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OZET

PANKREAS KANSER TEDAVISINDE KULLANILAN KEMOTERAPI
AJANLARININ HUCRE CANLILIGI VE COX AKTIVITESI UZERINE
IN VITRO ETKIiSI
YUKSEK LiSANS TEZI
TUGBA GOKCE
BALIKESIR UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BiYOLOJIi ANABILIM DALI
(TEZ DANISMANI: PROF.DR. SELMA SiNAN)

(ES DANISMAN: YRD.DOC.DR. HATICE YILDIRIM)
BALIKESIR, MAYIS - 2015

Tan1 koyma asamasindaki giicliikler ve en etkili sistemik tedavilerin
yetersizligi nedeniyle hastalarin ancak %>5’inde teshisten sonraki sag kalim siiresi
5 yil olan pankreas kanseri evrensel olarak Oliimciil bir kanser tiirlidiir.
Calismamizda kanseri durdurmak veya tedavi etmek icin kullanilan kemoterapi
ajanlarimin  Panc-1 hiicre hatti {izerindeki sitotoksik etkisi belirlenmistir.
Dosetaksel, paklitaksel, okzaliplatin, epirubisin, gemsitabin, irinotekan ve
bevasizumab gibi etken maddeli kemoterapi ajanlari Panc-1 hiicre hattina
uygulanarak 24-48-72 saat dilimlerinde hiicre canlilig1 istatistiksel olarak
hesaplanmistir. Okzaliplatin ve dosetaksel 100-1000 pg/ml’de 72 saat sonunda,
irinotekan 72 saat sonunda 1000 ug/ml’de, gemsitabin maksimum 1000 pg/ml’de
24 saat sonunda sitotoksik etki gostermistir. Paklitaksel 0,1-1-100 ve 1000 pg/ml
konsantrasyonlarinda hiicre canlilifinda inhibisyon etkisi belirlenmistir.
Bevasizumab 0,01-0,1-1-10-100-1000 pg/ml dozlarinda Panc-1 hiicre hattinda
inhibisyon konsantrasyonu %50 degerinin altina diismemistir. Epirubisinin ise 10-
100-500 pg/ml’de 72 saat sonunda maksimum diizeyde hiicre canliligin1 inhibe
edici etkisi tespit edilmistir.

Aragidonik asitin prostaglandinlere doniismesinde kilit enzim olan
siklooksigenaz enzimi pankreas kanserinde hiicre apoptozunu engelleyerek
kanserli dokunun artmasina neden olmaktadir. Bu amagla s6z konusu kemoterapi
ajanlarmin koyun pankreasi tarafindan iretilen siklooksigenaz (COX) enzim
aktivitesi tlizerine etkisi belirlenmistir. Dosetaksel artan konsantrasyonlarinda
COX enzimini inhibe ettigi tespit edilmistir. Ancak irinotekan, paklitaksel ve
epirubisin COX enzimi iizerinde aktivasyon etkisi gosterdigi bulunmustur.
Okzaliplatin kemoterapi ajaninin ise COX enzim aktivitesi tizerinde herhangi bir
etkisi olmadig tespit edilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Kemoterapi ajanlari, COX, pankreas kanseri,
inhibisyon



ABSTRACT

THE IN VITRO EFFECTS OF CHEMOTHERAPEUTIC AGENTS USED
IN TREATMENT OF PANCREATIC CANCER ON CELL
PROLIFERATION AND ACTIVITY OF COX ENZYME
MSC THESIS
TUGBA GOKCE
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE
BIOLOGY
(SUPERVISOR: PROF.DR. SELMA SiNAN)
(CO-SUPERVISOR: ASSIST.PROF.DR. HATICE YILDIRIM )
BALIKESIR, MAY 2015

Stage of diagnosis in patients with difficulties due to lack of effective
systemic therapies, pancreatic cancer is one of the leading causes of cancer
releated deaths with a 5 years survival being <5%. Pancreatic cancer is one of
the most rapidly fatal malignancies. In our study, investigation of cytotoxic effects
of chemotherapeutic agents used to treat or to stop the progress of cancer on Panc-
1 cell line is aimed. Chemotherapeutic agents such as docetaxel, paclitaxel,
oxaliplatin, epirubicin, gemcitabin, irinotecan and bevacizumab were applied to
Panc-1 cell line and cell viability at 24, 48 and 72 hours was statistically
calculated. Oxaliplatin and docetaxel, irinotecan, gemcitabin showed cytotoxic
effect in range of 100-1000 pg/ml concentrations at 72 hours, in 1000 pg/ml at 72
hours and in 1000 pg/ml at 24 hours, respectively. Inhibition effect of paclitaxel
on cell viability was determined in range of 0,1-1-100 ve 1000 pg/ml
concentrations. Bevacizumab didn’t fall below %50 inhibition effect on Panc-1
cell line in range of 0,01-0,1-1-10-100-1000 pg/ml concentrations. Maximum
inhibition effect of epirubicin in range of 10-100-500 pg/ml concentrations was
determined onto cell viability at 72 hours.

Cyclooxygenases which a key enzyme in the conversion of
arachidonic acid to prostaglandins leads to an increase in the cancerous tissue by
preventing apoptosis in pancreatic cancer cells. For this purpose, the effects of
chemotherapeutic agents on activity of cyclooxygenases produced by sheep
pancreas were determined. As result of the study, docetaxel on
increasing concentration inhibited COX enzyme. In contrast, irinotecan,
paclitaxel and epirubicin was activated COX enzyme. The effect of oxaliplatin on
COX enzyme activity was not observed.

KEYWORDS: Chemotherapeutic agents, COX, pancreatic cancer, inhibition
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1. GIRIS

1.1 Kanser

Kanser tiim insanlari etkileyen ve 6nemi giinden giine artan, ciddi bir saglik
sorunu haline gelmistir. Ulkemizde ise tespiti yapilan 6liimler arasinda yer alan
kanser, son zamanlarda yapilan arastirmalar sonucunda kardiyovaskiiler
hastaliklardan sonra 2. sirada yer almaktadir. Ozellikle yurdumuzda en sik goriilen
kanserler erkeklerde prostat, akciger, rektum, kalin bagirsak, mide ve pankreas;
kadinlarda ise meme, akciger, kalin bagirsak, rektum, serviks, over, mide ve
pankreas kanserleri olarak siralanabilir. Deri kanseri siklig1 her iki cinste de yiliksek
olmakla birlikte, malign melanom disindaki diger deri kanserleri tedaviye olumlu
cevap verdiklerinden dolay 6liim oran1 oldukga diistiktiir [1, 2].

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasi sonucu siirekli ifade edilmesi olarak
tanimlanabilir. Baglangi¢ yaslarina, biiyiime oranlarina, yayilimlarina, evrelerine ve

tedaviye yonelik verdikleri tepkilere gore ¢esitlilik gosterir.

‘Kontrolsiiz ¢ogalma’ olarak bilinen kanserin bazi tiirleri 6liime sebebiyet
vermesiyle tedavisi i¢in en ¢ok arastirma yapilan ve gesitli yontemler denenen bir
hastaliktir [3]. Kanser hiicrelerinin biyolojik 6zelliklerinin arasinda hiicre
kiiltiirlerinde kontakt inhibisyondan kagabilme, bdliinebilmek i¢in sinyallere
gereksinim gdstermeme, ¢ogalmay1 baskilayict sinyallere duyarsizlik, apoptozisten

kacabilme, anjiyogenezi uyarabilme ve metastaz yapabilme yer almaktadir [4].

Ozellikle tiim kanser hiicrelerinde ortak olan metastaz ve hiicre gogalmasi
gibi islevler normal hiicrelerde uygun bir sekilde zamaninda ve yerinde ifade edilen
genler tarafindan diizenli sekilde kontrol edilmektedir. Fakat bu genler kanser

hiicrelerinde mutasyona ugrayarak uygun olmayan sekilde ifade edilirler.

Kanser tedavisinde ise 6zellikle cerrahi, radyoterapi ve kemoterapi yontemleri

uygulanarak hastaligin gelisim siireciyle miicadelesi s6z konusudur. Cerrahi ve



radyoterapi uygulamalar1 bdlgesel tedavi yontemidir. Tamamlayict ve sistemik

olarak kemoterapi veya immiinoterapi yontemleri kullanilir.

1.1.1 Kanser Biyolojisi

Kanser normal hiicre biiyiime ve ¢ogalma kontroliiniin kaybolmasina bagl
olusuyor. Kontrolsiiz olusan ve kitle meydana getiren hiicre toplulugu da belli bir
stire sonra koken aldigi organin ¢aligmasin1 da bozuyor. Ayrica kanser hiicreleri
komsu organlar ve dokulara da giderek yayilim gosteriyorlar. Kan ve lenf yolu

vasitastyla kendilerinden uzak organlarda da lokalize olabiliyorlar.

Kanser aslinda birden fazla mekanizmadaki bozukluga bagli olarak
geligebiliyor. Bunlarin basinda protoonkogenler yer aliyor. Bir protoonkogen
mutasyona ugradiginda ya da hatali ifade edildiginde ve kanser gelisimine katkida
bulundugunda onkogen adimi alir. Protoonkogenlerin bu sekilde hasara ugramasi
sonucu olusan onkogenler; hiicrelerde normalde sentezi olmayan proteinlerin
sentezlenmesine olanak sagliyorlar. Bu proteinler de hiicre biiylimesini ve
boliinmesini artirtyor. Normalde hiicre bdliinmesi ve biiylimesini hiicrelerde barian
‘biiytime faktorleri’ saghiyor. Biiylime faktorlerinin hiicre zarindaki 6zel reseptorlerle
reaksiyonu sonucu ¢ekirdekte bulunan ‘transkripsiyon faktorleri’ aktif hale gegiyor.
Onkogenler; protoonkogenler gibi hiicre biiylimesi ve boliinmesini etkileyen
proteinleri kodlar. Fakat genin yapisindaki bozukluk nedeniyle kodladiklari
proteinlerde anormal bir yapiya sahip oluyorlar. Anormal yapidaki bu proteinler,
hiicrelerin biiylime ve boliinmesini kontrol edemiyor. Boylece kanser hiicre olusumu

stirekli ifadeleniyor.

Kanser olusum genlerinden digeri ise tiimor baskilayici genlerdir. Bu genler,
tirlinleri hiicre dongiisii kontrol noktalarini diizenleyen ve apoptozis siirecini baslatan
genlerdir. Timor baskilayici genler genel olarak normal kosullarda hiicrelerde kanser
olusumunu engelliyor ve hiicre biiylimesi ve c¢ogalmasini yavaslatan proteinleri
kodluyor. Fakat gende beliren mutasyon sonucu ya da eksikligi s6z konusu
oldugunda hiicre kontrolii kayboluyor ve hiicre kanser olusturuyor. Kalitimsal kanser
hastaliklarinin ¢ogu tiimor baskilayict genlerin mutasyonuna bagli olarak ortaya

cikmaktadir. Ayrica hiicre dongiisii kontroliinde yer alan tiimor baskilayici genlerden



biri olan p53, DNA hasarlarim1 saptayarak G1 ve G2 fazlarinda hiicre dongiisiinii
durdurabilir ve boylece anormal genetik yapilt hiicre kiimelerinin (tlimdrlerin)
olusumunu engeller. P53 geni, DNA hasarmi diizeltmedigi kosullarda hiicreyi

programlanmis 6liime (apoptoza) yonlendirerek yok olmasini saglar.

DNA’da meydana gelebilecek hasarlarin tamirinde etkili olan ‘DNA onarim
genleri’ kanserle baglantili genler arasinda yer almaktadir. Hiicre bdliinmesi
sirasinda DNA sarmalini1 olusturan iki dizi, birbirinden ayriliyor ve her bir DNA
dizisi kendi esini olusturuyor. DNA kopyalanmasi sirasinda meydana gelen sentez
hatalarin1 ‘DNA onarim genleri’ diizenliyor. Ancak DNA onarim genlerinde olusan
mutasyonlar sonucu, hiicre ¢ogalma kontrol mekanizmalari normal gorevlerini

yapamiyor ve kontrolsiiz hiicre cogalmasi gerceklesiyor.

1.2  Pankreas Yapisi

Pankreas, fetal hayatin dordiincii haftasinda 6n barsagin kaudal kismindan
arka ve On pankreas tomurcuklari olarak ¢ikar. Her iki ¢ikinti da saga doner ve
ventral pankreasin ¢iktig1 noktanin yaninda birbiriyle birlesir. Daha sonra duodenum
dondiik¢e pankreas da sola kayar. Pankreas karin arka duvarinda 1. ve 2. lomber
vertebra hizasinda yerlesimli kirli sar1 renkte bir organdir. Eriskin insanda pankreas
bezi 80-90 gr ortalama 15-20cm uzunlugunda, 3cm eninde ve 1-1.5cm

kalinligindadir. Pankreas bas, boyun, gévde ve kuyruk olmak iizere 4 kisma ayrilir

[5].

Pankreas 60-160 gr agirliginda, sindrim enzimleri ve hormonlar iireten bir i¢
(endokrin) ve dis (ekzokrin) salgi organidir. Enzimler ekzokrin kismin hiicreleri
tarafindan depolanir ve salinir. Yasamin devam etmesi i¢in gerekli olan endokrin
salgilar ise Langerhans adaciklar1 olarak bilinen endokrin dokuda bulunan hiicre
gruplar1 tarafindan sentezlenir. Langerhans adaciklar1 beta, alfa ve delta
hiicrelerinden olusur. Beta hiicreleri; adaciklarin % 60-80’ini olusturur ve insiilin
salgilarlar. Alfa hiicreleri; adaciklarin %10-20’sini olusturur ve glukagon salgilarlar.

Delta hiicreleri; adaciklarin yaklasik %10’unu olusturur ve somatostatin salgilarlar

[6].
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Sekil 1.1: Pankreasin yapisi [72].

1.2.1 Pankreas Kanseri

Pankreas  malignensilerinin  yaklastk  %95’in1  pankreatik  duktal
adenokarsinoma olusturmaktadir ve ekzokrin pankreastan koken alir. Histolojik
olarak adenokarsinom olarak tanimlanir. Adenokarsinom karakteristik olarak agresif
bir lezyondur. Tan1 kondugunda hastalarin %10’undan daha azinda tiimor pankreasta
sturlidir. %40 olguda lokal yayilim, %50’nin iizerinde uzak yayilim vardir. Tanidan
sonra %20’den daha az olgu 1 yil yasarken 5 yillik yasam ise sadece %3 oranindadir.
Pankreatik kanserlerin en yaygin karakteristigi lenf nodlarina ¢ok hizli metastaz
yapmalaridir. Pankreatik kanserlerin % 65’1 pankreasin bas kisminda bulunur. Bu
timorler daha erken zamanda sarilik ve pankreatit ile kendini belli ederler.
Pankreasin gévde kisminda olan tiimoérler %15’ini olusturur. %10 kuyruk kisminda
ya da birden fazla odakli olan %2’lik bir timor grubunu olusturur. Pankreasin viicut
kisminda ve kuyruk kisminda ¢ikan tiimérler ¢cok ge¢ evrede ¢ikip daha kotii bir gidis
gosterirler. Pankreatik kanserler (PK) 6liimciil 4. kanser olarak bilinmekte olup, %95
oraninda Oliimle sonu¢lanmaktadir. Pankreas kanserinde olusan mikro c¢evre,
pankreas kanser hiicrelerinin ¢ok bagarili sekilde gelismelerini ve metastaz
yapmalarini kolaylastirmaktadir [7,70] . Teorik olarak zayif diferansiye olmus duktal
hiicrelerden, de-diferansiye olan asinar ya da adacik (islet) hiicrelerinden, progenitor

hiicrelerden ya da kok hiicrelerden kdken alabilir. Son yillarda PanIN (Pancreatic



intraepithelial Neoplasia)’lerin pre-kanser lezyonlar olusturdugu ve bunlarin da

pankreatik adenokarsinomlara sebep oldugu seklinde bir goriis hakimdir.

Erken asama lezyonlar PanIN-1A ve PanIN-1B olarak isimlendirilir ve bu
asamada hiicrelerde K-ras mutasyonu vardir. Orta asama lezyonlar PanIN-2A ve
PanIN-2B olarak isimlendirilir ve K-ras mutasyonuna ek olarak siklin bagimli kinaz
2A (CDK2A ya da pl6) kayb1 goriilmektedir. Pankreatik karsinomlar ise PanIN-3
olarak isimlendirilir ve atipik niikleus, hiicrelerin pankreas kanalina tomurcuklanmasi
seklinde bir goriiniim, hiicresel proliferasyonun artmasi ve nadiren de p53

mutasyonlarinin varhigi ile karakterize edilmektedir [8,9].
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Sekil 1.2: Pankreas kanseri evreleri [8].

1.3 Siklooksigenazlar

1.3.1 Prostaglandinlerin Sentezi

Hiicreler farkli uyarilar sonucu ya da hasar gormeleri sebebiyle hiicre
membraninda bulunan lipitleri fosfolipaz A2 ile hidroliz ederek arasidonik asit
salmimin gergeklestirir. Prostoglandinlerin sentezinde prekiirsor olan arasidonik asit,
20 karbonlu doymamais bir yag asitidir. Prostaglandin sentezinde hiz sinirlayici olarak
bilinen COX reaksiyonu ise, molekiiler oksijenin arasidonik asite katilmasi sonucu
kararsiz iriin  olan PGG2 (prostaglandin  G2)’yi olusturmasidir. PGG2
siklooksigenazin peroksidaz aktivitesi sonucu hizlica PGH2 (prostaglandin H2)’ye
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dontigiir. PGH2’den derive olan tromboksanlar, 16kotrienler, prostosiklinler ve

lipoksinler 6nemli biyolojik aktivitelere sahiptir. Bunlara eikosonoidler de denir.
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Sekil 1.3: Prostaglandinlerin sentezi [73].



1.3.2 COX-1ve COX-2 Yapilarinin Genel Ozellikleri

COX-1 enzimi izoenzimi olan COX-2 ile bazi1 farkliliklar gosterir. Ozellikle
COX-1 hemoastatik fonksiyonlarda rol alirken, COX-2 ise patolojik ve doku
inflamatuarlarmin isleyisinde rol alan, hizli indiiklenebilen bir yapiya sahiptir.
COX-2 hormonlar, biliylime faktorleri, cAMP, inflamatuvar faktorler ve sitokinler
tarafindan kolaylikla uyarilabilir. COX-1 hemen hemen her dokuda ekspre olurken,

COX-2 ¢ok az ya da saptanamayan diizeylerdedir.

COX-1 ve COX-2 enzimleri birbirine yapi olarak oldukca benzeyen uzun
ince bir kanala sahiptir. Fakat aminoasit dizilerindeki faklilik, COX-2’de ki merkezi
kanalin etrafinda genis hacimli ‘yan cep’ olarak adlandirilan aktif yap1 olusumuna

sebep olur. Bu kisim COX-2 igin selektif inhibitorlerin baglanmasini saglar.

COX-1 72 kDa molekiil biiyiikligiine sahipken, COX-2 72 ve 74 kDa
biiyiikliigiindedir.

Siklooksigenazlarin 3. izoformu olan COX-3 hakkinda heniiz yeterli bilgi
bulunmamakla birlikte COX-1 ve COX-2’den farkli olarak inflamasyonda roliiniin

olmadig1 asetoaminofen etkileriyle baglantili oldugu diisiiniilmektedir [10, 11].

Tablo 1.1: COX-1 ve COX-2 arasindaki farkliliklar.

COX-1 COX-2
Lokus 9932-g33.3 1025.2-925.3
Gen biiytikligii 22kb 8.3kb
Exon 11 10
mRNA biiylkiigi 2.8kb 4.6kb
Aminoaist sekansi 576 aa 604 aa
Molekiil biyiikliigi 72kDa 72kDa-74kDa
Expresyonu stirekli indiiklenebilir




1.4  COX-2 Proteini ve Yapisi

COX-2 geni; 604 aminoasitin bulundugu bir homodimerik proteini kodlar
ayrica COX-2, COX-1 ile yapisal ve enzimatik aktiviteleriyle benzerlik gosterir [12].
X-ray kristallografi analizleri sonucunda COX-2 monomerlerinin N- terminal ve C-
terminalleri igerisinde ¢oklu fonksiyonel domainlerinin yapisi bulunmaktadir. Bu
domainler COX-2’nin hiicresel lokalizasyonunu, membrana baglanmasin1 ve

katalitik aktivitelerini diizenlemektedir [12].

o - Dh-ooor

Sekil 1.4: COX-2 proteni [13] .

Ozellikle COX-2’nin sinyal peptit domaini COX-1’den 17 aminoasit daha
kisadir. Dimerizasyon domain EGF igerir ve COX-2 homodimerlerinin
sekillenmesinde 6nemli role sahiptir. Membran baglama proteini, 4 kisa amfipatik
alfa heliks yapisindan olusur. Globular katalitik domain ise hem prostetik grubunun
ayrildigt COX aktif bolgesi ve hem de peroksidaz aktif bolgesini barindirir [13]
(Sekill.4) .

Epidermal Biiyiime
Faktorii Alanz

Membran Baglayic: Alan

Sekil 1.5: Siklooksigenazlarin yapisi [74].



Siklooksigenaz bolgesi uzun, dar ve hidrofobik kanala sahip olup globiiler
katalitik domaini icerisinde uzamaktadir. Hidrofobik kanalin giris kismi membran
baglama domainin 4 amfipatik heliks yapisiyla tamamen cevrilmistir. COX-2’nin
katalitik bolgesi COX-1’inkinden %17 daha genistir. Ciinkii burada COX-1’in 523.
pozisyonundaki iz616sinin yerini COX-2’nin 509. pozisyonunda valin almistir [13].
COX-2’nin daha genis katalitik alana sahip olmasi selektif inhibitdr baglanmasini

kolaylastirmaktadir [14].

Katalitik domain ¢ok fonksiyonlu aminoasitler icermekle birlikte katalizden
sorumlu olan Tyr-371 rezidiisiinii korumaktadir. Peroksidaz aktif bolgesi, ER

liimeninin yarik olusturmasiyla sekillenir [12].

C-terminalin bitiminde COX-2, 27 aminoasitlik kararsiz motif igerir. Bu
motif COX-2 degredasyonun diizenlenmesini saglarken, ER (endoplazmik
retikulum) muhafaza sinyalini olusturan 4 aminoasit sekansi igerir [15]. COX-1’e
benzer sekilde COX-2 aspargin rezidiileriyle N-glikolizasyona maruz kalir [16].
Burada en az 4 potansiyel N-glikolizasyon bolgesi (asp 53, 130, 396, 580) COX-
2’nin katalitik bolgesine dagilir [13]. ASP 53, 130, 396’daki N-glikolizasyon COX-
2’nin 72 kDa aktif konformasyonu igerisinde katlanmasini diizenler [16]. ASP
580’deki N glikolizasyon ise 74kDa COX-2 proteinin olusumunu saglamasina
ragmen 580°deki N-glikolizasyonun 6nemi halen iyi bilinmiyor [16]. Bununla
birlikte COX-2 enziminin katalitik aktivitesini degistiren asil ASP580’deki N-
glikolizasyonudur [17]. N-glikolizasyonuna ek olarak COX-2 nitrik oksit ve nitrik
oksit sentaz tarafindan S-nitrilizasyonuna maruz kalmaktadir [13]. Indiiklenebilir
nitrit oksit sentaz ile sistein 256’daki S-nitrilizasyonla aralarinda fiziksel baglanti
saptanmistir. Onemli olan ise bu modifikasyonun COX-2 Kkatalitik aktivitesini

artirtyor olmasidir [18].

1.4.1 Substratlar:

Arasidonik asit (AA), 20 karbonlu polidoymamis bir yag asitidir. Yapisinda 4
cis ¢ift bagh 5, 8, 11, 14 pozisyonu icerir ve COX-2 enziminin esas substratidir [19].

Serbest AA , seliiler fosfolipazlarin aktivasyonuyla membran fosfolipidlerinin

sn-2 pozisyonundan salinir [19]. Tlk salinimda COX-2’nin katalitik halkasindaki ser-
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516 bolgesine AA baglanir [12]. Sonraki siklooksigenaz reaksiyonunda Tyr-371
rezidiisiinde korunan siklooksigenazin hem bagli oksidasyonu baslar ve 2 mol
oksijenin eklenmesiyle 1 mol AA, siklopentan hidroperoksi endoperoksit, PGG2
olusur. Olusan PGG2, COX-2’nin peroksidaz bolgesiyle birleserek kararsiz {iriin
PGH2’yi olusturur [12-19]. Buradan PGH2 sitozol igindeki ER’ye diflize olur.
Dokuya 6zgii selektif PG sentaz substrat gibi hizmet vererek PGE2, PGD2, PGF2a,
PGI2 (prostosiklin) ve TXA2 (tromboksanlar) olusumunu gergeklestirir [19]. Ayrica

PGH2 mutajenik bir metabolit olan malondialdehite transforme olabilir [20].

Diger polidoymamis yag asiti tiirevleri COX-2 substralar1 gibi cis ¢ift
baglariyla 8,11,14 pozisyonuna baglanir [13]. Endokannabinoidler, 2 arasidonil
gliserol ve anandiaminde (arasidonil etanolamid) igerir. Bunlar COX-1’e
baglanmazlar, COX-2 i¢in selektiftirler. Bunun sebebi COX-2’nin aktif bolgesinin
genis ceplere sahip olmasidir [21]. Endokannabinoidler COX-2 tarafindan oksitlenir
ve PGH2’ye analog olan hidroksil endoperoksitler olusturur. PGH2 analoglar1t TXA2
sentaz haricinde tiim prostoglandin sentazlar icin uygun substratlardir.
Endokannabinoidlerin COX-2 bagli oksidasyonu, prostoglandin tiirevlerini olusturur
[21].

Ek olarak COX-2 selektif substrat1 olan 5S-HETE, 5-lipoksigenaz tarafindan

AA’in okside olmasiyla iiretilir ve l6kotrienlerin olusumu i¢in gereklidir [22].

Ayrica lipit yapisinda olmayan ksenobiyotikler, COX-2 tarafindan
katalizlenir. Bu bilesikler COX-2’nin peroksidaz aktivitesini yiiksek reaktif
molekiillere doniistiiriir [23]. Boylece reaktif bilesikler onkogen aktivasyonunu ya da
timor baskilayicilarin inhibisyonunu gergeklestirir [23]. Ksenobiyotiklerin COX-2
bagli metabolik transformasyonu kolon kanseri ve mesane kanseri gibi belli

neoplastik bozukluklarin ortaya ¢ikmasinda rol oynar [13].
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Tablo 1.2: COX-2 substratlari.

Lipidler Lipid yapisinda olmayan
Aragidonik Asit Ksenobiyotikler [19, 23]
2-Arasidonoil gliserol [21]
Arasidonil etanolamid [21]
5S-HETE [24]

1.4.1 Hiicre ici Lokalizasyonu

COX-2 esas olarak ER liimeninde ve ¢ekirdek zarinda yer alir [25]. COX-
2’nin niikleus lokalizasyonu diizenleyici roldeki mitojenlerle olusmaktadir [13].
Timor hiicrelerindeki COX-2 lokalizasyonu mitokondri ve lipid cisimciklerinde
meydana gelmektedir [26, 27]. Mitokondrideki COX-2’nin hiicre i¢i lokalizasyonu
oksidatif strese ve wuyarilmig apoptoza karst korumada etkili iken lipid

cisimciklerindeki COX-2, timér biiyiimelerini 6nemli derecede etkiler [26].

COX-2 cox-2
AA— PGG, — PGH.
420, 2 A 2e 2

Sekil 1.6: Siklooksigenazlarin hiicre igi lokalizasyonu [13].
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1.5 COX-2 Enziminin Anjiyogenezdeki Rolii

Solid tiimoérlerde anjiyogenezin baslamasi i¢in tiimor ¢apinin 2-3 mm olmasi
gerekir. Anjiyogenezle dogrudan iliskili olan metastaz vasitasiyla, tiimor kan
damarlarinin destabilizasyonu, vaskiiler endotel hiicre proliferasyonu, endotelyal

hiicre invazyonu ve migrasyonuyla sonuglanir [28].

Tiimor hiicrelerinde COX-2 asir1 ekspresyonu dogrudan bu hiicrelerden
anjiyogenik faktorlerin yapimini stimiile eder [29]. Cesitli calismalarda COX-2’nin
VEGF, PDGF, bFGF ve TGF-beta gibi anjiyogenez faktorleriyle iliskili oldugu,
degisik tip kanser hiicrelerinde tespit edilmistir [30].

COX-2 tliimdr anjiyogenezindeki en Onemli etmen VEGF’yi dogrudan
arttirmasidir. VEGF endotel mitozunu artirarak damar agi olusumunu saglar ve
vaskiiler permeabiliteyi arttirir. Artan damarlanma sonucu tiimoér bitytimesi hizlanir.
Yapilan bazi ¢alismalarda COX-2’deki artigin tiimor etrafindaki damarlanmalarin
yogunlugundan kaynaklandigi tespit edilmistir. Ayrica ¢esitli ¢aligmalarda COX-
2’nin VEGF, PDGF, bFGF ve TGF-beta gibi angiogenez faktorleriyle iliskili oldugu,
degisik kanser hiicre tiplerinde belirlenmistir [30].

1.6 COX-2’nin Karsinogeneze Katkisi

COX-2 ozellikle tiimor hiicrelerinde anjiyogenezi artiran ve apoptozu azaltan
bir mekanizmaya sahiptir. Bunlarin  yaninda  kronik inflamasyon ve
immiinosiipresyon, tiimor hiicrelerinde apoptozun azalmasi ve proliferasyonun
artmasi, invazyon ve metastaz yeteneginin artmasi ve mutagenez olaylart COX-2’nin

onemli mekanizmalaridir.

1.7 Kanser Tedavisinde Kullanilan Kemoterapi Ajanlar

Kanser tedavisinde yararlanilan ilaglar daha farkli mekanizmalarla da etki

gostermektedirler. Bu ilaglarin baslicalar1 soyle siralanabilir [31, 32].
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e Piirin ve pirimidin niikleotid prekiirsorlerinin sentezini engelleyerek ya da
DNA ve RNA sentezinde bunlarin yerlerini alarak etki gosteren ilaglar
e DNA fonksiyonlarini bozarak etki gosteren ilaclar
e Hiicre yapisindaki niikleofilik gruplara kovalent baglarla baglanarak etki
gosteren ilaglar
e Mikrotiibiillerin polimerize ve depolimerize sekilleri arasindaki dengeyi
bozarak etki gosteren ilaglar
e Hormon uyarisi ile sitoplazmik reseptorlere baglanip gelisme ve biiylime
hizin1 yavaglatarak etki gosteren ilaglar
Genel olarak biitiin bu ilaglarin sadece malign hiicreleri etkilemesi amaglanir. Ancak
pratikte ilaclar kanser hiicrelerine secici etki gostermemekte ve prolifere olan tiim

normal ve anormal hiicreleri ise etkilemektedir [31].

1.7.1 Okzaliplatin

Cisplatinle molekiiler yap1 olarak karsilastirildiginda amin gruplarinin yerine
siklohegzildiamin yapis1 yer almistir. Bu yapi1 okzaliplatinin antitiimor etkisini
artirmaktadir. Klor gruplart ise okzalik asit benzeri bir yap1 ile degistirilmistir, bu da

bilesigin suda ¢ozlinmesini kolaylastirmaktadir.

Okzaliplatin; DNA molekiilii i¢inde ve DNA molekiilleri arasinda gapraz
baglar olusturarak DNA’nin replikasyon ve transkripsiyonunu inhibe eden, sonucta

hiicre siklusuna spesifik olmayan hiicre 6liimiine neden olan bir ajandir [33].
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Sekil 1.7: Okzaliplatin yapisi.
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1.7.2 Paklitaksel ve Dosetaksel

Paklitaksel (PAK), porsuk agaci Latincesi Taxus brevifolia kabugundan elde
edilen kansere karsi oldukga etkili olan bir molekiildiir. 1992 yilinda ila¢ olarak
kullanim1 onaylandiktan sonra, 1996 yilinda sentetik olarak elde edilmeye
baglanmistir. 1971°de yapist agiklanmis ve 1981°de baslatilan ilk klinik deneylerde
gogiis, akciger, over, girtlak kanserlerine karst etkin oldugu saptanmistir.
Giliniimiizde paklitaksel ilacinin sentezi ig¢in sentetik yollar uzun ve masrafl
oldugundan Avrupa porsuk agacinin (Taxus baccata) yapraklarinda bulunan 10-
deacetylbaccatin 111 maddesinin birkag islemden gecirilmesiyle elde edilmektedir.
Paklitaksel uygulamasi, Bcl-2 fosforilasyonunu artirir, Bel XL proteininin ifadesinin
azalmasin diizenler, p53 ve antianjiogenik faktorlerini baslatir ve bdylece apoptozla

sonuclanir.

Son verilere gore, Ozellikle etkili bir antikanser ajan olan paklitakselin tek
hedefi tubulin yapist degildir. Ayn1 zamanda, apoptoz islemini bloke eden bcl-2
proteine de baglanmaktadir. Bu nedenle paklitaksel, boliinen hiicrelerin ortadan

kaldirilmasi lizerine ¢ift yonlii bir rol iistlenmektedir.

Taksol grubu bilesiklerinden olan paklitaksel ve dosetaksel, intraseliiler
mikrotiibiillerin olusumunu engelleyerek M-fazinda hiicre 6liimiine sebep olan

ajanlardandir.

Sekil 1.8: Paklitaksel yapisi.
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Sekil 1.9: Dosetaksel yapisi.

Dosetaksel’in (ortalama 13.4 tubulin subiinitesi) olusturdugu mikrotiibiil,

paklitakselin meydana getirdiginden (ortalama 12 tubulin subiiniti) daha biiytiktiir.

Dosetaksel hiicre i¢ine daha hizli alinmakla birlikte hiicre i¢inde daha uzun
stire kalir. Paklitaksele gore antitimor aktivitede daha fazla kuvvetli oldugu
goriilmiistiir. Yapilan calismalarda uzun siire paklitaksele maruz kalmanin antitimor
aktivitede artisa neden oldugu belirlenmistir [34,35].

Taksanlarla ilgili sorunlardan birisi sudaki ¢oziiniirliigliniin az olmasidir. Her
iki bilesikte suda ¢oziinmediginden paklitaksel %50 alkol ve %50 cremophor EL
(polioksietilli hint yag1) i¢inde, dosetaksel ise Tween 80 i¢inde kullanima uygun hale

getirilmistir [36].

1.7.3 Epirubisin

Epirubisin  (4-epiadriamisin)  Streptomyces peacetius'tan elde edilen
antrasiklin tiirevi bir antibiyotik olan doksorubisinin (adriamisin) 4-hidroksi
epimeridir. Etkilerini sadece hiicre membraninda degil, hiicre iginde de gostererek
hiicre biiyiimesini inhibe eder ve hiicre Oliimiine yol agar. Ayrica niikleotid ve
proteinler arasindaki baglantiyr kirdig1 gibi, DNA sarmalinin baglarinin ag¢ilmasina
da neden olur. Kanser hiicreleri, muhtelif ajanlar tarafindan hiicre 6liimiine neden
olabilecek, intraselliiler enzimlerin inhibisyonuna ragmen biiyiimeye devam ederler.
Antrasiklinler bu direnci topoizomerazlar1 inhibe ederek kirarlar [37].
Antrasiklinlerin etkisi; hiicre membraninda deformasyon, DNA interkalasyonu,

DNA-protein iliskisinin kirilmas1 ve topoizomeraz inhibisyonu mekanizmalar ile
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olmaktadir. Mide kanserinde 5-FU ve sisplatin ile 5-FU ve sisplatin kombinasyonuna
epirubisin eklenmesiyle sitotoksik etkisi artmasmna ragmen yan etkileri de
fazlalasmistir.

Epirubisin daha ¢ok meme, mide, akciger, lenfoma, ovaryum ve mesane
kanserlerinde kullanilmaktadir. Epirubisinin endometrium kanserinde ve korneal

neovaskiilarizasyonunun inhibisyonunda etkisi goriilmiistiir.

MNHz

Sekil 1. 10: Epirubisin yapisi.

1.7.4 Tirinotekan

Topoizomeraz 1 inhibitorleri arasinda oncelikle kamptotesinler gelmektedir.
Irinotekan 1966 yilinda Cin’de yetisen Camptothecia acuminata adli agagtan elde
edilmistir. Irinotekan, suda ¢oziinebilen, semisentetik tiirevi olan bir topoizomeraz |
inhibitoriidiir. Topoizomeraz 1 tiim hiicre tiplerinde, hiicre siklusunun tiim
evrelerinde ortaya ¢ikan bir enzimdir. Hiicre replikasyonu sirasinda topoizomeraz I;
cift sarmal DNA’ya sikica tutunur ve bir zincirin ayrilmasina izin verir. Irinotekan
ise topoizomeraz I’in giiclii bir inhibitdriidiir. Topoizomeraz I ile baglanir ve onarim
esnasinda zincirin ve topoizomeraz I’in ayrilmasini engeller. Replikasyon siiresince
gerekli kirtlmay1 dnler ve hiicre boliinemez.

Irinotekan S fazina spesifik bir ajandir. Malign hiicreler normal hiicrelerden
daha fazla topoizomeraz 1 diizeyine sahiptir. Bu nedenle malign hiicreler

topoizomeraz | inhibisyonuna daha hassastir [38].

Irinotekan bir proilactir, karboksilesteraz irinotekan1 SN-38’e déniistiiriir, bu

aktif metabolit 6karyotik DNA topoizomeraz I enzimini inhibe ederek etki gosterir
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[39, 40]. SN-38 ise en potent kamptotekan iiriiniidiir ve irinotekandan 250-1000 kat

daha giicliidiir, ancak irinotekanin plazma konsantrasyonu daha ytiksektir.

Aktif metabolit SN38, UGT1Al enzimi ile degrede olur. Bu enzimin
varyantini tasiyan kisilerde SN38 yikimi daha yavas olur ve toksik etkiler daha giiglii

goziikiir.

Sekil 1. 11: irinotekan yapisi.

1.7.5 Gemsitabin

299,66 kDa agirliginda bir pirimidin analogu olan gemsitabin; apoptozu
tetikleyerek ve hiicre biiylimesini Onleyerek antitimor etkisi olan bir ajandir.

Sistemik kullanimlarda kemoterapi cevap aralig1 %27-38 arasindadir [71].
NH,

N7

oo

N
HOH,C o

F
HO F

Sekil 1. 12: Gemsitabin yapisi.

1.7.6 Bevasizumab

Rekombinant monoklonal antikor olan bevasizumab, VEGF’ye baglanarak

reseptorle etkilesime girmesini engeller ve reseptor aktivasyonunu engellemis olur
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[41]. 214 aminoasitten olusur, molekiil agirligr 149 kDa’dur. VEGF, anjiyogenezi
uyarip timor yayilmasini ve biiyiimesini indiiklemektedir. Anjiyogenezin uyarilmasi
sonucu tiimor damarlanmasi artar ve VEGF hiicre membranindaki reseptorlere
baglanarak reseptdriin aktivasyonunu saglar. Bevasizumab’in VEGF yolagini inhibe
ettigi pek ¢ok in vivo ve in vitro modellerde gosterilmistir [42]. ilacin direkt etkileri
damar endotel hiicrelerinde ve mevcut tiimorlerdeki damarlarin regresyonunda,
timoriin - damarsal yapisinin normalizasyonunda ve Yyeni damar olusumunun
engellenmesinde etkilidir [43]. Yapilan calismalarin ¢ogunda bevasizumab, diger

kemoterapik ajanlarla kombine halinde klinik aktivitesini ortaya koymustur.

1.8  Cahsmanin Amaci

Oliimciil bir kanser tiirii olarak bilinen pankreas kanserini durdurmak veya
tedavi etmek amaclh kullanilan kemoterapi ajanlarinin, insan pankreas hiicre hatti
olan Panc-1 tizerindeki sitotoksik etkisinin arastiritlmasi amaglanmistir. Bu amagla
deneysel calismalarimizda  dosetaksel, paklitaksel, irinotekan, epirubisin,
bevasizumab, okzaliplatin ve gemsitabin etken maddeli kemoterapi ajanlarinin Panc-
1 hiicre hattina, farkli dozlarda ve 24-48-72 saat dilimlerinde uygulanmasi sonucu
s6z konusu ajanlarin hiicre canliligi Ttzerindeki etkisi istatistiksel olarak

belirlenmesidir.

Arastirmamizin diger bir boyutu olarak kemoterapi ajanlarinin koyun
pankreasi tarafindan iiretilen COX enzimi aktivitesi lizerine etkisinin belirlenmesi

amagclanmustir.
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2. MATERYAL VE METOD

2.1 Materyal

2.1.1 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Deneysel asamalarda kullanilan kimyasallar biitiinliyle ¢alisma icin gerekli
saflig1 saglamaktadir. Enzim aktivite 6l¢iimiinde kullanilan COX Activity Assay Kit,

Cayman Chemical Company tarafindan temin edilmistir.

Tablo 2.1: Calismada kullanilan kimyasal malzemeler.

Kimyasallar Ureticiler
Tris Base Sigma
EDTA (Etilendiamintetra asetikasit) Sigma
DMSO (Dimetilsiilfoksit) Merck
Tripsin Sigma
FBS (Fetal Bovine Serum) Gibco
NaCl, Sigma
KCI Sigma
Na,HPO, Sigma
KH,PO, Sigma
KOH Sigma
DMEM (Dulbecco Modified Eagle’s Gibco
Medium)
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Tablo 2.1 : (devami).

MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5 | Sigma

diphenyltetrazolium bromide)

Izopropanol Sigma
Trypan blue Sigma
Kristal viyole Sigma

Tablo 2.2: Calismada kullanilan laboratuvar geregleri

Laminar Air Flow

Telstar BIOII, Ispanya

Otoklav

Hirayama, Japonya

Ph metre

WTW, Almanya

Saf su cihazi

Destilasyon 3.1 (Comecta Sa,)

Santrifiij

Sigma laborzentrifugen,Almanya

Buzdolabi

Argelik, Tiirkiye

-80 ultralow freezer

Sanyo, Japonya

Sicak su banyosu

Consort, Ingiltere

UV visible spektrofotometre

Thermo Scientific™ Multiskan GO

Hassas terazi

Sartorius, Almanya

Mikrosantrifiij

Thermo, ABD

Inverted mikroskop

Nikon, Japonya

Buz makinasi

Fiocchetti Frigoriferi Scientifici, Italya
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2.1.2 Hiicre Kiiltiiriinde Kullamilan Soy Hatti

Insan pankreas kanser hiicre hatlarindan birisi olan Panc-1, Ege
Universitesi’nden temin edildi.

2.1.3 Enzim Aktivite Ol¢iimiinde Gerekli Kimyasallar

COX Activity Assay Kit igeriginde 10X Assay buffer, Hem, COX Standart enzimi,

arasidonik asit , KOH , kolorimetrik substrat bulunmaktadir.

2.2 Metotlar

2.2.1 Cahsmada Kullanilan Ortamin ve Malzemenin Temizligi ve

Sterilizasyonu

Istya dayanikli biitiin cam malzemeler, pipet uglari, ependorflar 121°C’de 20

dakikada (1,02 atm basingta) otoklavda steril edildi.

Doku kiiltlirii laboratuvar1 her hafta periyodik olarak temizlendi. Oda
kullanilmadig1 zamanlarda UV lamba kullanilarak odanin havasinin sterilizasyonu
gergeklestirildi. Calisma Oncesi en az yarim saat boyunca laminar flow acilarak

calisma ortam sterilizasyonu saglandi.

2.2.2 Hiicre Kiiltiirii Deneyleri

2.2.2.1 Hiicre Kiiltiirii Medyumunun Hazirlanmasi

Hiicre kiiltiiri medyumu olan DMEM (Dulbecco’s Modified Eagles
Medium), son konsantrasyonu %10 olacak sekilde FCS ilave edildi. Tiim bilesenler

0,22 um steril filtreden siiziilerek steril edildi.
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2.2.2.2 FCS Hazirlanmasi

FCS (Fetal Calf Serum) -20°C’de saklandi ve tasinma islemi soguk zincirde
gerceklestirildi. Kullanimi gergeklestirilmeden 6nce 56°C’de 30 dakika boyunca 1s1
ile inaktive edildi. Inaktivasyon sonras1 FCS filtreden gegirilerek kullanima hazir

hale getirildi ve kullanim sonrasi tekrar -20°C’de saklandi.

2.2.2.3 (10X) PBS Tampon Cozeltisinin Hazirlanmasi

80 gr NaCl, 2 gr KCl, 14,4 gr Na,HPO,, 2,4 gr KH,PO, tartilarak 800 ml saf
su igerisinde ¢oziildii ve pH:7.4’e ayarlandi, son hacim 1000 ml’ye tamamlandi.
Kullanim igin 1X’e diltie edildi. Hazirlanan ¢6zelti otoklavda steril edildi. 2-8°C’de
saklandi.

2.2.2.4 Tripsin-EDTA Hazirlanmasi

0,25 gr Tripsin, 0,2 gr EDTA tartilarak 100 ml PBS tamponunun igerisinde
¢oziildii ve 4°C de saklanda.

2.2.25 MTT Soliisyonunun Hazirlanmasi

0,25 gr MTT tartilarak 50 ml PBS tamponu igerisinde ¢6ziildi ve 0,22 pm
steril filtreden gegirildi ve 4°C’de saklandi.

2.2.2.6 Cahsmada Kullanilan Hiicre Soyu Hatti

Calismada insan pankreas kanser hiicre hatt1 Panc-1 kullanildi.
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Sekil 2.1: Panc-1 hiicrelerinin faz-konstrat mikroskobu ile goriintiilenmesi.

2.2.2.7 Hiicre Soyunun Baslatilmasi

-80°C’de saklanan Panc-1 hiicre hatti, 37°C sicakligina getirilen sicak su
banyosuna alind1 ve hiicrelerin ¢oziinmeleri saglandi. Cozlinen hiicreler %10’luk
FCS igeren medyum igerisine alindi ve 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.
Stipernatant kismi1 uzaklastirildi, olusan pellet medyum ile ¢oziildii ve flasklara ekim
yapildi. Flasklara etiketleme yapildiktan sonra 37°C’de %5 CO, igeren inkiibatore
kaldirildu.

2.2.2.8 Hiicrelerin Biiyiitiilmesi

Hiicreler 15 ml medyumda 75 cm? flasklarda %10’luk FCS ihtiva eden
DMEM medyumu igerisinde haftada 2 kez rutin pasaj yapilarak tiretildi.

2.2.2.9 Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hiicreler bulunduklar1 alan1 % 80-90 oraninda kaplaymca, igerisindeki
medyum uzaklastirildi. Hiicreler 2 kez steril PBS tamponuyla yikandi ve 75cm?*’lik
flasklar i¢in 3 ml Tripsin-EDTA ile tripsinizasyon yapildi. Hiicreler yiizeyden
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ayrilinca medyum eklendi ve 1000 rpm’de 5 dakika santriflij yapildi. Siipernatant
kism1 uzaklagtirilarak olusan pellet medyum ile ¢oziildii ve flasklara ekim yapildi.

Flasklar etiketlendi ve 37°C’de %5 CO; igeren inkiibatore kaldirildi.

2.2.2.10 Hiucrelerin Dondurulmasi ve Saklanmasi

Flasklarda yetistirilen hiicrelerin tizerindeki medyum bosaltildi. 2 kez soguk
PBS tamponuyla yikandi. 75 cm?’lik flasklar i¢in 3 ml Tripsin-EDTA eklendi.
Hiicreler yiizeyden ayrilinca tizerine medyum eklenerek falkona alindi. 1000 rpm’de
5 dakika santrifiij edildi, slipernatant uzaklastirildi. Olusan pellet 100 pl DMSO ve
900 pul FCS ile ¢oziindii. Hiicreler 1 mI’lik kriyoviallere alinarak etiketlemesi yapildi
ve -80°C” de saklandi.

2.2.2.11 Canh Hiicrelerin Belirlenmesi

Toplam hiicre siispansiyonun mililitresindeki hiicre sayisin1 hesaplamak igin,
tizeri 25 kiiciik kareye ayrilmig, 1 mm? alan, 0,Imm derinligi olan ve bdylelikle
toplam hacmin hesaplanabildigi hemositometre lami1 kullanildi (Sekil.2.2). Canli ve
Ol hiicreleri ayirt etmek i¢in 10 pl hiicre siispansiyonu esit hacimde trypan blue (1:1
diliisyon oraninda) ile 3-5 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Olii hiicreler mavi

boyanirken canli olanlar boyanmadi ve sayimi1 yapildi.

Toplam canli hiicre sayisi/mL= hemositometre sayim sonucu X 2 x 10*

formiiliiyle siispansiyonun mililitresindeki toplam hiicre sayist bulundu.

?

i - 1 i

+

1 mum

1 mm

!

Sekil 2.2: Hemositometre.
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2.2.3 Hiicre Sayisimin Optimizasyonun Belirlenmesi

Hiicrelerin sayim1 yapildiktan sonra 96 kuyucuklu plakalara 1000-2000-3000-
4000-5000 hiicre olacak sekilde ekim yapildi. 24 saat sonrasinda hiicrelere 20 pl
MTT soliisyonu eklenerek 4 saat inkiibasyonu saglandi. Inkiibasyon sonrasi
kuyucuklardaki medyum uzaklastirildi ve her bir kuyucuga 0,004 M HCI igeren
izopropanolden 200 ul eklendi. 590 nm dalga boyunda 6lgiim yapilarak absorbans

degerleriyle hiicre optimizasyonu belirlendi.

2.2.4 Hiicre Canlilik Testi (MTT) Analizi

MTT yontemi hiicre canlilif testi i¢in kullanilan kolorimetrik bir yontemdir.
Sar1 renkli olup hiicrelere aktif olarak absorbe olur ve mitokondriyal rediiktaz enzimi
ile suda ¢6ziinmeyen mor renkli formazana indirgenir. Olusan formazan kristalleri

500-600 nm dalga boylarinda 6l¢iimii yapilarak hiicre canliligi tespit edilir.

Mitokondriyal
i rediktaz
N=N |

N
Br~ +f N/N\S(//

Sekil 2.3: MTT reaksiyonu.

Bu metotda hiicre optimizasyonu 5000 hiicre olarak belirlenen hiicreler, her bir
kuyucukta 5000 hiicre olacak sekilde 96 kuyucuklu plakalara ekimi yapildi. 24 saat
sonra hiicrelere belirlenen konsantrasyonlarda kemoterapi ajanlar1 uygulandi. 24, 48
ve 72 saat sonunda her bir kuyucuga MTT soliisyonu eklenerek 590 nm dalga
boyunda absorbans sonuglar1 degerlendirildi. Bu ¢alismalar 8 ve 12 tekrarli olarak

gerceklestirildi.
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Sekil 2.4: Tetrazoliumun hiicredeki etkisi.

2.25 Koyun Pankreasindaki COX Enzim Aktivite Ol¢iimii Icin Doku

Homojenatinin Hazirlanmasi

Koyun pankreasindan alinan dokudaki kirmizi kan hiicrelerini uzaklagtirmak
i¢in hazirlanan p.H: 7.4 olan Tris tamponu ile dokular yikandi. 1 gr doku 6rnegi igin
5-10 ml 1 mM EDTA igeren 0.1 M Tris-HCI, p.H:7,8 olan soguk tampon eklendi.
Homojenizatorde birkag dakika homojenize edildi ve hiicrelerin pargalanmasi
saglandi. Hiicreler 10,000 g’de 15 dakika 4°C’de santrifiij edildi. Enzim aktivite
tayini i¢in gerekli olan siipernatant ayr1 bir ependorfa alindi ve enzim aktivite tayini

icin uygulanmasi gereken prosediir gerceklestirildi.

2.25.1 Kemoterapi Ajanlarinin Koyun Pankreasina Uygulanmasi ve

COX Enzim Aktivitelerinin Bulunmasi

Doku homojenat1 hazirlanan koyun pankreasinda bulunan total COX
aktivitesinin tayini i¢in ‘COX Activity Assay Kit’ prosediirii uygulandi. Koyun
pankreas homojenatindan elde ettigimiz COX enziminin aktivite 6l¢timii i¢in; 120 ul
Assay Buffer, 10 ul hem, 40 pl 6érnegimizden alarak 25°C’de 5 dakika inkiibasyonu
saglandi. 20 pl arasidonik asit ve 20 pl kolorimetrik substrat eklenerek 25°C’de 5
dakika inkiibasyonu gergeklestirildi ve 590 nm dalga boyunda oOlgiimii yapildi.
Belirlenen dozlarda kemoterapi ajanlart uygulanarak COX enzimi aktivitesi iizerinde

etkileri tespit edildi.
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2.2.5.2 Total COX Aktivitesinin Hesaplanmasi

COX enzim aktivite tayini i¢in ‘COX Activity Assay Kit’ kullanildi. Total
COX aktivitesi asagidaki formiil ile hesaplanmustir.

AA /5 min.  0.21 ml
0.00826 uM-" * 0.01 ml

Total COX Activity = + 2* = nmol/min/ml (U/ml)
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3. BULGULAR

3.1  Hiicre Sayis1 Optimizasyonunun Tespiti

MTT analizi 6ncesi yapilan bu ¢alismanin amaci hiicre sayisinin optimum
kosulunun belirlenmesidir. Deneysel ¢alismamiz 96 kuyucuklu plakalarda 8 tekrarli

olarak ¢aligilmistir.

0.9 1 m 24 saat

48 saat

72 saat

1000 hiicre 2000 hiicre 3000 hiicre 4000 hiicre 5000 hiicre

Sekil 3.1: MTT analizi 6ncesi hiicre sayis1 optimizasyonunun belirlenmesi.

Calisma sonucunda 24-48 ve 72 saat sonrast 5000 hiicrenin deneysel asamada
uygunlugu kabul edilmistir. 5000 hiicrenin uygunlugunun tespitinden sonra deneysel

asamalarimiz MTT analiziyle devam etmistir.

3.2  Panc-1 Hiicrelerine Uygulanan Kemoterapi Ajanlarmin 24-48-72

Saat Sonrasi Sitotoksik Etkisinin Belirlenmesi

Hiicre sayis1 optimizasyonu belirlenen Panc-1 hiicre hattina kemoterapi
ajanlarindan okzaliplatin, paklitaksel, dosetaksel, epirubisin, gemsitabin, irinotekan
ve bevasizumab ilaglar1 uygulanmistir. Uygulama saatleri 24-48-72 saat olarak

belirlenmis olup, MTT soliisyonu eklenen Panc-1 hiicrelerinin {izerindeki sitotoksik
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etkisi arastirilmistir. Sonuglarin Minitab14 programi kullanilarak Anova One way
testi ile istatistiksel analizi gergeklestirilmistir. Analiz sonucunda p<0,05 olan

degerler istatistiksel olarak anlamlidir.

0.7 A
0.6 - m 24 saat
48 saat
0.5 -
B 72 saat
§ 0.4 - *
A . * *
0 03 1 -|— * _|_ * % *
*
0.2 - T I | %
T * %
01 - T
0 n
kontrol 0.01 0.1 1 10 100 1000
[Okzaliplatin] pg/ml

Sekil 3.2: Okzaliplatin uygulanan Panc-1 hiicrelerinin sitotoksik analizi.

Okzaliplatin; 1000-100-10-1-0,1-0,01 pg/ml konsantrasyonlarinda Panc-1
hiicrelerine uygulanmistir. 24-48-72 saat zaman araliklarinda MTT testi uygulanarak
Panc-1 hiicre hattinda sitotoksik etkisi belirlendi. Sonuglar Minitab14 programi
kullanilarak Anova one way testi ile analiz edildi. Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda okzaliplatin, istatistiksel olarak 24-48-72 saat diliminde ve en
yiksek 1000 pg/ml’lik dozda anlamliligi goriilmektedir. (*) Calisilan diger doz ve

zaman araliklarinda anlamlilik tespit edilmistir (p<0,05).

0.7 -
0.6 - B 24 saat
0.5 - T * T T* T 48 saat
*
S 04 - * m 72 saat
Lo
(@) *
* * % *
0.2 - T xT
0.1 | ij
O .
kontrol 0.001 0.01 0.1 1 10 100 500
[Epirubisin] pg/ml

Sekil 3.3: Epirubisin uygulanan Panc-1 hiicrelerinin sitotoksik analizi.
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Epirubisin uygulanan Panc-1 hiicre hattina dozlar1 500-100-10-1-0,1-0,01-
0,001 pg/ml olacak sekilde kemoterapi ajan1 uygulanmigtir. 72 saatte 6zellikle 100
pg/ml ve 10 pg/ml’de sitotoksisitesi artmistir. Fakat 48 saat sonunda 500 pg/ml ve
100 pg/ml’de etkili oldugu belirlenmistir. Tiim bu ¢alisma saatlerinin sonucunda
epirubisinin, en ¢ok 500-100-10 pg/ml’de sitotoksik etkisi gézlenmistir. (*) Kontrol

gruplartyla degerlendirilen analiz sonucunda istatistiksel olarak anlamlilik tespit

edilmistir (p<0,05).
0.7 - B 24 saat
0.6 - T {k 48 saat
*
i W72 saat

05 [ . I T

S04 -

Te]

a)

00.3
0.2 -
0.1 -

kontrol 0.01 0.1 1 10 100 1000
[Gemsitabin] pg/ml

Sekil 3.4: Gemsitabin uygulanan Panc-1 hiicrelerinin sitotoksik analizi.

Gemsitabin ile yapilan deneysel ¢aligmalarda 1000-100-10-1-0,1-0,01 pg/ml
dozlart Panc-1 hiicre hattina uygulanmistir. MTT testi sonrasinda Panc-1 hiicre
hattinda (*) ifadelerinde sitotoksik etkisi istatistiksel olarak belirlenmis olup anlaml
kabul edilmistir (p<0,05).
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kontrol 0.01 0.1 . 1 10 100 1000
[Irinotekan] pg/ml

Sekil 3.5: Irinotekan uygulanan Panc-1 hiicrelerinin sitotoksik analizi.

Panc-1 hiicre hattina uygulanan bir diger kemoterapi ajani olan irinotekan ise
1000-100-10-1-0,1-0,01 pg/ml dozlarinda 24-48-72 saat siireyle uygulanmustir.
Uygulama sonuglarinda en yiiksek doz olan 1000 pg/ml’de irinotekanin hiicre
canlilig1 iizerindeki inhibisyon etkisi en fazladir. Minitabl4 programi kullanilarak

istatistiksel hesaplamasi yapilan irinotekanin anlamlilig: tespit edilmistir((*) p<0,05).

0.8 -
0.7 -
0.6
o 0.5
3
a 0.4 u 24 saat
o 0.3 48 saat
72 saat

0.2
0.1
0

kontrol 0.01 0.1 1 10 100 1000
[Bevasizumab ] pg/ml

Sekil 3.6: Bevasizumab uygulanan Panc-1 hiicrelerinin sitotoksik analizi.

Bevasizumab uygulanan Panc-1 hiicre hattinda kontrol gruplartyla yapilan
calisma sonunda 1000-100-10-1-0,1-0,01 pug/ml dozlarinda hiicre proliferasyonunu
arttirict etkisi goézlenmistir. En yiiksek dozu olan 1000 pg/ml Panc-1 hiicrelerinin

canliliginin devam ettigi belirlenmistir. Kontrol gruplariyla yapilan karsilagtirma

31



sonucunda 0,01-1 ve 100 pg/ml’de istatistiksel olarak anlamli bir fark olusumu

gbzlenmistir (p<0,05).

x 0.8 - %
0.7 - H 24 saat
0.6 - M 48 saat

72 saat

kontrol 0.01 0.1 1 10 100 1000

[Dosetaksel] pg/ml

Sekil 3.7: Dosetaksel uygulanan Panc-1 hiicrelerinin sitotoksik analizi.

Dosetaksel uygulanan Panc-1 hiicrelerinde konsantrasyon araligi 1000-100-
10-1-0,1-0,01pg/ml olarak belirlenmis olup, taksan bilesiklerinden olan dosetakselin
100 ve 1000 pg/ml’de sitotoksisitesi maksimum  diizeydedir.Diisiik
konsantrasyonlari olan 0,01 ve 0,1 pg/ml’sinde de hiicre proliferasyonu iizerine etkisi

belirlenmistir (p<0,05).

0.5 -
0.45 u 24 saat

0.4 - 48 saat
0.35 - B 72 saat
= 0.3 -
~ 0.25 -
O 02 -
0.15 -
0.1 -
0.05 -

0 -

kontrol 0.01 0.1 1 10 100 1000

[Paklitaksel] pg/ml

Sekil 3.8: Paklitaksel uygulanan Panc-1 hiicrelerinin sitotoksik analizi.
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Taksan bilesiklerinden olan paklitaksel ise Panc-1 hiicre hattina 1000-100-10-
1-0,1-0,01 pg/ml konsantrasyonlarinda uygulanmigtir. 24-48-72 saat sonuna dogru
en diistik dozu olan 0,01 pg/ml’de de sitotoksik etkisinde artis belirlenmistir.
Degerlendirmeler Minitabl4 programi kullanilarak Anova one way testi ile
gerceklestirilmistir. (*) ifadelerinde p<0,05 olarak hesaplanmis olup anlamli kabul

edilmistir.

3.3 Panc-1 Hiicre Hattina Uygulanan Kemoterapi Ajanlarimin 1Cs

Degerleri

Tablo 3.1: Kemoterapi ajanlarinin Panc-1 hiicre hattinda 24-48 ve 72 saat sonundaki 1Csy degerleri.

Panc-1 Hiicre Hatti

1Cso (ng/ml)
Kemoterapi
Ajanlari Paklitaksel Okzaliplatin Epirubisin irinotekan  Dosetaksel
24 saat 109,75 447 115,35 1075 109,62
48 Saat 157,5 256 32,03 1013 118,9
72 Saat 70,6 98,5 1,19 1089,25 83,625

Panc-1 hiicre hattina uygulanan kemoterapi ajanlarindan paklitaksel,
dosetaksel, epirubisin, irinotekan ve dosetakselin hiicre canliligi {izerindeki
inhibisyon konsantrasyonlar1 belirlenmistir. Bu uygulama 24-48-72 saat siireleri baz
almarak hesaplanmistir. Inhibisyon konsantrasyonlar;; paklitaksel icin 24 saat
sonunda 109,75 pg/ml, 48 saat sonunda 157,5 pg/ml 72 saat sonunda ise 70,6 pg/ml
olarak belirlenmistir. Okzaliplatin ise 24 saat sonunda 447 pg/ml, 48 saat sonunda
256 pg/ml, 72 saat sonunda ise 98,5 pg/ml degerleri elde edilmis olup Panc-1 hiicre
hattindaki inhibisyon etkisinde artis1 tespit edilmistir. Kemoterapi ajanlarinin
igerisinde en etkili olan ilag epirubisindir. 72 saat sonunda inhibisyon degeri 1,19
png/ml olan epirubisinin, Panc-1 hiicre hattinda kanser hiicrelerinin proliferasyonunu

en aza indirdigi tespit edilmistir. Irinotekanin Panc-1 hiicre hattinda inhibisyon etkisi
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72 saat sonunda 1089,25 pg/ml’de minimum degerdedir. Dosetakselin Panc-1 hiicre

hatt1 iizerindeki inhibisyonu 72 saat sonunda 83,625 pg/ml olarak belirlenmistir.

3.4 Panc-1 Hiicre Hattina Uygulanan Kemoterapi Ajanlarinin
Inhibisyon Etkisi

Panc-1 hiicre hattina uyguladigimiz kemoterapi ajanlarinin sitotoksik etkisini
daha net gozlemleme adina olusturulan grafikte, 24-48-72 saat sonunda elde edilen
degerlerin karsilastirilmasi daha uygun ve daha anlamsal sonu¢ vermektedir.
Belirlenen kemoterapi ajanlari Panc-1 hiicre hattina uygulandiktan sonra inhibisyon

konsantrasyonu analizi gergeklestirilmistir.

120
=24 saat
100 48 saat

80 =fe=T72 Saat

60

40

Hiicre canhihig:

20

0
Kontrol 0.1 1 10 100 1000
[Okzaliplatin] pg/ml

Sekil 3.9: Okzaliplatin uygulanan Panc-1 hiicrelerinde ICsy degerleri.

Platin igerikli kemoterapi ajani olan okzaliplatinin Panc-1 hiicre hatti
tizerinde 72 saat sonunda en etkili dozun 1000 pg/ml’de oldugu belirlenmistir. 1000-

100 pg/ml ve 1 pg/ml dozlarinda, 72 saat sonunda %60’1n altinda inhibisyonu tespit

edilmistir.
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Sekil 3.10: Paklitaksel uygulanan Panc-1 hiicrelerinde ICs, degerleri.

Kemoterapi ajanlarinin igerisinde etkisi en fazla olan taksan grubu bilesigi

paklitaksel, 100 ve

sitotoksik etki gOstermistir. Diisiik dozlarda uygulanan kemoterapi ajanlarinin artan

konsantrasyonla beraber Panc-1 hiicre hatti iizerinde inhibisyon etkisinde artis

belirlenmistir.

1000 pg/ml’de ve 72 saat sonunda hiicre canlilig1 iizerinde

140
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Sekil 3.11: Epirubisin uygulanan Panc-1 hiicrelerinde 1Csy degerleri.

Kemoterapi ajanlari igerisinde sitotoksik etkisi en fazla olan epirubisin, Panc-

1 hiicre hattina 500-100-10-1-0,1 pg/ml konsantrasyonlarinda uygulanmistir.
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Epirubisinin 48 ve 72 saat sonunda 500 pg/ml dozunda hiicre canliligi iizerinde
sitotoksik etkisi en fazladir. 72 saat sonunda ise 10 ve 100 pg/ml’de Panc-1 hiicre

hatt1 tizerinde inhibisyon etkisi belirlenmistir.
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=24 saat

100 /A\ 48 saat
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Sekil 3.12: irinotekan uygulanan Panc-1 hiicrelerinde 1Cs; degerleri.

Topoizomeraz inhibitorii olan irinotekan, Panc-1 hiicre hattina 1000-100-10-
1-0,1 pg/ml dozlarinda uygulanmistir. Panc-1 hiicre hattindaki sitotoksisitenin 24-
48-72 saat sonunda ve 1000 pg/ml’de maksimum diizeyde oldugu belirlenmistir.
Grafikte goriilen diisiik dozlardaki (0,1-1-10 pg/ml) irinotekanin hiicre canliligini
yaklasik olarak %70 seviyesinde korudugu tespit edilmistir.
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Sekil 3.13: Dosetaksel uygulanan Panc-1 hiicrelerinde ICs, degerleri.

Taksan grubu bilesiklerinden olan dosetaksel, Panc-1 hiicre hattina 0,1-1-10-

100-1000 pg/ml dozlarinda 24-48-72 saat siireyle uygulanmistir. 100 pg/ml ve 1000
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pg/ml’de sitotoksisitesi belirlenen dosetaksel, hiicre canliligi {izerinde maksimum

diizeyde inhibisyon gostermistir.
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Sekil 3.14: Bevasizumab uygulanan Panc-1 hiicrelerinde 1Csy degerleri.

Monoklonal antikor olan bevasizumab, Panc-1 hiicre hattina minimum doz
olan 0,01 pg/ml ile baslanarak 0,1-1-10-100-1000 pg/ml diizeylerinde uygulanmistir.
Panc-1 hiicre hattinin canliligini higbir dozda etkilemeyen bevasizumab, 24-48-72
saat sonunda sitotoksik etki gostermemistir. Bevasizumab uygulanan Panc-1

hiicrelerinde inhibisyon %50 altina diismemistir.
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Sekil 3.15: Gemsitabin uygulanan Panc-1 hiicrelerinde I1Csq degerleri.
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Primidin analogu olan gemsitabin, Panc-1 hiicre hattina 0,1-1-10-100-1000
png/ml dozlarinda uygulanmistir. 1000 pg/ml’de 24 saat sonunda Panc-1 hiicre hatti

uzerinde sitotoksik etkisi en fazladir.

3.5 Koyun Pankreas Hiicreleri Tarafindan Uretilen COX Enzimine
Uygulanan Kemoterapi Ajanlarmim Total COX Enzim AKktivitesi

Uzerine Etkisinin Belirlenmesi

Koyun pankreas dokusunun homojenizasyonundan sonra ortaya ¢ikan COX
enzimine belirli konsantrasyonlarda kemoterapi ajanlari uygulandi. Viicut yiizey
alan hesaplamas1 yapilarak, belirlenen konsantrasyon araliklarinda kemoterapi

ajanlar1 uygulanmasi sonucunda %total COX aktivitesi tespit edildi.

Normal pankreas agirlig1 yaklagik olarak 80 gr olan insan pankreasina oranla
koyun pankreast 2 gr alinarak homojenize edilmistir. Viicut yiizey alanina gore
belirlenen ila¢ konsantrasyonlar1 koyun pankreasindan elde edilecek maksimum 8 ml
COX enzimine uygulanmigs ve kemoterapi ajanlarmin total COX enzimi iizerine

aktivitesinin etkisi tespit edilmistir.

Tablo 3.2: Viicut yiizey alani

Boy(cm) Kilo(kg) Viicut yiizey alani
1.55 60 1.61
1.6 70 1.76
1.6 55 1.56
1.75 65 1.78
1.7 60 1.68
1.8 80 2
1.85 85 2.09
1.9 90 2.18
1.75 70 1.84
1.8 90 2.12
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Sekil 3.16: Koyun pankreasina uygulanan dosetakselin COX enzim aktivitesi lizerindeki etkisi.

Viicut ylizey alanina gore konsantrasyon degerleri 2-5-7- 10- 20-25-30-35-
40-45-50-55-60 pg/ml olarak belirlenen dosetaksel, 8 ml’lik COX enzimine
uygulanmistir. Artan konsantrasyon degerlerine gore total COX enziminde

inhibisyon gbzlenmistir.
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[irinotekan]ug/ml

Sekil 3.17: Koyun pankreasina uygulanan irinotekanin COX enzim aktivitesi iizerindeki etkisi.

Irinotekanim 0,5-10 pg/ml konsantrasyon araliklarinda COX enzimi {izerinde
inhibisyon etkisi belirlenmistir. Konsantrasyon gradiyenti olarak belirlenen 0,5-0,7-
0,9-2-4-6-8-10-15-20-25-30-40-50-60-70 pg/ml dozlarindaki irinotekanin, artan

konsantrasyon gradiyetinde enzim aktivitesini de arttirdig tespit edilmistir.
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Sekil 3.18: Koyun pankreasina uygulanan paklitakselin COX enzim aktivitesi iizerindeki etkisi.

Paklitaksel 2-4-6-8-10-15-20-25-30-35-40-45-55-60-70-80 pg/ml
konsantrasyonlarinda koyun pankreasi tarafindan tiretilen COX enzimi {izerine
uygulanmigtir. Kemoterapik ajan olan paklitakselin 0-40 pg/ml araliginda COX
enzim aktivitesinde sabit etki ettigi, 40-80 pg/ml araliginda ise konsantrasyon

miktarinin artmasiyla enzim aktivitesinde artis1 tespit edilmistir.
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Sekil 3.19: Koyun pankreasina uygulanan okzaliplatinin COX enzim aktivitesi tizerindeki etkisi.

Okzaliplatin~ 0,5-0,7-0,8-1-2-4-5-8-10-15-18-20-25-30-40-50  pg/ml

konsantrasyonlarinda pankreas dokusuna uygulanmis olup, artan konsantrasyon
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degerlerinde COX enziminin aktivitesi lizerinde herhangi bir etkisi olmadig: tespit

edilmistir.
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Sekil 3.20: Koyun pankreasina uygulanan epirubisinin COX enzim aktivitesi lizerindeki etkisi.

Kemoterapik ajan olan epirubisin 2-4-6-8-10-20-30-40-50-60-70-80-90-100-
110 pg/ml konsantrasyonlarinda koyun pankreasindan elde edilen COX enzimine
uygulanmistir. Azalan konsantrasyonlarda COX aktivitesinde diisiis meydana
gelirken, artan konsantrasyon (60-110 pg/ml) araliklarinda enzim aktivitesi {izerinde

artis belirlenmistir.
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4. SONUCLAR VE ONERILER

Kanser hiicreleri kontrolsiiz biiylime ve metastaz yapabilme yetenegiyle
kolaylikla hiicre ve dokularda gelisebilir. Ulkemizde yaygin olan kanser tipleri
oldukca fazla cesitlilik gostermektedir. Degisen ve gelisen yasam kosullari, ¢evresel
faktorler, stres ve kalitsal faktorlerle birlikte niikseden kanser hiicrelerinde sag kalim

oranlar1 oldukca diisiiktir.

Kanserli hiicrelere uygulanan tedavi yontemleri arasinda cerrahi operasyon,

kemoterapi, radyoterapi, adjuvant (hormon) terapi ve biyoterapi uygulamalari vardir.

Kanser tedavi siirecinde uygulanan kemoterapi ajanlarinin kanserli hiicrelerde
tek bir ila¢ olarak kullanilabilecegi gibi bir¢ok kez daha yiiksek etki saglamak i¢in
birka¢c ila¢ birlikte kullanilabilmektedir. Kemoterapi ilaglar1 hangi yol ile
kullanilirlarsa kullanilsinlar kan ile tiim viicuda dagilarak etki ederler. Bdylece
timorli hiicrelerin boliiniip ¢ogalmalarini engellerken, viicudun normal hiicrelerini
de etkileyebilirler. Yapilan caligmalarin ¢ogunda kemoterapi ajanlarinin kombine
halde kullanilmasi kanserli hiicrelerin ¢ogalmasini engellerken, bazi kombine ilag

yontemleri sinerjtik etki etmektedir.

Pankreas kanseri tiim gastrointestestinal kanserler arasinda son yillarda artis
gosteren Oliimciil hastaliktir. Cevresel ve genetik faktorlerin etkiligi oldugu bu
hastalik toplumsal saglik sorunu haline gelmistir. Ge¢ bulgu veren hastalik olmasi
sebebiyle cogu kez lokal ileri ve metastatik hastalik evrelerinde teshisi
gerceklesmektedir. Cerrahi uygulama yapilan hastalarda 5 yillik sag kalim %5
diizeyinde kalmaktadir. Pankreatik kanserler oliimciil 4. kanser olarak bilinmekte
olup, hastalarin %95’inde 6liime neden olmaktadir. Tedavisindeki giicliikler, erken
teshis edilememesi ve kemoterapétiklere karsi direng gelistirmesi gibi nedenler,
pankreas kanser c¢alismalarina olan ilgiyi artirmaktadir. Kanser tedavilerinde
ozellikle kemoterapi ilaglar1 olarak alkilleyici ajanlar, platin icerikli okzaliplatin,
antimetabolitlerden 5-FU, topoizomeraz etkilesimli ilaglardan irinotekan,
antimikrotiibiil ajanlardan dosetaksel ve paklitaksel yanisira gemsitabin,
bevasizumab, antrasiklin tiirevi epirubisin gibi ¢esitli ajanlar kullanilmaktadir. S6z

konusu kanser tedavi siirecinde kemoterapi ajanlart genellikle kombine halde
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uygulanmaktadir. Aragtirmamizda ise pankreas kanser hiicre hatt1 (Panc-1) {izerine
tekli kemoterapi ajanlari uygulanarak, hiicre canliligi ve proliferasyonu iizerinde
olusturdugu etkiler tespit edilmistir. Ayrica kemoterapi ilaglari, homojenizasyonu
gerceklestirilen saglikli koyun pankreas dokusuna uygulanmis olup, pankreas

tarafindan tiretilen COX enzimi aktivitesi lizerine etkisi belirlenmistir.

Yapilan ¢ogu ¢alismalarda gemsitabin diger kemoterapi ajanlariyla kombine
sekilde uygulanmistir. Gemsitabin ile en uygun kombine ajan platin igerikli ya da
kapesitabin etken maddeli ilaglardir [44]. Pacagnella ve arkadaslarinin KHDAK
(kiictik hiicreli dis1 akciger kanseri) tedavisinde yaptiklar1 calismada paklitaksel ve
karboplatin kombine tedavisi ile paklitaksel, karboplatin ve gemsitabin kemoterapi
ajanlar karsilagtirilmig olup yanit oranlarina bakildiginda paklitaksel ve karboplatin
kombinasyonunun tedaviye yanit1 %20,2 iken, paklitaksel, karboplatin ve gemsitabin
kombinasyonunun yanitt %46 olarak belirlenmistir [59]. Ancak paklitasel ve
gemsitabin kombinasyonu ile paklitaksel, karboplatin uygulamalarinda hem toksisite
hemde yanit oranlar1 ile maliyet birlikte degerlendirildiginde paklitaksel ve
karboplatin tedavisinin daha avantajli oldugu tespit edilmistir [60]. Diger bir
calismada ise anti-VEGF faktorii olan monoklonal antikor bevasizumab, gemsitabin
ile kombine edilmis olup pankreatik kanserin faz II evresinde uygulanmistir [47].
Fakat gemsitabinin bevasizumab ile kombine halde ve tek basina uygulamasi

yapilmig olup, kanser hiicrelerinin proliferasyonunda diisiis gézlenmemistir [53].

Gemsitabin ve 5-FU ajanlar1 uygulanan hastalarda tedaviye cevap arasinda
istatistiksel bir fark gozlenmemis olup, gemsitabin i¢in %5,4 iken 5-FU igin %0
olarak tespit edilmistir [54]. Timidilat sentazin inhibitorii olan 5-FU, ilerlemis
pankreatik kanserli hiicrelerde olduk¢a fazla kullanilmaktadir. Destekleyici bakimla
birlikte sag kalim siiresinde etkin sonu¢ vermektedir [44-45,57-58]. Fakat 1997°de
yapilan arasgtirma sonucunda 5-FU yerini, niikleozit analogu olan gemsitabine
birakmistir [46]. Calismamizda gemsitabinin Panc-1 hiicre hattinda sitotoksik etkisi
MTT testi ile arastirilmigtir. Gemsitabin, Panc-1 hiicrelerine 1000-100-10-1-0,1-0,01
ng/ml dozlarinda ve 24-48-72 saat dilimlerinde uygulanmistir. Zamana ve doza bagl
olarak hiicredeki sitotoksik etkinin istatistiksel analizi Minitabl4 Anova oneway
programi ile hesaplanmistir. Pankreas kanser hiicre hattina uygulanan gemsitabin;
maksimum doz olan 1000 pg/ml’de 24 saat sonunda hiicre canlilig1 {izerinde

inhibisyonu belirlenmistir.
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Bevasizumab, ilerlemis KRK olgularinda tek basina yeterli aktivitesi olan bir
kemoterapi ajani1 degildir, fakat 5-FU, l6kovorin ve irinotekan ile yapilan ilk asama
tedavisinin ve 5-FU, l16kovorin ile okzaliplatin birlikte kullanilarak yapilan ikinci
asama tedavinin etkinligini arttirdigi belirlenmistir [61,62,63]. Pankreatik kanserin
faz 11l evresinde monoklonal antikor olan bevasizumab’in sitotoksik etkisi
aragtirtlmistir  [52,53].  Arastirmamizda Panc-1 hiicre hattina  uygulanan
bevasizumab’in hiicre proliferasyonu iizerinde inhibisyonu %50’nin altina
diismemistir. Istatistiksel olarak analizi yapilan kemoterapi ajaninin Panc-1 hiicre

hattinda inhibisyon etkisi (*) (p<0,05) ifadelerinde anlamli kabul edilmistir.

Okzaliplatin iki komsu guanin rezidiileri ya da DNA’daki bir adenin ya da bir
guanin arasindaki ¢apraz baglar1 kirarak DNA replikasyonu ve transkripsiyonunu
engellemektedir [51]. Platin igerikli bilesik olan antikanser ilaglardan okzaliplatinin,
sisplatinle farkli spektrumlarda aktivitesi belirlenmistir. Bazi1 sisplatin direngli
timorler (kolon kanseri gibi) okzaliplatine yanit vermektedir [48-50]. KRK
tedavisinde 5-FU ve Iokovorin tedavisine okzaliplatin eklendiginde 4 yillik
hastaliksiz sag kalim siiresi % 76,4 iken, okzaliplatin eklenmediginde %69,8 olarak
bulunmustur [64]. Baz1 in vitro uygulamalarda, HT-29 ve MCF-7 hiicrelerinde
caligilan okzaliplatinin 1Cs, degerleri 2,99 ve 2,91 pg/ml olarak belirlenmistir [65].
Arastirmamizda ise Panc-1 hiicre hattinda 1Cs, degeri 98,5 pg/ml olarak
hesaplanmistir.  Okzaliplatinin  diger hiicrelere oranla Panc-1 hiicrelerinde
inhibisyonu daha az gézlenmistir. Koyun pankreasi tarafindan iiretilen COX enzim
aktivitesi lizerinde okzaliplatinin; artan konsantrasyona ragmen herhangi bir

etkisinin olmadig: tespit edilmistir.

Taksan grubu bilesiklerinden olan dosetaksel, paklitaksel’e gore hiicre igine
daha hizli alinir ve hiicre i¢inde daha uzun siire kalabilmektedir. Bu nedenle in vivo
ve in vitro antitiimor aktivite ¢calismalarinda dosetaksel paklitaksele gore 2-4 kat daha
kuvvetli etki gostermektedir. Yapilan ¢aligmalarin ¢ogunda paklitaksel’e uzun siire

maruz kalmanin antitiimor aktivitede artisa neden oldugu gosterilmistir [34,55,56].

In vitro caligmalardan HT-29 ve MCF-7 hiicrelerine uygulanan dosetakselin
ICso degerleri sirasiyla 3,084 ve 103,01 ug/ml belirlenmistir [65]. Calismamizda ise
Panc-1 hiicre hattinda 72 saat sonunda ICsy degeri 83,62 pg/ml olarak hesaplanmistir.

Dosetakselin  koyun pankreas1 tarafindan iiretilen COX enzimi iizerine ise
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inhibisyonu belirlenmistir. Paklitaksel uygulanan HT-29 ve MCF-7 hiicrelerinde I1Cs
degerleri sirasiyla 4,21 ve 0,23 pg/ml belirlenmistir [65]. Bu ¢alismada ise Panc-1
hiicre hattindaki 1C5, degeri 72 saat sonunda 70,6 pg/ml olarak hesaplanmstir.
Paklitakselin MTT analizi sonucu Panc-1 hiicre hattinda artan konsantrasyonla
beraber inhibisyon etkisi tespit edilmistir. Paklitakselin doz miktarinin artmasiyla
koyun pankreasi tarafindan iretilen COX enzimi iizerinde aktive edici etkisi

belirlenmistir.

[rinotekanin adjuvan tedavide bir yarar1 saptanmamistir. Bu nedenle
irinotekan, lenf nodu pozitif olan kolon kanserlerinin adjuvan tedavisinde herhangi
bir role sahip degildir [66]. Okzaliplatin ve irinotekan, daha ¢ok metastatik rektum
kanserinde etkilidir. Bu iki kemoterapi ajaninin, neoadjuvan tedavi olarak,
radyoterapi ve 5-FU inflizyonu ile birlikte kullanilabilirligine iligskin bir¢ok faz I ve
faz Il evrelerinde ¢alismalar yapilmistir ve bu ajanlarin iyi tolere edildigi ve patolojik

tam yanit oranininda yiiksek oldugu tespit edilmistir [67, 68].

Bazi in vitro c¢alismalarda irinotekan uygulanan HT-29 ve MCF-7
hiicrelerinde 1Cs, degerleri 8,58 ve 0,31 pg/ml olarak belirlenmistir [65]. Bu
calismada ise Panc-1 hiicre hattinda 1Cs, degeri 1089,25 pg/ml olarak hesaplanmuistir.
[rinotekanin Panc-1 hiicre hattinda inhibisyon etkisinin en fazla 1000 pg/ml’de 72
saat sonunda oldugu belirlenmistir. Irinotekanin koyun pankreas: tarafindan iiretilen

COX enzimi aktivitesi {izerinde artig1 belirlenmistir.

Yapilan ¢ogu caligmalarda meme kanseri tedavisinde uygulanan epirubisin
ile dosetaksel kombine kullanildiginda doz artisinin cevap oranimni etkilemedigi
belirlenmistir. Meme kanserli hastalarda hem antrasiklin hemde taksanlara karsi
direng gelisebilir. Diren¢ gelismesi farkli mekanizmalarla olmakla birlikte son
yillarda tizerinde sikga calisilan bir mekanizmada ¢oklu ilag direngliligidir [69].
Arastirmamizda epirubisin Panc-1 hiicre hattinda sitotoksik etkisi en fazla olan
kemoterapi ajani olarak tespit edilmistir. Panc-1 hiicre hattinin epirubisine kars1 bir
direngliligi s6z konusu degildir. Koyun pankreasinda iiretilen COX enzimi ilizerinde

ise artan konsantrasyonla beraber aktive edici etkisi belirlenmistir.
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