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ÖZET 

Farhadi N. Pankreatik duktal adenokarsinomda ER stresi ile ilişkili genlerin ekspresyon 

düzeylerinin kemoterapi direnci ile ilişkisinin incelenmesi. İstanbul Üniversitesi Sağlık 

Bilimleri Enstitüsü, Onkoloji. Yüksek Lisans Tezi. İstanbul. 2024 

 

Tüm pankreas kanseri neoplazm tipleri, hızlı nüksetme ve yüksek metastaz yapma 

kabiliyetine sahiptir, kemoterapi ve radyoterapiye direnç göstermeleriyle de 

karakterizedirler. Kanser tedavisinde, hücre ölümünü tetiklemek için endoplazmatik 

retikulum homeostazındakı bozulmalar sonucu oluşan ER stresinden yararlanılabilir. 

Gelişen tedavi protokollerine rağmen, pankreas kanser hastalarının sağkalım oranı halen 

düşük düzeyde seyretmektedir. Aktüel tedaviye, primer olarak Gemsitabin (GEM) 

başlanmakta ve sonraki fazlarda tedavi etkisini arttırabilmek için farklı kemoterapötik 

ajanlarla  kombinasyon tedavileri uygulanabilmektedir. Bu çalışmanın amacı ise, GEM 

varlığında  pankreatik adenokarsinom (PDAC)  hücre soyu olan PANC-1 hücrelerinde 

ER stres faktörlerinin incelenmesidir. Deney dizaynı GEM+,  GEM- gruplarını içerecek 

şekilde yapılmıştır. GEM+ olarak çalışılan grup daha sonra CD24+ ve CD44+ yüzey 

belirteçleriyle ayrıştırılmıştır. Tüm gruplarda, GADD45B, SERPINE1, CHOP 

genlerindeki  ifade düzeylerinde oluşan değişiklikler QRT-PCR analiz yöntemiyle 

incelenmiştir. GADD45B`in geni hücre döngüsü, hücre sağkalımı, senesens, apoptoz, 

onkojenik stres gibi çeşitli fizyolojik ve çevresel stres faktörlerine tepki gibi yolaklarda 

rol oynadığı bilinmektedir. SERPINE1 ise, hücre göçünü teşvik edebilmekte veya 

apoptozu uyarabilmektedir. CHOP'un aşırı ekspresyonu antikanser tedavisini temsil 

edebilir. 

Bulgular: Çalışmada, GEM+  grupta GADD45B ve SERPINE1 gen ifadelerinde kontrol 

grubuna nazaran (ilaç uygulanmamış) 1,34 kat ve 1,44 kat artış olduğu saptanmıştır. 

Yüzey belirteçlerine (CD24+/CD44+) göre seçilen hücrelerde ise, GADD45B ve 

SERPINE1 ekspresyonunda 1,8 kat ve 1,58 kat artış saptanmıştır. CHOP 

ekspresyonunda GEM+ ve GEM- grupları karşılaştırıldığında ekspresyonundaki 

değişimin 0,48 (2,08 kat düşüş); GEM+(CD24+/CD44+) grupla GEM- grup 

karşılaştırıldığında 0,62 (1,61 kat düşüş) olduğu belirlenmiştir.  

Sonuç: GADD45B, SERPİNE1, CHOP genlerinin ilaç-direnç ve ilaç-takip pankreas 

kanseri araştırmalarında yeni umut verici biyobelirteçler olarak katkıda 



xiv 

 

bulunabilecekleri ve gelecekteki hedefli tedavilerde erken teşhisde kullanılabileceği 

öngörülmektedir.  

Anahtar kelimeler: Pankreas, Gemsitabin, ER stresi, GADD45B, SERPİNE1 
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ABSTRACT 

Farhadi N. Investigation of the relationship between the expression levels of genes 

related to ER stress in pancreatic ductal adenocarcinoma and chemotherapy resistance. 

Istanbul University Health Sciences Institute, Oncology. Master's Thesis. Istanbul. 2024 

All types of pancreatic cancer neoplasms have the ability to relapse rapidly and make 

metastases, and are also characterized by their resistance to chemotherapy and 

radiotherapy. The survival rate of pancreatic cancer patients is still low. In cancer 

treatment, ER stress can be used to trigger cell death. Current treatment is primarily 

started with Gemcitabine (GEM), and in the following phases, combination treatments 

with different chemotherapeutic agents can be applied. The aim of this study was to 

investigate ER stress factors in PANC-1 cells, a pancreatic adenocarcinoma (PDAC) 

cell line, in the presence of gemcitabine. The experimental design was made to include 

GEM+ and GEM- groups. The group studied as GEM+ was then separated by CD24+ 

and CD44+ surface markers. In all groups, changes in the expression levels of 

GADD45B, SERPINE1, CHOP genes were examined by QRT-PCR analysis. 

GADD45B gene is known to play a role in pathways such as cell cycle, survival, 

senescence, apoptosis, and response to various environmental stress factors such as 

oncogenic stress. SERPINE1 can promote cell migration or induce apoptosis. 

Overexpression of CHOP may represent anticancer treatment. Findings: In the study, 

GADD45B and SERPINE1 gene expressions were found to be 1.34-fold and 1.44-fold 

increased in the GEM+ group compared to the control group. In cells selected according 

to surface markers (CD24+/CD44+), GADD45B and SERPINE1 expressions were 

found to be 1.8-fold and 1.58-fold increased. When the GEM+ and GEM- groups were 

compared in CHOP expression, the change in expression was determined to be 0.48-

fold (2,08-fold decrease); when the GEM+ (CD24+/CD44+) group was compared with 

the GEM- group, it was determined to be 0.62-fold (1,61-fold decrease). 

Conclusion: It is predicted that GADD45B, SERPINE1, CHOP genes may contribute as 

new promising biomarkers in drug-resistance and drug-monitoring pancreatic cancer 

research and may be used in early diagnosis in targeted therapies in the future.  

Keywords: Pankreas, Gemsitabin, ER stress, GADD45B, SERPINE1
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1. GİRİŞ VE AMAÇ 

Dünyada ölümcül maligniteler içinde dördüncü sırada bulunan pankreas kanseri erken evrede 

metastaz yapabilme kabiliyetine sahip kötü prognozlu neoplazm olarak bilinir (Li, Yang, 

Kang, Liu, 2019).  

EPIC çalışma verilerine göre, vakaların büyük bir kısmı kanserin ileri aşamasında teşhis 

edildiğinden ve tedavi seçeneğinin kısıtlı olmasından tüm kanser tipleri arasında 5 yıllık 

sağkalım oranlarının çok düşük olması belirtilmiştir. Erken evre tanısı alan olguların <% 20'si 

için ilk akla gelen tedavi seçeneğinin cerrahi olmasıdır (Frampas, David ve ark., 2016). 

Cerrahi müdahale uygulanan pankreas kanseri hastalarının %50’sinde relaps meydana 

gelmekte, kemoterapi ile tedavi sonrası ilaç direnci gelişimi gözlemlenmekte olup, 

kemoterapötiklerin hastanın yaşam kalitesini etkileyen yan etkileri meydana getirmesi, 

araştırmacıların destekleyici yeni yollar keşfetmeleri gerekliliğini ortaya koymuştur 

(Lam,2010). 

Günümüzde cerrahi teknikler, kemoterapi ve radyoterapideki ilerlemelere rağmen, pankreas 

kanserli hastaların yaşam sürelerine olumlu katkı sağlanamamaktadır. Bunun altında yatan 

temel nedenlerinden bazıları ise, pankreas kanseri gelişiminde karmaşık hücresel 

mekanizmalarının varlığı, değişkenlik gösteren pankreas hücre fizyolojileri ve apoptoz 

sinyallerinde oluşabilen işlev kayıplarıdır. Tanıyı karışık hale getiren ise, hücre döngüsü 

durdurma sinyallerine duyarsızlaşmayı ve apoptozdan kaçmayı sağlayan moleküler 

mekanizmaların varlığıdır (Li ve ark., 2019). 

Pankreas duktal adenokarsinomu (PDAC) hastalarının (kadın ve erkeklerde) %80'inden 

fazlası hastalık belirtilerinin asemptomatik olması nedeniyle geç teşhis edilerek kanserin ileri 

evresinde tespit edilir. Hastalarda 5 yıllık sağkalım oranı neredeyse %5'in altındadır (Siegel 

ve başkaları, 2020). Pankreas malignitelerinin %90'ından fazlasını oluşturan PDAC, pankreas 

kanser türleri arasında açık arayla en yaygın olanıdır. Rutin taramayı engelleyen faktörler 

arasında, PDAC olgularının büyük ölçüde asemptomatik olması, pankreasın anatomik 

konumuna erişilmesinin zor olması ve erken evre tümörler için tanısal biyobelirteçlerin azlığı 

sayılabilir. Kemoterapiye karşı gelişen direnç ve hastalığın insidansının giderek artması 

nedeniyle PDAC`a özgün biyobelirteç  ve yeni terapötik moleküler hedeflere acil ihtiyaç 

duyulmaktadır (K.A. Cronin ve ark. 2022). 
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Kanser hücrelerinin kemoterapötiklere karşı hassasiyetinin arttırılmasında kullanılan 

kemoterapötik ajanlar, tedavide sağlıklı hücrelerde yıkıcı etki gösterebilmekte ve diğer 

tarafdan ilaç direncini azaltabilmektedir (Lam, 2010). Sağkalım oranlarında iyileştirici etkisi 

bildirilmiş ve standart palyatif kemoterapi ajanı olarak benimsenmiş Gemsitabin (GEM), 

hücre ölümünü tetikleyebilmekte ve DNA sentezini inhibe edebilmektir. Günümüzdeki 

tedavilerin başarısızlığı nedeniyle yeni terapötik ajanlar araştırılmaya devam edilmektedir. 

Bunun altında çeşitli sebepler yatmaktadır. Yoğunlukla üzerinde durulan ajanlar endoplazmik 

retikulum (ER) stresi ile ilişkilidir. ER stresi`ne yol açan nedenler arasında oksijen azlığı, 

oksidatif stres ve glukoz yoksunluğu gibi birçok patofizyolojik durumlar yatmakta ve ER`deki 

protein katlama yükü ve kapasitesi arasında dengesizlik de ER homeostazını bozabilmektedir. 

Bu durum ise, katlanmamış protein yanıtı (UPR) entegre sinyal yolunu aktifleştirebilmektedir 

(Walter, Ron, 2011). Pankreas kanserlerinde stroma bakımından yoğun tümör mikro ortamı, 

hipoksik ve metabolitlerden yoksun (Vasseur ve ark., 2010) olması sebebiyle pankreas 

tümörleri ER stresi ve UPR aktivasyonuna yatkın bulunmaktadır. UPR dinamikleri, kısa bir 

zamanda büyüyen ve gelişen hipoksik tümörlerde olası tedavi opsiyonu sunmaya devam 

etmektedir. 

Çalışmada ER stresi ile ilgili (GADD45B, SERPINE1 ve  CHOP genleri) ve UPR sinyal 

yolaklarıyla (CHOP geni) ilişkili genler hedef olarak seçilmiştir. Deneysel düzenek olarak, 

pankreas kanser tedavisi için model bir sistem olan ve ticari olarak elde edilebilen PANC-1 

hücre soyu (Deer El ve ark.,2010) seçilmiş ve GEM`in hedef genlerin ekspresyonlarına 

yaptığı etkiler araştırılmıştır.  

Deneyimizde ilaç uygulanan (GEM+) -I grup, ilaç uygulanmış ve yüzey belirteçlerine göre 

ayrıştırılan (CD24+/CD44+) -II grup ve ilaç uygulanmayan yüzey belirteçlerine göre 

ayrıştırılmayan ve ilaç (GEM) uygulanmayan grup-III grup (kontrol grup) olacak şekilde 

belirlenmiştir. PANC-1 hücrelerinde ilaç uygulanan (GEM+) ve ilaç uygulanarak (GEM+) ve 

yüzey belirteçlerine göre ayrıştırılma yapılan (CD24+/CD44+) hücreler grubunun ekspresyon 

ifade düzeyleri III kontrol grubuyla karşılaştırmalı olarak detaylı şekilde analiz edilmiş ve 

QRT-PCR verileri istatistiksel olarak değerlendirilmiştir. 

Elde ettiğimiz veriler, GADD45B, SERPINE1 ve CHOP gen ekspresyonlarının kanser 

hücrelerinin ilaca verdiyi cevabın takibinde fayda sağlayacağını düşündürmektedir.  
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2. GENEL BİLGİLER 

Kanser, vücudun hemen hemen her dokusunda görülebilen, apoptozdan kaçan ve sürekli 

düzensiz büyüme gösteren hücrelerin anormal çoğalmasıyla yakından ilişkilidir. Her kanser 

türü, kanserin konumuna, hücrelerdeki genlerin mutasyonlarına ve moleküler yapıya dayalı 

bireyin kendine özgü davranış biçimine sahip olmasına göre birbirinden ayırt edilir. Anti-

tümör ilaçlarla kanserin aradan kaldırılması için yapılan bilimsel çalışmalar kanser türlerini 

eşsiz yapan farklı faktörler nedeniyle günümüzde yetersiz kalmaya devam etmektedir (Cooper 

GM, 2000, Sudhakar A,2009). Dünya çapında neredeyse her altı, Türkiyede ise her beş 

kişinin ölümünden biri kanser sebebiyle sonuçlanmaktadır (McGuire S, 2016). Erken teşhis 

verilebilmesi sayesinde tüm kanserlerde genel sağ kalım süresinde gözle görülecek derecede 

uzamış olmasına rağmen, kanserle ilişkili ölümler halen dünya çapında ikinci en büyük ölüm 

nedeni sayılabilir (Stewart B.W., Wild C.P, 2014). 

 

                                    

Şekil 2.1 Kanser hücresinin nitelikleri (Hanahan, & Weinberg, 2011). 

 

Vücudun kontrol mekanizmasının anomaliyaları kanseri geliştirir. İnsan vücudunun bazı 

hücreleri tüm kanser tiplerinde durmadan bölünerek çevre dokulara yayılır. Normal hücreler 

yeni hücreleri oluşturabilmek için büyür ve bölünürler. Hücreler yaşlandıkça veya hasara 

maruz kaldığında apoptoza uğrarlar. Kanser gelişimine zemin hazırlayan bahs ettiğimiz 

süreçteki bozukluklardır. Ölmeleri gerekmelerine rağmen hayatta kalan sürekli bölünüp 
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çoğalan anormal hücreler tümör adlı yeni kitleler oluşturur. Birçok kanser türü doku 

kitlelerine sahip katı tümörleri oluşturur. Malign kanserli tümörler yakındaki dokulara 

yayılabilir veya istila edebilir. Kanser hücrelerinin bazısı büyüyerek lenf veya kan dolaşım 

sistemi yoluyla vücutta diğer organ ve dokulara göç edebilir. Aktüel belirli ilaçlar  kemoterapi 

tedavisi için halen azlık teşkil etmekte ve yeterli düzeyde sağlanamamaktadır. Kanseri 

kısıtlayan yeni ilaç geliştirme çalışmaları geleceğe yönelik olarak önümüze gelmekte ve umut 

vadetmektedir. Kanserle ilgili çalışanlar, kanser karşıtı ajan ve ilaçları geliştirme çabalarına 

yoğunlaşmış bulunmaktadırlar (Abu-Surrah ve diğerleri, 2008, Ferraz ve diğerleri, 2009, 

Ulukaya ve başkaları, 2011).    

 

2.1. Neden Pankreas Kanseri? 

Pankreasın malign neoplazmalarının çoğunluğu adenokarsinomlardan ibarettir, en yaygın 

malignite olan PDAC pankreasa özgüdür. Ameliyata uygun bulunmayan, ileri evrede 

nonspesifik semptomlarla başvuran pankreas kanseri hastalarının yalnızca %10-15'i cerrahi 

rezeksiyon adayıdır. Ameliyat sonrası adjuvan sistemik tedavi almalarına rağmen ne yazık ki, 

çoğu hastada nüks gelişir. Bu kötü prognoz, hastalığın geç teşhisinin, erken evrede tanı 

konmasını sağlayan biyobelirteçlerin eksikliğinin, erken metastatik yayılımın ve nihayetinde 

sistemik tedavilere direncin bir sonucudur (Neoptolemos JP. 2011). 

Ameliyat sonrasında uygulanan en iyi mevcut standart tedavilerle dahi, olguların %25'inden 

azının hayatta kalma süresi toplam 5 yıldır (Oettle, Post, Neuhaus ve diğ., 2007). Pankreas 

kanserleri oldukça metastatik ve agresif bir yapıda olduğundan, teşhis ve tedavi protokollerini 

iyileştirmek amacıyla tüm dünyada araştırmalar yoğun tempoda devam etmektedir. Hastalarda 

tedaviye geç başlamanın sebebi pankreas kanserinin erken tanısındaki yetersizlikler ve 

metastazdan sonra bulunmasıdır (Riva vd, 2016). Son yapılan bilimsel kanser çalışmalarında 

erken teşhisin verilebilmesindeki zorluklar pankreas kanserindeki 5 yıllık sağkalım oranının 

%2 ile %9 arasında, yani düşük değerde olduğu göstermiştir (Ilic, 2016). Erken evrede 

metastaz yapabilme ve agresif tümör oluşumuyla radyoterapi ve kemoterapiye direnç 

geliştirebilme kabiliyeti pankreas kanserinin öldürücü kanserler arasında yer almasının başlıca 

nedenlerindendir (He ve diğ. 2012, Ottenhof ve diğ. 2011).  

Pankreas kanserinin önemli özelliklerinden biri, tümör etrafında terapötik ajanların 

verilmesini engelleyen yoğun desmoplastik reaksiyonun olmasıdır (Erkan ve diğerleri, 2012). 
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PDAC tüm pankreatik kanserlerin %90'ından fazlasını oluşturur. Sık görülen pankreatik 

malignite olan PDAC`ın insidansı giderek artmaktadır (Torre, L.A. ve ark., 2012). PDAC 

genellikle kanserin geç evresinde, belirgin klinik semptomların bulunduğu durumlarda teşhis 

edilir. Bunun altında yatan nedenlerden biri pankreasın özel anatomik konuma sahip 

olmasıyla ilgilidir. Erken tanılı PDAC hastalarında potansiyel tedavi varyantı olarak akla ilk 

cerrahi rezeksiyon gelir. Hastaların %80`den fazlasında ilk tanı zamanı metastatik veya 

tekrarlayan durumlar görülmektedir (Koh, E.K., ve ark., 2023). Genellikle karaciğere veya 

lenf düğümlerine metastaz yapan bu kanser türü (Kern ve diğerleri, 2002) metastazdan sonra 

ilerlemiş kanserlerde teşhis edilir. Sonuçta PDAC, ilaç direncini yükselten etkili hücre 

koruyucu mekanizmalara sahip olduğundan kansere karşı terapötikleri etkisiz hale 

getirebilmektedir. Bu agresif davranışlar ve ilaç direnci nedeniyle, PDAC`ta tahminen 

medyan sağkalım süresi 6 ay kadar olmaktadır (Fesinmeyer ve diğerleri, 2005). 

 

2.1.1 Pankreas Anatomisi ve Fizyolojisi  

Endodermal germ tabakasının embriyonik ön bağırsağından meydana gelen, görevi metabolik 

homeostazı korumak olan (Gittes, 2009), gastointestinal sistemin bir parçası olan pankreas, 

sağlıklı yetişkin bireyde ortalama 100 gr ağırlığa sahip, 15 ve 25 sm arası uzunlukta olan; 

retroperitoneal alanda yerleşmiş, uzun ve lobüler şekilli, sağda onikiparmak bağırsak ve solda 

dalağa komşu olan karının üst tarafında enlemesine uzanan, besinlerin sindirimini sağlayan 

enzimleri üreten bir salgı bezi olan glandüler organdır (Röder ve diğerleri, 2016). Total 

pankreas 2 ana bölümden ibarettir: %95’lik ekzokrin pankreas kısmı ve %1-2’lik endokrin 

pankreas kısmı (Longnecker 2014).  

Pankreas fonksiyonlarının bozukluğu pankreatit, diabetes mellitus, ölüm oranı en yüksek 

pankreas kanseri gibi bir sıra yaygın hastalıklara sebebiyet vermektedir (Braganza ve ark., 

2011, Hezel ve ark., 2006, Polonsky, 2012). Pankreas kanserlerinde ekzokrin tümörler daha 

yaygın olarak görülmektedir (Vujasinovic vd., 2017). 

Endokrin pankreas Langerhans adacıklarında bulunan, vücuttaki kan şekeri seviyelerini 

düzenlemek için kana insülin, glukagon, somatostatin gibi hormonları, pankreatik 

polipeptidleri salgılar (Longnecker 2014). Ekzokrin pankreas ise asiner, duktal ve sentroasiner 

hücrelerden oluşur. Asiner hücreler, kanallar yoluyla duodenuma taşınan sindirim enzimlerini 

(tripsinojen, kimotripsinojen, lipaz ve amilaz) üretir. Bu enzimler sonradan ince bağırsağa 

girerek diyet makromoleküllerinin (proteinler, karbonhidratlar ve lipidler) sindirimine yardım 
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Şekil 2: Pankreasın lokasyonu. 

Pankreas kanalındaki asiner hücreler sindirim enzimlerini salgılar. Pankreasın içerisinde yer 
alan Langerhans adacıkları ise insülin ve glukagon gibi önemli hormonların üretilmesinde rol oynar. 

(Micrograph provided by the Regents of University of Michigan Medical School © 2012’den 

değiştirilerek alınmıştır.) 

ederler (Keller ve Layer, 2005). Pankreas rejenerasyonunda rol alan sentroasiner hücreler, 

kanaldan pankreas asinüsüne uzanan özel hücrelerdir. Her iki bölümde olan yıldız hücreleri 

(PSC'ler), hücre dışı matris salgılayan ve sitokin kaynağı olabilen miyofibroblast benzeri 

hücrelerdir (Anna C. Lilly, ve başkaları, 2023). Anlatılanlar şekil 2.2`de gösterilmiştir.  

 

Şekil 2.2 Pankreas yerleşimi (Micrograph provided by the Regents of University of 

Michigan Medical School © 2012). 

2.1.2 Pankreas Kanseri Sınıflandırılması ve Tümör Evreleri 

Kansere bağlı ölüm oranı sıralamasında 7’inci sırada yer alan Pankreas kanseri (PK) agresif 

bir kanser türü olup, yayılım hızı yüksektir (Raimondi S ve ark., 2009). Pankreas kanserinin 

üç karakteristik belirtisi, hastaların %50’sinden fazlasında en az bir tanesi görülen sarılık, 

karın ağrısı ve kilo kaybıdır. Pankreas kanserinin belirtileri sinsi başlar ve zaman içinde 

kademeli olarak ilerler. Bunlara bazen sırta yayılan epigastrik ağrı, kilo kaybı, halsizlik, mide 

bulantısı ve yorgunluk dahildir (Filippo De Braud ve ark., 2004). 

“Pankreas kanseri” monolitik bir hastalık gibi görünsede, aslında pankreas nöroendokrin 

tümörü gibi düşük dereceli neoplazmalardan, invaziv duktal adenokarsinom gibi oldukça 

ölümcül karsinomlara kadar geniş yelpazede birçok hastalık şeklinde tezahür eder (Hruban 

RH ve ark., 2007). Tablo 2.1`de Pankreas neoplazilerinin kısa özeti verilmiştir. 
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Tablo 2.1. Pankreas neoplazilerinin kısa özeti (Hruban RH, et al 2007).  

Tümör Tipi 
Brüt 

görünüm 
Ana Özellikler 

Asiner hücreli 

karsinom 
Sağlam Nadir, ekzokrin enzim üretimi, agresiftir. 

Adenokarsinom 

(duktal) 
Sağlam 

Desmoplastik stromada neoplaztik bezlerin yaygın 

düzenlenmesi, sitokeratin 7 ve 19 üretimi olan duktal 

fenotip, oldukça agresif 

İntraduktal papiller 

mukuslu neoplazm 
Kistik 

Yaygın gözükür, kanalların içinde ortaya çıkarak 

luminal müsin, kolumnar müsin üreten neoplastik 

hücreler üretir, invaziv karsinoma ilerleyebilir. 

Mukuslu kistik 

neoplazm 
Kistik 

Kadınlarda daha yaygın olan, invaziv karsinoma 

dönüşebilen, karakteristik over stroması olan sütunlu 

musin üreten neoplaztik hücreler 

Pankreas 

intraepitelyal 

neoplazisi 

Mikroskopik 
Kanal farklılaşması, invaziv adenokarsinomun öncüsü 

sayılır, daha küçük pankreas kanallarında ortaya çıkar. 

Pankreas 

nöroendokrin 

tümörü 

Sağlam 

Malign, ancak duktal adenokarsinomdan daha az agresif  

olan tekdüze hücreler tabakalar halinde büyür, tuz ve 

biber çekirdekleri, sinaptofizin ve kromogranin 

ekspresyonuyla nöroendokrin farklılaşması yaratır. 

Seröz kistadenom Kistik 
Büyük çoğunluğu iyi huylu olan merkezi yıldız şeklinde 

yara izi, kübik glikojen açısından zengin hücreler 

Katı-psödopapiller 

neoplazm 

Katı ve 

kistik 

Kadınlarda daha çok yaygın, eksprese CD10 ve CD99, 

%10'u agresiftir. 
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Tümörün büyüklüğüne ve yayılmasına bağlı olarak pankreas kanseri evrelere ayrılır. Evre 

1'de tümör sadece pankreasta bulunur, evre 2'de tümörün genişlemiş olduğu ve lenf nodlarına 

ulaştığı, evre 3'te pankreasın yakınlarındaki süperior mezenterik artere geçiş sağladığı, son 

olarak evre 4'te ise tümörün yakın ve uzak organlara metastaz yaptığı görülmektedir (Şekil 

2.3`de anlatılmıştır) (Morana g. ve ark.,2010). 

 

Şekil 2.3 Pankreas Kanseri Evrelerinin Anatomik Olarak Gösterimi (Morana g. ve ark.,2010, 

Biorender aracılığıyla çizilmiştir.) 

 

2.1.3 Pankreas Kanserinin Epidemiyolojisi  

Yaşam tarzındaki farklılıklar, sosyoekonomik durumlar ve yaşlı nüfusla ilişkilendirilen 

pankreas kanser hastaları gelişmemiş veya gelişmekte olan ülkelere nazaran gelişmiş 

ülkelerde daha sıklıkla görülür (Wong vd., 2017). Pankreas kanseri, ABD'de kanser kaynaklı 

ölümlerin dördüncü sırasında gelmektedir ve dünya çapında tahmini olarak yılda 330.400 

ölüme yol açtığı bilinmektedir (Siegel R ve ark., 2013, Prashanth Rawla ve ark.,2019). 

Cerrahi rezeksiyon tek küratif seçenek olmaya devam ederken, hastaların %80'inden fazlası 

rezekte edilemeyecek durumdaki bir tümöral yerleşim ile hastanelere başvurur (Torre L.A ve 

ark., 2012, Li D ve ark., 2004). Ne yazık ki, pankreas kanser hastaları genellikle altı aydan 

kısa medyan sağkalımı sergiler ve beş yıllık sağkalım oranı %8'lik vakada görülür (Lennon ve 

diğerleri, 2014).  
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Dünya Sağlık Örgütünün (World Health Organization-WHO) 2020 yılında yayımladıkları 

verilerde, dünya genelinde pankreas kanserinin görülme sıklığına göre Türkiye 26`cı sıradadır 

ve buna bağlı ölümler de toplam ölümlerin %1,77'ni teşkil etmektedir (Hyuna Sung ve ark., 

2021). Türkiye istatistiklerinde her 69 kişiden bir kişinin pankreas kanserine yakalanma riski 

taşıdığı belirtilmiştir (Orun, 2017).  Bu kanser türü genellikle 50 yaş üstü bireylerde daha 

sıklıkla gözlemlenir, gençlerde nadiren rastlanır ve erkeklerde görülme sıklığı kadınlara 

nazaran daha fazladır (Bray vd., 2018). Semptomlarının yetersizliği, erken teşhis ve olumlu 

sonuçlanabilecek tedavi alternatiflerinin yokluğu sebebiyle pankreas kanseri olgularının 

%50’sinin tanı konulduktan sonra 6 ay içerisinde hayatını kaybettiği bilinir (Miçaud, 2017). 

Pankreas kanseri metastazlarının genetik evriminin niceliksel analizi 1) ilk mutasyonun ortaya 

çıkmasından kaynak hücrenin doğuşuna kadar en az 10 yıl sürer; 2) metastazın başlaması en 

az beş yıl daha sürebilir; ve 3) metastazla ölüm arasında en iyi ihtimalle yaklaşık 2 sene 

olabileceğini gösterir (Yachida S., Jones S ve ark., 2010). 

 

2.1.4 Pankreas Kanserinin Etiyolojisi 

Pankreas kanseri için çok sayıda etiyolojik risk faktörleri tanımlanmıştır, bunların sırasında 

bireysel özellikler (yaş, cinsiyet, ırk, kan grubu ve genetik mutasyonlar), yaşam tarzı ve 

çevresel faktörler (beslenme alışkanlıkları, sebze ve folat oranı düşük diyetler, sigara ve içki 

içme, fiziksel aktivite azlığı ve obezite) ve metabolik hastalık durumu yer almaktadır. 

Çevresel faktörlerin başında gelen sigara içme, bir günde tüketilen sigaranın miktarına ilişkin 

2-3 defa pankreas kanser riskini yükselttiği bilinmektedir (Harnack ve diğ., 1997). Alkol 

tüketimi ve pankreas kanser ilerlemesinin aralarındaki bağla ilgili epidemiyolojik araştırmalar 

mevcuttur. Bu faktörlerin katkısının etkili olmadığına dair bulgular çalışmalarda sunulurken, 

(Farrow, Davis, ve başkaları, 1990), diğer araştırmacılar orta düzeyde alkol kullanımının 

kansere sebep olmadığını, haddinden fazla tüketiminin kanserle güçlü bağlılığını 

göstermektedir (Vecchia ve ark., 2016). Pankreas kanseriyle beslenme arasındaki bağlantıyı 

anlamak niyeti ile yapılan çalışmalarda, hayvansal yağ ve etten (kızarmış veya ızgara)  bol 

diyet  ile pankreas kanseri ilişkisinin olabileceği beyan edilmektedir (Calle ve başkaları, 

2003). Sebze, meyve, lif ve vitaminler açısından bol beslenmek önleyici faktör gibi 

düşünülmektedir (Nkondjock ve diğerleri, 2005). Kahve ve çay tüketiminin kanserle bir 

alakası bulunmamıştır (Dusek, 2010). Yağ dokularında fizyolojik farklılıklara sebebiyet veren 

obezite, kronik inflamasyon, insülin direnci ve karsinojenezi başlattığı bildirilmektedir 
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(Cindy, 2015). Uzun süreli tip 2 diyabet ve kronik pankreatitin pankreas riskini yükselltiğine 

dair çalışmalar mevcuttur. Diğer faktörler arasında, Helicobacter pylori enfeksiyonu, kronik 

hepatit B ve C enfeksiyonu yer alır (Mateos, 2016). Çevresel karsinojenlere maruziyet, 

pankreas kanseri tehlikesini arttırır (Ojajärvi ve ark. 2001).  Çinde yapılan yaş ve pankreas 

kanseri arasındaki ilişkileri irdeleyen bir çalışmada, otuz yaşından sonra insidansın belirgin 

seviyede yükseldiği, yetmiş-seksen yaşından sonra en üst seviyeye ulaştığı, ortalama tanı 

yaşının 65 olarak belirlendiği ve elli yaşından evvel tanısı koyulan vaka sayısının 10% olması 

saptanmıştır (Li, 2009). Irksal kökenin etkisini araştıran ve beş farklı ırk bazında 

değerlendirme yapan başka bir araştırmada kanser insidansının ABD`de yaşayan Afro-

Amerikalılarda olduğu ve arkadan bu grubu Kuzey Avrupalıların, Hawai’de Polinezyalıların 

ve Yeni Zelanda’daki Maorilerin izlediği saptanmıştır (Silverman, 2003). Pankreas kanser 

olgularının 7 ila 10%`inde ailesel öyküsü bulunmaktadır. Pankreas Tarama Kılavuzu’nun 

2012 yılında yayımladıkları yayında, 2 kuşak yakınında pankreas vakası bilinen kişilerin, 

birinci dereceden akrabalarından bir kişinin bile pankreas kanserinden etkilenme ihtimalinin 

olduğu ifade edilmiştir (Mateos ve Conlon 2016). Aile öyküsü olan birinci dereceli yakınların 

bazılarında pankreas kanserine ilerleyebilen öncü lezyonlar geliştirme olasılığının kanser 

geliştirebilme riskine yatkınlığının yüksek olduğu kabul edilmiştir (Klein, A.P, 2021).  

 

2.1.5 Pankreas Kanseri Tiplerinin Histolojisi  

Bir dizi aşamalı mutasyonu takiben gelişen pankreas adenokarsinomu, normal mukozadan 

spesifik öncü lezyonlara ve sonuç olarak invaziv maligniteye kadar uzanır (Mohammed ve 

diğerleri, 2014).  PDAC`lar hiperplastik lezyonların gelişimiyle (pankreatik intraepitelyal 

neoplazi (PanIN) ve intraduktal papiler müsinöz neoplazm (IPMN)) ortaya çıkar (Grant ve 

diğ., 2016) IPMN'lerin görüntüsü pankreas kanalına uzanan papilla (parmağa benzeyen) 

yapısındadır (Hruban, 2001). Pankreatik duktusta yerleşen mikroskopik, non-invazif 

epitelyal proliferasyonlar pankreatik intraepitelyal neoplazmalar (PanIN-asinarduktal 

metaplazi) olarak tanımlanır. Asinar hücreler kademeli şekilde KRAS aktivasyonu ve  

pankreatik yıkımı takip ederek özelliklerini kaybederek duktal özellik kazanırlar (Gooiker ve 

dostları, 2014). Birikmiş mutasyonlarla birlikte çoğalan anormal hücre birikimleri bu 

lezyonların dört sınıfta incelenmesine olanak tanır: PanIN-1A, -1B, -2 ve -3.  

Sistein proteaz aile üyeleri (kaspazlar) apoptozu düzenler. Değişik uyarıcılarla harakete 

geçen başlatıcı pro-kaspazların aktivasyonu uygulayıcı pro-kaspazları ayırır, onlar da belirli 
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substratların ayrılmasını katalize ederek kromatin zenginleşmesi ve apoptotik cisimleri 

oluşturarak nükleer parçalanmayı yaratabilir. Morfolojik evrim, pankreas intraepitelyal 

neoplazi olarak adlandırılan öncü lezyonların oluşumuyla başlar ve artan histolojik 

dereceleri takiben invaziv adenokarsinomaya doğru ilerler. FADD benzeri ICE inhibitör 

proteinleri (FLIP), cIAP, XIAP ve survivin dahil olmakla apoptoz (IAP) ailesi inhibitörü, 

tümör nekroz faktörüne bağlı apoptoz indükleyici ligand (TRAIL) kanser direncine yol açan 

pro-kaspazların aktivasyonunu inhibe eder (Grant ve ark. 2016).  

 

 

Şekil 2.4 Pankreas kanserinin gelişim modeli (Sophie Liot, Jonathan Balas, ve ark., 2021) 

 

2.1.6 Pankreas Kanseri Moleküler Biyolojisi ve Patolojisi 

Tümör baskılayıcı genler ve onkogenlerde somatik mutasyonlar bir araya gelince herhangi bir 

dokuda kanserleşmeyi tetikleyerek neoplazmları oluşturur.  Biri onkogen (KRAS), üçü tümör 

baskılayıcı (CDKN2A, TP53 ve SMAD4) gen olan dört önemli yönetici (“driver-sürücü”) 

gende oluşan değişiklikler sonucunda pankreas kanserinin geliştiği bildirilmiştir (Hruban 

RH,2001). Yapılan çalışmalarda, tümör dokusunun %92’sinde KRAS onkogeninde somatik 

mutasyon (Bailey ve ark. 2016), yaklaşık %75'inde TP53 geninde (Li, 2004 ve Goggins 

2005), %50’sinde ise SMAD4 (Hahn ve ark. 1996) geninde inaktivasyon gözlemlenmiştir.  

Bu genlerden üretilen proteinler değişikliğe uğrar ve hücre içerisinde farklı özellikler, ya da 

artmış aktivite kazanırlar. Mutasyon ve/veya delesyonlar bu genlerin inhibe edici 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7442729/#R6
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7442729/#R6
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fonksiyonlarının ortadan kalkmasına neden olur (Friend ve ark. 1988).  

Onkogenler proto-onkogen olarak tanınırlar ve hücre döngü ilerlemesini regüle eden genlerin 

mutasyonları sonrasında belirgin olmaktadır (Sakorafas ve ark. 2000). Tümör supresör 

genlerin ise hücre proliferasyonunun inhibe edilmesinde rolü vardır. Onkogen ve TSG`lerde 

olan değişimler, hücre çoğalmasının artması ve apoptozdan kurtulma becerisine sahiptirler 

(Abramson ve ark. 2007). PDAC için başlıca 4 genetik faktör: onkojenik KRAS ve TSG`lerin 

(CDKN2A, TP53 ve SMAD4) inaktivasyonu (Grant ve ark. 2016)  

 

Şekil 2.5 Pankreas kanserinin progresyon  modeli (Grant ve ark. 2016, biorender aracılığıyla 

türkçeleştirilerek çizilmiştir.) 

 

KRAS mutasyonları pankreas kanserinin tanımlayıcı genetik özelliklerinden biridir (Bailey 

ve ark. 2016). İnsan PDAC vakalarında kodon G12`de bulunan, GTPaz kodlanmasından 

sorumlu (Downward 2003) KRAS genindeki nokta mutasyonları intrinsik GTPaz aktivitesini 

zayıflatır ve GTPaz aktive edici proteinler (GAP) arasındaki etkileşimi bloke eder. Bunlar 

proliferasyon artışı, apoptozdan kaçma (sağkalım), tümör mikroçevresinin tazelenmesi 

süreçlerinde görevi olan sinyal yollarının kalıcı aktivasyonuna sebep olan mutasyonlardır 

(Pylayeva ve başkaları, 2011).  

CDKN2A geninde olan mutasyonlar ileri dereceli PanIN lezyonlarında bulunur (Wilentz, 

1998). Tümör süpresör olarak bilinen hücre döngüsünün G1 kontrol noktasında rol alan p16 

(Lukas ve ark. 1995) ve p53’ün stabilizasyonu ile büyüme durdurulması ya da apoptozisi 

indüklediği bilinen (McWilliams ve ark. 2011) p14ARF proteinini kodlar (Sherr 2001).   

TP53 geni inaktif halde 17’nci kromozomda lokalizedir (Li ve diğ., 2004, Goggins  2005, 

Hruban ve ark. 2001) ve hücre döngüsü progresyonu, apoptoz, DNA hasar tamiri gibi 

olayların düzenlenmesinde görev yapan transkripsiyon faktörü (p53`ü) kodlar.  
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Epitelyal hücre büyümesini zayıflatan (transforme büyüme faktörü beta (TGF-β)) sinyal 

yolağına yardımcı olan (Miyaki ile Kuroki, 2003) SMAD4 (DPC4) genidir. Hücre 

döngüsünün karmaşık progresyonuna neden olan SMAD inaktivasyonu (Hansel ve ark. 2003) 

ve p53 inaktivasyonu (Maitra ve ark. 2003) CDKN2A`daki gen kaybını takiben ortaya 

çıkarak ileri evre PanIN lezyonlarında bulunmuştur (Maitra, 2003, Wilentz., başkaları, 

2000).  

 

2.1.7 Pankreas Kanseri Kliniği ve Tedavisi 

Tanısal açıdan zorluk teşkil eden vakaların çoğunluğu lokal ilerlemiş veya metastatik 

hastalıkla geç başvuru yapmaktadır (McGuigan, A ve ark., 2018). Tanı amaçlı veya erken 

teşhis için kullanılan güvenilir tümör belirteçleri olmadığından, PDAC'in kesin tanısı spesifik 

kan veya idrar tahlillerinde ortaya çıkmaz. Bu nedenle, doğru tanı için yüksek çözünürlüklü 

ultrason, Endoskopik Ultrason (EUS), Bilgisayarlı Tomografi (BT) veya Manyetik Rezonans 

Görüntüleme (MRI) gibi özel görüntüleme yöntemleri gereklidir (Hessmann, E. ve ark., 

2020). Pankreas kanseri tanısı için histopatoloji analizi veya sitoloji altın standart sayılır. 

Cerrahi rezeksiyon yapılamayan hastalar için net bir patolojik tanıya ihtiyaç duyulmaktadır. 

Histopatoloji veya sitoloji numuneleri elde etmek için kullanılan yöntemler: 1) EUS veya BT 

kılavuzluğunda biyopsi; 2) asit sitolojisi; ve 3) laparoskopi veya açık cerrahi zamanı yapılan 

biyopsidir (Zhao, Z. and W. Liu, 2020). 

Tüm gastrointestinal malignite formları arasında en kötü sağkalım ile ilişkili olan pankreas 

adenokarsinomudur. Tanı konulduktan sonra çoğu hasta bir sene içinde ölür. Hayvan 

modelleri kullanılarak yapılan epidemiyolojik deneyler sonucunda pankreas kanseri 

insidansının artmasını destekleyen sigara içme ve alkol kullanımının gelişmiş ülkelerde daha 

fazla olduğu bildirilmiştir. Pankreasın malign lezyonlarının %8'inde kalıtsal kanser 

sendromları bulunur (Lockhart, AC. ve ark. 2005). Pankreas kanseri için tek potansiyel tedavi 

seçeneği olan cerrahi rezeksiyonun ve bu tedaviye sonradan adjuvan kemoterapinin 

eklenmesinin vakaların sağkalımlarını yükselttiği söylenmiştir (McGuigan, başkaları, 2018). 

Whipple prosedürü (Pankreato-duodenektomi), merkezden uzak veya bütünsel 

pankreatektomi gibi cerrahi tedavi yöntemleri tümörün yerleşimiyle ilişkili olarak 

uygulanmaktadır (McGuigan, 2018). Adjuvan tedavi için yalnız GEM veya sadece 5-

florourasil (5FU) kemoradyoterapi kullanıma yararlıdır (Jimenez, 2010; Regine, Winter, 

2008). PDAC, Pankreas Stellar Hücrelerinin (PSC) yoğun olduğu stroma açısından zengin 
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karsinomlardan biridir. PSC'ler kanser hücreleriyle çapraz diyalog yoluyla tümör 

ilerlemesinde önemli rola sahiptir ve kanserle ilişkili fibroblastlara diferansiye olur. Tümör 

mikro ortamına salınan PSC'den türetilen salgı faktörleri (büyüme faktörleri) EMT`yi teşvik 

ederek ilaç direncini indükler. PSC`ler EMT'nin yeniden şekillenmesine yardımcı olur ve 

hücre göçünü uyarabilir. Sadalanan özellikler, insan PDAC tümör modelinde PSC'lerin 

önemini göstermektedir (Hwang, H.J. ve ark., 2019). Antitümör ilaçlara direnç, 

kemoterapinin etkinliğini kritik radeye getirebilir. FOLFIRINOX (5-florourasil, oksaliplatin, 

irinotekan, lökovorin), GEM/nabpaklitaksel ve lipozomal irinotekan/5-florourasil 

kombinasyonlarının ileri evre PDAC için fayda sağladığı gözlemlenmiştir. 

Bu tez yazısında pankreas kanseri hakkında bilgiler, tedavi protokollerinin (cerrahi, adjuvan 

kemoterapi, radyoterapi ve neoadjuvan tedavi yöntemlerinin) incelenmesi için tekrar 

değerlendirilmeye alınmıştır (Lockhart, ve ark., 2005). Biyolojik ajanların hedeflediği 

moleküller veya akıllı moleküller ireliyedönük çalışmaların yardımıyla gelişmeye devam 

etmektedir. Yeni biyobelirteçlerin bulunması, her bir hastaya özgün doğru tedavinin 

uygulanabileceği ve hayat şartlarının iyileşmesi üzerine olumlu sonuçlar verebileceğini 

düşündürmektedir. Pankreas kanseri ile ilişkili yükü azaltmak için yeni aracıların ve dağıtım 

sistemlerinin geliştirilmesine adaptasyonla önemli ilerlemeler kaydedilmektedir.  

 

2.1.8 Gemsitabin  

Hücre ölümünü tetikleyen, DNA sentezini engelleyerek etki eden kemoterapi ilacı olan 

gemsitabin (2'-Deoxy-2',2'-difluorocytidine) farklı rejim ve dozlarda klinik çalışmalarda 

değerlendirilmiş ve medyan sağkalım iyileştirmesiyle ileri evre pankreas kanseri için standart 

palyatif kemoterapi olarak benimsenmiştir. Mevcut standart bakım kemoterapisi olan GEM, 

öncelikle hastaya faydalı olacak şekilde onaylanmış ve tek başına veya diğer ilaçlarla 

(FOLFIRINOX gibi diğer çoklu ilaç rejimleriyle) kombinasyon halinde, sağ kalımı yalnızca 

mütevazı bir şekilde uzatmıştır (Burris HA ve ark., 1997, Conroy T ve ark., 2011, Gourgou-

Bourgade S,ark., 2013, Peddi PF ve ark.,2012). 

GEM-yapay pirimidin nükleozid ön ilacı olup, deoksisitidinin 2' karbonu üzerindeki hidrojen 

atomlarının yerini florun aldığı sentetik şeklidir. İlk defa 1980'lerin başında Larry Hertel'in 

“Eli Lilly and Company” firması tarafından bir antiviral ilaç olarak üretilmiş, daha sonra 

lösemi için denenmiş, 1990 yılının başlarında ise klinik öncesi pankreas kanserinde bir yıllık 
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sağkalım süresini uzattığı bulunmuştur. 1996 yılında FDA tarafından onaylanmıştır (Gesto, 

Cerqueira, Fernandes, & Ramos, 2012). Şekil 2.6`da GEM`in kimyasal yapısı verilmiştir. 

                                       

Şekil 2.6 Gemsitabinin kimyasal yapısı (Gesto ve ark., 2012) 

 

Antimetabolit antineoplastik ajan GEM, 1996 yılında ABD`de FDA tarafından onaylanarak 

kullanılmış, 1997'deki randomize deneme çalışmasından sonra pankreas kanserinde standart 

kemoterapötik ajan haline gelmiştir (Heinemann V. ve ark., 2005, Hertel L.W. 1990). 

Sitotoksik etkilerini gemsitabin trifosfatın DNA'ya dahil edilmesiyle ortaya koyan ve maskeli 

zincirin sonlandırılmasına yol açan nükleozid pirimidin analoğu olan gemsitabin (GEM), 

ilerlemiş PDA için birinci basamak tedavi olarak tanıtılmıştır (Burris HA, 1997). PDAC 

hücrelerinde radyosensitiviteyi arttırarak etki eden GEM, metastatik olmayan ve ameliyata 

uygun olmayan pankreas kanserli hastaların tedavisinde mevcut seçeneklerden sayılan 

kemoradyoterapi ile birlikte kullanılmaktadır (Waissi, W., ve ark., 2021). 

 

2.1.9 Gemsitabinin Etki Mekanizması 

Nükleozidler için moleküler taşıyıcılar (SLC29A1, SLC28A1 ve SLC28A3) aracılığıyla  

GEM hücrelere taşınır ve hidrofilik özellik gösterir. Hücre membranından geçtikden sonra 

GEM’in yapısına bir fosfat eklenir ve GEM monofosfat (dFdCMP) halini alır. Deoksisitidin 

kinaz (DCK) enzimi tarafından katalize edilen GEM, kalan enzimler tarafından iki fosfat daha 

eklenmesinden sonra GEM trifosfat (dFdCTP) olarak aktif hale gelir (Alvarellos ve ark., 

2014; Mini, Nobili, Caciagli, Landini, & Mazzei, 2006). Hücre çoğalması esnasında GEM, 

yeni sentezlenen DNA zincirlerine dahil edilir ve yanına normal bir nükleozid bazının 

eklenmesine izin verir. Bu, gemsitabin "hatalı" bir baz sayıldığından "maskeli zincir 

sonlandırmasına" sebep olur, ancak komşusu doğal nükleozidi nedeniyle hücrenin normal 

onarım sisteminden (baz eksizyon onarımı) kaçar. Bu nedenle, GEM’in hücre DNA'sına dahil 
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edilmesiyle daha fazla DNA sentezi engellenerek hücre ölümüne yol açar ve tamiri mümkün 

olmayan hasar oluşturur (Alvarellos ve ark., 2014; Mini ve ark., 2006). 

GEM, hastalığın tüm evrelerinde PDAC hastalarına kemoterapi ilacı olarak uygulanırken 

DNA replikasyonunu ve onarımını inhibe ederek sağkalımda minimal artış göstermektedir 

(Kobayashi M, Mizuno S, Murata Y,2014). Pankreas kanseri otofaji yoluyla hücrelerin 

apoptotik yola girmesini önleyen ilaca-gemsitabine yanıt olarak direnç mekanizması oluşturur 

(Papademetrio D. ve ark.,2014). GEM, rezeke edilemeyen veya metastatik hastalığı olan 

hastalarda, sağkalım açısından küçük avantaja sahip olmasına rağmen, tedavinin temel taşı 

sayılır. 

 

2.2 Endoplazmatik Retikulum Yapısı 

Hücrelerde lipid biyogenezi, steroid ve kolesterol biyosentezi için uygun ortam sağlayan, 

karbonhidrat metabolizması, kalsiyum (Ca2+) depolanmasında kalsiyum homeostazının ana 

düzenleyicisi olan endoplazmik retikulum (ER), sitozol boyunca nükleer membrandan uzanan 

zarla çevrili tübüller ve yassı sarnıçlardan (kesecikler) oluşan ağ benzeri labirent şeklinde 

dinamik organeldir (Alberts B, Johnson A, 2000). ER plazma membranından salgılanan zar 

proteinlerinin taşınma ve entegre edilmesi, katlanması ve translasyon sonrası 

modifikasyonundan ve Ca2+ sinyallemesinden, ilaç detoksifikasyonundan sorumludur 

[Schröder M, Kaufman R.J 2005). ER'nin yapısı, lipid transferini teşvik eden membranlar, 

Golgi aygıtı, vakuoller, mitokondri, ribosomlar, peroksizomlar, geç endozomlar ve 

lizozomları içerir (G.K. Voeltz (2002). Şekil 2.7`de ER`in yapısı verilmiştir. 

 

 

Şekil  2.7 Endoplazmatik retikulum yapısı (Sidra Batool, 2022, türkçeleştirilerek alınmıştır.) 
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Şekil 2.8   Endoplazmik retikulumun süper çözünürlüklü görüntüsü. Periferik ER'nin yoğun 

kümelenmiş tübül şeklindeki yapılardan oluştuğunu ortaya koyuyor. Bir ER protein belirteci 

(sağ üst), iç hücresel lipitler (sol alt) ve tübüler matrislerin elektron mikroskobu yeniden 

yapılandırılması (sol üst) (Nixon-Abell, ve diğerleri, Science.2016). ER: Endoplazmik 

retikulum 

 

2.2.1 Endoplazmik Retikulum Stresinin Kanserle İlişkisi  

Endoplazmik Retikulum Stresi (ER Stresi), glikolizden (glukozun yıkım reaksiyonu) sonra 

hücrenin glukoz ihtiyacına göre reaksiyonların gerçekleştiği ve lipid sentezi gibi metabolik 

süreçlerde rol oynayan dinamik tübüler ağ içinde (endoplazmik retikulumda-ER) düzenlenir. 

Hücredeki ana hücre içi kalsiyum deposu sayılan ER stresi otofagozomların ve 

peroksizomların biyogenezine katkı sağlar (Hetz, 2012). Ökaryotik hücrelerde toplam 

proteomun %30'nu oluşturan salgı yolunda sentezlenen proteinlerin uygun şekilde katlanması 

için ER'deki protein olgunlaşma basamakları önem arz etmektedir. Çevre faktörlerinin ve 

hücresel sinyallerin aktif entegrasyon yoluyla protein katlanmasının verimliliğinin ve 

doğruluğunun devamlı olarak ayarlandığı bilinmektedir. Protein katlama gereksinimlerindeki 

dalgalanmalara uyum sağlayan farklı geri besleme mekanizmaları, salgı yolunun işlevini her 

yönden etkiler (Ron ve Walter, 2007). ER'de protein katlanması bozulmalarının karşısını alan 

homeostatik yolun mevcudiyeti, memeli hücrelerinde, katlanmanın farmakolojik 

inhibisyonunun birkaç ER şaperonunun transkripsiyonel up regülasyonuna neden olduğu eski 
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bir çalışmada bakılmıştır (Kozutsumi, 1988). Hücreler ER stresi üzerine tamamlayıcı adaptif 

mekanizmaların bazılarını aktive ederek protein katlanması değişikliklerinin üstesinden 

gelmek için savaşır. UPR, ER lümeninde protein katlama durumu hakkındaki veriyi çekirdeğe 

ve sitozole ulaştırır (Schröder ve Kaufman, 2005). Geri döndürülemez ER stresinin etkisi 

altında UPR, hasarlı hücreleri apoptoz yoluyla aradan kaldırır, bu ise stres uyarıcılarının 

süresi ve yoğunluğu hakkındaki bilgileri entegre eden mekanizmaların varlığını gösterir 

(Woehlbier ve Hetz, 2011). 

 

2.2.2 Kanser ve Katlanmamış Protein Cevabı İlişkisi 

Çevresel faktörlere ek olarak, ER stresini beslemede rol oynayan kanser hücresinin genetik 

değişiklikleri, UPR (Unfolded Protein Response) yolunun kalıcı aktivasyonunu teşvik eder 

(Chen; Cubillos-Ruiz, 2021). Örnek olarak, tümörigenezde tümör baskılayıcı genlerin 

yitirilmesi ve onkogenlerin hiperaktivasyonu, protein sentezini arttırarak metabolik açlığı 

doyurur. ER genişlemesinin hızlı olması çoğalan kanser hücrelerinin bölünebilmesi için 

gereklidir (Babour ve diğerleri, 2010). Dinamik süreç olan ER stres yanıtlarının 

düzenlenmesi, hücre kaderinin belirlenmesi UPR'nin süresi ve yoğunluğuyla ilişkilidir.  

Daha basit yapılı proteinler sitoplazmada, kompleks yapıya sahip proteinler ise ER`de katlanır 

(Dobson ve ark., 1998). Oluşan yeni proteinler ER lümeninde düzgün şekilde katlanır, üç 

boyutlu yapılarına kavuştuktan sonra, ER-yerleşik şaperonlar, oksidoredüktazlar ve glikozile 

edici enzimlerin yardımıyla çok çeşitli translasyon sonrası modifikasyonlara uğrarlar (Oakes 

SA, 2015, Tu BP. ve ark., 2004). Protein translasyonunda N-bağlantılı glikozilasyonu 

değiştiren bölge olan ER hücre sinyal yolaklarıyla yakından ilişkilidir (P. Fagone, ve ark., 

2009, E. Sammels, 2010).  

ER’de sıkı kalite kontrolün ardından proteinlerin doğru katlanmasına yardımcı olan, 

aktiviteleri için kalsiyuma ihtiyaç duyan, kalsiyum tamponlayıcı moleküller şaperon olarak 

adlanır (Buck ve ark., 2007). Kalsiyum depolarının tükenmesi, besin yoksunluğu, hipoksi, 

asidik ekstraselüler pH değişiklikleri gibi içsel ve dışsal hücresel yanıtlar ER lümeninde 

protein katlama verimliliğini bozarak, katlanmamış veya yanlış katlanmış proteinlerin tolere 

edilebilir bir eşiğin ötesinde birikmesine yol açar, böylece ER stresinin oluşmasına neden olur 

(Cubillos-Ruiz ve diğerleri, 2017). ER proteinlerinin transkripsiyonunda ve ekspresyonunda 

artış, çok fazla UP'nin ER'ye girmesini önleyerek UP hızının azaltılması ER stresi 

nedenlerindendir. ER stresi onkogenlerin hiper aktivasyonu ve tümör baskılayıcı genlerin 
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düşük seviyelerde ekspresyonuyla UPR yollarını aktifleştirerek güçlendirir (Chen X, 

Cubillos-Ruiz JR, 2021).  

Kalsiyum iyon seviyelerinin tükenmesi, azalan oksijen seviyeleri, viral enfeksiyonlar, besin 

eksikliği (özellikle glikoz eksikliği), hızlı hücre çoğalması, redoks durumunun bozulması 

(Pytel D, Seyb K, 2014), şaperon-protein etkileşimlerini teşvik eden şaperon veya hücresel 

enerji eksikliği, yeterli katlanmayı engelleyen protein mutasyonları ve disülfür bağlarının 

azalması sebebinden ER`de oluşan proteinler doğru konformasyona ulaşamadıklarından stres 

uyarıcıları sayılır (Patil C, Walter P 2001.,Marciniak SJ, Zhang K ve ark, 2006). 

Normal koşullar altında tüm bu stres sensörleri, ER şaperonu BiP/GRP78 ile kompleks 

oluşturarak inaktif durumda tutulur. ER lümeni içinde yanlış katlanmış ve açılmamış 

proteinlerin toplanmasından sonra BiP/GRP78, ER reseptörlerinin lümenal alanlarından 

salınır (Bertolotti A, Zhang Y,ve ark., 2000). 

Hücrenin stresi hissedip, ona yanıt vermesi ve stresi yenmesi hücrenin sağkalımı ve mekanik 

otofajiyi koruyan hücre homeostazisin sağlanması için gereklidir. Stres veya UPR, aynı 

zamanda özelleşmiş hücre ve dokularda inflamatuar yanıtları tetikleyebilir ve inflamatuar 

hastalıkların patogenezinde yer alır (S.B. Cullinan, Z. Donna, ve ark., 2003). Şekil 2.9`da 

UPR`in kanser evrelerinde katkısı gösterilmiştir. 
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Şekil 2.9 Kanser evrelerinde UPR katkısı (Emma Madden, Susan E. Logue, ve ark., 2018). 

(Dönüşüm sırasında ER stresi büyümeyi desteklemek için proteinlere olan talebin artması nedeniyle indüklenir. 

UPR artan protein katlama kapasitesini sağlar. UPR sinyali, hücre döngüsü ilerlemesini ve hücre çoğalmasını 

teşvik ederek tümör oluşumunu destekler. Hızlı büyüme, tümördeki oksijen ve besin maddelerinin 

kullanılabilirliğini azaltarak daha fazla ER stresine yol açar. Hipoksiye yanıt olarak UPR pro-anjiyogenik 

faktörlerin ekspresyonunu teşvik ederek anjiyogeneze neden olur. UPR aracılı metabolik yollar yeniden 

düzenlenerek tümörün besin yoksunluğuyla başa çıkmasına da olanak tanır. Kanser gelişimini desteklemek ve 

bağışıklıkdan kaçmak için çeşitli hücre türleri tümöre eklenir. Böylelikle tümör mikro ortamının (TME) 

oluşmasıyla sonuçlanır. TME oluşturulduktan sonra hücre ayrılması stresinin üstesinden gelen UPR, tümör 

hücrelerine yardım ederek epitelyalden mezenkimal geçişi (EMT) sağlar. EMT transkripsiyon faktörü 

ekspresyonunu arttırır ve hücre-hücre bağlantılarını azaltarak metastazı teşvik eder. Uyarlanabilir UPR, 

kemoterapi tedavisi zamanı hücreden ilaç akışını teşvik ederek tümör hücrelerinin hayatta kalmasını sağlayarak 

kemoresistansa neden olur. Kanser hücrelerinde UPR kaynaklı otofaji ve kanser kök hücrelerinin (CSC'ler) UPR 

aracılı genişlemesi, tümörün yeniden büyümesini destekler.) 

 

UPR'nin birincil amacı, stresli koşullar altında ER ile ilişkili bozunma (ERAD) sistemlerinin 

kademesini (anormal proteinlerle başa çıkarak, mRNA çevirisini baskılayarak şaperonları 

uyarır) (Kadowaki H., Nishitoh H.,2013) ve transkripsiyon faktörleri aracılığıyla ER bileşen 
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genlerinin ekspresyonunu modüle ederek protein sentezini ve geri kazanımını zayıflatmaktır. 

(H.P. Harding, I. Novoa, ve ark., 2000). ERAD ayrıca, uygun ve normal şekilde katlanmış 

proteinlerin normal hedeflerine taşınabilmesini sağlar (Tsai Y.C., Weissman A.M.,2010). 

ER fonksiyon kapasitesini aşan fizyolojik (makrofaj, pankreas beta hücreleri gibi sekretuvar 

hücrelerin farklılaşması) veya patolojik durumlar, hipoglisemi, hiperhomosisteinemi gibi 

artmış metabolik durumlar, hepatit C gibi enfeksiyonlar (Lai ve ark., 2007), hipodermik 

hipoksi, besin yoksunluğu gibi hücre dışı çevresel zorluklar, DNA hasarı, oksidatif stress ve 

metabolik stres gibi çeşitli faktörlerin neden olduğu onkojenik stres, protein salgılanmasında 

artan talepler, ara katlama formlarının toplanmasını stabilize eden veya teşvik eden salgı 

yolunun proteinlerindeki mutasyonlar ve kalsiyuma bağlı şaperonlar üzerinde inhibitör 

etkilerle birlikte kalsiyum seviyelerindeki azalmalar, tümör hücrelerinin UPR'yi bir 

adaptasyon stratejisi gibi kullanarak büyümesine yardımcı olur (Scott A. Oakes , Am J 

Pathol.2020).   

Tümör hücreleri hızla çoğalan hücreler olduğundan oksijen ve besinlerden yoksun bir 

ortamda protein ve lipitlere aşırı ihtiyaç duyarlar (Nagelkerke A, et al, 2014). Bu sebepden 

hayatta kalmak için ER proteinlerinin katlanmasını bozan UPR yanıtını aktive ederek bu 

yoldan yardım alırlar (H. Claudio,2012). Kanser tedavisinde spesifikliğin elde edilmesine 

yardımcı olan tümör ve normal hücreler (UPR yolu aktif olmayan) arasındaki bu önemli fark, 

UPR yolunun hedeflenmesidir. Hücrelerin eşit miktarda ER stresine maruz kalması bile tümör 

hücrelerinin ölümüne neden olur, bu sonuç tümörojenik olmayan hücreler için geçerli 

değildir, onların sağkalımı devam eder. Antikanser tedavisinde bu spesifik özellik, UPR'nin 

uyarlanabilir mekanizmalarını bozarak ER stresini kullanma potansiyelini taşır. Apoptozla 

sonuçlanabilecek aşırı kontrolsüz ER stresi yaratmak için en basit yol ER'deki yanlış 

katlanmış proteinlerin miktarını arttırarak protein katlama gereksinimlerinin artırılmasına 

olanak tanımaktır (Shen X., Zhang K, 2004). ER tarafından protein katlama kapasitelerinin 

arttırılması kanser hücrelerinin uzun vadede hayatta kalmasına yardımcı olur. Anlatılanlardan 

anlaşıldığı üzere hücrenin tüm kaderi, yani apoptoza uğrayıp uğramayacağı, hayatta kalıp 

kalmayacağı veya çoğalıp çoğalmayacağı, UPR yollarının sürecine bağlıdır (Chen X, 

Cubillos-Ruiz JR (2021).  

Meme, pankreas, akciğer, deri, prostat, beyin dahil olmakla insan kanserinin çoğu türünde 

güçlü ER stres tepkileri belgelenmiştir. Ayrıca, yerinde ER stresi sıklıkla ileri evre hastalık ve 

kemorezistansla ilişkilidir. Kalıcı ER stresini tolere etme yeteneği, kanser hücresinin hayatta 
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kalmasını, anjiyogenezi, metastatik kapasiteyi, ilaç direncini ve immünosupresyonu 

artırır (Wang ve Kaufman, 2014). 

Pankreas hücreleri, yüksek hormon ve enzim salgılama işlevleri yerine getirdiğinden gelişmiş 

ER`ye sahiptir. Tümör hücreleri, UPR gibi adaptif mekanizmaları aktive eden kronik 

metabolik stres şartlarıyla yüzleşir (Moenner ve ark, 2007). Pankreas kanseri 

patobiyolojisinde ve inflamasyondaki ER stresinin rolü, kemorezistans ve tümörigenezde 

önemli faktör olarak geçmektedir (Yadav, 2014). Anti-kanser terapötiklerinden bazıları kronik 

ER stresini aktive edebilir. İlaca bağlı ER stresi ise, kanser hücrelerinin sağkalımına 

getirebilir ve sonuçta tümörlerin bazı kemoterapötiklere karşı tepkisiz kalmalarına izin verir 

(Avril ve diğerleri, 2017). Bütün bunlar göz önüne alınarak, UPR dinamiklerinin potansiyel 

terapötik hedefler sunabilmeleri belirgindir. 

 

2.2.3 UPR'nin Ana Bileşenleri 

ER'de yerleşik üç sensör UPR'yi koordine ederek başlatır: inositol gerektiren enzim 1a 

(IRE1a; ERN1 tarafından kodlanır), çift sarmallı RNA aktiveli protein kinaz R (PKR) benzeri 

ER kinaz (PERK; EIF2AK3 tarafından kodlanır) ve aktive edici transkripsiyon faktörü 6 

(ATF6). TME`de bulunan UPR'nin sürekli aktivasyonu kanser hücrelerinin pro-tümörojenik 

özelliklerini arttırmakla beraber, anti-tümör bağışıklığını devre dışı bırakarak malign 

ilerlemeyi ve metastazı kolaylaştırır (Camilla Salvagno, Jessica K. Mandula, ve ark., 2022). 

UPR'nin (IRE1a, PERK ve ATF6) alt akış bileşenlerinin hücresel dengeleri sağlıkla hastalık 

arasındaki hassas dengeyi korur (M. Wang, R.J., Kaufman, 2016). 

Isı şoku protein ailesine ait olan immünoglobulin ağır zincir bağlayıcı protein (BiP) veya 

glikoz düzenlenmiş protein 78 (GRP78) gibi özel şaperonlarla dolu olan ER lümeni (Schwab 

M. 2011) normal koşullar altında BiP/GRP78 ile kompleks halde inaktif durumda tutulur. ER 

lümeni içinde yanlış katlanmış ve açılmamış proteinlerin birikmesinden sonra, BiP/GRP78, 

ER reseptörlerinin lümenal alanlarından salınır (Bertolotti A, ve ark., 2000). BiP/GRP78 ER 

stres dönüştürücüleri olan IRE1α, ATF6 ve PERK'i aktive eder. Transmembran protein kinaz 

IRE1α, inaktive XBP1'in intronlarını kaldırarak alternatif eklemesiyle XBP1'i aktive eder. 

XBP1'ler proteinlerin olgunlaşarak katlanması ve ER'den dışarı aktarılması, aynı zamanda 

hücrenin hayatta kalması için yanlış katlanmış proteinleri değiştirmek veya parçalamak üzere 

şaperon ve ERAD genlerinin promotörü ile bağlanarak transkripsiyon faktörü olarak görev 

yapar. Ayrıca, IRE1α organelde yeni protein üretimini azaltmak için ER hedefli mRNA'ları 
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parçalar ve JNK'yi aktive eder. Temel bir lösin fermuar transkripsiyon faktörü olan ATF6, 

RIP (düzenlenmiş intramembran proteolizi) tarafından aktive edilir, ER membranından 

Golgi'ye taşındıktan sonra transkripsiyon faktörünü (aktif segment) azade etmek için S1P 

(Site-1 proteaz), S2P (Site-2 proteaz) proteazları yoluyla kesilir (Li X., Li Z., 2011). ATF6, 

XBP1 ve CHOP'un transkripsiyonunu indükler (Yokouchi M ve ark., 2008). ATF6 lipit 

metabolizmasını düzenler, bu da glikoz yoksunluğunda ApoB-100 protein seviyelerini artırır 

(Szegezdi E., Logue S.E. ve ark.,2006). Yanlış katlanmış proteinler aşırı yüklendiğinde, 

UPR'nin üç transmembran proteini hücre ölüm sinyallerini tetiklemeye meyillidir. Kanser 

hücresinin sağkalımını temin eden PERK, serin/treonin sitoplazmik alanına sahip I 

transmembran ER reseptörü türüdür (Cui W, Ron D, 2011). ER stresi sırasında stres algılayan 

PERK alanlarının homo-oligomerizasyonu ve otofosforilasyonu başlar (Harding HP, Ron D., 

1999).  PERK, hücre ölümü sinyalini, CHOP'u ve fosforile edilmiş elF2α'yı inaktive etmek 

üzere Nrf2'yi uyarır. PERK, eIF2α'yı fosforile eder, böylelikle protein sentezini inhibe eder ve 

ER'deki protein yükünü azaltır. PERK, hayatta kalma için antioksidan tepkisinde rol oynayan 

genleri yukarı düzenleyen ATF4'ü aktive edebilir. İnaktif elF2, pro-apoptotik transkripsiyon 

faktörleri, hücre ölümü sinyallerini tetiklemek için CHOP'u ve Noxa`yı aktive eden 

transkripsiyon faktörü ATF4'ü indükler. ATF4`ün translasyonu kolaylaştırılır ve aşağı akış 

CHOP ve ATF3 ekspresyonu indüklenir. PERK-eIF2α dalı, PERK aktivitesini baskılayabilen 

p58 IPK'nın yukarı regülasyonu yoluyla negatif geri beslemeye maruz kalır. ATF4, CHOP 

(C/EBP homolog protein), büyüme durması ve DNA hasarına neden olabilen protein 

GADD34, amino asit metabolizması ve redoks homeostazı gibi hücre canlılığıyla ilişkili 

genlerden sorumludur (Wang M., Law M.E, 2018). ER stresi sırasında, Ero1'i (ER 

oksidoredüktin 1) indükler, kalsiyumun ER'den sitoplazmaya salınmasına, GADD34`ü aktive 

ederek apoptoza neden olur (Nishitoh H ,2012). GADD34, protein fosfatazın (PP1) α 

izoformunu hedefler ve dolayısıyla translasyonu artırmak için elF2α'nın defosforilasyonunu 

teşvik eder (Wang M., Law M.E., ve ark., 2018, Brush M.H., Weiser D.C ve ark., 2003). 

Yanlış katlanmış ER proteinleri, ubikitin/proteazom yolundaki bozunma yoluyla sitozole 

dislokasyon yoluyla ERAD tarafından atılır. Bu sürece katkıda bulunan EDEM (ER 

bozunmasını artıran α-mannosidaz benzeri protein), bozunma için yanlış katlanmış mannoz-

kesilmiş glikoproteinleri hedefler. 

Uzun süreli ve aşırı ER stresi, JNK, CHOP ve ATF-3 ve Bcl-2 inhibisyonu ve/veya Bcl-2 

ailesinin proapoptotik üyelerinden Bim`in aktivasyonu yoluyla (CHOP Bim'i uyarır ve 
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apoptozu tetiklemek için doğrudan mitokondri zarındaki Bax ve Bak'ı aktive eder) apoptozu 

tetikleyebilir. Apoptozun yürütülmesi, henüz doğası tam olarak belirlenmemiş kaspazları da 

içerebilir. IRE-1 kapsamlı UPR tarafından fosforile edildiğinde, TRAF 2'yi biriktirir ve 

JNK'yi fosforile etmek için apoptoz sinyalini düzenleyen kinaz 1'i (ASK1) aktive eder. Aktive 

edilmiş JNK, hücre ölümü sinyallemesini tetiklemek için Mcl-1 ve Bcl-XL anti-apoptotik 

proteinleri inhibe eder. Kesilmiş ATF6 CHOP ekspresyonunu indükleyebilen ve apoptoza yol 

açan yollardan biridir.  Anlatılanlar şekil 2.10`da detaylı olarak verilmiştir. 

 

Şekil 2.10  a) Katlanmamış protein cevabı, hücrenin hayatta kalması 

 

Şekil 2.10 b) Katlanmamış protein cevabı, hücre ölümü  (Li X.M., Zhang K.Z., Li Z.H,2011) 
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2.2.4 Kanser Karşıtı Strateji; CHOP Aracılı Apoptozu Hedefleme 

Uzamış ER stres koşulu zamanı PERK aktive olur ve elF2α'yı fosforile eder (Cullinan S.B., 

Diehl J.A.,2006). Fosforile edilmiş elF2α apoptotik efektör CHOP'un ifadesini hedefleyen 

ATF4'ü aktive eder (Liu Z.-W., Zhu H.-T. Ve ark., 2013). Transkripsiyonel olarak CHOP'u 

indükleyen ATF6 aktive olur (Yokouchi M., Hiramatsu N., ve ark., 2008). CHOP aracılı 

hücre ölümü, apoptozu güçlendirebilen çeşitli genlerin (örneğin, GADD34 ve ERO1α) 

indüklenmesini gerektirir (Oyadomari S., Mori M, 2004). CHOP`un hedefi olan GADD34, 

protein sentezinin yeniden başlatan eIF2α'nın defosforilasyonunu teşvik eden bir protein 

fosfataz alt birimini kodlar ve bu da protein yükünü artırır (Novoa I., Zeng H, ve ark., 2001). 

Bu sebepden, ER stresi apoptotik yolların aşağı akışını başlatmak için UPR'yi aktive eder. Ek 

olarak, CHOP'un Ero1α ekspresyonunu yükselttiği ve bu da PDI'nin yeniden oksidasyonunu 

katalize ederek ER'de hiper-oksidan koşullara yol açtığı düşünülmektedir (Tabas I., Ron D. 

,2011). CHOP'un neden olduğu ERO1α ekspresyonu ER Ca 2+ salınım kanalını, inozitol 1,4,5-

trifosfat (IP3) reseptörünü (IP3R) aktive eder (Li G., Mongillo M, ve ark., 2009). Daha sonra, 

ER'den salınan sitoplazmik Ca 2+ , kalsiyum/kalmodulin bağımlı protein kinaz II'nin 

(CaMKII) aktivasyonunu tetikler, apoptoz indüklenmesiyle sonuçlanır (Ozcan L., Tabas I , 

2010). CHOP aracılı apoptozis, Bid'i (tBid) parçalayıp, mitokondriye taşıyan kaspaz-8 

aktivasyonu ile birlikte DR5'i yukarı düzenleyerek ekstrinsik yolda yer alır (Yamaguchi H., 

Wang H.-G. , 2004, Li H., Zhu H., ve ark.,1998). Ek olarak, CHOP'un anti-apoptotik BCL-2 

ve BCL-XL proteinlerinin ekspresyonunu azaltırken, BAX, BAK, BIM (BCL-2 benzeri 

protein 11), PUMA (apoptozisin p53 yukarı düzenlenmiş modülatörü) ve NOXA (PMAIP1) 

gibi pro-apoptotik proteinlerin ekspresyonunu artırdığı gösterilmiştir (Puthalakath H., 

O’Reilly L.A. ve ark.,2007, Reimertz C., Kögel D, ve ark., 2003). Aynı zamanda, GADD45B 

proteinleri strese yanıt olarak p38-c Jun N terminal kinaz (JNK), MAP kinaz yollarını uyarır, 

hücreleri apoptoza, hayatta kalmaya karşı duyarlı hale getirerek güçlü ve seçici bir inhibitörü 

kodlar. SERPINE1 hücrelerde kaspaz 3'ü inhibe ederek kemoterapi tarafından indüklenen 

tümör hücresi apoptozuna direnebilir. Bu çalışmalar, CHOP, GADD45B ve SERPINE1 gen 

ekspresyonlarının yukarı düzenlenmesinin kanser karşıtı tedavi için önemli bir hedef olacağını 

ima etmektedir. ER stresinin apoptotik yolları şekil 2.11`de verilmiştir. 
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Şekil 2.11 ER stresinin apoptotik yolları (Puthalakath H., O’Reilly L.A.,2007, Reimertz C., 

Kögel D, 2003). 

 

2.2.5 ER Stresine Karşı Tepki 

ER 4 yanıt içeren tepkisel sinyal yoluyla ER stresinin üstesinden gelmek için çalışır (Ron ve 

Kaufman, 2002). Bunlar:  1) Yeni protein sentezinin yükünü azaltan, uPa`nın haddinden çok 

toplanmasını önleyen translasyonel zayıflamadır  (Harding HP, Calfon M, ve ark., 2002). 2) 

ER şaperon proteinlerini kodlayan genlerin, yani BiP/GRP78 ve GRP94 protein disülfür 

izomeraz (PDI) ve peptidil-prolil izomeraz enzimlerinin, ER'nin yapısal bileşenlerinin, 

sarkoplazmik ER Ca 2+ -ATPase 2`nin (SERCA2) yukarı düzenlenmesiyle ER `de protein 

katlama kapasitesinin artırılmasıdır (Kozutsumi MY, 1988, Yoshida H,ve ark., 

1998,Caspersen C,ve ark. 2000).  Sonraki fazda, ERAD bileşenleri, ubikitin-proteazom 

sistemi tarafından ER bozunmasını artıran α -mannosidaz benzeri protein (EDEM) dahil 

olmakla, ER'deki yanlış katlanmış proteinleri ortadan kaldırmak için transkripsiyonel 

indüklenir (Kopito RR, 1997, Travers KJ, ve ark., 2000, Yoshida H, Matsui T,ve ark., 2003). 

3) Antiapoptotik ve bağışıklık yanıtların aracısı olan transkripsiyon faktörü NF-κB'nin 

aktivasyonunu içerir (Pahl HL,ve ark.,1996). ER'deki zar proteinlerinin birikmesiyle 

tetiklendiğinden ER aşırı yüklenme yanıtı (EOR) olarak adlandırılır. 4) Kontrolsüz ER stresi 

zamanı meydana gelen ve hasarlı hücreleri seçerek ortadan kaldıran, böylelikle organizmayı 

koruyan apoptozdur (Ferri ve Kroemer, 2001; Oyadomari S, Araki E., 2002). Apoptozda en 

az üç apoptoz yolağının rol oynadığı bilinmektedir. a) CHOP geninin transkripsiyonel 
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aktivasyonu, b) inositol gerektiren 1 (Ire1)-TNF reseptörüyle ilişkili faktör 2 (TRAF2)-

apoptozis sinyalini düzenleyen kinaz 1 (ASK1)' kompleksinin oluşumuyla aracılık edilen 

cJUN NH2-terminal kinaz (JNK) yolağının aktivasyonu, c) ER ile ilişkili kaspaz-12'nin 

aktivasyonu (Urano F, Wang X,ve ark., 2000, Nishitoh H, ve ark.,2002). 

 

2.2.6 UPR ve Apoptoz İlişkisi 

ER stresi zamanı hücreler adaptasyon mekanizmalarına etki ederek yaşar veya apoptoza 

başvurarak intihar eder. Sitokrom c salınımı ve kaspaz aktivasyonuyla sonuçlanan 

proapoptotik proteinlerin membrana eklenmesi mitokondriyal membran geçirgenliğinin 

değişmesine sebeb olur (Gorman ve başkaları, 2012).  

ER stresi sonucu gelişen apoptozun ileri gelen vasıtası CHOP`tur. CHOP`un indüksiyonu, ER 

stresiyle ilişkili apoptozu başlatır, işlevinin baskılanması hücreleri apoptozdan koruduğu 

bilinmektedir (Jing ve diğ., 2012). Bu gen, kanserin ayırt edici özellikleriyle (hücre göçü, 

proliferasyon ve sağkalım) ilgili çok sayıda geni düzenlediğinden (Jauhiainen ve diğerleri, 

2012) apoptoza nasıl aracılık ettiği tartışma konusudur. Meme kanserinden türetilen 

hücrelerden elde olunan in vivo verilere göre (Weston ve Puthalakath, 2010) anti-apoptotik 

BCL-2'nin down regülasyonu ve proapoptotik BIM, PUMA ve BAX'ın uyarılmasının CHOP 

aracılı apoptozu desteklediği bilinmektedir (Gorman ve diğerleri, 2012) CHOP aktivitesinin 

artması p38 tarafından fosforilasyona tepkinin sonucudur. Uzun süre devam eden ER 

stresinde p38 (ASK1’in substratı) IRE1-TRAF2 kompleksine alındıktan sonra IRE1 aracılı 

ASK1 aktivasyonu ile PERK yolları birleşerek CHOP aktivitesini güçlendirir (Walter ile Ron, 

2011). 

 Bazı çalışmalar, ER stresiyle indüklenen apoptoz aracılığında JNK'nin mühim bir rola sahip 

olduğunu gösterir (Verma; Datta, 2012). IRE1 tarafından JNK`nın alımı, hem IRE1, hem de 

TRAF2 ile etkileşime giren JIK tarafından düzenlenir. IRE1-TRAF2 kompleksi daha sonra 

ASK1'i alır ve ASK1 aktivasyonuna neden olur ve hücre ölümüne yol açan JNK yolunu 

düzenler. 

ER stresini düzenleyen yollardan biri de, BCL-2 ailesinin ilgili genlerinin UPR bileşenleriyle 

fiziksel etkileşimleridir. Örnek olarak, ER stresinde IRE1 aktivasyonuna neden olan IRE1 

sitozolik alanıyla direk temas eden Bax ve Bak genlerini göstere biliriz (Hetz ve diğerleri, 

2006). ER transmembran proteini BAX inhibitörü1'den (BI-1) endoribonükleaz aktivitesini 

inhibe etmek için doğrudan IRE1`le etkileşime girer. (Lisbona, 2009).  
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 2.2.7 UPR ve Metastaz İlişkisi 

Metastazdaki rolü tam aydınlatılmayan UPR'nin primer tümör ilerlemesindeki işlevi iyi 

bilinmektedir. Kanser hücreleri, uzak doku ve organ ürünlerini yeniden programlamakla 

metastatik hücrelerin kolonizasyonunu ve sağkalımını basitleştirmek için pre-metastatik niş 

(PMN) adlanan oluşumu yaratır (Cox ve Hoshino, 2015). Hipoksi zamanı, negatif meme 

tümörlerinde östrojen reseptörü olan lisil oksidazın (LOX) yukarı regülasyonu kemikte PMN 

oluşumunu teşvik eder (Cox ve diğerleri, 2015). XBP1, LOX promotörüne bağlanarak LOX 

ekspresyonunu düzenler ve bu faktörün desteğiyle PMN'ye katkıda bulunma olasılığı artar 

(Yang ve arkadaşları, 2017).  

Kanser hücreleri, metastaz zamanı hücre dışı matris (ECM) ve komşu hücrelerle iletişimi 

yitirdikten sonra anoikis'e (apoptozun diğer şekline) maruz kalır. Çalışmalar, tümör invazyonu 

ve metastaz için gerekli olan PERK-eIF2α ekseninin anoikisi inhibe ettiğini göstermektedir 

(Chen, Cubillos-Ruiz, 2021). EMT`ye maruz kalan hücrelerde seçici olarak aktive edilen 

PERK (Feng ve arkadaşları, 2014) ATF4, NRF2 yoluyla antioksidan tepkileri 

desteklediğinden oksidatif stresi azaltarak metastatik hücrelere katkıda bulunur (Cullinan, 

2003). 

2.2.8 UPR ve Anjiyogenez İlişkisi 

ER stresi ve UPR`i tetikleyen yanlış katlanmış proteinlerle ilişkili olan yetersiz vasküler 

beslenme hipoksi, besin yoksunluğu, sonuçta az ATP üretimine neden olmaktadır. UPR 

anjiyogenezi hem down-regüle hem de up-regüle edebilir. XBP1s ve ATF4 VEGF 

promotörüne bağlanarak onu aktive edebilir (Ghosh, 2010). ATF4`ün, bir sıra insan aort 

endotel hücre dizilerinde IL-8'i (interlökin-8) transkripsiyonel olarak modüle ettiği 

bilinmektedir. IL-8, endotelyal hücre apoptozunu azaltan MMP-2 ve MMP-9 ekspresyonunu 

teşvik ederek endotelyal hücre proliferasyonunu ve damar gelişimini indükler (Li, 2003; 

Oskolkova, 2008). Akt/GSK/β-katenin eksen yolu aracılığıyla XBP-1'ler VEGF promotörüne 

bağlanarak endotelyal proliferasyonu sürdürebilir (Zeng ve diğerleri, 2013). 

UPR ve anjiyogenez ve de anti-anjiyogenez ile ilişkili diğer bir mekanizma TRAF2-JNK'nin 

IRE-1α tarafından aktivasyonu: Spesifik Bcl-2 ailesi proteinlerinin (örneğin, Bim) fosforile 

edilerek Sitokrom C aracılı apoptotik yolaklara etki etmesidir (Win, 2014). PERK-ATF4`ün 

aktivasyonu, apoptotik proteinlerin sentezini artıran CHOP ekspresyonunu tetikler, CHOP 

anjiyogenezi indükleyen eNOS promotör faktörünü (endotelyal nitrik oksit sentaz) inhibe eder 

(Hsu ve diğerleri, 2019). 
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2.3 Pankreas Kanseri ve ER stresi İlişkisi 

2.3.1 Pankreas Kanserinde Endoplazmik Retikulum Stresi ve UPR İlişkisi 

Hipoksi, besin yoksunluğu gibi durumlar nedeniyle ER stresi sergileyen PDAC tümörlerinin 

aktif UPR profiline sahip olduğu bilinmektedir (Kong ve diğerleri, 2015). Bu adaptif UPR 

yanıtı tümör oluşumunu ve ilerlemeyi sağlar. Pankreas kanserinde, ER stresi koşulları altında 

UPR bileşeni GRP78 (BiP)`in yaygın ekspresyonu gözlemlenir ve UPR'nin aktivasyonu 

üzerine ekspresi daha da artırarak kötü hastalık prognozu, aynı zamanda, yumurtalık kanseri, 

prostat kanseri ve B hücreli lenfoma gibi çeşitli kanser türlerinin gelişmesi ile ilişkilidir 

(Robinson ve diğerleri, 2021). PDAC hastalarının kötü prognozla korelasyonu bildirilen 

GRP78`in PDAC dokusunda artan ekspresyonu görülmüştür (Niu ve diğerleri, 2015). Normal 

pankreatik duktal hücrelerine nazaran GRP78'in yüksek ekspresyonu PDAC`ın özelliği 

sayılır, ancak GRP78 seviyelerinin PDAC ilerlemesine nasıl katkı sağladığı halen 

araştırılmaktadır. 

 PDAC hücrelerinin çoğalma kapasitesinin korunmasında başka kanser türlerinde (3`lü negatif 

meme kanseri, kolon ve prostat kanseri) olduğu gibi, IRE1'le ilişkili sinyalleşmenin rolü 

vardır (Li, 2017). IRE1 ve ATF6 kollarının etkisiyle anterior gradyan protein 2 homoloğunun 

(AGR2) indüksiyonu yoluyla UPR proliferasyonun artmasına katkı sağlar (Chevet, 2013).  

PERK aktivasyonu, artan tümörigenezle ilişkilendirilmiştir. PERK inhibitörünün kullanıldığı 

çalışma incelendiğinde, PERK inhibisyonunun PDAC hücresinde apoptozu artırması, 

PDAC`ın ksenograftlarında kullanıldığı zaman ise tümörün yükünü azaltması bildirilmiştir 

(Atkins, 2013).  

PDAC`ın metastaz hedefi sayılan karaciğerle PERK aktivitesinin ilişkilendirildiği bir 

çalışmada, karaciğerdeki PDAC hücrelerinin, IRE1 aktivasyonuna gerek duymadan UPR'nin 

PERK kolunun seçici aktivasyonu gösterdiği malum oldu (Pommier ve diğerleri, 2018). 

Kanser hücrelerinin uykuda olması halinde, T hücresinin azalmasıyla XBP1s`in ekspresyonu 

kombine şekilde kanser hücrelerinin uyarılmasını, yeniden bölünmesini, metastaz 

yapabilmesini sağlar. Bu çalışmalarla UPR'nin IRE1 ve PERK kollarının PDAC hücrelerinde 

aktif olduğu, aktivasyonlarının PDAC ilerlemesini teşvik etmesi vurgulanmaktadır (Hess, 

2011)  
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2.3.2 Pankreas Kanserinde İlaç Direnci ve UPR İlişkisi 

PDAC tedavisinde en önemli problemler tedavinin sınırlı olması ve kemoterapiye karşı 

kazanılmış dirençtir. Günümüzde genel olarak bildirilen gemsitabin direnci ve kemo direncin 

öhtesinden gelebilecek kombine tedavilere yönelik araştırmalarda artış gözlemlenmiştir. Etkili 

kemoterapötik ajan olarak bilinen GEM`in daha agresif bir yapıdaki tümör tipinin yayılımını 

destekleyebileceği çalışmalarda incelenmiştir (Robinson, 2021). PDAC’ta GEM EMT`yi 

uyarır, tedavi takibinde inflamatuar sitokin sinyalleşmesini, hücrelerin hayatta kalmasını ve 

pro-tümörojenik makrofajların çevre dokulara ilerlemesini destekler (Robinson, 2021).  

Belirlenmiş mekanizma UPR'nin hayatta kalma sinyalini kullanarak kanser hücrelerinde 

kemoterapinin neden olduğu apoptozdan kaçar. PANC-1 hücre soyundan ayrılan CSC benzeri 

popülasyona GEM maruziyeti sonrası UPR tepkilerinin sergilendiği, fosfo-PERK ve ATF6N 

ekspresyonun arttığı izlenilmiştir (Wang ve diğerleri, 2017). Diğer bir çalışmada gemsitabin 

ile PDAC hücrelerinde köklülükte azalma ve ER stresi ile bağlantılı apoptozu yaradan yağ 

asidi sentezi inhibitörleri arasındaki sinerjistik etkilerin tanımlanması incelenmiştir (Tadros ve 

diğerleri, 2017). 

 

 

2.4 GADD45β  (Miyeloid Farklılaşma Birincil Tepkisi 118 - MYD118) 

GADD45 ailesi, kanser hücrelerinde hücre sağ kalımının temel aracılarındandır (Inowa T., 

Hishikawa K., ve ark,2010). GADD45B, ER stresli büyümenin durması koşulları ve DNA'ya 

zarar veren ajanlarla tedavi sonrasında transkript düzeyleri artan GADD45 gen ailesinin bir 

üyesidir. Hem p38, hem de JNK MAPK'lerinin yukarı akış aktivatörü olan MTK1/MEKK4 

kinaza bağlanan ve onu aktive eden proteinler aracılığıyla p38/JNK yolunun aktivasyonunu 

sağlayarak çevresel streslere yanıt verir. Bu genlerin veya protein ürünlerinin işlevi, büyüme 

ve apoptozu farklı mekanizmalarla düzenler, hücre büyümesini engellemede işbirlikçi olarak 

işlev görebilirler (RefSeq tarafından Temmuz 2008`de sağlaması yapılmıştır). 
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Şekil 2.12 GADD45B geninin 19. kromozom üzerindeki yeri gösterilmiştir. 

(https://www.genecards.org/ web sitesinden alıntı) 

 

GADD45 (Growth Arrest And DNA-Damage-Inducible, Beta 45) gen ailesinin bir üyesi olan 

GADD45B insan kromozomu 19p13.3'te yer alan küçük (18kDa), evrimsel olarak korunmuş, 

yüksek homolojiye (55%-57%) ve yüksek asitliğe sahip (pH 4.0–4.2) ve öncelikli olarak 

çekirdeğe yerleşmiş proteinleri kodlamaktadır (Liebermann DA, Hoffman B, Tront JS, ve 

ark., 2013). GADD45B ile ilişkili hastalıklar arasında akciğer kanseri, endometrium kanseri 

ve ilgili yolları arasında  DNA hasarı tepkisinin miRNA düzenlenmesi vardır. 

Dört zincirli beta yapraklık bir çekirdeğe, beş alfa heliksine ve iki asidik halkaya sahip 

yapılandırılmış protein olan ( Papa ve ark., 2007) GADD45B uzun zamandır stresle ilişkili bir 

gen olarak kabul edilmesine rağmen (Salvador ve ark., 2013,  Liu ve ark., 2015) çalışmalar 

GADD45B'nin p38 mitogenle aktive olan protein kinaz (MAPK) yolunun aktivasyonu (Xue 

vd., 2020), DNA demetilasyonunun modülasyonu (Xiao vd., 2020) ve transkripsiyonun 

düzenlenmesi ( Zipperly vd., 2021) dahil olmak üzere karmaşık işlevleri olduğunu 

göstermiştir. Kanıtlar aktif onkogenin moleküler yapısı ve hücre tipi ile ilişkili olarak çeşitli 

sinyal yollarının uyarılması vasıtasıyla GADD45B'nin, tümör gelişimini destekleyebileceğini 

veya baskılama işlevi yapabileceğini göstermektedir (Liebermann DA ve ark., 2011). Tümör 

ilerlemesindeki rolü tartışmalı olan GADD45B, yumurtalık kanserinde onkogen (Gong vd., 

2021), ancak karaciğer kanseri, küçük hücreli olmayan akciğer kanseri ve pankreas 

kanserinde tümör baskılayıcı gendir ( Hori vd., 2018 ; Huang vd., 2018 ; Do vd., 2019 ). 

 

 

http://www.malacards.org/card/lung_cancer
https://pathcards.genecards.org/card/mirna_regulation_of_dna_damage_response
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8417000/#B22
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8417000/#B24
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8417000/#B18
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8417000/#B38
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8417000/#B38
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8417000/#B35
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8417000/#B39
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8417000/#B9
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8417000/#B9
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8417000/#B12
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8417000/#B14
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8417000/#B6
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Şekil 2.13 GADD45B RNA ekspresyon grafiği (https://www.proteinatlas.org/ web sitesinden 

alınmıştır.) 

 

Dönüştürücü büyüme faktörü (TGF)-β tarafından indüklenen (Cretu A,Sha X, et al, 2009) 

apoptozisin bir efektörü olan GADD45B terminal farklılaşma ve apoptotik sitokinler 

tarafından hızla indüklenir ve tümör oluşumunu düzenler. TGF-β, SMAD'ye bağlı bir 

şekilde GADD45B ekspresyonunu indükler, p38'i aktive eder ve apoptotik hücre ölümünü 

tetikler (Yoo J, Ghiassi M, Jirmanova L, 2003). 

GADD45B, farklı sinyal yolakları aracılığıyla kanser gelişimini desteklemek veya baskılamak 

için işlev görebilir (Liebermann  DA ve ark., 2011)  Transkripsiyonel hedef olarak tanımlanan 

GADD45β, tümör oluşumunu, kanser hücresi sağ kalımını, apoptozu, invazyonu ve metastazı 

etkilediği bilinen NF-kB ile ilişkilidir. GADD45B proteinleri strese yanıt olarak p38-c Jun N 

terminal kinaz (JNK), MAP kinaz yollarını uyarır, böylece, hücreleri apoptoza, hayatta 

kalmaya veya büyüme durmasına karşı duyarlı hale getirerek (Takekawa M, Saito H. 1998) 

güçlü ve seçici bir inhibitörü kodlar. (Papa S, Monti SM, Vitale RM, ve ark., 2007). 

GADD45B, MTK1'in N-terminal alanına (MEKK4) (Takekawa M, Saito H. 1998) ve 

MKK7'ye bağlanır ve proapoptotik MKK7/JNK sinyallemesini bloke ederek kanser 

hücresinin sağ kalımını destekler (De Smaele E. ve ark., 2001, Tornatore L. ve ark., 2014, 

Papa S. ve ark., 2004). 

Araştırmalarda EMT ile yakın ilişkileri iyi bilinen p38 ve MAPK yolağı düzenlemesi, 

GADD45B'nin  EMT'yi kolaylaştırdığı mekanizmalardan biridir (Kuo CL, Xu J. ve ark., 

2020). 

Hücre döngüsü durması, DNA onarımı, hücre sağkalımı, senesans ve apoptozisle 

sonuçlanabilen onkojenik stres de dahil  çeşitli fizyolojik ve çevresel strese yanıt olarak stres 

sinyallemesinde rol oynar (Liebermann DA, Tront JS, ve ark., 2011). 
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2.5 SERPINE1  

1983 yılında bir grup bilim insanı ilk defa kültürlü sığır aort endotel hücreleri tarafından 

üretilen PAI-1'i keşfederek ona fibrinolitik inhibitör adını verdiler (Loskutoff D.J., Van 

Mourik J.A., ve ark., 1983). SERPINE1 ((Plazminojen Aktivatör İnhibitörü-1-PAI-1) geni, 

plazminojen aktivatör sisteminin (PA) ana düzenleyicisi, in vivo fibrinolizi baskılayabilen 

serin proteaz inhibitörü (SERPIN) süper ailesinin bir klad E üyesini kodlar (Alotaibi FT, ve 

ark., 2019). 

SERPINE1, ürokinaz tipi plazminojeni (uPA) ve doku tipi plazminojen aktivatörünü (tPA) 

inhibe eder, bu da plazminojenin aktif proteaz plazminine dönüşümünü azaltır (Andreasen 

PA, Egelund R, ve ark., 2000). SERPINE1 geni 7q22.1 kromozomda bulunan ve yaklaşık 50 

kDa'lık tek zincirli glikoproteini kodlar (Wang S, Cao Q ve ark, 2013), 379 amino asitten 

oluşur ve öncelikli olarak vasküler endotel hücreleri, yağ hücreleri, megakaryositler ve 

trombositler, fibroblastlar, hepatositler, düz kas hücreleri tarafından sentezlenir ve salgılanır 

(Chen T. Y., Zhou ve ark., 2022).  

 

Şekil 2.14 SERPINE1 geninin 7. kromozom üzerinde yeri gösterilmiştir. 

(https://www.genecards.org/ web sitesinden alıntı) 

Bu protein ayrıca doğuştan gelen antiviral bağışıklığın bir bileşeni olarak işlev görür. Bu 

gendeki mutasyonlar sonucunda, PAI-1 eksikliği oluşur. Diğer yandan ise, gen ürününün 

yüksek konsantrasyonları trombofili ile ilişkili bulunmuştur (RefSeq tarafından sağlama, 

Ağustos 2020).  

SERPINE1`in pankreas kanserinin morbiditesi ile yakından ilişkili olduğunu gösteren bir 

çalışmada, IL-8`in  salgılanmasını ve ifadesini düzenlediği ve kanserin ilerlemesini 

hızlandırdığı bildirilmiştir (Humphries BA,. Wang HC, ve ark., 2019). SERPINE1`in  

ekspresyonu epigenetik olarak (Gao S, Nielsen BS ve ark., 2010), ayrıca da SP1, AP1, SMAD 

proteinleri, TGF-β1 ve p53 gibi birkaç transkripsiyon faktörü tarafından düzenlenebilir 

(Kortlever RM, Higgins PJ ve ark., 2006, Ulisse S. 2009).  
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PAI-1'in ekspresyonu transkripsiyonel düzeyde hipoksi, TGF-β, TNF-α, hormonlar, sitokinler, 

proteazlar, büyüme faktörleri tarafından uyarılır (Gils A., Declerck P.J. ve ark., 2004). 

SERPINE1, kardiyovasküler hastalıklar, inflamasyon, kanser, metabolik bozukluklar, 

yaşlanma, doku fibrozu vb. dahil olmak üzere çeşitli hastalıklar ve in vivo aktivitelerle 

ilişkilidir (Machteld Sillen, Paul J. Decler ck, 2021). SERPINE1 ile ilişkili hastalıklar 

arasında Plazminojen Aktivatör İnhibitör-1 Eksikliği ve Konjenital Plazminojen Aktivatör 

İnhibitör Tip 1 Eksikliği bulunur. Yüksek trombosit sitozolik Ca2+'ye yanıt  ve  gen ifadesi 

(transkripsiyon) ilgili yolları arasındadır. Gen Ontolojisi (GO) açıklamalarında SERPINE1 

ilişkili olarak sinyal reseptörü ve proteaz bağlanması içerir. 

Şekil 2.15  SERPINE1 RNA ekspresyon grafiği (https://www.proteinatlas.org/ web sitesinden 

alıntı) 

2.5.1 Hücre Göçü,  İnvazyonu ve Metastazda SERPINE1’in Rolü 

PA sisteminin hücre adezyonu ve göçü üzerindeki etkisi kanser ilerlemesinde önemli rol 

oynar. Aktif plazmin, çeşitli metalloproteinazların aktivasyonu yoluyla doğrudan veya dolaylı 

olarak ECM`yi parçalar (Blasi F, Carmeliet P. ve ark., 2002).  SERPİNE1 bozulmuş ECM 

tümör hücrelerinin diğer doku ve yapılara göçünü kolaylaştırır ve tümör hücrelerinin ECM'ye 

yapışma/ölme dengesini düzenler (Simone TM, Longmate WM, Simone TM, ve ark., 2015). 

Normal ve dönüştürülmüş insan keratinositlerinde, SERPINE1, EGFR ve TGF-β'ye yanıt 

olarak up regüle edilir ve hücre göçü ve invazyonunda artışla ilişkilidir (Wilkins-Port CE, 

Samarakoon R,ve ark., 2009). SERPINE1 ayrıca tümör anjiyogenezini teşvik ederek tümör 

agresifliğine katkıda bulunabilir (Bajou K, Peng H ve ark., 2008).  
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Yara iyileşme süreci sırasında, TGF-β, hücre göçünü ve yeniden epitelizasyonu uyaran öncü 

keratinositlerde SERPINE1 ekspresyonunu indükler (Simone TM, Longmate WM ve ark., 

2015). 

SERPINE1'in pro-anjiyogenez, hücre göçü, büyüme, antiapoptotik aktifliğini göstererek, 

tümör büyümesi, kanser hücresinin sağkalımı ve metastazı uyarmak için hedeflenen 

Plazminojen sisteminin u-PA aracılı yolağı vardır. Bu yolak proMMP'lerin plazmin tarafından 

aktivasyonu, endotel, düz kas ve inflamatuar hücrelerin uzak bölgelere göç etmesi için ön 

koşul sayılan hücre dışı matris (ECM) bileşenlerinin bozunmasına yol açar. Bu nedenle, 

plazminojen sisteminin ateroskleroz, anevrizma oluşumu, tümör büyümesi, metastaz ve 

enfeksiyonda rol oynadığı öne sürülmüştür (Duffy ve ark., 2008, Medcalf, 2007). SERPINE1, 

meme (Feng ve ark. 2020), pankreas (Yu ve ark.), mesane, kolon (Khoshdel ve ark. 2016), 

küçük hücreli olmayan akciğer (Wang ve ark. 2021) ve düşük dereceli gliomalar (Huang ve 

ark. 2021) dahil olmak üzere çeşitli kanserler için kullanılabilecek biyolojik ve prognostik 

belirteç olarak ileri sürülmüştür. SERPINE1`in tümör hücresinin çoğalması ve hücre göçü 

arasında anahtar işlevi görebileceğine dair çalışmalar yapılmıştır (Law BK, Higgins SP, 2014, 

Czekay RP, 2011). Giese ve arkadaşları tarafından formüle edilen "göç ve hareket (yayılma) 

dikotomisi" olarak bilinen olguda, tümör hücresindeki  morfolojik değişikliklerin, örneğin 

sitoskeletal yeniden organizasyonun, hücre hareketliliği ve göçündeki artışla ilişkili olduğu ve 

hücre çoğalmasıyla uyumsuz bulunduğu fikri desteklenir (Fedotov S, Iomin A.,2007). Hücre 

çoğalması ve göçü karşılıklı şekilde birbirini dışlayan fenotipler ortaya çıkarır. Göçmen 

fenotipde hücreler rastgele hareket eder, hücre bölünmesi olmaz. Çoğalan fenotipde ise, 

kanser hücreleri yayılım göstermez ve yalnızca çoğalma gerçekleşir. Tümör hücreleri belirli 

bir dokuya ulaştığında, dokuda kolonize olmak ve metastaz yapmak için hücre çoğalmasını 

aktive edebilirler. Hücrelerin hedef dokuya ulaşması sırasında ölümden koruyan apoptotik 

sinyallemedeki azalma hücre göçüne eşlik eder. Böylelikle invaziv ve göçmen fenotipi 

desteklediği bilinen SERPINE1`in, tümör hücresi çoğalmasını azalttığı, hücre göçünü 

arttırdığı ve apoptozu inhibe ettiği gözlemlenmiştir (Pavon MA, Arroyo-Solera I ve ark., 

2015). SERPİNE1, u-PA inhibisyonu ve vitronektin ile etkileşim yoluyla kan pıhtısı oluşumu 

(pıhtılaşma sistemi) ve bunların çözülmesi/bozunması (fibrinolitik süreç) arasındaki dengeyi 

sıkı şekilde düzenleyerek hücre göçü ve tümör gelişiminde önemli rol oynar. Şekil 2.16`da 

gösterilmiştir. 
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Şekil 2.16 PAI-1`in anjiyogenezde işlevi (Asmaa Anwar Ismail, ve ark., 2021). (1- PAI-1, uPA 

ve tPA`nın plazmini aktive etmesini engeller, böylece ECM`yi plazmin aracılı proteolizden korur. EC`ye göç 

etmesi ve çoğalması için dayanıklı iskele sağlar. 2- Fas ligandın çözünür fas olarak salınmasının karşısını alan 

PAI-1`in plazmin aktivasyonunu engeller. 3- PAI-1, vitronektinle etkileşime girerek EC göçünü destekler). 

 

Şekil 2.16.1 uPA`nın etkisi (Asmaa Anwar Ismail, ve ark., 2021, türkçeleştirilmiştir). uPa, 

hücre-matriks proteinleriyle (vitonektin ve integrinler) etkileşime girerek, plazmin aracılı perisellüler proteolizi 

başlatarak ve sinyal yollarını aktifleştirerek anjiyogenezi başlatır. 1- Plazminojen aktivatör inhibitörü (PAI-1) ve 

ürokinaz tipi plazminojen aktivatör reseptörünün (uPAR) vitronektine bağlanma yeri somatomedin B (SMB) 

domaininde, integrinlerin ise RGD domainindedir. PAI-1 uPA`ya bağlandıkça, uPAR ve integrinlerin 

vitronektine bağlanması engellenir ve hücre böylelikle genel matrikslerden serbest bırakılır, uPAR ve integrinler 

temizleme reseptörü lipoprotein reseptör ilişkili protein (LRP) aracılığıyla hücrenin ön kenarına geri 

dönüştürülür. 2- uPa ile aktive edilen plazmin, MMP`leri aktive ettikten sonar perisellüler proteolizi ve izole 

edilmiş proanjiyojenik sitokinlerin ve büyüme faktörlerin salınımını başlatır. 3- Plazmin, tümör proliferasyonu 

ve göçünde rol alan çeşitli yolakların aktivasyonunu başlatır. 

2.6 CHOP  

2.6.1 Yapısı ve Özellikleri 

Büyüme durması DNA hasarı indüklenebilir transkript 3 (DDIT3), C/EBP ζ bilinen CHOP, 

insanda 12q13.3 kromozomunda bulunan, 170 aminoasit kalıntısına sahip, 30 kDa`luk 
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proteindir. CHOP proteini, bir N-terminal transkripsiyonel aktivasyon alanı ve bir bazik 

amino asit açısından zengin DNA bağlama bölgesini izleyen bir lösin fermuar dimerizasyon 

motifinden oluşan bir C-terminal bazik lösin fermuar (bZIP (CHOP kaynaklı apoptozis için 

önemli olan (Maytin EV,ve ark., 2001)) işlevsel alanından oluşur (Ron D. ve ark., 1992, 

Ubeda M, ve ark., 1996).  P38 MAP kinaz ailesi substratları olarak görev yapan 79 ve 82 

bitişik serin kalıntılarını barındırır. (Wang XZ and Ron D, 1996). 

 

Şekil 2.17 CHOP geninin 7. kromozom üzerinde yeri gösterilmiştir.  

(https://www.genecards.org/ web sitesinden alıntı) 

CHOP proteini ilk olarak C/EBP'nin diğer üyeleriyle  (örneğin, LAP`nin (karaciğer aktivatör 

protein) heterodimer oluşturur. C/EBP üyelerin homodimerlerinin ve heterodimerlerinin 

oluşumuna olanak tanıyan bZIP alanındaki yüksek korunumdur (%90'dan fazla). Diğer 

C/EBP'lerle birlikte heterodimer oluşturan homodimerleşmeyi güçlü şekilde tercih eden 

CHOP (Barone MV, ve ark.,1994) prolin ve glisin amino asitlerine sahiptir. CHOP, AP-1'in 

transkripsiyonel aktivasyonunu artırmak için AP-1 kompleksine bağlanır. (Vallejo M, Ubeda 

M, 1999). Bu nedenle, CHOP hem C/EBP'nin işlevinin inhibe edicisi, aynı zamanda farklı 

genlerin aktivatörüdür. 

Adipogenez ve eritropoezde rol alan bu protein, endoplazmik retikulum stresi tarafından 

aktive edilir ve hücre döngüsü durmasını ve apoptozu teşvik eder. (RefSeq tarafından 

sağlanmıştır, Ağustos 2010) İlgili yolları arasında gen ifadesi ve UPR bulunur. ATF4 ile 

birlikte, hücresel amino asit metabolik süreçlerinde, mRNA translasyonunda ve ER stresine 

yanıt olarak katlanmamış protein tepkisinde (UPR) yer alan genlerin ekspresyonunu 

destekleyerek ER aracılı hücre ölümünü düzenler. TCF7L2/TCF4'e bağlanarak kanonik Wnt 

sinyal yolağını inhibe eder, DNA bağlama özelliklerini bozar ve transkripsiyonel aktivitesini 

baskılar. Kaspaz-1 (CASP1) aktivasyonunu indükleyen kaspaz-11 (CASP4/CASP11) 

indüksiyonu yoluyla inflamatuar yanıtta düzenleyici rol oynar, bu kaspazlar da inflamatuar 

yanıtta yer alan olgun IL1B'ye pro-IL1B aktivasyonunu artırır. 
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Şekil 2.18 İnsanda CHOP'un etki alanının yapısı (S Oyadomari & M Mori, 2004). CHOP, N-

terminal transaktivasyon alanından ve DNA bağlayıcı bazik bir bölge ve bir lösin fermuar dimerizasyon bölgesi 

içeren bir C-terminal bZIP alanından oluşur. Bazik bölge, konsensüs C/EBP bağlanma bölgesine bağlanmak için 

gerekli olan korunmuş glisin (109) ve prolin (112) kalıntılarını içerir. Transaktivasyon etki alanındaki iki serin 

kalıntısı (79 ve 82) p38 MAP kinaz tarafından fosforile edilir ve bu fosforilasyon, gelişmiş transkripsiyonel 

aktivasyon için gereklidir. 

 

2.6.2 CHOP'un İfade Profili 

C/EBP homoloji proteini CHOP normal hücre büyümesi sırasında yaygın olarak düşük 

seviyelerde, ER stresine yanıt olarak yüksek seviyelerde ifade edilir.   

CHOP, stressiz koşullar altında sitozolde, CHOP'un indüklenip çekirdekte birikimiyse stress 

zamanı olur. (Ron D ve Habener JF, 1992). CHOP geni ilk defa genotoksik stres tarafından 

indüklenen genler için yapılan araştırmada memeli hücrelerinde UV ışınlaması ve alkile edici 

ajanlara (metil metansülfonat (MMS)) yanıt olarak bulundu. Burada birkaç DNA hasarı 

indüklenebilir transkriptten biri A153 olarak klonlandı ve GADD153 olarak tanımlandı 

(Fornace Jr AJ, ve ark., 1988).  Diğer güçlü indükleyicileri protein glikozilasyonunun önünü 

kesen tunikamisin, kalsiyum depolarını tüketerek stress koşullarını artıran thapsigargin ve 

disülfür bağı oluşumunu bozan ditiyotreitoldur, o da ER işlevlerini önemli derecede bozar. 

MMS ER proteinlerinin sistein kalıntılarını alkilleyerek ER protein katlanmasını etkiler ve 

DNA`ya zarar vermez. Bunlar CHOP indüksiyonunun DNA hasarından daha çok ER stresine 

duyarlı olduğunu gösteren bulgulardır. CHOP'un enerji metabolizmasını, hücresel çoğalmayı 

ve farklılaşmayı düzenlediği bildirilmiştir. 

https://www.nature.com/articles/4401373/figures/2
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Şekil 2.19 CHOP RNA ekspresyon grafiği (https://www.proteinatlas.org/ web sitesinden alıntı) 

 

 

2.7 CD24 / CD44 Yüzey Belirteçlerinin Pankreas Kanseri ile İlişkisi 

Pankreas kanseri tanısında bilinen belli karbonhidrat antijen 19-9 (CA19-9) ve 

dekarsinoembriyonik antijen (CEA) biyobelirteçlerinin tanı ve takipte yetersiz kalmaları 

nedeniyle farklı biyobelirteçlerin araştırılması ve kullanılması önem arz etmektedir. Ekzokrin 

pankreas kanserleri için CD24 ve CD44 tümör belirteçlerindendir (Fong ZV, Winter JM, 

2012., Li XP, ve ark.,2015). 

Hücre yüzeyinde yoğun şekilde glikozile olan (Jacob J ve ark., 2004), müsin benzeri glikozil 

fosfatidilinozitol (GPI) bağlantılı (Suzuki T ve ark., 2001) CD24, hücrelere büyüme ve 

farklılaşma sinyallerini modüle eden bir protein kodlar (Genecards-The Human Gene 

Database, 2023). Katı tümörlerde CD24`ün aşırı ekspresyonu çeşitli onkojenik sinyal 

yolakları ile bağlantılı bazı solid tümörlerin agresifliği ve metastatik yayılımı ile 

ilişkilendirilir. Yapılan preklinik çalışmalar sonucu elde edilen veriler incelendiğinde CD24 

eksprese eden pankreas kanseri hücrelerinin gemsitabine karşı kematörapötik direnci 

desteklediği bildirilmektedir (Jia Y., Gu D., ve ark., 2019). 

Hücre adezyonu ve göçü, çoğalması ve kemoterapi direncinde yer alan hücre yüzey 

glikoproteinini kodlayan CD44 geni, hyaluronik asit için reseptör işlevi görür, kolajenler ve 

matriks metalloproteinazlar (MMP'ler) gibi ligandlarla etkileşime girerek hematopoeze ve 

tümör metastazına yardımcı olur (Genecards-The Human Gene Database, 2024).  Pankreas 

kanseri ve diğer kanser tiplerinde CD44'ün up regülasyonu genel sağ kalımın kötü olması, 

tümör ilerlemesi ve metastatik fenotip ile ilişkilendirilmiştir (Wood NJ, 2014, Takaishi S ve 

ark., 2009). 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1 GEREÇ 

Çalışmalar İstanbul Üniversitesi Prof. Dr. Aziz Sancar Deneysel Tıp Araştırma Enstitüsü 

Genetik ve İmmünoloji bölümlerinin laboratuvarlarında gerçekleştirildi.  

Kullandığımız Ekipman ve Cihazlar aşağıda bulunan Tablo 3.1’de listelenmiştir. 

Tablo 3.1 Kullandığımız ekipmanlar ve cihazlar 

Ekipman/Cihaz Markası 

Bilgisayar HP 

Işık Mikroskobu (Invert) Olympus CKX41 

Santrifüj Beckman Coulter 

Masaüstü Santrifüj Allegra X-22 Centrifuje, Beckman Coulter 

Mikro Santrifüj Denville 260D 

Plate santrifüj Beckman Coulter Allegra X-22 Centrifuge 

Vorteks Kermanlar 

İnkübatör Hibrigene Techne 

Steril Kabin Thermo Scientific, HERA 

Real Time PCR Cihazı Roche, LightCycler 480II 

Akan Hücre Ölçer ve 

Saflaştırıcı (Cell sorter) 

FACSAriaII, Beckton Dickinson 

Otomatik Pipet Thermo Scientific 

Pipetler Eppendorf 

Hassas terazi KERN, EMB 200-2 

Thermal Cycler Bio-rad T100 Thermal Cycler 

Su banyosu  

DNA/RNASpektrofotometre NanoDrop200 Spectrophotometer, Thermo 

Scientific 
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3.1.2 Kullandığımız Kimyasal ve Biyolojik Malzemeler 

Çalışmanın her adımında faydalandığımız kimyasal ve biyolojik malzemeler aşağıda bulunan 

tablo 3.2`de listelenmiştir. 

Tablo 3.2 Kullandığımız biyolojik ve kimyasal malzemeler 

Malzeme Adı Markası 

PANC-1 Hücre Hattı American Type Culture Collection, Manassas, VA 

Penicillin/Streptomycin Capricorn Scı 

Gemcitabin Hidroklorit Glentham 

Fetal Sığır Serumu (FBS) South 

America 

Capricorn Scı 

Dmem/Ham’s F12 50/50 Mix 

Lglutamine & sodium pyruvate, 

with 15mM hepes, with phenol 

red 5 

WISENT MULTICELL 

Trypsin/EDTA (0,25% Trypsin, 

0,1% EDTA) 

WISENT MULTICELL 

Dimetilsülfoksit (DMSO) BIOMATIK 

E.Z.N.A.® Total RNA Kit I Omega 

PBS Sigma 

Oligonukleotid - Primer Bioligo 

Syber Green Master Mix Virostem 
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3.1.3 Kullandığımız Sarf Malzemeler 

Çalışmada yararlandığımız sarf malzemeler aşağıdaki Tablo 3.3’de listelenmiştir. 

Tablo 3.3 Kullandığımız sarf malzemeler 

Malzeme Adı Markası 

Serolojik pipet 5 ml; 10 ml; 25 ml Capp 

Hücre kültürü flask (T75) Vent Cap Nest 

Hücre kültürü flask (T25) Vent Cap  Nest 

PCR Sealing Film 146 × 81 mm Nest 

0.1ml 96 kuyucuk PCR plak Nest 

Filtreli Pipet ucu 10 µl, 200 µl, 1000 µl  Capp 

15 ml centrifuge tüp Nest 

50 ml centrifuge tüp Nest 

Sterile PES şırınga ucu filtre, Pore:0.22(μm) 

; Diameter: 25(mm) 

Gvs 

 

 3.1.4 Tezde Yararlanılan Veritabanları 

Çalışmada yararlanılan veritabanları aşağıdaki Tablo 3.4’de listelenmiştir. 

Tablo 3.4 Yararlanılan veritabanları 

Adı  Web adresi Kullanım amacı 
 

NCBI / BLAST https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi  Proteinlerin aminoasit 

dizileri veya DNA dizi 

bilgilerini karşılaştırmak 

için kullanılan programları 

ve veri bankalarını içeren 

bir platformdur. 

 



43 

 

Primer3Plus http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin 

/primer3plus/primer3 plus.cgi/ 

Çoğaltılması istenen hedef 

DNA dizisi için primer 

tasarımı yapılan bir 

programdır. 

 

Ensembl http://www.ensembl.org Birçok genoma mahsus olan 

referans dizilerini içeren bir 

veri bankasıdır. 

 

UCSC genome browser http://genome.ucsc.edu/ Birçok genoma ait referans 

dizilerin bulunduğu ve in 

silico PCR ile tasarlanan 

primerlerin kontrolünün 

yapıldığı programdır. 

 

Reverse complementary https://reverse-complement.com/ Nukleotid dizisinin ters 

tamamlayıcısını hesaplayan 

veri tabanıdır. 

 

The Human Protein Atlas https://www.proteinatlas.org/ Hücre, doku ve organlardaki 

tüm insan proteinlerini 

haritalamayı amaçlayan bir 

veri bankasıdır. 

 

 

3.1.5 Hücre Kültürü  

Hücre kültürü; enzim ve hormonların üretimi, enerji metabolizmasının, DNA ve RNA 

kopyalanmasının incelenmesi, proteinlerin sentezi, hücre döngüsünde çeşitli ilaçların etki 

mekanizmaları, sinyal yolak mekanizması, hücrelerin beslenme yollarını, enfeksiyonlar, 

kimyasal değişim, salgılanan özül ürünler gibi birçok amaçlarda kullanılmaktadır. 

Genellikle tümör hücrelerinden elde edilen hücre hatları in vitro kanser araştırmalarında 

avantajları sebebiyle kullanılır. Kanser çalışmalarında uygunsuz şartlar altında limitsiz 

üreme yeteneklerini korumaları, etik kurul onay ve belgesi gerektirmeden ticari elde 
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edilebilir, kolay uygulanabilir ve homojeniteye sahip olmaları, aynı zamanda donmuş 

stoklardan rahat kullanılır hale gelebilme yetenekleri gibi avantajları olduğundan hücre 

hatları önemli bir rol model haline gelmektedir. 

3.1.6 PANC-1  

Hücre kültürüyle çoğaltılmış PANC-1 hücre hattı kullanıldı. Ekzokrin pankreasa özgü  

PANC-1 hücre hattı insüline proliferatif tepki verir (Deer EL, 2010). Yapılan araştırmada 

pankreas karsinomundan hücre kültürü ile izole edilmiş pankreas kanser modeline özgün 

PANC-1 hücre soyu üzerinde çalışılmıştır. lk kez 1975 yılında Amerikan Tümör Araştırma 

Enstitüsü tarafından epitelioid karsinomlu 56 yaşındaki beyaz bir erkeğin pankreas kanalından 

izole edildiği bilinmektedir (Lieber M.,1975). Pankreas kanseri hücrelerinin özelliklerine 

benzer yapıya sahip PANC1 hücreleri kanser biyolojisi, hücre sinyal iletimi, hücre döngüsü 

ve kanser tedavisi gibi alanları araştırırken kullanılmaktadır. ATCC PANC-1 hücre hattı 

mikroskop görüntüsü şekil 3.1`de gösterilmiştir. 

 

Şekil 3.1 ATCC PANC-1 hücre hattının mikroskop altında görseli 
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3.2 YÖNTEM 

3.2.1 PANC-1 Hücrelerinin Bazal Kültürü 

Bazal hücre kültürünün yapım aşamalarını gerçekleştirmek için, deneylerde PANC-1 

hücre soyu kullanıldı. DMEM besiyeri (Wısent Multicell), FBS (Capricorn Scı), 

Penicillin-Streptomycin antibiyotiği hücre kültüründe kullanılmak için seçildi.  

3.2.1.1 Bazal Besiyeri İçeriği ve PBS Çözeltisinin Hazırlanması: 

Kullanımdan bir gün evvel hazırlanan taze DMEM besiyeri ertesi gün kullanılmak üzere +4O 

C’de, 50 ml falcon tüp içerisinde ağzı parafilmlenerek saklandı. 

İlk olarak 50 ml falkon tüpe 44,5 ml DMEM besiyeri eklenerek üzerine 100x 0,5 ml 

Penisilin-Streptomisin antibiyotik ve 5 ml PBS eklendikden sonra hazırlanmış çözelti 0,22 μm 

filtreden geçirilerek bazal besiyeri elde edildi. 

Beş tablet PBS 500 ml steril su içinde vortekslenerek çözüldükten sonra cam şişede 121O 

C’de 15 dakika otoklavlandı ve  steril edildi. 

3.2.1.2 Sıvı Nitrojen Tankından Hücrelerin Alınması ve Çözülmesi: 

PANC-1 hücre soyunun bulunduğu kryovial tüp sıvı azot tankından (-196℃) alındıktan sonra 

buzun üstüne koyularak çalışacağımız alana steril biçimde getirildi, hücre kültürüne 

başlanıldı. Dondurma solüsyonundaki mevcut hücreler 37℃ ısıtılmış su banyosuna alınarak 

çözünmeleri sağlandı. 

Hücreler, 15 ml falkon tüpe (7 ml bazal besiyeri bulunan) geçirildi. Isıtılan bazal besiyerden 

1 ml alınarak kryoviral tüpün üst kısmında olası hücreleri temizlemek için yıkandı, 

falkon tüpe ilave edildikten sonra yavaşça pipetaj yapılarak 6 dak 2500 rpm’ de santrifüje 

bırakıldı, pelletdeki süpernatant ayrıştırıldıktan sonra atıldı. Pelletteki hücrelere 5 ml besiyeri 

eklendi, pipetaj yapılarak hücrelerin kalkınması ve besiyerideki homojenizasyon ayarlandı. 

İçerisinde DMSO bulunan dondurma solüsyonundan hücrelerin iyice temizlenmesi için 6 dak 

2500 rpm’ de santrifüj yapılıp tekrarlandı ve süpernatant kenarlaştırıldı. 7,5 ml bazal besiyeri 

pelletteki hücrelerin üzerine eklenerek yavaşça pipetajlandı. 37℃ inkübatörün içine önceden 

koyulan T25 flaska homojenize olmuş hücreler ekildikten sonra, 37℃ ve 5% CO2`ye 

ayarlanmış inkübatörde ekilen hücreler koyularak inkübasyona kaldırıldı. Bazal besiyeri iki 
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günde bir değiştirildi ve hücre yoğunluğu %95 üzerinde olduğunda hücreler T75 flaska 

pasajlanarak çoğaltıldı. 

                                         

Şekil 3.2 İnvert mikroskop altında PANC-1 hücrelerinin  karasteristik görüntüsü                                 

3.2.1.3 Hücrelerin Pasajlanması 

Her gün flasklarla birlikte invert mikroskop altında incelenen pasajlanarak ekilmiş ve 

inkübatöre alınmış flask tabanındaki hücrelerin yüzeyi tamamen kaplandığında, 95% 

oranındaki yoğunluk görüldüyü zaman yeniden pasajlama gerçekleştirildi. 

Hücrelerin sayları çoğaldığından  daha büyük flaska geçirebilmek adına, önceki flasklardaki 

besiyeri çekildi ve kenar edildi, sonrasında uygun olarak 2 ml ve 7 ml PBS`le T25 flask ve 

T75 flask yıkandı. Flasklarda yıkama tamamlandıktan sonra PBS`ten tamamile arındırıldı, 

Tripsin/EDTA`yı flasklara ekleyip 3 dak. 37OC inkübatörde bekleyerek flaskın yüzey kısmına 

yapışmış hücreler kaldırıldı. Tripsin/EDTA`dan 2 ml T25 flaska, 5 ml T75 flaska koyuldu. 

İnkübasyondan sonra invert mikroskopla flasklar takip edildi, hücrelerin vaziyetine bakıldı, 

yüzeyden hücrelerin kalkmasına tam dikkat edildi, bazal besiyerini flasklara ekledikten sonra 

Tripsin/EDTA`yla inhibe edildi. Bazal besiyerinden 3 ml T25 flasklara, 5 ml T75 flasklara 

ilave edildi. Son karışım 15 ml falkon tüpe aktarıldıktan sonra yine 6 dak 2500 rpm’de 

santrifüjlendi. Süpernatant santrifüj sonrası çekildi ve uzaklaştırıldı. Bazal besiyerinden 7 ml 

pelletteki diğer hücrelere eklendi, santrifüj tekrardan yapıldı. 5 ml bazal besiyeri pelletteki 

mevcut hücrelere eklendi, pipetajlanarak homojenize edilen karışım yeni flasklara geçirildi. 

İçerisinde 7,5 ml besiyeri T25 flasklarda, 15 ml besiyeri T75 flasklarda bulunacak halde bazal 

besiyeri eklenerek tamamlandı. 
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3.2.1.4 Hücre Dondurma Solüsyonu Protokolü ve İçeriği 

Klasik pasajlama yöntemi uygulanılarak hücreler donduruldu. İkinci santrifüj sonrası 5000 μl 

bazal besiyeri pelletteki hücreler üzerine ilave edildi ve dikkatlice pipetajlandı. Hücre sayımı 

invert mikroskop altında yapıldıktan sonra üzerine 6400 μl bazal besiyeri, 600 μl DMSO 

eklendi, vortekslenip, pipetajlanarak homojenize edildi. Tüplerin her birine 2 ml karışım, aynı 

zamanda 2 milyon hücre olası biçimde dondurma işlemi gerçekleştirildi. Hücreler Katalog no: 

5100-001 olan  Nalgene markalı Freezing Contanier içerisinde -80 OC’de bir gece boyunca 

tutulduktan sonra saklanmak üzere -196OC sıvı azot tankına kaldırıldı. 

 

 

Tablo 3.5 Hücre dondurma solüsyonu içeriği 

Madde Madde miktarı (μl) Yüzdelik kısım (%) 

Bazal Besiyeri 11400  95 

DMSO 600  5 

Toplam 12000  100 

 

 

3.2.2 PANC1 Hücrelerinin Gemsitabin ile Muamelesi  

3.2.2.1 Gemsitabin Çözeltisinin Hazırlanması 

25 mg toz halinde olan gemsitabin 209 μl DMSO`yla pipetaj yapılarak çözündürüldü ve 400 

mM konsantrasyon olacak şekilde Ana stok hazırlandı. Ana stoktan 100 μl alınıp 400 μl 

DMSO`yla pipetaj yapılıp seyreltiltdikten sonra 100 mM konsantrasyona sahip I Ara stok elde 

olundu. 20 μl I Ara stok`dan alındı, 180 μl DMSO`yla pipetajlanarak seyreltilip, 10 mM 

konsantrasyona sahip II Ara stok elde olundu. 20 μl, II Ara stok`dan alındı, 180 μl DMSO`yla 

pipetaj yapılarak seyreltilip 1 mM konsantrasyona sahip III Ara stok elde olundu. III Ara 

stok`dan 180 μl alındı, 36 ml bazal besiyerine eklenerek homojenize  olunduktan sonra  

son konsantrasyonu 5 μM olan GEM çözeltisi elde edildi.  
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Tablo 3.6. Gemsitabin çözeltesi hazırlama ana ve ara stok şablonu 

Stok Adı İçeriği Konsantrasyonu (mM) 

Ana stok 25 mg GEM + 209 μl DMSO 400  

I Ara stok 100 μl ana stok + 400 μl DMSO 100  

II Ara stok 20 μl I ara stok + 180 μl DMSO 10  

III Ara stok  20 μl II ara stok + 180 μl DMSO 1  

 

3.2.2.2 Gemsitabin’e Maruz Bırakma/ Gemsitabin ile Muamele Edilmesi  

13. Pasaj sayılan inkübatöre koyduğumuz altı adet T25 flask çıkarıldıktan sonra flasklar 

kenarından serolojik pipetle medyumlar çekilip atıldı. 50 ml falkon tüp için hazırladığımız 

5μM 36 ml GEM çözeltisinden (2’şer ml PBS`le yıkanan) flaskların her birine 6 ml koyuldu. 

Flasklar inkübatöre kaldırıldıktan sonra 72 saat inkübasyon süresi tutuldu. 

3.2.3 Hücrelerin CD24/CD44 Yüzey Belirteç Tiplerine Göre İzolasyonu 

3.2.3.1 Hücrelerin Sayımı ve İzolasyona Hazır Hale Getirilmesi 

6 adet T25 flask inkübasyon süreci tamamlandıktan sonra invert mikroskop altında incelendi, 

hücreler temiz bazal besiyerine alınarak sayıldı. Flaskların içerisinde olan medyumlar 

çekilerek 15 ml ağzı parafilmlenen falcon tüplere aktarıldı. İleri adımlarda kullanılması için 

poşetlere konulan tüpler, -20O C’ ye kaldırıldı. 

3.2.3.2 Akan Hücre Ölçerde Hücrelerin Yüzey Belirteçlerine Göre İzolasyonu 

4, 5 ve 6 ile numaralandırılmış üç tüp izolesi gerçekleştirildi (1 tüpün izolesi 75 dakika kadar 

sürdü).PE boyasıyla boyanmış CD24 ve APC boyasıyla boyanmış CD44 antikorları kullandık. 

 

Şekil 3.3 FACSAriaII, Beckton Dickinson cihazıyla hücre akımı saflaştırma görseli 
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3.2.3.3 Hücre Canlılık Testi 

IC50 değerleri önceden saptanarak GEM dozajı 5 μM miktarında hücrelere verildi ve 72 saat 

inkübasyonı gerçekleştirilerek analizler yapıldı, sonra GEM verilen ve hasat edilen hücre 

grupları Annexin5`le hücre canlılık oranlarına bakıldı. Yüzdelik değerleri karşılaştırılması için 

CD24/CD44 yüzey marker`ına göre 4 gruba ayrılarak canlılık analizine bakıldı. 

 

3.2.4 RNA İzolasyonu 

Hücreler üç grup şeklinde sınıflandırılarak santrifüj ile çöktürüldü, E.Z.N.A.® Total RNA Kit 

I; Omega protokolüne birebir şekilde çalışma yapıldı. İzolasyon yapılmadan evvel 48 ml 

%100 etanol RNA Wash Buffer II’ye eklenerek 5 kat dilue edilerek oda sıcaklığında 

bekletildi. 20 μl β-merkaptoetanol her 1 mL TRK Lysis Buffer`a eklendi ve oda sıcaklığında 

bekletildi. 100 nM konsantrasyona sahip RNA l̀ar nükleaz içermeyen suyla (“nuclease free”)  

dilue edilerek alikotlandı ve stok RNA’lar -80 ℃’de saklandı. Çalışma anında pelletdeki  

80OC’de saklanan hücrelerin gruplara ayrılarak kuru buz üzerinde taşınması gerçekleştirildi.  

I Grup: Kültürün son aşamada beş μM GEMin uygulandığı ve yetmiş iki saat inkübasyona 

bırakılan hücre grubu 

II Grup: GEM uygulanan ve CD24+/CD44+ hücre grubunun CD24/CD44 yüzey marker`ına 

uygun ayrıştırılması   

III Grup: Tripsin/EDTA ile hasat edilerek toplanılan, ek bir işleme maruz bırakılmayan 

kontrol grubu  

Tablo 3.7 GEM uygulanan deney gruplarının şematik gösterimi 

GEM uygulanan I grup  GEM uygulanan ve 

CD24+/CD44+hücre grubuna 

göre ayrıştırılan II grup 

Kontrol III grup  

No:1 No:2 No: 7 

No:3 No:5 No: 8 

No:4 No:6 No: 9 

 

 



50 

 

3.2.4.1 Hücre gruplarında RNA eldesi 

1. Pellet üzerine 350 μl (7,8,9 numaralı tüplere 700 μl) TRK Lysis Buffer eklendi ve 

pipetajlandıktan sonra küçük vortexlenerek tekrar buz üzerine koyulup pipetajlandı. 

2. Tüplerdeki karışım volümü belirlendi, tüplere 1:1 oranında %70 etanol eklendi. 7,8 ve 

9`cu numaralı tüplere 700 μl, 400 μl diğer tüplere etanol ilave edildi.) Tüplerimiz dikkatlice 

vorteks edildi. 

3. 2 ml toplama tüpüne Homogenizer Mini Column konularak lizat kolona yüklendi. 

4. 1dak x 10.000 g santrifüjlendi. Toplama tüpündeki birikmiş sıvı kolona tekrar 

yüklendikten sonra yeniden santrifüjleme işlemi tekrarı yapıldı. 

5. Toplama tüpündeki birikmiş sıvı ikinci santrifüj sonrası kenar edildi. Kolonların her 

birine 500 μl RNA Wash Buffer I konuldu ve otuz san x 10.000 g  santrifüj edildi. 

6. Santrifüjden sonra tüpdeki birikmiş sıvı atılarak kolonların her birine 500 μl RNA Wash 

Buffer II konuldu ve bir dak x 10.000 g  santrifüj yapıldı. 

7. Tüpdeki kalan sıvı uzaklaştırıldı ve II yıkama 2 kez tekrarlandı. İkinci tekrardan sonra 

iki dak x max speed kuru santrifüj sonrası kolonlar kuruduktan sonra 1,5 ml mikrosantrifüj 

tüplerine kaldırıldı. 

8. Kolonlara 40 μl nükleaz içermeyen su konulduktan sonra beş dak oda sıcaklığında 

bekletildi. 

9. İnkübasyondan sonra örnek iki dak x 14.000 g santrifüj edildi. Mikrosantrifüj tüpü 

içerisinde toplanmış örnek kolona yeniden yüklenerek tekrar santrifüjü gerçekleştirildi. 

10. NanoDropTM 2000 ile RNA’ların saflığı ve konsantrasonu ölçüldü.   

Aşağıdaki tablo 3.8`de  RNA ölçüm sonuçları verilmiştir. 

 Tablo 3.8. RNA konsantrasyonları 

Grup ve Örnek Numarası Konsantrasyon (ng/ μl) 

1.grup / No: 1 935 

1.grup / No: 3 794 

1.grup / No: 4 605 
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2.grup / No: 2 187 

2.grup / No: 5 240 

2.grup / No: 6 266 

3.grup / No: 7 1978 

3.grup / No: 8 1381 

3.grup / No: 9 2041 

 

3.2.5 Primer Dizaynı 

PCR uygulamasının başarıyla tamamlanabilmesi adına en önemli kriterlerden biri olan Primer 

tasarımı düzgün tasarlanmadığında PCR’ın etkin çalışmamasına sebeb olur. Primerlerin 

tasarlanması için bilinen parametreler göz önüne alınmalıdır. Parametrelere örnek olarak: 

primerin uzunluğunu, bağlanma süresi ve bağlanma sıcaklığını göstere biliriz. Bağlanma 

süresi ve bağlanma sıcaklığı yapılan PCR`ı etkiler. Genellikle primer dizi sekansına spesifik 

bağlanma gerektiren primerlerin 19-23 baz uzunluğunda tasarlandığı bilinmektedir, çoğaltılan 

ürünün azalmasına sebeb olan bağlanma verimi primer uzunluğuna ters orantılı olduğunda 

etkilenebilir.  Parametrelerden biri erime sıcaklığı (Tm) değeridir. 18-22 baz uzunluğuna 

sahip tasarlanan primerler için Tm değerinin 54-72˚Ϲ arasında, ideal olarak ise 58-59˚C`de 

olması spesifik seçilen diziye primerlerin sağlam bağlanarak amplifikasyonun verimli 

olmasını sağlayacaktır. Tasarladığımız primerin her 2 dizisinde Tm değerinin yakınlığı göz 

önünde bulundurulması gereken hususlardandır. Amplifikasyon veriminin etkilendiği başka 

bir parametre G/C oranıdır. Optimum G/C oranı %40-%60 olmalıdır. PCR yönteminin son 

aşamasındaki reaksiyonun gerçekleşmesini polimeraz enzimi için 3’uçlu primerler sağlar. 

Seçilen genlerin transkriptlerinin saptanması  ve primer dizilerinin tasarlanması National Center 

for Biotechnology İnformation Blast ve Primer3 programı kullanıldı. Çalışmada tasarlanmış 

primerlerin dizaynının sağlaması için National Center for Biotechnology Information ve 

Reverse Complemantary siteleri kullanıldı. Elde edilen diziler Tablo 3.9`da verilmiştir. Genler 

üzerindeki primer dizilerinin lokasyonları aşağıda gösterilmektedir. 
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Tablo 3.9 Seçilmiş genlerin dizileri 

Gen Adı Primer 

Yönü 

Primer Dizisi 

PPIA 

(Kontrol gen) 

Forward 5`-TTCATCCTAAAGCATACGGGTCC-3` 

Reverse 3`-TTGCCATCCAACCACTCAG-5` 

GADD45B Forward 5`-CAGAAGATGCAGACGGTGAC-3` 

Reverse 3`-CGTTGTCACAGCAGAAGGAC-5` 

SERPİNE1 Forward 5`-TCCGGCATCTGTACAAGGAG-3` 

Reverse 3`-GGCTCTCTCCACCTCTGAAA-5` 

CHOP Forward 5`-GTCTAAGGCACTGAGCGTA-3` 

Reverse 3`-ACACTTCCTTCTTGAACACTCT-5` 

 

 

 

Şekil  3.4 GADD45B (NM_015675.4)  genin lokasyonu 

Şekil 3.5 SERPINE1 (NM_000602.5) genin lokasyonu 

Şekil 3.6 CHOP(DDIT3) (NM_004083.6) genin lokasyonu 

 



53 

 

2.5.1 Primer Dizaynının Kontrol Edilmesi 

Yapılan çalışmada seçilen primerlerin kontrol edilmesi için Needleman-Wunsch Global Align 

Nucleotide Sequences bölümüne erişilerek analiz kısmına seçtiğimiz mRNA`ya ait transkript 

numarası (NM numarası) ve forward primer olduğu gibi, revers primerin ise Reverse 

Complemantary sitesinde primerin revers komplementerisi çevrilerek alınan revers primer 

eklendi, hesaplamalar sonucu doğru primerleri kullandığımız tespit edildi. Aşağıda örnek 

olarak GADD45B geni için verilmiştir. (Şekil 3.7`de verilmiştir) 

 

 

Şekil 3.7  GADD45B forward primer dizaynı sağlaması 

 

 

Şekil 3.7.1 GADD45B revers primer dizaynı sağlaması 

 

3.2.5.2 Primerlerin Hazırlanması 

Liyofilize halde primerler RNAz/DNAz içermeyen saf suyla sulandırılarak yavaşça vorteks 

edilip, tamamile çözünmeleri sağlandı. Primerlerin her biri için 100 μM  stok çözeltisi 

alındıktan sonra uzun süreçte saklanması sebebiyle -20 ℃’ye kaldırıldı. 



54 

 

3.2.6 Gerçek Zamanlı Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-PCR) 

Gerçek zamanlı kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu için OneStep 2X RT-qPCR Master Mix 

(Virostem Biotechnology-TR) kullanıldı. Bu kiti kullanmanın avantajı cDNA dönüşümünü 

yapan enzimi de içinde barındırması ve cDNA yapılmasına gerek duyulmamasıdır. QRT-PCR 

zamanı cihaz ilk 10 dakikada cDNA dönüşüm aşamasını tamamlıyor ve böylece sonuçlarda 

hata payı minumuma indiriliyor. PANC-1 hücre hattında ekspresyonu stabil olduğu bilinen 

PPIA kontrol gen olarak seçildi, hedeflenen her gen için spesifik tasarlanmış primerler 

kullanıldı. Tm sıcaklık değerleri ve Syber Green Master Mix’in aktivasyon sıcaklıklarına 

dikkat edilerek ROCHE LC 480 cihazında çalışmalarımız gerçekleştirildi. 

Buz aküsü üzerinde 96 kuyucuklu palet her bir kuyucuğunda Tablo 3.10’da yer alan mix 

içerikleri olacak şekilde hazırlandı. Üzeri sealer ile kapatılan 96 kuyucuklu plaka spin 

edildikten sonra cihaza yerleştirildi. 

                               

Tablo 3.10 QRT-PCR reaksiyon karışımı 

Virostem 2X Onestep QRT-PCR Master Mix 5 μl 

Primer Forward 0,4 μl 

Primer Reverse 0,4 μl 

RNA 1,25 μl 

Su (Nükleaz free) 2.95 μl 

Toplam Hacim 10 μl 

 

Tablo 3.11. QRT-PCR koşulları 

İnkübasyon 45OC 10 dk 
 

Denatürasyon 95OC 3 dk 
 

Döngüler 95OC 15 sn 45 döngü 

 
60OC 30 sn 

 

Melt Curve 95 3 dk 
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3.2.7. Veri Analizi  

Gen anlatım düzeyinin relatif değişiminin hesaplanması için Livak metodu kullanılarak 

istatistiksel analiz edildi. Kontrol ve deneysel örneklerin her biri için ortalama Ct değerleri 

hesaplandı. 2’er tekrarlı belirlenmiş koşulların ortalamaları alındıktan sonra kontrol ve hedef 

genler için deneysel ve kontrol örnekler arasında normalizasyon bakılarak ∆Ct hesaplaması 

yapıldı. Sonra kontrol ile hedef gen arasında normalizasyon yapılarak ∆∆Ct hesaplandı. Gen 

anlatım düzeyinin relatif değişiminin hesaplanması için 2−∆∆𝐶𝑡 kullanıldı.  

Elde edilen verilerin istatistiksel sonuçlarını değerlendirmek için SPSS 22 programı 

kullanıldı. Ki-kare testi sonucu elde edilen p değerinin 0,05’e (%5) eşit veya küçük olan 

değerleri istatiksel olarak anlamlı kabul edilir. Deney gruplarındaki değişikliklerin ekspresyon 

seviyelerine etkileri ANOVA testi ile analiz edildi. ANOVA test hesaplaması uygulanarak 

hesaplanan P değeri ile sonuçların anlamlandırılması yapıldı. 

Veri kümelerimiz arasında korelasyon olmadığını, aksinin varsayımını istatistik kullanarak 

kanıtlayabiliriz. Hipotezler sıfır (H0) ve alternatif (H1) formlarında belirtilir. Sonuçlardan 

elde edilen p (olasılık) değeri, gözlemlenen herhangi bir korelasyonun şans eseri olmasının ne 

kadar olası veya muhtemel olduğunun bir ölçümüdür. Düşük p değerleri sıfır hipotezine karşı 

güçlü kanıtlar olarak bilinir ve bu zaman sıfır hipotezi (H0) reddedilir. Veri kümeleri 

arasındaki bağlılık, H0'da belirtilenden önemli derecede farklıdır. P değerleri 0 ile 1          

(0%-%100) arasında olur. 1'e yakın bir p değeri, şans haricinde korelasyon gözlenmediğini ve 

boş hipotez varsayımının doğru olduğunu gösterir. P-değeri 0'a yakınsa, gözlemlenen 

korelasyonun tesadüfi olması olası değildir ve H0`ın yanlış olma ihtimali yüksektir. Bu 

durumda, veri kümeleri arasında bir korelasyon olmasına ilişkin alternatif (H1) hipotezi kabul 

edilir. 
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4 BULGULAR 

Bu çalışmada PANC-1 hücre hattında Gemsitabin maruziyetinin GADD45B, SERPİNE1 ve 

CHOP genlerinin anlatım düzeylerinde oluşturduğu değişimlerin incelenmesi için QRT-PCR 

kullanılması amaçlandı.  

4.1 Gemsitabin  Konsantrasyonunun Belirlenmesi 

Spektrofotometrik yöntemlerle farklı doz ve saatlerde Gemsitabin’e maruz bırakılan hücreler 

için hücre canlılık analizleri sonrası elde olunan bilgiler baz alındı. Spektrofotometrik 

absorbans (Abs) değerleri kullanıldı, formazan kristallerinin miktarı ve bağıl hücre canlılık 

oranları hesaplandı. Kontrol grubunun canlılık oranı %100 olarak düşünüldü, her bir deneysel 

koşulun Abs değerinin tekrarlarının ortalaması alınarak işlemler yapıldı.  

∆Abs (hedef)=Abs(hedef) – Abs (blank )       

Bağıl hücre canlılığı (%)= ∆Abs(hedef) x 100% / ∆Abs(kontrol) 

 

               

 

Şekil 4.1 Bağıl hücre canlılığı (450 nM dalga boyu): 48 ve 72 saat inkübasyon verileri baz 

alınarak, x ekseninde uygulanmış Gemsitabin dozları ve y ekseninde bağıl hücre canlılık 

değerleri gösterilmiştir. 
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IC50 değeri, belirli bir biyolojik veya biyokimyasal prosesi %50 oranında inhibe etmek için 

gerekli ilaç konsantrasyonunun ölçüsüdür. Bağıl olarak %50 hücre canlılık değerlerine (IC50); 

5 µM konsantrasyona sahip ilaç dozu uygulamasında 72 saat inkübasyon zamanı ulaşılabildiği 

görüldü. Bu veriler doğrultusunda, optimum ilaç dozu 5 µM ve inkübasyon süresi 72 saat 

olarak seçildi. 

Tablo 4.1 : Elde edilen analiz sonuçlarının % değerleri.  

µM Kontrol(0) 0,01 0,05 0,1 0,5 1 5 7,5 10 25 

48 saat 100% 60,03% 57,06% 54,45% 51,70% 49,31% 49,02% 40,97% 0% 0% 

72 saat 100% 58,64% 72,58% 68,51% 65,85% 64,11% 49,06% 42,43% 0% 0% 

 

 

4.2 İmmünolojik Bulgular 

4.2.1. CD24 ve CD44 Hücrelerinin Mevcudiyeti 

İlk olarak GEM uygulanmadan önce CD24 ve CD44 varlığı PANC-1 hücrelerinde gösterildi. 

Tripsin/EDTA ile yüzeye tutunmuş hücreler kaldırıldı, sonra hasat edilderek hücrelerin 

popülasyonları FACSAriaII, Beckton Dickinson cihazına incelenmek için alındı. 

Hasat edilen hücrelere bakıldığı zaman tam canlılık gösteren kırmızı hücrelerin oranı %50,59, 

intihara başlayan mavi hücrelerin oranı %13,40 olarak belirlendi. 

                                         

Şekil 4.2 Canlılık Analizi 
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CD24/CD44 yüzey marker`ına göre gruplandırılan tam canlılık gösteren hücrelerde: 

%98,49 CD24+/CD44+, %0,6 CD24+/CD44-, %0,02 CD24-/CD44+, %0,89 CD24-/CD44- 

oranında ayrıştırıldığı gerçeğiyle yüzleşildi.  

                                          

Şekil 4.3 Tam canlı hücrelerin ayrışma görüntüsü 

 

Ölmeye yüz tutan hücrelerde ise: %78,51 CD24+/CD44+, %20,45 CD24+/CD44-, %0,38 

CD24-/CD44+, %0,66 CD24-/CD44- oranında ayrıştırılma gözlemlendi.  

                                            

Şekil 4.4 Ölmek üzere olan hücrelerin ayrışma görüntüsü 

 

Yeterince hücre olmaması sebebiyle RNA izolasyonu gerçekleştirilemeyen CD24+/CD44- 

hücre grubunda genlerin ekspresyon değerleri saptanmadığından incelenmeye alınmadı. 
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4.2.2 Hücre Canlılık Testi Sonuçları 

GEM verilen ve hasat edilen hücre grupları Annexin5`le hücre canlılık oranları incelendikten 

sonra yüzdelik değerleri karşılaştırılması için CD24/CD44 yüzey marker`ına göre 4 gruba 

ayrılarak canlılık analizine bakıldı.  

4.2.3 Sorting Analiz Sonuçları 

Tablo 4.2 GEM uygulanma öncesi ve sonrası sorting analiz sonuçları 

 
GEM 

(neqativ) 

GEM (pozitif) Fark 

CD24 CD44 
 

Ortalama No:4 No:5 No:6 
 

- + %0,89 %1 %1,9 %0,9 %0,2 (-) %0,11 artış 

+ - %0,61 %8,93 %7,3 %6,6 %12,9 (+) %8,32 artış 

+ + %98,49 %89,3 %89,4 %92,2 %86,4 (-) %9,19 azalış 

- - %0,02 %0,73 %1,4 %0,3 %0,5 (+) %0,71 artış 

GEM uygulandıktan sonra değerlerde; 

CD24-/CD44+ değerinde %0,11 artış, CD24+/CD44+ değerinde %9,19 azalış, CD24+/CD44- 

değerinde %8,32 artış, CD24-/CD44- değerinde %0,71 artış gözlemlenmiştir. 

4.3 QRT-PCR Optimizasyon Sonuçları 

PANC1 hücre soyunda gerçekleştirilen GEM uygulaması sonucu GADD45B, SERPİNE1 ve 

CHOP genlerinin ekspresyon değişimleri incelenmiştir. PPIA geni kontrol gen olarak seçilmiş 

ve değerlendirmeler GEM`e maruz bırakılmayan kontrol grubu ile karşılaştırılarak 

yapılmıştır. PANC1 hücreleri üzerinde 5µM konsantrasyonda 72 saat süreyle inkübe edilerek 

hücre hasadı gerçekleştirilen GEM etkisi bulunan seçilmiş hücrelerden, aynı zamanda GEM 

ile muamele görmeyen hücrelerin tümünden de RNA izolasyonu yapılmıştır. Spesifik olarak 

GADD45B, SERPİNE1 ve CHOP genlerinin transkriptleri için dizayn edilen primerler 

kullanılarak QRT-PCR yapılmıştır. Kullanılacak syber green kit seçimi ve primerlerin 
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kontrolü hedefi ile optimizasyon deneyleri tasarlandı. Kullanılan örneklere ait çıktılar aşağıda 

verilmiştir. 

           

Şekil 4.5 Optimizasyon plak cihaz çıktısı. Farklı renklerde kombine edilmiş örneklere ait 

cihaz çıktısı incelendiğinde her benzer örnek kümesinin kendi içinde ilk amplifikasyon 

eğrisine başlangıç giriş noktalarının birbirine yakın olduğu gözlemlendi. 

4.3.1 LightCycler Roche 480`nin Erime ve Tm Calling Eğrileri.  
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                                                                      (a) 

              

                                                                        (b) 

Şekil 4.6 PPIA geni (a) SYBR Green erime ve (b) Tm calling eğrisi analizi 

 

Şekil 4.7 SYBR Green erime eğrisi 
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Şekil 4.8 GADD45B geni Tm calling eğrisi 

             

 Şekil 4.9 SERPINE1 geni Tm calling eğrisi 
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Şekil 4.10 CHOP geni Tm calling eğrisi 

 

4.4. Gen Ekspresyon Analizi Sonuçları 

4.4.1 GADD45B 

GEM uygulanan grubun GADD45B geni ekspresyonu düzeyi ilaç verilmeyen kontrol (III grup) 

grubuna göre karşılaştırıldığı zaman fold change değerin 1,34 olması saptanmış, bunun ise 

1,34 kat artış anlamına geldiği bilinmektedir. 

GEM uygulanan hücreler grubu arasından ayrıştırılarak seçilen CD24+/CD44+ hücre 

grubunda (II grup) GADD45B gen ekspresyon düzeyi GEM uygulanmayan (III grup) kontrol 

grubuna göre karşılaştırıldığı zaman fold change değerinin 1,8 olduğu saptanmış ve bunun 1,8 

kat artış anlamı taşıdığı bilinmektedir. 

CD24+/CD44+ olan hücre grubunun (II grup) GADD45B gen ekspresyon düzeyi, I grupla 

karşılaştırıldığı zaman fold change değerinin 1,34 olduğu görülmüştür, yani 1,34 kat artış 

sağlamış demektir. 
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Şekil 4.11 GADD45B gen ekspresyon düzeyinin Linearize Livac metodu ile hesaplanması 

GADD45B geninin ekspresyon değişikliklerinin ortalamalarının standart sapması 

Std.Dev.=0,090, p (anlamlılık) değeri, p=0,027 (p<0,05) olduğundan, p değerinde istatistiksel 

olarak anlamlılık tespit edildi. Kruskal Wallis testi normal dağılım göstermeyen gruplarda üç 

veya daha fazla sayıda grubun ortalamaları arasındaki farklılığın anlamlılığının test 

edilmesinde kullanılan bir tekniktir.  

 

Şekil 4.12 Bağımsız örnekler Kruskal Wallis testi ile GADD45B gen ekspresyon düzeylerinin 

değerlendirilmesi. X ekseninde; GEM+ 1. grup, GEM+ ve CD24+/CD44+ hücrelerine göre ayrıştırılan 2. grup, 

GEM- 3. grup, Y ekseninde ise, GADD45B gen ekspresyon düzeylerinin normalizasyonu gösterilmiştir. 

 

Şekil 4.12`de verilen bulgularımız sonucu, GEM+ ve CD24+/CD44+ hücrelerine göre 

ayrıştırılmış II grup, III kontrol (GEM-) grubuyla karşılaştırıldığında, değerlerde artış 

görülmüş, GEM+ I grupla, CD24+/CD44+ hücrelerine göre ayrıştırılan II grup ve III kontrol 

grubu (GEM-) arasındaki değerlerde fark belirlenmediği gözlemlenmiştir. 
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4.4.2 SERPINE1 

SERPINE1 gen ekspresyon düzeyi GEM uygulanan (I grup) grubun GEM uygulanmayan ( III 

grup) kontrol grubuna göre bakıldığında fold change değerinin 1,44 olduğu saptanmış ve 1,44 

kat artış sağlamıştır. Gen anlatım düzey değerlerinin birin üzerinde olması artma 

istikametinde anlam ifade etmesi demektir. 

II grubun SERPINE1 gen ekspresyon düzeyi III grup olan kontrol grubuyla karşılaştırıldığında 

fold change değerinin 1,58 olduğu saptanmış, bunun ise yaklaşık 1,58 kat artış ifade etmesi 

demektir. 

II grubun SERPINE1 genin ekspresyonu düzeyinde, yalnız ilaç verilen (I grup) kontrol 

grubuna kıyasla bakıldığında fold change değeri 1,10 olması dikkate alınmıştır. Bunun ise 

1,10 kat artış ifade ettiği manasını taşır.GEM uygulama sonrası bu verilerin CD24+/CD44+ 

hücrelerde SERPINE1 ekspresyonunun artma eğiliminde olmasını gösterdiği aşikardır. 

 

 

Şekil 4.13 SERPİNE1 gen ekspresyon düzeyinin Linearize Livac metodu ile hesaplanması 

 

SERPINE1 geninin ekspresyon değişikliklerinin ortalamalarına ait standart sapma 

Std.Dev.=0,041, p değeri, p=0,039 (p<0,05) olduğundan, p değerinde istatistiksel olarak 

anlamlılık tespit edildi.  
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Şekil 4.14 Bağımsız örnekler Kruskal Wallis testi ile SERPINE1 gen ekspresyon düzeylerinin 

değerlendirilmesi. X ekseninde; GEM+ 1. grup, GEM+ ve CD24+/CD44+ hücrelerine göre ayrıştırılan 2. grup, 

GEM- 3. grup, Y ekseninde ise, SERPINE1 gen ekspresyon düzeylerinin normalizasyonu gösterilmiştir. 

Şekil 4.14`de gösterilen verilen doğrultusunda, GEM+ ve CD24+/CD44+ hücrelerine göre 

ayrıştırılmış II grup, III kontrol (GEM-) grubuyla karşılaştırıldığında, SERPINE1 gen ifade 

düzeylerindeki değerlerin yükseldiği görülmüş, GEM+ I grupla, CD24+/CD44+ hücrelerine 

göre ayrıştırılan II grup arasında fark gözükmemiştir.   

 

4.4.3 CHOP 

I grubun CHOP gen ekspresyon düzeyinin III kontrol grubuna göre kıyasla fold change 

değerinin 0,48 olduğu saptanmıştır. Bunun yaklaşık 2 kat, yani yarı yarıya azalması anlamı 

taşıdığı bilinir. 

II grubun CHOP gen ekspresyon düzeyi  III kontrol grubuyla karşılaştırıldığı anda fold 

change değeri 0,62 olmuştur. 

II grubun CHOP geninin ekspresyon düzeyi, yalnızca ilaç verilen I kontrol grubuna kıyasla 

fold change değeri 1,29 olduğu görülmüş ve bunun 1,29 kat artış anlamı ifade etmesi 

demektir. 

Ayrıştırılarak seçilen CD24+/CD44+ hücrelerinde UPR`in daha yüksek olması, ER stresinin 

artması ve ER stresi ile ilişkili hücrelerin apoptoza doğru gidebildiği kanısına varılmıştır.  
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Şekil 4.15 CHOP gen ekspresyon düzeyinin Linearize Livac metodu ile hesaplanması 

CHOP geninin ekspresyon değişikliklerinin ortalamalarına ait standart sapma 

Std.Dev.=0,207, p değeri, p=0,027 (yani p<0,05) olduğundan, istatistiksel olarak anlamlılık 

göstermiş demektir.  

       

Şekil 4.16 Bağımsız örnekler Kruskal Wallis testi ile CHOP gen ekspresyon düzeylerinin 

değerlendirilmesi. X ekseninde; GEM+ 1. grup, GEM+ ve CD24+/CD44+ hücrelerine göre ayrıştırılan 2. grup, 

GEM- 3. grup, Y ekseninde ise, SERPINE1 gen ekspresyon düzeylerinin normalizasyonu gösterilmiştir. 

 

Şekil 4.16`da verilen bulguların değerlendirilmesi zamanı GEM+ I grupla ve GEM+ ve 

CD24+/CD44+ hücrelerine göre ayrıştırılmış II grupla, III kontrol (GEM-) grubu 

karşılaştırıldığında, anlamlı derecede fark gözükmekte, GEM+ I grupla, CD24+/CD44+ 

hücrelerine göre ayrıştırılan II grup arasında fark gözlenmediği belirlenmiştir.  
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Şekil 4.17 Relatif gen anlatım düzeyinin ifade değişiklikleri. Y ekseninde her bir hedef gen 

için 72 saat süresinde 5 µM gemsitabine maruz bırakılmış hücre gruplarının fold change 

değerleri, X ekseninde ise, deney grupları gösterilmiştir. 
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4 TARTIŞMA 

Dünyada kanserden ölümlerin başlıca nedenlerinden biri olan pankreas kanserinin sonuçları 

hafifletilemezse, karşıdaki 10 sene içerisinde kansere bağlı ölümlerin II başlıca nedeni olacağı 

düşünülmektedir. Tedavi seçenekleri kısıtlı olan pankreas kanserinde beş senelik hayatta 

kalım oranının 5%`in altında olduğu bilinmektedir. PDAC`ta hastalığın evresi ve performans 

açısından belirlenen ve sitotoksik ajanların ağırlıklı olarak uygulandığı tedavilerin 

takiplerinde kullanılabilecek biyobelirteçler eksik kalmaktadır (Krantz, B.A. ve E.M. 

O'Reilly, 2018). 

Kanserlerin tiplerine, karakterlerine ve evrelerine göre kullanılan standart tedaviler cerrahi, 

kemoterapi, radyoterapi ve immünoterapidir. Sınırlı etkinliğe sahip kanser tedavilerinin temel 

amacı normal hücrelere etki etmeden kanser hücrelerini bulup intihara sürüklemek olmasına 

rağmen, hem kötü huylu, hem de normal hücrelere etki ettiğinden hastalarda anemi, 

iştahsızlık, deliryum ve periferik nöropati gibi yan etkilere de sebep olur. Klinik olarak 

minimum iyileşme sağlayan Gemsitabin, 5-FU ve FOLFIRINOX gibi kemoterapötik ajanlarla 

tedavilerden başka, cerrahi olarak rezeke edilemeyen vakalarda daha az yan etki gösteren 

etkili yeni tedavi seçeneklerinin geliştirilmesine ihtiyaç bulunmaktadır. Hem adaptif, hem de 

apoptotik yola sahip olduğu kanıtlanan ER stres yanıtının modülasyonu kanser karşıtı önemli 

bir strateji olabilir (Gutiérrez-Rodríguez A.G,2018, Cragg G.M, ve ark., 2009). ER, protein 

sentezi, transportu ve katlanması, lipid ve steroid sentezi, karbonhidrat metabolizması ve 

kalsiyum depolanması gibi farklı işlevleri vardır. ER'de yoğun protein katlanması talep eden, 

mutasyona uğrayan, doğru katlanamayan proteinlerin mevcutluğu gibi patolojik stresler, 

ER'in normal proteinin katlanması kapasitesinde bir dengesizlik oluşturur ve ER stresi gelişir. 

Hücreler UPR sinyal iletim yoluyla ER stresini algılayabilir ve yanıt oluşturabilir. Tümörler 

üzerinde ER stresinin iki etkisi bilinmektedir: birincisi, tümör büyümesini çoğaltan 

uyarlanabilir etkisi ve 2. apoptozu indüklediği bilinen sitotoksiki etkisi.  

Tümör oluşumuna bakıldığı zaman, iki ucu keskin bir kılıç olan UPR, yalnızca tümör 

hücresinin çoğalmasını baskılamakla kalmaz, aynı zamanda hipemik hipoksi, reaktif oksijen 

türlerinin ve ATP'nin birikmesi ve besin eksikliği gibi olumsuz koşullar altında tümör 

hücresinin sağkalımını, kanser ilerlemesini ve metastazını da tetikleyebilir. Tümör hücreleri 

PERK ve aşağı akış sinyalleri, ATF4 ve NRF2 dahil olmakla CHOP'un mRNA kararlılıklarını 
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azaltarak hayatta kalmak için UPR yolunun avantajlarından yararlanır, ayrıca, ATF6 

aracılığıyla mTOR sinyal yolunu up regüle ederler. Kanser hücreleri, UPR aktivasyonuyla 

mikro çevreye uyum sağlayarak makrofajlar, sitokinler, anjiyojenik faktörler ve büyüme 

faktörlerini salgılarlar. 

ER stres sensörlerinin sürekli aktivasyonu, kötü huylu hücrelere daha fazla tümör geliştirme, 

metastatik beceri ve kemoterapiye karşı ilaç direnci kapasitesi kazandırır. Çalışmalar tümör 

mikroçevresinde bulunan miyeloid hücrelerin işlevini ER stresinin manipüle ettiğini ve 

böylece kanser karşıtı koruyucu bağışıklığın gelişimini engellediğini ortaya çıkarmıştır. 

UPR aktivasyonu yoluyla ER stres yanıtı ilaç direnci oluşturabilir (Corazzari M, ve ark, 

2007). Örneğin, multipl miyelom hücrelerinde UPR'in indüksiyonu ETOPOSİDE direncini 

artırmıştır (Gray M.D. ve ark., 2005, Koong A.C., ve ark., 2006). ER stresi sürekli devam 

ederse, kanser hücrelerinde apoptozun indüklenmesine neden olur (Malhotra J.D., Kaufman 

R.J, 2007). Bu bulguların, adaptif işlevi inhibe eden veya apoptotik işlevi uyaran ER stresini 

hedefleyerek, seçici kanser tedavisi ve ilaç direncinin üstesinden gelmek için etkili strateji 

olabileceğine dair ipuçları sağlamaya faydası vardır (Chiu H.W., Fang W.H, ve ark., 2012). 

Bunlar sadece kanser tedavisi için değil, aynı zamanda ER stresiyle ilişkili olduğu bilinen 

kardiyovasküler, inflamatuar ve nörolojik hastalıklarda da yeni ilaçların gelecekteki kullanım 

alanları için önem arz etmektedir (Yoshida H, 2007, Salminen A, 2009). 

Antikanser strateji olarak hedeflenen UPR iki yaklaşımı da açıklar (Urra H., Dufey E, 2013): 

1. ER stresiyle ilişkili proteinleri inhibe etmek, stresli koşullar altında büyüyen kanserin artık 

stresle baş edememesine olanak sağlamak (Schröder M., Kaufman R.J, 2005);  

2. Kanser hücrelerinde kronik stres oluşturarak dengeyi hücre apoptozuna doğru çevirmek.   

Kümülatif kanıtlar, ER stresini kanser karşıtı strateji olarak hedeflemenin ümit verici 

olduğunu gösterse bile, ER stresinin kanser üzerindeki kesin rolleri ve hücre kaderi üzerinde 

nasıl etki ettiği konusunda daha fazla araştırma yapılması gerekmektedir. Bu alandaki bilginin 

artırılması, UPR sinyallemesini düzenleyerek kanseri kontrol etmeye yönelik farmasötik 

tasarım için elzemdir (Backer J.M. ve ark., 2009). ER stresi üzerine araştırmaların yapılması, 

birden fazla kanser türünün tanı ve prognozu, aynı zamanda diğer tıbbi uygulamalar için 

kullanılabilir ve ayrıca kemo-dirençteki rolüne çözüm olabilir (Lee A.S, 2007, Firczuk M., 

Gabrysiak M, 2013). 

Birçok kanser tedavisi için uygulanabilir yeni terapötik hedef, adaptif pro-sağkalım yolunu 

seçmektir. Son zamanlarda yapılan araştırmalarda UPR'nin seçici kollarını hedef alan küçük 
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molekül inhibitörlerinin geliştirilmesi, terapötik olarak bu yolu hedeflemenin ulaşılabilir 

olduğunu göstermektedir. 

UPR'nin birincil hedefi tümör genişlemesinin ve tedaviye direncin önlenmesidir. UPR`in uzun 

süreli strese maruz kalma süresi hücre ölümüne neden olduğu bilindiğinden, bazı maligniteleri 

tedavi etmek ve tedaviye karşı direnci kırmak için kullanılabilir. Tümör hücreleri, artan 

glikolitik aktivite ve kan damarlarının yetersiz olması sebebiyle ER stresine ve UPR yanıtının 

uyarılmasına yol açan asidik, hipoksik ortam yaratır. Bu konuda, ER stresi ile ilişkili UPR 

sağkalım/ölüm düzenleyicisinin daha iyi anlaşılması önemlidir. Uzun süre devam eden 

şiddetli ve kalıcı nitelikteki ER stresi üzerine yapılan çalışmalarda, UPR yolunun 

aktivasyonunun apoptozu indüklediği, tümör ve kanser hücrelerini baskıladığı görünmektedir. 

Ek olarak, moleküler şaperonları ve strese duyarlı proteinleri hedeflemek ilaç direnciyle başa 

çıkmanın temel yollarındandır. Esas olarak bu proteinin işlevi diğer proteinlerin hatalı 

katlanmasınının önüne geçmek ve salgılanan proteinleri düzenlemektir. 

Pankreasın anatomik lokasyonundan ve yüksek mortaliteden dolayı, tanıda karşılaşılan 

zorluklara çözüm bulmak amacıyla biyobelirteç profilleme üzerine çalışmalar devam ederken 

hedeflenen genlerin seçilmesi önem arz etmektedir.Çalışmalarımız anlam kazanırsa,pankreas 

kanseri tanısında kullanılan tümör belirteçlerine alternatif ve destek yeni biyobelirteç panelleri 

oluşturulabilmesi, ilaç-dozaj ve ilaç-takip çalışmalarında etkili taramaların yapılması için yeni 

çalışmaların önünün açılmasına olanak sağlayacaktır. 

ER stres kaynaklı apoptoza aracılık eden ilk tanımlanmış protein olan CHOP`un apoptozdaki 

rolleri hakkında pek çok araştırma yapılmış olsa dahi, apoptozu tam olarak nasıl tetiklediği 

konusunda bilgimiz kısıtlıdır.  

Bulgularımızda, CHOP gen ifade düzeyinde diğer genlerden farklı olarak, yalnızca ilaç 

uygulanmış grupta ( GEM+), III kontrol grubuna nazaran (ilaç uygulanmamış GEM-) 0,48 

(2,08 kat düşüş) olduğu gözlemlenmiştir. Hücrelerin yüzey belirteçlerine göre seçildiği II 

grupta (CD24+/CD44+) ise CHOP ekspresyonunda 0,62 (1,61 kat düşüş) olduğu saptanmıştır. 

CHOP hedefli tedavilerde CHOP indüksiyonunun çeşitli hastalıklar için yararlı olabileceği 

gösterilmiştir. Örnek olarak, CHOP'un RNA interferansı, tuzak oligodeoksinükleotidler veya 

ilaç inhibitörlerinin baskılayıcı etkisi, tip I diyabeti ve beyin iskemisini düzenlemek için 

mühim potansiyel hedefi olabilir. CHOP gen ifadesinin yüksek ekspresyon düzeyi gelecekte 

kanser karşıtı tedaviyi kullanabilir. Çeşitli tümör hücrelerinde BİP (ER bağlayıcı 

immünoglobulin proteini) indüksiyonu gözlemlendiğinden, BİP promotörü tarafından 
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yönlendirilen CHOP'un aşırı ekspresyonu kanser için özgü tedavide yararlanılabilir. CHOP`un 

aracılığıyla apoptoz üzerine yapılacak yeni ileriki çalışmalar, ER stresiyle bağlantılı 

hastalıklara yönelik tedavi seçenekleri için baz oluşturmaktadır (Oyadomari S, Mori M, 

2004). Protein katlanması baskılandığı zaman, CHOP`un uyarılması; protein sentezindeki 

artışa ve nihayet oksidatif strese ve proapoptotik sinyallerin teşvikine neden olur. CHOP`un 

delesyonu ER stres kaynaklı apoptoza karşı koruyucudur ve bu sebepten kanserle ilgili 

hastalıkların tedavisinde umut verici hedef olarak düşünülmektedir. 

Çalışmalarda, kolorektal kanser (CRC) hücre hatlarında CHOP ekspresyonunun up regüle 

edilerek hücre apoptozunu indüklediği ve hücre büyümesini baskıladığı gözlemlenmiştir 

(Kwangho Kim, Hyun-Soo Cho ve diğ., 2022 ). CHOP, mide kanserinde (GC) kötü prognozla 

ilişkilidir, CEBPβ'yi doğrudan yukarı düzenleyerek kanser kök hücre özelliğini destekler (Hai 

Lin, Shufang Liu ve ark., 2020). Bir diğer mide kanseriyle ilgili çalışmada ise, ileri evre 

GC'de kanserli olmayan dokulara kıyasla CHOP`un ekspresyon düzeyleri down regüle olduğu 

belirlenmiştir. Aynı çalışmanın Kaplan-Meier sağkalım analizlerinde, pozitif CHOP 

ekspresyonu olan hastalarındaki genel sağkalım oranının, negatif CHOP ekspresyonu olan 

hastalara göre anlamlı derecede daha yüksek 

olduğu bulunmuştur (Xiangwen Zhang, Tingting Zhou ve diğ., 2018). McCabe ve 

arkadaşlarının yaptığı çalışmada, CHOP ekspresyonunun inflamasyonu, fibrozu ve telafi edici 

proliferasyonu daha da uyararak karaciğer tümör nodüllerinin gelişimini teşvik edebileceği 

gösterilmiştir (DeZwaan-McCabeD,2013). Gastrik kardia adenokarsinomunda (GCA) komşu 

kanserli olmayan dokulara ve normal dokulara kıyasla CHOP ekspresyonu daha düşük 

düzeyde bulunmuştur (She-Gan Gao ve ark., 2015). Akciğer kanserinde CHOP`un 

ekspresyonunun azalması kemoterapiye karşı direnç oluşturduğu bildirilmiştir (Wenfeng Tan 

ve diğ., 2018). Bizim araştırmalarımız sonucuna göre, CHOP ekspresyonunun  down regüle 

olduğu görülmüş ve CHOP geninin baskılanmasının kemoterapiye karşı direnç gelişimine 

katkıda bulunduğu düşünülmüştür. 

Çalışmamızda bir diğer hedef geni olarak seçtiğimiz GADD45B gen ifade düzeyinde ilaç 

(Gemsitabin) uygulanmış I grupta ( GEM+), III kontrol grubuna nazaran (ilaç uygulanmamış) 

1,34 kat ekspresyon artışı görmekteyiz. II grupta ise, yüzey belirteçlerine göre hücreler 

seçildiğinde (CD24+/CD44+) burdaki değişimin daha da egzajere olduğu (GADD45B 

ekspresyonunda 1,8 kat artış) görülüyor.  

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Kim%20K%5BAuthor%5D
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/protein-expression
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/protein-expression
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/overall-survival
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/overall-survival
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GADD45B, protein bağlanması ve MTK1/MEKK4 kinazının aktivasyonu aracılığıyla p38/JNK sinyal 

yolunu aktifleştirerek çevresel streslere tepki verir (Takekawa M, Saito H. 1998). GADD45B'nin 

MAPK yoluyla hücre apoptozunu teşvik ederek kemosensitiviteyi artırabileceğini gösteren 

fonksiyonel çalışmalar mevcuttur (Xue M., Sun H., ve ark., 2020) 

Metastatik tümör lokalize tümöre kıyasla iki belirgin özellik taşır: 1. Lenf veya kan yoluyla 

uzak organ metastazına yol açan adhezyon ve hareketle ilgili yolakların aktivasyonu (Örnek 

olarak WNT, TGF-β yolları (Robert, 2013)). 2. Stresli mikroçevre veya klinik tedavi ile karşı 

karşıya kaldığı zaman tümör çoğalmasını teşvik ederek artan çevresel toleransı (Norouzi vd., 

2018; Hou vd., 2020). Çevresel stresle ilişkili gen GADD45B, pankreas kanserinin tedaviye 

direnç takibinde rol alabilir. GADD45B geninin normal dokularda düşük eksprese oluşunun 

karsinogenezi teşvik ettiği, malign dokularda ise yüksek ekspresyonunun tümör gelişimine 

katkı sağlayacağı çalışmalarda gözlemlenmiştir: Örneğin, GADD45B geninin yüksek ifade 

düzeyleri, evre II CRC hastalarında azalmış OS (genel sağkalım) ve PFS'nin (progresyonsuz 

sağkalım) bağımsız prognostik faktörüdür (Zhao Z, Gao Y., 2018), buna karşın GADD45B 

geninin yüksek ifade düzeyleri, total tiroidektomi ve radyoiyot tedavisi gören papiller tiroid 

karsinomu hastalarında bağımsız prognostik belirteçtir (Barros-Filho MC, ve ark., 

2020). GADD45B, insan embriyonik karsinomunun yan popülasyon hücrelerinin (kök 

hücrelerinin zenginleştirilmiş popülasyonu) kemoterapi direncini ve invaziv büyümesini 

ortaya çıkarır (Inowa T, Hishikawa K ve diğ., 2010) ve GADD45B geninin susturulması 

kolanjiyokarsinom hücrelerinin invazyonunu ve göçünü azaltır (Myint KZ, Kongpracha P. ve 

diğ., 2018). Bu sonuçlar, GADD45B geninin kötü huylu tümör fenotiplerine katkıda 

bulunabileceğini düşündürmektedir. Diğer çalışmalarda yapılan araştırmalar sonucu, 

GADD45B geninin EMT yoluyla kötü huylu kanser fenotiplerine katkıda bulunacağı, 

pankreas kanseri hücrelerinin istila ve göçünü teşvik edebileceği, uzak doku ve organlara 

yayılım göstermesiyle ilişkili olduğu fikrini desteklemektedir (Lanqing Gong ve ark., 2021). 

Biz de çalışmamızda kemoterapiye dirençli pankreas kanser hastalarından elde ettiğimiz 

veriler doğrultusunda GADD45B geninin tanı veya tedavi hedefi olabileceğini düşünmekteyiz. 

Bu genin işlevsel değişiminin altında yatan mekanizmasının karakterize olmaması sebebiyle 

henüz açıklığa kavuşturulamamış ve bu alanda daha fazla araştırma yapılması için ucu açık 

hipotezler öne sürülmesi gerekmektedir. 

Anti-fibrinoliz zamanı SERPINE1 geninin trombin aktivitesini sürdürmesi, trombin ve tümör 

hücrelerinin proteazı yoluyla reseptörü aktive etmesi sağlanır. Bu çalışmada SERPINE1 gen 
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ifade düzeyi incelendiğinde I grupta (GEM+), III kontrol grubuna (ilaç uygulanmamış GEM-) 

nazaran 1,44 kat artış, hücrelerin yüzey belirteçlerine göre seçildiği II grupta (CD24+/CD44+) 

SERPINE1 ekspresyonunda 1,58 kat artış saptanmıştır. 

SERPINE1, vitronektinle tümör hücreleri arasındaki yapışmayı inhibe edebilir ve daha sonra 

tümör hücrelerinin diğer ekstraselüler matris substratlarına (örneğin, fibronektin) göçünü 

uyarabilir (Brooks T. D.ve başkaları, 2000). Ürokinaz enziminin uPA reseptörüne 

bağlanmasını, hücre adhezyonu ve göçü için gerekli ekstraselüler matris proteinlerinin aşırı 

bozunmasını, tümör hücrelerinin vitronektine yapışmasını inhibe etmesi SERPINE1'in pro-

apoptotik ve anti-apoptotik etkilere sahip olmasını da açıklar. SERPINE1, hücrelerin diğer 

ekstraselüler matris proteinlerine göçünü teşvik ederek apoptozu uyarabilir ve dirençte rol 

oynayabilir. Ayrıca, hücrelerde kaspaz 3'ü inhibe ederek kemoterapi tarafından indüklenen 

tümör hücresi apoptozuna direnebilir (Lademann U. A., Rømer M. U, 2008). FasL'nin hücre 

yüzeyindeki plazmin tarafından parçalanmasını ve ayrılmasını engelleyen SERPİNE1 geninin, 

FasL aracılı ve kemoterapi kaynaklı apoptozun da karşısını aldığı gözlemlenmiştir. Diğer 

tarafdan LRP-1 ile etkileşim yoluyla anti-apoptotik proteini yukarı düzenlemek için c-

Jun/ERK sinyalini indükleyebilmektedir. 

SERPINE1`in, birçok kanserin morbiditesiyle yakından ilişkili olduğu çeşitli çalışmalarla  

gösterilmiştir. SERPINE1 geninin sitoskeletal yeniden organizasyonu ve glikometabolizmayı 

teşvik ederek üçlü negatif meme kanserinin ilerlemesini uyarabileceği, IL-8 salgılanmasını ve 

ifadesini yukarı düzenleyerek pankreas kanserinin ilerlemesini hızlandırabileceği 

belirlenmiştir (Humphries BA. ve diğ., 2019). SERPINE1'in kolon kanserinin 

patogenezindeki rolü önceden incelenmiştir ve güncel bir çalışmada, SERPINE1'in P38-

MAPK yoluyla kolon kanserinin ilerlemesini teşvik edebileceği bulunmuştur (Pranteda A, 

PiastraV,2020). SERPINE1 ifadesinin in vivo düzenleyici mekanizmasını anlamak hayati 

önem taşımaktadır. SERPINE1 geninin meme kanseri de dahil olmak üzere çeşitli kanser 

türlerinde (mesane, kolon, küçük hücreli olmayan akciğer, pankreas) kanser ilerlemesini, 

metabolik değişikliği, metastazı ve hatta terapötik direnci desteklediği gösterilmiştir (Carter 

JC, Church FC, 2009). 

GADD45B ve SERPINE1 gen anlatım ifade düzeylerinde artış gözlenmesi, PANC-1 hücre 

hattının süre-dozaj ilişkisiyle Gemsitabine karşı direnç kazandığını düşündürebilir. PANC-1 

hücre hattının kemoterapötik ajana (GEM) maruziyeti sonrası GADD45B ve SERPINE1 

genlerinin ekspresyonunun kontrol grubunun ekspresyonu ile karşılaştırıldığında, bu genlerin 
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ekspresyonunun apoptozu teşvik ederek kemoterapi duyarlılığını desteklediği 

düşünülmektedir. 

Aktüel olarak, kemoterapik tedavinin yan etkilerinin yüksek olması sebebiyle kullanılmasına 

devam edilmesine rağmen, bu alanda ilaca karşı direnç çalışmaları anlam ve önem kazanarak 

tedavi zamanı takibinde halen sıklıkla karşımıza gelmektedir. Gelecekte ilaç-direnç-zaman-

takip çalışmalarında da kullanılabilecek olmasını düşündüren, bu kapsamda geniş araştırılan 

GADD45B, SERPINE1 ve CHOP genlerinden elde edilen sonuçlardır.  

Gen ifade düzeyleri ile ilgili bilgi veren, mRNA-transkriptlerini ölçmek için kullanılan 

güvenilir yöntemlerden biri olan RT-QPCR daha hassastır ve daha geniş dinamik aralıklı 

kantifikasyona sahiptir. Kullanılan kit pandemi döneminde dizayn edilip üretilmiş, bu 

sebepten çok hassas olup, cDNA aşamasına gerek duyulmadan RNA-dan QPCR aşamasının 

direkt olarak yapılmasına izin vermektedir. SYBR Green I yönteminde seçilen hedef bölgenin 

amplifikasyonunun olduğu veya primer dimer oluşumuyla meydana gelen özgün olmayan 

ürün kullanıldığının varsayımını anlamak adına floresan ışımanın erime eğrisi analizleri 

gerçekleşir (Barbara D’haene, 2010). SYBR Green yöntemi kullanılması sonucu genlerin 

erime eğrileri analizi incelendiğinde sadece birkaç tane pik-tepecik (peak) görülmektedir.  

Sonuç olarak elde ettiğimiz veriler işığında, GADD45B, SERPINE1 ve CHOP gen 

ekspresyonlarının kanser hücrelerinin ilaca verdiyi yanıtın takibinde fayda sağlayacağını, ilaç-

direnç ve ilaç-takip pankreas kanseri araştırmalarında yeni umutverici biyobelirteçler olarak 

katkıda bulunabilecekleri ve gelecekteki hedefli tedavilerde erken teşhisde kullanılabileceğini 

düşünmekteyiz. 
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