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SIMGELER VE KISALTMALAR
p: Mikro

5-FU: 5-fluorourasil

5-HpETE: 5-hidroperoksi-eikosatetraenoik asit
cAMP: Siklik adenozin monofosfat
COX-2: Siklooksijenaz

CysLT: Sisteinil 16kotrien

CysLT1R: Sisteinil 16kotrien 1 reseptorii
CysLT2R: Sisteinil I6kotrien 2 reseptorii
DNA: Deoksi ribontikleik asit

DPEP: Dipeptidaz

FLAP: 5-LOX aktive edici protein

g: gram

GGT: Gama glutamil transferaz

GPCR: G-Proteini bagli reseptor
GSK3p: Glikojen sentaz kinaz-3 beta
KML: Kronik miyeloid 16semi

LOX: Lipoksijenaz

LTA4: Lokotrien A4

LTB4: Lokotrien B4

LTC4: Lokotrien C4

LTD4: Lokotrien D4

LTRA: Sisteinil LT reseptor antagonistleri
mL: Mililitre

mM: Milimolar
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nm: Nanometre

PDAK: Pankreatik duktal adenokarsinom

PGE2: Prostoglandin E2

PK: Pankreas kanseri

PKB: Protein kinaz B

PKCse: Protein kinaz C epsilon

RNA: Riboniikleik asit

RT- PCR: Ger¢ek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu
SEER: Surveillance, Epidemiology, and End Results
VEGF: Vaskiiler Endotelyal Biiytime Faktorii

p: Beta

&: Epsilon
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OZET

T.C.
SELCUK UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

SISTEINIL LOKOTRIEN RESEPTOR ANTAGONISTI MONTELUKAST’IN
PANKREATIK DUKTAL ADENOKARSINOM HUCRELERINDE
ANTIKANSEROJENIK ETKILERININ ARASTIRILMASI

Nazife MERCAN
TIBBi BiYOLOJi ANABILIM DALI

YUKSEK LiSANS TEZi/ KONYA- 2023

Pankreas Kanseri, hizli metastaz 6zelligi ile insidansi ve 6liim orani yiiksek olan ciddi bir
hastaliktir. Pankreas kanserinde temel tedavisel yaklasim kemoterapi ve radyoterapidir ancak kanser
hiicrelerinde olusan diren¢ mekanizmasi tedaviyi basarisiz kilmaktadir. Bu nedenle hastaligin
ilerlemesinde ve direng gelismesinde etkili olan mekanizmalarin incelenmesi, bu mekanizmalarin
terapotik hedef olarak kullanilabilirliginin tespit edilmesi dnemlidir. Sisteinil 16kotrienler ¢ok ¢esitli
farmakolojik ve fizyolojik etkinlikleri olan, 5-lipoksijenaz yoluyla arasidonik asitten sentezlenen
proenflamatuar aracilt sinyal molekiilleridir. Sisteinil l6kotrien sinyalizasyonu plazma membranindaki
CysLT1 ve CysLT2 reseptorlerine agonist bir molekiiliin baglanmasiyla gergeklesir. Enflamasyondaki
rollerine ek olarak CysLT reseptorlerinin karsinogenezden de sorumlu oldugu, birka¢ kanser tiirlinde
normal dokulardan daha fazla eksprese edildikleri belirtilmistir. CysLT1R antagonist tedavisinin, ¢esitli
insan kanser hiicre hatlarinda apoptozu indiikleyerek timdr biiyiimesini inhibe ettigi gosterilmistir. Bu
calismada CysLTIR antagonisti olan Montelukast’in in vitro kiiltiir ortaminda pankreas kanseri
izerindeki antikanserojenik etkilerinin belirlenmesi hedeflendi. Bu amagla ilk olarak Montelukast’in
hiicre canliligina etkisi hiicrelerde MTT testi ile belirlenmis ICso degerleri bulunmustur. Montelukast’in
kanserli olamayan hiicrelere etkisini belirlemek i¢in HEK293 hiicreleri kullanilmistir. Hiicrelere 1Cso
dozlarinda 48 saat Montelukast uygulamasi yapilmis, ardindan qRT-PCR ile CYSLTRI, CYSLTR2,
GPRI17, GPR99, ERKI1/2, COX-2, MYC, HMGBI, TP53, MTOR, BAX, BCL-2, CASP3 genlerinin
kantitatif ekspresyon analizi yapilmistir. Western Blot ile BAX, BCL-2 ve CASP3 proteinlerinin
ekspresyon analizi yapilmistir. Sonug olarak, ¢alismamizda elde ettigimiz veriler ve literatiirde yer alan
sonuglar birlikte degerlendirildiginde Montelukast’in hiicresel proliferasyonu inhibe ederek pankreas
karsinogenezisini baskiladigi sonucuna ulasilabilmektedir. Montelukast bu o6zelligi ile pankreas
karsinogenezinin tedavisi igin umut verici potansiyele sahiptir.

Anahtar Sozciikler: Montelukast; Pankreas Kanseri; Sisteinil Lokotrien.
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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.
CysLTI1R 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 ICsy 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 ICso doses for 48 hours, followed by quantitative expression
analysis of CYSLTRI, CYSLTR2, GPR17, GPR99, ERK1/2, COX-2, MYC, HMGBI, 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.

X



1. GIRIS

Pankreas kanseri, tim diinyada kansere bagli oliimlerde ilk siralarda yer
almaktadir (Kuo ve ark 2021, Layeghi-Ghalehsoukhteh ve ark 2020). Hastaligin
prognozu oldukga kétii olup, 5 yillik sagkalimi %9’dan daha azdir (Ilic ve Ilic 2016).
Son evreye kadar asemptomatik olarak ilerlemesi ve yliksek metastaz 6zelligi, erken
tan1 ve etkili tedavi imkanlarim1 kisitlamaktadir (Zhou ve ark 2017). Pankreas
kanserinde tek kiiratif tedavi yontemi cerrahi rezeksiyondur ancak ¢ogu hastada
rezeksiyon sonrasi bile hastalik niiksetmektedir (Conroy ve Ducreux 2019). Bu durum

da tedavide radyoterapi ve kemoterapi gibi cerrahi dis1 yontemlerin kullanilmasini

gerekli kilmaktadir (Kim ve ark 2020).

Pankreas kanserinin etiyolojisi tam anlagilmamis olsa da genetik mutasyonlar,
epigenetik degisiklikler ve ¢evresel risk faktorleri arasinda kompleks bir iligki oldugu
diisiiniilmektedir (Lin ve ark 2011). Belirlenen risk faktorleri igerisinde ileri yas, sigara
kullanimi, ailede pankreas kanseri varligi, tip 2 diyabet, kronik pankreatit, obezite ve
cevresel karsinojenlere maruziyet siralanabilir (Krejs 2010). Sisteinil 16kotrienler
(CysLT'ler), esas olarak eozinofillerde sentezlenen, akut ve kronik inflamasyona
aracilik eden lipid yapili sinyal molekiilleridir (Singh ve ark 2010). Bu sinyal
molekiilleri fosfolipaz A2 tarafindan membran fosfolipidlerinden serbest birakilan
aragidonik asitten sentezlenir. ilk olarak, 5-hidroperoksi-eikosatetraenoik asit (5-
HpETE), sitoplazmadan niikleer zara hareket eden 5-LOX ve 5-LOX aktive edici
proteinin (FLAP) etkisiyle aragidonik asitten iiretilir. Siirekli devam eden enzimatik
reaksiyon sonucu, 5-HpETE gecici epoksit ara {irlinii olan 16kotrien A4'e (LTA 4)’e,
LTA4 ise 1okotrien A4 hidrolaz enzimiyle l6kotrien B4’e (LTB4), 16kotrien C4
(LTC4) sentaz enzimi ile LTC4’e doniistiiriilir. LTC4’ten LTD4 olusumu, gama
glutamil transferazin (GGT) enzimatik etkisiyle katalize edilir. Dipeptidaz (DPEP)
ayrica sirali peptit klevaj islemini tamamlamak i¢cin LTD4'ii LTE4'e dontistiiriir. LTC4,
LTD4 ve LTE4 toplu olarak sisteinil 16kotrienler (CysLT) olarak adlandirilir (Miyata
ve ark 2020). CysLT'ler biyolojik etkilerini G proteinine bagli reseptdrlerden olan
(GPCR'ler), CysLTIR ve CysLT2R’ ye baglanarak gosterirler (Lynch vea ark 1999).
CysLTI1R, LTD4 i¢in daha yiiksek bir afiniteye sahipken, CysLT2R'nin hem LTD4
hem de LTC4 i¢in CysLT1R’den daha diisiik ancak esit bir afiniteye sahiptir (Heise
ve ark 2000). CysLTIR ve CysLT2R’ler farkli hiicresel ve doku sistemlerindeki bir

dizi agonist veya antagoniste yanit olarak farmakolojik karakterizasyonlarina ve



fonksiyonel profillerine dayali olarak ¢esitli sinyal yolaklarini uyarirlar (Heise ve ark

2000).

LTDA4, fosfoinositid 3-kinaz (PI3K) sinyali yoluyla protein kinaz Akt / PKB ve
GTPazlardan Rho ve Rac’1 uyarir. Akt/ PKB, Axin ve adenomatdz polipozis koli ile
birlikte sitozolik-katenin i¢in yikim kompleksini i¢eren glikojen sentaz kinaz-3 f3
(GSK-3pB)’yi inhibe eder. Yikim kompleksinin inhibisyonu, sitozolde p-katenin
birikimine ve cekirdege translokasyonuna neden olur. Cekirdekte, B-katenin esas
olarak T-hiicre faktorii/ lenfoid enhancer faktdr (TCF/ LEF) ailesinin liyeleriyle
etkilesime girerek hedef genleri aktive ederek siklin D1, sikloksijenaz-2 gibi ¢esitli
proteinlerin ifadesine yol acar (Mezhybovska ve ark 2006). LTD4-CysLTIR sinyali
ayrica mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK)/ hiicre dis1 sinyalle diizenlenen
kinaz (Erk) yolaklar1 araciligiyla hiicre proliferasyonunu regiile eder (Paruchuri ve ark
2002). LTD4-CysLTI1R aynm1 zamanda fosfolipaz C (PLC), Raf-1 ve mitojenle aktive
olan protein kinaz kinaz1 (MEK-1/2) aktive eder. Bu aktivasyon, p-Erk'in sitozolden
cekirdege translokasyonuna ve ¢esitli transkripsiyon faktorlerini aktive edebilen
p90RSK ile etkilesimine yol acar. LTD4-CysLTI1R, protein kinaz Ca (PKCa) ve
transkripsiyon faktorii cAMP yanit eleman1 baglayici protein (CREB) araciligiyla
hayatta kalmaya aracilik eder (Paruchuri ve Sjolander 2003). CysLT'ler, 6zellikle
astim ve alerjik rinitte enflamasyondaki rolleriyle iyi bilinir. Ancak son zamanlarda,
CysLT'lerin vaskiiler gegirgenlik ve anjiyogenezdeki rollerine iliskin ¢aligmalarda
kanserdeki rolleri ortaya ¢ikmistir (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 {izere bir¢ok insan kanserinde CysLT1R'nin asir1
ekspresyonu gozlenmistir (Venerito ve ark 2011). Yiiksek CysLTIR ekspresyonunun
meme ve kolon kanseri hastalarinda kotii prognoz ve diisiik sagkalim ile iliskili oldugu
gosterilmistir (Magnusson ve ark 2011, Ohd ve ark 2003), buna karsilik diisiik
CysLTIR ve yiiksek CysLT2R ekspresyonu kolorektal karsinom hastalarinda iyi bir
prognoza isaret etmektedir (Magnusson ve ark 2010). Bu nedenle kanser
arastirmalarinda CysLT1R ekspresyonu ve bu reseptoriin antagonistlerinin timor
gelisimi lizerine etkisinin belirlenmesine ihtiya¢ vardir. CysLTIR antagonistleri,
romatoid artrit ve ateroskleroz gibi inflamatuvar hastaliklarin calismalarinda

kullanilmistir (Shiota ve ark 2006, Mueller ve ark 2008).



Montelukast, bronsiyal astimda antiinflamatuvar etkileri olan gii¢lii bir sisteinil
16kotrien (CysLT1) reseptdr antagonistidir (Diamant ve Molen, 2005). Ticari olarak
mevcuttur ve su anda astim hastalarini tedavi etmek i¢in klinik olarak kullanilmaktadir
(Saad ve ark 2015). Antiinflamatuar etkilerinin yanisira Montelukast’in astim
hastalarin1 6zellikle akciger, gdgiis, kolorektal ve karaciger kanserlerinden doza
bagimli bir sekilde korudugu bildirilmistir (Tsai ve ark 2016). Montelukast’in ¢esitli
kanser tiirlerinde antikarsinojenik etkileri de arastirilmistir. Bir akciger kanseri
modelinde Montelukast’in hiicre 6liimiinii indiikledigi ve timor biiyiimesini inhibe
ederek kemopreventif etkisine katkida bulundugu gosterilmistir (Tsai ve ark 2017).
Baska bir calismada Montelukast’in, bir hayvan modelinde kimyasal kaynakli meme
karsinojenezinin gelismesini 6nledigi bildirilmistir (Jose ve ark 2013). Diger deneysel
bir ¢aligmada tiimdr kaynakli eksozomlarin CysLTI1R araciligiyla akciger kanser
hiicrelerinin hayatta kalmasini sagladigi ve Montelukast kullanilarak bu kanser
hiicrelerinin apoptozunu indiikledigi gosterilmistir (Lukic ve ark 2019). Bellamkonda
ve arkadaslariin yaptig1 baska bir calismada Montelukast, kolon kanseri hiicrelerinin
koloni olusturma yetenegini azaltmistir ve ayni calismada insan kolorektal
karsinomunun fareye subkutan ksenograftlanmasi ile olusturulan hayvan modelinde
Montelukast’in timor boyutunu azalttigr goriilmiistiir (Bellamkonda ve ark 2018). Bu
veriler Montelukast’in kanser hiicrelerinin elimine edilmesine yonelik tedavi
yaklagimlart i¢in Onemli bir hedef olabilecegini gostermektedir. Bu amagla
Montelukast’in pankreatik kanser hiicre hatlar1 iizerindeki etkilerinin: Kanser
hiicrelerinin biiyiime, ¢ogalma, hayatta kalma, hareketlilik, migrasyon siireclerinde rol
oynayan COX-2, C-MYC, MTOR, ERKI1/2, HMGBI genleri; CYSLT yolunda rol
oynayan CYSLTRI, CYSLTR2, GPRY9, GPRI7 genleri ve apoptozis siirecinde rol
oynayan TP53, BAX, BCL-2, CASP3 genlerinin ifadesinde meydana getirdigi
degisikliklerin ve ek olarak apoptozis siirecinde rol oynayan BAX, BCL-2 ve CASP3

proteinlerinin seviyesine olan etkisinin arastirilmasi planlanmistir.
1.1. Pankreas

Normal, saglikli yetiskin bir insanda yaklasik 100 gr agirliginda (Beger ve ark
2009). 14 ile 25 cm uzunlukta ve yaklasik 72.4 + 25.8 cm?® (Saisho ve ark 2007)
hacimde olan pankreas hem lobiiler hem de uzunlamasina sekle sahip olan bir

organdir. Arka ve iist karin duvarinin arkasinda egik olarak uzanan bu organ; bas,



uncinate ¢ikinti (basin ventral lobunda bulunur), boyun, gévde ve kuyruk olmak iizere

bes anatomik boliime ayrilmistir (Sekil 1.1) (Atkinson ve ark 2020):

Ust karin bélgesinde yer alan ve bas1 duodenuma bitisik olan pankreasin gdvde
ve kuyruk bolgeleri, viicudun orta hatt1 boyunca dalaga yakin bir noktaya kadar uzanur.
Bas kisim dogrudan C seklindeki duodenuma dogru iner ve duodenumun yatay
kisimlarina yaslanir. Uncinate ¢ikinti, bas kismindan asagi dogru cikint1 yapar ve
posterior olarak superior mezenterik artere dogru uzanir. Boyun kismi, pankreas
govdesine baglandigi yerden yanal olarak uzanir. Boynun arkasinda superior
mezenterik arter ve venin yani sira hepatik portal venin orijini bulunur. Aort, superior
mezenterik arter, sol renal damarlar ve sol bobregin her biri pankreas govdesinin
arkasinda yer alir. Son olarak, kuyruk dalak hilusuna kadar uzanir (Atkinson ve ark

2020, Longnecker ve ark 2014).

a

Panlereatile Polipeptid Hierss

Sekil 1.1. insan pankreasinin temel anatomik yapisi. a. Pankreas ve ¢evre organlarin
semas1. b. Endokrin ve ekzokrin pankreasin hiicresel diizeyde organizasyonunun
sematik gosterimi. ¢. Dort endokrin hiicre tipini gosteren insan pankreas adacigi
(Atkinson ve ark 2020).



Pankreasin biiylik ¢ogunlugu, gastrointestinal sistemin bir parcasi olarak,
sindirim enzimlerinin iiretildigi ve karmasik bir duktal kanal araciligiyla duodenuma
salgilandig1 ekzokrin islevine ayrilmistir (Longnecker ve ark 2014). Pankreastaki bu
sindirim enzimlerini iireten hiicreler, liziim salkimlarina benzer demetler olusturan
hiicresel kiimeler olduklarindan dolay1, Latince {liziim anlamina gelen 'acinus'
kelimesinden tiiretilen asiner hiicreleri olarak adlandirilirlar (Sekil 1.1) (Williams
2010). Pankreasin yaklasik %85'ini olusturan asiner hiicreler, asiniislerde diizenlenir
ve tripsin, lipaz ve amilaz dahil olmak iizere protein, yag ve karbonhidrat sindiriminde
aktif olan enzimleri sentezler ve salgilarlar (Atkinson ve ark 2020). Endokrin pankreas
viicuttaki enerji metabolizmasini ve depolanmasini kontrol etmek amaciyla
hormonlar1 salgilayan ve bu hormonlarin kana saliniminda rol oynayan endokrin hiicre
tiplerini igerir. Insanlarda endokrin hiicrelerinin yaklasik %40-60'1 insiilin salgilayan
beta hiicreleridir, geri kalan1 glukagon salgilayan alfa, somatostatin salgilayan delta,
pankreatik polipeptit salgilayan pankreatik polipeptit (PP) ve ghrelin salgilayan
epsilon hiicreleridir (Sekil 1.1) (Atkinson ve ark 2020, Bonner ve ark 2015, Kilimnik
ve ark 2012).

1.2. Pankreas Kanseri

Tiim kanserlerin %2'sinden ve kansere bagl dliimlerin %5'inden sorumlu olan
pankreas kanseri, agirlikli olarak erkeklerde ve ileri yaslarda (40-85 yas) goriilen,
agresif seyreden Oliimciil bir malignitedir (Goral 2015). Siklig1 son yillarda giderek
artmakta olan pankreas kanseri erken bulgu vermedigi ve g¢evre organlara hizla
yayildig1 i¢in tespit edilmesi oldukca giic olan bir hastaliktir. Ek olarak, pankreas
kanserini tedavi etmek i¢in kullanilan terapdtikler, hastanin hayatta kalmasini birkag
aydan fazla uzatmada basarisiz olduklarindan nispeten etkisizdirler (Garrido-Laguna

ve Hidalgo 2015).

Pankreas kanserleri, endokrin veya ekzokrin hiicrelerden kaynaklanabilir.
Endokrin tlimoérler ekzokrin tiimorlere nispeten nadirdir ve tiim pankreas kanserlerinin
%»5'inden azini olusturur. Cok daha yaygin olan pankreas adenokarsinomasina kiyasla
27 aylik medyan sagkalim ve 0,28 kat daha diisiikk oliim riski ile iligkilidirler
(Fesinmeyer ve ark 2005).



Endokrin tiimorler genellikle pankreatik adacik hiicrelerinden gelisir ve
siklikla yapisal olarak yiiksek seviyelerde pankreatik hormon fiiretir. Ayrica kaynak
hiicrelerine ve salgiladiklart hormonlara bagli olarak insiilinomalar, glukagonomlar ve
gastrinomlar olarak kategorize edilebilirler. Pankreas endokrin tiimorleri, hipoglisemi
veya nekrolitik gezici eritem (deri dokiintiisii) gibi dramatik semptomlara yol agan

asirt hormon salgilamalari nedeniyle kolayca teshis edilebilir (Phan ve ark 1998).

Ekzokrin hiicre kaynakli pankreas kanserleri, endokrin tiimdrlerden daha
yaygindir ve tipik olarak iki histolojik alt tipte siniflandirilabilir: Pankreatik duktal
adenokarsinom (PDAK) alt tipi, ekzokrin tiimdrlerin ¢ogunu olusturur ve tiim
pankreas malignitelerinin %90'indan fazlasini olusturur. PDAK' lar, pankreas kanalini
takip eden ve kokenleri nedeniyle bez benzeri goriinen epitel hiicrelerinden tiiretilir
(Fesinmeyer ve ark 2005). Bu kanserler siklikla karaciger veya lenf bezlerine metastaz
yapar (Kern ve ark 2002). Kanser gelisiminin erken evrelerinde semptom
gostermemeleri nedeniyle, PDAK' lara genellikle ge¢ bir asamada, potansiyel olarak
kanser zaten metastaz yaptiktan sonra teshis edilir (Grant ve ark 2016). Diger bir
ekzokrin pankreas kanseri tiirii olan miisindz tiimorler, tim tiimorlerin <% 10'unu
olusturan ikinci en yaygin histolojik pankreas kanseri tiiridlir. Miisindz tiimdrler
genellikle tam1 sirasinda diger ekzokrin pankreas kanseri tlirlerine gore daha az
invazivdir (Lichtenstein ve Carr-Locke, 1995). Bu tiimorler keseye benzer yapilar
olustururlar, miisin salgilarlar ve tipik olarak pankreas duktal epitelinden koken alirlar

(Lichtenstein ve Carr-Locke, 1995).
1.2.1. Pankreas Kanseri Epidemiyolojisi

Pankreas kanserinin kiiresel yiikii son birka¢ on yilda 6nemli 6lciide artis
gostermekte ve kansere bagli 6liimlerin 6nde gelen nedenlerinden biri olmaya devam

etmektedir (Pourshams ve ark 2019).

Gelismis radyolojik araglar dahil olmak tizere saglik hizmetlerine olan smirl
erisim, rapor edilen pankreas kanseri oranlarinin dogrulugunu etkileyebilmektedir
(Boffetta ve ark 2014). Son yirmi yilda, teshis edilen kiiresel yillik pankreas kanseri
sayist iki katina ¢ikmis, 1990'da diinya ¢apinda 196.000 olan pankreas kanseri vakasi
2017'de 441.000 sayilarina ulagsmistir (Pourshams ve ark 2019). Bildirilen insidans ve

6lim oranlarindaki artiglar, 1970'lerden bu yana, 6zellikle yiiksek gelirli iilkelerde



meydana gelmistir. Bazi1 raporlar Bati Avrupa ve Kuzey Amerika'da insidans ve
mortalitenin ayni seviyede oldugunu one siirse de, en son veriler insidansin Birlesik
Krallik ve Kuzey Amerika'da muhtemelen yaslanan niifusun bir sonucu olarak artmaya
devam edecektir (Malvezzi ve ark 2015, Liao ve ark 2021, Siegel ve ark 2015).
Amerika Birlesik Devletlerinde, en yiliksek oranlar siyah bireyler arasindadir.
(100.000 erkek basina 12-15 vaka ve 100.000 kadin basina 8-10 vaka); bu oranlar,
beyaz olan kisiler icin ~%30-50 daha yiiksektir (Steliarova-Foucher ve ark 2014).
Okyanusya'da, uzun vadeli dogrulanmig istatistikler olmamasina ragmen, %30'dan
fazla bir artigla en ¢ok yerli niifus etkilenmektedir. Muhtemelen yetersiz tanidan
etkilenen en diisiik oranlar Hindistan ile Kuzey ve Orta Afrika'da kaydedilmistir
(100.000 erkek basina <2 vaka ve 100.000 kadin basma 1 vaka). Oliim oranlari,

insidans oranlariyla paralellik gostermektedir.

Pankreas kanserinden oliim riskinin, yasla birlikte dramatik bir sekilde arttigin
belirten uluslararasi1 bir rapor, 2012'de kiiresel niifusun %8'inin, pankreas kanseri
acisindan en yiiksek risk tasiyan yas grubu olan 65 yasin iizerinde oldugunu
kaydetmistir (He ve ark 2021). Oniimiizdeki 30 yilda, dzellikle Asya, Avustralya,
Avrupa'daki tiim bolgeler ve Latin Amerika'daki birgok bolgede, pankreas kanserinden
yasa gore standardize edilmis bu oranin ikiye katlanarak %16,7'ye c¢ikmasi
beklenmektedir (Pourshams ve ark 2019). Taniya erisimin kisitli olmasi nedeniyle
pankreas kanseri insidans oranlariin diisiik kaldig1 Afrika'da bile, 65 yas iistii niifusun
oraninin dniimiizdeki birka¢ on yilda iki katina ¢ikacagi tahmin edilmektedir (He ve
ark 2016). Bu nedenle, pankreas kanseri insidans1 6niimiizdeki birka¢ on yilda artmaya

devam edecektir.
1.2.2. Pankreas Kanseri Etiyolojisi ve Risk Faktorleri

Pankreas kanserinin etiyolojisi kapsamli bir sekilde incelenmis olup ¢ok sayida
meta-analizin birlestirilmis sonucu olarak, simdiye kadar, bir¢ok risk faktorii
tanimlanmistir (Rawla ve ark 2019). Bu risk faktorlerini iki kategoriye ayirmak

miimkiindiir: Degistirilebilir ve degistirilemez risk faktorleri (Midha ve ark 2016).
Degistirilebilir risk faktorleri

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

degistirilebilir risk faktorleri olarak pankreas kanserinde tanimlanmislardir.



Sigara, diinyadaki pankreas kanseri i¢in en onemli ¢evresel faktorii temsil
etmektedir ve diinya ¢apinda bin milyondan fazla insan tiitiin kullanmaktadir.
Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi, sigara icmenin pankreas kanseri ile nedensel
olarak iligkili oldugunu dogrulamistir (Ezzati ve ark 2005, Smoke ve Smoking 2004).
Pankreas kanseri riski, sigara igme siiresi ve giinliik icilen sigara sayisi ile artmaktadir
ve risk, sigara icenlerde igmeyenlere gore yaklasik iki kat daha fazladir (Kuzmickiene

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

Sigara ile iliskili pankreas kanseri riski, alkol tiiketimi gibi potansiyel faktorler
hesaba katildiktan sonra da yiliksek olmaya devam etmektedir. Pek ¢ok arastirmaya
gore, pankreas kanseri riski siiphesiz yiiksek alkol tiiketimiyle (gilinde iigten fazla icki)
artarken, diisiik ila orta derecede alkol alimi arasinda bir iliski bulunmamistir
(Lucenteforte ve ark 2012, Tramacere ve ark 2010, Wang ve ark 2016). 2010'da
yapilan biiylik bir vaka kontrol c¢aligmasi, 60 g/giin veya daha fazla likor (icki)
tilkketiminde bile riskin arttifinm1 gostermis, ancak bira veya sarapla bir iliski

bulamamistir (Michaud ve ark 2010).

Yakin zamanda yapilan bir arastirmada, yogun alkol tiikketimiyle birlikte halen
sigara i¢enlerin pankreas kanseri riskinde 6nemli bir artig oldugu bulunmustur. Ayrica,
diisiik ila orta derecede alkol alimi, halen sigara igenler arasinda artmis pankreas
kanseri riski ile iligkili olarak tespit edilmistir (Rahman ve ark 2015), bu da sigara
icmenin alkol-kanser iligkisini degistirebilecegini one slirmektedir. Ancak alkol ve
sigara arasindaki iliski cok yakindir. Bu nedenle, alkolii pankreas kanseri i¢in bagimsiz

bir risk faktoru olarak dahil etmek zor olabilir.

Obezite, pankreas kanseri de dahil olmak tizere ¢esitli kanser tiirleri i¢in artmis
risk ile iligkilendirilmistir (Davoodi ve ark 2013). Bazi caligsmalar, obezitenin pankreas
kanseri insidansini ve mortalitesini artirdigini bulmustur (Berrington de Gonzalez ve
ark 2003, Calle ve ark 2003). Li ve arkadaslar1 (2009) taratindan yapilan bir arastirma,
erken yetiskinlik doneminde asir1 kilolu veya obez olmanin daha yiiksek hastalik riski
ile iligkili oldugunu bulmustur. Ayrica Li ve arkadaslarinin yaptig1 bu ¢caligmada daha
ileri yasta (30-79 yas) obezite, pankreas kanserinde daha diisiik genel sagkalim ile
iliskilendirilmistir. Ayrica yag birikimine ve asir1 kiloya katkida bulunabilen fiziksel
hareketsizligin, pankreas kanseri riskinin artmasiyla iligkili oldugu bildirilmistir (Aune

ve ark 2012).



Diyet de pankreas hastaliklar1 dahil olmak tizere farkli sindirim hastaliklar1 ve
kanser riskini etkilemesi tizerinde etkilidir. Diyet faktorleri pankreas kanseri iizerinde
%30-50'ye varan bir etkiye sahiptir ve bazi gidalarin daha yiiksek riskle iliskili
olduguna dair kanitlar vardir (Maisonneuve ve ark 2015, Michaud ve ark 2005, Midha
ve ark 2016).

Kirmiz1 et tiikketimi (6zellikle yiiksek sicaklikta pisirildiginde), islenmis etler,
kolesterol, kizarmis yiyecekler ve nitrozamin i¢eren diger yiyecekler pankreas kanseri
riskini artirabilir (Lightsey ve ark 2012, Stolzenberg-Solomon ve ark 2007). Etteki
karsinojenler ve islenmis etleri korumak ic¢in kullanilan nitrit veya N-nitroso
bilesiklerinin pankreas kanseriyle iligkilendirilmesi olasidir (Beaney ve ark 2017). 11
vaka kontrol calismasini igeren bir meta-analizin sonuglari, kirmizi et aliminin
pankreas kanseri riskini yaklasik %48 oraninda artirdigin1 gdstermistir. Ote yandan,
ozellikle narenciye ve antioksidanlarla zenginlestirilmis sebze ve meyvelerin yiiksek
oranda alinmasi, pankreas kanseri riskini sirasiyla %38 ve %29 oraninda azaltan

koruyucu bir etkiye sahiptir (Paluszkiewicz ve ark 2012).

Mesleki riskler de pankreas kanserinin degistirilebilir risk faktorleri arasinda
yer almaktadir. Bir popiilasyonda mesleki maruziyetlere (metal isleme ve bocek
ilaglarina maruz kalmay1 iceren) bagli pankreas kanserinin etiyolojik fraksiyonunun

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

Mesleki maruziyetler ve pankreas kanserine iliskin bir meta-analiz, nikel
maruziyeti ile artan bir risk bildirmistir (Ojajarvi ve ark 2000). Mesleki ortamlarda
nikel, yiiksek konsantrasyonlarda poliklorlu bifenillerle iliskilendirilebilir ve son
bilesikler, gbzlemlenen artan riskten sorumlu olabilir (Bosch de Basea ve ark 2011,
Porta ve ark 1999). Nikelin kanserojen mekanizmalari, DNA metilasyonunu artirmay,
DNA onarimini engellemeyi ve reaktif oksijen tiirlerinin olusumu yoluyla apoptozu

tetiklemeyi igerebilir (Rawla ve ark 2019).
Degistirilemeyen risk faktorleri

Degistirilemeyen risk faktorleri arasinda cinsiyet, yas, etnik koken, diyabet,
ailede pankreas kanseri Oykiisii, genetik faktorler, kan grubu, kronik pankreatit ve

kronik enfeksiyonlar yer almaktadir (Rawla ve ark 2019).



Cinsiyet siifi degerlendirildiginde pankreas kanseri erkeklerde kadinlardan
daha yaygindir. Kiiresel olarak, pankreas kanseri insidans1 erkeklerde 100.000'de 5.5
ve kadinlarda 100.000'de 4.0'diir (Bray ve ark 2018). Pankreas kanseri, muhtemelen
cevresel veya mesleki risk faktorlerinin yani sira erkeklerde yogun sigara icme ve
yliksek alkol alimi gibi yasam tarzlari nedeniyle daha fazla goriiliir; bununla birlikte,
erkeklerde ve kadinlarda kanser insidansini ve Oliim oranini etkileyen heniiz

kesfedilmemis genetik faktorlerin olmasi da miimkiindiir (Rawla ve ark 2019).

Kanser Istatistikleri incelemesi (SEER- Surveillance, Epidemiology, and End
Results), pankreas kanserinin agirlikli olarak yasli bir popiilasyonun hastalig
oldugunu ve hastalarin c¢ogunun 50 yasindan biiyiik oldugunu belirtmektedir
(Howlader ve ark). Gergekten de, pankreas kanseri gelisme riski yasla birlikte artar ve
en yliksek pik 60 ila 80 yaslar1 arasinda gerceklesir (Bosetti ve ark 2012, Bray ve ark
2018, Siegel ve ark 2018). Bu gec yas baslangicinin nedeni heniiz belli olmamakla
birlikte pankreatik bir lezyon veya enflamatuar bir durumun ortaya c¢ikti§i andan
itibaren, kanserin malign bir neoplazmaya doniismesi birkag¢ yil alabilir. Ancak bu

konuda daha ileri ¢aligmalara ihtiya¢ vardir (Rawla ve ark 2019).

Etnik koken olarak degerlendirme yapildiginda birgok calisma, irklar arasinda
pankreas kanseri insidansinda 6nemli farkliliklar oldugunu gostermistir (Brotherton ve
ark 2016, Ma ve ark 2013, Shavers ve ark 2009). Afrikali-Amerikalilar i¢in pankreas
kanseri insidans oranlari, Kafkasyalilardan daha yiiksekken, insidans Asyali-
Amerikalilar ve Pasifik Adalilarinda en diisiik seviyededir (American Cancer Society,
2014). Genel olarak, siyah insanlarda pankreas kanseri orami riski, diger irk
gruplarindan 6nemli Ol¢lide daha yiiksektir (Yadav ve Lowenfels 2013). Irklar
arasinda pankreas kanseri insidansindaki farkliliklar, diyet, alkol, sigara ve D vitamini

eksikligi gibi degistirilebilir risk faktdrlerine baglanabilir. (Rawla ve ark 2019).

Hem tip I hem de II diyabet ile pankreas kanseri riski arasindaki pozitif iligki
cok sayida ¢aligmada bildirilmistir (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 siiresi
uzadikca azalir, ancak %30'dan fazla bir risk diyabet teshisi konulduktan sonra yirmi
yil1 agkin bir siire devam eder (Bosetti ve ark 2014). Oral anti-diyabetik ilaglar veya

insiilin kullanimi, pankreas kanseri riskinde azalma ile iliskilendirilmistir (Bosetti ve
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ark 2014, Live ark 2011). Pankreas kanseri ve periferik insiilin direnci olan bazi
hastalarda, tiimdriin ¢ikarilmasi glukoz metabolizmasini iyilestirmistir bu da, degismis
glukoz metabolizmasinin tiimdriin bir sonucu olabilecegine dair kanit saglamigtir

(Permert ve ark 1993).

Pankreas kanserli bireylerin yaklasik % 5-10'unun ailede pankreas kanseri
oykiisii oldugu bildirilmistir (Anand ve ark 2008, Jacobs ve ark 2010, Permuth-Wey
ve Egan 2009, Shi ve ark 2009). Ailesel pankreas kanseri, cogu ¢alismada birinci
derece akrabalarda (ebeveyn, kardes veya cocuk) pankreas kanseri teshisi konan aileler
olarak tanimlanmaktadir. Bu malign hastalig1 olan ailelerin prospektif analizi, ailesel
pankreas kanseri olan bireylerin birinci derece akrabalarinin genel popiilasyona gore
dokuz kat daha fazla pankreas kanseri riskine sahip oldugunu gostermektedir (Klein
ve ark 2004). Ayrica kanitlar, ailede geng baslangicli pankreas kanseri vakasi (yag <50)
olan ailesel pankreas kanseri olan akrabalarda, gen¢ baslangigli vakasi olmayanlara
kiyasla riskin daha yiiksek oldugunu goéstermektedir (Brune ve ark 2010). Ailesel
pankreas kanserli hastalar ayrica sporadik pankreas kanserli hastalardan daha fazla
prekanserdz lezyonlara sahiptir (Shi ve ark 2009) ve ekstra-pankreatik kanser
gelistirme risklerinin yiiksek oldugu bildirilmistir (Wang ve ark 2009).

Genetik varyasyon veya mutasyon (germ-line mutasyonu), pankreas kanseri
riskinin artmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir (Ghiorzo 2014). Pankreas kanseri olan
hastalarin yaklasik %10'unda, hastaligin gelismesinde gen varyasyonlar1 veya
degisiklikleri gibi baz1 genetik yatkinliklar bulunmaktadir (Shi ve ark 2008). BRCAI,
BRCA2, PALB2, ATM, CDKN2A4, APC, MLHI, MSH2, MSH6, PMS2, PRSSI ve
STK11, KRAS, TP53 gibi ¢esitli germ hattt mutasyonlarinin pankreatik kanserin
kalitsal formlarinda yer aldig1 tanimlanmistir (Berrozpe ve ark 1994, Solomon ve ark

2012, Vincent ve ark 2011).

ABO kan grubu sisteminin antijenleri, kirmizi kan hiicresi zarlarinin yani1 sira
diger bazi normal ve patolojik hiicre ve dokularin yiizeyinde de ifade edilir. 60 yil
askin bir silire onceki ilk klinik gozlemlerin ardindan, ABO kan grubunun kanser
biyolojisindeki rolii, birkag aragtirmaci tarafindan yogun bir sekilde incelenmistir ve
arttk ABO antijenlerinin, pankreas da dahil olmak {izere ¢esitli kanser tiirlerini

gelistirme riskiyle iligkili oldugu yaygin 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).

Birlesik Krallik'ta yapilan bir ¢aligma (Macafee 1964) ve alt1 iilkeyi kapsayan
bir ¢calismada (Vioqueve ve Walker 1991), kan grubu A olan kisilerde pankreas kanseri
riskinin arttigin1 gdzlemlenmistir. Italya'da yapilan bir arastirmada (Annese ve ark
1990), kan grubu B olan kisilerde de pankreas kanseri riskinin arttig1 saptanmis ve
ayrica ABD'de yapilan bir kohort ¢aligmast (Wolpin ve ark 2009), O kan grubuna
kiyasla A, B ve AB kan gruplarini kendisi bildiren kisilerde artmig risk bulmustur. Son
olarak, genom ¢apinda iligkilendirme ¢aligmas1 "Panscan I"in bulgular1 O olmayan kan
grubu ile pankreas kanseri (Amundadottir ve ark 2009), arasinda bir iligki oldugunu
gostermistir. Bu baglantiyr desteklemek i¢in Onerilen mekanizmalar arasinda
enflamasyon, kotii huylu hiicreler i¢in bagisiklik gézetimi, hiicreler arasi yapisma ve

zar sinyallemesi yer almaktadir (Rawla ve ark 2019).

Pankreatit, akut veya kronik olabilen ve pankreas hasarina neden olan bir
pankreas iltihabidir (Rawla ve ark 2019). Tekrarlayan akut pankreatit nobetleri,
glandiiler hasara neden olabilmekte ve bu durum pankreasin tamamen yok edilmesiyle
sonu¢lanan yikict bir inflamatuar siireci indiikleyerek kronik pankreatite yol
acabilmektedir (Etemad ve Whitcomb 2001). Son yillarda yapilan ¢alismalar uzun
stireli 6nceden var olan kronik pankreatitin pankreas kanseri i¢in giiclii bir risk faktorii
oldugunu tanimlamistir (Duell ve ark 2012, Ekbom ve ark 1994, Raimondi ve ark
2010). Pankreatit vakalarinin 6nemli bir oraninin pankreas timori ile iliskili duktal
obstriiksiyonun bir sonucu oldugu diisiiniilmektedir ve bu durum pankreatitin pankreas
kanseri Tlizerinde bir risk faktorii veya erken hastalik belirtisi olabilecegini
gostermektedir (Bracci ve ark 2009, Lowenfels ve ark 1993, Olson 2012, Raimondi ve
ark 2010).

Uzun siiredir devam eden kronik pankreatit ve kanser arasindaki iliski bazi
arastirmalara gore kanitlanmistir. Pankreas kanseri, bilinen tiim etiyolojilerden
kaynaklanan kronik pankreatit ortaminda gelismekte, ancak hastalarin 6nemli bir
yiizdesinin pankreas kanseri gelistirmesi i¢in 30-40 yillik bir enflamasyon gerektirdigi

goriilmektedir (Rawla ve ark 2019).

12



1.2.3. Pankreas Kanseri Tanis1
Histolojik Inceleme

Histopatoloji analizi ve sitoloji pankreas kanseri tanisi i¢in “altin standarttir”.
Cerrahi rezeksiyon yapilan hastalar disinda, geri kalan hastalar bir tedavi plani
olusturmadan once net bir patolojik tani i¢in ¢aba gostermelidir. Histopatoloji veya
sitoloji 6rnekleri elde etmek i¢in mevcut yontemler endoskopik ultrasonografi (EUS)
veya bilgisayarli tomografi (CT) esliginde biyopsi, asit s1visi sitolojisi ve laparoskopi

veya acik cerrahi tani ile kesif biyopsisi olarak ayrilmistir (Zhao ve Liu 2020).
Timor Biyobelirtecgleri

Son yillarda, pankreatik kanser molekiiler degisiklikleri hakkindaki bilgimiz
onemli dl¢iide artmistir ve bu bilgiler yeni serum tiimor belirteglerinin belirlenmesine
yardimci olmustur. Su anda pankreas kanserinde 6 yaygin tiimor biyobelirteci (CA19-
9, CA242, karsinoembriyonik antijen [CEA], CA125, mikroRNA'lar ve K-RAS gen
mutasyonlar1) bulunmaktadir (Ge ve ark 2017). Timor belirtegleri ve goriintiileme
yontemlerinin kombinasyonu, pankreas kanseri i¢in erken tarama amaciyla ilk tercih
olabilme potansiyeline sahiptir (Gemmel ve ark 2009). Son yillarda, sitoloji ve
genomikteki gelismeler pankreas kanserinin erken teshisi i¢in serum tiimor belirtegleri
ile birlikte kullanilmaktadir. Pankreas kanserinin erken evrelerinde, tiimorle iliskili
makrofajlarin (TAM), notrofiller ve T hiicrelerinde bir azalma ile iliskili oldugu
bildirilmistir (Lee ve Gibbs 2019). CA19-9, PK niiksiiniin ve prognozunun
postoperatif tespiti i¢in en sik kullanilan biyobelirtegtir.

Son yillarda, dolasimdaki hiicresiz DNA (CfDNA) ve mutasyona 0zgii
dolasimdaki hiicresiz tiimor DNA's1 (CftDNA), yeni potansiyel biyobelirtegler olarak
tanimlanmistir (Hufnagl ve ark 2020). Mevcut calismalar, cfDNA ve cftDNA
konsantrasyonlarindaki degisiklikler ile tedavi yaniti arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir iligki oldugunu gostermektedir. Bu nedenle, cfDNA ve cftDNA, tedaviden
sonra kanserin etkinligini degerlendirmek i¢in yeni biyobelirtecler haline gelebilir ve
metastazlarin tiimor hacmi ile korelasyonlar1 nedeniyle, tliimor hacmini tahmin etmek

i¢in araglar olarak da kullanilabilirler (Hufnagl ve ark 2020).
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Bilgisayarhh Tomografi/Pozitron Emisyon Tomografisi

Stipheli ~ pankreas  lezyonlarinin  tanisinda,  pankreas  kanserinin
rezektabilitesinin degerlendirilmesinde, vaskiiler invazyonun degerlendirilmesinde ve
metastatik hastaligin tanisinda ¢ok dedektorlii bilgisayarli tomografi (CDBT) artik
rutin bir incelemedir (Ahn ve ark 2009).

CDBT sadece kiigiik kollanan damarlar1 ve peripankreatik damarlar1 degil, aynm
zamanda lezyonlarin detaylarin1 ve mekansal anatomik iliskiyi daha iyi anlayabilen
vaskiiler anatomik varyasyonlari da goriintiilemektedir. Bu inceleme timor
morfolojisindeki degisiklikleri ve gesitli dokularin yogunlugundaki degisiklikleri de
gostermektedir ((Ahn ve ark 2009).

Evreleme icin tami kriterleri, Japon Pankreatik Vaka Dernegi Kriterleri
tarafindan belirlenen PK evrelemesine atifta bulunur: Evre I, tiimor ¢ap1 2 cm'den
kiigiik veya esittir, vaskiiler invazyon ve metastaz yok; Evre II, timor ¢ap1 2 cm'den
bliyiik ve 4 cm'den kiiciik, zarfli kanser hiicresi infiltrasyonu, vaskiiler invazyon yok,
metastaz; Evre III, timor ¢ap1 4 cm'den biiyiiktiir ve yakinlarda lenfatik metastaz
vardir; ve Evre IV, timor ¢ap1 4 cm'den biiyiiktiir ve uzak lenf diigiimii metastazi kaniti

vardir (Zhao ve Liu 2020).

Pozitron emisyon tomografisi (PET), viicuttaki ince doku fonksiyonu ve
metabolizma gibi molekiiler bilgileri ortaya ¢ikarabilmektedir. PET-CT, tiimorleri ve
diger hastaliklar1 erken teshis edebilen bir ydtemdir. Tiimor hiicrelerinin aktif
metabolizmasi nedeniyle, goriintiileme ajanlarini alma yetenegi normal hiicrelerin 2-
10 katidir ve goriintii iizerinde bariz bir "1s1k noktas1" olusturmaktadir. Bu nedenle,
tiimdr anatomik degisiklikler tiretmeden Once, gizlenmis mikroskobik lezyonlari tespit
ederek PK'nin erken saptanmasi ve teshis edilmesi ile sonuca ulagilmaktadir (Ghaneh

ve ark 2018).

Cesitli avantaj ve dezavantajlarina gore degerlendirmeler yapilarak endoskopik
ultrasonografi (EUS) veya bilgisayarli tomografi (CT), manyetik rezonans
goriintiileme (MRI) ve endoskopik retrograd kolanjiyopankreatografi (ERCP)

yontemleri de pankreas kanserinin tanisinda kullanilmaktadir.
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1.2.4. Pankreas Kanseri Tedavisi

Geleneksel pankreas kanseri tedavisi cerrahi, kemoterapi, radyoterapi ve
palyatif bakimi icernektedir. Son yillarda, hedefe yonelik tedavi, immiinoterapi ve
mikrobiyal terapi lizerine arastirmalar giderek artmistir ve gelecekte PK tedavisi i¢in

geleneksel yontemlerle birlestirilmesi ongoriilmektedir (Zhao ve Liu 2020).
Cerrahi

Pankreas kanserinde potansiyel tek tedavi yontemi olan cerrahi rezeksiyonda,
kemoterapinin ve adjuvanin birlikte desteklenmesiyle hayatta kalmada daha fazla
iyilesme oldugunu gosteren bazi sonuglar olmustur (Pliarchopoulou ve Pectasides
2009). Tam rezeksiyon ve adjuvan gemsitabin tedavisiyle sagkalim 13.4 ay, tedavi
edilememis vakalarda ise sagkalim 6.9 ay siire arasinda degisebilmektedir
(Pliarchopoulou ve Pectasides 2009). Cerrahi rezeksiyonun en dnemli kismi, pozitif
rezeksiyon smir1 (R1 veya R2) niiks ve kotii prognoz ile iliskili oldugundan, negatif
bir rezeksiyon siirma (R0) ulasmasini saglamaktir. Cerrahi rezeksiyon kanserden tam
olarak kurtulmak i¢in en 6nemli tedavi olmasina karsilik tiimor metaztazindan dolay1
sinirli olarak istenilen sonuglar elde edilebilmektedir. Adjuvan kemoterapi ile
desteklenen bu tedavi sonrasi gerceklesen miidahele cerrahi rezeksiyonun
niiksetmemesi i¢in olduk¢a onemli bir rol tasimaktadir ve hayati degerleri oldukca

fazladir (Brunner ve ark 2019).
Kemoterapi

Kemoterapi, PK'nin kapsamli tedavisinin 6nemli bir pargasidir. Calismalar,
radikal rezeksiyondan sonra, adjuvan kemoterapinin PK'li hastalarin hastaliksiz
sagkalimimi ve genel sagkalimimi 6nemli Olgiide iyilestirebilecegini gostermistir
(Springfeld ve ark 2019). Radikal rezeksiyondan sonra, modifiye lékovorin, 5-
florourasil, irinotekan ve oksaliplatin genellikle 6 aylik adjuvan kemoterapi veya 6

aylik gemsitabin ve kapesitabin i¢in kullanilir (Springfeld ve ark 2019).
Radyoterapi

Radyasyon tedavisi, kanser hiicrelerini yok etmek veya onlara zarar vermek
icin X 1gilarin1 kullanir, bu da onlarin ¢ogalmasini engeller. Radyoterapi esas olarak

lokal ileri PK'li hastalarda kullanilir (Loehrer ve ark 2011, Takaori ve ark 2016). Klinik
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kullanimda X 1s1nlar1, gama 1sinlari, elektronlar ve 151n radyasyon tedavisi olmak iizere

4 ana radyoterapi sekli bulunmaktadir (Chin ve ark 2018).
Palyatif bakim

PK hastalarinin bir noktada palyatif bakima ihtiyact oldugundan, palyatif
bakim diger tedaviler kadar Onemlidir. Perkiitan safra kanali drenaji, cerrahi
gastrojejunostomi ve endoskopik duodenal stentler mide ¢ikist obstriiksiyonu olan

hastalarin tedavisinde 3 ana yaklagimdir (Kamisawa ve ark 2016).
Hedefe Yonelik Tedavi

Hedefe yonelik tedavi bircok kanser tiiriinde c¢ok basarilidir. Ornegin
kolorektal kanserde EGFR veya VEGF'ye yonelik antikorlar, HER-2 pozitif meme
kanserinde trastuzumab veya kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri alt
popiilasyonlarinda krizotinib gibi tirozin inhibitorleri hedeflenmektedir. Gida ve ilag
Idaresi (FDA) yakin zamanda pembrolizumabi PK i¢in hedeflenmis bir tedavi olarak
onaylamis olsa da, bugiine kadar affrecept, cetuximab, sorafenib, bevacizumab ve
axitinib dahil olmak iizere diger tiim hedefli ila¢lar PK hastalarinda basarisiz olmustur

(Zhen ve ark 2018).

Son zamanlarda, metastatik PK'li 19 hasta klinik olarak incelenmistir. Bu
hastalar gemsitabin ve oksaliplatin ile ikili tedavi almislar ve sonuglar, hastalarin
%55'inde tiimor belirteglerinin >%50 oraninda azaldigini gostermistir. Ancak 7 (%88)
hasta tedaviden sonraki 3 ay ic¢inde Olmiis ve geri kalani ikinci basamak tedavi
gormiistiir (Tesfaye ve ark 2019). PEGPH20 ve CKAP4 gibi yakin zamanda PK igin
hedefe yonelik tedavi i¢in yeni hedefler belirlenmistir (Kimura ve ark 2019).

PK tiim6r hiicreleri, genetik olarak yonlendirilen farkli mutasyonlar
tagidigindan, bu durum molekiiler hedefli tedavi i¢in biiyiik bir zorluk teskil eder (Zhao
ve Liu 2020).

Immiinoterapi

Bagisiklik kontrol noktasi blokaji (ICB) tedavisi artik melanom, akciger
kanseri, renal hiicreli karsinom ve bas ve boyun skuamdz hiicreli karsinomu gibi ¢esitli

kanser tiirleri i¢in onaylanmistir (Haanen ve ark 2018). Bununla birlikte, PK daha az
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immiinojenik bir kanser olarak kabul edilir. PK tiimdrlerinin mikro ¢evresinin,
immiinosiipresif bir ortam yarattig1 diisiiniilmektedir. Bu nedenle, su anda PK'li
hastalar i¢in onaylanmis bir immiinoterapi yoktur. CTLA-4 veya PD1 inhibitorlerinin
monoterapisi, PK'de esasen etkisizdir ve birgok klinik calisma, immiinoterapiyi
kemoterapi, kemoradyoterapi, asilar ve sitokin antagonizmi ile kombinasyon halinde
test etmistir (Sahin ve ark 2017). Teorik olarak, klinikte ilgili ila¢ kemoterapisi,
bagisiklik yanmitim1 azaltmalidir, ancak klinik c¢aligmalar, hastanin bagisiklik
durumunun degismedigini gostermistir (Middleton ve ark 2016, Middleton ve ark

2014).
Mikrobiyal Tedavi

Insan mikrobiyotasinin  kanser gelisimini ve kanser tedavisine yaniti
diizenlemede Onemli bir rol oynadigina dair giiclii kanitlar bulunmaktadir.
Mikrobiyota, bagirsak ve parenteral dokularin kanser tedavisine verdigi yanit etkiler
(Raza ve ark 2019). Bir ¢alismada arastirmacilar, PK konak¢ilarindan alinan bagirsak
bakteri Ozlerini bir fare modeline nakletmis ve hastalarin bakteriyel 6ziindeki
makrofajlarin  CD4+ ve CD8+ T hiicrelerinin aktivasyonunu engelledigini
bulmuslardir. Antijenik makrofaj antijenlerini sunma yeteneginin azalmasi, timor
makrofajlarinda farkli model tanima reseptorlerinin (PRR'ler) daha yiiksek

aktivasyonunu indiiklemistir (Riquelme ve ark 2018).

Bugiine kadar, PK'de sistemik bagisiklik ve tlimore 6zgii bagisiklik olusturan
bagirsak mikroflorasinin sonuglart dogrulanmistir, ancak mekanizma iizerinde daha
fazla ¢alisma yapilmasi1 gerekmektedir (Daley ve ark 2017). Birka¢ calisma, insan
mikroplarinin ve bagirsak bakterilerinin PK tiimorii mikro ¢evresinin 6nemli
bilesenleri oldugunu ve fekal transplantasyon gibi mikrobiyal kosullandirmanin
gelecekteki klinik deneyler i¢in giiglii bir aday oldugunu gostermistir (Schulz ve ark

2014).

Gelecekte, mikrofloranin  bagisiklik  toleransimin  kurulmasina  ve
stirdiiriilmesine nasil katkida bulundugu, yeni tedavi stratejileri bulma girisimindeki
aragtirmalarin odak noktas1 olacaktir. PK ile iliskili mikrofloranin ayrintili bir analizi,
PK'nin gelisimi ve ilerlemesinde olumlu veya olumsuz bir rol oynayan spesifik

topluluklart belirlemek i¢in kullanilabilir.
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1.3. Sisteinil Lokotrienler

Lokotrienler, ilk olarak 1970'lerin sonlarinda mast hiicreleri, eozinofiller,
notrofiller, bazofiller ve makrofajlar dahil olmak iizere farkli hiicrelerde arasidonik
asitten (AA) sentezlenen bir inflamatuar lipid aracilart ailesi olarak tanimlanmigtir
(Peters-Golden ve ark 2006). Hiicre zar1 uyarilma veya yaralanma ile karsilastiginda,
fosfolipaz A2, hiicre zarinin fosfolipidlerinden AA'in hidrolizini katalize eder (Sekil
1.2). Stimiilasyon, ani asir1 duyarlilik, trombosit aktive edici faktor veya kalsiyum
iyonofor gibi inflamatuar veya immiinolojik siirecler olabilmektedir. Serbest kalan AA
daha sonra 5-lipoksijenaz aktive edici protein (FLAP) ile uyumlu olarak 5-lipoksijenaz
(5-LO) ile dehidre edilecek ve kararsiz epoksit I6kotrien A4 (LTA4) haline gelecektir
(Ophir ve ark 1985; Peters-Golden ve ark 2003). Bir sonraki adimda, kararsiz epoksit
LTA4, LTA4 hidrolaz tarafindan l6kotrien B4'e (LTB4) ve 16kotrien C4 (LTC4)
sentaz tarafindan LTC4'e doniistiiriiliir (Haeggstromve ark 2002). Hiicre dis1 ortama
tasindiktan sonra LTC4, 16kotrien D4'e (LTD4) doniistiiriilecektir (Peters-Golden ve
ark 2007). Son olarak, dipeptidaz, LTD4'lin glisin kalintisindan yoksun kalir ve
LTDA4'i 16kotrien E4'e (LTE4) doniistiiriir (Al-Azzam ve ark 2020).

Cysteinyl Leukotrien:
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Sekil 1.2. Sisteinil 16kotrien yolu (Tsai ve ark 2022).

Arasidonik asit kaynakli 16kotrien A4 (LTA4), LTC4 sentaz tarafindan 16kotrien C4'e
(LTC4) dontstiiriiliir. Hiicre dis1 ortama tasindiktan sonra, LTC4, 16kotrien D4'e
(LTD4) ve ardindan 16kotrien E4'e (LTE4) déniistiiriiliir. LTC4, LTD4 ve LTE4 dahil

olmak iizere sisteinil 16kotrienler, hedef hiicrelerdeki sinyal yollarini aktive etmek igin

18



sisteinil 16kotrien reseptorlerine, 6zellikle CysLT1R ve CysLT2R'ye baglanir (Sekil
1.2) (Tsai ve ark 2022).

Sisteinil lokotrienlerin peptit yan zincirinin olmamasi nedeniyle, LTB4,
sisteinil 16kotrien olarak siniflandirilmamistir (Crooks ve ark 1998). Klasik bir
kemoatraktan olarak LTB4, 16kositlerin endotelyuma agregasyonunu ve yapismasini
tetikleyebilmektedir. Ayrica, enfeksiyonlara karst konak savunmasi ile iliskili
bagisiklik tepkilerini de diizenlemektedir. LTB4, dermatit, artrit, nefrit ve kronik
obstriiktif akciger hastaligi gibi bir¢ok inflamatuar hastalikta rol oynamaktadir

(Haeggstromve ark 2002).

Sisteinil 16kotrienler (CysLT'ler) LTC4, LTD4 ve LTE4" icerir (Sekil 1).
Bunlar arasinda LTE4, idrarda ol¢iilebilen en kararli olanidir. Bu nedenle idrar LTE4
seviyesi, "tim viicut" lokotrien sentezinin bir belirteci olarak kullanilabilmektedir
(Singh ve ark 2010). LTD4 bir insan monositik 16semi hiicre hatt1 olan THP-1
hiicrelerinde sitozolik kalsiyumu arttirmis ve MAPK yolunu aktive etmistir.
CysLT'lerin inflamasyondaki rolleri 1yi bilinmektedir ve pro-anjiyogenik aktivitelere

sahip olduklar1 bildirilmistir (Murphy ve ark 2016).
1.3.1. Sisteinil Lokotrien Reseptorleri

Sisteinil 16kotrienler, hedef hiicrelerdeki sinyal yollarimi aktivasyonunu
sisteinil 16kotrien reseptorlerine baglanarak saglar (Yokomizo ve ark 2018). Simdiye
kadar bes CysLT reseptorii tanimlanmistir: Bunlar CysLT1, CysLT2, P2Y12, GPR99
ve GPR17°dir (Sekil 1.3). CysLTI1 yaygin olarak dalak, lokositler, akciger, ince
bagirsak, kolon ve iskelet kasinda eksprese edilir (Lynch ve ark 1999, Sarau ve ark
1999, Woszczek ve ark 2005). CysLT2, CysLT1 ile %37.3 amino asit 6zdesligi
sergiler ve Ozellikle kalp, adrenaller, 16kositler, dalak, lenf diiglimleri ve beyinde
eksprese edilir (Heise ve ark 2000, Kanaoka ve ark 2004, Nothacker ve ark 2000,
Takasaki ve ark 2000). CysLT1 tercihen LTD4 tarafindan aktive edilirken, CysLT2
hem LTC4'd hem de LTDA4'ii esit afinite ile baglar. Son zamanlarda, P2Y 12, GPR99
ve GPR17'nin LTE4 icin reseptorler oldugu bildirilmistir (Paruchuri ve ark 2009,
Fumagalli ve ark 2011, Kanaoka ve ark 2013). Ayrica GPR17, CysLT1'in varsayilan
bir negatif regiilatorii olarak bildirilmistir (Maekawa ve ark 2010).
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ADP. LTs LDP-glucose, LTs LTs LTs a-Keloglutarate,
{LTE, = LTD,) {LTE, = LTD,) (LTO, = LTC, = LTE,) T, =LTC, = LTE) y
Py - F

Sekil 1.3. CysLT1, CysLT2, GPR17, GPR99 ve P2Y 12 araciligtyla sinyalleme. Her
reseptOr i¢in sentetik antagonistler kirmizi metinle belirtilmistir. Ligandlar ve nispi
afiniteler, ilgili reseptorlerine bitigik olarak verilmistir. GPR17, CysLT1 i¢in negatif
bir regiilatordiir. Her reseptdriin altinda gosterilen, Gi/o ve adenilil siklaz (AC) ve/veya
Gg/11 ve fosfolipaz CB (PLCP) ile asag1 akis baglantisidir (Yokomizo ve ark 2018).

1.3.2. Sisteinil Lokotrien Yolu ve Kanser

Son yillarda sisteinil 16kotrienlerin (CysLT'ler) tiimorogenezdeki roli
hakkinda yeni bilgiler elde edilmistir. Tiimorii tesvik eden inflamasyon (Saier ve
Peyruchaud 2022), tiim6r mikro ¢evresindeki (TME) iltihaplanma, tlimoériin ilerlemesi
icin kritik bir bilesendir ve simdi kanserin ayirt edici 6zelliklerinden biri olarak kabul
edilmektedir. Hem kanser hiicrelerinin hem de kanser olmayan stromal hiicrelerin
gliclii CysLT iireticileri oldugu g6z oniine alindiginda, tiimor ilerlemesi, CysLT sinyal
yollarina entegre bir yanit icerir. LT'ler, bronsiyal diiz kasin kasilmasi, vaskiiler
gecirgenligin uyarilmasi, l6kositlerin ¢ekilmesi ve aktivasyonu gibi ¢esitli biyolojik
etkiler sergiler (Hammarstrom 1983). CysLT'ler temel olarak miyeloblastik soyun
l6kositleri (6zellikle eozinofiller, bazofiller ve mast hiicreleri tarafindan) ve
monoblastik soylarin (monositler/makrofajlar) yani sira dendritik hiicreler tarafindan

biyosentezlenir (Peters ve Henderson 2007).
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CysLT'ler, kemik iligi hiicreleri, diiz kas hiicreleri, endotel hiicreleri ve
bagirsak hiicreleri dahil olmak {izere cesitli hiicre tiplerinde hiicre proliferasyonunu
indiikler (Back ve ark 2014). LTD4- CysLT]1 reseptor sinyalinin aktivasyonu, hiicre
proliferasyonunu ve ¢oklu yollardan hayatta kalmay1 desteklemektedir. LTD4, tiimor
olmayan bagirsak Int407 hiicrelerinde ERK1/2'nin Ras'tan bagimsiz, PKCe'ye bagimhi
bir aktivasyonu aracilifiyla hiicre cogalmasini indiiklemistir (Paruchuri ve ark 2002).
LTD4 ile indiiklenen CysLT1 reseptorlerinin aktivasyonunun ayrica, GSK3f'nin
PI3K'ya bagli bir fosforilasyonu yoluyla -katenin sinyalinin aktivasyonu ile bagirsak
hiicre ¢cogalmasini ve hayatta kalmasini destekledigi bildirilmistir (Mezhybovska ve
ark 2006). Kolon kanseri hiicrelerinde, LTD4-CysLT1 reseptor sinyali, B-katenin
niikleer translokasyonunu ve ardindan HT116 hiicrelerinde MYC ve CCNDI
transkripsiyonunu indiikler, ancak HT29 hiicrelerinde olmaz ve B-katenin'in GSK-3f3
kaynakli bozulmasini azaltir (Salim ve ark 2014). LTD4 sadece ¢ekirdege p-katenin
translokasyonunu indiiklemekle kalmaz, ayn1 zamanda hayatta kalmay1 desteklemek
icin Bcl-2 ile fiziksel olarak etkilesime girebilecegi mitokondriye de translokasyonunu

indiikler (Mezhybovska ve ark 2006).

LTD4 ayrica kaspaz 8, kaspaz 3 aktivasyonuna miidahale ederek ve MEK/ERK
sinyalini aktive ederek bagirsak hiicrelerinde COX-2 inhibisyonunun neden oldugu
apoptozu engeller (Ohd ve ark 2003, Wikstrém, Juhas ve ark 2003, Wikstrom, Ohd ve
ark 2003). LTD4'lin, COX-2 ekspresyonunu ve PGE2 {iretimini indiikleyerek hiicre
sagkalimini arttirdig1 gosterilmistir (Bellamkonda ve ark 2015, Massoumi ve ark 2003,
Ohd ve ark 2003), bu da CysLT'ler ve PG'ler yollar1 arasinda bir crosstalk oldugunu
diisiindiirmektedir. LTD4 kaynakli COX-2 artisina, Int407 ve Caco-2 hiicrelerinde
ERK 1/2 sinyalinin aracilik ettigi gosterilmistir (Wikstrom, Ohd ve ark 2003).

Birka¢ sonug¢ ayrica LTD4'in hiicre 6liimiinden hiicre sagkalimina bir gegis
sinyali verdigini gostermektedir (Hoshino ve ark 1998). CREB'nin degistirilmis
ekspresyonu, kanser hastalarinin sagkalimi ile iliskilendirilmistir ve bu da akut
lenfoblastik 16semi, akut miyeloid 16semi veya Hodgkin lenfoma gibi bir dizi CREB
ile iligkili kanserin tanimlanmasina yol agmig ve CREB'nin bir prognostik belirte¢ ve

terapotik olarak kullanilmasina olanak saglamistir (Steven ve ve ark 2020).

Tiim bu bilgiler goz oniine alindiginda CysLT'ler:
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-Kanser hiicrelerinin; proliferasyon, migrasyon ve invazyon olaylarinda rol
oynayan sinyal yollarmi aktive ederek kanser hiicrelerinin hayatta kalmasini

indiklerler.

-Antiapoptotik Bcl-2 proteinin ekspresyonunu artirarak apoptozise direng

gosterirler.

-Anjiyogenezi indiikleyerek vaskiiler gecirgenligi modiile eder ve endotelyal

hiicrelerin proliferasyonu ile migrasyonunu stimiile eder.

-Hiicre enerji sinyal mekanizmalarinin deregiilasyonunda rol oynarlar. Beta-

katenin translokasyonu ve c-myc aktivasyonu yoluyla glikolizi indiiklerler.

-LTD4, NOX4’iin niikleer translokasyonu yoluyla oksidatif DNA hasarina
neden olmaktadir (Saier ve Peyruchaud 2022).

Sonug olarak CysLT'lerin ve reseptorlerinin kanser ilerlemesindeki roliiniin
altinda yatan molekiiler mekanizmalarin anlagilmasi, anti-kanser tedavisi i¢in CysLT

sinyallerini hedefleme potansiyelinin incelenmesine yardimei olacaktir.
1.3.3. Sisteinil Lokotrien Antagonistleri

Sisteinil LT reseptor antagonistleri (LTRA'lar), Montelukast, zafirlukast ve
pranlukast gibi spesifik inhibitorler, brongiyal astim ve alerjik rinit tedavisi i¢in yirmi
yili agkin siiredir klinik olarak mevcuttur. LTRA’lar kanserde CysLT sinyalini
hedeflemek i¢in kesinlikle en umut verici se¢enek olarak karsimiza ¢ikmaktadir
(Yokomizo ve ark 2018). Astiml1 hastalar {izerinde yapilan genis bir epidemiyolojik
calisma, LTRA'lerin kanser gelisimi riskini, 6zellikle akciger, meme, kolorektal ve
karaciger kanserlerini doza bagimli bir sekilde azalttigim1 ve ayrica CysLT

reseptorlerinin karsinojenezdeki roliinii destekledigini gostermistir (Tsai ve ark 2016).

CysLT]I reseptorii antagonistleri, lirolojik (Matsuyama ve Yoshimura 2010),
prostat (Matsuyama ve ark 2007), akciger (Tsai ve ark 2017), meme (Suknuntha ve
ark 2018) ve kolon (Paruchuri ve ark 2006, Savari ve ark 2013) kanserlerinin yani sira
ndroblastomalar (Sveinbjornsson ve ark 2008), glioblastomlar (Piromkraipak ve ark
2018) ve kronik miyeloid 16semi (Zovko ve ark 2018) de dahil olmak {izere ¢cok sayida

insan kanser hiicrelerinin bilylimesini inhibe eder ve/veya apoptozu indiikler.
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LTRA'lar, CysLT]1 sinyalini inhibe etmede ortak farmakolojik 6zelliklere sahip
olsa da, Montelukast esas olarak apoptozu indiiklerken, zafirlukast etkisini hiicre
dongiisii izerinde gosterir (Piromkraipak ve ark 2018, Suknuntha ve ark 2018). Benzer
sekilde, LTDA4'lin baglanmasini bloke eden ancak LTC4'ii bloke etmeyen segici bir
CysLT1 reseptor antagonisti olan MK-571'in, hiicre sagkalimin1 degistirmeden
kolorektal kanser hiicresi proliferasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir (Paruchuri ve
ark 2006). Tlging bir sekilde, pranlukast hem beyin hem de periferik kilcal damarlardan
tiimor hiicresi gogilinii inhibe ederken, Montelukast sadece periferik kilcal damarlarda
hiicre gogiinii inhibe etmistir (Nozaki ve ark 2010). Ayrica Montelukast, kanser
metastaz1 0zelliklerinin ek 6zellikleri olan 5-FU'ya direncli hiicre kolonosferlerini ve
koklenmeyi giiclii bir sekilde azaltmustir (Satapathy ve Sjolander 2020). CysLT1
reseptorii antagonistleri pranlukast ve Montelukast, alerjenle indiiklenen astimi olan
farelerin akcigerlerinde VEGF ekspresyonunu diizenleyerek vaskiiler gecirgenligi
azaltmistir ve bununla birlikte CysLT1 reseptorlerinin tiimor anjiyogenezindeki
potansiyel rolii daha da desteklenmistir (Lee ve ark 2004). Bu veriler, LTRA'larin anti-
timor Ozelliklerinin bir kismimin, CysLT1 reseptorlerinin antagonizmi digindaki

mekanizmalarla iliskili olabilecegini diisiindiirmektedir.
1.4. Montelukast

Montelukast C3sH3sCINO3S kimyasal formiiliine sahip (Tan ve ark 2017),
klinikte astim ve alerjik rinit hastaliklarinda kullanimi olan, 16kotrien D4 ve E4 i¢in
sisteinil 16kotrien reseptoriine yliksek afinite ile baglanan oldukca secici bir 16kotrien
reseptorii antagonistidir (Wermuth ve ark 2021). Montelukast, 16kotrien reseptorlerine
baglandiginda, herhangi bir agonist aktivite gdstermeden lokotrienin fizyolojik
etkilerini (hava yolu 6demi, diiz kas kasilmasi ve normal hiicresel aktivitenin

bozulmasi gibi) inhibe eder (Wermuth ve ark 2021).
1.4.1. Montelukast ve Kanserdeki Rolii

Antiinflamatuar etkilerinin yanisira Montelukast’in astim hastalarini 6zellikle
akciger, gogiis, kolorektal ve karaciger kanserlerinden doza bagimli bir sekilde
korudugu bildirilmistir (Tsai ve ark 2016). Kronik miyeloid 16semide yapilan bir
calismada Montelukast CysLT1R'e bagli bir yol araciligiyla, proapoptotik etkiye sahip

Bax agir1 ekspresyonunu, sitokrom C salinimini, PARP-1 bdliinmesi ve kaspaz-3
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aktivasyonunu indiikleyerek KML hiicrelerinin apoptozunu indiikledigi belirtilmistir
(Zovko ve ark 2018). Kolorektal kanser hiicreleri olan HT-29 ve SW-480 ile yapilan
bir c¢alismada Montelukast, LTD4'lin neden oldugu koloni olusumunu ve
kolonosferleri bozmanin yani sira kanser kok hiicre belirteclerinin (ALDH1 ve
DCLK1) asag1 regiilasyonunu onleyerek, CysLTIR inhibisyonunun kanser kok
hiicrelerini en aza indirmede yararh etkisini diisiindiirmektedir (Bellamkonda ve ark

2018).

Birka¢ pankreas kanseri hiicre hattinda (PA-TU-8988T, SUIT-2 ve PANC-1
hiicreleri, ancak MIAPaCa-2 hiicrelerinde degil) yapilan kapsamli bir ¢alismada
kanser hiicre proliferasyonunun LTD4 ile indiiklenmesi sonrasi CysLTIR
ekspresyonu artmis olup; hiicrelerin Montelukast ile tedavi edilmesi hiicre dongiisiiniin

apoptozu indiiklemeden G0/G1 fazinda durmasma neden olmustur (Kachi ve ark

2021).

Bircok ¢alisma renal hiicreli karsinom, mesane kanseri, prostat kanseri ve testis
kanserinin insan kanser hiicrelerinde CysLTIR ekspresyonunu gostermistir
(Matsuyama ve ark 2010, Matsuyama ve ark 2009, Matsuyama ve ark 2009).
Calismalarin sonucunda Montelukast ile tedavinin, insan prostat kanseri hiicrelerinde
(LNCaP, PC3, DU-145) (Matsuyama ve ark 2010, Matsuyama ve ark 2007), insan
bobrek kanseri hiicresinde (Caki-1), insan mesane kanseri hiicresinde (T24)
(Matsuyama ve ark 2010, Funao ve ark 2008) ve testis kanseri hiicresinde (NEC-8)
(Matsuyama ve ark 2010, Matsuyama ve ark 2009) CysLTIR ekspresyonunu asagi
dogru regiile etmis, hiicre canlilifin1 azaltmis ve erken apoptozu indiikledigi tespit
edilmistir. Etkiler, normal stromal prostat hiicre hatlarinda (Matsuyama ve ark 2007),
normal proksimal tiibiiler endotel hiicrelerinde (PRTEC) (Ghosh ve Myers 1998)
gbzlenmemistir. Birka¢ akciger kanseri hiicre hatlar1 (A549, H460, H1299, CL1-0 ve
CL1-5) ile yapilan bir ¢alismada Montelukast’in hiicre canliligini/proliferasyonunu
inhibe ettigi ve apoptozu indiikleyen faktoriin (AIF) niikleer translokasyonu yoluyla

hiicre 6liimiinii indiikledigi bildirilmistir (Tsai ve ark 2017).
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2. GEREC VE YONTEM

Bu ¢alisma, Selcuk Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali ve
TUBITAK Marmara Arastirma Merkezi (MAM) Gen Miihendisligi ve Biyoteknoloji
Enstitiisii Tan1 Teknolojileri Laboratuvarlarinda (TTL) gerceklestirilmistir.

2.1. Calismada Kullamilan Kimyasallar ve Kitler

Tablo 2.1. Tez Dahilinde Kullanilan Kimyasallar ve Kitler.

Saline

L-Glutamin

MTT

TRI-Reagent

Trypan Blue Boyasi

cDNA Sentez Kiti (First Strand cDNA
Synthesis Kit)

DNase I

RNA Cleanup Kit

SYBR Green qPCR Master Mix
Primer

Bcl-2 Primer Antikor

Bax Primer Antikor

Caspase-3 Primer Antikor

B- Aktin Primer Antikor

Sekonder Antikor (Anti-Mouse 1gG-
HRP)

KIMYASAL/ KIT ADI MARKA
Montelukast Sigma-Aldrich
Dulbecco’s Modified Eagle Medium Diagnovum
(DMEM)

RPMI 1640 Diagnovum
FBS (Fetal Bovine Serum) Diagnovum
Penisilin/Streptomisin Sigma-Aldrich
Dimetil Siilfoksit (DMSO) Sigma-Aldrich
(DPBS)Dulbecco's Phosphate-Buffered ~ Gibco

Thermo Fisher Scientific
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Thermo Fisher Scientific

Thermo Scientific
Monarch- T2050L
Bio-Rad

Sentebiolab

Santa Cruz Biotechnology
Cell Signalling Technology
Affinity Biosciences

Santa Cruz Biotechnology

Santa Cruz Biotechnology

25




Tablo 2.1 (Devam). Tez Dahilinde Kullanilan Kimyasallar ve Kitler.

IgG-HRP)

RIPA Buffer

Tripsin- EDTA
2-Merkaptoetanol

Akrilamid/ Bisakrilamid

APS (Amonyum persiilfat)
Sodyum Dodesil Siilfat (SDS)
Trisma Base

Nitroseliiloz Membran

Protein Marker

Clarity Max Western ECL Substrates
Clarity Western ECL Substrates
Tween 20

Whatman Blotlama Kagidi

Metanol

Sekonder Antikor (Mouse Anti-Rabbit Santa Cruz Biotechnology

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Macherey-Nagel
Thermo Fisher Scientific
Bio-Rad
Bio-Rad
Sigma-Aldrich
Bio-Rad

Sigma-Aldrich

2.2. Caliymada Kullamilan Arac¢ ve Gerecler
Tablo 2.2. Tez Dahilinde Kullanilan Materyal ve Cihazlar.

MATERYAL VE CIHAZ MARKA
Blotlama (Semidry Blotter) Cihaz1 Bio-Rad

Real Time PCR Cihazi BioRad CFX96
Western Blot Goriintiileyici Azure C600
Buzdolabi (+4°C) Bosch
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Tablo 2.2 (Devam). Tez Dahilinde Kullanilan Materyal ve Cihazlar.

Ceker Ocak

Derin Dondurucu (-20°C)

Derin Dondurucu (-80°C)
Distile Su (dH20) Uretme Cihazi
Etuv

Mikroplaka Spektrofotometresi
15 mL ve 50 mL’lik Santrifiij Tiipleri
Hassas Terazi

Isitic1 Blogu

Karbondioksitli Etiiv (Inkiibator)
Kar Uretme Cihazi

Magnetik Karistiric

Mikropipet Takimi

Gii¢ Kaynagi

Nanodrop

Qubit Fluorometre

Otoklav

PCR (Thermal Cycler)

pH Metre

Pipet Uglar

Serolojik Pipetler

S1vi Azot Tanki

Tolkim

Vestel, Siemens
New Brunwick Premium U410
MP MINI Pure
Memmert

Epoch

Labsolute/ Isolab
Shimadzu

Techne

Mini Galaxy A
Scotsman

Wisd WiseStir MSH-20A
Nichipet

Thermo Scientific
Thermo Scientific
Thermo Scientific
HMC Hirayama
Bio-Rad T100
Mettler Toledo
Isolab

Labsolute

Taylor- Wharton
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Tablo 2.2 (Devam). Tez Dahilinde Kullanilan Materyal ve Cihazlar.

S1vi Azot Tanki

Sogutmali Santrifij
Isik Mikroskobu

Sicak Su Banyosu

Vorteks

Mini Calkalayict

Spin- Down

Yatay Elektroforez Sistemleri
Dikey Elektroforez Sistemleri
T-25 Flask (Filtreli, steril)
T-75 Flasklar (Filtreli, steril)
Vial (Cryogenic Tubes)

Strip Tiipler

Steril 0.22 mikronluk filtre

6 Kuyucuklu Plaka

96 Kuyucuklu Plaka

1,5-2 mL’lik Tiipler ve Raklar

Cell Scraper (Hiicre Kaziyici)

Steril Kabin (Biyogiivenlik Kabin)

Ters (Inverted) Isik Mikroskobu

Taylor- Wharton
Esco Class 2
Hettich

Olympus
Memmert

Zeiss Primovert
Velp

Bio- San

OniLab

Thermo Scientific
BioRad
Labsolute
Labsolute/ Corning
Isolab/ Corning
Qiagen

Merck

Labsolute

Labsolute/ Greiner bio-one

Eppendorf

Labsolute
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2.3. Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanisi

Tablo 2.3. Tez Dahilinde Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanisi.

COZELTI ADI

ICERIK

%70’lik Etil Alkol

%30°luk Akrilamid-Bisakrilamid

%10’luk SDS

%10’luk APS

%5’lik Bloklama Cozeltisi

10X TBS Cozeltisi

10X Transfer Cozeltisi

1X TBS-T Cozeltisi

10X SDS-PAGE Yiiriitme Tamponu

30 mL saf su tizerine 70 mL etil alkol

eklenerek hazirlandi.

37,5 g akrilamid, 1 g bisakrilamid
128 mL dH20
37°C’de ¢oziilerek hazirlandi.

alinarak icerisinde

1 g SDS tartilip ve 9 mL saf su igerisinde

¢oOziilerek hazirlandi.

0,1 g APS tartilip ve 1 mL distile suda

¢Ozildii.

5 g BSA almip ve 95 mL TBS-T

icerisinde ¢oziilerek hazirlandi.

80 g NaCl, 2 g KCl, 30 g Tris tartilip;
900 mL distile su i¢erisinde ¢oziildii. 1
M HCI ile pH=7,4’e ayarlandi. Son

hacim distile su ile 1 L’ye tamamland.

29 g Glisin, 58 g Tris, 3,7 g SDS tartilip
ve 900 mL distile su icinde ¢oOzildii.
pH=8.3" e ayarlanarak son hacim distile

suile 1 L'ye tamamlandi.

10X TBS’den 100 mL aliip ve 900 mL
distile su ile 1 L’ye tamamlandiktan

sonra ¢ozeltiye 1 mL Tween-20 eklendi.

30,2 g Tris, 188 g Glisin ve 100 mL
%10’luk SDS eklenip ¢ozelti 1 L distile

su ile ¢oziildii.
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Tablo 2.3 (Devam). Tez Dahilinde Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanisi.

1 M Tris/ HCl Tamponu (pH: 6.8) 121,14 g Tris 900 mL distile su i¢inde
¢oziliip, 1 M HCl ile pH: 6,8’e ayarlandi
ve son hacim distile su ile 1 L’ye

tamamlanda.

1,5 M Tris/HCI Tamponu (pH: 8.8) 181,7 g Tris 900 mL distile su icinde
¢oziliip, IM HCl ile pH: 8,8’e ayarlandi
ve son hacim distile su ile 1L’ye

tamamlanda.

1X Transfer Cozeltisi 10X Transfer ¢ozeltisinden 100 mL
almip, 700 mL distile su ve 200 mL

metanol ilave edilerek hazirlanda.

1X SDS-PAGE Yiiriitme Tamponu 10X Tris-Glisin Elektroforez
cozeltisinden 100 mL alinip, 900 mL
distile su ile son hacim 1 L’ye

tamamlandi.

1X SDS-PAGE Yiikleme Tamponu 0.125 M Tris pH 6.8, %2 SDS, %10 (v/v)
gliserol, %10 (v/v) B-merkaptoetanol, ve
%0.01  (w/v) bromfenol mavisi)
karistirilarak  hazirlandi.  -20°C  de

saklanda.

2.4. Hiicre Kiiltiirii

Calismada kullanilan PANC-1, BxPC-3, HEK293 hiicre hattit ATCC’ den
(American Type Culture Collection) temin edildi. PANC-1 ve HEK293 hiicreleri %10
fetal s1g1r serum (FBS) ve 10.000 U/mL penisilin 10.000 ng/mL streptomisin eklenmis
DMEM besiyerinde kiiltiire edildi. BxPC-3 hiicreleri ise %10 fetal sigir serum (FBS)
ve 10.000 U/mL penisilin 10.000 ng/mL streptomisin eklenmis RPMI-1640

besiyerinde kiiltiire edildi.
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2.4.1. Hiicrelerin Cozdiiriilmesi ve Biiyiitiilmesi

-80 “C’de dondurulmus olarak temin edilen hiicreler, 37 “C’ye alind1 ve
¢oziilmeleri saglandi. Coziildiikten sonra hiicreler, igerisinde PANC-1 ve HEK293 i¢in
5 ml DMEM, BxPC-3 i¢in 5 ml RPMI igeren falkon tiiplere aktarildi. 300xg’de 5
dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 siipernatant uzaklastirilarak falkon tiipte pellet
olarak kalan hiicrelere %10 FBS, L-glutamin ve penisilin-streptomisin igeren 5ml
DMEM ve 5 ml RPMI besiyerleri eklendi. Siispanse hale getirilen hiicreler 25 cm?®’lik
flasklara ekildi. Ekimi tamamlanan hiicreler %5 COz2 ihtiva eden 37°C inkiibatorde
inkiibe edildi. Hiicrelerin ekimi yapildiktan sonra 2-3 giinde bir kontrol edildi. Kontrol
esnasinda hiicrelerin ve besiyerinin durumuna bagli olarak, 1X DPBS ile yikanarak

besiyerleri degistirildi.
2.4.2. Hiicrelerin Pasajlanmasi, Sayimi ve Stoklanmasi

25 cm?’lik flasklara ekimi yapilan hiicreler %80-90 yogunluga ulastiklarinda
pasajlama islemleri yapildi. Flask yogunlugu inverted mikroskop ile takip edildi.
Pasajlama icin ilk olarak flask icerisindeki eski besiyeri uzaklastirildi. 1X DPBS ile
yikama iglemleri gergeklestirildi ve tripsin-EDTA ile hiicreler flask yiizeyinden
kaldirildi. Tripsin- EDTA’y1 nétralize etmek i¢in FBS igeren besiyeri kullanildi. Elde
edilen hiicreler 15 ml’lik falkonlarda toplanarak 5 dakika stireyle 300xg’de santrifiij
edildi. Santrifiij sonrasi slipernatant uzaklastirildi ve altta pellet olarak kalan hiicreler

taze besiyeri icerisinde tekrar siispanse edildi.

Deneyde kullanilacak hiicre miktarint belirlemek amaciyla hiicre saymmi
yapildi. Bu islem Thoma laminda, hiicre sayim alanina 10 pl hiicre ve trypan blue
karisimi eklenerek yapildi. Isik mikroskobunda hiicreler sayilip ml basina hiicre

konsantrasyonu belirlendi.

Sayimi yapilan hiicreler deney planma ve yogunluklarina gore 25 cm? ve 75

cm?’lik flasklara ekilip %5 CO2 ihtiva eden 37°C inkiibatdre kiiltiire edildi.

Hiicre dondurma ve stoklama islemi, igerigi %90 FBS, %10 DMSO olan hiicre
dondurma ¢ozeltisi ile yapildi. Siispanse edilen hiicrelerden belirli bir sayida alindi ve
hiicre dondurma ¢ozeltisi ile karirstirilip, kriyovial tliplerde -80 °C’de dondurularak

stoklandi.
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2.5. Montelukast Stok Soliisyonunun Hazirlanmasi

Kat1 kimyasal madde seklinde ticari olarak satin alinan Montelukast Sodyum
(MA: 608,17 gr/mol, Sigma PHR1603) konsantrasyonu 0,1 mM olacak sekilde
niikleaz icermeyen su igerisinde ¢oOzdiiriildii. Hazirlanan bu stok soliisyon steril
ortamda 0,22 pum’ lik steril filtreden gegirildi ve +4°C’ de saklandi. Calismada
kullanilan farkli konsantrasyondaki soliisyonlar stok soliisyondan PANC-1 ve
HEK293 hiicreleri icin DMEM ve BxPC-3 hiicreleri i¢in RPMI-1640 besiyeri ile

seyreltilerek hazirlandi.
2.6. Hiicre Sitotoksisite Testi (MTT)

Montelukast’in PANC-1, BxPC-3 ve HEK293 hiicreleri lizerindeki sitotoksik
etkisini belirlemek amaciyla MTT (3-(4,5-dimetidiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum
bromid) testi uygulandi. MTT testi hiicrelerin metabolik aktiviteleri ile formazan
tuzlarimin indirgenmeleri sonucu formazan kristallerinin kolorometrik yontemle

Olctilerek hiicre canliligimin belirlenmesi esasina dayanan bir testtir.

96 kuyucuklu plate’e her bir kuyucukta 100 pl besiyeri icerisinde yaklasik 5-
10x10° hiicre olacak sekilde ekim yapildi ve 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi
eski besiyeri uzaklastirildi. Montelukast konsantrasyonlar1 ilk olarak 10, 25, 50, 75,
100, 200 ve 400 uM olacak sekilde belirlendi. Bu konsantrasyonlarda yapilan MTT
sonras1 200 ve 400 puM’da hiicrelerin canliligin1 tamamen kaybettigi goriildiikten sonra
doz kisitlamasina gidildi ve MTT konsantrasyon araligi 50,70, 90,110,130,150 uM
olarak belirlendi. Ana stoktan seri diliisyonlar seklinde hazirlanan besiyerlerinden
kuyucuklara 100 pl ilave edilerek 24-48 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
sonrasi etken madde iceren medyum uzaklastirildi. Hiicreler kuyu basina 100 pl 1X
DPBS ile yikandiktan sonra her kuyucuga 10 ul 10X MTT igeren 100 ul DMEM-
RPMI-1640 besi ortami eklenerek 4 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi
kuyucuklardan MTT igeren besi ortami uzaklastirilarak yerine 50 pl DMSO eklendi
ve 37°C’de 30 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi mor renkli formazan
kristallerinin tam olarak ¢ozililmesi beklendi. Mikroplate okuyucuda 570 nm dalga
boyunda absorbans Ol¢iimii yapildi. Montelukast uygulanmig gruplarin absorbans
degerlerinin kontrol grubu absorbans degerine boliiniip 100 ile ¢arpilmasi ile yiizde

hiicre canlilig1 hesaplandi.
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2.7. Kantitatif Gen Ekspresyon Analizi (Real-Time PCR)

Montelukast’in CYSLTRI, CYSLTR2, GPR17, GPR99, ERK1/2, COX-2, MYC,
HMGBI, TP53, MTOR, BAX, BCL-2, CASP3 genlerinin ifade diizeyleri iizerine
etkilerini belirlemek amaciyla kantitatif gercek zamanli PCR (qPCR) caligmasi
yapildi.

Ekspresyonu her hiicrede olan ve degismeyen; housekeeping gen olarak
GAPDAH kullanildi. Real Time PCR cihazi (Bio-Rad CFX96 Touch Real-Time PCR)
ile Ct degerleri hesaplandi. Elde edilen Ct degerleri 44Ct yontemine gore analiz edildi,

2-44Ct formiiliiyle ekspresyon degisim miktarlari hesaplandi.
2.8. Hiicre Hatlarindan Total RNA izolasyonu

Montelukast’in PANC-1, BxPC-3 ve HEK293 hiicre hatlarinda hedef genlerin
ifade diizeylerindeki degisikligi saptamak i¢in Oncelikle RNA izolasyonu yapildi. 25
cm? flasklara 5 ml besiyeri icerisinde yaklasik 4x10° hiicre olacak sekilde ekim yapildi
ve 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi flasklara PANC-1 hiicre hatt1 i¢in 70 pM,
BxPC-3 hiicre hatti1 icin 45 pM ve HEK293 hiicre hatt1i igin 55 uM
konsantrasyonlarinda Montelukast uygulanarak 48 saat inkiibasyona birakildi. 48 saat
Montelukast uygulamasi literatiirde yer alan ¢alismalara paralel olarak hiicrelerin ilaca
daha fazla maruz kalmasini saglamak ve bunun sonucunda meydana gelen ekspresyon

degisikliklerini saptamak amaciyla yapildi.

RNA izolasyonu TRI-Reagent soliisyonu (Sigma, 93289) kullanilarak
gergeklestirildi.

Montelukast igeren besiyeri uzaklastirildiktan sonra hiicreler 2 kez 1X DPBS
ile yikandi. Her bir flaska 1 ml TRI-Reagent soliisyonu eklenip pipetaj yapilarak
1,5ml’lik ependorf tiipe aktarildi, 5 dakika buz iizerinde inkiibe edildi. Siire sonunda
tizerine 250 pl kloroform eklendi. Tiipler alt {ist edilerek karistirildiktan sonra 30
saniye vorteks yapildi ve 10 dakika buz iizerinde inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda
karisim 14000xg’de 15dk +4°C’de santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi slipernatant yeni
bir 1,5 mI’lik ependorf tiipe aktarildi. Karigim {izerine 400ul soguk izopropanol ilave
edildi ve 10 dakika buz iizerinde inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda karisim,

14000xg’de 10 dakika +4°C’de santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi siipernatant
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uzaklastirildi ve pellete 1 ml %70’lik soguk etanol eklendikten sonra 14000 g’de 5
dakika +4°C’de tekrar santrifiij yapildi. Bu islem iki kere tekrarlandi. Santrifiij sonrasi
slipernatant uzaklastirildi ve geriye kalan RNA pelleti kurumaya birakildi. Kuruma
isleminden sonra RNA pelleti 50-100 pl niikleaz igermeyen su ile ¢ozdiiriildii.
Nanodrop spektrofotometrede RNA konsantrasyonu belirlendi. RNA’lar -20°C’de

muhafaza edildi.
2.9. DNaz Muamelesi

Deneyde tiim gruplar i¢in genomik DNA uzaklastirmasi1 yapilarak total RNA
elde edildi. Bu ydntemin kullanilmasinin sebebi, qRT-PCR analizlerinde RNA
orneklerini kirleten genomik DNA'nin da ¢ogalip yanlis pozitif yanitlara yol
acabilmesinden kaynaklanan hatali sonuglar1 6nledigidir. PCR’1mn asir1 duyarliligi
nedeniyle, genomik dizinin tek bir kopyasi bile cihaz tarafindan tespit edilebilir. Bu
durum, test edilen genler DNA seviyesinde mRNA' ya benzer sekanslara sahip
psodogenler barindirdiginda daha da ciddilesir. Bu nedenle RNA elde edilirken DNA
¢ikarimi yapilmasi 6nerilmektedir. DNA ¢ikarimiyla izole edilen RNA’dan elde edilen
cDNA’nin, qRT-PCR’da ortaya koydugu esik dongiilerinde bir azalma vardir ve
sonuglar genomik DNA kontaminasyonu igermedigi i¢in daha giivenilirdir (Dotti ve

Bonin 2011).

Tablo 2.4. DNaz muamelesi i¢in gerekli reaksiyon bilesenleri.

Reaksiyon Bileseni Hacim

RNA Sug

10X reaksiyon buffer 1 ul

DNaz I, RNaz igermeyen 1 ul

Niikleaz Igermeyen Su 20 ul’ ye tamamlanana kadar

Tablo 2.4’ e gore 0.2 ml’lik tliplere hazirlanan karigim, Biorad T100 Thermal
Cycler cihazina yerlestirildi ve 37 °C’de 30 dakika inkiibe edildi. Ardindan 1 pl 0.5

mM EDTA eklenerek DNaz enziminin inaktivasyonu saglandi.
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DNA c¢ikarimi yapilan RNA ornekleri Monarch RNA CleanUp kit ile
saflagtirildi. Saflastirma sonrasi elde edilen total RNA’lar cDNA sentezi yapilana
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) kullanilarak, kitin mevcut
protokoliine gore gergeklestirildi. Bir tiip icerisine 500 ng RNA, 1 pl 100 uM random
hexamer primer, 2 pul 10 mM dNTP miks, 4 ul 5X reaksiyon buffer, 2 ul 20 U M-
MuLV ters transkriptaz enzimi, 1 pl 20 U RiboLock RNaz inhibitor, 20ul’ye
tamamlayacak miktarda niikleaz igcermeyen su eklenerek sentez i¢in 25 °C’de 5 dk.,
37 °C’de 60 dk., 70 °C’de 5 dk. inkiibe edildi. Sentezlenen cDNA, 1:1 oraninda
sulandirilarak qRT- PCR i¢in kullanilmak iizere -20°C’de muhafaza edildi.

2.11. Primerlerin Sulandirilmasi

Liyofilize primerler 3000 g hizinda 3 dakika santrifiij edildi ve 100 uMol/ul
konsantrasyonda olacak sekilde niikleaz igermeyen su igerisinde ¢dzdiiriildii. Her bir
genin forward ve reverse primerinden 10 pM alt stoklar hazirlanarak -20 °C’de

muhafaza edildi.
2.12. Referans Gen Se¢imi

Calismada siklikla kullanilan referans genlerden biri olan Gliseraldehit-3-
Fosfat Dehidrogenaz (GAPDH) kullanilmistir. Bu, bir dizi gen arasindan farkl
biyolojik sartlar altinda en minimum degiskenlik gosteren; nispeten en stabil olan

referans gen olarak seg¢ilmistir.
2.13. Ger¢ek Zamanh PCR ile Hiicrelerdeki ifade Profilinin Belirlenmesi

Gergek Zamanli PCR (qRT-PCR) deneyinde kullanilmak tizere CYSLTRI,
CYSLTR2, GPR17, GPRY9, BAX, BCL-2, CASP3, TP53, MYC genleri i¢in primerler
NCBI (National Center for Biotechnology Information) platformu kullanilarak dizayn
edilmistir. GAPDH, ERKI1/2, COX-2, MTOR, HMGBI genleri i¢in primerler ise
tabloda belirtilen makalelerden alinmistir (Tablo 2.5).
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Tablo 2.5. Ger¢ek zamanli PCR i¢in kullanilan Forward ve Reverse Primer Ciftleri.

Gen Ad1 | Primer | Primer Dizisi (5°—3’) Referans
CAPDIH Forward | CAAGGTCATCCATGACAACTTTG | Sun ve ark. 2014
Reverse | GTCCACCACCCTGTTGCTGTAG
CYSLTR] Forward | TCATAACCTTGTCTCTGGCTG Gen ID: 10800
Reverse | CTGGGTACATAAGTCACGCTG Tasarlanan
CYSLTR Forward | AAGGCAGGAGAGATAGAGGCA Gen ID: 57105
Reverse | TTGAGGAACTCTCCATACCTTGC Tasarlanan
Forward | CCCCAAGAGAGATGCTGAAAC Gen ID: 2840
SERL Reverse | CAGGGAGAAGTTGGTGATCAG Tasarlanan
Forward | TGGCTTCCATTTCAACCTTT Gen ID: 27199
e Reverse | CGGAAGAGGCTAAAGCAGGT Tasarlanan
Forward | CCAAGAAGCTGAGCGAGTGT Gen ID: 581
Bax Reverse | GCTGGCAAAGTAGAAAAGGGC Tasarlanan
Forward | ATCGCCCTGTGGATGACTGAGT Gen ID: 596
sl Reverse | GCCAGGAGAAATCAAACAGAGGC | Tasarlanan
Forward | TGTCGATGCAGCAAACCTCA Gen ID: 836
CASP3 Reverse | CCTTCTTCACCATGGCTCAGA Tasarlanan
Forward | CAGACCTATGGAAACTACTTCCTG | Gen ID: 7157
1r3 Reverse | GCATTCTGGGAGCTTCATCT Tasarlanan
Forward | CAGATCAGCAACAACCGAAA Gen ID: 4609
e Reverse | GGCCTTTTCATTGTTTTCCA Tasarlanan
Forward | TCAAGCCTTCCAACCTC Jiang ve ark. 2018
ERKL72 Reverse | GCAGCCCACAGACCAAA
Forward | TTATCTACACGGCCCCCTCC Cadassou ve ark.
cox: Reverse | CCAGGGCACGATGAAGTCAC 2021
Forward | TTCGTGCCTGTCTGATTCTC Koller ve ark.
MTOR Reverse | ATCCCGATTCATGCCCTTC 2020
Forward | TATGGCAAAAGCGGACAAGG Ghaffari ve ark.
HMGBI Reverse | CTTCGCAACATCACCAATGGA 2021
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Tiim RT-qPCR deneyleri, CFX96 Touch Real-Time PCR sistemi ve SYBR
Green Master Miks (iTaq Universal SYBR Green Supermix, BioRad-1725121)
kullanilarak yapildi (Tablo 2.6).

Tablo 2.6. gqPCR i¢in hazirlanan reaksiyon karigimiu.

Reaksiyon Bileseni Hacim
SYBR Green Master Miks 5ul
Forward Primer (10 pM) 0,2 ul
Reverse Primer (10 uM) 0,2 ul
cDNA 1 ul
Niikleaz Icermeyen Su 3,6 ul
Toplam 10 pul

Her reaksiyon ayni plate’de li¢ tekrar olacak sekilde yapildi. qRT-PCR: 95°C'de 1
dakika boyunca denatiirasyon, ardindan 95°C'de 15 saniye, 59°C'de 30 saniye olmak
tizere 39 dongiiliikk amplifikasyon ile gergeklestirildi. PCR amplifikasyonundan hemen
sonra 95°C’de 10 s, 65°C ile 95°C arasinda 0.5°C/s sicaklik gecis hizi ile erime egrileri

olusturuldu.
2.14. Sonuclarin Degerlendirilmesi ve Istatistiksel Analiz

PANC-1, BxPC-3 ve HEK293 hiicre hatlarindaki CYSLTRI, CYSLTR2,
GPR17, GPR9Y, ERK1/2, COX-2, MYC, HMGBI, TP53, MTOR, BAX, BCL-2, CASP3
genlerinin ifade diizeyleri, Ct degerleri lizerinden yorumlandi. Her bir 6rnege ait ilgili
genin Ct degeri, o 6rnegin referans geninin Ct degerinden ¢ikarilarak delta Ct (ACt)
degerleri hesaplandi. Montelukast uygulanan 6rnegin ACt degerinden Montelukast
uygulanmayan kontrol grubu 6rneginin ACt degeri ¢ikarilarak delta delta Ct (AACt)
degerleri hesaplandi. Bu degerler Excel programina girildi ve 222" formiiliiyle
analizleri yapildi. Livak tarafindan 6nerilen bu yontem ile Montelukast uygulanmayan
kontrol grubu genleri ve Montelukast uygulanan hiicrelerdeki genlerin ifade diizeyleri

2—AACt

karsilagtirildi. formiiliinden elde edilen verilere gore Graphpad Prism 8 yazilim
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programi kullanilarak grafikler ¢izildi. Unpaired t-testi yapilarak p degerleri belirlendi.
p<0,05 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

2.15. Protein Ekspresyon (Western Blot) Analizi

Montelukast’in PANC-1, BxPC-3 ve HEK293 hiicre hatlarinda BAX, BCL-2
ve CASP3 proteinlerinin ifade diizeylerindeki degisikligini saptamak icin Western
Blot ¢alismasi yapildi. Housekeeping gen olarak 4ACTB (Beta-aktin) geni kullanildi.

2.15.1. Total proteinin izole edilmesi

25 cm? flasklara 5 ml besiyeri igerisinde yaklagik 4x10° hiicre olacak sekilde
ekim yapild1 ve 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi flasklara, ICso degerleri
dikkate alinarak; PANC-1 hiicre hatt1 icin 70 uM, BxPC-3 hiicre hatt1 i¢in 45 uM ve
HEK293 hiicre hatt1 icin 55 pM konsantrasyonlarinda Montelukast uygulandi ve 48
saat inkiibasyona birakildu.

1. Uygulama yapilan ve yapilmayan hiicre gruplarinin besiyeri uzaklastirildi ve
soguk PBS ile yikama islemi yapildi.

2. Daha sonra tekrar soguk PBS ile hiicreler flask yilizeyinden kaldirildi ve 1,5
ml’lik ependorf tiiplere alindi. Hiicreler, 1500 rpm’de 4 dk santrifiij edildi.

3. Siipernatant uzaklastirildi, hiicre pelleti 2x10” /ml oranina uygun miktarda Ripa

Lizis Buffer ile ¢oziildii.

4°C’de 60 dk. 1500 rpmde calkalandi.

60 dakikanin ardindan 16000 g’de 20 dk 4°C’de santrifiij edildi.

Santrifiij edildikten sonra siipernatant ayri bir tiipe alind1 ve pellet atild1.

N Bk

Hiicre lizatlar1 -20°C’de muhafaza edildi.
2.15.2. Protein Konsantrasyon Tayini

Elde edilen hiicre lizatinin protein konsantrasyonunu belirlemek amaciyla
Qubit™ Protein Assay Kit (Catalog number: Q33211) kullanildi. Olgiim kitin mevcut
protokoliine gore gerceklestirildi.

200:1 oraninda Protein BR Assay Buffer: Protein BR Reagent hazirlandi.
Standartlar i¢in 190 ul, 6rnekler i¢in 199 pl olacak sekilde bu karistmdan 0.5 ml
ependorf tiiplere eklendi. Sonrasinda standartlar sirasiyla 10 pl olacak sekilde, her bir

protein Orneginden de 1 pl olacak sekilde karisima eklendi, pipet yardimiyla
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kanistirildi. 15 dakika oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra standartlar ve 6rnekler

Qubit 2.0 Fluorometer’de ol¢iildii.

2.16. SDS jelinin hazirlanmasi ve yiiklenmesi

Deneyin amacina gore hangi yiizdelik jeli hazirlamamiz gerektigi
belirlendikten sonra SDS-PAGE elektroforez i¢in jel hazirlandi. SDS jeli yiikleme jeli
(Tablo 2.7) ve ayirma jeli (Tablo 2.8) olmak iizere iki kistmdan olusmaktadir.

Her bir 6rnekten 30-50 ug protein (total hacim 20 uL) jele yiiklendi. Ornekleri
jele yiiklemeden once i¢ine 4X SDS-PAGE yiikleme tamponu (0.125 M Tris pH 6.8,
%2 SDS, %10 (v/v) gliserol, %10 (v/v) B-merkaptoetanol %0.01 (w/v) bromfenol
mavisi) ve 1:50 oraninda B-merkaptoetanol ilave edildi. 95°C 1sitma blogunda 5 dk

proteinler denatiire edildi ve drnekler 10 dk boyunca buz lizerinde bekletildi.

Denatiire olan 6rnekler yiikleme jeline yiiklendikten sonra 110 Voltta yaklasik
15 dakika elektroforezde yiiriitiildii. Ornekler ayirma jeline gegmeye basladiginda
voltaj 150 volta ¢ikarilarak 60 dakika daha yiiriitiilmeye devam edildi.

Tablo 2.7. SDS Jel Elektroforezi i¢cin Kullanilan Ayirma Jeli Degerleri.

Bilesenler (1 jel icin) %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 I¢in Kullanilan Yiikleme Jeli Degerleri.

Bilesenler (1 jel icin) %S5 (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), bloklanmasi

ve goriintillenmesi

SDS poliakrilamid jeli iizerinde molekiiler agirliklarina gore ayrilan proteinler
blotlama cihazi kullanilarak nitroseliiloz membrana transfer edildi. Blotlama

prosediirii asagidaki sekilde gergeklestirildi:

Jel boyutunda kesilen nitroseliiloz membran, blotlama isleminde
kullanilmadan 6nce 5 dk boyunca 1X Transfer buffer ile muamele edildi. Blotlama
cihaz1 igerisine sira ile 1 parca blotlama kagidi, nitroseliiloz membran, jel, 1 parca
blotlama kagidi konularak 2,5 Amper, 25 Volt’da 30 dk siire ile proteinler transfer
edildi. Membran 1 saat (h) oda sicakliginda bloklama ¢ozeltisi ile muamele edildi.
Bloklama ¢ozeltisi olarak 1X TBS-T ile hazirlanan %5°lik BSA kullanildi. Bloklama
islemi bittikten sonra membran 3 kez 10 dk boyunca 1X TBS-T ile yikandi. Membran
4°C*de 1 gece bloklama ¢ozeltisi igerisinde hazirlanmis birincil antikorlar ile Tablo
2.9°daki gibi diliie edilerek inkiibasyona birakild. Inkiibasyon sonrasinda membran 3
kez 10 dk boyunca 1X TBST ile yikandi. Membran 1 saat oda sicakliginda bloklama
¢ozeltisi igerisinde hazirlanmis ikincil antikor ile Tablo 2.10’daki gibi diliie edilerek
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda membran 3 kez 10 dk boyunca 1X
TBST ile yikandi. Antikorun kimyasal sinyal olusturmasini saglamak amaciyla ECL

reagent substratlar1 (Biorad, Clarity Max Western ECL Substrate/Clarity™ Western
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ECL Substrate) kullanildi. Membranin kemiliiminesans goriintiisii Azure c600 Gel

Imaging System cihazi kullanilarak elde edildi.

Tablo 2.9. Western Blot Caligsmasi i¢in Kullanilan Birincil Antikorlara ait Bilgiler.

Birincil | Marka/ Kod | Bloklama | Bloklama Seyreltme | Antikor ile | Protein
Antikor Soliisyonu | Siiresi Oram inkiibasyon | Biiyiikliigii
BAX Cell %S5 BSA Oda 1:1000 +4 °C’de 1 | 20kDa
Signaling sicakliginda gece
Technology/ 1 saat
#2774
BCL-2 | Santa Cruz/ | %5 BSA Oda 1:1000 +4 °C’de 1 | 26 kDa
sc-7382 sicakliginda gece
1 saat
CASP3 | Affinity %35 BSA Oda 1:2000 +4 °C’de 1 | 37kDa
Biosciences/ sicakliginda gece
AF6311 1 saat
B-Aktin | Santa Cruz/ | %5 BSA Oda 1:5000 +4 °C’de 1 | 43kDa
sc-69879 sicakliginda gece
1 saat

Tablo 2.10. Western Blot Calismas i¢in Kullanilan Ikincil Antikorlara ait Bilgiler.

ikincil Antikor Marka/ Kod Seyreltme Orani Inkiibasyon siiresi
Anti- mouse Santa Cruz/ sc-516102 | 1:5000 Oda sicakliginda 1 saat
Mouse Anti- Rabbit Santa Cruz/ sc-2357 1:5000 Oda sicakliginda 1 saat

2.18. Sonuclarin Degerlendirilmesi ve istatistiksel Analiz

Sekil 2.1°de sematik olarak gosterilen Western Blot metodu ile analizi gergeklestirilen
proteinlerin kemiliiminesans sinyal yogunlugu Imagel software programi kullanilarak
kantitatif olarak belirlendi. Deneyler 3’er kez tekrarlanarak hedef protein,
housekeeping protein olan beta-aktin ile karst normalize edildi. Elde edilen verilere
gore Graphpad Prism 8 yazilim programi kullanilarak grafikler ¢izildi. Unpaired t-testi
yapilarak p degerleri belirlendi. p<0,05 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul

edildi.
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Sekil 2.1. Western Blot Tekniginin Sematik Gosterimi.
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3. BULGULAR
3.1. Montelukast’in Sitotoksik Etkisi

Montelukast’in insan pankreas kanser hiicreleri (PANC-1 ve BxPC-3) ve insan
embriyonik bobrek hiicreleri (HEK293) tizerindeki etkisi, doz (50-70-90-110-130-150
uM) ve zaman (24 ve 48 saat (h)) bagimli olarak hiicre sitotoksisite testi (MTT) ile
degerlendirildi. Her hiicre hatt1 i¢in ICso degerleri Microsoft Excel 2016 programi

kullanilarak belirlendi.
3.1.1. Montelukast’in PANC-1 kanser hiicreleri iizerine sitotoksik etkisi

Montelukast, PANC-1 hiicre hatti1 {izerinde 24 saatlik uygulama sonrasinda
ylksek dozlarda (>90 uM) antiproliferatif etki gosterdi. 48 saatlik inkiibasyon
sonrasinda ise daha diisiik dozlarda antiproliferatif etki gosterdi (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. MTT Testi (PANC-1) a. PANC-1 hiicre hattinda 50-150 uM Montelukast’in
24 saat sonra canlilik lizerine etkisinin MTT testi ile gosterilmesi. b. PANC-1 hiicre
hattinda 50-70-90-110-130-150 pM Montelukast’in 48 saat sonra canlilik iizerine
etkisinin MTT testi ile gosterilmesi.

PANC-1 hiicre hattinda Montelukast’in 24 saatlik inkiibasyonu neticesinde
ICso0 degeri 92,6 uM, 48 saatlik inkiibasyonu neticesinde ICso degeri 72,1 uM olarak
belirlendi (Grafik 3.1).
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Grafik 3.1. PANC-1 hiicre hattinda Montelukast’in, canlilik tizerine
etkisi.

Montelukast i¢in belirlenen IC50 degerinin uygulanmasi sonucu 24. ve 48.

saate ait mikroskop goriintiileri Sekil 3.2°de verilmistir.

Montehukast (70 pM)

48 saat

L
Kontrol J

Sekil 3.2. Montelukast’in, PANC-1 hiicre hattinda 24 ve 48 saat uygulanmasi sonucu
canlilik {izerine etkisinin invert mikroskop ile gosterimi.

3.1.2. Montelukast’in BxPC-3 kanser hiicreleri iizerine sitotoksik etkisi

Montelukast, BxPC-3 hiicre hatt1 {izerinde 24 saatlik uygulama sonrasinda >70
uM {iizerinde antiproliferatif etki gosterdi. 48 saatlik inkiibasyon sonrasinda ise daha

diisiik dozlarda antiproliferatif etki gosterdi (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. MTT Testi (BxPC-3) a. BxPC-3 hiicre hattinda 50-70-90-110-130-150 uM
Montelukast’in 24 saat sonra canlilik {izerine etkisinin MTT testi ile gosterilmesi. b.
BxPC-3 hiicre hattinda 50-150 uM Montelukast’in 48 saat sonra canlilik {izerine
etkisinin MTT testi ile gosterilmesi.

BxPC-3 hiicre hattinda Montelukast’in 24 saatlik inkiibasyonu neticesinde ICso
degeri 49,6 uM, 48 saatlik inkiibasyonu neticesinde ICso degeri 42,3 uM olarak

belirlendi.

BxPC-3

s 120
& 100 —&— Montelukast 24. Saat ~ —®— Montelukast 48. Saat
g
= 80
<
@]
5 60
Q
=
T 40

20

0

10 30 50 70 90 110 130 150

Montelukast (uM)

Grafik 3.2. BXxPC-3 hiicre hattinda Montelukast’in, canlilik iizerine etkisi.

Montelukast i¢in belirlenen ICso degerinin uygulanmasi sonucu 24. ve 48. saate

ait mikroskop goriintiileri Sekil 3.4’de verilmistir.
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Montelukast (45 M)

L
Kontrol L] 48 saat

Sekil 3.4. Montelukast’in, BxPC-3 hiicre hattinda 24 ve 48 saat uygulanmasi sonucu
canlilik iizerine etkisinin invert mikroskop ile gdsterimi.

3.1.3. Montelukast’in HEK293 insan embriyonik bobrek hiicreleri iizerine

sitotoksik etkisi

Montelukast, HEK293 hiicre hatt1 iizerinde 24 saatlik uygulama sonrasinda
>70 uM fizerinde antiproliferatif etki gosterdi. 48 saatlik inkiibasyon sonrasinda ise

daha diisiik dozlarda antiproliferatif etki gosterdi (Sekil 3.5).

Sekil 3.5. MTT Testi (HEK293) a. HEK293 hiicre hattinda 50-70-90-110-130-150 uM
Montelukast’in 24 saat sonra canlilik iizerine etkisinin MTT testi ile gosterilmesi. b.
HEK293 hiicre hattinda 50-150 uM Montelukast’in 48 saat sonra canlilik {izerine
etkisinin MTT testi ile gOsterilmesi.

HEK293 hiicre hattinda Montelukast’in 24 saatlik inkiibasyonu neticesinde

ICso degeri 86,1 uM, 48 saatlik inkiibasyonu neticesinde ICso degeri 61,3 uM olarak
belirlendi.
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Grafik 3.3. HEK293 hiicre hattinda Montelukast’in, canlilik {izerine etkisi.

Montelukast icin belirlenen ICso degerinin uygulanmasi sonucu 24. ve 48. saate ait
mikroskop goriintiileri Sekil 3.6’da verilmistir.

. Montelukast (55 M) .
Kontrol ¥ 24 saat 48 saat L

Sekil 3.6. Montelukast’in, HEK293 hiicre hattinda 24 ve 48 saat uygulanmasi sonucu
canlilik tizerine etkisinin invert mikroskop ile gosterimi.

3.2. Kantitatif Gen Ekspresyonu (Real-Time PCR) Sonuclar:

Montelukast’in PANC-1, BxPC-3 ve HEK293 hiicrelerine 48 saat uygulanmasi
sonrast CYSLTRI, CYSLTR2, GPR17, GPR99, ERK1/2, COX-2, MYC, HMGBI, TP53,
MTOR, BAX, BCL-2, CASP3 genlerindeki ifade diizeylerine etkisi arastirildi. Real
Time PCR sonras1 gen ekspresyonu sonuglar1 kontrol ve muamele gruplarina ait Ct
degerlerine gore standart sapmalariyla Livak Metotu (222" ile analiz edildi (Livak ve
Schmittgen 2001). GraphPad Prism 8 istatistik programi kullanilarak sonuglarin
istatistiksel degerlendirmesi yapildi ve Unpaired t-testi yapilarak p degerleri belirlendi.

p>0,05=ns (not significant) dnemsiz, *p<0,05= (significant) dSnemli, **p<0,01= (very
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significant) ¢ok 6nemli, ***p<0,001 (highly significant) yiiksek derecede Onemli

olarak degerlendirildi.

3.2.1. Montelukast’in PANC-1 Hiicre Hattinda Hedef Genlerin ifade Diizeyine
Etkisi

Montelukast’in, PANC-1 hiicre hattina belirlenen 70 uM ICso dozunun 48 saat
uygulanmast sonucunda kontrol grubuna kiyasla CYSLTRI,GPRI7, ERKI/2 gen
ifadesinde ¢ok onemli derecede artis tespit edildi ve sirasiyla 17,12; 1,64; 3,6 kat
degisikligi verileri elde edildi. CYSLTRI, GPR17 ve ERKI/2 genlerindeki bu artis
istatistiksel olarak anlamli bulundu (**, p<0.01) (Sekil 3.7).

CYSLTRT Gen ifades| GPR17 Gen ifadesi ERK1/2 Gen ifadesi
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Sekil 3.7. Montelukast’in, PANC-1 kanser hiicre hattinda CYSLTRI, GPRI17, ERK1/2
genlerinin qPCR ile kantitatif ekspresyon profillerinin belirlenmesi.

Montelukast’in, PANC-1 hiicre hattina belirlenen 70 uM ICso dozunun 48 saat
uygulanmasi sonucunda kontrol grubuna kiyasla HMGBI gen ifadesinde ¢ok dnemli
derecede azalis, TP53, MTOR gen ifadesinde onemli derecede artis tespit edildi ve
sirastyla 0,34; 4,52; 1,67; kat degisikligi verileri elde edildi. HMGBI, TP53 ve MTOR
genlerindeki bu degisimler istatistiksel olarak anlamli bulundu (**, p<0.01) (Sekil
3.8).
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Sekil 3.8. Montelukast’in, PANC-1 kanser hiicre hattinda HMGBI, TP53 ve MTOR
genlerinin qPCR ile kantitatif ekspresyon profillerinin belirlenmesi.

Montelukast’in, PANC-1 hiicre hattina belirlenen 70 uM ICso dozunun 48 saat
uygulanmasi sonucunda kontrol grubuna kiyasla BAX ve MYC gen ifadesinde ¢ok
onemli derecede artig tespit edildi ve sirasiyla 2,19; 1,91 kat degisikligi verileri elde
edildi. BAX ve MYC genlerindeki bu degisimler istatistiksel olarak anlamli bulundu
(**, p<0.01) (Sekil 3.9).
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Sekil 3.9. Montelukast’in, PANC-1 kanser hiicre hattinda BAX ve MYC genlerinin
gPCR ile kantitatif ekspresyon profillerinin belirlenmesi.
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Montelukast’in, PANC-1 hiicre hattina belirlenen 70 uM ICso dozunun 48 saat
uygulanmast sonucunda kontrol grubuna kiyasla COX-2, BCL-2 ve CASP3 gen
ifadesinde dnemli olmayan derecede artis tespit edildi ve sirastyla 1,03; 1,33; 1,07 kat
degisikligi verileri elde edildi. COX-2, BCL-2 ve CASP3 genlerindeki bu degisimler
istatistiksel olarak anlamli degildi (ns, p>0.05) (Sekil 3.10).
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Sekil 3.10. Montelukast’in, PANC-1 kanser hiicre hattinda COX2, BCL-2 ve CASP3
genlerinin qPCR ile kantitatif ekspresyon profillerinin belirlenmesi.

Montelukast’in, PANC-1 hiicre hattina belirlenen 70 uM ICso dozunun 48 saat
uygulanmas1 sonucunda kontrol grubunda ve Montelukast uygulamasi yapilan grupta

CYSLTR?2 ve GPRY9 genlerinin ifadeleri tespit edilemedi.

3.2.2. Montelukast’in BxPC-3 Hiicre Hattinda Hedef Genlerin ifade Diizeyine
Etkisi

Montelukast’in, BxPC-3 hiicre hattina belirlenen 45 pM ICso dozunun 48 saat
uygulanmasi sonucunda kontrol grubuna kiyasla CYSLTRI, COX-2, HMGBI gen
ifadesinde ¢ok 6nemli derecede azalis tespit edildi ve sirasiyla 0,01; 0,57; 0,35 kat
degisikligi verileri elde edildi. CYSLTRI, COX-2 ve HMGBI genlerindeki bu azalis
istatistiksel olarak anlamli bulundu (**, p<0.01) (Sekil 3.11).
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Sekil 3.11. Montelukast’in, BXPC-3 kanser hiicre hattinda CYSLTRI, COX2 ve
HMGB] genlerinin qPCR ile kantitatif ekspresyon profillerinin belirlenmesi.

Montelukast’in, BxPC-3 hiicre hattina belirlenen 45 uM ICso dozunun 48 saat
uygulanmasi sonucunda kontrol grubuna kiyasla MYC, TP53 gen ifadesinde ¢ok
onemli derecede artis tespit edildi ve sirasiyla 1,28; 2,87 kat degisikligi verileri elde
edildi. MYC ve TP53 genlerindeki bu artis istatistiksel olarak anlamli bulundu (**,
p<0.01) (Sekil 3.12).
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Sekil 3.12. Montelukast’in, BxPC-3 kanser hiicre hattinda MYC ve TP53 genlerinin
qPCR ile kantitatif ekspresyon profillerinin belirlenmesi
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Montelukast’in, BxPC-3 hiicre hattina belirlenen 45 uM ICso dozunun 48 saat
uygulanmas1 sonucunda kontrol grubuna kiyasla BAX ve BCL-2 gen ifadesinde ¢ok
onemli derecede artig tespit edildi ve sirasiyla 1,53; 1,98 kat degisikligi verileri elde
edildi. BAX ve BCL-2 genlerindeki bu artis istatistiksel olarak anlamli bulundu (**,
p<0.01) (Sekil 3.13).
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Sekil 3.13. Montelukast’in, BxPC-3 kanser hiicre hattinda BAX ve BCL-2 genlerinin
qPCR ile kantitatif ekspresyon profillerinin belirlenmesi.

Montelukast’in, BxPC-3 hiicre hattina belirlenen 45 uM ICso dozunun 48 saat
uygulanmasi sonucunda kontrol grubuna kiyasla GPRI7 gen ifadesinde Onemli
olmayan derecede azalis ve ERKI/2 gen ifadesinde 6nemli olmayan derecede artis
tespit edildi ve sirasiyla 0,84; 1,22 kat degisikligi verileri elde edildi. GPRI17 ve
ERK1/2 genlerindeki bu degisimler istatistiksel olarak anlamli degildi (ns, p>0.05)
(Sekil 3.14).
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Sekil 3.14. Montelukast’in, BXPC-3 kanser hiicre hattinda GPRI7 ve ERKI/2
genlerinin qPCR ile kantitatif ekspresyon profillerinin belirlenmesi.

Montelukast’in, BXxPC-3 hiicre hattina belirlenen 45 uM ICso dozunun 48 saat
uygulanmasi1 sonucunda kontrol grubuna kiyasla MTOR ve CASP3 gen ifadesinde
onemli olmayan derecede artis tespit edildi ve sirasityla 1,03; 1,05 kat degisikligi
verileri elde edildi. MTOR ve CASP3 genlerindeki bu degisimler istatistiksel olarak
anlamli degildi (ns, p>0.05) (Sekil 3.15).
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Sekil 3.15. Montelukast’in, BxPC-3 kanser hiicre hattinda MTOR ve CASP3 genlerinin
qPCR ile kantitatif ekspresyon profillerinin belirlenmesi

Montelukast’in, BxPC-3 hiicre hattina belirlenen 45 uM ICso dozunun 48 saat

uygulanmasi sonucunda kontrol grubunda ve Montelukast uygulamasi yapilan grupta

CYSLTR?2 ve GPRY9 genlerinin ifadeleri tespit edilemedi.
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3.2.3. Montelukast’in HEK293 Hiicre Hattinda Hedef Genlerin ifade Diizeyine
Etkisi

Montelukast’in, HEK293 hiicre hattina belirlenen 55 uM ICso dozunun 48 saat
uygulanmasi sonucunda kontrol grubuna kiyasla CYSLTRI, CYSLTR2 ve TP53 gen
ifadesinde ¢ok Onemli derecede artig tespit edildi ve sirasiyla 3,36; 5,79; 1,73 kat
degisikligi verileri elde edildi. CYSLTRI, CYSLTR2 ve TP53 genlerindeki bu artis
istatistiksel olarak anlamli bulundu (**, p<0.01) (Sekil 3.16).
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Sekil 3.16. Montelukast’in, HEK293 kanser hiicre hattinda CYSLTRI, CYSLTR2 ve
TP53 genlerinin qPCR ile kantitatif ekspresyon profillerinin belirlenmesi.

Montelukast’in, HEK293 hiicre hattina belirlenen 55 uM ICso dozunun 48 saat
uygulanmast sonucunda kontrol grubuna kiyasla COX-2, HMGBI ve BCL-2 gen
ifadesinde ¢ok onemli derecede azalis tespit edildi ve sirasiyla 0,3; 0,58; 0,76 kat
degisikligi verileri elde edildi. COX-2, HMGBI ve BCL-2 genlerindeki bu azalig
istatistiksel olarak anlamli bulundu (**, p<0.01) (Sekil 3.17).
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Sekil 3.17. Montelukast’in, HEK293 kanser hiicre hattinda COX-2, HMGBI ve BCL-

2 genlerinin qPCR ile kantitatif ekspresyon profillerinin belirlenmesi.

Montelukast’in, HEK293 hiicre hattina belirlenen 55 pM ICso dozunun 48 saat
uygulanmasi sonucunda kontrol grubuna kiyasla MYC gen ifadesinde 6nemli derecede
ve CASP3 gen ifadesinde ¢ok onemli derecede azalis tespit edildi ve sirasiyla 0,75;
0,45 kat degisikligi verileri elde edildi. MYC ve CASP3 genlerindeki bu azalis
istatistiksel olarak anlamli bulundu (*, p<0.05, **, p<0.01) (Sekil 3.18).
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Sekil 3.18. Montelukast’in, HEK293 kanser hiicre hattinda MYC ve CASP3 genlerinin
qPCR ile kantitatif ekspresyon profillerinin belirlenmesi.
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Montelukast’in, HEK293 hiicre hattina belirlenen 55 uM ICso dozunun 48 saat
uygulanmas1 sonucunda kontrol grubuna kiyasla GPRI7 ve MTOR gen ifadesinde
onemli olmayan derecede azalis, ERKI/2 gen ifadesinde dnemli olmayan derecede
artis tespit edildi ve sirasiyla 0,89; 0,92; 1,05 kat degisikligi verileri elde edildi.
GPRI17, MTOR ve ERKI/2 genlerindeki bu degisimler istatistiksel olarak anlamli
degildi (ns, p>0.05) (Sekil 3.19).
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Sekil 3.19. Montelukast’in, HEK293 kanser hiicre hattinda GPR17, MTOR ve ERK1/2
genlerinin gPCR ile kantitatif ekspresyon profillerinin belirlenmesi.

Montelukast’in, HEK293 hiicre hattina belirlenen 55 uM ICso dozunun 48 saat
uygulanmas1 sonucunda kontrol grubuna kiyasla BAX ve GPR99 gen ifadesinde
onemli olmayan derecede artis tespit edildi ve 1,02; 1,62 kat degisikligi verileri elde
edildi. BAX ve GPR99 genlerindeki bu degisimler istatistiksel olarak anlamli degildi
(ns, p>0.05) (Sekil 3.20).
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Sekil 3.20. Montelukast’in, HEK293 kanser hiicre hattinda BAX ve GPRY9 genlerinin
gPCR ile kantitatif ekspresyon profillerinin belirlenmesi.

3.3. Protein Ekspresyon Analiz (Western Blot) Sonuglari

3.3.1. Montelukast’in PANC-1 Kanser hiicreleri iizerindeki etkisinin Western

Blot ile analizi

Montelukast’in, PANC-1 hiicre hatt1 tlizerine belirlenen ICso dozunun
uygulanmasi sonucunda proapoptotik BAX, CASP3 ve antiapoptotik BCL-2

proteinlerinin nasil etkilendigi aragtirildu.

Beta Aktin ile normalize edildiginde BAX proteininin kontrole kiyasla 0,41
kat, BCL-2 proteininin 0,33 kat, CASP3 proteininin ise 0,34 kat azaldig tespit edildi.
BAX, BCL-2 ve CASP3 proteinlerindeki bu degisimler istatistiksel olarak anlamli
bulundu (*, p<0.5, **, p<0.01) (Sekil 3.21).
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Sekil 3.21. Montelukast’in belirlenen ICso konsantrasyonunda PANC-1 hiicreleri
izerinde kantitatif protein ekspresyonuna etkisi.

3.3.2. Montelukast’in BxPC-3 Kanser hiicreleri iizerindeki etkisinin Western Blot

ile analizi

Montelukast’in, BxPC-3 hiicre hatt1 iizerine belirlenen ICso dozunun

uygulanmast sonucunda proapoptotik BAX, CASP3 ve antiapoptotik BCL-2

proteinlerinin nasil etkilendigi aragtirildu.

Beta Aktin ile normalize edildiginde BAX proteininin kontrole kiyasla 0,06

kat, BCL-2 proteininin 0,43 kat, CASP3 proteininin ise 0,54 kat azaldig1 tespit edildi.

BAX proteinindeki degisim istatistiksel olarak anlamli (ns, p>0.05) bulunmazken,

BCL-2 ve CASP3 proteinlerindeki bu degisimler istatistiksel olarak anlamli bulundu

(**, p<0.01) (Sekil 3.22).
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Sekil 3.22. Montelukast’in belirlenen IC50 konsantrasyonunda BxPC-3 hiicreleri
izerinde kantitatif protein ekspresyonuna etkisi.

3.3.3. Montelukast’in HEK?293 hiicreleri iizerindeki etkisinin Western Blot ile

analizi

Montelukast’in, HEK293 hiicre hatt1 {izerine belirlenen ICso dozunun
uygulanmasit sonucunda proapoptotik BAX, CASP3 ve antiapoptotik BCL-2

proteinlerinin nasil etkilendigi aragtirildu.

Beta Aktin ile normalize edildiginde BAX proteininin kontrole kiyasla 0,02
kat, BCL-2 proteininin 0,56 kat, CASP3 proteininin ise 1,25 kat azaldig1 tespit edildi.
BAX proteinindeki degisim istatistiksel olarak anlamli (ns, p>0.05) bulunmazken,
BCL-2 ve CASP3 proteinlerindeki bu degisimler istatistiksel olarak anlamli bulundu
(**, p<0.01, *** p<0.001) (Sekil 3.23).
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Sekil 3.23. Montelukast’in belirlenen ICso konsantrasyonunda HEK?293 hiicreleri
izerinde kantitatif protein ekspresyonuna etkisi.
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4. TARTISMA

Calismamizda PANC-1 ve BxPC-3 insan pankreas kanseri hiicrelerinde, genel
olarak sisteinil 16kotrien, apoptoz ve hiicre sagkalim yollarini inhibisyon ve aktivasyon
mekanizmasiyla antikanser ve apoptotik etkilerini aragtirdigimiz Montelukast, bir
sisteinil 16kotrien antagonistidir ve klinikte anti-alerjik tedavilerde halihazirda

kullanilmakta olan bir ilagtir.

Montelukast’in antikanser etkisini kronik miyeloid ldsemide, kolorektal,
prostat, bobrek, mesane, testis, akciger, meme, karaciger, pankreas kanseri
hiicrelerinde CYSLTRI1 ekspresyonunu inhibe etme, hiicre canlilifini azaltma ve
erken apoptozu indiikleme, hiicre dongiisiinii durdurma yollariyla gosterdigi tespit
edilmistir. Literatiirde Montelukast’in ¢esitli kanser hiicrelerinde antikanser etkilerinin
arastirildig1 pek ¢ok ¢alisma bulunmasina ragmen pankreas kanserinde Montelukast’in
rolii hakkinda yakin zamanda Kachi ve arkadaglarinin (2021) yaptig1 ¢alisma haricinde
bir ¢alismaya rastlanilamamistir. Literatiirdeki bu eksiklikten yola ¢ikilarak
gerceklestirilen bu tez calismasinda PANC-1 ve BxPC-3 pankreas kanseri
hiicrelerinde Montelukast’in sitotoksik etkisini, Montelukast uygulamasi sonrasi
aktive ve inhibe olan ¢esitli sinyal yollarint mRNA ve protein seviyesinde incelemeyi
hedefledik. Bu anlamda ICso dozunda Montelukast uygulamasinin olas1 antikanser
etkilerini; kanser hiicrelerinin biiyiime, cogalma, hayatta kalma, hareketlilik,
migrasyon siireglerinde rol oynayan COX-2, C-MYC, MTOR, ERKI/2, HMGBI
genleri; CYSLT yolunda rol oynayan CYSLTRI, CYSLTR2, GPR99, GPRI17 genleri
ve apoptozis siirecinde rol oynayan 7P53, BAX, BCL-2, CASP3 genlerinin ifadesinde
meydana getirdigi degisiklikleri analiz ederek inceledik. Ek olarak calismamizda
Montelukast’in pankreas kanseri hiicrelerinde apoptotik etkisi BAX, BCL-2, CASP3

proteinlerinin ekspresyon seviyelerinin western-blot ile analizi sonucu belirlenmistir.

Ilk olarak Montelukast’in, konsantrasyon ve zamana bagli olarak pankreas
kanseri hiicreleri (PANC-1 ve BxPC-3) ve insan bobrek embriyonik hiicrelerindeki
(HEK293) canliliga olan etkisi MTT testi ile belirlenmistir.

Literatiirde Montelukast’in kanser hiicrelerinde antiproliferatif, antikanser ve
apoptotik etkileri oldugu bildirilmistir (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, Sveinbjornsson ve ark 2008, Tsai ve ark 2017, Zovko ve ark
2018). Montelukast’in sitotoksisitesi ile ilgili yapilan bir g¢alismada 48 saat
Montelukast uygulamasi sonrasinda HT-29 ve SW-480 kolon kanseri hiicrelerinde
ICso degeri 10 uM olarak belirlenmistir ve bu dozun hiicreleri 6nemli derecede inhibe
ettigi goriilmiistiir. (Bellamkonda ve ark 2018). Montelukast’in sitotoksisitesinin
belirlendigi baska bir ¢alismada ise A549, H1299, CL1-5, and LLC akciger kanseri
hiicrelerinde 48 saat inkiibasyon sonrasit ICso dozunun 50 ve 75 uM arasinda oldugu
belirlenmistir ve zamana bagli olarak sitotoksisitesinin arttigi belirtilmistir. Bu
calismada ise PANC-1 hiicrelerinde Montelukast’in 24 saatlik ICso degeri 92,6 uM,
48 saatlik ICso degeri 72,1 uM olarak belirlenmistir (Grafik 3.1). BxPC-3 hiicre
hattinda Montelukast’in 24 saatlik 1Cso degeri 49,6 uM, 48 saatlik ICso degeri 42,3 uM
olarak belirlenmistir (Grafik 3.2). HEK293 ise hiicre hattinda Montelukast’in 24
saatlik ICso degeri 86,1 uM, 48 saatlik ICso degeri 61,3 pM olarak belirlenmistir
(Grafik 3.3). Invert mikroskop goriintiileri (Sekil 3.2, 3.4, 3.6) ve MTT sonuglarina
gbre Montelukast’in uygulama yapilan biitiin hiicrelerde antiproliferatif etki gdsterdigi

goriilmiistiir ancak bu etkinin PANC-1 hiicrelerinde daha yogun oldugu belirlenmistir.

CysLT yolu kanserde; enflamasyon, tiimoriin baglamasi, ilerlemesi ve
metastazda onemli roller oynamaktadir. Artan 5-LO ekspresyonu ve asagi akis CysLT
yolu, tiimdr mikro ¢evresini sekillendiren inflamasyon olarak kabul edilmistir ve bu
yol kanser proliferasyonu, gocii ve invazyonu ile iligkilidir (Tsai ve ark 2022).
CysLT1R'min ifade seviyesinde, normal dokudan diisiik dereceli ve daha sonra
ilerlemis malignitelere kadar olan bir seri degisiklik, birka¢ kanserde bildirilmistir
(Matsuyama ve ark 2010). Ornegin, nispeten normal dokularda veya iirolojik
organlarin iyi huylu lezyonlarinda azalmis CysLTIR ekspresyonu gozlenmistir
(Matsuyama ve ark 2010). Buna karsilik, birka¢ iirolojik kanser orneginde giiclii
CysLTI1R ekspresyonu kaydedilmis ve daha yiiksek ekspresyon, daha yiiksek bir
timor derecesi veya ileri bir evre ile iliskilendirilmistir (Funao ve ark 2008,
Matsuyama ve ark 2010, Matsuyama, Funao ve ark 2009, Matsuyama, Kawahito ve

ark 2009, Matsuyama ve ark 2007).

Calismamizda veya literatiirde gen ekspresyon analizi sonuglari
degerlendirildiginde, Montelukast uygulamasi yapilan iki farkli pankreas kanseri

hiicre hattinda (PANC-1 ve BxPC-3) ekpresyon seviyeleri kantitatif olarak belirlenen
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genler, farkli profillerde ifade edilmektedir. Montelukast, PANC-1 hiicrelerinde etki
ettigi reseptdr olan CYSLTRI geninin ifadesinde dnemli derecede artig gosterirken;
BxPC-3 hiicrelerinde 6nemli derecede azalig gostermektedir. Literatiirde Montelukast
uygulanan kanser hiicrelerinde CYSLTRI ekspresyonunun arttig1 ile ilgili bir ¢aligma
bulunmamaktadir. Kachi ve arkadaslarinin (2021) farkli pankreas kanseri hiicrelerinde
yaptig1 ¢aligmada PANC-1 hiicrelerinde CYSLTRI1 ekspresyonu Western Blot ile
gosterilmistir ancak Montelukast uygulamasi sonrasinda bu proteinin varlig
arastirilmamigtir. Mevcut calismada Montelukast uygulanan BxPC-3 hiicrelerinde
CYSLTRI ekspresyonunun azaldigi yoniinde aldigimiz sonuglar, Piromkraipak (2018)
ve arkadaglarinin yaptig1r ¢alismalar ile uyumluluk gostermekte ve Montelukast’in
CYSLTRI ekspresyonunu inhibe ettigini bir kez daha dogrulamaktadir. Ayrica, kanser
olmayan, kontrol grubu olarak kullandigimiz HEK293 hiicrelerine Montelukast
uygulamasi sonrast CYSLTRI gen ifadesinde de onemli bir artis goézlenmistir.
PANC-1 ve HEK293 hiicrelerinde meydana gelen bu artis reseptdriin ilaca kars1 direng
gelistirmis  olabilecegini  diisiindiirmektedir. = Montelukast ile  bloklanmis
CYSLTRI ’lerin yaninda ila¢ maruziyetiyle basa ¢ikabilmek i¢in yeniden eksprese olan
CYSLTRI’lerin varlig1 da s6z konusu olabilir. Elde edilen sonuglar literatiire yeni
kazandirilacak olup, CYSLTRI ekspresyonundaki bu degisiklikler farkli saat ve farkl

konsantrasyonlarda Montelukast uygulamasi ile dogrulanabilir.

Calismamizda sisteinil 1okotrien reseptorlerinden olan CYSLTR2, GPR99 ve
GPR17’nin Montelukast uygulanmasi sonrasi degisen mRNA ekspresyonlart da hem
pankreas kanseri hiicrelerinde hem de insan bdbrek embriyonik hiicrelerinde
incelenmistir. CYSLTR2 ve GPR99’un ekspresyonlart PANC-1 ve BxPC-3
hiicrelerinde saptanamamigstir. CYSLT1 reseptoriiniin LTD4 igin CYSLTR2 ve
GPR99’dan giiglii afinite gosterdigi (Tsai ve ark 2022) ve Montelukast’in esas olarak
CYSLTRI1 antagonisti oldugu (Lee ve ark 2004) bilgilerine dayanarak bu durum
BxPC-3 pankreas kanseri hiicrelerinde CYLSTRI ekspresyonu ile elde ettigimiz
sonuglar1 dogrulamaktadir. Montelukast uygulanan HEK293 hiicrelerinde GPR99
ekspresyonu Montelukast uygulanmayan kontrol grubu ile kiyaslandiginda énemli bir
degisiklik gozlenmemistir, ancak CYSLTR? icin sonuclar GPR99’dan farkli olarak
Montelukast uygulanan hiicrelerde CYSLTR2 ekpresyonunun artmis oldugunu

gostermektedir. Literatiirde HEK293 hiicrelerinin Montelukast muamelesi ile ilgili bir
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calismaya rastlanilamamistir, sonuglarimiz bu genler ile ilgili ilk ¢alisma olma niteligi

tasimaktadir.

GPR17’nin ndronal lif biiyiimesindeki roliiniin incelendigi bir ¢calismada beyin
hasarindan sonra ndrorejeneratif etkilerin Montelukast ile indiiklendigi ve bu duruma
GPR17 antagonizminin aracilik ettigi bildirilmistir (Braune ve ark 2021). Ayrica son
aragtirmalarda GPR17'nin Montelukast ile bloke edilmesinin, néral kok ve progenitor
hiicre proliferasyonunda artisa yol agtig1 gosterilmistir (Marschallinger ve ark 2015,
Kabba ve ark 2018) CYSLTR1’in negatif diizenleyicisi oldugu bilinen (Maekawa ve
ark 2010) GPRI7’nin ekpresyonu Montelukast uygulamas: sonucunda BxPC-3
hiicrelerinde 6nemli derecede degisiklik gostermemistir. Bu sonuglarin aksi yoniinde
GPRI7nin PANC-1 hiicrelerinde Montelukast sonrasi mRNA ekspresyonunun
onemli derecede artmis oldugu goriilmiistiir. Tiim bu sonuglar degerlendirildiginde
PANC-1 ve BxPC-3 hiicrelerinde Montelukast, antikanser Ozelliklerini CYSLT
reseptorlerinden olan GPR17 sinyal yolu araciligiyla géstermemektedir. Kontrol grbu
olan saglikli HEK293 hiicrelerinde GPR17 ekspresyonu Montelukast uygulamasi

sonrasinda anlamli bir degisiklik gostermemistir.

Mitokondriyal membran biitiinliigi, Bcl-2 ailesi proteinleri tarafindan
diizenlenmektedir. Anti-apoptotik Bcl-2, dis mitokondriyal zarda bulunur ve pro-
apoptotik aile iiyeleri Bax ve Bak'in aktivasyonunu inhibe etme yolu ile apoptozu 6nler
(Daugas ve ark 2000, Hsieh ve ark 2014, Lindsay ve ark 2011). Mitokondriden salinan
apoptoz indiikleyici faktoriin (AIF) niikleer translokasyonu, kaspazdan bagimsiz
programlanmis hiicre 6liimiine katkida bulunan kritik bir olaydir (Artus ve ark 2010,
Baritaud ve ark 2010, Boujrad ve ark 2007, D’ Anneo ve ark 2013, Hsieh ve ark 2014,
Live ark 2001, Susin ve ark 1999). Tsai ve arkadaslarinin (2017) yaptig1 bir caligmada
Montelukast ile muamele edilen akciger kanser hiicreleri, B-hiicreli lenfoma 2'nin
asagl regllasyonunu (Bcl-2), Bcl-2 homolog antagonistinin (Bak) yukari
regiilasyonunu ve apoptoz indiikleyici faktoriin (AIF) niikleer translokasyonunu
gostermistir. Montelukast, hiicre proliferasyonunu ve koloni olusumunu inhibe ederek
akciger kanseri hiicrelerinin hiicre 6liimiinii indiiklemistir. Bu ¢alismada Montelukast
ayrica hiicre 6liimiine katkida bulunabilecek lizin 1 igermeyen (WNK1), protein kinaz

B (Akt), hiicre dis1 sinyalle diizenlenen kinaz 1/2 (Erk1/2), MAPK/Erk kinaz (MEK)
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ve 40-kDa'lik (PRAS40) prolin agisindan zengin Akt substrat1 gibi ¢esitli proteinlerin

fosforilasyonunu da 6nemli 6l¢iide azaltmistir.

Bu bilgiler referans alinarak bu ¢alismada Montelukast’in apoptotik etkisi i¢in
pankreas kanseri hiicrelerinde BAX ve BCL-2 seviyeleri qRT- PCR ile mRNA ve
Western Blot ile protein diizeyinde kontrol edilmistir. qRT- PCR sonuglarina gore
PANC-1 ve BxPC-3 hiicrelerinde proapoptotik BAX geninin ekspresyonu onemli
derecede artis gostermistir. Ancak Western Blot sonuglart PANC-1 hiicrelerinde BAX
protein miktarinin 6nemli derecede azaldigini, BXPC-3 hiicrelerinde BAX protein
miktarinda anlamli bir degisikligin olmadigin1 gostermektedir. Bu sonuglara gore
Montelukast, her iki pankreas kanseri hiicresinde de, gen diizeyinde proapoptotik
etkinligini gosterirken, BxPC-3 hiicrelerinde protein diizeyinde anlamli etkinliginin
olmadigin1 gostermektedir. Gen ve protein ekspresyonundaki bu karsit durumun
posttranslasyonel degisikliklerden kaynaklanabilecegi diisiiniilebilir. Ote yandan
PANC-1 hiicrelerinde BAX seviyesinin azalmis olmasi klasik apoptoz ile uyumlu
degildir. Tsai ve arkadaglarinin (2017) yaptig1 ¢calismada da benzer sonuglara A549 ve
CL1-5 akciger kanseri hiicrelerinde rastlanilmistir. Calismamizda pankreas kanseri
hiicrelerine Montelukast uygulamasi1 sonrasi antiapoptotik molekiil olan BCL-2
seviyelerinde protein dilizeyinde her iki hiicrede de oOnemli derecede azalma
gbzlenmistir. Bu sonugclar literatiirdeki ¢aligmalara benzer sonuglardir (Piromkraipak
ve ark 2018, Tsai ve ark 2017). Ancak qRT-PCR sonuglarina gére PANC-1
hiicrelerinde anlamli bir degisiklik gozlenmezken, BxPC-3 hiicrelerinde onemli
derecede BCL-2 ekspresyon artis1 gézlenmistir. Ek olarak calismamizin sonuglari
degerlendirildiginde her iki pankreas kanseri hiicresinde BCL-2 protein miktarindaki
azalma ile Montelukast’in etkinligi, glioblastoma hiicrelerindeki etkinligi ile benzerlik
gostermektedir. HEK293 hiicrelerinde ise Montelukast uygulamasi sonrast hem qPCR
hem de Western Blot sonuglarina gére BAX’1n ekspresyonunun degismedigi, BCL-2
seviyesinin anlamli bir sekilde azaldig1 goriilmiistiir. Bu sonuglar degerlendirildiginde
BAX seviyesinin degisiklik gostermemesi klasik apoptozla uyumlu degildir, bu
durumun mRNA ve protein yarilanma Omirleriyle iligkili olabilecegi
distiniilmektedir. Montelukast konsantrasyonlarinda ve uygulama siirelerinde
degisiklik yapilarak yeniden degerlendirilmesi sonuglarin  dogrulanmasini

saglayacaktir.
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p53, tiimor biliyiimesi sirasinda hiicre dongiisiinii, DNA replikasyonunu ve
kontrolsiiz hiicre boliinmesini kontrol ettigi icin tlimor baskilayici protein olarak
bilinmektedir (Luo ve ark 2017). Kanser hiicrelerinde oldugu gibi kontrolsiiz hiicre
bliylimesi ortaya ¢iktiginda, p53, p21’in ekspresyonunu indiikleyerek hiicre
dongiisiiniin durmasimi saglar (Georgakilas ve ark 2017, Faria ve ark 2007). Ayrica
p53, Bcl-2 ailesinin proapoptotik bir liyesi olan BAX basta olmak iizere apoptozla
ilgili genlerin ekspresyonunu saglayarak programlanmis hiicre oliimiinii indiikler
(Gottlieb ve Oren 1998). insan glioblastoma hiicrelerinde (A172 ve U-87 MG)
Montelukast ve CYSLTR2 antagonisti olan zafirlukastin etkinliginin arastirildig1 bir
calismada (Piromkraipak ve ark 2018) glioblastoma hiicrelerinin proliferasyonunu her
iki ila¢ da inhibe etmistir. Zafirlukast glioblastoma hiicrelerinde p53 ve p21'in
ekspresyonunu arttirarak GO0/G1 fazinda hiicre dongiisiinii durdurma yoluyla
Montelukasttan daha fazla antiproliferatif etki gostermistir. Montelukast’in A172
hiicrelerinde zafirlukasttan daha fazla apoptozu indiikledigi bildirilmistir. Sonug
olarak her iki ilacin da Bax seviyesini etkilemeden Bcl-2 ekspresyonunu azalttigi

gozlenmistir.

Calismamizda Montelukast uygulanan PANC-1 ve BxPC-3 pankreas kanseri
hiicrelerinde 7P53 geninin ifadesi, her iki hiicre de de 6nemli derecede artmistir. Bu
sonu¢ Piromkraipak ve arkadaslarinin (2018) yaptigi calisma ile benzer sonuglar
gostermekle birlikte Montelukast’in antikanser etkinligini dogrular niteliktedir.
HEK293 hiicrelerinde Montelukast’in 7P53 genindeki etkinligi incelendiginde
PANC-1 ve BxPC-3 hiicrelerine benzer sekilde genin ifadesini artirdigi sonucuna

ulasilmstir.

Kaspaz-3, CASP3 geni tarafindan kodlanan bir protein olup, apoptotik
hiicrelerde hem ekstrinsik (6liim ligandlar1) hem de intrinsik (mitokondriyal) yollarla
aktive edilen, apoptozun ana aracisidir (Cade ve Clark 2015). Genellikle kanser
tedavisinin etkinligi i¢in bir belirte¢ (Zhou ve ark 2018) olarak kullanilan kaspaz-3
baslangigta olgunlagsmamis bir zimojen (prokaspaz) olarak sentezlenmekte ve aktive
olmasi icin spesifik proteoliz gerektirmektedir (Favaloro ve ark 2012). Caligmamizda
Montelukast’in apoptotik etkileri, BAX ve BCL-2’ye ek olarak CASP3 ekspresyon
seviyeleri kontrol edilerek belirlenmistir. PANC-1 ve BxPC-3 hiicrelerinde

Montelukast muamelesi sonrasti mRNA diizeyinde o©nemli bir degisiklik
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saptanmamustir. Protein diizeyinde bakildiginda CASP3 ekspresyonunda her iki
hiicrede de 6nemli derecede azalma gdzlenmistir. Bu ters yonde aldigimiz sonug
apoptozun, kaspazdan bagimsiz yollarla da meydana gelebilme 6zelligi (Baritaud ve
ark 2010) ile aciklanabilir ve Montelukast’in apoptozu indiikleyen faktoriin (AIF)
mitokondriden c¢ekirdege translokasyonu yolu (Baritaud ve ark 2010) ile pankreas
hiicrelerinin apoptozuna aracilik edebilecegi diisiincesi akla gelmektedir. Montelukast,
HEK293 hiicrelerinde CASP3 geni ve CASP3 protein ekspresyonunu azaltma yoniinde
etkinlik gostermis olup, bu sonuclar da BAX geninde oldugu gibi klasik apoptoz ile
uyumsuz bir profil sergilemektedir. Ancak giinlimiizde kemoterapotik ilaglarin biiyiik
probleminin kanser hiicrelerinin yaninda normal hiicrelerin de proliferasyonuna engel
olup, apoptoza ydnlendirdigi géz Oniine alindiginda, elde ettigimiz bu sonuglarin

Montelukast’in saglikl hiicrelerde apoptozise etkisinin bulunmadigini géstermektedir.

Siklooksijenaz-2 (COX-2), karsinojenez ve kanser hiicresinin kemo ve
radyoterapiye direncinin olusumunda veya tesvikinde rol oynar ve bir¢ok kanser
tiriinde siklikla eksprese edilir (Hashemi ve ark 2019). COX-2, kanserle iliskili
fibroblastlar (CAF'ler), makrofaj tip 2 (M2) hiicreleri ve kanser hiicreleri tarafindan
tiimor mikroortamina (TME) salinir. COX-2, kanser hiicrelerinin apoptotik direncini,
cogalmasini, anjiyogenezini, iltthaplanmasini, istilasim1 ve metastazini indiikler
(Hashemi ve ark 2019). COX-2 ekspresyonunun anormal bir sekilde olmasi 6zellikle
kolorektal kanser olmak iizere ¢esitli kanser hiicrelerinde tiimor baslangicina neden
oldugunu diisindiirmektedir (Massoumi ve ark 2007, Rao ve ark 2012, Wang ve ark
2010, Yang ve ark 2012). Kolorektal tiimorler i¢in hayvan kanser modellerinde ve
kanserli hastalarda COX-2 inhibitorlerinin ve non-steroidal anti-alerjik ilaclarin
kullanilmast kanserin ilerlemesi ve insidansinda azalmayr saglayabilmektedir
(Greenhough ve ark 2009). Akciger kanseri hiicrelerine Montelukast uygulanmasi ile
yapilan bir ¢alismada artan Montelukast miktar1 ile birlikte azalan COX-2 protein
ekspresyonu Western Blot ile gosterilmistir (Tsai ve ark 2017). Nath ve arkadaslarinin
(2015) yaptig1 bir analizde pankreas kanseri hastalarinin yiiksek seviyede COX-2
eksprese ettigi bu durumun kotii prognozla iliskilendirildigi g6z Oniinde
bulundurularak ¢alismamizda Montelukast’in COX-2 gen ekspresyonunda meydana
getirdigi degisiklikler rapor edilmistir. Montelukast PANC-1 kanser hiicrelerinin
COX-2 gen ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik gostermemesine

ragmen; BxPC-3 hiicrelerinde Montelukast uygulamasi ile birlikte COX-2
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ekspresyonunda anlamh sekilde azalmaya neden olmustur. PANC-1 hiicrelerinde
Montelukast aracili COX-2 seviyesinin kontrolii uygulanan Montelukast dozunda ve
stiresinde degisiklik yapilarak yeniden degerlendirilebilir. Montelukast’in COX-2
ekpresyonunda meydana getirdigi degisiklik normal HEK293 hiicrelerinde
incelendiginde, sonuglarimiz literatiirle benzerlik gostererek ekspresyonun azaldigi

yoniindedir.

Hiicre dis1 sinyalle diizenlenen protein kinaz (ERK)1/2, bir mitojenle aktive
olan protein kinaz (MAPK) ailesi proteinidir ve aktivator protein-1 dahil olmak tizere
sinyal iletim yollarinda ve transkripsiyon faktorlerinin iglevinde onemli bir rol
oynamaktadir (Plotnikov ve ark 2011). Hiicrenin hayatta kalmasi, ¢ogalmasi ve
gelismesi ile iligkili yollarda islev goéren ERK1/2 (Zou ve ark 2019), kanser
hiicrelerinin hayatta kalmasini ve gociinii destekler (Tsai ve ark 2017, Kuo ve ark
2014, Roberts ve Der 2007). Endotel hiicrelerle yapilan bir ¢caligmada LTD4, CysLTl1
reseptorii araciligiyla ERK1/2 fosforilasyonunu indiiklemistir ve endotelyal hiicrelerin
proliferasyonunu degil migrasyonunu uyardigi bulunmustur (Yuan ve ark 2009).
Kachi ve arkadaglarinin (2021) yaptigi bir c¢alismada Montelukast’in L7D4-
CYSLTRI- ERK yolunu baskilayarak pankreas karsinogenezini inhibe edebilecegi
Western Blot ile belirlenmistir. Ayrica, insan akciger kanseri hiicreleri olan A549 ve
CL1-5'te Montelukast kaynakli azalmis ERK1/2 fosforilasyonu ile hiicre oliimii
bildirilmistir (Tsai ve ark 2017). Insan glioblastoma hiicreleri ile yapilan bir ¢alismada
l16kotrien antagonistlerinden Montelukast ve Zafirlukast’in beyin kanserinde ERK1/2
fosforilasyonunu azalttig1r goriilmiistiir (Piromkraipak ve ark 2018). Yaptigimiz
calismada Montelukast uygulanan pankreas kanseri hiicrelerinde qRT- PCR ile mRNA
diizeyinde incelenen ERKI/2 ekspresyonu, PANC-1 hiicrelerinde anlamli bir
degisiklik gostermemis olup ve BxPC-3 hiicrelerinde anlamli bir sekilde artmustir.
Sonucglarimiz literatiirle zit yonde farklilik gostermektedir. Elde edilen sonuglar
Montelukast’in ICso dozlarindan diisiik ve yiliksek dozlarda uygulama yapilmasi ile
yeniden degerlendirilmesi gerektigini 6n plana ¢ikarmaktadir. HEK293 hiicrelerinde
ERK1/2 seviyesinin Montelukast uygulamasimin ardindan degerlendirildigi
calismamizda genin ekspresyonunun degismedigi gozlenmistir. Sadece gen diizeyinde
analiz edildigi degerlendirildiginde Montelukast’in ERK1/2 sinyal yolu iizerindeki
etkinligi hakkinda kesin bilgi elde edilemememistir ancak HEK293 hiicrelerinin
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normal hiicreler oldugu ele alindiginda ekpresyon seviyesinde degisikligin meydana

gelmemesi tarafimizca olumlu degerlendirilmektedir.

Yiiksek mobilite grubu (HMG) proteinleri, histon olmayan niikleer proteinlerin
bir grubu olup, yliksek mobiliteli grup box 1 (HMGBI), en iyi ¢alisilmig ve hiicrede
bol miktarda bulunan HMG proteinidir (Goodwin ve ark 1973). HMGBI, hiicre i¢inde
bir otofaji siirdiiriiciisii, apoptotik hiicre Oliimiinden koruyucu olarak goérev
yapmaktadir (Goodwin ve ark 1973, Sun ve Tang 2014). HMGB1 normalde ¢ekirdekte
bulunur ve replikasyon, transkripsiyon, rekombinasyon ve onarim gibi DNA ile iliskili
bir dizi islemin diizenlenmesinde yer alan bir DNA saperonu gorevi goriir (Sun ve
Tang 2014). HMGBI1'in hiicre disina salinmasi, hiicre stresi veya olimii ile
indiiklenebilmektedir ve hiicre dis1 sividaki HMGBI1, eksojen HMGBI1 olarak
adlandirilmaktadir (Tang ve Lotze 2012). Pek ¢ok arastirmaci, kolon, meme, akciger,
prostat, rahim agzi, cilt, bobrek, mide, pankreas, karaciger, kemik ve kan kanserleri
dahil olmak tizere bir dizi kanserde HMGBI1’in ana roliinii ortaya koymuslardir
(Ellerman ve ark 2007, Lotze ve ark 2003, Sims ve ark 2009, Tang ve ark 2010, Li ve
ark 2017). Son zamanlarda Zhu ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir calismada eksojen
HMGBI1'in radyoterapiden sonra pankreas kanseri hiicrelerinin ¢ogalmasini ve
metastazin1 destekledigini bildirmislerdir (Zhu ve ark 2021). Bu verilerden yola
cikarak ve daha once HMGBI ekpresyonuna etkisinin arastirilmadigi bilinen
Montelukast’in PANC-1 ve BxPC-3 hiicrelerindeki etkisi ¢alismamizda incelenmistir.
Aldigimiz sonuglar her iki hiicrede de HMGB1 ekspresyonunun Montelukast tedavisi
sonrast Onemli bir sekilde azaldigi yoniindedir. HMGB1’in pankreas kanserinin
gelisimi ve ilerlemesi i¢in ¢ok dnemli bir protein oldugu bilgisi géz oniine alinarak
(Cebrian ve ark 2016) verilerimiz Montelukast’in pankreas kanseri lizerinde HMGBI1
bagimli yollar ile etkili oldugunu géstermektedir. Calismamizda ayrica Montelukast’in
HEK?293 hiicrelerinde HMGBI ekspresyonunu 6nemli derecede azalttig1 sonuglarina

ulasilmstir.

Hiicreler ve dokular, insiilin, glikoz, biiytime faktorleri, sitokinler (Sun ve ark
2020), integrinler, B ve T hiicre reseptorleri (Nepstad ve ark 2020), hormonlar ve
kemokinler gibi ¢esitli molekiillerin tirozin kinazlara (RTK'ler) baglanmasiyla veya
hiicre yiizeyindeki G-protein reseptorlerine (GPCR'ler) baglanarak birbirleriyle

iletisim kurarlar. Bu iletisim, sinif I fosfoinositid 3-kinaz (PI3K)/Protein kinaz B
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(AKT)/rapamisinin memeli hedefi (mTOR) sinyal yolu gibi hiicre i¢i sinyal yollarinin
aktivasyonuna yol agmaktadir (Dibble ve ark 2015, Noorolyai ve ark 2019, Sharma ve
ark 2021). PI3K/AKT/mTOR sinyal yolu, hiicrenin hayatta kalmasi, biiylimesi,
cogalmasi (Ediriweera ve ark 2019), metabolizmasi ve motilitesinde (Alzahrani 2019)
cok onemli roller oynamaktadir. PI3K/AKT/mTOR yolunun 6nemli bir proteini olan
mTOR, hiicre bilylimesini ve proliferasyonunu, protein sentezini, apoptoz ve otofajiyi
diizenlemektedir (Larsen ve Mpgller 2020). Pankreas kanseri hastalarinda
PI3K/AKT/mTOR yolu bilesenleri siklikla anormal aktivasyon gostermektedir ve bu
yollarin hedeflenmesi pankreas kanserinin tedavisi i¢in Onemli bir secenektir.
(Mortazavi ve ark 2022). Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada (Tong ve ark 2019)
Montelukast’in, multipl miyelom tedavisinde kullanilan karfilzomib ile kombinasyon
halinde uygulanmasinin mTOR yolaginin baskilanmasi yoluyla hiicrede sitotoksik etki
olusturdugu bildirilmistir. Bu sonuglar gz oniinde bulundurularak pankreas kanseri
hiicrelerinde Montelukast’in antikanser etkinligini degerlendirdigimiz bu tez
calismasinda MTOR geninin ekspresyonu qRT-PCR ile degerlendirilmis; PANC-1
hiicrelerinde Montelukast uygulamasi sonras1t MTOR ekspresyonunun arttig1 ve BxPC-
3 hiicrelerinde ise uygulama sonrast MTOR ekpresyonunun degismedigi gdzlenmistir.
Daha onceki ¢alismalar (Tong ve ark 2019) ile karsilastirildiginda Montelukast
uygulamas1 sonrast MTOR ekspresyonunun azalmis olmasi beklenirken, PANC-1
hiicrelerinde artmis olmas1 Montelukast’in pankreas kanserinde PI3K/AKT/mTOR
yolu iizerinde inhibe edici bir etkinliginin olmadigin1 diigiindiirmiistiir, ancak kesin
sonuglar i¢in yolak iizerindeki tiim proteinlerin ekpresyonu incelenmelidir ve farkl
test sistemleri ile dogrulanmalidir. Normal hiicrelerde Montelukast’in etkinligini
degerlendirmek i¢cin HEK293 hiicrelerinde MTOR diizeyi kontrol edilmis ve sonug

olarak Montelukast’in MTOR’un ekspresyonunu degistirmedigi belirlenmistir.

MYC, birgok farkli kanser tiiriiniin olusumunda, devaminda ve ilerlemesinde
yer alan, C-MYC, L-MYC ve N-MYC olmak {lizere 3 iiyeden olusan 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 hiicre biiyiimesi, hiicre dongiisii, farklilagsmasi, apoptoz,
anjiyogenez dahil olmak {izere birgok farkli hiicresel siirecte yer alan genlerin
diizenlenmesinde gorevli transkripsiyon modiilatorleri olarak islev gormektedir (C.V.
Dang 2016, M.E. Beaulieu ve Castillo 2020, P.A. Carroll ve ark 2018, R.M. Kortlever

ve ark 2017). Cok sayida ¢alisma, en yaygin sekilde arastirilan ve kansere neden olan

70



genlerden biri olan MYCnin c¢esitli kanserlerin biiyliimesinde ve ilerlemesinde rol
oynadigmi (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 diizensizliginin insan
kanserlerinin %70'e kadarinda meydana geldigini gostermistir (C.V. Dang 2012). C-
MYC’nin asir1 ekspresyonu primer pankreas kanserlerinin %43,5’inde bulunmakta
(Schleger ve ark 2002, Allenson ve ark 2017) ve pankreas kanserinin
proliferasyonunu, invazyonunu, metastazini, anjiyogenezini ve immiin kacgisini
artirmaktadir (Ala 2022). Pankres kanserinde birka¢ onkogenik yolun ortak alt hedefi
olan C-MYC’yi inhibe etmenin her bir yolu tek basina inhibe etmekten daha olumlu
sonuglar getirdigi ¢esitli caligmalarla kanitlanmistir (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 uygulamasinin multipl miyelomda mTOR yolunun inhibisyonunun
yanisira C-MYC ekspresyonunu da onemli 6l¢iide azalttigi Tong ve ark’nin yaptigi
calismada rapor edilmistir (Tong ve ark 2019). Bu bilgiler 15181nda PANC-1 ve BxPC-
3 hiicrelerinin Montelukast ile muamele edilmesi sonucunda MYC gen ekspresyonu
incelenmistir. Calismanin sonucunda her iki hiicre hattinda da MYC ekspresyonu
literatiirde belirtilenden farkli olarak artis gostermistir. mTOR ve c-MYC yollarinin
birbirini ayn1 yonde etkiledigi (Ala 2022) ele alindiginda PANC-1 hiicreleri i¢in her
iki genin ekspresyonunun artmasi birbirine paralellik gostermektedir. Kontrol grubu
olarak ele aldigimiz HEK293 hiicrelerine Montelukast uygulanmasi sonrasinda MYC
gen ekspresyonu literatiirle paralel yonde degisiklik gostererek azalmistir. Bu durum
Montelukast’in kanser olmayan, normal hiicrelerde MYC ekpresyonunu negatif yonde
etkiledigini ve hiicre proliferasyonuna MYC yolu iizerinden etki ettigini

distindiirmektedir.

Sonug olarak, calismamizda elde ettigimiz veriler ve literatiirde yer alan
sonuclar birlikte degerlendirildiginde Montelukast’in hiicresel proliferasyonu inhibe
ederek pankreas karsinogenezisini baskiladigi sonucuna ulasilabilmektedir.
Montelukast bu 6zelligi ile pankreas karsinogenezinin tedavisi i¢in umut verici

potansiyele sahiptir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu calismada sisteinil 16kotrien antagonisti olan Montelukast’in PANC-1 ve
BxPC-3 pankreas kanseri hiicrelerindeki antikanser etkileri; sitotoksisite, gen
ekspresyon analizi ve protein ekspresyon analizi yontemleriyle arastirildi. Kanserli
olmayan hiicrelerdeki etkisi ise HEK293 insan embriyonik bobrek hiicrelerinde

arastirildi.

Montelukast’in ~ PANC-1  hiicrelerinde ~ 50-70-90-110-130-150 uM
konsantrasyonlarda 24 saat uygulanmasi sonras1 ICso degeri 92,6 uM ve 48 saat
uygulanmasi sonrasi ICso degeri 70 uM olarak belirlendi. MTT testi sonuglarina ve
invert mikroskop goriintiilerine gére Montelukast’in zaman ve doza bagl olarak
PANC-1 hiicrelerinde, hiicre proliferasyonunu azalttigi gozlendi. Gen ve protein

ekspresyon analizi i¢in hiicreler 48 saat boyunca 70 uM Montelukast ile muamele

edildi.

Montelukast uygulamasi (70 uM) sonrasinda PANC-1 hiicrelerinde; CYSLTRI,
GPRI17, ERKI1/2, TP53, MTOR, BAX, MYC genlerinin ekspresyonlarinda istatistiksel
olarak anlamli bir artis gdzlendi. Uygulama sonrast HMGBI gen ifadesinde anlamli
bir azalig gozlenirken, COX-2, BCL-2, CASP3 genlerinin ifadesinde 6nemli bir
degisiklik gozlenmedi. CYSLTR2 ve GPR99 genlerinin ifadesi PANC-1 hiicrelerinde

tespit edilemedi.

PANC-1 hiicrelerine Montelukast uygulamasi sonrasinda protein ekspresyon
analizi sonuglarina gore apoptotik BAX, BCL-2 ve CASP3 proteinleri Montelukast
uygulanmayan kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir azalis gosterdi.
Sonuglar istatistiki olarak anlamli olsa da; proapoptotik olan BAX protein miktarinin
azalmasi ve apoptozda efektor olarak etkili olan CASP3 protein miktariin azalmasi
Montelukast’in apoptotik potansiyelinin BAX ve CASP3 proteinleri tizerinden etkili

olmadigini gosterdi.
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Montelukast’in ~ BxPC-3  hiicrelerinde ~ 50-70-90-110-130-150 uM
konsantrasyonlarda 24 saat uygulanmasi sonrasi ICso degeri 49,6 uM ve 48 saat
uygulanmasi sonrasi ICso degeri 42,3 uM olarak belirlendi. MTT testi sonuglarina ve
invert mikroskop goriintiilerine gére Montelukast’in zaman ve doza bagli olarak
BxPC-3 hiicrelerinde, hiicre proliferasyonunu azalttifi gozlendi. Gen ve protein

ekspresyon analizi i¢in hiicreler 48 saat boyunca 45 uM Montelukast ile muamele

edildi.

Montelukast uygulamasi (45 uM) sonrasinda BxPC-3 hiicrelerinde; CYSLTRI,
COX-2, HMGBI gen ifadelerinde anlamli bir azalig gozlendi. MYC, TP53, BAX, BCL-
2 genlerinin ekspresyonlarinda istatistiksel olarak anlamli bir artis gézlendi. GPR17,
ERK1/2, MTOR, CASP3 genlerinin ifadesinde énemli bir degisiklik gézlenmezken;
CYSLTR?2 ve GPRY9 genlerinin ifadesi BXPC-3 hiicrelerinde de tespit edilemedi.

BxPC-3 hiicrelerine Montelukast uygulamasi sonrasinda protein ekspresyon
analizi sonuglarina gore apoptotik BCL-2 ve CASP3 proteinleri Montelukast
uygulanmayan kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir azalis
gozlenirken; BAX proteininde anlamli derecede degisiklik gézlenmedi. BAX protein
miktarinin degismemesi ve CASP3 protein miktarinin azalmasi PANC-1 hiicrelerinde
oldugu gibi Montelukast’in apoptotik potansiyelinin BAX ve CASP3 proteinleri

izerinden etkili olmadigini gosterdi.

Montelukast’'in ~ HEK293  hiicrelerinde =~ 50-70-90-110-130-150  uM
konsantrasyonlarda 24 saat uygulanmasi sonrasi ICso degeri 86,1 pM ve 48 saat
uygulanmasi sonrasi ICso degeri 61,3 uM olarak belirlendi. MTT testi sonuglarina ve
invert mikroskop goriintiilerine gére Montelukast’in zaman ve doza bagli olarak
HEK293 hiicrelerinde, hiicre proliferasyonunu azalttigt gozlendi. Gen ve protein
ekspresyon analizi i¢in hiicreler 48 saat boyunca 55 pM Montelukast ile muamele

edildi.

Montelukast uygulamas1 sonrasinda HEK?293 hiicrelerinde; CYSLTRI,
CYSLTR2, TP53 genlerinin ifadelerinde istatistiksel olarak anlamli olarak artis
gozlendi. COX-2, HMGBI, BCL-2, MYC, CASP3 genlerinin ifadelerinde ise anlaml
azalis gozlendi. GPR17, ERK1/2, BAX, GPR99, MTOR genlerinin ifadelerinde 6nemli
bir degisiklik gézlenmedi.
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HEK293 hiicrelerine Montelukast uygulamasi sonrasinda protein ekspresyon
analizi sonuglarina gore apoptotik BCL-2 ve CASP3 proteinleri Montelukast
uygulanmayan kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir azalis
gozlenirken; BAX proteininde anlamli derecede degisiklik gézlenmedi. BAX protein
miktarinin degismemesi ve CASP3 protein miktarinin azalmasi PANC-1 ve BxPC-3
hiicrelerinde oldugu gibi Montelukast’in apoptotik potansiyelinin BAX ve CASP3

proteinleri iizerinden etkili olmadigin1 gosterdi.

Sonuglarin tamamu ele alindiginda Montelukast, pankreas kanseri hiicrelerinde
(PANC-1 ve BxPC-3) hiicresel proliferasyonu inhibe ederek pankreatik karsinojenez
lizerindeki inhibitdr etkilerini gdstermektedir. Insan embriyonik bobrek hiicrelerinde
(HEK293) de hiicresel proliferasyonu inhibe ederek antiproliferatif etkinligini
gostermistir. Montelukast’in antiproliferatif etkinliginin hiicre dongiisiiniin hangi
evresinde meydana geldigini tespit etmek icin flow sitometri ile hiicre dongiisii analizi

yapilmasi gerekmektedir.

Tiim sonuglar degerlendirildiginde Montelukast’in pankreas kanseri {izerine
etkisi, Montelukast’in farkli konsantrasyonlarda ve farkli zamanlarda uygulanmasi ile
detaylandirilabilir. Hiicre dongiisii analizleri ile antiproliferasyon profili belirlenebilir.
Ancak elde ettigimiz sonuglara gore Montelukast’in apoptozdan bagimsiz olarak hiicre
proliferasyonunun inhibisyonu ile pankreas kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini
engelledigi diisiiniilmektedir. Molekiiler mekanizmasinin ve antikanser etkinliginin
daha ileri ¢aligmalar ile aydinlatilmasi gerekmekte olup; elde edilen ve literatiirdeki
diger sonuglar birlikte degerlendirildiginde Montelukast pankreas kanseri tedavisi igin

kemoterapétik ajan olma potansiyeli tasimaktadir.
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	2. GEREÇ VE YÖNTEM
	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 kül...
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	-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 edi...
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	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...
	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 belirl...
	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 stok...
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