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SİMGELER VE KISALTMALAR 
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Pankreas Kanseri, hızlı metastaz özelliği ile insidansı ve ölüm oranı yüksek olan ciddi bir 
hastalıktır. Pankreas kanserinde temel tedavisel yaklaşım kemoterapi ve radyoterapidir ancak kanser 
hücrelerinde oluşan direnç mekanizması tedaviyi başarısız kılmaktadır. Bu nedenle hastalığın 
ilerlemesinde ve direnç gelişmesinde etkili olan mekanizmaların incelenmesi, bu mekanizmaların 
terapötik hedef olarak kullanılabilirliğinin tespit edilmesi önemlidir. Sisteinil lökotrienler çok çeşitli 
farmakolojik ve fizyolojik etkinlikleri olan, 5-lipoksijenaz yoluyla araşidonik asitten sentezlenen 
proenflamatuar aracılı sinyal molekülleridir. Sisteinil lökotrien sinyalizasyonu plazma membranındaki 
CysLT1 ve CysLT2 reseptörlerine agonist bir molekülün bağlanmasıyla gerçekleşir. Enflamasyondaki 
rollerine ek olarak CysLT reseptörlerinin karsinogenezden de sorumlu olduğu, birkaç kanser türünde 
normal dokulardan daha fazla eksprese edildikleri belirtilmiştir. CysLT1R antagonist tedavisinin, çeşitli 
insan kanser hücre hatlarında apoptozu indükleyerek tümör büyümesini inhibe ettiği gösterilmiştir. Bu 
çalışmada CysLT1R antagonisti olan Montelukast’ın in vitro kültür ortamında pankreas kanseri 
üzerindeki antikanserojenik etkilerinin belirlenmesi hedeflendi. Bu amaçla ilk olarak Montelukast’ın 
hücre canlılığına etkisi hücrelerde MTT testi ile belirlenmiş IC50 değerleri bulunmuştur. Montelukast’ın 
kanserli olamayan hücrelere etkisini belirlemek için HEK293 hücreleri kullanılmıştır. Hücrelere IC50 
dozlarında 48 saat Montelukast uygulaması yapılmış, ardından qRT-PCR ile CYSLTR1, CYSLTR2, 
GPR17, GPR99, ERK1/2, COX-2, MYC, HMGB1, TP53, MTOR, BAX, BCL-2, CASP3 genlerinin 
kantitatif ekspresyon analizi yapılmıştır. Western Blot ile BAX, BCL-2 ve CASP3 proteinlerinin 
ekspresyon analizi yapılmıştır. Sonuç olarak, çalışmamızda elde ettiğimiz veriler ve literatürde yer alan 
sonuçlar birlikte değerlendirildiğinde Montelukast’ın hücresel proliferasyonu inhibe ederek pankreas 
karsinogenezisini baskıladığı sonucuna ulaşılabilmektedir. Montelukast bu özelliği ile pankreas 
karsinogenezinin tedavisi için umut verici potansiyele sahiptir. 

Anahtar Sözcükler: Montelukast; Pankreas Kanseri; Sisteinil Lökotrien. 
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Pancreatic Cancer is a serious disease with rapid metastasis and high incidence and mortality. The basic 
therapeutic approach in pancreatic cancer is chemotherapy and radiotherapy, but the resistance 
mechanism in cancer cells makes the treatment unsuccessful. For this reason, it is important to examine 
the mechanisms that are effective in the progression of the disease and the development of resistance, 
and to determine the usability of these mechanisms as therapeutic targets. Cysteinyl leukotrienes are 
proinflammatory-mediated signaling molecules synthesized from arachidonic acid via 5-lipoxygenase, 
with a wide variety of pharmacological and physiological activities. Cysteinyl leukotriene signaling 
occurs by binding of an agonist molecule to the CysLT1 and CysLT2 receptors on the plasma 
membrane. In addition to their role in inflammation, it has been stated that CysLT receptors are also 
responsible for carcinogenesis, and they are expressed more than normal tissues in several cancer types. 
CysLT1R antagonist therapy has been shown to inhibit tumor growth by inducing apoptosis in various 
human cancer cell lines. In this study, it was aimed to determine the anticarcinogenic effects of 
Montelukast, a CysLT1R antagonist, on pancreatic cancer in in vitro culture. For this purpose, firstly, 
the effect of Montelukast on cell viability was determined by IC50 values determined by MTT test in 
cells. HEK293 cells were used to determine the effect of Montelukast on non-cancerous cells. 
Montelukast was applied to the cells at IC50 doses for 48 hours, followed by quantitative expression 
analysis of CYSLTR1, CYSLTR2, GPR17, GPR99, ERK1/2, COX-2, MYC, HMGB1, TP53, MTOR, BAX, 
BCL-2, CASP3 genes by qRT-PCR. Expression analysis of BAX, BCL-2 and CASP3 proteins was 
performed by Western Blot. As a result, when the data we obtained in our study and the results in the 
literature are evaluated together, it can be concluded that Montelukast suppresses pancreatic 
carcinogenesis by inhibiting cellular proliferation. With this feature, Montelukast has promising 
potential for the treatment of pancreatic carcinogenesis. 

Key Words: Cysteinyl Leukotriene; Montelukast; Pancreatic Cancer. 
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1. GİRİŞ 

Pankreas kanseri, tüm dünyada kansere bağlı ölümlerde ilk sıralarda yer 

almaktadır (Kuo ve ark 2021, Layeghi-Ghalehsoukhteh ve ark 2020). Hastalığın 

prognozu oldukça kötü olup, 5 yıllık sağkalımı %9’dan daha azdır (Ilic ve Ilic 2016). 

Son evreye kadar asemptomatik olarak ilerlemesi ve yüksek metastaz özelliği, erken 

tanı ve etkili tedavi imkanlarını kısıtlamaktadır (Zhou ve ark 2017). Pankreas 

kanserinde tek küratif tedavi yöntemi cerrahi rezeksiyondur ancak çoğu hastada 

rezeksiyon sonrası bile hastalık nüksetmektedir (Conroy ve Ducreux 2019). Bu durum 

da tedavide radyoterapi ve kemoterapi gibi cerrahi dışı yöntemlerin kullanılmasını 

gerekli kılmaktadır (Kim ve ark 2020). 

Pankreas kanserinin etiyolojisi tam anlaşılmamış olsa da genetik mutasyonlar, 

epigenetik değişiklikler ve çevresel risk faktörleri arasında kompleks bir ilişki olduğu 

düşünülmektedir (Lin ve ark 2011). Belirlenen risk faktörleri içerisinde ileri yaş, sigara 

kullanımı, ailede pankreas kanseri varlığı, tip 2 diyabet, kronik pankreatit, obezite ve 

çevresel karsinojenlere maruziyet sıralanabilir (Krejs 2010). Sisteinil lökotrienler 

(CysLT'ler), esas olarak eozinofillerde sentezlenen, akut ve kronik inflamasyona 

aracılık eden lipid yapılı sinyal molekülleridir (Singh ve ark 2010). Bu sinyal 

molekülleri fosfolipaz A2 tarafından membran fosfolipidlerinden serbest bırakılan 

araşidonik asitten sentezlenir. İlk olarak, 5-hidroperoksi-eikosatetraenoik asit (5-

HpETE), sitoplazmadan nükleer zara hareket eden 5-LOX ve 5-LOX aktive edici 

proteinin (FLAP) etkisiyle araşidonik asitten üretilir. Sürekli devam eden enzimatik 

reaksiyon sonucu, 5-HpETE geçici epoksit ara ürünü olan lökotrien A4'e (LTA 4)’e, 

LTA4 ise lökotrien A4 hidrolaz enzimiyle lökotrien B4’e (LTB4),  lökotrien C4 

(LTC4) sentaz enzimi ile LTC4’e dönüştürülür. LTC4’ten LTD4 oluşumu, gama 

glutamil transferazın (GGT) enzimatik etkisiyle katalize edilir. Dipeptidaz (DPEP) 

ayrıca sıralı peptit klevaj işlemini tamamlamak için LTD4'ü LTE4'e dönüştürür. LTC4, 

LTD4 ve LTE4 toplu olarak sisteinil lökotrienler (CysLT) olarak adlandırılır (Miyata 

ve ark 2020). CysLT'ler biyolojik etkilerini G proteinine bağlı reseptörlerden olan 

(GPCR'ler), CysLT1R ve CysLT2R’ ye bağlanarak gösterirler (Lynch vea ark 1999). 

CysLT1R, LTD4 için daha yüksek bir afiniteye sahipken, CysLT2R'nin hem LTD4 

hem de LTC4 için CysLT1R’den daha düşük ancak eşit bir afiniteye sahiptir (Heise 

ve ark 2000). CysLT1R ve CysLT2R’ler farklı hücresel ve doku sistemlerindeki bir 

dizi agonist veya antagoniste yanıt olarak farmakolojik karakterizasyonlarına ve 
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fonksiyonel profillerine dayalı olarak çeşitli sinyal yolaklarını uyarırlar (Heise ve ark 

2000).  

LTD4, fosfoinositid 3-kinaz (PI3K) sinyali yoluyla protein kinaz Akt / PKB ve 

GTPazlardan Rho ve Rac’ı uyarır. Akt/ PKB, Axin ve adenomatöz polipozis koli ile 

birlikte sitozolik-katenin için yıkım kompleksini içeren glikojen sentaz kinaz-3 β 

(GSK-3β)’yi inhibe eder. Yıkım kompleksinin inhibisyonu, sitozolde β-katenin 

birikimine ve çekirdeğe translokasyonuna neden olur. Çekirdekte, β-katenin esas 

olarak T-hücre faktörü/ lenfoid enhancer faktör (TCF/ LEF) ailesinin üyeleriyle 

etkileşime girerek hedef genleri aktive ederek siklin D1, sikloksijenaz-2 gibi çeşitli 

proteinlerin ifadesine yol açar (Mezhybovska ve ark 2006). LTD4-CysLT1R sinyali 

ayrıca mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK)/ hücre dışı sinyalle düzenlenen 

kinaz (Erk) yolakları aracılığıyla hücre proliferasyonunu regüle eder (Paruchuri ve ark 

2002). LTD4-CysLT1R aynı zamanda fosfolipaz C (PLC), Raf-1 ve mitojenle aktive 

olan protein kinaz kinazı (MEK-1/2) aktive eder. Bu aktivasyon, p-Erk'in sitozolden 

çekirdeğe translokasyonuna ve çeşitli transkripsiyon faktörlerini aktive edebilen 

p90RSK ile etkileşimine yol açar. LTD4-CysLT1R, protein kinaz Cα (PKCa) ve 

transkripsiyon faktörü cAMP yanıt elemanı bağlayıcı protein (CREB) aracılığıyla 

hayatta kalmaya aracılık eder (Paruchuri ve Sjölander 2003).  CysLT'ler, özellikle 

astım ve alerjik rinitte enflamasyondaki rolleriyle iyi bilinir. Ancak son zamanlarda, 

CysLT'lerin vasküler geçirgenlik ve anjiyogenezdeki rollerine ilişkin çalışmalarda 

kanserdeki rolleri ortaya çıkmıştır (Slater vea ark 2018, Burke ark ve 2016, Duah ve 

ark 2018). Mesane (Matsuyama ve ark 2009), beyin (Zhang ve ark 2004), prostat 

(Matsuyama ve ark 2007), meme (Magnusson ve ark 2011), kolorektal adenokarsinom 

(Ohd ve ark 2003), mide dahil olmak üzere birçok insan kanserinde CysLT1R'nin aşırı 

ekspresyonu gözlenmiştir (Venerito ve ark 2011). Yüksek CysLT1R ekspresyonunun 

meme ve kolon kanseri hastalarında kötü prognoz ve düşük sağkalım ile ilişkili olduğu 

gösterilmiştir (Magnusson ve ark 2011, Ohd ve ark 2003), buna karşılık düşük 

CysLT1R ve yüksek CysLT2R ekspresyonu kolorektal karsinom hastalarında iyi bir 

prognoza işaret etmektedir (Magnusson ve ark 2010). Bu nedenle kanser 

araştırmalarında CysLT1R ekspresyonu ve bu reseptörün antagonistlerinin tümör 

gelişimi üzerine etkisinin belirlenmesine ihtiyaç vardır. CysLT1R antagonistleri, 

romatoid artrit ve ateroskleroz gibi inflamatuvar hastalıkların çalışmalarında 

kullanılmıştır (Shiota ve ark 2006, Mueller ve ark 2008).   
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Montelukast, bronşiyal astımda antiinflamatuvar etkileri olan güçlü bir sisteinil 

lökotrien (CysLT1) reseptör antagonistidir (Diamant ve Molen, 2005). Ticari olarak 

mevcuttur ve şu anda astım hastalarını tedavi etmek için klinik olarak kullanılmaktadır 

(Saad ve ark 2015). Antiinflamatuar etkilerinin yanısıra Montelukast’ın astım 

hastalarını özellikle akciğer, göğüs, kolorektal ve karaciğer kanserlerinden doza 

bağımlı bir şekilde koruduğu bildirilmiştir (Tsai ve ark 2016).  Montelukast’ın çeşitli 

kanser türlerinde antikarsinojenik etkileri de araştırılmıştır. Bir akciğer kanseri 

modelinde Montelukast’ın hücre ölümünü indüklediği ve tümör büyümesini inhibe 

ederek kemopreventif etkisine katkıda bulunduğu gösterilmiştir (Tsai ve ark 2017). 

Başka bir çalışmada Montelukast’ın, bir hayvan modelinde kimyasal kaynaklı meme 

karsinojenezinin gelişmesini önlediği bildirilmiştir (Jose ve ark 2013). Diğer deneysel 

bir çalışmada tümör kaynaklı eksozomların CysLT1R aracılığıyla akciğer kanser 

hücrelerinin hayatta kalmasını sağladığı ve Montelukast kullanılarak bu kanser 

hücrelerinin apoptozunu indüklediği gösterilmiştir (Lukic ve ark 2019). Bellamkonda 

ve arkadaşlarının yaptığı başka bir çalışmada Montelukast, kolon kanseri hücrelerinin 

koloni oluşturma yeteneğini azaltmıştır ve aynı çalışmada insan kolorektal 

karsinomunun fareye subkutan ksenograftlanması ile oluşturulan hayvan modelinde 

Montelukast’ın tümör boyutunu azalttığı görülmüştür (Bellamkonda ve ark 2018).  Bu 

veriler Montelukast’ın kanser hücrelerinin elimine edilmesine yönelik tedavi 

yaklaşımları için önemli bir hedef olabileceğini göstermektedir. Bu amaçla 

Montelukast’ın pankreatik kanser hücre hatları üzerindeki etkilerinin: Kanser 

hücrelerinin büyüme, çoğalma, hayatta kalma, hareketlilik, migrasyon süreçlerinde rol 

oynayan COX-2, C-MYC, MTOR, ERK1/2, HMGB1 genleri; CYSLT yolunda rol 

oynayan CYSLTR1, CYSLTR2, GPR99, GPR17 genleri ve apoptozis sürecinde rol 

oynayan TP53, BAX, BCL-2, CASP3 genlerinin ifadesinde meydana getirdiği 

değişikliklerin ve ek olarak apoptozis sürecinde rol oynayan BAX, BCL-2 ve CASP3 

proteinlerinin seviyesine olan etkisinin araştırılması planlanmıştır. 

1.1. Pankreas 

Normal, sağlıklı yetişkin bir insanda yaklaşık 100 gr ağırlığında (Beger ve ark 

2009). 14 ile 25 cm uzunlukta ve yaklaşık 72.4 ± 25.8 cm3 (Saisho ve ark 2007) 

hacimde olan pankreas hem lobüler hem de uzunlamasına şekle sahip olan bir 

organdır. Arka ve üst karın duvarının arkasında eğik olarak uzanan bu organ; baş, 
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uncinate çıkıntı (başın ventral lobunda bulunur), boyun, gövde ve kuyruk olmak üzere 

beş anatomik bölüme ayrılmıştır (Şekil 1.1) (Atkinson ve ark 2020): 

Üst karın bölgesinde yer alan ve başı duodenuma bitişik olan pankreasın gövde 

ve kuyruk bölgeleri, vücudun orta hattı boyunca dalağa yakın bir noktaya kadar uzanır. 

Baş kısım doğrudan C şeklindeki duodenuma doğru iner ve duodenumun yatay 

kısımlarına yaslanır. Uncinate çıkıntı, baş kısmından aşağı doğru çıkıntı yapar ve 

posterior olarak superior mezenterik artere doğru uzanır. Boyun kısmı, pankreas 

gövdesine bağlandığı yerden yanal olarak uzanır. Boynun arkasında superior 

mezenterik arter ve venin yanı sıra hepatik portal venin orijini bulunur. Aort, superior 

mezenterik arter, sol renal damarlar ve sol böbreğin her biri pankreas gövdesinin 

arkasında yer alır. Son olarak, kuyruk dalak hilusuna kadar uzanır (Atkinson ve ark 

2020, Longnecker ve ark 2014). 

Şekil 1.1. İnsan pankreasının temel anatomik yapısı. a. Pankreas ve çevre organların 
şeması. b. Endokrin ve ekzokrin pankreasın hücresel düzeyde organizasyonunun 
şematik gösterimi. c. Dört endokrin hücre tipini gösteren insan pankreas adacığı 
(Atkinson ve ark 2020).  
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Pankreasın büyük çoğunluğu, gastrointestinal sistemin bir parçası olarak, 

sindirim enzimlerinin üretildiği ve karmaşık bir duktal kanal aracılığıyla duodenuma 

salgılandığı ekzokrin işlevine ayrılmıştır (Longnecker ve ark 2014). Pankreastaki bu 

sindirim enzimlerini üreten hücreler, üzüm salkımlarına benzer demetler oluşturan 

hücresel kümeler olduklarından dolayı, Latince üzüm anlamına gelen 'acinus' 

kelimesinden türetilen asiner hücreleri olarak adlandırılırlar (Şekil 1.1) (Williams 

2010). Pankreasın yaklaşık %85'ini oluşturan asiner hücreler, asinüslerde düzenlenir 

ve tripsin, lipaz ve amilaz dahil olmak üzere protein, yağ ve karbonhidrat sindiriminde 

aktif olan enzimleri sentezler ve salgılarlar (Atkinson ve ark 2020). Endokrin pankreas 

vücuttaki enerji metabolizmasını ve depolanmasını kontrol etmek amacıyla 

hormonları salgılayan ve bu hormonların kana salınımında rol oynayan endokrin hücre 

tiplerini içerir. İnsanlarda endokrin hücrelerinin yaklaşık %40-60'ı insülin salgılayan 

beta hücreleridir, geri kalanı glukagon salgılayan alfa, somatostatin salgılayan delta, 

pankreatik polipeptit salgılayan pankreatik polipeptit (PP) ve ghrelin salgılayan 

epsilon hücreleridir (Şekil 1.1) (Atkinson ve ark 2020, Bonner ve ark 2015, Kilimnik 

ve ark 2012). 

1.2. Pankreas Kanseri 

Tüm kanserlerin %2'sinden ve kansere bağlı ölümlerin %5'inden sorumlu olan 

pankreas kanseri, ağırlıklı olarak erkeklerde ve ileri yaşlarda (40-85 yaş) görülen, 

agresif seyreden ölümcül bir malignitedir (Goral 2015). Sıklığı son yıllarda giderek 

artmakta olan pankreas kanseri erken bulgu vermediği ve çevre organlara hızla 

yayıldığı için tespit edilmesi oldukça güç olan bir hastalıktır. Ek olarak, pankreas 

kanserini tedavi etmek için kullanılan terapötikler, hastanın hayatta kalmasını birkaç 

aydan fazla uzatmada başarısız olduklarından nispeten etkisizdirler (Garrido-Laguna 

ve Hidalgo 2015). 

Pankreas kanserleri, endokrin veya ekzokrin hücrelerden kaynaklanabilir. 

Endokrin tümörler ekzokrin tümörlere nispeten nadirdir ve tüm pankreas kanserlerinin 

%5'inden azını oluşturur. Çok daha yaygın olan pankreas adenokarsinomasına kıyasla 

27 aylık medyan sağkalım ve 0,28 kat daha düşük ölüm riski ile ilişkilidirler 

(Fesinmeyer ve ark 2005).  
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Endokrin tümörler genellikle pankreatik adacık hücrelerinden gelişir ve 

sıklıkla yapısal olarak yüksek seviyelerde pankreatik hormon üretir. Ayrıca kaynak 

hücrelerine ve salgıladıkları hormonlara bağlı olarak insülinomalar, glukagonomlar ve 

gastrinomlar olarak kategorize edilebilirler. Pankreas endokrin tümörleri, hipoglisemi 

veya nekrolitik gezici eritem (deri döküntüsü) gibi dramatik semptomlara yol açan 

aşırı hormon salgılamaları nedeniyle kolayca teşhis edilebilir (Phan ve ark 1998).  

Ekzokrin hücre kaynaklı pankreas kanserleri, endokrin tümörlerden daha 

yaygındır ve tipik olarak iki histolojik alt tipte sınıflandırılabilir: Pankreatik duktal 

adenokarsinom (PDAK) alt tipi, ekzokrin tümörlerin çoğunu oluşturur ve tüm 

pankreas malignitelerinin %90'ından fazlasını oluşturur. PDAK' lar, pankreas kanalını 

takip eden ve kökenleri nedeniyle bez benzeri görünen epitel hücrelerinden türetilir 

(Fesinmeyer ve ark 2005). Bu kanserler sıklıkla karaciğer veya lenf bezlerine metastaz 

yapar (Kern ve ark 2002). Kanser gelişiminin erken evrelerinde semptom 

göstermemeleri nedeniyle, PDAK' lara genellikle geç bir aşamada, potansiyel olarak 

kanser zaten metastaz yaptıktan sonra teşhis edilir (Grant ve ark 2016). Diğer bir 

ekzokrin pankreas kanseri türü olan müsinöz tümörler, tüm tümörlerin <% 10'unu 

oluşturan ikinci en yaygın histolojik pankreas kanseri türüdür. Müsinöz tümörler 

genellikle tanı sırasında diğer ekzokrin pankreas kanseri türlerine göre daha az 

invazivdir (Lichtenstein ve Carr-Locke, 1995). Bu tümörler keseye benzer yapılar 

oluştururlar, müsin salgılarlar ve tipik olarak pankreas duktal epitelinden köken alırlar 

(Lichtenstein ve Carr-Locke, 1995). 

1.2.1. Pankreas Kanseri Epidemiyolojisi 

Pankreas kanserinin küresel yükü son birkaç on yılda önemli ölçüde artış 

göstermekte ve kansere bağlı ölümlerin önde gelen nedenlerinden biri olmaya devam 

etmektedir (Pourshams ve ark 2019). 

Gelişmiş radyolojik araçlar dahil olmak üzere sağlık hizmetlerine olan sınırlı 

erişim, rapor edilen pankreas kanseri oranlarının doğruluğunu etkileyebilmektedir 

(Boffetta ve ark 2014). Son yirmi yılda, teşhis edilen küresel yıllık pankreas kanseri 

sayısı iki katına çıkmış, 1990'da dünya çapında 196.000 olan pankreas kanseri vakası 

2017'de 441.000 sayılarına ulaşmıştır (Pourshams ve ark 2019). Bildirilen insidans ve 

ölüm oranlarındaki artışlar, 1970'lerden bu yana, özellikle yüksek gelirli ülkelerde 
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meydana gelmiştir. Bazı raporlar Batı Avrupa ve Kuzey Amerika'da insidans ve 

mortalitenin aynı seviyede olduğunu öne sürse de, en son veriler insidansın Birleşik 

Krallık ve Kuzey Amerika'da muhtemelen yaşlanan nüfusun bir sonucu olarak artmaya 

devam edecektir (Malvezzi ve ark 2015, Liao ve ark 2021, Siegel ve ark 2015). 

Amerika Birleşik Devletleri'nde, en yüksek oranlar siyah bireyler arasındadır. 

(100.000 erkek başına 12-15 vaka ve 100.000 kadın başına 8-10 vaka); bu oranlar, 

beyaz olan kişiler için  ~%30-50 daha yüksektir (Steliarova-Foucher ve ark 2014). 

Okyanusya'da, uzun vadeli doğrulanmış istatistikler olmamasına rağmen, %30'dan 

fazla bir artışla en çok yerli nüfus etkilenmektedir. Muhtemelen yetersiz tanıdan 

etkilenen en düşük oranlar Hindistan ile Kuzey ve Orta Afrika'da kaydedilmiştir 

(100.000 erkek başına <2 vaka ve 100.000 kadın başına 1 vaka). Ölüm oranları, 

insidans oranlarıyla paralellik göstermektedir. 

Pankreas kanserinden ölüm riskinin, yaşla birlikte dramatik bir şekilde arttığını 

belirten uluslararası bir rapor, 2012'de küresel nüfusun %8'inin, pankreas kanseri 

açısından en yüksek risk taşıyan yaş grubu olan 65 yaşın üzerinde olduğunu 

kaydetmiştir (He ve ark 2021). Önümüzdeki 30 yılda, özellikle Asya, Avustralya, 

Avrupa'daki tüm bölgeler ve Latin Amerika'daki birçok bölgede, pankreas kanserinden 

yaşa göre standardize edilmiş bu oranın ikiye katlanarak %16,7'ye çıkması 

beklenmektedir (Pourshams ve ark 2019). Tanıya erişimin kısıtlı olması nedeniyle 

pankreas kanseri insidans oranlarının düşük kaldığı Afrika'da bile, 65 yaş üstü nüfusun 

oranının önümüzdeki birkaç on yılda iki katına çıkacağı tahmin edilmektedir (He ve 

ark 2016). Bu nedenle, pankreas kanseri insidansı önümüzdeki birkaç on yılda artmaya 

devam edecektir. 

1.2.2. Pankreas Kanseri Etiyolojisi ve Risk Faktörleri 

Pankreas kanserinin etiyolojisi kapsamlı bir şekilde incelenmiş olup çok sayıda 

meta-analizin birleştirilmiş sonucu olarak, şimdiye kadar, birçok risk faktörü 

tanımlanmıştır (Rawla ve ark 2019). Bu risk faktörlerini iki kategoriye ayırmak 

mümkündür: Değiştirilebilir ve değiştirilemez risk faktörleri (Midha ve ark 2016). 

Değiştirilebilir risk faktörleri 

Sigara, alkol, obezite, diyet faktörleri ve toksik maddelere maruz kalma 

değiştirilebilir risk faktörleri olarak pankreas kanserinde tanımlanmışlardır. 
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Sigara, dünyadaki pankreas kanseri için en önemli çevresel faktörü temsil 

etmektedir ve dünya çapında bin milyondan fazla insan tütün kullanmaktadır. 

Uluslararası Kanser Araştırma Ajansı, sigara içmenin pankreas kanseri ile nedensel 

olarak ilişkili olduğunu doğrulamıştır (Ezzati ve ark 2005, Smoke ve Smoking 2004). 

Pankreas kanseri riski, sigara içme süresi ve günlük içilen sigara sayısı ile artmaktadır 

ve risk, sigara içenlerde içmeyenlere göre yaklaşık iki kat daha fazladır (Kuzmickiene 

ve ark 2013, Mizuno ve ark 2014, Pelucchi ve ark 2014). 

Sigara ile ilişkili pankreas kanseri riski, alkol tüketimi gibi potansiyel faktörler 

hesaba katıldıktan sonra da yüksek olmaya devam etmektedir. Pek çok araştırmaya 

göre, pankreas kanseri riski şüphesiz yüksek alkol tüketimiyle (günde üçten fazla içki) 

artarken, düşük ila orta derecede alkol alımı arasında bir ilişki bulunmamıştır 

(Lucenteforte ve ark 2012, Tramacere ve ark 2010, Wang ve ark 2016). 2010'da 

yapılan büyük bir vaka kontrol çalışması, 60 g/gün veya daha fazla likör (içki) 

tüketiminde bile riskin arttığını göstermiş, ancak bira veya şarapla bir ilişki 

bulamamıştır (Michaud ve ark 2010). 

Yakın zamanda yapılan bir araştırmada, yoğun alkol tüketimiyle birlikte halen 

sigara içenlerin pankreas kanseri riskinde önemli bir artış olduğu bulunmuştur. Ayrıca, 

düşük ila orta derecede alkol alımı, halen sigara içenler arasında artmış pankreas 

kanseri riski ile ilişkili olarak tespit edilmiştir (Rahman ve ark 2015), bu da sigara 

içmenin alkol-kanser ilişkisini değiştirebileceğini öne sürmektedir. Ancak alkol ve 

sigara arasındaki ilişki çok yakındır. Bu nedenle, alkolü pankreas kanseri için bağımsız 

bir risk faktörü olarak dahil etmek zor olabilir. 

Obezite, pankreas kanseri de dahil olmak üzere çeşitli kanser türleri için artmış 

risk ile ilişkilendirilmiştir (Davoodi ve ark 2013). Bazı çalışmalar, obezitenin pankreas 

kanseri insidansını ve mortalitesini artırdığını bulmuştur (Berrington de Gonzalez ve 

ark 2003, Calle ve ark 2003). Li ve arkadaşları (2009) tarafından yapılan bir araştırma, 

erken yetişkinlik döneminde aşırı kilolu veya obez olmanın daha yüksek hastalık riski 

ile ilişkili olduğunu bulmuştur. Ayrıca Li ve arkadaşlarının yaptığı bu çalışmada daha 

ileri yaşta (30-79 yaş) obezite, pankreas kanserinde daha düşük genel sağkalım ile 

ilişkilendirilmiştir. Ayrıca yağ birikimine ve aşırı kiloya katkıda bulunabilen fiziksel 

hareketsizliğin, pankreas kanseri riskinin artmasıyla ilişkili olduğu bildirilmiştir (Aune 

ve ark 2012). 
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Diyet de pankreas hastalıkları dahil olmak üzere farklı sindirim hastalıkları ve 

kanser riskini etkilemesi üzerinde etkilidir. Diyet faktörleri pankreas kanseri üzerinde 

%30-50'ye varan bir etkiye sahiptir ve bazı gıdaların daha yüksek riskle ilişkili 

olduğuna dair kanıtlar vardır (Maisonneuve ve ark 2015, Michaud ve ark 2005, Midha 

ve ark 2016). 

Kırmızı et tüketimi (özellikle yüksek sıcaklıkta pişirildiğinde), işlenmiş etler, 

kolesterol, kızarmış yiyecekler ve nitrozamin içeren diğer yiyecekler pankreas kanseri 

riskini artırabilir (Lightsey ve ark 2012, Stolzenberg-Solomon ve ark 2007). Etteki 

karsinojenler ve işlenmiş etleri korumak için kullanılan nitrit veya N-nitroso 

bileşiklerinin pankreas kanseriyle ilişkilendirilmesi olasıdır (Beaney ve ark 2017). 11 

vaka kontrol çalışmasını içeren bir meta-analizin sonuçları, kırmızı et alımının 

pankreas kanseri riskini yaklaşık %48 oranında artırdığını göstermiştir. Öte yandan, 

özellikle narenciye ve antioksidanlarla zenginleştirilmiş sebze ve meyvelerin yüksek 

oranda alınması, pankreas kanseri riskini sırasıyla %38 ve %29 oranında azaltan 

koruyucu bir etkiye sahiptir (Paluszkiewicz ve ark 2012). 

Mesleki riskler de pankreas kanserinin değiştirilebilir risk faktörleri arasında 

yer almaktadır. Bir popülasyonda mesleki maruziyetlere (metal işleme ve böcek 

ilaçlarına maruz kalmayı içeren) bağlı pankreas kanserinin etiyolojik fraksiyonunun 

%12 olduğu tahmin edilmektedir (Rawla ve ark 2019). 

Mesleki maruziyetler ve pankreas kanserine ilişkin bir meta-analiz, nikel 

maruziyeti ile artan bir risk bildirmiştir (Ojajarvi ve ark 2000). Mesleki ortamlarda 

nikel, yüksek konsantrasyonlarda poliklorlu bifenillerle ilişkilendirilebilir ve son 

bileşikler, gözlemlenen artan riskten sorumlu olabilir (Bosch de Basea ve ark 2011, 

Porta ve ark 1999). Nikelin kanserojen mekanizmaları, DNA metilasyonunu artırmayı, 

DNA onarımını engellemeyi ve reaktif oksijen türlerinin oluşumu yoluyla apoptozu 

tetiklemeyi içerebilir (Rawla ve ark 2019). 

Değiştirilemeyen risk faktörleri 

Değiştirilemeyen risk faktörleri arasında cinsiyet, yaş, etnik köken, diyabet, 

ailede pankreas kanseri öyküsü, genetik faktörler, kan grubu, kronik pankreatit ve 

kronik enfeksiyonlar yer almaktadır (Rawla ve ark 2019).  
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Cinsiyet sınıfı değerlendirildiğinde pankreas kanseri erkeklerde kadınlardan 

daha yaygındır. Küresel olarak, pankreas kanseri insidansı erkeklerde 100.000'de 5.5 

ve kadınlarda 100.000'de 4.0'dür (Bray ve ark 2018). Pankreas kanseri, muhtemelen 

çevresel veya mesleki risk faktörlerinin yanı sıra erkeklerde yoğun sigara içme ve 

yüksek alkol alımı gibi yaşam tarzları nedeniyle daha fazla görülür; bununla birlikte, 

erkeklerde ve kadınlarda kanser insidansını ve ölüm oranını etkileyen henüz 

keşfedilmemiş genetik faktörlerin olması da mümkündür (Rawla ve ark 2019). 

Kanser İstatistikleri incelemesi (SEER- Surveillance, Epidemiology, and End 

Results), pankreas kanserinin ağırlıklı olarak yaşlı bir popülasyonun hastalığı 

olduğunu ve hastaların çoğunun 50 yaşından büyük olduğunu belirtmektedir 

(Howlader ve ark). Gerçekten de, pankreas kanseri gelişme riski yaşla birlikte artar ve 

en yüksek pik 60 ila 80 yaşları arasında gerçekleşir (Bosetti ve ark 2012, Bray ve ark 

2018, Siegel ve ark 2018). Bu geç yaş başlangıcının nedeni henüz belli olmamakla 

birlikte pankreatik bir lezyon veya enflamatuar bir durumun ortaya çıktığı andan 

itibaren, kanserin malign bir neoplazmaya dönüşmesi birkaç yıl alabilir. Ancak bu 

konuda daha ileri çalışmalara ihtiyaç vardır (Rawla ve ark 2019). 

Etnik köken olarak değerlendirme yapıldığında birçok çalışma, ırklar arasında 

pankreas kanseri insidansında önemli farklılıklar olduğunu göstermiştir (Brotherton ve 

ark 2016, Ma ve ark 2013, Shavers ve ark 2009). Afrikalı-Amerikalılar için pankreas 

kanseri insidans oranları, Kafkasyalılardan daha yüksekken, insidans Asyalı-

Amerikalılar ve Pasifik Adalılarında en düşük seviyededir (American Cancer Society, 

2014). Genel olarak, siyah insanlarda pankreas kanseri oranı riski, diğer ırk 

gruplarından önemli ölçüde daha yüksektir (Yadav ve Lowenfels 2013). Irklar 

arasında pankreas kanseri insidansındaki farklılıklar, diyet, alkol, sigara ve D vitamini 

eksikliği gibi değiştirilebilir risk faktörlerine bağlanabilir. (Rawla ve ark 2019). 

Hem tip I hem de II diyabet ile pankreas kanseri riski arasındaki pozitif ilişki 

çok sayıda çalışmada bildirilmiştir (Batabyal ve Vander Hoorn 2014, Haugvik ve ark 

2015, Maisonneuve ve Lowenfels 2015, McAuliffe ve Christein 2013, Pezzilli ve 

Pagano 2013, Stevens ve Roddam 2007). Pankreas kanseri riski diyabetin süresi 

uzadıkça azalır, ancak %30'dan fazla bir risk diyabet teşhisi konulduktan sonra yirmi 

yılı aşkın bir süre devam eder (Bosetti ve ark 2014). Oral anti-diyabetik ilaçlar veya 

insülin kullanımı, pankreas kanseri riskinde azalma ile ilişkilendirilmiştir (Bosetti ve 
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ark 2014, Live ark 2011). Pankreas kanseri ve periferik insülin direnci olan bazı 

hastalarda, tümörün çıkarılması glukoz metabolizmasını iyileştirmiştir bu da, değişmiş 

glukoz metabolizmasının tümörün bir sonucu olabileceğine dair kanıt sağlamıştır 

(Permert ve ark 1993). 

Pankreas kanserli bireylerin yaklaşık % 5-10'unun ailede pankreas kanseri 

öyküsü olduğu bildirilmiştir (Anand ve ark 2008, Jacobs ve ark 2010, Permuth-Wey 

ve Egan 2009, Shi ve ark 2009). Ailesel pankreas kanseri, çoğu çalışmada birinci 

derece akrabalarda (ebeveyn, kardeş veya çocuk) pankreas kanseri teşhisi konan aileler 

olarak tanımlanmaktadır. Bu malign hastalığı olan ailelerin prospektif analizi, ailesel 

pankreas kanseri olan bireylerin birinci derece akrabalarının genel popülasyona göre 

dokuz kat daha fazla pankreas kanseri riskine sahip olduğunu göstermektedir (Klein 

ve ark 2004). Ayrıca kanıtlar, ailede genç başlangıçlı pankreas kanseri vakası (yaş <50) 

olan ailesel pankreas kanseri olan akrabalarda, genç başlangıçlı vakası olmayanlara 

kıyasla riskin daha yüksek olduğunu göstermektedir (Brune ve ark 2010). Ailesel 

pankreas kanserli hastalar ayrıca sporadik pankreas kanserli hastalardan daha fazla 

prekanseröz lezyonlara sahiptir (Shi ve ark 2009) ve ekstra-pankreatik kanser 

geliştirme risklerinin yüksek olduğu bildirilmiştir (Wang ve ark 2009). 

Genetik varyasyon veya mutasyon (germ-line mutasyonu), pankreas kanseri 

riskinin artmasında önemli bir rol oynamaktadır (Ghiorzo 2014). Pankreas kanseri olan 

hastaların yaklaşık %10'unda, hastalığın gelişmesinde gen varyasyonları veya 

değişiklikleri gibi bazı genetik yatkınlıklar bulunmaktadır (Shi ve ark 2008). BRCA1, 

BRCA2, PALB2, ATM, CDKN2A, APC, MLH1, MSH2, MSH6, PMS2, PRSS1 ve 

STK11, KRAS, TP53 gibi çeşitli germ hattı mutasyonlarının pankreatik kanserin 

kalıtsal formlarında yer aldığı tanımlanmıştır (Berrozpe ve ark 1994, Solomon ve ark 

2012, Vincent ve ark 2011).  

ABO kan grubu sisteminin antijenleri, kırmızı kan hücresi zarlarının yanı sıra 

diğer bazı normal ve patolojik hücre ve dokuların yüzeyinde de ifade edilir. 60 yılı 

aşkın bir süre önceki ilk klinik gözlemlerin ardından, ABO kan grubunun kanser 

biyolojisindeki rolü, birkaç araştırmacı tarafından yoğun bir şekilde incelenmiştir ve 

artık ABO antijenlerinin, pankreas da dahil olmak üzere çeşitli kanser türlerini 

geliştirme riskiyle ilişkili olduğu yaygın olarak kabul edilmektedir (Anstee 2010, 
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Franchini ve ark 2012, Franchini ve ark 2016, Liumbruno ve Franchini 2013, Zhang 

ve ark 2014). 

Birleşik Krallık'ta yapılan bir çalışma (Macafee 1964) ve altı ülkeyi kapsayan 

bir çalışmada (Vioqueve ve Walker 1991), kan grubu A olan kişilerde pankreas kanseri 

riskinin arttığını gözlemlenmiştir. İtalya'da yapılan bir araştırmada (Annese ve ark 

1990), kan grubu B olan kişilerde de pankreas kanseri riskinin arttığı saptanmış ve 

ayrıca ABD'de yapılan bir kohort çalışması (Wolpin ve ark 2009), O kan grubuna 

kıyasla A, B ve AB kan gruplarını kendisi bildiren kişilerde artmış risk bulmuştur. Son 

olarak, genom çapında ilişkilendirme çalışması "Panscan I"in bulguları O olmayan kan 

grubu ile pankreas kanseri (Amundadottir ve ark 2009), arasında bir ilişki olduğunu 

göstermiştir. Bu bağlantıyı desteklemek için önerilen mekanizmalar arasında 

enflamasyon, kötü huylu hücreler için bağışıklık gözetimi, hücreler arası yapışma ve 

zar sinyallemesi yer almaktadır (Rawla ve ark 2019). 

Pankreatit, akut veya kronik olabilen ve pankreas hasarına neden olan bir 

pankreas iltihabıdır (Rawla ve ark 2019). Tekrarlayan akut pankreatit nöbetleri, 

glandüler hasara neden olabilmekte ve bu durum pankreasın tamamen yok edilmesiyle 

sonuçlanan yıkıcı bir inflamatuar süreci indükleyerek kronik pankreatite yol 

açabilmektedir (Etemad ve Whitcomb 2001). Son yıllarda yapılan çalışmalar uzun 

süreli önceden var olan kronik pankreatitin pankreas kanseri için güçlü bir risk faktörü 

olduğunu tanımlamıştır (Duell ve ark 2012, Ekbom ve ark 1994, Raimondi ve ark 

2010). Pankreatit vakalarının önemli bir oranının pankreas tümörü ile ilişkili duktal 

obstrüksiyonun bir sonucu olduğu düşünülmektedir ve bu durum pankreatitin pankreas 

kanseri üzerinde bir risk faktörü veya erken hastalık belirtisi olabileceğini 

göstermektedir (Bracci ve ark 2009, Lowenfels ve ark 1993, Olson 2012, Raimondi ve 

ark 2010). 

Uzun süredir devam eden kronik pankreatit ve kanser arasındaki ilişki bazı 

araştırmalara göre kanıtlanmıştır. Pankreas kanseri, bilinen tüm etiyolojilerden 

kaynaklanan kronik pankreatit ortamında gelişmekte, ancak hastaların önemli bir 

yüzdesinin pankreas kanseri geliştirmesi için 30-40 yıllık bir enflamasyon gerektirdiği 

görülmektedir (Rawla ve ark 2019). 
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1.2.3. Pankreas Kanseri Tanısı 

Histolojik İnceleme 

Histopatoloji analizi ve sitoloji pankreas kanseri tanısı için “altın standarttır”. 

Cerrahi rezeksiyon yapılan hastalar dışında, geri kalan hastalar bir tedavi planı 

oluşturmadan önce net bir patolojik tanı için çaba göstermelidir. Histopatoloji veya 

sitoloji örnekleri elde etmek için mevcut yöntemler endoskopik ultrasonografi (EUS) 

veya bilgisayarlı tomografi (CT) eşliğinde biyopsi, asit sıvısı sitolojisi ve laparoskopi 

veya açık cerrahi tanı ile keşif biyopsisi olarak ayrılmıştır (Zhao ve Liu 2020). 

Tümör Biyobelirteçleri 

Son yıllarda, pankreatik kanser moleküler değişiklikleri hakkındaki bilgimiz 

önemli ölçüde artmıştır ve bu bilgiler yeni serum tümör belirteçlerinin belirlenmesine 

yardımcı olmuştur. Şu anda pankreas kanserinde 6 yaygın tümör biyobelirteci (CA19-

9, CA242, karsinoembriyonik antijen [CEA], CA125, mikroRNA'lar ve K-RAS gen 

mutasyonları) bulunmaktadır (Ge ve ark 2017). Tümör belirteçleri ve görüntüleme 

yöntemlerinin kombinasyonu, pankreas kanseri için erken tarama amacıyla ilk tercih 

olabilme potansiyeline sahiptir (Gemmel ve ark 2009). Son yıllarda, sitoloji ve 

genomikteki gelişmeler pankreas kanserinin erken teşhisi için serum tümör belirteçleri 

ile birlikte kullanılmaktadır. Pankreas kanserinin erken evrelerinde, tümörle ilişkili 

makrofajların (TAM), nötrofiller ve T hücrelerinde bir azalma ile ilişkili olduğu 

bildirilmiştir (Lee ve Gibbs 2019).  CA19-9, PK nüksünün ve prognozunun 

postoperatif tespiti için en sık kullanılan biyobelirteçtir. 

Son yıllarda, dolaşımdaki hücresiz DNA (CfDNA) ve mutasyona özgü 

dolaşımdaki hücresiz tümör DNA'sı (CftDNA), yeni potansiyel biyobelirteçler olarak 

tanımlanmıştır (Hufnagl ve ark 2020).  Mevcut çalışmalar, cfDNA ve cftDNA 

konsantrasyonlarındaki değişiklikler ile tedavi yanıtı arasında istatistiksel olarak 

anlamlı bir ilişki olduğunu göstermektedir. Bu nedenle, cfDNA ve cftDNA, tedaviden 

sonra kanserin etkinliğini değerlendirmek için yeni biyobelirteçler haline gelebilir ve 

metastazların tümör hacmi ile korelasyonları nedeniyle, tümör hacmini tahmin etmek 

için araçlar olarak da kullanılabilirler (Hufnagl ve ark 2020). 
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Bilgisayarlı Tomografi/Pozitron Emisyon Tomografisi 

Şüpheli pankreas lezyonlarının tanısında, pankreas kanserinin 

rezektabilitesinin değerlendirilmesinde, vasküler invazyonun değerlendirilmesinde ve 

metastatik hastalığın tanısında çok dedektörlü bilgisayarlı tomografi (ÇDBT) artık 

rutin bir incelemedir (Ahn ve ark 2009). 

ÇDBT sadece küçük kollanan damarları ve peripankreatik damarları değil, aynı 

zamanda lezyonların detaylarını ve mekansal anatomik ilişkiyi daha iyi anlayabilen 

vasküler anatomik varyasyonları da görüntülemektedir. Bu inceleme tümör 

morfolojisindeki değişiklikleri ve çeşitli dokuların yoğunluğundaki değişiklikleri de 

göstermektedir ((Ahn ve ark 2009). 

Evreleme için tanı kriterleri, Japon Pankreatik Vaka Derneği Kriterleri 

tarafından belirlenen PK evrelemesine atıfta bulunur: Evre I, tümör çapı 2 cm'den 

küçük veya eşittir, vasküler invazyon ve metastaz yok; Evre II, tümör çapı 2 cm'den 

büyük ve 4 cm'den küçük, zarflı kanser hücresi infiltrasyonu, vasküler invazyon yok, 

metastaz; Evre III, tümör çapı 4 cm'den büyüktür ve yakınlarda lenfatik metastaz 

vardır; ve Evre IV, tümör çapı 4 cm'den büyüktür ve uzak lenf düğümü metastazı kanıtı 

vardır (Zhao ve Liu 2020).  

Pozitron emisyon tomografisi (PET), vücuttaki ince doku fonksiyonu ve 

metabolizma gibi moleküler bilgileri ortaya çıkarabilmektedir. PET-CT, tümörleri ve 

diğer hastalıkları erken teşhis edebilen bir yötemdir. Tümör hücrelerinin aktif 

metabolizması nedeniyle, görüntüleme ajanlarını alma yeteneği normal hücrelerin 2-

10 katıdır ve görüntü üzerinde bariz bir "ışık noktası" oluşturmaktadır. Bu nedenle, 

tümör anatomik değişiklikler üretmeden önce, gizlenmiş mikroskobik lezyonları tespit 

ederek PK'nin erken saptanması ve teşhis edilmesi ile sonuca ulaşılmaktadır (Ghaneh 

ve ark 2018). 

Çeşitli avantaj ve dezavantajlarına göre değerlendirmeler yapılarak endoskopik 

ultrasonografi (EUS) veya bilgisayarlı tomografi (CT), manyetik rezonans 

görüntüleme (MRI) ve endoskopik retrograd kolanjiyopankreatografi (ERCP) 

yöntemleri de pankreas kanserinin tanısında kullanılmaktadır.  
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1.2.4. Pankreas Kanseri Tedavisi 

Geleneksel pankreas kanseri tedavisi cerrahi, kemoterapi, radyoterapi ve 

palyatif bakımı içernektedir. Son yıllarda, hedefe yönelik tedavi, immünoterapi ve 

mikrobiyal terapi üzerine araştırmalar giderek artmıştır ve gelecekte PK tedavisi için 

geleneksel yöntemlerle birleştirilmesi öngörülmektedir (Zhao ve Liu 2020).  

Cerrahi  

Pankreas kanserinde potansiyel tek tedavi yöntemi olan cerrahi rezeksiyonda, 

kemoterapinin ve adjuvanın birlikte desteklenmesiyle hayatta kalmada daha fazla 

iyileşme olduğunu gösteren bazı sonuçlar olmuştur (Pliarchopoulou ve Pectasides 

2009). Tam rezeksiyon ve adjuvan gemsitabin tedavisiyle sağkalım 13.4 ay, tedavi 

edilememiş vakalarda ise sağkalım 6.9 ay süre arasında değişebilmektedir 

(Pliarchopoulou ve Pectasides 2009). Cerrahi rezeksiyonun en önemli kısmı, pozitif 

rezeksiyon sınırı (R1 veya R2) nüks ve kötü prognoz ile ilişkili olduğundan, negatif 

bir rezeksiyon sınırına (R0) ulaşmasını sağlamaktır. Cerrahi rezeksiyon kanserden tam 

olarak kurtulmak için en önemli tedavi olmasına karşılık tümör metaztazından dolayı 

sınırlı olarak istenilen sonuçlar elde edilebilmektedir. Adjuvan kemoterapi ile 

desteklenen bu tedavi sonrası gerçekleşen müdahele cerrahi rezeksiyonun 

nüksetmemesi için oldukça önemli bir rol taşımaktadır ve hayati değerleri oldukça 

fazladır (Brunner ve ark 2019). 

Kemoterapi 

Kemoterapi, PK'nin kapsamlı tedavisinin önemli bir parçasıdır. Çalışmalar, 

radikal rezeksiyondan sonra, adjuvan kemoterapinin PK'li hastaların hastalıksız 

sağkalımını ve genel sağkalımını önemli ölçüde iyileştirebileceğini göstermiştir 

(Springfeld ve ark 2019). Radikal rezeksiyondan sonra, modifiye lökovorin, 5-

florourasil, irinotekan ve oksaliplatin genellikle 6 aylık adjuvan kemoterapi veya 6 

aylık gemsitabin ve kapesitabin için kullanılır (Springfeld ve ark 2019). 

Radyoterapi 

Radyasyon tedavisi, kanser hücrelerini yok etmek veya onlara zarar vermek 

için X ışınlarını kullanır, bu da onların çoğalmasını engeller. Radyoterapi esas olarak 

lokal ileri PK'li hastalarda kullanılır (Loehrer ve ark 2011, Takaori ve ark 2016). Klinik 
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kullanımda X ışınları, gama ışınları, elektronlar ve ışın radyasyon tedavisi olmak üzere 

4 ana radyoterapi şekli bulunmaktadır (Chin ve ark 2018). 

Palyatif bakım 

PK hastalarının bir noktada palyatif bakıma ihtiyacı olduğundan, palyatif 

bakım diğer tedaviler kadar önemlidir. Perkütan safra kanalı drenajı, cerrahi 

gastrojejunostomi ve endoskopik duodenal stentler mide çıkışı obstrüksiyonu olan 

hastaların tedavisinde 3 ana yaklaşımdır (Kamisawa ve ark 2016). 

Hedefe Yönelik Tedavi 

Hedefe yönelik tedavi birçok kanser türünde çok başarılıdır. Örneğin 

kolorektal kanserde EGFR veya VEGF'ye yönelik antikorlar, HER-2 pozitif meme 

kanserinde trastuzumab veya küçük hücreli olmayan akciğer kanseri alt 

popülasyonlarında krizotinib gibi tirozin inhibitörleri hedeflenmektedir. Gıda ve İlaç 

İdaresi (FDA) yakın zamanda pembrolizumabı PK için hedeflenmiş bir tedavi olarak 

onaylamış olsa da, bugüne kadar affrecept, cetuximab, sorafenib, bevacizumab ve 

axitinib dahil olmak üzere diğer tüm hedefli ilaçlar PK hastalarında başarısız olmuştur 

(Zhen ve ark 2018).  

Son zamanlarda, metastatik PK'li 19 hasta klinik olarak incelenmiştir. Bu 

hastalar gemsitabin ve oksaliplatin ile ikili tedavi almışlar ve sonuçlar, hastaların 

%55'inde tümör belirteçlerinin >%50 oranında azaldığını göstermiştir. Ancak 7 (%88) 

hasta tedaviden sonraki 3 ay içinde ölmüş ve geri kalanı ikinci basamak tedavi 

görmüştür (Tesfaye ve ark 2019). PEGPH20 ve CKAP4 gibi yakın zamanda PK için 

hedefe yönelik tedavi için yeni hedefler belirlenmiştir (Kimura ve ark 2019). 

PK tümör hücreleri, genetik olarak yönlendirilen farklı mutasyonlar 

taşıdığından, bu durum moleküler hedefli tedavi için büyük bir zorluk teşkil eder (Zhao 

ve Liu 2020).  

İmmünoterapi 

Bağışıklık kontrol noktası blokajı (ICB) tedavisi artık melanom, akciğer 

kanseri, renal hücreli karsinom ve baş ve boyun skuamöz hücreli karsinomu gibi çeşitli 

kanser türleri için onaylanmıştır (Haanen ve ark 2018).  Bununla birlikte, PK daha az 
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immünojenik bir kanser olarak kabul edilir. PK tümörlerinin mikro çevresinin, 

immünosüpresif bir ortam yarattığı düşünülmektedir. Bu nedenle, şu anda PK'li 

hastalar için onaylanmış bir immünoterapi yoktur. CTLA-4 veya PD1 inhibitörlerinin 

monoterapisi, PK'de esasen etkisizdir ve birçok klinik çalışma, immünoterapiyi 

kemoterapi, kemoradyoterapi, aşılar ve sitokin antagonizmi ile kombinasyon halinde 

test etmiştir (Sahin ve ark 2017). Teorik olarak, klinikte ilgili ilaç kemoterapisi, 

bağışıklık yanıtını azaltmalıdır, ancak klinik çalışmalar, hastanın bağışıklık 

durumunun değişmediğini göstermiştir (Middleton ve ark 2016, Middleton ve ark 

2014). 

Mikrobiyal Tedavi 

İnsan mikrobiyotasının kanser gelişimini ve kanser tedavisine yanıtı 

düzenlemede önemli bir rol oynadığına dair güçlü kanıtlar bulunmaktadır. 

Mikrobiyota, bağırsak ve parenteral dokuların kanser tedavisine verdiği yanıtı etkiler 

(Raza ve ark 2019). Bir çalışmada araştırmacılar, PK konakçılarından alınan bağırsak 

bakteri özlerini bir fare modeline nakletmiş ve hastaların bakteriyel özündeki 

makrofajların CD4+ ve CD8+ T hücrelerinin aktivasyonunu engellediğini 

bulmuşlardır. Antijenik makrofaj antijenlerini sunma yeteneğinin azalması, tümör 

makrofajlarında farklı model tanıma reseptörlerinin (PRR'ler) daha yüksek 

aktivasyonunu indüklemiştir (Riquelme ve ark 2018). 

Bugüne kadar, PK'de sistemik bağışıklık ve tümöre özgü bağışıklık oluşturan 

bağırsak mikroflorasının sonuçları doğrulanmıştır, ancak mekanizma üzerinde daha 

fazla çalışma yapılması gerekmektedir (Daley ve ark 2017). Birkaç çalışma, insan 

mikroplarının ve bağırsak bakterilerinin PK tümörü mikro çevresinin önemli 

bileşenleri olduğunu ve fekal transplantasyon gibi mikrobiyal koşullandırmanın 

gelecekteki klinik deneyler için güçlü bir aday olduğunu göstermiştir (Schulz ve ark 

2014). 

Gelecekte, mikrofloranın bağışıklık toleransının kurulmasına ve 

sürdürülmesine nasıl katkıda bulunduğu, yeni tedavi stratejileri bulma girişimindeki 

araştırmaların odak noktası olacaktır. PK ile ilişkili mikrofloranın ayrıntılı bir analizi, 

PK'nin gelişimi ve ilerlemesinde olumlu veya olumsuz bir rol oynayan spesifik 

toplulukları belirlemek için kullanılabilir. 
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1.3. Sisteinil Lökotrienler 

Lökotrienler, ilk olarak 1970'lerin sonlarında mast hücreleri, eozinofiller, 

nötrofiller, bazofiller ve makrofajlar dahil olmak üzere farklı hücrelerde araşidonik 

asitten (AA) sentezlenen bir inflamatuar lipid aracıları ailesi olarak tanımlanmıştır 

(Peters‐Golden ve ark 2006). Hücre zarı uyarılma veya yaralanma ile karşılaştığında, 

fosfolipaz A2, hücre zarının fosfolipidlerinden AA'in hidrolizini katalize eder (Şekil 

1.2). Stimülasyon, ani aşırı duyarlılık, trombosit aktive edici faktör veya kalsiyum 

iyonofor gibi inflamatuar veya immünolojik süreçler olabilmektedir. Serbest kalan AA 

daha sonra 5-lipoksijenaz aktive edici protein (FLAP) ile uyumlu olarak 5-lipoksijenaz 

(5-LO) ile dehidre edilecek ve kararsız epoksit lökotrien A4 (LTA4) haline gelecektir 

(Ophir ve ark 1985; Peters-Golden ve ark 2003). Bir sonraki adımda, kararsız epoksit 

LTA4, LTA4 hidrolaz tarafından lökotrien B4'e (LTB4) ve lökotrien C4 (LTC4) 

sentaz tarafından LTC4'e dönüştürülür (Haeggströmve ark 2002). Hücre dışı ortama 

taşındıktan sonra LTC4, lökotrien D4'e (LTD4) dönüştürülecektir (Peters-Golden ve 

ark 2007). Son olarak, dipeptidaz, LTD4'ün glisin kalıntısından yoksun kalır ve 

LTD4'ü lökotrien E4'e (LTE4) dönüştürür (Al-Azzam ve ark 2020). 

 

  

                      

 

 

 

 

Şekil 1.2. Sisteinil lökotrien yolu (Tsai ve ark 2022). 

Araşidonik asit kaynaklı lökotrien A4 (LTA4), LTC4 sentaz tarafından lökotrien C4'e 

(LTC4) dönüştürülür. Hücre dışı ortama taşındıktan sonra, LTC4, lökotrien D4'e 

(LTD4) ve ardından lökotrien E4'e (LTE4) dönüştürülür. LTC4, LTD4 ve LTE4 dahil 

olmak üzere sisteinil lökotrienler, hedef hücrelerdeki sinyal yollarını aktive etmek için 
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sisteinil lökotrien reseptörlerine, özellikle CysLT1R ve CysLT2R'ye bağlanır (Şekil 

1.2) (Tsai ve ark 2022).  

Sisteinil lökotrienlerin peptit yan zincirinin olmaması nedeniyle, LTB4, 

sisteinil lökotrien olarak sınıflandırılmamıştır (Crooks ve ark 1998). Klasik bir 

kemoatraktan olarak LTB4, lökositlerin endotelyuma agregasyonunu ve yapışmasını 

tetikleyebilmektedir. Ayrıca, enfeksiyonlara karşı konak savunması ile ilişkili 

bağışıklık tepkilerini de düzenlemektedir. LTB4, dermatit, artrit, nefrit ve kronik 

obstrüktif akciğer hastalığı gibi birçok inflamatuar hastalıkta rol oynamaktadır 

(Haeggströmve ark 2002).   

Sisteinil lökotrienler (CysLT'ler) LTC4, LTD4 ve LTE4'ü içerir (Şekil 1). 

Bunlar arasında LTE4, idrarda ölçülebilen en kararlı olanıdır. Bu nedenle idrar LTE4 

seviyesi, "tüm vücut" lökotrien sentezinin bir belirteci olarak kullanılabilmektedir 

(Singh ve ark 2010). LTD4 bir insan monositik lösemi hücre hattı olan THP-1 

hücrelerinde sitozolik kalsiyumu arttırmış ve MAPK yolunu aktive etmiştir. 

CysLT'lerin inflamasyondaki rolleri iyi bilinmektedir ve pro-anjiyogenik aktivitelere 

sahip oldukları bildirilmiştir (Murphy ve ark 2016).  

1.3.1. Sisteinil Lökotrien Reseptörleri 

Sisteinil lökotrienler, hedef hücrelerdeki sinyal yollarını aktivasyonunu 

sisteinil lökotrien reseptörlerine bağlanarak sağlar (Yokomizo ve ark 2018). Şimdiye 

kadar beş CysLT reseptörü tanımlanmıştır: Bunlar CysLT1, CysLT2, P2Y12, GPR99 

ve GPR17’dir (Şekil 1.3). CysLT1 yaygın olarak dalak, lökositler, akciğer, ince 

bağırsak, kolon ve iskelet kasında eksprese edilir (Lynch ve ark 1999, Sarau ve ark 

1999, Woszczek ve ark 2005). CysLT2, CysLT1 ile %37.3 amino asit özdeşliği 

sergiler ve özellikle kalp, adrenaller, lökositler, dalak, lenf düğümleri ve beyinde 

eksprese edilir (Heise ve ark 2000, Kanaoka ve ark 2004, Nothacker ve ark 2000,  

Takasaki ve ark 2000). CysLT1 tercihen LTD4 tarafından aktive edilirken, CysLT2 

hem LTC4'ü hem de LTD4'ü eşit afinite ile bağlar. Son zamanlarda, P2Y12, GPR99 

ve GPR17'nin LTE4 için reseptörler olduğu bildirilmiştir (Paruchuri ve ark 2009, 

Fumagalli ve ark 2011, Kanaoka ve ark 2013). Ayrıca GPR17, CysLT1'in varsayılan 

bir negatif regülatörü olarak bildirilmiştir (Maekawa ve ark 2010). 
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Şekil 1.3. CysLT1, CysLT2, GPR17, GPR99 ve P2Y12 aracılığıyla sinyalleme. Her 
reseptör için sentetik antagonistler kırmızı metinle belirtilmiştir. Ligandlar ve nispi 
afiniteler, ilgili reseptörlerine bitişik olarak verilmiştir. GPR17, CysLT1 için negatif 
bir regülatördür. Her reseptörün altında gösterilen, Gi/o ve adenilil siklaz (AC) ve/veya 
Gq/11 ve fosfolipaz Cβ (PLCβ) ile aşağı akış bağlantısıdır (Yokomizo ve ark 2018). 

 

1.3.2. Sisteinil Lökotrien Yolu ve Kanser 

Son yıllarda sisteinil lökotrienlerin (CysLT'ler) tümörogenezdeki rolü 

hakkında yeni bilgiler elde edilmiştir. Tümörü teşvik eden inflamasyon (Saier ve 

Peyruchaud 2022), tümör mikro çevresindeki (TME) iltihaplanma, tümörün ilerlemesi 

için kritik bir bileşendir ve şimdi kanserin ayırt edici özelliklerinden biri olarak kabul 

edilmektedir. Hem kanser hücrelerinin hem de kanser olmayan stromal hücrelerin 

güçlü CysLT üreticileri olduğu göz önüne alındığında, tümör ilerlemesi, CysLT sinyal 

yollarına entegre bir yanıt içerir. LT'ler, bronşiyal düz kasın kasılması, vasküler 

geçirgenliğin uyarılması, lökositlerin çekilmesi ve aktivasyonu gibi çeşitli biyolojik 

etkiler sergiler (Hammarström 1983). CysLT'ler temel olarak miyeloblastik soyun 

lökositleri (özellikle eozinofiller, bazofiller ve mast hücreleri tarafından) ve 

monoblastik soyların (monositler/makrofajlar) yanı sıra dendritik hücreler tarafından 

biyosentezlenir (Peters ve Henderson 2007). 
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CysLT'ler, kemik iliği hücreleri, düz kas hücreleri, endotel hücreleri ve 

bağırsak hücreleri dahil olmak üzere çeşitli hücre tiplerinde hücre proliferasyonunu 

indükler (Bäck ve ark 2014). LTD4- CysLT1 reseptör sinyalinin aktivasyonu, hücre 

proliferasyonunu ve çoklu yollardan hayatta kalmayı desteklemektedir. LTD4, tümör 

olmayan bağırsak Int407 hücrelerinde ERK1/2'nin Ras'tan bağımsız, PKCε'ye bağımlı 

bir aktivasyonu aracılığıyla hücre çoğalmasını indüklemiştir (Paruchuri ve ark 2002). 

LTD4 ile indüklenen CysLT1 reseptörlerinin aktivasyonunun ayrıca, GSK3β'nin 

PI3K'ya bağlı bir fosforilasyonu yoluyla β-katenin sinyalinin aktivasyonu ile bağırsak 

hücre çoğalmasını ve hayatta kalmasını desteklediği bildirilmiştir (Mezhybovska ve 

ark 2006). Kolon kanseri hücrelerinde, LTD4-CysLT1 reseptör sinyali, β-katenin 

nükleer translokasyonunu ve ardından HT116 hücrelerinde MYC ve CCND1 

transkripsiyonunu indükler, ancak HT29 hücrelerinde olmaz ve β-katenin'in GSK-3β 

kaynaklı bozulmasını azaltır (Salim ve ark 2014). LTD4 sadece çekirdeğe β-katenin 

translokasyonunu indüklemekle kalmaz, aynı zamanda hayatta kalmayı desteklemek 

için Bcl-2 ile fiziksel olarak etkileşime girebileceği mitokondriye de translokasyonunu 

indükler (Mezhybovska ve ark 2006).  

LTD4 ayrıca kaspaz 8, kaspaz 3 aktivasyonuna müdahale ederek ve MEK/ERK 

sinyalini aktive ederek bağırsak hücrelerinde COX-2 inhibisyonunun neden olduğu 

apoptozu engeller (Ohd ve ark 2003, Wikström, Juhas ve ark 2003, Wikström, Öhd ve 

ark 2003). LTD4'ün, COX-2 ekspresyonunu ve PGE2 üretimini indükleyerek hücre 

sağkalımını arttırdığı gösterilmiştir (Bellamkonda ve ark 2015, Massoumi ve ark 2003, 

Ohd ve ark 2003), bu da CysLT'ler ve PG'ler yolları arasında bir crosstalk olduğunu 

düşündürmektedir. LTD4 kaynaklı COX-2 artışına, Int407 ve Caco-2 hücrelerinde 

ERK1/2 sinyalinin aracılık ettiği gösterilmiştir (Wikström, Öhd ve ark 2003). 

Birkaç sonuç ayrıca LTD4'ün hücre ölümünden hücre sağkalımına bir geçiş 

sinyali verdiğini göstermektedir (Hoshino ve ark 1998). CREB'nin değiştirilmiş 

ekspresyonu, kanser hastalarının sağkalımı ile ilişkilendirilmiştir ve bu da akut 

lenfoblastik lösemi, akut miyeloid lösemi veya Hodgkin lenfoma gibi bir dizi CREB 

ile ilişkili kanserin tanımlanmasına yol açmış ve CREB'nin bir prognostik belirteç ve 

terapötik olarak kullanılmasına olanak sağlamıştır (Steven ve ve ark 2020). 

Tüm bu bilgiler göz önüne alındığında CysLT'ler: 
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-Kanser hücrelerinin; proliferasyon, migrasyon ve invazyon olaylarında rol 

oynayan sinyal yollarını aktive ederek kanser hücrelerinin hayatta kalmasını 

indüklerler.  

-Antiapoptotik Bcl-2 proteinin ekspresyonunu artırarak apoptozise direnç 

gösterirler.  

-Anjiyogenezi indükleyerek vasküler geçirgenliği modüle eder ve endotelyal 

hücrelerin proliferasyonu ile migrasyonunu stimüle eder. 

-Hücre enerji sinyal mekanizmalarının deregülasyonunda rol oynarlar. Beta-

katenin translokasyonu ve c-myc aktivasyonu yoluyla glikolizi indüklerler.  

-LTD4, NOX4’ün nükleer translokasyonu yoluyla oksidatif DNA hasarına 

neden olmaktadır (Saier ve Peyruchaud 2022).  

Sonuç olarak CysLT'lerin ve reseptörlerinin kanser ilerlemesindeki rolünün 

altında yatan moleküler mekanizmaların anlaşılması, anti-kanser tedavisi için CysLT 

sinyallerini hedefleme potansiyelinin incelenmesine yardımcı olacaktır.  

1.3.3. Sisteinil Lökotrien Antagonistleri 

Sisteinil LT reseptör antagonistleri (LTRA'lar), Montelukast, zafirlukast ve 

pranlukast gibi spesifik inhibitörler, bronşiyal astım ve alerjik rinit tedavisi için yirmi 

yılı aşkın süredir klinik olarak mevcuttur. LTRA’lar kanserde CysLT sinyalini 

hedeflemek için kesinlikle en umut verici seçenek olarak karşımıza çıkmaktadır 

(Yokomizo ve ark 2018). Astımlı hastalar üzerinde yapılan geniş bir epidemiyolojik 

çalışma, LTRA'lerin kanser gelişimi riskini, özellikle akciğer, meme, kolorektal ve 

karaciğer kanserlerini doza bağımlı bir şekilde azalttığını ve ayrıca CysLT 

reseptörlerinin karsinojenezdeki rolünü desteklediğini göstermiştir (Tsai ve ark 2016).  

CysLT1 reseptörü antagonistleri, ürolojik (Matsuyama ve Yoshimura 2010), 

prostat (Matsuyama ve ark 2007), akciğer (Tsai ve ark 2017), meme (Suknuntha ve 

ark 2018) ve kolon (Paruchuri ve ark 2006, Savari ve ark 2013) kanserlerinin yanı sıra 

nöroblastomalar (Sveinbjörnsson ve ark 2008), glioblastomlar (Piromkraipak ve ark 

2018) ve kronik miyeloid lösemi (Zovko ve ark 2018) de dahil olmak üzere çok sayıda 

insan kanser hücrelerinin büyümesini inhibe eder ve/veya apoptozu indükler. 
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LTRA'lar, CysLT1 sinyalini inhibe etmede ortak farmakolojik özelliklere sahip 

olsa da, Montelukast esas olarak apoptozu indüklerken, zafirlukast etkisini hücre 

döngüsü üzerinde gösterir (Piromkraipak ve ark 2018, Suknuntha ve ark 2018). Benzer 

şekilde, LTD4'ün bağlanmasını bloke eden ancak LTC4'ü bloke etmeyen seçici bir 

CysLT1 reseptör antagonisti olan MK-571'in, hücre sağkalımını değiştirmeden 

kolorektal kanser hücresi proliferasyonunu inhibe ettiği gösterilmiştir (Paruchuri ve 

ark 2006). İlginç bir şekilde, pranlukast hem beyin hem de periferik kılcal damarlardan 

tümör hücresi göçünü inhibe ederken, Montelukast sadece periferik kılcal damarlarda 

hücre göçünü inhibe etmiştir (Nozaki ve ark 2010). Ayrıca Montelukast, kanser 

metastazı özelliklerinin ek özellikleri olan 5-FU'ya dirençli hücre kolonosferlerini ve 

köklenmeyi güçlü bir şekilde azaltmıştır (Satapathy ve Sjölander 2020). CysLT1 

reseptörü antagonistleri pranlukast ve Montelukast, alerjenle indüklenen astımı olan 

farelerin akciğerlerinde VEGF ekspresyonunu düzenleyerek vasküler geçirgenliği 

azaltmıştır ve bununla birlikte CysLT1 reseptörlerinin tümör anjiyogenezindeki 

potansiyel rolü daha da desteklenmiştir (Lee ve ark 2004). Bu veriler, LTRA'ların anti-

tümör özelliklerinin bir kısmının, CysLT1 reseptörlerinin antagonizmi dışındaki 

mekanizmalarla ilişkili olabileceğini düşündürmektedir.  

1.4. Montelukast 

Montelukast C35H36ClNO3S kimyasal formülüne sahip (Tan ve ark 2017), 

klinikte astım ve alerjik rinit hastalıklarında kullanımı olan, lökotrien D4 ve E4 için 

sisteinil lökotrien reseptörüne yüksek afinite ile bağlanan oldukça seçici bir lökotrien 

reseptörü antagonistidir (Wermuth ve ark 2021). Montelukast, lökotrien reseptörlerine 

bağlandığında, herhangi bir agonist aktivite göstermeden lökotrienin fizyolojik 

etkilerini (hava yolu ödemi, düz kas kasılması ve normal hücresel aktivitenin 

bozulması gibi) inhibe eder (Wermuth ve ark 2021). 

1.4.1. Montelukast ve Kanserdeki Rolü 

Antiinflamatuar etkilerinin yanısıra Montelukast’ın astım hastalarını özellikle 

akciğer, göğüs, kolorektal ve karaciğer kanserlerinden doza bağımlı bir şekilde 

koruduğu bildirilmiştir (Tsai ve ark 2016). Kronik miyeloid lösemide yapılan bir 

çalışmada Montelukast CysLT1R'e bağlı bir yol aracılığıyla, proapoptotik etkiye sahip 

Bax aşırı ekspresyonunu, sitokrom C salınımını, PARP-1 bölünmesi ve kaspaz-3 
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aktivasyonunu indükleyerek KML hücrelerinin apoptozunu indüklediği belirtilmiştir 

(Zovko ve ark 2018). Kolorektal kanser hücreleri olan HT-29 ve SW-480 ile yapılan 

bir çalışmada Montelukast, LTD4'ün neden olduğu koloni oluşumunu ve 

kolonosferleri bozmanın yanı sıra kanser kök hücre belirteçlerinin (ALDH1 ve 

DCLK1) aşağı regülasyonunu önleyerek, CysLT1R inhibisyonunun kanser kök 

hücrelerini en aza indirmede yararlı etkisini düşündürmektedir (Bellamkonda ve ark 

2018). 

Birkaç pankreas kanseri hücre hattında (PA-TU-8988T, SUIT-2 ve PANC-1 

hücreleri, ancak MIAPaCa-2 hücrelerinde değil) yapılan kapsamlı bir çalışmada 

kanser hücre proliferasyonunun LTD4 ile indüklenmesi sonrası CysLT1R 

ekspresyonu artmış olup; hücrelerin Montelukast ile tedavi edilmesi hücre döngüsünün 

apoptozu indüklemeden G0/G1 fazında durmasına neden olmuştur (Kachi ve ark 

2021). 

Birçok çalışma renal hücreli karsinom, mesane kanseri, prostat kanseri ve testis 

kanserinin insan kanser hücrelerinde CysLT1R ekspresyonunu göstermiştir 

(Matsuyama ve ark 2010, Matsuyama ve ark 2009, Matsuyama ve ark 2009). 

Çalışmaların sonucunda Montelukast ile tedavinin, insan prostat kanseri hücrelerinde 

(LNCaP, PC3, DU-145) (Matsuyama ve ark 2010, Matsuyama ve ark 2007), insan 

böbrek kanseri hücresinde (Caki-1), insan mesane kanseri hücresinde (T24) 

(Matsuyama ve ark 2010, Funao ve ark 2008) ve testis kanseri hücresinde (NEC-8) 

(Matsuyama ve ark 2010, Matsuyama ve ark 2009) CysLT1R ekspresyonunu aşağı 

doğru regüle etmiş, hücre canlılığını azaltmış ve erken apoptozu indüklediği tespit 

edilmiştir. Etkiler, normal stromal prostat hücre hatlarında (Matsuyama ve ark 2007), 

normal proksimal tübüler endotel hücrelerinde (PRTEC) (Ghosh ve Myers 1998) 

gözlenmemiştir. Birkaç akciğer kanseri hücre hatları (A549, H460, H1299, CL1-0 ve 

CL1-5) ile yapılan bir çalışmada Montelukast’ın hücre canlılığını/proliferasyonunu 

inhibe ettiği ve apoptozu indükleyen faktörün (AIF) nükleer translokasyonu yoluyla 

hücre ölümünü indüklediği bildirilmiştir (Tsai ve ark 2017). 
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2. GEREÇ VE YÖNTEM 

Bu çalışma, Selçuk Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi Genetik Anabilim Dalı ve 

TÜBİTAK Marmara Araştırma Merkezi (MAM) Gen Mühendisliği ve Biyoteknoloji 

Enstitüsü Tanı Teknolojileri Laboratuvarlarında (TTL) gerçekleştirilmiştir. 

2.1. Çalışmada Kullanılan Kimyasallar ve Kitler 

Tablo 2.1. Tez Dahilinde Kullanılan Kimyasallar ve Kitler. 

KİMYASAL/ KİT ADI  MARKA 

Montelukast Sigma-Aldrich 

Dulbecco’s Modified Eagle Medium 

(DMEM) 

Diagnovum 

RPMI 1640 Diagnovum 

FBS (Fetal Bovine Serum) Diagnovum 

Penisilin/Streptomisin Sigma-Aldrich 

Dimetil Sülfoksit (DMSO) Sigma-Aldrich 

(DPBS)Dulbecco's Phosphate-Buffered 

Saline  

Gibco 

L-Glutamin Thermo Fisher Scientific 

MTT Sigma-Aldrich 

TRI-Reagent Sigma-Aldrich 

Trypan Blue Boyası Sigma-Aldrich 

cDNA Sentez Kiti (First Strand cDNA 

Synthesis Kit) 

Thermo Fisher Scientific 

DNase I Thermo Scientific 

RNA Cleanup Kit Monarch- T2050L 

SYBR Green qPCR Master Mix Bio-Rad 

Primer Sentebiolab 

Bcl-2 Primer Antikor Santa Cruz Biotechnology 

Bax Primer Antikor Cell Signalling Technology 

Caspase-3 Primer Antikor Affinity Biosciences 

β- Aktin Primer Antikor Santa Cruz Biotechnology 

Sekonder Antikor (Anti-Mouse IgG-

HRP) 

Santa Cruz Biotechnology 
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Tablo 2.1 (Devam). Tez Dahilinde Kullanılan Kimyasallar ve Kitler. 

Sekonder Antikor (Mouse Anti-Rabbit 

IgG-HRP) 

Santa Cruz Biotechnology 

RIPA Buffer Sigma-Aldrich 

Tripsin- EDTA Sigma-Aldrich 

2-Merkaptoetanol Sigma-Aldrich 

Akrilamid/ Bisakrilamid Sigma-Aldrich 

APS (Amonyum persülfat) Sigma-Aldrich 

Sodyum Dodesil Sülfat (SDS) Sigma-Aldrich 

Trisma Base Sigma-Aldrich 

Nitroselüloz Membran Macherey-Nagel 

Protein Marker Thermo Fisher Scientific 

Clarity Max Western ECL Substrates Bio-Rad 

Clarity Western ECL Substrates Bio-Rad 

Tween 20 Sigma-Aldrich 

Whatman Blotlama Kağıdı Bio-Rad 

Metanol Sigma-Aldrich 

 

2.2. Çalışmada Kullanılan Araç ve Gereçler 

Tablo 2.2. Tez Dahilinde Kullanılan Materyal ve Cihazlar. 

MATERYAL VE CİHAZ  MARKA 

Blotlama (Semidry Blotter) Cihazı Bio-Rad 

Real Time PCR Cihazı BioRad CFX96 

Western Blot Görüntüleyici Azure C600 

Buzdolabı (+4°C) Bosch 
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Tablo 2.2 (Devam). Tez Dahilinde Kullanılan Materyal ve Cihazlar. 

Çeker Ocak Tolkim 

Derin Dondurucu (-20°C) Vestel, Siemens 

Derin Dondurucu (-80°C) New Brunwick Premium U410 

Distile Su (dH2O) Üretme Cihazı MP MINI Pure 

Etüv Memmert 

Mikroplaka Spektrofotometresi Epoch 

15 mL ve 50 mL’lik Santrifüj Tüpleri Labsolute/ Isolab 

Hassas Terazi Shimadzu 

Isıtıcı Bloğu Techne 

Karbondioksitli Etüv (İnkübatör) Mini Galaxy A 

Kar Üretme Cihazı Scotsman 

Magnetik Karıştırıcı Wisd WiseStir MSH-20A 

Mikropipet Takımı Nichipet 

Güç Kaynağı Thermo Scientific 

Nanodrop Thermo Scientific 

Qubit Fluorometre Thermo Scientific 

Otoklav HMC Hirayama 

PCR (Thermal Cycler) Bio-Rad T100 

pH Metre Mettler Toledo 

Pipet Uçları Isolab 

Serolojik Pipetler Labsolute 

Sıvı Azot Tankı Taylor- Wharton  
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Tablo 2.2 (Devam). Tez Dahilinde Kullanılan Materyal ve Cihazlar. 

Sıvı Azot Tankı Taylor- Wharton  

Steril Kabin (Biyogüvenlik Kabin) Esco Class 2 

Soğutmalı Santrifüj Hettich 

Işık Mikroskobu Olympus 

Sıcak Su Banyosu Memmert 

Ters (Inverted) Işık Mikroskobu Zeiss Primovert 

Vorteks Velp 

Mini Çalkalayıcı Bio- San 

Spin- Down OniLab 

Yatay Elektroforez Sistemleri Thermo Scientific 

Dikey Elektroforez Sistemleri BioRad 

T-25 Flask (Filtreli, steril) Labsolute 

T-75 Flasklar (Filtreli, steril) Labsolute/ Corning 

Vial (Cryogenic Tubes) Isolab/ Corning 

Strip Tüpler Qiagen 

Steril 0.22 mikronluk filtre Merck 

6 Kuyucuklu Plaka Labsolute 

96 Kuyucuklu Plaka Labsolute/ Greiner bio-one 

1,5-2 mL’lik Tüpler ve Raklar Eppendorf 

Cell Scraper (Hücre Kazıyıcı) Labsolute 
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2.3. Kullanılan Çözeltiler ve Hazırlanışı 

Tablo 2.3. Tez Dahilinde Kullanılan Çözeltilerin Hazırlanışı. 

                     ÇÖZELTİ ADI                                  İÇERİK 

%70’lik Etil Alkol 30 mL saf su üzerine 70 mL etil alkol 

eklenerek hazırlandı. 

%30’luk Akrilamid-Bisakrilamid 37,5 g akrilamid, 1 g bisakrilamid 

alınarak 128 mL dH2O içerisinde 

37ºC’de çözülerek hazırlandı. 

%10’luk SDS 1 g SDS tartılıp ve 9 mL saf su içerisinde 

çözülerek hazırlandı. 

%10’luk APS 0,1 g APS tartılıp ve 1 mL distile suda 

çözüldü. 

%5’lik Bloklama Çözeltisi 5 g BSA alınıp ve 95 mL TBS-T 

içerisinde çözülerek hazırlandı. 

10X TBS Çözeltisi 80 g NaCl, 2 g KCl, 30 g Tris tartılıp; 

900 mL distile su içerisinde çözüldü. 1 

M HCI ile pH=7,4’e ayarlandı. Son 

hacim distile su ile 1 L’ye tamamlandı. 

10X Transfer Çözeltisi 29 g Glisin, 58 g Tris, 3,7 g SDS tartılıp 

ve 900 mL distile su içinde çözüldü. 

pH=8.3’ e ayarlanarak son hacim distile 

su ile 1 L'ye tamamlandı. 

1X TBS-T Çözeltisi 10X TBS’den 100 mL alınıp ve 900 mL 

distile su ile 1 L’ye tamamlandıktan 

sonra çözeltiye 1 mL Tween-20 eklendi. 

10X SDS-PAGE Yürütme Tamponu  30,2 g Tris, 188 g Glisin ve 100 mL 

%10’luk SDS eklenip çözelti 1 L distile 

su ile çözüldü. 
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Tablo 2.3 (Devam). Tez Dahilinde Kullanılan Çözeltilerin Hazırlanışı. 

1 M Tris/ HCl Tamponu (pH: 6.8) 121,14 g Tris 900 mL distile su içinde 

çözülüp, 1 M HCl ile pH: 6,8’e ayarlandı 

ve son hacim distile su ile 1 L’ye 

tamamlandı. 

1,5 M Tris/HCl Tamponu (pH: 8.8) 181,7 g Tris 900 mL distile su içinde 

çözülüp, 1M HCl ile pH: 8,8’e ayarlandı 

ve son hacim distile su ile 1L’ye 

tamamlandı. 

1X Transfer Çözeltisi 10X Transfer çözeltisinden 100 mL 

alınıp, 700 mL distile su ve 200 mL 

metanol ilave edilerek hazırlandı. 

1X SDS-PAGE Yürütme Tamponu  10X Tris-Glisin Elektroforez 

çözeltisinden 100 mL alınıp, 900 mL 

distile su ile son hacim 1 L’ye 

tamamlandı. 

1X SDS-PAGE Yükleme Tamponu 0.125 M Tris pH 6.8, %2 SDS, %10 (v/v) 

gliserol, %10 (v/v) β-merkaptoetanol, ve 

%0.01 (w/v) bromfenol mavisi) 

karıştırılarak hazırlandı. -20°C de 

saklandı. 

 

2.4. Hücre Kültürü 

Çalışmada kullanılan PANC-1, BxPC-3, HEK293 hücre hattı ATCC’  den 

(American Type Culture Collection) temin edildi. PANC-1 ve HEK293 hücreleri %10 

fetal sığır serum (FBS) ve 10.000 U/mL penisilin 10.000 ng/mL streptomisin eklenmiş 

DMEM besiyerinde kültüre edildi. BxPC-3 hücreleri ise %10 fetal sığır serum (FBS) 

ve 10.000 U/mL penisilin 10.000 ng/mL streptomisin eklenmiş RPMI-1640 

besiyerinde kültüre edildi.  
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2.4.1. Hücrelerin Çözdürülmesi ve Büyütülmesi 

-80 ˚C’de dondurulmuş olarak temin edilen hücreler, 37 ˚C’ye alındı ve 

çözülmeleri sağlandı. Çözüldükten sonra hücreler, içerisinde PANC-1 ve HEK293 için 

5 ml DMEM, BxPC-3 için 5 ml RPMI içeren falkon tüplere aktarıldı. 300xg’de 5 

dakika santrifüj edildi. Santrifüj sonrası süpernatant uzaklaştırılarak falkon tüpte pellet 

olarak kalan hücrelere %10 FBS, L-glutamin ve penisilin-streptomisin içeren 5ml 

DMEM ve 5 ml RPMI besiyerleri eklendi. Süspanse hale getirilen hücreler 25 cm2’lik 

flasklara ekildi. Ekimi tamamlanan hücreler %5 CO2 ihtiva eden 37˚C inkübatörde 

inkübe edildi. Hücrelerin ekimi yapıldıktan sonra 2-3 günde bir kontrol edildi. Kontrol 

esnasında hücrelerin ve besiyerinin durumuna bağlı olarak, 1X DPBS ile yıkanarak 

besiyerleri değiştirildi.  

2.4.2. Hücrelerin Pasajlanması, Sayımı ve Stoklanması 

25 cm2’lik flasklara ekimi yapılan hücreler %80-90 yoğunluğa ulaştıklarında 

pasajlama işlemleri yapıldı. Flask yoğunluğu inverted mikroskop ile takip edildi. 

Pasajlama için ilk olarak flask içerisindeki eski besiyeri uzaklaştırıldı. 1X DPBS ile 

yıkama işlemleri gerçekleştirildi ve tripsin-EDTA ile hücreler flask yüzeyinden 

kaldırıldı. Tripsin- EDTA’yı nötralize etmek için FBS içeren besiyeri kullanıldı. Elde 

edilen hücreler 15 ml’lik falkonlarda toplanarak 5 dakika süreyle 300xg’de santrifüj 

edildi. Santrifüj sonrası süpernatant uzaklaştırıldı ve altta pellet olarak kalan hücreler 

taze besiyeri içerisinde tekrar süspanse edildi.  

Deneyde kullanılacak hücre miktarını belirlemek amacıyla hücre sayımı 

yapıldı. Bu işlem Thoma lamında, hücre sayım alanına 10 µl hücre ve trypan blue 

karışımı eklenerek yapıldı. Işık mikroskobunda hücreler sayılıp ml başına hücre 

konsantrasyonu belirlendi. 

Sayımı yapılan hücreler deney planına ve yoğunluklarına göre 25 cm2 ve 75 

cm2’lik flasklara ekilip %5 CO2 ihtiva eden 37˚C inkübatöre kültüre edildi. 

Hücre dondurma ve stoklama işlemi, içeriği %90 FBS, %10 DMSO olan hücre 

dondurma çözeltisi ile yapıldı. Süspanse edilen hücrelerden belirli bir sayıda alındı ve 

hücre dondurma çözeltisi ile karırştırılıp, kriyovial tüplerde -80 ˚C’de dondurularak 

stoklandı. 
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2.5. Montelukast Stok Solüsyonunun Hazırlanması 

Katı kimyasal madde şeklinde ticari olarak satın alınan Montelukast Sodyum 

(MA: 608,17 gr/mol, Sigma PHR1603) konsantrasyonu 0,1 mM olacak şekilde 

nükleaz içermeyen su içerisinde çözdürüldü. Hazırlanan bu stok solüsyon steril 

ortamda 0,22 μm’ lik steril filtreden geçirildi ve +4°C’ de saklandı. Çalışmada 

kullanılan farklı konsantrasyondaki solüsyonlar stok solüsyondan PANC-1 ve 

HEK293 hücreleri için DMEM ve BxPC-3 hücreleri için RPMI-1640 besiyeri ile 

seyreltilerek hazırlandı. 

2.6. Hücre Sitotoksisite Testi (MTT) 

Montelukast’ın PANC-1, BxPC-3 ve HEK293 hücreleri üzerindeki sitotoksik 

etkisini belirlemek amacıyla MTT (3-(4,5-dimetidiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum 

bromid) testi uygulandı. MTT testi hücrelerin metabolik aktiviteleri ile formazan 

tuzlarının indirgenmeleri sonucu formazan kristallerinin kolorometrik yöntemle 

ölçülerek hücre canlılığının belirlenmesi esasına dayanan bir testtir. 

96 kuyucuklu plate’e her bir kuyucukta 100 μl besiyeri içerisinde yaklaşık 5-

10x103 hücre olacak şekilde ekim yapıldı ve 24 saat inkübe edildi. İnkübasyon sonrası 

eski besiyeri uzaklaştırıldı. Montelukast konsantrasyonları ilk olarak 10, 25, 50, 75, 

100, 200 ve 400 μM olacak şekilde belirlendi. Bu konsantrasyonlarda yapılan MTT 

sonrası 200 ve 400 μM’da hücrelerin canlılığını tamamen kaybettiği görüldükten sonra 

doz kısıtlamasına gidildi ve MTT konsantrasyon aralığı 50,70, 90,110,130,150 μM 

olarak belirlendi. Ana stoktan seri dilüsyonlar şeklinde hazırlanan besiyerlerinden 

kuyucuklara 100 μl ilave edilerek 24-48 saat inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon 

sonrası etken madde içeren medyum uzaklaştırıldı. Hücreler kuyu başına 100 μl 1X 

DPBS ile yıkandıktan sonra her kuyucuğa 10 ul 10X MTT içeren 100 μl DMEM-

RPMI-1640 besi ortamı eklenerek 4 saat inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon sonrası 

kuyucuklardan MTT içeren besi ortamı uzaklaştırılarak yerine 50  μl DMSO eklendi 

ve 37˚C’de 30 dakika inkübe edildi. İnkübasyon sonrası mor renkli formazan 

kristallerinin tam olarak çözülmesi beklendi. Mikroplate okuyucuda 570 nm dalga 

boyunda absorbans ölçümü yapıldı. Montelukast uygulanmış grupların absorbans 

değerlerinin kontrol grubu absorbans değerine bölünüp 100 ile çarpılması ile yüzde 

hücre canlılığı hesaplandı.  
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2.7. Kantitatif Gen Ekspresyon Analizi (Real-Time PCR) 

Montelukast’ın CYSLTR1, CYSLTR2, GPR17, GPR99, ERK1/2, COX-2, MYC, 

HMGB1, TP53, MTOR, BAX, BCL-2, CASP3 genlerinin ifade düzeyleri üzerine 

etkilerini belirlemek amacıyla kantitatif gerçek zamanlı PCR (qPCR) çalışması 

yapıldı. 

Ekspresyonu her hücrede olan ve değişmeyen; housekeeping gen olarak 

GAPDH kullanıldı. Real Time PCR cihazı (Bio-Rad CFX96 Touch Real-Time PCR) 

ile Ct değerleri hesaplandı. Elde edilen Ct değerleri ΔΔCt yöntemine göre analiz edildi, 

2-ΔΔCt formülüyle ekspresyon değişim miktarları hesaplandı. 

2.8. Hücre Hatlarından Total RNA İzolasyonu 

Montelukast’ın PANC-1, BxPC-3 ve HEK293 hücre hatlarında hedef genlerin 

ifade düzeylerindeki değişikliği saptamak için öncelikle RNA izolasyonu yapıldı. 25 

cm2 flasklara 5 ml besiyeri içerisinde yaklaşık 4x105 hücre olacak şekilde ekim yapıldı 

ve 24 saat inkübe edildi. İnkübasyon sonrası flasklara PANC-1 hücre hattı için 70 µM, 

BxPC-3 hücre hattı için 45 µM ve HEK293 hücre hattı için 55 µM 

konsantrasyonlarında Montelukast uygulanarak 48 saat inkübasyona bırakıldı. 48 saat 

Montelukast uygulaması literatürde yer alan çalışmalara paralel olarak hücrelerin ilaca 

daha fazla maruz kalmasını sağlamak ve bunun sonucunda meydana gelen ekspresyon 

değişikliklerini saptamak amacıyla yapıldı. 

RNA izolasyonu TRI-Reagent solüsyonu (Sigma, 93289) kullanılarak 

gerçekleştirildi. 

Montelukast içeren besiyeri uzaklaştırıldıktan sonra hücreler 2 kez 1X DPBS 

ile yıkandı. Her bir flaska 1 ml TRI-Reagent solüsyonu eklenip pipetaj yapılarak 

1,5ml’lik ependorf tüpe aktarıldı, 5 dakika buz üzerinde inkübe edildi. Süre sonunda 

üzerine 250 μl kloroform eklendi. Tüpler alt üst edilerek karıştırıldıktan sonra 30 

saniye vorteks yapıldı ve 10 dakika buz üzerinde inkübe edildi. İnkübasyon sonrasında 

karışım 14000xg’de 15dk +4°C’de santrifüj edildi. Santrifüj sonrası süpernatant yeni 

bir 1,5 ml’lik ependorf tüpe aktarıldı. Karışım üzerine 400μl soğuk izopropanol ilave 

edildi ve 10 dakika buz üzerinde inkübe edildi. İnkübasyon sonrasında karışım, 

14000xg’de 10 dakika +4°C’de santrifüj edildi. Santrifüj sonrası süpernatant 
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uzaklaştırıldı ve pellete 1 ml %70’lik soğuk etanol eklendikten sonra 14000 g’de 5 

dakika +4°C’de tekrar santrifüj yapıldı. Bu işlem iki kere tekrarlandı. Santrifüj sonrası 

süpernatant uzaklaştırıldı ve geriye kalan RNA pelleti kurumaya bırakıldı. Kuruma 

işleminden sonra RNA pelleti 50-100 μl nükleaz içermeyen su ile çözdürüldü. 

Nanodrop spektrofotometrede RNA konsantrasyonu belirlendi. RNA’lar -20°C’de 

muhafaza edildi. 

2.9. DNaz Muamelesi 

Deneyde tüm gruplar için genomik DNA uzaklaştırması yapılarak total RNA 

elde edildi. Bu yöntemin kullanılmasının sebebi, qRT-PCR analizlerinde RNA 

örneklerini kirleten genomik DNA'nın da çoğalıp yanlış pozitif yanıtlara yol 

açabilmesinden kaynaklanan hatalı sonuçları önlediğidir. PCR’ın aşırı duyarlılığı 

nedeniyle, genomik dizinin tek bir kopyası bile cihaz tarafından tespit edilebilir. Bu 

durum, test edilen genler DNA seviyesinde mRNA' ya benzer sekanslara sahip 

psödogenler barındırdığında daha da ciddileşir. Bu nedenle RNA elde edilirken DNA 

çıkarımı yapılması önerilmektedir. DNA çıkarımıyla izole edilen RNA’dan elde edilen 

cDNA’nın, qRT-PCR’da ortaya koyduğu eşik döngülerinde bir azalma vardır ve 

sonuçlar genomik DNA kontaminasyonu içermediği için daha güvenilirdir (Dotti ve 

Bonin 2011).  

Tablo 2.4. DNaz muamelesi için gerekli reaksiyon bileşenleri. 

Reaksiyon Bileşeni Hacim 

RNA 5 µg 

10X reaksiyon buffer 1 µl 

DNaz I, RNaz içermeyen 1 µl 

Nükleaz İçermeyen Su 20 ul’ ye tamamlanana kadar 

 

Tablo 2.4’ e göre 0.2 ml’lik tüplere hazırlanan karışım, Biorad T100 Thermal 

Cycler cihazına yerleştirildi ve 37 °C’de 30 dakika inkübe edildi. Ardından 1 µl 0.5 

mM EDTA eklenerek DNaz enziminin inaktivasyonu sağlandı.  
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DNA çıkarımı yapılan RNA örnekleri Monarch RNA CleanUp kit ile 

saflaştırıldı. Saflaştırma sonrası elde edilen total RNA’lar cDNA sentezi yapılana 

kadar -20 °C’de muhafaza edildi. 

2.10. cDNA Sentezi    

Total RNA’dan cDNA sentezi, First Strand cDNA Synthesis Kit (#K1612, 

Fermentas Thermo Fisher Scientific, Hudson, NH, USA) kullanılarak, kitin mevcut 

protokolüne göre gerçekleştirildi. Bir tüp içerisine 500 ng RNA, 1 μl 100 µM random 

hexamer primer, 2 μl 10 mM dNTP miks, 4 μl 5X reaksiyon buffer, 2 μl 20 U M-

MuLV ters transkriptaz enzimi, 1 μl 20 U RiboLock RNaz inhibitör, 20μl’ye 

tamamlayacak miktarda nükleaz içermeyen su eklenerek sentez için 25 °C’de 5 dk., 

37 °C’de 60 dk., 70 °C’de 5 dk. inkübe edildi. Sentezlenen cDNA, 1:1 oranında 

sulandırılarak qRT- PCR için kullanılmak üzere -20°C’de muhafaza edildi. 

2.11. Primerlerin Sulandırılması  

Liyofilize primerler 3000 g hızında 3 dakika santrifüj edildi ve 100 µMol/μl 

konsantrasyonda olacak şekilde nükleaz içermeyen su içerisinde çözdürüldü. Her bir 

genin forward ve reverse primerinden 10 µM alt stoklar hazırlanarak -20 °C’de 

muhafaza edildi.  

2.12. Referans Gen Seçimi  

Çalışmada sıklıkla kullanılan referans genlerden biri olan Gliseraldehit-3-

Fosfat Dehidrogenaz (GAPDH) kullanılmıştır. Bu, bir dizi gen arasından farklı 

biyolojik şartlar altında en minimum değişkenlik gösteren; nispeten en stabil olan 

referans gen olarak seçilmiştir. 

2.13. Gerçek Zamanlı PCR ile Hücrelerdeki İfade Profilinin Belirlenmesi 

Gerçek Zamanlı PCR (qRT-PCR) deneyinde kullanılmak üzere CYSLTR1, 

CYSLTR2, GPR17, GPR99, BAX, BCL-2, CASP3, TP53, MYC genleri için primerler 

NCBI (National Center for Biotechnology Information) platformu kullanılarak dizayn 

edilmiştir. GAPDH, ERK1/2, COX-2, MTOR, HMGB1 genleri için primerler ise 

tabloda belirtilen makalelerden alınmıştır (Tablo 2.5).  
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Tablo 2.5. Gerçek zamanlı PCR için kullanılan Forward ve Reverse Primer Çiftleri. 

Gen Adı Primer  Primer Dizisi (5’→3’) Referans 

GAPDH 
Forward 

Reverse 
CAAGGTCATCCATGACAACTTTG 

GTCCACCACCCTGTTGCTGTAG 

Sun ve ark. 2014 

CYSLTR1 
Forward 

Reverse 
TCATAACCTTGTCTCTGGCTG 

CTGGGTACATAAGTCACGCTG 

Gen ID: 10800 

Tasarlanan 

CYSLTR2 
Forward 

Reverse 
AAGGCAGGAGAGATAGAGGCA 

TTGAGGAACTCTCCATACCTTGC 

Gen ID: 57105 

Tasarlanan 

GPR17 
Forward 

Reverse 

CCCCAAGAGAGATGCTGAAAC 

CAGGGAGAAGTTGGTGATCAG 

Gen ID: 2840 

Tasarlanan 

GPR99 
Forward 

Reverse 

TGGCTTCCATTTCAACCTTT 

CGGAAGAGGCTAAAGCAGGT 

Gen ID: 27199 

Tasarlanan 

BAX 
Forward 

Reverse 

CCAAGAAGCTGAGCGAGTGT 

GCTGGCAAAGTAGAAAAGGGC 

Gen ID: 581 

Tasarlanan 

BCL-2 
Forward 

Reverse 

ATCGCCCTGTGGATGACTGAGT 

GCCAGGAGAAATCAAACAGAGGC 

Gen ID: 596 

Tasarlanan 

CASP3 
Forward 

Reverse 

TGTCGATGCAGCAAACCTCA 

CCTTCTTCACCATGGCTCAGA 

Gen ID: 836 

Tasarlanan 

TP53 
Forward 

Reverse 

CAGACCTATGGAAACTACTTCCTG 

GCATTCTGGGAGCTTCATCT 

Gen ID: 7157 

Tasarlanan 

MYC 
Forward 

Reverse 

CAGATCAGCAACAACCGAAA 

GGCCTTTTCATTGTTTTCCA 

Gen ID: 4609 

Tasarlanan 

ERK1/2 
Forward 

Reverse 

TCAAGCCTTCCAACCTC 

GCAGCCCACAGACCAAA 

Jiang ve ark. 2018 

COX2 
Forward 

Reverse 

TTATCTACACGGCCCCCTCC 

CCAGGGCACGATGAAGTCAC 

Cadassou ve ark. 

2021 

MTOR 
Forward 

Reverse 

TTCGTGCCTGTCTGATTCTC 

ATCCCGATTCATGCCCTTC 

Koller ve ark. 

2020 

HMGB1 
Forward 

Reverse 

TATGGCAAAAGCGGACAAGG 

CTTCGCAACATCACCAATGGA 

Ghaffari ve ark. 

2021 
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Tüm RT-qPCR deneyleri, CFX96 Touch Real-Time PCR sistemi ve SYBR 

Green Master Miks (iTaq Universal SYBR Green Supermix, BioRad-1725121) 

kullanılarak yapıldı (Tablo 2.6).  

Tablo 2.6. qPCR için hazırlanan reaksiyon karışımı. 

Reaksiyon Bileşeni Hacim 

SYBR Green Master Miks 5 ul 

Forward Primer (10 µM) 0,2 µl 

Reverse Primer (10 µM) 0,2 µl 

cDNA  1 µl 

Nükleaz İçermeyen Su 3,6 µl 

Toplam 10 µl 

 

Her reaksiyon aynı plate’de üç tekrar olacak şekilde yapıldı. qRT-PCR: 95°C'de 1 

dakika boyunca denatürasyon, ardından 95°C'de 15 saniye, 59°C'de 30 saniye olmak 

üzere 39 döngülük amplifikasyon ile gerçekleştirildi. PCR amplifikasyonundan hemen 

sonra 95°C’de 10 s, 65°C ile 95°C arasında 0.5°C/s sıcaklık geçiş hızı ile erime eğrileri 

oluşturuldu. 

2.14. Sonuçların Değerlendirilmesi ve İstatistiksel Analiz 

PANC-1, BxPC-3 ve HEK293 hücre hatlarındaki CYSLTR1, CYSLTR2, 

GPR17, GPR99, ERK1/2, COX-2, MYC, HMGB1, TP53, MTOR, BAX, BCL-2, CASP3 

genlerinin ifade düzeyleri, Ct değerleri üzerinden yorumlandı. Her bir örneğe ait ilgili 

genin Ct değeri, o örneğin referans geninin Ct değerinden çıkarılarak delta Ct (ΔCt) 

değerleri hesaplandı. Montelukast uygulanan örneğin ΔCt değerinden Montelukast 

uygulanmayan kontrol grubu örneğinin ΔCt değeri çıkarılarak delta delta Ct (ΔΔCt) 

değerleri hesaplandı. Bu değerler Excel programına girildi ve 2-ΔΔCt formülüyle 

analizleri yapıldı. Livak tarafından önerilen bu yöntem ile Montelukast uygulanmayan 

kontrol grubu genleri ve Montelukast uygulanan hücrelerdeki genlerin ifade düzeyleri 

karşılaştırıldı. 2-ΔΔCt formülünden elde edilen verilere göre Graphpad Prism 8 yazılım 
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programı kullanılarak grafikler çizildi. Unpaired t-testi yapılarak p değerleri belirlendi. 

p<0,05 değerleri istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi. 

2.15. Protein Ekspresyon (Western Blot) Analizi  

Montelukast’ın PANC-1, BxPC-3 ve HEK293 hücre hatlarında BAX, BCL-2 

ve CASP3 proteinlerinin ifade düzeylerindeki değişikliğini saptamak için Western 

Blot çalışması yapıldı. Housekeeping gen olarak ACTB (Beta-aktin) geni kullanıldı. 

2.15.1. Total proteinin izole edilmesi 

25 cm2 flasklara 5 ml besiyeri içerisinde yaklaşık 4x105 hücre olacak şekilde 

ekim yapıldı ve 24 saat inkübe edildi. İnkübasyon sonrası flasklara, IC50 değerleri 

dikkate alınarak; PANC-1 hücre hattı için 70 µM, BxPC-3 hücre hattı için 45 µM ve 

HEK293 hücre hattı için 55 µM konsantrasyonlarında Montelukast uygulandı ve 48 

saat inkübasyona bırakıldı.  

1. Uygulama yapılan ve yapılmayan hücre gruplarının besiyeri uzaklaştırıldı ve 

soğuk PBS ile yıkama işlemi yapıldı. 

2. Daha sonra tekrar soğuk PBS ile hücreler flask yüzeyinden kaldırıldı ve 1,5 

ml’lik ependorf tüplere alındı. Hücreler, 1500 rpm’de 4 dk santrifüj edildi.  

3. Süpernatant uzaklaştırıldı, hücre pelleti 2x107 /ml oranına uygun miktarda Ripa 

Lizis Buffer ile çözüldü.  

4. 4°C’de 60 dk. 1500 rpmde çalkalandı.  

5. 60 dakikanın ardından 16000 g’de 20 dk 4°C’de santrifüj edildi.  

6. Santrifüj edildikten sonra süpernatant ayrı bir tüpe alındı ve pellet atıldı. 

7. Hücre lizatları -20°C’de muhafaza edildi. 

2.15.2. Protein Konsantrasyon Tayini 

Elde edilen hücre lizatının protein konsantrasyonunu belirlemek amacıyla 

Qubit™ Protein Assay Kit (Catalog number: Q33211) kullanıldı. Ölçüm kitin mevcut 

protokolüne göre gerçekleştirildi. 

200:1 oranında Protein BR Assay Buffer: Protein BR Reagent hazırlandı. 

Standartlar için 190 ul, örnekler için 199 µl olacak şekilde bu karışımdan 0.5 ml 

ependorf tüplere eklendi. Sonrasında standartlar sırasıyla 10 µl olacak şekilde, her bir 

protein örneğinden de 1 µl olacak şekilde karışıma eklendi, pipet yardımıyla 
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karıştırıldı. 15 dakika oda sıcaklığında inkübe edildikten sonra standartlar ve örnekler 

Qubit 2.0 Fluorometer’de ölçüldü. 

 

2.16. SDS jelinin hazırlanması ve yüklenmesi  

Deneyin amacına göre hangi yüzdelik jeli hazırlamamız gerektiği 

belirlendikten sonra SDS-PAGE elektroforez için jel hazırlandı. SDS jeli yükleme jeli 

(Tablo 2.7) ve ayırma jeli (Tablo 2.8) olmak üzere iki kısımdan oluşmaktadır.  

Her bir örnekten 30-50 µg protein (total hacim 20 µL) jele yüklendi. Örnekleri 

jele yüklemeden önce içine 4X SDS-PAGE yükleme tamponu (0.125 M Tris pH 6.8, 

%2 SDS, %10 (v/v) gliserol, %10 (v/v) β-merkaptoetanol %0.01 (w/v) bromfenol 

mavisi) ve 1:50 oranında β-merkaptoetanol ilave edildi. 95ºC ısıtma bloğunda 5 dk 

proteinler denatüre edildi ve örnekler 10 dk boyunca buz üzerinde bekletildi.  

Denatüre olan örnekler yükleme jeline yüklendikten sonra 110 Voltta yaklaşık 

15 dakika elektroforezde yürütüldü. Örnekler ayırma jeline geçmeye başladığında 

voltaj 150 volta çıkarılarak 60 dakika daha yürütülmeye devam edildi.  

Tablo 2.7. SDS Jel Elektroforezi için Kullanılan Ayırma Jeli Değerleri. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Bileşenler  (1 jel için) %12 (mL) 

Distile Su 1,6 

Akrilamid-Bisakrilamid (%30) 2,0 

Tris pH:8,8 (1,5M) 1,3 

SDS (%10) 0,05 

APS (%10) 0,05 

TEMED 0,002 

Toplam 5 
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Tablo 2.8. SDS-PAGE Jel Elektroforezi İçin Kullanılan Yükleme Jeli Değerleri. 

 

Bileşenler  (1 jel için) %5 (mL) 

Distile Su 0,68 

Akrilamid-Bisakrilamid (%30) 0,17 

Tris pH:6,8 (1 M) 0,13 

SDS (%10) 0,01 

APS (%10) 0,01 

TEMED 0,001 

Toplam 1 

 

 

2.17.  Jeldeki proteinlerin membrana transfer edilmesi (blotlama), bloklanması 

ve görüntülenmesi  

SDS poliakrilamid jeli üzerinde moleküler ağırlıklarına göre ayrılan proteinler 

blotlama cihazı kullanılarak nitroselüloz membrana transfer edildi. Blotlama 

prosedürü aşağıdaki şekilde gerçekleştirildi: 

Jel boyutunda kesilen nitroselüloz membran, blotlama işleminde 

kullanılmadan önce 5 dk boyunca 1X Transfer buffer ile muamele edildi. Blotlama 

cihazı içerisine sıra ile 1 parça blotlama kâğıdı, nitroselüloz membran, jel, 1 parça 

blotlama kâğıdı konularak 2,5 Amper, 25 Volt’da 30 dk süre ile proteinler transfer 

edildi. Membran 1 saat (h) oda sıcaklığında bloklama çözeltisi ile muamele edildi. 

Bloklama çözeltisi olarak 1X TBS-T ile hazırlanan %5’lik BSA kullanıldı. Bloklama 

işlemi bittikten sonra membran 3 kez 10 dk boyunca 1X TBS-T ile yıkandı. Membran 

4ºC‘de 1 gece bloklama çözeltisi içerisinde hazırlanmış birincil antikorlar ile Tablo 

2.9’daki gibi dilüe edilerek inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon sonrasında membran 3 

kez 10 dk boyunca 1X TBST ile yıkandı.  Membran 1 saat oda sıcaklığında bloklama 

çözeltisi içerisinde hazırlanmış ikincil antikor ile Tablo 2.10’daki gibi dilüe edilerek 

inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon sonrasında membran 3 kez 10 dk boyunca 1X 

TBST ile yıkandı. Antikorun kimyasal sinyal oluşturmasını sağlamak amacıyla ECL 

reagent substratları (Biorad, Clarity Max Western ECL Substrate/Clarity™ Western 
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ECL Substrate) kullanıldı. Membranın kemilüminesans görüntüsü Azure c600 Gel 

Imaging System cihazı kullanılarak elde edildi. 

Tablo 2.9. Western Blot Çalışması için Kullanılan Birincil Antikorlara ait Bilgiler. 

 

 

Tablo 2.10. Western Blot Çalışması için Kullanılan İkincil Antikorlara ait Bilgiler. 

 
İkincil Antikor  Marka/ Kod Seyreltme Oranı İnkübasyon süresi 

Anti- mouse  Santa Cruz/ sc-516102 1:5000 Oda sıcaklığında 1 saat 

Mouse Anti- Rabbit Santa Cruz/ sc-2357 1:5000 Oda sıcaklığında 1 saat 

 

2.18. Sonuçların Değerlendirilmesi ve İstatistiksel Analiz 

Şekil 2.1’de şematik olarak gösterilen Western Blot metodu ile analizi gerçekleştirilen 

proteinlerin kemilüminesans sinyal yoğunluğu ImageJ software programı kullanılarak 

kantitatif olarak belirlendi. Deneyler 3’er kez tekrarlanarak hedef protein, 

housekeeping protein olan beta-aktin ile karşı normalize edildi. Elde edilen verilere 

göre Graphpad Prism 8 yazılım programı kullanılarak grafikler çizildi. Unpaired t-testi 

yapılarak p değerleri belirlendi. p<0,05 değerleri istatistiksel olarak anlamlı kabul 

edildi. 

Birincil 

Antikor  

Marka/ Kod Bloklama 

Solüsyonu 

Bloklama 

Süresi 

Seyreltme 

Oranı 

Antikor ile 

İnkübasyon 

Protein 

Büyüklüğü 

BAX Cell 

Signaling 

Technology/  

#2774 

%5 BSA Oda 

sıcaklığında 

1 saat 

1:1000 +4 °C’de 1 

gece 

20 kDa 

BCL-2 Santa Cruz/ 

sc-7382  

%5 BSA Oda 

sıcaklığında 

1 saat 

1:1000 +4 °C’de 1 

gece 

26 kDa 

CASP3 Affinity 

Biosciences/ 

AF6311 

%5 BSA Oda 

sıcaklığında 

1 saat 

1:2000 +4 °C’de 1 

gece 

37 kDa 

β-Aktin Santa Cruz/ 

sc-69879 

%5 BSA Oda 

sıcaklığında 

1 saat 

1:5000 +4 °C’de 1 

gece 

43 kDa 
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Şekil 2.1. Western Blot Tekniğinin Şematik Gösterimi. 
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3. BULGULAR 

3.1. Montelukast’ın Sitotoksik Etkisi 

Montelukast’ın insan pankreas kanser hücreleri (PANC-1 ve BxPC-3) ve insan 

embriyonik böbrek hücreleri (HEK293) üzerindeki etkisi, doz (50-70-90-110-130-150 

µM) ve zaman (24 ve 48 saat (h)) bağımlı olarak hücre sitotoksisite testi (MTT) ile 

değerlendirildi. Her hücre hattı için IC50 değerleri Microsoft Excel 2016 programı 

kullanılarak belirlendi. 

3.1.1. Montelukast’ın PANC-1 kanser hücreleri üzerine sitotoksik etkisi  

Montelukast, PANC-1 hücre hattı üzerinde 24 saatlik uygulama sonrasında 

yüksek dozlarda (>90 µM) antiproliferatif etki gösterdi. 48 saatlik inkübasyon 

sonrasında ise daha düşük dozlarda antiproliferatif etki gösterdi (Şekil 3.1).  

 

 

 

 

 

 
Şekil 3.1. MTT Testi (PANC-1) a. PANC-1 hücre hattında 50-150 µM Montelukast’ın 
24 saat sonra canlılık üzerine etkisinin MTT testi ile gösterilmesi. b. PANC-1 hücre 
hattında 50-70-90-110-130-150 µM Montelukast’ın 48 saat sonra canlılık üzerine 
etkisinin MTT testi ile gösterilmesi. 
 

PANC-1 hücre hattında Montelukast’ın 24 saatlik inkübasyonu neticesinde 

IC50 değeri 92,6 µM, 48 saatlik inkübasyonu neticesinde IC50 değeri 72,1 µM olarak 

belirlendi (Grafik 3.1). 
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Montelukast için belirlenen IC50 değerinin uygulanması sonucu 24. ve 48. 

saate ait mikroskop görüntüleri Şekil 3.2’de verilmiştir. 

Şekil 3.2. Montelukast’ın, PANC-1 hücre hattında 24 ve 48 saat uygulanması sonucu 
canlılık üzerine etkisinin invert mikroskop ile gösterimi. 
 

3.1.2. Montelukast’ın BxPC-3 kanser hücreleri üzerine sitotoksik etkisi 

Montelukast, BxPC-3 hücre hattı üzerinde 24 saatlik uygulama sonrasında >70 

µM üzerinde antiproliferatif etki gösterdi. 48 saatlik inkübasyon sonrasında ise daha 

düşük dozlarda antiproliferatif etki gösterdi (Şekil 3.3).  
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Grafik 3.1. PANC-1 hücre hattında Montelukast’ın, canlılık üzerine 
etkisi. 
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Şekil 3.3. MTT Testi (BxPC-3) a. BxPC-3  hücre hattında 50-70-90-110-130-150 µM 
Montelukast’ın 24 saat sonra canlılık üzerine etkisinin MTT testi ile gösterilmesi. b. 
BxPC-3 hücre hattında 50-150 µM Montelukast’ın 48 saat sonra canlılık üzerine 
etkisinin MTT testi ile gösterilmesi. 
 

BxPC-3 hücre hattında Montelukast’ın 24 saatlik inkübasyonu neticesinde IC50 

değeri 49,6 µM, 48 saatlik inkübasyonu neticesinde IC50 değeri 42,3 µM olarak 

belirlendi.  

 

 

 

 

 

 

 

Grafik 3.2. BxPC-3 hücre hattında Montelukast’ın, canlılık üzerine etkisi. 

Montelukast için belirlenen IC50 değerinin uygulanması sonucu 24. ve 48. saate 

ait mikroskop görüntüleri Şekil 3.4’de verilmiştir. 
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Şekil 3.4. Montelukast’ın, BxPC-3 hücre hattında 24 ve 48 saat uygulanması sonucu 
canlılık üzerine etkisinin invert mikroskop ile gösterimi. 

 
3.1.3. Montelukast’ın HEK293 insan embriyonik böbrek hücreleri üzerine 

sitotoksik etkisi 

Montelukast, HEK293 hücre hattı üzerinde 24 saatlik uygulama sonrasında 

>70 µM üzerinde antiproliferatif etki gösterdi. 48 saatlik inkübasyon sonrasında ise 

daha düşük dozlarda antiproliferatif etki gösterdi (Şekil 3.5).  

 

 

 

 

 

 

Şekil 3.5. MTT Testi (HEK293) a. HEK293 hücre hattında 50-70-90-110-130-150 µM 
Montelukast’ın 24 saat sonra canlılık üzerine etkisinin MTT testi ile gösterilmesi. b. 
HEK293 hücre hattında 50-150 µM Montelukast’ın 48 saat sonra canlılık üzerine 
etkisinin MTT testi ile gösterilmesi. 
 

HEK293 hücre hattında Montelukast’ın 24 saatlik inkübasyonu neticesinde 

IC50 değeri 86,1 µM, 48 saatlik inkübasyonu neticesinde IC50 değeri 61,3 µM olarak 

belirlendi.  

 



47 
 

Grafik 3.3. HEK293 hücre hattında Montelukast’ın, canlılık üzerine etkisi. 
 

Montelukast için belirlenen IC50 değerinin uygulanması sonucu 24. ve 48. saate ait 

mikroskop görüntüleri Şekil 3.6’da verilmiştir. 

Şekil 3.6. Montelukast’ın, HEK293 hücre hattında 24 ve 48 saat uygulanması sonucu 
canlılık üzerine etkisinin invert mikroskop ile gösterimi. 

 

3.2. Kantitatif Gen Ekspresyonu (Real-Time PCR) Sonuçları 

Montelukast’ın PANC-1, BxPC-3 ve HEK293 hücrelerine 48 saat uygulanması 

sonrası CYSLTR1, CYSLTR2, GPR17, GPR99, ERK1/2, COX-2, MYC, HMGB1, TP53, 

MTOR, BAX, BCL-2, CASP3 genlerindeki ifade düzeylerine etkisi araştırıldı. Real 

Time PCR sonrası gen ekspresyonu sonuçları kontrol ve muamele gruplarına ait Ct 

değerlerine göre standart sapmalarıyla Livak Metotu (2‐ΔΔCt) ile analiz edildi (Livak ve 

Schmittgen 2001). GraphPad Prism 8 istatistik programı kullanılarak sonuçların 

istatistiksel değerlendirmesi yapıldı ve Unpaired t-testi yapılarak p değerleri belirlendi. 

p>0,05=ns (not significant) önemsiz, *p<0,05= (significant) önemli, **p<0,01= (very 
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significant) çok önemli, ***p<0,001 (highly significant) yüksek derecede önemli 

olarak değerlendirildi. 

3.2.1. Montelukast’ın PANC-1 Hücre Hattında Hedef Genlerin İfade Düzeyine 

Etkisi 

Montelukast’ın, PANC-1 hücre hattına belirlenen 70 µM IC50 dozunun 48 saat 

uygulanması sonucunda kontrol grubuna kıyasla CYSLTR1,GPR17, ERK1/2 gen 

ifadesinde çok önemli derecede artış tespit edildi ve sırasıyla 17,12; 1,64; 3,6 kat 

değişikliği verileri elde edildi. CYSLTR1, GPR17 ve ERK1/2 genlerindeki bu artış 

istatistiksel olarak anlamlı bulundu (**, p<0.01) (Şekil 3.7). 

Şekil 3.7. Montelukast’ın, PANC-1 kanser hücre hattında CYSLTR1, GPR17, ERK1/2 
genlerinin qPCR ile kantitatif ekspresyon profillerinin belirlenmesi.  
 

Montelukast’ın, PANC-1 hücre hattına belirlenen 70 µM IC50 dozunun 48 saat 

uygulanması sonucunda kontrol grubuna kıyasla HMGB1 gen ifadesinde çok önemli 

derecede azalış, TP53, MTOR gen ifadesinde önemli derecede artış tespit edildi ve 

sırasıyla 0,34; 4,52; 1,67; kat değişikliği verileri elde edildi. HMGB1, TP53 ve MTOR 

genlerindeki bu değişimler istatistiksel olarak anlamlı bulundu (**, p<0.01) (Şekil 

3.8). 
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Şekil 3.8. Montelukast’ın, PANC-1 kanser hücre hattında HMGB1, TP53 ve MTOR 
genlerinin qPCR ile kantitatif ekspresyon profillerinin belirlenmesi. 
 

Montelukast’ın, PANC-1 hücre hattına belirlenen 70 µM IC50 dozunun 48 saat 

uygulanması sonucunda kontrol grubuna kıyasla BAX ve MYC gen ifadesinde çok 

önemli derecede artış tespit edildi ve sırasıyla 2,19; 1,91 kat değişikliği verileri elde 

edildi. BAX ve MYC genlerindeki bu değişimler istatistiksel olarak anlamlı bulundu 

(**, p<0.01) (Şekil 3.9). 

 

 

 

 

 

 

 
Şekil 3.9. Montelukast’ın, PANC-1 kanser hücre hattında BAX ve MYC genlerinin 
qPCR ile kantitatif ekspresyon profillerinin belirlenmesi. 
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Montelukast’ın, PANC-1 hücre hattına belirlenen 70 µM IC50 dozunun 48 saat 

uygulanması sonucunda kontrol grubuna kıyasla COX-2, BCL-2 ve CASP3 gen 

ifadesinde önemli olmayan derecede artış tespit edildi ve sırasıyla 1,03; 1,33; 1,07 kat 

değişikliği verileri elde edildi.  COX-2, BCL-2 ve CASP3 genlerindeki bu değişimler 

istatistiksel olarak anlamlı değildi (ns, p>0.05) (Şekil 3.10). 

Şekil 3.10. Montelukast’ın, PANC-1 kanser hücre hattında COX2, BCL-2 ve CASP3 
genlerinin qPCR ile kantitatif ekspresyon profillerinin belirlenmesi. 
 

Montelukast’ın, PANC-1 hücre hattına belirlenen 70 µM IC50 dozunun 48 saat 

uygulanması sonucunda kontrol grubunda ve Montelukast uygulaması yapılan grupta 

CYSLTR2 ve GPR99 genlerinin ifadeleri tespit edilemedi. 

3.2.2. Montelukast’ın BxPC-3 Hücre Hattında Hedef Genlerin İfade Düzeyine 

Etkisi 

Montelukast’ın, BxPC-3 hücre hattına belirlenen 45 µM IC50 dozunun 48 saat 

uygulanması sonucunda kontrol grubuna kıyasla CYSLTR1, COX-2, HMGB1 gen 

ifadesinde çok önemli derecede azalış tespit edildi ve sırasıyla 0,01; 0,57; 0,35 kat 

değişikliği verileri elde edildi. CYSLTR1, COX-2 ve HMGB1 genlerindeki bu azalış 

istatistiksel olarak anlamlı bulundu (**, p<0.01) (Şekil 3.11). 
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Şekil 3.11. Montelukast’ın, BxPC-3 kanser hücre hattında CYSLTR1, COX2 ve 
HMGB1 genlerinin qPCR ile kantitatif ekspresyon profillerinin belirlenmesi. 
 

Montelukast’ın, BxPC-3 hücre hattına belirlenen 45 µM IC50 dozunun 48 saat 

uygulanması sonucunda kontrol grubuna kıyasla MYC, TP53 gen ifadesinde çok 

önemli derecede artış tespit edildi ve sırasıyla 1,28; 2,87 kat değişikliği verileri elde 

edildi. MYC ve TP53 genlerindeki bu artış istatistiksel olarak anlamlı bulundu (**, 

p<0.01) (Şekil 3.12). 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 3.12. Montelukast’ın, BxPC-3 kanser hücre hattında MYC ve TP53 genlerinin 
qPCR ile kantitatif ekspresyon profillerinin belirlenmesi 
 

 



52 
 

Montelukast’ın, BxPC-3 hücre hattına belirlenen 45 µM IC50 dozunun 48 saat 

uygulanması sonucunda kontrol grubuna kıyasla BAX ve BCL-2 gen ifadesinde çok 

önemli derecede artış tespit edildi ve sırasıyla 1,53; 1,98 kat değişikliği verileri elde 

edildi. BAX ve BCL-2 genlerindeki bu artış istatistiksel olarak anlamlı bulundu (**, 

p<0.01) (Şekil 3.13). 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 3.13. Montelukast’ın, BxPC-3 kanser hücre hattında BAX ve BCL-2 genlerinin 
qPCR ile kantitatif ekspresyon profillerinin belirlenmesi. 
 

Montelukast’ın, BxPC-3 hücre hattına belirlenen 45 µM IC50 dozunun 48 saat 

uygulanması sonucunda kontrol grubuna kıyasla GPR17 gen ifadesinde önemli 

olmayan derecede azalış ve ERK1/2 gen ifadesinde önemli olmayan derecede artış 

tespit edildi ve sırasıyla 0,84; 1,22 kat değişikliği verileri elde edildi. GPR17 ve 

ERK1/2 genlerindeki bu değişimler istatistiksel olarak anlamlı değildi (ns, p>0.05) 

(Şekil 3.14). 
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Şekil 3.14. Montelukast’ın, BxPC-3 kanser hücre hattında GPR17 ve ERK1/2 
genlerinin qPCR ile kantitatif ekspresyon profillerinin belirlenmesi. 
 

Montelukast’ın, BxPC-3 hücre hattına belirlenen 45 µM IC50 dozunun 48 saat 

uygulanması sonucunda kontrol grubuna kıyasla MTOR ve CASP3 gen ifadesinde 

önemli olmayan derecede artış tespit edildi ve sırasıyla 1,03; 1,05 kat değişikliği 

verileri elde edildi. MTOR ve CASP3 genlerindeki bu değişimler istatistiksel olarak 

anlamlı değildi (ns, p>0.05) (Şekil 3.15). 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 3.15. Montelukast’ın, BxPC-3 kanser hücre hattında MTOR ve CASP3 genlerinin 
qPCR ile kantitatif ekspresyon profillerinin belirlenmesi 
 

Montelukast’ın, BxPC-3 hücre hattına belirlenen 45 µM IC50 dozunun 48 saat 

uygulanması sonucunda kontrol grubunda ve Montelukast uygulaması yapılan grupta 

CYSLTR2 ve GPR99 genlerinin ifadeleri tespit edilemedi. 
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3.2.3. Montelukast’ın HEK293 Hücre Hattında Hedef Genlerin İfade Düzeyine 

Etkisi 

Montelukast’ın, HEK293 hücre hattına belirlenen 55 µM IC50 dozunun 48 saat 

uygulanması sonucunda kontrol grubuna kıyasla CYSLTR1, CYSLTR2 ve TP53 gen 

ifadesinde çok önemli derecede artış tespit edildi ve sırasıyla 3,36; 5,79; 1,73 kat 

değişikliği verileri elde edildi. CYSLTR1, CYSLTR2 ve TP53 genlerindeki bu artış 

istatistiksel olarak anlamlı bulundu (**, p<0.01) (Şekil 3.16). 

 
Şekil 3.16.  Montelukast’ın, HEK293 kanser hücre hattında CYSLTR1, CYSLTR2 ve 
TP53 genlerinin qPCR ile kantitatif ekspresyon profillerinin belirlenmesi. 
 

Montelukast’ın, HEK293 hücre hattına belirlenen 55 µM IC50 dozunun 48 saat 

uygulanması sonucunda kontrol grubuna kıyasla COX-2, HMGB1 ve BCL-2 gen 

ifadesinde çok önemli derecede azalış tespit edildi ve sırasıyla 0,3; 0,58; 0,76 kat 

değişikliği verileri elde edildi. COX-2, HMGB1 ve BCL-2 genlerindeki bu azalış 

istatistiksel olarak anlamlı bulundu (**, p<0.01) (Şekil 3.17). 
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Şekil 3.17. Montelukast’ın, HEK293 kanser hücre hattında COX-2, HMGB1 ve BCL-

2 genlerinin qPCR ile kantitatif ekspresyon profillerinin belirlenmesi. 

Montelukast’ın, HEK293 hücre hattına belirlenen 55 µM IC50 dozunun 48 saat 

uygulanması sonucunda kontrol grubuna kıyasla MYC gen ifadesinde önemli derecede 

ve CASP3 gen ifadesinde çok önemli derecede azalış tespit edildi ve sırasıyla 0,75; 

0,45 kat değişikliği verileri elde edildi. MYC ve CASP3 genlerindeki bu azalış 

istatistiksel olarak anlamlı bulundu (*, p<0.05, **, p<0.01) (Şekil 3.18). 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 3.18. Montelukast’ın, HEK293 kanser hücre hattında MYC ve CASP3 genlerinin 
qPCR ile kantitatif ekspresyon profillerinin belirlenmesi. 
 



56 
 

Montelukast’ın, HEK293 hücre hattına belirlenen 55 µM IC50 dozunun 48 saat 

uygulanması sonucunda kontrol grubuna kıyasla GPR17 ve MTOR gen ifadesinde 

önemli olmayan derecede azalış, ERK1/2 gen ifadesinde önemli olmayan derecede 

artış tespit edildi ve sırasıyla 0,89; 0,92; 1,05 kat değişikliği verileri elde edildi. 

GPR17, MTOR ve ERK1/2 genlerindeki bu değişimler istatistiksel olarak anlamlı 

değildi (ns, p>0.05) (Şekil 3.19). 

 
Şekil 3.19. Montelukast’ın, HEK293 kanser hücre hattında GPR17, MTOR ve ERK1/2 
genlerinin qPCR ile kantitatif ekspresyon profillerinin belirlenmesi. 
 

Montelukast’ın, HEK293 hücre hattına belirlenen 55 µM IC50 dozunun 48 saat 

uygulanması sonucunda kontrol grubuna kıyasla BAX ve GPR99 gen ifadesinde 

önemli olmayan derecede artış tespit edildi ve 1,02; 1,62 kat değişikliği verileri elde 

edildi. BAX ve GPR99 genlerindeki bu değişimler istatistiksel olarak anlamlı değildi 

(ns, p>0.05) (Şekil 3.20). 
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Şekil 3.20. Montelukast’ın, HEK293 kanser hücre hattında BAX ve GPR99 genlerinin 
qPCR ile kantitatif ekspresyon profillerinin belirlenmesi. 
 

3.3. Protein Ekspresyon Analiz (Western Blot) Sonuçları 

3.3.1. Montelukast’ın PANC-1 Kanser hücreleri üzerindeki etkisinin Western 

Blot ile analizi 

Montelukast’ın, PANC-1 hücre hattı üzerine belirlenen IC50 dozunun 

uygulanması sonucunda proapoptotik BAX, CASP3 ve antiapoptotik BCL-2 

proteinlerinin nasıl etkilendiği araştırıldı.  

Beta Aktin ile normalize edildiğinde BAX proteininin kontrole kıyasla 0,41 

kat, BCL-2 proteininin 0,33 kat, CASP3 proteininin ise 0,34 kat azaldığı tespit edildi. 

BAX, BCL-2 ve CASP3 proteinlerindeki bu değişimler istatistiksel olarak anlamlı 

bulundu (*, p<0.5, **, p<0.01) (Şekil 3.21). 
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Şekil 3.21. Montelukast’ın belirlenen IC50 konsantrasyonunda PANC-1 hücreleri 
üzerinde kantitatif protein ekspresyonuna etkisi. 
 

3.3.2. Montelukast’ın BxPC-3 Kanser hücreleri üzerindeki etkisinin Western Blot 

ile analizi 

Montelukast’ın, BxPC-3 hücre hattı üzerine belirlenen IC50 dozunun 

uygulanması sonucunda proapoptotik BAX, CASP3 ve antiapoptotik BCL-2 

proteinlerinin nasıl etkilendiği araştırıldı.  

Beta Aktin ile normalize edildiğinde BAX proteininin kontrole kıyasla 0,06 

kat, BCL-2 proteininin 0,43 kat, CASP3 proteininin ise 0,54 kat azaldığı tespit edildi. 

BAX proteinindeki değişim istatistiksel olarak anlamlı (ns, p>0.05) bulunmazken, 

BCL-2 ve CASP3 proteinlerindeki bu değişimler istatistiksel olarak anlamlı bulundu 

(**, p<0.01) (Şekil 3.22). 
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Şekil 3.22. Montelukast’ın belirlenen IC50 konsantrasyonunda BxPC-3 hücreleri 
üzerinde kantitatif protein ekspresyonuna etkisi. 
 

3.3.3. Montelukast’ın HEK293 hücreleri üzerindeki etkisinin Western Blot ile 

analizi 

Montelukast’ın, HEK293 hücre hattı üzerine belirlenen IC50 dozunun 

uygulanması sonucunda proapoptotik BAX, CASP3 ve antiapoptotik BCL-2 

proteinlerinin nasıl etkilendiği araştırıldı.  

Beta Aktin ile normalize edildiğinde BAX proteininin kontrole kıyasla 0,02 

kat, BCL-2 proteininin 0,56 kat, CASP3 proteininin ise 1,25 kat azaldığı tespit edildi. 

BAX proteinindeki değişim istatistiksel olarak anlamlı (ns, p>0.05) bulunmazken, 

BCL-2 ve CASP3 proteinlerindeki bu değişimler istatistiksel olarak anlamlı bulundu 

(**, p<0.01, ***, p<0.001) (Şekil 3.23). 
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Şekil 3.23. Montelukast’ın belirlenen IC50 konsantrasyonunda HEK293 hücreleri 
üzerinde kantitatif protein ekspresyonuna etkisi. 
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4. TARTIŞMA 

Çalışmamızda PANC-1 ve BxPC-3 insan pankreas kanseri hücrelerinde, genel 

olarak sisteinil lökotrien, apoptoz ve hücre sağkalım yollarını inhibisyon ve aktivasyon 

mekanizmasıyla antikanser ve apoptotik etkilerini araştırdığımız Montelukast, bir 

sisteinil lökotrien antagonistidir ve klinikte anti-alerjik tedavilerde halihazırda 

kullanılmakta olan bir ilaçtır. 

Montelukast’ın antikanser etkisini kronik miyeloid lösemide, kolorektal, 

prostat, böbrek, mesane, testis, akciğer, meme, karaciğer, pankreas kanseri 

hücrelerinde CYSLTR1 ekspresyonunu inhibe etme, hücre canlılığını azaltma ve 

erken apoptozu indükleme, hücre döngüsünü durdurma yollarıyla gösterdiği tespit 

edilmiştir. Literatürde Montelukast’ın çeşitli kanser hücrelerinde antikanser etkilerinin 

araştırıldığı pek çok çalışma bulunmasına rağmen pankreas kanserinde Montelukast’ın 

rolü hakkında yakın zamanda Kachi ve arkadaşlarının (2021) yaptığı çalışma haricinde 

bir çalışmaya rastlanılamamıştır. Literatürdeki bu eksiklikten yola çıkılarak 

gerçekleştirilen bu tez çalışmasında PANC-1 ve BxPC-3 pankreas kanseri 

hücrelerinde Montelukast’ın sitotoksik etkisini, Montelukast uygulaması sonrası 

aktive ve inhibe olan çeşitli sinyal yollarını mRNA ve protein seviyesinde incelemeyi 

hedefledik. Bu anlamda IC50 dozunda Montelukast uygulamasının olası antikanser 

etkilerini; kanser hücrelerinin büyüme, çoğalma, hayatta kalma, hareketlilik, 

migrasyon süreçlerinde rol oynayan COX-2, C-MYC, MTOR, ERK1/2, HMGB1 

genleri; CYSLT yolunda rol oynayan CYSLTR1, CYSLTR2, GPR99, GPR17 genleri 

ve apoptozis sürecinde rol oynayan TP53, BAX, BCL-2, CASP3 genlerinin ifadesinde 

meydana getirdiği değişiklikleri analiz ederek inceledik. Ek olarak çalışmamızda 

Montelukast’ın pankreas kanseri hücrelerinde apoptotik etkisi BAX, BCL-2, CASP3 

proteinlerinin ekspresyon seviyelerinin western-blot ile analizi sonucu belirlenmiştir.  

İlk olarak Montelukast’ın, konsantrasyon ve zamana bağlı olarak pankreas 

kanseri hücreleri (PANC-1 ve BxPC-3) ve insan böbrek embriyonik hücrelerindeki 

(HEK293) canlılığa olan etkisi MTT testi ile belirlenmiştir. 

Literatürde Montelukast’ın kanser hücrelerinde antiproliferatif, antikanser ve 

apoptotik etkileri olduğu bildirilmiştir (Matsuyama ve ark 2007, Matsuyama ve 

Yoshimura 2010, Paruchuri ve ark 2006, Piromkraipak ve ark 2018, Suknuntha ve ark 
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2018, Savari ve ark 2013, Sveinbjörnsson ve ark 2008, Tsai ve ark 2017, Zovko ve ark 

2018). Montelukast’ın sitotoksisitesi ile ilgili yapılan bir çalışmada 48 saat 

Montelukast uygulaması sonrasında HT-29 ve SW-480 kolon kanseri hücrelerinde 

IC50 değeri 10 µM olarak belirlenmiştir ve bu dozun hücreleri önemli derecede inhibe 

ettiği görülmüştür.  (Bellamkonda ve ark 2018). Montelukast’ın sitotoksisitesinin 

belirlendiği başka bir çalışmada ise A549, H1299, CL1-5, and LLC akciğer kanseri 

hücrelerinde 48 saat inkübasyon sonrası IC50 dozunun 50 ve 75 µM arasında olduğu 

belirlenmiştir ve zamana bağlı olarak sitotoksisitesinin arttığı belirtilmiştir. Bu 

çalışmada ise PANC-1 hücrelerinde Montelukast’ın 24 saatlik IC50 değeri 92,6 µM, 

48 saatlik IC50 değeri 72,1 µM olarak belirlenmiştir (Grafik 3.1). BxPC-3 hücre 

hattında Montelukast’ın 24 saatlik IC50 değeri 49,6 µM, 48 saatlik IC50 değeri 42,3 µM 

olarak belirlenmiştir (Grafik 3.2). HEK293 ise hücre hattında Montelukast’ın 24 

saatlik IC50 değeri 86,1 µM, 48 saatlik IC50 değeri 61,3 µM olarak belirlenmiştir 

(Grafik 3.3). Invert mikroskop görüntüleri (Şekil 3.2, 3.4, 3.6) ve MTT sonuçlarına 

göre Montelukast’ın uygulama yapılan bütün hücrelerde antiproliferatif etki gösterdiği 

görülmüştür ancak bu etkinin PANC-1 hücrelerinde daha yoğun olduğu belirlenmiştir. 

CysLT yolu kanserde; enflamasyon, tümörün başlaması, ilerlemesi ve 

metastazda önemli roller oynamaktadır. Artan 5-LO ekspresyonu ve aşağı akış CysLT 

yolu, tümör mikro çevresini şekillendiren inflamasyon olarak kabul edilmiştir ve bu 

yol kanser proliferasyonu, göçü ve invazyonu ile ilişkilidir (Tsai ve ark 2022). 

CysLT1R'nin ifade seviyesinde, normal dokudan düşük dereceli ve daha sonra 

ilerlemiş malignitelere kadar olan bir seri değişiklik, birkaç kanserde bildirilmiştir 

(Matsuyama ve ark 2010). Örneğin, nispeten normal dokularda veya ürolojik 

organların iyi huylu lezyonlarında azalmış CysLT1R ekspresyonu gözlenmiştir 

(Matsuyama ve ark 2010). Buna karşılık, birkaç ürolojik kanser örneğinde güçlü 

CysLT1R ekspresyonu kaydedilmiş ve daha yüksek ekspresyon, daha yüksek bir 

tümör derecesi veya ileri bir evre ile ilişkilendirilmiştir (Funao ve ark 2008, 

Matsuyama ve ark 2010, Matsuyama, Funao ve ark 2009,  Matsuyama, Kawahito ve 

ark 2009, Matsuyama ve ark 2007).  

Çalışmamızda veya literatürde gen ekspresyon analizi sonuçları 

değerlendirildiğinde, Montelukast uygulaması yapılan iki farklı pankreas kanseri 

hücre hattında (PANC-1 ve BxPC-3) ekpresyon seviyeleri kantitatif olarak belirlenen 
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genler, farklı profillerde ifade edilmektedir. Montelukast, PANC-1 hücrelerinde etki 

ettiği reseptör olan CYSLTR1 geninin ifadesinde önemli derecede artış gösterirken; 

BxPC-3 hücrelerinde önemli derecede azalış göstermektedir. Literatürde Montelukast 

uygulanan kanser hücrelerinde CYSLTR1 ekspresyonunun arttığı ile ilgili bir çalışma 

bulunmamaktadır. Kachi ve arkadaşlarının (2021) farklı pankreas kanseri hücrelerinde 

yaptığı çalışmada PANC-1 hücrelerinde CYSLTR1 ekspresyonu Western Blot ile 

gösterilmiştir ancak Montelukast uygulaması sonrasında bu proteinin varlığı 

araştırılmamıştır. Mevcut çalışmada Montelukast uygulanan BxPC-3 hücrelerinde 

CYSLTR1 ekspresyonunun azaldığı yönünde aldığımız sonuçlar, Piromkraipak (2018) 

ve arkadaşlarının yaptığı çalışmalar ile uyumluluk göstermekte ve Montelukast’ın 

CYSLTR1 ekspresyonunu inhibe ettiğini bir kez daha doğrulamaktadır. Ayrıca, kanser 

olmayan, kontrol grubu olarak kullandığımız HEK293 hücrelerine Montelukast 

uygulaması sonrası CYSLTR1 gen ifadesinde de önemli bir artış gözlenmiştir.      

PANC-1 ve HEK293 hücrelerinde meydana gelen bu artış reseptörün ilaca karşı direnç 

geliştirmiş olabileceğini düşündürmektedir. Montelukast ile bloklanmış 

CYSLTR1’lerin yanında ilaç maruziyetiyle başa çıkabilmek için yeniden eksprese olan 

CYSLTR1’lerin varlığı da söz konusu olabilir. Elde edilen sonuçlar literatüre yeni 

kazandırılacak olup, CYSLTR1 ekspresyonundaki bu değişiklikler farklı saat ve farklı 

konsantrasyonlarda Montelukast uygulaması ile doğrulanabilir. 

Çalışmamızda sisteinil lökotrien reseptörlerinden olan CYSLTR2, GPR99 ve 

GPR17’nin Montelukast uygulanması sonrası değişen mRNA ekspresyonları da hem 

pankreas kanseri hücrelerinde hem de insan böbrek embriyonik hücrelerinde 

incelenmiştir. CYSLTR2 ve GPR99’un ekspresyonları PANC-1 ve BxPC-3 

hücrelerinde saptanamamıştır. CYSLT1 reseptörünün LTD4 için CYSLTR2 ve 

GPR99’dan güçlü afinite gösterdiği (Tsai ve ark 2022)  ve Montelukast’ın esas olarak 

CYSLTR1 antagonisti olduğu (Lee ve ark 2004) bilgilerine dayanarak bu durum 

BxPC-3 pankreas kanseri hücrelerinde CYLSTR1 ekspresyonu ile elde ettiğimiz 

sonuçları doğrulamaktadır. Montelukast uygulanan HEK293 hücrelerinde GPR99 

ekspresyonu Montelukast uygulanmayan kontrol grubu ile kıyaslandığında önemli bir 

değişiklik gözlenmemiştir, ancak CYSLTR2 için sonuçlar GPR99’dan farklı olarak 

Montelukast uygulanan hücrelerde CYSLTR2 ekpresyonunun artmış olduğunu 

göstermektedir. Literatürde HEK293 hücrelerinin Montelukast muamelesi ile ilgili bir 
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çalışmaya rastlanılamamıştır, sonuçlarımız bu genler ile ilgili ilk çalışma olma niteliği 

taşımaktadır.  

GPR17’nin nöronal lif büyümesindeki rolünün incelendiği bir çalışmada beyin 

hasarından sonra nörorejeneratif etkilerin Montelukast ile indüklendiği ve bu duruma 

GPR17 antagonizminin aracılık ettiği bildirilmiştir (Braune ve ark 2021). Ayrıca son 

araştırmalarda GPR17'nin Montelukast ile bloke edilmesinin, nöral kök ve progenitör 

hücre proliferasyonunda artışa yol açtığı gösterilmiştir (Marschallinger ve ark 2015, 

Kabba ve ark 2018) CYSLTR1’in negatif düzenleyicisi olduğu bilinen (Maekawa ve 

ark 2010) GPR17’nin ekpresyonu Montelukast uygulaması sonucunda BxPC-3 

hücrelerinde önemli derecede değişiklik göstermemiştir. Bu sonuçların aksi yönünde 

GPR17’nin PANC-1 hücrelerinde Montelukast sonrası mRNA ekspresyonunun 

önemli derecede artmış olduğu görülmüştür. Tüm bu sonuçlar değerlendirildiğinde 

PANC-1 ve BxPC-3 hücrelerinde Montelukast, antikanser özelliklerini CYSLT 

reseptörlerinden olan GPR17 sinyal yolu aracılığıyla göstermemektedir. Kontrol grbu 

olan sağlıklı HEK293 hücrelerinde GPR17 ekspresyonu Montelukast uygulaması 

sonrasında anlamlı bir değişiklik göstermemiştir. 

Mitokondriyal membran bütünlüğü, Bcl-2 ailesi proteinleri tarafından 

düzenlenmektedir. Anti-apoptotik Bcl-2, dış mitokondriyal zarda bulunur ve pro-

apoptotik aile üyeleri Bax ve Bak'ın aktivasyonunu inhibe etme yolu ile apoptozu önler 

(Daugas ve ark 2000, Hsieh ve ark 2014, Lindsay ve ark 2011). Mitokondriden salınan 

apoptoz indükleyici faktörün (AIF) nükleer translokasyonu, kaspazdan bağımsız 

programlanmış hücre ölümüne katkıda bulunan kritik bir olaydır (Artus ve ark 2010, 

Baritaud ve ark 2010, Boujrad ve ark 2007, D’Anneo ve ark 2013, Hsieh ve ark 2014, 

Li ve ark 2001, Susin ve ark 1999). Tsai ve arkadaşlarının (2017) yaptığı bir çalışmada 

Montelukast ile muamele edilen akciğer kanser hücreleri, B-hücreli lenfoma 2'nin 

aşağı regülasyonunu (Bcl-2), Bcl-2 homolog antagonistinin (Bak) yukarı 

regülasyonunu ve apoptoz indükleyici faktörün (AIF) nükleer translokasyonunu 

göstermiştir. Montelukast, hücre proliferasyonunu ve koloni oluşumunu inhibe ederek 

akciğer kanseri hücrelerinin hücre ölümünü indüklemiştir. Bu çalışmada Montelukast 

ayrıca hücre ölümüne katkıda bulunabilecek lizin 1 içermeyen (WNK1), protein kinaz 

B (Akt), hücre dışı sinyalle düzenlenen kinaz 1/2 (Erk1/2), MAPK/Erk kinaz (MEK) 
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ve 40-kDa'lık (PRAS40) prolin açısından zengin Akt substratı gibi çeşitli proteinlerin 

fosforilasyonunu da önemli ölçüde azaltmıştır.  

Bu bilgiler referans alınarak bu çalışmada Montelukast’ın apoptotik etkisi için 

pankreas kanseri hücrelerinde BAX ve BCL-2 seviyeleri qRT- PCR ile mRNA ve 

Western Blot ile protein düzeyinde kontrol edilmiştir. qRT- PCR sonuçlarına göre 

PANC-1 ve BxPC-3 hücrelerinde proapoptotik BAX geninin ekspresyonu önemli 

derecede artış göstermiştir. Ancak Western Blot sonuçları PANC-1 hücrelerinde BAX 

protein miktarının önemli derecede azaldığını, BxPC-3 hücrelerinde BAX protein 

miktarında anlamlı bir değişikliğin olmadığını göstermektedir. Bu sonuçlara göre 

Montelukast, her iki pankreas kanseri hücresinde de, gen düzeyinde proapoptotik 

etkinliğini gösterirken, BxPC-3 hücrelerinde protein düzeyinde anlamlı etkinliğinin 

olmadığını göstermektedir. Gen ve protein ekspresyonundaki bu karşıt durumun 

posttranslasyonel değişikliklerden kaynaklanabileceği düşünülebilir. Öte yandan 

PANC-1 hücrelerinde BAX seviyesinin azalmış olması klasik apoptoz ile uyumlu 

değildir. Tsai ve arkadaşlarının (2017) yaptığı çalışmada da benzer sonuçlara A549 ve 

CL1-5 akciğer kanseri hücrelerinde rastlanılmıştır. Çalışmamızda pankreas kanseri 

hücrelerine Montelukast uygulaması sonrası antiapoptotik molekül olan BCL-2 

seviyelerinde protein düzeyinde her iki hücrede de önemli derecede azalma 

gözlenmiştir. Bu sonuçlar literatürdeki çalışmalara benzer sonuçlardır (Piromkraipak 

ve ark 2018, Tsai ve ark 2017). Ancak qRT-PCR sonuçlarına göre PANC-1 

hücrelerinde anlamlı bir değişiklik gözlenmezken, BxPC-3 hücrelerinde önemli 

derecede BCL-2 ekspresyon artışı gözlenmiştir. Ek olarak çalışmamızın sonuçları 

değerlendirildiğinde her iki pankreas kanseri hücresinde BCL-2 protein miktarındaki 

azalma ile Montelukast’ın etkinliği, glioblastoma hücrelerindeki etkinliği ile benzerlik 

göstermektedir. HEK293 hücrelerinde ise Montelukast uygulaması sonrası hem qPCR 

hem de Western Blot sonuçlarına göre BAX’ın ekspresyonunun değişmediği, BCL-2 

seviyesinin anlamlı bir şekilde azaldığı görülmüştür. Bu sonuçlar değerlendirildiğinde 

BAX seviyesinin değişiklik göstermemesi klasik apoptozla uyumlu değildir, bu 

durumun mRNA ve protein yarılanma ömürleriyle ilişkili olabileceği 

düşünülmektedir. Montelukast konsantrasyonlarında ve uygulama sürelerinde 

değişiklik yapılarak yeniden değerlendirilmesi sonuçların doğrulanmasını 

sağlayacaktır.  
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p53, tümör büyümesi sırasında hücre döngüsünü, DNA replikasyonunu ve 

kontrolsüz hücre bölünmesini kontrol ettiği için tümör baskılayıcı protein olarak 

bilinmektedir (Luo ve ark 2017). Kanser hücrelerinde olduğu gibi kontrolsüz hücre 

büyümesi ortaya çıktığında, p53, p21’in ekspresyonunu indükleyerek hücre 

döngüsünün durmasını sağlar (Georgakilas ve ark 2017, Faria ve ark 2007). Ayrıca 

p53, Bcl-2 ailesinin proapoptotik bir üyesi olan BAX başta olmak üzere apoptozla 

ilgili genlerin ekspresyonunu sağlayarak programlanmış hücre ölümünü indükler 

(Gottlieb ve Oren 1998). İnsan glioblastoma hücrelerinde (A172 ve U-87 MG) 

Montelukast ve CYSLTR2 antagonisti olan zafirlukastın etkinliğinin araştırıldığı bir 

çalışmada (Piromkraipak ve ark 2018) glioblastoma hücrelerinin proliferasyonunu her 

iki ilaç da inhibe etmiştir. Zafirlukast glioblastoma hücrelerinde p53 ve p21'in 

ekspresyonunu arttırarak G0/G1 fazında hücre döngüsünü durdurma yoluyla 

Montelukasttan daha fazla antiproliferatif etki göstermiştir. Montelukast’ın A172 

hücrelerinde zafirlukasttan daha fazla apoptozu indüklediği bildirilmiştir. Sonuç 

olarak her iki ilacın da Bax seviyesini etkilemeden Bcl-2 ekspresyonunu azalttığı 

gözlenmiştir.  

Çalışmamızda Montelukast uygulanan PANC-1 ve BxPC-3 pankreas kanseri 

hücrelerinde TP53 geninin ifadesi, her iki hücre de de önemli derecede artmıştır. Bu 

sonuç Piromkraipak ve arkadaşlarının (2018) yaptığı çalışma ile benzer sonuçlar 

göstermekle birlikte Montelukast’ın antikanser etkinliğini doğrular niteliktedir. 

HEK293 hücrelerinde Montelukast’ın TP53 genindeki etkinliği incelendiğinde 

PANC-1 ve BxPC-3 hücrelerine benzer şekilde genin ifadesini artırdığı sonucuna 

ulaşılmıştır. 

Kaspaz-3, CASP3 geni tarafından kodlanan bir protein olup, apoptotik 

hücrelerde hem ekstrinsik (ölüm ligandları) hem de intrinsik (mitokondriyal) yollarla 

aktive edilen, apoptozun ana aracısıdır (Cade ve Clark 2015). Genellikle kanser 

tedavisinin etkinliği için bir belirteç (Zhou ve ark 2018) olarak kullanılan kaspaz-3 

başlangıçta olgunlaşmamış bir zimojen (prokaspaz) olarak sentezlenmekte ve aktive 

olması için spesifik proteoliz gerektirmektedir (Favaloro ve ark 2012). Çalışmamızda 

Montelukast’ın apoptotik etkileri, BAX ve BCL-2’ye ek olarak CASP3 ekspresyon 

seviyeleri kontrol edilerek belirlenmiştir. PANC-1 ve BxPC-3 hücrelerinde 

Montelukast muamelesi sonrası mRNA düzeyinde önemli bir değişiklik 
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saptanmamıştır. Protein düzeyinde bakıldığında CASP3 ekspresyonunda her iki 

hücrede de önemli derecede azalma gözlenmiştir. Bu ters yönde aldığımız sonuç 

apoptozun, kaspazdan bağımsız yollarla da meydana gelebilme özelliği (Baritaud ve 

ark 2010) ile açıklanabilir ve Montelukast’ın apoptozu indükleyen faktörün (AIF) 

mitokondriden çekirdeğe translokasyonu yolu (Baritaud ve ark 2010) ile pankreas 

hücrelerinin apoptozuna aracılık edebileceği düşüncesi akla gelmektedir. Montelukast, 

HEK293 hücrelerinde CASP3 geni ve CASP3 protein ekspresyonunu azaltma yönünde 

etkinlik göstermiş olup, bu sonuçlar da BAX geninde olduğu gibi klasik apoptoz ile 

uyumsuz bir profil sergilemektedir. Ancak günümüzde kemoterapötik ilaçların büyük 

probleminin kanser hücrelerinin yanında normal hücrelerin de proliferasyonuna engel 

olup, apoptoza yönlendirdiği göz önüne alındığında, elde ettiğimiz bu sonuçların 

Montelukast’ın sağlıklı hücrelerde apoptozise etkisinin bulunmadığını göstermektedir. 

Siklooksijenaz-2 (COX-2), karsinojenez ve kanser hücresinin kemo ve 

radyoterapiye direncinin oluşumunda veya teşvikinde rol oynar ve birçok kanser 

türünde sıklıkla eksprese edilir (Hashemi ve ark 2019). COX-2, kanserle ilişkili 

fibroblastlar (CAF'ler), makrofaj tip 2 (M2) hücreleri ve kanser hücreleri tarafından 

tümör mikroortamına (TME) salınır. COX-2, kanser hücrelerinin apoptotik direncini, 

çoğalmasını, anjiyogenezini, iltihaplanmasını, istilasını ve metastazını indükler 

(Hashemi ve ark 2019). COX-2 ekspresyonunun anormal bir şekilde olması özellikle 

kolorektal kanser olmak üzere çeşitli kanser hücrelerinde tümör başlangıcına neden 

olduğunu düşündürmektedir (Massoumi ve ark 2007, Rao ve ark 2012, Wang ve ark 

2010, Yang ve ark 2012). Kolorektal tümörler için hayvan kanser modellerinde ve 

kanserli hastalarda COX-2 inhibitörlerinin ve non-steroidal anti-alerjik ilaçların 

kullanılması kanserin ilerlemesi ve insidansında azalmayı sağlayabilmektedir 

(Greenhough ve ark 2009). Akciğer kanseri hücrelerine Montelukast uygulanması ile 

yapılan bir çalışmada artan Montelukast miktarı ile birlikte azalan COX-2 protein 

ekspresyonu Western Blot ile gösterilmiştir (Tsai ve ark 2017). Nath ve arkadaşlarının 

(2015) yaptığı bir analizde pankreas kanseri hastalarının yüksek seviyede COX-2 

eksprese ettiği bu durumun kötü prognozla ilişkilendirildiği göz önünde 

bulundurularak çalışmamızda Montelukast’ın COX-2 gen ekspresyonunda meydana 

getirdiği değişiklikler rapor edilmiştir. Montelukast PANC-1 kanser hücrelerinin 

COX-2 gen ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamlı bir değişiklik göstermemesine 

rağmen; BxPC-3 hücrelerinde Montelukast uygulaması ile birlikte COX-2 



68 
 

ekspresyonunda anlamlı şekilde azalmaya neden olmuştur. PANC-1 hücrelerinde 

Montelukast aracılı COX-2 seviyesinin kontrolü uygulanan Montelukast dozunda ve 

süresinde değişiklik yapılarak yeniden değerlendirilebilir. Montelukast’ın COX-2 

ekpresyonunda meydana getirdiği değişiklik normal HEK293 hücrelerinde 

incelendiğinde, sonuçlarımız literatürle benzerlik göstererek ekspresyonun azaldığı 

yönündedir.  

Hücre dışı sinyalle düzenlenen protein kinaz (ERK)1/2, bir mitojenle aktive 

olan protein kinaz (MAPK) ailesi proteinidir ve aktivatör protein-1 dahil olmak üzere 

sinyal iletim yollarında ve transkripsiyon faktörlerinin işlevinde önemli bir rol 

oynamaktadır (Plotnikov ve ark 2011). Hücrenin hayatta kalması, çoğalması ve 

gelişmesi ile ilişkili yollarda işlev gören ERK1/2 (Zou ve ark 2019), kanser 

hücrelerinin hayatta kalmasını ve göçünü destekler (Tsai ve ark 2017, Kuo ve ark 

2014, Roberts ve Der 2007). Endotel hücrelerle yapılan bir çalışmada LTD4, CysLT1 

reseptörü aracılığıyla ERK1/2 fosforilasyonunu indüklemiştir ve endotelyal hücrelerin 

proliferasyonunu değil migrasyonunu uyardığı bulunmuştur (Yuan ve ark 2009). 

Kachi ve arkadaşlarının (2021) yaptığı bir çalışmada Montelukast’ın LTD4- 

CYSLTR1- ERK yolunu baskılayarak pankreas karsinogenezini inhibe edebileceği 

Western Blot ile belirlenmiştir. Ayrıca, insan akciğer kanseri hücreleri olan A549 ve 

CL1-5'te Montelukast kaynaklı azalmış ERK1/2 fosforilasyonu ile hücre ölümü 

bildirilmiştir (Tsai ve ark 2017). İnsan glioblastoma hücreleri ile yapılan bir çalışmada 

lökotrien antagonistlerinden Montelukast ve Zafirlukast’ın beyin kanserinde ERK1/2 

fosforilasyonunu azalttığı görülmüştür (Piromkraipak ve ark 2018). Yaptığımız 

çalışmada Montelukast uygulanan pankreas kanseri hücrelerinde qRT- PCR ile mRNA 

düzeyinde incelenen ERK1/2 ekspresyonu, PANC-1 hücrelerinde anlamlı bir 

değişiklik göstermemiş olup ve BxPC-3 hücrelerinde anlamlı bir şekilde artmıştır. 

Sonuçlarımız literatürle zıt yönde farklılık göstermektedir. Elde edilen sonuçlar 

Montelukast’ın IC50 dozlarından düşük ve yüksek dozlarda uygulama yapılması ile 

yeniden değerlendirilmesi gerektiğini ön plana çıkarmaktadır. HEK293 hücrelerinde 

ERK1/2 seviyesinin Montelukast uygulamasının ardından değerlendirildiği 

çalışmamızda genin ekspresyonunun değişmediği gözlenmiştir. Sadece gen düzeyinde 

analiz edildiği değerlendirildiğinde Montelukast’ın ERK1/2 sinyal yolu üzerindeki 

etkinliği hakkında kesin bilgi elde edilemememiştir ancak HEK293 hücrelerinin 
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normal hücreler olduğu ele alındığında ekpresyon seviyesinde değişikliğin meydana 

gelmemesi tarafımızca olumlu değerlendirilmektedir. 

Yüksek mobilite grubu (HMG) proteinleri, histon olmayan nükleer proteinlerin 

bir grubu olup, yüksek mobiliteli grup box 1 (HMGB1), en iyi çalışılmış ve hücrede 

bol miktarda bulunan HMG proteinidir (Goodwin ve ark 1973). HMGB1, hücre içinde 

bir otofaji sürdürücüsü, apoptotik hücre ölümünden koruyucu olarak görev 

yapmaktadır (Goodwin ve ark 1973, Sun ve Tang 2014). HMGB1 normalde çekirdekte 

bulunur ve replikasyon, transkripsiyon, rekombinasyon ve onarım gibi DNA ile ilişkili 

bir dizi işlemin düzenlenmesinde yer alan bir DNA şaperonu görevi görür (Sun ve 

Tang 2014). HMGB1'in hücre dışına salınması, hücre stresi veya ölümü ile 

indüklenebilmektedir ve hücre dışı sıvıdaki HMGB1, eksojen HMGB1 olarak 

adlandırılmaktadır (Tang ve Lotze 2012). Pek çok araştırmacı, kolon, meme, akciğer, 

prostat, rahim ağzı, cilt, böbrek, mide, pankreas, karaciğer, kemik ve kan kanserleri 

dahil olmak üzere bir dizi kanserde HMGB1’in ana rolünü ortaya koymuşlardır 

(Ellerman ve ark 2007, Lotze ve ark 2003, Sims ve ark 2009, Tang ve ark 2010, Li ve 

ark 2017). Son zamanlarda Zhu ve arkadaşlarının yapmış olduğu bir çalışmada eksojen 

HMGB1'in radyoterapiden sonra pankreas kanseri hücrelerinin çoğalmasını ve 

metastazını desteklediğini bildirmişlerdir (Zhu ve ark 2021). Bu verilerden yola 

çıkarak ve daha önce HMGB1 ekpresyonuna etkisinin araştırılmadığı bilinen 

Montelukast’ın PANC-1 ve BxPC-3 hücrelerindeki etkisi çalışmamızda incelenmiştir.  

Aldığımız sonuçlar her iki hücrede de HMGB1 ekspresyonunun Montelukast tedavisi 

sonrası önemli bir şekilde azaldığı yönündedir. HMGB1’in pankreas kanserinin 

gelişimi ve ilerlemesi için çok önemli bir protein olduğu bilgisi göz önüne alınarak 

(Cebrian ve ark 2016) verilerimiz Montelukast’ın pankreas kanseri üzerinde HMGB1 

bağımlı yollar ile etkili olduğunu göstermektedir. Çalışmamızda ayrıca Montelukast’ın 

HEK293 hücrelerinde HMGB1 ekspresyonunu önemli derecede azalttığı sonuçlarına 

ulaşılmıştır.  

Hücreler ve dokular, insülin, glikoz, büyüme faktörleri, sitokinler (Sun ve ark 

2020), integrinler, B ve T hücre reseptörleri (Nepstad ve ark 2020), hormonlar ve 

kemokinler gibi çeşitli moleküllerin tirozin kinazlara (RTK'ler) bağlanmasıyla veya 

hücre yüzeyindeki G-protein reseptörlerine (GPCR'ler) bağlanarak birbirleriyle 

iletişim kurarlar. Bu iletişim, sınıf I fosfoinositid 3-kinaz (PI3K)/Protein kinaz B 
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(AKT)/rapamisinin memeli hedefi (mTOR) sinyal yolu gibi hücre içi sinyal yollarının 

aktivasyonuna yol açmaktadır (Dibble ve ark 2015, Noorolyai ve ark 2019, Sharma ve 

ark 2021). PI3K/AKT/mTOR sinyal yolu, hücrenin hayatta kalması, büyümesi, 

çoğalması (Ediriweera ve ark 2019), metabolizması ve motilitesinde (Alzahrani 2019) 

çok önemli roller oynamaktadır. PI3K/AKT/mTOR yolunun önemli bir proteini olan 

mTOR, hücre büyümesini ve proliferasyonunu, protein sentezini, apoptoz ve otofajiyi 

düzenlemektedir (Larsen ve Møller 2020). Pankreas kanseri hastalarında 

PI3K/AKT/mTOR yolu bileşenleri sıklıkla anormal aktivasyon göstermektedir ve bu 

yolların hedeflenmesi pankreas kanserinin tedavisi için önemli bir seçenektir. 

(Mortazavi ve ark 2022). Yakın zamanda yapılan bir çalışmada (Tong ve ark 2019) 

Montelukast’ın, multipl miyelom tedavisinde kullanılan karfilzomib ile kombinasyon 

halinde uygulanmasının mTOR yolağının baskılanması yoluyla hücrede sitotoksik etki 

oluşturduğu bildirilmiştir. Bu sonuçlar göz önünde bulundurularak pankreas kanseri 

hücrelerinde Montelukast’ın antikanser etkinliğini değerlendirdiğimiz bu tez 

çalışmasında MTOR geninin ekspresyonu qRT-PCR ile değerlendirilmiş; PANC-1 

hücrelerinde Montelukast uygulaması sonrası MTOR ekspresyonunun arttığı ve BxPC-

3 hücrelerinde ise uygulama sonrası MTOR ekpresyonunun değişmediği gözlenmiştir. 

Daha önceki çalışmalar (Tong ve ark 2019) ile karşılaştırıldığında Montelukast 

uygulaması sonrası MTOR ekspresyonunun azalmış olması beklenirken, PANC-1 

hücrelerinde artmış olması Montelukast’ın pankreas kanserinde PI3K/AKT/mTOR 

yolu üzerinde inhibe edici bir etkinliğinin olmadığını düşündürmüştür, ancak kesin 

sonuçlar için yolak üzerindeki tüm proteinlerin ekpresyonu incelenmelidir ve farklı 

test sistemleri ile doğrulanmalıdır. Normal hücrelerde Montelukast’ın etkinliğini 

değerlendirmek için HEK293 hücrelerinde MTOR düzeyi kontrol edilmiş ve sonuç 

olarak Montelukast’ın MTOR’un ekspresyonunu değiştirmediği belirlenmiştir. 

MYC, birçok farklı kanser türünün oluşumunda, devamında ve ilerlemesinde 

yer alan, C-MYC, L-MYC ve N-MYC olmak üzere 3 üyeden oluşan bir gendir (C.V. 

Dang 2016, M.E. Beaulieu ve Castillo 2020, P.A. Carroll ve ark 2018, R.M. Kortlever 

ve ark 2017). MYC proteinleri hücre büyümesi, hücre döngüsü, farklılaşması, apoptoz, 

anjiyogenez dahil olmak üzere birçok farklı hücresel süreçte yer alan genlerin 

düzenlenmesinde görevli transkripsiyon modülatörleri olarak işlev görmektedir (C.V. 

Dang 2016, M.E. Beaulieu ve Castillo 2020, P.A. Carroll ve ark 2018, R.M. Kortlever 

ve ark 2017). Çok sayıda çalışma, en yaygın şekilde araştırılan ve kansere neden olan 
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genlerden biri olan MYC'nin çeşitli kanserlerin büyümesinde ve ilerlemesinde rol 

oynadığını (C.V. Dang 2016, M.E. Beaulieu ve Castillo 2020, P.A. Carroll ve ark 

2018, R.M. Kortlever ve ark 2017) ve MYC gen ekspresyonunun düzensizliğinin insan 

kanserlerinin %70'e kadarında meydana geldiğini göstermiştir (C.V. Dang 2012). C-

MYC’nin aşırı ekspresyonu primer pankreas kanserlerinin %43,5’inde bulunmakta 

(Schleger ve ark 2002, Allenson ve ark 2017) ve pankreas kanserinin 

proliferasyonunu, invazyonunu, metastazını, anjiyogenezini ve immün kaçışını 

artırmaktadır (Ala 2022). Pankres kanserinde birkaç onkogenik yolun ortak alt hedefi 

olan C-MYC’yi inhibe etmenin her bir yolu tek başına inhibe etmekten daha olumlu 

sonuçlar getirdiği çeşitli çalışmalarla kanıtlanmıştır (Hayes ve ark 2016, Zhai ve ark 

2021, Bryant ve ark 2019, Sheng ve ark 2017, Sheng ve ark 2020, Tanaka ve ark 2019, 

Diersch ve ark 2016, Zhong ve ark 2013). Karfilzomib ile kombinasyon halinde 

Montelukast uygulamasının multipl miyelomda mTOR yolunun inhibisyonunun 

yanısıra C-MYC ekspresyonunu da önemli ölçüde azalttığı Tong ve ark’nın yaptığı 

çalışmada rapor edilmiştir (Tong ve ark 2019). Bu bilgiler ışığında PANC-1 ve BxPC-

3 hücrelerinin Montelukast ile muamele edilmesi sonucunda MYC gen ekspresyonu 

incelenmiştir. Çalışmanın sonucunda her iki hücre hattında da MYC ekspresyonu 

literatürde belirtilenden farklı olarak artış göstermiştir. mTOR ve c-MYC yollarının 

birbirini aynı yönde etkilediği (Ala 2022) ele alındığında PANC-1 hücreleri için her 

iki genin ekspresyonunun artması birbirine paralellik göstermektedir. Kontrol grubu 

olarak ele aldığımız HEK293 hücrelerine Montelukast uygulanması sonrasında MYC 

gen ekspresyonu literatürle paralel yönde değişiklik göstererek azalmıştır. Bu durum 

Montelukast’ın kanser olmayan, normal hücrelerde MYC ekpresyonunu negatif yönde 

etkilediğini ve hücre proliferasyonuna MYC yolu üzerinden etki ettiğini 

düşündürmektedir. 

Sonuç olarak, çalışmamızda elde ettiğimiz veriler ve literatürde yer alan 

sonuçlar birlikte değerlendirildiğinde Montelukast’ın hücresel proliferasyonu inhibe 

ederek pankreas karsinogenezisini baskıladığı sonucuna ulaşılabilmektedir. 

Montelukast bu özelliği ile pankreas karsinogenezinin tedavisi için umut verici 

potansiyele sahiptir. 
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5. SONUÇ VE ÖNERİLER 

Bu çalışmada sisteinil lökotrien antagonisti olan Montelukast’ın PANC-1 ve 

BxPC-3 pankreas kanseri hücrelerindeki antikanser etkileri; sitotoksisite, gen 

ekspresyon analizi ve protein ekspresyon analizi yöntemleriyle araştırıldı. Kanserli 

olmayan hücrelerdeki etkisi ise HEK293 insan embriyonik böbrek hücrelerinde 

araştırıldı. 

Montelukast’ın PANC-1 hücrelerinde 50-70-90-110-130-150 μM 

konsantrasyonlarda 24 saat uygulanması sonrası IC50 değeri 92,6 μM ve 48 saat 

uygulanması sonrası IC50 değeri 70 μM olarak belirlendi. MTT testi sonuçlarına ve 

invert mikroskop görüntülerine göre Montelukast’ın zaman ve doza bağlı olarak 

PANC-1 hücrelerinde, hücre proliferasyonunu azalttığı gözlendi. Gen ve protein 

ekspresyon analizi için hücreler 48 saat boyunca 70 μM Montelukast ile muamele 

edildi.  

Montelukast uygulaması (70 μM) sonrasında PANC-1 hücrelerinde; CYSLTR1, 

GPR17, ERK1/2, TP53, MTOR, BAX, MYC genlerinin ekspresyonlarında istatistiksel 

olarak anlamlı bir artış gözlendi. Uygulama sonrası HMGB1 gen ifadesinde anlamlı 

bir azalış gözlenirken; COX-2, BCL-2, CASP3 genlerinin ifadesinde önemli bir 

değişiklik gözlenmedi. CYSLTR2 ve GPR99 genlerinin ifadesi PANC-1 hücrelerinde 

tespit edilemedi. 

PANC-1 hücrelerine Montelukast uygulaması sonrasında protein ekspresyon 

analizi sonuçlarına göre apoptotik BAX, BCL-2 ve CASP3 proteinleri Montelukast 

uygulanmayan kontrol grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı bir azalış gösterdi. 

Sonuçlar istatistiki olarak anlamlı olsa da; proapoptotik olan BAX protein miktarının 

azalması ve apoptozda efektör olarak etkili olan CASP3 protein miktarının azalması 

Montelukast’ın apoptotik potansiyelinin BAX ve CASP3 proteinleri üzerinden etkili 

olmadığını gösterdi. 
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Montelukast’ın BxPC-3 hücrelerinde 50-70-90-110-130-150 μM 

konsantrasyonlarda 24 saat uygulanması sonrası IC50 değeri 49,6 μM ve 48 saat 

uygulanması sonrası IC50 değeri 42,3 μM olarak belirlendi. MTT testi sonuçlarına ve 

invert mikroskop görüntülerine göre Montelukast’ın zaman ve doza bağlı olarak 

BxPC-3 hücrelerinde, hücre proliferasyonunu azalttığı gözlendi. Gen ve protein 

ekspresyon analizi için hücreler 48 saat boyunca 45 μM Montelukast ile muamele 

edildi.  

Montelukast uygulaması (45 μM) sonrasında BxPC-3 hücrelerinde; CYSLTR1, 

COX-2, HMGB1 gen ifadelerinde anlamlı bir azalış gözlendi. MYC, TP53, BAX, BCL-

2 genlerinin ekspresyonlarında istatistiksel olarak anlamlı bir artış gözlendi. GPR17, 

ERK1/2, MTOR, CASP3 genlerinin ifadesinde önemli bir değişiklik gözlenmezken; 

CYSLTR2 ve GPR99 genlerinin ifadesi BxPC-3 hücrelerinde de tespit edilemedi.  

BxPC-3 hücrelerine Montelukast uygulaması sonrasında protein ekspresyon 

analizi sonuçlarına göre apoptotik BCL-2 ve CASP3 proteinleri Montelukast 

uygulanmayan kontrol grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı bir azalış 

gözlenirken; BAX proteininde anlamlı derecede değişiklik gözlenmedi. BAX protein 

miktarının değişmemesi ve CASP3 protein miktarının azalması PANC-1 hücrelerinde 

olduğu gibi Montelukast’ın apoptotik potansiyelinin BAX ve CASP3 proteinleri 

üzerinden etkili olmadığını gösterdi.  

Montelukast’ın HEK293 hücrelerinde 50-70-90-110-130-150 μM 

konsantrasyonlarda 24 saat uygulanması sonrası IC50 değeri 86,1 μM ve 48 saat 

uygulanması sonrası IC50 değeri 61,3 μM olarak belirlendi. MTT testi sonuçlarına ve 

invert mikroskop görüntülerine göre Montelukast’ın zaman ve doza bağlı olarak 

HEK293 hücrelerinde, hücre proliferasyonunu azalttığı gözlendi. Gen ve protein 

ekspresyon analizi için hücreler 48 saat boyunca 55 μM Montelukast ile muamele 

edildi.  

Montelukast uygulaması sonrasında HEK293 hücrelerinde; CYSLTR1, 

CYSLTR2, TP53 genlerinin ifadelerinde istatistiksel olarak anlamlı olarak artış 

gözlendi. COX-2, HMGB1, BCL-2, MYC, CASP3 genlerinin ifadelerinde ise anlamlı 

azalış gözlendi. GPR17, ERK1/2, BAX, GPR99, MTOR genlerinin ifadelerinde önemli 

bir değişiklik gözlenmedi.  



74 
 

HEK293 hücrelerine Montelukast uygulaması sonrasında protein ekspresyon 

analizi sonuçlarına göre apoptotik BCL-2 ve CASP3 proteinleri Montelukast 

uygulanmayan kontrol grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı bir azalış 

gözlenirken; BAX proteininde anlamlı derecede değişiklik gözlenmedi. BAX protein 

miktarının değişmemesi ve CASP3 protein miktarının azalması PANC-1 ve BxPC-3 

hücrelerinde olduğu gibi Montelukast’ın apoptotik potansiyelinin BAX ve CASP3 

proteinleri üzerinden etkili olmadığını gösterdi. 

Sonuçların tamamı ele alındığında Montelukast, pankreas kanseri hücrelerinde 

(PANC-1 ve BxPC-3) hücresel proliferasyonu inhibe ederek pankreatik karsinojenez 

üzerindeki inhibitör etkilerini göstermektedir. İnsan embriyonik böbrek hücrelerinde 

(HEK293) de hücresel proliferasyonu inhibe ederek antiproliferatif etkinliğini 

göstermiştir. Montelukast’ın antiproliferatif etkinliğinin hücre döngüsünün hangi 

evresinde meydana geldiğini tespit etmek için flow sitometri ile hücre döngüsü analizi 

yapılması gerekmektedir. 

Tüm sonuçlar değerlendirildiğinde Montelukast’ın pankreas kanseri üzerine 

etkisi, Montelukast’ın farklı konsantrasyonlarda ve farklı zamanlarda uygulanması ile 

detaylandırılabilir. Hücre döngüsü analizleri ile antiproliferasyon profili belirlenebilir. 

Ancak elde ettiğimiz sonuçlara göre Montelukast’ın apoptozdan bağımsız olarak hücre 

proliferasyonunun inhibisyonu ile pankreas kanser hücrelerinin çoğalmasını 

engellediği düşünülmektedir. Moleküler mekanizmasının ve antikanser etkinliğinin 

daha ileri çalışmalar ile aydınlatılması gerekmekte olup; elde edilen ve literatürdeki 

diğer sonuçlar birlikte değerlendirildiğinde Montelukast pankreas kanseri tedavisi için 

kemoterapötik ajan olma potansiyeli taşımaktadır.  
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7. EKLER 
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EK B: Turnitin Raporu 
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