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1. GIRIS VE AMAC

Diinya Saghk Orgiitiiniin GLOBOCAN 2020 verilerinde 2020'de Pankreas
kanseri sebebiyle, her iki cinsiyet ve her yastan 466.003 6liim goriilmiistiir ve bu
rapordaki verilerden yola c¢ikilan tahminlerde Amerikan Kanser Toplulugu’na
(American Cancer Society) gore 2023 yilinda ABD’de yaklasik 2 milyon kanser
vakas1 beklenmektedir (1). Ayni zamanda 2023 yilinda beklenen kanser iligkili 6liim
say1s1 600bin kisi olup bu sayilarda pankreatik kanserin pay1 64bin yeni vaka ve 50bin
Oliim olarak tahmin edilmektedir (1,2). Tiim yeni kanser vakalar i¢inde pankreas
kanseri %3,2 hacim kaplarken oliim istatistiklerinde %8,2 yeri bulunmaktadir.
Bununla birlikte pankreas kanseri tanist alan hastalarin 5 yillik yasam beklentisi;
lokalize evrede %42, bolgesel tutulum ile tan1 alanlarda %14, uzak tutulum goriilmiis

vakalarda ise %3 olmak iizere tiim evreler hesaba katildiginda %11,5 oranindadir (2).

Retroperitoneal bir organ olan pankreasin anatomik komsuluklar1 ve hem
¢olyak arter hem de siiperior mezenterik arterden beslenen kanlanmasi sebepleriyle
malignitelerinde metastaz goriilmesi kolaydir (3). Tani esnasinda uzak tutulum
gosterme olasiliginin yiiksek olmasi hastalifin prognozunun kotii ve mortalitesinin
yiiksek olmasiyla iligkilidir. Tiim maligniteler arasinda Oliimlerde Onemli yer
tutmasiyla birlikte; cerrahi tedavilerin morbiditesi yliksek olmakta ve konvansiyonel
ilag tedavilerine iyi yanit vermemektedir (4). Malignite tiirleri arasinda insidansinin
artis gostermesi pankreas kanserinin gelecekte kansere bagli dliimlerde ¢ok daha

onemli hale gelecegine isaret etmektedir.

Mevcut tedavilerin yan etki profilinin yiiksek olmasi, tedaviye verilen cevap
oranindaki yetersizlik ve kanser tiirlerinin prevelans artiglar1 sebebiyle bilim insanlari
yeni veya yardimci tedaviler hakkinda arastirmalara yonelmislerdir (4-6). Ayni
zamanda Uimit verici goriinen yeni bir molekiiliin hiicrelerde apoptoza neden olmasi

immiin yanit1 sinirlayarak hastaya immiin yan etkiler olusmamasi agisindan énemlidir
(7).

Giliniimiizde bitkisel kaynakli antioksidan molekiil arastirmalar1 hiz
kazanmistir. Vanilya bitkisi igeriginde bulunan Vanillin molekiilii ve bu molekiiliin

derivasyonu olan Aposinin anti kanser arastirmalarda umut verici olarak goriilmiistiir



(8). Diaposinin aposinin homo-dimeri olup ndroprotektif etkisi pek ¢ok calismada

gosterilmistir. Diaposinin molekiilii hakkinda antikanser ¢caligmalar kisith kalmistir.

Calismamizda Diaposinin molekiiliiniin insan pankreas kanseri hiicre hatti
PANC-1 iizerinde antikanser etkinlik gosterip gostermedigini, hiicre 6liimiine neden

olup olmadigini arastirmak ve apoptoz iliskisini degerlendirmek amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Pankreas ve Pankreas Kanseri

2.1.1. Pankreasin Anatomi ve Fizyolojisi

Pankreas, midenin posteriorundan dalagin lateraline uzanan retroperitoneal bir
organ olarak konumlanmistir. Pankreas viicuda saklanmis bir organdir. Ciinkii ¢cok
onemli gorevleri olan bir organ oldugu i¢in ¢ok iyi korunmak amaciyla saklanmistir.
Normalde omurlarin 6niinde ve karin boslugunun hemen arkasinda -ki bu bolgeye tibbi
anlamda retroperitoneal bolge diyoruz- arka peritonun da arkasma yerlesmistir.
Oniinde mide vardir ve pankreasin basin1 da onikiparmak bagirsag1 adeta gepegevre
sarmistir (C harfi seklinde). Bu bez hem sindirim sisteminin ekzokrin fonksiyonlarina
hem de endokrin sistemin hormon iiretimine katki saglar. Anatomik olarak, pankreas

bas, boyun, gévde ve kuyruk olarak dort ana boliimde incelenmektedir (Sekil 1) (9).

1- Bas (Caput): Pankreasin en genis boliimiidiir ve duodenumun C seklindeki

kivriminin i¢ine yerlesir. Sindirim enzimlerinin salgilandig1 hiicreler igerir.

2- Boyun (Collum): Bas ile govde arasinda yer alan bdliimdiir. Superior

mezenterik arter ve venin arkasinda konumlanmastir.

3- Govde (Corpus): Pankreasin en uzun bolimiidiir. Superior mezenterik arter

ve venin lizerinde yer alarak karnin merkezine dogru uzanir.

4- Kuyruk (Cauda): Bez, sol lateral bolgede dalagin yaninda yer alan daha ince

bir uzant1 seklinde sonlanir.
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Sekil 1: Pankreas Anatomisi (9)

Pankreas, insan viicudunun sindirim sisteminin ayrilmaz bir parcast olarak
ekzokrin fonksiyonlariyla onemli bir role sahiptir. Ekzokrin pankreas, sindirim
enzimlerini ve bikarbonat gibi salgilar iireten 6zellesmis hiicre gruplar araciligiyla
besin maddelerinin sindirimine ve emilimine yonelik kritik bir katki sunar. Bu islev,

pankreatik ekzokrin hiicrelerin sentez, salgi ve diizenlenme yollar1 ile saglanir (10,11).

Pankreatik ekzokrin islevlerin temel tasiyicilari asiner hiicrelerdir. Bu hiicreler,
pankreasin biiyiik bir kismini olusturur ve enzimlerin tiretildigi ve salindig1 yerlerdir.
Protein, yag ve karbonhidratlarin sindirimi i¢in gereken sindirim enzimleri asiner
hiicrelerinde tiretilir. Proteazlar, lipazlar ve amilazlar gibi ¢esitli enzimler, proteinlerin,
lipidlerin ve karbonhidratlarin molekiiler yapilarin1 parcalayarak daha kiigiik,

sindirilebilir bilesenlere doniistiirmekte etkin rol oynar (10,11).

Asiner hiicreleri, sitoplazmalarinda yliksek miktarda endoplazmik retikulum ve
ribozomlar igerir. Bu organeller, sindirim enzimlerinin {iiretildigi yerlerdir. Protein
sentezi sonucu iiretilen enzimler, graniillerde toplanir ve hiicrenin apikal yiizeyine
dogru tasinir. Burada, besin maddelerinin sindirimi i¢in gereken enzimler bagirsak
liimenine salgilanir. Bu salgilama islemi, ekzokrin pankreasta yliksek diizeyde aktif
olan sekresyon graniillerinin hizli bir sekilde hiicre zarina birlestirilmesiyle gerceklesir
(10-12).



Pankreastan salgilanan sivi, sadece sindirim enzimlerini igermez; ayni
zamanda bikarbonat (HCOj3") iyonlan ile zenginlestirilmistir. Bikarbonat iyonlart,
pankreas tarafindan iiretilen sodyum bikarbonatin yiiksek seviyeleriyle birlestirilir. Bu
bikarbonatli sivi, sindirim enzimlerinin aktivitesini optimize ederek sindirim
stireclerini destekler. Ayrica, mide asidini nétralize ederek on iki parmak bagirsagina

daha uygun bir pH saglamaya yardimci olur (10-12).

Pankreasin ekzokrin fonksiyonlari, hormonal ve noral mekanizmalarla siki bir
sekilde diizenlenir. Gastrointestinal sistemin farkli bolgelerinde salgilanan hormonlar,
pankreasin enzim {iretimini ve salgilamasini yonlendirir. Ornegin, duodenumdan
salgilanan sekretin hormonu, pankreasin bikarbonat salgisini artmasina ve mide
asidininin noétralize olmasinda fonksiyon gérmektedir. Benzer sekilde, duodenumdan

salgilanan kolesistokinin hormonu da pankreasin sindirim enzimlerini salgilamasini

artirtr (10-12).

Pankreas, endokrin sistemin 6nemli rol alan Langerhans adaciklari araciligiyla
endokrin hormonlarin tiretildigi ve diizenlendigi bir organdir. Bu adaciklar, viicudun

enerji metabolizmasini dengelemek igin vital bir rol oynarlar (Sekil 2) (13).

splanic artery

& o- cell (glucagon)
. B-call (insulin)

N B-pancreas (somalosialin)

@ c-cails (ghrefin)

Sekil 2: Pankreas Langerhans adaciklar1 ve Pankreas i¢inde yerlesimleri (14)

* PP-calls (pancreatic palypeptida)



Beta Hiicreleri: Langerhans adaciklarinin ana hiicre tipi olan beta hiicreleri,
insiilin hormonunu salgilar. Insiilin, glikoz metabolizmasim diizenlemede merkezi bir
oyuncudur. Glikoz, sindirim sonrasi bagirsakta emilir ve kana karisarak kan glikoz
seviyesini yiikseltir. Beta hiicreleri, yiliksek plazma glikoz seviyelerini algilayarak
insiilin iiretirler. Insiilin, hiicre zarlari iizerindeki GLUT-4 reseptdrleri araciligiyla
hiicre i¢ine glikozun girisini kolaylagtirir. Bu, hiicrelerin glikozu enerji liretimi i¢in
kullanmasini saglar ve ayni zamanda karacigerde glikozun depolanmasini tesvik eder

(14).

Alfa Hiicreleri: Langerhans adaciklarinin diger bir hiicre tipi olan alfa
hiicreleri, glukagon hormonunu iretir. Glukagon, diisiik kan glikoz seviyelerinde
aktive olur. Alfa hiicreleri, aglik veya egzersiz sirasinda glukagon tiretimini artirirlar.
Glukagon, karacigerde depolanan glikojenin glikoza doniisiimiinii tesvik eder. Bu,

kandaki glikoz seviyesini artirarak enerji kaynaklarimi saglar (14).

Delta Hiicreleri: Delta hiicreleri, somatostatin hormonunu iireten hiicrelerdir.
Somatostatin, sindirim sisteminin isleyisini diizenler. Bu hormon, mide ve
bagirsaklardaki hareketleri inhibe eder, bu da sindirim siire¢lerinin kontroliinii saglar.
Ayrica insiilin ve glukagon salinimini diizenleyerek kan glikoz diizeylerini

dengelemeye yardimci olur (10,11).

Pankreas Polipeptid (PP) Hiicreleri: Langerhans adaciklarinin daha az yaygin
olan PP hiicreleri, pankreas polipeptid hormonunu iiretir. Bu hormonun islevleri hala
tam olarak anlagilmamis olmakla birlikte, sindirim sistemi salgilarini etkileyebilecegi

distiniilmektedir (10,11).

Pankreas, zengin bir kan damar agina sahiptir. Arteriyel beslenme, superior ve
inferior pankreatikoduodenal arterler araciligiyla gergeklesir. Vendz drene ise portal
ven sistemine bagl olarak saglanir. Ayni1 zamanda otonom sinir sistemi, pankreasi

inerve ederek hormonal salinimi ve sindirim siire¢lerini diizenler (15).



2.1.2. Pankreas Kanseri

Diinya Saglik Orgiitiiniin GLOBOCAN 2020 verilerinde 2020'de Pankreass
kanseri sebebiyle, her iki cinsiyet ve her yastan 466.003 6liim goriilmiistiir ve diinya
genelinde kanserler arasinda yedinci siradadir (2). Baska kanser tiirlerinin aksine,
pankreas kanseri goriilme siklig1 artis gostermektedir (1,2). Insidans1 ve mortalitesi
artan yasla iligkili oldugu goriilen Pankreas kanseri erkeklerde kadinlara gore daha sik
goriilmektedir (2). Tam alan hastalarda genellikle ileri evreler veya uzak organ
metastazlari bulunmaktadir (16). Bu konudaki ¢ok énemli bir unsur olarak karsimiza

hastaligin erken evresinde belirgin spesifik semptomlar goriilmemesi ¢ikmaktadir.

Duktal adenokarsinoma, pankreas kanserinin %85-90'm1 olusturmakta ve cevre
dokulara ve uzak organlara metastaz yapma kabiliyeti yiiksek bir kanser tiirtidiir (17).
Pankreas kanserlerinin biiylik orani yaklasik %78'i pankreas basinda (3), %11'i

gbovdesinde ve %11'1 kuyruk kisminda bulunur.

-€—— Portal ven (Karaciger toplar damari)

\<«— Duodenum (Onikiparmak bagirsagi)

A 0

Superior mezenterik arter ve ven
(Barsak atar ve toplar damarlari)

Sekil 3: Pankreas Adenokarsinomalarin Goriildiikleri Bolgeler ve Sikliklari (3)



Diinya c¢apinda yaygin kanser ¢esitleri arasinda 14. sirada ve kansere baglh
mortalite siralamasinda 7. sirada yer alan pankreas kanseri, teshisi ve tedavisi zor bir
hastaliktir (3,18). Agresif yapist nedeniyle hizli yayilir ve o6ldiiriicii olabilir. Bu
nedenle erken tani, tedavi i¢in en 6nemli bilesen olarak goriliiyor (16-19). Modern
tekniklerin kullanilmasina ragmen heniiz etkili bir ilag gelistirilememistir. Erken tani
konulmus hastalar i¢in cerrahi rezeksiyon iyilestirici bir tedavi secenegi sunar. Tedavi
sonrasi niiks goriilme ihtimali diisiik degildir (16-19). Calismamizda kullanacagimiz
PANC-1 hiicre hatt1 siklikla goriilen adenokarsinom kaynakli pankreas kanserinin
izole edilmis hiicre hattidir. Pankreas adenokarsinomu oldukc¢a kotli prognozludur,

genel olarak 1 yillik sagkalim oran1 %24 ve 5 yillik sagkalim oran1 %9 olarak goriiliir.

Pankreas  duktal adenokarsinomlarin  karsinogenezinde, pankreatik
intraepitelyal neoplaziler (PanINs) olarak da adlandirilan non-invaziv, neoplastik
lezyonlar invaziv karsinomaya doniisiir (Sekil 4). PanIN'ler pankreatik kanallarda
bulunan kiigiik, 5 mm'den kii¢iik lezyonlardir. 1 cm'den biiyiik intraduktal papiller

mucus neoplazmalari (IPMN) bu 6zelliklerinden farklidir (21).

PanIN-1A ve 1B gibi erken evrelerde telomer kisalmasi ve onkogen K-RAS
mutasyonlart goriilmektedir. PanIN-2, ara evrede pl6 tiimor baskilayici genin
inaktivasyonunu, PanIN-3 ise ge¢ evrede p53, BRCA2 ve SMAD4 (DPC4) tiimor
baskilayic1 genlerin inaktivasyonunu inaktivasyonunu gosterir (Sekil 2). invaziv
duktal adenokarsinoma doniisiimii, klonal se¢ilim yoluyla kazanilmig bu 6zelliklerden
olusur (22). IPMN'ler, kalin mukus sekresyonu ve intraduktal papiller biliyiime ile

tanimlanir.
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Sekil 4: Pankreas Intraepitelyal Neoplazilerin ilerleme asamalar



IPMN'ler patolojik olarak, invaziv karsinomlara kadar uzanan farkli

derecelerde displaziler gosterebilir.

IPMN'ler, epitelyal displazinin derecesine gore ii¢ kategoriye ayrilabilir: diisiik
dereceli displazi (adenom veya benign), orta dereceli displazi (sinir) ve yiiksek dereceli
displazi (malign). Ana kanal IPMN'lerin yaklasik %601 yliksek derece displazi

gosterir ve %45'1 invaziv karsinomla baglantilidir (23).
2.1.3. Pankreas Kanseri Epidemiyolojisi

Pankreas kanserinde sagkalim, yas, cinsiyet, kanser tiirii, tan1 aninda evreleme,
timor boyutu, tedavi yontemlerinin farkliliklari ve saglik sistemlerinin bulunabilirligi
gibi bircok faktorden etkilenir. Yasam tarzi da en 6nemli faktorlerden biridir (24).
Pankreas kanseri, agresif bir hastaliktir ve gelismis iilkelerde kanser 6liim nedenleri
arasinda yedinci sirada yer almaktadir. Ayrica, Amerika Birlesik Devletleri'nde kanser
Oliimleri acisindan ii¢iincii sirada yer almaktadir (1). Pankreas kanseri, GLOBOCAN'a
gore Oliime neden olan yedinci en yaygin kanserdir (2). Arjantin, Orta Avrupa, Kuzey
Amerika ve Avrupa llkeleri en yiiksek insidans oranlaria sahipken, Afrika ve Dogu
Asya tilkeleri en diisiik insidans oranlarina sahiptir (21). Pankreas kanseri, Orta-Dogu
Avrupa ve Japonya'da erkeklerde kadinlardan daha yaygindir. Malawi ve Gine en
diisiik oranlar kaydetti (25). Kadinlarda pankreas kanseri goriilme sikliginin en fazla
oldugu {ilkeler Bat1 ve Kuzey Avrupa iilkeleri, Kuzey Amerika ve Avustralya'dir.
Dogu Afrika ve Giineydogu Asya, kadinlarda pankreas kanseri riskinin en diisiik
oldugu yerlerdir (25). Sigara i¢cmenin kadin ve erkeklerde zamansal egilimleri,
pankreas kanseri mortalitesi ile iligkili oldugu gosterilmistir (26). Gelismis lilkelerde,
ozellikle erkeklerde sigara igmenin azalmasi, pankreas kanserinde 6liim oranlarinin

azalmasina katkida bulunuyor (27).
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2021°de yapilmig bir arastirmada Tiirkiye'de yillik insidans erkeklerde ve
kadinlarda degismekle birlikte, tan1 aninda hastalarda hastaligin %52 oraninda uzak
dokulara yayildigi ve %26 oraninda hasta popiilasyonunda bolgesel yayildig
belirlenmistir. Hastalarin yiizde on ila yirmisinde tiimor cerrahi olarak ¢ikarilabilir
asamadaydi. Bu veriler, pankreas kanserinin bir yillik genel sag kalim oraninin %26
ve bes yillik sag kalim oraninin %6 oldugunu gdstermektedir. Hastalarin %70'1 55-84

yaslar1 arasindaydi (28).

2.1.4. Pankreas Kanseri Risk Faktorleri

Degistirilebilen Degistirilemeyen
Sigara kullanimi Cinsiyet

Alkol kullanimi1 Yas

Obezite Sosyoekonomik Durum
Diyabetes mellitus Irk

Vitamin D diizeyi

Beslenme Aliskanliklari

Tablo 1: Degistirilebilen ve Degistirilemeyen Pankreas Ca Risk Faktorleri

Sigara Kullanimi: Pankreas kanseri riski, sigara igme siiresi ve giinliik icilen
sigara sayisi ile artar. Sigara igenlerde, icmeyenlere gore risk yaklasik iki kat daha
fazladir (27). 2012 yilinda, Avrupa Prospektif Kanser Arastirmasi (EPIC) ¢alismasi,
giinde icilen her bes sigara i¢in pankreas kanseri riskinin arttigini ve ayrica pasif

iciciligin pankreas kanseri riskini %50 oraninda artirabilecegini gostermistir (29).

Alkol Tiiketimi: Pek ¢ok calismaya gore, pankreas kanseri riski yliksek alkol
tilkketimi (giinde tigten fazla icki) ile artmis iligkisi var iken, diisiik ila orta diizeyde
alkol alimui ile bir iligki bulunamamustir (30). Ancak, diisiik ila orta diizeyde alkol alima,

yaninda sigara igenler arasinda artan pankreas kanseri riski ile iligkilendirilmistir (31),
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bu da sigara igmenin alkol-kanser iligkisini arttirabildigini diisiindiirmektedir. Bu
nedenle, diisiik diizeyde alkol tiiketimini alkolii pankreas kanseri i¢in bagimsiz bir risk

faktori olarak dahil etmek zor olabilir.

Obezite: Pankreas kanseri dahil olmak iizere ¢esitli kanser tiirleri i¢in artan risk
ile iligkilidir (32). Bazi arastirmalar obezitenin pankreas kanseri insidansini ve
mortalitesini artirdigin1 bulmustur (32-34). Yapilan bir arastirmada, erken eriskinlik
doneminde fazla kilolu olmanin (viicut kitle indeksi (BMI): 25,0 ile 29,9 kg/m2
arasinda) veya obez olmanin (BMI > 30 kg/m2) daha pankreas kanseri riski yiiksekligi
ile iligkili oldugunu bulmustur. Ayrica, ileri yaslarda (30 - 79 yas) obezite, daha diisiik
genel sagkalim ile iliskilidir(35). Giincel bir meta-analiz hem genel hem de abdominal
bolgede yogunlagsmis kilolu hastalarda artmis pankreas kanseri riski ile iliskili
oldugunu gostermistir (36). Amerikan Kanser Dernegi (ACR) caligmasina gore, her
iki cinsiyette de obez diizeyinde BK1’ye sahip hastalar arasinda pankreas kanseri riski,
daha saghkli BKi’ye (18,5 - 24,9 kg/m2) sahip hastalara kiyasla daha yiiksek
gozlenmistir (37). Sedanter yagsamin da kilo alimina yol agabileceginin yani sira kanser

riskini arttirdig1 da one siirtilmiistiir (38).

Diyabet: Diyabeti olan hastalarda pankreas kanseri goriilme sikligr artmig
bulunmustur (39,40). Epidemiyolojik ¢aligmalar tip 2 diyabet ile pankreas kanseri
arasinda karmasik ve ¢ok yonlii bir iliski oldugunu gostermektedir. Pankreas kanseri
riski, diyabet tanisindan hemen sonra en yliksek seviyeye ulasir ve daha sonra azalir,
tanidan yillar sonra ise yiiksek kalir. Diyabet ile pankreas kanseri arasindaki iliskinin
zamana bagli yonleri, uzun siiredir devam eden diyabetin pankreas kanseri i¢in bir risk
faktorii oldugunu, riski 1,5 ila 2 kat artirdigini, yeni baslayan diyabetin ise timdriin
erken bir belirtisi oldugunu gostermektedir. Uzun siiredir devam eden diyabet ile
pankreas kanseri arasinda dogrudan bir baglantinin olas1 mekanizmalar1 arasinda
diren¢ ve telafi edici hiperinsiilinemi, dolasimdaki insiilin benzeri biiyiime
faktorlerinin yiiksek seviyeleri, hiperglisemi ve diisiik kronik inflamasyon yer alir.
Uzun siiredir devam eden diyabet ile pankreas kanseri arasindaki iliski, kismen asir1
kilo/obezite gibi iki durum arasindaki ortak risk faktorlerinin yani sira diyabet veya
pankreas kanseri tanisi alan hastalarin artan tibbi gozetiminden kaynaklaniyor olabilir.

Pankreas kanseri ile iligkili diyabet muhtemelen paraneoplastik bir etkidir. Pankreas
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kanserinin neden oldugu diyabet, altta yatan asemptomatik kanserin klinik bir belirteci
olabilir. Kanserle iliskili diyabeti tip 2 diyabetten ayirt etmek i¢in klinik 6zelliklerin
ve biyobelirteglerin belirlenmesi, pankreas kanserinin daha erken tespit edilmesine

olanak taniyabilir ve dolayisiyla yonetim ve sagkalimi iyilestirebilir (41).

Diyet faktorleri: Diyetin, pankreas hastaliklar1 da dahil olmak tizere farkl
sindirim sistemi hastaliklar1 ve kanser riskini etkiledigi diisiiniilmektedir. Diyet
pankreas kanseri riski iizerinde %30-50'ye kadar etkilidir ve baz1 gidalarin pankreas
kanserinde risk olusturduguna, bazilarinin ise koruyucu olduguna dair kanitlar vardir
(42). Kirmiz1 et tiikketimi (Ozellikle yiiksek sicaklikta pisirildiginde), islenmis etler,
kolesterol, kizarmis yiyecekler nitrozamin igeriginden otiirli pankreas kanseri riskini
artirabilir (43). Ote yandan, 6zellikle narenciye ve antioksidanlarla zenginlestirilmis

sebze ve meyvelerin tiiketimi, koruyucu bir etkiye sahiptir (44).

Mesleki maruziyetler: Mesleki maruziyetlere bagli (metal isleme ve
pestisitlere maruz kalmay1 igeren) pankreas kanserinin riskinin popiilasyondaki
etiyolojik fraksiyonu %12 olarak tahmin edilmistir (45). Mesleki maruziyetler ve
pankreas kanserine iliskin bir meta-analiz, nikel maruziyeti ile riskin arttigini
bildirmistir (45). Kadmiyum, insan pankreasinda biriken ve pankreas kanseri riskini
ve mortalitesini arttirdig1 bilinen, non-esansiyel bir metaldir (47). Arsenik maruziyeti
artmis kanser riski ile iligkili oldugu diisiiniilmekte fakat bu konu hakkinda ¢ok az
yayin yapilmistir. Yakin zamanda, arsenikle kirlenmis siit tozuna ¢ocuklukta maruz
kalma ile pankreas kanserine bagli 6liimlerin yaklasik iki kat1 arasinda bir baglanti
bulundu (48,49). Bununla birlikte, mikro besinlerin 6nemli bir bileseni olan selenyum
ile ters orantilidir (50). Selenyumun antioksidan reaksiyonlarda kilit rol oynamasina
ek olarak, selenyum, arsenik, kadmiyum ve kursuna maruz kalmanin neden oldugu

oksidatif stresi azalttig1 diistiniilmektedir (50-52).

Cinsiyet: Pankreas kanseri erkekler cinsiyetli bireylerde kadin cinsiyetli
bireylere gore daha sik goriilmektedir. Global olarak, pankreas kanseri insidansi

erkekler i¢cin 100.000'de 5.5 iken kadinlar i¢in 100.000'de 4.0'dir (2).

Etnik koken: Pek ¢ok arastirma, irklar arasinda pankreas kanseri insidansinda

onemli farkliliklar oldugunu goéstermistir. Pasifik Adalilarin ve Asyali-Amerikalilarin
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pankreas kanseri insidansi en diisiiktiir, ancak Afrikali-Amerikalilar Kafkasyalilardan
daha ytiksektir. Siyahlar genellikle diger irk gruplarina gore pankreas kanseri riski
daha yiiksektir (21).

Aile oyKkiisii: Pankreas kanserli bireylerin yaklasik 9%5-10'unun ailede

pankreas kanseri Oykiisiine sahip oldugu tahmin edilmektedir (53).

Genetik faktorler: Genetik varyasyon ve mutasyonlar (Germ-line
mutasyonu), pankreas kanseri riskinin artmasinda onemli bir rol oynar (53,54).
Pankreas kanserli hastalarin yaklasik %10'unda gen varyasyonlar1 veya hastaligi
gelistirmeye yonelik degisiklikler gibi bazi genetik yatkinliklar vardir. Pankreas
kanserinin ayrica Lynch sendromu (kalitsal polipoz olmayan kolon kanseri) gibi

ailesel kanser gibi bazi kanser sendromlari ile iligkili oldugu bulunmustur (54).

GIS (Gastro Intestinal Sistem) operasyonlar:: GIS kanamalarina yonelik
gecirilmis  operasyonlar sonrasinda pankreas kanseri riskinin artabilecegi

diisiiniilmektedir (55).
2.1.5. Pankreas Kanserinde Tani

Hastalarin %80-90"inda pankreas kanseri tan1 aninda rezeke edilmeye uygun
olmayan tiimdrler bulunur ve ¢ogunlukla ileri evrede teshis edilir. Bunun meydana
gelmesinin gesitli nedenleri vardir. Ilk olarak, pankreas kanseri erken evrelerinde
klinik olarak sessizdir. Safra yollarindaki bir tikanikligin bir sonucu olarak karin agrist,
sarilik, kasinti, koyu renkli idrar ve alkolik diski gibi semptomlar pankreasa 6zel
degildir. Ayrica anoreksi, (anoreksiyadan kaynaklanabilen) kilo kaybi, erken doyma,
hazimsizlik ve mide bulantis1 goriiliir. Pannikiilit ve depresyon daha az yaygin

belirtilerdir (56).

Spesifik olmayan semptomlarin genis bir yelpazesi goz oniine alindiginda,
ayirt edilmesi gereken ¢ok sayida hastalik vardir: {ilser, gastrit, pankreatit, abdominal
aort anevrizmasi, lenfomalar ve safra yollari, karaciger, pankreas, mide veya bagirsak
kanserlerinin yani1 sira kolanjit, kolesistit, kolelitiazis, koledokolitiyazis, koledok

kistleri, duodenal veya gastrik kistler (57).
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Sonug olarak, tan1 gecikebilir veya atlanabilir. Abdominal Ultrasonografi ve
trifazik pankreas protokolii bilgisayarli tomografi (BT) (tan1 ve evreleme i¢in yaygin
olarak), manyetik rezonans goriintiileme (MRI) ve sitolojik tani i¢in endoskopik
ultrason ile ince igne aspirasyonu (duyarliligin yaklasik %80 oldugu bildirilmektedir)
tanida kullanilmaktadir (58). Ek olarak, kanser antijeni 19-9'un kan diizeylerinin
6l¢iimii, semptomatik hastalarda tanty1 dogrulamaya ve rezeksiyon sonrast prognozu
ve niiksii tahmin etmeye yardimci olabilir; ancak, timodre 6zgii olmadigl igin
asemptomatik hastalar i¢in bireysel bir tarama yontemi olarak kullanilamaz (59,60).
Tami araglar1 ve farkli tant yontemlerinin kullanimindaki degisiklik, gelismis

ilkelerden gelismemis iilkelere farklilik gosterir.
2.1.6. Pankreas Kanserinde Tedavi

Pankreas kanseri tedavisinde cerrahi, kemoterapi, radyasyon ve palyatif
tedaviler kullanilir. Pankreas kanserinin evresine bagli olarak, multidisipliner

yaklagimlar kullanilarak tedavi secenekleri belirlenir.

Evre 0: Yayilma yoktur. Pankreas kanseri sadece tek katman hiicrelerle

sinirlidir. Pankreas kanseri goriintiileme testlerinde kendini gostermez.

Evre I: Bolgesel biiylime gosterir. Pankreas kanseri, pankreasla sinirli ancak, 2

(evre 1A) veya 2 cm’den fazla (evre 1B) biiyiir.

Evre II: Bolgesel yayilma gosterir. Pankreas kanseri, pankreas disinda biiyiir

veya lenf bezlerinin yakinina yayilir.

Evre III: Daha genis yayilma gosterir. Tiimor, yakinindaki ana damarlara veya

sinirlere yayilir ancak metastaz gostermez.

Evre IV: Bu evrede pankreas kanseri, karaciger gibi uzak organlara yayilim

yapar.
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Evre 1 Evre 2

Evre 3 Evre 4

Sekil 7: Pankreatik Kanser Evreleri

Evre I/Il hastalari, 6dnce cerrahi rezeksiyon ve ardindan adjuvan tedavi ile
tedavi edilmelidir (16,61). Evre I1I sinirinda rezektabl kanserli hastalar rezeksiyondan
once neoadjuvan tedavi gormelidir. Bununla birlikte, bu hasta grubunda neoadjuvan
tedavi kabul edilebilir ancak tartigsmalidir. Evre III lokal ileri hastaligi olan hastalara
kemoterapi ve/veya kemoradyoterapi uygulanmalidir. Bu hastalarin ¢ogu sonunda
metastatik hastaliga yakalanir, ancak bazilarinda cerrahi rezeksiyon diisiiniilebilir.
Genel saglik durumu kotii olanlara destekleyici tedavi verilmelidir; evre IV ve

performans durumu iyi olan hastalar sistemik tedavi alabilir. (16,62).
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2.2. Apoptoz

Apoptoz Tip I hiicre 6liimii olarak da bilinen apoptoz, yaslanmis, islevsiz ve
zarar gormis hiicrelerin belirli mekanizmalar1 kontrol ederek programlanmais bir hiicre
0lim mekanizmasidir. Hiicrenin apoptoz siirecinde, biiziilme, yogunluk artisi,
organellerin bir araya kiimelenmesi, endoniikleaz aktivitesi nedeniyle DNA'nin
parcalanmasi ve hiicre zarinda tomurcuklanma baslamasi gibi morfolojik degisiklikler
meydana gelir. Apoptoz, embriyo doneminde baglayan ve yasamin birgok evresinde
normal geligimin siirdiiriilebilmesi i¢in devam eder. Bu mekanizma kanser gelisimini

Onlermede aktif rol oynar.

Apoptozda hiicre bilesenleri hiicre zarindan disar1 dagilmadigr icin

iltihaplanma meydana gelmez ve apoptozda enerji harcanmaz.

Apoptoz, igsel (reseptor aracill) ve dissal (reseptor aracili) yolaklar tarafindan
baslatilir. I¢sel yolak endoplazmik retikulum (ER) stresi, DNA hasar1, biiyiime faktorii
eksikligi, asir1 liretimdeki reaktif oksijen tiirleri (ROS), replikasyon stresi ve diger

bircok i¢sel uyaran apoptozu baglatabilir (63).

Dissal yolak, hiicre zar1 yiizeyinde bulunan 6liim reseptorlerine ligand baglama
yoluyla sinyal iletimi ile tanimlanir (64). Her iki apoptotik yolakta da hiicre i¢cinde
inaktif olarak bulunan 6zellesmis proteazlar olan kaspazlarin kademeli aktivasyonu
apoptozun baslamasina neden olur. Apoptoz diizenleyici protein ailesinin (BCL-2)
proapoptotik ve antiapoptotik iiyeleri, igsel apoptoz mekanizmasini kontrol eder (63,

64). (Sekil 8).
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Sekil 8. Apoptozun mekanizmalari
2.2.1 Kaspazlar

Kaspazlar, bagisiklik sistemini etkileyen apoptozun tetiklenmesinde aktif rol
alan proteinlerdir. Kaspazlar katalitik bolgelerinde sistein kalintilarini tagirlar ve hedef
proteinleri C- uglarinda bulunan asparttan ayirirlar. Bu kaspazlarin enzim islevi
gdrmesini saglar. Insan viicudunda on ii¢ ¢esit kaspaz bulunur (Sekil 4) ve kaspazlar
yalnizca apoptozu degil, ayn1 zamanda enflamasyonu, hiicre dongiisii ve hiicre
farklilagsmasini da kontrol ederler (66). Baslatici kaspazlar (8,9,10) ve efektor
kaspazlar (3,6,7) amino terminal bolgelerinde kaspaz alim alan1 (CARD) veya 6lim
efektor alan1 (DED) bulundurur. Efektor kaspazlar, baglatici kaspazlarin aksine, amino
terminal alanlar1 icermez ve bu nedenle baglatici kaspaz tarafindan belirli pargalarin

kesilmesi ve aktiflestirilmesi gerekir.

Kaspazlar dogru aktivasyon sinyalleri gelene kadar inaktif kalir. Kaspaz-2 ve
kaspaz-9, reseptor aracili apoptoz yolaginda gorev yapan baslatict kaspazlardir;
kaspaz-8 ve kaspaz-10 ise reseptor aracili apoptoz yolaginda gorev yapan baslatict
kaspazlardir. Asir1 ROS iiretimi nedeniyle, kaspaz-9 veya kaspaz-2 CARD ile apoptoz
proteaz aktivasyon faktoriine (Apaf-1) baglanir. Apaf-1 kaspaz-9'u belirli bir bdlgeden

aywrarak aktiflestirir. Efektor kaspaz-3 kaspaz-2'yi apoptozom kaspaz aktivasyon
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yolunda aktiflestirir, bu nedenle baslatici kaspaz yerine efektdr kaspaz olarak ¢alisir.
Ancak DNA hasar1 nedeniyle meydana gelen apoptoz mekanizmasini géstermek i¢in
yapilan arastirmada kaspaz-2'nin erken aktivasyonu gosterilmistir (67). Kaspaz-2,
DNA hasar1 nedeniyle olusan igsel apoptotik yola katkida bulunur. Inflamatuvar
hastaliklarda doku yikimini baslatan tiimor nekroz faktdr (TNF) veya T lenfositlerden
sentezlenen transmembran 6liim reseptorii ligant1 olan FAS varliginda gerceklesir. Bu,
reseptor aracili apoptoz yolaginda gorevli olan kaspazlarin aktiflestirilmesini
saglar.FAS reseptorii dogru reseptore baglanir ve FAS ile iligkili 6liim domaini olan
(FADD) hiicre i¢i proteinini ¢eker.Kaspaz-8 veya kaspaz-10, DED boélgesi araciligiyla
FADD'ye baglanir ve ardindan kesilerek aktiflestirilir.Baslatict kaspazlar efektor
kaspazlar1 aktiflestirir ve bu da 6liime neden olur.Efektor kaspazlar olan kaspaz-3 ve
kaspaz-7, baslatici kaspazlar tarafindan kii¢iik ve biiyiik alt birimleri arasindaki bosluk
kesildiginde aktif kaspazlar haline gelir. Bu kaspazlar homodimer yapida inaktiftir
(66). Apoptotik hiicre 6liimiin sirasinda morfolojik degisimlerinin olusumu, apoptotik

cisimcik olusumu gibi apoptotik efektor kaspazlar tarafindan saglanir.
2.2.2 Bcl-2 Ailesi

Bcl-2 Bcel-2 ailesi Insanlarda folikiiler lenfomadan klonlanan Bcl-2 geni
apoptotik bir etkiye sahiptir. Bu genin mutasyona ugramis tasiyanlari, kromozom
yeniden diizenlenmesi nedeniyle lenfoma gelistirir. Insan Bcl-2 proteini ve C.
elegans'ta bulunan CED-9 proteini ayni iglevi goren diizenleyici proteinlerdir. Bcl-2
proteini mitokondri dis zar1, nukleus zar1 ve ER zarinda bulunur. Bcl-2 Homoloji (BH)
motifleri olarak da bilinen dogrusal dizi motifleri veya alanlarinin varligi, Bcl-2
proteinlerinin tanimlanmasin1 saglar (68). Bcl-2 proteinleri antiapoptotik, pro-
apoptotik, Bcl-2-etkilesim hiicre &liim diizenleyicisi (BIM), BH3-etkilesim o6liim
agonist domeni (BID), P53 anlatimi1 artmis apoptoz baslaticis1 (PUMA) ve pro-
apoptotik. Pro-apoptotik Bcl-2 protein ailesi tiyeleri, BH alan1 olarak bilinen korunmus
bolgelerde bulunur ve bu alanin yapr ve islevlerini belirler. Pro-apoptotik Bcl-2
proteinlerinde bulunan BH bdlgesi, apoptotik kaskadin meydana gelmesine izin verir

(68).
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2.2.3 Intrinsik Apoptoz Yolag

Mitokondriye bagimli i¢sel baslangi¢li apoptotik yolak, cesitli stres kosullarina
mitokondriyal diizeyde hiicre i¢i sinyallerle yardimci olur. igsel mitokondriyal yol,
onarillamaz DNA hasari, hipoksi ve yiiksek diizeyde ROS iiretimi tarafindan
baslatilabilir (69). Bad mitokondri dig zarimin proapoptotik proteini olan Bcl-2/Bcl-x
ile baglanir. Bcl-2/Bcl-x Bad etkilesimi, antiapoptotik proteinlerin Bax ile etkilesimini
engelleyerek sitozole sitokrom c'min mitokondriden salinimini saglar. Apaf-1
prokaspaz-9, mitokondriden sitokrom c¢ salinimiyla CARD bolgesine baglanir.
Sitokrom C salinimi kaspaz aktivasyonunu kontrol eder ve elektron tagima zincirini
bozur, bu da hiicrede enerji liretimini azaltip ROS {iretimini artirir. Apaf-1 tarafindan

kesilen kaspaz-9, kaspaz-3 ile baglanir ve kaspaz-3"in aktiflesmesini saglar.
2.3.4. Reseptor Aracili Apoptoz Yolagi

Ekstrinsik yolak adi da verilen bu yol, membran Oliim reseptorlerine
baglanarak belirli ligandlarin veya apoptotik sinyallerin parcalanmasini saglar. Bu,
programlanmis hiicre 6liimiine neden olur. Oliim reseptorleri TNF ailesine dahildir.
Ligandin Fas/TRAIL reseptorlerine baglanmasi, reseptor aracili apoptoz yolunu aktive
eder. Apoptoz ile baglantili protein FADD 6liim alan1 ve 6liim efektor alani igerir
(64,69). Aktiflesen Fas FADD, 6liim alanindan baglanir ve prokaspaz-8 FADD, 6lim
indiikleyici sinyal kompleksi (DISC) olusturur. DISC, prokaspaz-8'in oproleotik
parcalanmasini saglar. Kaspaz-3 veya kaspaz-8 aktiflestirerek hiicrenin mitokondriyal

yoldan pargalanmasini saglar (70).
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2.3. Aposinin ve Diaposinin

Aposinin, ayn1 zamanda acetovanillone diye de anilan; 4. pozisyonda bir
hidroksi grubu ve 3. pozisyonda bir metoksi grubu ile ikame edilmis 1-feniletanon olan
aromatik bir ketondur. Narkotik olmayan analjezik, steroidal olmayan antiinflamatuar,
antiromatizmal, periferik sinir sistemi ilaci olarak rol oynar. NAD(P)H oksidaz (H20»
olusturan) inhibitérii ve bir bitki metabolitidir. Asetofenonlar, metil ketonlar ve

aromatik ketonlarin bir tiyesidir.

Aposinin (APO, 4-hidroksi-3metoksi-asetofenon) ilk defa 1883'de Oswald
Schmiedeberg isimli bir farmakolog tarafindan tariflenmis ve dogal yolla metoksi
katekol yer degisimi meydana getiren bir bitki olan Apocynum Cannabinum (Kanada
keneviri) bitkisinin koklerinden elde edilmistir. Sonraki dénemde, Nepal, Tibet,
Hindistan ve Pakistan bolgelerinde yetisen bir bitki olan Picrorhiza kurroa kok
ekstratindan 1971 yilinda aposinin elde edilerek kullanilmistir. Elde edilen ekstratlar
0dem atmay1 kolaylastirict ve kalp sorunlari ig¢in iyilestirici etki beklenerek
kullanilmistir. APO, 166,17 molekiil agirligina sahiptir ve asetofenon olarak
gruplandirilir. Hafif bir vanilya kokusuna sahiptir ve 115 °C'lik bir erime noktasina
sahiptir. Coziinlirliigli soguk suda az diizeyde olsa da sicak su, alkol, kloform, benzen

ve eterde serbest olarak ¢oziinmektedir (71).

Diaposinin, Aposinin molekiiliiniin homo-dimeridir. 330.33 molekiil agirhigina
sahip bilesigin kapali formiilii CisHisOs seklindedir. Erime noktasi 310 °C olup
kaynama noktasinin 540 seviyelerinde oldugu hesaplanmistir. Hiicre i¢inde
Myeloperoxidaz etkinligi ile Aposinin dimerleserek Diaposinin’e doniisiir. Yapilan
caligmalarda Aposinin yerine Diaposinin verildiginde NOX inhibisyonu etkinligi ve

antiinflamatuar etkinlik ¢ok daha yiiksek goriilmiistiir (72).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Deney Plam

Yontem / Teknik: PANC-1 pankreas kanseri hiicre hattinda Diaposinin’in in
vitro antikanser etkinligi hiicre proliferasyonu, koloni formasyonu ve hiicre
migrasyonu testleri ile degerlendirildi ve sonrasinda belirlenen etkin dozlarda western
blot ile hiicre 6liimiine iliskin proteinlerin diizeylerindeki degisimler incelendi. Elde

edilen veriler SPSS v15.0 kullanilarak analiz edildi.
Proje kapsaminda asagida belirtilen materyal ve yontemler kullanildi:
1) Hiicre Kiiltiirii
2) MTS Hiicre Proliferasyonu Testi
3) Hiicre Koloni Formasyon Testi
4) Hiicre Migrasyonu Testi (Wound-healing/Yara lyilesmesi)
5) Western Blot Analizi
3.2. Deneyde Kullanmilan Gerecler
3.2.1. Kanser Hiicre Hatlar

Calismamizda kullanilan PANC-1 (pankreas kanseri hiicresi) hiicre hatti
American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA)’dan temin edilerek
kullanildi.

Calisma i¢in kullanilan soliisyonlar; Fosfat Tamponlu Salin (PBS-Phosphate
buffered saline), Tris Tamponlu Salin (TBS-Tris buffered saline) stok soliisyonu,
Elektroferez isleminde kullanilan Yiiriitme/Transfer tamponu stok soliisyonu,
Yiiriitme tamponu, Transfer tamponu, Tween-20 ilaveli Tris bafirli salin (TBS-Tween-
20), Protein lizis tamponu c¢alisma soliisyonu, % 10’luk stok SDS c¢ozeltisi, PCR
ylriitme tamponu (Tris Borat EDTA-TBE), yiikleme tamponu.
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3.2.2. Kullanilan Malzemeler

Malzeme Marka
DMEM Besiyeri 10 x 500 ml GIBCO
Tripsin 0.25% EDTA 100 ml GIBCO
96 kuyucuklu plaka (steril) BD FALCON
15 ml falcon tiip (steril) FISHER
50 ml falcon tiip (steril) FISHER
10 mI’lik Pipet (steril) BD FALCON
25 cm? flask (steril) BD FALCON
75 cm? flask (steril) BD FALCON

Otomatik pipet uclar1 (0-10 pl)

Otomatik pipet uclar1 (10-100 pl)

Otomatik pipet uglar1 (200-1000 pl)

Ependorf (0,2-0,5 ve 1,5 ml)

Sarj edilebilir pipetleme cihazi FISHER

DPBS (steril) GIBCO

Penisilin Streptomisin kombinasyonu 100 ml GIBCO

Fetal Bovine Serum 500 ml GIBCO

Diaposinin 5mg SIGMA ALDRICH

Tablo 2: Calismada Kullanilan Malzemeler Listesi
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3.3. Deneyde Kullanilan Yoéntemler
3.3.1. Hiicre Hatlan ve Kiiltiir Kosullari

PANC-1 pankreatik adenokarsinoma hiicre hatt1 besiyeri ortaminda ve 37°C,
%35 COz‘lik inkiibatorde inkiibe edilerek ¢ogaltildi, pasajlandi. Besiyeri ortam igerigi
ise DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)/F12, %10 Fetal Bovine Serum
(FBS), Penicillin-streptomycin ve L-glutamin’dir. Hiicreler 75cm?’lik flasklar icinde
konfluent oldugunda (%80-90 oraninda, yaklasik 5-7 giin icinde) tripsin ile hiicreler
yilizeyden ayrilip bir falcon tiipe aktarildi ardindan 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij
edildi. Olusan hiicre pelletine tekrar besiyeri eklendi, ardindan tripan mavisi ve thoma

lamu1 ile canli/6lii hiicre orani ve hiicre yogunlugu hesaplandi.
3.3.1.1. Malzemelerin Sterilizasyonu

Kiiltiir calismalar i¢in kullanilan tim malzemeler ve kimyasal ajanlar sterilize
edildi. Radyoaktivite ile sterilize edilmis kiiltiir siseleri ve hazir siselenmis hiicre
ortamlar sirketlerden alindi. Fazla 1siya dayanamayan malzemeler 115 °C ve 8 kg
basing altinda 20 dakika siireyle otoklavlandi. Cam malzemeleri de 160 °C ve 60 ila
90 dakika siireyle otoklavlandi. 0.22 pm por ¢apli mikrobiyolojik siringa filtreleri sivi
maddeleri temizledi. %70 alkol ve bazi 6zel dezenfektanlar kullanilarak ortam ve
kabin temizlendi. Steril kabin i¢ine sokulan malzemeler %70 alkolden geg¢irildi. Tiim

prosediirlerde ise steril nitril eldivenler kullanilmistir.
3.3.1.2. Hiicre Hatlarinin Cogaltilmasi ve Siirekliliginin Saglanmasi

Hiicrelerin kiiltiire edilmesi, laminar hava akimma sahip steril Class II
kabininde gerceklestirildi. -80°C'lik bir ortamda dondurulmus hiicreler, 6nce 37°C'lik
bir su banyosu i¢inde ¢oziiliip santrifiije edildi. Ardindan, hiicreler diisiik devirde
santrifiijje edildi ve DMSO igeren iist kismi1 ¢ikarildi. Ardindan hiicreler T75 filtreli
hiicre kiiltlirii flasklara ekildi. Calismada kullandigimiz PANC-1 hiicre hatlar,
DMEM/F12 besiyerine %10 oraninda 1s1yla inaktive fetal sigir serumu (FBS) eklenmis
bir ortam icinde 37°C, %5 CO2 ve neme sahip bir inkiibator icinde cogaltildi.
Streptomisin ve penisilin her kiiltiir ortamina 100 {inite/ml olarak eklendi. Hiicre

hatlarmin canliligl, ¢ogalma yogunlugu ve enfeksiyon durumlar1 giinliik olarak
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inverted mikroskop altinda izlenmistir. Kiiltiir flasklarinda %80'lik bir hiicre

yogunlugu belirlendiginde, hiicreler pasajlanarak cogalmaya devam etti.
3.3.1.3. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Yeterli miktarda cogalma gdosterdikten sonra sisenin i¢indeki kiiltiir ortamu,
steril bir pipet kullanilarak ¢ekilerek ¢ikarildi. Kiiltiir ortam1 uzaklastirilmis hiicrelerin
tizerine 1X Tripsin-EDTA soliisyonundan 2 mililitre kadar eklendi. Kiiltiir flasklar1
%35 CO2'li bir inkiibatorde 37°C'de yaklasik bes dakika bekletildikten sonra, hiicrelerin
flask ylizeyinden ayrilma durumlari mikroskop altinda incelendi. Hiicrelerin yiizeyden
ayrildigindan emin olunduktan sonra, ayni siseye tripsin miktarinin yaklasik iki kati
kadar taze besiyeri eklendi. Hiicreler, bir steril pipet yardimi ile bas-¢ek yapilip
karistirildi ve sonrasinda tiim igerik (yaklasik 6 ml) falcon bir tiipe aktarildi. Ardindan,
yaklasik altt mililitrelik karisim steril falkon santrifiij tiiplerine aktarildi. Tiipler
yaklasik bes dakika boyunca 1000 rpm devir hizinda santrifiije edildi. Ardindan,
tiiplerden slipernatantlar uzaklastirildi. Dipte kalan hiicre peleti iki ila ti¢ mililitre taze
besiyeri ile ¢oziildii. Tiip i¢indeki ¢oziilmiis hiicre peleti siispansiyonundan istenilen
hiicre yogunluguna gore, T25 i¢in 4 mililitre ve T75 i¢in 10 mililitre besiyeri icerecek
sekilde yeni pasaj flasklar1 hazirlandi. Yeni siselerin i¢indeki hiicre yogunlugu diizenli

olarak mikroskop altinda incelendi.
3.3.1.4. Hiicrelerin Dondurulmasi, Saklanmasi ve Coziilmesi

Dondurulma isleminden once siselerin igindeki hiicreler tripsin ile yiizeyden
cikarildt ve 1000 rpm'de 31 devirde 5 dakika santriifiije edildi. Siipernatant
uzaklastirildiktan sonra, pelet halindeki hiicrelere %10 DMSO ve %90 taze besiyeri
karigimi eklenerek yavasca siispanse edildi. 1,5 mililitrelik siispansiyon, -80 derecelik
dondurucuda bir gece birakildiktan sonra sivi azot iceren dondurma tankina alindi.
Hiicrelerin ¢ozdiiriilmesi islemi uygulanirken, sivi azot tankinda saklanmis kriyo tiip
icindeki hiicre siispansiyonu hizli bir sekilde 37°C'lik bir su banyosunda ¢oziildii.
Ardindan santrifijj tiipline alinan bu 1-1,5 ml siispansiyonlar iizerine taze kiiltiir ortami
eklendi. Siipernatant, 1000 rpm devirde bes dakika kadar santrifiij edildikten sonra
atildi. Hiicre pelleti, yaklasik 4 mililitre serum iceren taze kiiltlir ortamiyla yeniden

karistirtlip T25 kiiltiir flasklarina ekildi.

26



3.3.1.5. Hiicre Sayim1

Hiicre saymmi yapilmadan Once, hiicreler pasajlanma siirecindeki gibi
tripsinizasyona tabi tutuldu. Santrifiijden sonra siipernatantlar ¢ikarildi ve dipteki
hiicre peleti bes mililitrelik bir kiiltiir ortami i¢inde yeniden siispanse edildi. 20 pl'lik
bir 6rnek, muamele sonrasi Thoma lamindaki sayim alaninda Tripan Blue boyasi ile

incelendi.
3.3.1.6. Tripan Blue ile Boyama

Olmiis dokularin veya hiicrelerin boyanmasinda, tripan ¢ok dnemli bir ajandur.
Bu yontem, canli hiicrelerin boyayr iglerine almazken, Olmiis hiicreler zar
biitiinliiklerindeki bozulmalar nedeniyle boyay1 iclerine alirlar. Bu, hiicre
membraninin segici gegirgenliginden yararlanir. Bu nedenle, sayim sirasinda 6lmiis
hiicreler mavi renge boyanmistir. Boyama islemi alttaki basamaklar takip edilerek

uygulandi:

1. Tripan Blue boyasi ve Olgiilen hiicre siispansiyonundan alinan bir 6rnek,

Ependorf tiipii igine pipetlendi.

2. Yeni karisimdan on ila on bes mikrolitre alinir ve hemositometri lami

iizerinde lamel ile kapatilir.

3. Bu lam tizerindeki 1 mm karelik alandaki tiim hiicreler sayildi. Bu rakam {i¢

kez tekrarlandi ve ortalama degerini bulduk.

4. Mavi renge boyanmis 6lii hiicreler ve boya almamis canli hiicreler ayri
olarak sayildi. Sayim alaninda yogun kiimeler olarak goriilen hiicrelerin yiizde
onundan fazla oldugu durumlarda, hiicre yayilmasini saglamak i¢in basamaklar

basindan yenilendi.

5. Hemositometri, lam sayim alanindaki her bir kare 0.1 mm3 veya 10-4 cm3
olarak bilinen toplam hacmi gostermektedir. 1 cm3, yaklasik olarak 1 ml
diizeye esit oldugundan, her ml i¢inde bulunan hiicrelerin miktar1 su formiille
tespit edildi: Hiicrelerin Sayis1 = Her Bir Kare Icindeki Hiicre Sayis1 X
Diliisyon Faktorii (2) X 10*/ ml
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3.3.2. MTS Hiicre Proliferasyon Testi

Hiicrelerin canliligini ve proliferasyonunu 6l¢mek i¢in kullanilan MTS testi (3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-
tetrazolium tuzunun suda ¢oziinebilen formazan {iriinii olan tetrazolium tuzunun renkli
bir yapitya donlismesini ve bunun Olg¢lilmesini igerir. 37°C'de yasayan hiicrelerin
mitokondriyal aktiviteleri. Dehidrogenaz enzimlerinin {irettigi formazan miktari,

kiiltiirdeki canli hiicre sayisiyla dogrudan orantilidir ve 490 nm'de 6l¢iiliir.

PANC-1 hiicrelerine ii¢ kez reaksiyonlar kuruldu. 100 pl'de 1 x 10°
hiicre/kuyucuk icerecek sekilde 96 kuyucuklu plakalara hiicreler ekildi. 24 saat sonra
besiyeri uzaklastirildi ve 72 saat boyunca hiicrelere farkli dozlarda Diaposinin

uygulandi (5-10-25-50-100 pM).

Cisplatin, kanser tedavisinde kullanilan en etkili ve en yaygin kemoterapdtik
ajanlar arasinda yer almaktadir (73). Cisplatin hiicre icinde DNA ile reaksiyona girerek
DNA platin bilesikleri olugturur. Bu DNA platin bilesikleri, DNA’nin sarmal yapisini
deforme ederek transkripsiyonun, replikasyonun, hiicre dongiisiiniin durdurulmasi ve
sonug olarak hiicre apoptozuyla sonuglanan DNA hasarina neden olmaktadir (74).
Ayrica yapilan ¢alismalar, cisplatin ile indiiklenen kanser hiicresi 6liimiiniin P53’{in
aktivasyonu ile iligkili oldugunu gostermistir (75). Biz de bu sebeple ¢alismamizda

pozitif kontrol olarak Cisplatine deney gruplarimizda yer verdik.

Diaposinin dozlarmin uygulanmast 6ncesinde 10 mM’lik ana stok DMSO
cozeltisi icerisinde hazir hale getirildi. 10 mM ana stok iizerinden her bir uygulama

dozu i¢in (1,10,25,50 ve 100 uM) ara dozlar asagidaki tablodaki sekilde hazirlandi.

1 uM Diaposinin i¢in 0,1 pL ana stok+999,9 uLL. DMEM

10 uM Diaposinin i¢in 1 pL ana stok+999,5 uyL DMEM

25 uM Diaposinin i¢in 2,5 pL ana stok+999 uL DMEM

50 uM Diaposinin i¢in 5 pL ana stok+995 uL DMEM

100 uM Diaposinin i¢in 10 pL ana stok+990 uL DMEM
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Tablo 3: Diaposinin Konsantrasyonlarinin Hazirlanmasi

72 saat ilag uygulamasi sonrasinda MTS ve PMS igeren soliisyondan (20:1 v/v)
20 pl alinarak 100 pl besiyeri igeren her bir kuyuya eklendi. 37°C'de 1-2 saat
inkiibasyondan sonra 490 nm dalga boyunda spektrofotometrede 6l¢tim yapildi. Elde
edilen optik dansite degerleri Microsoft Excel programi kullanilarak hesaplandi ve
ortalama optik dansite + standart sapma degerleri baz alinarak kontrol grubuna goére %
grafik seklinde bulgular kisminda gosterildi. Bu test, hiicre proliferasyonu tizerindeki

etkiyi incelemek ve diaposinin i¢in etkin doz (IC50) belirlemek i¢in kullanildi.
3.3.3. Koloni Formasyon Testi

PANC-1 hiicreleri, 6 kuyucuklu plakalara her 2 ml'de ortalama 5000
hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekildi. 24-48 saat inkiibasyon sonrasi hiicrelerin ylizeye
tutunduklarindan emin olunduktan sonra diaposinin uygulamasi1 (IC50, yaris1 ve iki

kat1 diizeyde) gerceklestirildi. Kuyucuklara sirasiyla konulanlar;

e Kontrol

e DMSO

e C(Cisplatin Spg/ml

e Diaposinin 5 uM

e Diaposinin 10 uM

e Diaposinin 20 uM

1 hafta sonra ikinci kez ila¢ uygulamalar1 yapildi ve yaklasik 2. hafta sonunda

tedavi uygulanmamis kontrol kuyucugundaki koloni sayist ve yogunlugu dikkate
alinarak deney sonlandirildi. Besiyeri uzaklastirildiktan sonra kuyucuklar bir kez PBS
ile yikand1 ve %10’luk kristal viyole ile boyandi. Son olarak da plakalardan resimler
cekilerek kuyulardaki koloni sayilar1 ya da histogramik degerleri karsilastirilarak

sonuglar degerlendirildi.
3.3.4. Hiicre Migrasyonu Testi (Wound-healing/Yara lyilesmesi)

Yara iyilesmesi testi, in vitro hiicre migrasyonunun degerlendirilmesinde ilk
olarak gelistirilmis basit, ucuz ve kolay uygulanabilir bir metottur. Bu yontem, in vivo
yara iyilesmesi sirasinda hiicrelerin nasil hareket ettigini agiklar. PANC-1 hiicreleri 6-

kuyucuklu plakalara 15 x 10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekildi ve 24 saat kadar
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inkiibasyona birakildi. Sonrasinda uygun dozda (IC50, yaris1 ve iki kati1 diizeyde)
Diaposinin ile uygulamalar gergeklestirildi (Diaposinin 5-10-20 uM). Diger 3
kuyucuga kontrol, DMSO ve Cisplatin Spg/ml olarak sirasiyla eklendi. Ilag
uygulamasi sonrasi her bir kuyu i¢in 100 pl'lik pipet ucu ile ¢izik atilarak yara
modelleri olusturuldu. Hemen ardindan inverted mikroskopta her kuyucuk igin
olusturulan yaralarin yaklasik olarak ayni yerlerinden iki fotograf alindi ve bu siire 0.
saat olarak kaydedildi. Hiicreler ilaglarla 72 saat boyunca tedavi edildi. Olusturulan
yaralar 0, 24, 48 ve 72 saat i¢in gorsel olarak karsilastirildi.

3.3.5. Western Blot Analizi

Ilk deneylerde elde edilen sonuglarin protein diizeyinde dogrulanmasi ve
incelenmesi i¢in Western Blot yontemi kullanildi. 72 saat kadar 5 ve 10 uM Diaposinin
tedavilerinden sonra, hiicreler tripsinize edildi, ardindan santrifiij islemi ile toplandi, -
80 derecede saklandi. Tiim hiicre (wholecell) lizatlar1 daha once belirtildigi sekilde

lizis tampon kullanilarak elde edildi.
Hiicrelerin Lizisi: 5 adet pellet ile ¢alisild1
Lizis Tamponu:

e 1,2mligin IM Tris (pH 7.5) =24 ul

e 12mlicin 0.5 M EDTA =12 pl

e 1,2 mlicin NP-40=12 pl

e 1,2 mlicin Distile su= 1,128 ml

e 1,2 mli¢cin Halt Proteaz inhibitor kokteyli (Pierce)= 12 ul

Hiicreler — 80 °C den cikarildiktan sonra 30 dk buzda bekletildi. Uzerine 80 pl

lizis tamponu ilave edilip her 5 dakikada bir 6nce 20 sn sonra 10 sn en son 5 sn siireyle
vortekslenerek 20 dakika buz tlizerinde lizis islemi gerceklestirildi. Bekletilme islemi
sonunda lizatlar 14.000 rpm’de 15 dk +4 °C de santrifiij edilmistir. Supernatant protein

miktar tayini i¢in kullanildi.

Total protein konsantrasyonu protein assay kit kullanilarak belirlendi. Her
ornekten 40 pg total protein igeren alikotlar % 4-20 akrilamid i¢eren sodium dodesil

stilfat-poliakrilamid jel elektroforezine (SDS-PAGE) tabi tutuldu ve ardindan PVDF
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(Polyvinylidene Difluoride) membranlara transfer edildi. Tris-buffered saline—Tween
20 (TBS-T) iginde %5 yagsiz siit tozu ile bloklanan membranlar, Bax, Bcl-2 antikoru
gibi hiicre 6liimii ile ilgili primer antikorlar ile muamele edildi. Antikorlar %5 yagsiz
siit tozu igeren TBS-T igerisinde diliie edilecek ve 4°C’de bir gece boyunca inkiibe
edildi. Membranlar TBS-T ile yikandiktan sonra horseradish peroxidase-konjuge
antitavsan ya da antifare sekonder antikorlar ile inkiibe edildi. Esit protein yiiklemesi
yapilip yapilmadigimin degerlendirilmesinde B-aktin ekspresyonu yiikleme kontrolii
olarak degerlendirildi. Kemiluminesens belirleme Chemi-glow tespit ayraglari ile
gerceklestirildi. Blotlama sonuglari kemiluminesens filtreye sahip kamerali bir sistem
ile goriintiilenmis ve miktarlar cihaza ait uygulama programindaki dansitometre ya da

Imagel programi vasitasiyla belirlendi.

3.4. istatistiksel Analiz

Calismada in vitro deneyler ii¢ kez birbirinden bagimsiz olarak tekrarlandi. In
vitro veriler, grafiklerde ortalama + standart sapma (SD) degerleri ile gosterildi.
Bulgular SPSS v15.0 paket programi kullanilarak Tukey's Post Hoc testi ve tek yonlii
varyans analizi (One-way ANOVA) yontemiyle analiz edildi. Onemlilik diizeyi
P<0.05 olarak degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. MTS Hiicre Proliferasyonu Testi

Diaposinin’in farkli dozlarda PANC-1 hiicre hattinda hiicre proliferasyonu
tizerine etkileri incelendi. 72 saatlik uygulama sonucunda PANC-1 hiicrelerinde
proliferasyon diizeylerinin kontrol grubuna kiyaslanarak yilizdesel olarak

degerlendirildiginde alinan degerler tabloda sunulmustur

Kontrol grubu %100 + 8,56
DMSO grubu %104,89 + 10,47
Cisplatin grubu %44,35 +£5,03

1 uM Diaposinin grubu %76,73 £5,32
10 uM Diaposinin grubu %46,88 + 7,86
25 uM Diaposinin grubu %2,72 £ 0,96

50 uM Diaposinin grubu %2,75 = 0,55
100 uM Diaposinin grubu %3,90 £ 0,46

Tablo 4: Hiicre Proliferasyon Testi Kontrole gore Oranlanmis Sonuglari

MTS testi sonuglarimizda Diaposinin 10uM doz uygulanan grupta istatistiksel
olarak anlamli sekilde hiicre proliferasyonunda azalma goriildii. Diaposinin 25-50-100
UM doz uygulanan gruplarda ise istatistiksel anlamli olmanin yaninda hiicre
proliferasyonu etkin olarak durarak benzer sonuglar verdikleri gozlemlendi.

(p<0,0001)
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PANC-1 Diapocynin 72s

% p < 0,0001

Sekil 11: Hiicre Proliferasyon Testi sonug¢ Grafigi (***; p<0,0001)

4.2. Hiicre Koloni Formasyon Testi

PANC-1 hiicre hatti

N\

lizerinde yapilan uygulamalarin sonucu koloni

olusturabilme yetenegi kontrol grubu ile kiyaslanarak ytizdelik degerlere ¢evrildiginde

elde edilen degerler tabloda verilmistir.

Kontrol grubu

%100 £ 2,56

DMSO grubu %96,79 + 1,58
Cisplatin grubu %8,65 + 1,18

1 uM Diaposinin grubu %39,05 + 3,16
10 uM Diaposinin grubu %11,02 +£2,17

20 uM Diaposinin grubu

%2,23 £ 0,79

Tablo 5: Deney Gruplarinda goriilen Koloni Olusturabilme yeteneklerinin oranlari
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Elde ettgimiz verilerde koloni formasyonu olusumunu engellemede 5-10-20
uM Diaposinin dozlarinin anlamli sekilde koloni olusmasini azalttigi goriilmiistiir. 10
uM Diaposinin grubunda Cisplatin verilen grup ile yakin degerler tespit edilmistir. 20
uM Diaposinin ise liremeyi ciddi oranda engelledigi icin ¢ok daha az sayida koloni

olusumuna izin vermistir.

PANC-1 Diapocynin Koloni Sekillendirme Kapasitesi

120
100 *%% n<0,0001
£ 80
a
2
&8 60
=
o
S 40
4
20
*kk
0 - - ——
o o oo™ o™ o
W Y 090 e a0°
\3\.\ N\O N\O N\O
P 5V A0V 20V

Sekil 12: Koloni Formasyonu Deneyinin Sonug¢ Grafigi (***; p<0,001)
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Cisplatin 5 ug/ml Diaposinin 5 uM

Sekil 13: Koloni Formasyon Deneyi sonunda Boyanmis kolonilerin gdésterimi
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4.3. Hiicre Migrasyonu (Wound-healing/Yara Iyilesmesi) Testi

Yontem boliimiinde ayrintili bahsedildigi sekilde yapilan deneyde PANC-1

hiicresindeki hiicre migrasyonu ile sekillenen yara iyilesmesi diizeyleri kontrol ve

DMSO gruplarina kiyasla, Cisplatin ve Diaposinin uygulanan 10-20 uM dozlarda

anlaml sekilde azaldig1 gorildii.

PANC-1 Diapocynin Wound Healing

120
**% p<0.0001

100 -
E | kK kK
= 80
‘@
(]
[T
(] 60 -
(]
b=
©
S 40 -
>

20 -
0
0.saat 24.saat 48.saat 72.saat
H Kontrol H DMSO u Cisplatin 5 pg/ml
M 5 pM Diapocynin ¥ 10 uM Diapocynin 20 uM Diapocynin
T
Kontrol DMSO Cisplatin 5 pg/ml
h ‘\
[ — —

5 pM Diapocynin

10 pM Diapocynin

20 pM Diapocynin

Her bir grubun izole edilmis 0. 24. 48. 72. Saat degerleri

ekil 14: Yara lyilesmesi Hiicre Migrasyonu Deneyi sonuglari ; p<0,
Sekil 14: Yara lyil H M D lar1 (***; p<0,0001
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0.saat

24._saat

48.saat

72.saat

Kontrol

DMSO

PANC-1 Diapocynin Wound Healing

Cisplatin 5 ug/ml 5 pM Diapocynin 10 pyM Diapocynin 20 pM Diapocynin

Sekil 15: Yara Iyilesmesi Hiicre Migrasyonu Deneyi Mikroskopi Gériintiileri
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4.4. Western Blot Analizi

Western Blot analizi i¢in koloni formasyon ve hiicre migrasyonu deneylerinde
kullanilan gruplar olan Kontrol, DMSO, Cisplatin, 5-10-20 uM Diaposinin gruplari
olusturularak uygulandi. Ancak 20 uM Diaposinin grubunda blotlama isleminde

kullanmaya yeterli hiicre peleti elde edilemedigi i¢in bulgularina yer verilememistir.

Protein miktart sonuglarinin Western Blot kuyucuklarina pelet yilikleme
miktarlarindan etkilenmemesi amaciyla sonuglar1 yiiklenen miktara oranlayabilmek

icin B-aktin proteiniyle oranlanarak sonuglar verilmistir.

Bax protein ekspresyonuna bakildiginda karsilastirma i¢in; Kontrol grubunda
oOl¢iilerek B-aktin ile oranlanan immiinfloresan dansite degeri 1 kabul edilmis ve diger
gruplar bu deger ile kiyaslanmiglardir. DMSO grubu 0,93; Cisplatin grubu 1,05; 5 uM
Diaposinin grubu 1,44 ve 10 uM Diaposinin grubu 1,42 olarak tespit edilmistir. Burada

5 ve 10 uM Diaposinin gruplarinda anlamli artis goriilmektedir.

S &
& & S
@ C§ oé
“ ° Q
& & °
> S Q Q

Bax s e v sl

B-AKHN v ———

Sekil 16: BAX protein Western Blot Goriintiisii
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Bax/Aktin
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Sekil 17: Gruplar igcinde BAX protein ekspresyonu (***; p<0,0001)

Bcl-2 protein ekspresyonuna ayni sekilde yapilan kiyaslamada; DMSO grubu
1,11; Cisplatin grubu 0,93; 5 uM Diaposinin grubu 0,85 ve 10 uM Diaposinin grubu
0,77 olarak tespit edilmistir. Bu sonuglarda 5 ve 10 uM Diaposinin gruplarinda anlamli

bir sekilde Bcl-2 ekspresyonunun azaldigi goriilmektedir.

2
,¢°\ G’o \’b,é‘ ®Q\ §§Q\
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Sekil 18: Bcl-2 protein Western Blot Goriintiisii
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Sekil 19: Gruplar i¢inde Bcl-2 protein ekspresyonu (***; p<0,0001)

Gruplar arasinda Bax ekspresyonu ile Bcl-2 ekspresyonlar1 oranlandiginda
Bcl-2 protein ekspresyonuna ayni sekilde yapilan kiyaslamada; DMSO grubu 0,86;
Cisplatin grubu 1,11; 5 uM Diaposinin grubu 1,69 ve 10 pM Diaposinin grubu 1,83
oldugu goriilmiistiir. Elde edilen tablo 6nceki sonuglara benzer sekilde 5 ve 10 uM

Diaposinin uygulamalarinda anlamli Bax/Bcl-2 orani artis1 gozlenmektedir.

Bax/Bcl-2
*** p < 0.0001
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Sekil 20: Gruplar icinde BAX/Bcl-2 proteinlerinin orani (***; p<0,0001)
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Sekil 21: Biitiin Kaspaz 3 ve Cl-Kaspaz 3 proteinlerinin Western Blot Goriintiisii

Gruplar arasinda Biitiin Kaspaz 3 proteinleri kiyaslandiginda; DMSO grubu
0,90; Cisplatin grubu 0,48; 5 uM Diaposinin grubu 0,79 ve 10 uM Diaposinin grubu
0,69 oldugu gorilmiistiir. Kaspaz 3’lin aktiflestirilmis hali olan Cl-Kaspaz 3
degerlendirildiginde ise DMSO grubu 0,53; Cisplatin grubu 0,98; 5 uM Diaposinin
grubu 1,04 ve 10 uM Diaposinin 1,22 degerleri elde edilmistir.

Apoptozun diizenlenmesine pek ¢ok mekanizma islev gormektedir. Bunlardan
bir tanesi Bcl-2 ailesi genleri ve bunlarin {iriinleri olan proteinlerdir. Bcl-2 ailesine ait
olan Bcl-2 proteini antiapoptotik, Bax proteini ise pro-apoptotik etki olustururlar.
Western Blot analizinde Diaposinin 5 ve 10 uM dozlarda apoptozu indiikledigi, bunu
Bax proteini ekspresyonunda anlamli artis ve Bcel-2 proteini ekspresyonunda anlaml
azalma ile yaptig1, bunlara bagl olarak da apoptozun ortak yolaginin baslangicinda
bulunan aktif (cleaved) Kaspaz 3 proteinlerinde anlamli artis goriildiigii western blot

sonuclarimizda goriilmiistiir.
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Sekil 22: Gruplar i¢inde Biitliin Kaspaz 3 protein ekspresyonu (***; p<0,0001)
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Sekil 23: Gruplar i¢inde Cl-Kaspaz 3 protein ekspresyonu (***; p<0,0001)
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5. TARTISMA

Diinya ¢apinda kansere bagli dliimlerde dordiincii sirada yer alan pankreas
kanseri, en 6liimciil hastaliklardan biridir. Hastalarin %80'inden fazlasi tan1 sirasinda
lokal veya uzak metastaz gosterdigi goriilmiistiir ve bu hastalarda kiiratif cerrahi tedavi
icin uygun goriilmemektedir. Bununla birlikte, son yillarda yapilan istatistiklere gore
5 yillik sagkalim oram1 %6'dan diisiiktiir. Cerrahi operasyona uygun hastalarin
takibinde ise %70 oranda bir y1l i¢inde metastatik hastalik gelismistigi kaydedilmistir.
Pankreas kanseri tan1 ve tedavisindeki bu zorluklardan otiiri 21. ylizyilda hala bas
etmesi oldukca gii¢ bir kanser tiiri olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Sonug¢ olarak,

pankreas kanseri tedavisinde yeni yontemlerin kesfi ¢cok dnemlidir (16, 78).

Karsinogenez, hiicrenin yagamasini, biiylimesini ve diferansiyasyonu etkileyen
genetik mutasyonlarin asamali olarak bir araya gelmesiyle meydana gelmektedir.
Kanser gelisitken tiimor hiicreleri c¢ok sayida fenotipik ozellik kazanir. Bu
degisiklikler, tiimor hiicrelerinin sinirsizca ¢ogalarak hizli bir sekilde yayilmasina
neden olur. Ayrica, bu hiicreler belirli mikrogevreden bagimsiz olarak metastaz yapma
ve yasamlarini siirdiirebilir. Tiimdr baskilayict genler ve protoonkogenlerin seri
mutasyonlar1, bir dizi farkli mekanizmanin bir sonucu olarak malign fenotipin

gelismesine katkida bulunur (79).

Kanserlesmis bir hiicre, normalde yasamsal faaliyetlerini kontrol eden
mekanizmalar ve kurallar biitiinlinden siyrilip kendi basina kontrolsiizce sagkalim
avantaji elde eden asi bir hiicredir. Bu 6zellik, kanserlesmis hiicrelerin organizmanin
bagisiklik ve savunma sistemlerine uyarlanmasini ve bu savunma sistemleriyle
miicadele etmesini saglar. Bu, daha saldirgan ve yayilimci bir hiicre davranis paterni
olusturur. Bu nedenle, kanserlesmis hiicreler bulunduklar1 dokudan ayrilabilir ve viicut
icinde dolagma yetenegine sahip olabilirler. Ardindan, kendi yapilarina daha uygun
olan bagka organ ve dokulara yerleserek metastaz olusturabilirler. Metastatik kanser
hiicreleri, sitotoksik ilaglara veya radyasyon gibi tedavilere direng gosterirler ¢ilinkii bu
farkli ve yeni kosullara alisirma yetenegi kazanmiglardir. Bu hiicrelerin adaptasyon
yetenekleri heniiz kisith oldugu ve tedavinin etkilerine diren¢ gdsteremeyecek bir
sathada daha kolay tedavi edilebilir olmalari, birgok kanserin baglangic doneminde

daha kolay tedavi edilmesini saglar (80).
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Somatik bir hiicrenin kanser hiicresine doniisebilmesi i¢in en az 3 hiicresel
diizenleme mekanizmasini atlayabilmesi gereklidir. Bunlardan ilki; normalde sadece
boliinme sinyalini aldig1 dogru zamanda boliinen hiicre artik kendi kendine otonom bir
sekilde boliinebilmelidir. Bu sinyal aldiktan sonra aktiflesen regiilatér proteinlerin
siirekli aktif tutulmasr ile asilir. Ikinci bypass etmesi gereken mekanizma; stres altinda
DNA replikasyonuna izin vermeyen veya DNA hasarn tespit edildiginde aktiflesen
programli hiicre 6liimiinii tetikleyen sigorta sistemidir. Bu sistemin temelinde RB1
Retinoblastoma ve TP53 (p53 proteini iiretiminden sorumlu gen) bulunur ve bu
genlerin mutasyonu ile sigorta sistemi atlatilir. Ugiincii olarak; somatik hiicrelerin
DNA iplikgiklerinin sonlanmalarinda telomer adi verilen u¢ gen bdlgeleri bulunur ve
her béliinmede bu bdlge kayba ugrar ve tamir edilemez. Telomer burada genetik bilgi
iceren bolgeleri u¢ kisimda olmamasini saglayarak defansif fonksiyonu vardir ve
azalmasiyla bir nevi boliinme hakkinin belirleyicisi olarak islev goriir. Telomer
uzunlugu azalmig/bitmis hiicre artik bodliinemez. Kanserlesme yolundaki hiicre
telomeraz enziminin aktivasyonu sayesinde telomerde azalan kisimlar1 uzatarak
hiicrenin boliinebilirlik sayisindaki siir1 ortadan kaldirir. Telomeraz enzimi ayni

zamanda kok hiicrelerde de aktif olarak ¢alisir ve boliinebilirligi siirdiiriir (79-81).

Somatik hiicrelerde bu 3 degisikligin simiiltane olarak ortaya c¢ikabilmesi
esasinda zordur. Pek ¢ok asamada hiicrede apoptozu tetikleyebilecek bek¢i molekiiller
bulunur. Burada hiicrenin hizli degisim gdosterebilmesi gereklidir. Genetik materyalde
var olan yatkinlik bu degisimleri kolaylastirarak ayn1 anda bu mekanizmalardan
kurtularak kanserlesebilme ihtimalini arttirmaktadir. Ayni zamanda c¢evresel
faktorlerde bulunan olumsuz sartlar hiicrenin adaptasyon yetenegini gelistirerek
sagkalim giiclinii arttirmakta ve kanserlesmenin Oniinii agmaktadir. Karsinogenezde
hem genetik yiikiin hem de g¢evresel faktorlerin ¢ok etkili olmasinin temel sebepleri

bunlardir (80).

Pankreas kanseri, genetik temelli bir hastalik olarak diger kanserlerle ayni
mekanizmalar1 igermektedir. Bu hastaligin patogenezini anlama konusunda 6nemli
ilerlemeler kaydedilmistir. invaziv olmayan kanal lezyonlarindan invaziv kanser
tiiriine olan progresyon, 6zellikle pankreatik adenokarsinomlarin yaklasik %90'inda

gozlenen KRAS onkogenindeki aktive edici mutasyonlarin birikmesi ile
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iligkilendirilmistir. Pankreas kanseri tiimorlerinin biiylik bir kisminda KRAS ve
pl6INK4a CDKN2A mutasyonlart gozlenmektedir. Bu mutasyonlar, KRAS
genindeki degisiklikler yoluyla PI3K/AKT sinyal yolunun yeniden diizenlenmesine
yol agabilir, bu da hiicre sagkalimi ve hiicre gocii mekanizmalarini etkileyebilir. Ayn1
zamanda bir¢ok sinyal kaskadini etkinlestirebilir. Bununla birlikte, tiimor baskilayici
olarak bilinen p53 ve SMAD4/DPC4 genlerindeki inaktive edici mutasyonlar da
progresyon siirecine katkida bulunmaktadir. Ayrica, diger bazi genlerdeki mutasyonlar
da pankreas kanserinin gelisiminde etkili olabilir. CDK2NA (p16) ve TP53 genlerinin
aktivasyon kaybi, kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasin tesvik edebilir (82-84). Bu nedenle,
bu genetik degisiklikler pankreas kanserinin kokeninde onemli bir rol oynar ve
terapotik miidahale stratejilerinin gelistirilmesinde dikkate alinmalidir. Bu genetik
degisikliklerin daha iyi anlasilmasi, yeni pro-onkogenik hedeflerin tanimlanmasi ve
sonu¢ olarak pankreas kanserinin patogenezi ile ilgili daha derin bir anlayis
gelistirilmesi agisindan hayati dneme sahiptir. Bu, hastalarin sagkalimini artirmak i¢in

yeni nesil terapotik stratejilerin gelistirilmesine olanak saglayabilir.

Pankreas duktal adenokarsinomu (PDAC), pankreas kanserlerinin en sik
goriilen ve en maalesef en kotlii prognoza sahip olan formudur. Bu tiir kanser,
genellikle son derece diisiik sagkalim oranlarina sahiptir ve etkili tedavi ile ortalama
olarak sadece yaklasik alt1 aylik ortalama sagkalim siiresi sunar (84, 85). PDAC'm
olumsuz prognozunu belirleyen temel faktorler, tiimoriin genis bir sekilde yerel
dokulara invazyon yapma egiliminde olmasi, erken asamalarda sistemik yayilim ve
metastaz olusturma yetenegi, ayn1 zamanda hastalarin klinik semptomlarinin tani i¢in
yeterince belirgin hale gelmesinin gecikmesidir (86). Giiniimiizde mevcut tedavi
segenekleri, pankreas kanseri hastalarina genellikle smirli sagkalim artist
sunabilmektedir. Hastalarin yalnizca kii¢lik bir boliimii (<%20), uygun bir cerrahi
rezeksiyon i¢in uygun adaylardir ve bu cerrahi miidahale, tedavi edilmemis
durumlarda bes yillik sagkalim oranlarin1 <%4 diizeyinden rezeksiyon sonrasit %25-
30'lara ytikseltebilir (87). Cesitli klinik ve deneysel calismalar, pankreas kanseri tedavi
stratejileri alaninda bazi ilerlemeler kaydetmis olsa da, bu ciddi hastaligin prognozu
hala kotiidiir. Pankreas kanseri, kotli prognoza ve diisiik hayatta kalim siiresine sahip
olmasi nedeniyle gercekten Onemli bir saglik sorunudur. Giinlimiizde kullanilan

standart kemoterapdtik ajanlar ve radyoterapi, pankreas kanseri tedavisinde sinirh
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etkilere sahiptir ve pankreas kanseri hiicreleri bu tedavilere karst direng
gelistirebilirler. Bu nedenle, yeni ve daha etkili tedavi yontemleri gelistirmek i¢in
onemli bir ihtiyag¢ vardir. Ancak bu, pankreas kanserinin molekiiler mekanizmalarmin
daha 1yi anlasilmasiyla miimkiin olacaktir. Ne yazik ki, 6nemli ve etkili yeni tedavi
secenekleri heniliz 6ne ¢ikmamastir (84,88). Dolayisiyla, PDAC tedavisi i¢in daha fazla

arastirma ve gelistirme ¢alismalarina olan ihtiyag¢ belirgindir.

Diaposinin 6nciil formu olan Aposinin lizerine pek ¢ok calisma yapilmistir. Bu
caligmalar noroprotektifi, antiinflamatuar, antikanser etkinlik ve apoptoz iliskisi

lizerine yogunlastig1 goriilmektedir.

Yapilan bir ¢aligmada aposinin, hasarli PC12 hiicrelerinde MDA iiretimini
azaltmis ve SOD aktivitesini artirmistir. Elde edilen veriler, CoCl2'ye baghh PC12
hiicre hasarina baglh indiiklenen oksidatif stresin diizenlenmesinde endojen p38-
MAPK-kaspaz-3 yolundaki aposinin 6n tedavisinin 6nemli bir rol oynadigini
gostermektedir. Aposinin, CoCl2 kaynakli PC12 hiicre hasarmni kismen p38-MAPK-
kaspaz-3 yolunu inhibe ederek azaltabilecegi ve Endojen p38-MAPK kaspaz-3
ekspresyonu ve aktivitesinin ve oksidatif stres iiretiminin modiilasyonu, aposinin
uygulamasi araciligiyla terapotik bir hedef olarak diisiiniilebilecegi one siiriilmiistiir

(89).

Yakin zamanda yapilan bir ¢alisma, aposinin’in MTX kaynakli hepatotoksisite
modelinde hepatositleri koruyucu etkileri olduguna dair kanit saglamistir. Karaciger
hiicrelerini korumasinin arkasinda alti1 ¢izilen mekanizmalar arasinda, NADPH
oksidazin asag1 regiilasyonu ve Nrf2/ARE, SIRT1, PPARy ve sitoglobin sinyallerinin
yukari regiilasyonu yoluyla MTX'in neden oldugu oksidatif hasarin 6nlenmesi yer alir.
Ek olarak AV, IL-6/STAT-3 ve NF-kB/AP-1 sinyallemesinin asag1 regiilasyonu yoluyla
hepatik inflamasyonu hafiflettigi goriildii. Ayrica aposinin, MTX'in PC-3, HeLa ve

K562 kanser hiicre hatlarina karsi in vitro sitotoksik aktivitesini arttirdi (90).

Turkish Journal of Medical Sciences’ta yayinlanan bir ¢aligmada metotreksat
uygulanan siganlarda testisler incelenmis ve mtx ile birlikte aposinin uygulandiginda
inflamasyon belirteci MDA ve MPO degerlerinde anlamh diisiis goriilmistiir. Ayni
zamanda MTX grubu ile MTX + Aposinin grubu kiyaslandiginda hasarlanan testis
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hiicrelerinin apoptoz indeksini aposinin’in diisiirdiigli goézlenmistir. Bu etkisini

antioksidan olusu ile gosterdigi ileri siiriilmiistiir (91).

Bir calismada Androjene bagimli benign prostat hiperplazisi (BPH) modelinde,
AR ve NOX4 yolaklarinin katilmiyla ortaya ¢ikan asirt ROS salmimi oldugu
goriilmiistiir. BPH in vitro ve in vivo modelinde, NADPH oksidaz inhibitdrii Aposinin,
AR/NOX4/TGF-b sinyali yoluyla BPH'yi baskilamak i¢in inflamasyonu ve
proliferasyonu baskiladig1 gosterilmistir (92).

Yapilmis bir ¢alismada aposinin, in vitro hiicre dongiisiiniin Glde tutulmasi
yoluyla PLS10 hiicrelerinin hiicre proliferasyonunu 6nemli Olciide inhibe ettigi
gbzlenmistir. Bu c¢alismada sasirtict bir sekilde reaktif oksijen tiirlerini (ROS)
etkilemedigi ancak NADPH oksidaz kompleksinin bir bileseni olan Racl'in
fosforilasyonunu inhibe ettigi goriilmiistiir. Aposinin Racl ve NF-kB'nin yam sira
siklin D1'in fosforilasyonunu azaltmistir. Ayrica, PLS10'lu prostat kanserinin bir
ksenograft modelinde aposinin, timorlerdeki hiicre ¢ogalmasini ve damar sayisini
azaltarak, in vivo doza bagh bir sekilde tiimor biiylimesini ve metastazi baskilamistir.
Vaskiiler endotelyal biiylime faktoriiniin (VEGF) ekspresyonu ve salgilanmasi, in vivo
ve in vitro deneylerde aposinin tedavisiyle azaltilmistir. Sonug olarak, androjenden
bagimsiz prostat kanseri patofizyolojisinde oksidatif stres ile belirgin bir dogrudan
iliski olmamasina ragmen aposinin, kanserin biiyiimesini in vitro ve in vivo olarak

inhibe ettigi gosterilmistir (93).

NADPH oksidaz inhibitérii olan aposinin’in prostat adenokarsinomu
transgenik sigan (TRAP) modeli kullanilarak prostat karsinogenezi tizerindeki etkileri
incelenen bir ¢aligmada aposinin tedavisinin toksik etkileri gézlemlenmemistir. Hem
ventral hem de lateral prostattaki karsinomlarin yiizdeleri ve sayilari, aposinin tedavisi
sonucunda doza bagh olarak 6nemli Glgiide azalmistir. Aposinin tarafindan reaktif
oksijen tiirlerinin azaldigi, 8-OHdG'min immiinohistokimyasi ve dihidroetidyum
boyamasi ile dogrulanmistir. Ayrica, aposinin tedavisiyle Ki67 pozitifligi 6nemli
Olclide azalmistir ve klusterin ekspresyonunun asagi regiilasyonu ile birlikte MEK-
ERK1/2 yolunun etkisizlestirilmesi, aposininle tedavi edilen gruplarin bir 6zelligi
olarak gdzlemlenmistir. Insan prostat kanseri hiicre dizisi LNCaP iizerinde yapilan

deneylerde aposinin, reaktif oksijen tiirlerinin iiretimini inhibe etmis ve klusterin ile
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siklin D1'in asag regiilasyonunu tesvik ederek GO / G1 hiicre dongiisii tutuklanmasini

indiiklemistir (94).

Gilincel bir yayinda Aposinin’in  HepG2 hiicrelerinde sitotoksisitesi
gosterilirken; aposinin serbest formda, nanopartikiiller iginde ve GS veya GC kaplh
nanopartikiiller icinde verilmis. Hiicre i¢ine alimin NP ve GS ve GC kapli NP ile arttig1

gosterilmistir. Hedefe yonelik tedavilerde kullanilabilecegi 6ne siirtilmiistiir (95).

Yeni bir calisma, hamsterda N-Nitrozobis(2-oksopropil)amin kaynakli
pankreas karsinogenezinde resveratrol (RSV) ve aposinin (APO)'nin kemopreventif
etkilerini degerlendirmeyi amaglamis. Yapilan calismada RSV ve APO ile tedavi
edilen hamsterler, displastik lezyonlarda Ki-67 etiketleme indeksinde bir azalma ile
pankreas kanseri vakasinda onemli bir azalma gostermistir. RV ve APO, hiicre
dongiisiiniin G1 fazim1 siklin D1 asag1 regiilasyonu ve AKT-GSK3p ve ERK1/2
sinyallemesinin etkisizlestirilmesiyle inhibe ederek insan ve hamster pankreas kanseri
hiicrelerinin hiicre proliferasyonunu baskiladig1 gosterilmis. Ayrica, RV veya APO ile
tedavi edilen hiicrelerde niikleer fraksiyonda azalan GSK3 ve ERK1/2 fosforilasyon
seviyeleri ve siklin DI ekspresyonu goézlenmistir. Fosforile GSK3p'un niikleer
ekspresyonu, in vivo RV veya APO ile tedavi edilen hamsterlerin displastik
lezyonlarinda ve adenokarsinomlarinda da azaldigi goriilmiis. Bu sonuglar, RV ve
APO'nin ¢ekirdekte fosforile edilmis GSK3f ve ERK1/2'yi azalttigini, bunun da AKT-
GSK3B ve ERK1/2 sinyal yollarinin inhibisyonuna ve in vitro ve in vivo hiicre

dongiisii durmasina yol ac¢tigin1 gostermektedir (96).

Bir ¢alismada aposinin SBP ile katalizlenen okside tlirevlerinin meme kanseri
hiicre hatlar1 olan MDA-MB 435 hiicrelerinde sitotoksik olmayan dozlarda
migrasyona engel oldugu ancak MCF10A hiicrelerinde etkisiz kaldig1 gosterilmistir

(97).

Mevcut bir ¢alismada, aposininin, NOX1/EGFR'ye bagimli azalmis MMP geni
yoluyla MMP-2 ve MMP-9'u asag1 regiile ederek kolorektal karsinom invazyonunu
engelleyebildigine dair kanit saglamistir. NOX1'in EGFR'min, asagi akis sinyal
yollarinin ve MMP-2 ve MMP-9 mRNA seviyelerinin aktivasyonunun arttirilmasinda

merkezi bir rol oynadigint gézlemlenmistir. Dolayistyla apositinin NOX1 aktivitesini
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ve ekspresyonunu inhibe etme kapasitesi, kolorektal karsinom hiicre istilasini inhibe
etme kapasitelerinde merkezi bir mekanizma olarak ortaya ¢ikar. EGFR, MMP'ler ve
NOXI1'in asir1 aktivasyonunun veya asirt ekspresyonunun kolorektal karsinom

gelisimi ve metastazinda rol oynadigi gézlenmistir (98).

Aposinin tedavisi uygulanan bir calismada tedavi edilmemis farelerle
karsilagtirildiginda KK-Ay farelerinde kolorektal anormal kript odaklarmin sayisini
%21 oraninda ve Min farelerinde bagirsak poliplerinin sayisin1 %40 oraninda azalma
gozlenmistir. Her iki fare grubu da yag dokularinda serum diisiik yogunluklu
lipoprotein ve 8-okso-20-deoksiguanozin katki maddelerinin oksidasyonunda iyilesme
gosterme egiliminde oldugu ayrica polip dokularindaki iNOS diizeylerine azalis
oldugu kaydedilmistir. Ayrica aposininin niikleer faktor-kB aktivitesini in vitro olarak
baskiladig1r gosterilmistir. Bu sonuglar aposinin ve diger NADPH oksidaz
inhibitorlerinin kolorektal kanserde etkili kemopreventif ajanlar olabilecegini

distindiirmektedir (99).

Hiicresel mikrotiibiiller hedeflenerek farelerde yapilan bir ¢alismada; Aposinin,
normal akciger fibroblast hiicrelerinden ziyade akciger kanseri hiicrelerine karsi segici
sitotoksisite gosterdigi gozlenmistir. Aposinin’in, akciger kanseri hiicrelerinde
biiylime, proliferasyon, koloni olusumu, istila ve sferoid olusumu dahil onkogenik
ozellikleri inhibe ettigi gosterilmistir. Belirlenen diger 6zelliklerin yan sira aposininin,
tiibiiline baglanan ve hiicresel mikrotiibiil agin1 depolimerize eden yeni ve giiclii bir
bilesik oldugu bulunmustur. Aposinin aracili hiicresel mikrotiibiil depolimerizasyonu,
otofaji aracili apoptotik hiicre 6liimiinii tetikleyen itici mekanizma oldugu ve bu da

akciger kanseri ilerlemesini geciktirdigi ileri stirtilmiistiir (100).

2016 yilinda yapilmis bir ¢alismada, UVB'nin hiicrelerdeki NADPH oksidaz
aktivitesini artirdigi ve bunun kanserojen sinyalleme yolaklarina katkida bulundugu
gbzlemlenmistir. Aposinin’in, UVB'nin neden oldugu NADPH oksidaz aktivitesini
baskilama yetenegi gdstermistir. Bu data, aposinin'in hiicrelerdeki oksidatif stresin
azaltilmasina katki sagladigini gostermektedir. Ayn1 zamanda aposinin, MAPK ve Akt
sinyal yollarini inhibe etmistir. Bu, hiicresel sinyallemenin kontroliinde rol oynayan
onemli protein kinazlarin etkilenmesini ifade eder. UVB'nin kanserojen etkileri

genellikle bu sinyal yollarin asir1 aktivasyonu ile iliskilendirilir. Aposinin'in bu
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sinyal yollarin1 baskilamasi, UVB'nin zararli etkilerini azaltmada 6nemli bir rol oynar.
Ayrica, aposinin'in UVB tarafindan indiiklenen AP-1 ve NF-kB aktivasyonunu ve
COX-2 promoter aktivitesini de inhibe ettigi gozlemlenmistir. UVB'nin hiicrelerdeki
inflamatuar yamit1 artirdigt ve kanserojen siirecleri tetikledigi bilinmektedir.
Aposinin'in bu transkripsiyon faktorlerini ve gen aktivitesini baskilamasi, UVB'nin
pro-inflamatuar etkilerini azaltmada Onemli bir potansiyele sahip oldugu One

stiriilmiistiir (101).

Aposinin’in hepatik hiicrelerde karsinogenez iizerinde etkilerini inceleyen bir
calismada; Glutatyon S-transferaz plasental form pozitif (GST-P+) odaklarinin sayisi
ve boyutu, doza bagli bir sekilde aposinin tarafindan 6nemli Olgiide azaltildigi
gozlenmisti. ROS olusumunun aposinin tarafindan azaltilmasi, dihidroetidyum
boyama ile dogrulanmistir. Aposinin tedavisi ayrica Ki-67 pozitifligini 6nemli 6lciide
azalttig1, siklooksijenaz 2'yi asagi regiile ettigi ve c-Myc yolunun aktivasyonunu
baskiladig1 gosterilmistir. Bunlarla birlikte, ROS iiretimi seviyelerinde Glutatyon S-
transferaz plasental form pozitif (GST-P+) odaklar1 ile Glutatyon S-transferaz

plasental form negatif (GST-P-) alanlar1 arasinda fark olmadigi goriilmiistiir (102).

Bir ¢alismada aposinin’in antimetastatik potansiyelini vanilin, vanilik asit,
vanilil alkol ile kiyaslanarak insan akciger kanseri hiicrelerinde hepatosit biiylime
faktorii (HGF) kaynakli go¢iinii Transwell testi ile incelenmis ve vanilin ile aposininin
hiicre gociinii inhibe ettigi goriilmiistiir. Vanilin ve aposinin hiicre goc¢iinii engelledigi
gibi her iki bilesik de Met ve Erk'in fosforilasyonunu etkilemeden HGF sinyalinin Akt
fosforilasyonunu segici olarak engelledigi goriilmiistiir. Vanilin ve aposinin, in vitro
lipid kinaz deneyi ile ortaya ¢ikan sonuglara gore, fosfoinositit 3-kinazin (PI3K)
enzimatik aktivitesini engelledigi, bu da kanser hiicre gociinli engelleme etkisinin
temelinde yatan mekanizmanin PI3K aktivitesinin inhibe edilmesi oldugunu
onermektedir. Ayrica vanilin ile aposinin antioksidan etkilerinin oldugu ve Tavuk
Korioallantois Zar1 (Chick Chorioallantois Memran CAM) Testi ile anjiyogenezi

inhibe ettigi gosterilmistir (103).

Aposinin hakkinda yiiksek yag diyeti verilen farelerde yapilan farmakokinetik

ve farmakodinamik bir c¢alismada aposinin’in oksidatif stresi beyinde, kalpte ve
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karacigerde 6nemli Ol¢lide azaltti§i ancak plazma, idrar, beyin, kalp, karaciger ve

beyin doku drneklerinde diaposinin’e rastlanmadigi kaydedilmistir (104).

In vitro yapilan pek c¢ok calismada aposinin’in diaposinin’e dimerizasyonu
gosterilmistir. Ancak in vivo yapilan bir ¢alismada aposinin biyoyararlanimi igin
intraperitoneal uygulanan si¢anlarin karaciger, plazma ve beyin analizlerinde
diaposinin tespit edilemedigi gozlenmistir. Burada verilen aposinin’in glukronide
oldugu ileri siiriilmiistiir (105). In vivo yapilan bagka bir ¢alismada ise aposinin verilen
farelerin beyin dokularinda diaposinin’e rastlandigi ortaya konulmustur (106).
Birbiriyle uyumsuz olan bu gibi baz1 yayin sonuglari aposinin’in diaposinin’e in vivo

doniisiim sartlar1 farmakokinetik olarak agiklanmasi gerekliligini ortaya koymaktadir.

Diaposinin ve aposinin’in vazorelaksan etkisini in vivo ortamda inceleyen bir
grup arastirmaci diaposinin’in antioksidan etkisine dair veriler ortaya koymuslardir.
Aposinin ve diaposinin'in, Fe3+ TPTZ kompleksini asidik ortamda konsantrasyona
bagl bir sekilde Fe2+'ya indirgeyebildigini gézlemlemisler. Diaposininin test edilen
cesitli konsantrasyonlarinin antioksidan kapasitesi (10 umol/L: 0,118; 100 pumol/L:
0,953; 1000 umol/L: 3,937 mmol/g/FeSO4), aposinin antioksidan kapasitesinden (10
umol/L) dnemli 6l¢iide daha yiiksek oldugunu ortaya koymuslardir (10 umol/L: 0.050;
100 umol/L: 0.348; 1000 umol/L:1,793, mmol/g/FeSO4). Ayrica ¢alismada Aposinin
ve diaposinin, kalp hizim1 degistirmeden hipotansif etki yarattigi, aposinin ve
diaposinin kaynakli endotel bagimli ve bagimsiz gevsemeye sebep oldugu
goriilmiistiir. Bu etkide NOS, sGC ve potasyum kanallar1 diaposinin tarafindan
indiiklenen vazorelaksasyonda etkili oldugu 6ne siiriilmiistiir. Diaposinin endotel
hiicrelerinde NO diizeylerini arttirdig1 ve ROS diizeylerini azalttig1 kayda alinmistir

(107).

Diaposinin ROS {iretimini baskiladigini gésteren bir calismada EDL-MDX-2
miyoblast hiicre kiiltii lizerinde deneyler yapilmis. Muskiiler distrofi modelinde etkiler
incelenmek i¢in yapilan ¢alismada ekip hiicre i¢i Ca+2 artis1, asirt ROS {iretimi ve
artan fosfolipaz A2 aktivitesi, distrofin eksikligi olan kastaki patolojiye katkida
bulundugunu not etmistir. Ayrica Ca+2, ROS ve fosfolipaz A2'nin, 6zellikle iPLA2'nin
pozitif geri besleme dongiilerinde birbirini giiclendirdigi diisiiniilmektedir. NADPH

oksidazlar (NOX), kastaki ROS'un ana kaynagi olarak kabul edilmistir ve MDX
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farelerinin kaslarinda asir1 eksprese edildigi rapor edilmistir. Distrofik miyotiibiillerde
diaposinin, ROS iiretimini inhibe ettigi, iPLA2 aktivitesini ortadan kaldirdig1 ve
distrofik kasta asir1 Ca+2 girisinden sorumlu iki ana yol olan, gerilerek aktive edilen
ve depo ile calistirilan kanallarin aktivitesini azalttigi goriilmiistiir. Diaposinin ayrica
mdx kasinin vahsi tip kas degerine yakin eksantrik kasilmalarinin neden oldugu kuvvet

kaybin1 6nledigi ve membran hasarini azalttig1 kayda alinmistir (72).

Aposinin, aldosteron enjeksiyonu yapilan sicanlarin aort ve bobreginde
p47phox ve gp91phox mRNA ifadesini azaltma yetenegine sahip olusu gosterilmistir
(108) ve PMA ile farklilagtirllmig THP-1 hiicrelerinde testosteronun p47phox RNA
ifadesi iizerindeki inhibisyon etkisini artirdig1 kaydedilmistir (109). Bu dogrultuda
yapilan bir ¢alismada insan periferik kaninda monontikleer hiicreler izole edilerek
aposinin ve diaposinin ¢alisilmistir. insan PBMC'lerinde gp91phox mRNA ifadesini
inhibe etme yetenegine sahip oldugu goézlenmistir. Bu bulgular, aposinin'in sadece bir
NADPH oksidaz aktivite inhibitorii olmadigin1 ayn1 zamanda NOX bilesenlerinin
mRNA ifadesini azaltabilen bir etki gosterdigini dogrulamaktadir (110,111). Bu
caligmada etkinin ayn1 dozlarda aposinin yerine diaposinin kullanilarak énemli 6l¢iide
arttig1 gosterilmistir. Bu nedenle, sonuglarimiz aposinin'in diaposinin'e doniistimiiniin
sadece enzimatik aktivite inhibisyonu ile sinirlt olmayan 6nemli bir olay oldugunu
gostermektedir. Gp91phox mRNA ifadesini inhibe etmenin yani sira, LPS uyarimi
sonrasi PBMC'lerle inkiibasyondan sonra aposinin veya diaposinin ile TNF-a
saliniminin azaldigini gézlemlenmis, ancak diaposinin 100 uM konsantrasyonunda
aposinin'e gore daha etkiliydi. TNF-a, farkli hiicre tiplerinde NOX aktivasyonu
aracilifiyla ROS olusumunu indiiklediginden, TNF-o saliniminin inhibe edilmesi

aposinin ve diaposinin'in oksidatif stresin azaltilmasina bagska bir katki olabilir (112).

Diaposinin ile ilgili ¢alisan bir grup arastirmaci LRRK2 mutant farelerde
yaptig1 bir caligmada; Parkinson hastaligimin patogenezinde reaktif oksijen
substratlarmin aktif rol aldigin1 ve Diaposinin’in ROS ortaya ¢ikisin1 engelleyici
etkisiyle PD’ye kars1 kullanilabilecegi gosterilmistir. Bu fareler genelde 10 aylik
donemlerinde PD semptomlari vermeye basladigi rapor edilmistir. Ancak bu
calismadaki koloni ancak 16 aylik donemde motor koordinasyon defektleri

gostermislerdir. Fareler 12 haftadan itibaren gruplara ayrilip bir gruba oral gavaj ile
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diaposinin (200 mg/kg) haftada 3 kez verilmistir. Diaposinin verilen grup direge
tirmanma testi ve Rotor-rod testlerinde bariz sekilde kontrole gore motor
koordinasyonu korunmus olarak goriilmiistii. PD’ye karst noroprotektif bir ajan
olarak kullanilabilecek oldugunu 6ne siirmiiglerdir (113). Daha sonra bu ¢alismay1
Mito-aposinin ad1 verilen bir tiirevini sentezleyerek devam ettirmis ve daha diisiik

dozlarda terapétik etki olusturmayi basarmiglardir (114).

Parkinson hastalig1 iizerine yapilmis farkli bir ¢alismada MPTP uygulanarak
hastalik modeli olusturulan farelerde Diaposinin koruyucu etkinligi gosterilmeye
calisilmigtir. Bu ¢alismada oral gavaj kullanilarak verilen diaposinin’in kan beyin
bariyerini gecebildigi substansia nigra ve striatumda var olusu ile gosterilmistir.
Diaposinin’in MPTP'nin neden oldugu striatal norotransmiter tiikenmesini diisiik
dozlarda (100 ve 150 mg/kg) istatistiksel olarak anlamli olmayarak ancak 300 mg/kg
dozda istatistiksel anlamli azaltig1 veriler arasindadir. Diaposinin MPTP ile olusan
Substansia nigra glial aktivasyonuna, iNOS ekspresyonuna, oksidatif stres olusumuna
ve mikroglial hiicre aktivasyonuna engel oldugu gosterilmistir. Tiim bunlarin sonucu
olarak nérodejenerasyonu engelledigi gozlenmis ve bu 6zelligini hem simiiltane hem
de MTPT hasar1 sonras1 uygulandiginda gostermistir. Ayrica kronik hastalik modelinde

hastaligin ilerleyisini durdurdugu gosterilmistir (115).

Metoksifenol grubu molekkiillerin uygulandig: bir ¢alismada A549 akciger
karsinomu ve BEAS2B normal hava yolu epitel hiicre hatlarina; diaposinin ve aposinin
uygulanmis. Antiinflamatuar etkiler degerlendirilirken; Aposinin tek basina
uygulanarak salinan sitokinlerin TNF-a uygulanmis hiicrelere oranla diisiik oldugu,
TNF-a ile uyarilmis hiicreler ile Aposinin ve Diaposinin tedavisi verilerek TNF-a ile
uyarilan hiicreler arasinda CCL2 salinimimin Diaposininde ¢ok daha diisiik olmakla

birlikte aposininde de anlamli sekilde diisiik oldugu kayda alinmistir (116).

Bir c¢alismada aposinin ile diaposinin; LPS ile uyarilan RAW264.7
makrofajlarindaki c¢esitli inflamatuar aracilar {izerindeki aktivitesi ve farelerde
dekstran sodyum siilfat (DSS) tarafindan indiiklenen iilseratif kolit {izerindeki
antiinflamatuar etkisi analiz edilmistir. Diaposininin aposininden daha yiiksek anti
inflamatuar etki gosterdigi ortaya konulmustur. Diaposinin, ROS iiretimini, TNF-a, IL-

6 ve IL-1P seviyelerini azalttigr ve iNOS ve COX-2 ekspresyonunu inhibe etmenin
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yant sira LPS ile uyarilmis RAW264.7 hiicrelerinde PGE2 iiretimini azalttig1
gosterilmigtir.  Diaposininin  antiinflamatuar molekiiler mekanizmasi, NF-kB
aktivasyonunun baskilanmasiyla iliskilendirilmis. Ancak bu sonuglar in vivo
caligmalarla paralellik gostermedigi not edilmistir. Haftada ii¢ kez aposinin ve
diaposinin (100 mg/kg) oral yoldan uygulanmasi, DSS'nin neden oldugu deneysel
inflamatuar barsak hastaligina kars1 benzer koruma sergilemistir, bu nedenle aposinin
bir 6n ila¢ olarak diisiniilmemesi gerektigi one siriilmiistiir. Ancak diaposinin
dozunun (0,3 mmol/kg) aposinin dozunun yaris1 kadar iken benzer etkinlik gosterdigi

kayda alinmigtir (117).

SODI1G93A transgenik ALS hastalik modeli farelerde yapilan bir ¢calismada
aposinin ve diaposinin (200 uM ve 10 pM, sirasiyla) izole noéron Kkiiltiirtinde
noroinflamasyona bagli ndron 6liimlerini anlamli sekilde azalttig1 goriilmiistiir. Ayrica
yirmi birinci ve yliziincli giinlerde yapilan dlglimlerde aposinin verilen farelerin
dokularinda diaposinin miktar1t HPLC ile tespit edilmis ancak Ste 1 oranda diaposinin
olarak karsimiza ¢iktig1 goriilmiistiir. Ayrica diaposinin tedavisinin néroinflamasyonu

baskilamasinin yaninda sézkonusu farelerin yasam omriinii uzatmadig kaydedilmistir

(106).

Mevcut bir ¢aligmada diaposinin, sicanlarda D-galaktoz enjeksiyonu ile birlikte
ovariektominin neden oldugu Alzheimer hastaligi modeli ve diaposinin kaynakli
etkileri diizenleyen sinyal mekanizmalarini agiklamaya c¢aligmistir. Disi siganlara
ovariektomi veya sahte operasyon uygulandi. Yumurtaliklar1 alinmis siganlara 70 giin
boyunca intraperitoneal olarak D-galaktoz (150 mg/kg/giin) enjekte edildi ve 43.
giinde 28 giin boyunca diaposinin (10 mg/kg/giin) ile oral olarak tedavi edildi.
Diaposinin, histopatolojik iyilesmenin yani sira yeni nesne tanima ve Morris su
labirenti testleri kullanilarak dogrulandigi gibi bilissel islevleri koruyucu etki
gostermistir. Hipokampustaki a-sekretaz yiikselmesinin aksine B-sekretaz, p-tau ve
amiloid B'da belirgin bir azalmaya neden oldugu goriilmiis ve azalan NOX1, timdor
nekroz faktorii-o ve niikleer faktor-kB3 seviyeleriyle kendini gosteren noroinflamasyon
ve oksidatif stresi engelledigi kaydedilmistir. Elde edilen bulgulara gére, diaposinin,
sinaptofizin, beyin tiirevli norotrofik faktor ve fosfo-cAMP yanit elementi baglayici

protein ekspresyonunu artirmig ve fosfoinositit 3-kinaz (PI3K), glikojen sentaz kinaz-
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3B (GSK-3p), protein kinaz B (Akt), hiicre dis1 sinyal diizenleyici kinaz (ERK) 1/2,
ERK kinaz kinaz (Raf-1) ve ERK kinaz (MEK) 1/2'nin fosforlu formlarin protein
ekspresyonunu artirmistir. Ayrica, c-Jun ve c-Jun N-terminal kinaz (JNK)
ekspresyonunu inhibe etmistir. Sonug¢ olarak, diaposinin, JNK/c-Jun sinyallesme
basamaklarin1 inhibe ederken, Raf-1/MEK/ERK ve PI3K/Akt/GSK-3fB'yi aktive

ederek hafiza bozuklugunu ve AD benzeri anomalileri hafiflettigi goriilmiistiir (118).

2022 yilinda yaymnlanmis bir calismada Huntington hastaligi modeli
olusturulan siganlarda hayvanlar 14 giin boyunca her giin 10 mg/kg/giin dozunda
diaposinin (p.o) oral olarak aldilar ve bu dozu 3-NP'yi (i.p) intraperitoneal olarak
almalarindan 30 dakika once aldilar. Arastirma sonuglari, diaposinin uygulamasinin 3-
NP'nin neden oldugu oksidatif stresi etkili bir sekilde azalttigin1 gostermektedir. Bu
azaltma, azalmis glutatyon, glutatyon-S-transferaz, niikleer faktor eritroid 2 ile
iligkilendirilen faktér 2 (Nrf2) ve beyinden tiiretilen norotrofik faktoriin (BDNF)
striatal i¢eriginde 6nemli Ol¢iide artisla belirginlesmektedir. Bu antioksidan savunma
mekanizmalarindaki artig, 6zellikle gp91phox alt birimi olan NADPH oksidazi
(NOX2) ifadesindeki azalmayla birlikte meydana gelmistir, bu da oksidatif stresin
azaldigin1  gostermektedir.  Ayrica, diaposinin  3-NP ile iliskilendirilen
ndroenflamasyonu ve glial aktivasyonu hafifletmistir. Bu hafifletme, niikleer faktor-
KB p65 (NF-Kp p65) ekspresyonunun belirgin bir sekilde azalmasi ve indiiklenebilir
nitrik oksit sentaz (iNOS) igeriginin belirgin bir azalmasi ile karakterize edilmistir.
Ayrica, mikroglial ve astroglial aktivasyonun belirtegleri olan iyonize kalsiyum
baglayici adaptér molekiil 1 (Iba-1) ve glial fibriller asidik protein (GFAP) i¢in azalan
immiinreaktivite eklenmistir. Diaposinin tedavisinin ndroprotektif 6zellikleri 3-NP ile
iliskilendirilen apoptozu engellemistir. Bu etki, tiimor baskilayici protein ve Bcl-2 ile
iliskilendirilen X protein (BAX) igeriginde belirgin bir azalma ile kendini gostermistir.
Bunun aksine, antiapoptotik belirte¢ olan B-hiicre lenfoma-2 (Bcl-2) igerigi dikkate
deger bir sekilde artmistir, hiicresel hayatta kalma yoniindeki bir degisikligi
gostermektedir. Son olarak, diaposinin'in nérokoruyucu etkilerinin en azindan kismen
sessiz bilgi diizenleyici 1 (SIRT1) upregiilasyonuna baglanabilecegini belirtmek
Oonemlidir. Bu upregiilasyon, 3-NP maruziyeti ile iligkilendirilen tehlikeleri azaltmada
kilit bir rol oynamaktadir ve sonug olarak acik alan, rotarod ve kavrama giicii testleri

sirasinda gozlemlenen motor fonksiyonlarda iyilesmeyi saglamistir. Dahasi,
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histopatolojik analiz, beyin dokusundaki 3-NP ile iliskilendirilen bozulmalarin

hafifledigini gostermistir (119).

Diaposinin etken olarak kullanilan bir c¢alismada diaposinin’in  bir
nanopartikiile yiiklenerek kullanilabilirligi arastirilmistir. Parcacigin gévdesi albiimin
ve siiperoksit dismutaz (SOD) kullanilarak {iretildi ve antikor, yonelim kontrollii bir
sekilde pargacigin ylizeyine dahil edildi. Olusturulan komplekste albliminin ilag
baglama kabiliyeti araciligiyla partikiile yliklenen diaposinin partikiilden salinarak
hiicrelerde ROS iiretimini engelledigi gdsterilmistir. Bu calisma diaposinin’in giincel
olarak ¢ok iizerinde calisilan bir konu olan hedefe yonelik tedaviler arasinda yer

alabilecegine dair iimit verici bir calismadir (120).

Yapilan bir calismada; DFP ile intoksike edilen sigcanlar, diazepam ile
davranigsal status epilepticusun sonlandirilmasindan 2 saat sonra diaposinin
(300mg/kg, oral, alt1 doz, 12 saat araliklarla) veya arag ile tedavi edilmistir. Diaposinin
tedavisi, DFP'nin neden oldugu motor bozuklugu 6nemli 6l¢iide azaltmig, hafif SE
sicanlarinda ara¢ ve diaposinin gruplar1 arasinda epileptiform diken hizinda fark
olmamasina ragmen, siddetli nébet gegiren siganlarda DFP sonrasi ilk 72 saat boyunca
epileptiform dikenleri zayiflatmistir. DPO, hipokampiiste DFP kaynakli reaktif
astroglioz, norodejenerasyon, GP91phox, glutatiolatli protein, serum nitriti veya
interlokinler (IL) IL-la, IL-6, IL-2, IL-17A, Leptin, IP-10 gibi pro-inflamatuar
sitokinleri ve kemokinleri onemli 6l¢iide azaltmistir. Toplu olarak, bu veriler OP
kaynakli norotoksisite modelinde diaposininin noéroprotektif roliinii desteklemektedir

(121).

Alzheimer modelinde kronik skopalamin uygulamasina karsi, aposinin ve
galantaminin norokoruyucu etkisini degerlendirmek i¢in yapilan bir ¢alisma
mevcuttur. Bu ¢alismada, davranigsal ve biyokimyasal deneylere baslamadan
skopolamin kronik bir sekilde (6 hafta boyunca) uygulandiktan sonra aposinin ve
galantamine uygulanarak 24 saat sonra deneyler yapilmistir. Bu ¢aligmadan elde edilen
sonuglar, skopolaminin kronik tedavisinin bilissel bozulmaya neden oldugunu
gosterdi. Sicanlar skopolamin ve aposinin ile tedavi edildiginde hafiza etkilenmedigi,
gecikme siirelerinin skopalamin grubununkinden istatistiksel olarak onemli Slgiide

farkli oldugu goriildii. Skopalamin grubunun artmis AB1-42 konsantrasyonlarina sahip
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oldugunu ve aposinin ve galantamin uygulanan gruplarinin Sco grubundakinden daha
diisiik AP1-42 konsantrasyonlarma sahip oldugunu gosterilmistir. Bu nedenle,
aposinin AB1-42 iiretimini baskiladigi goriilmistir (122). hAPP(751)SL mutant
genetik farelerde yapilan kronik aposinin tedavisiv verilen bir caligmada farelerde plak
boyutlarinin kii¢lildigii ve noroinflamasyonun azaldigi; TNF-a lipid peroksidasyonu

protein nitrasyonu ve NOX aktivasyonunda bariz azalma ile gdsterilmistir (123).

Hepatik karsinom HepG2 hiicre hatt1 iizerinde vanilin tiirevleri ile yapilan bir
caligmada vanillin, divanillin, aposinin ve diaposinin molekiillerinin migrasyonu
engelleyici etkisi incelenmistir. Sitotoksik olmayan konsantrasyonlarda (vanilin ve
aposinin i¢in 0.5-2.0 mM ve divanilin ve diaposinin i¢in 10-100 uM; tedavi edilen
hiicrelerin canlilig1 %90'dan fazla kaldig1 durumlarda) tiim test bilesikleri invazyonu
belirgin bir sekilde engelledigi kaydedilmis ve bu engelleme doza bagli olarak %20 ila
%80 arasinda degistigi goriilmiistiir. Vanilin (1.1 mM) ve aposinin (0.8 mM) IC50'leri
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmedigi ancak, diaposinin'in (23.3
uM) IC50's1, divanilin'in (41.3 uM) IC50'sinden istatistiksel olarak daha diisiik oldugu
goriilmiistiir. Vanilin ve aposinin'in monomerik ve dimerik formlarinin invazyonu
engelleme oOzelligi kiyaslandiginda dimer formlar olan divanilin ve diaposinin'in
kanser hiicresi invazyonunu engelleme acisindan vanilin ve aposinin'den daha etkili
oldugunu gdstermistir. Invazyon ve migrasyon sirasinda, hiicre yiizeyi ECM'ye
integrinler ad1 verilen bir hiicre yiizeyi reseptor ailesi araciligiyla baglanir. Integrin-
ECM etkilesimleri FAK, PI3K/Akt, ERK ve NF-kB sinyal yollarini igeren asagi yonlii
sinyallesmeyi aktive eder. Bu asagi yonli sinyallemenin bozulmasi kanser
invazyonunu ve migrasyonunu azalttig1 gosterilmistir (124). Arastirmacilar divanilin
ve diaposinin'in hiicre-ECM baglanmasinin aktive ettigi intraselliiler sinyallesimi
inhibe edip edemedigini incelemek i¢in, hiicrelere 30 dakika boyunca Matrigel'e
baglanma izni vermis. Sonrasinda, hiicre lizatindan c¢ikarilan proteinler, sinyal
proteinlerinin aktivasyon derecesini belirlemek i¢in immiinobliit analizi yapmislardir.
Immiinobliit analiz sonuglar1, Matrigel baglanmasinin HepG2 hiicrelerinde FAK, Akt
ve ERK proteinlerinin fosforilasyonunu indiikledigini gosterdi, ancak p65 NF-kB
fosforilasyonunu degistirmedigi goriilmiistiir. Hem monomerik hem de dimerik
vaniloid bilesiklerinin FAK ve Akt fosforilasyonunu 6zellikle baskiladigini gosterdi.

Dahasi, vaniloid dimerleri, monomerik formlarindan Matrigel tarafindan indiiklenen
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Akt fosforilasyonunu engellemede daha etkiliydi. Bu sonuglar, divanilin, diaposinin
ve monomerik formlarinin hiicre-ECM baglanmasi tarafindan aktive edilen FAK ve

PI3K/Akt sinyalini inhibe ederek ayn1 hedeflere etki ettigini gdstermektedir (125).

ROS iiretimi neredeyse tiim kanser tiirlerinde yliksektir ve onkojenik fenotipin
stirdiiriilmesine ve tiimor ilerlemesine katkida bulunur. Ayrica, ROS'un karsinogenez
ve timor ilerlemesinde 6nemli faktorler oldugu bilinmektedir (126). Diaposinin’in
dogal bir NOX inhibitorii olmasindan dolayr NOX yolagini baskilama araciligiyla
antioksidan fonksiyon gorerek tiimor ilerlemesine engelleyici etkisinin olabilecegi

distiniilmistir.

Kendi ¢alismamizin sonuglart incelendiginde Diaposinin 10uM ve daha
yuksek doz uygulanan gruplarda istatistiksel olarak anlamli sekilde hiicre
proliferasyonunu azalttifi goriildii. Bu bulgumuzun literatiirde taradigimiz diger
caligmalarla uyumlu oldugu goriilmiistiir (117, 122, 125). Tiimor hiicrelerinin temel
ozelliklerinden biri kontrolsiiz biiyiime oldugu g6z 6niine alindiginda bu veriler timdr

gelisimini engellemede 6nemli yer tutmaktadir.

Tek bir hiicrenin koloniler olusturmak iizere siiresiz olarak bdéliinmesi ve
cogalmast 6zelligi klonojenik formasyon olarak tanimlanir ve hiicrenin ¢ogalma ve
hayatta kalma kapasitesine sahip oldugunun kanitidir (127). Bu ¢aligmada,
diaposinin’in PANC-1 hiicrelerinin bu yetenegini doza baglh bir sekilde
Onleyebildigini gosterdik. Bu bulgumuz da literatiirde Osteosarkom Sa-OS2 hiicre

hattiyla yapilmis bir tez ¢alismasinda alinan veriler ile ayn1 dogrultudadir (128).

Tiimor hiicrelerinin yayilmasi ile mortalite ve morbiditeyi 6nemli Olciide
etkileyen bir 6zelligi de migrasyon yetenegidir. Diaposinin’in pankreatik kanser
hiicrelerinde migrasyon yetenegini kisitladigi bu yilizden yara iyilesme modelinde
tyilesmenin anlamli sekilde azaldigi yine verilerimiz arasindadir. Bu verimiz

literatiirdeki kaynaklarla uyumlu oldugu taramalarimizda gortilmistiir (97, 125).

Diaposinin uygulanmig PANC-1 hiicrelerinden elde ettigimiz lizatlarda
apoptoz iliskili proteinler olan; Bax, Bcl-2 ve Kaspaz-3 diizeyleri incelendiginde

diaposinin’in pankreatik kanser hiicrelerine sitotoksik etkisini apoptotik yolak
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aracilifiyla basardigi goriilmektedir. Diaposinin’in antioksidan ve antiinflamatuar
ozellikleri kullanilan bazi ndronal hastalik modellerinde diaposinin’in serbest oksijen
radikallerini ortadan kaldirarak hiicreleri 6liimiinden korudugu goriilmektedir. Ancak
burada hastalik modellerinin olusturdugu hiicresel hasara cevaben olusan bir apoptoza
kars1 etki ettigi goz Oniinde bulundurulmalidir. Timoral hiicrelerde diaposinin ile
yapilmis c¢aligmalar kisitlidir ancak aposinin kullanilan c¢aligmalarda kanser6z

hiicreleri apoptoza yonlendirdigi goriilmektedir (89, 100).
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6. SONUC VE ONERILER

Pankreas kanseri diinyada ve {lilkemizde her yil giderek daha ¢ok goriilen ve
mortalitesi giderek artan bir hastalik olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Bu sebeple
Diaposinin’in anti kanser ve apoptotik etkilerini incelemek amaciyla yapilan
calisgmamizda pankreatik kanser hiicre hatt1 kullanilmistir. Diaposinin’in kanser tiirleri
lizerinde yapilmis arastirmalarinin ¢ok kisithh olmasi ve monomer formu olan
aposinin’in antikanser etkiler gésteriyor olmasi da bizi ¢ok motive etmistir. Bu noktada
aposinin’in oral ve intraperitoneal verilen formlarinda diaposinin’e doniisme oranlari

tizerine daha ¢ok calisma yapilabilir.

Deneyimizde Diaposinin pankreatik kanser hiicre hatti olan PANC-1
hiicrelerinde proliferasyonunu konsantrasyona bagimli olarak onemli Olglide
durdurdugu gozlenmistir. Calismamizda koloni formasyon testi ile diaposinin’in
PANC-1 hiicrelerinin koloni olusturmast iizerinde inhibe edici etkileri artan
konsantrasyonlara bagli olarak gozlenmistir. Hiicre migrasyonunu degerlendirmek
icin yaptigimiz yara iyilesmesi testinde ise kontrol ve cisplatin grubuna gore yara
tyilesmesi kapasitesini Oonemli Ol¢iide azaltigini1 gordiigiimiiz diaposinin kanser
hiicrelerinin  ¢ogalmasini, koloni olusturabilme ve yayilabilme gibi Onemli

yeteneklerden mahrum biraktig1 sonucu ¢ok dnemlidir.

Western blot analizlerinde proteinlerin aktarildigi membranlar Bax, Bcl-2 ve
Kaspaz-3 antikoru gibi hiicre 6liimii ile ilgili primer antikorlar ile muamele edilmistir

ve diaposinin'in apoptoz indiikleyici etkiler sergiledigini gostermektedir.

Bu sonuglar, pankreas kanserinin viicutta yayilmasimi ve ilerlemesini
durdurabilecek diaposinin’in pankreas kanserine kars1 savasta onemli bir potansiyele
sahip olabilecegini gostermektedir. Ayn1 zamanda mevcut tedavilerin etkinliginin
arttirilabilmesini saglamak amaciyla ek tedavi olarak kullanilabilirligi yapilacak
caligmalarla ortaya konulabilir. Ayrica, bu verilerin in vivo/in vitro ve translasyonel

arastirmalar icin de bir referans olacagi kanaatindeyiz.
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PANKREATIK KANSER HUCRE HATTINDA DiAPOCYNIN’IN
APOPITOZ INDUKLEYICIi ETKIiSININ GOSTERILMESI

OZET

Diinya Saglik Orgiitiiniin GLOBOCAN 2020 verilerinde 2020'de Pankreass
kanseri sebebiyle, her iki cinsiyet ve her yastan 466.003 6liim goriilmiistiir ve diinya
genelinde kanserler arasinda yedinci siradadir. Her yil artan insidansi ile énemli bir
mortalite ve morbidite sebebidir. Retroperitoneal bir organ olan pankreasin anatomik
komsuluklar1 ve hem ¢olyak arter hem de siiperior mezenterik arterden beslenen
kanlanmasi sebepleriyle malignitelerinde metastaz goriilmesi kolaydir. Tan1 esnasinda
uzak tutulum gosterme olasiliginin yiiksek olmasi hastaligin prognozunun koétii ve

mortalitesi yliksek olmasiyla iligkilidir.

Giliniimlizde bitkisel kaynakli antioksidan molekiil arastirmalar1 hiz
kazanmistir. Bitki koklerinden elde edilmis dogal bir NOX inhibitorii olan Aposinin
anti kanser aragtirmalarda umut verici olarak goriilmiistiir. Diaposinin aposinin homo-
dimeri olup antioksidan antiinflamatuar ve noroprotektif etkisi pek ¢ok calismada

gosterilmistir. Diaposinin molekiilii hakkinda antikanser ¢calismalar kisith kalmastir.

Calismamizin deneylerinde diaposinin uygulamasi sonrasinda pankreatik
kanser hiicre hatti olan PANC-1 hiicrelerinin proliferasyon yeteneginin doz bagimli
azaldigi, koloni olusturabilme yeteneklerinin doz bagimli olarak inhibe oldugu ve
hiicrelerin apoptoza yoneldigi goriilmiistiir. Literatiir ile uyumlu olan bu verilerimiz
gelecekte kanser tedavilerinde diaposinin’in {imit verici bir ajan olabilecegini

diistindiirmektedir.

Anahtar sozciikler

Diaposinin, Pankreas Kanseri, Apoptoz, Antiproliferatif
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APOPITOTIC EFFECT OF DIAPOCYNIN ON PANCREATIC CANCER
CELL LIiNE

ABSTRACT

According to the World Health Organisation's GLOBOCAN 2020 data, in
2020, 466,003 deaths from pancreatic cancer occurred in both sexes and all ages,
ranking seventh among cancers worldwide. It is an important cause of mortality and
morbidity with an increasing incidence every year. Metastasis is easy to be seen in
malignancies of the pancreas due to its anatomical neighbourhood as a retroperitoneal
organ and its blood supply from both the celiac artery and superior mesenteric artery.
The high probability of distant involvement at the time of diagnosis is associated with

poor prognosis and high mortality.

Today, research on plant-derived antioxidant molecules has gained
momentum. Apocynin, a natural NOX inhibitor obtained from plant roots, has been
seen as promising in anticancer research. Diapocynin is the homo-dimer of apocynin
and its antioxidant, antiinflammatory and neuroprotective effects have been shown in

many studies. Anticancer studies on diapocynin molecule have remained limited.

In the experiments of our study, it was observed that the proliferation ability of
pancreatic cancer cell line PANC-1 cells decreased dose-dependently, their ability to
form colonies was inhibited dose-dependently and the cells were directed towards
apoptosis after diapocynin administration. These data, which are consistent with the
literature, suggest that diapocynin may be a promising agent in cancer treatments in

the future.
Key Words

Diaopcynin, Pancreatic Cancer, Apoptosis, Antiproliferatif
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