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Pankreas kanseri, tanis1 ve tedavisi oldukca zor olan, yiiksek derecede metastatik 6zellikte olup
oldukga kotii prognozlu ve sagkalim orani diisiik bir malignitedir. Pankreatik duktal adenokarsinom (PDAC),
pankreas kanserleri iginde en sik goriilen tip olup oldukga kotii prognoza sahip bir kanserdir. Bir yillik sag
kalim oram yaklasik %18’dir. Hastalik, erken donemde belirti vermedigi i¢in teshis edildiginde genellikle 3.
veya 4. evrede olmaktadir. Erken teshisin ¢ok 6nemli oldugu bu tiir patolojilerde, hastalik teshisinden kisa
siire sonra (6-12 ay) hasta kaybedilmektedir. Bu durumun en 6nemli sebebi, pankreas kanserinin erken
teshisinde kullanilabilecek invazif olmayan molekiiler biyobelirtecler (genler) tespit edilememis olmast
bundan dolay1 da hastaligin genellikle ileri veya metastatik sathada tespit edilebilmesidir. Bu anlamda,
pankreas kanseri tanis1 konulmus hastalarin sadece %20 ‘si cerrahi rezeksiyon igin uygunluk gosterir. Ciinki
teshis esnasinda hastalarin ¢ogunda lokal ve uzak metastaz gortiliir.

Pankreas kanserinin teshisinde kullanilabilecek invazif olmayan bir tarama testi yoktur. Pankreas
kanserinde CA 19-9, P53, K-ras ve mikro RNA’lar en sik incelenmis ve pankreas kanseri ile iligskilendirilmis
timor markerlaridir. Tanida en ¢ok tercih edilen CA 19-9 serum markiridir. Ancak bu belirtecin pankreas
kanserine spesifitesi ve hassasiyeti siiphelidir. Serum karbohidrat antijeni CA 19-9 (CA 19-9) tiimér iliskili
bir antijen olup, Lewis a-antijeni olarak da bilinir. CA 19-9 normal sartlarda pankreas, safra kanali hiicreleri,
mide, kolon, endometrium, tiikriik bezleri ve bronsiyal epitelyum hiicrelerinden salgilanir. CA 19-9,
pankreas kanseri tamisinda en yaygin olarak kullanilan tiimér markeridir. CA 19-9, sadece pankreas
adenokarsinomlar1 i¢in spesifik olmayip gastrointestinal sistemin de neden oldugu birgok tiimorde de
yiikselebilir. Ayni zamanda CA 19-9’un kan grubu antijenleri ile de iliskisi vardir. CA 19-9 sentezi genotip
olarak Lewis a-b- olan kisilerde, olusmaz. Bu nedenle bu hasta grubu yanlis sonuglarla degerlendirilebilir.
Son yillarda yeni tiimér markerlar1 {izerine ¢aligmalar yapilmaktadir. Hiicre ¢ogalmasi ve biiyliimesinde
olusan genetik degisikliklerin kanser gelisimindeki etkisi bilinmektedir. Onkogenlerin fonksiyonu,
uyarilmasindaki artisi, timdr baskilayict genlerin inhibe olmasi, DNA tamir mekanizmalarinda meydana
gelen degisimler ve apoptozdan sorumlu genlerdeki bozukluklar kanserin temel molekiiler patolojisinden
sorumludur. Diger bir belirte¢ olan K-ras ise bir guanin niikleotid baglanma proteini olarak biiylime faktorii
sinyal iletiminde gorev alir. Bu fonksiyonu ile hiicre ¢ogalmasi artar ve apoptoza kars1 direng gelisir. K-ras
insan kanserleri igerisinde en sik tespit edilen mutasyona ugramis onkogendir. Pankreatik duktal orijinli
kanserlerin yaklasik %90’inda K-ras onkogeninde mutasyon tespit edilir ve karsinogenezin 6zellikle ilk
evrelerinde 6nem kazanir. K-ras mutasyonu sadece pankreas doku hiicrelerinde degil, pankreatik sivida
duodenal fir¢a biopsilerinde, kan ve gaita 6rneklerinde tespit edilebilir.
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Giiniimiizde pankreas kanserinin tanisinda; Ultrason, EUS, CT, ERCP, MR ve ince igne aspirasyonu
kullanilmaktadir. Ancak bu yontemler, hastaligin erken teshisi i¢in bir ipucu vermemektedir.

Yaptigimiz caligmada oncelikle NCBI GEO DataSet veri bankasinda bulunan transkriptom ham
verileri kullanilarak in siliko analizler yapilmistir. Bu analizlerde Pankreas kanseri ile normal doku ve kan
orneklerinin ifade profilleri karsilastirilmis ve bu iki grup arasinda ifade diizeyi farklilik gosteren genler
belirlenmistir. Farkli veri setlerinden gelen bu gen listeleri kullanilarak Gene Set Enrichment Analysis,
Hierarchical Cluster Analizleri ve Yolak Analizleri yapilmistir. Bu biyoinformatik analizler sonucunda
belirlenen aday gen listesinde bulunan genlerin validasyonu ise pankreas kanseri hastalarin hem kan hem de
timor doku Ornekleri kullanilarak QRT-PCR ile valide edilmistir. Bu sekilde hem pankreas kanserinin
olusumunda hem de prognoz siirecinde rol oynayan molekiiler mekanizmalar hakkinda bilgi edinilmekte hem
de pankreas kanserinin molekiiler alt tipleri hakkinda 6nemli veriler elde edilebilmektedir. Bu ¢aligmalarin
bazilarinda bu kanserin 3 farkli molekiiler alttipi oldugu bazilarinda ise dort farkli molekiiler alttipi oldugu
ifade edilmistir. Ancak bu konuda yapilan calismalar daha ¢ok yeni oldugu icin bu konuda yeterince veri
bulunmamaktadir. Bundan dolay1 gelecek agisindan pankreas kanserine spesifik olan, invazif olmayan, klinik
uygulamaya gegme potansiyeli yiiksek dogru ve 6zgiil olabilecek bir molekiiler biyobelirtecin gelistirilmesi

biiyilik 6nem arz etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Pankreatik Kanser, Biyoinformatik, ifade Analizi, Genler
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Pancreatic cancer is a highly metastatic malignancy with a very poor prognosis and low survival rate, which
is difficult to diagnose and treat. Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) is the most common type of
pancreatic cancer and is a cancer with a very poor prognosis. The one-year survival rate is approximately
18%. Since the disease does not show symptoms in the early period, it is usually in the 3rd or 4th stage when
diagnosed. In such pathologies, where early diagnosis is very important, the patient is lost soon (6-12 months)
after the diagnosis of the disease. The most important reason for this situation is that non-invasive molecular
biomarkers (genes) that can be used in the early diagnosis of pancreatic cancer have not been detected, so the
disease can usually be detected in the advanced or metastatic stage. In this sense, only 20% of patients
diagnosed with pancreatic cancer are suitable for surgical resection. Local and distant metastases are seen in
most of the patients at the time of diagnosis.

There is no non-invasive screening test that can be used to diagnose pancreatic cancer. In pancreatic cancer,
CA 19-9, P53, K-ras and microRNAs are the most frequently studied and associated tumor markers with
pancreatic cancer. CA 19-9 is the most preferred serum marker for diagnosis. However, the specificity and
sensitivity of this marker to pancreatic cancer is questionable. Serum carbohydrate antigen CA 19-9 (CA 19—
9) is a tumor-associated antigen, also known as Lewis a-antigen. CA 19-9 is normally secreted from cells of
the pancreas, bile duct, stomach, colon, endometrium, salivary glands, and bronchial epithelium. CA 19-9 is
the most commonly used tumor marker in the diagnosis of pancreatic cancer. CA 19-9 is not only specific
for pancreatic adenocarcinomas, but may also be elevated in many tumors caused by the gastrointestinal tract.
It is also associated with blood group antigens of CA 19-9. CA 19-9 synthesis does not occur in individuals
with the genotype Lewis a-b-. Therefore, this patient group can be evaluated with false results. Again, CA
19-9 is not very sensitive in small pancreatic tumors. In recent years, studies on new tumor markers have
been carried out. The effect of genetic changes in cell proliferation and growth on the development of cancer
is known. The function of oncogenes, increase in their stimulation, inhibition of tumor suppressor genes,
changes in DNA repair mechanisms and defects in genes responsible for apoptosis are responsible for the
basic molecular pathology of cancer. Another marker, K-ras, as a guanine nucleotide binding protein, takes
part in growth factor signal transduction. With this function, cell proliferation increases and resistance to
apoptosis develops. K-ras is the most frequently detected mutated oncogene in human cancers. Mutations in
the K-ras oncogene are detected in approximately 90% of cancers of pancreatic ductal origin, and it becomes
important especially in the early stages of carcinogenesis. K-ras mutation can be detected not only in
pancreatic tissue cells, but also in pancreatic fluid, duodenal brush biopsies, blood and stool samples. As the
cellular type increases, the K-ras oncogene mutation rate also increases.



Today, in the diagnosis of pancreatic cancer; Ultrasound, EUS, CT, ERCP, MR and fine needle aspiration
are used. However, these methods do not give a clue for early diagnosis of the disease.

In our study, in silico analyzes were performed using the raw transcriptome data in the NCBI GEO DataSet
database. In these analyzes, the expression profiles of pancreatic cancer and normal tissue and blood samples
were compared, and genes with different expression levels were determined between these two groups. Gene
Set Enrichment Analysis, Hierarchical Cluster Analysis and Pathway Analysis were performed using these
gene lists which obtained from different datasets. The validation of the genes in the determined candidate
gene list as a result of these bioinformatics analyzes was validated by QRT-PCR using both blood and tumor
tissue samples of pancreatic cancer patients. In this way, information about the molecular mechanisms that
play a role in both the formation of pancreatic cancer and the prognosis process can be obtained, and
important data can be obtained about the molecular subtypes of pancreatic cancer.

Recently, intensive studies have been carried out to determine the molecular subtypes of pancreatic cancer.
In some of these studies, it was stated that this cancer has 3 different molecular subtypes, and in some, it has
four different molecular subtypes. However, since the studies on this subject are relatively new, there is not
enough data on this subject. Therefore, for the future, it is of great importance to develop a non-invasive,
accurate and specific molecular biomarker that is specific for pancreatic cancer and has a high potential for
clinical application.

Keywords: Pancreatic Cancer, Bioinformatics, Expression Analysis, Genes
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SIMGELER VE KISALTMALAR
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CEACAMS: CEA cell adhesion molecule 8
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: Etilen Diamin Tetra Asetik Asit
: Epidermal Biiyiime Faktorii

: Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptorii
: Formalin-Fixed Paraffin Embedded

Forkhead box

Firat Universitesi Bilimsel Arastirmalar Koordinasyon Birimi
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:Gap 2

Gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz

: Gene Expression Omnibus

Genome-Wide Association Analysis

:Su

Is1 sok proteini
Is1 sok proteini
Inhibitor of nuclear factor kappa-B kinase subunit beta

: Kinaz 3 ile iligkili interlokin 1 reseprorii

Apoptozda rol oynazayan proteaz
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Kb : Kilobaz

KRAS : PDAC’ mn olusumunda rol oynayan 6nemli bir onkogen
MiRNA: Mikro Ribo niikleik asit

MMP8 : Matriks metalloprotein 8

MRNA : Mesajc1 RNA

PCR  :Polymer Chain Reaction

PC : Pankreas kanseri

PDAC : Pankreatik duktal adenokarsinom
P53 :Tiimor protein 53

RNA : Riboniikleik Asit

Rpm: : Revolutions Per Minute

RT-PCR: Real Time-Polymer Chain Reaction
TBE  : Tris Borate EDTA

TGF-a : Tiumor Nekroz Faktorii-Alfa

TNFSF15: Tumor Necrosis Factor Superfamily-15
TUBITAK:Tiirkiye Bilimsel ve Teknoloji Arastirma Kurumu
UBE2W: Ubikitin konjugasyon enzimi

WHO : Diinya Saghk Orgiitii

XX



1. GIRIS

Bugiin sahip oldugumuz yiiksek teknoloji ve ilerlemeler sayesinde 6zellikle saglik alaninda
ve hastaliklar 6zelinde ¢ok 6nemli basarilar elde etmis bulunmaktayi1z. Eskiden tedavi edilemeyen
veya mekanizmasi ve patofizyolojisi bilinmeyen pekcok hastaligin altinda yatan 6nemli
mekanizmalar ¢6ziilmiis ve tedavide ¢ok dnemli basarilar elde edilmistir. Bilimsel ve teknolojik
anlamda elde ettigimiz bu kadar basariya ragmen hala tam olarak anlayamadigimiz, molekiiler
mekanizmasini ve patogenezini net bir sekilde ortaya koyamadigimiz birgok hastalik da
bulunmaktadir. Bu hastaliklarin baginda da kanser gelmektedir. Kanser multifaktoryel ve genetik
bir hastalik olarak hasas bir denge {izerine kurulan sistemik organizasyonu tiim boyutlariyla
etkileyen bir patolojidir.

Kanser, diinyada yilda 10 milyondan fazla oliime sebebiyet veren Onemli bir saglik
problemidir. Giiniimiizde kullanilan kanser tedavilerinin ortak amaci kanserli hiicreleri 6ldiirerek
bu hastalig1 tedavi etmek veya hastaligin ilerlemesini durdurarak metastaz adi verilen siireci
geciktirmek ve hastalarin yagam kalitesini korumaktir. Ancak kanser tedavisinde kullanilan farkl
yaklagimlar 6zellikle de sitotoksik aktivite gosteren kemoterapdtik ajanlar, yeterli diizeyde secici
toksisiteye sahip olmadiklar i¢in saglikli hiicreleri de 6ldiirmekte ve bu durum 6nemli yan etkilerin
ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Hastada ortaya ¢ikan bu yan etkiler nedeniyle bazi durumlarda
tedaviye son verilmektedir. Bu sebeple arastirmacilar sadece kanserli hiicreleri yok edebilecek,
hedefe yonelik aktivite gosterebilen molekiillerin tanimlanmasi {izerine arastirmalar
yapmaktadirlar. Timor dokusunu olusturan hiicrelerin heterojen olmasi ve genomik olarak instabil
olmalar1 da kanserin tedavisinde biiyiik zorluklar olusturmaktadir [1].

Giiniimiizde kanserin epidemiyolojik verileri degerlendirildiginde sagkalim orani en diisiik
olan ve tedavi basarisi en diigiik kanserin Pankreas kanseri oldugu goriilecektir. Bunun birgok
sebebi bulunmakla birlikte, son evreye kadar belirti gostermemesi, hizli ilerlemesi ve agresif
Ozellikte olmasi ve birgok ilaca direng gelistirmesi en 6nemli sebeplerdir. Pankreas kanserinin
histopatolojik siniflandirmasina ilave olarak yapilan genomik analizlerde farkli molekiiler profile
sahip alt tiirlerinin oldugu da tespit edilmistir. Bu durum da pankreas kanserinin teshis edilmesinde,
tedavisinde ve molekiiler mekanizmasinin anlagilmasinda 6nemli problemler yaratmaktadir. Ayni
zamanda kanserin ilerlemesini ve metastatik kapasitesini oldukga aktif hale getirmektedir [2].

Pankreas kanseri 6zelinde diisiiniildiigiinde daha hassas teshis yontemlerinin belirlenmesi,
hastaligin prognozunun degerlendirilmesinde kullanilabilecek biyobelirteglerin tespit edilmesi tiim
diinyada arastirmalarin odak noktasini olusturmaktadir. Buradan yola ¢ikilarak dizayn edilen bu tez
caligmasinda, pankreas kanserinin ortaya ¢ikmasinda hangi molekiiler mekanizmalarin rol oynadigi

ve genomik diizeyde ne gibi farkliliklarin ortaya ¢iktig1 arastirilmigtir.



Bu tezin temel konusunu olusturan Pankreas kanserinin gen ifade diizeyinde incelenmesi ve
altta yatan molekiiler mekanizmanin ve yolaklarin belirlenmesi ile ilgili tasarlanan arastirma
stratejisi ve ¢alismada elde edilen bulgulara gegmeden once, ¢alismanin bilimsel dayanaklarini
ayrintili olarak agiklayabilmek icin, kanser hakkinda genel bilgiler verilerek bu patolojinin
ayrilmaz molekiiler bilesenleri olan onkogenler, timor baskilayici genler, hiicre dongiisii ve
kanserde epigenetik regiilasyonlar hakkinda bilgiler verilmistir.

Daha sonraki boliimlerde caligma sonunda elde edilen bulgular giincel literatiir ile

karsilastirilarak sonuglar bilimsel anlamda tartisilmistir.



2. KANSER

Kanser, viicudumuzda siki bir regiilasyon ve kontrol altinda bulunan hiicrelerin, bu kontrol
mekanizmasindan ¢ikarak, sinirsiz olarak boéliinme yetenegi kazanmasi olarak ifade edilebilir. Bu
kontrol dis1 hiicrelerin siirekli boliinerek olusturudugu hiicre kitlesi ise timor olarak adlandirilir.
Bu primer tiimorden ayrilan bazi kanser hiicreleri metastaz adi verilen bir mekanizma ile viicudun
farkli doku ve organlarina gidip orada da tiimorler olusturabilir [3]. Tiimdrlerin karyotipleri
genellikle normal degildir, ¢ogunlukla sayr ve yapi bakimindan kromozomal anormallikler
mevcuttur [4]. Timdrler siklikla, sekonder veya tersiyer genetik degisiklikler yoluyla neoplastik-
transformasyon gegiren hiicreden ortaya g¢ikan sitogenetik olarak farkli klonlara sahiptirler. Bu
heterojenlik, klinik davranmistaki farkliliklara ve ayni teshis tipindeki tiimérlerin tedavisine verilen
yanitlara 1s1k tutacak niteliktedir.

Tumorler, farkl genetik degisikliklere ve farklilagma durumlarina sahip bir hiicre spektrumu
olusturan progenitdr kanser hiicrelerini de igerebilmektedir. Popiilasyonlar kemoterapi, radyoterapi
ve diger tedavilere duyarlilik acisindan farklilik gosterebilmektedir. Bu durum klinik yonetimi de
zorlagtirabilmektedir. Kanser gelisimindeki baslangi¢c basamaklar1 6nemli klinik degere sahiptir ve
akilc1 kanser tedavisinin gelistirilmesinde bir ncelik niteligini tagimaktadir [5].

Normal hiicreler enerjilerini oksidatif fosforilasyondan saglarken, kanser hiicreleri ise,
substrat diizeyinde fosforilasyondan saglamaktadirlar [6]. Normal hiicre ve kanser hiicresi temelde
birbirlerine benzerken belirgin farklarda bulundurmaktadirlar (Sekil 2.1). Biiyiime ve gelismeyi
belirli sinirlar igerisinde tutan mekanizmalar kanser hiicresinde bozulmustur ve bu sebeple kanser
hiicreleri sinirsiz ve herhangi bir kontrol dahilinde olmadan biiyiiyiip ¢ogalabilirler oysa normal
hiicrelerde biiyiime ve gelisme gesitli mekanizmalar ile denetim altindadir [7].

Kanser hiicrelerinin siirekli olarak biiyiiyebilmeleri i¢in c¢esitli biiylime faktorlerinin
ekspresyon seviyelerinde artig olmasi gereklidir normal hiicrelerde ise biiyiime faktorlerinin ifade
diizeylerinde bir anormallik yoktur [8]. Kanser hiicreleri kemoterapik ajanlara kars1 fark edilir bir
direng gosterirken normal hiicreler bu direnci gosteremezler [9]. Bununla birlikte bir diger fark ise
normal hiicreler ajanlara kars1 belirli tepkiler verirken kanser hiicresinin verdigi tepkiler kendisine

0zgli olmaktadir [10].
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Sekil 2.1. Normal hiicre ve kanser hiicresi [11].

20. yilizyilin en korkutan hastaliklarindan birisi olan kanser, 21. ylizyila gelindiginde ise
insidansi hala artan bir patoloji olarak ciddiyetini korumaktadir. Durum o kadar ciddi bir boyut

kazanmustir ki her dort kigiden biri yasam boyu kanser riski tagimaktadir [12].

2.1. Kanserin Tarihgesi

Kanserin varlig insanlik tarihi kadar eskidir. Paleopatolojik bulgulara gore tiimoriin varligi
insanlik ortaya ¢ikmadan gok daha 6ncelere dayanmaktadir [13]. ilk yazili kaynaklara gore kanserin
varhigina M.O. 3000 yilinda Edwin Smith’in papiriisiinde rastlanilmaktadir. Kanser, M.O. 460-370
yillar1 arasinda Hipokrata gore “karkinos” ya da “karkinoma” olarak tanimlanmistir [14]. Hipokrat
ve arkadaglar1 kanserin dogal olusumlarin sonucu ortaya c¢iktigina inaniyorlardi. Kanserin
bliylimesi ona gore hareketli yengegleri animsatiyordu. Hipokrat’a gore bu hareketliliklerdeki
gbzlemler sonucunda, karsinom ve iilserli habis tiimor kavramlarinin ortaya ¢ikmasina neden oldu.
Hipokrat, anorektal kondilomlar1 ve poliplerin tanimin1 ve lezyonlarin kolonda daha yaygin olup
olmadigini anlamak i¢in spekulum kullanmigtir [13].

M.O. 28-50 yillar1 arasinda Aulus Celsus’a gére Yunanca “karkinos” Latince “kanser” olarak
tammlanmustir [14]. M.S. 130-200 yillarinda ise Galen tarafindan tiimorleri tanimlamak tizere
“onkos”(siskinlik) kelimesi kullanilmigtir [14]. Misirhilar 19. Yiizyila kadar timor ve kanserleri
koter, bicak ve tuzlarla tedavi etmeye c¢alistilar ve bunu “Misir merhemi” olarak adlandirdilar.
Kullanilan bu merhemin ana ham maddesi olarakta arsenik kullanilmustir [15]. Aymi yillarda
Siimerler, Cinliler, Hintliler, Persler ve Ibraniler cay, meyve sulari, incir ve haslanmis lahana gibi

bitkisel ilaglar kullanilmaktaydi. ileri derece vakalarda ¢dzelti ve macunlarin kullanimmna da



bagvurulmustur. Bu karigimlarin bir¢ogu farkli zamanlarda farkli toplumlarda 3000 yildan fazla
stiredir ¢esitli konsantrasyonlarda kullanilmistir [13].

325-403 yillarinda Oribasius, kanserlerin ¢cogunlukla agrisiz oldugunu ve iltihapl lezyonlar
kadar kirmizi olmadigini belirtmis ve kanserli bolgeleri keserek, scirrhous doku, kara safra ve
nekrozlarm olusumunu gézlemlemistir [13].

Kanser, hiicrelerin anormal bir sekilde biiylimesi ve boliinmesidir. Kanser, yilda 10
milyondan fazla 6liim oraniyla diinyada onde gelen 6liim nedenlerinden biri olup 20. yiizyilin en
tehlikeli hastaliklarindan birisidir [1]. 21. yilizyilda siirekli artan insidansla daha da yayilmaktadir
[12]. 2020 yilina kadar 16 milyona kisiye kanser teshisi konulmus olup, bu saymin giderek artacagi
tahmin edilmektedir [16].

2.2. Kanserin Epidemiyolojisi

Kanser epidemiyolojisi; kanserin sebebinin ortaya ¢ikarilmasina, tant ve teshisin
belirlenmesinde hastaligin erken evrede saptnabilmesinde, tedavinin takibinde ve hastaligin kisisel
duyarliligina yardimer olacak molekiiler biyobelirtegler olusturmayi hedeflemektedir [17].

Molekiiler epidemiyolojinin, asil esaslarindan biri; hastaligin bireysel risk sebeplerini
belirlemek ve saglikli olan bireylerle karsilastirma yaparak bir yol haritasi ¢ikarmay1 hedeflemektir
[17]. Kanserin epidemiyolojisine birgok etken etki etmektedir. Bunlar: cografi dagilim, cinsiyet,

yas, sosyoekonomik durum, meslek gibi etmenlerdir [14].

2.2.1. Cografi Dagilim

Cografi dagilim; kanserin kitalara, bolgelere, iilkelere ve hatta aym iilkenin farkli yasam
alanlara gore degismektedir. Bunun sebepleri arasinda genetik bir yatkinligin ya da cevresel

etkenlerin olabilecegi olgusudur.

2.2.2. Cinsiyet

Cinsiyet kanser tiiriine ve sikligina gore degisen bir kavramdir. Tiirkiyede 2015 yilindaki
verilere gore erkekler arasinda en yaygin goriilen ilk 10 kanser tiirleri; akciger kanseri ilk sirada
yer alip 100.000 kiside goriilme oran1 53.8 olarak belirlenmistir (Sekil 2.2.). 2. sirada ise; prostat
kanseri gelmekte olup oran1 31.3, 3. sirada kolorektal kanser takip etmekte olup oram 21.8, 4.
Sirada mesane kanseri 19.7.5. Sirada mide kanseri 14.2, 6.sirada lenfoma 10.2, 7.sirada larinks
kanseri 6.4, 8. Sirada bobrek kanseri 6.3, 9. sirada tiroid kanseri 6.3 ve sonuncu olarak da pankreas

kanseri 5.9 olarak bildirmistir [14].



Treakea, brons, akciger | — N 53,8
Prostat I 31,3
Kolorektal GGG 21,8
Mesane IIINNNNNN————— 19,7
Mide I 14,2
Non-Hodgkin lenfoma | 7,2
Larinks I 6,4
Bobrek I 6,3
Tiroid N 6,3
Pankreas N 59

Sekil 2.2. 2015 verilerine gore Tirkiye’de erkekler arasinda goriilen en yaygin 10 kanser tipi [14].

Yine ayni verilere gore kadinlar arasinda en yaygimn goriilen kanserler arasinda 1. sirada
meme kanseri gelmekte olup, 100.000 kiside goriilme orani 41.6 olarak 2. sirada ise; troid kanseri
gelmekte olup oram1 24.2, 3. sirada kolorektal kanser takip etmekte olup oran1 13.2°dir (Sekil 2.3.).
4. Sirada uterus kanseri 10.1, 5. sirada akciger kanseri 8.2, 6.sirada mide kanseri 6.4, 7.sirada
ovaryum kanseri 5.9, 8. Sirada lenfoma 5.1, 9. sirada uterus kanseri 4.2 ve sonuncu olarak da

beyin kanseri 3.9 olarak rapor edilmistir [14].

Meme [T 21
Tiroid I 24.2
Kolorektal NS 132
Uterus korpusu [ 10.1
Trakea, Brong, Akdiger NN 3.2
Mide [N 6.4
Over N 5.9
Non-Hodgkin lenfoma [N 5.1
Uterus Serviks [ 4.2
Beyin, sinir sistemi [ 3.9

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Sekil 2.3. 2015 verilerine gore tiirkiye’de kadinlar arasinda gériilen en yaygin 10 kanser tipi [14].



2.2.3. Yas

Kanser riski yasa bagl olarak artmakta olup, kanser ¢esidine bagli olarak da yas oranlar
degisebilmektedir. Globacan diinya kanser verilerine gére 2020 yilinda her iki cinsiyetten ve her
yastan en fazla insidansa sahip olan kanser tiirii meme kanseri olup, ardindan prostat kanseri ve
akciger kanseri gelmektedir (Sekil 2.4.). En diisiik insidans gosteren kanser tiirleri ise yumurtalik

ve tiroid kanseri olarak belirtilmistir.

2020'de tahmini yasa gore standartlastinlmisinsidans ve 8l0m eranlan [Dinya), her iki cinsiyetten, her yastan

Gagls
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Akciger
Colorectum
Rahim aga
Karin
Karaciger
Corpus uteri

Yumurtalik

) tnsidans
B Ol ersulan

Tiroid
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Sekil 2.4. 2020 Verilerine gore her iki cinsiyet i¢in diinyada yasa gore standartize edilmis insidans ve 6liim
oranlari [18]

Her iki cinsiyete bagli en yiiksek 6liim oranlar1 ise akciger kanseri ve meme kanseri olarak
rapor edilmistir. Tiroid ve rahim kanseri de en diigiik 6liim oranina sahip kanser tiirleri olarak

belirtilmigtir.

2.2.4. Sosyo Ekonomik Durum

Toplumlarda sosyoekonomik durumu diisiik olan iilkeler saglik hizmetlerinden de daha az
yararlanmakta olup, bu iilkelerde kansere yakalanma ihtimali daha fazla olmaktadir. Ayni1 zamanda
bu iilkelerde kanser vakalarmin kayitlarina, farkli kanserlerin goriilme sikligina, kanser

patolojilerine de daha az ulasilmaktadir.

2.2.5. Meslek

Kanserin meydana gelmesinde mesleki etkiler 1775 yilinda Pott tarafindan, baca
temizleyiciligi yapan isgilerde skrotum kanserinin sik goriilmesinden yola c¢ikilarak One

stiriilmiistiir. Benzen isimli bir kimyasal maddenin yapistiricilarda yogun sekilde bulunmasinin



l6semiye sebebiyet verdigi bilinmektedir. Nitekim, acik havalarda galisanlarin asir1 glines 1sinlarina
maruz kalmasi sonucunda cilt kanseri meydana gelmektedir. Ozellikle hastane ortaminda galisan
saglik caliganlarinda Hepatit B — C ve karaciger kanseri yaygin goziikmektedir. Yine sanayi

alaninda ¢alisanlarda da akciger kanserine sik rastlanmaktadir [14].

2.2.6. Alkol Tiiketimi

Alkol tiiketimi diinyada kitalara gore degismekte olup, 6zellikle ekonomik durumu iyi olan
tilkelerde fazladir (Sekil 2.5.). Alkol tiiketimine bagli olarak Asya iilkelerinde yeni kanser vaka

say1st en fazla goriilirken en diisiik vaka sayis1 Okyanusya’da goriilmektedir [19].

500K
AD0OK
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200K

Atfedilebilir vaka sayisi

100K

o _ I
Asya Avrupa Kuzey Amerika  Latin Amerika Afrika Okyanusya

Sekil 2.5. Kadin ve erkeklerde alkol kullanimina bagl kitalara gore yeni kanser vaka sayist [19].

2.2.7. Ultraviyole Isinlarina Maruz Kalma

Gelismis iilkelerde radyasyona maruz kalma durumu az gelismis iilkelere gore daha fazla
goriilmektedir (Sekil 2.6.). Kitalara gore her yas grubundan dahil olmak {izere hem kadin hem de
erkeklerde UV iginlarina maruz kalma en ¢ok Avrupa iilkelerinde goriiliirken, sirasiyla Kuzey
Amerika, Okyanusya, Gliney Amerika, Afrika ve en diisiik olarak da Asya kitasinda belirlenmistir
[20].
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Sekil 2.6. Kitalara gore kadin ve erkekler arasinda radyasyona maruz kalmaya bagli kanser vaka sayilar

2.2.8. Enfeksiyonlar

[20].

Enfeksiyonlar kanser etkeni olabilmektedir. Helicobacter pylori’nin %36 oraninda mide

kanserine sebep oldugu bilinmektedir. Hepatit B-C viriisleri’nin ise %5-20 arasinda karaciger

kanserine sebep oldugu Sekil 2.7.’de oldugu gibi diigiiniilmektedir.

M Helicobacter pylori M Diger ajalar M Hepatit Cviriisii M insan papilloma viriisti B Hepatit B viriisii

epatit B viriisi
16%

Helicobacter pylo
36%

insan papilloma
virisii
31%

Diger ajalar

0,
Hepatit C viriisi Lle

7%

Sekil 2.7. 2018 Diinya kanser verilerine gére enfeksiyonlarin sebebiyet verdigi kanserler [21].



2.2.9. Obezite

Diinya Saglik Orgiitii, obeziteyi viicutta asir1 yag birikmesi sonucunda sagligin bozulmasi
olarak ifade etmistir. 2012 yilinda tiim diinyada, her iki cinsiyette de viicut kitle indeksinin artigina
parallel olarak kanser goériilme riskinin arttigi ifade edilmistir [22]. Kanser tiirleri igerisinde
obeziteye bagl artig gosteren kanserler arasinda meme ve rahim kanseri ilk sirada gelirken, safra

kesesi ve pankreas kanserinde bu oran oldukca diisiiktiir (Sekil 2.8.).

Diger
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G&gls (Menepoz sonrast)
110 000 (23.6%)

Pankreas
27 000 (5.6%)

Safra kesesi
32000 (6.7%)

Babrek
64 000 (13.4%)

‘Rahim gdvdesi
110 000 (22.3%)

Kelon
85000 (17.7%)

Sekil 2.8. Obeziteye bagli olarak farkli kanser tiirlerinde meydana gelen artig oranlar [22].

2.3. Diinyada Kanser Yiikii

2012 yili istatiktiklerine gore diinyada 14.1 milyon yeni kanser vakasi ve 8.2 milyon kanser
kaynakli 6liim meydana geldigi belirtilmistir. Bunlardan akciger kanseri hem 6liim oranindaki artig
hem de yeni vaka sebebiyle ilk sirada gelmektedir (Sekil 2.9). Meme kanseri ise en yaygin kanser
siralamasinda 2. siradadir ancak erken teshisde tedaviye olumlu yanit verdigi igin kanser kaynakli
6lim oraninda 5. sirada gelmektedir [23]. Gelismis iilkelerde en fazla goriilen kanser tipi meme
kanseri olup, bunu prostat, kolorektral ve akciger kanseri takip etmektedir [23].

Bu iilkelerde deri melonomu, bobrek, mesane, mide kanserine ve hodkin disi lenfoma’ya

daha az rastlanmaktadir.
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Daha gelismis bélgeler :toplam 6076

Gdgiis :795
(13.1%)

Diger :1919
(31.6)

Prostat :759
(12.5%)

Akciger :758
(12.5%)

Hodgkin disi Lenfoma :190
(3.1 %)

Deri melanomu :191
(3.1%)
Bébrek :200
(3.3%)
254

(4.2%)

Mide:275

(4.5%)

738

(12.1%)

Sekil 2.9. Gelismis tilkelere bagli farkli kanser oranlar1 [23].

Daha az gelismis iilkelerde ise; on sirada akciger kanseri gelmekte olup; meme, mide,
karaciger ve kolorektal kanserler bunu takip etmektedir [23]. Bu iilkelerde rahim agzi, yemek

borusu, prostat kanseri ve 10semi daha az goriilmektedir (Sekil 2.10.).

Az gelismis bolgeler : toplam 8014

Akciger :1066
(13.3 %)

Gogiis: 883
Diger:2738 (11.0 %)
(34.2%)
Mide: 677
(8.4%)
Losemi 211 e Karaciger :648
(2.6%) — 81%)
(44.4%)
Yemek borusu:370 Kolorektum :624
(4.6 %) (7.8%)

Rahim agz :445
(5.5%)

Sekil 2.10. Az gelismis iilkelerde goriilen farkli kanser tipleri [23].

2.4. Kanserin Goriilme Sikhig

Kanserin goriilme sikliginda cinsiyet, yas, kanser tipi, ¢cevresel ve genetik faktorler 6nemli
derecede etki etmektedir. Elde edilen bilgilere gére 2040 yilina kadar erkeklerde en yaygin kanser
tipleri; oOncelikle melanom, akciger, mesane, bobrek ve kolorektal kanseri olacagi tahmin
edilmektedir [24]. Kadinlarda ise, meme, akciger, rahim, melanom ve kolarektal kanser en sik
goriilen kanserler olacagi tahmin edilmektedir [24]. Cinsiyete gore goriilen farkli kanser tiirlerinin

yillara goére degisimi Sekil 2.11.A ve B’de gosterilmistir.
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Sekil 2.11. A. Erkek B. Kadin bireylerde goriilen farkli kanser tiirlerinin yillara gore degisimi
[24].

2.5. Kanser Tedavilerinde Kullanilan Yontemler

Kanser tedavisinde temel hedef sadece malignant hiicrelerin oldiiriilmesi ve viicuttan
temizlenmesidir. Bu sirada malignant olmayan normal hiicrelerin miimkiin oldugunca korunmasi
gerekir. Yiiksek oranda cogalan mutasyona ugramis timdr hiicrelerini hedef alan cerrahi,
radyasyon, kemoterapi ve immiinoterapi gibi yontemler mevcuttur. Bu tedavi yontemleri siklikla
saglikli hiicreleri 6ldiiren ve hastalarda toksisiteye neden olan kemoterapdtik ilaglarin alinmasini
icerir. Kanserli hiicrelerin timdr i¢i heterojenligi, etkili bir kanser tedavisinin Oniindeki ana
engeldir. Bununla birlikte, tiimdriin molekiiler temelinin daha iyi anlasilmasi ve yeni teshis
teknolojilerinin ortaya ¢ikmasi, ¢esitli kanserlerin tedavisinin iyilestirilmesine yardimci olabilir.

Belirlenen dort 6ge olusmadig: siirece bunlar: Kanserli kitle cerrahi olarak ¢ikarilmazsa,
kemoterapi veya hormon tedavisi gibi kansere iligkin bir ilag tiirii kullanilmazsa, kanserin tipine
0zgli radyasyon tedavisi uygulanmazsa veya tiimor kiigtiliip ve kendi kendine kaybolmazsa; kanser

hiicreleri siirekli olarak boliiniir ve tiimor dokusu biiylimeye devam eder [12].

2.6. Kanser Olusumundaki Risk Faktorleri

Timor olusumunun nedenleri hala tam net degildir, fakat kanserin gelisiminde genetik
bozukluklar, sagliksiz beslenme aligkanliklari, mesleki stres, radyasyona veya kanserojen maddeye
uzun siire maruz kalma, toksin alimi, genotoksik ajanlar, enfeksiyon, virtisler gibi etmenlerin tiimor

gelisimine neden olabilecegi kabul edilmektedir [6].
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2.7. Kanserin Belirtileri

Kanser hiicreleri bulundugu dokuya veya organa ve evresine gore farkli belirtiler gosterir.
Baz1 kanser tiirlerinde hizli kilo kaybi, istahsizlik, halsizlik, devamli uyku hali gozlenirken
bazilarinda ise sirt agrisi, gégiiste hirilti, nedeni bilinmeyen agr1 ile kendini gostermektedir. Bazi

kanser tiirleri ise son evreye gelinceye kadar hicbir belirti vermemektedir.

2.8. Kanser Tipleri

Timoér gelisiminin semptomlar1 o tiimoriin yerine bagli olarak degiskenlik gosterir. En
yaygin iyi huylu tiimorler; adenomlar, fibroidler, hemanjiyomlar, lipomlar, menenjiyomlar,
miyomlar, néromlar, osteokondromlar ve papilloma’dir [25].

Medikal teknoloji alaninda elde ettigimiz gelismeler ile birlikte daha 6nceden teshisi zor olan
bircok kanserin teshis edilmesinde 6nemli ilerlemeler elde edilmistir 6rnegin; mesane, meme,
rahim agz1, kolon, rahim, mide, 16semi, akciger, yumurtalik, pankreas, prostat, bobrek ve tiroid
kanserleri [26].

2.9. Kanser Oliimleri

Yapilan aragtirmalara gore 2040 yilina kadar akciger kanserine bagli 6liimlerin ilk sirada yer
alacagi ama bu kansere bagli 6liimlerin azalacagi disiiniilmektedir (Sekil 2.12. a). Pankreas,
karaciger ve safra kanali kanserlerinin kolorektal kanserin 6niine gececegi tahmin edilmektedir.

Sekil 2.12.b.”’de ise meme kanserine bagl 6liimlerin de azalmasi beklenmektedir [24].

Daha geligmis bdlgeler Daha az gelismis bdlgeler

Akciger
Prostat
Kolorektum
Mide
Karaciger
Mesane
Ozofagus
Hodgkin olmayan Lenfoma
Bobrek
Losemi
Dudak, Agiz boslugu
Pankreas
Beyin, Sinir sistemi
Larinks
Deri melonomu

T T T T T T T T
1000 750 500 250 o 250 500 750 1000
Binde insidans
Olom

Sekil 2.12.a. Kanser gesitlerine gore 6liim ve siklik oranlar1 [23].
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Sekil 2.12.b. Kanser ¢esitlerine gore 6liim ve siklik oranlari [23].

2.10. Hiicre Dongiisii

Hiicre dongiisii; mitozla sonuglanan ve igerisinde bir ¢ok diizenleyici proteini igeren
karmasik bir siiregtir [27]. Hiicre proliferasyonu sirasinda gergeklesen olaylar hiicre dongiisii olarak
adlandirilir ve bu dongti Gap0 (GO0), Gapl (G1), Sentez (S), Gap2 (G2) ve Mitoz (M) fazi1 olarak
adlandirilir. Bu fazlardan G1 ve G2 fazi iki ara bosluk fazi1 iken S fazi sentez M fazi ise mitozun
gerceklestigi evredir [28, 29].

Stirecin merkezinde siklin ve siklin bagimli kinazlar (CDK) bulunmakta olup, bu dongiiyii
diizenlemektedirler [27]. Siklin ve CDK ikilisi hiicre dongiisiiniiniin durdurulmasi ve hiicrenin
hayatta kalmasi i¢in 6nemlidir. Siklinlerin seviyesi sabit kalsa da CDK’larin seviyesi artar [30].
Siklinler CDK’lar1 sentezleyerek aktivasyonunu saglamaktadirlar [31]. Yani siklinler olmadan
CDK lar aktif hale gelememektedir [30]. Hiicre proliferasyonunu igeren bu dongii G1, G2, S ve M
fazlarindan olugmaktadir [32].

2.10.1. GO Faz

Hiicreler belirli gorevleri yapmak iizere programlanmaya hazirlanir [33].

2.10.2. G1 Fazn1

G1 faz1 sirasinda siklin bagimli kinaz aktivasyonu DNA replikasyonunu destekleyip G1
fazindan S fazina gecisi baslatir. Insan viicudundaki hiicreler ¢ogunlukla hareketsiz durumdadir

belirli zamanlarda ihtiyag duyduklarinda aktif hiicre dongiisiine girmeye karar verirler hiicre
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dongiisiiniin G1 fazindaki karar verme siireci, kontrol noktasi adi verilen bir mekanizma tarafindan
kontrol edilmektedir. Kontrol noktasi bir defa gecildigi zaman memeli hiicreleri G1-S fazi

gecisinden sonra genetik materyalini ¢ogaltmak istemektedirler [34].

2.10.3. S Evresi

Sentez fazinda DNA replikasyonu, kromozom c¢iftlenmesi, RNA ve protein sentezi
gerceklesmektedir [35]. S fazi G1 fazindan sonra gelir ve genetik materyal iki katina ¢ikar,
sorasinda ise hiicre genetik materyalin iki katina ¢ikip ¢ikmadigini kontrol eder, eger olas1 bir hata
var ise tamir mekanizmalari ile hata diizeltilir ve tamir islemi bitene kadar hiicre dongiisii
duraklatilir. Hiicre S fazina her zaman girmez ve eger S fazina girmemis ise GO fazina girer ve
tekrar hiicre dongiisiine katilmadan 6nce uzun bir siire bekleyebilecegi dinlenme siireci baslamig

olur [36].

2.10.4. G2 evresi

DNA replikasyonu gerceklesmez, protein ve RNA sentezi devam eder [35]. Bu fazda hiicre

biliylimeye devam etmektedir.

2.10.5. M evresi

Mitoz ve sitokinez gergeklesir. G1 evresi ilk boliinmede olusan es hiicrelerin tekrar hiicre
boliinmesine girmeden S evresine hazirlandigr evredir. DNA replikasyonu olmaz. Ancak RNA ve
protein sentezi devam eder [35]. M faz1 4 evreden olusur bunlar profaz, metefaz, anafaz ve
telofazdir. Bu fazda sentrozom duplike olur ve yavru kromozomlar olusur [37].

Hiicre dongiisiinde bir agama tamamlanmadan diger bir asamaya gecilmez eger gegilirse DNA

hatasiz kopyalanmadigi i¢in hiicrede ¢esitli hasarlar meydana gelmektedir [38].

2.11. Hiicre Boliinmesinin Regulasyonu

Hiicre dongiisiinde proteolitik kontrol dnemli olup, bu kontrol siklin-CDK ikilisi tarafindan
gerceklesmektedir [39]. Ornegin; ubikitin proteini endoplazmik retikulumda yikima ugrayacak
proteinleri tutmakla sorumlu 6nemli bir isleve sahip olup anafaz baslangici ve mitozun ¢ikisi igin
gereklidir [40].

Hiicre dongiisiine katilan hiicreleri ii¢ kontrol noktasi beklemektedir. Bunlar G1/S, G2/M ve
mitotik kontrol noktasi’dir [41]. Hiicreler; hiicresel hasarin tamir edilmesi, digsal olarak hiicresel
stres varlig1 gibi durumlarda hiicre doglisii kontrol noktalarinda gegici olarak durdurulabilir [41].

Pluripotent kok hiicreler organizmada farklilasma yetenegini koruyan ve birgok hiicre tipine

farklilagabilen 6zel kok hicrelerdir [42,43]. Pluripotent kok hiicreler 6zellesme sinyalleri
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aldiklarinda, farklilagma programlarini aktive ederler ve hiicre dongiisiinii yeniden dizayn ederler.
Bu diizenleme sonucunda G1 fazinin uzunlugu ve toplam hiicre boliinme siireleri artar. Kok
hiicrelerin farklilagma sinyallerine verdikleri tepki ilging olarak ¢ok heterojendir ve bu durum
farklilagsma siirecinde asenkronizasyona sebep olur.

Yapilan ¢aligmalarda bu fenomenin G1 fazinin aktivasyonunu saglayan gelisimsel genlerin
kontroliinde oldugunu, bu mekanizmanin yine multipotent hiicrelerin G1 fazina girislerini de

kontrol eden 6zel bir biyolojik mekanizma oldugunu ortaya koymustur [44].

2.12. Kanserin Molekiiler Biyolojisi

Otofaji tiim 6karyot hiicrelerde korunan hiicresel stres yanitina cevaptir. Hiicredeki yanlis
katlanmis veya biriken proteinlerin ve hasara ugramis olan organellerin geri dondiiriilmesini saglar.
Ayni zamanda hiicre igi stres durumunda hiicrenin yasamini siirdiirebilmesi igin, temel
yapitaslarinin tiretilebilmesi i¢in aktive olur [45]. Bu yiizden otofaji hiicrede hayatta kalma aract
olarak gorev yapar. Bazi durumlarda hiicreyi dolayl olarak apoptoza ya da dogrudan nekroza
gotiirmede rol oynar.

Otofaji ile iligkilendirilmis yaklasik 30 gen tanimlanmustir [46]. Bu genler hipoksi, 1s1 stresi
ve reaktif oksijen tiirlerinin [47] birikmesi gibi stres durumlarina verilen cevaplarda rol oynar [48].
Bir takim kanser tiirleri otofajiyi indiikler . Baz1 kanserler mitokondriyal fonksiyonu ve artan enerji
ihtiyacin1 karsilamak i¢in otofajiden yararlanabilir. Bu durumda otofaji mekanizmasi kanserin
yararina ¢alisan bir mekanizma gibi davranir. Bundan dolayr bazi kanserlerin tedavisinde
otofajinin inhibisyonu etkili bir tedavi segenegi olabilmektedir [49].

2.11.1. Onkogenler

Kanser olusumunda en 6nemli risk faktorleri genellikle genetik kokenlidir. Kanser
olusumunda rol oynayan genler, protein kodlayan niikleotid kodunu potansiyel olarak
degistiren, kopya sayisini degistiren veya artiran gen transkripsiyonuna yol acan cesitli
mekanizmalarla malignant siireci baslatabilir. Bir kanserin tam olarak gelisim gosterebilmesi icin
genellikle birkag farkli degisim gegirmesi gerekmektedir [50].

Bu degisimlere kaynaklik eden etmenlerin baginda onkogenler, tiimor baskilayici genler ve
mikroRNA genleri iizerinde meydana gelen mutasyonlar gelmektedir. Genler iizerindeki bu
degisiklikler genelde somatik olmakla birlikte germ hattinda olusabilecek herhangi bir mutasyon,
kanserin kalitsalligin1 veya ailesel olarak yatkinligin1 belirleyebilir. Kanser hiicrelerinin
olusumunda birden fazla genetik degisim ve bunlara bagl karmagik mekanizmalar biitiinii etkili
olabilmektedir [5].

Onkogenler, karsinogenez olusumunu indiikleyen genlerdir. Onkogenlerin temelinde normal

hiicresel islevleri yerine getiren proto-onkogenler yatmaktadir. Proto-onkogenlerdeki bu
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diizenleyici sistemler bozuldugunda, proto-onkogenler onkogen haline doniigsebilmekle birlikte
hiicre transformasyonu ve karsinogenezi indiikleyebilmektedir [51]. Proto-onkogenlerin
aktivasyonu, mutasyonlar aracihifiyla gerceklesir [52]. Ornegin; nokta mutasyonlari, niikleotid
delesyonlari ya da kromozomal translokasyonlar bu mutasyonlara neden olabilmektedir. Yapilan
aragtirmalarda tek bir onkogenin ¢ok asamali bir karsinogenez siirecinde yer alabilecegi
belirtilmigtir. Uygun sekilde aktivasyonu saglanmis tek bir onkogen, normal bir hiicrenin malign
doniisiim siirecini tetikleyebilmektedir [53].

ERG onkogeni hematopoez, anjiyogenez, vaskiilogenez, inflamasyon, migrasyon ve
invazyonun diizenlenmesinde gorev alan bir transkripsiyon faktoriinii kodlar. ERG onkogeni,
malign prostat kanserinde asir1 eksprese edilen onkogenlerden biridir ve prostatik intraepitelyal
neoplaziden karsinomaya geciste 6nemli bir gendir. 2005 yilinda Tomlins ve arkadaslar tarafindan
yayinlanan bir makalede ERG onkogeninin, TMPRSS2 geninde bir gen fiizyonunun sonucu olarak
prostat karsinomlarinda asiri oranda eksprese edildigini gostermistir. Buna ilaveten Ewing’s
sarkomu ve 16semi dahil olmak tizere diger kanserlerde de rol oynamaktadir. ErbB2, PI3KCA, MYC
ve CCND1 (siklin D1'i kodlar) onkogenleri meme kanserinde diizensizdir. PI3K sinyali hiicre
bliylimesini, hayatta kalmay1, metabolizmay1 ve metastazi etkilemektedir. PI3K, biiyiime faktorleri
ve hiicre dis1 matriksten gelen sinyaller tarafindan aktivasyonu saglanmaktadir [54].

KRAS; hiicrenin yiizey reseptorlerinden yayilan sinyal aglarimin temeli olarak kabul
edilmektedir [55]. Ayn1 zamanda KRAS; guanozin trifosfat hidrolazi, GTPaz ailesine bagli olan bir
protein olup, hiicrenin farklilagmasinda, bdoliinmesinde, apoptozun diizenlenmesinde ve tiim
yasamsal faliyetlerde gorev almaktadir [56, 57]. RAS gen ailesinin en 6nemli {i¢ tiyesi; H-RAS, N-
RAS ve K-RAS proteinleridir. Ozelikle KRAS’m iki farkli formu KRAS4A ve KRAS4B en yaygin
olanlar olup, KRAS’1n 4A ekspresyonu heryerde gozlenirken, 4B formunun ekspresyonu ise farkli
dokularda farkli iglev gostermektedir [58].

KRAS onkogeninin aktivasyonu ¢esitli kanser tiirlerinde &zellikle pankreatik
adenokarsinomunda (PDAC) artarak ortaya c¢ikmaktadir [55]. KRAS mutasyonu; pankreas
karsinogenetiginde en onde gelen genetik degikliklerdir [57]. PDAC ‘un %90’indan fazlasinda
KRAS mutasyonu goriilmektedir [59].

Sonu¢ olarak onkogenler ve tiimor baskilayict genler hiicre c¢ogalmasinda ve
farklilasmasinda kritik roller oynamaktadir. Ekspresyonlari kanser hiicrelerinde gen mutasyonu,
delesyonu, yeniden diizenlenmesi, inaktivasyonu veya asir1 ekspresyonu ile siklikla
degistirilmektedir. Bu degisikliklerin bazilar1 dogrudan kétii huylu fenotiplerin gelisimi ile ilgilidir.
Arasgtirmalar bu genlerin normal islevinin eski haline getirilmesinin kanser tedavisinin etkili bir

yolu olabilecegini ongdrmektedir.
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2.12.1. Timér Baskilayici Genler

Timor baskilayic1 genlerden en ¢ok One ¢ikanlar siklin bagimli kinaz inhibitorii olan

CDKN2A, TP53 ve SMADA tiir [60].

2.12.2. P53 Tiimor Baskilay1 Gen

En bilinen tiimér baskilayici genlerden birisi olan p53, onkojenik strese cevap niteliginde
hiicre olimii ve replikatif yaslanmanin ayrilmaz bir pargasi olan dongiisel diizenleyici ve
transkripsiyon faktortidiir [61]. Ayrica p53’iin INK4 ailesine bagli tiimor baskilayici 1’i kodlayan
bir gen oldugu bildirilmistir [62]. Apoptoz, hiicre dongiisiinin durmasi, DNA tamir
mekanizmasinda rol alan genlerin ekspresyonunun diizenlenmesinde gorev almaktadir [63, 64].
P53’iin sebep oldugu hiicre dongiistiniin durmasi durumunda siklin bagimli kinaz inhibitori olan
p21’in 6nemli bir yardime1 oldugu bilinmektedir [63, 65].

P53 hiicrenin ¢ekirdeginde bulunmakta olup, herhangi bir hiicresel hasar meydana
geldiginde, aktif hale gelmektedir ve hiicrelerin onarima mu yoksa indiiklenmis apoptoza mi
gidecegine Karar vermesine aracilik etmektedir. Fakat p53 mutasyona ugrarsa DNA'ya etkin bir
bicimde baglanamayacaktir. Bu durum da kontrolsiiz hiicre boliinmesi ile sonu¢lanmaktadir. Bu
durum neticesiyle potansiyel tiimoérijenik hiicrelere sebep olan DNA’da hasar olusumuna sebep

olmaktadir [66].

2.12.3. CDKNZ2A veya P16 Tiimor Baskilay1 Gen

CDKN2A geni pl16 olarak da bilinmekte olup; CDKN2A geninin tiimor dokularindaki
ekspresyonunun tiimér bagisikligi ile iliskili oldugu bilinmektedir [62]. Tumér baskilayic
genlerden birisi olan siklin bagimli kinaz inhibitorii olan CDKN2A’nin inaktivasyonu 6zelikle

PDAC’da siklikla goriilmektedir [67].

2.12.4. SMAD4 Tiimor Baskilay1 Gen

SMAD4 veya DPC4 transdiiksiyon protein ailesine ait olup, transforme biiyliime faktorii
TGF-p uyarisina cevap olan bir yanittir [68]. Ozellikle PDAC ‘da SMAD#’iin inaktif olmasi
belirleyici bir faktordiir [68].

2.12.5. . Fragil Histidin Triad Geni ( FHIT )

Frajil histidin triad geni 6zellikle pankreas kanserinde tiimor baskilayici gen olarak islev
gormektedir. FHIT geninin asir1 ekspresyonu pankreas kanseri hiicrelerinde apoptoza karsi

duyarliligini artirmaktadir [69].
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2.13. Apoptozis (Programlanms Hiicre Oliimii)

Apoptozis programlanmis hiicre 6liimii olarak bilinir. Apoptoz organizmanin kendi faydasi
icin belirli hiicreleri gozden ¢ikarmasini saglayan fizyolojik olaral ilerleyen bir durumdur [70].
Sekil 2.13.’de goiildiigii gibi apoptoza ugrayan hiicrelerde hiicre membraninda ¢okiintiiler meydana
gelir ve ¢ekirdekte fragmentasyon goriiliir bu da kaspaz 3 enziminin aktivasyonunu artirir [71].
Ayn1 zamanda apoptoz ¢ok hiicreli organizmalara yagam dongiileri ve homeostaz siirecinde 6nemli
fayda saglamaktadir [72].

Apoptoz hiicredeki islevini serin protezlar olarak da bilinen kaspaz enzimi aracili1 ile
yapmakta olup, kaspaz enzimi de hiicre 6liim mekanizmasinda gorev yapmaktadir [73]. Apoptoz
¢ok hiicreli canlilarda korunarak genetik olarak da denetlenmektedir [71]. Sonugta g¢evredeki

dokulara en az hasar vererek viictidun temizlenme durumudur [74].

Hicre dlumleri

e ~

FIZYOLOJIK NEKROTIK

OTOFAJIK  APOPTOTIK DIGERLERI

l

KASPAZ ‘dan BAGIMSIZ KASPAZ ‘a BAGIMLI
ALICI BAGLANTILI MITOKONDRI - METABOLIZMA
(KASPAZ 8) BAGLANTILI ( KASPAZ 9)

Sekil 2.13. Hiicre 6liim yolaklar1 [71].
Apoptoza neden olan sinyal yollar1 ekstrinsik ve intrinsik yolak olarak ikiye ayrilir. Her iki

yolda da yapisal ve diizenleyici bilesenleri ayiran ve buna ek olarak kaspazlarin aktivasyonunu

baslatip hiicrenin dliimiine sebep olan bir yol vardir [75].
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2.13.1. Ekstrinsik Yolak

Ekstrinsik yolun aktive olabilmesi i¢in hiicre oliim reseptdrlerinin hiicre yiizeyine
baglanmas1 gerekmektedir. Bu reseptorler; fas ligandi, fas kompleksleri, kaspaz 8 ve 10’un bagh
oldugu farkli protein gruplarini igermektedir [75].

Ekstrinsik yolakta kaspaz-8 énemli rol oynamaktadir. Oliim reseptérleri, ligand baglanmasi
icin hiicre dig1 alanini ve sinyal iletimi igin hiicre iginde 6liim bdlgesini olusturmaktadir. Pro-
apoptotik ligandlar, biiyiik sitokin tiimor nekroz faktor ailesine aittir. Bu ligandlar hiicre yiizeyinde
bulunmakla beraber hiicre dis1 bosluga da salgilanir.

Pro-apoptotik ligandlar reseptorlerine baglandiginda, prokaspaz-8 ve prokaspaz-10 ile
birlikte adaptdr proteininin katilimi sonucunda 6liim indiikleyici sinyal kompleksi olugur. Oliim
indiikleyici sinyal kompleksi olusumu, kaspaz-8 ve kaspaz-10 islenmesi ve aktivasyonuna yol agar.
Kaspaz-8 ve kaspaz-10 aktivasyonunun takibinde sitoplazmaya salim ger¢eklesir, efektor kaspazlar
aktive olur ve apoptoz indiiklenir [76].

Fas, 6limle ilgili reseptor olarak gorev almaktadir. Fas reseptorii Apo-1 veya CD95 olarak
da taninmaktadir. TNF reseptorleri ise TNF R1, DR3, DR4, DR5 ve DR6 y1 kapsamaktadir [77].
Herhangi bir uyaris1 geldigi zaman yiizeye bagl olan Fas ligandi Fas bilesenleri ile iletisime
girerek 6liime sebebiyet veren sinyal kompleksini olusturmakta olup, kaspaz 8 aktive olarak dliimii
gerceklestirebilmektedir.

Bazi hiicrelerde de kaspaz 8, Bcl-2 ailesinin bir proapoptatik iiyesi olan Bid'i par¢alayarak
intrinsik olan apoptotik yol aktivasyonu saglamaktadir [78]. Sekil 2.14.’de apoptozun intrinsik ve

ekstrinsik yolak mekanizmasi gosterilmektedir.
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Sekil 2.14. Apotozun intrinsik ve ekstrinsik yolak mekanizmasi [79].

2.13.2. intrinsik Yolak

Intrinsik mitokondriyal yolak: mitokondriyal elektron transport zincirinin bir elemani olan
sitokrom ¢’nin mitokondriden sitosole salinimi ile baglamaktadir. Mitokondride bulunan sitokrom-
¢’nin gorevi ise ATP sentezlemektir [75]. Sitokrom c¢’nin salinimi sonucunda hiicre iginde stres
olusur ve bir sitokrom-c sitoplazmik protein olan ‘apoptotic protease activating factor-1’i tetikler
(APAF-1) Apaf-1, prokaspaz-9 ile birleserek kaspaz-9'u aktiflestirir aktiflesen kaspaz-9’da

apoptotik siirecin baglamasina sebebiyet vermektedir [80].

2.14. Nekrozis

Cevreden gelen dig hasara kars1 olusturulan pasif hiicre 6liimii ile neticelenen imflamatuar
bir yanittir [81]. Nekroza ugrayan hiicrelerde; iyonik denge kontroliinii kaybederek hiicrenin, suyu
alarak par¢alanmasina sebep olur.

Hiicre zan ve organeller ozmotik olarak siser ve igerigi disar1 ¢ikarak hiicre ortaminda
bulunan proteinlerin yiiksek asit ve anormal bir pH varliginda ¢6kmesine sebep olur [71]. Nekrozun
baslica nedenleri arasinda iskemi, yiiksek ates, hipoksi, yiiksek konsantrasyonlarda toksik maddeler

ve siddetli oksidatif stres bozuklugu olarak bildirilmistir.
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2.15. Anjiyogenez

Anjiyogenez; rahimde baglayip tiim yasam boyunca devam etmekte olan bir dizi olaylar
stireci olup Sekil 2.15’de belirtilmistir [82]. Anjiyogenezde; var olan kan damarlarindan yeni
damarlarin olusumu gergeklesmekte olup, tiimorlerin yayilmasinda, yara iyilesmesinde ve lireme
sisteminde Onemli rol oynamaktadir [83]. Damar olusumu iki farkli mekanizma tarafindan
gerceklesmektedir: Bunlardan biri olan vaskiilogenez, erken embriyogenezde gerceklesmekte olup
mezodermden kaynaklanan damar aginin olusumunu ifade etmektedir [84]. Anjiyogenez ise; pro
anjiyogenik molekiillerin, anjiyogenik molekiiller iizerinde iistiin oldugunda aktivasyonunu

gergeklestirmektedir [32].
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Sekil 2.15. Vaskiilogenez ve anjiyogenez olusumu [82].

En bilinen pro anjiyogenik molekiiller arasinda vaskiiler endotelyal bilyiime faktorii A
(VEGF-A) gelmekte olup, patolojik olarak kan damarlarinin gelismesi ve bakimindan sorumludur
[33].

VEGF-B de VEGEF ailesi iiyesinden biri olup, VEGF-A’dan farkli olarak proanjiyogenik bir
molekiil olarak degil de daha gok hayatta kalma reseptorii olarak gorev yapmaktadir [33].
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Sekil 2.16. A. Tiimor damar olusumu B. Normal damar olusumu [85].

Tlimoriin yayilim sirasinda damarlardan besin, oksijen ve biiyiime faktorleri damar ag1
tarafindan iletilmektedir. Sekil 2.16. A ve B’de gosterildigi gibi, anjiyogenezin ortaya ¢ikmasinda
onemli olan bu yolaklar; vaskiiler endotelyal biiylime faktdr yolagi, epidermal biiyiime faktorii
yolagi, fibroblast biiylime faktorii yolagi, trombositin neden oldugu biiyiime faktdrii yolagi,
transforme edici bilyiime faktor yolag: ve tiimor nekroz faktorii yolagidir [83]. Klinik bilgilere
bakildig1 zaman tiimoriin yayilliminin anjiyogenezin siddetine bagli oldugu da bilinmektedir.

Yeni olusan damarlarda iki hiicre tipi tanimlanmigtir: bunlar u¢ ve sap hiicrelerdir. Ug
hiicreler; anjiyogenik uyaranlar i¢in hareketli olup 6nde uyaranlara agik haldedirler. Sap hiicreler
ise; ug hiicrelerin arkasinda bulunup, ¢ok hizli ¢ogalirlar [86]. Bu sekilde bir tiimor hiicresinin
metastaz yapabilmek igin damar aginin igerisine girip beslenmesi ve anjiyogenezi uyarmasi

gereklidir [83].

2.16. Otofaji

Otofaji hiicrenin i¢ dengesini devam ettirmek i¢in, sitoplazmik materyallerin degistirilip geri
dontistirildigi bir stiregtir [48]. Otofaji; hiicrede homeostazi devam ettirmek ve embriyonik
farklilasmay1 saglamak amaciyla dnemli isleve sahiptir [48]. Memelilerde ve mayada otofaji ile
iliskilendirilmis  (Atg) 30 adet gen tespit edilmistir [46]. Atg’ler g¢evresel strese, basing
degisikliklerine ve oksijen yetmezligine karsi verilen yanit igin gereklidir [48]. Otofaji;
cekirdeklenme, uzama, otofagozom meydana gelmesi ve uzama olmak iizere 4 asamada
gerceklesmektedir [87].

Memelilerde mikrootofaji, makro otofaji ve saperon aracili otofaji olmak iizere 3 otofaji yolu
bulunmaktadir [88].

Mikrootofaji; Hsc70 proteini 1s1 soku etkisinden bagimsiz olup yapisal bir proteindir [89].

Mikrootofajide ve saperon aracili otofajide Hsc70 proteinine mutlaka ihtiya¢ duyulmaktadir ancak
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mikrootofajide lizozamal membran proteini olan ve‘Lamp2A’ denen Hsc70 igin bir reseptor gorevi
yapan proteine ihtiyag duyulmamaktadir [90]. Mikrootofajide lizozom; belirli bilesenleri geg
endozomlar ile direk olarak i¢ine almaktadir [91, 92].

Saperon aracili otofaji; hiicre i¢i materyallerin selektif olarak parcalandigi lizozomal bir
asama olup, belirli proteinleri secip zamaninda lizozoma godererek par¢alanma aktivasyonu
baglatir [90, 93]. Mikro ve makrootofajiden farkli olarak vezikiil yapilanmasina bagimli degildir
[94].

Sekil 2.17.’de gosterildigi gibi makrootofaji; fagofor denilen ilk zar ile proteinleri i¢ine alir,
otofagozom ile vezikiil olusturarak yolagi kapatir ve proteazlar ile icerideki proteinleri parcalayarak

otolizozomu meydana getiren lizozom ile kaynasir [94].

1.Makrootofaji

2.Mikrootofaji

L
: 3. Saperon Aracili
= Otofaiji

Sekil 2.17. Otofaji yolaklari [94].

2.17. Karsinogenezis

Karsinogenez; onkogenlerin aktivasyonunu, tiimor baskilayici genlerin inaktivasyonunu
iceren kontrolsiiz hiicre boliinmesini kapsamaktadir [95]. Kontrolsiiz hiicre siklusu ayn1 zamanda
apoptotik mekanizmalarin inaktivasyonuna da yol agabilmektedir [52]. Kanserle ilgili genlerde
olusabilecek kalitsal veya somatik mutasyonlar karsinogenezi tetikleyebilir.

Kanserin baslamasi ve ilerlemesi olan bu durum, normal insan hiicrelerinin maling hiicrelere

doniismesini saglayan ilerleyici genetik degisiklikleri yansitan bir siire¢ olarak kabul edilir. Sekil
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2.18.’de gosterildigi gibi tiimor baslangicinda anahtar rol oynayan genler: proto-onkogenler, timor

baskilayici genler ve DNA onarim mekanizmalarinda yer alan genlerdir [96].
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Sekil 2.18. Karsinogenezise neden olan mekanizmalar [90].
Karsinogenez oldukca karmasik bir siirectir ve kontrolsiiz hiicre biiylimesinin bir

komplikasyonudur. Kanserin molekiiler mekanizmalarinin ve kanser olusum siirecinin daha iyi

anlagilmas1 kanserin erken tanisina yeni olanaklar saglayabilecek, dogru tam1 konmasi ve tam
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sonrasi etkili tedavi yontemlerinin ve yeni antitiimoral stratejilerin gelisimine katki saglayacaktir
[35].

2.18. Epigenetik degisiklikler

Epigenetik; gen regiilasyonunda meydana gelen kalitsal degisiklikler olup, DNA nin kendi
dizisini degistirmeden ondan bagimsiz olarak hareket edip DNA’y1 ve DNA ile ilgili olan
proteinlerin islevini degistiren mekanizma olarak tanimlanir [97, 98]. Epigenetik mekanizmalar
dogrudan ve dolayli yoldan olmak iizere iki yoldan gen ifadesinin kontoliinii yaparlar. Dogrudan
gen ifadesinin kontroliinli yapan epigenetik mekanizmalar kromatin ve DNA diizeyinde olmak
tizere iki farkl sekilde yapmaktadir. Histon modifikasyonlar1 ve DNA metilasyonu gen ifadesinin
diizenlenmesinde ve karsinogenezisde ¢ok dnemli role sahip olan epigenetik mekanizmalardandir.
Dolayli yoldan gen ifadesinin kontroliinii yapanlar ise; mikroRNA’lardir. Kromatin diizeyinde
memeli gen ekspresyonunu etkileyen ve kalitim kriterini karsilayan iki ana epigenetik degisim

vardir. Bunlar; DNA metilasyonu ve histon modifikasyonudur [99].

2.18.1. DNA Metilasyonu

Genomda meydana gelen kalitsal epigenetik degisklikler olup, hiicresel isleyisin
ilerlemesinde Onemli role sahiptir [100]. Bunlardan bazilar1 sunlardir: X kromozomunun
inaktivasyonu, transkripsiyonun kontrolii, kromatin yapisi, embriyonik gelisimi kapsamaktadir
[101, 102]. DNA metilasyonu; DNA metil transferazlar ve metil CpG baglayict proteinler
tarafindan denetlenir [102]. CpG; sitozinle guanin arasina bir fosfat grubunun eklenmis olmasini
ifade eder [103]. CpG genomda ozellikle diniikleotidlerin 5'-sitozin bazinda gézlenir ve genellikle
omurgalilarin ¢ogunda goriilen metilasyon seklidir ve bu durum gen susturma olarak goriilebilir
[103, 104].

Sitozinde primidin halkasinin 5 numarali karbonuna metil grubunun eklemesi sonucunda gen
ifadesinin regulasyonunda azalma meydana gelmektedir [105]. Genomda DNA metilasyonunun
olmadig1 bolgelerde CpG oraninin yiiksek oldugu ve bu bolgelerin histon modifikasyonlariyla
korunan bolgeler oldugu bilinmektedir [106]. CpG olmayan metillenme ise noral gelisim siirecinde
ve embriyonik kok hiicrelerde goriilmektedir [105, 107].

DNA metilasyonundaki bazi degisikliklerin 6nemli hastaliklarda rol oynadigi bilinmektedir
bunlardan bazilari; parkinson, alzheimer, huntington ve amyotrofik lateral skleroz gibi

norodejeneratif hastaliklar ve kanserdir [103].
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2.18.2. Histon Asetilasyonu

Histon asetilasyonu; histon proteinlerinin  N-terminal  kuyruklarmin  kimyasal
modifikasyonlaridir. Histon proteinlerinin, lizin asetilasyonu, arginin ve lizin metilasyonu veya
serin fosforilasyonu gibi karmasik translasyon sonrasi modifikasyonlarla DNA dizilerini
diizenledigi  anlagilmistir.  Histon proteinlerinin  kuyruklarinda  farkli  modifikasyon
kombinasyonlarinin, gen aktivitesinin diizenlenmesinde rol oynayan bir “histon kodu” olusturdugu
One siiriilmiistiir [108]. Histon modifikasyon modelleri insan tiimérlerinde degisime neden olur.
Ozellikle, histon H4 lizin 20 trimetilasyonu (H4K20me3) ve histon H4 lizin 16 monoasetilasyonu
(H4K16ac) seviyeleri kanser hiicrelerinde hem global olarak hem de belirli lokuslarda ciddi sekilde
bozulmalara sebep olmaktadir [109].

2.19. Pankreatik Duktal Adenokarsinomunun Makroskobik ve Mikroskobik

Ozellikleri

Pankreasin bityiik cogunlugu (%95) gelismis epitel hiicrelerden meydana gelmektedir [110].
Salgi epiteli pankreas kanal hiicreleri (PDC) ve pankreatik asiner [111] hiicreler ile fonksiyon
gostermektedir [112]. Pankreas kanal epiteli; kollajen ve bu yapiy1 ¢evreleyen tek katmanli kiibik
hiicrelerden olusmaktadir[113]. Pankreatik Intraepitelyal Neoplaziler (PanIN), Prekanseroz
lezyonlardan olusmakta olup 3’e ayrilirlar: Bunlar; PanIN-1, PanIN-2 ve PanIN-3’diir. PanIN-1
yuvarlak ve oval ¢ekirdekli diiz lezyonlari icermektedir. PanIN-2'de ise, papiller veya mikropapiller
bulunur ve bazal membran tutunmasi bulunmamaktadir [114]. PanIN-3 ise PDAC’a tamamen

bitisik olarak bulunmaktadir [115].

2.19.1. Pankreasin Anotomik Yapisi

Pankreas; bas, govde ve kuyruktan olusan, pembe sar1 renge sahip duodenumun igini
cevreleyen endoderm hiicrelerin dorsal ve ventral tomurcugunda gelisim gostermektedir [116].
Pankreas yaklasik olarak 15-20 ¢cm uzunlugunda 80-100 gr agirliginda olup, kadin ve erkeklerde
agirligr farkl olabilmektedir [117]. Sekil 2.19.’da gosterildigi gibi pankreas fibroz bir kapsiil ile
cevrili olup, lobiillere ayrilmistir [118].
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Sekil 2.19. Pankreasin anatomik yapisi [119].

Pankreas adaciklari; kanallar, damarlar, néronlar ve hiicre disi matriks ile ¢evrili olan
ekzokrin pankreas boyunca cevrelenmis endokrinlerdir [120]. Pankreasin biiylik ¢ogunlugu
ekzokrin bezleri olusturan asiner hiicrelerden olusurken, geri kalan kismui ise; endokrin salg1 yapan
Langerhans adaciklar1 ve bosaltim kanallarindan olusur [117]. Ekzokrin salgi izotonik ve alkali
ozellikte olup, bilesik tubuloalveolar yapidadir. Ekzorin salgi bezlerinden yaklasik olarak giinde
ortalama 1000-2000 ml arasinda salg1 salgilanir. Epitel hiicreleri pankreasin ekzokrin kisminin sulu
kismini salgilarken, bu sivinin enzim kismi ise, asinus hiicreleri tarafindan salgilanir [117]. Asiner
salgilanmasindan sorumludur [121].

Endokrin salgi bezleri; morfoloji ve boyanma 6zelliklerine gore; alfa, beta, gama, delta ve
enterokromofin adi verilen hiicrelerden olugmaktadir. Pankreas hacminin %1-2 kadarini endokrin
salg1 bezleri olusturur. Endokrin salgi yapan Langerhans adaciklar1 daha ¢ok pankreasin kuyruk
kismina yonelmistir [122]. Langerhans adaciklarindan insiilin ve glukagon salgilanir. Glukagon
alfa hiicrelerinden salgilanmakta olup, alfa hiicreleri Langerhans adaciginin %10-15ini
olusturmaktadir. Ayrica karacigerde, glikojeni yikarak kan sekerinin yiikselmesine sebebiyet veren

de glukagondur. Adaciklarin %70’ini insiiliin salgilayan beta hiicreleri olusturur [123].

2.19.2. Pankreas Kanserinin Epidemiyolojisi

Diinya ¢apinda pankreas kanserinin goriilme sikliginda ve 6liim oranlarinda énemli bir artig
yasanmaktadir. Kiiresel anlamda 2017 yilinda 448000 vaka belirtilmis olup bunun 232000
erkeklerden olugmakta olup 1990 yilindan bu zamana kadar, 2.3 katlik bir artis oldugu bildirilmistir
[124]. Buna ek olarak 6liim oranlarinda da 2.3 katlik bir artig olmus 196 000'den 441 000'e ¢ikt1g1
belirlenmistir [124]. Bu insidans artiginin sebepleri arasinda bilyiiyen, yaslanan populasyonlar ve

gelismis tilkeler oldugu 6ngoriilmektedir [125].
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Pankreas kanseri, tanis1 ve tedavisi oldukca zor olan, yiiksek derecede metastatik 6zellikte
olup oldukg¢a kotii prognozlu ve sagkalim orani diisiik bir malignitedir. Pankreatik duktal
adenokarsinom (PDAC), pankreas kanserleri iginde en sik goriilen tip olup oldukga kéotii prognoza
sahip bir kanserdir [126]. PDAC lenfovaskiiler sisteme ¢ok ¢abuk invaze olan diger organlara
kolayca metastaz yapabilen ve miisin iireten bir tiimordiir [127]. PDAC‘in en 6nemli patolojik
ozelliginden birisi; desmoplazminin sebep oldugu fazlaca fibrotik stroma toplamasidir [128].

Bir yillik sag kalim oran1 yaklasik %18’dir. Hastalik, erken donemde belirti vermedigi i¢in
teshis edildiginde genellikle 3. veya 4. evrede olmaktadir. Erken teshisin ¢ok 6nemli oldugu bu tiir
patolojilerde, hastalik teshisinden kisa siire sonra (6-12 ay) hasta kaybedilmektedir.

Bu durumun en énemli sebebi, pankreas kanserinin erken teshisinde kullanilabilecek invazif
olmayan molekiiler biyobelirtecler (genler) tespit edilememis olmasi bundan dolay1 da hastaligin
genellikle ileri veya metastatik safhada tespit edilebilmesidir [129]. Bu anlamda, pankreas kanseri
tanis1 konulmus hastalarin sadece %20 ‘si cerrahi rezeksiyon i¢in uygunluk gosterir. Clinkii teshis

esnasinda hastalarin ¢cogunda lokal ve uzak metastaz goriiliir.

2.19.3. Pankreas Kanserinin Olusumundaki Faktorler

PC i¢in en biiylik genetik risk faktorleri arasinda: Ailesel Pankreas Kanseri (FPC), Peutz-
Jehgers Sendromu (PJS), Kalitsal Pankreatit ve p16-Leiden mutasyonlar1 bulunur [129]. Idiyopatik
PC i¢in en biiyiik risk faktorii, kilo kayb1 veya sigara dykiisii olan 50 yasin iizerinde yeni baglayan
diyabettir. Sigara igmek tiim kanserler oldugu gibi pankreas kanserinde de kisinin riskini oldukca

arttrmaktadir [115].

2.19.4. Peutz-Jeghers Sendromu

Peutz Jeghers otozomal dominant bir hastalik olup, gastrointestinal sistem boyunca belirgin
poliplerin geligimi ile ilgilidir. Klinik tanis1 konulmus kisilerde STK11’e bagl bir mutasyon varligi
$6z konusudur [130]. Bu durum da 6zellikle gastrointestinal kanser tiirleri ve meme kanseri ile
iligkilidir. PJS'li kisilerde kanama, kanalin tikanmasi ve kanalda bosluk olugsmasi sik goriilen
belirtilerdir. PJS hastalar1 hem gastrointestinal ¢oklu polip ¢oziiniirligiinii hem de, hayatlart
boyunca diizenli kanser taramasini; kolonoskopi, iist endoskopi, bilgisayarli tomografi, manyetik
rezonans goriintiileme veya pankreas ultrasonu, gogiis rontgeni, mamografi ve ultrason ile pelvik

muayeneyi yaptirmalar1 gerekmektedir [111].

2.19.5. Ailesel Pankreas Kanseri

Pankreas kanseri teshisi konulan bireylerin aile oykiilerine bakildigi zaman %10’unda

belirgin bir bicimde hastalik dykiisii oldugu anlagilmaktadir [131]. Ailesel pankreas kanseri en az

29



birincil dereceden akrabalari igermektedir. Belirli genlerden birisi olan BRCA2 geni pankreas
kanseri riskinin artmastyla iliskilidir. Bat1 iilkelerinde BRCA1 ve BRCAZ2’nin sikligi, PDAC
hastalarinda %4,5 ile %8 oraninda olmakla birlikte aile kanseri dykiisii olan kisilerde bu oran %26

oraninda artig gostermektedir [132].

2.19.6. Kalitsal Pankreatit

Kalitsal pankreatit (KP) %80 otozomal olan dominant bir hastalik tiiriidiir. Cocukluk
doneminde kronik pankreatite dogru tekrar eden akut pankreatit ataklari ile iliskilendirilmektedir.
Bu hastalarda PDAC olusma riski oldukga yiiksektir [133]. KP i¢in tan1 bigimi Avrupa Kalitsal
Pankreatit ve Ailesel Pankreatik Kanser Kayit Rehber tarafindan belirlenmistir [134]. Ancak
hastalarin %20’sinde altta yatan etken heniiz belli degildir. Tiim KP ¢alismalarinda tiitiin tiiketimi
PDAC gelisimi i¢in yiiksek derecede bir risk faktorii olmakla birlikte ve sigara tiiketenler arasinda
riskin iki katina ¢iktig1 bildirilmistir [135].

2.19.7. pl6-Leiden mutasyonlari

CDKNZ2A-p16-Leiden mutasyona sahip olan kisilerde PDAC olusum riski oldukga yiiksek
olup bu oran %15-20’dir [136, 137].

2.20. Pankreas Kanseri Tipleri

Kanserler morfolojik olarak birbirlerine yakin olsalar da ¢ok farkli klinik 6zelliklere sahip
olabilmektedirler. Bununla beraber tedaviye farkli yanit verebilme o6zellikleri de mevcuttur.
Molekiiler alt tipleri tespit etmek klinik 6ncesinde tedavi sekline yardimer olmaktadir. Molekiiler
alt tipleri belirlenmemis kanserlerin molekiiler patolojisindeki degisiklikler hastaligin klinik seyrini
onemli olgiide belirlemektedir [138].

Genom ebadinda transkriptomik analizler ile yapilan ¢aligsmalara gore; yar1 mezenkimal,

skuamoz ve bazal benzeri olmak tizere 3 gruba ayrilmaktadir [59, 139, 140].

2.21. Pankreas Kanserinin Goriilme Sikhgi

Pankreas kanseri genelde ileri yaslarda daha sik goriilmektedir, 30 yasin altinda ise nadir
olarak goriiliir. Vakalari %90 ‘1 55 yasin iizerinde goriilmektedir. PDAC’1n biiyiik bir cogunlugu
70 yas ve tizeri kisilerde tanimlanmaktadir [141]. Yas bakimindan goériilme orani tilkeler arasinda
cesitlilik gostermektedir. Ornegin Hindistan’da 60 yas ve iizeri en sik goriilmesine ragmen,

Amerika Birlesik devletlerinde 70 yas ve lizeri daha sik goriiliir. Diinya genelinde erkeklerin
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pankreas kanseri insidansi, kadinlara gore daha yiiksektir. Bu durum yiiksek gelisme gosteren
tilkelerde daha fazladir.

Pankreas kanseri riskinin farkli kan gruplariyla iligkili oldugu bildirilmistir. Buna gore; kan
grubu A olan hastalar ile kan grubu 0 olan hastalarin, B kan grubu veya AB kan grubu olanlara
gore daha riskli olduklar1 belirlenmistir. Ayrica kaynaklara gore, pankreas kanserinin aile 6ykiisii
olan bireylerde olmayanlara gore 9 kat fazla oldugu belirtilmistir. Diyabet de pankreas kanseri i¢in
bir risk faktoriidiir. Ancak pankreas kanserinin de yeni diyabet baslangici olarak kendini
gosterebildigi unutulmamalidir. Pankreas kanserinin sikliginda genetik bazi sendromlar (herediter
pankreatit, herediter kolon kanseri, Peutz-Jeghers sendromu, meme kanseri) risk faktorleri arasinda
olmakla birlikte sigara icmek, asir1 alkol kullanimi, obezite ve yasam tarzi farklilik gostergesi

olarak kabul edilir [142].

2.21.1. Pankreas Kanserinin insidansi

Pankreas kanserinin insidansi cinsiyete, yasa, beslenme sekline, bdlgelere ve o bdlgede

yasayan bireyler arasinda 6nemli farkliliklar gosterir.

2.21.2. Pankreas Kanserinin Bolgelere Gore Insidansi

2021 yilinda kaydedilen verilere gore; en yiiksek goriilme sikligina sahip iilkelerden
gorlilme orani en az olan iilkelere dogru siralandiginda Kuzey Amerika, Bati Avrupa, Avrupa,
Avustralya, Yeni Zelanda, Orta Afrika ve Giiney-Orta Asya oldugu gézlenmistir (Sekil 2.20). En
yiiksek orana sahip Cek Cumbhuriyeti, en diisiik orana sahip olan Pakistan’dan 20 kat fazla insidanda
sahiptir. 2012’de ortaya cikan yeni vakalarin yarisindan daha fazlasi (%55,5) daha gelismis
bolgelerde kaydedilirken, vakalarin %41 ‘i Asya iilkelerinde belirlenmistir [143].
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Sekil 2.20. Pankreas kanserinin bolgelere gore insidansi [23].

2.21.3. Cinsiyete gore dagilim

Pankreas kanserinin insidansi cinsiyete gore degerlendirildigi zaman 6nemli farkliliklar
mevcuttur. Erkeklerde kadinlara oranla daha yiiksektir. Bunun sebebi ise; erkeklerdeki steroid
diizeylerinin kadinlara gére daha diisiik olmasi olarak gosterilmektedir [144]. Streoidin pankreas
kanserine kars1 koruyucu bir etkiye sahip oldugu diisiiniilmektedir.

Erkeklerde pankreas kanseri gelisme riskinin en yiiksek goriildigii bolgeler; Ermenistan,
Cek Cumbhuriyeti, Slovakya, Macaristan, Japonya ve Litvanya iken, yakalanma riski Pakistan ve

Gine en diisiiktiir.
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Kadinlarda pankreas kanseri insidansinin en yiiksek oldugu bolgeler Kuzey Amerika Bati
Avrupa, Kuzey Avrupa ve Avustralya/Yeni Zelanda'dir. En diisiik orana ise Orta Afrika ve
Polinezya sahiptir. Macaristan, Danimarka, Finlandiya ve Ermenistan'da yasamlarini siirdiiren
kadinlarin pankreas kanserinden 6lme riski en yiiksek iken, Tanzanya, Gine, Kamerun, Namibya
ve Pakistan'daki kadinlar en diisiik hastalik riskine sahiptir [143]. Her iki cinsiyet i¢in de yasa bagh
olarak insidansi artmakta olup, ayn1 zamanda teshis edilen hastalarin %90 ‘ina 55 yasindan sonra
tan1 konmaktadir [47, 145, 146].

Pankreas kanserinin insidansindaki bu farkliligin nedeni tam olarak bilinmemekle beraber
yasam tarzi, c¢evresel faktorler, yaslanma ve genetik yatkinligin biiyiik oOlciide etkiledigi
diisiiniilmektedir [146-148]. Erkeklerde tiitiin kullanimi pankreas kanseri insidansmin yiiksek
olmasi sebeplerinden biri sayilmaktadir [149]. Bunun yanisira kadinlarin bu tiir kotii huylu
timorlere daha az egilimli olmast ya da ¢evrenin meydana getirdigi risklere daha az maruz

kalmalar1 da 6nemli bir etken olabilmektedir [147, 150].

2.22. Pankreas Kanserinin Semptomlari

Pankreas kanserinin semptomlar1 arasinda hastalarda; sarilik, depresyon, istahsizlik ve
sebebi bilinmeyen bir kilo kaybi goriiliir. Pankreas kanserli hastalarin  %70-%80’inde

epigastriumda agr1 olur [151].

2.23. Pankreas Kanseri Risk Faktorleri

Asirt hayvansal yag ve et tiketiminin, pankreas kanserinin gelisimini tetikledigi
bilinmektedir [152, 153]. Sigara kullanimi, obezite, diyabet, fiziksel haraketsizlik gibi etmenler
hem risk faktorleri arasinda sayilir hem de pankreas kanserine yakalanan kisilerin hayatta kalma
oranini azaltmaktadir [42, 43, 154]. Sigara dumaniin polisiklik aromatik hidrokarbonlar, N -
nitrozaminler, aromatik aminler, 1,3-biitadien, benzen, aldehitler ve etilen oksit olmak lizere bir
¢ok kanserojen igerdigi bilinmektedir [155].

Ozellikle sigara igenlerin igmeyenlere gore %75 oraninda pankreas kanseri riskine sahip
oldugu ayrica pasif igicilerin de %50 oraninda bu riske sahip oldugu belirlenmistir [156, 157].
Ayrica gelismis tilkelerdeki insanlarin alkolli igecek, doymus yag orani ve Kalorisi fazla olan
besinleri tiiketmesi risk faktorleri arasinda sayilmaktadir [156, 158]. Fazla miktarda kuruyemis
tiiketen kadinlarda pankreas kanseri riskinin anlamli diizeyde diistiigii bilinmektedir [159, 160].
Fazla miktarda meyve sebze tiikketiminin pankreas kanseri goriilme riskini azalttig1 tespit edilmistir
[161]. Akdeniz diyetinin saglikli yasam sartlar1 ile desteklendiginde pankreas kanseri riskini
azalttig1 belirlenmistir [162]. Oysa yiiksek 1silarda pisirilen kirmiz1 etlerin de pankreas kanseri

riskini artirdigi rapor edilmistir [163].
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2.24. Pankreas Kanserinin Evreleri

Giimiimiizde pankreas kanserinin evrelerinin tespit etmek igin; tiimor-nod-metastaz
siniflandirilmast kullanilmaktadir. Bu evreleme ile; tiimorun metastaz durumu, eger metastaz
yapmis ise uzak mi yoksa yakin bolge ya da bolgelere mi yaptigi, tiimoriin boyutu, sekli, nodal
olmayan metastatik durumu ortaya ¢ikarilmaktadir [164]. Dogru evreleme hastaligin prognozu igin

¢ok 6nemlidir.

Grup evreleme kriterleri

Evrel T1-2 NO MO
Evre Il T3 NO MO
Evre 111 Herhangibir T N1 MO

Evre IV Herhangi bir T Herhangi bir N M1

T1 Primer tiimor pankreas disma yayilmamis

Tla/b  Boyutu/ >2cm

T2 Duodenuma, safra kanalna veya peripankreatik dokulara smirh direkt yayihm
T3 Tiimo6r mideye, dalaga, kolona ya da komsu kan damarlarma yayilmig

NO Bolgesel lenf nodu metastazi yok

N1 Bolgesel lenf nodu metastazi var

MO Uzak metastaz yok

M1 Uzak metastaz var

Sekil 2.21. Tiimér evreleme semasi [165].

Sekil 2.21.°de gosterildigi gibi pankreas kanseri radyolojik veya klinik acidan 3 evreye
ayrilmaktadir:

v' Evre I: T1-T2, secilmis T3, NX, MO
v" Evre Il: Lokal ileri evre; T3-T4, NX-1, MO
v' Evre Ill: Metastatik evre; T1-4, NX-1, M1

Evre 1 ve evre 2 kanserler cerrahiye uygun olan tiimorler olup, bdlgesel lenf nodu uzak
metastazi olmayan tiimorlerdir. Evre 3 ve evre 4 kanserler ise; cerrahi sans1 fazla olmayan tiimorler
olup, bunlar ya uzak metastaz yapmislardir ya da major olarak arterial tutulumlar1 mevcuttur. Evre
3 olan tiimorlii hastalarin hayatta kalma oranlar1 8-12 ay olup, 4. evre tiimorlu hastalarin sag kalim
oranlar1 ise 3-6 aydir. Pankreas kanserine en ¢ok rastlanan uzak metastaz bolgeleri karaciger,

peritonium ve akcigerler olup, en az metastazin goriildiigii yer ise kemiktir [166].
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2.25. Pankreas Kanserinin Teshisinde Kulanilan Yoéntemler

Pankreas kanserinin teshisinde kullanilabilecek invazif olmayan bir tarama testi yoktur.
Pankreas kanserinde CA 19-9, P53, K-ras ve mikroRNA’lar en sik incelenmis ve pankreas kanseri
ile iligkilendirilmis tiimor markirlaridir. Tanida en ¢ok tercih edilen CA 19-9 serum markiridir.
Ancak bu belirtecin pankreas kanserine spesifitesi ve sensitivitesi siiphelidir. Serum karbohidrat
antijeni CA 19-9 (CA 19-9) tiimor iliskili bir antijen olup, Lewis a-antijeni olarak da bilinir.

CA 19-9 normal sartlarda pankreas, safra kanali hiicreleri, mide, kolon, endometrium,
tiikkriik bezleri ve bronsiyal epitelyum hiicrelerinden salgilanir. CA 19-9, pankreas kanseri tanisinda
en yaygin olarak kullanilan timér markeridir(Tablo 2.1.). CA 19-9, sadece pankreas
adenokarsinomlari i¢in spesifik olmayip gastrointestinal sistemin de neden oldugu birgok tiimdrde
de yiikselebilir. Ayn1 zamanda CA 19-9’un kan grubu antijenleri ile de iliskisi vardir. CA 19-9
sentezi genotip olarak Lewis a-b- olan kisilerde, olusmaz. Bu nedenle bu hasta grubu yanlis

sonuglarla degerlendirilebilir. Yine CA 19-9 kii¢iik pankreatik tiimorlerde hassas degildir.

Tablo 2.1. Tiimor belirteclerin pankreas kanserinde goriilme sikligi [167].

ANTIJEN TiP Pankreas kanserindeki siklig1 (%)
CA19-9 Karbonhidrat antijen 90

CA 242 Karbonhidrat antijen 90

CaSm Onkoprotein 87

CEA Onkofetal protein 85-90

GA 733 Glikoprotein 85
HER-2/neu Onkoprotein 27-80

K-ras Onkoprotein 75-100
MUC-1 Glikoprotein 90

P 53 T{mor supresér gen 40-70

CA: Karbonhirat antijen, CEA: Karsinoembriyonik antijen, GA:Glikoprotein antijen.

Son yillarda yeni tiimor markirlar lizerine ¢aligmalar yapilmaktadir. Hiicre ¢cogalmasi ve
bliylimesinde olusan genetik degisikliklerin kanser gelisimindeki etkisi bilinmektedir.
Onkogenlerin fonksiyonu, uyarilmasindaki artigi, tiimor baskilayici genlerin inhibe olmasi, DNA
tamir mekanizmalarinda meydana gelen degisimler ve apoptozdan sorumlu genlerdeki
bozukluklar kanserin temel molekiiler patolojisinden sorumludur [168].

Diger bir belirteg olan KRAS ise bir guanin niikleotid baglanma proteini olarak biiyiime
faktorl sinyal iletiminde gorev alir. Bu fonksiyonu ile hiicre ¢ogalmasi artar ve apoptoza karst
direng gelisir. KRAS insan kanserleri i¢erisinde en sik tespit edilen mutasyona ugramis onkogendir.

Pankreatik duktal orijinli kanserlerin yaklasik %90’ 1mnda KRAS onkogeninde mutasyon tespit

edilir ve karsinogenezin 6zellikle ilk evrelerinde 6nem kazanir [169]. KRAS mutasyonu sadece
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pankreas doku hiicrelerinde degil, pankreatik sivida duodenal firca biopsilerinde, kan ve gaita
orneklerinde tespit edilebilir. Hiicresel tipi arttikca KRAS onkogen mutasyon orani da artmaktadir.

MiRNA’lar, kii¢iik kodlanmayan RNA molekiilleridir. 20-22 niikleotitden olusan ve gen
ekspresyonlarmi diizenleyen molekiillerdir. Pankreas tiimor gelisiminde Onemli rol oynarlar.
Ayrica onkogenik ve tiimdr siipresor 6zellikleri bulunmaktadir [168].

Yukarida bahsedilen tiim biyobelirteclerden higbiri pankreas kanserine 6zgii belirtecler
degildir. Ozellikle KRAS ve P53 insanlarda goriilen tiim kanserlerin neredeyse %50 sinde
mutasyona ugramistir. CA19-9 un klinik kullaniminda bir¢ok siipheli sonuc¢ ve tereddiitler

bulunmaktadir.

Tablo 2.2. Pankreas kanserindeki tanisal metodlar [167].

Test Sensitive (%) Spesitive (%)
USG 80 90
EUS 90 90
BT 90 95
ERCP 90 90
MR 90 90
IiAB 90 98

Tablo 2.2.°de goriildiigii gibi gliniimiizde pankreas kanserinin tanisinda; Ultrasonografi
erisimi kolay, pahali olmayan ve tekrarlanabilir olmas1 sebebiyle vakalarin ¢gogunda pankreasin
degerlendirilmesinde en ¢ok tercih edilen bir goriintileme seklidir [170]. Ayrica ultrason,
tomografi, manyetik rezonans ve ince igne aspirasyonu kullanilmaktadir. Ancak bu yontemler,
hastaligin erken teshisi i¢in bir ipucu vermemektedir. Pankreas kanserinin molekiiler alt tiplerinin
belirlenmesi konusunda son zamanlarda yogun ¢aligmalar yapilmaktadir.

Bu ¢aligmalarin bazilarinda bu kanserin 3 farkli molekiiler alttipi oldugu bazilarinda ise dort
farkli molekiiler alttipi oldugu ifade edilmistir. Ancak bu konuda yapilan ¢alismalar daha ¢ok yeni
oldugu i¢in bu konuda yeterince veri bulunmamaktadir. Bundan dolay: gelecek agisindan pankreas
kanserine spesifik olan, invazif olmayan, klinik uygulamaya gegme potansiyeli yiiksek dogru ve

0zgiil olabilecek bir molekiiler biyobelirtecin gelistirilmesi biiyiik dnem arz etmektedir [151].

2.26. Pankreas Kanserinin Tedavisinde Kullanilan Yontemler

Pankreas kanserinin tedavisi tiimoriin evresine ¢ikarilma durumuna gore kullanilan tedavi

yontemleri farklilik gostermektedir. Pankreas kanserinin tedavisinde her ne kadar kombinasyon
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kemoterapileri uygulansa da hastanin yasam siiresinde ¢ok iyi gelisme kaydedilmemis olup, anti
anjiyogenik ilaglarin immiin kontrol hedeflerine katkist az oldugu bilinmektedir [171, 172].

Sag kalimda aktif rolii olan mitojenle aktive edilmis MAPK yolagi ve hiicre biiylimesi,
farklilasmasinda rolii olan fosfoinositid 3 kinaz inhibitoriiniin sinerjik etkilerinin aktivasyonunun
belirleyici oldugu diisiiniilmektedir [60, 173]. MAPK sinyal yolagi; RAS, RAF, ERK ve MEK uyari
molekiillerini igerir. RAS proteinine tirozin kinaz enzimi baglanir ve bu sekilde aktivasyon
baslatilir [173].

Aktivasyonu gerceklesen Ras proteni de RAF proteinine sinyal ileterek membrana
toplanmasin1 saglayarak aktive eder [174]. Raf proteini de MEK proteinini fosforile ederek,
transkripsiyon faktorii olan ERK proteinini indiiklemektedir [173, 175]. Pankreas kanserinde
kemoterapinin etkili olmamasinin sebeplerinden birisi de; desmoplazmiden dolay1 fibrotik
stromanin birikmesi sonucunda i¢ basig¢ tetiklenir bu sekilde kan damarlart sikigtirilir. Bu da,
hipoksik ve hipovaskiiler bir ortam hazirlayip, ila¢ alimini ve kan damari kompresyonunu

engellemektedir [176].

Lokal pankreas kanseri
Metastatik pankreas kanseri

Yerel olorak gelismis Simrdon pargo alma Parga alma

Sistematik

Radyoterapi Cerrahi par¢a alma

Kemoterapi

Koruyucu

kemoterapi

Sekil 2.22. Pankreas kanserinin tedavi yontemleri [127].

2.26.1. Palyatif Bakim

Sekil 2.22.°de gosterildigi gibi, PC hastalar1 igin palyatif tedaviler ¢ok 6nemlidir. PC’li
hastalarda duodenumun tikanmasi durumunda cerrahi, radyolojik veya endoskopik tedaviler

gerekli olabilmektedir. Bu anlamda paltayif bakim PC i¢in oldukga gereklidir [127].

2.26.2. Kemoterapi
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Tiimdriin tamam cerrahi olarak ¢ikarildiktan sonra uygulanan kemoterapi; 16kovorin, 5-
florourasil, irinotekan ve oksaliplatin (MFOLFIRINOX) 6 aylik adjuvan kemoterapi veya 6 aylik
gemsitabin ve kapesitabin olarak bilinmektedir [177].

2.26.3. Metastatik Evrede Kemoterapi

Metastatik PC'li hastalarda onerilen kemoterapi ile kombinasyon halinde folfirmox,
gemsitabin ve NAB-paklitaksel olarak bilinmektedir. Hasta kombine kemoterapiye uygun

olmadiginda ise gemsitabin dnerilmektedir [177].

2.26.4. Radyo Terapi

Radyasyon tedavisi, kanserli hiicreleri ortadan kaldirmak veya onlara zararhi olan X-
isinlarint vererek cogalmasini engellemektedir. Radyoterapi lokal olarak ileri PC hastalarda daha
¢ok tercih edilmektedir [178, 179]. Klinik agidan 4 tiirlii radyo tedavi sekli bulunmaktadir;

v' Gama 1ginlari, X 1ginlari, elektronlar ve agir par¢aciklarin yayilimini yapan harici
radyasyon tedavisi. Eger tiimoru ¢evreleyen dokunun ¢oginlugu hasar gérmiisse boyle bir
durumda tedavi birden fazla kiirii gerektirmektedir.

v’ Brakiterapi; kanserli bolgeye dogrudan 1sin verebilmek i¢in viicudun igerisine kiigiik
radyoaktif kaynaklarin yerlestirilmesi islemidir [180].

2.26.5. Cerrahi Yontem

Pankreas kanserinde tedavi seklinin en etkin yollarindan birisi cerrahi tedavi olarak
bilinmektedir. Hastanin yasama sansi Onemli Olglide uzatilabilir. Cerrahi yontem, ameliyat

edilebilecek, ameliyat edilemeyecek veya yakin ve uzak metastaz olarak ayrilabilmektedir [127].

2.26.6. Neoadjuvan Tedavi

Neoadjuvan tedavi; cerrahi Oncesi timdrii cerrahiye uygun hale getirerek kiigiiltme

yontemi olarak bilinmektedir, bu durum cerrahiyi kolaylasgtirmaktadir [181].

2.26.7. Immiinoterapi

PC tiimorlerinin ¢evresi immiinosupresif bir ¢evre olusturdugu icin PC hastalar i¢in aktif
olarak kullanilan bir immiino terapi sistemi bulunmamaktadir. CTLA-4 veya PD1 inhibitorlerinin

de PC’de etkisinin oldugu diigiiniilmemektedir [182].

2.27. Pankreas Kanserinin Mortalitesi
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Pankreas kanserinin mortalitesi ile insidansi neredeyse aynidir. Cilinkii pankreas kanseri en
hizli gelisen ve agresif olan tiimorlerden biridir [154, 183]. Her iki cinsiyette de 6liim orani yasla
birlikte artarak gelisim gostermektedir [143, 145]. 2012 yilinda kadinlarda pankreas kanserinden
kaynakli en yiiksek 6limiin yasandigi iilkeler Macaristan, Malta, Urugay, Kuveyt ve Avusturya
olarak tespit edilirken, 6liim oraninin en diigiikk oldugu iilkeler ise, Belize ve Amerika Birlesik
devletlerine bagli bir eyalet olan Georgia olarak kaynaklara ge¢mistir [143]. Pankreas kanserine
bagli dliimlerde vejeteryan, vegan ya da az et tiiketen kisilerin, yiiksek miktarlarda kirmizi et ya da
islenmis et tiiketenlere oranla daha az 6liim oranina sahip oldugu bildirilmistir[184]

Erkeklerde oliim oraninin en yiiksek oldugu iilkeler ise; Letonya, Cek Cumhuriyeti ve
Macaristan 6nde gelmektedir. Erkeklerde 6liim oraninin en diisiik oldugu iilkerin basinda ise,

Bahreyn, Belize ve Dominik Cumhuriyeti gelmektedir.

2.28. Pankreas Kanseri ile Iliskilendirilmis Genler

Pankreas kanseri ile iliskilendirilmis genler literatiirde mevcut olup bunlardan bazilari; TP53,
SMAD4, CDKN2A, ARID1A, ROBO2, KDM6A ve PREX2 genleridir [185, 186]. Sekil 2.23.’de
gosterildigi gibi pankreas kanseri genomlarinda KRAS ' %90, CDKN2A nin %90, TP53’tin %70
ve SMAD4 geninin %55 oraninda mutasyona ugradigi tespit edilmistir [187]. SMAD4 geninin

mutasyonu kotii prognoz ve artmis bir metastatik olgu ile iliskilendirilmistir [188].
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Sekil 2.23. Pankreas kanserinde biyobelirteg olarak rol alan genler ve bunlarin mutasyon sikligi [187].

KDMG6A ve PREX2 genleri %10’dan daha fazla tekrar eden yapisal varyantlara sahip olan iki
gen olarak tanimlanir [189]. KDM6A, KMT2C ve KMT2D pankreas kanseri de dahil olmak tizere
tim kanserlerde en ¢ok mutasyona ugramis epigenetik diizenleyicilerden biridir [185, 190-193].
Onkojen ozelligi olan KRAS metastatik kanserin gelisiminde lezyonlarin histolojik yapisinda

genetik ve epigenetik degiskliklere sebep olur [194].

2.29. Tezin Amaci

Heterojen bir malignite olan pankreas kanserinde tiimor ve kan dokusunun genom boyu gen
ifade profilinin ¢ikarilmasi ile hastali§in ortaya ¢ikis ve ilerleme siirecinde rol oynayan molekiiler
mekanizmalar belirlenebilir. Belirlenen bu molekiiler mekanizmalarin, bu hastalik igin risk analizi
yapilmasinda, erken evrede teshis edilmesinde ve prognozunun degerlendirilmesinde kullanilip
kullanilamayacagi bu arastirmanin temel sorusudur. Caligma sonucunda tespit edilen biyobelirteg

aday1 genler ile pankreas kanserinin ortaya ¢ikmasinda rol oynayan molekiiler mekanizmalar
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belirlenebilir. Bu sekilde invazif olmayan molekiiler bir analiz ile (gen ifade analizi) bu patolojinin
erken evrede teshis edilebilmesi amaglanmaktadir.

Pankreas kanserinin genom boyu ifade analizi ile hastaligin seyri sirasinda hangi molekiiler
yolaklarin ve genlerin etkilendigi tespit edilecek ve bu sekilde hastaliin prognozunun
degerlendirilmesinde biyobelirtegler kullanilabilecektir. Bu sekilde yapilan molekiiler tiplendirme
kullanilarak kisisellestirilmis tedavi uygulamalari ve bu patolojinin molekiiler alt tipine en uygun
terapilerin belirlenmesi konusunda klinik kullanima ge¢me potansiyeli ¢ok yiiksek olan verilerin
iiretilmesi 6nemli bir ¢ikt1 olacaktir.

Erken teshisin sagkalim siiresini ve hastanin yasam kalitesini yliksek oranda arttiracagi
aciktir. Bu anlamda insanlara klinik ag¢idan ¢ok 6nemli katkilar1 olacagi ayn1 zamanda bilimsel
literatiirdeki eksikleri (biyobelirteg tespiti, hastaligin molekiiler mekanizmas1 hakkindaki
eksiklikler) doldurmak adina 6nemli bir katki saglayacagi beklenmektedir.

Elde edilecek veriler; gerek laboratuvar ortaminda uygulanabilecek donanim gerektiren
duyarlilig1 yiiksek tan1 kitleri gerekse altyapi gerektirmeden sahada uygulamaya yonelik, kullanimi
ve sonucu yorumlamasi kolay, kisa siirede sonug¢ veren, ortam sartlarina dayanikli ve maliyeti

diisiik tan1 kitlerinin gelistirilmesinde kullanilabilecektir.
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3. MATERYAL VE METOD

Yapilan bu tez calismasinda pankreas kanserinin erken teshisinde kullanilabilecek
biyobelirteg gen adaylari belirlenip molekiiler diizeyde incelenmistir. Bu amagla ana materyal
olarak bireylerden alinan periferik kan 6rnekleri ve FFPE doku 6rnekleri kullanilmistir. Caligma
Firat Universitesi Bilimsel Arastirmalar Proje Birimi FF.21.04 protokol numarali proje ile
desteklenmistir. Calisma Firat Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik

Kurulunun 22.11.2018 tarihli karari ile etik olarak uygun bulunmustur.

3.1. Verilerin Toplanmasi

Pankreas kanserine ait genom boyu gen ifade mikrodizin verileri agik kaynak olarak bulunan
NCBI GEO Data Set ve Array Express veritabanlarindan alinmistir. Bu veritabanlarinda daha 6nce
yapilmis olan mikrodizin ¢aligmalarinin ham verileri mevcuttur. Bu veriler diger arastirmacilarin
kullanimina agiktir. Analizi yapilmasi planlanan veriler tespit edilmistir. Bu verilerden bazilart ve

bunlarin 6zellikleri asagidaki Tablo 3.1.’de verilmektedir.

Tablo 3.1. Pankreas kanserinde ¢alisilan veri setleri ve igerigi

GEO ID Ornek Tipi Ornek Sayisi
GSE36076 Kan (PBMC) 10 Adet Kontrol
3 Adet Pankreas Kanser
GSE28735 Doku 45 Adet Pankreatik timor dokusu
45 Adet Normal Pankreas Dokusu
GSE15471 Doku 36 Adet Pankreatik timor dokusu
36 Adet Normal Pankreas Dokusu
GSE16515 Doku 36 Adet Pankreatik timor dokusu
16 Adet Normal Pankreas Dokusu
GSE62165 Doku 118 Adet Pankreatik tiimor dokusu
13 Adet Normal Pankreas Dokusu
GSE85916 FFPE Doku 80 Adet FFPE Pankreatik Kanser
GSE106189 Doku 35 Adet Pankreatik Kanser dokusu
GSE78229 Doku 50 Adet Pankreatik Kanser dokusu
GSE49641 Kan (PBMC) 18 Adet Pankreatik Kanser

18 Adet Saglikli Kontrol




3.2. Biyoinformatik Analizlerin Yapilmasi

Toplanan ham mikrodizin verileri 6ncelikle kalite kontrol ve 6n islemlerden gegcirilmistir.

Uygun olan veriler robust multi-array average algoritmasi kullanilarak analiz edilmistir [195].

Pankreas kanseri ile saglikli kontrol gruplari arasinda karsilastirma yapilmistir. Analizler sirasinda

kan ve doku o6rnekleri ayr1 ayr1 gruplandirilmistir. Buradaki amag, dokuda tespit edilen gen ve

yolaklarin ayn1 sekilde kanda da valide edilmesidir. Bu analizler sonucunda pankreas kanseri ve

kontrol grubu arasinda ifade diizeyi farklilik gosteren gen listeleri elde edilmistir. Tablo 3.2.’de

gortildigi gibi bu listelerde bulunan genler The Database for Annotation, Visualization and

Integrated Discovery [189] v6.8 programi ile Gene Set Enrichment, Hierarchical Cluster Analysis

ve Pathway analizlerine tabi tutulmustur [196].

Tablo 3.2. Kanser ve konrol grubu arasindaki izlenecek yollar

Pankreas Kanseri

On Analizler ve Kalite Kontrol

CEL. Dosyalan

(islenmemis Veri)

T e ™

U

Kanser ve Kontrol grubundaki

Gen ifade diizeylerinin

Arkaplan Diizeltmesi herbir gen icin ifade diizeylerinin karsilastirilmasu.
Normalizasyon hesaplanmast
Kanser ve Kontrol grubunda Belirlenen gen listelerinin Bu analiz sonucunda

ifade diizeyi artan veya azalan
genlerin (Farkl Ifade Edilen
Genler) belirlenmesi.

DAVID (The Database
for Annotation, Visualization and
Integrated Discovery)
yiiklenmesi. Bu algoritma ile Gen
Set Enrichment (Zenginlestirme)
Kiimeleme ve Yolak analizlerinin

yapimast.

zenginlesme skoru yiiksek olan
kiimelerden genlerin segilmesi.
Yolak analizleri sonucu benzer
yolaklarda bulunan genlerin
belirlenmesi ve validasyonu
vapilacak gen listesinin tespit

edilmesi.

Tiim bu biyoinformatik analizler sonucunda istatistiksel olarak anlamli olan genler bir liste

halinde elde edildi. Biyoinformatik analizler sirasinda bu algoritmalar ayn1 zamanda elde edilen

her bir gen ig¢in istatistik hesaplama da yapmaktadir. Her bir gen i¢in FDR (False Discovery Rate)

ve p degeri hesaplanmaktadir. Bu degerler lizerinden Benjamini-Hochberg diizeltmesi yapilarak
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istatistiksel bir deger vermektedir. Bu nedenle yapilan bu analizler i¢in yeniden bir istatistiksel

analiz yapma geregi yoktur [197].

3.3. Preprocessing (Onisleme)

Mikrodizin g¢alismalarinda analiz sonrasinda yapilan hesaplamalarda kullanilan ¢ipler
arasinda farkliliklar ortaya ¢ikabilir. Bu farklar deneysel prosedur uygulanirken, RNA 6rneklerinin
cogaltilmas1 ve isaretlenmesi sirasinda, Orneklerin ilgili ¢iplere hibridize edilmesi esnasinda,
ciplerin tarayicida taranmasi sirasinda veya ¢ipten gelen sinyallerin okunmasi sirasinda ortaya
¢cikabilir. Islem sirasinda ortaya ¢ikan bu gibi farkliliklar1 ortadan kaldirmak ve daha kesin sonuglar

elde etmek amaciyla birtakim iglemler yapilir.

Bu islemlerin tamami 6n islemler yani preprocessing olarak adlandirilir. Preprocessing
islemlerinde ilk yapilan analiz arka plan dogrulamasidir (Background Correction). Cipler
iizerindeki her bir probdan gelen sinyal okunurken o probdan gelen giiriiltii sinyalleri (Background
noise) da okunur ve isleme dahil edilir. Ancak arka plan dogrulamasinda bu gelen arka plan
giiriiltiisii elde edilen analiz sonucundan ¢ikarilarak daha kesin ve temiz sinyallerin elde edilmesi

saglanir.

3.4. Varyans Filtreleme, Karsilastirma ve Farkh ifade Edilen Genlerin Belirlenmesi

On islemlerden sonra herbir probdan gelen sinyaller artik numerik bir ekspresyon degerine
doniistiiriilmiistiir. Bu numerik veriler iizerinden ileri biyoinformatik analizler gerceklestirilir. Bu
islemlerden ilki Varyans Filtrelemedir. Varyans filtrelemede kullanilan ¢ipe gore degisen sayida
prob analiz edilerek karsilagtirilan gruplar arasinda belirlenen esik degerin altinda farklilik yani
varyans gosteren problar elimine edilir. Yani analiz dig1 birakilir. Bu sekilde yapilan karsilastirmada
en fazla varyasyonu gosteren daha anlamli problar 6ne ¢ikmis olur. Eger bir probun ifade diizeyi
ornekler arasinda anlamli derecede bir varyans gostermiyorsa bu probun kullanilmasinin yapilan
analize bir katkis1 olmayacaktir. Bundan dolay1 Hackstadt ve Hess 2009'a gore varyans filtreleme

sonuucunda tiim problarin yaklasik olarak % 30-40 kadarinin elenmesi idealdir [198].

Varyans filtreleme isleminden sonra grup karsilastirmasi yapilir. Yapilan bu analizde
karsilagtirilan gruplar arasinda ifade diizeyleri anlamali derecede farklilik gosteren genler belirlenir.
Bu analiz sirasinda elde edilemek istenen farklilik degerine gore bazi opsiyonlar uygulanabilir.
Ornegin istenen kat degisimi degerleri degistirilebilir. Bu analiz sonucunda iki grup arasinda ifade
diizeyleri farklilik gosteren genler belirlenmis olur. Bu sekilde elde edilen gen listesinde genel

olarak 200 ile 2000 arasinda gen vardir ve bu liste farkli ifade edilen gen listesi olarak adlandirilir.
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Bu genleri tek tek degerlendirmek, yapilan ¢aligma ile ilgisi olabilecek aday genleri
belirlemek, bu genlerin yolaklarim tek tek degerlendirip analiz etmek miimkiin degildir. Bundan

dolay1 tiim bu analizler DAVID adi verilen bir biyoinformatik uygulamasi ile yapilabilmektedir.

3.5. Farkh ifade Edilen Genlerin Zenginlestirilmesi (DAVID)

Gen ekspresyon mikrodizinleri gibi yiiksek islem hacimli analizler sonucunda elde edilen
aday gen listelerinin analizi ve biyolojik olarak anlamlandirilmasi, bu tiir calismalarin en 6nemli ve
en zorlu kismudir. Bu tiir analizlerde genellikle GoMiner, GOstat, Onto-express, Go-tool-box gibi
biyoinformatik araglar kullanilmaktadir [199-202]. Bu biyoinformatik araclarin hepsi Gene Set

Enrichment Analysis (GSEA) ad1 verilen analizi yapmaktadirlar.

Bu yontemdeki temel mantik, elde edilen farkli ifade edilen gen listesindeki binlerce genin
icerisinden, yapilan calisma agisindan istatistiksel olarak anlamli degisim gosteren genleri
secebilmektir. Bu sekilde listede bulunan binlerce gen tek tek analiz edilmeyip bizim ilgilendigimiz
genlere odaklanabiliriz [203]. DAVID (Database for Annotation, Visualization and Integrated
Discovery) bu araclardan en sik kullanilan aragtir. DAVID 2003 yilinda gelistirilmis agik kaynak
bir biyoinformatik analiz yazilimdir [204, 205]. Bu arag ile yiizlerce veya binlerce gen igeren
listeler hizl1 ve dogru bir sekilde fonksiyonel olarak analiz edilebilir ve anlamli bir 6nem sirasina

sokulabilir.

3.6. Calismada Kullanilacak Materyaller

Tablo 3.3.’de goriildiigii gibi bu tez ¢alismasinda; Pankreas kanseri kan 6rnekleri, Normal
Saglikli kan o6rnekleri, Pankreas kanseri doku 6rnekleri (FFPE), Normal Saglikli doku 6rnekleri
olmak tizere 4 grubun profillerinin karsilastiritlmasi yapilmigtir. Bu ¢alismaya; Pankreas kanseri
kesin tanisi almis olan, herhangi bir kemoterapi, radyoterapi gérmemis olan, bagka bir kronik
hastalig1 olmayan ve katilmaya goniillii olan bireyler dahil edilmistir. Asagida 6rneklerin gruplara

gore dagilim goriilmektedir.

Tablo 3.3. Gruplardaki 6rnek sayilart

Normal Saglikli kan  Pankreas kanseri doku  Normal Saglikli doku

Pankreas kanseri kan ornekleri ornekleri (FFPE) ornekleri
ornekleri
25 25 25 25
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Hastalardan ve kontrol grubundaki bireylerden periferal kan 6rnekleri Blood RNA tiiplerine
(PreAnalytiX GmbH, Switzerland, Cat. No: 762165) alinmistir. Tablo 3.4.’de gosterildigi gibi,

caligmada kullanilan ekipmanlar asagida belirtilmistir.

Tablo 3.4. Caligmada kullanilan ekipmanlar

NO Ekipman Ureten Sirket Uretim Yeri
1. Santrifiij NUVE NF 800R Tiirkiye
5 Gel goriintiileme sistemi MedSan Tek Tirkiye

iBright 750
Vortex MVS-1 Amerika
3. Birlesik
Devletleri
4, PCR/Thermal cycle SimpliAmp/Applied Biosystem Singapur
5. Real-time PCR StepOnePlus/AppliedBiosystem Singapur
6. Mikrodalga firin SAMSUNG Kore
Qubit Fluorometer Invitrogen Amerika
7. Birlesik
Devletleri
8. Mini Santrifiij Spin ISOLAB-Laborgerdite GmbH Tiirkiye
9. Buzdolab1 Regal Tiirkiye, Rusya
Mikropipet AXYPET, AB.T. Amerika
10, Birlesik
Devletleri,
Tiirkiye
11. Su banyosu MedSan Tek Tiirkiye
12, Elektroforez AND HM-200 Japonya
13. Soguk plate VELP ARE Labex Ingiltere
14, 96-Well Reaksiyon Plate Applied Biosystem Cin

3.7. Kimyasallar ve Kitler

Bu ¢alismada kullanilan kimyasallar ve kitler, sirket ve mensei ile asagidaki Tablo 3.5.’de

listelenmistir.

46



Tablo 3.5. Kullanilan kimyasallar ve kitler

No Chemicals Company Origin
Agarose Sigma-Aldrich Amerika

1. Birlesik

Devletleri
™ 1 1

5 I;;?Sﬁ]fg Nucleic  Acid Intron Cin

3. RNA Gel Loading Dye (6X) Thermofisher scientific Ingiltere

4, Ladder 1kb Thermofisher scientific Ingiltere

5 High-Capacity cDNA Applied biosystems Ingiltere

' Reverse Transkript Kit

6. NucleoSpin® RNA Blood Kit Macherey-Nagel Almanya

7. Qubit™ RNA HS Assay Kkit, Invitrogen Ingiltere

8. TBE Buffer Sigma Life Science Almanya
Amerika

9. Dithiothreitol '[I?;;mggf:le%% ﬁz'o' ROBOL  biresik
Devletleri

3.8. Cahsmanin Dizaym

Calismanin tasarimi, kan orneklerinin toplanmasi ve ardindan 6zel kit ile RNA'nin izole
edilmesiyle baglanmistir. Kalite kontrolii, Qubit 6l¢iimii ile jel elektroforezi yapilmistir. Toplanan
RNA orneklerinden cDNA sentezi yapildiktan sonra gen ifade analizleri kantitatif RT-PCR ile Sekil
3.1.’de gosterildigi gibi ¢aligilmisgtir.
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Orneklerin Toplanmasi

Kan Ornegi Doku Ornekleri

Kan ve doku orneklerinden Rna izolasyonu

Kalite Kontrol

Qubit Assay Jel Elektroforezi

cDNA Sentezi

QRT-PCR ile Gen Expresyonunun tespiti

Biyoinformatik Analizler
Sonuclarin Degerlendirilmesi

Sekil 3.1. Arastirmanin deneysel akis semast

3.9. Total RNA’nin izolasyonu

Total RNA, molekiiler calismalar icin EDTA antikoagiilan tiiplerinde toplanan insan
kanindan izole edilmis olup, NucleoSpin® RNA Blood kit kullanilarak izolasyon yapilmistir.

3.10. Kandan RNA izolasyon Protokolii

Kan 6rneklerinden Total RNA izolasyonu NiicleoSpin RNA Blood kit (LOT 1904/001) ile
yapilmustir. Bu protokole gore;
1. Bir toplama tiipiine 400 pl tam kan konur.

2. 400 pl Lizis tamponu DL tiipe eklenir ve karistirilir.
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3. 10 pl Siv1 Proteinaz K ve opsiyonel olarak belirlenen 8 pl Dithiothreitol (DTT Katalog No:
R0861 Thermo Scientific) eklenir.

4. Oda sicakliginda (18-25 © C) 15 dakika inkiibe edilir ve tiip bir ¢alkalayicida (1.400 rpm)
kuvvetli bir sekilde calkalanir.

5. Kapagi temizlemek i¢in kisa siire santrifiijlenir (~ 2,000 x g'de ~ 1 sn).

6. Tiipe 400 pl % 70 etanol eklenir ve kuvvetlice karistirilir.

7. 610 pl aktarilir ve lizat bir toplama tiipiine yerlestirilir. Bir NucleoSpin RNA kan siitununa
aktarilir.

8. 11.000 x g'de 30 saniye santrifiijlenir. Akis ve toplama tiipii atilir. Siitun yeni bir toplama tiipiine
yerlestirilir.

9. Kalan lizat NucleoSpin RNA kan siitununa uygulanir.

10. 11.000 x g'de 30 saniye santrifiijlenir. Akis ve toplama tiipii atilir. Siitun yeni bir toplama tiipiine
yerlestirilir.

11. Kolona 350 pl MDB (Membran Tuz Giderme Tamponu) eklenir ve 11.000 x g’de 30 saniye
santrifiijlenir.

12. 95ul rDNase siituna eklenir. Oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edilir.

13. NucleoSpin RNA, kan siitununa 200 pl tampon RB2 eklenir. 11.000 x g'de 30 saniye
santrifiijjlenir. Akis1 ve toplama tlipii atilir ve siitun yeni toplama tilipiine yerlestirilir. 2.
yikama

14. NucleoSpin RNA kan siitununa 600 pl Tampon RB3 eklenir. 11.000 x g'de 30 saniye
santrifiijlenir. Akig atilir ve siitunu yeni bir toplama tiipii 3rd yikamasina yerlestirilir

15. NucleoSpin RNA kan siitununa 250 pl tampon RB3 eklenir. 11.000 x g'de 2 dakika
santrifiijlenir. Bu adimda etanol kolondan ¢ikarilir. Kolon niikleaz igermeyen bir toplama
tiipiine (1,5 mL) yerlestirilir ve toplama tiipi atilir.

16. Kolona 60 pl RNaz icermeyen H,O (saglanir) eklenir ve 11.000 x g hizda 30 saniye
santrifiijlenir. RNA, Toplama Tiipiine aktarilir. Elde edilen RNA’lar -80 C*de saklanir.

3.10.1. FFPE Dokudan RNA izolasyonu

Formalin-Fixed Paraffin-Embedded (FFPE) dokulardan total RNA izolasyonu ise asagida
verilen protokole gore yapilmigtir. Bu protokole gore;

[lk olarak dokudan parafin ayirma ve lizis yontemi uygulanmistir. Ardindan baglama, yikama
ve ellisyon adimlar1 uygulanarak total RNA elde edilmistir. Buna gore;

1. Steril, RNaz igermeyen bir 1.5 ml mikrosantrifiij tiipii i¢cine, formalinle fikse edilmis,
parafin i¢ine gdmiilmiis (FFPE) numunelerin 3-8 parcasini 20 um'lik olacak sekilde
yerlestirilir.

2. Ependorflar 65° C'de 1s1 blogunda 1 saat bekletilir.

3. Vorteks yapilir.
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24,
25.
26.
217.
28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.
35.
36.
37.
38.
39.
40.

Uzerlerine daha énce 65° C'de 1s1 blogunda 1sitilan ksilol’den 1000 pl konup 65° C'de 5
dk bekiletilir.

14.000 rpm’de 5 dk santrifiij yapilir.

Stipernatant kismu atilir.

3,4, 5 ve 6 nolu islemler 3 kez tekrar edilir.

Ependorflara 1000 pl %100’liik etanol konur.

Vorteks yapilir.

. Etiivde 37° C'de 15 dakika bekletilir.

. 14.000 rpm’de 2 dk santrifiij yapilir.

. Siipernatant kisim atilir.

. Ependorflara 1000 pl %70’lik etanol eklenir.
. Vorteks yapilir.

. Ettivde 37° C'de 15 dakika bekletilir.

. 14.000 rpm’de 2 dk santrifiij yapilir.

. Siipernatant kismu atilir.

. Ependorflara 1000 pl %50’lik etanol konur.
. Vorteks yapilir.

. Etiivde 37° C'de 15 dakika bekletilir.

. 14.000 rpm’de 2 dk santrifiij yapilir.

. Siipernatant kisim atilir.

. Ependorflara; 750 pl Trizol, 60 pl Proteinaz K (20mg/ml) ve 2 pul RNase inhibitor ilave

edilir. Her ependorfa Smg zirkonyum atlip 30 dk vortekslenir.

60° C'de 1s1 blogunda 1 gece bekletilir.

Biraz bekleterek 6rneklerin oda 1sisina diismesi saglanir.

Ependorflara 300 pl kloroform eklenir.

1 dk vorteks yapilir.

14.000 rpm’de 30 dk +4° C'de santrifiij yapilir.

Uste kalan faz yeni tiiplere aktarilir.

Uzerlerine 800 ul izopropil alkol eklenir.

Oda sicakliginda tiipler bir miiddet karistirilir.

-20° C'de 1 gece beklemeye alinir.

13.500 rpm’de 10 dk, +4° C'de santrifiij yapilir.

Ust faz atilir.

800 pul %751ik etil alkol ile yikama yapilir.

Tipler alt tist edilir.

7500 rpm’de 5dk, -4° C'de santrifiij yapilir.

34, 35, 36 ve 37. Basamaklar tekrar edilir.

10 dk etil alkol ugsun diye tiipler kapaklar1 a¢ik sekilde 30 dk bekletilir.
Dipte kalan kismin biiyiikliigiine gore 15- 130 pl niikleaz icermeyen su eklenir. RNA
ileriki kullanima kadar —80 °C'de saklanir.

3.10.2. izole Edilen RNA’larin Konsantrasyonlarimin Belirlenmesi

Standartlar igin 2 test tiipii ve 6rnek sayis1 kadar tiip hazirlanir (0.5 mL’lik PCR tiipii). Tiipler

etiketlenir. Qubit tamponundan her tiip igin 200 pl olacak sekilde alinir stok tiipiine eklenir ve

bunun iizerine her tiip i¢in 1 pl olacak sekilde Qubit RNA reagent ekleyerek qubit calisma

sollisyonunu hazirlanir ve stok tiipii votekslenir. Ardindan ¢alisma soliisyonunu standart 1 ve
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standart 2 tiiplerine 190 pl, 6rnek tiiplerine 198 pl olacak sekilde dagitilir. Standart 1 tiipiine
standart 1 soliisyonundan 10 pl, standart 2 tiipiine standart 2 soliisyonundan 10 pl, ek tiiplerine
ise orneklerden 2 pl eklenir (son hacim 200 pl). Tiim tiipleri 2-3 sn vorteksle karistirilir ve 2 dk
oda 1si1sinda inkiibe edilir. Ardindan standartlar sirasiyla Qubit florometre cihazina yerlestirilir,

arkasindan ornekler ol¢iiliir.

3.10.3. Jel Elektroforez

Genomik RNA izolasyonundan sonra, elde edilen RNA'min varligmmi ve biitlinliiglini

dogrulamak i¢in agaroz jel elektroforezi Tablo 3.6.”da gosterildigi gibi uygulanmstir.

Tablo 3.6. Jel elektroforezin materyalleri

Materyaller Miktar

Agarose 1.04gr

Tris/Boric Acid/EDTA (1xTB loading buffer 100 ml
Red Safe 8 uL
6% loading dye 2 ulL
RNA Ladder Marker (1kb) 3ul

3.10.4. Agaroz Jelin Hazirlamsi

1,0 g agaroz tozu erlene konur, ardindan 100ml 1xTBE tamponu eklenir ve agaroz eriyene
kadar 2-3 dakika mikro dalgada 1sitilir. Agaroz ¢6zeltisinin sogumasi saglanir ve ardindan jel
aparat1 hazirlanip agarose jel tankina dokiiliir. Oda sicakliginda 30 dakika polimerlesmeye birakilir
jel tepsisi jel tankina yerlestirilip, tank jel ylizeyi tizerinde 1-2 mm'ye ulasana kadar 1X TBE

tamponu ile doldurulur.

3.10.5. RNA Yiikleme ve Elektroforez

Parafin kagidina 2 pl 6x yiikleme boyasi konulup ve 5 pul RNA pipetle iyice karistirilarak
ilave edilir. 1 kb ladder’dan jele yiiklenip, elektroforez 110 V'a ayarlanarak ve 30 dakika ¢aligtirilir.

Daha sonra UV transilliiminator kullanilarak jelin goriintiisii alinir ve analiz edilir.

3.11. cDNA Sentezi

Saglikli ve kontrol grubundan elde edilen tiim RNA'larin cDNA sentezi Bir cDNA Ters
Transkripsiyon Sentez Kiti (Cat. No.4368814 ile gerceklestirilmistir. Hacimler numuneler
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arasindaki en diisiik RNA Molar konsantrasyonu miktarina gore belirlenmistir. Hesaplamalar Tablo

3.7 ve Tablo 3.8.”de gosterildigi gibi uygulanmistir.

Tablo 3.7. cDNA ters transkripsiyonunun bileseni

Bilesenler Reaksiyon Hacmi
10X RT Buffer 2.0 uL
25X dNTP Mix (100 mM) 0.8pL
10X RT Random Primers0 2.0 uL
MultiScribe™ Reverse Transcriptase 1.0 uL
Nuclease-free H,O 4.2 uL
Toplam Hacim 10puL

Tablo 3.8. Termal dongii kosullarinin programi

Setting Doéngii 1 Dongii 2 Dongii 3 Dongii4
Sicakhik 25°C 37°C 85°C 25°C
Zaman 10 dk 120 dk 5 dk 0

3.12. Gen Expresyonu

Real Time PCR, belirlenen hedef genlerin ekspresyon seviyelerini belirlemek i¢in SYBR
Green karisimi (AMO02-020) kullanilarak yapilmistir. StepOnePlus® Real-Time PCR Sistemi
(Applied Biosystems, Singapur), 5 ul 2x Amplifyme SG Universal Mix dahil olmak tizere 10 pl),
0.3 ul ileri primer, 0.3 ul ters primer, 0.2 ul 50X Yiiksek ROX Soliisyonu, 2.2 ul PCR su ve 2 pl
cDNA o&rnegi 3 dakika boyunca 95°C'de bir dongii, Tablo 3.11°de gosterildigi gibi asagidaki
protokoliin 40 dongiisii igin 95°C 5 saniye, 54°C 10 saniye ve 72°C 20 saniye olacak sekilde
ayarlanmustir.

Gen ekspresyonunun normallestirilmesi i¢in dahili kontrol olarak Gliseraldehit-3-fosfat
dehidrojenaz (GAPDH) ve B-Aktin genleri ve harici kontrol olarak 25 kontrol kullanilmigtir. PCR
amplifikasyonunun dogrulugunu dogrulamak i¢in agaroz jel elektroforezi ve erime egrisi analizi
kullanilmigtir. Primer dizileri Tablo 3.10°da gosterilmistir. Gen ekspresyon seviyelerinin sonuglari

272ACT yontemi kullanilarak analiz edildi ve veriler, i¢ bagimsiz amplifikasyon igin ortalama kat
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degisiklikleri + SD olarak ifade edilmistir. QRT-PCR reaksiyon bilesenleri Tablo 3.9.°da

belirtilmigtir.
Tablo 3.9. QRT-PCR reaksiyon bilegenleri
Reaktif Miktar
2X AMPLIFYME SG Mix 10 pl
Forward primer (10 uM) 0.6 uM (0.3 uM)
Reverse primer (10 uM) 0.6 uM (0.3 uM)
50x ROX solution 0.4 ul
DNA or cDNA template 1-100ng
PCR-grade water fill up to 20 pl
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Tablo 3.10.’da kullanilan primerler ve primer dizileri gosterilmis olup, Tablo 3.11.’de {i¢

asamali termal dongii profili belirtilmistir.

Tablo 3.10. Kullanilan primerler ve primer dizileri

GEN ISIMLERI PRIMER
SEKANS
Forward 5' 3! Reverse 5' 3!
EGF AGCAATTGGTGGTGGATG ACTCTTTGCAAAAGTTGTC
EGFR AAATCCTGCATGGCGCCGTG GGTGGTTCTGGAAGTCCATC
GAPDH GAAGGTGAAGGTCGGAGTC GAAGATGGTGATGGGATTTC
PPIBF AAACAGCAAATTCCATCGTG ACCGTAGATGCTCTTTCCTC
BCL-2 GAAGGTTTCCTCGTCCCTGG CTGTGTTGAAACAGGCCACG
BAX CCCCGATTCATCTACCCTGC GAGCTAGGGTCAGAGGGTCA
KASPAZ-8 TGCTCTTCCGAATTAATAGACTGG TTCTGATCTGCTCACTTCTTCTG
P53 GCTGCTCAGATAGCGATGGTCT CATCCAAATACTCCACACGCAA
HIF1 TTGGCAGCAACGACACAGAAACTG  TTGAGTGCAGGGTCAGCACTACTT
KLK2 AGCCTGCCAACATCACAGAT CCTTCTCAGAGTAAGCTCTAGCACA
DECR1 ACAACTCTTCTGTCCAGCCT CATCACACTGAATTGCATGAACCT
CXCR4 GAAATCATCAAGCAAGGGTG GAAGACTCAGACTCAGTGGA
ROBO1 AAGGAGTCTATGTCTGTGTAGC TTTGTGCTGAAGTCATCCCGA
IRAK3 CTAGATAAGAAAGTGCCTCC TGAAGGACTTTAGTGATGTG
MMP8 CTTCCATTTGTGCTCTTACTC CCATTCTTCCTTGTAGACTAG
HSPD1 TACTGGCTCCTCATCTCACTC CTGCTCAATAATCACTGTTCTTCC
HSP90B1 AAACACAACAACGATACCCAG CCAATTCAAGGTAATCAGATGC
IKBKB CACCATCCACACCTACCCTG GCCCTCATTTAACTTGCCGTC
KRAS ACACAGCAGGTCAAGAGGAG CCATAGGTACATCTTCAGAGTCCC
UBE2W TGCGAACATGTAACAAGAATCC GGTCACTTCCAGTCAAAGGT
MMDM4 TGAGCAATCATACACCT CCATTCTTCCTTGTAGACTG
CEACAMS CCCAACATCACTACAAAGAACAG TCCTTGTACTAAAGCATCAGAGAC
CD84 TACAATCTGGTCATTAGCGA GTTCACAGATGCCATTAAACTCAG
B-AKTIN CCTTCCTTCCTGGGCATG TCCTGTCGGCAATGCCAG
Tablo 3.11. Ug asamali termal dongii profili
Temperature Time Cycle
Activation and denaturation 95°C 180s
Denaturation 95°C 5s
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Annealing 60°C 10s 35— 45 cycles
Extension/Fluorescence Detection 72°C 5-5
Melt curve analysis according to the RT-qPCR instrument manual

3.13. istatiksel analiz

CEL dosyalarinda Transkriptome Analiz Konsolu (TAC 4.0) ile; Onisleme (On analiz),
Varyans Filtreleme ve Grup karsilagtirmasi (Kat degisim esigi <-1.3 +1.3> ve p <0.05) yapilmustir.
Karsilastirma sonucunda kanser ve kontrol gruplari arasinda farkli ekspresyon diizeylerini gosteren

gen listesi elde edilmistir.

55



4, BULGULAR VE TARTISMA

4.1. GSE49641 Veri Setinin Biyoinformatik Analizleri

Bu ¢alismada kullanilan GSE49641 adli veri setinde; NCBI GEO Veri Setinde kodlanmig
GSE49641'in ham transkriptom verileri kullanilmigstir. Bu veri setinde 18 PDAC ve 18 saglikli
birey Peripheral blood mono niicleer cell 'den elde edilen gen ekspresyon verileri bulunmakta olup,
Tablo 4.1.°de gosterilmistir. TAC 4.0 programu ile veriler lizerinde 6n isleme ve karsilastirma
analizleri yapilarak, PDAC ve saglikli bireyler arasinda diferansiyel olarak eksprese edilen gen
listesi belirlenmistir. Daha sonra bu genlerle DAVID Bioinformatics Tool ile yolak analizi,

fonksiyonel kiimeleme analizi ve zenginlestirme analizi yapilmistir.

Tablo 4.1. GSE49641 veri setindeki kontrol ve hasta sayilart

Comparison Group 1 Group 2 Count 1 Count 2 Up Down
PDAC vs CONTROL PDAC CONTROL 18 18 431 728

Tablo 12. GSE49641 ifadesi artan ve azalan genler

Farkl1 ifade Edilen Gen Ifadesi Artan Ifadesi azalan Toplam
Sayisi
PDAC vs. Kontrol 431 728 1159
Karsilastirmasi

Bu veri setinde toplamda 29096 gen tespit edilmis olup bunlardan da 1159 adet gen valide
edilmistir. 431 tanesinin ifadesinin arttigi, 728 tanesinin de ifadesinin azaldigi Tablo 4.2.°de

gosterilmistir.

Sekil 4.1.de GSE49641 veri setinde ifadesi artan, azalan ve ifade diizeyinde higbir degisiklik
olmayan genlerin yiizdelik dilimleri gosterilmektedir. Sekil 4.2.’de GSE49641 veri setinin PCA

ayrimu belirtilmekte olup, kanser ve kontrol grubunun dagilimi gosterilmistir.



—Up (1.48%%)
Down (2.5%)

No Change—

Sekil 4.1. GSE49641 veri setinde ifadesi artan ve azalan genler

PCA Mapping 62.1% (CHP) Condition
B PDAC
B CONTROL

PCA132.6%

Sekil 4.2. GSE49641 veri setinin PCA ayrimi
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PDAC Avg (l0g2)

PDAC Avg (log2) vs CONTROL Avg (log2)

135
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0 1.5 3 45 6 75 9 10.5 12 13.5 15
CONTROL Avg (10g2)

Sekil 4.3. GES49641 Kanser ve kontrol grubunun (scatter plot) dagilim grafigi

Sekil 4.3.’de gosterildigi gibi GES49641 Kanser ve kontrol grubunun (scatter plot)

dagilim grafigi average logaritmasina gore belirlenmistir.

Sekil 4.4.”de belirtildigi gibi, GSE49641 veri setinin differansiyel olarak p degisim ve kat

degerine gore volcano plot grafigi kat degiimine gore belirlenmistir.

Sekil 4.5.’de gosterildigi gibi, GSE49641 tiim 6rneklerin sinyal seviyeleri p<0.05 olarak

rapor edilmistir.
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P-val vs Fold Change
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Sekil 4.4. GSE49641 veri setinin differansiyel olarak p degisim ve kat degerine gore volcano plot grafigi
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Sekil 4.5. GSE49641 tiim 6rneklerin sinyal seviyeleri
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Sekil 4.6. GSE49641 diferansiyel olarak elde edilen 1s1 haritasi

Sekil 4.6.’da gosterildigi gibi GSE49641 diferansiyel olarak elde edilen 1s1 haritasi kanser

ve kontrol grubuna gore ayrilmistir.
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Sekil 4.7. GSE49641 farkl ifade edilen genlerin kromozomlar Gizerindeki dagilimi

Sekil 4.7.’de belirtildigi gibi GSE49641 farkli ifade edilen genlerin kromozomlar

tizerindeki dagilimi belirlenmistir.

Tablo 4.3. PDAC ve kontrol karsilastirmasi sonunda elde edilen en yiiksek kat degisim skoruna sahip ifade
diizeyi artan ilk 25 gen.

ID PDAC Avg CONTROL Avg Fold P-val FDR P-  Gene Symbol
(log2) (log2) Change val
7934898 6.99 5.25 3.36 1.73E-  0.0005 ANKRD22
08
7920244 11.59 10 3.02 7.63E-  0.0073 S100A8
06
7951246 6.98 5.43 2.93 0.0072 0.13 MMP8
8029280 7.99 6.54 2.73 0.0031  0.0863 CD177
7920238 9.93 8.48 2.73 0.0002  0.0257 S100A12
7915612 3.35 1.92 2.69 0.001 0.0544 PTCH2
8126905 7.04 5.65 2.63 0.0001  0.0194 CRISP3
8095986 8.54 7.2 2.53 0.0009  0.0515 ANXA3
8122058 6.16 4.83 2.52 5.24E- 0.014 ARG1
05
8063115 9.56 8.27 2.43 0.0073  0.1309 MMP9
7897801 7.38 6.11 241 0.0101 0.1533 RNUSE-1
8097056 7.68 6.46 2.33 0.0499  0.3083 SNORA24;
SNHG8
7898448 9.22 8.04 2.27 0.0003  0.0301 PADI4
7997188 6.33 5.15 2.26 2.13E-  0.0091 HP
05
7953749 7.4 6.23 2.25 2.76E- 0.004 CLEC4D
06
7969288 6.35 5.19 2.24 0.0084  0.1404 OLFM4
7928999 7.08 5.95 2.2 0.0026  0.0813 LIPN
7956878 9.43 8.33 2.15 1.31E-  0.0023 IRAK3
06
8086607 7.48 6.39 2.13 0.0045  0.1057 LTF
8149137 9.58 8.49 2.13 0.0382  0.2733 DEFALB;
DEFA1
8149126 9.58 8.49 2.13 0.0382  0.2733 DEFALB;
DEFA1
8149116 9.58 8.49 2.13 0.0382  0.2733 DEFAIB;
DEFA1
8129618 8.27 7.22 2.08 1.55E-  0.0086 VNN1
05
7922174 8.26 7.22 2.05 3.74E-  0.0045 F5
06
8166157 6.1 5.08 2.03 0.0011 0.0555 BMX

Bu genlerden ifadesi yiikselenler; ANKRD22, S100A8, S100A12, CRISP3, ANXA3, ARG1,
PADI4, HP, CLEC4D,IRA3, VNNL1 ve F5 olarak belirlendigi Tablo 4.3.’de belirtilmistir.
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Tablo 4.4. PDAC ve Kontrol kargilastirmast sonunda elde edilen en yiiksek Fold Change skoruna sahip ifade
diizeyi azalan ilk 25 gen

ID PDAC Avg CONTROL Avg (log2) Fold Change P-val FDR P-val Gene Symbol
(log2)

8135488 5.38 6.63 -2.39 3.10E-05 0.0106 LRRN3
7962455 6.81 7.87 -2.08 0.0009 0.0516 NELL2
8081758 5.61 6.62 -2.02 2.74E-05 0.01 GRAMDI1C
7981183 6.95 7.94 -1.99 0.0031 0.0863 TCL1A
7902452 5.33 6.29 -1.94 1.16E-05 0.0086 AK5
8108050 8.07 9.01 -1.92 3.00E-05 0.0105 TCF7
8164343 7.81 8.73 -1.89 0.0015 0.062 FAM102A
7921900 6.57 7.49 -1.89 8.03E-05 0.0163 SH2D1B
8060503 8.8 9.67 -1.84 0.0065 0.1242 SNORD57
8016245 9.24 10.11 -1.84 0.0003 0.0303 LRRC37A2
8078173 7.63 8.5 -1.83 4.01E-05 0.0122 OXNAD1
7961059 6.71 7.58 -1.83 0.004 0.0999 KLRB1
8029136 7.46 8.32 -1.82 0.0055 0.1161 CD79A
8007919 9.31 10.17 -1.81 0.0005 0.0401 LRRC37A2
7906443 5.82 6.67 -1.8 0.0004 0.0334 FCER1A
8112668 5.68 6.53 -1.79 0.0295 0.2462 GCNT4
8142975 3.96 4.81 -1.79 0.0037 0.096 MIR29A
7981943 5.47 6.32 -1.79 0.0263 0.234 SNORD64
8057719 6.19 7.03 -1.79 0.0071 0.1296 HIBCH
7923917 8.73 9.56 -1.77 4.22E-05 0.0124 FCMR
8081710 7.28 8.1 -1.77 1.34E-06 0.0023 SIDT1
8076463 5.22 6.04 -1.76 4.34E-05 0.0124 RRP7BP
7940287 7.9 8.72 -1.76 0.0022 0.0746 MS4A1
7953835 8.38 9.19 -1.75 0.003 0.0863 KLRG1
8128247 6.98 7.78 -1.74 5.00E-07 0.0021 BACH2

Bu genlerden ifadesi azalan genler; LRRN3, NELL2, GRAMD1C, AKS, TCF7, SH2D1B,
LRRC37A2, OXNAD1, FCER1A, FCMR, SIDT1, RRP7BP, BACH2 ve RASGRF2 olarak Tablo

4.4.de gosterilmistir.
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Tablo 4.5. Fonksiyonel annotation cluster analizi sonucu zenginlesme skoru 1.3 den biiyiik olan ilk 5 kiime

Annotation
Cluster 1 Enrichment Score: 10.1 Count P _Value Benjamini
UP_KEYWORDS Immunity 59 3.80E-13 1.70E-10
UP_KEYWORDS Innate immunity 37 1.00E-10 1.50E-08
GOTERM_BP_DIRECT innate immune response 48 1.30E-08 2.90E-05
Annotation
Cluster 2 Enrichment Score: 3.25 Count P_Value Benjamini
UP_KEYWORDS Disulfide bond 188 4.10E-06 4.40E-04
UP_KEYWORDS Membrane 360 1.30E-05 7.90E-04
UP_KEYWORDS Receptor 98 8.30E-05 3.00E-03
UP_SEQ_FEATURE disulfide bond 157 1.60E-04 2.00E-02
UP_KEYWORDS Glycoprotein 226 2.30E-04 6.60E-03
UP_KEYWORDS Transmembrane helix 270 4.40E-04 1.10E-02
UP_SEQ_FEATURE topological domain:Extracellular 148 4.70E-04 4.40E-02
UP_SEQ_FEATURE topological domain:Cytoplasmic 178 5.10E-04 4.50E-02
UP_KEYWORDS Transmembrane 270 5.40E-04 1.20E-02
glycosylation site:N-linked
UP_SEQ_FEATURE (GIcNAc...) 210 9.60E-04 8.00E-02
UP_SEQ_FEATURE transmembrane region 241 3.20E-03 2.10E-01
UP_SEQ_FEATURE signal peptide 160 1.80E-02 8.20E-01
GOTERM_CC_DIRECT integral component of membrane 250 1.90E-02 4.60E-01
_ UP_KEYWORDS Signal 189 3.50E-02 3.00E-01
Annotation
Cluster 3 Enrichment Score: 2.67 Count P_Value Benjamini
UP_SEQ_FEATURE zinc finger region:C2H2-type 14 20 2.00E-05 1.40E-02
UP_SEQ_FEATURE zinc finger region:C2H2-type 10 32 2.80E-05 1.40E-02
UP_SEQ_FEATURE zinc finger region:C2H2-type 5 44 3.60E-05 1.40E-02
UP_SEQ_FEATURE zinc finger region:C2H2-type 6 41 4.20E-05 1.40E-02
UP_SEQ_FEATURE zinc finger region:C2H2-type 9 34 5.00E-05 1.40E-02
UP_SEQ_FEATURE zinc finger region:C2H2-type 12 26 5.10E-05 1.40E-02
UP_SEQ_FEATURE zinc finger region:C2H2-type 8 36 7.40E-05 1.40E-02
UP_SEQ_FEATURE zinc finger region:C2H2-type 7 38 7.90E-05 1.40E-02
UP_SEQ_FEATURE zinc finger region:C2H2-type 4 45 8.10E-05 1.40E-02
UP_SEQ_FEATURE zinc finger region:C2H2-type 13 22 9.40E-05 1.50E-02
UP_SEQ_FEATURE zinc finger region:C2H2-type 11 28 1.10E-04 1.70E-02
UP_SEQ_FEATURE zinc finger region:C2H2-type 3 47 1.20E-04 1.80E-02
zinc finger region:C2H2-type 1;
UP_SEQ_FEATURE degenerate 16 1.40E-04 1.90E-02
UP_SEQ_FEATURE zinc finger region:C2H2-type 2 45 2.20E-04 2.60E-02
UP_SEQ_FEATURE zinc finger region:C2H2-type 15 16 3.40E-04 3.50E-02
UP_SEQ_FEATURE domain:KRAB 29 4.00E-04 3.90E-02
UP_KEYWORDS Zinc-finger 100 5.60E-04 1.20E-02
Zinc finger C2H2-type/integrase
INTERPRO DNA-binding domain 50 6.30E-04 2.70E-01
INTERPRO Zinc finger, C2H2 54 9.00E-04 2.80E-01
UP_SEQ_FEATURE zinc finger region:C2H2-type 16 13 9.80E-04 8.00E-02
INTERPRO Krueppel-associated box 32 1.10E-03 2.80E-01
UP_KEYWORDS Metal-binding 181 1.20E-03 2.40E-02
UP_SEQ_FEATURE zinc finger region:C2H2-type 18 10 1.20E-03 9.60E-02
SMART KRAB 32 1.50E-03 2.10E-01
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INTERPRO Zinc finger, C2H2-like 51 1.60E-03 3.40E-01
UP_SEQ_FEATURE zinc finger region:C2H2-type 17 11 1.80E-03 1.30E-01
UP_KEYWORDS Zinc 121 3.10E-03 4.70E-02
SMART ZnF_C2H2 51 4.10E-03 3.00E-01
GOTERM_MF_DIRECT metal ion binding 113 7.80E-03 8.80E-01
UP_KEYWORDS DNA-binding 104 9.80E-03 1.20E-01
GOTERM_MF_DIRECT DNA binding 93 1.10E-02 8.80E-01
GOTERM_MF_DIRECT  nucleic acid binding 58 1.70E-02 1.00E+00
UP_SEQ_FEATURE zinc finger region:C2H2-type 19 7 2.20E-02 9.20E-01
UP_SEQ_FEATURE zinc finger region:C2H2-type 1 32 4.70E-02 1.00E+00
transcription factor activity,
GOTERM_MF_DIRECT  sequence-specific DNA binding 51 1.10E-01 1.00E+00
UP_KEYWORDS Transcription 109 1.10E-01 6.40E-01
UP_KEYWORDS Transcription regulation 105 1.40E-01 7.70E-01
UP_KEYWORDS Nucleus 225 1.50E-01 8.30E-01
regulation of transcription, DNA-
GOTERM_BP_DIRECT templated 76 1.70E-01 1.00E+00
UP_SEQ_FEATURE zinc finger region:C2H2-type 20 4 1.80E-01 1.00E+00
UP_SEQ_FEATURE zinc finger region:C2H2-type 22 3 2.70E-01 1.00E+00
UP_SEQ_FEATURE zinc finger region:C2H2-type 21 3 2.90E-01 1.00E+00
GOTERM_BP_DIRECT transcription, DNA-templated 91 3.90E-01 1.00E+00
GOTERM_CC_DIRECT Nucleus 236 4.70E-01 1.00E+00
Annotation
Cluster 4 Enrichment Score: 2.55 Count P_Value Benjamini
UP_KEYWORDS Antimicrobial 15 1.10E-04 3.30E-03
UP_KEYWORDS Antibiotic 13 4.10E-04 1.10E-02
GOTERM_BP_DIRECT antibacterial humoral response 7 1.30E-02 7.00E-01
defense response to Gram-
GOTERM_BP_DIRECT positive bacterium 10 1.30E-02 7.20E-01
innate immune response in
GOTERM_BP_DIRECT mucosa 5 2.40E-02 1.00E+00
Annotation
Cluster 5 Enrichment Score: 2.32 Count P_Value Benjamini
GOTERM_BP_DIRECT T cell activation 11 3.40E-05 1.40E-02
KEGG_PATHWAY T cell receptor signaling pathway 15 3.10E-04 2.50E-02
GOTERM_BP_DIRECT T cell receptor signaling pathway 16 2.60E-03 3.80E-01
Lck and Fyn tyrosine kinases in
BIOCARTA initiation of TCR Activation 5 6.80E-03 7.10E-01
T Cell Receptor Signaling
BIOCARTA Pathway 9 1.50E-02 7.80E-01
GOTERM_MF _DIRECT T cell receptor binding 3 2.50E-02 1.00E+00
Fc-gamma receptor signaling
GOTERM_BP_DIRECT pathway involved in phagocytosis 5 8.20E-01 1.00E+00

Tablo 4.5.°de fonksiyonel annotation cluster analizi sonucu zenginlesme skoru 1.3 den biiyiik olan

ilk 5 kiimeleme analizi yapilmustir.
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Tablo 4.6. DAVID Bioinformatics Tools ile yapilan yolak analizleri sonucunda gruplar arasinda farkl: ifade
edilen genlerin bulundugu molekiiler yolaklarin listesi

Category Biological Term Count % P- Benjamini
Value
KEGG_PATHWAY Hematopoietic cell lineage 19 2,2 1,3E-7 3,3E-5
KEGG_PATHWAY | Inflammatory bowel disease (IBD) 13 1,5 4,7E-5 6,1E-3
KEGG_PATHWAY | T cell receptor signaling pathway 15 1,7 3,1E-4 2,5E-2
KEGG_PATHWAY Transcriptional misregulation in 20 2,3 4,4E-4 2,5E-2
cancer
KEGG_PATHWAY Malaria 10 1,1 4,9E-4 2,5E-2
KEGG_PATHWAY Legionellosis 10 11 1,0E-3 4,4E-2
KEGG_PATHWAY Measles 16 1,8 1,9E-3 6,9E-2
KEGG_PATHWAY Fc epsilon RI signaling pathway 10 1,1 5,3E-3 1,5E-1
KEGG_PATHWAY Primary immunodeficiency 7 0,8 5,3E-3 1,5E-1
KEGG_PATHWAY Leishmaniasis 10 11 7,0E-3 1,7E-1
KEGG_PATHWAY Cytokine-cytokine receptor 22 2,5 7,1E-3 1,7E-1
interaction
KEGG_PATHWAY | Cell adhesion molecules (CAMs) 15 1,7 8,8E-3 1,8E-1
KEGG_PATHWAY NF-kappa B signaling pathway 11 1,3 9,1E-3 1,8E-1
KEGG_PATHWAY Osteoclast differentiation 14 1,6 1,1E-2 2,0E-1
KEGG_PATHWAY Tuberculosis 17 1,9 1,2E-2 2,0E-1
KEGG_PATHWAY | Fructose and mannose metabolism 6 0,7 1,8E-2 2,7E-1
KEGG_PATHWAY | B cell receptor signaling pathway 9 1,0 1,8E-2 2,7E-1
KEGG_PATHWAY Influenza A 16 1,8 2,2E-2 3,1E-1
KEGG_PATHWAY Amoebiasis 11 1,3 3,2E-2 4,4E-1
KEGG_PATHWAY Toxoplasmosis 11 1,3 4,0E-2 5,2E-1
KEGG_PATHWAY Salmonella infection 9 1,0 4,7E-2 57E-1
KEGG_PATHWAY Jak-STAT signaling pathway 13 1,5 4,9E-2 5,7E-1
KEGG_PATHWAY Leukocyte transendothelial 11 1,3 5,2E-2 5,8E-1
migration
KEGG_PATHWAY Systemic lupus erythematosus 12 1,4 6,0E-2 6,3E-1
KEGG_PATHWAY Circadian rhythm 5 0,6 6,1E-2 6,3E-1
KEGG_PATHWAY Toll-like receptor signaling 10 1,1 7,1E-2 6,8E-1
pathway
KEGG_PATHWAY Natural killer cell mediated 11 1,3 7,2E-2 6,8E-1
cytotoxicity
KEGG_PATHWAY P13K-Akt signaling pathway 24 2,7 7,4E-2 6,8E-1
KEGG_PATHWAY HIF-1 signaling pathway 9 1,0 9,4E-2 8,3E-1

Tablo 4.6.’da DAVID Bioinformatics Tools ile yapilan yolak analizleri sonucunda gruplar

arasinda farkli ifade edilen genlerin bulundugu molekiiler yolaklarin listesi rapor edilmistir.

Sekil 4.8.’de PPl network analiz sonucuna gore; birbiri ile en yakin iliskide bulunan

proteinler gosterilmektedir.

Sekil 4.9.’de gosterildigi gibi PPI network analiz sonucu birbirleriyle baglantili olan

proteinler belirtilmektedir.
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4.2. GSE62452 veri setinin biyoinformatik analizleri

Diger bir veri seti olan GSE62452 adli veri setinde; NCBI GEO Veri Setinde kodlanmis
GSE49641'in ham transkriptom verileri kullanilmistir. Bu veri setinde 45 PDAC ve 45 saglikl
birey dokularindan elde edilen gen ekspresyon verileri bulunmaktadir. TAC 4.0 programu ile veriler
iizerinde On isleme ve karsilastirma analizleri yapilarak, PDAC ve saglikli bireyler arasinda
diferansiyel olarak eksprese edilen gen listesi (DEG'ler) belirlenmistir.

Daha sonra bu genlerle DAVID Bioinformatics Tool ile yol analizi, fonksiyonel kiimeleme
analizi ve zenginlestirme analizi yapilmistir. CEL dosyalarinda Transkriptome Analiz Konsolu
(TAC 4.0) ile; Onisleme (On analiz), Varyans Filtreleme ve Grup karsilastirmas: (Kat degisim esigi
<-1.5 +1.5> ve p <0.05) yapildi. Karsilastirma sonucunda kanser ve kontrol gruplari arasinda farkli

ekspresyon diizeylerini gosteren gen listesi elde edilmistir.

Tablo 4.7. GSE62452 veri setindeki kontrol ve hasta sayilari

Farkh ifade Edilen Gen ifadesi Artan ifadesi azalan Toplam
Sayisi
PDAC vs. Kontrol 896 607 1503
Karsilastirmasi
GSE62452 PDAC Kontrol Toplam
Kontrol ve Hasta Sayilart 45 45 90

Bu grupta toplam 1503 gen valide edilmis olup, bunlardan 896 tanesinin ifadesinin arttigi,

607 tanesinin ifadesinin azaldigi Tablo 4.7.’de belirtilmistir.

Tablo 4.8.”de GSE62452 normal ve tiimdr dokusu karsilastirmasinda farkli ifade edilen gen
listesinde kat degisim skoru en yiiksek olan ilk 25 gen listesi belirtilmistir. Tablo 4.9.’da ise
GSE62452 normal ve tiimor dokusu karsilastirmasinda farkli ifade edilen gen listesinde kat degisim

skoru en yiiksek olan ilk 25 ifadesi azalan gen listesi gosterilmistir.
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Tablo 4.8. GSE62452 Normal ve tiimor dokusu kargilagtirmasinda farkli ifade edilen gen listesinde kat
degisim skoru en yiiksek olan ilk 25 gen listesi

ID CANCER Avg NORMAL Avg Fold P-val FDR P-val Gene Symbol
(log2) (log2) Change

8029086 7.99 3.63 20.5 1.63E-13 1.13E-10 CEACAMb5
8169504 7.06 3.06 15.99 1.17E-15 3.20E-12 SLC6A14
7901175 8.89 51 13.78 1.72E-17 1.25E-13 TSPAN1
7908072 8.5 4.98 11.51 1.02E-18 1.86E-14 LAMC2
8029098 9.27 5.8 11.08 1.66E-12 6.18E-10 CEACAM6
8045835 7.22 3.85 10.3 3.13E-16 1.52E-12 GALNT5
7909164 8.88 5.6 9.7 1.18E-14 1.76E-11 CTSE
7944164 6.45 3.43 8.1 1.28E-16 7.45E-13 TMPRSS4
8065412 7.11 4.17 7.68 4.57E-10 4.60E-08 CST1
7971077 10.04 7.17 7.31 1.48E-12 5.83E-10 POSTN
7924029 7.46 4.63 7.12 1.28E-18 1.86E-14 LAMB3
8138381 8.22 5.39 7.11 3.67E-13 2.12E-10 AGR2
8098246 6.33 35 7.09 6.05E-11 9.52E-09 ANXA10
8015349 8.97 6.27 6.52 9.13E-14 7.59E-11 KRT19
8118061 6.48 3.78 6.52 4.84E-10 4.77E-08 DPCR1
7918064 6.86 4.16 6.47 1.85E-13 1.23E-10 COL11Al
8070579 8.21 5.57 6.23 3.80E-09 2.46E-07 TFF1
8071758 6.99 4.4 6.01 5.24E-12 1.57E-09 MMP11
7915472 8.51 5.93 5.97 5.18E-15 9.41E-12 SLC2A1
8109926 7.3 4.76 5.82 1.15E-07 3.55E-06 GABRP
7951297 591 3.38 5.78 8.93E-09 4.75E-07 MMP12
8179221 6.48 3.95 5.75 6.95E-10 6.46E-08 DPCR1
8169263 5 2.49 5.69 5.32E-10 5.20E-08 VSIG1
8101429 7.06 4.56 5.67 8.22E-10 7.40E-08 PLACS
8082928 6.53 4.03 5.66 7.57E-10 6.94E-08 CLDN18

Tablo 4.9. GSE62452 Normal ve tiimor dokusu karsilagtirmasinda farkli ifade edilen gen listesinde kat
degisim skoru en yiiksek olan ilk 25 ifadesi azalan gen listesi

1D CANCER Avg (log2) NORMAL Avg (log2) Fold Change P-val FDR P-val Gene Symbol
7930790 4.62 11 -83.07 2.13E-06 3.65E-05 PNLIPRP1
7999920 5.9 11.55 -50.26 1.53E-05 0.0002 GP2
7936798 5.29 10.74 -43.87 2.12E-05 0.0002 CuUzD1
8158976 6.04 111 -33.22 1.60E-05 0.0002 CEL
7898167 4.69 9.61 -30.28 3.79E-06 5.85E-05 CTRC
8125936 6.78 11.43 -25.05 1.21E-05 0.0001 CLPS
7898184 4.86 9.47 -24.43 1.30E-05 0.0002 CELA2B
7898176 497 9.48 -22.82 2.52E-05 0.0003 CELA2A; CELA2B
7967034 7.33 11.83 -22.54 2.28E-05 0.0002 PLA2G1B
7898732 3.08 7.57 -22.4 1.11E-06 2.18E-05
8136187 7.99 12.4 -21.26 5.06E-05 0.0005 CPA2
7930804 5.99 10.32 -20.05 8.06E-06 0.0001 PNLIPRP2
8002845 7.8 12.02 -18.66 4.84E-05 0.0005 CTRB2; CTRB1
8095628 3.62 7.76 -17.66 1.38E-07 4.13E-06 ALB
8091910 2.69 6.81 -17.35 8.02E-07 1.68E-05 SERPINI2
8136235 8.27 12.34 -16.71 0.0002 0.0013 CPAl
7898713 7.97 11.98 -16.05 6.34E-05 0.0006 CELA3B
7997264 8.04 12.01 -15.66 4.28E-05 0.0004 CTRB1
7898725 8.4 12.35 -15.46 6.00E-05 0.0005 CELAS3A; CELA3B
7954377 3.58 7.46 -14.68 2.69E-09 1.89E-07 IAPP
8038633 5.58 9.29 -13.12 6.02E-06 8.50E-05 KLK1
7961524 4.56 8.26 -12.95 1.21E-06 2.34E-05 ERP27
7930777 8.17 11.8 -12.42 0.0001 0.0009 PNLIP
8002121 4.62 8.2 -11.94 2.52E-06 4.17E-05 CTRL
8036699 5.19 8.67 -11.21 6.30E-06 8.82E-05 SYCN

68



Sekil 4.10.’da GSE62452 yolak analizleri sonucu tespit edilen en dnemli molekiiler
yolaklarin listesi belirlenmistir. Sekil 4.11.’de ise GSE62452 Principle component analizi
sonucunda timdr ve normal doku 6rneklerinin dagilimlarini gdsteren harita tespit edilmistir. Sekil

4.12.°de belirtildigi gibi GSE 62452 Kanser ve normal doku karsilastirmasinda her bir gen igin

hesaplanan kat degisim skor dagilimimi gosterilmistir.

ap) GSEG2452.tacx
Sample QC View  Summary View
" Gene Table | Summary | Sample Table | |Scatter Plot | Volcana Plot | Hierarchical Clustering |7 WikiPathways | Sample Signals || Chr Summary

Show/Hide Column: Gty
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Gene List| | [ miRNA Interaction VEGFAVEGFR2 signaiing patrwiay
Huciear eta-patmyey
D CANCERAvg  NORM
(1og2) Pl iaigrent piers) mesoineioms
count: 1505 oty
8020036
150500 . PISK-AK signaling patrivay
7901175 320 Foca! adhesion: PI3K-Ad-mTOR.5gnaling patfay
7908072 35
202008 927
045835 = Networic map of SARS-CoV-2 signaling pathway
7909164 203 Foca! athesion
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2065412 n -
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eoros7e 821 Burn wound healing
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2915472 851 Soinal cord injury
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2081918 535
2002303 e CCL18 signaling pathway
8021584 511 MAPK signaling pativway
8105267 62 Eoia virus patnway In host
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] - Azheimers disaase ana miRNA affects
8056184 805 Ahemers dsease
8146863 1004 o pathvay annotation
2058765 "6
133048 150 Ras signaing
3035517 708 Wyomerial relaiation and contraction patnays
8139207 764 Arrhythmogenic right ventricular cardiomyopathy
£066453 £:16) Ovenview of proinnammatory and profibrotic mediztors
D Find in Table Show Filte

Sekil 4.10. GSE62452 yolak analizleri sonucu tespit edilen en 6nemli molekiiler yolaklarin listesi
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Sekil 4.11. GSE62452 Principle component analizi sonucunda tiimér ve normal doku o6rneklerinin
dagilimlarint gosteren harita

CANCER Avg (log2) vs NORMAL Avg (log2)

9.1
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CANCER Avg (1og2)

NORMAL Avg (1002)

Sekil 4.12. GSE 62452 Kanser ve normal doku karsilastirmasinda her bir gen i¢in hesaplanan kat degisim
skor dagilimini gosteren grafik
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P-val vs Fold Change
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Sekil 4.13. Tiimor ve normal doku karsilastirmasinda her bir gen igin hesaplanan kat degisim ve p degerinin
dagilimini gdsteren volcano grafigi

Sekil 4.13.’de tiimor ve normal doku karsilagtirmasinda her bir gen icin hesaplanan kat
degisim ve p degerinin dagilimmi gosteren volcano grafigi rapor edilmistir. Sekil 4.14.de ise,
GSE62452 analiz sirasinda kullanilan herbir 6rnekten gelen sinyallerin log2 degerini gdsteren

grafik tespit edilmistir.
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Sekil 4.14. GSE62452 Analiz sirasinda kullanilan herbir drnekten gelen sinyallerin log2 degerini gosteren
grafik

Signal (Log2)

4.5

Sekil 4.15.°de GSE62452 tiimor ve normal doku karsilagtirmasi sonucunda farkli ifade
edilen gen listesi kullanilarak yapilan Unsupervised Hierarchical Cluster Analysis sonucunda elde
edilen HeatMap grafigi belirlenmis olup, tistteki dendogram 6rnekleri sol yan taraftaki dendogram
ise farkli ifade edilen genleri temsil etmektedir. Sekil 4.16.’da GSE62452 grup karsilagtirmasi
yapilmis olup, farkli ifade edilen genlerin kromozomlar tizerindeki lokalizasyonlarini gésteren

grafik belirlenmistir.

72



1

[

S e s ST T A

i
£3

Sekil 4.15. GSE62452 Tiimor ve normal doku karsilagtirmasi sonucunda farkli ifade edilen gen listesi
kullanilarak yapilan Unsupervised Hierarchical Cluster Analysis sonucunda elde edilen

HeatMap grafigi.
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Sekil 4.16. GSE62452 Grup karsilagtirmasi sonucunda farkli ifade edilen genlerin kromozomlar iizerindeki
lokalizasyonlarini gosteren grafik
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P-val vs Fold Change
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Sekil 4.17. GSE62452 Farkli ifade edilen genlerin kat degisimi

Sekil 4.17.’de GSE62452 Farkli ifade edilen genlerin kat degisimi belirlenmis olup, ifadesi
artan ve azalan genler tespit edilmistir. Tablo 4.10.’da GSE62452 DAVID bioinformatics tool ile
yapilan fonksiyonel kiimeleme analizi sonucunda elde edilen zenginlesme skoru 1.3 den biiyiik
olan en 6nemli ilk 5 kiimeyi ve istatistiksel analizi yapilmistir. Tablo 4.11.”de ise farkl ifade edilen
gen listesi kullanilarak yapilan KEGG yolak analizi sonucunda elde edilen ve istatistiksel olarak en

anlamli olan molekiiler yolaklar bulunmustur.
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Tablo 4.10. GSE62452 DAVID bioinformatics tool ile yapilan fonksiyonel kiimeleme analizi sonucunda

elde edilen zenginlesme skoru 1.3 den biiyiik olan en 6nemli ilk 5 kiimeyi ve istatistiksel analizi

Annotation Cluster 1 Enrichment Score: 6.78 Count P Value Benjamini
UP_KEYWORDS Transmembrane helix 454 5.00E-09 2.00E-07
UP_KEYWORDS Transmembrane 455 5.30E-09 2.00E-07
UP_SEQ_FEATURE transmembrane region 409 9.90E-08 4.40E-05
GOTERM_CC_DIRECT integral component of membrane 417 3.00E-04 6.90E-03
Annotation Cluster 2 Enrichment Score: 4.63 Count P_Value Benjamini
UP_KEYWORDS Serine protease 27 9.20E-07 2.10E-05
UP_SEQ_FEATURE domain:Peptidase S1 22 5.70E-06 2.10E-03
Peptidase S1, trypsin family,
INTERPRO active site 21 1.70E-05 6.20E-03
Trypsin-like cysteine/serine
INTERPRO peptidase domain 23 5.50E-05 1.30E-02
INTERPRO Peptidase S1 22 6.20E-05 1.30E-02
INTERPRO Peptidase S1A, chymotrypsin-type 21 7.80E-05 1.40E-02
SMART Tryp_SPc 22 1.50E-04 1.40E-02
Annotation Cluster 3 Enrichment Score: 3.86 Count P_Value Benjamini
UP_KEYWORDS Cadmium 7 4.80E-06 8.30E-05
GOTERM_BP_DIRECT  negative regulation of growth 9 2.50E-05 5.50E-03
Metallothionein, vertebrate, metal
INTERPRO binding site 7 3.50E-05 9.30E-03
UP_SEQ_FEATURE region of interest: Alpha 7 8.40E-05 1.40E-02
UP_SEQ_FEATURE region of interest:Beta 7 8.40E-05 1.40E-02
UP_KEYWORDS Metal-thiolate cluster 7 1.30E-04 1.70E-03
metal ion-binding site:Divalent
UP_SEQ_FEATURE metal cation; cluster A 7 1.40E-04 2.20E-02
metal ion-binding site:Divalent
UP_SEQ_FEATURE metal cation; cluster B 7 1.40E-04 2.20E-02
Metallothionein superfamily,
INTERPRO eukaryotic 7 1.90E-04 1.70E-02
INTERPRO Metallothionein domain 7 1.90E-04 1.70E-02
Metallothionein domain,
INTERPRO vertebrate 7 1.90E-04 1.70E-02
INTERPRO Metallothionein, vertebrate 7 1.90E-04 1.70E-02
GOTERM_BP_DIRECT cellular response to zinc ion 7 1.60E-03 1.20E-01
GOTERM_BP_DIRECT  cellular response to cadmium ion 6 5.60E-03 2.60E-01
Annotation Cluster 4 Enrichment Score: 3.69 Count P_Value Benjamini
UP_KEYWORDS Annexin 7 1.30E-04 1.70E-03
INTERPRO Annexin repeat, conserved site 7 1.90E-04 1.70E-02
INTERPRO Annexin repeat 7 1.90E-04 1.70E-02
INTERPRO Annexin 7 1.90E-04 1.70E-02
UP_SEQ_FEATURE repeat: Annexin 1 7 2.20E-04 2.80E-02
UP_SEQ_FEATURE repeat: Annexin 2 7 2.20E-04 2.80E-02
UP_SEQ_FEATURE repeat: Annexin 3 7 2.20E-04 2.80E-02
UP_SEQ_FEATURE repeat: Annexin 4 7 2.20E-04 2.80E-02
SMART ANX 7 3.00E-04 1.80E-02
Annotation Cluster 5 Enrichment Score: 3.54 Count P_Value Benjamini
UP_SEQ_FEATURE propeptide:C-terminal propeptide 6 5.30E-05 1.10E-02
UP_SEQ FEATURE domain:Fibrillar collagen NC1 6 3.70E-04 4.40E-02
INTERPRO Fibrillar collagen, C-terminal 6 4.90E-04 3.40E-02
SMART COLFI 6 7.20E-04 3.70E-02
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Tablo 4.11. Farkli ifade edilen gen listesi kullanilarak yapilan KEGG yolak analizi sonucunda elde edilen ve
istatistiksel olarak en anlamli olan molekiiler yolaklar

Category Term Count % P-Value Benjamini
KEGG_PATHWAY ECM-receptor interaction 35 2,6 9,2E-16 2,5E-13
KEGG_PATHWAY Pancreatic secretion 31 2,3 1,6E-11 2,1E-9
KEGG_PATHWAY Protein digestion and absorption 29 2,2 1,1E-10 9,8E-9
KEGG_PATHWAY Focal adhesion 46 34 4,2E-10 2,8E-8
KEGG_PATHWAY Arrhythmogenic right ventricular 20 15 8,5E-7 4,6E-5

cardiomyopathy (ARVC)
KEGG_PATHWAY Amoebiasis 25 1,9 2,9E-6 1,2E-4
KEGG_PATHWAY P13K-Akt signaling pathway 54 4,0 3,2E-6 1,2E-4
KEGG_PATHWAY Hypertrophic cardiomyopathy (HCM) 20 15 1,0E-5 3,4E-4
KEGG_PATHWAY Malaria 15 1,1 2,2E-5 6,5E-4
KEGG_PATHWAY Dilated cardiomyopathy 20 15 3,1E-5 8,5E-4
KEGG_PATHWAY Proteoglycans in cancer 34 2,5 6,0E-5 1,5E-3
KEGG_PATHWAY Glycolysis / Gluconeogenesis 17 1,3 6,6E-5 1,5E-3
KEGG_PATHWAY Pathways in cancer 54 4,0 1,3E-4 2,7E-3
KEGG_PATHWAY Mineral absorption 13 1,0 1,4E-4 2,7E-3
KEGG_PATHWAY Transcriptional misregulation in cancer 28 2,1 3,9E-4 7,0E-3
KEGG_PATHWAY Biosynthesis of amino acids 16 1,2 5,5E-4 9,2E-3
KEGG_PATHWAY Regulation of actin cytoskeleton 32 24 7,6E-4 1,2E-2
KEGG_PATHWAY Central carbon metabolism in cancer 14 1,0 1,6E-3 2,3E-2
KEGG_PATHWAY Retinol metabolism 14 1,0 1,6E-3 2,3E-2
KEGG_PATHWAY Drug metabolism - cytochrome P450 14 1,0 2,9E-3 3,8E-2
KEGG_PATHWAY Complement and coagulation cascades 14 1,0 3,3E-3 42E-2
KEGG_PATHWAY Maturity onset diabetes of the young 8 0,6 3,8E-3 4,6E-2
KEGG_PATHWAY African trypanosomiasis 9 0,7 4,1E-3 4,8E-2
KEGG_PATHWAY Rheumatoid arthritis 16 1,2 4,5E-3 5,0E-2
KEGG_PATHWAY Chemical carcinogenesis 15 11 4,7E-3 5,0E-2
KEGG_PATHWAY Systemic lupus erythematosus 21 1,6 5,5E-3 5,7E-2
KEGG_PATHWAY Axon guidance 20 15 6,6E-3 6,6E-2
KEGG_PATHWAY Small cell lung cancer 15 11 8,1E-3 7,8E-2
KEGG_PATHWAY Hematopoietic cell lineage 15 11 9,9E-3 9,2E-2
KEGG_PATHWAY Fat digestion and absorption 9 0,7 1,2E-2 1,1E-1
KEGG_PATHWAY Starch and sucrose metabolism 8 0,6 1,5E-2 1,3E-1
KEGG_PATHWAY Metabolism of xenobiotics by 13 1,0 1,5E-2 1,3E-1
cytochrome P450
KEGG_PATHWAY p53 signaling pathway 12 0,9 1,8E-2 1,5E-1
KEGG_PATHWAY HIF-1 signaling pathway 15 1,1 2,2E-2 1,8E-1
KEGG_PATHWAY Galactose metabolism 7 0,5 3,1E-2 2,4E-1
KEGG_PATHWAY Mucin type O-Glycan biosynthesis 7 0,5 3,6E-2 2,7E-1
KEGG_PATHWAY Cell adhesion molecules (CAMs) 19 1,4 3,8E-2 2,8E-1
KEGG_PATHWAY Carbon metabolism 16 1,2 3,9E-2 2,8E-1
KEGG_PATHWAY Fructose and mannose metabolism 7 0,5 4,1E-2 2,8E-1
KEGG_PATHWAY PPAR signaling pathway 11 0,8 4,3E-2 2,8E-1
KEGG_PATHWAY Glycerolipid metabolism 10 0,7 4,3E-2 2,8E-1
KEGG_PATHWAY Leukocyte transendothelial migration 16 1,2 4 5E-2 2,9E-1
KEGG_PATHWAY Fatty acid degradation 8 0,6 5,0E-2 3,2E-1
KEGG_PATHWAY Rap1 signaling pathway 25 19 5,4E-2 3,3E-1
KEGG_PATHWAY Butirosin and neomycin biosynthesis 3 0,2 5,6E-2 3,4E-1
KEGG_PATHWAY Biosynthesis of antibiotics 25 19 6,0E-2 34E-1
KEGG_PATHWAY Phagosome 19 14 6,0E-2 3,4E-1
KEGG_PATHWAY Platelet activation 17 1,3 6,1E-2 3,4E-1
KEGG_PATHWAY Ascorbate and aldarate metabolism 6 04 6,3E-2 3,5E-1
KEGG_PATHWAY Ras signaling pathway 26 1,9 6,9E-2 3,7E-1
KEGG_PATHWAY Cytokine-cytokine receptor interaction 27 2,0 8,8E-2 4, 7E-1
KEGG_PATHWAY Glycine, serine and threonine 7 0,5 9,3E-2 4,8E-1
metabolism
KEGG PATHWAY Bacterial invasion of epithelial cells 11 0,8 9,9E-2 5,0E-1
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Sekil 4.18. GSE62452 PPI Network analiz sonucu

Sekil 4.18.’de gosterildigi gibi GSE62452 PPI Network analiz sonucunda protein- protein

inter aktivasyonu belirlenmistir.

4.3. GSE15471 Veri Setinin Biyoinformatik Analizleri

Bu calismada kullanilan GSE15471 adli veri setinde; NCBI GEO Veri Setinde kodlanmis
GSE49641'in ham transkriptom verileri kullanilmistir. Sekil 4.19.’da gosterildig gibi bu veri
setinde 39 PDAC ve 39 saglikli birey doku 6rneklerinden elde edilen gen ekspresyon verileri
bulunmaktadir. TAC 4.0 programu ile veriler lizerinde On isleme ve karsilagtirma analizleri
yapilarak, PDAC ve saglikli bireyler arasinda diferansiyel olarak eksprese edilen gen listesi
(DEG'ler) belirlenmistir. Daha sonra bu genlerle DAVID Bioinformatics Tool ile yol analizi,

fonksiyonel kiimeleme analizi ve zenginlestirme analizi yapilmistir.

CEL dosyalarinda Transkriptome Analiz Konsolu (TAC 4.0) ile; Onisleme (On analiz),
Varyans Filtreleme ve Grup karsilastirmasi (Kat degisim esigi <-3 +3> ve p <0.05) yapilmis olup,
kargilagtirma sonucunda kanser ve kontrol gruplar arasinda farkli ekspresyon diizeylerini gosteren

gen listesi elde edilmistir.
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Sample QC View  Summary View  Gene View

¥ Analysis Summary

GSE15471

Data Created: 8/2/2021 3:13.02 PM

Array Type: HG-U133_Plus_2

Analysis Type: Expression (Geng)

Analysis Version: version 1

Summarization Method: RMA

Genome Version: hg18 (Homo sapiens)
Annotation: HG-U133_Plus_2.na36.annot.csv
Condition {Comparison): MORMAL; TUMOR

Expression Analysis Settings:
* Gene-Level Fold Change < -3 or = 3
= Gene-Level P-Value < 0.05
« Anova Method: ebayes

Comparison Group 1 Group 2 Count 1 Count 2 Up Down
TUMOR vs NORMAL | TUMOR MORMAL 39 39 1257 235

Differential Expressed Genes
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TUMOR vs NORMAL 1257

658 987 1316 1645
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Sekil 4.19. GSE15471 Tiimor ve normal dokularda farkli ifade edilen genlerin sayilart

Tablo 4.12.°de GSE15471 veri setindeki tiimor ve normal doku karsilastirmasinda elde
edilen farkl ifade edilen gen listesindeki ilk 25 ifadesi artan genler belirlenmistir. Tablo 4.13.’de
ise GSE15471 tiimor ve normal doku karsilastirmasinda farkli ifade edilen gen listesindeki ilk 25
ifadesi azalan genler tespit edilmistir.
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Tablo 4.12. GSE15471 Tiumor ve normal doku karsilastirmasinda elde edilen farkli ifade edilen gen
listesindeki ilk 25 ifadesi artan genler

ID TUMOR Avg (log2) NORMAL Avg (log2) Fold P-val FDR P-  Gene Symbol
Change val
227140 _at 10.68 4.16 91.98 7.06E-23  9.64E-19 INHBA
1555778 a_at 10.86 4.47 83.71 3.59E-18  3.44E-15 POSTN
217428_s_at 10.1 3.86 75.54 1.21E-22  1.33E-18 COL10A1
210809_s_at 12.12 5.97 70.91 1.05E-17  8.20E-15 POSTN
226237_at 10.03 4.25 54.96 454E-22  3.54E-18 COL8Al
212353 at 10.67 5.2 44.22 9.09E-24  1.66E-19 SULF1
202311_s_at 9.56 4.22 40.64 2.70E-18  2.89E-15 COL1A1
202310_s_at 13.21 7.87 40.44 1.46E-19  2.68E-16 COL1Al
37892_at 9.22 3.89 40.12 453E-18  4.13E-15 COL11A1
202404 _s_at 13.02 7.74 38.96 1.29E-19  2.52E-16 COL1A2
212354 _at 10.92 5.67 38.01 4.80E-24  1.31E-19 SULF1
225681 _at 11.62 6.48 35.22 2.49E-20 6.71E-17 CTHRC1
229802_at 8.33 3.3 32.49 1.47E-19  2.68E-16 WISP1
215646_s_at 11.04 6.06 31.57 452E-20 1.12E-16 VCAN
214974 x_at 8.9 3.95 30.93 2.72E-13  3.52E-11 CXCL5
227566_at 9.48 4.59 29.61 7.11E-22  4.78E-18 NTM
205941 s _at 10.42 5.55 29.21 9.61E-22  4.78E-18 COL10A1
211571_s_at 10.82 6.04 27.51 2.31E-20  6.63E-17 VCAN
210511 s at 9.76 4.99 27.22 3.71E-22  3.37E-18 INHBA
203083_at 11.42 6.66 27.01 3.68E-21  1.26E-17 THBS2
204619 _s_at 9.74 5.03 26.29 2.94E-21  1.15E-17 VCAN
218468 _s_at 9.24 4.55 25.86 7.20E-11  3.26E-09 GREM1
223278 _at 8.15 3.6 235 1.06E-15  3.54E-13 GJB2
221872_at 9.74 52 23.25 5.09E-15  1.35E-12 RARRES1
201650_at 10.5 5.97 23 2.41E-13  3.15E-11 KRT19

Tablo 4.13. GSE15471 Timor ve normal doku kargilagtirmasinda farkli ifade edilen gen listesindeki ilk 25
ifadesi azalan genler

1D TUMOR Avg (log2) NORMAL Avg (log2) Fold Change P-val FDR P-val Gene Symbol
1565228_s_at 3.25 11.37 -277.34 5.75E-05 0.0001 ALB
207636_at 5 12.86 -232.36 0.0009 0.0016 SERPINI2
211298_s_at 5.47 12.68 -147.84 0.0003 0.0006 ALB
210722_at 4.62 11.82 -146.37 0.002 0.0035 PNLIPRP1
214377_s_at 6.55 13.46 -120.31 0.0004 0.0008 CTRL
229995_at 7.49 14.01 -91.8 0.0039 0.0064 SYCN
206784_at 5.56 12.01 -87.46 2.60E-05 7.06E-05 AQP8
207077_at 7.26 13.53 -77.5 0.0045 0.0074 CELA2B
233514 x_at 5.14 11.32 -72.79 6.30E-06 2.06E-05 TEX11
234296_s_at 3.26 9.12 -58.12 4.63E-06 1.58E-05 TEX11
206447_at 8.34 13.96 -49.13 0.0314 0.0439 CELA2A;
CELA2B
227450_at 7.87 13.48 -49.08 0.0011 0.002 ERP27
206694_at 8.27 13.75 -44.64 0.0232 0.0332 PNLIPRP1
207412_x_at 8.46 13.88 -42.71 0.0096 0.0148 CELP
229778_at 3.23 8.53 -394 4.23E-08 3.66E-07 SPX
206681_x_at 8.87 14.15 -38.92 0.0052 0.0085 GP2
214325_at 4.59 9.84 -38.04 4.51E-07 2.29E-06 GP2
220275_at 8.11 13.27 -35.91 0.0255 0.0363 CuzD1
214324 _at 8.49 13.52 -32.71 0.0089 0.0137 GP2
216699 _s_at 7.01 11.99 -31.59 0.0002 0.0005 KLK1
210328 _at 45 9.48 -31.37 2.76E-07 1.55E-06 GNMT
206691_s_at 6.4 11.36 -31.13 1.38E-05 4.07E-05 PDIA2
1559575_a_at 4.3 9.16 -28.98 6.04E-07 2.90E-06 AQP12A;
AQP12B
208473_s_at 9.16 14 -28.69 0.0223 0.0321 GP2
236430_at 5.9 10.71 -28.06 3.81E-05 9.89E-05 TMED6
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H NORMAL
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PCA3 8.0%

Sekil 4.20. Principle component analysis (PCA) sonucunda tiimor ve normal doku 6rneklerinin dagilimini
gosteren harita

Sekil 4.20.’de Principle component analysis (PCA) sonucunda tiimor ve normal doku

orneklerinin dagilimini gosteren harita ¢ikarilmstir.
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Sekil 4.21. GSE15471 Her bir 6rnekten alinan sinyali gosteren box plot

Sekil 4.21.°de GSE15471 her bir 6rnekten alinan sinyali gdsteren box plot sinyal
seviyelerine gore belirlenmis olup, p<0.005 olarak tanimlanmustir. Sekil 4.22.”de GSE15471 veri

setindeki Scatter plot grafiginde ifadesi artan ve azalan genler average logaritmasina gore

belirlenmistir.
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TUMOR Avg (log2) vs NORMAL Avq (log2)
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Sekil 4.22. GSE15471 Scatter plot
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P-val vs Fold Change
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Sekil 4.23. GSE15471 Volcano plot

GSE15471

hesaplanmis olup, ifadesi artan ve azalan genler belirlenmistir.
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Sekil 4.24. GSE15471 Heat Map

Sekil 4.24.’de GSE15471 veri setindeki Heat Map sekline gore pankreas kanseri ve saglikli
kontrol grubu karsilagtirilmustr.
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Sekil 4.25. Farkli ifade edilen genlerin kromozomlar iizerindeki lokalizasyonlarint gésteren harita

Sekil 4.25.°de farkli ifade edilen genlerin kromozomlar iizerindeki lokalizasyonlarim
gosterilerek haritas1 ¢ikarilmustir. Tablo 4.14.’de ise DAVID Bioinformatic tools ile yapilan
fonksiyonel kiimeleme analizleri sonucu elde edilen zenginlesme skoru 1.3 den biiyiik olan anlaml

kiimeler olusturulmustur.
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Tablo 4.14. DAVID Bioinformatic tools ile yapilan fonksiyonel kiimeleme analizleri sonucu elde edilen
zenginlesme skoru 1.3 den biiyiik olan anlamli kiimeler

Annotation Cluster 1 Enrichment Score: 8.19 Count P_Value Benjamini
INTERPRO Epidermal growth factor-like domain 39 1.10E-10 7.90E-08

INTERPRO EGF-like, conserved site 32 2.10E-08 9.90E-06

UP_KEYWORDS EGF-like domain 33 1.10E-07 2.40E-06
Annotation Cluster 2 Enrichment Score: 7.22 Count P_Value Benjamini
UP_SEQ_FEATURE transmembrane region 324 3.50E-09 1.20E-06

UP_KEYWORDS Transmembrane 351 3.90E-09 1.10E-07

UP_KEYWORDS Transmembrane helix 350 4.10E-09 1.10E-07

GOTERM_CC_DIRECT integral component of membrane 319 2.50E-04 6.20E-03
Annotation Cluster 3 Enrichment Score: 6 Count P_Value Benjamini
INTERPRO Thyroglobulin type-1 9 6.60E-07 1.40E-04

UP_SEQ_FEATURE domain: Thyroglobulin type-1 8 7.90E-07 2.10E-04

SMART TY 9 1.90E-06 2.80E-04
Annotation Cluster 4 Enrichment Score: 5.63 Count P_Value Benjamini
INTERPRO Netrin domain 10 8.80E-07 1.60E-04

INTERPRO Tissue inhibitor of metalloproteinases- 10 2.90E-06 3.50E-04

like, OB-fold

UP_SEQ_FEATURE domain:NTR 9 5.00E-06 8.90E-04

Annotation Cluster 5 Enrichment Score: 5.28 Count P_Value Benjamini
UP_KEYWORDS Serine protease 23 8.70E-07 1.60E-05

UP_SEQ_FEATURE domain:Peptidase S1 20 1.10E-06 2.30E-04

INTERPRO Trypsin-like cysteine/serine peptidase 22 1.70E-06 2.40E-04

domain

INTERPRO Peptidase S1 21 2.30E-06 3.00E-04

INTERPRO Peptidase S1A, chymotrypsin-type 19 1.40E-05 1.30E-03

SMART Tryp_SPc 20 4,50E-05 2.70E-03

INTERPRO Peptidase S1, trypsin family, active 17 5.00E-05 3.30E-03

Annotation Cluster 6 Enrichmers\lttgcore: 4.92 Count P_Value Benjamini
INTERPRO EGF-like calcium-binding 22 1.50E-06 2.40E-04

INTERPRO EGF-like caIcium-_binding, conserved 19 3.20E-06 3.50E-04

SMART EGSI;t_eCA 22 1.20E-05 9.50E-04

UP_SEQ_FEATURE domain:EGF-like 1 18 6.30E-05 7.60E-03

INTERPRO EGF-type aspartate/asparagine 17 7.20E-05 4.00E-03

hydroxylation site

Tablolar hesaplanan p degerlerine gore siralanmistir. Hesaplanan p degerleri iizerine

Benjamini-Hoechberg diizeltmesi yapilmistir. Tablo 4.15.’de

GSE15471 KEGG veritabani

iizerinden yapilan yolak analizleri sonucunda farkl ifade edilen gen listesinde bulunan genlerin

bulundugu molekiiler yolaklarin listesi tespit edilmistir.
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Tablo 4.15. GSE15471 KEGG veritabani {izerinden yapilan yolak analizleri sonucunda farkl ifade edilen
gen listesinde bulunan genlerin bulundugu molekiiler yolaklarin listesi

Category Term Count % P-Value Benjamini
KEGG_PATHWAY Staphylococcus aureus infection 25 2,5 1,6E-15 4,2E-13
KEGG_PATHWAY ECM-receptor interaction 30 3,0 1,7E-14 2,1E-12
KEGG_PATHWAY Phagosome 38 38 1,7E-13 1,4E-11
KEGG_PATHWAY Complement and coagulation cascades 24 2,4 9,4E-12 6,0E-10
KEGG_PATHWAY Focal adhesion 42 42 1,5E-11 7,9E-10
KEGG_PATHWAY Amoebiasis 28 2,8 1,6E-10 6,9E-9
KEGG_PATHWAY Leishmaniasis 20 2,0 3,7E-8 1,4E-6
KEGG_PATHWAY Protein digestion and absorption 22 2,2 6,4E-8 2,0E-6
KEGG_PATHWAY PI3K-Akt signaling pathway 48 47 2,2E-7 6,3E-6
KEGG_PATHWAY Rheumatoid arthritis 20 2,0 1,4E-6 3,6E-5
KEGG_PATHWAY Cell adhesion molecules (CAMs) 26 2,6 1,9E-6 4,3E-5
KEGG_PATHWAY Pertussis 18 1,8 2,5E-6 5,3E-5
KEGG_PATHWAY Leukocyte transendothelial migration 22 2,2 7,0E-6 1,3E-4
KEGG_PATHWAY Viral myocarditis 15 15 7,2E-6 1,3E-4
KEGG_PATHWAY Pathways in cancer 47 4,6 2,1E-5 3,5E-4
KEGG_PATHWAY Toxoplasmosis 20 2,0 4,3E-5 6,8E-4
KEGG_PATHWAY Small cell lung cancer 17 1,7 5,9E-5 8,8E-4
KEGG_PATHWAY Hematopoietic cell lineage 17 1,7 7,9E-5 1,1E-3
KEGG_PATHWAY Tuberculosis 26 2,6 9,5E-5 1,3E-3
KEGG_PATHWAY Cytokine-cytokine receptor interaction 32 3,2 1,0E-4 1,3E-3
KEGG_PATHWAY Graft-versus-host disease 10 1,0 1,3E-4 1,6E-3
KEGG_PATHWAY Osteoclast differentiation 21 2,1 1,6E-4 1,8E-3
KEGG_PATHWAY Malaria 12 1,2 1,7E-4 1,8E-3
KEGG_PATHWAY Antigen processing and presentation 15 15 2,2E-4 2,3E-3
KEGG_PATHWAY Proteoglycans in cancer 27 2,7 2,7E-4 2,8E-3
KEGG_PATHWAY Allograft rejection 10 1,0 3,5E-4 3,4E-3
KEGG_PATHWAY Intestinal immune network for IgA production 11 11 5,2E-4 4,9E-3
KEGG_PATHWAY Type | diabetes mellitus 10 1,0 9,4E-4 8,5E-3
KEGG_PATHWAY Dilated cardiomyopathy 14 14 2,0E-3 1,7E-2
KEGG_PATHWAY Asthma 8 0,8 2,1E-3 1,7E-2
KEGG_PATHWAY Arrhythmogenic right ventricular cardiomyopathy 12 1,2 2,7E-3 2,2E-2

(ARVC)
KEGG_PATHWAY Regulation of actin cytoskeleton 25 2,5 2,8E-3 2,3E-2
KEGG_PATHWAY Hypertrophic cardiomyopathy (HCM) 13 1,3 3,1E-3 2,3E-2
KEGG_PATHWAY Systemic lupus erythematosus 18 1,8 3,9E-3 2,9E-2
KEGG_PATHWAY Autoimmune thyroid disease 10 1,0 4,4E-3 3,2E-2
KEGG_PATHWAY Legionellosis 10 1,0 5,8E-3 3,9E-2
KEGG_PATHWAY Influenza A 21 2,1 5,8E-3 3,9E-2
KEGG_PATHWAY Rap1 signaling pathway 24 24 5,8E-3 3,9E-2
KEGG_PATHWAY Inflammatory bowel disease (1BD) 11 11 5,9E-3 3,9E-2
KEGG_PATHWAY Platelet activation 17 1,7 6,8E-3 4,3E-2
KEGG_PATHWAY Bladder cancer 8 0,8 1,3E-2 7,6E-2
KEGG_PATHWAY Pancreatic secretion 13 1,3 1,3E-2 7,6E-2
KEGG_PATHWAY TGF-beta signaling pathway 12 1,2 1,5E-2 8,8E-2
KEGG_PATHWAY Mineral absorption 8 0,8 1,8E-2 1,1E-1
KEGG_PATHWAY NF-kappa B signaling pathway 12 1,2 1,9E-2 1,1E-1
KEGG_PATHWAY Axon guidance 15 15 2,7E-2 1,5E-1
KEGG_PATHWAY Chagas disease (American trypanosomiasis) 13 1,3 2,8E-2 15E-1
KEGG_PATHWAY Glycine, serine and threonine metabolism 7 0,7 3,2E-2 1,7E-1
KEGG_PATHWAY Tryptophan metabolism 7 0,7 3,6E-2 1,9E-1
KEGG_PATHWAY Herpes simplex infection 19 19 3,7E-2 1,9E-1
KEGG_PATHWAY Pathogenic Escherichia coli infection 8 0,8 3,8E-2 19E-1
KEGG_PATHWAY HTLV-I infection 24 2,4 4,5E-2 2,2E-1
KEGG_PATHWAY p53 signaling pathway 9 0,9 5,6E-2 2,7E-1
KEGG_PATHWAY Transcriptional misregulation in cancer 17 1,7 5,7E-2 2,7E-1
KEGG_PATHWAY Toll-like receptor signaling pathway 12 1,2 6,6E-2 3,1E-1
KEGG_PATHWAY Chemokine signaling pathway 18 1,8 7,3E-2 3,3E-1
KEGG_PATHWAY Fatty acid metabolism 7 0,7 7,7E-2 3,4E-1
KEGG_PATHWAY Fc gamma R-mediated phagocytosis 10 1,0 7,8E-2 3,4E-1
KEGG_PATHWAY Biosynthesis of amino acids 9 0,9 7,9E-2 3,4E-1
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Sekil 4.26. GSE15471 String ve Cytoscape ile yapilan PPI analizi sonucunda elde edilen Hub genleri ve
Node’u gésteren harita

Sekil 4.26. GSE15471 String ve Cytoscape ile yapilan PPI analizi sonucunda elde edilen

Hub genleri ve Node’u gdsteren harita ¢ikarilmigtir.
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4.4. Kandan izolasyonu Yapilan RNA’larin Kalite Kontrolii

Elde edilen RNA’larin kalite kontrolii qubit flurometre ile 6lgiiliip, degerlendirildikten sonra

gen ekspresyonu icin Tablo 4.16’daki gibi kullanima hazir hale getirilmistir.

Tablo 4.16. Pankreas kanseri olan hastalarin kanlarindan izole edilen RNA’larin konsantrasyonlari ve
orneklerin cinsiyet dagilimlari

NUMARA  CINSIYET QUBIT RESULT (ng/pl)
Kontrol Kan RNA’lari Pankreas Kan RNA’lar1
1 E 23.60 38.36
2 K 21.90 25.16
3 E 23.20 7.80
4 E 22.60 33.91
5 K 10.70 13.24
6 K 17.50 82.20
7 K 28.80 97.75
8 K 13.40 52.82
9 E 35.80 45.92
10 K 22.50 99.24
11 E 33.30 39.26
12 E 20.70 17.28
13 E 21.70 52.39
14 E 25.20 63.05
15 E 19.10 77.74
16 E 23.00 89.97
17 K 21.40 43.25
18 E 21.10 33.76
19 K 28.20 26.18
20 E 25.60 25.06
21 K 11.50 63.62
22 E 15.40 92.63
23 E 17.20 42.94
24 K 22.00 22.55

4.5. RNA izolasyonu Yapilan Hasta Ve Kontrol Grubu Kanlarimin Gériintii Ve
Kalitesinin Degerlendirilmesi
Hasta ve kontrol grubu kanlarinin RNA izolasyonu yapildiktan sonra ifade analizi i¢in uygun
olup olmadigma hem elektroforez jel goriintiisiine gore hem de RNA’nin kalitesine gore bakilip
degerlendirilmistir. Sekil 4.27.’de pankreas hastalarinin kanindan izole edilen RNA 6rneklerinin

agaroz jel goriintiist elde edilmistir.
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Sekil 4.27. Pankreas hastalarinin kanindan izole edilen RNA &rneklerinin agaroz jel goriintiisii

oy e

Sekil 4.28. Kontrol kanlarinda izole edilen RNA &rneklerinin agaroz jel goriintiisii




Sekil 4.28.’de ise kontrol kanlarinda izole edilen RNA oOrneklerinin agaroz jel goriintiisii

tespit edilmistir.

4.6. Pankreas Kanseri Hastalarinin Evrelere Gore Hasta Sayilari

Firat Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesinden toplanan kan drnekleri evrelere gore

degerlendirilerek Sekil 4.29°daki gibi ¢aligmaya uygun hale getirilmistir.

Pankreas CA

Stages

m B
m A
11l

m |V

Sekil 4.29. Pankreas kanserinin evrelere gore hasta sayilari

4.7. Ornekleri Toplanan Pankreas Kanseri Hastalarimin Yaslara Gore Dagilimi

Sekil 4.30.”da toplanan 6rneklerden pankreas kanseri hasta sayilarinin yaslara gére dagilimi

gosterilmistir.
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Sekil 4.30. Pankreas kanseri hasta sayilarinin yaslara gére dagilimi

4.8. RNA lizolasyonu Yapilan Hasta ve Kontrol Grubu FFPE Dokularinin Gériintii
Ve Kalitesinin Degerlendirilmesi

Tablo 4.17.”de FFPE dokudan RNA izolasyonu yapilan kontrol ve hasta grubunun 6ncelikle
elektroforezde jel goriintiisii incelenmis daha sonra Qubit florometre ile kalitesinin uygun olup

olmadig belirlenmistir.

Tablo 4.17. Dokudan izolasyonu yapilan hasta ve kontrol grubu RNAlarin konsantrasyonlarinin

belirlenmesi
NUMARA CINSIYET Qubit Sonuclar1 (ng/ml)
Doku Kontrol Kanser Doku
1 E 48.10 18.90
2 K 40.30 36.40
3 E 62.00 41.30
4 E 75.00 29.30
5 K 237.00 25.90
6 K 79.00 48.90
7 K 74.00 66.00
8 K 48.10 47.00
9 E 25.50 46.70
10 K 70.00 51.00
11 E 75.00 69.00
12 E 76.00 48.40
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13 E 71.00 61.00
14 E 75.00 84.00
15 E 97.00 35.40
16 E 83.00 53.00
17 K 90.00 86.00
18 E 89.00 50.00
19 K 99.00 76.00
20 E 86.00 72.00
21 K 82.00 37.50
22 E 19.60 22.60
23 E 54.00 51.00
24 K 84.00 66.00
25 65.00 38.20
26 54.00 30.50
27 90.00 32.40
28 98.00 44.40
29 64.00 34.30
30 69.00 39.70
31 63.00 37.70
32 * 35.10
33 * 24.00

Sekil 4.31. Dokudan RNA izolasyonu yapilan hasta grubunun elektroforez ile goriintii kontrolleri

93



Sekil 4.31.’de dokudan RNA izolasyonu yapilan hasta grubunun elektroforez ile goriintii
kontrolleri belirlenmistir. Sekil 4.32.”de ise dokudan RNA izolasyonu yapilan kontrol grubunun

elektroforez ile goriintii kontrolleri tespit edilmistir.

o I .“.~“

Sekil 4.32. Dokudan RNA izolasyonu yapilan kontrol grubunun elektroforez ile goriintii kontrolleri
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4.9. Farkh ifade Edilen Genlerin QRT-PCR ile Tespit Edilen Ekspresyon Diizeyleri
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-200
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375
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EGF

Sekil 4.33. EGF geninin tiimor ve saglikli pankreas dokusundaki rolatif ekspresyon diizeyleri

Sekil 4.33.’de EGF geninin tiimor ve saglikli pankreas dokusundaki mesenger RNA rolatif

ekspresyon diizeyleri belirlenmistir.
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Sekil 4.34. EGF geninin hasta ve kontrol periferik kan 6rneklerindeki rolatif ekspresyon diizeyleri

Sekil 4.34.”de EGF geninin hasta ve kontrol periferik kan 6rneklerindeki rélatif ekspresyon
diizeyleri rapor edilmistir. Sekil 4.35.’de ise EGF geninin hasta ve kontrol periferik kan

orneklerindeki MRNA rolatif ekspresyon diizeyleri tespit edilmistir.
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Sekil 4.35. EGF geninin hasta ve kontrol periferik kan 6rneklerindeki rolatif ekspresyon diizeyleri
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Sekil 4.36. EGFR geninin hasta ve kontrol periferik kan 6rneklerindeki rdlatif ekspresyon diizeyleri

Sekil 4.36.da EGFR geninin hasta ve kontrol periferik kan 6rneklerindeki rolatif mMRNA
ekspresyon diizeyleri tespit edilmistir. Sekil 4.37.’de ise EGF geninin tiimor ve saglikli pankreas
dokusundaki rolatif MRNA ekspresyon diizeyleri belirlenmistir. Sekil 4.38.’de EGF ve EGFR
genlerinin hasta ve kontrol periferik kan orneklerindeki rolatif mMRNA ekspresyon diizeyleri

karsilagtirilmigtir.
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Sekil 4.37. EGF geninin tiimor ve saglikli pankreas dokusundaki rolatif ekspresyon diizeyleri
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Sekil 4.38. EGF ve EGFR genlerinin hasta ve kontrol periferik kan 6rneklerindeki rolatif ekspresyon
diizeyleri
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Sekil 4.40. Bax geninin hasta ve kontrol periferik kan 6rneklerindeki rdlatif ekspresyon diizeyleri

Sekil 4.39.’da P53 geninin hasta ve kontrol periferik kan 6rneklerindeki rolatif mMRNA
ekspresyon diizeyleri tespit edilmis olup, Sekil 4.40.’da ise Bax geninin hasta ve kontrol periferik

kan orneklerindeki rolatif MRNA ekspresyon diizeyleri belirlenmistir.
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Sekil 4.41. Bcl2 geninin hasta ve kontrol periferik kan 6rneklerindeki rolatif ekspresyon diizeyleri

Sekil 4.41.”de Bcl2 geninin hasta ve kontrol periferik kan drneklerindeki rolatif mMRNA

ekspresyon diizeyleri rapor edilmistir.
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Sekil 4.42. Bax geninin hasta ve kontrol periferik kan 6rneklerindeki rolatif ekspresyon diizeyleri

Sekil 4.42.’de Bax geninin hasta ve kontrol periferik kan 6rneklerindeki rolatif mRNA

ekspresyon diizeyleri ifade diizeylerine bakilarak tespit edilmistir.
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Sekil 4.43. Bcl2 geninin hasta ve kontrol periferik kan 6rneklerindeki rolatif ekspresyon diizeyleri

Sekil 4.43.”de Bcl2 geninin hasta ve kontrol periferik kan 6rneklerindeki rdlatif mRNA

ekspresyon diizeyleri rapor edilmistir.
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Sekil 4.44. FOXO3 geninin hasta- kontrol periferik kan orneklerindeki ve tiimor-normal pankreas
dokusundaki rolatif ekspresyon diizeyleri

Sekil 4.44.’de FOXO3 geninin hasta- kontrol periferik kan 6rneklerindeki ve tiimor-normal

pankreas dokusundaki rolatif MRNA ekspresyon diizeyleri tespit edilmistir.
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Sekil 4.45. Kaspaz8 geninin hasta ve kontrol periferik kan 6rneklerindeki rolatif ekspresyon diizeyleri

Sekil 4.45.’de kaspaz8 geninin hasta ve kontrol periferik kan &rneklerindeki rolatif

MRNA ekspresyon diizeyleri ifade seviyelerine bakilarak belirlenmistir.
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Sekil 4.46. IKBKB geninin hasta- kontrol periferik kan 6rneklerindeki ve tiimor-normal pankreas
dokusundaki rolatif ekspresyon diizeyleri

Sekil 4.46.da IKBKB geninin hasta- kontrol periferik kan 6rneklerindeki ve tiimor-
normal pankreas dokusundaki rolatif MRNA ekspresyon diizeyleri belirlenmistir.
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Sekil 4.47. KRAS geninin hasta- kontrol periferik kan 6rneklerindeki ve timor-normal pankreas dokusundaki
rolatif ekspresyon diizeyleri

Sekil 4.47.’de KRAS geninin hasta- kontrol periferik kan orneklerindeki ve tiimor-normal

pankreas dokusundaki rolatif ekspresyon diizeyleri tespit edilmistir.
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Sekil 4.48. UBE2W geninin hasta- kontrol periferik kan orneklerindeki ve tiimor-normal pankreas
dokusundaki rolatif ekspresyon diizeyleri

Sekil 4.48.de UBE2W geninin hasta- kontrol periferik kan 6rneklerindeki ve tiimor-
normal pankreas dokusundaki rolatif mMRNA ekspresyon diizeyleri ifade diizeylerine gore

belirlenmigtir.
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MDM4

Sekil 4.49. MDM4 geninin hasta- kontrol periferik kan orneklerindeki ve tiimor-normal pankreas
dokusundaki rolatif ekspresyon diizeyleri

Sekil 4.49.°da MDM4 geninin hasta- kontrol periferik kan 6rneklerindeki ve tiimor-
normal pankreas dokusundaki rolatif MRNA ekspresyon diizeyleri pankreas kanseri ve saglikli

kontrol érnekleri ile karsilastirilmistir.
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Sekil 4.50. CXCR4 geninin hasta- kontrol periferik kan érneklerindeki rolatif ekspresyon diizeyleri

Sekil 4.50.’de CXCR4 geninin hasta- kontrol periferik kan drneklerindeki rolatif mMRNA

ekspresyon diizeyleri belirlenmistir.
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Sekil 4.51. CXCR4 geninin tiimor-normal pankreas dokusundaki rolatif ekspresyon diizeyleri

Sekil 4.51.°de CXCR4 geninin tiimor-normal pankreas dokusundaki rolatif mMRNA

ekspresyon diizeyleri ifade durumlarina gore belirlenmistir.

110



350
325
3.00
275
250
225
200
176
150
125
1.00
075
050

log10 RQ

025

0.00
-0.25
-0.50
075
-1.00
125
-1.50
1.78
-2.00
2,25

77
7
763
763
2.
e
N
SaN

Sample

Sekil 4.52. IRAK3 geninin hasta- kontrol periferik kan orneklerindeki ve tiimor-normal pankreas
dokusundaki rolatif ekspresyon diizeyleri

Sekil 4.52.”de IRAK3 geninin hasta- kontrol periferik kan 6rneklerindeki ve tiimor-normal

pankreas dokusundaki rolatif MRNA ekspresyon diizeyleri tespit edilmistir.
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Sekil 4.53. CEACAMS geninin hasta- kontrol periferik kan 6rneklerindeki ve tiimor-normal pankreas
dokusundaki rolatif ekspresyon diizeyleri

Sekil 4.53.’de CEACAMBS geninin hasta- kontrol periferik kan drneklerindeki ve tiimor-

normal pankreas dokusundaki rolatif mMRNA ekspresyon diizeyleri belirlenmistir.
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Sekil 4.54. MMP8 geninin hasta- kontrol periferik kan orneklerindeki ve tiimor-normal pankreas
dokusundaki rolatif ekspresyon diizeyleri

Sekil 4.54.°de MMP8 geninin hasta- kontrol periferik kan 6rneklerindeki ve tiimor-

normal pankreas dokusundaki rolatif MRNA ekspresyon diizeyleri tespit edilmistir.
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Sekil 4.55. HSP90B1 geninin hasta- kontrol periferik kan orneklerindeki ve tiimor-normal pankreas
dokusundaki rolatif ekspresyon diizeyleri

Sekil 4.55.de HSP90B1 geninin hasta- kontrol periferik kan 6rneklerindeki ve tiimor-
normal pankreas dokusundaki rolatif MRNA ekspresyon diizeyleri belirlenmistir.
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Sekil 4.56. HSPD1 geninin hasta- kontrol periferik kan orneklerindeki ve tiimor-normal pankreas
dokusundaki rolatif ekspresyon diizeyleri

Sekil 4.56.da HSPD1 geninin hasta- kontrol periferik kan orneklerindeki ve tiimor-

normal pankreas dokusundaki rdlatif mMRNA ekspresyon diizeyleri belirlenmistir.

115
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Sekil 4.57. Pankreas kanseri ve saglikli bireylerden alinan pe
belirlenen genler

riferik kan 6rneklerinde ekspresyon diizeyleri

Sekil 4.57.’de pankreas kanseri ve saglikli bireylerden alinan periferik kan 6rneklerinde

ekspresyon diizeyleri belirlenen genlerin listesi sekillendirilmistir.
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Sekil 4.58. Pankreas tiimor dokusu ve normal pankreas dokusundan alinan FFPE 6rneklerinde ekspresyon

diizeyleri belirlenen genler

Sekil 4.58.’de pankreas tiimor dokusu ve normal pankreas dokusundan alinan FFPE

orneklerinde ekspresyon diizeyleri belirlenen genler tespit edilmistir.
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4.10. GSE36076 Veri Setinin Analiz Sonuclar1

Bu ¢alismada kullanilan GSE36076 adli veri setinde; NCBI GEO Veri Setinde kodlanmais
GSE36076'nin ham transkriptom verileri kullanilmustir. Sekil 4.59.’da gosterildigi gibi bu veri
setinde 3 PDAC ve 10 saglikli birey periferik kan 6rneklerinden elde edilen gen ekspresyon verileri
bulunmaktadir. TAC 4.0 programi ile veriler {izerinde 6n isleme ve karsilastirma analizleri
yapilarak, PDAC ve saglikli bireyler arasinda diferansiyel olarak eksprese edilen gen listesi
(DEG'ler) belirlenmistir. Daha sonra bu genlerle DAVID Bioinformatics Tool ile yol analizi,

fonksiyonel kiimeleme analizi ve zenginlestirme analizi yapilmstir.

CEL dosyalarinda Transkriptome Analiz Konsolu (TAC 4.0) ile; Onisleme (On analiz),
Varyans Filtreleme ve Grup karsilastirmasi (Kat degisim esigi <-3 +3> ve p <0.05) yapilmis olup,
karsilastirma sonucunda kanser ve kontrol gruplari arasinda farkli ekspresyon diizeylerini gosteren

gen listesi elde edilmistir.
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Array Type: HG-U133_Plus_2
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» Gene-Level P-Value < 0.05
= Anova Method: ebayes

Comparison Group 1 Group 2 Count 1 Count 2 Up Down
MORMAL ws PDAC | NORMAL | PDAC 10 3 361 a3s
Differential Expressed Genes
1199]
NORMAL vs PDAC 361]

]
3
il
]
(=1
=31

noo ]

B Comparison

Sekil 4.59. GSE36076 Tiimor ve normal periferik kan 6rneklerinde farkl ifade edilen genlerin sayilar
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PCA Mapping 66.4% (CHP) Condition
M NORMAL
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PCA2 20.5%

PCA135.6%

PCA3 10.3%

Sekil 4.60. GSE36076 veri setinde Principle component analiz (PCA) sonucunda tiimor ve normal kan
orneklerinin dagilimini gdsteren harita

Sekil 4.60.’da GSE36076 veri setinde Principle component analiz (PCA) sonucunda tiimor

ve normal kan drneklerinin dagilimini gosteren harita belirlenmistir.
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NORMAL Avg (log2) vs PDAC Avg (log2)
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Sekil 4.61. GSE36076 Scatter plot

Sekil 4.61.°de GSE36076 veri setinde Scatter plot grafigi verilmis olup, ifadesi artan ve

azalan genler belirlenmistir.
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P-val vs Fold Change
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Sekil 4.62. GSE36076 Volcano plot

Sekil 4.62.°de GSE36076 veri setinde volcano plot grafigine gore ifadesi artan ve azalan

genler birbirinden bagimsiz olarak ayrilmistir.
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Sekil 4.63. Farkli ifade edilen genler kullanilarak yapilan hiyerarsik kiimeleme analizi sonucu elde edilen
heatmap

Sekil 4.63.’de farkli ifade edilen genler kullanilarak yapilan hiyerarsik kiimeleme analizi
sonucu elde edilen heatmap grafigi elde edilmistir.
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Sekil 4.64. GSE36076 Herbir drnekten alinan sinyali gosteren box plot

Sekil 4.64.°de GSE36076 veri setinde herbir 6rmekten alinan sinyali gdsteren box plot

grafigi sinyal seviyelerine gore belirlenmistir.
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Sekil 4.65. GSE36076 veri setinde farkli ifade edilen genlerin bulundugu 6nemli yolaklar

Sekil 4.65.°de GSE36076 veri setinde farkli ifade edilen genlerin bulundugu onemli
yolaklar gosterilmistir. Tablo 4.18.’de DAVID Bioinformatic tools ile yapilan fonksiyonel
kiimeleme analizleri sonucu elde edilen zenginlesme skoru 1.3 den biiyiik olan anlamli kiimeler
bulunmustur. Tablo 4.19.’da ise en yiiksek kat degimi gosteren ve ifade diizeyi artan ilk 25 geni
iceren listesi belirlenmistir. Tablo 4.19.’da ise, en yiiksek kat degimi gosteren ve ifade diizeyi artan
ilk 25 geni igeren liste ortaya ¢ikarilmigtir. Tablo 4.20.’de en yiiksek kat degisimi gésteren ve ifade

diizeyi azalan 25 geni igeren liste belirtilmistir.
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Tablo 4.18. DAVID Bioinformatic tools ile yapilan fonksiyonel kiimeleme analizleri sonucu elde edilen
zenginlesme skoru 1.3 den biiyiik olan anlamli kiimeler

Annotation Cluster 1  Enrichment Score: 3.64 Count P_Value Benjamini
Ubl conjugation 166  7.20E-05 6.50E-04
CROSSLNK:Glycyl lysine isopeptide (Lys-Gly) 80 1.00E-04 2.00E-01
(interchain with G-Cter in SUMO2)
Isopeptide bond 116 1.60E-03 1.10E-02

Annotation Cluster 2 | Enrichment Score: 2.88 Count P_Value  Benjamini
Salmonella infection 31 4.00E-05 5.50E-03
Pathogenic Escherichia coli infection 21 5.90E-03 6.80E-02
Shigellosis 24 9.30E-03 8.30E-02

Annotation Cluster 3 | Enrichment Score: 2.88 Count P_Value  Benjamini
GTP binding 39 5.80E-06 3.00E-03
NP_BIND:GTP 30 4.50E-05 1.70E-01
GTP-binding 34 3.30E-04 1.20E-02
GTPase activity 29 1.50E-03 2.20E-01
Small GTPase superfamily 13 1.90E-02 1.00E+00
P-loop containing nucleoside triphosphate hydrolase 53 2.30E-02 1.00E+00
Small GTP-binding protein domain 12 1.20E-01 1.00E+00

Annotation Cluster 4 | Enrichment Score: 2.26 Count P_Value  Benjamini
oocyte development 5 2.80E-03 3.00E-01
post-embryonic development 9 6.40E-03 4.60E-01
ovarian follicle development 7 9.20E-03 5.10E-01

Annotation Cluster 5 | Enrichment Score: 2.13 Count P_Value  Benjamini
positive regulation of interleukin-6 production 13 9.70E-04 1.60E-01
positive regulation of interleukin-8 production 9 4.80E-03 4.30E-01
positive regulation of interferon-gamma production 9 1.70E-02 6.20E-01
positive regulation of chemokine production 6 3.80E-02 9.20E-01

Tablo 4.19. En yiiksek kat degimi gosteren ve ifade diizeyi artan ilk 25 geni iceren liste

GENE SYMBOL FOLD CHANGE P-VAL FDR P-VAL

JUN 5.46 1.15E-06 0.0004

RHOB 5.29 0.0001 0.0051

PTGDS 5.11 0.0012 0.0202

ADRB1 5.07 0.0002 0.0062

CD74 491 0.0095 0.0684

GZMM 4.88 0.0009 0.0171

HSP90AB1 4.72 1.78E-05 0.0018

TUBB2A 4.72 0.0005 0.0113

LILRA3 4.63 0.0107 0.0737

FCER1A 4.54 0.0003 0.0081

IFNG 4.5 0.0025 0.0309

PLK2 4.49 9.26E-07 0.0004

MGEAS 4.48 0.0037 0.0387

RHOB 4.38 0.005 0.0468

RASSF5 4.38 0.0194 0.1051

NUMA1 4.18 1.46E-06 0.0005

KLRB1 4.18 0.0001 0.0053

SRSF5 4.08 0.0105 0.0728

JUN 3.96 5.18E-05 0.0032

CCNL1 3.92 0.0296 0.1346

SH2D1B 3.85 0.0002 0.0074

PIK3R1 3.75 1.77E-07 0.0001

LY6E 3.67 0.0238 0.1188

DDX3Y 3.66 2.28E-05 0.0021

NEAT1 3.62 0.0493 0.1815

TWF1; TWF1P1 3.51 0.0058 0.0509
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Tablo 4.20. En yiiksek kat degisimi gosteren ve ifade diizeyi azalan 25 geni i¢eren liste

Gene Symbol Fold Change P-val FDR P-val
CCR2 -12.93 1.11E-06 0.0004
XIST -12.43 0.0023 0.0296
HBB -11.86 4.23E-07 0.0002
XIST -10.81 0.0017 0.0243

HBA1; HBA2 -10.81 0.0002 0.0077
HBB -10.06 4.11E-07 0.0002

FAM20A -8.66 0.0003 0.008
HIST1H3H -8.08 3.35E-07 0.0002
CREB5 -7.96 9.52E-09 2.78E-05
XK -7.95 8.07E-08 8.32E-05
TRBV27 -7.76 2.02E-05 0.002
LOC728715; OVOS; OVOS2 -7.44 7.28E-07 0.0003
PKHD1L1 -71.17 4.50E-08 5.72E-05
XIST -7.13 0.0034 0.0374
SPX -7.09 5.33E-07 0.0002
XIST -7.08 0.0052 0.0478
HBB -6.97 7.03E-07 0.0003
MLH3 -6.61 6.66E-08 7.28E-05
TNFRSF17 -6.52 0.0003 0.0089
P2RY12 -6.12 4.62E-05 0.003
IL1B -6.02 9.12E-05 0.0044
CCR1 -5.9 2.88E-06 0.0006
CALD1 -5.84 1.77E-07 0.0001
DEFAL; DEFA1B; DEFA3 -5.79 0.001 0.0178
C9orf64 -5.74 0.0002 0.0076
C20rf88 -5.62 7.21E-07 0.0003
CXCL5 -5.59 0.0002 0.0063

Tablo 4.21.’de yolak analizi sonucu ilgili gen listesine gore one ¢ikan ilgili molekiiler

yolaklar belirlenmistir.
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Tablo 4.21. Yolak analizi sonucu ilgili gen listesine gore 6ne ¢ikan ilgili molekiiler yolaklar

CATEGORY TERM COUNT P- BENJAMINI
VALUE
KEGG_PATHWAY \ Osteoclast differentiation 21 2,1E-5 5,5E-3
KEGG_PATHWAY Salmonella infection 31 4,0E-5 5,5E-3
KEGG_PATHWAY | Malaria 12 6,7E-5 5,5E-3
KEGG_PATHWAY Fluid shear stress and atherosclerosis 21 7,0E-5 5,5E-3
KEGG_PATHWAY \ Focal adhesion 26 1,1E-4 6,7E-3
KEGG_PATHWAY Phospholipase D signaling pathway 21 1,7E-4 8,9E-3
KEGG_PATHWAY \ Lipid and atherosclerosis 26 3,1E-4 1,3E-2
KEGG_PATHWAY EGFR tyrosine kinase inhibitor resistance 14 3,4E-4 1,3E-2
KEGG_PATHWAY \ Regulation of actin cytoskeleton 26 3,8E-4 1,3E-2
KEGG_PATHWAY IL-17 signaling pathway 15 5,9E-4 1,9E-2
KEGG_PATHWAY \ Colorectal cancer 14 7,9E-4 2,3E-2
KEGG_PATHWAY Choline metabolism in cancer 15 9,0E-4 2,4E-2
KEGG_PATHWAY \ Fc gamma R-mediated phagocytosis 14 2,5E-3 5,6E-2
KEGG_PATHWAY Human cytomegalovirus infection 24 3,0E-3 5,6E-2
KEGG_PATHWAY ‘ Bacterial invasion of epithelial cells 12 3,1E-3 5,6E-2
KEGG_PATHWAY Apoptosis 17 3,2E-3 5,6E-2
KEGG_PATHWAY \ Platelet activation 16 3,3E-3 5,6E-2
KEGG_PATHWAY TNF signaling pathway 15 3,3E-3 5,6E-2
KEGG_PATHWAY ‘ PD-L1 expression and PD-1 checkpoint 13 3,4E-3 5,6E-2
pathway in cancer
KEGG_PATHWAY African trypanosomiasis 8 3,6E-3 5,6E-2
KEGG_PATHWAY \ Legionellosis 10 3,7E-3 5,6E-2
KEGG_PATHWAY Neutrophil extracellular trap formation 21 4,0E-3 5,7E-2
KEGG_PATHWAY \ Rheumatoid arthritis 13 4,9E-3 6,6E-2
KEGG_PATHWAY Kaposi sarcoma-associated herpesvirus 21 5,0E-3 6,6E-2
infection
KEGG_PATHWAY | Hepatitis C 18 5,7E-3 6,8E-2
KEGG_PATHWAY Rapl signaling pathway 22 5,8E-3 6,8E-2
KEGG_PATHWAY \ Pathogenic Escherichia coli infection 21 5,9E-3 6,8E-2
KEGG_PATHWAY NOD-like receptor signaling pathway 20 6,0E-3 6,8E-2
KEGG_PATHWAY \ Prostate cancer 13 6,8E-3 7,3E-2
KEGG_PATHWAY PI3K-Akt signaling pathway 32 6,9E-3 7,3E-2
KEGG_PATHWAY | Yersinia infection 16 8,3E-3 8,3E-2
KEGG_PATHWAY Gap junction 12 8,7E-3 8,3E-2
KEGG_PATHWAY \ Proteoglycans in cancer 21 9,1E-3 8,3E-2
KEGG_PATHWAY Shigellosis 24 9,3E-3 8,3E-2
KEGG_PATHWAY \ Natural killer cell mediated cytotoxicity 15 9,3E-3 8,3E-2
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Sekil 4.66. GSE36076 gen listesi lizerinden Cytoscape programu ile yapilan PPI network analizi sonucu
belirlenen Hub genler

Sekil 4.66.’da GSE36076 veri setinde gen listesi lizerinden Cytoscape programu ile yapilan
PPI network analizi sonucu belirlenen Hub genler tespit edilmistir.
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Yapilan bu tez caligmasinda belirlemis oldugumuz aday genlerin validasyonu, saglikli ve
pankreas kanseri teshisi almig hastalarin kan 6rneklerinde ve pankreas kanseri olan hastalardan
alian tiimor dokusu ve normal pankreas dokusunda ¢alisilmis ve tartigitlmigtir.

Caba vd. yaptiklar1 calismada 18 PDAC hastalarindan ve 18 kontrollerden alinan periferik
kan orneklerini cDNA mikrodizinleri ile analiz etmisler ve IRAK3 geninin PDAC hastalarinda
ekspresyon seviyelerinin arttigini rapor etmislerdir [206]. Yaptigimiz doktora tez ¢alismasinda
IRAK3 geninin ekspresyon diizeylerini QRT-PCR ile hem pankreas tiimér dokusunda hem de
periferik kan orneklerinde inceledik. Ve sonugta yapilan ¢aligma ile paralellik gostedigini hem
pankreas timor dokusunda hem de periferik kan 6rneklerinde ifade diizeylerinin yiikseldigini
belirledik. Elde ettigimiz bulgularda tiimér dokusu iizerinden yaptigimiz analizlerde IRAK3
geninin hasta grubunda kontrol grubuna nazaran daha yiiksek bir ifade profili sergiledigini ancak
periferik kan 6rneklerinde bu durumun tam aksi bir profil sergiledigini belirledik. Bunun sebebini
su sekilde aciklayabiliriz. Primer timdr dokusu bazi durumlarda kendi spesifik ifade profili
sergilerken bu tiimoér dokusundan elde edilen ifade profili periferik anda benzer bir ifade profili
sergilelememektedir. Bu nedenle biz de yaptigimiz deney dizayninda hem primer tiimor dokusu
orneklerinden hem de periferik kan 6rneklerinden elde ettigimiz ekspresyon verisini kullanmay1
planladik. Bunun amaci hem primer tiimér dokusunda hem de periferik kanda tespit edilebilecek
bir biyobelirtecin tanimlanabilmesidir. Bu tiir durumlarda biyobelirte¢ aday1 olabilecek bir genin
ifade profilinin hem primer tiimor dokusunda hem de periferik kanda benzer sekilde temsil ediliyor
olmasi gerekmektedir. Bu genin hem tiimdr dokusundaki hem de periferik kandaki ifade diizeyleri
Sekil 4.52’de verilmistir.

Wang vd. yaptiklar1 calismada SMAD4 eksikliginde pankreas kanseri hiicrelerinin
radyoterapiye verdikleri cevap incelenmis olup; SMAD4 ekspresyonunu SMAD4 siRNA bagl
olarak ekspreyonu seviyesi diisiiriildiiginde SMAD4 tiiketen pankreas kanseri hiicrelerindeki
klorokin ve N asetil [ sistein tedavisi ile radyorezidans direngliligine bakilmistir. Sonugta; SMAD4
kullanan pankreas kanseri hiicrelerinin radyoterapiye daha direngli oldugu bulunmustur [207].
Liang vd. yaptiklar1 calismada; SMAD4’iin glukoz metabolizmasindaki gen ekspresyon diizeyleri
ve fosfogiliserat kinaz 1 (PGK1) aktivitesinin PDAC hiicrelerinde transkripsiyon faktdriindeki
roliinii arastirilmistir. Sonugta; SMAD4 eksikliginin PDAC’da glikoliz ve agresif tiimor durumunu
fazlalastirdigr PGK1’in artan ekspresyonunu indiikledigi ve dolayisiyla PGK1 negatif PDAC bir
onkogen oldugu tespit edilmistir [208].

Bosetti vd. yaptiklart ¢aligmada: Pankreas kanseri olan 13.000’¢ yakin hastayi i¢ceren 12
vaka kontrol ¢aligmasi yapmis olup, sigara igenlerin, hi¢ sigara igmeyenlere gore 2.2 oraninda
pankreas kanserine yakalanma riskine sahip oldugu sonucuna varmistir [209]. Riskin sigarayla
orantili olarak arttig1 tespit edilmistir. Oysa eskiden belli bir siire sigara i¢ip daha sonra birakanlar
icin, oran 1.2 olarak belirlenmistir. Sigaray1 birakma ile riskin giderek azaldig: fakat sigaraya bagh
riskin ortadan kalkmasi i¢in 10-20 y1l gerektigi belirlenmistir [209].

Jang vd. yaptiklari ¢alismada; 455 pankreas kanseri ve 893 kontrol grubu karsilastirilmis
olup epidemiyolojik ve sigara igme verileri incelenmis olup vakalarin yas orani 65 olup %54 “liniin
erkek hastalar oldugu bildirilmistir. CYP1B1 -4390-GG genotipiyle pankreas kanseri riskinin
azaldig tespit edilmistir oysa YP1B1 -142'nin, en yiiksek pankreas kanseri riskine sahip CYP1B1
-142 -CG genotipine sahip bireylerle, anlamli bir iligkisi oldugu belirlenmistir [210].
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Thompson vd. yaptiklar1 ¢alismada; pankreatik dokularda 4-aminobifenil-DNA eklentisi
olan bireylerin yavag NAT1 -1095-CC genotipine sahip oldugunu tespit etmis olup, NAT1'in 4-
aminobifenil detoksifikasyon yolu yoluyla pankreas kanseri gelisiminde rol oynadigi rapor
edilmistir [211]. Gonzalez vd. yaptiklari meta analiz ¢alismasinda 6391 pankreas kanseri olan alti
vaka ve sekiz kohort calismasi belirlenmis olup, gdzlemsel sonuglarda viicut kitle indeksine bagli
olarak birimsel olarak 1.19 risk tespit edilmis olup obezite ile pankreas kanseri arasinda zayif bir
iliski saptanmistir [212]. Genkinger vd. yaptiklari baska bir meta analiz ¢alismasinda 846.340 kisi
tizerinde 14 kohort ¢aligmasi i¢in analiz yapilmis olup; 2135 kisi pankreas kanseri teshisi almigtir.
Obez kisiler, kilo alan kisiler ve bel-kalca orani yiiksek olan kisiler ile pankreas kanseri olan kisiler
arasinda anlamli bir iligki tespit edilmistir [213]. Aggarwal vd. yaptiklar1 ¢alismada pankreas
kanser teshisi almis hastalarin %40-%50 'sinin kanser teshisi almadan 6nceki 3 y1l iginde diyabet
teshisi aldig1 ve pankreas kanseri olan kisilerde diyabet prevalansi ¢ok yiiksek olmakla birlikte
ozellikle yeni baslayan diyabetin pankreatik adenokarsinoma 6zgii bir durum oldugu rapor
edilmistir [214].

Golan vd. PDAC hastalarinda gBRCA1-2 insidansini belirlemek igin uluslararast faz I11
POLO ¢alismasi ile yapmislardir. 2167 hasta arasinda, yeni tanimlanan gBRCA1-2 128 kisi olup,
ABD'de 275 kisi arasindan 26 kisi, Fransa'da 289 kisi arasindan 22 kisi ve Israilde 242 birey
arasindan 18 kisi olarak rapor edilmistir. Bu durumun aksine Ispanya’da 342 kisi arasindan 12 kisi,
Birlesik Krallik 151 kisiden 5 kisi ve Kore'de ise 193 kisiden 10’unda PDAC hastalarinda
gBRCA1-2 siklig1 %3,5'ten daha diisiik olarak rapor edilmistir. Hastalarin medyan yas 57.9'a kars1
61 yil olarak belirlenmistir [215] . Peretti vd. yaptiklari ¢ok yonlii bir ¢alismada 939 PDAC
hastasinin 76 tanesinde gBRCA1-2 patojenik varyantlarinin oldugunu ayrica ailesinde BRCA
Oykiisii olanlarda bu oranin %14 ailesinde hastalikla iliski bir 6ykii bulunmayanlarda ise oranin
%6 oldugunu rapor etmislerdir [216]. Howes vd. yaptiklar1 418 hastadan olusan Avrupa kohort
caligmasinda, akut pankreatit hastaligina sahip bireylerde atak sayisi giinde 6 olarak saptanmig
olup Danimarkal1 hastalarin %23 iine agridan dolay1 cerrahi uygulanmis olup, PDAC'nin medyan
gelisme yasi sigara icen grup i¢in 56 ve sigara icmeyenler igmeyen kigilerde ise 71 olarak rapor
edilmistir [134].

Ibrahim vd. yaptiklar1 ¢aligmada 218 CDKN2A-p16 - Leiden mutasyon tastyicisi hastayi
24.1 aydir gdézlem altina almislardir. Bunlardan 18 hastada PDAC olusumu gozlenmistir ve
bunlarin da 9’u metastazdan dolay1 vefat etmistir [136]. Vasen vd. yaptiklar1 ¢alimada Hollandali
pl6 geninin (pl16-Leiden) 2. ekzonunda 19 bp delesyon bulunan ve ailesel atipik multiple
melanoma oldugu diisiiniilen 27 ailede mutasyon analizi yapilmig olup bu ailelerin 19’unda p16-
Leiden mutasyon tespit edilmis ve 86 kiginin de melanomlu oldugu bulunmustur. Diger taraftan da
7 ailenin 15 tiyesinde PDAC teshis edilmistir [137].

Billadeau vd. yaptiklar1 ¢alismada PDAC ve normal pankreas dokusundan ornekler alinip
kanser profilleri ¢ikarilarak PDAC 6rneklerinin %100'tinde CXCR4 iin ifade edildigini ve bu ifade
seviyesinin normal pankreas dokularindan daha yiiksek oldugu bildirilmistir [217]. Bizim
calisigimiz FFPE tiim6r dokularinda daha once yapilan ¢aligmalar ile uyumlu olarak CXCR4
geninin ekspresyon seviyesinin arttigini tespit ettik. Bu sonuglara ek olarak, periferik kan
orneklerinde yaptigimiz ekspresyon analizinde bu genin ifade diizeyinin timor dokusunda oldugu
gibi artig gostermedigini aksine azaldigini tespit ettik. Bu sonuglara gore bu genin ifade diizeyindeki
artig tiimor dokusuna 6zgii olup, sistemik etkisi olmadigindan dolayi periferik kandaki ekspresyon
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diizeyi bu durumdan etkilenmemistir. Yaptigimiz ¢aligmanin temel amaci olan invazif olmayan bir
yontemle pankreas kanserinin tespit edilmesinde kullanilabilecek uygun bir biyobelirte¢ olma
0zelligini sahip olmadigini ifade edebiliriz. Ancak bunu kesin olarak ifade edilebilmesi i¢in daha
biiyiik bir 6rneklem grubunda benzer sonuglarin valide edilmesi gerekmektedir.

Moz vd. yaptiklar1 ¢aligmada 8 PDAC, 4 kronik pankreatit, 4 PDAC olmayan 30 saglikli
ve farkli sayida tiimorden elde edilen dokularda MMP8, MMP9, S100A8 ve S100A9 genlerinde
ekspresyon diizeylerine bakilmis olup, PDAC'de bu oranin %66 tespit edilmistir. Artan doku ve
kan MMP9 ekspresyonunun PDAC ile iliskili diyabetes mellitus ile iligkili oldugu saptanmigtir
[218]. MMP’ler genellikle kanserle ilskilendirilmis enzimlerdir. Ozellikle agresif ve yiiksek
metastaz 0zelligi gosteren kanser hiicrelerinin ¢evre dokulara invazyon yapmasinda ekstraseliiler
matriksin degradasyonunda énemli rol oynadiklar1 bilinmektedir. Elde ettgimiz sonuglarda Sekil
4.54.°de goriildigii gibi hem periferik kan orneklerinde hem tiimér dokusunda bu genin ifade
diizeyinin artmig oldugunu tespit ettik.

Bu sonuglara gore, MMPS8 geninin pankreas kanserinin agresif ve invazyon yeteneginin
yiiksek olmasinda 6nemli bir rol oynadig: iddia edilebilir. Burada bizim igin en énemli sonug bu
genin ifade diizeyinin hem tiimor dokusunda hem de periferik kan 6rneklerinde artmis olmasidir.
Yani doku spesifik ekspresyon artisinin kanda da valide edilmis olmast MMP8 genini pankreas
kanserinin teshis edilebilmesinde kullanilabilecek molekiiler bir biyobelirteg adayr olarak
karsimiza ¢ikarmaktadir.

Song vd. yaptiklar1 calismada 314 hepatoceliiler kanseri olan hastay1 incelemis olup
bunlardan 238 hastada FOXO3 protein ekspresyon seviyesinin arttigini rapor etmislerdir [219].
Bizim yaptigimiz ¢alismada da FOXO3 geninin hem periferik kan grubu hastalarinda hem de
pankreas timor dokusunda ekspresyon seviyelerinin arttigi Sekil 4.44’de gdsterilmistir. Bu
durumda FOXO3 geninin pankreas kanseri erken teshisinde kullanilabilecegini 6n gérmekteyiz.

Serra vd. 2009 yilinda yaptiklar1 ¢alismada 69 pankreas endokrin tiimoru olan hasta
incelenmis olup bunlardan 29 tanesi erkek 40’1 kadin olup yas araligi ise 23-80 arasindadir.
Bunlardan 47 hastada CEACAMI1 geninin ekspresyon seviyesine artis oldugunu tespit etmiglerdir
[220]. Islam vd. yaptiklar1 ¢alismada vinculin mRNA ekspresyon seviyelerini ve vinculin ile
pankreas kanseri olan hastalarin sag kalim oranlarini incelemislerdir. Pankreas kanseri olan
hastalarda vinculin seviyesinin arttigin1 ve vinculin seviyesi arttikca da hastanin hayatta kalma
sansinin diisiik oldugunu rapor etmiglerdir [221].

Yang vd. yaptiklar1 ¢aligmada 220 hepatit B viriisii ile iligkili olan hepattoseliiler karsinoma
hastalarinin Geo Data setten verileri indirilip biyoinformatik arastirma yapmislardir ve HSPA9 ve
diger HSP iiyelerinin tumor dokularinda ifadelerinin arttigin1 gézlemlemislerdir [222]. Yaptigimiz
doktora tez sonuglarina gore; HSP90OB geninin hem periferik hasta kan orneklerinde hem de
pankreas timdr dokusunda ekspresyon seviyelerinin yiikseldigini Sekil 4.55’de gosterildigi gibi
tespit ettik. Bu anlamda HSP90B geninin pankreas kanserinin teshisinde kullanilabilecek aday bir
gen oldugunu 6ngdrmekteyiz.

Zhou vd. yaptiklar1 bioinformatik caligmasinda pankreas kanseriyle iligkili olan 6 tane
potansiyel arsenik trioksit hedef genleri arastirmiglardir. Bu genler AKT1, CCND1, CDKN2A,
IKBKB, MAPK1 ve MAPK3’tiir. Bu genlerin mutasyon bilgileri toplanmiglardir ve sonugta bu
genlerin birden fazla kanser tiirtiyle iliskili oldugu saptanmustir [223]. Schneider vd. yaptiklari
calismada PDAC hastalarinda GADD45 alfa’nin mRNA ve protein seviyesinde yiiksek miktarda
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ifade edildigini bu durumun da pankreas kanseri hiicrelerinin proliferasyonu arttirdigini tespit
etmislerdir [224].

Cheng vd. yaptiklar1 ¢alismada 78 tane PDAC hastada kinaz ailesinden bir serin/treonin
protein kinaz olan IKB seviyesine poliklonal antikoru kullanarak immiinohistokimyasal olarak
incelemislerdir bunlardan 50 hastada IKK seviyesinin yiiksek miktarda arttigini bulmuslardir [225].
Yaptigimiz calismada IKBKB geninin hem pankreas tiimér dokusunda hem de periferik kan
orneklerinde ekspresyon seviyelerinin arttigini Sekil 4.46°da tespit etmis olduk. Bu da ¢aligmamizla
yapilan biyoinformatik ¢alisma arasinda paralellik oldgunu gostermektedir.

Gebauer vd. yaptiklar1 ¢aligmada; PC olan farelerde CEACAM 5 ve 6 ekspresyon seviyesini
incelemislerdir. Her ikisinin de ekspresyonu lenf nodu varligini géstermigken, yilksek CEACAMG6
ekspresyonuna sahip olanlarda ise uzak metastaz olusturdugunu tespit etmislerdir [226]. Bizim
biyoinformatik analizlerimiz sonucunda belirlemis oldugumuz hedef gen listesinde bulunan
genlerden CEACAMS geninin ekspresyon diizeyleri hem periferik kan 6rneklerinde hem de tiimor
dokusunda belirlenmistir. Analizler sonucunda CEACAMS geninin ifade diizeyinin hem periferik
kan orneklerinde hem de tiimor dokusunda arttig1 tespit edilmistir. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda
bizim sonuclarimizda tespit ettigimiz gibi CEACAMS ve 6 genlerinin artmis ifade diizeyinin kotii
prognoz ve uzak metastaz ile iligkili oldugu gosterilmistir. Elde ettigimiz sonuglara gére pankreatik
kanser grubunda bu genin ifade diizeyinin yiiksek olmasi kanserin agresif ve metastatik 6zellik
gostermesinde dnemli bir rol oynadigini diisiindiirmektedir.

Hao vd. yaptiklar1 calismada; 42 PC hastasi, 31 kronik pankreatit olan ve 20 hi¢ bir hastalig1
olmayan saglikli bireyleri ¢alismaya dahil etmislerdir ve bu kisilerin EGF ve TGF-a mRNA ve
protein ekspresyon seviyeleri incelenmistir. EGF seviyesinin PC olan kisiler daha fazla ifade
edildigi rapor edilmistir [227]. Walsh vd. yaptiklar1 ¢alismada 72 pankreas kanseri tlimor
vakasinda EGFR ve HER2 ekspresyonu immiinohistokimya olarak incelenmis olup; pankreas
timorlerinin %44'inde EGFR ifade edilirken, HER2 nin hastalarin sadece %1'inde ifade edildigini
saptamiglardir [228]. Bizim doktora tez ¢alismamizin sonuglarina goére . EGF ve EGFR genlerinin
hasta periferik kan 6rneklerindeki rolatif ekspresyon diizeyleri kontrol grubu 6rneklerine kiyasla
anlamli bir diizeyde azalma gostermistir. Oysa kontrol grubunda ise ekspresyon sevilerinin arttig

gbzlenmistir.

Yildirim, yaptig1 calismada 62 tane mide kanseri hastasi olan kisilerin FFPE doku 6rnekleri
alinmig ve immiino histokimyal metod kullanilarak EGFR ekspresyon seviyeleri (-) ve (+) olanlar
belirlenmis EGFR ekspresyonu (+) olan 48 (%77.42) hastanin K-ras geninin kodon 12’ye ait GG,
GC ve CC genotip frekanslari sirasiyla; GG; %93.62, GC; %6.38 ve CC; %0; olarak bulunmustur.
Ancak Kodon 13’e ait genotip frekanslari ise CC; %74.07 CG; %25.93 GG; %0 olarak tespit
etmislerdir [229].

Lee vd. yaptiklar1 ¢alismada; 162 kisiden CPSF4'{in hedef genlerini tanimlamak igin
kromatin immiino presipitasyon karsilastirmasi1 yapmislardir. MDM4'iin p53 ve MDM2'iin

ekspresyonunu etkilemedigini ve CPSF4'in MDM4'iin ekspresyonunu regule ettigini rapor
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etmislerdir. CPSF4-MDM4 diizeyi yiiksek olan hastalarin meme kanseri olan ve TNBC alt tipi olan
hastalarda daha kotii prognozla iliskili oldugunu ortaya koyulmustur [230].

Gonzalez-Tablas vd, yaptiklar1 ¢calismada; Bioblastoma multiforme'de (GBM) hastasi olan
kisilerden alinan 42 normal beyin dokusunda gen ekspresyonu yapilmis olup, EGFR ve
PDGFRA'daki intragenik silmelerin analizi ile birlikte dort gen igin interfaz FISH analizine
bakmiglardir. Ekspresyon diizeyinde CDK4’ilin (%90) yiiksek derecede eksprese oldugu, EGFR
(%58) ve PDGFRA (%58) daha az ekspresyon degeri verdigini belirtmiglerdir [231]. Bu da

yaptigimiz ¢aligma ile paralellik gostermistir.

Alatawi vd, yaptiklar1 calismada 466 denekli bir calisma olan SKCM-US veri kiimesinden
ornekleri almiglardir ve Uluslararasi Kanser Genom Konsorsiyumu veri analiz etmislerdir.
Melanomagenezde MDM4 kat degisiminin ve ifade diizeylerinin yiiksek oldugunu tespit
etmislerdir [232].

Zhao vd, yaptiklar1 ¢alismada; akciger kanseri tani ve tedavisi géren 330 hasta {izerinde
EGFR, KRAS, BRAF genlerinin mutasyonu ve PDL1 ekspresyonunu karsilagtirmislardir. Elde
edilen verilere géore EGFR ve KRAS genleri farkl: tip akciger kanserli hastalarda eksprese olduguna
ve Akciger adenomkarsinomlu hastalarda gen mutasyonu ve pdll ekspresyonunun yiiksek

oldugunu rapor etmislerdir [233].

Tokunaga vd, yaptiklari ¢alismada; EGF ve reseptorii olan c-erbB-2’nin insan mide
kanserindeki rolii esas alinarak incelemislerdir ve EGF’nin immiinohistokimyasal olarak mide
kanserinin %26’sindan etkili oldugu gozlemlemislerdir. Mide kanserinin %15’inde 0 EGF ve EGF

reseptorii i¢in pozitif oldugu sonucuna varmislardir [234].
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5. SONUCLAR

Bu tez ¢alismasinda pankreas kanserinin genom boyu ifade profili biyoinformatik araglar ile
analiz edilecek ve molekiiler bir profili ¢ikarildi. Bu sekilde pankreas kanserinin molekiiler
alttipleri konusunda bilgiler elde edildi. Pankreas kanserinin molekiiler alt tiplerinin belirlenmesi
durumunda kisiye 6zgii tedavi uygulamasi yapilabilecek ve daha etkili tedavilerin gelistirilmesi i¢in
On bilgi sagladi. Yapilan bu c¢alisma sonucunda elde edilen verilerin klinik kullanima ge¢me
potansiyeli ¢ok yiiksektir. Biyobelirte¢ aday1 genlerin belirlenmesi ile hastaligin invazif olmayan
bir molekiiler yontem ile teshis edilebilmesi aynmi zamanda hastaligin prognozunun
degerlendirilmesi miimkiin olabilecektir. Giiniimiizde 6zellikle sagkalim orani ¢ok diisiik olan
pankreas kanserinde (5 yillik sagkalim orani yaklasik % 5) erken teshiste kullanilabilecek
biyobelirte¢ arastirmalart olduk¢a O6nem arz etmektedir. Bu sekilde hastaligin teshisinde ve
tedavisinde ortaya g¢ikan ¢ok yliksek maliyetlerin diistiriilmesi, daha etkili tedavi segeneklerinin
ortaya ¢ikmasi, hastalarin sagkalim oranlarinin ve yasam kalitelerinin yiikseltilmesi gibi etkileri
olacaktir.

MD Andersen Cancer Center gibi 6énemli kanser merkezlerinde her bir kanser tiirli i¢in
genetik danismanlik hizmeti verilmektedir. Genetik danigmanlik igerisinde hastanin sahip oldugu
riskler veya durumuna gore bazi molekiiler testler tavsiye edilmektedir. Bu testler her bir kanser
tiri icin belirlenmis gen panellerini icermektedir. Bu sekilde hastaligin erken evrede teshis
edilmesi, risk analizi yapilmasi, hastalifin molekiiler tipinin belirlenmesi ve bu belirlenen
molekiiler tipe en uygun olan tedavinin verilmesi amaglanmaktadir.

Pankreas kanserine 6zgli gen panellerinin (molekiiler biyobelirtecler) belirlenmesi ile
molekiiler tanida ve hastaligin seyrinin degerlendirilmesinde kullanilabilecek yeni biyobelirtecler
ve tani1 kitlerinin gelistirilmesi saglik alanina biiytik katki saglayacaktir.

Molekiiler diizeyde biyobelirteg tespit ¢alismalari hem diinyada hem tilkemizde biiyiik nem arz
etmektedir. Yapilacak olan bu ¢alismada pankreas kanserinin molekiiler diizeyde analiz edilmesi
ile ayn1 zamanda bu patolojinin kisiye 6zel molekiiler alt tiplendirmesi de yapilmis olacaktir.

Belirlenecek olan biyobelirteg aday1 genler ile hastaligin erken evrede teshis edilmesi veya
hastaligin prognozunun degerlendirilmesi yapilabilecektir. Tespit edilen ve validasyonu yapilan
molekiiler biyobelirteglerin yeni tami kitlerinin gelistirilmesinde kullanilma potansiyeli
bulunmaktadir. Bu ¢alismanin sonuglari, klinik kullanima gegme potansiyeli oldukga yiiksek olan
bilgiler iiretebilecektir. Ve bu anlamda translasyonel bir ¢alisma 6zelligine sahiptir.

Ozellikle onkoloji alaninda kisisellestirilmis terapilerin éneminin farkina varildig1 ve daha
etkin miicadele sagladig1 diisliniildiigiinde bu uygulamanin ne kadar etkili olabilecegi daha iyi

anlagilmaktadir.



5.1. ONERILER

Pankreas kanseri, tanis1 ve tedavisi olduk¢a zor olan, yiiksek derecede metastatik 6zellikte
olup oldukca kotii prognozlu ve sagkalim orani diisiik bir malignitedir. Pankreatik duktal
adenokarsinom (PDAC), pankreas kanserleri icinde en sik goriilen tip olup olduke¢a kétii prognoza
sahip bir kanserdir. Heterojen bir malignite olan pankreas kanserinde tiimor ve kan dokusunun
genom boyu gen ifade profilinin ¢ikarilmasi ile hastaligin ortaya ¢ikis ve ilerleme siirecinde rol
oynayan molekiiler mekanizmalar belirlenebilir. Belirlenen bu molekiiler mekanizmalarin, bu
hastalik icin risk analizi yapilmasinda, erken evrede teshis edilmesinde, prognozunun
degerlendirilmesinde ve tiimoriin  molekiiler alttiplerinin  belirlenmesinde  kullanilip
kullanilamayacagi olduk¢a 6nem arz etmektedir.

Molekiiler diizeyde biyobelirteg tespit caligmalar1 hem diinyada hem iilkemizde biiyiik 6nem
arz etmektedir. Yapilacak olan bu calismada pankreas kanserinin molekiiler diizeyde analiz
edilmesi ile ayn1 zamanda bu patolojinin kisiye 6zel molekiiler alt tiplendirmesi de yapilmis
olacaktir. Bu tez caligmasinda belirlenen biyobelirte¢ aday1 genler ile hastaligin erken evrede teshis
edilmesi veya hastaligin prognozunun degerlendirilmesi yapilabilecektir. Tespit edilen ve
validasyonu yapilan molekiiler biyobelirteglerin yeni tani kitlerinin gelistirilmesinde kullanilma
potansiyeli bulunmaktadir. Bu ¢alismanin sonuglari, klinik kullanima ge¢cme potansiyeli olduk¢a
yiiksek olan bilgiler iiretebilecektir. Ve bu anlamda translasyonel bir ¢alisma 6zelligine sahiptir.

Ozellikle onkoloji alaminda kisisellestirilmis terapilerin 6neminin farkina varildig1 ve daha
etkin miicadele sagladigi diisiiniildiigiinde bu uygulamanin ne kadar etkili olabilecegi daha iyi

anlasiimaktadir.
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