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OZET

Pankreas kanserlerinde kullanilan gemsitabin (GEM)’e karsi zamanla ilag direncinin gelistigi
goriilmiistiir. Bu nedenle, GEM ile birlikte kullanilarak tiimérleri tedaviye duyarli hale getirebilecek
ajanlarin belirlenmesi ihtiyact dogmaktadir. Bu nedenle, ¢ok c¢esitli farmakolojik 6zelligi sahip
polidatin (PD)'i GEM ile birlikte insan pankreas kanser hiicreleri (PANC-1) iizerine etkisini
arastirdik. GEM, PD ve bunlarin kombinasyonlart PANC-1' e verilerek sitotoksisite, enflamasyon ve
oksidatif stres parametreleri degerlendirildi. Sitotoksisite i¢in MTT testi, COX-2 ve IL-8
ekspresyonlar1 icin real-time PZR ve rediikte glutatyon (GSH), lipid peroksidasyonu (LP) ve
glutatyon peroksidaz (GPx) tayini i¢in kolorimetrik yontemler kullanildi. Polidatin GEM ile birlikte
verildiginde (72. saat) GEM ile sinerjistik etki gostererek onun sitotoksisitesini artirmistir. COX-2
ve IL-8 ekspresyon diizeyleri diisik doz GEM ve PD kombinasyonlarinda GEM’in tek basina
uygulandig1 gruplara gore anlamli diizeyde artmistir. GEM tek basina PANC-1’e verildiginde LP
seviyesinin artarak, GSH seviyesinin azalarak ve GPx aktivitesini baskilayarak oksidatif stresi
artirmistir. Diisiik doz PD kombinasyonlarinda GEM tarafindan indiiklenen oksidatif stresin azaldig1
fakat yiiksek doz PD kombinasyonlarinda bu azalmanin ortadan kalktig1 goriilmistiir. Sonug olarak,
PD oksidatif stres ve enflamasyonu modiile ederek PANC-1 hiicrelerinde GEM sitotoksisitesini
artirmistir.  Bulgularimiz PD’nin GEM tedavisinin yanitin1 artirmak i¢in potansiyel neoadjuvan
tedavi olabilecegini diistindiirmektedir.
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ABSTRACT

It is observed that drug resistance develops over time against gemcitabine (GEM) used in pancreatic
cancers. There is a need to identify agents that can sensitize tumors to treatment by using them
together with GEM. Therefore, we investigated the effect of polydatin (PD), which has a wide variety
of pharmacological properties, together with GEM on human pancreatic cancer cells (PANC-1).
GEM, PD and their combinations were given to PANC-1 to evaluate cytotoxicity, inflammation and
oxidative stress parameters. MTT test for cytotoxicity, real-time PCR for COX-2 and IL-8
expressions and colorimetric methods were used determination for reduced glutathione (GSH), lipid
peroxidation (LP) and glutathione peroxidase (GPx). When polydatin was given together with GEM
(72nd hour), it showed a synergistic effect with GEM and increased its cytotoxicity. COX-2 and IL-
8 expression levels were significantly increased in low-dose GEM and PD combinations compared
to GEM alone groups. When GEM was given to PANC-1 alone, it increased oxidative stress by
increasing LP level, decreasing GSH level and suppressing GPx activity. It was observed that the
oxidative stress induced by GEM decreased in low-dose PD combinations, but this decrease
disappeared in high-dose PD combinations.
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Bu calismada kullanilmis bazi simgeler ve kisaltmalar, agiklamalari ile birlikte asagida
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1. GIRIS

Gemsitabin (2°2’diflorodeksisitidin, dFdC, GEM) o&zellikle pankreas kanseri gibi
radyoterapi ve kemoterapiye direngli olmalari ile bilinen solid tiimerlere karsi 6nemli etki
gosterebilen bir primidin analogudur (Kilig, 1999). GEM, kanser tiirlerini tedavi etmek
hedefiyle kullanilan bir kemoterapi ilacidir. Bu kanserler arasinda pankreas kanseri, mesane
kanseri, yumurtalik kanseri ve akciger kanseri bulunur. GEM, DNA sentezini inhibe ederek
hiicre ¢ogalmasini ve bolinmesini durdurur. Farkli pankreas kanser hiicre hatlarinda GEM
ile indiiklenen apoptozisin bcl-2 expresyonu ile korele oldugu goriilmiistiir. Ayn1 zamanda
GEM insan pankreas kanser hiicrelerinde (PANC-1) muhtemelen bcl-2 ekpresyonunu
azaltarak ve ayn1 zamanda kaspaz-3 ve kaspaz-9'u aktive ederek apoptozisi indiiklemektedir.
Buna ragmen GEM’in tek basina basar1 sansi ¢ok diisiiktiir. Bunun nedeni ise apoptoza
diren¢ gostermesidir. Polidatin (PD), resveratroliin C-3 konumuna bagl glikozit grubunun
stilben fitoaleksinlere ait bir hidroksil grubudur. (3,40, 5-trihidroksistilben) (Mikulski ve
Molski, 2010). PD; iiziim, yer fistig1, serbetciotu kiilahlari, kirmizi saraplar, kakao igeren
iirlinler, cikolata iirtinleri gibi dogada en ¢ok bulunan resveratrollerdendir. PD birgok
terapotik Ozellige sahiptir: anti-enflamatuvar, serbest radikal siipiiriicii ve anti-oksidatif
stres, anti-iskemik reperfiizyon hasari, karaciger korumasi, anti-apoptoz, gelismis otofaji,
kardiyovaskiiler hastaliklar, metabolik hastaliklar, tliimdrler, sinir sistemi hastaliklar1 ve
bulasict hastaliklara karst da etkili oldugu kanitlanmistir (Tang ve Tana, 2019).
Enflamasyon, viicut dokularinin patojenler, hasarli hiicreler veya tahrip edici maddeler gibi
zararli uyaranlara kars1 kompleks biyolojik tepkisinin bir kismidir ve bagisiklik hiicrelerini,
kan damarlarint ve molekiiler aracilar1 kapsayan koruyucu bir tepkidir. Enflamasyonun
gorevi, hiicre hasarmin ilk sebebini yok etmek, orijinal hasar ve enflamatuvar siiregten zarar
gormiis nekrotik hiicreleri ve dokular1 temizlemek ve doku onarimini saglamaktir (Abbas ve
Litchman, 2009). Akut enflamasyon savunma cevabmin bir pargasiyken, kronik
enflamasyon diyabete, kansere, kardiyovaskiiler ve norolojik hastaliklara neden olur
(Aggarwal vd., 2006). Enflamasyonun tiimér progresyonunun 6nemli bir bileseni oldugu
diistiniilmektedir. Cogu kanser; kronik tahris, iltihaplanma ve enfeksiyon bolgelerinden
kaynaklanir. Pankreas kanseri, kansere bagli 6liim nedenleri agisindan dordiincii sirada,
agresif seyirli, erken tanisi zor olan ve tedaviye direngli bir hastaliktir (Li, Go ve Sarkar,
2015). Pankreas kanserinin en bilinen belirtileri agiklanamayan kilo kaybi, istahsizlik,
karin/sirt agrisi, agik renkli digki, koyu renkli idrar ve sar1 cilt oldugu diistiniilmektedir.

Genellikle hastaligin erken evrelerinde higbir belirti goriilmez ve pankreas kanserini



diisiindiirecek kadar spesifik belirtiler tipik olarak hastalik ileri bir asamaya gelene kadar
gelismez. Yas, cinsiyet ve etnik koken ile birlikte pankreas kanseri gelisme riski artar.
Vakalarin ¢ogunlugu 65 yasindan sonra ortaya ¢ikarken 40 yas ve alt1 vakalar seyrektir.
Hastalik erkeklerde kadinlardan biraz daha yaygindir. Sigara ve alkol tiiketimi, islenmis
gidalarin pankreas kanserinde onemli risk faktorlerindendir. Ayrica pankreas kanserinde
Diabetes mellitus 6nemli bir risk faktoriidiir ve yeni baslayan diyabet de hastaligin erken bir
belirtisi olabilir. Interlokin-8 (IL-8), CXC kemokin ailesine ait kanser hiicrelerinin
cevresinde olusturulan pro-enflamasyonel sitokinlerden biridir. 1L-8, makrofajlar, epiteliyal
hiicreler ve plateletlerden salgilanir, nétrofilleri hedef alarak onlarin aktivasyonu ve
kemotaksisinde rol oynar. Son zamanlarda, IL-8'in kanser invazyonu, anjiyogenez ve
metastazda kritik bir rol oynadig1 ve tiimor mikrogevresinin 6nemli bir bileseni olarak kabul
edildigi gosterilmistir (Grivennikov ve Karin, 2010). IL-8, pankreastaki iltihaplanma ve
kanser arasindaki boslugu dolduran 6nemli bir efektér molekiil gorevi goriir. Enflamatuar
roliine ek olarak, IL 8’in pankreas adenokarsinom ve pankreatik néroendokrin tiimdrlerde
bir otokrin biiyiime faktorii olarak etki gosterdigi bulunmustur (Hussain, Wang ve Ahmed,
2010). COX-2, prostaglanin endoperoksit sentaz olarak da bilinen, arasidonik asiti
prostaglandinler, 16kotrienler ve tromboksanlar gibi pro-inflammatuar sitokininlere
doniistiiren enzimdir. COX-2’nin enflamasyonda rol oynayan diger birgok enflamasyon
faktorii gibi pankras kanserinin baglangi¢ ve ilerleme asamalarinda 6nemli rol oynadigina
iliskin birgok ¢alisma bulunmaktadir (Ling. Feng, Jia, 2014). Pankreatik duktal
adenokarsinomlarinin  %57- 80’inde COX-2’nin artmis ekspresyonu bildirilmektedir
(Molina, Sitja-Arnau ve Lemoine, 1999). COX-2’ nin hiicre ¢ogalmasini artirdigini ve
apoptosizi inhibe ettigi ve bununla birlikte vaskiiler endotelyal biiyiime faktoriinii artirarak
angiogenesizi artirdigin1 goriilmiistir (Eibl, 2003; Ling, 2014). Oksidatif stres, reaktif
oksijen tiirlerinin sistemik saldirisi ile biyolojik bir sistemin reaktif ara iiriinleri kolayca
detoksifiye etme veya ortaya ¢ikan hasar1 onarma yetenegi arasindaki dengesizligi yansitir.
Oksidatif stres, hiicresel sinyallesmenin normal mekanizmalarinda bozulmalara sebep
olabilir. Insanlarda oksidatif stresin; kanser, Parkinson hastaligi, Lafora hastalig1, Alzheimer
hastaligi, ateroskleroz, kalp yetmezligi gelisiminde rol oynadig: diisiiniilmektedir. Oksidatif
stres, kanserin baslangicindan timér olusumuna, tedaviden korunmaya kadar kanserin tiim
evreleriyle yakindan iliskilidir. Insan viicudu devamli olarak eksojen kokenlerden
kaynaklanan oksidatif strese maruz kalir (6rnegin, ultraviyole 1sinlari, egzoz dumant). Bu tiir
oksidatif stres, oksidasyon-rediiksiyon sisteminin kapasitesini astiginda viicudun, gen

mutasyonlar1 veya hiicre i¢i sinyal iletimi ile sonuglanabilir ve transkripsiyon faktorleri



dogrudan veya antioksidanlar yoluyla etkilenerek kanser olusumuna neden olabilir. Hiicreler
reaktif oksijen tiirleri (ROT)’ni ortadan kaldirmak ve etkilerini minimize etmek i¢in non-
enzimatik antioksidanlar rediikte glutatyon (GSH), Vitamin A, E ve flavonoid yaninda
stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GPx) gibi enzimatik
antioksidanlarda bulundururlar. Maalesef, bazen bu antioksidan mekanizma ROT ’ni ortadan
kaldirmak i¢in yeterli gelmez ve bu durumda oksidatif stres meydana gelir (Martindale ve
Holbrook, 2002). Lipit peroksidasyon (LP) tiriinii olarak malondialdehit (MDA)’deki artis,
antioksidan enzimler SOD, CAT ve GPx ve ¢ok 6nemli hiicresel antioksidan olan GSH’daki
azalma oksidatif stresin en onemli belirtegleridir (Sohretoglu, Yiizbasioglu ve Randolph,
2018). Bu g¢alismada PD ve GEM ile birlikte pankreas kanser hiicreleri {izerine olan
sitotoksisitelerini  oksidatidatif ~ stres ve enflamasyon parametreleri agisindan
degerlendirmeyi amacladik. Calismamizda hem diisiik hem de yiiksek konsantrasyonlarda
GEM PANC-1 hiicrelerinde kontrol grubuna gore LP seviyesini artirarak, GSH ve GPx

seviyesini azaltarak anlamli derecede oksidatif strese neden oldugunu gézlemledik.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. GEMSITABIN (GEM)

Gemsitabin (2’2’diflorodeksisitidin, dFAdC, GEM) ozellikle pankreas kanseri gibi
radyoterapi ve kemoterapiye direngli olmalari ile bilinen solid tiimerlere kars1 6nemli etki
gosterebilen bir primidin analogudur (Kilig, 1999). Kemoterapdtik etkisini DNA sentezini
inhibe etmek suretiyle hiicreleri apoptoza yonlendirerek gosterir. Genellikle boéliinen
hiicrelerde sitotoksik aktivite gosterdigi i¢in hiicre dongiisiinde belirtectir. Hiicre dongiisii
sirasinda S fazi ve G1 faz1 araligindaki hiicrelerin programlarini inhibe etmektedir (Hertel,
Boder ve Kroin, 1990). GEM, digerlerinin yaninda, ¢esitli kanser tiirlerini tedavi etmek igin
kullanilan bir kemoterapi ilacidir. Bu kanserlerden meme kanseri, yumurtalik kanseri, kii¢iik
hiicreli dis1 akciger kanseri, pankreas kanseri ve mesane kanseri bulunur (Mini, Nobili,
Caciagli, Landini ve Mazzei, 2006). GEM bir tiir sitotoksik floriir niikleozid
antimetabolitdir. Riboniikleotidin aktivitesini baskilayarak antitiimor rolii oynayan
deoksisitidinin ¢oziilebilir analogu olup DNA sentezini inhibe ederek hiicre ¢ogalmasini ve
boéliinmesini durdurur. Farkli pankreas kanser hiicre hatlarinda (MIA-PaCa-2, AsPC-1,
Panc-1, and Panc-48) GEMIle indiiklenen apoptosisin bcl-2 expresyonu ile korele oldugu
goriilmiistir. Aym1 zamanda GEM PANC-1 hiicreleri tizerinde muhtemelen bcl-2
ekpresyonunu azaltarak ve ayni zamanda kaspaz-3 ve kaspaz-9'u aktive ederek apoptozisi
indiiklemektedir. Buna ragmen, henliiz GEM’in kanser hiicrelerindeki apoptotik
mekanizmalar1 tam olarak acikliga kavusmamistir. Pankreas kanserlerinin tedavi basarisi
cok diisiiktiir bunun en 6nemli nedeni tedavide kullanilan baslica kemoteropdtik ilag olan

GEM’in apoptotik direng gostermesidir.

2.1.1. Kimyasal yapisi

Kimyasal yapisi deoksiriboz sekerinin iki konumundaki iki hidrojen atomu yerine iki flor
atomunun katilmasindan olusur (Bkz Sekil 2.1). Basit formiilii ise CoHi11F2N204 olup
molekiil agirligi 299,66 dir (Kilig, 1999).



Sekil 2.1. Gemsitabinin kimyasal yapis1 (Plunkett, 1996)

2.1.2. Etki mekanizmalari

GEM hiicre icinde niikleozid kinazlar yoluyla aktif difosfat (dFdCDP: 2,2-
diflorodeoksisitidin difosfat) ve trifosfat (dFdCTP: 2,2-diflorodeoksisitidin trifosfat)
niikleozidlerine metabolize olur. GEM’in, dFdCDP ve dFdCTP’ye bagli iki ayr1 mekanizma

ile DNA sentezini inhibe ederek sitotoksik etkisini gosterdigi diisiiniilmektedir.

Birinci mekanizmaya gore; dFACDP, DNA sentezi icin gerekli olan deoksiniikleozid
trifosfatlarin olugsmasini saglayan reaksiyonlari katalizlemekten sorumlu olan riboniikleotid
rediiktaz enzimini inhibe eder. Bu durum deosiriboniikleozidlerin derisimlerinde ve 6zellikle

de dFdCTP’de azalmaya yol acar.

Ikinci mekanizmaya gére; dFdCTP, DNA yapisina girmek i¢in dFdCTP ile yarisir. Bu sirada
dFdCTP nin hiicre i¢i derisiminin azalmasi sonucunda, dFdCTP’nin DNA yapisina girmesi
kolaylagir. Boylece DNA polimeraz enzimi GEM’i uzaklastiramaz ve uzayan DNA
zincirlerini onaramaz. GEM, DNA yapisina girdikten sonra DNA sentezi inhibe olur (Bkz.
Sekil 2.2). Bu da apoptoz olarak adlandirilan programli hiicre 6liim siirecini baglatir

(Atmaca, 2020).
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Sekil 2.2. Gemsitabinin etki mekanizmasi
2.2. POLYDATIN (PD)

Resveratroliin C-3 konumuna bagl glikozit grubunun stilben fitoaleksinlere ait bir hidroksil
grubudur (Bkz. Sekil 2.3) (3,40, 5-trihidroksistilben) (Mikulski ve Molski, 2010).
Polygonum cuspidatum Sieb'den izole edilmis bir aktif bilesendir. PD, Cin'de uzun siiredir
analjezik, anti-piretik, idrar soktiiriicii ve balgam soktiirticii olarak kullanilan geleneksel bir
Cin tibb1 triintidiir (Hao, Chen, Huang, Li ve Liu, 2014). PD ayrica kakao, tiziim, yer fistigi,
kirmiz1 saraplar, serbetciotu kiilahlari, ¢ikolata tirtinleri gibi gidalar da bulunan dogada en
cok goriilen resveratrollerdendir. PD, kardiyovaskiiler koruma, néroproteksiyon, anti-
enflamasyon, immiinoregiilasyon, anti-oksidasyon, anti-timor ve Kkaraciger ve akciger
koruyucu etkileri dahil olmak tizere ¢ok sayida arastirma ile dogrulanan bir¢ok farmakolojik
etki gosterir (Mikulski ve Molski, 2010).

PD, artralji tedavisinde Cin Halk Cumhuriyeti tarafindan yaygin olarak kullanilmaktadir.
Hiperkolesterolemi, kronik bronsit, hipertansiyon ve sarilik gibi hastaliklarin da tedavisinde
kullanilmaktadir (Peng, 2013; Zhao, 2019).

PD birgok terapotik ozellige sahiptir: anti-enflamatuvar, serbest radikal siipiiriicii ve anti-

oksidatif stres, anti-iskemik reperfiizyon hasari, karaciger korumasi anti-apoptoz, gelismis



otofaji, kardiyovaskiiler hastaliklar, metabolik hastaliklar, tiimérler, sinir sistemi hastaliklar1

ve bulasici hastaliklara karsi da etkili oldugu kanitlanmistir (Tang ve Tana, 2019).

OH OH

HO O N
OH

OH
Sekil 2.3. Polidatin’in kimyasal yapis1 (Evcimen, 2015)

PD, diyabeti hafifletmek i¢in lipit ve glikoz metabolizmasini modiile eder ve ayrica viicudu
oksidasyona ve ¢esitli diyabet komplikasyonlarina karsi korumaya yardimeci olabilecek

antioksidan potansiyeline sahiptir (ince, 2014).

2.3. KANSER

Kanser hakkinda bilinen bilgiler M.O. 3000 yillarma kadar dayanmaktadir. Kanser kelimesi
Latince yenge¢ anlamina gelen “canker’’ veya ‘’carcinos’’ kelimelerinden tiiremistir. Timor
terimi ise ilk defa M.O. 3. yiizyilda tiimoriin etrafindaki sismis damarlar1 bir yengecin
bacaklarina benzettigi i¢cin Hipokrat tarafindan kullanilmis, Yunan Doktor Galen ise sisme

anlamina gelen “oncos” terimini kullanmistir (Baykara, 2016).

Kanser; biiyiime 6zellikleri bozulmus hiicrelerin klonal yayilimidir ve somatik genetik
hastaliklarin en sik, en yaygin ve ayn1 zamanda en komplike olanidir (Yokus ve Cakir, 2012).
Bir organizmadaki hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde boliinmesi, ¢ogalmasi ve birikmesidir
(Bkz. Sekil 2.4). Tek bir organ: etkileyebildigi gibi uzaktaki organlara da yayilarak etkisini
gosterebilir (Baykara, 2016).
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Sekil 2.4. Kanser hiicresinin olusumu (TODD, 2017)

2.3.1. Kanser Nedenleri

Kanser olusturan nedenler i¢inde, gevresel nedenler ve genetik nedenler sayilabilir. Cevresel
nedenlerin arasinda en 6nemli faktorler sigara, alkol, islenmis gidalar, fiziksel ve kimyasal
ajanlar gosterilebilir. Kanser olusturan nedenlerin en basinda sigara yer alir. Akciger kanseri,
erkeklerde en sik gozlenen kanser olup, tiim diinyada kanser tiirleri arasinda en
sik 6liime neden  olan kanser tiiriidiir ve tim diinyada her yil yaklasitk 1,6
milyon 6liime neden olmaktadir (Doll ve Peto, 1981). Cevresel olarak maruz kaldigimiz
bir¢ok kimyasal madde, kansere neden olmaktadir. Ko6tii beslenme, obezite, yagli yiyecekler,
islenmis et tiirleri gibi besinler de kansere sebep olan 6nemli ¢evresel faktorlerdendir. Sigara,
alkol, hardal gazi, benzen, komiir tozu ve zifti, madeni yaglar, naftalin ve asbest de diger

kimyasal kanser sebep olan etmenlerdendir (Yokus ve Cakir, 2012).

2.3.2. Kanserden Korunma Yollar:

Modern tibbin amaci kanseri olustuktan ziyade tedavi etmektense heniiz ortaya ¢ikmadan
engellemektir. Bu nedenle koruyucu 6nlem olarak sigara basta olmak iizere tiitiin tirinlerinin
kullaniminin birakilmasi, alkol tiikketimini sinirlamak, fiziksel aktiviteyi arttirmak, taze sebze
ve meyveler sayesinde vitamin ve mineral destegi, ¢ok fazla kirmizi et ve fast food
tiketmemek, pisirme yontemlerinden komiir 1zgarasi ve kizartmalardan, tlitsiilenmis

yiyeceklerden, tursu ve salamura gibi fazla tuzlulardan kaginmak, diisiik 1sida pisirmeye



dikkat etmek, stresi kontrol etmek ve uzun saatler boyunca giines 1siklarina maruz kalmamak
ve koruyucu Onlemleri almak kanserin olugmasini engellemek agisindan 6nemlidir (Ari,

2017; Baykara, 2016).

2.4. Pankreasin Yapisi ve Gorevleri

Yunanca pan (tiim, biitiin) ve kreas (et) kelimelerinin birlesmesinden olusmustur. Pankreas,
insanlarda karin i¢inde uzanan, midenin arkasindan dalagin yaninda sol iist karin bdlgesine
uzanan bir organdir. Yetiskinlerde takribi 12-15 cm uzunlugundadir. Kadinlarda 55 gr
erkeklerde 70 gr agirligindadir. Anatomik olarak pankreas bas, boyun, govde ve kuyruga
ayrilmistir. Onden arkaya dogru yassilasan pankreasin diizensiz olan bigimi cengele
benzetilebilir (Bkz. Sekil 2.5) (Standring, 2016). Sindirim enzimleri ve hormonlar iireten bir
i¢c (endokrin) ve dis (ekzokrin) salgi organidir (McHenry ve Strain, 1997). Pankreas karma
bir bezdir, yani hem endokrin hem de sindirim ekzokrin islevi vardir. Pankreasin %99'u
ekzokrin, %1'i endokrindir (Gyr, Beglinger ve Stalder, 1985). Ekzokrin kisminda enzim
depolanir ve salinir (proteazlar, amilazlar, lipazlar ve niikleazlar gibi). Endokrinin rolii ise
pankreas boyunca dagilmis olan pankreas adaciklar1 (Langerhans adaciklar1) adi verilen
hiicre kiimeleri olarak bulunur. Pankreas adaciklari, her biri bagska hormon salgilayan alfa
hiicreleri, beta hiicreleri ve delta hiicrelerini kapsamaktadir. Bu hiicreler, adacik ¢evresinde
yerlesmeye meyilli alfa hiicreleri (glukagon salgilayan) ve adacik boyunca daha ¢ok sayida

bulunan beta hiicreleri (insiilin salgilayan) ile karakteristik konumlara sahiptir (Slack, 1995).

Sol ana safira kanak
Ana safra kanal
Sistik kanal

Sas ana safras kansh

Koledok
e Pilorik sfinkrer

Safra
kesexi

Bayiik pankreas lkanakh
Ampulls Vater 1| (Wirzung)

Pa > Kiictk safia kanal

Oniki parmalk barzag: (Santorini)

(Duodenum)

Sekil 2.5. Pankreasin yapisi (Sindirim Sistemi Anatomisi, 2021)
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Pankreas salgiladigi sindirim enzimleri, hormonlar ve bikarbonat igeren salgist ile
sindirimde ve karbonhidrat, lipid ve protein metabolizmasinin diizenlenmesinde gorev alir.
Pankreas salgist 6ncelikle ince bagirsaktan salinan sekretin ve kolesistokinin hormonlarinin
kontrolu altindadir. Somatostatin ekzokrin pankreas salgisini sekretin ve kolesistokinin

hormon salinimini inhibe ederek 6nleyebilir.

Beta hiicrelerinden salgilanan insiilin, Alfa hiicrelerinden salgilanan glukagon sayesinde kan
sekeri seviyeleri kontrol edilir. Insiilin daha sonra viicudun kan sekeri seviyesini
disiirmesine ve sekeri yag, kas, karaciger ve diger viicut dokularinda ‘saklanmasina’

yardimc1 olur ve gerektiginde enerji igin kullanilabilir (Wheater's Histology, 2013).

Sekil 2.6. Pankreas hiicreleri (Goktiirk, 2017)

2.5. Pankreas Kanseri

Pankreas kanseri, kansere bagli 6liim nedenleri agisindan dordiincii sirada, agresif seyirli,
erken tanisi zor olan ve tedaviye direngli bir hastaliktir (Li, Go ve Sarkar, 2015). Pankreas
kanseri 1 yillik genel sagkalim oran1 %26 ve 5 yillik sagkalim oran1 %5°ten daha az olan son
derece malign solid bir tiimordiir. Tan1 ve tedavide biiyiik caba gosterilmesine ragmen,
hastaligin prognozu kotiidiir. Tan1 aninda genellikle hastaligin ileri evresi ve uzak organ
metastazi ile kargilagilir (Bkz. Sekil 2.7). Burada en 6nemli etmen, hastaligin erken evresinde

belirgin spesifik belirtilerin olmayisidir (Cetin ve Dede, 2019). En yaygin belirtileri
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istahsizlik, sar1 cilt, agiklanamayan kilo kaybi, koyu renkli idrar, agik renkli digki ve
karin/sirt agrisi olabilir. Pankreas kanseri ender olarak 40 yasindan once rastlanir ve
pankreas kanserinin yarisindan fazlasi 70 yas ve iizerinde ortaya ¢ikar. Pankreas kanseri igin
risk unsurlar1 arasinda obezite, diyabet, tiitiin kullanimi1 ve bazi ender genetik durumlar yer
alir. Vakalarin yaklagik olarak %5-10"u kalitsal genlere ve %25'i sigara igmeye baglidir
(Ryan, Hong ve Bardeesy, 2014).

Evre 1 Evre 2

Evre 3 Evre 4

Sekil 2.7. Pankreas kanserinin yayilimi (Yaman, 2021)

2.5.1 Pankreas Kanseri Belirtileri

Pankreas kanseri genellikle erken evrelerinde taninabilir semptomlara neden olmadigindan,
hastalik tipik olarak pankreasin Gtesine gegene kadar teshis edilmez. Genel olarak midenin
cevresinden arka tarafa dogru yayilan agri {ist karin bolgesinde veya sirtta goriiliir. Agrinin
yeri, bir tiimdriin bulundugu pankreas boliimiinii gosterebilir. Agri geceleri daha
kotiilesebilir, gittikge artarak araliksiz ve siddetli olabilir (Tobias ve Hochhauser, 2014).
Agrili veya agrisiz ve muhtemelen koyulagmis idrarla birlikte gozlerin veya cildin
beyazlarinda sar1 bir renk olan sarilik, pankreasin basindaki bir kanser pankreastan gecerken
safra kanalini tikadiginda ortaya ¢ikar (De La Cruz, Young ve Ruffin, 2014). A¢iklanamayan
kilo kaybi, istahsizliktan veya ekzokrin fonksiyon kaybindan dolayr sindirimin
zayiflamasina neden olur (Bond-Smith, Banga, Hammond ve Imber, 2012). Mide bulantisi
ve kusma en yaygin sikayetlerdir. Safra kesesi veya karaciger biiylimesi, sarilik ve diyabet

pankreas kanseri Oncesi goriilebilen rahatsizliklardandir. Sarilik, bilirubin birikmesine bagl
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aciga cikmaktadir ve basinda yakalanan pankreas kanserinin en yaygm semptomudur
(Gokturk, 2017).

2.5.2 Pankreas Kanserinin Nedenleri

Yas, cinsiyet ve etnik koken ile birlikte pankreas kanseri gelisme riski artar. Vakalarin
cogunlugu 65 yasindan sonra meydana gelirken 40 yas ve 6ncesi vakalar seyrektir. Hastalik
erkeklerde kadinlardan biraz daha yaygin goriilmektedir. Amerika Birlesik Devletleri'nde,
Afrika'da goriilme orani diigiik olmasina ragmen, Afrikali Amerikalilarda 1,5 kat daha
yaygindir (World Cancer Report, 2014). Sigara tiiketimi, pankreas kanserinde en ¢ok bilinen
onlenebilir risk etmenidir, uzun zamandir sigara igenlerde riski yaklasik iki katina
cikarmaktadir, tiikketilen sigara sayis1 ve sigara igilen siire ile risk artmaktadir. (Bosetti vd.,
2012). Pankreas kanseri vakalarinin %5-10'unda kalitsal faktorler vardir. Hastalik birinci
dereceden birden fazla akrabaya sahipse risk biiyiik ol¢iidedir (Peters, Tseng ve Miksad,
2016). Kalitsal pankreatit, yasam boyunca pankreas kanseri riskini 70 yas ve tstii i¢in %30-
40 oraninda artirmaktadir. Pankreas kanserinde risk faktorii olan “Diabetes mellitus” yeni
baslayan diyabet de hastaligin erken bir belirtisi olabilir. 10 yildan fazla siiredir tip 2 diyabet
teshisi konan hastalar, diyabeti olmayanlara gore %50 daha fazla riske sahiptirler (Wolfgang
vd., 2013). Belirli gida ¢esitlerinin pankreas kanseri riskine neden oldugu acik sekilde
goriilmemistir. Fakat, yapilan bazi calismalarda elde edilen sonuglara gore kirmizi et,

islenmis et ve yliksek 1silarda pisirilen etler gibi gidalar kanser riskini artirdig1 goriilmektedir

(Larsson ve Wolk, 2012).

2.5.3. Pankreas Kanserinde Mortalite ve Morbidite Oran

Pankreas kanseri hastaligina yakalanmis olan kisilerin %80’ ine ameliyat yapma sansi
bulunamiyor. Hastalik gec teshis edilebildiginden, hastayr kurtarmak miimkiin olmuyor.
Geriye kalan 9%20’lik grupta olan hastalar ameliyat edildiginde, yasam siiresi en fazla 5 yil
olarak kabul edilmektedir. Bunun sebebi olarak, pankreasin viicuttaki konumu itibariyla
ameliyat sirasinda tiimorlerin tamamina ulasilmasinin miimkiin olmamasidir. Genel olarak,
ameliyatla tedavi edilebilen kisiler, ameliyatla tedavi edilmeyenlerden daha uzun yasama

egilimindedir.
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Evrelerine gore 5 yillik sag kalim oranlart:

Evre I: yaklasik %14
Evre II: yaklasik %7
Evre III: Yaklasik %3

Evre IV: Yaklasik %1°lik 5 yillik bir sag kalim oranina sahiptir (Ermaya, 2019).

Metastazi olan pankreas kanser hastalarina uygulanan cerrahi miidahale sonrasi yagam 6mrii
iki y1l olurken cerrahi miidahale yapilmadan 6 ay kadar bir siire sagkalim saglanabilmektedir
(Sekerci, 2002).

2.6. Enflamasyon ve Kanser

Enflamasyon, viicut dokularimin hasarl hiicreler, patojenler veya tahris edici maddeler gibi
zararl etkenlere karsi komplike biyolojik reaksiyonunun bir pargasidir ve kan damarlarini,
bagisiklik hiicrelerini ve molekiiler aracilar1 kapsayan koruyucu bir reaksiyondur.
Enflamasyonun gorevi, hiicre hasarinin ilk sebebini ortadan kaldirmaktir. Orijinal hasar ve
enflamatuvardan zarar goren nekrotik hiicreleri ve dokular1 temizleyerek doku onarimini
baslatmaktir (Signore, A., 2013). Hiicreleriniz zarar gordiigiinde, viicudunuz bagisiklik
sisteminde tepkiyi tetikleyen kimyasallar iiretir. Bu tepki, proteinlerin ve antikorlarin
salintmini ayni zamanda hasarli bolgeye dogru kan akisini igerir. Akut enflamasyon
durumunda tiim siire¢ genellikle birkag¢ saat veya giin siirer. Kronik enflamasyon bu yanit
devam ettiginde meydana gelir ve viicudunuzu siirekli bir uyar1 durumunda birakir. Zaman
gectikee, kronik enflamasyon organ ve dokularda olumsuz bir etki olusturabilir. Bazi
arastirmalarda, kronik enflamasyonun astimdan kansere kadar farkli kosullarda da etkili
olabilecegi one siiriiliiyor. Akut enflamasyon genelde kizariklik, sisme veya agri gibi
belirtilere neden olur. Ancak kronik enflamasyon belirtileri genellikle daha hafiftir. Bu onlari
gbzden kagirmay1 kolaylastirir. Enflamasyon uzun zamandir dokunun enfeksiyona, tahrise
veya yaralanmaya karsi sisme, agri, kizariklik ve bazen fonksiyon kaybi ile nitelendirilmis
lokal koruyucu bir belirtisi olarak bilinmesine ragmen, gesitli hastaliklardaki yeri hakkinda
yeni bir goriis vardir. Akut enflamasyon savunma cevabmin bir pargasiyken, kronik
enflamasyon kansere, diyabete, kardiyovaskiiler, nérolojik ve pulmoner hastaliklara neden

olabilir (Aggarwal vd., 2006). Enflamasyonun timor progresyonunun énemli bir bileseni
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oldugu diisliniilmektedir. Bir¢cok kanser iltihaplanma, kronik tahris ve enfeksiyon

bolgelerinden kaynaklanir.

Kansere bagli enflamasyondan sorumlu hiicreler genetik agidan stabildir ve bu sebeple ilag
direncinin olugsmasma maruz kalmazlar bu sebeple enflamasyonun hedeflenmesi hem
kanserin dnlenmesi hem de kanser tedavisi i¢in aktif bir stratejiyi yansitir. Timor i¢in digsal
enflamasyona bakteriyel ve viral enfeksiyonlar, otoimmiin hastaliklar, obezite, tiitiin i¢imi,
asbest maruziyeti ve asir1 alkol tiiketimi gibi kanser riskini artiran ve malign ilerlemeyi
tesvik eden birgok faktér neden olur. Bunun aksine, kansere 6zgii veya kansere kaynakli
iltihaplanma, kanseri baslatan mutasyonlarca tetiklenebilir ve enflamatuvar hiicrelerin
toplanmasi ve aktivasyonu yontemiyle malign ilerlemeye katki yapabilir. Hem digsal hem
de igsel enflamasyonlar immiinosupresyona sebep olabilir ve bu sekilde tiimor gelisimi igin

tercih edilen bir arka plan ortaya ¢ikmis olur (Singh vd., 2019).

2.7. Siklooksigenaz-2 (COX-2)

Siklooksigenaz (COX), enzimi katalize eden endojen bir enzimdir. Arasidonik asidin
prostaglandinlere doniistiiriilmesi ile olusur. Enzim en az iki izoformda bulunur, COX-1 ve
COX-2 (Bkz. Sekil 2.8). Her iki izoform da ayn1 seyi katalize etse de bu iki izoformun farkli
gorevleri vardir. COX-1, yapici bir enzimdir ve koruyucu prostaglandinlerin iiretiminden
sorumludur. Trombositleri aktive eden ve mide-bagirsak astarini koruyan prostaglandinleri
saglar, COX-2 ise indiiklenebilir bir enzimdir ve sadece enflamatuar bir uyaridan sonra
eksprese edilir. COX-2'nin islevi, enflamasyonun indiiklenmesi i¢in prostaglandinleri
sentezler. Antienflamatuar aktiviteye ve azaltilmis gastrointestinal yan etkilere sahip
bilesikler sinifi olan COX-2 inhibitorleri; gastrointestinal, cilt, meme ve mesane kanseri
riskini azaltmak igin etki gosterir. Etki mekanizmasi tamamen olmasa da tanimlandiginda,
COX-2'nin asir1 ekspresyonunun inhibe ettigi gosterilmistir. Apoptoz ve tiimdrjenik hiicre
tiplerinin istilasin1 arttirir (D’mello, Gadhwal, Josh1 ve Shetgiri, 2011). Prostaglandin
sentezini inhibe ederek, steroid olmayan antienflamatuar ilaglar (NSAID) agr1, iltihaplanma
ve atesi tetikleyen kimyasallar olan prostaglandinlerin {iiretimini azaltarak caligir.
Gastrointestinal sistem boyunca mukozal hasara, {ilserasyona ve iilser komplikasyonuna
neden olur. Biri enflamasyon bélgelerinde baskin olan COX-2 ve biri yapisal olarak
gastrointestinal kanalda COX-1 eksprese edilen iki siklooksigenaz enziminin oldugunun

anlagilmasi, COX-2 inhibitorlerinin 6nemli terapotik gelisimine yol agmustir.
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COX-2 filogenetik olarak COX-1'den daha ilkeldir ve ¢ok benzer olmakla birlikte, 6zellikle
aktif enzim bolgelerinde farkliliklar gosterir. NSAID’ler COX enzimlerini engeller ve
prostaglandin iiretimini azaltir. Bu sebeple, ates, agr1 ve iltihaplanma, COX inhibitorleri
tarafindan azaltilir. Mideyi koruyan ve kanin pihtilagsmasini destekleyen prostaglandinler de
azaldigindan, NSAID'ler mide ve bagirsaklarda iilsere sebep olabilir ve kanama olasiligini
artirabilir. COX-2 inhibitorleri sadece COX-2 enzimlerine etki ederler. COX-1 enzimine etki
etmedikleri i¢cin kanamaya sebep olmazlar. Bu nedenle NSAID’lerden daha etkindirler

(Hawkey, 2001)

Arasidonik asit

COOH
H3C 12 o 6~

Glukokortikoid, IL-4/IL-10/IL-13

/ \ Cy (Ekspresyonu inhibe eder)

COX-1 COX-2
(konstitditif) (indiiklenebilir ve yapisal) "\
Selektif
Prostaglandinler \ / l Prostaglandinler COR-2 SRuitorien

Mide Klasik ] Makrofajlar

Bagirsak qonsterond Sinoviositler

Bobrek amnn'ﬂ'amatuvar Endotelyal hiicreler

Plateletler ilaclar Hastalik hedefleri:

Artrit, inflamasyon,
Alzheimer hastalig

Sekil 2.8. Cox enzimlerinin bulunduklar1 dokular ve fonksiyonlar1 (Ak ve Gencer, 2013)
2.8. Interlékinler (IL)

Interlokinler (IL'ler), ilk olarak beyaz kan hiicreleri (16kositler) tarafindan ifade edildigi
goriilen bir grup sitokindir. Insan genomu 50'den fazla interldkin ve ilgili proteini kodlar.
Bagisiklik sisteminin iglevi biiyiik 6l¢iide interlokinlere baglidir ve bunlarin timii otoimmdiin
hastaliklar1 veya bagisiklik yetersizligini i¢eren nadir goriilen eksiklikleri tanimlanmistir.

Interlokinler yardimer T lenfositlerin yani sira makrofajlar, monositler ve endotel hiicreleri
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vasitasiyla sentezlenir. T ve B lenfositlerin ve hematopoietik hiicrelerin gelisimini ve
farklilasmasina yardimeci olur (Brocker, Thomson, Matsumoto, Nebert ve Vasiliou, 2010).
Interlokin 1 (IL-1), yaralanma, enfeksiyon veya antijenik tehlike teskil ettikten sonra iiretilen
bir polipeptittir. Makrofaj, IL-1'in birincil kaynagi olmasina karsin, epitelyal, lenfoid,
epidermal ve vaskiiler dokular IL-1'i sentezler. IL-1 dolasima niifuz ettiginde, bir hormon
gibi davranir ve metabolik olarak genis bir yelpazede sistemik farkliliklar1 indtikler. IL-1,
hem yikici hem de onarim siireglerine katkida bulundugu mezenkimal doku yeniden
sekillenmesini etkiler. IL-1, lenfositleri etkinlestirir ve bagisiklik tepkisinin bagslatilmasinda
onemli bir rol dstlenir. IL-1'in en verimli 6zelligi, hiicresel metabolizmanin yukar
regiilasyonu ve biyolojik olarak etkin molekiilleri kodlayan bazi genlerin ekspresyonunun
artmasidir. IL-1 olabildigince enflamatuvar bir molekiildiir ve arasidonik asit
metabolitlerinin iiretimini uyandirir. Ozellikle tiimdr nekroz etkeni ile sinerjistik olarak
hareket eder (Dinarello, 1988).

Interlokin-2 (IL-2), bagisiklik tepkisinin iiretilmesi ve diizenlenmesi i¢in ¢ok 6nemlidir. Bir
T lenfosit iirlinii olan IL-2 ayrica, T hiicrelerini, spesifik membran reseptorleri ile sinirl
say1da etkilesim yoluyla hiicre dongiisii ilerlemesinden ge¢mesi i¢in uyarir. Interlokin-2 (IL-
2) sinyalleri, homeostaz, bagisiklik tepkileri ve farklilasma Siiresince ¢esitli lenfosit alt
kiimelerine tesir eder (Smith, 1988). T lenfositleri, salgilanan protein etmenlerinin salinimi
ile T hiicrelerinin ve baz1 B hiicrelerinin biiyiimesini ve farklilasmasini saglar. Interlkin 2'yi
(IL-2) i¢eren bu etmenler, lektin veya antijen ile uyarilan T hiicreleri tarafindan tretilir ve
farkli fizyolojik etmenlere sahiptir. IL-2, duyarli T hiicrelerinin proliferasyonunu indiikleyen
bir lenfokindir. Ustelik baz1 B hiicreleri iizerinde reseptore 6zgii baglanmasiyla bir biiyiime

etkeni ve antikor liretim uyaricisi olarak kullanir.

Interlkin 3 (IL-3), graniilositlerin ve makrofajlarin iiretimini, farklilasmasini ve islevini
kontrol ederek hematopoezi diizenleyen bir sitokindir. in vivo bir monomer olarak var olan
protein, etkin T hiicreleri ve mast hiicrelerinde tiretilir ve bir N-terminal sinyal dizisinin
boliinmesiyle etkinlestirir (Ymer ve ark.,1985). T hiicrelerinden ve diger kaynaklardan
meydana getirilen sitokin IL-3, bagisiklik ve hematopoietik sistemlerle birlikte potansiyel
olarak 6nemli bir etmendir. IL-3, parazitlere ve alerjik reaksiyonlar gibi diger immiinolojik
tepkilere kiyasla bagisiklikta onemli efektor hiicreler oldugu disiiniilen doku mast
hiicrelerinin ve kan bazofillerinin gelisimi, islevi i¢in 6zellikle kritik olabilir (Lantz vd.,
1998).
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Eozinofil farklilagma faktorii (EDF) olarak da bilinen interlokin 5 (IL-5), eozinofilpoez i¢in
soy spesifik bir sitokindir. Eozinofil biiylimesini ve aktivasyonunu hazirlar ve boylelikle
astim da dahil olmak tizere artmis eozinofil seviyeleri ile iligkili hastaliklarda miithim bir rol

oynar (Milburn vd., 1993).

Interldkin 6 (IL-6) ailesinin sitokinleri, iki disiilfid baginda yer alan dort korunmus sistein
kalintis1 igeren yaklasik 170 ila 180 amino asit kalintissndan olusan glikoproteinlerdir
(Clongston, Boone, Crandall, Mendiaz ve Lu, 1989). IL-6, c¢ok ¢esitli biyolojik
fonksiyonlarda yer alan bir sitokindir. B hiicrelerinin immiinoglobulin salgilayan hiicrelerde
miyelom biiyiimesini, sinir hiicresi farklilasmasini ve hepatositlerde akut faz reaktanlarini
tetiklemede miihim bir rol oynar (Liittiken, Kriittgen, Moller, Heinrich ve Rose-John, 1991).
IL-6, hedef hiicrelere bagli olarak biiytime indiikleyici, biiyiime inhibisyon ve farklilagma
indiikleyici aktiviteler uygulayabilir. Bu aktiviteler, B hiicrelerinde terminal degiskenligi
(immiinoglobulinlerin salgilanmasi) ve g¢esitli B hiicrelerinde biiylimenin artirilmasini
saglar. IL-6, multip] miyelom, mesangial proliferatif glomeriilonefrit, romatoid artrit ve
edinilmis immiin yetmezlik sendromu (AIDS) dahil olmak iizere birgok hastaligin
patolojisinde yer almistir. IL-6'nin sentezinin veya etkisinin seg¢ici inhibisyonu, IL-6 ile
iliskili hastaliklara kars1 terapotik fayda saglayabilir. Ote yandan, IL-6, belirli timér tiplerine
kars1 giiclii antitimor aktiviteye sahiptir. IL-6"nin uygulanmasi, kanser tedavisinde oldugu
kadar radyasyon veya kemoterapinin neden oldugu miyelosupresyon tedavisinde de umut

vericidir (Akira, Taga ve Kishimoto, 1993).

Interlokin 10 (IL-10), etkin makrofajlar ve yardimeir T hiicreleri tarafinca salgilanan IFN-
gamma, IL-2, IL-3, TNF ve GM-CSF icinde olmak {izere bir dizi sitokinin sentezini
engelleyen bir proteindir. Yapida, IL-10, disiilfid baglarinda yer alan dort korunmus sistein
iceren yaklasik 160 amino asitlik bir proteindir (Zdanov,Shalck-Hihi, Gustchina, Tsang,
Weatherbe ve Wlodawer, 1995). Interlokin 10 ¢ogu hiicre popiilasyonunca sentezlenen
mithim bir immiin diizenleyici sitokindir. Baslica biyolojik gorevi, enflamatuvar cevaplari
sinirlandirilmast ve bitirmesi ve T hiicreleri, B hiicreleri, antijen sunan hiicreler, dogal
oldiiriicii hiicreler ve graniilositler gibi cesitli bagisiklik hiicrelerinin degismesini ve
artmasinin diizenlenmesi gibi gorevleri vardir (Asadullah ,Sterry ve Volk, 2003). IL-10’un,

cesitli enfeksiyon, enflamasyon ve hatta kanser modellerinde kesin olarak belirlenmis olan
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giiclii ve genis spektrumlu anti-enflamatuvar aktiviteye sahip oldugu disiiniilmektedir
(Mosser ve Zhang, 2008).

Interlokin-12 (IL-12), kanser ve bulasici hastaliklarda terapédtik potansiyele sahip hiicre
aracili bagisikligin kilit diizenleyicisidir. 1L-12, 35 kDa alfa alt birimi ve 40 kDa beta alt
biriminden olusan disiilfit bagl bir heterodimerdir. Ozellikleri dogustan gelen ve adaptif
bagisiklig1 kopriileyen, T helper 1 farklilasmasinin indiiklenmesi yoluyla hiicre aracili
immiin yanitlarin anahtar diizenleyicisi olarak gorev yapan ¢ok islevli bir sitokindir.
Leishmania, Toxoplasma, Kizamik viriisii ve insan immiin yetmezlik virtisii (HIV) gibi
cesitli hiicre ici patojenlere kars1t normal konak savunmasi dahil olmak tizere Thl hiicresel
bagisiklik tepkilerinin uyarilmasi ve siirdiiriilmesinde rol oynar. IL-12 dstelik NK
hiicrelerinin sitotoksik 6zelligini arttirmada ve enflamatuvar bagirsak hastaligi ve multipl
skleroz gibi patolojik Thl cevaplarinda énemli bir role sahiptir. Bu tiir hastaliklarda I1L-12
etkisinin baskilanmasi terapotik yarar saglayabilir (Zhang vd.,2008). Ek olarak, IL-12, IFN-
y ile indiiklenebilir genlerin ve lenfosit-endotelyal hiicre ¢apraz konusmasinin aracilik ettigi
bir antianjiyogenik programi indiikler. IL-12'nin immiinomodiilatoér ve antianjiyogenik
gorevleri, bu sitokinin bir antikanser ajani olarak kullanilmasinin amacini saglamistir

(Vecchio, Bajetta ve Canova, 2007).

Interlokin 13 (IL-13), enflamatuvar ve immiin cevaplarin diizenlenmesinde énemli sayilacak
bir pleiotropik sitokindir. Inflamatuar sitokin iiretimini yok eder ve interferon-gama
sentezini ayarlamada IL-2 ile birliktelik olusturur. IL-4 ve IL-13 dizileri ile iliskilidir
(Seyfizadeh, Gharabi ve Babaloo, 2015).

Interldkin 17 (IL-17), 20 kDa'lik bir glikoproteindir. IL-17, aktive edilmis hafiza T hiicreleri
tarafindan tretilen giliglii bir pro-enflamatuvar sitokindir.IL-17 sinyal sistemi, eklem
kikirdagi, kemik, meniskiis, beyin, hematopoietik doku, bobrek, akciger, deri ve bagirsak
gibi farkli dokularda ¢alisir. Bu sebeple, gelisen IL-17 ligand ve reseptor ailesi, bagisiklik
sisteminin 6tesinde saglik ve hastalikta dokularin homeostazinda miihim bir gérevi vardir
(Moseley, Haudenchild, Rose ve Reddi, 2003). IL-17 aile iiyelerinin enflamatuvar
hastaliklar, otoimmiin hastaliklar ve kanserde ayrica bakteriyel ve fungal enfeksiyonlara

kars1 konak savunmasinda aktif bir rol oynadigini1 géstermektedir (Kolls ve Linden, 2004).
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2.8.1. interlokin 8 (1L-8)

Insanlarda interldkin 8 (IL-8) proteini, CXCLS geni tarafindan kodlanir. IL-8 baslangicta 99
amino asitlik bir oncili peptit olarak iretilir ve daha sonra birkag aktif IL-8 izoformu
olusturmak i¢in bolinmeye ugrar. Kiiltiirde, 72 amino asitlik bir peptit, makrofajlar
tarafindan salgilanan baslica formdur (Brat, Bellail ve Van Meir, 2005). IL-8 reseptorlerinin
artan ekspresyonu, kanser hiicrelerinde, endotel hiicrelerinde, nétrofillerde ve tiimorle iligkili
makrofajlarda karakterize edilmistir. Bu da IL-8'in tiimor gevresinde 6nemli bir diizenleyici
faktor olarak islev gorebilecegini diisiindiirmektedir. IL-8 sinyali endotel hiicrelerinde
anjiyojenik tepkileri tesvik eder, endotelyal ve kanser hiicrelerinin hayatta kalmasini arttirir
(Waugh ve Wilson, 2008). Enflamatuvar bir tepkiye cevap olarak ¢esitli hiicre tiplerinden
uretilir. IL-8, enflamasyon ve yara iyilesmesinde 6nemli bir rol oynar ve nétrofilleri aktive
ederek enflamasyon bolgelerine spesifik olmayan enflamatuvar hiicrelerin yani sira T
hiicrelerini de dahil etme kapasitesine sahiptir (Schroder, 1992). IL-8, makrofajlar, epiteliyal
hiicreler ve plateletlerden salgilanir, nétrofilleri hedef alarak onlarin aktivasyonu ve
kemotaksisinde rol oynar. Son zamanlarda, IL-8'in kanser invazyonu, anjiyogenez ve
metastazda kritik bir rol oynadigi ve tiimor mikrogevresinin dnemli bir bileseni olarak kabul
edildigi gosterilmistir (Grivennikov ve Karin, 2010). IL-8, pankreastaki iltihaplanma ve
kanser arasindaki boslugu dolduran 6nemli bir efektér molekiil gorevi goriir. Enflamatuar
roliine ek olarak, IL-8’in pankreas adenokarsinom ve pankreatik néroendokrin tiimorlerde
bir otokrin biiyiime faktorii olarak etki gosterdigi bulunmustur (Hussain, Wang ve Ahmed,
2010).

2.9. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT)

Reaktif oksijen tiirleri (ROT), O2'nin elektron aliciligina bagh olarak olusan oldukga reaktif
kimyasal molekiillerdir. ROT 6rnekleri arasinda hidrojen peroksitler (H202), siiperoksit (Oz¢”
) ve hidroksil radikali (OHe) bulunur (Hayyan, Hashim ve Alneshef, 2016). Biyolojik agidan
ROT oksijenin normal aerobik metabolizmasinin dogal bir yan {iriinii olarak salgilanir, hiicre
sinyallesmesi ve homeostazda miihim rollere sahiptir (Devasagayam vd., 2004). ROT
hiicresel isleyise Ozgiidiir ve normal hiicrelerde diisilk ve sabit seviyelerde mevcuttur.
Sebzelerde ROT farkli stres tiirlerine karsin 1siktan korunma ve toleransla ilgili metabolik
asamalarda yer alir (Grant ve Loake, 2000). Bununla birlikte, ROT bazi hiicresel bilesenleri

oksitleyip degistirdiklerinde ve orijinal islevlerini yerine getirmelerini engellediklerinde
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DNA'da geri doniisii olmayan hasara neden olabilir. Bu, ROT ‘un ikili bir role sahip
oldugunu gostermektedir; zararli mi, koruyucu mu yoksa sinyal faktorii olarak mi1 hareket
edecekleri, ROT iiretimi ile dogru zamanda ve yerde bertaraf edilmesi arasindaki dengeye
baglidir (Edreva, 2005). ROT, kardiyovaskiiler hastalik da iginde olmak tiizere g¢esitli
enflamatuar tepkilere hiicresel etkilerde rol oynar. Ayrica, yiiksek ses seviyelerinin neden
oldugu koklear hasar yoluyla isitme bozukluguna, sisplatin gibi ilaglarin ototoksisitesine ve
hem hayvanlarda hem de insanlarda dogustan sagirliga dahil olabilirler. ROT ayrica apoptoz

veya programlanmis hiicre araciligi ile de ilgilidir (Curtin, Donovan ve Cotter, 2002).

2.10. Antioksidanlar

Antioksidanlar, organizmalarin hiicrelerine zarar verebilecek serbest radikaller ve
zincirleme reaksiyonlar salgilayan kimyasal bir tepkime olan oksidasyona engel olan
bilesiklerdir. Tioller veya askorbik asit (C vitamini) gibi antioksidanlar bu tepkimeleri inhibe
eder. Oksidatif stresi dengelemek i¢in bitkiler ve hayvanlar glutatyon gibi hiicresel
antioksidanlardan olusan kompleks sistemleri devam ettirirler. Oksijenin diinyada canlilarin
en Oonemli yasam kaynagi iken ayni zamanda onlar i¢in ¢ok zararli ROT olusturmasi
gergekten bir karmasa gibi goriinmektedir. Neyse ki, biitlin organizmalar hiicrelerindeki
DNA, proteinler ve lipitler gibi temel yapisal bilesenleri bu ROT ’un zararh etkilerinden
korumak igin birgok enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan igerir. Genellikle
antioksidan sistemler ya bu reaktif tiirlerin olusmasin1 engel olur ya da hiicrenin hayati
bilesenlerine zarar vermeden 6nce onlar1 yok eder (Bkz. Sekil 2.9). Bununla beraber, ROT
’in ayrica redoks sinyali gibi yararli hiicresel goérevleri vardir (Sies, 1997). Bu sebeple,
antioksidan sistemlerin gorevi oksidanlar1 tamamen engellemek degil bunun yerine onlari

optimum seviyede tutmaktir (Rhee, 2006).
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Sekil 2.9. Hiicrenin antioksidan mekanizmasi (Evcimen, 2015)

Antioksidanlar dogal kaynakli veya yapay kaynakli olabilirler. Yapay antioksidanlar;
vitaminler, ilaglar ve gida antioksidanlar1 olmak {izere iige ayrilirlar. Dogal antioksidanlar,

enzim ve enzim olmayanlar olmak iizere iki sinifa ayrilirlar.

2.10.1. Enzim olan dogal antioksidanlar

2.10.1.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD, EC 1.15.1.1)

SOD’ lar Oz anyonunun O. ve H>O; parcalanmasini katalize eden yakindan iligkili bir
enzim smifidir (Zelko, 2002). Bir grup metal igeren enzim olan SOD, reaktif oksijen
tiirlerinden biri olan Oz¢” anyonunu temizleyerek insan sagliginda hayati bir antioksidan role
sahiptir. Bu metallerin varligi ve belirli amino asitlerle koordinasyon, islev icin ¢ok
onemlidir. SOD' lar, oksidatif stresten kaynaklanan {iriinlerin detoksifikasyonunda ilk

savunma hatt1 arasindadir (Johnson ve Giulivi, 2005).

SOD

20, +2H"

H,O, + O,

ROT, insanlarda astim, yaslanma, eklem hastaliklar1 ve kanseri kapsayan bir¢ok normal ve

anormal durumda iiretilir. O~ ROT iireten sistemin baslangi¢ reaksiyonunu olusturur.
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Artan ROT iretimi, iltithaplanma ile iligskili doku hasarina neden olur. SOD’ lar, O2.~
anyonunu H2O> ¢evirir ve daha sonra olusan bu H20. GPx veya CAT ile uzaklastirilir. Bu
sebeple SOD' lar, peroksinitrit veya OHe gibi fazlasiyla agresif ROT iiretimini engeller
(Afonso, Champy, Mitrovig, Collin ve Lomri, 2007).

Insanlarda SOD’ 1n ii¢ farkli formu bulunur. Bunlardan Cu ve Zn iceren bakir ¢inko
stiperoksit dismutaz (Cu/Zn-SOD) sitozolde, mangan igeren siiperoksit dismutaz (Mn-SOD)
mitokondride ve ekstraselliiler siiperoksit dismutaz (EC-SOD) hiicre dis1 sivilarda

bulunmaktadir (Karabulut ve Giilay, 2016).
2.10.1.2. Katalaz (CAT, EC 1.11.1.6)

CAT enzimi kofaktor olarak demir veya manganez igeren ve H2O> ‘in suya ve oksijene
dontisiimiinii katalize eden enzimdir (Chelikani, Fita, Lowen, 2014). Bu protein ¢ogu
Okaryotik hiicrede peroksizomlarda lokalizedir. H2O> ‘in uzaklastirilmasindaki belirgin
onemine ragmen, genetik CAT eksikligi olan insanlar "akatalasemi" veya tamamen CAT’

dan yoksun olacak sekilde genetik olarak tasarlanmis fareler bir¢ok hastaliga maruz kalirlar

(Hiner vd.,2002).

Katalaz

2H,0,—2 y 2H,0+0,

Ayrica katalaz; alkol gibi farkli substratlarin, H2O2 ‘in ¢ift rediiksiyonu ile
detoksifikasyonunu saglar (Antmen, 2005).

CAT
H,0,+RH, — 5 R+2H,0

2.10.1.3. Glutatyon Peroksidaz (GPx, EC 1.11.1.9)

GPx, 85 kd molekiiler agirligindadir, H.O2 ve organik hidroperoksitlerin pargalanmasini

katalize eden dort selenyumu kofaktdr olarak icerir. Hayvanlarda en az dort farkli GPx
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izozimi vardir (Brigelius-Flohé, 1999). GPx 1 en bol bulunan ve ¢ok etkili bir H20:
temizleyicidir; GPx 4 ise en cok lipit hidroperoksitler iizerinde etkilidir. GPx 1 enzimine
sahip olmayan farelerin normal dmiirlerini tamamlayamadiklar1 ve oksidatif stres hasarina

cok duyarli olduklar1 goriilmistiir (Ho vd., 1997).

H,0,+2GSH —=— 2 H,0+ GSSG

ROOH + 2 GSH—— ROH + GSSG + H,0

2.10.2. Enzimatik olmayan dogal antioksidanlar
2.10.2.1. Glutatyon (GSH)

GSH biitiin canlilar i¢in ¢gok 6nemli bir hiicresel antioksidanttir. GSH okside olmak {izere 2
formda bulunur. Sekil 10’ da gorildagi gibi GSH H20; ‘in ortadan kaldirilmasindan
sorumlu bir enzim olan GPx koenzimidir. GPx H20: suya doniistiiriirtken GSH GSSG’ye
doniisiir. Bunun tekrar GSA’a doniisiimii ¢ok 6nemlidir ve bunun i¢cinde GSH ve onun
koenzimi olan nikotinamid adenin diniikleotit fosfat (NADPH) gereklidir. Fareler ve
kobaylar gibi yeni dogmus memelilerde farmakolojik olarak indirgenmis GSH eksikligi,
birka¢ giinde ¢oklu organ yetmezligine ve o6liime sebep olur (Noctor vd., 2012). GPx,
glutatyon disiilfidin (GSSG) glutatyona GSH indirgenmesini bir pentoz fosfat yolu tiriinii
olan NADPH flavonoidini kullanarak yapar (Bkz. Sekil 2.10). Reaksiyon, GSH seviyelerinin
korunmast i¢in gereklidir. GSH, oksidasyon-indirgeme siireclerinde bir indirgeyici olarak
onemli bir role sahiptir ve detoksikasyonda ve diger bazi hiicresel fonksiyonlarda biiyiik

onem tasir (Carlberg ve Mannervik, 1985).
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Sekil 2.10. Hidrojen peroksidin, NADPH tarafindan glutatyon araciligiyla indirgenmesi
(Basaranoglu, 2011)

GSH, hemen hemen tiim hiicrelerde bulunan bol miktarda dogal bir tripeptiddir. GSH
fazlasiyla reaktiftir ve genelde siilfhidril b6liimii tarafindan diger molekiillere konjuge olarak
bulunur. Antioksidasyon, redoks durumunun siirdiirilmesi, bagisiklik tepkisinin
modiilasyonu ve ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu dahil olmak iizere bir hiicre iginde
birgok hayati rol iistlenir. Kanserojenlerin uzaklastirilmast ve detoksifikasyonunda ¢ok
onemlidir ve bu yoldaki degisiklikler, hiicre sagkalimi iizerinde derin bir etkiye sahip
olabilir. Bununla beraber birgok kemoterapotik ilaca direnis gostererek, timor
hiicrelerindeki yiiksek GSH seviyeleri, bu tiir hiicreleri kemik iligi, girtlak, kolon ve akciger

kanserlerinden koruyabilir (Balendiran, Dabur ve Fraser, 2004).

2.11. Lipit Peroksidasyonu (LP)

LP, lipitlerin zincirsel olarak oksidatif hasara ugradiklarini ifade eden bir terimdir. Serbest
radikallerin hiicre zarlarindaki lipitlerden elektronlar1 "¢alip" hiicre hasarina sebep oldugu
asamadir. Bu asama, bir serbest radikal zincir reaksiyonu mekanizmas ile ilerler. Sik olarak
coklu doymamis yag asitlerini etki eder ¢ilinkii aralarinda ozellikle reaktif hidrojen
atomlarina sahip olan metilen kopriilerinin (-CH2-) bulundugu ¢oklu ¢ift baglar1 bulunur.
Bazi radikal reaksiyonda oldugu gibi reaksiyon ii¢ ana kistmdan meydana gelir: baslatma,
ilerleme ve sonlandirmadir (Bkz. Sekil 2.11). Baglatma, bir yag asidi radikalinin tiretildigi
kisimdir. Canli hiicrelerdeki en 6nemli baglaticilar su ve bir yag asidi radikali olusturmak
icin bir hidrojen atomuyla birlesen OH- ve HOO- gibi reaktif oksijen tiirleridir. ROT, Yag

asidi kokii ¢ok kararli bir molekiil degildir, bu sebeple molekiiler oksijenle kolayca
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tepkimeye girerek bir peroksil-yag asidi kokii iiretir. Bu radikal ayn1 zamanda baska bir
serbest yag asidi ile reaksiyona girerek farkli bir yag asidi radikali ve bir lipit peroksit veya
kendisiyle reaksiyona girmigse peroksit iireten kararsiz bir tiir olusturur. Yeni yag asidi
radikali de ayn1 sekilde tepkimeye girdiginde bu dongii devam eder. Bir radikal, radikal
olmayanla reaksiyona girdiginde, her zaman baska bir radikal iretir, bu sebeple siirece
"zincirleme reaksiyon mekanizmasi" denir. Radikal reaksiyon, iki radikal reaksiyona girip
radikal olmayan bir tiir tirettiginde durur. Bu, yalnizca radikal tiirlerin konsantrasyonu, iki
radikalin yiiksek bir ¢arpisma ihtimali olacak kadar yiiksek oldugunda gergeklesir. Canli
organizmalar, serbest radikalleri nétralize ederek sonlandirmay1 hizlandiran ve bu yiizden
hiicre zarin1 koruyan ¢esitli molekiillere sahiptir. C vitamini ve E vitamini gibi antioksidanlar

LP’ nu engelleyebilir (Huang vd., 2002).

R /ﬁ COOH
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3 /-:\ - COOH
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Yayilma '

R ——— COOH
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H H
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Sekil 2.11. Lipit peroksidasyon mekanizmasi (Dagli, 2014)

Birgok yag iceren gidalar, doymamis yag asidi sentezlerinin diisiik oldugu durumlarda bile
LP ugrama ihtimaline sahiptir. Bu nedenle, lipit oksidasyon iiriinlerinin tiiketimi, yiiksek
miktarda doymamis gidalarda (6rnegin omega-3 yag asitleri igeren gidalar), yogun 1sil
isleme tabi tutulmus gidalarda (6rnegin kizarmis gidalar) veya gidalarda artan lipit
oksidasyon {iirlinlerini tiikketme riski ile potansiyel olarak yaygindir. Lipit oksidasyonu,
kanser, ateroskleroz, yaglanma vb. ile birlikte enflamatuvar hastaliklarla korelasyon gosteren

potansiyel olarak toksik triinler iretir (Vieira, Zhang ve Decker, 2017). LP’ nun son
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tiriinleri, malondialdehit (MDA) ve 4-hidroksinonenal (HNE) gibi reaktif aldehitlerdir (Bkz.
Sekil 2.11).

MDA, ¢oklu doymamis yag asidi peroksidasyonunun 6nemli ve en ¢ok ¢alisilan {irtintidiir.
Bu aldehit fazlasiyla toksik bir molekiildiir ve LP’ nun bir belirleyiciden daha fazlasi olarak
diistiniilmektedir. DNA ve proteinlerle iligskisi genelde potansiyel olarak mutajenik ve
aterojenik olarak isimlendirilir (Del Rio, Stewart ve Pellegrini, 2005). LP’ nun orant,
dokulardaki MDA miktar1 ile ongoriilir. ROT, ¢oklu doymamuis lipitleri bozarak MDA
uretir. Bu bilesik reaktif bir aldehittir ve hiicrelerde toksik strese sebep olan ve gelismis
glikasyon son iirlinlerine benzer sekilde gelismis lipoksidasyon son {riinleri olarak
adlandirilan kovalent protein eklentileri olusturan birgok reaktif elektrofil tiirtinden biridir.
Bu aldehitin iiretimi, bir organizmadaki oksidatif stres seviyesini 6l¢gmek icin bir biyobelirteg
olarak kullanilir (Moore ve Roberts, 1998). Malondialdehit reaktiftir ve mutajenik olma
olasilig1 ytksektir. Aycicegi ve palmiye yaglarmin yiiksek 1silarda isitilmasit sonucu
olusabilir. MDA diizeyi, kanserli hastalarda oksidatif stresin ve antioksidan durumun bir

belirteci olarak bilinir.

2.12. Oksidatif Stres

Normal metabolizma sirasinda firetilen serbest radikaller hiicresel antioksidan sistemler
tarafindan kompanse edilirler. Oksidan-antioksidan sistemler arasindaki dengenin
oksidanlar lehine bozulmasi, oksidatif stres olarak adlandirilir (Dagli, 2014). Hiicrelerin
normal redoks durumundaki bozukluklar; proteinler, lipitler ve DNA’y1 kapsayan hiicrenin
tim bilesenlerine zarar veren peroksitlerin ve serbest radikallerin salinimi yoluyla toksik
etkilere sebep olabilir. Oksidatif metabolizmanin sebep oldugu oksidatif stres, baz hasarina
ve ayrica DNA'da iplik kopmalarina sebep olur. Baz hasari genellikle dolaylidir ve iiretilen
ROT’ den, 6rnegin; O ~ radikali, OH radikali ve H20- radikali’ne sebep olur (Birnboin,
1986).

Oksidatif stres, hiicresel sinyallesmenin normal mekanizmalarinda bozulmalara sebep
olabilir. Insanlarda oksidatif stresin; kanser, Parkinson hastalig1, Lafora hastalig1, Alzheimer
hastaligi, ateroskleroz, kalp yetmezligi gelisiminde rol oynadigi diisiiniilmektedir.
Miyokardiyal enfarktiis, frajil X sendromu, orak hiicre hastaligi, liken planus, vitiligo, otizm,

enfeksiyon, kronik yorgunluk sendromu ve depresyon gibi rahatsizliklar: olan bireylerde
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gortlir (Segal, 2005). Kimyasal olarak oksidatif stres oksitleyici tiirlerin artan iiretimi veya
glutatyon gibi hiicresel antioksidanlarin azalmas ile iliskilidir. Oksidatif stresin etkileri, bu
degisikliklerin boyutuna baglidir; bir hiicre kiigiik ROT’ nin iistesinden gelebilir ve orijinal
durumuna geri donebilir, orta derecede oksidatif stres apoptozise neden olurken agir
oksidatif stres nekroza neden olabilir. Hiicrelere verilen bir hasar siirekli olarak onarilir.
Bununla beraber, nekroza sebep olan kuvvetli oksidatif stres seviyeleri altinda, hasar
ATP'nin bitmesine sebep olarak kontrollii apoptotik oliimii engeller ve hiicrenin basitge
parcalanmasina sebep olur (Lelli ve ark.,1998). Hiicreler ROT’ u ortadan kaldirmak ve
etkilerini minimize etmek i¢in non-enzimatik antioksidanlar GSH, Vitamin A, E ve
flavonoidler yaninda SOD, CAT ve GPx gibi enzimatik antioksidanlarda bulundururlar
(Bkz. Sekil 2.12). Maalesef bazen bu antioksidan mekanizma ROTu ortadan kaldirmak i¢in

yeterli gelmez ve bu durumda oksidatif stres meydana gelir (Martindale ve Holbrook, 2002).
LP {iriinii olarak MDA’ deki artis, antioksidan enzimler SOD, CAT ve GPx ve ¢cok 6nemli

hiicresel antioksidan olan GSH’ daki azalma oksidatif stresin en 6nemli belirtegleridir
(Sohretoglu, Yiizbasioglu ve Randolph, 2018).

Oksidatif stresin molekiler sonuclian
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Sekil 2.12. Oksidatif stres sonuglar1 (Cerkes, 2021)
2.12.1. Oksidatif stres ve kanser iliskisi

Insan viicudu devamli eksojen kokenlerden kaynaklanan oksidatif stres etkisindedir
(6rnegin, ultraviyole 1sinlari). Bu tiir oksidatif stres, oksidasyon-rediiksiyon sisteminin

kapasitesini astiginda viicudun, gen mutasyonlar1 veya hiicre i¢i sinyal iletimi ile
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sonuglanabilir ve transkripsiyon faktorleri dogrudan veya antioksidanlar yoluyla etkilenerek
kanser olusumuna neden olabilir. Timér tagiyan durumun, timdr hiicreleri tarafindan aktif
oksijen liretimi ve anormal oksidasyon-rediiksiyonu ile iliskili oksidatif stres altinda oldugu
da soylenir. Antikanser ajanlarin ve radyasyon tedavisinin kullandigi mekanizmalardan biri
etkilerini kanser hiicrelerinin apoptozisi yoluyla gosterirler (Noda ve Wakasugi, 2001).
ROT, oksijen metabolizmasinin dogal yan {iriinleri olarak ortaya ¢ikar ve dnemli hiicresel
fonksiyonlara sahiptir. Normalde hiicre ya antioksidanlar yoluyla ya da spesifik enzimatik
yollar kullanarak ROT'un olusumu ve uzaklastirilmasi arasinda yeterli bir dengeyi
koruyabilir. Ancak bu denge bozulursa hiicrede kanser dahil bir¢cok hastaligin patogenezine
bagli bir durum olan oksidatif stres olusabilir (Lawless, O’Brain ve Gray, 2010). ROT kanser
evrimini goriiniiste ¢eligkili sekillerde etkiler, ya tiimorijenezi baslatir ve kanser hiicrelerinin
transformasyonunu destekler ya da hiicre 6liimiine neden olur. Yiiksek ROT seviyelerine
uyum saglamak icin, tiimor hiicreleri kiikiirt bazli metabolizmayi, NADPH olusumunu ve
antioksidan transkripsiyon faktorlerinin aktivitesini degistirir. Baslatma sirasinda, genetik
degisiklikler, antioksidan transkripsiyon faktorlerini aktive ederek veya pentoz fosfat yolu
(PPP) yoluyla NADPH'yi artirarak yiiksek ROT seviyeleri altinda hiicrenin hayatta
kalmasimi saglar. Progresyon ve metastaz sirasinda, timor hiicreleri, PPP aktivasyonu ve
indirgeyici glutamin ve folat metabolizmasi dahil olmak iizere ¢esitli sekillerde NADPH'y1
artirarak oksidatif strese uyum saglar (Hayes, Dinkowa ve Tew, 2020). Artan oksidatif stres,
birgok farkli kanser tiirtinde gozlenen ortak bir 6zelliktir. Olusan radikale, konsantrasyonuna
ve olusumunun gergeklestigi hiicresel lokasyona bagl olarak, ROT tiimor hiicreleri i¢inde
birden fazla fonksiyona sahiptir. ROT kaynakli makromolekiil hasari, tiimor baslangicina
katkida bulunabilir. Diisitk ROT seviyeleri, tiimdr hiicresi ¢ogalmasina, hayatta kalmasina
ve metastatik bir fenotipe tiimoriin ilerlemesine aracilik eden hiicresel sinyal yollarini
baslatabilir. Yiiksek ROT kademeleri, tiimor hiicresi 6liimiine dolayim eden sinyal yollarini
baslatir, fakat ayn1 zamanda tiimor tekrarini indirgeyen kanser kok hiicrelerinin olusumuna
da yardim eder. Kanser hiicrelerinde ROT tarafindan koordine edilen yollarin fazlalig: ve
karmagikligini, tiimor ilerlemesinin farkli kisimlarinda antioksidanlar veya kemoterapi
kullanilarak hiicre i¢gi ROT kademelerinin amaglanan modiilasyonunu anlamak,

kombinasyon tedavisi i¢in etkin bir strateji olabilir (Storz, 2013).
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3. MATERYAL VE METOD

Bu calismada kanser hiicrelerinin tedavisinde kullanilan kemoterapotik bir ilag olan
gemsitabin ile kanser hiicreleri iizerinde antiproleratif etki gosteren polidatinin pankreas
karsinoma hiicre hatlar1 tizerindeki sitotoksik ve antiinflamatuvar etkileri in-vitro olarak

arastirilmistir.

3.1. Materyal

Calisma kapsaminda kullanilan kimyasal madde ve cihazlarin marka ve modelleri asagida

belirtilmistir.

3.1.1. Analizlerde kullanilan cihazlar ve malzemeler

Spektrofotometre (Shimadzu UV-VIS 1240), Hassas terazi (MettlerToledo MS 2045/01),
Santrifiij (Sigma 3-30K)), Homojenizator (IKA digital T25), -20°C derin dondurucu (Vestel),
Etiiv (UN160, Memmert), -80°C derin dondurucu (ThermoScientific), Ultra saf su cihazi
(Direct-Q 8UV, Merck), Vorteks (Vortex 4, IKA), Otomatik pipetler (ThermoScientific),
Isiticili manyetik karistirici (C-MAG HS7, IKA), pH metre (Radiometer Analytical PHM
210), Su banyosu, Sonikator (Jeiotech 3T-13AB-239), makas, nester, jilet, whatman siizge¢
kagidi. Biyogiivenlik kabini (Siif II kabin, Thermo, Herasafe KS 12), CO; inkiibator
(Memmert, UN160), ters faz mikroskobu (Leica DM IL LED), otoklav (Niive, OT, 90L),
mikroplaka okuyucu (Multiscan GO, Thermo Scientific), ger¢cek zamanli PCR (Piko Real
96 (Thermo Scientific) ve sivi azot tank sistemi marka ve modelindeki cihazlar

kullanilmustir.

3.1.2. Analizlerde kullanilan kimyasal maddeler

Dulbecco’s modified eagle’s medium L-glutamin ve yiiksek glukoz igeren (DMEM, D5648),
penisilin-streptomisin (P4458), tripsin-EDTA (T4049), fotal sigir serumu (FBS, F7524),
polidatin (54837), 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide (MTT,
M2128), dimetil siilfoksit (DMSO, 472301), tripan mavisi (T8154) Sigma’dan; RNA
izolasyon kiti Macherey-Nagel’den; RevertAid First Strand cDNA sentez kiti (K1621),
Maxima SYBR Green gPCR Master Mix 2X (K0221), Mem-PER™ Plus protein izolasyon
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kiti (89842), Pierce™ BCA protein assay Kiti (23225) Thermo Scientific’den almmustir.
Gemsitabin (Gemko, 1400 Mg Liyofilize Toz Iceren Flakon) Kogak Farma Ila¢ ve Kimya
Sanayi A.S., (TURKIYE)’den satin alindi. Beta nikotinamid adenindinukleotit fosfat
(NADPH), tiyobarbitiirik asit (TBA), 1.1.3.3.tetracthoksipropan (MDA), 5-5’-Ditiobis 2-
nitrobenzoik asit (DTNB), tris (Hidroksimetil aminometan hidrojen), triklor asetik asit
(TCA), etilendiamin tetraasetik asit (EDTA), bovin serum albiimin), rediikte glutatyon
(GSH), potasyum siyaniir (KCN), Sigma-Aldrich firmasindan alinmistir. Calismalarda

kullanilan diger kimyasal maddeler analitik safliktadir.

3.2. Metot
3.2.1. Test Maddelerinin Konsantrasyonlarimin Hazirlanmasi

PD, calismaya baslamadan 6nce 150 uM konsantrasyonda olacak sekilde DMSO igerisinde
coziilerek 0,2 um por ¢capli membran filtreden gegirilerek steril edilmistir. Stok ¢ozelti kiiglik
hacimlere boliinerek 151k gérmeyecek sekilde — 20 °C’de bekletilmistir. Calisma sirasinda
farkli derigimlerde (12,5 uM, 25 uM, 50 uM, 100 uM ve 150 uM) hazirlanarak kullanilmistir.
Hiicre canlilik testlerinde PD’ nin tiim konsantrasyonlarinda DMSO oran1 %0,1’in altinda

olmasina dikkat edilmistir.

GEM, calismaya baslamadan once taze olarak hazirlanmistir. Oncelikle 16680 puM
konsantrasyonunda olacak sekilde dH>O’igerisinde ¢oziilerek 0,2 um por ¢apli membran
filtreden gegcirilerek steril edilerek ana stok hazirlanmistir. Caligma sirasinda 1 uM, 5 uM,
31,25 uM, 62,5 uM, 125 uM, 250 uM, 500 uM, 750 uM ve 1000 konsantrasyonlarina

seyreltilerek kullanilmistir.

3.2.2. Hiicre Kiiltiirii Analizleri

Bu ¢alismada, insan epitelyal pankreas karsinom hiicresi [PANC-1 (ATCC® CRL-1469™)]
kullanilmistir. Hiicreler Ordu Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Béliimiinde
bulunan hiicre stogundan, temin edilmistir. Hiicre hatlar1 %10 (v/v) Fetal Bovin Serum
(FBS), 4mM L- Glutamin, 1mM Sodyum piruvat, 4.5 g/L glukoz ve %l
penisilin/streptomisin iceren DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medyum) besiyeri
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icerisinde T-75 flasklara ekilerek %95 nem ve %5 CO; atmosfer ortaminda, 37 °C sicaklikta

inkiibasyona birakilarak hiicreler cogaltilmistir.

3.2.3. Hiicre In-vitro Sitotoksisite Testi (MTT)

Siiksinattan fumaratin olugsmasi sirasinda gorev alan siiksinat dehidrogenaz enzim
aktivitesinin 6l¢iilmesine dayali bir yontem olan MTT testi i¢in Mosmann’in (1983) 6nerdigi
yontem uygulanmistir. Hiicrelerin yogunlugu flask ylizeyinde yaklasik olarak %80 doluluk
oranina ulastiginda tripsin-EDTA ile muamele edilerek ylizeyden kaldirilmistir. Daha sonra
tripan mavisi boyasi ile boyanan hiicreler Thoma laminda sayilmistir. MTT testi icin
optimizasyon ¢alismasi sonucunda 1x10% cell/100 uL olarak belirlenen PANC-1 hiicresi 96
kuyucuklu hiicre kiiltiir plaklarina ekilmistir. Hiicrelerin adaptasyonu amaciyla 48 saat %95
nem ve %5 CO. atmosfer ortaminda, 37 °C sicaklikta inkiibasyona birakilmistir. Siire
sonrasinda besiyeri aspre edilerek hiicreler tizerindeki besiyeri uzaklastirilmis ve sitotoksik
etkileri belirlenecek olan GEM ve PD’in istenen konsantrasyonlarini igeren besiyerleri ilave

edilip 24, 48 ve 72 saat 37 °C’de %95 nem ve %5 CO2 atmosfer ortaminda inkiibe edilmistir.

3.2.4. Total RNA izolasyonu ve Analizi

RNA izolasyonu, iiretici firmanin Onerileri dogrultusunda gerceklestirilmistir. MTT testi
sonucu belirlenen konsantrasyonlara maruz birakilan 3x108 hiicre iizerine 350 uL RA 1
tamponu ve 3,5 uL B-merkaptoetanol ile homojen hale getirilmis ve kromozomal DNA’nin
uzaklastirilmasi i¢in homojenizasyon kolona dokiilerek 11.000 g’de 1 dk santrifiij edilmistir.
Stire sonunda lizat 350 pL etanol (%70) ile homojen hale getirilerek niikleospin RNA kolonu
iizerine ilave edilmis ve 11000 g’de 30 sn santrifiij sonras: altta kalan siv1 uzaklastirilmastir.
Kolon iizerine MBD tamponu eklenmis tekrar ayni siire ve hizda santrifiij edilmistir.
Ardindan kolon tizerine 95 pL. DNaz eklenmis ve oda sicakliginda bekletilmistir. Bu islem
sonrast RNA kolonu yikama soliisyonlar: ile temizlenmistir. Son olarak kolon DNAaz
RNAaz bir toplama tiipii takilarak kolon lizerine RNA az su ilave edilerek santrifiij edilmis
ve RNA izolasyonu gergeklestirilmistir. Spektroskopik 6l¢iim sonucu A260/A280 = 2.0
RNA miktarina sahip olan 6rnekler gen anlatimi analizlerinin belirlenmesinde kullanilmak

iizere cDNA'ya ¢evrilmistir.
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3.2.5. ¢ DNA Sentezi

cDNA sentezi, kit {iretici firmasinin Onerilerine gore gerceklestirilmistir. Kalip RNA son
konsantrasyon 20 ng/uL, Oligo (dT)1s primer son konsantrasyonu 4 pM olacak sekilde
toplam hacim 12 pL hacimde ayarlandiktan sonra 65 °C’de 5 dk inkiibasyona birakilmaistir.
Belirtilen siirenin sonunda son konsantrasyonlar1 5X reaksiyon tamponu 2,5X/uL, Ribolock
RNaz inhibitor (20 U/uL) 2,5 U/uL 10 mM dNTP karisimi 2,5 mM, RevertAid M- MuLV
RT (200 U/ puL) 20 U/uL olacak sekilde toplam hacim 8 pL hacimde ayarlanarak iiretici
firmanin belirtigi gibi 42 °C’de 60 dk, sonra 70 °C’de 5 dk inkiibasyona birakilmistir.

Sentezlenen cDNA'lar gen anlatim analizinde kullanilincaya kadar -20 °C’de saklanmuistir.

3.2.6. Gercek Zamanh PZR

Hiicrelerin enflamasyon seviyelerinin belirlenmesi amaciyla Cox-2 ve IL-8 genlerinin
anlatimlar1 gergek zamanli PZR yontemiyle Thermo Scientific Maxima SYBR Green qPCR
Master Mix kullanilarak gergeklestirilmistir. Gen dizileri National Center for Biotechnology
Information (NCBI) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) veri tabani kullanilarak belirlenmis
Integrated DNA Technologies (IDT) (2https://eu.idtdna.com/site2) programi ile Tablo
3.1’de belirtilen amplikon uzunluguna sahip primerler tasarlanmistir. Bu caligmada

normalizasyona amaciyla housekeeping gen olarak B-aktin geni kullanilmustir.

Tablo 3.1. Bu ¢alismada kullanilan primer dizileri

Primer Sekans (5" 3) Amplikon
y Aksesyon numarasi

uzunlugu (b¢)
f-aktin F CACTCTTCCAGCCTTCCTTC 104 NM_001101.3
f-aktin F GTACAGGTCTTTGCGGATGT
Cox-2 F TGTACCCGGACAGGATTCTA 119 AY462100.1
Cox-2R CCCTTGAAGTGGGTAAGTATGT
IL-8 F CTTGGCAGCCTTCCTGATTT 111 NM_000584.3
IL-8R GGGTGGAAAGGTTTGGAGTATG

Tablo 3.2°de belirtildigi toplam hacim 10 pL olacak sekilde hazirlandi ve Tablo 3.3’de

belirtilen PZR kosullar1 saglanarak gen anlatimi analizleri gergeklestirildi.
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Tablo 3.2. Gergek zamanli PZR karisim oranlari

Karisim bilesenlerinin ad1 Hacim (uL) Son Konsantrasyon
SYBR Green gPZR Master Mix 5 1X
Forward Primer 1 1mM
Reverse Primer 1 1mM
cDNA 1 1ng
dH.O 2 -
Toplam hacim 10
Tablo 3.3. PZR amplifikasyon kosullar
Reaksiyon Basamag Sicakhik Siire Dongii
On Denatiirasyon 95 °C 10 dakika 1
Denatiirasyon 94 °C 15 saniye
Primer Baglanmasi 60 °C 30 saniye 40
Primer Uzamasi 72 °C 30 saniye

PZR sonrasinda her amplikonun erime egrisi belirlenerek primerlerin safligi analiz
edilmigtir. Veriler Livak metodu ile test edilmistir (Livak ve Schmittgen, 2001). Bu methoda
gore;

e Oncelikle referans gene gdre normalizasyon igin ACT degeri hesaplanmustr.

ACT = Ct (hedef gen) — Ct (referans gen).

e Her primer grubu i¢in aym verimliligi kabul etmek amaciyla AACT degeri

hesaplanmustir.

AACT = ACt(hedef gen) —ACt(referans gen)
e Ifade edilen genlerin up regiile ya da down regiile olup olmadigini 24T degerinin

belirlenmesi ile analiz edilmistir.

3.2.7. PANC-1 Hiicrelerinde Oksidatif stres parametrelerinin belirlenmesi
3.2.1.1. Hiicre Lizatimin Hazirlanmasi

Hiicreler 24, 48, 72 saat GEM, PD ve kombinasyonlarina maruz birakildiktan sonra buzda
sogutulmug fosfat tamponu kullanilarak flasklardan kazindi. Kazinan hiicreler +4 °C de

fosfat tamponu ile santrifiij edilerek yikandi.
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Hiicre pelletinin tizerine liziz tamponu (150 mM NaCl, 1 mM Na2EDTA, 1% Triton, 2.5
mM sodyum pirofosfat igeren 20 mM Tris—HCI, pH 7.5) ilave edildi. 15000 g’de 10 dk +4°C
de santriifiij edildikten sonra siipernatant (hiicre lizat1) LP’ u ve GSH tayini i¢in buzda
bekletildi.

3.2.7.2. Lipit peroksidasyon diizeyinin belirlenmesi

PANC-1 hiicrelerindeki LP seviyesi Esterbauer ve Chessman [1990]’a gore yapildi. Uygun
miktarda hiicre lizat1 1 hacim %20 TCA ve 2 hacim TBA (%0,67) ile karigtirilarak 45 dk 80
°C’lik su banyosunda bekletildi. Buzda sogutulan 6rnekler oda 1sisinda 10 dk 3,000 g de
santrifiij edildi. Temiz supernatantlar 535 nm ‘de spektrofotometrede kore karsi okundu. LP
driinlerinin %99’unu MDA olusturmaktadir ve MDA i¢in molar absorblama katsayisi
€=1,56x105 M-1 cm-1 kullanilarak hesaplama yapildi ve sonuclar nmolmalondialdehit/mg
protein olarak ifade edildi (Esterbauer ve Chessman, 1990).

3.2.1.3. Rediikte glutatyon diizeyinin belirlenmesi

PANC-1 hiicrelerindeki GSH diizeyi Moron ve digerleri [1979] ne gore yapildi. Reaksiyon
karigimi fosfat tamponu (0,15 M, pH 7), SmM EDTA, DTNB ve uygun miktarda hiicre
lizatindan olusmaktadir. Reaksiyon sonucunda olusan sar1 renkli bilesik 5-thio-2-
nitrobenzoik asit 412 nm’de spektrofotometrik olarak izlenmektedir. 5-thio-2-nitrobenzoik
asit icin molarabsorblama katsayis1 e=13,6 mM™ cm™ kullanilarak hesaplama yapild1 ve

nmol/mg protein olarak ifade edildi (Moron, Depierre ve Mannervik, 1979).

3.2.7.4. Glutatyon peroksidaz aktivitesinin belirlenmesi

GPx aktivitesi Flohé ve Gunzler (1984)’e gore yapildi. Reaksiyon karigimi uygun miktarda
hiicre lizati, fosfat tamponu (0,05 M, pH 7), | mM EDTA, 0,2 mM NADPH, 1 mM NaNg3,
GSH, 1U/ml GR ve substrat olarak H20; icermektedir. 340 nm’de NADPH’daki azalma
izlenmektedir. Enzim aktivitesi NADPH i¢in molar absorblama katsayis1 £=6,22x10*M* cm
! kullanilarak hesapland1 ve sonuglar nmol okside NADPH/dk/mg olarak ifade edildi (Flohe
ve Gunzler, 1984).
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3.2.8. Protein Tayini

Hiicre lizatlariin protein tayinleri sigir serum alblimini standart olarak kullanilarak Lowry

ve ark. (1951)’e gore yapildi (Lowry, Rosebrough, Farr ve Randall, 1951).

3.2.9. istatiksel Analiz

Calismamiz sonucu deney gruplarindan elde edilen verilerin degerlendirilmesinde “SPSS
20,0 for Windows” paket programi ile “OneWay Annova-Tukey” testi kullanilmistir. Biitiin
uygulanan testlerde giiven araligi %95 olup, p<0,05 olan degerler istatistiksel olarak anlamli

kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Hiicre canlihig1 ve Sitotoksite Testleri

GEM ve PD’ in PANC-1 hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkileri MTT yoOntemiyle
belirlenmigtir. MTT testi mitokondriyal enzim olan siiksinat dehidrogenaz enzim
aktivitesinin belirlenmesine dayali olan, hizli, kantitatif, tekrarlanabilir ve kolorometrik bir
yontemdir (Doyle ve Griffiths, 1998; Cetin ve Bullerman, 2005).

Hiicreler PD ve GEM’ in farkli konsantrasyonlarina 24, 48 ve 72 saat siirelerle maruz
birakilmis ve sonuglar Sekil 4.1 ve 4.2°de gosterilmistir. Sekil 4.1 ve 4.2 incelendiginde hem
GEM hem de PD 72 saatlik inkiibasyon sonunda sitotoksisite tizerine daha etkili oldugu

gorilmistiir.

24 ve 48 saatlik inkiibasyon sonunda hiicreler kontrol grubu ile karsilastirildiginda hiicre
sayilarinda diizensiz bir artis ve azalis s6z konusu oldugu i¢in calismaya bu saatler dahil

edilmemistir.

Gemsitabin

120

e B 5 8 8 8
Hiicre Canlihig1 %

DMSO 1

[yl

31,5 62,5 125 250
H24h m48h m72h

5
8

750 1000

Sekil 4.1. Gemsitabinin PANC-1 hiicre canlilig1 iizerine etkisi

Sekil 4.1°de goriildiigii gibi 72. saatte sitotoksitite iizerine en etkili GEM konsantrasyonunun

5 uM oldugu goriilmiis ve ICso degeri olarak belirlenmistir. 5 uM GEM konsantrasyonuna
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maruz birakilan hiicrelerin canlilig1 ¢oziicii kontrol olarak kullanilan DMSQO’ya gore %53
oraninda azaldig1 belirlenmistir. Kombinasyon dozlar1 olarak GEM’ in I1Cso degeri 5 uM ve

bir yiiksek konsantrasyonu olan 20 uM kullanilmaistir.

Polidatin

0
7 5 7
1 6 5 70 1
12,5

6
DMSO 0,78 1,56 3,125 6,25 25 50 100 150

2 8 8 8 8
Hiicre Canhhg1 %

Lo B

B24h m48h m72h

Sekil 4.2. Polidatinin PANC-1 hiicre canlilig1 lizerine etkisi

GEM’ de oldugu gibi PD’ de de en belirgin sitotoksisite 72. Saatte goriilmiistiir. PD 72.
saatte 12,5 uM konsantrasyondan baslayarak sitotoksisite de artis goriilmiis, ICso degerine
ulasilamamus olsalar da 12,5-100 uM’lik konsantrasyonlarda yaklasik %23 ila %30 arasinda
degisen sitotoksisite goriilmiistiir (Bkz. Sekil 4.2). PD igin kombinasyon dozlar1 olarak 12,5,
25, 50,100 uM’lik konsantrasyonlar se¢ilmistir.

GEM (5 ve 20 uM’lik) ve PD’ in (12,5, 25, 50,100 pM’lik) konsantrasyonlar: ile
olusturulmus kombinasyonlar PANC-1 hiicrelerine 24, 48 ve 72 saat siire maruz birakilarak

sitotoksik etkileri MTT yo6ntemi ile belirlenmistir (Bkz. Sekil 4.2).
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24.SAAT

50uM  ® 100uM

Sekil 4.3. Gemsitabin ve polidatin kombinasyonlarin PANC-1 hiicre canlilig1 tizerine etkisi

Kombinasyonlarda en fazla sitotoksisite 72. Saatte ve 5 uM GEM’ de gériilmiistiir. 5 uM
GEM ile 25 ve 50 uM PD kombinasyonlarinda sirasi ile %64 ve %067 sitotoksitite

goriilmistiir. GEM pankreas kanserlerinin tedavisinde kullanilan ve kanser hiicrelerinin

oldukca fazla direng gostermesi nedeni ile diisiik sitotoksisiteye neden olan kemoteropotik
bir ilagtir. Tek basina 5 uM GEM 72. Saatte %53 sitotoksisite gostermistir (Bkz. Sekil 4.3).
Oysa 72. Saatte 5 uM GEM 50 uM PD ile birlikte verildiginde ICso’nin iistiinde %67
sitotoksisite gostermistir (Bkz. Sekil 4.3). PD, GEM ile birlikte verildiginde GEM

sitotoksisitesini (67-53=14) %14 oraninda artirmistir.

Tablo 4.1. Gemsitabin, polidatin ve kombinasyonlarindan olusan gruplar (72. saat)

Gemsitabin Polidatin Gemsitabin + Polidatin Gemsitabin + Polidatin
5uM 25 uM SuM+25uM 20 uM + 25 uM
20 uM 50 uM 5 uM + 50uM 50 uM + 50uM

PANC-1 hiucreleri 72 saat siire ile Tablo 4.1’de

belirtilen PD, GEM ve bunlarin

kombinasyonlarina maruz birakilmis ve hiicrelerin morfolojisi ters faz mikroskobu (Leica

DM IL LED) ile goriintiilenmistir.



Sekil 4.4. Gemsitabin ve polidatine 72 saat siire ile maruz birakilan PANC-1 hiicrelerinin
mikroskobisi (X 4)
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a) Hiicre kontrol, b) 5 uM gemsitabin, ¢) 20 uM gemsitabin, d) 25 uM polidatin, ¢) 50 uM
polidatin, f) 5 uM gemsitabin + 25 pM polidatin g) 5 uM gemsitabin + 50 uM polidatin h)
20 uM gemsitabin + 25 pM polidatin 1) 20 uM gemsitabin + 50 uM polidatin

Sekil 4.4 de PANC-1 hiicreleri GEM, PD ve kombinasyonlarina maruz birakildiktan sonraki
72.  Saatteki fotograflar1  goriilmektedir. Fotograflar incelendiginde belirtilen
konsantrasyonlarda hem GEM hem de PD’ e maruz birakilan hiicrelerde hiicre kontrol grubu
ile karsilastirildiginda hiicre morfolojilerinde belirgin degisiklikler goriilmektedir(a-f).
Ozellikle 5 uM GEM + 50 uM PD verilen grupta hem kontrol hem de diger gruplara gore
cok daha belirgin olarak PANC-1 hiicrelerinin morfolojilerini ve aderans o6zelliklerini

kaybederek sayilarinin azaldig1 gorilmektedir (g).

4.2. Gemsitabin ve Polidatinin PANC-1 hiicrelerinde Oksidatif Stres Parametrelerine
Etkileri

4.2.1. Lipit Peroksidasyon Seviyesi

Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda GEM verilen gruplarda LP diizeyi G5 ve G20
gruplarinda sirast ile %60,28 ve %67,45 anlamli diizeyde artmistir (p <0,05). Kontrol grubu
ile polidatin uygulanan gruplar (P25 ve P50) karsilastirildiklarinda LP diizeyi bakimindan
anlamli bir fark gériilmemistir (p>0,05). PD’ in yiiksek oldugu kombinasyonlar (G5+P50 ve
G20+P50) ile kontrol grubu arasinda anlamli fark goriliirken (p<0,05), PD’ in diisiik oldugu
kombinasyonlarda (G5+P25 ve G20+P25) anlamli bir fark goriilmemistir (p>0,05). Diisiik
PD kombinasyonlariin (G5+P25 ve G20+P25) GEM gruplarindaki (Hem G5 hem de G20)
yiiksek LP seviyelerini anlamli derecede (p<0,05) azalttig1 goriilmiistiir. Oysaki, yliksek PD
kombinasyonlarmin  (G5+P50 ve G20+P50) GEM ile artan LP’ na etkileri
olmamistir(p>0,05).
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Sekil 4.5. Gemsitabin ve polidatinin PANC-1 hiicrelerinde lipit peroksidasyon diizeyine
etkisi

(2 Kontrol grubundan farkli, ® G5 grubundan farkli, °G20 grubundan farkli (p <0,05).

4.2.2. Rediikte Glutatyon Seviyesi

Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda GEM verilen gruplarda GSH diizeyi G5 ve G20
gruplarinda sirast ile %41,36 ve %46,03 anlaml diizeyde azalmistir (p <0,05). PD uygulanan
gruplardan (P25) grubunda GSH seviyesi kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli
olarak artarken, P50 grubunda anlamli bir degisim goriilmemistir(p>0,05). Yiikksek GEM
kombinasyonlarinda yani G20+P25 ve G20+P50 gruplarinda GSH seviyesi kontrol grubuna
gore anlamli diizeyde diisiik oldugu gorilmiistir (p <0,05). Bu durum bize PD
uygulamalarinin  yliksek GEM dozunun neden oldugu azalan GSH seviyesini

diizeltemedigini gostermektedir.
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Sekil 4.6. Gemsitabin ve polidatinin PANC-1 hiicrelerinde rediikte glutatyon seviyesine
etkileri

(2 Kontrol grubundan farkli, ® G5 grubundan farkli, °G20 grubundan farkli (p <0,05)

4.2.3. Glutatyon Peroksidaz Aktivitesi

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda GEM verilen gruplarda GPx aktivitesi G5 grubunda
%36,4 ve G20 grubunda %39,4 oraninda istatiksel olarak anlamli diizeyde azalmistir (p
<0,05). Kontrol grubu ile karsilastirildiginda polidatin uygulanan gruplarda (P25 ve P50)
GPx aktivitesi arasinda anlamli bir fark gortilmemistir(p>0,05). G5+P25 grubu hari¢ diger
kombinasyonlarda GPx aktivitesinde kontrol grubuna goére anlamli diizeyde azalma
goriilmistiir (p <0,05). Hem kontrol hem de GEM gruplarina gére GPx aktivitesinde en
belirgin baskilanmanin G20+P50 grubunda goézlemlenmistir (p <0,05).

Oksidatis stres parametreleri genel olarak degerlendirildiginde, PD’ in diisiik doz
kombinasyonlarinda (G5+P25 ve G20+P25) tiim oksidatif stres parametrelerinde yliksek doz
PD kombinasyonlarina gore daha fazla iyilesme oldugu goriilmektedir. Buradan PD’ in
diisiik dozlarinin yiiksek dozlarina gore daha fazla antioksidan etki gosterdigini ortaya

koymaktadir.
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mSeril 42,9 27,3 26,0 44,0 47,4 33,4 24,6 32,8 17,4

Sekil 4.7. Gemsitabin ve polidatinin PANC-1 hiicrelerinde glutatyon rediiktaz aktivitesine

etkisi

(2 Kontrol grubundan farkli, ® G5 grubundan farkli, °G20 grubundan farkli (p <0,05).

Sonug olarak, farkli dozlarda GEM (aralarinda anlamli fark olmaksizin) LP seviyesini
artirarak, GSH seviyesini ve GPx aktivitesini baskilayarak PANC-1 hiicrelerinde oksidatif
stresi artirmistir. Farkli dozdaki PD’ ler tek baslarina verildiklerinde genel anlamda oksidatif
stres parametrelerini etki etmemislerdir. Genel olarak, diisik PD dozu igeren
kombinasyonlarin (G5+P25 ve G20+P25) yiiksek PD dozu (G5+P50 G20+P50) igcerenlere
gore GEM’ lerin indiikledigi oksidatif stresi ortadan kaldirmada daha etkili olduklart
goriilmiistiir. Diger bir ifade ile kombinasyonlardaki yiiksek doz PD, diisiik doz PD’ in

aksine GEM’ in neden oldugu oksidatif stresin daha da artmasina neden olmustur.
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4.3. Gemsitabin ve Polidatinin PANC-1 hiicrelerinde Cox-2 ve IL-8 Gen ifadesi Uzerine
Etkileri

Cox-2 Ifadesi

8 COX-2

7

G20 P25 G5+ P25 G5+ P50 G20+P25 G20+P50
mSeril 0,28 1,81 1,15 1,11 1,46 6,87 4,65 2,28 0,38

wu

w

[

COX-2 mRNA (Rélatif ifadesi)
=y

=

Sekil 4.8. Gemsitabin ve polidatinin PANC-1 hiicrelerinde COX-2 mRNA ekpresyon

diizeyine etkisi

(? Kontrol grubundan farkli, ® G20 grubundan farkli, (p <0,05).

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda GEM verilen gruplarda COX-2 mRNA ekpresyon
diizeyi G5 grubunda 6,4 kat ve G20 grubunda 4,1 kat istatiksel olarak anlamli diizeyde
artmistir (p <0,05). PD gruplart ile kontrol grubu karsilastirildiginda COX-2 mRNA
ekpresyon diizeyinde anlamli bir farklilik goriilmemistir (p>0,05). Kombinasyonlarda en
fazla COX-2 ekspresyonu G5+P25 grubunda goriilmiis (24 kat) ve genel olarak dozlar
arttikca COX-2 ekspresyonunun azaldigi goriilmiistiir. Kombinasyonlar arasinda COX-2
ifadesindeki en belirgin azalmanin G20+P50 grubunda oldugu ve bu grup ile kontrol grubu

arasinda istatiksel olarak bir fark olmadig1 goriilmiistiir (p>0,05).
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4.4. Gemsitabin ve Polidatinin Pankreas Kanser Hiicresi (PANC-1) IL-8 mRNA
ekpresyon diizeyine etkisi

IL-8

iii II'i

G20 PSO G5+ P25 G5+ P50 G20+P25 | G20+P50
HSeril 044 3,80 1,33 1,63 0,63 8,72 5,84 3,098 1,40

s
o

IL-8 mRMA (Rolatif ifadesi)
o 2 MW s Dy~ 0D

Sekil 4.9. Gemsitabin ve Polidatinin PANC-1 hiicrelerinde IL-8 mRNA ekpresyon diizeyine

etkisi

(2 Kontrol grubundan farkli, ® G20 grubundan farkl, (p <0,05).

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda GEM verilen gruplarda 1L-8 mMRNA ekpresyon diizeyi
G5 grubunda 8,6 kat istatiksel olarak anlamli diizeyde artarken (p <0,05), G20 grubunda 3
kat (p>0,05) artmistir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda polidatin uygulanan gruplarda
IL-8 mRNA ekpresyon diizeyi P25 grubunda 3,7 kat ve P50 grubunda 1,4 kat
artmistir(p>0,05). PD gruplar1 kendi aralarinda karsilastirildiginda, P50’de P25’e gore 1L-8
mRNA ekspresyon diizeyinde 2,6 kat fakat anlamli olmayan (p>0,05) azalma goriilmiistiir.

Genel olarak bakildiginda COX-2 de oldugu gibi burada da diisiik doz GEM diger gruplara

gore cok belirgin bir sekilde IL-8 mRNA ekpresyon diizeyini artirmistir (p <0,05). Yine
COX-2’ye benzer sekilde yliksek PD kombinasyonlarinda (G5+P50 ve G20+P50) diisiik
polidatin kombinasyonlarmna gore IL-8 daha fazla baskilanma gorilmistir (p <0,05).
Kombinasyonlar arasinda IL-8 ifadesindeki en belirgin azalmanin COX-2 ifadesinde oldugu
gibi G20+P50 grubunda oldugu ve bu grup ile kontrol grubu arasinda istatiksel olarak bir
fark olmadig1 goriilmiistiir(p>0,05).
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5. TARTISMA

Pankreas adenokarsinomu en dliimciil kanserdir ve kotii prognoza sahiptir. Bir sitotoksik
niikleozid analogu olan gemsitabin pankreas kanseri ic¢in kullanilan klinik standart
kemoterapi ilacidir. Ancak kanser hiicrelerinde birgok nedenle GEM’ e kars1 direng gelisir
ve bunun sonucu olarak kemomoterapiye diisiik yanit verir. Bu nedenle, pankreas kanserinde
GEM direncini azaltan ve kemosensitivitesini artiran biyoaktif antikanser ajanlarin etkisi son
yillarda yaygin olarak arastirilmaktadir (Yu, Drisko ve Chen, 2013). Calismamizda GEM,
PD ve kombinasyonlarinin sitotoksisitesini belirlemek i¢in 24,48 ve 72 saat olmak tizere 3
farkli zaman dilimi segtik. GEM” in PANC-1 hiicreleri iizerindeki sitotoksisitesinin zamana
bagl olarak arttigi ve 72. Saatte en fazla sitotoksisite oldugu goriilmektedir (Bkz. Sekil 14).
GEM’ in sitotoksisitesinin hiicre igerisinde birikme siiresi ile orantisal oldugu baska

aragtiricilar tarafindan da ortaya konmustur (Heinemann, Hertel, Grindey ve Plunkett, 1987).

Calismamizda GEM sitotoksisitesinin dozla paralel olarak artmadigimi en fazla (ICso’nin
altinda) sitotoksisitenin 5 mikromolarda oldugunu gozlemledik Imafuji ve ark., (2019).
AsPC-1, MIA PaCa-2, BXxPC-3, ve Panc-1 gibi farkli kanser hiicre hatlarinda 72. saatte GEM
sitotoksisitesi ¢alismiglar ve ICso degerlerinin sirasiyla 0.010, 0.12, 0,17 ve 0,71 olarak
bulmustur. Elde edilen veriler PANC-1 hiicrelerinin diger pankreas kanser hiicrelerine gore

gemstabine kars1 daha direncli oldugu ortaya koymustur.

PD’ de sitotoksisitesi de GEM gibi doza bagimli olmadigi ICso degerine en yakin degerlerin
daha diisiik PD konsantrasyonlar1 oldugunu gordiik. Dahasit PD de GEM gibi en fazla
sitotoksik etkisini 72. Saatte gostermektedir. PD’ in ve GEM” in PANC-1 hiicreleri tizerinde
ayni zaman siire¢lerinde sitotoksisite gostermeleri bu maddelerin sinerjik etkisini agisindan
degerli oldugunu diisiiniiyoruz. Bu ¢alismada amaclarimizdan biri de sinirli sayida hiicre
hatt1 iizerinde sitotoksik 6zelligi oldugunu bildigimiz polidatinin daha 6nce denenmemis
PANC-1 iizerinde sitotoksik etkisinin olup olmadigin1 gézlemlemekti. Polidatin 72. Saatte
25 ve 50 mikromolar konsantrasyonlarda yaklagik %25'lik bir sitotoksiSite gostermistir. Bir
antikanser ilag olan GEM’ in gosterdigi sitotoksiSitenin %53 oldugu goz 6niine alindiginda
bir flavonoid olan PD’ in tek bagina gosterdigi %25 ‘lik sitotoksisitenin 6nemli bir bulgu
oldugunu diisiinliyoruz. Calismadaki diger bir amacimiz da GEM’ in PD ile birlikte

verildiginde PANC-1 hiicrelerinde nasil bir sitotoksik etkinin ortaya ¢ikacagini belirlemekti.
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GEM pankreas kanserlerinin tedavisinde kullanilan ve kanser hiicrelerinin direng gostermesi
nedeni ile diisiik sitotoksisiteye neden olan kemoteropétik bir ilagtir. Tek basina 5
mikromolar gemsitabin 72. Saatte %53 sitotoksisite gostermistir (bkz. Sekil 15). Oysa 72.
Saatte 5 uM GEM 50 uM PD ile birlikte verildiginde 1Cso’nin iistiinde %67 sitotoksisite
gostermistir. Kisaca, PD, GEM ile birlikte verildiginde GEM sitotoksisitesini (67-53=14)
%14 oraninda artirmistir. PD anti-enflamatuar, anti-oksidan, anti-kanser, noroprotektif,
hepatoprotektif, nefroprotektif ve immiin sistemi uyarici etkilerin de oldugu genis bir
biyolojik aktiviteye sahiptir (Sohretoglu, Yiizbasioglu ve Randolph, 2018). Calismamizda
PD’ in PANC-1 hiicrelerinde GEM” in sitotoksisitesini artirmasi sasirtict degildir. Ciinkii
PD’in farkli hiicre tiplerinde farkli yollarla anti-kanser etki gosterdigine iliskin ¢alismalar
bulunmaktadir. Multiple myeloma hiicrelerinde mTOR/p70s6k yolagi (Yang vd.,2017) ve
insan nazofaranjial karsinoma hiicrelerinde reaktif oksijen radikali kaynakli endoplazmik
retikulum stresi ve mitokondri hasarina (Liu, Zhao ve Zhang, 2011) bagli olarak anti-kanser
aktivite gostermistir. PD yumurtalik kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini doza baglh olarak
azaltmigtir. Bu etkiyi Her-2 ve EGF-R’nin fosforilasyonunu, ekstraselliiler sinyal
diizenleyici kinazlarin (ERK) ve wvaskiiler endotelyal biiytime faktorii (VEGF)’in
ekspresyonunu azaltarak gerceklestirdigi goriilmiistiir (Hogg vd., 2015).

Pankreas kanser hiicreleri tizerinde PD’ in anti prolatif ve anti kanser etkisi ile ilgili ¢alisma
bulunmamaktadir. Fakat GEM, PD’ in ana kaynagi olan resveratrol (10 uM) ile birlikte
PANC-1 hiicrelerine uygulandiginda, resveratroliin GEM ‘in sitotoksisitesinil0 kat artirdigi

goriilmistir (Harikumar, Kunnumakkara ve Sethi, 2010).

ROT’ nin kanser hiicreleri tizerindeki etkisi iki ucu keskin bigak gibidir. ROT’ nin kanser
hiicreleri iizerine sitotoksik mi yoksa ¢ogalmay artirici olarak mi etki yapacag hiicre tipi
uyaranlara, zaman dilimine, gosterdigi spesifiteye ve ROT’nin konsantrasyonuna bagl
olarak degismektedir. Degisen ROT seviyeleri her zaman hiicre proliferasyonu iizerinde
farkli etkilere neden olur. Genel anlamda, akut yiiksek seviyelerde ROT, hiicre apoptozunu
indiikleyen giiclii sitotoksik molekiiller olarak hareket edebilir veya kronik diisiik ROT
genom stabilitesini etkileyebilir ve tiimorijeneze neden olabilir. Diigiikk miktarda ROT’nin
pankreas kanser hiicrelerinin hayatta kalmasint ve gogalmasini indiikledigi ve malignant
pankreas tiimorlerinin gelisimine neden goriilmiistiir (Ling vd., 2014).

Bunu aksine, reaktif oksijen radikalleri mitojenle aktive edilmis protein kinaz, PI3K / Akt

NF-kB sinyal yolagi, protein kinaz C ve p53 gibi hiicreleri 6liime gotiiren yolaklari
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tetikleyebilir (Martindale ve Holbrook, 2002; Ling vd., 2014). Hiicreler ROT” ini ortadan
kaldirmak ve etkilerini minimize etmek i¢in non-enzimatik antioksidanlar GSH, Vitamin A,
E ve flavonoidler yaninda SOD, CAT ve GPx gibi enzimatik antioksidanlarda bulundururlar.
Maalesef bazen bu antioksidan mekanizma ROT” ini ortadan kaldirmak igin yeterli gelmez

ve bu durumda oksidatif stres meydana gelir (Martindale ve Holbrook, 2002).

LP {iriinii olarak MDA’ deki artis, antioksidan enzimler SOD, CAT ve GPx ve ¢ok énemli
hiicresel antioksidan olan GSH’ daki azalma oksidatif stresin en onemli belirtecleridir
(Sohretoglu, Yiizbasioglu ve Randolph, 2018). Calismamizda hem diisiik hem de yiiksek
konsantrasyonlarda GEM” in PANC-1 hiicrelerinde kontrol grubuna goére LP seviyesini
artirarak, GSH ve GPx seviyesini azaltarak anlaml1 derecede oksidatif strese neden oldugunu

gozlemledik.

Son zamanlarda ROT iireten ilaglarin antikanser ilag olarak kullanilabilecegine iligskin umut
veren c¢alismalar bulunmaktadir. Gergekten de kanser hiicrelerinin bu siirekli olarak artan
prooksidan ilaglara karsi hassasiyetleri vardir. Donadelli vd., (2007) ROT’ in
indiiklenmesinin GEM’ in etki mekanizmalarindan biri oldugunu ve diisiik bazal seviyede
ROT igeren pankreas kanser hiicrelerinin daha yiiksek seviyede ROT igeren hiicrelere gore
GEM’ e daha direngli oldugunu gostermislerdir. Diger bir¢ok antikanser ilag gibi GEM’ nin
de antikanser mekanizmalarina ilave olarak sitotoksiSitesini artirmak i¢in ROT’ni

indiikledigi bilinmektedir (Donadelli vd., 2007; Ju, Goccho ve Aguilar, 2015).

Maehara vd., (2004) GEM’ in pankreas kanser hiicrelerinde ROT’ ni 3 kat artirdigini
gostermislerdir. Dahasi, ayni arastiricilar ROT siipiiriicii 6zelligi olan selenoprotein P olarak
adlandirilan bir molekiilin GEM sitotoksisitesini azalttigini, hatta pankreas kanser
hiicrelerinde gelisen GEM direncinden bu molekiiliin sorumlu olabilecegini ileri

stirmiislerdir.

Diger polifenoller gibi PD de ROT’ ni ortadan kaldirma ve endojen antioksidan savunma
sistemini gelistirme yetenegi sayesinde antioksidan 6zelik gdsterir (Sohretoglu, Yiizbasioglu
ve Randolph, 2018). PD’ in (75 uM) insan umbilikal ven endotel hiicrelerinde genel anlamda
ROT olusumunu 6nledigi ayrica GPx ve SOD aktivitesinde sirasiyla %33 ve %60 oraninda
azalmaya neden oldugu goriildii. Ayn1 zamanda bu konsantrasyondaki PD’ in bu hiicrelerde

kaspas -3 ve proapoptotik Bax seviyesini downregiile ve anti-apoptotik Bax seviyesini
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upregiile ederek apoptosizi baskiladig1 goriilmistiir (Qiao, 2016). PD tek basina (240 uM)
veya 100 uM resveratrolle kombine olarak verildiginde mitokondriyal stiperoksit
anyonlarimi, ektraselliiler NO tretimini ve antioksidan enzimleri etkileyerek kolon kanseri
hiicre hatt1 olan Caco-2 hiicrelerinde oksidatif stresi baskiladig1 goriilmiistiir. (De Maria,
2013). PD’ in fare karaciger dokusunda karbon tetrakloriir (CCl4) ile azalan SOD, GSH,
GPx, GST ve CAT mRNA ekpresyon seviyesinin artirarak antioksidan etki gosterdigi
gorillmistiir (Zhang vd., 2012).

Tek baslarina verildiklerinde diisiik ve yiiksek doz PD’ lerin PANC-1 hiicreleri iizerindeki
oksidatif stres parametereleri iizerine etkileri farklilik gdstermezken kombinasyonlarda

farkliliklarin ortaya ¢iktig1 goriilmektedir.

Calismamizda kombinasyon halinde iken PD’ in genel olarak diisiik dozlarda (G5+P25 ve
G20+P25) farkli dozlardaki GEM’ lerin indiikledigi oksidatif stresi azaltarak antioksidan
gibi, buna karsin yiiksek dozlarda (G5+P50 ve G20+P50) oksidatif stresi azaltmayip (hatta

artirarak) pro-oksidan gibi etki ettigini gézlemledik.

PD’ in bu doza bagl davramisi PD oOnciili olan resveratrol calismalarinda da
gozlemlenmistir. Yani resveratroliin diisiik konsantrasyonlarda antioksidan olarak etki
gosterirken, yiiksek konsantrasyonlarda oksidatif stresi artirabilmektedir (Shaito, vd., 2020).
Bulgularimiz 6zellikle yiliksek doz PD kombinasyonunda (G25+P50) goriilen belirgin
sitotoksisitenin buradaki artan oksidatif stres (GSH ve GPx seviyesinde azalma, LP artis) ile

ilgili olabilecegini diisiindiirmektedir.

Son zamanlarda yapilan klinik ¢alismalar enflamasyon ile pankreas kanser arasinda giiclii
bir iliski oldugunu gostermektedir. Kanser hiicrelerinin mikrogevresinden salinan
enflamasyon molekiillerin enflamasyon yanit1 olusturarak pankreas kanser hiicrelerinin
cogalmasini indiikledigi, pankreas kanserinin baglangic ve ilerleme asamalarinda énemli
role sahip oldugunu gostermektedir (Ling, Feng ve Jia, 2014).

COX-2, prostaglanin endoperoksit sentaz olarak da bilinen, arasidonik asiti prostaglandinler,
l6kotrienler ve tromboksanlar gibi pro-inflammatuar sitokininlere doniistiiren enzimdir.
COX-2’nin enflamasyonda rol oynayan diger bircok enflamasyon faktorii gibi pankras
kanserinin baglangi¢ ve ilerleme agamalarinda 6nemli rol oynadigina iliskin birgok ¢alisma

bulunmaktadir (Ling, Feng ve Jia, 2014). Pankreatik duktal adenokarsinomlarinin %57-
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80’inde COX-2’nin artmis ekspresyonu bildirilmektedir (Molina vd., 1999). COX-2’ nin
hiicre ¢ogalmasini artirdigini ve apoptozisi inhibe ettigi (Ding, 2000) ve bununla birlikte
vaskiiler endotelyal biiyiime faktoriinii artirarak angiogenesizi artirdigini goriilmiistiir (Eibl,

Brummer ve Okada, 2003; Ling, Feng ve Jia, 2014).

Benzer sekilde yapilan son g¢alismalarda, COX-2'nin tiimor gelisiminde 6nemli bir rol
oynadigini ve bunun altinda yatan mekanizmalarin proliferasyon, apoptozis, anjiyogenez ve

metastaz ile ilgili oldugu gosterilmistir (Xie vd., 2018).

Pankreas kanserlerinin erken déneminde artan COX-2 aktivitesinin COX-2 inhibitorleri
tarafindan inhibe edilmesinin hastaligin ilerlemesini durdurabilecegi bir¢ok c¢alisma ile
ortaya konmustur. Xu vd., (2008) COX-2 ekspresyonu daha fazla olan pankreas kanserli
hastalarin daha kotii prognoza sahip oldugunu ortaya koymuslardir. Ayni arastiricilar in vitro
da NS-398 ve selekoksin gibi COX-2 inhibitérlerinin doza bagli olarak PANC-1 hiicrelerinin
¢ogalmasini azalttigini gostermislerdir. Farkli pankreas kanser hiicrelerinde COX-2 ifadesi
calisilmigs ve COX-2 ifadesinin gemsitabin direnci ile baglantili oldugu gériilmiistiir; COX-
2 ifadesinin diisiik oldugu (PANC-1) hiicrelerinde COX-2 ifadesinin yiiksek oldugu p34
hiicrelerine gore gemsitabin sitotoksitesinin ¢ok daha diisiik oldugunu gosterilmistir (Lev-

Ari vd., 2007).

Interleukin-8 (IL-8), CXC kemokin ailesine ait kanser hiicrelerinin ¢evresinde olusturulan
pro -enflamasyonel sitokinlerden biridir. 1L-8, makrofajlar,epiteliyal hiicreler ve
plateletlerden salgilanir, nétrofilleri hedef alarak onlarin aktivasyonu ve kemotaksisinde rol
oynar. Son zamanlarda, IL-8'in kanser invazyonu, anjiyogenez ve metastazda kritik bir rol
oynadig1 ve tiimor mikrogevresinin 6énemli bir bileseni olarak kabul edildigi gosterilmistir
(Grivennikov ve Krain, 2010). IL-8, pankreastaki iltihaplanma ve kanser arasindaki boslugu
dolduran 6nemli bir efektér molekiil gérevi goriir. Enflamatuar roliine ek olarak, IL-8’in
pankreas adenokarsinom ve pankreatik néroendokrin tiimoérlerde bir otokrin biiylime faktorii
olarak etki gosterdigi bulunmustur (Hussain, Wang ve Ahmed, 2010). Pankreas kanser
hastalarinda serum IL-8 seviyesinin kontrol grubuna gore arttigir goriilmiistiir (Wigmoreet
vd., 2002). Calismamizda IL-8 seviyesini degerlendirmemizin sebeplerinden biri de Imafuji
ve arkadaglar1 (2019)’ nin yaptigi pankreas kanserlerinde IL-8 artis1 ile birlikte GEM
direncinin ve angiogenezin artirdigina iligkin ¢aligma olmustur. GEM direnc¢li AsPC-1 ve

MIA PaCa-2 pankreas kanser hiicrelerinde direngli olmayanlara gore IL-8 seviyesinin 2 kat
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arttig1 goriilmiistiir. Bunlar gibi TNF-q, IL-6, IL-8, PDGF, TGF-alfa gibi bir¢ok sitokinlerin
pankreas karsinojenezinde dnemli rol oynadiklarina iligkin litratiirde ¢ok daha fazla ¢alisma

bulunmaktadir (Farrow ve Evers, 2002).

Calismamizda COX-2 ve IL-8 ifadelerinin GEM ve PD’ e verdikleri yanitlar bakimindan
onemli benzerlikler gosterdigini gdzlemledik. Her iki enflamasyonel yanitin da  6zellikle
G5+P25 grubunda cok belirgin olarak arttigi ve kombinasyon dozlarindaki artisa bagl
olarak normalize oldugu goriilmektedir. Ozellikle her iki enflamasyonel yanitin da en diisiik
oldugu grubun gemsitabin ve polidatin konsantrasyonlarinin en fazla oldugu G20+P50
grubunda goriilmistiir(p>0,05). PD’ in enflamatuvar sitokin ve hiicre adesyon
molekiillerinin ifadesini modiile ettigini gosteren ¢ok sayida in vitro ve in vivo calisma
bulunmaktadir (Du, Peng ve Zhang, 2013). PD’ in aktive olmus insan periferal mononiiklear
16kositlerinde IL-17 mRNA ifadesini azaltigi (Lanzilli vd., 2012), sican eklem kondrosit
hiicrelerinde IL-beta ile indiiklenen laktat dehidrogenaz, siiperoksit dismutaz ve NO
seviyesini azalttig1 ayrica TNF-a, IL-1b, IL-8 ve COX-2’nin baskilanmasina neden oldugu
(Yang vd., 2017) gozlemlenmistir. PD’ in NF-kB p65 aktivitesini baskilayarak, TNF-a, IL-
6 ve IL-1 beta sitokininlerinin ekspresyonlarini bloke ederek ve myeloperoksidaz enzimini
azaltarak iilseratif kolit fare modelinde kolitisin neden oldugu enflamasyonu iyilestirdigi

goriilmistiir (Yao vd., 2011).

Her ne kadar yapilan ¢alismalarin birgogunda PD’ in IL-8’i baskiladig1 goriilse de insan
keratinositlerinde bitki polifenollerinin degisik ¢esitli uyaranlara karsi proinflammatuar
sitokin davraniglariin c¢alisildig: bir ¢alismada bunun aksi goriilmiistiir. Potapovich ve ark
(2011) tarafindan yapilan bu c¢alismada genel olarak bitki polifenolllerinin pro-
enflamasyonel sitokinleri down-regule ettigini, buna karsin 50 mikromolar PD ve

resveratroliin IL-81 belirgin sekilde upregiile ettigini goriilmiistiir.
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6. SONUC VE ONERILER

Kanser tedavisi alan hastalarin biiylik bir kismmin dogal kaynaklardan antioksidan
bakimindan zenginlestirilmis bilesikler kullanmaktadirlar. Bu tiir polifenollerin, terapotik
rejimlerle kombinasyon halinde alirken kanserin yonetimi i¢in optimum dozlarinin ve
zamanlamalarinin belirlenmesi gerekir. Aksi halde kemoterapinin basarisizligina neden
olmakla kalmayip bu dogal bilesikler kanserin ilerlemesine neden olabilirler. Pankreas
kanserinin ¢ogunlukla klinikte kullanilan ilact GEM” dir. Ancak kanser hiicrelerinin zamanla
GEM’e kars1 direngli hale gelmesi ile birlikte GEM’ in tedavideki etkinligi de yetersiz
kilmaktadir. Calismamizda GEM’ in etkinligini arttirmak amaciyla sitotoksik 6zelligi olan
PD ile birlikte PANC-1 hiicrelerine uyguladik. Tek basina 5 mikromolar GEM 72. Saatte
%53 sitotoksisite gosterirken 50 mikromolar PD ile birlikte verildiginde 1Cso’nin tistiinde
%67 sitotoksisite gostermistir. PD GEM ile birlikte verildiginde GEM sitotoksisitesini (67-
53=14) %14 oraninda artirmistir. Pankreas kanserlerindeki tedavi basarisi gdz Oniine
alindiginda in vitro da elde edilen bu sitotoksisite degerinin oldukc¢a 6nemli oldugunu
diistiniiyoruz. Diistik doz GEM ve PD kombinasyonlar1t COX-2 ve IL-8 ekspresyon
diizeylerini belirgin bir sekilde artirirken, yiiksek doz GEM ve PD kombinasyonlarinin
enflamasyonel parametrelerdeki bu artisi ortadan kaldirmistir. PD’ in doza bagli davranisi
sadece enflamasyonel parametrelerde degil ayn1 zamanda oksidatif stres parametreleri
tizerinde de gorilmistiir. Nitekim, PD disik doz kombinasyonlarnda GEM’ lerin
indiikledigi oksidatif stresi azaltarak antioksidan gibi, buna karsin yiiksek dozlarda oksidatif
stresi azaltmayip (hatta artirarak) pro-oksidan gibi etki etmistir. Yapilan bu preklinik
calismalar dogrultusunda ortaya ¢ikan sonuglar g6z ontine alindiginda PD’ in, oksidatif stres
ve enflamasyonu modiile ederek insan pankreas kanseri PANC - 1 hiicrelerinde GEM
sitotoksisitesini artirdigi sdylenebilir. Elde ettigimiz verilerin ileride PD ile yapilacak olan

kanser caligmalarina 151k tutacagina inaniyoruz.
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