir tüpe alınmıĢtır. 

Üzerine 20 µl hücre lizatı eklendi. 

 GloMaxTM 20/20 Luminometre kullanılarak fireflay lusiferaz düzeyi (hazırlamıĢ 

olduğumuz reporter vektörlerden elde edilen) ölçüldü. 

 Aynı tüpe 100µl Stop&Glo reagent eklenerek kotransfekte ettiğimiz internal kontrol 

pGL4.74‟den kaynaklanan değer yine GloMaxTM 20/20 Luminometre‟de ölçüldü. 

 Deney ve kontrol grupları ile hiç bir transfeksiyon iĢlemi yapılmamıĢ normal 

hücrelerden de arka plan değerinin belirlenmesi amacıyla yapılan ölçümler 

sonrasında, normalizasyon iĢlemi yapılarak sonuçlar değerlendirildi. 

 

3.9.6 Biyolojik Verilerin Klinik Evre ile Korelatif ÇalıĢmaları 

Graphpad Prism 5.03 Versiyonu kullanılarak DNA hasar sonuçları, ekspresyon çalıĢmaları ile  

hasta evreleri arasındaki iliĢki araĢtırıldı. 

3.9.7 Protein Düzeyinde Ekspresyon ÇalıĢmaları 
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Pankreas tümör ve normal dokularından protein izolasyonu yapılarak TG2 ve OGG1 protein 

düzeyleri western blot yöntemi ile incelendi.  

3.9.7.1 Pankreas Normal ve Tümör Dokularından Western Blot 

Dokudan Homojenizasyon ve Lizat Hazırlama: 

RIPA liziz tamponu: 

 50mM Tris-HCl pH 7.4 

 150mM NaCl 

 1mM EDTA 

 %1Nonidet P-40 

 %0.25 Na-deoksikolat 

 1mM NaF 

 1mM Na3VO4 

 1XProteaz Ġnhibitör Kokteyli 

 

 ÇalıĢılacak dokular -80
o
C'den çıkartılıp, buz üzerine alındı.  

 Dokular havan içinde sıvı azot ile dondurularak neĢter yardımıyla mekanik olarak 

parçalandı. 

 Her bir örneğe hazırlanan RIPA liziz tamponundan 500 µl eklenerek havan eli 

yardımıyla iyice homojen hale getirildi. 

 Homojenize edilen her bir doku örneği ayrı bir ependorf tüpüne aktarıldı. 

 Homejenat pipet yardımıyla iyice karıĢtırıldı. 

 Homojenize edilen dokular buz üzerinde 15dk bekletildi, bu süreç içinde her 5dk da 

bir vortekslendi. 

 Tüpler maksimum hızda (15000rpm) +4
o
C'de 30 dakika santrifüj  edildi. 

 Süpernatanlar aliquatlar halinde tüplere ayrıldı ve -80
o
C'de saklandı. 

 

SDS-PAGE:  

Western blot çalıĢmaları için kullanılan jeller aĢağıdaki miktarlarda hazırlandı. 

% 10’ luk SDS PAGE JEL: 

 2,3 ml çift distile su 
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 1,3 ml % 40‟lık Akrilamid bis akrilamid (29:1) solüsyonu 

 1,3 ml 1,5 M Tris pH 8,8 

 50 μl % 10 SDS 

 50 μl % 10 Amonyum per sülfat çözeltisi (APS) 

 2 μl TEMED 

 

% 5’ lik YÜKLEME JELİ: 

 1,5 ml çift distile su 

 250 μl % 40‟ lık Akrilamit bis akrilamit (29:1) solüsyonu 

 250 μl 1,0 M Tris pH 6,8 

 20 μl % 10 SDS 

 20 μl % 10 Amonyum per sülfat çözeltisi (APS) 

 2 μl TEMED 

 

 %10‟ luk SDS PAGE jel döküldü. Üzerine hava kabarcığı kalmaması için 

isopropanol eklendi. PolimerleĢene kadar beklendi. 

 Sonra  %5 lik yükleme jeli döküldü. 

 Tarak yerleĢtirildi.  

 Yükleme jeli polimerleĢtikten sonra tarak çıkarıldı. 

 

Yükleme:  

Dokulardan elde edilen lizatlar jele yüklendi. Lizatlardan 30 µl yükleme yapıldı. 4x 

Laemmli yükleme tamponu (4x NuPage LDS # NP0008) ile karıĢtırıldı. Mikro santrifüj 

tüpleri ısı bloğu üzerinde 95°C‟ de 5 dak. inkübe edilerek proteinler denatüre edildi. 

Markerdan (biotechrabbit tricolor protein ladder # BR0900201) 5µl yüklendi. Örneklerle 

birlikte OGG1 pozitif kontrolü olarak Jurkat hücrelerinden aynı koĢullarda elde edilen lizat 

yüklendi. 
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Yürütme: 

Cell Signalling Tris-Glycine SDS Running Buffer (10X) (cat no:#4050) 70V 30 dakika 110 

V‟ da 1 saat 20 dakika yürütüldü. Jel çıkartılarak blotlamaya geçildi. 

 

Transfer: 

 Jel büyüklüğünde PVDF membran kesildi. Membran metanol ile 1 dakika muamele 

edilerek aktive edildi.  

 Towbin Transfer tamponu (25 mM Tris, 19,2 mM Glisin %20 metanol) ile membran, 

blot kâğıtları ve jel ıslatıldı. 

 “Trans-Blot® SD Semi-Dry Electrophoretic Transfer Cell” (Biorad - Katalog 

numarası: 170–3940) cihazına aĢağıda belirtilen sırada kağıt, membran ve jel 

yerleĢtirildi: 

 En alta ekstra kalın blot kâğıdı 

 Üzerine poliakrilamid jel 

 Üzerine membran 

 En üste ekstra kalın blot kâğıdı 

 15 V‟ da 45 dakika transfer iĢlemi yapıldı. 

Bloklama: Bloklama, membran yıkama ve antikor hazırlanmasında kullanılan 1xTBST 

solüsyonu hazırlandı. 

10xTBS: 

 100 mM Tris (pH: 8) 

 140 mM NaCl  

 500 ml hazırlandı. pH: 7.4‟e ayarlandı. Kullanırken 1xTBS olarak hazırlandı.  

1xTBST: 

 %0,1 Tween 20 + TBS 
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 1x TBS  üzerine tween 20‟den %0.1 olacak Ģekilde eklenerek 1xTBST hazırlandı. 

Membran % 5 Süt tozu içeren 1xTBST içerisinde oda sıcaklığında 1 saat bloklandı. 

Membran +4 °C‟ de % 5 süt tozu, 1:1000 oranında primer antikor   içeren TBST ile gece 

boyunca muamele edildi. 

Membran üç kez 1xTBST ile yıkandı.  

Membran oda sıcaklığında %5 oranında süt tozu ve 1:3000 oranında sekonder antikor içeren 

TBST içerisinde iki saat oda sıcaklığında inkübe edildi. 

Membran üç kez 1xTBST ile yıkandı ve görüntülemeye geçildi. 

Görüntüleme: 

 “SuperSignal® West Pico Chemiluminescent Substrate” kitinin peroksit ve enhancer 

solüsyonları 1:1 oranında karıĢtırıldı. Membran 5 dakika boyunca bu karıĢım 

içerisinde inkübe edildi. 

 Bir poĢet dosya içerisine alınıp kaset içerisine yerleĢtirildi. 

 Kaset içerisine karanlık odada film yerleĢtirildi. 

 Kullanılan antikoru göre gerekli görülen süre kadar film kaset içerisinde tutulup, 

görüntü elde edildi. 

NOT: Protein bantı görülemediği durumlarda SuperSignal West Femto Chemiluminescent 

Substrate kullanılarak görüntü alındı. 

3.9.8 Hücre Kültürü ÇalıĢmaları 

3.9.8.1 Pankreas Hücre Hattında (MiaPaca-2) TG2 siRNA Transfeksiyonu 

Proje kapsamındaki siRNA çalıĢmalarının optimizasyonu MiaPaCa-2 (pankreas karsinom) 

hücre hattında yapıldı. TG2 ekspresyon baskılaması için 2 adet siRNA kullanıldı. Ġki siRNA 

ve kontroller Dharmacon firmasından alındı. Bunlardan ilki TG2 genine özgü 21 nükleotitlik 

bir dizidir (custom siRNA, 20 nmol). Diğeri ise ilgili genin 4 farklı bölgesine bağlanabilen 

oligonükleotidlerden oluĢmaktadır (pool siRNA, 10nmol). TG2‟nin baskılanmasına özgü 

siRNA dizilerinin yanı sıra negatif ve pozitif kontrol siRNA‟lar da kullanıldı. Negatif kontrol 

olarak insanda bilinen hiçbir mRNA sekansına bağlanmayan siRNA (20 nmol), pozitif kontrol 
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olarak da floresan iĢaretli RISC-içermeyen siRNA (siGLO red transfection indicator, 5 nmol) 

kullanıldı. Floresan mikroskobunda görüntü alınarak transfeksiyonun gerçekleĢip 

gerçekleĢmediği kontrol edildi. Bu siRNA‟ların transfeksiyonu için bir lipozom temelli 

transfeksiyon ajanı olan Dharmafect kullanıldı. ÇalıĢtığımız MiaPaCa-2 hücre hattında en 

etkin transfeksiyonu mümkün kılan Dharmafect 2, transfeksiyon ajanı olarak tercih edilmiĢtir. 

Üç farklı optimizasyon çalıĢması yapıldı:  

1. Optimizasyon: Belirli bir siRNA konsantrasyonunda transfeksiyon ajanının farklı 

miktarları uygulanarak etkin transfeksiyonu sağlayan ve toksik etki göstermeyen 

optimum transfeksiyon ajanı miktarı flouresan mikroskobu ile belirlendi. 

2.  Optimizasyon: Optimum miktarı belirlenen transfeksiyon ajanı ile farklı TG2 siRNA 

konsantrasyonları uygulanarak etkin baskılamanın gerçekleĢtirildiği siRNA 

konsantrasyonu gerçek zamanlı PCR ile belirlendi. 

3. Her iki optimizasyon sürecinde de inhibisyonun etkinliği 48. ve 72. saatlerde western 

blot yöntemi ile protein düzeyinde kontrol edildi. Optimum baskılanma süresi western 

blot yöntemi ile belirlendi. 

MiaPaCa-2 hücre hattında (pankreas karsinom hücre hattı) 1. optimizasyon çalıĢması, 

uygun miktarda hücre ekimi yapıldıktan sonra siGLO red transfeksiyon indikatörü 

konsantrasyonu 50nM olacak Ģekilde farklı miktarlarda Dharmafect 2 ile deneme 

gerçekleĢtirildi. Yöntemin ayrıntıları aĢağıda verilmiĢtir. 

3.9.8.1.1 1.Optimizasyon 

3.9.8.1.1.1 Hücre Ekimi 

96-kuyulu plate için önerilen 5000 hücre ekilmesi ve her bir well baĢına 0,2 µl transfeksiyon 

ajanı (Dharmafect) eklenmesidir. ÇalıĢmaya göre daha büyük hacimler için yüzey alanı 

hesaplanarak uygun miktar belirlenebilmektedir.  

Bu çalıĢmada optimum Dharmafect miktarını belirleyebilmek için sabit konsantrasyonda 

siRNA kullanılarak üç farklı miktarda Dharmafect ile deneme yapıldı. Transfeksiyonun 

gerçekleĢip gerçekleĢmediği flouresan mikroskobu altında 6-well plate kuyucuklarına her bir 

örnek için paralel olacak Ģekilde 80.000 hücre ekildi. 2, 5, 10 µl olmak üzere farklı 

Dharmafect miktarları ile çalıĢıldı.  

1. Hücreler tripsinize edildi, sayıldı.  

2. 2 adet 6-well plate kuyucuk baĢına 70.000 hücre olacak Ģekilde DMEM ortamı içinde 

ekildi. (2‟Ģer adet 3 farklı miktarda transfeksiyon ajanı ve 2 adet hiçbir muamele görmemiĢ 

hücre)  
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3. 1,8 ml ortam içinde bir gece 37◦C‟de, %5 CO2‟de bekletildi. 

 

3.9.8.1.1.2 Transfeksiyon 

Hücreler plate yüzeyine yapıĢtıktan sonra transfeksiyon iĢlemine geçildi. Pozitif kontrol olan 

floresan iĢaretli RISC-içermeyen siRNA (siGLO red transfection indicator, 5 nmol) kullanıldı. 

5 nmol siGLO red siRNA 1ml RNaz içermeyen su içinde çözülerek 5 µM ana stok hazırlandı. 

Hazırlanan ana stoktan 2 ml serumsuz ortam içinde 50 nM olacak Ģekilde siRNA alındı. (20 

µl). 

5000nM.  x =50nM. 2000 µl 

                  x = 20 µl 

Herbir kuyucuk baĢına 20 µl siGLO red siRNA 80 µl serumsuz ortam olacak Ģekilde karıĢım 

hazırlandı. Ayrıca hiçbir muamele görmemiĢ hücreler dıĢındaki her iki kuyucuk baĢına 2, 5, 

10 µl Dharmafect 2 olacak Ģekilde transfeksiyon ajanı toplam 100 µl serumsuz ortam içinde 

hazırlandı. Hazırlanan karıĢımlar 10 dakika oda sıcaklığında bekletildi. siGLO Red siRNA ve 

transfeksiyon ajanları karıĢtırıldı. 30 dakika oda sıcaklığında bekletildi. Ardından her bir 

kuyucuğa 200‟er µl siRNA+transfeksiyon ajanı karıĢımlarından damlatarak dağıtıldı. Böylece 

transfeksiyon gerçekleĢtirilmiĢ oldu. Bir gece 37
◦
C‟de, %5 CO2‟de bekletidi. 

24 saat sonra ortam değiĢtirilmeden flouresan mikroskobu altında inceleme yapıldı.  

 

3.9.8.1.2 2.Optimizasyon 

3.9.8.1.2.1 Hücre ekimi 

Bu çalıĢma optimum siRNA konsantrasyonunu belirlemek için yapıldı. 1.optimizasyonda 

belirlenen transfeksiyon ajan miktarı (2 µl) sabit tutularak 10, 25, 50 ve 100 nM olmak üzere 

4 farklı konsantrasyon için deneme yapıldı. 1. Optimizasyon çalıĢmasında olduğu gibi 70.000 

hücre 6 well plate kuyucuklarına 1,8 ml ortam içine ekildi. Bir gece 37˚C‟de, %5 CO2‟de 

bekletildi. 

3.9.8.1.2.2 Transfeksiyon 

24 saat sonra hücreler plate yüzeyine yapıĢtı ve transfeksiyona hazır hale geldi. TG2 geninin 

baskılanması için TG2 genini baskılayacak iki farklı siRNA (pool siRNA (10nmol), custom 

siRNA (20nmol)) 4:1 oranında karıĢtırılarak çalıĢıldı. Pool siRNA TG2‟yi hedef alan 4 farklı 

dizi içermektedir. Custom siRNA ise bir diziden oluĢmaktadır. Her iki siRNA ve Negatif 

kontrol siRNA (20 nmol) ana stoğu 20 µM olacak Ģekilde hazırlandı. Pool+custom siRNA 10, 

25, 50 ve 100 nM olacak Ģekilde paralel çalıĢıldı. Negatif kontrol siRNA 50 nM olacak 

Ģekilde kullanıldı. Hiçbir muamele görmemiĢ hücreler de aynı koĢullarda çalıĢıldı. Toplam 12 
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kuyucukta çalıĢılmıĢ oldu. Her bir kuyucukta transfeksiyon ajanı 2 µl olacak Ģekilde koyuldu. 

Transfeksiyon koĢulları 1. Optimizasyon yapıldığı gibi gerçekleĢtirildi. Bir gece 37◦C‟de, %5 

CO2‟de bekletidi. 

24 saat sonra her bir kuyudaki hücreler ayrı ayrı scraper ile kazınarak alındı. 5 dk 1200 

rpm‟de santrifüjlendi. PBS ile bir defa yıkandı. MN nucleospin RNA izolasyon kiti 

kullanılarak 12 örnek için RNA izolasyonu yapıldı. Fermentas Revertaid cDNA sentez kiti 

kullanılarak da cDNA sentezleri yapıldı. Ardından TG2 primerleri kullanılarak gerçek 

zamanlı PCR yöntemi ile ekspresyon düzeyine bakıldı.  

3.9.8.1.2.3 Gerçek Zamanlı PCR 

Reaksiyon bileĢenlerinden aĢağıda verilen miktarlarda kullanılarak reaksiyon gerçekleĢtirildi. 

Reaksiyon bileĢenlerinden toplam 20 µl‟lik olacak Ģekilde çalıĢıldı.  

 Sybr green PCR Master mix: 4 μl  

 Primer Mix (Forward+Reverse primer, 10 pmol): 1 μl  

 Nükleaz içermeyen su: 12 μl 

 Kalıp cDNA örneği: 3 μl 

Reaksiyon sonrası ürünler %2‟lik agaroz jelde 110 voltta 30 dakika yürütüldükten sonra 

görüntü alındı. TG2 ekspresyon düzeyini belirlemek için kullanılan gerçek zamanlı PCR 

profili Tablo 19'da verilmiĢtir. 

Tablo 19. Gerçek Zamanlı PCR Profili  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  Süre 

Denatürasyon 1 siklus Hh:mm:ss 

 95 ˚C 00:10:00 

Amplifikasyon 35 siklus  

 95 ˚C 00:00:10 

 63 ˚C 00:00:10 

 72 ˚C 00:00:20 

Erime eğrisi 1 siklus  

 95 ˚C 00:00:00 

 65 ˚C 00:00:15 

 95 ˚C 00:00:00 

Soğuma 1 siklus  

 40 ˚C 00:00:03 
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3.9.7.1.3. Optimizasyon 

TG2‟nin baskılanma etkinliği 48. ve 72. saatlerde western blot yöntemi ile protein düzeyinde 

kontrol edildi. Bu optimizasyon çalıĢmasında optimum baskılanma süresi belirlendi. 25 

cm
2
‟lik flask kullanıldı. Her bir koĢul için 2 adet 25 cm

2
‟lik flaska 200.000 hücre 2,8 ml 

ortam içerisinde ekildi. Gerçek zamanlı PCR çalıĢmasında 100 nM pool TG2 siRNA 

konsantrasyonu optimum olarak seçildi. Transfeksiyon 25 cm
2
‟lik flask baĢına 5 µl 

transfeksiyon ajanı gelecek Ģekilde yapıldı. Daha önce 6-well de optimize edilen miktarlar 

(hücre, transfeksiyon ajanı) 25 cm
2
‟lik flaska göre hesaplanarak yeni miktarlar belirlendi. 

Örnekler aĢağıdaki gibidir: 

 Hiçbir muamele görmemiĢ 2x25 cm
2
‟lik flask 72 saat 

 100 nM negatif kontrol siRNA 2x25 cm
2
‟lik flask 72 saat 

 100 nM TG2 pool siRNA 2x25 cm
2
‟lik flask 48 saat 

 100 nM TG2 pool siRNA 2x25 cm
2
‟lik flask 72 saat 

 

2,8 ml ortam içindeki hücreler üzerine 200 µl serumsuz ortam içindeki 

siRNA+transfeksiyon ajanı karıĢımları eklendi. Pool siRNA ile çalıĢılan flasklardaki hücreler 

48 ve 72.  saatlerde toplandı. Negatif kontrol ve hiçbir muamele görmemiĢ hücre flaskları ise 

sadece 72. saatte toplandı. Western blot yöntemi ile TG2 geninin baskılanıp baskılanmadığını 

göstermek için hücreler her bir örnek için çalıĢılan 2‟Ģer adet flask birleĢtirilerek lizat haline 

getirildi ve -80 
o
C‟de saklandı. 

 

3.9.8.2 Western Blot  

MiaPaCa-2 hücrelerinde 100 nM TG2 siRNA baskılanma etkinliği 48. ve 72. saatler için 

western blot yöntemi ile gösterildi. TG2'nin baskılandığı örneklerde NFκB fosfoprotein 

düzeyine bakıldı. Örnekler aĢağıdaki gibidir. 

 Hiçbir muamele görmemiĢ 72 saat hücreleri (Non-treated) 

 100 nM negatif kontrol siRNA 72 saat hücreleri (Negatif kontrol) 

 100 nM TG2 pool siRNA 2x25 cm
2
‟lik flask 48 saat (48h siRNA) 

 100 nM TG2 pool siRNA 2x25 cm
2
‟lik flask 72 saat (72h siRNA)  
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Lizat Hazırlama: 

Örnekler PYLB liziz tamponu ile lize edildi. Ardından BCA protein tayin yöntemi 

kullanılarak protein miktarları belirlendi. 

PYLB 

Sodyum Pirofosfat (NaPPi)………..2,23 g 

Sodyum Florür (NaF)………………1,05 g 

5M NaCl……………………………5 ml 

0,5M EDTA………………………...5 ml 

1M Hepes…………………………..25 ml 

Triton-X……………………………. 5 ml 

H2O…………………………………500 ml‟ye tamamlandı. pH=7,5‟e ayarlandı. Proteaz ve 

fosfataz Ġnhibitörleri PYLB hazırlandıktan sonra taze eklendi. 

 

1 ml Liziz Tamponu için:  

PYLB…………………................. 934 µl 

100mM PMSF…………………… 10 µl 

2 mg/ml Aprotinin……................  7,5 µl 

2 mg/ml Leupeptin.……………… 7,5 µl 

25x Complete Mini EDTA-free….. 40 µl 

1M Na3VO4……………………….  1 µl 

 Yüzeye bağımlı hücreler hücre kazıyıcısı kullanılarak kaldırıldı. 

 Bir kez PBS (phosphate tamponed saline) ile yıkandı. 

 400 g‟ de, 4 °C‟ de 5 dakika santrifüjlenerek çöktürüldü. 
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 Üst faz dikkatlice çekildi. 

 Pellet üzerine üç katı hacminde lizis tamponu eklendi. 

 10 Dakika buz üzerinde inkübe edildi. 

 Her 10 dakika sonrası kuvvetlice vortekslendi. 

 Bu iĢleme 30 dakika devam edildi. 

 20 dakika en yüksek hızda (20000 g) 4 °C‟ de santrifüjlendi. 

 Üst faz önceden buzda soğutulmuĢ üç adet mikrosantrifüj tüpüne aliquatlandı. 

 Lizat kullanılana kadar - 80 °C‟ ye kaldırıldı. 

 

SDS-PAGE:  

3.6.7 Protein Düzeyinde Ekspresyon ÇalıĢmaları bölümünde belirtildiği gibi %10'luk SDS-

PAGE ve %5'lik yükleme jeli aynı koĢullarda hazırlandı. 

 Protein Tayini: 

Hücrelerden protein tayini Pierce™ BCA Protein Assay Kit ile yapıldı (cat no:23227) 562 

nm‟de kolorimetrik olarak absorbans ölçüldü. Konsantrasyonu bilinen BSA standartların 562 

nm‟ de verdiği absorbanslardan yararlanılarak standart grafiği çizildi. Böylece 

konsantrasyonu bilinmeyen örneklerin protein konsantrasyonları, BSA standart grafiğinin 

eğiminden hesaplandı. (y=0,878x+0,098). Belirlenen protein miktarlarına göre hesap 

yapılarak 30 µg protein olacak Ģekilde hazırlanan SDS-PAGE jeline yükleme yapıldı. NEB 

marker ColorPlus™ Prestained Protein Ladder, Broad Range (10-230 kDa) kullanıldı (cat no. 

P7711S). 

Yükleme:  

Örnekler 30 µg protein olacak Ģekilde lizat miktarı kadar 2x Laemmli yükleme tamponu (2x 

Laemmli Sample Buffer #161-0737) ile karıĢtırıldı. Mikro santrifüj tüpleri ısı bloğu üzerinde 

95°C‟ de 5 dak. inkübe edilerek proteinler denatüre edildi. Jele örnekler ve marker (10 µl) 

yüklendi. 
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3.6.7 Protein Düzeyinde Ekspresyon ÇalıĢmaları bölümünde belirtildiği gibi Yürütme, 

Transfer, Bloklama ve Görüntüleme aynı Ģekilde gerçekleĢtirildi. 

3.10 Etik Kurul Onayı  

Bu çalıĢma için, Dokuz Eylül Üniversitesi Tıp Fakültesi Klinik ve Laboratuvar AraĢtırmaları 

Etik Kurulu'ndan 09.02.2012 tarihli ve 2012/04-24 karar no ile alınan ilk etik kurul ile birlikte 

05.08.2014 tarihli ve 234/2009-GOA protokol numaralı 2014/18-27 karar numarası ile tez adı 

değiĢikliği nedeniyle alınan son etik kurul onayı EK-1'de verilmiĢtir. 
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4. BULGULAR 

 

4.1 DNA Hasar ÇalıĢmaları Bulguları 

DNA hasar çalıĢmaları için pankreas tümör ve normal dokularından öncelikle DNA 

izolasyonları gerçekleĢtirildi. Ġzole edilen DNA örnekleri hasar ölçümlerinin yapılabilmesi 

için NIST/MD‟de gönderildi. Örneklerdeki baz ve nükleozid hasar ölçümleri yapıldı. 

4.1.1 Pankreas Tümör ve Normal Dokularından DNA Ġzolasyon Bulguları 

Ġzolasyonu yapılan 29 hastanın DNA hasar ölçümleri NIST/MD‟de gerçekleĢtirilmiĢtir. Tuzla 

çöktürme yöntemiyle izole edilen DNA örneklerinin miktar ve saflığı, spektrofotometrede 260 

ve 280 nm dalga boylarında ölçüm yapılarak elde edilen değerler ile belirlenmiĢtir. Saflık 

kriteri A260nm/ A280nm 1,8-2,0 olarak alındı. 

250 µl distile suda çözülen DNA örnekleri spektrofotometredeki absorbans ölçümü için 1/100 

oranında seyreltildi (5 μl DNA/495 μl distile su). Spektral analizi yapılan DNA örneklerinin 

miktar ve saflığı Tablo 20‟de verilmiĢtir. 

 

Tablo 20. DNA Örneklerinin Miktar ve Saflığı 

Örnek 

No 
OD260nm OD280nm OD260/280nm 

OD260nm*50*100 

(μg/ml) 

DNA 

Miktarları(μg) 

N1 0.008 0.003 2.442 40.176 10 

T1 0.282 0.169 1.663 1407.924 415 

N2 0.183 0.100 1.829 916.758 224.6 

T2 0.060 0.032 1.866 297.512 87.8 

N3 0.177 0.102 1.729 884.661 261 

T3 0.044 0.024 1.793 218.746 64 

N4 0.064 0.038 1.672 320.131 94 

T4 0.040 0.022 1.853 199.410 59 

N6 0.019 0.012 1.627 97.117 29 

T6 0.096 0.052 1.838 481.362 142 

N8 0.081 0.047 1.732 404.541 119 

T8 0.018 0.013 1.431 90.823 27 

N10 0.038 0.025 1.505 190.865 56 

T10 0.013 0.007 1.798 62.204 19 

N11 0.177 0.094 1.885 885.176 216.9 

T11 0.044 0.025 1.784 220.849 65 

N12 0.030 0.020 1.489 150.223 42 

T12 0.043 0.028 1.526 216.341 64 

N13 0.691 0.378 1.830 3455.312 1019 
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T13 0.067 0.049 1.361 336.555 99 

N14 0.294 0.179 1.643 1417.868 347.4 

T14 0.213 0.120 1.775 1066.844 314 

N15 0.325 0.187 1.740 1624.855 480 

T15 0.119 0.073 1.626 594.224 175 

N16 0.246 0.138 1.780 1231.965 363 

T16 0.149 0.089 1.680 745.534 220 

N17 0.352 0.198 1.774 1760.723 520 

T17 0.197 0.110 1.799 986.558 291 

N18 0.390 0.225 1.737 1951.029 478.0 

T18 0.258 0.146 1.761 1288.550 315.7 

N19 0.552 0.305 1.811 2760.750 676.4 

T19 0.303 0.177 1.710 1515.034 371.2 

N21 0.300 0.156 1.282 999.270 294,7 

T21 0.634 0.404 1.569 3169.576 935 

N22 0.143 0.121 1.186 716.729 211,4 

T22 0.257 0.188 1.365 1282.932 378,4 

N23 0.838 0.513 1.634 4189.723 1235,9 

T23 0.337 0.236 1.430 1684.314 496,8 

N24 0.666 0.416 1.599 3329.128 982,3 

T24 0.495 0.324 1.527 2475.357 730,2 

N25 0.342 0.236 1.446 1707.726 503,7 

T25 0.192 0.146 1.316 961.461 283,6 

N26 0.148 0.124 1.187 737.926 217,7 

T26 0.297 0.215 1.381 1484.284 437,9 

T27 0.163 0.133 1.232 816.671 240,9 

N28 0.120 0.108 1.110 602.014 177,6 

T28 0.248 0.184 1.366 1238.832 365,3 

N29 0.422 0.287 1.472 2110.393 622,5 

T29 0.227 0.174 1.305 1135.243 334,9 

N30 0.272 0.199 1.368 1359.061 400,9 

T30 0.470 0.317 1.498 2349.910 693,2 

N31 0.188 0.150 1.253 940.990 277,5 

T31 0.165 0.134 1.230 823.979 243 

N32 1.093 0.663 1.649 5462.607 1611,4 

T32 0.365 0.281 1.299 1825.034 538,3 

N33 0.150 0.126 1.190 750.884 221,5 

T33 0.239 0.186 1.284 1194.524 352,3 

 

4.1.2 DNA Hasar Ölçüm Bulguları 

Doku örneklerinin GC-MS/MS ile alınan DNA baz (8-OHGua, FapyGua, FapyAde, ThyGly 

ve 5-OH-5-MeHyd,5-OHCyt) hasar ölçüm değerleri Tablo 21‟de, LC-MS/MS ile alınan 

nükleozid (8-OHdG, R-cdA ve S-cdA) hasarı ölçüm değerleri ise Tablo 22‟de verilmiĢtir. 
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Tablo 21. Pankreas Tümör ve Normal Dokularında GC-MS/MS Ġle Ölçülen Baz Hasarı Değerleri  
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Tablo 22. Pankreas Tümör ve Normal Dokularında LC-MS/MS Ġle Ölçülen Nükleozid Hasarı Değerleri  

 

Pankreas kanserli hastalardan alınan tümör ve eĢlenik normal doku örneklerinde, GC-MS/MS 

tekniği ile 5-OH-5-MeHyd, FapyAde, FapyGua, ThyGly, 8-OHGua ve 5-OHCyt DNA baz 

hasarları incelendi. Pankreas kanseri hastalarından alınan tümör ve eĢlenik normal doku 

örneklerinde LC-MS/MS tekniği ile R-cdA, S-cdA ve 8-OH-dG DNA nükleozid hasarları 

incelendi. DNA hasar ölçümlerinin istatistiksel analiz sonuçları SPSS 15.0 programı 

kullanılarak Wilcoxon iĢaretli sıralar testi ile yapıldı. DNA baz ve nükleozid hasarı 

sonuçlarına ait grafikler aĢağıda verilmiĢtir (Ģekil 13. ve Ģekil 14.). 
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ġekil 13. Pankreas Tümör ve Normal Dokularındaki Hasar Düzey Grafikleri. A. 8 -OHGua Düzeyleri B.FapyGua Düzeyleri 

C. FapyAde Düzeyleri D. 5-OH-5-MeHyd Düzeyleri E.ThyGly Düzeyleri F. 5-OHCyt Düzeyleri 

DNA baz ve nükleozid hasarı Wilcoxon iĢaretli sıralar testine göre yapılmıĢ analiz 

sonuçlarının p değerleri sırasıyla Tablo 23 ve 24‟de verilmiĢtir. 

Tablo 23. DNA Baz Hasarı Sonuçları Ġçin Wilcoxon ĠĢaretli Sıralar Testine Göre p Değerleri  

Analiz 

Sonucu 

5-OH-5-

MeHyd ThyGly FapyAde FapyGua 5-OHCyt 8-OHGua 

p değeri 0,70 0,33 0,67 0,32 0,034 0,025 

 



88 
 

 

ġekil 14. Pankreas Tümör ve Normal Dokularında Nukleozid Hasar Düzey Grafikleri. A. R -cdA Düzeyleri B. 

S-cdA Düzeyleri C. 8-OH-dG Düzeyleri  

Tablo 24. DNA Nükleozid Hasar Sonuçları Ġçin Wilcoxon ĠĢaretli Sıralar Testine Göre p Değerleri  

Analiz sonucu R-cdA S-cdA 8-OH-dG 

p değeri 

0,221 0,717 0,03 
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Sonuçlar değerlendirildiğinde, tümör dokularında 8-OH-Gua baz hasarı eĢlenik normal 

dokularına göre istatistiksel olarak anlamlı yüksek bulundu (p=0,025). Tümör dokularında 5-

OH-Cyt DNA baz hasarı eĢlenik normal dokularına göre istatistiksel olarak anlamlı düĢük 

bulundu( p=0,034, n=10). Buna karĢılık tümör ve normal eĢlenik dokularına ait diğer DNA 

baz hasarı değerleri arasında anlamlı fark bulunmadı. 

DNA nükleozid hasarı sonuçları değerlendirildiğinde, tümör dokularında 8-OH-dG 

hasarı eĢlenik normal dokularına göre istatistiksel olarak anlamlı yüksek bulundu (p=0,030). 

Buna karĢılık tümör ve normal eĢlenik dokularına ait diğer DNA nükleozid hasar değerleri 

arasında anlamlı fark bulunmadı. Pankreas tümör ve normal dokularındaki toplam hasar 

düzeyleri ise ġekil 15.'de verilmiĢtir. Pankreas kanserli hastalarda toplam DNA hasar düzeyi 

değerlendirildiğinde (Graphpad prism ver.5.03) tümör dokularındaki toplam hasar ile eĢlenik 

normal dokulardaki toplam DNA hasarı arasında anlamlı bir fark bulunmadı. Sonuç olarak 

temel farklılığın 8-OH-Gua ve 8-OH-dG düzeylerinde olduğu izlenmektedir.  

 

ġekil 15. Pankreas Tümör ve Normal Dokularındaki Toplam Hasar Düzeyleri  

4.2 mRNA düzeyinde Ekspresyon ÇalıĢma Bulguları 

Pankreas tümör ve normal dokularından DNA onarım enzimleri (OGG1 ve NEIL1)  ve TG2 

ekspresyonlarının belirlenebilmesi için gerçek zamanlı PCR yöntemi kullanıldı. Bu çalıĢma 

için dokulardan RNA izolasyonu ve cDNA sentezleri yapıldı. Her hasta için 3 tekrarlı gerçek 

zamanlı PCR çalıĢması yapıldı.   

4.2.1 Pankreas Tümör ve Normal Dokularından RNA Ġzolasyon Bulguları 

Manuel fenol kloroform yöntemi ile tümör ve normal dokularından izole edilen RNA 

örneklerinin miktar ve saflığı, spektrofotometrede 260 ve 280 nm dalga boylarında ölçüm 
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yapılarak elde edilen değerler ile belirlendi. 50 µl distile suda çözülen RNA örnekleri 

spektrofotometredeki absorbans ölçümü için 1/20 oranında seyreltildi (5 µl RNA/95 µl distile 

su). Elimizde 45 µl RNA örneği bulunmaktadır. Spektral analizi yapılan RNA örneklerinin 

miktar ve saflığı Tablo 25‟de verilmiĢtir. 

Tablo 25. RNA Örneklerinin Miktar ve Saflığı 

Örnek No OD260nm OD280nm OD260/280nm 
OD260nm*40*50 

(μg/ml) 
RNA Miktarları(μg) 

N1 0.1540 0.0767 2.00 308 15.4 

T1 0.0167 0.0092 2.00 33.4 1.67 

N2 0.1373 0.0707 1.94 274.6 13.73 

T2 0.1328 0.0657 2.02 265.6 13.28 

N3 0.0828 0.0411 2.01 165.6 8.28 

T3 0.0967 0.0484 1.99 193.4 9.67 

N4 0.0378 0.0195 1.94 75.6 3.78 

T4 0.0446 0.0875 1.96 175 8.75 

N6 0.1626 0.0837 1.94 325.2 16.25 

T6 0.1045 0.0552 1.90 209 10.45 

N8 0.0186 0.0102 1.82 37.2 1.86 

T8 0.0113 0.0056 2.01 22.6 1.13 

N10 0.0709 0.0420 1.70 141.8 7.09 

T10 0.0512 0.0268 1.91 102.4 5.12 

N11 0.1116 0.0569 1.96 223.2 11.16 

T11 0.0569 0.0288 1.97 113.8 5.69 

N13 0.0404 0.0246 1.64 80.8 4.05 

T13 0.0249 0.0159 1.56 49.8 2.5 

N14 0.0088 0.0048 1.83 17.6 0.88 

T14 0.1766 0.0927 1.90 353.2 17.66 

N15 0.1030 0.0558 1.84 206 10.3 

T15 0.0440 0.0221 1.99 88 4.4 

N16 0.1169 0.0644 1.81 233.8 11.69 

T16 0.0686 0.0346 1.98 137.2 6.86 

N17 0.0489 0.0246 1.98 97.8 4.89 

T17 0.0217 0.0152 1.42 43.4 2.17 

N18 0.0401 0.0209 1.91 80.2 4 
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T18 0.0567 0.0308 1.84 113.4 5.7 

N19 2.812 2.568 1.095 2249.928 101 

T19 2.733 2.051 1.333 2186.207 98 

N21 1.277 0.978 1.254 981.314 44 

T21 2.830 2.535 1.116 2263.793 102 

N22 0.947 0.858 1.104 757.889 34 

T22 2.298 1.646 1.396 1838.722 82 

N23 2.614 1.858 1.407 2091.550 94 

T23 0.949 0.831 1.142 759.066 34 

N24 1.119 0.966 1.158 895.285 40 

T24 1.518 1.143 1.329 1214.760 54 

N25 2.739 2.508 1.091 2188.438 98 

T25 1.409 1.073 1.314 1127.504 50 

 

  

4.2.2 Gerçek Zamanlı PCR ÇalıĢması Bulguları 

Gerçek zamanlı PCR çalıĢması OGG1, TG2, NEIL1 ve house-keeping gen olarak β-aktin 

primerleri ile Light-Cycler Fast Start DNA Master
Plus

 SYBR Green I (roche 03 515 885 001) 

kiti kullanılarak Light-Cycler 2.0 (Roche) cihazında gerçekleĢtirildi. N1, T1,,,, N6, T6 

örneklerinin gerçek zamanlı PCR‟da OGG1, TG2 ve β-aktin eğrileri ġekil 16‟da verilmiĢtir. 

 

ġekil 16. N1, T1,,,, N6, T6 Örneklerinin Gerçek Zamanlı PCR‟da OGG1, TG2 ve β-Aktin Eğrileri 
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N1, T1, N2, T2, N3, T3, N4, T4, N6, T6 örneklerinin OGG1, TG2 ve β-aktin ürününün 

%2‟lik agaroz jel görüntüsü sırasıyla Ģekil 17, 18 ve 19‟da gösterilmiĢtir. ġekil 14, 15 ve 

16‟da 1. ve 12. kuyuda kullanılan marker promega Phi174X‟dir. 

 

ġekil 17. N1, T1, N2, T2, N3, T3, N4, T4, N6, T6 Örneklerinin OGG1 Ürününün (207 bp) %2‟lik Agaroz Jel 

Görüntüsü 

 

 

ġekil 18. N1, T1, N2, T2, N3, T3, N4, T4, N6, T6 Örneklerinin TG2 Ürününün (211 bp) %2‟lik Agaroz Jel 

Görüntüsü  

 

ġekil 19. N1, T1, N2, T2, N3, T3, N4, T4, N6, T6 Örneklerinin β-Aktin Ürününün (99 Bp) %2‟lik Agaroz Jel 

Görüntüsü 
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ġekil 20. N1, T1,,,, N11, T11 Örneklerinin Gerçek Zamanlı PCR‟da NEIL1ve β-Aktin Eğrileri 

 

Gerçek zamanlı PCR sonucunda N1, T1,,,, N11, T11 örneklerinin gerçek zamanlı PCR‟ da 

NEIL1 ve β-aktin eğrileri ġekil 20.‟de verilmiĢtir.  

 

N1, T1, N2, T2, N6, T6 örneklerinin NEIL1 ve β-Aktin ürününün (213 bp) %2‟lik agaroz jel 

görüntüleri ġekil 21. ve 22.‟de verilmiĢtir. 

 

ġekil 21. N1, T1, N2, T2, N6, T6 Örneklerinin NEIL1 Ürününün (213 bp) %2‟lik Agaroz Jel Görüntüsü  

 

 

ġekil 22. N1, T1, N2, T2, N3, T3, N6, T6, N8, T8 Örneklerinin β-Aktin Ürününün (99 Bp) %2‟lik Agaroz Jel 

Görüntüsü 
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Üç gen için de gerçek zamanlı PCR sonucunda tek pik elde edildi fakat bazı hastalarda 

negatif sonuçlar elde edildi. N26, T26,,,,,,N34, T34 örneklerinin gerçek zamanlı PCR‟da 

OGG1, TG2 ve β-aktin eğrileri ve Cp değerleri ġekil 23., 24. ve 25.‟de verilmiĢtir.  

 

 

ġekil 23.  26, 28, 29, 30, 31 No‟lu Örneklerin Gerçek Zamanlı PCR‟da OGG1, TG2 Ve Β-Aktin Eğrileri ve Cp 

Değerleri 
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ġekil 24. 26, 30, 32, 33, 34 No‟lu Örneklerin Gerçek Zamanlı PCR‟da OGG1, TG2 ve Β-Aktin Eğrileri ve Cp 

Değerleri  

 

ġEKĠL 25. 35, 36, 37, 40, 41 No'lu Örneklerin Gerçek Zamanlı PCR‟da OGG1, TG2 ve Β-Aktin Eğrileri ve 

Cp Değerleri 
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N31, T31,,,,,, N41, T41 örneklerinin OGG1 ve β-aktin ürününün %2‟lik agaroz jel görüntüsü 

sırasıyla Ģekil 26., ve 27.‟de verilmiĢtir.  

 

 

ġekil 26.  31, 35, 36 ve 37 No‟lu Örneklerin OGG1 Ürünlerinin (207bp) %2‟lik Agaroz Jel Görüntüsü  

 

ġekil 27. 40 ve 41 No‟lu Örneklerin OGG1 Ürünlerinin (207bp) %2‟lik Agaroz Jel Görüntüsü 

 

N26, T26,…,N42, T42 örneklerinin gerçek zamanlı PCR‟da NEIL1 ve β-aktin eğrileri 

ve Cp değerleri ġekil 28., 29. ve 30.'da verilmiĢtir.   
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ġekil 28. 28, 29, 31, 32 No‟lu Örneklerin Gerçek Zamanlı PCR‟da Neıl1 Ve Β-Aktin Eğrileri ve Cp Değerleri  

 

ġekil 29. 26, 30, 33, 34 No‟lu Örneklerin Gerçek Zamanlı PCR‟da Neıl1 ve Β-Aktin Eğrileri ve Cp Değerleri  
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ġekil 30. 36, 37, 40, 42 No‟lu Örneklerin Gerçek Zamanlı PCR‟da Neıl1 ve Β-Aktin Eğrileri ve Cp Değerleri  

Gerçek zamanlı PCR sonucunda elde edilen ürünler %2‟lik agaroz jelde yürütülerek 

görüntü alındı. OGG1 ekspresyon düzeyi belirlenen dokulardan N26, T26, N28, T28,,,,,, N34, 

T34 OGG1 ürünleri %2‟lik agaroz jelde görüntülendi (ġekil 31., 32. ve 33.).  

 

ġekil 31. 26, 28, 29, 31 No‟lu Örneklerin OGG1 Ürünlerinin %2‟lik Agaroz Jel Görüntüsü 

 

 

ġekil 32.  26, 30, 32, 33 No‟lu Örneklerin OGG1 Ürünlerinin (207 bp) %2‟lik Agaroz Jel Görüntüsü  
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ġekil 33. 26, 31, 34 No‟lu Örneklerin OGG1 Ürünlerinin (207 Bp), 34 No‟lu Örneğin NEIL1 Ürününün 

(213bp) %2‟lik Agaroz Jel Görüntüsü 

NEIL1 ekspresyon düzeyi belirlenen dokulardan N26, T26, N29, T29,,,,, N34, T34 NEIL1 

ürünleri %2‟lik agaroz jelde görüntülendi (ġekil 34. ve 35.). 

 

 

ġekil 34. 26, 29, 31, 32 No‟lu Örneklerin Neıl1 Ürününün (213bp) %2‟lik Agaroz Jel Görüntüsü  

 

ġEKĠL 35.  26, 30, 31, 33 No‟lu Örneklerin Neıl1 Ürününün (213bp) %2‟lik Agaroz Jel Görüntüsü  

 TG2 ekspresyon düzeyi belirlenen dokulardan N26, T26, N28, T28, N29, T29, N30, T30 

TG2 ürünleri %2‟lik agaroz jelde görüntülendi (ġekil 36.). Agaroz jellerde kullanılan marker 

fermentas SM0613‟tür.  

 

ġekil 36. 26, 28, 29, 30 No‟lu Örneklerin TG2 Ürününün (211 Bp) %2‟lik Agaroz Jel Görüntüsü 
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N42, T42,,,,,,N45, T45 örneklerinin gerçek zamanlı PCR‟da OGG1, TG2 ve β-aktin eğrileri 

ve Cp değerleri ġekil 37.‟de verilmiĢtir.  

 

 

ġekil 37. 42, 43, 44 ve 45 No'lu Örneklerin Gerçek Zamanlı PCR‟da OGG1, TG2 ve Β-Aktin Eğrileri ve Cp 

Değerleri 

N42, T42,...,N45, T45 örneklerinin gerçek zamanlı PCR‟da NEIL1 ve β-aktin eğrileri ve Cp 

değerleri ġekil 38.'de verilmiĢtir.   
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ġekil 38. 42, 43, 44 ve 45 No‟lu Örneklerin Gerçek Zamanlı PCR‟da Neıl1 ve Β-Aktin Eğrileri ve Cp 

Değerleri 

NEIL1 ekspresyon düzeyi belirlenen dokulardan N35, T35,..., N42, T42 NEIL1 ve β-Aktin 

ürünleri %2‟lik agaroz jelde görüntülendi (ġekil 39.). 

 

 

 

 

 

 

ġekil 39. 35, 36, 37, 40, 41 ve 42 Örneklerin NEIL1 ve β-Aktin Ürününün (213bp ve 99bp) %2‟lik Agaroz Jel 

Görüntüsü 

 

Hastalardaki OGG1, TG2 ve NEIL1 ekspresyon düzeyleri üç tekrarlı gerçek zamanlı PCR 

çalıĢmaları sonucunda tümor dokularının normalizasyonu sonrası elde edilen kat (2
-∆∆ct 

) 

değerlerin ortalaması ve standart sapması hesaplanarak değerlendirildi. hastalardaki OGG1, 

NEIL1 ve TG2 kat değiĢim değerleri sırasıyla tablo 26., 27. ve 28.'da verilmiĢtir.  
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Tablo 26. Tümör Dokularında OGG1 Ekspresyon Kat DeğiĢim Değerleri  

OGG1             

HASTA NO 1.SET 2.SET 3.SET 4.set 

Ortalama 

Kat DeğiĢimi 

Std 

sapma 

1 2,31 1,14 0,84  - 1,43 0,78 

2 0,52 1,81 0,55  - 0,96 0,74 

3 0,72 0,6 0,3  - 0,54 0,22 

4 0,3 0,99 0,44  - 0,58 0,36 

6 0,43 0,46 0,37  - 0,42 0,05 

8 0,51 0,66 0,03 0,63 0,61 0,07 

11 0,30 0,59 0,63  - 0,51 0,18 

14 1,54 1,64 1,76  - 1,65 0,11 

15 0,61 0,53 0,55  - 0,56 0,04 

16 0,49 0,48 0,51  - 0,49 0,02 

18 0,79 0,7 1,02  - 0,84 0,17 

19 0,78 0,12 0,12 - 0,34 0,38 

21 0,02 7,81E-03 0,02 4,80E-03 0,013153 0,01 

22 0,04 0,03 0,02 - 0,03 0,01 

23 11,53 11,27 6,39 9,93 9,78 2,37 

24 7,81E-03 0,01 0,01 3,44E-03 7,81E-03 0,00 

25 0,03 Negatif 2,68 8,78 3,83 4,49 

26 Jelde neg. Jelde neg. Jelde neg. 

- - - 

28 Jelde neg. Jelde neg. Jelde neg. 

- - - 

29 0,12 0,14 0,16 

- - - 

30 Jelde neg. Jelde neg. Jelde neg. 

- - - 

31 0,38 0,50 0,57 

- - - 

32  

Negatif Negatif Negatif - - - 

33 Jelde neg. Jelde neg. Jelde neg. 

- - - 

34 Jelde neg. Jelde neg. Jelde neg. 

- - - 

35 Jelde neg. Jelde neg. Jelde neg. 

- - - 

36 Jelde neg. Jelde neg. Jelde neg. 

- - - 

37 Jelde neg. Jelde neg. Jelde neg. 

- - - 

40 Jelde neg. Jelde neg. Jelde neg. 

- - - 

41 Jelde neg. Jelde neg. Jelde neg. 

- - - 

42 Jelde neg. Jelde neg. Jelde neg. 

- - - 

43 Jelde neg. Jelde neg. Jelde neg. 

- - - 
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44 Jelde neg. Jelde neg. Jelde neg. 

- - - 

45 0,19 0,16 0,17 - 0,17 0,01 

 

Tablo 27. Tümör Dokularında NEIL1 Ekspresyon Kat DeğiĢim Değerleri  

NEIL1 

     

Ortalama 

Kat 

DeğiĢimi Std Sapma HASTA NO 1.SET 2.SET 3.SET 4.SET 5.SET 

1 

1,5 1,51 2,38 - - 1,796667 0,505206 

2 

0,41 negatif 0,52 0,52 - 0,465 0,077782 

3 

0,61 0,49 0,58 - - 0,56 0,06245 

4 

1,65 2,75 2,75 Negatif - 2,383333 0,635085 

6 

0,26 0,2 0,22 - - 0,226667 0,030551 

8 

0,88 0,87 1,06 - - 0,936667 0,106927 

11 

0,9 0,71 0,66 - - 0,756667 0,756667 

14 

1,86 

 

1,00 0,91 - 1,256667 1,256667 

15 

0,14 0,22 0,13 - - 0,163333 0,163333 

16 

0,24 0,23 0,24 - - 0,236667 0,236667 

18 

1,07 0,44 0,72 - - 0,743333 0,743333 

19 

0,19 0,02 0,02 0,13 - 0,09 0,09 

21 

Negatif 0,07 0,04 Negatif 0,12 0,055 0,021213 

22 

0,05 0,03 negatif negatif - - - 

23 

Negatif 0,5 0,61 negatif 0,56 0,555 0,077782 

24 

0,01 0,64 0,64 0,07 0,01 0,34 0,363731 

25 

Negatif negatif negatif negatif Negatif - - 

26 

Negatif negatif negatif - - - - 

28 

Negatif negatif negatif - - - - 

29 

0,10 0,10 0,14 
- - 

0,11 0,02 

30 

Negatif negatif negatif 
- - 

- - 

31 

0,40 0,69 0,17 
- - 

0,42 0,26 

32 

Negatif negatif negatif 
- - 

- - 

33 

Negatif negatif negatif 
- - 

- - 

34 

Negatif negatif negatif 
- - 

- - 

35 
Jelde neg. Jelde neg. Jelde neg. 

- - 
- - 
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Tablo 28.  Tümör Dokularında TG2 Ekspresyon Kat DeğiĢim Değerleri  

TG2  1.set  2.set  3.set  4.set 

Ortalama 

Kat DeğiĢimi std sapma 

1 0,88 0,44 0,36 - 0,56 0,28 

2 3,55 2,10 6,28 3,02 2,92 0,60 

3 2,61 1,65 1,48 - 1,91 0,61 

4 0,99 7,04 3,59 - 3,87 3,03 

6 13,62 1,17 1,72 1,82 1,63 0,31 

8 5,32 5,46 3,78 - 4,85 0,93 

11 0,61 0,80 0,36 - 0,59 0,22 

14 0,36 0,40 0,14 - 0,30 0,14 

15 3,10 0,89 0,90 - 1,63 1,27 

16 1,79 2,21 2,19 - 2,06 0,24 

18 1,94 2,38 1,78 - 2,03 0,31 

19 0,96 0,52 0,01 - 0,50 0,48 

21 5,50E-04 6,51E-04 1,73E-03 - 0,00 0,00 

22 0,12 0,05 0,06 - 0,08 0,04 

23 37,27 42,06 9,87 - 29,73 17,37 

24 5,00E-02 0,23 0,06 - 0,11 0,10 

25 Neg Neg 24,73 25,34 - - 

26 0,02 0,85 0,03 0,03 0,11 0,04 

28 0,08 0,13 0,08 - - - 

29 79,90 54,20 50,40 - - - 

30 0,74 0,41 0,99 0,20 0,26 0,16 

31 4,55 6,63 8,32 - - - 

32 62,17 96,67 Neg - - - 

33 0,17 0,49 0,53 - - - 

34 4,03 5,08 6,77 - - - 

45 0,87 0,17 0,03 - 0,36 0,45 

 

Hastalardaki OGG1, TG2 ve NEIL1 ekspresyon düzeyleri ortalama kat değiĢim grafiği Ģekil 

40.'da verilmiĢtir  (n değerleri grafikte belirtilmiĢtir). 

36 
Jelde neg. Jelde neg. Jelde neg. 

- - 
- - 

37 
Jelde neg. Jelde neg. Jelde neg. 

- - 
- - 

40 
Jelde neg. Jelde neg. Jelde neg. 

- - 
- - 

41 
Jelde neg. Jelde neg. Jelde neg. 

- - - - 

42 
Jelde neg. Jelde neg. Jelde neg. 

- - - - 

43 
Jelde neg. Jelde neg. Jelde neg. 

- - - - 

44 
Jelde neg. Jelde neg. Jelde neg. 

- - - - 

45 
Jelde neg. Jelde neg. Jelde neg. 

- - - - 
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ġekil 40. Tümör Dokularında Ekspresyon DeğiĢimi (Kat DeğiĢim) Grafiği  

Pankreas tümör dokularında normale göre OGG1 ve NEIL1 ifadesi sırasıyla 5,55 ve 3,16 kat 

azaldığı, TG2 ifadesinin ise 4,62 kat artığı belirlenmiĢtir (Ģekil 40).  

  

4.3 DNA Hasarı -Ekpresyon ÇalıĢmaları-Evreler Arasındaki ĠliĢkinin Bulguları 

Pankreas kanserli hastalarda TG2 düzeyinin DNA hasarı üzerine etkileri incelendi (Ģekil 41 ve 

42). “Wilcoxon iĢaretli sıralar testi” ile TG2 düzeyinin DNA hasarı üzerine etkisi istatistiksel 

olarak değerlendirilmiĢtir (Tablo 29). 

TG2 ekspresyon çalıĢmalarında tüm hasta normal dokularından elde edilen ortalama TG2 

düzeyi, normal TG2 düzeyi olarak belirlendi. Bu değerin üzerinde kalan TG2 düzeyine sahip 

hasta dokularında TG2 artmıĢ olarak kabul edildi. Bu hastalarda TG2  yüksek olarak 

adlandırıldı. Bu değerin altında kalan TG2 düzeyine sahip hasta dokularında ise TG2 azalmıĢ 

olarak kabul edildi. Bu hastalarda TG2 düĢük olarak adlandırıldı. Tezde, TG2 düzeyi ve DNA 

hasar iliĢkisi ile ilgili istatistiksel çalıĢmalar bu ayrım üzerinden değerlendirildi.  

TG2 düzeyi yüksek ve düĢük olan hastalarda,  FapyAde ve ThyGly DNA baz hasar 

düzeyi, TG2 düzeyi ile paralel olduğu bulunmuĢtur. TG2 düzeyi yüksek olan hastalarda 

FapyAde ve ThyGly baz hasarlarının artıĢı, TG2 düzeyi düĢük olan hastalarda azalıĢı 
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istatistiksel olarak anlamlı bulunmuĢtur (sırasıyla p=0,03 ve 0,02) Diğer baz hasarlarında ise 

istatistiksel bir anlamlılık saptanmamıĢtır. TG2 düzeyinin toplam DNA hasarı üzerine etkisi 

değerlendirildiğinde ise anlamlı bir fark bulunmamıĢtır. 

 

 

ġekil 41. TG2 Düzeyinin DNA Hasarı Üzerine Etkisi  

 

ġekil 42. TG2 Düzeyinin FapyAde ve ThyGly Hasarı Üzerine Etkisi  

 

Tablo 29. TG2 Düzeyi ve DNA Hasar ĠliĢkisinin Ġstatistiksel Analizi  

 8-OHGua FapyGua FapyAde 5-OH-5-MeHyd ThyGly TOPLAM 

p değeri 0,05 0,57 0,03 0,20 0,02 0,16 
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Hastaların tanı konduğu evrelerinin birbirlerine göre DNA baz hasarı açısından 

değerlendirmesi yapıldı. Klinik evrelere göre hasar düzeyleri Ģekil 43‟de ve toplam hasar 

düzeyi Ģekil 44‟de  verilmiĢtir. Bu değerlendirmede evre 4 hasta sayısı 2 olduğu için 

değerlendirmeye katılmadı. 1B-2A, 1B-2B ve 2A-2B evreleri arasında toplam altı hasarın (8-

OHGua, FapyGua, FapyAde, 5-OH-5-MeHyd, 5-OH-Cyt, ThyGly ) düzeyleri değerlendirildi. 

“Mann-Whitney U testi” ile evreler arasında DNA hasar düzeyleri istatistiksel 

değerlendirilmiĢtir (Tablo 30). 

Evreler arasında her bir baz hasarı için yapılan değerlendirmede istatistiksel bir 

anlamlılık saptanmamıĢtır. Ancak 1B-2B evreleri kıyaslandığında toplam baz hasarı 

istatistiksel olarak anlamlı derecede yüksek bulunmuĢtur (p=0,04). 

 

Tablo 30. Evrelere Göre DNA Hasar Düzeylerinin Ġstatistiksel Analizi  

p-değeri 

 5-OH-Cyt 8-OHGua FapyGua FapyAde 5-OH-5-MeHyd ThyGly TOPLAM 

1B-2A - 0,54 0,09 0,89 0,38 0,43 0,09 

1B-2B - 0,09 0,15 0,42 0,95 0,07 0,04 

2A-2B 0,64 0,61 0,97 0,71 0,15 0,28 0,81 
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ġekil 43. Evrelere Göre DNA Hasar Düzeyleri  

 



109 
 

 

ġekil 44. Evrelere Göre Toplam Hasar Düzeyi  

 

4.4 Protein Düzeyinde Ekspresyon ÇalıĢma Bulguları 

Tez kapsamında 3, 4, 16, 18, 19, 21, 30, 31, 33, 37, 38, 40, 41, 42, 43, 44, 45 no'lu pankreas 

tümör ve eĢlenik normal dokularından OGG1-NFκB-TG2 iliĢkisinin araĢtırlması amacıyla 

western blot ile ekspresyon çalıĢmaları gerçekleĢtirildi. 

4.4.1 Pankreas Normal ve Tümör Dokularından Western Blot 

Pankreas kanserli hastalardan protein çalıĢmaları yapılması için toplanan çoğu dokudan 

yapılan western blot çalıĢmaları protein izolasyonu yapılırken yaĢanan zorluklar nedeniyle 

değerlendirilemedi. TG2 ve OGG1 protein ekspresyon düzeyini belirleyebilmek için sadece 

iki dokudan elde edilen western blot bulguları Ģekil 45 ve Ģekil 46 'da verilmiĢtir.  

 

ġekil 45. 30 No'lu Dokudaki TG2 (80kDa) ve OGG1(37kDa) Düzeyi 
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ġekil 46. 21 No'lu Dokudaki OGG1 (37kDa) Düzeyi 

4.5 Hücre Kültürü ÇalıĢma Bulguları 

Pankreas kanser hücre hattı Mia-PaCa2 kullanılarak hücre kültürü çalıĢmaları 

gerçekleĢtrilimiĢtir. TG2-NFΚB-OGG1 arasındaki iliĢkinin araĢtırılmasına yönelik çalıĢmalar 

gerçekleĢtirilerek reporter assay ve western blot yöntemleri ile doğrulanmıĢtır.  Hücre 

kültürde yapılan çalıĢmaların detayları aĢağıda verilmiĢtir. 

4.5.1 Pankreas Hücre Hattında (MiaPaca-2) TG2 siRNA Transfeksiyon Bulguları 

1.Optimizasyon:  

Transfeksiyon 50nM siRNA ile 2, 5, 10 µl olmak üzere farklı Dharmafect 2 miktarları 

karıĢtırılarak gerçekleĢtirildi. ġekil 47‟de hücrelerin 50nM siGLO red + 2µl Dharmafect 2 

kullanılarak yapılan transfeksiyon sonrarı ıĢık mikroskobunda görüntüsü ve Ģekil 48‟de ise 

hücrelerin floresan mikroskobundaki görüntüsü verilmiĢtir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 48. Siglored Ġle Transfekte OlmuĢ Hücrelerin Görüntüsü  

ġekil 47. Hücrelerin IĢık Mikroskobu Görüntüsü  
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2. Optimizasyon:  

1. Optimizasyonla optimum miktarı belirlenen transfeksiyon ajanı ile farklı TG2 

siRNA konsantrasyonları uygulanarak etkin baskılamanın gerçekleĢtirildiği siRNA 

konsantrasyonu gerçek zamanlı PCR ile belirlendi. 10, 25, 50 ve 100 nM olacak Ģekilde 4 

farklı konsantrasyon kullanıldı. Cp değerleri Ģekil 49‟da verilmiĢtir. Sonuçlar kat değiĢim 

cinsinden Roche Lightcycler 2.0 cihazında değerlendirildi (ġekil 50). Ayrıca ġekil 51 ve 

52‟de sırasıyla 100nM siRNA uygulamasının Cp ve kat değiĢim değerleri verilmiĢtir. 

 

 

ġekil 49. Farklı Konsantrasyonlarda siRNA Uygulaması Cp Değerleri  

 

 

ġekil 50. Farklı Konsantrasyonlarda siRNA Uygulaması Kat DeğiĢim Değerleri  
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ġekil 51. 100nM Konsantrasyonunda siRNA Uygulaması Cp Değerleri  

 

 

 

ġekil 52. 100nM Konsantrasyonunda siRNA Uygulaması Kat DeğiĢim Değerleri  

 

MiaPaCa-2 hücrelerinde 100 nM TG2 transfeksiyonu yapılarak 24, 48 ve 72 saat inkübasyon 

sonrası gerçek zamanlı PCR ile TG2, OGG1 VE NEIL1 düzeylerine bakıldı. PCR sonrası elde 

edilen Cp değerlerinden yararlanılarak (2
-∆∆CT 

) kat değiĢim değerleri hesaplandı. Her bir saat 

için 2‟Ģerli çalıĢıldı. Kat değiĢim değerleri Tablo 31‟de verilmiĢtir. 
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TABLO 31.  GERÇEK ZAMANLI 24, 48, 72 SAAT 100 NM SĠRNA KAT DEĞĠġĠM DEĞERLERĠ 

Örnek  TG2 Kat değiĢim 

Değeri (1) 

TG2 Kat değiĢim 

Değeri (2) 

OGG1 Kat değiĢim 

değeri (1) 

OGG1 Kat değiĢim 

değeri (2) 

Negatif kontrol 

24 saat 

1,00 1,00 1,00 1,00 

Non-treated 24 

saat 

1,76 0,71 1,25 1,44 

Pool siRNA 24 

saat 

0,19 0,31 1,04 1,22 

Negatif kontrol 

48 saat 

1,00 1,00 1,00 1,00 

Non-treated 48 

saat 

0,22 2,15 0,49 1,27 

Pool siRNA 48 

saat 

0,08 0,44 0,94 1,34 

Negatif kontrol 

72 saat 

1,00 1,00 1,00 1,00 

Non-treated 72 

saat 

0,75 0,66 1,23 1,00 

Pool siRNA 72 

saat 

0,09 0,63 1,03 1,08 

 

Proje kapsamındaki TG2 siRNA çalıĢmalarının optimizasyonu MiaPaCa-2 hücre hattında 

gerçekleĢtirildi. TG2 ekspresyon baskılaması için 3 farklı optimizasyon çalıĢması yapıldı.  

1. Optimizasyon çalıĢması sonucunda flouresan mikroskobu ile etkin transfeksiyonu sağlayan 

ve toksik etki göstermeyen optimum transfeksiyon ajanı miktarının 2 µl olduğuna karar 

verildi. Ġleriki deneylerin de bu miktara uygun olacak Ģekilde yapılmasına karar verildi. 

2. optimizasyon çalıĢması ile belirlenen optimum transfeksiyon ajan miktarı ile siRNA 

custom+pool karıĢtırılarak farklı konsantrasyon uygulamaları sonrası etkin baskılamanın 

gerçekleĢtiren siRNA konsantrasyonu belirlendi. Ayrıca etkin transfeksiyonun gerçekleĢtiği 

süre de belirlendi. Bu çalıĢma sonucunda TG2 transfeksiyonu için 48 saat 100 nM pool 

siRNA uygulamasının mRNA düzeyinde etkin baskılamayı gerçekleĢtirdiği gösterildi. 3. 

Optimizasyon çalıĢması sonucu elde edilen western blot sonuçları 2.5.2 Western Blot 

Bulguları içinde  4.5.2.2 MiaPaCa-2 hücrelerinde TG2 baskılanmasının Western Blot yöntemi 

ile gösterilmesi bölümünde verilmiĢtir. 
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4.5.2 Western Blot Bulguları 

 

4.5.2.1 Protein Tayini  

BSA standart grafiği: Konsantrasyonu bilinen BSA standartları ile grafik çizildi (Ģekil 53). 

 

ġekil 53. BSA Standart Grafiği  

 

Standart grafiğinin eğimine göre her bir örnekteki protein konsantrasyonu hesaplandı. 

Örneklerdeki protein ve yükleme miktarları Tablo 32‟de verilmiĢtir. 

Tablo 32.  Örneklerdeki Protein Konsantrasyonu ve Yükleme Miktarları  

Örnek  Protein 

Konsantrasyonu 

(µg/µl) 

30 µg protein için 

yüklenen miktar (µl) 

2x Laemmli (µl) Toplam yükleme 

miktarı (µl) 

Non-treated (72h) 7,14 4,20 4,20 8,40 

Negatif kontrol (72h) 6,50 4,61 4,61 9,22 

48h 100 nM siRNA 4,09 7,33 7,33 14,66 

72h 100 nM siRNA 5,42 5,53 5,53 11,06 

 

 

y = 0,878x + 0,098
R² = 0,990

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

1,2

1,4

1,6

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6

A
b
so
rb
an

s

Konsantrasyon (µg/µl)
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4.5.2.2 MiaPaCa-2 hücrelerinde TG2 baskılanmasının Western Blot yöntemi ile 

gösterilmesi  

3. optimizasyon çalıĢmasında belirtildiği gibi MiaPaCa-2 hücrelerinde 100 nM TG2 siRNA 

baskılanma etkinliği 48. ve 72. saatler için western blot yöntemi ile gösterildi (ġekil 54). 

 

ġekil 54. MiaPaCa-2 Hücrelerinde 100 nM TG2 siRNA Baskılanması 

 

Yapılan her western blot deneyinde TG2‟nin 48 ve 72. saatlerde baskılandığı doğrulandı 

(ġekil 54). MiaPaCa-2 hücrelerinde görülen TG2 baskılanmasının % cinsinden değeri 

VisionWorksLS release 7.0 software programı ile hesaplandı.  

 

4.5.2.3 MiaPaCa-2 hücrelerinde TG2 baskılanmasının DNA onarım enzimi ile 

ilişkisinin Western Blot yöntemi ile gösterilmesi  

TG2 ile DNA onarım enzimi OGG1 arasındaki iliĢkinin araĢtırılması amacıyla yapılmıĢtır. 

MiaPaCa-2 hücrelerinde TG2 baskılanmasının gösterildiği aynı lizatlar kullanılarak  NFKB 

ve OGG1 ekspresyonu western blot yöntemi ile araĢtırıldı. Sırasıyla Ģekil 55 ve 56‟da 

verilmiĢtir. Bu çalıĢmanın tekrarlanması gerekmektedir. Negatif kontrolde de OGG1 bantının 

görülmemesi bu hücrelerde antikorun tanıdığı epitop bölgesinde mutasyon varlığını 

düĢündürmektedir. TG2 ve DNA onarım (BER) enzimleri arasındaki iliĢkinin araĢtırılmasını 

sürdürmekteyiz. Bu konu ileri araĢtırmalarımıza temel olacaktır.  
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ġekil 55. MiaPaCa-2 Hücrelerinde 100 nM TG2 siRNA Baskılanmasında NFκB (P105 ve P50)  

 

 

ġekil 56. MiaPaCa-2 Hücrelerinde 100 nM TG2 SiRNA Baskılanmasında OGG1 (47kDa) 

 

MiaPaCa-2 hücrelerinde 100 nM TG2 siRNA baskılanma etkinliği 48. ve 72. saatler için 

western blot yöntemi ile gösterildi. 48. saatte yaklaĢık %73, 72.saatte ise yaklaĢık %80 

baskılanma olduğu görüldü. TG2 baskılanması olan örneklerde NFκB proteini fosforile 

formuna bakıldı. TG2 baskılanması görülen örneklerde NFκB p105 kDa‟luk fosfo-formunun 

da baskılandığı görüldü. TG2 ile NFκB arasında iliĢki olduğu, birbirlerini regüle edebildikleri 

düĢünüldü. TG2 ile DNA onarım enzimi OGG1 arasındaki iliĢkisi incelendi. MiaPaCa-2 

hücrelerinde TG2 baskılanmasının gösterildiği örneklerde OGG1 ekspresyonu gözlenmedi. 

MiaPaCa-2 hücrelerinde OGG1 proteininin western blot ile gösterilememesi nedeniyle  

OGG1 bildirici vektör deneyi kuruldu. 
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4.5.3 OGG1 Bildirici Vektör Deney Bulguları 

“Reporter Assay” Ġle OGG1 Promotör Bölgesindeki Uyarının Gösterilmesi 

Reporter vektörlerin Hazırlanması 

Reporter (bildirici) gen deneyi, mRNA artıĢlarının direk olarak ilgili genlerin promotor 

uyarılmalarının bir sonucu olarak ortaya çıktığının gösterilmesinde sağlam deliller 

sunmaktadır.  ÇalıĢmamızda ikili reporter deney sistemini kullanarak, birisi internal kontrol 

olan iki vektörün kotransfeksiyonu ile, transfeksiyon etkinliği vb. gibi değiĢkenlik 

yaratabilecek parametreleri engellemek istedik. Bu amaçla “pGL4 Luciferase Reporter 

Vektör”‟leri pGL4.12 (Ģekil 57) ve pGL 4.74 (Ģekil 58) (sırasıyla Promega  #E6671 ve  

#E6921) kullandık.  pGL4.12  sentetik luc2 lusiferaz (Photinus pyralis) genini promotörsüz 

olarak barındırmaktadır. pGL4.74 ise hRluc lusiferaz (Renilla reniformis) genini ve promotor 

olarak HSV-TK promotorünü barındırmakta ve internal kontrol olarak kullanılmaktadır.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 57. Pgl4.12[Luc2cp](Reporter Vektör) 

ġekil 58. Pgl4.74[Hrluc/Tk] (Ġnternal Kontrol Vektör) 
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Klonlamak istediğimiz OGG1 promotör bölgesi için primerlerin  dizileri  ve klonlama için 

kullanılacak restriksiyon enzimler tablo 33'de belirtilmiĢtir. Kalıp olarak MiaPaCa-2 hücre 

hattından elde edilmiĢ genomik DNA kullanılmıĢtır. PCR reaksiyonları yüksek doğruluklu 

reaksiyon için uygun DNA polimeraz enzim karıĢımı (Long PCR Enzyme Mix Fermentas 

#K0181) ile yapıldı (Ģekil 59).  

 

Tablo 33. OGG1 Promotör Bölgesi Ġçin Primerlerin  Dizileri ve Klonlama Ġçin Kullanılacak Restriksiyon 

Enzimleri 

Gen  Primer Restriksiyon Enzimi 

OGG1PF TGGGACAAGCTTAGCGGGC    HindIII 

OGG1PR GCCCCGGGTACCCAGAAC   Kpn1 

 

 

ġekil 59. OGG1 Promotor Bölge Pcr Ürünü Agaroz Jel Görüntüleri[%1‟lik Agaroz Jel. Marker 1kb Generuler 

(Fermentas #Sm0311)] 

OGG1 promotörü için belirlediğimiz restriksiyon enzimler ile PCR ürünleri muamele edildi. 

Kesim iĢleminin ardından agaroz jel elektroforezi sonrasında NucleoSpin® Extract II 

(MACHEREY-NAGEL #740609) ile jelden saflaĢtırıldı. 

Plazmid ve eklenecek promotör dizisi DNA ligasyon kiti (Roche #1635379) ile birbirlerine 

eklendi. Ligasyon ürünleri Top10 kompetan bakterisine transforme edilip, bakteri kültür 

plaklarına ekim gerçekleĢtirildi. Koloni seçimi miniprep plazmid izolasyonu sonrasında 

gerçekleĢtirilen restriksiyon enzim analizleri ile yapıldı (Ģekil 60). Maxiprep ile transfeksiyon 
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deneyleri için kullanılacak  OGG1/pGL4.12 reporter vektör elde edildi. Elde edilen vektörün 

haritası Ģekil 61'de verilmiĢtir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 60. OGG1 Reporter Vektör Restriksiyon Enzim 

Analizinin Agaroz Jel Elektroforezi [%0,8‟lik Agaroz Jel. 

Marker 1kb Generuler (Fermentas #Sm0311)] 

ġekil 61. Pgl4.12/OGG1 Reporter Vektör Haritası 
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Reporter Assay (Bildirici Deney) 

TG2 proteininin OGG1 promotor bölgesi üzerinde transkripsiyonel olarak aktivasyon 

etkisinin olup olmadığını belirlemek amacıyla aĢağıdaki koĢullarda deney kurgulandı. 

Aynı deney sistemi içerisine, NFΚB‟nin TG2 ve OGG1 arasındaki iliĢkiye ne Ģekilde 

etkisinin olduğunu belirlemek için NFΚB aktivatörü Phorbol 12-myristate 13-acetate 

(PMA)‟de eklendi. PMA, NFΚB‟yi Protein kinaz C üzerinden aktive eden bir forbol 

esterdir. Spesifik olarak etkisini doğrudan NFΚB üzerinden göstermemekle beraber, 

NFΚB aktivatörü olarak kullanılmaktadır
90

. Deneyler sırasında 50ng/ml olacak Ģekilde ve 

4 saat muamele ederek PMA kullanılmıĢtır. Deney koĢulları tablo 34'da verildiği gibidir. 

 

Tablo 34. TG2 OGG1  ĠliĢkisinin Belirlenmesi Ġçin Kurgulanan Deney Planı (OGG1= OGG1/Pgl4.12 Bildirici 

Vektörü, Neg=Negatif)  

TG2_siRNA OGG1  TG2_siRNA+OGG1 

TG2_neg_siRNA TG2_neg_siRNA+OGG1 TG2_siRNA+OGG1+PMA 

TG2_neg_siRNA+OGG1+PMA TG2_siRNA+PMA TG2_neg_siRNA+PMA 

Kontrol PMA PMA+OGG1 

 

OGG1 reporter vektör ile kurgulanan deney örneklerinde yöntemler kısmında anlatıldığı 

Ģekilde ikili lusiferaz deneyi gerçekleĢtirildi (Ģekil 62). PMA‟in NFΚB aktivasyonunun 

gösterildiği kontrol deneyi Ģekil 63‟de verilmiĢtir. Bütün deney örneklerinde ise western-blot 

uygulaması ile TG2 (Ģekil 64), NFκB ve fosfo-NFκB proteinlerine  bakıldı.  
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ġekil 62.OGG1 Ġkili Lusiferaz Deneyi 

 

Deney sonrasında TG2 ile sessizleĢtirme iĢlemi gerçekleĢtirildikten sonra, OGG1 promotor 

aktivasyonunun, kontrol grubuna göre (sadece OGG1) yarı yarıya azaldığı, TG2 siRNA ile 

baskılanmasına rağmen PMA varlığında normale göre OGG1 aktivitesinin 1.8 kat arığı, ancak 

siRNA olmaksızın sadece PMA varlığında OGG1 promotor aktivitesinin normale göre 2.69 

kat arttığını saptadık. 

 

ġekil 63. NFκB Aktivatörü Olarak Kullanılan PMA‟in Fosfo P65 (cell signalling #3033) ArtıĢına zaman 

bağımlı etkisinin Gösterilmesi.  1-0 saat, 2-4  
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ġekil 64. Bildirici Vektör Deneyinde, TG2 Baskılama Uygulaması. Numaralandırmaların  açıklaması aĢağıda 

verilmiĢtir. Jel yükleme kontrolü olarak ß-aktin kullanılmıĢtır (TG2 siRNA-100nM, negatif siRNA 100nM, 

PMA- 50ng/ml konsantrasyonda kullanılmıĢtır, TG2 antikoru #ab2386). 

1- Kontrol 

2- TG2 siRNA 

3- Negatif siRNA 

4- Negatif siRNA + OGG1 bildirici vektör 

5- TG2 siRNA + OGG1 bildirici vektör + PMA 

6- Negatif siRNA + OGG1 bildirici vektör +PMA 

7- TG2 siRNA + PMA 

8- OGG1 bildirici vektör 

9- TG2 siRNA + OGG1 bildirici vektör 

10- OGG1 bildirici vektör +PMA 

11- PMA 
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5.TARTIġMA 

Pankreatik duktal adenokarsinom (PDAC), histolojik olarak duktal hücrelerden köken 

alan en yaygın pankreatik neoplazidir ve pankreatik tümör vakalarının %85‟den fazlasını 

oluĢturur
3,4

. Pankreatik duktal adenokarsinomlar tüm kanserler içerisinde en agresif 

olanlardan biri kabul edilmektedir. Dünyada her yıl 44,000 üzerinde kiĢiye pankreas kanseri 

tanısı konulmakta ve kanser ölümleri içerisinde dördüncü sırada yer almaktadır 
91

. Pankreas 

kanserinin prognozu son derecede kötüdür. Pankreas kanser hücrelerinin standart 

kemoterapötikler ve radyasyon tedavisine karĢı direnç göstermesi nedeniyle beĢ yıllık yaĢam 

süresi, % 6'nın altındadır
5
. Bu durum yeni tedavi stratejilerinin gerekliliğini ortaya 

koymaktadır. Yeni tedavi stratejileri ise ancak pankreas kanseri oluĢum ve geliĢiminin temel 

biyolojisinin aydınlatılmasıyla geliĢtirilebilir. Pankreas kanserinde DNA hasarının etkisi, bu 

hasarın onarımında rol alan proteinlerin ifade düzey değiĢimleri, yine bu proteinlerin pankreas 

kanserinde aĢırı ifade edilen TG2 gibi proteinler ile etkileĢimlerini ortaya koyabilmek için bu 

tez çalıĢması gerçekleĢtirilmiĢtir.  

Tez çalıĢmasında öncelikle, pankreas kanserli hastaların tümör ve eĢlenik normal 

dokularındaki DNA hasar düzeylerini karĢılaĢtırmak, DNA hasarının pankreas kanseri 

oluĢumundaki etkisini belirlemek amacıyla DNA hasar düzeyleri incelendi. AraĢtırmamız 

sonucunda ilk defa pankreas kanserli hastalardan alınan tümör ve eĢlenik normal doku 

örnekleri bu düzeyde geniĢ bir hasar yelpazesinde değerlendirilmiĢtir. Yirmi baz ve nükleozid 

hasar türü ilk kez GC-MS/MS ve LC-MS/MS teknikleri kullanılarak bu dokularda 

ölçülmüĢtür. Yapılan değerlendirme sonrasında tümör dokularında 8-OH-Gua hasarında 

eĢlenik normal dokularına göre artıĢ görülmektedir. Tez kapsamında FapyGua, FapyAde, 

ThyGly ve 5-OH-5-MeHyd hasarlı bazlar değerlendirildiğinde, bu baz hasarlarının eĢlenik 

normal dokularına göre istatistiksel olarak anlamlı bir değiĢim göstermediği saptanmıĢtır. 

Bunun yanında tüm dokulardaki toplam hasarlı baz oranı normale göre değerlendirildiğinde, 

tümörde baz hasarında artıĢ görülmekle birlikte bu artıĢ istatistiksel olarak anlamlı değildir. 

Pankreas kanserli hastalarda nükleozid hasarları değerlendirildiğinde ise tümör dokularında 

sadece 8-OH-dG hasarı eĢlenik normal dokularına göre yüksek olduğu gösterilmiĢtir. Diğer 

hasar türlerinde tümör dokularında eĢlenik normal dokularına göre istatistiksel olarak anlamlı 

farklılık göstermediği bulunmuĢtur.  

DNA hasarının kanser oluĢumunun tüm evrelerinde rol oynayabileceği bugün 

bilinmektedir. Bazı kanser türlerinde oksidatif DNA hasarının düzeyinde artıĢ bildirilmiĢtir.  

Literatürde birçok çalıĢmada DNA hasarının karsinogenez sürecinin geliĢiminde etkisi 



124 
 

olduğunu göstermiĢlerdir. Diğer baz hasar türlerinin artmayıp sadece oksidatif strese bağlı 

oluĢan hasarın tumör dokularında artmıĢ olması dikkat çekicidir. Bu durum, eĢlenik normal 

dokuda bulunmayan hangi mekanizmaların tumör dokusunda oksidatif stresi artırdığı 

sorusunu gündeme getirmektedir. Akla gelen mekanizmalardan biri tumör dokusunun yüksek 

glukoz kullanımı olabileceği düĢünülmekle beraber, konunun aydınlanması ileri araĢtırmalara 

bağlıdır. Oksidatif stresin tumör dokusunda artmıĢ olması bu dokudaki spontan mutasyon 

hızının da artmasına yol açacağından, çevre normal dokudan daha hızlı mutasyon biriktiren ve 

bunun sonucu olarak değiĢen çevre koĢullarına daha hızlı ve iyi uyum sağlayabilen bir özellik 

kazanacaktır. Bu da gittikçe tedaviye daha dirençli ve klinik olarak daha agresif bir kanser 

fenotipine katkıda bulunulacaktır. Bu konunun aydınlatılması için yine ileri araĢtırmalara 

ihtiyaç bulunmaktadır.  

Bu tez kapsamında pankreas kanserli hastalarda oksidatif DNA hasarının onarımında 

rol alan enzimler olan OGG1 ve NEIL1‟ın mRNA ifade düzeylerinin incelenerek, kanserli 

hastaların tümör ve normal dokuları arasında bu iki enzimin ifade düzeyleri arasında bir fark 

olup olmadığı incelendi. Ġnsanda oksidatif  DNA hasarının tamirinde sırasıyla hOGG1 ve 

NEIL1 olarak adlandırılan substrat spesifik glikozilazlar görev almaktadır. Sitozin ile eĢleĢmiĢ 

8-OH-Gua ve FapyGua, hOGG1 tarafından tanınır ve kesilerek uzaklaĢtırılır. 

Gerçek zamanlı PCR çalıĢmaları sonucunda, pankreas tümör dokularında, normal 

dokularına göre OGG1 ve NEIL1 genlerinin mRNA ifade düzeylerinin düĢük olduğu 

saptanmıĢtır. Tümör dokularında, normal dokularına göre OGG1 ifadesi 5,55 kat ve NEIL1 

ifadesi 3,16 kat azalmıĢtır.   

Doku Transglutaminaz (TG2) pankreas kanserinde yüksek düzeyde ifade edilen, ilaç 

direnci, metastaz ve kısa yaĢam süresi ile iliĢkili bir gendir. Literatürde yer alan bulgular 

kronik enflamasyon, TG2, metastaz ve ilaç dirençli kanser arasında bir bağlantı olduğunu 

düĢündürmektedir
61

. Meme ve over kanserinde artmıĢ TG2 ekspresyonu kemoterapiye direnç 

ve kötü prognoz ile paralellik göstermektedir
80,81,92

. Pankreas kanserinde de aĢırı eksprese 

olan TG2‟nin ilaç direncine neden olduğu ve kötü prognoz ile iliĢkili olduğu gösterilmiĢtir
93

. 

Son yıllarda yapılan çalıĢmalar, pankreas kanser hücrelerinde doku transglutaminaz 

(TG2)‟ın aĢırı eksprese olduğu ve hücre ölümünü inhibe ettiği bildirilmektedir. YayınlanmıĢ 

verileri göz önünde tutarak biz de çalıĢmamızda tümör ve eĢlenik normal pankreas 

dokularında TG2 mRNA ifade düzeyini araĢtırdık. Yaptığımız çalıĢma sonrasında, pankreas 

tümör dokularında normal dokulara göre TG2 ifadesi 4,62 kat artmıĢtır. Bu sonuç daha önce 

literatürde benzer çalıĢmalar tarafından elde edilen sonuçlar ile uyumludur
24,78,93,94

. 
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Pankreas tümör ve normal dokularında, OGG1 ve TG2 düzeylerini özgün antikorlar 

kullanarak, western-blot yötemi ile de analiz etmeyi tez çalıĢmamızda amaçladık. Ancak 

yaptığımız çalıĢmalar sonrasında sadece bir örnekte OGG1 ifadesini protein düzeyinde 

saptayabildik. Ġki nedenden dolayı, protein düzeyinde OGG1‟i belirleyememiĢ olabiliriz. 

Bunlardan ilki, ifade edilen protein düzeyinin, western-blot ile saptayabileceğimiz düzeyin 

çok altında olmasıdır. Bunun dıĢında, ameliyat sırasında elde edilen tümör ve normal 

pankreas dokuları çok iyi koĢullarda elde edilmiĢ ve saklanmıĢ olsa da, protein izolasyonunun 

bu dokularda farklı yöntemler uygulamamıza rağmen baĢarılı olamamasıdır. Özellikle 

izolasyona konu olan örneklerin çalıĢılma zorlukları (dokuların aĢırı sert olmaları ve mekanik 

parçalamaya dahi izin vermemeleri) bu tip bir sonuç elde etmemizin nedenlerinden birisi 

olabilir. 

 Doku Transglutaminaz (TG2) pankreas kanserinde aĢırı ekprese olan, ilaç direnci, 

metastaz ve düĢük sağkalım ile iliĢkili bir proteindir. Kanserin progresyonunda izlenen TG2 

ekspresyon düzeylerindeki artıĢın NFκB molekülü üzerinden gerçekleĢtiğini bulgulayan 

çalıĢmalar bulunmaktadır. Öne sürülen modellere göre TG2, NFκB inhibitörü IκB‟yi 

baskılayarak NFκB aktivasyonunu tetiklemekte buna karĢın NFκB de TG2 promotörü 

üzerinde transkripsiyonel aktivatör iĢlevi tüklenmektedir. Bu pozitif geri beslemeli döngü her 

iki molekülün simültane aktivasyonunu sağlamaktadır. TG2 baskılanması gerçekleĢtirilen 

MIA-PaCa hücrelerinde NFκB proteininin aktif fosforile formunun da baskılandığı ve böylece 

TG2 ile NFκB arasında iliĢki olduğu yaptığımız çalıĢmalarda gösterilmiĢtir. TG2‟nin 

patofizyolojideki rolünü araĢtırma amacıyla siRNA baskılama çalıĢmaları planlanmıĢ ve proje 

kapsamında TG2 siRNA baskılaması MiaPaCa-2 pankreas kanseri hücre hattında 

gerçekleĢtirilmiĢtir. TG2‟nın baskılandığı örneklerde NFκB p105 kDa‟luk fosfo-formunun da 

baskılandığı ve böylece TG2 ile NFκB arasında iliĢki olduğu, birbirlerini regüle edebildikleri 

çalıĢmamızda gösterilmiĢtir. Benzer Ģekilde literatürde farklı kanser hatlarında TG2‟nin 

NFκB‟yi aktive ettiği ve NFκB‟nin de TG2‟nin transkripsiyon faktörü olduğu gösterilmiĢ, 

aralarında sıkı bir iliĢki olduğu belirtilmiĢtir
24,79,80,95

.  TG2 ile NFκB proteinlerinin ilikisini 

aydınlatmak ve bu iki proteinin DNA onarım enzimleri üzerindeki etkisini incelemek için 

çalıĢmaya, pankreas tümör örneklerinde mRNA ifadesi azaldığı bilinen OGG1 proteinini de 

dahil ettik. Bu proteini seçmemizdeki temel neden, yaptığımız internet veri bankaları temelli 

in-siliko çalıĢmada, OGG1 promotör bölgesinde olası (putatif) bir NFκB bağlanma motifi 

belirledik. Buna göre NFκB‟nin hipotetik olarak OGG1 için bir transkripsiyon faktör 

olabileceğini düĢünerek sonraki deneylerimizi planladık. Genel resim özetlenecek olduğunda; 
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1) OGG1, 8-OH-Gua hasarlı bazının tamirinde rol alan enzimdir. 2) TG2 ile NFκB arasında 

karĢılıklı birbirini etkilen bir iliĢki varlığı hem çalıĢmamızda hem de literatürde gösterilmiĢtir. 

3) NFκB OGG1 için olası bir transkripsiyon faktörü olabilir. Bu üç protein arasındaki iliĢkiyi 

analiz edebilmek için hücre kültür modelli bir deney planı ile çalıĢtık. Temel amacımız 

pankreas kanserinde aĢırı ifade edilen TG2 proteini baskılanırsa, diğer iki protein ne Ģekilde 

bu sürece tepki vereceklerini analiz etmekti. TG2 baskılanmasının OGG1 ifade düzeyine 

etkisini analiz etmek amacıyla bildirici vektör sistem temelli bir çalıĢma gerçekleĢtirdik. TG2 

proteini baskılandığında, OGG1 promotor aktivasyon düzeyinin yarı yarıya azaldığını 

gözlemledik. Bu TG2 ekpresyon düzeyi ile OGG1 promotör aktivasyonuyla ölçülen 

transkripsiyonu arasında somut bir korelasyon olduğunu; TG2‟nin doğrudan/dolaylı olarak 

regüle edebilme potansiyeline sahip olduğunu düĢündürmektedir.  

TG2 ile iliĢkili olduğunu gösterdiğimiz NFκB‟yi aktive ettiğimizde ise, TG2 proteinini 

susturmamıza rağmen OGG1 promotor aktivitesinin 1.8 kat arttığını, TG2 sessizleĢtirmesinin 

olmadığı durumlarda ise bu artıĢın 2.69 kat olduğunu saptadık. TG2, NFκB proteinin 

posttranslasyonel modifikasyonunda rol oynayan bir proteindir. İnsiliko olarak da NFκB 'nin 

OGG1 geni için transkripsiyon faktörü olduğunu yaptığımız ön çalıĢmada saptadık 

(http://www.sabiosciences.com/chipqpcrsearch.php?gene=OGG1&species id=0&factor=NF-

kappaB&ninfo=n&ngene=n&nfactor=n). Bulgularımız TG2 baskılanmasının NFκB 

aktivasyonunu inhibe ettiği ve dolaylı yoldan OGG1 promotor 

aktivasyonu/transkripsiyonunun da azaldığı Ģeklinde yorumlanabilir.  NFκB PMA gibi bir 

ajan ile uyarılığında, NFκB daha aktif forma geçerek TG2'nin baskılanmasının 

olumsuzluğunu kompanse edebilmektedir. Bu nedenle de OGG1 promotor aktivasyonu 

artmaktadır. Bu da baĢlangıçta ortaya koyduğumuz hipotezimizi desteklemektedir.  

 

 Her ne kadar TG2/NFκB/OGG1 arasında bir etkileĢimi hücre hattında göstermiĢ olsak 

da hasta bulguları, in vitro bulgularımızı desteklememektedir. Hatırlanırsa hastaların tumör 

dokularındaki TG2 mRNA düzeylerinin artmıĢ; ancak in vitro bulgularımızın aksine OGG1 

mRNA düzeylerinin tumör dokularında düĢmüĢ olduğunu gözlemlemiĢtik. Doku yetersizliği 

nedeniyle normal ve tumör dokularında NFκB düzeylerine bakmak mümkün olamamıĢtır. 

NFκB sinyal ileti yolağının aktivasyonu hasta dokularında doğrulanamamıĢtır. Ancak literatür 

baz alınırsa bu yolağın aktif olması beklenir.  Bu durumda izlenen -beklenenin aksine- tamir 

enzimlerinin ekspresyon düĢüklüğünde epigenetik mekanizmaların rol oynadığını 

http://www.sabiosciences.com/chipqpcrsearch.php?gene=ogg1&species_
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düĢünmekteyiz. Spontan mutasyon hızının yüksek olması tumör için bir avantajdır. Ortama 

adaptasyonunu artırmanın yanısıra tedaviye direnç mekanizmalarının geliĢimine yol 

açmaktadır. Dolayısıyla epigenetik olarak tamir genleri baskılanmıĢ hücrelerin tumör 

içerisinde seçilim Ģansı daha yüksek olabilir ve zaman içerisinde bu hücreler tumör 

populasyonunun çoğunluğunu oluĢturabilir. Bu hipotezimizin test edilmesi ancak ileride 

yapacağımız araĢtırmalarda mümkün olacaktır.    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



128 
 

6. SONUÇ VE ÖNERĠLER 

1. ÇalıĢmalarımız pankreas kanserli hastalardan elde edilen tümör ve eĢlenik normal 

dokularda ve MiaPaCa-2 hucre hattında gerçekleĢtirildi. 

2. Hastaların tümör ve normal dokularında gerçekleĢtirilen DNA baz hasarları GC-

MS/MS incelendiğinde, tümör dokularında 8-OH-Gua hasarında eĢlenik normal 

dokularına göre artıĢ görülmektedir (p=0,025). Tez kapsamında FapyGua, FapyAde, 

ThyGly ve 5-OH-5-MeHyd hasarlı bazlar değerlendirildiğinde, bu baz hasarlarının 

eĢlenik normal dokularına göre istatistiksel olarak anlamlı bir değiĢim göstermediği 

saptanmıĢtır. Yapılan değerlendirme sonrasında bunun yanında tüm dokulardaki 

toplam hasarlı baz oranı normale göre değerlendirildiğinde, tümörde baz hasarında 

artıĢ görülmekle birlikte bu artıĢ istatistiksel olarak anlamlı değildir. Pankreas kanserli 

hastalarda nükleozid hasarları değerlendirildiğinde ise tümör dokularında sadece 8-

OH-dG hasarı eĢlenik normal dokularına göre yüksek olduğu gösterilmiĢtir. Diğer 

hasar türlerinde tümör dokularında eĢlenik normal dokularına göre istatistiksel olarak 

anlamlı farklılık göstermediği bulunmuĢtur (p=0,03).  

3. Hastaların tümör ve normal dokularında oksidatif  DNA hasarının onarımında rol alan 

enzimler olan OGG1 ve NEIL1‟ın mRNA ifade düzeyleri arasında bir fark olup 

olmadığı incelendi. Yaptığımız gerçek zamanlı PCR çalıĢmaları sonucunda, pankreas 

tümör dokularında, normal dokularına göre OGG1 ve NEIL1 genlerinin mRNA ifade 

düzeylerinin düĢük olduğu saptandı. Tümör dokularında, normal dokularına göre 

OGG1 ifadesi 5,55 kat ve NEIL1 ifadesi 3,16 kat azaldığı belirlendi. 

4. Tümör ve eĢlenik normal pankreas dokularında TG2 mRNA ifade düzeyini araĢtırdık. 

Yaptığımız çalıĢma sonrasında, pankreas tümör dokularında normal dokulara göre 

TG2 ifadesi 4,62 kat artığı belirlendi. 

5. Pankreas kanserli hastaların tümör ve eĢlenik  normal dokularından izole edilen total 

protein özütünde OGG1 ve TG2 proteinlerinin düzeyleri özgün antikorlar kullanılarak 

Western-blot yöntemi ile incelendi. Yaptığımız çalıĢmalar sonrasında sadece birer 

hastada OGG1 ve TG2 proteini saptanabildi. Diğer hasta tümör ve normal doku 

örneklerinde bu proteinler saptanamadı. 

6. MiaPaca-2 hücresinde TG2 ifadesi siRNA ile baskılandı. Bu baskılama sonrasında 

NFκB proteininin aktif fosforile formunun da baskılandığını saptadık. 

7. MiaPaca-2 hücresinde TG2 ifadesi siRNA ile baskılandığında, OGG1 promotor 

aktivitesinin yarı yarıya azaldığı gözlendi. 
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8. NFκB aktivasyonu PMA tarafından uyarıldığında, OGG1 promotor aktivitesinin 

yaklaĢık 2 kat arttığını saptadık. 

9. TG2 ifadesi siRNA ile baskılandığında gözlenen OGG1 promotor aktivitesinin, Aktive 

edilmiĢ NFκB varlığında yaklaĢık 1,5  kat arttığını gözlemledik. 

10. TG2 ve NFκB arasındaki iliĢkiyi daha iyi açıklayabilmek için ek deneylerin yapılması 

gerekmektedir. Hasta tumör ve normal dokularda NFκB, OGG1 ve TG2 

immunhistokimyası genel sonuçların yorumlanmasında yarar sağlayacaktır.  

11. OGG1 ile NFκB arasındaki iliĢkinin gösterilmesi için CHIP (chromatin 

immunoprecipitation), EMSA gibi daha detaylı inceleme yöntemlerinin uygulanması 

ileriki çalıĢmalarımızda planlanmaktadır. 
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EK-2 ONAM FORMU 

DOKUZ EYLÜL ÜNĠVERSĠTESĠ TIP FAKÜLTESĠ 

AYDINLATILMIġ ONAM FORMU 

 

 “Pankreas Kanserinde DNA Hasar ve Onarımının Ġncelenmesi” adlı çalıĢmamızda, kalıtsal 

materyal olan DNA‟nın kanser dokularındaki hasarı, eğer varsa bu hasar onarımının nasıl 

olduğunun incelenmesi ve tümör hücresini ölüme götürecek bazı yolların aranarak ilgili bazı 

ilaçların hücre kültürü ortamında denenmesi amaçlanmıĢtır.     

GENEL BĠLGĠLER 

Pankreas kanseri, önemli bir sağlık sorunudur. Cerrahi tedavi, en önemli tedavi yöntemidir. 

Sizin de hastalığınız nedeniyle ameliyat olmanız gerekmektedir. Ameliyat, uluslararası cerrahi 

standartlarında uygulanacaktır. Tümörün patolojik incelenmesi sonucunda hastalığın evresi 

öğrenilerek bundan sonra alacağınız ek tedaviler belirlenecektir. Bunun yanısıra araĢtırmaya 

katılmak istemeniz durumunda ameliyat sırasında tedaviniz için gerekli cerrahi iĢlem sonucu 

çıkarılan pankreas dokunuzdan 2 adet doku örneği alınacaktır. Bu örneklerden birisi çıkarılan 

tümörün kendisinden, diğeri ise çıkarılan tümöre 5-6 cm daha uzak bölgeden olacaktır. Bunun 

amacı sizin kalıtsal materyelinizdeki olası hasarı saptamak, bu hasarın onarımına yönelik 

molekülleri incelemek, sizin dokunuzdan laboratuvarda ürettiğimiz hücre kültürlerinde 

düzeyinde bazı ilaçlara gelen yanıtları değerlendirmek amaçlanmaktadır. Bu çalıĢmadaki 

gönüllü olarak 40 kiĢi yer alacaktır.  

ÇALIġMAYA KATILACAK GÖNÜLLÜLERĠN KARġILAġABĠLECEĞĠ RĠSK VE 

RAHATSIZLIKLAR 

Doku örneği alınması amacı ile normalde yapılması planlanan ameliyattan farklı bir ameliyat 

yapılmayacak ya da çıkarılması planlanan dokudan daha fazla doku çıkarılmayacaktır. Alınan 

doku örnekleri sizin patolojik inceleme sonuçlarınızı etkilemeyecektir; böyle bir kuĢku olması 

halinde çalıĢma için örnek alınmayacaktır. Örnekler ameliyatı yapan genel cerrahi uzmanı ya 

da incelemeyi yapacak patoloji uzmanı tarafından alınacaktır. Örnek alımı sırasında sizin 

sağlığınızı etkileyebilecek herhangi bir durum oluĢmayacaktır.  
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ÇALIġMADAN BEKLENEN YARAR 

Alınan doku örneklerinde DNA hasarı ve onarımının belirlenmesi, geliĢtirilecek hücre 

kültürlerinde tümör hücresini ölüme götürecek yolların çalıĢılması ve bu ortamlarda bazı 

ilaçların denenmesi hastalığın gidiĢatı ve ek tedaviler hakkında ek bilgiler sağlanması 

açısından önem taĢımaktadır. 

ÇALIġMAYA KATILANLARIN HAKLARI 

Gönüllüler araĢtırmaya katılmayı reddetmeye, araĢtırma devam ettiği sırada araĢtırmadan 

ayrılma hakkına sahiptirler. Bu durum hastaların tedavilerinde olumsuz bir duruma neden 

olmayacaktır. 

Gönüllüler kendi rızalarına bakılmaksızın araĢtırmacı tarafından çalıĢma dıĢı bırakılabilirler. 

Örnek alınması ve çalıĢmanın sizin için herhangi bir tıbbi yararı olmayacaktır. Tıbbi yarar 

oluĢturmaya yönelik çalıĢmalara destek verecektir. ÇalıĢmaların bir kısmı yurt dıĢında 

gerçekleĢtirilecektir. 

Bu araĢtırmanın sonuçları yalnızca bilimsel amaçlarla kullanılacak, veriler ve size ait bilgiler 

gizli tutulacaktır. AraĢtırma sonuçlarının ve alınacak doku örneklerinin bu çalıĢma dıĢında 

baĢka bir amaç veya çalıĢma için kullanılması kesinlikle söz konusu değildir. Bu araĢtırma ile 

ilgili masraflar size veya güvencesi altında bulunduğunuz resmi ya da özel hiçbir kurum veya 

kuruluĢa ödetilmeyecektir.  

Yukarıda yazılı gönüllüye araĢtırmadan önce verilmesi gereken bilgileri okudum. Bunlar 

hakkında bana yazılı ve sözlü açıklamalar yapıldı. Bu koĢullarla söz konusu klinik 

araĢtırmaya kendi rızamla, hiçbir baskı ve zorlama olmaksızın katılmayı kabul ediyorum. 

Gönüllünün  

Adı: 

Soyadı:  

Telefon numarası:  

Tarih:  

 Ġmza: 
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Velayet veya vesayet altında bulunanlar için veli veya vasinin  

Adı: 

Soyadı:  

Telefon numarası:  

Tarih:  

 Ġmza: 

 

Rıza alma iĢlemine baĢından sonuna kadar tanıklık eden kuruluĢ görevlisinin   

Adı: 

Soyadı:  

Telefon numarası:  

Tarih:  

 Ġmza: 

Açıklamaları yapan araĢtırmacının  

Adı: 

Soyadı:  

Telefon numarası:  

Tarih:  

 Ġmza: 
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EK-3 ARBĠS FORMATINDA ÖZGEÇMĠġ   
 

TC Kimlik No / 

Pasaport No: 
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Doğum Yılı: 1983  

YazıĢma Adresi : 
Mansuroğlu mah. 273/1 sok. Cemre apt no:36 3-4 B Blok Daire:11 

Bayraklı      Ġzmir/Türkiye 

Telefon : 232-3441252  

e-posta : ferihatoksoz@hotmail.com  
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