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OZET

DOKTORA TEZi

PANKREAS KANSERLI HASTALARDA OGG1 EKSPRESYONU ve PROMOTOR
METILASYONUNUN SAG KALIM SURESI UZERINE ETKIiSi

Caglayan AKKAYA ENGIN

Istanbul Universitesi-Cerrahpasa
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Biyokimya Anabilim Dal

Biyokimya Program

Damsman : Prof. Dr. Yildiz DINCER

Amag: Pankreas adenokarsinomu invaziv ve kemoterapiye direng gostermesi nedeniyle oldukca
6liimciil bir hastaliktir. Bu ¢alismada amag pankreas kanserli hastalarda DNA onariminda gérev
alan hOGG1 (8-Oksoguanin DNA glikosilaz 1) geninin ekspresyon ve promotdr bolge
metilasyonunun hastalarin sag kalim siiresi ile iligskisini belirleyerek, tedavi yanitimi
ongorebilecek, sag kalim siiresini uzatabilecek molekiiler bir belirte¢ ve yeni bir epigenetik

tedavi hedefi tanimlamaktir.

Gereg ve Yontem: Calismada yeni pankreas adenokarsinom tanisi almis 50 hastadan alinan
tiimor doku ornekleri ve tiimore komsu normal doku 6rnekleri kullanildi. Formalinle fikse
edilmis parafin doku kesitlerinden total DNA kit ile izole edildi. DNA 6rneklerinde bisiilfit
modifikasyonu sonrasinda hOGG1 promotér metilasyonu metilasyon spesifik polimeraz zincir
reaksiyonu ile belirlendi. Timo6r ve normal pankreas dokularda hOGG1 ekspresyonu
Streptavidin-Biotin-Peroksidaz yontemi kullanilarak immunohistokimyasal boyama ile

belirlendi.
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Bulgular: DNA onarim geni hOGG1 promotor metilasyonu pankreas timor dokusunda
normal pankreas dokusuna gore yiliksek bulundu. Tiimor ve normal pankreas dokusundaki
hOGGL1 ekspresyon IHC skoru agisindan anlamli bir fark bulunmadi. Kadin ve erkekler hOGG1
promotor metilasyonu, hOGG1 ekspresyon IHC skoru ve sag kalim siireleri agisindan
karsilagtirildiginda erkeklerde tiimor dokuda normal dokuya kiysla hOGG1 promotor
metilasyonu yiiksek bulundu. hOGG1 promotér metilasyonu, hOGG1 ekspresyon IHC skoru
ve sag kalim siireleri arasinda bir iliski bulunmadi. hOGG1 promotdr metilasyon diizeyinin
pankreas kanseri tan1 ve takibinde klinik yararliligini belirlemek igin yapilan ROC (Receiver
operating characteristic) analizinde, egrinin altinda kalan alan 0,63 olarak bulundu (%95 giiven
araliginda), kesim degeri 2,39 olarak belirlendi. Bu kesim degeri kullanilarak hOGG1 promotor
metilasyonu i¢in %60 duyarlilik, %60,4 6zgiilliik, %61,2 pozitif prediktif deger, %59,1 negatif
prediktif deger ve %71,5 dogruluk elde edildi.

Sonug: Pankreas adenokarsinomlu hastalarin tiimor dokusunda hOGG1 metilasyonu artmustir.
Ancak bu hastalarda artan hOGG1 metilasyonunun hOGG1 ekspresyon IHC skoru ve sag kalim
stireleri ile iligkisi bulunmamaktadir. hOGG1 hipermetilasyonunun hastaligin erken tanisinda

belirte¢ aday1 olabilecegi diisiiniilmektedir.

Haziran 2023 ,

128. sayfa.

Anahtar kelimeler: Pankreas Kanseri, OGG1, Metilasyon, Sagkalim
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ABSTRACT

Ph.D. THESIS

THE EFFECT OF OGG1 EXPRESSION AND PROMOTER METHYLATION ON
SURVIVAL RATE IN PATIENTS WITH PANCREATIC CANCER

Caglayan AKKAYA ENGIN

Istanbul University-Cerrahpasa
Institute of Graduate Studies
Department of Biochemistry

Biochemistry Programme

Supervisor : Prof. Dr. Yildiz DINCER

Obijective: Pancreatic adenocarcinoma is a deadly disease due to its invasiveness and resistance
to chemotherapy. The aim of this study is to define a molecular marker and a new epigenetic
treatment target that can predict treatment response and prolong survival by determining the
relationship between the expression and promoter region methylation of the hOGG1 gene,

which is involved in DNA repair, in patients with pancreatic cancer.

Materials and Methods: In the study, tumor tissue samples from 50 patients with pancreatic
adenocarcinoma and normal tissue samples adjacent to the tumor were used. Total DNA was
isolated from formalin-fixed paraffin tissue sections with the isolation kit. hOGG1 promoter
methylation was determined by methylation specific polymerase chain reaction (MSP) after
bisulfite modification was performed in DNA samples. hOGGL1 expression in tumor and normal
pancreatic tissues was determined by immunohistochemical staining using the Streptavidin-

Biotin-Peroxidase method.
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Results: DNA repair gene hOGG1 promoter methylation was found to be higher in pancreatic
tumor tissue compared to normal pancreatic tissue. No significant difference was found in terms
of hOGG1 immunopositivity in tumor and normal pancreatic tissue. When women and men
were compared in terms of OGG1 promoter % methylation, hOGG1 immunopositivity, and
survival times, hOGG1 promoter methylation was found to be higher in tumor tissue compared
to normal tissue in men. No correlation was found between hOGG1 promoter methylation,
hOGG1 immunopositivity and survival times. In the ROC (Receiver operating characteristic)
analysis performed to determine the clinical usefulness of hOGG1 promoter methylation level
in the diagnosis and follow-up of pancreatic cancer, the area under the curve was found to be
0.63 (95% confidence interval), the cut-off value was determined as 2.39. Using this cut-off
value, 60% sensitivity, 60.4% specificity, 61.2% positive predictive value, 59.1% negative

predictive value and 71.5% accuracy were obtained for hOGG1 promoter methylation.

Conclusion: hOGG1 methylation is increased in tumor tissue of patients with pancreatic
adenocarcinoma. However, increased hOGG1 methylation in these patients is not associated
with hOGG1 immunopositivity and survival. hOGG1 hypermethylation is thought to be a

marker candidate for early diagnosis of the disease.

June 2023, 128 pages.

Keywords: Pancreatic cancer, OGG1, Methylation, Survival
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1. GIRIS

Pankreas adenokarsinomu invaziv ve kemoterapiye diren¢ gdstermesi nedeniyle
oldukga oliimciil bir hastaliktir[1]. Pankreas kanseri riski yiiksek hastalar1 taramak i¢in standart
bir belirteg olmamasi ve ¢ogu hastanin hastalik ileri bir asamaya ulasana kadar asemptomatik
kalmasi nedeniyle siklikla ileri evrede tan1 konulmaktadir[2]. Pankreas kanseri i¢in mevcut
standart tedavi cerrahi rezeksiyon ve kemoterapidir[1]. Hastalarin sadece % 20'si ilk rezeksiyon
icin uygundur[3]. Potansiyel kiiratif rezeksiyondan sonra dahi, ¢ogu hastada niiks olur ve
tamamen rezekte edilen hastalarin 5 yillik sagkalim orani sadece % 25'tir[1]. Pankreas kanseri
timor biyolojisi erken niiks ve metastaz, kemoterapi ve radyoterapiye direng saglar[4].
Pankreas kanserinde erken tani ve tedavi yanitin1 6ngérmeyi saglayacak biyobelirteclere, sag

kalim stiresini uzatacak yeni tedavi yaklasimlarina biiyiik ihtiya¢ vardir.

Oksidatif stres basta kanser olmak {izere pek c¢ok hastalifin etiyolojisinde rol
oynamaktadir. Cesitli endojen fizyolojik islemler ve / veya cevresel ajanlar tarafindan reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) iretilmektedir ve hiicresel makromolekiiller zarar gérmektedir.
Oksidatif olarak hasarlanan proteinler, lipitler ve RNA genellikle degredasyona ve geri
doniisiime maruz kalirken, genomik biitlinliigii korumak i¢in DNA lezyonlar1 onarilmalidir [5,
6]. Oksidatif DNA hasar1, oksitlenmis bazlari, oksitlenmis seker fragmanlarini, abazik /
apurinik / apirimidinik (AP) bolgeleri ve tek zincir kiriklarimi igermektedir. Oksitlenmis
bazlarin onarimi sirasinda ortaya ¢ikan yakin mesafedeki tek zincir kiriklari, DNA ¢ift zincir

kiriklari ile sonuglanabilmektedir [7].

Guanin bazi diger DNA bazlar1 arasinda en diisiikk oksidasyon potansiyeline sahip
olmas1 nedeniyle ROS temel olarak guanine zarar vermektedir. Guaninin oksidasyon {iriinii
olan 7,8-dihidro-8-oksoguanin (8-0ksoG), genomdaki en baskin DNA oksidatif lezyonudur.
Hiicre basina DNA'da giinliik olarak 100.000'e kadar 8-oksoG lezyonu olusturulabilecegi
tahmin edilmektedir ve bu nedenle 8-oksoG oksidatif stresin bir biyobelirtecidir [8]-[10]. 8-
OksoG mutajeniktir, ¢linkii sitozin yerine adenin ile eslesmekte ve DNA replikasyonu sirasinda
bir G: C ila T: A transversiyonu ile sonuglanmaktadir [11]. Okaryotik hiicrelerde, guanin
lezyonlari (8-0ksoG ve onun agik halka iiriinii 2,6-diamino-4-hidroksi-5-formamidopirimidin,

FapyG dahil) esas olarak baz eksizyon onarimi (BER) yolu ile onarilmaktadirlar. Bu iglemin



ilk basamaginda 8-okso-deoksiguanin DNA glikozilaz 1 enzimi (OGG1) gorev almaktadir [12-
14]. 8-0ksoG, yiiksek derecede DNA yanlis eslesmesine yol agan bir lezyondur, diisiik hOGG1
ekspresyon seviyesi, daha yliksek mutasyon sikligina neden olmaktadir. Olusan bu mutasyonlar
tamir mekanizmasinin yetersiz olmasi ile kalici hale gelir ve oksidatif stres altindaki bir bireyin
kanser riskini artirmaktadir. Cesitli kanser tiirleri ile hOGG1 genotipi arasindaki iliskiyi

destekleyen ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur [15].

Oksidatif stresin, pankreas karsinogenezinin etiyolojisinde énemli bir rol oynadigi ve
oksidatif stres ile iligskili DNA hasarimin pankreas dokularinda mevcut oldugu ¢esitli calismalar
gosterilmistir [16—18]. Bu sonuglar pankreas kanseri etiyolojisinde oksidatif olarak indiiklenen
DNA hasarini isaret etmekte ve bu lezyonlarin tamirinin pankreas kanserinde kritik bir faktor
olabilecegini diisiindiirmektedir. Uygun genetik biitiinliigli korumak ve kanser riskini en aza

indirmek igin bu lezyon etkin bir sekilde onarilmalidir [19].

Kanser hiicreleri, hiicre sagkalim mekanizmalarini, apoptoz yolunu, kanser kok
hiicrelerini, ilacin kimyasal ve biyolojik 6zelliklerini, terapétik ajanlarin detoksifikasyonunu
(ila¢ hedef etkilesimleri) ve DNA hasarin1 ve onarim yollarin1 degistirerek kemoterapotik
maddelere kars1 direng kazanir. Kontrol edilemeyen kanser hiicrelerinin biiyiimesi, radyoterapi
veya kemoterapi kullanimi ile inhibe edilmektedir. Radyasyonun ve kemoterapoétiklerin cogu,
aktif olarak cogalan kanser hiicrelerinde DNA hasari indiikleyerek etki gostermektedir [20].
DNA hasar1 cevab1 normal hiicre sagkalimi i¢in 6nemli olmakla birlikte, bu yol ayn1 zamanda
kanser hiicrelerinde terapdtik ajanlarin neden oldugu hasarin iistesinden gelmek igin genis
Ol¢iide uyarlanmaktadir, bdylece kemo-direncini uyarmaktadir. Spesifik olarak, DNA tamir
mekanizmalari, kanser hiicrelerinde cesitli onkojenik sinyal molekiilleri tarafindan
diizenlenmektedir. Bu kemoterapétik ajanlarin neden oldugu DNA hasarinin onarimi, kanser
hiicrelerinin kemo-direng gostermesine neden olmaktadir. Bu kemo-direcli kanser hiicreleri,
hastaligin tekrarlanmasindaki sik goriilen nedenlerden ve en agresif tiimor tiplerinden birini
olusturmaktadir [21]. DNA onarimu, iki ucu keskin bir kili¢ olarak adlandirilmistir, ¢iinkii DNA
onariminin azalmasi, kanser gelisim riskini artirabilmektedir, fakat DNA'ya zarar veren
ajanlarla tedavi edildiginde zaten kanser tanisi alan hastalarda hayatta kalma siiresini

iyilestirmektedir [22].

Gen ekspresyonunu diizenleyen 6nemli mekanizmalardan birisi DNA metilasyonudur.

DNA metilasyonu kovalent kimyasal bir modifikasyondur [23]. DNA'nin metilasyonu ve daha



sonra bir genin susturulmasi, sitozin pirimidin halkasinin 5 'karbonuna bir metil grubu ekleyen
DNA metiltransferazlar (DNMT'ler) tarafindan katalizlenmektedir. Bu, tercihen sitozin-guanin
diniikleotitlerini (CpG'ler) igceren bdlgelerde meydana gelir; bu CpG adalari, birgok genin
diizenleyici bolgelerin ile iligkili bolgelerde yer almaktadir [24]. CpG'deki sitozin metilasyon
tastyicist olsa da cogu kez komsu guanin DNA hasar1 igin bir hedeftir. Ozellikle guanin, DNA
polimerazlarinin karsisina dAMPyi dahil eden ve boylece G-T transversiyonlarini indiikleyen
bir 6n-mutajenik baz olan 8-0ksoG iiretecek sekilde kolayca okside edilmektedir. 8-0ksoG'nin
insanlardaki olumsuz etkileri normalde BER sistemi tarafindan kontrol altinda tutulmaktadir.
Memelilerde, CpG diniikleotidlerinin %70-80'1 metillenmistir, metillenmis CpG durumunda 8-
0ksoG'nin ortaya ¢ikmasi potansiyel biyolojik iligkili bir olaydir. Timine kolayca deamine olan
metile Sitozinin (MCyt) mutajenik risk tagidigi ve CpG'deki G-T gegislerinin insanlarda en stk
goriilen nokta mutasyonlari arasinda oldugu iyi bilinmektedir. Bununla birlikte, guanin de sicak

bir mutasyon noktasidir [25].

DNA metilasyonu ile olusan, pankreas kanserinde regiilasyonu ortadan kalktig1 bilinen
gen ekspresyonunun epigenetik degisimi, degistirilmis gen ekspresyonu genom yapisinin
yeniden yapilanmasi, timor derecesi, timdr evresi ve hastalarin hayatta kalma siiresi ile
sonuclanmaktadir [26]. DNA metilasyonu gibi epigenetik degisiklikler, normal gelisimde gen
diizenlemesini etkilemektedir. Normal hiicrelerde, DNA metilasyonu, gen ekspresyonunun
uygun sekilde diizenlenmesini ve fizyolojik homeostaza yol agan stabil gen susturma islemini

saglamaktadir[27].

Bugiine kadar pankreas kanseri alt tipleri boyunca DNA metilasyonundaki degisiklikler
hakkinda daha az sey bilinmektedir. CpG adalarinin genom capinda ¢aligmalari, diferansiyel
metilasyonun pankreas timor dokusunu normal dokudan ayirabildigi binlerce bolgeyi ortaya
cikarmistir. Bu ilerlemeye ragmen, pankreas hastasinin hayatta kalmasini ongérmek i¢in
hOGG]1 geninde DNA metilasyonundaki degisikliklerin kullanim1 kesfedilmemistir. Guaninin
kirilganligina ve 8-0ksoG mutajenitesine ragmen, insan genomunun kompozisyon modeli
yiiksek diizeyde bir heterojenlik gostermektedir ve genlerin yogunlugu GC bakimindan zengin
bolgelerde ¢cok daha fazladir. Ek olarak, insan gen promotorlerinin %72’si guanin bakimindan
zengindir. Sasirtict bir sekilde, genlerin transkripsiyonel aktivitesi, gen diizenleme bolgelerinde
GC i¢erigi ile pozitif korelasyon gostermektedir. Aktif olarak kopyalanmaya egilimli genler
yuksek GC igerikli bolgelerde yogun bir sekilde dagilmaktadir, oysa dokuya bagl veya

gelisimsel olarak diizenlenmis bir sekilde olanlar genellikle seyrek olarak GC-fakir



bolgelerinde dagilmaktadir [28]. Promotdr bolgesindeki CpG adaciklart hipermetile durumdaki
genin ekspresyonu baskilanmaktadir. Promotér bolgenin hipometilasyonu ise gen
ekspresyonunun artmasina neden olmaktadir [29]. DNA onarim geni OGGI1 promotor
metilasyonunun OGG1 ekspresyonunu degistirdigi ve bu durumun kemoterapiye yaniti

azaltarak kanser hastalarinin sag kalim siireleri iizerinde rol oynadig: diisiiniilmektedir.



2. KAVRAMSAL CERCEVE

2.1. PANKREAS

Antik Yunan anatomistleri Herophilus (Chalcedon'lu), Erasistratos ve Eudemus’un MO
300’1 yillarda pankreas hakkinda bilgi sahibi olduklar1 bilinmektedir. Aristoteles, pankreasin
islevinin biiyiik damarlar1 korumak olduguna inanmistir. 4 yiizy1l sonra Galen bunun mide i¢in
bir yastik oldugunu iddia etmistir. MO 100°lii yillarda insan kadavralari iizerinde, pankresin
kikirdagi veya kemigi olmadigint gozlemleyen Efesli Ruphos, On the Names of Parts adli
eserinde bu organa “pankreas” (Yunanca pan:biitiin + kreas:et) adin1 vermistir[30]. 1642 yilinda
Johann Wirsiing ana pankreatik kanali, 1724 yilinda ise Giovanni Domenico Santorini aksesuar

kanali tanimlamistir[31].

Kesitsel olarak prizmoid yapida olan pankreas, 12-15¢cm uzunlugunda, 4-5 cm
yiiksekliginde ve 2-3 cm enindedir. Yatay bir ters J harfi seklinde retroperitonda yerlesmistir.
Yiizeyi diizensiz ve sarimsi renkte olan pankreas kadinlarda yaklasik 66 gr, erkeklerde ise 70
gr agirhgindadir. Pankreas, gestasyonun 4. haftasinda duodenumun i¢ yiiziinii doseyen
endoderm hiicrelerinden koken alan dorsal ve ventral pankreas tomurcuklarindan
gelismektedir. Ventral parca arkaya dogru donerek dorsal parga ile birlesmektedir. Dorsal
pargadan pankreas basinin yukar1 boliimii, kuyruk ve gove olusurken ventral pargadan pankreas
basinin inferior boliimiinii ve unsinat uzantisi olusturmaktadir. Pankreas 5 parcadan

olusmaktadir: Pankreas bagi (+ unsinat proses), boyun, gévde ve kuyruk ( Sekil 2.1)[32, 33].



Portal ven

Splenik arter ve ven Koledok

Inferior mezenterik ven
Unsinat proses

Superior mezenterik arter ve ven

Sekil 2.1: Pankreas anatomik parcalari.

Ekzokrin ve endokrin salgi salgr yapma 06zelligi olan pankreas hepatobiliyer sistem
icinde yer almaktadir ve karacigerden sonraki ikinci biiyiik glandiiler organdir. Beslenme ve

metabolizmanin diizenlenmesinde 6nemli gorevleri vardir[34].

Ekzokrin pankreas, sindirim enzimlerini sentezleyen, salgilayan ve bagirsaklara tagiyan
asiner ve kanal hiicrelerinden olusan bir tiibiil agidir. Asiniis, zimojen graniilleri halinde
pankreas sindirim enzimlerini igeren bir asiner hiicre kiimesidir. Salgilarini bir kanal sistemi
tizerinden duodenuma dokmektedir. Bu asiniis yapisinin i¢inde gomiilii, kii¢iik kiimeler halinde
Langerhans adaciklar1 adi verilen endokrin hiicreler vardir. Bu hiicre grubunda dort tip hiicre
bulunmaktadir. B-hiicreleri, toplam endokrin hiicrelerinin %75-80’ini olusturur ve insiilin
salgilanmasindan sorumludur. %15-20 oraninda bulunan a-hiicrelerinden glukagon, az sayidaki
d-hiicreleri somatostatin, daha da az sayidaki pankreatik polipeptid hiicreleri de pankreatik
polipeptit salgilanmaktadir (Sekil 2.2)[35, 36].



Endokrin:

Langerhans adacik
hiicrelerinden hormonlar kan
damarlarma salgilanir

Safra kanali

Kan daman

Pankreatik Ekzokrin:

kanal . s
Asinar hiicrelerden sindirim

enzimleri pankreatik kanala

Duodenum salgilanir

Sekil 2.2: Endokrin ve ekzokrin pankreas.[37]

2.2. PANKREAS KANSERI

Kanser diinya ¢apinda 6nemli bir halk saglig1 sorunudur. Pankreas kanseri en agresif ve
Oliimciil kanserlerden biridir. Pankreas kanserinin en yaygin sekli pankreas duktal
adenokarsinomudur. Pankreas kanserinin uzun vadeli sonucu son derece kotiidiir. Tanidan
itibaren genel medyan sagkalim siiresi tedavisiz 3-6 ay olup rezeksiyonel cerrahi ve adjuvan
tedavi ile yaklagik 23 aya ¢ikmaktadir. Pankreas kanseri genellikle ge¢ teshis edilir ve tiim
kanser tedavi modalitelerine diren¢ ve erken metastaz ile karakterize biyolojik bir fenotipe

sahiptir[38].

2.2.1. Pankreas Kanserinin Epidemiyolojisi
Kanser tiim diinyada 6nde gelen 6liim nedenlerinden birisidir. Kanser insidansi ve 6liim

orani diinya ¢apinda hizla artmaktadir. Bu durum sosyoekonomik gelisme ile iligkili olan kanser



icin ana risk faktorlerinin arttigin1 da gostermektedir[39]. Diinya Saglik Orgiitii'niin (WHO)
2019'daki tahminlerine gore 70 yasindan dnce kanser 183 iilkenin 112'sinde birinci veya ikinci

ve 23 iilkede tiglincii veya dordiincti 6liim nedenidir[40].

GLOBOCAN 2020 verilerine gore pankreas kanseri, kotii prognozu nedeniyle
neredeyse vaka kadar 6liimden sorumludur ve her iki cinsiyette de yedinci 6nde gelen kanser
6lim nedenidir. Avrupa, Kuzey Amerika ve Avustralya/Yeni Zelanda'da en yiiksek insidans
oranlarmna sahiptir. Tiim diinyadaki yeni vaka sayis1 496.000 olup insidans1 %2,6’dir, 466.000
oliim sayisiyla total kanserden 6liimlerin %4,7’sinin nedenini olusturmaktadir[41]. Pankreas
kanseri insidans oran1 2000 yilindan bu yana her y1l yaklasik %1 artmistir. Pankreas kanserine

bagli 6lim oran1 2000'li yillarin ortalarindan bu yana yilda %0,2 oraninda artmistir[42].

28 Avrupa iilkesinde yapilan bir ¢alismaya gore pankreas kanserinin 2025 yilina kadar

kanser 6liimlerinin iigiincii 6nde gelen nedeni olarak meme kanserini geride birakacagi tahmin

edilmektedir[43].

Pankreas kanseri, 2011-2017 yillar1 arasinda ABD’de 5 yillik sag kalim oran1 %11.0 ile
diger kanser tiirleri arasindaki en diisiik orana sahiptir[1]. Kiiresel olarak pankreas kanseri i¢in
2014 yilinda %6 olan 5 yillik sag kalim orani her y1l biraz daha artmaktadir. Bu durum ilerleme
kaydedildigini ve sag kalimi daha da iyilestirmeye acil bir ihtiya¢ oldugunu gostermektedir[44].
2022 yilinda ABD'de tahminen 62.210 yeni pankreas kanseri vakasi teshis edilecegi ve 49.830
kisinin bu hastaliktan Glecegi diisiiniilmektedir. Vakalarin %90'indan fazlasi, pankreasin
sindirim enzimleri ireten ekzokrin dokusunda gelismektedir[42]. EUROCARE-5 ortak
caligmasi, Avrupa iilkelerinde 2000 ile 2007 yillar1 arasinda pankreas kanseri tanisi konan
hastalarin verilerini analiz etmis ve yetigkin hastalar i¢in yasa gore standardize edilmis ortalama

5 yillik goreceli sagkalimin, 46 kanser tiirii arasinda en diisiik (%7) oldugunu gostermistir[45].

Tiirkiye Halk Sagligt Kurumu’nun 2017 yilinda yayimnladigi Tiirkiye Kanser
[statistikleri Raporuna gére Tiirkiye’deki kanser nedenli éliimlerin %6,4’{i pankreasin malign

tiimorleri nedeniyle olmaktadir[46].

2.2.2. Etiyoloji ve Risk Faktorleri
Pankreas kanseri ile iliskili gesitli risk faktorleri tanimlanmistir ve bu faktorler

degistirilebilir ve degistirilemez risk faktorleri olmak tizere iki kategoriye ayrilmaktadir.



Degistirilebilir risk faktorleri arasinda sigara, alkol, obezite, beslenme ve toksik

maddelere maruz kalma bulunmaktadir.

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

pankreatit bulunmaktadir.

2.2.2.1. Sigara

Sigara, pankreas kanseri i¢in en 6nemli gevresel risk faktoriidiir. Uluslararas1 Kanser
Arastirmalar1 Ajansi, sigara igmenin pankreas kanseri ile nedensel olarak iliskili oldugunu
dogrulamistir[47]. Pankreas kanseri riski, sigara igme siiresi ve giinliik igilen sigara sayisi ile
artmaktadir. Sigara icenlerde, icmeyenlere gore risk yaklasik iki kat daha fazladir; ek olarak,
82 calismanin dahil edildigi meta-analiz, pankreas kanserinin rolatif riskinin (RR) su anda
sigara icenler i¢in RR = 1.74 ve eski sigara igenler i¢cin RR = 1.2 oldugunu ve sigaray1
biraktiktan sonra en az 10 yil boyunca riskin devam ettigi belirlenmistir [48]. 2012 yilinda,
Avrupa Prospektif Kanser Arastirmasi (EPIC) calismasi, giinde icilen her bes sigara i¢in
pankreas kanseri riskinin arttigin1 ve ayrica pasif igiciligin pankreas kanseri riskini %50

artirabildigini gostermistir[49].

Pankreas kanseri ve sigara arasindaki olasi baglanti mekanizmalarini belirlemek igin
yapilan Onceki c¢aligmalar, tiitiine 6zgli nitrozaminler veya diger N-nitroso bilesiklerinin
uygulanmasiyla hayvanlarda pankreas tiimorlerinin - gelisebilecegini  gostermistir[44].
Mekanizma, tiitline 6zgii kanserojenlerin onkogenlerin aktivasyona ve tiimor baskilayici
genlerde mutasyona yol agmasi olabilir. Biiyiik olasilikla, heterosiklik aminler ve polisiklik
aromatik hidrokarbonlar gibi tiitiin duman1 dumani bilesenlerinin protoonkogenler tizerindeki
mutajenik etkisiyle (6zellikle Kras mutasyonlar1) baglantilidir[50]. Polisiklik aromatik
hidrokarbonlar organizmaya girdiginde, detoksifiye edici enzimler tarafindan DNA ile
etkilesime girebilecek formlara metabolize edilmektedirler. P450 enzim sisteminin (CYP1A
Sitokrom P450 1A ve CYP1B1 Sitokrom P450 1B1) aktivitesi sonucunda aktif epoksi
bilesikleri olusmaktadir. Bunlar daha sonra epoksi hidrolaz tarafindan DNA ile baglanabilen ve
P53 geni mutasyonuna yol agabilen diol epoksit tiirevlerine hidrolize edilmektedirler. Bu
nedenle, sigaranin neden oldugu onkogenlerin aktivasyonu ve tiimor baskilayict genlerin

mutasyonu, pankreas kanseri gelisimine ve ilerlemesine yatkin bir ortam yaratmaktadir[44].
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2.2.2.2. Obezite

Obezite pankreas kanserinin artan riski ile iligkilidir. Amerikan Kanser Dernegi'ne gore,
obez hastalar, saglikli viicut kitle indeksi (VKI) (18,5-24,9 kg/m2) olan kisilere gére daha
yiiksek PC riskine sahiptir[51].

Li ve dig. [52] tarafindan yapilan bir arastirmada, erken erigkinlik doneminde fazla
kilolu olmanin (VKI: 25,0 - 29,9 kg/m2) veya obez olmanin (VKI > 30 kg/m2) daha yiiksek
pankreas kanseri riski ile iliskili oldugunu bulmustur. Ayrica, ileri yastaki (30 - 79 yas) obezite,
daha diisiik genel sagkalim ile iliskilendirilmistir.

Larsson ve dig. [53] 83.053 kisi arasinda VKi'nin pankreas kanseri riski ile iliskisini
incelemis ve obez hastalarda pankreas kanseri riskinin normal kilolu hastalarla
karsilastirildiginda neredeyse iki kati oldugunu bulmustur. Yapilan bir baska meta analiz
calismasinda, VKI'deki genel 5 kg/m2'lik bir artisin, %12'lik bir pankreas kanseri riski artis1 ile
iliskili oldugunu kanitlamig, bu da obez bireylerin erken teshis i¢in gegerli bir hedef

olabilecegini one stirmiistiir[54].

Obezitenin metabolik bir sonucu, pankreastan insiilin salgilanmasinda artisa yol agan
insiilin direncinin gelismesidir. Hiperinsiilinemi, pankreasta lokal kan akigina ve hiicre
boliinmesinde artisa sebep olmaktadir. Yiiksek insiilin konsantrasyonlari, insiilin benzeri
biytime faktorii 1 (IGF-1) reseptoriinii aktive edebilmektedir. Artan insiilin, hiicre
proliferasyonunu desteklemek i¢in daha fazla IGF-1 salinimina neden olarak insiilin benzeri
biiylime faktorii baglayict protein-1'i downregiile edebilmektedir[44]. 2001°de yapilan bir
calisma, IGF-1'in PI3BK-mTOR ve MAPK sinyal yollarin1 aktive ederek kanser hiicrelerinin

biiylimesini ve ¢ogalmasini destekledigini kanitlamistir[55].

Obezite ve pankreas kanseri arasindaki iliski i¢in alternatif bir mekanizma, DNA hasar1
olusumu ile ilgilidir. Kanserli hastalarda obezite ve lipid peroksidasyonu ile iligkili DNA hasar1
arasinda pozitif korelasyonlar bulunmustur. Bu nedenle, bireylerde artan lipid
peroksidasyonunun pankreasta neden oldugu DNA hasarindaki artis, pankreas kanserinin VKI

ile iliskisi i¢in bir mekanizma olabilmektedir[44].

Son aragtirmalar, pankreas ¢evresindeki yag hiicrelerinin obezite ile iliskili bir
inflamatuar ortam iiretebilecegini bulmustur. Peripankreatik yag dokusu mikrogevresindeki

kanserle iliskili adipositlerin yani sira infiltre inflamatuar ve immiin hiicreler pankreas
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kanserinin ilerlemesini hizlandirabilen adipokin, proinflamatuar sitokin, kemokin ve biiyiime
faktorlerinin normalden daha yiiksek seviyelerde salgilayabilmektedir. Obezitede artan leptin
seviyeleri ve azalan adiponektin seviyeleri daha agresif bir malign fenotip ile iliskilidir[32].
Babic ve dig.[56] yaptig1 vaka kontrol ¢alismasi, yiiksek plazma leptin diizeylerinin yiliksek
pankreas kanseri riski ile iliskili oldugunu bulmustur. Artmis lipid metabolizmasi, hipoksik
tiimdr mikrogevresinde lipidlerin kullanimini artiran kanser invazivliginin 6nemli bir isaretidir.
Hipoksik bir mikro ortamda, adipositler, kanser hiicrelerine enerji saglayan daha fazla yag asidi
tiretmek i¢in lipoliz gegirmektedir. Bu nedenle, adipokinlerin sistemik dolasimi, adiposit aracili
inflamatuar ve immiinosupresif mikro ortam, pankreas kanserinin gelisimi ve ilerlemesi i¢in

uygun ortam olusturmaktadir[57].

2.2.2.3. Alkol

Pek ¢ok calismada, pankreas kanseri riski yiiksek alkol tiikketimi (giinde tigten fazla igki)
ile artarken, disiik ila orta derecede alkol alimi ile bir iliski bulunamamistir[58—60]. 2010'da
yapilan biiyiik bir vaka kontrol ¢alismasi, 60 g/giin veya daha fazla likor tiiketiminde bile riskin
arttigin1 gostermistir, ancak bira veya sarapla higbir iliski bulunamamistir[61]. 2018 yilinda
yapilan biiyiik bir prospektif calisma ise, omiir boyu alkol tiiketiminin pankreas kanseri
gelistirme riski ile pozitif olarak iligkili oldugunu, bira ve likorler icin tahmini riskin saraptan

daha belirgin oldugunu 6ne siirmiistiir[62].

Alkol dehidrojenaz (ADH) ve aldehit dehidrojenaz (ALDH) olmak iizere iki NAD'ye
bagimli enzim, esas olarak insanda alkol metabolizmasinda rol oynamaktadir. Viicutta alkol
once ADH oksidasyonu ile asetaldehite doniistiiriilmekte ve daha sonra atilim i¢cin ALDH
oksidasyonu ile asetaldehit toksik olmayan asetata doniistiiriilmektedir. insan karacigerinde,
ALDHI (sitosolik) ve ALDH2 (mitokondriyal) dahil olmak {iizere iki tiir ALDH vardir ve
fizyolojik  konsantrasyonlarda sadece mitokondriyal ALDH2 asetaldehiti asetata
oksitlemektedir. ALDH2*2 alleli varyanti, ALDH2 enzim aktivitesini 6nemli 6l¢iide azaltabilir

ve carpict bir genetik polimorfizm olan alkol yanitin1 etkileyebilmektedir[63].

Birgok Dogu Asya iilkesinde, azaltilmis enzim aktivitesi ile iligkili ALDH2*2 aleli,
poplilasyonun %30-50'sinde bulunmaktadir ve bu durum alkol metabolizmasindan {iretilen
kanserojen asetaldehitin birikmesi ile sonu¢lanmaktadir[64]. Asetaldehit, orta diizeyde etanol
(0.5 g/kg) alimindan sonra bile ALDH2*2 tasiyicilarinda birikmekte ve bu bireylerde alkole
bagli kanser gelistirme riskinin daha yiiksek olmasina yol agmaktadir[65]. Kanda ve dig.[66],
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alkoliin pankreas kanseri riski tizerindeki etkisinin, asetaldehitin hizli tiretimi veya yiiksek
birikimi ile iligkili oldugunu bulmuslardir, bu da asetaldehitin pankreas kanserinin potansiyel

mekanizmasinda 6nemli bir rol oynayabilecegini gostermektedir.

Ek olarak, alkol oksidatif stres ve lipid peroksidasyonunu indiikleyerek kanser
gelisimini destekleyebilmekte ve asir1 alkol tiikketimi de pankreas inflamasyonunu artirarak

timoriin ilerlemesini hizlandirabilmektedir[63].

2.2.2.4. Diyet

Diyet, pankreas da dahil olmak iizere farkli sindirim hastaliklar1 ve kanser riskini
etkilemektedir. Yapilan ¢aligsmalar baz1 gidalarin pankreas riskini arttiriken bazilarin ise bu riski
azalttigin1 gostermektedir. Folat, meyve, kirmizi et, tahillar ve yag gibi beslenme faktorlerinin

pankreas kanseri riskini etkileyebilecegi gosterilmistir[44].

Kirmizi et (6zellikle yiiksek sicaklikta pisirildiginde), islenmis et, kolesterol, kizarmig
yiyecekler ve nitrozamin iceren diger yiyeceklerin tiiketimi pankreas kanseri riskini
artirabilmektedir[67, 68]. Etteki kanserojenlerin ve islenmis etleri korumak i¢in kullanilan nitrit
veya N-nitroso bilesiklerinin pankreas kanserine olusumuna katkida bulundugu
diistintilmektedir[69]. Yapilan bir meta-analizin sonuglari, kirmizi et aliminin pankreas kanseri
riskini yaklagik %48 oraninda artirdigini, 6te yandan, 6zellikle narenciye ve antioksidanlarla
zenginlestirilmis sebze ve meyvelerin yiiksek aliminin koruyucu bir etkiye sahip oldugunu ve
riski %38 oraninda azalttigin1 gostermektedir[70]. Pankreas kanseri morbiditesi verilerini
analiz eden bir bagka ¢alismada pankreas kanseri insidans oranlari ile kolesterol, hayvansal yag
tilketimi, seker ve alkol arasinda pozitif bir iliski bulunmusken, meyve, folat alimi, kiimes

hayvanlari eti, tahillar ve lif arasinda negatif bir iligki oldugu gosterilmistir[71].

Bununla birlikte, bazi ¢alismalar bu bulgular1 desteklememistir[72] veya yalnizca
erkekler arasinda iliski oldugunu belirtmistir[73]. Ek olarak, Rohrmann ve dig. [74] yaptiklari
genis capl bir ¢calismada, pankreatik kanser riski ile kirmizi et, islenmis et ve balik tiiketimi

arasinda higbir iligki bulunmazken, kiimes hayvani tiikketimi artmis risk ile iligkilendirilmistir.

Kirmizi etin bir demir kaynagi olmasi nedeniyle serbest radikalleri artirabilecegi
diistintiliirken, meyvelerin, C vitamini ve diger antioksidanlar1 icermeleri nedeniyle serbest
radikalleri ve reaktif oksijen molekiillerini yakalayarak oksidatif hasara kars1 koruyucu olmalari

bunlarin pankreas: kanserine karsi koruyucu olduklarmi disiindiirmektedir[75]. Ayrica,
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meyvelerdeki flavonoidler, sitokrom P450 enzimleri veya detoksifiye edici ve hiicresel
savunma enzimleri tarafindan karsinojenlerin metabolik aktivasyonunu inhibe etmektedir. Bazi
caligmalar, tam tahilli veya yiiksek lifli gidalarin, insiilin direnci, trigliseritler ve yiiksek
lipoprotein seviyeleri ile iliskisi ile agiklanabilecek pankreas kanseri riskini azaltabilecegini
desteklemektedir[76].

2.2.2.5. Mesleki Maruziyet

Mesleki maruziyetler ve pankreas kanserine iliskin yapilan bir meta-analiz, nikel
maruziyeti ile riskin arttigini bildirmistir[77]. Nikelin kanserojen mekanizmalari, artan DNA
metilasyonunu, DNA onarimini inhibe etmeyi ve reaktif oksijen tiirlerinin olusumu yoluyla
apoptozu indiiklemeyi icermektedir[78, 79]. Ek olarak, az sayida ¢alisma kadmiyuma maruz
kalma ile arsenik ve pankreas kanseri riski arasinda bir baglant1 bulmustur. Kadmiyum, insan
pankreasinda biriktigi ve pankreas kanseri riskini ve mortalitesini arttirdig1 bilinen esansiyel
olmayan bir metaldir[80]. Kadmiyum pankreas hiicrelerinin farklilagmasina neden olmakta,
DNA onarimini inhibe etmekte ve insan pankreas kanserinde eksprese edilen birka¢ onkogen
veya timor baskilayici proteinin aktivitesini indiiklemekte veya diizenlemektedir[81,82].
Arsenik maruziyeti artmis kanser riski ile iliskilendirilmistir ancak pankreas kanseri ile iligkisi
hakkinda ¢ok az yaym yapilmistir [83]. Temel bir mikro besin maddesi olan selenyum, pankreas
dahil olmak {iizere birgok kanser riski ile ters olarak iliskilendirilirken[84-86], 1989'da
yaymlanan sadece bir ¢aligma, yiiksek selenyum nedeniyle pankreas kanseri riskinin arttigini

gostermektedir[87].

2.2.2.6. Cinsiyet

Pankreas kanseri erkeklerde kadinlara gore daha sik goriilmektedir. Kiiresel olarak,
pankreas kanseri insidansi erkekler i¢in 100.000'de 5.7 ve kadinlar igin 100.000'de 4.1'dir[41].
Pankreas kanseri erkeklerde ¢evresel veya mesleki risk faktorlerinin yani sira yogun sigara igme
ve yiiksek alkol alimi gibi yasam tarzlar1 nedeniyle ortaya ¢ikmaktadir; bununla birlikte,
erkeklerde ve kadinlarda kanser insidanst ve mortalitesini etkileyen heniiz kesfedilmemis

genetik faktorlerin varlig1 da diistiniilmektedir[88].

2.2.2.7. Yag
SEER Kanser lstatistikleri derlemesi, pankreas kanserinin agirlikli olarak daha yasl bir
poplilasyonun hastaligi oldugunu ve hastalarin ¢ogunun 50 yasin {izerinde oldugunu

belirtmektedir[89]. Yapilan ¢alismalar, pankreas kanseri gelisme riskinin yasla birlikte arttigini
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ve en yiiksek pikin 60 ile 80 yaslari arasinda goriildigiinii gostermistir[1,41]. Nadiren 40
yasindan Once ortaya c¢ikmaktadir ve pankreas adenokarsinomu vakalarmin yarisindan
fazlasinin ortalama yas1 71'dir. Hastaligin ge¢ yasta baslamasinin nedeni heniiz belli degildir.

Bu konuda daha ileri ¢alismalara ihtiya¢ vardir[88].

2.2.2.8. Etnik Koken

Bir¢cok calisma, pankreas kanseri insidansinda irklar arasinda onemli farkliliklar
oldugunu gostermistir[88,90]. Afrikali-Amerikalilar i¢in pankreas kanseri insidans oranlari
Kafkasyalilardan daha yiiksekken, insidans Asyali-Amerikalilarda ve Pasifik Adalilarinda en
diisiiktiir[42]. Genel olarak, siyah insanlarda pankreas kanseri riski, diger herhangi bir irk
grubuna gore oldukga yiiksektir[91]. Irklar arasinda pankreas kanseri insidansindaki farkliliklar

diyet, alkol, sigara ve D vitamini yetersizligi gibi degistirilebilir risk faktorlerine baglanabilir.

Cinli, Japon ve Batili hastalar arasinda onkogen mutasyonlarini ve biyobelirte¢ immiin
ekspresyonunu karsilastiran ¢aligmalar, pankreas kanserli Asyali hastalarin Batili hastalardan
farkli KRAS ve p53 ekspresyonlaria sahip oldugunu gostermektedir. Her irkin sahip oldugu
genetik ve molekiiler cesitliligin pankreas kanseri insidansini etkileyebildigini ve pankreas
kanseri tedavisinden sonra hayatta kalma oranlarindaki farki agiklayabilecegini One
stirmektedir[92, 93]. Genel olarak, Asyali hastalarin Asyali olmayan hastalardan daha iyi bir

sag kalim oranina sahip oldugu gériilmektedir[94]

2.2.2.9. Genetik Faktorler

Genetik varyasyon veya Germ-hatti mutasyonu pankreas kanseri riskinin artmasinda
onemli bir rol oynamaktadir[95]. Pankreas kanserli hastalarin yaklasik %10'unda gen
varyasyonlar1 veya hastalig1 gelistirmeye yonelik degisiklikler gibi bazi genetik yatkinliklar
vardir[96] KRAS, BRCAL, BRCA2, PALB2, ATM, CDKN2A, APC, MLH1, MSH2, MSHS,
PMS2, PRSS1 ve STK11 gibi pankreas kanserinin kalitsal formlarinda yer alan birka¢ germ
hatti mutasyonu tanimlanmistir[97]. Onkojenik KRAS''!n mutasyonu, pankreas kanserindeki
ana olaydir ve KRAS proteinini kalici olarak aktive ederek hiicrelerde cesitli sinyal yollarini ve
transkripsiyon faktorlerini aktive etmek icin molekiiler bir anahtar olarak gorev yapmakita,
hiicre proliferasyonunu, go¢iinii, transformasyonunu ve hayatta kalmasini indiiklemektedir[98].
Pankreas kanserinin ayrica Lynch sendromu, Ailesel Atipik Coklu Mole Melanom (FAMMM)
sendromu, Peutz-Jeghers sendromu, kalitsal meme ve yumurtalik kanseri sendromu, ailesel

adenomato6z polipozis ve Li-Fraumeni sendromu gibi bazi ailesel kanser sendromlart ile iliskili
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oldugu bulunmustur. Germ-hattt BRCA2 gen mutasyonlari, kalitsal pankreas kanserinin bilinen
en 6nemli nedenidir ve ailesel pankreas kanseri olan ailelerin %5-17'sinde tanimlanmistir[99].
PALB?2 bir pankreas kanserine yatkinlik geni olarak tanimlanmistir ve ailesel pankreas kanseri

olan hastalarin %3'line kadar germ hatt1 mutasyonlari kaydedilmistir[100, 101].

2.2.2.10. Aile Hikayesi

Pankreas kanserli bireylerin yaklasik %35-10"unun ailede pankreas kanseri Oykiisii
oldugu tahmin edilmektedir[88, 102]. Bu malign hastalig1 olan ailelerin ileriye doniik analizi,
ailesel pankreas kanseri olan bireylerin birinci derece akrabalarinin genel popiilasyona gore
dokuz kat artmig pankreas kanseri riskine sahip oldugunu gostermektedir[103]. Bu risk, ailede
en az iki birinci derece akrabada pankreas kanseri oldugunda iki katina ¢ikmaktadir[104], {ig
veya daha fazla birinci derece akrabada pankreas kanseri oldugunda 32 kat artmaktadir[97].
Ayrica, kanitlar ailesinde geng baslangigli ailesel pankreas kanseri vakasi olan (yas < 50 yas)
kisilerde riskin sporadik pankreas kanseri vakasi olanlara kiyasla en yiiksek oldugunu
gostermektedir[105]. Ailesel pankreas kanserli hastalarda sporadik pankreas kanserli
hastalardan daha fazla prekanserdz lezyonlarin bulundugu ve ekstra pankreas kanserleri

gelistirme riski daha yiiksek oldugu gosterilmistir[102].

2.2.2.11. Diabetes Mellitus

Diabetes mellitus (DM), diinyadaki en énemli halk sagligi sorunlarindan biridir. Hem
tip I hem de tip I diyabet ile pankreas kanseri riski arasindaki pozitif iligki ¢ok sayida calismada
bildirilmistir. Pankreas kanserinde DM prevalansi %4 ile %65 arasinda degismektedir[106]. Bu
nedenle, DM'li bireyler 6nemli olgiide artmis pankreas kanseri riskine sahiptir. Diabetes
mellitus, 6zellikle Asyalilar ve Hispanik erkeklerde, Beyazlar ve Siyahlara kiyasla pankreas
kanseri gelisme riskinde 1.8 kat artig ile iliskilidir[107]. Diyabeti olmayan hastalarla
karsilastirildiginda, yakin zamanda diyabet teshisi konanlarin pankreas kanseri gelistirme

riskinde yaklasik 7 kat artis goriillmektedir [108].

DM ve pankreas kanseri arasindaki potansiyel iliskiyi agiklamak i¢in ¢esitli biyolojik
mekanizmalar belirtilmistir. DM, insiilin direnci ve artan IGF-1 seviyeleri ile iliskilidir.
Hiperinsiilinemi, prediyabetli veya erken tip 2 DM'li hastalarda obezite ve insiilin direncine
bagl olarak, gbzlenen pankreas kanseri gelisme riskinde artisa neden olabilmektedir. Kandaki
yiiksek adacik hormonlari seviyesi, dogrudan asiner ve duktal hiicre gruplarina ulagarak asiner

ve duktal hiicrelerin hayatta kalmasini ve ¢ogalmasini desteklemek icin IGF-1 reseptorleri
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tizerinde etki etmektedir. IGF-1 ve IGF-1R, pankreas kanseri hiicre hatlarinda yiiksek oranda
eksprese edilmektedir, bu da artan proliferasyon, invazyon ve anjiyogenez tesvikine yol

acabilmektedir[109, 110].

Pannala ve dig.[111] DM ve pankreas kanseri arasinda bir “ikili nedensellik” oldugunu
one siirmektedir. Hem uzun siiredir devam eden tip 2 DM pankreas kanseri gelisimi i¢in bir risk
faktoriidiir, hem de birgok hastada pankreas kanserinin diyabetin bir nedeni oldugu

varsayilmaktadir. Ozetle, DM hem olas1 bir risk faktorii hem de PC'nin erken bir belirtisidir.

Yapilan ¢alismalarda oral anti-diyabetik ilaglar veya insiilin kullanimi, pankreas kanseri
riskinin azalmasiyla iliskilendirilmistir[108, 112]. Pankreas kanseri ve periferik insiilin direnci
olan bazi hastalarda, tlimdriin ¢ikarilmasi, glukoz metabolizmasini iyilestirmis, bu da degisen

glukoz metabolizmasinin tiimoriin bir sonucu olabilecegine dair kanit saglamistir[88]

2.2.2.12. Enfeksiyon

Esas olarak midede bulunan Helicobacter pylori (H. pylori), diinya niifusunun yarisini
kronik olarak enfekte eden Gram-negatif mikroaerofilik bir patojendir. H. pylorinin mide
kolonizasyonu oldukga yiiksek pankreas kanseri riski ile iligkili bulunmustur[113]. Risch ve
dig.[114]tarafindan yapilan ¢alismada, H. pylori ile enfekte kisilerde pankreas kanseri riskinde
artis oldugu bildirilmistir. Bunun arkasindaki varsayimsal mekanizmalardan biri, H. Pylori
kolonizasyonunun sigara veya diyet kaynaklariyla tasinan N-nitrozaminlerin pankreas
kanserojen etkisini arttirmasidir. Bu etki, H. pylori'nin kendisinin gesitli viriilans ve diger
ozellikleri tarafindan organizmaya kars1 olusturulan enflamatuar tepkileri ve konakgi-
organizma etkilesimleri tarafindan diizenlenmektedir[115]. Diger taraftan, bir¢ok ¢aligmada H.
pylori enfeksiyonu ile pankreas kanseri riski arasinda herhangi bir iliski

gozlemlenmemistir[116].

Bazi ¢aligmalar, pankreas kanseri ile hepatit B ve C viriisii gibi bazi kronik enfeksiyonlar

arasindaki iliskiyi de bildirmistir[88, 102].

2.2.2.13. ABO Kan Grubu

ABO kan grubunun kanser biyolojisindeki rolii birgok arastirmaci tarafindan yogun bir
sekilde incelenmistir. Yapilan ¢calismalarda A kan grubuna sahip bireyleri i¢in pankreas kanseri
riskinin arttigin1 gézlemlenmistir[63]. ABD'de yapilan bir kohort ¢alismasisi A, B ve AB kan

gruplarina sahip bireyleri O kan grubuna sahip bireyler ile karsilastirdiginda pankreas kanseri
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riskini artmis bulmustur[117]. 2016°da 1,6 milyon kan donorii ile yapilan bir kohort ¢alismasi,
A kan grubuna sahip olmanin artan pankreas kanseri riski ile iliskili oldugunu

gostermistir[118].

Ben ve dig.[119] 1.431 Cinli hasta izerindeki ¢alismasi, O kan grubuna sahip hastalarin
genel sagkaliminin, O olmayan kan grubuna kiyasla daha uzun oldugunu gostermistir. El Jellas
ve dig.[120] rezekte edilmemis vakalar arasinda A kan grubu ve Al alt tip prevalansinin en
yiiksek oldugunu, rezekte edilmemis vakalarin en diisiik O kan grubu sikligina sahip oldugunu,
kan grubu O olan hastalarin rezekte edilmemis olgular grubunda O olmayan hastalardan daha

uzun siire hayatta kaldigini bildirmistir.

Ek olarak, O olmayan kan grubuna sahip bireylerde, H. pylori kolonizasyonu ve
pankreas kanseri riski arasindaki iliski bir meta-analiz ¢alismasinda tanimlanmustir. Hipotez,
gastrointestinal miisinlerde terminal A veya B kan grubu antijenlerinin varliginin H. pylori
baglanma 6zelliklerini etkiledigi ve dolayistyla H. pylori i¢in seropozitifligi olan O kan grubu

olmayan bireylerde pankreas kanseri riskinin daha 6nemli oldugunu gostermektedir[121].

2.2.2.14. Pankreatit

Pankreatit, akut veya kronik olabilen pankreas iltihabidir. Pankreastan zimojen formda
saliman sindirim enzimlerinin aktivasyonunun ince bagirsakta serbest birakilmadan once
gerceklesmesi nedeniyle olusur. Pankreas hasarina neden olabilen tekrarlayan akut pankreatit
ndbetleri, pankreasin tamamen yok edilmesiyle sonuglanan ilerleyici, yikici bir inflamatuar
stireci indiikleyip glandiiler hasara neden olarak kronik pankreatite yol agabilmekte ve diyet
besinlerinin emilim bozuklugu, diabetes mellitus ve siddetli agri ile sonuglanmaktadir[122].
Akut pankreatitin pankreas kanserinin erken bir belirtisi olabilecegi bildirilmistir. Rijkers ve
dig. [123], ilk akut pankreatit vakasi gegiren ve kronik pankreatite ilerlemeyen hastalarda
pankreas kanseri gelisme riskinin %0.4 oldugunu, ancak kronik pankreatite ilerleyenlerde
pankreas kanseri riskinin 9 kat arttigim1 bulmuslardir. Ozellikle kronik pankreatite ilerleyen
hastalarda, ilk akut pankreatit vakasindan sonra yapilacak pankreas kanseri taramasinin,
potansiyel olarak daha iyi tedavi edilebilir rezeksiyonlar ve daha iyi sagkalim ile
sonuglanabilecegini belirtmislerdir. Tekrarlayan akut pankreatit ataklariin sayisindaki artigin,
pankreas kanseri gelisme riskinin artmasiyla iligkili oldugu belirtilmektedir[124]. Kronik

pankreatit tedavisi i¢in ameliyat olmasi gereken hastalarda pankreas kanseri gelisme riski ¢cok
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yiiksektir ve erken cerrahi miidahale kronik pankreatitin pankreas kanserine ilerlemesini

onlemede rol oynayabilmektedir[125].

Katyonik tripsinojen geni (PRSS1) ve serin proteaz inhibitérii Kazal tip 1 geni
(SPINK1) ile iliskili mutasyonlara sahip kalitsal pankreatitli hastalarda beklenenden 50-60 kat
daha fazla pankreas kanseri gelisme riski goriilmektedir[126]. Bu mutasyonlara sahip kisilerde
daha geng yaslarda pankreatit tanisi riski ve bu hastalarin bazilarinda daha geng yasta pankreas

kanseri tanis1 riski artmaktadir[127].

2.2.3. Pankreas Kanserinin Histolojik Tipleri
Pankreasin primer tiimorlerinin ¢ogu maligndir ve ¢ogunlugu duktal karsinom olarak
smiflandirilir. Pankreas neoplazmalariin en yaygin patolojik siniflandirmasit Tablo 2.1°de

verilmistir[128].

Pankreas duktal adenokarsinomu (PDAC) ve varyantlari, tiim pankreas karsinomlarinin
%90'11 olusturmaktadir. Cogunlukla sporadik kanserlerdir. PDAC’larin yaklasik %60-70'i
pankreasin basinda ortaya ¢ikmakta, geri kalami viicutta (%15) ve kuyrukta (%15)
bulunmaktadir. Tan1 aninda ¢ogu pankreas adenokarsinomu pankreasin dtesine yayilmistir ve

nodal metastazlar yaygindir. [129].
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Tablo 2.1: Pankreas neoplazmlari ve alt tipleri.

Pankreas Neoplazmlari

Alt Tipleri

Duktal Adenokarsinoma [M8500/3]

Farklilasmamis Karsinom

Sarkomatoid Karsinom/Karsinosarkom

Asiner Hiicreli Karsinom

Ser6z Kistik Neoplazmalar

Miisindz Kistik Neoplazmalar (MCNS)

Intraduktal Papiller Miisindz Neoplazmalar

Intraduktal Papiller Miisindz Neoplazm, Borderline

Intraduktal Papiller Miisindz Karsinom

Tibiiler Tip [M8211/3]

Miisindz Tip

Taslh Yiiziik Hiicreli Tip
Adenoskuamoz Karsinoma

Berrak Hiicreli Tip

Karma Duktal Endokrin Karsinoma
Anaplastik Dev Hiicreli Karsinom

Osteoklastik Dev Hiicreli Karsinom

Asiner Hiicreli Sistoadenokarsinom [M8551/3]
Karisik Asiner-Endokrin Karsinom [M8154/3]
Karisik Asiner-Duktal Karsinom [M8154/3]
Karisik Asiner Endokrin Duktal Karsinom
Mikrokistik Seréz Kistadenom [M8441/0]
Makrokistik Seréz Kistadenom
Miisindz kistadenom [M8470/0]
MCN Borderline [M8472/1]
Miisinéz kistadenokarsinom, NOS [M8470/3]
o Invaziv olmayan [M8470/2]
o Invaziv

Intraduktal papiller miisindz adenom [M8453/0]

Noninvaziv [M8453/2]
Invaziv [M8453/3]

2.2.4. Molekiiler Patogenezi

PDAC, normal mukozadan spesifik oncii lezyonlara ve nihayetinde invaziv maligniteye

kadar bir dizi asamali mutasyonu takiben gelismektedir (Sekil 2.3)[130]. Bu malignitenin en

1yi karakterize edilen {i¢ 6nciisii pankreas intraepitelyal neoplazisi (PanIN), intraduktal papiller

miisindz neoplazmalar (IPMN) ve miisin6z kistik neoplazmalardir (MCN)[129].
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Sekil 2.3: Normanl pankreatik kanal yapisindan pankreas adenokarsinomuna ilerleme
sirasindaki olaylar.[130]

2.2.4.1. PanIN

PanIN, pankreas kanallarinda meydana gelen, invaziv olmayan ve genellikle 0,5 cm'den
kiiglik mikroskobik bir lezyondur [129]. Epitelyal atipiye gore 3 alt gruba ayrilir. 1) PanIN-1
(minimal atipi), 2 alt grubu vardir; A) PanIN-1A (diiz tip) B) PanIN-1B (papiller tip); 2) PanIN-
2 ve 3) PanIN-3 (sinirli atipi) [131]. PanIN-1A ve PanIN-1B minimal sitolojik ve yapisal atipi
gosteren erken lezyonlardir; PanIN-2 lezyonlari, sik papiller olusumu ile birlikte hafif ila orta
derecede atipi gostermektedir ve "in situ karsinoma" olarak da adlandirilan PanIN-3 lezyonlari,
agirlikli olarak papiller bir patern ile ciddi sitolojik ve yapisal atipi gostermektedir [132]. PanIN

tip 1, 2 ve 3’te diisiikten yiiksek dereceye kademeli bir ilerleme gostermektedir, bu ilerleme ile
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birlikte genetik ve epigenetik mutasyonlar birikmektedir. Bir 6ncii neoplastik klonun, malign
bir klona doniismesinin 10 yildan fazla siirdiigli ve ardindan metastatik alt klonlarin ortaya
cikmast i¢in birka¢ yil daha siirdiigli tahmin edilmektedir. PanIN mutasyonlarla iliskilidir,

prevalansi yasla birlikte artmaktadir ve genellikle pankreasin basinda yer almaktadir[38].

2.2.4.2. IPMN

IPMN, PanIN’den sonra ikinci major pankreas kanseri 6ncii lezyonudur. IPMN’ler, ana
veya dal pankreas kanallarindan kaynaklanabilen invaziv olmayan, heterojen bir Kistik
makroskopik lezyon grubudur. Bu tiimoérler siklikla biiylik miktarlarda miisin tiretmektedir ve
bu da duktal dilatasyona ve bazen de pankreas kanalinin tikanmasinin bir sonucu olarak
pankreatite yol agmaktadir. Dort histolojik alt tip tamimlanmustir (gastrik, intestinal,
pankreatobiliyer ve onkositik). Pankreas yan dal kanali IPMN’leri esas olarak gastrik
fenotiptedir. Intestinal tipi ¢ogunlukla kolloid veya tiibiiler tipte invaziv kansere ilerleyen
pankreas ana kanal IPMN'de goriilmektedir [133].

2.2.4.3. MCN

Miisindz kistik neoplazmalar (MCN), cogunlukla bezin govdesi veya kuyrugunda
ortaya ¢ikan pankreasin biiyiik premalign lezyonlaridir. Genellikle soliterdir ve boylar1 5 ile 35
cm arasinda degisebilmektedir. Kalin/fibrotik duvarhidirlar ve miisin, hemorajik sivi ve nekrotik
materyal icerebilirmektedirler. MCN’ler pankreatik kanalla baglantili degildir ve tipik olarak
birkag septasyona sahip benzersiz, unilokiiler veya plurilokiiler kistlerdir. Genellikle kalin bir
duvar gosterirler (>2 mm) ve patognomonik over tipi stroma ile gevrilidirler[131,133].
Mikroskopik olarak displazi siddetine gore a) hafif MCN b) orta MCN ve c¢) siddetli MCN
olarak 3 gruba ayrilmaktadir. Makroskopik olarak ise soliter, multilokiiler ve unilokiiler olmak
tizere 3 gruba ayrilmaktadir. Genellikle yavas biiylirler, epigastrik rahatsizlik ve sigkinlige
neden olabilmektedirler ve abdominal kitle taramasi sirasinda tesadiifen saptanmaktadirlar
[131].

2.2.5. Genetik Degisiklikler

Yapilan ¢alismalar PDAC’1n dort yaygin genetik degisiklikle karakterize, molekiiler
olarak heterojen bir hastalik oldugunu ortaya koymustur. Bunlar onkojenik KRAS mutasyonu,
timor baskilayict genlerin inaktivasyonu, TGF-B/SMAD4 degisiklikleri ve telomer

anormallikleridir.
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2.2.5.1. Onkojenik KRAS Mutasyonlari

Aktive edici Kristen rat sorkoma virtis (KRAS) mutasyonlari, PDAC ilerlemesinin
tanimlayict genetik 6zelligidir ve PDAC'n yaklasik 9%92'sinde bulunmaktadir. RAS siiper
ailesinin bir iiyesi olan KRAS, hiicre ¢ogalmasi, farklilagmasi, canliligi ve gogii dahil olmak
tizere gesitli hiicresel siiregleri diizenleyen kiigiik bir GTPaz’1 kodlamaktadir. Normal fizyolojik
kosullar altinda, KRAS, GTP'ye bagh aktif formu ve GDP’ye bagl inaktif formu arasinda
dongili yapmaktadir. Bu iki durum arasindaki gegis, KRAS’in GTP'yi hidrolizini aktive eden
GTPaz aktive edici proteinler ve GDP’nin ayrilmasini saglayan guanin niikleotid degisim
faktorleri tarafindan diizenlenmektedir. Pek ¢ok kanser tiirtinde, KRAS GTP'yi hidrolize etme
yetenegini bozan mutasyonlara ugramaktadir[134]. PDAC’da en yaygin olan kodon 12’deki
KRAS nokta mutasyonlari, niikleotit baglanma bdlgesinin yakininda meydana gelir, KRAS’1
GAP'lere kars1 duyarsizlastirir ve GTP hidrolizini inhibe ederek yapisal olarak aktif bir KRAS
olusmasina neden olmaktadir. KRAS mutasyonu, RAF/MEK/ERK ve fosfatidilinositol 3 kinaz
(PI3K) dahil olmak {izere temel mitojenik ve hayatta kalma sinyal yollarmin aktivasyonlarina
yol agmaktadir[135]. Genetigi degistirilmis fare modellerinin in vivo ¢alismalari, PanIN'lerin
KRAS' aktive eden mutasyonlarin bir sonucu olarak gelistigini, ancak tek basina PDAC'ye yol
acmadigin1 gostermistir. Malign tiimor ilerlemesi i¢in ¢oklu tiimor baskilayict genlerin

(CDK2NA, P53 ve SMAD4) izleyen ve kombine inaktivasyonu da gereklidir [134].

2.2.5.2. Tiimor Baskilayici Genler

Timor baskilayici genler, hiicre dongiisii durmasini, apoptozu veya yaslanmayi
indiikleyerek onkojenik mutasyonlarinin varliginda hiicre ¢ogalmasini kisitlamaktadir. Bu
genlerin fonksiyonel inaktivasyonu tiimor gelisimi i¢in esastir. PDAC’de bir dizi timor
baskilayic1 gen fonksiyonel kayba ugramaktadir. PDAC’da fonksiyonel kayba ugrayan en
yaygin li¢ gen CDKN2A, TP53 ve SMAD4/DPC4°diir. Bu genlerin inaktivasyonu, onkojenik
KRAS mutasyonunun ortaya ¢ikmasini takiben sirali bir sekilde gergeklesmektedir (Sekil
2.4)[134].
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[Duklalepilclhiicresi] [ PanIN-1 ) [ PanIN-2 ] [ PanIN-3 (CIS)] [ PDAC ]

NN N N

Analtar genetik KRAS TP53
e CDKN2A
degisiklikler: Telomer kisalmast SMAD4

Nadir mutasyonlar: LKB1 SHH

BRCA1/2

Sekil 2.4: Pankreas adenokarsinomunda gerceklesen genetik degisiklikler.

Siklin bagimli kinaz inhibitér 2A(CDKN2A) inaktivasyonu, tipik olarak PDAC'nin
gelismesinden 6nce orta derecede gelismis PanIN'lerde tespit edilmektedir. CDKN2A, sikline
bagiml bir kinaz inhibitérii olan p16'™K4A proteinini kodlar. p16'™K*A retinoblastoma duyarl
timor baskilayici proteinin (RB) siklin bagimli kinaz 4/6 (CDK4/6) aracili fosforilasyonunu
inhibe ederek hiicre dongiisiiniin S fazina girisini engellemektedir. PDAC'de gozlenen en erken
ve en sik degisen tiimor baskilayict gendir. Tiimorlerin yaklasik %95', ikinci alel kaybi (%40),
homozigot delesyon (%40) veya promotor hipermetilasyonu (%15) ile birlikte intragenik
mutasyonun bir sonucu olarak bu genin fonksiyonel kaybini sergiler[134,138]. CDKN2A
ayrica diger bir timér baskilayici p14”RF (alternatif okuma cercevesi geni/protein 14) proteinini
kodlar [135]. p14“RF, p53'iin aktivitesini ve stabilitesini kontrol eden bir E3 ubikuitin ligaz olan
MDM2 (Mouse double minute 2 homolog )'nin fizyolojik inhibitoriidiir ve p14-RF aktivitesinin
kaybi, p53'iin kaybina benzer bir etkiye sahip olabilmektedir[136]. p14~RF, G2 fazinda hiicre
dongiisii durmasini ve ardindan p53'e bagimli ve p53'ten bagimsiz bir sekilde apoptozu indiikler
ve bu nedenle bir timoér baskilayici olarak kabul edilmektedir[137]. CDKN2A geninde
mutasyonlara sahip pankreas kanserlerinde, hem p16™NK%A hem de p14”RF tiimoér baskilama

yollarinin kayb1 ortaya ¢ikmaktadir[138,139].

PDAC'deki bir diger onemli tiimor baskilayict gen, p53 transkripsiyon faktoriinii
kodlayan TP53'tiir. Hiicre stresine ve/veya onkogen aktivasyonuna yanit olarak p53 hiicre
dongiisii durmasi, apoptoz, DNA hasar1 onarimi ve hiicresel metabolizma ile ilgili genlerin
aktivasyonunu hedeflemektedir[135]. Bu genin fonksiyonel kaybi, yanlis anlamli mutasyon ve
heterozigotluk kaybinin bir sonucu olarak tiimoérlerin %75'ine kadar gézlenmektedir. Amino

asit degisimi, p53'iin DNA'y1 baglama yetenegini bozmakta, bdylece bir transkripsiyon faktorii
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olarak islevini ortadan kaldirmaktadir. Sonug olarak, mutant p53, hiicresel strese veya DNA
hasarma yanit olarak hiicre dongiisii durmasimi veya apoptozu destekleyen genlerin
ekspresyonunu indiikleyemez[134, 130]. p53'in inaktivasyonu tipik olarak CDKN2A kaybini
takiben gelismis PanIN'lerde gozlenmektedir [140]. PDAC'deki TP53 mutasyonlarinin,
hastaligin yiliksek oranda metastatik dogasina katkida bulundugu gosterilmistir[141]. TP53
kayiplarinin, pankreatik timor biiyiimesini ve gemsitabin tedavilerine direnci tegvik etmek icin
Janus kinaz/sinyal doniistiiriici ve transkripsiyon aktivatorii 3 (JAK2/STAT3) sinyal yolunu
aktive ettigi, bunun da koti prognoz ve diisiik hasta sagkalimiyla iliskili oldugu
belirtilmistir[142].

2.2.5.3. TGF-p/SMAD4 Degisiklikleri

SMAD4 (Mothers against decapentaplegic homolog 4/ DPC4) geni ¢ogalma, hiicre
gocti, apoptoz ve epitelyal-mezenkimal gegise (EMT) aracilik eden bir yol olan doniistiiriici
biiylime faktorii beta (TGF-P) sinyal kaskadinin anahtar transkripsiyonel diizenleyicisidir [135].
TGF-p sinyal yolundaki degisiklikler, hem apoptozu hem de invazyon ve metastazi indiikledigi
icin PDAC patogenezinde 6nemli rol oynamaktadir. SMAD4 mutasyonlart ve homozigot
delesyonlari PDAC tiimor gelisimine yol agmaktadir[143]. PDAC vakalarinin yaklasik %90
SMADA4 lokusu i¢in heterozigosite kaybi sergilemektedir[134]. Timérlerin ~%50 ila %60'inda
SMAD4 fonksiyonunun kayb1 bulunmaktadir ve cerrahi hastalarda kotii sonuclarla
iligkilidir[135]. SMAD4 inaktivasyonu, yalnizca PanIN-3 lezyonlarinda ve invaziv tiimorlerde
saptanan geg bir olaydir[144]. SMAD4 kaybi, ROS indiiksiyonu ve otofajinin tesvik edilmesi

nedeniyle pankreas kanserinin radyoterapiye direncini saglamaktadir [145].

2.2.5.4. Telomer Anormallikleri

Telomerler, lineer kromozomlarin uglarini koruyarak genomun biitiinliiglinii koruyan
0zel niikleoprotein yapilaridir. Bu yapilar, DNA replikasyonu nedeniyle hiicre boliinmesi
nedeniyle kisalmaktadir. Telomerler kritik derecede kisaldiginda, kardes kromatitler uclarinda
birleserek bir koprii olusturabilmekte ve bu baglanti anafaz sirasinda bir sorun teskil
etmektedir[134]. Mitoz boliinme sirasinda kaynasmis kardes kromatitler kirildiginda,
kromozomal kirilma bélgelerinde bolgesel amplifikasyonlar1 ve delesyonlar1 tesvik eden
kirtlma fiizyon-koprii (BFB) dongiileri yoluyla prokarsinojenik kromozomal yeniden
diizenlemelerin iiretilmesine neden olmaktadir[146]. Kritik derecede kisa telomerlere ve devam
eden BFB olaylarina sahip hiicrelerin hayatta kalmasi, p53'e bagli DNA hasar cevabinin devre

dis1 birakilmasiyla arttirilmaktadir; bu nedenle telomer disfonksiyonu ve p53 kaybi, coklu
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dokularda karsinomlarin gelisimini desteklemek icin isbirligi yapmaktadir[130]. Disiik
dereceli PanIN'lerin %90’ indan fazlasinda telomer erozyonu gézlemlenmesi, bunun PDAC
patogenezinde erken bir olay oldugunu diisiindiirmektedir. Bu genomik degisiklik tipik olarak
p53 kaynakli yaslanma ile sonuglanmaktadir. Bununla birlikte, p53'iin sik inaktivasyonu,
devam eden tiimor hiicresi proliferasyonunu siirdiirmektedir. Saglam telomer kisalmasi, p53

kaybindan 6nce gelmektedir ve p53 kaybina katkida bulunmaktadir [134].

2.2.6. Hastaligin Klinigi

2.2.6.1. Klinigi

Pankreas kanserli hastalarin yaklasik %70-80’inde epigastriumda agr1 goriilmektedir.
Agrt mide bolgesindedir ve bazen yanlara ve arkaya yayilabilmektedir. Sarilik, kolestaz
bulgulari, istahsizlik, agiklanamayan kilo kaybi, depresyon ve bazen ishal/steatore
goriilmektedir. Pankreas basindaki kanserlerde safra kanalinin tikanmasina bagl ilerleyici ve
koyu sarilik goriilmektedir [132]. Pankreatik viicut-kuyruk karsinomlari safra kanalindan daha
uzakta olduklari i¢in nadiren sarilik ile ortaya ¢ikmakta ve sadece kilo kayb1 ve karin agrisi ile
ortaya ¢ikabilmektedir. Lokasyondan bagimsiz olarak, belirsiz semptomlar nedeniyle pankreas

kanseri teshisi son derece zor olabilmektedir [131].

Pankreas kanseri tanisinda karbohidrat antijen (CA) 19-9, CA 125, CA 72-4, CA 50,
CA 242 gibi tiimor belirtegleri kullanilmaktadir. CA 19-9, Amerika Birlesik Devletleri Gida ve
[lag Dairesi tarafindan pankreas kanserinin rutin tedavisinde kullanim i¢in onaylanan tek
belirtegtir [129]. CA 19-9 pankreas, safra sistemi ve mide, kolon, rahim ve tiikiiriik bezlerindeki
epitelyal hiicrelerdeki duktal hiicreler tarafindan iiretilmektedir. PDAC ile birlikte, CA 19-9
ayn zamanda her gesit benign ve malign mide-bagirsak ve mide-bagirsak dis1 hastalikta da asirt
eksprese edilmektedir [147]. Bu nedenle bu test pankreas kanserini taramak ve teshis etmek

icin yeterince hassas degildir [132].

Hastaligin tanisinda ¢esitli goriintiileme tekniklerinden yararlanilmaktadir. Bilgisayarl
tomografi (BT), pankreas kanserini degerlendirmek icin birincil goriintiileme yontemi ve altin
standarttir. Primer pankreas malignitesini teshis etmek, rezektabiliteyi degerlendirmek ve

metastazlar1 degerlendirmek ic¢in kullanilmaktadir. Manyetik rezonans goriintiileme (MRI),
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alternatif bir goriintiileme yontemidir. Fakat pankreas kanseri tanisinda veya
degerlendirilmesinde BT'den daha dogru degildir. Endoskopik ultrason (EUS), pankreas basi
cevresindeki lezyonlarin daha yakindan incelenmesi, biyopsisi veya evrelemesi igin
kullanilabilmektedir. Tanida kullanilan diger goriintiilleme yontemleri ise Endoskopik
Retrograd Kolanjiyopankreatografi (ERCP), Pozitron Emisyon Tomografisi (PET) ve
Tanisal/Evreleme Laparoskopisidir [132].

2.2.6.2. TNM Evrelemesi
Pankreas kanseri i¢in en yaygin kullanilan evreleme sistemi Amerikan Ortak Kanser
Komitesi (AJCC) tarafindan belirlenen TNM evreleme sistemidir [148].

Tablo 2.2: TNM evreleme sistemi (8.bs.).

Primer Tiimor (T) Bolgesel Lenf Diigiimleri (N) Uzak Metastazlar (M)

Bolgesel lenf nodu metastazi

T1  Maksimum timér cap1 <2 NO yok MO Uzak metastaz yok
T2 Maksimum tiimor ¢ap1 >2 ya N1 1-3 bolgesel lenf diigiimiinde M1 Uzak metastaz var
da >4 metastaz

> 4 bolgesel lenf diiglimiinde

T3  Maksimum tiimor gap1 >4 N2
metastaz

Tiimor ¢olyak eksenini veya
superior mezenterik arteri
igerir (rezeke edilemeyen

primer tiimor)

T4
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Tablo 2.3: TNM evreleme sistemine gore evre gruplari (8.bs.).

Evre Gruplan

1A Tl NO MO
1B T2 NO MO
2A T3 NO MO
2B T1-T3 N1 MO
Herhangi bir T N2
3 MO
T4 Herhangi bir N
4 Herhangi bir T Herhangi bir T M1

2.2.7. Tedavi

Pankreas kanseri tedavisi cerrahi, kemoterapi, radyasyon tedavisi ve palyatif bakimi
icermektedir. Tedavi secenekleri multidisipliner bir yaklagimla pankreas kanserinin evresine
gore se¢ilmektedir [131]. Cerrahi rezeksiyon pankreas kanseri i¢in tek potansiyel tedavidir,
ancak niiks oranlari yiiksek ve uzun siireli sagkalim oranlart diigiiktir [129]. Cerrahi
rezeksiyona ek olarak, PDAC i¢in optimal tedavi stratejisi ve tek tedavi potansiyeli,
rezeksiyondan dnce (neoadjuvan) veya sonra (adjuvan) verilen kemoradyasyonu igermektedir.
Metastatik pankreas kanseri i¢in birkac etkili kemoterapdtik secenek mevcuttur[132].
Metastatik pankreas kanseri igin birkag etkili kemoterapdtik secenek mevcuttur. 1990'lardan
beri, gemsitabin tercih edilen standart ajan olarak kabul edilmektedir. Birden fazla farkli ajan
gemsitabin ile kombinasyon halinde veya tek basina degerlendirilmesine ragmen, ¢ok azi ileri
evre hastalarda sagkalim {izerinde olumlu etki gostermektedir. Son donemlerde kullanilan,
FOLFIRINOX (5-fluorourasil, I6kovorin, irinotekan, oksaliplatin) rejimi ve gemsitabin + nab-

Paklitaksel rejimi ile tek bagina gemsitabine gore daha yiiksek yanit alinmaktadir[149].



2.3. DNA HASARI

DNA hasari, bir dizi endojen ve eksojen faktor yoluyla tiim organizmalarda stirekli
olarak meydana gelmekte ve sonugta kansere yol agan bir¢ok biyolojik siire¢te merkezi bir rol
oynamaktadir (Sekil 2.5). Genotoksik ajanlar, niikleotitler arasindaki kovalent baglar1 bozarak
DNA'da yapisal degisikliklere neden olmakta ve sonugta genomun dogru replikasyonunu
engellemektedirler. Insan viicudundaki ¢ogu hiicre, genom replikasyonu ve transkripsiyonunda
degisikliklere yol agan DNA hasarina maruz kalmaktadir. DNA onarim mekanizmasi bu
lezyonlarin bazilarini diizeltebilse de onarilmamis veya yanlis onarilmig DNA, hiicresel islevi
etkileyen genom bozulmalarma ve mutasyonlara yol acabilmektedir. Ozellikle onkogenlerde,
tiimdr baskilayict genlerde, hiicre dongiisiinii kontrol eden genlerde meydana gelen genetik
hasar hiicrenin hayatta kalmasimi veya ¢ogalmasini etkileyebilmektedir. Bu tiir DNA hasari

kanserojen olmaktadir[150].

E(imyasal Karsinoj EIIIElj

* Metabolizma

. [ Alktif Ka'rsinojenler ]

Diizenleyici
Yanitlar

DNA Hasar Toleranst
ve Mutajenez

Hiicre dongiisii kontrol noktalar:
Sinyal transdiiksiyon
Transkripsiyonel cevaplar, vb.

Sekil 2.5: DNA hasar1.[150]

2.3.1. DNA Hasar Tipleri
DNA hasarlar1 endojen ve eksojen faktorler araciligi ile olusmaktadir. Endojen DNA

hasarinin ¢ogu, hiicrelerde dogal olarak bulunan su ve ROS ile hidrolitik ve oksidatif
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reaksiyonlara giren kimyasal olarak aktif DNA'dan kaynaklanmaktadir. DNA'nin yakin
cevresindeki molekiillerle bu tiir dogal reaksiyonlari, kalitsal hastaliklarin ve sporadik
kanserlerin gelisimini tetiklemektedir. Eksojen DNA hasari ise ¢evresel, fiziksel ve kimyasal
ajanlar DNA'ya zarar verdiginde meydana gelmektedir. Bu ajanlar arasinda UV ve iyonlastirici

radyasyon, alkilleyici maddeler ve ¢apraz baglayict maddeler yer almaktadir [151].

Endojen ajanlar, replikasyon stresini indiiklemekte veya oksidatif metabolizmadan
tiireyen serbest radikaller DNA ile etkilesmektedir. Iyonlastirici veya ultraviyole (UV)
radyasyon ve kemoterapi gibi ekzojen ajanlar ise baz modifikasyonlari, sarmali bozan biiyiik
lezyonlar veya DNA ipliklerinin ¢apraz baglanmasi yoluyla DNA'da tek zincir (SSB) veya ¢ift
zincir kiriklar1 (DSB) gibi yapisal degisiklikleri indiiklemektedirler. Bu hasarlar ¢esitli DNA
onarim mekanizmalari tarafindan onarilmaktadirlar. DNA onariminda gorevli proteinler, hasar
bolgelerini tanimak i¢in kontrol noktalarini tetiklemekte veya onarim yollarini aktive etmekte
ya da apoptozu indiiklemektedirler. DSB'ler yetersiz onarima yol agmalari, mutasyonlara veya
hiicre 6limiine neden olmalar1 nedeniyle okaryotik hiicrelerde DNA hasarinin en siddetli

seklini olusturmaktadirlar[152].

2.3.1.1. Oksidatif DNA Hasart

ROS, hiicrelerde normal mitokondriyal aktivitenin bir yan {riinii olarak
tiretilmektedirler, bunlar arasinda siiperoksit (O2"~ ), hidrojen peroksit (H202) ve hidroksil
radikali (*OH) bulunmaktadir. ROS iireten metabolik siirecler hiicre i¢in esastir, ancak uygun
sekilde kontrol edilmezse asirt ROS tiretimi hiicrenin antioksidan temizleme yetenegini asabilir.
Oksidatif stres olarak adlandirilan bu hiicresel kosul altinda, ROS, hiicresel makromolekiillerde
kapsamli hasara neden olabilirmektedir [153]. Ayrica enflamasyon da oksijen ve nitrojen
kaynakli tiirler tiretmektedir. Bunlar insan patofizyolojisinin ve tiimdr ilerlemesinin kritik bir
bileseni olarak kanserin ayirt edici 6zellikleridir [154]. DNA'nin yapist 6zellikle hasara karsi
hassastir ve DNA hasarmin insanlarda 10* lezyon/hiicre/giin oraninda meydana geldigi tahmin

edilmektedir ve 6zellikle oksidatif DNA hasar1 en yaygin hasar tiirtidiir [153].

Aerobik solunum sirasinda, oksijenin bir elektron indirgemesinin {iriinii olan reaktif
stiperoksit radikali (O2" ") tiretilmektedir. Daha sonra O2" ", redoks sinyallemesinde yer alirken
biyomolekiillere karsi ¢ok diisiik bir reaktivite sergileyen hidrojen peroksite (H202) sliperoksit

dismutaz enzimi ile doniismektedir. Olugan H202 demir ve bakir iyonlar1 gibi gecis metalleri



30

tarafindan Haber-Weiss reaksiyonu ile hiicresel DNA'nin ¢ogu oksidatif bozunma yollarinda
yer alan oldukgca reaktif hidroksil radikallerine (*OH) indirgenmektedir. Onemli bir ¢evresel
faktor olan giines radyasyonunun UVA bileseni de, ¢ogunlukla baska bir ROS olan singlet
oksijen (*0,) olusumu yoluyla DNA'ya zarar vermektedir. Hem *OH iireteci hem de giiclii bir
tek elektronlu oksidan gorevi goren iyonlastirict radyasyon da DNA’nin oksitleyici ajan1 olarak
kabul edilmektedir. *OH, agirlikli olarak niikleobazlarin 5,6-pirimidin ve 7,8-purin gift
baglarina katilarak O2'nin daha sonra ekleyebilecegi veya bir elektron oksitleyici ajan gibi

davranabilecegi radikal ara maddelere yol agmaktadir (Sekil 2.6) [155].

Iyonize radyasyon Olsidatif Metabolizma
Enzim Fotosensitizasyon UY lazer vuruslan Ksenobivotilder
Miyeloperol:idaz '
i = l e il
[ = -e TOH —— H_,O,+—0O,"
HOCI CO,
| Baxim et SRR, . p-dovmams aldehidier ‘f:z:‘%w“w
a ‘i:w g ey - DNA Lezyonlan &
> ‘@v = T Teklioklu modifiye bazlar Vet
) ¢ ) Zincir igi-d131 ¢apraz baglar % e
TAMIR ————§ DNA-protein ¢zpraz baZlan e
Hastahklar Letalite Mutagener Karsinogenez Yaslanma

Sekil 2.6: ROS olusumu ve DNA'ya etkileri.

2.3.1.2. 8-0ksoG

Guanin, diger niikleotitlere gére oksidasyon potansiyelinin diisiikk olmasi nedeniyle en
sik oksitlenen niikleotiddir [153]. *OH’nin guanin bazina katilim1 C4, C5 ve C8 pozisyonlarina
olmaktadir (Sekil 2.7) [154].
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Sekil 2.7: Hidroksil radikalinin guanin ile reaksiyonlari.

Guaninin oksidasyon {iriinii olan 7,8-dihidro-8-oksoguanin (8-oksoG), genomdaki en
baskin DNA oksidatif lezyonudur. 8-oksoG 1980’lerin basinda iki Japon arastirmaci [156]
tarafindan tanimlandigindan beri binlerce calisma ile DNA’daki ve hastaliklardaki rolii
arastirilmaktadir. Literatiirde, bu temel lezyon 8-hidroksiguanin ve 8-oksoguanin olmak tizere
cesitli sekillerde adlandirilmaktadir; bu, fizyolojik kosullar altinda baskin olan keto-enol

tautomerizmini yansitmaktadir [157]. Bilimsel literatiirlerde ayni bilesik i¢in 8-hidroksi-2’-

deoksiguanozin (8-OHdG) ve 8-oksodG kullanilmaktadir [158].

8-0ksoG’nin redoks potansiyelinin hala diisiik olmas1 nedeniyle bir elektron oksidayonu
ile 8-hidroksiguanin (8-OHGua) olusturabilmektedir. Ayrica 8-oksoG’nin imidazol halkasinin

acillmasi ve bir elektron indirgemesi

(FapyGua) agiga ¢ikmaktadir (Sekil 2.8) [154].

ile 2,6-diamino-4-hidroksi-5-formamidopirimidin
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Sekil 2.8: 8-0ksoG'nin 8-OH-Gua ve FapyGua olusumuyla sonuclanan reaksiyonlari.

8-0ksoG'nin (ve modifikasyon {irtinlerinin) olusumu, niikleik asitlerin en sik goriilen
oksidatif hasar1 tiiriidiir ve 8 oksoG'nin oksidatif stresin ana biyobelirteglerinden biri olarak
kabul edilmektedir [159,160]. Bu lezyon, DNA polimeraz I disinda, memeli hiicrelerinde DNA
replikasyonunda 6nemli bir bloga neden olmamaktadir [161]. DNA polimerazlari 6, «, B, A ve
vy dahil olmak iizere replikatif ve onarim DNA polimerazlarinin Syn- veya anti-
konformasyondaki bir 8-oksoG'nin karsisina dATP veya dCTP'yi verimli bir sekilde
yerlestirdigi gosterilmistir. 8-0ksoG(anti), guanin'e benzer sekilde sitozin ile bir Watson-Crick
baz ¢ifti olustururken, N-glikosidik bagi etrafindaki bir doniis, adenin ile uyumsuz bir baz ¢ifti
olusturmak i¢in 8-0ksoG(syn)'in Hoogsteen kenarini olusturmaktadir [162] (Sekil 2.9) [154].
Dubleks DNA'da 8-0ksoG'nin syn-konformasyonunun stabilitesi, sonraki replikasyon turlar
sirasinda G:C — T:A transversiyon mutasyonlarinda bir artiga neden olmaktadir. Guaninin
niikleotid formu da 8-oksodGTP iireterek oksitlenebilmektedir. Bu durum, 8-oksoG'nin
genomda ortaya ¢ikmasi i¢in daha fazla firsat saglayarak replikasyon ve onarim sirasinda hem
A:T — C:G hem de G:C — T:A transversiyonlart meydana getirmektedir. 8-oksoG DNA

lezyonu ayrica oksidatif hasara kars1 oldukca hassastir ve ek mutajenik baz lezyonlar1 olan



33

guanidinohidantoin ve spiroiminodihidantoin olusturmaktadir. Ayrica FapyGua da 8-oksoG

gibi mutajeniktir ve agirlikli olarak G:C — T:A transversiyonlar1 tiretmektedir [153].

o] ‘ o

|
\>*OH Gz C HN)jNHCHo
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8-hidroksiguanin 2,6-diamino-4-hidroksi-
5-formamidopirimidin

AN
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tran S"E‘l'Si}'O]l

Sekil 2.9: G—> T transversiyon mutasyonunun olusumu.

G—»T transversiyon mutasyonlari, insan kanserlerinde bulunan ikinci en yaygin somatik
mutasyonlardir ve timor baskilayicti gen TP53'teki tiim mutasyonlarin  %14.6'sim
olusturmaktadir. Elbette bu, bu mutasyonlarin tamamen 8-OH-Gua ve FapyGua'dan
kaynaklandig1 anlamina gelmemektedir. Diger DNA lezyonlar1 da bu tiir mutasyonlara yol
acabilmektedir [163]. 8-0ksoG, ¢ift sarmal DNA'da taninmakta ve dkaryotlarda, baz eksizyon
onarim (BER) mekanizmasi yoluyla oldukg¢a spesifik bir 8-oksoguanin DNA glikosilaz 1'in
(OGG1) etkisi altinda DNA'dan kesilmektedir [164]. Olusan hasar onarilmazsa, oksidatif olarak
indiiklenen DNA hasari, kanserin ayirt edici 6zelligi olan mutageneze ve genetik kararsizliga

yol agabilmektedir [154].

2.3.2. DNA Tamir Mekanizmalari
Insan DNA's1 her giin ¢cok sayida DNA'ya hasar veren ajana maruz kalmaktadir. Bu

lezyonlarin tamir siirecindeki herhangi bir kusur, translasyonu ve transkripsiyonu etkileyerek,
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hiicre sagkalimini veya organizma yasamini etkileyen mutasyonlara veya biiyiikk genom
anormalliklerine  yol acabilmektedir[165]. Kanser; delesyonlar, translokasyonlar,
heterozigotluk kaybi1 ve amplifikasyonlar gibi yliksek genom modifikasyonlarindan veya DNA
anormalliklerinden baslamaktadir. DNA hasar1 ve tamir genlerindeki kusurlar, mutasyonlarin

birikmesi ve kanser gelisiminden sorumludur [166].

Bu olumsuzluklarin ortadan kaldirilmasi i¢in hiicrede ¢esitli tamir mekanizmalari
devreye girmektedir (Sekil 2.10). Bu tamir mekanizmalar1 dogrudan tamir, baz eksizyon tamiri
(BER), niikleotid eksizyon tamiri (NER), yanlis eslesme tamiri (MMR), DNA zincir kiriklar1
tamiri, homolog olmayan ug birlestirme (NHEJ) ve homolog rekombinasyon tamiridir (HRR)
[152].
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veren Elektrofiller S
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Replikasyon hatalari Aromatik hilesikler
i ﬁ OH on
Ry, ~
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DNA | .-
Yanhs eslesme Lezyonlar Biiyiik lezyonlar
Urasil Tek zincir kiriklar: Zincir ici/arasi ¢capraz baglar
Abazik bolgeler Cift zincir kirklart Tek zincir kiriklar:
Katilmlar Cift zincir kiriklan
Niikleotid eksizyon tamiri
Baz eksizyon tamiri e . s
DNA Yanhs eslesme tamiri Zincirler arasi capraz baglanma tamiri
onarim Baz eksizyon tamiri Aelczmcirkmadan famin Tek zincir kiriklar: tamiri
yollan Cift zincir kariklars tamiri Cift zincir kariklan tamiri
Translezyon sentezi

Sekil 2.10: DNA hasar kaynaklari, lezyonlar ve tamir yollari.[151]

2.3.2.1. Baz Eksizyon Tamiri (BER)
Baz eksizyon onarimi, her hiicrede giinde binlerce kez meydana gelen solunum, dogal
hidroliz ve alkilasyon reaksiyonlar1 tarafindan {retilen oksidatif hasar1 onaran oldukga

korunmus bir mekanizmadir. Insanlarda en az 30 protein, hem tek bir kiiciik hasarli bazin
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cikarildigi kisa par¢a onariminda (Short Patch BER), hem de hasarli bolgeyi degistirmek igin
2-8 niikleotidin sentezlendigi uzun par¢a onariminda (Long Patch BER) yer almaktadir [167].
BER'in baglama adiminda, hasara 6zgii bir DNA glikosilaz, hasarli bazt DNA'da tanimlayarak
uzaklastirmaktadir. Genel olarak, DNA glikozilazlar reaksiyon mekanizmasina bagli olarak tek
islevli (monofonksiyonel) veya iki islevli (bifonksiyonel) olarak siniflandirilmaktadir [153].
Monofonksiyonel glikozilazlar yalnizca glikosilaz aktivitesine sahiptirler (urasil DNA
glikozilaz gibi). Reaksiyon sonunda ortaya ¢ikan abazik seker kalintisinin kesilmesi i¢in bagka
bir enzim (agirlikli olarak APE1) gerektirirmektedirler ve 5’-deoksiriboz fosfat kalintis1 (dRP)
olusturmaktadirlar. Glikozilaz bifonksiyonel ise hem glikosilaz hem de AP liyaz aktivitesine
sahiptirler. (OGG1 veya NEIL1 gibi) [168]. Glikozilazlarin aktivitesi onarimin hangi yolu
izledigini belirlemektedir. Bifonksiyonel bir glikozilazin, agirlikli olarak kisa parca BER'i ve

monofonksiyonel bir glikosilazin ise her iki yolu da baslattigi belirtilmistir [169].

Klasik bir BER dongiisiinde, oksitlenmis bazin onariminin monofonksiyonel bir
glikosilaz tarafindan baslatilmaktadir. Bu islem sirasinda, ¢oklu bir protein kompleksi,
replikasyonu potansiyel olarak bloke edebilecek veya genom i¢inde mutasyonlara neden olan
hastalik prevalansini artirabilecek DNA lezyonlarin1 ortadan kaldirmaktadir. Bu klasik
durumda, bir glikozilaz, hedef baz ile deoksiriboz arasindaki N-glikosilik bagin kesilmesi
yoluyla hasarli bazi uzaklastirmakta ve bir apiirinik/aprimidinik (AP) bolge olusturmaktadir.
Bu AP bolgesi, insan AP-endoniikleaz 1 (APEI) tarafindan daha sonra islenmekte ve AP
bolgesinin 5° ucunda bir ¢entik olusturarak 3'-hidroksil ve 5'-deoksiribozfosfat (dRP) uglari
aciga ¢ikarmaktadir. 5'-dRP, polimeraz beta'nin (pol ) liyaz alt birimi tarafindan ¢ikartilmakta
ve pol B'min niikleotidil transferaz aktivitesi ile bosluga yeni bir niikleotid eklenmektedir. X-
151n1 onarimi ¢apraz tamamlayici protein 1 esliginde (XRCC1) ligaz 11l c¢entigi kapatarak
onarilmig bir BER {irlinii tiretmektedir (Sekil 2.11). Buna karsilik, bifonksiyonel bir glikosilaz,
hem hasarli bazi ¢ikararak hem de AP bolgesinin 3' fosfodiester bagindaki DNA'y1 AP liyaz
aktivitesi (ya B ya da B,5-eliminasyon) araciligiyla bolerek tek iplikli bir kirtlma olusturmakta
ve BER dongiisiinii baglatmaktadir. Glikozilaz p-eliminasyonundan kaynaklanan 3'-a,f-
doymamis aldehit, APEl'in fosfodiesteraz aktivitesi ile giderilmektedir. Bifonksiyonel
glikosilaz bir B,8-eliminasyon mekanizmasi kullaniyorsa, olugan 3'-fosfat grubu poliniikleotit
kinaz (PNK) tarafindan uzaklastirilmaktadir. Hem APE1 hem de PNK, 3' ucunda bir hidroksil
birakarak, klasik BER'deki gibi pol B ile bosluk doldurmakta ve ligaz III/XRCCI1 ile ligasyonu
gerceklestirmektedir (Sekil 2.12) [153,170]. Sonug olarak tamir mekanizmasinda hangi yol



kullanilirsa kullanilsin, hiicreden atilan iiriin modifiye edilmis baz olacaktir, ¢iinkii her iki yol

da bir glikosilaz aktivitesi icermektedir [157].
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Sekil 2.11: Monofonksiyonel glikozilazlar tarafindan baslatilan klasik BER mekanizmasi.

Oksidatif Baz
Hasar DNA Ligaz IIT /
A\XRCCI
* Bd eliminasyon Pol p-DNA
Sentezi
Bifonksiyonel

Glikozilaz
PNK
B-ellmlnasyon
\_.A_PV
7

Sekil 2.12: Bifonksiyonel glikozilazlar tarafindan baslatilan BER mekanizmasi.
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BER islevindeki degisiklikler gesitli kanser tiirleri basta olmak tizere Alzheimer
hastalig1r, Huntington hastalig1 ve diger norolojik bozukluklarla iligkilendirilmistir. Kansere
DNA’da ger¢eklesen mutasyonlar sebep olmaktadir ve DNA onarim enzimlerinin islevi,
oksidatif stres ve kanser arasinda bir baglant1 olusturmaktadir. Son derece islevsel olan baz
eksizyon onariminin siirdiiriilmesi, yalnizca islevsel DNA onarim proteinlerinin varligina degil,
ayn1 zamanda bu enzimler arasindaki dengeye de baglidir. Diisiik oksidatif stres kosullarinda,
disiik BER'li bir kisi, normal veya yiiksek BER'li bir kisi gibi yine de hastaliksiz
olabilmektedir. Oksidatif stresin arttig1 durumda, diisiik BER'li bir kisi hastalik riski altindadir;
bu durum Alzheimer Hastalig1 veya kanserle sonuclanabilirken, dengeli BER'li bir kiside
hastalikla sonuglanmayabilmektedir. Yiiksek oksidatif stres ve asir1 aktif BER bulunan
kosullarda denge degisir ve kiside Huntington Hastalig1, kanser ve astim riski artmaktadir
[153]. Epidemiyolojik ¢aligsmalar, bu tiir enzimlerin aktif bolgelerinden uzaktaki tek niikleotid
polimorfizminin (SNP'ler) bile kanser oranlarin1 degistirebilecegini diisiindiirmektedir. BER,
riskli bir prosediirdiir. Bir hiicrenin bir gendeki bir niikleotidi koruma ¢abasinda, tek sarmal
kirilmalart yaratilir ve bu, onarim enzimleri arasinda bir denge saglanmadiginda daha da koti
¢ift sarmal kirilmalarinin yolunu agmaktadir [171]. BER’de gorevli anahtar enzimlerin
islevselligini azaltan mutasyonlarin ve polimorfizmlerin kolorektal, meme, pankreas, servikal

kanserleri vb. ile iligkili olduklar1 ¢esitli ¢aligmalar ile ortaya konmustur [172—-175].

2.3.2.2. hOGG1

OGG1, en ¢ok arastirilan DNA glikozilazlarindan birisidir. Oksidatif olarak indiiklenen
DNA lezyonunlarindan ikisi olan 8-0ksoG ve FapyGua, hOGG1'in ana fizyolojik substratlaridir
[154]. Insan OGG1 geni, birgok timér tipinde siklikla kaybolan 3p26.2 kromozomunda
lokalizedir ve bu bolgenin gesitli tiimorlerde siklikla silinmis olarak saptanmasi, bu genin
karsinojeneze katkisin1 gostermektedir[176—178]. hOGG1'i kodlayan prekiirsoér bir mRNA'nin
alternatif birlesmesi iki ana forma sahip ¢oklu mRNA molekiilleri iiretmektedir. Bu iki ana
formdan 345 amino asitlik 39 kDa olan hOGG1-1a (a-hOGG1) ¢ekirdekte, 424 amino asitlik
47 kDa olan hOGG1-2a (B-hOGG1) ise mitokondride bulunmaktadir [177]. hOGG1l
mRNA’nmn diger formlar1 protein iiretse de, sahip olduklar1 katalitik aktivite ve biyolojik

fonksiyonlart heniiz belirlenmemistir [157].
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hOGG]1, E. coli Fpg'nin (MutM) islevsel bir homologudur ve AP liyaz aktivitesine
sahip bifonksiyonel bir DNA glikosilazdir [179]. Farkli dokularda yapilan yap1 ve ekspresyon
calismalar1 OGGl'in yapisal olarak cksprese edilen bir housekeeping geni oldugunu
gostermektedir. Genin ekspresyonunun doku kaynagina gore ve bireyler arasinda degisebildigi
belirtilmistir [180]. OGG1 geninde upstream promotor bolgesinde CAAT ve TATA kutulart
yoktur, promotor bdlgeyi kapsayan ve birinci ekzona uzanan CpG adaciklar1 vardir ve hiicre
dongiisii sirasinda ekspresyon degismemektedir [177]. hOGG1 geni, bir dizi transkripsiyon
faktorii baglanma yeri i¢ermektedir. Bu durum, diger housekeeping genleri tarafindan
bilinmeyen oksidatif stres gibi dahili veya harici uyaranlara potansiyel olarak yanit verdigini
gostermektedir. hOGGL1 geninin ekspreyon ve/veya aktivitesinin oksidatif tehditler, patolojik

degisimler ve gelisimsel siireglere yanit olarak modiile edildigi gosterilmistir [157].

Insan OGG1 geninde en ¢ok calisilan polimorfizm, ekson 7'de 1245 niikleotidinde bir
C'den G'ye transversiyon olan ve 326. kalintida serinden sisteine siibstitiisyona yol acan
Ser326Cys’dir. Bu varyant islevseldir ve Cys326 proteininin Ser326 proteininden daha zay:f 8-
0ksoG onarim kapasitesine sahip oldugu gosterilmistir. NOGG1 geninin devre dis1 birakilmasi
veya Cys326 gibi daha az aktif bir varyantin varligi, daha yiiksek kanser riskine ve oksidasyonla
iliskili patolojilere yol agabilmektedir [181]. Donghui ve dig. [182] yaptgi ¢alisma hOGG1,
APEX1 ve XRCC1 BER genlerinin polimorfizmlerinin, pankreas kanseri olan hastalarin klinik

sonuclarini 6nemli dl¢lide etkiledigini gostermektedir.

2.4. EPIGENETIK

1942'de Conrad Waddington, genotipte degisiklik olmaksizin fenotipte kalitsal
degisiklikleri tanimlamak igin "epigenetik" terimini kullanmistir [183]. Mevcut goriiste,
epigenetigin anlami1 daha kapsamli hale gelmekte ve genellikle "DNA dizisinde degisiklikler
olmadan bir kromozomdaki degisikliklerden kaynaklanan kalitsal fenotip” olarak ifade
edilmektedir [184]. Epigenetik modifikasyonlar, siki bir sekilde diizenlenen doku ve hiicre
tipine 0zgii gen ekspresyon modellerinden sorumludurlar. Bu diizenlemelerdeki sapmalar, bazi
hastaliklara, ozellikle de bazi kanser tiirlerine yol agabilmektedir [185]. Belirli ¢evresel
faktorler, bir hiicre i¢indeki genlerin ekspresyonunu genomda mutasyonlar olmaksizin, bunun

yerine epigenetik isaretleri degistirerek etkilemektedir. Epigenomdaki bu ¢evresel degisiklikler
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o kadar giglidir ki, tek yumurta ikizlerinde bile benzersiz epigenetik modeller

tanimlanmaktadir [186].

Epigenetik, genomda mayotik ve mitotik olarak kalitsal olan gesitli geri doniistimlii
modifikasyonlar1 tanimlamak i¢in kullanilan genis bir terimdir. Fetiis rahimde gelisirken
epigenetik programlama baslamaktadir. Gebelik sirasinda annenin ¢evresel maruziyeti bebegin
bu ¢evresel faktorlerden etkilenmesine yol agmaktadir. Bu da atalarimizin ¢evresinin epigenetik
mekanizmalar yoluyla kendi gen transkripsiyonumuzu etkileyebilecegini géstermektedir. DNA
metilasyonu, histon modifikasyonu, kromatin yeniden diizenlenmesi ve miRNA regiilasyonu
epigenetik mekanizmalar1 olusturmaktadir. Bu epigenetik mekanizmalar, bir organizmanin tiim
yasami boyunca ¢evresel faktorler ve fenotipik degisiklikler arasindaki baglantiy1

saglamaktadir (Sekil 2.13) [185].
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Sekil 2.13: Cevresel faktorler ve fenotipik degisikler arasindaki baglantiy1 saglayan epigenetik
mekanizmalar.

Epigenetik bilesenler arasindaki etkilesim, kromatin mimarisini degistirerek
transkripsiyonel aktivite ve baskilanma arasinda dengeyi saglamaktadir. DNA'nin
paketlenmesinin diizenlenmesi, dogru kromozom replikasyonunun, gen ekspresyonunun ve

stabil gen sessizliginin korunmasmi saglamaktadir [187]. Epigenetik modifikasyonlar
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tarafindan iletilen bilgi, transkripsiyon, DNA onarim1 ve replikasyon gibi tiim DNA tabanl
stireclerin diizenlenmesinde kritik bir rol oynamaktadir. Kromatin diizenleyicilerdeki anormal
ekspresyon paternleri veya genomik degisiklikler, olumsuz sonuglara neden olabilir, gesitli

kanserlerin indiiklenmesine ve korunmasina yol acabilmektedir [185].

2.4.1. DNA Metilasyonu

DNA metilasyonu, memelilerde en yogun sekilde c¢alisilan epigenetik
modifikasyonlardan biridir ve normal hiicre fizyolojisi iizerinde 6nemli bir etkiye sahiptir
[187]. DNA'nin metilasyonu kararli bir modifikasyondur ve hiicre boliinmeleri yoluyla
kalitilabilmektedir [188]. Bir sitozinin genom igindeki 5' pozisyonunun metilasyonu, enzimatik
DNA metiltransferaz ailesi tarafindan meydana gelmektedir ve boylece 5-metilsitozin (5-mC)
olugmaktadir. S-adenosil metiyonin (SAM), bu reaksiyonda metil grubu saglayicisidir (Sekil
2.14). Genellikle "besinci baz" olarak adlandirilan 5-metilsitozin, hiicre tipine bagli olarak insan
genomundaki sitozin bazlarin tahmini %4-6'sinda bulunmaktadir [185]. 5-metilsitozinin
deaminasyonu timine yol agmaktadir, taninmasi daha zordur ve bu nedenle mutasyona yatkindir
(G:C — T:A transversiyonu) [188]. Memelilerde DNMT ailesinin bes iiyesi tanimlanmustir:
DNMTI1, DNMT2, DNMT3a, DNMT3b ve DNMT3L. Sitozin metilasyonunda yalnizca
DNMT1, DNMT3a ve DNMT3b gorev almaktadir [186]. DNMT1, DNA replikasyonu
sirasinda tiretilen hemimetillenmis DNA'y1 tantyan ve yeni sentezlenmis CpG diniikleotitlerini
metilleyen bir bakim metiltransferazidir. DNMT3a ve DNMT3b, hem hemimetillenmis DNA'y1
metilleme yetenegine sahiptirler hem de embriyogenez sirasinda DNA metilasyonunu

olusturmak i¢in birincil olarak de novo metiltransferazlar olarak islev gormektedirler [189].
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Sekil 2.14: SAM varhginda DNMT tarafindan katalizlenen sitozinin 5'konumundan
metilasyonu.[187]

DNA metilasyonunun ¢ogu, CpG dintikleotidleri i¢inde gerceklesmektedir, ancak insan
DNA'sinda CpG disinda da metilasyon rapor edilmistir. insan genomu, metillenmis veya
metillenmemis durumda bulunan yaklasik 30 milyon CpG diniikleotidi i¢ermektedir
[185,190].CpG niikleotidlerinin yogun tekrarlari, CpG adalar1 olarak adlandirilmakta ve genom
boyunca bulunmaktadir. Bu diniikleotidler, ¢ogunlukla promotor ve/veya birinci ekzon
bolgesinde yogunlasmistir. Insan promotdrlerinin yaklasik %601 yiiksek CpG igerigi ile
karakterizedir. Bununla birlikte, CpG yogunlugunun kendisi gen ifadesini etkilemez. Bu

diizenleme yalnizca DNA metilasyon siirecine baghdir.

Normal olarak, CpG adalar1 transkripsiyonel olarak aktif genlerde metillenmemisken,
susturulmus genler promotor bolge i¢inde metillenmistir [187]. DNA metilasyonu ile
transkripsiyonel baskiy1 agiklamak icin ¢esitli mekanizmalar Onerilmistir. Birinci mekanizma,
spesifik transkripsiyon faktorlerinin ilgili genin promotorlerindeki tanima bolgelerine
baglanmasina dogrudan miidahaleyi igermektedir. Cesitli transkripsiyon faktorleri, CpG
kalintilart igeren dizileri tanimakta ve her birinin baglanmasi metilasyon tarafindan inhibe
edilmektedir. Ikinci baskilama mekanizmasi, spesifik transkripsiyonel baskilayicilarin
metillenmis DNA'ya dogrudan baglanmasini icermektedir. DNA metilasyon sinyalleri metil-
CpG baglayici proteinler tarafindan analiz edilmektedir. Metil CpG baglama domain proteinleri

5-mCpG’ye baglanmaktadir. DNA metilasyonu histon modifikasyonlarini ve kromatin yapisini
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da etkileyebilmekte ve bu da gen ekspresyonunu degistirebilmektedir. Metillenmis sitozin
kaliplari, histon deasetilasyonunu belirli kalintilara ydnlendirmede onemlidir. Metil-CpG
baglama domainine sahip oldugu bilinen bes protein vardir ve bunlardan dordi (MeCP2,
MBD1, MBD2 ve MBD3) transkripsiyonel baskilama ile iliskilidirler. Bunlardan iigii (MeCP2,
MBD?2 ve MBD3) histon deasetilaz iceren kompleksler halindedirler [191].

DNA metilasyonunun anormal derecede artmasi veya kaybi, kanser gibi hastaliklarda

anormal gen transkripsiyonunun meydana geldigi onemli bir mekanizma olarak belirtilmistir

[185].

2.4.1.1. DNA Metilasyonu ve Kanser

Kanserde en sik caligilan epigenetik degisiklikler, tiim memeli promotorlerinin
%70'inde bulunan CpG adalarinda meydana gelen metilasyon degisiklikleridir. GpG ada
metilasyonu, transkripsiyonel diizenlemede onemli bir rol oynamaktadir ve genellikle malign
transformasyon sirasinda degistirilmektedir. Normalde metillenmemis CpG promotor
adalarmin %5 ila %10'unun c¢esitli kanser genomlarinda anormal sekilde metillendigi
gosterilmistir  [189]. DNA metilasyon degisiklikleri, tiimor baskilayici  genlerin
hipermetilasyonu, onkogenlerin hipometilasyonu ve tim genom hipometilasyonu seklinde

kanser gelisimi ve ilerlemesinde ¢ok 6nemli bir rol oynamaktadir [187].

Kanserlerde hipermetilasyon hipometilasyondan ¢ok daha fazladir. Bugiine kadar, ¢ok
sayida tiimor baskilayict genin kanserde hipermetilasyona ugradigi belirlenmistir. RASSF1A
ve pl6 gibi belirli genler ¢esitli kanserlerde yaygin olarak metillenirken, diger genler spesifik
kanserlerde metillenmektedir [191]. Kanserde, global hipometilasyona ragmen, bazi genler,
diizenleyici bolgelerdeki CpG’lerin hipermetilasyonunun bir sonucu olarak inaktivasyona
ugramaktadir [187]. Bu tiir bir epigenetik susturma ilk olarak, retinoblastoma tiimér baskilayict
genin promotoriinde hipermetilasyonun kesfedildigi retinoblastoma hastalarinin ¢alismalarinda
gosterilmistir [192]. Tiimo6r dokularinda DNA hipermetilasyonu ile susturulan ¢ok sayida timor
baskilayici gen tanimlanmistir. Ornegin, hiicre dongiisii ile ilgili iki gen, p16'NK4 (CDKN2A)
ve p15NK4 (CDKN2B), farkli kanser tiirlerinde DNA metilasyonu aracili susturmaya tabi
tutulmaktadir. Her ikisi de sikline bagimli kinaz inhibitorleri olarak hareket ederek G1 fazinin
ilerlemesinin kontroliinde yer almaktadirlar ve 6nemli tiimor baskilayicidirlar. DNA onarim
stirecleriyle iligkili gesitli genler de tiimor dokularinda hipermetillenmektedir, bu durum

epigenetik olaylarin mutasyonlar gibi klasik genetik degisimi destekledigini gdstermektedir
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[187]. Hipermetilasyon akciger kanseri [193], meme kanseri [194] basta olmak tiizere, 16semi

ve diger hematolojik hastaliklarda [195] sik goriilmektedir.

Hipometilasyon, ¢ok cesitli malignitelerde goriilen ikinci tiir metilasyon kusurudur
[191]. Normal bir hiicrede, perisentromerik heterokromatin yiiksek oranda metillenmektedir.
Satelit sekanslari, tekrarlayan genomik diziler susturularak genomik biitiinliikk ve stabilite
saglanmaktadir. Bununla birlikte, ¢esitli timorlerde bu mekanizma bozulmakta ve normalde
inaktive edilmis bolgelerin DNA metilasyonunda kayip meydana gelmektedir. Sonug olarak,
mutajenez ve genomik kararsizlik ortaya ¢ikmaktadir. Bu durum timér gelisimi ve hastaligin
farkli evreleri ile iliskildir [187]. Metastatik hepatoseliiler kanser gibi kat1 tiimorlerde [196],
rahim agzi kanserinde [197], prostat tiimorlerinde [198] hipometilasyon sik goriilmektedir.
Meme, servikal ve beyin gibi bir dizi kanserde goriilen global hipometilasyon, malignite

derecesi ile ilerleyici bir artis gostermektedir [199].

2.4.1.2. DNA Metilasyonu ve Pankreas Kanseri

Cok sayida genin ve sinyal hedefinin, pankreas kanserinde DNA metilasyonu yoluyla
epigenetik olarak diizenlendigi gosterilmistir. Sadece ge¢ evre malign pankreas kanseri degil,
ayn1 zamanda daha erken, premalign lezyonlar da anormal DNA metilasyonu sergilemektedir
[200]. Baz1 epigenetik degisiklikler en erken lezyon olan PanIN-1A'da gbzlenmektedir. Bu
durum DNA metilasyonunun pankreas kanserinin timor olusumu sirasinda erken donemde
ortaya ciktigin1 kanitlamaktadir [201]. Bu bulgular dogrultusunda; musin 4 (MUC4) gen
ekspresyonu, artan MUC4 promotor hipometilasyonu ile iliskili olarak normalden prekanser6z
lezyonlara ve pankreas kanserine kadar artmaktadir. DNA hipometilasyonu ve dolayisiyla bir
genin anormal derecede yiiksek ekspresyonu, pankreas karsinomunda epigenetik bir dzelliktir
[200].

DNMTZ’in replikasyonu takiben ebeveyn DNA metilasyon modellerinin korunmasi
icin anahtar enzim oldugu belirtilmektedir. Pankreatik karsinomlarin yaklasik %80'inde
DNMT1’1n asir1 ekspresyonu goézlenmektedir. DNMT 1'in asir1 ekspresyonunun anahtar timor
baskilayic1 genlerin susturulmasindan sorumlu oldugu bildirilmistir [202]. Pankreas
kanserinde, p16, RASSF1A, 3-OST-2, siklin D2, SOCS-1, RAR- ve APC dahil olmak iizere
kanserle ilgili birka¢ genin promotor hipermetilasyonu ile inaktive edildigi gosterilmistir [203].
Song ve dig.’nin [204] bir pankreatik kanser hiicre hattinda yaptiklari ¢alisma, pankreatik timor
ilerlemesinde  epitelyal-mezenkimal gecisin (EMT) antagonistleri olan FOXAL1/2
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transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonunun malign progresyon sirasinda kayboldugunu ve
promotorlerinin genis dl¢iide hipermetillendigini gostermektedir. DNA metilasyonunun, tek tek
timoOr baskilayict genlerin  kararli susturulmasini saglamak i¢in diger epigenetik
mekanizmalarla  (histon modifikasyonu) is birligi icinde hareket edebilecegi

belirtilmektedir[200].
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3. YONTEM

3.1. GERECLER

1.

2.

3.

4.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Derin dondurucu (-20°C) (Bosch)

Buzdolab1 (+4°C) (General)

Sogutmali tiip-ependrof santrifiijii (Hettich Universal 320R)
Hassas terazi (Radwag WTB 200)

Etiiv (Heraecus Hanau)

Otomatik pipetler (1-10uL, 10-100ul, 10-1000uL) (Corning ve Axygen)
Ceker ocak (Termal)

Saf su cihazi (Millipore Elix 3)

Nanodrop ScientificTM 1000 (Thermo Scientific)

Vorteks (Velp)

Super Mini Santrifiij (Hangzhou Allsheng)

Termal Dongii Cihazi (Quant Studio 5, Applied Biosystems)
Bilgisayar (Dell Optiplex XE2)

Isik Mikroskobu (Leica 2040, Leica DFC 28 Kamera atagmani ile)
Lam

Lamel
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3.2. KIMYASALLAR

=

Ksilen (Merck)

2. Etanol (Merck)

3. Metanol (Merck)

4. Sodyum asetat (Merck)

5. Metilen green (Sigma)

6. H202(Merck)

7. PBS Tablet pH 7,4 (Sigma)

8. Gliserin jel

9. OGGL1 Antikor (NB100-106, Novus)
10. Antikor sulandirici (Zymed)

11. Histostatin Plus Bulk Kit (85-9043, Invitrogen)

12. DAB (3,3'-diaminobenzidin)

3.3. HASTA ve KONTROL GRUPLARININ OZELLIKLERI

Bu ¢alisma Saglik Bakanlig: Istanbul Egitim ve Arastirma Hastanesi Etik Kurulu’nun

onay1 alinarak gergeklestirildi.

Calisma Gruplar:

Pankreas kanseri grubu (n:50): 2010-2019 yillar1 arasinda Saglik Bakanlig istanbul
Egitim ve Arastirma Hastanesi Onkoloji Birimi tarafindan takip ve tedavisi yapilan ve Istanbul
Egitim ve Aragtirma Hastanesi Patoloji Anabilim Dali tarafindan patolojik evrelemesi yapilmis

18-90 yas araligindaki pankreas adenokarsinom tanil1 hastalardan olusturuldu.

Hastalarin 21°inde diyabet, 12’sinde hipertansiyon, bunlarin 6’sinda hem diyabet hem
de hipertansiyon bulunmaktaydi. Kan basinglar1 ve serum glukoz diizeyleri ila¢ tedavisi ile

kontrol altina alinmuisti.
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Hastalar kemoterapi ilaglart olarak etkin dozlarda Kapesitabin, Gemsitabin,
Oksaliplatin, Irinotekan, Paklitaksel, Sisplatin, Karboplatin, 5 Florourasil ve bunlarin

kombinasyonlarini kullanmiglardir.

Kontrol grubu (n:50): 2010-2019 yillar1 arasinda Saglik Bakanligi Istanbul Egitim ve
Arastirma Hastanesi Onkoloji Birimi tarafindan takip ve tedavisi yapilan ve istanbul Egitim ve
Arastirma Hastanesi Patoloji Anabilim Dali tarafindan patolojik evrelemesi yapilmis 18-90 yas
araligindaki pankreas adenokarsinom tanili hastalarin tiimoére komsu normal (tiimor igermeyen)
doku ornekleri kullanilarak olusturuldu. Uygun dokularin se¢imi Patoloji uzmani tarafindan

gerceklestirildi.

Calismaya alinan hastalarin demografik (yas, cinsiyet), histopatolojik 6zellikleri (timor
lokalizasyonu, timér boyutu, histolojik tip, diferansiyasyon, vaskiiler ve perinéral invazyon,
lenf nodu tutulumu, uzak metastaz) ve klinik evreleri Patoloji Anabilim Dali tarafindan
arsivlenen kayitlardan ve Onkoloji Birimi tarafindan olusturulan dosyalardan alindi. Klinik
evrelemede Amerikan Ortak Kanser Komisyonu (American Joint Commission on Cancer -

AJCC) 8. Baski: Pankreas Anedokarsinomlu Hastalar i¢in Evreleme Sistemi kullanilmistir.

Formalinle fikse edilmis 50 tiimdr ve 50 tiimore komsu normal doku igeren parafin
bloklar Patoloji Anabilim Dal1 arsivinden saglandi. Parafin bloklardan doku 6rneklerinin kesimi

Patoloji Anabilim Dali teknikerleri tarafindan yapildi.
Olgularin dislanma olciitleri:

Pankreas kanseri diginda farkli bir kanseri, herhangi bir kronik inflamatuar, otoimmiin
ve enfeksiyoz hastaligi olanlar ¢aligma kapsamina alinmadi. Hastalardan ameliyat Oncesi
kemoterapi veya radyoterapi almayanlar, ameliyat sonras1 kemoterapi alan ve vefat tarihleri

belli olan hastalar ¢alismaya dahil edildi.

3.4. YONTEMLER

Calisma i¢in tiim vakalardan formalinle fikse edilmis 50 timér ve 50 tiimdre komsu
normal doku igeren parafin bloklardan kesim yapildi. Bisiilfit modifikasyonu ve metilasyon
spesifik polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilacak olan DNA’nin izolasyonu i¢in < 25 mg
parafinli doku kesilerek ependorff tiiplere alindi. Immiinohistokimyasal boyama yéntemi igin

lam iizerine Sum kalinliginda kesitler alindi. Tiimor ve normal pankreas dokularda OGGI
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ekspresyonu immunohistokimyasal boyama yontemi ile, dokulardan izole edilen DNA
orneklerinde OGG1 promotdér metilasyonu bisiilfit modifikasyonu sonrasinda metilasyon

spesifik polimeraz zincir reaksiyonu (MSP) ile belirlendi.

3.4.1. DNA izolasyonu
Total DNA izolasyonu Quick-DNA™ Miniprep Plus Kit (Zymo Research, CA, USA. Cat. no:
D4068) kullanilarak formalin fikse parafin doku protokoliine gore yapildi.

Geregler

e Proteinaz K

e Kati1 Doku Tamponu

e Genomik Baglanma Tamponu

e DNA 06n yikama tamponu

e ¢-DNA yikama tamponu

e DNA eliisyon tamponu

e Zymo-Spin™ [IC-XLR kolonu

e Toplama tiipii

e Mikrosantrifiij tiipii (DNaz/RNaz free)

e Otomatik pipet uglar1 (DNaz/RNaz free)
Formalin Fikse Parafin Dokularin Parafinden Arindirilmasi

1. DNA izolasyonu i¢in parafin bloklardan < 25 mg olacak sekilde dokular kesildi ve

1,5ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine alind.
2. Her bir 6rnegin tlizerine 750 pl ksilen eklendi.

3. Ornekler vortekslendi ve oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi.
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4. 12,000 x g’de 1 dakika santrifiijlendi, ksilen uzaklastirildi. 2-4 basamaklari tekrar
edildi.

5. Dokularin iizerine %100’lik etanolden 1ml eklendi, vortekslendi ve oda
sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi. > 12,000 x g’de 1 dakika santrifiijlendi ve

siipernatant atildi. Basamak tekrar edildi.

6. Dokularin iizerine %95’lik etanolden 1ml eklendi, vortekslendi ve oda sicakliginda
5 dakika inkiibe edildi. > 12,000 x g’de 1 dakika santrifiijlendi ve siipernatant atildi.

Basamak tekrar edildi.

7. Dokularin iizerine %75’lik etanolden 1ml eklendi, vortekslendi ve oda sicakliginda
5 dakika inkiibe edildi. > 12,000 x g’de 1 dakika santrifiijlendi ve siipernatant atildu.

Basamak tekrar edildi.

8. Dokularin iizerine 1ml ultra saf su eklendi, vortekslendi ve oda sicakliginda 5 dakika

inkiibe edildi. > 12,000 x g’de 1 dakika santrifiijlendi ve siipernatant atildi.

DNA 'min Ekstraksiyonu

1. Deparafinize edilmis her bir 6rnege Proteinaz K karigimi asagidaki gibi hazirlandi

ve eklendi.
— Safsu 45ul
— Kati doku tamponu 45ul
— Proteinaz K 10ul

2. Ornekler 10-15 sn vortekslendi ve 55°C°de 16 saat inkiibe edildi. Ardindan 95°C’de
20 dakika inkiibasyon uygulandi.

3. Orneklerin iizerine hacimlerinin 6 kati genomik baglanma tamponu eklendi, 15 sn
vortekslendi. Coziinmeyen kalintilar1 uzaklastirmak i¢in > 12,000 x g’de 1 dakika

santrifiijlendi.
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4. Siipernatatnt, toplama tiipiiniin i¢ine yerlestirilmis olan Zymo-Spin™ [IC-XLR
kolonun iizerine transfer edildi. > 12,000 x g’de 1 dakika santrifiijlendi. Toplama

tiipti atild1.

5. Yeni bir toplama tiipline alinan kolonun iizerine 400ul DNA 6n yikama tamponu

eklendi. > 12,000 x g’de 1 dakika santrifiijlendi, toplama tiipii bosaltildi.

6. Kolonun iizerine 700ul g-DNA yikama tamponu eklendi. > 12,000 x g’de 1 dakika
santrifiijlendi, toplama tiipii bosaltildi.

7. Kolonun matriksi lizerine 200ul g-DNA yikama tamponu eklendi. > 12,000 x g’de
1 dakika santrifiijlendi, toplama tiipii atildu.

8. Kolon temiz bir mikrosantrifiij tiipiine aktarildi, iizerine S0ul DNA eliisyon tamponu
eklendi. Oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi, santrifiijiin en yiiksek devrinde 1
dakika santrfiijlendi. Elde edilen DNA bir sonraki asamaya kadar -20°C’de saklandi.

3.4.1.1. Total DNA Konsantrasyonunun ve Safliginin Olgiilmesi

Izole edilen DNA orneklerinin  konsantrasyon ve saflik degerleri NanoDrop
ScientificTM 1000 (Thermo Fisher, Delaware, USA) cihazi ile 6lgiildii. DNA konsantrasyonu
260 nm’deki optik yogunlugundan (OD), saflifi ise 260 nm/280 nm'deki OD oranindan

saptand1. DNA konsantrasyonu ve saflig1 asagidaki formiillerle hesaplandi.
DNA konsantrasyonu (ng/pl): OD260 nm x 50pg/ml

DNA safligi: <1,5 OD260 / OD280 >2 Ideal oran:1,7-1,8

3.4.2. DNA’nin Bisiilfit Modifikasyonu

Pankreas adenokarsinom tanili hastalara ait tiimor ve tiimore komsu normal doku igeren
parafin bloklardan alinan kesitlerden elde edilen DNA o6rneklerinin bisiilfit doniisiimii Zymo
Methylation Gold KitTM (Zymo Research, CA, USA. Cat. no: D5005) tarafindan kit

protokoliine uygun olarak gergeklestirildi.
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Prensip

EZ DNA Methylation-GoldTM Kiti, DNA denatiirasyonu ve bisiilfit doniistiirme
islemlerini tek adimda birlestiren bir kittir. DNA metilasyonunu saptamak i¢in kullanilan en

yaygin teknik bisiilfit doniistirme yontemidir [205]. Bu teknik, metillenmis DNA'y1,

metillenmemis sitozinleri urasile doniistiiren bistilfit ile muamele

sodyum bisiilfit arasinda sitozinin urasile doniistliriilmesiyle sonuglanan ii¢ asamali bir
reaksiyon siireci meydana gelir. Metillenmis sitozinler islem sirasinda degismeden kalir.

Doniistiirtildiikten sonra, DNA'nin metilasyon profili, MSP amplifikasyonu ile belirlenir (Sekil

etmeyi igerir. Sitozin ve

3.1).
Denatiirasyon Diniisiim Desiilfonasyon
Genomik DNA fragmanlarinmn Parcalannus DINA'daki sitozin Siilfit pargalannin uzaklastrilmasi ve
95°C'de inkiibasyonu kalmtlarmn 65°C ve digik pH'da urasil olugumn igin yiksek pH ve
(5-6) sodyum bisiilfit ile inkiibasyonu oda sicakhginda 15 dakika
inkiibasyon

NH; NHz OH
Pargalanms N/ NaHSO;, pH 5.0 N = + H,0, - NH;
genomik DNA —— | —_
ormegi + 1\11 |50;

o N 0] N S0;Na SOzNa
H H
Sitozin Urasil
NH;
Hy
NaH H
AHSOs, pH 5.0 o | ¢ bistifit domitstm icin uygun degildir ve
)\ ; E bozulmadan kalir
5- .\rIetﬂs:tozm (5-mC)
Sekil 3.1: Sitozinin bisiilfit doniisiimii.
Geregler

96 kuyucuklu mikroplate

e 100% etanol
e Ultrasafsu
e CT Doniisiim Reaktifi
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e M-Seyreltme Tamponu

e M-Coziicii Tamponu

e M-Baglanma Tamponu

e M-Yikama Tamponu

e M-Desiilfonasyon Tamponu

e M-Eliisyon Tamponu

e Zymo-Spin™ |C Kolon

e Toplama tiipii

e Mikrosantrifiij tiipii (DNaz/RNaz free)

e Otomatik pipet uclar1 (DNaz/RNaz free)

DNA Orneklerinin Miktarimin Hesaplanmast

Optimal sonuglar icin Orneklerdeki DNA miktarinin 200-500ng arasinda olmasi
gerekmektedir. Optimal DNA miktar1 olarak 300ng Ornek kullanildi. Konsanrasyonu
NanoDrop cihazi ile ng/ul cinsinden 6lgiilen her bir DNA 6rneginden ka¢ ul kullanilacagi
hesaplandi. Ornekler reaksiyonun gergeklesecegi PCR mikroplate kuyucuklarma pipetlendi ve

son hacim 20ul olacak sekilde iizerine ultra saf su eklendi.

Ornekler ile birlikte MSP’de standart olarak kullanilacak olan Human Methylated &
Non-methylated DNA Set (Zymo Research, CA, USA. Cat. no: D5014) icerigindeki metile ve
metile olmayan DNA orneklerinden de birer kuyucuga 1,2ul alindi, son hacim 20ul olacak

sekilde ultra saf su ilave edildi ve bisiilfit doniisiimii reaksiyonu gerceklestirildi.
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Reatktiflerin Hazirlanmasi

1.

Protokol

CT Doniisiim Reaktifi Hazirlanmasi: Kati CT doniisiim reaktifi bulundugu her bir
tiipe 900yl ultra saf su, 300 ul M-Seyreltme tamponu ve 50 ul M-Coziicii tamponu
eklendi. Oda sicakliginda 10 dakika vortekslendi.

M-Yikama Tamponu Hazirlanmasi: Konsantre haldeki 6ml M-Yikama tamponu

uzerine 24ml %100 etanol eklendi.

Son hacmi 20ul olan PCR mikroplate kuyucuklarindaki DNA 6rneklerinin tizerine

130ul CT doniisiim reaktifi eklendi.

PCR mikroplate Termal Dongii Cihazina (Quant Studio 5, Applied Biosystems)

yerlestirildi ve agsagidaki basamaklar ile inkiibasyona birakildi.
— 98°C’de 10 dakika
— 64°C’de 2,5 saat

Zymo-Spin™ |C kolonlar toplama tiiplerine yerlestirildi ve kolonlara 600ul M-

Baglanma taponu eklendi.

Baglanma tamponu igeren kolonlarin iizerine inkiibasyondan ¢ikan 6rnekler eklendi.

Kolonun kapagi kapatildi ve birkag kez ters ¢evrilerek karistirildi.
Stiper mini santrifiijde 12.000g’de 30 saniye santrifiijlendi. Toplama tiipii bosaltild1.

Kolonun iizerine 100ul M-Yikama tamponu eklendi. 12,000 x g’de 30 saniye
santrifiijlendi, toplama tiipii bosaltildi.

Kolonun {izerine 200ul desiilfonasyon tamponu eklendi. 15-20 dakika oda
sicakliginda inkiibasyona birakildi. 12,000 x g’de 30 saniye santrifiijlendi, toplama
tiipli bosaltildi.
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8. Kolonun iizerine 200ul M-Yikama tamponu eklendi. 12,000 x g’de 30 saniye
santrifiijlendi, toplama tiipii bosaltild1. Islem tekrar edildi.

9. Kolon 1,5ml’lik mikrosantrifiij tiipine alindi. Kolon matriksi iizerine 10ul M-
Eliisyon tamponu eklendi. DNA’nin eliie edilmesi i¢in 12.000g’de 30 saniye
santrifiijlendi. Bisiilfit doniisiimii gerceklestirilen DNA MSP analizinde kullanildi.

3.4.3. MSP Yontemi Kullanilarak OGG1 Promotor Metilasyonunun Belirlenmesi
Pankreas adenokarsinom tanili hastalara ait timoér ve tiimore komsu normal

dokularindan elde edilen DNA 6rneklerinde OGG1 geninin promotor bolgesindeki metilasyon

durumu incelendi. DNA izolasyonu sonrasi bisiilfit modifikasyonlar1 ger¢eklestirilen DNA’lar

MSP yontemi araciligiyla degerlendirildi.

3.4.3.1. Primer Tasarumi
OGG]1 geninin metilasyon profilini incelemek i¢in gerekli primer tasarimlari internet
kullanimina acik olan Methprimer ve Primer3Plus programlari ile firma tarafindan

tasarlanmigtir. Primere ait bilgiler Tablo 3.1’de verilmistir.

Tablo 3.1: OGG1 primer 6zellikleri.

Uzunluk
Metile Primer Sekans (5'=—» 3") ™ %GC
(b¢)
Forward primer AGGCGAGTAGTTGGTAGAGAGT 22 60,03 50,00

Reverse primer AACCACCGCTCATTTCACCT 20 59,89 50,00
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3.4.3.2. MSP Deneyi

DNA Orneklerinin Seyreltilmesi

Bisiilfit modifikasyonu sonunda 300ng/10ul konsantrasyonda olan DNA o6rneklerine

50yl ultra saf su eklenerek 5ng/ul konsantrasyona seyreltildiler.

Standartlarin Hazirlanmasi

6 tane mikrosantrifiij tiipli numaralandirildi. Bistilfit donilisiimii yapilan metile ve metile

olmayan DNA o6rneklerinden Tablo 3.2°de verilen miktarlarda standartlar hazirlandi.

Tablo 3.2: DNA standartlari.

Standart No Metile DNA (ul) Metile olmayan DNA (ul) Metilasyon yiizdesi

1 10 0 %100
2 7,5 2,5 %75
3 5 5 %50
4 2,5 7,5 %25
5 1 9 %10
6 0,5 9,5 %5

7 0 10 %0

Standartlarin metilasyon yiizdeleri ve Ct degerlerine gore standart egri grafigi Curve Expert

programi ile olusturuldu (Sekil 3.2).
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S = 0.14775124
1= 0.99777743

Y Axis (units)
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Sekil 3.2: Standart egri grafigi.

Reaksiyon Karisimi

MSP reaksiyonu i¢in ZymoTaq qPCR Premix (Zymo Research, CA, USA. Cat. no:
E2055) kullanilmistir. Reaksiyon karisimi Tablo 3.3’de belirtildigi sekilde hazirlanmigtir.

Tablo 3.3: Reaksiyon karisimi.

Reaksiyon karisimi 1 Ornek igin hacim
Zymo Taq™ gPCR PreMix 25ul
Forward Primer 2,5ul
Rewerse Primer 2,5ul
DNA 5ul

ddH.0 15l
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MSP Reaksiyonu

Her bir 6rnek ve standart i¢in reaksiyon karigimi hazirlandi ve 96 kuyulu platelere
otomatik pipet ile pipetlendi. Plate’in iizeri jelatin ile kapatildi, cihaza yerlestirildi ve Tablo

3.4’te belirtilen kosullarda reaksiyon gerceklestirildi.

Tablo 3.4: MPS reaksiyon kosullari.

PCR Asamalari T (°C) Zaman
ilk Denatiirasyon 95 °C 10 dak.
Baglanma (40 dongii) Denatiirasyon 95 °C 30 sn.
Baglanma 55°C 30 sn.
Uzama 72°C 30 sn.
Son Uzama 72 °C 7 dak.

Reaksiyon sonunda her bir 6rnegin metilasyon yiizdeleri, elde edilen Ct degerlerinin
standart egri grafigi denkleminde yerine konulmasi ile hesaplandi. Standartlar, tiimdr dokulari

ve normal dokulara ait amplifikasyon egrileri Sekil 3.3, Sekil 3.4 ve Sekil 3.5’te verilmistir.
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Sekil 3.3: DNA standartlarina ait amplifikasyon egrileri.
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Sekil 3.4: Tiimor doku érneklerine ait amplifikasyon egrileri.
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Sekil 3.5: Normal doku dérneklerine ait amplifikasyon egrileri.

3.4.4. immiinohistokimya

Isaretlenmis poliklonal OGG1 antikoru (OGGI-poliklonal tavsan antikoru-Novus
Biologicals NB100-106) ve Histostain-Plus Bulk Kit (invitrogen 85-9043) kullanilarak doku
antijenlerini bulunduklar yerde gostermek amaciyla Streptavidin-Biotin-Peroksidaz yontemi

ile immiinohistokimyasal boyama uygulandi.

Parafin kesitlere uygulanan Streptavidin-Biotin-Peroksidaz yontemi ile kit iginde
tavsiye edilen boyama islem sirasinin antikora gore modifiye edilen immunohistokimyasal

boyama protokolii asagidaki gibidir:

Histostatin-Plus Bulk Kit Boyama Islem Sirasi
1. Kesitler, parafinin uzaklastirilmasi amaciyla 60 dk. ksilende bekletildi.

2. Ardindan inen etil alkol serilerinden (%100, %90, %80 ve %70) gecirildi ve

distile su ile yikandi.

3. Preparatlar pH 7,4 fosfat tuz tamponu (PBS) ile 3 kez 5 er dk. yikandi.
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4. Endojen peroksidazi maskelemek i¢in 1:10 oraninda hazirlanan H2O; ile 10 dk.
muamele edildi. (Iml H2.O2 + 9ml PBS)

5. Preparatlar baskilayici (Blocking) soliisyonunda 10 dk. bekletildi. Bu asamadan

sonra preparatlar yikanmadi, kurulanip antikor asamasina gegildi.

6. Her bir kesit tizerine 50 pl primer antikor (hOGG1, 1:100 sulandirma) eklendi,

+4°C buzdolabinda nemli ortamda bir gece inkiibe edildi.
7. Baglanmayan antikorlarin uzaklastirilmasi i¢in PBS ile 3 kez yikandi. (3x5 dk.)
8. Preparatlar biotin ile isaretli ikinci antikor ile 10 dakika inkiibe edildi.
9. PBSile 2 x 2 dk. yikandi.
10. Preparatlar Streptavidin-Peroksidaz kompleksinde 10 dk. muamele edildi.
11. PBS ile 3 x 5 dk. yikandu.

12. Substrat-kromojen (DAB=3,3'-diaminobenzidin) ¢ozeltisi ile 10 dk. renk

reaksiyonu (kahverengi) gozlenene kadar inkiibe edildi.

13. Reaksiyon 1s1k mikroskobu altinda goriildiikten sonra reaksiyonu durdurmak

amaciyla kesitler distile suda ¢alkalandi.
14. Kesitlere 1 dk. metil green zit boyamasi yapildi.
15. Distile suda ¢alkalandi.

16. Lamlar iyice kuruduktan sonra kapama maddesi (gliserin jel) damlatilarak lamel

ile kapatildi ve daimi preparat hazirlandi.

3.4.4.1. Immunboyama Ozgiilliigiiniin Kontrolii
Immiin boyamanin kontrolii i¢in bir negatif kontrol kullanildi. Negatif kontrol olarak
kullanilan preparata primer antikor yerine PBS damlatilarak tiim islem basamaklar1 aynen

uygulandi.
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3.4.4.2. Immiinohistokimyanin Degerlendirilmesi
hOGG1 immiinreaksiyonu LEICA DM500 marka 151k mikroskobunda X 40 biiytitmede
rastgele segilen 12 alanda hOGG1 immiinreaktivite degerlendirmesi German Immunoreactive

Score a dayanmaktadir [206]. IHC (Immunohistochemistry) skor olarak belirtilmistir.

3.4.5. statistiksel Degerlendirme

Istatistiksel degerlendirmeler IBM SPSS 22.0 paket programi kullanilarak yapildi.
Veriler normal dagilima uymadig i¢in parametrik olmayan testler kullanildi. Bulgular ortanca
(min-maks) seklinde ifade edildi. Uclii grup karsilastirmalari icin parametrik olmayan varyans
analizi (Kruskal-Wallis testi) uygulandi. Ikili karsilastirmalar icin Mann-Whitney U testi
kullanildi. p<0.05 diizeyi anlamli olarak kabul edildi. Korelasyon analizi Spearman korelasyon

katsay1s1 kullanilarak yapildi.



4. BULGULAR

Hastalara ait demografik veriler ve laboratuvar sonuglart Tablo 4.1°de, klinopatolojik

veriler Tablo 4.2°de yer almaktadir.
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Tablo 4.1: Hastalara ait demografik veriler ve klinopatolojik veriler.

Total Hasta Grubu (n=50) Kadin (n=15) Erkek (n=35) p*
Yas (Y1) 61 (36-81) 62 (41-81) 59 (36-74) 0,15
VKi 23 (16-33) 23 (20-33) 22 (16-30) 0,19
Glukoz (mg/dL) 123 (63-378) 133 (71-237) 111 (63-378) 0,09
GGT (U/L) 206 (22-2923) 94 (22-1831) 225 (26-2923) 0,06
ALP (U/L) 212 (25-6774) 157 (25-6774) 224.5 (54-949) 0,19
T.Bilirubin (mg/dL) 2,76 (0,31-17,26) 1,24 (0,31-9,30) 3,18 (0,40-17,26) 0,01
D.Bilirubin (mg/dL) 1,26 (0,06-10,40) 0,46 (0,08-6,9) 1,6 (0,06-10,40) 0,02
I.Bilirubin (mg/dL) 1,51 (0,15-9,41) 0,69 (0,15-6,96) 1,9 (0,50-9,41) 0,00
Amilaz (U/L) 58,5 (15-540) 54,5 (15-540) 59,5 (21-163) 0,75
Lipaz (U/L) 26 (1-1314) 26 (1-1314) 25,5 (2-268) 0,38
CEA (ng/mL) 2,20 (0,89-28,08) 1,47 (0,89-10,28) 2,62 (0,94-28,08) 0,22
CA-125 (U/mL) 14,30 (4,20-72,90) 8,9 (8,10-18) 14,9 (4,20-72,9) 0,25
CA-19-9 (U/mL) 118,7 (6,01-2045) 114,7 (53,9-1169,6)  122,7 (60,1-2045) 0,91
CA-15-3 (U/mL) 11,5 (6,60-26,90) 9 (8,70-26,9) 11,7 (6,60-24,2) 0,81
AFP (ng/mL) 2,40 (0,92-7,50) 0,99 (0,92-1,98) 2,8 (1,10-7,5) 0,02
Sag kalim siiresi (Ay) 16,50 (4-78) 18 (5-78) 16 (4-50) 0,26

*P degerleri kadin ve erkek kiyaslamasina aittir.



63

Tablo 4.2: Hastalara ait klinopatolojik veriler.

Patolojik Evre Hasta Sayis1 (n=50)
1B 4
2A 8
2B 12
3 26

Tiimor ve normal pankreas dokularindan izole edilen DNA 6rneklerinde DNA onarim
geni hOGG1 promotdr metilasyonu pankreas tiimor dokusunda normal pankreas dokusuna gore

istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek bulundu (p=0,02).

Immunohistokimyasal boyama sonrasinda, Nikon Eclipse 80i marka 151k mikroskobu
kullanilarak incelenen preparatlarda nukleuslar1 kahverengi boyanmis olan I16kositler hOGG1
immunpozitif olarak degerlendirildi. Isik mikroskobunda X 40 biiyiitmede rastgele secilen 12
alanda bulunan hiicrelerde immun boyamanin varliginin tespiti ile yapildi. Pozitif ve negatif
boyanmus hiicreler, minimum kabul edilebilir say1 olarak en az 500 hiicre olacak sekilde sayildi.

Pozitif hiicrelerin yiizdesi daha sonra Tablo 4.3'te goriildiigii gibi puanlandi.

Tablo 4.3: IHC skorlama.

Boyama Yiizdesi IHC Skoru
0 0
%1-10 1
%11-50 2
%51-80 3

%81-100 4
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Tiimor ve normal pankreas dokusundaki hOGG1 immiinpozitifligi karsilastirildiginda
anlamli bir fark bulunmadi (p=0,79). Tiimor ve normal dokuya ait hOGG1 promotér metilasyon
yiizdeleri ve ekspresyon IHC skorlar1 Tablo 4.4°de verilmistir. hOGG1 Promotér Metilasyon
Yiizdeleri ve IHC Skorlari.

Tablo 4.4: hOGG1 promotor metilasyon yiizdeleri ve THC skorlari.

Tiimér Dokusu Normal Doku P
% Metilasyon 3,64 (0-26,79) 1,50 (0-26,50) 0,02
hOGG1 Ekspresyon IHC Skoru 3,00 (0-4) 3,00 (0-4) 0,79

Veriler cinsiyet dikkate alinarak degerlendirildiginde, kadinlarda timor ve normal
pankreas dokularindaki hOGG1 promotér metilasyon diizeyleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmadi (p=0,82), erkeklerde ise tiimoér dokuda normal dokuya kiyasla
hOGG]1 promotdr metilasyonu yiiksek bulundu (p=0,01). Ancak hOGG1 ekspresyon IHC skoru
bakimindan timor ve normal pankreas dokulari arasinda cinsiyete bagli anlamli bir fark

bulunmadi. (p=0,48, p=0,41) (Tablo 4.5 ve Tablo 4.6).

Tablo 4.5: Kadin OGG1 promotor metilasyon yiizdeleri ve IHC skorlar.

Kadin Tiimoér Dokusu Normal Doku P
% Metilasyon 4,78 (0-16,42) 2,88 (0-9,90) 0,82
hOGG1 Ekspresyon IHC Skoru 2,00 (0-4) 2,00 (0-4) 0,48

Tablo 4.6: Erkek OGG1 promotor metilasyon yiizdeleri ve IHC skorlari.

Erkek Tiimor Dokusu Normal Doku P

% Metilasyon 3,56 (0-26,79) 1,45 (0-26,50) 0,01

hOGG1 Ekspresyon IHC Skoru 3,00 (0-4) 3,00 (0-4) 0,41
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Hastalar TNM evrelemesine gore siniflandirilip, ayrilan gruplar sag kalim siireleri,
hOGGT1 ekspresyon IHC skorlar1 ve metilasyon yiizdeleri agisindan karsilagtirildi. Yapilan ikili
karsilastirmalarda farkli evrelerdeki tiimorlerde hOGG1 promotdr metilasyon yiizdeleri,

hOGG1 IHC skoru ve sag kalim agisindan agisindan anlamli fark bulunmadi. (Tablo 4.7)

Tablo 4.7: TNM evre gruplarinda hOGG1 promotor metilasyon yiizdeleri, hOGG1 ekspresyon
IHC skorlar1 ve sag kalim siireleri.

% Metilasyon hOGG1 IHC Skoru  Sag Kahm Siiresi (Ay)
Evre 1B 3,20 (0-8,76) 2(1-4) 20 (5-47)
Evre 2A 3,83 (0-22,63) 3,5(0-4) 19 (6-34)
Evre 2B 5,24 (0-9,56) 1,5 (0-4) 14 (6-78)
Evre 3 3,29 (0-26,79) 3(0-4) 15 (4-39)

Immunohistokimyasal olarak analizlenen tiimor dokularna ait veriler metilasyon
durumuna gore metilasyon yok, diisiik metilasyon, orta metilasyon ve yiiksek metilasyon
seklinde gruplandirildi (Sekil 4.1). Farkli metilasyon diizeyleri gosteren tiimor dokularda
hOGGL1 ekspresyon IHC skoru ve sagkalim agisindan anlamli fark bulunmadi (p>0,05). (Tablo
4.8)
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Sekil 4.1: Metilasyon siniflandirmasi ve immiinpozitiflik.

Tablo 4.8: Tiimor dokuda metilasyon siniflandirmasina gore hOGG1 ekspresyon IHC skorlari
ve sag kahm siireleri.

hOGG1 IHC Skoru Sag Kalim Siiresi (Ay)
Metilasyon Yok 3 (0-4) 18 (13-31)
Diisiik Metilasyon 4 (0-4) 16 (4-78)
Orta Metilasyon 1,5 (0-4) 23,5 (7-47)
Yiiksek Metilasyon 2,5 (0-4) 13 (5-50)

hOGG1 IHC skoruna gore siniflandirma yapilan tiimér dokularinda hOGG1 promotor
metilasyon yiizdeleri ve sag kalim stireleri karsilastirildi. Farkli hOGG1 THC skor diizeyleri
gosteren timor dokularinda hOGG1 IHC skoru 1 olan grup 3 olan gruba kiyasla hOGG1
promotdr metilasyon yiizdeleri yiiksek bulundu (p=0,02). Tiimor dokuda sag kalim siireleri

bakimindan gruplar arasinda anlamli fark bulunmadi (p>0,05).(Tablo 4.9).
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Tablo 4.9: Tiimoér dokuda hOGG1 IHC skor siniflandirmasina gore % metilasyon ve
sag kalim siireleri.

hOGG1 IHC Skoru % Metilasyon Sag Kalim Siiresi (Ay)
0 3,73 (0-7,89) 17,5 (7-26)
1 6,78 (2,28-8,76)* 17 (5-47)
2 2,58 (0-16,42) 18,5 (5-78)
3 1,14 (0-9,98) 15,5 (5-20)
4 3,56 (0-26,79) 16 (4-50)

*p=0,02 3 grubuna gore

Timoér dokudaki hOGG1 promotér metilasyonunun prediktif performansit ROC egrisi
ile degerlendirildi. ROC egrisi timor ve normal dokulara ait % metilasyon degerleri
kullanilarak olusturuldu (Sekil 4.2). Egrinin altinda kalan alan hOGG1 promotor metilasyonu
icin %95 giiven araliginda [CI] 0.630 (0.519-0.742) bulundu (p= 0.02). 2,39 % metilasyon
kesim degeri kullanilarak %60 duyarlilik, %60,4 6zgiilliik, %61,2 pozitif prediktif deger, %59,1
negatif prediktif deger ve %71,5 dogruluk elde edildi.

Tiimoér ve normal dokuda elde edilen veriler 2,39 % metilasyon kesim degerinin altinda
kalan ve iizerinde kalan olarak iki gruba ayrildi. Yapilan ikili karsilastirmalarda tiimor ve
normal dokuda hOGG1 ekspresyon IHC skorlar1 ve sag kalim siireleri agisindan istatistiksel
olarak anlamli fark bulunmadi (Tablo 4.10).
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Sekil 4.2: Pankreas adenokarsinom tiimérlerindeki hOGG1 promotor metilasyon yiizdelerinin
prediktif potansiyelini gosteren ROC egrisi.

Tablo 4.10: Kesim degerine gore gruplarda hOGG1 ekspresyon THC skorlari ve sag kalim
siireleri.

% Metilasyon < 2,39 (n=20) % Metilasyon >2,39 (n=30) P

Tiimér Doku hOGG1 Ekspresyon 2 (0-4) 3(0-4) 0,23
IHC Skoru
Normal Doku hOGG1 Ekspresyon 3(0-4) 3(0-4) 0,90
IHC Skoru

Sag Kalim 14 (4-31) 16(5-50) 0,73
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Korelasyonlar

Degiskenler arasindaki iligkileri belirlemek i¢in yapilan korelasyon analizine ait veriler
Tablo 4.9, 4.10, 4.11 ve 4.12’de verilmistir.

Tiimor doku hOGG1 promotor metilasyonu ile normal doku hOGG1 promotor

metilasyonu arasinda negatif yonde anlamh bir iliski bulundu. r =-0,29, P=0,04

Timo6r doku hOGG1 ekspresyon IHC skoru ile normal doku hOGG1 ekspresyon IHC

skoru arasinda anlamli bir iliski bulunmadi.

Timoér ve normal dokularda sagkalim siiresi ile hOGG1 promotér metilasyonu ve

hOGGT1 ekspresyon IHC skoru arasinda anlamli bir iliski bulunmadi.

Tiimor doku hOGG1 promotor metilasyonu ile Amilaz arasinda negatif yonde
anlamh bir iliski bulundu. r=-0,35, P= 0,01

Timor doku hOGG1 ekspresyon IHC skoru ile GGT arasinda pozitif yonde
anlamh bir iliski bulundu. r = 0,32, P=0,03

Tiimoér doku hOGG1 ekspresyon IHC skoru ile ALP arasinda pozitif yonde
anlamh bir iliski bulundu. r = 0,31, P= 0,03

Normal doku hOGG1 promotér metilasyonu ile Lipaz arasinda pozitif yonde
anlamh bir iliski bulundu. r = 0,34, P=0,03

Normal doku hOGG1 ekspresyon IHC skoru ile ALP arasinda pozitif yonde
anlamh bir iliski bulundu. r = 0,3, P= 0,04

Normal doku hOGG1 ekspresyon IHC skoru ile Total Bilirubin arasinda pozitif
yonde anlamh bir iliski bulundu. r = 0,31, P=0,03

Normal doku hOGG1 ekspresyon IHC skoru ile Direkt Bilirubin arasinda pozitif
yonde anlamh bir iliski bulundu. r = 0,33, P=0,02

Sag kalim siiresi ile CA 19-9 arasinda negatif yonde anlamh bir iliski bulundu. r =
-0,46, P=0,03
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5. TARTISMA

Kanser diinya ¢apinda 6énemli bir halk sagligi sorunudur. Pankreas adenokarsinomu
invaziv ve kemoterapiye direng gostermesi nedeniyle en agresif ve oliimciil kanserlerden biri
olarak nitelendirilmektedir. Ko6tii prognozu nedeniyle neredeyse vaka kadar oliimden
sorumludur [41]. Pankreas kanseri riski yiiksek hastalar1 taramak i¢in standart bir belirteg
olmamasi ve ¢ogu hastanin hastalik ileri bir asamaya ulasana kadar asemptomatik kalmasi

nedeniyle siklikla ileri evrede tan1 konulmaktadir [2].

Oksidatif stres diger kanser tiirlerinde oldugu gibi pankreas kanserinin de patogenezinde
yer alan onemli faktorlerden birisidir. Tiimoér olusumunun gesitli genlerde meydana gelen
mutasyonlarin birikimi ile yliksek oranda iliskili oldugunu gdsteren ¢ok sayida cgaligma
mevcuttur. En yaygin oksidatif hasar lezyonu olan 8-oksoG'nin genomdaki kaliciligi, spontan
mutagenez riskini artirmakta ve hiicrelerin malign transformasyonuna neden olmaktadir. Cok
sayida calisma, BER enzimlerinin eksikliginin tiimér olusumu olasiligin1 artirdigini
gostermektedir [207]. BER enzimlerinden biri olan hOGG1, en ¢ok arastirilan bifonksiyonel
DNA glikozilazdir. Azalmis hOGG1 ekspresyon seviyesi, daha yiiksek bir mutasyon sikligina
yol agmakta ve oksidatif stres altindaki bir bireyin kanser riskini artirmaktadir. Cesitli kanser
tirlerinde risk ile hOGG1 genotipi arasindaki iliskiyi destekleyen gesitli epidemiyolojik
calismalar bulunmaktadir [15]. PDAC’da hOGG1'in roliinii ortaya koyan calisma sayisi
oldukca azdir. Bu ¢alismalar genel olarak hOGG1 polimorfizmleri ve pankreas kanseri

arasindaki iliskiye 151k tutmaktadir.

Kanser caligmalarinda arastirilan ¢ok sayida DNA onarim geni arasinda, hOGG1
genotipi siklikla insan kanseri riskinde degisiklik ile iliskilendirilmistir. Donghui ve dig. [182]
2007°de yaptiklar1 calisma ile BER genlerinin pankreas kanseri hastalarinin hayatta kalmasi
tizerindeki etkisini arastirmislardir. Bu ¢alismada hOGG1, APEX1 ve XRCC1'in homozigot
varyant genotiplerinin, Onemli Ol¢lide azalmis genel sagkalim ile iligkili oldugunu
gostermislerdir. Nakao ve dig. [208] tarafindan OGG1, XRCC1, APEl ve PARPI gen
polimorfizimlerinin Japonlarda pankreas kanseri ile iligkisinin incelendigi ¢alismada OGGl1
Ser326Cys polimorfizmi ve pankreas kanseri arasinda bir iligki bulunmamistir. Yan ve dig.
[209] 2013°de yaptiklari meta analiz ¢alismasinda hOGG1 Ser326Cys polimorfizminin PDAC
duyarlilig: ile iligkili olmadigini, etnik koken, kontrol kaynagi, orneklem biiyikligi ve

genotipleme yontemine dayali alt grup analizinde, higbir genetik modelde anlamli bir iliski
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bulunmadigini belirtmisleridir. Liu ve dig. [210] 370 pankreas kanseri hastasi ve 395 saglikli
kontrol ile Cin’de yaptiklar1 bir ¢alismada ise hOGG1 ¢.307G>C SNP’i azalmis pankreas
kanseri riski ile iliskilendirilmistir. Bu ¢alisma, hOGG1 SNP'lerinin Cin Han popiilasyonunda
pankreas kanseri riski ile iliskili oldugunu ve pankreas kanseri riskini degerlendirmek icin
yararlt molekiiler biyobelirtecler olabilecegini gostermektedir. Cin’de yapilan bir bagka
calismada da hOGG1 geninin c.461G>A genetik varyantinin, Cin Han popiilasyonunda

pankreas kanserine duyarlilik ile iligkili oldugunu gosterilmistir [211].

Pankreas kanserinde hOGG1 ekspresyonunu inceleyen tek c¢alisma Inokuchi ve dig.
[212] tarafindan yapilmistir. Bu ¢alismada ¢ekirdek ve mitokondriyal hOGG1 ekspresyonlari
immiinohistokimyasal olarak incelenmis, pankreas kanseri prognozu ve sag kalim agisindan
degerlendirilmistir. Diisiik mitokondriyal hOGG1 ekspresyonun, PDAC prognozunun bagimsiz
bir risk faktori oldugu ifade edilmekle birlikte hOGG1 ekspresyonunun 8-OHdG
immiinpozitifligi ile negatif korelasyon gosterdigi ve yiiksek 8-OHAG immiinpozitifliginin
PDAC'li hastalarin niikssiiz sagkalimimi kisalttig1 gosterilmistir. Diigitk mitokondriyal hOGG1
ekspresyonunun PDAC prognozunu kotiilestirebilecegi belirtilmistir. Cekirdek hOGG1
ekspresyonunun ise hastaligin prognozuna etkisi olmadigi bulunmustur. Cekirdek hOGG1
ekspresyonunu immiinohistokimyasal olarak inceledigimiz bu ¢aligmada benzer sekilde tiimor
dokusunda hOGG1 ekspresyon ITHC skoru ile sagkalim siiresi ile arasinda anlamli bir iligki

bulunmad:.

Kanserlerde en ¢ok calisilan epigenetik degisikliklerden biri DNA metilasyonudur.
Neredeyse tiim kanser tiirlerinde ¢ok ¢esitli genlerin metilasyon durumu ve hastaligin prognozu
ile iliskisi incelenmektedir. Thompson ve dig. [26] kii¢iik bir PDAC hasta grubunda, timor ve
komsu saglikli doku kullanarak yaptiklari kohort ¢alismasinda sagkalim ile negatif iliskili olan
17.251 CpG bdlgesi ve sagkalim ile pozitif iliskili 3256 CpG bolgesi tanimlamiglardir. Benzer
sekilde, Mishra ve dig. [213] Kanser Genom Atlasi pankreas kanseri hasta veri tabanindaki 154
PDAC orneginden aliman metilasyon verilerinin bir analizinde sagkalim ile iliskili 406
promotor metilasyon lokusu tanimlamiglardir. Pankreas kanserinde, p16, RASSF1A, 3-OST-2,
siklin D2, SOCS-1, RAR-B ve APC dahil olmak iizere kanserle ilgili birka¢ genin promotor
hipermetilasyonu ile inaktive edildigi gosterilmistir [203]. Yaptigimiz literatiir taramasi
sonucunda hOGG1 promotér metilasyonu ve pankreas kanseri iligkisi ile ilgili yapilan herhangi
bir ¢alisma bulunmamistir. Bu nedenle ¢alismamizda hOGG1 promotor bdlgesinin gen

lokusunu belirlerken literatiirde farkli kanser tiirlerinde en fazla kullanilan hOGG]1 lokusunu
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tercih ettik. Biz caligmamizda tiimor ve normal pankreas dokularinda DNA onarim geni
hOGG]1 promotdr metilasyonunu pankreas tiimdr dokusunda normal pankreas dokusuna gore
istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek bulduk. Bu sonug bize pankreas kanserinde DNA
tamirinden sorumlu gen olan hOGG1’in tiimoér dokusunda hipermetilasyon ile aktivitesinin
azaldigini diisiindiirmektedir. Ancak bu ¢aligmada 8-OHdG immunpozitiflii belirlenmedigi
icin kesin bir sey soylemek miimiikiin degildir. Yapilan korelasyon analizi sonucunda timor
doku hOGG1 promotor metilasyonu ile normal doku hOGG1 promotor metilasyonu arasinda
negatif yonde anlamli bir iliski bulundu. Timor dokusunda hOGG1 promotoér metilasyonu ve
hOGG1 ekspresyon IHC skoru ile sagkalim siiresi arasinda anlamli bir iliski bulunmadi.
Segilecek farkli bir gen lokusunda hOGG1 promotér metilasyonu, hOGG1 ekspresyon THC
skoru ve sagkalim siiresi bakimindan daha farkli sonuglar elde edilmesi miimkiindiir. Pankreas
kanserinde hOGG1 promotor bolgesini gen lokusu i¢in belirlenmis sipesifik bir dizi olmayisi

ve vaka sayimizin az olusu anlamli bir iliski bulunmamasina neden olmus olabilir.

Timor dokularinda % hOGGI1 promotér metilasyonun bitisikteki normal pankreas
dokularindakine gore yiiksek olmakla birlikte, timor dokulari TNM evresine gore
siiflandirildiginda % hOGG1 promotdr metilasyonun tiimoriin artan evresine paralel bir artis
gostermedigi belirlendi. Bu durumu metilasyon siireglerinin dinamik olmasi ve timor
gelisiminin her bir evresinde metilasyon stireglerini etkileyen faktorlerin stabil olmamasina
baglanabilir. Ayrica 6rnek sayisinin diisiik olmasi yapilan evre siniflandirmasinda grup basina
diisen 6rnek sayisinin az olmasina neden olmustur. Daha fazla sayida 6rnekle anlamli iliskiler

bulunabilecegi diistinilmektedir.

Erkeklerde pankreas kanseri insidansi kadinlara gore yiiksek olup erkek cinsiyet
pankreas kanseri i¢in risk faktorii olarak kabul edilmektedir. Calismamizda veriler cinsiyet
dikkate alinarak degerlendirildiginde, erkeklerde tiimor dokuda normal dokuya kiyasla hOGG1
promotdr metilasyonu yiiksek bulundu. Erkeklerde pankreas kanseri insidansinin kadinlardan
yiiksek olmas1 yagsam tarzlarina baglanmaktadir [87], bu konuda daha fazla arastirmaya ihtiyag

duyulmaktadir.

Yiikselmis serum GGT karaciger hasarinin bir belirtecidir ve hem kadmlarda hem de
erkeklerde erkek ve kadinlarda genel kanser insidansi ile iliskilidir[214]. Pankreas kanserinde
yiiksek GGT’nin kisa sag kalim siiresini ongordiigii belirtilmistir[215]. Cesitli arastirmalar

yukselmis serum ALP degerlerinin ¢esitli kanserlerder kotii prognoz ile iliskili oldugunu
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gostermektedir. Xiao ve dig. [216] yaptiklari ¢alismada rezekte edilmis pankreas kanseri
hastalarinda yiiksek serum ALP seviyelerinin diisiik sag kalim ile iligkili oldugu
belirtilmektedir. Yaptigimiz korelasyon analizinde timor dokusu hOGG1 ekspresyon IHC
skoru ile ALP ve GGT arasinda pozitif yonde orta diizeyde anlamli iliskiler bulundu. Hasta
grubumuzda referans degerlerinin iizerinde belirlenmis olan GGT ve ALP ile pozitif iligki
gostermesi hOGG1 ekspresyon IHC skorunun klinik agidan prognostik bir parametre

olabilecegini diisiindiirmektedir.

Yaptigimiz ROC analizi sonucunda egrinin altinda kalan alan %95 giiven araliginda
0,63 olarak bulundu (p= 0.02). 2,39 % metilasyon kesim degerinin altinda kalan ve tizerinde
kalan olarak ayrilan gruplarda hOGG1 ekspresyon IHC skorular1 ve sag kalim siireleri agisindan
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi. ROC analizi sonucu hOGG1 metilasyon yiizdesinin
zayif da olsa pankreas kanserinde %71,5 dogrulukla hastaligin ayirici tanisinda yardimci

olabilecegini diisiindiirmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Gen ekspresyonu aragtirmalarinda en giivenilir sonuglar gen ekspresyonunun mRNA ve
protein diizeyinde calisilmasidir. Calismamizi kisitlayan en onemli faktdr proje biit¢esinin
kisitli olmasidir. Biit¢enin kisitli olmasi hem ornek sayisinin sinirlanmasina hem de mRNA
diizeyinde gen ekspresyonunun arastirilamamasina neden olmustur. Daha yiiksek sayida
ornekte ¢alisildiginda belki hOGG1 metilasyonu, hOGG1 ekspresyon IHC skoru ve sag kalim

stireleri arasinda herhangi bir iliski saptamak miimkiin olabilirdi.

Sonug olarak PDAC hastalarinda oksidatif stres ve buna bagli olarak DNA oksidasyonu
arttig1 ¢esitli calismalar ile ortaya konulmustur. DNA tamir yollarinda yasanan olumsuz
degisiklikler oksidatif hasar sonucu olusan lezyonlarin tamirinde yetersiz kalimmasina yol
agmaktadir. NOGG1 gen promotorii hipermetile durumda oldugunda genin susturulup, hiicre igi
hOGG!1 diizeyinin azalacagi beklenir. Bu c¢alismada normal pankreas dokusuna kiyasla
pankreas timor dokusunda hOGGI1 promotoriinin hipermetile durumda oldugu ama bu
durumun tiimér dokusunda hOGG1 miktarini azaltmadigi belirlendi. Bu durum hOGG1
ekspresyonunu diizenleyen histon modifikasyonu gibi diger mekanizmalarin etkisinden veya

hOGG] proteininin hiicre i¢i yikimini diizenleyen yolaklarin aktivitesinden kaynaklanabilir.

hOGG1 geninde meydana gelen metilasyon ve ekspresyon degisikliklerinin daha
genis ¢alisma gruplarinda, mRNA diizeyindeki gen ekspresyonu ve mitokondriyal hOGG1’i de
kapsayacak sekilde ve gen ekspresyonunu diizenleyen diger epigenetik mekanizmalarla birlikte
daha detayli bir sekilde arastirilmasinin yararli olacagi disiiniilmektedir. Bu tez caligmasi
pankreas kanserinde yapilan ilk hOGG1 promotoér metilasyon galigmasi Olma ozelligini
tasimakta ve elde edilen veriler NOGG1 hipermetilasyonunun hastaligin erken tanisinda belirteg

aday1 olabilecegi ve prognozu hakkinda bilgi verebilecegi diisiincemizi desteklemektedir.
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ETiK KURUL iZiN YAZISI

Uyar1: Canli denekler iizerinde yapilan tiim arastirmalar i¢in Etik Kurul Belgesi alinmasi
zorunludur.

X  Etik Kurul izni gerekmektedir.
[J Etik Kurul izni gerekmemektedir.

Caglayan AKKAYA ENGIN

(Imza)
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KURUM iZNi YAZILARI

Uyari: Canli ve cansiz deneklerle yapilan tiim c¢alismalar i¢in kurum izin belgelerinin
eklenmesi zorunludur. Gizlilik ve mahremiyet i¢eren durumlarda kurum adi kapatiimalidir.

1 Kurum izni gerekmektedir.
X  Kurum izni gerekmemektedir.

Caglayan AKKAYA ENGIN

(Imza)



