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1. GIRIS

Kanser, son yillarda 6liim orani hizla artan bir hastaliktir. Gegmisten bugiine
kadar 6liime neden olan hastaliklar siralamasinda 7 - 8. Siralarda bulunurken bugiin
Diinya’nin bir¢ok iilkesinde kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra ikinci siraya
sahiptir (Haydaroglu 2007). Kanser tedavisinde 6liim oranini azaltmak ve sagkalimi
artirmak i¢in birgok farkli tedavi yontemleri kullanilir. Bu tedavi yontemleri
arasinda; cerrahi, radyoterapi, kemoterapi-hormon tedavisi ve yeni tedavi
yontemlerinden immunoterapi, sinyal ileti sistemi inhibitorleri, gen tedavisi ve
anjiyogenez inhibitorleri sayilabilir (Terrero and Li 2004).

Kanser tedavisi i¢in son yillarda ¢ok sayida ilag ve yeni tedavi yontemleri
gelistirilmis olmasina ragmen giinlimiizde ilerlemis kanser vakalarinda tedavi
secenekleri neredeyse yok gibidir. Bu durum, o6zellikle kanser gelisim siirecinin
karmasik olmasi ve daha bircok kismimin heniiz aydmnlatilmas: ile kismen
aciklanabilir (Aktas 2010).

Pankreas kanseri, bayanlara nazaran erkeklerde daha sik goriilen, ileri yaslarda
daha ¢ok (40-85 yas) ortaya ¢ikan, agresif seyreden, oliimciil malign kanserlerden
biridir (Wolfgang et al. 2013).

Pankreas kanserinin son yillarda diger kanserlere oranla sikligi giderek
artmaktadir. Tim kanser i¢inde %2 ve kansere bagli Olimlerden de %5’ni
olusturmaktadir. Ayn1 zamanda herhangi bir belirti vermeden seyreden kanser tiirleri
arasinda ilk siralarda bulunmaktadir. Pankreas kanser vakalarinin %90°1 adenokanser
yapisindadir. Ayrica, % 10 vakada ailesel egilim goriilmektedir (Goral 2014).

Oncesinde herhangi bir belirti vermedigi igin ¢ok zor teshis konulan ve
cevresindeki organlara hizla yayilan hastalik, kanserin en 6liimciil tiplerinden biridir
(Goral 2014).

Diger kanserlerde oldugu gibi pankreatik kanserde de, kromozomal
degisikliklerden nokta mutasyonlarina kadar birgok genetik ve epigenetik
degisikliklere neden oldugu bulunmustur. Bulunan bu heterojenik molekiiler
degisiklikler, hiicrenin kontrolsiiz bir sekilde cogalmasina yol agarak kanser

olgusunu meydana getirmektedir (Sahin ve ark. 2007).



2. GENEL BILGILER

2.1. Pankreas

Pankreas, yedigimiz besinlerin pargalanmasi ve besinlerden alinan enerjinin
kullanimim1  saglayan midenin arka kisminda bulunan bir salgi bezidir.
(http://www.pankreas.gen.tr/pankreas-kanseri-nedir.html, Erisim Tarihi: 28 Ocak
2014). Aym1 zamanda, viicutta besinlerin kullanilmasi ve parcalanmasi sirasinda
gerekli olan enzim ve hormonlarin salgilanmasindan sorumludur (Edlund 2001).

Pankreas, en 6nemli enzim kaynagidir. Pankreas 6zsuyu, buradaki hiicrelerin
salgilarindan meydana gelir. Pankreas midenin hemen arkasinda yer alir. Bu organ,
yetiskin kisilerde ortalama 18 cm uzunlugunda (2,5-3) cm kalinliginda yaprak
seklindedir. Bas, gévde ve u¢ olmak iizere 3 kisimdan olusur. Bas kismi1 duedonum
kivrimi igine sokulmus sekilde bulunur. U¢ kismi ise dalaga kadar uzanir. Dig salgisi
uzun bir kanal boyunca ilerler ve onikiparmak bagirsagina dokiiliir. Langerhans
adaciklar1 Pankreas i¢inde bulunan 6zel hiicre kiimeleridir. Bu kiimeler hormonlarin

salgilandig1 yerdir (Semiz 1990).

2.1.1. Pankreas Anatomisi ve Histolojisi

Pankreas Anatomisi

Pankreas, duodenum kivrimi igine yerlesmis sekilde, karin boslugunda,
midenin arka kisminda, dalaga kadar uzanmis bir bi¢cimde bulunur. Ortalama
uzunlugu 12-15 cm’dir ve yaklasik 80-120 gram agirligindadir (Resiml). (Milli
Egitim Bakanligi 2011). Pankreas, retroperitona yerlesmis bir bigimde ince bir
periton ile oOrtiilii olarak bulunur. Rengi, sarimtirak ve hafif kirmizi olan bir organdir
(Paulsen and Waschke 2010). Pankreas, hem ekzokrin, hem de endokrin salgi yapan

karisik bir bezdir. Pankreasin %98’lik kismi1 ekzokrin gorevi yaparken, kalan %2’lik



kism1 ise endokrin gorevi yapar. Salgilamis oldugu sindirim enzimlerini ductus
pankreaticus kanali araciligi ile duodenuma aktarir. Ayrica, salgilamis hormonlari
ise dogrudan kana verir. Langerhans adaciklari, pankreasin endokrin kismini
olusturur. (MEB 2011). Pankreas kiitlesinin %80°i ekzokrin dokusunu, %18’i kanal,
damar, sinir ve bag dokusunu geri kalan %2’si ise endokrin dokudan olusur (Norton

and Mulvihill 1990).

¢ Dalak
-~ Mide
Karaciger
Portal ven

Safra kesesi

Duodenum

Pankreas kanali

Resim:1 Pankreas Bezi.

Pankreas Histolojisi

Pankreas, distan ince gevsek bir bag dokusu tabakasi ile sarilidir. Bu bag
dokusundan ¢ikan septumlar bez igine ilerleyerek organi belirgin olmayan lobiillere
boler. Lobiillerin i¢inde gevsek bag dokusundan olan stroma parankimal birimleri
cevreler. Lobiillerin arasinda fazla miktarda bag dokusu, biiyliik kanallari, kan
damarlarin1 ve sinirleri kusatir. Ayrica pankreatik kanali ¢evreleyen bag dokusunda
kanala bosalan kii¢iik miikdz bezler bulunmaktadir.

Pankreas hem ekzokrin hem endokrin bir bezdir. Bu iki fonksiyon yapisal
olarak farkli iki boliim tarafindan yerine getirilmektedir. Ekzokrin pankreas organ

boyunca bulunmaktadir. Ekzokrin pankreasin icinde dagmik halde Langerhans



adaciklar1 olarak adlandirilan hiicre kitleleri bulunmaktadir ve bunlar endokrin
pankreasi olustururlar.

Ekzokrin pankreas serdz bir bezdir. Salgi birimleri asiner ya da tiibiiloasiner
sekillidir ve piramidal serdz hiicrelerden olusan tek katli epitelden olusmaktadir.
Hiicreler dar bir serbest ylizeye ve genis bir bazal ylizeye sahiptirler.

Asiiniisiin ser0z salgi yapan hiicreleri, pankreas tarafindan salgilanan sindirim
enzimi prekiirsorlerini iiretir. Asiniisiin i¢inde yer alan kanal hiicreleri sentroasiner
hiicreler olarak adlandirilmaktadir. Asinlisten ¢ikan ilk kanal olan interkalar kanal
asinlisiin i¢inde baslamaktadir. Bu kanallar kisadirlar ve intralobiiler toplama
kanallartyla devam ederler. Intralobiiler kanallarin olusturdugu kompleks daha genis
olan interlobiiler kanallara bosalir. Interlobiiler kanal prizmatik epitel ile doselidir ve
bu epitelde enteroendokrin hiicreler ile az sayida goblet hiicreleri bulunur.
Interlobiiler kanallar dogrudan ana pankreatik kanala acilirlar (Sekil 1). Ana
pankreatik kanal, bez boyunca, bezin uzun eksenine paralel olarak uzanir (Ross and
Pawlina 2014).

Endokrin komponenti olan langerhans adaciklari degisik boyutlarda hiicre
gruplart halinde organ boyunca dagilmislardir. Bu adaciklar1 olusturan hiicreler
adacik igindeki yerleri, boyutlar1 ve salgi vezikiillerinin yapilarina bakilarak dort
cesit hiicre tipine ayrilmaktadir. Bu hiicreler, glukagon iireten A (alfa) hiicreleri,
insiilin salgilayan B (beta) hiicreleri, somatostatin meydana gelmesini saglayan D
(delta) hiicreleri ve pankreatik polipeptid olusturan F hiicreleridir (Ovalle and
Nahirney 2009).



intercalated duct

zymogen granules

Sekil 1: Pankreatik asiniis ve kanal sistemi

2.1.2. Pankreas Fizyolojisi

Pankreas hem ekzokrin hem de endokrin salg1 yapabilen bir bezdir. Sindirim
enzimlerinin yapim ve salgilanmasindan sorumlu olan asini boliimii pankreasin
biiyiik bir kismini kapsar. Pankreasin diger boliimii ise, Langerhans adaciklan adi
verilen endokrin hiicre gruplarindan olusur. Bu kisim, viicudun glukoz
metabolizmasinda 6nemli rol oynayan insiilin ve glukagonun salgilandig1 yerdir
(Guyton and Hall 2011).

Incebarsagm iist kisminda bulunan kimusun uyarisi, pankreastan sindirim sivisi
salgilanmasini saglar. Bu salginin kalitesini, kimusta bulunan besin maddelerinin tipi
belirler. Buradan salgilanan  proteolitik  enzimler; tripsin, kemotripsin,
karboksipeptidaz, elastazdir. Buradaki enzimler; inaktif tripsinojen, kemotripsinojen,
prokarboksipeptidaz ve proelastaz olarak salgilanirlar. Tripsin inhibitorii, Enzimlerin
barsaga dokiilene kadar inaktif halde bulunmasmi saglar. Proteolitik enzimleri
salgilayabilen hiicreler tripsin inhibitoriinii de salgilar. Degisik bir nedenden dolay1
pankreas zarara ugrarsa bezden ve kanallardan disar1 ¢ikan tripsin aktive edilebilir ve
az zamanda pankreas dokusu tamamen tahrip edilir (Guyton and Hall 2011).

Pankreas salgisinin regiilasyonu 2 farkli sekilde olur. Bunlar; hem sinirsel hem
de hormonal yol iledir. Sinirsel yol; pankreasin mide sekresyonunun sefalik ve
gastrik fazi ortaya ¢iktig1 anda vagus yolu ile uyarilir. Hormonal yol ise; sekretin ve

kolesistokinin araciligi ile baglar. Bu enzimler, besinlerin incebarsaga gegisi sirasinda



olusan intestinal duvar gerilmesi ile salgilanir. Sekretin hormonu pankreastan ¢ok
miktarda bikarbonat ve su salgilarken kolesistokin sindirim enzimleri salgilar. Bu
durum, pankreas salgilama bagirsak evresini temsil eder (Norton and Mulvihill 1990,
Guyton and Hall 2011).

Pankreasin bir diger onemli gorevi; kan sekeri seviyesinin diizenlenmesini
saglar. Bunuda, glukagon salgilayan alfa hiicreleri, insiilin salgilayan beta hiicreleri
ve somatostatin salgilayan delta hiicreleri ile yaparlar. (Norton and Mulvihill 1990,
Guyton and Hall 2011).

2.2. Pankreas Kanseri

Kanser, baz1 etkiler yiiziinden degisime ugramis hiicrelerin, kontrolsiiz olarak
¢ogalip biiylimelerinin sonucu olusan hastaliklar grubu olarak ifade edilir. Kanser,
tim diinyada ozellikle de gelismis ve gelismekte olan iilkelerde énemli bir saglik
sorunu olarak kabul edilir (Ucar 2010). Pankreas kanserinde de diger kanserlere
oranla goriilme sikliginda belirgin bir artis vardir (Jemal et al. 2010) Pankreas
kanseri diinyada goriilme sikligi bakimindan 9. Siradadir (www.iacr.com.fr, Erisim
Tarih: 23 Mart 2016) ve 6liim oran1 % 95 ile en yiiksek kanser tiiriidiir (Jemal et al.
2002). Diinya’da kansere bagli 6liim siralamasinda da 4. Sirada bulunmaktadir
(Jemal et al. 2008).

Yiiksek oliim orani, risk faktorlerinin yeterince anlasilir olmamasindan dolay1
ortaya ¢ikmaktadir (Silverman et al. 1999). Pankreas kanserinin 5 yillik sag kalim
orant yaklasik %?20-25 oranindadir (Chang 2009). Pankreatik kanser tanisi,
Amerika’da her yil yaklasik 30.000 kisiye konulmustur. Ayni oranda pankreatik
kanserden 6liim gergeklestigi tespit edilmistir (Tamada et al. 2005).

Ulkemizde ise; T.C. Saglhk Bakanligi, Tiirkiye Halk Saglhigi Kurumu 2009 yili
verilerine gore; pankreas kanserinin erkeklerde goriilme sikligt bakiminda 9.
Bayanlarda ise 14. Sirada oldugudur. Ancak pankreas kanserinin 6liim orani her ne
kadar diger kanser tiirlerine gore diisiik olsa da kansere yakalandiktan sonra 5 yillik

sag kalim orani en diigiik olan kanser tiiriidiir. Bu yoniiyle pankreas kanseri tiim



kanserler arasinda en 6liimciil olanidir. Buda bu kanserin prognoz ve diagnoznun
yapilan ¢alismalara ragman hala diisiik seviyelerde oldugunu gostermektedir.

T.C. Saglik Bakanhgi, Tirkiye Halk Sagligi Kurumu (2013) yilinda yasa
standardize edilmis kanser hiz1 erkeklerde 267,9 kadinlarda ise 186,5’dir (100000
kiside). 2013 yil1 kanser istatistiklerine gore lilkemizde her yil 103.070 erkek ve
71.233 kadinin kansere yakalandigi tahmin edilmektedir.

Pankreas kanserine yakalananlarda ilagla tedavi ve cerrahi sonrasi miidahale
sik olarak goriiliir. Fakat hastaligin ilerlemesi, hastalarin %80’de cerrahi sonrasinda
ilk bir y1l i¢inde ortaya ¢ikar (Mu et al. 2004, Shibata et al. 2005).

Pankreas kanserlerinin yerleri farklilik gostermektedir. Bunlarin %60-70’1
pankreas basinda, %15-20°Si pankreasin govdesinde ve %5-10’u da pankreasin
kuyrugunda bulunur. Pankreas kanserinin %16-30’unda ¢ok odakli bir sekildedir
(Sarmiento et al. 2001).

Pankreas kanseri, komsu organlara, lenfatik ve vaskiiler kanallarladan uzak
alanlara kadar yayilim gostererek yaygin bir bigimde metastaz yapar. (Cubilla and
Fitzgerald 1975). Yapilan aragtirmalarda pankreas kanseri gelisimindeki genetik
etkenlerin etkili oldugu gosterilmistir. Bu hastalarin %10’unda ailesel olarak
pankreas kanserine egilim bulunmustur (Lakatos and Tulassay 2010).

Diinya Kanser Orgiitii (International Union Against Cancer-UICC) eski
baskani1 Dr. Franco Cavalli (2007)’ de yaklasik 7,9 milyon kisi, farkli birgok kanser
tirlerine bagh hastaliklardan yasamini yitirmistir. 2008 Yili Diinya Kanser
Kongresi’nde sunulan veriler ise; hastaligin kiiresel olarak biiyiik boyutlara ulastigin

ortaya koymustur;
1. Yaklasik 11 milyon kiside her yil kanser vakasi ortaya ¢ikmaktadir.
2. Gelismemis veya az gelismis lilkelerde kanserden 6lenlerin oran1 %80’ dir.

3. 2030 wyilma kadar 12 milyon insanin kanserden O&lecegi tahmin

edilmektedir. (www. Tuba. Gov. Tr /. Erisim tarihi: 17 Kasim 2008).



2.2.1. Pankreas Kanserinin Etyolojisi

Pankreas kanseri, kanser ile iligkili genlerde (onkogenler, tiimor siipresor
genler, hiicre siklus genleri, apoptozis ve genom bakim genleri) ortaya ¢ikmaktadir.
Herediter germline veya akkiz somatik mutasyonlar ile olusur. Aym1 zamanda
mutasyonlar, kanserin ilerlemesine ve yayillmasina sebep olmaktadir. Ayrica, hiicrede
eksilme, telomerazin kisalmasi ve genomik dengesizlik, pankreas epitel hiicrelerinin
pankreas kanserine ilerlemesinde 6nemli bir role sahiptir (Gnoni et al. 2013).

Pankreas kanseri arastirma sonuglarina gore, pankreas kanserine yakalanmis
hastalarda, otozomal dominant kalitim kalibina uyumlu kalitsal bir riskin varligindan
(%10) bahsedilmektedir. Pankreatik kanser tanisi konulmus olan kisilerin birinci
dereceden akrabalarinda pankreatik kanser riski artis gOstermektedir. Ayni aile
igerisinde iki pankreatik kanserli hasta bulunmasi durumunda birinci dereceden
akrabalarda pankreatik kanser riski 18 kat, eger 3 birey varsa 57 kat artis oldugu
belirtilmektedir (Adler 2004).

Pankreas kanserine iliskin belirlenmis bircok risk faktorleri arasinda, ileri yas,
Afrikali Amerikan 1rki, diisiik sosyoekonomik durum gosterilebilir (Lowenfel and
Maisonneuve 2006). Bu kansere yonelik bir¢ok arastirma; sigara i¢iminin bireylerde
tespit edilen en onemli risk faktorii oldugunu gostermektedir. Sigara icen kisilerde
risk, icmeyenlere oranla 2 kat daha fazladir (Pancreatic 2015,0zkan 2002).

Yapilan diger bir ¢aligmada ise, yiiksek viicut kitle indeksi, uzun boy ve diigiik
diizeyde fiziksel aktiviteye sahip kisilerde pankreas kanser riskini arttig1 yoniindedir
(Michaud 2001).

Pankreas kanseri diger kanser tiirlerine gore daha zor teshis edilen bir
hastaliktir. Bu kansere yakalanan kisilerde teshis, ¢cok sik hastaneye giden veya
siklikla saglik kontrolii yaptirmasiyla doktorun o anda siiphe etmesi ve belirli testler
yapmasi sonucunda ortaya ¢ikar. Aksi halde, yeni olusum gosterdiyse veya hastalik
ilk evrelerdeyse tani konulmasi olduk¢a zordur. Pankreas kanseri tanis1 radyolojik
incelemeler ve kan tahlillerinden elde edilen kotii sonuglar dogrultusunda tespit
edilir. Pankreas kanseri tiimorlerinin metastaz yapmasi ve biiyiimesine bagl olarak 4

ayr1 evresi bulunmaktadir. Kanser tanisi, eger ilk evrede ortaya c¢ikmigsa diger



evrelere oranla tedavisi daha kolay olur (http://www.pankreas.gen.tr/, Erisim Tarihi:
28 Ocak 2014).

Pankreas kanserine yonelik c¢alismalar, hem hiicre diizeyinde hem de hayvan
modellerinde belirlenen genetik ve epigenetik degisiklikler goz oniline alinarak yogun
bir bicimde yapilmaktadir. Bu konuda gelistirilen ve dokuya 6zgii hedeflenen bir
genin kesip cikarilmasini (knock out) saglayan fare modelleri, pankreatik kanserin
olusumu ve ilerleyisi hakkinda ¢ok 6nemli bilgiler ortaya koymaktadir. Pankreatik
kanserin erken teshisi ve tedavisi i¢in, pankreatik kanserin baslangicinda ve
ilerleyisinde rol oynayan molekiiler degisikliklerin ve fonksiyonlarinin tanimlanmasi
onemli hedefler arasinda bulunmaktadir (Sahin ve ark. 2007).

Pankreas kanserinde son yillardaki teknolojideki hizli gelismeye ragmen erken
teshis ve tarama amagli hicbir hassas ve spesifik serum marker1 kesfedilememistir.
Ameliyat edilebilir pankreas kanserli hastalarda genellikle ¢oklu tedavi yaklasimlar
tercih edilir. Hastalara operasyon, kemoterapi, radyoterapi ve kemoradyoterapi tedavi
kombinasyonlar1 uygulanabilir. Fakat, tim tedavi seceneklerine ragmen pankreas

kanserinde sagkalim oranlar1 yeterli sonuglara ulasmamistir (Ugur ve ark. 2010).

2.2.2. Pankreas Kanserinde Risk Faktorleri

Aragtirmacilardan tarafindan pankreas kanseri etiyolojisi tam olarak bilinmese
de bazi risk faktorleri belirlenmistir. Bunlar (Perek 2002):

v'Sigara: Pankreas kanseri bulgularinin %30 unun sigara igimi ile kaynaklandig1
tahmin edilmektedir. Sigara i¢imi pankreas kanseri olma riski olmayanlara gore
2 kat daha fazla risk tagimaktadir. Sigara icen kisilerde ‘fingerprint’ yontemi
ile, sigara igmeyenlere gore daha fazla mutasyon saptanmistir (Goral 2014).

v'Cinsiyet: Pankreas kanserine yakalanma riski erkeklerde bayanlara oranla daha
fazladir.

v'Yas: 50 yasindan sonra risk artar.

v'Diyet: Diyet ve eksersiz hakkinda kesin bir bilgi yoktur fakat, meyve, sebze ve

lifli besin tiikketiminin riski azaltigi et ve yagh iirlinlerin ise arttirdigi



diistiniilmektedir. Eskiden kahve aliniminin riski arttigi sdylenmisse de simdi
ki kaynaklar bunu dogrular nitelikte degildir.

v’ Alkol kullanimi: pankreas kanserinden alkoliin direk sorumlu olmasi ¢ok

disiik bir ihtimaldir fakat, alkole bagli kronik pankreatit olusmus bir
pankreastan adenokarsinom gelisebilir (Kelly et al. 2004).

v'Endiistriyel ve kimyasal maruziyet: Benzin, agir katki maddeli kokular ve bocek

ilaclarinin pankreas kanseri riskini arttirmis olduguna dair kanitlar vardir.

v'Aile_anamnezi: Pankreas kanseri gelisimi %5-10 arasinda genetik yapidan

etkilenmektedir. Kronik pankreatitin (pankreasta sisme) ailesel formu olan
kisilerde hayatlar1 boyunca pankreas kanseri gelisme riski %40 ila 75 oraninda
degisiklik gosterir.

v Predispozan (Yatkinlastiran) hastahiklar:

a) Diyabet: Bu hastalarda pankreas kanser riskinin daha fazla oldugu
bulunmustur.

b) Kronik pankreatit: Kronik pankreatit, pankreas kanseri riskini, kronik

pankreatit olamayanlara oranla, 2.71 kat daha fazla artirmaktadir (Goral
2014). Ayrica, ince barsak ve iilser kanamalarina yonelik daha 6nceki

mide operasyonlar1 sonrasinda da pankreas kanser olusum riski artar

(Perek 2002).

2.2.3. Pankreas Kanserinin Belirtileri

Pankreas kanseri, kanser ile iliskili genlerde (onkogenler, tii- mor siipresor
genler, hiicre siklus genleri, apoptozis ve genom bakim genleri) herediter germline
veya akkiz somatik mutasyonlar ile olugmakta, mutasyonlar ayn1 zamanda kanser
progresyonuna ve metastaza neden olmaktadir. Ayrica, hiicre turnoveri, telomerazda
kisalma ve genomik instabilite, pankreas epitel hiicrelerinin pankreas kanserine
ilerlemesinde 6nemli rol oynamaktadir (Gnoni et al. 2013, Hezel et al. 2006, Wood
2013, Fang et al. 2013, Avila and Kissil 2013,Jamieson 2012).
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Tablo 1: Pankreas kanserinde sempton ve bulgularin sikligi

SEMPTOMLAR - BULGULAR %
. Kilo kaybi 92
. Sarilik 82
= Agn 72
e [stahsizlik 64
. Koyu idar 83
e Acik renkli gai 62

cik renkli gaita
. Bulant: 45
. Kusma ar
e Halsizlik 35
. Kasinti 24
) ) 15
. Diabetes Meillitus 83
. Palpabl karaciger 65
Hepatomegali
* patomea 29
. Palpabl safra kesesi 14
. Asit 13
. Karinda kile

2.2.4. Pankreas Kanserinde Evreleme

Arastirmacilar tarafindan Pankreatik kanser i¢cin son 15 yilda iki evreleme
sistemi gelistirilmistir. Japanese Pancreas Society evreleme sistemi Japon hastalar
icin kullanilan bir evreleme sistemidir. Bu sistem pankreasa komsu dokularin
tutulmasini degerlendirilmeisnde ve 21 lokal tiimor biiylimesini gozlemlemekte
kullanilir. Ancak karmasik bir sistemdir ve bati1 iilkelerinde yaygin olarak
kullanilmamaktadir. Bat1 iilkelerinde ise, kolay uygulanabilen TNM evreleme sistemi
kullanilmistir. Bu sistem primer tiimoriin biiytikliigiine (T) , bolgesel lenf nodlarinin
durumuna (N) ve metastatik hastalik (M) varligina gore adlandirilmaktadir. Ayn
zamanda bu sistem, lenf nodu metastazini en 6nemli belirleyici olarak ele almaktadir.
Pankreas disi adenokarsinomlar icin TNM simiflamast benzer ifadelere sahiptir.
Ayrica, Pankreas tliimOriinlin durumuna gore, RO -rezeksiyon artik tiimoriin
olmamasi, R1- rezeksiyon mikroskobik artik tiimor kalmasi, R2- rezeksiyon ise

makroskobik artik tlimoriin kalmasi olarak tanimlanir (Baytekin 2005).
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Tablo 2: Pankreatik Karsinom i¢in TNM Evrelemesi (Baytekin 2005).

Evre Derecelendirme

T Primer timaor degerlendirilemiyvor

TO Primer timor ile ilgili bulgu yok

Tis In situ karsinom

Tl Tiumdr pankreasta simirli ve en buyidk ¢apr 2 em’ den
kiigiik

Primer Tiimér (T) T2 Tiamér pankreasta simirhh ve en buyik capr 2 cm’ den

by ik

T3 Tumdr direkt olarak doudenum, safra kanali veva
peripankreatik dokulara vavilmis

T4 Tumdr direkt olarak mide, dalak, kolon veyva komsu kan
damarlarina yayilmis.

NX Bolgesel lenf nodlan degerlendirilemiyor

NO Balgesel lenf nodlarina metastaz yvok

Biilgesel lenf modlar: (N) N1 Baolgesel lenf nodu metastazi

pNla Tek bir bolgesel lenf noduna metastaz

pNlIb Multipl bolgesel lenf noduna metastaz

MX Uzak metastaz varlig degerlendirilemiyor

Uzak metastaz (M) MO Uzak metastaz vok
M1 Uzak metastaz (13).

Pankreas kanserinde TNM siniflamasi

Stage I: Tiimor pankreas sinirlari disina ¢ikmamis lenf nodiilii metastazi yoktur.

Stage II: Tiimor pankreas digindaki yakin komsu dokulara tasmistir fakat lenf nodiili

metastaz1 yoktur.

Stage I1I: Lenf nodu metastazi (+).

Stage 1V: Uzak mesefali metastaz var.

Detayl bir degerlendirmeyi, pozitif rezeksiyon smirlarimin fazlaligindan ve

lokal tlimor niiksii insidensinin yiiksekliginden anlamak kolaydir. Eger geride tiimor

dokusu kalmigsa rezeksiyonun higbir anlami olmaz (Perek 2002).
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2.2.5. Pankreas Kanseri Tipleri

Pankreas tiimorleri, WHO (Diinya saglik orgiitii) tarafindan (2000) yilinda
yeniden diizenlenmistir. Bu tiimorler ilk olarak primer ve sekonder timdrler daha
sonra da ekzokrin ve endokrin tiimorler olarak ikiye ayrilir. Tim pankreas
karsinomlarinin %80’inini Pankreas duktal adenokarsinomu meydana getirir. Duktal
adenokarsinomlarin seyrek goriilen diger ¢esitleri; miisindz non-Kistik karsinom
(%1-3), adenoskuaméz karsinom (%3-4) ve indiferansiye (anaplastik) karsinom (%2-
7)’dur. Bu sonuglara bakarak, pankreatik timoérlerin %90’lik kismini1 duktal
adenokarsinom ve cesitleri olusturmaktadir. Pankreasin diger tiimorlerinin goriilme
siklig1 %8-10 arasinda degismektedir. Bunlar, ser6z kistadenom %1, miisindz kistik
timor %2, intraduktal papiller miisindz tiimor %1, pankreatoblastom %0.5’ten az,
solid-psodopapiller timér %1 ve endokrin tiimorler %2’lerdir. (www.iacr.com.fr,
Erisim Tarih: 23 Mart 2016). Bundan dolay1 pankreas kanseri denilince ilk akla gelen
pankreasin duktal adenokarsinomu (PDAK) anlasilir ve diger periampuller tiimorler
(koledok alt ug, papilla vateri ve duodenumun papillaya komsu tiimoérleri) ve
pankreasin kistik tiimdrleri bu konudan hari¢ tutulur. Cilinkii bu tiimorler davranis
bicimleri, tedavi tarzlar1 ve prognozlar itibariyle digerlerinden farklilik gosterir

(Perek 2002).

2.2.6. Pankreas Kanserinde Tanisal Goriintiileme

» Endoskopik ultrasonografi (EUS): primer tip kanserlerin goriintiilenebildigi

ve ince igne aspirasyon biyopsisine imkan saglayan bir yontemdir.
Bilgisayarli tomografi ile gosterilemeyen pankreastaki kitle, EUS ile mide ve
duodenum duvar vasitasiyla, goriintiilenebilmektedir. Histolojik agidan tami
imkani, %91 duyarlilik ve %100 6zgiinliik saglar (Dewitt et al. 2006).

» Bilgisayarli tomografi (BT): Pankreas kanserinin tanisal olarak goriintiileme

teknikleri i¢inde, bilgisayarli tomografi (BT) en sik kullanilanidir. Arteriyel,
portal vendz ve parankim fazlarinda, hizli ve ince kesitler alinarak yapilan

intravendz kontrastli multifazik BT, pankreas kanserinin tanisal olarak
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degerlendirilmesinde biiyiilk 6neme sahiptir. Bu teknik sayesinde, siiperior
mezenterik arter (SMA), ¢Olyak aks, siiperior mezenterik ven/ portal ven
(SMV-PV) kompleksi ve komsu yapilar, uzak metastaz olup olmadig1 agik bir
sekilde bakilabilir (Tamm et al. 2003). Ayrica, bilgisayarli tomografi
sonuclarina gore, pankreasin C, V, L bigimlerini alabildigi goriilmiistiir.
(Edlund 2001).

Magnetik Rezonans Kolanjiyopankreatografi (MRCP): Magnetik Rezonans

Kolanjiyopankreatografi (MRCP), diger radyolojik tetkiklere ek olarak ¢ok
yararli bir tekniktir. Bu teknik; Pankreatikobiliyer agacin, karaciger
parankiminin ve vaskiiler yapilarin {i¢ boyutlu goriintiilenmesini saglar.
MRCP, biliyer agacin ve pankreatik kanalin anatomisini gosterme
bakimindan, BT tekniginden ¢ok daha yararlidir. Safra kanallarindaki
tikanikligin hem proksimalini hem de distalini ¢ok iyi bir sekilde gosterebilir
ve aynm1 zamanda intrahepatik kitledeki doku bozuklugunu saptayabilir.
Pankreas kanserinin tanisinda, en azindan, Endoskopik Retrograd
Kolanjiyopankreatografi (ERCP) kadar hassaslik saglayabilir (Ademek et al.
2000).

Endoskopik Retrograd Kolanjiopankreatografi (ERCP): Pankreatit, kanama

ve perforasyon, ERCP ile alakali ¢ok ciddi komplikasyonlardir ve ERCP’ nin
pankreas kanserini teshis etmesinde kisitlamalar getirir. Bundan dolay1
ERCP, endoskopik stent gereksinimi olan kisilerde, stabil olarak gerceklesen
tedaviler sirasinda siipheli bulgu tespit edilen kisilerde ya da doku teshisi
gerekli hastalarda uygulanmalidir (Royal et al. 2008).

PET (pozitron emisyon tomografisi) taramasi: Pozitron emisyon tomografisi,

dokularin perfiizyonunu, metabolik aktivitesini ve canlilifini (viabilite)
yansitan non-invaziv bir goriintiileme yontemidir. Pozitron salicisi olarak
kullanilan radyoniiklidlerin tiretildigi aygita siklotron, goriintiileme yapilan
aygita ise PET tarayicist1 (PET Scanner) adi verilmektedir. PET
goriintiilemede kullanilan radyofarmasdtik ve radyoniiklidlerin en 6nemli
0zelligi viicudun temel altyapr taslari olan karbon (C), oksijen (02), flor (F),
azot (N2) gibi elementleri igcermeleri ve viicutta biyolojik olarak bu

molekiiller gibi davranmalaridir. Pozitron emisyon tomografisinin cesitli
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hastaliklar hakkinda anatomik (yapisal) bilgi saglayan radyolojik
goriintilleme yontemlerinden (direkt radyografiler, bilgisayarli tomografi,
anjiografi gibi) en Onemli farki fonksiyonel bir goriintileme yoOntemi
olmasidir. Pozitron emisyon tomografisi diger niikleer tip yontemleri gibi
“emisyon’’ teknigine dayali bir gorlintiileme sistemidir. Emisyon
goriintlilemede hastaya verilen bir radyoniiklid veya radyofarmasotikten
yayilan gama 1sinlar1 disaridan saptanarak viicut i¢indeki dagilimlar Sl¢iiliir
veya gorlintiiye ¢evrilir (S6nmezoglu 2001).

Ince igne aspirasyonu (iiA): Bu yéntem, 0.7 mm’ den daha kiiciik capli

ignelerle hedef kitledeki hiicreleri ya da ¢ok kiiciik doku parcalarim
yerlerinden ¢ikarip, igne limeninin ve ignenin enjektorle birlestigi seffaf
béliimiiniin (hub) icine almaya dayali bir yontemdir. IIAB, ucuz, kolay ve her
ortamda uygulanabilir (Polat ve ark. 2013).

Anjiyografi: BT ile rezektabilitenin siipheli oldugu durumlarda, daha 6nce
ayr1 bolgeden ameliyat gecirmis olanlarda, damarlarin durumu hakkinda ¢ok
daha saglikli bilgi edinilmek istenen kritik saglikli hastalarda, damar
rezeksiyonu  disiiniiliiyorsa buna hazirlik asamsinda rutin  olarak
uygulanmaktadir (Perek 2002).

Endoskopi Laparoskopi (EL): Laparoskopik, cerrahide son zamanlarda genis

kabul goren bir yontemdir (Salman ve ark. 2005). El’'nin standart
goriintiileme cihazlariyla goriilemeyen doku hasarlarini tespit etmedeki
basarisin1 bildiren ¢aligmalar mevcuttur. EL’nin pankreas kanserlerinde rutin
olarak yapilan bilgisayarli tomografinin goriintiileyemedigi doku hasarlarinin
(1 em’den kiigiik) tespit edilmesinde ve bu lezyonlardan biyopsi alinmasinda
sagladigi faydalar teknigin en Onemli Ozellikleri arasindadir. Birkag
milimetrelik doku hasarlarindan dahi biyopsi yapilabilmesi bu yontemin en

onemli avantajlarindan biridir (Salman ve ark. 2005).
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2.2.7. Pankreas Kanseri Tedavi Yontemleri

Pankreas kanser tedavisinde, hastaligin evresine ve saglik durumuna gore
tedavi yontemleri bulunmaktadir. Temelde 3 farkli tedavi yontemi vardir. Bunlar;
cerrahi tedavi, kemoterapi ve radyasyon tedavi yontemidir. Hastalik ¢ok fazla
ilerleyis gostermediyse ve tiimorler alinabilecek bir durumdaysa timor alinarak
cerrahi tedavi yontemi uygulanabilir. Kemoterapi, hastaya damardan kan dolagimu ile
kan verilerek kanserli hiicrelerin Oldiiriilmesini hedefleyen tedavi ydntemidir.
Kemoterapi, hastaligin ileri evresi i¢in uygulanir. Radyoterapi yontemi ise, X 1sinlari
veya yiiksek enerjiye sahip i1sinlar kullanarak tiimorlerin 6lmesini hedefler

(http://www.pankreas.gen.tr/, Erisim Tarihi: 28 Ocak 2014).

1. Cerrahi Dis1 Miidahaleler: Oncelikle fiziksel muayene sonrasinda laboratuar
ve radyolojik incelemelerle, pankreas tiimoriiniin hangi evrede oldugu ve
komsu organlarla iliskisinin hangi durumda bulundugu ve 6zellikle komsu
damarlara invazyonunun olup olmadigi anlasilmaya ¢alisilir (Giineyi 2005).

fleri evredeki tiimérlerde herhangi bir cerrahi islem uygulanmaz. Bu
kisilere omriinii bir siire daha uzatabilmek ve istirabini1 dindirmek i¢in bazi
tedaviler uygulanir. Bu kisilere uygulanacak kemoterapi ile birlikte, beslenme
desteginin saglanmasi, mevcut sariliginin diizeltilmesi, agr1 esik degerinin
azaltilmast ve diger saglik kalitesinin diizeltilmesi hedeflenerek bazi
girisimler uygulanmaktadir. Bunlar;
* ERCP (endoskopik retrograd kolanjiopankreatografi ) yapilarak safra
yoluna stent takilmasi,
 PTK ( Perkiitan Transhepatik Kolanjiografi) yapilarak safranin disari
akitilmasinin saglanmasi,
* Devamli olarak analjezinin saglanmasi i¢in kateter takilarak Agrinin
azaltilmasi,
* Tikanikliga yol agan Oniki parmak barsagindaki tiimorlerde, bu kisma stent
takilmasi (Giineyi 2005).
2. Kemoterapi: Genel olarak kemoterapotik ajanlarin kullaniminin, segilmis
olaylarda cevap diizeyini arttirdign goézlemlenmistir. Ancak, herhangi bir

kemoterapotik ajanin  6liim oranmindaki azalmayr olumlu etkiledigi
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gosterilememistir. Kemoterapi ve radyoterapinin birlikte kullaniminin tedavi
etmek amagli yapilan rezeksiyon sonrasi 6liim oraninmi azalttigi belirlenmistir
(Giineyi 2005).

Radyasyon Tedavisi: Radyoterapi ve kemoterapi uygulamalari bu zamana

kadar istenildigi gibi sonuglar vermemistir. Bundan bagka, kisa zamanda
bliyliyen timor safra yolunu tikayip karacigeri devre disi birakir. Alinan
besinlerin karacigerde sentezi yapildiktan sonra oniki parmak barsagina
gonderildigi noktada tikanma oldugunda karaciger ve safra kesesi devre disi
kalip, bilirubin kana gegmektedir. Sonrasinda kanin yapis1 bozularak beyinsel
ve tiim organsal faaliyetlerde aksamalar meydana gelir. Ayn1 zamanda, tim
deri rengini de sar1 renge boyamaktadir. Bunun sonucunda hastalarda zaman
kazanmak ve safra yollarinin sindirim kanallarina bosalmasini saglamak i¢in
ameliyatla drenaj agilmaktadir. Maalesef ki buda bir ¢6ziim saglamamaktadir

(Glineyi 2005).

Cerrahi_Tedavi: Pankreas basinda veya unsinat prosestede lokalize olmus
pankreas kanserinin standart operasyonu pankreatikoduodenektomi, diger
adiyla Whipple’dir. Bu operasyonla, pankreas basi, duodenum, jejunumun ilk
15 cm.si, ortak safra kanali ve safra kesesi alinabilir. Kismi gastrektomi de
uygulanabilir. Deneyimli kisilerce yapilan standart Whipple yontemiyle, tam
rezeksiyon yapilmis hastalarda 5-yillik sagkalim %10-30 ve mortalite orani ise
%2’den az oldugu goézlemlenmistir. Whipple yontemiyle veya distal
pankreatektomiyle herhangi bir sonu¢ elde edilemedigi durumlarda, total
pankreatektomi uygulanir. Doku hasarinin kesip ¢ikartilabilir oldugu diisiiniilen
cok az sayida hastada total pankreatektomiye geresinim duyulur. Pankreasin
govde ve kuyruk kisminda yerlesim gosteren tiimorlerinde cerrahi rezeksiyon,
distal subtotal pankreatektomi yontemi uygulanir. Bu rezeksiyona ¢ogunlukla
splenektomi de ileve edilir (Adsay et al. 2007).

. Immiinoterapi: Pankreatik kanser i¢in uygulanmak istenen diger bir tedavi
yaklasimi immiinoterapidir; fakat, pankreatik kanserinin az bir immiinolojik
cevaba sahip olmasi ve tiimor antijenlerinin kesin olarak saptanamamasi, tedavi
protokollerinin uygulanmasimi giiclestirmektedir. Immiinotedavi, antikor

temelli ve kanser asisi iiretimi seklinde yapilmaya calisilmis fakat heniiz
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bugiine kadar klinige yansimamistir. immiin tedavide basarili saglayacak temel

aragtirma konularinin en basinda, pankreatik kansere 6zgii tiimor antijenlerinin

belirlenmesi yer almaktadir (Sahin ve ark. 2007).

Teknolojideki hizli gelisim hizina karsin erken teshis ve tarama amacl hi¢bir
hassas ve spesifik serum markeri bulunamamistir. Ameliyat edilebilir pankreas
kanserli hastalarda genel olarak c¢oklu tedavi yaklasimlari denenir. Operasyon,
kemoterapi, radyoterapi ve kemoradyoterapi ortak tedavileri uygulanir. Fakat, tiim
tedavi yaklagimlarina karsin pankreas kanserinde 6liim oraninda azalma kesin olarak

saglanamamistir (Perek 2002).

2.3. Activation Induced Cytidine Deaminase (AID)

2.3.1. Genel Tanim

Activation-induced cytidine deaminase (AID), DNA ve RNA’nin bir editor gibi
davranan sitidin-deaminaz ailesinin bir tiyesidir. Ayn1 zamanda 198 amino asitli bir
proteindir (Zang and Casali 2013). Immiinglobulin genlerde, somatik hipermutasyon
ve class-switch rekombinasyon i¢in gerekli bir enzimdir (Matsumoto et al. 2007).
Ayrica AID, B hiicrelerinde gerceklesen antikorlarin farkli ve olgun olmasini
saglayan somatik hipermutasyon (SHM) ve class-switch rekombinasyon (CSR) adli
mekanizmalar igin gerekli bir protein olarak kesfedilmistir (Muramatsu et al. 2000).
Bu mekanizmalarda AID, B hiicrelerinin immunoglobulin (Ig) genlerinde bulunan
sitozinleri urasillere ¢evirmektedir (Maul et al. 2011). Bu sitidin ve sitidin
deaminazlar bir APOBEC ailesinin diger lyeleri ile korunmus bir katalitik etki

paylasir. Bu ailenin iiyeleri, C-to-U diizenleme enzimleridir (Zang and Casali 2013).

2.3.2. AID Ekspresyonu

AID ile ilgili yapilan c¢alismalarda, bu proteinin B hiicrelerinin
immunoglobulin (Ig) genlerinde bulunan sitozinleri urasillere ¢evirdikten sonra bu

urasiller normalin aksine farkli sekillerde tamir edilerek error-prone polymerase’ler
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etkisi ile ardinda mutasyonlar biraktigi goriilmistiir. Sonraki sathada ise non-stop
kodon gibi anlamsiz mutasyon ile neticelenen antikorlara sahip olan B hiicreleri
elenerek geriye yabanci antijenlere 6zgli antikorlara sahip olan B hiicrelerinin
bulundugu gozlemlenmistir. Tamir mekanizmalarina bagl olarak bu urasiller eger V
bolgelerinde olmugsa SHM’lari, C  bdlgelerinde olmussa CSR’ler ile
sonuglanmaktadir. SHM afinite olgunlagmasi i¢in gerekli iken CSR baglangigta IgM
olan immiinoglobulinlerden patojenik duruma gore IgA, IgE veya IgE sentezini
mimkiin kilar. AID’nin mekanik olarak birbirinden farkli her iki sisteminde
baslangi¢ sathasina olan bu biiylik etkisi daha 6nce hi¢ tahmin edilememistir ¢iinkii
her iki mekanizma farkli yollarla olmaktadir. Mesela SHM’de rastgele nokta
mutasyonlar1 varken, CSR’da DNA ¢ift sarmal kiriklar1 oldugu gortilmistiir
(Fugmann et al. 2002). AID ile ilgili daha sonraki arastirmalar bu proteinin daha
farkli yonlerini de ortaya koymustur. DNA’da wurasilleri tamir ile gorevli
mekanizmalar olan Base Excision Repair ve Mismatch Repair’i knockcout edilmis
farelerde AID’nin sadece Ig bolgelerinde degil esasinda B hiicresi genomunun birgok
bolgesinde nokta mutasyonlarina sebep oldugu ortaya ¢ikarilmistir (Liu et al. 2008).
Sonrasinda ise AID’nin global olarak DNA’da ¢ift sarmal kiriklarina yol agtgi iki
farkli calismada gosterilmistir (Hasham et al. 2010). Obiir taraftan klinik olarak
AlID’nin B hiicreleri ve prekorsir hiicre malinitelerinden lenfoma ve myeloma’da da
aktive edildigi yakin zamanda kesfedildi (Koduru et al. 2012).

AlD’nin DNA’da mutasyon olusturarak degisik patalojik sonuglar
dogurabilecegi diisiincesiyle farelerde overexpresse edilmistir. Sonrasinda da
akciger, mide ve karaciger gibi birgok organda tiimor olusumuna katkida
bulunabilecegi goriilmiistiir (Okazaki et al. 2003). Bu sonuglar ve B hiicrelerindeki
diger sonuglar arastirmacilar1 AID’nin hangi transkripsiyon faktdrler sayesinde
aktive oldugu sorusuna yoneltmistir ve AID geninin degisik bolgelerinde NF-kB,
Stat6 ve Smad4/5 transkripsiyon faktorleri i¢in baglanma yerleri oldugu saptanmistir.
Ayn1 zamanda, deneysel olarak da bu bdolgelerin AID’nin ekspressyonu i¢in dnemli
oldugu bulunmustur (Pone et al. 2012, Endo et al. 2007). Yapilan g¢aligmalarda
transjenik farelerde AID yapisal ifadesi yiiksek mutasyon frekansi ile iligkili olarak

cesitli organlarda tiimor gelisimini indiikledigi anlasilmistir (Matsumoto 2007).
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Ayrica birgok calisma da insan lenfoid malignitelerin de AID kodlayan genin
kopyalarinin ifadesi gosterilmistir (Matsumoto 2007).

NF-kB’nin kronik enflamasyonlar ve bu enflamasyon neticesi olusan
kanserlerde normalden daha fazla sentezlendigi bilindiginden, Matsumoto ve
arkadaslar1 bu NF-kB’nin normal zamanlarda gastrik epitel dokularda ekspresse
olmayan AID’nin ekspresse olmasini saglayip saglamadigini mide AGS hiicrelerinde
ve mide kanserleri hastalarda test etmislerdir (Matsumoto 2007). Sonugta da,
AID’nin bu dokularda expresse oldugunu gostermekle kalmayip ayn1 zamanda p53
proteinini kodlayan TP53 geninde ve baska genlerde de mutasyonlara neden
oldugunu gosterdiler. Bu calismadan sonra yine kronik enflamasyona bagli olarak
gelisen karaciger, kolon, safra kesesi ve 6zafagus kanser tiplerinde AID’nin varligi
tespit edilmis olup farkli genlerde mutasyonlara neden oldugu gosterilmistir
(Marusawa et al. 2011, Shimuzu et al. 2012). Cok yakin zamanda Miyazaki ve ark.
tarafindan AID’nin oral epitel displezi ve oral squamous hiicre karsinomasinda da
etkili oldugu gosterilmistir (Miyazaki et al. 2013).

HoxC4, Aicda transkripsiyonunu kontrol altina alan ve yiiksek oranda
korunmus olan bir transkripsiyon faktoriidiir. Antikor ve otoantikor cevaplari i¢inde
HoxC4 ostrojen potansyelli AID indiiksiyon aracilidir. Cogunlukla NF-kB
aktivasyonu araciligiyla T bagimli CSR uyaranlar (temelde CD40 sinyalleri), T-
bagimsiz CSR indiikleyici uyaranlar (genelde TLR (Toll Like Reseptor), B hiicre
reseptoric (BCR), TACI-BCR ya da TLR-TACI eslesmesi). Sitokinler, HoxC4’ii
uyarir. Temelde bu durum NF-kB aktivasyonu ile olur. HoxC4, AID ekspresyonuna
sebep olur (Zan and Casali 2013).

Bilim adamlar1 AID’nin post-trasnkripsiyonel olarak nasil kontrol edildigini
anlama amaciyla degisik modeller kullanarak deneyler yapmislardir. Bilindigi tizere
post-transkripsiyonel regiilasyonlar hiicrelerde non-coding RNA’lar tarafindan ifa
edilmektedirler. Bunlar arasinda IncRNA: long non-coding RNA, PIWI interacting
RNA (piRNA’s), ve micro RNA (miRNA/miR)’lar1 gosterilebilir. Tiim non-coding
RNA’lar arasinda en fazla calisilmis olani micro RNA’lardir. C. elegans’ta
kesiflerinden sonra en son yaymlara gore insanda 2000’in {izerinde miR
kesfedilmistir (Tang et al. 2014). Micro RNA’larla ilgili yapilan caligmalarda

miR’lerin viicudun fizyolojik fonksiyonlarmin yanisira patalojik durumlarda da
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rolleri oldugu gosterilmistir. Bunlardan en 6nemlisi hi¢ siiphesiz kanser sirasinda
oynamis oldugu rollerdir. miR’ler degisik kanser tiirlerinde bazen upiiregiile olarak
bazen de downiiregiile olarak vazife yapmaktadirlar. Kanser sirasinda rolii olan
miR’lere ‘Oncomir’ denilmektedir (Esquela-Kerscher and Slack 2006). Baz1 miR’ler
timor suppressor olarak calisirken bazilari ise oncogene olarak gorev alabilir. Mikro
RNA’larin kanser sirasindaki rollerini anlamak 6nemlidir, ¢linkii hem biyobelirteg
hemde tedavi amach kullanilabilmektedirler. miR’lerin teshis sirasindaki
kullaniminin bir avantaji dokudan igne ucuyla alindiginda dahi tayinleri miimkiindiir.
Pankreas kanserinin teshis ve prognoz’unun ge¢ oldugu diisiiniildiigiinde, kronik
pankreatit evresinde ve pankreas kanseri sirasinda miR’lerin regiilasyonunun
anlasilmasi biiyiik 6nem arzetmektedir ve son yillarda bu konularla ilgili ¢alismalar
aratarak devam etmektedir (He and Yuan 2014, Gayral et al. 2014, Sum et al. 2014,
Srivastava et al. 2014, Khan et al. 2013, Costello et al. 2012, Elton et al. 2013). Obiir
taraftan AID’nin post-transkripsiyonel regiilasyonunu anlamak ic¢in yapilan
calismalarda arastirmacilar, 4 farkli miR tarafindan kontrol edildigini
gostermiglerdir; miR-93, miR-155, miR-181b ve miR-361. Diger immiin sistemi
hiicrelerinde oldugu gibi B hiicreleri de baslangigta kemik iliklerinde naif olarak
tiretilirler. Daha sonra lenf nodu veya dalak gibi organlara gé¢ eden bu hiicreler,
antijenle karsilagildig1 vakit uyarilirlar. Bunun neticesinde olgunlagma, farklilasma
ve proliferasyon goriilerek ya antikor iircten plazma hiicrelerine ya da ileriki
zamanlarda tekrar karsilasildigi vakit hizli reaksiyon i¢in hafiza hiicrelerine
dontisiirler. AID lenf nodunda ve dalakta B hiicreleri antijenle karsilastiktan sonra
gerekli oldugundan, miR’ler bu sathada iiretilmeyip baskilanmaktadir. Tam tersi B
hiicresi ilk dogdugunda naif halde iken ve son hale geldiginde yani plazma hiicresi
olustugunda AID’nin vazifesi yoktur ve bu sefer miR’ler AID’yi baskilamaktadirlar.
(Teng et al. 2008, Doesett et al. 2008, De yebenes et al. 2008, Boerchert et al. 2011,
Basso et al. 2012).

AID heniiz 15 yil kadar 6nce bulunmus olmasina ragmen Onceleri sadece B
hiicreleri antikor farklilasmasi sirasinda goérevli oldugu disiintiliirken, bagka bir
yerde (aberrant) anormal olarak ifade edildigi vakit B hiicresi malinitelerine ve epitel
hiicrelerde kronik enflamasyon neticesi olusan kanserlerin belirli bir kisminda etkisi

oldugu gosterilmistir. Bunlarin yaninda ¢ok yakin zamanda yapilan bagka
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caligmalarla birlikte AID apoptozis sirasinda (Zaheen et al. 2009). Hiicrelerdeki
epigenetik degisikliklerde (Bhutani et al. 2010) merkezi B hiicreleri tolerans
olusumunda (Kuraoka and Kelsoe 2011) ve bunlarin yaninda otoimmiinitede (Frasca

et al. 2013) etkili oldugu gosterilmistir.

2.3.3. AID’nin Gorevleri

» Uygun olmayan sekilde ifade olan AID ifadesi, tiim6r olusumu i¢in genomik
bir mutator gérevi goriir (Matsumoto et al. 2007).

» AID proteini, B hiicre malignitelerinde serbest radikaller veya bozuk DNA
tamir mekanizmalarinin yanisira mutasyona sebep olan diger bir faktordiir
(Robbiani et al. 2012).

» AID, B hiicrelerinde antikor olusumu sirasinda master bir regiilator
konumundadir. Bir yandan immunoglobulin V bolgelerinde nokta
mutasyonlar1 ile antikor olgunlasmasma olanak verirken, diger yandan
immunoglobulin C bdlgelerinde ¢ift sarmal kirikliklar1 yaparak antikor alt
tiirii belirlenmesine yol agar. Bdylelikle B hiicresi gelisimnde 6nemli roller

oynar (Fugmann et al. 2002).

2.3.4. AID lliskili Hastahklar

v’ Kanser
Kalitimsal olarak kansere yatkinligi bulunan genler siklikla hiicre
bliylime ve farklilagmasinin kontrol edilmesinde, DNA onariminda ve
genomik biitiinliigiin saglanmasinda 6nemli rol almaktadirlar (Dogan ve Gii¢

2004).
Malignant hiicrelerde AID ifdesi ilk olarak insan B hiicresi Non-
Hodgkin lenfomu (NHL)’da tanimlanmustir (Takaishi and Wang 2007). Ayni1
zamanda AID ifadesi, insan hepatoseliiler karsinomda meydana da geldigi

bulunmustur (Takaishi and Wang 2007).
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Giglii bir mutator olarak AID, sadece Ig bolgelerinde mutagenezi degil;
Ig genlerinden olmayan mutasyonlari dahi etkileyebilir. Boylece B hiicreleri
ve B hiicresi olmayan genom instabilitesine neden olur. Lenfoid hiicreler
dahil olmak {izere, tliimor olusumuna da katkida bulunabilir (Zan and Casali
2013).

AID kesfedildikten sonra AID’nin DNA’da mutasyon olusturarak
degisik patalojik sonucglar dogurabilecegi diisiincesiyle AID, farelerde
overexpresse edilmistir. Sonugta goriilmiistiir ki AID akciger, mide ve
karaciger gibi birgok organda tiimoér olusumuna katkida bulunabilmektedir
(Okazaki et al. 2003). Ayrica AID, kanser hiicrelerinde p53 mutogenezisinin
baslamasina neden olur (Takaishi and Wang 2007). Ayrica, 6nceki yapilan
calismalarda da AID’nin p53 proteinini kodlayan TP53 geninde mutasyona
neden oldugu bulunmustur. Buna bagli olarak bu sonuglara dikkate alinip,
karaciger, kolon, safra kesesi ve 6zafagus kanser tiplerinde etksinin oldugu
gosterilmistir (Matsumoto et al. 2007).

Otoimmiin Hastaliklar

Anormal AID ifadesi, otoimmunite hastaliklari, alerji, kanser ile
iligkilidir Otoimmiin sistemik lupus eritematozis (SLE), AID ifadesindeki
bozukluk CSR, SHR’ de otoantikor iiretiminin artigin1 destekler (Zan and
Casali 2013). Aynmi zamanda AID, enzimatik fonsiyonlarini ve onlarmn
hedeflerini diizenleyebilir. AID, giiclii transkripsiyonel ve translasyonel
diizenlemeler altindadir (Zan and Casali 2013).

Hiper IgM

AID, Ig genleri icin CSR, SHM’ de sarttir. Ayn1 zamanda B hiicre
farklilasmasinda ifade olur (Zan and Casali 2013). Anormal AID ifadesi,
cesitli patojenik faktorler tarafindan tetiklenebilir. Bunlar arasinda Hiper Ig M
sendromuda bulunur. Ayrica, AID’nin APOBEC benzeri etkisi, DNA
etrafindaki C’lere baglanir ve AID geni igerisindeki dogal olarak meydana
gelen mutasyonlar hiper-lg M sendromundan sorumludur (Zan and Casali
2013). Bu mutasyonlar deneysel olarak olusturulan mutasyonlar kadar CSR
ya da SHM icindeki etkilere de neden olur. AID deaminasyon aktivitesi ve
CSR, APOBEC domain ve R24 DNA baglayic1 N-terminal bolgesi icinde
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R112 mutasyonlar tarafindan neredeyse kaldirilmistir. Bu iki pozitif ytikli
artiklar sik stk HIGM2 sendromlu hastalar i¢inde mutasyona ugramistir (Zan
and Casali 2013).

2.3.5. AID ve Kronik Enflamasyon

Enflamasyon sadece tiimoriin baslangi¢ safthasinda degil sonraki asamalarinda
da etkili oldugu gosterilmistir (Grivennikov et al. 2010). Enflamasyonun tiimorle
ilgisi esasinda bundan 150 y1l kadar 6nce Rudolf Virchow tarafindan tiimor etrafina
infiltre olan 16kositleri gézlemlemisiyle kesdefilmistir. Yakin zamana kadar {izerine
cok fazla calisilma yapilmamis olup son 10 yilda bu alanda biiyiik arastirmalar
yapilmistir. Enflamasyonu kansere mekanistik olarak baglayan ise bir transkripsiyon
factor olan NF-kB proteinidir (Grivennikov et al. 2010, Ben-neria et al. 2011). NF-
kB hiicre i¢in hayati bir 6neme sahip olup farkl sekillerde uyarilip, uyarilara bagh
olarak farkli sekillerde cevap verebilmektedir. NF-kB kronik enflamasyon sirasinda
hiicrenin enflamasyon hazirlayicilar1 olan TNF-a, IL1 ve IL6 yapimmi
hizlandirmaktadir (Ghosh and Hayden 2012). Diger enflamasyonla ilgili olan
kanserlerde oldugu gibi pankreas kanserinin olusumunda da NF-kB’nin aktive
oldugu gosterilmistir (Wang et al. 1999).

Viicudumuzda farkli bolgelerde olusan farkli kronik enflamasyonlar ve
neticesinde uzun donemde gelisen kanserler vardir (Li et al. 2005). Bu
enflamasyonlarin 20’den fazla kanserin olusmasma katki yaptig1 degisik
calismalarda ortaya konmustur. Bu kanserlerden en Oliimciil olam1 pankreas
kanseridir. Uluslararas1 Kanser Uzerine Arastirmalar Kurumu (International Agency
for Research on Cancer) GLOBOCAN 2008 verilerine gore Tiirkiye’de 2000
civarinda kisi bu kansere yakalanmis ve bunlarin % 97°1ik kismi1 yakalandiktan sonra
vefat etmistir. Pankreas kanserinin bu denli yliksek Oliim riskinin olmasi ise

hastaligin prognozundaki yetersizligi gostermektedir (Klein 2013).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerecler

3.1.1. Kullamlan Kimyasallar

1. Trizol: Hiicrenin gevresindeki zarin gegirgenligini etkileyerek hiicre

iceriginin hiicre disina ¢ikmasini saglar.

2. Kilorofol: Laboratuvarda kullanilan yaygin bir ¢oziiciidiir. Organik ayirma ve

saflastirma isleminde kullanilir.
3. lzopropil Alkol: Calismamizda dezenfektan olarak kullanlmistir.

4. RNAz free water: Calismamizda RNA kalite tayini yaparken nanodrop
aletinde 6rnegimizle birlikte kullanilmistir.

5. Etanol: Calismamizda RNA yikama asamasinda kullanilmistir.

3.1.2. Kullanilan Kitler
RNA izolasyonunda: TRIzol® (Thermofisher, Waltham, MA, USA) RNA
izolasyon Kiti
RNA miktar tayini: Qubit® (Thermofisher, Waltham, MA, USA).

cDNA déniisiimii: High capacity cDNA Reverse Transcription Kit
(Thermofisher, Waltham, MA, USA)
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3.1.3.

Kullanilan Cihazlar ve Laboratuvar Aletleri

Deneysel ¢alismalar Izmir Sifa Universitesi Genetik Uygulama ve Arastirma

biriminde bulunan Laboratuvar imkanlarindan faydalanilmistir. Kullanilan cihazlar

asagida listelenmistir.

1.

Saf Su Cihazi; Calismalarimizda reaksiyon karisimlarinin hazirlanmasinda
distile ve niikleaz suyun saglanmasi amaciyla kullanilmistir.

Mikrobiyolojik Emniyet Kabini; Gerek RNA, cDNA izolasyonu gerekse de
diger tiim deneysel asamalarin steril kosullarda gergeklestirilmesi icin
kullanilmustir.

Mini Masa Ustii Santrifiij; Molekiiler genetik ¢alismalarda merkez kag
kuvveti ile ¢okeltilerin olusturulmas: amaciyla RNA izolasyonunda santrifiij
asamasinda kullanilmstir.

Hassas Terazi, (0,00009); Calismamizdaki bazi maddelerin tartimi igin
kullantlmistir.

Buz Makinesi/Scotsman AF80; Molekiiler genetik calismalarda kullanilan
kimyasallar i¢in oda kosullarinda +4 °C ortami olusturmak igin kullanilmistir.
Sogutmali Santrifiij/Thermo Scientific MR 23i; Molekiiler genetik
calismalarda merkez kag kuvveti ile ¢okeltilerin olusturulmasi amaciyla RNA
1zolasyonunda santrifiij asamasinda kullanilmistir.

Applied Biosystems StepOne Real-Time PCR Cihaz: istenilen bdlgenin
amplifikasyonu i¢in kullanilmigtir.

Tek Isinh Spektrofotometre/Thermo Electron Corporation Nicolet
Evolution100; DNA, RNA ve protein konsantrasyonlari ve safliklarinin
tespiti i¢in yararlanilmigtir.

Derin Dondurucu -86°C/Nuaire Glacier; RNA izolasyonundan &nce

dokularin saklanmasi i¢in kullanilmistir.

10. -20°C Dondurucu; Numune ve analizlerde kullanilan hazir reaktifleri

saklamada kullanilmistir.

11. +4°C Sogutucu; Soliisyon saklamak i¢in yararlanilmisgtir.

12. Thermal Cycler (1x96 hik); cDNA amplifikasyonunda kullanilmastir.
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13. pH metre/Hanna Instruments HI 2211; Molekiiler genetik ¢alismalarinda
kullanilan soliisyonlarin Ph degerlerinin 6l¢iimii i¢in yararlanilmistir.

14. Homojenizator; Gerekli durumlarda soliisyonlarda homojenizasyon
saglanmasi i¢in kullanilmistir.

15. Dik Tip Otoklav; Pipet uglari, ependorf tiipleri, makas, bistiiri vb.
malzemelerin sterilizasyonunda kullanilmistir.

16. Vorteks; Molekiiler ¢alismalarda ¢ozeltilerin karistirilmasinda kullanilmistir.

3.2. Yontem
3.2.1. Hastalardan Doku Temini

15.04.2015 - 01.03.2016 tarihleri arasinda hastanemize miiracaat eden kronik
pankreatit ve veya pankreas kanseri tanisi almis toplam 21 hastadan, cerrahi
operasyonla ¢ikarilan 0.5-1 cm® ebatlarindaki tiimérlii ve normal doku cryo tiiplere
konularak deney giiniine kadar s1vi azot tankinda saklanmaistir.

Optimizasyon amagli olarak oncelikle alinan iki farkli 6rnek 3’e boliinerek asagida
belirtilen 1,2 ve 3 no’lu protokoller denenmistir. Ancak alinmis olan dokular1 her 3
farkli deney icinde yeterli olmadig1 anlasilinca toplanmis olan 6rneklerle sadece AID

transkripsiyonuna bakilmstir.

3.2.2. RNA izolasyonu:

RNA Izolasyon, Trizol Soliisyonu (Thermofisher, Waltham, MA, USA)
kullanilarak yapilmistir. Protokol asagidaki gibi uygulanmistir. Asagidaki protokol
bu kitten uyarlanarak yazilmistir.

Orneklerin Homojenizasyonu;
1. Ornekler oncelikle hassas bir terazide tartildi. Daha sonra homojenizasyon

yapilacak tiipe aktarildi ve 50-100mg doku basina 0.75ml Trizol konuldu.
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2. Daha sonra yukar1 ve asagi hareketlerle buzlarla doldurulmus soguk bir beher
icerisinde homojenize edildi. Homojenizator (IKA T18, Ultra Turrax, Staufen,
Almanya).

Faz Ayrima:

1.

7.

Ornekler niikleoprotein kompleksinin tam olarak ayrilmasimi saglamak icin, oda
sicakliginda 5 dakika siire ile inkiibe edildi.

Homojenizasyon i¢in kullanilan TRIzol® reaktif maddesinin her 1 ml’si i¢in 0.2
mL kloroform eklendi. Tiipler dikkatli bir sekilde kapatildi.

15 saniye boyunca elle kuvvetli bir sekilde tiip ¢alkalandi.

Oda sicakliginda 2-3 dakika daha inkiibe edildi.

Ornekler 4°C°de 15 dakika siire ile 12,000 x g ‘de santrifiij edildi.

Not: Karisim alt kirmizi fenol-kloroform fazina, bir ara faz ve renksiz bir iist sulu
faza ayrilir. RNA, sulu faz icinde tamamen kalir. Ust akici faz toplam hacmin ~
50% “dir.

Tiip 45° egimle tutularak pipetleme ile numunenin {ist sulu fazi ¢ikarildi. Sulu faz
cikarilirken pipet i¢ine interfaz veya organik tabakanin herhangi birinin
karigmasindan kaginildi.

Sulu faz yeni bir tiip igine yerlestirildi ve RNA izolasyonu islemine devam edildi.

RNA Presipitasyonu:

1.

2.

Homojenizasyon i¢in kullanilan TRIzol® reaktif maddesinin her 1 ml’si igin
stipernatant’a 0.5 mL 100% izopropanol eklendi.

Oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edildi.

3. 4°C’de 10 dakika boyunca 12,000 x g’de santrifiijlendi.
RNA yikama:
1. Sadece RNA peleti birakilarak, siipernetant kisim tiipten ayristirildi.

2.

4.

Homojenizasyon i¢in kullanilan TRIzol® reaktif maddesinin her 1 ml’si i¢in %
75’1ik etanolden 1 mL kullanilarak pelet yikand.

Ormnek kisaca vortekslenditen sonra 4°C’de 5 dakika boyunca 7500 x g’de
santrifiij yapildi. Yikama yapilan kisim atild1.

RNA peletine 5-10 dakika vakum veya kuru hava uygulandi.

RNA’nin yeniden siispansiyonu:
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RNA pelleti, Rnaz igermeyen 50ul su iginde bir pipet ucu ile pipetaj yapilarak
tekrar siispanse hale getiridi.
Son olarak miktar tayinine gec¢ildi. Miktar tayininden sonra ornekler -70°C’e

kaldirildi.

* Pipetaj hatalar1 i¢in tiim deneylerimizde Master Mix hazirlanirken %10 daha fazla

mix hazirlanmistir.

3.2.3. RNA Miktar Tayini

RNA miktar tayininde Q-PCR igin floremetrik metod, QUBIT, (Thermofisher,

Waltham, MA, USA) uygulanmistir. Bu metod RNA miktar tayini i¢in en hassas

metoddur. Diger spektrofotometrik metodlardan farkli olarak bu metodda kirilmas,

zarar gormiis RNA’lar RNA miktarina dahil edilmemektedirler. Asagidaki protokol

bu Kitten uyarlanarak yazilmistir.

QUBIT:

1.

o 0o k~ w

Standartlar icin iki deney tiipii (protein deneyi i¢in 3 tane) ve her kullanici
numunesi i¢in bir deney tiipii hazirlandi.

Qubit® calisma ¢ozeltisi, Qubit® buffer soliisyonu igerisinde Qubit® reaktifi
1:200 oraninda seyreltilerek hazirlandi.

Her standart ve numune i¢in 200 ml ¢alisma soliisyonu hazirlandi.

Deney tiipleri asagidaki tabloya gore hazirlandi.

2-3 saniye siireyle tiim tiipler vortekslendi.

Tiipler Qubit® florometre i¢ine yerlestirildi ve talimatlar dikkate alindu.

Tablo 3. Qubit deneyi igin kullanilan soliisyon miktarlar

Standart deney tiipleri | Kullanici 6rnekleri deney tiipleri
Eklenecek calisma soliisyonunun
190 pl 180 — 199 ul
miktar1 (2.basamak) H H
Eklenecek standartin (Kit’ten) miktari 10 pl -
Eklenecek kullanict 6rneginin miktari - 1-20pul
Her bir deney tiipii i¢in toplam miktar 200 pl 200 pl
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3.2.4. ¢cDNA Doniisiimii

cDNA donisiimii i¢in ‘High capacity ¢cDNA Reverse Transcription Kit’
kullanildi  (Thermofisher, Waltham, MA, USA). Asagidaki protokol bu Kitten
uyarlanarak yazilmistir.

Kit birlestirildiginde 2X Revers Transkripsiyon (RT) Master Mix olusturan
reaktif madde igerirr RNA niimuneleri esit hacimde ilave edildi. Rnaz
kontaminasyonunu Onlemek i¢in, Rnaz igermeyen reaktifler ve sarf malzemeler
kullanildi.

2X Revers Transkripsiyon (RT) Master Mix hazirlamak i¢in (Reaksiyonun her
biri 20 pL):

Tablo 4. cDNA hazirlama deneyi ve kullanilmis olan soliisyon miktarlari:

1. | Oncelikle kit bilesenleri buz iizerinde ¢oziildii.

2 Asagidaki tabloya gore, gerekli reaksiyon sayisini hesaplamak icin ihtiyac olan komponentlerin
" | hacmi hesaplandi. Buz iizerinde RT master mix hazirland.

Bilesen Reaksi}fon.K.it.i.nin Hacmi (L)
Rnaz Inhibitor Kit olmadan
10X RT Buffer 2.0
25X dNTP Mix (100 mM) 0.8
10X RT Random Primers 2.0
MultiScribe™ Reverse Transcriptase 1.0
Nuclease-free H20 4.2
Her bir reaksiyon toplamm 10.0

ONEMLI! Reaktif transferi sirasinda olusan kayip icin fazla hacmi karsilamaya yonelik
hesaplamalar ek reaksiyonlar icermesi geekmektedir.

3. | Buziizerine 2X RT ana karisimu yerlestirildi ve hafifce karistirildi.

cDNA Reverse Transkripsiyon reaksiyonlarini hazirlamak igin:

1. 96 kuyucuklu bir reaksiyon plakasinin her bir kuyucugu i¢ine 2X RT master
karisimindan 10 pL pipetlendi.

2. Karisima 2 kez asagi ve yukari pipetaj yapildi. Her bir kuyucuk igine RNA
orneklerinden 10 uL pipetlendi.
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Tablo 5. cDNA i¢in termal dongii programi

Asagidaki kosullar kullanilarak termal dongii programlandi.

Adim 1 Adim 2 Adim 3 Adim 4
Sicaklik 25°C 37°C 85°C 4°C
Zaman 10 min 120 min 5 min 0

3. Plaka ya da tiipler kapatildu.

4. Hava kabarciklarin1 elimine etmek ve igerigin asagi ¢okmesi i¢in plaka ya da
tiipler kisaca santrifiijlendi.

5. Termal cycler yiikklemeye hazir olana kadar plaka ya da tiipler buz iizerine
yerlestirildi.

6. Bu islemler sonucunda 100ng/ul olan RNA / ¢cDNA miktari, kendisine esit
miktarda soliisyon konuldugu icin yar1 yariya diigmiistiir. Sonug olarak cDNA
konsantrasyonu 50 ng/ul’dir.

Termal cycle program i¢in:

3.2.5. Q-PCR

gRT-PCR i¢cin TagMan® Evrensel Master Mix II siparis edilerek uygulandi

(Thermofisher, Waltham, MA, USA). Asagida tabloda da belirtiligi tizere TagMan

Master Mix, Primer igeren TagMan Assay, cDNA ve su karistirilarak PCR plaklarina

konuldu. Asagidaki protokol TagMan kitinden uyarlanarak yazilmustir.

1. Coziilme ve reaktif karisima:
a.Buz iizerinde TagMan® assay’ler eritildi..
b.Testler tamamen ¢o6zildiigli zaman, yavasca vortekslendi ve kisaca
santrifiijlendi.

2. Calisan orneklerin bir cogu ve reaksiyon olusumuna dayali her bir deney i¢in
gereken numune sayisi hesaplandi. Sonuglarin miimkiin oldugu kadar
dogruya yakin olabilmesi i¢cin her bir 6rnek 3’lii tekrarlar seklinde denendi.

3. PCR reaksiyon karisiminin hazirlanmast:

a. Her numune i¢in 1.5 mikrosantrifiij tliplerine pipetlendi. Calistirdigimiz
kopya sayisina gore gerektigi gibi ¢arpildi.

b. Her tiip kabini ve karigimi birkag kez ters ¢evirilerek karistirildi.
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c. Kisaca tiipler santrifiij edildi.

4. Reaksiyon plakalariin hazirlanmasi:

a. Elimizde her bir hastanin hem tiimérlii hemde normal dokusu bulunmaktadir.
Her iki 6rnek grubunda da AID incelemesi yapilmistir. Sonug¢ olarak 21 x 2
= 42 hastada AID ifadesi arastirilmistir.

b. Deneyler igin oncelikle iki farkli Master Mix hazirlandi, AID ve b-actin.
3’erli tekrarlar yapilacak oldugundan dolayr 3 x 21 = 63 6rnek. Sonug olarak:

63 6rnek Normal doku ve b-actin
63 ornek Normal doku ve AID
63 ornek tiimor doku ve b-actin

63 ornek timor doku ve AID

(Her bir gen ve 6rnek grubu ig¢in), buna ilaveten 10% daha fazlas1 olacak

sekilde Master Mix ler hazirlandi.

c. Her 6rnek i¢in, 96 kuyucuklu reaksiyon plakasinin ilgili oyuklarina PCR
reaksiyon karigtminin 19 pL transfer edildi.

d. Plaka iizerinde 1ul cDNA 6rnekleri eklendi.

e. Uygun bir saydam yapistirici/kapak ile plaka kapatildi.

f. Kisaca plaka santrifiij edildi.

g. Real-time PCR sistemi igine plakay1 yiiklendi.

Tablo 6. Q-PCR deneyi i¢in kullanilan soliisyon miktarlari

PCR Reaksiyon Karisim Bilesimi Her Realz:li{;m Hacmi Son Konsantrasyon
aﬁg/{zn)f@ Universal Master Mix Il, with/no 10.0 1X
TagMan® Assay, 20x (primer) (AID, b-actin) 1.0 1X
cDNA template (50ng/ul) 1.0 50 ng
RNAase free water 8
Toplam Hacim 20.0
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5. Orneklerin vyiiriitilmesi, ABI StepOne Plus Sisteminde gerceklestirildi
(Thermofisher, Waltham, MA, USA). Ornekler alete konulduktan sonra aletin
bilgisayar ekranindan plaka kuyucuklarina dek gelecek sekilde tek tek ornekler
bilgisayara girildi. Gerekli diger parametrelerde alete girildikten sonra PCR
baslatildi.

Tablo 7. Q-PCR termal dongii programi

. UNG Polimeraz PCR
Sistern Inkiibasyont | Aktivasyonu Diéngii (40 dongii)
Denatiire Anneal/extend
Sicaklik (°C) 50 95 95 60
Zaman (mm:ss) 2:00 10:00 00:15 1:00
Reaksiyon Hacmi (pL) 20

+ Optimal Uracil-N-Glycosylase (UNG) aktivitesi i¢in gereklidir. UNG reaksiyonda olmadigi
zaman, ihtiya¢ degildir.

3.2.5.1. AID Ekspresyonunun Gosterilmesi

Datalarin analizi ‘Comparative Ct Metodu’ ile yapilmistir. Bu metoda ayni
zamanda 22" da denilmektedir. Kullanmis oldugumuz formiiller asagida
verilmigstir. Burada oOncelikle normal dokuda her zaman aktif olan bir genein Ct
degeri (Cycle threshold: Uriiniin exponential olarak artmaya basladig1 siklus)
ilgilenmis oldugumuz genin Ct degerinden ¢ikarilir. Ardindan bu islem hasta dokusu
icinde tekrarlanir. Daha sonra Normal dokunun ifade degeri hasta dokunun ifade
degerinden cikarilir. En son bu rakam (AACT) ifade degisikligi formiiliine girilerek,
ifadede ki degisiklik katsayis1 tespit edilir. Elde edilen sonuglar ve hesaplama

sonuglar1 tablolar halinde verilmistir.
ACT = Ct hedef — Ct referans
AACT = ACT hasta doku — ACT normal doku

Ifade degisikligi = A AACT)

33



4. BULGULAR

4.1 RNA miktarlan asagidaki tabloda 6zetlenmistir:

Ornekler tolandiktan sonra dncelikle RNA izolasyonu yapilmistir. Ardindan
QUBIT ile miktar tayin edilmistir. Asagidaki tabloda elde edilen RNA miktarlarini
ve buna ilaveten konsantracyon normalizasyonu ig¢in gerekli olan su mikatir

gorilmektedir.

Tablo 8. Hastalara ait RNA konsantrasyonlar1 ve konsantrasyon normalizasyonu

Konsantrasyon (ng/ul) Eklenilen su * (ul)

Hasta No:1 446 173
Hasta No:2 254 77
Hasta No:3 148 24
Hasta No:4 399 149.5
Hasta No:5 468 184
Hasta No:6 204 62
Hasta No:7 109 4.5
Hasta No:8 331 1155
Hasta No:9 613 256.5
Hasta No:10 539 219.5
Hasta No:11 155 275
Hasta No:12 238 69
Hasta No:13 340 120
Hasta No:14 127 135
Hasta No:15 245 725
Hasta No:16 225 62.5
Hasta No:17 345 122.5
Hasta No:18 444 172
Hasta No:19 86 -
Hasta No:20 134 17
Hasta No:21 487 193.5
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*Quatitative Real Time PCR igin kitimizde 6nerilen cDNA miktar1 1ng-100 ng’dir. Bizde RNA
miktarlarini kolaylik olsun diye 100ng/ul ‘ye ayarladik. Bu konsantrasyona ayarlarken kullanmig
oldugumuz formiil asagidaki gibidir.

(50ul x Konsantrasyon (agirlik) / 100) — 50 = Eklenilecek su (ul)

4.2. Normal bolgeden b-actin degerleri:

RNA’lar izole edildikten sonra miktar tayini yapilarak cDNA ¢evirimine
gecildi. Ardindan kit yonergelerine gore Q-PCR yapildi. Asagidaki tabloda hastalarin
normal bolgelerinden elde dokularda yapilmis olan b-actin Ct sonuglari

goriilmektedir.
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Tablo 9. Hastalarin normal bolgenden Beta Actin geni i¢in Q-

PCR degerleri

Beta Actin (Normal) 1 2 3 Avg.
1 13.72 13.77 13.31 13.60
2 13.16 13.75 13.32 13.41
3 13.12 13.3 12.94 13.12
4 14.48 14.31 14.29 14.36
5 13.54 13.57 13.38 13.50
6 13.41 13.74 13.48 13.54
! 13.61 13.46 13.54 13.54
8 13.41 13.31 13.25 13.32
9 13.34 13.13 13.11 13.19
10 13.45 13.68 13.65 13.59
1 13.77 13.35 13.69 13.60
12 14.14 13.97 14.13 14.08
13 13.72 13.77 13.31 13.60
14 13.16 13.75 13.32 13.41
15 13.12 133 12.94 13.12
16 14.48 14.31 14.29 14.36
17 13.54 13.57 13.38 13.50
18 13.41 13.74 13.48 13.54
19 13.61 13.46 13.54 13.54
20 13.41 13.31 13.25 13.32
21 13.34 13.13 13.11 13.19

4.3. Hasta bolgeden b-actin degerleri:

RNA’lar izole edildikten sonra miktar tayini yapilarak cDNA ¢evirimine

gecildi. Ardindan kit yonergelerine gore Q-PCR yapildi. Asagidaki tabloda hastalarin
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normal bolgelerinden elde dokularda yapilmig olan b-actin Ct

goriilmektedir.

Tablo 10. Hastalarin kanserli bolgeden Beta Actin geni igin Q-

PCR degerleri

sonuglari

Beta Actin (Hasta) 1 2 3 Avg.
1 13.89 13.3 13.99 13.73
2 12.99 13.5 13.15 13.21
3 13.25 13.26 13.99 13.50
4 14.03 14.31 14.29 14.21
5 13.99 13.57 14.96 14.17
6 13.41 14.49 14.2 14.03
7 13.96 14.01 14.98 14.32
8 13.52 12.87 13.25 13.21
9 14.63 14.85 135 14.33
10 13.4 12.88 14.23 13.50
11 13.89 13.45 14.1 13.81
12 14.34 14.63 14.99 14.65
13 13.88 14.66 14.86 14.47
14 14.96 14.24 13.89 14.36
15 13.86 14.4 13.89 14.05
16 14.28 14.31 14.76 14.45
17 13.86 13.98 145 14.11
18 14.69 14.2 14.35 14.41
19 13.61 13.89 14.54 14.01
20 13.62 14.23 13.25 13.70
21 14.67 14.29 14.88 14.61
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4.4. AID primerlerinin kontrolii:

AID geninin TagMan probe’larinin ¢alisip ¢alismadiginin tespiti i¢in kontrol
amacli olarak daha once ifade edildigi bilinen insan RAMOS B hiicre hattinda da
gRT-PCR denenmistir. Beklendigi lizere burada AID geni ¢aligmistir. Kronik gastrite
bagimli Gastrik Kanser vakalarinda da AID ifadesi gosterilebilir ancak bu oran tiim
mide kanser vakalar1 igerisinde 30-40% civarinda oldugu i¢in vakit kaybetmemek
adina B hiicresleri tercih edilmistir. Dolayisiyla AID assaylerde herhangi bir sorun

oldugu diistiniilmemektedir.
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5. TARTISMA

Kanser, akciger hastaliklar1 ile birlikte en 6limciil iki hastalik grubundan
biridir. Diinya kanser veri tabani (GLOBOCAN) 2012 verilerine gore, Diinya’da
toplam 14,1 milyon yeni kanser vakasi gelismis ve 8,2 milyon kanserli hasta vefat
etmistir. 2012 yili 6ncesi 5 yilik donem itibariyle diinyada 32.6 milyon kanserli
yagamaktadir. Pankreas kanseri iilkemizde ve diinyada en sik 6ldiiren bir kanser tiirii
olmamasma ragmen 5 wyillik sag kalim orani en diisik ve bununla birlikte
yakalandiktan sonra oliimciil olanidir. Obiir taraftan bu kanser tiiriinii teshis ve
tedavideki zayifliklar yenilip yeni metodlar ortaya ¢ikarilmazsa pankreas kanserinin
2030 yili itibariyle hem en sik ayni zamanda da en oliimciil kanser tiirii olacagi
tahmin edilmektedir. Devletlerin ayirmis olduklar: biiyiik biitcelere ragmen, 6zellikle
pankreas kanseri basta olmak iizere bir¢ok kanser tiirli icin tedavideki yetersizlikler,
kanserin molekiir mekanizmasinin daha iyi aydinlatilmasi1 gerektigini ortaya
koymaktadir.

Kanser, mutasyonlar neticesi olugsur. Ancak mutasyonlarin hangi nedenlerle
ozellikle kanser genlerinde olustugu tam olarak bilinmemektedir. Mesela; genomun
yapisi, epigenetik faktorler, ya da DNA tamirindeki bozukluklar bunlara 6rnek olarak
verilebilir. Kanser sirasinda mutasyona ugradigi bilinen proteinler iizerine yogun ilag
calismalar1 vardir.

Activation Induced Cytidine Deaminase (AID); B hiicreleri DNA iizerinde
immiinoglobulin bdlgelerinde, urasil olusturarak ve sarmal kirikliklarina yol agarak,
antikor olgunlagsmasini saglayan bir proteindir. Yakin zamanda yapilan farkh
calismalarda, daha ¢ok kan kanserlerinin etiyolojisinde bulunan translokasyonlarin,
AID’nin yanlis regiilasyonu neticesi olustugu kesfedildi. AID’nin bu diizensiz halini
dizginlemesi gereken DNA tamir mekanizmalarinin isleyisi de aydinlatilmay:
beklemektedir.

AID’nin bir¢ok kronik enflamasyonlu kanser tiirtinde varligr kesfedilmistir.
Bizler de bu galismada AID’yi pankreas kanserli hastalarda calistik. Toplam 21
hastadan yapmis oldugumuz deneyler neticesinde kontrol geninin de g¢alistig

ortamda AID’yi hi¢bir hastada gézlemlemedik. Bunun bikag farkli sebebi olabilir.
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l. Ormnek sayis1 diisiiniildiigiinde bu beklenen bir sonugtur. Nitekim projede de
bahsi gectigi ilizere biz kronik pankreatite bagli pankreas kanseri
gelisimlerinde  AID  ifadesi beklemekteyiz. Klinisyen arkadaslarla
goriistiiglimiizde bu oranin 1-5% civarinda oldugu sdylenmistir. Sonug olarak
vaka sayisinin arttirlmasi gerekmektedir.

. Ornek sayis artirabilse bile miimkiin oldugu 6lciide klinisyenlerle goriisiip
gecmisinde kronik pankreatit olan pankreas kanserleri ¢alisilmalidir.

Projemiz basladiktan sonra bugiine degin AID ve Pankreas Kanseri iizerine
baglantiy1 aragtiran iki ayr1 ¢calisma yaymlanmistir (1,2). Bunlardan ilki hiicre hatlari
lizerine olup digeri fare lizerine yapilan ¢aligmalardir. Bu iki g¢alismanin da
calismalarimiz1 destekledigini diistinmekte olup Pankreas Kanserli dokularda AID
aktivitesinin gosterilmesinin énem arz ettigini diisiinmekteyiz. Obiir taraftan yine
bizim planladigimiz ve bu iki ¢alisma da bahsi gegmeyen micro RNA ¢alismalarinin
da ileriki yillarda yapilabilmesi bu alnda ¢alismak isteyen arastirmacilar i¢in bir 151k
olabiecektir.

AlID’nin pankreasta mutasyona sebep olup olmadigi ise hocre kiiltiirii
calismalarinda yapmak miimkiindiir. Mutasyon olusumunu anlamak igin hiicre
hatlarina TNF-a, NEMO, IkK transfeksiyonlar1 yapilarak yeni kolanlar elde
edilecektir. Bunun temel amaci, hali hazirda olusturmus oldugumuz hatlardan pozitif
bir sonucun ¢ikmama ihtimaline binaen ihtiyatli olmak i¢indir.

AID’nin ¢ikmiyor olmasimmin bir sebebide ortamda bulunan AID’yi
baskilacayak olan miRNA’lardir. B hiicrelerde daha 6nce AID’yi baskilamis oldugu
gosterilmis olan miR’ler tespit edilebilirse bu mekanizmlar da ¢oziilmeye
calisilabilir. Dana 6nce miR’ler ve AID ile ilgili kronik enflamasyonlu kasnserlerde
hi¢ ¢alisilma yapilmamistir. Bu deneyler neticesinde AID’nin regiilasyonu daha iyi

anlasilabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Viicudumuzda mutasyon olusturabilen ender bir protein olan AID’nin
molekiiler mekanizmalarinin ortaya ¢ikarilmasinin, hem mutasyon olusumunu
anlama adma, hem B hiicreleri gelisimini daha iyi anlama adina, hemde miR
regiilasyonlarin1 da diisiinerek basta kanser olmak iizere bu hastaliklar1 daha iyi

anlama adina 6nemli oldugunu diisiinmekteyiz.
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OZET

Activation Induced Deaminase (AID)"in Pankreas Kanserindeki Rolii

Activation induced cytidine deaminase (AID), bagisiklik sistemi B
hiicrelerinde kesfedilen ve antikorlarin olgunlagsmasi ve farklilagmasi i¢in gerekli
olan bir enzimdir. AID, DNA’daki sitozinleri urasile ¢evirerek DNA’ya yabanci bir
baz tanitir ve sonraki sathalarda tamir mekanizmalarinin hataya meyilli polimerazlar
(error-prone) etkisiyle nokta mutasyonlar veya ¢ift sarmal kirikliklar1 olusur.
Onceleri AID’nin sadece bu mekanizmalar igin gerekli oldugu diisiiniiliirken, yanls
regiile olmasi sonucunda B hiicre malinitelerinde, otoimmiin hastaliklarda ve daha da
Otesi B hiicreleri disinda bazi enflamasyonla ilintili kanserlerde de etkisi oldugu
tespit edilmistir. AID’nin kronik enflamasyon sirasinda NF-kB vasitasiyla aktive
oldugu diisiiniilmektedir. Kanseri daha etkili ve spesifik olarak tedavi edebilmek i¢in
kanserin molekiiler mekanizmasinin tam olarak anlasilmasina ihtiya¢ vardir.

Bu c¢alismadaki amacimiz, goriilme sikligt olarak yiiksek olmasada
yakalandiktan sonra 6liim yiizdesi en yliksek olan pankreas kanseri hastalarinda AID
ifadesini gostermektir.

AID aktivitesi, Sifa Universitesi Tip Fakiiltesi hastanelerine miiracaat eden 21
pankreas kanseri hastasinda Q-PCR ile incelenmistir. Kontrol olarak [J-actin
kullanilmigtir. Deneylerimiz sonucunda B-actin geninde sinyal tespit edilirken AID
geninde sinyal tespit edilememistir. AID primerlerinin ¢alisip ¢alismadigi AID’nin
daha once ifade edildigi hiirelerden izole edilmis RNA’larda kontrol edilerek
dogrulanmistir.

Kronik inflamasyona bagl olarak gelisen pankreas kanseri hastalarinin orani
yiizde 1-5 arasindadir. AID’nin pozitif olarak gosterilebilmesi i¢in daha fazla hastaya
ithtiyag vardir.

Anahtar Sozciikler: AID, Kronik inflamasyon, NF-kB, Pankreas Kanseri, Q-PCR.
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ABSRACT

The role of Activation Induced Deaminase (AID) in Pancreatic Cancer

Activation induced cytidine deaminase (AID), is an enzyme discovered in
immune system B cells is required for affinity maturation and differentiation of
antibodies. AID by transforming cytosines into uracils in DNA, introduces an
unwanted base and depending on the repair of those uracils, either point mutations
and or double strand breaks may result in. Formerly, it was only assumed that AID is
essential for aforementioned mechanisms but recent research indicated AID is
regulated aberrantly in B cell malignancies and autoimmunity as well as in
inflammation related cancers which occur in non-B cells. It was suggested that AID
was activated by NF-kB during chonic inflammation.

In this study our specific aim is to try to show the existence of AID in the
patients with pancreatic cancer.

The expression of AID was analyzed in 21 patients by Q-PCR who came to
Sifa University hospitals. As an nternal control [J-actin was used. At the end of our
experiments we detected signal in control gene however AID was not detected. To
check if AID primers is working, we used RNA sample that isolated from the cells
her AID is ubiquotiously expressed.

It is known that, in about 1-5% of pancratic cancer patients there is chronic
inflammation history. Considering that we need to collect more samples and analyze
them afterwards.

Keywords: AID, Chronic Inflammation, NF-kB, Pancreatic Cancer, Q-PCR.
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sunulan “Activation Induced Deaminase (ATD): Bir Enzim Olarak Global Genom Mutajenimidir?”
baghkll ergurma dosysmz ile ilgili belgeler aragurmamn gerckge, amag, yvaklagm ve
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Ek 2. Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu:
Degerli katilimei;

Pankreas kanseriyle ilgili yeni bir arastirma yapmaktayiz. Arastirmanin amaci,
pankreas kanserinde 6nemli olan bir proteini (AID proteini) arastirmaktir.

Bu arastirmaya katilip katilmamakta serbestsiniz. Calismaya katilim goniilliiliikk
esasina dayalidir. Kararinizdan 6nce arastirma hakkinda sizi bilgilendirmek istiyoruz.
Bu bilgileri okuyup anladiktan sonra eger arastirmaya katilmak isterseniz formu
imzalaymiz. Calismaya katilmaniz durumunda size herhangi bir &6deme
yapilmayacaktir. Sizden onam vermeniz disinda herhangi bir beklentimiz
olmayacaktir. Bu ¢alismadan dogrudan bir fayda gérmeyeceksiniz. Cilinkii bugiin i¢in
elde edilmesi planlanan sonuglar tedavinizin gidisatini etkilemeyecektir. Calisma
sonuclarimizin bilime katkis1 olacagini aklida tutmanizi isteriz.

Bu arastirmayr yapmak istememizin nedeni, pankreas kanseri hastalarinda AID
ifadesinin roliiniin gosterilmesi ve bu hastalikla ilgili literatiire yeni bir destek
saglamaktir. Sifa Universitesi Tip Fakiiltesi Gastroenteroloji Boliimii, Siileyman
Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Ana Bilim Dali ve Sifa
Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Laboratuvari‘nin  ortak  katilmi  ile
gerceklestirilecek bu calismaya katiliminiz arastirmanin basarisi i¢in dnemlidir.

Biz inceleme i¢in patoloji laboratuvarma gelen dokunuzda ¢esitli incelemeler
yapmay1 planliyoruz.

Bu calismaya katilmayi reddedebilirsiniz. Bu arastirmaya katilmak tamamen istege
baghdir ve reddettiginiz takdirde size uygulanan tedavide herhangi bir degisiklik
olmayacaktir. Yine ¢alismanin herhangi bir asamasinda onayinizi gekmek hakkina da
sahipsiniz.

Size ait doku 6rneginin rutin olarak yapilan patolojik degerlendirilmesinde hastaligin
tanis1 ile uyumlu sonug elde edilemediginde ¢aligsmaya katiliminiz sona erdirilecektir.

Arastirmamizi ¢alismanin amacina uygun tanist bulunan 30 goniillii bireyin katilmasi
Oongoriilmektedir.

Calismanin ~ gerceklestirilmesi  tamamen  kendi  {iniversite = hastanemizde
gerceklestirilecektir.

Calismanin sonuglar1 konusunda size ayrica bir bilgilendirilmede bulunulmayacaktir.

Akliniza takilan ve sormak istediginiz sorular1 Hiiseyin Saribagak’a (0-551-213 81
31) sorabilirsiniz.
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Katilimcinin beyani;

Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formundaki tiim agiklamalar1 okudum. Bana, yukarida
konusu ve amaci belirtilen arastirma ile ilgili yazili ve sozlii agiklama asagida adi
belirtilen hekim tarafindan yapildi. Arastirmaya goniillii olarak katildigim, istedigim
zaman gerekceli veya gerekgesiz olarak arastirmadan ayrilabilecegimi biliyorum. Bu
onam formunun bir kopyasinin tarafima verilecegini biliyorum.

S6z konusu arastirmaya, hicbir baski ve zorlama olmaksizin kendi rizamla katilmay1
kabul ediyorum.

Arastirmanin Adi: “Activation Induced Deaminase (AID)'in pankreas kanserindeki
roli”’

Kullanilacak biyolojik materyal: Patolojik tani i¢in alinan pankreas kanseri dokusu
ornegi

o Sadece yukarida bahsi gegen arastirmada kullanilmasina izin veriyorum

o Ileride yapilmasi planlanan tiim arastirmalarda kullanilmasina izin veriyorum

0 Higbir kosulda kullanilmasina izin vermiyorum

Katilimci

Adi,soyadi:

Adres:

Tel:

Imza

Katihme ile goriisen hekim
Ad1 soyadi:

Unvant:

Adres:

Tel:
imza

57



OZGECMIS

1989 yilinda Manisa/Ahmetli’de dogdu. ilkdgretimi ve ortaokulunu Ziibeyde
Hanim ilkdgretim okulunda, Lise 6grenimini Izmir Yamanlar Koleji’'nde tamamladi.
2007 yilinda Ege Universitesi Biyoloji béliimiinii kazand1 ve 2013 yilinda mezun
oldu. 2013 yilinda izmir Sifa Universitesinde Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim
Dali’nda yiiksek lisans dgrenimine basladi. Halen Sifa Universitesi Tibbi Biyoloji ve

Genetik yiiksek lisans programi 6grencisidir. Yabanci dili ingilizce’dir.

58



